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Abstract (deutsch)

Durch Ausiibung physiologischer Grundfunktionen spielen lonenkanédle eine entscheidende
Rolle fiir die reguldre Funktion von Zellen. Zum besseren Verstindnis ihrer Struktur und
Funktion sind Untersuchungen natiirlicher und kiinstlicher lonenkanéle wichtige Werkzeuge.
GroBes analytisches und therapeutisches Potential ist in der Untersuchung kiinstlicher Kanile
in lebenden Zellen vorhanden, was bisher wenig Beachtung fand. In der vorliegenden Arbeit
wurde die Wirkung der kiinstlichen Ionenkandle THF-gram, THF-gram-TBDPS sowie
linked-gram-TBDPS auf elektrophysiologische Eigenschaften boviner Trabekelwerkszellen
des Auges anhand von Patch-Clamp-Untersuchungen im Whole-Cell-Modus analysiert. Die
Untersuchung brachte folgende Erkenntnisse: 1. Die Inkorporation aller drei Verbindungen
war erfolgreich, was sich durch Anstieg der Stromdichte und Verschiebung des
Umkehrpotentials zeigte. 2. Einbau von THF-gram und THF-gram-TBDPS war mit dem
Uberleben der Zellen vereinbar, wihrend linked-gram-TBDPS aufgrund einer sehr potenten
Antwort bereits bei sehr geringen Konzentrationen zum raschen Zelltod fiihrte. 3. Eine
Asymmetrie der Stromantwort zugunsten stirkerer Auswirtsstrome wurde bei THF-gram und
in schwicherer Ausprigung bei THF-gram-TBDPS festgestellt. Linked-gram-TBDPS zeigte
keine derartige Asymmetrie. 4. Unter Verwendung von Cs+ als Ladungstriger war der
beobachtete Anstieg der Stromdichte bei allen drei Verbindungen eindeutig stirker als unter
physiologischen Bedingungen (Na+/K+). 5. Die dargestellten Erkenntnisse sind ein erster
Schritt  zur therapeutischen Anwendung von kiinstlichen Ionenkandlen. Eine
Weiterentwicklung in Richtung hoherer Selektivitit und besserer Kontrolle ist jedoch

genauso erforderlich  wie  die  Klidrung der  klinischen = Umsetzbarkeit.

kiinstliche Tonenkanéle, Patch-Clamp-Technik, Gramicidin A, Trabekelwerk des Auges
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Abstract (english)

Ion channels play a pivotal role for regular cell function. To better understand their structure
and function, investigation of both natural and artificial ion channels is being performed to
date. Investigation of artificial channels in living cells hides a big potential, however, little
attention has been paid to this field so far. In this work, the effect of the artificial ion
channels THF-gram, THF-gram-TBDPS and linked-gram-TBDPS on electrophysiological
properties of bovine trabecular meshwork cells was investigated with the patch-clamp-
technique. Following results were obtained: 1. Incorporation of all three compounds was
successful, which was proven by increase of current density and cell depolarisation. 2. The
cells survived after incorporation of THF-gram and THF-gram-TBDPS but not after linked-
gram-TBDPS, which resulted in cell death at very low concentrations. 3. Larger outward
currents were observed with THF-gram and, at a lower extent, with THF-gram-TBDPS.
Linked-gram-TBDPS did not show such an asymmetry. 4. With Cs+ as charge carrier all
three compunds showed a stronger increase of current density than under physiological
conditions (Na+/K+). 5. The decribed results are a first step towards therapeutic application
of artificial ion channels, however, further development towards higher selectivity and better

control is as necessary as clarification of clinical feasibility.

artificial ion channels, patch-clamp-technique, gramicidin A, trabecular meshwork



1 Einleitung

1.1 Tonenkanaile

Kontrolle der Ionenverteilung zwischen dem Zellinneren und der Umgebung ist eine
Grundvoraussetzung fiir reguldre Zellfunktion. In jedem komplexen Organismus werden
daher Transportmechanismen fiir lonen bendétigt. Diese Aufgabe wird u.a. von Ionenkanélen
iibernommen, die mit hoher Effizienz Kationenflux und Anionenflux entlang von
Konzentrations- oder Elektrogradienten durch die Zellmembran vermitteln. Elektrische
Phénomene, die durch die Aktivitdt von lonenkandlen generiert werden, sind z.B. an der
Erhaltung des Ruhemembranpotentials, der Nervensignalfortleitung und auch an
Kontraktionsprozessen beteiligt (Ackerman & Clapham, 1997; Hamill, et al., 1981). Dadurch
werden erst komplexe Funktionen wie Herzschlag, Fortbewegung oder Gedanken mdoglich.
Die Relevanz von lonenkandlen wird noch deutlicher durch ihre pathophysiologische
Bedeutung. Ausbleibende Expression oder fehlerhafte Funktion fiihren zur Manifestation
einer Vielfalt von hereditiren Erkrankungen. Durch Mutationen in Genen, die fiir
Ionenkanalproteine kodieren oder in Sequenzen, die deren Expression steuern, kommt es zur
fehlenden oder fehlerhaften Funktion der Kanile. Die Konsequenzen sind vom betroffenen
Kanaltyp abhdngig und werden unter anderem als zystische Fibrose (Davis et al., 1996),
Long-QT-Syndrom (Keating, 1996), hereditdrer Bluthochdruck (Shimkets et al., 1994) oder
verschiedene Typen von Myotonien (Hudson et al., 1995) manifest.

Nicht nur in angeborenen, sondern auch in erworbenen Krankheiten spielen Ionenkanile
mitunter eine entscheidende Rolle. Das Spektrum solcher Krankheiten reicht von
gastroenterologischen Leiden wie dem peptischen Ulkus oder infektiosen Diarrhden bis zu
neurologischen Funktionsstorungen (Bernard et al., 2004; Flach et al., 2004; Laohachai et al.,
2003; Peskar et al., 2002). Sogar bei Asthma und bei allergischen Reaktionen konnte die
Beteiligung von Ionenkanidlen gezeigt werden (Bradding & Conley, 2002). Als Angriffsziel
von Medikamenten haben sich lonenkanile in der Therapie vieler Erkrankungen bewéhrt. Die
prominentesten Beispiele sind chronische Herzinsuffizienz, Bluthochdruck sowie Diabetes

mellitus, bei denen die Hemmung von Calcium- beziehungsweise Kaliumkandlen einen



wesentlichen Teil des therapeutischen Managements darstellt (Elkayam, 1998; Mannhold,
2004; Romero et al., 2003).

1.1.1 Historische Grundlagen

Erstes Interesse fiir die Elektrizitdt lebender Organismen ist ins achtzehnte Jahrhundert mit
Galvani’s Theorie von ,,Bioelektrizitit zu datieren (Abbildung 1.1). Luigi Galvani, seiner
Nachwelt besser als Erfinder der Batterie bekannt, stellte die Hypothese auf, dass Elektrizitét
an elementaren physiologischen Funktionen wie Muskelkontraktion oder Signalfortleitung in
Nerven beteiligt ist. Seine Erkenntnisse lduteten das Ende der mittelalterlichen Auffassung
von ,animalischen Geisten® und ,mysteriésen Fluiden* als auslésende Medien fiir
Muskelbewegung ein (Piccolino, 1998).

Das 19. Jahrhundert brachte weitere Fortschritte im Verstindnis elektrophysiologischer
Phinomene. Aus dieser Zeit stammt die erste Erwdhnung der Porentheorie als mogliche
Erklarung fiir Osmoseprozesse. Die fiihrende wissenschaftliche Gruppe auf dem Gebiet der
Elektrophysiologie war als die Berlin-Gruppe bekannt und bestand aus Wissenschaftlern und
Schiilern um Johannes Miiller (Hille, 1992; Lohff, 2001). Der Gruppe gelang es, zum ersten
Mal die Geschwindigkeit der Nervensignalfortleitung zu messen sowie ein Phdnomen zu
beobachten, das sie ,negative Fluktuation* nannten und das spédter als Aktionspotential
bekannt wurde (Goldensohn, 1998). Wenige Jahrzehnte spéter fiihrte Bernstein die gleichen
Experimente mit genaueren Messmethoden durch. Seine Resultate und Overton’s
Permeabilitdtsexperimente an Muskelzellen fiihrten zur gemeinsamen Hypothese, dass lonen
durch Diffusionsprozesse an Signalfortleitung und Kontraktion beteiligt sein miissen

(Bernstein, 1912; Nilius, 2003).



Abbildung 1.1 Ein Experiment von Galvani, das zu seiner Zeit grofles Aufsehen erregte,
war das ,Froschschenkelexperiment“. Galvani verband einen offenpriparierten
Oberschenkelmuskel mit einem Metalldraht, dessen andere Ende auf dem Dach
befestigt war. Wihrend eines Gewitters konnte Galvani Muskelzuckungen beobachten,
die laut seinem Bericht im Augenblick des Blitzes auftraten, lange Zeit bevor der
Donner gehort werden konnte. Die gezeigte Grafik stammt aus Galvanis Publikation

»De Viribus Electricitatis in Motu Musculari Commentarius“ (aus Piccolino, 1998).

Um 1930 begann mit Hodgkin und Mitarbeitern eine neue Ara fiir die Elektrophysiologie.
Die Anwendung der Voltage-Clamp-Technik am Riesenaxon des Tintenfisches gipfelte in der
ersten wissenschaftlichen Erkldrung des Aktionspotentials (Hodgkin & Huxley, 1952). Diese
Erklarung ging davon aus, dass das Aktionspotential durch spannungsabhingige Verdnderung
der Membranleitfdhigkeiten fiir Kalium- und Natriumionen entstand (Hodkgin & Keynes,

1955). Spitere Experimente mit blockierenden Substanzen wie z.B. Tetrodotoxin (TTX) oder



Tetraethylammonium (TEA) unterstiitzten diese Theorie (Narahashi et al., 1964; Tasaki &
Hagiwara, 1957).

Der erste umfassende und detaillierte Nachweis von Ionenkanélen wurde schlieBlich im Jahr
1976 von Neher und Sakmann mit der Entwicklung und Anwendung der Patch-Clamp-
Technik geliefert. Den beiden Wissenschaftlern gelang es, Einzelkanalmessungen von
Acetylcholinrezeptoren an Froschmuskelzellen durchzufiihren und somit eine Antwort darauf
zu geben, dass lonenkanile verantwortlich fiir die beobachteten Strome waren (Hille, 1992;
Neher & Sakmann, 1976). Die Patch-Clamp-Technik und ihre Optimierung durch
Entwicklung des ,,Gigaohm-Seal” (GQ-Seal) im Jahr 1981 (Hamill et al., 1981) war der
Wegbereiter fiir die Verknlipfung von elektrischen Ereignissen mit lonenkanalproteinen. Fiir
ihre Leistungen wurden Neher und Sakmann 1991 mit dem Nobelpreis fiir Medizin
ausgezeichnet.

Die letzten zwanzig Jahre brachten neue Methoden und Weiterentwicklungen. Das Klonen
von Kanalgenen oder die Isolation von Kanalproteinen aus Membranextrakten wurden zu
Standardwerkzeugen ihrer Erforschung (Hartshorne et al.,, 1986; Noda et al., 1983).
Rekombinante DNS-Technologie und sogenannte ,site-directed mutagenesis® brachten
neues Wissen iiber Struktur-Funktionsbeziehungen (Russo, 2003). In den letzten Jahren
standen EDV-unterstiitzte Simulationen sowie rontgenkristallographische Methoden im
Mittelpunkt der Forschung. Kaliumkanile gehdren heute zu den bestuntersuchten Strukturen,
das fehlende Wissen wird aber auch bei anderen Kanélen nachgeholt (Doyle et al., 1998;

Jiang et al., 2003; Kuo et al., 2003; Wendt et al., 2003).

1.1.2 Aktueller Wissensstand iiber Ionenkanaile

In der heutigen wissenschaftlichen Auffassung sind Ionenkandle transmembranére
Glykoproteine, welche ionendurchlissige Poren bilden. Wie solche Poren entstehen, soll am
Beispiel eines spannungsabhaingigen Kaliumkanals verdeutlicht werden (Abbildung 1.2):
vier Untereinheiten, auch a-Untereinheiten genannt, bilden in der Membran eine Pore. Jede
der a-Untereinheiten besteht aus 6 transmembranidren Doménen (S1-S6) sowie aus den
jeweiligen Verbindungssegmenten (loops) zwischen den Doménen, die extrazelluldr oder
intrazelluldr verlaufen. Eine besondere Funktion wird von dem Segment zwischen den

Dominen S5 und S6 iibernommen, welches die Pore bildet. Die Doméane S4 i{ibernimmt die



Aufgabe eines Spannungssensors, der bei Anderungen des Membranpotentials eine

Konformationsdnderung bewirkt.

A

Kanal-Fore

NH* Sele)

B-Untereinheiten

Abbildung 1.2 Schematischer Aufbau eines spannungsabhingigen Kaliumkanals. (A)
gibt die Anordnung der a-Untereinheit mit 6 transmembraniren Dominen in der
Zellmembran wieder. In (B) richten sich vier a-Untereinheiten zu einer Pore aus wobei
das Erbindungsstiick zwischen S5 und S6 dem Poreninneren zugewandt ist. Zusitzlich

konnen auf der intrazellulidren Seite vier -Untereinheiten an den Kanal gebunden sein

(aus Schmidt, 1998).



Ionenkanile werden nach ihrem Selektivitdtsverhalten oder nach ihrer Aktivierbarkeit
unterschieden. Selektive Kandle haben eine selektive Permeabilitdt fiir ein bestimmtes Ion,
z.B. fiir Kalium, die ca. vier Zehnerpotenzen hoher ist als fiir anderen Ionen. Kaliumselektive
Kanile spielen eine wichtige Rolle fiir die Regulation des Ruhemembranpotentials (Hille,
1992); in glatten Muskelzellen nehmen sie dadurch Einfluss auf die Kontraktilitdt (Nelson &
Quayle, 1995). Natrium- und Chloridkanéle sind essentiell fiir Signaltransfer in Neuronen,
schlieBlich sind Calciumkanile bei Kontraktionsvorgdngen maligeblich beteiligt (Hille,
1992). Der Vollstindigkeit halber sollten an dieser Stelle Aquaporine erwédhnt werden,
dessen Funktion als selektive Kanile fiir Wassermolekiile in der voletzten Dekade eingehend
untersucht wurde (Heymann et al., 1998). Nicht selektive Kanile sind meist fiir mehrere
Ionen eines Typs durchldssig, z.B. fiir Kationen. Die Permeabilititen fiir einzelne Ionen
unterscheiden sich hier nur geringfiigig. Als Beispiele kann man hier den
Acetylcholinrezeptor oder TRP-Kanile anfiihren (Barrantes, 1997; Beech et al., 2004).

Die Aktivierbarkeit, besser bekannt als ,,gating®, beschreibt die Eigenschaft der Kanéle, sich
in einem stochastischen Prozess zu Offnen wund wieder zu schlieBen. Die
Offenwahrscheinlichkeit und die mittlere Offenzeit des Kanals sind entscheidend fiir den
Gesamtstrom, der durch die Membran flieBt. Aktivierungsmechanismen steigern sowohl die
Offenwahrscheinlichkeit als auch die mittlere Offenzeit des Kanals und bewirken einen
Stromanstieg. Es gibt spannungsabhidngige Kanéle, z.B. Natriumkanile in Neuronen (Arhem,
2004), deren Offenwahrscheinlichkeit in einem bestimmten Spannungsbereich hoher als bei
anderen Potentialen ist. Ligandenabhingige Kanile benétigen zur Aktivierung eine
bestimmte Substanz, z.B. Acetylcholin oder Glycin (Reeves & Lummis, 2002), die an den
Kanal bindet und ihn somit aktiviert. Schlielich gibt es noch mechanosensitive Kanéle, die
mit dem Zytoskelett verbunden sind und auf mechanische Reize reagieren (Sukharev &
Anishkin, 2004). Die genannten Aktivierungsmechanismen konnen auch parallel zueinander
wirken, was beim Maxi-K-Kanal zu sehen ist. Dieser wird iiber das Membranpotential und
intrazellulire Ca®’-Konzentration reguliert, was bei glatten Muskelzellen einen wichtigen
Riickkopplungsmechanismus fiir die Kontraktilitidt darstellt (Rothberg, 2004).

Wie funktioniert Ionentransfer durch einen Kanal auf molekularer Ebene? In wéssriger
Losung sind Ionen von einer Hydrathiille umgeben, wodurch ein optimaler, energiearmer

Zustand entsteht. Die Wassermolekiile richten sich als Dipole so aus, dass einem lon immer



entgegengesetzte Ladungen gegeniiberstehen. Beim Eintritt in einen lonenkanal verlieren die
Ionen diese Hydrathiille. Damit ein effizienter Transportvorgang anndhernd der Diffusion mit
Transportraten von 10* bis 10® Tonen pro Sekunde mdoglich ist, muss das Ion beim
Kanaldurchtritt mit seiner Umgebung einen optimalen Energiezustand eingehen, indem der
Kanal die Hydrathiille imitiert. Je nach Selektivitit des Kanals sind dem Kanalinneren
entweder positiv oder negativ geladene Aminosdurenreste zugewandt. Im Fall eines
Kaliumkanals sind es z.B. Sauerstoffatome der Carboxylgruppen, die negativ geladen sind
und somit bei Interaktion mit einem Kation einen energiecarmen Zustand ermdglichen (Kuo et
al., 2003).

Die entgegengesetzte Ladung von Ion und innerer Oberfliche des Durchtrittskanals ist jedoch
nicht hauptsichlich entscheidend fiir Kanalselektivitit. Viel wichtiger sind die Uberginge
zwischen Hydrathiille und Kanal. Hier spielen die Durchmesser der Poren und der lonen eine
wichtige Rolle. So sind z.B. im Kaliumkanal Tryptophanreste so angeordnet, dass sie den
Durchmesser des Durchtrittskanals fixieren, indem sie mit angrenzenden Fettsduren eine
lipophile Interaktion eingehen (Doyle et al., 1998). Die Fixierung fiihrt dazu, dass
Kaliumionen mit einem Durchmesser von 133 pm den Energieverlust durch Dehydratation
besser kompensieren konnen als Natriumionen mit 95 pm. Durch diese giinstigen
Distanzverhiltnisse zwischen Kaliumion und den Aminosduren im Durchtrittskanal des

Kaliumkanals wird seine Selektivitit erklart (Hille, 1992).

1.2 Gramicidin A

Die Natur hat mehr als einen Weg entwickelt, um Ionen durch Lipidmembranen zu schleusen.
Zum Schutzrepertoire einiger Bakterienstimme gehort die Ausschiittung von kanalaktiven
Peptiden. Solche Kanidle bauen sich aus dem extrazelluliren Raum heraus in fremde
Membranen ein, storen den Elektrolythaushalt und fithren schlieBlich zum Zelltod. Viele
dieser Substanzen waren als Antibiotika bekannt, bevor ihr Wirkmechanismus der
Porenbildung entdeckt wurde. Dazu gehdren unter anderem Amphotericin B, Nystatin, das
Peptaibol Alamethicin und Gramicidin A (Urry et al., 1971).

Aufgrund ihrer vergleichsweise einfachen Struktur eignen sich diese Substanzen als Modelle,
um die physiko-chemischen Interaktionen zu studieren, die fiir die Passage von Ionen durch

Ionenkanile wirksam sind. Gramicidin A ist eine der am besten untersuchten Verbindungen.



Die geringe GroBe des Molekiils, die rasche und stabile Formation von Kanilen in
Membranen und die Mdoglichkeit rontgenkristallographischer Charakterisierung ermdglichen
die Untersuchung prinzipieller Eigenschaften von Ionenkandlen an einem reduzierten und
leicht zugdnglichen Modell (Wallace, 1998; Wallace, 2000). Interessanterweise war
Gramicidin A die erste Substanz, mit deren Hilfe Einzelkanalereignisse in Bilayer-
Membranen gemessen wurden, und dies bereits einige Jahre bevor diese Leistung an nativen
Kanilen in Zellen erbracht wurde (Bean et al., 1969; Hladky & Haydon, 1970).

Seinen Namen verdankt Gramicidin der Féhigkeit zur Totung grampositiver Bakterien. Rene
Dubos war der erste Wissenschaftler, der die Substanz 1939 aus dem Bakterium Bacillus
brevis extrahierte und als hochwirksames Antibiotikum einzusetzen hoffte (Hotchkiss &
Dubos, 1940). Die Idee der klinischen Anwendung wurde jedoch rasch wegen seiner
humantoxischen Wirkung verworfen.

Gramicidin A ist ein Polypeptid aus 15 Aminosduren mit alternierender Sequenz von
linksdrehenden (L-) und rechtsdrehenden (D-) Aminosiduren (Abbildung 1.3). Bedingt durch
die alternierende Sequenz bilden B-Helices die Sekundérstruktur, als Tertidrstruktur sind
zwei Formen moglich, die Doppelhelix- und die Helixdimerform. Im ersten Fall sind &hnlich
der DNS zwei B-Helices umeinander geschlungen. Bei der zweiten Form stehen sich zwei -
Helices mit den N-Termini gegeniiber (Abbildung 1.4). Die Helixdimerform ist die aktive
Form fiir Ionentransport. Nur bei dieser Konformation ist der innere Radius grof3 genug, um
Ionenpassage zu ermoglichen. Die strukturelle Basis der Pore unterscheidet sich deutlich von
nativen Kanédlen, der Durchtrittkanal fiihrt direkt durch das Innere der Helix. Durch
Assoziation und Dissoziation der Monomere entsteht ein Wechsel zwischen offenem und
geschlossenem Zustand. Die Ausbildung der kanalaktiven Konformation ist der angelegten
Spannung proportional abhingig; diese Abhingigkeit ist durch weitere Faktoren wie ionale
Zusammensetzung der Losungen oder verwendete Membranart beeinflussbar (Sandblom et
al, 2001). Die Lénge des Molekiils féllt mit 260 pm in die Dimension von
Phospholipiddoppelmembranen, so dass der Membraneinbau problemlos erfolgen kann

(Wallace, 1998; Wallace, 2000).



HCO-Val-Gly-Ala-D-Leu-Ala-D-Val-Val-D-Val-Trp-D-Leu-Trp-D-Leu-
Trp-D-Leu-Trp-NHCH, CH,OH

Abbildung 1.3 Aufbau von Gramicidin A (Legende siehe Abkiirzungsliste). In der Natur
vorkommendes Gramicidin (=Gramicidin D) ist eine Vermischung aus drei Isoformen
(Panchal et al., 2002): 80% Gramicidin A, 5% Gramicidin B, das an der Position 11
(fett markiert) Phenylalanin anstelle von Tryptophan trigt, sowie 15% Gramicidin C,

dessen Position 11 mit Tyrosin besetzt ist.

Die Tertidrstruktur sowie die Funktion von Gramicidin sind direkt auf beteiligte
Aminosduren zuriickzufiihren. Fiir die Stabilisierung des Molekiils in der Membran sind die
Seitenketten der N-stindigen Tryptophane verantwortlich, die mit anliegenden Fettsduren
interagieren. Hingegen vermutet man in der Valin-reichen Region am C-Ende entsprechend
den Aminosduren 1-8 (gezdhlt vom C-Ende) einen Selektivitétsfilter fiir Kationen, da hier
negativ  geladene  Carboxylreste = dem  Poreninneren  zugewandt sind. Das
Selektivitdtsverhalten von Gramicidin A entspricht der Eisenman-Reihe I fiir monovalente
Kationen mit Rb™>Cs™>K"™>Na" bei einem Verhiltnis der Leitfihigkeiten von ca. 3:1
(Chadwick & Cardew, 1999). Nach heutigem Wissensstand erfolgt der Ionentransfer bei
Gramicidin A ebenfalls durch Abstreifen der Hydrathiille und Eintreten des Kations in den
Durchgangstunnel, in dem negativ geladene Gruppen als Leitschiene dienen. Die Reihenfolge
der Leitfahigkeiten erklért sich aus dem Durchmesserverhiltnis der Pore und der jeweiligen

Ionen zueinander.
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Abbildung 1.4: Mogliche Konformationen von Gramicidin. Die Doppelhelix (DH)-
Konformation (links) ist fiir Ionentransfer ungiinstiger als die Helixdimer (HD)-

Konformation (rechts) (aus Wallace, 1998).

Neben der Erforschung des nativen Gramicidin A haben sich einige Arbeitsgruppen mit
Modifikationen des Molekiils beschéftigt. So entstanden unter anderem kovalent gebundenes
,Doppelgramicidin®, das nicht dissoziiert, sowie lichtempfindliches Gramicidin, das nur nach
Lichteinfall bestimmter Wellenldnge aktiv wird (Armstrong et al., 2001; Borisenko et al.,
2000; Kumita et al., 2000; Stankovic et al., 1989). Derartige Modifikationen ebneten den
Weg fiir artifizielle Ionenkanéle, da offensichtlich wurde, dass strukturelle Verdnderungen

die Funktion als Ionenkanal erhalten und zum Teil sogar verstirken konnten.

1.3 Synthetische Ionenkaniile

Synthetische lonenkanéle sind fiir die Forschung aus zwei Griinden interessant. Einerseits
tragen Untersuchungen von Kanalmodellen zum besseren Verstindnis natiirlicher Kanéle bei,

wie es bei Gramicidin A der Fall ist. Anhand solcher Modelle konnen die Beziehungen von
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Struktur und Funktion besonders gut studiert werden. Andererseits ist die Nachahmung
physiologischer Kanalfunktion ein moglicher Ansatz zur Therapie von Channelopathien
(Kanalerkrankungen). Eines der wichtigsten Langzeitziele ist es, Aktivierbarkeit und
Selektivitdtsverhalten derart zu beeinflussen, dass fehlerhafte oder fehlende Kanalfunktion
ersetzt werden kann. Dieser Ansatz macht die pathophysiologische Relevanz synthetischer
Ionenkanile deutlich.

Die ersten artifiziellen Ionenkanile wurden 1982 synthetisiert. Allerdings konnten diese
Strukturen nur divalente Kobaltionen transportieren (Tabushi et al.,, 1982). In den
darauffolgenden 20 Jahren entstanden etliche Modelle zur Imitation natiirlicher
Kanalfunktion, die physiologisch bedeutsame Ionen wie Natrium oder Kalium transportieren
konnten. Dabei wurden sowohl Ansdtze zur Kanalsynthese auf der Basis von Peptiden als
auch unter Verwendung komplexer organischer Verbindungen, z.B. hydraphiler Molekiile,
verfolgt (Ghadiri et al., 1994; Gokel & Mukhopadhyay, 2001; Gokel et al., 2001; Schrey et
al., 2000).

1.3.1 THF-Gramicidin-Hybride und ,,kovalentes* Gramicidin

In der Arbeitsgruppe um Koert werden Tetrahydrofurane (THF) als Ionenkanalbausteine
untersucht. Tetrahydrofurane sind Ringmolekiile, die mit Kationen Komplexe eingehen,
daher sind sie fiir die Aufgabe des Ionentransportes gut geeignet. Um sie in Peptidstrukturen
einbinden zu konnen, mussten sie jedoch modifiziert werden. Entsprechend der nativ
vorkommenden Aminoséduren wurde dem THF-Molekiil ein N-Terminus (NH;) sowie ein C-
Terminus (COOH) angehingt (Abbildung 1.5), so dass eine neue, synthetische Verbindung
entstand, die THF-Aminosédure (Schrey et al., 1999; Stankovic & Schreiber, 1991). Nun war
eine Leitstruktur notwendig, um die THF-Bausteine in eine funktionelle Position zu bringen.
Dafiir wurde ein Molekiil ausgewihlt, dessen Struktur und Funktion weitgehend bekannt ist
und das sich als Ionenkanal bereits bewdhrt hatte: Gramicidin A.

Die Aminosduren 1-8 von Gramicidin A, welche potentiell als Leitstruktur fiir den
Ionendurchtritt dienen (Kapitel 1.2), wurden durch vier THF-Bausteine ersetzt (Abbildung
1.5). Gramicidin A ist nur als Dimer aktiv. Aus diesem Grund wurde der N-Terminus dieser

neuen Verbindung mit dem N-Terminus eines weiteren Gramicidinmolekiils kovalent
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verbunden, um die Porenbildung zu erleichtern. Als Verbindungsstiick (Linker) wurde dabei
ein Tartratmolekiil verwendet, das in fritheren Studien bereits als Linker zwischen zwei
Gramicidinmolekiilen untersucht worden war (Armstrong et al., 2001; Stankovic et al.,
1989). So entstand THF-Gramicidin (THF-gram). Eine weitere Verbindung entstand durch
Modifikation der Endgruppen von THF-gram. Die Anderung bestand darin, die freien
Ethanolaminenden mit zusétzlichen chemischen Bausteinen zu verkniipfen. Diese Bausteine
dienen als Schutzgruppen vor Abbau durch Proteasen und Peptidasen und bestehen aus t-
Butyldiphenylsilyl (TBDPS), einer komplexen chemischen Verbindung. Diese zweite
Verbindung wurde THF-gram-TBDPS genannt (Schrey et al., 2000). Schlielich wurde eine
dritte Verbindung synthetisiert, das linked-gram-TBDPS. Hier wurden die N-Termini von
zwei Gramicidinmolekiilen mit einem Linkermolekiil aus Bernsteinsidure (Succinyl) kovalent
verbunden, ohne Anderungen der Gramicidinsequenz vorzunehmen. Succinyl wurde
ausgewdhlt, weil es am wenigsten die lonenkanalfunktion beeintriachtigen wiirde, da in
kernspinspektroskopischen Untersuchungen das succinylverbundene Gramicidin im
Vergleich mit anderen Linkern am ehesten der Helixdimerkonformation &hnelte. Auch bei
der letzten Verbindung wurden am C-Terminus TBDPS-Schutzgruppen eingefiigt (Arndt et
al., 2001).
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Val-Gly-Ala-D-Leu-Ala-D-Val-Val-D-Val-Trp-D-Leu-Trp-D-Leu-Trp-D-Leu-Trp-NHCH,CH,OH
(0)

THF-gram

THF-THF-THF-THF-Trp-D-Leu-Trp-D-Leu-Trp-D-Leu-Trp-NHCH,CH,OTBDPS
[0} Val-Gly-Ala-D-Leu-Ala-D-Val-Val-D-Val-Trp-D-Leu-Trp-D-Leu-Trp-D-Leu-Trp-NHCH,CH,OTBDPS
(0]

THF-gram-TBDPS

Val-Gly-Ala-D-Leu-Ala-D-Val-Val-D-Val-Trp-D-Leu-Trp-D-Leu-Trp-D-Leu-Trp-NHCH,CH,OTBDPS
Val-Gly-Ala-D-Leu-Ala-D-Val-Val-D-Val-Trp-D-Leu-Trp-D-Leu-Trp-D-Leu-Trp-NHCH,CH,OTBDPS
(0)

Linked-gram-TBDPS

Abbildung 1.5 Aufbau der THF-Aminosiure, der THF-Gramicidin-Hybride sowie des
Linked-gram-TBDPS (mit freundlicher Genehmigung von Prof. Koert, Universitiit
Marburg).

Alle Verbindungen wurden sdulenchromatographisch gereinigt. Methanol und DMSO dienten
als Mediatorsubstanzen, um die Substanzen in wissrige Losung zu bringen. Zundchst wurde
die Leitfdhigkeit anhand von Einzelkanalaufnahmen in Bilayermembranen bestimmt.

Bilayermembranen sind ein etabliertes Modell, das unter anderem zur Untersuchung von
Ionenkanilen verwendet wird: zwei Doppelkammern werden von einer Platte getrennt, die
eine 150 pm breite Offnung enthilt. Diese Offnung wird mit einem Gemisch von
Sojabohnenlecithin  und n-Dekan  beschichtet, das sich rasch zu  einer
Phospholipiddoppelmembran umorganisiert (Schrey et al., 2000). Anschlieend werden in

eine der Kammern die Substanzen appliziert. Die darauffolgende Messung von lonenstromen
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zwischen beiden Kammern dient der quantitativen und qualitativen Bestimmung von
Ionenkanaleigenschaften der getesteten Substanzen (Gokel & Mukhopadhyay, 2001).

In derartigem Versuchsaufbau wurde THF-gram auf seine Fihigkeit zum Ionentransport
getestet. Hier zeigte sich THF-gram tatsdchlich aktiv als Ionenkanal mit dafiir typischen,
stochastisch auftretenden Einzelkanalereignissen. Es wurden mehrere
Einzelkanalleitfahigkeitsstufen beobachtet, was durch mehrere kanalaktive Konformationen
zu erkldren wire (Abbildung 1.6). Das Selektivitdtsverhalten war dem der Mutterverbindung
Gramicidin A dhnlich und zeigte folgende Ionenpriferenz: NH; > Cs" > K" > Na', wobei
zwischen Ammonium- und Natriumionen ein Verhéltnis von 2.6 : 1 fiir die Leitfdhigkeit
sowie 10 : 1 fiir die Permeabilitdt kalkuliert wurde.

Ein &hnliches Verhalten zeigte die zweite synthetische Verbindung, THF-gram-TBDPS.
Auch in diesem Fall war typische Kanalaktivitit mit Offnungen und SchlieBungen zu
beobachten, allerdings fiel diese schwicher aus, die Einzelkanalleitfahigkeit war ca. 10-40%
geringer als bei THF-gram. Verdnderung der aktiven Membrankonformation durch TBDPS-
Schutzgruppen liefert die wahrscheinlichste Erkldrung fiir die beeintrdchtigte Leitfahigkeit,
da diese Schutzgruppen grofle Molekiile sind und dementsprechend eine rdumliche Stérung
darstellen. Die errechnete Ionenselektivitit von THF-gram-TBDPS war vergleichbar mit
THF-gram bei einem Verhiltnis von 3.7 : 1 fiir die Leitfdhigkeit sowie 10 : 1 fiir die
Permeabilitit.

Die Untersuchung von linked-gram-TBDPS ergab ein ungewdhnliches Aktivitdtsmuster.
Dieses Muster entsprach nicht den typischen Einzelkanalereignissen mit Offnungen und
SchlieBungen (Abbildung 1.7). Bereits bei einer Konzentration von 10™* mol/l wurde erste
Kanalaktivitit beobachtet. Es kam kontinuierlich zu neuen Kanal6ffnungen, die sich
summierten, so dass auch die Gesamtleitfahigkeit anstieg. KanalschlieBungen waren bis auf
einzelne Ausnahmen nicht zu beobachten, die Molekiile behielten ihre aktive Konfiguration
langer als 30 min. Die Einzelkanalleitfahigkeit dieser Verbindung war allerdings schwicher
als beim nativen Gramicidin, was sich am wahrscheinlichsten durch die TBDPS-
Schutzgruppe einerseits und das hydrophobe Verhalten des Linkermolekiils andererseits

erkléren liesse.
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Abbildung 1.6 Einzelkanalaktivitit von THF-gram und THF-gram-TBDPS (jeweils 10®
M) durch Bilayermembranen in 1 molarer KCIl-Losung nach Anlegen einer Spannung

von 100 mV (mit freundlicher Genehmigung von Prof. Koert, Universitit Marburg).
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Linked-Gram-TBDPS

Abbildung 1.7 Einzelkanalaktivitit von Gramicidin A (10"* M) und linked-gram-
TBDPS (10" M) in Bilayermembranen in 1 molarer KCI-Losung nach Anlegen einer
Spannung von 100 mV (mit freundlicher Genehmigung von Prof. Koert, Universitit

Marburg).

1.4 Glaukom

Auch unter der Bezeichnung ,,griiner Star* bekannt, ist das Glaukom ein ophthalmologisches
Krankheitsbild, das durch progressive Degeneration retinaler Ganglienzellen und ihrer Axone
gekennzeichnet ist. Die Konsequenz der Degeneration ist ein langsam fortschreitender
Gesichtsfeldverlust, der schlieBlich zur volligen Blindheit fiihrt (Fechtner & Weinreb, 1994).
Das Glaukom ist neben diabetischer Retinopathie und altersbedingter Makuladegeneration
eine der haufigsten Erblindungsursachen in hochentwickelten Lindern. Von der Erkrankung
sind in der gesamten Weltbevolkerung mehr als 50 Millionen Menschen betroffen; davon
sind ca. 6 Millionen bilateral erblindet (Quigley, 1996).

Man kennt unterschiedliche Glaukomformen. Die am héufigsten verwendete Einteilung
unterscheidet zwischen Offenwinkel- und Winkelblockglaukomen, jede dieser Formen kann

je nach Entstehungsursache weiter in primire oder sekunddre Formen eingeteilt werden. Das
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primdre Offenwinkelglaukom stellt mit anndhernd 90% aller Glaukomformen die am
hiufigsten auftretende Variante in der westlichen Welt dar (Pfeiffer, 2001).

Die Pathophysiologie des Glaukoms ist komplex und bis heute nicht bis in alle Details
verstanden. Im Fall des primdren Offenwinkelglaukoms kdnnten mehrere Faktoren die
Ursache des Zelluntergangs von retinalen Ganglienzellen sein, die toxische Wirkung erhdhter
Glutamatspiegel gilt dabei als wahrscheinlichster Kandidat. Als weitere, mdglicherweise
ursdchliche Faktoren werden erhohter intraokuldrer Druck, der Einfluss von
Immunmodulatoren, z.B. TNF-a, sowie lokale retinale Hypoxie diskutiert (Weinreb & Khaw,
2004).

Erhohter intraokuldrer Druck ist der einzige Faktor, der nachweislich mit
Ganglienzelluntergang assoziiert ist, wobei keine Klarheit dariiber besteht, ob dieser Faktor
Ursache oder Konsequenz der Erkrankung ist. Der vermutete Mechanismus, der von
erhohtem Druck zu Ganglienzellverlust fiihrt, wird durch drei Hauptkomponenten bestimmt:
Einerseits sind die Ganglienzellen durch mechanischen Stress aufgrund der erhdhten lokalen
Druckgradienten direkt beeintrachtigt. Ein weiterer, indirekter Effekt wird an der Lamina
cribrosa vermutet, einer tunnelartigen Struktur fiir Axone des Nervus opticus. Durch erhéhten
Druck wird die Lamina deformiert, was zur Beeintrichtigung des axoplasmatischen
Transportes und der Versorgung des Ganglienzellsoma fiihrt. SchlieBlich trdgt der verdnderte
Druckgradient zur Minderperfusion der Retina und somit zur Hypoxie bei, was den
Degenerationsprozess zusitzlich beschleunigt (Bellezza, et al. 2003; Fechtner & Weinreb,

1994; Quigley et al., 2000).

1.4.1 Physiologie des Kammerwassertransportes und des Trabekelwerks

Wie kommt es zum erhohten Augeninnendruck beim primédren Offenwinkelglaukom? Der
physiologische Druck ist durch das Gleichgewicht zwischen Sekretion, Transport und
Drainage von Kammerwasser in der Augenkammer definiert. Stérung dieses
Gleichgewichtes, entweder durch erhohte Sekretion oder verminderten Abfluss, fithrt zum
erhohten Druck. Die Sekretion von Kammerwasser erfolgt auf zellulirer Ebene iiber das
Ziliarepithel, einem zweischichtigen Epithel, das die Fortsdtze des Ziliarkorpers in der

hinteren Augenkammer abschlieft. Das Kammerwasser flie3t anschlieend zwischen Iris und



18

Linse in die vordere Augenkammer, um im Kammerwinkel {iber den Schlemm-Kanal wieder

in das Blut- und Lymphsystem aufgenommen zu werden (Abbildung 1.8).

Abbildung 1.8 Anatomie des Auges im schematischen Lingsschnitt (A): a) Kornea, b)
vordere Augenkammer, c¢) Iris, d) Linse, e) Ziliarkorper, f) Sklera, g) Choroidea, h)
Retina, i) Nervus opticus. Zeichnung (B aus Weinreb & Khaw, 2004) und
Kryostatschnitt (C, mit freundlicher Genehmigung der University of California Davis,
Sacramento) sollen die genaue Lokalisation des Trabekelwerks und den

Kammerwasserfluss (Pfeile) deutlich machen.

Der Abfluss des Kammerwassers erfolgt groBtenteils durch das Trabekelwerk, einen
netzwerkartigen Zellverbund im Kammerwinkel. Das Kammerwasser flieft zwischen den
einzelnen Trabekeln in den Schlemmkanal. Bei groBem Abstand der einzelnen Trabekel
untereinander kann die Abflussrate hoch sein, ein dichtes Trabekelwerk stellt eine
Abflussbarriere dar. Jahrelang wurde das Trabekelwerk als passives Gewebe angesehen,
dessen Spannungszustand vom Ziliarmuskel reguliert wird, mit dem es iiber Zonulafasern
und Skleralsporn verbunden ist (Gong et al., 1996). Heute ist bekannt, dass das Trabekelwerk

als kontraktiles Gewebe zusammen mit dem Ziliarkdrper an der Abflussregulation beteiligt
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ist. Die Zellen des Trabekelwerkes zeigen Eigenschaften, die mit glatten Muskelzellen
vergleichbar sind. Kontraktion des Trabekelwerks reduziert den Kammerwasserabfluss,
Relaxation erhoht die Abflussrate. Es ist moglich, diesen Mechanismus pharmakologisch zu
beeinflussen (Stumpff & Wiederholt, 2000; Wiederholt et al., 2000). Aus diesem Grund
eignet sich das Trabekelwerk gut als pharmakologisches Zielgewebe, insbesondere weil es im
Gegensatz zum Ziliarmuskel nicht an der Akkomodation der Linse beteiligt ist.

Die physiologische Regulation der Trabekelwerkskontraktilitit erfolgt iiber einen Ca®'-
abhingigen sowie einen Ca’’-unabhingigen Mechanismus. Beim Ca’"-abhingigen
Mechanismus stellt das korrekte Zusammenspiel von lonenkanilen einen der wichtigsten
Faktoren dar. Erhohte intrazelluldre Calciumkonzentration fithrt zur Kontraktion des
Gewebes. Die dafiir notwendigen Calciumionen stammen aus zellinternen Speichern sowie
aus dem extrazelluliren Raum. Im letzteren Fall gelangen sie {iber Calciumkanéle vom L-Typ
ins Zytosol. Die Calciumkanile sind spannungsabhédngig; sie werden bei einer Depolarisation
aktiviert. Auswirts rektifizierende Kaliumkanile vom Maxi-K-Typ sind maBgeblich an der
Regulation des Membranpotentials beteiligt. Die Aktivitit der Maxi-K-Kanéle ist von der
Ca’"-Konzentration abhingig, bei erhohter intrazellulirer Ca’"-Konzentration fithrt ihre
vermehrte Aktivitit zur Hyperpolarisation. Dieser Riickkopplungsmechanismus beeinflusst
die intrazelluldre Calciumkonzentration, folglich auch die Kontraktionseigenschaften der
Zellen. Kontraktilitdt glatter Muskelzellen ist iiber einen bestimmten Bereich linear abhéngig
vom Membranpotential (Greger & Windhorst, 1996). Die Aktivitdt der Maxi-K Kaliumkanile
ist somit entscheidend fiir Relaxation des Trabekelwerks (Stumpff et al., 1997).
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1.5 Fragestellung und Ziel

Die Untersuchung synthetischer Ionenkandle in Bilayermembranen hat eine Menge zum
Verstidndnis der Ionenkanile, ihrer Struktur und Funktion beigetragen. Der therapeutische
Einsatz erweist sich jedoch als komplexe Aufgabe und Herausforderung. Um als Ersatz
fehlender Kanalfunktion zu dienen oder die Zelleigenschaften zu modifizieren, miissen
kiinstliche Kanéle in einem komplexen biologischen Milieu funktionell sein. Ungeachtet ihrer
Bedeutung fiir potentielle Anwendung ist die Untersuchung von kiinstlichen Kanédlen in
lebenden Zellen ein Bereich der Wissenschaft, der bisher bis auf einzelne Ausnahmen wenig

Beachtung fand (Rottenberg & Koeppe, 1989).

In dieser Arbeit sollten daher die folgenden Untersuchungen erfolgen:

1. Ermittlung der Wirksamkeit von THF-gram, THF-gram-TBDPS und Linked-gram-
TBDPS als lonenkanile in lebenden Zellen.

2. Analyse des Kanaleinbaus unter besonderer Beriicksichtigung des Einflusses auf
physiologische Zellfunktion.

3. Untersuchung der Wirksamkeit von Gramicidin A, um die synthetischen Strukturen

mit der Muttersubstanz zu vergleichen.

Als zu untersuchendes Material wurden kultivierte Zellen vom Trabekelwerk des bovinen
Auges (BTM) ausgewdhlt. Bereits aus technischen Griinden sind BTM-Zellen fiir diese
Aufgabe gut geeignet. Die Zellkultur und die Zellpriparation sind gut etabliert. Die
Anwendung der Patch-Clamp-Technik ist bei BTM-Zellen ausgereift, die Zellen bilden
relativ schnell und hdufig GQ-Seals aus und bleiben iiber lingere Zeitrdume stabil. In
friiheren Untersuchungen wurden BTM-Zellen elektrophysiologisch charakterisiert (Stumpff
et al., 1997), ihr Verhalten entspricht weitesgehend humanen Trabekelwerkszellen.

Ein weiterer Grund fiir die Auswahl war die pathophysiologische Relevanz von Ionenkanélen
fir das Zielgewebe, insbesondere der Einfluss des Membranpotentials auf die

Trabekelwerkskontraktilitét.
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2 Methoden

2.1 Patch-Clamp-Technik

Die Patch-Clamp-Technik ist eine Methode zur Beobachtung und Analyse von
Ionenkanalstromen in Zellen und Membranen. Die hohe zeitliche Auflésung dieser Methode,
ithre Genauigkeit sowie die hohe Geschwindigkeit der Signaliibertragung machen
Strommessung auf Einzelkanalebene moglich. Die im Jahr 1976 publizierte Methode wurde
von Neher und Sakmann entwickelt und stellt heute die Basis fiir zahlreiche Methoden der
modernen Elektrophysiologie dar.

Die Patch-Clamp-Technik ist eine Weiterentwicklung der Voltage-Clamp-Technik. Bei
Voltage-Clamp werden Zellstrome und Membranpotentiale mit Hilfe eines Verstarkers sowie
zwei Elektroden, einer intrazelluldr und einer extrazelluldr platzierten, gemessen. Mit einem
Riickkopplungsmechanismus, der die Membranspannung mit Hilfe eines kompensatorischen
Stroms auf einen vorgegebenen Wert fixiert, macht die Voltage-Clamp-Technik Messungen
von einzelnen, beim Aktionspotential beteiligten Ereignissen moglich. Die Verfeinerung
dieses Mechanismus fithrt zur Patch-Clamp-Technik, bei der Strome auf Einzelkanalebene
gemessen werden konnen: Ein Membranfleck wird durch elektrisch dichte Verbindung
zwischen Membran und Pipettenspitze isoliert. Diese Verbindung wird als GQ-Seal
bezeichnet, da die vorliegenden Widerstinde im Gigaohmbereich liegen. Mit dem G€-Seal
wird das Problem des Hintergrundrauschens vermindert, da Leckstrome zwischen
Membranoberfliche und Pipettenspitze auf ein Minimum reduziert werden. Eine zusétzliche
Innovation ist die Verwendung eines optimierten Verstérkers. Dieser Verstirker erlaubt es,
nur eine Elektrode sowohl zur Messung des Potentials als auch zur Strominjektion zu
verwenden. Die Badelektrode stellt nur einen Bezugspunkt dar, weswegen sie auch
Referenzelektrode genannt wird (Molleman, 2003; Numberger & Draguhn, 1996).

In einem Patch-Clamp-Experiment wird das zu untersuchende Material, ein Gewebeschnitt
oder einzelne Zellen, in der Flusskammer platziert und mit der Badlosung geflutet. Unter
visueller Kontrolle mit Invertmikroskop sowie Kamera und Monitor (Abbildung 2.1) wird

eine adidquate Zelle ausgewéhlt. AnschlieBend taucht man die Patchpipette in die Badlosung
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und fiihrt sie behutsam in unmittelbare Nadhe der Zelle, bis ein Kontakt zwischen
Pipettenspitze und Zellmembran entsteht. Der Kontakt 16st einen Anstieg des Widerstandes
aus, was durch einen Stromabfall des vom Verstirker ausgesandten Kontrollstromes
erkennbar wird (Abbildung 2.2). Das Ansetzen von Unterdruck in der Pipette fiihrt nun zur
Entwicklung eines GQ-Seal, was auch als ,Cell-Attached”’-Modus bekannt ist
(Abbildung2.3A). Ausgehend von dieser Basiskonfiguration gelangt man zu drei
Folgekonfigurationen, die unterschiedliche Arten der Messung ermoglichen: Whole-Cell,
Inside-Out und Outside-Out (Abbildung 2.3B-D). In dieser Arbeit wurde ausschlieBlich die
Whole-Cell-Konfiguration — verwendet. Bei dieser Konfiguration werden keine
Einzelkanalstrome, sondern die Gesamtstromantwort einer Zelle als Summe aller aktiven
Kandle gemessen. Nach Ausbilden der gewiinschten Konfiguration kann das eigentliche
Experiment beginnen. Am Beispiel der Whole-Cell-Konfiguration soll der Ablauf
verdeutlicht werden:

Das Potential der untersuchten Zelle wird konstant gehalten und der dazu notwendige
Kompensationsstrom gemessen. Die gleichzeitige Strommessung und Potentialkontrolle wird
durch eine Strom-Spannungswandlung bewerkstelligt (sieche Abbildung 2.4), dessen
wichtigste Komponenten der Operationsverstiarker (OPA) und der Referenzwiderstand sind.
Der Verstiarker misst am Eingang kontinuierlich das Membranpotential der untersuchten
Zelle (Upip), die der Pipettenspannung entspricht, und vergleicht den Wert mit der
Kommandospannung (Usey), die von der Steuereinheit vorgegeben ist. Bei Ubereinstimmung
flieBt kein Strom durch das System. Bei Abweichungen der Werte durch Anderung von
entweder Upip oder Ugen entsteht am Verstarkerausgang eine Spannung, die dieser Differenz
proportional und extrem verstirkt ist. Nun flieBt aufgrund der Spannungsdiferenz zwischen
Punkt 1 und Punkt 2 solange ein Strom {iber den Referenzwiderstand, bis die
Spannungsdifferenz am Verstirkereingang aufgehoben ist. Erst mit Hilfe des
Referenzwiderstandes ist eine Reaktion auf Spannungswechsel im Mikrosekundenbereich
(us) moglich, was unerldsslich fiir hohe zeitliche Auflosung bei der Strommessung ist.
StorgrofBen wie die Membrankapazitit, die Pipettenkapazitdt oder die Eigenkapazitdt von Ry

werden iiber weitere kompensatorische Riickkopplungskreise kompensiert.
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Abbildung 2.1 Vereinfachtes Schema des Patch-Clamp-Experimentaufbaus: (1)

Perfusionssystem mit: frischer Badlosung (a), Rollerpumpe (b), zufiihrendem Schlauch
(c), abfiihrendem Schlauch (d), benutzter Badlosung (e), (2) Invertmikroskop mit:
Perfusionskammer auf einer beweglichen Metallplatte (a), Lichtquelle (b) und Monitor
(¢), (3) Mikromanipulatoreinheit mit: Patchpipette und Referenzelektrode (a),
Mikromanipulator (b), (4) Patch-Clamp-Verstirker EPC-7, (5) AD/DA-Wandler, (6)
Computer mit TIDA-Software zur Datenaufnahme und Analyse, (7) Schlauchsystem fiir
Pipettendruck, (8) schwingungsgedimpfter Tisch, (9) Faradaykifig (angepasst aus
Rosenthal, 2000).
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Abbildung 2.2: Prinzip der Stromantwort auf Testpuls wihrend der Entstehung eines
GQ-Seals und einer Whole-Cell-Konfiguration. Nachdem der Cell-Attached-Modus
erreicht bzw. ein GQ-Seal gebildet ist, fillt die Stromantwort nach einen Spannungspuls
wegen des hohen Widerstandes auf < 10 pA, was durch die gestrichelte Linie
verdeutlicht wird. Die durchgezogene Linie reprisentiert die Stromantwort nach
Erreichen der Whole-Cell-Konfiguration. Nach Ansetzen von Spannung kommt es zu
Stromfluss. Die Stromspitzen (e®) jeweils am Anfang und Ende des Spannungspulses
sind durch kapazitive Strome aufgrund von Pipetten- und Membrankapazitit sowie
aufgrund von Verzogerung durch den Zugangswiderstand zu erkliren (aus Molleman,

2003).
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Abbildung 2.3: Konfigurationen der Patch-Clamp-Technik. Nach Ausbilden des Cell-
Attached-Modus gelangt man durch Ansetzen von Unterdruck bzw. Zug an der Pipette

zu den gewiinschten Konfigurationen (aus Corey & Stevens, 2004).
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Abbildung 2.4: Schema des Strom-Spannungswandlers beim Patch-Clamp-Experiment.
Legende: OPA - Operationsverstirker, Ry — Referenzwiderstand, Usn -
Kommandospannung, Ui, - Membranpotential, U,,s — Ausgangsspannung, Punkte 1

und 2 — siche Haupttext (aus Numberger & Draguhn, 1996).
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2.1.1 Experimentaufbau

Die Perfusion erfolgte mit Hilfe von Rollerpumpe und Schlauchsystem in einer
Perfusionsrate von ca. 5 ml pro Minute. Fiir jedes Experiment wurde ein neues Deckglas mit
Zellen verwendet. Inkubationsexperimente erforderten keinen Austausch von Badldsung
wihrend des Experiments. Die Perfusionskammer war auf einer horizontal beweglichen
Arbeitsplatte befestigt, die horizontal in alle Richtungen bewegt werden konnte. Auf diese
Weise war das Aufsuchen einer geeigneten Zelle moglich.

Die Patch- und die Referenzelektrode bestanden aus diinnen Silberdrdhten, die mit einer
Schicht Silberchlorid iiberzogen waren. Die Patchelektrode war mit einem elektrisch
betriecbenem Mikromanipulator verbunden (Scientific Precision Instruments SPI,
Oppenheim/Rhein), der prizise dreidimensionale Bewegungen der Pipette ermoglichte.
Weiterhin war die Pipette mit einem Schlauchsystem ausgestattet, um den Druck an der
Pipettenspitze variieren zu konnen. Die Schlduche verbanden die Pipette iiber einen
Dreiwegehahn mit einer Wassersdule oder einer Kolbenpumpe, so dass je nach Bedarf das
Anlegen eines Uber- oder Unterdruckes mdglich war.

Die Position der Zellen und der Pipette wurde mit einem Invertmikroskop der Firma Zeiss
und einer Kamera (Sony) verfolgt. Das Mikroskop, die Kamera sowie die Manipulatoreinheit
(Abbildung 2.1) wurden auf einem schwingungsgedimpften Tisch angebracht, um
mechanische Storeinfliisse  zu  vermeiden. Ein  Faradaykidfig  iber dem
schwingungsgeddmpftem Tisch diente der Vermeidung von Storeinflissen durch
Parasitarinduktivitdt. Signaliibertragung und Datenerfassung erfolgten auflerhalb des
Faradaykédfigs mit Hilfe eines Patch-Clamp-Verstirkers (EPC-7, HEKA, Lamprecht), eines
AD/DA-Wandlers (Batelle, Frankfurt) sowie eines Computers, der mit entsprechender
Software (TIDA, Turbo Pascal Interface for Data Aquisition, HEKA) zur Datenaufnahme und
-analyse ausgestattet war.

Alle Komponenten des Systems waren elektrisch geerdet.
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2.1.2 Praktische Durchfithrung

Bei allen durchgefiihrten Experimenten wurde die Whole-Cell-Konfiguration der Patch-
Clamp-Technik verwendet. Die Auswahl diese Konfiguration hatte mehrere Griinde. Erstens
blieb die Zelle als eine intakte biologische Einheit erhalten, was entscheidend fiir das
Experimentdesign war. Zweitens lieferte die Exposition der gesamten Zellmembran eine
Oberfliche fiir die Kanalinkorporation, die gro3 genug war, um alle neu eingebauten und
aktiven Kanaleinheiten durch einen Stromanstieg sichtbar zu machen.

Im Verlauf eines Experimentes konnte nur die Zusammensetzung der Badlosung verdndert
werden, folglich wurden die Kanidle nur von der extrazelluliren Seite her appliziert. Die
Zugabe von kanalaktiven Substanzen in der Pipettenlosung hitte einen sofortigen Einbau der
Kanile zur Folge gehabt, so dass kein Unterschied zur Ausgangssituation hétte festgestellt
werden konnen und somit die Fragestellung verfehlt worden wire.

Alle Versuche fanden bei Raumtemperatur statt. Wenige Minuten vor Experimentbeginn
wurden frische Patchpipetten hergestellt. Als Material kamen dabei Rohrchen aus
Borosilikatglas (Clark, Malsfeld) zum FEinsatz, die mit Hilfe eines automatischen
Pipettenziehgeridtes (DMZ Universal Microelectrode Puller, Zeitz, Augsburg) in zwei
Arbeitsschritten zu Patchpipetten umgeformt wurden. Die fertige Patchpipette wurde mit
Pipettenlosung gefiillt und {iber die Patchelektrode gestiilpt, nachdem sichergestellt wurde,
dass die Pipette keine Luftbldschen in der Losung enthielt.

Nach dem Ubertragen des Deckglases mit den Zellen in die Perfusionskammer wurde mit
Hilfe des Mikroskops und der Kamera eine addquate Zelle ausgewidhlt. Runde, am
Deckglasboden haftende Zellen wurden als geeignet angesehen. In der Ldsung frei
flottierende Zellen sowie Zellen mit unregelméBiger Morphe wurden nicht verwendet. Solche
Zellen hielten hédufig der elektrischen Stimulation nicht stand und brachen entweder auf oder
verloren die Verbindung mit der Pipette.

Im néchsten Schritt wurde die Pipette eingetaucht und unter visueller Kontrolle vorsichtig
mit Hilfe des Mikromanipulators in die Ndhe der ausgewdhlten Zelle gebracht. Direkt nach
dem Eintauchen der Pipette wurde der Pipettenwiderstand bestimmt, der zwischen 3-5 MQ

betrug. Dabei herrschte ein leichter Uberdruck an der Pipettenspitze, um Verstopfung der
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Spitze durch eventuelle Verschmutzungen zu vermeiden sowie die extrazelluldre Matrix der
Zelle beim Zellkontakt fernzuhalten.

Zur Beurteilung der Experimentsituation verwendete man nach Eintauchen der Pipette zu
Testzwecken einen 10 mV starken Spannungspuls von 30 ms Dauer. Dieser Testpuls
ermdglichte die Bewertung von Pipettenwiderstand, die Kompensation des Offsetpotentials’
und das korrekte Entstehen eines GQ-Seals bzw. einer Whole-Cell-Konfiguration durch
Beobachtung der Stromantwort. Dieser Testpuls war immer dann aktiv, wenn keines der
Pulsprotokolle benutzt wurde (Kapitel 2.1.3).

Nach dem Beriihren der Zelle mit der Pipettenspitze, was durch Abfall des Kontrollstromes
sichtbar war, wurde das Kommandopotential auf —40 mV gesetzt. Dieses Potential entspricht
etwa dem Ruhemembranpotential der BTM-Zellen und erleichterte somit die Formation eines
GQ-Seals. Anschlieend wurde der positive Druck an der Pipettenspitze durch einen leicht
negativen Druck ersetzt, indem die Stellung des Dreiwegehahns verdndert und der
Druckkolben vorsichtig betétigt wurde. Auf diese Weise wurde zuerst ein GQ-Seal und durch
weiteres Ansaugen schliefSlich die Whole-Cell-Konfiguration erreicht. Die Ausbildung eines
GQ-Seals wurde dann als erfolgreich angesehen, wenn der Teststrom auf < 10 pA beim
Testpuls von 10 mV reduziert wurde. Der anschlieBende Aufbau einer Whole-Cell-
Konfiguration war dann durch Anstieg der kapazitiven Strdme jeweils am Anfang und Ende
des Pulses sichtbar (Abbildung 2.2). Vor Ansetzen eines Pulsprotokolls erfolgte die
Kalkulation der Membrankapazitdt aus dem Integral unter den kapazitiven Stromspitzen,
diese wurde soweit moglich iiber den Verstiarker kompensiert. Der Zugangswiderstand wurde

ebenfalls (auf einen Wert von 5 MQ) kompensiert.

! Unter Offsetpotential versteht man alle Spannungen, die aufgrund von Ubergingen

zwischen unterschiedlichen Materialien und Losungen entstehen, z.B. Silberdraht und
Badlosung. Damit eine fehlerfreie Messung erfolgen kann, ist die Kompensation dieses
Potentials vor Experimentbeginn notwendig.
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2.1.3 Elektrische Stimulation und Pulsprotokolle

Abgesehen vom Testpuls vor Beginn des Experimentes wurden in dieser Arbeit zwei
verschiedene Stimulations- oder Pulsprotokolle verwendet. Mit der ersten Stimulation, die
aufgrund ihrer Dauer R50-Pulsprotokoll genannt wurde, erfolgte eine Momentaufnahme der
zelluldren Stromantwort auf verschiedene Potentiale. Ausgehend vom Initialwert von — 40
mV (0 mV bei cdsiumhaltigen Losungen), welcher etwa dem Ruhemembranpotential von
BTM-Zellen entspricht, wurde die Zelle insgesamt 18 verschiedenen Spannungen von je 50
ms Dauer ausgesetzt. Die Amplitudendifferenz zwischen aufeinander folgenden
Spannungsschritten betrug 10 mV. Mit den ersten 9 Schritten wurde die Zelle bis auf ein
Potential von + 50 mV depolarisiert, anschlieend folgten 9 hyperpolarisierende Schritte bis
zu einem Spannungswert von -130 mV (Abbildung 2.5). Dieses Protokoll ermdglichte die
exakte Zuordnung der gemessenen Stromstirke zum exponierten Potential und somit die

Berechnung einer Strom/Spannungskurve.

+ 50 mV

-40 mV

- 130 mV

50 ms

Abbildung 2.5: Schema des R50 - Pulsprotokolls. Spannungsangaben geben Werte am

Pulsbeginn sowie Maximal- und Minimalpotential an.
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Die zweite Stimulation, das Verlaufsprotokoll (Abbildung 2.6), war eine kontinuierliche
Aufnahme iiber 125 s mit einer Aufnahmefrequenz von 100 Hz. Es wurde zur Beobachtung
von akuten Verdnderungen der Membranleitfdhigkeit wéhrend des Experiments verwendet,
insbesondere war es wichtig, solche Verdnderungen direkt nach Applikation der untersuchten
Substanzen zu verfolgen. Ahnlich wie beim R50-Protokoll wurde auch beim
Verlaufsprotokoll das Ausgangspotential mit —-40 mV gewéhlt. AnschlieBend wurde die Zelle
insgesamt 10 Spannungsschritten von jeweils 100 ms Dauer ausgesetzt. Die Differenz
zwischen den einzelnen Schritten betrug jeweils 20 mV, die maximalen Potentialamplituden
erreichten jeweils Werte von -140 mV und 60 mV. Jedem Spannungsschritt folgte eine
Neutralperiode (-40 mV/100ms). Das Ende der Sequenz bildete eine 500 ms lange Phase mit
dem Neutralpotential von —40 mV. Die Stimulationssequenz dauerte insgesamt 2,5 s und

wurde im Verlauf des Protokolls 50 Mal wiederholt.

] +60mV

- 40 mV — — — -40mV

-140 mV L |

ls

Abbildung 2.6: Stimulationssequenz des Verlaufsprotokolls. Spannungsangaben geben

Ausgangswerte sowie Maximalwerte des angesetzten Potentials wieder.
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2.1.4 Statistische Auswertung und Analyse

Pro Experimentserie lag die Gesamtzahl (n) der untersuchten Zellen zwischen 3 und 8. Alle
Ergebniswerte wurden, sofern nicht anders vermerkt, als Mittelwert mit Standardfehler
(SEM) angegeben. Zur Uberpriifung der statistischen Signifikanz wurde je nach Experiment
der t-Test fiir gepaarte oder ungepaarte Experimente verwendet. Bei gepaarten Versuchen
kamen im Verlauf eines Experimentes verschiedene Ldsungen, z.B. mit oder ohne
kanalaktive Substanzen, zum Einsatz. Gepaarte Experimente verglichen die Werte von einer
Zelle jeweils vor und nach Substanzgabe. Als ungepaartes Experiment wurde die
Gegeniiberstellung von Zellkohorten angesehen, die entweder mit reiner Badlésung oder mit
Badlosung und geloster Priifsubstanz inkubiert wurden. Die gepriiften Grofen wurden als
signifikant unterschiedlich angesehen, wenn das Ergebnis des t-Tests (P-Wert) kleiner als
0.05 war. Abhédngig vom P-Wert wurden drei Signifikanzlevel definiert: « fiir p<0.05, =« fiir
p<0.01 sowie ==+ fiir p<0.001.

Als primére Zielvariablen wurden die Dichte und das Umkehrpotential der Ganzzellstrome
von BTM - Zellen nach Applikation der Substanzen definiert und mit den Ausgangswerten
vor Substanzgabe verglichen.

Die Stirke der gemessenen Stromantwort einer Zelle ist proportional zur ZellgroBBe. Daher
wurden zur Normierung gemessener Strome auf die ZellgroBe Stromdichten anstelle von
Leitfdhigkeiten herangezogen. Die Stromdichte wurde aus dem Quotienten aus gemessenem
Gesamtstrom und Zellkapazitidt kalkuliert (pA/pF), da letztere direkt proportional zur
ZellgroBe ist. Zur genaueren Beurteilung wurden die Stromdichten von Auswérts- und
Einwirtsstromen verglichen. Stromdifferenzen mit positivem Vorzeichen, die meist nach
einer Depolarisation erfasst wurden, wurden als Auswértsstrome definiert. Dementsprechend
wurden als Einwartsstrome Stromdifferenzen mit negativem Vorzeichen definiert.

Die Auswirtsstromdichte wurde aus der Stromantwort bei maximaler Depolarisation (+60
mV) und die Einwiirtsstromdichte anhand der Stromstidrke bei maximaler Hyperpolarisation
(-140 mV) kalkuliert. Als Gesamtstromdichte wurde die Summe beider Werte betrachtet.
Die Verdnderung des Umkehrpotentials wurde als Differenz des Umkehrpotentials vor und
nach Substanzgabe festgestellt und in mV bestimmt. Dabei verstand man unter

Umkehrpotential die Spannung, bei welcher der Membranstrom den Wert 0 einnahm.
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Sekunddre Variablen waren die Reaktionszeit nach Substanzgabe bis zum ersten Anstieg der
Leitfahigkeit (gemessen in s) sowie die Geschwindigkeit des Stromanstiegs (pA/s).

Um akute Verdnderungen der Leitfahigkeit besser beurteilen zu konnen, wurden mehrere
Verlaufsprotokolle eines Experiments in chronologischer Folge verbunden. Auf diese Weise

war auf einer Abbildung der Verlauf des gesamten Experimentes sichtbar.

2.2 Zellpriaparation

Bovine Augen wurden vom Schlachthof bezogen und innerhalb von 6 Stunden nach Tod des
Tieres auf Eis ins Labor transportiert. Die Augen wurden unter einem Mikroskop unter
semisterilen Bedingungen prépariert. Das Trabekelwerk wurde vom umgebenden Gewebe
gelost und in kurze Streifen geschnitten. Die Scheiben wurden anschliefend in eine
Petrischale iiberfiihrt, mit einem Deckglas bedeckt und mit Zellmedium gefiillt, das 10%
fetales Kélberserum enthielt. Die Petrischalen wurden in einem Brutschrank aufbewahrt, der
auf 37° C temperiert und mit 5 % CO,-haltiger Luft gefiillt war. Zweimal wochentlich wurde
das Medium ausgetauscht. Nach der Ausbildung einer konfluenten Zellschicht (Monolayer)
wurden die Zellen unter Einsatz der Trypsin/EDTA-Methode passagiert. Dazu wurde das
Medium aus der Schale entfernt, die Zellen mit einer Ca/Mg-freier PBS-Losung gespiilt und
die Schale mit 1ml Trypsinldsung gefiillt. Nach einer Inkubation von 5 min bei 37° C und
anschliefender mechanischer Agitation 16ste sich die Zellschicht vom Schalenboden. Die
trypsinierten Zellen wurden mit neuem Medium versetzt und auf drei neue Schalen verteilt.

Fiir Experimente wurden nur Zellen aus der dritten Passage verwendet. Ahnlich dem
Passageprozess wurde die Zellschicht mit Trypsin behandelt und mit frischem Medium
versetzt. AnschlieBend wurden die Zellen auf kleine Deckgliser verteilt und fiir 0.5-2.0
Stunden im Brutschrank inkubiert, damit sie erneut eine Haftung mit dem Deckglas
entwickelten. Nach der Inkubationsperiode wurden die Deckglédser in die Perfusionskammer

iibertragen und mit Badlosung geflutet.
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2.3 Substanzen und Losungen

2.3.1 Zellkultur

Zellkulturmedien und Zusatzlosungen wurden von Biochrom (Berlin) bezogen. Fiir alle
Prozeduren wurde die gleiche Zusammensetzung des Mediums verwendet. Diese bestand aus
“Dulbecco’s modified Eagle’s minimal essential medium (DMEM)”, das mit 10% fetalem
Kiélberserum, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin angereichert war. Zusétzlich
wurde fiir Passageprozeduren und Experimentvorbereitung zur enzymatischen Verdauung der
Zellkontakte eine Trypsinlosung (Biochrom) verwendet. Die Spiilung der Zellen erfolgte mit

einer Ca/Mg-freien Losung (PBS).

2.3.2 Losungen fiir Patch-Clamp-Experimente

Fiir jedes Experiment waren je zwei Ldsungen erforderlich, Bad- und Pipettenldsung. Da
zwei verschiedene Kombinationen von Ladungstrigern getestet werden sollten, wurden zwei
Sdtze von Losungen verwendet. Die Zusammensetzung des ersten Satzes entsprach
physiologischen Bedingungen mit Natrium- und Kaliumionen als Ladungstrigern,
dementsprechend war in der intrazelluldren Losung eine hohe Kaliumkonzentration, in der
extrazelluliren Losung eine hohe Natriumkonzentration vorzufinden. Beim zweiten Satz
wurde Natrium bzw. Kalium durch Cidsium ersetzt, um die Leitfdhigkeit fiir dieses Ion zu
priifen. Die Konzentration {ibriger lonen entsprach den physiologischen Konzentrationen. Die

genaue Zusammensetzung der verwendeten Losungen ist Tabelle 2.1 zu entnehmen.
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Tabelle 2.1 Zusammensetzung der verwendeten

Experimente. Alle Angaben bis auf pH in mmol/l.

Losungen fiir

Patch-Clamp-

Losung Bad 1 Bad 2 Pipette 1 | Pipette 2
Ladungstrager Na'/K™ |[Cs’ Na'/K"~ |Cs"
NaCl 141 10 10 10
CsCl - 131 - -
Cs-methansulfonat - - - 119
KCl 4 4 - -
K-glutamat - - 119 -
CaCl, 1.7 1.7 0.5 0.5
MgCl, 0.9 0.9 - -
MgSO4 - - 0.9 0.9
K,HPO4 - - 1 -
HEPES 10 10 10 10
Ca-EGTA - - 5.5 5.5
Glukose 5 5 - -
pH 7.4 7.4 7.2 7.2

Die verwendeten Chemikalien wurden bei Sigma (Miinchen), Serva (Heidelberg) und Merck
(Darmstadt) erworben. Alle Losungen wurden nach Zubereitung gefiltert und auf korrekte
Osmolaritat gepriift, welche zwischen 270 und 290 mosm/I lag. Um den pH-Wert stabil zu
halten, wurden die Losungen mit Tris/HEPES gepuffert. Der pH-Wert der Badlosung betrug
7.4 und der Pipettenlosung 7.2. Die Zugabe von Ca-EGTA in den Pipettenlosungen hatte die
Pufferung der Calciumkonzentration auf exakt 12 nmol/l zum Ziel. Auf diese Weise wurde
die Aktivierung von calciumabhingigen Maxi-K Kanilen reduziert, die in BTM Zellen
exprimiert werden und einen bedeutenden Beitrag zur elektrophysiologischen Antwort der
Zelle leisten (Wiederholt et al., 2000). Badlésungen wurden im Kiihlschrank bei 4° C
aufbewahrt und innerhalb von 7 Tagen aufgebraucht. Die Zugabe von Glukose erfolgte direkt

vor Experimentbeginn. Pipettenldsungen wurden nach Herstellung in Eppendorfrohrchen mit
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je 1ml Inhalt aliquotiert, bei -20° C eingefroren und nach Bedarf aufgetaut. Alle Losungen

wurden vor Experimentbeginn auf Raumtemperatur gebracht.

2.3.3 Synthetische Ionenkaniile

Mit Ausnahme von Gramicidin A, das bei Fluka (Buchs/CH) erworben wurde, wurden alle
Substanzen durch das Institut fiir Chemie der Humboldt-Universitdt zu Berlin, vertreten
durch Prof. Ulrich Koert, synthetisiert und fiir biologische Untersuchung zur Verfiigung
gestellt. Dazu gehorten THF-gram-TBDPS, THF-gram und linked-gram-TBDPS. Alle
Substanzen waren sdulenchromatographisch (HPLC) gereinigt. Die Synthese lieferte
Feststoffe, daher wurden die Verbindungen in Methanol oder Dimethylsulfyloxid (DMSO)
gelost. Nach Zugabe der gelosten Substanzen zur Badlosung iiberstieg die Konzentration der
Losungsmittel niemals den Anteil von 0.5%, bezogen auf das Volumenverhiltnis (Vol./Vol.).
In allen Experimenten wurden die lonenkanile extrazelluldr appliziert; d.h. sie wurden
ausschlieBlich der Badlosung zugefiihrt. Die Pipettenlosung war jederzeit frei von den

untersuchten Substanzen.
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3 Ergebnisse

In der Whole-Cell-Konfiguration waren stabile Aufnahmen zwischen 5-20 min moglich.
Langere  Aufnahmezeiten wurden durch Instabilitit der hochohmigen Zell-
Pipettenverbindung sowie durch Aufbrechen der Zellmembran verhindert. Die Kontrolle der
Membranleitfahigkeit erfolgte mittels Messung von Membranstromen unter Einsatz von zwei
Pulsprotokollen (Kapitel 2.1.3). Es wurden nur Zellen eingeschlossen und den untersuchten
Substanzen ausgesetzt, deren Kontrollstrome iiber eine Zeitspanne von mindestens 5 min
stabil waren.

Aufgrund der komplexen Synthese war die Verfiigbarkeit der untersuchten Substanzen
limitiert, was nur eine beschrinkte Anzahl von Experimenten pro Experimentserie

ermoglichte.

3.1 Kontrollexperimente

Messungen mit verschiedenen Ladungstrigern (Na'/K™ oder Cs') wurden separat analysiert.
Kontrollwerte fiir Stromdichte, Zellkapazitit, Zellwiderstand und Umkehrpotential wurden
vor Applikation der untersuchten Substanzen aufgenommen. In jedem Experiment wurden
die Zellstrome nach Erreichen des Whole-Cell-Modus {iiber 60-120 s ohne
Substanzapplikation aufgenommen. Somit konnte die Registrierung der Kontrollwerte
erfolgen sowie instabile oder oszillierende Zellen ausgeschlossen werden.

BTM-Zellen zeigten eine Gesamtstromdichte von 4.0 + 0.5 pApF' (n = 69) fiir Na”/K" und
5.2+ 0.4 pApF' (n=31) fiir Cs" als Ladungstriger. Bei beiden Ladungstrager war der Anteil
der Auswirtskomponente am Gesamtstrom mit 69.5 + 1.1 % fiir Na'/K' (p<0.001) sowie
75.8 £ 1.7 % (p<0.001) fiir Cs" stiirker als die Einwértskomponente. Die Zellkapazitit wurde
mit 60.3 + 5.4 pF (Na'/K", n = 69) beziehungsweise 62.5 + 9.0 pF (Cs", n = 31) gemessen.
Der Zugangswiderstand der Zellen betrug vor Kompensation 10.1 + 0.6 MQ bei Na'/K" und
11.1 £ 1.0 MQ bei Cs". Bei den genannten Werten wurde zwischen verschiedenen
Ladungstragern kein Unterschied festgestellt. Die Betrachtung der Kontrollwerte von

Umkehrpotentialen ergab jedoch, dass unter Cs'-haltigen Bedingungen das Umkehrpotential
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mit -15.9 + 2.8 mV signifikant positiver (p < 0.001) als in physiologischer Umgebung war.

Tabelle 3.1 gibt eine Ubersicht fiir die beiden verwendeten Losungskombinationen wieder.

Tabelle 3.1 Kontrollwerte von BTM-Zellen fiir verschiedene Losungen/Ladungstriger,
die durch gemessene Strome von Na'/K" oder Cs' Ionen reprisentiert waren. Die Werte
waren voneinander nicht signifikant unterschiedlich. Die einzige Grofle, die einen

signifikanten Unterschied zeigte, war das Umkehrpotential (fett markiert).

Ladungs- Umkehrpotential | Stromdichte | Zellkapazitit | Zellwiderstand | Zellanzahl
tréiger (mV) (PAPF) | (pF) (MQ) (n)
Na'/K* -39.2 £ 1.7 mV 4.0+0.5 60.3+54 10.1 £0.6 69
Cs" -15.9 £2.8 mV 52+04 62.5+9.0 11.1+1.0 31

Um einen moglichen Einfluss der Losungsmittel auf die Stromantwort auszuschlielen,
wurden BTM-Zellen nach extrazelluldrer Applikation von 0.5% DMSO (Vol./Vol.) bzw.
0.5% Methanol untersucht. Die gewidhlte Konzentration von 0.5 % der Badlosung entsprach
der maximal verwendeten Konzentration, um kiinstliche Ionenkanéle in Losung zu bringen.

10 min nach Applikation von 0.5% DMSO verédnderte sich die Stromdichte der BTM-Zellen
auf 922 £ 9 % (n = 3) des Ausgangwertes. Das Umkehrpotential verdnderte sich
entsprechend um A+1.0 £ 1.5 mV (n = 3). In dhnlicher Weise bewirkte eine 0.5%-ige
Konzentration von Methanol in der Badlosung eine Verdnderung der Stromdichte auf 97.3 +
11.3 % (n = 3) des Ausgangwertes und eine Verschiebung des Umkehrpotentials um A-0.53 +
2.8 mV (n = 3). Die Werte vor und nach Applikation von DMSO bzw. Methanol waren
voneinander nicht signifikant unterschiedlich. Abbildung 3.1 zeigt Verlaufsprotokolle von

Zellen, die mit DMSO bzw. Methanol inkubiert wurden.
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Methanol 0.5%
200pA I

150s

DMSO 0.5%

200pA

150s

Abbildung 3.1 Verlaufsprotokolle von BTM-Zellen, die entweder Methanol (A) oder
DMSO (B) in einer Konzentration von 0.5% ausgesetzt wurden. Das Experiment mit
Methanol wurde mit einer intrazelluliiren Losung durchgefiihrt, welche nicht mit Ca-
EGTA gepuffert war. Dies fithrte zu einer starken Aktivierung von
auswirtsrektifizierenden, calciumabhingigen Maxi-K-Kanilen, sichtbar an der starken
Stromantwort nach Depolarisation. Um diese Aktivierung zu vermeiden und mogliche
Effekte kiinstlicher Ionenkanile besser erkennbar zu machen, wurde in allen folgenden
Experimenten inklusive des DMSO-Kontrollversuchs (B) mit Hilfe vom Ca-EGTA-
Puffer die intrazellulire Calciumkonzentration bei 12 nM (siche Methoden)
aufrechterhalten. Die niedrige Konzentration hatte wie erwartet eine Reduktion der
Auswiirtsstrome zur Folge, was auf die schwiichere Aktivierung von Maxi-K-Kanélen

zurickzufiihren war.
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3.2 THF-gram

Der Einfluss von THF-gram auf die Leitfdhigkeit von BTM-Zellen wurde in einem
Konzentrationsbereich zwischen 10° M und 10® M untersucht. Bei diesen Konzentrationen
zeigten die Zellen einen eindeutigen Anstieg der Membranstromdichte mit einer
ausgeprigten Auswirtskomponente sowie eine Verdnderung des Umkehrpotentials in
Richtung positiverer Werte. Die maximale Ausprigung der Effekte war in einem Zeitraum
zwischen 10 — 15 min nach Applikation von THF-gram zu beobachten. Eine
Konzentrationsabhéngigkeit ~wurde fiir die Zeitspanne zwischen Beginn der
Substanzapplikation und erstem Effekteintritt festgestellt. In keinem der Experimente wurden
Auswascheffekte beobachtet, die Verdnderungen der Stromantwort blieben auch bei Spiilung

der Zellen mit substanzfreier Badlosung erhalten.

3.2.1 Experimente mit Na'/K" als Ladungstriger

Unter physiologischen Bedingungen, d.h. mit Natrium- und Kaliumionen als Ladungstriger,
wurde unter Verwendung einer THF-gram-Konzentration von 10° M ein Anstieg der
Gesamtstromdichte um A+5.8 + 2.0 pApF™" (n = 7) beobachtet. Unter Kontrollbedingungen
betrug dabei die Stromdichte 3.0 + 0.6 pApF ™' und stieg auf den Maximalwert von 8.8 £ 2.0
pApF! nach Substanzapplikation. Bei 70% der untersuchten BTM-Zellen war ein Effekt zu
beobachten, die restlichen Zellen zeigten keine Anderung der Stromantwort auf THF-gram.
Die verdnderte Leitfdhigkeit der Zellmembran fiihrte zu einer Verlagerung des
Umkehrpotentials um A+12.1 = 3.4 mV (n = 7) vom Initialwert von -48.1 + 4.8 mV, so dass
das Umkehrpotential nach Substanzgabe -36.0 = 2.1 mV betrug. Die beobachteten
Verdnderungen waren signifikant unterschiedlich zu Kontrollwerten (Abbildung 3.2). Eine
exemplarische Darstellung der THF-gram-Effekte auf die Zellantwort ist in Abbildung 3.3
sowie Abbildung 3.4 dargestellt.
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Abbildung 3.2 Gegeniiberstellung von Membranstromdichte (A) sowie Umkehrpotential
(B) jeweils vor und nach Applikation von THF-gram (10 M). Die dargestellten Balken
reprisentieren Mittelwerte mit eingezeichneten Standardfehlerbereichen, Zahlen
beziehen sich auf die untersuchte Zellzahl, der Asterisk auf den Signifikanzlevel der

Differenz beider Balken.

THF-gram

Abbildung 3.3 Effekt der THF-gram-Applikation (10° M) auf Membranstrome einer
BTM-Zelle. R50-Protokolle (A und C) zeigen die Stromantwort auf Hyper- bzw.
Depolarisation jeweils vor und nach Substanzgabe, das Verlaufsprotokoll (B)
dokumentiert die kontinuierliche Zunahme der Leitfihigkeit (der Balken zeigt die

Applikationsdauer an).
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Abbildung 3.4 Im Diagramm werden die Strom/Spannungslinien dargestellt, die jeweils
aus den Protokollen von Abbildung 3.3 A und C kalkuliert wurden. Die Anderung des
Kurvensteilheit verdeutlicht dabei den Anstieg der Leitfihigkeit, die Verlagerung des
Schnittpunktes mit der X-Achse (punktierte Linien) die Anderung des
Umkehrpotentials.
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Abbildung 3.5 Vergleich der maximalen zusitzlichen (A) Auswirts- und
Einwirtsstromdichten nach THF-gram-Applikation bei einer Konzentration von 10
M. Die Werte fiir beide Balken wurden aus Ergebnissen kalkuliert, die von gleichen

Zellen stammten.



42

Der durch THF-gram induzierte Anstieg der Stromdichte war asymmetrisch. Der Anstieg der
Auswirtsstromdichte war bei der Konzentration von 10° M mit A+4.7 + 1.6 pApF' (n = 7)
stirker ausgeprigt als der Anstieg der Einwiértskomponente, der bei A+1.1 + 0.4 pApF™ (n =
7) lag. Dieser Unterschied war statistisch signifikant (Abbildung 3.5). Untersuchungen mit
geringeren Konzentrationen von THF-gram (107 M und 10® M), zeigten ein Verhalten von
BTM-Zellen, das mit den Resultaten bei 10 molarer Konzentration vergleichbar war. Bei
beiden Konzentrationen fiihrte die Exposition mit THF-gram zu einem Anstieg der

Leitfahigkeit sowie einer Verlagerung des Umkehrpotentials in Richtung positiver Werte.
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Tabelle 3.2 fasst die Ergebnisse zusammen. Die Verdnderungen der Stromantwort nach
Applikation von THF-gram traten mit einer zeitlichen Verzdgerung auf, die von der
verwendeten Konzentration abhingig war. Bei einer Konzentration von 10°® M waren erste
Effekte 103 + 26 s (n = 7) nach Beginn der Applikation sichtbar. Eine geringere
Konzentration hatte eine groflere Verzogerung der Stromantwort zur Folge, mit 119.0 + 48.3
s (n=4) bei 107 M und 2404 + 39.8 s (n = 5) bei 10® M. Die Reaktionszeiten bei
verschiedenen Konzentrationen waren voneinander bei folgenden Gegeniiberstellungen
signifikant unterschiedlich: 10 vs. 10® M sowie 107 vs. 10™® M (Abbildung 3.6). Folglich
wurde die Reaktionszeit zwischen THF-gram-Applikation und erstem beobachteten Effekt als

konzentrationsabhiingig im Bereich 10 - 10™®* M beurteilt.
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Tabelle 3.2 Zusammenfassung der Experimente mit THF-gram fiir die Konzentrationen
107 M and 10® M. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

Sternchen deuten den Signifikanzlevel an. Folgende Abkiirzungen wurden verwendet:

Dy - Stromdichte wunter Kontrollbedingungen; Ds — Stromdichte nach
Substanzapplikation; D;, —  zusitzliche (A) Einwirtsstromdichte nach
Substanzapplikation; Dout - zusitzliche (A) Auswairtsstromdichte nach
Substanzapplikation; Py — Umkehrpotential unter Kontrollbedingungen; Ps -

Umkehrpotential nach Substanzapplikation; n.s. — nicht signifikant.

Konzentration (mol/l) 107 10°
Anzahl reagierender Zellen 4 5
Anzahl untersuchter Zellen 5 6
Verhiltnis reagierende/untersuchte 80 83
Zellen in %
Dy in pApF”’ 44+1.8 8.9+4.9
D in pApF! 11.5+3.4 17.7+5.9
Differenz ADs— Dy in pApF’ 7.1+1.7 8.8+2.5
p-Wert von A(Ds— Dy), Signifikanzlevel 0.024, - 0.023, -
Dy, in pApF?! 28+1.4 26+1.2
Dou in pApF™! 44+1.1 62+1.5
p-Wert of Dy, vs. Doy, Signifikanzlevel 0.41, n.s. 0.033 -
Pypin mV -42.7+7.5 -47.5+15.5
Psin mV -22.3+10.5 -32.0£12.5
A(Ps- Pg) in mV 20.3+£7.7 155+34
p- Wert of A(Ps - Py), Signifikanzlevel 0.094, n.s. 0.019, -
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Abbildung 3.6 Konzentrationsabhingigkeit von THF-gram tritt als zeitliche
Verzogerung des Stromanstiegs nach Substanzapplikation in Erscheinung. Die
Abbildungen zeigen Verlaufsprotokolle von drei Zellen, denen THF-gram in
abnehmender Konzentration (10°~10® M von oben nach unten) appliziert wurde. Pfeile
deuten jeweils auf den Applikationsbeginn sowie auf den ersten Stromanstieg. Im
Diagramm (links) ist die verwendete Konzentration gegen die zeitliche Verzogerung des

Effekteintritts aufgetragen. Alle Angaben als Mittelwerte + Standardfehler.
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3.2.2 Experimente mit Cs" als Ladungstriger

In Experimenten mit kiinstlichen Membranen wurde fiir THF-gram eine lonenselektivitit in
folgender Reihenfolge festgestellt: NH," > Cs”™ > K" > Na". Diese Selektivitit entspricht der
Eisenmanreihe I fiir Kationen (Schrey et al., 2000). Damit das Selektivitidtsverhalten auch in
BTM-Zellen untersucht und mogliche Unterschiede in der Stromdichte und Antwortmuster
erkannt werden konnten, wurde die Wirkung von THF-gram mit Cédsium als Ladungstriger
iiberpriift (Kapitel 2.3.2). Dabei wurde eine THF-gram-Konzentration von 10° M verwendet.
Unter diesen Bedingungen zeigten 62.5 % der untersuchten BTM-Zellen eine Verdnderung
von Stromdichte und Umkehrpotential nach Applikation von THF-gram. Der Anstieg der
Stromdichte betrug bei reagierenden Zellen A+17.5 + 2.6 pApF’', das Umkehrpotential
verschob sich um A+4.6 = 1.0 mV von initial -9.0 £ 2.4 mV auf - 44 + 2.6 mV nach
Applikation (n = 5). Sowohl fiir die Stromdichte (p = 0.0026) als auch fiir das
Umkehrpotential (p = 0.009) waren die Verdnderungen statistisch signifikant.
Uberraschenderweise wurde auch unter cidsiumhaltigen Bedingungen eine Asymmetrie der
Stromantwort festgestellt, die &hnlich der Reaktion unter physiologischen Bedingungen
(Na"/K") war. Der Anstieg der Auswirtsstromdichte (A+12.4 + 2.0 pApF", n = 5) war
signifikant héher (p = 0.009) als der Wert fiir die zusitzliche Einwértsstromdichte, der bei
A+5.1 + 0.8 pApF™ (n = 5) lag. Die zeitliche Verzégerung zwischen Applikationszeitpunkt
und Effekteintritt betrug unter Cs” 61.2 + 18.1 s (n = 5).

3.2.3 Vergleich von Effekten zwischen verwendeten Ladungstrigern

Beim Vergleich der Effekte von THF-gram unter verschiedenen Ladungstrigern (also Na'/K"
vs. Cs') ergab die Auswertung folgende Resultate: zusitzliche Stromdichte nach THF-
Applikation war signifikant hoher fiir Cs" als fiir Na'/K" (Abbildung 3.7). Die Asymmetrie
der Stromantwort war bei Cs' als Ladungstriger jedoch schwicher ausgeprigt als unter
physiologischen Bedingungen. Die zusitzliche Einwirtsstromdichte betrug bei Na'/K" 23 +
3.1% (n = 7) der Auswirtsstromdichte und war damit deutlich kleiner als der entsprechende
Anteil unter Verwendung von Cs', der bei 42.2 = 5.2% (n = 5) lag. Ein Vergleich der

Umkehrpotentiale war nur bedingt moglich, da bereits die Verwendung von Cs™ im
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Kontrollexperiment das Umkehrpotential in positiver Richtung verschob (Kapitel 3.1). Was
die Reaktionszeit betrifft, zeigten die Zellen bei vergleichbarer Konzentration keinen
signifikanten Unterschied zwischen Cs” and Na'/K'. BTM-Zellen, die mit Cs'-haltiger
Losung versetzt wurden, zeigten jedoch eine leichte Tendenz zu schnellerer Reaktion (61 +

18 s; n =5) als Zellen, die mit physiologischer Losung gespiilt waren (103 =26 s; n = 7).

AStromdichte (pApE™) %%

24
20 T
16 |
12
8 T
4 |
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Abbildung 3.7 Der durch THF-gram (10 M) induzierte Anstieg der Stromantwort war
von den verwendeten Losungstrigern abhingig. Das Balkendiagramm zeigt mittlere

Stromdichten sowie Standardfehlerbereiche fiir unterschiedliche Ladungstriger.

3.3 THF-gram-TBDPS

Aufnahmen von Stromen in Bilayer-Membranen hatten gezeigt, dass das Anhdngen von
TBDPS-Schutzgruppen die Kanaleigenschaften der THF-gram-Hybride verdndern kann
(Schrey et al., 2000). Um die Wirkung der geschiitzten Verbindung auf die Stromantwort von
BTM-Zellen zu untersuchen sowie mogliche Unterschiede gegeniiber dem ungeschiitzten
THF-gram zu ermitteln, wurde das Verhalten der Zellen nach Applikation von THF-gram-
TBDPS untersucht. Ubereinstimmend mit den Resultaten aus Bilayerexperimenten wurde
festgestellt, dass unter THF-gram-TBDPS der Einfluss auf die Stromantwort schwicher
ausfiel als unter THF-gram. Auch in diesem Fall waren die Verdnderungen nach
Substanzapplikation durch Auswaschen nicht reversibel. Signifikante Effekte wurden nur in
einem sehr engen Konzentrationsbereich von 10° bis 107 M beobachtet, ab einer

Konzentration von 10® M waren keine Verdnderungen sichtbar (Tabelle 3.3). Konsistent mit
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der schwachen Antwort war auch der geringe Anteil der reagierenden Zellen, der bei 10° M
nur bei 30% der untersuchten Zellen lag. Daher wurde eine zweite Experimentreihe
durchgefiihrt, bei der die Zellen iiber 1 Stunde mit THF-gram-TBDPS inkubiert wurden.
Diese Experimentreihe diente dazu, mogliche Effekte nach lédngerer Substanzexposition

aufzudecken.

3.3.1 Akute Experimente mit Na’/K" als Ladungstriiger

Nach Zugabe von THF-gram-TBDPS (10° M) zur Badlosung und anschlieBender
Applikation zeigten 7 von 23 BTM-Zellen (= 30%) signifikante Verdnderungen im
elektrophysiologischen Verhalten. Die maximale Stromantwort trat 15-20 min nach
Applikation auf, erste Effekte waren nach 204.6 + 44.5 s (n = 7) sichtbar. Die Stromdichte
stieg signifikant (p = 0.04) von initial 3.6 + 0.8 pApF™' bis auf 9.6 + 3.1 pApF ™" an (A+6.0 +
2.4 pApF'. n = 7). Eine signifikante Verschiebung des Umkehrpotentials von -37.7 + 6.0 auf
-16.7 £+ 4.8 mV (A+21.0 £ 4.5 mV, n = 7, p = 0.003) konnte ebenfalls festgestellt werden.
Abbildung 3.8 zeigt eine exemplarische Stromantwort einer BTM-Zelle nach Applikation von

THF-gram-TBDPS.

THF-gram-TBDPS

A

Kontrolle

| 200pA

15ms 150s 15ms

Abbildung 3.8 Elektrophysiologische Antwort von BTM-Zellen auf Applikation von
THF-gram-TBDPS (10-7 M). Die Abbildungen zeigen respektive Stromaufzeichnungen
unter Kontrollbedingungen (A) und nach Substanzapplikation (B und C). Schwarzer
Balken zeigt die Applikationszeit.
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Eine Asymmetrie zwischen der Auswirts- und Einwirtsstromdichte konnte bei THF-gram-
TBDPS nicht beobachtet werden. Einige untersuchte Zellen zeigten zwar eine leichte
Tendenz zu héherer Auswirtsstromdichte (3.9 + 1.9 pApF' auswirts vs. 3.5 + 2.1 pApF’
einwirts; n = 7), dieser Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant.

In Einzelkanalmessungen fand man heraus, dass Gadoliniumionen (Gd®") eine inhibitorische
Wirkung auf die Kanalaktivitdit von THF-gram-TBDPS ausiiben (nicht verdffentlichte
Beobachtung aus dem Institut fiir Chemie, HU Berlin, Prof. Koert). Um zu untersuchen, ob
dieser Effekt auch in biologischen Membranen auftritt, wurden diejenigen BTM-Zellen, die
einen Stromanstieg zeigten, im Anschluss an die Applikation von THF-gram-TBDPS mit
Gd** (0.5:10° M) behandelt. Die initiale Stromamplitude von 185.2 + 51.7 pA stieg nach
Zugabe von THF-gram-TBDPS bis auf 622.0 = 268.5 pA. AnschlieBende Applikation von
Gd*" reduzierte den Strom auf 211.5 + 82.0 pA (Abbildung 3.9) und somit auf einen mit der
Kontrolle vergleichbaren Wert. Aufgrund einer sehr geringen Fallzahl von n=4 wurde fiir die
beobachteten Effekte eine statistische Signifikanz nicht erreicht, der p-Wert betrug 0.14 fiir
die zusitzlichen Strome nach THF-gram-TBDPS Applikation versus Kontrolle und 0.2 fiir
die Reduktion dieser Strdme nach Zugabe von Gd’". Bei Kontrollversuchen stellte sich
jedoch heraus, dass bei unbehandelten Zellen die Applikation von Gd*" auch die natiirliche
Stromantwort reduziert bzw. fast komplett ausloscht. Gadolinium ist bekannt als
unspezifischer Inhibitor von Ionenkanélen (Popp et al., 1993). Da nicht unterschieden werden
konnte, ob die Stromreduktion durch Gd*" auf Inhibition natiirlicher oder kiinstlicher Kanile
zuriickzufithren war und somit kein weiterer Erkenntnisgewinn erfolgen konnte, wurde auf

weitere Experimente mit Gd** verzichtet.

3.3.2 Inkubationsexperimente

Bei kurzzeitiger Exposition (10-15 min) mit THF-gram-TBDPS zeigte nur ein geringer
Anteil von BTM-Zellen eine Reaktion im Sinne eines Stromanstiegs. Um herauszufinden, ob
die Reaktion nach langerer Exposition bei einem groBeren Prozentsatz der Zellen auftritt oder
ob die Stromantwort ein verdndertes Bild zeigt, wurde nach iiblicher Préparation (Kapitel

2.3.1) ein zusitzlicher Schritt eingefiihrt. In diesem Schritt wurden die Zellen vor
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Versuchsbeginn eine Stunde lang im serumfreien Medium inkubiert, das mit 10° M THEF-
gram-TBDPS versetzt war. Inkubation in Serum mit 0.5% DMSO diente als
Negativkontrolle. Da Kontroll- und Zielwerte bei diesem Experimentdesign von
verschiedenen Zellen stammten, wurde zur statistischen Analyse der T-Test fiir nicht

gepaarte Experimente verwendet.

TH F-gram-TBDPS

Gd**

200pA

150s

Abbildung 3.9 Einfluss von Gd®>* auf Stromantwort nach Applikation von THF-gram-
TBDPS. Gd** (0.5*10° M) reduzierte den THF-gram-TBDPS (10° M) induzierten
Stromanstieg wieder auf Ausgangswerte. Nach Auswaschen von Gd*" setzte sich der

Anstieg der Leitfahigkeit fort.

Die Verldngerung der Expositionszeit fiihrte tatsdchlich zu einer groBBeren Zahl reagierender
Zellen (sog. responder). In 35 von 41 (= 85%) Patch-Clamp-Experimenten zeigten die
untersuchten Zellen im Vergleich zur Kontrolle deutlich héhere Stromdichten sowie eine
Verschiebung des Umkehrpotentials zu positiveren Werten. Die Stromdichten betrugen 7.1 +
1.6 pApF' (n = 35) fiir Zellen, die mit THF-gram-TBDPS inkubiert wurden sowie 2.4 £ 0.5
pApF' (n = 10) bei den Kontrollen. Konsistent dazu lag das Umkehrpotential von
behandelten Zellen bei -6.3 + 2.1 mV (n = 35), was deutlich positiver als das
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Kontrollpotential war (-20.9 = 6.0 mV; n = 10). Sowohl die Werte fiir Stromdichte als auch
fiir das Umkehrpotential waren signifikant unterschiedlich (p < 0.01) zwischen Kontrolle
und Inkubation mit THF-gram-TBDPS. Abbildung 3.10 zeigt die Verteilung der
Umkehrpotentiale bei Zellen, die mit THF-gram-TBDPS inkubiert wurden.

12 + Kontrolle

o \
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Umkehrpotential (mV)

Abbildung 3.10 Umkehrpotentiale von BTM-Zellen nach Inkubation mit THF-gram-
TBDPS (10° M) iiber 1h. Fiir eine iibersichtliche Darstellung wurden die erfassten
Potentiale in Spannungsbereiche von jeweils 10 mV aufgeteilt, die bei -85 bis -76 mV
begannen und bei + 25 bis + 34 mV endeten. Im Diagramm beziehen sich die Balken auf
die jeweiligen Fallzahlen in den Spannungsbereichen, die fettmarkierte Kurve spiegelt
die GaulBlverteilung wieder, die von der gesamten mit THF-gram inkubierten
Zellpopulation berechnet wurde (mittleres Umkehrpotential: -6.3 mV). Zum Vergleich

ist die Gauflverteilung der Kontrollzellen dargestellt (schmale Kurve).

3.3.3 Experimente mit Cs" als Ladungstriger

Analog zu Experimenten mit dem ungeschiitzten THF-gram wurde die Verbindung THF-
gram-TBDPS auf ihr Selektivitdtsverhalten hin untersucht. Es wurden erneut césiumhaltige

Losungen verwendet, die Stromantwort nach Substanzapplikation aufgenommen, und die
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Ergebnisse mit Resultaten aus der Versuchsreihe mit physiologischer Badlosung (Na'/K")
verglichen.

Der Anteil der BTM- Zellen, die eine Reaktion zeigten, lag bei 50 - 55 % (10 M) und war
somit geringfiigig hoher als unter physiologischen Bedingungen. Bei beiden Konzentrationen
wurde sowohl ein signifikanter Anstieg der Stromdichte als auch eine positive Verschiebung
des Umkehrpotentials beobachtet. Der Anstieg der Stromdichte war etwas stirker ausgeprégt
als unter Na'/K', allerdings wurde wegen groBer Streuung der Daten keine Signifikanz
erreicht (Abbildung 3.11). Eine Asymmetrie von Einwérts zu Auswirtsstromen wurde nicht

beobachtet. Genaue Angaben sind in der Tabelle 3.3 aufgefiihrt.
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Abbildung 3.11 Zusitzliche Stromdichte nach Applikation von THF-gram-TBDPS (10°°
M) mit unterschiedlichen Ladungstrigern. Zahlenangaben in Balken beziehen sich auf

die untersuchten Zellzahlen.
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Tabelle 3.3 Zusammenfassung aller Experimente mit THF-gram-TBDPS, die nicht im

Haupttext besprochen wurden. Abkiirzungslegende: Dy — Stromdichte unter

Kontrollbedingungen; Ds — Stromdichte nach Substanzapplikation; D;, — zusitzliche (A)
Dout (A)

unter

Einwirtsstromdichte = nach  Substanzapplikation; zusitzliche

Auswirtsstromdichte nach Substanzapplikation; Py — Umkehrpotential

Kontrollbedingungen; Ps — Umkehrpotential nach Substanzapplikation; n.s. — nicht

signifikant.
Konzentration (mol/l) 107 107 107
Ladungstriger Na'/K" Na'/K" Cs"
Anzahl reagierender Zellen 4 3 6
Durchgefiihrte Experimente 12 8 11
Rate reagierender Zellen in % |33.3 37.5 54.5
Dy in pApF™! 6.0+2.6 6.5+2.6 7.0+2.5
D in pApF! 102+42 [10.0+29 [10.5+323
Differenz ADs— Dy in pApF"' [4.2+1.8 3.6+0.5 35+1.0
p-Wert von A(Ds— Dy), 0.1, n.s. 0.019, * 0.016, *
Signifikanz
Dy, in pApF! 1.0+ 0.7 1.9+0.6 0.7+0.2
Dou¢in pApF™ 32+1.2 1.6+ 0.6 23+0.9
p-Wert von Dy, vs. Dout, n.s n.s 0.08 n.s.
Signifikanz
Pyin mV -35.5+12.1 |-28.7+7.7 |-50+1.8
Psin mV -36.2+10.5 {-6.7+9.0 25+23
APgs- Pyin mV 0.7+ 3.7 22.0+8.1 7.5+13
p-Wert von A(Pg - Py), n.s. 0.07, n.s. 0.004, **

Signifikanz




54

3.4 Linked-gram-TBDPS und Gramicidin A

Die Struktur der in dieser Arbeit untersuchten kiinstlichen Kanile basierte auf Gramicidin A,
das in der Dimerkonfiguration als Porenbildner und kationenselektiver Kanal wirksam ist.
Die Primérstruktur von Gramicidin A wurde durch Ersatz der Aminosduren an Position 1-8
durch THF-Aminosduren und die Verbindung zweier Molekiile mit einem Linker modifiziert,
so dass drei neue Verbindungen entstanden (Kapitel 1.3). Um den Einfluss des Linkers auf
die Funktion zu eruieren und diesen Einfluss von den durch Ersatz der Aminosduren
ausgelosten Effekten zu wunterscheiden, wurde die Verbindung linked-gram-TBDPS
untersucht, welche eine kovalente Verbindung zweier Gramicidin A — Molekiile darstellt. Die
Beobachtungen wurden mit den Effekten der Applikation von nativem Gramicidin A

verglichen.

3.4.1 Gramicidin A

Ahnlich wie beim Experimentdesign mit THF-gram wurde die Wirkung von Gramicidin A
bei zwei Konzentrationen (10° M and 107 M) sowie mit unterschiedlichen Ladungstrigern
(Na"/K" bzw. Cs") untersucht. Im Gegensatz zu Experimenten mit THF-Verbindungen
zeigten alle untersuchten Zellen (100%) eine Reaktion auf Gramicidin A. Ein
Auswascheffekt war nicht zu beobachten. Bei 10°® M war der erste Effekt 115 + 20 s (n = 8)
nach Applikation sichtbar, die maximalen Werte wurden 5-10 min nach Beginn bei einer
Anstiegsrate fiir die Leitfdhigkeit von 1.7 = 0.3 pA/s erreicht. Der Effekt war so deutlich
ausgepragt, dass der Potential-Umkehrpunkt in den negativen Strombereich verschoben
wurde, was am Drift der Basislinie zu erkennen war (Abbildung 3.12). In jeder untersuchten
Zelle fiihrten die Verdnderungen nach 10-15 min zum Zelltod.

Unter physiologischen Bedingungen (Na'/K") bewirkte eine 10 molare Konzentration von
Gramicidin A in der Badlosung einen enormen Anstieg der Gesamtstromdichte um A23.8 +
3.7 pApF! (n = 8; p<0.001). Davon gingen 13.5 + 1.9 pApF' auf Auswirtsstrome zuriick,
wihrend die Einwirtsstromdichte 10.2 + 1.9 pApF"' betrug. Zwischen der Auswirts- und

Einwértskomponente war kein signifikanter Unterschied zu erkennen (p = 0.24). Das
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Umkehrpotential erfuhr eine Verschiebung von A +22.6 + 8 mV (n = 8; p < 0.05) ausgehend
von - 35.2 £ 7.6 mV bei der Kontrolle bis zu - 12.6 + 2.6 mV nach Substanzapplikation.
Ahnliche Resultate wurden auch bei einer geringeren Konzentration von 107 M erzielt
(Tabelle 3.4).

Wie erwartet, erwies sich Gramicidin A auch in Experimenten mit Cs" als hauptsichlicher
Ladungstriager als eine sehr effektive Substanz. Die Wirkung war mit der Versuchsreihe bei
physiologischen Bedingungen vergleichbar, die Stromdichte stieg nach Applikation von
Gramicidin A (10° M) signifikant um A 22.1 + 3.4 pA/pF" (n = 6, p<0.001) von initial 6.3 =
2.2 pA/pF! bis auf 28.4 + 4.3 pA/pF' an. Das Umkehrpotential, das am Beginn der
Experimente -29.9 £ 9.6 mV betrug, stieg auf den neuen Wert von —13.5 + 9.4, Folglich
betrug die Verschiebung A +16.3 £ 7.2 mV (n=6), was einen signifikanten Unterschied
darstellte (p < 0.05).
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Abbildung 3.12 Effekt von Gramicidin A (10° M) auf die Stromantwort von BTM-
Zellen. RS50-Protokolle zeigen die asymmetrische Distribution der Strome vor
Applikation (A) und die komplette Aufhebung der Zellmembranpolaritit nach
Exposition mit der Substanz (C). Im Verlaufsprotokoll (B) ist der Stromanstieg nach
Applikation sowie die Verschiebung der Basislinie () gezeigt. Die fette gestrichelte
Linie zeigt den Level der Basislinie vor, die schmale gestrichelte Linie nach Applikation

von Gramicidin A.
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Tabelle 3.4 Effekte von Gramicidin A auf das elektrophysiologische Verhalten von
BTM-Zellen bei verschiedenen Konzentrationen und Ladungstriagern. Legende: Dy —
Stromdichte unter Kontrollbedingungen; Ds — Stromdichte nach Substanzapplikation;
Din — zusiétzliche (A) Einwirtsstromdichte nach Substanzapplikation; Do, — zusétzliche
(A) Auswirtsstromdichte nach Substanzapplikation; Py — Umkehrpotential unter

Kontrollbedingungen; Ps — Umkehrpotential nach Substanzapplikation; n.s. — nicht

signifikant.

Konzentration (mol/l) 10”7 107 10°
Ladungstriger Na /K" Cs" Cs"
Anzahl reagierender Zellen 3 7 6
Durchgefiihrte Experimente 3 7 6

Rate reagierender Zellen in % | 100 100 100

Dy in pApF”’ 41+08 [11.6+3.5 [63+22
D in pApF™! 36.7+12.5 [443+6.5 [28.4+423
Differenz ADs— Dy in pApF' 327+ 11.8 {32.7+3.8 |22.1+34
p-Wert von A(Ds— D), 0.1, n.s. 0.016, * 0.01, **
Signifikanz

Dy, in pApF™! 149+53 | 152+3.1 [ 11.5+1.9
Doucin pApF’ 17.8+6.5 [159+2.0 [10.6+1.5
p-Wert von Dy, vs. Dout, n.s. n.s. n.s.
Signifikanz

Pypin mV -42+£5.7 [-155+8.6(-299+9.6
Psin mV -10.1+1.6 [1.0£3.0 |-13.5+94
APg—Pyin mV 319+59 [16.5+1.8 |16.3+£7.2
p-Wert von A(Ps - Py), 0.038,«  |0.002, +« |0.04,
Signifikanz
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3.4.2 Linked-gram-TBDPS

BTM-Zellen zeigten von allen in dieser Arbeit getesteten Substanzen bei linked-gram-
TBDPS die stirksten und schnellsten Effekte. Bereits eine Konzentration von 10'* M war
ausreichend, um eine Reaktion der Zellen in Form eines Stromanstiegs hervorzurufen. Bei
10"* M erfolgte die Zellantwort in kiirzester Zeit, bereits 33.3 + 7.2 s (n = 6) nach Beginn der
Applikation kam es zum Anstieg der Membranleitfdhigkeit mit einer mittleren Anstiegsrate
von 5.0 £ 1.2 pA/s (n=6). Bei dieser Anstiegsgeschwindigkeit waren die Maximalwerte
spdtestens nach 2 min Expositionszeit erreicht. Der Effekt war so stark ausgeprigt, dass er
bei 100% der untersuchten Zellen zum Zelltod fiihrte, der 5-10 min nach Applikationsbeginn
auftrat. Ahnlich der Beobachtung bei Gramicidin A verschob auch linked-gram-TBDPS die
Basislinie in Richtung negativer Strome (Abbildung 3.13).

Bei Na'/K " als Ladungstriger und einer Konzentration von 10> M stieg nach Exposition mit
linked-gram-TBDPS die Gesamtstromdichte um A 8.6 + 1.9 pApF"' (n = 5, p < 0.01),
ausgehend vom Kontrollwert von 6.6 + 3.0 pApF™' bis zum Maximum von 15.2 + 4.4 pApF ™,
das 230% der Kontrollstromdichte entspricht. Eine Asymmetrie zwischen Einwérts- und
Auswirtsstromen konnte nicht festgestellt werden. Das Umkehrpotential erfuhr eine
Verschiebung um A+11.4 £ 4.0 mV (n =5, p <0.05), von initial -24.8 £ 6.8 mV auf -13.4 +
7.7 mV. Mit Cs" als Ladungstriger betrug der Anstieg der Gesamtstromdichte A 18.4 + 2.4
pApF! (n =3, p < 0.05). Das Umkehrpotential wurde von - 22.3 + 4.7 mV auf - 15.7 + 2.6
mV (n=3) verlagert, aufgrund der kleinen Zellzahl war dieser Unterschied jedoch nicht
statistisch signifikant. Bei einer Konzentration von 10'* M wurden vergleichbare Effekte in

einem geringeren Ausmaf} beobachtet (Tabelle 3.5).
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Abbildung 3.13 Wirkung von linked-gram-TBDPS (10> M) auf die Stromantwort einer
BTM-Zelle. Abbildungen A und C zeigen den Unterschied im Muster der Stromantwort
vor und nach Inkorporation der Substanz auf, in Abbildung B wird die Progression des
Stromanstiegs sowie der Verlust der Polaritit zwischen Auswirts- und
Einwirtsstromen deutlich. Ebenso beachtlich wie der Stromanstieg ist die Verschiebung
(=200mA) der Basislinie (=Stromstirke bei Klemmspannung von -40 mV), welche durch

den Pfeil (J) dargestellt wird.
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Tabelle 3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse nach Applikation von linked-gram-
TBDPS. Legende: Dy — Stromdichte unter Kontrollbedingungen; Ds — Stromdichte nach
zusitzliche (A)
zusitzliche (A)

Substanzapplikation; Din - Einwartsstromdichte nach

Substanzapplikation; Dout Auswartsstromdichte nach
Substanzapplikation; Py — Umkehrpotential unter Kontrollbedingungen; Ps -

Umkehrpotential nach Substanzapplikation; n.s. — nicht signifikant.

Konzentration (mol/l) 10" 10" 10"
Ladungstriger Na'/K* Na'/K" Cs"
Anzahl reagierender Zellen 7 5 3
Durchgefiihrte Experimente 7 5 3

Rate reagierender Zellen in % | 100 100 100

Dy in pApF’ 21+£1.1  [6.6+3.0 6.8 +3.0
Ds in pApF! 57+1.9 152+44 |252+44
Differenz ADg— Dy in pApF'1 2.8+1.0 8.6+1.9 184+24
p-Wert von A(Ds — Dy), 0.037, * 0.009, **  10.017, *
Signifikanz

Dy, in pApF™! 05+02 |3.5+08 6.1+1.7
Dou in pApF™ 23+09 |52+12 123+1.5
p-Wert von Dy, vs. Dout, n.s n.s n.s.
Signifikanz

Pypin mV -369+7.3 |-248+6.8 |-223+4.7
Psin mV -198+£6.7 |-13.4+7.7 |-157£2.6
APg— Pyin mV 17.1+£4.6 |11.4+4.0 6.7+4.2
p-Wert von A(Ps - Py), 0.02, * 0.046, * n.s.
Signifikanz
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden der Einbau und die Eigenschaften der kiinstlichen
Ionenkandle THF-gram, THF-gram-TBDPS sowie linked-gram-TBDPS in biologischen
Membranen lebender Zellen untersucht. Zur Klarung dieser Fragestellung wurde nach
extrazelluldirer Applikation der genannten Substanzen die Stromantwort boviner
Trabekelwerkszellen aufgenommen und mit der physiologischen Antwort verglichen.
Weiterhin wurde das elektrophysiologische Verhalten der Zellen nach Applikation von
Gramicidin A untersucht, um nach Vergleich mit den untersuchten kiinstlichen Kanéilen
Riickschliisse auf Struktur-Funktions-Beziehungen dieser Strukturen gewinnen zu konnen.
Als Methode wurde bei allen Experimenten der Whole-Cell-Modus der Patch-Clamp-Technik
angewandt. In der folgenden Diskussion wird deutlich, dass das gewéhlte Experimentdesign

entscheidende  Erkenntnisse = zur  Beantwortung  der  Fragestellung  brachte.

4.1 Charakterisierung der natiirlichen Stromantwort von BTM-Zellen

An kultivierten Zellen des bovinen Trabekelwerks wurden die Strdme nach
hyperpolarisierendem und  depolarisierendem  Spannungsreiz  aufgenommen. Die
Stromantwort entsprach im Wesentlichen dem bekannten Verhalten von BTM-Zellen (siche
Kapitel 1.4.1) mit einer intensiveren Auswartsstromkomponente. Fiir die Polaritit der
Stromantwort  ist zum  groen  Teil die  Expression  calciumabhéngiger,
auswartsrektifizierender Maxi-K-Kandle in BTM-Zellen verantwortlich, was in fritheren
Arbeiten bereits beschrieben wurde (Stumpff et al., 1997; Stumpff & Wiederholt, 2000).
Dafiir spricht auch der geringere Auswértsstrom in Kontrollversuchen nach Reduktion der
intrazelluldaren Calciumkonzentration (sieche Abbildung 3.1). Es ist anzunehmen, dass auf3er
den Maxi-K-Kandlen weitere lonenkanéle an der Stromantwort beteiligt waren. Der Beitrag
von Chloridkandlen sowie Natriumkanélen zur Stromantwort der Trabekelwerkszellen wurde
friher diskutiert (Wiederholt et al., 2000). Weiterhin konnten kationenselektive Kanéle eine
Rolle spielen. Thre Expression wurde bisher in Trabekelwerkszellen nicht untersucht, es ist

jedoch bekannt, dass dieser Kanaltyp in glatten Muskelzellen exprimiert wird (So & Kim,
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2003), zu denen Trabekelwerkszellen funktionelle und strukturelle Ahnlichkeiten aufweisen
(Lutjen-Drecoll, 1999). Uberraschenderweise war unter cidsiumhaltigen Bedingungen die
Polaritit der Stromantwort weiterhin erhalten, auch wenn die Cdsiumkonzentrationen von
Bad- wund Pipettenlosung anndhernd gleich waren. Die stirkere Antwort auf
Depolarisationsreize wire durch Strome durch Chloridkanédle zu erkldren, die wegen der
Zusammensetzung der Patchlosungen (siehe Tabelle 2.1) nur einwérts moglich waren.

Um die zu untersuchenden Substanzen in der Badldsung applizieren zu kdnnen, wurden die
Losungsmittel Methanol und DMSO verwendet. Kontrollversuche unter Verwendung von
Methanol und DMSO konnten einen Einfluss der Ldsungsmittel auf die zelluldre
Stromantwort ausschlieen, da diese von der physiologischen nicht zu unterscheiden war.
Dariiber hinaus zeigten die Kontrollversuche, da die Stromantwort der Zellen auch iiber

langere  Zeitrdume stabil war und keine oszillatorische  Aktivitit zeigte.

4.2 Effekte von kiinstlichen Ionenkanilen auf die Stromantwort von BTM-Zellen

In dieser Arbeit wird erstmals gezeigt, dass die extrazellulire Applikation der synthetischen
Verbindungen THF-gram, THF-gram-TBDPS und linked-gram-TBDPS eine Verdanderung der
zelluldren Stromantwort bewirkt. Der Einfluss von THF-gram, das einen deutlichen Effekt
zeigte, und die etwas schwicher ausgeprigte Wirksamkeit von THF-gram-TBDPS waren mit
den physiologischen Zellfunktionen vereinbar und fithrten nicht zum Zelltod. Hingegen
erwies sich linked-gram-TBDPS als eine sehr potente Verbindung, die schon bei sehr
geringen Konzentrationen nach kiirzester Zeit mit Zelltod einherging. Eine weitere
Beobachtung war die Irreversibilitit des Einbaus, ein Phidnomen, das allen Substanzen

gemeinsam war.
4.2.1 THF-gram
Applikation von THF-gram in kultivierten BTM-Zellen bewirkte einen Anstieg der

Gesamtstromdichte sowie eine Verlagerung des Umkehrpotentials in positiver Richtung. Es

kann angenommen werden, dass die beobachteten Verdnderungen auf den Einbau von THF-
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gram in die Zellmembran zuriickzufiihren sind. Die zusétzliche Stromdichte war etwa doppelt
so hoch wie der Ausgangswert.

Trotz der deutlichen Verdnderungen nach Substanzapplikation im Vergleich zur
physiologischen Situation war die erreichte Stromantwort mit den Grundfunktionen der Zelle
vereinbar. Eine Inkorporation von THF-gram fithrte im wirksamen Konzentrationsspektrum
nicht zum anschliefenden Zelltod, wie es z.B. nach Applikation von Gramicidin A der Fall
war. Im Vergleich zu Gramicidin A fiel der Anstieg der Stromdichte nach THF-gram moderat
aus, was die wahrscheinlichste Erklirung fiir das Uberleben liefert. Diese Beobachtung ist
entscheidend fiir mdgliche therapeutische Anwendbarkeit von THF-gram.

Erste Verdnderungen der zelluldren Stromantwort waren ab einer THF-gram-Konzentration
von 10® M zu beobachten und zeigten eine Sittigung bei 10° M (Tabelle 3.2).
Erstaunlicherweise waren weder die Erhohung der Stromdichte noch die Verlagerung des
Umkehrpotentials proportional zur verwendeten Konzentration, sondern gehorchten vielmehr
einem ,,Alles oder Nichts“-Prinzip. Damit ist die Beobachtung des Ansprechverhaltens von
BTM-Zellen auf THF-gram gemeint. Die Zellen zeigten entweder eine Reaktion durch
Stromanstieg, welcher nicht proportional zur verwendeten Konzentration war, oder es war
keine Anderung des Verhaltens zu beobachten. Eine Konzentrationsabhiingigkeit konnte
lediglich bei genauerer Analyse des Zeitpunktes vom Effekteintritt festgestellt werden, denn
eine Erhohung der Konzentration fiihrte eindeutig zum schnellerem Einbau der Kanile in die
Zellmembran.

Warum war nur bei 70% der untersuchten Zellen eine Verdnderung der Stromantwort zu
sehen und warum gehorchte die Stromantwort einem ,,Alles oder Nichts“-Prinzip ohne
Konzentrationsabhéngigkeit?

Es ist denkbar, dass THF-gram in lebenden Zellen ein sehr enges Wirkunsspektrum zeigte,
dessen Konzentrationsabhingigkeit durch Untersuchung einer Konzentrationreihe mit
Zehnerpotenzen nicht aufgedeckt werden konnte. Weiterhin ist es moglich, dass in einigen
Zellen die Stromantwort nach Einbau von THF-gram zu schwach war, um eine Differenz zur
Kontrolle aufzudecken. Ebenfalls konnten verschiedene Differenzierungsstadien einen
Einfluss auf das Zytoskelett und damit die Zellform, die Membranstruktur oder die
Beschaffenheit der Glykokalix hatten, was unterschiedliche Bedingungen fiir den Einbau zur

Folge hiitte.
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Eine weitere Ursache fiir das ,,Alles oder Nichts“-Prinzip ist moglicherweise in der
Interaktion zwischen Substanz und Zelle zu suchen. Mit hoherer Konzentration in der
Badlosung stieg die Wahrscheinlichkeit der Interaktion zwischen Substanzmolekiil und
Zellmembran pro Zeiteinheit an, folglich war eine raschere Inkorporation moglich. Unter
THF-gram war kein Auswascheffekt aufgetreten, die vergroBerte Leitfdhigkeit blieb auch
erhalten, wenn die Zellen nach der Applikation mit THF-gram-freier Badlosung gespiilt
wurden. Daher ist es nicht auszuschlieBen, dass sich THF-gram in der Membran anreicherte,
bis eine Séttigung erreicht war und somit die Konzentration in der Badldsung eine
untergeordnete Rolle spielte.

Es sollte auch beriicksichtigt werden, dass THF-gram in Bilayermembranen mehrere
Leitfahigkeitsstufen aufwies, also mehr als eine aktive Konformation vorliegen musste
(Schrey et al., 2000). Es ist also nicht auszuschlieBen, dass aufler den aktiven weitere,
inaktive Konformationen auftraten. Im Fall von Gramicidin A und anderen Peptiden ist durch
die vorgegebene Aminosdurensequenz die Anzahl der moglichen Konformationen
beschrinkt. Molekulare Flexibilitit der THF-Molekiile macht bei THF-gram mehrere
Konformationen wahrscheinlich. Inaktive Formen wiirden sowohl zur Erkldrung der
reduzierten Responderrate als auch zum ,,Alles oder Nichts*“-Prinzip beitragen.
Bemerkenswert war die Verschiebung des Umkehrpotentials in Richtung positiver Werte
nach Applikation von THF-gram. Diese Verlagerung war deutlich, dennoch blieb das
Ruhemembranpotential der Zellen weit unter 0 mV. In Bilayermembranen war die
Leitfdhigkeit von THF-gram gréBer fiir Kalium- als fiir Natriumionen, daher hitte man
annehmen konnen, dass sich das Ruhemembranpotential in negativer Richtung verschieben
wiirde. Es sollte jedoch beachtet werden, dass im Ruhezustand einer Zelle bereits
Kaliumkandle gedffnet sind, um das Ruhemembranpotential aufrecht zu erhalten. Die
zusétzliche Natriumpermeabilitit nach Inkorporation von THF-gram erklért die Verschiebung
des Umkehrpotentials. Wie man anhand der Goldman-Gleichung (Abbildung )
nachvollziehen kann (Hille, 1992), wiirde dadurch ein neues Gleichgewicht entstehen, das

schlieBlich zur Verlagerung des Umkehrpotentials zu positiven Werten fiihrte.
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Pk [K]a * PNa [Na]a

E=-60mV * log
px [K]i * pna [Na];

Abbildung 4.1: Goldman- Gleichung (vereinfacht)

Die Ergebnisse, die hier dargestellt wurden, bestdtigen groftenteils die Beobachtungen aus
Experimenten in kiinstlichen Bilayermembranen. Die Untersuchung des
Selektivititsverhaltens zeigte ebenfalls Analogien. Vor allem ist die hohere Cs'-Leitfihigkeit
ein wichtiger Hinweis fiir die Wirkung von THF-gram in Zellen. Unter cdsiumhaltigen
Bedingungen konnten nach Applikation von THF-gram deutlich hoéhere Stromdichten
aufgenommen werden als bei Verwendung physiologischer Losungen. Es kann angenommen
werden, dass die Leitfihigkeit von THF-gram in BTM-Zellen héher fiir Cs" als fiir K™ war.
Somit ist davon auszugehen, dass die Eigenschaften von THF-gram in Bilayern und
Membranen lebender Zellen vergleichbar sind.

Eine Ausnahme war die Polaritdt der Stromantwort nach Einbau von THF-gram in die
Membran, was mit deutlich stiarkerer Auswirtsstromkomponente einherging. Diese Polaritét
wurde in Bilayer-Membranen nicht beobachtet. Die Zellmembran selbst ist im Vergleich zur
Bilayermembran ein polares Gebilde, einerseits wegen der extrazelluldr lokalisierten
Glykokalix, andererseits aufgrund der Membranproteine, welche nur auf einer Seite der
Phospholipiddoppelschicht lokalisiert sein konnen (Vereb et al., 2003). Die Polaritit der
Membran konnte zur asymmetrischen Ausrichtung des THF-gram-Molekiils fiihren, das
seinerseits asymmetrisch ist. Andererseits konnte die Polaritit des Molekiils selbst zur
asymmetrischen Stromantwort fithren, da der THF-Anteil des Molekiils {iber einen anderen
Mechanismus fiir [oneneintritt als der Gramicidin-Anteil verfiigt. In Lipidbilayern ist eher ein

randomisierter Einbau  wahrscheinlich, der die Asymmetrie autheben wiirde.

4.2.2 THF-gram-TBDPS

Analog zu THF-gram bewirkte die Applikation von THF-gram-TBDPS eine Verdanderung der

Stromantwort von BTM-Zellen in Form eine erhohten Stromdichte und einer Verlagerung des
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Ruhemembranpotentials zu positiveren Werten. Bei THF-gram-TBDPS kann ebenso
angenommen werden, dass die beobachteten Verdnderungen auf Kanaleinbau zuriickzufiihren
sind. Grundlegende, aus den observierten Ergebnissen resultierende Schlussfolgerungen und
Uberlegungen zum Einbau und zur Wirksamkeit der Verbindung wurden bereits bei THF-
gram diskutiert, und ihre Giiltigkeit ist ebenfalls fiir THF-gram-TBDPS wahrscheinlich.
Einer weitergehenden Diskussion bediirfen jedoch einige Unterschiede zwischen den beiden
Verbindungen.

Die Wirksamkeit von THF-gram-TBDPS in BTM-Zellen war deutlich geringer als unter
THF-gram, was nicht durch schwicher ausgeprigten Stromdichteanstieg oder geringere
Verlagerung des Umkehrpotentials deutlich wurde; der Einfluss auf diese beiden Grof3en war
mit der Wirkung von THF-gram vergleichbar. Entscheidend waren zwei weitere
Beobachtungen. Einerseits zeigte bei THF-gram-TBDPS mit ca. 30% ein deutlich geringerer
Anteil der untersuchten BTM-Zellen eine Reaktion nach Substanzexposition, dabei gehorchte
die Reaktion auch in diesem Fall dem ,,Alles oder Nichts“-Prinzip. Andererseits waren erste
Verdnderungen der Stromantwort mit einer groferen zeitlichen Verzogerung zu beobachten,
als es bei THF-gram der Fall war.

Eine Konzentrationsabhingigkeit innerhalb der gewéhlten Testkonzentrationen konnte bei
THF-gram-TBDPS nicht beobachtet werden. Die Loslichkeit der Substanz in DMSO oder
Methanol erlaubte eine maximale verwendbare Konzentration von 10° M. Bei hoheren
Konzentrationen hétte der Anteil des verwendeten Losungsmittels in der Losung 0.5 %
Vol./Vol. iiberschritten, und die Experimente wéren damit nicht verwertbar gewesen. Da
jedoch signifikante Effekte erst bei 107 M beobachtet wurden, war der untersuchte
Konzentrationsbereich von einer Zehnerpotenz zu gering, um daraus eine Abhéngigkeit
herleiten zu konnen.

Der Vergleich von Effekten in Bilayern und Zellen erfordert besondere Beachtung. Die
Einzelkanalleitfahigkeit von THF-gram-TBDPS war in Bilayer-Membranen geringer
ausgepriagt als bei THF-gram (Schrey et al., 2000), in BTM-Zellen waren aber die
Veridnderungen der Gesamtstromdichte nach Applikation von THF-gram bzw. THF-gram-
TBDPS nicht zu unterscheiden. Allerdings zeigte sich bei THF-gram-TBDPS eine geringere
Ansprechrate und spéterer Effekteintritt.

Wie sind diese unterschiedlichen Beobachtungen miteinander zu vereinbaren?
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Beziiglich der Polaritit des Stromdichteanstieges zeigte sich bei THF-gram-TBDPS eine
Tendenz zu stirkeren Auswirtsstromen, die jedoch im Gegensatz zu THF-gram nicht
signifikant war. Es ist moglich, dass die TBDPS-Schutzgruppen die Polaritit der Verbindung
bzw. ihrer Ausrichtung in der Membran verhindern oder einschridnken. Somit wire die
Flexibilitdt des Molekiils durch Fixierung der Verbindung in der Membran eingeschréinkt.
Eine derartige Fixierung hitte zusitzlich eine Behinderung der Ubergiinge zwischen aktiven
und nicht aktiven Konformationen zur Folge, was auch die schwéichere Wirkung der Substanz
erkldren wiirde.

Beziiglich der Selektivitit konnte bei THF-gram-TBDPS kein signifikanter Unterschied
zwischen Na'/K" und Cs" festgestellt werden, auch wenn eine Tendenz zu stirkerer Cs'-
Leitfahigkeit zu beobachten war. Die Tendenz ist ein Hinweis darauf, dass THF-gram-
TBDPS in biologischen Membranen Selektivititsverhalten der Eisenmanreihe I zeigt. Eine
groBere Anzahl untersuchter Zellen pro Experimentserie hitte diese Frage beantworten
konnen, war aber aufgrund der beschrinkten Verfiigbarkeit der zu untersuchenden Substanz
nicht durchfiihrbar.

Die wahrscheinlichste Antwort ist im strukturellen Unterschied zwischen THF-gram und
THF-gram-TBDPS, also erneut bei den TBDPS-Schutzgruppen zu suchen. TBDPS-
Schutzgruppen sind hydrophobe Molekiile. Somit konnte die Interaktion des Molekiils mit
den hydrophilen Phospholipidkdpfen der Zellmembran erschwert sein, was zum langsameren
Einbau bzw. schwécherer Zellantwort fithren wiirde. Diese Hypothese wird durch Ergebnisse
aus Inkubationsexperimenten mit THF-gram-TBDPS unterstiitzt. Die Behinderung des
Einbaus durch TBDPS wiirde den Anstieg der Ansprechrate nach Inkubation von 30% auf
iber 80 % erkldren, da in dem Fall die ldngere Expositionszeit die erschwerten
Einbaubedingungen kompensierte. Interessanterweise hatte die Inkubation keinen Einfluss
auf das AusmalB der Stromdichte, ihr Anstieg war von ,akuten” Experimenten nicht zu
unterscheiden. Die letzte Beobachtung wire im Einklang mit den bisherigen Uberlegungen
zur Konzentrationsabhéngigkeit, da sowohl akut als auch nach Inkubation das ,,Alles oder
Nichts* Prinzip zu gelten schien.

Dartiber hinaus konnte das hydrophobe Verhalten von TBDPS in wissrigen Losungen einen
Einfluss auf die Loslichkeit und das Verhalten des untersuchten Molekiils in der Losung

haben. Schlielich kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Schutzgruppen durch
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Wechselwirkung mit den iibrigen Bausteinen innerhalb des THF-gram-TBDPS-Molekiils
Einfluss auf die Raumstruktur der Verbindung ausiibten und somit die Ausbildung
zusétzlicher, inaktiver Konformationen begiinstigten.

Die erfolgreiche Inkubation von THF-gram-TBDPS ldsst nicht nur MutmaBBungen {iiber das
molekulare Verhalten der Substanz zu, sondern ist auch eine wichtige Beobachtung fiir
potentielle therapeutische Anwendbarkeit. Dass die Zellen nicht nur nach einer kurzzeitigen,
sondern auch nach lidngerer, 1-2 stiindiger Exposition am Leben blieben, ist dabei der
wichtigste Faktor. Zum Vergleich fiihrte eine Applikation von Gramicidin A in
vergleichbaren Konzentrationen bereits nach 5-10 min zum Zelltod. Daher ist davon
auszugehen, dass trotz des Einflusses auf elektrophysiologische Eigenschaften der Einbau
von THF-gram-TBDPS mit der biologischen Funktion einer BTM-Zelle auch iiber ldngere
Zeit vereinbar wire.

Experimente mit Gd*" als Inhibitor der Kanalaktivitit von THF-gram-TBDPS konnten nicht
als Bestdtigung verwendet werden, dass die beobachteten Verdnderungen auf den
synthetischen Kanal zuriickzufilhren waren. Da Gd>* auch dafiir bekannt ist, natiirlich
exprimierte Kationenkandle zu inhibieren (Popp et al., 1993), konnten die beobachteten
Effekte nicht als spezifisch fiir THF-gram-TBDPS betrachtet werden. Lediglich das Ausmal3
der Inhibition wiirde dafiir sprechen, dass ein groBer Teil der Stromreduktion auf die
Wirkung von Gd*" auf aktive THF-gram-TBDPS-Kanile zuriickzufiihren war, denn die

Strome wurden nach Anstieg durch Gd®* annihernd auf das Ausgangsniveau reduziert.

4.2.3 Linked-gram-TBDPS

Die extrazelluldre Exposition von BTM-Zellen mit linked-gram-TBDPS hatte Effekte zur
Folge, die in ithrem Ausmal} die Wirkung aller bis dahin getesteten Substanzen, inklusive
Gramicidin A, Ubertrafen. Bereits bei einer Konzentration von 10" M bewirkte die
Applikation einen Anstieg der beobachteten Strome. Bei dieser Konzentration wurden auch
in Bilayern erste Effekte beobachtet (Arndt et al., 2001). Damit scheint linked-gram-TBDPS
ein sehr hohe biologische Wirksamkeit aufzuweisen.

Erstaunlich war nicht nur die Stidrke der Stromantwort, die bei 10" M im AusmaB des

Stromdichteanstiegs der Wirkung von Gramicidin A bei 10® M entsprach, womit linked-
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gram-TBDPS weitaus effektiver als THF-gram oder THF-gram-TBDPS war. Bereits bei
Gramicidin A wurde im Vergleich zu THF-gram-Hybriden ein rascher Wirkungseintritt und
eine hohe Geschwindigkeit des Leitfihigkeitanstiegs auf Maximalwerte beobachtet. Die
Applikation von linked-gram-TBDPS {ibertraf die Effekte von Gramicidin A deutlich,
insbesondere was die Reaktionszeit betraf (Abbildung 4.1). Aus dieser Beobachtung ist die
Schlussfolgerung moglich, dass auch in biologischen Membranen der rasche Wirkungseintritt
durch Stabilisierung des Kanals aus zwei kovalent verbundenen Monomeren erfolgt. Die
hohe Geschwindigkeit des Leitfahigkeitanstiegs erkldrt sich aus der Permanenz der
Kanalaktivitét, die auch in Einzelkanalmessungen beobachtet wurde. Nach Membraneinbau
war aufgrund des Linkers eine Dissoziation der Peptidbausteine nicht mdglich. Die Kaniéle
folgten somit nicht dem iiblichen Prinzip von Offnung und SchlieBung, sondern sie blieben
dauerhaft offen, was den fast sofortigen Anstieg des Stroms auf den Maximalwert zur Folge
hatte. Der einzige limitierende Faktor war die Sittigung der Zellmembran mit
Substanzmolekiilen. Die Effektivitit von linked-gram-TBDPS in BTM-Zellen ist ein weiterer
Hinweis fiir die Bedeutung der Dimerbildung fiir Kanalfunktion von Gramicidin A, die
ausfiihrlich in friiheren Arbeiten beschrieben wurde (Urry et al., 1971; Wallace, 1998;
Wallace, 2000).
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Abbildung 4.2: Vergleich der Reaktionszeiten von BTM-Zellen fiir den ersten
Stromanstieg nach Substanzapplikation. Eindeutig ist der rasche Effekteintritt bei

linked-gram-TBDPS (=linked-gA) (gA=Gramicidin A).
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Die Wirksamkeit der Substanz erklirt auch die sehr kurzen Uberlebenszeiten der BTM-
Zellen nach Applikation von linked-gram-TBDPS. Bei der maximal erreichten Leitfahigkeit
konnte die Funktion der Zelle nicht aufrechterhalten werden, da die erreichte
Membranpermeabilitdt eine Aufrechterhaltung der physiologischen lonenkonzentrationen in
der Zelle unmdglich machte und zum osmotisch bedingten Zelltod fiihrte.

Eine interessante Uberlegung ergibt sich der beobachteten Stromantwort von linked-gram-
TBDPS, die trotz ihrer Intensitit in beiden Richtungen eine leichte, nicht signifikante
Tendenz zu stirkeren Auswirtsstromen zeigte (sieche Tabelle 3.5). Seitens der Struktur der
untersuchten Verbindung war keine Polaritit zu erwarten, denn die kovalente Bindung ergab
eine symmetrische Struktur. Die leichte Auswértstendenz konnte durch den Einfluss von
TBDPS-Schutzgruppen erkldrt werden, durch die eine asymmetrische Inkorporation der
Verbindung in der Zellmembran denkbar wire. Diesbeziiglich wurden auch &hnliche
Beobachtungen und Uberlegungen fiir THF-gram-TBDPS gemacht.

Der potentielle negative Einfluss von TBDPS-Gruppen auf die Wirksamkeit, wie bei THF-
gram-TBDPS diskutiert wurde, wird durch die Ergebnisse von linked-gram-TBDPS
relativiert. Im letzteren Fall war trotz Schutzgruppen sehr hohe Kanalaktivitit vorhanden.
Moglich ist jedoch, dass die negativen Effekte der Schutzgruppen durch den immensen
Einfluss des Linkers iiberlagert waren.

Beziiglich des Selektivititsverhaltens konnte die kovalente Dimerverbindung offensichtlich
die Eigenschaften von Gramicidin A konservieren, da mit Cs'-haltigen Losungen eine
signifikante Erhohung der Stromdichte erreicht wurde. Dieser Befund war im Einklang mit
Bilayer-Beobachtungen. Eine Erhaltung der Selektivititseigenschaften von Gramicidin A war
zu erwarten, da durch die Modifikation die eigentliche Struktur von Gramicidin A,
insbesondere die porenbildende Region von Carboxylgruppen im Inneren der Helix, nicht
verdndert wurde.

Welche Schliisse sind aus den vorliegenden Befunden fiir mogliche Konformationen der
Verbindung in biologischen Zellen zu ziehen?

Die Ansprechrate von 100% und die Wirksamkeit der Verbindung kdnnten darauf hinweisen,
dass alle Membrankonformationen von linked-gram-TBDPS dauerhaft aktiv sind bzw. dass

nur eine, dauerhaft aktive Konformation existiert. Das Gramicidinmolekiil kommt in zwei
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Konformationen vor, die sich jeweils aus der unterschiedlichen Anordnung der B-Helix
Monomere zueinander ergeben (siehe Kapitel 1.2). Weitere Konformationen sind nicht
bekannt. Da bei linked-gram-TBDPS die Flexibilitit durch die kovalente Bindung
aufgehoben war, ist demnach die Existenz von einer, der Gramicidin HD-Konformation

dquivalenten Raumanordnung am wahrscheinlichsten.

4.3 Schlussfolgerungen und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wird zum ersten Mal die Implantation synthetischer THF-gram-
Hybride sowie eines kovalent verbundenen Gramicidindimers in lebende Zellen beschrieben.
Es ist somit der erste erfolgreiche Versuch, synthetische Kanéle in einem dynamischen
biologischen System zu untersuchen. Bisher wurden kiinstliche Kanile nur in synthetischen
Membranen untersucht, die Untersuchung von Ionentransport in lebenden Zellen bezog sich
hingegen auf natiirlich exprimierte Kanalformen. Mit der Trennung beider Bereiche wurde
die Komplexitit umgangen, die durch Uberlagerung von Effekten natiirlicher Kanile und der
zu untersuchenden Substanzen entstand, was auch bei dieser Arbeit einen limitierenden
Faktor fiir die Datenauswertung und Interpretation darstellte. Es ist anzunehmen, dass genau
aus diesem Grund Untersuchungen kiinstlicher Kanidle in biologischen Systemen bisher so
wenig Beachtung fanden. Derartige Experimente sind jedoch essentiell, damit kiinstliche
Kanile nicht nur als Werkzeug zum besseren Verstindnis von molekularer Struktur und
Funktion natiirlicher Kandle verwendet werden, sondern auch um sie auch als potentielle
therapeutische Wirkstoffe zu betrachten.

Zwei kiirzlich erschienene Arbeiten, welche zu Beginn dieser Arbeit noch nicht verdffentlicht
waren, beschreiben ebenfalls die Untersuchung kiinstlicher Kanalstrukturen in lebenden
Zellen (Banghart et al., 2004; Leevy et al., 2004). Das wissenschaftliche und therapeutische
Potential kiinstlicher Ionenkanile ldsst es als wahrscheinlich erscheinen, dass mit den
genannten  Publikationen erst der Beginn der intensiven wissenschaftlichen
Auseinandersetzung markiert wird und weitere Resultate folgen werden. Auch im Bereich
nativer Kanidle und Untersuchung ihrer Struktur wurden in den letzten Jahren weite
Fortschritte erreicht. Die wissenschaftliche Ndhe beider Gebiete konnte eine fordernde

Wirkung fiir wissenschaftlichen Austausch und das Entstehen neuer Ideen haben.
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Die geringe Zahl von Vergleichsmoglichkeiten mit anderen Arbeitsgruppen und
Publikationen ist ein Nachteil fiir die vorliegende Diskussion. Beobachtungen aus Bilayern
konnen nur bedingt zum Vergleich herangezogen werden. Daher sind einige
Schlussfolgerungen, insbesondere zu moglichen Struktur-Funktionsbeziehungen, als
spekulativ zu betrachten. Sie bediirfen weiterer, praktischer Uberpriifung, was jedoch nicht

Gegenstand dieser Arbeit sein soll.

4.3.1 Mogliche Anwendung und Weiterentwicklung untersuchter Substanzen

Unter praktischen Gesichtspunkten repridsentieren die aus dieser Arbeit gewonnenen
Erkenntnisse eine wichtige Basis fiir die Anwendung von THF-gram-Hybriden. Es ist jedoch
eine Reihe weiterer Studien notwendig, die sowohl die Weiterentwicklung kiinstlicher Kanéle
mit spezifischen Eigenschaften als auch die Kldrung der praktischen Umsetzbarkeit zum Ziel
haben. Eine der Anwendungsmoglichkeiten ist der therapeutische Einsatz zum Ersatz
fehlender natiirlicher Kanalfunktion, was mehrere Anforderungen an die Eigenschaften der
synthetischen Kanéle stellt. Als Grundvoraussetzung gilt, dass die Stromantwort nach
Membraneinbau mit dem Uberleben der Zelle vereinbar sein muss. Ansonsten wiirde ein
derartiger Kanal durch Zerstorung der Zelle seine Zielsetzung, die Modifikation der
Zellfunktion, verfehlen. Mit ihrer relativ schwachen Wirkung aufgrund inaktiver
Konformationen und erschwertem Membraneinbau erfiillen THF-gram-Hybride diese
Voraussetzung. Bei der Experimentdurchfiihrung waren diese Eigenschaften von Nachteil, da
sie mit einer geringen Ansprechrate einhergingen und die Untersuchungsbedingungen
erschwerten. Unter dem Gesichtspunkt der praktischen Anwendung sind diese Eigenschaften
jedoch eine gute Moglichkeit zur Kontrolle der Wirkungsstirke, insebesondere weil eine
100%-ige Einbaurate das physiologische Gleichgewicht stéren und somit zum Zelltod fithren
konnte.

Um optimale Kontrolle zu gewihrleisten, wére die Entwicklung einer Steuerung
wiinschenswert, welche den Kanal in offenen oder geschlossenen Zustand iiberfiihren kann.
Die Ubergiinge zwischen aktiven und nicht aktiven Konformationen kénnten durch einen
»Schaltermechanismus® kontrolliert werden, der z.B. mit Laserlicht bestimmter Wellenldnge
betdtigt werden konnte. Derartige Mechanismen wurden bereits fiir Gramicidin entwickelt

(Borisenko et al., 2000; Lougheed et al., 2004) und konnten in angepasster Form auch bei
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THF-gram-Hybriden ihre Wirkung entfalten. Ein weiterer Vorteil eines solchen Schalters
wire die zielgerichtete Aktivierung der Kanéle im gewiinschten Gewebe, ohne dass sich die
Wirkung im umgebenden oder gar funktionell antagonistischen Gewebe entfalten wiirde.
Zwar wiirden auch in diesem Geweben Kanéle eingebaut, aber durch fehlende Aktivierung
wiren diese funktionslos.

Aus den Uberlegungen zur Kontrolle der Aktivitit ergibt sich eine weitere praxisrelevante
Frage, die auch unter dem Begriff des ,targeting™ bekannt ist: wie erreicht ein Kanal das
gewiinschte Zielgewebe, in dem er seine Wirkung entfalten soll? Der Ansatz des
Schaltermechanismus mit Aktivierung liber Laserlicht ist nur dann anwendbar, wenn das
Zielgewebe von aullen erreicht werden kann. Bei anderen Geweben wére dieser Ansatz nicht
durchfiihrbar. In der Onkologie werden aktuell Ansdtze zur Kopplung therapeutischer
Wirkstoffe an gegen das Zielgewebe gerichtete Antikorper gepriift (Henry et al., 2004;
Safavy et al., 2004). Dieser Ansatz konnte auch bei der Anwendung von THF-gram-Hybriden
von Bedeutung sein, er bediirfte jedoch weiterer Uberpriifung.

Die  Irreversibilitit =~ des  Membraneinbaus  sowie  das  schmale  wirksame
Konzentrationsspektrum bei THF-gram-Hybriden sind weitere Nachteile fiir die Kontrolle
der Kanalaktivitit. Der fehlenden Auswaschbarkeit von THF-gram-Hybriden steht zwar ihre
moderate Wirkung gegeniiber. Aus einer aktuellen Arbeit wird jedoch deutlich, dass
Reversibilitdt des Einbaus ein wichtiges Werkzeug zur Steuerung der Effekte darstellen kann
(Leevy et al., 2004).

AuBler der Kontrolle ist die Erfiillung spezifischer Eigenschaften beziiglich Selektivitit und
Leitfdhigkeit entscheidend fiir therapeutische Anwendung. Als anschauliches Beispiel sei
beim Glaukom das Trabekelwerk aufgefiihrt, bei dem zur Verbesserung des
Kammerwasserabflusses ein kaliumselektiver Kanal notwendig wire (siehe auch 4.3.2). Im
Gegenteil dazu wiirde bei zystischer Fibrose in den betroffenen Epithelien ein derartiger
Kanal keinen therapeutischen Beitrag leisten, ein PKA gesteuerter, chloridselektiver Kanal
wire notwendig. Auch bei der Leitfahigkeit sollte der kiinstliche Kanal in der induzierten
Stromstédrke dhnliche Eigenschaften wie der fehlende oder funktionslose Kanal haben. Daher
muss die Ausbildung selektiver Eigenschaften und die Untersuchung der Leitfdhigkeiten

einen wichtigen Fokus der Weiterentwicklung von THF-Hybriden darstellen.
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Einen Vorteil gegeniiber nativen Strukturen bieten THF-gram-Hybride durch ihren einfachen
Aufbau. Mit der Moglichkeit zur Synthese struktureller Kanalvarianten kann Einfluss auf die
funktionellen Eigenschaften genommen werden. Die Arbeitsgruppe um Prof. Koert konnte
die Umsetzbarkeit solcher Modifikationen zeigen; somit ist mit THF-gram-Hybriden das
Potential zur raschen Entwicklung von geeigneten Kandlen zur praktischen Anwendung
gegeben.

Eine besondere Moglichkeit zur therapeutischen Anwendung bietet sich fiir linked-gram-
TBDPS. Fiir einen Einsatz als Antibiotikum ist die hohe Wirksamkeit der Substanz durchaus
wiinschenswert. Die Idee der antibiotischen und onkologischen Anwendung potenter
synthetischer Ionenkanéle wird auch von anderen Arbeitsgruppen verfolgt (Panchal et al.,
2002). Gramicidin wird im begrenzten Umfang in antimykotischen Kombinationspréparaten
zur topischen Anwendung gegen lokale Pilzinfektionen verwendet (Hancock, 2001). Daher
wire es sinnvoll, auch linked-gram-TBDPS auf antibiotische oder antimykotische
Wirksamkeit hin zu untersuchen.

AuBler der Moglichkeit der klinischen Anwendung leisten kiinstliche Ionenkanile einen
Beitrag zum Verstindnis der Kanalfunktion. Mit dem Ersatz von Aminosduren durch
synthetische Bausteine, wie z.B. bei THF-gram, lisst sich die Funktion und die Struktur der
Basissubstanz sowie der eingesetzten Bausteine besser verstehen. Durch Kombination
rontgenkristallographischer Untersuchungen mit Experimenten in biologischen Milieus
konnten zusétzliche wichtige Informationen iiber die Struktur und ihre Interaktionen mit
biologischen Membranen gewonnen werden.

Als letztes sei die Anwendung kiinstlicher Ionenkanile fiir neue Biotechnologien genannt.
Ein Beispiel ist die Anwendung von Gramicidin als Nanosensoren in elektronischen
Schaltkreisen (Cornell et al., 1997; Cornell et al., 1999). Im Vergleich zu Gramicidin kénnten
Nanosensoren mit THF-gram-Hybriden eine viel hohere Sensibilitdt aufweisen, wenn sie nur

auf bestimmte Reagenzien, z.B. Kaliumionen, reagieren wiirden.
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4.3.2 Pathophysiologische Bedeutung von THF-Gramicidin-Hybriden fiir das
Trabekelwerk

Wie lassen sich THF-gram-Hybride im Fall von Glaukom und Trabekelwerk zur
therapeutischen Anwendung umsetzen und welche Eigenschaften von Kandlen wéren dazu
notwendig?

Ein wichtiges Therapieziel beim Glaukom ist die Senkung des Augeninnendruckes, da auf
diese Weise das Risiko von Schiden am Nervus opticus gesenkt wird. Eine Senkung des
Augeninnendruckes mittels Relaxation des Trabekelwerkes wére durch Hyperpolarisation des
Gewebes zu erreichen (sieche Kapitel 1.4.1). In solchem Fall wiirde die Aktivitit
spannungsabhingiger Calciumkanéle gesenkt werden, was zur abgeschwichten Kontraktilitét
des Gewebes fiihren wiirde. Physiologisch wird diese Aufgabe von Maxi-K-Kanédlen
ibernommen, welche das Membranpotential unterhalb der Aktivierungsschwelle von
Calciumkanédlen aufrechterhalten. Mit dem Membraneinbau eines kiinstlichen Kanals mit
dhnlichen Eigenschaften wie denen des Maxi-K-Kanals wire eine negative Verschiebung des
Ruhemembranpotentials und somit eine Senkung des Augeninnendruckes zu erwarten, womit
das gewiinschte Ziel erreicht wére.

In Bilayerexperimenten zeigten sowohl THF-gram als auch THF-gram-TBDPS eine leichte
Priferenz fiir Kalium- gegeniiber Natriumionen. Leider erlaubte die geringe K'-Selektivitit
keine Hyperpolarisation der Zelle. Die gestiegene Natriumleitfahigkeit in BTM-Zellen durch
Einbau des Kanals fithrte sogar zum entgegengesetzten Effekt. Daher sollte ein Ziel der
Weiterentwicklung von THF-gram-Hybriden eine Erhohung der K'-Selektivitit sein. Im
optimalen Fall sollte diese 2-4 Zehnerpotenzen hoher als die Na'-Selektivitit sein.

Die Auswirkung von THF-gram auf das Ruhemembranpotential ist von entscheidender
Bedeutung fiir die Zellfunktion von BTM-Zellen. In friiheren Arbeiten wurde gezeigt, dass
Calciumkandle vom L-Typ eine entscheidende Rolle fiir die Kontraktilitit von
Trabekelwerkszellen spielen (Steinhausen et al., 2000). Weiterhin ist bekannt, dass in glatten
Muskelzellen der Subtyp Cayl.2 des L-Typ Calciumkanals fiir Kontraktionsvorgénge
verantwortlich ist (Diebold et al., 1992; Takimoto et al., 1997; Welling et al., 1997). Es ist
anzunehmen, dass Cay1.2 auch im Trabekelwerk funktionell exprimiert wird. Dieser Subtyp

wird bei einer Depolarisation auf -30 mV aktiviert. Die THF-gram-bedingte
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Potentialverlagerung brachte das Umkehrpotential genau in den Bereich der
Aktivierungsschwelle von L-Typ Kanidlen. Damit wire eine verstidrkte Kontraktilitit von
Trabekelwerkszellen zu erwarten, ohne dass die Grundfunktionen der Zelle durch zu starke
Angleichung des Potentials an 0 mV beeintrdchtigt wiren. Die Untersuchung des
Trabekelwerkes am Kontraktionsstand, die eine etablierte Methode zur funktionellen
Betrachtung darstellt (Lepple-Wienhues et al., 1991), konnte in Zukunft Antworten auf diese
Frage liefern.

Ein Problem bei der praktischen Anwendung ist das bereits besprochene ,targeting*. Sowohl
die Idee des Antikorperkonjugats als auch des Schaltermechanismus wiéren im Fall des
Trabekelwerkes zu diskutieren. Das Gewebe ist von extern gut erreichbar, was therapeutisch
in Form von Augentropfen genutzt wird (Pfeiffer, 2001). Die Anwendung des
lichtgesteuerten Schalters wére somit denkbar (siehe 4.3.1), die Aktivierung der Kanile
konnte z.B. durch eine Laserbehandlung erfolgen.

Bei moglichen Langzeiteffekten des Kanaleinbaus sollte beriicksichtigt werden, dass
verianderte elektrophysiologische Membraneigenschaften Kompensationsmechanismen
aktivieren konnen. Solche Phdnomene sind bei Membranproteinen bekannt, z.B. kommt es
bei Therapie des Bluthochdrucks zur verdnderten Expression der NO-Synthase (Li et al,
2002). Im Fall des Trabekelwerks widre z.B. eine verminderte Expression von Maxi-K-
Kanilen denkbar.

Eine therapeutische Anwendung von linked-gram-TBDPS beim Glaukom erscheint wegen
seiner toxischen Potenz unwahrscheinlich. Es bleibt die Frage, inwiefern die Substanz bei
anderen ophthalmologischen Erkrankungen, insbesondere bei Infektionskrankheiten, von

Nutzen wire.
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S5 Zusammenfassung

Durch Ausilibung physiologischer Grundfunktionen spielen lonenkanéle eine entscheidende

Rolle fiir die reguldre Funktion von Zellen. Zum besseren Verstindnis ihrer Struktur und

Funktion sind Untersuchungen natiirlicher und kiinstlicher Ionenkanile wichtige Werkzeuge.

GroBes analytisches und therapeutisches Potential ist in der Untersuchung kiinstlicher Kanile

in lebenden Zellen vorhanden, was bisher wenig Beachtung fand.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung der kiinstlichen Ionenkandle THF-gram, THF-

gram-TBDPS sowie linked-gram-TBDPS auf elektrophysiologische Eigenschaften boviner

Trabekelwerkszellen des Auges anhand von Patch-Clamp-Untersuchungen im Whole-Cell-

Modus analysiert. Die Untersuchung brachte folgende Erkenntnisse:

1.

Die Inkorporation aller drei Verbindungen war erfolgreich, was sich durch Anstieg

der Stromdichte und Verschiebung des Umkehrpotentials zeigte.

. Einbau von THF-gram und THF-gram-TBDPS war mit dem Uberleben der Zellen

vereinbar, wiahrend linked-gram-TBDPS aufgrund einer sehr potenten Antwort bereits

bei sehr geringen Konzentrationen zum raschen Zelltod fiihrte.

. Eine Asymmetrie der Stromantwort zugunsten stirkerer Auswirtsstrome wurde bei

THF-gram und in schwicherer Ausprigung bei THF-gram-TBDPS festgestellt.
Linked-gram-TBDPS zeigte keine derartige Asymmetrie.

Unter Verwendung von Cs' als Ladungstriger war der beobachtete Anstieg der
Stromdichte bei allen drei Verbindungen eindeutig stirker als unter physiologischen
Bedingungen (Na'/K"). Somit zeigten die Verbindungen in lebenden Zellen analog zu

Bilayern Selektivititsverhalten der Eisenmanreihe I.

. Die beobachteten funktionellen Unterschiede zwischen den untersuchten Substanzen

konnen zum groBen Teil auf ihre Struktur und die verwendeten Bausteine
zuriickgefiihrt werden. Fiir endgiiltige Aussagen sind weitere analytische und
funktionelle Untersuchungen notwendig.

Die dargestellten Erkenntnisse sind ein erster Schritt zur therapeutischen Anwendung
von kiinstlichen Ionenkandlen. Eine Weiterentwicklung in Richtung hdoherer
Selektivitdt und besserer Kontrolle ist jedoch genauso erforderlich wie die Kliarung

der praktischen Umsetzbarkeit.
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6 Anhang

6.1 Abkiirzungsverzeichnis

Ala Alanin

BTM Bovines Trabekelwerk

DH Doppelhelix

DMSO Dimethylsulfyloxid

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s minimal essential medium

DNS Desoxyribonukleinsiure

EDV Elektronische Datenverarbeitung

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

EGTA Ethylenglycol-bis(f-aminoethylether)N,N,N",N"-tetraessigsdure
Gly Glycin

GQ-Seal Gigaohm-Seal

HD Helixdimer

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-Ethansulfonsiure

HPLC Hochdruckfliissigchromatographie (high pressure liquid chromatography)
Leu Leucin

M mol/l

PKA Proteinkinase A

QT Abstand im EKG zwischen der Q-Zacke und dem Ende der T-Welle
TBDPS t-Butyldiphenylsilyl

TEA Tetracthylammonium

THF Tetrahydrofuran

THF-gram Tetrahydrofuran-Gramicidin-Hybrid

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan

TRP Tryptophan

TTX Tetrodotoxin

Val Valin

Vol Volumen
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