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1 Einleitung

1.1 lonentransport in biologischen Systemen

Der Transport von Ionen iiber die biologischen Membransysteme der Zelle ist
von fundamentaler Bedeutung fiir die Lebensfihigkeit jedes Organismus. Die
Ionenleitfahigkeiten der Membranen, sowie deren exakte Regelung, machen
nicht nur die elektrische Erregbarkeit von Nerven- und Muskelzellen moglich,
sie erlauben auch die Kontrolle des inneren Milieus der Zelle und spielen eine
zentrale Rolle fiir den Stofftransport und die Sekretion von Neurotransmit-
tern und Hormonen (Yu und Catterall, 2004).

Biomembranen bestehen aus einer Phospholipid-Doppelschicht, die fiir Io-
nen unpermeabel ist. Dennoch besitzen Biomembranen die Fahigkeit, Ionen
auf streng geregelte Weise zu leiten. Dies wird durch spezielle Transmem-
branproteine moglich. Es handelt sich dabei um Ionenkanéle, -pumpen und
-transporter (Carrier). Die Aktivitét von Ionenkanélen wird durch das Mem-
branpotential oder durch die Bindung von Liganden gesteuert. Spezifische
Ionen koénnen, angetrieben von ihrem elektrochemischen Gradienten, pas-
siv hindurchstromen. Ionentransporter und -pumpen kdnnen eine spezifische
Ionen- oder Molekiilspezies auch gegen ihren elektrochemischen Gradienten
iiber die Membran transportieren. Die Energie dazu stammt entweder aus
der Hydrolyse von ATP oder dem Cotransport weiterer Ionen oder Mole-
kiile, deren elektrochemischer Gradient den thermodynamisch ungiinstigen

Transport des Hauptsubstrats kompensiert (Abb. 1.1).

Ionentransportsysteme haben eine hohe pathologische Relevanz. Funktions-
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lonenkanal lonenpumpe lonentransporter

Abbildung 1.1: Ionentransportsysteme. Ionenkanéle bilden eine selektive Pore,
die Ionen bewegen sich in Richtung des elektrochemischen Gradienten. Ionentrans-
porter (Carrier) und Pumpen konnen ihre Substrate auch gegen deren elektroche-
mischen Gradienten bewegen. Die dafiir benétigte Energie beziehen Pumpen aus
dem Abbau von ATP, Transporter aus dem Cotransport weiterer Substrate.

storungen von Ionenkanélen fiithren zu sogenannten Ionenkanalerkrankungen.
Oft werden sie durch Mutationen in der kodierenden Gensequenz verursacht.
Sie dufsern sich klinisch sehr heterogen, beispielsweise als hereditére Skelett-
muskelerkrankungen (Cannon, 2006), Epilepsien (Catterall u.a., 2008), be-
stimmte Formen der Migréne (Pietrobon und Striessnig, 2003), genetischen
Formen der Blindheit (Biel und Michalakis, 2007) und potentiell lebensbe-
drohliche Arrhythmien (Lehnart u.a., 2007). Ebenso werden Fehlfunktio-
nen von Transportern mit einer Vielzahl von Krankheiten in Verbindung
gebracht. Dazu zéhlen beispielsweise Gicht (Zhang u. a., 2014), neurodegene-
rative Krankheiten wie Alzheimer und Parkinson (Nutt u. a., 2004) oder ent-
ziindliche Darmerkrankungen wie Morbus Crohn und Colitis ulcerosa (Borst
und Elferink, 2002). Die pathologische Bedeutung und Vielfalt der Ionen-
transportsysteme machen sie zu potenten Angriffspunkten fiir viele Phar-
maka. Jedoch entstehen auch unerwiinschte Medikamentenwechselwirkungen

mit bisweilen schwerwiegenden Folgen. So wurden beispielsweise durch einige
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Antihistaminika schwere Arrhythmien verursacht, weil sie unbeabsichtigt den
Kaliumkanal hERG (human Ether-a-go-go-Related Gene, K, 11.1) inhibierten
(Sanguinetti und Tristani-Firouzi, 2006).

Die Vielzahl an unterschiedlichen Ionenkanélen und -transportern ist enorm.
Mindestens 230 Ionenkanile wurden allein im humanen Genom identifiziert
(Jegla u. a., 2009; Alexander u. a., 2013b,a). Sie werden nach ihrer Sequenzho-
mologie und Funktionalitit eingeteilt. Ionentransporter werden unterteilt in
die Hauptklassen ABC-Transporter (ATP-binding-cassette), ATPasen und
die SLC (Solute Carrier) Superfamilie. Allein die Superfamilie der SLC-
Transporter, von denen viele Ionen oder geladene Molekiile transportieren,
umfasst 48 identifizierte Familien mit jeweils bis zu 20 Mitgliedern (Alexan-
der u.a., 2013c). Die bekannten Ionenkanile und Transporter befinden sich
nicht nur in der eukaryotischen Plasmamembran, sondern auch in intrazel-
luldren Membranen, wie sie Mitochondrien, Lysosomen, Endoplasmatisches
Retikulum, Golgi Apparat und Zellkern besitzen. Diese Gruppe der intra-
zelluldren Ionenkanile ist nach aktuellem Wissen &hnlich grofs wie die der
plasmamembranstindigen. Eine weitere grofie und heterogene Gruppe bilden
die Tonentransportsysteme aus prokaryotischen Membranen.

Uber die Ionentransportsysteme aus den schwer zugiinglichen intrazelluli-
ren und prokaryotischen Membranen ist viel weniger bekannt als iiber die
Kanile und Transporter der eukaryotischen Plasmamembran. Sie gewinnen
zunehmend das Interesse der Grundlagen- und Pharmaforschung. Die Un-
tersuchung dieser Ionentransportsysteme bereitet jedoch oft Schwierigkeiten,
da viele etablierte Methoden fiir diese speziellen Fille nicht geeignet sind.
Mit dieser Problematik soll sich die vorliegende Arbeit beschéftigen, wobei
der Fokus auf Ionentransportsystemen aus prokaryotischer und der damit

verwandten inneren mitochondrialen Membran liegt (Abb. 1.2).
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Abbildung 1.2: Ubersicht iiber eukaryotische und prokaryotische Membransyste-
me. Biomembranen umschlieffen die eukaryotische Zelle selbst, den Zellkern, Endo-
plasmatisches Retikulum, Golgi Apparat sowie Endo- und Lysosomen. Mitochon-
drien besitzen eine Doppelmembran. Bakterienzellen besitzen je nach Art ein oder
zwei Membranen. Die in dieser Arbeit behandelten Membranen sind rot eingefasst.

1.2 Elektrophysiologie prokaryotischer

Membranen

Die prokaryotische Plasmamembran gleicht im Aufbau den Membranen ho-
herer Organismen, zeigt jedoch eine andere Lipidzusammensetzung. Vorkom-
men und Verhiltnis verschiedener Phospholipide variieren, jedoch ist das Auf-
treten von Cardiolipin immer charakteristisch (Remaut und Fronzes, 2014).
Cardiolipine sind Diphosphatidylglycerine, die in der eukaryotischen Plasma-
membran nicht auftreten. Eine weitere Besonderheit prokaryotischer Mem-
branen ist der hohe Proteinanteil von ca. 75% (Alberts u. a., 2011).

Die in die Membran eingelagerten prokaryotischen Ionentransportsysteme
sind fiir die molekulare Strukturaufklarung von besonderem Interesse. Da
sie relativ einfach in grofter Menge gewonnen werden kénnen, eignen sie sich

hervorragend zur Kristallisation und Rontgenstrukturanalyse. Es war daher



1.2 Elektrophysiologie prokaryotischer Membranen

ein bakterieller Ionenkanal, der Kaliumkanal KcsA, dessen Struktur erstmals
aufgeklirt werden konnte (Doyle u. a., 1998). Die Strukturaufklirung bakte-
rieller Ionentransportproteine ist ein sehr wichtiges Werkzeug geworden, um
Informationen iiber homologe eukaryotische Proteine zu gewinnen (Koprow-
ski und Kubalski, 2001).

1.2.1 Der Natrium-Calcium-Transporter NCX

Bis heute gelang es nur in zwei Fillen, Kristallstrukturen von humanen Trans-
portern (Glutl, RhCG) zu erzeugen (Deng u.a., 2014; Gruswitz u. a., 2010).
Deshalb wurde fiir die Untersuchung der Struktur des Natrium-Calcium-
Austauschers (NCX) eine strukturell dhnliche prokaryotischen Isoform aus
dem Arcaeon Methanococcus jannaschii gewdhlt (NCX_Mj). Die Kristall-
struktur und ein moglicher Transportmechanismus dieses prokaryotischen
Transporters wurden kiirzlich von Liao u.a. (2012) veréffentlicht (Abb. 1.3).
Obwohl die Funktion des humanen NCX schon seit langem untersucht wird,

war iiber Struktur und Transportmechanismus bis dahin wenig bekannt.

NCX ist ein elektrogener Ionentransporter, der in verschiedenen Isoformen
in nahezu allen Organismen vorkommt (Blaustein und Lederer, 1999). Ab-
héngig vom Membranpotential transportiert NCX ein Calciumion aus oder
in die Zelle, wobei gleichzeitig drei Natriumionen in die Gegenrichtung be-
fordert werden. Bei hoheren Organismen spielt NCX eine wesentliche Rolle
bei der Homdostase des intrazelluldren Calciumgehaltes. Viele physiologische
Funktionen, wie Neurotransmitterfreigabe, Muskelkontraktion und Apopto-
se, werden sehr sensitiv durch Calciumsignale gesteuert. Der Calciumgehalt
des Zelllumens wird daher durch redundante Mechanismen streng geregelt.
Dazu tragen Natrium-Calcium-Austauscher bei, indem sie bei erhéhter in-

trazelluldrer Calciumkonzentration dieses mit hoher Transportrate aus der
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Abbildung 1.3: Struktur von NCX _Mj. A: Oberflichenansicht des NCX _Mj Mo-
dells. In Gelb sind die zwei unabhéngigen Passagen fiir Natrium und Calcium mar-
kiert. B: Konformationsénderung des Transporters. In Griin ist die nach innen ge-
richtete Konformation, in orange die nach auften gerichtete dargestellt. Graue Teile
bleiben unveréndert. C: Der zentrale hydrophobe Bereich mit den Ionenbindungs-
stellen. Abbildung aus Liao u.a. (2012).

Zelle befordern (Sharma und O’Halloran, 2014). Beim Menschen kommen
drei Subtypen von NCX vor (NCX1-3), die in Herz- und Skelettmuskulatur,
sowie im Gehirn hoch exprimiert sind (Khananshvili, 2013). Sie haben eine
hohe physiologische Relevanz, beispielsweise beeinflussen sie die Kontrakti-
litdt des Herzens (Ottolia u.a., 2013). Fehlfunktionen von NCX werden in
Verbindung gebracht mit Arrhythmien (Khananshvili, 2013) und cerebraler
Ischémie (Pignataro u.a., 2004).

1.2.2 Mechanosensitive lonenkanale

Eine Untergruppe der bakteriellen Ionenkanéle bilden die mechanosensitiven
Kanile. Mit den endogenen bakteriellen Kanédlen MscL (mechanosensitive

channel of large conductance) und MscS (mechanosensitive channel of small
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conductance) wurden erstmals Ionenkanile entdeckt, die durch mechanische
Kraft- oder Spannungseinwirkung auf die Membran aktiviert werden (Mar-
tinac u.a., 1987). Diese bakteriellen mechanosensitiven Kanéle befinden sich
in der Plasmamembran von Bakterienzellen und schiitzen sie vor Schidigun-
gen, die in Folge eines hypoosmotischen Schocks auftreten kénnen (Kung u. a.,
2010). Unter solchen Bedingungen dringt Wasser in die Zelle ein, der Zell-
innendruck und darauthin auch die Membranspannung erhéhen sich. Bevor
dies zur Lyse der Zelle fiihrt, wird die erh6hte Membranspannung von me-
chanosensitiven Ionenkanilen registriert, welche infolgedessen Poren 6ffnen,
durch die Ionen und sogar kleine Molekiile aus der Zelle stromen kénnen, um

das osmotische Potential wieder zu normalisieren.

Auch in eukaryotischen Zellen kommen &hnliche Kanéle vor. Diese eukaryo-
tischen mechanosensitiven Ionenkanéle sind die molekulare Schnittstelle aller
Zellen zu mechanischer Kraftiibertragung. Sie sind in viele physiologische
Prozesse involviert, wie zum Beispiel die Regulation des Blutdrucks oder

Sinneswahrnehmungen wie Tasten und Hoéren (Martinac, 2007).

1.3 Elektrophysiologie mitochondrialer

Membranen

Man geht davon aus, dass Mitochondrien aus eigensténdigen frithen proka-
ryotischen Zellen entstanden sind, welche von eukaryotischen Vorlduferorga-
nismen aufgenommen wurden. Sie verblieben permanent in der Wirtszelle
und wurden so zu Endosymbionten. Durch die Endocytose erhielten sie ein
Doppelmembransystem, wobei die innere Membran der urspriinglichen pro-

karyotischen und die dufiere der Wirtsmembran entspricht. Die innere mito-
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chondriale Membran zeigt deutlich ihre Verwandtschaft zur bakteriellen Plas-
mamembran. Wie diese besitzt sie einen sehr hohen Proteinanteil (Protein-
Lipid-Verhéltnis 4:1). Auch dhnelt ihre Lipidzusammensetzung bakteriellen
Membranen, insbesondere das Auftreten von Cardiolipin ist charakteristisch
(Scheffler, 2001).

1.3.1 lonenleitfdhigkeiten der inneren mitochondrialen
Membran

Die beiden Membranen des Organells unterscheiden sich stark in ihren elek-
trophysiologischen Eigenschaften. Wiahrend die dufsere Membran (OMM, ou-
ter mitochondrial membrane) fiir kleine Molekiile und Ionen aufgrund grofter
Poren durchléssig ist, zeigt die innere Membran (IMM, inner mitochondrial

membrane) selektive Ionenleitfihigkeiten, analog zur Plasmamembran.

Protein import Putative mitochondrial channels

Outer membrane-

Inner membrane

Abbildung 1.4: Ubersicht iiber die bekannten Ionenkanile und Transporter der
inneren mitochondrialen Membran. Beschriebene Kaliumkanile sind mitoBKca,
Karp und K,1.3. (Szabo und Zoratti, 2014).

Die Zahl der in der IMM identifizierten Ionenleitfihigkeiten steigt bis heute.
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Einige der beschriebenen Ionenleitfihigkeiten der IMM sind spezifisch fiir die
IMM, wie zum Beispiel die protonentransportierenden Enzymkomplexe der
Atmungskette oder der Anionenkanal IMAC (inner mitochondrial anion con-
ductance) (O’Rourke u.a., 2005), andere kommen auch in der Plasmamem-
bran vor. Neben IMAC wurden zwei Calciumkanéle (ein Rhyanodinrezeptor
(Ryr) und der mitochondriale Calcium-Uniporter MCU) und drei Kalium-
kanéle (Karp, Ky1.3, mitoBK¢,) entdeckt, weitere werden vermutet (Szabo
und Zoratti, 2014) (Abb. 1.4). Uber die Funktion der mitochondiralen Ionen-

kanile ist noch wenig bekannt.

1.3.2 MitoBKc,

Von den drei Kaliumkanilen soll der calcium- und spannungssensitive Ka-
liumkanal mitoBK¢, hier genauer betrachtet werden. Ein analoger Kalium-
kanal, BK¢, (auch MaxiK, Slol oder KCal.l), ist ubiquitir in der Plasma-
membran, inshesondere erregbarer Zellen, exprimiert. Seine Bezeichnung (B
fiir ,,big conductance®) riithrt von der charakteristischen hohen Leitfihigkeit
von 100 bis 300 pS her. Das Protein hat eine Masse von 125 kDa, jedoch sind
einige alternative Splicing-Varianten bekannt (Szabo und Zoratti, 2014). Der
Kanal wird durch erhéhten intrazelluldren Calciumgehalt sowie Membrande-
polarisation aktiviert. BK¢, ist in die Regulation wichtiger physiologischer
Prozesse involviert, darunter der Tonus der glatten Muskulatur und neuronale
Erregbarkeit. Es wurde versucht, den Kanal fiir die Behandlung von Schlagan-
fallen pharmakologisch zu nutzen. Dazu wurden wihrend akuter ischdmischer
Zustinde BK¢, Aktivatoren eingesetzt, die in den neuronalen Zellen eine er-
hohte Kaliumleitfahigkeit erzeugen sollten. Diese sollte die Repolarisation der
Zellen unterstiitzen und so einen toxische Anstieg der Calciumkonzentration
verhindern. Auf diese Weise sollte die Infarktgroffe nach einer ischdmischen

Phase minimiert werden. Es konnte jedoch keine signifikante Wirksamkeit
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nachgewiesen werden (Triggle u. a., 2006).

Eine mitochondriale Isoform des Kanals wurde erstmals in humanen Glio-
mazellen (Siemen u. a., 1999) entdeckt, spiter auch in der inneren mitochon-
drialen Membran von Maus-Kardiomyozyten (Ko u. a., 2009). Es gibt mehrere
Ansétze zur Aufklirung der molekularen Identitét von mito-BKq,. Verschie-
dene Studien beschreiben Proteine mit widerspriichlichen Grofen (55, 80,
120 und 125 kDa), die als mitoBK, identifiziert wurden(Szabo und Zorat-
ti, 2014). Auch ist nicht gesichert, ob die mitochondriale Form durch das
Gen KCNMAT1 codiert wird, wie die Variante aus der Plasmamembran. Ak-
tuell verdichten sich die Hinweise, dass mitoBK¢, eine alternative Splicing-
Variante des Gens ist, jedoch gibt es auch Hypothesen, dass mitoBK¢, mit
dem Gen fiir Slo2, einem verwandten Protein, verkniipft sein kénnte (Szabo
und Zoratti, 2014). Detaillierte elektrophysiologische Daten gibt es bisher
nicht. Die ausfiihrlichste Studie wurde von Siemen u.a. (1999) an kultivier-
ten Gliomazellen durchgefiihrt, hier zeigte der Kanal dhnliche Eigenschaften
wie die Plasmamembran-Variante. Ein dhnlicher Kanal wurde von Xu u.a.
(2002) in mitochondrialer Membran aus dem Herzen beschrieben, wobei auch

einige reprisentative Patch Clamp Daten verdffentlicht wurden.

Zur physiologischen Funktion von mitoBK¢, gibt es einige Hinweise. Es wird
diskutiert, ob der Kanal, zusammen mit Karp, dem neuronalen und kar-
dialen Zellschutz bei Ischémie-Reperfusions-Ereignissen (IR) dient (Abb. 1.5
A). Danach soll mitoBK¢, unter speziellen pathologischen Bedingungen, die
einen gesteigerten Calciumeinstrom in die mitochondriale Matrix hervorru-
fen (z.B. bei Ischdmie), aktiv werden. Der dadurch hervorgerufene Kaliumein-
strom depolarisiert das hohe mitochondriale Membranpotential A, wodurch
die Triebkraft des Calciumeinstroms sinkt, was eine mitochondriale Calci-
umiiberladung verhindern soll (Abb. 1.5 B). Die mitochondriale Calcium-

iiberladung gilt als ein potentieller Ausloser des Zelltods durch gesteigerte
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Ischamie Reperfusion
ca*
ATP mltoBKca A
Ca® ko « l'IJm MCU
mitoKarp
K* »
Na* ————— z+
Suppressmn of Ca“*Overload
pH
Hypo- —
xantin
>
Zeit mPTP

Abbildung 1.5: A: Vorginge wihrend Ischdmie und folgender Reperfusion im
Herzen. Wihrend der ischdmischen Phase wird innerhalb weniger Minuten das zel-
lulire ATP abgebaut. Dies fiihrt zu einem Funktions-/stopp von ATP-abhingigen
Tonentransportern, der Kaliumgehalt der Zelle sinkt, der Natriumgehalt steigt. Es
kommt zu einem Anstieg der Calciumkonzentration in der Zelle und den Mitochon-
drien. Bei Einsetzten der Reperfusion geschieht eine pldtzliche Freisetzung reakti-
ver Sauerstoffspezies (ROS) und das zellinterne Calcium steigt nochmal stark an.
Wenn sich dieser Zustand nicht wieder normalisiert, kénnen Arrythmien bis hin
zum Herztod oder Nekrosen entstehen. O’Rourke u.a. (2005). B: Hypothetischer
Mechanismus des Zellschutz durch mitochondriale Kaliumkanéle. Der Kaliumein-
strom verringert durch Depolarisation den Calciumeinstrom in die Mitochondrien.
Mit einer Calciumiiberladung der Mitochondrien wird auch die Bildung von mPTP
und der folgende Zelltod verhindert. Nach Nishida u.a. (2010)

Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und der Ausbildung der mit-
ochondrialen Permeabilitits-Transition-Pore (mPTP). (Sato u.a., 2005; Xu
u. a., 2002; Nishida u. a., 2010).

MitoBKc, wird auch eine Rolle bei der ischdmischen Prikonditionierung
(IP) zugeschrieben. Kurze ischdmische Phasen vor einem ldngeren ischami-
schen Ereignis machen das Herz weniger anféllig fiir dadurch hervorgerufene
Gewebeschiden, die Infarktgrofe sinkt. Dem Schutzeffekt liegen wohl viele
Faktoren zugrunde, aber einer davon ist wahrscheinlich die Regulierung der
Aktivitét der mitochondrialen Kaliumkanéle (Yellon und Downey, 2003). Ein

11



1 Einleitung

Hinweis darauf ist, dass verschiedene Wirkstoffe, die die Funktionalitit der
Kaliumkanéle verdndern, zum Beispiel BK,-aktivierende Stoffe (Wang u. a.,
2004), einen dhnlichen Effekt erzeugen wie ischamische Prikonditionierung
(Murry u. a., 1986; Downey u. a., 2007). Es besteht grofes Interesse, den Me-
chanismus der Prékonditionierung des Herzens besser zu verstehen, um ihn
klinisch nutzbar zu machen. Zum Beispiel die pridventive Behandlung von

Infarkt-Risikopatienten wére von sehr hohem Wert.

1.4 Stand der Technik in der Elektrophysiologie

Geeignete und effiziente Technologien zur Erforschung der Physiologie und
der chemischen Wechselwirkungen von Ionenkanilen und —transportern ha-
ben nicht nur fiir die Grundlagenforschung, sondern auch fiir die pharmako-
logische Forschung und Entwicklung hochste Relevanz. Denn der Fortschritt
in diesen Forschungsbereichen hingt stark von den zur Verfiigung stehenden
Technologien ab. Die kontinuierliche Verfeinerung, Erweiterung und Neuent-
wicklung von Methodiken ist nétig um viele noch offene Fragestellungen be-
antworten zu kdnnen. Insbesondere betrifft dies die Arbeit mit Ionentrans-
portsystemen in schwer zuginglichen Membranen, wie die von intrazelluldren

Organellen und prokaryotischen Organismen.

1.4.1 Patch Clamp Technik

Aufbauend auf der zwei-Elektroden Voltage-Clamp Technik verhalfen Er-
win Neher und Bert Sackmann 1976 mit der Entwicklung der Patch Clamp
Technik der Ionenkanalforschung zum Durchbruch. Es wurde moglich, die Io-

nenstrome individueller Kanalproteine zu beobachten, bis hin zu Amplituden
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von wenigen Picoampere (Neher und Sackmann, 1976). Grundlage der Patch
Clamp Technik ist der sogenannte Gigaseal — eine hochohmige (>1G) Ver-
bindung, die eine mit Salzlosung gefiillte Borosilikatglas-Pipette unter den
richtigen Voraussetzungen mit der Zellmembran ausbilden kann. Diese elek-
trisch dichte Verbindung ermdglicht, bei Verwendung geeigneter, hochemp-
findlicher Verstirker, die Ableitung der Ionenstréme innerhalb eines wenige
Mikrometer grofien isolierten Membranflecks, oder der gesamten Membran
einer Zelle. Mit dieser Technologie wurde es moglich, einzelne Kanalproteine
zu identifizieren und ihre elektrophysiologischen Eigenschaften zu bestimmen.
(Sackmann und Neher, 2009)

Ein Patch Clamp Setup besteht aus Mikromanipulator mit Halterung zur
Pipetten-Positionierung und einem Mikroskop, die auf einem schwingungs-
geddmpften Tisch montiert sind. Zusitzlich muss sich der gesamte Aufbau
zum Schutz vor elektrischen Einstreuungen in einem Faraday-Kéfig befinden.
Der Stromkreis zur Messung der Ionenstréme iiber die Membran wird mithilfe
zweier Elektroden gebildet, wobei sich die Mess- und Kommandoelektrode in-
nerhalb der Pipette befindet. Elementarer Bestandteil ist ein spezieller Patch
Clamp Verstérker, der iiblicherweise eine Kommandospannung konstant hilt

und die so hervorgerufenen Strome registriert.

Die planare Patch Clamp Konfiguration stellt eine Variation der beschrie-
benen klassischen Methode mit dem Ziel der Vereinfachung dar. Dabei wird
die Pipette durch einen flachen Glaschip mit einer runden Apertur von ca.
einem Mikrometer Durchmesser ersetzt (Abb. 1.6). Durch diese Modifikati-
on sind Mikromanipulator, optische Beobachtung und Schwingungsdampfung
nicht mehr n6tig. Das Verfahren kann miniaturisiert und automatisiert wer-
den und erfordert weniger handwerkliches Geschick. Daher ist diese Variation
der Patch Clamp Technik speziell fiir Anwendungen der Pharmaforschung,

die einen hohen Durchsatz erfordern, interessant. Sie bietet auch einige Vor-
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Abbildung 1.6: Planare und konventionelle Patch Clamp Technik. A: Konventio-
neller Aufbau. Eine Zelle wird mithilfe einer Patch Clamp Pipette untersucht. Diese
bildet mit der Zellmembran eine elektrisch dichte Verbindung, den sogenannten Gi-
gaseal. Mit einer Elektrode innerhalb der Pipette konnen die Ionenstréme iiber
die Membran abgeleitet werden. B: Planarer Aufbau. Eine Zelle wird durch Un-
terdruck auf einer mikrostukturierten Glasfliche positioniert. Auch hier bildet die
Membran einen Gigaseal mit dem Glas aus. Die Elektrode zur Ableitung befindet
sich nun auf der unteren Seite des Glaschips. C: Mikroskopische Hellfeld Aufnahme
von konventionellem Patch Clamp kultivierter Neuronen (Vogalis u.a., 2000). D:

Durchlichtmikroskopie einer einzelnen Zelle positioniert auf einem planaren Patch
Clamp Chip.
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teile fiir Fragestellungen der Grundlagenforschung, insbesondere ist sie gut
geeignet fiir Zellen oder andere Objekte, die sich in Suspension befinden,
oder besonders klein sind. Auch bietet das System durch gute Zugénglich-
keit der zellinternen Seite einfache Moglichkeiten, diese zu perfundieren. Die
Einfachheit dieser Technik limitiert jedoch auch die wissenschaftlichen Mog-
lichkeiten. Von den vier Patch Clamp Konfigurationen sind nur ,cell atta-
ched und ,whole cell“ erreichbar. Weil eine Zellsuspension verwendet werden
muss, kann keine individuelle Zelle ausgewihlt werden und Zellen in einem

Gewebeverband konnen nicht untersucht werden. (Dunlop u. a., 2008)

1.4.2 Kiinstliche Lipidmembranen

Anstatt Ionentransportsysteme in nativen Zellen zu untersuchen besteht die
Moglichkeit, aufgereinigte Proteine in kiinstlich hergestellten Lipid-Doppel-
schichten, sogenannten Bilayern oder Black Lipid Membranes (BLMs), zu
studieren. Kiinstliche Bilayer bestehen aus Phospholipiden, die in einer Dop-
pelschicht angeordnet iiber einer Apertur aufgespannt sind und zwei Kom-
partimente mit wissriger Losung voneinander trennen. Auf diese Weise wird

eine Biomembran imitiert, in die Proteine eingebracht werden koénnen.

Es existieren verschiedene Methoden zur Herstellung kiinstlicher Bilayer (Abb.
1.7). Die alteste und bekannteste Methode ist das ,Painting“, bei dem ei-
ne Phospholipid-Doppelmembran mithilfe eines Pinsels oder eines dhnlichen
Werkzeugs iiber eine Apertur in einer Teflonmembran aufgespannt werden
(Mueller u. a., 1962). Eine Variation ist das ,,Dipping®, bei dem ein Tréger in
eine Fliissigkeit mit einer Lipidmonoschicht auf der Oberfliche eingetaucht
wird (Montal und Mueller, 1972). Dafiir kann wieder eine Teflonschicht mit
einer Apertur von wenigen Mikrometern oder eine Patch Clamp Pipette ver-

wendet werden, welche dann zweimal in die Fliissigkeit getaucht wird (,,Tip
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Dip“) (Coronado und Latorre, 1983). Ein ganz anderer Ansatz ist das ,,Sprea-
ding*. Dabei werden in einem ersten Schritt grofse unilammelare Lipidvesikel
(Giant Unilamellar Vesicles (GUVs)) erzeugt, meist durch Elektroformation.
Die Vesikel werden dann mit einer Patch Clamp Pipette oder einem Patch
Clamp Chip in Verbindung gebracht. Bei Kontakt mit Glas platzen die Vesi-
kel auf und bilden ein Bilayer.

A /
Teflon
B I:I Teflon
[
C

Glas

Abbildung 1.7: Verschiedene Methoden zur Herstellung von kiinstlichen Lipid-
Doppelschichten. A: Painting. Die Lipidschicht wird mithilfe eines feinen Pinsels
aufgetragen. B: Dipping. Ein Tréger wird in eine Fliissigkeit mit Lipidmonoschicht
auf der Oberfliche eingetaucht. C: Spreading. Unilammelare Vesikel platzen auf
einer Glasoberfliche auf und bilden Bilayer.

Die elektronische Messtechnik fiir Bilayerexperimente dhnelt der der Patch

Clamp Technik. Die Ionenstrome durch die Lipidmembran werden mithilfe
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zweier Elektroden in den durch das Bilayer getrennten Kompartimenten re-
gistriert, wobei meist ein Patch Clamp Verstirker zum Einsatz kommt. Die
aufgezeichneten Ionenstrome in Bilayern sind Einzelkanalstrome. Makrosko-
pische Strome koénnen nur in Ausnahmefillen erzeugt werden, denn sind zu
viele Proteine in den wenige Mikrometer kleinen Bilayern eingelagert, werden

diese unstabil und reifsen.

Die Bilayer Technik ist aufgrund ihres sehr geringen Hintergrundrauschens
sehr gut geeignet fiir die Untersuchung von Einzelkanalaktivitéten, die sich
im Bereich von wenigen Picoampere befinden. Im Idealfall kénnen die be-
obachteten Ionenleitfihigkeiten einem bestimmten Protein zugeordnet wer-
den. Einzelne Proteinen konnen isoliert von ihrer Umgebung und moglichen
Einflussfaktoren beobachtet werden. Aufserdem ist es moglich, Proteine von
Quellen zu untersuchen, die nicht ohne weiteres fiir die Patch Clamp Technik

geeignet sind, wie beispielsweise von Bakterien oder Pflanzen.

Dem steht gegeniiber, dass die Experimente sehr aufwéindig und stéranfallig
sind. Die physikalischen Eigenschaften der Bilayer sind zudem nicht mit de-
nen einer nativen Membran identisch. Ein weiterer schwerwiegender Nachteil
ist, dass durch den Prozess der Purifikation Untereinheiten verloren gehen
kénnen oder kontaminierende Proteine eventuell copurifiziert werden. Die
beobachtete Kanalaktivitdt entspricht aufgrund des kiinstlichen Systems und
der langen Prozessierung der Proteine also nicht notwendigerweise den realen

physiologischen Eigenschaften.

1.4.3 Festkorpergestiitzte Membranen

Die Forschung an Transportern ist ein viel jiingeres Feld als die Ionenkanal-

forschung. Bis 1980 wurde angenommen, Transporter wiirden sich wie eine
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Fahre mit ihrem gebundenen Substrat durch die Membran bewegen. Mo-
dernere Modelle zeigen Transporter als Transmembranproteine, wie Kanéle.
Doch wéhrend Kanile eine selektiven Durchgang formen koénnen, wird fiir
Transporter heute allgemein der ,alternating access Mechanismus angenom-
men. Das bedeutet, dass Transporter zu keinem Zeitpunkt eine durchgingige
Pore bilden, sondern in einem komplexen Ablauf von Konformationsverinde-
rungen ihre Substrate auf einer Seite der Membran aufnehmen und auf der
anderen Seite entlassen. Bei diesen Zyklen von Konformationséinderungen
werden also nur einzelne Molekiile oder Ionen transportiert, entsprechend
ist die Flussrate von Transportern generell niedriger als die von Kanélen.
Kristallstrukturen von Transportern, darunter AcrB, ein protonengekoppel-
ter Transporter (Murakami u. a., 2002), sarcoplasmatische Ca-ATPase (To-
yoshima u.a., 2000) und der ABC-Transporter BtuCD (Locher u.a., 2002)
unterstiitzen dieses Modell. Tatséchlich ist die Abgrenzung von Kan#len und
Transportern aber bisweilen schwierig, denn es gibt sowohl strukturelle als
auch funktionelle Uberschneidungen. Am Fall des Chloridtransporters CF-
TR wird dies deutlich. Nach seiner Sequenzhomologie wird CFTR den ABC-
Transportern zugeordnet, jedoch zeigt er aufgrund nur geringer Mutationen
in kritischen Transmembrandominen die Funktionalitét eines Kanals (Bai
u.a., 2011).

Zur direkten funktionellen Untersuchung von Transportern werden meist an-
dere Ansétze als bei Ionenkanalstudien verfolgt. Viele Transporter sind nicht
elektrogen, erzeugen also keine Nettoladungsverschiebung. Es kénnen daher
ausschlieflich Verdnderungen der Substratkonzentrationen beobachtet wer-
den. Dies geschieht mithilfe von radioaktiven oder fluoreszenzbasierten Fluss-
Assays. Diese Klasse von Transportern soll hier nicht weiter thematisiert wer-
den, da der Fokus dieser Arbeit auf elektrophysiologischen Methoden liegt.

Elektrogene Transporter, also Ionentransporter, die eine Nettoladungsver-
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schiebung erzeugen, kénnen mithilfe elektrophysiologischer Methoden unter-
sucht werden, welche sehr viel detailliertere Einblicke liefern kénnen als Fluss-
Assays. Problematisch ist hierbei, dass Transporter nur einen maximalen Teil-
chenfluss von ca. 10* Ionen/s erreichen (Ionenkanile erreichen 107 — 108 To-
nen/s). Bei einigen elektrogenen Transportern mit hoher Transportrate, wie
natriumgekoppelten Glutamat Transportern (EAATs, Wadiche und Kavan-
augh (1998)) oder Zuckertransportern (SGLTs, Wright u.a. (2011)), ist es
moglich, Tonenstrome mithilfe der Patch Clamp Technik aufzuzeichnen. In
seltenen Féllen sind native Transportstrome messbar, ofter kann durch he-
terogene Expression in Sdugerzellen oder in Oocyten ein Strom auflésbarer
Grofse erzeugt werden. Fiir Transporter, die nicht in Sdugerzellen exprimiert
werden konnen, wie die meisten bakteriellen, pflanzlichen oder intrazelluldren
Transporter, ist die Patch Clamp Technik in diesem Fall gar nicht anwendbar.
Hier muss auf Fluss-Assays mit kiinstlichen Liposomen oder Membranvesi-

keln zuriickgegriffen werden.

Fiir die Studie elektrogener Transporter und Pumpen stellt die Arbeit mit
festkorpergestiitzten Membranen (Solid Supported Membranes (SSMs)) (Abb.
1.8) eine Alternative zur Patch Clamp Technik dar. Ahnlich wie bei Bilayer-
techniken werden hier kiinstliche Lipidmembranen genutzt. Diese befinden
sich jedoch direkt auf einem festen Substrat, meist Gold, und sind daher
mechanisch sehr viel stabiler als konventionelle freistehende Bilayer, welche
nur Durchmesser von wenigen Mikrometern erreichen kdnnen, bevor sie rei-
Ken. Die auf Substraten gebildeten Lipidmembranen sind Monoschichten, die
Phospholipide in wissriger Umgebung spontan auf einer hydrophoben Thiol-
schicht ausbilden. Im Gegensatz zu Bilayertechniken wird das Zielprotein
nicht direkt in der kiinstlichen Membran rekonstituiert. Stattdessen werden
Liposomen oder Membranvesikel, die das Protein enthalten, durch Lipid-
Lipid Wechselwirkungen auf der festkérpergestiitzten Membran immobilisiert
(Abb. 1.8 A). Aufgrund ihrer hohen Stabilitdt konnen SSM’s mit mehreren
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Millimetern Durchmesser erzeugt werden, auf denen eine entsprechend grofse
Anzahl von Liposomen oder Vesikeln gebunden werden kann. Die gesamte
Proteinmenge auf einer SSM von 3 mm Durchmesser entspricht ungefdhr
dem Protein von bis zu 10 000 eukaryotischen Zellen, und ist damit sehr
viel grofer als bei Bilayertechniken oder bei der Patch Clamp Technik. Hier-
in liegt ein Hauptvorteil der SSM basierten Elektrophysiologie, denn durch
zeitlich getriggerte Aktivierung aller immobilisierten Transportproteine kann
ein Summenstrom von auflosbarer Amplitude erzeugt werden. (Bamberg u. a.,
1993; Pintschovius und Fendler, 1999)

Die Aktivierung der Transportproteine auf der SSM erfolgt durch die Appli-
kation entsprechender Substrate mithilfe eines schnellen Perfusionssystems .
Der elektrogene Transportvorgang verursacht einen Ladungstransport in oder
aus den Liposomen, die auf der SSM immobilisiert sind, bis ein elektroche-
misches Gleichgewicht erreicht ist. Da die SSM nicht leitfdhig ist, kann die
angesammelte Ladung nicht abflieffen. Die SSM besitzt jedoch eine sehr hohe
elektrische Kapazitit (der Aufbau gleicht einem Plattenkondensator), wes-
halb das durch die Ladungsakkumulation entstandene elektrische Feld einen
Ausgleichsstrom auf die Goldschicht erzeugt (Abb. 1.8 C). Dieser Ausgleichss-
trom entspricht in Grofte und zeitlicher Auflésung der Ladung, die durch den
Transportprozess in die Liposomen auf der SSM gelangt. Mit einem Tran-
simpedanzverstirker kann das Messsignal an der Goldelektrode abgenommen
werden. Die Verstérkertechnik gleicht der der Patch Clamp Technik, wobei
jedoch nicht gegen eine Kommandospannung (,voltage clamp®) sondern ein
definiertes Bezugspotential gemessen wird (Abb. 1.8 B). Der zu beobachten-
de transiente Transportstrom dauert zwischen 0,5 und 2 Sekunden an und
erreicht Amplituden bis zu mehreren Nanoampere. Ahnlich wie bei der Patch
Clamp Technik handelt es sich also um eine Echtzeitmessung. (Kelety u. a.,
2006; Seifert u.a., 1993)
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Abbildung 1.8: SSM basierte Messung von Transporterstromen. A: Aufbau des
Messsensors. Ein Goldsubstrat, das sowohl Tréger fiir die Membran als auch Elek-
trode ist, wurde mit einem Alkanthiol beschichtet. Auf dieser hoch hydrophoben
Oberfliche kann sich ein Lipid Monolayer ausbilden. Dieser Aufbau wird festkorper-
gestiitzte Membran (solid supported membrane, SSM) genannt. Auf dieser kénnen
Liposomen oder Membranvesikel, die das zu untersuchende Transportprotein ent-
halten, immobilisiert werden. B: Ersatzschaltbild der Transporter-Strommessung.
Dargestellt im Vergleich zur Patch Clamp Messung. Bei beiden Techniken bildet
die zu messende Membran ein RC Glied mit R, und C,,. Bei der SSM basierten
Messung bildet die SSM ein zweites RC-Glied, wobei der Widerstand Rgsm sehr
hoch ist, und der zu messende Strom iiber Cggn fliefst. Die Verstirkertechniken glei-
chen sich, jedoch wird bei der SSM basierten Messung keine Kommandospannung
appliziert, sondern gegen Erde gemessen. C: Ablauf eines Aktivierungszyklus. (I)
Ausgangssituation. (II) Durch einen Lisungsaustausch wird das Substrat zugege-
ben, der Transporter wird aktiv, Ladung sammelt sich in den Vesikeln. (IIT) Diese
elektrische Ladung generiert ein E-Feld, welches einen messbaren Ausgleichsstrom
erzeugt, bis die Ladung in den Vesikeln durch eine entsprechende Gegenladung auf
der Goldelektrode kompensiert wird. (IV) Nachdem ein elektrochemisches Gleich-
gewicht erzeugt worden ist, findet kein weiterer Stromfluss statt.
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Diese Technologie bietet nicht nur den Vorteil einer hohen Sensitivitit durch
die Messung von Summenstrémen, sondern ermdglicht auch die Verwendung
von sehr unterschiedlichem Ausgangsmaterial. Auf der SSM koénnen sowohl
kiinstlich hergestellte Liposomen mit rekonstituiertem Protein, als auch nati-
ve Membranvesikel aus eukaryotischer und prokaryotischer Plasmamembran
oder intrazelluliren Membranen immobilisiert werden. Die Technik wurde
erfolgreich eingesetzt zur Messung des Protonentransports durch die Kom-
plexe der Atmungskette (Watzke u. a., 2010), zur Charakterisierung der endo-
plasmatischen Calcium ATPase (Tadini-Buoninsegni u. a., 2008), und einiger
bakterieller Transporter (Grewer u.a., 2013). Dennoch ist die SSM basierte
Elektrophysiologie bisher wenig etabliert.

1.4.4 Elektrophysiologische Techniken fiir Mitochondrien

Die IMM elektrophysiologisch zu untersuchen ist sehr aufwéndig. Dies liegt
an der Grofe der Organells (0,5 bis 1 um) und der besonders schweren Zu-
ginglichkeit der elektrophysiologisch interessanten IMM. Denn Mitochondri-
en sind nicht nur innerhalb eukaryotischer Zellen positioniert, sie besitzen
auch ein doppeltes Membransystem und bilden komplexe Netzwerke unter-
einander sowie mit dem endoplasmatischen Retikulum (Abb. 1.9 A + B).

Elektrophysiologische Untersuchungen der IMM konnen an isolierten und in
kiinstlichen Lipidmembranen rekonstituierten Proteinen oder Membranfrag-
menten durchgefithrt werden. Dabei miissen die Nachteile des kiinstlichen
Systems in Kauf genommen werden. Alternativ kénnen direkte Patch Clamp
Messungen an Mitoplasten durchgefiihrt werden. Um die IMM fiir die Patch
Clamp Technik zugénglich zu machen, muss das Organell isoliert, die dufsere
Membran entfernt und das Organell vergrofsert werden. Das kann durch osmo-

tische Schwellung von isolierten Mitochondrien erreicht werden. In hypotoner
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Abbildung 1.9: Mitochondriale Strukturen. A: Elektronenmikroskopi-
sche Aufnahme einzelner Mitochondrien in der Lunge (Louisa Howard,
http://remf.dartmouth.edu/images/mammalianLung TEM/source/8.html). B:
Verteilung von Mitochondrien in einer Zelle. Die einzelnen Organellen bilden
durch Fusion ein retikuldres Mitochondriennetzwerk. Abbildung aus Benard und
Karbowski (2009). C: Lichtmikroskopische Aufnahme eines einzelnen Mitoplasten.
Die OMM ist noch als ,Cap“ mit dem Mitoplasten verbunden. Abbildung aus
Kirichok u.a. (2004)

Umgebung platzt die dufere Membran auf, wihrend die innere Membran ihre
Cristae entfalten kann und so Vesikel von 3-6 pum Durchmesser bildet. Die
OMM ist oft noch als Kappe (,Cap®) mit dem geschwollenen Mitochondrium,
jetzt Mitoplast genannt, verbunden (Abb. 1.9 C). Um Mitoplasten mit der
Patch Clamp Technik zu untersuchen, werden sie meist auf einer Oberfliche
immobilisiert, und Pipetten mit sehr kleiner Offnung verwendet (Keller und
Hedrich, 1992). Diese Methodik ist die einzige Moglichkeit, mitochondriale
Ionentransportsysteme in einer nativen Umgebung elektrophysiologisch zu
untersuchen. Einige wenige sehr erfolgreiche Studien, wie von Kirichok u. a.
(2004) zum mitochondrialen Calciumkanal MCU, zeigen das grofe Potenti-
al dieser Methode. Generell sind aber nur wenige Arbeiten mit Mitoplasten
verOffentlich worden, wohl aufgrund der aufwindig zu erlernenden und inef-
fizienten Methodik.
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1.4.5 Elektrophysiologische Techniken fiir Bakterien

Die Untersuchung der elektrophysiologischen Eigenschaften bakterieller Io-
nentransportsysteme gestaltet sich dhnlich schwierig wie bei Organellen. Ob-
wohl Bakterien nicht in einen gréfteren Organismus eingebunden sind und
damit die Zuginglichkeit erleichtert wird, sind sie mit ca. 1 um sehr viel klei-
ner als eukaryotische Zellen (ca. 10 pm). Damit sind sie zu klein fiir Patch
Clamp Pipetten, deren Spitzen selbst im Bereich von 1 pum liegen. Aufierdem
besitzen ein Grofiteil der Bakterienzellen eine Zellwand und gegebenenfalls
eine duflere Membran, die den direkten Zugang zur elektrophysiologisch in-

teressanten Plasmamembran versperren.

Um dennoch eine elektrophysiologische Untersuchung moglich zu machen,
werden bakterielle Proteine isoliert und in kiinstlichen Lipidmembranen re-
konstituiert. Dies ist gut etabliert und momentan die Methode der Wahl zur
Untersuchung bakterieller Ionenkanile. Auch hier miissen die Nachteile dieser
unphysiologischen Technik in Kauf genommen werden. Eine Alternative stellt
die Arbeit mit Sphéroplasten dar. Durch Cefalexin, einem Antibiotikum aus
der Klasse der Cephalosporine, das die Transpeptidase und damit die kor-
rekte Ausbildung der Zellwand hemmt, kann eine Volumenvergroferung der
Bakterienzellen erreicht werden. Es bilden sich bis zu 50 um lange, filamen-
tose Zellen. Anschlieffend wird die Zellwand durch Lysozymverdau entfernt.
Die Bakterienzellen verlieren mit der stiitzenden Zellwand auch ihre lang-
gestreckte Form und bilden Kugeln (Abb. 1.10). Diese ca. 5-10 um grofen,
sphérischen, hauptsichlich aus der inneren Zellmembran bestehenden Objek-
te werden Sphéiroplasten genannt (Withold u. a., 1976).

Die ersten elektrophysiologischen Untersuchungen von Sphiroplasten mit der

Patch Clamp Technik wurden von Boris Martinac durchgefiihrt und fiihr-

ten unter anderem zur Entdeckung der endogenen mechanosensitiven Kanile
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(MscL, MscS) in E. coli (Martinac u.a., 1987). Auch eine endogene anio-
nenselektive Leitfahigkeit wurde beschrieben (Kubalski, 1995). Mario Meng-
Chiang Kuo konnte die bakteriellen Kanéle MthK, einen calciumaktivierten
Kaliumkanal (Kuo u.a., 2007a) und MmakK, einen durch zyklische Nukleo-
tide gesteuerten Kaliumkanal aus Magnetospirillum magnetotacticum (Kuo
u.a., 2007b), erfolgreich in E. coli exprimieren und in Sphéroplasten elek-
trophysiologisch untersuchen. Sphéroplasten bieten die einzige Moglichkeit,
bakterielle Ionenkanéle in ihrer physiologischen Umgebung zu untersuchen,
aber stellen, dhnlich wie Mitoplasten, eine besondere Herausforderung fiir
die Patch Clamp Technik dar. Bis heute findet diese Technik deshalb dufierst
selten Anwendung.

Cephalexm Lysozym
i Q

~1pum ~ 50 pm 5-10 ym

Abbildung 1.10: Schematische Darstellung der Erzeugung von Sphéiroplasten aus
Bakterienzellen. Durch die Behandlung der Zellen mit Cefalexin, einem halbsyn-
thetischen Antibiotikum aus der Gruppe der Cephalosporine, bilden sich lange, fa-
denférmige Objekte. Sie bestehen aus mehreren einzelnen Bakterienzellen, welche
sich durch die Wirkung des Antibiotikas nach der Zellteilung nicht mehr abtren-
nen konnten. Wird in einem zweiten Schritt die Zellwand durch Lysozymverdau
entfernt, bilden sich die kugelférmigen Sphéroplasten.

Auch fiir die Untersuchung mechanosensitiver bakterieller Kanile ist das
wichtigste Werkzeug die Patch Clamp Technik mit Sphiroplasten. Die Akti-
vierung der Kanéle erfolgt dabei durch das Anlegen von Unterdruck iiber die
Patch-Pipette. Die alternative Verwendung von isoliertem Protein in Bilayern
gestaltet sich in diesem Fall schwierig. Denn bei klassischen Bilayer-Methoden

kann systembedingt kein Druck appliziert werden. Die einzige Moglichkeit,
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rekonstituiertes Protein zu untersuchen ist, Liposomen, dhnlich wie Zellen,
mithilfe einer Patch-Pipette zu untersuchen. Den Techniken ist gemein, dass
storende mechanische Einfliisse kaum vermieden werden konnen und der an-
gelegte Druck zur Aktivierung schwer kontrollierbar und stark vom verwende-
ten System abhéngig ist. Fiir die elektrophysiologische Untersuchung bakte-
rieller mechanosensitiver Ionenkanile ist ein hochkomplexer experimenteller
Ablauf von Noten, welcher nicht nur einen erfahrenen Experimentator er-
fordert, sondern auch die wissenschaftlichen Mdglichkeiten einschrankt und

Resultate mit schlechter Reproduzierbarkeit liefert.

Bakterielle Transporterstrome kénnen mit Patch Clamp Technik oder Bi-
layermethoden nicht untersucht werden. Einzelne Bilayer, Liposomen oder
Sphéiroplasten enthalten zu geringe Proteinmengen, um einen Transportstrom
auflésbarer Grofier zu erzeugen. Hier finden iiblicherweise Fluss-Assays mit
Liposomen Anwendung. Eine Alternative ist die Verwendung SSM basierter
Methoden (Kap. 1.4.3).

1.5 Ziele dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollten geeignete Methoden fiir die funktionelle
elektrophysiologische Untersuchung bakterieller und mitochondrialer Ionen-
transportproteine neu entwickelt und auf ungeklarte Fragestellungen ange-

wendet werden.

Fiir die Untersuchung mitochondrialer Ionenkanéle sollte eine verbesserte
Methodik entwickelt werden. Durch die Verwendung eines planaren Patch
Clamp Systems und die Etablierung eines geeigneten Priaparationsprotokolls,

sollte eine effiziente Patch Clamp Methode zur Untersuchung nativer Mito-
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plasten entwickelt werden. Diese sollte genutzt werden, um den putativen
mitochondrialen Kaliumkanal mitoBK ¢, zu identifizieren und zu charakteri-
sieren. Dazu wurden die kardialen Mitochondrien von zur Verfligung stehen-
den KCNMA1/ Kgal.1 knock-out und wild-typ M&usen in Bezug auf ihre
elektrophysiologischen Eigenschaften verglichen.

Fiir die Arbeit mit mechanosensitiven bakteriellen Ionenkanélen sollten zwei
alternative Methoden entwickelt und verglichen werden. Die Patch Clamp
Technik mit Sphiroplasten sollte zur Verbesserung auf ein planares System
iibertragen werden, gleichzeitig sollte eine Moglichkeit zur Verwendung von
Bilayern etabliert werden. Die Arbeit mit bakteriellen mechanosensitiven Io-
nenstromen ist bisher aufwindig und schlecht reproduzierbar. Die planare
Patch Clamp Technik bietet die Moglichkeit zur Automatisierung des Patch-
Vorganges und der Druckapplikation, wodurch eine deutliche Vereinfachung
der Technik und eine Verbesserung der Reproduzierbarkeit erreicht werden

konnten.

Zur funktionellen Charakterisierung bakterieller Ionentransporter sollte die
SSM-basierte Methodik adaptiert werden. Dies sollte am Beispiel des proka-
ryotischen Ionentransporters NCX Mj geschehen. NCX Mj dient als Struk-
turmodell fiir die humanen NCX Isoformen, funktionelle Daten stehen auf-
grund fehlender Methodiken aber nur sehr wenige zur Verfiigung. Mithilfe
der entwickelten Methode sollte NCX Mj elektrophysiologisch charakteri-

siert werden.
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2.1 Praparation kardialer Mitoplasten

2.1.1 Isolation kardialer Myocyten aus Mauseherzen

Vitale Kardiomyocyten wurden durch enzymatischen Verdau von Mauseher-
zen durch retrograde Perfusion der Aorta gewonnen, wie zuvor von Fenske
u.a. (2011) beschrieben.

Die Herzen wurden isoliert und sofort fiir 5 Minuten bei 37 °C zur Reinigung

mithilfe einer Langendorff Apparatur perfundiert.

Kardiomyocyten Perfusionspuffer
113 mM NaCl

4,7 mM KCl

0,6 mM KHQPO4

0.6 mM NagHPO4

].,2 mM MgSO4

0.032 mM Phenolrot

12 mM N3H003

10 mM HEPES pH 7,4

30 mM Taurin

5,5 mM Glucose

10 mM BDM (2,3-Butanedione monoxime)

Anschliefend wurde fiir 25 Minuten bei 37° C mit collagenasehaltigem Puffer

perfundiert, um das Gewebe aufzutrennen.
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Kardiomyocyten Collagenasepuffer
Kardiomyocyten Perfusionspuffer
1 mg/ml Collagenase B

12.5 uM CaCl,

Schlieflich wurde das Herz von der Apparatur genommen, mit einer 10 ml Pi-
pette vorsichtig mechanisch dispergiert und die Zellen bei 100xg fiir 1 Minute
abzentrifugiert. Das Pellet wurde sofort auf Eis gelegt und mit der Mitochon-

drienisolation fortgefahren.

2.1.2 Mitoplasten Priparation

Mitochondrien wurden mit einem modifizierten Verfahren nach Frezza u. a.
(2007) isoliert. Die pelletierten Kardiomyocyten eines ganzen Mausherzens
wurden in 800 ul eisgekiihltem Mitochondrien-Isolationspuffer resuspendiert
und mechanisch durch das Potter-Elvehjem Verfahren aufgeschlossen (Teflon
auf Glas, 12 Stofe bei 900 rpm). Intakte Zellen wurden durch 10 miniitiges
Zentrifugieren bei 700xg pelletiert, der Uberstand in zwei 1,5 ml Eppendorf
Gefafse verteilt und bei 3000xg fiir 15 Minuten die Mitochondrien pelletiert.
Die Pellets wurden in je 200 pl Mitochondrien-Isolationspuffer resuspendiert
und der Schritt wiederholt. Alle Schritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt. Das
Pellet kann mit moglichst wenig Fliissigkeit bis zu einem Tag lang auf Eis

gelagert werden.

Mitochondrien-Isolationspuffer

10 mM Tris-MOPS pH 7,4

1 mM EGTA

200 mM Saccarose

1:25 Proteinaseinhibitor Complete (Roche)

Mitoplasten wurden nach Siemen u. a. (1999) durch osmotisches Schwellen der

30



2.2 Préparation von Sphéroplasten

Mitochondrien in hypotonem Puffer erzeugt. Dazu wurde ein Pellet in 100
1l hypotonem Puffer resuspendiert und fiir 7 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Wiederherstellen der Isotonizitdt durch

Zugabe von 20 ul hypertonem Puffer gestoppt.

Mitoplasten-Puffer, hypoton
150 mM KCL

4 mM Saccarose

1 mM EGTA

30 mM HEPES pH 7,4

Mitoplasten-Puffer, hyperton
750 mM KCL

1 mM EGTA

30 mM HEPES pH 7,4

Die Mitoplasten wurden vor jedem Experiment frisch hergestellt, auf Eis

gelagert und maximal 2 Stunden lang fiir Experimente verwendet.

2.2 Praparation von Spharoplasten

Sphéaroplasten wurden aus dem MscL. knock-out FE. coli Stamm PB104 nach
einem Protokoll von Blount und Moe (1999) hergestellt. Aus einer Einzelko-
lonie wurde eine Ubernachtkultur angesetzt (10 ml LB-Medium, 100 pg/mi
Ampicillin, 10pg/ml Chlorampenicol). Am Folgetag wurde eine frische Kul-
tur durch 1:50 Verdiinnung hergestellt und bis zum Erreichen einer OD600
von 0,4 inkubiert. Eine weitere frische Verdiinnung (1:10) mit Cephalexin (60
pg/ml) zur Unterbindung der Zellwandsynthese wurde fiir eine Stunde inku-
biert und anschliefend durch Zugabe von 0,1% Arabinose die Genexpression

initiiert.
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Die Zellen wurden durch Zentrifugation (4000 rpm, 4 °C, 10 min) geerntet
und die Zellwand durch die aufeinander folgende Zugabe folgender Reagenzi-
en verdaut: 120 pl 1 M Tris-HC1 Puffer pH 7,8, 120 pl Lysozyme (5 mg/ml),
30 ul DNAse (5 mg/ml) und 120 ul 0,125 M EDTA pH 8. Der enzymati-
sche Verdau wurde nach 1,5 bis 3 Minuten durch Zugabe von Stopp-Puffer

unterbrochen.

Stopp-Puffer

10 mM TrisHCL pH 7,8
0,7 M Saccarose

20 mM MgCly

Die Sphéaroplasten wurden anschliefend selektiert: Sphiroplastenhaltige Lo-
sung wurde auf 7 ml Stopp-Puffer aufpipettiert und 2 Minuten bei 4 °C und

1500 rpm in einem Ausschwingrotor abzentrifugiert und bei -20 °C gelagert.

2.3 lIsolation von Zellmembranen

NCX1 exprimierende HEK-293 Zellmembranen wurden zur Verfiigung ge-
stellt. Sie wurden gewonnen wie durch Krause u.a. (2009) beschrieben.

2.4 Heterogene Expression und lIsolation von

Proteinen

MscL wurde nach bekanntem Protokoll (Kocer u.a., 2007) in E. coli ex-
primiert und aufgereinigt. Dazu wurde der nativ-MscL depletierte E. coli
Stamm PB104 (Blount u.a., 1996) verwendet. Eine Einzelkolonie wurde fiir
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einen Tag in 10 ml Luria-Bertani (LB) Medium plus 100 pg/ml Ampicillin
und 10 pg/ml Chloramphenicol inokuliert. Durch Verdiinnung 1:1000 wurde
daraus eine Ubernachtkultur angesetzt. Anschliefend wurden die Zellen in
2-Liter Fermentern (1:40 Verdiinnung) in LB Medium plus 100 pg/ml Am-
picillin und 10 pg/ml Chloramphenicol bis zu einer OD600 von 2,5 wachsen
gelassen. Die Expression wurde durch 0,1% Arabinose induziert. Nach weite-
ren zwei Stunden wurden die Zellen abzentrifugiert und mit 25 mM Tris-HCl
(pH 8) gewaschen. Die Zellen wurden mit einem Zell-Disruptor von Constant
Systems bei 25000 psi mechanisch aufgeschlossen. Die Zelltriimmer wurden
bei 18460xg fiir 30 Minuten bei 4 © C pelletiert. Der Uberstand wurde an-
schlieflend bei hoher Umdrehungszahl (145400xg, 90 Minuten, 4 °C) zentri-
fugiert, die resultierenden Vesikel in 25 mM Tris-HCI, pH 8, homogenisiert,
auf eine Endkonzentration von 0,7 g/ml gebracht und gegebenenfalls bis zu

weiteren Verwendung bei -80 °© C gelagert.

Zur Proteingewinnung wurden die Vesikel in detergenzhaltigem Puffer aufge-
16st, unlosliche Bestandteile durch Zentrifugation bei 267000xg und 4 °C fiir
20 Minuten entfernt.

Detergenzhaltiger Puffer
1% Triton X-100

300 mM NaCl

50 mM N33PO4

35 mM Imidazole

pH 8

Der Uberstand wurde auf eine Nickel-NTA-Matrix aufgebracht und fiir 30 Mi-
nuten bei 4 °C inkubiert. Das gebundene Protein wurde mit einem Waschpuf-
fer und 50 mM Histidinpuffer gespiilt, um unspezifisch gebundene Proteine

zu entfernen.

MscL wurde anschliefend mithilfe eines 235 mM Histidinpuffers von der
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Waschpuffer

0,2% Triton X-100
50 mM N33PO4
300 mM NaCl

35 mM Imidazole
pH S8

Histidin Waschpuffer
0,2% Triton X-100
50 mM N33PO4

300 mM NaCl

50 mM Histidin

pH S8

Saule eluiert.

Histidin Eluationspuffer
0,1% Triton X-100

50 mM sodium phosphate
300 mM NaCl

235 mM Histidin

pH 8

Isoliertes NCX Mj Protein wurde fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellt.

Die Isolation wurde durchgefiihrt wie durch Liao u.a. (2012) beschrieben.

2.5 Herstellung von Lipidvesikeln

GUVs (giant unilamellar vesicles) wurden durch Elektroformation hergestellt
(Vesicle Prep Pro, Nanion Technologies). Dabei bilden sich aus einer unge-
ordneten Lipidschicht mithilfe eines oszillierenden elektrischen Feldes grofie

unilammelare Lipidvesikel.
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20 wl einer Lipidlosung aus 10 mM DPhPC (1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin) und 1 mM Cholesterin, gelost in Trichlormethan, wurden auf
einem elektrisch leitfdhigen Glasscheibchen (Indium-Zinn-Oxid beschichtet,
ITO) gleichméfig verteilt, so dass eine Kreisfliche von ca. 2 em Durchmesser
bedeckt ist (Abb. 2.1 A). Nachdem das Losungsmittel nach sehr kurzer Zeit
bei Raumtemperatur verdampft ist, wurde um die lipidbedeckte Fliche ein O-
Ring als Abstandhalter positioniert und 270 ul einer 1 M Sorbitollésung auf
das getrocknete Lipid pipettiert. Eine zweite ITO beschichtete Glasscheibe
wurde aufgelegt. Der Aufbau wurde in die Reaktionskammer des Gerétes
eingebracht und Elektroformation bei einer Wechselspannung von 3 V und 5
Hz fiir zwei Stunden durchgefiihrt. Die erhaltenen GUVs wurden mit 200 ul
der Sorbitollésung verdiinnt,.
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\

“\

Abbildung 2.1: Herstellung von GUVs durch Elektroformation. A: Lipid wur-
de auf die leitfahige Seite eines ITO Glases aufgetragen. Nach Verdampfen des
Losungsmittels bildet sich ein weiflicher Lipidfilm. B: Mithilfe eines zweiten ITO
Gléschens und eines O-Rings werden 270 pl Sobriollésung eingeschlossen, und der
Aufbau in die Kammer des Vesicle Prep Pro Gerits eingespannt. C: Nachdem das
Protokoll beendet wurde, miissen die GUVs vorsichtig vom Glas abgeldst werden.
D: GUVs, beobachtet unter einem invertierten Phasen-Kontrast Mikroskop
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2.6 Proteinrekonstitution in Lipidvesikeln

Zur Rekonstitution des isolierten MscL Proteins wurden 0,5 ul des in Deter-
genz gelosten Proteins zu 200 ul GUV-haltiger Losung gegeben, durchmischt
und bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten inkubiert. Mit weiteren 200 wul
Sorbitollosung wurde der Ansatz verdiinnt und fiir zwei Stunden bei 4°C in-
kubiert. Um die GUVs wieder zu stabilisieren wurde das Detergenz mithilfe
von 10 mg Biobeads (Biorad) iiber Nacht bei 4 °C weitgehend entfernt. Nach
Entfernen der Biobeads sind die GUVs fiir einige Tage stabil.

Zur Rekonstitution von NCX MJ wurden 10 pl Protein der Konzentration
2,5 pg/pl und 200 pl GUV Priparation durch kurzes vortexen gemischt. Die
Losung wurde 30 Minuten bei Raumtemperatur, dann weitere zwei Stunden
bei 4 °C inkubiert. Zur Entfernung des Detergenz wurden 10 mg Biobe-
ads (Bio-Rad) zugegeben und die Losung iiber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Anschlieflend wurden die Biobeads vollstiandig entfernt, die proteinhaltigen

Liposomen bei 4 °C gelagert und innerhalb von 5 Tagen verwendet.

2.7 Erzeugung von Bilayern aus GUVs

Die Experimente wurden am Port-a-Patch (Nanion Technologies) ausgefiihrt,
wobei NPC1 Chips mit einem Widerstand von 3-5 M {2 verwendet wurden.

Elektrophysiologische Salzlosung extern und intern
350 mM KCl
10 mM HEPES, pH 7

Der Chip wurde mit 5 pl Pufferlésung auf beiden Seiten befiillt, die Offsetspa-
nung korrigiert und 5 pl GUV-Losung auf die Oberseite des Chips pipettiert.
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Durch ziigiges Anlegen eines negativen Drucks von -20 mBar/15 mmHg wur-
den Bilayer mit mehreren G2 Widerstand erzeugt. 40 ul Puffer wurden zur
externen Seite hinzugefiigt, das Haltepotential auf -20 mV gesetzt und mit
dem Messprotokoll begonnen.

2.8 Patch Clamp Methodiken

2.8.1 Mitoplasten Patch Clamp

Folgende elektrolytischen Salzldsungen wurden fiir die elektrophysiologischen

Arbeiten verwendet:

Interne Salz16sung
60 mM KF

60 mM K-Gluconat
10 mM KC1

10 mM HEPES
200 mM Sorbitol

Externe Salzlésung
10 mM K-Gluconat
10 mM HEPES

1 mM Ca-Gluconat
260 mM Sorbitol

10 M Rutheniumrot, 50 uM Propranolol, 10 M Bepridil und 10 uM Cy-
closporin A wurden zu beiden Losungen frisch hinzugefiigt, um den mit-

ochondiralen Uniporter (MCU), den Anionentransporter der inneren Mem-
bran (IMAC), Slo2.2 und mPTP zu inhibieren.

Die Patch Clamp Experimente wurden mit dem planaren Patch Clamp Sys-
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tem Port-a-Patch (Nanion Technologies, Abb. 2.2) und einem HEKA EPC-10
Verstérker durchgefiihrt. Es wurden NPC-1 Patch Clamp Chips mit einem
Widerstand von 10-15 M) (Durchmesser <1 pm) und eine Salzbriicke (3 M
KCl, 3% Agarose) auf der externen Seite verwendet.

Die Software des Systems ermdglicht es automatisierte Protokolle zum Fi-
xieren einer individuellen Zelle aus der Losung und zum Etablieren des Se-
alwiderstandes zu verwenden. Ein entsprechendes Protokoll wurde speziell
fiir die Arbeit mit Mitoplasten entwickelt. Es wurden je 5 ul externe bzw.
interne Losung auf die jeweiligen Seiten des Patch Clamp Chips gegeben
und anschlieffend das Protokoll gestartet. Zunichst wird die Offsetspannung
korrigiert, anschliefend ein negatives Potential von -20 mV angelegt. Nach
Aufforderung durch das Programm werden 5 ul Mitoplastenpraparation auf
die externe Seite des Chips pipettiert. Durch Druckpulse von -20 bis -100
mBar wird anschliefend ein individueller Mitoplast auf dem Chip fixiert.
Sobald der Widerstandswert 50 M$2 {iberschreitet, wird das Haltepotential
schrittweise abgesenkt bis auf -100 mV. Im letzten Schritt wird nach Errei-
chen eines Gigaseals das Haltepotential auf -50 mV" gesetzt und das Protokoll

automatisch beendet.

Anders als bei Zellen war es nicht notig, die Mitoplasten aktiv durch Unter-
druck zu offnen (,whole cell“ Konfiguration). Dies geschieht schon wihrend
des Sealvorganges spontan, kann jedoch schwer beobachtet werden, da die Ka-
pazitéten sich am Rande des messbaren Bereichs befinden. Nach Etablierung
des Sealwiderstandes betrugen die Kapazitdten ca. 1 pF. Unter der Annah-
me, dass auch die mitochondriale Membran eine Kapazitit von ca. 1 uF/cm?
besitzt, entspricht dieser Wert einer gemessenen Membranfldche von ca. 100
pum? (Formel 2.1), also einer Kugel von ca 5 um (Formel 2.2). Auch wenn in
Betracht gezogen wird, dass der Mitoplast nicht mehr als ideale Kugel vor-

liegt, sondern auf der Glasfliche deformiert wird, entspricht die Kapazitit
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Abbildung 2.2: Planares Patch Clamp System ,Port-a-Patch® (Nanion Technolo-
gies). A: Ansicht auf den Patch Clamp Chip von oben, die faradaysche Schutzab-
deckung ist entfernt. Der Chip ist bereits mit den Salzlésungen befiillt. B: Verstér-
kersoftware ,Patch Master“ (Heka). Der Ausschnitt zeigt den Protokollgenerator
fiir die Erstellung von Spannungsprotokollen. C: Software ,Patch Control* (Nan-
ion Technologies). Ausschnitt zeigt das Parameterfenster in dem Protokolle zum

Fixieren und Etablieren des Sealwiderstandes entworfen werden.
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2.8 Patch Clamp Methodiken

von 1 pF einem Kreis mit Radius 5,6 pm (Formel 2.3), also einer deutlich
groferen Fliche als der von der mikrostrukturierten Apertur umschlossenen
Flache (R < 0,5 wm). Es kann also von einer ,whole cell Konfiguration aus-
gegangen werden.

1pF
T 100pm® (2.1)
cm?
/100pm?
TKugel = T = 2, 82[LLm (22)
100pm?
TKreis = g =5,6um (2.3)

Da bei dem planaren Patch Clamp Setup keine Mdglichkeit zur optischen
Beobachtung integriert ist, wurde die Identitdt der Mitoplasten durch die re-
produzierbare Beobachtung des gut beschriebenen Anionenkanals IMAC (In-
ner Membrane Anion Conductance) verifiziert. IMAC zeigt eine Leitfihigkeit
von ca 100 pS und kann druch Propranolol Inhibiert werden (Beavis, 1992).
Dies dient der Unterscheidung von Mitoplasten und vorhandenen Verunreini-
gungen, wie Zelltrimmern oder intakten Mitochondrien, in der Paparation,
die moglicherweise auf die Apertur gesaugt werden kénnten.

Folgendes Spannungsprotokoll wurde zur Beobachtung von mitoBKg, appli-
ziert: Alle 5 Sekunden wurde ein Spannungssprung vom Haltepotential -50
mV auf 80 mV durchgefiihrt und fiir 2 Sekunden gehalten. Dieses Proto-
koll wurde 9 Minuten lang wiederholt, wobei nach den ersten 3 Minuten
der BK¢, Stimulator NS11021 (10 M) (Bentzen u. a., 2007) appliziert wur-
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de. Nach weiteren 3 Minuten wurde Paxilline (100 n) als BK¢, Inhibitor
hinzugegeben. Die Amplituden der wihrend der jeweiligen Phasen auftre-
tenden Einzelkanalaktivitdten wurden identifiziert und die Haufigkeit ihres
Auftretens auf die Anzahl der Experimente normalisiert. Mehrfaches Auftre-

ten wihrend einer Phase wurde nur einmal gewertet.

2.8.2 Patch Clamp Methodik fiir Spharoplasten

Die Experimente wurden am planaren Patch Clamp Aufbau Port-a-Patch
(Nanion Technologies) durchgefiihrt.

Elektrophysiologische Salzlosung, intern
300 mM KC1

60 mM KF

10 mM HEPES, pH 7

Elektrophysiologische Salzlosung, extern
350 mM KCI

10 mM CaCls

10 mM HEPES, pH 7

Elektrophysiologische Salzlésung mit hohem Calciumgehalt
300 mM KCI

40 mM CaCly

10 mM HEPES, pH 7

Die Sphiroplastenpriparation wurde direkt vor Beginn der Messungen mit
externer Salzlosung 1:2 verdiinnt. NPC-1 Patch Clamp Chips mit einem Wi-
derstand von 10-15 M () wurden mit internem und externem Puffer befillt (5
pl intern, 10 pl extern) und die Offsetspannung korrigiert. 5 pl der verdiinnten
Sphéaroplasten Losung wurden auf die externen Seite des Chips zugegeben,
negativer Druck appliziert und erhoht bis ein Sphéroplast auf der Apertur

fixiert ist, erkennbar an einem Anstieg des elektrischen Widerstandes. Durch
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2.8 Patch Clamp Methodiken

Abschalten des applizierten Drucks, das Anlegen einer negativen Spannung
bis zu -130 mV und die Zugabe von 50 ul Seal Puffer wurde ein Sealwi-
derstand im Gigaohmbereich erzeugt. Anschliefsend wurde der externe Puffer
vollstandig ausgetauscht, das Haltepotential auf -20 mV" gesetzt und mit dem

Messprotokoll fortgefahren.

2.8.3 Aktivierung mechanosensitiver lonenkanile

Bei dem verwendeten planaren System (Port-a-Patch, Nanion) ist die inter-
ne Seite des Patch Clamp Chips hermetisch abgeschlossen und schliefst nur
ein kleines Volumen ein. Damit ist es fiir die Druckregulation gut geeignet.
Zur Aktivierung der mechanosensitiven Kanile wurde ein spezielles geregeltes
Pumpensystem verwendet (Suction Control Pro, Nanion Technologies, Abb.
2.3). Uber bestimmte einstellbare Parameter (Toleranzwerte, Geschwindig-

keiten) kann ein definiertes Druckprotokoll appliziert und kontrolliert werden
(Abb. 2.4).

Zur Charakterisierung von MscL Aktivitdt wurde folgendes Protokoll ent-
worfen: Bei einer Spannung von -20 mV wurde zunéchst ein Druck von -30
mBar (-22 mmHg) angelegt, der in Schritten von 10 mBar bis zu 160 mBar
(120 mmHg) stieg. Jeder Schritt hat eine Dauer von 30 Sekunden.
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P # atmosphere

P = variable

Patch clamp chip

Pump

Pemd  Pout Ucmd Uout

PC

Abbildung 2.3: Automatisierte Druck und Spannungsregelung. Auf der exter-
nen und internen Seite des Chips befindet sich jeweils ein Tropfchen Salzlosung.
Auf der Apertur im Borosilikatglas ist ein Sphéroplast fixiert. Das elektronische
Ersatzschaltbild von Zelle und Messaufbau ist rot eingezeichnet. Ebenfalls ist die
Druckregulierung eingezeichnet. Kommandospannung und -Druck werden als Soll-
werte vom PC ausgegeben und die Ist-Werte als Messwerte eingelesen. Die Regelung
findet in der Pumpe (Druck) bzw. im Verstirker (Spannung) statt.
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Abbildung 2.4: Computergesteuerte Druckregulation. A: Suction Control Pro,
sichtbar sind die Ein-und Ausgéinge zur Steuerung. Die Pumpe wird iiber USB an-
gesprochen oder zur automatischen Druckkontrolle iiber zwei serielle Eingéinge (ap-
ply, set). Ein serieller Ausgang dient zum Auslesen des Ist-Wertes. B: Resultierendes
Druckprotokoll. Dargestellt ist die Anzeige der realen Ist-Werte. C: Programmie-
rung des Druckprotokolls auf dem Ausgangskanal 2 des HEKA-Verstirkers. Kanal
3 dient zur Programmierung eines parallel ablaufenden Spannungsprotokolls. D:
Einstellung der Pumpenparameter wie Toleranzwerte und Arbeitswerte der Mem-

branpumpen.
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2.9 SSM Sensorpraparation

Die SSM Experimente wurden am SURFE2R N1 mit den entsprechenden
N1 Sensoren (Nanion Technologies), welche eine 3 mm grofe, elektrisch kon-
taktierbare Goldoberflache innerhalb einer Vertiefung enthalten. Die Gold-
oberfliche wurde durch 30-miniitige Inkubation mit einer 0,5 molaren 1-
Octadecanthiol Losung (in Isopropanol) mit einer Thiolschicht {iberzogen und
anschlieflend mit Isopropanol und Wasser gespiilt. 7,5 ug/ul 1,2-diphytanoyl-
sn-glycero-3-phosphocholin (DPHPC, Avanti Polar Lipids) wurden in n-Decan
gelost und 1,5 pl als Tropfchen auf die Goldflache gesetzt, wo es sich auf der
hydrophoben Fliche ausbreitet. Sofort danach wurden 80 ul Ladepuffer vor-
sichtig in die Vertiefung gegeben.

Die NCX-haltigen Liposomen wurden fiir 30 Sekunden im Wasserbad mit
Ultraschall beschallt und direkt am Anschluss 8 pl langsam durch Unter-
schichten auf die SSM pipettiert . Anschlieffend wurden die Sensoren fiir 1
Stunde bei 2200xg zentrifugiert. Die Sensoren zeigten fiir einige Tage Akti-

vitdt wenn sie bei 4 °C gelagert wurden.

2.10 SSM basierte elektrophysiologische

Messungen

Die vorbereiteten Sensoren wurden in die gegen elektrische Einstreuungen
abgeschirmte Messkammer des SURFE2R N1 eingesetzt und die schnelle Ak-
tivierung durch Losungsaustausch mithilfe des integrierten Perfusionssystems
durchgefiihrt. Losungen werden durch eine Stahlkapillare in die Vertiefung

des Sensors pipettiert (ca. 300 ul maximales Volumen), zeitgleich kann tiber-
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2.10 SSM basierte elektrophysiologische Messungen

schiissige Losung durch eine zweite Kapillare abgenommen werden. Dies wird
ermdglicht durch zwei autonome Pumpen. Mithilfe einer Y-Trennung der zu-
fiihrenden Fluidik kénnen zwei unterschiedliche Losungen aufgenommen und
in schneller Abfolge in einem kontinuierlichen Fliissigkeitsstrom wieder abge-

geben werden.

A

Abbildung 2.5: Hardware SURFE2R N1. A: Ansicht des gesamten Gerats inklu-
sive Robotik, Verstirker und Rechner. Ein Bildschirm zur Anzeige der Software ist
nicht abgebildet. B: N1 Sensor. Die SSM wird auf der 3 mm grofien, kreisférmigen
Goldflache gebildet, die sich in einer Vertiefung befindet. C: Positionierung des Sen-
sors in der Messkammer. Die Kammer wird anschliefend durch einen Metallkappe
elektrisch abgeschirmt. D: Pipettierkopf mit Perfusionseinheit. Der Kopf ist an ei-
nem robotischen Arm befestigt und kann so verschiedene Positionen zu Aufnahme
und Abgabe von Fliissigkeiten anfahren.

Vor jedem Experiment wurden Kapazitdt und Leitfdhigkeit des jeweiligen
Sensors bestimmt (Abb. 2.6). Dies erfolgt iiber einen elektrischen Funktions-
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generator, der mit der Stahlkapillare gekoppelt werden kann. Die Sensoren
wurden nur fiir Messungen verwendet, wenn sich die Werte unter 20 pF bzw.
3 nS befanden. Befinden sich die Werte von Kapazitdt und Leitfdhigkeit
oberhalb dieser Grenzen, zeigt dies, dass die SSM nicht intakt und damit die
elektrische Isolation der Goldoberfliche nicht gegeben ist. Ein grofser Offset-
strom und Anfalligkeit fiir fluidische Artefakte sind die Folge.

A e B 12Uref | A
(100) (50)
0

) N = S _

£ T E g

J> 71— > Y =

t(s)

Abbildung 2.6: Bestimmung von Kapazitit und Leitfahigkeit der SSM. A: Die
Leitfahigkeit wird aus dem Offsetstrom nach einem Spannungssprung von 0 auf
100 mV berechnet. B: Die Kapazitit wird aus der Stromantwort auf eine Sége-
zahnspannung berechnet.

Der Losungsaustausch durch das schnelle Perfusionssystem zur Aktivierung
des Transporters wurde mithilfe der zur Verfiigung stehenden Software nach
folgendem Muster programmiert: Der Sensor wird zunéchst fiir zwei Sekun-
den mit einem Kontrollpuffer gespiilt, um klar definierte Umgebungsbedin-
gungen zu erhalten und die Stromantwort des Transporters zeitlich von me-
chanischen Storungen beim Anfahren des Perfusionssystems zu trennen. An-
schliefsend erfolgt der Wechsel auf einen aktivierenden Puffer. Mit diesem
wird der Sensor wieder zwei Sekunden lang perfundiert. Anschliefend wird
in einer dritten Phase, wieder zwei Sekunden lang, der Sensor mit Kontroll-
puffer gespiilt. Wahrend dieser Sequenz wird der Stromfluss aufgezeichnet.
Anschlieflend wird der Sensor mit Ladepuffer gewaschen und ein weiterer

Aktivierungszyklus kann folgen.
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2.10 SSM basierte elektrophysiologische Messungen

Durch Zugabe des aktivierenden Puffers kann abhingig von der Zusammen-
setzung der Puffer aufgrund der Stéchiometrie von NCX (3 Na™ : 1 Ca®™)
ein Ein- oder Auswértsstrom erzeugt werden (In,/ca). Das Umkehrpotential
des Transporters kann mit Enycx = 3EN, — 2E¢, berechnet werden (Bers
und Weber, 2002).

Die Zusammenstellung der Losungen ist in den nachfolgenden Tabellen zu-
sammengefasst. Um eine definierte Konzentration von freiem Calcium zu er-
halten enthielten alle Puffer EGTA. Der Chelator bindet auferdem freies Cal-
cium in den Liposomen. In Anwesenheit von EGTA sind die Signalamplituden
um ca. 50% hoher.Zur Bestimmung der Calciumaktivitiat wurde kein Ma-
gnesium verwendet, welches um die Bindungsstellen konkurrieren kann. Bei
Experimenten zur divalenten Inhibition musste auf EGTA verzichtet werden,
welches beispielsweise Cadmium sehr gut bindet und dadurch die Konzen-
trationen der freien Kationen stark verfilscht. Bei Versuchen zur Selektivitét

wurden Calcium oder Natrium durch andere Ionen ersetzt.

Calciumaktivierung
Ladepuffer Kontrollpuffer Aktivierung
30 mM HEPES 30 mM HEPES 30 mM HEPES
1 mM EGTA 1 mM EGTA 1 mM EGTA
4 mM MgCls 4 mM MgCly 4 mM MgCly
140 mM NaCl 280 Sorbitol 280 mM Sorbitol
100 puM CaCly

Natriumaktivierung
Ladepuffer Kontrollpuffer Aktivierung
30 mM HEPES 30 mM HEPES 30 mM HEPES
1 mM EGTA 1 mM EGTA 1 mM EGTA
4 mM MgCl, 4 mM MgCl, 4 mM MgCl,

240 mM Sorbitol 180 mM Sorbitol 180 mM Sorbitol
20 mM CaCl, 60 mM CholinCl 50 mM CholinCl
10 mM NaCl
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2.11 Datenauswertung

Um schnelle Einzelkanalaktivitit auflosen zu konnen, wurden die Patch Clamp
Messungen mit einer Abtastrate von 10 kHz und einem Verstarkungsfaktor
von 5 mV/pA durchgefiihrt. Analysen zu Einzelkanaleigenschaften wurden
mit der Software Clampfit (Molekular Devices) ausgefiihrt. Dazu wurden die

Daten mithilfe eines Matlab Skripts entsprechend umformatiert.

Die Maxima von Amplitudenhistogrammen wurden durch Approximation
von Gauffunktionen mithilfe der Methode der kleinsten Quadrate (Algorith-

mus nach Levenberg-Marquardt) berechnet:

n

(1) = 3 A =10 2.4

Zur Analyse der Verweilzeiten wurde eine Ereignis-Suche durchgefiihrt. Die-
se wurde mit der Funktion ,Single-Channel Search” in Clampfit ausgefiihrt,
wobei eine Verinderung der Basislinie um bis zu 10% korrigiert und nur
Verdnderungen iiber 0,1 ms Dauer eingerechnet wurden. Zur Analyse der
Offnungskinetiken wurde die Dauer der jeweiligen Zustéinde gegen deren Hiu-
figkeit aufgetragen. Die entstandenen Histogramme wurden durch Exponen-

tialfunktionen approximiert, um die Zeitkonstanten zu erhalten:

- t
=S Aexp(—— 2.5
0= 3 Aeen(— ) (25)
Aus deren Verhéltnis lasst sich die Offenwahrscheinlichkeit errechnen:
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p__Jb T
L+ [ T+

(2.6)

Die Messungen sowie die statistische Auswertung der Leitfdhigkeiten in Mit-
oplasten erfolgten blind, die Zuordnung der M&use erfolgte erst zu einem
spateren Zeitpunkt. Die Analyse wurde unabhangig von zwei Personen durch-
gefithrt. Die statische Signifikanz der Ergebnisse wurde durch Varianzanalyse
(ANOVA) abgeschétzt.

Die SURFE2R Rohdaten wurden im ASCII Format exportiert, die Analyse
mit IGOR Pro 6 (WaveMetrics, Portland, USA), einem Programm zur wis-
senschaftlichen Datenanalyse und Grafikbearbeitung, durchgefiihrt. Die Am-
plitudenmaxima wurden mithilfe eines integrierten Algorithmus rechnerisch
bestimmt. Fiir Mittelwerte wurden ausschlieflich Daten von unterschiedli-
chen Sensoren verwendet, nie Wiederholungen am gleichen Sensor. Fehler-

balken und -werte repriisentieren immer den Standardfehler.

Affinitats- und Inhibitionskurven wurden durch Hill-Funktionen approximiert
(Formel 2.7).

()= — 7 (2.7)

Ky und IC;0-Werte sowie die jeweiligen Fehler wurden aus den individuell
bestimmten Werten verschiedener Experimente berechnet. Die Anzahl der
Experimente wird als N bezeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Identifikation von mitoBKc,

3.1.1 Patch Clamp Technik fiir die innere mitochondriale
Membran

Um zu zeigen, dass das Gen KCNMAT1 nicht nur fiir K¢,1.1 aus der Plasma-
membran, sondern auch fiir mitoBKq, kodiert, wurden die kardialen Mito-
chondrien von wild-typ und KCNMAT1 knock-out M&ausen in Bezug auf ihre
elektrophysiologischen Eigenschaften zu verglichen. Dabei lag der Fokus auf
Identifizierung und Charakterisierung des putativen mitoBKg,. Dazu wur-
den Mitoplasten erzeugt und auf einem planaren Patch Clamp Setup unter-

sucht.

Zur Etablierung der Patch Clamp Messung wurde die Methodik auf Mito-
plasten aus HEK293 Zellen angewendet. Mithilfe eines speziell entwickelten
automatisierten Protokolls (Kap. 2.8.1), das Spannung und Druck steuert und
bei Verwendung von Patch Clamp Chips mit einer Apertur von unter einem
Mikrometer, gelang es effizient, die ca. 5 um grofien Mitoplasten zu positio-
nieren und einen hochohmigen Sealwiderstand zu etablieren. Die Ausbildung
des Sealwiederstandes erfolgte ziigig und konnte durch die Zugabe einer cal-
ciumhaltigen Losung (30 mM) und das Anlegen eines negativen elektrischen

Potentials bis zu -130 mV unterstiitzt werden.

Bei Verwendung physiologischer Salzlsungen kann eine Mischung aus ma-
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3 Ergebnisse

kroskopischen und einer Vielzahl von Einzelkanalstromen beobachtet werden,
wobei die Stromamplitude nicht linear mit positivem Potential ansteigt (Abb.
3.1). Ein grofier Anteil des makroskopischen Ionenstroms konnte auf eine
Chloridleitfahigkeit zuriickgefiithrt werden. Bei Verwendung einer externen
Agar-Salzbriicke wurde der Chloridgehalt der externe Elektrolytlosung bei
gleichbleibendem Elektrodenpotential variiert. In chloridfreier Losung konnte
ein Grofiteil des makroskopischen Stroms unterdriickt werden. Bei positivem
Potential stromt also Chlorid, getrieben vom elektrochemischen Gradienten,
in das Mitochondrium ein und verursacht dadurch einen Stromfluss mit po-
sitivem Vorzeichen. Als Hauptquelle des endogenen mitochondrialen Chlo-
ridstroms konnte der Anionenkanal IMAC (Inner Mitochondrial Anion Con-
ductance) identifiziert werden. IMAC ist der erste in der IMM identifizierte
Tonenkanal und ist daher verhiltnisméRig gut beschrieben (Szabo und Zorat-
ti, 2014). Der beobachtete Chloridstrom wurde durch die Applikation von
Propranolol inhibiert, dessen betarezeptorunabhéngige Wirkung auf IMAC
bekannt ist (Powers und Beavis, 1991). Aufierdem wurde eine ebenfalls pro-
pranololsensitive Einzelkanalaktivitdt von ca. 100 pS beobachtet (Abb. 3.2).
Diese Leitfahigkeit entspricht gut der publizierten IMAC-Leitfdhigkeit von
108 pS (Borecky u.a., 1997).

Zur Gewinnung von Mitoplasten aus dem Herzmuskel wurden durch enzyma-
tischen Verdau zunéchst vitale Kardiomyozyten aus Mauseherzen gewonnen.
Diese wurden dann nach dem bereits etabliertem Protokoll mit minimalen
Anpassungen weiterverarbeitet zu Mitoplasten. Die Qualitidt der erzeugten
Mitoplastenpraparation wurde optisch gepriift. Dazu wurde die Préparation
verdiinnt und mittels Poly-L-Lysin an Objekttriger adhiriert. Die Mitoplas-
ten wurden vorher mit MitoTracker Red (Life Technologies) eingeférbt. Die
Konfokalaufnahmen zeigen die Anwesenheit von Mitochondrien sowie Mito-
plasten. Die Mitoplasten haben eine Grofie von 2-5 pM, oft ist die dufere

Membran als sogenannte ,Cap* noch mit dem Mitoplasten verbunden (Abb.
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Abbildung 3.1: Charakteristische Strome in Mitoplasten aus HEK293 Zellen in
NaCl, KCI und CaCl2 haltiger Salzlésung. A: Reprisentative Stromantwort auf ei-
ne Spannungsrampe. Einzelkanalstrome sind auf einen makroskopischen Stromfluss
aufgeprigt. Im Bereich positiven Potentials nimmt sowohl die Offnungswahrschein-
lichkeit der Einzelkanéle als auch der makroskopische Strom nichtlinear zu. Das
Umkehrpotential befindet sich im Bereich von 0 mV. B: Durchschnittliche Strom-
amplitude bei 100 mV und -100 mV. C: Verschiedene Einzelkanal Aktivitdten in
nativen Mitoplasten. Kanal6ffnung einzelner Proteine bei +80 mV.
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Abbildung 3.2: Chloridstréme in HEK293 Mitoplasten. A: Variation der Chlorid-
konzentration der externen Salzlésung. Als Ersatzanion dient MSA (Methansolfon-
saure), das Elektrodenpotential wird durch eine Agarbriicke mit 3 M KCI konstant
gehalten. Es kann eine deutliche Reduktion des Ionenstroms im Bereich positiven
Potentials, sowie eine Verschiebung des Umkehrpotentials nach rechts beobachtet
werden. B: Quantifizierung des durchschnittlichen Chloridstroms bei 100 mV. C:
Ein makroskopischer Ionenstrom mit aufgeprigten Einzelkanal6ffnungen bei +80
mV kann durch Zugabe von Propranolol signifikant inhibiert werden. D: Vergro-
Berte Ansicht der Einzelkanalaktivitdt. Der Kanal zeigt eine Leitfdhigkeit von ca.
100 pS bei +80 mV.
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Abbildung 3.3: Mitoplastenpréparation aus murinen Kardiomyocyten, Konfoka-
laufnahme, Féarbung mit MitoTracker Red. Nach Verdiinnung 1:100, Fixierung an
Objekttriger durch Poly-L-Lysin. Es ist eine Mischung aus Mitochondrien und
Mitoplasten zu erkennen, Mitoplasten sind mit einem Pfeil markiert. Zelltriimmer
finden sich nicht mehr. Links sind zwei individuelle Mitoplasten unterschiedlicher
Grofe dargestellt. Die OMM ist an der grofseren Helligkeit erkennbar, sie ist noch
als sogenannte ,Cap* mit dem Mitoplasten verbunden.
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3.3) . Dieses Erscheinungsbild entspricht publizierten Beschreibungen (Kiri-
chok u. a., 2004).

3.1.2 Patch Clamp Technik fiir die duBere mitochondriale
Membran

Da in der Mitoplastenpriaparation noch intakte Mitochondrien vorhanden
sind, und OMM auch als ,Cap“ mit der IMM verbunden ist, wurden zur
Abgrenzung der elektrophysiologsichen Charakteristik von IMM und OMM
einige qualitative Experimente an der OMM durchgefiihrt. Dazu wurden in-
takte Mitochondrien wihrend der Liposomenbildung durch Elektroformation
zu den Lipiden gegeben. Damit wurde erreicht, dass einige Mitochondrien in
die sich bildende Lipiddoppelschicht integriert werden. Aus den Liposomen
wurden durch Spreading Bilayer generiert, in welchen Einzelkanalaktivitéten
beobachtet werden koénnen (Abb. 3.4). In typischer physiologischer Losung
(Ringer) konnten sehr charakteristische Leitfahigkeiten beobachtet werden,
die sich deutlich von der Aktivitdt der Mitoplasten unterschieden. Neben
der Offnung sehr grofer Poren wurde Aktivitit eines spannungssensitiven,
nichtselektiven, Kanals mit hoher Leitfdhigkeit und Aktivitit zwischen ca
-40 und 40 mV beobachtet. Diese Charakteristik ist typisch fiir VDAC (Vol-
tage Dependent Anion Conductance), ein gut beschriebenes Porin der OMM
(Blachly-Dyson und Forte, 2001).

3.1.3 Identifizierung von mitoBKc,

Die Vorversuche an Mitoplasten aus HEK293 Zellen hatten gezeigt, dass grofie

und vielfiltige endogene Ionenstréme in der IMM existieren. Es mussten da-
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Abbildung 3.4: Typische Aktivititen in OMM. Ganze Mitochondrien wurden in
Bilayer integriert, die Kanalaktivitdt in iiblichen physiologischen Puffern beobach-
tet. A: Offnung von hohen Leitfihigkeiten, moglicherweise Poren. B. Aktivitit eines
spannungssensitiven, nichtselektiven Kanals mit hoher Leitfdhigkeit und Aktivitat
zwischen ca -40 und 40 mV. Diese Charakteristik ist typisch fiir VDAC. Eine ne-
gative Stromamplitude entspricht einem Einwértsstrom positiver Ladungstrager.

Strom [pA]

her spezifische Bedingungen geschaffen werden, die die Isolation eines poten-
tiellen mitoBKc,-Stromes ermoglichen. In den Elektrolytlosungen wurde auf
alle Kationen aufier Kalium verzichtet, die Osmolaritiat wurde durch Sorbitol
im physiologischen Bereich gehalten. Chlorid konnte durch Glukonat substi-
tuiert werden. Die Funktionsféhigkeit der externen Silberchloridelektroden
mit konstantem Elektrodenpotential ermdglichte eine Agar-Salz-Briicke, in-
tern wurde eine minimale Menge Chlorid verwendet (10 mM). Zur Aktivie-
rung von mitoBK¢, wurde der externen Lisung (entsprich dem Zelllumen)
1 mM Calciumgluconat zugesetzt. Unter diesen Bedingungen kann bei po-
sitivemn Potential (intern) ausschliefslich ein Kaliumausstrom auftreten. Zur
weiteren Reduktion potentiell auftretender Leitfdhigkeiten wurden bekannte
Inhibitoren mitochondrialer Ionenkanéle und Poren eingesetzt. Zur Aktivie-
rung von mitoBK¢, wurde ein positives Potential von 80 mV appliziert. Da
keine oder nur eine geringe Exprimierung von mitoBKc, in HEK293 Mito-
chondrien zu erwarten ist, wurden zur Identifikation von mitoBK¢, Mito-
plasten aus Myocardzellen von wild-typ M#usen (BK+/+) verwendet.
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3.1 Identifikation von mitoBK,

Unter den beschriebenen Bedingungen traten keine grofen makroskopischen
Strome mehr auf, sondern es wurden ausschliefslich Einzelkanalaktivitdten
auf einem konstanten Hintergrundstrom von 10 bis 100 pA beobachtet. Auch
die Anzahl der unterschiedlichen auftretenden Leitfahigkeiten wurde deutlich
reduziert. Trotz der restriktiven Bedingung traten aber noch immer mehrere
verschiedene Leitfahigkeiten auf. Zeitgleiches Auftreten verschiedener Leitfé-
higkeiten, sowie mehrfache Kanal6ffnungen waren sehr selten. Phasen voll-
standiger Inaktivitdt konnten jedoch 6fter beobachtet werden. Zur genaueren
Charakterisierung der auftretenden Leitfahigkeiten mussten daher lange Zei-
tintervalle analysiert werden. Dies wurde ermdglicht durch Verwendung eines
repetitiven Spannungsprotokolls, bei dem Aktivierungsphasen auf 80 mV mit
Regenerationspausen bei -50 mV alternieren. Auf diese Weise blieb der Seal-

widerstand fiir mindestens 10 Minuten stabil.

Aufgrund der gew#hlten Bedingungen muss es sich bei den auftretenden Leit-
fahigkeiten um Kaliumstrome handeln, welche entweder durch kaliumspezi-
fische oder unspezifische Kanile erzeugt werden. Es konnten insgesamt vier
unterschiedlich grofe Leitfdhigkeiten identifiziert werden. Diese betrugen bei
80 mV 60 pS, 120 pS, 190 pS und ca. 370 pS (Abb. 3.5). Die Leitfihig-
keit von ca. 370 pS zeigte die grofite Streuung beziiglich der Amplitude des

Tonenstroms.

Die beschriebenen Eigenschaften von Kc,1.1 aus der Plasmamembran sind
eine selektive Kaliumleitfahigkeit von 150 bis 300 pS sowie Aktivitdt bei
positivem Potential in Anwesenheit von Calcium im niedrigen mikromolaren
Bereich. Diese Eigenschaften treffen auf die beobachtete Leitfdhigkeit von 190
pS zu, weshalb sie potentiell durch den gesuchten Kanal mitoBK¢, erzeugt

werden konnte.

Um die Hypothese zu bestétigen, dass es sich bei der 190 pS Leitfahigkeit um
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Abbildung 3.5: Beobachtete Einzelkanalleitfidhigkeiten in Mitoplasten. Salzldsun-
gen und Potential sind so gewahlt, dass ausschliefslich Kaliumstréme auftreten kon-
nen, bekannte Inhibitoren mitochondrialer Kanidle wurden eingesetzt. Es traten
Leitfdhigkeiten der Grofe 60, 120, 190 und 370 pS auf. Der gedffnete Zustand ist
jeweils durch einen Pfeil gekennzeichnet. A: Représentative Aufnahmen der Leit-
fahigkeiten in wild-typ Mé&usen. Links sind die aus dem Amplitudenhistogramm
berechnete Leitfadhigkeit sowie das Histogramm selbst dargestellt. B: Représentati-
ve Daten aus BK -/- Mausen. Die Leitfihigkeit 190 pS trat hier nicht auf.

mitoBK ¢, handelt, wurde das Auftreten der vier Leitfihigkeiten in BK+/+
und BK —/— statistisch analysiert und verglichen. Zudem wurde der Ein-
fluss des BK-Aktivators NS11021 sowie des -Inhibitors Paxillin auf die 190
pS Leitfahigkeit untersucht. Analysiert wurden pro Mitoplast je 9 Minuten
Messzeit, mit obenstehend beschriebenem Spannungsportokoll. Jedes Expe-
riment wurde in drei Phasen von je drei Minuten Dauer unterteilt. Nach
einer Kontrollphase wurde der BK-Aktivator NS11021 zugegeben, nach wei-
teren drei Minuten der Inhibitor Paxillin. Bei Einbezug der gesamten Mess-
zeit zeigte sich deutlich, dass der Kaliumkanal mit Leitfdhigkeit 190 pS bei
BK—/— Méusen nicht auftrat. Die Leitfdhigkeit 120 pS trat unverdndert mit
einer Wahrscheinlichkeit von ca. 80% auf, bei der Leitfiahigkeit 60 pS war
eine deutliche Steigerung von 35% auf 70% zu beobachten. Die statistische
Analyse der drei Messphasen (Kontrolle/NS11021/Paxillin) zeigte, dass die
Haufigkeit des Auftretens von 190 pS in Anwesenheit von NS11021 signifikant
steigt und durch Paxillin sinkt (Abb. 3.6).
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Abbildung 3.6: Statistische Analyse der Auftrittswahrscheinlichkeit der vier iden-
tifizierten Leitfahigkeiten in Mitoplasten. A: Vergleich der vier Leitfdhigkeiten in
BK+/+ und BK—/—. 60 pS tritt in BK—/— signifikant hiufiger auf, 120 pS ist
identisch, 190 pS tritt in BK—/— nicht auf. 370 pS tritt zu selten auf, um eine
signifikante Aussage zu treffen. B: Detailanalyse der Leitfahigkeit 190 pS unter ver-
schiedenen Bedingungen. NS11021 erhoht die Auftrittswahrscheinlichkeit um mehr
als 10%, Paxillin senkt sie um iiber 20%. C: Statistik zu den Messungen.

Die Abwesenheit der 190 pS Leitfahigkeit in BK—/— Mausen sowie die Re-
aktionen auf NS11021 und Paxillin unterstiitzen die Hypothese, dass es sich
hierbei um den mitochondrialen Kaliumkanal mitoBK ¢, handelt. Die Einzel-
kanalcharakteristik des Kanals wahrend aktiver Phasen wurde daher genauer
analysiert (Abb. 3.7). Die Berechnung der Leitfahigkeit wurde durch die Idea-
lisierung der Amplituden-Verteilung mithilfe einer Gauffunktion verbessert.
Es ergab sich einen Wert von 192 pS bei 80 mV. Diese Berechnung wurde
bei unterschiedlichen Potentialen durchgefiihrt und zeigte ein lineares Strom-
Spannungs-Verhéaltnis im Bereich von 20 bis 100 mV mit einer Steigung von
190 pS. Durch Analyse der Offnungsdauer konnten die Zeitkonstanten 7 der
Verweilzeiten im offenen und geschlossenen Zustand bestimmt werden. Diese
betrugen 2,45 ms fiir den geschlossenen bzw. 9,23 ms fiir gedffneten Zu-
stand. Dabei bezeichnet 7 den Kehrwert der Zeitkonstanten k. k, beschreibt
die Ubergangsgeschwindigkeit vom geschlossenen in den offenen Zustand, k.

entsprechend vom offenen in den geschlossenen.
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Abbildung 3.7: Detailanalyse der Einzelkanalcharakteristika von mitoBKc, in
Phasen von Kanalaktivitdt. A: Berechnung der Leitfihigkeit bei 80 mV. Das Am-
plitudenhistogramm der Stromspur wird durch Gaufiverteilungen approximiert und
aus der Differenz der Maxima die Amplitude der Einzelkanalleitfahigkeit errechnet.
B: Berechnung der Leitfahigkeit bei unterschiedlichen Potentialen zeigt einen linea-
ren Zusammenhang mit einer Steigung von 190 pS. C+D: Berechnung der Verweil-
zeiten des geschlossenen (C) und offenen (D) Zustandes ergeben Zeitkonstanten von
2,45 und 9,23 ms. Daraus errechnet sich eine Wahrscheinlichkeit von 0,79, dass der
Kanal sich bei 80 mV im offenen Zustand befindet.
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3.2 Bakterielle mechanosensitve Ionenkanéle

3.2 Bakterielle mechanosensitve lonenkanale

3.2.1 McslL in kiinstlichen Bilayermembranen

Um neue Methodiken fiir die elektrophysiologische Untersuchung bakteriel-
ler mechanosensitiver Ionenkanéle zu etablieren, wurde zunéchst ein Ansatz
verfolgt, der kiinstliche Bilayermembranen nutzen soll. Weil dies auf konven-
tionellen Bilayersetups nicht moglich ist, wurden 16sungsmittelfreie Bilayer-
membranen durch ,Spreading” auf einem Patch Clamp Chip erzeugt.

In Detergenz gelostes MscL aus E. coli wurde in GUVs rekonstituiert (Kap.
2.6). Die proteinhaltigen GUVs wurden auf einen Patch Clamp Chip mit
dem Widerstand 3-5 M), entsprechend eine Apertur von ca. 1 um, gegeben
und mit sehr leichtem Unterdruck ein individueller Vesikel angesaugt, der,
sobald er in Kontakt mit der Glasoberfliche kommt, aufplatzt und eine Lipid
Doppelschicht bildet. Die externe Salzlésung wurde ausgetauscht, sobald sich
ein stabiles Bilayer mit einem elektrischen Widerstand von 5-20 G2 gebildet
hat, um spontane Integrationen weiterer GUVs in das bestehende Bilayer
zu verhindern, da dies zu Unstabilitdt und Schwankungen des Offsetstroms
fiihrt.

Anschlieflend wurde, entweder manuell oder automatisiert, ein ansteigender
negativer Druck appliziert, bis Kanalaktivitit auftrat. Es konnte ab ca. 90
mBar Einzelkanal Aktivitdt mit typischer MscL-Charakteristik beobachtet
werden (Abb. 3.8). Die Kanal6ffnungen hatten eine Amplitude von ca. 60 pA
bei einer Spannung von 20mV, eine schnelle Kinetik und zeigten ausschliefs-

lich eine ohmsche Abhéngigkeit vom angelegten Potential.

Zur detaillierteren Charakterisierung der Leitfahigkeit wurde ein spezielles
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Abbildung 3.8: Typische Aktivitit von MscL, gemessen in einem kiinstlichen
Bilayer auf einem planaren Patch Clamp System. A: Aktivitat bei 20 mV und -100
mBar. Die Zustande geschlossen (,,c*) und offen (,01“ und ,02) sind markiert. B:

Spannungsrampe von -50 bis 50 mV bei -100 mBar. MscL zeigt eine rein ohmsche
Spannungsabhéngigkeit. Bis zu fiinf Kanile sind gleichzeitig im offenen Zustand.

Messprotokoll verwendet, welches Druck und Potential autonom steuert. Da-
bei wird der Druck schrittweise von -30 mBar (-22 mmHg) bis zu 160 mBar
(120 mmHg) erhoht. MscL Kanalaktivitdten traten ab 70 mmHg (90 mBar)
auf, in der Regel konnten ein bis vier Kanile beobachtet werden. In 350 mM
KCI auf beiden Seiten und bei einer Membranspannung von 20 mV, wur-
de eine Einzelkanalleitfdhigkeit von 3,6 nS bestimmt. Die Wahrscheinlichkeit
der Kanaloffnung abhéngig vom Druck wurde mithilfe einer Bolzmannver-
teilung bestimmt (Hamill und Martinac, 2001). Py, ist der Punkt auf der
Funktion, an dem MscL 50% der Zeit geoffnet ist. Dieser Wert wurde bei
77,5 £ 2,7 mBar (103,3 mmHg) erreicht. Fiir die Drucksensitivitét, die als
der Kehrwert der Steigung der Bolzmannfunktion (1/a) definiert ist, ergab
sich ein Wert von 4,78 + 1,34 mBar pro e-fachem Anstieg der Offnungswahi-
scheinlichkeit. Dies stimmt mit publizierten Werten iiberein (Hase u. a., 1995;
Cruickshank u.a., 1997). Die Verteilung der Verweilzeit im offenen Zustand
wurde durch eine logarithmische Wahrscheinlichkeitsfunktion mit drei Ter-
men beschrieben, dabei ergaben sich Zeitkonstanten von 4,3 und 16,8 sowie
eine < 1 (Abb. 3.9).

Die erhobenen Daten zeigen, dass diese Form kiinstlicher Lipid Bilayer stabil
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Abbildung 3.9: MscL in Bilayern, gemessen auf einem planaren Patch Clamp Sys-
tem. A: Individuelle Einzelkanalstrome. Oben dargestellt sind verschiedene Mess-
phasen bei variierendem Unterdruck, unten ein vergréferter Ausschnitt bei 67 mm-
Hg. B: Berechnung der Offnungswahrscheinlichkeiten bei variierendem Druck und
anschliefende Approximation durch eine Bolzmannfunktion zeigen die Druckab-
hiingigkeit des Tonenkanals. Es ergibt sich eine Offnungswahrscheinlichkeit von 50%
bei 77,5 mmHg. C: Analyse der Verweilzeit im offenen Zustand. Aufgetragen ist
der Logarithmus der Offnungsdauer gegen die Wurzel der Anzahl der Ereignisse.
In dieser iiblichen Darstellungsart ist erkennbar, dass es zwei Hauptmaxima bei 4,3
und 16,8 ms gibt.

genug ist, um mechanosensitive Strome zu stimulieren. MscL zeigt auflerdem
in dem kiinstlichen System eine physiologisch sinnvolle Charakteristik. Um
die Daten weiter zu validieren, wurden vergleichbare Messungen an einem
konventionellen Patch Clamp Aufbau von der Universitdt Groningen durch-
gefiihrt. An konventionellen Aufbauten kénnen keine klassischen Bilayer un-
tersucht werden, jedoch ist es moglich, Lipidvesikel mit einer Patch Pipette,
dhnlich wie nicht adhérente Zellen, zu fixieren. Es kann anschliefsend eine
Art inside out“ Konfiguration etabliert werden. Diese Methodik erfordert
viel Geschick, ist jedoch der hier entwickelten am dhnlichsten und daher als
Vergleich geeignet. Die elektrolytischen Salzlosungen mussten fiir diese Ex-
perimente anders gewdhlt werden, da hier eine grofere Menge zweiwertiger
Kationen notwendig ist, um stabile Sealwiderstdnde zu erhalten. Es wurden
die gleichen Versuche durchgefiihrt wie bereits am planaren System, jedoch

kann hier kein automatisiertes Druckprotokoll angewendet werden, sondern
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der Druck wird manuell eingestellt. Wegen der dadurch entstehenden Abwei-
chung ergibt sich ein Fehler in X-Richtung. Typische Sealwidersténde reichen
hier von 2 bis 5 G2, MscL wird aktiv ab ca. 90 mmHg. Es wurde eine Leit-
fahigkeit von 3,2 nS in Anwesenheit von 200 mM KCI, 90 mM MgCl, und
10 mM CaCl; auf beiden Seiten beobachtet. Py /5 betrug 104,8 & 0,3 mmHg,
die Drucksensitivitdt 5,3 + 1,29 mmHg (Abb. 3.10). Diese Charakteristika
haben eine hohe Ahnlichkeit mit den zuvor bestimmten Werten.
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Abbildung 3.10: MscL in Liposomen, gemessen an einem konventionellen Patch
Clamp Aufbau. A: Reprasentative Aufnahme von Einzelkanalaktivitat bei 105 mm-
Hg. B: Offnungswascheinlichkeit als Funktion des applizierten Drucks, P, /2 betrug
104,8 4+ 0,3 mmHg C: Analyse der Verweilzeit im offenen Zustand.

3.2.2 Endogene lonenstréme in Sphiroplasten

Die Messungen von MscL in kiinstlichen Bilayern konnten zeigen, dass die
Aktivierung mechanosensitiver Ionenkanéle auf einem planaren Patch Clamp
Aufbau vergleichbar ist mit konventionellen Patch Clamp Setups. Aufbauend
darauf wurde untersucht, ob eine dhnliche Methodik bei nativer bakteriel-
ler Membran angewendet werden kann. Dazu wurden Sphéroplasten aus der
inneren Membran von E. coli generiert und diese elektrophysiologisch, mit
besonderem Augenmerk auf die mechanosensitiven Kanéle MscS und MscL,

untersucht.
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3.2 Bakterielle mechanosensitve Ionenkanéle

Durch Adaption bekannter Protokolle gelang die Préparation von Sphiro-
plasten aus E. coli (Abb. 3.11). Das kritische Langenwachstum durch Ce-
falexin zeigte sich stark abhingig von Alter und Bakterienstamm sowie der
Wachstumsphase. Unter idealen Bedingungen konnte innerhalb einer Stun-
de eine Lénge von ca. 50 um erreicht werden. Durch lédngere Lagerung bei
4°C, sowie einer Behandlungsdauer von iiber einer Stunde, ging die Wirksam-
keit verloren und es bildeten sich wieder einzelne Bakterienzellen. Auch der
Verdau der Zellwand durch Lysozym stellte sich als sehr anfillig gegeniiber
bestimmten Faktoren heraus. Alter, Wachstumsphase und Dichte der Kultur
sowie einige notwendige anwesende Chemikalien hatten einen wesentlichen
Einfluss. Daraus ergeben sich auch einige nachteilige Wechselwirkungen. So
ist beispielsweise sowohl die Wirksamkeit von Cefalexin als auch von Ly-
sozym in der frithen exponentiellen Wachstumsphase am hochsten. Ist eine
Induktion des zu exprimierenden Produkts notwendig, verschiebt sich die Ly-
sozymbehandlung im zeitlichen Ablauf noch weiter nach hinten und ist nur
noch wenig effektiv. Weiterhin besteht eine Wechselwirkung zwischen DNase,
die notwendig ist, um eine Verklumpung der Préparation durch austretende
DNA zu verhindern, und Lysozym. Zu hohe Konzentrationen der DNase in-
hibieren die Wirkung von Lysozym, ein Optimales Verhiltnis muss gefunden
werden. Es zeigte sich jedoch auch eine starke Abhéngigkeit der Cefalexin-
und Verdau-Phase vom exprimierten Produkt. Das heifst fiir jeden Anwen-
dungsfall muss die Optimierung des Priaparationsprotokolls erneuert werden.
Die Qualitat der Priparation wurde durch Phasenkontrast-Mikroskopie er-
mittelt. Hier konnte beobachtet werden, dass die Bakterien durch Cefalexin
bis zu 50 wm lang werden konnen und anschlieffend nach dem Verdau der

Zellwand Sphéaroplasten von ca 2 bis 5 um Durchmesser bilden.

Ein Protokoll zum Positionieren der Sphéroplasten auf dem Patch Clamp
Chip und etablieren des Seal Widerstandes wurde entwickelt, wobei vor al-

lem eine geeignete Verdiinnung der viskosen Préparation sowie das sofor-

67



3 Ergebnisse

Abbildung 3.11: Priparation von Sphéaroplasten aus E. coli. A: Spharoplasten
nach Verdau der Zellwand zwischen 2 und 5 M Durchmesser. B: Filamente aus
E. coli, erzeugt durch 1-stiindige Cephalexinbehandlung.

tige Nachlassen des Ansaugdrucks nach Fixierung eines Sphéroplasten ent-
scheidend waren. Im Gegensatz zu Mitoplasten musste das Haltepotential im
moderaten negativen Bereich gew#hlt werden, zu negative Potentiale verur-
sachten starke Fluktuationen des Basisstroms bis hin zum Kollabieren des
Sealwiderstandes. Unter diesen Bedingungen konnten stabile Sealwiderstin-
de von 800 M) bis 1 GS) etabliert werden, die fiir ca. 10 Minuten stabil
waren. Die Kapazitdten bewegten sich, wie bei Mitoplasten, im Bereich von
1 pF.

Es wurden zunéchst endogene Ionenstrome aufgezeichnet (Abb. 3.12). Dabei
zeigte sich ein auffélliges, rektifizierendes Strom-Spannungs Verhalten. Bei
positivem Potential ist eine hohe Stromamplitude von bis zu mehreren Na-
noampere zu beobachten. Wegen der verwendeten gemischten Salzlsungen
kann es sich dabei um einen Chlorideinstrom, einen Kalium- oder unspezifi-

schen Kationenausstrom handeln.
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Abbildung 3.12: Endogene Ionenstrome in Sphéroplasten. Es wird ein typischer
rektifizierender Ionenstrom bei positivem Potential beobachtet.

3.2.3 Mechanosensitive lonenstrome in Spharoplasten

E. coli besitzt mehrere endogene mechanosensitive Ionenkanile, darunter
MscS und MscL. Der verwendete E. coli Stamm besitzt kein natives MscL,
MscS ist jedoch vorhanden. MscL wird in den Modellorganismus wieder
kiinstlich eingebaut, um eine héhere Expressionsrate zu erreichen und, Mu-
tanten des Kanals untersuchen zu kénnen. MscS wird bereits bei niedrigem
Druck aktiv, inaktiviert aber bei langerem Anhalten des Drucks, MscL wird

erst bei hohen Membranspannungen aktiv.

Sowohl MscS als auch MscL: konnten in den Spharoplasten beobachtet wer-
den. Bei langsamer Verstirkung des negativen Drucks zeigt sich eine charak-
teristische Abfolge: Nachdem zuerst keine Kanalaktivitdten vorhanden sind,
zeigen sich ab ca. -50 mBar die ersten MscS Aktivitdten. Bei weiterer Ver-
starkung des Drucks wird MscS zunéchst aktiver, aber schlieflich durch den
anhaltenden Druck inaktiviert. Wird der Druck noch weiter erhoht, zeigt
auch MscL, Aktivitdt. Um die MscL. Aktivitat charakterisieren zu konnen,
muss MscS vollstédndig inaktiviert sein, sonst ist keine statistische Analyse
moglich (Abb. 3.13)
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Abbildung 3.13: Die verschiedenen typischen Phasen bei stufenweiser Erh6hung
des Drucks auf einen Sphéroplasten anhand eines individuellen Beispiels. Ab -50
mBar zeigt sich erste Aktivitdt von MscS, die sich steigert bis -100 mBar. Bei diesem
Druck sind hier schlieflich mindestens 7 Proteine zugleich aktiv, welche dann aber
langsam inaktivieren. Bei 120 mBar wir MscL aktiv.

Der native MscS Kanal zeigte unter den gewéhlten Bedingungen eine Leit-
fahigkeit von 0,8 nS, die mittlere Verweilzeit der offenen Zustinde bewegen
sich im Rahmen von iiber 10 ms (Abb. 3.14). Relevant fiir die Untersuchung
des heterogen exprimierten MscL ist vor allem die Inaktivierung von MscS.
Dies geschieht ab ca. 90 mBar und dauert oft mehrere Minuten.
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Abbildung 3.14: Charakteristik von nativem MscS. A: Rohstréme aus E. coli
Sphéroplasten. B: Amplitudenhistogramm zeigt vier verschiedene Niveaus, die ver-
mutlich vier offenen Proteinen entsprechen. C: Analyse der Verweilzeit in verschie-
denen Niveaus. MscS zeigt eine langsame Charakteristik, die Verweilzeiten liegen
im Sekundenbereich.

Nach Inaktivierung von MscS konnte MscL wie in Bilyern charakterisiert
werden. Als wichtiger Vergleichswert, der von der Grofe und Geometrie des

Systems unabhingig ist, dient das Verhéltnis zwischen Aktivierungsdruck
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von MscS und MscL, welches hier 1,8 + 0,4 betrug. Dies ist ein Wert im
typischen Bereich. Die Leitfdhigkeit von MscL betrug unter den gewéhlten
Bedingungen 3,2 nS, Py, 106,6 + 6 mmHg, die Drucksensitivitdat 4,81 +
2,34. Auferdem wurde die Kinetik wie zuvor durch Analyse der Verweilzeiten
untersucht (Abb. 3.15).
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Abbildung 3.15: MscL in Sphéroplasten aus E. coli. A: Représentative Aufnahme
von Einzelkanalaktivitdt bei unterschiedlichem Druck, im unteren Ausschnitt eine
vergroRerte Darstellung B: Offnungswahrscheinlichkeit als Funktion des applizier-
ten Drucks, Py/» betrug 106,6 & 6 mmHg C: Analyse der Verweilzeit im offenen
Zustand.
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Wie bei der Arbeit mit isoliertem Protein standen auch hier wieder Daten
zum Vergleich zur Verfiigung, die an einem konventionellen System von der
Universitdt Groningen erhoben wurden. Hier wurde ein Verhéltnis des Akti-
vierungsdruckes von 1,5 + 0,2 berechnet. Die Leitfahigkeit von MscS betrug
1 nS, von MscL 3,5 nS. Bei einem Druck von 97,3 + 0,4 mmHg war MscL zu
50% aktiv, und die Drucksensitivitit lag bei 6,4 & 2,7 mmHg. Ebenso wurde
die Kinetik analysiert und die Zeitkonstanten berechnet (Abb. 3.16).
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Abbildung 3.16: MscL Aktivitdt in Sphéroplasten, gemessen an einem konven-
tionellen Patch Clamp System. A: Reprisentative Aufnahme von Einzelkanalakti-
vitét bei unterschiedlichem Druck, im unteren Ausschnitt eine vergroferte Darstel-
lung des MscL Stroms B: Offnungswahrscheinlichkeit als Funktion des applizierten
Drucks, P/, betrigt 97,3 £ 0,4 mmHg C: Analyse der Verweilzeit im offenen Zu-
stand.

3.3 Charakterisierung von NCX M;j

3.3.1 Etablierung der Methode

Um eine detaillierte elektrophysiologsiche Charakterisierung der prokaryoti-
schen NCX Isoform NCX Mj zu ermdglichen, wurde eine SSM basierte Me-
thode etabliert. Dazu wurde zunéchst ein Verfahren entwickelt, um isoliertes
NCX _Mj Protein aus FE. coli in unilammelare Lipidvesikel zu rekonstitu-
ieren. Diese wurden dann auf einer SSM (DPhPC auf Gold) immobilisiert.
Dieser Sensor, also die Goldelektrode mit der SSM und den darauf adha-
rierten NCX-Liposomen, wurde in das Perfusionssystem des SURFE2R N1
Gerites integriert, das den schnellen und automatisierten Austausch von ver-
schiedenen extraliposomalen Puffern in einem kontinuierlichen Volumenstrom

ermoglicht.

Zur Aktivierung des NCX_Mj Stroms Iy, /c, wurden zwei unterschiedli-
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3.3 Charakterisierung von NCX Mj

che Modi entwickelt. Zunéchst wurde Iy, /¢, als Auswirtsstrom mithilfe ei-
nes nach aufen zeigenden Natriumgradienten aktiviert. Der Gradient wurde
durch Beladung der Vesikel wihrend der Sensorprédparation mit 140 mM
Natrium erzeugt. Im weiteren Verlauf des Experiments waren die externen
Puffer natriumfrei. Als Trigger zur synchronisierten Aktivierung von In,/cq
wurde ein Puffer mit 100 pM freiem Calcium zugegeben. Die Anwesenheit
von Calcium auf der externen Seite der Natrium-gefiillten Vesikel erzeugt
ein transientes negatives Stromsignal, wie in Abbildung 3.17 dargestellt. Die-
ses entsteht aufgrund der negativen Netto-Ladung, die durch den elektroge-
nen Transport von Calicum und Natrium in den Vesikeln aufgebaut wird.
Da die Zusammensetzung des externen, calciumhaltigen Puffers gut varriiert
werden kann, eignet sich dieser Modus zur Studie der Calciumaffinitit und
-selektivitét.

Um die Natriumaffinitit und -selektivitdt zu untersuchen, musste der Assay
invertiert werden, also Natrium als Trigger von Iy,/c, dienen (Abb. 3.18).
Um dies zu erreichen, wurden die Sensoren mit einem calciumhaltigen (20
mM), natriumfreien Puffer beladen. Die Aktivierung von NCX erfolgte mit
der Zugabe von 10 mM Natrium auf der externen Seite. Durch die Natrium-
zugabe wird eine relativ hohe Verdnderung der Osmolaritdt und Ionenstirke
verursacht. Um dies zu kompensieren, enthielt der Kontrollpuffer 10 mM
Cholinchlorid zur Substitution. Weitere 50 mM Cholinchlorid, sowohl im
Kontrollpuffer als auch im aktivierenden Puffer, halfen einen noch stabileren
Basisstrom zu erzeugen. Da nun durch den Transportvorgang eine positive

Nettoladung entsteht, zeigt der Signalstrom in positive Richtung.

Die Reproduzierbarkeit und Effizienz der Methode wurden statistisch analy-
siert. Die Variation der Stromamplitude zwischen verschiedenen Rekonstituti-
onsansitzen war gering: Bei Mittelung der maximalen I, ,c,-Amplitude von

10 Rekonstitutionsansitzen calciumhaltiger Liposomen ergab sich ein Wert
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Abbildung 3.17: SSM basierter NCX_Mj Assay in Liposomen, Calcium dient
als Aktivator. NCX _Mj wurde in Liposomen rekonstituiert, welche dann auf einer
SSM immobilisiert werden. Die SSM mit den Liposomen auf einer Goldelektrode
bilden einen Sensor, der in ein Perfusionssystem integriert wird. A: Schema des ex-
perimentellen Ablaufs: Die Liposomen wurden mit Natrium beladen, Inq/c, wird
durch Zugabe von externem Calcium getriggert. Calcium wird in die Liposomen
transportiert, wahrend Natrium die Liposomen verlédsst. Aufgrund der Stéchiome-
trie des Austausches entsteht eine negative Nettoladung in den Liposomen. B: Ty-
pische Stromantwort. Eine negative Nettoladung in den Liposomen erzeugt einen
negativen Signalstrom C: Bestandteile der Salzlosungen, die fiir die Aktivierung
von Ina/cq relevant sind.
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Abbildung 3.18: SSM basierter NCX __Mj Assay in Liposomen, Natrium dient als
Aktivator. A: Das Schema des experimentellen Ablaufs. Die Liposomen sind mit
Calcium beladen, Iy,/c, wird durch Zugabe von externem Natrium getriggert. B:
Typische Stromantwort. Eine positive Nettoladung wird in die Liposomen transpor-
tiert und erzeugt so einen positiven Signalstrom C: Bestandteile der Salzlésungen,
die fiir die Aktivierung relevant sind.
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3.3 Charakterisierung von NCX Mj

von 1116 + 125 pA, bei Mittelung von 12 Ansitzen natriumhaltiger Liposo-
men ein Wert von -830 + 21 pA. Dabei wurde je Sensor eine Proteinmenge
von ca. 1 pug verwendet. Zum Vergleich wurden auch Kontrollmessungen an
Liposomen ohne integriertes NCX Mj Protein durchgefiihrt. Das mittlere
Strommaximum lag fiir natriumhaltige Kontrollliposomen bei 83 + 21 pA,
bei calciumhaltigen bei 72 + 6 pA. Hiermit wurde gezeigt, dass das mittle-
re Stromsignal deutlich tiber Stérungen des Basisstroms (Rauschen, fluidisch
oder chemisch bedingten Artefakten) liegt (Abb. 3.19 A).
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Abbildung 3.19: Effizienz und Reproduzierbarkeit der Methode. A: Mittle-
re Stromamplitude verschiedener Rekonstitutionsansidtze. Das mittlere Calcium-
induzierte Signal betrug -830 + 21 pA (N=10), das mittlere Natrium-induzierte
Signal 1116 + 125 pA (N=12). B: Sensor Qualitdt. Die mittlere Kapazitit der
Sensoren lag bei 13,9 £ 1 nF, die mittlere Leitfahigkeit bei 1,2 + 0,12 nS. C:
Untersuchung der Rekonstitutionseigenschaften. Bei steigender Proteinkonzentra-
tion wihrend der Rekonstitionsphase erhdht sich auch das gemessene Stromsignal,
allerdings nur bis zu einem Maximum von 125 ng/ul.

Die durchschnittliche Qualitit der Sensoren war mit einer Kapazitit von 13,9
+ 1 nF und 1,2 £ 0,12 nS sehr gut. Weniger als 10% der Sensoren wurden
aufgrund schlechter Werte aussortiert. Diese wurden nicht in die Statistik
aufgenommen (Abb. 3.19 B). Die Sensoren mit ihrem Aufbau aus SSM und
proteinhaltigen Liposomen zeigten eine hohe Stabilitdt. Bei Lagerung der
Sensoren iiber Nacht bei 4 °C konnten auch am néchsten Tag gute Werte von

Kapazitit und Leitfihigkeit gemessen, und In,/c, erregt werden. Um den
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3 Ergebnisse

Rekonstitutionsprozess zu optimieren, wurden verschiedene Lipid zu Protein
Verhéltnisse wihrend der Rekonstitution verglichen. Die Detergenzkonzen-
tration wurde auf einen einheitlichen Wert eingestellt. Mit steigender Menge
an Protein erhohte sich auch das registrierte Stromsignal, jedoch nur bis zu
einem Wert von 125 ng/ul. Danach fiel die durchschnittliche Stromampli-
tude wieder ab. Eine mdgliche Erkldrung dafiir ist, dass zu viel integriertes
Protein die Liposomen destabilisieren kann und so trotz héherer Proteinmen-
ge weniger intakte Liposomen auf dem Sensor immobilisiert sind (Abb. 3.19

C.

3.3.2 Charakterisierung von NCX _M;j

Mithilfe der zwei etablierten Aktivierungsmodi — durch externes Calcium oder
Natrium — war es moglich, die Affinitét von NCX Mj fiir seine Substrate Cal-
cium und Natrium zu untersuchen. Zum Vergleich wurden die Experimente
auch mit dem eukaryotischen NCX1, exprimiert in der Plasmamembran von
HEK293, durchgefiihrt (Abb. 3.20). Membranfragmete der Zellen wurden iso-
liert und als Vesikel auf der SSM immobilisiert. Dazu wurde ein Protokoll von
Geibel u.a. (2006) als Richtlinie fiir die Sensorpréiparation verwendet. Der
ECs0 von Calcium lag bei 0,33 £ 8 uM (N=5, SEM) fiir NCX_ M;j und bei
0,42 + 20 uM (N=3, SEM) fiir NCX1. NCX Mj zeigte 50% der maximalen
Amplitude in Anwesenheit von 20,1 + 1,5 mM (N=4, SEM) Natrium, NCX1
in Anwesenheit von 44,1 + 0,7 mM (N=3, SEM).

Wurde Iy, ¢, durch externes Natrium getriggert, konnte ein Anstieg des
Amplitudenmaximums {iber die ersten Aktivierungszyklen beobachtet wer-
den (Abb. 3.21). Bis zu dreimal erhohte sich das Signal signifikant, wobei
eine Gesamtsteigerung von iiber 50% erreicht werden konnte. Danach blieb
die Signalamplitude stabil. Wird Iy,/c, durch externes Calcium ausgeldst,
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Abbildung 3.20: Calcium und Natrium Affinitdt von NCX _Mj im Vergleich mit
NCX1. A: Die Calcium Affinitdt wurde bestimmt, indem Vesikel, beladen mit 140
mM Natrium, durch calciumhaltigen Puffer variierender Konzentration aktiviert
wurden (N=5). Hill Koeffizient 1,1 fiir NCX_Mj und 1,06 fiir NCX1. B: Repré-
sentative NCX__Mj Stromantworten bei unterschiedlicher externer Calciumkonzen-
tration. C: Natriumaffinitdt. Die Vesikel sind beladen mit 10 mM Calcium, die
Aktivierung erfolgt durch variable Natriumkonzentrationen im Puffer. Da Natrium
in hohen Konzentrationen benétigt wird, ist es im Kontrollpuffer durch Cholin sub-
stituiert worden (N=4), Hill=1,7 fiir NCX _M]j und 1,4 fiir NCX1. d: Reprisenta-
tive Stromantworten bei unterschiedlicher Natriumkonzentration. Die Fehlerbalken
zeigen den Standardfehler und sind teilweise von den Datenpunkten verdeckt. Die
schwarzen abgebildeten Kurven zeigen NCX _Mj, die grauen NCX1. Dreieckige Da-
tenpunkte reprisentieren Kontrollmessungen mit leeren Liposomen bzw. parentaler
Zellmembran.
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tritt dieser Effekt nicht auf.
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Abbildung 3.21: Anstieg der Amplitude von Iy,/cq wéhrend der ersten Aktivie-
rungszyklen bei Natrium-getriggerten Signalen. A: Représentative Stromantworten.
Waihrend der ersten vier Aktivierungszyklen wachst das NCX _Mj Signal um iiber
50% an. B: Auftrag der Strommaxima gegen der Aktivierungszyklus. Der Verlauf
folgt anndhernd einer Exponentialfunktion.

Alle eukaryotischen NCX Isoformen kénnen durch einige divalente Kationen,
beispielsweise Cadmium und Mangan, inhibiert werden (Blaustein und Lede-
rer, 1999; Iwamoto und Shigekawa, 1998). In dieser Arbeit wurde der Effekt
von Cadmium, Mangan und Magnesium auf NCX_Mj untersucht. In,/cq
wurde durch 100 M Cadmium vollstindig unterdriickt, unabhingig vom
Aktivierungsmodus (Abb. 3.22 A). Der IC5 von Cadmium lag bei 2,22 +
0,3 uM (Abb. 3.22 B). Die Inhibition durch Cadmium ist teilweise reversi-
bel (Abb. 3.22 C). Mangan und Magnesium zeigten nur eine sehr schwache
inhibierende Wirkung. Bei hohen Konzentrationen im millimolaren Bereich
kann Magnesium jedoch mit Calcium um die Bindungsstellen konkurrieren,
was sich in einer niedrigeren Calcium Affinitit in der Anwesenheit von Ma-
gnesium zeigte (Abb. 3.22 C).

Die Selektivitdt von NCX Mj fiir seine Substrate Natrium und Calcium wur-
de untersucht, indem verschiedene monovalente Kationen als Ersatz fiir Na-
trium und divalente Kationen als Ersatz fiir Calcium getestet wurden. Es

zeigte sich eine hohe Spezifitdt fiir Natrium, Calcium konnte dagegen erfolg-
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Abbildung 3.22: Inhibition von NCX Mj durch divalente Kationen. A: Indi-
viduelle Strom Antworten von Natrium und Calcium-getriggertem Iyq/c,. Beide
werden durch 100 pM Cadmium vollsténdig inhibiert. B: Dosis-Wirkung-Kurven
von Cadmium und Mangan. Cadmium erzeugt eine starke Inhibition bei niedrigen
Konzentrationen (ICs0 = 2,2 uM, N=3), Mangan verringert das Signal bei 100
wM dagegen nur auf 85% (N=2). C: Die Inhibition durch Cadmium ist teilweise
reversibel. Die Stromamplitude erreicht nach Auswaschen des Inhibitors ungefahr
60% des Ursprungssignals. D: Wirkung von Magnesium. Magnesium inhibiert das
Signal bei niedrigen Konzentrationen nicht. Bei héheren Konzentrationen (4 mM)
jedoch verursacht es eine Verschiebung der Calcium Affinitdt hin zu héheren Kon-
zentrationen. 100 pM Magnesium zeigt noch keine Wirkung. Hill = 0,9 (4 mM),
1,2 (100 pM), 1,2 (kein Mg2+).
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reich substituiert werden. Magnesium, Strontium und Barium wurden als Er-
satzsubstrate anstelle von Calcium getestet, Kalium, Rubidium und Lithium
als Ersatz fiir Natrium. Die Liposomen wurden mit hohen Konzentrationen
der zu untersuchenden Kationen (140 mM bei monovalenten und 20 mM
bei divalenten Kationen) beladen und Iy,/c, wie zuvor durch die externe
Zugabe von 100 pM Calcium bzw. 10 mM Natrium aktiviert. Alle Senso-
ren, die mit divalenten Kationen beladen waren, zeigten Aktivitat (Abb. 3.23
A). Strontium-beladene Sensoren erzeugten sogar hohere Stromamplituden
als solche mit Calcium (145 £+ 15 %). Magnesium und Barium beladene Li-
posomen erreichten etwas kleinere Signale (63 + 3 % und 78 + 3 %). Bei
den monovalenten Kationen zeigten nur Liposomen mit Lithium sehr kleine
Signale (23 + 5 %), Rubidium und Kalium konnten keine Aktivitit erzeugen
(Abb. 3.23 B).

A Calciumselektivitat bei 20 mM B Natriumselektivitat bei 140 mM
10 mM Na* c 100 uM Ca?* t
i 2
5 15 5 1
)
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Abbildung 3.23: Selektivitit von NCX Mj bei hoher Substratkonzentration. Die
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler, N > 3 fiir jedes Experiment. A: Calcium
Selektivitéat bei 20 mM . Die Liposomen auf den Sensoren sind mit unterschiedlichen
divalenten Kationen (Ca, Mg, Sr, Ba) beladen (20 mM), die Aktivierung erfolgt
mit 10 mM Natrium. Alle Sensoren zeigen NCX Aktivitdt. B: Natrium Selektivitat
bei 140 mM. Die Liposomen sind mit 140 mM der unterschiedlichen monovalenten
Kationen (Na/K/Rb/Li) beladen, die Aktivierung erfolgt durch 100 pM Calcium.
Lithium beladene Liposomen zeigen eine geringe Aktivitdt. Sensoren mit Rubidium
generieren kleine positive Signale, ein dhnlicher Effekt wie zuvor bei Magnesium,
die jedoch nicht als NCX Signale bewertet werden.

80
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Aufgrund dieser positiven Resultate wurde auch untersucht, ob die jeweili-
gen Kationen in einem physiologischen Konzentrationsbereich eine dhnliche
Wirkung generieren konnen. Dazu wurden die Liposomen wieder mit 20 mM
Calcium oder 140 mM Natrium beladen und die Aktivierung mit den zu
untersuchenden Kationen durchgefiihrt. Dazu wurden 100 puM der jeweili-
gen divalenten Kationen und 10 mM der monovalenten Kationen auf der
externen Seite zugegeben. Hier zeigte von den divalenten Kationen nur noch
Strontium einen Effekt. Das Strontium Signal erreicht jedoch wieder deutlich
grofere Amplituden (168 £ 51 %) als Calcium selbst (Abb. 3.24 A). Kein
untersuchtes monovalentes Kation war in der Lage, Natrium in dieser Kon-
zentration zu ersetzen (Abb. 3.24 B). Lithium erzeugte kleine NCX-artige
Signale, welche jedoch insensitiv auf Cadmium waren.Es handelt sich daher

vermutlich um rein physikalische Artefakte.
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Abbildung 3.24: Selektivitit von NCX _Mj bei niedriger Substratkonzentration.
A: Calcium Selektivitdt bei 100 pM. Natriumbeladenen Sensoren werden durch
100 pM des jeweiligen divalenten Kations aktiviert. Strontium erzeugt NCX Stro-
me mit einer héheren Amplitude als Calcium. Magnesium generiert einen kleinen
positiven Peak vor dem Zeitpunkt an dem ein mdgliches Signal entstehen kdnnte.
Dies ist kein NCX Signal, sondern ein physikalischer Effekt des Magnesium Konzen-
trationssprungs. B: Natrium Selektivitdt bei 10 mM. Calcium geladene Sensoren
wurden vorbereitet und mit 10 mM der jeweiligen monovalenten Kationen akti-
viert. Kleine Lithium Signale konnen identifiziert werden. Diese sind jedoch nicht
sensitiv auf Cadmium, vermutlich handelt es sich wenigstens zum Teil um einen
physikalischen Effekt.
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Aufgrund der hohen Signale, die durch Strontium entstehen kénnen, wurde
die Strontiumaffinitit genauer untersucht (Abb. 3.25). Ein EC5o von 19,5 + 4
uM wurde bestimmt. Obwohl Strontium hohere Signale als Calcium erzeugt,
ist die Sensitivitdt dennoch etwas niedriger als die fiir Calcium (vergl. 0,33
whl).

Zuvor wurde auch beobachtet, dass Magnesium in hoher Konzentration die
Calciumsensitivitdt beeinflusst (Abb. 3.22) und als Substrat fiir NCX dient
(Abb. 3.23). Es wurde daher zusitzlich untersucht, ob der Austausch von
Magnesium gegen Natrium mit einer anderen Natriumaffinitit geschieht als
der Austausch von Calcium gegen Natrium (Abb. 3.25C). Dazu wurden Li-
posomen mit 20 mM Magnesium beladen. Unter diesen Bedinungen betrug
die Natriumaffinitat 31,7 £ 3 mM (vergl. 20,1 £ 1,5 mM mit Calcium).
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Abbildung 3.25: Alternative Substrate. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfeh-
ler, die EC5¢ wurden mit einer Hill-Funktion fiir jedes einzelne Experiment berech-
net und aus den Ergebnissen der hier angegebene Mittelwert berechnet. A: Kon-
zentrationsabhingigkeit der Strontium Aktivitdt. Die Liposomen sind mit 140 mM
Natrium beladen, die Puffer enthalten kein EGTA (N=3). Hill = 0,9. B: Reprisen-
tative Stromantworten eines individuellen Natrium-geladenen Sensors auf steigen-
de Strontiumkonzentrationen C: Konzentrationsabhéngigkeit von Natrium, wenn
statt gegen Calcium gegen Magnesium ausgetauscht wird. Die Liposomen sind mit
20 mM Magnesium beladen. Hill = 1,3. Die nicht ausgefiillten Datenpunkte sind
entsprechende Kontrollmessungen, durchgefiihrt an Liposomen ohne NCX.
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4 Diskussion

Das Spektrum der Moglichkeiten zur elektrophysiologischen Untersuchung
von Jonentransportsystemem von prokaryotischen Plasmamembranen und
der damit verwandten IMM ist bislang unzureichend. Durch die in dieser Ar-
beit vorgestellten Methoden werden Techniken bereitgestellt, die die Identifi-
zierung und Charakterisierung dieser Transporter in ihrer Effizienz, Erfolgs-
quote und Reproduzierbarkeit verbessern. Diese Methoden konnten auf ak-
tuelle Problemstellungen angewendet werden und zeigen damit ihre Funktio-
nalitdt und Relevanz. Zum einen gelang die Entwicklung einer Patch Clamp
basierten Methode mit deren Hilfe die molekulare Identitdt des Kaliumkanals
mitoBK¢, bestétigt werden konnte. Andererseits wurden zwei komplemen-
tare Methoden fiir die effizientere Arbeit mit bakteriellen, insbesondere me-
chanosensitiven Ionenkanélen entwickelt. Schliefslich wurde eine SSM-basierte
Technik erarbeitet, die die bisher noch nicht gelungene elektrophysiologische
Charakterisierung des prokaryotischen Transporters NCX Mj ermdoglichte.
Diese drei Themenfelder sollen nachfolgend einzeln diskutiert werden.

4.1 MitoBKc, in Mitoplasten

Die Hypothese, dass das Gen KCNMAT1 die molekulare Grundlage des mit-
ochondrialen Kaliumkanals mitoBK, bildet, ist nicht gesichert. Es gibt au-
flerdem kaum zuverlédssige Daten zur Funktion des Kanals. In dieser Arbeit
wurden die Existenz des Kanals in nativen kardialen Mitochondrien bestétigt
und auf das Gen KCNMAT1 zuriickgefiihrt sowie Charakteristika des Kanals

analysiert,.
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Dies gelang mithilfe einer speziell optimierten Methode, die eine effiziente
elektrophysiologische Untersuchung der IMM nativer Kardiomyozyten ermog-
licht. Dazu wurden Mitoplasten in einem besonders schonendem Verfahren
aus Herzgewebe isoliert und mithilfe eines planaren Patch Clamp Systems
untersucht. Ausschlaggebend fiir die Priaparation intakter und stabiler Mito-
plasten (Kap. 2.1) zeigte sich besonders die Isolation vitaler Kardiomyozyten
in einem ersten Teilschritt. Die Verwendung isolierter Zellen anstatt eines
Gewebehomogenisats erlaubte die Reduktion der notwendigen Zentrifugati-
onsschritte und der damit einhergehenden mechanischen Belastung. Die Ver-
wendung eines planaren Patch Clamp Systems erwies sich als vorteilhaft,
insbesondere da die Positionierung der Mitoplasten nicht manuell erfolgt.
Dies eriibrigte die Immobilisierung der Mitoplasten und erlaubte eine Teilau-

tomatisierung des Prozesses (Kap. 2.8.1).

Beim planaren Patch Clamp Verfahren ist standardméfig keine Moglichkeit
zur optischen Beobachtung vorgesehen. Durch die zufillige Auswahl eines
Mitoplasten findet daher keine systematische Selektion nach bestimmten Ei-
genschaften, beispielsweise der Grofe, statt. Es wird somit eine repréisentative
Stichprobe aus der Grundgesamtheit gewdhlt. Andererseits muss die Identi-
tét des Objekts mit besonderer Sorgfalt verifiziert werden, da méoglicherwei-
se Verunreinigungen aus der Priparation (Zelltriimmer, zerstorte Mitoplas-
ten, intakte Mitochondrien) anstelle von Mitoplasten auf die Apertur des
Chips gesaugt werden konnten. Diese Verifikation ist bei jedem untersuch-
ten Mitoplasten obligatorisch, auch weil ausgeschlossen werden muss, dass
die Mitoplasten mit der ,,Cap* aus OMM auf dem Chip positioniert werden.
Die Identitdt der Mitoplasten konnte durch die zu beobachtende charakte-
ristische Mischung aus makroskopischen Strémen und Einzelkanalaktivitéten
(Fieni u. a., 2012) sowie das reproduzierbare Auftreten von IMAC, einem gut
beschriebenem Anionenkanal der IMM (Powers und Beavis, 1991; Borecky
u.a., 1997), bestitigt werden. Die qualitative Untersuchung von OMM in
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Bilayern bekriftigte dies weiter, denn hier zeigten sich mit dem Auftreten
grofier Poren und des gut beschriebenen Kanals VDAC (Blachly-Dyson und
Forte, 2001) deutlich andere Charakteristika. Die auftretenden endogenen Io-
nenstrome zeigten sich also zur Identifizierung des jeweiligen Objekts auf dem

planaren Path Clamp Chip geeignet.

Die Patch Clamp Konfiguration der Mitoplasten auf dem planaren Chip war
zundchst unklar, weil der fiir Zellen typische sprunghafte Anstieg der Ka-
pazitit bei Erreichen des ,whole cell* Modus nicht beobachtet wurde. Aus
mehreren Hinweisen kann aber gefolgert werden, dass in ge6ffneten Mitoplas-
ten, also ,whole cell“, gemessen wurde. Das Auftreten makroskopischer Ionen-
strome, die Abhéngigkeit des endogenen Chloridstroms vom Chloridgehalt
der externen Losung und die Kapazitit im Bereich von 1 pF sind deutliche
Indizien. Vergleichbare Werte fiir die Kapazitidt von Mitoplasten im ,who-
le cell® Modus wurden von Kirichok u.a. (2004) (0.67 pF) und Fieni u. a.
(2012) berichtet. Aufgrund der Streukapazitit des verwendeten Systems von
ca. 7 pF unterliegt dieser Wert einer hohen Ungenauigkeit, befindet sich aber
noch im auflésbaren Bereich. Die Kapazitit von 1 pF steht fiir ein Objekt
mit einem Durchmesser von ca. 5-6 pm, wenn eine Membrankapazitét von 1
wF/em? und ein kugelférmiges Objekt vorausgesetzt werden. Dies entspricht
der optisch bestimmten Grofe der Mitoplasten. Es werden also Strome aus
der gesamten Membran abgeleitet, wobei die interne Seite des Patch Clamp

Chips der mitochondrialen Matrix entspricht.

Die entwickelte Methode zeigte sich fiir die Untersuchung des Kaliumkanals
mitoBK¢, in kardialen Mitoplasten geeignet. Die nativen Mitoplasten zeig-
ten vier unterschiedlich groffe Kaliumleitfihigkeiten. Theoretisch kénnte es
sich bei den zwei kleineren Leitfihigkeiten (60 pS, 150 pS) um Hinweise
auf die in Mitochondrien beschriebenen Kaliumkanéle Karp und K, 1.3 han-
deln. Gelegentlich auftretende Offnungen mit sehr grofer Leitfihigkeit von
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ca. 400 pS konnen Teil6ffnungen von mPTP entsprechen. Die vierte auf-
tretende Leitfdhigkeit, 190 pS, entspricht der erwarteten Charakteristik von
Kcal.1/mitoBKc,.

Alle beobachteten Kaliumleitfahigkeiten waren nicht kontinuierlich aktiv, son-
dern zeigten lange inaktive Phasen. Fiir den Vergleich von nativen und BK—/—
Mitoplasten mussten die Kanalaktivititen daher iiber einen léngeren Zeit-
raum beobachtet und die H&ufigkeit des Auftretens der jeweiligen Leitfa-
higkeiten statistisch analysiert werden. Auf diese Weise gelang der Nach-
weis, dass die beobachtete Leitfdhigkeit 190 pS dem putativen mitoBKc,
entspricht. Wéhrend 190 pS in BK—/— gar nicht auftrat, erhohte sich die
Haufigkeit von 60 pS signifikant. Dies konnte die verstirkte Expression eines
alternativen Kaliumkanals als Ersatz fiir mitoBK¢, widerspiegeln. Verglei-
chende Proteinexpressionsanalysen von bekannten Kaliumkanélen in BK+/+

und BK—/— konnten dazu weitere Informationen liefern.

Die wenigen Arbeiten zur Elektrophysiologie von mitoBK¢, (Xu u.a., 2002;
Siemen u. a., 1999) nutzen als Kontrolle Charybdotoxin, einen bekannten Blo-
cker von BK-Kanilen. In dieser Arbeit konnte durch den Vergleich mit einem
KCNMAT1 defizienten Mausmodell erstmals mit einem sehr belastbaren Kon-
trollsystem gearbeitet werden. Damit gelang es, die Existenz von mitoBK¢j,
in den Mitochondrien des Herzens auf sehr direkte Weise zu bestitigen und
seine Identitdt auf das ausgeschaltete Gen KCNMA1 zuriickzufiihren. Dies
unterstiitzt die Hypothese von Singh u.a. (2013), dass mitoBK¢, eine spe-
zielle Splicing-Variante des Gens sei. Wie die Arbeit von Singh u.a. (2013)
basieren die meisten wichtigen Arbeiten zur Identitét von mitoBK¢, auf mo-
lekularbiologischen Methoden. Rein molekularbiologische Analysen der mit-
ochondrialen Ionenkanéle haben jedoch den Nachteil, dass Verunreinigungen
aus der Plasmamembran oder anderen Organellen nur schwierig ausgeschlos-

sen werden konnen.
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Die Analyse der Charakteristik von mitoBKc, lieferte Daten zu Leitfahig-
keit, Kinetik und Pharmakologie des Kanals. Die Wirksamkeit des bekannten
BK-Aktivatoren NS11021 sowie des Inhibitors Paxillin konnte nachgewiesen
werden. Dies ist von besonderer Relevanz, da auf der Wirkung dieser und
verwandter Verbindungen (z.B. NS1619, Iberiotoxin, Charybdotoxin) viele
physiologische Studien zum Einfluss von mitoBK¢, auf die ischdmische Pri-
konditionierung basieren. Die Wirksamkeit auf mitoBK¢, wurde dabei vor-
ausgesetzt. Sie konnte hier in einem direkten Verfahren nachgewiesen wer-

den.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit konnten fiir weitere Projekte genutzt werden
(Soltysinska u. a., 2014). Es wurde gezeigt, dass BK—/— Mitochondrien eine
generell verringerte OXPHOS Kapazitit und eine erhhte ROS Produktion
nach IR Ereignissen haben. In ex-vivo Versuchen stellte sich heraus, dass die
Infarktgrofe in BK—/— Herzen ohne Priakonditionierung identisch mit der in
wild-typ Herzen war. Jedoch war die durch Prékonditionierung erreichte Ver-
kleinerung des Infarktbereichs in BK—/— Herzen schwicher, ein Hinweis, dass

mitoBK¢, tatséichlich eine Rollte beim IP-vermittelten Zellschutz spielt.

4.2 MscL in Bilayern und Spharoplasten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Techniken entwickelt und validiert,
die die elektropyhsiologische Arbeit mit bakteriellen, mechanosensitiven Io-

nenkanélen erleichtern. Als Modellsystem wurde MscL verwendet.
Aus 16sungsmittelfreien GUVs mittels ,Spreading” hergestellte Bilayer wur-

den genutzt um den rekonstituierten mechanosensitiven Ionenkanal MscL zu

untersuchen. Die mechanische Stabilitdt der erzeugten Bilayer und die Abwe-
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senheit von Loésungsmitteln erlaubten die Applikation von bis zu 200 mBar
Unterdruck, was fiir die Aktivierung von MscL ausreichend ist. Damit gelang
es erstmals einen mechanosensitiven Kanal in planaren Bilayern zu untersu-

chen.

Um mechanosensitive bakterielle Ionenkanéle alternativ in einem nativen Sys-
tem zu studieren, wurden Sphiroplasten verwendet. Die Préparation von
Sphéroplasten gelang durch die Adaption eines bekannten Protokolls (Blount
und Moe, 1999), wobei sich eine starke Abhéngigkeit der Effizienz von Alter,
Dichte und Wachstumsphase der Kultur, Bakterienstamm und Proteinex-
pression zeigt. Durch die Verwendung eines planaren Patch Clamp Systems
zur Untersuchung der Sphiroplasten ergaben sich zwei Hauptvorteile: Mit-
hilfe eines automatisierten Protokolls zur Steuerung von Ansaugdruck und
Membranspannung (Kap. 2.8.2) kann schnell und effizient ein hoher Seal-
widerstand etabliert werden. Aufserdem kann zur Kanalaktivierung ein mit

strikten Toleranzwerten exakt geregeltes Druckprotokoll appliziert werden.

Die mit Spharoplasten und Bilayern erhobenen Daten zeigen erstmals, dass es
moglich ist, mechanosensitive Ionenkanile mit einem planaren Patch Clamp
System zu studieren. In beiden Fillen zeigte MscL mit schneller Kinetik,
hoher Leitfahigkeit und Aktivitét ab ca. 90 mBar sein charakteristisches Ver-
halten. Der Basisstrom war stabil und frei von spontaner Kanalaktivitét,
was zeigt, dass die Membran keinen stérenden Krafteinwirkungen ausgesetzt
war und ein genau kontrollierter Druck ausgeiibt wurde. Der Aufbau eines
Patch Clamp Chips unterscheidet sich jedoch wesentlich von einer Patch Pi-
pette. Dies legt nahe, dass auch die Krafteinwirkung auf ein Bilayer oder
einen Sphéroplasten anders ist. MscL zeigte hier aber sowohl in Bilayern als
auch in Sphéaroplasten grundsétzlich Eigenschaften, die publizierten Werten
konventioneller Messungen gut entsprechen (Hase u.a., 1995; Cruickshank
u.a., 1997). Aufgrund der hohen Sensibilitét fiir kleine Unterschiede in der
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Methodik variieren die publizierten Werte jedoch deutlich. Daher bietet der
Vergleich von Sphiroplasten und Bilayern untereinander, sowie der direkte

Vergleich mit einem konventionellen System bessere Referenzwerte.

Bei diesem Vergleich zeigte sich ein Unterschied des notwendigen Aktivie-
rungsdrucks zwischen Bilayern und Sphéaroplasten bei Verwendung des pla-
naren Systems. P, liegt im Bilayer bei 103 mBar, in Sphéroplasten bei
141 mBar. Fiir diese Differenz gibt es mehrere Erklirungsmdglichkeiten. Zu-
néchst besteht ein kleiner Unterschied in der Geometrie: Fiir Sphiroplasten
miissen aufgrund ihrer geringen Grofse Patch Clamp Chips mit einer Aper-
tur von unter einem Mikrometer verwendet werden, Bilayer jedoch bilden
sich am besten auf Aperturen von ca. einem Mikrometer. Die Kraft, welche
auf die Membran wirkt, wichst bei konstantem Druck quadratisch mit dem
Radius. Daraus resultiert auch eine lokal hthere Membranspannung. Bei ei-
ner grofseren Apertur sollten also auch mechanosensitive Kanéle schon bei
geringerem Druck aktiv werden, genau wie es hier beobachtet wurde. Eine
alternative Erklarung ergibt sich durch den Unterschied der jeweiligen Mem-
braneigenschaften. Durch eingelagerte Proteine und eine andere Lipidzusam-
mensetzung kénnte die native bakterielle Membran weniger flexibel sein als
die kiinstliche Lipidmembran und dadurch erst bei hoherem Druck eine Mem-
branspannung im aktivierenden Bereich erreichen. Jedoch ist die Drucksensi-
tivitdt in beiden Systemen mit 4,78 und 4,8 nahezu identisch, was gegen diese
Theorie spricht. Dennoch zeigt sich hier der Vorteil eines nativeren Systems,
das die direkte Untersuchung in der physiologischen Umgebung erlaubt. Fiir
die Hypothese der unterschiedlichen Membrandurchmesser sprechen auch die
Ergebnisse von Liposomen am konventionellen System. Hier wurden sowohl
Sphéroplasten als auch Liposomen mit Pipetten mit einem Durchmesser von
unter einem Mikrometer untersucht. P/, liegt hier in beiden Féllen in einem
dhnlichen Bereich wie bei Sphéroplasten am planaren System. Bei der Ver-

wendung von Sphiroplasten war die beobachtete Charakteristik an planarem
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und konventionellem System sehr &hnlich. Dies galt ebenso fiir die Versuche
in Bilayern, abgesehen vom oben diskutierten Aktivierungsdruck. Die gemes-
senen und berechneten Werte an planarem und konventionellem Patch Clamp
System sind also bei dhnlichen Randbedingungen vergleichbar.

Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse erlaubt grundsitzlich die Verwendung
eines planaren Systems und die Nutzung der daraus resultierenden Vorteile:
Neben der Teilautomatisierung des Patchvorgangs hilft vor allem das regel-
bare Pumpensystem, die Reproduzierbarkeit und Genauigkeit der Ergebnisse
zu erh6hen. Da der Durchmesser der Pipettenspitze bzw. des Chips einen sehr
starken Einfluss hat, helfen die mit geringer Toleranz maschinell gefertigten
Patch Clamp Chips die Reproduzierbarkeit weiter zu verbessern. Bei Ver-
wendung von Bilayern kann die Pufferzusammensetzung auf dem planaren
System frei gewihlt werden, die Anwesenheit von unphysiologisch hohen Kon-
zentrationen divalenter Kationen ist nicht notwendig. In diesem Fall wurden

auch deutlich hohere Sealwiderstinde auf dem planaren System erreicht.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit zeigen weitere potentielle Anwendungsberei-
che der planaren Patch Clamp Technik auf: Die einfachere und effizientere
Arbeit mit Sphéaroplasten macht diese Technik interessanter fiir die Identifi-
kation und Charakterisierung unbekannter bakterieller Ionenkanile. Zudem
wurde gezeigt, dass mit einem planaren Chip anstelle einer Pipette grund-
sitzlich dhnliche mechanosensitive Eigenschaften zu beobachten sind. Damit
koénnte die planare Konfiguration auch fiir die Studie eukaryotischer mecha-

nosensitiver Kanile interessant sein.
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4.3 NCX in festkorpergestiitzen Membranen

In dieser Arbeit wurde die funktionelle Ahnlichkeit des prokaryotischen To-
nentransportes NCX aus Methanococcus jannaschii mit dem eukaryotischen
NCX1 zum ersten Mal belegt. Dazu wurde eine SSM-basierte Methodik ent-
wickelt, welche die detaillierte funktionelle Untersuchung dieser Isoform des
Tonentransporters ermdglichte. Diese NCX Isoform wurde erfolgreich kristal-
lisiert (Liao u. a., 2012) und dient daher als Strukturmodell fiir eukaryotische

Isoformen.

Die etablierte Methode zeigte sich sehr flexibel was die Assaykonditionen
(Puffer, Substrate) und das Ausgangsmaterial (eukaryotische Membranfrag-
mente, bakterielles rekonstitiertes Protein) betrifft. Diese Moglichkeit zur Va-
riation unterscheidet die Methode deutlich von den oft verwendeten Fluss-
Assays. Sie erlaubt die detaillierte Charakterisierung elektrophysiologischer
Eigenschaften und hat damit dhnliche Qualitaten wie die Patch Clamp Tech-
nik, bei gleichzeitig hoherer Sensitivitat und Flexibilitdt was das Ausgangs-

material betrifft.

Die Charakterisierung der elektrophysiologischen Eigenschaften von NCX Mj
gab Einblicke in dessen Funktionalitiit und offenbarte eine hohe Ahnlichkeit
zur eukaryotischen Isoform NCX1. Die beobachtete Stromcharakteristik be-
stitigt den elektrogenen Transportmodus und unterstiitzt so die postulierte
Stochiometrie von 3 Natrium gegen 1 Calcium. Die Affinitaten fiir Natrium
und Calcium sind im erwarteten Bereich fiir ein Mitglied der NCX Fami-
lie angesiedelt (Blaustein und Lederer, 1999). Weiterhin zeigte die Untersu-
chung der Inhibition durch divalente Ionen, dass Cadmium mit IC5¢ von 2.2
1M ein potenter Inhibitor von NCX Mj ist. Dieser Wert ist sogar noch et-

was niedriger als beschriebene Werte fiir eukaryotische NCX Isoformen, die
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sich zwischen 32 und 64 uM bewegen. Diese Werte wurden durch Calcium
Fluss-Assays bestimmt (Iwamoto und Shigekawa, 1998). Zusétzlich wurde ei-
ne schwache Wirkung von Mangan und Magnesium beobachtet, was dhnlich
auch bei eukaryotischen NCXs beschrieben wurde (Blaustein und Lederer,
1999; Iwamoto und Shigekawa, 1998). Aufierdem wurde die Selektivitdt von
NCX _Mj fiir die Substrate Natrium und Calcium untersucht. NCX Mj zeigt
eine hohe Selektivitit fiir Natrium, Calcium kann jedoch sehr effektiv durch
Strontium ersetzt werden. Obwohl die Affinitdt fiir Strontium geringer ist
als fiir Calcium, sind die Stromamplituden deutlich hoher. Auch Magnesi-
um und Barium kénnen Calcium ersetzen, jedoch nur in deutlich héheren

Konzentrationen.

Die Affinitdt von NCX Mj fiir Calcium und Natrium wurde direkt mit der
humanen Isoform NCX1 verglichen. Mit 0,33 M und 0,42 pM fiir Calcium
und 20 mM bzw. 44 mM fiir Natrium, liegen diese Werte sehr nah beisam-
men. Gemeinsam mit der hier beobachteten typischen NCX Charakteristik
zeigt dies eine hohe funktionelle Ahnlichkeit der prokaryotischen Isoform mit
gut beschriebenen eukaryotischen NCX Isoformen. Dies ist ein wichtiges Ar-
gument fiir die Allgemeingiiltigkeit der anhand von NCX Mj gewonnenen
Erkenntnisse iiber den strukturellen Mechanismus der Natrium-Calcium Aus-
tauscher (Liao u. a., 2012). Die hohe funktionelle Kongruenz, insbesondere in
Bezug auf die Calciumsensitivitét, ist nicht unbedingt zu erwarten, da der
prokaryotischen NCX Isoform eine grofe intrazellulére regulatorische Doma-
ne fehlt, die eukaryotische Formen besitzen (Philipson und Nicoll, 2000). Dies
wirft eine neue Frage zur Funktion der regulatorischen Doméne auf, die in
Relation zur Calciumsensitivitét gesetzt wird. Die vergleichende funktionelle
Analyse gezielt mutierter NCX Proteine mit der entwickelten SSM-basierten
Methode bietet ein geeignetes Werkzeug, um diese und &hnliche Fragestellun-

gen zur Struktur-Funktions-Beziehung in Zukunft weiter zu untersuchen.
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In dieser Arbeit wurden neue Moglichkeiten zur direkten Aktivitdtsmessung
von drei Ionentransportsystemen, die alle fiir verbreitete Methoden unzu-
ginglich sind, geschaffen. Die entwickelten Methoden kénnen in Zukunft wei-
terhin von Nutzen sein, um andere Ionentransportsysteme aus mitochondria-
ler und prokaryotischer Membran zu untersuchen. Sie bieten aber auch eine
neue Basis fiir Weiterentwicklung und Adaption. Der grofse Wert neuer, ge-
eigneter Werkzeuge zeigt sich unmittelbar und verdeutlicht, wie bedeutend
die technologische Entwicklung fiir den wissenschaftlichen Erkenntnisgewinn

ist.
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5 Zusammenfassung

Die Ionentransportsysteme aus den mitochondrialen und prokaryotischen Mem-
branen gewinnen zunehmend das Interesse der Grundlagen- und Pharmafor-
schung. Die funktionelle Untersuchung dieser Ionentransportsysteme stellt
jedoch besondere Anforderungen, die verbreitete Methoden oft nicht erfiillen
konnen. Um die notige technologische Entwicklung in diesem Feld voranzu-
treiben, wurden in dieser Arbeit fiir drei unterschiedliche mitochondriale oder

prokaryotische Ionentransportsysteme geeignete, neue Methoden etabliert.

Fiir die Untersuchung der inneren mitochondrialen Membran nativer Kar-
diomyozyten gelang die Entwicklung einer Patch Clamp basierten Methode,
mit deren Hilfe der Kaliumkanal mitoBK¢, identifiziert und charakterisiert
werden konnte. Indem Mitochondrien von KCNMA1 knock-out und wild-typ
Mausen verglichen wurden, konnte gezeigt werden, dass KCNMAT1 nicht nur
Kcal.1l in der Plasmamembran, sondern auch mitoBK¢, kodiert. Der mito-
chondriale Kanal ist von besonderem Interesse, weil ihm eine Rolle bei der
ischdmischen Prékonditionierung zugeschrieben wird. Zur Verbesserung der
Effizienz und Reproduzierbarkeit bei der Arbeit mit bakteriellen, mechano-
sensitiven Kanélen wurden zwei komplementidre Methoden entwickelt. Die
Patch Clamp Technik mit nativen Sphéroplasten konnte verbessert werden
und es gelang erstmals die kontrollierte mechanische Aktivierung eines Ionen-
kanals in einem planaren Bilayer. Schliellich wurde eine auf festkorpergestiit-
zen Membranen basierende Technik erarbeitet, die die bisher nicht gelunge-
ne elektrophysiologische Charakterisierung des prokaryotischen Transporters
NCX _Mj ermoglichte. Von dieser NCX Isoform liegt eine Kristallstruktur
vor, sie dient daher als Modell fiir eukaryotische Isoformen. Hier konnte die

funktionelle Ahnlichkeit des prokaryotischen Ionentransportes mit dem euka-
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ryotischen NCX1 zum ersten Mal belegt werden.

Die entwickelten Methoden konnten erfolgreich auf ungeklérte Fragestellun-
gen angewendet werden und zeigen damit ihre Funktionalitit und Relevanz.
Sie kénnen auch zukiinftig von Nutzen sein, um weitere Ionentransportsyste-

me aus mitochondrialer und prokaryotischer Membran zu untersuchen.
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