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1 Stand der Wissenschaft, Einleitung und Fragestellung
Spontane Kontraktionen treten in einer Vielzahl verschiedener glattmuskuldrer Organe

auf und sind Grundlage lebenswichtiger Stofftransport- und Austauschprozesse. Das
Spektrum der auf Spontanaktivitdt beruhenden Prozesse reicht vom enteralen
Nahrungstransport bis hin zur Kontrolle iiber die Mikrozirkulation mittels rhythmischer
Kontraktionen von Arteriolen, Kapillaren und Lymphgefien [1]. Storungen der
genannten Prozesse sind praktisch immer gleichbedeutend mit krankhaften
Verdnderungen des gesamten Organismus (z.B. paralytischer Ileus, portale und
arterielle Hypertension, cerebrale oder koronare Vasospasmen) und oftmals auf langere
Sicht mit schweren Funktionsstorungen des gesamten Organismus verbunden [2-6].

Die Spontanaktivitdt der glatten Muskulatur ist daher von hoher klinischer Relevanz,
entsprechend ist ein gutes Verstdndnis der zu Grunde liegenden biologischen Prozesse
wiinschenswert. Die existierenden Konzepte zu den Grundlagen physiologischer
Spontanaktivitit weisen jedoch Liicken auf [7].

Eines der am besten untersuchten spontan aktiven glattmuskuldren Organe ist die
Portalvene der Ratte (RPV). Pharmakologisch und elektrophysiologisch vereint diese
Eigenschaften von intestinalem und vendsem glattem Muskel. Durch phasische
Kontraktionen befordert die glatte Muskulatur der RPV Blut aus dem intestinalen
Stromgebiet zur Leber und damit letztlich in die systemische Zirkulation [8].

Ausgelost werden diese Kontraktionen durch spontan auftretende elektrische
Entladungen in Form sogenannter Multi — Spike — Komplexe (MSCs). Diese bestehen
aus Serien von schnellen Membrandepolarisationen (;,fast spikes“), die in langsamere
Depolarisationen (,, slow waves “) eingelagert sind.

Eine Vielzahl von experimentellen Studien befasst sich mit der pharmakologischen
Beeinflussung der Spontanaktivitit des glatten Muskels. Allerdings existieren bislang
keine Studien, die sich mit der Frage befassen, in welcher Weise die bekannten
Ionenstrome und Ionenkandle zusammenwirken, um das physiologische Muster der
elektrischen Spontanaktivitidt zu generieren. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, am
Beispiel der RPV fiir ein zentrales Element der Spontanaktivitét, den schnellen Spike,

diese Liicke zu schlieflen.



Im Folgenden sollen zunédchst wesentliche Eigenschaften der RPV und ihrer
Spontanaktivitit erliutert werden. AnschlieBend wird ein Uberblick zu den derzeit
bekannten Ionenstromen und -kandlen der RPV und ihrer pharmakologischen
Beeinflussbarkeit gegeben. AbschlieBend wird der zur Bearbeitung der Fragestellung

gewihlte theoretische Ansatz vorgestellt.

1.1 Physiologie und Pharmakologie der Portalvene der Ratte (RPV)

Ein wesentliches Merkmal vieler glattmuskuldrer Organe — unter anderem der RPV —
ist die Steuerung der Kontraktionen durch spontane elektrische Aktivitidt. Die
Vermittlung zwischen elektrischer Erregung und mechanischer Kontraktion erfolgt
durch den Einstrom von Kalziumionen wihrend der Phase elektrischer Aktivitét. Dieser
Einstrom bewirkt eine Erhohung der intrazelluldren Kalziumkonzentration [Ca*"] und
initiiert somit die molekularen Prozesse, die zur mechanischen Kraftentwicklung fithren
[9].

Die ausgeprigte Abhdngigkeit ihrer Kontraktionen vom Einstrom extrazelluldrer
Kalziumionen unterscheidet die RPV von Priparaten, in denen die Freisetzung von
Kalzium aus intrazelluldiren Speichern den wesentlichen Beitrag zur Erh6hung von
[Ca®"] liefert. Experimentell gab es hierfiir bereits in frithen pharmakologischen Studien
Hinweise [10]. In jiingerer Zeit konnte auch mittels fluoreszenzmikroskopischer
Untersuchungen gezeigt werden, dass die Erhohung von [Ca”**] deutlich besser mit dem
Einstrom von extrazelluldr als mit einer Kopplung der elektrischen Aktivitdt an die
Ausschiittung von Kalzium aus intrazelluldren Speichern korreliert [11].

In Abhidngigkeit vom betrachteten Préparat nehmen zusdtzlich Verdnderungen des
extrazelluliren Milieus, Botenstoffe und mechanische Reize in unterschiedlichem
Ausmall Einfluss auf die Kontraktion der glatten Muskulatur und sind auf
verschiedenen Wegen mit ihren molekularen Mechanismen verkniipft.

Neben der Erhohung der [Ca®'] sind die wichtigsten bisher identifizierten StellgroBen
die Kalziumsensitivitdt der Myosin-Leichkettenkinase (MLCK) sowie die Aktivitdt der
Myosin-Leichtkettenphosphatase (MLCP). Bekannt ist weiterhin die Verdnderung der
Aktivitdten beider Enzyme zu Gunsten der Relaxation durch cAMP — abhéngige
Phosphorylierung. Zahlreiche weitere Elemente der Signaltransduktion sind Gegenstand
intensiver Forschung. In jiingerer Zeit wurden neben der MLCK mehrere weitere

Proteinkinasen identifiziert, die an der Aktivierung von Myosin beteiligt sind.



Ubersichtsarbeiten zur Regulation der kontraktilen Proteine im glatten Muskel bieten
[12-16].

Im Fall der spontanen Aktivitit der RPV dominiert eindeutig die Steuerung der
Kontraktion durch elektrische Spontanaktivitit und den durch diese vermittelten
Einstrom von Kalzium [8]. Daraus folgt, dass die in experimentellen
pharmakologischen Studien an diesem Préparat beobachteten Verdnderungen der
mechanischen Aktivitit auf einer Interaktion der eingesetzten Substanzen mit den an der
elektrischen Erregungsbildung beteiligten lonenkanélen zuriickzufiithren sind und damit

Riickschliisse auf selbige zulassen.

1.1.1 Die mechanische Spontanaktivitdt und ihre pharmakologische Modulation

Direkt nach Priparation und Entnahme der RPV und Uberfilhrung in eine
kalziumhaltige physiologische Losung zeigen sich spontane Kontraktionen, die bei
ausreichend groflen Priparaten mit bloBem Auge direkt sichtbar sind. Beschreibungen
dieser Aktivitdt an der RPV geben unter anderem Funaki und Bohr [17], Johansson und
Ljung [18] sowie Voth et al. [19]. Exemplarisch gibt Abb. 1.1 einen kurzen Ausschnitt
aus einer im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Registrierung der

elektrischen und mechanischen Aktivitiit.
A
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Abb.1.1: Parallele Registrierung der spontanen mechanischen und extrazellulédr abgeleiteten elektrischen
Aktivitit der RPV. Obere Kurve: Extrazelluldre Elektrik. Untere Kurve: Mechanik. Eichungen der

Ordinaten und der Zeitachse wie in der Abbildung angegeben.



Die Amplitude der einzelnen Kontraktionen ist unter anderem von der Grofle des
jeweiligen Prédparates abhingig und liegt meist zwischen 5 und 15 mN. Die
Spontanaktivitét ldsst sich unter geeigneten Bedingungen an einzelnen Praparaten iiber
viele Stunden nahezu unverdndert nachweisen. Dabei nimmt die Kontraktionsfrequenz
wiéhrend der ersten Stunde der Messung meist etwas ab, um sich einem Bereich von
etwa 3 pro Minute zu ndhern. Es entwickelt sich ein typisches Bild mit klar
abgetrennten Phasen der Kontraktion und Pausen ohne Aktivitit und mit einem sehr
geringen basalen Tonus. Nur in wenigen Prédparaten bleibt ein schnellerer Rhythmus
ohne langere Pausen erhalten.
Die Spontanaktivitdit der RPV kann durch Verdnderungen der experimentellen
Bedingungen und durch eine Reihe von endogenen und exogenen Substanzen
beeinflusst werden, Details zu entsprechenden Studien zeigt Tab. 1 des Anhangs. Aus
der Vielzahl der Substanzen, die Effekte auf die Spontanaktivitidt haben, ldsst sich
schlieBen, dass zahlreiche verschiedene Rezeptoren und Ionenkanidle an der RPV
vorhanden und funktionell relevant sind. Die Daten aus der Literatur lassen sich wie
folgt zusammenfassen:
e Blocker des L-Typ Kalziumkanals bewirken eine deutliche Reduktion
der elektrischen Aktivitdit und Kraftentwicklung der RPV [20, 21].
Nifedipin bewirkt im Vergleich mit Verapamil eine weiter gehende
Inhibition bis hin zum volligen Erloschen jeglicher Spontanaktivitét.
e Der Natriumkanalblocker Tetrodotoxin hat keinen Einfluss auf die
Spontanaktivitit [22]
e Kaliumkanal 6ffnende Substanzen (Cromakalim, Minoxidil, Diazoxid,
Pinacidil) bewirken deutliche Inhibitionen der Spontanaktivitét [23, 24].
e Blocker von spannungs- und kalziumabhingigen Kaliumkanilen (4-AP,
TEA, Charybdotoxin, Iberiotoxin, Barium) bewirken deutliche
Steigerungen der mechanischen Aktivitit [25-27]. Hinsichtlich der
Effekte des selektiven  SKc,-Blockers Apamin  existieren
widerspriichliche Ergebnisse [28].
e Die mechanische Spontanaktivitit wird sowohl cholinerg als auch
adrenerg gesteigert [17]. Dadurch wird der Transport von viszeralem
Blutvolumen zur Leber bzw. in die systemische Zirkulation sowohl in

Situationen gesteigerter parasympathischer Aktivierung im Rahmen von



Digestionsprozessen als auch im Rahmen sympathischer Aktivierung in
Situationen mit zentralem Volumenmangel gefordert. Die hieran
beteiligten Transmitter bewirken tiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
Erhéhungen der [Ca*"] und hemmen die repolarisierenden Kaliumstréme

[29].

1.1.2  Ursprung und Charakteristika der elektrischen Spontanaktivitét

Die im vorigen Abschnitt beschriebene mechanische Spontanaktivitdt der RPV ist das
Ergebnis einer elektrischen Spontanaktivitit. Bislang ist nicht bekannt, wo die diese
thren Ursprung hat. Lange Zeit ging man im Fall der RPV, aber auch bei zahlreichen
anderen spontan aktiven glattmuskuldren Organen davon aus, dass die Myozyten selbst
thr Ausgangspunkt seien und bezeichnete die Spontanaktivitit entsprechend als
,»myogen*‘.

In den 90er Jahren ergaben sich jedoch Hinweise darauf, dass die sogenannten
winterstitial cells “ oder Cajal-Zellen in der intestinalen glatten Muskulatur spezialisierte
Schrittmacherzellen darstellen und einen entscheidenen Beitrag fiir die Generierung der
spontanen elektrischen Aktivitdt liefern. Diese bilden Verbindungen mit benachbarten
Myozyten und zeigen ein grundsétzlich anderes Muster elektrischer Aktivitdt ohne
Aktionspotenziale und scharfe Spikes. Einige Autoren gehen davon aus, dass tiber Gap-
Junction Kontakte langsame Schrittmacherpotenziale dieser Zellen durch eine
iiberschwellige Depolarisation die komplexen Aktionspotenziale und MSCs der glatten
Muskelzellen auslosen [30].

In jiingerer Zeit wurden entsprechende Befunde auch in Studien am glatten Muskel von
Gefidllen berichtet. Unter anderem wurden in der Portalvene des Kaninchens Cajal —
Zellen nachgewiesen. Unabhingig davon, ob diese Zellen fiir die Generierung der
spontanen Rhythmik tatsdchlich funktionell relevant sind, ist nicht anzunehmen, dass
sie die schnellen Spikes selbst beeinflussen, da sie selbst im Gegensatz zu den glatten
Muskelzellen Anderungen des Membranpotenzials zeigen [31].

Die elektrische Spontanaktivitdt der RPV ist durch extrazelluldre und intrazelluldre
Messungen untersucht worden. Ubereinstimmend zeigt sich sowohl in einzelnen Zellen
als auch fiir mehrere Millimeter umfassende Abschnitte der Priparate, die mittels
extrazelluldrer Elektroden abgeleitet werden, ein Wechsel zwischen Ruheperioden und

Phasen schneller elektrischer Aktivitit.



Die Phasen der Aktivitit bilden die bereits genannten Multi-Spike-Komplexe (MSCs).
Durch intrazelluldire Messungen wird erkennbar, dass jeder MSC zu Beginn und am
Ende von einer langsamen De- bzw. Repolarisation begrenzt wird. Im Mittelteil werden
Serien von schnellen Spikes generiert, deren Repolarisationen nicht das Niveau des
Ruhepotenzials erreichen. Die derartig geformten Komplexe werden auch als ,,Jangsame
Wellen mit aufgesetzten Spikes™ bezeichnet [32]. Nachfolgend werden Daten aus der
Literatur zu Registrierungen der elektrischen Aktivitdt mittels extra- und intrazelluldrer
Elektroden dargestellt. Auf die Besonderheiten der jeweiligen Ableittechnik wird im
Abschnitt ,,Methoden* eingegangen.

1.1.2.1 Intrazelluldre Messungen der Spontanaktivitét

Fir die Zusammenfassung der bekannten Daten und die Ergebnisdarstellung und
Diskussion wird die elektrische Aktivitdt in vier Abschnitte unterteilt:

e Ruheperiode

¢ Einleitungsphase

e Phase der schnellen Spikes

e Abklingphase
Zentraler Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind die schnellen elektrischen Abldufe,
so dass im Folgenden nur auf die Phase der schnellen Spikes ndher eingegangen wird,
die anderen Abschnitte werden nur sehr kurz beschrieben:
Wihrend der Ruheperiode lassen sich in Zellen der RPV nahezu konstante Potenziale
ableiten, die dem Ruhepotenzial der Zellen zu entsprechen scheinen. Funaki und Bohr
[17] fanden Werte zwischen -30mV und -65mV, Hamilton et al. [20] geben Werte um
-60 mV, Southerton et al [24] um -58mV an. Der Zeitraum zwischen Ruheperiode und
dem Auftreten des ersten Spikes eines MSC wird im Folgenden als Einleitungsphase
bezeichnet. Uber ihre Dauer und den Spannungsverlauf finden sich in der Literatur
keine klaren Angaben.
Den Hauptteil des MSC bildet die Phase der schnellen Spikes. Sie beginnt mit dem
Aufstrich zum ersten echten Spike und endet mit dem letzten Spike, der voll
repolarisiert, also wieder auf sein Ausgangsniveau zuriick gefiihrt wird. Eine
eingehende Formanalyse der einzelnen Spikes, die, wie bei Southerton et al. [24]

erkennbar, teilweise einen komplexen Verlauf haben, existiert bisher nicht. An gleicher



Stelle werden Daten zur Spikefrequenz (5,56/s) sowie zur Dauer einzelner Spikes
(33,1ms) angegeben.

Es sei darauf hingewiesen, dass die Spike - Entladungen der RPV groBe Ahnlichkeit zu
den in anderen phasisch kontrahierenden glattmuskuldren Préparaten wie der Taenia
Coli [33], des Magenantrums [34] und der Portalvene des Meerschweinchens [35]
haben, was die Eignung der RPV als Modellpréparat fiir die Untersuchung der schnellen
Spikes rechtfertigt. Eine detaillierte Auswertung der Phase der schnellen Spikes in den
MSC der hier ausgewerteten Serie erfolgt im Ergebnisteil.

Der Abschnitt zwischen der Phase der schnellen Spikes und dem erneuten Eintritt in die
Ruheperiode wird als Abklingphase bezeichnet. Auch dieser Abschnitt ist in den
veroffentlichten Studien nicht explizit hinsichtlich seiner Dauer und den Verdnderungen

der elektrischen Aktivitit beschrieben worden.

1.1.2.2  Extrazelluldre Messungen der Spontanaktivitit

Darstellungen der extrazellulir gemessenen elektrischen Aktivitdt der RPV finden sich
in einer Reihe von Publikationen und werden als leicht zu messende Korrelate der
elektrischen Gesamtaktivitit genutzt [21, 36, 37]. Eine systematische Analyse zur Dauer
der extrazelluldr gemessenen MSC und zeitlich hoch aufgeloste Darstellungen finden
sich in der Literatur nicht, die graphischen Darstellungen zeigen jedoch, dass sich auch

mit dieser Methode Ruheperiode und MSCs klar voneinander abgrenzen lassen.

1.1.2.3  Ausbreitung der elektrischen Erregung

Obwohl erste Messungen der spontanen elektrischen Aktivitdt der Portalvene bereits
vor iiber 40 Jahren durchgefiihrt wurden, sind ihr Ursprung und ihre rdumliche
Ausbreitung noch immer ungeklért. Diskutiert werden eine Ausbreitung direkt entlang
der Liangsachse [37], spiralformig um die Léngsachse gewunden [38] sowie eine
zentrifugale Ausbreitung von polytopen Schrittmacherarealen [36].

Fiir die vorliegende Arbeit ist der Modus der rdumlichen Ausbreitung vor allem relevant
um abschitzen zu konnen, inwieweit wahrend der schnellen Spannungsidnderungen das
Potenzial der einzelnen Zellen homogen ist, da nur unter diesen Bedingungen die spéter
ausgefithrten Pradmissen der Modellbildung volle Giiltigkeit besitzen. Eine
diesbeziigliche ausfiihrliche Interpretation der Daten aus der Literatur erfolgt im

Rahmen der Diskussion.



1.1.3 Mathematische Modellierung elektrischer Erregung der glatten Muskulatur

Die heute allgemein anerkannten Konzepte von elektrischer Erregungsbildung und
Erregungsfortleitung entstanden durch die Anwendung von Erkenntnissen der
Thermodynamik  und  Elektrizititslehre — auf  biologische  Prozesse.  Eine
Zusammenfassung dieser Entwicklung geben Hille und Cole [39, 40].

Durch die Entwicklung von Modellen, die bioelektrische Phédnomene auf einfache
physikalische Grundlagen zuriickfiihrten, konnten die fiir ein jeweiliges spezifisches
Erregungsmuster konstitutiven Elemente — beispielsweise lonenkandle — mit relativ
einfachen experimentellen Protokollen gut charakterisiert werden, obwohl tiber diese
zur Entstehungszeit der Modelle noch keinerlei Kenntnisse auf ultrastruktureller Ebene
vorlagen.

Mit der Charakterisierung von lonenkanédlen und physikalischen Eigenschaften der
Zellmembranen wurde es moglich, tber die Entwicklung entsprechender
mathematischer Modelle  Erregungsprozesse zu simulieren und durch Variation
einzelner Parameter deren Bedeutung im Gesamtkontext der physiologischen
elektrischen Aktivitdtsmuster zu bestimmen. Umgekehrt entstand die Moglichkeit,
durch das Zusammenfiigen der an einem bestimmten System gewonnenen Daten zu
erkennen, inwieweit die aus experimentellen Studien abgeleiteten Vorstellungen {iber
die jeweiligen Prozesse zusammengefasst die physiologischen Aktivititsmuster erkléren
konnen. In den fundamentalen Arbeiten von Hodgkin et al. [41-45] wurden zunichst in
spezifischen experimentellen Anordnungen einzelne Elemente der Erregung
charakterisiert und anschliefend aus den gewonnenen Daten Modellparameter erstellt.
Im letzten Schritt wurden die mathematischen Modellelemente im Rahmen eines
einfachen physikalischen Gesamtmodells der Erregung zusammengesetzt und dieses
Modell dahingehend untersucht, ob sich aus ihm die beobachteten Erregungsabliufe
ergeben wiirden, was mit aus heutiger Sicht erstaunlich hoher Prézision gelang.

Den auf Grundlage der genannten Arbeiten von Hodgkin et al. entwickelten Modellen
liegt die Auffassung der Zellmembran als Kapazitdt zugrunde. Diese wird durch Strome
umgeladen, deren treibende Krifte die elektrochemischen Gleichgewichtspotenziale
verschiedener lonen zwischen Zellinnerem und extrazellulirem Raum bilden. Das
Kernstiick der Modelle ist die Berechnung der Widerstidnde, iiber welche die jeweiligen

Strome flieBen. Fiir die Generierung von Aktionspotenzialen entscheidend ist deren



Spannungs- und Zeitabhédngigkeit. Die Berechnung der Widerstandswerte fiir jeden
Spannungsverlauf ist moglich, wenn angenommen wird, dass Aktivierungs- und
Inaktivierungsparameter existieren, welche in Abhidngigkeit vom Membranpotenzial
einen bestimmten Steady-State-Wert annehmen. Die Geschwindigkeit, mit der dies
geschieht, ist ebenfalls spannungsabhingig. Die jeweiligen konkreten Werte konnen fiir
einzelne Strome durch gezielte Variationen des Membranpotenzials und Auswertung
der resultierenden Stromkurven bestimmt werden. Auf Grundlage der dadurch
ermittelten Charakteristika konnen numerisch l6sbare Gleichungssysteme erstellt
werden, die als Eingabeparameter nur ,,Spannung®“ und ,,Zeit“ benétigen und als
Ergebnis den zeitlichen Verlauf des jeweiligen verdnderlichen Widerstandes ausgeben.
Aus diesem kann unter Kenntnis der treibenden Kréfte der einzelnen Strome zusammen
mit dem Spannungsverlauf der Strom berechnet werden.

Gemessen an der mittlerweile uniiberschaubaren Zahl an Publikationen tiiber die
Modellierung von Erregungsprozessen existieren nur wenige Arbeiten, die sich diesem
Thema unter spezieller Beriicksichtigung des glatten Muskels widmen. Anders als
beispielsweise flir die in dieser Hinsicht intensiv untersuchten Préparationen des
Tintenfisch — Riesenaxons oder des Myokards gibt es bisher fiir nur sehr wenige
glattmuskulédre Organe tiberhaupt Analysen zur Rolle einzelner Stromkomponenten [46-
48].

Eine frithe Arbeit zum Thema stammt von Ramon et al. [49]. In dieser wurde postuliert,
dass die elektrische Aktivitdt einzelner Zellen des glatten Muskels durch
spannungsabhingige Natriumeinwérts- und Kaliumauswértsstrome entstehe. Auf
Grundlage histologischer Daten wurde im Rahmen dieser Arbeit weiterhin eine
Modellierung der Ausbreitung von Aktionspotenzialen im glatten Muskel durchgefiihrt.
Fiir beide Komponenten werden allerdings nur wenige Beziige zu den experimentellen
Beobachtungen elektrischer Aktivitdt im glatten Muskel hergestellt, der Versuch einer
Rekonstruktion tatséchlich beobachteter Abldufe wurde nicht unternommen.

Lang und Rattray-Wood [50] stellten ein Modell vor, in dem verschiedene an glatten
Muskelzellen ermittelte Strome (spannungsabhingige Kalium- und Kalziumstrome,
kalziumabhédngiger Kaliumstrom) als Komponenten integriert wurden. Den aus diesen
Komponenten im Rahmen bestimmter Parameterkonstellationen bzw. Szenarien
errechneten Spannungsverldufen wurden experimentell ermittelte Aktivitdtsmuster
gegeniiber gestellt. Zwischen modellierten und aus Experimenten bekannten

Spannungsverlidufen in verschiedenen Priparaten ergaben sich deutliche Ahnlichkeiten,



allerdings blieben die Aussagen, dem gewdihlten Ansatz entsprechend, eher qualitativer
Natur.

Weitere Modelle der elektrischen Aktivitét der glatten Muskulatur einzelner Organe, die
darauf ausgerichtet sind, physiologische Erregungsabldufe auf Ebene des
Zusammenspiels der verschiedenen Membranleitfihigkeiten zu erkldren, existieren zum

Zeitpunkt der Fertigstellung der vorliegenden Arbeit nicht.

1.1.4 Ionenstréme und lonenkanile der RPV

An isolierten Zellen der RPV wurden in Patch-Clamp-Untersuchungen Einwirts- und
Auswirtsstrome mit gut reproduzierbaren Charakteristika ermittelt. Diese beinhalten
einen Kalziumstrom vom L-Typ, zwei von Kaliumionen getragene spannungs- und
zeitabhéngige Auswirtsstrome mit unterschiedlichen Kinetiken sowie einen
Hintergrundstrom ohne wesentliche Zeitabhéngigkeit. Weitere Strome, die nur in
einzelnen Arbeiten und nicht von mehreren Autoren konstant beschrieben wurden,
werden im Folgenden nicht beriicksichtigt (z.B. Natriumkanile, [51]). Gleiches gilt fiir
Strome mit langsamen Kinetiken wie den u.a. von Pacaud et al. [52] beschriebenen
kalziumabhingigen Chloridstrom, da diese faktisch keine Relevanz im Rahmen der im
Mittelpunkt dieser Arbeit stehenden schnellen Spannungsabléufe haben konnen.

Fiir die Darstellung der technischen Aspekte der Patch-Clamp-Messungen wird auf den
Abschnitt ,,Methoden® verwiesen.

Die nun zu beschreibenden Strome stellen die Grundlage fiir die einzelnen
Komponenten des zu entwickelnden mathematischen Modells dar. Mit diesem Modell
soll getestet werden, wie gut sich auf Basis dieser Strome die wihrend der elektrischen

Spontanaktivitét auftretenden schnellen Spikes erkldren lassen.

1.1.4.1 Kalziumstrome

Phasen spontaner Aktivitit der RPV sind durch einen Anstieg der Kalziumpermeabilitét
der Zellmembran gekennzeichnet [53]. Nur in Anwesenheit von Kalziumionen im
extrazelluldren Milieu kommt es zur Ausbildung des charakteristischen Musters der
elektrischen Aktivitdt mit typischen MSC [54]. Kalziumantagonisten hemmen spontane
und durch Agonisten potenzierte elektrische und mechanische Aktivitdt [55, 56]. Die
genauere Charakterisierung der von Kalziumionen getragenen Strome wurde erst mit

Einfithrung der Patch-Clamp Methode moglich. Loirand et al. [57] blockierten mittels
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caesiumbhaltiger Patch-Pipettenlosung die Auswirtsstrome und isolierten so einen reinen
Einwartsstrom, der sich nicht durch Kalium- und Natriumkanalblocker verdnderbar
zeigte. Die Charakterisierung hinsichtlich der Kinetik, der Steady-State Aktivierung und
Inaktivierung sowie hinsichtlich der Abhéngigkeit von der intrazelluldren
Kalziumkonzentration erbrachte in der genannten Studie die Differenzierung in zwei
verschiedene Komponenten, einen langsam und einen schnell inaktivierenden
Kalziumstrom.

In spdteren Arbeiten wurde dagegen das Vorliegen nur eines Typs von Kalziumstomen
beschrieben, die dem typischen, an anderen Prdparaten ausfiihrlich charakterisierten
Strom durch L-Typ Kalziumkanile entsprach [58-61]. Es ergaben sich hierbei keine
wesentlichen Unterschiede zu den Charakteristika der L-Typ Kalziumstrome in anderen

vaskuldren oder intestinalen Préparationen [62].

1.1.4.2 Spannungs- und kalziumabhéngige Kaliumauswirtsstrome

Vor der Charakterisierung der Auswértsstrome an isolierten Zellen der RPV waren
bereits zahlreiche Arbeiten iiber Auswértsstrome an Zellen anderer glattmuskuldrer
Organe, unter anderem an Zellen der Portalvene des Kaninchens, veréffentlicht worden.
An dieser beschrieben Hume et al. [63] die Existenz eines nicht-inaktivierenden
verzogerten Gleichrichterstroms, eines nicht-inaktivierenden Hintergrundstroms, eines
transienten Auswértsstroms und spontaner transienter Auswértsstrome (spontaneous
transient outward currents, STOCS). Am selben Organ charakterisierten Beech et al.
[64] ebenfalls zwei spannungsabhingige Auswértsstromkomponenten: einen 4-AP
sensitiven, langsam inaktivierenden Auswértsstrom und einen Charybdotoxin- und
TEA-sensitiven, ,high-noise“ Auswirtsstrom ohne relevante Inaktivierung.
Rauschvarianzanalysen  ergaben fiir die letztgenannte Komponente eine

Einzelkanalleitfdhigkeit, die nahe der von BKCa-Kanélen aus anderen Priparaten liegt.

Spannungsabhdingige Kaliumstrome

An der RPV selbst existieren ausfiithrliche Patch-Clamp-Studien unter anderem von
Noack et al. [65], Edwards et al. [66, 67] und Cogolludo et al [68]. In den genannten
Arbeiten werden ein sehr schnell inaktivierender (fast transient outward current, "Itof"
und ein langsam inaktivierender Auswértsstrom (slow transient outward current, "Itos")

unterschieden. Iror aktiviert und inaktiviert vollstindig binnen weniger als 50ms, die
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Aktivierung von Iros hingegen ist erst nach etwa 100 ms abgeschlossen, die
Inaktivierung verlduft sehr langsam {iber mehrere Sekunden. Die in der Literatur
angegebenen Bolzmann-Kurven der Aktivierung und Inaktivierung zeigen fiir beide
Komponenten bereits eine relevante Inaktivierung beim experimentell ermittelten
Ruhemembranpotenzial von ca. —-60mV und eine unvollstindige Aktivierung beim
positivsten Potenzial wéhrend der schnellen Spikes.

Ubereinstimmend wird iiber eine unterschiedliche Ausprigung der schnellen und der
langsamen Komponente zwischen einzelnen Zellen berichtet, in vielen Zellen wird die
schnelle Komponente vollstdndig von der langsamen tiberdeckt [65].

Neben den genannten elektrophysiologischen Studien existieren auch Untersuchungen
zur Expression verschiedener Kaliumkanalproteine, allerdings nicht an der Portalvene
der Ratte, sondern lediglich fiir den glatten Muskel der Portalvene des Kaninchens.
Thorneloe et al. [69] konnten hier die Existenz von mRNA der porenbildenden (a-)
Doménen der spannungsabhidngigen Kaliumkanéle Kv1.2, Kv1l.4 und Kv1.5, hingegen
nicht Kvl.1, Kv1.3 und Kvl.6 nachweisen. In der gleichen Studie durchgefiihrte
Western-Blots und spezielle Immunprézipitationsstudien konnten die Ergebnisse der
mRNA-Analytik im Wesentlichen bestitigen und ergaben dariiber hinaus Hinweise auf
die Existenz heteromultimerer lonenkandle in Form von Kvl.2 und Kvl.5 in
Verbindung mit regulatorischen Kv1.2 —Untereinheiten im untersuchten Gewebe. Kerr
et al. [70] kombinierten auf dieser Grundlage molekularbiologische und
elektrophysiologische Methoden und konnten den genannten heteromultimeren
Kaliumkanal als wichtigsten Tridger des 4-AP  sensitiven verzogerten

Gleichrichterstroms an Zellen der Portalvene des Kaninchens identifizieren.

Kalziumabhdngige Kaliumstrome

Der Nachweis von spontanen transienten Auswértsstromen (spontaneous transient
outward currents, S7TOCs), die im Voltage-Clamp-Modus unter depolarisierenden
Haltepotenzialen bei kontinuierlicher Ableitung glatter Muskelzellen in kalziumhaltigen
Medien nachweisbar sind, gilt als indirekter Beweis der Existenz kalziumabhéngiger
Kaliumkanéle. Beziiglich der Funktion der STOCs und der kalziumabhéngigen Kanile
selbst wurden verschiedene Hypothesen formuliert, einen Uberblick geben Bolton et al.
([71D).

Nachgewiesen wurden STOCs an der RPV unter anderem durch Kirkup et al. [59]. Eine

direkte Messung kalziumabhéngiger Kaliumstrome im Patch-Clamp ist nur sehr
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eingeschriankt moglich, da hierfiir ein kalziumhaltiges Medium notwendig wére und die
entsprechend auftretenden Einwirtsstrome die Auswértsstrome teilweise maskieren.
Entsprechend existieren hierzu auch keine experimentellen Studien.

An der Portalvene des Kaninchens beschrieben Inoue et al. [72] an isolierten
Membranpatches zwei einzelne Komponenten von kalziumabhingigen Kaliumstromen,
die sich hinsichtlich ihrer Einzelkanalleitfdhigkeit und Sensitivitdt gegeniiber TEA
unterscheiden.

Die Existenz von kalziumabhingigen Kaliumkanélen gilt also an sich als gesichert,
Aussagen zu Kalzium- und Spannungsabhingigkeit und Kinetik sind jedoch nicht
moglich. Aus anderen Priparationen gibt es Hinweise darauf, dass kalziumabhingige
Kaliumkanéle und Kalziumkanéle sehr eng benachbart in der Membran lokalisiert sind,
so dass sie im Rahmen sogenannter Mikrodomdnen deutlich hoheren
Kalziumkonzentrationen und schnelleren Anderungen derselben ausgesetzt sind, als sie
beispielsweise im zentralen Zytoplasma auftreten [73, 74]. Eine schematische
Darstellung dieses Konzepts gibt Abb. 1.2.

extrazellularer Raum

intrazellularer Raum

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der engen rdumlichen Nachbarschaft zwischen L-Typ-
Kalziumkanilen ,,L-c,+* und kalziumabhingigen Kaliumkanilen ,,BK o+ in der Membran. Durch die
enge Nachbarschaft sind die kalziumabhidngigen Kaliumkandle hoheren Kalziumkonzentrationen

ausgesetzt, als sie im zentralen Zytoplasma herrschen.

Zusammenfassend kann fiir die RPV die Existenz von drei zeitabhingigen
Kaliumstromkomponenten als gesichert angesehen werden: Einer kalziumabhéngigen,
am chesten von BK(Ca)-Kanidlen getragenen und zwei spannungsabhingigen
Komponenten. Die beiden letzteren unterscheiden sich vor allem hinsichtlich ihrer
Kinetik in einen sehr schnell (binnen weniger als 50ms) und einen langsam (iiber

mehrere Sekunden) inaktivierenden Strom.
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1.1.4.3 Hintergrundstrome ohne Zeitabhidngigkeit

In Patch-Clamp-Messungen an isolierten Zellen der RPV lassen sich neben den
beschriebenen spannungs- und zeitabhdngigen Stromen auch Komponenten
nachweisen, die lediglich spannungsabhingig sind [62, 68] .

Diese Strome zeigen keine zeitabhdngige Aktivierung oder Inaktivierung und werden
auch als nicht-inaktivierende Hintergrundstrome ,In;“ bezeichnet. Mit jeder
Verianderung des Membranpotenzials nimmt In; einen bestimmten Wert an und behélt
ihn so lange bei, wie die Ableitbedingungen und der metabolische Status der Zelle stabil
bleiben.

Zur Messung von In; werden Haltepotenziale gewidhlt, unter denen alle anderen
bekannten Stromkomponenten inaktiviert sind, in der Regel etwa -10mV. Wird Iy in
Kalzium-freier Losung bestimmt, liegt das Umkehrpotenzial bei etwa -40mV, mit
Kalzium im Medium bei etwa -60mV. Cogolludo et al. [68] untersuchten den Effekt
von Iberiotoxin auf die spannungsabhingigen Auswirtsstrome.

Im Bereich zwischen -60 und +20 mV =zeigt sich eine beinahe lineare Strom-
Spannungsbeziehung mit einem Anstieg von 0,5 bis 1 pA/mV, erst bei positiveren
Potenzialen ergibt sich ein auswirts-gleichrichtender Charakter. Charakteristisch ist,
dass Iny in kalziumhaltiger Losung hohere Amplituden und ein ausgeprégteres Rauschen
zeigt als in Anwesenheit von Kalzium. Cogolludo et al. berichten in der bereits
genannten Arbeit ferner {iber eine Reduktion von Iy; in Anwesenheit von Iberiotoxin.
Diese Ergebnisse legen zusammenfassend den Schluss nahe, dass Iny von einer
heterogenen Population von Kanidlen getragen wird. Neben einwiérts gleichrichtenden
Kaliumkandlen vom K(ATP)-Typ, von ether-a-gogo-Gen (ERG) kodierten sowie
kalziumabhidngigen  Kaliumkandlen = gehoren  hierzu  wahrscheinlich  auch
kalziumabhingige Chlorid - und eventuell unspezifische Kationenkanile [75, 76], da
nur so die Abweichung des Umkehrpotenzials vom Kalium-Gleichgewichtspotenzial
erklérlich ist.

Auf molekularer Ebene wurde durch Cao et al. [77] die Expression verschiedener
Kaliumkanaltypen (rvKir6.1, rvKir6.2, rvSURI und rvSUR2) in der RPV
nachgewiesen. Die in-vitro Coexpression der genannten Proteine erbrachte Kanile, die

durch Glibenclamid gehemmt und durch Pinacidil aktiviert wurden.
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1.2 Fragestellung und methodischer Ansatz

Im Fokus der vorliegenden Untersuchung steht die Frage, welche Bedeutung die bislang
bekannten Ionenstrome fiir die schnellen Spike-Komponenten der elektrischen
Spontanaktivitdit der RPV haben. Durch die mathematische Berechnung aller
Stromkomponenten und deren Zusammenfiithrung in einem Gesamtmodell soll gepriift
werden, inwieweit die an der RPV beobachteten schnellen Spikes mittels der bisher
bekannten Membranstréme zu rekonstruieren sind.

AuBer den von uns publizierten Ergebnissen [78] existieren bislang in der Literatur
keine Studien iiber die Rekonstruierbarkeit gemessener Aktionspotenziale durch an
Einzelzellen charakterisierte Stromkomponenten fiir spontanaktive glattmuskulére
Organe.

Im Gegensatz dazu stehen fiir neuronale Erregungsvorginge sowie die elektrische
Aktivitdt der quergestreiften Skelett- und Herzmuskulatur mittlerweile zahlreiche gut
evaluierte Modelle zur Verfiigung [40, 79]. Die Entwicklung dieser Modelle gelang auf
Grundlage der erfolgreichen Charakterisierung der konstitutiven Elemente fiir die
elektrische Aktivitdit in diesen Organen. Durch die Zusammenfithrung der
verschiedenen experimentell identifizierten Elemente in entsprechenden Modellen der
Erregung fiir die jeweiligen Priparate konnten in den genannten Bereichen
experimentelle Befunde beziiglich ihrer physiologischen Relevanz deutlich besser
eingeordnet werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sollen dazu beitragen, die fiir die schnellen
Anteile der elektrischen Spontanaktivitit der RPV verantwortlichen Elemente zu
identifizieren und die Rolle der an isolierten Myozyten gemessenen Stromkomponenten
im Rahmen der physiologischen Spontanaktivitit besser bewerten zu konnen.
Letztendliches Anliegen der Untersuchung ist es, durch Kldrung dieser Fragen das
Verstindnis des physiologisch und klinisch hoch relevanten Phédnomens der
Spontanaktivitét des glatten Muskels zu erweitern.

Darstellung und Diskussion der Ergebnisse nehmen auf verschiedene experimentelle

Methoden Bezug. Diese werden im folgenden Abschnitt dargestellt.
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2 Methoden

Zielstellung der durchgefithrten Untersuchungen war es, die im Rahmen der
elektrischen Spontanaktivitdt auftretenden schnellen Spikes auf ihre Rekonstruierbarkeit
durch an Einzelzellen der RPV charakterisierten Stromkomponenten zu priifen.

Hierfiir wurden Daten aus intrazelluldaren Mikroelektrodenmessungen und Patch-Clamp-
Experimenten genutzt. Daher werden beide Methoden mit Betonung der fiir die
bearbeitete Fragestellung relevanten Aspekte vorgestellt. Mit den entsprechenden
Erlduterungen befasst sich Abschnitt 2.1 dieses Kapitels. Aus Griinden der besseren
Ubersichtlichkeit wird die Entwicklung des mathematischen Modells zur Analyse der
Ionenstrome wihrend schneller Spikes erst am konkreten Beispiel im Ergebnisteil
beschrieben.

An dieser Stelle seien lediglich die zur Durchfiihrung der Berechnungen genutzte
Software genannt: ,,Grafula II” (Vishnevsky, Aleksey; Russland) sowie ,,MatLab 7.4
(TheMathWorks; USA) und ,Microsoft Exel 2003“ (Microsoft; USA). Alle
Berechnungen wurden auf einem handelsiiblichen Personal Computer (PC)
durchgefiihrt.

Abschnitt ,,2.2¢ dieses Kapitels beschreibt den zur Durchfithrung der experimentellen
Untersuchungen angewendeten Versuchsaufbau sowie die eingesetzten Losungen und

Substanzen.

2.1 Elektrophysiologische Untersuchungsmethoden

Stark vereinfacht lassen sich zwei grundsétzliche experimentelle Prinzipien zur
Charakterisierung der erregungsphysiologischen Eigenschaften eines Gewebes
differenzieren. Zum Einen koénnen die in einem Gewebe oder in einzelnen Zellen
auftretenden Spannungsverldufe, zum Anderen die ihnen zu Grunde liegenden Strome
ermittelt werden.

Die damit verbundenen Versuchsanordnungen beinhalten daher im Falle der
Spannungsmessung die Platzierung von intra- oder extrazelluldren Elektroden an einem
hochohmigen Verstdrkereingang. Die zwischen den Elektroden flieBenden Strome
werden dabei so gering wie moglich nahe Null gehalten (,,Stomklemme*, ,,Current

Clamp®).
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Im Falle der Strommessung werden einzelne Zellen oder Teile eines Zellverbands
moglichst so gegen den Extrazelluldrraum geschaltet, dass beliebige Spannungsverldufe
durch Einprdgung genau angepasster Strome erzeugt werden (,,Spannungsklemme®,
»Voltage Clamp*). Derartige Spannungsverldufe sind hdufig ideale Rechteckimpulse.
Nach Anwendung abgestufter Folgen von Spannungsimpulsen (,,Paradigmen®) konnen
aus den hierdurch erzeugten Stromen die Membranleitfdhigkeiten charakterisiert und
mathematisch modelliert werden.

Im Folgenden werden einzelne Methoden beschrieben, die fiir die experimentelle

Elektrophysiologie des glatten Muskels relevant waren bzw. es noch immer sind.

2.1.1 Extrazellulire Elektrik

Die experimentell einfachste Methode zur Beobachtung der elektrischen Aktivitit des
glatten Muskels ist die Ableitung der extrazellulir messbaren Potenziale
(,,Feldpotenziale®). Hierzu sind verschiedene experimentelle Anordnungen moglich,
entscheidend ist die Platzierung mindestens einer Elektrode in unmittelbarer Ndhe des
Priparates und einer weiteren Elektrode entweder ebenfalls nah am Préparat, jedoch in
einiger Entfernung von der ersten (bipolare Ableitung) oder aber als Masseelektrode mit
deutlichem Abstand vom Préiparat in der extrazelluldren Perfusionslésung (unipolare
Ableitung).

Neben der einfachen experimentellen Umsetzbarkeit bietet die Methode weitreichende
Moglichkeiten, da insbesondere beim Einsatz mehrerer Elektroden durch Variationen in
der Verschaltung die Ausbreitung der Aktivitdt {iber grofere Areale verfolgt werden
kann und gleichzeitig eine Beobachtung der Synchronisation im Gewebe moglich ist.
Auch pharmakologische Studien mit gleichzeitiger Kontraktionsmessung und langen
Beobachtungszeiten sind gut durchfiihrbar [33]. Nachteilig sind vor allem die fehlende
Beurteilbarkeit von Verdnderungen im absoluten Membranpotenzial der Zellen und die
Ermittlung der absoluten Amplituden einzelner Entladungen. Eine Ubersicht zu

Grundlagen, Technik und Einsatzmoglichkeiten bietet Bortoff [80].

2.1.2 Intrazelluldre Mikroelektrode — Stromklemme

Die intrazelluldre Platzierung von sogenannten ,,scharfen Mikroelektroden* ermoglicht

die kontinuierliche Messung von Membranpotenzialen an Organpriparaten. In
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Abhéngigkeit vom Grad der elektrischen Kopplung zwischen den einzelnen Zellen des
Organs entspricht der abgeleitete Potenzialverlauf dem rdumlich summierten Signal der
abgeleiteten Zelle selbst sowie einer variablen Anzahl angrenzender Zellen. Die
Ableitung des Signals erfolgt mittels diinn ausgezogener Glaskapillaren, die mit einer
dem intrazelluldiren Milieu angepassten Elektrolytlosung gefiillt sind. Im nicht
ausgezogenen Teil enthdlt die Kapillare einen Silberdraht, der mit dem

Verstédrkereingang verbunden ist. Die zweite Elektrode ist mit dem Extrazelluldrraum

Abb. 2.1: Schematischer Aufbau einer Messung mit intrazelluldrer Mikroelektrode: Eine Stromquelle ist

verbunden.

iiber eine Glaselektrode hochohmig mit dem Zellinneren verbunden. Den zweiten Pol bildet die

extrazelluldre Losung. Der Strom wird iiblicherweise rechteckférmig appliziert.

Die Durchfiithrung stabiler intrazelluldrer Messungen ist im Vergleich zu extrazelluldren
Methoden technisch grundsétzlich anspruchsvoller. Bezogen auf die Anwendung am
glatten Muskel ist sie mit der zusdtzlichen Schwierigkeit der Etablierung stabiler
Ableitungen wihrend der simultanen Messung von Kontraktionen und Elektrik belegt.
In der Weiterentwicklung konnten jedoch durch spezielle Modifikationen wie das
Einbringen der Elektroden in einen mechanisch immobilisierten Bereich erhebliche
Verbesserungen erzielt werden (Prinzip der ,,partiellen Fixierung®, siche [33, 81]). Eine
Kalibrierung des Systems zur Ermittlung von absoluten Potenzialwerten ist wegen der
hohen Widerstdnde der intrazelluliren Messelektrode und der kaum moglichen
Abschitzung von Leckstromen problematisch, weswegen in der Literatur vielfach auf
entsprechende Angaben verzichtet wird. Ebenfalls zu beachten sind Einschrinkungen
der Erfassung schneller Signale durch die Frequenzarbeitsbereiche der eingesetzten
Verstirker und Schreibsysteme.

Eine Darstellung der Messmethodik der in die vorliegende Arbeit einbezogenen
Mikroelektrodenmessungen findet sich bei Southerton et al. [24], weitere allgemeine

Ubersichten zur Methode bei Kuriyama et al. [82].
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2.1.3  Patch-Clamp-Technik — Spannungsklemme

Spannungsklemmprotokolle erfordern einen niederohmigen Zugang zum Zellinneren.
Vor Entwicklung der Patch-Clamp-Technik wurde die urspriinglich von Stampfli [83]
an Nervenprdparaten entwickelte und spiter von Burnstock und Straub [84] sowie
Berger [85] modifizierte Saccharose-Trennwand-Technik fiir Messungen an
glattmuskuldren Organpriparaten genutzt. Die Methode basiert auf einer speziellen
Anordnung von drei Kammern, von denen eine mit kaliumreicher physiologischer
Losung gefiillt ist und durch die entsprechende lokale Depolarisation mit Verringerung
des Membranwiderstandes einzelner Zellen an einem Ende des Priparates niederohmig
mit dem Zellinneren verbunden ist. Eine zweite Kammer enthilt eine kaliumarme, dem
extrazelluldren Milieu nachempfundene Losung und wird zur extrazelluldren Ableitung
genutzt. Durch eine zwischen beiden Kammern eingebrachte saccharosehaltige Losung
wird erreicht, dass kein parazelluldrer Stromfluss stattfindet. Einen Uberblick geben
Bolton et al. [86]. Mit dem beschriebenen Verfahren kann das Membranpotenzial in
komplex angeordneten Zellverbdanden jedoch nur unvollstindig kontrolliert werden,
wodurch die Strommessungen artefaktbehaftet sind [87-89].

Die Anwendung von Strom- und Spannungsklemmprotokollen an Membranen isolierter
Zellen oder préaparierten Membranfragmenten mittels Patch-Clamp-Messungen
tiberwindet dieses Problem. Eine schematische Abbildung der durch eine Patch-Clamp-

Anordnung realisierten Spannungsklemme gibt Abb. 2.2:

o,

Abb. 2.2: Schematischer Aufbau einer Patch-Clamp-Spannungsklemme: Eine Spannungsquelle ist {iber
eine Glaselektrode mit dem Zellinneren verbunden. Den zweiten Pol bildet die extrazelluldre Losung. Die

bei der gegeben Spannung flieBenden Strome werden von einem Amperemeter registriert.
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Nach ihrer Erstbeschreibung durch Neher und Sakmann [90] und mehreren
Erweiterungen [91] fanden Patch-Clamp-Messungen schnell eine weite Verbreitung.
Bei der einzigen im Folgenden relevanten technischen Ausfiihrungsvariante, dem
., Whole-Cell-Mode“ wird nach enzymatischer Isolation der Zellen -eine
Kapillarelektrode unter mikroskopischer Sichtkontrolle durch lokale Perforation der
Zellmembran in elektrischen Kontakt mit dem Zellinneren gebracht.

Der wesentliche Vorteil gegentiber allen {ibrigen Verfahren liegt in der Moglichkeit, das
Membranpotenzial sowie das intrazelluldre Milieu der untersuchten Zelle vollstandig zu
kontrollieren und nur Stréme dieser einen Zelle messen zu kénnen.

Wichtigster Nachteil ist die schwer abschédtzbare mogliche Verdanderung der Zellen und
der untersuchten Groflen durch die Priparation. Die enzymatische Isolation konnte
einerseits selbst zur Verdnderung von Oberfldchenmolekiilen fithren. Andererseits sind
die einzelnen Zellen des glatten Muskels untereinander sowie mit Cajal-Zellen durch
thre Gap-Junction-Kopplungen in einem elektrischen Synzytium organisiert, so dass an
Einzelzellen gewonnene Daten nicht uneingeschriankt auf das gesamte Organ tibertragen

werden konnen.

2.2 Experimente

Zur Kliarung der Bedeutung verschiedener Kaliumkanéle fiir die spontane Aktivitat der
RPV wurden kontinuierliche Registrierungen von mechanischer Aktivitit und
extrazelluldrer Elektrik vorgenommen. Wihrend dieser Untersuchungen wurden
Testsubstanzen 1in festgelegten Konzentrationsschritten zur Perfusionslosung

hinzugefiigt und die entsprechenden Effekte registriert.

2.2.1 Organpréparation und Ablauf der Messungen

Mainnliche Wistar-Ratten wurden durch Nackenschlag oder Dekapitation nach
Athernarkose getotet. Nach Eroffnung des Abdomens wurden ausgehend von der
Leberpforte die Portalvene und ein Teil der Mesenterialvene an beiden Enden sorgfiltig
unter Vermeidung von starker Zugbelastung pripariert, auf einer Lange von 8 bis 12
mm dargestellt und an beiden Enden mit Garn angeschlungen. Seitendste wurden

einzeln dargestellt und abgetrennt. Nach vorsichtiger Ablosung makroskopisch
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sichtbarer Fettpartikel erfolgte die Entnahme des Priparats und die sofortige
Uberfiihrung in eine gekiihlte Priparierlosung.

AnschlieBend erfolgte unter dem Auflichtmikroskop nach Fixierung des Priparates an
beiden Enden mittels feiner Nadeln unter Sicht die Feinprédparation zur Entfernung des
restlichen Fett- Leber- und Bindegewebes sowie die Abtrennung von Gefillabgingen
nah am Hauptgefidf3stamm. Im ndchsten Schritt wurde eine Langsinzision des Gefidlles
durchgefiihrt. Blutreste und Koagel wurden griindlich ausgespiihlt, direkt im Anschluss
wurde das Priparat in die mit 35° C warmer Krebs-Losung perfundierte Messkapillare
eingebracht und unter Sichtkontrolle im Bereich der Ableitelektroden positioniert.
Anschlieflend wurde der starre Garnfaden des einen Endes fest fixiert, das andere mit
einem Kraft-Spannungswandler verbunden. Im letzten Schritt wurde das Praparat einer
leichten Vordehnung unterzogen.

Mit der Registrierung von mechanischer und elektrischer Aktivitdt wurde unmittelbar
nach Einbringen des Priparates begonnen. Eine Zugabe von Testsubstanzen erfolgte

frithestens nach einer Adaptationsphase von 30 Minuten.

2.2.2  Losungen und Substanzen

Die wihrend der Préparation genutzte Losung bestand aus 143 mmol/l NaCl, 5,9
mmol/l KCI sowie 3,6 mmol/l CaCl,. Fiir die eigentliche Versuchszeit wurde das
Préparat mit einer physiologischen Salzlésung (modifizierte Krebs — Losung) der
Zusammensetzung 112 mmol/l NaCl, 25 mmol/l NaHCOs, 1,2 mmol/l KH,POy, 4,7
mmol/l KCI, 1,2 mmol/l MgCl,, 2,5 CaCl, mmol/l, 11,5 mmol/l Glucose perfundiert.
Diese diente auch als Trégerlosung fiir die untersuchten Substanzen.

Die jeweils eingesetzten Losungen wurden — mit Ausnahme der Préparierlésung —
taglich frisch aus Stammldsungen hergestellt, erst unmittelbar vor Beginn der jeweiligen
Messung wurde Kalziumchlorid hinzugefiigt.

Wihrend der Experimente erfolgte eine kontinuierliche Begasung der Perfusionslésung
mit Carbogen (95% O,, 5% CO,) zur Stabilisierung des Bikarbonatpuffers fiir die
Gewdihrleistung eines wihrend des gesamten Messzeitraums konstanten pH-Wertes von

7,4.
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Folgende Substanzen mit bekannten Wirkungen auf Kaliumkanéle im glatten Muskel
wurden zur experimentellen Charakterisierung ihrer Wirkung auf die Spontanaktivitit

der RPV untersucht:

2.2.3 4-Aminopyridin — 4-AP

4-AP ist in Konzentrationsbereichen von 0,3 bis 5 mmol/l ein spezifischer Blocker an
spannungsabhingigen Kaliumkanélen [92-94]. Am glatten Muskel wurde die Reduktion
transienter Auswirtsstrome durch Beech et al. [64] beschrieben. Eine eingehende
Untersuchung der Effekte auf Kanéle der Portalvene des Kaninchens zeigte, dass die
Steigerung spontanen Aktivitdt des Praparates durch 4-AP vor allem auf die Blockade

von Kv1.2 und Kv1.5 — Kanélen zuriickgefiihrt werden kann [70].

Fir die durchgefithrten Experimente wurde 4-AP (RBI, Deutschland) n

Konzentrationen von 0,3 bis 3 mmol/l eingesetzt.

2.2.4 Tetracthylammonium — TEA

Tetracthylammonium ist seit langem als Blocker verschiedener lonenkanile bekannt.
Bei einer Konzentration von 1 mM hemmt es relativ spezifisch BKc,-Kanile, in

hoheren Konzentrationen auch andere Kaliumkanéile [95].

Fir die durchgefiihrten Experimente wurde TEA (RBI, Deutschland) in

Konzentrationen von 1 bis 10 mmol/I eingesetzt.

2.2.5 Charybdotoxin

Das Polypeptid Charybdotoxin (CTX) wurde urspriinglich aus dem Gift von Leiurus
quinquestriatus hebraeus isoliert und gilt als spezifischer Blocker von IKca) und BK(cy)
— Kanilen [96, 97]. Eine orientierende Ubersicht zur Pharmakologie von CTX geben
Garcia et al. [98, 99].

Fir die durchgefiihrten Experimente wurde CTX (Mobitec, Deutschland) in

Konzentrationen von 5 bis 250 nmol/l eingesetzt.
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2.2.6  Apamin

Apamin blockiert spezifisch die vor allem am Gefédfendothel exprimierten SKca)-

Kanile. Eine orientierende Ubersicht gibt Habermann [100].

Fiir die durchgefiihrten Experimente wurde Apamin (Sigma, Deutschland) in einer

Konzentration von 100 nmol/l eingesetzt.

2.2.7 Messplatz und Instrumente

Die Umwandlung der Kontraktionen in elektrische Messsignale erfolgte mittels eines
konventionellen Kraft-Spannungswandlers (World Precision Instruments, Sarasota,
USA). Fir die Verarbeitung des transduzierten mechanischen Signals wurde ein
Messverstarker (KWS 3073, HBM, Hottinger Baldwin MeBtechnik GmbH, Darmstadt,
Deutschland) eingesetzt, der wiederum an den Analog-Digital-Wandler (ADIPowerlab
2/25, ADI, Castle Hill, Australien) angeschlossen war.

Mit dem zweiten Eingang dieses Wandlers erfolgte die Registrierung der extrazelluldren
elektrischen Aktivitit. Das entsprechende Messsignal der ringformig im Abstand von 1
mm um das Kapillarlumen angeordneten Platinelektroden wurde iiber einen weiteren,
unabhédngigen Messverstarker mit integriertem Filter (Tektronix 2601 Mainframe,
Tektronix, Beaverton, USA) sowie ein nachgeschaltetes SOHz-Notchfiltersystem der
Registrierung zugefiihrt.

Die Speicherung des Signals selbst erfolgte entweder direkt oder nach
Zwischenschaltung eines Digitalspeichers mit angeschlossenem Videorecorder auf
einem handelsiiblichen PC. Verarbeitung und Auswertung der Registrierungen wurden
mit der Software Chart5 (ADIPowerlab, ADI, Castle Hill, Australien) vorgenommen.
Mit der verwendeten Versuchsanordnung bestand die Moglichkeit einer weitgehend
storungsfreien Umschaltung des Zuflusses zwischen zwei Gefdllen, von denen in das
eine die reine, in das andere die mit der Testsubstanz versetzte Perfusionslosung
eingebracht wurde. Zur Herstellung einer konstanten Temperatur von 35,5°C in der
Messkapillare wurde durch einen dufleren, getrennten Kreislauf entsprechend erwérmte
Fliissigkeit entlang der Zuleitungen und der Speichergefifle der Perfusionslosung aus

einem Thermostaten gepumpt.
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In die Wand der Messkapillare waren zehn Platindrdhte im Abstand von Imm als
Elektroden fest eingefiigt. Durch gezielte Ableitung der einzelnen Elektroden konnten
kleinere oder groflere Bereiche des Prédparates elektrisch erfasst werden. Wihrend
einzelner Experimente wurde in der Regel eine konstante Elektrodenkonfiguration
beibehalten; nur in einzelnen Experimenten wurden gezielt Ableitungen mit
verschiedenen Elektrodenkonfigurationen durchgefiihrt.

Abb. 2.3 illustriert den Aufbau des verwendeten Apparates, aus Griinden der
Ubersichtlichkeit wurde auf eine Darstellung des duBeren Kreislaufes zur Temperierung

verzichtet.

I Potenzialregistrierung I I Kraftregistrierung I

Abb. 2.3: Schematische Darstellung des zur Messung von mechanischer und extrazelluldrer elektrischer
Spontanaktivitit der RPV verwendeten Apparates. Die Perfusionslésung konnte wahlweise aus den
Reservoiren V, und V,, bezogen werden. Das Préaparat wurde mit einem Ende fest am Apparat, mit dem
anderen an einem Kraftwandler (F) fixiert (Die Fixpunkte sind hier als schwarze Kreise dargestellt).
Innerhalb der Messkapillare erfolgte die elektrische Ableitung. Ein Spannungsmessgerdt (U) war hierzu
mit Platinelektroden verbunden, die fest in der Messkammer montiert waren. Aus Griinden der

Ubersichtlichkeit sind hier nur 3 der 10 tatséichlich vorhandenen Elektroden abgebildet.

2.2.8 Aufbereitung des Datenmaterials

Zur Verwendung fiir weitere Berechnungen wurde die Umwandlung der Daten von
intrazelluliren Mikroelektrodenmessungen (zumeist Schnellschreiberausdrucke) in

digitale Datensédtze mit einer Punktdichte von 4/ms vorgenommen. Hierzu wurden die
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entsprechenden Messstreifen mit einem handelsiiblichen, an einen PC angeschlossenen
Scanner in Grafikdateien umgewandelt. Diese Dateien wurden anschlieBend mit dem
Digitalisierungsprogramm Grafula I (A. Vishnevsky, 2000) geladen. Fiir komplexe
Aktionspotenziale erfolgte die manuelle Erfassung von Einzelpunkten. Aus diesen
Datensitzen konnten interpolierte Datensédtze hoher zeitlicher Auflosung erzeugt
werden, die eine groBe Ubereinstimmung mit den Messdaten aufwiesen. Zur
Durchfiihrung der Interpolation wurde die Software MatLab 7.4 (TheMathWorks, 2007)

verwendet.

2.2.9 Ergebnisdarstellung und Auswertung

Die Ergebnisse der Modellbildungen werden direkt als Outputdaten des Modells mit
thren entsprechenden Einheiten dargestellt. Die experimentellen Ergebnisse werden als
arithmetische Mittelwerte der Einzelmessungen zu/abziiglich des Standardfehlers des
Mittelwertes (S.E.M.) mit Angabe der Gesamtzahl der ausgewerteten Ereignisse in der
Form ,Wert +/- S.E.M. (Ereigniszahl)* angegeben. Die Berechnung statistischer
Signifikanzen erfolgte mit SPSS 15.0 (SPSS Inc. 2006) unter Nutzung eines t-Tests fiir

unverbundene Stichproben.
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3 Ergebnisse

3.1 Modellbildung

Zur Klarung des Beitrags einzelner lonenstromkomponenten zum Aktionspotenzial der
RPV wurde ein mathematisches Modell erstellt. Die hierzu benutzten Verfahren werden

unmittelbar im Zuge der Ergebnisdarstellung erldutert.

3.1.1 Darstellung intrazellulér registrierter Spontanaktivitét

Als Grundlage fiir die folgenden Berechnungen zu Stromfliissen wéhrend der schnellen
Spikes dienten Daten aus intrazelluldren Mikroelektrodenmessungen, der Form, wie sie
von Patejdl et al. [78] dargestellt wurden. Auf die methodischen Probleme bei der
Bestimmung von absoluten Werten fiir das Membranpotenzial wurde bereits im
Methodenteil hingewiesen.
Abb. 3.1 zeigt eine Folge von MSC, die im Rahmen dieser Messungen registriert
wurden. Klar erkennbar ist die regelméfige Abfolge von MSCs und Ruheperioden ohne
erkennbare Potenzialverdnderungen. Die einzelne Ruheperiode hat eine Dauer von ca.
18s. Bereits bei der geringen zeitlichen Auflosung von Abb. 3.1 wird im Verlauf der
MSCs eine langsame Depolarisation des basalen Potenzials erkennbar.
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Abb. 3.1: Sequenz von 3 typischen MSC der RPV, intrazelluldre Ableitung. Wéhrend der einzelnen MSC
kommt es zu einer Depolarisation des basalen Potenzials, Anfangs- und Endniveau sind hier jeweils mit

Pfeilen gekennzeichnet.
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Fiir die Berechnungen wurde zur Korrektur technisch bedingter Abweichungen des
gemessenen Wertes vom wahren Wert des Ruhemembranpotenzials auf die Rohdaten
eine Spreizungsfunktion angewendet. Nidhere Ausfiihrungen zu dieser finden sich im
Anhang.
Bringt man den mittleren der in Abb. 3.1 gezeigten MSC mit hoherer zeitlicher
Auflosung wie in Abb. 3.2 zur Darstellung, werden sehr regelmiBig geformte schnelle
Spikes erkennbar. Die Analyse der diesen schnellen Spikes unterliegenden Ionenstrome
ist das Kernstiick der vorliegenden Arbeit.
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Abb. 3.2: Darstellung eines einzelnen MSC der RPV, intrazelluldre Ableitung. Der mit ,,M* bezeichnete
Pfeil markiert den in Abb. 3.3 gezeigten monophasisch repolarisierenden, der mit ,, T bezeichnete den in
Abb. 3.4 gezeigten triphasisch repolarisierenden Spike, der mit ,,A“ bezeichnete den Beginn der
Abklingphase. Die Einleitungsphase mit der anfénglichen kontinuierlichen und spéter stufenférmigen

unterschwelligen Deporalrisation ist zu Beginn des MSC deutlich sichtbar.

Auf die Ablaufe zu Beginn und am Ende des MSC wird daher nur verkiirzt Bezug
genommen. Festzuhalten ist, dass die Einleitung der komplexen Aktionspotenziale
ausgehend vom Ruhepotenzial offenbar tiber eine zundchst sehr langsame, fast linear
verlaufende Depolarisation erfolgt. In deren Verlauf werden spiter wellenférmige
Abléufe erkennbar, die aus abgrenzbaren Depolarisationen wachsender Amplitude mit

unvollstindiger Repolarisation bestehen. Die Amplitude dieser Wellen ist um so grofer,
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je kiirzer der Abstand zum ersten ,,echten* schnellen Spike des MSC ist. Die Dauer der
Einleitungsphase betrdgt etwa eine Sekunde.

Dem ersten voll ausgebildeten schnellen Spike folgt in der ersten Hélfte des MSC eine
Serie sehr regelmidflig geformter weiterer Spikes, welche zunichst weitgehend
vollstidndig repolarisieren. Dies dndert sich in der zweiten Halfte des MSC. Wéhrend
des nachfolgenden, als Abklingphase bezeichneten Abschnitts mit einer Dauer von 1,8s
(+/- 0,2s, n=22) werden die Repolarisationen einzelner schneller Spikes zunehmend
geringer. Es kommt zur bereits bei der Beschreibung von Abb. 3.1 angesprochenen
Depolarisation des Plateaupotenzials und zur Verringerung der Amplituden der
einzelnen Spikes. Nach dem Peak des letzten Spikes kommt es zu einer langsamen
Repolarisation auf das Niveau vor dem MSC. Wéhrend der Repolarisation sind — im
Gegensatz zur Einleitungsphase — keine wellenformigen Potenzialschwankungen

erkennbar.

3.1.2 Ermittlung des kapazitiven Stromes wihrend schneller Spikes

Zwischen dem Ende der Einleitungsphase und dem Beginn der Abklingphase liegt eine
Phase regelmiBiger, schneller Spikes.

Jeder dieser Spikes beginnt mit einer Depolarisation, deren Steilheit zundchst zunimmt,
um erst kurz vor Erreichen des maximalen Wertes wieder geringer zu werden. Nach
Erreichen der maximalen Depolarisation kommt es zu einer Repolarisation. Die
Repolarisation der schnellen Spikes ist komplexer und zwischen verschiedenen Spikes
variabler als die Depolarisation. Im Wesentlichen lassen sich Spikes mit
monophasischer von solchen mit triphasischer Depolarisation unterscheiden.

Die monophasische Repolarisation verlauft anndhernd spiegelbildlich zur
Depolarisation mit zunichst zunehmender und vor Erreichen der maximalen
Repolarisation wieder abnehmender Steilheit. Einen repriasentativen Spike dieser Art

zeigt Abb. 3.3.
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Abb. 3.3: Zeitlich hoch aufgeloster Verlauf des in Abb. 3.2 mit ,M*“ markierten monophasisch

repolarisierenden schnellen Spikes.

Alternativ tritt eine triphasische Repolarisation auf (Abb. 3.4): Im Anschluss an initiale
Depolarisation und den Peak des Spikes kommt es zu einer kurzen, nur wenige
Millisekunden anhaltenden, ersten Phase der Repolarisation. Diese wird von einer
erneuten Depolarisation unterbrochen, welche jedoch nicht die Hohe der vorangehenden
erreicht. Nach Erreichen dieses zweiten, kleineren Peaks setzt die zweite Phase der
Repolarisation mit hoher Steilheit ein und geht ohne vorherige Abflachung zunéchst in
eine  kurzzeitige Nachhyperpolarisation und — 1im spdteren Verlauf -

Nachdepolarisation iiber.
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Abb. 3.4 Zeitlich hoch aufgeloster Verlauf des in Abb. 3.2 mit ,,T“ markierten triphasisch

repolarisierenden schnellen Spikes.

Die gezeigten Spannungsverldufe entstehen durch den Fluss von Stromen, die eine
Umladung der Membran bewirken. Nach den in der Elektrophysiologie giiltigen
Koventionen bedeutet dies, dass wihrend der Depolarisation die {iber die Membran
flieBenden Strome in ihrer Summe einwirts gerichtet sein miissen. Wahrend der
Repolarisation ist die Summe der Membranstrome entsprechend zwingend auswirts
gerichtet.

Durch die Kapazitit der Zellmembran wird bestimmt, wie viele Ladungen tiber die
Membran flieen miissen, um eine definierte Verdnderung des Membranpotenzials zu
bewirken. Der kapazitive Strom ist also proportional zur Membrankapazitét.

Betrachtet man die zeitliche Dynamik der Potenzialdnderung, so wird klar, dass
wihrend einer schnellen Umladung der Membrankapazitdt mehr Ladungstriger pro
Zeiteinheit bewegt werden als bei einer langsamen. Anders ausgedriickt ist der
kapazitive ~Strom proportional zur Geschwindigkeit der Anderung des
Membranpotenzials.

Die genannten Beziehungen werden durch folgende Gleichung zusammengefasst:

1.=C,*dY/, (1

30



Hierbei steht L. fiir den kapazitiven Strom, C,, fiir die Membrankapazitit und dU/dt fiir
das Differential des Spannungsverlaufes nach der Zeit.

Die zeitliche Anderung des Membranpotenzials ldsst sich unmittelbar aus den oben
gezeigten Datensdtzen numerisch ermitteln.

Die Membrankapazitdt einer einzelnen Zelle kann mit einfachen Mitteln berechnet
werden, indem die Oberfliche der Membran einer einzelnen Zelle mit der bekannten,
weitgehend vom untersuchten Zelltyp unabhédngigen spezifischen Kapazitit
biologischer Membranen von 1puF/cm? multipliziert wird.

Hierzu wird die Form der Zelle vereinfachend als zylindrisch angenommen. Unter
dieser Bedingung ergibt sich bei Einsetzung von Werten, wie sie in morphologischen
Studien fiir die Geometrie der Zellen gewonnen wurden ([101]), fiir die Mantelfldche

des Zylinders:
AM:1‘[><a’><l:H><7,um><100,um:2,2><10_9m2 Q)

Hierbei steht d fiir den Durchmesser der Zelle, 1 fiir die Langsausdehnung. Bei
Annahme der fiir Zellmembranen typischen spezifischen Kapazitit von 1 pF/cm? ergibt

sich hieraus fiir die Kapazitéit der gesamten Membran einer einzelnen Zelle:
Cy = Ay xCy =22x10°m*x 0015/ =22%10" F =22pF  (3)

Der so ermittelte Betrag von 22 pF entspricht dem in Patch-Clamp-Experimenten
ermittelten Wert fiir isolierte Zellen der Portalvene [102] und wird im Folgenden fiir die
Kapazitidt der Modellzelle eingesetzt. Nach Gleichung (1) kann nun unmittelbar der
Verlauf des kapazitiven Stroms ermittelt werden. Das Ergebnis fiir den aus Abb. 3.4

bekannten Spike zeigt Abb. 3.5:
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Abb. 3.5: Verlauf des kapazitiven Stroms wihrend des in Abb. 3.4 gezeigten Spikes

Erkennbar ist ein kapazitiver Auswértsstrom wéahrend der Membrandepolarisation und
ein zweigipfliger Einwértsstrom wéhrend der Repolarisation. Der Verlauf des wéhrend
der Repolarisation flieBenden kapazitiven Einwértsstroms zeigt eine Einkerbung,
welche der Einkerbung im Potenzialverlauf wihrend der Repolarisation entspricht.

Fiir den in Abb. 3.3 gezeigten monophasischen Spike ergibt sich ein &hnliches Bild des
kapazitiven Stroms mit der Einschriankung, dass der wéhrend der Repolarisationsphase
flieBende Strom nur einen Gipfel zeigt. Eine entsprechende grafische Darstellung findet

sich im Anhang.

3.1.3 Interpretation des kapazitiven Stroms

Es soll nun eine kurze Interpretation des gezeigten Verlaufes des kapazitiven Stroms I
vorgenommen und anschlieBend gepriift werden, inwieweit dieser mit bekannten
Stromkomponenten rekonstruierbar ist.

Fiir die folgende Interpretation der zu betrachtenden bioelektrischen Vorgédnge wird die
Zellmembran mit ihrem elektrischen Widerstand, ihrer Kapazitdt und den {iber sie
bestehenden elektrochemischen Potenzialen als geschlossener Stromkreis betrachtet. In
jedem geschlossenen Stromkreis ergibt die Summe aller Strome nach den Kirchoffschen

Gesetzen zu jedem Zeitpunkt den Wert 0.
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I. entspricht, wie im letzten Abschnitt beschrieben, einem Strom, der durch
Umladungen der Membran passiv in dieser erzeugt wird. Diejenigen Strome, welche fiir
diese Umladung ursédchlich sind, konnen bei Annahme eines rdumlich homogenen
Potenzials der Membran der betrachteten Zelle in zwei Komponenten unterteilt werden.
Es handelt sich dabei einerseits um Strome, die direkt {iber die Membran der
betrachteten Zelle flieBen und von den elektrochemischen Potenzialgradienten, die liber
dieser Membran bestehen, getrieben werden. Andererseits handelt es sich um Strome,
die von Potenzialdifferenzen mit benachbarten Zellen getrieben werden und von dort
aus in die betrachtete Zelle ein- oder ausstrahlen. Die erstgenannten, ,,zelleigenen®
Strome werden als ,,Membranstrome*, Iy, die aus anderen Zellen einstrahlenden als
,Langsstrome®, Ip bezeichnet. Entsprechend lautet die Formulierung des o.g.

Kirchhoffschen Gesetz fiir den betrachteten Fall:
IL+[M+IC:O (4a)

Besteht lokal im die Zelle umgebenden Raum ein homogenes Potenzial, so flieBen
mangels treibender Krifte keine Lingsstrome Damit vereinfacht sich Gl. 4 und der
Membranstrom lédsst sich direkt aus dem zeitlichen Verlauf des Membranpotenzials

ableiten:

Ly, =—1, (4b)

Derartige Bedingungen konnen beispielsweise durch enzymatische Isolation von Zellen
hergestellt werden. Ebenfalls treten sie in vivo in Geweben auf, deren Zellen entweder
elektrisch nicht miteinander gekoppelt sind oder in denen die Erregungsausbreitung
derart kontinuierlich stattfindet, dass die Summe der zu jedem Zeitpunkt lokal in das
betrachtete Areal hinein und aus dem Areal heraus flieBenden Strome sich authebt. Die
letztgenannte Bedingung wird im Folgenden wéhrend des mittleren Abschnitts der MSC
der RPV zunichst als erfiillt angenommen. Die Summe der zu jedem Zeitpunkt
flieBenden Membranstrome ist daher unmittelbar durch Vorzeichenumkehr aus I

erhiltlich.
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Erst durch diese Annahme wird eine Rekonstruktion der Strome wihrend der schnellen
Spikes moglich, da Langsstrome im Gewebe bislang der experimentellen Beobachtung
nicht direkt zuginglich sind. Auf die sich aus der Annahme des Fehlens von
Langsstromen ergebenden Probleme und moglichen Abweichungen von der

tatsdchlichen Situation wird im Rahmen der Diskussion eingegangen.

3.1.4 Rekonstruktion des Gesamtstroms

Zur Rekonstruktion des Gesamtstroms wurde ein mathematisches Modell aufgestellt,

dessen Aufbau Abb. 3.6 in Form eines Blockschaltbildes illustriert.

+(UE,)
—*| 9ros (U,t) » Iros(t)
—| dror (U 1) * lroe(t)
>y (t)
U —*{ gea(U.1) > lca(®) 1
I
—  dn(U) I () 2t
> C, * dv/dt 1o (t)

Abb. 3.6: Schematische Darstellung des Modells der Strome der RPV: Aus dem bekannten

113

Spannungsverlauf ,,U(t)“ wird einerseits nach Gl. 1 der kapazitive Strom ,,Ic* errechnet, gleichzeitig
erfolgt die Berechnung der Leitfdhigkeiten flir den nicht-inaktivierenden Hintergrundstrom ,,gyn(U)*, den
Kalziumstrom ,,gc, (U,t)* sowie den schnellen ,,gror(U,t)“ und den langsamen ,,gros(U,t)“ transienten
Auswirtsstrom. Die Strome selbst werden direkt durch Multiplikation der Leitfidhigkeiten mit der
treibenden Kraft ,,U-E,“ errechnet (U ist das aktuelle Membranpotenzial, E, das Umkehrpotenzial des
jeweiligen Stroms). Die Summe der einzelnen Stromkomponenten bildet den totalen Membranstrom Iy,.
Die Summe aus I¢c und Iy entspricht dem Differenzstrom I, zwischen Modellstrémen und den Stromen,

welche einzelnen schnellen Spikes unterliegen. Dieser Differenzstrom kann aus den in Patch-Clamp-

Experimenten bekannten Stromen nicht rekonstruiert werden.

Es stehen ein Kalziumstrom, ein schneller und ein langsam inaktivierender

Kaliumstrom sowie ein Hintergrundstrom ohne zeitliche Kinetik als feste Elemente zur

34



Verfiigung. Die Vorgabe eines bestimmten Spannungsverlaufes als Inputparameter
ergibt entsprechende Strome als Output. Die Aktivierungs- und Inaktivierungsparameter
sowie die Leitfdhigkeiten der einzelnen Strome orientieren sich an bekannten, in Zellen
der Portalvene in Patch-Clamp-Experimenten erhobenen Werten aus der Literatur. Die
Summe der so erhaltenen Strome entspricht Iy.

Zur Rekonstruktion des Gesamtstromverlaufes der wéhrend der schnellen Spikes der

RPV erzeugten Strome wurden folgende Modellstromkomponenten genutzt:

3.1.4.1 Kalziumstrom

Die Modellierung der L-Kalziumkanalkomponente Ic,. des Modells erfolgte auf der
Grundlage der von Hodgkin und Huxley [45] entwickelten Gleichungssysteme. Ic,o
ergibt sich im Modell aus dem Produkt der aktuellen Leitfdhigkeit ,,gc.* der

entsprechenden Kanalpopulation mit der treibenden Spannung:

ey =8ca x(U—-Eg,) (5)

Hierbei steht U fiir das aktuelle Membranpotenzial, Ec,;. fiir das Umkehrpotenzial des
an Zellen der RPV ermittelten Kalziumstroms. Bei Annahme eines Milieus mit
physiologischen Elektrolytkonzentrationen ergibt sich nach der Nernst-Gleichung fiir
Kalziumionen ein Umkehrpotenzial vom +130mV. Wegen der nicht-absoluten
Selektivitidt der L-Typ Kanile und der dadurch bedingten Vermischung mit anderen,
u.a. von Kaliumionen getragenem Strom, ergibt sich fiir den Gesamtstrom durch L-Ca-
Kanile eher ein Umkehrpotenzial +60mV. Die biophysikalischen Grundlagen dieses
Phénomens fasst Hille [40] zusammen.

Der aktuelle Wert der Leitfdhigkeitskomponente g, wird in Abhéngigkeit von Zeit
und Spannungsverlauf fiir jeden beliebigen Zeitpunkt aus dem Produkt von Aktivierung

(a), Inaktivierung (b) und maximaler Leitfdhigkeit (gcarmax) berechnet:

gCaL = axbngaLmax (6)

Der Wert fiir gcaimax Wird im Modell als konstant betrachtet. In Anlehnung an Daten

verschiedener Autoren [61, 103] von Messungen an einzelnen Zellen sind etwa 2000 -
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4000pS anzunehmen. Die im Rahmen der Modellberechnungen angenommenen Werte
sind den entsprechenden Textabschnitten und Bildunterschriften zu entnehmen.

Die aktuellen Werte der Parameter ayn) und by errechnen sich zum Zeitpunkt tg, als
Summe aus den zum vorangegangenen Zeitpunkt tq.1) errechneten Werten flir ayy.1) und

byn-1) und der Anderung A, und Ay:

Ay = Aypy T Aat(n) (7)

bt(n) — bt(n—l) + Abt(n) (8)

Gibt es keine zeitliche Anderung der Spannung und sind die aktuellen Werte fiir
Aktivierung und Inaktivierung identisch mit den fiir die jeweilige Spannung geltenden
Steady-State-Werten, so ist A, bzw A, = 0. Die jeweiligen A-Werte fiir ein
Berechnungsintervall kénnen wiederum aus den fiir die zum jeweiligen Zeitpunkt
bestehende Membranspannung geltenden Steady-State-Funktionen fiir Inaktivierung
und Aktivierung und einer ebenfalls spannungsabhédngigen Zeitkonstante 1, errechnet

werden. Fiir die Aktivierung errechnet sich die entsprechende Anderung A,:

Aat(n) =A, x(a, - at(n—l))/z-a )

Entsprechend ist die Berechnung von a und b fiir jeden Zeitpunkt méglich, wenn die an
diesem Zeitpunkt geltenden Steady-State-Werte fiir Aktivierung und Inaktivierung
sowie die entsprechenden Zeitkonstanten bekannt sind und die numerische Berechnung
von einem Zeitpunkt begonnen werden kann, an dem beide Parameter ihren Steady-
State-Wert angenommen haben. Die Steady-State-Werte fiir Aktivierung und
Inaktivierung sind spannungsabhidngig und werden durch Boltzmann-Funktionen

folgender Form abgebildet:

1
a =
ss (U-Uy) (10)
l+e 4
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Die Variable Uy, steht fiir den Wert der Spannung, an dem ay bzw. b, den Wert 0,5
annehmen. Die Werte von Uy betragen -16,5mV fiir die Aktivierung bzw. -34,3mV fiir
die Inaktivierung. Bestimmend fiir die Steilheit der Boltzmann-Funktion ist die Variable
K, diese betrdgt fiir die Aktivierung -8mV und fiir die Inaktivierung +5,4mV.

Die entsprechenden Boltzmann-Funktionen werden in Abb. 3.7 grafisch dargestellt. In
der Abbildung wird ein Bereich zwischen -50mV und -10mV erkennbar, in dem beide
Funktionen Werte deutlich groBer als 0 annehmen. Im entsprechenden
Spannungsintervall kommt es daher zu einem dauerhaften Fluss Ic,, einem

sogenannten ,,window current.

17- s --------n.
0,8
0,6
04 -
0,2 1
0 ‘ |
0 70 30
U [mV]
|—Inaktivierung "b" = = Aktivierung "a"

ADbb. 3.7: Spannungsabhéngigkeit der Steady-State Aktivierung und Inaktivierung von Ic, errechnet

durch Einsetzung der im Text genannten Werten in Boltzmann-Gleichungen.

Hinsichtlich der Berechnung der Zeitkonstanten ergibt sich fiir I, im Vergleich zu den
anderen Stromkomponenten des Modells eine Besonderheit, da zur Modellierung der
Inaktivierung eine schnelle und eine langsame Zeitkonstante angewendet wurden, um
den typischen Stromverlauf abzubilden. Zur Abbildung der Zeitkonstanten wurden

Gleichungen der Form

- 7-20°C
o *U
=2 19C *10ms™ """ (11
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3

gewdhlt. ,, 7 entspricht dabei der Zeitkonstanten in Millisekunden, ,, T der
Umgebungstemperatur in Grad Celsius. Die Werte und Einheiten der Parameter m und
n sind in Tabelle 3.1 angegeben, das Membranpotenzial U flieft in mV in die Gleichung
ein. Der erste, temperaturabhidngige Term der Gleichung wird notwendig, da alle
verwendeten Zeitkonstanten neben ihrer spezifischen Spannungsabhingigkeit eine
Temperaturabhidngigkeit besitzen. Dies ist fiir die vorliegende Arbeit relevant, da die
Patch-Clamp-Experimente, denen die Zeitkonstanten der Stromkomponenten
entstammen, bei Raumtemperatur durchgefiihrt wurden, wéhrend die Messungen der
Spontanaktivitit bei 36°C erfolgten. Bei der Formulierung des Terms zur Abbildung der
Temperaturabhidngigkeit wurde die aus der Enzymkinetik bekannte, gingige
Temperaturabhidngigkeit nach der Van’t-Hoffschen Regel zu Grunde gelegt.
Entsprechend ergibt sich eine Halbierung der Zeitkonstante bei Erhoéhung der
Temperatur um 10°C. Eine grafische Darstellung der Spannungsabhingigkeit der
Zeitkonstanten bei Raumtemperatur gibt Abb. 3.8. An dieser Stelle sei darauf
verwiesen, dass zur Erhaltung der besseren Vergleichbarkeit mit Daten aus der Literatur
sowohl die graphischen Darstellungen der einzelnen Zeitkonstanten als auch die hier
dargestellten Voltage-Clamp-Protokolle der Modellstrome sich stets auf eine
Umgebungstemperatur von 20°C beziehen.

Fiir die Berechnungen der Strome wéhrend schneller Spikes wurden hingegen 36°C
angenommen. Entsprechend haben alle Zeitkonstanten wéhrend dieser Berechnungen

nur 33% des unter Patch-Clamp-Bedingungen ermittelten Wertes.

m [1/mV] n
T, -0,0022 0,55
Ty 0,0043 1,5
T, -0,01 2,5

Tabelle 3.1: Variablen zur Errechnung der Zeitkonstanten der Aktivierung und Inaktivierung von Ic, in

Abhingigkeit vom Membranpotenzial nach Gleichung 11.
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Abb. 3.8: Zusammenfassende grafische Darstellung der Spannungsabhénigkeit der Zeitkonstanten von
Ica bei Raumtemperatur (20°C). Nach GI. 11 kénnen aus diesen Werten die Zeitkonstanten bei
Temperaturen von 36°C, wie sie wihrend der Aufzeichnung spontaner schneller Spikes bestanden, durch

Multiplikation mit dem Faktor 0,33 ermittelt werden.
Der hier beschriebene Modellstrom ergibt bei Anwendung eines entsprechenden

Testprotokolls und Annahme einer typischen gcaimax von 2000 pA bei Temperaturen

von 20°C die in Abb. 3.9 dargestellten Stromverlaufe:
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Abb. 3.9: Serie von Stromkurven fiir den ICaL-Modellstrom, errechnet bei einem Haltepotenzial von -

80mV und den in der Legende gezeigten Testpotenzialen (jeweils in mV) bei Raumtemperatur (20°C).

Zum Vergleich mit entsprechenden experimentell gemessenen Kalziumstromen sei
insbesondere auf die Arbeiten von Liu et al, [103], Okabe et al. [61] sowie Noack et al.
[104] verwiesen. Der Anhang enthélt eine Darstellung der Strom-Spannungsbeziehung
der maximalen Amplituden bei verschiedenen Testpotenzialen im Vergleich zwischen

den Daten aus der genannten Literatur und dem eigenen Modell (Abb. 7.1).

Im néchsten Schritt wurde auf die soeben dargestellte Modellstromkomponente der
Spannungs-Zeit-Datensatz des charakteristischen schnellen Spikes aus Abb. 3.4
angewendet und in Abb. 3.10 grafisch dargestellt. Hierbei zeigt sich zunéchst die
erwartete, mit wenigen Sekunden Zeitversatz zur Depolarisation einsetzende,
Aktivierung. Die Inaktivierung beginnt ebenfalls bereits frithzeitig im Verlauf, verlduft
jedoch wie erwartet deutlich langsamer. Das Produkt von Aktivierung und Inaktivierung
wird mit Beginn der Depolarisation des Spikes grofer. Seine maximale Amplitude
erreicht es etwa zum Zeitpunkt der maximalen Depolarisation. Mit dem Abschluss der

Repolarisation fillt das Produkt praktisch unverzogert wieder auf das Ausgangsniveau.
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Abb. 3.10: Verlauf von Aktivierung, Inaktivierung des Kalziumstroms sowie des Produkts beider
Parameter wéhrend des bereits in Abb. 3.4 gezeigten schnellen Spikes (kréftige Linie). Der
Spannungsverlauf ist gegen die linke, alle anderen Parameter gegen die rechte Ordinate aufgetragen. Die

angewendeten Zeitkonstanten wurden fiir eine Temperatur von 36°C berechnet.

Sind die Anderungen der Parameter a und b bekannt, so ergibt sich aus diesen nach
Einsetzung eines Wertes fiir gcarmax Nach Gl. 6 unmittelbar der Wert von gc,. und nach
Einsetzung des aktuellen Membranpotenzials in Gl. 5 der aktuelle Wert des
Kalziumstroms Icar,

Da diese Stromkomponente den gesamten an Zellen der RPV beobachteten
Einwértsstrom reprisentiert, sollten die wéhrend der Depolarisation der schnellen
Spikes flieBenden Strome durch sie erklirt werden konnen. In Abb. 3.11 ist
entsprechend I, gleichzeitig mit dem nach Gl. 4b ermittelten totalen Strom
aufgetragen. Um die Amplitude von Ic,. an die von Iy anzupassen, wurde fiir gcaimax
ein Wert von 5000 pS angenommen. Wie aus der Abbildung ersichtlich, kann mit der
aus Daten von Patch-Clamp-Stromen generierten Modellstromkomponente der den
Potenzialdnderungen wéhrend schneller Spikes unterliegende Einwértsstrom insgesamt
hinreichend gut rekonstruiert werden. Lediglich zu Beginn der Depolarisation ist Ic,p zu
klein. Nachdem das Membranpotenzial die fiir Ic,, bekannte Aktivierungsschwelle von

ca. -40mV iiberwunden hat, bildet sich jedoch schnell eine ausreichende Amplitude aus.
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Auf die beschriebene anfingliche Diskrepanz zwischen I, und Iy wird im Rahmen der

Diskussion niher eingegangen.
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Abb. 3.11: Verlauf von I, wihrend des in Abb. 3.4 gezeigten schnellen Spikes (durchgezogene Linie) in
Relation zum Verlauf des gesamten Membranstroms Iy; bei Annahme einer gc,m.x von 5000pS. Die
angewendeten Zeitkonstanten wurden fiir eine Temperatur von 36°C berechnet. Die Pfeile zu Beginn des
Einwirtsstroms geben das zum jeweiligen Zeitpunkt herrschende Membranpotenzial an. Bereits wenige
Millisekunden nach Uberschreiten der Aktivierungsschwelle von I, ist der errechnete Modellstrom

ausreichend grof3, um den totalen Membranstrom zu erkliren.

3.1.4.2 Auswirtsstrome

Der rein spannungsabhéngige Kaliumstrom in der RPV besteht aus zwei Komponenten,
die sich am deutlichsten hinsichtlich ihrer Inaktivierungsgeschwindigkeit unterscheiden.
Die langsame Komponente wird im Folgenden als Itos, die schnelle als Itor bezeichnet.
Beide lassen sich in Analogie zu Ic,. durch monoexponentielle Aktivierungsparameter
mit sehr guter Genauigkeit modellieren. Im Gegensatz zu ¢, ist zur Darstellung der
Inaktivierung bei beiden Komponenten jeweils eine einzelne Zeitkonstante ausreichend.
Die einzelnen Schritte der Modellierung von Itor und Itos erfolgen nach dem fiir Ic,o
angegebenen Algorithmus. Entsprechend gilt fiir die Werte von Iror und Irps in

Analogie zu Gl. 5 zu jedem Zeitpunkt:
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Lr0s = &ros X (U — Epy) (12)

]TOf = 8ror X U - ETOf) (13)

In Analogie zu Gl. 6 gilt fiir die Leitfihigkeiten der beiden Auswiértsstrome:

gTOs :cdegTOSInax (14)

8ror = eXfXgTOfmax (15)

Die Parameter der maximalen Leitfdhigkeiten wurden als konstant angenommen. Die
entsprechenden Werte sind 8000pS fiir grosmax und 7000pS fir grofmax. Zur
Vereinfachung wird an dieser Stelle auf die Darstellung der weiteren Schritte zur
Berechnung der Parameter der Aktivierung (c fiir Iros, € fiir Itor) und Inaktivierung (d
fiir Ios, f fiir Itor) verzichtet. Die Berechnung wurde nach dem gleichen Verfahren wie
fiir Icar durchgefiihrt, wie es in den GIl. 7 bis 9 dargestellt ist. Die Funktionen zur
Beschreibung der Steady-State Aktivierung und Inaktivierung von Ipos und Ipor haben
die gleiche Form wie GI. 10. Die Werte der Parameter sind in Tab. 3.2 angegeben, eine

grafische Darstellung findet sich im Anhang.

Up [mV] k [mV]
Cos 20 -10
des -63 9
€ss 15 12
s 71 6,5

Tabelle 3.2: Werte der halbmaximal aktivierenden- bzw. inaktivierenden Spannungen fiir ITOs und ITOf.
Die Einsetzung in eine entsprechende Boltzmannfunktion Gleichung 10 ergibt den Verlauf der Steady-

State Aktivierungsparameter von ITOs ,,ci bzw. ITOf , e sowie der Inaktivierungsparameter von [TOs

»dss bzw. ITOf , £ .

Die Funktionen zur Beschreibung der Zeitkonstanten der Anderung der Aktivierungs-
und Inaktivierungsparameter von Iros und Itor haben die gleiche Form wie Gl. 11. Die

entsprechenden Werte sind in Tab. 3.3 dargestellt.
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m [1/mV] n
T, -0,014 1,8
T, 0,0008 3,4
T, -0,007 0,7
7, -0,0043 1,17

Tabelle 3.3: Variablen zur Errechnung der Zeitkonstanten der Aktivierung und Inaktivierung von Ic, in

Abhingigkeit vom Membranpotenzial nach Gleichung 11.

Abb. 3.12  stellt die Spannungsabhédngigkeit der Zeitkonstanten

der

spannungsabhdnigigen Auswiértsstrome fiir eine Umgebungstemperatur von 20°C

graphisch dar.

10000

1000 +

100 -

t [ms]

107 ‘.5-

U [mV]

TC ==———Td =—— 1= = Tf‘

Abb. 3.12: Spannungsabhéngigkeit der Zeitkonstanten spannungsabhingiger Auswirtsstrome der

20

Modellstrome. Fiir die Zeitkonstanten der Aktivierung stehen die Parameter 1. (Itos) und 1. (Itos), fiir die

der Inaktivierung 14 und t¢. Nach GI. 11 konnen aus diesen Werten die Zeitkonstanten bei Temperaturen

von 36°C, wie sie wihrend der Aufzeichnung spontaner schneller Spikes bestanden, durch Multiplikation

mit dem Faktor 0,33 ermittelt werden.
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Abb. 3.13 zeigt eine Serie von Stromkurven, die sich durch Anwendung eines typischen
Protokolls auf die spannungs- und zeitabhingigen Auswértsstrome der RPV ergeben.
Gezeigt wird der Summenstrom aus Iror und I, eine getrennte Darstellung beider

Strome findet sich im Anhang.
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Abb. 3.13: Errechnete Verldufe der summierten Modellstrome Iro, und Iror nach Applikation eines
Testpulses mit dem in der Legende angegebenen Testpotenzial (in der Abbildungslegende angegeben in

mV), ausgehend von einem Haltepotenzial von -80mV bei Raumtemperatur (20°C).

Der Vergleich der Stromverldufe in Abb. 3.13 mit experimentell ermittelten und in der
Literatur verdffentlichten Stromverldufen [62] ergibt eine gute Ubereinstimmung, so
dass von einer hinreichend guten Abbildung der spannungsabhéngigen Auswirtsstrome
durch die Modellstrome ausgegangen werden kann. Im nichsten Schritt wird daher
untersucht, inwiefern sich die wéhrend des bereits mehrfach dargestellten schnellen
Spikes aus Abb. 3.4 flieBenden Auswirtsstrome mit den Modellstromen rekonstruieren
lassen. Aktivierung und Inaktivierung der Auswirtsstrome werden in Abb. 3.14 und
3.15 dargestellt. Es zeigt sich in beiden Fillen eine schnelle Aktivierung, allerdings
wird auch ersichtlich, dass bereits zu Beginn des Spikes im Fall von Ipor die
Inaktivierung ausgeprégt ist, wihrend sie sich fiir Itos im mittleren Bereich bewegt,
jedoch langsam zunimmt. Iror ist wihrend des betrachteten schnellen Spikes praktisch

vollstidndig inaktiviert.
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Abb. 3.14: Oberer Teil: Aktivierung und Inaktivierung des langsamen spannungsabhingigen
Modellstroms Iros sowie des Produktes beider Parameter. Unterer Teil: Spannungsverlauf. Die

angewendeten Zeitkonstanten wurden fiir eine Temperatur von 36°C berechnet.
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Abb. 3.15: Aktivierung (,,e“) und Inaktivierung (,,f) des schnellen spannungsabhingigen Modellstroms
Itor sowie des Produktes beider Parameter (,,e*f*) Unterer Teil: Spannungsverlauf. Die angewendeten

Zeitkonstanten wurden fiir eine Temperatur von 36°C berechnet.
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Das Ergebnis der Berechnung der Stromamplitude aus den Verldufen der Aktivierungs-
und Inaktivierungsparameter zeigt Abb. 3.16. Dort wurde die Summe von Iros und Itof
gegen den zu erkldrenden Auswértsstrom aufgetragen. Letzterer wurde durch

Subtraktion von I¢,. vom totalen Ionenstrom (=Iy nach Gl. 4b) errechnet.
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Abb. 3.16 Verlauf der summierten Modellstrome Itos und Itor wihrend des in Abb. 3.4 gezeigten
triphasischen schnellen Spikes, gleichzeitig dargestellt mit dem - wie im Text beschrieben - errechneten
notwendigen totalen Auswértsstrom. Die angewendeten Zeitkonstanten wurden fiir eine Temperatur von

36°C berechnet.

3.1.4.3 Der nicht-inaktivierende Hintergrundstrom Iy

Der nicht-inaktivierende  Hintergrundstrom kann wegen seiner fehlenden
Zeitabhéngigkeit als direkte Funktion des Membranpotenzials dargestellt werden. Im
physiologisch relevanten Bereich zeigt Iy eine Strom-Spannungsbeziehung, die der
eines einfachen ohmschen Widerstands entspricht [62, 68]. Entsprechend wird Ing
mittels einer linearen Funktion abgebildet, deren einzige Variable die Spannung ist. Die

gewihlte Gleichung lautet:

I, =U*0,4GQ™" +33pA (16)
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Das Membranpotenzial U geht in diesem Fall mit der Einheit Millivolt in die Gleichung
ein. Die sich aus GI. 5 ergebende Strom-Spannungsbeziehung hat einen Anstieg von
4pA/ 10mV, das Umkehrpotenzial betrdgt -82,5mV. Beide Werte weichen von den in
der Literatur angegebenen Werten fiir Iy ab: Der Anstieg ist kleiner, das
Umkehrpotenzial negativer als in den genannten experimentellen Arbeiten ermittelt.
Der Grund liegt in der hier vorgenommenen Subtraktion eines weiteren Stroms von den
publizierten experimentellen Daten. Dabei handelt es sich um den sogenannten
Leckstrom, welcher unweigerlich im Rahmen von Patch-Clamp-Messungen durch die
Alteration der Zellmembran nach Ruptur durch die Patchpipette auftritt. Dieser
Leckstrom ist in vivo nicht vorhanden. Daher wurde zur Erstellung des Modellstroms
Int eine Subtraktion des sich bei Annahme eines typischen Shuntwiderstandes von
3*10M2Q ergebenden Leckstroms vorgenommen. Abb. 3.17 illustriert den

beschriebenen Korrekturvorgang.
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Abb. 3.17: Strom-Spannungsbeziehung der Modellkomponente Iy; Die Zuordnung der Linien ist in der

Legende angegeben. Von der aus experimentellen Studien abgeleiteten Strom-Spannungsbeziehung des

13 33

sunkorrigierten Iy wurde ein Leckstrom subtrahiert. Es resultiert beim ,korrigierten Iy eine

Linksverschiebung des Umkehrpotenzials sowie ein flacherer Anstieg.

Aus dem Vorliegen einer linearen Strom-Spannungsbeziehung ergibt sich zwangslaufig
eine direkte Widerspiegelung des Potenzialverlaufes durch In;. Abb. 3.18 zeigt den
Verlauf von Iy wihrend des in Abb. 3.4 gezeigten schnellen Spikes. Aus dem Verlauf

ergibt sich, dass In; nur unwesentlich zum Auswiértsstrom wéhrend der Repolarisation
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schneller Spikes beitrdgt. Allerdings kann wegen des nahe dem Ruhepotenzial
liegenden Umkehrpotenzials von In; eine stabilisierende Wirkung auf das

Ruhemembranpotenzial angenommen werden.
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Abb. 3.18: Verlauf und Erkldrungskraft von Iy; (durchgezogene Linie) fiir den nach Abzug des

notwendigen Einwértsstroms verbleibenden unerkldrten Auswértsstrom (unterbrochene Linie).

3.1.4.4 Erklarungskraft der summierten Modellstromkomponenten

Ziel der dargestellten Berechnungen von Modellstromkomponenten war es zu
untersuchen, ob sich aus den verschiedenen Modellstromkomponenten der dem
Potenzialverlauf unterliegende Gesamtstrom (Iy) rekonstruieren ldsst.

Die durchgefiihrten Berechnungen zeigten fiir Ic,r eine gute Erklarungskraft beziiglich
der schnellen Depolarisation, fiir die entsprechende Anpassung war lediglich eine
Modifikation der maximalen Leitfdhigkeit notwendig. Im Gegensatz dazu konnten die
modellierten Auswirtsstromkomponenten den errechneten notwendigen Auswértsstrom
wiéhrend der Repolarisation fiir die schnellen Spikes nicht vollstindig erkldren. Zur
Darstellung des Endergebnisses der Rekonstruktion wurden alle spannungs- und
zeitabhingigen Modellstromkomponenten von Iy subtrahiert (Abb. 3.19). Das Ergebnis
zeigt, dass ein Strom mit einer maximalen Amplitude von etwa 150 pA nicht durch die

Modellauswiértsstrome erklart wird. Dieser zeigt eine sehr schnelle Aktivierung und
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Inaktivierung, dariiber hinaus ist eine Einkerbung zu erkennen, welche der auch im
Potentialverlauf des triphasischen Spikes sichtbaren Einkerbung entspricht.

Im Zeitraum vor und nach dem schnellen Spike wird dariiber hinaus ein sehr viel
kleinerer, ebenfalls nicht erkldrter Strom errechnet. Dieser ist einwérts gerichtet,
entspricht also einem Defizit an vom Modell generierten Einwértsstromen bzw. einem
Uberschuss an Auswirtsstromen. Eine Elimination dieses Stromes wire durch
Anpassungen der Modellstromkomponenten ohne weiteres moglich, im Interesse einer
strengen Orientierung an den experimentell charakterisierten Ein- und Auswiértsstromen

wurde wegen des geringen Differenzbetrages jedoch hierauf verzichtet.
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Abb. 3.19: Summe von Ity Itor und I, , subtrahiert von Iy, Der sich ergebende Strom I, entspricht einem
nicht von den in Patch-Clamp-Experimenten charakterisierten Stromen erkliarten Strom. Der hier
dargestellte Strom wird von den bekannten Komponenten der RPV nicht ausreichend erklért und im

Folgenden als I, bezeichnet.

Zur ndheren Charakterisierung des in Abb. 3.19 gezeigten unbekannten Stromes I
wurde die Amplitude des Stroms gegen das Membranpotenzial aufgetragen. Es ergab
sich eine Strom-Spannungsbeziehung mit hysteretischem Charakter. Aus der in Abb.
3.20 gezeigten Darstellung wird ersichtlich, dass im direkten zeitlichen Umfeld der
maximalen Depolarisation eine deutliche und sehr schnelle Erhohung der Leitfahigkeit

von I stattfindet.
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Abb. 3.20: Strom-Spannungsbeziehung des unerkldrten Auswértsstromes Iy wihrend des in Abb. 3.4
gezeigten schnellen Spikes (obere Abbildung). Die untere Abbildung zeigt den Potenzialverlauf mit
unterschiedlicher Markierung der Depolarisations- und der Repolarisationsphase. Zur besseren
Orientierung {iber den Verlauf der Strom-Spannungsbezichung wurden entsprechende Schattierungen fiir
die der Repolarisation bzw. Depolarisation zuzuordnenden Teile gewdhlt, ferner kennzeichnen die
Zeitangaben (in Millisekunden) neben den Markierungen den Zeitpunkt im Verlauf des betrachteten

schnellen Spikes, an dem der jeweilige Wert der Strom-Spannugsbeziehung ermittelt wurde.

Die in Abb. 3.20 gezeigte Strom-Spannungsbeziehung ist in ithrem gesamten Verlauf
nicht-eindeutig, jedem Spannungswert entsprechen mindestens zwei deutlich
voneinander verschiedene Stromwerte. FEin derartiger Verlauf der Strom-
Spannungsbeziehung ist nur durch eine Anderung der zu Grunde liegenden
Leitfahigkeit zu erkldiren und ldsst somit auf die Existenz eines schnellen
Aktivierungsprozesses schlieBen. Die bisherige nicht-Nachweisbarkeit einer Ii-

dhnlichen Stromkomponente in Patch-Clamp-Studien ldsst sich nur dadurch hinreichend
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erkldren, dass ein spannungsabhingiger Prozess nicht die einzige notwendige
Bedingung der Aktivierung von Iy ist. Grundlage der schnellen Anderung von I, muss
also ein weiterer, nicht-spannungsabhingiger Aktivierungsprozess sein.

Aus theoretischen Erwédgungen heraus ist hier zunichst ein kalziumabhéngiger
Aktivierungsprozess zu diskutieren, der zur Offaung spannungs- und
kalziumabhingiger Kaliumkanéle fiihrt. Die Existenz derartiger Kaliumkanéle in Zellen
der RPV gilt als gesichert, ihre qualitiative und quantitative Bedeutung im Rahmen der
schnellen Spikes der RPV ist jedoch nicht genau charakterisiert [59]. Der Grund hierfiir
ist, dass die publizierten Patch-Clamp-Studien zu Auswirtsstromen stets in
kalziumfreien Medien durchgefiihrt wurden, um Kontaminationen dieser Strome mit
dem einwirts gerichteten Kalziumstrom auszuschlie3en.

Im Folgenden soll daher untersucht werden, inwieweit schnelle Anderungen des
Kalziums im Rahmen schneller Spikes der RPV zu erwarten sind und als mogliche

Ursache der Aktivierung von Auswiértsstromen dienen konnten.

3.1.5 Simulationen der Kalziumkonzentration

Wihrend des Verlaufes eines MSC lassen sich auf Grundlage von Daten des
beschriebenen Modells Berechnungen zur Konzentration des freien Kalziums und seiner
Verteilung in der Zelle durchfithren. Wichtige Parameter solcher Berechnungen stellen
der Kalziumeinstrom, das Zellvolumen und seine Aufteilung in Subkompartimente, die
Pufferkapazitit des Zytoplasmas und die Diffusionsgeschwindigkeit des Kalziums dar.

Ein einfaches, in Anlehnung an Standen et al. [105] und Lang et al. [50] entwickeltes
Modell zur Simulation der intrazelluldren [Ca®"] wurde fiir diese Arbeit angewendet. Es
basiert auf der Annahme eines zentralen Kompartiments und submembrandsen
Mikrodoménen. Diese Mikrodominen entstehen dort, wo die durch Kalziumkanile
einstromenden Kalziumionen aus der Pore des Kanals ins Zytoplasma gelangen.
Einzelheiten zu Aufbau und Funktion des Modells finden sich im Anhang. Die
Ergebnisse der Berechnungen werden in Abb. 3.21 fiir einen kompletten MSC und in

Abb. 3.22 fiir den bereits in Abb. 3.4 gezeigten Spike dargestellt.
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Abb. 3.21: Simulierter Verlauf der Kalziumkonzentration im submembridndsen Raum wiéhrend eines
typischen MSC. Die zur Berechnung gewihlten Parameter fiir die GroéBe des submembrandsen
Kompartiments Vg und die Geschwindigkeit des Diffusionsausgleiches k sind in der
Abbildungsiiberschrift angegeben und im Anhang erldutert.

Wiéhrend der schnellen Spikes kommt es in allen gewéhlten Parameterkombinationen zu
deutlichen Anderungen der Kalziumkonzentration im subzelluliren Kompartiment
([Ca*"]s). Der Abstand zwischen der Aktivierung von Icy und dem Beginn des
Konzentrationsanstieges ist um so kiirzer, je kleiner der relative Anteil .y« des
submembrandsen Kompartimentes am gesamten Zellvolumen und je geringer der durch
den Faktor ,k“ repriasentierte Konzentrationsausgleich ist. Bei Betrachtung einzelner
schneller triphasischer Spikes geht, wie Abb. 3.21 zeigt, der Anstieg von [Ca®]s dem
Einsetzen von I, mit sehr kurzem Abstand voraus.

Die Ergebnisse zeige weiterhin, dass ein Anstieg von [Ca’"]s in den mikromolaren
Konzentrationsbereich plausibel ist. Damit bewegt sich [Ca®']s genau in dem Bereich,
der fir die Aktivierung der BK(, in anderen Prdparaten als relevant demonstriert

wurde.
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Abb. 3.22: Verlauf der Kalziumkonzentration in einer submembrangsen Mikrodoméne, dargestellt gegen
die linke Ordinate, parallel aufgetragen gegen den Verlauf des unerklarten Auswértsstroms I,. Die Werte

fiir Vs und k entsprechenen denen aus Abb. 3.21.

Die Hypothese, dass I ein kalziumaktivierter Auswértsstrom ist, wédre bei Annahme
einer dhnlichen Konzentrationsabhédngigkeiten wie der des BK(Ca)-Kanals mit den
Ergebnissen dieser orientierenden Berechnungen von [Ca®"]s vereinbar. Sollten also
tatsdchlich kalziumabhédngige Auswértsstrome eine bislang nicht ausreichend bekannte
Rolle im Rahmen der Repolarisation schneller Spikes spielen, so miisste eine Blockade
dieser Strome Verdnderungen der schnellen elektrischen Aktivitit und letztlich auch der
mechanischen Aktivitit bewirken. Daher erfolgten im ndchsten Schritt experimentelle
Untersuchungen zu Effekten von Blockern kalziumabhingiger Kaliumkanile auf die

Spontanaktivitit der RPV.

3.2 Pharmakologische Beeinflussung der Spontanaktivitiit

3.2.1 Native Messungen

Die mit extrazelluldren Elektroden abgeleitete elektrische Spontanaktivitit ldsst analog
zu den intrazelluliren Messungen einen Wechsel zwischen Ruheperioden und klar

abgegrenzten Spikes erkennen.
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In Abb. 3.22 werden zwei MSC und die begleitenden spontanen Kontraktionen
dargestellt. Die elektrische Aktivitéit setzt vor Beginn der Kontraktion ein, der Abfall
der Kontraktionskraft verlduft annidhernd parallel zum Auslaufen der elektrischen

Aktivitit.

Spontanaktivitat - Mechanik und extrazellulare Elektrik
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Abb. 3.23: Extrazelluldr abgeleitete spontane MSC und Kontraktionen der RPV.

Ein kurzer Ausschnitt des ersten MSC ist in Abb. 3.23 wiedergegeben und einem
kurzen Ausschnitt aus einer intrazelluldren Registrierung an einem anderen Priparat in
gleichem Zeitmallstab gegeniibergestellt. Die mit beiden Methoden ermittelten
Darstellungen der schnellen elektrischen Aktivitdt zeigen offensichtlich grof3e
Ahnlichkeiten im zeitlichen Verlauf, so dass angenommen werden kann, dass es sich

um Korrelate des gleichen elektrischen Prozesses handelt.
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Abb. 3.24: Gegeniiberstellung extrazelluldr und intrazelluldr abgeleiteter schneller elektrischer Aktivitit
wihrend des MSC. Der untere Graph stellt Daten aus einer intrazellulédren Registrierung im identischen
Zeitmalstab parallel zum extrazelluldr abgeleiteten Potenzial dar. Zu beachten ist die unterschiedliche
Skalierung der Ordinaten in uV (oberer Teil) bzw. mV (unterer Teil).

Als weiteren Beleg hierfiir zeigt Abb. 3.24 ein Frequenzspektrum (berechnet mit Chart
5.0, ADInstruments). Das Spektrum ist aus den Daten von 23 MSC zusammengesetzt
und zeigt einen deutlichen Peak bei 7,5 Hz, entsprechend einem Signal mit einer
Periodizitdt von 133ms. Der Vergleich mit Abb. 3.2 sowie mit den Ergebnissen der
Auswertung der schnellen intrazelluldr gemessenen Spikes zeigt, dass dieser Peak dem

Intervall der intrazelluldr gemessenen schnellen Spikes entspricht.
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Abb. 3.25: Frequenzspektrum der extrazelluldr abgeleiteten elektrischen Aktivitit in Hz, dargestellt in
arbitrdren Einheiten, berechnet mit der im Aufzeichnungsprogramm enthaltenen fast-fourier-

transformation.

Eine simultane Registrierung der Kraft und extrazellulirer Potenziale wurde
durchgefiihrt, um die Spontanaktivitit und ihre Modulation durch verschiedene
Substanzen zu untersuchen. Veranderungen von Elektrik und Mechanik werden jeweils
fiir die verschiedenen Substanzen getrennt dargestellt.

Es wurden insgesamt 17 Messungen durchgefiihrt. In allen zeigte sich eine spontane
elektrische und mechanische Aktivitit des Priaparates. Es zeigten sich zwei wesentliche
Grundmuster von Aktivitit, eines mit regelmafig auftretenden und deutlich voneinander
abgrenzbaren Aktionen, die jeweils von Phasen elektrischer und mechanischer
Inaktivitit unterbrochen waren sowie ein zweites, deutlich seltener beobachtetes Muster
mit unregelmiBigerer Aktivitdt ohne Phasen zwischenzeitlicher Inaktivitit. Vier
Préparate zeigten das unregelméBige, 13 das regelméBige Aktivitdtsmuster.

Die Zugehorigkeit zu einem dieser Muster bestand jeweils von Beginn der
Aufzeichnung an und blieb bis zu deren Ende unverdndert. Zusammenhénge zwischen
beobachtetem Aktivitdtstyp und experimentellen Bedingungen oder Varianten in der

Priparation wurden nicht beobachtet.
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3.2.2 Eftekte von TEA
3.2.2.1 mechanische Veridnderungen

Es wurden insgesamt 8 Experimente mit TEA durchgefiihrt. In allen Experimenten
wurden die Effekte von ImM TEA untersucht, in 5 Experienten wurden nach
Auswaschen die Effekte von 3 und 10mM TEA getestet. Im Vergleich zu den unter
Kontrollbedingungen gemessenen Werten fiihrte die Zugabe von TEA in die
Perfusionslésung zu einer konzentrationsabhingigen Erhohung der
Kontraktionsamplitude, der integrierten Kraft und der Kontraktionsdauer. Gleichzeitig
verringerte sich die Kontraktionsfrequenz. Die genannten Effekte waren nach
Auswaschen des TEA binnen weniger Minuten vollstidndig reversibel. Die mechanische

Spontanaktivitdt blieb bis zum maximal getesteten Wert von 10 mM erhalten (Abb.
3.25).
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Abb. 3.26: Mechanische Effekte von TEA bei den Konzentrationen 1, 3 und 10 mmol/l. Die Messpunkte
sind als Mittelwerte der relativen Anderungen zur Kontrolle angegeben (n=8 fiir ImM TEA, n=5 fiir 3
und 10 mM TEA).

Gegeniiber den Kontrollwerten wurde die Frequenz durch TEA deutlich gesenkt,
wihrend die mittlere Amplitude und die Dauer der Einzelkontraktionen sowie das
Kraftintegral zunahmen. Statistisch signifikant waren die Ergebnisse fiir die

MessgroBBen ,,Integral® ,,Amplitude” und ,,Frequenz“, wegen der grofen Streuung
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wurde fiir den Parameter ,,Dauer* keine Signifikanz erreicht, allerdings ist eine Tendenz
zur Verldngerung der einzelnen Aktionen deutlich erkennbar. Die einzelnen Werte und
die statistische Auswertung zeigt Tabelle 3.4. Eine Dosisabhéngigkeit der Wirkung
wurde fiir alle MessgroB3en deutlich erkennbar, statistische Signifikanz erreichte sie fiir
die Anderungen von Amplitude und Frequenz der Kontraktionen (s. Tab. 7.2 des

Anhangs).

1 mM (n=8) 3 mM (n=5) 10 mM (r=5)

MW SEM p MW SEM p MW SEM p
Integra 149,550 13,795 0,090 125,995 45849 0,032 133979 68322 0,053
Amplitude 146,395 15,776 0,022 164,3%4 36,826 0,019 189,773 41,177 0,010
Frequenz 81,033 5208 0,008 62,652 2,640 0010 44,997 5083 0,001
Dauer 177,506 64,400 0,180 274,619 210,991 0240 248,020 192871 0,084

Tab. 3.4: Mechanische Effekte von TEA bei den Konzentrationen 1, 3 und 10 mmol/l (n=8 fiir ImM
TEA, n=5 fiir 3 und 10 mM TEA). Angegeben sind jeweils die Mittelwerte der prozentualen Anderungen
gegeniiber der Kontrolle (MW), der Standardfehler des Mittelwerts (SEM) sowie die Signifikanz p.

Aus den genannten Ergebnissen folgt, dass es bereits ab Konzentrationen von 1mM, in
denen TEA als spezifischer Blocker von BKca-Kanélen angesehen wird [40], zu einer
Verschiebung des Gleichgewichts zwischen exzitatorischen und inhibitorischen
Stromen zu Ungunsten letzterer kommt. Ein eindeutiger Hinweis hierauf ist die
deutliche Zunahme der Kontraktionskraft, die nur durch eine Zunahme der
Kalziumstrome erkldrbar ist, wie sie zu erwarten ist, wenn repolarisierende Strome
pharmakologisch blockiert werden. Konkret wiirde dies am ehesten der Reduktion eines

repolarisierenden (kalziumabhédngigen) Kaliumstromes entsprechen.

3.2.2.2 elektrische Verdnderungen

Den genannten Verdnderungen der Mechanik entsprechen dosisabhidngige
Verdanderungen der elektrischen Spontanaktivitdt. Abb. 3.26 zeigt die stark alterierte
Konfiguration der Einzelspikes bei Konzentrationen von 10mmol/l im Vergleich zu
denen bei 1 mmol/l. In Konzentrationsstufen von 1 und 3 bewirkt TEA an den

untersuchten Préparaten vor allem eine deutlich hohere Synchronisierung der
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extrazelluldr abgeleiteten MSC, eine Zunahme der Amplituden sowie eine leichte

Verlangsamung des Auftretens schneller Spikes.

200 4

TEA 1 mmol/l

42 422 424 42,6 428 43 43,2 43,4 43,6 438 44
t[s]

TEA 10 mmol/l

175 17.7 17,9 18,1 183 18,5 18,7 18,9 19.1 19,3 19,5
ts]

Abb. 3.27: Elektrische Effekte von TEA, extrazelluldre Ableitung. Gegeniiber der nativen Messung zeigt
sich bereits bei einer Konzentration von 1mmol/l eine zunehmende Synchronisierung und Zunahme der

Amplituden. Bei 10mmol/l ist die Spikefrequenz deutlich reduziert, die Amplituden stark erhoht.

3.2.3 Effekte von Charybdotoxin

3.2.3.1 mechanische Verdnderungen

Es wurden 4 Experimente mit CTX durchgefithrt. Die Zugabe von CTX in den
Konzentrationsstufen 5, 45 und 250 nM bewirkte ab Konzentrationen von 45 nM nach
wenigen Minuten eine signifikante Zunahme der Kontraktionsamplitude sowie des
Kraftintegrals bei gleichzeitiger Abnahme der Frequenz. Auch die Kontraktionsdauer
zeigte eine — wenn auch nicht statistisch signifikante — Tendenz zur Zunahme (Tab. 3.5
und Abb. 3.27). Eine Dosisabhédngigkeit der Wirkung wurde fiir alle Messgrof3en
erkennbar, statistische Signifikanz erreichte sie lediglich fiir die Anderungen von

Kraftintegral und Kontraktionsamplitude (s. Tab. 7.3 des Anhangs).
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5nM 45 nM 250 nM

MW SEM  p MW SEM p MW SEM p

Integral 101,607 550 0700 117080 7075 0070 181,113 43219 0,003
Amplitude 103000 2000 0200 131,909 10457 0,038 168553 12618 0,001
Frequenz 87,532 6137 0,100 66,584 5397 0,030 61,97 2912 0,001
Dauer 110,181 9304 0350 113523 6652 0130 128485 9920 0,064

Tab. 3.5: Mechanische Effekte von CTX bei den Konzentrationen 5, 45 und 250 nmol/l (n=5 fiir 5 und
45nM CTX, n=8 fiir 250 nM CTX). Angegeben sind jeweils die Mittelwerte der prozentualen
Anderungen gegeniiber der Kontrolle (MW), der Standardfehler des Mittelwerts (SEM) sowie die
Signifikanz p.
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Abb. 3.28: Mechanische Effekte von CTX bei den Konzentrationen 5, 45 und 250 nmol/l. Die

Messpunkte sind als Mittelwerte der relativen Anderungen zur Kontrolle angegeben.

3.2.3.2 elektrische Verdnderungen

Charybdotoxin fithrt — dhnlich wie TEA — zu einer Verldngerung der einzelnen MSC
und zu einer Zunahme der MSC — Amplituden. Gleichzeitig kommt es zu einer
Verldngerung des Spike-Intervalls und dem ebenfalls fiir TEA beschriebenen Effekt
einer Verbesserung der Abgrenzbarkeit einzelner Spikes innerhalb eines MSC (Abb.
3.28).
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CTX 45nmolA
-30 4
-40
43 432 434 436 438 a4 44,2 44 4456 448 45
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10 10,2 104 10,6 10,8 1 12 1.4 116 11,8 12
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Abb. 3.29: Elektrische Effekte von CTX, extrazelluldre Ableitung. Gegeniiber der nativen Messung
(oberes Bild) zeigt sich ab einer Konzentration von 45nmol/l eine zunehmende Synchronisierung und
Zunahme der Amplituden. Bei 250nmol/l (unteres Bild) ist die Spikefrequenz deutlich reduziert, die
Amplituden stark erhoht.

3.2.4 Wirkung von 4-AP

3.2.4.1 mechanische Verdnderungen

Es wurden 5 Experimente mit 4-AP durchgefithrt. Die Zugabe von 4-AP in den
Konzentrationsstufen 0,3, 1 und 3 mmol/l bewirkte nach wenigen Minuten eine
signifikante Zunahme der Kontraktionsamplitude sowie des Kraftintegrals bei
gleichzeitiger Abnahme der Frequenz. Die Effekte auf Kontraktionsfrequenz und
Kontraktionsdauer waren bereits ab einer Konzentration von 0,3 mmol/l statistisch
signifikant, die Anderungen von Amplitude und Kraftintegral erst ab 3 mmol/l (Tab.
3.6). Eine Dosisabhéingigkeit der Wirkung von 4-AP ist tendenziell deutlich erkennbar,

statistische Signifikanz erreichte sie lediglich fiir die Verdnderungen von Kraftintegral
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und Kontraktionsdauer (s. Tab. 7.4 des Anhangs). Alle Wirkungen waren nach

langerem Auswaschen weitgehend reversibel.

0,3 mM (n=5) 1 mM (n=5) 3 mM (n=5)

MW SEM p MwW SEM p MwW SEM p
Integral 173,185 35347 0,110 258,378 79,%5 0,110 377,705 71,869 0,018
Amplitude 184,045 34,2056 0,070 230,437 54,3711 0,074 302459 70,800 0,046
Frequenz 62,852 9,608 0,018 42,91 9,996 0,005 31,426 9,729 0,002
Dauer 150,462 17,414 0,044 242,981 45717 0,035 425998 80,003 0,015

Tab. 3.6: Mechanische Effekte von 4-AP bei den Konzentrationen 0,3, 1 und 3 mmol/l (n=5). Angegeben
sind jeweils die Mittelwerte der prozentualen Anderungen gegeniiber der Kontrolle (MW), der
Standardfehler des Mittelwerts (SEM) sowie die Signifikanz p.
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Abb. 3.30: Mechanische Effekte von 4-AP bei den Konzentrationen 0,3, 1 und 3 mmol/l. Die Messpunkte

sind als Mittelwerte der relativen Anderungen zur Kontrolle angegeben.

3.2.4.2 elektrische Verdnderungen

Die Wirkungen von 4-AP auf die elektrische Aktivitit fasst Abb. 3.29 zusammen. Wie
bei den zuvor beschriecbenen Substanzen kommt es zu einer ausgepriagten
Rhythmisierung der elektrischen Aktivitit. Eine Abnahme der Frequenz der schnellen
Spikes lieB sich bis hin zu Dosen von 3mM, die bereits ausgeprdgte mechanische
Effekte erzeugen, nicht beobachten, es kam im Gegenteil eher zu einer Abnahme der

Abstinde zwischen einzelnen Spikes.
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Abb. 3.31: Elektrische Effekte von 4-AP, extrazelluldre Ableitung. Gegeniiber der nativen Messung zeigt

sich ab einer Konzentration von 0,3mmol/l (oberes Bild) eine zunehmende Synchronisierung und

Zunahme der Amplituden. Bei 3mmol/l (unteres Bild) sind Spikefrequenz und Amplituden erhoht.

3.2.5 Effekte von Apamin

3.2.5.1 mechanische Verdanderungen

Die Zugabe von Apamin in Konzentrationen von 100 nM zeigte nach Ausmessung der
Parameter Kontraktionsamplitude, Kontraktionsfrequenz und Kraftintegral eine

reproduzierbare und signifikante Verdnderung in der mechanischen Aktivitét.
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3.2.5.2 elektrische Verdnderungen

Angesichts des offensichtlichen Fehlens von Effekten auf die Mechanik ist mit
Verdnderungen der Elektrik nicht zu rechnen, die gemachten Beobachtungen ergaben

hierfiir iibereinstimmend ebenfalls keinen Anhalt.
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4 Diskussion

Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Arbeit diskutiert und in einen
Zusammenhang mit den bisher zum Thema publizierten Daten und Konzepten gestellt.
Zunichst wird dabei auf die Modellbildung eingegangen, anschlieBend auf die

experimentellen Daten.

4.1 Ergebnisse der Modellbildung

In den durchgefiihrten Modellberechnungen konnten die Verldufe der bekannten
Stromkomponenten der RPV néher charakterisiert werden. Dartiiber hinaus ergaben sich
Hinweise darauf, dass mindestens eine weitere, bislang nicht identifizierte,
Stromkomponente an der Repolarisation schneller Spikes beteiligt ist. Bevor die
Ergebnisse der Modellbildung geordnet nach den einzelnen Stromkomponenten
diskutiert werden, wird auf methodische Aspekte des gewidhlten Ansatzes zur

Modellbildung eingegangen.

4.1.1 Methodische Griinde fiir die Entstehung des unerklérten Differenzstroms

Aus der Verrechnung zwischen notwendigen und von den Modellstromen tatsédchlich
entwickelten Stromen ergibt sich eine aus dem Modell direkt ableitbare Differenz.
Dieser Reststrom wurde bereits im vorangehenden Abschnitt dargestellt. I ist immer
dann besonders groB, wenn die Modellstrome, die ihrerseits den experimentell an
Einzelzellen charakterisierten Stromen entsprechen, stark vom errechneten notwendigen

Strom Iy abweichen. Fiir diese Abweichung gibt es zwei mogliche Interpretationen:

4.1.1.1 Abweichungen durch das Verfahren der Berechnung von Iy

Die Berechnung von Iy erfolgte auf Grundlage von Datensdtzen von mit durch
Mikroelektrodenmessungen ermittelten Potenzialverldufen, wie sie durch die von Small
et al. [81] beschriecbene Methode registriert worden sind. Abweichungen der
Registrierungen von den wahren Werten dieser Potenzialverldufe wiirden Strome

ergeben, die nicht den tatsédchlich flieBenden entspriachen.
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Derartige Abweichungen wéren einerseits durch die bekannten Schwierigkeiten in der
Kalibrierung der hochohmigen Mikroelektroden und der Kompensation von
Spitzenpotenzialen denkbar [106], andererseits durch Schédigungen der Integritit der
jeweils abgeleiteten Zelle. Insbesondere durch Shuntstrome, die im Bereich der
Insertionsstelle der Mikroelektrode in die Zelle auftreten, fallen die registrierten
Potenzialdnderungen geringer aus als die realen [107].

Um auszuschlieBen, dass diese theoretisch zu erwartenden Unterschitzungen des
Membranpotenzials Auswirkungen auf die generierten Modellstrome und ihre
Erkldarungskraft fiir den Gesamtstrom haben, wurde die bereits im Methodenteil
angesprochene Spreizungsfunktion auf die Daten angewendet und somit eine Korrektur

der Shuntstréme vorgenommen.

Eine weitere mogliche Erkldrung fiir Abweichungen von Iyy vom wahren Wert wire,
dass die in der Ableitung von GI. 4b aus GI. 4a festgelegte Bedingung (Annahme des
Fehlens von Léngsstromen) nicht zutrifft. Voraussetzung fiir das Auftreten dieser
Langsstrome wiren Potentialdifferenzen zwischen verschiedenen Gewebsabschnitten
und letztlich zwischen benachbarten Zellen. Der zum Ausgleich dieser
Potenzialdifferenzen notwendige Léngsstrom konnte z.B. {iiber niederohmige
interzelluldre Verbindungen (,,Gap-Junctions®) flieen.

In diesem Fall wiirde zwar der Verlauf des kapazitiven Stromes korrekt errechnet.
Allerdings wiirde der Betrag dieses Stromes nicht allein dem von Iy, sondern dem der
Summe aus Iy; und dem Léngsstrom I entsprechen.

Zur Abschitzung des hierdurch zu erwartenden Effektes kann die folgende
hypothetische Situation herangezogen werden: Fiir eine bestimmte Potenzialdnderung,
die durch Strome an einem Membranabschnitt erzeugt werden soll, dessen Umgebung
rein passiv als elektrische Kapazitit in Erscheinung tritt, miissen deutlich héhere Strome
flieBen, als fiir die Umladung des eigentlich betrachteten Abschnittes notwendig wiren.
Der Grund ist, dass Teile der durch die lokalen Ionenkanidle erzeugten Strome als
Lingsstrome in die Umladung der umgebenden Membrankapazitit abflieBen. Ahnlich
ist die Situation, wenn angrenzende Bereiche zwar elektrisch aktiv sind, jedoch keine
vollstindige Synchronisation zeigen.

Wiéhrend der Ableitung des Membranpotenzials werden diese Prozesse nicht
unmittelbar erkennbar. Allerdings ergeben sich bei der Ableitung von Potenzialen an

Abschnitten, die mit grolen passiven Kapazititen verbunden sind, Potenzialinderungen
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mit kleineren Amplituden und langsameren Geschwindigkeiten, als wenn nur die
Kapazitit im aktiven Bereich umgeladen werden muss, da die lokal erzeugten Strome
von der jeweiligen Ausstattung mit lonenkandlen abhidngen und somit als weitgehend
konstant angesehen werden kénnen.

Golenhofen et al. [35] gehen auf dieses Problem im Kontext von
Mikroelektrodenmessungen an der Portalvene des Meerschweinchens ein. In der
genannten Arbeit konnte gezeigt werden, dass die intrazelluldr abgeleiteten schnellen
Spikes mit den groBten Amplituden auch die mit der geringsten Dauer waren. Dieser
Zusammenhang wurde im Sinne der o.g. Erwdgungen dahingehend interpretiert, dass
wiéhrend der kiirzesten und hochsten Spikes die Synchronisation im Gewebe am besten,
die Langsstrome am kleinsten und darum der Anteil der lokal erzeugten Strome,
welcher in die Umladung der Membrankapazitit flieBen kann, am groBten ist.

Ob und in welchem Umfang Lingsstrome wihrend der schnellen Spikes der RPV
auftreten, ist also fiir die Berechnung von Iy relevant. Fiir die Beantwortung dieser
Frage ist entscheidend, inwieweit sich die schnellen elektrischen Erregungen im
Organverband der RPV ausbreiten und wie hoch ihr Synchronisationsgrad ist.

Obwohl der genaue Modus der Ausbreitung von Multi-Spike-Komplexen (MSCs) nicht
bekannt ist, lassen sich sehr wohl Aussagen tiber die Ausbreitung der schnellen Spikes
treffen: In der Auswertung der Einleitungsphase wurde gezeigt, dass bereits frith im
Ablauf der MSCs, noch vor Auftreten des ersten ,.echten Spikes, stufen- bzw.
wellenformige Depolarisationen auftreten, dass also die Fortleitung der Erregung durch
elektrotonisch fortgeleitete schnelle Spikes getragen wird.

Der Nachweis dieser elektrotonischen Fortleitung ist ein Zeichen fiir das Auftreten von
Langsstromen in den Randbereichen des elektrisch aktiven Gewebeabschnitts. Geht
man davon aus, dass einzelne MSCs sich von einer Zelle zur jeweils benachbarten
fortpflanzen, dass also eine ,,Erregungsfront* existiert, die einzelne Zellen wéhrend der
Erregungsausbreitung iiberquert, so wire die an einem Ort abgeleitete elektrische
Aktivitdt mit ihrem Ubergang zwischen Einleitungsphase und Phase der schnellen
Spikes mit dem riumlichen Uberqueren des Ableitpunktes durch die Erregungsfront
gleichzusetzen. Die weitere Entwicklung der Form der schnellen Spikes wihrend des
MSCs zeigt, dass diese im mittleren Abschnitt ihre groBiten Amplituden und ihre
kiirzeste Dauer aufweisen. Die analysierten Spikes wurden entsprechend aus diesem

Abschnitt gewihlt.
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Abb. 4.1: Die u.a. in Abbildung 3.2 gezeigten, an einem einzigen Punkt des Préparates registrierten
Multi-Spike-Komplexe breiten sich entlang der Ladngsachse der RPV aus. Wiirde nicht an einem Punkt
tiber langere Zeitraume sondern an mehreren Punkten tiber einen kurzen Zeitraum das Membranpotenzial
gemessen, wiirde sich prinzipiell das hier gezeigte Bild darstellen: Die Ausbreitung der Erregung erfolgt
von rechts nach links. Wiahrend an einem Punkt bereits schnelle Spikes gemessen werden (rechter
Bildteil), zeigen sich in einigem Abstand lediglich unterschwellige, elektrotonisch fortgeleitete
Potenzialschwankungen, in deren Verlauf jedoch Potenzialschwankungen mit einem zeitlichen Ablauf
erkennbar sind, der dem der schnellen Spikes entspricht (mittlerer Bildteil). Wird der Abstand weiter
vergrofert sind die Potenzialverldufe der schnellen Spikes so stark geddmpft, dass nur noch eine
langsame kontinuierliche Depolarisation erkennbar ist (linker Bildteil). Bei den hier gezeigten
Potenzialverldufen handelt es sich nicht um tatsdchlich gemessene, mit der Abbildung soll vielmehr die

rdumliche Situation wihrend einer Momentaufnahme der elektrischen Aktivitét illustriert werden.

Da die in diesem Abschnitt auftretenden Spikes im Vergleich mit anderen, unter den
genannten Aspekten theoretisch deutlich schlechter synchronisierten Spikes (wie z.B
den ersten Spikes zu Beginn des MSC), nur leichtgradige Formabweichungen zeigen,
scheint die Bedeutung der synchronisierenden Léngsstrome auf Form und Dauer der
schnellen Spikes und Amplitude insgesamt eher gering zu sein. Hinweise auf die
Existenz eines Langsstromes ergeben sich aus den Modellberechnungen zu Beginn der
Depolarisation der schnellen Spikes. Der Strom, welcher das Membranpotenzial bis zur

Aktivierungsschwelle von I¢,r treibt (entsprechend dem Fehlbetrag zwischen Ic,. und
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Im wiéhrend der Depolarisation in Abb. 3.11), kann am ehesten durch einen aus
benachbarten, kurzzeitig vor der betrachteten Zelle depolarisierenden Zellen
stammenden, Langsstrom erklért werden.

Grundsitzlich sind unter den o.g. Aspekten sowohl Unter- als auch Uberschitzungen
der tatsichlich flieBenden Strome moglich. Eine Uberschitzung wiirde auftreten, wenn
die schnelle Depolarisation einer Zelle von Langsstromen anderer Zellen unterstiitzt
wird, eine Unterschdtzung dann, wenn eine Zelle Teile des von ihr erzeugten
Einwértsstromes als depolarisierenden Léngsstrom an andere Zellen abtritt.

Da Amplitude und Verlauf der einzelnen monophasisch repolarisierenden Spikes
sowohl in allen Préparaten als auch wihrend der Phase der schnellen Spikes praktisch
identisch waren, ist weder davon auszugehen, dass sich im Verlauf eines MSC der
Status einer Zelle von der einer Lingsstrom empfangenden zu der einer Langsstrom
erzeugenden wandelt, noch dass es wesentliche Unterschiede im Spannungsverlauf
zwischen beiden Typen von Zellen gibt. Hieraus folgt unmittelbar, dass die durch den
Spannungspuls in den jeweiligen Zellen erzeugten gesamten Membranstrome in der
Mittlung iiber mehrere Zellen dem fiir Umladung der Kapazitit einer einzelnen Zelle
aus dem Differential des Potenzialverlaufes berechneten Strom entsprechen.

Anders formuliert muss in einem Zellverband bei einem in mehreren Zellen identischen
Potenzialverlauf zu jedem Zeitpunkt die Summe aller Langsstréme Null und die Summe
aller lokal erzeugten Membranstrome mit der aller die Membrankapazitdt umladenden
Strome identisch sein.

Hieraus ergibt sich, dass die gewidhlte Methode, mit der letztlich der Membranen
umladende Strom ermittelt wird, nicht unbedingt fiir jede einzelne Zelle, jedoch

insgesamt représentativ die flieBenden Strome beschreibt.

4.1.1.2 Abweichungen der Modellstromkomponenten

Der sich aus dem Spannungsverlauf ergebende Gesamtstrom weicht von dem in der
vorliegenden Arbeit durch Summation der Modellstromkomponenten modellierten
Gesamtstrom ab.

Wird diese Abweichung in Form des berechneten Differenzstroms I iiber dem

Membranpotenzial aufgetragen, ergibt sich ein interessanter Verlauf mit einer
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ausgeprigten Hysterese. Die Aktivierung eines kalziumabhingigen Kaliumstroms
erscheint die einzige plausible Erklarung hierfiir.

Trotz der hierfiir genannten Argumente ist zumindest nicht auszuschlieen, dass auch
andere Faktoren zu dieser Abweichung beitragen. Die Modellstromkomponenten
wurden in dieser Arbeit auf Grundlage der in publizierten Patch-Clamp-Studien
beschriebenen Charakteristika der konstant nachgewiesenen Membranstrome erstellt.
Die Charakterisierung von Stromen an isolierten Zellen birgt die Problematik, dass
einerseits durch die Enzymwirkungen wéhrend der Isolationsprozedur, andererseits
durch die Herauslosung der Zellen aus dem Organverband an sich sowohl strukturelle
als auch funktionelle Verdnderungen der lonenkanile auftreten konnen. Theoretisch
konnen hierdurch sowohl die Kinetik als auch die Amplitude der einzelnen
makroskopischen Stromkomponenten deutlich alteriert werden. Beschreibungen
entsprechender Phdnomene an glatten Muskelzellen geben Aiello et al. [108], Cole et al
[39], Sperelakis et al. [109] und Schubert et al. [110].

Bewusst nicht im Modell beriicksichtigt wurden Stréme, die nicht sicher reproduzierbar
in Myozyten der RPV nachgewiesen wurden. Hierzu gehdren T-Typ Kalziumstrome
[57] und Natriumstrome [61]. Gegen eine relevante Einschrinkung der Erklarungskraft
des Modelles durch dieses Vorgehen spricht, dass flir die genannten Strome praktisch
nur im Rahmen der Depolarisation eine funktionelle Relevanz anzunehmen ist. Die
Depolarisation wird jedoch durch den Modellstrom I¢,; hinreichend gut erklért.

Im Folgenden wird auf die durch die Modellberechnungen néher bestimmte Bedeutung

der einzelnen Stromkomponenten eingegangen.

4.1.2 Stromkomponenten und ihre Bedeutung im Rahmen der MSC

4.1.2.1 lca

Icar ist der einzige reproduzierbar nachgewiesene spannungs- und zeitabhingige
Einwirtsstrom an glatten Muskelzellen der RPV. Daher ist es naheliegend, dass Icar. die
schnellen Depolarisationen im Rahmen der MSCs trdgt. Durch ein einfaches
mathematisches Modell konnten die in isolierten Zellen der RPV gemessenen
Einwirtsstrome {iber einen weiten Spannungsbereich dargestellt und in diesem Rahmen
fiir beliebige Spannungsverldufe modelliert werden.

Die Berechnung mit an Einzelzellmessungen orientierten Parametern fiir Aktivierung,

Inaktivierung, Zeitkonstanten und Leitfdhigkeit ergab wihrend schneller Spikes
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Einwirtsstrome, die dem totalen Ionenstrom Iy wihrend der Depolarisation im Verlauf
sehr dhnlich sind. Zwischen einzelnen Spikes flieit nur ein sehr kleiner Ic,r. Um eine
zur Erklarung der Depolarisation der schnellen Spikes ausreichende Amplitude von Ic,r
zu generieren, wurde der Parameter gc,imax auf einen Wert von 5000pS gesetzt. Weitere
Anpassungen waren zur Generierung eines Verlaufes von Ic,r, mit dem der errechnete
notwendige Einwirtsstrom erkldrt werden konnte, nicht notwendig. Dies entspricht

einer geringfligigen Erh6hung gegeniiber den publizierten Werten (z.B. [66]: 4000pS).

Eine mogliche theoretische Erkldrung dafiir, dass nicht exakt die experimentell in
Patch-Clamp-Studien ermittelten, sondern leicht verdnderte Werte fiir den Parameter
gcaLmax die wihrend der Depolarisation flieBenden Strome am besten erklaren kénnen
liegt darin, dass Effekte der enzymatischen und mechanischen Zellseparation sowie
Konzentrationsdnderungen intrazellulirer = second-Messenger zu  gravierenden

funktionellen Veridnderungen der L-Typ Kalziumkanéle fithren kénnen [111].

Wie bereits im Ergebnisteil angesprochen, ist zu Beginn der schnellen Spike-
Depolarisation Ic,, kleiner als Iy (Abb. 3.11). Zwischen —40mV und —30mV erreicht
Icar dann entsprechend hohere Werte und entspricht im Amplitude und Verlauf Iy;. Da
erst ab dem genannten Spannungsbereich von —40mV bis —30mV die Schwelle der
Aktivierung von Ig, erreicht wird, ist die Diskrepanz bei negativeren
Membranpotenzialen gut erklérlich. Offensichtlich fliet also in der initialen Phase der
Depolarisation ein Strom, der das Membranpotenzial bis zur Schwelle der Aktivierung
von I, treibt.

Der genaue Ursprung dieses treibenden Stromes ist auf Basis der durchgefiihrten
Modellberechnungen nicht zu kldren. Allerdings kann weitgehend ausgeschlossen
werden, dass eine der aus Patch-Clamp-Experimenten bekannten Stromkomponenten
diese Rolle tibernimmt. Aus theoretischen Erwigungen abgeleitet bieten sich alternativ
in erster Linie von extern in die Zelle eingepriagte Schrittmacherstrome an. Da von einer
lokalen Fortleitung der Erregung im glattmuskuldren Gewebe der RPV ausgegangen
werden kann, ist es wahrscheinlich, dass Anderungen der Membranpotenzials einzelner
benachbarter Zellen sich gegenseitig beeinflussen und somit unter anderem
depolarisierende Stréme von einer Zelle in ihre Nachbarzellen eingeprigt werden. Diese
wiirden dann letztlich die Membran bis zur Schwelle der Aktivierung des zelleigenen

Ica depolarisieren.
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Ein weiteres Ergebnis der Modellberechnungen zu I, betrifft die Rolle von I, im

Ablauf des gesamten MSC. Néhere Einzelheiten hierzu sind in Abb. 4.2 dargestellt.
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Abb. 4.2: Aktivierung (oben), schnelle Inaktivierung (Mitte) und langsame Inaktivierung (unten) von Ic,,
jeweils aufgetragen gegen die rechte Ordinate. Im unteren Bild ist zusétzlich der Verlauf von I, selbst
gegen die linke Ordinate aufgetragen, im oberen Bild der Potenzialverlauf. Die Abnahme der
Verfligbarkeit (=Zunahme der Inaktivierung) und die Abnahme der Aktivierung wéhrend der zweiten
Halfte des MSC sind klar erkennbar. Auf Ebene von I, entspricht dies einer Abnahme der Amplituden
wihrend der schnellen Spikes mit den im Text besprochenen Auswirkungen aus die kalziumabhingigen

Auswirtsstrome.

In der zweiten Hilfte des MSC kommt es zu einer zunechmenden Inaktivierung und
einer leichten Abnahme der maximalen Aktivierung wéhrend der schnellen Spikes.

Durch die zunehmende Depolarisation des Plateaupotenzials kommt es zu einer
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starkeren Aktivierung zwischen einzelnen Spikes. Icar selbst wird hierdurch wihrend
der Spikes deutlich kleiner. Entsprechend kann davon ausgegangen werden, dass die
maximalen Kalziumkonzentrationen im submembrandsen Kompartiment ebenfalls
deutlich abnehmen und moglicherweise nicht mehr die zur Aktivierung der
kalziumabhdngigen Kaliumstrome notwendigen Werte erreichen. In diese Richtung
weisen auch die Ergebnisse der durchgefithrten Modellberechnungen zur
Kalziumkonzentration, sieche auch Abb. 7.3 und 7.4 des Anhangs. Eine vollstindige
Repolarisation der Spikes wére dann nicht mehr moglich. Dies wiirde erkldren, warum
der Beginn der Plateaudepolarisation mit der im unteren Teil von Abb. 4.2 deutlich
sichtbaren Abfall der maximalen Kalziumstrome zeitlich in engem Zusammenhang

steht.

Zusammenfassend konnte durch die Modellbildung gezeigt werden, dass der an
isolierten Zellen charakterisierte Einwiartsstrom mit den typischen Eigenschaften eines
L-Typ Kanalstroms die wihrend der Depolarisation schneller Spikes flieBenden
Einwértsstrome erkldren kann. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den in der
Literatur angegebenen experimentellen Daten: Liu et al. [103] zeigten, dass der
Einwirtsstrom isolierter Zellen der RPV sensitiv gegeniiber dem L-Typ-
Kalziumkanalblocker Nifedipin ist. Bereits zuvor hatten Shimamura et al. [112]
berichtet, dass sowohl die mechanische als auch die elektrische Spontanaktivitit der

RPV durch Nifedipin gechemmt werden kann.

4122 Iro

Den spannungs- und zeitabhingigen Auswértsstromen der Portalvene wurden die
Funktionen der Repolarisation der schnellen Spikes und der Kontrolle des
Ruhemembranpotenzials zugesprochen [64].

Die dargestellten Berechnungen fiir Itos und Itor haben gezeigt, dass die an Einzelzellen
charakterisierten Auswértsstrome wihrend der schnellen elektrischen Aktivitdt des
glatten Muskels der RPV den errechneten totalen Auswértsstrom wegen zu geringer
Amplituden und =zeitlich unzureichend korrelierender Verldufe nicht vollstindig

erkldren. Itor entwickelt insgesamt nur relativ kleine Amplituden und ist etwa ab der
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Hélfte des MSC praktisch nicht mehr nachweisbar. Am ehesten ist der funktionelle
Beitrag so zu interpretieren, dass insbesondere zu Beginn des MSC eine Verlangsamung
der Anstiegsgeschwindigkeit der schnellen Spikes und eine Reduktion der
Spikefrequenz bewirkt wird. Hierdurch wird Zeit fiir die Aktivierung anderer
repolarisierender Strome gewonnen und die vollstdndige Repolarisation der schnellen

Spikes begiinstigt, so dass Ic,. weniger rasch inaktiviert.
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Abb. 4.3: Aktivierung (oben) und Inaktivierung (unten) des schnellen Auswértsstroms Iror, jeweils
aufgetragen gegen die rechte Ordinate. Im unteren Bild ist zusétzlich der Verlauf von Iror selbst gegen
die linke Ordinate aufgetragen, im Bild dariiber der Potenzialverlauf. Die schnelle Abnahme der
Verfligbarkeit (=Zunahme der Inaktivierung) zu Beginn und die weitere Abnahme wihrend der ersten
Halfte des MSC sind klar erkennbar. Die Aktivierung zeigt ghnlich wie im Fall von I¢, entsprechend
dem Potenzialverlauf ebenfalls eine geringgradige Abnahme wéhrend zweiten Hilfte des MSC. Itor kann
wegen des beschriebenen Verlaufs der Parameter nur wéihrend der ersten Hélfte des MSC im Rahmen der

schnellen Spikes kleine Amplituden entwickeln.

Itos aktiviert wahrend der schnellen Spikes und erklirt einen Teil von Iy. Verglichen
mit dem totalen Auswirtsstrom ist Itos jedoch zu klein und zu langsam aktivierend, um
eine vollstandige Erkldrung der auswérts gerichteten Anteile von Iy zu ermdglichen.

Im Verlauf eines MSC kommt er zur partiellen Inaktivierung von Iros (Abb. 4.3). Der
Betrag des Inaktivierungparameters ,,d* halbiert sich nach etwa der Hilfte der Dauer

eines MSC und nimmt im Verlauf weiter ab.
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Abb. 4.4: Aktivierung (oben) und Inaktivierung (unten) von Iros jeweils aufgetragen gegen die rechte
Ordinate. Im unteren Bild ist zusétzlich der Verlauf von Iro, selbst gegen die linke Ordinate aufgetragen,
im Bild dariiber der Potenzialverlauf. Uber den gesamten Zeitraum des MSC erfolgt eine langsame
Abnahme der Verfiigbarkeit (=Zunahme der Inaktivierung). Die Aktivierung zeigt im Gegensatz zu Ic,_
und Iror eine Zunahme wihrend zweiten Hilfte des MSC, da die Zeitkonstante der Aktivierung
langsamer ist und somit die Aktivierung von Iros von der Depolarisation der Plateaupotenzials mehr
profitiert als sie durch die Abnahme der Spikeamplituden eingeschrankt wird. Insgesamt {iberwiegt
jedoch der Effekt der zunehmenden Inaktivierung, so dass es in der zweiten Hilfte des MSC zu einer

deutlichen Abnahe der Amplitude von Itos kommt.

Durch das Zusammenwirken der spannungs- und zeitabhéngigen Auswértsstrome wird
zu Beginn des MSC gesichert, dass eine vollstindige Repolarisation der schnellen
Spikes stattfindet. Wihrend Iror eher iiber die Verlangsamung der schnellen
Depolarisation die notwendige Zeit fiir die Aktivierung des langsameren Iros schafft,
wird die eigentliche Repolarisation zu grofen Teilen durch Ipos bewirkt. Die
beschriebene langsame Inaktivierung von Iros ist die Ursache der im Verlauf des MSC
auftretenden Depolarisation des basalen Potenzials zwischen einzelnen schnellen
Spikes.

Dariiber hinaus ist sowohl fiir Iros als auch fiir Iror eine Bedeutung fiir die
Entladungsfrequenz der schnellen Spikes anzunehmen, da beide Strome auch zwischen

einzelnen Spikes vorhanden sind und depolarisierende Strome neutralisieren. Irog
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tibernimmt die Aufgabe wihrend Depolarisation vor jedem Spike, Itos hingegen bremst
die langsame Depolarisation unmittelbar nach dem Spike. Die Tatsache, dass es im
MSC-Verlauf trotz der Inaktivierung von Iros nicht zu einer wesentlichen Zunahme der
Spikefrequenz kommt, steht damit nicht im Widerspruch, da, wie aus Abb. 4.3

ersichtlich, die basale Amplitude von Itos nicht wesentlich abnimmt.

4123 In

In der Literatur wird die physiologische Bedeutung von Iny meist nur am Rande im
Rahmen der Interpretation pharmakologischer Studien diskutiert. So erkldren Kirkup et
al. [59] die von ihnen beobachtete Hemmung der mechanischen Aktivitit der RPV
durch Niflumséure partiell durch eine Stimulation der nicht-inaktivierenden Strome.
Uber den moglichen Einfluss von Iny auf den Verlauf der elektrischen Spontanaktivitit
finden sich in der bekannten Literatur hingegen keine ndheren Aussagen.

Die Rolle des Modellstroms Iy; hingt deutlich von der Gestaltung der
Modellierungsparameter ab. Der Anstieg der Strom-Spannungsbeziehung und das
Umkehrpotenzial sind die kritischen GroBBen. Fiir gpy liegt die Spannbreite der in der
Literatur angegebenen Werte zwischen 3100pS [62] und 360pS [68].

Wird ein Umkehrpotenzial von etwa -65 mV angenommen, wie es dem von Cogolludo
et al gemessenen Wert in physiologischem, kalziumhaltigem Medium entspricht, ergibt
sich eine depolarisierende Wirkung von Iy; wihrend der Ruheperiode. Bei Annahme
eines Umkehrpotenzials von -40mV [62] ergibt sich ein permanenter Einwértsstrom von
-10pA. Wiahrend der fiir viele Sekunden anhaltenden Ruhephasen zwischen den
komplexen Aktionspotenzialen miisste dieser Einwirtsstrom permanent durch einen
gleich groflen Auswirtsstrom kompensiert werden. Die bekannten Auswértsstrome in
Zellen der RPV sind jedoch beim Ruhepotenzial hierfiir nicht ausreichend aktiviert.
Diese scheinbaren Unvereinbarkeiten mit der physiologischen Situation lassen sich
durch die Beriicksichtigung der im Rahmen von Patch-Clamp-Messungen unweigerlich
auftretenden Leckstrome auflosen. Diese sind im experimentell ermittelten Iy, nicht
jedoch im Iny intakter Zellen enthalten. Nach Subtraktion eines typischen Leckstroms
vom experimentell ermittelten In; konnte im Rahmen der durchgefiihrten Berechnungen
aus den Daten von Noack et al. [62] eine Modellkomponente mit einem
Umkehrpotenzial nahe dem Ruhemembranpotenzial erzeugt werden. Der Beitrag dieser

Komponente zur Erkldrung von Iy ist allerdings gering. Uber den gesamten Verlauf der
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MSC wirkt In; repolarisierend. Seine Funktion im Rahmen der -elektrischen
Spontanaktivitdt scheint daher eher in der Stabilisierung des Ruhemembranpotenzials
und in der langsamen Repolarisation des MSC-Plateaupotenzials als in der der schnellen

Spikes zu liegen.

4.1.2.4 Der unerklirte Reststrom I

Die Subtraktion von Ic,. und Itos vom totalen ionalen Strom ergibt den unerklirten
Reststrom I;. Zu jedem Zeitpunkt, an dem ein Reststrom errechnet wird, stimmen die
erwarteten Strome nicht mit den vom Modell generierten iiberein und zeigen dadurch
eine Diskrepanz zwischen den in Patch-Clamp-Experimenten charakterisierten und den
im Organpriparat flieBenden Stromen an. I stellt den Verlauf des theoretisch
notwendigen, von den Komponenten des Modells nicht produzierten Stroms dar.

In den vorherigen Abschnitten wurde gezeigt, dass im Rahmen des angewendeten
Modells Ix vor allem wéhrend der Repolarisation eine hohe Amplitude aufweist. Wie
bereits beschrieben ergibt sich fiir I eine hysteretische Strom-Spannungsbeziehung mit
einer Einkerbung im Bereich der zweiten Depolarisation der schnellen Spikes.

Da neben der vorliegenden Arbeit nach Kenntnis des Autors bislang keine
systematische Untersuchung tiber die Erkldrungskraft der bislang bekannten
Stromkomponenten an der RPV existiert, wurden bislang auch keine Konzepte zur
Erklarung eines unbekannten Reststroms entwickelt.

Im Rahmen der Einleitung wurden die an Zellen der RPV nachgewiesenen lonenstrome
und Kanéle beschrieben. Die rein spannungsabhédngigen der dort genannten
Komponenten sind in den Patch-Clamp-Messungen, die den hier genutzten
Modellstromkomponenten zu Grunde liegen, vollstindig abgebildet, sieht man von
moglichen Alterationen der Strome durch die Patch-Clamp-Préparation an sich ab.
Nicht abgebildet sind die spannungs- und kalziumabhidngigen Komponenten, da, wie
bereits ausgefiihrt, deren Charakterisierung nur in Anwesenheit von Kalziumionen in
der extrazelluldren Losung moglich ist. Eine genaue Charakterisierung der
Auswirtsstrome ist unter dieser Bedingung jedoch deutlich erschwert, da eine
Vermischung mit dem einwértsgerichteten Kalziumstrom auftritt.

Aus diesem Grund kommen kalziumabhéngige Kaliumstrome als mogliche Triager von
Iy in Frage. Bereits Beech et al [64] diskutierten einen Beitrag von kalziumabhéngigen

Kaliumkanélen zur Repolarisation des Aktionspotenzials. Allerdings wurde hierbei
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nicht differenziert, auf welchen Abschnitt der komplexen elektrischen Spontanaktivitit
sich dieser Beitrag beziehen konnte.

Die errechneten Werte von [Ca®']s sind unter Annahme der in den letzten Jahren
zunehmend besser charakterisierten Kolokalisation von L-Typ Kalziumkanédlen und
BK(Ca)-Kanilen plausibel [73, 74, 113] und liegen in dem Bereich, der z.B. fiir die
Aktivierung von BK(c,-Kanilen relevant ist (Abb. 4.4) Hieraus ergibt sich die
Moglichkeit einer Aktivierung von kalziumabhidngigen Kaliumkandlen und ihre
Beteiligung an der Repolarisation der schnellen Spikes, die auch mit den erhobenen

experimentellen Daten unterstiitzt werden kann.

Percent of time open

Abb. 4.5: Abhingigkeit der Offnungswahrscheinlichkeit kalziumabhingiger Kaliumkanile (BK(Ca)) von

Membranpotenzial und [Ca2+], ermittelt an kultivierten Skelettmuskelzellen der Ratte durch Barrett et al.
(Abb. entnommen aus [114]). Das im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelte Modell ergibt

wihrend schneller Spikes Konzentrationen bis ca. 60pmol/l.

4.2 Effekte von Kaliumkanalblockern auf die Spontanaktivitiit

Vor dem Hintergrund der o.g. methodischen Probleme bei der Charakterisierung von

Auswirtsstromen  in  Patch-Clamp-Studien und der  Schwierigkeiten, die
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Repolarisationsphase der schnellen Spikes auf deren Grundlage zu erkldren, wurden
experimentelle Untersuchungen tiber die Wirkungen von Kaliumkanalblockern auf die
physiologische Spontanaktivitdt durchgefiihrt.

In den durchgefiihrten experimentellen Untersuchungen konnten deutliche Effekte von
CTX, TEA und 4-AP sowohl auf die mechanische als auch auf die elektrische
Spontanaktivitidt der RPV nachgewiesen werden. Fiir eine Beteiligung von durch diese
Substanzen beeinflussten Auswértsstromen an der schnellen Spike-Komponente der
elektrischen Aktivitdt sprechen insbesondere die gezeigten Verdnderungen der
extrazellular abgeleiteten Potenziale. Beziiglich dieser sind die Effekte der
verschiedenen Blocker jedoch unterschiedlich.

CTX und das in niedrigen Konzentrationen bis ca. 3 mmol/l ebenfalls fiir BKc,-Kanile
spezifische TEA bewirken eine deutliche Zunahme des Intervalls zwischen einzelnen
Spikes, wéahrend 4-AP eine Verkiirzung bewirkt. Diese Wirkung von 4-AP wurde an der
Portalvene des Meerscheinchens von Hara et al. [115] beschrieben. Bereits Connor et al.
[116] fanden an Neuronen, dass ein von ihnen charakterisierter Auswartsstrom seine
Hauptwirkung weniger in der direkten Repolarisation der Aktionspotenzials als
vielmehr in der Verlangsamung der Depolarisation im Intervall zwischen einzelnen
Spikes entfaltete. Uber diesen Mechanismus kénnte auch die hier gezeigte Steigerung
der Spike-Frequenz unter 4-AP erklédrt werden.

Die Verlangsamung der Spike-Frequenz und die Verbreiterung einzelner Spikes durch
die BK(ca-Blocker hingegen sprechen fiir eine Beteiligung dieser Kandle an der
unmittelbaren schnellen Repolarisation. Die von Hamon et al. [117] beobachtete
Verlangsamung der Spike-Repolarisation in Gegenwart von TEA ldsst sich ebenfalls
entsprechend interpretieren..

Die erhobenen Daten zu mechanischen Effekten zeigen im Gegensatz zu den
elektrischen Verdnderungen fiir 4-AP, TEA und CTX einheitlich Frequenzabnahme,
Verldngerung der Einzelkontraktion und Steigerung der Kontraktionskraft. Die beiden
letztgenannten Effekte lassen sich direkt als Folge der beobachteten Effekte der
einzelnen Substanzen interpretieren: Der die Kontraktionskraft bestimmende
Kalziuminflux steigt, unabhingig davon, ob wie bei TEA die Zahl der einzelnen
Depolarisationen pro Zeiteinheit grofer wird, oder ob die Lédnge der einzelnen
Depolarisationen betréchtlich zunimmt, wie es fiir 4-AP anzunehmen ist. Ebenso ist
eine  Verzogerung der Repolarisation des Plateaupotenzials bei Blockade

repolarisierender Auswiértsstrome plausibel.
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Die Abnahme der Frequenz der spontanen Kontraktionen durch die Wirkung von
Kaliumkanalblockern ist nicht unmittelbar erkldrlich, da die Verringerung
repolarisierender Strome zundchst eine Zunahme der Erregbarkeit und damit auch der
Frequenz erwarten lassen wiirden. Am ehesten wire der beobachtete Effekt durch eine
vermehrte Inaktivierung exzitatorischer Strome erklérlich. Ursache fiir diese vermehrte
Inaktivierung konnte am ehesten die verldngerte und hohere Depolarisation und eine
unvollstindige Repolarisation durch die Hemmung der repolarisierenden Kaliumkanéile

sein.

4.3 Das Zusammenwirken der Stromkomponenten wihrend schneller Spikes

Auf Grundlage der Ergebnisse der Modellbildung lassen sich den einzelnen
Stromkomponenten Funktionen wéhrend der schnellen Spikes zuweisen.

Demnach wird die Depolarisation einzelner schneller Spikes durch den kurzzeitigen
Langsstrom einer benachbarten Zelle mit Spike-Aktivitdit bis zur Schwelle der
Aktivierung von Ic,. getrieben. Die Depolarisation fithrt zur Aktivierung des
spannungsabhingigen Auswértsstroms Itos. Gleichzeitig kommt es durch den Einstrom
von Kalziumionen zum Anstieg von [Ca*']s. Hierdurch werden kalziumabhingige
Kaliumkanéle geoffnet. Durch das Zusammenwirken der verschiedenen zeit-
spannungs- und kalziumabhingigen Kaliumstrome kommt es zur Repolarisation.
Beziiglich des bei einem Teil der Spikes beobachteten triphasischen Verlaufes der
Repolarisation ist anzunehmen, dass es durch die rasche Abdiffusion des Kalziums aus
den Mikrodomédnen zu einem sehr schnellen Riickgang der kalziumanhingigen
Kaliumstrome kommt und hierdurch die Repolarisation unterbrochen wird, da die
Kalziumstréome — wenn auch mit fallender Amplitude — auch nach Erreichen des ersten
Peaks des schnellen Spikes weiter flieBen.

Der gewihlte Ansatz, bei der Rekonstruktion des Gesamtstroms von den minimal
notwendigen Einzelstromkomponenten auszugehen, findet seine Bestdtigung in
theoretischen und experimentellen Ergebnissen zur energetischen Optimierung in
biologischen Systemen [118, 119]. Insbesondere repetitive Erregungen, wie sie im
Rahmen der Spontanaktivitdt auftreten, sind dann energetisch giinstig, wenn sie mit den
geringstmoglichen Mengen an Ladungsverschiebungen erzeugt werden kénnen, da jeder
Fluss entlang des elektrochemischen Gradienten durch einen aktiven Transportvorgang

unter Energieverbrauch wieder ausgeglichen werden muss.
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5 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Aussagen iiber die physiologische Signifikanz und
Erklarungskraft der hauptsdchlich im Rahmen von Patch-Clamp-Experimenten an
isolierten Zellen der RPV charakterisierten Stromkomponenten fiir die elektrische
Spontanaktivitit des intakten Gefédles zu treffen.

Durch eine numerische Differenzierung des wihrend spontaner Kontraktioinen mit
intrazelluldren Mikroelektroden abgeleiteten Membranpotenzials aus vorliegenden
Datensdtzen gelang es, den diesem zugrunde liegenden totalen ionalen Strom zu
ermitteln.

Parallel wurden auf Grundlage der von Hodgkin et al. [45] entwickelten
Gleichungssysteme die in der Literatur beschriecbenen Einwérts- und
Auswirtsstromkomponenten mittels eines mathematischen Modells nachgebildet.

In der Synthese beider Verfahren wurde untersucht, inwieweit die Fliisse der
Modellstrome mit den errechneten notwendigen Stromfliissen wihrend der schnellen
Spike-Aktivitdit ~der RPV  {ibereinstimmen. Hierzu wurden verschiedene
Parameterkonstellationen gewéhlt, um mogliche methodische Mingel bei der
Ermittlung der bekannten Stréme zu berticksichtigen.

Mit dieser Methode konnten die Funktionen der einzelnen Stromkomponenten im
Verlauf einzelner schneller Spikes aus dem MSC der RPV geklért werden. Die tragende
Rolle von Kalziumstromen fiir die Depolarisation wurde bestitigt. Die bekannten
spannungsabhidngigen Auswirtsstrome erkldren hingegen nur einen Teil des wihrend
der Repolarisation des Spikes flieBenden Gesamtstroms.

Aus der Modellbildung ergaben sich Hinweise fiir eine Beteiligung kalziumabhéngiger
Stromkomponenten an der Repolarisation schneller Spikes. Die Effekte von Blockern
kalziumabhingiger Kaliumkanile wurden zur Uberpriifung dieser Hypothese
experimentell untersucht und ausgewertet. Hierbei zeigten sich ausgeprigte Effekte von
BK(Ca)-blockierenden Substanzen (TEA und CTX) auf mechanische Aktivitit und die
Potentialkonfiguration einzelner Spikes. Die experimentellen Daten stiitzen also die aus
der Modellbildung heraus entwickelte Hypothese.

Daraus ergibt sich letztlich, dass Stromkomponenten, die im Rahmen von Patch-Clamp-
Experimenten charakterisiert werden, unter gewissen Bedingungen eine gute Grundlage
fiir das Verstidndnis der elektrischen Abldufe und zur Charakterisierung physiologischer

Organaktivitdt sind. Die Integration von experimentellen Daten aus Experimenten, die

82



mit verschiedenen Methoden an einem bestimmten Préparat durchgefiihrt werden, kann
einen Beitrag zum Verstdndnis von Organfunktionen und pharmakologischen
Interventionsmoglichkeiten leisten.

In den letzten Jahren konnten durch entsprechende Ansétze insbesondere im Bereich der
Kardiologie auch auf klinischer Ebene relevante pathophysiologische Einsichten in
teilweise bereits lange bekannte Krankheitsbilder gewonnen und pharmakologische
Strategien entwickelt werden. Bekannte Beispiele bilden das Long-QT- oder das
Brugada-Syndrom [120, 121].

Die Ausdehnung entsprechender Methoden auf glattmuskulidre Organe im Rahmen der
Erweiterung unserer pathophysiologischen Konzepte erscheint unter diesen Aspekten

als ein lohnendes Ziel.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

[Ca’"] — Kalziumkonzentration

[Ca®]s- Kalziumkonzentration im submembrandsen Kompartiment
[Ca®"]c— Kalziumkonzentration im Kernkompartiment

o — Anteil freier, ionisierter Kalziumionen an allen intrazelluldren Kalziumionen
4AP — 4-Aminopyridin

AP — Aktionspotenzial

CTX — Charybdotoxin

cAMP — zyklisches Adenosinmonophosphat

F — Faraday-Konstante 96.485,34 C/mol

IcaL — L-Typ Kalziumstrom

Ip - interzelluldrerLéngsstrom

In — lokal in einer (Modell-)Zelle erzeugter lonenstrom

Ing — Nicht inaktivierender Hintergrundstrom

Itos — langsam inaktivierender Auswértsstrom

Itor — schnell inaktivierender Auswiértsstrom

Ix — durch bekannte Strome nicht erklirter Teil von Iy

ITX — Iberiotoxin

k — Anteiliger Konzentrationsausgleich zwischen Vsund V.
MSC — Multi Spike Complex

nc, — Stoffmenge von Kalziumionen

RMP — Ruhemembranpotential

RPV — Rat Portal Vein

STOCS — Spontaneous Transient Outward Current

STICS — Spontaneous Transient Inward Current

t— Zeit

TEA — Tetraethylammonium

Vs — Submembrandses Mikrokompartiment

V¢ — Zentrales Mikrokompartiment

z — Ladungszahl (fiir Kalzium 2)



7.2 Erginzende Materialien zum Haupttext

7.2.1 Pharmakologie der RPV

Die folgende Tabelle zeigt eine Auswahl der zahlreichen pharmakologischen Studien,

die an Priparationen der RPV durchgefiihrt wurden. Eine Zusammenfassung der unter

physiologischen Gesichtspunkten relevanten Ergebnisse gibt der Haupttext im
Abschnitt 1.1.1.
Quelle Substanz Kraft Frequenz Elektr. RMP
Aktivitit
[122] Serotonin + 0
[17] Adrenalin + + T i
[17] Acetylcholin + + +/- +/-
[20] Verapamil n _ n
[117] Angiotensin 11 + + + 0
[117] Tetrodotoxin 0 0
[21] Nifedipin
[59] Niflumic-Acid :
[25] Progesteron
[25] Iberiotoxin 100nM +
[25] TEA ImM +
[25] 4-AP +
[25] Apamin -
[25] Bariumchlorid +
[25] Glibenclamid +
[23] Cromakalim - - -
(BRL34915)
[23] Diazoxide - —
[23] Minoxidil = 5 .
[104] Ciclazindol +
[104] Glibenclamid +
[123] ATP-Analoga + + n n
[124] L-Arginin 0 + + +
[125] Diclofenac 0 - 0
[24] Pinacidil - -
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[26] (Meerschweinchen) Charybdotoxin 0 0
[26] (Meerschweinchen) Iberiotoxin 0 0
[26] (Meerschweinchen) TEA 0,3-3mM 0 0
[19] Adrenalin + -
[19] Noradrenalin + -
[19] Acetylcholin + -
[19] ATP ADP AMP - -
[19] Angiotensin II + +
[19] Oxytocin - -
[19] Vasopressin - -
[28] 4-AP +

[28] TEA +

[28] Charybdotoxin +

[28] Apamin 0

Tab. 7.1: Ausgewihlte experimentelle Ergebnisse zu Effekten verschiedener Pharmaka auf die elektrische
und mechanische Spontanaktivitit der Portalvene. ,,+* entspricht einer Zunahme, ,,-,, einer Abnahme, ,,0
keiner klaren Anderung der jeweiligen GroBe. In der Spalte "RMP" entspricht "-" einer Hyper-, "+" einer
Depolarisation des Ruhemembranpotentials. Alle bis auf die gekennzeichnete Arbeit von Suarez-Kurz et

al. [26] bezichen sich auf die Portalvene der Ratte.

7.2.2 Die Strom-Spannungsbeziehung von I, und gemessenen Stromen

-0,2

04 -

-0,6 -

-0.8 1

Peak Amplitude normiert

-1.2

-80 -60 -40 -20 0 20 40 60
Vm [mV]

[ Liu 8 Okabe —+=Modell |

Abb. 7.1: Die Strom-Spannungsbezichung der maximalen Amplituden bei verschiedenen Testpotentialen
zeigte eine gute Ubereinstimmung zwischen dem Modellstrom I, mit den von [103] und [61]

publizierten Daten. Die jeweils ermittelte maximale Amplitude wurde auf den Betrag 1 normiert.

97




7.2.3 Transformation der Rohdaten zum Spannungsverlauf

Wie im Haupttext im Abschnitt 3.1.1 angegeben, wurde eine Spreizungsfunktion auf die
Rohdaten aus den intrazelluliren Mikroelektrodenmessungen angewendet. Die
Rationale hierfir wird im Einleitungsteil des Haupttextes diskutiert und besteht im
Wesentlichen darin, dass Shuntstréme, die iiber das von der Mikroelektrode ausgehende
Membranleck flielen, zu einer Unterschidtzung des Membranpotentials fithren.

Die angewendete Spreizungsfunktion hat die in GI. 7.1 angegebene Form:

Ug=2*U+40 (7.1

Hierbei steht Us fiir das transformierte Potential, Uy flir die Rohdaten der Registrierung.
Diese Funktion bewirkt einen Transformation der Daten dahingehend, dass der Wert
des bisherigen Ruhepotentials nunmehr bei etwa —80mV statt -60mV und der Wert der
maximalen Spike-Depolarisationen etwa OmV statt —20mV betrédgt. Das Ergebnis wird
mit Abb. 7.2 veranschaulicht, die den bekannten MSC-Verlauf zeigt. Ab dem durch
einen Pfeil gekennzeichneten Zeitpunkt wechselt der Datensatz von den Ausgangsdaten
zur angewendeten Spreizungsfunktion. Wie aus der Abbildung ersichtlich, bewirkt die

Transformation keine wesentliche Veridnderung des Plateaupotenzials des MSC.

20

§ il
E o 1] ] J i

-40 1 |

50 - L

-60

70 -

S
_BO T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
t [ms]
Abb. 7.2: MSC-Verlauf nach Rohdaten und nach Anwendung

der Spreizungsfunktion GI. 7.1, Wechsel beim Pfeil
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7.2.4 Parameter der Aktivierung und Inaktivierung von Irof und Ios

1 T ===~ - -
‘h
- ~
AY
0,8 - \
A Y
A
1
0,6 - N
A}
A
‘\
0,4 - h
A Y
‘\
A Y
0,2 N
N L]
Ll
~ -
0 = -
-120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40
U [mV]
‘—Inaktivierung "d" = = Aktivierung "c"

Abb. 7.3:
Steady-State-Aktivierung und -Inaktivierung des langsamen spannungsabhingigen Auswértsstroms Iros.
Die Ordinate ist mit relativen Einheiten bezeichnet, der Wert ,,1° entspricht einer vollstédndigen, ,,0° einer

nicht vorhandenen Aktivierung (,,d*) bzw. vollstdndigen Verfiigbarkeit (,,c*).

1 T === bl )
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 1

0 T

-120 -100
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Abb. 7.4: Steady — State Aktivierung und Inaktivierung des schnellen spannungsabhingigen
Auswirtsstroms Itor. Die Ordinate ist mit relativen Einheiten bezeichnet, der Wert ,,1* entspricht einer
vollstandigen, ,,0“ einer nicht vorhandenen Aktivierung (,,e*) bzw. vollstindigen Verfiigbarkeit (,,f). Die
Inaktivierungskurve zeigt ihren halbmaximalen Wert tief im negativen Potenzialbereich und hat einen
steilen Verlauf, so dass schon bei leichten Depolarisationen eine deutliche Einschrankung der

Verfiigbarkeit eintritt, die wegen der schnellen Kinetik dieses Stromes besonders schnell wirksam wird.
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7.2.5 Modellierung von Anderungen der Kalziumkonzentration

Die Berechnung der Kalziumkonzentration wurde in Anlehnung an die Modelle von
Lang et al. [50]) sowie von Standen et al. [105] durchgefiihrt. Das Modell basiert auf
der Annahme eines submembrandsen Kompartiments, welches dem unmittelbar an die
inneren Poren der spannungsabhédngigen Kalziumkanile angrenzenden Raum entspricht.
In der Literatur werden die einzelnen Elemente dieses Kompartimentes oft als
Mikrodoménen bezeichnet. In diesen Mikrodominen sind Kalziumkanédle und
kalziumabhingige lonenkanile (z.B. BK(ca,) eng benachbart, so dass die schnellen
Konzentrationsdnderungen in der Doméne direkte Auswirkungen auf andere
Tonenkanile haben, ohne dass es zu detektierbaren Anderungen von [Ca®’] in zentralen
Abschnitten der Zelle kommen muss.

Das von extrazelluldr einstromende Kalzium im submembranésen Kompartiment steht

im diffusionsvermittelten Ausgleich mit dem zentralen Zytoplasma.

Das hier vorliegende stark vereinfachende Modell ist darauf ausgerichtet, die
Anderungen von [Ca®"] im submembrandsen Kompartiment Vs wihrend der schnellen
Spikes der MSC der RPV abzuschitzen. Hierzu wurde zunéchst die Stoffmenge an
Kalzium n berechnet, die pro Zeiteinheit in die Zelle gelangt. Grundlage der
Berechnung ist der beschriebene Modellstrom I¢,. Die Berechnung erfolgt auf

Grundlage der Faradayschen Gesetze:

_ ICa *t
ea =% g (7.2)

Hierbei entspricht t der Zeit, z der Ladungszahl von Kalzium und F der Faradayschen
Konstante. Der Faktor a bildet das Verhiltnis zwischen freiem und gebundenem
Kalzium, wie es experimentell an Zellen der RPV ermittelt wurde. Es betrdgt nach
Daten von Kamishima et al. (1996) 1:114.

Das Verteilungsvolumen fiir das einstromende Kalzium wird auf Grundlage der fiir die

Berechnung der Membrankapazitit angenommenen Werte (Gl. 2 und 3, Abschnitt
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3.1.2) ermittelt und die Zelle vereinfachend als zylindrisch geformtes Objekt

angenommen. Entsprechend ergibt sich fiir das totale Zellvolumen V;:
2 2
V,=I1*r"*[=11*3,5m~100m =3,85pl (73

Hierbei entspricht » dem Radius des Zylinders und / der Lange.
Im néchsten Schritt wird das submembranése Kompartiment Vg als Anteil am
Gesamtvolumen V, definiert. Der Anteil von V an V; wird durch einen dimensionslosen

Faktor s definiert:
— %
Vi=V.*s (4

Im so definierten submembrandsen Raum Vg wird [Ca’’] durch das von auBen
einstromende Kalzium einerseits und den diffusionsbedingten Austausch mit dem

Kernkompartiment andererseits bestimmt:

AC, =2 4 f*([Ca?*),. —[Ca™ ;)

S

(7.5)

Hierbei entspricht A4/ Ca’’Js der Anderung der [Ca®'] im submembrandsen, A/Ca’ " Jcim
zentralen Kompartiment wihrend des betrachteten Zeitraums. Der zweite Term von Gl.
7.5 beschreibt die Effekte der Ausgleichsbewegung zwischen den Kompartimenten.
Sind beide Konzentrationen gleich, so nimmt dieser Term den Wert 0 an und A4/ Caz+]5
wird allein durch das von extrazelluldr einstromende Kalzium bestimmt. Sind die
Konzentrationen verschieden, so bestimmt der Faktor k£ den Umfang der im betrachteten
Intervall stattfindenden Konzentrationsangleichung zwischen submembrandsem und
zentralem Kompartiment. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit und Beschrinkung auf die
Kernfragestellung wurde [Ca*"] im zentralen Kompartiment als konstant bei 100nmol/l

angenommen.
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Auch in Vg Dbesteht unter Ruhebedingungen zum Zeitpunkt t, eine
Kalziumkonzentration von 100nmol/l. Ihre Anderungen im zeitlichen Verlauf wurde
numerisch in diskreten Schritten aus den Vorwerten und den Anderungen im gewihlten
Berechnungsintervall ermittelt. Die entsprechende Formel zur Berechnung der

Konzentration im zeitlichen Verlauf lautet entsprechend:
2 2 2
[Ca™]s (t)= [Ca™]s (tr-)+ 4[Ca™ s (7.6)

Die folgenden Abbildungen 7.5 und 7.6 zeigen den Verlauf von [Ca®'] in Abhiingigkeit
von den gewdhlten Werten fiir die GroBe des zentralen Kompartimentes und die
Geschwindigkeit des Konzentrationsausgleiches mit dem zentralen Kompartiment.
Dabei zeigt sich wie erwartet, dass ein groBerer Wert von Vs zu niedrigeren Werten von

[Ca’]s fiihrt, die zeitliche Dynamik der Anderungen sich jedoch nicht wesentlich

dndert.
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Abb. 7.5: Modellberechnung von [Ca®']s wihrend eines MSC in Abhiingigkeit von Anderungen des
Anteils von Vg am gesamten Volumen der Zelle bei konstanten Diffusionraten. Der jeweilige Anteil von

Vy ist jeweils iiber der Verlaufsgrafik angegeben.
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Hingegen bewirken Verringerungen der Diffusionsgeschwindigkeit eine Akkumulation
von Kalzium wihrend des MSC, wéhrend hohere Diffusionsgeschwindigkeiten eher
kleinere Kalziumspikes ohne wesentliche Erh6hungen von [Ca®] im Intervall und im
Verlauf des MSC zur Folge haben. Fiir die weitere Diskussion der Ergebnisse der

Modellbildung sei auf den Haupttext verwiesen.
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Abb. 7.6: Modellberechnung von [Ca®‘]s wihrend eines MSC in Abhingigkeit von Anderungen der
dimensionslosen Diffusionsrate £ und konstantem Wert fiir den Anteil von Vg am gesamten Volumen der

Zelle. Der jeweilige Anteil von k ist jeweils im linken Teil der Verlaufsgrafik angegeben.
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7.2.6 Effekte von Kaliumkanalblockern auf die mechanische Spontanaktivitét der
RPV

p

Tvs.3mM 1vs.10mM 3vs. 10 mM
Integral n.s. n.s. n.s.
Amplitude n.s. 0,03 n.s.
Frequenz 0,02 0,001 0,02
Dauer n.s. n.s. n.s.

Tab. 7.2: Darstellung der Signifikanzen (p) fiir die Effekte von Anderungen der TEA-Konzentration auf
die mechanische Spontanaktivitit. Die obere Zeile gibt an, fiir welche Konzentrationen jeweils die
Effekte auf die in der linken Spalte genannten Parameter verglichen und statistisch getestet wurden (n.s. —

nicht signifikant; mM — mmol/l)

p

5vs.45nM 5vs. 250 nM 45 vs.250 nM
Integral n.s. 0,004 n.s.
Amplitude 0,034 0,001 0,047
Frequenz n.s. n.s. n.s.
Dauer n.s. n.s. n.s.

Tab. 7.3: Darstellung der Signifikanzen (p) fiir die Effekte von Anderungen der CTX-Konzentration auf
die mechanische Spontanaktivitit. Die obere Zeile gibt an, fiir welche Konzentrationen jeweils die
Effekte auf die in der linken Spalte genannten Parameter verglichen und statistisch getestet wurden (n.s. —

nicht signifikant; nM — nmol/l)

p

0,3vs.1TmM 0,3vs.3mM 1vs.3mM
Integral n.s. 0,04 0,3
Amplitude n.s. n.s. n.s.
Frequenz n.s. n.s. n.s.
Dauer n.s. 0,025 n.s.

Tab. 7.4: Darstellung der Signifikanzen fiir die Effekte von Anderungen der 4-AP-Konzentration auf die
mechanische Spontanaktivitit. Die obere Zeile gibt an, fiir welche Konzentrationen jeweils die Effekte
auf die in der linken Spalte genannten Parameter verglichen und statistisch getestet wurden (n.s. — nicht

signifikant; mM — mmol/l)
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8 Thesen

1. Teile der glatten Muskulatur des GeféBBsystems und des Gastrointestinaltrakts
zeigen eine elektrische und mechanische Spontanaktivitét. Diese ist die
Grundlage zahlreicher basaler physiologischer Transport-, Speicherungs- und
Durchmischungsprozesse. Die Analyse und Zuordnung der Bedeutung einzelner
Ionenstrome fiir die Ausbildung der schnellen Anteile der elektrischen Aktivitét,
die sogenannten ,,schnellen Spikes*, war Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

Als Modellpriaparat wurde die Portalvene der Ratte (RPV) gewdhlt.

2. Die RPV generiert schnelle Spikes im Rahmen von Multi-Spike-Komplexen
(MSCs).
Als Grundlage der Analyse wurde der Nettostrom wéhrend des schnellen Spikes
errechnet. Dies erfolgte auf Grundlage des kapazitiven Stroms, der numerisch
auf Grundlage des Potentialverlaufs ermittelt wurde. Es konnte gezeigt werden,
dass dem Spike ein monophasischer Einwirtsstrom und ein zweigipfliger

Auswirtsstrom zu Grunde liegt.

3. Zur Rekonstruktion des Nettostroms wurden ein Kalziumstrom (Icar), €in
schnell und ein langsam inaktivierender Auswértsstrom (Itor und Itos) sowie ein
nicht inaktivierender Hintergrundstrom (Ing) berechnet. Die einzelnen Strome

entsprechen den in Patch-Clamp-Experimenten charakterisierten Komponenten.

4. Der dem schnellen Spikes zu Grunde liegende Einwértsstrom wurde durch I,
hinreichend erklért, was die physiologische Relevanz der in Patch-Clamp-
Messungen charakterisierten Einwirtsstrome bestétigt. Im Verlauf eines MSC
kommt es zur langsamen Inaktivierung in Ic,p und somit zur Abnahme seiner

Amplitude.
5. Irorist nur wéihrend der ersten Spikes eines MSC vorhanden und wirkt den

schnellen Depolarisationen entgegen. Ios inaktiviert im spateren MSC-Verlauf

teilweise. Iny bewirkt eine Stabilisierung des Ruhemembranpotentials.
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Die wihrend der schnellen Spikes flieBenden Nettostromen werden von den

bekannten Auswirtsstromen nur teilweise erklért.

. Der sich daraus ergebende Differenzstrom zwischen den Auswértsstromen des
Modells und dem Nettostrom hat eine schleifenformig-hysteretische Strom-
Spannungsbeziehung, die einer deutlichen Anderung der Leitfihigkeit in einem
Zeitraum von weniger als 10 Millisekunden entspricht. Da alle bekannten
spannungsabhingigen Strome in das Modell eingeschlossen wurden, muss es
sich um einen in Patch-Clamp-Messungen bislang nicht charakterisierten Strom
handeln, dessen Aktivierung nicht ausschlieSlich spannungsabhingig ist. Diese

Voraussetzungen erfiillt der kalziumabhéngigen Kaliumstrom Igkca).

. Berechnungen des zeitlichen Verlauf der intrazelluldren Kalziumkonzentration
,,[Ca2+]“ auf Grundlage des Flusses von I¢,1 zeigen, dass wéhrend der schnellen
Spikes in der Umgebung der Kalziumkanile fiir [Ca®'] Werte im millimolaren

Bereich anzunehmen sind. Dies entspricht dem Aktivierungsbereich von Ik ca).

. Experimentelle Untersuchungen mit den BKc,)-Kanal-Blockern
Tetraethylammonium (TEA), Charybdotoxin (CTX) und 4-Aminopyridin (4-
AP), einem Blocker spannungsabhéngiger Kaliumkanéle (Ky), ergaben fiir alle
getesteten Substanzen auf mechanischer Ebene eine Zunahme der kumulativen
Kontraktionskraft, der Amplitude und Dauer der Einzelkontraktionen sowie eine
Abnahme der Kontraktionsfrequenz. Damit konnte gezeigt werden, dass sowohl
Ky als auch BKc,) — Kanile fiir die physiologischen Erregungsmuster relevant

sind.

. Extrazelluldre Ableitungen der spontanen elektrischen Aktivitdt zeigen, dass
TEA und CTX zu einer Verlangsamung der schnellen Spike-Ablédufe fiihren,
wiéhrend 4-AP eine Beschleunigung der Spike-Entladungen bewirkt. Daraus
kann geschlossen werden, dass 4-AP-sensitive Ky-Strome eine verlangsamte
Generierung von Spikes bewirken. BK(Ca)-Strome sind anscheinend direkt an
der Repolarisation der schnellen Spikes beteiligt und bilden die Grundlage fiir
den hier identifizierten Auswértsstrom mit hysteretischer Strom-

Spannungsbeziehung.
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