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1 Einleitung

Kaliumkandle stellen die groRte Gruppe der lonenkanédle des Menschen dar und haben
vielfaltige physiologische Aufgaben im Korper. Sie sind unter anderem beteiligt an der
Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials, der Signalubertragung an elektrisch
erregbaren Membranen, der Rhythmik des Herzschlags in Form von Repolarisation nach
Aktionspotentialen, der Regulation neuronaler Erregbarkeit, der Freisetzung von Hormonen
und Transmittern, der Kalium-Homoostase, der Neurogenese und der Osmoregulation (Pongs,
1999).

Kaliumkanaluntereinheiten besitzen meist 2, 4 oder 6 Transmembrandoménen. Sie lagern sich
in der Regel zu Tetrameren zusammen, um einen funktionsféhigen Kanal zu bilden. Sie lassen
sich in einwdarts- oder auswartsrektifizierende, sowie spannungsabhéngige und
spannungsunabhangige Kandle einteilen (Brandts und Pott, 2000).

Die hier untersuchten erg (ether-a-go-go related gene)-Kanéle sind spannungsabhangige,
funktionell einwarts gleichrichtende Kaliumkanéle (Warmke und Ganetzky, 1994), die zur
Familie der EAG (ether-a-go-go)-Kanéle gehdren, zu der neben den 3 bisher bekannten erg-
Kanalen (Shi et al., 1997) auch 2 eag-Kanale (Ludwig et al., 1994) und 3 elk (ether-a-go-go
like)-Kanéle (Engeland et al., 1998; Shi et al., 1998) gehdren (Abb.1). Eag-Kanale bilden die
Kv10-Familie, erg-Kanéle die Kv11- und elk-Kandle die Kv12-Familie. Der Name ether-a-
go-go stammt von einer Mutante der Fruchtfliege Drosophila melanogaster, aus welcher der
eag-Kanal zuerst kloniert wurde. Diese zeigte unter Athernarkose Beinbewegungen, welche
an Go-Go-Tanzerinnen erinnerten (Kaplan und Trout, 1968).

EAG
K'-Kanal-Familie
eag erg elk
ether-a-go-go eag-related eag-like
‘eag1 eag2 erg1 | erg2 | erg3 elk1 || elk2 || elk3

Abbildung 1: Die EAG-Kanal-Familie
Zu den Mitgliedern der EAG-Kanal-Familie gehdren zwei eag-Kanale, 3 erg-Kanéle und
drei Unterformen der elk-Kanéle.

Erg-Kanéle bestehen aus vier Untereinheiten mit jeweils sechs Transmembrandoménen S1-
S6, die sich zu einem Tetramer zusammenlagern (Abb. 2). Das vierte Transmembransegment

fungiert als Hauptspannungssensor (Bauer & Schwarz, 2001). Die Porenregion, welche die
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fur die Kaliumkanéle wesentlichen Elemente der lonenselektivitat beinhaltet, befindet sich
zwischen dem fuinften und sechsten Segment. S1 bis S4 bilden die &ulRere Kanalwand. Lagern
sich vier gleiche Untereinheiten zusammen erhalt man ein Homomultimer, bei zwei bis vier
unterschiedlichen Untereinheiten ein Heteromultimer. Die eag-Doméne befindet sich am N-
Terminus der erg-Kanéle und kommt in keinen anderen Kaliumkanalen vor. Am C-Terminus
befindet sich eine Bindungsstelle fur zyklische Nukleotide, deren Funktion noch ungekléart ist
(Warmke & Garnetzky, 1994).

S3 St
S4

S5 S6
P

NH;™

Abbildung 2: Aufbau der eag-Kanéle

A: Eag-Kanaluntereinheiten bestehen aus sechs Transmembrandoménen S1 bis S6. Fir
nahere Informationen siehe Text.

B: Die erg-Untereinheiten lagern sich zu Tetrameren zusammen. Die duf3ere Kanalwand
wird durch S1-S4 gebildet, die innere durch S5 und S6.

Der erste humane eag-Kanal in Homologie zur Drosophila-Mutante wurde 1994 kloniert und
als humanes erg (herg) bezeichnet (Warmke und Garnetzky, 1994). Spater wurden auch ergl-
Varianten anderer Spezies wie der Ratte (rerg) kloniert (Bauer et al., 1998). 1997 wurden erg2
und erg3 der Ratte kloniert (Shi et al., 1997) und Splicevarianten von ergl von Maus und
Mensch entdeckt, welche als erglb bezeichnet wurden (Lees-Miller et al., 1997; London et
al., 1997). Erglb fehlt ein grofer Teil des N-Terminus. Stattdessen findet man dort einen
kurzen, alternativen N-Terminus. Es fehlt jedoch die EAG-Doméne des eigentlichen N-
Terminus. Verschiedene erg-Untereinheiten konnen sich zu funktionellen Kandlen
zusammenlagern. Heteromultimere kdnnen aus unterschiedlichen Zusammensetzungen der

Untereinheiten gebildet werden (Wimmers et al., 2001).
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Aufgaben und Vorkommen im Koérper

Ergl ist im Korper weit verbreitet (Bauer und Schwarz, 2001) und findet sich unter anderem
in Muskelgeweben, in endokrinen Drusen, im Hoden und der glatten Muskulatur vieler
Organe, wie Oesophagus, Magen, Gallenblase, Jejunum und Colon, weniger stark auch in der
Lunge. Erg-Kanéile fehlen hingegen in Milz und Leber. In der glatten Muskulatur besteht die
Aufgabe des erg-Kanals wohl in der Regulation von Tonus, Peristaltik und Widerstand der
Organwande Gegenstand vieler Untersuchungen ist der erg-Kanal im Myokard. Der erg-
Kanal représentiert hier den ,schnell* aktivierenden verzégert gleichrichtenden
Auswaértsstrom. Erg2 und erg3 sind spezifische Kanéle des Nervensystems (Shi et al., 1997),
in dem man aber auch ergl findet. In der Hypophyse spielen erg-Kanéle eine entscheide Rolle
bei der TRH-abhangigen Prolaktinsekretion (Corrette et al., 1996), da TRH (ber eine G-
Protein vermittelte Kaskade erg-Kanéle inhibieren kann. Im Gehirn findet man ergl in nahezu
allen Teilen. Erg3 ist ebenfalls weit verbreitet und am starksten im Cortex und Hippocampus
exprimiert. Erg2 findet man in Mitralzellen und der periglomeruléren Schicht des Bulbus
olfactorius deutlich exprimiert. Darliber hinaus findet man erg2 in paravertebralen Ganglien,
wie den Ganglia coeliaca und dem Ganglion mesentericum superius, sowie in der Retina.
Erg3 wird ebenfalls in pravertebralen Ganglien sowie, wenn auch nicht so stark, in der Retina
exprimiert. In all diesen Geweben ist auch ergl vertreten (Shi et al., 1997; Saganich et al.,
2001). Erg-Kanale spielen auch in der Entstehung und dem Wachstum von Tumoren eine
Rolle (Wadhwa et al., 2008). Dabei bewirkte eine Inhibition der Kanéle eine Unterdriickung

der Proliferation von Tumorzellen.

Kinetik von erg-Kanélen

Bei negativen Potentialen befinden sich die erg-Kandle im geschlossenen, deaktivierten
Zustand. Selbst bei starker Depolarisation fliet nur ein kleiner Auswartsstrom, der schnell
auf einen kleinen stationdren Strom abféllt, der auf der stationdren Leitfahigkeit nicht
inaktivierter Kandle beruht. Erst bei der folgenden Repolarisation gibt es einen grofien
transienten Auswartsstrom. Dieses Phdnomen beruht darauf, dass die Inaktivierung viel
schneller ablauft als die Aktivierung und die Erholung von der Inaktivierung schneller ist als
die Deaktivierung (Shibasaki, 1987). Die Kanile aktivieren langsam, inaktivieren nach
Offnung aber sofort wieder, so dass eine zeitliche Uberlagerung entsteht, was zum
verhaltnismaRig kleinen Auswartsstrom fiihrt. Die langsame Deaktivierung bedingt den sehr
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grofRen Strom nach der Erholung von der Inaktivierung. Durch die Deaktivierung gehen die
Kanéle wieder in den geschlossenen Zustand uber (Abb.3). Aufgrund der schnellen
Inaktivierung ist der erg-Kanal ein funktioneller Einwértsrektifizierer, welche durch
zunehmend geringere Stromflisse bei Depolarisation definiert sind. Erfolgt eine
Repolarisation auf ein positiveres Potential als das Gleichgewichtspotential fur Kalium, wird
ein Auswaértsstrom erzeugt, hingegen ein Einwartsstrom bei Repolarisation auf ein negativeres
Potential.

Angewendet auf das Aktionspotential im Myokard bedeutet dies, dass zu Beginn der
Plateauphase nur ein kleiner Auswartsstrom erfolgt, welcher sich im Verlauf der
Repolarisation vergrofRert und somit zur Rickkehr zum Ruhemembranpotential beitragt
(Sanguinetti et al., 1995). Somit kommt es bei einer Blockade, Mutation oder einem Ausfall
des erg-Kanals im Herzen zu einer Verldngerung des Aktionspotentials, was zur
Verlangerung der QT-Zeit im EKG, damit zum lebensgefahrlichen long-QT-Syndrom mit
Gefahr von Arrhythmien, Torsade-de-pointes-Tachykardien und dem plotzlichen Herztod
fuhren kann (Curran et al., 1995; Vandenberg et al., 2004). Es existieren auch Mutationen, die

entgegengesetzt zum short-QT-Syndrom fiihren.

Pharmakologie

Der erg-Kanal schiitzt das Herz auch vor ektopen Depolarisationen (Smith et al., 1996). Der
erg-Kanal wird durch viele weit verbreitete Medikamente geblockt, wie z.B. Haloperidol und
Fluvoxamin aus dem neuro-psychiatrischen Bereich (Suessbrich et al., 1997; Milnes et al.,
2003), Histaminrezeptor-Antagonisten (Suessbrich et al., 1996), das Antidiabetikum
Glibenclamid (Rosati et al., 1998), Sildenafil (,,Viagra“, Geelen et al., 2000), Amiodaron
(Kiehn et al., 1998), Fungizide (Dumaine et al., 1998), das Anti-Malaria-Mittel Halofantrin
(Tie et al., 2000), Kokain (O’Leary, 2002), einige Antibiotika aus der Gruppe der Makrolide
(Volberg et al., 2002) und Fluorchinolone (Bischoff et al., 2000) und das Antidstrogen
Tamoxifen (Thomas et al., 2003). Somit besteht bei diesen Medikamenten die Gefahr eines
Long-QT-Syndroms als schwerwiegende Nebenwirkung und Kontraindikation.

Erg-Kanéle haben weitere wichtige Funktionen im menschlichen Korper (Bauer und Schwarz,
2001). Sie steuern u.a. die Frequenzadaptation in Neuroblastomazellen (Chiesa et al., 1997)
und stabilisieren das Ruhemembranpotential in laktotrophen Zellen (Barros et al., 1997).
Aufgrund der Ahnlichkeit der EAG-Domane zur PAS-Doméne, die sensitiv fir Sauerstoff ist,
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ist eine Einbeziehung des erg-Stroms in die O,-Sensitivitat verschiedener Zellen moglich
(Overholt et al., 2000).

Erholung von der
Inaktivierung

aktiviert —»
inaktiviert

Deaktivierung

geschlossen,
deaktiviert

+40 mV

| -60 mV

Abbildung 3: Schaltverhalten der erg-Kanale

Beim Ruhemembranpotential liegen die Kandle im geschlossenen, deaktivierten Zustand
vor. Nach der Depolarisation beginnt die langsame Aktivierung, Uberlagert von der
schnellen Inaktivierung. Nach der Repolarisation beginnen die schnelle Erholung von der
Inaktivierung und die langsame Deaktivierung. Bei Repolarisation auf einen Wert positiv
des Gleichgewichtspotentials von Kalium erfolgt ein groRer transienter Auswértsstrom.

Gating

Bei Kaliumkandlen unterscheidet man eine C-Typ-Inaktivierung von einer N-Typ-
Inaktivierung. Bei der N-Typ-Inaktivierung verlagert sich die N-Doméne in das Innere der
Porenregion und verschlielt diese somit fir Kaliumionen. Bei der C-Typ-Inaktivierung
verformt sich die &uBere Porenregion. Die Inaktivierung der erg-Kandle wird der C-Typ-
Inaktivierung zugerechnet, obwohl sie merklich schneller als dafiir typisch ist, was auf ihrer
Spannungsabhéngigkeit beruht (Sanguinetti et al., 1995; Trudeau et al., 1995). Wichtig flr die
Inaktivierung der erg-Kandle sind die Transmembrandomdne 5 und die Porenregion
(Herzberg et al., 1998; Ficker et al., 1998). Die Inaktivierung kann durch eine Mutation in der
Porenregion unterbunden werden (Zou et al., 1998). Eine Deletion des N-Terminus bewirkt
keine Blockade der Inaktivierung (Schonherr und Heinemann, 1996). Vermutet wird ein
unabhéngiger Spannungssensor fiir die Inaktivierung bei erg-Kandlen (Wang et al., 1996).
Erg-Kanéle deaktivieren bei Membranpotentialen negativer als ca. -50 mV. Zellen mit erg-
Kanélen besitzen somit ein System, das verhindert, dass sich das Membranpotential dem
Kaliumruhepotential annéhert. Eine Blockade von erg-Kandlen bewirkt demzufolge eine
Depolarisation.
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Erg-Untereinheiten

Zwischen den einzelnen erg-Untereinheiten gibt es bedeutsame Unterschiede in ihren
Eigenschaften. Erg2 ist der starkste Einwartsrektifizierer und aktiviert bei positiveren
Potentialen als ergl. Erg3 ist der schwéchste Einwaértsrektifizierer und aktiviert bei
negativeren Potentialen als ergl (Shi et al., 1997). Erg3 weist die schnellste Aktivierung auf,
erg2 die deutlich langsamste. Gleiches gilt fur die Erholung von der Inaktivierung. Die
schnellste Zeitkonstante der Deaktivierung findet man bei erglb, die langsamste bei ergla und
erg2. Erg3 weist die langsamste Zeitkonstante der Inaktivierung auf. (Hirdes et al., 2005,
Schledermann et al., 2001; Wimmers et al., 2002). Erglb fehlt wie oben erwéhnt die EAG-
Doméne am N-Terminus, die einen groRen Einfluss auf die langsame Deaktivierung von
ergla hat. Dies fuhrt zu einer betréchtlich schnelleren Deaktivierung von erglb. Ergla und
erglb bilden heteromere Kandle und werden hdufig gemeinsam exprimiert (Jones et al., 2004,
Lees-Miller et al., 1997, London et al., 1997). Die Eigenschaften der heteromeren Kandle
unterscheiden sich deutlich von den homomeren Kanalen. Bezlglich der Aminoséuresequenz
besteht zwischen h(uman)ergl, r(at)erg2 und rerg3 jeweils eine Ubereinstimmung von etwa
60 Prozent. Die Ubereinstimmung dieser Unterformen zu d(rosophila)erg betragt etwa 40
Prozent. Zu m(ouse)eag und delk besteht eine Ahnlichkeit von jeweils ca. 30 Prozent (Shi et
al., 1997).

Einflisse von lonen und Temperatur auf erg-Kanéle

Die Untersuchung von erg-Kanalen ohne stérende Uberlagerung durch andere Kanale wurde
ermoglicht durch die Entdeckung spezifischer erg-Kanalblocker. Die meisten gehtren zu den
Klasse I11-Antiarrhythmika. Als erg-Kanalblocker fungieren die Methansulfonanilide E-4031,
WAY-123,389 und Dofetilid (Colatsky et al., 1994; Sanguinetti et al., 1995; Spector et al.,
1996; Weinsberg et al., 1997), sowie ein Skorpiongift (Ergtoxin: Gurrola et al., 1999).
Letzteres ermdglicht eine schnell reversible Blockung. Sehr gut fir die spezifische
Identifizierung von erg-Kanélen eignet sich E-4031, welches daher in dieser Arbeit verwendet
wurde.

Die Eigenschaften von erg-Kandlen werden von der extrazelluldaren Konzentration von lonen,
v.a. Kalium und Calcium beeinflusst (Sanguinetti et al., 1995; Trudeau et al., 1995; Sturm et
al. 2006). Veranderungen der extrazelluldaren Kalium- und Calciumkonzentrationen fiihren zur

Verschiebung der Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung und der Verfligbarkeit. Erhohtes
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Kalium fihrt zu einer Verlangsamung der Deaktivierung, der Inaktivierung und der Erholung
von der Inaktivierung. Erhdhtes Kalium verringert die steady-state-Inaktivierung und erhéht
die Leitfahigkeit fur erg-Kanéle, was den Strom besser sichtbar macht, und so eine bessere
Auswertung durch groRere Strome ermdglicht.

Untersuchungen des erg-Kanals wurden bisher in der Regel bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Dies fiihrt zu Abweichungen bezilglich Kinetik, Spannungsabhéngigkeit und
Amplituden im Vergleich zur menschlichen Korpertemperatur, die fir die Charakteristik des
Kanals eigentlich interessant ist. Temperaturexperimente sind in der Physiologie seit langem
weit verbreitet. Bereits 1950 untersuchte Engelhardt die Temperaturabhéngigkeit der
Erregungsleitungsgeschwindigkeit im Kalt- und Warmbluternerven (Engelhardt 1950). Er
fand unter anderem heraus, dass durch Temperaturschwankungen im peripheren Nerven
Verénderungen hervorgerufen werden, die auf die Geschwindigkeit der Erregungsleitung
Einfluss haben kdnnen. Engelhardt untersuchte den van’t Hoffschen Quotienten, den Qo-
Wert, der angibt wie stark eine Kinetik bei einer Temperaturerh6hung um 10 °C beschleunigt
oder verlangsamt wird. Er fand heraus, dass der Qio-Wert temperaturabhéngig ist. Er
beobachtete einen bei steigender Temperatur kleiner werdenden Quotienten. Bei chemischen
Reaktionen liegt der Q1o hdufig zwischen 2 und 4, bei biologischen VVorgangen héufig unter 2.
1998 erschien ein erster Artikel (iber die Eigenschaften von erg-Kandlen bei physiologischer
Temperatur von Zhou et al. HEK 293-Zellen wurden mit ergla-Kanélen transfiziert. Dabei
wurden deutliche Temperaturunterschiede verschiedener bedeutender Parameter gemessen.
Vandenberg et al. untersuchten in einer Arbeit aus dem Jahr 2006 die Temperaturabhangigkeit
von erg-Kanélen in CHO-Zellen, die mit ergla transfiziert wurden (Vandenberg et al., 2006).
Auch hier fand sich eine deutliche Abweichung zwischen den Messungen bei Raum- und
Korpertemperatur mit inkonstanten Qqo-Werten fur die unterschiedlichen Parameter. Bisher
wurden allerdings immer nur Untersuchungen mit heterolog exprimierten Kanélen
durchgefuhrt, also mit kiinstlich geschaffenen Zustanden.

In meiner Arbeit wird nun untersucht, inwieweit sich die Ergebnisse auf native erg-Kandle
ubertragen lassen. Die Messungen wurden an zwei Zellarten durchgefiihrt: GHs/Bg-Zellen der
Ratte, eine permanente Hypophysenzelllinie, und Bulbus olfactorius-Neuronen der Maus in
Primarkultur. In GH3/Bg-Zellen findet man die Untereinheiten ergla und erg2 (Wulfsen et al.,
2000; Kirchberger et al., 2006). In den Bulbus olfactorius-Neuronen ergla, erglb, erg2 und
erg3 (Hirdes et al., 2008, Manuskript in Arbeit). In den Mitralzellen als Teil dieser Bulbus-
Zellen, sind die selben Untereinheiten exprimiert (Abb.4). Fir erg-Kanéle in beiden Zellarten

wird vermutet, dass sie heteromultimer sind.
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Abbildung 4: erg-Untereinheiten in Bulbus olfactorius-Zellen (Schledermann et al.):

Im oberen Bild sieht man die Ergebnisse einer RT-PCR von Mitralzellen, die zeigt, dass ergla,
erglb, erg2 und erg3 in dieser Zellart exprimiert werden. Im unteren Bild wurden alle Zellen
einer Bulbus-Kultur untersucht. Auch hier kommen alle Untereinheiten vor.

Verwendete Zellarten

Der Bulbus olfactorius ist ein Teil des Systems der Geruchswahrnehmung. Hier enden die fila
olfactoria, die Axone der Sinneszellen. Die auffalligsten Zellen des Bulbus olfactorius sind
die Mitralzellen (Abb. 5), mit deren Dendriten die Axone der Riechzellen Synapsenfelder
(Glomeruli) bilden. Beim Menschen enden die Axone vieler Riechzellen konvergent an den
Dendriten einer Mitralzelle. Die Axone der Mitralzellen bilden den tractus olfactorius an der
Basalflache des Frontallappens. Der Bulbus olfactorius ist also die Schaltstelle zwischen den
Rezeptoren und der Hirnrinde. Weiterhin kommen im Bulbus Kérnerzellen vor, an denen
Afferenzen aus verschiedenen Gebieten des ZNS enden.

GHs/Bs-Zellen (Abb. 5; Gourdji et al., 1979) sind Hypophysentumorzellen. Die Hypophyse
ist eine endokrine Drise und steuert die hormonale Regulation vieler Korperfunktionen. Sie
setzt in ihrem Hinterlappen (Neurohypophyse) die Hormone des Hypothalamus frei und bildet
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in ihrem Vorderlappen (Adenohypophyse) selbst Hormone. Die Tétigkeit des VVorderlappens
wird hormonell vom Hypothalamus geregelt. Die Hypophyse liegt in der fossa hypophysialis,
gebildet durch die sella turcica des Keilbeinkorpers. Sie bildet somatotrope, mammotrope,
gonadotrope, thyreotrope und kortikotrope Hormone. Entsprechend ihrer Benennung wirken
die Hormone der Adenohypophyse auf Ovar, Hoden, Nebennierenrinde, Schilddriise und
Milchdriise und spielen somit unter anderem eine wichtige Rolle bei der Eifollikelreifung, der
Spermatogenese, dem Korperwachstum und der Proliferation und Sekretbildung der
Milchdriise, der Proteinsynthese und Proteolyse, der Lipolyse, dem Calciumstoffwechsel, der
Entziindungshemmung, der Natrium- und Wasserretention, der Kalium- und
Wasserstoffausscheidung, dem Wachstum der Sexualorgane und der Umwandlung der
Uterusschleimhaut. Die Neurohypophyse gibt die Hormone Adiuretin und Oxytocin ab.
Adiuretin  (ADH) wirkt vasokonstriktorisch, somit blutdrucksteigernd und erhoht die
Wasserriickresorption in der Niere, fihrt daher zur Harnkonzentrierung. ADH ist auRerdem an
der Regulation der ACTH-Freisetzung, des Trinkverhaltens und an Gedé&chtnis- und
Lernleistungen beteiligt. Oxytocin fordert die Uteruskontraktion am Ende der
Schwangerschaft und bedingt den Milchejektionsreflex, was zur Milchabgabe aus der
Brustdrise fuhrt (Schiebler: ,,Anatomie®, 2005; Schmidt: ,,Neuro- und Sinnesphysiologie*,
2005).

GHjs-Zellen wurden urspringlich 1965 aus einem strahleninduzierten
Hypophysenvorderlappentumor einer weiblichen Wistar/Firth-Ratte gewonnen (Tashijan et
al., 1968). Morphologisch sind sie epitheloide Zellen, die perlschnurartig und adhaerent
wachsen. Sie haben somatomammotrope Eigenschaften und sezernieren Prolaktin und
Wachstumshormon. Sie besitzen endogene Rezeptoren fiir Thyreotropin-Releasing-Hormon,
vasoaktives intestinales Peptid, Cholezystokinin und Somatostatin. Desweiteren besitzen sie
endogene erg-Kanéile (ergla und erg2).

Der Subklon GH3/Bs-Zellen wurde 1979 von Gourdji et al. beschrieben. Untersucht wurde die
Empfindlichkeit dieser Zelllinie fiir das vasoaktive intestinale Peptid (VIP), mit dem Resultat,
dass VIP ein direkter und starker Prolaktin freisetzender Faktor ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

Die verwendeten Zellen wurden in einem Inkubator bei 37 °C, mit 5% CO, und 95% Luft in

wassergeséattigter Atmosphare gelagert.

2.1.1 Bulbus olfactorius-Primarkulturen

Neugeborene Méause wurden unter Halothannarkose durch Dekapitation getotet. Zunédchst
wurden die Gehirne frei prapariert. Der Bulbus olfactorius wurde vom Rest abgetrennt und in
Earle’s balanced salt solution (EBSS, Gibco-Invitrogen, Karlsruhe) gesplt. Es folgte eine
Inkubation in einer Enzymlésung mit 0,5 Einheiten Papain (Worthington Biochemical
Corporation, NJ, USA) pro Milliliter EBSS, die 0,1 mM EDTA und 0,2 mM Cystein
beinhaltete. Die Inkubation erfolgte fur 20 Minuten bei 37 °C. Der Reaktionsstop erfolgte im
Anschluss mit 1 ml 0,25%iger Trypsininhibitorlésung fir 5 Minuten. Die Zellen wurden
vorsichtig mit einer Glaspipette durchmischt und die dissoziierten Zellen auf Glasplattchen
mit 12 mm Durchmesser platziert. Die Glasplattchen waren mit Poly-L-Lysin und Laminin
(Sigma, Taufkirchen) beschichtet.

Als Kulturmedium wurde zundchst Minimal Essential Medium (MEM; Gibco-Invitrogen),
angereichert mit 10% Pferdeserum (Gibco-Invitrogen) und 6% Glucose, verwendet. Drei
Stunden spater wurden zwei Drittel des Mediums gegen normales Wachstumsmedium
ausgetauscht. Als dieses diente MEM, angereichert mit 0,1% Ovalbumin, 5 pug/ml Insulin, 1
mM Pyruvat, 0,1 mM Putrescin, 0,02 uM Progesteron, 0,03 uM Selenium, 100 ug/ml
humanem Transferrin und 6% Glucose. Das Neuronenmedium wurde etwa alle drei Tage, je
nach Trubung des Mediums zur Hélfte ersetzt. Die Messungen erfolgten 9 bis 15 Tage nach
Préaparation.

Die Tierhaltung und —t6tung wurde gemald den Richtlinien der Tierschutzkommission des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf durchgefiihrt. Die Préparation erfolgte im
Zentrum fir Molekulare Neurobiologie Hamburg durch Dr. Michaela Schweitzer und Barbara
Merz.
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Abbildung 5: Typische Beispiele fur eine Mitralzelle im Bulbus olfactorius (links) mit
charakteristischem keulenformigen Soma und fir eine GHs/Bs-Zelle (rechts). Der Pfeil
entspricht einer Lange von 100 pm.

2.1.2 GH3/Bg-Zellen

600 ml des verwendeten Mediums enthielten:

492 ml (82%) DMEM Med Nut Mix F12 Ham

90 ml (15%) Pferdeserum

15 ml (2,5%) fetales Kélberserum

3 ml (0,5%) 2 mM L-Glutamin

Die Zellen wurden mit 70% Medium, 20% fetalem Kélberserum, 10% DMSO mit ungefahr
3*10° Zellen pro Ampulle eingefroren gelagert und bei Bedarf aufgetaut, damit die Passage
nicht zu hoch wird, was die Messungen erschweren wiirde, da hthere Passagen zu geringeren
und inkonstanteren Stromen mit veranderten Eigenschaften neigen. Die Zellen wurden ein
Mal pro Woche passagiert. Bei der Umsetzung wurde zundchst das Medium abgesaugt,
danach Trypsin-EDTA zugegeben, um die Zellen vom Boden zu lésen und zu vereinzeln. Es
folgte, um den Vorgang zu stoppen, die Zugabe von frischem Medium. Durch Aufwirbeln mit
einer Pasteurpipette wurden die Zellen vom Boden abgelost und vereinzelt. Fir die
Messungen wurden ca. 4*10* Zellen pro Milliliter, nach Abmessung in einer Zahlkammer, auf
Poly-D-Lysin-beschichtete Glasplattchen Gberfiihrt, und danach in 35 mm-Zellkulturschalen
der Firma Nunc im oben beschriebenen Medium gelagert. Die Experimente an den Zellen

wurden ein bis drei Tage nach Passagierung durchgefihrt.
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2.2 Losungen und Chemikalien

Ldsungen

Far die Patch-Clamp-Mesungen wurde jeweils 1 bis 1,5 ml Extrazellularlésung in eine Nunc-
Schale gegeben. Bestandteile der Extrazellularlésung waren:

100 mM NaCl

40 mM KCI

10 mM Hepes (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonséure)

5 mM Glucose

4 mM MgCl,

2,5 mM EGTA (Ethylenglykoltetraacid)

1 mM CacCl,

Die Losung wurde mit NaOH auf einen pH-Wert von 7,3 titriert. Die Losung wurde bei 4 °C
gelagert.

In die Pipette wurden jeweils 5 bis 8 ul Pipettenlosung gefillt. Die Pipettenlésung beinhaltete:
140 mM KClI

10 mM Hepes

2 mM MgCl,

1 mM CacCl,

2,5mM EGTA

3 mM Mg-ATP

0,3 mM Na-GTP

Die Losung wurde mit KOH auf einen pH-Wert von 7,3 titriert. Die Lagerung erfolgte
aliquotiert im Tiefkuhlschrank bei —20 °C.

Hepes diente als Puffer, um einen physiologischen pH-Wert zu erhalten. EGTA st ein
Calciumchelator, wodurch die freie Calciumkonzentration gering gehalten wurde (ca. 50 nM).
Mg-ATP und Na-GTP dienten der Stabilisierung der Messung wéhrend des Versuchs. Die
Messungen erfolgten bei 40 mM K, da aufgrund der oben beschriebenen Abhéngigkeit der
Stromstarke von der extrazelluldaren Kaliumkonzentration gréRere Strome als bei

physiologischer Konzentration zu erwarten waren.
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E-4031

Um den erg-Strom zu isolieren, wurde mit dem erg-Kanal-Blocker E-4031 gearbeitet. E-4031
ist ein Klasse Il1-Antiarrhythmikum aus der Gruppe der Methansulfonanilide. Zunéchst wurde
der ungeblockte Strom gemessen. Danach wurde durch eine selbstgebaute
Applikationsvorrichtung aus einer Spritze, einem Infusionsschlauch und einer Kantile, 0,5 bis
1 ml E-4031 in das Wasserbad appliziert, bis auf dem Monitor der charakteristische erg-
Haken wahrend eines Testpulses verschwand und damit die vollstdndige Blockierung der
Kanéle anzeigte. Daraufhin wurde der Membranstrom mit blockierten erg-Kanélen gemessen.
SchlieBlich wurde letztere Messung von der Kontrollmessung subtrahiert, so dass der reine
erg-Strom dargestellt wurde.

Eine E-4031 Stammlésung wurde in destilliertem Wasser angesetzt. Die Konzentration des
Blockers in dieser Losung betrug 10 mM. Diese Stammldsung wurde bei —20 °C in Aliquots
gelagert. VVor der Messung wurde sie mit der Extrazellul&rlésung auf eine Konzentration von
10 uM verdinnt. Die verdinnte Losung wurde jeweils einige Tage bis Wochen bei 4 °C

gelagert.

2.3 Versuchsdurchfihrung

2.3.1 Die Patch-Clamp-Technik

Alle Versuche wurden mit der Patch-Clamp-Technik durchgefiihrt. Sie wurde 1976 von
Erwin Neher und Bert Sakmann entwickelt. Sie ist eine Abwandlung des Voltage-Clamp-
Verfahrens, welches bereits Ende der dreiRiger Jahre von Kenneth S.Cole und H.J.Curtis
entwickelt wurde (Neher und Sakmann, 1976; Hamill et al., 1998).

v ) B0 YD Tha QANE B
= 8 \ ' | Abbildung 6: An dieser Beispielzelle
& bR sieht man, wie die Pipette auf der
Zelloberflache aufliegt.

100 pm
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Mit Hilfe der Patch-Clamp-Methode lassen sich einzelne lonenkandle detailliert untersuchen.
Die Einzelkanalstrome werden aus dem Hintergrundrauschen herausgeldst, indem ein Kleiner
Abschnitt der Zellmembran, der Patch, elektrisch von seiner Umgebung isoliert wird.
Membranstrome werden gegen die geerdete Badlosung gemessen. Eine dinne Glaspipette
wird auf die Zellmembran aufgesetzt, so einzelnen lonenkanalen tbergestilpt (Abb. 6 und 7).
Beim Kontakt der Pipette mit der Zelloberflache wird ein leichter Unterdruck angelegt, so
dass zwischen Bad und Pipette Abdichtwiderstdnde im Gigaohm-Bereich entstehen, welche
als Gigaseal bezeichnet werden. Um zu verhindern, dass sich Partikel an der Pipettenspitze
anlagern, muss vor dem Eintauchen ein leichter Uberdruck an die Pipette angelegt werden.

Patchpipette

Zelle

Annahern +

Q Uberdruck losen

Unterdruck anlegen
Cell-attached
Membran abziehen

Membran durchbrechen J

Vesikelbildung
Whole-cell ¢ Luftkontakt
Inside-out

Abbildung 7: Whole-Cell-Konfiguration: Zundchst nahert man die Pipette der Zelle an
und I6st den Uberdruck. Nach Kontakt mit der Membran legt man einen Unterdruck an. In
der nun folgenden Cell-attached-Konfiguration wird die Membran durch einen kurzen
Saugpuls durchbrochen, um den Whole-Cell-Modus zu erhalten. Zieht man stattdessen die
Membran ab, erhdlt man die Inside-out-Konfiguration.

Wenn die Membran an der Glaswand der Pipette klebt, werden verschiedene Manipulationen

mit dem Membranfleck moglich, ohne dass die Verbindung abreil3t. Neben der Messung von
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Kanal6ffnungen in der cell-attached-Konfiguration (extrazellulare Ableitung), ist es méglich,
das Membranstiick durch einen kurzen Saugpuls zu durchbrechen (Whole-cell-
Konfiguration). So erhélt man Zugang zum Zytoplasma, was der intrazelluldaren Ableitung
entspricht. Ein Zuriuickziehen der Pipette ermtglicht das Herausreien des Membranstuicks aus
der Zellmembran, um eine zellfreie Messung zu erhalten. Je nach Anordnung der
Membranstiicke zur Badlésung erhdlt man eine Inside-out- (Abb.7) oder eine Outside-out-
Konfiguration.

Zwei Formen der Patch-Clamp-Technik werden benutzt. Mit der Spannungsklemme
(Voltage-Clamp) legt man an der Membran ein bestimmtes Potential an, welches zum Offnen
von lonenkanélen und damit zu Stromen fihrt. Dieses Membranpotential wird durch einen
Verstérker erzeugt, indem ein dem Membranstrom entgegengerichteter Kompensationsstrom
gemessen und analysiert wird. Dabei kann an der Zelle eine konstante Spannung aufrecht
erhalten werden bzw. gemé&R definierten Pulsprotokollen verandert werden. Anders als bei der
klassischen Spannungsklemme wird mit nur einer einzigen Elektrode sowohl gemessen als
auch Strom injiziert. Die Stromklemme (Current-Clamp) ermdglicht die Messung von
Zeitverlaufen von Membran- und Aktionspotentialen. Die Patch-Clamp-Technik wird
inzwischen weltweit fir wichtige Untersuchungen zu lonenkanélen und Rezeptoren genutzt.

Sie ist mittlerweile die meistverwendete Messmethode der Elektrophysiologie.

2.3.2 Messprinzip

Das Messprinzip beruht auf der Aufrechterhaltung einer konstanten Spannung Uber der
Zellmembran und der Messung des dafiir notigen Kompensationsstroms. Der Vorverstarker
beinhaltet einen Schaltkreis mit Operationsverstarker und Rickkopplungswiderstand. Er
fungiert somit als Strom-Spannungs-Wandler. Der Operationsverstarker hat einen Widerstand
von etwa 10'Q. Daher flieBt nahezu kein Strom durch ihn. Er verstarkt die Differenz
zwischen Pipettenspannung und der vorgegebenen Spannung. Die Spannung am Ausgang des
Operationsverstarkers ist proportional der Differenz der beiden Eingangsspannungen. Parallel
dazu ist ein Ruckkopplungswiderstand mit geringerem Widerstand geschaltet, uber den der
Kompensationsstrom flielt, wenn lonenstrome Uber die Zellmembran zur Abweichung des
Membranpotentials von der Sollspannung fithren. Dies geschieht so lange bis die Pipetten-
und die Kommandospannung gleich sind. Am Ausgang des Strom-Spannungs-Wandlers
befindet sich ein Differenzverstarker, der die Sollspannung subtrahiert. So entsteht eine

Spannung, die zum Stromfluss durch die Pipette proportional ist. Der Schaltkreis funktioniert
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mit einer so groBen Geschwindigkeit, dass an der Zelle praktisch immer die
Kommandospannung anliegt. Die Badelektrode fungiert dabei als Referenz bzw. Erdung fiir
die Messung (Abb. 8).

Klemmstrom

—1

OPA =
+
. +
Badelektrode Pipette

/ Sollspannung

Impuls-

Zelle generator __l_

Abbildung 8: Messprinzip der Patch-Clamp-Technik: Erlauterungen findet man im Text.
OPA-= Operation Amplifier (Verstérker)

2.3.3 Arbeitsplatz

Um die Pipette prazise auf die Membran aufsetzen zu kénnen, wurden die Messungen unter
einem inversen Mikroskop (Axiovert 200, Zeiss) durchgefiihrt, welches fir einschichtige
kultivierte oder isolierte Zellen am besten geeignet ist. Das Objektiv ist nach oben gerichtet,
so dass man von unten auf das Préparat sieht. Dies ermdglicht oberhalb der Zellschale viel
Platz flr Messpipette und Perfusionssystem. Gearbeitet wurde mit einem 32x-Objektiv.
Zusatzlich war an das Mikroskop eine Videokamera angeschlossen, welche das Bild auf einen
Monitor (bertrug. So konnte der Zustand der Zelle wéhrend der Messung unkompliziert und
bertihrungsfrei beobachtet werden und es bestand die Moglichkeit, Fotos von den Zellen zu
machen.

Da selbst geringste Bewegungen zwischen Zelle und Pipette die Messungen durch Verlust des
Gigaseals unbrauchbar machen konnen, befand sich das Mikroskop auf einem
schwingungsgeddmpften Tisch. Um die extrem kleinen Signale ohne elektrische Storsignale
messen zu konnen, war der Messstand von einem Faraday-Kafig umgeben. Am Objekttisch
war ein elektrischer Mikromanipulator (Patchman, Eppendorf) befestigt. Der
Messelektrodenhalter und der Vorverstérker waren auf diesem Mikromanipulator befestigt.

Der Mikromanipulator war in drei Dimensionen und mit zwei Geschwindigkeiten beweglich.




2. Material und Methoden 20

An der Seite des Pipettenhalters war ein Schlauch angeschlossen, iber den Uber- oder
Unterdruck auf das Pipetteninnere angelegt werden konnte. Am anderen Schlauchende diente
eine Pipettenspitze als Mundstiick. Uber einen Dreiwegehahn wurde das Anlegen oder
Ablassen des Drucks mit dem Mund gesteuert. Ein einfaches Manometer am Schlauch half
beim Anlegen des geeigneten Druckes von etwa 2-3 cm Wassersdaule. Als Messkammer
wurde eine Petrischale (Nunc) im Objekttisch platziert. Um die Messkammer herum befand
sich eine Messingplatte, die mit Wasser gefllt war. Die daran angeschlossenen Schléuche
fuhrten zu einer Colora-Wérme- und KiihImaschine. Dort erfolgte eine Erhitzung bzw.
Kihlung des Wassers. Mit Hilfe eines Thermometers (Voltcraft K101 Digital), dessen
Messfihler im Bad platziert wurde, konnte so die gewiinschte Badtemperatur eingestellt
werden. Als Zulauf fur das E-4031 wurde eine nicht temperierte Konstruktion aus einer
Spritze, einem Dreiwegehahn, einem Infusionsschlauch und einer Einmalkantile verwendet.
Der Verstarker bestand aus einem Vorverstarker, der das Stromsignal misst und einem
Nachverstarker, dem Hauptverstarker, der das Signal verstarkt und filtert und die
Bedienoberflache bietet. Wie oben erwéhnt, wurde der Vorverstarker stabil und
erschutterungsfrei am Mikromanipulator befestigt. Als Hauptverstarker wurde der
computergesteuerte EPC-9 (Heka) mit Rickkopplungswiderstand und integriertem AD-
Wandler verwendet.

Alle elektrischen Geréte waren am Faraday-Ké&fig oder dem Messtisch geerdet oder befanden
sich auRRerhalb des Ké&figs, um Stérungen zu verhindern.

Die Messdaten wurden in Echtzeit betrachtet und auf einem PC gespeichert, wo sie
aufgenommen, analysiert und dargestellt wurden. Am PC erfolgten auch die Steuerung des
Verstarkers und die Potentialvorgabe durch zuvor erstellte Messprotokolle. Als Software
diente Pulse Version 8.70 (Heka).

2.3.4 Patch-Pipetten und Badelektrode

Die Pipetten bestanden aus Borosilikatglas. Benutzt wurden GB150T-8P-Pipetten (Science
Products). Der Aufiendurchmesser betrug 1,5 mm, der Wanddurchmesser 0,15 mm. Mit
Intrazelluléarlosung gefullt, betrug ihr Widerstand in der Extrazellularflissigkeit 2,5 bis 6 MQ,
was einem Offnungsdurchmesser von etwa 0,5 bis 1 pm entsprach. Die Herstellung der
Pipetten flr die Versuche erfolgte durch ein programmierbares Pipettenziehgerdt (DMZ
Universal Puller, Zeitz). Jede Pipette wurde nur einmal und in der Regel am Tag der

Herstellung verwendet.
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Der Kontakt der Badelektrode bestand ebenfalls aus Borosilikatglas und wurde mit
Agarlosung (3% Agar Agar (Fluka Chemie AG) in 150 mM NaCl) gefillt. Die differente
Elektrode, der metallische Leiter, der den Vorverstarker mit der Pipettenldsung verband,
bestand aus einem Silberdraht, der mit Silberchlorid Uberzogen war, nachdem der Draht in

verfliissigtes Silberchlorid eingetaucht wurde.

2.3.5 Versuchsdurchfihrung

Fir die Arbeit wurden alle Messungen mit der Patch-Clamp-Technik durchgefihrt. Alle
Messungen waren Whole-Cell-Voltage-Clamp-Messungen.

Zunéchst wurde eine geeignete Zelle ausgewahlt. Als Kriterien dienten dabei vor allem eine
mittlere ZellgroRe, eine intakte Membran und die Form, bei GHa/Bs-Zellen moglichst rund.
Bei den Mitralzellen zeigten sich die stabilsten Messungen bei Zellen mit keulenférmigem,
eher eckigem, homogenem Soma mit einem breiten, am Ende des Zellkdrpers mittig
gelegenen, verzweigten Primdrdendriten (Abb. 4 und 5). Vor Versuchsbeginn wurde die
Pipette fur wenige Sekunden zum ,tip-filling*“ in die beschriebene Intrazellularlésung
getaucht, um Luftblasen an der Pipettenspitze zu vermeiden und danach von hinten mit etwa 6
ul der Losung geflllt. Nach der Befestigung am Vorverstarker wurde die Pipette mit dem
Mikromanipulator unter Blick durch das Mikroskop an die Zelle gefiihrt. Vor Eintauchen in
die Badlosung wurde durch die Ventilvorrichtung ein leichter Uberdruck auf das Innere der
Pipette angelegt, damit die Pipettenspitze nicht durch Verunreinigung in der Badldsung
kontaminiert wurde. Das Eintauchen in die Badlosung schloss den Stromkreis und liel} eine
Anzeige des Pipettenwiderstands zu. Lag dieser im oben beschriebenen Fenster zwischen 2,5
und 6 MQ wurde der Versuch fortgefiihrt. Das gesamte Offset-Potential an den Grenzflachen
der Messelektrode und zwischen den unterschiedlich zusammengesetzten Intra- und
Extrazellul&rlosungen wurde kompensiert.

Nach Kontakt mit der Zellmembran, welcher sich durch Eindellung der Membran und Anstieg
des Pipettenwiderstandes darstellte, wurde der Uberdruck weggenommen und durch kurzes
Saugen an dem mit dem Ventil verbundenen Schlauch ein Unterdrucks angelegt. So wurde
ein Gigaseal zwischen Glas und Membran gebildet, gemessen zwischen differenter Elektrode
in der Intrazellularflissigkeit und Badelektrode. Nach Kompensation der schnellen Kapazitét,
verursacht durch die Glaspipette in der Ldsung, und Einstellung auf ein Potential von —30
mV, wurde durch einen kurzen Saugpuls das Membranstiick durchbrochen, um eine Whole-

Cell-Messung zu ermoglichen und Zugang zum Inneren der Zelle zu erlangen. Nach
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Kompensation der langsamen Komponenten der Kapazitdt der Zellmembran und
Kompensation des Serienwiderstandes zu 60% erfolgte die Ableitung der Stréme durch
besondere, im Ergebnisteil beschriebene Puls-Protokolle. Der Serienwiderstand lag vor
Kompensation bei allen erfolgreichen Messungen unter 20 MQ. Seine Kompensation war

erforderlich, da er einen Spannungsabfall verursacht, der zu Messfehlern fiihrt.

e
100.pA
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100.ms
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Abbildung 9: Beispiel fur die Wirkung von E-4031: Membranstréme im
Verfligbarkeitsprotokoll bei einer Messung einer GH3/Bg-Zelle bei 37 °C: Links oben sieht man
den nativen Strom mit einem langsam aktivierenden Einwértsstrom bei Hyperpolarisation,
einem so genannten ,,funny current.“ Rechts oben ist die Messung nach Applikation von E-
4031 gezeigt, bei welcher der ,funny current” weiterhin sichtbar ist. Es fehlt jedoch die
hakenformige erg-Komponente zu Beginn der Potentialverdnderungen, da der erg-Strom
komplett geblockt wurde. Links unten sieht man das Resultat der Subtraktion des Stroms nach
Blocker-Applikation vom Kontroll-Strom, den isolierten erg-Strom. Der ,funny current® ist
verschwunden, der erg-,,Haken* gut dargestellt.
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Die Messungen wurden bei 20 °C als Aquivalent fir die Raumtemperatur und bei 37 °C,
stellvertretend fir die Korpertemperatur durchgefiihrt. Die Messung erfolgte jeweils an
unterschiedlichen Zellen. Eine Messung an der selben Zelle bei zwei Temperaturen war nicht
moglich, da einerseits die Zelle bei der Temperaturerh6hung zu sehr belastet wurde und
andererseits die Benutzung des erg-Kanalblockers dies verhinderte, da die selben Zellen nach
der Blockung bei einer Temperatur nicht bei einer anderen Temperatur erneut ohne Blockung
gemessen werden konnten. Die Messung des Zeitgangs der Temperatur wurde somit auch
durch die Irreversibilitat des Blockers verhindert.

Die Einstellung der Temperatur auf 20 bzw. 37 °C erfolgte mit Hilfe der Colora-Warme- und
KihlImaschine. Zunédchst wurde der native Strom gemessen, danach 10 uM E-4031 mit einer
Geschwindigkeit von 380 bis 430 pul pro Minute appliziert. Es folgte eine weitere Messung
mit gleichem Pulsprotokoll mit geblocktem erg-Kanal. SchlieRlich wurde letztere Messung
von der ersten Messung subtrahiert, so dass nur der E-4031-sensitive erg-Strom tbrig blieb
und ausgewertet werden konnte (Abb. 9).

Fir den Temperaturvergleich wurden verschiedene spéter beschriebene Messprotokolle
benutzt. Pro Protokoll, pro Temperatur und pro Zelllinie wurden jeweils 10 Zellen gemessen

und verglichen.

2.3.6 Datenerfassung und —auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit Pulse Version 8.70 (Heka), PulseFit Version 8.65
(Heka), Igor Pro Version 4.0.4.0 (Wave Metrics) und Microsoft Excel durchgefuhrt. Fir die
Messungen wurden die im Ergebnisteil vorgestellten Messprotokolle verwendet.

Far die Auswertung der Tailstromamplituden, definiert als Maxima der Einwartsstrome als
Resultat aus Erholung von der Inaktivierung und langsam nachfolgender Deaktivierung, im
folgenden ,tails“ genannt, des Verfligbarkeitsprotokolls und der Aktivierung wurde in Pulse
der Mittelwert des Bereichs um das Maximum des erg-Hakens gegen die jeweilige Spannung
aufgetragen und in lgor Ubertragen. Dort wurde eine sigmoidale Anpassung an die
Datenpunkte (,,fit*) nach der Boltzmannfunktion:

f(x) = base + max /(1 +exp (Vo5 —X) /rate))

durchgefuhrt. Die x-Achse gibt die Spannung, die y-Achse die Stromstarke an. ,,Base* ist
dabei die minimale Abweichung des Fits von der x-Achse. ,,Max* entspricht der Amplitude
zwischen dem kleinsten und groBten y-Wert des Fits. Vo s beschreibt den x-Wert, bei dem die
halbmaximale Amplitude erreicht ist. Rate ist ein Wert flr die Steigung und beschreibt die
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Differenz der x-Werte die zu den y-Werten bei 1/e (~37%) und 1-1/e (~63%) gehdren. Je
kleiner der Wert, desto steiler ist die Funktion. Im angegebenen Bereich besteht die grote
Dynamik der Kurve.

Zunéchst wurde der ,,base*-Wert von den Datenpunkten abgezogen, um zu erreichen, dass der
Graph bei y = 0 startet. Darauf wurde der entstandene Wert durch den ,,max“-Wert geteilt. So
erhielt man einen Graphen, der zwischen den y-Werten O und 1 verlief. Die Werte fur
Amplitude, xhalf und rate wurden in Excel (bertragen und dort fiir die verschiedenen
Temperaturen verglichen. Zunédchst wurden Mittelwert, Standardabweichung und
Standardfehler fur die jeweiligen Messreihen errechnet. Dann wurden beide Messreihen durch
einen t-Test miteinander verglichen, um zu prifen, ob statistisch signifikante Unterschiede
vorlagen. Verwendet wurde ein heteroskedastischer (zwei Stichproben, ungleiche Varianz),
zweiseitiger t-Test. Als signifikant wurden p-Werte Kleiner als 0,05 betrachtet. In den
Abbildungen findet man drei Signifikanzschranken von 0,05, 0,01 und 0,001, die mit einem
bis drei Sternen angezeigt werden.

Beim ,,.Envelope of tails* -Protokoll zur Ermittlung der Zeitkonstante bzw. des Zeitverlaufs
der Aktivierung wurden ebenfalls die ,tail“-Amplituden in Igor Ubertragen. Allerdings
wurden die Maxima hier gegen die Zeitdauer des variablen Pulses aufgetragen (x-Achse: Zeit,
y-Achse: Stromstérke). Es erfolgte ein exponentieller Fit nach der Formel:
f(t)=y0+A*exp(-t/1).

Die Summe von y0 und A ergab die Abweichung des Graphen von der x-Achse. A entsprach
der Amplitude vom niedrigsten zum hochsten Y-Wert. 1/t war der Kehrwert der
Zeitkonstante, die angibt zu welchem Zeitpunkt der Graph auf 1/e des Ausgangswertes
abgefallen ist. Zur Normierung wurde die Summe von y0 und A von den Daten subtrahiert,
das Ergebnis danach durch —A geteilt. Die Zeitkonstanten wurden durch Kehrwertbildung von
invtau errechnet und in Excel Ubertragen, dort wie oben beschrieben bearbeitet. Zusatzlich
wurde der Qio-Wert errechnet, der angibt wie stark sich ein Prozess bei einer
Temperaturerhéhung um 10 °C beschleunigt. Die Formel hierfur lautet:

QlO: ( T1/ TZ) (10/(T2-T1)).

t1 und Ty waren jeweils Zeitkonstante und Temperatur fir die Messungen bei 20 °C, 1, und
T, die Werte flr die Experimente bei 37 °C, so dass jeweils galt:

Quo0 = (20 / t37) ®'*.

Um die Zeitkonstanten von Deaktivierung, Inaktivierung und Erholung von der Inaktivierung
zu erhalten, wurden die Kurven in Pulse fit jeweils mit einer Exponentialfunktion:

f(t) = Imin + Imax * exp (-t/t)
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gefittet. Fir die Deaktivierung wurde der Bereich von kurz hinter dem Maximum des erg-
Hakens bis zum Erreichen des stationdren Stroms verwendet, fur die Inaktivierung der
Abschnitt vom Maximum bis zum Erreichen des stationdren Stroms und fur die Erholung von
der Inaktivierung der Bereich nach der Kapazitdt vom Beginn des erg-Hakens bis zu seinem
Maximum. Die Werte wurden in Igor graphisch dargestellt und in Excel wie oben beschrieben
bezuglich Signifikanz und Q1o-Wert statistisch ausgewertet.
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3 Ergebnisse

Die Untersuchung der Temperaturabh&ngigkeit verschiedener biophysikalischer Parameter
erfolgte mithilfe spezieller Messprotokolle. Es wurden jeweils zehn Zellen pro Protokoll,
Zellart und Temperatur verglichen.

3.1 Verfugbarkeit

Sannung in mV
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Abbildung 10: Verfiigbarkeitsprotokoll: Das Haltepotential betrug —20 mV. Zum Offnen
und Inaktivieren der Kanéle wurde fur zwei Sekunden auf +20 mV depolarisiert. Nach
einem 0,5 s-Puls auf —20 mV erfolgte der variable Puls, der jeweils eine Sekunde dauerte.
Die Spannung der Testpulse wurde in 10 mV-Schritten zwischen +40 und -120 mV
verédndert. Die ,tails* wurden nach Beginn der abschlieBenden 200 ms dauernden
Hyperpolarisation auf =100 mV gemessen.

Zunéchst wurde mit dem Verfiigbarkeits-Protokoll gearbeitet (Abb. 10). Das Haltepotential zu
Beginn der Messung betrug —20 mV. Es folgte eine zwei Sekunden dauernde Depolarisation
auf +20mV. Diese bewirkte die Aktivierung und anschlieBende Inaktivierung der erg-Kanéle.
Da jedoch bei dieser Spannung andere endogene Kandle ebenfalls 6ffnen, folgte ein 0,5
Sekunden dauernder Puls auf —20 mV, bei welchem der vollaktivierte Status fir erg-Kanéle,
nicht jedoch fur die meisten anderen Kanéle aufrecht erhalten wurde. Durch die schnelle
Inaktivierung lag vor der folgenden Spannungsanderung nahezu kein erg-Strom mehr vor. Es
folgte der eine Sekunde dauernde variable Puls auf ein Potential, das in 10 mV-Schritten
zwischen +40 und -120 mV verandert wurde. Bei sehr negativen Spannungen ergab sich

aufgrund der schnellen Erholung von der Inaktivierung ein Einwartsstrom, wenn die
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Spannung negativer als das Umkehrpotential war. Aufgrund der langsameren Deaktivierung
fand sich hier der charakteristische erg-Haken. Je nach Temperatur und Zellart war die
Deaktivierung bei sehr negativen Potentialen bereits nach weniger als 100 ms vollstandig
abgeschlossen, so dass sich bis zum Ende des Pulses ein stationdrer Strom ergab. Die
Hakenfigur war in der Regel nur im Bereich zwischen =70 und —120 mV vorhanden. Bei

positiveren Werten ergab sich lediglich ein geringer E-4031-sensitiver Ein- bzw.
Auswartsstrom (Abb. 11).

Mitralzelle 37°C Mitralzelle 20°C

GH3/B6-Zelle 37°C GHa3/Bg-Zelle 20°C

Abbildung 11: Beispiele fiir typische Ableitungen mit dem Verfigbarkeitsprotokoll bei den
unterschiedlichen Messreihen. Die Versuche mit den Bulbuszellen sind in schwarz (37°C)
und rot (20°C), die Experimente mit den GHs/Bs-Zellen in blau (37°C) und griin (20°C)
dargestellt. Der Mal3stab ist in allen Versuchen identisch. Die Aufzeichnung begann hier
mit dem variablen Puls, nach dessen Beginn der Einwartsstrom durch die Erholung von der
vorhergehenden Inaktivierung erfolgte. Es folgte die langsamere Deaktivierung, fur die
Zeitkonstanten bestimmt wurden. Zum Ende des Pulses bestand bei manchen Potentialen
ein stationdrer Zustand. Am Ende der Stromspuren sieht man jeweils die Stromantwort auf
die 200 ms dauernde Hyperpolarisation auf —100mV, bei welcher die erg-Stromamplitude
gemessen wurden. Die hier ausgewéhlten typischen Beispiele zeigen deutlich, dass die
Stromamplitude bei den Bulbuszellen groRer ist und bei beiden Zellarten mit hoherer
Temperatur grofRer wird. Desweiteren sieht man durch die schnelleren Zeitkonstanten der
Erholung von der Inaktivierung und der Deaktivierung wesentlich steiler abfallende
Hakenfiguren bei den 37°C-Versuchen. Die groflen Auswartsstrome bei der 37 °C-
Bulbusmessung stellen ein Mess- bzw. Subtraktionsartefakt dar.
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Auf den variablen Puls folgte fir 200 ms ein konstanter Puls auf —100 mV, bevor zum
Haltepotential zurtickgekehrt wurde. Der Puls auf —100 mV flhrte bei den Potentialen, bei
denen die erg-Kandle noch nicht vollstandig deaktivierten, zum erg-Haken mit Erholung von
der Inaktivierung und Deaktivierung. Im Bereich um Vys galt: Je positiver, also
depolarisierender, der variable Puls, desto groRer war die Amplitude beim Abschlusspuls. Auf
diesen Puls bezieht sich der Name des Protokolls, da dieses ersichtlich macht, wie viele erg-
Kanéle nach dem variablen Puls noch verfligbar sind.

Es erfolgte alle funf Sekunden ein Durchlauf des Protokolls, mit jeweils um 10 mV
verénderter Spannung des variablen Pulses.

Bei etwa der Hélfte der Versuche bei 37 °C, fand sich bei beiden Zellarten beim ungeblockten
Kontroll-Strom ein ,,funny current”, ein langsam aktivierender Einwértsstrom, der bei
hyperpolarisierenden Potentialen ab —-80 mV fliel3t. Dieser wurde allerdings beim sensitiven
Strom subtrahiert und spielte fur die Auswertung somit keine Rolle. Dieser Strom fand sich
nicht bei 20 °C-Messungen bei GHs/Bs-Zellen und nur bei zwei Messungen bei Bulbuszellen
bei 20 °C.

3.1.1 Spannungsabhéangigkeit der Verfugbarkeit

Um die Spannungsabhédngigkeit der Verfligbarkeit auszuwerten, wurden die maximalen
Amplituden der tail-Strome wahrend des Pulses auf —100 mV gemessen und gegen die
Spannung des vorangegangenen variablen Pulses aufgetragen. Es ergab sich jeweils eine
sigmoidale Beziehung der Messdaten, die mit einer Boltzmann-Funktion gefittet wurden. Von
jedem der zehn Versuche wurde so ermittelt, bei welchem Potential die halbmaximale
Stromstarke vorlag, wie grof3 der Steigungsfaktor k war und welche Amplitude erreicht
wurde. Es wurden fir jede Messreine ein Durchschnittswert und Standardfehler des
Mittelwerts ermittelt. Fur die graphische Darstellung erfolgten noch eine Normierung der
Stromamplituden auf Werte zwischen 0 und 1 und ein fit“ der Mittelwertskurve. In
Klammern hinter den Durchschnittswerten ist jeweils der Standardfehler des Mittelwerts
angegeben.

Bezlglich des Vos-Wertes, also der Spannung, bei der die Hélfte der Kanéle deaktiviert
vorlag, ergab sich bei den GHs/Bs-Zellen ein Unterschied von —61,18 mV (£ 1,71mV) bei 20
°C zu -51,58 mV (% 1,71 mV) bei 37 °C, also eine Differenz von 9,60 mV in depolarisierende
Richtung. Der p-Wert, ermittelt im t-Test, betrug hierfiir p= 8,90*10™. Bei den Mitralzellen
fanden sich bei 20 °C V5= -64,12 mV (x 0,99 mV), bei 37 °C V5= -56,18 mV (= 1,01 mV).
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Die Differenz betrug hier 7,94 mV. Der p-Wert lag bei 2,45*10". Bei beiden Zellarten fand
sich somit bei den verschiedenen Temperaturen ein betrachtlicher, deutlich signifikanter
Unterschied zwischen dem Potential der halbmaximalen Amplitude mit weniger negativen
Werten bei hoheren Temperaturen (Abb.12). Der Unterschied war bei GHs/Bs—Zellen
geringfligig gréRer als bei den Bulbuszellen. Wie bedeutsam die Verschiebung von Vg5 flr
die Experimente ist, zeigt sich darin, dass bei Bulbuszellen bei einem Potential von -60 mV
bei 20 °C nach einer Sekunde noch etwa 64% des Maximalstroms verfligbar sind, wéhrend
bei 37 °C nur noch etwa 34% verfligbar sind. Bei GH3/Bs-Zellen betragen diese Werte bei
gleicher Spannung 55% bei 20 °C und 25% bei 37 °C. Misst man in diesem Bereich, liegt also
mit einem Unterschied von 30 Prozentpunkten eine starke Temperaturabhéangigkeit vor.

Nun wurde der Steigungsfaktor k untersucht. Bei GHs/Bs-Zellen betrug er bei 20 °C k= 7,58
mV (£ 1,10 mV), bei 37 °C k= 7,48 mV (x 1,30 mV). Der p-Wert betrug 0,87. Die Steigung
war hier also nahezu identisch und wies fur die zwei Temperaturen keinen signifikanten
Unterschied auf. Bei den Bulbuszellen verdnderte sich k von einem Wert von 5,66 mV (x
0,72 mV) bei 20 °C auf k= 6,58 mV (= 1,73 mV) bei 37 °C. Dabei war p= 0,15 und lag
ebenfalls auBerhalb des Signifikanzbereiches. Die Steigung der Spannungsabhéngigkeit der
Verfligbarkeit ist somit nicht temperaturabhangig. Aufféllig ist die etwas steilere Steigung bei
den Mitralzellen bei beiden Temperaturen gegeniiber den GHs/Bs-Zellen.

Der letzte beim tail* untersuchte Parameter war die Strom-Amplitude. Diese erzielte bei den
GHs/Bs-Zellen bei 20 °C einen Wert von 190 pA (x 22 pA) und bei 37 °C einen Wert von 333
PpA (= 34 pA). Der Signifikanztest ergab p= 0,0032. Bei den Bulbuszellen ergaben sich
generell groRere Amplituden. Bei 20 °C wurde eine Amplitude von 421 pA (x 53 pA), bei 37
°C von 675 pA (x 100 pA) ermittelt. Hier war der Unterschied mit p= 0,042 ebenfalls
signifikant. In den Experimenten wiesen die GHs/Bs-Zellen eine etwas stérkere
Temperaturabhangigkeit der Amplitude der erg-Stréme auf. Bei 37 °C betrug die Amplitude
das 1,75-fache des Wertes bei 20 °C, bei den Bulbuszellen betrug der Faktor 1,60.

Um die Ursache fur die Erhohung der Amplitude n&her zu bestimmen, wurde eine
Berechnung der Stromdichte vorgenommen, um auszuschlielen, dass die GrolRe der
gemessenen Zellen die Ursache darstellt. Dafir wurde die Amplitude durch die in 2.3.5
beschriebene langsame Kapazitdt der Zellmembran, die bei der Kompensation gemessen
wurde, geteilt.

Dabei ergaben sich bei den GH3/Bs-Zellen bei 20 °C eine Kapazitat von 15,1 pF (= 1,0 pF),
und somit eine Stromdichte von 12,3 A/F (0,9 A/F) und bei 37 °C eine Kapazitat von 19,0
pA (2,3 pA) und eine Stromdichte von 18,4 A/F (x1,9 A/F). Daraus ergab sich ein
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signifikanter Anstieg der Stromdichte bei 37 °C gegenuber der Stromdichte bei 20 °C mit
einem p-Wert von 0,013, so dass die Grolie der Zellen nicht als Ursache fiir den Anstieg der
Amplitude der Stromstérke angesehen werden kann.

Bei den Bulbuszellen erhielt man bei 20 °C eine Kapazitat von 16,3 pF (= 1,3 pF) und eine
Stromdichte von 27,0 A/F (£ 3,8 A/F), bei 37 °C eine Kapazitat von 22,1 pF (x 1,8 pF) und
eine Stromdichte von 29,8 A/F (£ 2,9 A/F). Bei einem Wert von p= 0,58 gab es dadurch
keinen signifikanten Anstieg der Stromdichte bei Bulbuszellen. Der Anstieg der
Stromamplitude war folglich durch die GroRe der Zellen mitbedingt, auch wenn die
Stromdichte bei 37 °C trotzdem hoher war als bei 20 °C.
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Abbildung 12: Spannungsabhangigkeit der Verfiigbarkeit der erg-Strome: Die
Maxima der tail-Strome wurden gegen das Potential des variablen Pulses aufgetragen
(Bild links oben). Zu sehen sind in der Abbildung jeweils 10 Messungen von GHs/Bs-
Zellen bei 20 °C (grun) und 37 °C (blau). Zu erkennen ist bereits die im Mittel groRere
Amplitude der Experimente bei héherer Temperatur. Danach wurden die Kurven auf
Werte zwischen 0 und 1 normiert (oben rechts). Werte kleiner 0 und gréRRer 1 sind durch
die Normierung der Daten auf die fit-Werte zu erklaren Hier ist schon zu sehen, dass die
Verflgbarkeitskurven bei 37 °C in depolarisierende Richtung verschoben sind und dass
die Steigung sich nicht wesentlich unterscheidet.

Im unteren Bild sieht man die fits der Mittelwertskurven der verschiedenen Messreihen.
Bemerkenswert ist in erster Linie die Temperaturabhéngigkeit bei beiden Zellarten mit
einer Rechtsverschiebung von Vgs. Erkennbar ist ebenso ein Unterschied der Steigung
zwischen den Zellarten, nicht jedoch zwischen den Temperaturen.
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3.1.2. Zeitkonstanten der Deaktivierung

Um die Zeitkonstante der Deaktivierung, die Zeit nach welcher der maximale Strom auf 1/e
abgefallen ist, zu erhalten, wurde der Einwartsstrom wéhrend der variablen Pulse ausgewertet.
Je kleiner die Zeitkonstante, desto schneller ist die Kinetik. Es wurde jeweils eine
Exponentialfunktion an die Stromspur vom Maximum des ,,Hakens* bis zum Ende des Pulses
angepasst und so die Zeitkonstante ermittelt. In der Literatur wurde die Zeitkonstante der
Deaktivierung oft mit zwei Exponentialfunktion mit einer schnellen und einer langsamen
Komponente ausgewertet (Rosati et al., 1998). Bei den vorliegenden Experimenten gab
jedoch der fit mit nur einer Exponentialfunktion den Verlauf der Kurve besser wieder. Da nur
bei Potentialen negativer als — 60 mV eine sichtbare Erholung von der Inaktivierung sowie
eine deutliche Deaktivierung stattfand, wurde nur der Bereich zwischen —70 und -120 mV
ausgewertet. In Abbildung 14 ist die Potentialabhdngigkeit der Zeitkonstanten dargestellt.

In der folgenden Tabelle (Tab. 1) sind die Mittelwerte der Zeitkonstanten mit ihren

Standardfehlern bei den einzelnen Messreihen aufgefuhrt.

Potential [mV] |GHa3/Bg: 20 °C | GH3/Bg: 37 °C | Mitralzellen: 20 °C | Mitralzellen: 37 °C
T [ms] T [ms] T [ms] T [ms]
-120 49,1 (+ 3,3) 20,2 (£ 2,2) 32,2 (£2,1) 17,2 (£ 2,3)
-110 67,9 (£ 4,2) 26,4 (£ 2,0) 46,1 (+ 2,2) 26,4 (£ 3,1)
-100 97,4 (£ 4,3) 38,7 (£ 2,6) 70,4 (£ 3,4) 39,2 (£ 4,7)
90|  152,5(%6,9) 53,4 (+4,7) 101,6 ( 5,9) 62,7 (£ 8,7)
-80| 260,7 (+13,9) 93,3 (¢ 10,8) 173,6 (£ 9,5) 104,5 (£ 12,8)
70| 470,0 (£355)| 187,4 (*27,6) 342,0 (+ 19,4) 193,1 ( 19,0)

Tabelle 1: Potentialabhdngigkeit der Zeitkonstanten der Deaktivierung der unterschiedlichen
Messreihen. In Klammern ist jeweils der Standardfehler des Mittelwerts angegeben.

Je negativer das Potential wahrend des variablen Pulses war, desto schneller war die
Zeitkonstante, die im Vergleich zu der Spannung bei -120 mV bei —=70 mV in jeder
Versuchsreihe ungefahr zehn mal groRer war. Der Wert der Zeitkonstanten stieg exponentiell
an. Die Kinetik der Bulbuszellen erwies sich bei Raumtemperatur als signifikant schneller im
Vergleich zu den GHs/Bs. Bei 37 °C hingegen war die Zeitkonstante der GHs/Bs-Zellen
unwesentlich geringer. Bei beiden Zellarten ergab sich eine deutliche Beschleunigung der
Deaktivierung bei Temperaturerhdhung. Um dies zu quantifizieren wurde der Qio-Wert
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ausgerechnet und gegen das Potential aufgetragen. In der folgenden Tabelle (Tab. 2) findet
man auBerdem die p-Werte der Veranderung der Zeitkonstanten bei der jeweiligen Spannung.

Potential [mV] | GHs/Bg-Zellen: | Mitralzellen: GHs/Bs-Zellen: | Mitralzellen:
p-Werte p-Werte Q1o Q1o
-120 2,07*10° 1,19*10™ 1,69 1,45
-110 7,58*10” 9,16*107 1,74 1,39
-100 7,36*107 5,65*107 1,72 1,41
-90 2,53*10” 0,0019 1,85 1,33
-80 3,30*10° 4,73*10™ 1,83 1,35
-70 8,31*10° 3,23*10” 1,72 1,40

Tabelle 2: p- und Qqo-Werte flr den Vergleich der Zeitkonstanten der Deaktivierung bei 20 °
und 37 °C fir GH3/Bs- und Mitralzellen

Es ergaben sich fur beide Zellarten fur alle Potentiale sehr kleine p-Werte, die eine
eindrucksvolle Signifikanz belegen. Die Qio-Werte schwankten bei den GHs/Bs-Zellen
zwischen 1,69 und 1,85. Der Mittelwert ergab 1,76. Deutlich geringere Werte fanden sich bei
den Mitralzellen mit Qio-Veranderungen zwischen 1,33 und 1,45, im Mittel 1,39 (Abb. 13).
Wie sich schon durch die sehr ahnlichen Werte beider Zellarten bei 37 °C und der signifikant
schnelleren Kinetik der Bulbuszellen bei 20 °C zeigte, war der Temperaturunterschied des
Zeitgangs der Deaktivierung bei GHs/Bg-Zellen deutlich gréRer. Die Qio-Werte zeigten sich
weitgehend spannungsunabhéngig.

1.8 —
1.7 H
o Bulbus
1.6 —
o GHy/Bs
1.5
| | | | | |
-120 -110 -100 -90 -80 -70

Spannung in mV

Abbildung 13: Q10-Werte der Zeitkonstanten der Deaktivierung bei GHs/Bg- (griin) und
Bulbuszellen (rot) im Verhaltnis zur Spannung.
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Abbildung 14: Im oberen Bild sind die Zeitkonstanten der Deaktivierung der jeweils zehn
Messungen pro Temperatur bei den Bulbuszellen gegen die Spannung aufgetragen. Man
kann erkennen, dass die 37 °C-Messungen (schwarz) wesentlich kleinere Zeitkonstanten
besitzen als die 20 °C-Messungen (rot). Im unteren Bild sind die Mittelwertskurven der vier
Messreihen dargestellt. Bei 37 °C erkennt man keinen Unterschied zwischen GH3/Bs- und
Bulbuszellen. Bei 20 °C ist die Kinetik der GHs/Bg-Zellen jedoch deutlich langsamer.
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3.1.3. Zeitkonstanten der Erholung von der Inaktivierung

Ebenfalls aus dem Verfligbarkeitsprotokoll wurde die Zeitkonstante der Erholung von der
Inaktivierung ausgewertet. Hierfur wurde zu Beginn des variablen Pulses der Bereich vom
Beginn des Einwartsstroms bis zu seinem Maximum mit einer Exponentialfunktion gefittet.
Wie bei der Deaktivierung konnte nur der Bereich zwischen =70 und —120 mV ausgewertet
werden, da bei kleineren Potentialen in der Regel die Erholung von der Inaktivierung nicht
deutlich sichtbar war. Auch hier wurden die Zeitkonstanten gegen das variable Potential
aufgetragen (Abb. 15). In der folgenden Tabelle (Tab. 3) erfolgt eine Zusammenstellung der
Zeitkonstanten fur die Erholung von der Inaktivierung der vier Messreihen.

Potential [mV] | GH3/Bg: 20 °C | GH3/Bg: 37 °C | Mitralzellen: 20 °C | Mitralzellen: 37 °C
T [ms] T [ms] T [ms] T [ms]
-120| 3,80 (+0,29)| 1,52 (+0,17) 2,73 (£ 0,18) 1,88 (£ 0,13)
-110| 5,08 (+0,48)| 1,75 (+ 0,20) 3,40 (£ 0,22) 1,91 (£ 0,14)
-100| 6,80 (x0,83)| 2,07 (+0,23) 4,62 (£ 0,37) 2,35 (% 0,18)
-90| 9,29 (+1,40)| 2,87 (x0,25) 5,86 (+ 0,33) 2,81 (£ 0,24)
-80| 11,85 (+ 1,45)| 3,42 (+0,22) 9,08 (£ 1,04) 3,23 (£ 0,27)
-70| 13,82 (x 1,70)| 3,97 (+ 0,30) 12,38 (+ 1,28) 4,05 (+ 0,55)

Tabelle 3: Potentialabhéngigkeit der Zeitkonstanten der Erholung von der Inaktivierung fir
die unterschiedlichen Messreihen. In Klammern ist jeweils der Standardfehler des Mittelwerts
angegeben.

Wie bei der Deaktivierung verlangsamte sich die Kinetik mit zunehmend positiver Spannung,
allerdings weniger stark und eher linear als exponentiell. Der Unterschied der Zeitkonstanten
bei =120 und bei =70 mV war bei 20 °C groler als bei 37 °C. Fir GHs/Bg-Zellen betrug der
Faktor 3,64 bei 20 °C im Vergleich zu 2,61 bei 37 °C. Bei den Bulbuszellen ergaben sich
noch stérker abweichende Werte mit dem Faktor 4,54 bei 20 °C und 2,15 bei 37 °C.

Die Zeitkonstanten der Erholung von der Inaktivierung sind wie in der Literatur beschrieben
und typisch fur die erg-Kandle mehr als zehn mal schneller als die Zeitkonstanten der
Deaktivierung. Wie bei der Deaktivierung waren die Zeitkonstanten der Erholung von der
Inaktivierung fir die beiden Zellarten bei 37 °C einander &hnlicher als bei 20 °C. Auch hier
war bei 20 °C die Kinetik der endogenen erg-Kanéle der GH3/Bg-Zellen signifikant langsamer
als die der Bulbuszellen. Bei Temperaturerhdhung ergab sich fiir beide Zellarten eine
deutliche Beschleunigung der Kinetik. Die zugehdrigen p- und Qio-Werte sind in Tabelle 4
angegeben.
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Abbildung 15: Im oberen Bild sind die Zeitkonstanten der Erholung von der Inaktivierung
fur die endogenen erg-Strome der Mitralzellen (jeweils zehn Messungen pro Temperatur)
gegen die Spannung aufgetragen. Wie bei der Deaktivierung gibt es fir 37° C-Messungen
(schwarz) wesentlich kleinere Zeitkonstanten als fiir 20° C-Messungen (rot). Im unteren Bild
sind die Mittelwertskurven der vier Messreihen dargestellt. Bei 37° C erkennt man keinen
Unterschied zwischen GHs/Bg- und Bulbuszellen. Bei 20° C ist die Kinetik der GHs/Bg-
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Potential [mV] | GH3/Bg-Zellen: | Mitralzellen: GHs/Bes-Zellen: | Mitralzellen:
p-Werte p-Werte Qo Qo
-120 7,38*10° 0,013 2,09 1,93
-110 3,31*10° 3,47*107 2,08 1,84
-100 2,25%10" 1,03*10" 2,00 1,54
-90 0,013 9,93*10” 2,01 1,49
-80 2,30%10" 2,52*10™ 1,87 1,41
-70 2,29%10" 5,83*10” 1,71 1,24
Tabelle 4: p- und Q10-Werte fur die Zeitkonstanten der Erholung von der Inaktivierung bei
GHs/Bs- und Mitralzellen
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Abbildung 16: Qo-Werte der Zeitkonstanten der Erholung von der Inaktivierung bei
GHs/Bs- (grin) und Bulbuszellen (rot) im Verhaltnis zur Spannung: Der Qo-Wert ist bei
den GHa3/Bg-Zellen deutlich grofier als bei den Bulbuszellen.

Die p-Werte fur den Temperatureffekt der Erholung von der Inaktivierung waren deutlich
signifikant. Die Q1o-Werte fiir die GH3/Bs-Zellen lagen zwischen 1,71 und 2,09, im Mittel bei
1,96. Bei den Bulbuszellen ergaben sich Qio-Werte von 1,24 bis 1,93, durchschnittlich 1,57
(Abb. 16). Die Qo-Werte der Erholung von der Inaktivierung waren somit groRer als bei der
Deaktivierung, was bedeutet, dass die Erholung von der Inaktivierung bei hdheren
Temperaturen gegeniiber der Deaktivierung noch stérker Uberwiegt. Wieder war die
Temperaturabhéngigkeit bei den GHs/Bg-Zellen groRer. Die Q1o-Werte flir die Zeitkonstanten
der Erholung von der Inaktivierung zeigten bei beiden Zelltypen eine Spannungsabhangigkeit

und stiegen bei positiveren Potentialen an. Somit werden Ergebnisse bei Raumtemperatur
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beziiglich der Erholungskinetik bei negativeren Potentialen weniger durch die Temperatur
verfalscht als bei positiveren. Dieser Effekt zeigte sich starker bei den Bulbuszellen, die bei -
70 mV einen 0,55-fach hoheren Qi0-Wert aufwiesen als bei =120 mV. Die Steigerung bei den
GHs/Bs-Zellen im gleichen Spannungsbereich wies nur den Faktor 1,22 auf. Bei =120 mV lag
der Qio-Wert der Mitralzellen im Vergleich deutlich unter dem der GHi/Bg-Zellen. Je
positiver das Potential wurde, desto mehr n&herten sich die Resultate beider Zellarten an.
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3.1.4. Potentialabh&angigkeit der ,,voll aktivierten* erg-Kanéle

Es wurde mit diesem Protokoll eine Beziehung zwischen maximalem und stationdrem Strom
hergestellt, indem die Maxima der transienten Strome wahrend des variablen Pulses und der
stationdre Strom an dessen Ende gegen das Membranpotential aufgetragen wurden (Abb. 17).
ErwartungsgeméR wurde der Maximalstrom bis etwa zum Gleichgewichtspotential, dem
Durchgang durch die Nulllinie, bei dem aus dem Einwarts- ein Auswartsstrom wurde,
zunehmend geringer. Der Auswartsstrom stieg bis etwa +20 mV geringfugig an und wurde
danach wieder etwas kleiner. Bei den Bulbuszellen ergaben sich hohere Stromstarken, sowohl
fur die Einwarts- als auch fur die Auswartsstrome. Die Strome bei 37 °C waren grof3er als bei
20 °C, was dem Ergebnis der Untersuchung der Amplitude der ,tails* im Verfugbarkeits- und
Aktivierungsprotokoll entspricht, so dass hier auf eine nahere Untersuchung verzichtet wurde.
Das theoretische Gleichgewichtspotential wurde nach der Formel:

E=(R*T/(z*F))*In([ K'auRen]/[ K'innen])

berechnet. Es betrug bei den hier vorliegenden Kaliumkonzentrationen von etwa 40 mM KCI
auBen und etwa 140 mM KCI innen (Abweichung durch Titration mit KOH) fir 20 °C -31,64
mV und flr 37 °C -33,48 mV. R steht in der Formel fur die allgemeine Gaskonstante und hat
einen Wert von 8,31 J/ ( mol*K'). T ist die Temperatur in Kelvin. z bedeutet die Ladungszahl
bzw. die lonenladung des zu transportierenden Teilchens, das fir Kationen positiv und fir
Anionen negativ ist. F schlieRlich beschreibt die Faraday-Konstante und betragt 96485 C/mol.
Eine rechnerische Beziehung der Temperaturabhangigkeit lie sich aufgrund von
Abzugsartefakten, die im Bereich des geringen stationdren Stroms zu stark zum Tragen
kamen, nicht durchfiihren. Diese Beziehung wurde mit dem spéter beschriebenen Protokoll
der ,,steady-state-Inaktivierung* untersucht.

Durch das Gleichgewichtspotential lie sich die Elektromotorische Kraft errechnen. Da das
Gleichgewichtspotential fiir 37 °C sogar negativer war als das bei 20 °C, was auf geringere
Amplituden schlieen lie3e, zeigte sich, dass die elektromotorische Kraft aus E-Ek, also in
diesem Fall (-100 mV) - (-31,64 mV)= (-68,36 mV) fur 20°C und (-100 mV) - (-33,48 mV)=
(-66,52 mV) fur 37 °C nicht der Grund fir die gréReren Amplituden war. Nach der Beziehung
U=R*I musste so bei konstanter Stromdichte eine Anderung des Widerstands der Membran

ursachlich sein.,
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Abbildung 17: Verhaltnis des maximalen und stationdren Stroms zur Spannung:
Oben sind sowohl die maximalen, als auch die stationdren Stromkurven der
GHs/Bs-Zellen, unten der Bulbuszellen dargestellt. Bei den Bulbuszellen erkennt
man jeweils grofiere Ein- und Auswartsstrome.
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3.2. Inaktivierung

Mit dem Inaktivierungsprotokoll (Abb. 18) wurde die Zeitkonstante der Inaktivierung
untersucht. Wie beim Verfugbarkeitsprotokoll lag das Haltepotential bei —20 mV. Auch hier
erfolgte zunéchst eine zweisekiindige Depolarisation auf +20 mV, um die Kandle zu 6ffnen
und zu inaktivieren, bevor fur 0,5 s auf —20 mV gesprungen wurde, um nicht-erg-Kandle nicht
mehr offenzuhalten. Es folgte eine kurze Hyperpolarisation auf —100 mV, damit sich die erg-
Kanéle von der Inaktivierung erholen konnten. Wichtig dabei war, dass der Puls kurz genug
war, damit die Deaktivierung noch keinen starken Einfluss hat. Optimal ware es, den Puls
genau so lang zu halten, bis der maximale Einwartsstrom erreicht wird. Dies wurde durch die
bei jedem Potential unterschiedlichen Zeitkonstanten erschwert. Als bestmdgliche Ldsung
erwies sich eine Zeitdauer von 25 ms bei 20 °C und, durch die schnellere Kinetik mit eher
beginnender Deaktivierung, von 8 ms bei 37 °C.
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Abbildung 18: Inaktivierungsprotokoll: Das Haltepotential betrdgt —20 mV. Zum
Offnen und Inaktivieren der Kanale wird fir zwei Sekunden auf +20 mV depolarisiert.
Nach einem 0,5 s-Puls auf —20 mV erfolgt fir 25 ms bei 20 °C und fiir 8 ms bei 37 °C
eine Hyperpolarisation auf —100 mV. Wahrend des folgenden 200 ms dauernden variablen
Pulses zwischen +40 und —70 mV (in 10 mV-Schritten) wurde die Zeitkonstante der
Inaktivierung ermittelt.

Darauf folgte der variable Puls fiir 200 ms. Die Spannung wurde in 10 mV-Schritten zwischen
+40 und —=70 mV verandert. Ein Durchlauf erfolgte alle fiinf Sekunden. Zu Beginn des
variablen Pulses trat bei den positiveren Potentialen ein Auswartsstrom auf, der schnell
abnahm. Bei den negativeren Potentialen wurde die Deaktivierung des vorhergehenden
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Stromes fortgesetzt, so dass am Ende der Pulse nur ein geringer Strom vorhanden war (Abb.
19). Die Zeitkonstante der Inaktivierung wurde im Zeitbereich zwischen dem Strommaximum
zu Beginn des variablen Pulses und dem Ende des Pulses bestimmt. Dabei wurde wieder eine
Exponentialfunktion an die Daten angepasst. Auszuwerten war nur der Bereich zwischen +40
und =10 mV, da nur in diesem Bereich ausreichend grof3e inaktivierende Strome vorhanden
waren. —20 mV liegt nahe dem Gleichgewichtspotential Ex. Bei negativeren Potentialen
uberlagerte die einsetzende Deaktivierung den Inaktivierungsprozess, so dass hier keine Daten
erhoben werden konnten.

Die Zeitkonstanten der Inaktivierung sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

] Mitralzelle 20°C
Mitralzelle 37°C

Abbildung 19: Beispiele fir typische erg-Strdme mit dem Inaktivierungsprotokoll bei
Bulbuszellen bei 37 °C (schwarz) und 20 °C (rot). Der Malistab ist bei beiden Versuchen
identisch. Die Aufzeichnung beginnt hier mit dem hyperpolarisierenden Puls auf —-100 mV,
nach dessen Beginn der Einwértsstrom durch die Erholung von der vorhergehenden
Inaktivierung erfolgt. Bevor der Einwértsstrom durch die Deaktivierung verringert wird,
wird der variable Puls auf Werte zwischen +40 und —70 mV gestartet. So erhalt man die
maximalen Stromamplituden. Die Zeitkonstante der folgenden schnellen Inaktivierung war
Gegenstand der Untersuchung. Bei 37 °C zeigt sich eine groRere Stromamplitude bei
starkerer Erholung von der Inaktivierung. Desweiteren sieht man durch die schnelleren
Zeitkonstanten der Inaktivierung einen steiler abfallenden Verlauf der Stromspuren bei den
37 °C-Versuchen. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde hier fur beide Temperaturen eine 8
ms dauernde Hyperpolarisation gewéhlt.
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Potential GH3/Bg: 20 °C | GH3/Be: 37 °C | Mitralzellen: 20 °C | Mitralzellen: 37 °C
[mV] T [ms] T [ms] T [ms] T [ms]
+40| 14,79 (£ 1,89)| 4,31 (%0,30) 15,99 (+ 1,63) 7,46 ( 0,65)
+30| 19,36 (£2,07)| 5,87 (+0,58) 18,49 (+ 1,44) 8,15 ( 0,41)
+20| 21,77 (¢ 1,07)| 6,74 (+0,61) 19,63 (+ 2,56) 9,11 (% 0,60)
+10| 23,39 (£2,01)| 7,73 (x0,93) 21,87 (£ 2,07) 10,81 (+ 1,08)
0] 26,21(+1,72)| 7,92 (+0,83) 20,37 (£ 2,12) 9,60 (+ 1,15)
-10| 30,32 (+2,89)| 11,39 (+2,05) 19,41 (+ 2,42) 8,81 (£ 0,71)
Tabelle 5: Potentialabhéngigkeit der Zeitkonstanten der Inaktivierung fir die

unterschiedlichen Messreihen. In Klammern ist jeweils der Standardfehler des Mittelwerts
angegeben.

Je positiver die Spannung, desto schneller war die Inaktivierung. Bei den Bulbuszellen wurde
die Zeitkonstante bei beiden Temperaturen bei 0 und —10 mV allerdings wieder geringfugig
kleiner als bei +10 mV (Abb.20).

Auch bei der Zeitkonstanten der Inaktivierung trat eine deutliche Beschleunigung bei héheren
Temperaturen auf. Dieser Effekt war wie bei den vorhergehenden Messungen bei GHs/Bg-
Zellen groRRer als bei Bulbuszellen. Ebenso ist die Verlangsamung der Kinetik bei negativer
werdenden Potentialen bei GHs/Bs-Zellen deutlich ausgepragter: Bei =10 mV war t bei
beiden Temperaturen mehr als doppelt so gro wie bei +40 mV. Bei den Bulbuszellen
verénderte sich dieser Wert auch durch den Wiederanstieg zwischen +10 und 0 mV kaum.

Tabelle 6 stellt die zugehdrigen p- und Q10-Werte dar.

Potential GHa3/Bg-Zellen: | Mitralzellen: GHa3/Bg-Zellen: | Mitralzellen:
[mV] p-Werte p-Werte Qio Qio
+40 3,33*10" 4,01*10" 2,07 1,57
+30 7,72*10° 3,35*10” 2,02 1,62
+20 6,25*10” 0,0025 1,99 1,57
+10 9,62*10° 3,53*10" 1,92 1,51
0 3,01*107 5,50*10" 2,02 1,56
-10 6,27*107 0,0016 1,78 1,59

Tabelle 6: p- und Q10-Werte fiir den Vergleich der Zeitkonstanten der Inaktivierung
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Auch bei der Inaktivierung ergaben sich deutlich signifikante p-Werte, die bei GH3/Bg-Zellen
noch niedriger als bei Bulbuszellen waren, allerdings gab es hier im Vergleich zu den
Kinetiken der Deaktivierung und Erholung von der Inaktivierung einen deutlicheren
Unterschied der Zeitkonstanten bei 37 °C.

Zeitkonstanten in ms

40 —

20 1% .

-10 0 10 20 30 40
Spannung in mV
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30 % : Bulbus: 37°C
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25| - E GHa/Bg: 37°C

20 {% —
" ? e
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Abbildung 20: Im oberen Bild sind die Zeitkonstanten der Inaktivierung fir die jeweils zehn
Messungen pro Temperatur bei den GHs/Bg-Zellen gegen die Spannung aufgetragen. Die 37
°C-Messungen (blau) ergaben wesentlich kleinere Zeitkonstanten als die 20 °C-Messungen
(griin). Im unteren Bild sind die Mittelwertskurven der vier Messreihen dargestellt. Bei den

Bulbuszellen féllt auf, dass die Zeitkonstanten bei negativeren Werten als +10 mV wieder
kleiner wurden.
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Die Q1o-Werte waren wieder bei GH3/Bg-Zellen gréRer (Abb. 21) und lagen zwischen 1,78
und 2,07, im Mittel bei 1,97. Bei den Bulbuszellen lagen die Werte zwischen 1,51 und 1,62,
im Mittel bei 1,57. Vor allem bei den Bulbuszellen waren die Q:o-Werte bei allen
Spannungen sehr &hnlich. Die Qio-Werte der Inaktivierungskinetik waren bei den GHs/Bs-
Zellen sehr dhnlich denen der Erholung von der Inaktivierung.
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Abbildung 21: Qio-Werte der Zeitkonstante der Inaktivierung bei GHs/Bg- (griin) und
Bulbuszellen (rot) im Verhdltnis zur Spannung: Die Temperaturabhangigkeit der
Zeitkonstanten der Inaktivierung ist bei den GHs/Bg-Zellen deutlich starker als bei den
Bulbuszellen.




3. Ergebnisse 46

3.3. Spannungsabhéangigkeit der Aktivierung

Fir die Untersuchung der Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung wurde ein
Aktivierungsprotokoll benutzt. Das Haltepotential lag bei -80 mV, da bei diesem Potential
alle Kandle deaktiviert vorlagen. Zu Beginn erfolgte ein vier Sekunden dauernder Puls, dessen
Potential in 10 mV-Schritten zwischen +40 und —-80 mV variiert wurde. Die aktivierten
Kanale waren am Ende dieser vier Sekunden je nach Potential mehr oder weniger inaktiviert.
Wie im Verfugbarkeitsprotokoll folgte eine 250 ms dauernde Hyperpolarisation auf —100 mV,
um zu prifen, wie viele Kanéle sich am Ende der Depolarisation im aktivierten oder
inaktivierten Zustand befanden (Abb. 22). Es konnten sich nur die Kandle von der
Inaktivierung erholen, die wahrend des variablen Pulses inaktivierten. Voraussetzung fir die
Inaktivierung war die Aktivierung. Somit konnte durch die Erholung von der Inaktivierung
auf die Aktivierung geschlossen werden. Je positiver der variable Puls, desto mehr Kanéle
aktivieren und inaktivierten und desto grof3er war der Einwértsstrom durch die Erholung von
der Inaktivierung (Abb. 23). Ein Durchlauf erfolgte alle zehn Sekunden. Die ,.tails* wahrend
der =100 mV-Spannung wurden wie im Verfligbarkeitsprotokoll ausgewertet und ihre
Stromamplitude gegen die Vorpuls-Spannung aufgetragen. Untersucht wurden die zur
halbmaximalen Amplitude gehdrende Spannung Vos, der Steigungsfaktor k und die
Amplitude.
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Abbildung 22: Aktivierungsprotokoll: Das Haltepotential betrdgt —80 mV, damit die
Kandle vollstdndig deaktiviert vorliegen. Der variable Puls legt fir vier Sekunden
Spannungen zwischen +40 und -80 mV an. Danach erfolgt eine 250 ms dauernde
Hyperpolarisation auf -100 mV, bei der die ,tails* durch die Erholung von der
Inaktivierung gemessen werden.
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GHa/Be-Zelle 37°C GHa/Be-Zelle 20°C

Mitralzelle 20°C

Mitralzelle 37°C

200.pA
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Abbildung 23: Beispiele fiir typische Tailstrome bei den unterschiedlichen Messreihen im
Aktivierungsprotokoll. Unten sind die Bulbus-Messungen bei 37 °C (schwarz) und 20 °C (rot)
zu sehen. Oben findet man die GH3/Bg-Mesungen (blau= 37 °C; griin= 20 °C). Der Mal3stab der
Achse der Stromstérke ist bei den Vergleichen einer Zellart jeweils identisch. Die Amplitude
der erg-Strome war bei den Bulbuszellen deutlich gréRer. Ebenso war die Amplitude bei 37 °C
groRer. Desweiteren erfolgt der Abfall vom Maximum durch die schnellere Deaktivierung bei
hoheren Temperaturen schneller, so dass die Stromspur bei 37 °C steiler abnimmt als bei 20 °C.
Aus MaRstabsgriinden sind bei den Bulbus-Messungen bei 37 °C einige Spuren vor dem
Tailstrom nicht dargestellt.

Bei den GHa3/Bg-Zellen ergab sich bei 20 °C ein Vos-Wert von —=21,97 mV (1,21 mV). Bei
37 °C fand sich ein Vg s-Wert von —29,64 mV (1,69 mV). Es resultierte somit im Mittel eine
Differenz von 7,66 mV in hyperpolarisierende Richtung. Durch den t-Test wurde ein deutlich
signifikanter p-Wert von 0,019 ermittelt. Beim Verfligbarkeitsprotokoll verschob sich V5 bei
hoheren Temperaturen um einen ahnlichen Wert, allerdings in depolarisierende Richtung. Bei
einem Potential von —20 mV waren bei 20 °C nur 55% der Kanéile aktiviert, wéhrend bei 37
°C bereits 83% aktiviert waren.

Bei den Bulbuszellen war die halomaximale Aktivierung bei 20 °C bei —47,87 mV (2,55
mV) erreicht. Fur 37 °C wurden —-46,00 mV (£2,60 mV) ermittelt (Abb. 24). Hier trat eine
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deutliche Diskrepanz zu den GHs/B6-Zellen auf. Es gab bei Temperaturerhdhung keine
signifikante Veranderung der halbmaximalen Aktivierung. Auffallig war weiterhin, dass die
Bulbuszellen wesentlich negativere Eqs-Werte aufwiesen als die GH3/Bs-Zellen, was durch
die unterschiedliche Zusammensetzung der erg-Untereinheiten zu erklaren sein dirfte.

Es folgte die Untersuchung des Steigungsfaktors k. Bei den GH3/Bs-Zellen betrug k bei 20 °C
9,15 mV (2,11 mV), bei 37 °C 5,15 mV (20,46 mV). Der p-Wert hierfiir lag bei 1,74*10™,
Bei den Bulbuszellen ergab sich bei 20 °C k= 5,11 mV (x1,52 mV) und bei 37 °C k= 3,77
mV (0,88 mV). Der p-Wert lag bei 0,030. k zeigte sich bei beiden Zellarten bei héheren
Temperaturen als signifikant verringert. Beim Verfligbarkeitsprotokoll war die Steigung bei
beiden Messreihen nicht signifikant verandert. In diesem Fall war der p-Wert bei den GHs/Be-

Zellen wieder deutlich niedriger als der p-Wert der Bulbuszellen.
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Abbildung 24: Spannungsabhangigkeit der Aktivierung: Bei den Bulbuszellen ist im
Gegensatz zu den GHs;/Bs-Zellen keine Verschiebung der Aktivierungskurve sichtbar.
Die Verschiebung erfolgt bei den GHs/Bg-Zellen bei Temperaturerhdhung in
hyperpolarisierende Richtung. Bei beiden Zellarten wird die Steigung bei hoheren
Temperaturen groRer. Die Aktivierungskurven fir die erg-Strome der Bulbuszellen sind
gegenuber denen der GH3/Bg-Zellen deutlich nach links verschoben.

Die maximale Amplitude bei =100 mV der erg-Strome in GHs/Bg-Zellen lag bei 20 °C bei
223 pA (27 pA) und bei 37 °C bei 388 pA (£37 pA). Der p-Wert betrug 0,0025. Fir die
Bulbuszellen ergab sich bei 20 °C eine Amplitude von 724 pA (£82 pA) und bei 37 °C von
1128 pA (162 pA). Der p-Wert erreichte 0,043 und befand sich somit knapp unterhalb der
Signifikanzschwelle von 5%. Somit kann man auch beim Aktivierungsprotokoll davon
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sprechen, dass eine Erhéhung der Raumtemperatur auf Kérpertemperatur einen Anstieg der
Amplitude bewirkt. Der Effekt war bei den GHs/Bg-Zellen starker. Die Amplitude lag bei 37
°C bei den GHs/Bs-Zellen um den Faktor 1,66 und bei den Bulbuszellen um den Faktor 1,56
hoher als bei 20 °C. Insgesamt besalRen die Bulbuszellen héhere Stromamplituden als die
GHas/Bg-Zellen. Die Amplituden der Tailstrome beider Zellarten waren groRer als die, die bei
den tails im Verfugbarkeitsprotokoll gemessen wurden.

Wie bei der Deaktivierung wurde auch hier mit Hilfe der Kapazitat die Stromdichte berechnet
um die ZellgroRe als Ursache fir den Amplitudenanstieg auszuschlieBen. Fur die GHs/Be-
Zellen ergaben sich bei 20 °C eine Kapazitat von 15,9 pF (£ 1,3 pF) und eine Stromdichte von
14,0 A/F (£ 1,6 A/F). Bei 37 °C betrugen die Kapazitdt 16,3 pF (x 1,4 pF) und die
Stromdichte 25,2 A/F (x 3,3 AJF). Der resultierende p-Wert von 0,01 zeigte einen
signifikanten Anstieg der Stromdichte bei 37°C gegeniiber der Stromdichte bei 20 °C.

Bei den Bulbuszellen ergaben sich bei 20 °C eine Kapazitat von 18,2 pF (+ 0,9 pF) und eine
Stromdichte von 40,7 A/F (£ 5,1 A/F). Bei 37 °C erhielt man eine Kapazitat von 21,9 pF (£
1,9 pF) und eine Stromdichte von 51,9 A/F (x 5,5 A/F). Wie bei der Deaktivierung resultierte
auch hier ein nicht signifikanter p-Wert von 0,15. Somit ist der Anstieg der Stromdichte bei
37 °C deutlich sichtbar, jedoch nicht signifikant.

Far die im Aktivierungsprotokoll gréReren errechneten Stomdichten gegeniiber dem
Verflgbarkeitsprotokoll, war der Anstieg bei den GHs/Bs-Zellen bei 20 °C mit p= 0,36 und
bei 37 °C mit p= 0,10 nicht signifikant. Bei den Bulbuszellen hingegen ergaben sich
signifikante p-Werte von 0,048 (20 °C) und 0,003 (37 °C).
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3.4 Zeitkonstante der Aktivierung

Fir die Bestimmung der Zeitkonstante der Aktivierung wurde ein ,Envelope of tail*-
Protokoll verwendet. Das Haltepotential lag bei —80 mV. Variiert wurde in diesem Fall nicht
die Spannung, sondern die Dauer des depolarisierenden Testpulses auf +20 mV, um den
Zeitgang der Aktivierung der erg-Kandle darzustellen. Begonnen wurde mit einer Dauer von
einer Millisekunde. Im folgenden wurde die Zeit, die verlangert wurde (initial 5 ms), jeweils
verdoppelt, so dass man insgesamt zwo6If Messungen iber Zeitrdume von 6 ms, 11 ms, 21 ms,
41 ms usw. bis zu 5121 ms erhielt. Zu Beginn wurde zweimal um 5 ms verlangert. Es folgte
die aus dem Verfugbarkeits- und Aktivierungsprotokoll bekannte Hyperpolarisation fur
250ms auf —100mV. Dabei wurde wieder der ,tail“-Strom gemessen, der um so gréRer war, je
langer zuvor depolarisiert wurde. Ab einer bestimmten Zeitdauer, bei der die Aktivierung
vollstdndig war, erfolgte keine Steigerung der Amplitude mehr (Abb. 25). Die maximale
Amplitude der Einwartsstrome wurde gegen die Zeitdauer des variablen Pulses aufgetragen
und die Daten mit einer Exponentialfunktion gefittet. So erhielt man die Zeitkonstante der

Aktivierung.

I
S I TR
. n |

w | J' /

-100 = — 1 — \ \*

6 7
Zeitins 100 pA ‘

500 ms

Abbildung 25: ,Envelope of tails“-Protokoll: Nach einer initialen vier Sekunden
dauernden Hyperpolarisation auf —-80mV waren alle Kandle deaktiviert. Variiert wurde die
Zeitdauer der folgenden Depolarisation auf +20 mV. Die Dauer betrug 1 bis 5121 ms.
Abschlieend wurden die maximalen Tail- Amplituden wahrend der 250 ms langen
Hyperpolarisation auf —100 mV gemessen. In der Abbildung rechts ist ein Beispielstrom
einer Bulbuszelle bei 20 °C gezeigt.

Bei den GHaj/Bg-Zellen betrug t bei 20 °C 381,9 ms (28,9 ms). Eine wesentliche
Beschleunigung erfolgte bei 37 °C mit einer Zeitkonstanten von 118,0 ms (£6,9 ms). Der p-
Wert hierfir erreichte einen Wert von 4,57*10°. Der Qio-Wert ergab 2,00. Bei den
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Bulbuszellen erhielt man fir 20 °C 1= 149,6 ms (+8,6 ms) und fir 37 °C t= 61,5 ms (£5,6
ms). Der p-Wert betrug 2,64*107, der Qio-Wert 1,69. Bei beiden Zellarten erfolgte eine stark
signifikante Beschleunigung der Aktivierungskinetik bei Temperaturerhéhung (Abb. 26). Die
Aktivierung war in allen Fallen betrachtlich langsamer als die Inaktivierung. Die Qio-Werte
jedoch bewegten sich in einem ahnlichen Bereich, so dass das Verhaltnis der Aktivierung zur
Inaktivierung wenig veréndert wurde. Bei den Bulbuszellen war der Qio-Wert der Aktivierung
etwas grofer als der Wert der Inaktivierung. Bei beiden Temperaturen war die Kinetik der
Aktivierung des erg-Stroms bei den Bulbuszellen deutlich schneller als bei den GH3/Bs-
Zellen, bei 20 °C 2,55fach und bei 37 °C um den Faktor 1,92. Wie bei den anderen
Zeitkonstanten war der Unterschied zwischen den erg-Strdmen der beiden Zelltypen bei 20
°C groRer als bei 37 °C. Bei diesem Protokoll zeigten sich ebenfalls bei 37 °C groRere
Amplituden als bei 20 °C.
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Abbildung 26: Zeitkonstanten der Aktivierung: Oben links sieht man die zehn
Einzelmessungen der GHs/Bg-Zellen bei 20° C, bei denen die Maxima der
Stromstarke gegen die Zeit aufgetragen sind. Oben rechts wurden diese Kurven auf
Werte zwischen 0 und 1 normiert.

Unten erfolgt der Vergleich zwischen den vier Messreihen. Die Kinetik der
Bulbuszellen ist deutlich schneller als die der GHs/Bs-Zellen. Bei hoheren
Temperaturen erfolgt eine Linksverschiebung der Kurven, also eine Beschleunigung
der Aktivierung.
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3.5. Steady-state Inaktivierung

Fir die steady-state Inaktivierung wurde ein abgewandeltes Inaktivierungsprotokoll benutzt
(Abb. 27). Das Haltepotential betrug —20 mV. Es folgte zur vollstandigen Aktivierung der
Kanéle fur eine Sekunde eine Depolarisation auf +60 mV, an deren Ende eine komplette
Inaktivierung vorliegen sollte. Anders als beim Inaktivierungsprotokoll, wo eine
Hyperpolarisation auf —100 mV stattfand, wurde hier der nun folgende Puls variiert. In 10
mV-Schritten wurde die Spannung zwischen +40 und -140 mV verandert. Wieder musste
eine moglichst kurze Dauer gewahlt werden, um zu gewahrleisten, dass nach der Erholung
von der Inaktivierung noch keine groRe Deaktivierung vorlag. Daher wurde eine Dauer von
15 ms fur 20 °C-Messungen und von 8ms bei 37 °C-Messungen gewahlt. Zum Abschluss gab
es eine erneute 200 ms dauernde Depolarisation auf +40 mV. Dabei entstand ein
Auswartsstrom, dessen Maximum gemessen wurde und gegen die Spannung aufgetragen
wurde. Je negativer der variable Puls wurde, desto groRer wurde der maximale
Auswartsstrom, was dadurch bedingt war, dass bei negativen Potentialen die schnellste
Erholung von der Inaktivierung vorlag, so dass mehr Kandle aktivierten. Bei positiven Werten
floss kein Strom, da die Kanéle durch die vorherige Depolarisation und fehlende Erholung
davon nach wie vor inaktiviert waren, so dass hier der Zustand des stationdren Stroms vorlag.
Der Maximalstrom war abhéngig von den zuvor offenen Kanélen und wurde durch die

Inaktivierung geringer. Untersucht wurden Vo s und der Steigungsfaktor k.
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Abbildung 27: steady-state Inaktivierungs-Protokoll: Das Haltepotential betragt —20
mV. Zum Offnen und inaktivieren der Kanile wird fir eine Sekunde auf +60 mV
depolarisiert. Es folgt ein Puls der fiir 8 ms bei 37 °C und 15 ms bei 20 °C zwischen +40
und —140 mV variiert. Gemessen wurden die Maxima zu Beginn des abschlieRenden Pulses
auf +40 mV. In der Abbildung rechts ist ein Beispielstrom einer GH3/Bs-Zelle bei 20 °C
gezeigt. Dargestellt sind nur der variable Puls und die folgende Depolarisation.
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Der Versuch wurde zunéchst fir die GHs/Bg-Zellen durchgefiihrt. Bei 20 °C wurde der
halbmaximale Wert als —79,97 mV (x 2,25 mV) ermittelt. Fir 37 °C erhielt man —77,07 mV
(= 3,38 mV). Der zugehotrige p-Wert lag bei 0,49. Der Steigungsfaktor ergab bei 20 °C
k=17,88 mV (x 1,99 mV) und bei 37 °C k= 16,45 mV (= 1,45 mV). Der zugehorige p-Wert
betrug 0,57. Beide Parameter waren somit nicht signifikant temperaturabhéngig (Abb. 28). Da
bei allen anderen Parametern festgestellt wurde, dass bei den GHs/Bs-Zellen eine grolere
Temperaturabhangigkeit als bei den Bulbuszellen vorlag, wurde aus Zeitgriinden auf die
aufwandigen Messungen der steady-state Inaktivierung bei den Mitralzellen verzichtet.
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Abbildung 28: steady-state-Inaktivierung: Die Punkte entsprechen den normierten
Mittelwertskurven der steady-state-Inaktivierung die Linien den gefitteten Kurven.
Zwischen 20 und 37 °C ist kein signifikanter Unterschied zu erkennen
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3.6. Tabellarische Zusammenfassung

Im folgenden werden zur Ubersicht nochmals die Werte fiir Vs, den Steigungsfaktor k und
die Amplitude in einer Tabelle zusammengefasst (Tab. 7). Danach folgt eine graphische
Ubersicht uber die Qio-Werte der Zeitkonstanten von Aktivierung, Inaktivierung, Erholung
von der Inaktivierung und Deaktivierung (Abb. 29). Die Zeitkonstanten selbst sind bereits bei
der Besprechung der Ergebnisse aufgefiihrt. Bei der Ubersicht tiber die Qio-Werte fallt auf,
dass jeweils die Werte fiir die GHs/Bs-Zellen deutlich groier als die der Bulbuszellen sind.
Die Qio-Werte fur die unterschiedlichen Parameter sind sehr &hnlich. Eine Ausnahme stellt
die Deaktivierung dar, die weniger temperaturabhéngig ist. Die hochsten Werte weist jeweils

die Aktivierung auf.

GH3/Bs (20 °C) | GHs/Bg (37 °C)| Bulbus (20 °C) | Bulbus (37 °C)
Verfugbarkeit: -61,18 (+ 1,71)| -51,58 (+1,71)| -64,12 (+0,99)| -56,18 (+ 1,01)
Vo5 in mvV
Verfigbarkeit: 7,58 (+ 0,35) 7,48 (+ 0,41) 5,66 (£ 0,23)| 6,58 (+0,55)
kinmV
Verfligbarkeit: 190 (x 22) 333 (£ 34) 421 (£ 53) 675 (£ 100)
Imax in pA
Verfligbarkeit: 12,3 (x0,9) 18,4 (= 1,9) 27,0 (£3,8) 29,8 (£ 2,9)
Stromdichte in A/F
Aktivierung: Vo5 in mV -21,97 (£ 1,21)| -29,64 (+1,69)| -47,87(x0,81)| -46,00 (+ 0,82)
Aktivierung: 9,15 (+ 0,67) 5,15 (x 0,15) 511(x0,48)| 3,77 (x0,28)
kinmV
Aktivierung: Imax in pA 223 (= 27) 388 (= 37) 724 (x 82) 1129 (+ 162)
Aktivierung: 14,0 (x 1,6) 25,2 (£ 3,3) 40,7 (£ 5,1) 51,9 (£ 5,5)
Stromdichte in A/F
Inaktivierung: -79,97 (£ 2,25)| -77,07 (+ 3,38)
Vo5 in mvV
Inaktivierung: -17,88 (£1,99) | -16,45 ( 1,45)
kinmV

Tabelle 7: Zusammenfassung der Ergebnisse flr Vo5, den Steigungsfaktor k und die Amplitude
Imax fur die Verfugbarkeit, die Aktivierung und die Inaktivierung fur die vier Messreihen. In
Klammern ist jeweils der Standardfehler des Mittelwerts angegeben.
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Abbildung 29: Ubersicht tiber die Q1o-Werte der Zeitkonstanten fiir Deaktivierung,
Inaktivierung, Aktivierung und Erholung von der Inaktivierung. Die Q1o-Werte fiir die GHz/Bs-

Zellen sind jeweils deutlich groRer als die der Bulbuszellen. Die Werte flr die Deaktivierung
liegen unter denen der anderen Parameter.
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4. Diskussion

Nachdem im Ergebnisteil die Unterschiede der biophysikalischen Eigenschaften nativer erg-
Kanéle zwischen Raum- und Kdorpertemperatur dargestellt wurden, stellt sich die Frage, was
dies fur Messungen an erg-Kandlen bedeutet. Es ergaben sich deutliche Beschleunigungen
aller Zeitkonstanten fur Aktivierung, Inaktivierung, Erholung von der Inaktivierung und
Deaktivierung. Bei 37 °C laufen die Vorgange deutlich schneller ab als bei 20 °C. Bei
héheren Temperaturen erfolgt der Ubergang der Kanale in den getffneten Zustand schneller.
Die Deaktivierung wies dabei die geringste Temperaturabhangigkeit auf, die Aktivierung die
hochste. Desweiteren fand sich eine Verschiebung der Spannungsabhangigkeit der
Aktivierung in GHs/Be-Zellen, nicht aber in Bulbuszellen. Es fand sich kein Unterschied von
Vo5 der steady-state-Inaktivierung bei den GHs/Bs-Zellen. Die Stromamplitude war bei den
Versuchen mit 37 °C deutlich groRer, jedoch bei GHs/Bg-Zellen deutlicher als bei
Bulbuszellen. Man erkennt also nicht nur eine Differenz zwischen den beiden untersuchten
Temperaturen, sondern auch zwischen den beiden nativen erg-Stromen.

Die groRere Amplitude bei 37 °C gegeniiber 20 °C relativierte sich bei Errechnung der
Stromdichte aus der Stromamplitude und der Kapazitdt der Zellmembran. Die Resultate
zeigten, dass der Unterschied der Amplitude bei den Bulbuszellen durch die GroR3e der Zellen
mitbedingt war, so dass keine signifikante Veranderung vorlag. Dass grofiere Zellen gemessen
wurden, lasst sich dadurch erklaren, dass grofRere Zellen stabilere Messungen erlaubten, so
dass gerade bei 37 °C viele kleinere Zellen wéhrend der Messung zerstort wurden und somit
nicht in die Auswertung gelangen konnten. Bei den GHs/Bg-Zellen blieb der Unterschied der
Amplitude auch nach Auswertung der Stromdichte signifikant.

Vergleich mit anderen Arbeiten

Naheliegend ist zundchst ein Vergleich der Resultate dieser Arbeit mit denen von Vandenberg
et al. und Zhou et al., die in der Einleitung bereits angesprochen wurden. Die erstgenannte
Arbeitsgruppe nutzte stabil transfizierte CHO-Zellen mit ergla-Kanélen und erzeugte so ein
Modell, mit welchem die Temperaturabhéngigkeit der Kandle untersucht werden konnte.
Ahnlich gingen auch Zhou et al. vor, die HEK 293-Zellen mit ergla transfizierten. Vergleicht
man beide Arbeiten mit meiner, ist es moglich abzuschétzen, wie nah die Messungen an
transfizierten Zellen denen mit natirlichen Zellen kommen. Eine Untersuchung an einem

realen Modell, wie in dieser Arbeit, ist in der Regel aufschlussreicher als an einem
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konstruierten. Trotzdem kann man von vornherein groRe Ubereinstimmungen nahe legen.
Nachdem bisher nur Experimente zum Temperaturvergleich mit ergla durchgefiihrt wurden,
liegen mit meiner Arbeit nun erstmals Daten fur native und hochstwahrscheinlich
heteromultimere Kanéle vor. In GH3/Bs-Zellen findet man die Untereinheiten ergla und erg2.
In Bulbuszellen findet man ergla, erglb, erg2 und erg3. Vandenberg et al. benutzten
verschiedene Temperaturdifferenzen, wahrend Zhou et al. jeweils 23 und 35 °C verglichen.
Vandenberg et al. fihrten als Erklarung fiir die groReren Stromamplituden u.a. eine héhere
Einzelkanalleitféhigkeit an, die zwischen 14 und 32 °C mit dem Faktor 1,44 grofier wurde.
Eine derartige Untersuchung wurde in dieser Arbeit nicht durchgefiihrt, da keine verbundenen
Stichproben vorlagen und durch die Verwendung von E-4031 eine irreversible Blockierung
der erg-Strome vorgenommen wurde. Statt der Leitfahigkeit wurde die Stromdichte
verglichen. Hierbei ergab sich bei den Bulbuszellen kein signifikanter Unterschied zwischen
20 und 37 °C. Vandenberg et al. verwendeten bei der Untersuchung der
Einzelkanalleitféhigkeit den steady state-Auswartsstrom. In meiner Arbeit war dies nicht
moglich, da vor der Blockung kein isolierter erg-Strom vorlag und danach durch die Methode
der Isolierung zu viele Artefakte durch andere Auswaértsstrome bestanden.

Potentielle Unterschiede beruhen neben der unterschiedlichen Kanalart auch auf
unterschiedlicher Methodik. So wurden z.B. verschiedene Losungen benutzt, bei Vandenberg
et al. z.B. nur 4,8 mM KCI und bei Zhou et al. 4 mM KCI im Vergleich zu 40 mM KCI in
dieser Arbeit. 40mM KCI wurde gewahlt um die Stromamplituden zu vergrofRern. Auch
waren die Protokolle nicht identisch, beispielsweise dauerte der variable Puls im
Aktivierungsprotokoll bei Vandenberg et al. 30 Sekunden statt den hier benutzten vier
Sekunden. Somit waren Vandenbergs Versuche naher am steady state-Zustand. Die kiirzeren
Pulse beeinflussten auch die Steigung der Versuche, da bei niedrigeren Temperaturen bei
hohen Potenzialen eher ein steady state vorliegt und dieser bei niedrigen Potentialen durch
kurze Pulse eher nicht erreicht wird. Dies flihrt zu einer geringeren Aussagekraft des
Steigungsfaktors in meinen Versuchen.

In den Untersuchungen von Vandenberg et al. fand sich als erster groRer Unterschied ein
deutlich starkerer Unterschied der Amplitude im Temperaturbereich zwischen 22 und 37 °C.
Bei Erwarmung wurde Imax bis zu 4,7 mal groRer. In meiner Arbeit erfolgte bei GHs/Bs-
Zellen ein etwa 1,75-facher Anstieg. Bei den Bulbuszellen ergab sich eine Erhdhung mit dem
Faktor 1,6. Zhou et al. fanden im Vergleich zwischen 23 und 35° C einen
Stromdichtenanstieg auf den Faktor 2,2.
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Bei der Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung fand sich bei Vandenberg et al. eine
Verschiebung von —29,6 mV bei 14 °C auf —44,2 mV bei 32 °C. Zhou et al. fanden eine
Verschiebung von -14,2 mV auf -28,1 mV. Die Werte dhneln denen bei den GH3/Bs-Zellen,
die einen Shift von —22,0 auf —29,6 mV ergaben. Zu bedenken ist dabei, dass es modglich ist,
dass es im Bereich zwischen 14 und 20 °C bedeutsame Unterschiede gibt, welche die
Vergleichbarkeit erschweren. Im Gegensatz zu den GHs/Bs-Zellen und ergla &nderte sich Vo5
bei den Bulbuszellen mit Werten von 47,9 und 46,0 mV nicht signifikant. Alle vier Zellarten
zeigen zudem unterschiedliche Spannungsbereiche, in denen Vg5 liegt, was zu einem grof3en
Teil durch die unterschiedlichen erg-Untereinheiten bedingt sein durfte. In der Literatur ist
beschrieben, dass Vs der Aktivierung bei erg3 deutlich negativere und bei erg2 positivere
Werte ergibt (Schledermann et al 2001, Shi et al. 1998, Wimmers et al. 2002). Dazu kommt
zumindest im Vergleich zwischen den unterschiedlichen Arbeiten die angesprochene
ungleiche Methodik mit anderen lonenkonzentrationen intra- und extrazelluldr. Bei den von
mir untersuchten Zellen fanden sich fur die Aktivierung differierende Steigungsfaktoren, was
bei Vandenberg et al. nur fur den Bereich zwischen 14 und 22 °C zu erkennen war, nicht
jedoch flr den Bereich zwischen 22 und 32 °C.

Vandenbergs  Arbeitsgruppe malR  die  steady-state-Inaktivierung ~ mit  dem
Verfligbarkeitsprotokoll, was methodisch nicht ganz korrekt ist, da hierbei eine Korrektur fiir
die Deaktivierung geschatzt werden muss, da die Deaktivierung von der Erholung von der
Inaktivierung Gberlagert wird. Die Amplitude wurde zum Zeitpunkt t = O ms extrapoliert,
obwohl ein lineares Modell vorlag. Vandenberg et al. nutzten eine Methode, die nicht
beriicksichtigte, dass vor der Deaktivierung eine Offnung der Kanale erfolgen muss. Die
Deaktivierung wurde aus dem geschatzten Maximum zum Zeitpunkt t=0 ermittelt, so dass ein
zu hoher Wert flr das Gesamtsystem bestimmt wurde. Dennoch bemerkenswert ist, dass es
mit dieser Methode, die lediglich zu geringen Abweichungen fiihren sollte, eine Verschiebung
von Vg5 von —95,6 mV bei 14 °C auf =78 mV bei 32 °C gab. Diese Verschiebung konnte bei
GHa3/Bg-Zellen mit der oben beschriebenen Methode nicht belegt werden. Die Veranderung
von =80 mV auf —77 mV konnte nicht als signifikant erachtet werden.

GroBere Ubereinstimmung gab es zwischen den Qo-Werten der Zeitkonstanten zwischen den
ergla-Zellen und den GHs/Bs-Zellen. Zwar waren die Resultate fir Inaktivierung (2,5) und
Erholung von der Inaktivierung (2,6) bei Vandenberg et al. groRer, doch &hnelten sich die
Werte fir die Aktivierung (2,1 bei ergla-Zellen gegeniiber 2,0 bei GHs/Bs) und die
Deaktivierung (ergla:1,7, GHs/Bs: 1,76) stark. Die Q1o-Werte der Bulbuszellen lagen jeweils
deutlich unter denen des nativen erg-Stroms in GHs/Be-Zellen und ergla. Ubereinstimmend
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ist in allen Fallen, dass die Beschleunigung durch Erwérmung bei der Deaktivierung am
geringsten ausféllt. Der von Vandenberg et al. beobachtete geringere Wert bei der
Aktivierung gegenuber Inaktivierung und Erholung von der Inaktivierung konnte hier nicht
bestatigt werden. Bei den Bulbuszellen lag der Qio-Wert sogar tber diesen. Die Begriindung
dafiir, dass der Qio-Wert der Aktivierung in meiner Arbeit der groRte war, dirfte darin liegen,
dass der Prozess der Aktivierung der deutlich langsamste ist, was eine grofiere Mdglichkeit
zur Beschleunigung der Kinetik durch Temperaturerhdhung lasst als bei ohnehin schnellen
Vorgangen.

Bei Zhou et al. beschleunigte sich die Zeitkonstante der Aktivierung bei 0 mV mit dem Q1o-
Wert 6,25. In meiner Arbeit, bei allerdings anderen Protokollen, ergaben sich Werte von 2,00
fur GH3/Bgs und 1,69 flr die Mitralzellen, wobei die Zeitkonstante der Aktivierung bei Zhou et
al. bei 23 °C mit 947 ms auch deutlich langsamer war als 382 ms (GHs/Bs-Zellen) und 150 ms
bei den Bulbuszellen, so dass eine insgesamt langsamere Kinetik durch die
Temperaturerh6hung stérker beschleunigt wurde.

Auch die Zeitkonstante der Inaktivierung bei 0 mV erbrachte bei Zhou et al. einen héheren
Qio-Wert von 3,55 im Vergleich zu 1,97 bei GH3s/Bg-Zellen und 1,57 bei den Mitralzellen,
wobei hier die Zeitkonstante der Inaktivierung bei 23 °C bei Zhou et al. mit 14,2 ms schneller
war als die hier gemessenen 26,2 bzw. 20,4 ms. Ein sehr d&hnliches Bild ergab sich bei der
Erholung von der Inaktivierung. Zhou et al. fanden bei =50 mV einen Qio-Wert von 3,65.
Lediglich die Deaktivierung erbrachte bei Zhou et al. einen deutlich niedrigeren Qio-Wert von
1,36 fur die schnelle und 1,25 fiir die langsame Komponente der Deaktivierung im Vergleich
zu meinen Ergebnissen, obwohl die Kinetik bei Zhou et al. langsamer war.

Insgesamt ergaben sich bei Zhou et al. abgesehen von der Deaktivierung wesentlich hohere
Q1o0-Werte als in Vandenbergs Arbeit und als bei den GHs/Bg- und Mitralzellen. Ahnlich war
in Bezug auf meine Resultate der geringste Temperatureffekt auf die Deaktivierung und der
starkste Temperatureffekt auf die Aktivierung.

Nach der Van't Hoffschen Regel verdoppeln sich Reaktionsgeschwindigkeiten bei den
meisten physiologischen Prozessen, wenn die Temperatur um 10 °C erhdht wird, was einem
Qio-Wert von 2 entspricht, wobei Werte zwischen 1,5 und 4 noch hdufig sind. Die hier
gemessenen Temperaturkoeffizienten liegen somit eher am unteren Ende des beschriebenen
Bereiches, wahrend die Ergebnisse von Zhou et al. am oberen Ende bzw. deutlich dartber
liegen. Fir die Leitfahigkeit von Kandlen sind in der Literatur Qio-Werte von 1,2-1,5
angegeben (Hille: ,,lonic Channels of Excitable Membranes®, 1984). Zum Vergleich zeigten
sich in einer Arbeit Uber den Temperatureffekt auf Natriumstréme zwischen 0 und 40 °C
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(Schwarz, 1986) bei hoheren Temperaturen niedrigere Qio-Werte als bei niedrigen
Temperaturen mit einem Qo-Wert fir die maximale Stromamplitude von 1,1 zwischen 20
und 40 °C und einem Wert von 1,9 °C zwischen 0 und 10 °C. Die Werte flr time-to-peak und
Zeitkonstanten der Aktivierung und Inaktivierung lagen zwischen 20 und 40 °C bei 1,8-2,1
und zwischen 0 und 19 °C bei 2,9-3,7. Die Werte zwischen 20 und 40 °C &hnelten somit den
Werten in meiner Arbeit beim Vergleich von 20 und 37 °C.

Bei Shaker-Kalium-Kandlen (Rodriguez et al., 1998) wies der Zeitgang der Aktivierung einen
Qio-Wert von uber 4 auf, wéhrend der Wert fur die Leitfahigkeit lediglich 1,44 betrug. Fir die
Erholung von der Inaktivierung ergaben sich stark spannungsabhangige Q10-Werte zwischen
1,2 und >4.

Bemerkenswert war, dass sich die Zeitkonstanten bei 37 °C bei den in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Zellarten anglichen. Dieser Effekt fand sich vor allem bei der
Deaktivierung und der Erholung von der Inaktivierung, in geringerem Ausmale auch der
Inaktivierung und der Aktivierung, Wahrend man bei 20 °C eine deutlich schnellere Kinetik
des erg-Stroms bei den Bulbuszellen gegentiber den GH3/Bg-Zellen fand, ergab sich bei 37 °C
nahezu kein Unterschied. In den oben abgebildeten Graphen (Abb. 14 u. 15) lagen die Kurven
beider Zellarten bei 37 °C praktisch aufeinander. Erklaren lieRe sich dies einerseits mit dem
unterschiedlichen Zelltyp, andererseits damit, dass Prozesse, die schon bei niedrigen
Temperaturen schneller ablaufen, eine geringere Beschleunigung der Kinetik durch
Temperaturerhéhung erfahren. Dies gilt jedoch nicht flr die Deaktivierung, da die dort sehr
langsame Zeitkonstante den geringsten Qio-Wert aufweist. Ein mogliches technisches
Problem ergibt sich bei der Auswertung sehr schneller Zeitkonstanten im Bereich von
wenigen ms und darunter, wie bei der Erholung von der Inaktivierung, da die Auflésung der
Bildpunkte zur korrekten Ermittlung der t-Werte sehr hoch gewéhlt werden muss.

Bei der Potenzialabhangigkeit der Zeitkonstanten der Erholung von der Inaktivierung ist
deutlich zu erkennen, dass die Qqo-Werte bei positiver werdenden Potentialen grof3er werden.
Bei —120 mV finden sich die kleinsten t-Werte, somit die schnellsten Prozesse, die somit
weniger Mdglichkeit zur Beschleunigung bieten. Bis =70 mV werden die Prozesse immer
langsamer und die Verdnderungen bei héherer Temperatur immer groRer. Dieser Effekt fehlt
bei der Deaktivierung. Die Deaktivierung lauft jedoch generell sehr viel langsamer ab als die
Erholung von der Inaktivierung. Bei der Inaktivierung tritt oben genannter Effekt tendenziell
bei den GH3/Bs-Zellen, nicht jedoch bei den Bulbuszellen auf.

Im Mittel lag die Temperaturabhdngigkeit der GHs/Bs-Zellen zwischen den Resultaten von
Vandenberg et al. und den von mir gemessen Ergebnissen bei den Bulbuszellen. Beide
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endogenen erg-Strome wiesen eine deutlich geringere Verdnderung auf als in der anderen
Arbeit beschrieben. In den GHs/Bg-Zellen finden sich die Untereinheiten ergla und erg2,
welche beide eher langsame Kinetiken aufweisen, so dass eine groRere Ahnlichkeit gegeniiber
den Experimenten mit nur ergla zu erwarten ist.

Aufféllig war, dass die Amplituden bei den Messungen mit Bulbuszellen groRer waren als bei
den Experimenten mit GHs/Bg-Zellen. Nach Ermittlung einer signifikant hdheren Stromdichte
der Bulbuszellen im Vergleich zu GH3/Bg-Zellen ist die GroRe der Zellen nicht allein fur die
Amplitudendifferenz ursachlich. Somit waéren bei gleicher Leitfahigkeit mdgliche
Erklarungen eine grolRere Zahl Kanadle pro Membranflache oder langere Offenzeiten der erg-
Kandle bei den Bulbuszellen.

Interessant wére somit zu untersuchen, ob die unterschiedlichen Qqo-Werte tatséchlich durch
die unterschiedlichen erg-Untereinheiten in den gemessenen Zellen bedingt sind. Um fir
Klarung zu sorgen, ware ein Folgeexperiment sinnvoll, in dem Zellen ohne erg-Strom mit
jeweils einer Untereinheit und eventuell noch andere mit einer Kombination aus zwei oder
mehreren Untereinheiten transfiziert werden. Den bisherigen Untersuchungen zufolge wiirde
man vermuten, dass ergla die groRten Temperatureffekte aufweist und erg2 sich weniger
stark verandert, da letzteres in den starker temperaturabhangigen Versuchen bei VVandenberg
et al. und Zhou et al. fehlte. Zu bedenken bliebe aber auch, dass heteromultimere Kanéle
andere Eigenschaften aufweisen konnen als die einzelnen Untereinheiten und man aus
Messungen der einzelnen erg-Untereinheiten nicht unbedingt darauf schlieBen kann, wie sie
sich in der jeweiligen Kombination in den unterschiedlichen Zellarten verhalten (Wimmers et
al. 2002).

Ein moglicher Fehler durch Temperaturschwankungen wahrend der Versuche durfte keinen
Einfluss auf die Unterschiede zwischen den Temperaturen haben, da jeweils zu Beginn des
Versuchs die Temperatur exakt eingestellt wurde und eine Veranderung wéhrend der
Messung um mehr als 0,5 °C nicht zu erwarten ist. Ein mdglicher Fehler ergab sich bei dem
nicht temperierten Zulauf des E-4031. Durch die deutlich geringere zugefiihrte Menge im
Vergleich zum Volumen der Messlésung waren die Schwankungen auch hier gering und bei
allen Versuchsreihen gleich. Nach den Messungen wurde die Temperatur tberprift und
entsprach bis auf maximal wenige Zehntel Abweichung dem vorgesehenen Wert. Ein weiterer
moglicher Fehler liegt zudem in einer Temperaturdifferenz innerhalb des Messlosung
zwischen Randbereich und Mitte der Messschale, so dass die Temperatur an der Zelle
niedriger gewesen sein konnte als die gemessene. Daraus resultieren wirde zwar kein Fehler

im Vergleich zwischen GHaj/Bg-Zellen und Bulbuszellen, jedoch eine geringere
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Temperaturabhangigkeit der Kanéle in meiner Arbeit gegentiber denen in den Arbeiten von
Vandenberg et al. und Zhou et al..

Fazit und Ausblick

Zur Diskussion steht nun, inwieweit man Messungen an erg-Kanélen zukiinftig bei
Korpertemperatur, und nicht bei Raumtemperatur durchfithren sollte. Deutlich wurde ein
Unterschied in den meisten Parametern, der jedoch nicht die AusmalRe annahm, die in der
Arbeit von Vandenberg beobachtet wurden. Die Temperaturabhangigkeit des erg-Stroms der
Bulbuszellen war noch deutlich geringer als diejenige des erg-Stroms der GHs;/Bg-Zellen.
Trotzdem treten Unterschiede zwischen den Temperaturen auf. Dies allein betrachtet wirde
fur eine generelle Empfehlung fir Messungen bei Korpertemperatur sprechen, da diese
Ergebnisse néher an der Realitat liegen. Das Hauptargument dagegen ist die Problematik der
Messungen bei 37 °C, die sich als sehr aufwdandig erwiesen. Zunéchst bedarf es der
Einrichtung eines funktionierenden Systems zur Temperatureinstellung und der Kontrolle der
Temperatur, was allein gesehen jedoch kein groReres Problem darstellen sollte. Problematisch
ist mehr das Experiment selbst. Bei hohen Temperaturen zeigten sich die Experimente
deutlich instabiler. Die Sealbildung war erschwert, da die Zellmembran sehr sensibel auf
geringere Saugdriicke reagierte, so dass deutlich mehr Zellen bereits bei Versuchsbeginn
zerstort wurden. Im Verlauf der Versuche ging wieder ein Teil der Zellen beim Durchbrechen
des Membranstiicks verloren, so dass es bereits einer deutlich groReren Zahl an Versuchen
bedurfte, um Uberhaupt zu einer Messung zu gelangen. Je mehr Potentialspriinge das
verwendete Protokoll aufwies und je negativer das Haltepotential war, desto mehr Zellen
entwickelten wahrend der Messung ein Leck in der Membran, was zum Absterben der Zelle
fuhrte. Bei einem Haltepotential von —20 mV beim Verfugbarkeits-, Inaktivierungs- und
steady-state-Inaktivierungsprotokoll war eine gute Stabilitdt gewahrleistet. Als deutlich
problematischer gestalteten sich das Aktivierungs- und ,envelope of tails“-Protokoll mit
einem Haltepotential von —80mV, das die Zellen schon bei Raumtemperatur starker belastet.
Die néchste mechanische Belastung der Zellen erfolgte durch die Applikation von E-4031, auf
die noch die Messung des E-4031 insensitiven Stroms folgten. Bei jeder neuen Belastung
ergab sich eine weitere Moglichkeit zum Verlust der Zelle. Die Wahrscheinlichkeit des
Scheiterns des Experiments war bei hoheren Temperaturen ungleich groRRer. Bei
Raumtemperatur gelangen nahezu alle Experimente auf Anhieb, wéhrend bei den —80 mV-
Protokollen bei 37 °C teilweise mehr als zehn Versuche bendtigt wurden, um eine brauchbare
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Messung zu erhalten. Dies fiihrte neben Frustration zu einer erheblichen zeitlichen
Verzdgerung, da zeitweise mehr als eine Woche keine brauchbaren Messungen entstanden.
Daraus lieBe sich schlieen, Messungen bei Korpertemperatur aufgrund des erheblich
groReren Aufwandes von Zeit und Arbeitskraft nur fir ausgewahlte Fragestellungen zu
verwenden. Man sollte genau betrachten, was man mit einer Fragestellung zeigen méchte und
wie sehr der Temperatureffekt die Ergebnisse verfalscht. Diese Arbeit zeigt, inwieweit die
Temperatur Einfluss auf Experimente haben kann und dass sich somit Messungen im Labor
bei Raumtemperatur nicht bedenkenlos auf den Zustand im menschlichen Kdrper tbertragen
lassen, da die Prozesse physiologisch vor allem schneller ablaufen. Nicht alle Schalt-
Parameter weisen den gleichen Q;o-Wert auf, so dass sich Erg-Strome mit anderen
Charakteristika ergeben. Somit ist zumindest zu erwégen, dass jede Raumtemperaturmessung
einen bestimmten Fehler beinhaltet, der auch Einfluss auf die Signifikanz von Ergebnissen
haben kann. So ist jeweils im Einzelfall zu entscheiden, ob der gemessene Parameter
ausreichend signifikant ist, dass er auch bei hoherer Temperatur Bestand hétte und ob es sich
lohnt, den Aufwand zu betreiben bei 37 °C zu messen.

In einer Arbeit Uber physiologische Eigenschaften von hergla/lb im Zusammenhang mit dem
long-QT-Syndrom (Sale et al., 2008) wurde bereits bei nahezu physiologischer Temperatur
von 34 °C gemessen. Auch dort bestand das Problem von ungeniigend stabilen Seals bei
langen Messungen, so dass Versuche zur Medikamenten-Empfindlichkeit bei 22 °C
durchgefiihrt wurden. In der gleichen Arbeit wurde ergla mit ergla/1b verglichen. Es zeigten
sich beim multimeren Kanal grof3ere Strome und ein schneller erreichtes Maximum. Fir Vo5
der Aktivierung und die Zeitkonstante der Inaktivierung gab es keinen signifikanten
Unterschied zwischen den homomeren und den heteromeren Kanélen, jedoch deutlich
schnellere Zeitkonstanten der Aktivierung und Deaktivierung. Ahnliche Ergebnisse zeigten
sich auch bei Vergleichen von homo- und heteromeren Kandlen bei Raumtemperatur
(Kirchberger et al. 2006). Weiterhin erfolgte die Blockierung der heteromeren Kanéle mit E-
4031 langsamer. In dieser Arbeit wurde nochmals der Unterschied zwischen den
verschiedenen erg- Isoformen deutlich. Ein Vergleich zwischen verschiedenen Temperaturen
fehlte jedoch.

Es stellt sich jeweils die Frage, wie vergleichbar die Versuche bei unterschiedlichen
Temperaturen sind. Daher ware es wiinschenswert eine Mdoglichkeit zu erhalten, einen
Umrechnungsfaktor zu benutzen. Aus den unterschiedlichen Qo-Werten fiir die
verschiedenen Parameter liel3en sich theoretisch Modelle fur physiologische Vorgénge bei
Korpertemperatur ermitteln. Solche konnten zumindest aus den Daten dieser Arbeit nicht
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erstellt werden. Zu komplex sind die Verénderungen, zudem verschieden zwischen den
Zellarten. Fraglich ist somit, ob es zul&ssig ware, zum Beispiel bei der Messung einer
Zeitkonstante einfach eine der oben abgebildeten Tabellen zu nehmen und aus den
zusammengehorigen Werten einen Faktor zu berechnen, um den der bei Raumtemperatur
gemessene Wert flr die Korpertemperatur korrigiert wird. Problematisch ist dabei auch das
oben angesprochene Phanomen, dass ohnehin schnelle Vorgénge eventuell weniger
empfindlich fir Temperaturerhdhungen sind. Zudem werden die Experimente verschiedener
Labore nicht standardisiert durchgefuhrt, da z.B. unterschiedliche Ld&sungen, Pipetten,
Messtechniken und Protokolle benutzt werden.

Eine aktuelle Arbeit zeigte bereits, dass Erythromycin herg bei 37 °C signifikant starker
blockiert als bei 22 °C (Guo et al., 2005). Das AusmaR der Blockierung stieg bei Erhthung
der Temperatur zwischen 36 und 42 °C linear an, was neben der Korpertemperatur den
Zustand bei Fieber symbolisierte. Ahnliche Resultate erzielte eine weitere Arbeit (Kirsch et
al., 2004), in der sich eine deutliche Temperaturabhangigkeit der Blockierung von herg durch
Sotalol und Erythromycin ergab.

Als Botschaft aus dieser Arbeit sollte man zumindest mitnehmen, bei Messungen bei
Raumtemperaturen einzubeziehen, dass ein Temperaturfehler vorliegt. Wie gravierend dieser
ist, muss jeweils neu definiert werden. Auch zeigte sich, dass die Daten von ergla-Kanalen
nicht auf endogene Kandle lbertragbar sind. Um sicherer die Bedingungen im Korper zu
reproduzieren, sollte man den Aufwand betreiben und bei 37 °C messen. Zum Preis einer
zeitintensiveren und mihsameren Arbeit erhdlt man als Belohnung ein realitatsnaheres
Ergebnis. Gerade bei Erprobung temperaturempfindlicher Medikamente kénnte so ein Irrtum

auf Kosten der Gesundheit von Patienten vermieden werden.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde mit der Patch-Clamp-Technik die Temperaturabhangigkeit von nativen
erg-Kaliumkanalen in einer Hypophysenzelllinie sowie in Neuronen des Bulbus olfactorius
untersucht. Die somatomammotropen GHai/Bs-Zellen exprimieren die erg-Untereinheiten
ergla und erg2 und Mitralzellen die Untereinheiten ergla, erglb, erg2 und erg3. Die
Experimente wurden bei 20 °C oder bei 37 °C durchgefiihrt, wobei die nativen erg-Strome
mit Hilfe des spezifischen Blockers E-4031 isolier wurden. Der Vergleich der
biophysikalischen Eigenschaften der erg-Strome bei den verschiedenen Temperaturen
erbrachte folgende Ergebnisse:

- Die Spannungsabhangigkeit der Aktivierung verdanderte sich bei den GHs/Bs-Zellen
mit Vo s (Spannungswert fiir die halbmaximale Aktivierung) =-29,6 mV bei 37 °C im
Gegensatz zu Vo5 =-22,0 mV bei 20 °C. Das bedeutet, dass die erg-Kanale bei 37 °C
schon bei negativeren Membranpotentialen aktivieren und so beispielsweise einen
groReren Beitrag zum Ruhemembranpotential leisten kénnen. Bei den Bulbuszellen
gab es keine signifikante VVeréanderung von V.

- Bei den GH3/Bg-Zellen ergab sich im Gegensatz zu den Mitralzellen bei der hoheren
Temperatur eine signifikant hohere Stromdichte.

- Die Potentialabhdngigkeit der stationdren Inaktivierung wurde bei GHs/Bs-Zellen
untersucht und zeigte keine signifikanten Unterschiede..

- Die Zeitkonstanten aller gemessenen Parameter waren bei 37 °C im Vergleich zu 20
°C beschleunigt. Es zeigte sich flr die Aktivierung ein Qo-Wert von 2,00 (GH3/Be-
Zellen) bzw. 1,69 (Mitralzellen), fir die Zeitkonstante der Inaktivierung von 1,97 bei
den GHs/Bg-Zellen und 1,57 bei den Bulbuszellen, fir die Deaktivierung von 1,76
(GHs/Bg) bzw. 1,39 (Mitralzellen) und fiir die Erholung von der Inaktivierung von
1,96 (GH3/Bg) bzw. 1,57 (Bulbus). Der Qio-Wert war bei der Erholung von der
Inaktivierung spannungsabhéngig und wurde bei positiver werdenden Potenzialen
grofer.

Insgesamt zeigte sich eine signifikante Temperaturabhéngigkeit der erg-Kandle, die bei
GHs/Bs-Zellen deutlich stérker ausgepréagt war als bei Mitralzellen und weniger grof als in
den Arbeiten von Vandenberg et al. (2006) und Zhou et al. (1998) an herg-transfizierten
Zellen beschrieben. Daraus ergibt sich zumindest bei einigen Studien die Empfehlung zu
Messungen bei Korpertemperatur, da sich die an homomultimeren Kanélen im heterologen
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Expressionssystem gewonnenen Daten nicht unbedingt auf native heteromultimere erg-

Kanéle tbertragen lassen.
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