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Zusammenfassung

Spannungsgesteuerte Natriumkandle werden durch Membrandepolarisation gedffnet und
leiten dann selektiv Na®. Diese strukturell gut untersuchte Selektivitit ist vor allem

gegeniiber divalenten Kationen stark ausgeprégt.

Ausgehend von Untersuchungen von Santana ef al.,, die eine sympathisch induzierte
Kalziumionenpermeation durch spannungsgesteuerte Natriumkandle in Rattenherz-
muskelzellen beschrieben haben, wurde anhand heterolog exprimierter humaner
Herznatriumkanéle I (hNay1.5) in HEK293-Zellen diese sogenannte Slip-Mode-Permeation

mit der Ganzzell-Patch-Clamp-Methode untersucht.

Durch Umkehrpotentialmessungen wurde die Selektivitdt des Natriumkanals vor und nach
Aktivierung der Adenylatzyklase durch Forskolin bestimmt, sowie ohne und mit
Koexpression der B Untereinheit.. Mit [Na*]s = [Na']i und [Ca®*']i=0 mM ergab sich bei
2mM [Ca*']. keine signifikante Steigerung des Umkehrpotentials. Die theoretische
maximale Permeabilitit innerhalb des errechneten Fehlers stieg auf Pca/Pna = 0,08 bzw 0,03

(ohne und mit Koexpression der § Untereinheit) nach Forskolinexposition.

Mit den hier angewendeten Methoden konnte keine Slip-Mode-Permeation durch hNay1.5

nachgewiesen werden.

Mechanische Reizung der Zellen wéhrend obiger Experimente fiihrte zu einer Reduktion der
Einwirtsstromamplitude durch hNay1.5 und durch den Skelettmuskelnatriumkanal I der Ratte
(hNay1.4). 79 Messungen an mit rNay1.4 stabil transfizierten HEK293-Zellen zeigten im
Median eine relative Abnahme der Amplitude um 0,11, welche fiinf Tage nach dem
Ausplatieren der Zellen am stérksten ausgeprdgt war. Kleine Stromamplituden wurden

stiarker beeinflusst als grof3e.

Die mechanisch induzierte Stromreduktion konnte weder durch GTPyS (fiihrt zu
Dauerstimulation von G-Proteinen) noch durch Pertussistoxin (inhibiert Gi-Proteine)

verhindert bzw. verstiarkt werden.

Sowohl in HEK293-Zellen als auch in Herzmuskelzellen konnten mit elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen in Gefrierbruch- bzw. Ultradiinnschnitttechnik Kaveolen
nachgewiesen werden (in Ubereinstimmung mit Masson-Pevet et al. 1980). Wiren
Natriumkanéle in Kaveolen lokalisiert, konnte mechanisch induzierte Internalisierung dieser

Membraneinstiilpungen zur beobachteten Stromreduktion fiithren.



e FEs ergaben sich aus folgenden Experimenten Hinweise fiir eine Kolokalisation des
Natriumkanals mit Kaveolen:

a.) Zur Isolation von Kaveolen wurden Immunoprézipitate von Lysaten von mit hNay1.5
bzw. rNayl.4 transfizierten HEK293-Zellen und Herzmuskelstiicken mit dem Antikorper
gegen Kaveolin-1 (Markerproteine der Kaveolen) hergestellt. Diese wurden dann in einem
Westernblot mit einem Antikorper gegen Natriumkanéle detektiert.
b.) Mit einer Immunogoldmarkierung eines in Gefrierbruchtechnik erstellten Préparates
wurden Gruppierungen mehrerer Goldkérnchen, welche der Bindung eines Antikorpers

gegen den Natriumkanal entsprechen, in Kaveolen nachgewiesen.

e Fine spannungsabhingige Blockierung und Verschiebung der Aktivierung der Na-Kanile
durch [Ca®'], ist bekannt. Erhohte extrazelluldre Kalziumionenkonzentrationen fithrten in den
in dieser Arbeit beschriebenen Experimenten zu einer Steigerung des Auswértsstroms durch
hNa,1.5. Die Kanal-lon-Interaktion ldsst sich mit einer modifizierten Michaelis-Menten-

Gleichung beschreiben.

e FEinen dhnlichen Effekt hatten extrazellulire Magnesiumionenkonzentrationen auf die
Auswirtsstromamplitude durch hNayl1.5, allerdings mussten Sfach hohere Konzentrationen
eingesetzt werden. Auch diese Mess werte liesen sich mit der modifizierten Michaelis-

Menten-Gleichung abschitzen.

® Nichtstationdre Rauschanalysen von hNay1.5 zeigten, dass bei Erhéhung der [Ca’']. von
2mM auf 20 mM die Offenwahrscheinlichkeit von 26% auf 60% stieg. Dabei sank die
Einzelkanalamplitude von 406 fA (2 mM [Ca*'],) auf 280 fA (20 mM [Ca?'],), n=5.

e Untersuchungen an mit rNayl.4 transfizierten HEK293-Zellen zeigten, dass dieser Kanal
weniger stark durch [Ca?'], reguliert ist wie hNay1.5. Vor allem bei hohen [Ca?'], zeigte sich
kaum ein Anstieg des Auswirtsstroms. [Mg?‘]. hingegen hatte, bei hoher Streubreite der

Messdaten, regulierenden Einfluss auf rNay1.4.

e Der Rattengehirnnatriumkanal II (rNay1.2) verhielt sich in Untersuchungen des
Auswirtsstroms mit variierender [Ca*'], dhnlich wie tNay1.4. Die Amplitude wurde bei

hohen Potentialen sogar tendenziell kleiner.

e Die Kalziumionen scheinen nicht iiber die Porenregion der Doméne I mit dem Kanalprotein
zu interagieren. Die Mutante F385C*N388R von rNay1.2 (rNay1.2 F385C<N388R) hat in der
Porenregion der Doméne 1 die selbe Aminosdurenabfolge wie hNayl.5. Im
Oozytenexpressionssytem zeigte sie die selbe Beeinflussbarkeit des Auswirtsstroms durch

[Ca?"], wie rNay1.2. Beide waren deutlich schwicher durch [Ca**], regulierbar als hNay1.5.



1 Einleitung

Spannungsgesteuerte Natriumkanéle (Na-Kanéle) sind sehr groe Membranglykoproteine
(~260 kDa). Als dynamische Molekiile reagieren sie, dhnlich wie spannungsabhéngige Kalium-
kanile (K-Kanile) und Kalziumkanile (Ca-Kanile), auf Anderungen des Membranpotentials mit
Konformationsinderungen, welche zur Offnung ihrer Kanalpore fiihren, und so eine Verbindung
zwischen ZellduBerem und —innerem schaffen, {iber die Na'-Ionen in die Zelle einstromen
konnen (Catterall 1992; Catterall 2000). Sie werden als Produkte von Multigenfamilien ubiquitir
in den Membranen erregbarer Zellen exprimiert, und sind vor allem fiir die

Erregungsweiterleitung und —ausbreitung verantwortlich.

Hodgkin und Huxley konnten durch ihre grundlegenden Experimente am Tintenfischaxon
mit der Technik der Spannungsklemme als erste die Entstehung von Aktionspotentialen an
erregbaren Membranen plausibel erkldren (Hodgkin und Huxley 1952). Sie beschrieben eine
Anderung der Permeabilitit fiir Natrium- und Kaliumionen innerhalb von Millisekunden als
Reaktion auf die Depolarisation der Zellmembran. Fiir diese schnelle Verdnderung der

Membraneigenschaften waren, wie spitere Studien zeigten, Na- und K-Kanile verantwortlich.

Bei einem Ruhemembranpotential von beispielsweise —80 mV bleiben die Na-Kanéile
geschlossen. Wird die Membran iiber die Erregungsschwelle von ca. —30 mV depolarisiert,
dndern sie sehr schnell ihre Konformation und 6ffnen die Pore. Innerhalb von wenigen
Millisekunden inaktivieren die Na-Kanéle, d. h. sie lassen trotz depolarisierter Membran keinen
Ionenfluss durch ihre Poren mehr zu. Dies wird durch spannungsabhidngige Konformations-
anderungen, sogenannte Schaltvorginge, erreicht. Diese Schaltvorginge konnen in mehrere
Phasen unterteilt werden: die Phase der Aktivierung (Offnen des Kanals), der Inaktivierung
(SchlieBen der Pore bei depolarisierter Membran) und der Erholung von der Inaktivierung, die
dazu fuhrt, dass sich der Kanal wieder 6ffnen ldsst (Deaktivierung). Abbildung 1-1 zeigt einen
typischen Verlauf des Na'-Stroms durch den Na-Kanal I des menschlichen Herzens (hNay1.5).
Ab einer Depolarisation der Zellmembran von —50 mV offnet der Kanal; er leitet selektiv

Na'-Strom und inaktiviert innerhalb weniger Millisekunden.

Die spannungsabhidngige Aktivierung und Inaktivierung kénnen mit dem Modell nach
Hodgkin und Huxley (HH Modell, Hille 1992) mit drei unabhédngigen Aktivierungs- und einem
Inaktivierungsschalter grob beschrieben werden. Es ergeben sich so mehrere Kanalzusténde, die
in dem Schaltschema in Abbildung 1-1 D zusammengefasst sind. Die Offnung der Kanile erfolgt
iiber mehrere Aktivierungszustinde, in denen die Kandle noch geschlossen sind. Von jedem

dieser Zustinde aus konnen sie inaktivieren. Das HH Modell ist eine einfache und niitzliche



1 Einleitung 2

Beschreibung der Kinetik des Na-Kanals, die sich auf viele Experimentaldaten anwenden lésst.
Spatere Untersuchungen zeigten, dass Aktivierung und Inaktivierung gekoppelt sind (Aldrich et
al. 1983). Es gibt mehrere Typen der Inaktivierung, die schnell bzw. langsam ablaufen kénnen

(Chandler und Meves 1970; Furue et al. 1998).
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Abbildung 1-1. Normaler Stromkurvenverlauf des Na-Kanals I des menschlichen Herzens (hNa,1.5) bei
physiologischen Lésungen. A: Spannungsprotokoll. B: Stromantwort; hNay1.5 exprimiert in HEK293-
Zellen in Ganzzell-Patch-Clamp-Konfiguration. C: Strom-Spannungskennkurve (Punkte) mit
Néherungskurve nach Goldman-Hodgkin-Katz (Linie, vergleiche 2.2.1.1, S.25). D: Schaltschema des
Na-Kanals mit drei verschiedenen Zustinden: geschlossen (C1-C3), offen (O) und offen oder geschlossen
inaktiviert (Io, 11-13).

1.1 Familie der spannungsabhangigen Na-Kandle

Bisher konnten zehn Gene fiir a-Untereinheiten von Na-Kanilen im menschlichen Genom
sowie in dem der Maus identifiziert werden. Die a-Untereinheit alleine bildet funktionsfdhige
Kanile (260 kDa). Das erste Gen eines Na-Kanals des Electrophorus electricus wurde von Noda

et al. 1984 kloniert.



Gen Typ Bezeichnungen Expressionsort Chromosom Krankheiten
a-Untereinheiten

SCN1A Nay 1.1 rBI, HBSCI, GPBI, SCN1A ZNS, PNS 2924

SCN2A Nay 1.2 rBIl, HBSCII, HBA, rNav1.2 ZNS 2q23-24

SCN3A Nay 1.3 rBIII ZNS 2q24

SCN4A Nay 1.4 ul, SkM1, rNavl.4 Skelettmuskel 17q23-24 HYPP, PMC
SCN5A Nay 1.5 hHI1, H1, SkM2, hNay1.5 I;gf;ﬁ‘;jﬁ:f(’e‘lmlnner“mer 3p21 LQT3
SCNSA Nay 1.6 PN4, NaCh6, Cerlll, Scn8a ZNS, PNS 12p13 MED
SCNY9A Nay 1.7 PN1, NaS, hNE-Na PNS; Schwannzellen 2q24

SCNI0A Nay 1.8 PN3, SNS, NaNG DRG 3p22-24

SCN11A Nay 1.9 PNS5, SNS2, NaN, NaT,SCN12A PNS 3p21-24

SCN7A, SCN6A | Nay Nay 2.1, Nay 2.3, NaG, SCL11 gﬁggﬁﬁiﬁiﬁoz sen. DRG | 292123

B-Untereinheiten

SCN1B glaﬁ‘ﬂl splice-Variante ZNS, PNS, Muskel 1913 GEFS+
SCN2B B2, Nap2.1 ZNS 11q22

SCN3B B3 Hippokampus, Striatum

Tabelle 1-1: Gene des Na-Kanals der Sdugetiere (Plummer und Meisler 1999; Goldin et al. 2000; Shah et al. 2001).Es ist die Lokalisation im humanen Genom angegeben. ZNS:
zentrales Nervensystem. PNS: peripheres Nervensystem. DRG: dorsal root ganglion. HYPP: Hyperkalidmische paroxysmale Paralyse. PMC: Paramyotonia congenita. LOT3:

LongQT-Syndrom 3. MED: Motor-endplate desease. GEFS+: Generalisierte Epilepsie mit febrilen Konvulsionen. Literatur fiir in dieser Arbeit verwendete Untereinheiten:
o rNayl.2 der Ratte: Noda et al. 1986. hNa,1.5 des Menschen: Gellens et al. 1992. rNay 1.4 der Ratte: Trimmer et al. 1989. f1: Isom et al. 1992; McClatchey et al. 1993.

Bunyiejuig |
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Seither konnten mehrere a- und B-Untereinheiten von Na-Kandlen des Gehirns, des
Skelettmuskels sowie des Herzens gefunden werden (siehe Tabelle 1-1). In Herzzellen der Maus,
sowie in einer embryonalen Stammzellline des Hippokampus der Ratte konnten mehrere splice-

Varianten des Nay1.5 isoliert werden (Korsgaard et al. 2001; Zimmer et al. 2002).

In dieser Arbeit wurden drei verschiedene Na-Kanile untersucht: der menschliche
Herzkanal I (hNay1.5), der Skelettmuskelkanal I der Ratte (rNay1.4) und der Rattengehirnkanal I1
(rNay1.2).

1.2 Primarstruktur der Na-Kanale

Die Kombination von molekularbiologischen Methoden (Proteinklonierungen und gezielte
Mutationen einzelner Aminosduren oder ganzer Kanalabschnitte) mit verbesserter
elektrophysiologischer Technik (Hamill et al. 1981) erbrachten detaillierte Kenntnisse iiber die

molekulare Struktur, Funktion und Regulation des Na-Kanals.

1.2.1 Kanalproteinkomplex

Na-Kanile setzen sich aus einer a- und einer bzw. mehrerer B-Untereinheiten zusammen,
von denen jeweils zahlreiche Isoformen bekannt sind. In dieser Arbeit sind mit ,,Na-Kanilen*

stets die bereits alleine funktionsfahigen a-Untereinheiten gemeint.

Na-Kanile sind mit 36 bzw. 33 kDa schweren 3-Untereinheiten assoziiert Shah et al. 2001,
die regulatorisch auf die Kanalfunktion einwirken. Die B1-Untereinheit ist {iber ionische, nicht-
kovalente Wechselwirkungen mit der a-Untereinheit assoziiert, wahrend die P2-Untereinheit
durch Disulfidbriicken gebunden ist Marban et al. 1998. Die Na-Kanile des Skelettmuskels
bestehen nur aus o- und fl-Untereinheiten (Barchi et al. 1984), wihrend die des Gehirns mit
einer B1-, B2- und B3-Untereinheit assoziiert sein konnen (Isom et al. 1992; Isom et al. 1995;

Whitaker et al. 1999; Morgan et al. 2000).

Im Herzen haben Untersuchungen zur Expression und Funktion der B-Untereinheiten zu
keinem eindeutigen Ergebnis gefiihrt (Balser 1999). In frithen Arbeiten konnte die PBI-
Untereinheit mit spezifischen Antikdrpern im Rattenherz identifiziert werden (Sutkowski und
Catterall 1990). Allerdings immunoprézipitierte die o-Untereinheit des Herz-Na-Kanals mit
keinem weiteren Protein, schien also mit keiner weiteren Untereinheit verbunden zu sein (Cohen
und Levitt 1993). Durch in situ Hybridisierung wurde von Isom et al. 1992 und Makita et al.
1994 die B1-Untereinheit-mRNS im Herzen identifiziert. McClatchey et al. 1993 gelang es, die
cDNS der B1-Untereinheit aus Rattenherzmuskeln zu klonieren. Letztgenanntes weist darauf hin,

dass die B1-Untereinheit des Na-Kanals im Herzen exprimiert wird.
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1.2.2 a-Untereinheiten

Die o-Untereinheiten der Na-Kanéle sind groBe, zwischen 260 und 270 kDa schwere
Proteine (Catterall 1992). Sie lassen sich in vier dhnliche Doménen (D I — IV) mit jeweils sechs
transmembranalen Segmenten (S1-S6) aufteilen, welche die Struktur einer a-Helix aufweisen
(Noda et al. 1984). Die vier Domidnen sind homolog zu den a-Untereinheiten der K-Kanile
(Heinemann 1997). Sie sind tiber zytoplasmatische Aminosdurenketten miteinander verbunden
(siche Abbildung 1-2).

Sato et al. 1998 konnten durch Untersuchungen mit dem Transmissions-Elektronen-
mikroskop (negative-stain) zeigen, dass der solubilisierte Na-Kanal des E. electricus aus vier
Domaénen besteht, die sich um eine zentrale Pore lagern. Das Protein hatte eine Hohe von 14 nm.
Das eine asymmetrische Ende, welches vermutlich nach aullen zeigt, hatte einen Durchmesser
von 12 nm, das andere, symmetrischere von 7-10 nm. Mit Hilfe einer Kombination aus Kryo-
elektronenmikroskopie und Einzelpartikelanalyse konnten Sato et al. 2001 zeigen, dass der
solubilisierte, kristallisierte Na-Kanal des E. electricus ein glockenformiges, 13,5 nm langes
Protein ist. Am quadratischen Ful des Kanals hatte es einen Durchmesser von 10 nm, am
sphirischen Kopf von 6,5 nm. Das Protein zeigte mehrere innere Hohlen. Diese gemessene
dreidimensionale Struktur stimmt gut mit den durch elektrophysiologische Untersuchungen und
Mutationsexperimente gewonnenen Vorstellungen tberein (fiir einen Kommentar zu den

Ergebnissen von Sato et al. 2001 vergleiche Catterall 2001).

: — -_T a-Untereinheit

Doméne I Doméne I Doméne 111 Doméne IV
» — I I
k14226 — Doppelmutante — A1714€ |
] N .
N-Glykosylierungs- TTX' S4 in jeder Domine, TTX- ! N-gly
stelle ~ e Bindungsst  Spannungssensor

Bindungsstelly | "
e

M1592V
(HYPP)

L1433R  R1448H/C
(PMC)

M‘%—;E Y'N:'MH

NH, j (HYPP) f

COOH (2a2005)

; T1313M
A1156T i

(PMC)

F1489 - !
M1430 IFM

Abbildung 1-2. Schematische Darstellung eines Na-Kanalproteins mit a- und f1-Untereinheit. Struktur
der a-Untereinheit mit FEinteilung in Doménen und Transmembransegmenten. Die angezeigte
Doppelmutante fithrt zu stark erhohter Kalziumleitfihigkeit. Die eingezeichneten Punktmutationen
konnen Krankheiten hervorrufen (vergleiche Tabelle 1-1). Phosphorylierungsstellen der Proteinkinase A
sind mit einem A im Viereck gekennzeichnet, der Proteinkinase C mit einem C im Viereck, in Anlehnung
an den Rattengehirnkanal II (rNa,1.2). Details siche Text. Mit Verdnderungen tibernommen aus Conley
und Brammar 1999.
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1.2.3 Pore und Permeation

Die Lage der Pore konnte durch die Wirkungen der Toxine Tetrodotoxin (TTX) und
Saxitoxin auf den Ionenstrom durch Na-Kanéle lokalisiert werden. Diese blockieren den
neuronalen Na-Kanal in nanomolarer Konzentration durch Bindung an den extrazelluldren Teil
des Kanals (siche auch 1.2.6). Einzelmutationen, welche die Toxinsensitivitdt beeinflussen
(Noda et al. 1989; Pusch et al. 1991), sowie Experimente mit Antikdrpern gegen Kanalstrukturen
(Thomsen und Catterall 1989), fithrten zu der Annahme, dass die Pore des Na-Kanals durch das
Peptidverbindungsstiick zwischen den Transmembransegmenten S5 und S6 aller vier Doménen
gebildet wird (Terlau et al. 1991). Die Experimente bestitigten Modelle von Guy und
Seetharamulu 1986, die vorschlugen, dass dieses Verbindungsstiick, jetzt Porenregion genannt,

in die Membran eintaucht und so Teil der ionenleitenden Struktur wird.

Es entstehen vermutlich zwei Ringe innerhalb der Pore, die von je vier Aminosduren
gebildet werden. Jede Domiéne beteiligt sich pro Ring mit einer Aminosédure (siche Abbildung
1-3 A; Terlau et al. 1991; Heinemann 1997). Der duere Ring wird im Na-Kanal II des Gehirns
der Ratte von den Aminosduren Glutamat, Glutamat, Methionin und Asparaginat gebildet. Sie
haben wesentliche Bedeutung in der Affinitdt zu den Toxinen TTX und STX. Der innere Ring,
welcher aus den Aminosduren Asparagin, Glutamat, Lysin und Alanin zusammengesetzt wird (in
Einzelbuchstabenschreibweise DEKA), trigt ebenfalls zur Toxinsensitivitit bei und hat Einfluss
auf die Permeationseigenschaften des Kanals (Heinemann et al. 1992b; Favre et al. 1996). Dieser

Ring ist innerhalb der Familie der Na-Kanile hochkonserviert.

Na-Kanédle zeichnen sich durch eine starke Selektivitit gegeniiber Kalium- und
Kalziumionen aus (vergleiche Tabelle in Abbildung 1-3 B). Durch Vergleich der
Proteinsequenzen der Na-Kanile mit den Ca-Kanélen konnten die fiir die Selektivitit der Kanéle
wichtigen Aminosduren bestimmt werden (Heinemann et al. 1992b; Heinemann et al. 1994).
Ca-Kanéle haben einen dhnlichen Aufbau wie Na-Kanile. Der oben beschriebene innere Ring
wird bei diesen Kanilen durch vier negativ geladene Glutaminséurereste gebildet. Der Na-Kanal
weist hier nur zwei negativ geladene Reste auf, Asparagin aus der Doméne I und Glutamat aus
der Domine II. Die anderen beiden Doménen steuern einen positiven Rest (Lysin aus Doméne
IIT) und einen neutralen Rest (Alanin aus Doméne IV) bei. Wird die neutrale Aminosdure Alanin
zu einem negativen Glutamat mutiert, wird die Na'/K'-Selektivitdt des Na-Kanals stark
vermindert. Austausch des einzelnen, positiven Restes Lysin gegen ein negatives Glutamat im
inneren Ring, fithrt zur kompletten Authebung der Selektivitit des Na-Kanals (Heinemann et al.

1992b). Es geniigte schon die Neutralisierung des positiv geladenen Lysins in der Doméne 111,
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um die Na'/K*-Selektivitdt aufzuheben (Schlief et al. 1993; Schlief et al. 1996). Alle diese

Mutanten sind durch extrazelluldre Kalziumionen blockierbar.

Durch Austausch zweier Aminosduren, des Lysins und Alanins des inneren Rings gegen
Glutamat, war es moglich, dem Na-Kanal die Permeationseigenschaften eines Ca-Kanals zu
tibertragen. Diese Kanalmutante wurde durch Kalziumionen in geringer Konzentration blockiert.
Bei physiologischen Konzentrationen leitete sie hauptsichlich Ca?" (Heinemann et al. 1992b). So

konnte der Selektivititsfilter des Na-Kanals strukturell identifiziert werden.

Durch Experimente mit der Cystein-Scanning-Methode konnten obige Ergebnisse bestétigt
und erweitert werden (Pérez-Garcia et al. 1997). Weitere Aminosduren in der Pore, die nicht an
der Bildung der beiden beschriebenen Ringe beteiligt sind, wurden als fiir die Selektivitdt
wesentlich erkannt (Tomaselli et al. 1995; Chiamvimonvat et al. 1996a; Chiamvimonvat et al.

1996b).

In der Porenregion liegen auch Aminosduren, die fiir die unterschiedlichen Blockierungs-
eigenschaften der Na-Kandle gegeniiber divalenten Ionen verantwortlich sind (sieche

Kapitel 1.3.4).

A B
Ton relative Permeabilitét
Na* 1.0
K* 0.086
Ca*t <0.11
Cs* <0.013
H* 252

Abbildung  1-3.  A: Schematische  Darstellung  des
Selektivititsfilter des Na-Kanals aus Heinemann 1997, Blick von auBlen in die Pore. Beschriftung der
Aminosduren in Einzelbuchstabenschreibweise. B: Relative Permeabilititen fiir den Na-Kanal des

Ranvier’schen Schniirrings des Frosches fiir die angegebenen lonen unter physiologischen Bedingungen,
aus Hille 1992.

1.2.4 Spannungssensoren

Der spannungsgesteuerte Na-Kanal ist mit Strukturelementen ausgestattet, die ihm
erlauben, Spannungsinderungen der Membran zu erkennen und darauf mit Offnung des Kanals
(Aktivierung) zu antworten. Die S4 aller vier Dominen des Na-Kanals enthalten jeweils vier bis
acht positiv geladene Aminosédurereste (Arginin oder Lysin). Diese sind typischer Weise durch

zwei hydrophobe Reste voneinander getrennt. Stithmer et al. 1989 konnten als erster zeigen, dass
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diese positiven Ladungen wesentliche Bedeutung als Spannungssensoren der Na-Kanéle haben.
Neuere Untersuchungen zeigten, dass die S4 fiir die Aktivierung sowie fiir die Inaktivierung von
Bedeutung sind, wenn auch zu einem unterschiedlichen Grade (Chen et al. 1996; Kontis et al.
1997; Cha et al. 1999). Dabei bewegen sich diese Transmembransegmente nach auflen (Yang
und Horn 1995; Yang et al. 1996). Diese Ladungsbewegung kann als Schaltstrom gemessen

werden (Armstrong und Bezanilla 1974).

1.2.5 Inaktivierung

Es konnen fiir den Na-Kanal mindestens zwei Inaktivierungsprozesse voneinander

unterschieden werden: die langsame und die schnelle Inaktivierung.

Die schnelle Inaktivierung, von Hodgkin und Huxley 1952 erstmals beschrieben, fiihrt zur
SchlieBung der Pore innerhalb von Millisekunden. Die Kanéile erholen sich von diesem Zustand
der Inaktivierung in einer dhnlich kurzen Zeitspanne und stehen erneut zur Aktivierung zur
Verfiigung. Aktivierbare Kandle sind deaktiviert. Die strukturelle Basis dieser Kanalfunktion
wurde intensiv erforscht. Die schnelle Inaktivierung lie sich durch Antikorper, die gegen die
zytoplasmatische Verbindung der Doménen III und IV (DIII/DIV-Schleife) gerichtet sind,
verhindern (Vassilev et al. 1988, Vassilev et al. 1989). Punktmutationen dieses Bereiches
konnten bestétigen, dass die schnelle Inaktivierung durch die DIII/DIV-Schleife vermittelt wird
(Stithmer et al. 1989; Moorman et al. 1990; Patton et al. 1992). West et al. 1992 zeigten, dass
durch Mutation der drei Aminosduren Isoleucin (I), Phenylalanin (F) und Methionin (M) (IFM-
Motiv) zu Glutamin die schnelle Inaktivierung unterdriickt wurde; die langsame Inaktivierung
blieb davon aber unberiihrt. Ahnliche Mutationen kommen auch natiirlicher Weise vor und
verursachen durch Beeintrachtigung der Na-Kanalinaktivierung Krankheiten wie die
hyperkalidmische paroxysmale Paralyse (Hayward et al. 1999) oder eine erbliche Form des
,Long-QT Syndroms* (Bennett et al. 1995).

Man kann sich die DIII/DIV-Schleife als Schlinge vorstellen, die sich mit dem IFM-Motiv
in die Kanaloffnung hineinbewegt, und so die Pore verschlieit (Ball-Ketten-Modell). Dem IFM-
Motiv dienen dabei andere zytoplasmatische Aminosduren des Kanals als Rezeptor, wie das
Verbindungsstiick zwischen S4 und S5 der Domiéne III (Smith und Goldin 1997) bzw. der
Domaéne IV (Tang et al. 1998, McPhee et al. 1998, Balser 1999). Sehr viele Mutationen, die u.a.
mit kongenitalen neuromuskuldren Syndromen in Verbindung gebracht werden, beeinflussen die
schnelle Inaktivierung. Da diese Mutationen iiber das gesamte Kanalprotein verteilt sind, wird
die schnelle Inaktivierung vermutlich durch Interaktionen verschiedener Strukturelemente

mitbestimmt (McPhee et al. 1995; Patlak 1996).
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Chandler und Meves 1970 beschrieben die langsame Inaktivierung von Na-Kanélen, die
tiber die Dauer von Sekunden stattfindet und sich in einem &dhnlich langen Zeitraum wieder
zuriickbildet. Die hierfiir verantwortlichen Kanalstrukturen kann man tiber natiirlich
vorkommende Mutationen des Skelettmuskelkanals, welche die langsame Inaktivierung
beeinflussen und zu Muskelschwichen bzw. Myotonien fithren, ndher eingrenzen. Sie liegen in
rdumlicher Nédhe zur Pore an der zytoplasmatischen Seite der Segmente S5 und S6 der
Doménen I, IT und IV (Hayward et al. 1999). Es gibt Hinweise aus Mutationsexperimenten, dass

Strukturelemente fiir die langsame Inaktivierung in der Porenregion liegen (Vilin et al. 1999).

Aldrich et al. 1983 propagierten nach Einzelkanalmessungen von Na-Kanilen, eine
Kopplung von Aktivierung und Inaktivierung. Zu dhnlichen Ergebnissen kamen Vandenberg und
Horn 1984 und Armstrong und Bezanilla 1977. Hodgkin und Huxley gingen anfangs davon aus,

dass Aktivierung und Inaktivierung von einander unabhingig waren.

Mutationsexperimente am duferen Ende des S4 der Doméne IV konnten die Kopplung
bestétigen. Fiigte man ein Cystein an der Stelle eines Arginins in das S4 ein, so konnte diese
Verbindung weitgehend aufgehoben werden (Chahine et al. 1994). Die Mutanten inaktivierten
wesentlich seltener wahrend der Membrandepolarisation. Behandlung mit Methanthiosulfonaten
(MTS) fiihrte zu einer irreversiblen Steigerung der Inaktivierungsrate. MTS bindet kovalent an
Cysteinreste und kann so das S4 in einer auswirtsgerichteten Position befestigen, die es der
Inaktivierungsschleife erleichtert, an ihrem Rezeptor zu binden (Yang und Horn 1995; Yang et
al. 1996). Es wird vermutet, dass S4 wihrend der Aktivierung in diese duswértsgerichtete

Position gebracht wird, die fiir die Inaktivierung Vorraussetzung sein soll.

1.2.6 Neurotoxine

Die meisten Neurotoxine zeichnen sich durch eine sehr hohe Spezifitit fiir Na-Kanile aus
und konnten zur Identifizierung des Kanalproteins sowie bestimmter Kanalstrukturen genutzt
werden (vergleiche Abbildung 1-2). Es gibt zwei wesentliche Effekte der Neurotoxine auf den
Na'-Strom: Storung des Ionentransportes und Verdnderungen der Schaltvorginge des Kanals
(Catterall 1992). Es wurden mindestens neun Gruppen von Neurotoxinen beschrieben, die an

verschiedenen Stellen am Na-Kanal angreifen (Zlotkin 1999).

Das in dieser Arbeit verwendete Tetrodotoxin (TTX) ist ein wasserlosliches hetero-
zyklisches Guanidin, welches an der Porenregion des Kanals bindet (Terlau et al. 1991). Es
blockiert die Leitfihigkeit des Na-Kanals. Die Na-Kanéle lassen sich nach ihrer TTX-Empfind-
lichkeit unterteilen. Wihrend rNay1.2 und rNay1.4 schon durch nanomolare Konzentrationen, ca.

20 nM, halbmaximal blockiert werden, ist fiir hNay1.5 100 mal mehr Toxin nétig, ca. 6 pM
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(Frelin et al. 1986; Ukomadu et al. 1992; Gellens et al. 1992). Die Toxinsensitivitdt lie sich
durch eine bzw. zwei Punktmutationen von einem Kanal auf den anderen tibertragen (Noda et al.

1989; Heinemann et al. 1992b; Satin et al. 1992).

1.3 Regulation der Na-Kanale

Bei der Darstellung verschiedener Regulationsmechanismen von Na-Kanélen in diesem

Kapitel werde ich mich auf die in der Arbeit verwendeten Kanile beschrianken.

1.3.1 p-Untereinheiten

Koexpression von rNay1.2 mit der B1-, f2- bzw. f3-Untereinheit in Froscheiern (Oozyten
des stlidafrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis) fithrte zu einer beschleunigten
Inaktivierung und vermehrten Expression des Kanals (Isom et al. 1994; Isom et al. 1995; Shah et
al. 2001). Dieselben Ergebnisse wurden fiir rNay1.4 beobachtet, wenn er mit der B1-Untereinheit
in Oozyten (oben genannte Froscheier) exprimiert wurde (Makita et al. 1994; Makielski et al.

1999; Shcherbatko et al. 1999; Tabarean et al. 1999).

Fiir hNay1.5 ist die Datenlage fiir die Assoziation mit und die funktionelle Beeinflussung
durch die B-Untereinheit nicht eindeutig. Viele Arbeitsgruppen konnten eine Erhéhung der
Expression in Oozyten, aber keine Verdnderungen in der Stromkinetik finden (Makita et al.
1994; Makielski et al. 1999). Vilin et al. 1999 hingegen beschrieben einen sehr kleinen Einfluss
der Koexpression der B-Untereinheit auf die schnelle und langsame Inaktivierung von hNayl1.5.
Mit der selben Versuchsanordnung konnten Nuss et al. 1995 zeigen, dass die Stromamplitude
stieg, die Spannungsabhingigkeit der Aktivierung jedoch unveridndert blieb. Die Stromhohe
blieb auch nach Tagen in den koinjizierten Froscheiern hoher, als in denjenigen, die mit hNay1.5
alleine injiziert wurden. Es konnte eine Erh6hung der Inaktivierungsrate sowie eine Zunahme
aller drei Zeitkonstanten der Erholung von der Inaktivierung beschrieben werden. Zu dhnlichen
Ergebnissen kommen auch An et al. 1998 und Wright et al. 1999, welche die B1-Untereinheit mit
hNay1.5 in einer humanen embryonalen Nierentumorzellliene (HEK293-Zellen) koexprimierten.
In diesem Expressionssystem wurde die Spannungsabhingigkeit der Inaktivierung zu positiveren

Potentialen verschoben.

1.3.2 Sympathische Stimulation und G-proteinvermittelte Kanalregulation

Na-Kanédle konnen durch sympathische Stimulation reguliert werden. Adrenalin und
Noradrenalin, die vorwiegenden Botenstoffe des Sympathikus, vermitteln ihre Wirkung auf

Zellen u.a. durch Bindung an B-Rezeptoren, welche an G-Proteine gekoppelt sind.
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G-Proteine bilden eine sehr gro3e Familie, allein fiir die a-Untereinheit gibt es 17 Gene,
bei denen teilweise alternatives splicing vorliegt. Nach ihrem Effekt auf die Adenylatzyklase
werden sie in drei Gruppen eingeteilt: Gj inhibiert, G stimuliert und G, ldsst die Adenylatzyklase
unverdndert. AuBlerdem gibt es noch monomere G-Proteine, beispielsweise die Ras-Familie. G-
Proteine wirken auf viele verschiedene Proteine regulatorisch. Je nach Phosphorylierungszustand

des B-Rezeptors ist er mit G; oder Gs gekoppelt (Daaka et al. 1997).

Die heterotrimeren G-Proteine (Gi, Gs, Go) bestehen aus einer a,  und y-Untereinheit. Die
a-Untereinheit bindet GDP, das bei sympathischer Aktivierung iiber den -Rezeptor gegen GTP
ausgetauscht wird. Die  und y Untereinheiten dissoziiert darauthin als funktionelle Einheit von
der a-Untereinheit ab. Wenn das GTP- zu einem GDP-Molekiil hydrolysiert wurde, assoziieren

die Untereinheiten wieder.

Bestimmte G-Protein-Gruppen konnen spezifisch durch Gifte beeinflusst werden. Das
Pertussistoxin (PTX) entkoppelt Gi-Proteine vom Rezeptor und befestigt ein ADP-Ribose-
Molekiil an der a-Untereinheit; daraufhin kann das Gi-Protein nicht mehr aktiviert werden.
Durch das Choleratoxin (CTX) wird die GTP-Hydrolysierung verhindert. Dies hat zur Folge,
dass das G-Protein nicht mehr konstitutiv aktiv ist. Ahnlich wirkt auch das Molekiil GTPyS,
welches anstelle eines GTP-Molekiils bindet und nicht mehr hydrolysiert werden kann. Es

interagiert mit allen G-Proteinen (Wickman und Clapham 1995).

Es gibt zwei Regulationswege fiir Na-Kanédle durch G-Proteine: zum einen durch direkte
Interaktion der beiden Proteine; zum anderen indirekt iiber ,,second messengers*, meist iiber das
von der Adenylatzyklase hergestellte cAMP, welches Proteinkinasen zur Phosphorylierung

anregt (vergleiche Abbildung 1-4; Hille 1992; Cukierman 1996; Frohnwieser et al. 1997).

Die G-Protein-vermittelte Regulation des rNayl.2 geschieht einerseits durch direkte
Modulation durch die GBy-Untereinheit am C-Terminus des Na-Kanalproteins (Ma et al. 1997).
hNay1.5 besitzt keine GBy-Bindungsstelle (Chen et al. 1995), allerdings konnten regulatorische
Effekte der Ga-Untereinheit auf den Kanal gezeigt werden (Matsuda et al. 1992). Bereits ein n-
terminales Stiick der a-Untereinheit, Gsa33-42, kann die Stromerhohungseffekte des ganzen

G-Proteins auf den Herzkanal imitieren (Lu et al. 1999).

Fiir die indirekte Modulation {iber die Adenylatzyklase bendtigt der Kanal eine PKA-
Konsensus-Stelle, an der phosphoryliert werden kann. Sowohl hNay1.5 als auch rNay1.2 haben
mehrere solcher Aminosdurensequenzen, an denen teilweise eine Phosphorylierung
nachgewiesen werden konnte (hNay1.5: Catterall 1992; Schreibmayer et al. 1994; Fozzard und
Hanck 1996; Murphy et al. 1996; Cukierman 1996; rNay1.2: Rossie 1999). Viele dieser Stellen
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liegen in der DI/DII-Schleife, welche bei rNay1.2 besonders lang ist (vergleiche Abbildung 1-2,

durch ein A im Viereck gekennzeichnet).

Adrenalin
Noradrenalin
Natriumkanal
¢ o-Untereinhet
[\ B-Untereinheit des Kanals
I~ N\
aullen _
B R t
Zellmembran czeptor
innen 2 -

Py A \
rotein

GTP oder by B » /
GDP
\/ 2 cAMP

ATP
Abbildung 1-4. Schematische Darstellung der Anordnung des B-Rezeptors, des G-Proteins und des

Na-Kanals in der Zellmembran. A: direkter Regulationsweg, B: indirekter Regulationsweg tiber
Adenylatzyklase (AC) und Proteinkinase A (PKA), welcher zur Phosphorylierung des Kanals fiihrt. AC
und PKA sind membransténdige Proteine, die hier zur Vereinfachung ohne Membrankontakt gezeichnet
wurden.

An B-Kanaluntereinheiten konnten bisher keine Phosphorylierungen nachgewiesen werden

(Rossie 1999).

Nach sympathischer Stimulation kommt es zu Verdnderungen der Amplitude und der
Kinetik des Stroms durch den Na-Kanal. Fiir hNay1.5 wird eine Verdnderung der Selektivitét
diskutiert, wie weiter unten dargestellt.

Die Auswirkung der sympathischen Stimulation ist stark vom Expressionssystem
abhingig, in dem der Kanal untersucht wird. Sogar der Entwicklungsstand der exprimierenden
Zellen scheint Einfluss auf die Richtung der Amplitudenénderung zu haben. Isoproterenol bindet
an den B-Rezeptor und aktiviert dadurch die Adenylatzyklase, die daraufhin vermehrt cAMP
produziert. Dies fithrt zur Aktivierung der Proteinkinase A, welche den Na-Kanal

phosphorylieren kann. Der Wirkstoff Forskolin stimuliert die Adenylatzyklase direkt.

In HEK293-Zellen, wie sie in dieser Arbeit verwendet wurden, konnte fiir hNay1.5 nach
Stimulation mit Isoproterenol eine Amplitudenabnahme beobachtet werden (vergleiche fiir eine

Ubersicht Tabelle 7-1 im Anhang).
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Auch rNayl.2 wird je nach Expressionssystem unterschiedlich durch sympathische
Stimulation reguliert (siche Tabelle 7-2 im Anhang). Durch die Koexpression des -Rezeptors in
Oozyten wurde die Stimulation verstirkt, wodurch sich die Amplitude erhohte (Smith und
Goldin 1992). In spéteren Arbeiten konnte in Oozyten eine Stromabnahme gefunden werden. Li
et al. 1993 untersuchten den Effekt von 8bromo-cAMP auf in CHO-Zellen exprimierte rNay1.2
Kanile. Die Experimente zeigten eine Erhohung der Amplitude. Nach PKC-Aktivierung hatte
8bromo-cAMP den gegenteiligen Effekt, d.h. die Amplitude sank. Hier wird deutlich, dass die

Phosphorylierung der Kanéle einer sehr feinen Regulation unterliegt.

Verschiedene Reaktionen der Kandle auf sympathische Stimulation konnten auf
unterschiedliche  Phosphorylierungs- oder Konformationszustinde des Kanalproteins

zurtickzufiihren sein.

1.3.2.1 Effekte von Phosphorylierungen auf die Selektivitat

Kalziumionen gelten als Na-Kanalblocker (Nilius 1988) und wie oben ausgefiihrt, ist die
Na-Kanalselektivitit {iber Ca?>" durch den inneren Ring der Aminosiuren DEKA
(Einbuchstabenschreibweise) in der Pore strukturell bedingt und stark ausgeprégt (vergleiche

1.2.3, Heinemann et al. 1992b; Favre et al. 1996).

Diese  Selektivitdt bekommt v.a. im Herzen Bedeutung, da ein kleiner
Kalziumioneneinstrom tiiber die Zellmembran eine Triggerung bewirkt, die zu einer groferen
Kalziumionenfreisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum fiihrt. Dies ist eine wesentliche

Vorraussetzung fiir die Herzmuskelkontraktion.

Als die vorliegende Arbeit begonnen wurde, veroffentlichten Santana et al. 1998
Untersuchungsergebnisse, die darauf hindeuteten, dass der Na-Kanal nach sympathischer
Stimulation von Rattenherzzellen weniger selektiv fiir Na® wird, und die relative Permeabilitit
Pca/Pna fiir Ca**-Ionen auf bis zu 1,42 steigt. Sie beobachteten weiterhin an Rattenherzzellen
nach Depolarisation ohne intrazelluldire Natriumionen einen kurzen intrazelluldren
Kalziumionenkonzentrationsanstieg ([Ca®'];i Transient). Der Transient wurde mit einem
konfokalen Lasermikroskop und dem Kalziumindikator fluo-3 nachgewiesen. Normalerweise
wird der [Ca?’]; Transient {iber einen Strom durch Ca-Kanile ausgeldst, doch diese waren in dem
beschriebenen Experiment mit Nifedipin blockiert. Zusétzlich wurde auf Spannungen
depolarisiert, bei denen Ca-Kanile nicht 6ffnen. Diese bereits frither gemachte Beobachtung
wurde bisher durch zwei Vorschlige erklirt: 1. Der Na/Ca?*-Austauscher kénnte von hohen
Spannungen aktiviert werden und lisst Ca®" eintreten (z.B. Lipp und Niggli 1994, Wasserstrom

und Vites 1996). Dies wurde in der Arbeit von Santana et al. 1998 durch fehlendes
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intrazellulires Na" ausgeschlossen. II. Uber spannungsabhingige Erregung der Ryanodin-
Rezeptoren auf dem sarkoplasmatischen Retikulum kénnte Ca?* direkt freigesetzt werden (Hobai
etal. 1997; Levi et al. 1997). Das hieBe, dass dieser [Ca?"]; Transient ohne Kalziumeinstrom von
aullen entstehen wiirde. Nach Entfernung der extrazelluldren Kalziumionen konnten Santana et
al. 1998 keine intrazelluldre Kalziumionenkonzentrationserh6hung mehr nachweisen. Die

ausldsenden lonen mussten also von aullen in die Zelle einstromen.

Da sich der [Ca®']; Transient durch TTX unterdriicken lieB, schlossen Santana et al. daraus,
dass es sich hier um einen Kalziumionenstrom durch die Na-Kanile des Herzens handelte. Es
wurde vorgeschlagen, dass es zu einer Selektivititsinderung durch PKA-abhingige
Kanalphosphorylierung kommt. Sie nannten diesen Zustand ,,Slip-Mode-Permeation®. Mit Hilfe
von Umkehrpotentialmessungen bestimmten sie einen Permeabilitdtskoeffizienten Pca/Pna nach

sympathischer Stimulation von bis zu 1,42.

1.3.3 Mechanische Stimulation

Seit tiber hundert Jahren ist bekannt, dass am menschlichen Herzmuskel eine Erh6hung der
Wandspannung zur Zunahme der Inotropie fithrt. Dieser sogenannte Frank-Starling
Mechanismus (Frank 1895) konnte auch an isolierten Herzzellen beobachtet werden (Cazorla et
al. 1998). Na-Kanile haben Einfluss auf die Gro3e des Aktionspotentials und konnen so an der

Regulation der Kontraktion nach mechanischer Reizung beteiligt sein.

Das Zytoskelett der Zelle soll iiberméBigen Formidnderungen der Zelle entgegenwirken. Da
es mit vielen Proteinen der Zelle in Verbindung steht, kann es mechanische Stimulationen
weiterleiten. Mechanische Dehnung isolierter Kardiomyozyten fiithrte sowohl beim Meer-
schweinchen als auch beim Frosch zu einer Verkiirzung des Aktionspotentials. Die Amplitude in
den Zellen des Frosches nahm ab (Cazorla et al. 1998), was auf eine Abnahme der Aktivitét des

Na-Kanals infolge der Dehnung hindeutet.

Wie bereits in Kapitel 1.3.2 erwéhnt, regulieren G-Proteine Na-Kanéle iiber verschiedene
Mechanismen. Einige von ihnen, die Gi-Proteine, werden auch durch Zellschwellung beeinflusst.
Die Konzentration des Botenstoffs cAMP ist in  hypotonisch  geschwollenen
Rattenventrikelzellen nach B-adrenerger Stimulation niedriger als in isotonischen Zellen. Dies ist
auf eine Inhibierung der Adenylatzyklase durch das Gi-Protein zuriickzufiihren. Axiale
Streckung der Zellen erhoht die Konzentration von cAMP im Zellinneren. Einige Untereinheiten
der G-Proteine interagieren mit Mikrotubuli und Mikrofilamenten (Cazorla et al. 1998), so dass

eine Regulation der Adenylatzyklase iiber das Zytoskelett vermittelt sein konnte. Diese
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Ergebnisse weisen darauf hin, dass die sympathische Regulation durch Zellschwellung und

Zytoskelett beeinflusst werden kann.

1.3.4 Verdnderung der Schalt- und Permeationseigenschaften durch Kationen

Die spannungsabhingigen Schaltvorginge des Na-Kanals konnen durch die Konzentration
und die Art des permeierenden lons beeinflusst werden. Es ist bekannt, dass eine Anderung der
intrazelluldren Natriumionenkonzentration ([Na'];) die Spannungsabhingigkeit der Inaktivierung
der Na-Kandle beeinflusst. = Dagegen  haben  extrazellulire  Anderungen  der
Natriumionenkonzentration relativ wenig Einfluss auf Kinetik und Spannungsabhéngigkeit des
Na-Kanals im Tintenfischaxon (Armstrong und Bezanilla 1974; Correa und Bezanilla 1994;
Tang et al. 1996). Anhand einer hNayl.5-Mutante, bei der die schnelle Inaktivierung fast
aufgehoben ist (F1485Q im IFM-Motiv), konnten Townsend und Horn 1997 einen Effekt der
extrazelluldren Alkalimetallionen auf die langsame Inaktivierung zeigen. Erhohte extrazellulédre
Natriumionenkonzentration ([Na'],) fiihrte zu schnellerer Erholung von der langsamen

Inaktivierung. Die Inaktivierungsrate war vermindert.

Woodhull 1973 beschrieb bei Untersuchungen an Tintenfischaxonen eine Verstarkung des
Natriumauswirtsstroms bei hoher extrazelluldrer Kalziumionenkonzentration ([Ca®]s). Sie
vermutete, ohne dies experimentell zu iiberpriffen, dass Kalziumionen die langsame
Inaktivierung der Na-Kanile beeinflussen konnten. Ca?*-lonen reagieren in verschiedenen
Aspekten so, als wiirden sie das Membranpotential verschieben. Da die langsame Inaktivierung

spannungsabhingig ist, hielt Woodhull 1973 deren Verinderungen durch [Ca*']a fiir moglich.

Kalziumionen sind als Na-Kanalblocker bekannt. Erste Hinweise auf eine
spannungsabhéngige Blockierung des Na-Kanals durch Kalziumionen gab Woodhull 1973.
Nilius 1988 beschrieb mit Hilfe von Einzelkanalmessungen an Meerschweinchenherzzellen eine
spannungsabhingige Blockierung des Natriumeinwértsstroms durch [Ca®*]a
(Ka(0OmV) = 35,1 mM). Weitere Untersuchungen zeigten, dass nicht nur Kalziumionen, sondern
eine Vielzahl divalenter Ionen (Mg**, Cd*", Zn**, Ba**, Co?", Mn?*) den Na-Kanal des Herzens in

unterschiedlichem Ausmal blockieren (Sheets et al. 1987; Sheets und Hanck 1992).

Das Konzentrationsgefille des permeierenden lons, hier des Natriumions, verursacht die
treibende Kraft fiir den Strom. Townsend et al. 1997 beobachteten einen paradoxen Effekt an
hNay1.5, exprimiert in Sdugerzellen (tsA201-Zellen): Eine hohe treibende Kraft fiir Na™ fiihrte zu
kleineren Stromen. Wurde ein Teil der [Na'], durch relativ impermeable Ionen, wie Cs* oder
NMG", ersetzt, so fiihrte dies bei hohen Membranpotentialen zu niedrigeren Auswértsstromen,

obwohl die treibende Kraft erhoht wurde. An Oozyten-Patch-Untersuchungen konnte gezeigt
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werden, dass die Offenwahrscheinlichkeit abnahm, die Aktivierungskinetik aber weitgehend
unverdndert blieb. Es handelte sich offenbar um einen schnellen, spannungsabhingigen

Schaltmechanismus, der sich von der Aktivierung zu unterscheiden scheint.

Die in dieser Arbeit untersuchten Kanile, hNay1.5, rNay1.4 und rNayl.2, werden durch
divalente Kationen unterschiedlich stark blockiert, teilweise invers zu ihrer Empfindlichkeit
gegeniiber TTX (siehe 1.2.6, Frelin et al. 1986). So wird rNay1.2 durch ca. 2,4 mM [Ca*'],
halbmaximal blockiert, hNay1.5 dagegen durch ca. 35 mM. Einige der fiir die TTX-Bindung
verantwortlichen Aminosduren liegen in der Porenregion. In der Domine I unterscheiden sich
rNay1.2 und hNay1.5 innerhalb der Pore nur um zwei Aminosiduren. Mutiert man diese in
rNay1.2 zu den in hNayl.5 vorhandenen Aminosduren (rNayl.2 F385CeN388R), so wird die
Mutante durch [Ca®*], dhnlich blockiert wie hNay1.5 (Heinemann et al. 1992b; Heinemann et al.
1992a; Satin et al. 1992; Backx et al. 1992). Die halbmaximale Blockierungskonzentration fiir
die Mutante liegt bei 26 mM [Ca?'], und bei mehr als 10uM TTX. Schalt-Eigenschaften des

Kanals, sowie die Na*/K"-Selektivitit wurden durch die Mutation nicht verindert.

Kalziumionen blockieren nicht nur den Einwirtsstrom, sondern fithren auch zu einer
Verschiebung der Aktivierung zu positiveren Spannungen (Hille et al. 1975; Pusch 1990), was
eine Erhohung der Schwelle fiir elektrische Erregbarkeit nach sich zieht. Dies wird durch
Verdanderung des Oberflaichenpotentials durch an negativen Ladungen der Zellmembran
gebundene Ca?" erklirt. Membranladungen verindern das elektrische Feld in der Zellmembran.
Der Spannungssensor kann nur auf dieses intramembranale Feld reagieren. Viele ungebundene
negative Ladungen an der MembranauBlenfliche bewirken ein schwécher abfallendes
elektrisches Feld in der Membran selbst, welches dem Zustand der Depolarisation ndher kommit.

Dies bewirkt, dass die Na-Kanile leichter 6ffnen.

Auf die Membranlipide wirkt Ca®* stabilisierend. Ahnliche, wenn auch schwichere Effekte

hat Mg?".
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1.4 Aufgabenstellung

1.4.1 Regulation der Selektivitat durch sympathische Stimulation (Slip-Mode-

Permeation)

Na-Kanidle sind hochselektiv, besonders fiir Natriumionen {iiber Kalziumionen.
Physiologisch, beispielsweise bei der Kontraktionsentstehung im Herzen, ist diese
Diskriminierung von gro3er Bedeutung,. Die Selektivitit galt bisher als feste Grof3e, die nur liber
die Proteinsequenz des Kanals bestimmt wird und zellular nicht reguliert wird (Heinemann et al.

1992b).

Die Arbeit von Santana et al. 1998 legt die Vermutung nahe, dass die Selektivitét
zelluliren Regulationsprozessen unterliegt. So beschreiben die Autoren eine Anderung der
Selektivitdit des Na-Kanals des Herzens nach sympathischer Stimulation. Es gibt
widerspriichliche Auffassungen iiber die Existenz dieser Regulation. Die genannte Untersuchung
wurde in Herzzellen vorgenommen, so dass andere Wege des Kalziumioneneintritts oder eine
Beeinflussung durch andere zelluldre Proteine nicht ausgeschlossen werden konnen. Um die
Existenz der sogenannten Slip-Mode-Permeation und gegebenenfalls die molekulare
Verdnderung des Kanalproteins am isolierten menschlichen Herzkanal nachweisen zu konnen,
sollte hNayl.5 in HEK293-Zellen heterolog exprimiert werden und die Verdnderung des
Umkehrpotentials als MaB fiir die Selektivitdt nach sympathischer Stimulation mit Forskolin bei

verschiedenen [Ca®*], untersucht werden.

1.4.2 Quantitative Beschreibung der Stromanderung durch mechanischen Stress

Bei den Untersuchungen zur Selektivitdt fiel eine Abnahme der Stromamplitude nach
mechanischer Stimulation durch das Perfusionssystem auf. Diese Amplitudenreduktion sollte an
rNay1.4, exprimiert in HEK293-Zellen, experimentell erforscht werden. Die Schwankungen der
Stromreduktion nach mechanischer Stimulation sollten im Zeitverlauf von vier Monaten
quantitativ beobachtet werden, und auf Einflussmoglichkeiten und Ursachen hin untersucht

werden.

1.4.3 Beeinflussung der Stromamplitude durch extrazellulare lonen

Bei wiederholten Verinderungen der [Ca®'], fiel eine ungewdhnliche Beeinflussung des
Na*-Stroms bei hohen Membranpotentialen auf. Das als Kanalblocker bekannte Ca** erhhte die
Amplitude des Auswirtsstroms durch in HEK293-Zellen exprimierte hNayl.5. Diese

Beeinflussung des Na'-Auswirtsstroms durch Kalziumionen sollte mit Ganzzell-Patch-Clamp-
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Messungen, Rauschanalysen, im Vergleich mit dem divalenten Kation Mg?" und mit zwei

weiteren Na-Kanilen, rNay1.4 und rNay1.2, prazisiert werden.



2 Material und Methoden

2.1 Molekularbiologie

2.1.1 DNS und RNS der Na-Kanile

Zur heterologen Expression der Kanidle hNayl.5, rNayl.4 und rNayl.2 sowie der
B1-Untereinheit in Sdugerzellen wurden folgende Plasmid-DNS durch kompetente E. coli XL1
oder HB101 vervielfiltigt und anschlieBend isoliert: (i) fiir hNay1.5: NahH1-pRc/CMV (Gellens
et al. 1992, zur Verfiigung gestellt von Dr. Alfred L. George, Jr., Vanderbilt University,
Nashville, Tennessee, USA), (ii) fiir hNay1.5: Napl-pcDNS3 (Trimmer et al. 1989, zur
Verfiigung gestellt von Dr. Jiirgen Kiipper, Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Martinsried),
(ii1) fur rNay1.2: NarB2 pCl-neo (Noda et al. 1986, zur Verfiigung gestellt von Dr. Keiji Imoto,
National Institute for Physiological Sciences, Okazaki, Japan) und (iv) fiir die p1-Untereinheit
Nap1-pRc/CMV (Isom et al. 1992; Qu et al. 1995, zur Verfiigung gestellt von Dr. W. J. Lederer,
Medical Biotechnology Center and School of Medicine, University of Maryland, Baltimore, MD,
USA). Diese Expressionsvektoren enthielten Gene fiir Ampicillin- und Neomycinresistenz. Aus
den unter Selektionsdruck von 1% Ampicillin in TY-Medium gewachsenen E.coli wurde die

Plasmid-DNS mit Quiagen Plasmid Maxi Kits isoliert.

Um die Kandle in Oozyten zu exprimieren, wurde aus der vorhanden DNS RNS
hergestellt. Dazu wurde die Plasmid-DNS linearisiert und mit geeigneten Enzymen in RNS

transskribiert (Sp6 mMessage mMachine Kit, Ambion, Austin, TX, USA).
Die Herstellung der DNS und RNS waren nicht Teil dieser Arbeit.

2.1.2 Verwendete Zelllinien und Kultur

Zur heterologen Expression der a- beziehungsweise B-Untereinheiten der untersuchten
Ionenkanéle wurden HEK293-Zellen verwendet (human embryonic kidney cells; CAMR, Porton
Down, Salisbury, UK). Fiir rNay1.4 und spéter auch fiir hNay1.5, wurden eine durch Dr. Hajiun
Chen stabil transfizierte HEK293 rNay1.4- (Chen et al. 2000) bzw. HEK293 hNay1.5-Zelllinie
(Chen und Heinemann 2001) fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellt.

Diese Zelllinien wurden in 40% ,,Dulbecco’s Minimal Eagles Medium* (DMEM) mit 10%
fotalem Kélberserum und 40% F-12 unter einem CO; — Druck von 5% bei 37 °C kultiviert.

Wenn die Zellen zu ca. 80% konfluent gewachsen waren, wurden sie vom Boden der

Kulturflasche mit Trypsin abgelost und auf kleine Messschalen ausplatiert. Nach 1-3 Tagen
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waren sie in ausreichender Zahl gewachsen und fiir die Transfektionen bzw. die Ganzzell-Patch-

Clamp-Messungen bereit.

2.1.3 Transfektionsmethoden

Es wurden zwei Transfektionsmethoden angewendet.

Zur Standard Kalzium-Phosphat-Methode (Sambrook et al. 1989) wurde die DNS in 100ul
250 mM CaCly aufgenommen und 100 ul 2 x BES (50 mM N,N-bis[2-Hydroxyethyl]-2-
aminoethansulfonische Saure, 180 mM NaCl, 1,5 mM Na,HPOs; pH 6,96) zugegeben. Nach
20 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Mischung tropfenweise auf die zu ca. 40%
konfluent wachsenden Zellen in 35 mm Messschalen gegeben. Die DNS-Konzentration betrug 2-

2,5 pg/ml Kulturmedium. Nach 15-24 h wurde das Medium gewechselt.

Die Lipofection mit Fugene™ 6TransfectionReagent (Boehringer-Mannheim) ist eine
nichtliposomale Methode. 95 pl serumfreies Medium und 5 pul FuGENE 6 Transfection Reagent
wurden gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurde die DNS
zugegeben, und nach 15 min konnte die Mischung auf die zu ca. 40% konfluent wachsenden
Zellen getropft werden. Die DNS-Konzentration betrug 2-2,5 pg/ml Kulturmedium. Nach 3-8

Stunden wurde das Medium gewechselt.

Bei beiden Methoden wurde die Marker DNS fiir CD8 im Verhiltnis 1:5 kotransfiziert
(Jurman et al. 1994), um die Zellen erkennen zu konnen, die DNS aufgenommen und exprimiert
haben. Nach 1-2 Tagen konnten diese Zellen mit einem mit Metallkiigelchen markierten
Antikorper gegen CD8 (Dynabeads; Deutsche Dynal GmbH, Hamburg), erkannt werden. Sie
wurden dann mit der Patch-Clamp Methode auf exprimierte Kanéle getestet und bei messbarem

Strom wurden die verschiedenen Experimente durchgefiihrt.

Die B1-Untereinheit des hNayl.5 Na-Kanals wurde in die HEK293 hNay1.5-Zelllinie

kotransfiziert. Auch hier wurde CDS8 als Marker verwendet.

2.1.4 Oozytenpraparation und -injektion

Zur heterologen Expression der Na-Kandle in FEizellen des siidafrikanischen
Krallenfrosches Xenopus laevis wurden die Frosche betdubt und die Oozyten operativ
entnommen. Anschliefend wurde die Follikelmembran mit Kollagenaselosung enzymatisch

abgelost. Dies war nicht Teil dieser Arbeit.

Die in TE-Puffer geloste mRNS konnte mit Hilfe einer Mikropipette injiziert werden (50 nl
pro Oozyte). Nach 2-3 Tagen Inkubationszeit bei 18 °C in Barths Losung (Stithmer 1992;
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Stithmer et al. 1992) konnten die lonenstrome durch die synthetisierten und in die Zellmembran

transportierten lonenkanile gemessen werden.

In einem Teil der Oozyten wurde RNS der Doppelmutante rNay1.2 F385C<N388R des
rNayl.2 injiziert. Die Aminosdurensequenz der Porenregion in der ersten Doméne dieser Mutante
ist identisch mit derjenigen des hNay1.5. Hier sind wesentliche Bindungsstellen fiir die

Blockierbarkeit durch divalente lonen und Neurotoxine lokalisiert (Heinemann et al. 1992a).

2.1.5 Zelllysate, Proteingele und Westernblots

Um die Lokalisation des Na-Kanals in der Zellmembran zu untersuchen, war es notig, das
Kanalprotein mit einem Antikorper zu markieren. Dazu wurde der Kaninchen-Antikdrper Anti-
Pan Sodium Channel SP19 (alomone labs, Jerusalem, Israel) verwendet. Sein Epitop sind die
Aminosiduren 1491-1508 des rNayl.l, das dem unter Na-Kanidlen hochkonservierten
intrazelluldren Verbindungsstiick zwischen der Doméne III und IV entspricht. In diesem
Proteinabschnitt liegt u. a. das IFM-Motiv, das fiir die schnelle Inaktivierung des Na-Kanals
verantwortlich ist (Gordon 1988, Vassilev et al. 1989).

Zur Durchfithrung des Westernblots fiir die Experimente zur Kolokalisation des Na-Kanals
mit Kaveolen wurden folgende Zellen lysiert: (i) mit rNayl.4 und (ii) mit hNayl.5 stabil
transfizierte HEK293-Zellen, (iii)) ein Teil eines Schweineherzens, welches frisch vom
Schlachthof (Firma Vogt, Jena; Schwein der Fettstufe R) gekauft wurde, sowie (iv) als Kontrolle
untransfizierte HEK293-Zellen.

Der verwendete Lysispuffer enthielt 20 mM HEPES, 150 mM NaCl, 1% Triton, 10 mM
Na-Pyrophosphat, 10 mM EDTA, 2 mM EGTA, 50 mM NaF, 10 pg/ml Leupeptin, 10 pg/ml
Pepstatin.

Die HEK?293-Zellen wurden in einer Petrischale kultiviert, bis sie den Boden bedeckten
und mit dem Lysispuffer abgelost. Die Zellen wurden bei 4 °C und 20000 Umdrehungen 20 min

lang zentrifugiert.

Das frische Schweineherz wurde auf Eis in ca. 1,5 cm grofle Wiirfel zerschnitten und in ca.
20 ml Lysispuffer mit dem Mixer zerkleinert und bei 4 °C und 20000 Umdrehungen 20 min lang

zentrifugiert.

Die Lysate wurden auf einem Proteingel aufgetrennt (SDS-Page, Laemmli et al. 1974).
Dieses bestand aus einem 10%igen (bzw. entsprechend niederprozentigem) Acrylamid-Trenngel
(2,8 ml Acrylamid Mix (26% Acrylamid, 0,7% Bis), 1.5 ml Trenngelpuffer (1,88 M Tris/HCI pH
8.8), 1.5 ml SDS (0.5%), 1.5 ml H>O, 30 ul APS (10%), Sul TEMED) und einem Sammelgel
(0,8 ml Acrylamid Mix (26% Acrylamid, 0,7% Bis), 0.8 ml Sammelgelpuffer (0.625 M Tris/HCI
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pH6.8), 0.8 ml SDS (0.5%), 1.6 ml H>O, 20 ul APS (10%), 5 ul TEMED). Die Proben wurden
1:1 mit 2 x SDS Loading Puffer verdiinnt, bei 95 °C 5 min gekocht und abzentrifugiert. Pro
Probe wurden ca. 15 pl auf das Gel aufgetragen und mit dem Laufpuffer (15,1 g Tris Base, 72 g
Glyzin, 5 g SDS mit Wasser auf 500 ml auffiillen und 1:10 verdiinnen) iiber ca. 90 min bei
25 mA aufgetrennt. Als Markerbanden wurden der Full-Range Rainbow Molecular Weight
Marker (RPN800, Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, UK) und 10 kDa Protein-
Leiter (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) aufgetragen.

Die so aufgetrennten Proteine wurden auf eine Millipore-Membran (VDF-Membran, Pore
size 0,45 um, Millipore Corporation, Bedford, MA, USA) transferiert. Dazu wurde das Gel, die
Membran, welche kurz in Methanol getaucht wurde, und Whatman Papier (Chromatography
Paper, 3 mm, Whatman International Ltd., Maidstone, UK) in Towin-Transferbuffer (25 mM
Tris, 192 mM Glyzin, 20% Methanol, 0,05% SDS) eingelegt und anschlieend auf der Blotting-
Apparatur (Trans-Blot Semi Dry, Bio Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) von unten nach
oben in folgender Reihenfolge gestapelt: Anode, Whatman Papier, Millipore-Membran, Gel,
Whatman Papier, Kathode. Die Proteine wurden bei 2 mA pro cm? und einer maximalen
Spannung von 25 mV ca. 90 min lang transferiert. Anschlieend wurde die Membran mindestens
eine halbe Stunde lang in PBS-T (PBS-Puffer mit 0,1% Tween versetzt), versetzt mit 2%
Milchpulver, inkubiert, um freie Bindungsstellen fiir Proteine auf der Membran, an denen der

Antikorper binden konnte, abzublocken.

Zur Immunodetektion mit dem ECL Western Blotting System (Amersham Pharmacia
Biotech, Little Chalfont, UK) wurde der Antikérper SP-19 (am Anfang des Kapitels
beschrieben) in PBS-T 1:2000 verdiinnt und die Membran damit lh lang inkubiert. Nach
Waschen mit PBS-T wurde die Membran 1h lang mit dem zweiten HRP-Peroxidase gekoppelten
Antikorper in einer Verdinnung von 1:1000 inkubiert. Nach Einwirken der ECL-
Detektionslosung (HRP-Streptavidin-Komplexe) auf die Membran wurde diese je nach

Belichtungsstérke fiir 10 sec bis einige Minuten auf Fotopapier gelegt und dadurch visualisiert.

Der Antikérper wurde mit einem Kontrollpeptid des Antigens SP19 (alomone labs,
Jerusalem, Israel) getestet. Das Peptid wurde direkt nach dem Ubertragen der Proteine auf die

Membran aufgetropft und durch den Antikorper deutlich detektiert.

2.1.6 Aufreinigung von Kaveolen und Immunoprazipitation

Konfluent gewachsene Zellen wurden mit PBS-Puffer gewaschen und vom Kulturflaschen-

boden abgeschabt, pelletiert und in PBS mit 1% Triton aufgenommen. Nach Homogenisierung
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und erneutem Zentrifugieren enthielt der Uberstand die in Triton-X100 unloslichen

kalveolinreichen Membrandoménen der Zellen.

Zur Immunoprézipitation wurde das Lysat mit unspezifischen Kaninchenantikdrpern 1h
lang inkubiert und danach mit ProteinA/G-Sepharose versetzt. Diese Immunoprézipitate wurden
pelletiert und spiter als Kontrolle verwendet. Zum Uberstand wurde der Anti-Kaveolinl-
Antikorper (Anti-Kaveolin-1, polyklonaler Kaninchen IgG, Santa Cruz Biotechnologies, Santa
Cruz, USA) zugegeben, nach einer Stunde mit ProteinA/G-Sepharose prézipitiert und pelletiert.
Der Uberstand wurde verworfen und die Proben gewaschen, dann mit 2 x SDS-Loading Puffer
gekocht und auf ein Proteingel fiir einen Westernblot aufgetragen. Die Detektion auf der

Blotmembran erfolgte mit dem Antikorper SP19 (vergleiche 2.1.5.).
2.2 Elektrophysiologische Messmethoden

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Messmethoden fiir Ganzzell-Ableitungen benutzt,
die Ganzzell-Patch-Clamp-Methode fiir HEK293-Zellen und die Zwei-Elektroden-Spannungs-

klemme fiir Oozyten.

Fiir beide Methoden war der jeweilige Messplatz schwingungsarm gelagert. Uber ein
Peltier-Element (Lorenz, Messgeritebau, Lindau), welches unter der jeweiligen zu messenden
Zelle lag, konnte die Temperatur der Badlosung konstant gehalten werden. Bei allen Messungen

lag die Badtemperatur bei ca. 20-23 °C.

2.2.1 Ganzzell-Patch-Clamp-Messungen

Ionenstrome tiber die gesamte Zellmembran von HEK293-Zellen wurden mit der Ganzzell-
Patch-Clamp-Methode gemessen (Neher et al. 1978; Hamill et al. 1981). Der mit der hierfiir
vorgesehenen Technik ausgestattete Messplatz war mit einem Faradaykdfig gegen

elektromagnetische Storfelder abgeschirmt.

2.2.1.1 Gerate, Materialien und Software

Es wurden Patch-Pipetten je nach gewiinschtem Spitzendurchmesser bzw. Widerstand
(0,8 MQ <R <3 MQ) entweder aus Kimble-Kimax-51-Glas (WPI, Sarasota, Florida, USA) oder
aus Aluminiumsilikatglas (WPI, Sarasota, Florida, USA) mit Hilfe eines Micropipette Puller
Model P-97 (Sutter Instrument Co., USA) gezogen.

Unter dem Mikroskop wurden die Pipetten mit Silikon-Kautschuk (RTV, General
Electrics, Holland) ummantelt, um die kapazitive Aufladung des Pipettenglases herabzusetzen.
Die Spitze der Pipette wurde nahe an einen heilen Platin-Iridium-Draht herangefahren und

dadurch poliert.
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Im Anschluss daran konnte die Pipette mit der jeweils benétigten Pipettenlosung gefiillt
werden (vergleiche 2.2.1.3, S.26), und tiber einen Ag/AgCl- Draht an einen Vorverstirker
angeschlossen werden. Fir den On-Cell-Patch-Clamp-Modus wurde mit Hilfe von
Mikromanipulatoren die Pipette an die in der Badlosung liegende Zelle herangefiihrt. Mit
leichtem Unterdruck und gegebenenfalls durch Anlegen leichter negativer Spannung (-10 bis -

20 mV) konnte eine hochohmige Membran-Pipetten-Abdichtung erreicht werden.

Um in den Ganzzell-Modus zu gelangen wurde durch einen kurzen Saugsto3 das
Membranstiick unter der Pipettenéffnung zerstért ohne die Membran-Pipetten-Abdichtung zu
beschiddigen und so eine offenen Verbindung zwischen Pipette und Zellinnerem geschaffen. Die
Pipettenlosung konnte nun in die Zelle diffundieren. Der Zugangswiderstand lag meist bei 2 bis

3 MQ. Er wurde zu mehr als 70% kompensiert um Spannungsfehler zu minimieren.

Die Stromantwort auf definierte Spannungsspriinge wurde iiber einen Verstiarker (EPC-9,
HEKA Elektronik, Lambrecht) und einen AD/DA-Wandler an einen angeschlossenen
MaclIntosh-Computer weitergeleitet. Die Filterung betrug 2, 5 oder 10 kHz, die Digitalisierung

erfolgte mit einer 4-5fachen Abtastrate.

Die Spannungsspriinge wurden mit dem Programm Pulse (HEKA Elektronik) erstellt. Das
Haltepotential lag bei -100 mV. Fiir Strom-Spannungskennlinien wurden je nach Fragestellung
Stromspriinge zwischen -70 mV und +100 mV in ansteigenden 5 bis 15 mV Schritten angelegt.

Der Einfluss mechanischer Zellreizung wurde an Testpulsen auf -10 mV bzw. 0 mV untersucht.

Leck- und Kapazititsstrome wurden mit der P/n-Methode korrigiert und abgezogen
(Heinemann 1995). Dazu wurden kleine Spannungspulse bei negativen Potentialen applizieren,
bei denen die Na-Kandle nicht 6ffneten. Die dabei gemessenen Stromantworten wurden

gemittelt, auf den Testpuls skaliert und von der Stromantwort auf den Testpuls abgezogen.

In den meisten Fillen wurden die Daten mit einem Tiefpassfilter bei 5 kHz gefiltert und
mit 20 kHz aufgenommen. Fiir die nichtstationdre Rauschanalyse wurde der Strom mit 40 kHz
abgetastet.

Nachdem die Membran unter der Pipette zerstért war, wurde ca. 5 min gewartet, bis sich
ein Gleichgewicht zwischen Zellinnerem und Pipettenlosung hergestellt hatte. Nach dieser Zeit

war die Membran-Pipetten-Abdichtung meist sehr stabil.

Das Ausgangspotential wurde jedes Mal abgeglichen, bevor eine Membran-Pipetten-

Abdichtung hergestellt wurde.

Die Auswertung der Daten erfolgte mit den Programmen PulseFit, PulsTools (HEKA
Elektronik), IgorPro (WaveMetrics, Lake Oswego, OR, USA) und Excel (Microsoft Corporation,
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WA, USA). Die Daten werden, falls nicht anders erwéhnt, als Mittelwert + Standartfehler des

Mittelwertes (SEM) dargestellt, wobei n die Anzahl der unabhéngigen Experimente angibt.

Die Werte der Spannungskennlinie in Abbildung 1-1 wurden mit der Goldman-Hodgkin-

1 — o~ U-Ew)/25mV 1

Katz-Stromgleichung genéhert: I(U)=TU wobei U das

-U/25mV -(U-U,)/k ’
1_ g Ui2sm U=Up) ey )3

(I+e

Testpotential, I die Leitfihigkeit und Ereyv das Umkehrpotential ist. Der letzte Term beschreibt
die Offenwahrscheinlichkeit der Kanédle. Un steht fir die Spannung, die fiir die halbmaximale
Aktivierung pro Untereinheit nétig ist, und kn fiir den Steigungsfaktor. Fiir diese Gleichung wird

von drei unabhdngigen Schalteinheiten ausgegangen.

2.2.1.2 Perfusionssystem

Um die Badlosung nahe der Zelle in relativ kurzer Zeit bei bestehender Ganzzell-Patch-
Clamp-Konfiguration austauschen zu koénnen, wurde ein ventilgesteuertes Perfusionssystem

benutzt.

Sieben 50 ml-Spritzen mit den eingesetzten Badlosungen hingen ca. 30 cm oberhalb der
Badkammer. Sie waren iiber ein Schlauchsystem mit Ventilen mit einem Quarzrohr (ca. 100 um
Durchmesser, meist doppelt so grol wie die zu messende Zelle) verbunden. Alle sieben
Quarzrohre wurden auf eines vereinigt, die gemeinsame Endstrecke betrug ca. 3 cm. Mit einem
Mikromanipulator wurde diese Quarzrohrspitze kurz vor Erstellung der Membran-Pipetten-

Abdichtung bis auf Sicht im Mikroskop an die zu messende Zelle herangefiihrt.

Uber das Programm Pulse konnten die Ventile direkt angesteuert werden, und so mit den
Spannungspulsen synchronisiert werden. Nachdem ein Ventil fiir eine neue Badlosung gedffnet
wurde, wurden fiir ca. 6 sec einfache Spannungsspriinge auf —10 mV appliziert. Dadurch konnte
ein eventueller Effekt auf die Stromamplitude direkt verfolgt werden, und die Effizienz des
Losungsaustausches beurteilt werden. Erst nach dieser Serie von Testpulsen erfolgte die
eigentliche Messung in Form von Strom-Spannungskennlinien fiir diese Badlosung. Die Losung
tropfte mit einer Geschwindigkeit von ca. 40-70 Tropfen/min aus der Spitze des
Perfusionssystems. Fiir die Experimente zur Beeinflussung der Auswirtsstromamplitude durch
extrazelluldre divalente Ionen wurde die Stromung iiber Schraubventile moglichst gering
gehalten. Es kam vor, dass die Membran-Pipetten-Abdichtung durch die mechanische

Beanspruchung wihrend des Perfusionsgebrauches verloren ging.

Die Toxinapplikation erfolgte wéhrend des Experiments mit einer Applikationspipette, die
eine Offnung von ungefihr 10 um Durchmesser hatte. Sie wurde wie die Patch-Pipetten aus

Aluminiumsilikatglas mit dem Mikropipette Puller hergestellt (vergleiche 2.2.1.1). Die
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Applikationspipette wurde so nahe an die zu messende Zelle herangefiihrt, dass sie im Fokus des

Mikroskops sichtbar war. Mit leichtem Uberdruck von ca. 2-10 cmH>O, gesteuert {iber einen

Druckregler (MPCU-3, Lorenz, Messgerdtebau, Lindau), wurde das Toxin an die Zelle

appliziert.

2.21.3 Lésungen

Fir die elektrophysiologischen Experimente in Zellen wurden folgende Losungs-

kombinationen verwendet (vergleiche auch Tabelle 7-3, S.107 im Anhang):

Physiologische Losungen enthielten in der Pipette: 12 mM NaCl, 155 mM KCI, 10 mM
Hepes, pH = 7,36 eingestellt mit KOH; im Bad: 145 mM NaCl, 4 mM KCl, 10 mM Hepes, 2
bzw. 10 mM CaCl,, pH = 7,4 eingestellt mit NaOH (Losungskombination A).

Fiir die Experimente zur Slip-Mode-Permeation enthielt die Pipettenlosung: 10 mM NacCl,
110 mM CsCl, 5mM MgCI2, 10 mM EGTA, 10 mM Hepes, pH = 7,36 eingestellt mit
CsOH; die Badlosung enthielt: 10 mM NaCl, 130 mM CsCl, 10 mM Hepes, 0,2 bzw. 2 bzw.
10 mM CaCl2, pH = 7,4 eingestellt mit CsOH (Losungskombination B).

Die Badlosungen wurden aus zwei Grundlésungen mit 0 bzw. 10 mM CaCl2 gemischt. Hohe
Casiumionenkonzentrationen bewirken eine Blockierung der endogenen Kaliumkanéle. Fiir
die sympathische Stimulation wurde der Badlosung mit 2 mM [Ca2+] der Losungs-
kombination B 10 uM Forskolin (coleus forskolii, Calbiochem, La Jolla, CA, USA)
zugesetzt. Bei Experimenten ohne Perfusionssystem wurden permanent 50 uM zugegeben.
Forskolin stimuliert die Adenylatzyklase, welche tiber eine Konzentrationserh6hung von
cAMP zur Aktivierung der Proteinkinase A fiihrt. In HEK293-Zellen wurde Proteinkinase A
nachgewiesen, die sich experimentell stimulieren lie (Freedman et al. 1995; Roche et al.

1996; Chandra et al. 1999).

Die Experimente zur Untersuchung der Auswirkung mechanischer Stimulation auf rNay1.4
wurden mit der Losungskombination B durchgefiihrt; dabei enthielt die Badlosung konstant

2 mM CaCl, (Losungskombination B2).

Fiir einen Teil dieser Experimente wurde die Natriumionenkonzentration im Bad erhoht, so
dass sich ein groferer Natriumeinwértsstrom ergab und der Effekt deutlicher erkennbar
werden konnte. Diese Badlosungen enthielten: 140 mM NaCl, 2 mM CaCl,, 10 mM Hepes,
5 mM Glukose, pH = 7,4 eingestellt mit NaOH; die Pipettenlosung enthielt wie oben: 10 mM
NaCl, 110 mM CsCl, 5 mM MgCl,, 10 mM EGTA, 10 mM Hepes, pH = 7,36 eingestellt mit
CsOH (Losungskombination C).
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e Um die Regulation der Stromamplitudenabnahme nach mechanischer Stimulation durch G-
Proteine zu untersuchen, wurde der Pipettenlosung GTPyS (Sigma) und ATP zugesetzt:
20 mM NaCl, 135 mM Kalium-Glutamat, 4 mM MgCl,, 10 mM Hepes, 0,5 mM ATP,
400 uM GTPyS, pH = 7,36 eingestellt mit KOH. Die Kontrollexperimente hierzu wurden mit
folgender Pipettenlosung durchgefithrt: 10 mM NaCl, 120mM KCI, 2mM MgCl,,
10 mM Hepes, 10 mM EGTA, pH = 7,36 eingestellt mit KOH. Die Badlosung war in beiden
Féllen: 140 mM NaCl, 2 mM CaCl,, 10 mM Hepes, 5 mM Glukose, pH = 7,4 eingestellt mit
NaOH (Losungskombination D).

e Der G-Protein Inhibitor Pertussistoxin (PTX 22U1, Calbiochem, Novabiochem, La Jolla,
CA, USA) wurde in einer Konzentration von 20 pg/ml der Pipettenlosung aus
Losungskombination D (ohne GTPyS) zugegeben (Kopf und Woolkalis 1991; Kusaka et al.
1998).

Die Untersuchungen zur Beeinflussung des Auswiértsstroms durch extrazelluldre divalente

Ionen erforderte folgende Losungskombinationen:

e [osungskombination E ohne Natriumionen in der Badlosung:
Pipette: 12 mM NacCl, 155 mM KCl, 10 mM Hepes, pH = 7,36 eingestellt mit KOH
Bad: 150 mM CsCl, 10 mM Hepes, 2 bzw. 10 mM CaCl,, pH = 7.4 eingestellt mit CsOH.

e [osungskombination F mit CsF in der Pipettenlosung enthielt:
Pipette: 120 mM CsF, 20 mM NaCl, 10 mM EGTA, 10 mM Hepes, pH = 7,4 eingestellt mit
CsOH.
Bad: 150 mM CsCl, 10 mM Hepes, 0/0,2/0,5/1/2/5/10 mM CaCl,, pH = 7,4 eingestellt mit
CsOH. Fir hohere Kalziumionenkonzentrationen wurde wegen der zunehmenden
Osmolaritét die Casiumionenkonzentration im Bad gesenkt (pH = 7,4, CsOH):
135 mM CsCl, 10 mM Hepes, 20 mM CaCl,.
Diese Losungen wurden auch fiir Rauschanalysen eingesetzt. Hohe intrazelluldre Flourid-
ionenkonzentrationen sollen eine Inaktivierung intrazelluldrer Enzyme bewirken, die
regulatorisch auf den untersuchten Effekt wirken konnen, und minimieren eine
spannungsabhingige Verschiebung der Aktivierung und Inaktivierung bei langandauernden

Experimenten (Chahine et al. 1996).

® Analog dazu wurde fiir die Losungskombination G Magnesium als divalentes externes lon
gewihlt:
Pipette: 120 mM CsF, 20 mM NaCl, 10 mM EGTA, 10 mM Hepes, pH = 7,4 eingestellt mit
CsOH.
Bad: 150 mM CsCl, 10 mM Hepes, 1/2/5/10 mM MgCl,, pH = 7,4 eingestellt mit CsOH.
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Fiir hohere Magnesiumionenkonzentrationen wurde die Cédsiumionenkonzentration im Bad
gesenkt (pH = 7,4, CsOH):

135 mM CsCl, 10 mM Hepes, 20 mM MgCl> bzw.

100 mM CsCl, 10 mM Hepes, 50 mM MgCl..

2.2.2 Zwei-Elektroden-Spannungsklemme

2.2.2.1 Gerite, Materialien und Software

Bei der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme wird der Strom tiiber die gesamte
Zellmembran von Oozyten gemessen, wobei eine Elektrode zur Strominjektion dient, die andere
die an der Membran abfallende Spannung kontrolliert (Stithmer et al. 1987, Stiihmer et al. 1992).
Dazu werden 2 Mikroelektroden in die Eizellen eingestochen. Die Elektroden werden aus
Filamentglas (Hilgenberg, Malsfeld), welches unter Zugspannung mit dem Micropipette-Puller
L/M-3P-A (List Medical, Darmstadt) kontrolliert erhitzt wird, gewonnen. Nachdem sie mit 2 M
KCl gefiillt wurden, wird die Spitze abgebrochen. Der Widerstand lag zwischen 0,8 und 1,3 MQ.
Beide Elektroden sind an einen Messverstiarker (Turbo-TEC 01, NPI, Tamm) mit analoger
Kapazititsneutralisation und hoher Ausgangsspannung zur schnellen Strominjektion
angeschlossen. Uber den angeschlossenen MacIntosh-Computer wurde die Haltespannung, bei
der sich die meisten Na-Kanile im geschlossenen Zustand befinden, auf -100 mV eingestellt. Es
wurden die selben Spannungsprotokolle wie unter 2.2.1.1 fiir die Strom-Spannungskennlinien
beschrieben angewendet. Die Filterung erfolgte mit einem 8-Pool-Bessel-Filter bei einer

Grenzfrequenz von 1-2 kHz; die Abtastrate zur Digitalisierung war vierfach.

Die trotz analoger Kompensation verbleibenden Kapazititstransienten und Leckstrome
wurden durch computergesteuerte Anwendung eines P/4 Protokolls vom Stromsignal abgezogen
(wie bereits unter 2.2.1.1 beschrieben). Die Zeitauflosung fiir die Stromaufzeichnung betrug ca.
1 ms. Na-Kanéle 6ffnen und inaktivieren in einem Zeitraum von drei bis vier Millisekunden.
Diese Methode wurde daher nicht zur Untersuchung der Stromkinetik, sondern nur der

Maximalstrome verwendet.

2.2.2.2 Ldsungen

Fir die Zwei-Elektroden-Spannungsklemme an Oozyten wurden die Badlosungen der
Losungskombination F gewdhlt (vergleiche 2.2.1.3, S.27). Der Losungswechsel erfolgte von
Hand, wobei mit einer Pumpe Uberschiisse abgesaugt wurden. Der vollstindige Austausch des

Badvolumens konnte so in ca.10-15 sec erfolgen.
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2.2.3 Selektivititsbestimmung mit Hilfe des Umkehrpotentials

Die Selektivitdt des Na-Kanals wurde mit Hilfe des Umkehrpotentials (Erev) bestimmt, wie
u.a. bei Begenisich 1992 beschrieben. Das Umkehrpotential ist die Spannung, bei der bei
geoffnetem Kanal kein messbarer Strom flie3t. Der Gesamtstrom dndert bei diesem Potential die

Richtung.

Gibt es nur ein permeierendes Ion X, so ist das Umkehrpotential das Nernstpotential (En)

dieses lons:

RT | [X]. )
=7 pt Gleichung 2-1,
MO X, &

X

E

mit R als allgemeine Gaskonstante, T als Temperatur, zx als Wertigkeit von X, und F als
Faradaykonstante. Liegt ein permeables lon in gleicher Konzentration auf beiden Membranseiten
vor, flieBt es bei 0 mV Spannung nicht durch den Kanal, auch wenn dieser gedffnet ist. Ist unter
diesen Umstdnden bei O mV ein messbarer Strom vorhanden, muss ein anderes Ion
Ladungstrager sein und das Umkehrpotential wird entsprechend dessen Konzentrations-

gradienten und Permeabilitdt verschoben.

Nach der Theorie des konstanten Feldes wird von einer homogen permeablen Membran
ohne Poren ausgegangen, die von den Ionen unabhéngig und spontan passiert werden kann. Es
wird angenommen, dass ein linearer Verteilungskoeffizient fiir die Ionen an der Grenzfldche
Losung-Membran vorliegt. Das elektrische Feld in der Membran wird als konstant angenommen.
Unter diesen Vorraussetzungen ldsst sich aus der Nernst'schen Gleichung die Goldman-
Hodgkin-Katz-Spannungs-Gleichung (GHK-Spannungsgleichung) ableiten (Hille 1992): Das

Umkehrpotential Erey, bei dem kein messbarer Strom durch den Kanal flief3t, ist

Ll A

Erev = (R;) n ix Gleichung 2-2,
e

wobei [X]a und [Y]a die lonenkonzentrationen auen, [X]i und [Y]; jene auf der Innenseite
der Membran und Px bzw. Py die jeweiligen Permeabilitidten der Ionen X und Y sind. Diese

Gleichung gilt fiir monovalente lonen.

Fiir die Untersuchung zur Slip-Mode-Permeation sollte das Umkehrpotential fiir mono-
und divalente Ionen bestimmt werden. Mit der Lésungskombination B (10 mM [Na'] auBen und
innen, vergleiche Tabelle 7-3, S.107 im Anhang) sollte das Potential, bei dem kein Strom

messbar ist, bei 0 mV liegen, wenn keine Kalziumionen durch den Na-Kanal flieBen. Die
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Permeabilitét fiir Kalziumionen wurde als sehr gering beschrieben (<0,1; Hille 1992, S. 351); sie
gelten als effektive Na-Kanalblocker (Woodhull 1973). Um eine eventuelle Permeation der
divalenten Kalziumionen neben den monovalenten Natriumionen beschreiben zu kénnen, muss

die GHK-Spannungsgleichung (Gleichung 2-2) erweitert werden (Lewis 1979):

+ i 2+
Erev = ];WT ln [N [J:]ga ]40; 4|;€?“£S|a Fla /RT GlelChui’lg 2—3
a |, +4FP., [Ca™ |.e ™

Fir die Kalziumionen wurde ein neuer Permeabilitdtskoeffizient P’ca eingefiihrt, da

Kalzium eine andere Valenz als Natrium hat. P'ca ist definiert als:

P! _ PCa . 1
Ca — FE,,, /RT
P, 1+e

Gleichung 2-4.

Eine alternative Gleichung findet sich bei Fatt und Ginsborg 1958.

Um eine moglichst grof3e treibende Kraft der Kalziumionen fiir die Experimente zur Slip-
Mode-Permeation zu erhalten, wurden in Losungskombination B keine intrazelluldren
Kalziumionen zugesetzt. Eventuell freie lonen wurden durch 10 mM EGTA gebunden, d.h.
[Ca®']i kann gleich 0 mM angenommen werden. Die Natriumionenkonzentration betrug innen

wie auBen 10 mM, so dass [Na']i=[Na].=[Na'].

Beriicksichtigt man dies, ergibt Gleichung 2-3 aufgelost nach P’ca:

L [Na™]-e""* _[Na*] B [NaJr]_(eEm,F/RT _1)
- 4Ca*] )

Gleichung 2-5.

a

Es ergibt sich aus Gleichung 2-4 fiir die relative Permeabilitdt Pca/Pna:

PCa

=P, +P, " Gleichung 2-6.

Na

Hierbei ist zu beachten, dass als Vorraussetzung angenommen wurde, dass nur Na* bzw.
Ca?" durch den Kanal permeieren kénnen. Da das Umkehrpotential fiir die Natriumionen mit
[Na']i= [Na']a bei 0 mV liegt und eventuell permeierende Kalziumionen das Umkehrpotential
nur in positiver Richtung verschieben kénnen ([Ca®']i= 0 mM), haben die Gleichungen 2-5 und

2-6 fiir negative Umkehrpotentiale keine sinnvolle Losung.

Die GHK-Spannungsgleichung wird oft und zufriedenstellend angewendet, obwohl sie von
einigen Vorraussetzungen ausgeht, die nicht gegeben sind. Der lineare Verteilungskoeffizient fiir
die Ionen tiber der Grenzflache Losung-Membran berticksichtigt keine Oberflichenladungen, die

durch elektrostatische =~ Wechselwirkungen die lokale Ionenkonzentration verdndern.
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Verschiedene Ladungen auf der Innen- und AuBlenseite der Membran verursachen einen

asymmetrischen Verteilungskoeffizienten.

Die Pore des Na-Kanals ist sehr wahrscheinlich inhomogen, so dass die Annahme der
unabhingigen Ionenbewegung und des konstanten Diffusionskoeffizienten nicht mehr gegeben
ist. Permeierende lonen stoen sich gegenseitig ab, und geladene Aminosduren fithren zu

Interaktionen mit Dipolen und Ionen, die eine Stromséttigung zur Folge haben kénnen.

Durch Modifikation der GHK-Gleichung kann die Inhomogenitit des elektrischen Feldes
oder des Verteilungs- und Diffusionskoeffizienten Rechnung getragen werden. Die
Abweichungen von den Vorannahmen wirken sich mehr auf den Strom und weniger auf das
gemessene Umkehrpotential aus, da Ladungen zu Ionenbindung fithren konnen, die zwar auf den
Strom Einfluss haben, aber nur in geringen Malle auf das Umkehrpotential, bei dem keine

messbare lonenbewegung stattfindet.

Die Bestimmung des Umkehrpotentials fiir die Experimente zur Slip-Mode-Permeation
erfolgte auf 1 mV genau durch detaillierte Betrachtung jedes einzelnen Experiments. Die Strome
wurden durch Spannungspulse von einem Haltepotential von —100 mV in Schritten von 2 mV
von —8 mV bis +18 mV provoziert. Durch lineare Extrapolation der Maximalstrome wurde das

Umkehrpotential bestimmt.

2.2.4 Bestimmung der Inaktivierungszeitkonstante

Nach mechanischer Stimulation durch das Perfusionssystem konnte eine Amplituden-
abnahme des Na'-Stroms beobachtet werden. Um die schnelle Inaktivierung vor und nach
Stimulation vergleichen zu kénnen, wurde der abfallende Teil der Na'-Stromkurve mit einer
einfachen Exponentialfunktion gendhert, und die Inaktivierungszeitkonstante bestimmt:

-t
I(t)=a,+ae" Gleichung 2-7.
I(t) ist der Strom in Abhéngigkeit von der Zeit t, ap ist der nichtinaktivierende Reststrom,

a1 die Amplitude und 7 steht fiir die Inaktivierungszeitkonstante.

2.2.5 Michaelis-Menten-Beziehungen

Um den Effekt von [Ca?'], auf den Auswiirtsstrom durch die Na-Kanile zu untersuchen,
wurden die Zellen mit Losungen mit verschiedenen Kalziumionenkonzentrationen umspiilt.
Dabei galt diejenige Konzentration, die den physiologischen Verhiltnissen am nédchsten kam,

also 2 mM CaCl; enthielt, als Referenz. Jeder Messung bei einer anderen extrazelluldren
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Kalziumionenkonzentration folgte die selbe Messung bei 2 mM [Ca*'].. In Abhiingigkeit von der
Spannung lisst sich dadurch die Amplitudeninderung bei X mM [Ca®*], im Bad als

1
RatioXmM (U) = Lo ) Gleichung 2-8

IZmM (U)

darstellen, wobei I fiir die Amplitude und U fiir die Spannung stehen. Fiir lmm wurde der
Mittelwert aus den Amplituden bei 2 mM [Ca?'], vor und nach der Messung bei X mM [Ca*']a
gebildet.

Das gleiche Verhiltnis wurde fiir [Mg?']. errechnet. Bei 10 mM [Mg*], war die
Amplitude in etwa so gro wie bei 2 mM [Ca*'].. Daher wurde der Strom bei 10 mM [Mg?'], als

Referenz gewdhlt.

Durch die Verhiltnisbildung kann die Stromveridnderung bei einer festgesetzten Spannung
in Abhéngigkeit von der Konzentration dargestellt werden. Es wird davon ausgegangen, dass der

Strom bei 0 mM [Ca**]. 0 A betriigt. Die Daten lassen sich mit der Michaelis-Menten-Gleichung

beschreiben
. 2+ Vmax .
RatioXmV ([Ca™"],) = P p Gleichung 2-9,
1+ a
[Ca™],

wobei RatioXmV fiir das Amplitudenverhéltnis bei X mV, Vma fiir das maximal
erreichbare Verhiltnis, Kq fiir die halb-maximale-Konzentration und h fiir den Hill-Koeffizient
steht. Kq ist die Konzentration, bei der die Amplitude die Hélfte des maximal moglichen Wertes
annimmt.

Unter der Annahme, dass bei 0 mM [Ca?'], Strom flieBt, wird aus Gleichung 2-9 die

modifizierte Michaelis-Menten-Gleichung:

Vmax B Vmin

+ K, h
[Ca®],

wobei Vmin fiir die relative minimale Stromhéhe bei 0 mM [Ca?'], steht.

RatioXmV ([Ca®"],) =V, + Gleichung 2-10,

2.2.6 Nichtstationdre Rauschanalyse

Variationen des makroskopischen Stroms durch die Na-Kanéle, I(U), beruhen entweder auf
einer Veridnderung des Einzelkanalstroms i(U), der Anzahl n der vorhandenen Kanéle oder der
Offenwahrscheinlichkeit p, fiir diese Kanalpopulation oder einer Kombination aus diesen drei

Parametern (Sigworth 1980).
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Mit Hilfe der nichtstationdren Rauschanalyse kann man aus dem Rauschen, das durch das
bestindige Offnen und Schliefen der Kanile verursacht wird, Informationen iiber die drei
genannten Parameter erhalten. Dazu wird die Varianz des Stroms mit dessen Mittelwert zum

selben Zeitpunkt mit Hilfe eines Algorithmus von Heinemann und Conti 1992 verglichen.

Fiir eine bestimmte Badlosung betrdgt der Gesamtstrom I(U) bei n Kanidlen und der

Offenwahrscheinlichkeit po:
IU)=n-iU)p,U) Gleichung 2-11,

Daraus ergibt sich fiir die Varianz o> des Stroms

o’ =o,) +iU)IU)-

2
') Gleichung 2-12,
n

wobei on’ die Hintergrundvarianz ist. Gleichung 2-12 beschreibt eine Parabel, welche die

I-Achse bei n-i(U) schneidet. An diesem Punkt ist die Offenwahrscheinlichkeit 1, das heif3t,
dass alle vorhandenen Kanéle gedffnet sind und kein Rauschen erzeugen.

Die Steigung dieser Parabel betrdgt im Ursprung i. Mit Hilfe geeigneter Experimente

lassen sich demnach i, n und p, abschitzen.

In dieser Arbeit wurden Rauschanalysen an HEK293 hNay1.5-Zellen in Ganzzell-Patch-
Clamp-Konfiguration durchgefiihrt.

Um moglichst genaue Daten fiir den Mittelwert des Stroms und seine Varianz zu erhalten
wurden in schneller Folge 500 Spannungspulse auf +60 mV appliziert und die Stromantwort mit
40 kHz abgetastet. An eine Sequenz von 500 Spannungspulsen schlossen sich 300 Leckpulse auf
-80 mV an.

Die Leckkorrektur, die Errechnung des Mittelwertes und der Varianz erfolgte mit Hilfe des
Programms PulseTools (HEKA Elektronik) nach dem von Heinemann und Conti 1992
beschriebenen Algorithmus. Die Varianz des absteigenden Teiles der Stromkurve wurde iiber
den Mittelwert des Stroms abgetragen und mit Gleichung 2-12 genéhert (vergleiche 3.3.1.3,
S.60 fY).

2.3 Elektronenmikroskopie

2.3.1 Gefrierbruchtechnik

HEK293-Zellen wurden in Kulturflaschen geziichtet, bis sie den Boden ganz bedeckten.
Nach mehrmaligem Waschen mit PBS-Puffer (NaCl 8 g, KCl1 0,2 g, NaxHPO4 1,44 g, KHoPO4
0,24 g in 800 ml H>O auflosen auf 1 1 auffiillen und pH mit HCI auf 7,4 einstellen), wurden sie
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eine halbe bis eine Stunde lang in 2-2,5%iger Glutaraldehydlosung (Serva, Feinbiochemica,
Heidelberg) fixiert. Die Zellen wurden erneut gewaschen und in 1 ml PBS-Puffer vom
Flaschenboden abgeschabt. Nach langsamen Zentrifugieren wurde das Pellet in 100 pul PBS mit
20% Glyzerin als Kailteschutz resuspendiert. Kleine Mengen der Zellsuspension wurden
zwischen zwei 0,1 mm Kupferplittchen gebracht (,,Sandwich-Technik®) und in fliissigem

Propan, das durch fliissigen Stickstoff gekiihlt wurde, schockgefrostet.

Unter Vakuum wurden die Pldttchen in einer BAF400T Gefrierbrucheinheit (Bal-Tec,
Liechtenstein) bei —150°C aufgebrochen. Die aufgebrochenen Proben wurden zur
Kontrastierung in einem Winkel von 35° mit einer 2-2,5 nm Platin-Kohle-Schicht und zur
Stabilisierung senkrecht mit einer 50 nm Kohle-Schicht bedampft. AnschlieBend wurden die
organischen Bestandteile mit Natriumhypochlorid (12% aktives CI, 1:1 mit Wasser verdiinnt)
abgedaut. Die Replika wurden in destilliertem Wasser gewaschen und auf unbeschichtete
Kupfernetze aufgefischt. Diese konnten im EM 902 Elektronenmikroskop (Zeiss, Oberkochen)

untersucht werden (Westermann et al. 1999).

2.3.2 Ultradiinnschnitt-Elektronenmikroskopie von in Epoxydharz eingebetteten
Herzmuskelbiopsien

Es wurden asservierte humane Herzmuskelbiopsien des Instituts fiir Pathologie untersucht,
welche bereits fixiert vorlagen. Die Fixierung der Biopsien war in 4%igem Glutaraldehyd fiir
vier Stunden erfolgt, anschlieBend wurden sie in Cacodylatpuffer gewaschen und mit 1%
Osmiumtetroxyd fiir 2 h zusétzlich fixiert. Nach Dehydratisierung in ansteigender Konzentration
von Aceton, wobei hierbei gleichzeitig zur zweiten Kontrastierung 2% Uranylacetat zugegeben
wurde, und anschlieend in 100% Propylenoxid, wurden die Proben in Vestopal (Boehringer)
eingelegt, welches wihrend 48 Stunden bei 60 °C auspolymerisierte. Im Lichtmikroskop wurde
anhand eines Semidiinnschnittes (ca. 1 pm) eine passende Probe ausgewéhlt und unter optischer
Kontrolle in sehr diinne Scheiben geschnitten. Ultradiinne Schnitte (ca. 30-50 nm) wurden auf
Kupfernetze aufgebracht und nach Reynold’scher Bleikontrastierung im EM 902 Elektronen-
mikroskop (Zeiss, Oberkochen) untersucht.

2.3.3 Immunzytologische Elektronenmikroskopie

Um die eventuelle Kolokalisation des Na-Kanals mit Kaveolen auf -elektronen-
mikroskopischen Bildern nachzuweisen, wurden die Membranoberflichen mit der
Gefrierbruchtechnik dargestellt und mit Antikérpern gegen Kaveolin-1 und Na-Kanile
behandelt.
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Dazu wurden unfixierte HEK293 hNayl.5-Zellen in 1 ml PBS vom Boden der
Kulturflasche abgeschabt, wie unter 2.3.1 beschrieben gefriergebrochen und mit Kohle-Platin
und anschlieend mit Kohle alleine bedampft. Fiir ca. 16 Stunden wurden Zellreste von den
Replika mit 2,5% SDS in 10 mM Tris-HCI-Puffer und 30 mM Sukrose bei pH =8 auf dem
Schiittler abgedaut (Fujimoto 1997). Nach mehrfachem Waschen mit PBS wurden die Replika
auf einen Tropfen PBS mit 1% BSA (bovine serum albumine, Sigma Chemical, St. Louis, MO,
USA) gelegt und nach 30 min auf einem Tropfen mit 1:25 Anti-SP19-Antikérper (vergleiche
2.1.5) in TBS mit 0,5% BSA fiir 1h inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit 0,5% BSA in
PBS wurden die Replika fiir eine Stunde auf einen Tropfen TBS mit 0,5% BSA und dem zweiten
goldgebundenen Antikorper (Ziegen-Anti-Kaninchen-Antikoper mit 10 nm Gold Kiigelchen,
British Biocell International, Cardiff, UK) im Verhéltnis 1:50 gelegt.

Nach erneutem Waschen wurden die Proben in 0,5% Glutaraldehyd in PBS fixiert, mit
destilliertem Wasser gespiilt, auf beschichtete Kupfernetze (400mesh) aufgefischt und im
Elektronenmikroskop untersucht (Hoischen et al. 2002).

Die unter 2.3.1, 2.3.2 und 2.3.3 beschriebenen Arbeitsschritte (auBer der Kultur und
Fixierung der HEK293-Zellen) wurden in Kooperation mit Dr. Martin Westermann (Institut fiir
Ultrastrukturforschung, Friedrich-Schiller-Universitdt Jena) und Frau Beck (Pathologisches
Institut der Friedrich-Schiller-Universitdt Jena) durchgefiihrt.
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3.1 Slip-Mode-Permeation durch hNa,1.5

Na-Kanile sind fiir Na'-lonen gegeniiber Kationen wie K und Ca®" sehr selektiv
(Heinemann et al. 1992b; Hille 1992). Die Diskrimination zwischen Na® und Ca®" hat
physiologisch besonders in den Herzmuskelzellen Bedeutung, da hier ein kleiner Ca**-
Einwirtsstrom zu intrazelluldrer Kalziumionenfreisetzung und damit zur Kontraktion fiihrt. Die
fiir diese Selektivitit verantwortlichen Aminosiuren des Na-Kanals konnten identifiziert werden
(Heinemann et al. 1992b), und man ging davon aus, dass es sich um eine nicht-verdnderliche und

nicht-regulierbare Kanaleigenschaft handelt.

Santana et al. 1998 berichteten eine starke Erhohung der Kalziumionenleitfdhigkeit durch
Na-Kanile in Herzzellen nach cAMP-abhéngiger Phosphorylierung. Die Messungen wurden mit
Rattenherzzellen durchgefiihrt. Um ein molekulares Verstéindnis dieses Phdnomens erlangen zu
konnen, sollte der Na-Kanal des Herzen isoliert und ohne Einfliisse von weiteren Kanilen oder
Proteinen der Herzzellen untersucht werden. Dazu wurde hNay1.5 in HEK293-Zellen heterolog
exprimiert und auf das von Santana et al. 1998 beschriebene Phinomen Slip-Mode-Permeation

hin mit Umkehrpotentialmessungen untersucht.

Wir gingen davon aus, dass eine mogliche Kalziumionenpermeation relativ klein sein
werde und sich daher auch nur gering auf das Na“-Umkehrpotential auswirken werde. Daher
wurden Bedingungen gewdhlt, unter denen man das Umkehrpotential mit hoher Auflosung
messen konnte. Das bedeutete, dass die [Na'] relativ zu [Ca®*]. gering gehalten wurde. Es wurde
fiir alle Messungen [Na'], zum groBen Teil durch [Cs']a ersetzt, so dass [Na'];i = [Na'], und das
theoretische Umkehrpotential ohne Slip-Mode-Permeation bei 0 mV lag, einem Potential, bei
dem der Kanal aktiviert ist, eventuelle Strome also gut messbar wéren. Abbildung 3-1 A zeigt
das Spannungsprotokoll und die Stromantwort, aus der iiber die Maximalstrome das

Umkehrpotential bestimmt wurde (Teil B der Abbildung).

Mit symmetrischen Natriumkonzentrationen in Bad- und Pipettenlosungen lag das
Umkehrpotential der Kontrollmessungen mit der a-Untereinheit alleine ohne Forskolin-

stimulation bei allen drei untersuchten [Ca**], nahe 0 mV, siehe Tabelle in Abbildung 3-2 A.
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Sympathische Stimulation mit 40 uM Forskolin, welches die zelleigene Proteinkinase A zu
cAMP-abhingiger Kanalphosphorylierung anregt, fithrte zu einer Amplitudenreduktion (wie
beispielsweise bei Ono et al. 1989 beschrieben). Die Badlosung wurde mit einem
Perfusionssystem, gewechselt. Sollten die Na-Kanidle nach Stimulation mit Forskolin fiir
Kalziumionen durchlédssiger werden, wie es fiir die Slip-Mode-Permeation beschrieben wurde,
miisste sich dies in einer Verschiebung des Umkehrpotentials in positiver Richtung auswirken.
Wie der Tabelle in Abbildung 3-2 A zu entnehmen ist, blieb das Umkehrpotential nach
sympathischer Stimulation bei ungefdhr 0 mV, die Verdnderungen waren nicht signifikant von

null verschieden.

B @~ 02mM[Ca ],
-o- 2mMI[Ca’l,
A~ 10mM[Ca ],

200 —

-100 mV

100 —

Amplitude (pA)

-100 —

-5 0 5 10 15
Spannung (mV)

2ms

Abbildung 3-1. hNay1.5: A: Spannungsprotokoll (Spannungspulse von —100 mV auf Potentiale zwischen
-8 mV und +18 mV in Schritten von 2 mV) und Originalaufnahmen der Stromantworten durch hNa,1.5
transfiziert in HEK293-Zellen, [Ca2'], = 10 mM. B: Strom- Spannungskurven von Messungen derselben
Zelle. Einzelne Messpunkte sind durch gerade gepunktete Linien verbunden. Die durchgezogenen Linien
stellen lineare Néherungen an die Messpunkte dar. Lésungskombination B.

Die sehr geringe Verschiebung zu negativen Spannungen unter Forskolin kann nicht durch

permeierende Kalziumionen verursacht sein, da [Ca*'];

= 0 mM (die Pipettenlosung enthielt
10 mM EGTA). Sie kann auf andere permeierende Ionen (beispielsweise Cs") oder den bei

Messungen dieser kleinen Stromgroflen auftretenden Fehler zuriickzufiihren sein.
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A

[Ca* . Kontrolle n | Forskolin-stimuliert n

hNav1.5 a- Untereinheit

0,2 mM 0,94 mV £ 0,90 mV 6 [-0,32mV £ 0,27 mV 6
2 mM 0,80 mV £ 0,75 mV 7 10,32mV + 0,42 mV 9
10 mM 0,96 mV £ 0,70 mV 6 [-0,09 mV + 0,33 mV 6

hNav1.5 a- und B1- Untereinheit

0,2 mM 0,52mV + 0,69 mV 8 0,35 mV £ 0,79 mV 6
2 mM 0,42 mV £ 0,85 mV 6 [-0,11 mV + 0,73 mV 8
10 mM 0,55mV + 0,61 mV 8 0,26 mV £ 0,77 mV 5
B

2 7] -
= i
T 17 i
3 _ [J hNa,<1.5
38 / A B hNa,1.5 + Forskolin
o
g Ll (1] L [[] O hNad.5+p1
< * 1 = + - [0 hNa,<1.5 + g1 + Forskolin
£ 1 1 |

-1 = -

0,2 mM 2 mM 10 mM
2+
[Ca"],

Abbildung 3-2. hNa,1.5, Umkehrpotentiale bei drei verschiedenen [Ca?"], (Lésungskombination B ohne
(Kontrolle) und mit 40 pM Forskolin in der Badlosung). A: Mittelwerte der gemessenen
Umkehrpotentiale, n gibt die Anzahl der gemessenen Zellen an. B: Mittelwerte der Umkehrpotentiale der
a-Untereinheit vor (weile Balken) bzw. nach Forskolinstimulation (graue Balken) und der
koexprimierten o- und P1-Untereinheit vor (gepunktete Balken) bzw. nach Forskolinstimulation
(gestreifte Balken). Die Pfeile kennzeichnen die grofite theoretisch denkbare Verdnderung des
Umkehrpotentials innerhalb des errechneten Fehlers im Sinne einer Slip-Mode-Permeation bei 2 mM
[Ca’'T..

Jeder Messpunkt, der in die Mittelwertberechnung einging, entstand aus 4 bis 37 Einzelmessungen pro
Zelle. Die Fehlerangaben entsprechen dem SEM.
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Die in den vorliegenden Experimenten nicht nachweisbare Kalziumpermeation durch den
Na-Kanal konnte auf einen fehlenden Faktor zuriick zufithren sein, der in Herzzellen
natiirlicherweise vorliegt. Na-Kanile assoziieren mit -Untereinheiten, und auch im Herzen kann
von so einer Verbindung ausgegangen werden (vergleiche Einleitung 1.2.1, S.4). Die kleinere
Untereinheit hat regulierenden Einfluss auf das Kanalprotein, sodass eine wesentliche Rolle in
der Slip-Mode-Permeation nicht auszuschliefen ist. Santana et al. 1998 fiihrten ihre Experimente
in Rattenherzzellen durch. Der Kanal interagiert dort mit der kleineren Untereinheit, daher wurde
die hier untersuchte HEK293 hNayl1.5-Zelllinie mit der B1-Untereinheit kotransfiziert. Als
Marker-DNS wurde CDS8 zugegeben, und nur Zellen, die mit einem Anti-CD8-Antikorper

detektiert werden konnten, wurden untersucht.

Unter den gleichen Versuchsbedingungen wie oben lag das Umkehrpotential der mit der
B1-Untereinheit kotransfizierten Kanédle bei ungefihr 0 mV, wie in der Tabelle in Abbildung
3-2 A dargestellt. Auch hier wurde es leicht in negative Richtung verschoben, was nicht mit der

Theorie der Slip-Mode-Permeation erklirt werden kann.

Geht man davon aus, dass von den in den gewéhlten Losungen vorhandenen Ionen nur Na*
und Ca*" permeabel sind, so kann bei symmetrischer [Na*] nur [Ca?'], das Umkehrpotential

verschieben. Da [Ca*'];

= 0 mM, kann die Verschiebung nur von Null zu positiven Werten hin
stattfinden. Es ist also theoretisch kein negatives Umkehrpotential moglich. Mit diesen
Vorraussetzungen liel sich der Permeationskoeffizent Pca/Pna mit Gleichung 2-6 aus 2.2.3,
S.29 ff berechnen. Die Daten der Messungen bei 2 mM [Ca?*], a-Untereinheit alleine ergaben als
konservativstes Ergebnis ein minimales Umkehrpotential der unstimulierten Zellen innerhalb des
errechneten Fehlers von Ewy=0,05mV. Nach Stimulation betrug E., maximal 0,74 mV
(vergleiche Abbildung 3-2 B, die Pfeile verdeutlichen die jeweils grotmogliche Verdnderung
des Umkehrpotentials im Sinne einer Slip-Mode-Permeation). Damit stieg Pca/Pna bei 2 mM

[Ca?'], als oberste Abschitzung von 0,01 ohne Stimulation auf 0,08 nach Forskolinexposition.

Betrachtet man die Daten der mit der B1-Untereinheit koexprimierten Kanéle, so muss fiir
die Kontrolle das Umkehrpotential als gleich null angenommen werden, da nach den
theoretischen Vorraussetzungen das Umkehrpotential nicht negativ werden kann (theoretisch
gibt es intrazellulir keine permeablen Ionen auBer Na*, aber [Na“],=[Na'];). Fiir die Messungen
nach Stimulation ergibt Erev innerhalb des errechneten Fehlers maximal 0,62 mV. Die relative

Permeabilitét Pca/Pna stieg theoretisch unter Forskolinstimulation maximal von 0 auf 0,031.
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3.2 Auswirkung von mechanischer Stimulation auf die

Stromamplitude durch rNa\1.4

Bei den Untersuchungen zur Slip-Mode-Permeation fiel auf, dass zu Beginn eines
Experimentes die Stromamplitude mit Einschalten des Perfusionssystems regelmifBig abnahm.
Da die Zellen mit Badlosung umspiilt wurden, ist die Amplitudenabnahme nicht auf eine
Ionenkonzentrationsédnderung zuriickzufithren. Vielmehr ist die mechanische Stimulation durch

den Flissigkeitsstrom als Ausloser in Betracht zu ziehen.

Die Stromabnahme nach Einschalten des Perfusionssystems konnte an hNayl1.5 und
rNay1.4 beobachtet werden. Fiir die folgenden Versuche wurde die bereits vorhandene stabil mit

rNay1.4 transfizierte HEK239-Zelllinie verwendet (Chen et al. 2000).

3.2.1 Quantitative Beschreibung der Stromamplitudenabnahme

Abbildung 3-3 A zeigt jeweils drei typische Stromantworten auf einen Testpuls auf
-20 mV durch rNay1.4 vor (schwarze Linien) und nach (graue Linien) Anschalten des
Perfusionssystems. Der Abstand zwischen den Spannungspulsen betrug 15 Sekunden. Die Zelle
wurde direkt nach dem Einschalten der Perfusion dem Fliissigkeitsstrom und damit einer
mechanischen Beanspruchung ausgesetzt. Nach dieser Stimulation der Zelle kommt es zu einer
Reduktion der Stromamplitude, wobei das Umkehrpotential gleich blieb (bei

Losungskombination C ca. 40 mV). Dieser Vorgang war teilweise reversibel.

Um die Stromabnahme zu quantifizieren, wurde aus der Amplitude vor mechanischer

\4 n

Stimulation (Iv) und danach (I,) die relative Abweichung errechnet:

v

Im Verlauf der Experimente zeigte sich, dass die Amplitudenreduktion sehr variabel ist.
Uber vier Monate hinweg wurden 79 Messungen an HEK293 rNayl.4-Zellen durchgefiihrt.
Abbildung 3-3 B veranschaulicht den zeitlichen Verlauf der Auspriagung der relativen
Stromabnahme. Die Amplitudenabnahme lie sich durch Anschalten des Perfusionssystems und
durch einfaches Betropfen der Zellen mit Hilfe einer Pasteurpipette auslosen, wie dies bei den
ersten elf Experimenten geschah. Abbildung 3-3 B lédsst eine aperiodische Verdnderung der
Amplitudenabnahme erkennen. Nach anfinglich groBer Stromabnahme nach mechanischer
Stimulation wurde diese geringer, um dann um das Experiment mit der Nummer 60 wieder etwas
ausgepragter zu werden. Dies deutet darauf hin, dass die Dauer und Art der Zellkultivierung

einen Einfluss auf die Stromreduktion nach mechanischer Stimulation haben konnte.
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Das Histogramm in der Abbildung 3-3 C zeigt, dass die Stromamplitude nach
mechanischer Stimulation in den meisten Fillen kleiner wurde, der Median liegt bei einer

relativen Amplitudenreduktion von 0,11 (gestrichelte Linie).

Bei der Kultivierung werden die Zellen mit Trypsin vom Boden der Kulturflasche abgelost
und fiir die Messungen auf kleine Messschalen ausplatiert. Man geht davon aus, dass der
Zellzyklus dadurch teilsynchronisiert wird. Betrachtet man die Messergebnisse mit
unterschiedlichem zeitlichen Abstand zum Ausplatieren, so ist anzunehmen, dass sich die Zellen
jeweils in anderen Zyklusphasen befinden. Dieser Umstand konnte sich auf die beobachteten

Effekte auswirken.
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Abbildung 3-3. rNa,1.4: A: Stromantworten auf jeweils drei Testpulse von -100 mV auf -20 mV vor
(schwarze Linien) und nach (graue Linien) Anschalten des Perfusionssystems. B: Relative
Amplitudenreduktion nach Anschalten des Perfusionssystems in chronologischer Folge der Experimente.
C: Haufigkeiten der Auspragungen der relativen Amplitudenreduktion. Die gestrichelte Linie zeigt den
Median bei 0,11 an.

Losungskombination B2 fiir die ersten elf Experimente (offene Kreise), dann Loésungskombination C
(gefiillte Kreise und Teil A der Abbildung).
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Um Einflussfaktoren der Zellkultur genauer betrachten zu konnen, wurde die
Amplitudenabnahme in Abhéngigkeit von der Zeit nach dem Ausplatieren untersucht. Wie in
Abbildung 3-4 A dargestellt, war die relative Stromabnahme nach vier (0.25) bzw., schlieft man

die ersten elf Experimente aus, nach 5 Tagen (0.22) am grof3ten.
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Abbildung 3-4. rNa,1.4, relative Amplitudenreduktion nach mechanischer Stimulation: A: Darstellung
des AusmaBies der Amplitudenreduktion in Abhédngigkeit des zeitlichen Abstandes zum Ausplatieren.
Losungskombination B2 (offene Kreise) und C (gefiillte Kreise). B: Messergebnisse mit GTPyS in der
Pipettenlosung; Experiment Nr.1, 2, 13, 14 erfolgten drei Tage, Nr. 3-7 vier Tage und Nr. 8-12 zwei Tage
nach Ausplatieren. C: Messergebnisse mit PTX in der Pipettenlosung; Experiment Nr. 1-5 erfolgten drei,
Nr. 6-10 vier Tage nach Ausplatieren.

Losungskombination D fiir Teil B und C der Abbildung. Die roten Linien und Markierungspunkte stellen
den Mittelwert dar, jeweils mit SEM.
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Dieser zeitabhédngige Anstieg der Empfindlichkeit der Zellen auf mechanische Stimulation
bedeutet, dass eine zelluldre Regulation, beispielsweise aufgrund unterschiedlicher Zyklusphasen
oder Zelldichten auf den Kulturschalen bzw. Néhrstoffzusammensetzungen des Mediums, in

Betracht gezogen werden kann.

Ein einflussreicher und gut untersuchter Signalweg der zelluliren Regulation in
Saugerzellen verlduft tiber G-Proteine. Auch lonenkanédle unterliegen G-Protein-gesteuerten
Prozessen. Diese lassen sich pharmakologisch, beispielsweise mittels Dauerstimulation durch

GTPyS, beeinflussen.

An Hand von 14 Experimenten wurde die Empfindlichkeit des Einwértsstroms auf
mechanische Stimulation mit 400 uM GTPyS in der Pipettenlosung untersucht. Wie in
Abbildung 3-4 B dargestellt, war weiterhin eine Amplitudenreduktion auslésbar. Die Messungen
wurden in etwa zeitgleich mit den Experimenten um Nummer 55 durch gefiihrt (vergleiche
Abbildung 3-3 B).

Der Gi-Proteinblocker PTX bewirkte als Zusatz zur Pipettenlosung ebenfalls keine
Verdnderung der Empfindlichkeit der Stromamplitude gegeniiber mechanischem Stress
(vergleiche Abbildung 3-4 C). Die Messungen wurden um das Experiment Nummer 75
durchgefiihrt.

Eine Regulationsmoglichkeit der Empfindlichkeit des Na-Kanals gegeniiber
mechanischem Stress durch G-Proteine konnte mit diesen Messungen nicht nachgewiesen

werden.

Eine Reduktion der Stromamplitude konnte durch Anderung der Schaltvorginge der
Na-Kanédle ausgelost werden. Durch mechanische Reizung konnte die Aktivierung oder
Inaktivierung verdndert werden, was sich auf die Stromamplitude auswirken wiirde. Als
Indikator fiir Verdnderungen der Schaltvorgéinge wurde die Inaktivierungskonstante vor (tv) und
nach Stimulation (t,) untersucht. Aus beiden Werten wurde ein Quotient gebildet, um die

relative Verdnderung darstellen zu konnen (ﬂ). Der Mittelwert lag bei 0,053 + 0,03, also

nur leicht von Null verschieden (Abbildung 3-5 A). Die Richtung der Verdnderung wiirde eher
fir eine Amplitudenzunahme nach mechanischer Stimulation sprechen und kann die
beschriebene Abnahme nicht erkldren. Die Amplitudenreduktion scheint aufgrund dieser

Datenlage nicht auf eine verdnderte Inaktivierung zuriickzufiihren zu sein.

HEK?293-Zellen exprimieren teilweise endogen Na-Kandle (Ukomadu et al. 1992;

Cummins et al. 1993), die in einem kleinen Prozentsatz der Zellen einen Strom bis 200 pA
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messbar werden lassen. In transfizierten Zellen ist der gemessene Strom (mit den verwendeten
Losungen) meist groBBer als 1 nA. Es ist denkbar, dass die transfizierten Kanéle einer anderen
zellinternen Prozessierung unterliegen, als die endogenen. So konnten eventuell die in HEK293-
Zellen vorhandenen B1-Untereinheiten (Moran et al. 2000) nicht fiir alle Kanile ausreichen, oder
die Zytoskelettverbindung wird anders gestaltet. Es ist auch denkbar, dass die Kanile in
verschiedene Zellmembranabschnitte lokalisiert werden. Um zwischen endogenen und
transfizierten Kanélen unterscheiden zu konnen, wurde die Stromamplitude vor mechanischer
Stimulation als Indikator fiir die Kanalexpression untersucht. In Abbildung 3-5 B ist die relative
Amplitudenreduktion iiber der Stromhohe vor Anschalten des Perfusionssystems dargestellt. Die
Stromverdnderung scheint allgemein mit groBerer Ausgangsamplitude geringer ausgepragt zu
sein. Die gestrichelte Linie ist eine den Daten angepasste Gerade, es ergibt sich ein
Korrelationskoeftizient von 0,19. Dies deutet auf einen schwachen Zusammenhang zwischen

Stromgrofe und beobachtetem Effekt hin.

Bei 500 pA ist in Abbildung 3-5 B zur Verdeutlichung eine gepunktete Linie eingefiigt.
Groflere Strome konnen mit relativ hoher Wahrscheinlichkeit als durch transfizierte Kanile
hervorgerufen gelten. Vor allem die sehr kleinen Strome, die moglicherweise durch endogene

Kanile fliefen, zeigen eine Amplitudenreduktion nach mechanischer Stimulation.
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Abbildung 3-5. rNa,1.4: A: Relative Anderung der Inaktivierungskonstante nach mechanischer
Stimulation. Die rote Linie und der rot gefiillte Kreis stellen den Mittelwert mit SEM dar. B: Relative
Amplitudenabnahme in Abhéngigkeit von der Stromamplitude vor mechanischer Stimulation.
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Losungskombination B2 (offene Kreise) fiir die ersten elf Experimente, sonst Losungskombination C
(gefiillte Kreise).

3.2.2 Kaveolen

Die wissenschaftliche Debatte zu der Zeit, in der diese Experimente durchgefiihrt wurden,
beschiftigte sich mit dem Phdnomen der Signaltransduktion durch Kaveolen (vergleiche fiir eine
Ubersicht Anderson 1998). Kaveolen sind kleine Membraneinstiilpungen, die sich einschniiren
konnen. Sie haben ein Markerprotein, Kaveolin, welches in der Halsregion dieser
Membranabschnitte gelegen ist. Je nach Zelltyp handelt es sich um Kaveolin-1, -2 oder -3, bzw.
um eine Mischung aus diesen drei Proteinen (in Bindegewebszellen herrscht z. B. Kaveolin-1
vor). Die Proteine, die in der sich abschniirenden Membran gelegen sind, werden von der
Zelloberflache entfernt. Dadurch kann deren Expressionsgrad auf der Zellmembran in relativ

kurzer Zeit reguliert werden.

Bisher ist nicht eindeutig geklart, welcher Reiz die Internalisierung von Kaveolen
veranlasst. Ein Zusammenhang mit G-Proteinen wird diskutiert (Schnitzer et al. 1995a; Li et al.
1995; Schnitzer et al. 1996; Henley et al. 1998; Rizzo et al. 1998), jedoch auch zytoskelett-
vermittelte Mechanismen, die eine Verbindung zur Mechanotransduktion moéglich machen

(Parton et al. 1994; zur Rolle der Kaveolen in der Mechanotransduktion siehe Rizzo et al. 1998).

Bisher wurden in diesen Membraneinstiilpungen vor allem Proteine der Signaltransduktion
identifiziert, wie beispielsweise die MAP-Kinase (Lisanti et al. 1994; Liu et al. 1996). Kaveolen
haben vermutlich tiber heterotrimere G-Proteine einen Einfluss auf Aktivitdt und Kinetik von
Ca-Kaniélen in mit Kaveolin-1 und -3 transfizierten Neuroblastomzellen (Toselli et al. 2001).
Von den Transportproteinen konnten unter anderem der Ca*>*-Kanal IP3-Rezeptor, Aquaporin-1

und die Ca?"-ATPase in Kaveolen lokalisiert werden.

Wiren auch Na-Kanidle in Kaveolen lokalisiert, so liele sich daraus eine neue
Erklarungshypothese fiir die in dieser Arbeit beschriebene Amplitudenreduktion nach
mechanischer Stimulation entwickeln. Schniirten sich die Kaveolen nach mechanischer Reizung
ab, so wiirden alle in ihnen gelegenen Kanéle von der Oberfldche entfernt. Auf diese Weise
verringerte sich die Anzahl der verfiigbaren Kanéle, dies wiirde dann zu einer Amplituden-

reduktion fiihren.

Zur Kldrung dieser Hypothese sollten Kaveolen in den fiir unsere Experimente relevanten
HEK293-Zellen und Herzmuskelzellen, die den Nay1.5 physiologischerweise in grofer Anzahl
exprimieren, nachgewiesen werden. In einem zweiten Schritt wurde der Nachweis der
Lokalisation von Na-Kandlen in Kaveolen mit zwei verschiedenen Methoden versucht: im

Westernblot von immunoprazipitierten Kaveolen und durch Immunogoldmarkierung der
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Membranoberfldchen, die durch elektronenmikroskopische Gefrierbruchtechnik sichtbar

gemacht werden konnten.

3.2.2.1 Elektronenmikroskopischer Kaveolennachweis

Auf  archivierten  Dinnschnittprdparaten von in  Epoxydharz  eingebetteten
Herzmuskelzellen (freundlicher Weise von Herrn Dr. Westermann, Institut fiir
Ultrastrukturforschung, FSU-Jena / Frau Beck, Pathologisches Institut, FSU-Jena zur Verfiigung
gestellt) wurden Kaveolen nachgewiesen (Abbildung 3-6). Man erkennt die mit Pfeilen
gekennzeichneten Membraneinstiilpungen, die iiber einem Myofibrillenbiindel gelegen sind.
Oben links in der Abbildung sieht man Kaveolen einer Bindegewebszelle, die teilweise
eingeschniirt an der Zellmembran liegen. Es konnte so, in Ubereinstimmung mit Masson-Pevet

et al. 1980, bestdtigt werden, dass Herzmuskelzellen Kaveolen ausbilden.

In Abbildung 3-7 ist eine elektronenmikroskopische Untersuchung von HEK293-Zellen zu
sehen. Die mit Hilfe der Gefrierbruchtechnik gespaltene Zellmembran zeigt unten rechts ein Feld
abgebrochener Kaveolenhilse. Kaveolen haben einen Durchmesser von ca. 60 bis 100 nm, hier
sind nur die sich verjiingenden Hélse sichtbar. Oben links ist eine ganze Kaveole mit einem Pfeil
gekennzeichnet. Die Pfeilspitze rechts zeigt ein ummanteltes Transportvesikel; die Offnung

dieser Membraneinstiilpung ist groBer als die der Kaveolen.

Mit Hilfe elektronenmikroskopischer Techniken konnten sowohl in Herzmuskelzellen als

auch in HEK293-Zellen Kaveolen nachgewiesen werden.
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Abbildung 3-6. FElektronenmikroskopische Aufnahme eines Diinnschnittes von in Epoxydharz
eingelegten Herzmuskelzellen. Die Pfeile zeigen auf Kaveolen einer Kardiomyozytenzellmembran.
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Abbildung 3-7. Elektronenmikroskopische Aufnahme (Gefrierbruchtechnik) der Zellmembran einer
HEK?293-Zelle mit abgebrochenen Kaveolen (unten rechts) und einem ummantelten Transportvesikel
(Pfeilspitze). Der Pfeil zeigt auf eine ganze Kaveole. PF: protoplasmatische Flache. EF: endoplasmatische
Flache.
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3.2.2.2 Kanaldetektion in aufgereinigten Kaveolen

Nach dem gelungenen Nachweis von Kaveolen in den zu untersuchenden Zellen, sollte die
Lokalisation der Na-Kanile in diesen Membransdckchen erfolgen. Dazu wurden aus drei
verschiedenen Zellarten TritonX100-unldsliche Membranabschnitte gewonnen und Kaveolen
daraus mit einem Antikorper gegen das Markerprotein Kaveolin-1 immunoprézipitiert. Es
wurden die Zelllinien HEK293 rNay1.4 und hNayl1.5, sowie Lysate eines Schweineherzens

verwendet (vergleiche zur Methode 2.1.6, S.22).

Die Prazipitate mit Anti-Kaveolin-1, sowie diejenigen mit einem unspezifischen
Antikorper als Kontrolle, wurden mit einem 5%igen SDS Gel aufgetrennt. Nach Ubertragung auf
eine Membran durch einen Westernblot wurde die Immunodetektion mit Antikorpern gegen das
Markerprotein Kaveolin-1 und SP19 durchgefiihrt. Letztgenannter Antikorper richtet sich gegen

das in der Familie der Na-Kanéle stark konservierte Inaktivierungsmotiv IFM (Gordon 1988).

Mit dem Antikorper gegen das vor allem in Bindegewebszellen vorkommende Kaveolin-1
konnte bei 45 kDa, ein Molekulargewicht welches dem Dimer des Kaveolins entsprechen
konnte, eine Bande immundetektiert werden. Diese war besonders im Prézipitat mit Anti-
Kaveolin-1 des Herzlysats und der HEK293 rNay1.4-Zellen deutlich zu erkennen (Daten nicht
gezeigt).

Abbildung 3-8 zeigt das Ergebnis einer zweiten Immunodetektion mit dem Antikorper
SP19, der gegen Na-Kanile gerichtet ist. Das Kanalprotein hat ein Molekulargewicht von
260 kDa (Catterall 1992). Man kann beim Prizipitat der HEK293 rNay1.4-Zellen mit Anti-
Kaveolin-1 (rNay1.4+) und in beiden Auftragungen des Herzlysats (Lysat+ und unspezifische
Prazipitation Lysat-) eine Bande erkennen. Da der zweite Antikorper gegen das
Kaninchenimmunglobulin gerichtet ist, ist es moglich, dass er den Prizipitationsantikdrper
erkennt (lange Kette bei 50 kDa, kurze Kette bei 25 kDa) und die entsprechenden Banden auf

diese Interaktion zuriick zufiihren sind.

Dies ist ein Hinweis darauf, dass der Na-Kanal in Kaveolen lokalisiert sein kann. Da sich
sehr viele unspezifische Hintergrundbanden zeigten, kann dies noch nicht als schliissiger Beweis

gelten und weitere Untersuchungen sind notig.



3 Ergebnisse 49

+
+ . 2 T wn
o) 2
. . + . o - -
— — = =
© © «©
'8 o cg‘ cg‘ Ll czu e
< < i | * = <
260 kDa —>» -

Abbildung 3-8. Westernblot der Immunoprézipitate mit dem Antikérper Anti-Kaveolin-1 (+). Detektion
mit dem Antikorper SP19, der das 260 kDa schwere Na-Kanalprotein detektiert. Negativkontrollen (-)
wurden mit unspezifischen Kaninchenantikdrpern prézipitiert. Bei 50 und 25 kDa wurde die schwere und
leichte Kette des Antikorpers der Immunoprézipitation detektiert. Lysat: Lysat von Schweineherzteilen.
rNay1.4: HEK293 rNa,1.4-Zellen, hNa,1.5: entsprechend.

3.2.2.3 Immunzytologischer Na-Kanalnachweis in Kaveolen

In einem zweiten Ansatz sollte der Na-Kanal immunzytologisch in Kaveolen
nachgewiesen werden.

Dazu wurden die mit der Gefrierbruchtechnik hergestellten Membranoberflichen mit dem
Antikorper SP19 immunzytologisch markiert. Mit einem zweiten goldmarkierten Antikorper, der
gegen den ersten gerichtet ist, konnte die Position der gebundenen SP19 Immunglobuline

sichtbar gemacht werden.

Abbildung 3-9 A zeigt das Ergebnis der Immunogoldmarkierung einer
HEK?293 hNayl.5-Zelle. Die Goldkornchen des zweiten Antikorpers sind als kleine schwarze
Punkte zu erkennen. Die Kaveolen stellen sich wie oben in Abbildung 3-7 durch ihre

abgebrochenen Hélse bzw. abgeflachte Membranausstiilpungen dar.

An mehreren Stellen kann eine Gruppierung von drei bis vier Goldkérnchen detektiert
werden, die an Kaveolen gelagert sind. Drei dieser Anhdufungen sind im Bildausschnitt

vergroBert. Dies ist mit einer Lokalisation der Na-Kanile in Kaveolen vereinbar.

Abbildung 3-9 B zeigt an einer untransfizierten HEK293-Zelle die Hintergrundmarkierung
des Antikorpers SP19 (Pfeile), man kann unten rechts einige Kaveolen erkennen (Pfeilspitze).

Abbildung  3-9. (folgende  Seite) Gefrierbruchtechnik.  A: Immunogoldmarkierung  einer
HEK?293 hNay1.5-Zelle. Erster Antikorper: Anti-Pan-Na-Kanal SP19, zweiter Antikorper: goldmarkierter
Anti-Kanninchenimmunglobulin-Antikorper.  B: Hintergrundmarkierung einer nicht transfizierten
HEK?293-Zelle. Die Priparation erfolgte mit der selben Methode wie A. EF: endoplasmatische Fléche.
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3.3 Einfluss von extrazelluliaren divalenten Kationen auf den

Auswartsstrom durch Na-Kanéle

Um die Slip-Mode-Permeation untersuchen zu koénnen, wurden sehr kleine Strome
gemessen. Dabei konnte eine Verinderung des Auswirtsstroms durch [Ca?'], beobachtet
werden. Je hoher die extrazelluldre Kalziumionenkonzentration gewéhlt wurde, desto grofer war
die Auswirtsstromamplitude. Abbildung 3-10 A zeigt die Strom-Spannungskennlinien eines
Experimentes zur Slip-Mode-Permeation. Bei 10 mM [Ca®'], (gefiillte Dreiecke) ist der
Auswirtsstrom durch hNayl.5 groBer als bei niedrigeren Konzentrationen. Das steht im
Widerspruch zu der bekannten Blockierbarkeit der Na-Kanéle durch Kalziumionen (Woodhull
1973; Hille et al. 1975; Pusch 1990; Hille 1992).

Mit anndhernd physiologischen Losungen (Losungskombination A, vergleiche Tabelle 7-3
im Anhang) ist, wie beispielsweise in Abbildung 3-10 B, die Abnahme des Einwértsstroms und
die Verschiebung der Aktivierung durch erhohte extrazelluldre Kalziumionenkonzentrationen zu
erkennen.

Erhohtes [Ca?*], scheint den Na*-Strom nicht nur zu blockieren (Einwirtsstrom, Abbildung
3-10 B), sondern auch zu aktivieren, wie es sich in seiner Wirkung auf den Auswirtsstrom duf3ert

(Abbildung 3-10 A). Dies soll in den folgenden Kapiteln dargestellt werden.

A Slipmode-Permeation B Physiologische Bedingungen
Pip.: 10 NaCl, 110 CsCl, 5 MgCl,, 10 EGTA  Pip.: 12 NaCl, 155 KCI
Bad: 10 NaCl, 130 CsCl, 0,2/2/10 CacCl, Bad: 145 NaCl, 4 KCI, 2/10 CaCl,

R R I

a

: 32+
4 —A—10[Ca ],
~O— 2[Ca 1,

Amplitude (pA)
Amplitude (nA)

5 10 -50 0 50 100
Spannung (mV) Spannung (mV)

Abbildung 3-10. hNay1.5: Strom-Spannungs-Kennlinien bei 0,2 mM (gefiillte Kreise), 2 mM (offene
Kreise), 10mM (gefiillte Dreiecke) [Ca*].. A: Untersuchung zur Slip-Mode-Permeation,
Losungskombination B. B: Blockierung des Einwirtsstroms bei 10 mM [Ca*'],. Losungskombination A.
Die Konzentrationsangaben sind in mM.
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3.3.1 Einfluss von [Ca?*]a und [Mg?*]a auf den Na*-Auswirtsstrom durch hNav1.5

Aufgrund der hohen extrazelluldren Natriumionenkonzentration in physiologischen
Losungen (z. B. in Losungskombination A) musste sehr stark depolarisiert werden, um einen
Auswirtsstrom zu erhalten (vergleiche Abbildung 3-10 B). Um die Anderungen der
Auswirtsstromamplitude deutlicher darstellen zu konnen, wurden die Natriumionen der
Badlosung durch Cédsiumionen ersetzt (Losungskombination E, vergleiche Tabelle 7-3 im
Anhang). Dadurch wurde das Umkehrpotential zu negativen Spannungen verschoben und der

Auswirtsstrom besser messbar.

In der Strom-Spannungskennlinie der Abbildung 3-11 A erkennt man die Zunahme des
Auswirtsstroms durch Erhohung von [Ca?], bei annihernd physiologischen Losungen

(Losungskombination E) ohne extrazelluldre Natriumionen.

Abbildung 3-11 B zeigt eine Stromspannungskennlinie die mit der Losungskombination F
(CsF in der Pipette) aufgezeichnet wurde. Fluorid wirkt als Kalziumchelator und reduziert die
Permeation durch endogene Chloridkanile. Es hat sich in der Patch-Clamp-Technik bewihrt, da
es, vermutlich durch Inaktivierung von intrazelluliren Enzymen, zu sehr stabilen
Zellableitkonfigurationen fiithrt. Der Auswirtsstrom wird auch unter diesen Bedingungen durch
[Ca?']a reguliert (wie in Abbildung 3-11 B dargestellt) und konnte aufgrund stabilerer

Experimentalbedingungen besser im Detail untersucht werden.
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Abbildung 3-11. hNa,1.5, Strom-Spannungs-Kennlinien, 2 mM [Ca?'], vor (offene Kreise) und nach
(offene Rauten) der Messung bei 10 mM [Ca*'], (gefiillte Dreiecke). A: Losungskombination E mit CsCl
in der Pipette. B: Losungskombination F mit CsF in der Pipette.
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3.3.1.1 Regulation des hNav1.5-Auswirtsstroms durch [Ca?*]a

Die Zellen der stabil transfizierten HEK293 hNay1.5-Zelllinie wurden abwechselnd
verschiedenen [Ca’'], ausgesetzt. Dabei wurde der maximale Auswirtsstrom bei Spannungen
zwischen —80 mV und +100 mV gemessen (Strom-Spannungs-Kurven), wie in Abbildung

3-12 A mit Spannungsprotokoll dargestellt.
Abbildung 3-12 B zeigt den Stromverlauf bei Testpulsen auf +40 mV und +100 mV bei

drei verschiedenen [Ca®'].. Es ist die Amplitudenzunahme bei steigender Kalziumionen-
konzentration zu erkennen. Die relativ grof3e nichtinaktivierende Stromkomponente ist, wie unter
3.3.6 ab S.70 ausfiihrlicher beschrieben, kein Na'-Strom. In einem Intervall von drei
Millisekunden (in Abbildung 3-12 A markiert) wurde der Mittelwert des nichtinaktivierenden
Stroms berechnet und als Korrekturfaktor vom Gesamtstrom subtrahiert. In Abbildung 3-12
werden sowohl die unkorrigierten (Teil B) wie auch die korrigierten Messdaten (Teil C) gezeigt.

Im Folgenden wird nur mit den korrigierten Werten gearbeitet.

Die relative Stromzunahme durch die erhohte extrazelluldre Kalziumionenkonzentration
wurde quantifiziert. Dazu wurde die Amplitude bei 2 mM [Ca*'], als Referenz gewihlt und ein
Quotient mit dem maximalen Auswirtsstrom bei X mM [Ca’], gebildet (relative
Amplitudeninderung bei X mM [Ca*]a = Ixmm / Iomm, wobei I der Strom bei der jeweiligen

[Ca?']a ist).

A voomy | B t40mV | +100 mv
fL |
] -80 mV ” - .
-100 mV k
° L
3 A k
| ] -
1ms
— 2mMca” =i
— 20mMCa”’ 1ms

Abbildung 3-12. hNa,1.5: A: Spannungsprotokoll mit dazugehdrigen Stromantworten bei 2 mM [Ca*]..
B: Uberlagerung der Stromverldufe bei den angegebenen Membranpotentialen und [Ca®']..
C: Stromverldufe nach Abzug der nichtinaktivierenden Stromkomponente.
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Bei 2 mM [Ca*']. lag eine stabile Ableitungskonfiguration vor. Diese Konzentration liegt
nahe der physiologischen Ca*"-Konzentration im menschlichen Serum (2,8 mM, Schmidt und
Thews 1997), und die Zellmembran scheint durch extrazelluldre divalente lonen stabilisiert zu
werden. In sehr niedrigen [Ca®*']s (< 0,1 mM) war die relative Amplitudeninderung nicht
systematisch messbar. Der Na'-Strom konnte im Verlauf eines Experiments abnehmen. Um
diesen Einfluss zu minimieren, wurde aus den Messdaten bei 2 mM [Ca?*], vor und nach X mM

[Ca?]a der Mittelwert gebildet. Dieser wurde dann mit der Amplitude bei X mM ins Verhiltnis

gesetzt.
A B 20-
n
2 = 1.5 —
= 2
o o
E £ 1.0~
5 E
€ =
< I
€ 0.5
<
T | T | R B B e
-50 0 50 100 0 40 80
C 20+ Spannung (mV) Spannung (mV)
1 mM, unkorrigiert
9 15 1 mM, korrigiert
C
= —l— 20 mM, unkorrigiert
< —{— 20 mM, korrigiert
0 —&— 2 mM, unkorrigiert
$ 1.0 {x —O— 2 mM, korrigiert
°
é —&— +40 mV, unkorrigiert
g' —/\— +40 mV, korrigert
< 0.5 —@— +100 mV, unkorrigiert
—O— +100 mV, korrigiert
00 _ T T T LU I T T T T 1TTT I T
2 3 4 56789 ,2 3 456789 2

Abbildung 3-13. hNa,1.5: A: Strom-Spannungskenn-Kurven bei drei verschiedenen [Ca®'],.
B: Verhiltnisse der Amplituden bei der angegebenen [Ca?'], zu denjenigen bei 2 mM [Ca*], im
Spannungsbereich von —20 mV bis +100 mV. C: Amplitudenverhéltnisse in Abhéngigkeit von [Ca*'], bei
+100 mV (Kreise) und + 40mV (Dreiecke).

Losungskombination F. Alle Ergebnisse sind mit (offene Symbole) und ohne (gefiillte Symbole)
Korrektur der nichtinaktivierenden Komponente dargestellt. Die Konzentrationsangaben beziehen sich
auf [Ca*'].. Alle Messwerte sind mit geraden Linien verbunden.
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Abbildung 3-13 A zeigt typische Strom-Spannungs-Kennlinien bei 1, 2 und 20 mM
[Ca’].. Es ist die Amplitudeninderung bei variierender [Ca®'], zu erkennen. Die offenen

Symbole zeigen die korrigierten Messdaten nach Abzug der nichtinaktivierenden Komponente.

In Abbildung 3-13 B sind die Stromverhiltnisse bei den jeweiligen Testspannungen
dargestellt. Die Messwerte fiir eine [Ca’'], sind zur Veranschaulichung mit geraden Linien
verbunden. Man kann die Verschiebung der Aktivierung durch erhdhtes [Ca?*], erkennen, und ab
einem Membranpotential von ca. +60 mV sind die Kanile weitgehend aktiviert und der Effekt

auf die Amplitude bei hohen Kalziumionenkonzentrationen wird deutlich.

Betrachtet man die relative Strominderung in Abhingigkeit von [Ca*'], so ergibt sich der

in Abbildung 3-13 C dargestellte Zusammenhang fiir die Spannungen +40 mV und +100 mV.

Je hoher das Testpotential ist, desto kompletter ist die Aktivierung, v.a. auch bei hohen
[Ca?'],, die bekanntlich die Aktivierung der Na-Kanile zu positiveren Spannungen verschieben.
Aus diesen Griinden wurde im Folgenden die relative Stromdnderung bei +100 mV betrachtet.
Abbildung 3-14 zeigt das Ergebnis von Messungen an 27 Zellen (offene Kreise). Die
Amplitudeniinderung bei verschiedenen [Ca®'], wurde bis zu neunmal pro Zelle gemessen. Aus
diesen Mehrfachmessungen wurde der Mittelwert gebildet und als Messpunkt in das Schaubild
der Abbildung 3-14 eingetragen.

Verinderungen von [Ca®], hatte bei allen gemessenen 27 Zellen eine Beeinflussung des
Auswirtsstroms von unterschiedlicher Grof3e zur Folge. Um den Trend dieser Beeinflussung zu
veranschaulichen, wurde aus den Amplitudenverhéltnissen der Mittelwert gebildet, welcher in
Abbildung 3-14 mit SEM als gefiillte rote Kreise dargestellt ist. Er betrdgt bei 20 mM 1,73 und
bei 0,1 mM 0,59, d.h. der Auswirtsstrom hat im Mittel um 293% zugenommen, wenn die [Ca*']a

von 0,1 mM auf 20 mM erhdht wurde.

Die Abschitzung der Daten erfolgte mit der Michaelis-Menten-Gleichung und ist mit einer
gestrichelten Linie in Abbildung 3-14 dargestellt. Es ergaben sich fiir den maximalen
Auswirtsstrom Vmax = 3,76 + 28,7, fiir die halbmaximale [Ca*'], Ka= 41,26 = 0,64 mM und fiir
den mit dieser Abschétzung stark fehlerbehafteten Hill-Koeffizient 0,34 & 244. Fiir die Funktion
gilt die Annahme, dass bei 0 mM [Ca’'], kein Auswirtsstrom mehr messbar ist. Diese

theoretische Vorraussetzung wurde experimentell tiberpriift, wie weiter unten dargestellt.
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Abbildung 3-14. hNay1.5: Verhiltnisse der Amplitudenidnderung bei +100 mV aufgetragen gegen die
logarithmische [Ca*'],. Ergebnisse von Messungen an 27 Zellen (offene Kreise) mit Mittelwert (gefiillte
rote Kreise) und SEM, n betrug fiir den Mittelwert der einzelnen Messpunkte: 10 fiir 0.1 mM, 18 fiir
0.2mM, 19 fiir 0.5 mM, 22 fiir I mM, 15 fiir 5 mM, 24 fiir 10 mM und 23 fiir 20 mM [Ca*'].. Die
gestrichelte Linie ist das Ergebnis einer Michaelis-Menten-Abschitzung ohne, die durchgezogene Linie
sowie die Angaben zu Vi und Ky mit der Annahme, das bei 0 mM [Ca?*], der Auswirtsstrom ungleich
0 mA ist, Wichtung mit 1/SEM. Lésungskombination F.

Nimmt man allerdings an, dass auch ohne [Ca**], weiterhin Strom durch den Kanal flieBt,
so ergibt sich die in Abbildung 3-14 als durchgezogene Linie eingezeichnete Naherung der
Mittelwerte. Die Schitzwerte fiir den maximalen Auswirtsstrom Vmax=2,36+0,17, die
halbmaximale [Ca®*']. Ka=3,55+0,69 mM, und fiir den relativen Strom bei 0 mM [Ca*]a
Vmin= 0,50+ 0,04 sind sinnvoll und beschreiben die Messdaten zufriedenstellend. Der Hill-
Koeffizient wurde auf 1 festgesetzt, ohne dass dies groen Einfluss auf den Funktionsverlauf
hatte. Diese Abschitzung schlieBt nicht aus, dass die Messwerte bei kleinen [Ca’'], ein
Minimum durchlaufen, und dass bei 0 mM [Ca®'], kein Strom mehr flieBt. Bei Konzentrationen
<0,1 mM [Ca®"], war die Zell-Pipetten-Abdichtung unstabil, so dass keine systematischen

Messungen moglich waren.

Wenn [Ca’*], komplett entfernt wurde, wie dies fiir die Stromaufzeichnung der Abbildung
3-15 in der Mitte der Fall ist, konnte kein Strom mehr gemessen werden. Der Na-Kanal bedarf
offensichtlich einer gewissen Konzentration an [Ca®*],, um funktionsfihig zu sein, eventuell wird
seine Faltung durch Kalziumionen stabilisiert. Aullerdem liel die Zell-Pipetten-Abdichtung stark
nach. Wurde die Zelle nach der Messung mit 0 mM [Ca?"], von einer Losung mit 20 mM [Ca®'],
umspiilt, war sofort wieder ein Strom in der selben Grofle wie vor dem Experiment messbar

(Abbildung 3-15, linke und rechte Stromaufnahme).
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Die Badlosung enthielt bei diesem Experiment ausschlieBlich monovalente Ionen. Es ist
moglich, dass der Kanal nicht zwangsliufig [Ca®'Ta, aber doch divalente Ionen in der Badlosung
benotigt, um funktionsfihig zu sein. Um dies zu priifen wurde der Effekt von [Mg?'],, einem
weiteren physiologisch vorkommenden divalentem Ion, auf die Auswértsstromamplitude durch

hNay1.5 untersucht.

20 mM[Ca’ ], 0mM[Ca’], 20 mM[Ca’ ],

A
} e

, I\
1 r'"

-

2ms

Abbildung 3-15. hNa,l1.5: Stromverlauf bei 0 mM [Ca*'], (Mitte), direkt davor und danach wurde
dieselbe Zelle mit 20 mM [Ca*'], umspiilt (links bzw. rechts), Spannungspulse auf +60 mV.
Loésungskombination F.

1nA

3.3.1.2 Vergleich der Regulation des hNav1.5-Auswértsstroms durch [Ca?*]aund
[Mg*]a

Bei ersten Messungen mit Magnesiumionen in der Badlosung fiel auf, dass Mg?* nicht in
den selben Konzentrationen wie Ca>" eingesetzt werden kann. Abbildung 3-16 A zeigt typische
Stromaufnahmen bei 2 mM [Ca?'], und 10 mM [Mg?*].. Teil B der Abbildung vergleicht die
Amplitude bei verschiedenen [Mg?'], mit denjenigen bei 2 mM [Ca®'] an einer Zelle. Bei
10 mM, 20 mM und 50 mM [Mg?'], zeigte hNay1.5 eine dhnlich groBe Stromamplitude wie bei
2 mM [Ca*'], (die relative Amplitude zu 2 mM [Ca?'], betrug ~1). Um eventuelle Nebeneffekte
der Ionen moglichst gering zu halten, wurde die kleinste Konzentration mit vergleichbarer
Stromamplitude, also 10 mM [Mg?],, als Referenz fiir die folgenden Untersuchungen gewihlt.
Bei dieser Konzentration lag eine stabile Ableitkonfiguration vor. Es wurde, dhnlich wie bei den
Untersuchungen zur Amplitudenregulation durch [Ca®'],, die Strominderung relativ zum
Auswirtsstrom bei 10 mM [Mg**]. berechnet (relative Amplitudeninderung bei X mM [Mg**], =

Ime/ I OmM) .

Messungen an neun Zellen der HEK293 hNay1.5-Zelllinie zeigten eine Beeinflussbarkeit
des Auswiirtsstroms durch [Mg**]a, wie in Abbildung 3-17 dargestellt.

Es ergab sich fiir Magnesiumionen an hNayl.5 eine &dhnliche Abhédngigkeit wie flr
Kalziumionen, die sich mit der modifizierten Michaelis-Menten-Gleichung beschreiben lieB3.
Dabei ergab sich fiir das maximale Verhédltnis Vmax = 1,94 = 0,06, fiir die halbmaximale
Konzentration Kq = 9,98 + 0,036 mM, der Hillkoeffizient errechnete sich zu 1,95 + 0,16 und das

minimale Stromverhaltnis Vmin betrug 0,32 £ 0,03.
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Abbildung 3-16. hNay1.5: A: Vergleich der Stromamplituden bei 10 mM [Mg* ], und 2 mM [Ca*'].. B:
Stromamplitude bei der angegebenen [Mg?'], relativ zu derjenigen bei 2 mM [Ca*'].. Messergebnisse
einer Zelle. Losungskombinationen F und G.
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Abbildung 3-17. hNa,l1.5: Amplitudenverhéltnisse bei variierender [Mg®']s, offene Kreise zeigen die
Einzelmesswerte von neun Zellen, gefiillte Kreise den Mittelwert mit SEM. n=2 fiirl mM, n=4 fiir 2 mM,
n=6 fir 5mM, n=5 fiir 20 mM und n=9 fiir 50 mM [Mg?'].. Durchgezogene Linie: modifizierte
Michaelis-Menten-Néherung, Wichtung mit 1/SEM. Losungskombination G.
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3.3.1.2.1 Zeitabhangigkeit der Amplitudenanderung

An mehreren Zellen wurde die Auswirtsstromzunahme bei erhohtem [Ca*'], bzw. [Mg?*]a
bis zu neunmal hintereinander gemessen. Dabei fiel auf, dass bei spiteren Messungen die
Anderungen groBer ausfielen als bei den anfinglichen Aufnahmen. In Abbildung 3-18 ist die
relative Strominderung bei der angegebenen [Ca®'], bzw. [Mg®']. fiir jeweils eine Zelle
abgetragen. Jeder Balken représentiert eine Messung, an der Musterung ist die zeitliche Abfolge

zu erkennen. Zwischen zwei Messungen lagen drei bis vier Minuten.

2.0 7

1.5 —

Amplitudenverhaltnis
o
|
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3.3.1.3 Nichtstationdare Rauschanalysen von hNav1.5

Um die Ursache fiir die Amplitudenregulation durch extrazelluldre divalente Ionen ndher
zu bestimmen, wurden an hNayl.5 Rauschanalysen durchgefiihrt. Mit dieser Methode kann fiir
eine Serie von Testpulsen der Einzelkanalleitwert i, die Offenwahrscheinlichkeit po und die

Anzahl n der von der gemessenen Zelle exprimierten funktionsfidhigen Kanéle gemessen werden.

Es wurden 500 Stromantworten auf Testpulse auf +60 mV in variierenden [Ca*'], mit
dazugehorigen Leckpulsen aufgenommen. In Abbildung 3-19 A sind beispielhaft 20
Stromkurven (links) und der dazugehorige, bereits gemittelte Leckstrom (rechts) einer Zelle
dargestellt. Nach Leckkorrektur der Einzelmessungen wurde der Mittelwert gebildet, welcher fiir
dieses Experiment in Abbildung 3-19 B fiir 2 mM (links) und 20 mM [Ca?'], (rechts) dargestellt
ist.

Unter diesen Messbedingungen ist wie bisher eine Auswirtsstromzunahme bei steigender
[Ca?']la zu beobachten (vergleiche Abbildung 3-19). Die Varianz im in Abbildung 3-19 B
angezeigten Intervall wurde iiber dem Strommittelwert abgetragen (Abbildung 3-20). Daran

wurde mit einer nicht-linearen Methode eine Funktion angepasst (vergleiche zur Methode 2.2.6,

S.32f).

Fiir das Beispiel ergaben sich fiir die drei Parameter Offenwahrscheinlichkeit p,, Anzahl n

und Einzelkanalstrom i die in der Tabelle der Abbildung 3-20 B dargestellten Werte.

Bei diesem Einzelbeispiel siecht man eine Steigerung der Offenwahrscheinlichkeit nach
Erhéhung von [Ca?'], von 34% auf 70%. Daten von weiteren fiinf Zellen zeigten ebenfalls eine
deutliche Zunahme der Offenwahrscheinlichkeit, deren Mittelwerte bei 2, 10 und 20 mM [Ca?**],
jeweils 26%, 40% und 60% betrugen, also um das 2,3fache anstiegen (bei Anderung der [Ca*']a
von 2 mM auf 20 mM, Abbildung 3-21 A).

Diese Steigerung der Offenwahrscheinlichkeit war mit einer Abnahme der
Einzelkanalamplitude i verbunden, die im Mittel von 406 fA bei 2 mM auf 280 fA bei 20 mM
[Ca?'], sank (Abbildung 3-21 B).
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Abbildung 3-19. hNa,1.5, Rauschanalyse: A: Beispiel von 20 Stromantworten auf einen Testpuls von
+60 mV bei 2 mM [Ca?'], (iibereinandergelegt), rechts der dazugehorige Leckpuls (Mittelwert von 300
Aufnahmen). B: Mittelwerte der Stromantworten nach Leckkorrektur bei 2 mM [Ca?'], (schwarz) bzw.
bei 20mM [Ca*]. (rot). Die gestrichelten Linien markieren den Bereich der Varianzanalyse.
Losungskombination F.
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Abbildung 3-20. hNavl.5, Rauschanalyse: A: Abtragung der Varianzen iiber den Mittelwert der
Stromamplitude von 500 Testpulsen fiir eine Zelle bei 2 mM [Ca*'], (schwarze Punkte) und bei 20 mM
[Ca*']. (rote Vierecke) mit jeweiliger Niherung (schwarze und rote Linie). B: Ergebnis der Niherung der
Rauschanalyse fiir die Messung aus A. po.: Offenwahrscheinlichkeit, n: Anzahl der funktionsfahigen
Kanile dieser Zelle, i: Einzelkanalleitwert.
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Es wurde eine leichte Zunahme des Mittelwertes der Anzahl n der Kanédle gemessenen
(vergleiche Abbildung 3-21 C). Da die Anzahl der exprimierten Kandle von Zelle zu Zelle
unterschiedlich ist, wurde n bei 10 mM [Ca*'], als Referenz genommen und die Messergebisse
darauf normiert. Die Anzahl der Kanédle konnte durch diese Methode nicht sehr gut gendhert
werden, so dass keine eindeutige Aussage iiber die Verdnderung von n moglich ist. Um die hohe
Variabilitit bei Messungen an ein und der selben Zelle darzustellen, wurden in Abbildung

3-21 C die Werte einer Zelle mit Linien verbunden.

Zur Uberpriifung der Rauschanalyse wurden die Mittelwerte fiir po, i und n der jeweiligen
[Ca?"], multipliziert und mit den gemessenen Stromamplituden der fiinf Zellen in Abbildung
3-21 D verglichen. Es zeigen sich dhnliche Kurvenverldufe, dies deutet auf eine angemessene
Beschreibung der Stromverhéltnisse durch die Rauschanalyse hin.

Die Rauschanalyse von HEK293 hNayl.5-Zellen zeigte eine ansteigende Offenwahr-
scheinlichkeit des Na-Kanals mit hoheren [Ca’*'].. Dies war von einer Abnahme in der

Einzelkanalamplitude begleitet.
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A: Offenwahrscheinlichkeiten von fiinf Zellen bei
verschiedenen [Ca?'], (offene Kreise) und Mittelwert (gefiillte Kreise). B: Einzelkanalamplitude von fiinf

Zellen (offene Dreiecke) und deren Mittelwert (gefiillte Dreiecke). C:Anzahl der Kanile auf den Wert bei
10 mM [Ca*], normiert (offene Symbole). Die gefiillten Vierecke zeigen den Mittelwert. D: In der
Ganzzell-Patch-Clamp-Konfiguration gemessener (gefiillte Dreiecke) und aus den Mittelwerten der

Rauschanalysen mit I = i-n- p errechneter Gesamtstrom (offene Dreiecke) der fiinf Zellen.
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3.3.2 Regulation des rNav1.4-Auswirtsstroms durch [Ca?*]a und [Mg?*]a

Bisher wurde festgestellt, dass die Anderung von [Ca®*']. eine Anderung der
Auswirtsstromamplitude durch hNay1.5 nach sich zieht. Es sollte nun gepriift werden, ob dies
eine spezielle Eigenschaft des Herzkanals darstellt, oder ob es sich hier um ein allgemeines
Phanomen von Na-Kanilen handelt. Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurden die gleichen
Versuche wie unter 3.3.1 fiir den Herzkanal beschrieben, an der mit dem Na-Kanal I des
Skelettmuskels stabil transfizierten HEK293 rNay1.4-Zelllinie durchgefiihrt.

Die Stromamplitude durch rNayl1.4 wurde, wie an einem Beispiel in Abbildung 3-22
dargestellt, wenig von Anderungen in [Ca*']. beeinflusst.

Abbildung 3-23 zeigt die Ergebnisse von Messungen der Amplitudenverhiltnisse bei
Anderung von [Ca?'], an 15 HEK293 1Nay1.4-Zellen. Zur Verdeutlichung der unterschiedlichen
Regulation beider bisher untersuchten Kanile durch [Ca?'], sind in Abbildung 3-23 neben den

Ergebnissen von rNayl.4 die Ndherung fiir die Daten von hNayl.5 (graue Linie) gemeinsam

dargestellt.
A +100 mV B
-100 mV 80 mV
2+ |
2mMI[Ca’ ], s
= +100 mV

e o
L

2ms

1nA

Abbildung 3-22. rNa,1.4: A: Spannungsprotokoll und Stromantworten bei 2 bzw. 20 mM [Ca?'],. B:
Uberlagerung der Stromantworten auf einen Testpuls auf +100 mV bei 2 mM (schwarze Linie) bzw.
20 mM [Ca*'], (rote Linie), unten korrigiert nach Abzug der nichtinaktivierenden Stromkomponente.
Losungskombination F.
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Abbildung 3-23. rNa,1.4: Verhiltnisse der Amplitudeninderung bei +100 mV aufgetragen gegen die
logarithmische [Ca*'].. Ergebnisse von 15 untersuchten Zellen (offene Kreise) mit Mittelwert der
Einzelmessungen (gefiillte Kreise, zwei Ausreiller (nicht dargestellt) wurden nicht beriicksichtigt). Die
Fehlerbalken zeigen den SEM, wobei n=4 fiir 0,1 mM, n=12 fiir 0,2 mM, n=12 fiir 0,5 mM, n=11 fiir
1 mM, n=11 fiir 5 mM, n=14 fiir 10 mM und n=12 fiir 20 mM ist. Die Linien symbolisieren die Ndherung
nach der modifizierten Michaelis-Menten-Gleichung fiir rNay1.4 (schwarze Linie) und fiir hNa,1.5 (graue
Linie). Wichtung mit 1/SEM. Losungskombination F.

tNa,1.4 unterlag einer geringeren Regulation durch [Ca®'], als hNay1.5. Fiir die
Koeffizienten der Ndherung mit der Michaelis-Menten-Gleichung ergab sich 1,44 + 0,58 fiir das
maximale Amplitudenverhiltnis, 0,14 + 0,20 mM fiir die halbmaximale Konzentration und 0,41
+ 0,57 fiir den relativen Strom bei 0 mM [Ca?'],. Der Hill-Koeffizient konnte gleich 1 gesetzt
werden, ohne den Verlauf der Funktion wesentlich zu beeinflussen. Es zeigte sich ein
Unterschied in der Regulation der Na-Kandle rNayl1.4 und hNayl.5 durch extrazelluldre
Kalziumionen, der vor allem in den fiir rNay1.4 wesentlich kleineren K4 und Vmax deutlich wird
(vergleiche fiir eine Ubersicht der Ergebnisse der Niherungen Tabelle 7-5 im Anhang).

Wie hNay1.5, so wurde auch tNay1.4 auf Regulierbarkeit durch [Mg?*], untersucht.

Dazu wurden sechs Zellen der stabil transfizierten HEK293 rNayl.4-Zelllinie bei
verschiedenen [Mg®*']a untersucht. Die Experimente wurden unter den gleichen
Versuchsbedingungen wie unter 3.3.1.2. fiir hNay1.5 durchgefiihrt. Der Auswiértsstrom bei

10 mM [Mg?*]. wurde als Referenzwert zur Errechnung des Verhiltnisses gewihlt.
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Abbildung 3-24. rNay1.4: Amplitudeninderung durch rNa,1.4 bei verschiedener [Mg?**].. Ergebnisse von
sechs Zellen (offene Kreise), n=4 fiir 1 mM, 5 mM und 50 mM, n=6 fiir 2 mM und n=3 fiir 20 mM.
Gefiillte Kreise symbolisieren den Mittelwert mit SEM, die schwarze Linie die modifizierte Michaelis-
Menten-Nédherung, Wichtung 1/SEM. Die graue Linie stellt die Michaelis-Menten-Néherung fiir hNa,1.5
dar. Losungskombination G.

Wie in Abbildung 3-24 dargestellt, ist der rNayl.4-Auswirtsstrom durch [Mg*']a
regulierbar. Die Streuung der Messdaten ist groBer als bei [Ca’*'].. Die Nihrung mit der
modifizierten Michaelis-Menten-Gleichung (schwarze Linie) ergab flir die maximale
Amplitudendnderung 1,86 = 0,24, fiir die halbmaximale Konzentration 7,01 + 5,65 mM, fiir den
Hill-Koeffizienten 2,5 + 4,6 und fiir den relativen Strom bei 0 mM [Ca*], 0,75 + 0,18.
Allerdings ist die Variation der rNay1.4-Amplitude durch [Mg*']. geringer als die des hNay1.5-
Auswirtsstroms (graue Linie in Abbildung 3-24).

3.3.3 Regulation des rNav1.2-Auswartsstroms durch [Ca?*]a

Um eine weitere Vergleichsmoglichkeit der Regulation der Na-Kanéle zu erhalten, wurde
rNayl.2 aus dem Gehirn der Ratte transient in HEK293-Zellen transfiziert und auf seine
Empfindlichkeit gegeniiber [Ca®*], untersucht (Abbildung 3-25).

Ahnlich wie rNayl.4 reagierte rNay1.2 kaum auf Anderungen von [Ca®'], (Abbildung
3-26).

Bei den Untersuchungen von rNay1.2 fiel eine leichte Stromabnahme fiir hohe [Ca*'], auf.
Dies verdeutlicht den Unterschied der Regulation durch [Ca®'], zu hNay1.5, bei dem gerade im
Bereich hoher Divalentenkonzentrationen eine vermehrte Aktivitdt des Kanals gezeigt werden

konnte.



3 Ergebnisse 67

+100 mV B

-100 mV -80 mV ’ \

2mMI[Ca’],

+100 mV

20 mM[Ca’ ], — <Lj&:

=

~—

2ms

Abbildung 3-25. rNa,1.2: A: Spannungsprotokoll und Stromantworten bei 2 bzw. 20 mM [Ca®'],. B:
Uberlagerung der Stromantworten auf einen Testpuls auf +100 mV bei 2 (schwarze Linie) bzw. 20 mM
[Ca*']a (rote Linie). Losungskombination F.

2.0
rNaV1.2
» 1.5
S Q
‘@
i :
o
g 1.0
(O]
©
2
a
§0.5—
OIO—I LA I L | 1 T 17 T 1T 111 LA L L | 1 T 17 T 1T 111 LA L L |
9| 2 3 456789I 2 3 456789I 2
0.1 10

1 2+
log [Ca ],

Abbildung 3-26. rNa,1.2: Messungen an fiinf Zellen (offene Kreise) und Mittelwert (gefiillte rote Kreise)
mit SEM. Losungskombination F.

3.3.4 Schaltvorgidnge

Es konnte gezeigt werden, dass die Variation der Konzentration divalenter lonen in der
Badlosung zu Amplitudendnderungen des hNayl.5- und rNayl.4-Auswértsstroms fiihrte.
Extrazelluldare divalente Ionen konnten Einfluss auf die Schaltvorgidnge der Kanéle haben und so
durch eine beschleunigte Aktivierung oder verlangsamte Inaktivierung zu einer

Amplitudenzunahme fiihren.
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Um dies zu tberpriifen, wurden Stromkurven aller untersuchten Kanéile bei 2 und 20 mM
[Ca®'], iibereinandergelegt und skaliert. Es konnten keine Anderungen des Stromverlaufes
nachgewiesen werden (Abbildung 3-27). Das ldsst darauf schlieBen, dass die Schaltvorginge

weitgehend unverdndert blieben.

hNa,1.5 MNa1.4 rNa 1.2

3 L

2ms 2ms

250 pA 7}

Abbildung 3-27. Originalstromaufnahmen von hNa,1.5, rNay1.4 und rNa,1.2 bei 2 mM (schwarze Linien)
und 20 mM [Ca**], (rote Linien), skaliert und tiberlagert. Losungskombination F. Testspannung +100 mV.

3.3.5 Einfluss der Porenstruktur auf die Amplitudenmodulation durch [Ca?*]a

Wie die Experimente unter 3.3.1, 3.3.2, und 3.3.3 zeigten, reagierten die Kanéle hNay1.5,
tNay1.4 und rNay1.2 unterschiedlich auf [Ca?'],-Anderungen. Wihrend der Strom durch hNay1.5
einer starken Regulation durch [Ca?'], unterlag, blieb rNay1.2 davon weitgehend unbeeinflusst.
Die Ursache fiir diese Regulationsunterschiede muss auf molekularer Ebene gesucht werden,
z. B. in der flir die Permeationseigenschaften sehr wichtigen Porenstruktur. Sie weist zwischen
hNay1.5 und rNay1.2 wenige Unterschiede in der Aminosdurensequenz auf. Diese konnen durch
Mutation beseitigt werden. So kann eine Mutante von rNay1.2 konstruiert werden, die in DI
dieselbe Aminosdurenabfolge in der Porenregion wie hNayl.5 hat (Heinemann et al. 1992a,
vergleiche auch 1.3.4). Sollte nun diese Mutante (rNay1.2 F385C*N388R) genauso empfindlich
auf Anderungen von [Ca**], wie hNay1.5 reagieren, so wire dies ein starker Hinweis darauf, dass
die Kalziumionen mit der Porenregion interagieren, und so die Auswirtsstromamplitude

beeinflussen.

Um die Reaktion des Auswirtsstroms auf Anderungen von [Ca?], der Na-Kanile hNay1.5,
rNay1.2 und rNay1.2 F385CeN388R zu vergleichen, wurde deren RNS zur Expression in

Oozyten injiziert und mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme untersucht.

Der Experimentablauf wurde wie bei den Messungen an HEK293-Zellen unter 3.3.1
gestaltet. Die Oozyten wurden nacheinander den verschiedenen [Ca?'], ausgesetzt
(Losungskombination F, CsCl mit variiertem [Ca®],, vergleiche Tabelle 7-3 im Anhang). Es war
ein Auswirtsstrom durch die exprimierten Kanédle messbar, der durch intrazelluldre Ionen wie

Na* oder K* vermittelt wurde. Jede Messung bei X mM [Ca?'], wurde von zwei Messungen bei
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2mM [Ca®'], umrahmt, und aus der Amplitudenhohe wurde ein Quotient gebildet (relative

Anderung des Auswirtsstroms bei X mM [Ca?*]a = Ixmm/Tomm).

Da Ergebnisse von Experimenten an Oozyten nur bedingt mit solchen von Sadugerzellen
vergleichbar sind, wurde zuerst an den unmutierten Kanédlen hNay1.5 und rNay1.2 der Einfluss

von [Ca*'], auf die Auswirtsstromamplitude untersucht.

Hierbei zeigte der Auswirtsstrom des in Oozyten exprimierten Na-Kanals hNay1.5 eine
Regulation durch extrazellulires [Ca’?'],, wenn auch in geringerem AusmaB als bei den

Untersuchungen in HEK293-Zellen (Abbildung 3-28 A).

Messungen an Oozyten, die rNayl.2 exprimierten, zeigten wenig Beeinflussung des
Auswirtsstroms durch [Ca*'], (Abbildung 3-28 B). Diese Ergebnisse sind konform mit den
Messungen an HEK293-Zellen, die im untersuchten Konzentrationsbereich eine ausgeprigte
Regulation des hNay1.5, nicht aber des rNay1.2 ergaben (siehe Abbildung 3-14, S.56 fiir hNay1.5
und Abbildung 3-26, S.67 fiir rNay1.2, bitte unterschiedliche Skalierung der y-Achse beachten).

Experimente mit der Doppelmutante rNayl.4 F385CeN388R zeigten eine geringe
Beeinflussbarkeit des Auswirtsstroms durch [Ca**]a (Abbildung 3-28 C); sie verhilt sich dhnlich
wie rNay1.2. In Abbildung 3-28 D sind die Ergebnisse aller drei an Oozyten gemessenen Kanéle

zusammengefasst und als Mittelwerte dargestellt.

Es fillt die dhnliche Regulation der Mutante rNay1.2 F385CeN388R und rNay1.2 durch
[Ca?'], auf. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die mutierte Porenregion fiir den Einfluss
von [Ca®'], auf den Auswirtsstrom weniger bedeutsam ist. Die Ca?"-lonenkanal-Interaktion

scheint tiber andere Strukturen des Kanalproteins vermittelt zu werden.
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Abbildung 3-28. Na-Kanile exprimiert in Oozyten, relative Auswirtsamplitude bei verschiedenen [Ca?'].:
A: hNay1.5, n=7. B: rNa,1.2, n=7. C: rNa,1.2 F385C*N388R, n=10. D: Mittelwerte der Messungen von
hNay1.5 (schwarze Kreise), rNay1.2 (rote Vierecke) und rNa,1.2 F385C<N388R (griine Rauten).

Offene Symbole stehen fiir Einzelmessungen, gefiillte Symbole fiir den Mittelwert (mit geraden Linien
verbunden), Fehlerbalken stellen den SEM dar, Losungskombination F extrazellulir.

3.3.6 Nichtinaktivierende Stromkomponente

Der Strom durch die Na-Kanile bei den Messungen zur Regulation des Auswértsstroms
durch [Ca®'], und [Mg**]a schien, wie bereits oben erwihnt, nicht vollstindig zu inaktivieren.
Besonders bei hohen Potentialen zeigte der in HEK293-Zellen gemessene Auswirtsstrom eine
signifikante nichtinaktivierende Stromkomponente. Dies konnte sowohl in Oozyten als auch in
HEK?293-Zellen beobachtet werden. Abbildung 3-29 A zeigt beispielhaft eine Stromantwort auf
einen Testpuls auf +100 mV einer hNa,1.5 HEK293-Zelle bei 2 mM [Ca®'].. Man kann

erkennen, dass nach mehreren Millisekunden immer noch ein deutlicher Strom messbar war.
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Die untere Stromaufzeichnung in Abbildung 3-29 A zeigt den Leckstrom, mit dem der

obere Stromverlauf bereits korrigiert wurde.

Der nichtinaktivierende Strom unterlag von Zelle zu Zelle einer groflen Variabilitit.
Abbildung 3-29 B zeigt beispielhaft den maximalen Auswértsstrom (offene Kreise) von acht
Zellen bei 2 mM [Ca*'],, normiert auf den Wert der Amplitude bei +100 mV. Relativ zu diesem
Wert sind die nichtinaktivierenden Stromkomponenten der acht Zellen dargestellt (gefiillte
Kreise). Es ist eine hohe Variabilitdt der StromgréBe und des Potentials, ab welchem die
Komponente auftritt, zu erkennen. In einigen Zellen inaktivierte der Strom bereits bei =5 mV

nicht mehr vollstdndig, in anderen geschah dies erst ab einer Membranspannung von +70 mV.
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Abbildung 3-29. hNav1.5: A: Beispiel eines Stromverlaufes bei +100 mV und 2 mM [Ca?*],, unten ist der
Leckstrom dargestellt. B: gefiillte Kreise stehen fiir den mittleren nichtinaktivierenden Strom innerhalb
des in A markierten Bereiches, Beispiele fiir acht Zellen, auf den maximalen Auswirtsstrom bei +100 mV
normiert. Die offenen Kreise symbolisieren die Mittelwerte der Auswirtsstrome der acht Zellen bei 2 mM
[Ca*'], mit SEM, ebenfalls auf +100 mV normiert. Losungskombination F.

3.3.6.1 Abhingigkeit von [Ca?*]a

Durch Anderungen von [Ca’'], ldsst sich die Hohe des bestehen bleibenden Stroms
beeinflussen. Der mittlere nichtinaktivierende Strom bei einer Kalziumionenkonzentration von
X mM wurde mit demjenigen bei 2 mM [Ca*']. ins Verhiltnis gesetzt. Daraus ergab sich die in
Abbildung 3-30 dargestellte Abhédngigkeit fiir acht HEK293 hNayl1.5- und sieben
HEK293 rNay1.4-Zellen. Die Regulation erfolgte invers zu derjenigen des Maximalstroms durch
[Ca*]a, d. h. je hoher [Ca’'],, desto geringer war die nichtinaktivierende Komponente.

Erkennbar war die Regulation vor allem bei hohen [Ca?'],.
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Abbildung 3-30. Mittlerer nichtinaktivierender Strom relativ zu demjenigen bei 2mM [Ca®'],.
Messergebnisse (offene Kreise) mit Mittelwert (gefiillte Kreise) und SEM. A: hNa,1.5, acht Zellen. B:
rNa,1.4, siecben Zellen. Losungskombination F..

3.3.6.2 Zeitabhangigkeit

Die Dauer der Experimente hatte einen Einfluss auf die Verdnderung des Maximalstroms
durch [Ca’'l.. Auch die nichtinaktivierende Stromkomponente unterlag einer zeitlichen
Verdnderung. Dies war von Zelle zu Zelle unterschiedlich, wie in Abbildung 3-31 beispielhaft an
jeweils funf Zellen fiir hNay1.5 und rNay1.4 dargestellt wird. Es wurde die Amplitude des
nichtinaktivierenden Stroms bei +100 mV und 2 mM [Ca®'], im Abstand von 5 Minuten
gemessen. Zum Zeitpunkt 0 Minuten wurde die Membran unter der Pipettenéffnung
durchbrochen und der Zugang zum Zellinneren hergestellt. Der gemessene nichtinaktivierende
Strom der meisten hier dargestellten Zellen nahm mehrere Minuten nach Membrandurchbruch
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Abbildung 3-31. Nichtinaktivierende Stromkomponente relativ zum maximalen Auswértsstrom zum
jeweiligen Zeitpunkt nach Durchbrechen der Membran unter der Pipette. Losungskombination F. A:
hNa,1.5. B: rNa,1.4. Jeweils finf Zellen.
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3.3.6.3 Wirkung von TTX

TTX ist ein hochselektiver Na-Kanalblocker, der den Strom durch rNay1.4 in nanomolaren
Konzentrationen effektiv unterdriickt. Das Toxin wurde mit einer Applikationspipette an die
Zellen gebracht. Applikation von 100 uM dieses Toxins bewirkte keine wesentliche Anderung

des nichtinaktivierenden Stroms, wihrend der Maximalstrom deutlich abnahm.

Abbildung 3-32 zeigt beispielhaft zwei Stromaufnahmen von rNayl.4 mit sehr
unterschiedlich groBen nichtinaktivierenden Komponenten. Nach Applikation von 100 uM TTX
ist der maximale Auswirtsstrom fast verschwunden, die nichtinaktivierende Stromkomponente
wird hingegen nur wenig reduziert. Eine Ubersicht iiber die TTX-Beeinflussbarkeit von sechs
Zellen gibt Tabelle 3-1. Dargestellt ist der nichtinaktivierende Strom in nA vor und nach
Toxinapplikation und die relative Verdnderung in Prozent. Zum Vergleich wurde die Abnahme
des maximalen Auswiértsstroms (um die nichtinaktivierende Komponente korrigiert) in gleicher
Weise dargestellt. Die ersten beiden Experimente zeigen kaum eine Anderung des
nichtinaktivierenden Stroms, wobei die maximale Amplitude um 95% bzw. 100% abnahm. In
den Experimenten 4, 5 und 6 konnte eine Abnahme der relativ kleinen nichtinaktivierenden
Stromkomponente gemessen werden. Diese Reduktion war jedoch mindestens um 29% kleiner

als die des maximalen Auswiértsstroms.

Die beobachtete Abnahme des nichtinaktivierenden Stroms ist nicht mit der starken
Blockierbarkeit des maximalen Auswirtsstroms zu vergleichen und es handelt sich daher mit

hoher Wahrscheinlichkeit um einen Strom, der nicht durch Na-Kanéle flief3t.
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Abbildung 3-32. rNa,1.4: Applikation von 100 uM TTX auf zwei Zellen (A und B) mit unterschiedlich
grofB3er nichtinaktivierender Stromkomponente. In B sind die zugehorigen Leckpulse vor Toxinapplikation
dargestellt (graue Linien). Losungskombination F. Strom- und Zeitbalken sowie das Spannungsprotokoll

gelten fiir A und B.
- htinaktivi d maximaler
Experiment- nSltCrorlrrl1 ?nzélxv)lfli)ern(lf)r Veréinderung Auswartsstrom Veréinderung
nlzl mer und nach (re) in % nach (nA) vor (li) und in % nach
Toxinanolikati Toxinapplikation nach (re) Toxinapplikation
oxiapplixation Toxinapplikation
1 0.76 0.65 -14 1.54 0.07 -95
2 0.83 0.77 -7 0.97 0 -100
3 1.38 1.49 +8 0.35 0 -100
4 0.45 0.18 -60 1.26 0.05 -95
5 0.25 0.14 -45 1.15 0.03 -97
6 0.09 0.04 -56 0.73 0.10 -85

Tabelle 3-1. rNayl.4: Darstellung des absoluten nichtinaktivierenden Stroms und der

dazugehorigen maximalen Amplitude bei +100 mV und 2 mM [Ca?'], vor und nach

Toxinapplikation (100 uyM TTX), und deren relative Verdnderung in Prozent. Die Werte

sind Mittelwerte von jeweils drei Messungen vor und nach Toxinapplikation. Vom

Maximalstrom wurde die nichtinaktivierende Stromkomponente abgezogen.
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4.1 Slip-Mode-Permeation

Die Veroffentlichung von Santana et al. 1998 16ste eine umfangreiche wissenschaftliche
Debatte aus, da sie mit einem Dogma der Na-Kanal-Forschung brach: Es wurde darin
festgestellt, dass der Na-Kanal des Herzens nach sympathischer Stimulation seine

Ionenselektivitit dndern kann.

Na-Kanile unterscheiden streng zwischen Kationen. Vor allem die Diskriminierung
zwischen Na" und Ca?" ist in diesem Zusammenhang bekannt und die molekularen Ursachen
dafiir wurden detailliert untersucht (Hille 1971; Heinemann et al. 1992b; Hille 1992; Schlief et
al. 1993; Heinemann et al. 1994; Favre et al. 1996; Schlief et al. 1996; Pérez-Garcia et al. 1997).
Eine erhohte Kalziumionenpermeabilitit nach Kanalphosphorylierung, wie vorgeschlagen, wirft
neue Fragen fiir eine molekulare Regulierbarkeit des genau bekannten Selektivititsfilters auf,
unter anderem, da Ca?" als effektive Na-Kanalblocker bekannt sind (Woodhull 1973; Nilius
1988).

Die Kalziumionenpermeation durch Na-Kanile nach sympathischer Stimulation, von

Santana et al. Slip-Mode-Permeation genannt, wurde zuerst in Rattenherzzellen beobachtet.

Elektrophysiologische Messungen von Na'-Stromen an Herzzellen bringen aufgrund der
ZellgroBBe technische Schwierigkeiten mit sich, da beispielsweise die Spannung iiber der grof3en
Zellmembran nur schwer zu kontrollieren ist. Auch gibt es in diesen Zellen sehr viele mogliche
Einflussfaktoren, die den Kanal, andere Kandle oder Transporter zu vermehrtem
Kalziumioneneinstrom veranlassen konnen. B-adrenerge Stimulation hat in Herzzellen viele
Wirkungen, nicht nur auf Na-Kanile. So ist zum Beispiel die Reaktion des Herzens auf
Ca-Kanalblocker, wie dem von Santana er al. teilweise verwendeten Nifedipin, nach
sympathischer ~ Stimulation umgekehrt wie erwartet, d. h. sie aktivieren den

Kalziumioneneinstrom anstatt ihn zu blockieren (Legssyer et al. 1997).

Um die oben genannten vielfiltigen Probleme zu verringern und die molekularen Ursachen
fiir die Selektivititsdnderung nach sympathischer Stimulation herausfinden zu kénnen, wurde fiir
die vorliegende Arbeit hNay1.5 heterolog in HEK293-Zellen exprimiert und durch Messungen
des Umkehrpotentials auf Kalziumionenpermeabilitidt untersucht. Mit alleiniger Expression der
a-Untereinheit lieB sich nach Forskolinexposition ein leicht zu negativen Spannungen
verschobenes Umkehrpotential messen (von 0,8 mV + 0,75 mV auf 0,32 mV + 0,42 mV bei

2 mM [Ca®*'],). Bei einer auf 1 mV genauen Bestimmung des Umkehrpotentials, waren die
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Abweichungen von 0 mV nicht signifikant. Eine sehr konservative Abschédtzung der maximal
moglichen Permeabilitit Pca/Pna nach sympathischer Stimulation bei 2 mM [Ca?'], innerhalb des
errechneten Fehlers ergab 0,08. Dieses Ergebnis lisst keine Riickschliisse auf vermehrte Ca**-

Permeabilitdt unter den genannten Bedingungen zu.

In einer Reaktion auf die Veroffentlichung von Santana et al. 1998 erschienen zwei
Untersuchungen zur Slip-Mode-Permeation in heterologen Expressionssystemen: Nuss und
Marban 1999 exprimierten hNay1.5 in CHO-Zellen und Balke et al. 1999 in HEK293-Zellen.
Beide konnten keine erhohte Kalziumpermeation nach B-adrenerger Stimulation beobachten.
Nay1.5 ist im Herzen mit der P1-Untereinheit assoziiert und als Antwort auf die beiden
genannten Veroffentlichungen versuchten Cruz et al. 1999 Slip-Mode-Permeation in HEK293-
Zellen nachzuweisen. Dies gelang ihnen, allerdings nur, wenn o- und B1-Untereinheit des
Na-Kanals koexprimiert wurden. Sie konnten dabei nach adrenerger Stimulation einen
Permeabilitdtskoeffizienten Pca/Pna von 0,79 bestimmen, der allerdings kleiner war, als der

urspriinglich in Herzzellen gemessene von bis zu 1,42.

Wie die vorliegende Arbeit verdeutlicht, sind die Ergebnisse von Santana et al. unter den
hier beschriebenen Bedingungen nicht reproduzierbar. Die Selektivitdt des hNay1.5 wurde unter
dhnlichen lonenkonzentrationen gemessen wie bei Cruz et al. 1999 und es wurde ebenfalls die
B1-Untereinheit in HEK293-Zellen koexprimiert. Das Umkehrpotential war fiir alle Messungen
der heterodimeren Kanéle nicht signifikant von 0 mV verschieden. Die maximale relative
Permeabilitit fiir Ca** nach sympathischer Stimulation ergab bei 2 mM [Ca®'], innerhalb der
errechneten Fehlergrenzen fiir die mit der B1-Untereinheit koexprimierten Kanéle Pca/Pna = 0,03.
Dies ist eine sehr geringe Kalziumpermeation. Es zeigte sich, wie bei der Untersuchung der a-
Untereinheit alleine, eine nicht-signifikante negative Verschiebung des Umkehrpotentials, ein

Ergebnis, welches nicht durch Slip-Mode-Permeation erklarbar wire.

Chandra et al. 1999 fiihrten dhnliche Experimente durch und beobachteten ebenfalls eine
negative Verschiebung des Umkehrpotentials nach sympathischer Stimulation. Die relative
Permeabilitdt Pca/Pna dieser Untersuchung betrug 0,017. Messungen an Meerschweinherzzellen
von DelPrincipe et al. 2000 zeigten, dass Nayl.5 nach Phosphorylierung Kalziumionen im
Verhiltnis 0.04:1 permeieren ldsst, eine Zahl, welche die kleinen Permeabilititen der

vorliegenden Arbeit und von Chandra et al. 1999 bestétigt.

Die Idee, dass Ca®" durch Na-Kanile permeiert ist nicht ganz neu. Leblanc und Hume 1990
konnten in Herzmuskelzellen eine kalziumioneninduzierte Kalziumionenfreisetzung (calcium-
induced calcium release, CICR) durch einen Na'-Strom ausldsen. Dafiir war es notig, dass die

extrazellulire Losung Ca®" enthielt; hier wurde diskutiert, dass die Kalziumionen iiber den
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Na/Ca-Austauscher in die Herzzelle eintreten. Nach Stimulation mit ANP (atrio-natrioretic

peptide) beobachteten Sorbera und Morad 1990 einen TTX-sensiblen Kalziumioneneinstrom.

Lemaire et al. 1995 berichteten iiber einen Ca>"-Strom in menschlichen Vorhofzellen, der
durch TTX blockiert werden kann. Die Kinetik dieses Stroms war dhnlich schnell wie der Strom
durch Na-Kanile. Er war nicht durch Ni** und La*" blockierbar, d.h. es handelt sich nicht um
T-Typ Ca-Kanéle. Lemaire et al. 1995 scheinen einen neuen TTX-sensiblen Kalziumionenstrom
im Herzen entdeckt zu haben, der entweder durch Kanile flieft, die den klassischen Na-Kanélen
verwendet sind, oder tatsdchlich durch Na-Kanidle mit verdnderter Selektivitit, eventuell durch
Slip-Mode-Permeation. Um den TTX-sensiblen Ca?*-Strom beobachten zu konnen, war es nétig,

Na'-freie extrazelluldre Losungen zu verwenden.

Uber eine neue Na'-Stromkomponente im Herzventrikel der Ratte haben auch Aggarwal et
al. 1997 berichtet. Sowohl in seiner Kinetik, dem aktivierenden Spannungsbereich, als auch in
den Permeabilititseigenschaften war dieser Strom vom klassischen Na'-Strom des Herzens
verschieden. Aggarwal et al. 1997 scheinen einen neuen TTX-sensiblen Kalziumionenstrom
entdeckt zu haben, der nicht durch die T- oder L-Typ Ca-Kanéle und nicht durch die klassischen
Na-Kanile des Herzens flieBt. Auch bei diesen Untersuchungen war [Na*], = 0 mM. Zu fast dem
gleichen Ergebnis kommen Leblanc et al. 1996 und Cole et al. 1997 mit Untersuchungen an
Herzzellen des Meerschweinchens. Bemerkenswerterweise ist in Na'-freier extrazelluldrer

Losung ein TTX-sensibler Kalziumioneneinstrom messbar.

Die fehlenden extrazelluldren Na'-Ionen und die TTX-Abhédngigkeit in all diesen Arbeiten
fiihrten Guatimosim et al. 2001 zu der Annahme, dass es sich hier um eine weitere Eigenschaft
des Na-Kanals handelt, die sie Inamuny nannten. Die Fdhigkeit, Kalziumionen permeieren zu
lassen, wenn [Na']a= 0 mM, sei von der Slip-Mode-Permeation verschieden, die mit steigender

[Na']a eher zunimmt (Cruz et al. 1999).

Dem wurde durch Chen-Izu et al. 2001 widersprochen, die den TTX-sensiblen Ca**-Strom
in Rattenherzzellen auch in Losungen mit [Na']s ungleich 0 mM messen konnten. In mit Nay1.5
transfizierten HEK293-Zellen konnte dieser Strom nicht beobachtet werden, woraus Chen-Izu et

al. 2001 schlossen, das es sich um zwei verschiedene Na-Kanal-Populationen handelte.

In der Interaktion mit dem Na-Kanal des Herzens wird den extrazelluliren Kalziumionen
eine dreifache Rolle zugeschrieben: Blockierung des Ionenstroms, Verschiebung der Aktivierung
(Hille 1972; Woodhull 1973; Nilius 1988; Hille 1992) und unter bestimmten Bedingungen
permeierendes Ion (Inamuny: Guatimosim et al. 2001 bzw. IcarTx): Chen-Izu et al. 2001 , eventuell

Slip-Mode: Santana et al. 1998).
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Unter den hier beschriebenen Bedingungen konnte in dieser Arbeit, wie u.a. in
Untersuchungen von Nuss und Marban 1999, Balke et al. 1999, Chandra et al. 1999 und
DelPrincipe et al. 2000 kein Hinweis fiir die Existenz des Phdnomens der Slip-Mode-Permeation

gefunden werden.
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4.2 Amplitudenreduktion nach mechanischer Stimulation von rNa,1.4

Mechanische Stimulation durch das fiir den Losungswechsel verwendete Perfusionssystem

fiihrte zu einer Reduktion der Einwértsstromamplitude durch rNay1.4 und hNay1.5.

Die Ausprdagung der rNayl.4-Stromreduktion war nicht konstant, sondern unterlag iiber
einen Zeitraum von vier Monaten hinweg Schwankungen. Diese konnen, trotz gleichbleibender
Behandlung, durch Einfliisse in der Zellkultur hervorgerufen sein. Beispielsweise kann das
Zellmedium leicht verdnderte Einzelbestandteile gehabt haben, evtl. im zugegebenen
Kalbsserum. Die ersten elf Experimente wurden mit der Losungskombination B2 gemessen.
Durch die geringe [Na']. lag der maximale Strom dieser Experimente nicht iiber 2,25 nA. Die
Amplitudenreduktion nach  Einschalten des Perfusionssystems war mit dieser
Ionenkonzentrationen etwas stirker ausgeprégt, als mit Losungskombination C. Kleinere Strome
unterlagen tendenziell einer groBeren Reduktion als die hoheren Stromamplituden (Abbildung
3-5, S.44).

HEK?293-Zellen konnen endogen Na-Kandle exprimieren (Strome bis 100-200 pA,
Ukomadu et al. 1992). Diese werden physiologisch in die Membran eingebaut, mit
Untereinheiten assoziiert (Moran et al. 2000) und mit dem Zytoskelett verbunden. Werden
Na-Kanéle heterolog iiberexprimiert, so ist unklar, ob sie in der selben Weise behandelt werden
wie die endogenen Kanile. Die Stromhohe vor mechanischer Stimulation wurde als Marker fiir
den Grad der Kanalexpression der einzelnen Zellen untersucht. Tendenziell wurde eine umso
geringere Abnahme gemessen, je grofler die Amplitude vor Anschalten des Perfusionssystems
war. Dieses Ergebnis kann fiir eine zelluldre Regulation sprechen, die ausgeprégter ist, wenn
weniger Kanédle vorhanden sind. Es ist denkbar, dass die vorhandenen endogenen Proteine, die
normalerweise mit den Kanélen in Verbindung stehen, wie beispielsweise die B-Untereinheiten,
nicht ausreichen, um mit allen exprimierten Kanalproteinen zu interagieren. Wenn die
Assoziation mit einem weiteren zelleigenem Protein Vorraussetzung fiir eine Stromédnderung
nach mechanischer Stimulation ist, kann nur ein kleiner Teil der Kanéle reagieren. Ist die Menge
dieses zelleigenen Proteins limitierend, wird der relative Teil der stimulierbaren Kanéle kleiner

und ebenso die untersuchte relative Stromabnahme.

Die Zellen wurden zwei bis fiinf Tage nach dem Ausplatieren, einem Vorgang der
teilsynchronisierend wirkt, gemessen. Die Amplitudenreduktion war am flinften bzw. (unter
Berticksichtigung der ersten elf Experimente) vierten Tag am stdrksten ausgeprigt. Der
Zellzyklus und die Dauer der Zellkultur scheint Einfluss auf die Amplitudenregulation durch

mechanische Stimulation zu haben. Zur weitergehenden Untersuchung konnten Chemikalien



4 Diskussion 80

eingesetzt werden, welche die Zellen in bestimmten Zyklusstadien festhalten. Es ist auch
denkbar, dass die Zellen mit steigender Zelldichte mehr, weniger bzw. andere Zytokine
produzieren, die sich auf die zelluldre Stromregulation auswirken. Es wurden immer nur einzelne
Zellen, ohne direkten Kontakt zu Nachbarzellen, untersucht. An den einmal auf Messschalen
verteilten Zellen wurde kein Mediumwechsel durchgefiihrt. Auch die sich é&ndernde
Nihrstoffzusammensetzung kann einen Einfluss auf die Reaktion des Na'-Stroms auf

mechanische Stimulation haben.

Die bisher genannten Messergebnisse weisen darauf hin, dass das AusmalBl der
Amplitudenreduktion nach mechanischer Stimulation einer zelluldren Regulation unterliegt. Gut
bekannte und beeinflussbare Signalwege, die auch fiir die Beeinflussung von Na-Kanélen eine
Rolle spielen, verlaufen tiber G-Proteine. Durch den Einsatz von GTPyS und PTX konnte gezeigt
werden, dass G-Proteine (Gi-, Gs-, Go- bzw. monomere G-Proteine, wie z.B. die Ras-Familie) in
diesem Versuchsaufbau scheinbar keinen Einfluss auf die beobachtete Amplitudendnderung

haben.

Na-Kanile stehen mit dem Zytoskelett in Verbindung (Srinivasan et al. 1988; Davis et al.
1996, Hibino et al. 1999;; Johnson 1999; Mironov und Richter 1999). Zwei neuere
Untersuchungen konnten eine Regulation der Schaltvorgidnge des hNay1.4 und rNay1.4 durch
Unterdruck an der Patch-Pipette nachweisen (Tabarean et al. 1999; Shcherbatko et al. 1999).
Shcherbatko et al. zeigten an Oozyten-Patch-Untersuchungen, dass Unterdruck zu einer
beschleunigten schnellen Inaktivierung fiihrt. Pharmakologische Zerstérung der Mikrotubli, die
dem Zytoskelett zugerechnet werden, fithrte zum selben Ergebnis. Die Autoren berichteten {iber
eine Zunahme der Stromamplitude wihrend der Anderung des Inaktivierungsmodus. Da das
Zytoskelett auf Verformungen der Zelloberflache reagieren kann, ist eine Beeinflussung der

Kanile nach mechanischer Stimulation der Zellen {iber dieses System moglich.

Hemmung der Aktinpolymerisierung durch Cytochalasin D fiihrte zu einer Reduktion des
Ganzzell-Na*-Stroms in Rattenventrikelzellen, die Inaktivierung war verlangsamt und die
Aktivierung war zu positiveren Potentialen verschoben (Undrovinas et al. 1995; Maltsev und
Undrovinas 1997). Der Na-Kanal wechselte in einen Schaltmodus, in dem er eine niedrigere
maximale Offenwahrscheinlichkeit und eine gréBere nichtinaktivierende Aktivitdt zeigte. Durch
Stabilisierung der Mikrotubuli mit Taxol wurde das Gegenteil erreicht, die Aktivierung wurde zu
negativeren Potentialen verschoben. Maltsev und Undrovinas zeigten in ihrer Untersuchung,
dass tiiber das F-actin- oder Mikrotubuli-gestiitzte Zytoskelett Einfluss auf die maximale
Stromhohe der Na-Kanidle im Herzen genommen werden kann. In der vorliegenden Arbeit

wurden keine Stoffe eingesetzt, die direkt auf das Zytoskelett wirken. Eine Beeinflussung der
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Amplitudenabnahme nach mechanischer Stimulation iiber das Zytoskelett konnte jedoch so

tiberpriift werden.

Mechanische Dehnung isolierter Kardiomyozyten fiithrte sowohl beim Meerschweinchen
als auch beim Frosch zu einer Verkiirzung des Aktionspotentials. Die Amplitude in den Zellen
des Frosches nahm ab (Cazorla et al. 1998), was auf eine Verringerung der Aktivitdt des

Na-Kanals infolge der Dehnung hindeutet.

Anderungen der Schaltvorginge, gleich ob indirekt durch das Zytoskelett oder direkt iiber
das Kanalprotein vermittelt, konnen zu einer Stromabnahme fiithren. Sollte nach mechanischer
Stimulation die Aktivierung bzw. Inaktivierung der Kanile schneller bzw. langsamer werden, so
wiirde sich dies auf die Inaktivierungskonstante auswirken, die in der vorliegenden Arbeit vor
und nach Anschalten des Perfusionssystems gemessen wurde. Es zeigte sich dabei jedoch
allenfalls eine leichte Zunahme, die eher eine Amplitudenerhohung erkldaren konnte. Die
Regulation der Amplitudenabnahme nach mechanischer Stimulation scheint weder auf
verdnderte Schaltvorgidnge durch direkte mechanische Kanalmodulation, noch auf die oben
beschriebene Interaktion zwischen Na-Kanal und Zytoskelett (Shcherbatko et al. 1999), welche
die mechanische Stimulation an das Kanalprotein weiterleiten und zu Schalmodusénderungen

fiihren kann, zuriickzufiihren zu sein.

Weder durch Regulation der Schaltvorgdnge noch durch Interaktion mit den Signalwegen
der G-Proteine konnte mit unseren Methoden die Amplitudenreduktion nach mechanischer

Stimulation erklirt werden.

Ein weiterer Erkldrungsansatz fiir die beobachtete Amplitudenreduktion entsteht aus der
Uberlegung, dass die Kanile von den Zellen in verschiedene Kompartimente, wie beispielsweise

Kaveolen, transportiert werden koénnten.

Kaveolen sind kleine Membraneinstiilpungen mit einem Durchmesser von 50-100 nm, die
am haufigsten in Endothelzellen vorkommen (fiir eine Ubersicht vergleiche Anderson 1998). Sie
sind tiber einen kurzen Hals mit der Zellmembran verbunden oder sitzen abgeschniirt direkt unter
der Membran (Rothberg et al. 1992). Funktionell sind sie am zelluldren Transport und der
Signaltransduktion beteiligt. Sie tragen ein Markerprotein namens Kaveolin, welches je nach
Zelltyp 21-24 kDa schwer ist und fiir die Kriimmung des Halses verantwortlich ist (Kurzchalia et
al. 1992; Kurzchalia und Parton 1999). Kaveolin-1 kommt in glatter Muskulatur, aber auch im
Herzmuskel vor (Li et al. 2001), wobei Kaveolin-3 hauptsdchlich im Herz- und Skelettmuskel
gefunden werden kann. Zellen konnen bis zu vier verschiedene Unterarten exprimieren (von
Kaveolin-1 gibt es eine a- und B-Unterform, Kogo und Fujimoto 2000), die zu Oligomerisierung

neigen (fiir eine Ubersicht vergleiche Parton 1996). Kaveolin fungiert als Bindeprotein
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(,,scaffolding protein®) fiir verschiedene Lipide und lipid-verénderbare
Signaltransduktionsmolekiile (Sargiacomo et al. 1993) und interagiert mit Ga-Proteinen (Li et al.

1995; Song et al. 1996).

Kaveolen verfiigen {iber Transportproteine, die zum Abschniiren der Membran-
einstiilpungen noétig sind, und es gibt Untersuchungen die ein G-Protein-vermitteltes Abtauchen
der Kaveolen nachweisen konnten (Parton et al. 1994; Schnitzer et al. 1995a; Schnitzer et al.
1996). Der genaue Stimulus, der zum Abschniiren fiihrt, ist noch unbekannt, auch mechanischer
Stress kommt in Frage. Parton et al. 1994 konnten durch Zerstorung des Zytoskeletts mit
Cytochalasin D oder mit dem Kinaseinhibitor Staurosporin die Internalisierung der Kaveolen
unterbinden. Da das Zytoskelett Verformungen der Zelloberfliche an andere Strukturen
weiterleiten kann, ist es moglich, dass es die Internalisierung der Kaveolen nach mechanischer

Stimulation initialisiert.

Wiirden Na-Kanéle von den Zellen in die Membran der Kaveolen eingelagert, so wiirden
sie beim Abtauchen von der Zelloberfliche verschwinden und nicht mehr zum Gesamtstrom der
Zelle beitragen. Dies fiithrte zu einer Amplitudenreduktion und kénnte die Beobachtungen nach
mechanischer Stimulation erkldren. Mit dieser Theorie lieBe sich auch die unveridnderte Kinetik

der Kanile nach Stromreduktion erkliren.

Die Amplitudenabnahme nach mechanischer Stimulation ist am fiinften Tag am groften.
Dies kann darauf hindeuten, dass Zelldichte und Zytokinkonzentrationen eine Rolle spielen
konnten. Auch Kaveolen unterliegen zelluldrer Regulation. Die Abschniirung der
Membransickchen wiirde allerdings nicht durch G-Proteine aktiviert oder reguliert werden, da in
den beschriebenen Experimenten mit PTX und GTPyS keine Anderung der Amplitudenabnahme
nachgewiesen werden konnte (vergleiche Abschnitt 3.2.1, S.40).

Aus aufgereinigten Kaveolen konnten von den spannungsgesteuerten Kanélen der K-Kanal
Ky1.5 in Kaveolen nachgewiesen werden (Martens et al. 2001). Ellisman und Levinson 1982
konnten mit der Peroxidase-Antiperoxidase-Technik und der damaligen Elektronenmikroskopie
erste Hinweise darauf finden, dass Na-Kanile des E. electricus in Kaveolen lokalisiert sind.

Zur Uberpriifung der Hypothese der kaveolenvermittelten Regulation der Verfiigbarkeit
der Na-Kandle wurden elektronenmikroskopische Bilder von Herz- und HEK293-Zellen
angefertigt. Dabei konnten frithere Arbeiten bestitigt werden, die in beiden Zelltypen Kaveolen
nachweisen konnten (Abbildung 3-6 und Abbildung 3-7, S.47f, Masson-Pevet et al. 1980).

Die kaveolenreichen Membranabschnitte wurden mit TritonX100 aus den Zellen

herausgelost, eine Methode, die kritisiert wurde, da sie auch Teile der Membran herauslost, die
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den Kaveolen benachbart sind bzw. kein Kaveolin enthalten (sog. ,rafts“, Schnitzer et al.
1995b). Um Kaveolen noch spezifischer aufzureinigen, wurde mit Anti-Kaveolin-1 gegen das
Markerprotein Kaveolin-1 eine Immunoprézipitation aus Zelllysaten mit TritonX100 behandelter
Zellen durchgefithrt. Man geht davon aus, dass die vom Kaveolin umschlossenen

Membranbereiche zusammen mit dem Antikorperkomplex isoliert werden konnen.

In einem Westernblot der Prézipitate konnte mit dem Antikérper gegen Kaveolin-1 aus
HEK?293-Zellen und aus dem Lysat von Herzzellen eine Bande mit relevanter Grofle bei ca.
45 kDa detektiert werden, welche dem Dimer des Kaveolins entsprechen kann (Grofe des
Monomers 21 kDa). Dies kann darauf hinweisen, dass die Prézipitate Kaveolin enthalten.
Allerdings wird meist davon ausgegangen, dass nicht-kovalente Bindungen durch den SDS-

Puffer gelost werden.

Es treten auch unspezifische Hintergrundbanden auf (z. B. am Gelende), die zeigen, dass
der Antikorper in diesem Experiment keine hohe Stringenz aufwies. Da der zweite Antikorper
gegen das Kaninchenimmunglobulin gerichtet ist, ist es moglich, dass er den
Prazipitationsantikorper erkannte (lange Kette bei 50 kDa, kurze Kette bei 25 kDa) und die

entsprechenden Banden auf diese Interaktion zuriick zufiihren sind.

Eine Immunodetektion der Prézipitate mit dem Antikérper SP19, der gegen das
hochkonservierte Inaktivierungsmotiv IFM der Na-Kanéle gerichtet ist, konnte eine Bande bei
260 kDa nachweisen. Dies entspricht der gesuchten KanalgroBe (Catterall 1992). Die Detektion
einer Bande bei 260 kDa mit dem Na-Kanal spezifischen Antikorper in den Prézipitaten der
rNayl.4 HEK293-Zellen und der Herzzellen spricht fiir eine Kolokalisation des Na-Kanals mit

Kaveolen.

Auch in diesem Westernblot zeigten sich unspezifische Hintergrundbanden und die

Detektion des Immunoprézipitationsantikorpers.

In Herzzellen findet sich der Na-Kanal mit den Kaveolen assoziiert, wie diese Ergebnisse
vermuten lassen. Da Herzzellen sehr viele Na-Kanile exprimieren, nicht nur in Kaveolen, konnte

der Kanal auch im Kontrollprazipitat detektiert werden.

In den Prazipitaten der hNay1.5-Zellen konnte auch nach mehreren Stunden Belichtungs-
zeit keine Bande detektiert werden. Die Kanalexpression dieser Zellen war nicht so gut wie die

von rNayl.4, so dass eventuell zu wenig Protein vorhanden war.

Der Hinweis aus der Immunoprézipitation, dass der Na-Kanal in den untersuchten Zellen
in Kaveolen Ilokalisiert sein kann, sollte mit elektronenmikroskopischen Immunogold-

markierungen tberpriift werden. Dabei zeigte sich eine Anreicherung von drei bis vier
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Goldkornchen in Kaveolen, bei relativ geringer Hintergrundmarkierung (vergleiche Abbildung
3-9). Dieses Ergebnis ist ein weiterer Hinweis darauf, dass Na-Kanéle in Kaveolen vorhanden
sind, und eventuell nach mechanischer Stimulation mit den Kaveolen von der Zelloberfliche

abgeschniirt werden.

Zu einem &dhnlichen Ergebnis kamen Yarbrough et al. 2002 die in isolierten Kaveolen mit
dem Antikérper SP-19 Na-Kanidle durch Immunogoldmarkierungen nachweisen konnten.
Zugabe von Isoproterenol bei Ganzzell-Patch-Clamp-Versuchen an Rattenherzzellen bewirkte
eine Na'-Einwirtsstromzunahme, auch in Gegenwart eines Proteinkinase A Inhibitors. Durch
einen Antikorper gegen Kaveolin-3 in der Pipettenlosung konnte die Stromzunahme unterbunden
werden. Die Autoren schlossen daraus, dass Kaveolin-3 eine wesentliche Rolle im direkt
vermittelten Stromanstieg durch Isoproterenol spielt und dass die Verfiigbarkeit der Kanile tiber
Kaveolen vermittelt sein kann, was die in dieser Arbeit propagierte These der kaveolen-

vermittelten Na-Kanal-Regulation stiitzt.
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4.3 Regulation der Auswaértsstromamplitude durch hNav1.5, rNa,1.4

und rNav1.2 durch extrazellulare divalente Kationen

Der Auswirtsstrom durch hNay1.5 erhohte sich mit steigender [Ca®*].. Wie Woodhull 1973
bereits in Tintenfischaxonen bemerkte, ohne es nidher zu untersuchen, ist dies nur bei sehr hohen
Membranpotentialen zu beobachten. Wurde die [Ca®'], in der vorliegenden Arbeit von 0,1 mM
auf 20 mM vergrofert, so nahm der Auswirtsstrom im Mittel um 293% zu (vergleiche Tabelle
6-4 und Tabelle 7-5 im Anhang). Dieses liberraschende Ergebnis steht im Widerspruch zu der
seit Jahrzehnten bekannten Blockierbarkeit des Na-Kanals durch extrazelluldre divalente lonen
(Woodhull 1973; Sheets et al. 1987; Nilius 1988). Auch die Verschiebung der Kanal6ffnung zu
positiven Potentialen spricht gegen den hier beobachteten Effekt einer Aktivitétssteigerung durch

[Ca?'T..

Die detailliertere Untersuchung zeigte eine Abhingigkeit des hNay1.5-Auswirtsstroms von
[Ca?']a, die sich mit der Michaelis-Menten-Gleichung beschreiben lieB. Die Amplituden wurden
relativ zum Auswirtsstrom bei 2 mM [Ca?'], betrachtet. Mit der Annahme, dass bei 0 mM
[Ca*]a ein minimaler Strom vorhanden ist (Vmin), ergab die Niherung mit der modifizierten
Michaelis-Menten-Gleichung Werte, welche die Messdaten gut beschrieben. Die berechnete
maximale relative Stromamplitude von 1,87 + 0,12 deutet darauf hin, dass der Auswértsstrom
bei 2 mM [Ca*'], allein durch Erhéhung von [Ca®'], nahezu verdoppelt werden kann. Die
halbmaximale Konzentration Kq = 3,55 + 0,69 zeigt den fiir die Amplitudenregulation besonders
empfindlichen Konzentrationsbereich an. Er liegt relativ nahe an der physiologischen
Serumkonzentration von 2,4 mM, (Schmidt und Thews 1997). Vmin betrdgt 0,5 = 0,04 und passt

gut zu den bis 0,1 mM [Ca*'], gemessenen Daten.

Entfernte man alle divalenten Ionen aus der extrazellularen Losung, so konnte kein Strom
mehr gemessen werden, obwohl kurz vor und nach dieser Messung dieselbe Zelle bei 20 mM
einen deutlichen Auswértsstrom aufwies (vergleiche Abbildung 3-15, S.57). Fiir die Michaelis-
Menten-Niherung lagen keine Messwerte fiir Konzentrationen kleiner 0,1 mM [Ca®*'], vor, da
mit diesen geringen Mengen divalenter Kationen in der Badlosung keine systematische
Messungen moglich waren. Da aber bei 0 mM [Ca®'], kein Strom mehr detektierbar war,
bezeichnet der Wert fiir Vmin moglicherweise ein Minimum; und bei sehr geringen
Konzentrationen strebt der y-Wert der Ndherungskurve dennoch gegen Null. Messungen, die
dies untersuchen, miissen an Systemen erfolgen, die gegeniiber sehr geringen extrazelluldren
divalenten = Konzentrationen unempfindlicher als HEK293-Zellen reagieren (z.B.

Tintenfischaxone).
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Um die kalziumionenabhingige Regulation des Auswértsstroms im untersuchten
Konzentrationsbereich genauer zu analysieren, wurden Rauschanalysen in Ganzzell-Patch-
Clamp-Konfiguration durchgefiihrt. Es wurde darauf geachtet, dass der Widerstand der Zell-
Pipetten-Abdichtung wéhrend des ganzen Experiments im Gigaohmbereich und die
Kompensation des Zugangswiderstandes tiber 70% lag. Auf diese Weise wurden das
Hintergrundrauschen und kapazitive Artefakte beim Wechsel der Membranspannung moglichst
gering gehalten. Da der Na-Kanal sehr schnell 6ffnet und inaktiviert (innerhalb von 3-5 ms) sind
die genannten technischen Vorkehrungen wichtig, um das Rauschen wihrend der Kanal6ffnung

moglichst artefaktfrei messen zu konnen.

Mit der Rauschanalyse konnte ein Anstieg der Offenwahrscheinlichkeit des hNay1.5 von
26% bei 2 mM auf 60% bei 20 mM [Ca®'], gemessen werden. Dieses Ergebnis konnte durch
einen stabilisierenden Effekt der Kalziumionen auf die Kanalproteinkonformation erklért

werden.

Dieser Anstieg ging einher mit einer Abnahme der Einzelkanalamplitude (von 406 fA bei
2 mM auf 280fA bei 20 mM [Ca®'].), was auf die Blockierungseigenschaften des Kalziumions
zuriickzufithren ist (Cukierman und Krueger 1990). Die Anzahl n der Kandle war auch bei

Messungen an einer Zelle sehr variabel und fithrte zu keiner eindeutigen Aussage iiber deren

Verinderbarkeit durch [Ca?'],.

Unter dem Aspekt, dass Ca®" auch als permeierendes Ion in Erwigung gezogen wird
(vergleiche 4.1, Santana et al. 1998), erscheint die beobachtete Erhohung der
Offenwahrscheinlichkeit bemerkenswert, da durch Erh6hung der treibenden Kraft fiir einen

Einwirtsstrom, der Ionenfluss nach au3en gréfer wird.

Die Effekte von Ca’" auf erregbare Membranen wurden bisher vor allem als
erregungshemmend beschrieben. Dies ist zum einen auf die Blockierung des Na-Kanals
zuriickzufiihren, zum anderen auf die Verschiebung der Aktivierung zu positiveren Potentialen,
so dass hohere Spannungen nétig sind, um den Na-Kanal zu aktivieren und ein Aktionspotential
generieren zu konnen. Diese beiden Effekte sind vor allem bei niedrigeren Membranpotentialen
relevant. In dieser Arbeit wird tiber einen aktivititssteigernden Effekt berichtet, der bei hohen
Membranpotentialen, hohen [Ca®']. sowie einem Na'-Auswirtsstrom zu einer erhohten

Offenwahrscheinlichkeit der Na-Kaniile fiihrt.

Die bekannten hemmenden Effekte von [Ca®'], lassen sich durch Verinderungen des
Oberflachenpotentials (Verschiebung der Aktivierung) bzw. direkte Interaktion mit dem

Kanalprotein (Blockierung; nach der Theorie von Armstrong auch die Verschiebung der
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Aktivierung, wenn Ca** am S4 bindet und es so in seiner Beweglichkeit behindert, Hille 1992)

hinreichend erkliren.

Fiir den beobachteten aktivierenden Effekt scheint das Oberflichenpotential eher eine
untergeordnete Rolle zu spielen, da bei hohen Spannungen von einer AbstoBung der Ca’>" von
der Zellmembran auszugehen ist. Aullerdem koénnen sie das membraninterne Feld nicht mehr
wesentlich gegen eine Potentialdifferenz von beispielsweise +100 mV beeinflussen. Es ist also

eher von einem Effekt direkt am Kanal auszugehen.

In einer Untersuchung von Townsend et al. 1997 wurde der Auswértsstrom durch hNay1.5
exprimiert in Sdugerzellen (tsA201-Zellen) untersucht. Bei hohen Membranpotentialen wurde
[Na'], erhoht. Dies fiihrte, analog zu den vorliegenden Experimenten mit [Ca®']s, zu einer
Auswirtsstromerhohung. Die Autoren konnten, dhnlich wie in der vorliegenden Arbeit, als
Ursache fiir die Stromerhohung eine groBere Offenwahrscheinlichkeit der Kandle messen. Sie
vermuteten eine direkte Ca?’-Kanal-Interaktion. Bei hohen positiven Potentialen und geringen
Ionenkonzentrationen wird das vermutlich im Porenbereich gebundene lon durch elektrische
Anziehungs- bzw. Abstoungskrifte eher vom Kanal entfernt. Da ein Kanal ohne gebundenes
permeables lon nach der Hypothese von Townsend et al. eine geringere Offenwahrscheinlichkeit
hat, sinkt bei hohen Membranpotentialen und geringer [Na']. der messbare Strom. Es ist
denkbar, dass auch Ca?’ an den Kanal bindet, ihn stabilisiert, bei hohen Spannungen vom
Kanalprotein entfernt wird und dadurch p, abnimmt, was die in der vorliegenden Arbeit

beobachtete Stromregulation erkldren konnte.

Armstrong 1999 untersuchte an Tintenfischaxonen den Einfluss von [Ca*'], auf die
Aktivierung des Na-Kanals. Thre Ergebnisse legen nahe, dass die Kanéle nur schlieen konnen,
wenn sie ein Ca?* gebunden haben, anderenfalls wechseln sie in eine nichtfunktionsfihige
Konformation. Die Messungen bei 0 mM [Ca®'], der vorliegenden Arbeit stiitzen diese
Annahme; auch hier war kein hNay1.5-Auswirtsstrom messbar, da eventuell ein GroBteil der

Kanile nicht mehr funktionsfihig war.

Mg?*, ein weiteres physiologisch vorkommendes divalentes Ion, ist auch als Na-Kanal-
Blocker bekannt (Sheets und Hanck 1992). Daher wurde in dieser Studie der Einfluss von

[Mg?*] auf die gemessenen Parameter untersucht.

Um ungeféhr die gleiche Hohe des hNayl.5-Auswirtsstroms zu erreichen, musste eine
fiinfmal hohere Magnesium- als Kalziumionenkonzentration eingesetzt werden. Sollten divalente

Ionen einen konformationsstabilisierenden Effekt haben, so ist Mg?* darin nicht so effektiv wie
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Ca?*. Es zeigte sich eine #hnliche Regulation der Auswirtsstromamplitude durch [Mg**]. wie
durch [Ca*']a. Fiir geringere Konzentrationen ist die Regulation durch [Mg*']a sehr ausgeprigt,
bei 1 mM betrdgt der relative Auswiértsstrom im Mittel nur 25% desjenigen bei 10 mM. Die
Daten lieBen sich gut mit der modifizierten Michaelis-Menten-Gleichung abschitzen, mit der
sich eine relative maximale Auswirtsstromamplitude von 1,62 + 0,03 errechnen ldsst (der
Auswirtsstrom bei 10 mM [Mg*']. wurde als Referenz gewihlt). Der minimale relative Storm
betrdgt nach dieser Abschitzung 0,32 + 0,03. Auch hier kann es sich um ein Minimum handeln.
Es fillt ein Hill-Koeffizient nahe 2 auf (1,95 £+ 0,16). Dies ist ein Hinweis darauf, dass die
Interaktion zwischen Kanal und Ion vermutlich nicht im Verhéltnis 1:1 stattfindet. Da das
Na-Kanalprotein aus vier verschiedenen Doménen besteht, ist es wahrscheinlich, dass bei der
Ion-Kanal-Bindung Kooperativitdt vorliegt, man also nicht von einem Bindungsverhéltnis von

1 : ~2 ausgehen kann, wie es der Hillkoeffizienten vermuten lassen konnte.

Neben hNa,1.5 wurden auch rNayl1.4 und rNay1.2 untersucht. [Ca*], hatte einen
geringeren Einfluss auf den Skelettmuskelkanal als auf den Herzmuskelkanal. Der relative
Auswirtsstrom erreicht bei rNay1.4 maximal 1,02 + 0,02 und minimal 0,41 + 0,57, dies ist eine
wesentlich kleinere Spanne als bei hNay1.5 (Viax = 1,87 £ 0,12, Vmin = 0,50 + 0,04 fiir hNay1.5;
die Werte ergeben sich aus der modifizierten Michaelis-Menten-Gleichung). Fiir [Mg*']. zeigte
sich eine schwichere Anderung der relativen rNay1.4-Auswirtsstromamplitude als fiir [Ca®]a
(maximal 1,11 + 0,06, minimal 0,75 £ 0,18), die auch kleiner ist als fiir hNay1.5 (fiir eine
Ubersicht vergleiche Tabelle 7-5 im Anhang). Es zeigte sich fiir die Mg?'-rNay1.4-Interaktion
ebenfalls ein Hillkoeffizient ungleich 1. Dies deutet darauf hin, dass zwar Ca*"
(Hillkoeffizient = 1) eher mit einer Stochiometrie von 1:1 mit dem Kanal interagiert, Mg**
hingegen mit mehreren Ionen pro Kanal interagieren kénnte. Die Interpretation ist bei der Mg?*-
rNay1.4-Interaktion sehr vorsichtig zu bewerten, da der Hillkoeffizient hier stark fehlerbehaftet
ist. Um genauere Daten zu erhalten, miisste beispielsweise die Anzahl der Messungen erhoht

werden.

Nay1.2 war fast gar nicht durch [Ca?'], regulierbar, so dass bei diesem Kanal nicht von der
an hNayl.5 gemessenen Zunahme der Offenwahrscheinlichkeit ausgegangen werden kann.
Cukierman und Krueger 1990 beobachteten an Rattengehirnkanélen in kiinstlichen Lipiddoppel-
schichten sogar eine Abnahme der Offenwahrscheinlichkeit, wenn extrazelluldre Bariumionen

als einzige divalente Ionen der Losung der extrazelluldren Seite zugegeben wurden.

In drei der iiberexprimierenden Zellen zeigten die Kanidle rNay1.4 und rNayl.2 ein

dhnliches Verhalten wie hNay1.5. Sie wurden als Ausreifler betrachtet und nicht in die
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Berechnung des Mittelwertes miteinbezogen. Eventuell sind diese Zellen in einem Zustand, der
sie besonders empfindlich fiir Verdnderungen der extrazelluldren divalenten lonenkonzentration
macht. Die beiden genannten Kanile haben eine sehr lange intrazelluldre Verbindungsschleife
zwischen der ersten und zweiten Doméne, die viele Phosphorylierungsstellen aufweist
(vergleiche Abb. 1-2 in der Einleitung). Es ist denkbar, dass sie durch Proteinkinasen in einen
Zustand gebracht wurden, der sie fiir extrazelluldre lonen unempfindlicher macht als hNayl.5,

der weniger Phosphorylierungsstellen aufweist.

Da es sich bei der Amplitudenregulation durch extrazelluldre divalente lonen nicht um eine
allgemeine  Na-Kanaleigenschaft handelt, muss sie auf den unterschiedlichen
Aminosdurensequenzen der drei untersuchten Kanédle beruhen. Es ist bekannt, dass Na-Kanile
unterschiedlich stark durch TTX blockiert werden. rNayl.2 ist durch geringe Mengen TTX
blockierbar und war wihrend der Experimente der vorliegenden Arbeit von Anderungen von
[Ca?"], weitgehend unbeeinflusst. Die Porenregion der ersten Domine dieses Kanals beherbergt
eine TTX-Bindungsstelle und unterscheidet sich nur durch zwei Aminosduren von derjenigen
des TTX-unsensiblen hNayl.5. Die Mutante rNay1.2 F385C<N388R hat in der Porenregion der
ersten Doméne die gleiche Aminosdurenabfolge wie hNay1.5 (Heinemann et al. 1992a). Dadurch
hat die Mutante dieselbe TTX-Empfindlichkeit wie hNay1.5 und ist durch Ca*", Cd**, Co?" und

Zn*" ghnlich blockierbar.

Um die genannten Kanéle und die Mutante zu untersuchen wurde die jeweilige mRNS in
Oozyten injiziert und der exprimierte Kanal mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme
untersucht. Die Versuche zeigten, dass auch in diesem Expressionssystem die
Auswirtsstromamplitude durch hNay1.5 durch [Ca®'], reguliert werden konnte. Die zeitliche
Auflosung des gemessenen Stroms in Oozyten ist wegen der grolen Zellen relativ gering. Es
wurden daher nur die Amplitude und keine Schaltvorgéinge untersucht. Die Expression der
Kanalproteine war gut, es entstanden groBe Strome (bis 35 pA), so dass die endogenen

Komponenten weitgehend vernachléssigt werden konnten.

rNay1l.2 und rNay1.2 F385CeN388R waren beide im Vergleich mit hNay1.5 im Oozyten-
Expressionssystem nur sehr schwach durch [Ca®'], regulierbar. Dies deutet darauf hin, dass die
Regulation der Auswirtsstromamplitude der Na-Kanile durch [Ca*']. zumindest nicht auf der

mutierten Porenregion beruht, sondern vermutlich durch das restliche Kanalprotein vermittelt ist.

Die beschriebene Regulationsmoglichkeit der Na-Kanéle in Oozyten oder HEK293-Zellen
ist nur unter relativ unphysiologischen Experimentalbedingungen messbar. Der Na'-Strom ist bei

Potentialen nahe 0 mV unter physiologischen Bedingungen ein Einwirtsstrom und durch [Ca*'],
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blockierbar. Um die Steigerung der Aktivitit der Na-Kanidle durch divalente Kationen
beobachten zu konnen, miissen die beschriebenen, relativ unphysiologischen Messbedingungen
gewihlt werden (Auswértsstrom und hohe Membranpotentiale), da sie sonst von den anderen

Effekten der genannten Ionen tiberlagert werden.

Mit der Dauer der Experimente nahm die Auswirkung der Anderungen der divalenten
Ionenkonzentration auf die Auswértsstromamplitude zu. Je ldnger die Messung dauerte, desto
mehr zelluldre Enzyme wurden durch die Pipettenlosung aus der Zelle ausgewaschen und desto
langer konnte CsF mit zelluldren Bestandteilen interagieren. Es ist also moglich, dass der
untersuchte Effekt einer zelluldren Inhibition unterliegt, die durch Einwirken der Pipettenlosung

langsam unterdriickt wird.

Die Zunahme der Auswirtsstromamplitude bei steigender [Ca®'], ist nicht auf verinderte
schnelle Schaltvorginge zuriickzufiihren, da eine Uberlagerung und Skalierung der Stromkurven
bei 2 und 20 mM [Ca?*], keinerlei Unterschiede erkennen ldsst. Dies ist nur erklirbar, wenn die
schnellen Schaltvorgiinge gleich bleiben oder Aktivierung und Inaktivierung in exakt dem

gleichen Ausmalle verdndert werden wiirden, was unwahrscheinlich erscheint.

Die Uberlagerung der Stromkurven kann allerdings keine Aussage iiber die langsame
Inaktivierung machen, die in Zeitrdumen von Minuten ablduft. Das Haltepotential bei —100 mV
liegt bereits in einem Bereich, in dem leichte Verschiebungen der langsamen Inaktivierung von
hNay1.5 zu deutlichen Verdnderungen der maximalen Stromamplitude fiihren konnen
(Richmond 1998). Es ist bekannt, dass erhohte [Na'], die langsame Inaktivierung vermindert
(Townsend und Horn 1997). Wenn auch [Ca’'], einen vergleichbaren Effekt hat, wie von
Woodhull 1973 vorgeschlagen, so kann dies die beobachteten Auswirkungen auf den
Maximalstrom teilweise erkldaren. Die Zellen wurden vor jeder Messung einer Strom-Spannungs-
Kurve ca. 6-10 Sekunden lang der neuen [Ca®']. ausgesetzt, wihrend Testpulse appliziert
wurden. Sollte dies bereits ausgereicht haben, die langsame Inaktivierung zu verschieben, lieBe
sich daraus die groBere Auswirtsstromamplitude bei erhohtem [Ca®'], erkliren. Diese
Regulation ist bei Nay1.5 nicht so stark ausgepriagt wie bei Nay1.4 (Richmond 1998), wodurch
die unterschiedlichen Ergebnisse fiir hNay1.5 und rNay1.4 dieser Arbeit verstindlich werden
konnten. Untersuchungen von Khodorov et al. 1974 und Zilberter et al. 1991 konnten in
Rattenherzzellen eine Erhohung des maximalen Anteils der Na-Kanidle im Zustand der
langsamen Inaktivierung bei erniedrigtem [Ca*'], zeigen. Eine neuere Arbeit von Furue et al.
1998 wies hingegen in Froschmyozyten keinen Einfluss von [Ca®*']. auf die langsame

Inaktivierung nach.
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Die Na-Kanile des Herzens reagieren auf Anderungen von [Ca’*']. in annihernd
physiologischen Konzentrationsbereichen empfindlicher als die des Skelettmuskels bzw.

Gehirns.

Eventuell liegt hier ein Gleichgewicht der erregenden und hemmenden Wirkungen von
[Ca®]s vor, welches vor allem im Herzen sehr genau austariert ist. Die in dieser Arbeit
beschriebene Aktivititssteigerung durch [Ca®'],, vermutlich durch direkte Ca®*-Kanal-
Interaktion hervorgerufen, wirkt der Blockierung und verminderten Aktivierbarkeit des

Na-Kanals entgegen, die eher auf Anderungen des Oberflichenpotentials beruht.

Diese Regulation ist im Herzen von groBer Wichtigkeit, da ein Ausfall der
Skelettmuskulatur fiir den Organismus eher zu verkraften ist, als ein Sistieren des Herzschlags.

Es konnte sich hier also um einen Protektionsmechanismus des Herzens handeln.

4.3.1 Nichtinaktivierende Stromkomponente

Die in dieser Arbeit unter 3.3 gemessenen Strome zeigten bei hohen Potentialen und ohne
extrazellulire Na'-Ionen eine nichtinaktivierende Stromkomponente, die in HEK293-Zellen
stiarker als in Oozyten sowie von Zelle zu Zelle sehr variabel war und trotz funktionierender
Leckkompensation auftrat. Der reine Auswirtsstrom, der teilweise wéhrend der 10 ms dauernden
Testpotentiale zunahm, konnte durch [Ca?*], blockiert werden. Da keine TTX-Sensitivitit vorlag,
handelt es sich nicht um eine Na'-Stromkomponente. Es ist mdglich, dass es sich hier um einen

endogenen Strom handelt, der inkonstant in HEK293-Zellen exprimiert wird.

Ein dhnlicher nichtinaktivierender Strom konnte in unserem Labor in der Melanomzelllinie
IGR-1 gemessen werden. Dieser ist durch Cs" getragen und hat eine #hnliche Kinetik. Allerdings
trat er unter anderen Bedingungen auf (andere Konzentrationen von Cs* und Ca*',

Beeinflussbarkeit durch Zellschwellung, Oxana Gawrilowa-Ruch, persénliche Mitteilung).

Ein Hinweis darauf, dass bei Ganzzell-Patch-Clamp-Messungen in HEK293-Zellen eine
weitere nichtinaktivierende Stromkomponente auftreten kann, gibt die Anmerkung in der
Veroffentlichung von Mignen und Shuttleworth 2000. Sie beobachteten gelegentlich einen
spontan aktivierenden Strom, der eine lineare Strom-Spannungs-Kurve mit einem
Umkehrpotential nahe 0 mV aufwies. Sie vermuteten einen nichtselektiven Kationenstrom.
Dieser ist allerdings unterschiedlich von dem in unserem Labor beobachteten, da wir keinen

Einwirtsstrom messen konnten.

Es ist auch denkbar, dass die in dieser Arbeit beobachtete Stromkomponente auf einem

Artefakt beruht, der nicht mit der Leckkorrektur kompensiert werden kann. Eventuell handelt es
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sich um einen Leckstrom, der nur bei hohen Potentialen auftritt. Die Zell-Pipetten-Abdichtung
konnte bei hohen Potentialen eventuell undicht werden. Da sie durch [Ca*'], stabilisiert wird,
konnen hohe [Ca®'], diesen Strom mdoglicherweise unterdriicken; dies konnte die Abnahme bei

hohen [Ca*'], erkliren.

In beiden Fillen, endogener nichtselektiver Kanal oder Artefakt, wére der Strom keine

Komponente des Na-Stroms und wurde daher von den Daten vor der Auswertung subtrahiert.
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5 Schlussfolgerungen

Ca?" hat am Na-Kanal, wie in dieser Diskussion dargestellt, vielfiltige Funktionen. Es ist
ein effektiver Blocker des Einwirtsstroms (Woodhull 1973; Nilius 1988). Durch Verschiebung
der Aktivierung nimmt es von der Aullenseite Einfluss auf Schaltvorginge (Hille et al. 1975;
Pusch 1990). Eine aktuelle Untersuchung zeigt, dass Ca?* mit Calmodulin an der zelluliren Seite

des Kanals binden kann, und damit die langsame Inaktivierung verstérkt (Tan et al. 2002).

In der vorliegenden Arbeit wurden die rekombinanten Na-Kandle hNay1.5, rNay1.4 und

rNay1.2 in heterologen Expressionssystemen (HEK293-Zellen, Oozyten) untersucht.

Es fanden sich Hinweise auf eine mechanische Beeinflussbarkeit des Einwértsstroms, die
moglicherweise mit der subzelluldiren Lokalisation der Na-Kandle in Kaveolen im

Zusammenhang steht.

Extrazellulidre divalente Kationen (Ca?" und Mg**) regulieren iiber Beeinflussung der
Offenwahrscheinlichkeit (fiir Ca?* untersucht) die Aktivitit von hNay1.5, nicht aber von rNay1.2
und in geringerem Ausmalle von rNayl.4. Fiir diesen Regulationsmechanismus ist nicht die

Porenregion der Doméne I verantwortlich, sondern andere Strukturen des Kanalproteins.

Untersuchungen zur Slip-Mode-Permeation fiihrten in mehreren Forschungseinrichtungen
zu kontroversen Ergebnissen. Es ist denkbar, dass andere Komponenten in Herzzellen einen Ca**
Eintritt ermdglichen, die Na-Kanilen #hnlich sind. Es gibt z.B. Hinweise auf TTX-sensible Ca**-

Strome (Guatimosim et al. 2001; Chen-Izu et al. 2001).

Mit dem in dieser Arbeit verwendeten rekombinanten Expressionssystem konnte mit und
ohne Pl-Untereinheit an hNay1.5 kein Ca®'-Einstrom im Sinne einer Slip-Mode-Permeation

beobachtet werden.
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7 Anhang

Tabelle 7-1. Ubersicht iiber Effekte sympathischer Stimulation auf Nay1.5 (Herz).

Literatur Expressionssystem | Kanal Stimulation | Amplitude | Kinetik
Schubert et al. [ neonatale Rattenherzzellen ISO, l Inaktivierung zu
1989 8brcAMP, ;| neg. Potentialen
Schubert et al. GTPyS verschoben
1990
Matsuda et al. | Rattenherzzellen ISO, 1 Inaktivierungs-
1992 Forskolin, rate erhoht
cAMP,
PKA
Santana et al. Rattenherzzellen ISO 1 nicht untersucht
1998
Luetal. 1999 [Rattenherzzellen ISO, 1 keine Anderung
Gs027-42  |nt
Balke et al. Rattenherzzellen ISO 1 Inaktivierungs-
1999 konstante
unverindert
Ono et al. 1989 | Meerschweinherzzellen ISO, ! Inaktivierung zu
DBcAMP, neg. Potentialen
Forskolin verschoben
Sunami et al. Meerschweinherzzellen PKA ! Inaktivierung
1991 Pol Aktivierung zu
. neg. Potentialen
] —
verschoben
DelPrincipe et | Meerschweinherzzellen ISO, cAMP |+ Anderungen
al. 2000 unklar
Ono et al. 1993 |Hunde-, Hasen-, ISO, cAMP | i Inaktivierung
Schweineherzzellen Aktivierung zu
neg. Potentialen
verschoben
Schreibmayer et | Oozyten rNay1.5 + ISO, cAMP, |1 keine Anderung
al. 1994 B2Rezeptor |PKA
Frohnwieser et | Oozyten hNay1.5 cAMP, 1 keine Anderung
al. 1997 Sp-cAMPS
Zhou et al. Oozyten hNay1.5 + B1 | 8cptcAMP |1 Inaktivierung
2000 Untereinheit | IBMX Aktivierung zu
Forskolin neg. Potentialen

verschoben
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Literatur Expressionssystem | Kanal Stimulation | Amplitude | Kinetik
Nuss und CHO-Zellen hNay1.5, ISO, 1 nicht untersucht
Marban 1999 rNayl.5, dbcAMP
hNay1.5 +r
oder hp1
Untereinheit
Chandra etal. |HEK293-Zellen hNay1.5 ISO, l Inaktivierung
1999 8brcAMP Aktivierung zu
neg. Potentialen
verschoben
Cruz et al. 1999 | HEK293-Zellen hNayl.5 dbcAMP 1
Tabelle 7-2. Ubersicht iiber Effekte sympathischer Stimulation auf Na,1.2 (Gehirn).
Literatur Expressionssystem | Kanal Stimulation | Amplitude |Kinetik
Lietal. 1992 |Rattengehirnzellen PKA ! keine Anderung
Pol
Ma et al. 1994 | Rattenhippokampuszellen GTPyS ) Inaktivierung
Aktivierung zu
neg. Potentialen
verschoben
Smith und Oozyten rNavl.2 + 8brcAMP |1 keine Anderung
Goldin 1992 B-Rezeptor
Gershon et al. | Oozyten rNavl.2 cAMP, ! keine Anderung
1992 PKA,
Forskolin
Smith und Oozyten rNavl.2 ISO l keine Anderung
Goldin 1996
Pol
Lietal. 1993 |CHO-Zellen rNavl.2 8brcAMP |1 keine Anderung
Ma et al. 1994 | CHO-Zellen rNavl.2 GTPyS ) Inaktivierung

Aktivierung zu
neg. Potentialen
verschoben
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Tabelle 7-3. Verwendete Losungskombinationen, Angaben in mM, soweit nicht anders angegeben. Der
pH-Wert wurde je nach vorherrschendem monovalenten Ion mit NaOH, CsOH oder KOH auf 7,4
eingestellt. Jede Losung enthielt 10 mM Hepes.

Losungskombination | NaCl | KCl CsCl | CsF K- CaCl, MgCl, EGTA | Zusitze
Glutamat
A Pipette 12 155
Bad 145 4 2/10
B Pipette 10 110 5 10
Bad 10 130 0,2/2/10 10uM/
50uM
Forsk
B2 Pipette 10 110 5 10
Bad 10 130 2
C Pipette 10 110 5 10
Bad 140 2 5 Gluc
D Pipette 20 135 4 0,5 ATP,
400uM
GTPyS
bzw.
20uM
PTX
Pipette (fiir | 10 120 2 10
Kontrollen)
Bad 140 2 5 Gluc
E Pipette 12 155
Bad 150 2/10
F Pipette 20 120 10
Bad 150 0/0,2/0,5/
1/2/5/10
135 20
100 50
G Pipette 20 120 10
Bad 150 1/2/5/10
135 20
100 50
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Tabelle 7-4. Ubersicht iiber die Mittelwerte der Amplitudenverhiltnisse aus Kapitel 3.3 ab S.51 bei den

angegebenen Konzentrationen der divalenten Ionen (in mM).

[Ca®'], [Mg*T,

Konz. hNa,1.5 rNay1.4 rNay1.2 Konz. hNa,1.5 rNay1.4
0,1 0,59 0,85 - 1 0,25 0,95
0,2 0,58 0,74 0,84 2 0,50 0,62
0,5 0,60 0,78 0,98 5 0,52 0,90

1 0,72 0,86 0,85 10 1 1
2 1 1 1 20 1,32 1,21
5 1,22 0,97 0,86 50 1,58 1,10
10 1,53 1,09 0,88
20 1,73 1,07 0,86

Tabelle 7-5. Ubersicht iiber das Ergebnis der modifizierten Michaelis-Menten-Abschitzung fiir die
angegebenen Kanéle und extrazelluldren Ionen (aus Kapitel 3.3, ab S.51).

Ca?* Mg?*
Vmax 1,87 £ 0,12 1,62 + 0,03
Kd (mM) 3,55 + 0,69 9,98 + 0,36
hNay1.5 i
Hill 1 1,95+0,16
Vmin 0,50+ 0,04 0,32+ 0,03
Vmax 1,02 + 0,02 1,11 £ 0,06
Kd (mM) 0,14 + 0,19 7,01 + 5,65
rNay1.4 )
Hill 1 2,50 £ 4,61
Vmin 0,41+ 0,57 0,75 +0,18
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