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Meinen Eltern gewidmet



Herzrhythmusstérungen stellen eine haufige Komplikation infolge von Herz-Kreislauf-
erkrankungen dar, die oft einer medikamentésen Therapie bedirfen. Klassische
Antiarrhythmika wirken vorwiegend Uber lonenkandle und werden hinsichtlich ihres
proarrhythmischen Risikos nur zur Behandlung akut bestehender Herzrhythmusstérungen
eingesetzt. Antiarrhythmische Peptide (AAP) sind eine neuartige Gruppe von synthetischen
Oligopeptiden, die ihre Entwicklung vom natirlich vorkommenden Antiarrhythmischen Peptid
(AAP.4) nahmen. Durch prophylaktische Gabe Antiarrhythmischer Peptide konnten
ischamie-induzierte Herzrhythmusstérungen (z.B. Herzkammerflimmern) verhindert werden,
ohne das ein proarrhythmisches Risiko beobachtet wurde. Dieser Effekt beruht auf einer
verbesserten Zellkopplung an den Gap Junctions. Dabei kommt es (ber die
Phosphoinositolkaskade zu einer Aktivierung der Proteinkinase C (PKC), und somit zu einer
vermehrten Phosphorylierung der Gap Junctions. Ziel dieser Arbeit war es mit Hilfe der
Doppel-Zell-Voltage-Clamp-Technik den leitféhigkeitssteigernden Effekt eines Derivates der
Antiarrhythmischen Peptide (das AAP10) zu messen, und durch isoformspezifische
Hemmung der Proteinkinase C, und auBerdem durch Blockierung des trans-Golgi-
Apparates, weitere Erkenntnisse Uber den Signaltransduktionsweg des AAP10 zu erhalten.
Die Messung der junctionalen Leitfahigkeit wurde an isolierten adulten Meerschweinchen-
kardiomyozytenpaaren vorgenommen. Dazu wurde jede Zelle eines Zellpaares an einen
Patch-Clamp-Verstarker angeschlossen, und an beiden Zellen die Whole-Cell-Konfiguration
etabliert. Durch Anlegen einer Spannungsdifferenz zwischen den Zellen kommt es zum
StromfluB Uber den junctionalen Widerstand, der auf diese Weise gemessen werden konnte
und AufschluB Uber die junctionale Leitfahigkeit gab. In der Kontrollserie wurde die Wirkung
des AAP10 auf die junctionale Leitfahigkeit gemessen. In den nachfolgenden Serien wurde
durch intrazellulare Gabe von HBDDE (blockiert die PKCa und die PKCy), und CGP54345
(blockiert die PKCa) die PKC isoformspezifisch gehemmt. AuBerdem wurde in einer weiteren
Versuchsserie durch intrazellulare Gabe von Monensin der Transport von Gap-Junction-
Kanalbausteine (Connexine) vom Golgi-Apparat zur Membran blockiert. In der Kontrollserie
konnte eine reversible signifikante Leitfahigkeitssteigerung unter AAP10 festgestellt werden,
die durch HBDDE, CGP54345, und durch Monensin signifikant gehemmt wurde. Aus den
Ergebnissen kann geschluBfolgert werden, daB AAP10 die Leitfahigkeit an den Gap
Junctions (ber die PKCa steigert, und mdéglicherweise den Einbau von Connexinen in die

Membran beschleunigt, und somit eine antiarrhythmische Wirkung am Herz bewirkt.

Weng, Stephan: Rolle der Proteinkinase C bei der Wirkung Antiarrhythmischer Peptide.
Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2002
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Verzeichnis der Abkiirzungen und Symbole

A, Operationsverstarker

A, Differentialverstarker

AAP10 Antiarrhythmisches Peptid 10

AAP natdrliches Antiarrhythmisches Peptid
aPKC atypical Proteinkinase C

ATP Adenosintriphosphat

BIM Bisindolylmaleimid

BSA bovine serum albumin

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
CAST cardiac arrhythmia suppression trial
CCS controlled current source
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cPKC conventional Proteinkinase C
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1. Einleitung und Fragestellung

Ein Organ besteht aus einer Ansammlung von Zellen mit gemeinsamer Funktion. Um eine
gemeinsame Funktion austiben zu kénnen, bedarf es einer Abstimmung der Zellen durch
interzellulare Kommunikation. Zellen kommunizieren Uber verschiedene Mechanismen, wie
Botenstoffe, Mediatoren, nervale Impulse, sowie Uber Gap Junctions. Gap Junctions (=
Nexus, Ansammlung von Gap-Junction-Kanélen) stellen neben Tight Junctions
(SchluBleistenkomplex der Epithelien mit Verschmelzung der Zellmembranen) und
Desmosomen (= Haftplatte, Kontaktzone mit nach intrazellular auslaufenden
Tonofilamenten) eine Art der Zellverbindung dar, welche die ionale und metabolische
Kopplung benachbarter Zellen gewahrleisten.

Ein Gap-Junction-Kanal besteht aus zwei gegeniberliegenden Connexonen, so daB ein
Connexon einer Zelle den Hemikanal bildet. Ein Connexon besteht aus sechs
Untereinheiten, den Connexinen. Ein Connexin wird aus einer Polypeptidkette gebildet, und
besteht aus 4 transmembrandren Doménen, 2 extrazellularen Schleifen, und je einem
intrazellular gelegenen N- und C- Terminus. Die variable Lédnge des C-Terminus bestimmt im
wesentlichen das Molekulargewicht, und demzufolge die Bezeichnung der entsprechenden
Connexinform. Zum Beispiel besitzt Connexin 43 (Cx43) ein Molekulargewicht von 43kDa.
Insgesamt konnten bis jetzt 15 Isoformen der Connexine identifiziert werden, wobei ein Gap-
Junction-Kanal aus homologen (nur aus einer Connexinisoform bestehend), oder aus
heterologen (aus unterschiedlichen Connexinisoformen bestehend) Connexinen gebildet
werden kann [Valiunas et al. 2000]. Einige Connexine sind gewebetypisch, andere hingegen
werden in mehreren Organen synthetisiert.
a) b) c) d)

]
/

Proteinkinasen

Abb. 1:(a)Zeichnung eines Herzmuskelzellverbandes (b)Darstellung eines Gap-Junction-Clusters
(Nexus) benachbarter Zellen, (c)Modell eines einzelnen Gap-Junction-Kanals. Der Pfeil liegt
im dodecameren Kanal. (d)Modell eines Connexons. Dieser Pfeil weist auf eine Rotations-
bewegung hin, die den Kanal 6ffnet und schlie3t. Beachte die zunehmende VergréBerung der
Abbildungen von links nach rechts. Abb. b, ¢ und d nach Dhein [1998c]



Connexine werden an den Ribosomen des rauhen endoplasmatischen Retikulums (rER)
synthetisiert, posttranslationell modifiziert, und in Gegenwart eines ,chaperon-like assisting
factors® in die Membran des rER inseriert und gefaltet. Danach werden die Moleklle im
Golgi-Apparat zu Hemichannels oligomerisiert [Musil und Goodenough 1993, 1995] und
anschlieBend in die Zellmembran eingebaut. Innerhalb der cholesterinreichen Doméane
bewegen sich die Hemikanale bis sie auf ein gegeniberliegendes Connexon treffen. Die
extrazellularen Schleifen sind so geformt, daB sie ineinander passen [Perkins et al. 1997]
und somit einen vollstdndigen Kanal bilden.
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Abb.2: Darstellung der Connexinsynthese am rauhen endoplasmatischen Retikulums (rER),

Golgi-Apparat

Connexineinbau in die Membran und Connexinabbau durch Lysosomen oder Proteosomen.
Der Transport vom rER zum Golgi-Apparat kann durch Brefeldin A, und der Transport vom
Golgi-Apparat zur Membran durch Monensin gehemmt werden. [nach Dhein 1998c]

Gap-Junction-Kanéle sind regulierte niederohmige interzelluldare Verbindungen, die 6ffnen
und schlieBen kénnen. Sie sind permeabel fiir lonen (Na*, K*, Ca*, CI, H*, Mg*") und
kleinmolekulare Substanzen unter einem Molekulargewicht von 1000kDa, und gewahrleisten
somit die elektrische und metabolische Kopplung der Zellen. Durch unterschiedliche
Phosphorylierung der Gap-Junction-Kanéle kdnnen unterschiedliche Leitfahigkeits- und



Offenwahrscheinlichkeitszustdnde eingenommen werden. Die Phosphorylierung der Gap-
Junction-Kanale Ubernehmen verschiedene Proteinkinasen, wie PKA, PKC, PKG, und die
Tyrosinkinase. In der Regel fuhrt eine vermehrte Phosphorylierung zu einer verminderten
Einzelkanalleitfahigkeit bei verlangerter Offenwahrscheinlichkeit, und somit effektiv zu einer
erhéhten Gesamtleitfahigkeit des Gap-Junction-Kanals [Kwak et al. 1995a, b, c].
Andererseits kénnen steigende lonenkonzentrationen (vor allem Na*, Ca®*, H*, Mg?),
sinkende ATP-Spiegel, erhdhtes pCO,, Acylcarnitine, Arachidonsédure, und lipophile
Substanzen, wie Heptanol und Halothan, die Gap-Junction-Kanéle schlieBen und die
Gesamtleitfahigkeit senken [Page 1992, Spray et al. 1985]. Weil Proteinkinasen in der Regel
Uber Membranrezeptoren und second messenger aktiviert werden, gibt es zahlreiche Effekte
an Gap Junctions durch Stimulation der a-Adrenorezeporen, B-Adrenorezeptoren, m-

Cholinorezeptoren, FGF-Rezeptoren, und der EGF-Rezeptoren.

Gap Junctions befinden sich in vielen Organen und Geweben. In diesem Abschnitt soll die
Funktion der Gap Junctions im Herz naher erldutert werden. Herzmuskelzellen bilden mit
ihren Gap Junctions ein funktionelles Synzytium. Gap Junctions liegen vorwiegend an den
Zellpolen (Glanzstreifen), so daB der Gewebewiderstand in Langsrichtung geringer ist als in
Transversalrichtung (Anisotropie). Das ist eine wichtige Vorraussetzung fur die gerichtete
Aktionspotentialausbreitung. Ein SchlieBen der Gap Junctions, wie es bei einer Ischamie mit
intrazellularer Azidose der Fall ist, fihrt im wesentlichen zu zwei Effekten. Einerseits wird ein
ATP-Verlust vom nichtischamischen zum ischamischen Gewebe verhindert. Dadurch kann
eine Ausbreitung des Gewebeschadens unterbunden werden. Andererseits konnte
experimentell gezeigt werden, dafB3 ein entkoppeltes Areal mit erh6htem Gewebewiderstand
zu einer Stérung der Erregungsausbreitung mit nachfolgender Neigung zu Herzrhythmus-
stérungen fuhrt [Dhein et al. 1999a, Dhein und Hammerath 2000, 2001].

Auch in anderen Geweben Ubernehmen Gap Junctions wichtige Funktionen. So wird die
Lupstream-Regulation“ der BlutgefaBe den Gap Junctions zugeordnet [Christ et al. 1996].
Dabei handelt es sich um eine lokale Vasotonusadnderung, die vom Stimulationsort
entgegengesetzt der Auswaschrichtung des Blutes auftritt. Ebenso wird die Wachstums-
kontrolle durch Kontaktinhibition, und die Zelldifferenzierung durch Austausch von
Botenstoffen [Loewenstein 1979] den Gap Junctions zugeschrieben. Im Nervensystem
besitzen Gap Junctions wichtige Funktionen bei der synaptischen Aktivitat [Faber et al.
1993], sowie erndhrende Funktionen an den Schwannschen Zellen. Ebenso konnten in der
Linse des Auges Gap Junctions nachgewiesen werden. AuBBerdem wurde gezeigt, daB Gap



Junctions in sezernierenden Drlisen wahrend sekretagoger Stimulation entkoppeln [Chanson
und Meda 1993, Petersen 1980].

Veranderungen des Baus und der Funktion von Gap Junctions kénnen zu unterschiedlichen
Erkrankungen fihren. Bei dem X-chromosomal vererbten Charcot-Marie-Tooth-Syndrom
(CMTX) konnte eine Mutation des Cx32-kodierenden Gens nachgewiesen werden [Bergoffen
et al. 1993, Paul 1995]. Es kommt zu einer Diffusionsblockade zwischen Schwannscher Zelle
und periaxonalen Zytoplasma, so dafB die Schwannsche Zelle degeneriert.

Tumorzellen verlieren durch die Produktion zahlreicher Tumorpromotoren und Onkogene
ihre Kommunikationsféhigkeit. Es kommt zum SchlieBen der Gap-Junction-Kanéle [Klaunig
und Ruch 1990], zu einer veradnderten Connexin-Expression [Krutovskikh et al. 1994, Mesnil
et al. 1993a, Jara et al. 1995], zur Bildung inkompatibler Connexine und zu Veréanderungen
der Zelladhasionsmolekile [Mesnil und Yamasaki 1993b]. Folge ist ein aggressives
Wachstum der Tumorzellen.

Bei Entzindungsprozessen konnte eine Verdnderung der Connexin-Expression
nachgewiesen werden. Zum Beispiel fanden Hillis et al. [1997] bei der interstitiellen Nephritis
eine gesteigerte Expression von Cx43 auf inflammatorischen Zellen, geschadigten
Tubuluszellen, und auf interstitielle Zellen. Daraus resultiert eine gesteigerte Interaktion der
beteiligten Zellen.

Am Herzen gilt, daB Veranderungen der Funktion der kardialen Gap Junctions zu
Herzrhythmusstérungen flhren, die eine lebensbedrohliche Komplikation darstellen kénnen.
Funktionsbeeintrachtigungen der Gap Junctions am Herz kdnnen sehr unterschiedliche
Ursachen haben.

So liegt der Chagas-Krankheit eine Infektion mit Trypanosoma cruzii zugrunde. Das fhrt in
Herzmuskelzellen zu einer verminderten Connexinexpression mit verminderten Einbau von
Gap-Junction-Kanélen in die Membran. Das erklart die haufig beobachteten
Herzrhythmusstérungen dieser Patienten.

In der akuten Phase eines Herzinfarktes kommt es, bedingt durch die Ischamie mit
nachfolgender Azidose, ATP-Verbrauch und Ca?*-Uberladung zum SchlieBen der Gap
Junctions [Dekker et al. 1996, Muller et al. 1997b]. Daraus resultiert eine abnehmende
Kopplung bei gleichzeitiger Abnahme der Aktionspotentialdauer, und der Erregungsaus-



breitungsgeschwindigkeit. Demzufolge ist die Aktionspotentialwellenlange im ischadmischen
Gewebe vermindert, wahrend in angrenzenden nicht ischamischen Bereichen die
Aktionspotentialwellenlange unverandert sein kann. Es kommt zu lokalen Differenzen der
Aktionspotentialwellenlange (Steigerung der Dispersion), und so zur Auslésung von Reentry-
Arrhythmien [Dhein et al. 1999a, Dhein und Hammerath 2000, 2001]. Experimentell konnte
dies durch die prophylaktische Gabe eines Antiarrhythmischen Peptides verhindert werden
[Dhein 1998c, Muller et al. 1997a,b]. In der Postinfarktperiode kommt es zu einem Umbau
des Myokards mit Umverteilung der Gap Junctions und mdglicherweise FGF.-induzierter
Abnahme des Connexin 43 [Doble und Kardami 1995]. Durch Inhomogenitaten der dann
verlangsamten Erregungsausbreitung kdénnen die Verdnderungen des elekirischen
Netzwerkes als arrhythmogenes Substrat verstanden werden. Das kénnte die
proarrhythmische Wirkung der Klasse la Antiarrhythmika erklaren [Dhein et al. 1993].

Auch bei der chronischen Herzinsuffizienz kommt es zu erheblichen Veranderungen in der
Expression und Verteilung von Gap Junctions [Peters et al. 1993, Peters 1995]. Dabei
kommt es zu einer Reduktion der Gap-Junction-Flache in Bezug auf die Zelloberflache. Es
konnte eine verminderte Cx43-Expression bei gleichzeitig gesteigerter Cx40-Expression
nachgewiesen werden [Bastide et al. 1993]. Connexinisoformen unterscheiden sich aber in
ihren elektrischen Eigenschaften, so daB ein Ungleichgewicht der Cx43- zur Cx40-
Expression Veranderungen der Erregungsleitung mit sich zieht.

Herzrhythmusstérungen stellen kein eigenes Krankheitsbild dar, sondern sind Symptom
einer organischen Herzerkrankung (koronare Herzkrankheit, Myokardinfarkt), einer
systemischen kardiovaskuldren Erkrankung (arterielle Hypertonie), oder einer extrakardialen
Erkrankung (Intoxikationen, Elektrolytstérungen, Endokrinopathien). Oft werden Arrhythmien
durch zellulare Entkopplung ausgeldst oder unterhalten. Andererseits fihren Arrhythmien
selber zu Veranderungen des Verteilungsmusters der Connexine, wodurch die bekannte
Chronifizierung bestehender Arrhythmien begriindet sein kénnte [Elvan et al. 1997, van der
Velden et al. 1996, Dhein et al.1998d, Polontchouk et al. 2001]. Herzrhythmusstérungen
werden eingeteilt in Stérungen der Reizbildung und Stérungen der Erregungsleitung.
Stérungen der Reizbildung haben ihre Ursache in einer veranderten Automatie der
Impulsbildung [Imanishi und Surawicz 1976], oder in einer getriggerten Aktivitat [Wit et al.
1972]. Erregungsleitungsstérungen kénnen in linearen geschlossenen Leitungsbahnen oder
im raumlichen Gesamtzellverband vorkommen [Luderitz 1998]. Dabei spielt die Reentry-
Tachyarrhythmie eine besondere Rolle der Reizleitungsstérung. Reizbildung und Reizleitung
erfolgen nach einem klar definierten rdumlichen und zeitlichen Muster, daB durch die



beteiligten Strukturen (lonenkanéle, Gap Junctions) vorgegeben ist. Normalerweise wird die
Wiedererregung eines Myokardareals durch die gleiche Erregungswelle wegen der langen
Refraktarzeit und der Anisotropie wirkungsvoll verhindert. Im Fall einer verzdgerten lokalen
Erregungsausbreitung (z.B. ischamisches Infarktareal mit langer Erregungsleitungszeit)
kénnen angrenzende normal leitende Areale (unidirektionale Erregungsleitung) ihre
Erregbarkeit wiedererlangt haben, so daB diese durch die langsam leitende Erregung
wiedererregt werden kann. Bereits 1906 formulierte Meyer ein Kreismodell indem er
feststellte, daB zwei Vorraussetzungen zur Initiierung und Unterhaltung von kreisenden
Erregungen erfillt sein mussen:

1. die Leitungszeit muB langer sein als die Refraktarzeit, an einem beliebigen Ort im

Leitungsweg
2. unidirektionale Erregungsausbreitung

In der Therapie von Herzrhythmusstérungen wird zwischen der Akuttherapie und der
Langzeittherapie unterschieden. Das Ziel der Akuttherapie ist die Beseitigung akut
bestehender Herzrhythmusstérungen, durch vorwiegend medikamentése Behandlung mit
Antiarrhythmika, selten durch elektrische Verfahren. Antiarrhythmika werden nach Vaughan-
Williams wie folgt eingeteilt:

Klasse | Wirkungen

la Blockade des Na*-Kanals mit Verlangerung des Aktionspotentials
Ib Blockade des Na*-Kanals mit Verkiirzung des Aktionspotentials
Ic Blockade des Na*-Kanals ohne EinfluB auf das Aktionspotential

I B-Rezeptoren-Antagonist

0 Blockade repolarisierender K*-Kanale mit Verlangerung des Aktionspotentials

v Ca®*-Kanal-Blocker

Tab. 1: Antiarrhythmika nach der Einteilung von Vaughan-Williams

GroBer Nachteil dieser Substanzen ist ihr proarrhythmisches Risiko [Dhein et al. 1993] mit
erhdhter Mortalitétsrate in der Postinfarktperiode, welches durch die CAST-Studie 1989 [Echt
et al. 1991] belegt wurde (proarrhythmisches Risiko der Klassen: Ic>la>lb>1lI>Il und 1V).
Konsequenz der CAST-Studie ist, daB Antiarrhythmika, besonders die der Klasse |, mit
gréBter Vorsicht angewendet werden, und eine antiarrhythmische Prophylaxe mit diesen

Substanzen in den meisten Fallen nicht indiziert ist.




Die Langzeittherapie bedient sich nicht-medikamentéser Verfahren, um durch
Katheterablation, oder Implantation von Herzschrittmachern, Kardiovertern und /oder
Defibrillatoren, ein Wiederauftreten von Rhythmusstérungen zu verhindern.

Hier stellt sich die Frage nach einer wirkungsvollen antiarrhythmischen Prophylaxe, da
Herzrhythmusstérungen eine haufige Komplikation von Erkrankungen des Herz-
Kreislaufsystems darstellen. Seit der CAST-Studie werden klassische Antiarrhythmika nicht
mehr zur Prophylaxe eingesetzt, so daB =zur Zeit ein wirkungsvoller Schutz vor
Herzrhythmusstérungen fehlt. Aus diesem Grund galt es, nach Substanzen mit neuen
Wirkungsmustern, ohne proarrhythmisches Risiko, zu suchen.

1980 konnte erstmalig ein atriales bovines Hexapeptid isoliert werden, daB3 die Rhythmizitat
in embryonalen Zellklastern verbesserte, und demzufolge als (natUrliches) Anti-
arrhythmisches Peptid (AAPnat) bezeichnet wurde [Aonuma et al. 1980a,b]. Ausgehend vom
AAPnat wurde ein effektiver wirkendes Derivat (AAP10) synthetisiert [Dhein et al. 1994,
Dhein und Tudyka 1995a). Experimentell konnte unter AAP10 in nanomolaren
Konzentrationen eine Reduktion der Dispersion, eine verminderte Kopplungszeit, aber keine
Veranderungen am Aktionspotential nachgewiesen werden. Daraus wurde geschlossen, daf3
AAP10 die Kopplung der Zellen Uber Gap Junctions verbessert, aber keine Wirkung an
lonenkanélen besitzt [Dhein et al. 1994, Dhein und Tudyka 1995a]. In einem weiteren
Versuch konnte dem AAP10 eine prophylaktische Wirkung vor ischamiebedingten
Herzrhythmusstérungen nachgewiesen werden. Eine arrhythmogene Wirkung, wie bei den
klassischen Antiarrhythmika (besonders Klasse ), wurde nicht gefunden [Dhein et al. 1994].
Durch Doppelzell-Voltage-Clamp-Versuche konnte unter AAP10 eine Verbesserung der
Leitfahigkeit an Gap Junctions gezeigt werden [Mdller et al. 1997a,b, Schaefer et al. 1999].
Im weiteren Verlauf der Untersuchungen stand der Mechanismus der AAP10-Wirkung im
Mittelpunkt des Interesses. Es wurde durch AAP10 eine verstarkte Phosphorylierung der
Gap Junctions [Dhein et al. 1999b], unter Beteiligung der Proteinkinase C [Dhein et al.
1999b, Schaefer et al. 1999] als Ubertrdger der Phosphatgruppen, gefunden. Der
Proteinkinase C gehdren insgesamt 12 Isoenzyme an (conventional PKC: a,B1,B2,y, novel
PKC: 3,e1n,0,u, atypical PKC: A,t,0) [Nishizuka 1988, Asaoke et al. 1992, Hofmann 1997,
Jalili et al. 1999, Way et al. 2000], von denen 7 Isoenzyme im Myokard gefunden wurden
(PKCo.,B1,B2,e, £) [Mochly-Rosen et al. 1990, Inoguchi et al. 1992], PKCS [Rybin und
Steinberg 1994]. Beachtenswert dabei ist, daB die PKCy direkt an den Glanzstreifen
lokalisiert wurde [Rouet-Benzineb et al. 1996]. Eine isoformspezifische Ubertragung der

AAP10-Wirkung war bisher nicht bekannt, aber wegen der rdumlichen Nahe der PKCy zu



den Glanzstreifen, und somit zu den Gap Junctions, wurde eine Beteiligung dieser PKC-
Isoform vermutet. In diesem Zusammenhang ergaben sich die Fragestellungen der hier
vorgestellten Arbeit:

1. Wenn AAP10 die Kopplung der Zellen tber Gap Junctions verbessert [Dhein et al.
1994, Muller et al. 1997 a,b, Schaefer et al. 1999], kann eine Leitféhigkeitssteigerung
in gekoppelten Kardiomyozyten unter AAP10 in Doppelzell-Voltage-Clamp-Experi-

menten bestéatigt werden?

2. Wenn die Proteinkinase C am Signalweg des AAP10 beteiligt ist [Dhein et al. 1999b,
Schaefer et al. 1999], welche Isoformen der PKC kdnnen beteiligt sein?

3. Wenn AAP10 zu einer Phosphorylierung der Gap Junctions in der Zellmembran fuhrt
[Dhein et al. 1999b], kdnnen auch die Connexine im Golgi-Apparat durch AAP10
phosphoryliert werden, und so zu einem vermehrten Einbau von Gap-Junction-Kanale

in die Membran fhren?



2. Material

2.1 Kardiomyozytenpaare

Es wurden Herzmuskelzellpaare von mannlichen erwachsenen Meerschweinchen, Stamm:

.Bunte” (Firma Hundepohl, Hasbergen, Germany) mit einem Kdrpergewicht zwischen 250 —

3509 verwendet.

2.2 Substanzen

Im Rahmen der Doktorarbeit fanden folgende Substanzen Verwendung:

Adenosintriphosphat, Magnesiumsalz
(Mg-ATP)
Adenosintriphosphat, di-Natriumsalz
(Nax-ATP)
Antiarrhythmisches Peptid 10 (AAP10)
(NH2-Gly-Ala-Gly-4Hyp-Pro-Tyr-COOH)
Bariumchlorid
(BaCl, * 2H,0)
Bovine Serum Albumin
(BSA)
Casiumchlorid
(CsCl)
Casiumhydroxid
(CsOH * H,0)
Calciumchlorid
(CaCly)
CGP 54345

Dimethylsulfoxid
(DMSO, 99,5%)
3,6-Dioxaoctanethylendinitrilotetraessigsaure
(EGTA, =Titriplex 4)
Ethanol
(C2HsOH, 99,6%)

MG = 507,2

(Sigma, Deisenhofen)
MG = 551,1

(Sigma, Deisenhofen)
MG = 575,6
(Eigensynthese)

MG = 244,3

(Sigma, Deisenhofen)

(Sigma, Deisenhofen)
MG = 168,36

(Merck, Darmstadt)
MG = 167,9

(Sigma, Deisenhofen)
MG = 147,02

(Merck, Darmstadt)
MG = 317,2
(Novartis, Basel)

MG = 78,13

(Merck, Darmstadt)
MG = 380,35

(Merck, Darmstadt)
MG = 46,07

(Roth, Karlsruhe)



Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA)

D(+) Glucose-Monohydrat
(C6H1206 * H2O)

L-Glutaminsaure, Kaliumsalz
(CsHsNO4K)

Guanosintriphosphat, di-Natriumsalz
(Na-GTP)

Heparin-Natrium

2,2’,3,3,4,4’-Hexahydroxy-1,1’-biphenyl1-6,6’-dimethanol-

dimethylether
(HBDDE)

(N-[2-Hydroxyethyl]lpiperazinyl-N’-[2-ethansulfons&ure])

(HEPES)
Kaliumchlorid

(KCL)
Kollagenase

(Typ CLS II)
Magnesiumchlorid

(MgCl)
Methanol

(CH30H, 99,9%)

Monensin, Natriumsalz

Natriumchlorid
(NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat
(NaH-PO,)
Natriumhydroxid
(NaOH)
Salzsaure
(HCL, 37%)
Sauerstoff fur medizinische Zwecke
(Oz, 100%)

MG = 292,2

(Sigma, Deisenhofen)
MG = 198,17

(Merck, Darmstadt)
MG = 185,2

(Sigma, Deisenhofen)
MG = 603,18

(Fluka, Buchs)
169.000 I.E./g
(Serva, Heidelberg)

MG = 338,3
(Biomol, Hamburg)
MG = 260,28
(Merck, Darmstadt)
MG = 74,56
(Merck, Darmstadt)
331 U/mg
(Biochrom, Berlin)
MG = 203,3
(Merck, Darmstadt)
MG = 32,04
(Fluka, Buchs)

MG = 692,9
(Sigma, Deisenhofen)
MG = 58,44
(Merck, Darmstadt)
MG =137,99
(Merck, Darmstadt)
MG = 40,0

(Merck, Darmstadt)
MG = 36,46

Merck, Darmstadt)

(Messer Griesheim GmbH

Frankfurt am Main)
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2.3 Lésungen

Die zur Durchfihrung der Experimente hergestellten Ldsungen hatten folgende

Zusammensetzungen:

2.3.1 Lésungen zur Isolierung von Kardiomyozytenpaaren

Tyrodelésung mit Calcium (pH 7.4)

135mM NaCl 7,889¢/|
4mM KCL 298mg/I
2mM CaCl, 294mg/l
1mM MgCl, 203mg/I
0,33mM NaH,PO4 46mg/l

10mM HEPES 2,6039/I
10mM Glucose 1,982¢/I

Die Lésung wurde wochentlich neu angesetzt und bei 4°C aufbewahrt.

Tyrodelésung ohne Calcium (pH 7.4)

135mM NaCl 7,889¢/|
4mM KClI 298mg/I
1mM MgCl, 203mg/I
0,33mM NaH,PO, 46mg/l

10mM HEPES 2,6039/I
10mM Glucose 1,982¢/I

Die Lésung wurde wochentlich neu angesetzt und bei 4°C aufbewahrt.

Kaliumglutamatlésung (pH 7.4)
120mM K-Glutamat 22,232¢/I

20mM NaCl 1,1699/I
1mM MgCl, 203mg/I
10mM HEPES 2,6039/I
10mM Glucose 1,982¢/I

Die Lésung wurde wochentlich neu angesetzt und bei 4°C aufbewahrt.

Kollagenaseldsung

70ml Kaliumglutamatlésung wurden mit :
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70mg BSA (1mg/ml)

6000 IU Kollagenase (18mg von 331 U/mg Kollagenase)
25uM CaCl, (17,5ul vom 100mM CacCl,-Stamm) versetzt.
Die Lésung wurde vor jedem Versuch neu angesetzt.

Heparin-Natrium-Lésung

147,92mg der Substanz wurden in 25ml 0,9% NaCl-Lésung gelést. Dies entsprach einer
Konzentration von 1000 |.E./ml. Die Lésung wurde wdchentlich neu angesetzt und bei 4°C
aufbewahrt.

CaCl,-Stamm 100mM
Es wurden 147mg CaCl, in 10ml Aqua dest. geldst. Die Losung wurde wdchentlich neu

angesetzt und bei 4°C aufbewahrt.

2.3.2 Extrazellulare Badlésung fiir Patch-Clamp (pH 7.4)

135mM NaCl 7,889¢/|
4mM KCL 298mg/I
2mM CaCl, 294mg/l
1mM MgCl, 203mg/I
0,33mM NaH,PO, 46mg/l

10mM HEPES 2,6039/I
10mM Glucose 1,982¢/I
1mM BaCl, 244mg/l

Die Lésung wurde wochentlich neu angesetzt und bei 4°C aufbewahrt.

2.3.3 Intrazelluldre Pipettenlésung fiir Patch-Clamp (pH 7.2)

125mM CsCl 21,045¢/I
8mM NaCl 468mg/l
1mM CacCl, 147mg/I
10mM EGTA 3,8044/I
10mM HEPES 2,6039/I
2mM Na,ATP 1,102¢/I
3mM MgATP 1,522¢/

0,1 mM Na,GTP 60mg/I
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Die Pipettenlésung wurde bei —21°C aufbewahrt.

2.4 Pharmaka

In Abhéangigkeit des Versuchsprotokolls wurde der Pipettenlésung der entsprechende
Inhibitor folgendermaBen zugesetzt:
HBDDE Endkonzentration: 50uM
blockiert isoformspezifisch die PKCa (ICsp: 43uM) und
die PKCy (ICsp: 50uM) [Kashiwada et al. 1994]
Stammlésung: TmM (1mg in 2,9ml Aqua dest. gelést)
Mischungsverhaltnis mit der Pipettenlésung: 1:20
CGP 54345 Endkonzentration: 10uM
blockiert isoformspezifisch die PKCa (ICso: 5,8uM) [Zimmermann et al. 1994,
Hofmann 1997]
Stammlésung 10mM (10mg in 3,1ml DMSO geldst)
Mischungsverhaltnis mit der Pipettenlésung: 1:1000
Monensin Endkonzentration: 2uM
blockiert die Transportvesikel des trans-Golgi-Apparates und verhindert somit
den Einbau von Proteinen in die Zellmembran [Puranam et al. 1993]
Stammlésung: 1mM (1mg in 1,4ml DMSO gel6st)
Mischungsverhaltnis mit der Pipettenlésung: 1:500

2.5 Aufbau des Patch-Clamp-MeBstandes

Aus der Abbildung 3 ist ersichtlich, daB der Patch-Clamp-MeBstand aus verschiedenen
Komponenten zusammengesetzt war. Zwei Elektroden sind fur die Bestimmung des
Membranpotentials notwendig. Die Badelekirode verband die Badlésung mit dem Erdleiter
und definierte somit das Potential des Bades als das Potential Null. Die Elektrode am
Pipettenhalter verband die Pipettenldsung mit dem hochempfindlichen Vorverstarker
(,headstage®), und stellte somit den elekirischen Kontakt zur Zellmembran her. Der
Vorverstarkerausgang war mit dem ,headstage input* des Hauptverstarkers (SEC-05L, NPI
electonics GmbH, Tamm, Germany) verbunden. Es ist zu beachten, daB3 je Zelle des zu
messenden Zellpaares mit einer eigene Elektrode, Vorverstarker und Hauptverstarker
verbunden war, und somit diese Komponenten doppelt vorhanden waren. Ein Computer war
Uber eine NI-DAQ Schnittstelle (enthalt den AD/DA-Wandler und ein Zeitgeber) (Lab-PC+,
National Instruments, Austin, USA) mittels einer ,Breakout Box“ (INT 10, NPI electronics
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GmbH, Tamm, Germany) mit dem MeBsetup verbunden. Der Computer arbeitete mit zwei
speziellen Patch-Clamp-Programmen und erflllte somit mehrere Aufgaben:
1. Speicherung der digitalisierten MeBwerte auf Festplatte
2. Sicherung der digitalisierten MeBwerte auf Zipdiskette (Z100P2, lomega, Dublin,
Irland)
3. Auswertung der MeBwerte mit Hilfe der Patch-Clamp-Software (Egg Works
Reader 302, NP1 electronics GmbH, Tamm, Germany)
4. Erzeugung programmierter Spannungspulse (Stimulationsgerat) mit Hilfe der
Patch-Clamp-Software (Egg Works 302, NP1 electronics GmbH, Tamm, Germany)
5. Triggerquelle fur Speicheroszilloskope

Zur Visualisierung der Signale standen insgesamt drei Oszilloskope zur Verfigung: zwei
Speicheroszilloskope (TDS 210, Tektronix, Beaverton, USA) fir Spannungs- und
Strommessung beider Zellen, und ein konventionelles Oszilloskop (0S-9020G Goldstar,
Korea) fur die Darstellung der Elektrodenpotentiale.

Die Perfusion des Bades erfolgte mittels einer Peristaltikpumpe (VP, Ismatec, Zurich,
Schweiz), die den ZufluB, und den an der gegenlberliegenden Seite gelegenen AbfluB,
regelte. Die Temperatur des Perfusats konnte durch ein temperierbares Wasserbad am
Thermostat (MT/2, Lauda, Kénigshofen, Germany) auf einen gewilnschten Wert

voreingestellt werden.

Die Benutzung einer hochauflésenden Optik und die Steuerung der Pipetten durch
Mikromanipulatoren waren Vorraussetzung flr ein exaktes Plazieren der Pipette auf der
Zellmembran. Dafilir wurde ein inverses Lichtmikroskop (maximal 400fache VergréBerung)
(Axiovert, Zeis, Jena, Germany) mit einer Phasenkontrasteinrichtung verwendet.

Mikromanipulatoren ermdglichten die Steuerung der Pipette in drei Richtungen des Raumes.
Die Horizontale und die Tiefe wurden manuell, mit mechanisch arbeitenden
Mikromanipulatoren eingestellt. Die vertikale Ebene wurde fur das ,Andocken® der Pipette an
die Zellmembran, mit ferngesteuerten, elektrisch arbeitenden Mikromanipulatoren mit
Stellmotor (Mini 25, Luigs+Neumann, Ratingen, Germany) angefahren.

Wegen des sehr erschitterungsempfindlichen Kontaktes zwischen Zellmembran und Pipette
(Seal), wurde der Mikroskoptisch mit seinen Aufbauten auf einer gummipuffergelagerten

massiven Betonplatte montiert.
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Die hochempfindlichen elektronischen Komponenten (headstages) sind gegeniber externen

elektrischen Stdrsignalen sehr empfindlich (rauschen und brummen). Aus diesem Grund

umgab ein Faradayscher Kafig den Mikroskoptisch. Alle elektronischen Teile waren geerdet.

| G
e

I
l ]

kop

Oszillos-  Spannung

E [Verstiirker 1 | Breakout

U1 Uz Trigger

R

S
Ua Ui ha b Hy™

T

kop

Oszillos-  Strom

E [Vers'rdrkerz

lh I

Trigger

UaUz2e oA IzeHzS"

Oszillos-  Elekiroden-
kop pofential

E1 E2

Abb. 3:

Aufbau des Patch-Clamp-Standes zur Messung von Gap-Junction-Strémen

(1) Faraday-Kéafig, (2) Stander, (3) Gummipuffer, (4) massive Betonplatte, (5)
Kolbenspritze, (6) Luftdruckleitung, (7) Mikromanipulator, (8) Pipettenhalter mit
Elektrode, (9) Vorverstarker, (10) Kondusor mit Phasenkontrasteinrichtung, (11)
Organbad, (12) inverses Mikroskop, (13) Mikroskoptisch, (14) Rollerpumpe, (15)
AuffanggefaB, (16) temperierbares Wasserbad, (17) Steuereinheit flr
Mikromanipulator

VerstarkeranschliBe: E=Elektirodenpotential, Ua=Potential output, Ug=Vc command
input, Ia=current output, lg=current stimulus input, H=Headstage input, S=Switching
frequency

1=die Zelle 1 betreffend, 2=die Zelle 2 betreffend
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3. Methoden

3.1 Isolation von Meerschweinchenkardiomyozytenpaaren

Das verwendete Isolationsprotokoll wurde erstmalig durch die Arbeitsgruppe Powell et al.
[1980] beschrieben, und anschlieBend von Metzger und Weingart [1985] modifiziert.

Zuerst erfolgte die Heparinisierung des Meerschweinchens (1000 1U/kg Kdérpergewicht), um
der Bildung von Koronarthromben vorzubeugen. Finfzehn Minuten danach wurde das
Meerschweinchen durch Genickschlag getétet, und durch Eréffnung der Karotiden entblutet.
Nach der anschlieBenden Thorakotomie konnte das Herz freiprapariert und dargestellt
werden. Die Aorta ascendens wurde aufgesucht, inzidiert, kanuliert, und sofort perfundiert
(Tyrodelésung mit Calcium, 10 Minuten, 6°C). Danach konnte das Herz aus der Brusthohle
entnommen, und an eine Langendorff-Apparatur Uberfihrt werden. Es erwies sich als
gunstig, das restliche Perikard zu entfernen.

Bei der Perfusion war zu beachten, daB keine Luftblasen in die HerzkranzgefaBe gelangten,
denn eine Luftembolie hatte das Lumen der Kapillaren verschlossen, und die Oxygenierung
des Herzmuskels verschlechtert. AuBerdem muBte die Zeit zwischen Genickschlag und
Perfusion so kurz wie mdglich gehalten werden (ca. 1min), da sofort nach Tétung des Tieres
die Zeit der Ischamie beginnt, die durch einen Verbrauch energiereicher Substanzen (ATP,
GTP), sowie intrazellularer Steigerung der H*- und Ca**-Konzentrationen gekennzeichnet ist.

Danach folgte eine zweiminitige Perfusion mit einer Calcium-freien Tyrodeldsung bei 37°C,
die anschlieBend durch eine Kaliumglutamatlésung (2 Minuten, 37°C), ersetzt wurde. Zuletzt
erfolgte die Gabe der Kollagenaseldsung (37°C) fir eine Zeit zwischen 15 bis 30 Minuten,
die nach den ersten 35ml rezirkulierend gegeben wurde. Alle Perfusionslésungen wurden
wahrend ihrer Gabe mit 100% Sauerstoff begast.

Aus dem zunehmenden Verdau der Kollagenaselosung resultierte eine gesteigerte
Perfusionsrate, die auf 5 bis 10 Tropfen pro Minute gedrosselt wurde. Nach ca.
funfundzwanzigminutiger Kollagenaseperfusion stellte sich das Herz leicht glasig und
transparent dar. Dann konnte das Herz von der Langendorff-Apparatur abgenommen, und in
eine mit Kollagenasel6sung geflllte Petrischale Uberflihrt werden. Nach erfolgter Trennung
der Vorhofe von den Ventrikeln konnten die Ventrikel mit zwei Skalpelle zerkleinert werden.
AnschlieBend wurde die Zellsuspension mit 100% Sauerstoff begast, vorsichtig gerihrt
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(Nachverdau), und durch einen Nylonfilter (250 um PorengrdBe) filtriert. Das Filtrat wurde in
zwei Falconrdhrchen aufgenommen, bei 400rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen, mit
20ml Kaliumglutamatlésung resuspendiert und erneut bei 400rpm zentrifugiert. Dadurch
konnte die Aktivitat der Kollagenase gestoppt werden.

Das Zellpellet in Réhrchen A wurde erneut in Kaliumglutamatlésung resuspendiert und
spater als Zellreserve genutzt. Das Zellpellet in R6hrchen B wurde in 20ml calciumfreier
Tyrodelésung resuspendiert. AnschlieBend erfolgte die schrittweise Anpassung der
Calciumkonzentration an physiologische Verhaltnisse (Endkonzentration 2mmol/l). Die
Zellsuspension enthielt einen hohen Anteil an Zellpaaren, die fur Patch-Clamp-Experimente

benutzt wurden.

3.2 Patch-Clamp-Technik

Die Patch-Clamp-Technik stellt ein spezielles Voltage-Clamp-Verfahren dar. Ende der
dreiBiger Jahre entwickelten Cole und Curtis das Verfahren der Spannungsklemme. Bei
dieser Technik wurden zwei Elektroden flr eine Zelle verwendet. Eine Elektrode diente der
Spannungsklemme, die andere der Spannungsaufzeichnung. Mit diesem Verfahren konnten
Cole und Curtis eine Membranleitfahigkeitsdnderung einer Nervenzelle bei Erregung
nachweisen und damit Bernsteins Hypothese (1912) bestatigen. Das Problem bestand darin,
daB die Elektroden in die Zelle eingestochen wurden. Deshalb traten zwischen Pipette und
Zellmembran hohe Leckstrdme auf. Das verursachte ein hohes Hintergrundrauschen,
welches 100 mal gréBer war als der Strom durch einen einzelnen Kanal. AuBerdem
tolerierten die Zellen diese Methode schlecht und kollabierten oft.

1970 beschlossen Neher und Sakmann die winzigen Einzelkanalstréme (=1pA) aus dem
Hintergrundrauschen herauszulésen. Dazu muBten sie einen kleinen Abschnitt der
Zellmembran vom Rest elektrisch isolieren, indem sie eine Glaskapillare Uber einen kleinen
Membranfleck stllpten. Somit wurde die grundlegende Idee der Patch-Clamp-Technik
geschaffen. Neher und Sakmann reduzierten weiter das Hintergrundrauschen, indem sie
eine sehr dichte Verbindung zwischen Zellmembran und Pipette schufen. 1976 entwickelten
sie ein Verfahren um Muskelzellen enzymatisch von ihren bindegewebigen Anteilen zu
befreien. Dadurch erreichten sie Abdichtwiderstdnde zwischen 10 bis 50MQ. Das
Hintergrundrauschen verringerte sich, aber Kanale mit niedriger Leitfahigkeit wurden noch
nicht sichtbar. Vier Jahre spater (1980) fanden Neher und Sakmann heraus, daB3 saubere
unbenutzte Pipetten den Sealwiderstand nochmals deutlich erhdéhten. Dadurch waren

Abdichtwiderstande bis 100 GQ (Gigaseal) mdglich. Das Hintergrundrauschen wurde
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weitestgehend eliminiert und Einzelkanalstrome mit einer guten Auflésung wurden sichtbar.
Nun wurden Patch-Clamp-Verstérker entwickelt, die hinsichtlich ihrer Bandbreite und ihres
elektrischen Rauschverhaltens verbessert wurden. 1981 gelang es der Arbeitsgruppe Spray
et al. [1981] eine Methode zur Voltage-Clamp-Messung von Zellpaaren auszuarbeiten. Die
Patch-Clamp-Technik etablierte sich zu einer haufig verwendeten MeBmethode der
Elektrophysiologie. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden alle Versuche mittels einer
modifizierten Patch-Clamp-Technik, der sogenannten Switch-Clamp-Technik, durchgefihrt.
Das MeBprinzip beider Verfahren wird im nachsten Abschnitt néher erlautert.

3.2.1 MeBprinzip des Patch-Clamp-Verstérkers

In diesem Kapitel soll zundchst das Arbeitsprinzip eines konventionellen Patch-Clamp-
Verstarkers beschrieben werden, um dann vergleichend die Vorteile der Arbeitsweise eines
diskontinuierlichen Patch-Clamp-Verstarkers (dSEVC-amplifier = discontinuous single-
electrode-voltage-clamp-amplifier), darzulegen.

Die Hauptaufgabe eines Patch-Clamp-Verstérkers ist es, das Membranpotential (Un) der
Zelle auf das vom Experimentator vorgegebene Potential (Usoi) zu klemmen, und den daflr
notwendigen Strom zu messen. Der Patch-Clamp-Verstérker arbeitet nach dem Grundprinzip
der negativen Ruckkopplung. Das Membranpotential wird gemessen und mit der
eingestellten Sollspannung verglichen. Differenzen aktivieren einen Regler, der den
Kompensationsstrom solange flieBen |aBt, bis die Differenz zwischen Sollspannung und
Pipettenpotential ausgeglichen ist. Differenzen kénnen entstehen, wenn die
Kommandospannung durch den Experimentator verdndert wird, oder wenn sich die
Leitfahigkeit der Zellmembran (g;) andert. Im letzten Fall ist der Kompensationsstrom
genauso grofB3 wie der Strom durch die Zellmembran, diesem aber entgegengesetzt. Dieser
gemessene Kompensationsstrom ist direkt proportional zur Leitfahigkeit der Membran.
Demzufolge 1a4Bt sich die Leitfahigkeit der Membran berechnen. Sie ist Ausdruck des
Zustandes aller auf der Membran befindlichen Kanéle und Transporter. Spannungsmessung
und Strominjektion erfolgt mit nur einer Pipette. Das ist méglich durch den Aufbau eines
Schaltkreises, der als Strom-Spannungswandler bezeichnet wird. Er befindet sich direkt
hinter der Pipette im Vorverstarker (headstage), und stellt das Herzstiick eines jeden Patch-
Clamp-Verstarkers dar. Ein vereinfachtes Schaltbild eines konventionellen Patch-Clamp-
Verstérkers ist in der Abbildung 4 dargestellt.



19

ipett
Pipette P Uaus - Strom-
/ 2 messung
Usoll
Kommando-
spannung
Abb. 4: Vereinfachtes Schaltbild eines konventionellen Patch-Clamp-Verstarkers, nach

Numberger und Draguhn [1996]. (OPA) Operationsverstarker, (R;) Ruck-
kopplungswiderstand, (Usqi) Sollspannung, (Upp) Pipettenpotential (Uas) Aus-
gangsspannung, proportional zum Strom

Die wichtigsten Elemente eines Vorverstarkers sind:

1. der Operationsverstarker (OPA)

2. der Ruckkopplungswiderstand (Ry)
Am (-)Eingang des OPA liegt das Pipettenpotential (Uyp), am (+)Eingang die
Kommandospannung = Sollspannung (Usor), an. Nimmt man den Fall an, daB zwischen
Pipettenspannung und Sollspannung eine Differenz besteht, so entsteht am Ausgang des
OPA eine Spannung, die der Differenz der Eingangsspannungen proportional und extrem
verstarkt ist. Es kommt zu einer Potentialdifferenz zwischen Punkt 2 und Punkt 1 (siehe Abb.
4). Deswegen flieBt Gber den Rickkopplungswiderstand (R;) ein Strom. Dabei entsteht am
Rickkopplungswiderstand eine Spannung die, entsprechend des Ohmschen Gesetzes (Us =
Rfl), proportional zum durchflieBenden Strom ist. Diese Spannung wird dem
Hauptverstarker zugefihrt, und kann nach erfolgter Kalibrierung am Oszilloskop als
Stromkurve sichtbar gemacht werden. Daraus erklart sich der Name ,Strom-
Spannungswandler*.
Der Strom, der durch den Rickkopplungswiderstand (Ry) flieBt, kann nur in die Pipette
flieBen, da der Eingangswiderstand des OPA sehr hoch ist (ca. 10'Q). Der Strom &ndert das
Membranpotential und wird solange flieBen, bis das Pipettenpotential gleich der
Sollspannung ist. In diesem Fall entsteht keine Spannung am Ausgang des OPA, folglich
besteht keine Potentialdifferenz zwischen Punkt 1 und Punkt 2, weswegen kein Strom flieBt.

Die soeben beschriebene Darstellung der Spannungskontrolle tber die Zelle ist eine starke
Vereinfachung und berlcksichtigt nicht die Besonderheiten der Ganzzellkonfiguration,
wodurch sich Probleme bei der Messung ergeben. Wie bereits beschrieben, liefert der
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(-)Eingang des OPA die Spannung der Elekirodenspitze (Uyp), aber nicht das
Membranpotential der Zelle (Uy,). Die Ursache ist in der Abbildung 5 erkennbar.

Pipette

Zelimembran Re
/ Membran-
bestandteile
und Zell-
Zelle fragmente
<
= 5
Cn Rm
l‘ Erde
Abb. 5: Ersatzschaltbild der Whole-Cell-Konfiguration (Ganzzellableitung), nach

Numberger und Draguhn [1996]. Membranfragmente werden in den
Offnungsbereich der Pipette gesaugt und erhdhen so den Serienwiderstand

(Rs)- (Rm) Membranwiderstand, (Cm) Membrankapazitat

Wahrend der Ausbildung zur Ganzzellkonfiguration entsteht ein zusétzlicher Widerstand, der
zwischen Silberdraht und Zellsoma liegt. Der sogenannte Serienwiderstand (Rs) entspricht
nur im theoretisch idealen Fall dem Pipettenwiderstand (R,ip). Der Pipettenwiderstand wird
vor jeder Messung ermittelt und Uber einen speziellen Schaltkreis (bridge balance)
kompensiert. Beim Offnen der Zelle lagern sich Membranfragmente und zum Teil auch
Zellorganellen in den Mindungsbereich der Pipette an, so daB oft eine Verdopplung des
reinen Pipettenwiderstandes (R) erreicht wird, der im Verlauf eines Experimentes noch
deutlich zunehmen kann. Dieser zusatzliche Widerstand ist nicht exakt zu bestimmen und
kann deswegen nicht korrekt kompensiert werden. Das hat flr die Spannungskontrolle der
Zelle gravierende Folgen:

1. Je groBer der Serienwiderstand ist, desto langsamer wird die gewlinschte

Kommandospannung an der Zelle aufgebaut.

2. Je gr6Ber der Serienwiderstand ist, desto langsamer wird eine Leitfahigkeits-

anderung der Membran ausgeglichen.

3. Je groBer der Serienwiderstand ist, desto mehr weicht das Membranpotential von

der Kommandospannung ab, weil die Kommandospannung am gesamten Widerstand

(Serienwiderstand und Membranwiderstand) abfallt. Sie bilden einen Spannungs-

teiler. Nur im idealen Fall, wenn R>>R;, liegt das Kommandopotential anndhernd an

der Membran an. In einem extremen Fall, wenn R,=Rs, wird nur die Halfte der

Kommandospannung an der Membran aufgebaut. Die andere Hélfte fallt am
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Serienwiderstand ab. Dadurch kann die Messung des Kompensationsstromes stark

verfalscht sein und zu erheblichen MeBfehlern flihren.

Die Lésung des Problems besteht darin, das Membranpotential (Un) nur dann zu messen,
wenn Uber den Serienwiderstand kein Strom flieBt (Rs=0). Ein solches Prinzip liegt dem
diskontinuierlich arbeitenden single-electrode-voltage-clamp-amplifier (dSEVC-amplifier)
zugrunde, indem er zyklisch zwischen Strominjektion und Spannungsmessung (kein
StromfluB) mit einer hohen Frequenz (fsw =35kHz) hin und her wechselt. Nun soll die
Funktionsweise eines dSEVC-Verstarkers mit Hilfe eines vereinfachten Schaltbildes in der
Abbildung 6a, und einem Schema der Arbeitsweise in der Abbildung 6b erlautert werden.
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Abb. 6: (a):Ersatzschaltbild eines discontinuous single-electrode-voltage-clamp-amplifier

(dSEVC-Verstarker), nach Polder [1996]: (A1) Operationsverstarker, (SH1/2) Sammel-
und Speichereinheit, (A2) Differentialverstarker, (CCS) kontrollierte Stromquelle, (S1)
Schalter zwischen record und inject, (timing) Zeiteinheit, (Vcom) Kommandopotential,
(Vel) Elektrodenpotential, (SwF) Switching-Frequenz

(b): Arbeitsprinzip eines dSEVC-Verstarkers nach Polder [1996]: (a)zeitabhangiger
Rechteckpuls der Zeiteinheit, (b) Strom am Ausgang der kontrollierten Stromquelle
CCS, (c) gemessene Spannung am Operationsverstarker A1, (d) Membranpotential,
(e) Spannung an der Sammel- und Speichereinheit-1-, (f) Strom an der Sammel- und

Speichereinheit-2-

Die Elekirode ist mit dem Zellsoma leitend verbunden (Ganzzellableitung). Der Zyklus
beginnt am Ende eines stromfreien Intervalls. An diesem Punkt wird das Membranpotential
durch einen Operationsverstarker (A1) aufgenommen und im ,sample and hold amplifier
(SH4) zwischengespeichert. Der Schalter (S;) wechselt in den Modus ,Strominjektion” und
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verbindet den Ausgang des Differentialverstarkers (A;) mit dem Eingang der
spannungskontrollierten Stromquelle (CCS). Jetzt liegt das Membranpotential am (-)Eingang
des Differentialverstarkers (Az) an. Am (+)Eingang liegt die Kommandospannung (Usai) an.
Der Differentialverstarker (A,) vergleicht das Membranpotential mit der Kommandospannung
und berechnet die Differenz. Die Differenz liegt nun am Ausgang des Differentialverstarkers
(A2) an und steuert die spannungskontrollierte Stromquelle (CCS). Diese liefert einen Strom,
der in seiner GrdBe proportional zur gebildeten Differenz (Um-Usan) ist. Der Strom flieBt in die
Pipette und verursacht am Serienwiderstand einen steilen Spannungsanstieg. Danach flie Bt
der Strom in die Zelle und gleicht langsam das Membranpotential an die Kommando-
spannung an. Die GrdBe der Amplitude der Strominjektion wird durch den ,sample and hold
amplifier* (SH,) aufgenommen und gespeichert. Danach kann das Signal am ,current output®
abgelesen werden. AnschlieBend wechselt der Schalter (Si) in den Modus ,Potential-
messung“, so daB die Verbindung zur spannungskontrollierten Stromquelle (CCS)
unterbrochen ist. Ein neuer Zyklus beginnt, indem erneut das Membranpotential am Ende

eines stromfreien Intervalls gemessen wird.

Das Potential am Operationsverstéarker (A,) ist nicht nur das Membranpotential allein,
sondern es addiert sich das Elektrodenpotential (Upj,) dazu. Zwischen beiden Potentialen
besteht ein wesentlicher Unterschied, welchen man sich fir die exakte Spannungsmessung
(Um) zunutze macht. Das Elektrodenpotential fallt nach jeder Strominjektion extrem schnell
ab (1-3us, Muller et al. 1999), wenn die Elektrodenkapazitat zuvor exakt kompensiert wurde.
Im Verhaltnis dazu falt das Membranpotential sehr langsam ab. Wenn das
Elektrodenpotential komplett gefallen ist (Rs=0), also am Ende des stromfreien Intervalls,
wird das Membranpotential durch den Operationsverstarker (A;) aufgenommen, in SH;
zwischengespeichert, und kann am ,potential output® ausgelesen werden. Voraussetzung far
eine fehlerfreie Spannungsmessung ist die genaue Kompensation der Elektrodenkapazitat.
Nur so wird ein schnellstmdglicher Abfall der Elektrodenspannung ermdglicht. Dabei muB
darauf geachtet werden, daB der Zeitraum zwischen Strominjektion und Spannungsmessung
lang genug ist, damit die Elektrodenspannung komplett abfallen kann. Der Zeitraum darf
aber auch nicht zu lang gewahlt werden, damit ein zu starkes abweichen des
Membranpotentials (Richtung Ruhemembranpotential) von der Kommandospannung

verhindert wird.

Anhand der Kapazitdtskompensation der Elektrode, die mit sehr kurzen Reaktionszeiten auf
Stromimpulse reagiert, wurde die obere Grenzfrequenz der Elektrode ermittelt (t = 2-3us, fo =

80-160kHz). Aus dieser Erkenntnis wurde eine Formel entwickelt (Muller et al. 1999), die
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eine Relation zwischen der Elekirodenzeitkonstante (fe), der switching frequency (fsw), der
sampling frequency (fs), der oberen Grenzfrequenz des TiefpaBfilters (f) und der
Zeitkonstante der Membran (f,,) angibt:

fo>3fsw, fsw>2fs, 1521,
Ziel dieser Formel ist es, das urspriingliche bioelektrische Signal so wenig wie mdglich zu
verandern, um die volle Aussagekraft zu erhalten. In der folgenden Tabelle sind die optimal
berechneten Werte, den tatsachlich eingestellten Werten gegentiber gestellt:

optimal, berechnet am dSEVC eingestellt
switching frequency (fsw) |30 —50 kHz 35 kHz
sampling rate (fs) 5-10 kHz 5 kHz
Filterfrequenz (f;) 1—-2kHz 2 kHz

Tab. 2: Darstellung der optimal berechneten Werte und der am dSEVC-Verstarker eingestellten Werte

der switching frequency, sampling rate, und der Filterfrequenz

3.2.2 Eichen der Patch-Clamp-Verstéirker

Bevor man mit den Messungen beginnen kann, muB der ,headstage-bias-current® kontrolliert
und gegebenenfalls beseitigt werden. Das ist ein Leckstrom der materialbedingt und
temperaturabhangig am Vorverstérker auftritt [Horowitz und Hill. 1993]. Dieser Strom wird an
die Zelle weitergegeben und verandert somit das Membranpotential, so daB eine Differenz
zwischen Membranpotential und Sollspannung entsteht. Falsche MeBergebnissen wéren die
Folge.

Dazu wurde der Verstarker in ,bridge mode* gestellt und der Verstarkereingang geschlossen
(»oscillation shutoff, LED: rot), um ankommende Signale aus der ,current-stimulus-unit® zu
vermeiden. Der Elektrodenverstarkereingang wurde Uber einen kleinen elektrischen
Widerstand (10-100kQ) geerdet. Danach wurde das Voltmeter mit dem Offsetpotentiometer
auf OmV gesetzt. Nun wurde der Widerstand durch einen gréBeren Widerstand (1GQ)
ersetzt. Das abzulesende Potential am Voltmeter ist nach dem Ohmschen Gesetz
proportional zum ,headstage bias current*. Das ,headstage-bias-current“-Potentiometer
wurde so eingestellt, daB Voltmeter und Amperemeter kein Potential mehr anzeigten. Die
Eichung des MeBstandes wurde regelmaBig kontrolliert, besonders wenn die
Raumtemperatur stark schwankte.
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3.2.3 Kontrolle des MeBfehlers anhand eines Doppelzelimodells

Die Bestimmung des MeBfehlers der junctionalen Strommessung beider Verstarker wurde
anhand eines Doppelzellmodells (NPI electronics GmbH, Tamm, Germany) durchgefihrt.
Das Doppelzellmodell besteht aus dem Zellmodell1 (entspricht der Zelle1 mit Rm1 und Cp1),
und dem Zellmodell2 (entspricht der Zelle2 mit R, und Cy.), die durch den junctionalen
Widerstand (R;) gekoppelt sind. Somit simuliert der elektronische Schaltplan des
Doppelzellmodells (Abb. 7) beiden Verstarkern (Verstarker1 fir Zellmodell1 und Verstarker2
fur Zellmodell2) ein gekoppeltes Zellpaar im Whole-Cell-Modus mit folgenden Parametern:

1. Membranwiderstand (Rm12) = 100MQ

2. junctionaler Widerstand (R)= 10MQ

3. Membrankapazitat (Ci12)= 100pF

I Rs2
" —>
Vi V2 12

Rj

A €1
Cm1 - Rm1 im1  Im2 Rm2 Cm2

=

Abb. 7: Ersatzschaltplan des Doppelzellmodells, nach Muller et al. [1999]. Die Pfeile zeigen

die Richtung des Stromflusses (I). (V) Spannung, (Rs) Serienwiderstand, (Rn)

Membranwiderstand, (R;) junctionaler Widerstand, (Cr,) Membrankapazitat

Die MeBwerte wurden mit den vorgegebenen Parametern des Doppelzellmodels verglichen,
und der resultierende MeBfehler des junctionalen Widerstandes bestimmt. Dazu wurde das
Doppelzellmodell mit den Vorverstarkern verbunden und geerdet. An beiden Verstarkern
wurde die ,bridge balance” und die Kapazitdtskompensation justiert. Weiterhin wurde der
Wert der Verstarkung (Gain = 1) und der TiefpaBfilter (2kHz) eingestellt.

Zur Bestimmung des Membranwiderstandes (Rn) wurde an beiden Zellmodellen ein 30ms
langer Spannungssprung von —40 auf —-50 mV (Spannungsdifferenz Upix = 10mV) angelegt
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(Abb. 8a), und der flieBende Strom Uber dem Membranwiderstand gemessen (Abb. 8b). Der
Membranwiderstand konnte dann nach dem Ohmschen Gesetz (Rn=Upi/ln) berechnet
werden. In einer Kontrollmessung zur Bestimmung des Membranwiderstandes konnte fur
das Zellmodell1 ein Strom von 99pA, und flr das Zellmodell2 ein Strom von 102pA bestimmt
werden. Somit betrug der Membranwiderstand fir das Zellmodell1 Ry:=101MQ, und fir das
Zellmodell2 R,=98MQ. Bei einem vorgegebenen Sollwert von 100MQ lag der Fehler unter
5%.
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Abb. 8: Originalregistrierung am Zellmodell1, von dem angelegten Spannungspuls

—40/-50mV (a) und der resultierenden Stromantwort (b) zur Berechnung des
Membranwiderstandes (Rmi1). Der Haltestrom des Haltepotentials (-40mV) betrug —
366pA, und fir die Klemmspannung (-50mV) konnten —465pA ermittelt werden. Aus
der Stromdifferenz von 99pA konnte der Membranwiderstand berechnet werden.

(Rmi=101MQ, vorgegeben 100MQ)

AnschlieBend wurde die Membrankapazitat (C.,) nach der Formel Cp=lma’t/Upi flr beide
Zellmodelle bestimmt. Der maximal flieBende Strom (Inax) stellt die Amplitude des kapazitiven
Ladestromes dar. Die Zeitkonstante (1) wurde graphisch ermittelt (Abb. 9) und gibt die Zeit
an, in der die maximale Stromamplitude (Imax) auf 1/e abgefallen ist. Die Spannung (Upix)
ergab sich aus der angelegten Spannungsdifferenz des Pulses —40/-50mV und betrug somit
10mV. In einer Kontrollmessung zur Bestimmung der Membrankapazitdt konnte, nach
Einsetzen der Werte in die Formel, eine Membrankapazitat fir das Zellmodell1 (Cn4) von
103,2pF und fir das Zellmodell2 (C..) von 105,4pF ermittelt werden. Bei einem
vorgegebenen Wert von 100pF betrug der Fehler < 5%.
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Abb. 9: Gespreizter Ausschnitt des kapazitiven Ladestromes der Abb. 8b zur Berechnung der

Membrankapazitat des Zellmodells1 (Cn). Die Zeitkonstante (1) wurde graphisch
ermittelt und betrug 0,47ms. Die Kapazitdt des Zellmodells1 betrug 103,2pF.
(vorgegeben 100pF)

Die anschlieBenden Messungen sollten den Fehler der Messung des Gap-Junction-
Widerstandes (R;) ermitteln. Dazu wurde an beiden Zellmodellen ein Haltepotential von
-40mV angelegt. An Zellmodell2 wurde der Puls zur Bestimmung des Gap-Junction-Stromes
aktiviert (-50mV bis +50mV in 10mV Schritten fiir 200ms (Abb. 10a), und das Potential an
Zellmodell1 auf —40mV konstant gehalten (Abb. 10b). Die Spannungsdifferenzen tGber dem
Gap-Junction-Widerstand fiihrten zu einem StromfluB, der gemessen wurde (Abb. 10c). Aus
den Stromwerten und den dazugehérigen transjunctionalen Spannungen (Uyans)) Wurde eine
Strom/Spannungskurve erstellt, deren Steigung die transjunctionale Leitfhigkeit (g;) und
somit den Widerstand (R;), berechnete (Abb.10d).
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Abb. 10: Originalregistrierung am Doppelzellmodell von der transjunctionalen Spannungstreppe

(-50 bis 50 mV in 10mV Schritten) in Zellmodell2 (a), des Haltepotentials (-40mV) in
Zellmodell1 (b), sowie der transjunctionale Strom, gemessen in Zellmodell1 (c). Aus
dem Bereich des ,steady state” wurde der Mittelwert aus den einzelnen Stromwerten
gebildet, und in einer Strom/Spannungskurve (bertragen. Aus der Steigung der
Geraden wurde der junctionale Widerstand (R; = 9,45MQ, vorgegeben 10MQ) und die
Leitfahigkeit ermittelt (g; = 105,78nS).

Es wurden insgesamt sieben Kontrollmessungen zu unterschiedlichen Zeiten durchgefihrt.

Die gemessenen Kontrollwerte mit ihnren MeBfehlern sind in der Tabelle 3 zusammengefaBt:

Versuch Nr. Gap-Junction-Widerstand in MQ Fehler in %
1 10,59 59
2 10,59 59
3 10,61 6,1
4 10,51 5,1
5 10,87 8,7
6 10,97 9,7
7 9,45 55

Tab. 3: Kontrollmessungen des Gap-Junction—Widerstandes mit ihren MeBfehlern.
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Der Mittelwert der Gap-Junction-Widerstédnde aller Kontrollmessungen (n=7) ergab einen
Wert von 10,51MQ und entsprach somit einen Fehler von 5,1%. Der Fehler liegt sehr viel
glnstiger als der Fehler mit konventioneller Patch-Clamp-Technik bei der Messung von Gap-
Junction-Strémen. (bis zu 100% Fehler [Weingart 1986], 70% Fehler [van Rijen et al. 1998])

3.2.4 Chlorieren der Silberdriahte

Potentialdifferenzen zwischen den Elekiroden (zwei Pipettenelektroden, eine Badelektrode)
sollen immer Null betragen, wenn sie in Chloridlédsung derselben Konzentration getaucht
werden. Das wird erreicht durch die Benutzung von gleichmaBig chlorierten Silberdrahten
(Elektroden). Weisen die Elektroden Defekte der Chloridschicht auf, kommt es zu
Potentialdifferenzen zwischen den Elekiroden, die sich auf das Membranpotential
aufaddieren kénnen.

Dazu wurde die Oberflache der Elektroden mit feinen Sandpapier abgeschliffen, in Alkohol

gereinigt und getrocknet. AnschlieBend wurde der Silberdraht an die Anode einer 4,5V

Batterie angeschlossen. Anode mit Silberdraht und Kathode der Batterie wurden nun in eine

3% KCI-Lésung getaucht. Durch Abzug von Elektronen verschiebt sich das Reaktionsgleich-

gewicht auf die rechte Seite. Am Silberdraht der Anode bildet sich eine Silberchloridschicht.
Ag+ClI & AgCl+e¢e

GleichméaBig chlorierte Elektroden besaBen einen matt-grauen Uberzug. Alle Elektroden

wurden einmal pro Monat neu chloriert.

3.2.5 Herstellung der Patchpipetten

Patchpipetten sind durch ihre Wandstarke und ihren spezifischen elektrischen Widerstand
charakterisiert. Der Widerstand ist abh&ngig von der Pipettenspitzen6ffnung und der Form
der Flanken [Numberger und Draguhn 1996]. Diese Parameter missen beachtet werden,
wenn Pipetten mit speziellen Eigenschaften fur inre Anwendungsgebiete hergestellt werden
sollen. Fir die Ganzzellableitung ist es erforderlich, Pipetten mit einem elektrischen

Widerstand zwischen 2-5MQ und guten Sealeigenschaften herzustellen.

Deshalb wurden mittelharte Borsilikatglasrohlinge mit Filament (GB150F-8P, Science
Products GmbH, Hofheim, Germany) zur Herstellung der Pipetten verwendet. Sie haben
ihren Schmelzpunkt bei 700-800°C. Der Rohling wurde in ein vorgewarmtes
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Pipettenziehgerat (Puller PIP 5, Heka, Lambrecht, Germany) eingespannt, und durch zwei
Ziehschritte in zwei Pipetten geteilt. Die Temperatur der Heizspirale 1&Bt sich durch die
GroBe der Stromzufuhr regeln. Der erste Schritt erfolgte bei 1400°C und zog den Rohling bis
auf 1cm aus, so daB sich der Teil des Rohlings innerhalb der Heizspirale verjingte. Danach
wurde der Rohling neu eingespannt, so daB die verjingte Stelle direkt innerhalb der
Heizspirale saB. Der zweite Schritt ist verantwortlich fir die Form, und bestimmt somit die
Eigenschaften der Pipette. In Abh&angigkeit der Raumtemperatur wurde eine Temperatur der
Heizspirale zwischen 700-800°C eingestellt. Bei dieser Temperatur zog sich die verjlingte
Stelle des Rohlings soweit aus, bis sie riB. Man erhielt zwei gleichwertige Pipetten.

Vor jedem Experiment wurden die Pipetten neu gezogen. AnschlieBend wurden die Pipetten
in einer geschlossenen Box gelagert, damit sie nicht von Staub und Schmutz verunreinigt

werden konnten.

3.2.6 Versuchsdurchfiihrung und MeBprotokoll

Vorbereitung

Alle Messungen wurden an frisch isolierten Kardiomyozytenpaaren (Kap. 3.1) vorgenommen.
Dazu muBten ca. 6 Tropfen der fertigen Zellsuspension in die MeBkammer Uberfuhrt werden.
AnschlieBend wurden die Zellen mit Tyrodeldésung + Calcium superfundiert (5min bei
2ml/min). Die MeBkammer enthielt gerade soviel Flissigkeit, daB Zellen und Elektroden mit
Lésung bedeckt waren (ca. 2ml). Durch ein Uberfiillen der MeBkammer wiirde es zu einem
groéBeren Kontakt zwischen Pipette und Badldsung kommen, so daB eine Zunahme der
Streukapazitaten die Folge ware. Nach ca. 5 bis 10 Minuten setzten sich die Zellen am
Boden der MeBkammer ab.

Die neu gezogenen Pipetten (Kap. 3.2.5) wurden mit Pipettenldsung geflllt. Dabei hatte der
Silberdraht so wenig wie méglich Kontakt zur Pipettenflissigkeit, damit die Gesamtkapazitat
der Pipette mdglichst gering gehalten wurde. Luftblasen muBten durch beklopfen der Pipette
entfernt werden, da sie den Pipettenwiderstand extrem erhéhten. Danach wurde die Pipette
in den Pipettenhalter eingesetzt, und mittels einer Kolbenspritze ein leichter Uberdruck auf
die Pipettenflissigkeit gegeben, so daB standig etwas Pipettenlésung aus der
Pipettentffnung ausstrémte. So konnte ein Zusetzen der Pipettendffnung mit Dreck und
Proteinen beim Eintauchen der Pipette in das Bad verhindert werden. Beide Pipetten wurden
in das Bad gebracht und durch Mikromanipulatoren dicht Gber die Zellen positioniert.



30

Verstarker abgleichen
Messungen an Zellpaaren missen mit einer hohen Genauigkeit durchgefihrt werden, weil
die gemessenen Strome sehr gering sind. Die MeBapparatur reagiert sehr empfindlich auf
Stérquellen, wodurch fehlerhafte MeBergebnisse resultieren kdnnen. Darum missen
mogliche Fehlerquellen erkannt, und durch das Abgleichen der Verstarker beseitigt werden.
Dazu gehort:

1. Korrektur des Offsetpotentials

2. Kontrolle des Pipettenwiderstandes

3. Kompensation des Pipettenwiderstandes

4. Kapazitdgtskompensation

Offsetpotentiale sind Spannungen die an Ubergangen innerhalb der MeBkette Silberdraht —
Pipettenlésung — Badlésung - Erde entstehen. Dafir kbnnen im wesentlichen zwei Ursachen
verantwortlich sein. Zum einen sind es Polarisierungen zwischen der Silber-
Silberchloridelektrodenschicht, zum anderen sind es Ubergangspotentiale zwischen
Badlésung und Pipettenlésung. Offsetpotentiale haben die Eigenschaft sich auf das Potential
der Zelle zu addieren, und flhren somit zu einer fehlerhaften Spannungskontrolle der
Zellmembran. Bei der Justierung des Offset definiert man den Nullpunkt als das Potential, an
dem zwischen Pipette und Bad kein Strom flieBt. Dazu wurde der Verstarker in ,bridge
mode"“ geschaltet. Das Offsetpotentiometer wurde so eingestellt, daB am Voltmeter des
Verstarkers OmV angezeigt wurde.

AnschlieBend wurde der Pipettenwiderstand (Reip) bestimmt. Fur Ganzzellableitungen soll er
zwischen 2 bis 5MQ betragen, und wird entscheidend durch den Ziehvorgang bestimmt
(Kap. 3.2.5). Dafur wurde der Verstarker in die entsprechende Betriebsart geschaltet. Der
Verstarker legt eine definierte Spannung Uber die Pipette an und miBt den durchflieBenden
Strom. Nach dem Ohmschen Gesetz wird der Pipettenwiderstand durch den Verstarker
berechnet, und konnte am Display abgelesen werden. Lag der Wert nicht im zulassigen

Bereich (2 — 5MQ) wurde die Pipette ausgetauscht.

Danach wurde der Pipettenwiderstand kompensiert. Ohne Kompensation wiirde bei jeder
Strominjektion ein Teil der Sollspannung schon am Pipettenwiderstand abfallen, und sich
dadurch eine zu geringe Spannung an der Membran aufbauen. Der Spannungsverlust wird
kompensiert, indem zur Kommandospannung eine Spannung dazu addiert wird, die
proportional zum gerade eingespeisten Strom ist. Das Umladen der Zellmembran wird
beschleunigt. Dazu wurde der Verstarker in den ,bridge mode“ geschaltet. Softwaregesteuert
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wurde ein repetitiver Strom (1nA; 30ms) in das Bad appliziert. Die dadurch entstandene
Spannung an der Pipette wurde durch das ,bridge-balance“-Potentiometer auf OmV
korrigiert. Somit nahm der Pipettenwiderstand keinen EinfluB mehr auf die nachfolgenden
Messungen.

Zum SchluB wurde die Kapazitdt der Stromleiter kompensiert. Bei jeder Anderung der
Kommandospannung kommt es, hervorgerufen durch die Kapazitdt, zunachst zu einem
Umladeproze3 der Stromleiter. Bei rechteckigen Spriingen der Kommandospannung kommt
es zu exponentiell ansteigenden und abfallenden Strémen. Der Verstarker kann bei der
Injektion der hohen kapazitiven Stréme in die Sattigung getrieben werden. Dazu wurde der
Verstéarker in den ,current-clamp“-Modus geschaltet. Es wurde ein Strom von 150nA GrdBe
bei einer ,switching frequency” von 1kHz aktiviert. Der applizierte Strom ist ein
Rechtecksignal und soll am Oszilloskop des Elektrodenpotentials ein rechteckiges Potential
hervorrufen. In diesem Fall wird die Kapazitdit durch die elektronische Schaltung
kompensiert. Daflir bietet der Verstarker zwei Kompensationsmechanismen an. Die grobe
Einstellung erfolgte am ,headstage”, und nimmt eine Anpassung der Zeitkonstantenband-
breite an die verwendete Pipette vor. Die Feinjustierung der Kapazitatskompensation erfolgte
am Verstarker. Diese Methode beruht auf einer konventionellen Feedback-Kompensation.
Danach wurde die ,switching frequency” auf 35kHz eingestellt. Die Kapazitdtskompensation
wurde nochmals kontrolliert und gegebenenfalls korrigiert. Nur bei korrekter Kompensation
der Kapazitdt miBt der Verstarker am Ende eines stromfreien Intervalls das wahre
Membranpotential. Das Potential, daB durch die vorangegangene Strominjektion entstanden
war, ist zu diesem Zeitpunkt abgeklungen. Durch eine fehlerhafte Kompensation wirde sich
das strominjektions-induzierte Potential nicht schnell genug abbauen, und sich zum
Zeitpunkt der Potentialmessung auf das Membranpotential dazu addieren. Die gewiinschte
Kommandospannung wirde nicht an der Membran anliegen. Nach Abgleichung der
Verstarker konnten die Pipetten in Kontakt zur Zellmembran gebracht werden.

Herstellung der Cell-Attached-Konfiguration

Die Cell-Attached-Konfiguration bezeichnet eine MeBanordnung, bei der zwischen
Zellmembran und Pipette ein sehr dichter Kontakt entsteht, so daB der elekirische
Widerstand mehrere Gigaohm betragt. Die Membran unter der Zelle bleibt intakt, wird aber
durch Unterdruck in den Offnungsbereich der Pipette gesaugt. Ist der Abdichtwiderstand zu
gering (<1GQ) entstehen Leckstrome (loiset). Sie verursachen erhéhte MeBwerte und ein
zunehmendes elektrisches Hintergrundrauschen. Deshalb soll der Sealwiderstand tGber 1GQ
betragen. Dazu wurde der Verstarker in den Voltage-Clamp-Modus geschaltet.
Softwaregesteuert wurde ein repetitiver Puls (10mV, 20ms) aktiviert. Am Potentiometer
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,gain“ wurde der optimale Verstarkungsfaktor gewahlt. Mit Hilfe der elektrisch
fernsteuerbaren Mikromanipulatoren wurde der letzte Schritt der Annédherung der Pipette an
die Zellmembran durchgefihrt, indem die Pipetten langsam durch ein Fingerrad gesteuert,
senkrecht auf die Zellen herabgelassen wurden. Dieser Schritt muBte sehr langsam und
vorsichtig erfolgen, da die Zellmembran sehr empfindlich auf mechanische Reize reagiert.
Die Entfernung der Pipettenspitze von der Zellmembran konnte durch zwei charakteristische
Phanomene bestimmt werden. Zum einen muBte das Stromsignal beobachtet werden. Je
enger der Kontakt zwischen Pipette und Membran war, desto kleiner wurde das Stromsignal.
Wenn das Stromsignal auf 2/3 des urspringlichen Wertes abgefallen war, durfte die Pipette
nicht weiter abgesenkt werden. Zum anderen muBte die Oberflaiche der Membran
beobachtet werden. Wenn die Pipette sehr dicht an der Membran war, konnte ein leichtes
Auseinanderweichen der Querstreifung, und ein charakteristischer Lichtreflex beobachtet
werden. Diese Phanomene entstanden, wenn der Strahl der Pipettenlésung, durch den
Uberdruck, die Zellmembran eindellte. Das waren sichere Zeichen den Uberdruck zu
entlasten, und eventuell einen sehr geringen Unterdruck an die Pipette durch vorsichtiges
saugen anzulegen. Die Membran stiilpte sich dann in den Offnungsbereich der Pipette und
bildete einen festen Seal aus, daB durch ein oszillierendes Stromsignal am Oszilloskop
angezeigt wurde. Nachdem der ,gain“ zurickgenommen wurde, konnte man das
charakteristische Stromsignal der Cell-Attached-Konfiguration erkennen. Die zwei
kapazitiven Artefakte zeigten den UmladeprozeB der Zellmembran innerhalb der
Pipettentéffnung an. Der Offsetstrom zwischen den beiden kapazitiven Artefakten gab
AufschluB wie groB3 der Strom war, der seitlich am Seal vorbei in das Bad floB (Leckstrom).
Aus ihm lieB sich der Sealwiderstand bestimmen. Der Unterdruck wurde nun abgelassen, um
die Membran mechanisch zu schonen, und ein Aktivieren von mechanosensitiven Kanalen

zu verhindern.

Herstellung der Whole-Cell-Konfiguration

Die Whole-Cell-Konfiguration ist dadurch charakterisiert, daB die Membran unter der Pipette
aufgebrochen ist. Dadurch wird eine Spannungskontrolle Uber die gesamte Zellmembran
moglich. Nach kurzer Zeit tauscht sich das Zytoplasma mit der Pipettenlésung aus. Wegen
dem viel gréBeren Volumen der Pipettenldsung im Verhaltnis zum Volumen des Zytoplasmas
werden klar definierte, aber auch artifizielle Verhaltnisse des intrazelluldaren Milieus
geschaffen. Dabei ist das Einwaschen von Wirkstoffen wie HBDDE, CGP54345 und
Monensin méglich. AuBerdem ist von Bedeutung, daB energiereiche Substanzen wie ATP
und GTP ausgewaschen werden. Sie sind fir die Funktion der Kanale unerlaBlich, und

kdnnen bei zu niedriger intrazelluldrer Konzentration fir einen verstarkten ,run down* der
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Kanale verantwortlich sein [Sugiura et al. 1990, Verrecchia et al. 1999]. Deshalb wurde ATP
und GTP der Pipettenlésung substituiert.

Um die Whole-Cell-Konfiguration zu etablieren, wurde am Verstarker der Puls —80/-40mV
aktiviert (Voltage-Clamp-Modus). Dabei wurde ein sich wiederholender Spannungssprung
von —80mV auf —40mV an die Membran innerhalb der Pipette angelegt. Durch pulsierendes
Anlegen eines Unterdrucks (saugen und entlasten) wurde die Membran unter der
Pipettenéffnung durchbrochen. Das Stromsignal &nderte sich dabei schlagartig. Die
kapazitiven Ladestrdme und der Offsetstrom nahmen stark zu. An das Zellpaar wurde ein
negatives Haltepotential von —40mV angelegt, um die Na*-Kanéle zu inaktivieren. Danach
wurde die Tyrodelésung durch extrazelluldare Badlésung (enthalt 1mM Bariumchlorid,
Perfusion 5min bei 2ml/min) ausgetauscht. Barium hat die Eigenschaft K*-Kanéale zu
blockieren, und erhéht somit den Membranwiderstand. Dadurch verbesserte sich die
Spannungskontrolle der Zelle, das elektrische Rauschen wurde vermindert, und der Seal
konnte sich stabilisieren. Danach wurde der Puls —80/-40mV nochmals angelegt. Der
Verstarker legt den Spannungssprung nun an die gesamte Zellmembran an, so daB ein
deutlicher Na*-Einstrom durch Offnen der Na*-Kanéle am Oszilloskop sichtbar wurde. Der
Na*-Einstrom ist Resultat der Spannungskontrolle Uber die gesamte Zellmembran, und
zeigte somit die Etablierung der Whole-Cell-Konfiguration an. Dann wurde der Puls —40/-
50mV aktiviert, um die Na'-Kanale elektrisch zu inaktivieren, so daB die passiven
elektrischen Eigenschaften der Zelle sichtbar wurden. Die kapazitiven Ladestréme zeigten
nun den UmladeprozeB3 der gesamten Zellmembran, weswegen sie deutlich zunahmen.
Daraus lieB sich die Zellkapazitdt und die GroBe der Zellmembran berechnen. Aus der
GroBe des Peaks konnte der Serienwiderstand berechnet werden, da in dieser Phase der
Membranwiderstand kurz geschaltet war. Aus dem Offsetstrom wurde der Membran-
widerstand berechnet. Der Quotient aus Serienwiderstand und Membranwiderstand erlaubte
eine Einschatzung der Gite der Whole-Cell-Konfiguration [Numberger und Draguhn 1996].
Deswegen wurden diese Kontrollmessungen jeder Gap-Junction-Messung vorangestellt.

Zu Beginn eines Experimentes muBte der maximal mdgliche Verstarkungsfaktor (gain)
eingestellt werden. Das wurde erreicht, indem der ,gain“ so gewahlt wurde, daB3 das Signal
gerade nicht oszillierte. Ein weiteres Problem stellte die Zunahme der Kapazitdten dar.
Dadurch rundeten sich die Ecken des rechteckigen Spannungssignals deutlich ab. Dem
wurde durch Zuschalten des Proportional-Integral-Controllers (,integrator time constant®) und
der ,rise time“ entgegengewirkt, die eine sehr exakte Spannungskontrolle ermdglichten
(steady state — Fehler < 1%, [Polder 1996]). AnschlieBend wurde das Filter auf 2kHz
eingestellt. Das gewahrleistete ein optimales Herauslésen des bioelektrischen Signals vom
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Hintergrundrauschen ohne es wesentlich zu verandern. Das System war nun zur Messung
des Gap-Junction-Stromes bereit.

Gap-Junction-Strommessung

Das Zellpaar befand sich in der ,double-whole-cell-patch-clamp®-Konfiguration (Abb. 11).
Beide Verstarker generierten am Zellpaar ein Haltepotential von —40mV, um die Na*-Kanale
der Zellmembran zu inaktivieren. Fir die Gap-Junction-Strommessung wurde die Zelle 2 des
Zellpaares ausgehend vom Haltepotential (-40mV) auf Werte zwischen —130 bis 50mV in
10mV-Schritten flir 200ms geklemmt. An der Zelle 1 des Zellpaares lag weiterhin das
Haltepotential von —40mV an der Membran an. Das flhrte zu einer transjunctionalen
Spannungsdifferenz von —90 bis 90mV zwischen Zelle 1 und Zelle 2. Abhangig von der
Spannungsdifferenz floB ein Strom, der zwei unterschiedliche Wege nahm. Der Strom kann
einerseits Uber den Membranwiderstand zum Erdleiter flieBen, oder andererseits Uber den
Gap-Junction-Widerstand in die gekoppelte Zelle stromen. Aus der Messung der Strome lie3
sich die Gap-Junction-Leitfahigkeit berechnen.

Zelle 2

Abb.: 11: Ersatzschaltbild der ,double-whole-cell-patch-clamp®-Konfiguration, nach Kolb [1992].
(Vp1,2) Pipettenpotential, (V1,2) Membranpotential, (11,2) Strom durch die Pipette,
(Im1,2) Strom durch die Zellmembran, (l)) Strom durch den Gj- Widerstand, (Rs1,2)
Serienwiderstand, (Rm1,2) Membranwiderstand, (Cn1,2) Membrankapazitét, (R;) Gap-
Junction-Widerstand

Nach dem Ohmschen Gesetz gilt:

R=U/l in [Q] Ohm

Der elektrische Widerstand ist das Verhaltnis der angelegten Spannung zum flieBenden

Strom. Nach Umformen der Gleichung kommt man zum Gesetz der elektrischen
Leitfahigkeit:
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G=1/R=I/U in [S] Siemens

Man versteht darunter den Kehrwert des Widerstandes.
Der Strom der Zelle 1 (l;) kann mit folgender Gleichung beschrieben werden:

|1=V1/Rm1+(V1'V2)/Rj

Der erste Summand der Formel berechnet den StromfluB Gber die Zellmembran. Der zweite
Summand berechnet den Strom Uber die Gap Junctions.
Entsprechend dazu ist der Strom in Zelle 2:

|2=V2/Rm2+(V2'V1)/Rj

Befindet sich Zelle 2 auf ein gleichbleibendes Haltepotential, so daB V.=V, gelten far |; und
I, folgende vereinfachende Gleichungen:

|1 =V1/Rm1 +V1/Rj
L=V:/R

Aus der letzten Gleichung ist ersichtlich, das I, eine direkte Messung des Stromflusses durch
die Gap-Junction-Kanale darstellt, die eine Berechnung des Gap-Junction-Widerstandes und
der Gap-Junction-Leitfahigkeit ermdglichten.

An einem Zellpaar wurden innerhalb eines Versuches 6 Gap-Junction-Strommessungen in
einem Abstand von jeweils 10 Minuten durchgefiihrt. Daraus resultierte eine Versuchsdauer
von insgesamt 50 Minuten, die in 4 verschiedene MeBphasen eingeteilt wurde (Tab. 3). Da
wahrend der ersten 20 Minuten vermehrt Schwankungen des Sealwiderstandes auftraten,
bedurfte es einer Stabilisierungsphase (0. bis 20. Minute), in der sich der Seal weiter festigte.
Am Anfang, zum Zeitpunkt t=0min, wurde die Initialleitfahigkeit bestimmt. In der
anschlieBenden Kontrollphase (20. bis 30. Minute) erfolgte die Bestimmung des ,run down*
der Gap-Junction-Kanale. Dazu wurde die Differenz der Leitfahigkeiten der Gap-Junction-
Strommessungen der 20. und 30. Minute gebildet. Danach folgte eine 9-minttige Perfusion
des Bades mit modifizierter Tyrodelésung +1mM BaCl, + 50nmol/l AAP10 bei 2ml/min
Perfusionsgeschwindigkeit. Laut Numberger und Draguhn [1996] muB das flnf- bis

zehnfache des Kammervolumens eingewaschen werden, um die gewlinschte Konzentration
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des Perfusats im Bad zu erhalten. In der MeBkammer befanden sich 2ml Lésung, so daB die
Perfusionsmenge von 18ml das neunfache der Badlésung darstellte. SchlieBlich wurde nach
Einwaschen des AAP10 (40. Minute) der Effekt des Antiarrhythmischen Peptides bei einer
Konzentration von 50 nM durch die Differenz der Leitfahigkeiten der 30. und 40. Minute
bestimmt. AnschlieBend wurde AAP10 ausgewaschen (9 Minuten bei 2ml/min, mit
modifizierter Tyrodelésung + TmM BaCl,), so daB die Gap-Junction-Strommessung am Ende
der Auswaschphase (50.Minute) ohne AAP10 erfolgte. Der Auswascheffekt wurde durch
Bildung der Differenz der Leitfahigkeiten der 40. und 50. Minute ermittelt.

Zeit MeBphase Ziel

0-20min Stabilisierungsphase | Stabilisierung des Seals
20-30min Kontrollphase Messung des ,run down*
30-40min AAP10-Phase Messung des AAP10-Effektes
40-50min Auswaschphase Messung des Auswascheffektes

Tab. 3: MeBprotokoll der Gap-Junction-Messungen

3.3 Auswertung der Versuchsergebnisse und Statistik

Die MeBpunkte lagen digitalisiert als Wertepaare von Strom und Spannung vor. Es wurden
die Stromwerte fiir jede Messung und jeden Spannungssprung durch Mittelwertbildung der
einzelnen StrommeBpunkte innerhalb des ,steady state” ermittelt. Der ,steady state“ ist
gekennzeichnet durch den linearen Verlauf der Geraden der Strom-Spannungsbeziehung,
und befindet sich am Ende der Stromspur (die letzten 50ms der 200ms langen Stromspur).
Aus jedem MeBzyklus erhielt man 19 Stromwerte die in einem Diagramm gegen die
dazugehdrigen transjunctionalen Spannungen abgetragen wurden. Durch lineare Regression
wurde die Steigung der Geraden ermittelt, die den junctionalen Leitfahigkeitswert (g;) angab.
Die Leitfahigkeitswerte einer Versuchsgruppe wurden durch Bildung des Mittelwertes und
den dazugehdrigen Standardfehler des Mittelwertes aus den einzelnen Leitféahigkeiten der
Versuche gebildet. Mit Hilfe der Varianzanalyse flr wiederholte Messungen und des post hoc
Wilcoxon-Testes wurden die einzelnen MeBphasen innerhalb einer Versuchsgruppe, und die
Versuchsgruppen innerhalb der AAP10-Phase, auf signifikante Unterschiede untersucht.
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4. Ergebnisse

Im Folgenden sollen die Versuchsergebnisse aufgefihrt werden. Zuerst werden die
elektrischen Eigenschaften eines Meerschweinchenkardiomyozytenpaares dargestellt.
Danach wird eine Ubersicht (ber die Gap-Junction-Strommessungen der einzelnen
MeBreihen gegeben, die im AnschluB daran noch einmal zusammengefaB3t dargestellt

werden.

4.1 Darstellung  der  elekitrischen  Eigenschaften  eines  Meerschweinchen-
kardiomyozytenpaares mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik

Im Methodenteil konnte mittels eines Zellmodells die Genauigkeit der Messungen durch die
verwendeten diskontinuierlichen Voltage-Clamp-Verstarker (dSEVC-Verstarker) gezeigt
werden. Um exakte MeBergebnisse auch an Kardiomyozyten zu erhalten, muBten alle
Zellpaare, die zur Gap-Junction-Strommessung herangezogen wurden, folgenden
EinschluBkriterien genligen:
>1GQ

2. Serienwiderstand (Rs 5-50MQ

3. Membranwiderstand (R,,) 100-1000MQ

4. Membrankapazitat (C,) 50-220pF
Innerhalb dieser EinschluBkriterien konnte, durch die Arbeit von Mller et al. [1999], die hohe

1. Sealwiderstand (Rseal

)
)

Préazision der Gap-Junction-Strommessung mittels diskontinuierliche Voltage-Clamp-
Verstarker (dSEVC-Verstarker) nachgewiesen werden (Fehler der Gap-Junction-
Strommessung <5,1%). Alle Zellpaare wurden vor jeder Gap-Junction-Strommessung
dahingehend gepruft, ob die EinschluBkriterien erfillt waren. Lag ein Zellpaar auBerhalb des
Normbereichs, wurde die Messung abgebrochen und der Versuch nicht gewertet.

4.1.1 Sealwiderstand

Nach Erreichen der Cell-Attached-Konfiguration (Kap. 3.2.6) wurde der Puls —80/-40mV
aktiviert (Abb. 12a), und die resultierende Stromantwort registriert (Abb. 12b), um den
Sealwiderstand nach dem Ohmschen Gesetz zu berechnen. Die Differenz der mittleren
Stromwerte aller Versuche vor und wahrend des Spannungssprungs ergab einen Wert von
14,71 £ 1,78pA. Somit betrug der mittlere Sealwiderstand aller Versuche 3,29 + 0,27GQ.
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Originaldarstellung eines Spannungspulses von —80mV auf —40mV (a), sowie die
resultierende Stromantwort in der Cell-Attached-Konfiguration, kurz vor dem ,break in“
(b) an Meerschweinchenkardiomyozyten. Die kapazitiven Spitzenstrome stellen die
Umladung der Membran innerhalb des Mindungsbereiches der Pipette dar. Die
Differenz der Strommittelwerte, vor und nach Umladung der Membran, betrug 17,4pA.
Bei einem Spannungssprung von 40mV errechnet sich nach dem Ohmschen Gesetz
ein Sealwiderstand von 2,3 GQ. Die untere Stromkurve (c) wurde kurz nach dem
soreak in“in der Whole-Cell-Konfiguration aufgezeichnet. Die stark negative Amplitude
zeigt den Natrium-Einstrom (-5541pA) nach Offnung der Na-Kanale bei ca. —-60mV.

Man beachte die unterschiedliche Skalierung der beiden Stromkurven (b) und (c).
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4.1.2 Natrium-Strom

Der Natrium-Strom wird nur in der Whole-Cell-Konfiguration (Kap. 3.2.6) sichtbar, nachdem
die Membran innerhalb des Patches durchbrochen wurde. Dadurch erhdlt man eine
Spannungskontrolle lber die gesamte Zellmembran. Natrium-Kanéle haben die Eigenschaft,
spannungsabhéngig bei ca. -60mV, zu 6ffnen. Das Offnen der Natrium-Kanale ist ein
Beweis, daB der Patch-Clamp-Verstarker die Kontrolle Gber das Membranpotential hat, und
die Zellmembran durchbrochen wurde. Fir alle Versuche konnte ein mittlerer Natrium-
Einstrom von 3791 + 422pA bestimmt werden. Abb. 12c¢ zeigt eine Darstellung des Natrium-

Einstromes kurz nachdem die Zellmembran durchbrochen wurde.

4.1.3 Serienwiderstand

Im Methodenteil wurde dargestellt, daB der Serienwiderstand erheblichen EinfluB auf die
Genauigkeit der MeBergebnisse nehmen kann, wenn konventionelle Gap-Junction-
Verstarker zur Anwendung kamen. Diskontinuierliche Patch-Clamp-Verstarker (dSEVC-
Verstarker) dagegen sind unabhangig vom Serienwiderstand, was Mudiller et al. [1999], in
ihrer Arbeit fir einen Bereich zwischen 5-50MQ, nachweisen konnten.

Um den Serienwiderstand zu messen, wurde in der Whole-Cell-Konfiguration ein
Spannungspuls von —40 auf -50mV an die Zellmembran angelegt (Abb. 15a). Im Gegensatz
zum Spannungspuls —80/-40mV sind in diesem Fall die Na*-Kanéle inaktiviert, so daB die
passiven elektrischen Eigenschaften der Membran sichtbar wurden. Die Spannungsdifferenz
von 10mV flhrte zunachst zu einem UmladeprozeB der Zellmembran, die als kapazitive
Stromspitzen in der Abb. 15b zu sehen sind. Der kapazitive Widerstand ist wahrend des
Umladeprozesses sehr gering, so daB ein groBer kapazitiver Spitzenstrom (Imay) flieBt, der
ein MaB fir den Serienwiderstand darstellt. Somit kann der Serienwiderstand nach der
Formel Rs=Uy/Imax berechnet werden [Numberger und Draguhn 1996].

Die gemittelten Serienwiderstdnde aller Messungen zeigten eine kontinuierlich lineare,
zeitabhangige Zunahme des Widerstandswertes von 0,124 + 0,021 MQ/min fur Zelle 1, und
0,052 £ 0,021MQ/min far Zelle 2 (Tab. 4, Abb. 13).

Omin 10min 20min 30min 40min 50min

Rsy in MQ 11,5+0,8 (12,7+11 (13,1+£0,9 [147+£11 (155+12 (17,7+1,2

Rs, in MQ 12,8 +1,0 (128+1,0 |[147+1,1 |148+1,1 [153%£1,1 |154 +1,1

Tab. 4: Mittelwerte und Standardfehler der Serienwiderstande fir Zelle 1 (Rs;) und Zelle 2
(Rs2) in Abhéngigkeit der Zeit.
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Abb. 13: Darstellung der Mittelwerte und Standardfehler der Serienwiderstande fir Zelle 1 (Rs4)
und Zelle 2 (Rsy) in Abhangigkeit der Zeit.

4.1.4 Membranwiderstand

Der Membranwiderstand stellt den Ohmschen Widerstand der Zellmembran dar. Der
Membranwiderstand wurde aus der selben Abbildung, aus der schon der Serienwiderstand
bestimmt wurde, ermittelt (Abb. 15b). In diesem Fall wurde die Stromdifferenz vor und nach
der kapazitiven Stromspitze gebildet. Nachdem der UmladeprozeBB der Zellmembran
abgeschlossen ist, wird der kapazitive Widerstand sehr groB, und der Strom flieBt nun durch
den Membranwiderstand in das Bad. Zu diesem Zeitpunkt konnte der Membranwiderstand
nach der Formel Rn=Uo/lsset berechnet werden. Der Membranwiderstand war am Anfang der
Messungen (t = Omin) etwas geringer ausgefallen. Ab der 10. bis 50. Minute konnte ein
naherungsweise konstanter Verlauf des Membranwiderstandes registriert werden (Tab. 5,
Abb. 14).

Omin 10min 20min 30min 40min 50min

Rm;y in MQ 457 t65 |587+92 |528+69 [573+87 |535+56 |561 163

Rm; in MQ 504 +78 |560+85 |573 186 569 £92 553 191 554 £ 85

Tab. 5: Mittelwerte und Standardfehler der Membranwidersténde fir Zelle 1 (Rmy) und Zelle 2
(Rmy) in Abh&ngigkeit der Zeit
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Abb. 14: Darstellung der Mittelwerte und Standardfehler der Membranwiderstéande fir Zelle 1

(Rmy) und Zelle 2 (Rmy).
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Abb. 15: Originalregistrierung an Meerschweinchenkardiomyozyten von dem angelegten
Spannungspuls —40/-50mV (a) und der resultierenden Stromantwort (b) zur Berech-
nung des Serienwiderstandes und des Membranwiderstandes. Die Stromspitzen stel-
len den kapazitiven Ladestrom (Imax = 1013pA) dar. Er ist ein MaB fir den Serien-
widerstand, der nach der Formel Re=U/lmax auf 9,9MQ berechnet wurde. Der
Offsetstrom (loset = 46pA) stellt die Stromdifferenz in der Whole-Cell-Konfiguration
zwischen den Strémen vor und wahrend des Spannungspulses dar, und ist ein MaB

fir den Membranwiderstand (R.,), der nach der Formel Ry=U/lyset 217MQ betrug.
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4.1.5 Membrankapazitat

Die Membrankapazitat ist ein MaB fur die GroBe der Zellmembran. Sie sollte im Bereich
zwischen 50-220pF liegen, weil Zellen mit einem zu groBen Zellvolumen eine schlechte

Spannungskontrolle aufweisen kdnnen.

Auch die Berechnung der Membrankapazitat erfolgte aus einem gespreizten Ausschnitt der
Stromkurve der Abb. 15b. Zunachst muBte graphisch die Zeitkonstante (t) ermittelt werden.
Sie stellt die Zeit dar, in dem der maximale kapazitive Strom (lmax) auf 1/e abgefallen ist. Die
Membrankapazitat konnte dann nach der Formel Cn=Ina"t/Uy berechnet werden. Fir alle
Versuche konnte eine mittlere Membrankapazitat von 150 + 22pF ermittelt werden.

| 70,7

[PA] —1

-200,0—
-300,0—
-400,0—|

-500,0—

-600,0-
~700,0-
-800,0-]
-800,0—

-1000,0

-1100,0—|

-1200,0 E

1300.0*]

tau = 1,44ms

' U 1 1 . t
0,127 0,128 0,129 0,130 0,131 01132 0,133 Is]

Abb. 16: Gespreizter Ausschnitt des kapazitiven Ladestromes der Abb. 15b zur Berechnung
der Membrankapazitdt mit Hilfe der Formel Cp=lnax"t/U, flr lh=1203pA, und
U=10mV. Die Zeitkonstante (t) wurde graphisch ermittelt und betrug 1,44ms, woraus

sich eine Membrankapazitat von 173pF ergab.

4.2 Gap-Junction-Kanal-Strommessung an Meerschweinchenkardiomyozytenpaaren mit
Hilfe der Patch-Clamp-Technik

Vorangegangene Arbeiten zur Untersuchung der Gap-Junction-Kanal-Leitfahigkeit unter
Wirkung des AAP10 hatten gezeigt, daB AAP10 die Leitfahigkeit der Gap-Junctions erhdhte
[MUller et al. 1997a,b, Schaefer et al. 1999]. AuBerdem konnte, durch zusatzliche Gabe des
Proteinkinase-C-Inhibitors BIM | (0,2uM) in die Pipettenldsung, eine verminderte Leitfahigkeit
der Gap-Junctions nachgewiesen werden [Schaefer 2000, Schaefer et al. 1999]. Daraus
schluBfolgerten Dhein et al. [1999b], daB die Wirkung des AAP10 vermutlich Gber die
Proteinkinase C vermittelt wurde. Diese Arbeit sollte die Frage klaren, welche Subtypen der
Proteinkinase C bei der Vermittlung der Wirkung des AAP10 eine Rolle spielen kdnnen.
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Deshalb galt das Hauptaugenmerk der Messung des Gap-Junction-Stromes an elektrisch
gekoppelten Meerschweinchenkardiomyozytenpaaren.

Dazu wurde nach erreichen der Whole-Cell-Konfiguration eine transjunctionale
Spannungstreppe von —90mV bis +90mV in 10mV-Schritten zwischen das Zellpaar angelegt,

und der daraus resultierende, transjunctionale StromfluB gemessen.

4.2.1 Kontrollserie

Die mittlere initiale Leitfahigkeit (t=0 Min.) der Kontrollserie betrug 56,5t14,1nS. Wahrend
der Kontrollphase (20.-30. Min.) zeigte die Kontrollserie den typischen ,run down* der Gap-
Junction-Leitfahigkeit (-406+219pS/min), der durch Zugabe des AAP10 (50nM) (30.-40.Min.)
antagonisiert werden konnte, und zu einer signifikanten Zunahme der Leitfahigkeit auf
+282+193pS/min flhrte. Nach Auswaschen des AAP10 (40.-50. Min.) kehrten sich die
Verhéltnisse wieder um, und ein signifikanter Riickgang der Leitfahigkeit konnte beobachtet
werden (-1177+£481pS/min).

p=0,028 fp=0046

-500 l

-1000 A

-1500 A ‘

-2000 1

Gap-Junctions-Leitfahigkeitséanderung [pSimin]

T T T
Kontrollphase AAP1O (50N Auswaschphase

[ Kontraollserie

Abb. 17: Darstellung der Gap-Junction-Leitfahigkeitsdnderung in pS/min der Kontrollserie (n=6
Versuche) wahrend der einzelnen MeBphasen. In der Kontrollphase war eine
Abnahme der Gap-Junction-Leitféhigkeit zu beobachten, die nach Einwaschen des
AAP10 antagonisiert werden konnte, und zu einer signifikanten Zunahme der Gap-
Junction-Leitfahigkeit fihrte. Nach Auswaschen des AAP10 wurde eine, im Vergleich
zur AAP10-Phase, signifikante Abnahme der Gap-Junction-Leitféhigkeit registriert.
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Originalregistrierung  von  Gap-Junction-Strémen  (c) der Kontrollserie an
Meerschweinchenkardiomyozyten. Die Stromaufzeichnung erfolgte in Zelle 1 (c) nach
transjunctionalen Spannungsspriingen von —90 bis +90mV in Zelle 2 (a), ausgehend
von einem Haltepotential von —40mV in Zelle 1 (b) und 2 (a). Zu sehen ist die
Zunahme des transjunctionalen Stromes unter AAP10-Gabe.

Roipi=5MQ; Rpip=6MQ; Rs1 =9,9MQ; Rg=9,3MQ; Rmi=217MQ; Rn=400MQ;
Cim1=173pF; Cyo=97pF

4.2.2 HBDDE-Serie

Um isoformspezifisch die PKCa und die PKCy zu hemmen, wurde HBDDE (50uM) der
Pipettenlésung zugesetzt. Die mittlere initiale Leitfahigkeit (=0 Min.) der HBDDE-Serie
betrug 53,246,4nS. Die Kontrollphase (20.-30. Min.) der HBDDE-Serie zeigte einen ,run
down* der Gap-Junction-Leitfahigkeit von -700+171pS/min. Durch Einwaschen des AAP10
(50nM) (30.-40. Min) konnte ein leichter, nicht signifikanter Rickgang des ,run down*

verzeichnet werden, der weiterhin im negativen Bereich lag (-258+205pS/min). Der in der
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Kontrollserie gesehene Effekt des AAP10, namlich eine Umkehr des ,run down® und eine
Zunahme der Leitfahigkeit, war somit weitgehend gehemmit.

500 -
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‘ = HEDDE (50jh)

Abb. 19: Darstellung der Gap-Junction-Leitfahigkeitsénderung in pS/min der HBDDE-Serie
(n=6 Versuche) wahrend der einzelnen MeBphasen. Im Vergleich zur Kontrollserie
wurde der AAP10-Effekt weitgehend gehemmit.



Abb. 20:

u
[mV]

[PA]

46

a) b)
60,0~ u 6004
{mv]
400- 400-
| —
200- S 200-
00~ 00-
200- 1 200~
40,0 —] 40,0-. - 4
i e U
600 800~
N ——
800~ L 400~
-100,0- 1000
1200 -1200-
; ]
-140,0-, i . -1400-, : q
00 01 02 0] oo o1 02 Is)
c)
| 3500,0-
W00 i
2500,0~ o ’ ’
2000,0- T ]
1500,0- Wm«‘w‘m
1000,0- f . e
. i “
W
500,0-| v
e
0,0
e
-500,0-
A AR ASIAAAA AN AAP A
-1000,0- P A A i ]
b AR AAARAAAINAS AR
15000~ Sty
-2000,0-
-2500,0-
-3000,0-
-3500,0- .
30min, Ende der Kontroolphase 40min, AAP10 (50nM) 50min, Ende der Auswaschphase

Originalregistrierung von Gap-Junction-Strémen (c) der HBDDE-Serie (50uM) an
Meerschweinchenkardiomyozyten. Die Stromaufzeichnung erfolgte in Zelle 1 (c) nach
transjunctionalen Spannungsspriingen von —90 bis +90mV in Zelle 2 (a) ausgehend
von einem Haltepotential von —40mV in Zelle 1 (b) und 2 (a). Bei dieser Messung
konnte AAP10 die Gap-Junction-Leitféhigkeit nicht erhéhen, so daB ein
kontinuierlicher ,run down* zu sehen war.

Roipi=6MQ; Rpip2=bMQ; Rs1 =21MQ; Rg=23MQ; Rm=990MQ; R»,=644MQ;
Cm1=160pF; Cyo=187pF

4.2.3 CGP54345-Serie

In dieser Versuchsserie wurde CGP54345 (10uM) eingesetzt, um isoformspezifisch die
PKCa zu hemmen. Die mittlere initiale Leitfahigkeit (t=0 Min.) der CGP54345-Serie betrug
54,7+10,2nS. Der ,run down* der Gap-Junction-Leitfahigkeit der Kontrollphase (20.-30. Min.)
lag zwischen dem der Kontrollserie und der HBDDE-Serie bei -587+211pS/min. Durch
Einwaschen des AAP10 (50nM) (30.-40. Min.) konnte auch in dieser Versuchsserie keine
signifikante Leitfahigkeitssteigerung registriert werden. Lediglich ein leichter Rickgang des
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~,sun down* wurde gemessen (-351+204pS/min). Es zeigte sich also im Vergleich zu der
Kontrollserie eine signifikante Aufhebung des AAP10-Effektes durch CGP54345.
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-500 1 l

-1000 A

-1500 +
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Abb. 21: Darstellung der Gap-Junction-Leitfahigkeitsanderung in pS/min der CGP54345-Serie
(n=6 Versuche) wahrend der einzelnen MeBphasen. Der AAP10-Effekt konnte im

Vergleich zur Kontrollserie signifikant aufgehoben werden.
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Abb. 22: Originalregistrierung von Gap-Junction-Strémen (c) der CGP54345-Serie

(10uM) an Meerschweinchenkardiomyozyten. Die Stromaufzeichnung erfolgte
in Zelle 1 (c) nach transjunctionalen Spannungsspriingen von —90 bis +90mV
in Zelle 2 (a) ausgehend von einem Haltepotential von —40mV in Zelle 1 (b)
und 2 (a). Auch in diesem Beispiel war ein kontinuierlicher ,run down® der
Gap-Junction-Leitféhigkeit zu sehen.

Roip1=4MQ; Rpip2=4MQ; Rs1 =17MQ; Reo=16MQ; Rm1=668MQ; Rn=682MQ;
Cm1=72pF; Cr2=210pF

4.2.4 Monensin-Serie

Monensin ist eine Substanz die im Vergleich zu HBDDE und CGP54345 nicht an der
Proteinkinase C wirkt. Der Wirkmechanismus des Monensin beruht auf einer Blockierung der
Transportvesikel auf ihrem Weg vom Golgi-Apparat zur Zellmembran. Dadurch wird ein
Einbau von Proteinen (z.B. Connexinen), die zuvor im Golgi-Apparat synthetisiert wurden,
verhindert (siehe Abb.2). Dazu wurde der Pipettenldsung Monensin in der Konzentration
2uUM zugesetzt. Die Initialleitfahigkeit (t=0 Min.) fiel im Vergleich zu den anderen Serien
geringer aus und betrug 37,118,0nS. Der ,run down* der Kontrollphase (30.-40. Min.) verlief
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in der AAP10-Phase (30.-40. Min.) auf etwa gleich hohen Niveau (Kontrollphase -
487+52pS/min, AAP10 (50nM) -455+105pS/min). Nach Auswaschen des AAP10 konnte ein
Rlckgang des ,run down® beobachtet werden (-93+£171pS/min). Es wurde also der in der

Kontrollserie gesehene Effekt des AAP10 auch durch Monensin aufgehoben.
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Abb. 23: Darstellung der Gap-Junction-Leitfahigkeitsénderung in pS/min der Monensin-Serie
(n=3 Versuche) wahrend der einzelnen MeBphasen. Wahrend der Kontrollphase und
der AAP10-Phase war der ,run down“ der Gap-Junction-Leitfahigkeit auf etwa gleich
hohem Niveau, und senkte sich wahrend der nachfolgenden Auswaschphase.
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Abb. 24: Originalregistrierung von Gap-Junction-Strémen (c) der Monensin-Serie (2uM) an

Meerschweinchenkardiomyozyten. Die Stromaufzeichnung erfolgte in Zelle 1 (c) nach
transjunctionalen Spannungsspriingen von —90 bis +90mV in Zelle 2 (a) ausgehend
von einem Haltepotential von -40mV in Zelle 1 (b) und 2 (a). In diesem Versuch sank
der Gap-Junction-Strom wahrend der AAP10-Phase und anderte sich nicht wesentlich
am Ende der Auswaschphase.

Roipi=5MQ; Rpp2=5MQ; Rs1 =21MQ; Rg=23MQ; Rn1=567MQ; R,=803MQ;
Cm1=126pF; Cpo=154pF

4.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Tabelle 6 enthélt eine zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der Gap-Junction-
Leitfahigkeitsanderung aus den verschiedenen Versuchsserien mit den dazugehérenden
MeBphasen. Analog dazu veranschaulicht die Abbildung 25 vergleichend die
Versuchsergebnisse. Signifikante Unterschiede innerhalb einer MeBreihe wurden durch
einen Stern (*), und signifikante Unterschiede gegenlber der Kontrollserie innerhalb der

AAP10-Phase, durch eine Raute (#) gekennzeichnet.
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Nur in der Kontrollserie konnte wahrend der AAP10-Phase ein signifikanter Anstieg der

Leitfahigkeit von +282+193pS/min verzeichnet werden. Im Gegensatz dazu wurde unter
HBDDE (-258+205pS/min), unter CGP54345 (-351+204pS/min) und unter Monensin
(-455£105pS/min) eine Abnahme der Leitféahigkeiten beobachtet.

Kontrollphase AAP10 (50nM) Auswaschphase
Kontrollserie -406 + 219 +282 + 193 *1-1177 £ 481
HBDDE (50uM) -700 +171 -258 + 205 #|-452 + 76
CGP54345 (10uM) | -587 + 211 -351 + 204 #-602 + 146
Monensin (2uM) -487 + 52 -455 +105 #-94+171 *

Tab. 6: Anderungen der Gap-Junction-Kanal-Leitfahigkeit wahrend der Kontrollphase, AAP10-Phase,

und der Auswaschphase in pS/min. Signifikante Anderungen (p<0,05) der MeBwerte innerhalb

der einzelnen Versuchsserien wurden durch einen Stern (*), und signifikante Unterschiede der
HBDDE-, CGP54345-, Monensin-Serie gegeniiber der Kontrollserie innerhalb der AAP10-
Phase, durch eine Raute (#) gekennzeichnet.

Abb. 25:
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Dargestellt ist die Leitfahigkeitsanderung in pS/min der einzelnen MeBreihen wéhrend

der einzelnen MeBphasen. Nur in der Kontrollserie konnte nach AAP10-Gabe eine

Zunahme der Gap-Junction-Leitfahigkeit registriert werden. Signifikante Anderungen

(p<0,05) innerhalb einer MeBreihe wurden durch einen Stern (*), und signifikante
Unterschiede der HBDDE-, CGP54345-, Monensin-Serie gegenlber der Kontrollserie
innerhalb der AAP10-Phase, durch eine Raute (#) gekennzeichnet.
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5. Diskussion

Wesentliches Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist die signifikante Leitféahigkeitszunahme
zwischen den gekoppelten Meerschweinchenkardiomyozyten unter Wirkung des
Antiarrhythmischen Peptides (AAP10), die durch den Einsatz der selektiven PKC-Inhibitoren
(HBDDE - PKCa,y und CGP54345 — PKCa) und unter Monensin (Inhibitor des trans-Golgi-
Apparates), aufgehoben wurde. Bevor die Ergebnisse im einzelnen diskutiert werden, soll
zunachst auf die verwendete Methodik eingegangen werden.

Der Serienwiderstand (Rs) stellt fir konventionelle Patch-Clamp-Verstérker ein Problem dar,
weil er zu einer Spannungsabweichung an der Zellmembran flihrt. Dadurch wird die
transjunctionale Spannungsdifferenz beeinfluBt, welche zu erheblichen Fehlern bei der Gap-
Junction-Leitfahigkeitsmessung fliihren kann (100% Fehler [Weingart 1986], 70% Fehler [Van
Rijen et al. 1998]). Um den Fehler zu minimieren, wurden aufwendige mathematische
Korrekturformeln entwickelt [Wilders und Jongsma 1992]. Die Genauigkeit der
Korrekturformeln hangt von der Genauigkeit der Messung des Serienwiderstandes ab [Van
Rijen et al. 1998]. Der Serienwiderstand kann aber nur dann exakt bestimmt werden, wenn
dieser sehr viel kleiner ist als der Membranwiderstand. Erschwerend fir die exakte
Bestimmung des Serienwiderstandes kommt hinzu, daB es wahrend eines Versuches, in
Abhéangigkeit der Zeit, zu einer Zunahme des Serienwiderstandes kommt (siehe eigene
Daten in Kap. 4.1.3 und Muller et al.[1999]). Eine Verbesserung der Serienwiderstands-
problematik konnte erreicht werden durch die Entwicklung einer anderen Verstérker-
technologie, der sogenannten Switch-Clamp-Technik. Dieser diskontinuierliche Verstarkertyp
(dSEVC-Verstarker = discontinuous single-electrode-voltage-clamp-amlifier) wechselt mit
einer hohen Frequenz zwischen Strominjektion und Spannungsmessung hin und her, so daf3
wahrend der Spannungsmessung kein Strom Uber den Serienwiderstand flieBt, weshalb
nach dem Ohmschen Gesetz der Serienwiderstand eliminiert wird [Polder 1996].

Zellmodellmessungen mit dSEVC-Verstarkern konnten beweisen, daB die Fehler von Gap-
Junction-Widerstandsmessungen immer < 5,1% lagen, und im wesentlichen unabhangig
vom Serienwiderstand (5-50MQ), Membranwiderstand (100-1000MQ), Membrankapazitat
(50-220pF) und von der junctionalen Leitfahigkeit (1-100nS) waren [Muller et al. 1999]. In der
vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls die Genauigkeit der Messungen des junctionalen
Widerstandes (R;) anhand eines Doppellzellmodells Uberprift (Kap. 3.2.3). Dabei wurde ein
mittlerer Fehler der Ri-Messung von 5,1% (n=7) ermittelt. Vorrausgegangene Messungen zur
Bestimmung der MeBungenauigkeit des junctionalen Widerstandes mittels diskontinuierlicher
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Patch-Clamp-Verstarker ergaben einen Fehler von < 5% [Miller et al. 1999]. Somit liegt der
MeBfehler der verwendeten Patch-Clamp-Verstarker in dieser Arbeit nur geringfligig héher
als der MeBfehler der Arbeitsgruppe Muller et al. [1999], aber sehr viel gunstiger als der
Fehler konventioneller Patch-Clamp-Verstarker (100% Fehler [Weingart 1986], 70% Fehler
[Van Rijen et al. 1998]), und kann demzufolge als akzeptabel eingeschéatzt werden. Weil
diskontinuierliche Patch-Clamp-Verstarker die Serienwiderstandsproblematik umgehen, und
deshalb einen sehr viel geringeren Fehler als konventionelle Patch-Clamp-Verstarker
besitzen, stellen diskontinuierliche Patch-Clamp-Verstarker (dSEVC-Verstarker) das im

Moment geeignetste System zur Messung von Gap-Junction-Strémen dar.

Alle Gap-Junction-Strommessungen wurden an isolierten Meerschweinchenkardiomyozyten
durchgefihrt. Diese Spezies wurde im wesentlichen aus zwei Grinden gewahlt. Zum einen
sind Meerschweinchenkardiomyozyten, elektrophysiologisch gesehen, den Kardiomyozyten
des Menschen sehr ahnlich. Zum Beispiel besitzen Rattenkardiomyozyten ein sehr kurzes
Aktionspotential und zeigen deshalb elekirophysiologisch mehr Unterschiede zu den
Kardiomyozyten des Menschen. Zum anderen gab es Vorbefunde aus Arbeiten von Muller et
al. [1997a,b] und Schaefer et al. [1999], die ebenfalls Meerschweinchenkardiomyozyten zur
Messung der Gap-Junction-Leitfahigkeit unter AAP10 verwendeten. Aus Grinden der
Vergleichbarkeit der Ergebnisse erschienen Herzmuskelzellen vom Meerschweinchen als
das geeignetste Modell zur Gap-Junction-Strommessung.

Das Isolierungsprotokoll mit dem die Herzmuskelzellen aus ihrem Verband geldst werden,
hat entscheidenden EinfluB auf die Gesamtleitfahigkeit des Zellpaares [Sugiura et al. 1990].
Frihere Untersuchungen der Leitfahigkeit an gekoppelten Meerschweinchenkardiomyozyten
hatten sehr unterschiedliche Initialleitféahigkeiten ergeben:

Experimentator und Jahr

Leitionen der Pipettenlsg.

Initialleitfahigkeit in nS

[Kameyama 1983]

Cs-Aspartat

476 - 714

[Weingart 1986] Cs*/CI 204
[Noma und Tsuboi 1987] Cs-Aspartat 90 - 3900
[Miller et al. 1997a,b] Cs*/CI 160 £ 25
[Daleau 1998] K*/CI 71
[Schaefer et al. 1999] Cs*/CI 35+5
eigene Arbeit Cs*/CI 56 + 14

Tab. 7: Initialleitféhigkeiten an gekoppelten Meerschweinchenkardiomyozytenpaaren.
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In dieser Arbeit wurde in der Kontrollgruppe eine Initialleitfahigkeit von 56 + 14nS mit Cs*/CI
als Leitionen gefunden. Fur die sehr unterschiedlichen Initialleitfahigkeiten zwischen den
einzelnen Experimentatoren sind zwei Ursachen vorstellbar. Einerseits kann eine
unterschiedliche Zusammensetzung der Pipettenlésung zu Unterschieden der lonen- und
Stoffkonzentrationen des Cytosols fiihren (wegen der Whole-Cell-Konfiguration, Kap 3.2.6)
und somit Differenzen der Leitfahigkeit verursachen (Na*, Ca®**, H*, Mg*, ATP [Dhein,
1998c]). Andererseits konnen dafir Unterschiede des Isolierungsprotokolls verantwortlich
sein, da Grad der Dissoziation (GroBe der Kontakiflache des Zellpaares) und Lage der
Zellen eines Zellpaares zueinander (an den Glanzstreifen (Zellpole) mehr Gap-Junction-
Kanéle als an der lateralen Membran), sehr unterschiedlich ausfallen kénnen. Daleau [1998]
beobachte hauptsachlich lateral gekoppelte Zellen. Daraus kdnnte eine niedrigere
Leitfahigkeit resultieren als im Vergleich zu longitudinal gekoppelten Zellen. Das
Isolierungsprotokoll dieser Arbeit wurde erstmalig beschrieben von Powell et al. [1980] und
modifiziert von Metzger und Weingart [1985]. Es lieferte ebenfalls hauptsachlich lateral
gekoppelte Zellen. Wichtiges Merkmal dieses Protokolls war, daB anstatt Trypsin (eine
Protease), Kollagenase benutzt wurde, da Trypsin die Separation der Zellen begiinstigt und
extrazellulare Domains der Kanale zerstért [Dhein 1998c].

Die verwendeten Substanzen wurden in Abhéangigkeit ihres Wirkortes auf zwei
unterschiedlichen Wegen gegeben. Zum einen wurden Uber Einwaschen der Substanzen in
die Badldésung eine extrazellulare Wirkung erzielt. Zum anderen wurden in der Whole-Cell-
Konfiguration, durch Diffusionsausgleich zwischen Pipette und Cytosol, Wirkstoffe
intrazellular verabreicht. Der Verdiinnungseffekt des Cytosols auf die Wirkstoffkonzentration
der Pipettenldsung war, nach Numberger und Draguhn [1996], vernachlassigbar gering, da
die Pipettenlésung ein sehr viel groBeres Volumen aufweist als das Volumen des Cytosols.

Aus vorhergehenden Untersuchungen war bekannt, daB AAP10 (ber einen G-Protein-
gekoppelten Rezeptor an der AuBenseite der Zellmembran wirkt [Schaefer, 2000]. Es konnte
ein ca. 200kDa schweres Membranprotein, mittels Affinitdtschromatographie und SDS-Page,
als mdglicher Teil eines Membranrezeptors detektiert werden [Dhein et al. 1999b]. Spater
wurde diese These mittels einer Radioligandenbindungsstudie bestatigt, indem eine Bindung
von radioaktiven "*C-AAP10 an den Membranrezeptor nachgewiesen wurde [Dhein et al.
2001a, c]. Aus diesem Grund wurde AAP10 in die Badlésung eingewaschen, und konnte so
extrazellular am Membranrezeptor wirken. Die PKC-Inhibitoren (HBDDE, CGP54345) und
Monensin wurden der Pipettenlésung zugegeben, da ihre Wirkziele intrazellular liegen:
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Substanz Wirkort Quelle
HBDDE katalytische oder regulatorische Untereinheit | [Kashiwada et al. 1994]
der PKCa und PKCy
CGP54345 katalytische Untereinheit der PKCa [Zimmermann et al. 1994]
[Hofmann 1997]
Monensin trans-Golgi-Apparat [Puranam et al. 1993]

Tab. 8: Wirkorte der verwendeten Substanzen HBDDE, CGP54345, und Monensin

Im Folgenden soll nun der Begriff des Rundown naher erlautert werden. Unter dem Begriff
des Rundown versteht man eine, unter Whole-Cell-Bedingungen auftretende, reversible
Leitfahigkeitsabnahme an den Gap-Junctions mit der Zeit, hauptséchlich verursacht durch
einen Mangel an ATP. Die physiologische intrazelluldare ATP-Konzentration betragt 3,0-
7,5mM [Allen et al. 1985]. Dementsprechend wurde der Pipettenlésung ATP substituiert
(2mM Na,ATP, 3mM MgATP). Mdglicherweise sinkt durch Auswasch- Verdinnungs- und
Verbrauchseffekte [Weingart und Maurer 1988] und durch Verringerung der Leistung der
Atmungskette [Vera et al. 1996], die zytosolische ATP-Konzentration mit der Zeit. Durch
Anwendung einer Pipettenperfusionstechnik, die eine konstante ATP-Konzentration und
einen schnellen Austausch verschiedener Pipettenldsungen mit unterschiedlichen ATP-
Konzentrationen ermdéglichte, konnte eine Abh&angigkeit des Rundown von der ATP-
Konzentration der Pipettenlésung dargestellt werden. Dabei konnte kein Rundown in
Gegenwart von ATP (5mM) festgestellt werden. Im Gegensatz dazu konnte ein starker
Rundown verzeichnet werden, wenn die Pipettenlésung kein ATP enthielt. Dieser Effekt
konnte durch Reperfusion einer ATP-haltigen Pipettenlésung teilweise antagonisiert werden
[Verrecchia et al. 1999]. ATP-Mangel fihrt zu verschiedenen physiologischen Mechanismen,
die letztendlich die Gap-Junction-Leitfahigkeit senken. Verrecchia et al. [1999] kamen zu
dem Ergebnis, daB3 ein Mangel an ATP die Aktivitdt der Proteinphosphatasen steigert, bei
gleichzeitiger Abnahme der Proteinkinaseaktivitat, woraus eine Verminderung der
Phosphorylierung von Phosphoproteinen (z.B. Connexin43) resultiert. Damit wiedersprachen
sie der Auffassung von Sugiura et al. [1990], der einen direkten Effekt des ATP an einem
Ligand-Rezeptor des Gap-Junction-Kanal-Protein postulierte. Ein anderer wichtiger Aspekt
ist, daB ein intrazellularer ATP-Mangel zu einer Inaktivierung der ATP-abhangigen Na*-K*-
ATPase und Ca**-ATPase fiihrt. Folglich steigt die intrazelluldre Ca®*-Konzentration und fiihrt
ebenfalls zu einer Entkopplung der Zellen [Noma und Tsuboi 1987]. Andererseits konnte
gezeigt werden, daB eine reversible Entkopplung an Meerschweinchenkardiomyozyten durch
lipophile Substanzen (Derivate der Sexualsteroidhormone), ohne Beeinflussung des
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intrazelluldren Ca**-Spiegels, méglich ist [Verrecchia und Herve 1997]. In der Literatur
fanden sich unterschiedliche Werte fir den Rundown an Meerschweinchenkardiomyozyten
bei identischen ATP-Konzentrationen der Pipettenlésung (5mM) ohne Pipetten-
perfusionstechnik: (-343 £ 208pS/min [Schaefer et al. 1999]; -2500 + 2000pS/min [Muller et
al. 1997a,b]). In der vorliegenden Arbeit lag der Rundown der Kontrollserie bei —406 +
219pS/min.

In diesem Abschnitt soll die Frage diskutiert werden, welchen Effekt AAP10 auf den
Rundown in  Doppelzell-Voltage-Clamp-Messungen  hat.  Aus  vorhergehenden
Untersuchungen war bekannt, daB AAP10 den Rundown der Gap-Junction-Leitfahigkeit
umkehren konnte, und zu einer Zunahme der Leitfahigkeit fihrte ( [Muller et al. 1997a,b]:
Kontrollphase = -2,5 £ 2,0nS/min versus AAP10-Phase = +1,0 £0,7 nS/min und [Schaefer et
al. 1999]: Kontrollphase = -160 = 30pS/min versus AAP10-Phase = +290 £+ 220pS/min). In
der Kontrollphase dieser Arbeit konnte ebenfalls der AAP10-Effekt nachgewiesen werden.
Nach Messung des Rundown (-406 + 219ps/min) konnte durch extrazellulare Gabe von
AAP10 (50nM) der Rundown umgekehrt werden, und fuhrte zu einer signifikanten Zunahme
der Leitfahigkeit (+282 + 193pS/min). Weiterhin konnte gezeigt werden, daB3 der AAP10-
Effekt innerhalb der Auswaschphase (10min) reversibel war, und zu einem signifikanten
Fortschreiten des Rundown fihrte (-1177 £ 481pS/min).

Vorangegangene Versuche haben deutlich gemacht, daB der AAP10-Effekt auf einer
vermehrten Phosphorylierung des Connexin 43 via G-Protein gekoppelten Membranrezeptor
und PKC-Aktivierung beruht [Dhein et al. 1999b, 2001a,b]. Dafir besitzt Cx43 am C-
Terminus zwei intrazellular gelegene Phosphorylierungsziele, die Serinreste Ser368 und
Ser372 [Saez et al. 1997]. Die Phosphorylierung &ndert die Konformation des Cx43 und
vermittelt somit verschiedene Effekte am Gap-Junction-Kanal. Bei Stimulation aller PKC-
Isoformen mit Phorbolestern beobachteten Kwak und Jongsma [1992, 1996] eine
verminderte Einzelkanalleitfahigkeit (Verschiebung von 41pS- zu vermehrt 20pS-events) und
einen verminderten ,dye transfer® des Farbstoffs 6-Carboxyfluorescein an Rattenherz-
muskelzellen. Diese Ergebnisse scheinen im Widerspruch zu stehen mit einer erhdhten
Gesamtleitfahigkeit bei vermehrter Cx43-Phosphorylierung [Spray und Burt 1990]. Die
Leitfahigkeit eines Kanals wird aber nicht nur durch die Einzelkanalleitfahigkeit bestimmt,
sondern auch durch die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals [Dhein 1998c]. Kwak et al.
[1995c] konnten eine erhdhte Offenwahrscheinlichkeit nach verstarkter Cx43-
Phosphorylierung beobachten, die somit bei gleichzeitig verminderter Einzelkanalleitfahigkeit
zu einer effektiv erhdhten Gesamtleitfahigkeit flhrte. Aus der Beobachtung des verminderten
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sdye transfers® versus erh6hte Gesamtleitfahigkeit, schluBfolgerten Kwak et al. [1995c¢], daB
Herzmuskelzellen unter unspezifischer PKC-Stimulation selektiv die elektrische und
metabolische Kopplung regulieren kénnen.

Aus vorhergehenden Untersuchungen war bekannt, daB AAP10 Uber die Proteinkinase C
(PKC) wirkt [Dhein et al. 1997,1999b, Schaefer 2000]. Aufgrund der Hemmbarkeit des
AAP10-Effektes durch Bisindolylmaleimid | (blockiert die PKCa, BI, BlI, v, 3, € [Toullec et al.
1991]) IaBt sich weiterhin eine Abhangigkeit von einer oder mehrerer der klassischen PKC-
Isoformen annehmen [Schaefer et al. 1999]. AuBerdem konnte die PKCy direkt neben den
Glanzstreifen lokalisiert werden [Rouet-Benzineb et al. 1996], so daB eine enge rdumliche
Beziehung zwischen dem Cx43 und der PKCy nachgewiesen werden konnte. Deshalb lag
die Vermutung nahe, daB die PKCy eine Rolle bei der Vermittlung des AAP10-Effektes
spielen kénnte. Um dieser Frage nachzugehen, wurden in der vorliegenden Arbeit HBDDE
(50uM) und CGP54345 (10uM) eingesetzt. Diese beiden Stoffe wurden gewahlt, da sie sehr
spezifisch einzelne Isoformen der PKC hemmen kénnen ( HBDDE: PKCa IC5y=43uM, PKCy
IC50=50uM, andere PKC-Isoformen 1C5>218uM [Kashiwada et al. 1994] und CGP54345:
PKCa IC50=5,8uM, andere PKC-Isoformen IC5,>100uM [Zimmermann et al. 1994]). Wiirde
der AAP10-Effekt allein Uber die PKCy moduliert werden, so miBte HBDDE, in der in dieser
Arbeit verwendeten Konzentration von 50uM, den AAP10-Effekt wirkungsvoll unterdriicken,
CGP54345 (10uM) dagegen kein Effekt zeigen. Aus den Ergebnissen (Tab. 6 und Abb. 25)
wurde deutlich, daB HBDDE sowie CGP54345 den AAP10-Effekt signifikant hemmen
konnten, so daB keine Zunahme der Leitfahigkeit wahrend der AAP10-Phase registriert
werden konnte (AAP10-Phase: Kontrollserie = +282 £ 193pS/min, HBDDE-Serie = -258 +
205pS/min; CGP54345-Serie = -351 £ 204pS/min). Dies |aBt den SchluB zu, daB der AAP10-

Effekt im wesentlichen Uber die PKCa transduziert wird.

Tendenziell fallt bei der HBDDE- und bei der CGP54345-Serie auf, daB3 die AAP10-Phase,
im Vergleich zur Kontrollphase und der Auswaschphase, die MeBphase mit dem geringsten
Rundown war (Abb. 19 und Abb. 21), und demzufolge eine gewisse nicht signifikante
Restaktivitdt des AAP10 vermuten |4Bt. Eine Ursache kdénnte sein, daB die PKCa nicht
vollstandig gehemmt wurde, da die Wirkkonzentrationen fir HBDDE nur geringflgig, und far
CGP54345 um den Faktor 2, Uber der jeweiligen ICsy lagen (siehe vorhergehenden
Abschnitt). AuBerdem kann vermutet werden, daB noch andere PKC-Isoformen, welche
durch HBDDE und CGP54345 nicht gehemmt wurden, eine Rolle bei der Signaltransduktion
des AAP10 spielen kdénnten, und eine Restaktivitat verursachten. Dagegen spricht aber, daB
Dhein et al. [2001] eine Aktivierung der PKC unter AAP10 (50nM) mittels ELISA zeigen
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konnten, die vollstandig durch CGP54345 supprimiert wurde. Ebenfalls ist denkbar, daf
AAP10 zu einer vermehrten Phosphorylierung des Cx43 im Golgi-Apparat fuhren kdnnte,
und somit zusatzlich Gap-Junction-Kanéle in die Membran eingebaut wurden, womit sich
eine Restaktivitat des AAP10 erklaren lieBe.

Die Phosphorylierung der Vorstufen des Connexin 43 fiihrt zu einem vermehrten Einbau, bei
gleichzeitig verminderten Abbau von Gap-Junction-Kanalen [Laird et al. 1995]. Daraus folgt
eine zahlenméaBige Zunahme der Gap-Junction-Kanale, und folglich eine verbesserte
Kopplung der Zellen. Fir AAP10 konnte eine vermehrte Phosphorylierung an den Gap
Junctions nachgewiesen werden [Dhein et al. 1999b], die kurzfristig innerhalb von 10
Minuten zu einer Zunahme der Gap-Junction-Leitféhigkeit fUhrte (siehe Abb. 17 und 18,
sowie [Muller et al. 1997b]. Ebenso konnte eine langerfristige Zunahme der Gap-Junction-
Leitfahigkeit, Gber den gesamten Zeitraum von 30 Minuten, unter AAP10 nachgewiesen
werden [Schaefer et al. 1999]. Dafir sind zwei verschiedene Ursachen denkbar. Zum einen
kdnnte die langerfristige Wirkung durch eine zunehmende Phosphorylierung der Gap
Junctions zustande gekommen sein. Dem wiederspricht die Uberlegung: Wenn alle Gap-
Junction-Kanédle phosphoryliert sind, so miBte mit der Zeit ein Stagnieren der
Leitfahigkeitszunahme zu beobachten sein. Wahrscheinlicher ist demzufolge ein AAP10-
induzierter, zusatzlicher Einbau von Kanélen in die Membran, durch Phosphorylierung der
Connexine im Golgi-Apparat, da durch diesen Mechanismus die Gesamtkapazitat der
phosphorylierungsfahigen Kanéle in der Membran erhéht wird. Erste biochemische
Erkenntnisse Uber einen solchen Mechanismus liegen bereits vor [Dhein und Polontchouk
2001, unverdffentlichte Beobachtung, personliche Mitteilung]. Um weitere Erkenntnisse Gber
diesen Mechanismus zu erhalten, wurde Monensin (2uM) der Pipettenlésung zugegeben.
Monensin inhibiert den Connexin-Transfer vom Golgi-Apparat zur Membran [Puranam et al.
1993]. Wenn Monensin keine Wirkung auf die AAP10-induzierte Zunahme der Leitféahigkeit
haben wirde, so wirde das einen Hinweis darauf geben, daB AAP10 nicht zu einer
vermehrten Phosphorylierung der Connexine im Golgi-Apparat fihrt. Die Ergebnisse der
Monensin-Serie zeigten aber keinen AAP10 Effekt, also inhibierte Monensin die AAP10-
bedingte Zunahme der Leitféahigkeit (Abb. 23). Der Rundown der Kontrollphase (-487 *
52pS/min) veranderte sich nur unbedeutend in der anschlieBenden AAP10-Phase (-455 *
105pS/min), war aber signifikant erniedrigt gegenltiber der AAP10-Phase der Kontrollserie
(+282 £ 193pS/min). Des weiteren war in der Monensin-Serie eine geringere
Initialleitfahigkeit (37,1 * 8,0nS) im Vergleich zu den anderen MeBserien auffallig.
(Kontrollserie: 56,5 + 14,1nS, HBDDE-Serie: 53,2 + 6,4nS, CGP54345-Serie: 54,7 £ 10,2nS).

Dieser Effekt kdnnte auf einen geringeren Einbau von Connexinen hinweisen, aber auch
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durch einen zusétzlichen Einbau von Na*-Kanélen in die Membran mitbeeinfluBt sein, da
Monensin auBerdem als Na*-lonophor wirkt [Inabayashi et al. 1995, Hoya und Venosa 1992).

Wahrscheinlich sind die Ergebnisse der Monensin-Serie auf unterschiedliche Mechanismen
zurickzufihren. Durch die Wirkung des Monensins als Na*-lonophor kommt es zu einer
erhdéhten intrazellularen Na*-Konzentration, die einen komplexen Kompensations-
mechanismus der Herzmuskelzelle nach sich zieht. Durch den Na*/Ca**-Austauscher kommt
es sekundar zu einer regulatorisch erhdhten Ca®*-Konzentration, die wiederum zu einer
erhdhten H*-Konzentration fiihrt (Ca*-ATPase). Eine Erhéhung der lonenkonzentrationen
von Na*, Ca* oder H* filhrt zum SchlieBen der Gap Junctions und folglich zu einer
verminderten Leitfahigkeit [Dhein 1998c]. Das kdnnte eine verminderte Initial- und
Gesamtleitfahigkeit erklaren, aber nicht den fehlenden AAP10 Effekt, da gerade die Wirkung
des AAP10 im ischamischen Milieu (erhéhte intrazellulare Konzentrationen von Na*, Ca*,
und H*) besonders effektiv ist [Dhein et al. 1996]. Der fehlende AAP10-Effekt kdnnte durch
einen funktionellen Antagonismus zwischen monensin-bedingter trans-Golgi-Blockade mit
Abnahme der Anzahl der Gap Junctions, und dem leitfahigkeitssteigernden AAP10-Effekt

zustande gekommen sein.

Im weiteren Verlauf der Diskussion soll die Entdeckung und Entwicklung antiarrhythmischer
Peptide dargestellt werden, und dabei die Ergebnisse im Zusammenhang betrachtet werden.
1980 isolierten Aonuma et al. [1980a] ein atriales bovines Hexapeptid, das die Rythmizitat in
embryonalen Zellklastern verbesserte. Somit konnte dem Peptid eine antiarrhythmische
Wirkung nachgewiesen werden, weshalb es als (natirliches) antiarrhythmisches Peptid
(AAPnat) bezeichnet wurde [Aonuma et al. 1980a,b]. Untersuchungen zur Wirkung des
AAPnat auf Herzmuskelfimmern neonataler Rattenherzen zeigten, daB AAPnat die
rhythmische Herzerregung wiederherstellen konnte. AuBerdem konnte die Aminosaure-
sequenz von AAPnat ermittelt werden (H.N-Gly-Pro-4Hyp-Gly-Ala-Gly-COOH) [Aonuma et
al. 1982]. Weitergehende Untersuchungen konnten den protektiven Schutz des AAPnat auf
medikamenteninduzierte Herzrhythmusstérungen nachweisen [Aonuma et al. 1983, Kohama
et al. 1987]. In einer weiteren Studie von Kohama et al. [1985] konnten die spezifischen
Gewebekonzentrationen gemessen werden (Herzmuskelgewebe 203pmol/g), die sich bei
Herzmuskelflimmern erhéhten [Kohama et al. 1986].

Bis zu diesem Zeitpunkt gab es keine Erkenntnisse Uber den Wirkungsmechanismus, so daf
nachfolgende Untersuchungen hautsachlich dieser Fragestellung nachgingen. Die
Arbeitsgruppe Argentieri et al. [1989] vermuteten erstmals, daB der AAPnat-Effekt mehr
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Resultat passiver Membraneigenschaften als aktiver lonenstrébme war, da sie keine
Veranderungen der Depolarisationsgeschwindigkeit, der Aktionspotentialamplitude, der
Aktionspotentialdauer und der Aktionspotentialform fanden. Neue Erkenntnisse konnten
durch die Untersuchungen an einem neu synthetisierten, effektiver wirkenden Derivat des
Antiarrhythmischen Peptids (das AAP10, Aminosauresequenz: HyoN-Gly-Ala-Gly-4Hyp-Pro-
Tyr-CONH. ) gefunden werden [Dhein et al. 1994, Dhein und Tudyka 1995a]. Durch eine
Mappingstudie konnte dem AAP10 eine Reduktion der Dispersion und der Aktionspotential-
dauer nachgewiesen werden, so daB lokale Differenzen geglattet wurden. Die mittlere
Aktionspotentialdauer blieb dabei unbeeinfluBt. Es wurden keine Veranderungen weiterer
kardialer Parameter, wie linker Ventrikeldruck, Koronardurchblutung, QRS-Zeit und PQ-Zeit,
gefunden. In einem weiteren Versuch wurde nach Vorbehandlung des Herzens mit AAP10
und anschlieBender Koronarokklusion des LAD-Stammes eine signifikante Reduktion der
Ischamie-induzierten Veranderung des Aktionspotentialmusters beobachtet, so daB die
Wahrscheinlichkeit eines Herzmuskelflimmerns (besonders Typ Ib, d.h. ca. 20 — 40 Minuten
nach Ischamiebeginn) reduziert wurde [Dhein et al. 1994, 1995b, 1996]. AuBerdem
untersuchten Dhein et al. [1994] die Wirkung des AAP10 auf das Aktionspotential. Sie
fanden keine Veranderung der Aktionspotentialdauer, der Aktionspotentialform, der
Aktionspotentialamplitude, der  maximalen  Aufstrichgeschwindigkeit —und  des
Ruhemembranpotentials, aber eine erhdhte Leitungsgeschwindigkeit. Wegen der
unveranderten maximalen Aufstrichgeschwindigkeit konnte eine Beteiligung von
Natriumkanalen ausgeschlossen werden. Die erhdhte Leitungsgeschwindigkeit brachte
jedoch erste Hinweise auf eine Wirkung des AAP10 an den Gap-Junction-Kanalen. Um
diesen Ansatz zu prifen, folgten Doppelzell-Voltage-Clamp-Messungen an isolierten adulten
Meerschweinchenkardiomyozyten. Dabei fanden Muller et al. [1997a,b] in der Kontrollphase
einen Rundown der Gap-Junction-Leitfahigkeit (-2,5 + 2,0nS/min), der nach extrazellularer
AAP10-Gabe (50nM) aufgehoben werden konnte, und zu einer Zunahme der Gap-Junction-
Leitfahigkeit flihrte (+1,0 £ 0,7nS/min). Das Ergebnis wurde durch Schaefer et al. [1999]
(Kontrollphase = -160 + 30pS/min, AAP10-Phase = +290 * 220pS/min), und durch die
Ergebnisse dieser Arbeit (Kontrollphase = -406 £ 219pS/min, AAP10-Phase = +282 +
193pS/min) bestéatigt. Daraus konnte geschluBfolgert werden, daB AAP10 die zellulare
Kopplung an Gap-Junctions verbessert [Dhein et al. 1994, 1995b, 1996, 1998a, 1999b,
2001a,b, Miiller et al. 1997a,b, Schaefer et al. 1999].

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen stand die Frage im Mittelpunkt, Gber welchen
Mechanismus der AAP10-Effekt an den Gap-Junctions vermittelt wird. Um eine AAP10
abhangige Phosphorylierung der Gap-Junction-Kanale zu prifen, wurden Cx43 transfizierte
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Hela-Zellen mit **P-orthophosphate, und anschlieBend mit AAP10 inkubiert. Danach wurde
Cx43 wieder isoliert und autoradiographisch konnte eine vermehrte Phosphorylierung des
Cx43 festgestellt werden [Dhein et al. 1999b]. Vorausgegangene Untersuchungen der
Arbeitsgruppe Kwak et al. [1995a,b,c, 1996] hatten gezeigt, daB die Proteinkinase C an der
Phosphorylierung der Gap-Junction-Kanéle beteiligt ist. Das wirde bedeuten, daB der
AAP10-Effekt der Doppelzell-Voltage-Clamp-Messungen (Erhdhung der Gap-Junction-
Leitfahigkeit) und der **P-orthophosphate-Studie (vermehrte Phosphorylierung des Kanals)
durch einen Inhibitor der Proteinkinase C gehemmt werden muBte. Tatsachlich entsprachen
die Ergebnisse der *P-orthophosphate-Inkubationsstudie und die Ergebnisse der
Doppelzell-Voltage-Clamp-Messungen mit dem PKC-Inhibitor Bisindolylmaleimid | (BIM 1,
hemmt die PKC-Isoformen PKCa, BI, Bll, v, 8, € [Toullec et al. 1991]) den Befunden von
Kwak et al. Die *P-orthophosphate-Inkubationsstudie zeigte unter BIM | eine deutlich
verminderte Phosphorylierung des Cx43 (ratio phosphoryliert : unphosphoryliert 1,41:1)
gegenutber der Kontrollserie mit AAP10 (ratio 4,65:1) [Dhein et al. 1999b]. Bei den
Doppelzell-Voltage-Clamp-Messungen inhibierte BIM | signifikant die AAP10 induzierte
Leitfahigkeitszunahme, so daB eine sinkende Leitfahigkeit resultierte (-130 + 50pS/min)
[Schaefer et al. 1999, Schaefer 2000]. Dadurch konnte eine Beteiligung der PKC an der
Signaltransduktion des AAP10 nachgewiesen werden. Ungeklart blieb, welche Isoformen der
PKC eine Rolle spielten.

Die PKC stellt in der Zelle eine wichtige Komponente der Signallbermittlung dar, um auf
externe Signale (hormonelle und neuronale Stimuli) zu reagieren [Nishizuka 1988]. Das
geschieht durch Phosphorylierung an Serin- und Threoninresten von Zielproteinen, die
dadurch verschiedene Funktionen ausfiihren kénnen. Die PKC-Isoformen werden anhand
von Unterschieden in ihrer Struktur, und der bendtigten Substrate in drei Gruppen eingeteilt
[Nishizuka 1988, Asaoke et al. 1992, Hofmann 1997, Jalili et al. 1999, Way et al. 2000]:
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Gruppen Isoformen Abhangigkeiten der Aktivierung
conventional PKC (cPKC) o,B1,B2,Y -Ca?*-Abhangig
aktiviert durch PS und DAG
novel PKC (nPKC) 3,e,m,0,1 Ca**-Unabhangig
reguliert durch PS und DAG
atypical PKC (aPKC) A,C Ca**-Unabhangig
bendtigt kein DAG, aber reguliert durch PS

Tab. 9: Darstellung der Einteilung der PKC-Isoformen und deren Aktivierungsabhangigkeiten. (PS =
Phosphatidylserin, DAG = Diazylglyzerin)

Die Aktivierung der PKC-Isoformen erfolgt Gber die Phosphoinositolkaskade. Durch die
Bindung eines Hormons an einem G-Protein gekoppelten Rezeptor kommt es zu einer
Konformationsanderung des Rezeptors. Daraufhin wird ein G-Protein aktiviert, welches
seinerseits die Phospholipase C (PLC) aktiviert. Die aktivierte PLC hydrolysiert
Phosphatidylinositolbiphosphat (PIP,) zu Diazylglyzerin (DAG) und Inositoltriphosphat (IP3).
Die Freisetzung von IP; und deren Bindung an den IP;-Rezeptor des endoplasmatischen
oder sarkoplasmatischen Retikulums setzt Ca** aus den Speichern in das Cytosol frei. Eine
erhdhte intrazelluléare Ca®- Konzentration fiihrt zur Translokation der zytosolischen inaktiven
PKC zur Plasmamembran, wo sie durch DAG aktiviert wird. Die aktivierte PKC
phosphoryliert dann die entsprechenden Zielproteine (siehe Abb. 26).

Alle PKC-Isoformen bestehen aus einer einzelnen Polypeptidkette, mit einer
aminoterminalen regulatorischen Region, und einer carboxyterminalen katalytischen Region
[Stergiopoulos et al. 1999]. Bei der Gruppe der cPKC besteht die regulatorische Region aus
den Domanen C; (Bindungsstelle fiir Phorbolester und DAG) mit zwei cysteinreichen
Zinkfingern, und C, (Bindungsstelle fir Ca** und Phospholipidsduren). Die katalytische
Region enthalt die Doméanen C; (Bindungsstelle fir ATP) und C, (Bindungsstelle fiir das
Substrat, welches von der PKC phosphoryliert wird). Im Gegensatz dazu unterscheiden sich
die Gruppen der nPKC und der aPKC durch ein Vorhandensein einer C,-like-Doméne
anstelle einer C,-Region. Diese Doméne bindet kein Ca**, kénnte aber Funktionen bei der
Translokation der PKC, oder bei Proteininteraktionen besitzen [Way et al. 2000]. AuBerdem
besitzt die Gruppe der aPKC nur einen cysteinreichen Zinkfinger.
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Die PKC-Isoformen sind in vielen Geweben vorhanden. Einige PKC-Isoformen sind jedoch
relativ spezifisch fir eine Gewebeart (z.B. PKCy - Zentralnervensystem, PKC6 -
Skelettmuskulatur, PKCP - Inselzellen des Pankreas, Monozyten, Retina, Zentralnerven-
system). Im Myokard konnten bisher 7 Isoenzyme nachgewiesen werden (PKCa.,fB1,B2,€, €)
[Mochly-Rosen et al. 1990, Inoguchi et al. 1992], PKC3§ [Rybin und Steinberg 1994] und die
PKCy [Rouet-Benzineb et al. 1996]. Die inaktiven Formen liegen im Cytosol und wandern
erst nach Aktivierung (Ca®**-Bindung) zur Membran (Translokation). Dabei beobachteten
Rouet-Benzineb et al. [1996], daB die PKCy vermehrt an den Glanzstreifen lokalisiert war,
und somit eine rdumliche N&he zwischen der PKCy und dem Cx43 bestand, weswegen eine
Beteiligung der PKCy an der AAP10-Modulation vermutet wurde. Um diese Hypothese zu
prifen, wurde innerhalb dieser Arbeit HBDDE (Inhibitor der PKCa.,y [Kashiwada et al. 1994])
und CGP54345 (Inhibitor der PKCa [Zimmermann et al. 1994]) in Doppelzell-Voltage-Clamp-
Messungen eingesetzt. Unter beiden PKC-Inhibitoren lieB sich der AAP10-Effekt vollstandig
hemmen (siehe Tab. 6 und Abb. 25). Weil CGP54345 (blockiert die PKCa 1C5,=5,8uM) erst
in Konzentrationen >100uM andere Isoformen inhibiert, und in dieser Studie CGP54345 in
einer Konzentration von 10 uM verwendet wurde, sprechen die Befunde dafir, daB die
PKCa an der Signaltransduktion des AAP10 beteiligt ist. Eine Beteiligung der PKCy, wie sie
nach der Beobachtung der PKCy an den Glanzstreifen [Rouet-Benzineb et al. 1996] vermutet
wurde, kann durch diese Ergebnisse weder bestéatigt noch vollstdndig ausgeschlossen
werden. Ebenfalls bleibt offen, ob noch weitere kardiale PKC-Isoformen (B1,B2,€,8,C) eine
Rolle bei der AAP10-Wirkung spielen kénnten. Fir die PKCe zum Beispiel konnten Doble et
al. [2000] eine phosphorylierende Funktion am Connexin 43 nachweisen. Diese flhrt aber im
Gegensatz zur AAP10-Wirkung zur Blockade von Gap Junctions. Somit sprechen die
derzeitigen Befunde fur eine Wirkung des AAP10 Uber die PKCo.

Es wurde bereits dargestellt, daB AAP10 nicht direkt am Gap-Junction-Kanal, sondern Uber
die PKC zu einer Zunahme der Phosphorylierung des Cx43, und somit zu einer Zunahme
der Leitfahigkeit, fihrt. Somit stellte sich die Frage, wie ein extrazellulares Peptid die
intrazellular gelegene PKC aktivieren kénnte. In der Regel wird die Proteinkinase C durch
das Phosphoinositolsystem  (Diazylglyzerin — Phosphatidylinositolbiphosphat  —
Phospholipase C — G-Protein gekoppelter Membranrezeptor) aktiviert [Schmidt und Thews
1997]. Das setzt einen membranstdndigen Rezeptor voraus, der seine Konformation bei
~<Andocken” des AAP10 andert, um die Signalkaskade Uber das Phosphoinositolsystem in
Gang zu setzen. Dhein et al. [1999b, 2001a] konnten ein ca. 200kDa schweres
Membranprotein als Teil eines méglichen Rezeptor fir AAP10 nachweisen, und fanden somit
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den extrazellularen Wirkort der antiarrhythmischen Peptide. Radioligandenbindungsstudien
mit "*C-AAP10 zeigten ebenfalls eine Bindung des AAP10 an ein Membranprotein (kp =
1,0nM) [Dhein et al. 2001a]. Ebenso zeigte sich eine Blockierbarkeit mit GDPBS (Schaefer
2000, Dhein et al. 2001c), so daB angenommen wurde, daB3 der AAP10-Rezeptor zu den G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren gehort.

Somit ist der molekulare Wirkmechanismus zu weiten Teilen geklart. Weitere
Untersuchungen sind notwendig um die Isoformspezifitdit der AAP10-Signaltransduktion
eindeutig zu klaren. Dazu werden noch weitere isoformspezifische PKC-Inhibitoren benétigt,
die auch speziell in Patch-Clamp-Untersuchungen verwendet werden kénnen. Des weiteren
werden noch weitere Befunde bendtigt um eindeutig aussagen zu kénnen ob AAP10 durch
eine vermehrte Phosphorylierung des Cx43 im Golgi-Apparat zu einem weiteren Einbau von
Kanalen in die Membran fihren kann, und somit langerfristig auf einen zweiten Weg die
Leitfahigkeit erhdht. Das Ziel der Forschung mit antiarrhythmischen Peptiden ist die
vollstandige Aufklarung des Wirkmechanismus, von der Bindung des AAP10 an den
Rezeptor, bis zur Wirkung am Gap-Junction-Kanal.

AbschlieBend soll versucht werden, eine mogliche medizinische Bedeutung der
Antiarrhythmischen Peptide fir neue therapeutische Ansétze zu skizzieren. Gap Junctions
sind far die direkte Kommunikation der Zellen untereinander verantwortlich, so daB
gekoppelte Zellen ein funktionelles Synzytium bilden. Verdnderungen der Kopplung der
Zellen spielen eine groBe Rolle bei Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems (Herzinfarkt,
Herzinsuffizienz, Chagas-Krankheit), des Nervensystems (Morbus Parkinson), bei der
Onkogenese, bei Entziindungsreaktionen und bei genetischen Erkrankungen (Charcot-
Marie-Tooth-Syndrom (CMTX)) [Dhein 1998b]. Eindeutige therapeutische Einsatzgebiete des
Antiarrhythmischen Peptides kdnnen zur Zeit noch nicht angegeben werden, aber die
bisherigen Befunde lassen erkennen, dafB diese Substanz im allgemeinen bei regulatorisch
verminderter Kopplung der Zellen eingesetzt werden kdnnte.

Herzrhythmusstérungen kénnen ihre Ursache in einer veranderten Reizgeneration oder in
einer veranderten Fortleitung des Aktionspotentials haben. Im Fall einer verdnderten
Reizgeneration ware der pharmakologische Nutzen des AAP fragwirdig, da Stérungen der
Reizgeneration durch eine Veranderung des Aktionspotentials, des Ruhemembranpotentials,
oder durch eine veranderte Anstiegssteilheit der diastolischen Depolarisation verursacht
werden [LUderitz 1998], und dadurch ionenkanalabhéangig ist. Veranderungen der Fortleitung
des Aktionspotentials beruhen auf einer verminderten zellularen Kopplung, mit abnehmender
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Kopplungsgeschwindigkeit und zunehmender Dispersion. Das Auftreten von Reentry-
Arrhythmien wird beglnstigt. In der akuten Phase des Herzinfarktes (15 bis 20 Minuten nach
Beginn der Ischamie) kommt es zum SchlieBen der Gap-Junction-Kanéle des ischamischen
Herzmuskelbereiches. Das hat im wesentlichen zwei pathophysiologische Auswirkungen.
Einerseits wird umliegendes, nicht ischamisches Gewebe durch Abschottung geschiitzt.
Andererseits fihrt ein entkoppeltes, Ubersduertes Infarktareal zu Veranderungen der
Erregungsausbreitung, und somit steigt die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von
Arrhythmien [Dhein et al. 1999a, Dhein und Hammerath 2000]. Prophylaktischer Einsatz des
Antiarrhythmischen Peptides bei Ischamie-induzierten Kammerflimmern [Dhein et al. 1994,
1996] und bei Strophantin-induzierten Arrhythmien [Aonuma et al. 1980b] (auf Entkopplung
basierende Arrhythmien [De Mello, 1976]), zeigten experimentell einen rhythmisierenden
Effekt. Dadurch ist vorstellbar, daB die Wirkung Antiarrhythmischer Peptide einen neuen
prophylaktischen Ansatz der entkopplungsbedingten Arrhythmien darstellen. Noch ist
ungeklart, ob antiarrhythmische Peptide einen Vorteil gegentiber klassischen Antiarrhythmika
bei der Behandlung manifester Arrhythmien (wie z.B. Vorhofflimmern) besitzen, da in diesem
Fall schon eine Umverteilung der Connexine, entsprechend der Erregungsrichtung,
stattgefunden hat [Polontchouk et al. 2001]. Ebenfalls fragwurdig ist, ob antiarrhythmische
Peptide bei strukturellen Veranderungen des Myokards (z.B. Myokardfibrose) einen positiven
Effekt auf die Erregungsausbreitung am Herz erzielen kdénnen, da einerseits
antiarrhythmische Peptide eine Leitfahigkeitssteigerung nur an funktionierenden,
morphologisch intakten Gap-Junction-Kanédlen erzielen. Andererseits wére aber bei
geringgradigen morphologischen Verdnderungen ein positiver Effekt durch einen
zusatzlichen Einbau von Kanalen in die Membran, durch eine AAP-induzierte
Phosphorylierung der Connexine im Golgi-Apparat, denkbar.

In Analogie zu den pathophysiologischen Funktionen des SchlieBens der Gap-Junction-
Kanéle in einem ischamischen Herzinfarktareal ist nicht nur der glnstige prophylaktische
Effekt des AAP10 auf entkopplungsbegingte Arrhythmien zu betrachten. Madgliche
unglinstige Effekte kdnnten durch das gezielte Offnen der Gap-Junction-Kanéle, durch
Abzug von ATP aus umliegenden nichtischamischen Gewebe, und deren Verbrauch im
ischamischen Gewebe, entstehen. Dadurch kénnten gréBere Herzmuskelareale vom Zelltod
betroffen sein, die somit die Gefahr von Komplikationen erhéhen. Andererseits kénnten aber
auch antioxidative und somit protektive Substanzen (z.B. Glutathion) in das ischamische
Gebiet gelangen. Dieser Aspekt muB in kiinftigen Arbeiten untersucht werden.
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Es sind noch weitere Einsatzgebiete flr antiarrhythmische Peptide auBerhalb der Kardiologie
vorstellbar. Zum Beispiel bei der Behandlung von Tumorerkrankungen konnten
antiarrhythmische Peptide zur Anwendung kommen. Bereits 1966 erkannten Loewenstein
und Kanno [1966], daB die Kommunikationsfahigkeit zwischen Tumorzellen und anderen
Zellen verloren geht. Ursachen sind Tumorpromotoren und Onkogene, die ein SchlieBen der
Gap-Junction-Kanéle [Klaunig und Ruch 1990], Veranderungen in der Connexin-Expression
[Krutovskikh et al. 1994, Mesnil et al. 1993a, Oyamada et al. 1995], Bildung inkompatibler
Connexine und Veranderungen der Zelladhasionsmolekile [Mesnil und Yamasaki 1993b]
hervorrufen kénnen. Ein unkontrolliertes aggressives Wachstum ist die Folge.
Antiarrhythmische Peptide kdnnten die interzellulare Kommunikation der Tumorzellen durch
gezielte Offnung der Gap Junctions verbessern. Damit wére eine verbesserte

Wachstumskontrolle der Tumorzellen zu erwarten.

Auch in der Behandlung neurologischer Erkrankungen, die auf einer gestérten Zellkopplung
beruhen ist der Einsatz antiarrhythmischer Peptide vorstellbar.

Antiarrhythmische Peptide kdnnten durch ihren Peptidcharakter problematisch bei der
alltdglichen medizinischen Anwendung sein. Peptide sind instabil und haben den Nachteil an
Glas- und Kunststoffoberflachen zu haften, so daB Fehler in der Dosierung resultieren
kdnnten. Somit stellen Antiarrhythmische Peptide méglicherweise einen ersten Schritt zu
einer Substanzklasse mit vollig neuen Wirkprofil dar, auf deren Grundlage noch
Verbesserungen hinsichtlich der chemisch-physikalischen Eigenschaften moglich sind.

Die Befunde zeigen die groBe Bedeutung des Gebietes der zellularen Kommunikation tber
Gap-Junction-Kanéle, und deren pharmakologische Beeinflussung. Dieses noch recht junge
und wenig erforschte Gebiet wird mdglicherweise noch weitere Einsichten in
pathophysiologische Ablaufe ermdglichen, und neue therapeutisch-pharmakologische
Ansatzpunkte eroffnen.
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit, konnte an isolierten adulten Meerschweinchenkardiomyozyten
mittels Doppel-Zell-Voltage-Clamp-Technik eine reversible, signifikante Leitféhigkeits-
zunahme an den Gap Junctions, unter dem Antiarrhythmischen Peptid 10 (AAP10, 50nM),
festgestellt werden. Der Effekt beruht im wesentlichen auf einer Proteinkinase C-abhangigen
verstarkten Phosphorylierung der Gap Junctions. Der Proteinkinase C (PKC) gehdren 12
Isoformen an. Durch Einsatz isoformspezifischer PKC-Inhibitoren, wie HBDDE (blockiert die
PKCa und die PKCy) und CGP54345 (blockiert die PKCa), konnte ein signifikanter
Ruckgang der unter AAP10 gesehenen Leitfahigkeitszunahme registriert werden. AuBerdem
konnte ebenfalls durch Monensin (blockiert den Transport vom Golgi-Apparat zur
Plasmamembran) der AAP10-Effekt signifikant gehemmt werden. Weil CGP54345
isoformspezifisch selektiv die PKCa hemmt, kann geschluBfolgert werden, daB3 die PKCao am
Signaltransduktionsweg des AAP10 involviert ist. Ob noch weitere PKC-Isoformen beteiligt
sind, kann durch diese Arbeit weder bestétigt, noch vollstandig ausgeschlossen werden. Die
signifikante Hemmung des AAP10-Effektes unter Monensin steht im Einklang mit der These,
daB auch die Connexine im Golgi-Apparat durch AAP10 vermehrt phosphoryliert werden,

und es so zu einem verstarkten Connexineinbau in die Membran kommt.

Die Abbildung 26 gibt eine zusammenfassende Darstellung der vermuteten Wirkungsweise
antiarrhythmischer Peptide.
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Abb. 26:

Vermutete Wirkungsweise antiarrhythmischer Peptide (AAP) Uber die Proteinkinase
Ca (PKCa), modifiziert nach Abbildungen von Jalili et al. [1999] und Dhein [1998c].
Die Bindung des AAP flhrt zu einer Konformationsdnderung des AAP-Rezeptors.
Daraufhin wird ein G-Proteins aktiviert, welches seinerseits die Phospholipase C
(PLC) aktiviert. Die aktivierte PLC hydrolysiert Phosphatidylinositolbiphosphat (PIPy)
zu Diazylglyzerin (DAG) und Inositoltriphosphat (IPs). Die Freisetzung von IP; und
deren Bindung an den IPs-Rezeptor des Sarkoplasmatischen Retikulums setzt Ca®*
aus den sarkoplasmatischen Speichern in das Cytosol frei. Eine erhéhte intrazellulére
Ca®*- Konzentration filhrt zur Translokation der zytosolischen inaktiven PKCo zur
Plasmamembran, wo sie durch DAG aktiviert wird. Die aktivierte PKCa phosphoryliert
dann Zielproteine wie Connexone in der Membran, Connexine (z.B. Cx43) im Golgi-
Apparat, und Zielproteine im Kern. Durch vermehrte Phosphorylierung der Connexone
kommt es zu einer erhéhten Gesamtleitfahigkeit der Gap-Junction-Kanéle. Das konnte
durch eine Blockierung der PKCa, durch HBDDE (blockiert PKCa,y) und CGP54345
(blockiert PKCa) inhibiert werden. Durch Monensin konnte der Einbau von

Connexinen in die Membran gestoppt werden.
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8. Thesen

1.

Die Leitfahigkeit an den Gap Junctions gekoppelter, adulter Meerschweinchen-
kardiomyozytenpaare konnte durch das Antiarrhythmische Peptid 10 (AAP10, 50nM)
signifikant gesteigert werden. Dieser Effekt konnte nach Auswaschen des AAP10
nicht mehr beobachtet werden, und war somit vollstandig reversibel.

Der leitfahigkeitsteigernde Effekt des AAP10 konnte durch intrazelluldre Gabe von
Proteinkinase C-isoformspezifischen Inhibitoren (HBDDE — blockiert die PKCa und
die PKCy, und CGP54345 — blockiert die PKCa) vollstandig und signifikant
aufgehoben werden. Das 1aBt auf eine Beteiligung der PKCoa in der Signal-
transduktion des AAP10 schlieBen.

Der leitfahigkeitsteigernde Effekt des AAP10 konnte ebenfalls durch eine Blockade
des Connexintransports vom Golgi-Apparat zu der Plasmamembran durch Monensin
signifikant gehemmt werden. Das gibt einen Hinweis darauf, daB auch die Connexine
im Golgi-Apparat durch AAP10 verstarkt phosphoryliert werden, und somit vermehrt

in die Membran eingebaut werden.



Persénliche Angaben

Name:
Wohnort:

Geburtstag und —ort:

Familienstand:
Nationalitat:

Mutter:
Vater:

Schulbildung
1979 — 1989

1993 — 1996

Zivildienst
1993 — 1995

Berufsausbildung
1989 — 1993

Berufspraxis
1995 - 1996
6/96 — 8/96
1997 — 1998
seit 1998

Studium
seit 1996

Halle, den 07.09.2002

Stephan Weng

Lebenslauf

Stephan Weng
Burgstr. 5

06114 Halle

Tel.: 0345/5229424

04.05.1973, Magdeburg
ledig
deutsch

Doris Weng, Sekretarin
Hans-Joachim Weng, Diplom-Ingenieur

Besuch der allgemeinbildenden polytechnischen Oberschule
AbschluB: 10. Klasse

Besuch der Schule des Zweiten Bildungsweges Magdeburg
(Abendgymnasium)
AbschluB: Abitur

Malteser Hilfsdienst Magdeburg
Ausbildung zum Rettungssanitater
AbschluB: Rettungssanitater

Ausbildung zum Krankenpfleger im St.-Elisabeth-Krankenhaus
Halle/Saale
AbschluB: Krankenpfleger

Arbeit als Rettungssanitater, Malteser Hilfsdienst Magdeburg
medizinischer Betreuer fur Kinder im Ferienlager

Camp Pocono Ridge, South Sterling, Pennsylvania, USA
Arbeit als studentische Aushilfe, Rettungsdienst, Fa. Stefan
Kotte, Halle/Saale

Arbeit als studentische Aushilfe, Notfallambulanz, St.-Elisabeth-
Krankenhaus Halle/Saale

Studium der Humanmedizin an der Medizinischen Fakultat der
Martin Luther Universitat Halle-Wittenberg



Erklarung

Ich erklare hiermit, daB ich die vorliegende Arbeit ohne unzuldssige Hilfe Dritter und ohne
Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Die aus anderen
Quellen direkt oder indirekt ibernommenen Daten und Konzepte sind unter Angabe der
Quelle gekennzeichnet.

Ich versichere, daB ich fur die inhaltliche Erstellung der vorliegenden Arbeit nicht die
entgeltliche Hilfe von Vermittlungs- und Beratungsdiensten (Promotionsberater oder andere
Personen) in Anspruch genommen habe. Niemand hat von mir unmittelbar oder mittelbar
geldwerte Leistungen fur die Arbeit erhalten, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der
vorgelegten Dissertation stehen.

Die Arbeit wurde bisher weder im Inland, noch im Ausland in gleicher oder ahnlicher Form
einer Prifungsbehdrde vorgelegt.

Halle/Saale, den 07.09.2002

Stephan Weng



Publikationen

Dhein S, Schaefer T, Polontchouk L, Weng S: Involvement of protein kinase C (PKC) in the
effekt of antiarrhythmic peptide (AAP) on cardiac gap junctions. Br. J. Pharmacol (Suppl.)
(2001) C27

Dhein S, Weng S, Grover R, Tudyka T, Gottwald M, Schaefer T, Polontchouk L:
Proteinkinase Ca mediates the effect of antiarrhythmic peptide on gap junction
conductances. Cell Adhesion and Communication 8 (2001c) 257 - 264

Dhein S, Weng S, Polontchouk L, Grover R, Schaefer T: Pharmacological modification of
gap junctional coupling by antiarrhythmic peptides. Role of PKC. Naunyn Schmiedebergs
Arch Pharmacol 363 (Suppl.) (2001) R99

Dhein S, Weng S, Schaefer T, Grover R, Polontchouk L: Role of protein kinase C (PKC) in
the action of antiarrhythmic peptides. Faseb J 15 (2001) A916

Weng S, Lauven M, Schaefer T, Polontchouk L, Grover R, Dhein S: Pharmacological
modifikation of gap junction coupling by an antiarrhythmic peptide via protein kinase C
activation. Faseb J 16 (2002) 1114 - 1116



Danksagung

Herrn Prof. Brodde danke ich fur die Bereitstellung des Arbeitsplatzes.

An dieser Stelle méchte ich mich bei Herrn Prof. Dr. med. S. Dhein bedanken, fur die
Uberlassung des interessanten Themas, fiir die Bereitstellung des Arbeitsplatzes, und
besonders fur die ausgezeichnete und herzliche Betreuung, wodurch meine Arbeit

ermdglicht wurde.

Herrn Dr. T. Schaefer mdchte ich danken, fir die intensive Anleitung an der Patch-Clamp-
Anlage, und fur die zahlreichen Ratschlage.

Karina Abuazide Paulus danke ich fir die groBzigige Unterstitzung bei der Praparation der

Herzmuskelzellen.
Frau Dr. L. Polontchouk danke ich fur die allzeit gewéhrte Hilfe.
Nicole Huebel danke ich flr die nette Unterstlitzung bei der Gestaltung der Grafiken.

Des weiteren gilt mein Dank allen Mitarbeitern des Pharmakologischen Institutes der Martin-
Luther-Universitat Halle, die zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben.



	Referat
	Inhaltsverzeichnis
	Abkürzungen und Symbole
	1. Einleitung und Fragestellung
	2. Material
	2.1 Kardiomyozytenpaare
	2.2 Substanzen
	2.3 Lösungen
	2.3.1 Lösungen zur Isolierung von Kardiomyozytenpaaren
	2.3.2 Extrazelluläre Badlösung für Patch-Clamp (pH 7,4)
	2.3.3 Intrazelluläre Pipettenlösung für Patch-Clamp (pH 7,2)

	2.4 Pharmaka
	2.5 Aufbau des Patch-Clamp-Meßstandes

	3. Methoden
	3.1 Isolation von Meerschweinchenkardiomyozytenpaaren
	3.2 Patch-Clamp-Technik
	3.2.1 Meßprinzip des Patch-Clamp-Verstärkers
	3.2.2 Eichen der Patch-Clamp-Verstärker
	3.2.3 Kontrolle des Meßfehlers anhand eines Doppelzellmodells
	3.2.4 Chlorieren der Silberdrähte
	3.2.5 Herstellung der Patchpipetten
	3.2.6 Versuchsdurchführung und Meßprotokoll

	3.3 Auswertung der Versuchsergebnisse und Statistik

	4. Ergebnisse
	4.1 Darstellung der elektrischen Eigenschaften eines Meerschweinchenkardiomyozytenpaares mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik
	4.1.1 Sealwiderstand
	4.1.2 Natrium-Strom
	4.1.3 Serienwiderstand
	4.1.4 Membranwiderstand
	4.1.5 Membrankapazität

	4.2 Gap-Junction-Kanal-Strommessung an Meerschweinchenkardiomyozytenpaaren mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik
	4.2.1 Kontrollserie
	4.2.2 HBDDE-Serie
	4.2.3 CGP54345-Serie
	4.2.4 Monensin-Serie

	4.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

	5. Diskussion
	6. Zusammenfassung
	7. Literatur
	8. Thesen
	Publikationen

