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1 Einleitung

1.1 Koronarkreislauf und koronare Herzkrankheit

Alle grolReren Lebewesen bendtigen ein Kreislaufsystem. Dieses erlaubt ihnen
einen Stoffaustausch zwischen verschiedenen Organen weit Uber die
Moglichkeiten der Diffusion hinaus. So werden bei einem Menschen im
Durchschnitt fast 6 Liter Blut pro Minute umgewalzt. Die Pumpe dafur ist das
Herz, dessen Leistung und damit die Blutversorgung des Korpers unter
Belastung etwa um das Vierfache gesteigert werden kann. Der Herzmuskel
bendtigt dafur viel Energie, die durch oxidative Phosphorylierung gewonnen wird.
Der Sauerstoffbedarf in Ruhe liegt bei ca. 0,08 bis 0,10 ml g”' Herzmuskel min™,
welcher durch eine im Gegensatz zu anderen Geweben fast maximalen
Sauerstoffausschopfung des Blutes gedeckt wird. Da bereits in Ruhe die
Ausschopfung des Blutsauerstoffs fast ausgereizt ist, kann ein erhohter
Sauerstoffbedarf bei einer Leistungssteigerung nur durch eine Steigerung des
Blutflusses gedeckt werden. Diese wird im wesentlichen durch eine Erweiterung
der Koronargefalle und damit einer Reduktion des Strdmungswiderstandes
erreicht [67].

Die Koronargefalle bestehen aus Arterien, die sich weiter in Arteriolen und
schlie3lich in Kapillaren verzweigen, um daraufhin Uber Venolen und Venen
wieder zusammengeflhrt zu werden. Wahrend die Kapillaren vorwiegend aus
einer Rohre von Endothelzellen mit einer Basalmembran bestehen, finden sich in
den nachstgroReren Gefallen, also den Arteriolen und Venolen, zunehmend
kontraktile Zellen, wie glatte Gefallmuskelzellen und Perizyten. GroRRere Arterien
und Venen zeigen schlieBlich einen mehrschichtigen Wandaufbau mit
elastischen und kollagenen Bindegewebsfasern. Die Arteriolen bilden den
grollten  Stromungswiderstand und beeinflussen deshalb mit ihrem
Offnungsquerschnitt wesentlich den koronaren Blutfluss. lhre GefaBweite
unterliegt einer komplexen Regulation, die unter anderem eine chemische und
elektrische Kommunikation zwischen den Kardiomyozyten und GefalRwandzellen
beinhaltet. Im Vergleich zu Endothelzellen und glatten Muskelzellen ist Uber die

Funktion der Perizyten bisher noch wenig bekannt.
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Der koronaren Herzerkrankung liegt eine Koronarinsuffizienz zugrunde. Das
Sauerstoffangebot aus dem koronaren Blutkreislauf kann den Sauerstoffbedarf
des Herzmuskels nicht decken. Dies ist auf einen verminderten koronaren
Blutfluss durch einen erhdhten koronaren Stromungswiderstand zurtckzufuhren.
Durch arteriosklerotische Veranderungen der GefalRwande wird sowohl der
Offnungsquerschnitt, als auch die Regulationsfahigkeit reduziert. Wird im
Extremfall eine minimal notwendige Blutversorgung des Herzmuskels Uber
langere Zeit unterschritten, treten irreversible Zellschaden auf. Folge einer
solchen Ischamie sind unter anderem Myokardinfarkte und Stérungen des
Reizleitungssystems. Aber auch ohne gravierende Zellschadigungen kann eine
Beeintrachtigung der Kontraktilitdt und Funktion des Herzens auftreten -

ausgelost durch einen wiederholten oder chronischen Sauerstoffmangel.

In Industrienationen wie Deutschland sind Herz-Kreislauf-Erkrankungen die
haufigste Todesursache. Sie bestimmen trotz des hohen medizinischen Standard
weitgehend die mittlere Lebenserwartung [10,85]. Dementsprechend hoch ist die
Aufmerksamkeit, die der koronaren Herzkrankheit, ihrer Erkennung und
Behandlung zukommt. Eine Grundlage dazu bildet das Verstandnis der

physiologischen Regulationsmechanismen der koronaren Durchblutung.

1.2 Lokalisation und Morphologie der Perizyten

Bereits vor Uber 100 Jahren wurde von Eberth und Rouget erstmalig der Zelltyp
der Perizyten beschrieben [14,64]. Zimmermann fuhrte 1923 flr diese Zellen den
Begriff ,Perizyten” ein. Er schrieb: ,Perizyten finden sich angelagert an Kapillaren
in einer grol3en Vielzahl von Geweben verschiedener Spezies, kontinuierlich mit
glatten Muskelzellen® [86]. Weitere Untersuchungen zeigten, dass Perizyten
vorwiegend in pra- und postkapillaren Gefallabschnitten lokalisiert sind. Jeder
Perizyt besitzt einen Zellkérper mit einem spindelférmigen prominenten Kern und
einem schmalen Zytoplasma. Von diesem Zellkorper strecken sich lange
Fortsatze aus. Mit neueren Messmethoden konnten pro 100 um Kapillarlange

etwa 90 dieser Fortsatze gefunden werden. Die Distanz zwischen Zellkdrpern
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unterscheidet sich in verschiedenen Geweben und liegt bei ungefahr 50 pm bis
70 um [32].

Mit Hilfe der elektronenmikroskopischen Betrachtung konnten Forbes, Rennels
und Nelson 1977 eine detaillierte Beschreibung der Morphologie koronarer
Perizyten liefern. Zellkorper und Fortsatze sind in die Basalmembran
eingeschlossen. An der aufleren Membran finden sich kernnah vesikelartige
Einstilpungen. Neben schmalen Mitochondrien, freien und membranstandigen
Ribosomen, endoplasmatischem Retikulum, Golgi-Apparat und Zentriolen
wurden fibrillare Strukturen wie Mikrotubuli, intermediare Filamente und
Mikrofilamente gefunden [19]. Die Fortsatze der Perizyten penetrieren die
Basalmembran und nehmen zu dem direkt darunter liegenden Endothel Kontakt
auf und in umgekehrter Weise penetrieren Fortsatze von Endothelzellen die
Perizyten [76]. Dabei sind die Perizyten zirkular ausgerichtet und bilden mit
Endothelzellen verschiedene Verbindungen. Die Fortsatze der einen Zelle
kénnen in die andere Zelle eingebettet sein (,Peg and Socket* - Invaginationen)
[9]. Sowohl in situ [9], als auch in Co-Kultur [21,37] wurden in Kapillaren des
zentralen Nervensystems Gap Junctions zwischen Endothelzellen und Perizyten
gefunden, die einen Austausch von lonen und damit eine elektrische Kopplung
ermoglichen. Daruber hinaus wurden noch weitere Kontakte zwischen Perizyten
und Endothelzellen beschrieben, wie zum Beispiel Desmosomen oder
verschiedene andere interzellulare Verbindungen [70]. Eine beispielhafte
Darstellung elektronenmikroskopischer Aufnahmen von Kapillaren zeigt
Abbildung 1 [68]:
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Abbildung 1. Elektronenmikroskopische Aufnahmen einer Kapillare mit einem Perizyt P und einer

Endothelzelle EC, welche in die Basalmembran B eingebettet sind [68].

In den 90er Jahren konnte mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie und
entsprechender Vorbehandlung (Verdau des umliegenden Gewebes), die
dreidimensionale Struktur der Mikrogefal’e dargestellt werden (Abbildung 2).
Dabei liel3 sich folgendes zeigen [68,69]:

Die Perizyten bilden longitudinale Cytoplasmafortsatze, die mehrere
Endothelzellen Uberspannen koénnen. Von diesen Fortsdtzen ersten Grades
verzweigen sich rechtwinklig Fortsatze zweiten Grades, die das Gefal} zirkular
umfassen. Von dort aus gehen weitere, sehr kleine (<1 ym) Fortsatze dritten
Grades aus. Es lassen sich drei Typen von Perizyten unterscheiden:

e Typ 1 Perizyten umgeben Kapillaren und haben fusiforme oder polygonale
Zellkorper. lhre longitudinalen Fortsatze ersten Grades sind lang und
verzweigen sich in kurze Fortsatze zweiten Grades.

e Typ 2 Perizyten finden sich auf der arteriellen Seite der Kapillaren und
bilden starke zirkumferrierende, bandartige Fortsatze zweiten Grades.

e Typ 3 Perizyten wurden an Venolen gefunden und haben einen

flachenhaften Zellkorper mit unregelmafigen Fortsatzen.
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Abbildung 2. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer Kapillare mit einem Perizyt [68].

Wie einige rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen belegen, kann ein Perizyt
auch mehr als eine Kapillare umspannen [49,84]. Immunologische
Farbetechniken stutzen die oben beschriebene morphologische Aufteilung in
prakapillare, kapillare und postkapillare Perizyten. Die Mehrzahl der koronaren
Perizyten befindet sich am Ubergang der koronaren Arteriolen zu den Kapillaren,
wo sie die Endothelzellen dicht bedecken. Die Kapillaren selber und die Venolen
sind dagegen weniger dicht bedeckt [55,68].

1.3 Funktion der Perizyten

Den Perizyten wird eine Funktion bei der Regulation des Blutflusses
zugeschrieben [4,32]. Perizyten umspannen die Gefallabschnitte mit langen
Fortsatzen. Untersuchungen an kultivierten Perizyten aus Rattenkapillaren [53]

oder boviner Retina [45-47] konnten auf Silikonprothesen deren
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Kontraktionsfahigkeit unter Angiotensin Il und deren Relaxation infolge eines
erhohten CO,-Gehaltes zeigen. Durch zirkumferrierende Anordnung der
Fortsatze koronarer Perizyten in den terminalen Arteriolen wirde eine
Kontraktion die Reduktion des Offnungsquerschnittes und damit die Erhéhung

des Stromungswiderstandes bewirken.

Eine besondere Funktion kommt den Perizyten in dem glomerularen
Filtrationsapparat der Niere zu. Strukturelle und funktionelle Studien lassen
vermuten, dass Perizyten als mesangiare Zellen sowohl die effektive
Filtrationsflache als auch das intraglomerulare Blutvolumen regulieren kdnnen.
Die mesangiale Depolarisation ermoglicht dabei einen intraglomerularen ,Stretch

Reflex”, der den Filtrationsdruck erhdht und die Kapillaroberflache reduziert. [74].

Perizyten sind in die Basalmembran eingebettet und produzieren selber
Matrixmolekuile. Sie haben deswegen und durch ihre dichte Bedeckung der
Endothelrohre groRe Bedeutung fur die Integritit der GefaRe. Die
Gefalentwicklung beginnt mit einer Endothelrohre, an die sich zunehmend glatte
Muskelzellen und Perizyten anlagern. Der ,Platelet Derived Growth Factor (“
(PDGF- B) aus den Endothelzellen fordert dabei entscheidend diesen Prozess
[26]. PDGF- B defizienten Mausen fehlt die typische Anlagerung von Perizyten
und es entwickeln sich bereits in der Embryonalzeit eine grof’e Anzahl
mikrovaskularer Aneurysmen, die noch in der spaten Gestationsphase
rupturieren [40]. Uberdies hinaus scheinen Perizyten nicht nur bei der
Gefalentwicklung, sondern auch bei der myokardialen Neovaskularisation und

Angiogenese von Bedeutung zu sein [15].

Weiterhin wurde der Einfluss von Perizyten bei inflammatorischen Prozessen
beobachtet. Zytokine bewirken eine morphologische Anderung der Perizytenform
und eine Umbildung der endothelialen Kontakte. Die Perizytenfortsatze sind
dann vermehrt in der Nahe interendothelialer Licken zu finden, die fur die
gesteigerte GefalRpermeabilitat verantwortlich gemacht werden [15,51,71,72]. Im
zentralen Nervensystem wurde aullerdem an Perizyten die Fahigkeit zur

Phagozytose beobachtet [75].
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1.4 Pathophysiologische Bedeutung der Perizyten

Im Rahmen der diabetischen Mikroangiopathie kann ein frihzeitiger Verlust von
Perizyten beobachtet werden [33,50,54]. Speziell bei der diabetischen
Retinopathie kommt es deswegen zur Ausbildung von kleinen Aneurysmen, die
im Verlauf platzen kénnen. Eine Folge der dadurch entstehenden retinalen
Blutungen kann die Erblindung sein. Untersuchungen an kultivierten retinalen
Perizyten zeigten die Induktion von Apoptose durch rasche Anderung der
Glukosekonzentration [38,39]. Die pharmakologische Hemmung der
Glukoseaufnahme in Perizyten konnte deren Veranderungen, bzw. deren Verlust
reduzieren [2,81]. Madoglicherweise spielen auch in der Pathogenese der

diabetischen Nephropathie Perizyten eine wichtige Rolle [50].

Bei der arteriellen Hypertonie kdnnen strukturelle Veranderungen der Perizyten
auftreten. Es konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass zerebrale Perizyten
hypertensiver Ratten vierfach so viel a-Smooth-Muscle-Actin exprimierten wie die
zerebralen Perizyten der normotensiven Ratten [29]. Ahnliche hypertensive

Veranderungen wurden auch an retinalen Kapillaren beschrieben [82].

1.5 Fragestellung

Seit der erfolgreichen Kultivierung von Endothelzellen aus der menschlichen
Umbilikalvene und aus der Rinderaorta in den frihen 1970ern hat sich eine Fulle
von experimenteller Literatur Uber Endothelzellen angesammelt. Im Gegensatz
dazu ist Uber die Biologie der Perizyten wenig bekannt. Erst 1983 veroffentlichten
Gitlin und D’Amore die Technik der Kultivierung retinaler Perizyten und vor
kurzem konnten auch dermale Perizyten isoliert werden [23,27]. Koronare
Perizyten sind bislang Uberwiegend morphologisch untersucht worden, wahrend
elektrophysiologische Untersuchungen noch nicht beschrieben wurden. Koronare
Perizyten kommen gehauft an den Widerstandsgefalden vor und besitzen die
Fahigkeit zur Kontraktion und Reaktion auf verschiedene Substanzen. Es ist
anzunehmen, dass diese Reaktionen - wie auch in anderen Zellen - Ausdruck im

Membranpotential finden. In Perizyten aus anderen Geweben wurden elektrische
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Verbindungen zu Endothelzellen gefunden. Die flachige Ausbreitung von
Membranpotentialen innerhalb kurzer koronarer GefaRabschnitte ist eine

wesentliche Determinante des koronaren Blutflusses [11,41,52].

Unsere Hypothese war, dass koronare Perizyten in Abhangigkeit der
Umgebungsbedingungen ihre Membranpotentiale verandern kdnnen. Dabei
durften Depolarisationen zur Kontraktion der Perizyten fuhren, die dadurch direkt
Einfluss auf den koronaren Blutfluss nehmen. Weiterhin nehmen wir an, dass die
koronaren Perizyten Uber Gap Junctions ihr Potential auf die benachbarten
Endothelzellen und GefalRmuskelzellen fortleiten konnen und in umgekehrter
Weise auch deren Potentialanderungen auf Perizyten Ubertragbar sind. So
wiirden Membranpotentialanderungen in den Endothelzellen eine Anderung des
intrazellularen freien Kalziums ergeben, was wiederum die Freisetzung von
Stickstoffmonoxid beeinflusst. Eine Hyperpolarisation der Perizyten Ilasst
demnach eine Relaxation der Gefalle erwarten. Die koronaren Perizyten bilden
vermutlich mit den angrenzenden Endothelzellen und glatten GefalRmuskelzellen
funktionelle Einheiten und sind wesentlich an der Regulation des koronaren
Blutflusses beteiligt. Es mussen noch Belege flur die bisherigen Vermutungen zu
den elektrophysiologischen Eigenschaften koronarer Perizyten gefunden werden.
Ein wesentlicher Schritt ist daher die Untersuchung ihrer passiven elektrischen
Eigenschaften und der wesentlichen Membranstrome, um neue Einblicke in ihre

Funktion zu erhalten.

Wir haben deshalb koronare Perizyten kultiviert und deren elektrophysiologische
Eigenschaften mittels Patch Clamp Technik untersucht. Dabei sollten die
lonenstrome identifizieret werden, die wesentlich an der Regulation des

Membranpotentials beteiligt sind.
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2 Methoden

2.1 Isolierung, Identifizierung und Kultivierung der Perizyten

2.1.1 lIsolierung

Die Isolierung der Perizyten erfolgte durch die Arbeitsgruppe von Herrn
Professor S. Nees, Physiologisches Institut der Ludwig-Maximilians-Universitat,

Miinchen:

Die frischen Rinderherzen wurden Uber den Schlachthof bezogen. Die
Herzspitze (ungefahr 3 cm Lange) wurde abgeschnitten und drei bis vier
epikardiale Arterien an Perfusionsleitungen angeschlossen. Zuerst wurde das
apikale Myokard mit Ca**-freier Krebs-Henseleit-Lésung 1 bei einem konstanten
Druck von 120 mmHg fur 15 min. bei 37°C perfundiert. Anschliel3end erfolgte die
Perfusion mit Krebs-Henseleit-Lésung 2 (nominell Ca®'-frei), die folgende

Zusatze enthielt:

11 mg Dispase |
87 mg Kollagenase D (Boehringer Ingelheim, Germany)

194 mg Rinderalbumin gelost in 100 ml

Die Krebs-Henseleit-Losungen wurden auf einen pH 7.4 bei 95% O, und 5% CO,

eingestellt.

Die Perfusion mit der Krebs-Henseleit-Losung 2 erfolgte Uber 10 min. mit einem
Druck von 50 mmHg und anschlie®end tber 15 min. mit 20 mmHg. Anschliel3end
wurden die angedauten Bereiche des Gewebes mit einem scharfen Loffel
herausgeldst, in eine frische Krebs-Henseleit-Losung 2 Uberfihrt und 25 min lang
bei 37°C geschwenkt. Die resultierende Suspension enthielt Fragmente kleiner
Gefalle und Zellen. Nun erfolgte eine Filtration durch funf Nylon-Netze

abnehmender Porengrdfie: 300, 200, 100, 60, 30 um. Die mikrovaskularen
9
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Bestandteile, die sich in den letzten beiden Netzen ansammelten, wurden mit
Phosphat-Puffer-Salzlésung (PBS) ausgewaschen und in eine neue Krebs-
Henseleit-Losung 2 (37°C) suspendiert. Die Gewebefragmente wurden Uber
30 min durch mildes Auf- und Abpipettieren in einer 20 ml Kulturpipette weiter
dissoziiert. Anschliel3end wurde erneut eine Filtration durch ein 30 um Nylonnetz
durchgefuhrt, um tbriggebliebene Mikrogefalle zu entfernen. Das Filtrat enthielt

nun eine Mischung aus verschiedenen Einzelzellen der mikrovaskularen Gefalle.

Dieses perizytenreiche Filtrat wurde mit 11 ml isotonischer Percoll-Losung
(Sigma, Deisenhofen Germany) gemischt und uUber 20 min. bei 400 g
zentrifugiert. Der Bodensatz und die obersten 2 ml wurden verworfen. Der Rest
wurde 1:2 in PBS verdunnt. Die zellularen Bestandteile wurden Uber 10 min. bei
400 g abzentrifugiert. Das Sediment wurde in PBS resuspendiert und auf einen
linearen Percoll-Dichtegradienten geschichtet (1.026 bis 1.065 g/cm® bei einem
Volumen von 70 mla). Anschlielend erfolgte eine Zentrifugation Gber 30 min
mit 1000 g (Zentrifuge: Z323, Hermle, Wehingen). Durch die Dichtegradienten-
Zentrifugation sammelten sich in dem Volumen von 22 ml bis 50 ml fast
ausschlielich Perizyten (siehe 2.1.3 Identifikation). Dieses Volumen entspricht
einer Dichte von 1,038 bis 1,054 g/cm>. Die Perizyten wurden dreimal in PBS

gewaschen und zur Kultivierung in das Nahrmedium Uberflhrt.

2.1.2 Kultivierung

Die Perizyten wurden sparlich in 35 mm Petrischalen ausgesat. Die Petrischalen
enthielten zur Kultivierung das Nahrmedium (Dulbecco Minimal Essential
Medium, erganzt um 10% fetales Kalberserum, 1 mM Glutamin, 200 I.E.
Penicillin/ml und 20 pg Streptomycin/ml). Die Bebrutung erfolgte bei 37°C, 95%
02, 5% CO, und 100% relative Luftfeuchtigkeit. Die meisten Zellen bildeten nach
kurzer Zeit grole flache, irregular begrenzte Zellkérper mit dinnen langen
Zytoplasmafortsatzen und hefteten sich am Boden der Schale fest. Diese
Morphologie ist typisch fur Perizyten. Dicht benachbart liegende Zellen schienen

teilweise Uber dunne Zytoplasmafortsatze Kontakte auszubilden. Die kultivierten
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Perizyten proliferierten rasch und konnten schlieB3lich bis zu zehn mal passagiert
und subkultiviert werden, ohne dass Zeichen einer Entdifferenzierung oder ein
Verlust der charakteristischen Eigenschaften zu beobachten waren. Zur
Passagierung wurden die Perizyten vorsichtig mit Trypsin und leichtem Klopfen
von dem Boden der Schalen gelost und unter Zugabe von neuem Kulturmedium

wieder ausgesat.

Fur alle ausgewerteten Messungen wurden einzelne Perizyten der dritten bis
achten Passage verwendet. Die Messungen erfolgten ein bis drei Tage nach der
letzten Passagierung. Spater, nach mehr als drei Tagen, wurde es zunehmend
unmdglich, stabile Gigaseals zu erzeugen. Es ist anzunehmen, dass die
Sealbildung wegen der Produktion gro3er Mengen von Matrixmolekilen gestort
wurde [68]. Messungen an Zellverbanden aus koronaren Perizyten zeigten grol3e
Membrankapazitaten. Ebenso fielen vergleichsweise grolde Membranstrome auf.
Wegen dieser auffallenden Eigenschaften, die auf eine Kopplung zwischen den
Zellen hinweisen, wurden fiur die folgenden Experimente nur streng einzeln
gelegene Perizyten verwendet, die in keinem lichtmikroskopisch erkennbaren
Kontakt zu anderen Zellen standen. Weiterhin waren vereinzelt kleinere, teils
kugelféormige Zellen zu beobachten. Mdglicherweise hatten sich diese Zellen
nicht oder nur mangelhaft am Boden angeheftet oder waren durch die Strdomung
losgelost worden. Wegen der Schwierigkeit, an diesen Zellformen konstante

Ableitungen durchzuflhren, wurden sie nicht weiter berucksichtigt.

2.1.3 Identifikation

Die verwendeten Perizyten wiesen typische Farbeeigenschaften auf. Abbildung
3a zeigt eine Mischkultur aus Perizyten und Endothelzellen. Sie entstand durch
Auslassen der Dichtegradienten-Zentrifugation. Mit Hilfe der Dichtegradienten-
Zentrifugation konnten nahezu reine Kulturen von Perizyten (Abbildung 3b - blau)
und Endothelzellen (Abbildung 3c - rot) gewonnen werden. Die Anfarbung
erfolgte mit alkalischer Phosphatase (AP - blau) und Dipeptidyl(amino)peptidase
IV (DPP 1V - rot) sensitiven Farbemitteln [43]. Zusatzlich konnten Endothelzellen
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dadurch identifiziert werden, dass sie farbmarkiertes acetyliertes LDL (,Low-
Density-Lipoprotein“) aufnehmen konnten. Weiterhin lieRen sich in glatten
Muskelzellen und, mit geringerer Intensitat, in koronaren Perizyten
glattmuskulare Aktinfilamente (aSMA) anfarben. Da sich andere Perizytenmarker
als unzureichend erwiesen haben [68] und Farbungen die Moglichkeiten der
Untersuchung einschranken, wurden die Experimente an kultivierten Perizyten

vorgenommen.

o~

. (Y by
_Endothelzellen

Abbildung 3. Perizyten und Endothelzellen in Kultur: Farbung mit AP und DPP IV

a) Kokultur, b) Perizyten, c) Endothelzellen
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2.2 Elektrische Messungen

2.21 Allgemeines

Eine Zelle steht mit ihrer Umgebung, dem Extrazellularraum und den
benachbarten Zellen in standigem Stoffaustausch. So strdmen verschiedene
lonen durch die Zellmembran ein und aus und bilden ein dynamisches
Gleichgewicht. Dabei ist die Penetration der lonen durch lonen-spezifische
Kanale von groler Bedeutung. Die lonen-spezifischen Kanale sind
transmembranose Proteine, die einen mit Ladungen und Bindungsstellen
besetzten Kanal bilden, der es aufgrund seines Energieprofils nur bestimmten
lonen erlaubt durchzutreten. Dieser Kanal kann richtungsselektiv sein
(gleichgerichteter lonenstrom) und durch rasche Konformationsédnderungen
seine Permeabilitdt andern (‘offen’ und ‘geschlossen’). Die so entstehenden
unterschiedlichen lonenkonzentrationen zwischen Intra- und Extrazellularraum
fuhren zu einem elektrischen Potential. Aus der intra- und extrazellularen
Konzentration eines lons lasst sich mit Hilfe der Nernst-Gleichung (1888) das
Gleichgewichtspotential errechnen. Dies entspricht jenem Potential, bei dem sich

der Aus- und Einwartsstrom die Waage halten.

R-T [Ton]

E on =
I z-F [Ion]

extrazelluliir (Gleichung 1)

intrazellular

Konstante = RT / zF:  (allgemeine Gaskonstante x absolute Temperatur /

Wertigkeit des lons x Faradaykonstante)
Das Membranpotential einer Zelle ergibt sich aus den Leitfahigkeiten und der

Verteilung aller beteiligten lonen in einer erweiterten Fassung der Nernst-

Gleichung, der ,Constant Field-Gleichung’.
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2.2.2 Patch Clamp Technik

Mit der Patch Clamp Technik kann man sowohl die elektrischen Eigenschaften
der gesamten Zellmembran, aber auch die elektrischen Eigenschaften eines
kleinen Ausschnittes untersuchen. Die Flussigkeit des Extrazellularraums wird
dabei mit der elektrisch neutralen Masse verbunden. Die Messelektrode wird an
die Zelle herangefiuhrt und zunachst auf einen kleinen Ausschnitt der
Zellmembran — den Patch — aufgesetzt. Die Elektrode besteht aus einer diinnen
Glaspipette mit einer sehr kleinen Offnung (ca. 1 um?) an ihrem spitzen Ende.
Um den Strom leiten zu kdnnen, ist sie mit einer Salzlosung geflllt, in die am
anderen Ende der Draht des Messverstarkers taucht. Durch den engen Kontakt
zwischen Pipettenspitze und Zellmembran kommt es zu einem Anhaften des
Patches an dem Glas. Dabei bildet sich ein Gigaseal: Die elektrische Abdichtung
gegenuber der umgebenden Flussigkeit fuhrt zu einer Widerstandserhdhung in
den Gigaohmbereich. Es kdnnen nun in dem Patch kleine Strdme als Folge der
durch die Membrankanale tretenden lonen gemessen werden. Der Patch kann
aber auch samt seinen Kanalen aus der Zelle herausgerissen werden oder mit
verschiedenen Methoden zerstort werden. Durch die Zerstorung entsteht ein
Zugang in den Intrazellularraum — Pipette und Zelle bilden jetzt ein gemeinsames
Kompartiment. Fur die Messungen dieser Arbeit wurde mit einem kurzen Sog an
der Pipette die empfindliche Zellmembran eingerissen. Uber den dadurch
entstehenden leitfahigen Zugang in die Zelle werden elektrische Messungen
zwischen Intra- und Extrazellularraum mdoglich (Whole Cell Recording). Das
folgende Schema in Abbildung 4 zeigt die verschiedenen Messkonfigurationen,

die mit der Patch Clamp Technik moglich sind:
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LOW RESISTANCE SEAL
(50 mp)

SUCTION

GIGAOHM SEAL

Cell attached
KCI /Ca**-FREE /
PULSE OF SUCTION \ruu
OR VOLTAGE
/ \ULL \n_u_
USING A
SMALL CELL & Z LD\\‘ .;." V

VIRV

VV

whole cell| [outside-out| [inside-out
recording patch patch

—

Abbildung 4. Patch Clamp Konfigurationen aus [24].

2.2.3 Versuchsaufbau

Die Petrischale (Durchmesser 35 mm) mit den Zellen befand sich auf dem
Objekttisch eines invertierenden Durchlichtmikroskops (Leitz DM IL, Wetzlar,
Germany). Zur kontrastreicheren Darstellung lieBen sich Phasenkontrast
(verschiedene Brechungsindizes) oder Dunkelfeld (Beugung) zuschalten. In die
Petrischale wurde die Flusskammer mit ihnren Anschlissen positioniert. Mit einem
Mikromanipulator konnte der Messkopf mit der Pipette vorsichtig an die Zelle
heran gefihrt werden. Die Gegenelektrode, die breit in die Flusskammer hinein
ragte, war mit der geerdeten Masse verbunden. Dieser gesamte Aufbau stand
innerhalb eines geerdeten Faraday 'schen Kafigs, um elektrische Storeinflisse zu
minimieren. Die mechanische Entkopplung erfolgte durch den Aufbau auf einer
gedampft gelagerten, schweren Granitplatte. Aulierhalb des Kafigs befanden
15
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sich Messverstarker mit Interface, Computer, Netzgerate und eine
Absaugpumpe, die uUber ein Zwischenreservoir zusatzlich elektrisch und

mechanisch entkoppelt war (Abbildung 5).

Faraday'scher Kéfig

Perfusionslésung

Computer

Interface

Verstarker

-—

T
|
I Absaugung
)

Abbildung 5. Messkammer

2.2.4 MeRelektroden
Herstellung der Pipette

Mit Hilfe des Zieh-Gerates (Puller) wurden die Pipetten aus dinnwandigen
Borosilikatglas-Kapillaren (Schmelztemperatur ca. 1200 °C) unmittelbar vor der
Messung gezogen. Die Kapillaren wurden von der Firma Clark, Reading,
England bezogen. Der Puller ist ein Gerat mit einem Heizwendel und zwei rechts
und links davon befindlichen Einspannvorrichtungen, mit denen die Kapillare
gehalten wird. Zwischen den Halterungen kann elektromagnetisch Zug ausgeubt
werden (Pull). Eine Prozesssteuerung erlaubt die Programmierung und
Steuerung aller relevanten Parameter, wodurch eine hohe Wiederholgenauigkeit

erreicht wird.
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Die Herstellung der Pipetten erfolgte in drei Schritten:

1.) Mit dem ersten langsamen Pull hoher Temperatur wurde die 1,5 mm starke
Glaskapillare auf Bruchteile eines Millimeters ausgedunnt. Die dinne Stelle der
Kapillare wurde wieder in Position des Heizwendels zentriert.

2.) Der zweite Pull riss nach einer kurzen Vorheizzeit mit geringerer Hitze bei
definierter Zugkraft die Kapillare in zwei Pipetten auseinander. Jeweils eine
Spitze wurde danach wieder in der Heizwendel zentriert.

3.) Die Spitze der Pipette wurde nun mit geringer Hitze kurz poliert: Durch das
schmelzende Glas entsteht ein glatter Randwulst, der fur die Ausbildung und

Stabilitat eines Gigaseals von Bedeutung ist [66].

Die fertigen, erkalteten Pipetten wurden mit einer gefilterten intrazellularen
Lésung gefullt (IC-Lésung: 125 mM KCI, 20 mM KOH, 11 mM EGTA, 1 mM
CaCly, 2 mM NaATP, 2 mM MgCl,;, 10mM HEPES; Abgleich auf pH 7,2 mit
NaOH. Filter: 45 pm). AnschlieRend wurden die Pipetten auf den Messkopf

montiert.

Fir den Widerstand der Pipetten ist die Offnung der Spitze entscheidend. Es
wurden nach dem Eintauchen in die extrazellulare Lésung Werte von 3,0 bis 5,0
MOhm angestrebt. Das entspricht einer Offnungsfliche im Bereich von 1 pm?
[66]. Der wesentliche Parameter fur den Pipettenwiderstand ist der Heizstrom
von dem zweiten Pull. Das Verhalten von der Stromstarke der Heizwendel und

dem Pipettenwiderstand ist in der Abbildung 6 aufgetragen:
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Pipettenwiderstand und Heizstrom

Heizstrom Widerstand
10 [mA] [MOhm]
| 12,0 1,72
= 81 13,0 3,02
é 14,0 5,09
- 67
& 15,0 7,67
B
3 15,0 7,31
= 47
| 16,0 10,2
9. 16,0 9,85
2 13 14 15 16
Heizstrom [mA]

Abbildung 6. Abhangigkeit des endglltigen Pipettenwiderstandes von der Stromstarke der
Heizwendel in Pull 2. Der Pipettenwiderstand wurde in 150 mM KCI-Lésung bestimmt.

Anschluss der Pipette an den Messverstarker

Der Messkopf, an dem die Pipette befestigt wurde, enthalt einen Vorverstarker,
an dessen Eingang eine chlorierte Silberelektrode geldtet war, die mit ihrem
anderen Ende in die beflillte Pipette tauchte. Uber ein geschirmtes Kabel wurde
der Vorverstarker mit dem Verstarker aul3erhalb des Kafigs verbunden. Dieser
war Uber ein Interface an den Computer angeschlossen. Die Nahe des
Vorverstarkers zum Messobjekt reduziert die Stérungen. Zur Minimierung und
Stabilisierung des galvanischen Potentials erfolgte vor jeder Messreihe eine
Chlorierung der Silberelektrode durch Anlegen positiver Spannung in 1 M HCI.
Weiterhin bestand ein Sauganschluss am Halter der Pipette, um Unter- und

Uberdruck in der Pipette erzeugen zu kénnen.

Referenzelektrode

Zur Erdung der die Zellen umgebenden Flussigkeit, der extrazellularen Losung,

wurde eine ebenso chlorierte Silberelektrode verwendet, die Uber eine
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Flussigkeitsbricke breiten Kontakt zur Flusskammer hatte. Die Brucke bestand
aus einer 150 mM KCL-Lésung (ahnlich dem Salzgehalt der intrazellularen
Lésung) in einem Glasréhrchen, das an seinen Enden mit Agar abgedichtet war.
Somit konnte ein galvanisches Potential zwischen Mess- und Referenzelektrode

minimiert werden.

2.2.5 Messtechnik

FUr die Messungen wurde der Patch Clamp-Verstarker EPC 9 (Firma HEKA,
67466 Lamprecht Deutschland) eingesetzt. In diesem Gerat werden die zunachst
schwachen Signale weiterverarbeitet und Uber ein Interface an einen Computer
(Apple-Macintosh) Ubertragen. Mit dem Computer wurden die gemessenen
Signale gespeichert, visualisiert und bearbeitet. Aulerdem erfolgten auch die
Einstellungen des Vorverstarker und des Verstarkers Software-gesteuert mit den
auf dem Computer installierten Programmen (Programmpaket HEKA, Version
7.4).

‘Current Clamp”

In diesem Modus wird sehr hochohmig (Ri» > 10" Q) das Potential zwischen
Referenz- und Messelektrode gemessen. Dazu kommt ein Operationsverstarker
mit  Feldeffekttransistoreingang zum Einsatz. Prinzipiell verfigt ein
Operationsverstarker neben den Anschlissen fir die Versorgungsspannung uber
zwei hochverstarkende, gegenpolige Eingange, einen Ausgang und eine
Kompensationsmdglichkeit fur die Offsetspannung. In diesem Modus wird der
Operationsverstarker als ,Spannungsfolger” geschaltet (siehe Abbildung 7):
Der nicht-invertierende Eingang E+ ist mit der Messelektrode verbunden
(,Eingang®). Der invertierende Eingang E- ist Uber eine einstellbare Dampfung
gegengekoppelt. Wegen der sehr hohen Leerlaufverstarkung von
Operationsverstarkern gilt annahernd Ug+ = Ug. . Somit ist Ug = Ry x Ugut /
(R1+R2). Die Gesamtverstarkung betragt demnach Vges = Uoyt / Ue =1 + 1/

Dampfung.
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Das Schaltungsprinzip eroffnet die Moglichkeit einen konstanten Strom - ,,Current
Clamp® - auf die Messelektrode zu legen, wahrend die dadurch entstehende

Spannung gemessen wird (Abbildung 7).

R1

=11

Ausgang
Eingang

o

L}CII.I[

const. Strom j_

Abbildung 7: Current Clamp: Ein Operationsverstarker wird als Spannungsfolger geschaltet.
Durch die Dampfung des Spannungsteiler Ry und R, wird die Verstarkung der Schaltung
bestimmt. Wéhrend die Spannung am Eingang gemessen wird, kann dort zusatzlich eine

konstanter Strom aufgeschaltet werden.

"Voltage Clamp’

Im Modus ,Voltage Clamp’ wird niederohmig der Strom zwischen der Referenz-
und Messelektrode gemessen. Dazu kommt ein Operationsverstarker mit
Feldeffekttransistoreingang zum Einsatz, der als ,Knotenpunktverstarker®
geschaltet wird (siehe Abbildung 8): Sein invertierender Eingang E- ist mit der
Messelektrode verbunden (,Eingang®), wahrend der nicht-invertierende Eingang
E+ auf der Masse liegt. Uber einen einstellbaren Widerstand R wird auf den
invertierende Eingang E- gegengekoppelt. Wegen der sehr hohen
Leerlaufverstarkung von Operationsverstarkern gilt anndhernd Ug: = Ug. . Damit
Ug. = U+ = 0 V sein kann, muss ein Strom |, am Eingang stets durch einen
Strom lgegen = Uout / R kompensiert werden. Daher ist lin = -Uout / R, bzw. Ugyt =
-(R x lin). Der Widerstand R bestimmt also die Empfindlichkeit der Schaltung.

Es besteht die Moglichkeit am nicht-invertierenden Eingang des

Operationsverstarkers anstelle der Masse eine konstante Spannung — ,Voltage
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Clamp“ — anzulegen und damit eine Spannung an der Messelektrode
einzustellen (Abbildung 8).

o

Eingang

L—o Ausgang

U out

const. Spannung

Abbildung 8. Voltage Clamp: Ein Operationsverstarker wird als Knotenpunktverstarker geschaltet.
Alle eingehenden Stréme werden durch die Ausgangspannung tUber R kompensiert. Bei dieser
Konvertierung von Eingangsstrom in Ausgangsspannung bestimmt R die Empfindlichkeit. Die
Schaltung erlaubt auflerdem eine Spannung an dem Eingang einzustellen, indem anstelle der

Masse ein konstante Spannung an den nicht invertierenden Eingang angelegt wird.

Datenaufnahme und Filterung

Zur Digitalisierung des Signals wurde eine Abtastfrequenz (Samplingrate)
gewahlt, die mindestens dreifach hoher als die gewunschte Bandbreite des
Messsignals lag. Die Bandbreite wurde mittels zweier Tiefpassfilter auf ungefahr
200 Hz eingeschrankt. Die Filtercharakteristik entsprach dabei zweier in Serie
geschalteter Besselfilter 3. und 4. Ordnung, wobei der erste Filter 3. Ordnung
hoher frequente Stdrsignale reduzierte, wahrend der fein einstellbare zweite
Filter 4. Ordnung die exakte Eingrenzung der Bandbreite vornahm. Der Bessel-
Filter (Dampfung d > V3) wurde deshalb gewahlt, weil er im Vergleich zum
Butterworth-Filter (Dampfung d = V2) oder Tschebyscheff-Filter (Dampfung d = 1)

ein besseres Laufzeit- und Frequenzverhalten zeigt.
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Stérungen

Die Signalqualitat wird durch verschiedene Stérungen beeintrachtigt. Durch die
elektrische Abschirmung des Messaufbaus mit einem Faraday’schen Kafig,
gezielte Erdung der Aufbauten und mechanische Dampfung konnten aufere
Beeintrachtigungen sehr gering gehalten werden. Im Messverstarker selbst und
an jedem Widerstand tritt zusatzlich ein thermisch bedingtes Rauschen auf.
Durch sinnvolle Eingrenzung der Bandbreite war es mdglich, Mess- und
Storsignal deutlich zu trennen. Weitere Beeintrachtigungen entstehen durch
storende Widerstande und Kapazitaten in der Messanordnung. Verschiedene
lonenkonzentrationen flihren aul3erdem zu stdérenden Potentialen. Diese wurden

gemessen und in der spateren Auswertung berucksichtigt.

Storende Widerstande

Widerstande in der Zuleitung zum Messverstarker oder parallel zur Masse
beeintrachtigen die Signalamplitude. Bedeutsam fir die Messung sind die
folgenden Widerstande: Die Pipette verjungt sich und weist im Bereich der Spitze
mit der kleinsten Offnungsflache den groRten Widerstand Rpipette auf Zwischen
Zellmembran und Pipettenspitze bildet sich das Gigaseal. Hierbei tritt ein kleiner
Leckstrom durch den Widerstand Rea zwischen Pipetteninhalt und
Extrazellularraum auf. Der Zugang zu dem Intrazellularraum durch das Einreil3en

des Patches besitzt je nach Offnung den Widerstand Ric.

Stérende Kapazitaten

Eine Kapazitat besteht zwischen zwei durch einen Isolator getrennte Leiter. |hre
GroRe ist abhangig von der Flache, dem Abstand wund der
Dielektrizitatskonstante ¢. So bildet zum einen die Pipette eine Kapazitat Ciast
zwischen Pipetteninhalt und der Extrazellularidsung. Zum anderen besteht eine
Kapazitat Cgsow an der Zelle zwischen Intra- und Extrazellularraum. Diese
stérenden Kapazitaten fuhren bei schnellen Spannungsanderungen zu einem

kapazitivem Strom durch das extrazellulare Bad.

Die relevanten Widerstande und Kapazitaten lassen sich in dem folgenden

Ersatzschaltbild zusammenfassen (Abbildung 9):
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Abbildung 9. Ersatzschaltbild der Messkonfiguration.

Mit Kompensationsschaltungen war es madglich, die Artefakte, die sich aus den
stérenden Widerstanden und Kapazitaten ergeben, grolitenteils aus dem
Messsignal zu eliminieren. Aus der Messung der Verzerrung eines
Rechtecksignals konnten die Zeitkonstanten Trst = Rpipette X Crast UNd Tsiow = Ric X
Csiow ermittelt werden. Das Messsignal wurde mit den daraus gebildeten
Inversfunktionen korrigiert. Eine vollstandige Kompensation der Artefakte war
jedoch nicht immer moglich, da die Pipetten und Zellen nicht technisch
idealisierten Widerstanden und Kondensatoren entsprechen. So ist die
Kompensation von Cssst um so unvollstandiger, je l1anglicher die Pipettenspitze ist.
In ahnlicher Weise verschlechtert auch jedes Abweichen von einer kugelférmigen
Zelle die Kompensationsmdglichkeit von Cgow. Die untersuchten kultivierten
Perizyten bildeten typischerweise lange filigrane Zellfortsatze aus. Dadurch war
es schwierig, bei allen Messungen eine ausreichende Kompensation zu

erreichen.

Membrankapazitat und Zellradius

Die Bestimmung und Kompensation von Cgow, der Membrankapazitat, erlaubt
eine grobe Aussage Uber die Grolde der Zelle. Die dinne Zellmembran entspricht
dem Isolator eines Plattenkondensators. Seine Kapazitat wird durch folgende
Formel berechnet: C = Q / U = Aggo / d. Dabei beschreibt A die Flache, d die
Dicke des Isolators und €gg die spezifische Dielektrizitdtskonstante. An einfachen

Lipiddoppelschichten wurden ca. 0,8 pF/cm? gemessen. Zellmembranen weisen
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Kapazitaten von ungefahr 1,0 uF/cm? auf [31,66]. Geht man von einer

kugelférmigen Zelle aus, betragt ihre Oberflaiche A = 4nr?, so dass folgt:

Czelle = 4meeor’/d (Gleichung 2)

Der so errechnete Zelldurchmesser (Bereich 10 m) war groRer als der reale
Durchmesser der kultivierten Perizyten. Diese haben aufgrund ihrer langen
Fortsatze und der flachen Form eine im Verhaltnis zum Durchmesser sehr grole

Membranoberflache.

Offset

Der Offset setzt sich aus einer leicht abgleichbaren elektronischen Komponente
im Messverstarker und einer Komponente durch Potentiale aus der
Messanordnung zusammen. Die Potentiale aus der Messanordnung entstehen
zwischen verschiedenen Flussigkeiten und Metallen:

e Ein galvanisches Potential kann zwischen den zur Ableitung dienenden
Metallelektroden entstehen. Beide Elektroden waren daher aus Silber und
wurden vor einer Messreihe chloriert. Dadurch wird die Anlagerung von
Fremd-lonen reduziert und das Potential bleibt Uber lange Zeit stabil.

e Verschiedene lonenkonzentrationen fihren zu konzentrationsabhangigen
Potentialen an den Messelektroden. Um diese Potentiale gering zu halten,
wurden annahernd gleiche lonenkonzentrationen fur die Elektroden
geschaffen: Die Kaliumkonzentration in der Pipette (150 mM K*) wurde
auch an der Erdungselektrode aufrechterhalten. Eine mit Agar
abgedichtete Flussigkeitsbricke diente der elektrischen Verbindung in die
Extrazellularlésung.

e Es wurden die Flussigkeitspotentiale an der Pipettenspitze und an der
Flussigkeitsbricke berechnet und korrigiert. Fur die verschiedenen
verwendeten extrazellularen Ldsungen ergaben sich folgende
Korrekturen: -5 mV bei 5 mM K*, -6 mV bei 10 mM K* und =7 mV bei
60 mM K.

Zur optimalen Korrektur des Offsets wurde vor jeder Messung das Potential nach

Eintauchen der Pipettenspitze in die extrazelluldre Lésung mit 5 mM K* auf 0,0
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mV abgeglichen. Dieser Abgleich erforderte meist nur eine Korrektur um wenige
mV. Um eine mogliche Drift wahrend der Messung zu kontrollieren, wurden nach
Abschluss jeder Messung im Current-clamp-Modus Spannungsspuren von der
Ablésung der Zelle aufgezeichnet. Bei dem Abheben der Pipette von der Zelle
sprang die Spannung vom Membranpotential aus auf geringe negative
Potentiale. Wir gehen davon aus, das hier die Membran in den meisten Fallen
mit ausgerissen war und noch die Pipettenspitze bedeckte. Im Folgenden wurde
deshalb positiver Druck in der Pipette eingestellt, worauf sich eine Spannung um
0 mV einstellte — entsprechend der aktuellen Offsetdrift. Fur die hier
ausgewerteten Messungen wurde eine Offset-Drift von maximal +3 mV

akzeptiert.

2.2.6 Ablauf der Messungen

Fur diese Arbeit wurden Perizyten der 3. bis 8. Passage verwendet, die zwei bis
drei Tagen zuvor zum letzten mal passagiert worden waren. Die Petrischalen
enthielten zunachst das Nahrmedium, welches unter Abkuhlung auf 21°C
Raumtemperatur gegen die extrazelluldre Lésung durch Uberschichtung
vorsichtig ausgetauscht wurde. Zur Messung wurden die Schalen auf dem Tisch
des invertierenden Mikroskops befestigt und die Flusskammer eingesetzt (siehe
Abbildung 5). Nach Montage und Abgleich der Elektroden wurde zlgig eine
Messung angestrebt: Um eine Durchmischung der Pipettenldsung oder die
Verlegung der Pipettenéffnung durch Zellreste zu vermeiden, wurde ein leichter
positiver Druck von ungefahr 1 cm H>O (100 Pa) auf die Pipette gelegt. Dadurch
stromte stets etwas FlUssigkeit aus der Pipettenspitze. Nach Annaherung an die
Zelle wurde der Druck aufgehoben und kurzzeitig leicht gesogen. So bildete sich
in vielen Fallen ein Gigaseal. Die Annaherung und Bildung des Seals erfolgte im
Modus ,Voltage Clamp’ unter der Messung des Pipettenwiderstandes mit einer
biphasischen Rechteck-Spannung (Amplitude 10 mV). Die Messung wurde nur
fortgefuhrt, wenn ein stabiles Seal im GigaOhm-Bereich erzielt werden konnte.
Dazu ist eine ,saubere” Zelloberflache Vorraussetzung. Auf eine zusatzliche
enzymatische Vorbehandlung zur ,Sauberung® der Zelloberflache jedoch wurde

bewusst verzichtet, da diese die lonen-Kanalfunktion hatte beeinflussen kénnen.
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Die Gigaseals wurden an den Zellkorpern grol3er, flacher, irregular begrenzter,
adharenter Zellen erzielt, von denen die meisten lange dunne Zellfortsatze
aufwiesen. Insgesamt wurden 78 Zellen untersucht. Nachfolgende Abbildung 10
zeigt eine Messung, die wahrend der Ausbildung eines Gigaseals aufgenommen

wurde:

3GOhm ! : : .' :
".}15{}"“-?\"%""""'"""1""""""':' SRRy

Abbildung 10. Beispielhafte Messung wahrend der Ausbildung eines Gigaseals. Wahrend der
Anndherung an die Zelle wurde bei einer konstanten Spannung von —10 mV der Strom gemessen
(Modus: Voltage Clamp). Dabei kann deutlich die Annaherung mit einer Plateaubildung von der
folgenden sprunghaften Ausbildung des Gigaseals unterschieden werden. Der vergréRerte
Ausschnitt aus der Stromkurve zeigt eine Uberlagerung durch ein typisches Stérsignal mit
ungefahr 50 Hz, welches bei Arbeiten in dem nicht vollstandig verschlossenen Faraday’schem
Kéfig auftreten kann.

Um den Widerstand der Pipette abschatzen zu kdnnen, wurde im Modus
,Voltage Clamp’ an die Messelektrode eine konstante Spannung von —10 mV
angelegt und der zugehdrige Strom aufgezeichnet. Wahrend der Annaherung der
Pipette an die Zelle stieg der Widerstand, bis er schlieBlich ein Plateau mit
Werten um 50 MOhm erreichte. Von dort bildete sich sprunghaft der Ubergang in
das Gigaseal. Der vergroRerte Ausschnitt zeigt die Uberlagerung der Stromkurve
mit einem Storsignal von 50 Hz. Dieses typische Storsignal konnte haufig bei
Arbeiten innerhalb des gedffneten Faraday’schen Kafigs beobachtet werden — in

diesem Fall durch die manuelle Bedienung des Mikromanipulators.
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Durch die Ausbildung des Gigaseals wurde die kapazitive Stromkomponente Cgast
demaskiert, welche nun optimal kompensiert werden konnte. Bei entsprechender
Verstarkung konnten in diesem Zustand auch Strome durch vereinzelte Kanale

abgeleitet werden.

Intrazelluldrer Zugang

Um einen Zugang in den intrazellularen Raum zu erlangen, wurde gefuhlvoll ein
kurzer Sog an die Pipette angelegt (ungefahr 30 cm H,O = 3000 Pa), bis die
Membran einriss. Zur Messung dieses Vorgangs wurde der Messverstarker im
Modus ,Voltage Clamp’ konfiguriert. Der Widerstand wurde kontinuierlich tber
eine biphasische Rechteck-Spannung mit einer Amplitude von 10 mV gemessen.
Die Ruptur des Patches auRerte sich in einer sprunghaften Reduktion des
Widerstandes in den 100 MOhm-Bereich und gleichzeitig einem Shift des

Stromes durch die selektiven lonenstrome der Zelle.

Perfusion in der Flusskammer

An der eingesetzten Flusskammer war ein zufuhrendes Rohrchen angebracht,
das in eine 1,5 mm breiten und 8 mm lange Rinne mundete. Die Rinne endete in
einer runden Erweiterung aus der die Flussigkeit abgesaugt wurde. Die Zellen in
der Rinne wurden superfundiert mit einer Flussrate von ungefahr 5-15 mi/h. Die
verwendete Losung konnte mit einem handgesteuerten Verteilerventil
umgeschaltet werden. Zwischen dem Umschalten am Ventil und dem
tatsachlichen Erscheinen der Ldsung in der Rinne mussten je nach Flussrate
ungefahr 20 s bericksichtigt werden. Je nach Fragestellung wurden
verschiedene extrazellulare Losungen mit einer Osmolaritat von 322 mOs
vorbereitet: 5, 10, 20, oder 60 mM K'-haltige Ldésungen (Tabelle 1). Die
Losungen wurden vor ihrer Anwendung auf pH 7,42 bei 21° Raumtemperatur

abgeglichen.
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Losung 5K 10K 20K 60K
NaCl [mM] 140 135 125 85
KCI [mM] 5 10 20 60
MgCl; [mM] 1 1 1 1
NH2PO, [mM] 2 2 2 2
CaCl, [mM] 2 2 2 2
HEPES [mM] 10 10 10 10

Abgleich pH 7,42 bei 21°C (ca. 5,5ml 1M NaOH/I)

Tabelle 1. Zusammensetzung der extrazelluldren Lésungen

Messung der Strom-Spannungsbeziehungen

Um zu untersuchen, welche Strome bei welchen Spannungen auftreten, wurden
langsame Spannungsrampen entworfen. Sie definierten in der Voltage-Clamp-
Konfiguration die Spannung der Zelle, wahrend gleichzeitig der Strom dazu
gemessen wurde. Die Flankensteilheiten wurden so gewahlt, dass es zu keinen
kapazitiven Signaldeformierungen kam und der gemessene Strom nicht durch
die Aktivierungszeit der Kanale verzogert erschien. Andererseits durften die
Spannungsrampen nicht zu langsam sein, da bei langer andauernden
depolarisierten Potentialen zunehmende Inaktivierungen der Strome auftreten
kénnen. Deshalb betrugen die verwendeten Anstiegsraten (Slew-Rate) 45 mV/s
oder 60 mV/s. Die Spannungsrampen starteten vom vordefinierten
Membranpotential aus, um bald Werte von —120 mV zu erreichen. Von dieser
Hyperpolarisation mit —120 mV begann eine kontinuierliche Depolarisation bis
+60 mV innerhalb von 3,0 oder 4,0 s. Von dort aus erfolgte in spiegelverkehrter
Weise wieder die Repolarisation auf —120 mV und schlieBlich die Riickkehr zum
vordefinierten Membranpotential. In den folgenden Messungen wurde stets die
aufsteigende Flanke ausgewertet. Das zur aufsteigenden Flanke symmetrische
Verhalten des Stromes in der absteigenden Flanke zeigt eine gute Wahl der
Flankensteilheiten  bezuglich der obigen Einschrankungen. Um die
Inaktivierungen von Stromen zu messen, wurden Spannungssprunge entworfen.

Hierbei springt die Spannung ausgehend vom einem Haltepotential fur 30 s auf
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ein depolarisiertes Potential und schaltet anschlieRend wieder auf ein
repolarisiertes Potential um. In &hnlicher Weise wurden Spannungssprunge fur

die Messung der Aktivierung von Stromen entworfen.

Die gemessenen Membranpotentiale sind entweder Ruhepotentiale im Modus
,Current Clamp’ oder die Umkehrpotentiale im Modus ,Voltage Clamp’ wahrend
der Applikation von Spannungsrampen. Die angegebenen Widerstande und
Kapazitaten wurden im Rahmen ihrer Kompensation ermittelt. Der Leckstrom
durch den W.iderstand des Gigaseals zwischen der Pipette und der
extrazelluldaren Losung wurde nicht kompensiert. Die Stromkurven in den
Abbildungen sind Originalmessungen ohne Subtraktion eines Leckstroms.
Konnte kein stabiles, ausreichendes Gigaseal oder kein guter intrazellularer
Zugang erzielt werden, wurde die Zelle verworfen. Gleiches galt fur Zellen, bei
denen die Messung nicht abgeschlossen werden konnte. Zur Quantifizierung der
Stromreduktion unter extrazelluldarem Barium, TEA und den verschiedenen
Konzentrationen von 4-AP, wurde die lineare Stromkomponente der Strom-

Spannungs-Beziehung im Modus ,Whole Cell’ subtrahiert.

2.3 Statistik

Messreihen

Soweit sinnvoll, wurde zu den Ergebnissen einer Messreihe der arithmetische
Mittelwert, die Standardabweichung und die Anzahl (n) angegeben. Fur alle
statistischen Analysen wurde zum Vergleich zweier Messreihen der Wilcoxon
Test verwendet. Ein p < 0,05 wurde als signifikanter Unterschied gewertet. Die
Analysen wurden mit der Software SPSS, Version 9, und Sigma Stat, Version 2,

erstellt.
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Analyse der Kurven

Aus den Strom-Spannungs-Beziehungen wurden die spezifischen Leitfahigkeiten
Ag = Al/AU innerhalb bestimmter Kurvenabschnitte berechnet. Dies erfolgte
durch Bildung eines Mittelwertes aus den Einzelleitfahigkeiten g4, _, der Samples
in den relevanten Kurvenabschnitten (Einwartsstrom, Auswartsstrom und
minimale Leitfahigkeit). Die Beziehung zwischen Leitfahigkeit und Spannung
wurde mit Hilfe der Boltzmannfunktion beschrieben [31]. Sie beschreibt das
Verhaltnis offener und geschlossener Kanadle in Abhangigkeit des

Membranpotentials.

(Gleichung 3)

open - Faktor

-w(U
close_exp(_ w, — W( )J

w, = Konformationsenergie beim Offnen des Kanals ohne Membranpotential
w(U) = Energie der bewegten Ladungen bei einem Potential U, und somit

w(U) = Anzahl der Ladungen x Elementarladung x Potentialdifferenz U.

Umgeformt und vereinfacht entspricht der Anteil offener Kanale der normierten

Leitfahigkeit g’ .

open 3 1 3
close + open (U—U”zj g
1+ exp r—

' (Gleichung 4)

Dabei ist Uy, das Potential, bei dem g = 0,5 ist. Der Faktor k bestimmt die
Steilheit dieser sigmoiden Beziehung.

Bei Interaktion mit mehreren Bindungsstellen bzw. Durchtrittsmdglichkeiten

potenziert sich der Nenner, wie es durch die Boltzmannfunktion n-ten Grades

beschrieben wird:
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g'= (Gleichung 5)

Die Blockade (B) eines Enzyms, eines Rezeptors oder eines Kanals (4) Iasst sich
durch eine Sattigungsfunktion beschreiben, analog zu der Michaelis-Menten-

Theorie der Enzymkinetik:

Y=r——T1 (Gleichung 6)

Dabei ist 4+ B <> AB und y der Anteil blockierter 4. Die Reaktion erfolgt mit den
kinetischen Konstanten ki, bzw. k.4, die sich in der Dissoziationskonstante
Ko = k1 / ky = [A] [B] / [AB] wiederfinden. Der Hill-Koeffizient n modifiziert nun

dieses System, indem er die Steilheit der Sattigungsfunktion bestimmt:

1

—————  (Gleich 7
1+([B]/KD)" (Gleichung 7)

Anteil freier Kandle = 1—y =

Die Darstellung und Analyse der Kurven mit den oben beschriebenen
Gleichungen erfolgte mit Hilfe der Software HEKA, Version 7.4., SPSS Version
9.0. und Sigma Plot 2001, Version 7.
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3 Ergebnisse

3.1 Passive elektrische Eigenschaften

Der Widerstand eines stabilen Gigaseals wurde aus der Strom-
Spannungsbeziehung bei einer langsamen Spannungsrampe nahe dem
Nulldurchgang der Stromkurve ermittelt. Der errechnete Sealwiderstand an
61 Perizyten betrug 12,2 + 8,9 GQ. Dieser Widerstand zeigte eine lineare Strom-

Spannungs-Beziehung.

Das Membranpotential wurde in der Extrazellulariésung mit 5 mM [K']
gemessen. Bei 78 Zellen betrug es —-46,5 + 8,6 mV. Zusatzlich wurde an
40 Perizyten das Membranpotential in Extrazellularldsung mit 60 mM [K']
bestimmt. Es lag bei —23,2 + 2,2 mV. In einigen Experimenten mit besonders
niedrigen Membranleitfahigkeiten wurden auferdem bei 5 mM [K"] Fluktuationen

des Membranpotentials zwischen -85 mV und —50 mV beobachtet.

Die GrofRe der Membrankapazitat wurde an 72 koronaren Perizyten ermittelt. Sie
betrug durchschnittlich 150 + 123 pF.

3.1.1 Charakterisierung der Strom-Spannungsbeziehung

Um zu untersuchen, welche Strome bei welchen Spannungen vorherrschen,
wurden langsame Spannungsrampen in der Voltage-Clamp-Konfiguration

appliziert. Die folgende Abbildung 11 zeigt die typische Stromantwort eines

Perizyten:
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Exp-58_1_39_1

-140. mV-

-1.50 n_A“...........A..i........‘... = -210. mV-1

2.00 s 4.00 5 6.00 s 8.00 s 100 s 12

Abbildung 11. Typischer Screenshot der Spannungsrampe mit Stromantwort eines Perizyten. Mit
im Bild zu sehen sind zwei Markierungslinien (Cursor), Uber die der zu analysierende Bereich

ausgewahlt werden kann.

Um die Abhangigkeit des Stromes von dem vorgegebenen Membranpotential
darzustellen (Strom-Spannungs-Beziehung), erfolgte die Auftragung der Strom-
und Spannungswerte der aufsteigenden Flanke der Spannungsrampe in einem
Strom-Spannungs-Diagramm (U-I-Diagramm, Abbildung 12). Die Steigung eines
Abschnittes entspricht der Leitfahigkeit in diesem Abschnitt (Ag = Al / AU).
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Abbildung 12. Typisches Strom-Spannungs-Diagramm (U-I-Diagramm) eines Perizyten. Die

Stromantwort auf die Spannungsrampe ist in Abhangigkeit der Spannung dargestellit.

In der Stromantwort liel3en sich im Wesentlichen folgende drei Kurvenabschnitte

ermitteln:

Auswartsstrom

Im Bereich depolarisierter Potentiale ab -55 mV konnte ein groler
Auswartsstrom beobachtet werden. Sein Beginn markiert den positiven
Kurvenabschnitt. Wir fanden diesen Auswartsstrom als meist charakteristischen
Strom koronarer Perizyten. Wahrend dieser Strom zunachst steil und annahernd
linear anstieg, wurde bei hoheren positiven Potentialen ab +20 mV haufig eine
Reduktion der Leitfahigkeit gefunden. Die maximale Leitfahigkeit des
Auswartsstromes in 5 mM extrazellularer Kaliumkonzentration betrug bei
78 Perizyten 16,6 £ 15,6 nS und war im annahernd linearen Anfangsbereich zu

beobachten.
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Minimale Membranleitfahigkeit

Der mittlere, flachste  Kurvenabschnitt entspricht der  geringsten
Membranleitfahigkeit und wird am wenigsten durch lonenkanal-Strome
beeinflusst. Die Strom-Spannungs-Beziehung dieser Leitfahigkeit entspricht dem
Abschnitt einer Gerade und stellt stets auch einen kleinen Teil von Aus- und
Einwartsstrom dar. Die kleinste Leitfahigkeit wurde bei einem Membranpotential
von =90 mV bis —-60 mV gefunden. Bei 78 Zellen betrug sie 1,2 1,3 nS,
entsprechend einem Membranwiderstand von 0,83 +0,77 GQ. In manchen
Experimenten lag die minimale Leitfahigkeit der Strom-Spannungs-Beziehung
bei nur 0,1 nS. Das entspricht einem Widerstand, der in der GroRenordnung des
Gigaseals liegt. Ein erheblicher Teil dieser linearen Stromkomponente der Strom-
Spannungs-Beziehung wurde vermutlich durch den Leckstrom zwischen Pipette

und Extrazellularraum hervorgerufen.

Einwartsstrom

In dem negativsten Kurvenabschnitt fand sich ein im Vergleich zum
Auswartsstrom kleiner Einwartsstrom. Das Verhaltnis von Einwartsstrom und
Auswartsstrom variierte von Zelle zu Zelle. Die maximale Leitfahigkeit des
Einwartsstroms in 5 mM extrazellularer Kaliumkonzentration fand sich bei
hyperpolarisierten Potentialen zwischen —120 mV und -100 mV und betrug
2,9 £ 2,8 nS bei 78 Zellen.

Der Vergleich der Leitfahigkeiten in den Kurvenabschnitten des Einwarts- und

Auswartsstroms zeigte einen hoch signifikanten Unterschied (p < 0,001).

3.2 Membranstrome bei unterschiedlichen

Kaliumkonzentrationen

Die Superfusion der koronaren Perizyten mit verschiedenen extrazellularen
Kaliumkonzentrationen ergab auffallige Veranderungen in der Strom-Spannungs-
Beziehung. Das Membranpotential verschob sich bei Erhéhung der

extrazellularen Kaliumkonzentration in Richtung depolarisierter Potentiale
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(-48,9 +9,6 mV bei 5 mM [K'] und —23,2 + 2,2 mV bei 60 mM [K']; n = 40). Dies
war sowohl als Potential in der Current-Clamp-Konfiguration zu messen als auch
aus den Strom-Spannungs-Beziehungen zu ermitteln. Gleichzeitig war bei
erhohten extrazellularen Kaliumkonzentrationen ein vergroRerter
Einwartsstromes zu beobachten. Die folgende Darstellung (Abbildung 13) zeigt

die typischen Veranderungen an einem Perizyten:
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Abbildung 13. Spannungsrampe (oben) und typische Strom-Spannungs-Beziehung (unten) bei
5, 10 und 60 mM [K'] in der extrazelluléren Lésung.
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Die obere Kurve zeigt den Spannungsverlauf in der aufsteigenden Flanke der
langsamem Spannungsrampe. Der untere Graph stellt die dazugehorige Strom-
Spannungs-Beziehung bei 5, 10 und 60 mM [K'] dar. Die aus dem
Nullstromdurchgang ermittelten Membranpotentiale waren -45, -40 und -19 mV.
Die Zunahme des Einwartsstromes mit steigender Kaliumkonzentration fuhrte zu
steigenden Leitfahigkeiten in diesem Bereich: 2,5 nS bei 5 mM [K'], 3,2 nS bei
10 mM [K'] und 5,4 nS bei 60 mM [K"]. Die minimale Leitfahigkeit lag bei 0,9 nS
und die maximale Leitfahigkeit konnte im Auswartsstrom mit 40,1 nS bei 5 mM
[K'] gemessen werden. Die Zellkapazitdt betrug 127 pF und damit lag die
Stromdichte bei 9,5 pA/pF in 5 mM [K'] im Nullspannungsdurchgang. Bei einer
extrazelluldren Kaliumkonzentration von 60 mM [K'] zeigte die Strom-
Spannungs-Beziehung aulRerdem eine Senke des Stroms im Bereich von
-50 mV bis —20 mV und die Stromumkehr lag ungefahr im Bereich des
Kaliumgleichgewichtspotential Ex. Das Kaliumgleichgewichtspotential Ex =
-58 mV x log [K'innen] / [K* auzen] betrug ungefahr —86 mV in 5 mM [K*augen], -68 mV
in 10 mM [K*augen] und —23 mV in 60 mM [K auzen]. Der Einwartsstrom zeigte
aullerdem eine Gleichrichtercharakteristik. Der Auswartsstrom zeigte dagegen
unabhangig von der extrazellularen Kaliumkonzentration einen Beginn bei

ungefahr -55 mV.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass ein spannungsabhangiger Kaliumkanal
Kv  (Auswartsstrom) und ein Einwarts-Gleichrichter-Kaliumkanal Kgr
(Einwartsstrom) fir die dominierenden Strome an Kkultivierten koronaren

Perizyten verantwortlich sind. Wir untersuchten diese Strome im Detail.

3.3 Der Einwartsstrom

3.3.1 Block des Einwartsstromes durch Bariumionen

Um die Annahme zu uUberprifen, dass der Einwartsstrom durch Einwarts-
Gleichrichter-Kaliumkanale hervorgerufen wird, wurde deren Blockierbarkeit
durch Bariumionen untersucht. Dazu wurde die extrazellulare Lésung (5 mM und
60 mM [K']) mit 50 uM BaCl versetzt. Die folgende Abbildung 14 zeigt die
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Spannungsrampe (slew rate 60 mV/s) und darunter die dazugehorige Strom-

Spannungs-Beziehung an einer typischen Zelle:
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Abbildung 14. Blockade des einwarts gleichrichtenden Kaliumstromes durch 50 yM Bariumchlorid
in der extrazellularen Losung. Die obere Grafik zeigt die angelegte Spannungsrampe, die untere
Grafik die dazugehdrige Strom-Spannungs-Beziehung fir jeweils 5 mM und 60 mM extrazellulare
Kaliumkonzentrationen mit und ohne 50 yM BaCl,. Die Leitfahigkeiten des Einwartsstroms
betrugen 5,8 nS in 5 mM [K'] und 18,2 nS in 60 mM [K'] und wurden durch die Zugabe von
Bariumionen komplett blockiert.
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Die maximale Leitfahigkeit des Einwartsstromes betrug 5,8 nS bei 5 mM [K*] und
18,2 nS bei 60 mM [K'] in der extrazellularen Lésung. Das Nullstrompotential in
der 5 mM [K'] enthaltenden Lésung lag bei —=75,5 mV und die Membrankapazitat
betrug 53 pF. Bei Zugabe von Bariumchlorid (50 uM) in die extrazellulare Lésung
trat sowohl in 5 mM [K"] als auch in 60 mM [K'] ein nahezu vollstandiger und
reversibler Block des Einwartsstromes auf. Dieser Block des Einwartsstromes mit
50 uM BaCl, war bei allen sieben untersuchten Perizyten zu beobachten. Bei
einem Potential von —127 mV betrug der Einwartsstrom 416 + 548 pA in der 60
mM [K'] enthaltenden Lésung. Unter dem selben Potential konnte nach Zusatz
von 50 uM BaCl, eine signifikante Reduktion des Stromes auf 7 + 10 pA
gefunden werden (p < 0,02).

Um nur den auf den Bariumblock sensitiven Strom darzustellen, wurde von der in
5 mM [K'] und 60 mM [K'] aufgenommenen Kurve die jeweilige Kurve unter dem
Block mit Bariumionen subtrahiert. Die nachfolgende Abbildung 15 zeigt diesen
Differenzstrom der oben gezeigten Zelle in jeweils 5 mM und 60 mM

extrazellularer Kaliumkonzentration.
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Abbildung 15. Bariumsensitiver Strom. Durch Subtraktion der Stromantworten ohne Barium von
der Stromantwort mit 50 yuM Bariumchlorid ergibt sich der Barium-sensitive Einwartsstrom bei

5 mM und 60 mM [K™] in der extrazelluldren Lésung.

3.3.2 Charakteristik des Einwartstromes

Einwarts-Gleichrichter-Kaliumkanale (Kir-Kanale) zeigen eine hohe Leitfahigkeit
bei Potentialen negativer als das Kaliumgleichgewichtspotential Ek. Bei
positiveren Potentialen als Ek ist der Kaliumstrom auswartsgerichtet und die
Leitfahigkeit verringert sich. Der auswartsgerichtete Kaliumauswartsstrom tragt
bei Potentialen etwas positiver als Ex zur Stabilisierung des Ruhepotentials bei.
Um die Starke des Effekts zu untersuchen wurde bei einer extrazellularen
Kaliumkonzentration von 5 mM die Leitfahigkeit gegen das Membranpotential

aufgetragen. Die lineare Stomkomponente der Strom-Spannungs-Beziehung
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wurde subtrahiert und die Leitfahigkeit zur besseren Darstellung normalisiert
(Abbildung 16).

0.5

Normalisierte Membranleitfahigkeit

-120 -80 -40
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Abbildung 16. Abhangigkeit der normalisierten Leitfahigkeit des Einwartsstromes von dem
Membranpotential bei 5 mM extrazellularer Kaliumkonzentration. Die durchgezogene Linie zeigt

die angenaherte Boltzmannfunktion erster Ordnung.

Die Kurve zeigt eine deutlich sigmoide Abhangigkeit zwischen der normalisierten
Leitfahigkeit und dem Membranpotential. Die Kurve wurde mit einer

Boltzmannfunktion erster Ordnung analysiert (aus Gleichung 5):

1
e =E— Gleich 8
gk U (Gleichung 8)

1+ exp

Dabei bezeichnet U’ die Spannung, bei der die halbmaximale Leitfahigkeit
vorliegt und der Slope Factor k bestimmt die Steilheit dieser Beziehung. Aus der
obigen Kurve (Abbildung 16) ergibt sich U’ = -90,5 mV und k = 8,5 mV. An
insgesamt 5 Zellen konnten wir fir den Einwartsstrom in 5 mM extrazellularer

Kaliumkonzentration einen Slope Factor k = 6,8 £1,6 mV berechnen.
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3.4 Der Auswartsstrom

3.4.1 Aktivierung des Auswartsstromes

Als nachstes wurde der Auswartsstrom naher untersucht. Hier war ein
spannungsabhangiger Kaliumkanal zu vermuten. Um die spannungsabhangige
Aktivierung des Auswartsstroms zu zeigen, wurden in der Voltage-Clamp-
Konfiguration  depolarisierende  Spannungsspringe appliziert und der
dazugehdrige Strom aufgezeichnet. Die Spannungsspringe starteten jeweils
vom Membranpotential aus und bestanden aus einer 100 ms dauernden
depolarisierten Spannungsstufe. Das Potential dieser Spannungsstufen wurde in
10 mV Schritten von -55 mV bis +35 mV erhdht. Die extrazellulare
Kaliumkonzentration betrug dabei 5 mM. Die nachfolgende Abbildung 17 zeigt

die Whole-Cell-Stromantwort eines typischen Perizyten:.

1000
+35
+5
— 500 -
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-
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Abbildung 17. Aktivierung des Auswartsstromes. Dazu wurden 100 ms andauernde
Spannungsstufen von —55 mV bis +35 mV in 10 mV Schritten abgegeben und die dazugehdrige

Stromantwort gemessen.
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Der Beginn des Stromes bei der plotzlich einsetzenden Depolarisation war
unterschiedlich stark verzogert. Die Aktivierung des Stromes wurde mit
zunehmender Depolarisation schneller. Bei einer Depolarisation dieses Perizyten
auf ein Potential von -5 mV betrug die Zeit bis zum Maximum des
Auswartsstromes 12 ms. Mit dem Ziel einer quantitativen Beschreibung des
Aktivierungsvorgangs wurden die Strome weiterer Perizyten gemessen. Dabei
zeigte sich jedoch eine verbleibende, nicht kompensierbare kapazitive
Stromkomponente, weshalb die Analyse der Stromaktivierung mit einer

Boltzmannfunktion gleich welcher Ordnung nicht moglich war.

Die folgende Abbildung 18 zeigt den Endstrom der Spannungsstufen in
Abhangigkeit des Potentials. Dieser Strom wurde auf die Zellkapazitat (40 pF)
normalisiert. Somit kann die Stromdichte des Auswartsstromes in Abhangigkeit

des Potentials dargestellt werden:
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Abbildung 18. Stromdichte (= Strom pro Zellkapazitat; hier 40pF) des Auswartsstromes in
Abhangigkeit des Potentials
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3.4.2 Inaktivierung des Auswartsstromes

Wurden langer andauernde depolarisierte Spannungsspringe verwendet, war
ein langsamer Abfall des Auswartsstromes zu beobachten. Um diese
Inaktivierung naher zu untersuchen, wurden lange depolarisierte
Spannungssprunge mit einer Lange von 30 s verwendet. Die Spannungssprunge
starteten bei einem Haltepotential von —75 mV und depolarisierten die Zelle in
jeweils 20 mV Schritten gestuft von —25 mV bis +55 mV (Abbildung 19).

1000

500

+55
/+35
—___—+15

-5

Strom (pA)

10 s

-500 -

Abbildung 19. Inaktivierung des Auswartsstromes bei 30 s dauernden Spannungsspriingen von
—25 mV bis +55 mV. Die Inaktivierung zeigt einen exponentiellen Abfall mit einer Zeitkonstante
1T=159s

Der Auswartsstrom der dargestellten Zelle betrug bei einem Potential von -5 mV
anfangs 182 pA und fiel am Ende des Spannungssprunges nach 30 s auf 95 pA .

Dieser Abfall konnte durch eine Exponentialfunktion mit der Formel I(t) = lo x ™
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beschrieben werden. Die daraus errechnete Zeitkonstante betrug 1 = 15,9 s. Die

Kapazitat dieses Perizyten lag bei 235 pF.

Eine Inaktivierung mit der beschriebenen Depolarisation tber 30 s auf -5 mV war
auch bei den anderen Perizyten beobachten. Das Ausmal} des Abfalls durch die
Inaktivierung der Auswartsstrome variierte von Zelle zu Zelle und erreichte auch
bei langer andauernder Depolarisation nicht mehr als 50%. Bei negativeren
Potentialen war nur eine geringe Inaktivierung zu beobachten. Die Inaktivierung
konnte mit einer Exponentialfunktion erster Ordnung beschrieben werden. An
vier Perizyten ergab sich, ausgehend von einem Potential von —75 mV und
folgender Depolarisation auf -5 mV, eine Zeitkonstante 1 = 12,8 + 3,6 s flr den

Abfall des Auswartsstromes.

3.4.3 Spannungsabhangigkeit der Auswartsstromaktivierung

Um die Abhangigkeit der Aktivierung des Auswartsstromes von dem Potential zu
untersuchen, wurde der Reststrom nach dem Ende eines Spannungssprungs,
der sogenannte ,Tail Current” analysiert. Ausgehend von einem Haltepotential
von -90 mV wurde der Auswartsstrom durch verschiedene depolarisierte
Spannungsstufen aktiviert. Bei der anschlieRenden plotzlichen Repolarisation auf
—60 mV zeigte sich ein kurzer Tail Current (Abbildung 20). Es ist davon
auszugehen, dass die Amplituden dieser Tail Currents dem Anteil der zuvor
geoffneten spannungsabhangigen Kaliumkanale (Ky-Kanale) wiedergeben. Die
depolarisierten Spannungsstufen wurden dazu in 5 mV Schritten von —55 mV
beginnend bis +25 mV erhoht. Die nachfolgende Abbildung 20 zeigt die Tail

Currents eines Perizyten.
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Abbildung 20. ,Tail Currents®: Unter den oben abgebildeten Spannungsstufen ergaben sich nach
der Repolarisation die darunter aufgetragenen Reststréme. Diese nahmen rasch exponentiell ab.
Am Ende jeder Spannungsstufe ist ein durch die Zellkapazitat artifiziell hervorgerufener Spike zu
erkennen. Der Kurvenabschnitt, der unmittelbar auf diesen Spike folgt, diente der weiteren

Analyse.

In der oberen Grafik sind die Enden der 2 s andauernden Spannungsstufen
dargestellt. Darunter befinden sich die dazugehorigen Stromkurven. Deutlich ist
eine stdorende kapazitive Komponente zu erkennen, die sich als Spike bei der
Beendigung jeder Spannungsstufe darstellt. Die Kapazitat des Perizyten lag bei

102 pF. Unmittelbar nach dem Spike folgen die exponentiell abfallenden Tail
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Currents. Dieser Kurvenabschnitt des nicht-kapazitiven Reststromes wurde zur

weiteren Analyse herangezogen.

Es wurden die Tail Currents von funf Perizyten untersucht. Der Mittelwert der

normalisierten Amplitude der Tail Currents wurde gegen das Potential der

vorrausgehenden Spannungsstufe aufgetragen. Die Fehlerbalken geben die

Standardabweichungen an.
(Abbildung 21):

Normalisierter tail current

Es ergab sich folgende sigmoide Beziehung

-40 -30 -20 -10
Potential (mV)

Abbildung 21. Analyse der Tail Currents von 5 Perizyten. Die Punkte geben jeweils den

Mittelwert, die Fehlerbalken die Standardabweichung der normalisierten Tail Currents an. Diese

Werte wurden mittels einer Boltzmannfunktion vierten Grades weiter analysiert. Die Funktion ist

mit der durchgehenden Linie dargestellt.
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Die gefundenen Werte wurden mit einer Boltzmannfunktion vierten Grades

entsprechend nachstehender Gleichung 9 analysiert:

Y= (Gleichung 9)

Daraus ergibt sich U’ = -48,5 mV und die halbmaximale Aktivierung tritt bei U4, =
-40,9 mV auf. Die Steilheit dieser sigmoiden Beziehung wird durch k = 4.6 mV

bestimmt. Die Funktion ist mit der durchgehenden Linie dargestellt.

3.4.4 Pharmakologische Charakterisierung des Auswartsstromes

Mit dem Ziel einer pharmakologischen Charakterisierung des Auswartsstromes
als spannungsabhangiger Kaliumkanal wurde in die extrazellulare Losung
Tetraethylamonium (TEA) und 4-Aminopyridin (4-AP) gegeben. Zur Analyse des
Auswartsstromes wurden in der Voltage-Clamp-Konfiguration langsame
depolarisierte Spannungsrampen mit einer Flankensteilheit von 60 mV/s

angelegt, wahrend der dazugehorige Strom aufgezeichnet wurde.

Inhibierung der Auswértsstréme durch Tetraethylamonium (TEA)

Die Zugabe von 5 mM [TEA] in die extrazellulare LOosung mit einer
Kaliumkonzentration von 5 mM fuhrte zu einer kompletten Inhibierung des
Auswartsstromes. Die nachfolgende Abbildung 22 zeigt die Strom-Spannungs-
Beziehung eines Perizyten vor und nach Zugabe 5 mM [TEA] in die

extrazellulare Losung.
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Abbildung 22. Zugabe von 5 mM [TEA] in der extrazelluldren Lésung (5 K* + 5 TEA). Der

Auswartsstrom wird komplett inhibiert. Die Membrankapazitat dieses Perizyten betrug 85 pF.

Der Auswartsstrom zeigte eine komplette Inhibierung bis auf die minimale
Leitfahigkeit, wahrend der Einwartsstrom unverandert blieb. Der Block durch TEA
war innerhalb weniger Minuten reversibel. An insgesamt 5 Perizyten konnte bei
einem Membranpotential von +25 mV eine signifikante Reduktion des
Auswartsstromes durch 5 mM [TEA] von 349 + 245 pA auf 31 + 25 pA gefunden

werden (p < 0,04). Die extrazellulare Kaliumkonzentration betrug 5 mM.
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Inhibierung der Auswértsstrome durch 4-Aminopyridin (4-AP)

Nach vollstandiger Erholung vom TEA-Block zeigte der obige Perizyt bei einer
Zugabe von 5 mM [4-AP] in die extrazellulare Losung mit einer
Kaliumkonzentration von 5 mM die in Abbildung 23 dargestellte Strom-
Spannungs-Beziehung. Um erganzend zu zeigen, inwieweit dabei der
Einwartsstrom beeintrachtigt wurde, wurde die Messung zusatzlich in 60 mM

extrazellularer Kaliumkonzentration durchgefihrt.

300
200 | 5 K+
100 5 K+ + 4-AP

e

—

Strom (pA)
o

-100 |-

-200 + 60 Kt + 4-AP

-300 B | ] ] ]
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Abbildung 23. Inhibierung der Auswartsstrome durch 5 mM [4-AP]. Der Auswartsstrom wird

sowohl in 5 mM [K'] als auch in 60 mM [K'] nahezu vollstandig inhibiert.

Bei sehr hohen depolarisierten Potentialen ist noch ein kleiner Auswartsstrom zu
beobachten. Der Einwartsstrom in 5 mM und 60 mM extrazellularer

Kaliumkonzentration zeigt keine Inhibierung. An 8 Perizyten konnte bei einem
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Membranpotential von +25 mV eine Reduktion des Auswartsstromes von
931 + 840 pA auf 65 £ 67 pA durch den Zusatz von 5 mM [4-AP] gefunden
werden (p < 0,01). Die extrazellulare Kaliumkonzentration betrug 5 mM. Wahrend
der Block mit TEA innerhalb von Minuten komplett reversibel war, konnte beim
Block mit 4-AP auch nach 10 min. bis 15 min. Superfusion mit extrazellularer

Lésung keine komplette Reversibilitat gefunden werden.

Dosis-Wirkungsbeziehung von 4-Aminopyridin

Die hohe Sensitivitat gegentber der Inhibierung durch 4-Aminopyridin ist ein
wichtiges  Charakteristikum von spannungsabhangigen Kaliumkanalen.
Deswegen wurde die Dosisabhangigkeit der durch 4-AP induzierten Inhibierung
der Ausgangsstrome detaillierter untersucht. Je Perizyt wurden 3 aufsteigende
Konzentrationen von 4-AP in 5 mM extrazellularer Kaliumlésung getestet. Die
nachfolgende Abbildung 24 =zeigt die Strom-Spannungs-Beziehung eines
Perizyten ohne und bei Zusatz von 0,001 mM, 0,01 mM und 0,1 mM

4-Aminopyridin wahrend der langsamen Spannungsrampen (60 mV/s).
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Abbildung 24. Dosisabhangige Inhibierung des Auswartsstromes durch 0,001 mM, 0,01 mM und
0,1 mM [4-AP]. Der Auswartsstrom wird durch zunehmende Konzentrationen von 4-AP in der

Extrazellulariésung starker gehemmt. Die Membrankapazitat betrug 235 pF.

Der Auswartsstrom kann durch eine zunehmende Konzentration von 4-
Aminopyridin in der extrazellularen Lésung zunehmend gehemmt werden. Der
Einwartsstrom bleibt unbeeinflusst. An einem zweiten Perizyt mit gleichem
Versuchsaufbau wurden die Konzentrationen 0,05 mM, 0,5 mM und 5 mM von 4-

Aminopyridin getestet (Abbildung 25).
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Abbildung 25. Dosisabhangige Inhibierung des Auswartsstromes durch 0,05 mM, 0,5 mM und
5 mM [4-AP]. Der Auswartsstrom wird durch héhere Dosen von 4-AP fast komplett inhibiert. Die

Membrankapazitat betrug 128 pF. Der untersuchte Perizyt zeigte kaum einen Einwartsstrom.

Eine hohere Konzentration von 4-AP fuhrt zu einer fast kompletten Inhibierung
des Auswartsstromes. Die Stromspuren der beiden untersuchten Perizyten
zeigen, dass eine extrazellular applizierte Konzentration von 4-Aminopyridin die
Leitfahigkeit des Auswartsstromes dosisabhangig reduzierte. Weiterhin war eine
Verschiebung der Aktivierung dieses Stromes zu weniger negativen Potentialen

zu beobachten.

Mit dem Ziel, die Dosis-Wirkungs-Beziehung zu untersuchen, wurden funf
Perizyten mit der Konzentrationsreihen 0,001 mM, 0,01 mM und 0,1 mM und
weitere sieben Perizyten mit der Konzentrationsreinen 0,05 mM, 0,5 mM und
5 mM extrazellularem 4-Aminopyridin analysiert. Die Mittelwerte der Amplituden

der Auswartsstrome bei einem Potential von 0 mV wurden gegen die
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extrazellulare Konzentration des 4-Aminopyridin aufgetragen (Abbildung 26). Ein
positiveres Potential als Messpunkt ist wegen der variablen Auswartsreststrome
unter dem Block mit 4-Aminopyridin weniger geeignet. Die Werte der Ordinate
wurden normalisiert und die Konzentration von 4-Aminopyridin  wurde

logarithmisch skaliert.
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Abbildung 26. Dosis-Wirkungs-Beziehung von 4-Aminopyridin auf den Auswartsstrom der
untersuchten Perizyten. Die Daten zeigen Mittelwerte des Auswartsstromes bei einem Potential
von 0 mV. Die Mittelwerte wurden bei 0,001, 0,01, 0,1 mM 4-AP aus 5 Zellen bestimmt; bei 0,05,
0,5 und 5 mM 4-AP wurden sie aus 7 Zellen ermittelt. Die Daten werden mit der Hill-Gleichung

analysiert: 1=1/1+([4-AP]/K,)", wobei K, die Dissoziationskonstante und n der Hill-Koeffizient ist.

Die Darstellung zeigt eine asymptotische Annaherung der beiden Endbereiche
bei minimalen und maximalen 4-Aminopyridinkonzentrationen. Die Hill-

Annaherung gibt dabei die Steilheit in dieser halblogarithmischen Darstellung an.
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Der Wert fur die Dissoziationskonstante betrug Kp = 0,09 mM und fur den Hill-
Koeffizienten n = 0,81. Bei einer Konzentration von 0,09 mM extrazellularem 4-
Aminopyridin ist also eine halbmaximale Inhibierung der Auswartsstrome zu

erwarten.
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4 Diskussion

Wir untersuchten die wesentlichen Membranstrome an einzelnen, kultivierten
koronaren Perizyten, die aus dem Rinderherzen isoliert wurden. Dabei zeigte
sich ein einwarts gerichteter Strom bei hyperpolarisierten Potentialen, der bei
Erhohung der extrazellularen Kaliumkonzentration zunahm. Gleichzeitig war eine
Verschiebung des Stroms zu mehr depolarisierten Potentialen zu beobachten.
Durch geringe extrazellulare Konzentrationen von Bariumchlorid konnte der
Einwartsstrom fast vollstandig und reversibel inhibiert werden. Die Analyse
dieses Stromes zeigte eine steile Gleichrichtercharakteristik. Des Weiteren fand
sich ein groler Auswartsstrom, der bei depolarisierten Potentialen aktiviert
wurde. Hierbei war eine steile, sigmoide Abhangigkeit der Aktivierung vom
Membranpotential zu beobachten und im weiteren zeitlichen Verlauf unterlag der
Auswartsstrom einer langsamen, inkompletten Inaktivierung. Bei der Erhdhung
der extrazellularen Kaliumkonzentration war eine Umkehr des Stromes nahe des
Kaliumgleichgewichtspotentials festzustellen. Der Auswartsstrom zeigte sich
reversibel inhibierbar durch geringe extrazellulare Konzentrationen von TEA und

unvollstandig reversibel hemmbar durch niedrige Konzentrationen von 4-AP.

4.1 Limitationen

Die Isolierung und Kultivierung in Petrischalen hat es ermoglicht, an einzelnen
koronaren Perizyten elektrophysiologische Messungen durchzuflihren. Durch
diese Behandlung ist jedoch eine Veranderung der Perizyteneigenschaften

moglich.

Zum einen kann sich die Expression von lonen-Kanalen unter Kkultivierten
Bedingungen andern. So ist beispielsweise von Endothelzellen bekannt, dass sie
sich in Kultur substantiell verandern kénnen, abhangig vom Nahrmedium und
anderen Faktoren [30]. Von Beckerath et al. fanden in frisch gewonnenen,
einzelnen Endothelzellen des Meerschweinchenherzens niedrigere

Einwartsstrome durch den Einwarts-Gleichrichter-Kaliumkanal (Kir-Kanal) als
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zuvor an kultivierten Endothelzellen beobachtet werden konnten. Daher wurde
vermutet, dass in nativen Endothelzellen eine geringere Anzahl relevanter

Kaliumkanale vorliegt [78].

Zum anderen verwendeten wir fur unsere Messungen Perizyten in Reinkultur. In
vivo stehen jedoch Perizyten mit Endothelzellen in engem Kontakt. Kultiviert man
beide Zellarten nebeneinander in Kokultur, so wird ein verstarktes Wachstum von
Perizyten auf Kosten der Endothelzellen durch die Freisetzung endothelialer
Wachstumsfaktoren beobachtet [32]. Durch den Verlust  von
Endothelzellkontakten in einer Reinkultur kann eine Veranderung der Perizyten

nicht ganz ausgeschlossen werden.

Schlieflich wurden die Messungen an einzeln liegenden Perizyten
vorgenommen. Die Isolierung war notwendig, da an Zellverbanden keine Voltage
Clamp Experimente durchgefihrt werden koénnen. Bei langer andauernder
Kultivierung der koronaren Perizyten begannen diese in den Petrischalen zu
wachsen und lange Fortsatze auszubilden, mit denen sie andere Perizyten
kontaktierten. Diese lichtmikroskopischen Beobachtungen wurden durch die
Messung auffalliger groRer und nicht kompensierbarer Strome an
zusammenhangenden Perizyten gestutzt. Es ist davon auszugehen, dass auch
in vivo Perizyten interzellulare Kontakte ausbilden. Die beobachtete elektrische
Kopplung zwischen den zusammenhangenden koronaren Perizyten legt die
Vermutung der Ausbildung von Gap Junctions nahe, wie sie auch von zerebralen

Perizyten bekannt sind [21].

4.2 Passive elektrische Eigenschaften der Perizyten

Die irregular begrenzte, flache Form der kultivierten, koronaren Perizyten erklart
gut die beobachteten relativ groken Membrankapazitaten. Wir haben weiterhin
die Membranpotentiale bei einer extrazellularen Kaliumkonzentration von 5 mM
bestimmt. Im Vergleich zu anderen Autoren [5,25,80] sind die von uns

beobachteten Membranpotentiale grof3er (Tabelle 2).
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. Herkunft der Spannung Anzahl der
Autor Spezies . .
Perizyten (mv) Experimente
Helbig et al. [25] Rind Retina 31,2+6,7 203
Berweck et al. [5] Mensch Retina 29,0+4,6 17
Wagner et al. [80] Ratte Retina 376 +1,0 106
Eigene Messungen [79] Rind Herz 46,5+ 8,6 78

Tabelle 2. Ruhepotentiale von Perizyten verschiedener Herkunft.

Bei Erhdhung der extrazellularen Kaliumkonzentration auf 60 mM war eine
Verringerung des Membranpotentials zu beobachten. Dies ist auf eine Erhdhung
der Kaliumleitfahigkeit und Verschiebung des Kaliumgleichgewichts

zurlckzufihren.

Als die zwei dominanten Stréome in koronaren Perizyten beobachteten wir bei
hyperpolarisierten Potentialen einen einwartsgerichteten Strom und bei

depolarisierten Potentialen einen grof3en auswartsgerichteten Strom.

4.3 Der Einwartsstrom

Die gemessenen koronaren Perizyten zeigten eine Zunahme des Einwartsstroms
bei hyperpolarisierten Potentialen. Durch Erhdhung der extrazellularen
Kaliumkonzentration fand sich zum einen eine Vergroflerung des Stromes, zum
anderen die Verschiebung des Stromes mit dem Kaliumgleichgewichtspotential
Ek zu mehr depolarisierten Potentialen. Die Analyse der Strom-Spannungs-
Beziehung mittels der Boltzmannfunktion ergab eine relativ gro3e Steilheit (Slope
Factor k = 6,8 + 1,6 mV), entsprechend einer deutlichen Zunahme der

Leitfahigkeit in einem relativ kleinem Spannungsbereich.

Der Einwartsstrom weist typische Eigenschaften eines Stromes durch Einwarts-
Gleichrichter-Kaliumkanale (Kr—Kanale) auf. Eine besondere Eigenschaft der

Kir-Kanale ist ihre Empfindlichkeit gegentber mikromolaren Konzentrationen
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extrazellularer Bariumionen. Potential- und zeitabhangig kommt es zu einem
kompletten Block der Kgr-Kanale. In Endothelzellen war fur eine halbmaximale
Inhibierung des Kg-Stroms eine Bariumkonzentration von 1 pyM bei =70 mV
erforderlich [78]. Quayle et al. fanden fir den Kgr-Strom von glatten
GefalBmuskelzellen eine Konzentration von 2 pM bei -60 mV fur die
halbmaximale Inhibierung [63]. Die koronaren Perizyten zeigten unter 50 yM
extrazellularer  Bariumkonzentration eine  komplette  Inhibierung  der

Einwartsstrome.

In einigen Zellen konnte kein Einwartsstrom aufgezeichnet werden. Insgesamt
zeigte sich eine grolde Variabilitdt des Einwartsstromes im Vergleich zum
Auswartsstrom. Dies konnte Ausdruck der unterschiedlichen Lokalisation der
Perizyten in der koronaren Mikrozirkulation sein. An koronaren glatten
GefaBmuskelzellen konnte gezeigt werden, dass Zellen grolierer Gefalde im
Vergleich zu den Zellisolaten kleinerer und weiter distal gelegener Gefalde einen
geringeren Kigr—Strom aufweisen. Es ist als wahrscheinlich anzunehmen, dass
die kleineren Gefalle mehr Kr-Kanadle exprimieren [6,62]. Trotzdem kann
naturlich nicht ausgeschlossen werden, dass die von uns untersuchten Zellen
ohne Kir-Strom noch Kaliumkanale enthielten, die z.B. durch

Dephosphorylierung inaktiviert wurden [59] und deswegen keinen Strom leiteten.

Die Gleichrichtung geklonter Kir-Kanale (IRK1, HRK1 und BIR 10) konnte auf
eine Blockade des Auswartsstroms bei depolarisierten Potentialen durch
intrazellulare Polyamine wie Spermin und Spermidin zurlckgeflhrt werden. In
Abwesenheit solcher intrazelluldrer Polyamine konnten auch Mg®*-lonen fiir eine
milde Einwartsgleichrichtung verantwortlich gemacht werden [16,17,44]. Die
Kaliumleitfahigkeit, vermittelt durch Kr-Kanale, tragt zum Ruhepotential vieler
Zellen bei, wie z.B. in Herzmuskelzellen [34], koronaren glatten
Gefalmuskelzellen [6,62] und koronaren Endothelzellen [78]. Auch in koronaren
Perizyten ist von einer entscheidenden Bedeutung der Kr-Kanale bei der

Stabilisierung des Ruhepotentials nahe Ex auszugehen.

Die Eigenschaften des Kir—Stroms koronarer Perizyten entsprechen weitgehend

den Eigenschaften von Stromen durch geklonte Kir-Kanale der Kir 2 Subfamilie.

59



B. Krebs Elektrophysiologische Eigenschaften von kultivierten Perizyten aus dem Rinderherz

Im Myokard des Meerschweinchens konnten aus dieser Subfamilie Kr 2.1 bis
Kir 2.4 nachgewiesen werden, wobei Kir 2.4 nur in Zellen neuroektodermalen
Ursprungs vorkam [42]. Der Typ Kir 2.1 wird weiterhin in glatten arteriellen
Gefallmuskeln der Ratte vermutet, weshalb auch eine Existenz in koronaren
GefaBmuskelzellen nahe liegt. Typischerweise zeigt dieser Kanal eine
Verschiebung mit Ek, eine geringe Einzelkanal-Leitfahigkeit, eine
spannungsabhangige Inhibierung durch mikromolare Bariumkonzentrationen mit
Dissoziationskonstanten <50 pM wund eine minimale Inaktivierung bei
Hyperpolarisation [6,18]. Daher konnte der geklonte Kr 2.1 Kanal dem an den

koronaren Perizyten beobachteten Kir-Kanal entsprechen.

4.4 Der Auswartsstrom

Der  Auswartsstrom  konnte  unabhangig von der  extrazellularen
Kaliumkonzentration bei den selben depolarisierten Potentialen aktiviert werden.
Weiterhin zeigte der Auswartsstrom bei verschiedenen extrazellularen
Kaliumkonzentrationen eine Stromumkehr etwa in Nahe des jeweiligen
Kaliumgleichgewichtspotentials. Dies weist auf einen Kalium-Auswartsstrom
durch spannungsabhangige Kaliumkanale (Ky-Kanale) hin. Eine nahere
Untersuchung zeigte einen verzdgerten Beginn des Auswartsstromes mit einer
sigmoiden  Aktivierungscharakteristik bei  verschiedenen depolarisierten
Spannungsspringen. Die weitere Analyse ergab eine halbmaximale Aktivierung
bei Potentialen bei etwa —40 mV. Die dazugehorige Boltzmannfunktion zeigte
einen Slope Factor von k = 4,6 mV. Im Vergleich mit spannungsabhangigen
Kaliumkanalen in glattmuskularen arteriellen Muskelzellen ist die Spannung der
halbmaximalen Aktivierung ziemlich negativ (-25 mV bis —45 mV) und der
gefundene Slope Factor steil (5 mV bis 11mV) [56,65]. Die Experimente wurden
jedoch bei Raumtemperatur (ca. 21°C) durchgefihrt, wodurch die Werte
verandert erscheinen kdénnen. So wird eine Temperaturabhangigkeit (5°C bis
42°C) verschiedener Eigenschaften von spannungsabhangigen Kaliumkanalen
beschrieben, welche besonders bei humanen T-Lymphozyten vorkommen

[61,77]. In Anlehnung daran kann in den Perizyten die steady-state-Aktivierung
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des Auswartsstromes steiler und die halbmaximale Spannung negativer als bei

physiologischen Temperaturen erscheinen.

Bei lang andauernden Depolarisierungen >10 s war weiterhin eine langsame,
monoexponentielle und inkomplette Inaktivierung mit einer Zeitkonstanten von
etwa 13 s zu messen. Diese Eigenschaften entsprechen denen von
spannungsabhangigen, verzdgert gleichrichtenden Kaliumkanalen [56,65]. Die
langsame Inaktivierung der Ky-Kanale ist ebenfalls als temperaturabhangig
bekannt und kann von Hunderten ms bei Kérpertemperatur bis zu mehreren s bei
Raumtemperatur variieren, entsprechend einer Verkurzung der Zeitkonstante bei
Erhdhung der Temperatur [65]. Die Inaktivierung des Auswartsstromes der
koronaren Perizyten war bei weitem nicht komplett. Insbesondere bei
physiologischen Membranpotentialen konnte kaum eine Inaktivierung beobachtet
werden, so dass nach kurzer Beobachtungsdauer ein steady-state-Strom
gemessen wurde. Entgegen dieser an koronaren Perizyten gemessenen
Inaktivierung des Auswartsstroms von weniger als 50%, wird die Inaktivierung
der meisten anderen beschriebenen spannungsabhangigen Kaliumkanale mit

mehr als 50% angegeben [7,56].

Eine weitere wichtige Eigenschaft spannungsabhangiger Kaliumkanale ist ihre
Inhibierbarkeit durch verschiedene Kanalblocker. TEA ist eine nicht
membrangangige Substanz, die extrazellular in empfindlicher Dosis einige
spannungsaktivierbare Kaliumkanale zu inhibieren vermag. Besonders die
Subgruppe nicht-inaktivierender spannungsaktivierter Kaliumkanale weist eine
hohe Sensitivitat gegenuber einem Block mit TEA auf. Die untersuchten
koronaren Perizyten zeigten bereits unter extrazellularen Konzentrationen von
5 mM TEA eine komplette Inhibierung ihres Auswartsstromes. Ein weiterer
spezifischer Inhibitor spannungsabhangiger Kaliumkanale ist 4-AP, welches die
Zellmembran durchtritt und deshalb von auf3en und innen effektiv werden kann.
Verschiedene  Subtypen  spannungsaktivierbarer  Kaliumkanale zeigen
unterschiedliche Empfindlichkeiten auf 4-AP [56,65]. Bei den untersuchten
koronaren Perizyten wurde eine hohe Empfindlichkeit gegenuber der Inhibierung

mit einer Dissoziationskonstanten Kp = 0,1 mM gefunden.
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Vergleicht man die gemessenen mit den bekannten und beschriebenen
Kaliumkanalen fallen Ahnlichkeiten des beobachteten Kaliumkanals der
koronaren Perizyten mit den spannungsabhangigen Kaliumkanalen in frisch
isolierten kapillaren Endothelzellen von Meerschweinchenherzen auf [13]. Im
Vergleich mit geklonten Kaliumkanalen konnten nur teilweise Ahnlichkeiten
gefunden werden. So zeigt der geklonte Kaliumkanal Ky 2.1 ebenfalls eine
schnelle Aktivierung und eine langsame Inaktivierung. Dieser Kaliumkanal ist
jedoch bei verschiedenen Spezies teils nicht auf 4-AP sensitiv, so dass hier eine
Zuordnung trotzdem schwierig erscheint. Weitere Ahnlichkeiten zu bekannten
und beschriebenen Kaliumkanalen bestehen zu den spannungsabhangigen
Kaliumkanalen vom Shaker-Typ. Mittels geklonter Subtypen war es maoglich, die
charakteristischen elektrophysiologischen Eigenschaften im Detail zu
untersuchen. Die Kanale setzen sich aus vier alpha-Untereinheiten mit je sechs
hydrophoben transmembrandsen Domanen und dem ionenspezifischen Kanal,
sowie einer oder mehrerer, die Kanalfunktion modulierender, beta-Einheiten
zusammen. Durch die Anwesenheit der beta-3-Untereinheit wird die
Aktivierungsspannung des Kaliumkanals Typ Ky 1.5 auf —24 mV gesenkt. Der
spannungsabhangige Kaliumkanal Ky 1.5 wurde zudem im ventrikularen
Myokard als ,fast delayed rectifier K* channel“ mit einer langsamen inkompletten
Inaktivierung nachgewiesen, wie sie auch bei unseren Messungen zu
beobachten war. Die Inhibierung dieses Kanaltyps erforderte allerdings hohere
Konzentrationen von TEA [12,48,73]. Fur diesen Kanaltyp wurde eine
empfindliche Inhibierung durch 4-AP mit einer halbmaximalen Konzentration 1Cs
= 0,2 mM angegeben, die in der Grollenordnung unserer Beobachtungen an den
koronaren Perizyten (Kp = 0,09 mM) liegt [60]. Der Vergleich von nativen mit
geklonten Kanalen ist hier aber schwierig, da akzessorische beta-Einheiten und
die Bildung von heterogenen Oligomeren die Kinetik der Kanale verandern
kénnen. So lasst sich keiner dieser geklonten Kanale exakt dem an den
koronaren Perizyten beschriebenen spannungsabhangigem Kaliumkanal und

seiner Inhibierung zuordnen.

In Zellen, die Aktionspotentiale bilden, spielen die spannungsabhangigen
Kaliumkanale eine wichtige Rolle bei der Repolarisation. Fur viele Zellen, unter

anderen auch glatte Muskelzellen, konnte gezeigt werden, dass diese
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Auswartsstrome wesentlich das Membranpotential beeinflussen koénnen,
insbesondere dann, wenn ihre Aktivierungsschwelle an die normalen
Membranpotentiale heranreicht. Durch die Eigenschaft der Ky-Kanale bei
depolarisierten Membranpotentialen aktiviert zu werden, regulieren bzw.
dampfen sie die Antwort der Zelle auf depolarisierte Stimuli. In glatten
Gefallmuskelzellen fuhren solche Depolarisationen durch den zunehmenden
Ca?*-Influx zur Kontraktion und dadurch zur Erhdéhung des GefaRwiderstandes
[11,57,77]. Die spannungsabhangigen Kaliumkanale glatter Gefallmuskelzellen
zeigen eine Reduktion und Inhibierung ihres Stromes durch Angiotensin Il Uber
die Proteinkinase C oder durch intrazellulares Kalzium [7,22]. Dagegen
verstarkte eine Erhdhung des intrazellularen cAMP den Strom durch Ky-Kanale
[1]. Es ist anzunehmen, dass dadurch der Gefallwiderstand beeinflusst wird. In
diesem Zusammenhang wurde weiterhin  eine Inaktivierung des
spannungsabhangigen Kaliumstroms unter Hypoxie-Bedingungen gefunden [8].
Wir vermuten, dass auch die von uns beobachteten spannungsabhangigen
Kaliumkanale der koronaren Perizyten dem Einfluss von vasoaktiven Substanzen
unterliegen. Dabei limitieren sie nicht nur wesentlich durch ihre negative
Aktivierungsschwelle Depolarisationen, sondern haben auch eine grundlegende

Bedeutung flir das Membranpotential.

Viele Zellfunktionen der Perizyten werden bekanntermallen durch freies,
intrazellulares Kalzium reguliert, wie z.B. die Synthese vasoaktiver Substanzen
oder die Proliferation. Aufgrund der Ahnlichkeiten von Perizyten mit
glattmuskularen Zellen, konnte weiterhin spekuliert werden, dass Ca®* durch
spannungsaktivierte Kalziumkanale in den Intrazellularraum gelangt. Dann
wirden die spannungsabhingigen Kaliumkandle auch den Ca®"-Influx
beeinflussen. Unsere Messungen konzentrierten sich aber methodisch nicht auf
die Untersuchung von Kalziumstromen. Weiterhin konnte unter dem Block der
spannungsabhangigen Kaliumkanale in variabler Form bei starker Depolarisation
noch ein Rest-Auswartsstrom beobachtet werden, der sich nicht nur als
inkompletter Block, sondern auch durch die Existenz weiterer, wenn auch

geringerer Auswartsstrome deuten lasst.
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4.5 lonenstrome von Perizyten aus anderen Organen

Perizyten kommen in Blutgefalien verschiedenster Gewebe vor. Die lonenstrome

in Mesangium-Zellen und retinalen Perizyten wurden bereits naher untersucht:

Mesangiale Perizyten

Der mesangiale Tonus wird durch vasoaktive Hormone wie Angiotensin I
beeinflusst, das in seiner Signalkaskade nichtselektive Chloridkanale aktiviert,
die zur Depolarisation fuhren. Dadurch kommt es zur Freisetzung von
intrazellularem Kalzium mit Aktivierung spannungsabhangiger Kalziumkanale.
Als limitierender Faktor dieser Depolarisation wurden kalziumabhangige
Kaliumkanale BKcs nachgewiesen, die auch in glatten GefalRmuskelzellen
vorkommen [74]. Weiterhin wurden Hinweise fur das Vorhandensein von ATP-

sensitiven Kaliumkanalen gefunden [3].

Retinale Perizyten

In der Retina bilden Perizyten eine zum Teil dichte Bedeckung der kapillaren
Endothelrohre. Es wird vermutet, dass diese Perizyten eine wichtige Funktion in
der Regulation der retinalen Mikrozirkulation besitzen [20,70]. Die retinalen
Perizyten wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen in Hinblick auf ihre
elektrophysiologischen Eigenschaften und den Effekt vasoaktiver Substanzen
untersucht [83]. Unter der Applikation vasoaktiver Agonisten wie Norepinephrin
und Histamin konnten leichte Depolarisationen um einige Millivolt gefunden
werden. Die Effekte waren durch den as-Blocker Prazosin, bzw. den H4-Blocker
Diphenhydramin inhibierbar. Des Weiteren konnte eine Kontraktion kultivierter
retinaler Perizyten unter Histamin beobachtet werden [35,53]. Neben diesen
Beobachtungen wurden auch Hyperpolarisationen durch Histamin gefunden.
Dies wurde als Hinweis fur eine Expression des Histamin Hy-Rezeptors gewertet,
welcher haufig muskelrelaxierend wirkt. Der Na'/K*-ATPase-Inhibitor Quabain
fUhrte an retinalen Perizyten nur zu einer geringen Depolarisation, so dass diese

elektrogene Pumpe offensichtlich nur wenig zum Ruhepotential beitragt [25].

An einigen retinalen Perizyten wurden spike-artige Oszillationen beobachtet, die

wenige Minuten andauerten und durch extrazellulare Kalziumdefizienz oder
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durch den Ca*-Blocker Nifedipin inhibiert werden konnten. Weiterhin waren sie
durch Norepinephrin und durch Inhibierung des Einwartsstromes mit
Bariumchlorid induzierbar [83]. Solche spike-artigen Depolarisationen wurden
auch in Mesangiumzellen und hepatischen Sternzellen beobachtet [28,58]. Dies

weist auf eine Beteiligung spannungsabhangiger Kalziumstrome hin.

Weder spontane Depolarisationen noch transiente Einwartsstrome konnten in
den kultivierten koronaren Perizyten nachgewiesen werden. Das schliel3t aber
die Existenz spannungsabhangiger Kalziumstrome nicht aus, sondern die
experimentellen Bedingungen waren nicht darauf ausgerichtet, solche Strome

aufzunehmen.

4.6 Moglicher Einfluss der gemessenen lonenstrome auf die

Regulation des koronaren Blutflusses

Zwischen koronaren Endothelzellen und Perizyten wird ein elektrisch dichter
Kontakt angenommen. Die spannungsabhangigen Kaliumstrome der Perizyten
konnten damit einen grundlegenden Einfluss auf das Membranpotential der
benachbarten Endothelzellen haben. In ahnlicher Weise durften benachbarte
glatte GefaBmuskelzellen durch die Perizyten beeinflusst werden. Daher kénnte
die Hyperpolarisation der koronaren Perizyten das Membranpotential der
anliegenden Zellen verstarken und so eine Vasodilatation der nahe anliegenden

arteriolaren glatten GefalRmuskelzellen hervorrufen.

Die spannungsabhangigen Auswartsstrome der untersuchten Perizyten limitieren
die Membrandepolarisation bereits bei ziemlich negativen Potentialen. Eine
Anderung dieser Stréome hat wahrscheinlich einen grundlegenden Einfluss auf
das Membranpotential. Es ist anzunehmen, dass die koronaren Perizyten auf
verschiedene vasoaktive Agonisten reagieren und dadurch den GefaRwiderstand
regulieren konnen. Es ist weiterhin denkbar, dass Perizyten auch durch eine

direkte Kontraktion Einfluss auf den Gefalwiderstand nehmen konnen.
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Bei der Messung des Membranpotentials an den koronaren Perizyten konnten
manchmal Fluktuationen des Potentials im Bereich von —55 mV bis -85 mV
beobachtet werden. Diese Hyperpolarisationen nahe dem Kaliumgleich-
gewichtspotential Ex reflektieren hochstwahrscheinlich den Einfluss der
Auswartsstrome  durch Kgr-Kandle auf das Membranpotential. Die
Kaliumleitfahigkeit steigt mit der Zunahme dieser Strome durch hohere
extrazellulare Kaliumkonzentrationen. Deswegen kdnnte eine Stabilisierung des
Ruhepotentials der koronaren Perizyten durch Kg-Strome bei der myokardialen
Ischamie an Bedeutung gewinnen, da hier extrazellulare Kaliumkonzentrationen

von 10 mM erreicht werden kdnnen [36].
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5 Zusammenfassung

Der koronare Blutfluss wird durch den mikrovaskularen Gefalwiderstand
besonders im Bereich des Ubergangs von den Arteriolen zu den Kapillaren lokal
reguliert. Perizyten, die in diesem Bereich besonders zahlreich vorkommen und
zirkulare Fortsatze bilden, sind in die Basalmembran eingebettet. Sie bilden mit
den angrenzenden Endothelzellen und glatten GefaBmuskelzellen funktionelle
Einheiten, die elektrisch miteinander gekoppelt sind. Weiterhin wurden in
Perizyten kontraktile Elemente nachgewiesen und deren Kontraktion in
Zellkulturen gezeigt. Es wird angenommen, dass koronare Perizyten wesentlich
in die Regulation des koronaren Blutflusses und damit in die Oxygenierung und
Energieversorgung des Myokards involviert sind. Deswegen ist es erforderlich
die Perizyten dieses Gewebes zu untersuchen. Das Ziel dieser Arbeit war, als
ersten Zugang zur Elektrophysiologie der koronaren Perizyten, deren passive

elektrische Eigenschaften und hauptsachliche Membranstrome zu untersuchen.

Perizyten wurden dazu aus der Apexregion von Rinderherzen mittels eines
Verdaus gelost und durch Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Wir kultivierten
die gewonnenen Perizyten und untersuchten sie mit der Patch Clamp Technik.
Die Messungen erfolgten bei unterschiedlichen extrazellularen

Kaliumkonzentrationen und zum Teil unter Zugabe von Kaliumkanalblockern.

Insgesamt wurden 78 einzelne, kultivierte koronare Perizyten untersucht. Die
Membankapazitat der Perizyten betrug 150 + 123 pF (n = 72). Das
Membranpotential betrug —46,5 + 8,6 mV (n = 78) bei einer extrazellularen
Kaliumkonzentration von 5 mM und —23,2 £ 2,2 mV (n = 40) bei 60 mM Kalium in
der extrazellularen Losung. Unter der Applikation langsamer depolarisierender
Spannungsrampen zeigten sich als dominante Strome ein charakteristischer
grolier Auswartsstrom, der bei depolarisierten Potentialen aktviert wurde und ein
Einwartsstrom bei hyperpolarisierten Potentialen. Die Erhohung der
extrazellularen Kaliumkonzentration von 5 mM auf 60 mM fuhrte zu einer
Zunahme des Einwartsstromes und gleichzeitiger Verschiebung der
Stromantwort zZu mehr depolarisierten Potentialen mit dem

Kaliumgleichgewichtspotential. Aul3erdem war der Einwartsstrom sehr sensitiv
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gegenuber einer Blockade mit extrazellularen Bariumionen. Somit hatte der
Einwartsstrom Eigenschaften eines Stroms durch Einwarts-Gleichrichter-
Kaliumkanale (Kr-Kanale). Die Einwartsgleichrichtung der Whole Cell Strome
wurde durch eine Boltzmannfunktion beschrieben und zeigte eine steile Steigung
(Slope Factor = 6,8 mV). Die maximale Leitfahigkeit des Einwartstromes bei
hyperpolarisierten Potentialen betrug 2,9 + 2,8 nS und zeigte eine grole
Variabilitat im Vergleich zum Auswartsstrom. Als Auswartsstrom fanden wir einen
Kaliumstrom, der sich bei Potentialen positiver als =55 mV aktivieren liel3. Diese
spannungsabhangige Aktivierung des Auswartsstromes war mit einem Slope
Factor = 4,6 mV ebenfalls relativ steil. Das Potential der halbmaximalen
Aktivierung betrug —40,9 mV. Bei andauernder Depolarisation war eine langsame
und inkomplette Inaktivierung zu beobachten. Sie lieR sich durch eine
monoexponentielle Funktion mit einer Zeitkonstante von 12,8 s beschreiben.
Neben einem kompletten und reversiblen Block des Auswartsstromes durch 5
mM extrazellulares Tetraethylamonium konnten wir eine sehr hohe Sensitivitat
gegenuber einem Block mit 4-Aminopyridin feststellen. Die Analyse ergab eine
Dissoziationskonstante Kp = 0,09 mM. Die maximale Leitfahigkeit bei

depolarisierten Potentialen betrug 16,6 + 15,6 nS.

Wir berichten erstmalig Uber elektrophysiologische Messungen an koronaren
Perizyten. Als dominante Strome zeigten wir einen Einwartsstrom durch
Einwarts-Gleichrichter-Kaliumkanale und einen charakteristischen, grof3en
Auswartsstrom durch spannungsabhangige Kaliumkanale. Erhdhte extrazellulare
Kaliumkonzentrationen, wie sie etwa bei der kardialen Ischamie entstehen
konnten, verstarken den Strom durch Einwarts-Gleichrichter-Kaliumkanale nahe
dem Kaliumgleichgewichtspotential und tragen wahrscheinlich deshalb zu einer
Stabilisierung des Ruhepotentials bei. Der Auswartsstrom wirkt ebenfalls
Depolarisationen entgegen. Die Strdme der koronaren Perizyten kdnnten
aufgrund der elektrischen Kopplung das Potential der benachbarten
Endothelzellen und glatten  GefaBmuskelzellen  beeinflussen.  Eine
Hyperpolarisation der Perizyten wirde so Uber die Freisetzung von
Stickstoffmonoxid aus den Endothelzellen zu einer Relaxation der glatten
Gefallmuskelzellen und damit zu einer Ilokalen Vasodilatation flhren.

Moglicherweise reagieren die koronaren Perizyten selbst auf vasoaktive
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Agonisten oder werden durch die angrenzenden Endothelzellen beeinflusst und
Uben durch eigene Kontraktion Einfluss auf die lokale Durchblutung aus.
Perizyten kommen vermehrt an den flr den koronaren Strémungswiderstand
relevanten GefalRabschnitten vor und daher ist anzunehmen, dass die koronaren

Perizyten an der Regulation des koronaren Blutflusses beteiligt sind.
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