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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Kaliumkanale sind eine groRRe, heterogene Gruppe von lonenkanalen, die eine
Vielzahl unterschiedlicher physiologischer Funktionen wahrnehmen. So sind sie an der
Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials sowie an der Signalibertragung an
elektrisch erregbaren Membranen beteiligt (Pongs, 1999), und sie tragen zur
Repolarisation nach einem Aktionspotenzial bei. Des weiteren wirken sie regulatorisch bei
der neuronalen Erregbarkeit und der Freisetzung von Hormonen und Transmittern. Eine
wichtige Funktion haben sie auf’erdem bei der Rhythmik des Herzschlages. Dort sind die
durch Kaliumionen getragenen Strome fiir die Repolarisation des Herzaktionspotentials
verantwortlich.

Die in dieser Arbeit untersuchten erg-Kanale (ether-a-go-go-related-gene) gehdren zu den
spannungsabhangigen Kaliumkanalen (K,). Sie sind Angehorige der Unterfamilie der
Ether-a-go-go (EAG)-Kanale (K,11). Die Bezeichnung Ether-a-go-go erfolgte nach der
Beobachtung einer Drosophila-Mutante unter Athernarkose, deren Beinbewegungen an
einen gogo-ahnlichen Tanz erinnerten (Warmke et al., 1991). Jeder erg-Kanal wird aus
vier  Untereinheiten, Monomeren,  gebildet, die  wiederum aus  sechs
Transmembrandomanen (S1-S6) bestehen. Die vierte Transmembrandoméane fungiert als
Spannungssensor, zwischen der finften und der sechsten Transmembrandomane
befindet sich die Porenregion (P).

Die vier Untereinheiten bilden zusammen ein Tetramer. Lagern sich vier gleiche
Untereinheiten zusammen, bilden sich sogenannte Homomultimere, bei verschiedenen

Untereinheiten spricht man von Heteromultimeren.

S2
S3  $1

S5 S6
P

Abbildung 1: Aufbau der erg-Kanéle A, Die sechs Transmembrandomanen mit dem
Spannungssensor S4 und der Porenregion zwischen S5 und S6. Am N-Terminus ist die
EAG-Kanal typische EAG-Domane lokalisiert, wahrend sich am C-Terminus eine
Bindungsstelle fur zyklische Nukleotide (cNBD) befindet. B, Schematische Darstellung
der vier aneinander gelagerten Kanaluntereinheiten.
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Der prominenteste von erg-Kanadlen getragene Strom ist die schnell aktivierende
Komponente (l,) des verzogerten, gleichgerichteten Stroms des Herzens. Dieser in
Sinusknoten-Zellen des Herzen zum ersten Mal beschriebene erg-Strom (Shibasaki,
1987) ist fur die Repolarisation des Herzaktionspotentials mitverantwortlich. Ein Ausfall
oder eine Blockade des I durch Mutation oder pharmakologische Substanzen flihrt zu
einer Verlangerung des Aktionspotentials in den Herzmuskelzellen, dem so genannten
LQT-Syndrom. Im Extremfall kann dies zu verfrihten Nachpolarisationen und dem
Auftreten von ,torsade de pointes® mit tédlichen Folgen flihren (Curran et al., 1995). Nach
Klonierung der fur den I verantwortlichen Kanale konnten diese als humane ether-a-go-
go-related-gene (HERG) Kandle identifiziert werden (Warmke & Ganetzky, 1994;
Sanguinetti et al, 1995; Trudeau et al., 1995). Durch detaillierte biophysikalische
Untersuchungen des HERG-Kanals konnten die besonderen Schalteigenschaften, die von
Shibasaki (1987) beschrieben wurden, bestatigt werden.

Eine besondere Eigenschaft der HERG-Kanale besteht darin, dass sie schneller
inaktivieren als sie aktivieren und dass ihre Erholung von der Inaktivierung schneller ist
als ihre Deaktivierung. Daraus ergibt sich die funktionelle Einwartsgleichrichtung der erg-
Strome (Spector et al., 1996; Wang et al., 1997).

Abbildung 2 beschreibt schematisch das Schaltverhalten der Kanale. Bei negativen
Membranpotentialen befinden sich die Kanale in einem deaktivierten, geschlossenen
Zustand. Bei einer Depolarisation aktivieren die Kanale. Da allerdings gleichzeitig zu der
relativ langsamen Aktivierung eine deutlich schnellere Inaktivierung erfolgt, wird der
Auswartsstrom sofort wieder reduziert. Bei einer folgenden Repolarisation erholen sich die
Kanadle sehr schnell von ihrer Inaktivierung, und es kommt zu einem starken
auswartsgerichteten Strom (Abbildung 2 oben). Anschliellend deaktivieren die Kanale
relativ langsam, wobei sie wieder in ihren geschlossenen Zustand Ubergehen.

Bei Spannungsklemm-Messungen in 5 mM Kaliumlésung kommt es bei der
Repolarisation auf Potentiale, die negativer sind als das mittels der Nernst-Gleichung
berechnete Gleichgewichtspotential (ca. -80 mV), zu einem Einwartsstrom anstelle eines

Auswartsstroms (Abbildung 2 unten).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Schaltverhaltens der erg-Kanéle Bei
negativen Haltepotentialen von -60 mV ist der erg-Kanal geschlossen und deaktiviert.
Durch einen depolarisierenden Puls werden die Kanale aktiviert. Aufgrund der
zeitgleichen Inaktivierung kommt es jedoch nur zu einem kleinen Auswartsstrom. Nach
Repolarisation auf Potentiale positiver als das Gleichgewichtspotential von Kalium (Ex)
erfolgt ein Auswartsstrom (oben). Ist die Repolarisation negativer als Ex erfolgt ein
Einwartsstrom (unten).

Durch die Verwendung von erg-Kanal-spezifischen Blockern war die Isolation des
endogenen erg-Stroms im Herzen (l,,) mdglich. Bei einem Vergleich zwischen den
endogenen erg-Strdmen des Herzens und den heterolog exprimierten HERG-Kanalen
offenbarten  sich jedoch Unterschiede hauptséchlich in Bezug auf ihre
Deaktivierungskinetiken (Bauer & Schwarz, 2001).

Im Herzen wurde 1997 eine SpleilRvariante des erg1-Kanals (=erg1a), der rerg1b-Kanal
kloniert (Lees-Miller et al., 1997; London et al., 1997). Diesem fehlt ein groRer Teil des N-
Terminus (Aminosauren 1-376), er verfugt jedoch Uber einen kurzen, alternativen N-
Terminus von 36 Aminosauren. Die am distalen N-Terminus des erg1a befindliche EAG
oder PAS Doméane hat einen groRen Einfluss auf die langsame Deaktivierung des erg1a-
Kanals (Schonherr & Heinemann, 1996; Spector et al., 1996; Wang et al., 1998). Durch
ihr Fehlen beim erg1b kommt es bei diesem zu einer sehr viel schnelleren Deaktivierung
des Stroms (Lees-Miller et al., 1997; London et al., 1997).

Es wurde nun vermutet, dass die oben erwadhnten Unterschiede in den
Deaktivierungseigenschaften zwischen HERG und Iy, durch die Bildung heteromultimerer
Kanale aus koexprimierten erg1a- und erg1b-Kanaluntereinheiten verursacht werden, da
im Herzgewebe beide SpleilRvarianten gefunden wurden (Lees-Miller et al., 1997; London
et al.,, 1997). Eine Koexpression der beiden erg-Untereinheiten und die Bildung von
heteromeren  ergla/1b-Kanalen  konnte  durch  Koimmunoprazipitationsstudien
nachgewiesen werden (Jones et al., 2004).

Weitere aktuelle Studien haben gezeigt, dass erg1a und erg1b in vielen Bereichen des
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erwachsenen Mausegehirns auf Proteinebene gemeinsam exprimiert werden (Guasti et
al., 2005). Die hohe Expression des erg1b-Kanals tritt immer im Zusammenhang mit dem
erg1a-Kanal auf. Eine Koexpression von erg1a und erg1b Transkripten konnte ebenfalls
in der glatten Muskulatur (Ohya et al., 2002), verschiedenen Tumorzelllinien (Crociani et
al., 2003) sowie in Gehirn- und Hypophysengeweben (Hirdes et al., 2005) nachgewiesen

werden.

Die Hypophyse oder Hirnanhangsdrise ist eine der wichtigsten Driisen des Korpers. Sie
ist Uber den Hypophysenstiel direkt mit dem Gehirn verbunden. Die Hypophyse besteht
aus drei Teilen: dem Hypophysenvorderlappen (Adenohypophyse), dem Hinterlappen
(Neurohypophyse) und dem Zwischenlappen. Letzterer wird oft der Adenohypophyse
zugeordnet. Die Neurohypophyse gehért als Teil des Hypothalamus unmittelbar zum
Gehirn. Sie selbst enthalt keine hormonsezernierenden Zellen. Die Adenohypophyse
hingegen ist eine echte Druse. Sie ist Uber ein Pfortadersystem mit dem Hypothalamus
verbunden, durch das dieser die Hypophysenhormonausschittung durch ,Releasing“- und

»Inhibiting“-Faktoren steuern kann.
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Abbildung 3: Lage und Aufbau der Hypophyse A, Ein Median-Sagittalschnitt durch das
menschliche Gehirn zeigt die Lage des Hypothalamus und der Hypophyse. B, Kontrolle
der Hypophyse durch den Hypothalamus. Peptiderge Neurone geben Oxytocin und
Vasopressin Uber den Hypophysenhinterlappen in den Blutkreislauf ab (blau). Die
Regulation des Hypophysenvorderlappens erfolgt Uber peptiderge Neurone, die
stimulierende oder inhibierende Hormone synthetisieren (gelb). (Verandert nach Kandel,
Schwarz & Jessel (1993), Principles of Neural Sciences, Elsevier Science Publ., New
York)

Die verschiedenen Zellen der Hypophyse sind in Anlehnung an die von ihnen gebildeten
und sezernierten Hormone benannt. Die Steuerung ihrer sekretorischen Funktion erfolgt
direkt vom Hypothalamus. Die melanotropen Zellen des Zwischenlappens, sowie die
laktotropen, somatotropen und thyreotropen Zellen der Adenohypophyse werden durch
»Inhibiting“-Faktoren tonisch gehemmt. Durch eine synergistische Kombination von
Absenken der ,Inhibiting“-Faktoren und Anstieg der ,Releasing“-Faktoren kommt es zu
einer Steigerung der sekretorischen Aktivitdt. Meistens wird die Sekretion mehrerer
Hypophysenhormone durch diese hypothalamischen Faktoren reguliert.

Im Gegensatz zu den oben erwahnten Zellen werden die corticotropen und gonadotropen
Zellen der Adenohypophyse nicht tonisch gehemmt. Bei ihnen wird die Hormonsekretion
hauptsachlich tGber die Ausschittung spezifischer ,Releasing“-Faktoren gesteuert.

Bei laktotropen Zellen wirkt vor allem Dopamin hemmend auf die Prolaktinsekretion,
wohingegen das Thyreotropin-Releasing-Hormon (TRH) einen sekretionsférdernden

Einfluss hat.
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Eine wichtige Funktion fir den Wirkmechanismus der Steuerung der Hormonsekretion hat
die intrazelluldre Ca?*-Konzentration ([Ca?']). Die laktotropen Zellen sind, wie viele
hormonsezernierende Zellen auch, elektrisch erregbar. Sie generieren spontan
Aktionspotentiale, die vorwiegend durch den Einstrom von Ca?-lonen getragen werden.
Dadurch erhoht sich temporar die [Ca*]-Konzentration. Sowohl Dopamin als auch TRH
bewirken eine spezifische Anderung der elektrischen Aktivitat. Durch diese Anderungen
des Membranpotentials konnen sich spannungsabhéngige Ca*-Kanale 6ffnen, da sich die
Aktivierungsschwelle fur diese Kanale in der Nahe des fur laktotrope Zellen Ublichen
Ruhepotentials von -40 mV bis -60 mV befindet. Eine Depolarisation fuhrt somit zu einem
Anstieg von [Ca?'];

Zur Wirkung von TRH auf zellularer Ebene wurden schon seit langem Untersuchungen
durchgefuhrt. Bereits 1975 zeigte Kidokoro an klonierten Hypophysenvorderlappen-
Zellen, dass diese Zellen Ca?*-getragene Aktionspotentiale generierten. Durch TRH
konnte die Frequenz dieser Aktionspotentiale gesteigert werden.

Die TRH-Antwort wird in zwei Phasen eingeteilt. Diese bestehen elektrophysiologisch aus
einer Hyperpolarisation und einer anschlielenden Depolarisation, durch die ein Anstieg
der Aktionspotentialfrequenz erfolgt.

Nach Bindung von TRH am TRH-Rezeptor, einem Rezeptor mit sieben
membrandurchspannenden Domanen, erfolgt die Ubertragung des Signals in das
Zellinnere uber heterotrimere G-Proteine. In der ersten Phase kommt es zu einer
Aktivierung eines G-Proteins aus der G,:-Familie. Uber die a-Untereinheiten des Proteins
wird die Phospholipase C aktiviert. Dadurch wird aus Phosphoinositolbisphosphat
vermehrt Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) gebildet. IP3 setzt aus
intrazelluldren Speichern Ca?* frei, wodurch ein transienter Ca*-Anstieg erfolgt. Dieser
Calcium-Transient fiihrt zu einem Offnen von Ca?*-abhangigen Kaliumkanalen. Durch den
Ausstrom der Kaliumionen verschiebt sich das Membranpotential in Richtung
Kaliumgleichgewichtspotential. Es kommt zu einer Hyperpolarisation (Corrette et al.,
1995). Diese erste Phase der elektrischen TRH-Antwort ist ohne Einfluss auf die
Sekretion.

Die zweite Phase wird durch eine reduzierte K*-Leitfahigkeit ausgelést (Ozawa & Sand,
1986). Diese wird hauptsachlich durch eine Reduktion eines einwartsgleichrichtenden
Kaliumstroms verursacht. Dieser Strom wurde in GHs/Be-Zellen als Ikr beschrieben
(Bauer et al., 1990). Durch die Reduktion des Ik wird die Membran depolarisiert, sodass
es zu einer erhdhten Frequenz von Aktionspotentialen kommt, die durch
spannungsabhangige L-Typ-Ca*-Kanale getragen werden (Corette et al., 1995). Der

durch den Ca*-Einstrom bedingte Anstieg der intrazellularen Ca?-Konzentration ist einer
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der Ausldser fur die Sekretion von Prolaktin.
Die zu den zwei Phasen fuhrenden intrazelluldaren Vorgange sind in Abbildung 4

schematisch zusammengefasst.

erg K'-Kanal Ca

tin Sekretion

Abbildung 4: Schema der TRH-induzierten Signalkaskade In der ersten Phase (grin)
fuhrt die Aktivierung des TRH-Rezeptors tber ein G-Protein der Gq11-Familie zu einer
Bildung von IP; und DAG. IP; setzt aus intrazellularen Speichern Ca** frei, sodass [Ca*];
ansteigt. Calciumabhangige Kaliumkanale o&ffnen sich und es kommt zu einem
Kaliumausstrom, wodurch eine Hyperpolarisation ausgelost wird. In der zweiten Phase
(gelb) kommt es zu einer G-Protein gekoppelten Modulation des erg-Kanals. Dadurch
kommt es zu einer Depolarisation des Membranpotentials,  wodurch
spannungsabhangige Calciumkanale aktivieren. Durch diese kommt es zu einem
Einstrom von Calcium, der die intrazellulare Ca?-Konzentration weiter erhéht. Durch die
erhohte Ca?*-Konzentration kommt es zu Prolaktinsekretion.

Um die fur die Modulation bendtigte Signalkaskade nicht zu beeintrachtigen, wurden die
Messungen mit der Perforated-Patch-Technik durchgefihrt (Horn und Marty, 1988). Bei
dieser Messmethode wird der Pipettenldsung Nystatin zugegeben. Dieses bildet Poren in
der Zellmembran, die vor allem fir kleine Kationen und weniger flr Anionen durchlassig
sind. Durch diese Poren wird ein elektrischer Zugang zu den Zellen gebildet. Bei dieser
Messmethode werden keine grolkeren Molekile oder Botenstoffe aus der Zelle
ausgewaschen, so dass intrazellulare Signalwege erhalten bleiben. Es ist mit dieser
Technik moglich, stabile Messungen Uber langere Zeitraume durchzuflihren, ohne dass
die Signalkaskade beeintrachtigt wird, so dass die Modulation der Kanalen (ber langere

Zeit erfolgen kann.
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In den laktotropen Zellen der Hypophyse ist der erg-Strom von besonderer Bedeutung fir
die Steuerung der Sekretion von Prolaktin. Die Inhibition des erg-Stroms durch das vom
Hypothalamus gebildete Thyreotropin-Releasing-Hormon (TRH war die erste Rezeptor
gekoppelte Modulation eines erg-Kanals, die beschrieben wurde (Bauer et al., 1990;
Corrette et al., 1996; Schafer et al., 1999).

Wie  die laktotropen Hypophysenzellen  verfligen auch die klonalen
Hypophysentumorzelllinien GH; und GH3/Bs Uber TRH-Rezeptoren, die an die endogene
Signalkaskade zur Modulation des erg-Kanals gekoppelt sind. Diese Ankopplung erfolgt
Uber G-Proteine (Bauer et al., 1990; Barros et al., 1992, 1993; Miranda et al., 2005).
Durch TRH werden sowohl die endogenen GHs/Bs erg-Kandle als auch heterolog
exprimierten rerg-Kanale in ihren Eigenschaften verandert. Dazu gehort eine Reduktion
des Stroms, eine Verschiebung der Spannungsabhangigkeit der Aktivierung zu
positiveren Potentialen, eine Verlangsamung der Aktivierung, sowie eine Beschleunigung
der Deaktivierung (Bauer et al., 1990; Bauer, 1998; Barros et al., 1998; Schledermann et
al., 2001).

Fur die meisten dieser Effekte scheint der proximale Teil des HERG1a-N-Terminus von
Bedeutung zu sein, wie durch Untersuchungen mit einer HERG1a-Deletionsmutante, die
zusammen mit TRH-Rezeptoren in Xenopus Oocyten exprimiert wurde, bestatigt werden

konnte.

Die ergla (HERG) K*-Kanaluntereinheiten und die SpleilRvariante erg1b sind in vielen
Geweben koexprimiert, und es konnte gezeigt werden, dass die erg1a- und erg1b-
Kanaluntereinheiten heteromere erg-Kandle im Herzen und Gehirn bilden. Uber die
Modulation von erg1a durch das Thyreotropin-Releasing-Hormon (TRH) gibt es viele
Untersuchungen, doch existierten bisher keine vergleichbaren Daten fir erg1b. Da der
SpleiBvariante erg1b ein grolRer Bereich des N-Terminus fehlt, sollte in dieser Arbeit
untersucht werden, ob die beiden SpleiRvarianten rerg1la und rerg1b in der gleichen
Weise moduliert werden und wie sich heteromere erg1a/erg1b-Kanale bezuglich der TRH-
Modulation verhalten. Dazu bendétigt man ein heterologes Expressionssystem, in dem der
TRH-Rezeptor neben den Spleillvarianten exprimiert wird. Dafir bieten sich
GHa/Bs-Zellen an, die den TRH-Rezeptor endogen exprimieren und in die die cDNA der
verschiedenen erg-Kanale injiziert werden kann. Der Vorteil der Verwendung dieser
Zelllinie als Modell fir laktotrope Hypophysenzellen besteht darin, dass die TRH-
Rezeptoren der GHs/Bgs-Zellen an eine native Signalkaskade angeschlossen sind, die an
der Regulation des erg-Kanals beteiligt ist und auf die somit zurlickgegriffen werden kann.

Die native Signalkaskade der GHs/Be-Zellen war ebenfalls in der Lage, heterolog
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Uberexprimierte erg-Kanale vergleichbar mit den endogenen erg-Kanalen zu modulieren.
Um weitere Erkenntnisse Uber die Modulation der erg-Kanale zu erhalten, sollten
zusatzlich Versuche mit dem Phorbolester Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) als
Proteinkinase C (PKC) Aktivator durchgefiihrt werden. Da durch die direkte Aktivierung
der PKC ein ahnlicher Effekt auf die erg-Kanale ausgelibt werden kann, wie durch die
Applikation von TRH, wurde vermutet, dass die PKC an der Modulation des erg-Stroms
beteiligt ist. Da fur die Wirkung von PMA keine TRH-Rezeptoren bendtigt werden, sollte
untersucht werden, ob PMA in der Lage ist, erg-Strdbme in MMQ-Zellen zu beeinflussen,
da diese zwar Uber endogene erg-Stréme verfiigen, nicht jedoch Uber TRH-Rezeptoren.
Vergleichend zu den Ergebnissen der TRH-Modulation der erg-Stréme in GHi/Bs-Zellen
wurden daher Messungen durchgefihrt, bei denen PMA auf verschiedene in MMQ-Zellen

exprimierte erg1-Kanale appliziert wurde.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

Alle verwendeten Zelllinien wurden in 50 ml Zellkulturflaschen (Nunc) bei 95% Luft, 5%
CO; und 37°C in einer wassergesattigten Atmosphare in einem Inkubator gehalten. Die
Umsetzung der adharent wachsenden GHs/Bs- und CHO-Zellen erfolgte folgendermalien:
zunachst wurde das verbrauchte Medium abgesaugt und die Zellen nach Zugabe von
Trypsin-EDTA (Gibco) ca. drei Minuten inkubiert und vom Flaschenboden gel6st. Der
Vorgang wurde durch Zugabe von frischem Medium gestoppt. Die Zellen wurden
anschlielfend mit einer Pasteurpipette vom Boden der Flasche abgespllt und vereinzelt.
Es wurden ca. 5x10° Zellen mit einer Pipette aufgenommen und in eine neue

Kulturflasche Uberfihrt. Diese wurde dann mit 10 ml frischem Medium aufgefiillt.

Fur die elektrophysiologischen Versuche wurden die Zellen auf 12 mm grof3e mit Poly-D-
Lysin beschichtete Glasplatichen ausgesat und in 35 mm Zellkulturschalchen (Nunc) mit

Medium gelagert.

2.1.1 GHs/B¢-Zellen

Die GH3/Bs-Zelllinie geht aus einem Subklon der GH;-Zelllinie hervor, die urspriinglich aus
einem Rattenhypophysentumor gewonnen wurde (Tashjian et al., 1968). Diese
somatomammotrope Zelllinie ist in der Lage, Prolaktin und Wachstumshormon (Growth
Hormone, GH) zu sezernieren. Des weiteren verflgt sie Uber endogene Rezeptoren flr
Thyreotropin-Releasing-Hormon  (TRH), Vasoaktives intestinales Peptid (VIP),
Cholecystokinin (CCK) und Somatostatin (SST). Zudem weisen die GHi/Be-Zellen
endogene erg-Kanale auf.

Da die GHi/Bs-Zellen funktionelle endogene TRH-Rezeptoren besitzen, deren Aktivierung
einen Anstieg der Prolaktinsekretion sowie eine Modulierung der erg-Kanale bewirkt, sind
sie ein gut geeignetes Modellsystem zur Untersuchung der TRH-Signalkaskade
(Schledermann et al., 2001).

Das typische Wachstum der Zellen erfolgt perlenschnurartig und adhasiv am Boden der

Kulturflasche. Sie wurden einmal pro Woche umgesetzt und mit neuen Medium versorgt.
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2.1.2 MMQ-Zellen

Auch diese Zelllinie wurde urspringlich aus einem Rattenhypophysentumor gewonnen
(Judd et al., 1988). Diese Zelllinie sezerniert ausschliellich Prolaktin und verfliigt neben
Rezeptoren fur VIP, SST und Acetylcholin auch Uber D,-Rezeptoren fir Dopamin, jedoch
keine TRH-Rezeptoren.

MMQ-Zellen wachsen in Zellverbanden frei flottierend im Medium. Aufgrund dieser
Eigenschaft wurden sie im Gegensatz zu den anderen hier verwendeten Zelllinien fur die
elektrophysiologischen Untersuchungen mit langkettigem Poly-D-Lysin auf den
Glasscheiben adhariert.

Die Zellen wurden je nach Wachstum zwei bis drei Mal pro Woche umgesetzt und mit
neuem Medium versorgt, wozu sie zur mechanischen Dissoziation mit einer
Pasteurpipette vereinzelt wurden. Etwa ein Sechstel des urspriinglichen Kulturvolumens

wurde in neue Flaschen uberfuhrt und mit frischen Medium aufgefulit.

2.1.3 CHO-Zellen

Diese Zelllinie entstammt aus dem Ovar des chinesischen Hamsters (Chinese Hamster
Ovary, Puck et al. 1958). Das Besondere dieser Zelllinie ist, dass sie Uber nahezu keine
endogenen spannungsabhangigen lonenkanale verfiigt. Das macht sie zu einem idealen
heterologen Expressionssystem, da in ihr die heterolog exprimierten lonenkanale fast
ohne Beeinflussung von anderen Kanalen gemessen werden kdnnen. Das Umsetzen

erfolgte alle zwei bis drei Tage.

2.2 Primarzellkultur

Versuchstiere

Die fur die Experimente verwendeten Ratten waren Wistar-Ratten (Versuchstierhaltung,
Universtatsklinikum Hamburg-Eppendorf, Hamburg). Die Tiere wurden bei ca. 21°C und

50% Luftfeuchtigkeit in einem 12 Stunden Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten.
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Praparation der Hypophyse

Die Versuche wurden gemaf der Tierversuchsrichtlinien des UKE Hamburg durchgefiihrt.
Die Ratten wurden zunachst mit Forene (Abbott, Wiesbaden) narkotisiert. Anschliel3end
wurden sie mit einer Guillotine dekapitiert. Die Kopfhaut wurde mit einem Skalpell mit zwei
Schnitten lateral durchtrennt. Entlang dieser Schnitte wurde die Schadeldecke mit einer
kleinen Knochenschere geodffnet. Das Gehirn wurde vorsichtig aus dem Schadel
entnommen. Nun war die von einem Diaphragma bedeckte Hypophyse gut sichtbar. Nach
Entfernung des Diaphragmas mit einer spitzen Pinzette konnte die Hypophyse

entnommen werden.

Dissoziation und Resuspension der Hypophysenzellen in einer Zellkultur

Um die Hypophysenzellen zu dissoziieren wurde die Hypophyse zunachst in
Dispersionsmedium Uberflihrt und in ca. 1 mm kleine Stlicke zerschnitten. Die Stiicke
wurden anschlielend in 10 ml steril gefilterte Kollagenase-Ldsung gegeben und mit einer
Pipette grundlich durchmischt. Das Dissoziieren der Zellen erfolgte unter leichtem
Schatteln fir 30 Minuten in einem 37°C warmen Wasserbad. Wahrend dieser Zeit wurden
die Zellen immer wieder mit einer Pipette durchmischt. Nach dieser enzymatischen
Behandlung wurde die Zellsuspension zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die
Resuspension des Zellpellets erfolgte in 1 ml DMEM/BSA.

Die Zellsuspension wurde anschlieBend auf 10-14 Zellkulturschalen (35 mm
Durchmesser, Nunc) verteilt, die mit Poly-D-Lysin beschichtet waren. Die Sedimentation
der Zellen erfolgte in einem Inkubator bei 37°C und 5% CO; in einer wassergesattigten
Atmosphare. AnschlieRend wurden die Zellen mit 2 ml Nahrmedium Uberschichtet.

Nach 2-3 Tagen wurde das Nahrmedium unter sterilen Bedingungen abgesaugt und
durch neues, vorher auf 37°C erwarmtes Medium ersetzt. Auf diese Weise konnten die

Zellkulturen bis zu 30 Tage gehalten werden.
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2.3 Medien und Losungen fiir die Zellkultur

Fir die verschiedenen Zelllinien wurden eigene definierte Nahrmedien hergestellt:
Medium fir GHas/Bs-Zellen:

82% Ham's F12 (Sigma)

15% Pferdeserum (Roche)

2,5% Fotales Kélberserum (Biother GmbH)

0,5% L-Glutamin (Sigma)

Medium fir MMQ-Zellen:
90% RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin (Gibco BRL)
7,5% Pferdeserum (Roche)
2,5% Fotales Kalberserum (Biother GmbH)

Medium flir CHO-Zellen:
89,5% MEM alpha Medium (Gibco BRL)
10% Fotales Kéalberserum (Biother GmbH)
0,3% L-Glutamin (Sigma)
100 U/ml Penicillin (Sigma)
100 pg/ml Streptomycin (Sigma)

Medium fur Primarkultur:
100 ml Dulbecco's modifiziertes Eagle Medium (DMEM, Gibco BRL)
11 ml Foétales Kalberserum (FCS, Biother GmbH)
1 ml 200 mM L-Glutamin mit Penicillin (10 000 U) und Streptomycin (10 mg),
(PSG, Sigma)

DMEM/BSA
100 ml DMEM
100 mg BSA

Kollagenase-Lésung
30 mg Kollagenase (Typ: CLSII, Biochem KG)
10 ml Dispersionsmedium

kurz vor Gebrauch in 15 ml Rohrchen ansetzen.
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Poly-D-Lysin-Ldsung
Poly-D-Lysin, 5 mg (Sigma)

in 50 ml sterilem, destillierten Wasser gelost.

2.4 Heterologe Expression

Zur heterologen Expression der erg-Kanale in den verschiedenen Zelllinien wurden die in
Tabelle 1 aufgefiihrten Plasmide verwendet. Ein schematischer Vergleich der
Proteinstruktur der verwendeten Kanal-Untereinheiten ist in Abbildung 1 dargestellt.

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten cDNAs wurden in den pcDNA3 bzw.
pcDNAS3.1 Vektor kloniert.

Tabelle 1: Verwendete Plasmid und cDNAs

Plasmid/cDNA relevantes Merkmal / Referenz
PcDNA3 + pcDNA3.1 Fa. Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
rerg1 (rerg 1a) Bauer et al., 1998

rerg1b Hirdes et al., 2005

rerg1a EGFP-tagged

rerg1b DS-Red-tagged

HERGA2-373 Schonherr et al., 1996

EGFP enhanced green-fluorescent protein;
Fa. Clontech, Heidelberg, Deutschland
umkloniert in pcDNA3

DS-Red Fa. Clontech, Heidelberg, Deutschland
umkloniert in pcDNA3
TRH-Rezeptor in pcDNA3.1 UMR cDNA Resource Center

Roller, MO USA
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Abbildung 5: Schematischer Vergleich der Proteinstruktur der verschiedenen erg-
Kanéle Von oben nach unten werden folgende erg-Kanal-Untereinheiten verglichen: Die
erg-Kanaluntereinheiten der Ratte rerg1, rerg1b, eine Spleillvariante mit verklrztem N-
Terminus, die HERG1-Untereinheit, das menschlichen Korrelat von rerg1 und eine
Deletionsmutante des HERG (A2-373; N-Terminus)

In der vorliegenden Arbeit wurde u.a. die erg-Kanaluntereinheit der Ratte rerg1 (Acc. nr.
Z96106; Bauer et al., 1998) verwendet. Diese entspricht der als ergla definierten
Kanaluntereinheit aus der Maus (Acc. nr. AF012868; London et al., 1997), das
menschliche Homolog wurde 1994 erstmals bei Warmke & Ganetzky beschrieben. Der
rerg1 ist zu 98,7 % homolog und zu 96 % identisch mit dem humanen erg1 (HERG)
(Bauer et al., 1998). Ebenfalls verwendet wurde die SpleilRvariante rerg1b. Dieser fehlt im
Vergleich zum erg1a der groflite Teil des N-Terminus. Im Unterschied zu der in dieser
Arbeit ebenfalls eingesetzten Deletionsmutante HERGA2-373 startet rerg1b von einem
Exon, das in rerg1a nicht enthalten ist. So sind die ersten 36 Aminosauren von rerg1b

weder im rerg1a noch in der Deletionsmutante enthalten.

Mikroinjektion

Fur die elektrophysiologischen Untersuchungen wurde die cDNA der unterschiedlichen
Kanale und ggf. des EGFPs mittels eines Mikroinjektors in die Zellen injiziert. Dieses
erfolgte an einem Arbeitsplatz, der mit einen Transjektor 5246 (Eppendorf) sowie einem
inversen Mikroskop (Axiovert 25, Zeiss) ausgestattet war.

Die zu injizierende Plasmidlésung wurde unmittelbar vor dem Benutzen aufgetaut und fur
20 min mit 12000 Upm bei 4°C zentrifugiert (Tischzentrifuge 5415 C, Eppendorf).
Anschlieend wurde die cDNA mit sterilem H,O auf die gewlinschte Endkonzentration
verdunnt. Die Injektion in die Zellen erfolgte mittels sehr feinen, sterilen Glaspipetten

(Femtotips, Eppendorf).
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Die Zellkulturschalchen wurden in eine im Mikroskoptisch befindliche Aussparung gestellt
und die auf dem Deckglaschen in der Kulturschale ausgesaten Zellen konnten nun mit
dem Femtotip, der zuvor mit der betreffenden cDNA beflllt wurde, injiziert werden. Die

Injektionszeit betrug 0,4-0,6 ms bei einem Druck von 80 bis 110 Hektopascal.

Da die verwendeten cDNAs der unterschiedlichen Kandle individuelle
Expressionseigenschaften aufwiesen, wurden die zu injizierenden Konzentrationen
variiert.

Die mit EGFP oder DS-Red getaggten erg1-Kanale, die aufgrund ihrer Eigenfluoreszenz
nach ihrer Expression in der Zelle zu erkennen waren, wurden ohne zusatzlicher EGFP-
cDNA injiziert. Bei den unmarkierten Kanalen wurde 0,01 ug/ul EGFP-cDNA als
Injektionsindikator koinjiziert. Da EGFP bei Anregung mit Licht einer Wellenlange von
485 nm eine deutliche grine Fluoreszenz zeigt, konnten die so injizierten Zellen nach
einigen Stunden eindeutig identifiziert werden. Das Messen der Zellen erfolgte 6-24

Stunden nach der Injektion.

Folgende Konzentrationen an cDNA wurden im Femtotip vorgelegt:

Tabelle 2: Konzentrationen der cDNA in der Injektionslosung

CDNA Konzentration
rergla 0,01 - 0,02 pg/ul
rerg1b 0,01-0,05 pg/ul
HERGA2-373 0,01 pg/ul
rerg1a EGFP-tagged 0,01 -0,05 pg/pl
rerg1b DS-Red-tagged 0,01 -0,05 pg/ul
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2.5 Verwendete Losungen

Fur die elektrophysiologischen Untersuchungen wurden folgende Ldsungen

verwendet:

Extrazellulare Losungen

5 mM Kalium-Lésung (Angaben in mM):
140 NaCl

5 KClI

2 CaCl,

2 MgCl,

10 HEPES

5 Glukose

pH = 7,3 (eingestellt mit 1 M NaOH)

Isotonische KCI-Lésung (Angaben in mM):
140 KCI
4 MgCl,
1 CaCl,
10 HEPES
10 Glucose
2,5EGTA
pH = 7,3 (eingestellt mit 1 M KOH)

Pipettenlosung

Als Pipettenldsung wurde in allen Versuchen folgende Intrazellularidbsung verwendet
(Angaben in mM):

140 KCI

2 MgCl,

1 CaCl;

2,5EGTA

10 HEPES

pH = 7,3 (eingestellt mit 1 M KOH)
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Fur die Perforated-Patch Versuche wurde der Intrazellularidsung Nystatin in einer

Endkonzentration von 0,24 mg/ml zugesetzt.

2.6 Chemikalien

E-4031

E-4031 (Eisai GmbH, D-60528 Frankfurt) ist ein Klasse lllI-Antiarrhythmikum das, zur
Gruppe der Methansulfaniliden gehdrt. Es handelt sich bei E-4031 um einen hoch
spezifischen Blocker fur erg-Kanéle. Es wurde eine Stammlésung mit einer Konzentration
von 10 mM hergestellt und aliquotiert eingefroren. Die Aliquots wurden fiir die Versuche
mit der jeweiligen Extrazellularldsung verdinnt und in einer Endkonzentration von 10 pM

eingesetzt.

TRH (Thyreotropin Releasing Hormon)

Das TRH wurde als 20 mM Stammlésung mit Aqua Destillata angesetzt und bei -20°C
gelagert und fir die Versuche unmittelbar vor Durchflihrung in den Extrazellulariésungen
so verdlnnt, dass es nach Applikation in der Messkammer in einer Endkonzentration von

1 uM vorlag, sofern nicht anders angegeben.

PMA (Phorbol-12-Myristat-13-Acetat)

PMA wurde mit einer Stammkonzentration von 20 mM bei -20°C gelagert und unmittelbar
vor den Versuchen mit der Extrazellulariésung so verdinnt, dass nach Applikation in der
Messkammer eine Endkonzentration von 1-2 yM vorlag.

Die PMA-haltigen Losungen und alle benetzten Gegenstdnde wurden aufgrund der

carcinogenen Wirkung von PMA fachgerecht gesammelt und entsorgt.
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2.7 Patch-Clamp-Technik

Eine besondere Methode der intrazellularen Ableitung ist die Ganzzell-Konfiguration der
Patch-Plamp Technik. Diese ist eine 1976 von Neher und Sakmann entwickelte
elektrophysiologische Methode zur Erfassung und Auswertung von transmembranen
Stromen und Potentialen an elektrisch erregbaren Membranen (Neher und Sakmann,
1976, 1992; Hamill et al., 1981; Neher, 1992). Mit ihr lassen sich die durch liganden— oder
spannungsabhangige lonenkanale flieRenden Stréme messen. Die Messung erfolgt bei
einem konstanten Membranpotential (Voltage-Clamp, Spannungsklemme). Die Methode
macht sich die Eigenschaft der lonenkanale zunutze, dass ihre Leitfahigkeit bei konstanter
Spannung direkt proportional zum Strom ist. Da sich das Membranpotential durch die
Aktivitat der lonenkanale andert, muss es standig gemessen und durch Stromimpulse, die
denen der lonenkanale entgegengesetzt sind, ausgeglichen werden. Anhand der
Amplitude der Ausgleichsstrome ist die Hohe der Uber die Membran erfolgten
Ladungsverschiebung direkt zu erkennen. Das Besondere der Patch-Clamp Technik
besteht darin, dass mit ihr Gber nur eine Elektrode sowohl das kontinuierliche Messen des
Membranpotentials, als auch eine Strominjektion mdglich ist. Das ermdglicht das
elektrophysiologische Untersuchen von sehr kleinen Somata mit einem Durchmesser der
kleiner als 30 pm ist.

Das tatsachliche Membranpotential ist mit dieser Methode jedoch nur bedingt messbar.
Durch den Widerstand der Pipette und des Zellzugangs, die in Serie mit der Zellmembran
liegen (Serienwiderstand), fallt ein Teil der angelegten Spannung ab. Dadurch kommt es
zu einem Fehler in der Spannungsquelle, der nur bedingt korrigiert werden kann. Daher

sollte das Verhaltnis von Membranwiderstand zu Serienwiderstand moéglichst grof? sein.

Perforated-Patch

Der groRte Teil der in dieser Arbeit durchgefihrten Experimente wurden mit der
Perforated-Patch-Methode durchgefihrt (Marty und Finkelstein, 1975; Horn und Marty,
1988). Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dass nur relativ kleine Poren durch das
in der Intrazellularidsung enthaltene Nystatin (s.0.) in der Zellmembran unterhalb der
Pipette gebildet werden, durch die die im Zytoplasma enthaltenen Substanzen, wie z.B.
Second-Messenger, nicht durch das wesentlich grélRere Pipettenvolumen ausgewaschen
werden kénnen. Durch Verwendung dieser Technik war es mdoglich, auch Gber einen
langeren Zeitraum hinweg stabile Messungen ohne Verlust oder Reduktion des zu

messenden Stroms oder seiner modulierenden Komponenten durchzufiihren. Mit den
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Messungen wurde begonnen, nachdem der Serienwiderstand einen Wert < 30 MQ

erreicht hatte.

2.8 Datenerfassung und Auswertung

Der Messplatz bestand aus einem inversen Mikroskop (Axiovert 200, Zeiss), das auf
einem schwingungsgedampften Tisch stand. An dessen Objekttisch war ein
elektronischer Mikromanipulator (Patchman, Eppendorf) befestigt, auf dem der
Messelektrodenhalter montiert war. Dieser Aufbau befand sich zur elektrischen
Abschirmung innerhalb eines Faraday-Kafigs. Aullerhalb des Kafigs befand sich der zu
dem Messplatz gehérende Patch-Clamp-Verstarker (EPC-9, HEKA Elektronik), sowie ein
PC.

Die Datenerfassung erfolgte mittels der Pulse-Software (HEKA Elektronik). Zur
Auswertung und Analyse wurden die Programme PulseFit (HEKA Elektronik), Igor
(WaveMetrics, Inc.) und Excel (Microsoft Inc.) verwendet.

Zur Detektion der Fluoreszenz verfligte der Messplatz Uber eine Fluoreszenzeinrichtung
bestehend aus einer Fluoreszenzlampe (HBO 50, Zeiss) und passenden Zeiss
Fluoreszensfiltersatzen fur EGFP (Filtersatz 10) und DS-Red (Filtersatz 00).
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3 Ergebnisse

Die folgenden Versuche zur Modulation der rerg-Stréme durch TRH und PMA wurden im
Perforated-Patch-Modus  durchgefihrt, um die in der Einleitung beschriebene
Signalkaskade nicht zu beeinflussen.

In den meisten Versuchen zur TRH-Modulation der erg-Kanale wurde TRH in einer
Konzentration von 1 yuM eingesetzt. PMA wurde in einer Konzentration von 1-2 yM
eingesetzt. Alle Messungen wurden, soweit nicht anders angegeben, in 5 mM K*-Lésung

durchgefinhrt.

3.1 Modulation von nativen erg-Stromen in GH;/Bs-Zellen durch TRH

Eine besondere Eigenschaft von erg-Kanéalen besteht darin, dass es zu einer deutlichen
Zunahme ihrer Leitfahigkeit kommt, wenn diese in einer extrazelluldaren LOsung mit
erhohter Kaliumionenkonzentration [K*]e gemessen werden (Shibasaki, 1987; Lees-Miller
et al.,, 1997; Sturm et al., 2005). Diese Eigenschaft wurde gezielt genutzt, indem der
endogene erg-Strom von GHi/Bs-Zellen in Iso-KCI-Losung gemessen wurde. Da die
endogenen erg-Strome der GHs/Be-Zellen sehr klein sind, wurde dieser in Iso-KCI-
Extrazellularlésung gemessene Strom von anderen endogenen Strémen durch
Applikation von E-4031 als E-4031-sensitiver Strom isoliert (Weinsberg et al., 1997)
(Abbildung 6 A). Es wurde die dosisabhangige Wirksamkeit von TRH auf die
Verschiebung der Spannungsabhangigkeit der Aktivierung des endogenen erg-Stroms
von GHs/Be-Zellen untersucht. Der Effekt der Verschiebung der Spannungsabhangigkeit
wurde zuerst beschrieben in Bauer et al., 1990. Er tritt sowohl bei endogenen Stromen als
auch bei heterolog Uberexprimierten erg-Kanalen in GHs/Bg-Zellen auf (Schledermann et
al., 2001).

Die Spannungsabhangigkeit der Aktivierung wurde mit einem Doppel-Puls-Protokoll
untersucht. Bei einem Potential von -80 mV zu Beginn des Protokolls sind alle erg-Kanale
geschlossen und deaktiviert. Es folgten 5 Sekunden lange depolarisierende Testpulse und
anschliefend eine Hyperpolarisation auf -100 mV. Die Spannungsabhangigkeit der
Aktivierung wurde durch Auftragung der maximalen Amplitude des transienten
Einwartsstroms wahrend des hyperpolarisierenden Pulses gegen die Spannung der
vorangegangenen variablen Testpulse bestimmt (Abbildung 6 Ac und B). Die Zunahme im
Stromtransienten spiegelt die Erholung von der Inaktivierung wieder, die anschlielende
Abnahme ist auf die erg-Kanal-Deaktivierung zurickzufihren. In Abbildung 6 B ist der

normierte erg-Strom wahrend des hyperpolarisierenden Pulses vor und nach der
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Applikation von 100 nM TRH, gegen die Potentiale der Testpulse aufgetragen. An die
dargestellten Datenpunkte wurde eine Boltzmann-Funktion angepasst, und der Wert fur
die halbmaximale Aktivierung (Vos) des erg-Stroms ermittelt. Nach TRH-Applikation
(100 nM) ist Vos um AVes5=18,3+2,0mV (n=4) von V,5=-30+2,8mV auf
Vos=-11,7 £ 1,0 mV zu positiveren Potentialen hin verschoben. Das Balkendiagramm
(Abbildung 6 C) zeigt, dass 1 yM TRH eine ahnlich groe Verschiebung verursachte
(AVos= 18,7 £ 1,8 mV, n=4). Bereits eine Konzentration von 10 nM TRH beeinflusste die
Spannungsabhangigkeit der Aktivierung, obwohl bei dieser Konzentration von TRH die
Verschiebung hin  zu  positiveren  Potentialen  deutlich  geringer  ausfiel
(AVos5=10,2 £ 3,9 mV, n=4). Zudem erfolgte die Reduktion des erg-Stroms bei dieser
Konzentration deutlich langsamer und fiel geringer aus als bei 100 nM oder 1 pM TRH.
Bei diesen beiden Konzentrationen war die Reduktion des erg-Stroms innerhalb von ca.
drei Minuten nach TRH-Applikation beendet.

Um sicher zu stellen, dass es sich bei den gemessen endogenen erg-Stromen um Strome
der Spleilvariante erg1a des Kanals handelte, wurden an unserem Institut RT-PCRs von
GHs/Bg-Zellen durchgeflihrt (Abbildung 6 D). Selbst in der zweiten Runde der Amplifikation
konnten keine erg1b-Transkripte nachgewiesen werden, wohingegen ergia-Transkripte
bereits nach der ersten Runde deutlich nachweisbar waren. Gewebe des Rattengehirns

diente als Positivkontrolle fur erg1a und erg1b.
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Abbildung 6: Modulation des endogenen GH3/Bs—erg-Stroms durch TRH Mittels der
Perforated-Patch-Technik aufgenommene Membranstréme nativer GHs/Bes-Zellen. Von
einem Haltepotential von -80 mV aus wurde der erg-Strom mit finf Sekunden langen,
variablen Pulsen von -80mV bis +40 mV aktiviert. Es folgte ein konstanter
hyperpolarisierender Puls auf -100 mV. Der erg-Strom (Ac) wurde als Differenz der
Strome vor (Aa) und nach (Ab) Applikation von 10 uM E-4031 errechnet. B, gemittelte,
normierte Amplituden der erg-Strdme gemessen bei der Hyperpolarisation auf -100 mV,
aufgetragen gegen das jeweilige Vorpulspotential vor (o) und nach (e) Applikation von
100 nM TRH. An die Datenpunkte ist eine Boltzmann-Funktion angepasst, mit der das
Potential der halbmaximalen Aktivierung (Vos) bestimmt wurde. Der Kalibrator der
Stromkurven in B entspricht 100 pA und 100 ms. C, Verschiebungen der Vys-Werte der
erg-Strome, die durch die verschiedenen TRH-Konzentrationen verursacht wurden. Die
Anzahl der Versuche ist angegeben, die Balken zeigen Mittelwerte + S.E.M., * und ***
gibt die Signifikanz der Differenz von Vo5 vor und nach TRH-Applikation an mit P < 0,05
beziehungsweise P < 0,001 (einseitiger, gepaarter T-Test). D, RT-PCR Amplifikate nach
einer und zwei Runden. GHi/Bs-Zellen exprimierten erg1a, jedoch nicht rergib. Als
Positivkontrolle wurde Gewebe des Rattengehirns verwendet, in dem beide
Spleilvarianten exprimiert werden.
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3.2 Modulation des endogenen erg-Stromes in laktotropen Hypophysen-

primarkulturzellen der Ratte durch TRH

Es wurde untersucht, ob der beobachtete Effekt von TRH auf die Spannungsabhangigkeit
der Aktivierung, der in den GHs/Bg- Zellen auftrat, auch bei laktotropen Primarkulturzellen
der Rattenhypophyse auftritt. Dazu wurde bei den morphologisch identifizierten
laktotropen Zellen der Primarkultur (Corette et al., 1995), wie in 3.1 beschrieben, die
Spannungsabhangigkeit der Aktivierung vor (offene Symbole) und nach (geschlossene
Symbole) Applikation von 1 yM TRH ermittelt (Abbildung 7). Es kam zu einer
Verschiebung von Vs um AVes=17,1+2,3mV von V,5=-23,6+1,7mV vor auf
Vos=-6,5% 1,7 mV nach Applikation von TRH (P < 0,0001; n=7). Es kam wie bei den erg-

Stromen in GHs/Be-Zellen zu einer Reduktion des erg-Strom um ca. 20%.
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Abbildung 7: Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung von Hypo-
physenprimérkulturzellen Die Spannungsabhangigkeit der Aktivierung
von Hypophysenprimarkulturzellen wurde mit dem in 3.1 beschriebenen
Protokoll ermittelt. TRH verursachte eine Verschiebung der
Aktivierungskurve von Vy5=-23,6 £1,7 mV (offene Symbole) auf
Vos=-6,5+1,7mV nach Applikation von 1 uyM TRH (geschlossene
Symbole) um AVy5=17,1 £ 2,3 mV (P < 0,0001, n=7).
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3.3 Uberexpression von rerg-Kanilen in GHs/B¢-Zellen

In Abbildung 8 A sind die verschiedenen Uberexprimierten rerg1-Stréme, sowie der
endogene erg-Strom der GHi/Bs-Zellen, gemessen in einer Extrazellulariésung mit
physiologischen 5 mM K, dargestellt. Die erg-Stréme wurden durch E-4031 isoliert. Bei
dieser niedrigen K*-Konzentration waren, wie oben bereits erwahnt, die endogenen
Strome praktisch nicht mehr messbar. In den GHi/Bs-Zellen, in die vor den Messungen die
cDNA der verschiedenen erg-Kanale injizierten wurde, waren nach 5-8 Stunden erg-
Strome mit groRRer Stromamplitude messbar, die offenbar von heterolog exprimierten
Kanalen stammten. Die injizierten Zellen konnten mittels EGFP-Expression identifiziert
werden. Dazu wurde die rerg-cDNA mit EGFP-cDNA koinjiziert oder ein rerg-
EGFP -cDNA-Konstrukt injiziert. Da die Injektion von rerg1b-cDNA in der selben
Konzentration wie rergla cDNA zu einer deutlich kleineren erg-Stomamplitude flhrte,
wurde, um einen analysierbaren Strom zu erhalten, rerg1b-cDNA in dreifach hdherer
Konzentration injiziert (Abbildung 8 A und B). Es ist nicht bekannt, ob die geringere
Stromdichte von rerg1b durch eine geringere Einzelkanalleitfahigkeit kommt, oder z.B.
durch geringere Translation, geringeren Einbau in die Membran (Lees-Miller et al., 1997)
oder vermehrten Abbau der Kanalproteine.

Neben der Expression einzelner Untereinheiten wurden auch rergla und rergi1b
koexprimiert, um die Bildung heteromerer rerg1a/rerg1b - Kanale zu untersuchen. Um den
prozentualen Anteil der funktionalen homomeren rerg1b-Kanale nach Koexpression mit
rergla zu untersuchen, wurden die rerg-Stromamplituden nach Expression von zwei
verschiedenen Konzentrationsverhaltnissen der rerg1a und rerg1b Kanaluntereinheiten
gemessenen. Mittels des Aktivierungsprotokolls (siehe Abbildung 6) wurde der Mittelwert
des maximalen rerg-Auswartsstroms und die maximale Amplitude des Einwartsstroms
nach Repolarisation auf -100 mV bestimmt und in Abbildung 8 B gemeinsam dargestellit.
Der im Verhaltnis 1:3 WT-rergla/rerglb gemessene Einwartsstrom entsprach der
Stromamplitude aus der Summe der beiden einzeln exprimierten Kanale, allerdings glich
die Deaktivierungskinetik dem rerg1b-Strom. Eine Mdglichkeit ist daher, dass es sich um
hauptsachlich homomere rerg1b - Kanaluntereinheiten handelte, die sich aufgrund der
deutlich in der Uberzahl befindlichen rerg1b-Kanaluntereinheiten bilden konnten. Eine
andere Madglichkeit ist, dass die Deaktivierungskinetik durch rerg1b in heteromeren
Kanalen dominiert wird. Die Auswartsstromamplitude war allerdings bei Koinjektion von
WT-rerg1alrerg1b (1:3) gréRRer als bei Einzelexpression. Dies kdnnte ein weiterer Hinweis
auf Bildung von Heteromultimeren sein.

Um zu beweisen, dass die beiden Spleillvarianten heteromere Kanale bilden, wurde unter
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Verwendung der dominant-negativen rerg1aG630S-Mutante die Verminderung der
rerg1b-Stromamplitude untersucht. Eine Koexpression von rerg1aG630S mit rerg1b in
einem Verhaltnis der cDNAs von 2:1 fuhrte zu drastisch verringerten Stromamplituden.
Die durchschnittliche Einwartsstromamplitude betrug nur noch ca. 5% der Amplitude, die
bei den korrespondierenden Verhaltnissen WT-rerg1a/rerg1b zu messen war, allerdings
ist der Anteil der weggefallenen rerg1a-Homomere an der Stromabnahme unbekannt. Im
Verhaltnis 1:3 rerg1aG630S zu rerglb wurde immer noch eine Reduktion der
Einwartsstromamplitude auf fast 13% gegeniber den Messungen mit WT-rerg1a/rerg1b
im gleichen Verhaltnis erzielt, es gilt die selbe Einschrankung in Hinblick auf den Wegfall
der funktionellen rergla-Kandle wie in dem vorherigen Vergleich. Gegenuber der
Einwartsstromamplitude von erglb in der selben Konzentration (30ng/ul) ohne
Koexpression von rerg1aG630S betrug die Reduktion dagegen nur ca. 47%, ein Hinweis
darauf, dass ca. 50% des Stroms durch Heteromultimerbildung mit der dominant-
negativen Kanaluntereinheit unterdrickt wurde und die daruber hinausgehende
Stromreduktion gegeniber Koexpression von WT-rerg1a/rerg1b (1:3) vermutlich auf
Wegfall der erg1-Homomere zurtickzufihren war.

Ebenfalls deutlich erkennbar ist, dass bei rergla die Einwartsstromamplitude deutlich
grolker war als der stationare Auswartsstrom, wohingegen der Einwarts- und der
Auswartsstrom von rerg1b nahezu die gleiche Amplitude hatten. Das Verhaltnis von
Einwartsstrom bei -100 mV zu maximaler Auswartsstromamplitude am Ende des
Vorpulses kann als Mal} fir den Einwartsrektifizierungsfaktor (f) der Kanale dienen. So
wies rerg1b eine wesentlich grélere relative Auswartsstromamplitude (f=1/1,08 £ 0,15;
n=11) auf als der rergla (f=1/0,44+0,03; n=16; P<0,0001). Der relative
Auswartsstrom bei der Koexpression von rerg1a und rerg1b im Verhaltnis 2:1 (f=1/0,71
+ 0,05; n=11, P<0,0001) und 1:3 (f=1/0,87 £ 0,04; n=16, P < 0,0001) war signifikant

hoher als bei der einfachen Expression von rerg1a.
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Abbildung 8: Koexprimierte rerg1a und rerg1b Untereinheiten bilden heteromere
erg-Kanéle in GHiy/Bs-Zellen A, E-4031-sensitive Strome gemessen in 5§ mM K*-
Extrazellularldsung in nativen Zellen, nach Injektion von cDNA fir rerg1a, rerg1b und
nach Koinjektion der dominant negativen rerg1a-Mutante rerg1aG630S mit rerg1b. Die
dargestellten Stromkurven entsprechen den Strémen am Ende des 5 s langen Vorpulses
und bei der folgenden Hyperpolarisation auf -100 mV. B, Amplituden der Einwarts- und
Auswartsstrome in nativen GHas/Be-Zellen und in Zellen gemessen 5-8 Stunden nach
Injektion von cDNA kodierend flr rerg1a (10 ng/pl), rerg1b (30 ng/ul), und rerg1a + rerg1b
in den Verhaltnissen 2:1 (20+10 ng/pl) und 1:3 (10+30 ng/pl). Die schwarzen Balken
zeigen die Versuche mit der dominant - negativen Mutante rerg1aG630S, die anstelle von
WT-rerg1a in den selben Verhaltnissen wie oben beschrieben, mit rerg1b koexprimiert
wurde. Die Daten sind angegeben als Mittelwerte + S.E.M. des maximalen rerg-
Auswartsstroms und der Stromamplitude nach Repolarisation auf -100 mV.
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3.4 Fluoreszenzaufnahmen der EGFP- und DS-Red markierten rerg-Kanale

Um die subzellulare Anordnung der beiden rerg1-Untereinheiten zu zeigen, wurden
cDNA-Konstrukte, die fur einen N-terminal EGFP-markierten rerg1a- und einen DS-Red-
markierten rerg1b-Kanal kodieren, in GHi/Bs-Zellen injiziert. In den meisten Zellen, die mit
cDNA der EGFP-markierte rerg1a- oder DS-Red-markierte rerg1b-Kanale injiziert wurden,
war die Verteilung der rerg1a-Kanale gleichmaliger in der Zelle als die der rerg1b-Kanéle,
die haufig dichte Ansammlungen in der Zelle bildeten (Abbildung 9 A und B). Bei einer
Koinjektion von rerg1a- und rerg1b-cDNA konnte eine Uberlappende Verteilung beider
Kanaluntereinheiten in der Zelle beobachtet werden (Abbildung 9 C und D). In den
meisten Fallen kam es zu einer diffusen Verteilung der rerg-Expression (Abbildung 9 C),
doch konnten in einigen injizierten GHs/Bs-Zellen auch Ballungen der Kanale beobachtet

werden (Abbildung 9 D) . Gleiche Effekte traten mit jeweils anders getaggten Kanalen auf.

Abbildung 9: Subzellulére Verteilung der mit EGFP und DS-Red
getaggten rerg-Kanéle A-D, Hellfeld- (a) und Fluoreszenzaufnahmen
(b-c) von GHaj/Bs-Zellen injiziert mit cDNA fir rerg1a-EGFP (10 ng/ul),
rerg1b-DS-Red (30 ng/pl) und ergla-EGFP + rerg1b-DS-Red im
Verhaltnis 1:3 (10430 ng/ul, C und D). Cd und Dd zeigen die
Uberlagerten Aufnahmen der rerg1a-und rerg1b-Fluoreszenzen.



Ergebnisse 30

3.5 Modulation von uberexprimierten rerg1a- und rerg1b-Kanalen durch TRH
in GH3/Bs-Zellen

Membranstrome von GHs/Bs-Zellen, in die zuvor cDNA kodierend fir rerg1a oder rerg1b
Kalium-Kanaluntereinheiten injiziert wurden, wurden in 5 mM K" Extrazellulariésung
gemessen. Alle Experimente wurden mit der Perforated-Patch-Technik durchgefuhrt. Die
finale TRH-Konzentration betrug 1 uM, um sicher zustellen, dass eine maximale und
moglichst schnelle Aktivierung der Signalkaskade zur Modulation der rerg-Kanale
ausgelost wurde. Die selben Versuche wurden ebenfalls mit einer Koexpression von
rergla und rerg1b im Verhaltnis 1:3 und 2:1 durchgefiihrt, um eventuelle schrittweise
Veranderungen der TRH-Effekte zu beobachten. Bei allen rerg - Kombinationen
verursachte TRH eine deutliche Reduktion der Einwarts- und Auswartsstrome. Die rerg-
Stromreduktion in GHs/Be-Zellen nach TRH-Applikation war normalerweise innerhalb von
3-5 Minuten abgeschlossen. Dies entsprach dem Zeitverlauf, der fir die endogenen erg-
Strdme in GH3/Bs-Zellen (Bauer et al., 1990) und in laktotropen Zellen der Ratte (Corrette
et al., 1996; Schafer et al., 1999) beschrieben wurde. TRH wurde nicht aus dem Bad
ausgewaschen. Es gab keine Hinweise auf eine Reversibilitdt der beobachteten Effekte
wahrend der Versuchsdauer. Um die biophysikalischen Mechanismen fir die TRH-
induzierte Reduktion des erg-Stroms zu untersuchen, wurden verschiedene
Pulsprotokolle vor und nach Applikation von TRH aufgenommen. Wahrend der TRH-
Applikation wurde ein Testpulsprotokoll in regelmaligen Intervallen durchgeflhrt. Nach
Abschluss der Experimente wurden die Pulsprotokolle ein drittes Mal durchgefiihrt,
nachdem E-4031 in das Bad appliziert wurde. Dadurch konnte der E-4031-sensitive erg-

Strom aus dem Gesamtstrom isoliert werden.

3.5.1 TRH-Effekte auf die Aktivierung

Die Beeinflussung der Spannungsabhangigkeit der Aktivierung der rergla- und
rerg1b- Strome durch TRH wurde mittels funf Sekunden langen depolarisierende Pulsen,
ausgehend von einen Haltepotential von -80 mV, untersucht (Abbildung 10 A). Die
Abnahme der Amplitude des E-4031-sensitiven Stroms am Ende des depolarisierenden
Pulses bei positiven Potentialen demonstriert die Einwartsrektifizierung der erg-Kanale
(Abbildung 10 Ba und b). Die maximalen Amplituden der Auswartsstrome waren bei den
Kontrollen fiur rerg1a bei 0 mV und fir rerg1b bei +10 mV. Den variablen Pulsen folgte ein
konstanter hyperpolarisierender Puls auf -100 mV, um den Anteil der durch die

depolarisierenden Pulse aktivierten Kandle zu bestimmen. Rerg1a und rerg1b zeigten



Ergebnisse 31

Unterschiede in der Spannungsabhangigkeit der Aktivierung (P <0,0001). Rergla
erreichte seine halbmaximale Aktivierung (Vos) bei -15,8 £ 1,4 mV (n=6) und rerg1b bei
-4,2 + 1,4 mV. TRH reduzierte die rerg1a- und rerg1b- Auswartsstrome und induzierte
eine signifikante Verschiebung der Aktivierungskurve der rerg1a-Kanale zu positiveren
Potentialen (Abbildung 10 Ca). Die mittlere Verschiebung von V,s betrug bei rergia
AVos5=10,0 £ 1,3 mV (n=16; P < 0,0001). Im Gegensatz dazu kam es beim rerg1b-Strom
zu keiner signifikanten Verschiebung (2,1 + 1,4 mV, n=14), jedoch war beim rerg1b-Kanal
die Reduktion des maximal verfligbaren Stroms wesentlich ausgepragter (47,8 +4,0%
Stromreduktion, P < 0,01) als beim rerg1a-Strom (31,6 £ 4,1% Stromreduktion).

Die gleichen Versuche wurden nach Koexpression von rerg1a und rerg1b durchgefihrt,
wobei ihre cDNA in zwei verschiedenen Konzentrationsverhaltnissen injiziert wurde (2:1
und 1:3). Es wurde festgestellt, dass sich der Vos-Wert der Aktivierungskurven der
koexprimierten rerg1a- und rerg1b-Kanale (-15,5 + 1,8 mV, n=11 fir das Verhaltnis 2:1
und -14,9 + 1,8 mV, n=14 fir das Verhaltnis 1:3) kaum vom V,s-Wert der rerg1a-Strome
unterschied, jedoch signifikant verschieden war zum V,s-Wert der rerg1b-Strome (P <
0,0001 fur beide Konzentrationsverhaltnisse). Wie bei den reinen rerg1a- und rerg1b-
Strdmen, kam es auch bei diesen Experimenten zu einer eindeutigen Reduktion der
Auswartsstrome sowie zu einer Abnahme der Stromamplituden bei Hyperpolarisation auf
-100 mV (Abbildung 10 Bc, Bd, Cc und Cd). Die Abnahme betrug 37,9 + 4,3% (2:1) und
429+ 4,6% (1:3). Eine kleine Verschiebung der Aktivierungskurve durch TRH zu
positiven Potentialen um ca. 5 mV wurde beim rerg1a/rerg1b-cDNA-Verhaltnis von 2:1
beobachtet (AVos=4,6 £ 1,6 mV; P<0,05; n=11), wohingegen bei dem Verhaltnis 1:3
keine signifikante Verschiebung erfolgte (AVos= 2,4+ 1,3 mV, n=14). Abbildung 10 D
verdeutlicht, dass die rerg1b-Untereinheit eine TRH ausgeléste Verschiebung der
Spannungsabhangigkeit der Aktivierung inhibiert, obwohl die Spannungsabhangigkeit

selbst vom rerg1a dominiert wurde.
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Abbildung 10: Rerg1b inhibiert die TRH-induzierte Verschiebung der erg1
Aktivierungskurven Die Membranstrome wurden mittels der Perforated-Patch Whole-
Cell Konfiguration vor und nach der Applikation von 1 yM TRH gemessen. In die GHs/Be-
Zellen wurde zuvor die cDNA fir rerg1a (a), rerg1b (b) sowie in den Verhaltnissen 2:1 (¢)
und 1:3 (d) rergla+rerg1b injiziert. Die Stréme wurden als E-4031-sensitive Strome
isoliert. A, Rerg1a- (Aa) und rerg1b-Strome (Ab) gemessen mit 5 Sekunden langen,
variablen Pulsen ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV, gefolgt von einem
Puls auf -100 mV. Die durch den hyperpolarisierenden Puls ausgeldsten Einwartsstrome
von rerg1a und rerg1b sind als Einschube in Ca und Cb dargestellt. In B, sind die
gemittelten (£ S.E.M.) Auswartsstromamplituden am Ende des 5 s langen Pulses
(gemessen an der Stelle der Symbole in A) dargestellt. Die Stromamplituden sind vor
(offene Symbole) und nach TRH-Applikation (geschlossene Symbole), normiert auf die
Kontrolle, abgebildet. In C ist die maximale erg-Stromamplitude nach Hyperpolarisation
auf -100 mV gegen das Vorpulspotential aufgetragen. Die gemittelten rerg-Stréme
(x S.E.M.) sind vor (offene Symbole) und nach TRH-Applikation (geschlossene Symbole)
dargestellt. An die Datenpunkte ist eine Boltzmann-Funktion angepasst (durchgezogene
Linie). Des weiteren sind auf Eins normierte Boltzmannkurven nach TRH-Applikation
dargestellt, um den Effekt von TRH auf die Spannungsabhangigkeit zu verdeutlichen. D,
Vergleich der Werte von V,s vor (K) und nach (TRH) TRH-Applikation. Fehlerbalken
+ S.E.M.
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3.5.2 Einfluss von TRH auf die Deaktivierungskinetik der erg-Strome

Der zeitliche Verlauf der erg-Kanal Deaktivierung wurde mittels der Aktivierungsprotokolle
bestimmt. Abbildung 11 A zeigt die schnelle Deaktivierung von rerg1b im Vergleich zu
rerg1a. Die Zeitkonstante der Deaktivierung (Taugect) Wurde mit Hilfe des Einwartsstroms
bei der Repolarisation auf -100 mV des Aktivierungsprotokolls bestimmt, indem eine
Exponentialfunktion an den Abschnitt des Einwartsstroms angepasst wurde, bei dem die
Stromamplitude abnimmt. Es wurden in jedem Experiment die Zeitkonstanten fir die
Einwartsstrome bestimmt, die den variablen Vorpulsen zwischen 40 und 10 mV folgten,

weil hier die erg-Kanale maximal aktiviert waren, und die Werte gemittelt.

Die Koexpression von rerg1a- und rerg1b-Kanaluntereinheiten fuhrte zu Mittelwerten von
Taugeat, die signifikant gréRer waren als die der homomeren rerg1b-Kanale (P < 0,001,
sowohl fur das Verhaltnis rerg1a zu rerg1b 2:1 als auch 1:3). Auch die Werte fur die
Zeitkonstante der beiden Koexpressionsverhaltnisse unterschieden sich signifikant
voneinander. Je hoher der Anteil von rerglb war, desto schneller erfolgte die

Deaktivierung.

Die Zeitkonstante der Deaktivierung von rergla wurde nach Applikation von TRH
signifikant verkleinert. Dagegen wurde die wesentlich schnellere Deaktivierung von rerg1b
nicht mehr signifikant beeinflusst. Abbildung 11 B zeigt die Zeitkonstante der
Deaktivierung vor und nach TRH-Applikation fir die verschiedenen Strome. Die bei den
heteromeren erg-Kanalen beobachtete Beschleunigung der Deaktivierung durch TRH (bei

beiden um ca. 16%), war weniger stark ausgepragt als bei rerg1a-Homomeren.
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Abbildung 11: Unterschiedliche Effekte von TRH auf die Deaktivierungskinetik A,
Uberlagerte normierte Stromspuren des selben Experiments vor und nach TRH-
Applikation nach einem Vorpuls von 40 mV bei -100 mV. Aa, Deaktivierung der rerg1a-
Strobme. Ab, Deaktivierung der rerg1b-Strome. Die erg-Strdome wurden mit E-4031
isoliert. B, Durchschnittliche Zeitkonstanten der schnellen Deaktivierung bei -100 mV vor
(weille Balken) und nach (schwarze Balken) TRH-Applikation flr die verwendeten
homomeren rerg1a- und rerg1b-Kanale sowie die heteromeren Kanale in beiden cDNA
Verhaltnissen. * und *** geben die Signifikanz der Beschleunigung nach TRH-
Applikation an mit P < 0,05 beziehungsweise P < 0,001 (einseitiger, gepaarter t-Test).
Fehlerbalken + S.E.M. Der Einschub zeigt die normierten Kontrollstrome und die
Symbole markieren die jeweiligen Stréme wie in B.
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3.5.3 TRH-Effekte auf die Aktivierungskinetik der verschiedenen erg-Strome

Der zeitliche Verlauf der erg-Strom Aktivierung wurde mit einem ,Envelope-of-
Tail“-Protokoll ermittelt (Abbildung 12). Dazu wurden von einem Haltepotential von -80 mV
ausgehend depolarisierende Pulse auf +40 mV mit variabler Dauer durchgefihrt, denen
ein hyperpolarisierender Puls auf -100 mV folgte. Die durch die Hyperpolarisation
ausgeloste erg-Stromamplitude wurde mit zunehmender Vorpulsdauer grofier. Es wurden
die Vorpulszeiten ermittelt, bei denen eine halb-maximale erg-Stromaktivierung erfolgte
(tos, siehe Gomez-Varela et al., 2003a). Homomere rergla- und rergib-Kanale
unterschieden sich in ihren Aktivierungskinetiken. Bei +40 mV aktiviert rerg1b signifikant
und im Mittel 30% schneller (tos: 116 £ 14 ms, n=11) als rergla (tos: 165 + 14 ms,
P < 0,05, n=16). TRH verursachte eine deutliche Verlangsamung der rerg1a-Aktivierung
von mehr als 90% (tos Kontrolle: 165 + 14 ms, tos TRH: 318 + 25 ms). Dieser Effekt war bei
rerg1b sehr viel geringer ausgepragt, die Verlangsamung betrug nur 24% (tos
Kontrolle: 116 £ 14 ms, tos TRH: 144 + 21 ms, P <0,05). Bei Koexpression von rergia-
und rerg1b-Kanaluntereinheiten im Verhaltnis 2:1 verursachte TRH eine etwas weniger
ausgepragte Verlangsamung der Aktivierung als bei rerg1a (to5Kontrolle: 155 + 11 ms,
tos: TRH: 238 £ 21 ms) um ca. 55%. Im Vergleich zu rerg1a konnte hier kein signifikanter
Unterschied des TRH-Effektes festgestellt werden. Bei einer Koexpression von rerglia
und rerg1b im Verhaltnis 1:3 kam es zu rerg1-Stromen, die ahnlich den rerg1b-Stromen
durch TRH nur geringflgig langsamer aktivierten (um 23%, tos Kontrolle: 116 £13 ms,
tos TRH: 143 £ 12 ms, P = 0,05; n=14).
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Abbildung 12: Koexpression von rerg1b vermindert die durch TRH verursachte
Verlangsamung der rerg-Kanal Aktivierung Der zeitliche Verlauf der erg-Strom
Aktivierung wurde vor und nach Applikation von 1 yM TRH gemessen. A, rerg1a und
rerg1b Stréme ausgeldst durch verschieden lange Depolarisationen auf +40 mV, gefolgt
von einem hyperpolarisierenden Puls auf -100 mV. Das Haltepotential betrug -80 mV.
Die Stréme wurden mit E-4031 isoliert. B, normierte maximale Amplituden des erg-
Einwartsstroms bei Hyperpolarisation, aufgetragen gegen die Dauer des
depolarisierenden Pulses, vor (offene Symbole) und nach (geschlossene Symbole)
Zugabe von 1 uM TRH. C, Vergleich der Zeit zum Erreichen der halbmaximalen
Aktivierung (tos) vor (weille Balken) und nach (schwarze Balken) TRH-Applikation
dargestellt als Mittelwerte + S.E.M., die Anzahl der Experimente ist angegeben. *, ** und
*** geben die Signifikanzen der Unterschiede vor und nach TRH-Applikation mit
P =0,05, P=0,01und P=0,001 an (zweiseitiger, gepaarter t-Test).
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3.5.4 Effekte von TRH auf die Inaktivierung und Leitfahigkeit von erg-

Stromen

Die Spannungsabhangigkeit der Inaktivierung wurde mittels eines Protokolls mit drei
Pulsen untersucht (,Dreipulsprotokoll® nach Smith et al., 1996). Einer 500 ms langen
Depolarisation auf +80 mV (P1), in der die erg-Kanadle komplett aktiviert und inaktiviert
werden, folgte ein 10 ms langer variabler Puls mit Potentialen zwischen +80 und -140 mV
(P2). Die durch den anschlieBenden depolarisierenden Puls auf +40 mV (P3) ausgeltste
erg-Stromamplitude wurde genutzt, um den Anteil der Kanale zu ermitteln, die sich
wahrend des P2-Testpotentials von der Inaktivierung erholt hatten. Bei der Auswertung
dieser so genannten Inaktivierungskurven wirkte sich stérend aus, dass bei zunehmend
negativen Testpotentialen von P2 der Strom, der wahrend des P3-Pulses gemessen
werden konnte, aufgrund von zunehmender Deaktivierung des erg-Stroms wahrend des
P2-Pulses abnahm. Dieser Effekt war bei dem sehr viel schneller deaktivierenden rerg1b-
Strom am ausgepragtesten (Abbildung 13 Ab und Bb). Um die deaktivierungsbedingte
Reduktion der Inaktivierungskurven aus den Auswertungen abzugrenzen, wurden
sigmoidale Funktionen Uber die betreffenden Datenpunkte angepasst, bei denen noch
keine Deaktivierung auftrat. Die Rohdaten wurden zunachst auf die jeweilige maximale
Stromamplitude normiert. An die Mittelwertskurven wurden Boltzmannfunktionen
angepasst und anschlielRend auf das extrapolierte Maximum normiert. Die Maxima der
Inaktivierungskurven nach TRH-Applikation wurden relativ zu den Kontrollmessungen

normiert.

Die  Spannungsabhangigkeit der Inaktivierungskurve flir den rerg1b-Strom
(Vos=-16,2 mV, n=8; Abbildung 13B) lag bei wesentlich positiveren Potentialen als die
des rergla (Vos=-73,7 mV; Abbildung 13A). Bei einer Koexpression von rergla mit
rerg1b im Verhaltnis 1:3 entstand ein erg-Strom, dessen Spannungsabhangigkeit der
Inaktivierung (Vosvon -34,1 mV, n=6) nadher an der des rerg1b lag, als an der des rerg1a.
TRH verursachte keine signifikante Verschiebung der Inaktivierungskurven (Vos nach TRH
fur rerg1a: -68,4 mV, Vysfur rerg1b: -11,9 mV und -34,7 mV fur rerg1a+1b).

Es wurde auch der Einfluss von TRH auf den so genannten ,Window-Current® der beiden
homomeren erg-Stréme und des rerg1a/rerg1b-Stroms untersucht. Der ,Window-Current®,
ist ein stationarer Strom, der in einem Spannungsbereich auftritt, bei dem mehr oder
weniger Kanale geoffnet aber noch nicht vollstandig inaktiviert sind. Dazu wurden
ebenfalls die Aktivierungskurven vor und nach TRH-Applikation (wie in Abbildung 10
beschrieben) zu den jeweiligen Experimenten zur Inaktivierung gemessen. Die gemittelten

Vos- Werte der Aktivierungskurven vor und nach TRH lagen fir rerg1a bei -17,0 mV und
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-8,3mV, fur rerglb bei -5,2mV und -8,3 mV, fur rergla+1b (1:3) bei -18,4 mV und
-15,9 mV. Die Aktivierungskurven sind in der Abbildung 13B als separate Linien
dargestellt. Die stationare Leitfahigkeit wurde berechnet durch Multiplikation der
normierten Aktivierungskurven mit den Inaktivierungskurven (Abbildung 13C). Uber den
gesamten Spannungsbereich positiv von ca. -80 mV war die stationare Leitfahigkeit fir
rerg1b (maximal ca. 0,25) wesentlich grof3er als fur rergla (maximal ca. 0,2). Dieser
Unterschied war bei depolarisierenden Spannungen besonders ausgepragt. Die maximale
stationare Leitfahigkeit lag flr rerg1b bei einer positiveren Spannung als fir rerg1a. Die

rerg1a/rerg1b-Stréme verhielten sich intermediar.

Obwohl TRH eine deutliche Reduktion der Leitfahigkeiten aller getesteten rerg-Kanale
verursachte, trat dieses am deutlichsten bei rerg1a-Kanalen im Spannungsbereich
zwischen -50 und 0 mV auf. Dieses war bedingt durch die von TRH verursachte

Verschiebung der rerg1a-Aktivierung zu positiveren Potentialen.

Um herauszufinden, ob der durch die Perforated-Patch-Methode bedingte relativ hohe
Serienwiderstand die mit dem schnellen Dreipulsprotokoll gemessene Inaktivierung
wesentlich beeinflusst, wurden einige erganzende Versuche im konventionellen Whole-
Cell Modus durchgefiihrt. Dieser ermdglicht einen niedrigeren Serienwiderstand und eine
héhere Serienwiderstandkompensation. Bei diesen Experimenten betrugen die Werte fiir
die halbmaximale stationaren Inaktivierung -85,7 mV (rerg1a, n=3), -22,8 mV (rerg1b,
n=3) und -37,9 mV (rerg1a/1b im Verhaltnis 1:3, n=2). Diese Werte waren 12,0 mV
(rerg1a), 6,6 mV (rerg1b) bzw. 3,9 mV (rerg1a/rerg1b 1:3) negativer als die im Perforated-
Patch-Modus erhobenen Daten, allerdings mit den selben Differenzen zwischen den
rerg1-SpleiRvarianten. Die Vos-Werte der Spannungsabhangigkeit der Aktivierung
ergaben ebenfalls Unterschiede zu den Versuchen im Perforated-Patch-Modus wobei die

Werte 8-11 mV negativer waren.
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Abbildung 13: TRH verringert den rerg1 Auswiértsstrom ohne die Spannungs-
abhédngigkeit der Inaktivierung zu verdndern E - 4031-sensitive Strome wurden in
GHs/Be-Zellen gemessen, in die zuvor cDNA fir rergla (Aa), rerglb (Ab) und
rergla+rerg1b im Verhaltnis 1:3 (Ac) injiziert wurde. Einem Vorpuls von 500 ms Lange
auf +80 mV (P1) zum vollstandigen Aktivieren und Inaktivieren der Kanale folgte ein
variabler Puls von 10 ms Lange zwischen +80 und -140 mV (P2). Zuletzt wurde flr
200 ms auf +40 mV depolarisiert (P3), um instantane erg-Auswartsstrome zu erhalten.
Das Haltepotential betrug -20 mV. Die Auswartsstromamplitude spiegelt die Menge der
nach dem P2-Puls verfugbaren erg-Kanale wider. Die Inaktivierungskurven wurden
gegen die Spannung von P2 aufgetragen, mit einer Boltzmannfunktion beschrieben und
auf die maximalen Stromamplituden der Kontrollen hin normiert. Dabei wurden die
Datenpunkte auBer Acht gelassen, die durch Deaktivierung beeinflusst waren. B,
Inaktivierungskurven vor (offene Symbole) und nach (geschlossene Symbole)
Applikation von TRH fur rergla (Ba), rerglb (Bb) und rergla +rerglb (Bc). Die
durchgezogenen Linien stellen die Kontrollen dar, die gestrichelten Linien die
Messungen nach Applikation von TRH. C, Spannungsabhangigkeit der stationaren erg-
Leitfahigkeit vor (durchgezogene Linien) und nach (gestrichelte Linien) Applikation von
TRH. Die Kurven wurden durch Multiplikation der Aktivierungskurven mit den
Inaktivierungskurven aus B errechnet.
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3.6 Vergleich der biophysikalischen Eigenschaften von homomeren und

heteromeren erg1-Kanalen in CHO-Zellen

Vergleichend zu den Experimenten in GHs/Be-Zellen wurden die biophysikalischen
Eigenschaften von rergla- und rerg1b-Kanalen sowie von heteromeren rergla/1b-
Kanalen im Untereinheitenverhaltnis 1:3 in CHO-Zellen untersucht. Bei diesen
Experimenten wurde aufgrund des fehlenden TRH-Rezeptors auf den Einsatz von TRH
verzichtet. Daher konnten die CHO-Zellen im konventionellen Whole-Cell Modus
gemessen werden, da das Auswaschen von intrazellularen Signalmolekulen aus der Zelle

in Kauf genommen werden konnte.

Spannungsabhangigkeit der Aktivierung von rerg1a- und rerg1b-Stromen in
CHO-Zellen

Die Spannungsabhangigkeit der Aktivierung der rerg1-Kanale wurde mit dem in Abschnitt
3.1 beschriebenen Protokoll untersucht. Da CHO-Zellen Uber nahezu keine endogenen
lonenkanale verfugen, wurde der hier heterolog exprimierte erg1-Strom nicht mit E-4031
isoliert.

Wie bereits bei den in GHi/Bes-Zellen durchgefiihrten Experimenten unterschieden sich
auch in den CHO-Zellen die halbmaximale Aktivierung von rerg1a (Vos=-22,5+ 1,9 mV,
n=10) und rerg1b (Vos=-12,6 £ 1,0 mV, n=9) signifikant voneinander (P < 0,001).

Die Koexpression von rerg1a- und rerg1b-cDNA im Verhaltnis 1:3 flhrte auch hier zu
einem heteromeren rerg1-Strom mit einem ausgepragten stationaren Auswartsstrom
(Abbildung 14 Ac). Entsprechend der Experimente in GHs/Bs-Zellen lag auch in den CHO-
Zellen der Vos-Wert flr den heteromeren erg1-Strom (Vo5=-22,8 + 0,8 mV, n=9) nahe am
Vos-Wert des homomeren rerg1a-Kanals (Vos=-22,8 £ 1,9 mV, n=10) und unterschied
sich somit ebenfalls signifikant vom V,s- Wert des rerg1b (P < 0,001). Einen kleinen, aber
signifikanten Unterschied konnte man bei den Steigungsfaktor K der verschiedenen
Aktivierungskurven feststellen. Sie betrug fir rergla K=7,1+0,1 mV und fir rerglb
K=8,7+0,3mV (P=<0,001). Fur die koexprimierten rerg1a/b Untereinheiten betrug sie
K=71+04mV (P<0,01). Die unterschiedlichen Aktivierungskurven sind in
Abbildung 14 B dargestellt.
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Deaktivierungskinetik von erg-Stromen in CHO-Zellen

Die Deaktivierungskinetik wurde wie in 3.4.2 bestimmt. Auch bei diesen Messungen
erfolgte die Deaktivierung des rerg1b-Stroms deutlich schneller als die des rerg1a-Stroms.
Die Deaktivierungsgeschwindigkeit des heteromeren rerg1a/rerg1b-Stroms lag auch hier
zwischen denen der beiden homomeren Kanédle. In Abbildung 14 C sind die
verschiedenen Deaktivierungsverlaufe normiert und Uberlagernd dargestellt. Die
Zeitkonstanten der Deaktivierung sind im Balkendiagramm Abbildung 14 C dargestellit.
Taugeaet fir den koexprimierten rerg1a/rerg1b - Strom ist signifikant schneller (P < 0,0001)
als Taugeast flr rergla, und ebenfalls signifikant langsamer als Tauget vVOn ergi1b
(P <0,0001).

Ac 1a+1b (1:3)
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Abbildung 14: rerg1a dominiert die Spannungsabhéngigkeit der erg-Aktivierung
bei rerg1a/rerg1b Koexpression in CHO-Zellen A, Membranstréme gemessen in
CHO-Zellen nachdem in diese cDNA fir rerg1a (Aa) rerg1b (Ab) und rergla/1b im
Verhaltnis 1:3 injiziert worden ist. B, Normierter Strom aufgetragen gegen das
Vorpulspotential. Vos-Werte fur rerg1a (o), rerg1b (o), rerg1a/1b 1:3 (A). C, Vergleich der
Zeitkonstanten der Deaktivierung bei -100 mV. Der Einschub zeigt die gleich grof3
skalierten Einwartsstrome. Die Anzahl der Experimente ist angegeben, Fehlerbalken
entsprechen S.E.M. *** gibt die Signifikanz der Unterschiede zu rerg1a mit P = 0,001 an
(zweiseitiger, ungepaarter t-Test).
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Inaktivierungseigenschaften von erg-Stromen in CHO-Zellen

Die Spannungsabhangigkeit der Inaktivierung wurde mit dem in 3.5.4 beschriebenen
Protokoll gemessen. Entsprechend der heterologen Expression in GHi/Bs-Zellen, lagen
die Vos- Werte von rerg1a- und rerg1b-Strémen in den CHO-Zellen weit auseinander
(Vosrerg1a=-96,7£2,1mV, n=15 und Vysrerglb=-499+38mV, n=11). Die
Koexpression von rergla und rerglb fihrte auch hier zu Strdmen, deren
Spannungsabhangigkeit der Inaktivierung zwischen denen von rerg1a und rerg1b lagen
(Vosrergla/b=-77,6 £ 2,1 mV, n=9).

Bei den Versuchen mit CHO-Zellen wurden ebenfalls die stationaren Leitfahigkeiten
berechnet. Dazu wurden, wie im Abschnitt 3.5.4 beschrieben, die ermittelten Daten aus
den Aktivierungskurven mit denen aus den Inaktivierungskurven multipliziert. Hier war
ebenfalls der rerg1b-Strom am gréften, insbesondere bei depolarisierenden Potentialen.
Dieses zeigte sich deutlich in den Amplituden der stationaren Leitfahigkeit, die 0,013 bei
-10,4 mV fir rerg1a und 0,116 bei 2,6 mV fUr rerg1b betrugen. Die maximale Amplitude
fur rerg1a/1b lag zwischen diesen Werten mit 0,062 bei -14,0 mV.

Die Zeitkonstante der Inaktivierung wurden mit einem alternativen Protokoll zu dem im
Abschnitt 3.5.4 beschriebenen ,Dreipulsprotokoll“ gemessen (nach Wang et al., 1997).
Hierbei folgte auf einen 2 s langen Puls bei +40 mV, bei dem die erg-Kanale vollstandig
aktiviert wurden, eine kurze Hyperpolarisation von 10 ms auf ein konstantes Potential.
Dadurch wurde die Inaktivierung der im vorangegangenen Puls aktivierten Kanéale
aufgehoben. Nun folgten variable depolarisierende Pulse, wahrend derer der Strom
aufgrund der spannungsabhangigen Eigenschaften der Kanale abnimmt (Abbildung 15A).
Die abfallende Flanke wurde mit einer exponentiellen Funktion beschrieben, aus der die
Spannungsabhangigkeit der Inaktivierungszeitkonstanten ermittelt werden konnte
Abbildung 15B). Die Kinetik der Inaktivierung der verschiedenen rerg1-Kanale unterschied
sich bei depolarisierenden Potentialen von -10 mV bis +80 mV nicht signifikant
voneinander. Allen gemein war eine Beschleunigung der Inaktivierungskinetik bei hdheren
Potentialen. Bei Potentialen negativ von -10 mV deaktivierte der rerg1b-Kanal teilweise,
und diese schnelle Deaktivierung vermischte sich mit der Inaktivierung des Kanals, so

dass es zum Abknicken der Kurve kam.
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Abbildung 15: Rerg1a, rerg1b und heteromere rerg1a/1b Kandle
besitzen &dhnliche Inaktivierungskinetiken Membranstrome wurden
in CHO-Zellen gemessen, in die zuvor cDNA fir rerg1a (Aa), rerg1b
(Ab) oder rerglal/rerglb (Ac) im Verhaltnis 1:3 injiziert wurde. Das
Haltepotential betrug -20 mV. Ein zwei Sekunden langer Vorpuls von
+40 mV ging den Messungen voraus, um die rerg-Kanale zu aktivieren.
Ein 10 ms langer Puls von -100 mV wurde genutzt, um die
Inaktivierung der Kandle aufzuheben. Die Zeitkonstante der
Stromabnahme wahrend des folgenden variablen Testpulses wurde mit
einer einfachen Exponentialfunktion beschrieben. B,
Spannungsabhangigkeit der Zeitkonstanten der Inaktivierung
(Mittelwerte + S.E.M.) fir rerg1a (o), rerg1b (o) und rerg1a rerg1b (A).
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3.7 PMA-induzierte Effekte auf erg-Kanale

Der Phorbolester Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) wurde oft als pharmakologischer
Aktivator der Proteinkinase C beschrieben. Die Wirkung von PMA auf den erg-Strom
ahnelt in einigen Zelltypen der von TRH (Schledermann et al., 2001). In diesen Versuchen
wurde nun die Wirkung von PMA mit der von TRH auf heterolog exprimierte erg1-Kanale
verglichen. Als Expressionssysteme dienten neben den bereits verwendeten GH3/Bs- und
CHO-Zelllinien auch die laktotrope MMQ-Zelllinie. Die beiden letzteren besitzen keinen
endogenen TRH-Rezeptor.

Zusatzlich zu der cDNA der rerg1-Kanale wurde in einigen Experimenten noch cDNA fir
den TRH-Rezeptor koexprimiert. So sollte untersucht werden, ob die Anwesenheit eines
funktionellen TRH-Rezeptors die durch PMA verursachte Modulation des rerg1-Stroms
beeinflusst.

Zum Vergleich der Effekte von PMA und TRH wurden die bereits beschriebenen
Versuche zur Spannungsabhangigkeit der Aktivierung und der Zeitabhangigkeit der
Aktivierung mit den verschiedenen rerg1-Kanalen durchgefuhrt. PMA wurde in die
Messkammer appliziert, und lag in einer Endkonzentration von 1-2 yM vor.

Die Spannungsabhangigkeit der Aktivierung wurde mit dem bereits im Abschnitt 3.1
beschriebenen Protokoll gemessen. Nach Durchfihrung der Messungen wurden die erg1-
Kanale durch Zugabe von E-4031 blockiert. Die Auswertung erfolgte mit den durch
Subtraktion isolierten E-4031-sensitiven Strémen.

Da TRH in GHs/Bs-Zellen die Aktivierungskinetik der endogenen und der heterolog
exprimierten rerg1a-Strome verlangsamte (siehe Abbildung 7), wurde untersucht, ob
dieser Effekt auch mit PMA in GHs/Bs-, MMQ- und CHO-Zellen herbeizufilhren ist. Dazu
wurden neben den Messungen der endogenen rerg-Stréme auch verschiedene rerg1-
Kanale in diesen Zellen heterolog exprimiert.

Zusatzlich zu den bisher untersuchten Kanaluntereinheiten wurde noch eine
Deletionsmutante der menschlichen Variante von rerg1a, HERG1a, verwendet, bei der ein
Abschnitt des N-Terminus zwischen Aminosaure 2 und 373 herausgeschnitten wurde
(HERGA2-373). Diese besitzt dadurch ahnlich rerg1b einen stark verkirzten N-Terminus,

dem u.a. die PAS-Domaéne fehlt.
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3.7.1 Einfluss von PMA auf erg-Kanale in GHi/B¢-Zellen

Einfluss von PMA auf die Spannungsabhangigkeit der Aktivierung

PMA verursachte wie TRH bei den in Iso-KCI-Ldsung gemessenen endogenen erg-
Stromen der GHi/Bs-Zellen (s. Abschnitt 3.1, Abbildung 1) eine deutliche Verschiebung
der Spannungsabhangigkeit der Aktivierung zu positiveren Potentialen. So wurde die
Spannungsabhangigkeit der Aktivierungvon Vos=-34,0 £ 1,1 mV (Abbildung 16 A, offene
Symbole) nach PMA-Applikation auf V,5=-19,4+1,5mV um durchschnittlich
AVos= 14,5+ 1,5 mV zu positiveren Potentialen verschoben (P = 0,001; n=7). Aullerdem
wurde der maximal verfigbare Strom um ca. 20% reduziert. Bei den in GHas/Bs-Zellen
heterolog exprimierten rerg1a-Kanalen kam es ebenfalls nach Zugabe von PMA zu einer
signifikanten Verschiebung der Aktivierung. Der Vos-Wert der Kontrolle (vor PMA-
Applikation) lag bei -20,8 + 2,0 mV, und damit mehr als 10 mV weiter zu positiveren
Potentialen verschoben als der Vg5 -Wert der endogenen Kanale. Der Vqs-Wert nach
PMA-Zugabe lag bei -2,3+1,1mV (n=7), es kam zu einer Verschiebung um
AVos5=18,6 £ 2,3 mV (P =0,0001). Die rerg1a-Strdome aus koexprimierten rerg1a- und
rerg1b-Untereinheiten in einem Verhaltnis von 2:1 wiesen ebenfalls eine PMA - bedingte
Verschiebung der halbmaximalen Aktivierung auf (VosKontrolle = -20,8 £ 1,8 mV, Vg5
PMA=-11,3+1,6 mV; P=0,001, n=8), diese war jedoch wesentlich weniger stark
ausgepragt (AVos=9,4+1,5mV) als bei den endogenen Strdbmen oder den
Uberexprimierten rerg1a-Stromen. Bei rerglb (Vos=-2,8 £ 1,3 mV) und der HERG1a-
Deletionsmutante (Vos=-6,7 £ 3,4 mV) konnte PMA keine signifikante Veranderung der
Spannungsabhangigkeit der  Aktivierung  ausléosen  (Abbildung 15 B;  reg1b:
AVos=0,3 £ 1,2 mV; HERGA2-373: AVos5= 4,5 £ 3,4 mV). Der V,s-Wert betrug nach PMA-
Applikation -2,5 £ 1,2 mV fur rerg1b und -2,2 £ 1,9 mV fir HERGA2-373.
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Abbildung 16: Einfluss von PMA auf die Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung
von erg-Strémen in GHyBs-Zellen A, Aktivierungskurven verschiedener erg-Kanale
exprimiert in GHs/Bs-Zellen vor (offene Symbole) und nach (geschlossene Symbole)
Applikation von PMA. Aa, Aktivierungskurven endogener erg1-Strome der GHa/Bs-Zellen
gemessen in Iso-KCl-Losung. Ab-Ae, 5 mM K'-Lésung. Ab, Aktivierungskurven der
heterolog exprimierten rergla-Kanadle. Ac, Aktivierungskurven der  heterolog im
Verhaltnis 2:1 exprimierten heteromeren rerg1a/b-Kanale. Ad, Aktivierungskurven des
rerg1b-Stroms. Ae, Aktivierungskurven der Deletionsmutante erg1A2-373. Die jeweiligen
Vossind dem Text zu entnehmen. B, Vergleich der durch PMA induzierten Verschiebung
von Vg5 vor (K) und nach (PMA) PMA-Applikation. PMA verschiebt die Aktivierungskurve
der endogenen Strome (AVos5=14,6 £ 1,5 mV), des rerg1a-Stroms
(AVos= 18,6 £ 2,3 mV) und die des rerg1a/b-Stroms (AVos= 9,4 £ 1,5 mV) deutlich nach
rechts. PMA Ioste bei rerglb und erg1A2-373 keine signifikante Verschiebung der
Aktivierungskurven aus. Fehlerbalken entsprechen K + S.E.M. und PMA * S.E.M. Die
Anzahl der Versuche ist in B angegeben.
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Einfluss von PMA auf die Zeitabhangigkeit der Aktivierung

Es wurde untersucht, ob PMA bei der Zeitabhangigkeit der Aktivierung einen ahnlich
verlangsamenden Einfluss auf die erg1-Kanale ausibt wie TRH. Das Pulsprotokoll wurde
bereits in Abschnitt 3.5.3 beschrieben, wobei hier auch Uber langere Zeitintervalle
depolarisiert wurde.

Wie TRH war PMA in der Lage, die Zeitabhangigkeit der Aktivierung des in Iso-KCI-
Lésung gemessenen endogenen rerg1-Stroms der GHs/Bg-Zellen zu verlangsamen. Die
Zeit der halbmaximalen Aktivierung (tos) der Kontrolle betrug durchschnittlich
0,16 £ 0,03 s, to5s nach Zugabe von PMA 0,27 + 0,04 s (P = 0,01; n=6, Abbildung 17 Aa).
Noch deutlicher war die Verlangsamung der Aktivierung bei dem Uberexprimierten rerg1a-
Kanal, gemessen in 5 mM K'-Ldsung. tos vergrofterte sich von 0,15+ 0,01 s auf
0,4 £0,05s (P=0,001; n=9, Abbildung 17 Ab). Ebenfalls zu einer deutlichen, jedoch im
Vergleich zum rerg1a etwas geringeren Verlangsamung kam es bei den heteromeren
rergla/b-Stromen. Hier vergroflerte sich t,s der Aktivierung von 0,13 +0,01s auf
0,31+0,0 s (P=0,001; n=8, Abbildung 17 Ac). Zu keiner signifikanten Verlangsamung der
Aktivierung kam es hingegen beim rerg1b (tos= 0,15+ 0,02 s vor und to5= 0,17 £ 0,04 s
nach Applikation, n=7) und bei der Deletionsmutante HERGAZ2-373 (Kontrolle
tos=0,21 £ 0,04s und PMA t,5= 0,09 + 0,02 s, n=5, Abbildung 17 Ad und Ae). Abbildung
17 B zeigt vergleichend to,s der verschiedenen erg1-Kandle vor und nach PMA-

Applikation.
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Abbildung 17: Wirkung von PMA auf den Zeitverlauf der Aktivierung verschiedener
rerg-Stréome in GHs/Bgs-Zellen A, Verlauf der Aktivierung vor (offene Symbole) und nach
(geschlossene Symbole) Applikation von PMA. Aa, Zeitverlauf der Aktivierung
endogener erg-Strome von GHai/Bes-Zellen gemessen in Iso-KCIl-Loésung mit tos vor
Applikation von 0,16 £+ 0,03 s und 0,27 £ 0,04 s nach Applikation von 1 uM PMA
(P =0,01; n=6). Ab, Zeitverlauf heterolog exprimierter rerg1a-Stréme gemessen in 5 mM
K*-Lésung mit tos vor und nach Applikation von 0,15 + 0,01 s bzw. 0,4 £ 0,1 s (P = 0,001;
n=9). Ac, Zeitverlauf der Aktivierung der im Verhaltnis 2:1 heterolog koexprimierten
rerg1a- und rerg1b-Kanale mit den t,50,13 + 0,01 s bzw. 0,3 £ 0,0 s vor und nach PMA-
Applikation (P =0,001; n=8). Ad und Ae, sowohl bei rerg1b als auch bei HERGA2-373
|I6ste PMA keine signifikante VergréRerung von tos aus. B, Vergleich der Verlangsamung
des Zeitverlaufs der Aktivierung der unterschiedlichen rerg1-Kanale vor (weif3e Balken)
und nach (schwarze Balken) PMA-Applikation. Fehlerbalken entsprechen + S.E.M. **
und *** geben die Signifikanz des Unterschiedes vor und nach PMA - Applikation mit P <
0,01 beziehungsweise P < 0,001 an (einseitiger, gepaarter t-Test).
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3.7.2 Einfluss von PMA auf erg-Kanale in MMQ-Zellen

Einfluss von PMA auf die Spannungsabhangigkeit der Aktivierung

MMQ-Zellen verfiigen wie GH3s/Bes-Zellen und anders als CHO-Zellen Uber endogene erg-
Kanale, nicht jedoch Uber TRH-Rezeptoren. Daher sollte untersucht werden, ob PMA,
dessen Hauptwirkung im Gegensatz zu TRH nicht in der Bindung an einen
Membranrezeptor mit gekoppelter Second-Messenger-Kaskade, sondern in der direkten
Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) besteht, in der Lage ist, den rerg-Strom in MMQ-
Zellen zu modulieren. Die Messung der Spannungsabhangigkeit der Aktivierung fand wie
im Abschnitt 3.1 beschrieben statt. Die halbmaximale Aktivierung des in Iso-KCI-Lésung
gemessenen endogenen rerg-Stroms der MMQ-Zellen lag vor PMA-Applikation bei
-37,9 £ 2,8 mV . Nach PMA-Zugabe kam es zu keiner signifikanten Veranderung des
Wertes (-35,6 £ 2,5 mV n=4). Jedoch nahm der verfigbare Strom nach Applikation zu
(Abbildung 18 A).

Ebenfalls keine signifikante Veranderung von V,s konnte durch PMA-Zugabe bei den in
MMQ-Zellen heterolog Uberexprimierten rerg1a - Strdmen gemessen werden. Der Vs
betrug -31,3+0,7mV vor bzw. -31,5%+1,4mV nach Applikation von PMA (n=4,
Abbildung 18 B Mitte).

In einigen Experimenten wurde zusatzlich zum heterolog exprimierten rerg1a-Kanal die
cDNA fur den TRH-Rezeptor in den MMQ-Zellen koinjiziert. Bei diesen Experimenten kam
zu einer signifikanten Verschiebung der Spannungsabhangigkeit der Aktivierung durch
PMA. So veranderte sich Vo5 von -31,6 £ 2,7 mV vor auf -18,7 £ 1,7 mV nach Applikation
von PMA um durchschnittlich 12,3 + 2,8 mV (P = 0,01; n=6, Abbildung 18 B rechts).
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Abbildung 18: Einfluss von PMA auf die Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung
in MMQ-Zellen A, Aktivierungskurven verschiedener erg-Kanale in MMQ-Zellen vor
(offene Symbole) und nach (geschlossene Symbole) Applikation von PMA. Aa,
Aktivierungskurven der endogenen erg-Stréme der MMQ-Zellen gemessen in Iso-KCI-
Lésung. Ab, Aktivierungskurven heterolog exprimierter rergla-Kanale.
Ac, Aktivierungskurven von heterolog exprimierten rerg1a-Kanalen mit koexprimierten
TRH-Rezeptoren. Vo5 ist dem Text zu entnehmen. B, Vergleich der durch PMA
induzierten Verschiebung von Vo5 vor (K) und nach (PMA) PMA-Applikation. Bei den
endogenen Strémen, sowie den Strdmen der heterolog exprimierten rerg1a-Kanale kam
es zu keiner signifikanten Verschiebung der Aktivierungskurven durch PMA. Nach
Koexpression des rerg1-Kanals mit dem TRH-Rezeptor kam es zu einer Verschiebung
der Aktivierungskurven mit AVys= 12,3 £ 2,8 mV nach rechts. Fehlerbalken entsprechen
K £ S.E.M. und PMA + S.E.M. Die Anzahl der Versuche ist in B angegeben.
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Einfluss von PMA auf die Zeitabhangigkeit der Aktivierung

Abbildung 19 A zeigt den Zeitverlauf der Aktivierung von erg-Stromen in MMQ-Zellen. Das
Pulsprotokoll wurde bereits in Abschnitt 3.5.3 beschrieben. PMA war nicht in der Lage, die
Zeitabhangigkeit der Aktivierung des endogenen rerg-Stroms zu modulieren. Durch PMA-
Applikation kam es bei diesem zu keiner signifikanten Verlangsamung der Aktivierung.
Die Zeit der halbmaximalen Aktivierung (tos) betrug 0,11 £ 0,03 s vor und 0,08 + 0,01 s
nach Applikation von PMA (n=4). Ebenfalls zu keiner Verlangsamung der Aktivierung kam
es bei den heterolog exprimierten rergla-Kanalen. tos betrug vor Applikation
0,057 £ 0,004 s und nach Applikation 0,06 £ 0,01 s (n=2). Erst nach Koexpression des
TRH-Rezeptors mit dem rerg1a-Kanal war eine leichte Verlangsamung der Aktivierung
durch PMA messbar. So erfolgte die halbmaximale Aktivierung der Kontrolle nach
0,06 £ 0,01 s, und nach PMA-Applikation nach 0,08 + 0,01 s (P < 0,05 n=6). In Abbildung
19 B wird tos der Aktivierung der verschiedenen rerg-Kanale vor und nach

PMA - Applikation verglichen.
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Abbildung 19: Wirkung von PMA auf den Zeitverlauf der Aktivierung verschiedener
rerg-Kandéle in MMQ-Zellen A, Verlauf der Aktivierung vor (offene Symbole) und nach
(geschlossene Symbole) Applikation von PMA. Aa, Zeitverlauf der Aktivierung der
endogenen rerg-Strome der MMQ-Zellen, gemessen in 1so-KCI-Lésung mit den tos von
0,11 £ 0,03 s vor bzw. 0,08 £ 0,01 s nach PMA-Applikation (n=4). Ab, Zeitverlauf der
Aktivierung der heterolog exprimierten rerg1a-Kanale. Die Zeiten fir tos betrugen
0,057 £ 0,004 s vor und 0,06 + 0,01 s nach Applikation von PMA (n=2). Ac, heterolog
exprimierte rerg1a-Kanale mit koexprimierte TRH-Rezeptoren. tos der Kontrolle betrug
0,06 £ 0,01 s, es kam zu einer Zunahme von tos auf 0,08 £ 0,01 s nach PMA-Applikation
(P = 0,05 n=6). B, Vergleich von tos der unterschiedlichen rerg1-Kanale vor (weille
Balken) und nach (schwarze Balken) PMA-Applikation. Fehlerbalken entsprechen
+ S.E.M. * gibt die Signifikanz des Unterschiedes vor und nach PMA-Applikation mit P <
0,05 an (einseitiger, gepaarter t-Test).
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3.7.3 Einfluss von TRH auf erg-Kanale in MMQ-Zellen

Einfluss von TRH auf die Spannungsabhangigkeit der Aktivierung

Wie bereits in der Einleitung zu diesem Teil erwdhnt, besitzen MMQ-Zellen keinen
funktionellen TRH-Rezeptor. Um zu testen, ob dennoch die Second-Messenger-Kaskade
aktivierbar ist, die normalerweise durch TRH in laktotropen Zellen stimuliert wird, wurde
der TRH-Rezeptor-Typ 1 durch cDNA-Injektion in MMQ-Zellen exprimiert.

Es wurde untersucht, ob TRH bei zusatzlich zum rerg1a-Kanal exprimiertem TRH-
Rezeptor die Aktivierungskurven des erg-Kanals in MMQ-Zellen so wie in GH3/Bes-Zellen
zu positiveren Potentialen verschieben kann.

Abbildung 20 A zeigt, dass TRH nicht in der Lage war, den heterolog exprimierten rerg1a-
Strom in MMQ-Zellen zu modulieren. Vo5 veranderte sich durch TRH-Applikation nicht
(Vo5 Kontrolle: -27,67 £ 3,76 mV, Vo5 TRH: -25,7 £ 7,3 mV, n=4). Erst nach Koexpression
des TRH-Rezeptors mit rerg1la konnte TRH die Aktivierungskurven des in den MMQ-
Zellen heterolog exprimierten rerg1a-Stroms zu positiveren Potentialen verschieben. Der
Vos-Wert der Kontrolle betrug -26,4 +2,8 mV, nach TRH-Zugabe -9,34 + 3,38 mV
(P <0,01; n=7). Durchschnittlich wurde die Aktivierungskurve um AVys= 17,06 £ 2,07 mV
nach rechts verschoben. Ebenfalls kam es zu einer Reduktion des Stroms um ca. 25%.
Auffallend war, dass es bei einigen Versuchen, bei denen der TRH-Rezeptor koexprimiert
wurde, dennoch keine Verschiebung der Aktivierungskurve durch TRH gab (n=5). Die bei
diesen Versuchen gemessenen Aktivierungskurven nach TRH-Applikation entsprechen

denen der Kontrollen.
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Abbildung 20: Einfluss von TRH auf die Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung
von erg1a in MMQ-Zellen A, Aktivierungskurven heterolog exprimierter rerg1a-Strome
in MMQ-Zellen gemessen in 5 mM-KCI-Lésung vor (offene Symbole) und nach TRH-
Applikation (geschlossene Symbole). B, Vergleich der durch TRH verursachten
Verschiebung von Vg5 der heterolog exprimierten rerg1a-Kanale mit den V5 der rerg1a-
Kanale mit zusatzlich koexprimierten TRH-Rezeptoren vor (K) und nach (TRH)
Applikation von TRH. TRH verschob Vs um durchschnittlich AV,s= 17,06 £ 2,07 mV
nach rechts von -26,4 +2,8 mV vor auf -9,34 + 3,38 mV nach Applikation von TRH
(P =0,01; n=7). Fehlerbalken entsprechen K £ S.E.M. und PMA % S.E.M. Die Anzahl der
Versuche ist in B angegeben.
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Einfluss von TRH auf die Zeitabhangigkeit der Aktivierung

Es wurde untersucht, ob bezlglich ihrer Aktivierungskinetik TRH in der Lage ist, in MMQ-
Zellen heterolog exprimierte rerg1a-Kanale zu modulieren. Wurden rerg1a-Kanale ohne
TRH-Rezeptor exprimiert, kam es durch TRH zu keiner Veranderung der Zeitabhangigkeit
der Aktivierung (tos der Kontrolle betrug 0,09 + 0,02 s, nach TRH-Zugabe 0,11 + 0,03 s,
n=4). Mit koexprimiertem TRH-Rezeptor verlangsamte sich die Aktivierung signifikant. Es
kam zu einer Zunahme von tys der Kontrolle mit 0,09 + 0,01 s auf 0,23 + 0,04 s nach TRH
Applikation (P < 0,05, n=7).
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Abbildung 21: Verlangsamung des Zeitverlaufs der Aktivierung von rergla-
Kanélen in MMQ-Zellen durch TRH A, Verlauf der Aktivierung vor (offene Symbole)
und nach (geschlossene Symbole) Applikation von TRH. Aa, Zeitverlauf der Aktivierung
der heterolog in MMQ-Zellen exprimierten rerg1a-Strome mit to5= 0,09 + 0,02 s vor und
tos= 0,11 £ 0,03 s nach TRH-Applikation (n=4). Ab, heterolog exprimierte rerg1a-Kanale
mit koexprimiertem TRH-Rezeptor. tos der Kontrolle betrug 0,09 £ 0,02 s, es kam zu
einer Verlangsamung auf ein tos von 0,23 + 0,04 s nach TRH-Applikation (P < 0,05; n=7).
B, Vergleich von tys der rerg1a-Kanale vor (weilte Balken) und nach (schwarze Balken)
TRH-Applikation. Fehlerbalken entsprechen +S.E.M. ** gibt die Signifikanz des
Unterschiedes vor und nach TRH-Applikation an mit P < 0,01 (einseitiger, gepaarter t-
Test).
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3.7.4 Einfluss von TRH und PMA auf erg-Kanalen in CHO-Zellen

Einfluss auf die Spannungsabhangigkeit der Aktivierung

Da die Koexpression des TRH-Rezeptors dazu flhrte, dass sich der rerg1a-Strom in
MMQ-Zellen sowohl durch PMA als auch TRH modulieren lief3, obwohl beide Substanzen
fur sich nicht in der Lage waren, die endogenen bzw. die exprimierten erg-Kanale zu
beeinflussen, wurde untersucht, ob eine Modulation der Spannungsabhangigkeit der
Aktivierung von rergla durch TRH auch in CHO-Zellen mdglich wird, wenn der TRH-
Rezeptor koexprimiert wird. Als Kontrolle wurde PMA auf CHO-Zellen appliziert, die nur
den rerg1a-Kanal exprimierten. Fur die Modulation durch TRH wurde zusatzlich zu dem
rergla-Kanal noch der TRH-Rezeptor koexprimiert. Abbildung 22 Aa zeigt die
Aktivierungskurven von in CHO-Zellen heterolog exprimierten rerg1a-Stromen. Nach
Applikation von PMA kommt es bei diesen zu keiner Veranderung der
Spannungsabhangigkeit der Aktivierung (Vos Kontrolle: -33,6 + 3,8 mV, nach Applikation
30,7 £ 2,8 mV; n=6). Auch wenn zusatzlich zu dem rerg1a-Kanal noch TRH-Rezeptoren
exprimiert wurden, kam es zu keiner Verschiebung der Aktivierungskurven durch TRH
(Vos Kontrolle: -31,5+3,5mV, Vos nach TRH-Applikation: 32,46 + 3,31 mV, n=5,
Abbildung 22 Ab). Weil TRH auch unter diesen Bedingungen den erg-Strom nicht

modulierte, wurde auf einen entsprechenden Versuch mit PMA verzichtet.
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Abbildung 22: Einfluss von PMA und TRH auf rerg1a-Kanale in CHO-Zellen Aa,
Aktivierungskurven von rerg1a-Stromen exprimiert in CHO-Zellen vor (offene Symbole)
und nach (geschlossene Symbole) Applikation von PMA. Es kam zu keiner signifikanten
Veranderung der Spannungsabhangigkeit der Aktivierung. Ab, Aktivierungskurven von
rergla-Stromen mit koexprimierten TRH-Rezeptoren vor (offene Symbole) und nach
(geschlossene Symbole) Applikation von TRH. Auch mit koexprimiertem TRH-Rezeptor
bewirkte TRH keine Veranderung in der Spannungsabhangigkeit. B, Vergleich von Vg5
der heterolog exprimierten rerg1a-Strome und von rerg1a-Stromen mit koexprimierten
TRH-Rezeptoren vor (K) und nach PMA - Applikation (PMA) bzw. vor (K) und nach TRH-
Applikation (TRH). Fehlerbalken entsprechen K + S.E.M. und PMA + S.E.M. Die Anzahl
der Versuche ist in B angegeben.
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Einfluss von PMA und TRH auf die Zeitabhangigkeit der Aktivierung

Wie bereits bei der Spannungsabhangigkeit der Aktivierung, wurde unter den gleichen
Bedingungen untersucht, ob PMA oder TRH eine Verlangsamung der Aktivierung
herbeifiihren kénnen. Wie bei der Spannungsabhangigkeit der Aktivierung, wurde die
Aktivierungsgeschwindigkeit der rerg1a-Strome weder durch PMA noch durch TRH
beeinflusst, trotz des koexprimierten TRH-Rezeptors. So betrug tos der Kontrolle
0,096 + 0,017 s bzw. 0,10 + 0,04 s nach PMA-Zugabe (Abbildung 23 Aa, n=4) . Bei den
Versuchen mit TRH wurden folgende Werte gemessen: tys: Kontrolle: 0,095 £ 0,008 s;
tos: TRH 0,093 + 0,008 s (Abbildung 23Ab, n=9).
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Abbildung 23: Einfluss von PMA und TRH auf die Zeitabhédngigkeit der Aktivierung
von rerg1a in CHO-Zellen A, Verlauf der Aktivierung vor (offene Symbole) und nach
(geschlossene Symbole) Applikation von PMA bzw. TRH. Aa, Einfluss von PMA auf
heterolog in CHO-Zellen exprimierte rergla-Kanale. Die Zeit der halbmaximalen
Aktivierung veranderte sich nicht signifikant von t,5:0,096 + 0,017 s bei der Kontrolle auf
tos: 0,10 £ 0,04 s nach Applikation von PMA (n=4). Ab, Einfluss von TRH auf heterolog
exprimierte rerg1a-Kanale in CHO-Zellen mit koexprimiertem TRH-Rezeptor. t o5 betrug
0,095 £ 0,008 s (Kontrolle) bzw. 0,093 + 0,008 s (nach TRH-Applikation, n=9). B,
Vergleich von tos vor (offene Balken) und nach (gefullte Balken) PMA- (links) und TRH-
(rechts) Applikation. Fehlerbalken entsprechen £ S.E.M.
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4 Diskussion

Im Zentrum dieser Arbeit stand die Untersuchung der TRH-Modulation von erg-Stromen in
laktotropen Zellen. Dies ist die erste Beschreibung der TRH-Modulation von der
SpleilRvariante rerg1b, die auch in laktotropen Zellen der Ratte vorhanden ist. In dieser
Arbeit wurden zunachst die durch TRH verursachten Veranderungen der
biophysikalischen Eigenschaften von rerg1a-, rerg1b- und rergla/b-Kanale, die nach
Koexpression von rerg1a- und rerg1b-Untereinheiten gebildeten wurden, untersucht. Als
Expressionssystem wurden GHs/Be-Zellen, eine aus einem Ratten-Hypophysentumor
gewonnene Zelllinie, verwendet, weil diese Uber eine funktionierende endogene
Signalkaskade vom TRH-Rezeptor bis zum erg-Kanal verfligen, was ein grolier Vorteil ist.
Aulerdem konnte in laktotropen MMQ-Zellen, die nativ keine TRH-Rezeptoren besitzen,
die TRH-Modulation der erg-Stréme durch Expression des TRH-Rezeptors rekonstituiert
werden, nicht jedoch in CHO-Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass die
elektrophysiologischen Eigenschaften der erg-Kanale durch TRH unterschiedlich

moduliert werden.

4.1 Biophysikalische Eigenschaften von erg-Stromen in GHs/Bs-Zellen und
Modulation durch TRH

Es konnte mittels PCR bereits gezeigt werden, dass GHs/Bs-Zellen Uber Transkripte flr
rerg1-Kanale verfiigen (diese Arbeit, Bauer et al., 1998). In einer anderen Arbeit konnten
auch Transkripte fur rerg2 - Kanale nachgewiesen werden (Wulfsen et al., 2000). Die
aktuellen Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass GHai/Bs-Zellen (ber die
SpleilRvariante rerg1a, nicht jedoch tber rerg1b verfligen.

Die Modulation der endogenen Stréme (Bauer et al., 1990) konnte hier bestatigt werden.
Den Messungen kam eine besondere Eigenschaft der erg-Kanale zugute, namlich der
ungewohnlich grofe Anstieg der Leitfahigkeit bei Zunahme der extrazelllularen K*-
Konzentration, der bei allen drei Mitgliedern der erg-Familie auftritt (Shibasaki 1987,
Sturm et al., 2005). Diese Eigenschaft der erg-Kanale hat es ermdglicht, den endogenen
erg-Strom der GHa/Bg-Zellen zu untersuchen, da dieser durch Messung in I1so-KCI-Lésung
stark  vergroRert wurde. Dazu kommt noch die VergréRerung  der
Einwartsstromamplituden durch die Verschiebung des Umkehrpotentials fir K* zu
positiverem Potential. AuRerdem konnten die GHai/Bes-Zellen als Expressionssystem flr

andere erg-Kanale verwendet werden. Diese Kanale lieRen sich aufgrund ihrer starken
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Expression auch in extrazellularer 5 mM K*-Lésung messen, also unter eher
physiologischen Bedingungen. In dieser niedrigen K*-Konzentration war der endogene
erg-Strom der GHs/Bs-Zellen im Vergleich zu den Stromen der Uberexprimierten rerg1a-
und rerg1b-Kanale vernachlassigbar klein und beeinflusste diese daher vermutlich nicht.
Somit konnte angenommen werden, dass der gesamte gemessene Strom in seinen

Eigenschaften den heterolog exprimierten erg-Kanalen entsprach.

4.1.1 GHi/Be-Zellen als Expressionssystem fur die Analyse der durch TRH

ausgelosten erg-Strom-Modulation

Die Abhangigkeit der beobachteten Effekte von der TRH-Konzentration wurde an nativen
erg-Stromen untersucht. Dazu wurde die durch TRH verursachte Verschiebung der
Aktivierungskurve als ein Parameter fur die Wirksamkeit der verwendeten TRH-
Konzentration verwendet. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass TRH bereits in
einer Konzentration von 10 nM den erg-Strom beeinflusste. Dieser Wert stimmt gut mit
dem ECS50-Wert von 8 nM fur Phosphoinositidhydrolyse durch TRH in GHs-Zellen Uberein
(McDermott et al., 1990). Obwohl eine TRH-Konzentration von 100 nM einen
vollstandigen Effekt auf die erg-Kanale ausubte, wurde dennoch bei den mit
Uberexprimierten erg-Kanalen durchgefihrten Experimenten mit einer Konzentration von
1 PM gearbeitet, um eine mdglichst schnelle und vollstandige Aktivierung der
modulierenden Signalkaskade zu erreichen.

Die Komponenten der Signalkaskade wurden bisher nicht vollstandig identifiziert (Corrette
et al., 1995). Der TRH-Rezeptor hat die Besonderheit, sehr viele verschiedene G-Protein-
gekoppelte Signalwege aktivieren zu konnen. Es wurde berichtet, dass verschiedene G-
Proteine, wie z.B. Gs oder Gi; und nicht nur das bereits vermutete Gy11 an der TRH-
induzierten Modulation der erg-Kanale beteiligt sind (Bauer et al., 1994, Storey et al.,
2002; Miranda et al., 2005). Dabei treten mitunter widerspriichliche Ergebnisse auf, die
sich wahrscheinlich aus der Verwendung unterschiedlicher Zellsysteme ergeben. Um so
wichtiger ist es, ein Zellsystem wie GHs/Bes-Zelllinie zu verwenden, bei der unter der
Vielzahl an moglichen Signalwegen derjenige angesprochen wird, der in laktotropen

Zellen fur die erg-Modulation verantwortlich ist.
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4.1.2 Unterschiede zwischen den biophysikalischen Eigenschaften von

rergia und erg1b

Anstelle der N-terminalen Aminosauren 1-376 des rerg1a, besitzt der rerg1b eine eigene
abweichende N-terminale Aminosaurensequenz von 36 Aminosauren. Daher fehlt dem
rerg1b neben einer groBen Anzahl potentieller Phosphorylierungsstellen und weiterer
mdglichen Konsensussequenzen, die der rergla besitzt, auch die fir die EAG-Kanéale
typische EAG- oder PAS-Domane. Dieser wird eine wichtige Rolle bei der
Deaktivierungsverlangsamung zugesprochen (Chen et al., 1999). Der offensichtlichste
und am besten beschriebene Unterschied zwischen den beiden SpleiRvarianten rerg1a
und rerg1b besteht daher in der Deaktivierungskinetik (London et al., 1997; Lees-Miller et
al.,, 1997). Diese Untersuchungen wurden an humanen und murinen erg-Kanalen
durchgefiihrt. In dieser Arbeit wurden nun vergleichbare Ergebnisse mit den homologen
Ratten-erg-Kanalen erzielt. Da die N-Termini des Maus- und des Ratten-erg-Kanals
vollstandig identisch sind, waren diese Ergebnisse zu erwarten. Die wesentlich schnellere
Deaktivierung des rerg1b im Vergleich zum rerg1a ist auf den kurzen N-Terminus des
rerg1b zurlckzufiihren. Die SpleilRvariante merg1a’, der nur ein kurzes Stick von 57
Aminosauren des merg1a fehlt, weist ebenfalls eine schnelle Deaktivierung auf (London
et al.,, 1997). Fur die Verlangsamung der Deaktivierung sind die Aminosduren 2-16
hauptverantwortlich, wie durch HERG Deletionsmutanten (Wang et al., 1998) und
Koexpression dieses kurzen Stiickes des N-Terminus gezeigt werden konnte (Wang et
al., 2000).

Die in der vorliegenden Arbeit parallel und unter gleichen Versuchsbedingungen
durchgefuhrten Experimente zeigen, dass rergla um ca. 10 mV negativer aktiviert als
rerg1b. Dieser Unterschied zwischen den beiden SpleiRvarianten wurde in bisherigen
Untersuchungen, die in CHO-Zellen mit erhdhtem extrazelluldren Kalium (40 mM KY)
durchgefihrt wurden, nicht entdeckt (Hirdes et al., 2005). Die unterschiedlichen
Expressionssysteme waren mit gro3er Wahrscheinlichkeit nicht die Ursache fir diese
Differenz, da sie in GHs/Bs— und in CHO-Zellen gemessen werden konnte. Es kann
allerdings auch zu Unterschieden in der Spannungsabhangigkeit der Aktivierung zwischen
Satzen von Experimenten mit groRerem zeitlichen Abstand kommen. Obwohl diese in
verschiedenen Datensatzen auftretenden Differenzen in GHs/Bs-Zellen nicht so grof3
ausfielen wie in CHO-Zellen, wurde bei den Versuchen in dieser Arbeit Wert darauf
gelegt, die Vergleichsmessungen zwischen rerg1a, rerg1b und rerg1a/rerglb immer
parallel durchzufihren.

Es wurden Unterschiede im Zeitverlauf der Aktivierung zwischen rerg1a- und rerg1b-
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Kanalen beschrieben (Lees-Miller et al., 1997; Hirdes et al., 2005), wonach rerg1b eine im
Vergleich zum rerg1a wesentlich schnellere Aktivierung aufweist. Dieses konnte in der
vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden. Eine schnellere Aktivierung wurde ebenfalls
fur HERGA2-370-Stréme beschrieben (Viloria et al., 2000). Im Gegensatz dazu weisen
HERGAZ2-354-Kanale keine im Vergleich zum WT-HERG beschleunigte Aktivierung auf.
Diese Mutante neigte sogar eher zu einer langsameren Zeitkonstante der Aktivierung
(Wang et al.,, 1998). Das Entfernen des proximalen N-Terminus kleiner als bis zur
Aminosaure 355 verlangsamt also die Aktivierung, wahrend darlber hinausgehende
Deletionen sie beschleunigt. Die Sequenz A355-373 scheint also der Scheidepunkt
zwischen einer distalen (EAG-Domane) und einer proximalen Funktionseinheit (ERG-
spezifische Domane) des N-Terminus zu sein. Beide scheinen gegensatzlichen Einfluss
auf die HERG Aktivierung zu haben (Viloria et al., 2000). Stark vereinfacht konnte man
sagen, dass die EAG-Domane die Deaktivierung verlangsamt, wahrend die ERG-
spezifische Domane die Aktivierung verlangsamt, jedoch ist die genaue Funktion und das
Zusammenspiel der einzelnen Domanen bisher ungeklart. Die in dieser Arbeit verwendete
Deletionsmutante HERGA2-373 simuliert die Aktivierungs- und Deaktivierungs-
beschleunigung von rerg1b, dem die Aminosduren 1-376 fehlen.

Die vorliegenden Ergebnisse dieser Untersuchung weisen einen deutlichen Unterschied in
der stationaren Inaktivierung zwischen rerg1a- und rerg1b-Kanalen auf. Im Vergleich zu
rerg1a-Kanalen sind die Inaktivierungskurven der rerg1b-Kanale um mehr als 50 mV zu
positiveren Potentialen hin verschoben, wodurch es zu einer deutlich kleineren
Einwartsrektifizierung und zu deutlich gréReren Auswartsstrémen bei ihnen kommt. Auch
hier gibt es Parallelen zwischen rerg1b-Kanalen und den Deletionsmutanten. Diese
Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass die Anwesenheit des N-Terminus den
Inaktivierungszustand unterstitzt und stabilisiert, wodurch es zu einer starkeren

Einwartsrektifizierung kommt (Wang et al., 1998).

4.1.3 Eigenschaften der erg-Strome aus koexprimierten rerg1a- und rerg1b-

Untereinheiten

Die hier gezeigten Charakteristiken der rerg1a/1b- Strome in GHs/Be-Zellen vergréfern
das Wissen Uber die heteromeren erg1-Stromeigenschaften. Diese Arbeit kann zeigen,
dass nicht nur unterschiedliche Mitglieder der erg Familie heteromere erg-Kanale bilden
(Wimmers et al., 2001), sondern auch Spleil3varianten des erg1. Erg-Strome aus rerg1a-
und rerg1b-Untereinheiten wiesen ebenso sowohl intermediare Eigenschaften als auch

von einer Untereinheit dominierte Eigenschaften auf, wie schon in dhnlicher Weise flr
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Maus-erg1a und -erg1b beschrieben wurde (London et al., 1997).

Die Ergebnisse zeigen, dass die rerg1a-Untereinheiten die Spannungsabhangigkeit der
Aktivierung in heteromeren rergla/1b-Kandlen dominieren. Hingegen liegt die
Spannungsabhangigkeit der stationdren Inaktivierung der rerg1a/1b-Stréme (1:3) zwar
zwischen der der beiden homomeren Stréme, aber mit einer Tendenz in Richtung von
rerg1b-Stréomen. Dadurch, dass also beim heteromeren Strom die Spannungs-
abhangigkeit der Aktivierung bei relativ negativen und die Spannungsabhangigkeit der
Inaktivierung bei relativ positiven Potentialen liegt, ergibt sich, dass die Amplitude des
heteromeren rerg1a/1b Fensterstroms wesentlich grof3er ist als die des rerg1a, obwohl die
Maxima bei den selben Spannungen lagen. Kanale aus rerg1b-und rerg1a-Untereinheiten
haben also im Vergleich zu homomeren rerg1a-Kanalen deutlich vergréRerte stationare
Strdbme in einem Spannungsbereich, der nahe dem Schwellenwertpotential fir
Aktionspotentiale und dem Ruhepotential in zahlreichen Zelltypen ist.

Der Zeitverlauf der Aktivierung der heteromeren erg1-Stréme ahnelt bei Uberwiegen der
rerg1a-Untereinheit eher dem des rerg1a-Stroms und bei Uberwiegen der rerg1b-
Untereinheit eher dem des rerg1b-Stroms. Ein weiteres Indiz dafir, dass die
koexprimierten Untereinheiten tatsachlich Heteromere gebildet haben, ist, dass die
Rektifizierung, also das Verhaltnis von Auswarts- zu Einwartsstrom, des Stroms bei
Koexpression beider Untereinheiten dem rerg1b gleicht, wahrend rerg1a-Stome eine
wesentlich starkere Einwartsrektifizierung aufweisen.

Als klare Bestatigung fir die Bildung heteromerer rergla/1b-Kanadle dienten
Koexpressionsversuche mit rerglb und der dominant-negativen rerg1a-Mutante
rerg1G630S (Wimmers et al., 2001). Die Koexpression von rerg1aG630S- und rerg1b-
Untereinheiten in dem Verhaltnis 1:3 fUhrte zu einer sehr starken und im Verhaltnis 2:1 zu
einer nahezu kompletten Reduktion des erg-Stroms. Als weiterer Hinweis auf die Bildung
von Heteromultimeren dienten fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der koexprimierten
EGFP- und DS-Red-markierten rergla- und rerg1b- Untereinheiten, die eine
augenscheinlich perfekte Uberlagerung in ihrer subzelluldren Anordnung zeigten.
Hinweise darauf, dass sich auch in nativen Geweben heteromere rerg1a/1b-Kanale
bilden, wurden durch Koimmunoprazipitation im Herzgewebe des Menschen und des
Kaninchens erhalten (Jones et al.,, 2004), ebenso wie in Tumorzellen (Crociani et al.,
2003) und dem Mausegehirn (Guasti et al., 2005).

Bei Expression der rerg1a- oder rergib-Kandle in GHi/Be-Zellen zeigten die rergia-
Kanale eine deutlich diffusere Verteilung in der Zelle als die rerg1b-Kanéle, die haufig
deutlich erkennbare ,Verklumpungen® in der Zelle bildeten. Diese Beobachtung kénnte

bedeuten, dass die niedrigere rerg1b-Stromdichte nicht auf eine geringere Expression des
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Kanals, sondern auf eine geringere Anzahl von funktionellen Kanalen in der
Plasmamembran zurtickzufiihren war. Eine deutlich geringere funktionelle Expression des
erg1b-Kanals der Maus (merg1b) im Vergleich zum erg1a-Kanal (merg1a) wurde schon
fur Xenopus Oocyten als Expressionssystem beschrieben (London et al., 1997). Diese
Unterschiede in der Stromdichte wurden genutzt, um zu zeigen, dass bei Koexpression
die merg1a- Untereinheiten mit den merg1b- Untereinheiten interagieren, wodurch mehr
funktionelle erg-Kanadle mit deutlich erhdhter Stromdichte und intermediaren
Deaktivierungseigenschaften in der Plasmamembran auftraten (London et al., 1997). Die
in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse Uber die schrittweise Veranderung der
Deaktivierungskinetik bei zwei verschiedenen Verhaltnissen der injizierten rerg1a- und
rerg1b-cDNA bestatigten die bisherigen Beobachtungen. Die Verlangsamung der
Deaktivierung von erg-Stromen wird dabei vermutlich durch die N-terminale EAG-Doméne
verursacht, die nur beim erg1a vorhanden ist. Es konnte gezeigt werden, dass eine kleine
wasserldsliche N-terminale Domane, die separat exprimiert wurde, dosisabhangig die
Deaktivierung eines HERG-Kanals verlangsamt, wenn diesem der N-Terminus fehit
(Wang et al., 2000). Es wird auch vermutet, dass die Beteiligung von ergib-
Untereinheiten fur die relativ schnelle Deaktivierung des Ikr im Herzen verantwortlich ist
(London et al., 1997).

4.1.4 Unterschiede in der TRH-induzierten Modulation von rerg1a- und

rerg1b-Kanalen

In dieser Arbeit wurden erg1-Kanale der Ratte in der klonalen somatomammotropen
GHa/Bs-Zelllinie Uberexprimiert, um ihre Modulation durch TRH zu untersuchen. Die
Experimente zeigten, das sowohl der rerg1a- als auch der rerg1b-Strom deutlich durch
TRH reduziert wurden, allerdings traten auch deutliche Unterschiede in Bezug auf den
Wirkmechanismus von TRH auf. Wie schon durch andere Arbeiten gezeigt (Bauer et al.,
1990; Barros et al., 1998; Schledermann et al., 2001), verursachte TRH bei rerg1a eine
deutliche Reduktion des maximal verfugbaren Stroms, eine Verschiebung der
Spannungsabhangigkeit der Aktivierung zu positiveren Potentialen, eine Beschleunigung
der Deaktivierung sowie eine Verlangsamung der Aktivierungskinetik. Die durch TRH bei
rerg1b verursachten Effekte unterscheiden sich klar von denen, die TRH bei rergla
auslost. So war die Reduktion des maximal verfugbaren Stroms grof3er als bei rerg1a, es
kam jedoch zu keiner Verschiebung der Spannungsabhangigkeit der Aktivierung, ebenso
kam es zu keiner beschleunigten Deaktivierung und die Aktivierung wurde nur schwach

verlangsamt.
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Wie bei dem rerg1b-Kanal konnte hier auch bei der HERG-Mutante HERGA2-373 eine
verminderte TRH-Empfindlichkeit nachgewiesen werden. Sie wies eine Deletion des N-
Terminus auf einer Region, die dem menschlichen oder dem rerg1b-Kanal der Ratte
ebenfalls fehlt und die PAS- und die ERG-spezifische Doméane enthadlt. Zu einem
ahnlichen Ergebnis kamen (Gémez-Varela et al., 2003a) auch, wenn ein kurzes Stick am
proximalen N-Terminus deletiert wurde (HERGA326-373), das die ERG-spezifische
Domane enthalt.

Ebenfalls wurde eine d&hnliche Modulation durch TRH fur rerg3-Kanale beschrieben. Im
Vergleich zu rergla aufern sich die Effekte von TRH auf die rerg3-Kanale in einer
deutlich starkeren Reduktion des Stroms, einer verringerten Verschiebung der
Aktivierungskurve und keiner Beschleunigung der Deaktivierung (Schledermann et al.,
2001). Entsprechend den rergib-Kandlen weisen die rerg3-Kanale eine schnellere

Deaktivierung und eine verringerte stationare Inaktivierung auf (Shi et al., 1997).

4.1.5 TRH verursachte Modulation von heteromeren rerg1a/1b-Kanalen

Obwohl bei den Kontrollmessungen der heteromeren rerg1a/1b-Strome keine deutliche
Dominanz von rerg1b-Untereinheiten erkennbar war, wies rerg1b einen ,dominant-
negativen® Effekt in Bezug auf die Modulation der Aktivierung durch TRH auf. Am meisten
Uberraschte es, dass die rerg1b-Untereinheiten die Verschiebung der Spannungs-
abhangigkeit der Aktivierung der heteromeren rerg1a/1b-Kanale durch TRH verhinderten.
Ebenfalls wurden die Aktivierung der heteromeren rergla/1b Kanale durch TRH
wesentlich geringer verlangsamt als die der rergla-Kanale oder auch gar nicht
verlangsamt, wenn der Anteil an rerg1b-Untereinheiten gro? war. Als Konsequenz ergibt
sich daraus, dass die Reduktion des rerg1-Auswartsstromes durch TRH bei Koexpression
von rerg1a- mit rerg1b-Untereinheiten weniger stark ausfallt. Da der Auswartsstrom aber
physiologisch entscheidend fur die Einstellung des Ruhemembranpotentials ist, wirde
dies bedeuten, dass TRH das Membranpotential weniger depolarisieren wirde.

Je hoher der Anteil an rerg1b, desto schneller deaktivierten die heteromeren rerg1a/1b-
Strome und um so weniger konnte TRH eine Beschleunigung der Deaktivierung
herbeifihren. Die Deaktivierungsgeschwindigkeit von homomeren rerg1b-Stromen
veranderte sich gar nicht mehr. Vermutlich wird die Fahigkeit des rerg1a-N-Terminus zur
Verlangsamung der Deaktivierung (Wang et al., 2000) durch TRH behindert.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die variable TRH-Empfindlichkeit der
heteromeren rerg1a/1b- Kanale abhangig ist vom Verhaltnis von rerg1a- und rerg1b-

Untereinheiten, und dass daflir die unterschiedlichen N-Termini von rerg1a und rerg1b
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verantwortlich sind.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Besonderheiten der biophysikalischen Eigenschaften
von rerg1b- und heteromeren rerg1a/1b Kanalen und ihre Modulation durch TRH bei der
Untersuchung von erg-Strdmen in allen rerg1b koexprimierenden Geweben in Betracht
gezogen werden sollte. Neben dem Herzen wurden rerg1b-Transkripte ebenfalls im
Gehirn, der Lunge und der Muskulatur (Lees-Miller et al., 1997, London et al., 1997)
nachgewiesen. Des weiteren konnte eine Koexpression von erg1a und erg1b sowohl auf
MRNA-Ebene als auch auf Proteinebene im Mausegehirn nachgewiesen werden (Guasti
et al,, 2005). Koexpression von rerglb mit anderen erg-Transkripten wurde auf
Einzelzellebene in Neuronen der Rapheregion in Ratten gezeigt, in denen die endogenen
erg-Stréome eine relativ schnelle Aktivierung und Deaktivierung aufwiesen (Hirdes et al.,
2005). Eine Koexpression von rergla- und rerg1b-Proteinen konnte ebenfalls in
verschiedenen Tumorzellen nachgewiesen werden. In diesen Zellen wurden Zellzyklus-
abhangige Veranderungen der Proteinkonzentrationen festgestellt, die fur rergla
ausgepragter war als flr rerg1b. Dadurch kann zu verschiedenen Verhaltnissen von
rergla zu rerg1b Untereinheiten kommen (Crociani et al., 2003). Wie in dieser Arbeit
demonstriert, beeinflusst das Verhaltnis von rerg1a- zu rerg1b-Expression die stationare
erg-Stromstarke in der Nahe des Ruhepotentials ebenso wie das allgemeine
Schaltverhalten. In dieser Arbeit wurde auch gezeigt, dass heteromere erg-Strome
unterschiedlich auf das Hormon TRH ansprechen. Daher wird die Modulation der Kanale
durch Hormone oder Transmitter stark durch den Anteil der rergl1a- und rerg1b-
Untereinheiten des Heteromultimers beeinflusst. Es ware interessant zu erfahren, ob
diese Unterschiede auch bei anderen Neurotransmittern vorhanden sind, die erg-Stréme
modulieren kénnen, wie z.B. Acetylcholin (Hirdes et al., 2004), Adrenalin (Bian et al, 2001)

oder Glutamat (Napp, Diplomarbeit).
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4.2 Durch PMA verursachte Modulation der erg-Kanale

PMA zeigt bei akuter Applikation eine dhnliche Wirkung wie TRH. Ein bekannter durch
TRH ausgeloster Signalweg fuhrt zur Aktivierung einer PKC, welche durch DAG aktiviert
wird und von der Phosphoinositol-Kaskade stammt (Aragay et al., 1992, Martin et al.,
1990). Verschiedene Studien haben gezeigt, dass der PLC-PKC Weg fiir die durch TRH
verursachte Reduktion des erg-Stroms in Hypophysenzellen nicht notwendig ist (Bauer et
al., 1990, 1994:; Barros et al., 1992, 1993; Schafer et al., 1999; Schledermann et al., 2001;
Gomez-Valera et al., 2003b). Dennoch zeigen diese und andere Studien in Oozyten
(Thomas et al., 2003), dass erg-Strome von PMA moduliert werden oder sprechen gar
von einer Aktivierung des cAMP-Signalweges durch PMA (Kiehn et al., 1998). In dieser
Arbeit wurde daher vergleichend in GH3/Bs-, MMQ- und CHO-Zellen untersucht, ob durch
PMA eine Modulation von erg1-Kanalen hervorgerufen werden kann. Aul3erdem wurde
untersucht, inwiefern sich die verschiedenen erg1-Kanalvarianten in ihrer PMA-bedingten

Modulation voneinander unterscheiden.

4.2.1 Einfluss von PMA auf die erg1-Strome in GHs/B¢-Zellen

Es wurde untersucht, ob PMA in der Lage ist, die Spannungsabhangigkeit und den
Zeitverlauf der Aktivierung der endogenen erg-Kanale, sowie verschiedener heterolog in
GH./Bs-Zellen exprimierter erg1-Kanalvarianten zu modulieren.

Bei der Verschiebung der Spannungsabhangigkeit der Aktivierung ergaben sich starke
Parallelen in der Starke des Effekts von 1 yM PMA und TRH. So wirkten sie in &hnlich
abgestufter Reihenfolge. TRH: endogener Strom > rergla >> rerg1a/b (2:1) und PMA:
rergla > endogener erg-Strom >> rerg1a/b (2:1). Es kam ebenfalls zu einer Reduktion
des maximal verfigbaren Stroms bei allen Kanalvarianten, die jedoch mit PMA etwas
geringer ausfiel als bei TRH.

Bei den homomeren rerg1b-Stromen und der Deletionsmutante HERGA2-373 konnte
PMA keine signifikante Verschiebung der Spannungsabhangigkeit der Aktivierung
auslosen. Es lasst sich somit sagen, dass die rerg1b-Untereinheiten beim PMA-Effekt
ebenso wie beim TRH-Effekt dominant negativ in Hinblick auf die Verschiebung der
Aktivierungskurven wirken.

Korrespondierend zu den TRH-Versuchen verlangsamt PMA auch die Aktivierung der erg-
Strome mit abnehmender Starke (TRH und PMA: rerg1a > rerg1a/b (2:1) >> rerg1b).

Die Aktivierungskinetiken von rerg1b und von der strukturell ahnlichen Deletionsmutante
HERGAZ2-373 liel3en sich durch PMA nicht beeinflussen.
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Anhand dieser Ahnlichkeiten ist es nahe liegend zu vermuten, dass PMA die
naturlicherweise durch TRH angestoRene Signalkaskade anspricht und somit PKC der
Second-Messenger von TRH bei der Modulation der erg-Strome sei. Allerdings sprechen
zahlreiche Belege aus der Literatur dagegen, dass die TRH-Wirkung direkt auf die
Aktivierung durch PKC zurlckzufihren ist. So vermindert die Blockierung oder
Downregulation der PKC nicht den TRH-Effekt auf die Spannungsabhangigkeit der
Aktivierung (Bauer et al., 1990, Schledermann et al., 2001, Gédmez-Varela et al., 2003).
Moglicherweise tritt daher die Wirkung von PMA auch in diesen Zellen nicht durch die
Aktivierung der PKC ein sondern durch Verschiebung des Gleichgewichts einer bereits

durch einen Membranrezeptor partiell aktivierten Signalkaskade an unbekannter Stelle.

4.2.2 Einfluss von PMA auf die erg-Strome in MMQ-Zellen

Die Hauptwirkung von Phorbolestern besteht in der direkten Aktivierung von PKC durch
Bindung an die DAG-Bindungsstelle der PKC. Dementsprechend sollten theoretisch die
endogenen TRH-Rezeptoren der GHi/Bs-Zellen fir die Wirkung von PMA nicht von
Bedeutung sein. Um dies zu Uberprifen wurden die gleichen Messungen in MMQ-Zellen
durchgefiihrt, die nicht Uber endogene TRH-Rezeptoren verfligen, aber dennoch als
laktotrope Zelllinie vermutlich Uber die Ubrige naturliche Signalkaskade verfugen.

Diese Annahme konnte untermauert werden, indem rerg1a-Stréme in MMQ-Zellen mit
und ohne TRH-Rezeptor exprimiert wurden, wobei TRH nur denn eine Verschiebung der
Spannungsabhangigkeit der Aktivierung (ca. +17 mV) und eine Verlangsamung der
Aktivierung verursachte, wenn der Rezeptor koexprimiert wurde. Diese Effekte
entsprachen dann denen, die TRH bei heterolog exprimierten rerg1a-Kanalen in GHj/Be-
Zellen verursachte. Die Expression des TRH-Rezeptors vervollstandigt somit in den
MMQ-Zellen die Signalkaskade, welche in der Lage ist, den erg1-Strom in der gleichen
Art zu modulieren, wie es die native Signalkaskade in GHs/Bs-Zellen und in nativen
laktotropen Zellen in Primarkultur ermdglichte.

Interessanterweise  war PMA in  MMQ-Zellen nicht in der Lage, die
Spannungsabhangigkeit der Aktivierung der endogenen erg-Strome zu positiveren
Potentialen zu verschieben. Allerdings kam es, anders als bei den GHs/Bg-Zellen, zu einer
Zunahme des maximal verfigbaren Stroms nach PMA-Applikation. Dieses deckt sich mit
friheren Beobachtungen, wonach PMA den erg-Strom in laktotropen Primarkulturzellen
vergrofRern kann (personliche Mitteilung von C.K. Bauer). Ebenfalls keinen Einfluss auf
die Spannungsabhangigkeit der Aktivierung hatte PMA auf die Strdme der heterolog

Uberexprimierten rerg1a-Kanale. Bei diesen kam es jedoch zu keiner Zunahme des
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maximal verfligbaren Stroms.

Es wurde nun untersucht, ob PMA den berexprimierten rerg1a-Strom in MMQ-Zellen bei
Koexpression des TRH-Rezeptors modulieren kann. Tatsachlich war PMA unter diesen
Bedingungen in der Lage, die Spannungsabhangigkeit der Aktivierung signifikant zu
positiveren Potentialen zu verschieben. Jedoch kam es auch hier zu keiner Abnahme des
maximal verfigbaren erg-Stroms.

Entsprechende Ergebnisse wurden zur Zeitabhangigkeit der Aktivierung erhalten. Auch
hierbei verursachte PMA keine Verlangsamung der Aktivierung, weder des endogenen
erg-Stroms noch des Uberexprimierten rerg1a-Stroms. Erst nach Koexpression des TRH-
Rezeptors mit rerg1a in den MMQ-Zellen war PMA in der Lage, die Aktivierung des
Stroms signifikant, wenn auch geringfugig, zu verlangsamen.

Diese Beobachtungen stehen entgegen der Annahme, das fur die PMA-induzierte
Modulation der erg-Strome kein TRH-Rezeptor bendtigt wird. Sie deuten vielmehr darauf
hin, dass fur die Modulation eines erg-Stroms durch PMA eine funktionale Signalkaskade
vorhanden sein muss. Sie kdnnte entweder erst nach der Expression eines Rezeptors
ausgebildet werden, oder nach Expression eines Rezeptors zumindest partiell aktiviert
werden, ohne welches eine Modulation durch PMA nicht méglich ist. Weiterflhrende
Versuche z.B. mit dem kompetitiven TRH-Rezeptor-Antagonisten Chlorodiazepoxid
(Grimbert et al., 1999) kdnnten Aufschluss dariiber geben, ob beispielsweise die alleinige
Anwesenheit des TRH-Rezeptors oder seine partielle Aktivierung im ungebundenen
Zustand wichtig sind fur die Wirksamkeit von PMA. Auch eine Rickkopplung der PMA-
aktivierten PKC-Phosphorylierung der TRH-Rezeptor-gekoppelten G-Proteine (Aragay &
Quick, 1999) und anschlieRende Aktivierung untergeordneter Signalkaskaden ware
denkbar.

4.2.3 Einfluss von PMA auf heterolog in CHO-Zellen exprimierte erg-Strome

Wahrend GHj/Be-Zellen sowohl Gber endogene erg-Kanale als auch Gber endogene TRH-
Rezeptoren verfigen und MMQ-Zellen Uber endogene erg-Kanale, verfligen die CHO-
Zellen weder Uber erg-Kanale noch Uber TRH-Rezeptoren. Da in den vorliegenden
Experimenten flr eine Modulation der erg-Kandle durch TRH oder PMA auch ein
funktioneller TRH-Rezeptor bendtigt wurde, sollte nun untersucht werden, ob es durch
eine Koexpression von erg-Kanal und TRH-Rezeptor in CHO-Zellen ebenfalls zur
Ausbildung einer funktionellen Signalkaskade kommt, die die Aktivierung des erg-Kanals
beeinflusst.

PMA fihrte, wie bei den MMQ-Zellen, bei den heterolog in den CHO-Zellen
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Uberexprimierten rerg1a-Stromen zu keiner Veranderung in der Spannungsabhangigkeit
der Aktivierung. Auch kam es zu keiner Verlangsamung der Aktivierungsgeschwindigkeit.
Allerdings kam es bei einer Koexpression des rerg1a-Kanal mit dem TRH-Rezeptor in
CHO-Zellen, anders als in MMQ-Zellen, zu keiner TRH-Modulation des erg-Stroms, weder
in Hinsicht auf die Spannungsabhangigkeit noch auf die Aktivierungsgeschwindigkeit.

Dieser Unterschied legt nahe, dass eine Modulation der erg-Kanale durch PMA oder TRH
nur dann mdglich ist, wenn die Zellen bereits Uber eine endogene, funktionelle
Signalkaskade verfugen. Offensichtlich reicht es nicht, nur die beiden Enden des
Signalweges, Rezeptor und Kanal, zu exprimieren, sondern das komplexe
Zusammenspiel der Signalmolekule im jeweiligen Expressionssystem ist von essentieller
Bedeutung. Dieses Ergebnis betont noch einmal die Wichtigkeit, Signalkaskaden
moglichst nicht in kiinstlichen Expressionssystemen zu untersuchen. Wenn klonale Zellen
benitzt werden, sollten sie zumindest dem gleichen Gewebe des zu untersuchenden

Systems entstammen, wie in dieser Arbeit die somatomammotropen GHs/Bs-Zellen.
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5 Zusammenfassung

Die rerg1la (HERG) Kaliumkanaluntereinheit und ihre N-terminale SpleilRvariante rerg1b
werden in vielen verschiedenen Geweben koexprimiert, und es konnte gezeigt werden,
dass die beiden Isoformen heteromultimere erg-Kanale im Herz und im Gehirn bilden. Die
Reduktion des erg1a-Stroms durch das Thyreotropin-Releasing-Hormon (TRH) wurde
haufig untersucht, es existierten jedoch bisher noch keine vergleichbaren Daten fir erg1b.
Da TRH und TRH-Rezeptoren in vielen Bereichen des Gehirn exprimiert werden, wurden
in dieser Arbeit die biophysikalischen Eigenschaften von homomeren rerg1b-Kanalen und
von heteromeren ergilal/erg1b-Kanalen untersucht. Dazu wurden die erg-Kanale in
klonalen somatomammotropen Hypophysenzellen der GH3/Bs-Linie exprimiert. Diese Linie
verfugt Uber endogene erg-Kanale und TRH-Rezeptoren.

Im Vergleich zu rerg1a verfUgen die homomeren rerg1b-Kandle Uber eine deutlich
schnellere Deaktivierungskinetik und eine weniger stark ausgepragte stationare
Inaktivierung. AuRerdem befindet sich ihre halbmaximale Aktivierung bei 10 mV
positiveren Potentialen. Eine Koexpression der beiden Isoformen flhrt zu erg-Kanalen,
die eine intermedidre Deaktivierungskinetik aufweisen. Jedoch wird die
Spannungsabhangigkeit der Aktivierung vom rergla dominiert, wahrend die stationare
Inaktivierung deutlich vom rerg1b beeinflusst wird.

Die Applikation von TRH induziert eine Reduktion der maximalen erg Leitfahigkeit fir alle
untersuchten erg1-Strome, sie ist jedoch ohne Einfluss auf die Spannungsabhangigkeit
der stationaren Inaktivierung. Dennoch unterscheiden sich rerg1b-Kanale signifikant in
ihrem TRH-induzierten Verhalten von den rerg1a-Kanalen. Die fur rerg1a-Kanale typische
durch TRH verursachte Verschiebung der halbmaximalen Aktivierung zu positiveren
Potentialen, die deutliche Verlangsamung der Aktivierung und die Beschleunigung der
Deaktivierung sind bei rerg1b-Kanalen nicht vorhanden. Erstaunlicher Weise sind die
meisten TRH-induzierten Effekte bei heteromeren rerg1-Kanadlen durch die rerg1b-
Untereinheit dominiert.

PMA l6ste in GHas/Be-Zellen bei allen untersuchten erg1-Kanalen die selbe Modulation der
erg-Strome aus, die auch durch TRH erzeugt wurde. Es kam zu einer Reduktion des
Stroms sowie bei den endogenen und den heterolog exprimierten rergla-Kanalen zu
einer deutlichen Verschiebung der Spannungsabhangigkeit der Aktivierung. Der Einfluss
auf die Zeitabhangigkeit der Aktivierung von PMA und TRH war ebenfalls gleich.

In MMQ-Zellen konnte PMA keine Modulation der erg-Strdme auslésen. Erst nach
heterologer Expression eines TRH-Rezeptors konnten auch in diesen Zellen die PMA-

bedingten Effekte beobachtet werden. Die Modulation der verschiedenen erg-Stréme
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entsprach nun der Modulation durch PMA in GH/Bs-Zellen. Fur die Wirkung von PMA auf
den endogenen erg-Kanal und den heterolog exprimierten erg1-Kanal wurde somit ein
funktioneller TRH-Rezeptor bendtigt, obwohl PMA entgegen TRH seine Wirkung auch
ohne Rezeptor erbringen sollte. In CHO-Zellen war es ebenfalls nicht méglich, mit PMA
eine Modulation des heterolog exprimierten rerg1a-Kanals durchzufiihren, jedoch konnte
auch mit koexprimiertem TRH-Rezeptor mit TRH keine Modulation des rerg1a-Kanals
erzielt werden. In diesem Zellsystem war es somit nicht mdglich, den erg-Kanal durch
TRH oder PMA zu beeinflussen.

Fir die TRH- und PMA-bedingte Modulation der erg-Kanale scheint somit neben dem
Vorhandensein einer endogenen Signalkaskade noch das Vorhandensein eines TRH-
Rezeptors von Bedeutung zu sein, da im Falle der MMQ-Zellen eine Modulation erst
mdglich wurde, nachdem ein TRH-Rezeptor koexprimiert wurde. Das kénnte darauf hin
deuten, dass die endogene Signalkaskade erst bei Vorhandensein eines Rezeptors
vollstandig ausgebildet oder aktiviert wird.

In CHO-Zellen kommen weder endogene erg-Kanale noch TRH-Rezeptoren vor, und
auch das heterologe Exprimieren von erg-Kanédlen und TRH-Rezeptoren fihrt bei CHO-
Zellen, anders als bei MMQ-Zellen, nicht zur Ausbildung einer den erg-Strom

modulierenden Signalkaskade.
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7 Abklirzungen

cAMP zyklisches Adenosinmonophsphat

cDNA komplementare Desoxyribonukleinsaure

CCK Cholecystokinin

CHO Zelllinie aus dem Ovarialtumor des chinesischen Hamsters
cNBD zyklisches Nukleotid

DAG Diacylglycerol

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxynukleotidphosphat

Eos Memebranpotential, bei dem ein Strom halbmaximal aktiviert ist
EAG .Ether-a-go-go“-Gen

EDTA Ethylendiaminotetraessigsaure

EGFP grun fluoreszierendes Protein (,Enhanced-Green-Fluorescent-Protein®)
EGTA Ethylenglycol-bis-(2-aminoethyl)-N,N,N,N-tetraessigsaure
GHs/Bs somatomammotrophe Zelllinie (Growth Hormone, 3.Klon, Linie B6)
MQ MegaOhm

Ham's Nahrmedium von Gibco/BRL

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsaure

HERG Humanes ,ether-a-go-go-related-gene*

hPa Hektopascal

Ik,Ir Einwartsgleichrichtender Kaliumstrom in GH3/B6 - Zellen

ke schnelle Komponente des ,delayed rectifier* -Kaliumstroms im Herzen
IP3 myo-Inositol 1,4,5-trisphosphat

K, spannungsabhangige Kaliumkanale

MMQ neuroendokrine Zelllinie die ausschlieRlich Prolaktin sekretiert
MmRNA »,messenger* Ribonukleinsaure

P Porenregion

PCR Polymerasekettenreaktion

PIP2 Phosphatidyl-D-myo-inositol-4,5-bisphosphat

PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat

PRL Prolaktin
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rerg Ratten ,ether-a-go-go-related-gene*
RNA Ribonukleinsdure

RT Raumtemperatur

S Transmembrandomanen

S.E.M. Standardfehler (standard error of the mean)
SiRNA silencer Ribonukleinsaure

SST Somatostatin

TaUpeakt Zeitkonstante der Deaktivierung
TRH Thyreotropin-Releasing Hormon
TTX Tetrodotoxin

Upm Umdrehungen pro Minute

VIP Vasoaktives intestinales Peptid
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