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Zusammenfassung

Liganden-gesteuerte lonenkanéle iiben eine zentrale Funktion wihrend der synaptischen
Transmission aus und werden mit einigen neurologischen Stérungen in Verbindung gebracht.
Neue Screening-Methoden fiir Liganden dieser Proteine, konnen die Entwicklung von
Wirkstoffen gegen derartige Krankheiten vereinfachen und beschleunigen. Zur Entwicklung
solcher Methoden kénnen hybride Biosensoren aus Zellen und Mikrochips verwendet werden.
Die Zell-Chip-Kopplung wurde bereits mit spannungsgesteuerten lonenkanélen in Patch
Clamp-Experimenten untersucht. Fiir Screening-Methoden an liganden-gesteuerten
Ionenkandlen muss das Interfacing von Zellen, die diese Kanéle exprimieren, an die

Transistoren von Siliziumchips charakterisiert und ohne Patch Clamp durchgefiihrt werden.

Dazu wurde zundchst ein Expressionsplasmid mit der cDNA des liganden-gesteuerten
Ionenkanals SHT3A hergestellt, der durch die Bindung des Neurotransmitters Serotonin
geoffnet wird. HEK293-Zellen wurden mit dieser cDNA transfiziert und
elektrophysiologische Parameter des SHT3A-Rezeptors wurden in Patch Clamp-
Experimenten gemessen.

Die Zellen wurden dann auf Feldeffekt-Transistoren kultiviert, und das Zell-Chip-Interfacing
wurde unter Patch Clamp-Bedingungen untersucht. Die Membranstrome der Zellen fiihrten
zu messbaren Transistorsignalen. Bei der simultanen Messung des Membranstroms und des
Transistorsignals ergaben sich Unterschiede im zeitlichen Verlauf. Um diese Unterschiede zu
erkldren, wurde ein Modell entwickelt, welches die Diffusion von Serotonin im Spalt
zwischen  Zelle und Chip  beriicksichtigt, sowie eine  Verdnderung  der
Elektrolytzusammensetzung im Adhésionsbereich im Vergleich zur Badlosung.

Fir die Amplituden der Transistorsignale wurde dieselbe Konzentrationsabhingigkeit
festgestellt wie fir den Membranstrom aus elektrophysiologischen Messungen. Ebenso
korrelierte die Abhingigkeit beider Signale vom angelegten Membranpotential. Elektrische
Parameter der Zell-Chip-Kopplung und die homogene Verteilung der Kanéle in der Membran

wurden mit Wechselspannungsmodulationen des Membranpotentials ermittelt.

In Experimenten ohne Patch Clamp konnte kein Transistorsignal bei HEK-5SHT3A-Zellen
gemessen werden. Daher wurden HEK-5HT3A-Zellen verwendet, die zusitzlich mit dem
Kaliumkanal Kv1.3 transfiziert waren. In abschlieBenden Experimenten wurde gezeigt, dass
diese Kombination von lonenkandlen zu messbaren Transistorsignalen ohne Patch Clamp

fiihrt und damit fiir die weitere Entwicklung von zellbasierten Biosensoren geeignet ist.



Schlagworter:  Zell-Chip-Kopplung,  zell-basierte ~ Biosensoren, liganden-gesteuerte

Ionenkanile



Abstract

Ligand-gated ion channels perform crucial tasks during synaptic transmission and are related
to some neurological disorders. New screening methods for molecules, acting on these
proteins, can simplifiy and accelerate the development of agents against these diseases.
Hybrid sensors consisting of cells and microchips can be used to design such applications.
The cell-chip interfacing has already been investigated with voltage-gated ion channels under
Patch Clamp conditions. In order to develop an application with ligand-gated ion channels,
the interfacing of cells, expressing these channels, with transistors of a silicon chip has to be

characterised and advanced to conditions without Patch Clamp.

For this purpose an expression vector with the cDNA of the ligand-gated ion channel SHT3A
was designed which opens after the binding of the neurotransmitter serotonin. HEK293 cells
were transfected with this cDNA and electrophysiological parameters of the SHT3A receptor
were probed in Patch Clamp experiments.

The cells were then cultivated on field effect transistors and the cell-chip interfacing was
investigated under Patch Clamp conditions. The membrane currents lead to detectable
transistor signals. In simultaneous recordings of membrane current and transistor signal a
difference in the time course of the transistor signal was detected. To account for this
difference a model was developed which considers the diffusion of serotonin into the cell-chip
junction as well as changes in the electrolyte composition in the adhesion area with respect to
the bathing solution.

The amplitudes of the transistor signals and the membrane currents from electrophysiological
measurements showed the same concentration relationship. The dependency on the applied
membrane potential was also the same for both signal amplitudes. Electrical parameters of the
cell-chip junction and a homogeneous distribution of channels in the membrane were

determined by applying alternating voltages to the membrane potential.

In experiments without Patch Clamp no transistor signal could be detected from HEK-SHT3A
cells. Therefore HEK-SHT3A cells were used which were additionally transfected with the
potassium channel Kv1.3. In final experiments it was demonstrated that this combination of
ion channels led to detectable transistor signals without Patch Clamp and is therefore

convenient for the further development of cell-based biosensors.
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Einleitung

1. Einleitung

Die synaptische Transmission, d.h. die Ubertragung eines Nervenimpulses von einem Neuron
iiber eine Synapse zu einem weiteren Neuron, ist von elementarer Bedeutung fiir die
Informationsiibermittlung in neuronalem Gewebe. Diese Signaliibertragung beruht auf der
Ausschiittung eines biochemischen Neurotransmitters von der prasynaptischen Zelle in den
synaptischen Spalt. Rezeptoren in der postsynaptischen Membran setzen das biochemische
Signal in intrazelluldre Prozesse um oder erzeugen als liganden-gesteuerte Ionenkanéle ein
elektrisches Signal.

Viele Wirkstoffe binden an diese Rezeptoren und konnen deren elektrische Aktivitit
beeinflussen. Barbiturate und Benzodiazepine sind bekannte Beispiele fiir eine Verstirkung
des CI'-Stroms durch GABAa-Kanidle. Auch die Blockierung von Ionenstrdomen mittels
Liganden wird zur Behandlung neurologischer Storungen genutzt. Verbesserte Methoden zum
Screening nach pharmakologischen Substanzen kdnnen die Suche nach neuen Wirkstoffen fiir

diese Rezeptoren beschleunigen.

Ligand/Transmitter
©

Rezeptor

e

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Sensorkonzepts. Liganden eines Rezeptors 16sen ein elektrisches

Signal in der Zelle aus, welches ein Signal im Transistor (FET) erzeugt.

Die Kombination von Chiptechnologie und transfizierten Zelllinien kann zur Entwicklung
von hybriden Zell-Chip-Sensoren flir das Pharmascreening genutzt werden. Abbildung 1
zeigt schematisch ein Konzept fiir einen zell-basierten Biosensor: Zellen exprimieren einen

bestimmten Rezeptor und werden auf Transistorchips kultiviert. Die Bindung von Liganden
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an die Rezeptoren erzeugt einen Membranstrom iiber die Zellmembran. Dieses Signal wird
vom darunter liegenden Transistor aufgezeichnet. Durch eine groe Anzahl an Zellen und
Transistoren pro Chip stiinde dann eine statistisch relevante Zahl an Signalen durch eine
Messung zur Verfligung.

Zelllinien, wie z.B. HEK293 sind leicht herzustellen und in Kultur zu halten. Transistoren von
Mikrochips konnen als Sensoren fiir Signale dieser Zellen genutzt werden. Die Zellen konnen
mit den gewiinschten, spezifischen Rezeptoren transfiziert werden und exprimieren im
Gegensatz zu Neuronen aus Primérkulturen andere Kanile nur in geringem AusmaB.'

Zur Beschreibung des Zell-Chip-Interfacing wurden bereits Zellen mit spannungsabhingigen
Tonenkanilen fiir Kalium und Natrium an Transistoren gekoppelt.>” Der Ionenstrom durch die
Kanile erzeugte dabei messbare Signale in den Transistoren des Chips, und die Kopplung von
Zellen an Chips ist fiir Natrium- und Kaliumkandle gut verstanden. Fiir diese Experimente
wurde das Zellinnere zur Kontrolle des Membranpotentials mit einer Patch Clamp-Elektrode
kontaktiert, was die Charakteriserung des Zell-Chip-Kontaktes erleichterte. Fiir einen
funktionellen Biosensor entsprechend Abbildung 1 muss allerdings auf die Elektrode
verzichtet werden konnen.

In der vorliegenden Arbeit sollte als nichster Schritt fiir eine Sensoranwendung der liganden-
gesteuerte lonenkanal SHT3A in HEK-Zellen exprimiert werden. Die Kopplung dieser Zellen
an Transistorchips sollte dann unter Patch Clamp-Bedingungen untersucht werden.
Anschliefend sollte als Voraussetzung fiir einen funktionellen Biosensor ein Zell-Chip-
Interfacing mit diesen Kanilen ohne Patch-Elektrode hergestellt werden.

Im Theorieteil dieser Arbeit werden die Grundlagen der Zell-Chip-Kopplung angesprochen,
bevor kurz auf die verwendeten Kanile eingegangen wird. Ergebnisse und Diskussion
gliedern sich in einen elektrophysiologischen Teil als Referenz und die Zell-Chip-Kopplung
mit und ohne Patch Clamp.
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2. Theorie

2.1. Das Zell-Chip-Interfacing unter Patch Clamp

2.1.1. Transistoren als extrazellulare Sensoren

Transistoren konnen als Sensoren fiir extrazellulire Spannungen eingesetzt werden: Die
Funktionsweise von Feldeffekttransistoren beruht auf dem spannungsinduzierten
Ladungstrdgerfluss zwischen Source und Drain an einer isolierenden Oxidschicht: Zwischen
Source und Drain wird eine konstante Spannung angelegt, so dass ein Drain-Strom Ip flief3t.
In Abbildung 2A ist ein Feldeffektransistor unter einer adhérierten Zelle schematisch

dargestellt.
A B
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Abbildung 2: (A) Schema des Kontaktes von Zellen mit Serotonin-Rezeptoren (5-HT3A-Rezeptor) und
Transistoren von Mikrochips. Die Zelle ist mit einer Patch-Pipette kontaktiert. Die Enstehung der Spaltspannung
V; ist skizziert. (B) Interface von Zelle und Chip als Ersatzschaltbild dargestellt (PCA = Patch Clamp-
Verstirker, Index: FM = freie Membran, JM = adhirierte Membran, J = Spalt, Ox = Oxid).

Wird eine weitere Spannung an die Oxidschicht zwischen Source und Drain angelegt (Gate-
Spannung), entsteht ein elektrisches Feld im Oxid, welches zu einer Anderung der
Ladungstragerdichte an der Oxidschicht zwischen Source und Drain fiihrt. Bei konstanter
Spannung zwischen Source und Drain #ndert sich dadurch der Drainstrom Ip. Anderungen
der Spannung iiber dem Gate konnen somit durch die Modulation des Stromes Ip detektiert

werden.
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Adhirierte Zellen mit lonenkandlen konnen die Gate-Spannung dndern und so Ip modulieren:
Die Zellen adhirieren mit der Membran nicht direkt auf der Chipoberfliache, zwischen Zelle
und Chip bleibt ein Spalt der Hohe d; bestehen. Die Spalthohe d; liegt meist zwischen 30-100
Nanometern.”> Dieser Mindestabstand wird durch zahlreiche Wechselwirkungen von
Adhisionsrezeptoren mit Molekiilen der extrazelluldiren Matrix hervorgerufen. Nachdem sich
die Kanéle in der Plasmamembran gedffnet haben, flieBt der Membranstrom Iy, der sich aus
dem Strom durch die freie Membran Igy und dem Strom durch die adhérierte Membran Iy
zusammen setzt. Die Zellen konnen mit einer Patch-Pipette kontaktiert werden, um das
Potential in der Zelle zu kontrollieren und den Gesamtstrom Iy zu messen. Wihrend der
Strom Ipy ungehindert durch die Ionenkanile flieit, muss der Strom Iy den Spalt zwischen
Zelle und Chip passieren. Der Spalt wirkt als Widerstand, tiber den Iy flieBen muss. Aus dem
Ohmschen Gesetz V; = 1/Gy Iy resultiert daraus die Spaltspannung Vj liber dem Gate des
Transistors. Vj wirkt sich liber das elektrische Feld im Oxid auf die Ladungstriagerdichte im
Source-Drain-Kanal aus, und fithrt zu einer Modulation des Drainstroms Ip. Aus der
Modulation von Ip kann V; berechnet werden.

Eine Beschreibung von Modellen zur Charakterisierung von Zell-Chip-Kontakten findet sich
bei Weis et al. (1996).° Im folgenden Abschnitt wird kurz auf das Ein-Kompartiment-Modell

eingegangen, welches zur Auswertung der Messungen in dieser Arbeit benutzt wurde.

2.1.2. Das Ein-Kompartiment-Modell mit konstanter lonenkonzentration

Die elektrischen Eigenschaften von Zellen kénnen durch Ersatzschaltbilder dargestellt
werden. Der elektrische Kontakt zwischen Zelle und Chip wird durch ein Ersatzschaltbild wie
in Abbildung 2B beschrieben. Dabei wird die Plasmamembran durch die Parallelschaltung der
Leitfahigkeit der lonenkanédle und der Membrankapazitit ausgedriickt. In Abbildung 2B wird
davon ausgegangen, dass die Zelle auf dem Substrat adhériert ist und mit einer Glaselektrode
im whole-cell Modus der Patch Clamp-Technik kontaktiert ist. Die gesamte Membran der
Zelle wird in die freie Membranfliche Ay und die adhérierte Membranfliche Ajy eingeteilt.
Die freie Membran weist die Leitfahigkeit Gpy und die Kapazitit Cpy auf. Das Ein-
Kompartiment-Modell wird fiir die Membran im Adhédsionsbereich der Zelle verwendet. Die
Spaltspannung V; im Kontaktbereich wird nicht zweidimensional betrachtet, sondern auf
einen Punkt reduziert. Analog zur freien Membran wird die adhérierte Membran elektrisch
durch die Parallelschaltung von lonenkanalleitfahigkeit Gy und Membrankapazitit Cjyy

reprasentiert.
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Die Oxidschicht des Chips wird als Kondensator mit der Kapazitit C,x angesehen. Die

Leitfahigkeit der Oxidschicht G,x wird vernachléssigt, da sie ein Isolator ist.

Membranstrom und Spaltspannung

Mittels Patch Clamp-Verstarker kann iiber die Elektrode die gewiinschte Spannung V) an die
Zelle angelegt werden. Dazu wird ein Strom in die Zelle injiziert. Offnen sich Ionenkaniile,
flieBen Ionen durch freie und adhérierte Membranbereiche. Der Strom Iy, der dann vom
Patch Clamp-Verstiarker in die Zelle injiziert werden muss, um das Membranpotential
konstant zu halten, entspricht diesem Ionenstrom und wird als Messwert fiir Iy ausgegeben.
Nach Abbildung 2B setzt sich Iy aus den folgenden Ohmschen und kapazitiven Stromen
zusammen:

dVv d
IM = GFM(VM _VO)+GJM(VM _VJ _VO)+CFM d_tM+CJM E(VM _VJ)

Gleichung 1

V) ist das Umkehrpotential fiir den SHT3A-Rezeptor, V; die extrazelluldre Spannung im Spalt
zwischen Zelle und Chip. Die elektrischen Eigenschaften der Ionenkanile werden durch die
Leitfahigkeiten Gy und Ggy beschrieben. Fiir Vy im Ersatzschaltbild in Abbildung 2B folgt
aus der Strombilanz:

dVv, dv,
(CJM +C0x)d_tj = _GJVJ +GJM(VM _VJ _V0)+CJM d—tM

Gleichung 2
G; bezeichnet dabei die Leitfahigkeit des Zell-Chip-Kontaktes. Die Leitfdhigkeit ist in
Abbildung 2A und B als Widerstand eingezeichnet, liber den der Strom im Spalt flief3t,

wodurch die Spannung Vj erzeugt wird.

Spaltleitfahigkeit G,

Die Leitfiahigkeit im Spalt G; kann wie folgt ausgedriickt werden: Im Spalt liegt der
Widerstand R; gegeniiber dem umgebenden Elektrolyten vor mit R;=rym. Fir den
zweidimensionalen Flichenwiderstand ry gilt: r; = py/d; (py: spezifischer Widerstand im Spalt
in drei Dimensionen, d;: Hohe des Spalts). n ist ein Geometriefaktor, der bei der Konstruktion
des Ein-Kompartiment-Modells aus der Flaichenkontakttheorie durch Mittelung erhalten wird.
Dieser Geometriefaktor bertlicksichtigt verschiedene Kontaktsituationen zwischen Zelle und
Transistor. Eine ausfiihrlichere Beschreibung des Geometriefaktors n und der Leitfahigkeit G;
findet sich bei Schmidtner und Fromherz (2006).° Ersetzen von r; und Einsetzen des

Geometriefaktors liefert fiir Gy:
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n-d,
P;

G, =

Gleichung 3

Die Spaltleitfdhigkeit hdngt somit neben n auch von der Hohe d; des Spalts und dem

spezifischen Elektrolytwiderstand py ab.

Gleichspannungsfall

Der Widerstand 1/Gjy verursacht den Spannungsabfall V; tiber dem Gate des Transistors, wenn
ein Strom durch den Spalt in die Zelle flieft. Dieser Spannungsabfall wird als Messsignal
durch die Modulation des Source-Drain-Stroms erfasst. Die Leitfahigkeit Gj, die Kapazititen
und die Membranleitfdhigkeiten konnen als flachenspezifische Grofen ausgedriickt werden:
cm = Civ/Amm,  cox = Cox/Amv,  gm = Gim/Amv,  gem = Gew/Apy, g1 = G/Amv. Mit  dem
Ubergang zu flichenspezifischen GroBen wird spiter die Berechnung der Kanalverteilung in
den Membrandominen ermoglicht. Wird Gleichung 2 durch Ajpy geteilt, erhdlt man
entsprechend:

dv dVv,
(CJM + Cox)d_tJ = _gJVJ +Em (VM _VJ _Vo) +Cim d_tM .
Gleichung 4

Im Gleichspannungsfall (voltage clamp-Modus) bleibt das Membranpotential durch die
Strominjektion des Patch Clamp-Verstirkers auf einem konstanten Wert, es gilt dVy/dt = 0.
Aus Gleichung 4 folgt damit:

dv
—L= -2,V +gu(Vy =V, = V).

+
(CJM COx) dt

Gleichung 5

V; geht bei Anlegen der Gleichspannung mit dem Patch Clamp-Verstirker nach einer kurzen
Anstiegszeit, die durch eine Zeitkonstante T = cotcmm/(grtgm) bestimmt wird, in den
stationdren Fall dVy/dt=0 iiber. gy kann dann durch Messen der Spannung Vj iiber dem

Transistor berechnet werden, da mit dV,/dt = 0 aus Gleichung 5

g, = Vit
M —
(VM _VO)
Gleichung 6
folgt, und gleichzeitig V; << Vy - Vy angenommen werden kann. Die kapazitiven Anteile
spielen somit im Gleichspannungsfall keine Rolle mehr. Die Bestimmung von g; ist mit

Wechselspannungsmessungen moglich. Damit gilt ein vereinfachtes Ersatzschaltbild wie in

Abbildung 3.
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Abbildung 3: Ersatzschaltbild des Zell-Transistor-Kontaktes im Gleichspannungsfall nach dem Ubergang zu

flachenspezifischen Grofen.

Die Beziehung zwischen Vj, Iy; und den Membranleitfihigkeiten

Eine direkte Bestimmung von ggv ist nicht moglich. gpv ldsst sich jedoch durch die
Leitfahigkeit der gesamten Membran gy und die Leitfahigkeit der adhérierten Membran gy
bestimmen:

_ ZuAy — 8mAm '
A

8rm

FM
Gleichung 7

Bei bekanntem Flachenverhiltnis Apy/Aym kann gey aus gv und gy berechnet werden. gy
kann aus dem Membranstrom Iy und der Fliche der gesamten Membran Ay bestimmt
werden:
G, I,
Ay (Vu-V)A,

Gleichung 8

Dabei wird gy >> gy angenommen, so dass (g5gm)/(gy + gmm) = gv flir eine Reihenschaltung
der Leitfihigkeiten gesetzt werden kann. Uber die Messung der Gesamtkapazitit Cy kann die
Flache der Membran bestimmt werden: Ay = Cu/cy. Die spezifische Membrankapazitit cy
wurde fiir viele Zelltypen bestimmt und kann mit cy = 1pF/cm? als biologische Konstante

angesehen werden.” Daher kann auch angenommen werden, dass sich die kapazitiven
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Eigenschaften der freien und adhédrierten Membrandoménen nicht unterscheiden. Durch
Zusammenfassen von Gleichung 6 und Gleichung 8 erhélt man die Beziehung
Mool 8w

Lo gAy gy
Gleichung 9
die den Skalierungsfaktor 1/(gjAm) und das Verhéltnis der spezifischen Leitfahigkeiten
enthdlt. Aus dem Quotient von Transistorsignal Vy und Membranstrom Iy kann somit direkt
das Verhiltnis der spezifischen Membranleitfahigkeiten berechnet werden, wenn der
Skalierungsfaktor bekannt ist. Dieser Wert kann aus Wechselspannungsmessungen bestimmt
werden. Das Verhiltnis gn/gm gibt dann eine mogliche Anreicherung oder Verarmung von

Kandilen in der adhérierten Membran an.

Wechselspannungsmessung

Wechselspannungsmessungen werden zur Bestimmung von g; und des Skalierungsfaktors
1/(gjAm) durchgefiihrt. Wechselspannungen bestimmter Amplitude und Frequenz werden um
das Haltepotential angelegt, und die Spannung V;j im Spalt zwischen Zelle und Chip wird mit
dem Transistor gemessen. Abbildung 4 zeigt das Ersatzschaltbild des Zell-Chip-Kontaktes im

Wechselspannungsfall zur Bestimmung von g;.

AC
I

= ox

|||—

Abbildung 4: Ersatzschaltbild eines Zell-Transistor-Kontaktes mit Patch-Elektrode fiir das Ein-Kompartiment-

Modell unter Wechselspannung.
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Fiir das Ein-Kompartiment-Modell in Abbildung 4 wird die Transferfunktion h als Quotient
aus Spaltspannung und Haltepotential definiert:

AC
. VJ

o AC .
VM

Gleichung 10

Fiir den Betrag von h gilt dann:®

2o 1 2 ((DTJ )2
Ih|" =h; ~+h

1+(ot,)
Gleichung 11
Im Experiment wird das Signal-Rausch-Verhéltnis der Transistormessung bei kleineren
Frequenzen der Haltepotentialmodulation schlechter. Der Frequenzbereich zur Bestimmung
der Ubertragungsfunktion ist daher im Experiment fiir niedrige Frequenzen durch das
Rauschen des Transistors beschriankt. Bei hohen Frequenzen wird das Frequenzintervall fiir
die Messung durch die Ubertragungsfunktion des Messaufbaus begrenzt. Zur Bestimmung der
Ubertragungsfunktion kénnen Frequenzen von o = 3000-15000 Hz verwendet werden. Fiir

dieses Intervall gilt mt; << 1 und Gleichung 11 kann vereinfacht werden zu:®

Ih[* =h2+(h,t,) 0.

Gleichung 12
Fiir hy und h,, als Amplituden fiir ©—0 und ®w—o0 und der Zeitkonstanten t; fiir den Spalt

gelten folgende Beziehungen:

h() — gJM ,
g T8
Gleichung 13
h =—Sm
T ocy ey
Gleichung 14
C\, +C
TJ — M Ox .
8 T8

Gleichung 15

Wird der Ligand bei Wechselspannungsmessungen nicht appliziert, so dass alle Kanéle
geschlossen sind, gilt fiir die Leitfdhigkeit gp = 0. Gleichung 13 wird damit zu hp = 0 und
einsetzen von hy, h,, und 1y in Gleichung 12 ergibt:

=S,

g;
Gleichung 16
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Aus Wechselspannungsmessungen bei verschiedenen Frequenzen miissen also die Betrdge

bzw. Amplituden von V/“und V;} bestimmt werden. Eine Auftragung des Quotienten der

Amplituden gegen o ergibt nach Gleichung 16 eine Gerade. Aus der Steigung kann die
Leitfahigkeit g; im Spalt bestimmt werden, da die spezifische Membrankapazitét cy bekannt

ist.

2.1.3. Bestimmung der Kanalverteilung in der Zellmembran

Sowohl bei Gleichspannungsmessungen als auch bei Wechselspannungsmessungen kann die
Membrankapazitit Cy mit dem Patch Clamp-Verstirker ermittelt werden. Mit der bekannten
spezifischen Membrankapazitdt von 1 pF/cm?, ldsst sich daraus die Flache Ay der gesamten
Membran berechnen. Da gy mit Wechselspannungsmessungen ermittelt werden kann, kann
der Skalierungsfaktor 1/(g;Am) berechnet werden. Aus Gleichspannungsmessungen ist der
Quotient Vy/I; bekannt. Wird dieser Quotient nach Gleichung 9 gegen den Skalierungsfaktor
aufgetragen, so erhédlt man eine Gerade mit der Steigung gmi/gm. Dieses Verhéltnis der
Leitfahigkeiten von adhédrierter Membran zu freier Membran spiegelt die Verteilung der
Kanile in beiden Membrandomdnen wider. Bei einer Anreicherung der Kanédle in der
adhirierten Membran, wie sie z.B. fiir einige GABA-Rezeptoren in MDCK-Zellen
nachgewiesen wurde,” muss gw/gv > 1 gelten. Bei einer Verarmung von Kanilen in der

Adhésionszone gilt gnu/gm < 1.

2.1.4. Elektrodiffusion im Ein-Kompartiment-Modell

Bei konstanter lonenkonzentration konnte der Spalt zwischen Zelle und Bad als Leitféahigkeit
oder als Widerstand beschrieben werden, {iber den die Spaltspannung abfillt. Bei gedffneten
Kanélen konnen sich durch den Ein- oder Ausfluss aus dem Spalt, die Konzentrationen der
am Strom beteiligten Ionen im Zell-Chip-Interface @ndern. Dies fiihrt zu
Konzentrationsunterschieden zwischen Spalt und Badelektrolyt, was wiederum zusammen mit
der Spaltspannung das Auftreten von diffusiven Ausgleichstromen verursachen kann. In
diesem Fall muss das Ein-Kompartiment-Modell um die Elektrodiffusion der beteiligten
Ionen erweitert werden. Eine ausfiihrliche Beschreibung der Elektrodiffusion im Ein-
Kompartiment-Modell findet sich bei Brittinger und Fromherz. (2005)." Hier werden kurz die

wichtigsten Beziehungen dargestellt.
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G; fiir die beteiligten Ionen

G; hingt nach Gleichung 3 vom spezifischen Elektrolytwiderstand p; ab, der wie folgt

berechnet wird:

1
- = Zzieoci/ui .
Py
Gleichung 17

Dabei ist p die Beweglichkeit, z die Ladung und ¢ Konzentration der Ionensorte i im
Spaltelektrolyten. Fiir p; gilt nach der Einstein-Gleichung

:zi-eO-D.

1

M=

Gleichung 18

mit D als Diffusionskoeffizient. Die Spaltleitfahigkeit wird in eine Summe zerlegt, in deren
Summanden jeweils nur eine lonensorte 1 zur Leitfahgikeit beitragt:
G, =G,
Gleichung 19

Zusammenfassen von Gleichung 17, Gleichung 18 und Gleichung 3 liefert fiir die Anteile der

Ionenspezies 1 an der gesamten Spaltleitfahigkeit:

2.2
i z;e,c;D,
GJ:n.dJ. ko’-} )
B

Gleichung 20

Strombilanz

Auch fiir diffusive lonenstrome muss eine ausgeglichene Strombilanz gelten. Allerdings
werden jetzt die zu- und abflieBenden Stréme als Anderung der Ionenkonzentrationen dcj/dt
im Spaltvolumen djA; ausgedriickt, und Gleichung 2 wird bei konstantem Membranpotential

10
Zu:

dv dc!
(Cpn +Coy )d_tJ =A,d,) zg, d—tJ :
Gleichung 21

Die Anderung der Konzentration jeder lonenspezies aus Gleichung 21 wird nun einzeln

betrachtet und kann ausgedriickt werden als:

11
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Aydze, dd_ctl] =-G) (VJ _VJio)"'GiJM[(VM _V()i)_(VJ ~Vj, )] .

Gleichung 22

Dabei beschreibt V;, das Umkehrpotential einer Ionensorte welches durch die
Konzentrationsunterschiede zwischen Spalt und Badelektrolyt entsteht:

KT ln%.

Z€, Cg

Vi =—

Gleichung 23

Die Konzentrationen c; und cg sind die lonenkonzentrationen im Spalt bzw. in der
extrazelluliren Badlésung. V, in Gleichung 22 bezeichnet das Nernstpotential des Ions
zwischen Zelle und Badelektrolyt. G| wird aus Gleichung 20 berechnet. Somit beschreibt

Gleichung 22 die Anderung der gesamten Konzentration einer Ionenspezies als Summe der
zwischen Bad und Spalt (erster Term) und zwischen Spalt und Zelle flieBenden lonen (zweiter

Term). G, ist die Leitfdhigkeit der adhirierten Membran fiir die einzelnen Ionen, d.h. der

Strom der beteiligten Ionen durch die Kanile in Abhédngigkeit des Membranpotentials.

2.2. SHT3A-Rezeptoren

In diesem Abschnitt wird kurz auf den in dieser Arbeit verwendeten SHT3A-Rezeptor
eingegangen, sowie auf ein bekanntes kinetisches Modell, das fiir die Auswertung einiger
Messungen verwendet wurde. Eine ausfiihrlichere Beschreibung der Rezeptoren und der

ebenfalls verwendeten Kv1.3-Kanile befindet sich im Anhang (Abschnitt A).

2.2.1. Die Familie der liganden-gesteuerten lonenkanéle

Der 5HT3A-Rezeptor gehort zur Familie der liganden-gesteuerten lonenkanédle, einer
Untergruppe von Neurotransmitterrezeptoren. Zu dieser Familie gehoren aufgrund von
Sequenz- und Strukturhomologien ebenfalls der nikotinische Acetylcholinrezeptor, der

GABA-Rezeptor und der Glycin-Rezeptor. Die Kanile bestehen aus fiinf Untereinheiten.

12



Theorie

d aullen

2 ) 3)/ Na'

Serotonin

iy
I,

Q O
innen
geschlossene offene
Konformation Konformation

Abbildung 5: Schema des Serotonin-Rezeptors SHT3A.

Der Kanal geht nach der Bindung von Serotonin (5-Hydroxytryptamin, SHT) in den offenen
Zustand iiber. Kationen konnen unspezifisch den offenen Kanal passieren, was unter
physiolgischen Bedingungen zu einem iiberwiegenden Einstrom von Na'-Ionen fiihrt.

Abbildung 5 zeigt ein Schema des Mechanismus der Ionenleitung durch den SHT3A-

Rezeptor.

2.2.2. Kinetisches Modell fiir den SHT3A-Rezeptor

In diesem Abschnitt wird kurz das kinetische Modell des SHT3A-Rezeptors von Mott et al.

vorgestellt, welches fiir die Auswertung verwendet wurde.'' Es ist schematisch in Abbildung

6 dargestellt.
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Rﬁ30 Rﬁ«40 RﬁsO
S !

R <= RA <> RA, = RA, = RA, <> RA,

kd3lTkr kd4lTkr delTkr
RA,D:>RA,Ds>RA,D

Abbildung 6: Kinetisches Modell des SHT3A-Rezeptors nach Mott et al. (2001)."!

Mott et al. gehen davon aus, dass jede der flinf Untereinheiten des Rezeptors R iiber eine
Serotonin-Bindungsstelle A verfiigt, die besetzt werden kann oder von der der Ligand wieder
freigesetzt wird (RA-RAs). Der Kanal kann nach der Bindung von mindestens drei Molekiilen
Serotonin entweder vom geschlossenen Zustand RA; in den offenen Zustand RA3;O
tibergehen oder in den Zustand RA3;D gelangen. In diesem Zustand ist zwar der Ligand
gebunden, der Kanal ist aber geschlossen. Dieser Ubergang fiihrt zur sog. Desensitivierung
bei liganden-gesteuerten lonenkanélen, d.h. dem SchlieBen trotz fortgesetzter Liganden-
Applikation. Fiir die Zustéinde mit vier und fiinf Liganden gelten die analogen Uberginge. Die
mikroskopischen Ratenkonstanten (B3, a, kr, usw.) der Uberginge sind in Abbildung 6
ebenfalls dargestellt. Die Abhédngigkeit von der Serotoninkonzentration wird durch die
Assoziationskonstante k” beschrieben (in M™'s™). Zur Umwandlung der Assoziationskonstante
in eine Ratenkonstante muss k™ mit der Serotonin-Konzentration c(t) multipliziert werden.

Nach dem Modell kénnen zwolf Zustinde eingenommen werden, die in Abbildung 6
willkiirlich nummeriert sind. Daraus resultiert folgendes Differentialgleichungsystem, um die

Besetzungswahrscheinlichkeiten p der Zusténde i in Abhéngigkeit der Zeit zu berechnen:
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dp, _
e ap, (t)+B3p,(t)
dp, _
D ap, (1) +B4p,(t)
dp, _
o ap,(t) +BSp ()

dd% = =3k "p, () = B3p, (1) —c(t)- 2k p, (t) —kd3p, (t) + c(t) - 3K "p, (1) + ap, (1) + 4k "ps (1) + krp, (1)

% = —4k p; (1) —B4ps (1) —c(t) - k' ps (1) —kddp, (1) + c(t) - 2k "p, (1) + op, (1) + 5k pg (1) + krpg (1)

% = =5k P, (t) = B5p, (1) —kdSp (1) +c(t) -k ps(t) + op; (1) + krp (t)

d + -
% =—krp, (t)—c(t)- 2k p, (t) +kd3p, (t) + 4k py(t)

%=—krpg(o—4k-pg(t>—c(t)-k+pg<t>+kd4p5<t>+c(t>-2k*p7<t>+5k‘p9(t>

% = —krp, (t) — 5k ™y (1) + kd5p, (t) +c(t) -k "py (1)

d - + + -
S MORIOEN MORNORIS NOEC SN0

d - + * -
%:_k p”(t)—C(t)'4k pn(t)+c(t)'5k p12(t)+2k plo(t)

d + -
= (1) 5K pyg () + K py (1)
Gleichung 24

In Tabelle 1 sind die Ratenkonstanten fiir die Uberginge aufgelistet, wie sie von Mott et al.

publiziert wurden und auch fiir ein Modell der Kopplung in dieser Arbeit verwendet wurden.

Tabelle 1: Ratenkonstanten fiir das Modell fiir den SHT3A-Rezeptor nach Abbildung 6.

Konstante Wert
K" 2,56:10°M"s™
K 41,5s™
B3 22875
p4 18415
B5 1786
kd3 33,25
kd4 311s”
kd5 39,15
. 40s™
kr 0,062s™
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3. Material und Methoden

3.1. Zellkultur, Transfektion und stabile Zelllinien
3.1.1. HEK293-Kultur

HEK?293-Zellen (human embryonic kidney) sind urspriinglich fibroblastische, embryonale Nierenzellen, die nicht
einschichtig wachsen, sondern bei zunehmender Konfluenz haufenférmig iibereinander wachsen kdnnen. Sie
werden oft als heterologes Expressionssystem benutzt. HEK-Zellen wurden erstmalig 1977 durch Transfektion
mit einem Adenovirus hergestellt.'

Die Zellen wurden in 35 mm Kulturschalen bei 37°C und 5 % CO, kultiviert. Als Ndhrmedium wurde Dulbeccos
DMEM mit 10 % FCS (v/v) und 1 % L-Glutamin (v/v) verwendet. FCS und L-Glutamin wurden als Losungen
entsprechend den Herstellervorgaben angesetzt. Auf Antibiotika gegen Bakterien in den Medien wurde
verzichtet. Die Zellen wurden bei 80-90 % Konfluenz 1:4 aufgeteilt und in neue Kulturschalen passagiert. Dabei

konnten die Zellen durch Spiilen mit Medium in Suspension gebracht werden.

3.1.2. Transfektion und Herstellung stabiler Zelllinien

Zur Expression von Proteinen wurden die Zellen mit geeigneter Plasmid-DNA transfiziert. Dafiir wurde das
Kitsystem Effectene Transfection Reagent von Qiagen verwendet. Die eingesetzten Mengen der Reagenzien und
der DNA entsprachen den Herstellervorgaben (500 ng DNA pro Transfektionsansatz fiir etwa 1-2:10° Zellen,
70-80 % Konfluenz). Zur Erzeugung stabil exprimierender Zelllinien wurden HEK-Zellen mit Plasmid-DNA,
welche eine Neomycin-Resistenz enthilt, transfiziert. Neomycin-resistente Zellen sind auch in der Lage
Geneticin abzubauen. 24 std nach der Transfektion wurden die Zellen in Selektionsmedium passagiert. Die
Geneticin-Endkonzentration im Medium betrug 500 pg/ml. Nach zwei bis vier Wochen konnten stabil

exprimierende Klone isoliert werden, die im Selektionsmedium weiter kultiviert wurden.

3.1.3. HEK-Kv1.3-Zellen

HEK-Zellen, die stabil mit dem Kaliumkanal Kv1.3 transfiziert waren, wurden bereits beschrieben.'? Die
Zellkultur dieser Zellen wurde wie in 3.1.1 durchgefiihrt. Im Néhrmedium wurde eine Konzentration von

200 pg/ml Geneticin eingestellt.

3.2. Elektrophysiologie

3.2.1. voltage clamp und Stimulation der Zellen

Zur elektrophysiologischen Charakterisierung des 5-HT3A-Rezeptors in stabil transfizierten HEK293-Zellen
sowie bei Chipmessungen und Kontrollexperimenten bei HEK-Kv1.3-Zellen wurde die Patch Clamp-Technik
angewendet. Dabei wurde in der Ganzzell-Konfiguration (whole cell) unter voltage clamp gearbeitet: Pipetten
mit 1-3 MQ Pipettenwiderstand wurden mit einem Puller (DMZ- Universal Puller, Zeitz Instruments) aus

Glasrohlingen gezogen. Die Pipette mit der Elektrode wurde auf die Zellen aufgesetzt. Bei Erreichen eines
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hochohmigen Widerstandes (idealerweise im Bereich von einigen Gigaohm, Gigaseal) zwischen Pipette und
Bad, wurde die Pipettenkapazitdt kompensiert, bevor an die Pipette Unterdruck angelegt wurde, um einen
Durchbruch durch die Plasmamembran ins Innere der Zelle zu erreichen. Zugangswiderstand und
Membrankapazitdt der Zelle wurden dann gemessen und kompensiert. Mit der Pipettenelektrode wurde ein
(negatives) Haltepotential gegeniiber der Badlosung an die Zelle angelegt. Die Badlosung wurde mit einer
Ag/AgCl-Elektrode kontaktiert.

HEK-Zellen mit SHT3A-Kandlen wurden mit verschiedenen Serotoninlésungen oder CPBG stimuliert (s.
Abschnitt 3.2.5 fiir die Applikation). In einigen Experimenten wurden Messungen in Gegenwart von Tropisetron
durchgefiihrt. Die Liganden wurden in der entsprechenden Badlosung geldst. Fiir die Strom-Spannungs-
Charakterisierung von SHT3A-Kanilen wurden Spannungsrampen bei offenen Kanélen mit dem Patch Clamp-
Verstirker angelegt.

In einigen Kontrollexperimenten mit HEK-Kv1.3-Zellen wurden die Zellen im voltage clamp-Modus kontaktiert,

und die Kv1.3-Kanédle wurden mit depolarisierenden Spannungsspriingen von 30 ms geoffnet.

3.2.2. Datenaufnahme

Waihrend der Stimulation von Zellen im voltage clamp wurde der Membranstrom als Messsignal mit dem Patch
Clamp-Verstirker aufgezeichnet.

Als Verstérker wurde ein Axopatch 200B von Axon Instruments verwendet, der Arbeitsplatz war aulerdem mit
einem Mikroskop (Axioskop 2, Zeiss) ausgeriistet. Je nach Zeitkonstante der erwarteten Signale wurden die
Daten mit Tiefpassfiltern mit 1-5 kHz gefiltert und mit einer PC-Messkarte (M 6259, National Instruments) mit
20 kHz digitalisiert. Die Experimente wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Das Programm zur
Ansteuerung des Patch Clamp-Verstirkers und zur Datenaufnahme ist mit der grafischen Programmiersprache

LabView (National Instruments) programmiert worden.

3.2.3. Losungen fiir HEK-Zellen mit SHT3A-Kanélen

Die Pipettenlosung fiir die Patch Clamp-Experimente und das Transistorrecording mit SHT3A-Kanidlen wurde

wie folgt angesetzt:

CsCl 145 mM
Glucose 10 mM
EGTA 1 mM
HEPES 10 mM

pH-Wert 7,2 (mit CsOH)

Die Badlosung fiir SHT3 A-Kanéle hatte folgende Zusammensetzung:

NaCl 135 mM
CaCl, 1,8 mM
MgCl, 1 mM
Glucose 10 mM
HEPES 10 mM

pH-Wert 7,2 (mit KOH)
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3.2.4. Losungen fiir Kv1.3- und doppelt transfizierte HEK-Zellen

Fiir Kontrollexperimente an HEK-Kv1.3-Zellen im voltage clamp wurde die folgende Pipettenlosung verwendet:

KCl1 140 mM
EGTA 5mM
HEPES 10 mM

pH-Wert 7,3 (mit KOH)

Die extrazellulidre Badlosung wurde fiir HEK-Kv1.3-Zellen wie folgt angesetzt:

KCl 5,4 mM
NaCl 135 mM
CaCl, 1,8 mM
MgCl, 1 mM
Glucose 10 mM
HEPES 5 mM

pH-Wert7,3 (mit NaOH)

Diese Losung wurde auch als Badlosung fiir Experimente mit doppelt transfizierten Zellen im

Transistorrecording ohne Patch-Pipette verwendet.

3.2.5. Ligandenapplikation und Losungswechsel

Wihrend der Messungen wurde die Badlosung in der Messkammer mit einer Spritzenpumpe stdndig
ausgetauscht, um verwendete Liganden zu entfernen. Die Flussrate dafiir betrug 1-2 ml/min.

Serotonin oder CPBG in der gewiinschten Konzentration wurde innerhalb weniger Millisekunden appliziert, um
den schnellen Signalanstieg messen zu kdnnen. Dazu wurde ein Piezoelement mit Mikromanipulator verwendet
(LSS-300, Burleigh). An das Piezoelement wurde eine zweikanalige Pipette (sog. Theta-Tube) angebracht. In
Abbildung 7A ist ein Foto der Vorrichtung dargestellt.

Abbildung 7: (A) Apparatur zum Losungswechsel im Millisekundenbereich. Eine zweikanalige Pipette ist an
einem Piezoelement befestigt. Verschiedene Losungen kdnnen mit einer Ventilschaltung {iber ein Verteilerstiick
in die Kanile der Pipette geleitet werden. (B) Mit gefarbter Badlosung in einem Kanal wurde der laminare Strom

aus der Pipette dargestellt.
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Ahnliche Apparaturen wurden bereits in anderen Publikationen zu ionotropen Rezeptoren beschrieben.'"'*!* Die
Pipette wurde aus Glasrohlingen mit Trennwand (Hilgenberg, AuBendurchmesser 2 mm, Innendurchmesser
1,4 mm, Trennwand 0,117 mm) hergestellt und zu einer Spitze mit 160-180 pm Durchmesser ausgezogen.
Abbildung 7B zeigt eine vergroBerte Aufnahme der Pipettenspitze. Das Foto zeigt ebenfalls die laminare
Stromung von gefarbter Badlosung im unteren Kanal, wahrend im oberen Kanal ungefirbte Badlosung
ausstromt. Durch den laminaren Strom sind beide Losungen voneinander getrennt. Das Totvolumen zwischen
Pipettenspitze und Verteilerstiick betrug weniger als 10 ul pro Kanal. Mit einer Ventilsteuerung konnten
verschiedene Losungen aus Reservoirs tiber ein Verteilerstiick in die Kanéle der Pipette geleitet werden. An die
Reservoirs wurde mit einem Druckregler ein Uberdruck angelegt, so dass die Flussrate fiir die Pipette etwa
5-6 ml/h je Kanal betrug.

Im Experiment wurde die Pipette so iliber der Zelle platziert, dass die Zelle mit normaler Badlsung aus dem
ersten Kanal gespiilt wurde, wéhrend Serotoninlésung durch den zweiten Kanal parallel dazu neben die Zelle
geleitet wurde. Zur Stimulation der Zelle wurde eine Spannung von 140 V an das Piezoelement angelegt. Die
Ausdehnung des Piezokristalls von etwa 80-100 um verursachte eine Bewegung des zweiten Kanals {iber die
Zelle, so dass die Losung um die Zelle innerhalb weniger Millisekunden gewechselt wurde.

Beim Wechsel zwischen verschiedenen Losungen aus den Reservoirs, wurde eine Totzeit von etwa 20 s

beriicksichtigt, um einen vollstdndigen Austausch der Losung in Pipette und Schlduchen zu gewéhrleisten.

3.3. Transistormessungen

3.3.1. Chips

In Abbildung 8 ist beispielhaft einer der in dieser Arbeit verwendeten Chips dargstellt.

Abbildung 8: Fotos von Transistorchips wie sie fiir diese Arbeit verwendet wurden.'> (A) Chip nach der
Prozessierung (links unten, Aluminiumkontakte sind am Rand sichtbar) und nach dem Zusammenbau von
Sockel, Chip und Messkammer (rechts). (B) VergroBerte Aufnahme eines Teils der beiden Transistorarrays, der

gemeinsame Source-Bereich, einige Gates und Drain-Leitungen sind markiert.

Herstellung und erstmalige Anwendung der Chips sind bekannt und werden hier nicht weiter ausgefiihrt."> Die Chips hatten

die Abmessungen 9 x 9 mm. 128 Transistoren waren in zwei parallelen Reihen angeordnet, und die Abmessungen der Gates
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betrugen 6 x 7 um. Abbildung 8B zeigt vergrofert einen Teil einer Transistorenreihe. Der gemeinsame Source-Bereich

erstreckte sich liber die ganze Linge des Arrays, einige Gates und Drain-Leitungen wurden markiert.

3.3.2. Sockel, Messkammer, Verstiarker

Die Chips wurden mit einem geeigneten Wachs (Aquabond S-55) in Keramiksockeln fixiert, und die Kontakte
auf dem Chip wurden mit Aluminiumdraht (Durchmesser 30 um) mit den entsprechenden Kontakten auf dem
Sockel verbunden. Zur Aufnahme von Losungen und Zellen wurden iiber den Chips Kulturkammern aus
Plexiglas mit Silikonkleber (Elastosil E43, Wacker-Chemie GmbH) angebracht. Die Kammern verfiigten {iber
eine runde Offnung (Durchmesser 5 mm) am Boden und wurden so iiber dem Chip positioniert, dass diese
Offnung die Transistoren des Chips unbedeckt lieB. In Abbildung 8A sind Chips nach der Herstellung (links
unten) und nach dem Zusammenfiigen von Sockel, Chip und Messkammer (rechts) dargestellt. Am Rand der
Messkammer waren Offnungen vorhanden, um den Losungswechsel zu erleichtern. Die Form der Messkammer
war fiir einen laminaren Durchfluss der Badlosung optimiert.

Bei Messungen wurden die Chipsignale mit einem Verstirker amplifiziert, mit dem auch die Potentiale fiir
Source, Drain und Gate festegelegt wurden. Dieser Verstirker war ebenfalls ein Eigenbau, der schon
beschrieben wurde, und weist ein sehr kleines Gerite-Rauschen auf.'”” Auf den Verstirker soll hier nicht weiter
eingegangen werden. Das Programm zur Ansteuerung des FET-Verstdrkers und zur Datenaufnahme ist mit der

grafischen Programmiersprache LabView (National Instruments) programmiert worden.

3.3.3. Arbeitspunkt fiir Chipmessungen

Vor jeder Gleich- oder Wechselspannungsmessung wurde der Arbeitspunkt, d.h. die Spannungen zwischen
Source und Drain und zwischen Gate und Source, fiir die Transistoren unter den Zellen festgelegt. Dazu wurde
fiir die jeweiligen Transistoren ein kleiner Bereich der Strom-Spannungskurve gemessen. Das Gate-Potential
entsprach dabei dem Potential der Badlosung und wurde als Referenz auf null gesetzt. Die anderen Potentiale
wurden anschlieBend entsprechend der Strom-Spannungskurve so eingestellt, dass ohne Spaltspannungen von
Zellen iiber dem Gate-Bereich ein Strom von 10-20 pA durch den Transistor floss. Ublicherweise lagen die

Source-Drain-Spannungen dabei zwischen 500 mV und 1,2 V, woraus sich Leitfdhigkeiten der Transistoren von

etwa 20 uS ergaben.

3.3.4. Zellkultur auf Siliziumchips

Fiir Transistormessungen wurden HEK293-Zellen auf den beschriebenen Silizumchips kultiviert. Die Chips
wurden zur Zellkultur wie folgt behandelt: Zuerst wurde mit Millipore-Wasser vorgespiilt, dann wurden die
Chips vorsichtig mit konzentriertem Glasreiniger (Ultrax) gereinigt. Nach griindlichem Abspiilen des
Glasreinigers mit Millipore-Wasser wurden die Chips im Stickstoffstrom getrocknet. Anschliessend wurden die
Chips fiir 30 min mit Hexamethyldisilazan (HMDS) im Stickstoffstrom begast. Dabei wurden Metyhlgruppen an
die Chipoberflache adsorbiert, was zur Hydrophobisierung der Oberfldche fiithrte. Die Chips wurden fiir 30 min
unter UV-Licht sterilisiert und fiir 2 std. mit Fibronectinldsung der Konzentration 20-40 pg/ml bei 4°C inkubiert,
um das Fibronectin auf der hydrophobisierten Oberflédche abzuscheiden.

HEK-Zellen wurden bei 80-90% Konfluenz durch Spiilen mit Ndhrmedium von der Kulturschale abgeldst und
1:40 auf die Chips verteilt.
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3.3.5. Messung von Zell-Chip-Kopplungen

Gleichspannungsmessungen

Wie bei den elektrophysiologischen Messungen wurden Zellen auf Transistoren im whole cell-Modus mit einer
Patch Clamp-Pipette kontaktiert. Bildung eines Gigaseals und Kompensation von Kapazititen und
Zugangswiderstand wurde wie in Abschnitt 3.2.1 durchgefiihrt. Ein konstantes Haltepotential wurde eingestellt.
Das Haltepotential der Zelle und die Source-Drain-Spannung im Transistor wurden gegen das Badpotential
referenziert. Die Badlosung wurde mit einer Ag/AgCl-Elektrode kontaktiert. Die gleichen Pipetten und
Losungen wie bei den elektrophysiologischen Messungen wurden verwendet, ebenso die Methoden zur
Applikation von Serotonin und zum Wechseln der Badlosung (Abschnitt 3.2.5). Serotonin-Losungen zwischen
2,5 uM und 100 uM Konzentration (geldst in Badlosung) wurden bei den gewiinschten Membranpotentialen
appliziert und die Spannungen {iber dem Gate wurden durch die Modulation des Source-Drain-Stromes im
Transistor gemessen. Simultan zu den Transistorsignalen wurden die Membranstrome mit dem Patch Clamp-
Verstérker (Axopatch 200B, Axon Instruments) aufgezeichnet. Die Membranstrome wurden wie in Abschnitt
3.2.1 gefiltert und digitalisiert. Die Transistorsignale wurden mit dem FET-Verstirker amplifiziert und mit
einem 10 kHz-Tiefpassfilter gefiltert, bevor sie mit einer PC-Messkarte (M 6259, National Instruments) mit
20 kHz digitalisiert wurden. Ggf. wurden die Signale mit einem Software-Tiefpassfilter nachgefiltert. Alle

Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Wechselspannungsmessungen

Wechselspannungsmessungen wurden vor oder nach Gleichspannungsmessungen an denselben Zellen
durchgefiihrt. Die Kontaktierung mit der Patch-Pipette und die Kompensation von Kapazititen und
Zugangswiderstand entsprachen den Gleichspannungsmessungen bzw. der Elektrophysiologie (Abschnitt 0 bzw.
3.2.1). Ebenso wurde die im Transistor anliegende Source-Drain-Spannung und. die Referenzierung gegen die
Badlosung beim Ubergang zwischen Gleich- und Wechselspannungsmessungen beibehalten. Serotonin wurde
nicht appliziert, so dass bei geschlossenen Kandlen gemessen wurde. Die Zellen wurden mit dem Patch Clamp-
Verstirker auf ein Haltepotential von -70 mV eingestellt. Dieses Haltepotential wurde mit sinusférmigen
Wechselspannungen von Frequenzen zwischen ® = 3000-15000 s™' und einer Amplitude von 10 mV moduliert.
Dafiir wurden entsprechende Signale mit dem Messprogramm generiert und iiber die Messkarte (M 6259,
National Instruments) an den Patch Clamp-Verstirker geleitet, der lber die ausreichende Bandbreite von
100 kHz verfiigte.

Die Spaltspannung unter Wechselspannungsanregung von Zellen iiber Transistoren wurde gemessen und mit
dem FET-Verstirker amplifiziert. Die Signale wurden mit einem Tiefpassfilter mit 10 kHz gefiltert und mit
20 kHZ digitalisiert.

Kopplungen ohne voltage clamp

Messungen ohne voltage clamp wurden wie in Abschnitt O aber ohne die simultane Messung

des Membranstroms durchgefiihrt.
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3.4. Datenverarbeitung und Software

Mess- und Auswertesoftware wurden mit der grafischen Programmiersprache LabView (National Instruments)
selbst programmiert. Des Weiteren wurden verwendet: Photoshop (Adobe; Bildbearbeitung), Origin (OriginLab;
Auswertung, Darstellung), Excel (Microsoft; Tabellen, Auswertung), CorelDraw (Corel; Darstellung), Word
(Microsoft; Text), Acrobat (Adobe, Text), Mathematica (Wolfram Research; Simulationen), Omiga (Oxford

Molecular; Molekularbiologie).
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. Elektrophysiologie

Der Serotonin-Rezeptor SHT3A wurde in HEK293-Zellen durch elektrophysiologische
Messungen in der Plasmamembran nachgewiesen und charakterisiert. Die Zellen wurden
dabei mit einer Elektrode im whole cell-Modus der Patch Clamp-Technik kontaktiert, und das
gewiinschte Membranpotential in der Zelle wurde eingestellt. Serotonin-Losungen wurden
appliziert, und der resultierende Membranstrom wurde mit dem Patch Clamp-Verstirker
aufgezeichnet. Messungen aus diesem Abschnitt dienten dann als Referenz fiir die Zell-Chip-

Kopplung.

4.1.1. Funktionelle Expression, Desensitivierung und Liganden

Zum Nachweis, dass mit dem Vektor pcDNA3.1/hSHT3A transfizierte HEK-Zellen den
gewiinschten SHT3A-Rezeptor auch funktionell in der Plasmamembran exprimieren, wurden
einige typische Kanaleigenschaften mittels Patch Clamp-Technik gemessen (s. Anhang B zur
Herstellung des Vektors). Sowohl die Desensitivierung der Kanéle als allgemeine Eigenschaft
von liganden-gesteuerten Kandlen als auch die Wirkung von zwei fiir SHT3A spezifischen
Liganden wurden getestet. Als Negativkontrolle wurden untransfizierte HEK-Zellen

verwendet.

Desensitivierung

Bei konstantem Membranpotential (-70 mV) wurden Serotoninlésungen von 100 uM
Konzentration appliziert. Untransfizierte HEK-Zellen zeigten keine Reaktion auf die
Stimulation (nicht gezeigt). Abbildung 9A zeigt eine Beispielmessung des resultierenden
Membranstroms bei transfizierten Zellen. Der Balken {iber der Messung zeigt die Dauer der
Applikation an. In dem Beispiel wurde ein schnell aktivierender negativer Strom mit einer
Amplitude von etwa -2,75 nA gemessen. Nach Erreichen des maximalen Stroms zerfiel das
Signal wihrend anhaltender Serotoninapplikation, ging aber im beobachteten Zeitraum nicht
ganz auf null zuriick. Die Eigenschaft der Kanéle, wihrend fortgesetzter Ligandenapplikation
zu schlieBen wird als Desensitivierung bezeichnet und ist eine typische Eigenschaft von
liganden-gesteuerten lIonenkandlen. Die Kanidle gehen dabei in eine geschlossene

Konformation mit gebundenen Liganden iiber (s. kinetisches Modell, Abschnitt 2.2.2). Die
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Dauer des Experiments von fiinf Sekunden war allerdings zu kurz, um den vollstindigen

Zerfall des Signals beobachten zu kdnnen.
A B

— —

500 pA | 500 pA |

500 ms 500 ms

Abbildung 9: (A) Stromantwort einer Zelle nach Applikation von 100 pM Serotonin (schwarzer Balken) bei
einem Membranpotential von -70 mV. (B) Stromantwort derselben Zelle, aufgenommen fiinf Sekunden nach der

Messung in (A).

In Abbildung 9B ist eine zweite Messung an derselben Zelle dargestellt, die fiinf Sekunden
nach der ersten Messung aus Abbildung 9A durchgefiihrt wurde. Die Amplitude erreichte
dabei mit etwa 500 pA etwas weniger als 20 % der Amplitude aus der ersten Messung.
Abbildung 10A und Abbildung 10B zeigen Messungen an einer weiteren Zelle, hier wurde
ein Intervall von 20 Sekunden eingehalten. Die Amplitude nach 20 Sekunden erreichte ca.
40 % der Amplitude der ersten Messung (-1,5 nA in Abbildung 10A gegeniiber 600 pA in

Abbildung 10B).
A B

300 pA‘ 300 pA‘

500 ms 500 ms

Abbildung 10: (A) Stromantwort einer weiteren Zelle. (B) Stromantwort 20 Sekunden nach der Messung aus
(A).
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Die Messungen zeigten, dass 20 Sekunden nach der ersten Applikation eine hohere Anzahl
Kanile bereits wieder aktivierbar war als fiinf Sekunden nach der ersten Messung. Auch das
Auftreten einer solchen Periode, in der die Kanidle durch Applikation von Liganden nicht
wieder voll aktiviert werden konnten, ist typisch fiir liganden-gesteuerte lonenkanéle. Die
Zeitkonstante der Kanidle bis zur vollen Aktivierbarkeit nach einer vorangegangenen
Stimulation ist fiir den SHT3A-Rezeptor bekannt und liegt bei 45 Sekunden.'"'® In allen
weiteren Experimenten, in denen mehrere Messungen an derselben Zelle durchgefiihrt
wurden, wurde daher zur Gewéhrleistung der vollen Regeneration der Kanile eine Zeitspanne

von zwei Minuten zwischen den Stimulationen eingehalten.

Antagonist: Tropisetron

Fir den SHT3A-Rezeptor sind mehrere spezifsche Antagonisten bekannt, die den Strom
durch diesen Rezeptor bereits in geringen Konzentrationen blockieren.'”?® An transfizierten
HEK-Zellen wurde die Wirkung des Antagonisten Tropisetron getestet, der mit einer
Konzentration von 1 uM z.B. bei Lankiewicz et al. (1998) Membranstrome durch den
S5HT3A-Rezeptor blockiert hat?* Abbildung 11A zeigt eine Beispielmessung des
Membranstromes wéhrend der Applikation von 100 uM Serotonin mit der bekannten
Signalform.

A B

Tropisetron

Serotonin Serotonin

500 pA | 500 pA |

500 ms 500 ms

Abbildung 11: (A) Beispielmessung einer Zelle bei Applikation von 100 uM Serotonin (schwarzer Balken).
(B) Messung an derselben Zelle in Gegenwart von 1 uM Tropisetron, das Stromsignal aus (A) wurde blockiert

(oberer Balken: Tropisetron-Applikation, unterer Balken: Serotonin-Applikation).

In Abbildung 11B ist eine Messung an derselben Zelle in Gegenwart von 1 uM Tropisetron
dargestellt (oberer Balken). Serotonin wurde analog zu Abbildung 11A appliziert (unterer

Balken). Ein Membranstrom konnte nicht mehr gemessen werden.
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Aus Abbildung 11 geht hervor, dass der Membranstrom in Gegenwart des SHT3A-

spezifischen Antagonisten Tropisetron (1 uM) blockiert werden konnte.

Agonist: CPBG

Neben Serotonin sind fliir den 5HT3A-Rezeptor weitere Agonisten bekannt. CPBG
(Chlorophenylbiguanid) wurde bereits in anderen Arbeiten verwendet, um den
Membranstrom durch den 5HT3A-Rezeptor zu aktivieren.**?' Abbildung 12 zeigt zwei
Messungen, die an derselben Zelle durchgefiihrt wurden. Abbildung 12A zeigt den
Membranstrom nach Stimulation mit 100 pM Serotonin, in der Messung aus Abbildung 12B
wurde mit 100 uM CPBG stimuliert. Die Abbildung zeigt, dass Membranstrome mit CPBG
aktiviert werden konnten. Wéhrend der Applikation von CPBG konnten Strdme gemessen

werden, die anndhrend dieselben Amplituden wie bei Serotonin-Applikation erreichten.
A B

Serotonin CPBG

500 pA 500 pA
500 ms 500 ms

Abbildung 12: (A) Membranstrom wéhrend der Stimulation einer HEK-Zelle mit 100 uM Serotonin.
(B) Membranstrom derselben Zelle nach Stimulation mit dem SHT3A-Agonist CPGB.

Zusammenfassung

Die in diesem Abschnitt gezeigten Experimente dienten dem Nachweis von funktionellen
SHT3A-Kanédlen in der Plasmamembran von HEK-Zellen, die mit dem Plasmid
pcDNA3.1/h5SHT3A transfiziert waren:

Membranstrome wurden bei transfizierten Zellen durch die Agonisten Serotonin und CPBG
aktiviert und durch den SHT3A-spezifischen Antagonisten Tropisetron blockiert. Zellen, die
nicht transfiziert waren reagierten nicht auf die Applikation von Serotonin. Auflerdem wurde

in diesem Abschnitt die Desensitivierung der Kanéle demonstriert
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4.1.2. Strom-Konzentrationsabhidngigkeit - Die Hill-Kurve

Um die Abhéngigkeit der Membranstrome von der eingesetzten Serotonin-Konzentration zu
messen, wurden verschiedene Serotonin-Losungen bei einem konstanten Membranpotential
von -70 mV appliziert. Eingesetzt wurden Losungen mit den Konzentrationen 100, 10, 5, 2,5
und 1 puM. In Abbildung 13A ist eine Beispielmessung der Membranstrome Iy liber
5 Sekunden mit den Konzentrationen 1 uM und 2,5 uM an einer Zelle dargestellt. AuBBerdem
ist der Membranstrom bei 100 uM Serotonin aufgetragen. Abbildung 13B zeigt eine Messung

an einer weiteren Zelle mit den Konzentrationen 5, 10 und 100 uM Serotonin.

A B
1 uM
— U
2,5 uM
5 uM
500 pA 10 uM
N P I_ )
500 ms 100 UM
500 ms | 100 uM =

Abbildung 13: Konzentrationsabhingigkeit der Membranstrome von zwei verschiedenen Zellen. (A) Messungen
fiir die Konzentrationen 1 uM und 2,5 uM und die Referenzmessung bei 100 puM. (B) Messungen fiir den

Konzentrationsbereich von 5-100 uM.

Aus Abbildung 13 geht hervor, dass Aktivierung und Desensitivierung bei geringeren
Konzentrationen verlangsamt wurden, ebenso wurden die Stromamplituden kleiner. Bei
kleinen Konzentrationen setzte die Desensitivierung so langsam ein, dass der Strom nahezu
konstant blieb und iiber einen grofen Zeitraum von iiber 10 Sekunden gemessen werden
konnte. Hohere Konzentrationen (5-100 pM) verursachten eine schnellere Desensitivierung,
so dass hier die Strome innerhalb von 10 Sekunden fast auf null zuriickgingen.

Die Membranstrome von verschiedenen Zellen hatten bei gleichen Konzentrationen
unterschiedliche Amplituden im Bereich von einigen Nanoampere. Um Messungen an
verschiedenen Zellen trotzdem zusammen auswerten zu kdnnen, wurde bei jeder Zelle neben
anderen Konzentrationen eine Referenzmessung bei 100 uM Serotonin durchgefiihrt. Aus den
gemessenen Stromen einer Zelle bei verschiedenen Konzentrationen wurden die Amplituden
bestimmt und auf die Amplitude bei 100 uM normiert. Die normierten Strome wurden gegen
die logarithmisch skalierte Konzentration aufgetragen (s. Abbildung 14). Fir jede

Konzentration wurden zehn bis zwanzig Messungen an unterschiedlichen Zellen ausgewertet,

27



Ergebnisse und Diskussion

die Punkte in Abbildung 14 entsprechen den Mittelwerten, die Standardabweichungen wurden
als Fehlerbalken eingezeichnet.
An die Messpunkte wurde nach der Hill-Gleichung

Iy, 1

IM,max 1 + ( EC50 jn
C

Gleichung 25

eine Kurve gefittet, die in Abbildung 14 rot eingezeichnet ist. Aus der Kurve wurden die
Parameter n=1,8 und ECso=4,2 uM bestimmt. Der ECsp-Wert ist die Konzentration bei
halbmaximaler Kurvenhohe. Der Hill-Koeffizient n bestimmt die Steilheit der Kurve und ist
ein MaB fiir die Kooperativitdt der Bindung. Er gibt an, wie viele Bindungsstellen mindestens
besetzt sein miissen, um eine Offnung des Kanals zu bewirken. Ein Wert von 1,8 bedeutet,
dass mindestens zwei Molekiile Serotonin binden miissen, damit der Kanal in den offenen

Zustand tibergeht.

1,2
1,01

0,81

IM/IM,max

0,61
0,41
0,21

0,01

'1 | 110 | I“m100
¢ [uM]

Abbildung 14: Hill-Plot fiir die Beziehung zwischen Strom und Konzentration. Aufgetragen sind die auf 100 pM
Serotonin normierten Stromamplituden gegen die Konzentration. Rot eingezeichnet ist die gefittete Hill-Kurve
mit den Parametern n = 1,8 und ECsy = 4,2 uM. Mindestens 10 Strommessungen wurden fiir jede Konzentration

ausgewertet, die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung.

4.1.3. Strom-Spannungsabhingigkeit - Das Umkehrpotential

Zur Charakterisierung der Abhdngigkeit des Membranstromes vom angelegten intrazelluldren

Haltepotential wurde bei verschiedenen Zellen zunichst ein Haltepotential von -120 mV mit
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der Patch-Elektrode eingestellt. AnschlieBend wurde eine Serotonin-Lésung der
Konzentration 2,5 uM appliziert. Wie in Abschnitt 4.1.2 erwéhnt, stellte sich bei dieser
Konzentration nach einigen Sekunden ein Strom iiber die Zellmembran ein, der iiber ldngere
Zeit nahezu konstant blieb, bzw. nur geringfiigig abfiel. In dieser Phase wurde eine
rampenformige Spannung (200 mV Amplitude) der Steigung 1 mV/ms angelegt und der
resultierende Strom gemessen. Abbildung 15A zeigt den zeitlichen Verlauf des angelegten
Haltepotentials einer Messung, in Abbildung 15B ist der resultierende Membranstrom bei 2,5

uM Serotonin dargestellt.

A B
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Abbildung 15: (A) Zeitlicher Verlauf des angelegten Haltepotentials. Die Zelle wurde auf -120 mV gehalten,
nach 5 Sekunden wurde ein rampenformiger Spannungspuls von 200 mV und 1 mV/ms Steigung an die Zelle
angelegt. (B) Messung des Membranstromes, nachdem die Kanile bei t= 1000 ms mit 2,5 pM Serotonin

geoffnet wurden und die Spannungsrampe bei t = 5000 ms angelegt wurde.

In Abbildung 15B ist zu erkennen wie der Membranstrom wihrend der 200 ms der
Spannungsrampe steigt und nach kurzer Zeit den positiven Bereich erreicht. Abbildung 16A
zeigt den Verlauf des Membranstromes wéhrend der 200 ms, in denen die Spannungsrampe
angelegt wurde. Die Kurve verlduft zu Beginn und am Ende nicht linear, da die
Einzelkanalleitfahigkeit von SHT3A-Kandlen vom Membranpotential abhingt. Im Bereich
des Nulldurchgangs ist allerdings ein linearer Abschnitt zu erkennen.

Das Umkehrpotential Vj ist das Membranpotential, bei dem trotz offener Kanéle kein Strom
flieBt, d.h. das Potential am Nulldurchgang des Membranstromes. Hier liegt keine Triebkraft
fiir einen Ein- oder Ausstrom mehr vor. Um V, zu bestimmen wurde fiir die Beispielmessung
in Abbildung 16B der Membranstrom gegen das Haltepotential zwischen -120 mV und

20 mV aufgetragen (Strom-Spannungskurve). Vo wurde im linearen Bereich der Stromkurve
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um den Nulldurchgang herum durch lineare Regression bestimmt und betrug -3,8 mV=1,6

(Mittelwert aus zehn Messungen mit Standardabweichung).
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Abbildung 16: (A) Membranstrom bei einer angelegten Spannungsrampe von 200 mV mit 1 mV/ms ab
t=5000 ms. (B) Strom-Spannungskurve aus der Messung in (A) zwischen -120 und 20 mV. Das
Umkehrpotential wurde durch lineare Regression im Bereich des Nulldurchgangs bestimmt und betrug als

Mittelwert -3,8 mV £1,6 mV.

4.1.4. Zeitkonstanten

Zur Bestimmung von Aktivierung und Desensitivierung der Kanidle wurden Zellen auf ein
Haltepotential von -70 mV geklemmt. Serotonin-Losungen wurden appliziert und die
resultierenden Membranstrome wurden gemessen. Die schnellste Aktivierung sowie die
schnellste Desensitivierung der Kanidle wurden bei Serotonin-Losungen von wenigstens
100 uM  beobachtet. ~Hohere Konzentrationen beschleunigten  Aktivierung und
Desensitivierung nicht mehr, Serotonin-Lésungen unter 100 uM Konzentration resultierten in
Stromantworten mit ldngeren Zeiten fiir Anstieg und Abfall des Signals (s. auch Abschnitt
4.1.2). Der zeitliche Verlauf der Desensitivierung bei 100uM Serotonin wurde mit einer

doppelten Exponentialfunktion der Form

Gleichung 26

gefittet, mit A als Amplituden der Exponentialterme und t als Zeitkonstanten. In Abbildung
17 ist eine Beispielmessung mit dem Fit der Desensitivierung dargestellt. Die meisten
Messungen konnten mit einer relativ schnellen ersten und einer langsameren zweiten

Zeitkonstante gefittet werden. Insgesamt wurden Zeitkonstanten von zwolf dieser Messungen
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ermittelt, die Mittelwerte mit Standardabweichung betrugen fiir t; = 182 ms £25 ms und fiir

T, = 3194 ms £1018 ms.
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Abbildung 17: Messung des Membranstromes bei Stimulation mit 100 uM Serotonin. Die Desensitivierung

wurde mit einer doppelten Exponentialfunktion gefittet, die Zeitkonstanten betrugen 182 ms und 3194 ms.

Fiir die Aktivierung des Signals wurden keine Zeitkonstanten ermittelt, sondern die Zeit
zwischen Signalbeginn und maximaler Signalhdhe wurde bestimmt. Diese Anstiegszeit betrug
als Mittelwert 32 ms +6 ms. Fiir die Zeit zwischen 10% und 90% der maximalen Signalhdhe
wurden 18 ms +3 ms ermittelt. Aus diesem Wert konnte die Zeitkonstante t,, fur den
Signalanstieg berechnet werden. Mit tjo.90% = 2,27 folgte eine Zeitkonstante von T, = 8,2 ms

+1,4 ms.

4.1.5. Vergleich mit Literaturwerten

In diesem Abschnitt werden die gemessenen elektrophysiologischen Parameter aus Abschnitt
4.1 mit bekannten Werten aus der Literatur verglichen. Dies dient der Abschdtzung der
Genauigkeit und Zuverléssigkeit der angewandten Methoden zur Charakterisierung der
SHT3A-Rezeptors.

Fiir den Serotonin-Rezeptor SHT3A sind viele Messungen elektrophysiologischer Parameter
publiziert worden, die oft unter uneinheitlichen Bedingungen durchgefiihrt wurden. In den
publizierten Werten existiert daher eine Schwankungsbreite fiir die einzelnen Parameter.
Zunichst werden der Hill-Koeffizient, der EC50-Wert und das Umkehrpotential mit Werten
aus friiheren Publikationen verglichen, bevor auf die Zeitkonstanten der Aktivierung und
Desensitivierung eingegangen wird. Im letzten Abschnitt folgt eine Zusammenfassung mit

einer tabellarischen Auflistung der Literaturwerte.
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Hill-Koeffizient, EC50, Umkehrpotential

Fiir den Hill-Koeffizient wurden Literaturwerte zwischen 1,5 (Barann et al.)'® und 3 (Mott et
al)'' fir den humanen Rezeptor gefunden. Auch bei anderen Spezies wurden unabhingig
voneinander variierende Werte gemessen. So liegt der Hill-Koeffizient von Maus-Rezeptoren
zwischen 1,6 (Barann et al.)'® und 2,7 (Hussy et al.)*®. Der in dieser Arbeit gemessene Wert
von 1,8 fiir den humanen Rezeptor ist daher realistisch und entspricht aulerdem der Messung
von Brown et al. 1998."

Die Literaturwerte fir den EC50-Wert unterliegen bei humanen Rezeptoren ebenfalls einer
starken Schwankung und reichen von 2 pM (Mott et al.)'' bis 8,6 pM (Barann et al.)'®. Der in
dieser Arbeit gemessene Wert betrdgt 4,2 uM und liegt damit zwischen den Messungen von
Brown et al. (3,4 uM)'” und Bruss et al. (5,4 uM)23 fiir den humanen Rezeptor. Bei Maus-
Rezeptoren wurde eine derartige Schwankung in der Literatur nicht gefunden.

Das hier bestimmte Umkehrpotential von -3,8 mV liegt ebenfalls im Bereich der bekannten
Werte(-2,2 mV bis -5,5mV)."*!7 Lankiewicz et al. publizierten 1998 einen Wert von
-4,9 mV,* der am Dichtesten am Umkehrpotential in dieser Arbeit liegt.

Aktivierung

Zeitkonstanten fiir den Signalverlauf wurden in mehreren Publikationen gefunden. Die
Zeitkonstante fiir die Aktivierung wurde in dieser Arbeit mit T, = 8 ms bestimmt. Mott et al.
verdffentlichten 2001 Werte von 7 bzw. 9 ms (excised outside-out- bzw. whole cell-Modus)",
mit denen die hier gemessene Zeitkonstante gut iibereinstimmt. Der Vergleich mit anderen
Literaturwerten wird durch die Konzentrationsabhingigkeit von Aktivierung und
Desensitivierung erschwert. In anderen Arbeiten wurden bei den Messungen geringere
Serotonin-Konzentrationen als 100 uM verwendet, womit sich fiir die Zeitkonstanten
langsamere Werte ergaben. So liegt die Zeitkonstante fiir die Aktivierung bei 30 uM
Serotonin z.B. bei 16-17 ms (Barann et al., Bruss et al.).'®* Auffillig ist demgegeniiber der
Wert von Eisensamer et al. von 12 ms bei 10 uM Serotonin.** Die Offnung der Kanile scheint
hier bei 10 pM Serotonin schneller zu sein als bei Barann et al. und Bruss et al. bei hoherer

Serotonin-Konzentration.

Desensitivierung

Die Desensitivierung der Kandle wurde in einigen Publikationen mit einem

16,23,24

monoexponentiellen Zerfall des Signals ausgewertet. In anderen Publikationen

11,20

(Lankiewicz et al., Mott et al.) und auch in dieser Arbeit waren zur Beschreibung der
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Desensitivierung mindestens zwei Zeitkonstanten notig. Lankiewicz et al. haben die
Zeitkonstanten bei einer Konzentration von 10 uM Serotonin gemessen, so dass die
ermittelten Werte (t; =280 ms, 1, = 2313) nicht mit dieser Arbeit verglichen werden kénnen.
Die Zeitkonstante t; aus dieser Arbeit ist mit 180 ms kleiner als der publizierte Wert von Mott
et al. (527 ms), der mit 100 uM Serotonin bestimmt wurde. Mott et al. weisen allerdings
darauf hin, dass die Desensitivierung bei kleineren Ca**-Konzentrationen im extrazelluldren
Medium verlangsamt wird. Die bei Mott et al. verwendete Ca*’-Konzentration betrug
0,25mM, in dieser Arbeit wurden 1,8 mM Ca®" eingesetzt. Eine Untersuchung der
Abhingigkeit der Zeitkonstante von der Ca**-Konzentration im Medium wurde von Lambert
et al. bereits 1988 durchgefihrt und ist seitdem bekannt* Gerade in dem
Konzentrationsbereich von 0,3mM bis 3mM wirkt sich Ca*" erheblich auf die
Desensitivierung aus. Die langsamere Zeitkonstante t; bei Mott et al. ldsst sich daher mit
einen Unterschied in der Ca®*-Konzentration erkliren. 1, aus dieser Arbeit entspricht mit
3194 ms und der Standardabweichung hingegen dem Wert bei Mott et al. (2747 ms).
AuBerdem ist bei Mott et al. darauf zu achten, dass derselbe Kanal sowohl im whole cell- als
auch im excised outside-out-Modus gemessen wurde. In letzterem Experiment sind die
Zeitkonstanten mit t; = 176 ms und t, = 1006 ms wesentlich kleiner als im whole cell-Modus
(527 ms bzw. 2747ms).

Bei Publikationen, in denen die Desensitivierung monoexponentiell ausgewertet werden
konnte, wurden Zeitkonstanten von 150 ms und 160 ms gemessen.'®* Hierbei handelte es
sich wieder um Messungen in der excised outside-out-Konfiguration, und eine Serotonin-

Konzentration von 30 uM wurde verwendet.

Zusammenfassung

Die in dieser Arbeit gemessenen elektrophysiologischen Parameter zur Charakterisierung des
humanen 5HT3A-Rezeptors stimmen mit den Literaturwerten iiberein, sofern sie sich in
Anbetracht der Schwankungsbreite einiger Werte und unterschiedlicher Bedingungen
vergleichen lassen. Daher kann davon ausgegangen werden, dass die Charakterisierung des
SHT3A-Rezeptors mit dem verwendeten Setup korrekt und reproduzierbar durchgefiihrt
wurde.

In Tabelle 2 sind Messungen zur Elektrophysiologie des SHT3A-Rezeptors aus bisherigen
Publikationen zusammengefasst. Soweit moglich wurden die Bedingungen, unter denen die
Messungen durchgefiihrt wurden, ebenfalls erfasst. Dazu gehoren die Spezies des Rezeptors,

das Expressionssystem, die Serotonin-Konzentration bei der Messung von Zeitkonstanten und
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der Modus der Patch Clamp-Technik. Aullerdem wurden die entsprechenden Referenzen

aufgefiihrt, sowie in der letzten Zeile die in dieser Arbeit in Abschnitt 4.1 gemessenen Werte.

Tabelle 2: Literaturwerte fiir elektrophysiologische Parameter des SHT3A-Rezeptors (ms = Meerschweinchen,
h = human, m = Maus, r = Ratte, whole cell = whole cell voltage clamp, excised = excised outside ouf). Die
Zeitkonstanten t,, entsprechen der Aktivierung der Kandle, t; und 1, der Desensitivierung. Bei einigen
Messungen konnte die Desensitivierung mit nur einer Zeitkonstante ausgewertet werden. In der letzten Zeile

befinden sich die Werte aus dieser Arbeit.

Spezies| ny  EC50 [uM] Erey [MV]| Ton [MS] 11 [Ms] 12 [ms] c[uM]| Zellen Modus Referenz

ms 2,9 -1,9 linear 10 HEK  whole cell Lankiewicz (1998)%

h 2,85 54 17 150 30 HEK excised Bruss et al. (2000)*

h 1,5 8,6 5,5 16 160 30 HEK excised Barann et al. (2000)'®

h 23 -4,9 280 2313 10 HEK  whole cell Lankiewicz (1998)%°

h 12 619 10 HEK  whole cell Eisensamer et al. (2003)*
h 2,3 23 HEK  whole cell Lobitz et al. (2001)*

h 1,8 34 2,2 HEK  whole cell Brown et al. (1998)"

o 3 ) 7 176 1006 100 | HEK excised Mott et al, (2001)"

9 527 2747 100 | HEK  whole cell

m 1,6 4 0 21 260 30 [N1E-115  excised Barann et al. (2000)"®
m 1,65 34 2,5 Oocyten whole cell Maricq et al. (1991)*

m 29 2,3 155 1226 10 HEK whole cell Lankiewicz (1998)20

m 2,3 3,7 19 3400 30 HEK whole cell Gunthorpe, Lummis (1999)28
m 2,7 35 2,3 N1E-115 whole cell Hussy et al. (1994)%

r 2 1,2 HEK  whole cell Steward et al. (2000)*°
h 1,8 42 3,8 8 182 3194 100 | HEK  whole cell eigene
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4.2. Zell-Chip-Kopplung unter Patch Clamp-Bedingungen

Zur Charakterisierung des Kontaktes zwischen S5HT3A-exprimierenden Zellen und
Siliziumchips wurde die Zell-Chip-Kopplung unter voltage clamp untersucht. Abbildung 18
zeigt eine Phasenkontrastaufnahme von HEK-Zellen mit SHT3A-Rezeptoren, die auf einem

Siliziumchip mit linearem Transistorarray kultiviert wurden. Das Gate eines Transistors unter

einer Zelle ist rot markiert. Von dieser Zelle konnten Spaltspannungen gemessen werden

)

Abbildung 18: SHT3A exprimierende  HEK-Zellen, kultiviert auf einem Siliziumchip mit linearem

Transistorarray. In rot ist das Gate eines Transistors markiert, mit dem Spaltspannungen gemessen wurden.

Die mit der Patch-Pipette ermoglichte Kontrolle des Membranpotentials als Triebkraft des
Membranstromes (und somit des Transistorsignals) erleichterte die Untersuchung der Zell-
Chip-Schnittstelle. Bei konstantem Membranpotential (Gleichspannungsfall) wurde der
zeitliche Verlauf der Kopplung untersucht. Ebenso wurde die Messung von
elektrophysiologischen Parametern mit Transistoren unter Gleichspannung durchgefiihrt und
mit den Messungen aus dem vorherigen Abschnitt verglichen. Die elektrischen Eigenschaften
der Kopplung und die Kanalverteilung in der Plasmamembran wurden mit

Wechselspannungsmessungen bestimmt.

4.2.1. Der zeitliche Verlauf der Kopplung

In diesem Abschnitt wurde der zeitliche Verlauf der Spaltspannung V; aus
Transistormessungen mit dem simultan gemessenen Membranstrom Iy verglichen. Ein

Modell, welches beide Signale simuliert, wird anschlieend diskutiert.
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Verzogerung und schneller Signalzerfall im Chip

HEK-5HT3A-Zellen wurden bei einem Haltepotential von -120 mV mit 100 uM Serotonin
stimuliert. Nach Abschnitt 4.1.4 erfolgte bei dieser Konzentration die schnellste
Stromantwort. Beide Messsignale wurden simultan aufgezeichnet und zusammen in

Abbildung 19A zwischen 500 und 2000 ms dargestellt.
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Abbildung 19: Vergleich von I; und V;. (A) Gemeinsame Darstellung des zeitlichen Verlaufs beider Signale.
Eine Verzogerung der Transistorspannung von etwa 40 ms ist zu erkennen. (B) Auftragung beider Signale
gegeneinander. Vj fillt ab, kurz bevor Iy; die maximale SignalhShe erreicht. Nach der steigenden Phase des
Transistorsignals (m) zerfallen beide Signale mit unterschiedlichen Zeitkonstanten, der Graph weist einen

steigenden Ast (0) mit zwei unterschiedlichen Abschnitten auf.

Es ist eine Verzogerung der Amplitude des Transistorsignals gegeniiber dem Membranstrom
zu erkennen, die in dieser Beispielmessung etwa 40 ms betrug. Die Verzogerung des
Transistorsignals wurde fiir 16 Messungen ausgewertet. Der Mittelwert betrug 39 ms mit
einer Standardabweichung von 23 ms. Unterschiedliche Kopplungsgeometrien des Zell-Chip-
Interfaces konnen diese hohe Standardabweichung verursachen: Im Gegensatz zur
Elektrophysiologie wiirde die Bedeckung des Transistors oder unterschiedliche Abstéinde zur
Chipoberfliche bei Transistormessungen einen Einfluss haben. Auf die Geometrie und

Variabilitit des Zell-Chip-Kontaktes wird spéter eingegangen.

Auftragung von Spaltspannung gegen Membranstrom

V; und Iy wurden in Abbildung 19B gegeneinander aufgetragen, um Abweichungen im
Verlauf beider Signale zu verdeutlichen. Punkte, die zeitlich der fallenden Transistorspannung
entsprechen, sind als Quadrate im Graphen dargestellt. Kreise entsprechen Punkten aus dem

Zeitverlauf, die eine steigende Transistorspannung bedeuten. Bei gleichem zeitlichem Verlauf
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beider Signale ergidbe sich eine Gerade. In der Abbildung ist zu erkennen, dass der
Membranstrom Iy schneller reagiert als Vj, (oberer waagerechter Ast im Graph). Kurz bevor
das Minimum von Iy (etwa -9 nA) erreicht wird, fillt auch V; ab. Das Minimum der
Spaltspannung (etwa 1800 uV) wird erreicht, wenn Iy wieder auf etwa -7,5 nA gestiegen ist
(fallender Ast im linken Bereich des Graphen). Der Membranstrom Iy ist ein Messsignal fiir
alle Kanéle der Zelle, in Vj gehen hingegen nur die Kanéle in der adhérierten Membran ein.
Ein Kurvenverlauf wie in Abbildung 19B bedeutet, dass die Kanile in der freien Membran
frither 6ffnen als die Kanéle in der adhdrierten Membran und schon gedffnet vorliegen, wenn
die Kanile der adhirierten Membran gerade damit beginnen. Wenn die Spaltspannung

dagegen ihr Minimum durchlduft, schlieBen die Kanéle der freien Membran bereits wieder.

Nachdem die Minima fiir Iy und V; durchlaufen sind, befinden sich beide Signale in der
steigenden Phase (steigender Ast, rechts). Das Transistorsignal zerfillt allerdings schneller als
der Membranstrom. Die Zeitkonstante t; von Vj betrug zwischen 70 % und 80 % der
entsprechenden Zeitkonstante von Iy. In Abbildung 19B ist dadurch eine steigende Phase mit
zwel unterscheidbaren Abschnitten zu erkennen: Der erste, steilere Abschnitt wiirde durch
den schnelleren Zerfall von Vj nicht durch 0 fiihren. Dieser steigende Ast bekommt dann im
zweiten Abschnitt allerdings eine flachere Steigung und weist auf den Usprung. Hier ist der
Signalzerfall fiir V; und Iy gleich schnell. Der Nullpunkt wurde nicht erreicht, da im
beobachteten Zeitraum die Kandle nicht vollstandig schlossen. Der Verlauf beider Signale

wurde im ndchsten Abschnitt simuliert und anhand des Modells erklart.

4.2.2. Modell des zeitlichen Verlaufs

Im vorangegangenen Abschnitt wurde gezeigt, dass das Transistorsignal vom Membranstrom
abweicht: Vj reagiert scheinbar langsamer auf eine Stimulation, zerféllt aber schneller. Aus
der Zell-Chip-Kopplung mit spannungsgesteuerten Ionenkanélen ist bekannt, dass die Kanéle
in freier und adhirierter Membran die gleiche Kanalkinetik aufweisen.”” Daher wurde hier
zunichst davon ausgegangen, dass die Diffusion von Serotonin in die Adhésionsregion fiir die
Verzogerung der Spaltspannung verantwortlich ist. Fiir ein Modell zur Simulation von Iy und
V; wurde die Zellmembran in den adhédrierten und den freien Bereich unterteilt. Fiir jede
Membrandomidne wurde ein Konzentrationsverlauf wéhrend der Serotoninapplikation
berechnet. Damit wurden die Leitfahigkeiten fiir jeden der beiden Membranbereiche anhand
des kinetischen Kanalmodells aus Abschnitt 2.2.2 ermittelt. Der Membranstrom Iy; wurde

daraus als Summe der Srome durch adhédrierte und freie Membran berechnet, die
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Spaltspannung V; wurde mit der Leitfdhigkeit der adhérierten Membran aus dem Ein-
Kompartiment-Modell unter Beriicksichtigung der Elektrodiffusion ermittelt. Iyy und V; aus
der Simulation wurden miteinander verglichen, mdgliche Griinde fiir den schnelleren Zerfall

von Vjin den Messungen werden am Ende dieses Abschnitts diskutiert.

Stimulation der Kanile in freier und adhéirierter Membran

Durch die schnelle Applikation von Serotonin ist der Konzentrationsverlauf fiir die freie

Membran cpm(t) stufenformig. Dieser Verlauf ist fiir eine Stimulation mit 100 uM Serotonin

in Abbildung 20 gezeigt.
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Abbildung 20: Konzentrationsverlauf fiir Serotonin an der freien Membran (cpy) und an der adhérierten

Membran (cjy).

Der Konzentrationsverlauf cyv(t) unter der Zelle ist ebenfalls in Abbildung 20 dargestellt. Er
erscheint durch die Diffusion von Serotonin in den Spalt zwischen Zelle und Chip nicht mehr
stufenformig sondern abgerundet.

Um diesen Konzentrationsverlauf aus der Diffusion zu berechnen wurde ein runder
Kontaktbereich zwischen Zelle und Chip angenommen, in den Serotonin vom Rand
eindiffundiert. Durch den Ubergang vom Flichenkontaktmodell zum Ein-Kompartiment-

Modell folgt fiir die Zeitkonstante der Diffusion aus der Einstein-Smoluchowski-Gleichung:

2
Xy

T=—,
5,783-D
Gleichung 27

mit D als Diffusionskoeffizient fiir Serotonin und x; als Radius des Kontaktbereiches. Die
Konzentration cyy(t) ergibt sich dann als exponentieller Zerfall der Konzentration am Rand

der Zelle mit der Zeitkonstante t:
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cu(t)=c, (l—ei].

Dabei wurde ein Radius von x; = 10 um angenommen, was fiir die hier verwendeten HEK-

Gleichung 28

Zellen realistisch ist. Fir den Diffusionskoeffizient von Serotonin unter der Zelle wurde der
Diffusionskoeffizient von Molekiilen mit vergleichbarer GroBe in Wasser verwendet

(1 pm*ms).*

Besetzungswahrscheinlichkeiten und Membranleitfihigkeit

Das Gleichungssystem des kinetischen Modells des Rezeptors (Gleichung 24, Abschnitt
2.2.2) wurde fiir die Konzentrationsverldufe aus dem vorangegangenen Abschnitt numerisch
gelost, um die Kanaldynamik fiir die freie Membran und die adhidrierte Membran zu
berechnen. Dafiir wurden die in Tabelle 1 aufgelisteten Ratenkonstanten verwendet. Im
Anhang (Anhang D) ist eine analytische Losung eines derartigen Gleichungssystems mittels
einer Matrix beschrieben.

Die mit den Ratenkonstanten und dem entsprechenden Konzentrationsverlauf berechneten
Besetzungswahrscheinlichkeiten fiir die drei offenen (p;.3) und die drei desensitivierten
Zustinde (p7.9) aus dem Kanalmodell sind in Abbildung 21A beispielhaft fiir die freie
Membran dargestellt.
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Abbildung 21: (A) Besetzungswahrscheinlichkeiten fiir die drei offenen und die drei desensitivierten Zustinde
fiir den Konzentrationsverlauf der freien Membran. (B) Aus den Besetzungen berechnete Leitfahigkeiten fiir die

adhirierte Membran (Gyjy, rot) und die freie Membran (Gpy).

Aus den Besetzungswahrscheinlichkeiten der drei offenen Zustinde fiir den jeweiligen

Konzentrationsverlauf wurden die Leitfdhigkeiten fiir die freie Membran Gpwm(t) und die

39



Ergebnisse und Diskussion

adhérierte Membran Gyy(t) berechnet. Dabei wurde eine Einzelkanalleitfahigkeit von 1 pS
und eine Gesamtzahl an Kandlen von 100000 angenommen, die sich gemiB eines
Flachenverhédltnisses der Membrandomidnen von = A/Apm=0,25 aufteilen. Die
Einzelkanalleitfdhigkeit wurde anhand bekannter Werte fiir verschiedene Spannungen
abgeschitzt (Brown et al., 1998)."” Ein Flichenverhiltnis von 0,25 ist fiir HEK-Zellen schon
beschrieben worden.”’ Zur Berechnung von Iy wurde die Leitfahigkeit der gesamten
Membran Gy als Summe aus Gy und Gpy gebildet und in den Strom umgerechnet. Die
Leitfahigkeit Gy wurde auBerdem im Ein-Kompartiment-Modell zu Berechnung von V;j
verwendet.

In Abbildung 21B wurden die Leitfahigkeiten Gpm(t) und Gym(t) dargestellt. Die Leitfahigkeit
der adhérierten Membran Gyy(t) (rot) ist durch den verzégerten Konzentrationsverlauf von

Serotonin gegeniiber den Leitfdhigkeiten der freien Membran verlangsamt.

Parameter fiir das Ein-Kompartiment-Modell

Mit dem Ein-Kompartiment-Modell, der Elektrodiffusion und der Leitfdhigkeit Gy wurde
gemidl Gleichung 20, Gleichung 21 und Gleichung 22 die Spaltspannung Vj unter der
adhérierten Membran berechnet. Dabei wurden die Tonensorten Cs*, Na*, Ca*", Mg2+ und CI'
beriicksichtigt, fiir die Gy nach Gleichung 20 ermittelt wurde. Als Diffusionskoeffizienten
wurden folgende Werte eingesetzt: D¢s = 2,1 pm?/ms, Dna = 1,33 um?*ms,
Dca = 0,79 pm*ms, Dy = 0,79 pm?/ms und D¢ = 2,03 umz/ms.32 A; als Kreisfliche des
Spalts zwischen effektiver Membran und Chip wurde aus dem Radius a; = 10 um berechnet,

und d; ist aus fritheren Arbeiten bekannt.** Hier wurde ein Wert von 70 nm verwendet. Die
Membranleitfahigkeiten G',, fiir die Ionensorten, die fiir Gleichung 22 bendtigt wurden,

wurden aus Gyy berechnet. Dabei wurde angenommen, dass bei gleicher relativer
Permeabilitit von Na™ und Ca’’, der Anteil von Ca’” am Gesamtstrom entsprechend der
Ionenkonzentrationen ca. 1 % betrigt. Dies stimmte auch iiberein mit publizierten Messungen
des Anteils des Calciumstroms durch Acetylcholinrezeptoren mit dhnlicher relativer
Permeabilitit.’**> Fir Mg”” wurde wegen der geringeren relativen Permeabilitit eine
Leitfihigkeit von 0,6 % von Gy eingesetzt.'” Der iibrige und somit grofte Anteil des Stromes
wurde in der Simulation durch Na" getragen.

Fiir die lonenkonzentrationen am Anfang der Simulation wurden die Konzentrationen der

verwendeten extra- und intrazelluldren Losungen eingesetzt.
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Simulation von V; und Iy

Mit den Parametern und Annahmen aus dem vorherigen Abschnitt wurde das Ein-
Kompartiment-Modell mit Elektrodiffusion durch numerische Integration geldst. Der Verlauf
der Spaltspannung ist in Abbildung 22A dargestelllt (rote Kurve). Aulerdem wurde aus der
Gesamtleitfahigkeit Gy mit einem Membranpotential von -120 mV der Membranstrom Iy
berechnet und zum Vergleich ebenfalls in Abbildung 22A aufgetragen. Aus der Abbildung
wird deutlich, dass V; wie in den Messungen gegeniiber Iy; verzdgert ist. Aus dem hier
verwendeten Modell ergibt sich eine Verzdgerung von etwa 20 — 25 ms. Dies ist kiirzer als
der gemessene Wert von 39 ms. Mit der Standardabweichung von 23 ms entspricht die

Simulation aber dem Messwert.
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Abbildung 22: Vergleich von Iy und V; aus der Simulation. (A) Verzogerung von Vj gegeniiber Iy.
(B) Auftragung von V; gegen Iy;.

Abbildung 22B zeigt die Auftragung von V; gegen Iy. Die Form der Kurve édhnelt der
Auftragung in der Beispielmessung in Abbildung 19. In der Simulation beginnt allerdings V;
schon abzufallen, bevor Iy den Minimalwert erreicht hat. Dies ist in der Messung nicht der
Fall, in der der Abfall von Vj erst nach dem Erreichen des Minimums von Iy einsetzt. In
dieser Simulation erscheint daher der Durchlauf des Minimums von Vj nach links verschoben.
Nach dem Erreichen des Minimums von Vj zerfallen beide Signale in der Simulation mit
denselben Zeitkonstanten. In Abbildung 22B folgt daraus aus ein linear steigender Abschnitt,
der zum Ursprung fiihrt. In der Messung zerfiel V; jedoch schneller als Iy In den nichsten

Abschnitten werden das frithere Einsetzen und der schnellere Zerfall von V; diskutiert.
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Verzogerung von Vj— Ein-Kompartimentmodell gegeniiber Fliichenkontaktmodell

Im Vergleich zur Messung setzte V; in der Simulation zu friih ein, was in Abbildung 22B zu
einer veranderten Kurvenform fiihrt. Der Grund dafiir ist das verwendete Ein-Kompartiment-
Modell. V; entsteht nach diesem Modell durch die Leitfahigkeit der gesamten adhérierten
Membran. Abbildung 23A zeigt schematisch diese Annahme fiir das Ein-Kompartiment-
Modell. Die Vorstellung einer Spaltspannung aus einer einheitlichen adhérierten Membran
entspricht nicht der tatsdchlichen Situation.

Abbildung 23B zeigt ein Schema des Flachenkontaktmodells mit einer zutreffenderen
Annahme fiir die Spaltspannung V;. Die Kanile am Rand der adhérierten Membran 6ffnen
durch die Diffusion von Serotonin frither als die Kanile im inneren Bereich der
Adhisionsfliche. Der Strom durch diese Kanédle am Rand kann einfacher vom Bad einflieBen
als der Strom durch die inneren Kanile, die spéter 6ffnen. Die Entfernung zum Bad und der
Widerstand, iiber den der Strom flieBen muss, sind am Rand der adhéirierten Membran
geringer als am Mittelpunkt der Adhédsionsfliche. Die dulleren Kanéle tragen daher kaum oder

zumindest viel weniger zu Vj bei als die inneren Kanile.
A B

Abbildung 23: Vergleich von zwei Modellen der Zell-Chip-Kopplung. (A) Das hier verwendete Ein-
Kompartiment-Modell. Die gesamte Adhésionsfliche trigt zu V; bei. (B) Flachenkontaktmodell mit einer
eingegrenzten Membranfliche, die die Spaltspannung verursacht. Der Strom durch die anderen Kanéle der

adhirierten Membran flieft ohne Wirkung auf V; vom Bad in die Zelle.

Eine Simulation anhand des Flachenkontaktmodells wiirde die Einfilhrung eines fiir V;
relevanten adhdrierten Membranbereich ermoglichen. Dies wiirde eine Simulation mit einer

groBeren Verzogerung des Einsetzens von Vj ergeben. Die Kanile auBlerhalb dieses
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Membranbereiches wiirden nicht in Vj eingehen, aber zu Iy beitragen. Der fiir V; relevante
Membranbereich wiirde dann als Parameter des Modells so gewdhlt werden, dass Iy wie in
der Messung bereits wieder zerfillt, bevor Vj einsetzt. Damit wiirde eine Kurvenform wie in
Abbildung 19 besser simuliert werden konnen. Das hier verwendete Ein-Kompartiment-

Modell ist allerdings einfacher und reicht fiir die Erklarung der Messungen aus.

. . + +
Tonenkonzentrationen — Anreicherung von Ca** und Mg’

Mit dem verwendeten Modell konnte zwar die Verzogerung zwischen Iy und V; beschrieben
werden. Die Ursache fiir den Unterschied zwischen Vj in der Simulation und in der Messung
wurde im vorangegangenen Abschnitt fiir den Beginn des Signals erkldrt. Der schnellere
Zerfall des Transistorsignals konnte noch nicht erkldrt werden. Neben V; wurden aus der
Elektrodiffusion im Ein-Kompartiment-Modell auch die Konzentrationsverldufe der

beteiligten Tonen berechnet. In Abbildung 24 sind die Konzentrationen von Na”, Ca*" und

Mg®" dargestellt.
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Abbildung 24: Konzentrationsverldufe einiger Kationen. (A) Der Spalt verarmt wéhrend der Kanaloffnung um
etwa 17,5mM Na'. (B) Divalente Kationen, die die Desensitivierung beeinflussen werden dafiir im Spalt

angereichert. Ca>" z.B. um etwa 0,3 mM oder 17 %.

Aus Abbildung 24A wird deutlich, dass der Spalt wihrend der Kanal6ffnung etwa an
17,5 mM Na' verarmt, da der Strom durch die adhérierte Membran hauptsichlich von Na"
getragen wird. Na’ kann - im Vergleich zum Einstrom in die Zelle — nicht schnell genug aus
dem Badelektrolyten nachflieBen, um die Konzentration im Spalt wieder auszugleichen. Eine
Na'-Konzentration entsprechend des Badelektrolyten wird erst wieder bei geschlossenen

Kanilen erreicht.
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Die divalenten Kationen Ca®" und Mg”" werden hingegen im Spalt um etwa 17-20 % (Ca*"

bzw. Mg>") angereichert. Nach Gleichung 20 ist die Spaltleitfihigkeit fiir die Ionensorten G,

abhingig vom Quadrat der Valenz. Obwohl die divalenten Kationen einen geringeren
Diffusionskoeffizienten aufweisen, ist daher der Fluss von divalenten Ionen im Spalt
gegeniiber monovalenten Ionen erleichtert. Da der Membranstrom iiberwiegend von Na'
getragen wird, werden die im Spalt abgeflossenen Na'-Ionen somit z.T. durch divalente

Kationen aus dem Badelektrolyten ersetzt, die sich im Spalt anreichern.

Einfluss von Ca*" auf den Zerfall der Spaltspannung

Die Desensitivierung der Kanile hdngt von der Konzentration an divalenten Kationen ab, wie
schon in Abschnitt 4.1.4 erwdhnt wurde. Lambert et al. haben z.B. monoexponentiell
desensitivierende Membranstrome von endogenen S5HT3-Rezeptoren in Neuroblastoma-
Zellen in Abhingigkeit der Ca*'-Konzentration gemessen: Zwischen 0,1 mM und 10 mM
extrazellulirem Ca*" verringerte sich die Zeitkonstante von 6230 ms auf 890 ms. Einen
ghnlichen Einfluss hatte Mg”".*> Hierbei handelte es sich um eine Mauszelllinie mit
endogenen Rezeptoren unbekannter Zusammensetzung. Die Zeitkonstanten der
Desensitivierung und die Ca”’-Abhingigkeit konnen nicht direkt auf den hier verwendeten
homomeren humanen Rezeptor {ibertragen werden. Jedoch kann daraus geschlossen werden,
dass die Anreicherung von Ca’" und Mg”" im Spalt zu schnelleren Desensitivierungs-
Zeitkonstanten der Kanédle in der adhirierten Membran und damit zu einem schnelleren
Zerfall des Chipsignals fiihrt. In der Auftragung von V; gegen Iy (Abbildung 19B) resultiert
daraus dann fiir das SchlieSen der Kanile ein steilerer Anstieg als in der Simulation, der nicht
durch null laufen wiirde. Der Ubergang in eine flachere Phase, die durch den Ursprung fiihrt,
wird durch das SchlieBen der Kanéle in der in der freien Membran verursacht. Ab hier sind
nur noch die verzdgert aktivierten Kanéle der adhirierten Membran gedffnet, obwohl der
Strom durch diese Kanile zunéchst schneller zerfiel. Der Transistor, aber auch die Patch-
Pipette, messen dann beide diese Kanile, so dass die Zeitkonstanten beider Signale identisch

sind und sich in der Auftragung eine Gerade durch den Ursprung ergibt.

Das Modell mit verinderten Ratenkonstanten fiir die Desensitivierung

Die mikroskopischen Ubergangskonstanten fiir die drei desensitivierten Zustinde aus dem
S5HT3A-Modell in Abbildung 6 wurden aufgrund der hoheren Ca**-Konzentration im Spalt
gedndert. Der Zusammenhang zwischen den mikroskopischen Ratenkonstanten und der

extrazelluldren Ca**-Konzentration ist nicht bekannt, da kein Modell existiert, das die Ca*'-
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Abhingigkeit der Signale mit Ratenkonstanten beschreibt. Die Konstanten kd3, kd4, kd5 und
kr (Tabelle 1) wurden daher unter Beriicksichtigung der mikroskopischen Reversibilitdt des
Kanalmodells willkiirlich um 40 % geéndert. Dies ist zwar eine spekulative Annahme, konnte
aber eine Richtung fiir die weitere Aufklarung des Mechanismus vorgeben.

Mit dieser Annahme wurde das Modell fiir den zeitlichen Verlauf der Kopplung noch einmal
berechnet. Abbildung 25A zeigt den Vergleich beider Signale. Die Verzogerung des

Transistorsignals von etwa 25 ms bleibt bestehen, der Zerfall von Vj ist nun schneller als das

Abklingen von Iy.
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Abbildung 25: V; und Iy mit verinderten Ratenkonstanten aufgrund der erhohten Ca®*-Konzentration im Spalt.

(A) Vergleich beider Signale. (B) Auftragung von Vj gegen Iy;.

In der Auftragung von V;j gegen Iy in Abbildung 25B weist dementsprechd die zerfallende
Phase beider Signale (ansteigender Ast) wie in der Messung zunédchst nicht zum Nullpunkt.
Im weiteren Verlauf geht der Graph dann aber in einen Bereich mit flacherer Steigung {iber,
der zum Ursprung fiihrt. Obwohl der Signalzerfall in Abbildung 25B der Messung édhnelt, ist
der schnellere Zerfall von V; in der Messung stirker ausgeprigt, was zu einer deutlicheren
Biegung im ansteigenden Ast der Auftragung fiihrt. Dieser deutliche Effekt in der Messung
kann hier aufgrund der unbekannten Ca’’-Abhingigkeit der Ratenkonstanten nur qualitativ

erklart werden.

4.2.3. Elektrophysiologische Parameter aus der zeitunabhdngigen Kopplung

Zur Korrelation von Iy und V; in Abhédngigkeit der Serotonin-Konzentration und des
intrazelluldren Potentials wurden Experimente analog zu den elektrophysiologischen

Messungen in Abschnitt 4.1.2 und 4.1.3 durchgefiihrt. Im Gegensatz zum zeitlichen Verlauf
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wurden aus den Signalen nur die zeitunabhingigen Amplituden zur Auswertung

herangezogen.

Konzentrationsabhingigkeit des Transistorsignals

HEK-5HT3A-Zellen wurden bei einem Membranpotential von -120 mV mit Serotonin-
Loésungen der Konzentrationen 2,5 uM, 5 uM, 10 uM und 100 uM stimuliert. Membranstrom
Im und Spaltspannung Vj wurden simultan aufgezeichnet. Abbildung 26 zeigt eine Messung
von Iy und Vj an einer Zelle mit Serotonin-Losungen von 5 uM und 100 pM iiber eine
Zeitraum von fiinf Sekunden. Wie in Abschnitt 4.1.2 waren mit abnehmender Konzentration
Aktivierung und Desensitivierung der Kanéle verlangsamt, die Amplitude von mehreren
Nanoampere nahm mit kleineren Konzentrationen ab. Die Membranstrome verursachten
Transistorsignale von mehreren hundert Mikrovolt. Diese Signale nahmen ebenfalls bei
kleineren Konzentrationen ab, ebenso wurden auch hier Anstieg und Abfall des Signals
verlangsamt. Konzentrationen von weniger als 2,5 uM wurden nicht eingesetzt, da bei
niedrigeren Konzentrationen Rauschen und Drift des Transistors die Amplitude von Vj
verdeckten. Eine leichte Drift von V; in den positiven Bereich ist auch in Abbildung 26B

innerhalb der ersten 1000 ms zu erkennen.

A B
5 uM 5 uM
2nA I_ 200 pVv L
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Abbildung 26: Messung von Iy und V;j an einer Zelle fiir zwei verschiedene Serotonin-Losungen iiber fiinf
Sekunden. (A) Membranstrome nach Stimulation mit 5 pM und 100 uM Serotonin. (B) Transistorsignale
derselben Zelle.

Die Hill-Kurve mit Membranstrom und Spaltspannung

Die Konzentrationsabhéngigkeit der Kanile in der adhirierten Membran (aus der Messung
von Vj) und in der gesamten Membran (aus der Messung von Iy;) wurde in diesem Abschnitt
verglichen. Dazu wurden die Amplituden der konzentrationsabhéngigen Messungen aus dem
vorangegangenen Abschnitt ausgewertet: Die Amplituden beider Signale fiir die

Konzentrationen 2,5 uM, 5 uM und 10 uM wurden auf die Amplituden bei 100 uM Serotonin
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normiert und in Abbildung 27A gegen die logarithmisch skalierte Konzentration aufgetragen.
Fiir jeden Messpunkt wurden fiinf bis 15 Messungen von Iy und Vj von verschiedenen Zellen
gemittelt, die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. In Abbildung 27A wurde
ebenfalls die gefittete Hill-Kurve aus der elektrophysiologischen Messung aus Abschnitt 4.1.2
mit den Parametern n = 1,8 und EC50 = 4,2 uM dargestellt. Sowohl die Werte fiir Iy als auch
fir V; stimmen mit der Hill-Kurve aus Abschnitt 4.1.2 iberein. Die
Konzentrationsabhéngigkeit der Strome durch die Kanidle konnte somit mit

Transistormessungen ebenso wie mit Patch Clamp-Messungen beschrieben werden.

A B

1,01 1,0
5 081 0,8
2 i |
a
E 0,6" é 076-
B >
(0] < .
T 0,4 >
2 i 0,4+
£ |
8 012_ o VJ/VJ,max 0 2_

1 &/l ’
0,04 ]
AR | LRI L | L L LA | 070 T T T T T T T T T
1 10 100 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
C [UM] IM/IM,max

Abbildung 27: (A) Hill-Plot fiir die auf 100 uM Serotonin normierten Amplituden von V; (0) und Iy, (A). Die
rote Kurve ist identisch mit der gefitteten Hill-Kurve aus Abschnitt 4.1.2 mit den Parametern n=1,8 und
EC50=4,2 uM. (B) Zur Korrelation von Iy und V; bei verschiedenen Konzentrationen wurden die

normalisierten Amplituden gegeneinander aufgetragen. Die Messpunkte liegen auf einer Geraden der Steigung 1.

Die normierten Amplituden von Iy und Vj fiir die drei getesteten Konzentrationen (2,5 uM,
5 uM und 10 uM) wurden in Abbildung 27B gegeneinander aufgetragen. Diese Auftragung
entspricht Abbildung 19B bei der Beschreibung des zeitlichen Verlaufs. Fiir diesen
zeitunabhdngigen Fall liegen die Punkte im Graphen auf einer Gerade mit der Steigung 1 da

die Abhingigkeit beider Signale von der Konzentration iibereinstimmt.

Abhiingigkeit von V; vom Membranpotential

In Abschnitt 4.1.3 wurde die Abhéngigkeit des Membranstroms vom angelegten
Haltepotential untersucht, und die Strom-Spannungskurve wurde gemessen. Zur

Transistormessung der Beziehung zwischen Membranstrom und Haltepotential konnte keine

47



Ergebnisse und Diskussion

Spannungsrampe wie in Abschnitt 4.1.3 angelegt werden, da dieses Verfahren nur mit kleinen
Serotonin-Konzentrationen angewendet werden kann. Das Signal-Rausch-Verhiltnis fiir V;
bei kleinen Konzentrationen reichte dafiir nicht aus.

Daher wurden die Zellen nacheinander auf verschiedene Haltepotentiale Vy; gehalten. Bei
jedem Haltepotential wurde mit einer Serotonin-Losung von 100 uM stimuliert, und Iy sowie
das daraus resultierende Transistorsignal V; wurden aufgezeichnet. Als Referenzsignale
dienten Iy und Vj bei einem Haltepotential von -120 mV. Abbildung 28A zeigt eine Messung
der Membranstrome bei drei unterschiedlichen Haltepotentialen wéhrend der Stimulation mit

100 uM Serotonin.

A B
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Abbildung 28: (A) Messung der Membranstrome wéhrend der Applikation einer Serotonin-Lésung von 100 pM

bei unterschiedlichen Haltepotentialen. (B) Resultierende Transistorsignale fiir die Membranstrome aus (A).

Die Zeitkonstanten fiir Aktivierung und Desensitivierung blieben unveridndert, wiahrend die
Signalamplitude bei niedrigeren Haltepotentialen abnahm. In Abbildung 28B sind die
resultierenden Transistorsignale dargestellt. Auch hier dndern sich die Amplituden, nicht aber

die Zeitkonstanten.

Das Umkehrpotential aus der Messung von V;

Die Amplituden von Iy und V; wurden auf die jeweilige Amplitude bei -120 mV
Haltepotential normiert. Ebenso wurde die Strom-Spannungskurve aus Abschnitt 4.1.3 auf
den Membranstrom bei diesem Haltepotential normiert. Die Messwerte wurden dann

zusammen mit der normierten Strom-Spannungskurve in Abbildung 29 dargestellt.
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Abbildung 29: Darstellung der Strom-Spannungskurve aus Abschnitt 4.1.3 und der Messwerte fiir Iy; (A) und V;
(0) bei verschiedenen Haltepotentialen. Die Messwerte und die Kurve wurden auf die jeweilige Amplitude bei

-120 mV Haltepotential normiert.

Es ist zu erkennen, dass die normierten Messpunkte von Iy; und Vy dem Verlauf der Kurve aus
der elektrophysiologischen Messung folgten, so dass Vy und Iy das gleiche Umkehrpotential
von E.,=-3,8 mV beschriecben. Auch bei der Abhéngigkeit beider Signale vom

Membranpotential korrelieren somit die Amplituden.

4.2.4. Wechselspannungsmessungen

Die Abhingigkeit von V; von der angelegten Frequenz wurde gemessen, um die
Spaltleitfdhigkeit gy und den Skalierungsfaktor 1/(gjAm)berechnen zu kdnnen.

Wechselspannungsmessungen ~ wurden an  HEK-5HT3A-Zellen  zusétzlich  zu
Gleichspannungsmessungen bei konstantem Membranpotential durchgefiihrt. Die Zellen
wurden auf ein Haltepotential von -70 mV geklemmt, welches anschlieBend mit einer
Amplitude von 10 mV und der gewiinschten Frequenz moduliert wurde. Serotonin wurde

nicht appliziert, so dass bei geschlossenen Kanilen gemessen wurde.

Abhéngigkeit von V;j von der Frequenz

Mit dem Patch Clamp-Verstirker wurde das Haltepotential {iber 500 ms mit
Wechselspannungen moduliert, wéhrend die Spaltspannung V; mit dem Transistor
aufgezeichnet wurde. Die Amplitude der Sinusschwingungen betrug 10 mV, die verwendeten

Frequenzen waren 600 Hz, 800 Hz, 1 kHz, 1,2 kHz, 1,4 kHz und 1,6 kHz.

Abbildung 30  zeigt  Messungen  der  Spaltspannung V¢ bei  zwei
Wechselspannungsstimulationen V; an derselben Zelle. In Abbildung 30A und Abbildung
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30B sind Modulationen des Membranpotentials mit Frequenzen von 600 Hz bzw. 1600 Hz
dargestellt (Amplitude 10 mV). Die entsprechenden Spaltspannungen V,“ sind jeweils
darunter aufgetragen (Abbildung 30C bzw. D). Es wurde eine Erh6hung der Amplitude von

V** bei héherer Frequenz der Modulation des Membranpotentials V,,¢ beobachtet.

A B

i | \

1 ms

200 pVv

1 ms

Abbildung 30: Verlauf des Membranpotentials (A, B) und resultierende Spaltspannungen (C, D) fiir zwei
Frequenzen. (A) 600 Hz Modulation, (B) 1600 Hz Modulation von V). In (C) und (D) steigen die gemessenen

Amplituden von Vj bei hdheren Frequenzen des Membranpotentials in (A) und (B) (jeweils dartiber).

Aus den Wechselspannungsmodulationen von Vj fiir die verwendeten sechs Frequenzen
wurden die Amplituden V;*“ bestimmt, um die Spaltleitfahigkeit und den Skalierungsfaktor

zu ermitteln.

Bestimmung der Spaltleitfihigkeit und des Skalierungsfaktors

Zur Ermittlung der Leitfahigkeit g; im Spalt zwischen Zellen und Transistoren wurde die

Transferfunktion in Abschnitt 2.1.2 definiert: Die Transferfunktion ist der Quotient aus den
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Betrdgen von Spaltspannung V; und Membranpotential Vy in Abhéngigkeit der Frequenz des

angelegten Membranpotentials (s. Abschnitt 2.1.2, Gleichung 16):

VAC
J

AC
VM

g;

Gleichung 16

In Abbildung 31 wurde fiir die Beispielmessung aus dem vorangegangenen Abschnitt der
Quotient V*“/ V)¢ gegen die Kreisfrequenz ® = 2nf nach Gleichung 16 aufgetragen. Die
Messpunkte lagen auf einer Geraden durch den Ursprung, die rot eingezeichnet wurde. Die
Steigung betrug 3,01 pus. Nach Gleichung 16 ist die Steigung der Geraden cy/gy. Mit der

bekannten spezifischen Membrankapazitit von 1 pF/cm? ergibt sich daraus fiir diese

Kopplung eine spezifische Spaltleitfdhigkeit von gy = 332 mS/cm?.

0,035-
0,030-
0,025
0,020
0,015
0,010
0,005
0,000 +————————————

0 2000 4000 6000 8000 10000

o [HZ]

VIV,

Abbildung 31: Auftragung von VJAC / V{,}C gegen o fiir die Messung aus dem vorangegangenen Abschnitt Die

Punkte liegen auf einer Geraden durch den Ursprung mit der Steigung 3,01 ps.

gy wurde dann fiir die Berechnung des Skalierungsfaktors 1/(gjAm) verwendet. Die
Membranflache Ay wurde aus der Messung der Zellkapazitit ermittelt. Die Zellkapazitit Cy
wurde vor jeder Gleich- oder Wechselspannungsmessung mit dem Patch Clamp-Verstirker
ermittelt. Mit der spezifischen Membrankapazitit wurde die gemessene Zellkapazitit in die
Membranfliche Ay umgerechnet. Fiir die Zelle in dieser Beispielmessung betrug die
Membranflache Ay = 1400 pm?. Fiir den Skalierungsfaktor ergab sich damit in diesem Fall
1/(gyAm) =215 kQ.
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Bestimmung der Verteilung der Ionenkanile in der Membran

Mit Gleich- und Wechselspannungsmessungen kann nach Gleichung 9 das Verhéltnis der

Leitfahigkeit von adhdrierter Membran zu gesamter Membran gj/gm berechnet werden:

Vi_ 1 gm

Ly 8Avw 8um
Gleichung 9

Daraus lassen sich Aussagen iiber eine eventuelle Anreicherung oder Verarmung von Kanilen
in den unterschiedlichen Membrandominen treffen. Aus Gleichspannungsmessungen mit
100 uM Serotonin wurden die Amplituden von Membranstrom und Spaltspannung ermittelt
und der Quotient Vjma/Immax berechnet. Fiir die Zelle, an der die Beispielmessungen der
vorangegangenen Abschnitte durchgefiihrt wurden, wurde mit Iy max = -5,22 nA und Vjmax = -
1327 uV der Quotient Vjmax/Immax = 254 kQ berechnet. Nach Gleichung 9 ergab sich daraus
fiir das Verhdltnis der Leitfahigkeiten gnw/gm =1,18. Die Leitfdhigkeit der adhirierten
Membran unterschied sich somit nicht wesentlich von der Leitfdhigkeit der gesamten
Membran, so dass bei dieser Zelle keine Anreicherung oder Verarmung von SHT3A-

Rezeptoren in der adhirierten Membran gemessen wurde.

Statistik der Membranverteilung der SHT3A-Kaniile

Insgesamt wurden fiir 16 Zellen die Quotienten der Gleichspannungsmessungen Vi max/In max
und die Skalierungsfaktoren 1/(gjAm) aus Wechselspannungsmessungen fiir gy bestimmt.
Diese Werte wurden in Abbildung 32 gegeneinander aufgetragen. Nach Gleichung 9 ergeben
die Punkte eine Gerade mit der Steigung gyv/gm. Allerdings wurde eine relativ hohe Streuung
der Messpunkte beobachtet. In Abbildung 32 wurde daher zum Vergleich eine Gerade der
Steigung 1 eingezeichnet, die bei einer Gleichverteilung der Kanile in der Membran zu
erwarten ist. Aus der Abbildung geht hervor, dass die Punkte um diese Gerade herum streuen,
so dass hier von gy/gm =~ 1 ausgangen wurde. In Abschnitt 4.2.4 wird diskutiert, welche

Faktoren die Streuung der Punkte verursacht haben konnen.
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Abbildung 32: Auftragung des Quotienten Vy/Iy; aus Gleichspannungsmessungen gegen den Skalierungsfaktor
1/(g;Am) aus Wechselspannungsmessungen. Eingezeichnet ist auBerdem eine Gerade der Steigung 1, um die

herum die Punkte streuen.

Aus den 16 Messungen wurde auflerdem nach Gleichung 9 gpu/gm als Quotient
(Vy.max/Immax)/(1/(g7AM)) berechnet. Insgesamt wurde damit ein Mittelwert von gn/gm von
0,940,2 ermittelt. Somit wurde auch bei 16 gemessenen Zell-Chip-Kopplungen im Rahmen
der Genauigkeit der Methode keine Anreicherung oder Verarmung der Rezeptoren in der

adhérierten Membran beobachtet.

4.2.5. Diskussion der Wechselspannungsmessungen
Membrananreicherung

Anreicherung bestimmter Proteine in voneinander abgegrenzten Membrandoménen ist in
Neuronen (Axonale Membran — Dendritische Membran) und Epithelzellen (Basolaterale
Membran — Apikale Membran) ein aktiver Prozess, der von Signalen in der Struktur oder
Aminosiuresequenz von Membranproteinen gesteuert wird.’®”’ Die Anreicherung von
Ionenkanédlen in der adhidrierten Plasmamembran konnte fiir ein besseres Signal-Rausch-
Verhéltnis bei Transistormessungen genutzt werden. Die Proteinsortierung von liganden-
gesteuerten lonenkandlen ist in der Epithelzelllinie MDCK fiir den GABAa-Rezeptor
nachgewiesen worden.” Auch bei fibroblastischen Zellen, wie die hier verwendeten HEK-
Zellen, ist eine Anreicherung von Proteinen in der adhérierten Membran nicht

ausgeschlossen.” Allerdings ist unklar, inwiefern hier die Anreicherung das Ergebnis einer
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gerichteten Zielsteuerung sein kann, oder ob vielmehr die Bindung an extrazelluldre
Matrixmolekiile im Adhédsionsbereich eine Akkumulierung verursacht.

Eine Akkumulierung oder Verarmung von SHT3A-Rezeptoren in der Adhdsionsmembran
konnte in dieser Arbeit nicht festgestellt werden. Die in Abbildung 32 dargestellten
Messwerte streuen zwar z.T. erheblich, die Streuung bewegt sich allerdings um eine Gerade
der Steigung 1, was auf eine Gleichverteilung der Kanéle in der Membran hindeutet. Auch der
Mittelwert der Leitfahigkeitsquotienten gy/gm von 0,9+0,2 liegt fast bei 1 und zeigt trotz der
Standardabweichung eine Gleichverteilung an. Zumindest aktive Proteinzielsteuerung in
verschiedene, unterscheidbare Membrandoménen kann somit ausgeschlossen werden. In
diesem Fall wiirde eine mogliche Anreicherung einen Faktor 10 iibersteigen und nahezu fiir

alle Kanile gelten, wie dies in MDCK-Zellen der Fall ist.

Streuung von Spaltleitfihigkeit und Skalierungsfaktor

Die Leitfahigkeit g; bzw. der als Kehrwert daraus resultierende Widerstand ist die
Voraussetzung einer messbaren Spaltspannung V;. g; ist daher ein wichtiger Parameter der
Zell-Chip-Kopplung. g5 und der resultierende Skalierungsfaktor 1/(Amgy) konnen als MaB fiir
die Kopplungsstirke bzw. —effizienz des Zell-Chip-Kontaktes angesehen werden. Die
Spaltleitfahigkeit gy wurde mit Wechselspannungsmessungen bestimmt (Abschnitt 4.2.4). Der
in der Beispielmessung ermittelte Wert von gy=332mS/cm? ist im beobachteten
Wertebereich als relativ kleine Spaltleitfahigkeit anzusehen. Obwohl auch kleinere Werte
gemessen wurden, lagen die meisten Werte fiir gy hoher als in der Beispielmessung. Insgesamt
wurden Werte fiir g zwischen 280 mS/cm? und 1,4 S/cm? gemessen. Aus der
Beispielmessung ergab sich ein Skalierungsfaktor von 215 kQ. Dieser Wert lag im oberen
Bereich der gemessenen Werte, d.h. die Mehrzahl der gemessenen Skalierungsfaktoren wies
auf eine schwichere Kopplung hin. Dies wird in Abbildung 32 deutlich, in der die
Skalierungsfaktoren aufgetragen sind. Die Mehrzahl der ermittelten Messwerte liegt im

Bereich zwischen 50 und 100 k€, allerdings wurden auch 280 k(2 gemessen.

Vergleich mit Literaturwerten von Neuronen und HEK-Zellen

Zell-Transistor-Kopplungen wurden an Neuronen und verschiedenen HEK-Zelllinien bereits

23,7
untersucht.””

Fiir Neuronen lag g; dabei zwischen 600 und 1700 mS/cm? (Vassanelli et al.,
1999).” Dieser Bereich der Leitfihigkeiten liegt etwas hoher als in dieser Arbeit. In einer
Beispielmessung wurde bei einem Neuron eine Spaltleitfahigkeit von 1000 mS/cm? gemessen.

Mit einer Membranfldche von 1100 um? ergab sich daraus ein Skalierungsfaktor von 90 kQ2.

54



Ergebnisse und Diskussion

Dieser Wert stimmt gut mit den Skalierungsfaktoren in dieser Arbeit {berein, die
iiberwiegend zwischen 50 und 100 kQ liegen.

HEK-Zellen wurden durch die Expression von sog. maxi-K-Kanédlen an Transistoren
gekoppelt (Straub et al., 2001).” In einer Messung wurde g; = 1,9 S/cm? ermittelt. Dieser Wert
liegt iiber dem in dieser Arbeit ermittelten Bereich fiir g;. Der Skalierungsfaktor wurde mit
15+8 kQ angegeben. Dieser Wert erscheint niedrig im Vergleich mit den in dieser Arbeit
ermittelten Kopplungwiderstinden. Insgesamt lassen die Werte aus dieser Arbeit auf eine
effektivere Zell-Chip-Kopplung schlieflen.

HEK-Zellen mit spannungsabhingigen Na'-Kanilen wurden ebenfalls an Transistoren
gekoppelt’ Es  wurden allerdings extrazellulire Losungen mit  geringeren
Ionenkonzentrationen verwendet. Dies diente der Verringerung der Spaltleitfihigkeit und
filhrte zu hoheren Spannungen und dadurch zu einer besseren Kopplung. Ein direkter
Vergleich der Werte fiir g; und 1/(gjAm) kann aufgrund der verdnderten Zusammensetzung
der Losungen nicht durchgefiihrt werden. In Tabelle 3 sind die Werte aus diesem Abschnitt

zusammen gefasst.

Tabelle 3: Literaturwerte fiir die Wechselspannungsparameter g; und 1/(g;Ay).

gy [mS/cm?] 1/(gsAm) [kQ] Zellen Referenz
600-1700 90 Neuron Vassanelli et al. (1999)"
1900 1548 HEK Straub et al. (2001)?
280-1400 50-280 HEK eigene

Ursachen der Variabilitit

Die Streuung der Punkte in Abbildung 32 um eine Gerade der Steigung 1 bedeutet, dass die
Quotienten Vjmax/Immax aus den Gleichspannungsmessungen dhnliche Variabilititen wie die
Skalierungsfaktoren aufweisen. Die Wechselspannungsmessungen zur Ermittlung von gy und
damit auch 1/(g;Anm) sind dabei hinreichend genau: In den Abschnitt 4.2.4 wird deutlich, dass
das Signal-Rausch-Verhiltnis ausreichend ist, in Abbildung 31 liegen alle Punkte auf einer
Geraden durch den Ursprung. Auch die Proportionalitit der Amplituden von V; und Iy in
Gleichspannungsmessungen wurde in dieser Arbeit dokumentiert (Abschnitt 4.2.3). In den
bereits erwdhnten Arbeiten mit Neuronen und HEK-Zellen mit spannungsabhingigen Kanélen
wurden ebenfalls Streuungen in den Werten fiir gy, 1/(g;Am) und Vi max/Inmmax beobachtet. Die
Streuung ist somit eine Eigenschaft des Zell-Chip-Kontaktes.

Eine Untersuchung der Streuung in diesen Werten findet sich bei Schmidtner und Fromherz

(2006).” Der Geometriefaktor 1 trigt wesentlich zur Variabilitit des Zell-Chip-Kontaktes bei
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(Gleichung 3: Gy = n-dy/p;y): Die vollstindige oder unvollstindige Bedeckung des Gates durch
die adhérierte Zelle hat demnach einen Einfluss auf die Variabilitit, ebenso unterschiedliche
Verhiltnisse von adhdrierter Membranfliche zu freier Membranfliche. Mogliche

Schwankungen der Spalthohe dy kdnnen ein weiterer Grund fiir die Streuung sein.
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4.3. Kopplungen ohne Patch Clamp

Zur Messung von elektrophysiologischen Eigenschaften von SHT3A-Kandlen musste das
Membranpotential als Triebkraft des Membranstromes konstant gehalten werden. In den
Messungen zur Elektrophysiologie (Abschnitt 4.1) und in der Charakterisierung der Zell-
Chip-Kopplung (Abschnitt 4.2) wurde dazu die Patch Clamp-Technik eingesetzt. Dadurch
konnten Strome von einigen Nanoampere {iber einen Zeitraum von einigen Sekunden erzeugt
werden, die messbare Transistorsignale verursachten.

Bei einem Biosensor aus Transistoren und Zellen muss auf den Einsatz von Patch Clamp-
Pipetten verzichtet werden, da das zeitaufwéndige Kontaktieren von einzelnen Zellen die
Vorteile des parallelen Auslesens mehrerer bedeckter Transistoren authebt. Wird das
Membranpotential nicht mehr von einer Elektrode konstant gehalten, wird die Zelle nach der
Offnung der Kanile durch einflieBende Kationen depolarisiert und das Membranpotential als
Triebkraft des Einstroms bricht zusammen.

Eine Abschitzung des Transistorsignals fiir Zell-Chip-Kopplungen ohne voltage clamp wurde
vorgenommen und wird im nichsten Abschnitt beschrieben. Um dem Zerfall der Triebkraft
des Signals entgegenzuwirken, wurden fiir weitere Messungen Zellen verwendet, die neben
dem Serotonin-Rezeptor SHT3A auch mit den spannungsabhingigen Kaliumkanal Kv1.3
transfiziert waren. Messungen mit diesen Zellen konnten dann ohne Patch Clamp-Pipette
durchgefiihrt werden und als Abschluss des experimentellen Abschnittes dieser Arbeit

vorgestellt.

4.3.1. Abschitzung des Signals ohne voltage clamp
Die Gleichung fiir die Spaltspannung V (t)

Fiir Transistorsignale von Zellen ohne voltage clamp, d.h. mit variablem Membranpotential,
gelten Gleichung 1 und Gleichung 4 aus dem Ein-Kompartiment-Modell:

dv, d
IM = GFM(VM _VO)+GJM(VM _VJ _V0)+CFM d_tM+CJM a(VM _VJ)

Gleichung 1

dv, dv.
(Cpm + Cox)d_tJ =—g,Vi+g,(Vy =V, =V +cpy d—tM
Gleichung 4
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Aus beiden Gleichungen wurde eine Gleichung fiir Vy(t) aufgestellt. Die entsprechenden
Rechnungen sind im Anhang (Abschnitt E) enthalten, Vy(t) ldsst sich demnach abschitzen
mit:
1- o
V, (1) :_&.g_M.(V;; —V9)e ™

1+Bu) g
Gleichung 69

Dabei ist p das Verhiltnis der spezifischen Leitfdhigkeiten gni/gem, P ist das

Flachenverhéltnis Ajv/Arm, gv und gy sind die spezifischen Leitfdhigkeiten der Zellmembran

bzw. des Spalts und V,, und V, sind Membranpotential und Umkehrpotential bei t= 0.

tv=cwm/gu ist die Zeitkonstante der Membrandepolarisierung. Der Term (Vy —V7)

bezeichnet die Triebkraft des Membranstroms, der zur Depolarisierung der Membran fiihrt.
Diese Triebkraft zerfdllt mit einer e-Funktion mit der Zeitkonstante Ty, bis das
Umkehrpotential erreicht ist. Danach flie3t kein Strom mehr {iber die Membran, bzw. durch
den Spalt.

Spezifische Leitfihigkeiten und Anreicherung p

Laut Gleichung 69 wird V)(t)=0 wenn das Verhiltnis der spezifischen Leitfahigkeiten
u=gm/gem =1 ist. Damit eine Spaltspannung gemessen werden kann, miissen also die
spezifischen Leitfdhigkeiten der beiden Membrandoménen unterschiedlich sein, d.h. Kanile
miissen in einer Membrandoméne akkumuliert oder verarmt sein:

Die Zellmembran ist im Ruhezustand innen negativ geladen. An der AuBenseite der
Zellmembran liegen Kationen ihrer negativen Gegenladung in der Zelle gegeniiber. Bei einer
Offnung der Kanile flieBen diese als lokale Ausgleichsstréme in die Zelle und neutralisieren
ihre Gegenladung, die Membran wird dadurch depolarisiert. Bei gleichverteilten Kanélen in
freier und adhérierter Membran findet dieser Prozess iiber die gesamte Zelloberfldche statt, so
dass kein Nettostrom durch den Spalt flie3t, der eine Spaltspannung verursachen konnte.

Im Fall der SHT3A-Kanédle in HEK-Zellen konnte keine ungleiche Verteilung der Kanile
festgestellt werden (s. Abschnitt 4.2.4) und entsprechend Gleichung 69 sollten daher keine
Signale ohne voltage clamp bei HEK-5HT3A-Zellen erwartet werden.

Die verzogerte Offnung der Kanile in der adhirierten Membran verursacht allerdings eine
ungleiche Verteilung von Kandlen im offenen Zustand zu unterschiedlichen Zeiten der
Messung, obwohl die Rezeptoren homogen in der Plasmamembran verteilt sind. Diese
zeitliche Ungleichverteilung konnte messbare Spaltspannungen erzeugen. p ist allerdings fiir

diesen Fall nicht bekannt und hingt von der Zeit ab.
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Alternativ konnten andere Zelllinien verwendet werden, die Proteine in Membranbereichen
akkumulieren konnen: In Abschnitt 4.2.5 wurden bereits Epithelzellen und die Sortierung von

GABA-Rezeptoren erwéhnt.

Simulation des Signalzerfalls

Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass der Verteilungsfaktor p unbekannt ist. Die
Signalamplitude ldsst sich mit Gleichung 69 daher nicht simulieren. Der Zerfall des zu
erwartenden Signals hingt allerdings nur von der Zeitkonstante ty ab.
t [ms]
0,0 0:2 0:4 0:6 0:8 1,0
0-

-20 1

-40 -

V, [uV]

-60 1

-80 1

-100

Abbildung 33: Abschitzung der Spaltspannung einer Zelle ohne voltage clamp nach Gleichung 69.

Um den Zerfall der Spaltspannung diskutieren zu konnen, wurde daher mit Gleichung 69
Vi(t) von Zellen ohne Patch Clamp berechnet, fiir p wurde dabei 1,1 eingesetzt. Die
Spaltspannung wurde iiber eine Millisekunde berechnet, Abbildung 33 zeigt den Verlauf. Die
Amplitude des Signals betrug -90 nV, ist wegen des unbekannten Faktors p jedoch nicht
aussagekriftig. Das Signal zerfiel mit der Zeitkonstante tv = cm/gm = 100 ps (s.u.), so dass
nach 200 ps noch etwa -10 pV im Spalt anlagen, und V; nach 600 ps fast abgeklungen war.

Als Vereinfachung wurde fiir die Simulation neben p=1,1 angenommen, dass die
Leitfahigkeit gv konstant war, d.h. dass die Kanéle ab t =0 in der gesamten Membran ohne
Beriicksichtigung der Kanaldynamik gedffnet vorlagen. In den néchsten Abschnitten werden
die Probleme des schnellen Zerfalls von V; in Zusammenhang mit der Kanaldynamik
diskutiert. Die spezifische Leitfahigkeit der gesamten Membran gy und die Leitfahigkeit des
Spalts g; wurden entsprechend einiger typischer Messwerte aus dieser Arbeit abgeschétzt:

gv = Im/VM/Am = 10 nA/100 mV/1000 um? = 10 mS/cm?. g; lag in den meisten Messungen
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zwischen 300 und 1000 mS/cm? hier wurde g;~ 500 mS/cm? eingesetzt. Die spezifische
Membrankapazitit betrug cy = 1uF/cm? (s. Abschnitt 2.1.2), das Umkehrpotential

V, ~-4mV (gemessen als E.,) und fiir das Ruhemembranpotential wurde V;, =-60 mV

eingesetzt. Fiir das Flichenverhéltnis wurde wie in Abschnitt 4.2.2 § = 0,25 angenommen.31

Depolarisierung der Zelle

Im Vergleich zur Kanalaktivierung (8 ms fiir die SHT3A-Kanéle) ist die Zeitkonstante des
Signalzerfalls Ty mit 100 us schnell. Eine Offnung der Kanile fiihrt daher unmittelbar zur
Depolarisierung der Zelle und somit zum Zerfall der Triebkraft des weiteren loneneinstroms.

Die Kanile in der adhirierten Membran sind durch die verzogerte Offnung fiir die Zeitspanne
der Depolarisierung, die nach der Simulation nur wenige hundert Mikrosekunden dauert,
geschlossen. Die Zelle wird somit durch die Kanéle der freien Membran depolarisiert, so dass
die Triebkraft fiir einen weiteren Einstrom von Ionen zerfillt, bevor ein Strom in den Spalt
flieBen kann. Die Verzogerung der Kanile in der adhérierten Membran verursacht somit zwar
eine zeitlich inhomogene Verteilung offener Kandle als Voraussetzung fiir eine
Spaltspannung nach Gleichung 69. Gleichzeitig verhindert aber der Einstrom durch die
schnelleren Kanidle der freien Membran den Stromfluss in den Spalt durch die
Depolarisierung der Zelle, so dass keine Spaltspannung entstehen kann. Abbildung 34 zeigt

schematisch den Mechanismus, der das Entstehen der Spaltspannung V; verhindert.
A B

—

Abbildung 34: (A) Die oberen Kanile 6ffnen schneller als die unteren, der Einstrom Iy; depolarisiert die Zelle.
(B) Dadurch ist keine Triebkraft mehr fiir einen Strom durch die unteren Kanédle vorhanden, die spiter 6ffnen.

Eine Spaltspannung kann nicht entstehen.
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Konsequenz fiir HEK-SHT3A-Zellen

Die vorangegangenen Abschnitte zeigen, dass ohne Patch Clamp keine messbaren Signale
mit den verwendeten HEK-5SHT3A-Zellen erzeugt werden kdnnen. Um Spaltspannungen mit
SHT3A-Rezeptoren zu erzeugen, muss die vorzeitige Depolarisierung der Zelle durch die
Kanile der freien Membran verhindert werden, da sonst kein messbarer Strom durch den
Spalt flieit. Eine Moglichkeit dies zu erreichen ist die vollstindige Sortierung der Kandle in
die adhirierte Membran z.B. in MDCK-Zellen mittels einer Signalsequenz. Neben der
Sortierung von Kanidlen wird im néichsten Abschnitt eine Methode zur Stabilisierung des

Membranpotentials gezeigt, die die Messung von V; bei Zellen ohne Patch Clamp ermoglicht.

4.3.2. Doppelt transfizierte Zellen

Im vorangegangenen Abschnitt wurde gezeigt, dass die Zelle durch die schnelleren Kanéle in
der freien Membran depolarisiert wird, bevor die Kanéle in der adhérierten Membran 6ffnen.
Um dieses Problem zu l6sen, wurden fiir die Kopplung ohne Patch Clamp doppelt
transfizierte Zellen verwendet. Diese Zellen exprimieren neben dem Serotonin-Rezeptor
SHT3A auch den Kaliumkanal Kv1.3. In diesem Abschnitt wird das Konzept kurz dargestellt,
bevor zum Abschluss dieser Arbeit die Ergebnisse mit HEK-SHT3A-Kv1.3-Zellen gezeigt

werden.

Einfluss von Kv1.3 auf das Membranpotential.

Spannungsabhéngige Kaliumkanile 6ffnen sich bei einer Depolarisierung der Zelle wenn ein
bestimmtes Membranpotential iiberschritten wird. Gemd3 des Nernstpotentials fiir Kalium
fiihrt dies unter physiologischen Bedingungen zu einem Kalium-Ausstrom, der der
Depolarisierung entgegen wirkt. Kaliumkanéle sind daher in der Lage, das negative
Membranpotential zu stabilisieren, wenn ein depolarisierender Kationeneinstrom auftritt.
Dadurch kann der Einstrom von Kationen ldnger aufrecht erhalten werden.

Um in der Zelle die Depolarisierung so lange zu verhindern, bis die SHT3A-Kanéle in der
adhérierten Membran 6ffnen, wurden in dieser Arbeit die SHT3A-Zellen zusitzlich mit dem
Kaliumkanal Kv1.3 transfiziert. Im Anhang (Abschnitt A) wurde auf Kv1.3-Kanéle und deren
Rolle bei der Aktivierung von T-Lymphocyten nédher eingegangen. Zwischen der
physiologischen Funktion von Kv1.3 und der Funktion in der Zell-Chip-Kopplung ohne Patch
Clamp besteht folgender Zusammenhang: In T-Lymphocyten wird der Kvl.3-Kanal

exprimiert, um das Membranpotential wihrend eines depolarisierenden Ca”*'-Einstroms zu
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stabilisieren. Dadurch kann der Ca’’-Einstrom linger aufrecht erhalten werden, was

schlieBlich zur Aktivierung und Proliferation der T-Zellen fiihrt.

Depolarisierung bewirkt die Offnung von Kv1.3

Die verzdgerte Offnung der unteren Kanile verursacht bei doppelt transfizierten Zellen die
Entstehung einer biphasischen Spaltspannung nach dem folgenden Mechanismus:

Die SHT3A-Kanéle in der adhérierten Membran 6ffnen durch die Diffusion von Serotonin im
Spalt langsamer und werden fiir die erste Phase des Signals als geschlossen betrachtet. Die
Kanile in der freien Membran 6ffnen schneller und fithren zu einem Einstrom von Kationen.
Dieser Einstrom durch die freie Membran erzeugt keine Spaltspannung, da er durch die
Kanile der freien Membran stattfindet. Der Kationen-Einstrom durch die freie Membran
wirkt allerdings depolarisierend auf die gesamte Zellmembran (Umkehrpotential =-4 mV,
Membranpotential im Ruhezustand =-60 mV). Die Kvl.3-Kanile o6ffnen ab einem
Membranpotential von -50 mV. Die Offnung der Kv1.3-Kanile findet sowohl in der freien
Membran als auch in der adhérierten Membran statt, da die Depolarisierung auf die gesamte
Zellmembran wirkt. Daher setzt in der ersten Phase ein Ausstrom von Kalium iiber die
gesamte Zellmembran - und somit auch in den Spalt - ein. Abbildung 35A zeigt schematisch
die Strome in dieser ersten Phase bei doppelt transfizierten Zellen. Die Kv1.3-Kanéle und der
K'-Ausstrom in den Spalt sind in Abbildung 35A blau hervorgehoben. Der K'-Strom in den

Spalt fiihrt zu einer positiven Spannung bzw. einer steigenden Phase in der Messung.
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Abbildung 35: Schematisches Konzept von doppelt transfizierten Zellen. (A) In der ersten Phase 6ffnen die
SHT3A-Kanile der freien Membran (rot). Das Membranpotential in der Zelle steigt, bis die Kv1.3-Kanéle (blau)
offnen. Kalium stromt in den Spalt und erzeugt eine positive Spaltspanung. (B) Wenn die SHT3A-Kanile der
freien Membran schlielen, repolarisieren die Kvl.3-Kandle die Zelle. Damit ist eine Triebkraft fir den
verzogerten Einstrom durch die SHT3A-Kanédle der adhérierten Membran vorhanden (rot), der eine negative

Spaltspannung erzeugt.

Offnen der SHT3A-Kaniile in der unteren Membran

Der Ausstrom von Kalium wirkt dem Einstrom durch die SHT3A-Kanile entgegegen. Nach
der simultanen Messung von V; und Iy in Abschnitt 4.2.1 schlieBen die SHT3A-Kanéle der
freien Membran, bevor die Kanile der adhdrierten Membran in den offenen Zustand
{ibergehen. Nun repolarisiert der K'-Ausstrom die Zelle. Erreicht das Membranpotential
wieder einen negativeren Wert als die Aktivierungsschwelle der Kv1.3-Kanile von -50 mV
schlieBen auch die Kv1.3-Kanéle. Wenn dann die SHT3A-Kanéle in der adhérierten Membran
Offnen, liegt in der Zelle wieder ein negatives Membranpotential vor, das als Triebkraft fiir
einen Kationen-Einstrom wirkt. Somit flieft ein Strom durch den Spalt und die adhérierte
Membran in die Zelle, was zu einer negativen Spaltspannung fiihrt. In Abbildung 35A ist

schematisch der Strom im Spalt fiir diese zweite Phase des Signals dargestellt.

Die repolarisierende Wirkung von Kv1.3 wurde in Zusammenhang mit der T-Zellaktivierung
wa. 2005 von Gydrgy Panyi diskutiert.” Die Zeitkonstanten fiir Aktivierung und
Inaktivierung, die Abhingigkeit der Aktivierung von der Depolarisierung und die Offnung der
Kanile bei Membranpotentialen knapp oberhalb des Ruhemembranpotentials sind nach Panyi

besonders fiir die repolarisierende Wirkung von Kv1.3 in T-Zellen geeignet. Panyi fasst die
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biophysikalischen Eigenschaften von Kv1.3 damit zusammen, dass das Membranpotential
durch die Expression dieser Kanéle auf einen Wert knapp negativ der Aktivierungsschwelle
der Kv1.3-Kanéle nahezu geklemmt wird, wenn auch nur fiir kurze Zeit. Von Panyi wurde die
Expression von Kvl.3 in T-Zellen als physiologischer ,Ersatz flir voltage clamp

angesprochen.

4.3.3. Messungen mit HEK-5SHT3A-Kv1.3-Zellen

Zellen, die den Serotonin-Rezeptor SHT3A exprimieren, wurden auf Chips kultiviert und
ohne voltage clamp mit 100 uM Serotonin stimuliert. Es konnten keine messbaren
Spaltspannungen gegeniiber dem Rauschen der Transistoren beobachtet werden (nicht
gezeigt). Dies konnte nach der Abschdtzung von V; bei den einfach transfizierten HEK-
SHT3A-Zellen auch nicht erwartet werden.

Eine Zelllinie, die mit dem SHT3A-Rezeptor transfiziert war, wurde zusétzlich mit dem
spannungsabhingigen Kaliumkanal Kvl.3 transfiziert. Positive Zellen wurden durch

Kotransfektion mit EGFP und Fluoreszenzmikroskopie identifizert.

Signalform und Zeitkonstanten

Doppelt transfizierte Zellen wurde ohne voltage clamp mit 100 uM Serotonin stimuliert. In
Abbildung 36 ist eine Beispielmessung der Spaltspannung V; wihrend der Serotonin-
Applikation dargestellt (schwarzer Balken). Ein biphasisches Signal von mehreren hundert
Mikrovolt ist zu erkennen, welches durch die Applikation von Serotonin ausgeldst wurde. Auf
einen relativ schnellen Anstieg des Signals folgte eine negative zweite Phase und ein
langsamer Zerfall des Signals.

Als Negativkontrolle wurden Zellen gemessen, die allein den spannungsabhédngigen
Kaliumkanal Kv1.3 exprimierten. Bei diesen Zellen konnte kein Transistorsignal gemessen

werden (nicht gezeigt).
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Abbildung 36: Spaltspannung V; einer mit SHT3A und Kvl.3 doppelt transfizierten Zelle wéhrend der
Applikation von 100 pM Serotonin ohne voltage clamp.

Die positive Amplitude erreichte in der Beispielmessung ihren Maximalwert innerhalb von
30 ms, was im Bereich des verzogerten Offnens der Kanile in der adhirierten Membran liegt.
Die Zeit zwischen 10% und 90% des Signals betrug 22-24 ms. Mit tjo.90% = 2,27 folgt eine
Zeitkonstante fiir den Signalanstieg von etwa 10 ms, was mit der Zeitkonstanten der
Kanaldffnung von SHT3A (8 ms) iibereinstimmt. Der Kaliumausstrom, der die positive Phase
verursacht, folgte demnach der Depolarisierung der Zelle, die mit der Zeitkonstante der
Aktivierung der SHT3A-Kanéle ablauft. Die Zeitkonstante der SHT3A-Kanéle dominiert fiir
den Anstieg der ersten Phase des Signals als langsamste Zeitkonstante im System. Danach
erfolgt die zweite Phase des Signals durch das Offnen der Kanile in der adhirierten

Membran.

Der langsame Zerfall der negativen Amplitude wurde in dieser Messung mit einer Summe aus
zwei Exponentialfunktionen gefittet, was die Zeitkonstanten t; =210 ms und 1, = 1300 ms
ergab. Der erste Wert lag damit im Bereich der ersten Zeitkonstante der Desensitivierung des
SHT3A-Rezeptors (180 ms). FEine statistische Auswertung der Zeitkonstanten wurde
erschwert, da zu wenige Messungen vorlagen, bei denen die Zeitkonstanten ausgewertet
werden konnten. Die ermittelten Zeitkonstanten und auch die Art des exponentiellen Zerfalls
wichen aullerdem voneinander ab: Bei einer weiteren Messung betrugen die Zeitkonstanten
11 =370 ms und 1, =3600 ms, wihrend eine dritte Messung nur mit einem einfach
exponentiellen Zerfall beschrieben werden konnte. Die Zeitkonstante betrug hier t = 160 ms.
Wegen den uneinheitlichen Messungen der Zeitkonstanten kdnnen hier keine Aussagen {iber

der Dynamiken der beteiligten Kanile wihrend des Zerfalls der negativen Phase gemacht
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werden. Es kann daher nicht davon ausgegangen werden das der Zerfall des Signals allein auf
den Kanaleigenschaften des SHT3A-Rezeptors, wie z.B. der Desensitivierung, beruht. Auch
die Dynamik der Kvl.3-Kanéle und die Ionenkonzentrationen in der Zelle und im Spalt
wiirden das Abklingen des Signals beeinflussen, wie schon bei der dynamischen Kopplung

gezeigt wurde.

Tropisetron

Der Einfluss des SHT3A-spezifischen Antagonisten Tropisetron auf das Transistorsignal von
SHT3A-Kvl.3-transfizierten Zellen wurde getestet, um die Beteiligung der SHT3A-
Rezeptoren pharmakologisch nachzuweisen. Die Zellen wurden wie im vorangegangenen
Abschnitt mit Serotonin stimuliert. Eine weitere Messung wurde danach in Gegenwart von
1 uM Tropisetron durchgefiihrt (s. auch Abschnitt 4.1.1). Abbildung 37A zeigt eine Messung
vor der Zugabe von Tropisetron, in Abbildung 37B ist die zweite Messung an derselben Zelle
mit Tropisetron dargestellt (oberer Balken: Tropisetron, unterer Balken: Serotonin). Das
Signal wurde in Gegenwart von Tropisetron blockiert.

A B

Tropisetron

Serotonin Serotonin

Abbildung 37: A Spaltspannung einer SHT3A-Kv1.3-transfizierten Zelle wiahrend der Applikation von 100 uM
Serotonin (schwarzer Balken). B Messung an derselben Zelle in Gegenwart von 1 uM Tropisetron (oberer

Balken: Tropisetron, unterer Balken: Serotonin).

Die Blockade des Signals mit Tropisetron ist das Basisexperiment fiir eine mdogliche
Screening-Anwendung des Systems fiir SHT3 A-Antagonisten.

Um die Kreuzreakivitit von Tropisetron mit Kv1.3 auszuschlieBen, wurden Zellen, die nur
Kvl1.3-Kanile exprimierten unter voltage clamp gemessen. Wihrend der Messung wurde
1 uM Tropisetron in die Badlosung gegeben. Tropisetron hatte keinen Einfluss auf die

Kanal6ffnung und den Strom durch die Kv1.3-Kanéle (nicht gezeigt).
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CPBG

Doppelt transfizierte Zellen, die auf Serotonin mit einem biphasischen Signal reagierten,
wurden mit dem SHT3A-Agonisten CPBG stimuliert (s. auch Abschnitt 4.1.1). Eine
Beispielmessung von V; wihrend der Stimulation mit 100 uM Serotonin ist in Abbildung
38A dargestellt. Abbildung 38B zeigt eine Messung an derselben Zelle wéhrend der

Stimulation mit 100 uM CPBG.
A B

Serotonin CPBG

Abbildung 38: A Spaltspannung einer Kv1.3-5HT3A-transifizierten Zelle, stimuliert mit 100 pM Serotonin
(schwarzer Balken). B Spaltspannung derselben Zelle bei Stimulation mit 100 uM CPBG (schwarzer Balken).

Auch mit dem Agonisten CPBG konnte ein biphasisches Signal von mehreren hundert

Mikrovolt gemessen werden.

Zusamenfassung der Messungen

Zellen, die mit SHT3A und Kvl.3 transfiziert wurden, erzeugten ohne voltage clamp bei
Stimulation mit Serotonin messbare Transistorsignale. Stimulation mit dem SHT3A-
Agonisten CPBG erzeugte ebenfalls messbare Spaltspannungen. Diese Signale konnten durch
den spezifischen SHT3A-Antagonisten Tropisetron blockiert werden. Die Experimente
beweisen, dass die Transistorsignale vom SHT3A-Rezeptor abhingen. Der Anteil des Kv1.3-
Kanals am Signal konnte noch nicht mit spezifischen Antagonisten nachgewiesen werden, da
der verwendete Kvl1.3-Antagonist Margatoxin ebenfalls den Strom durch den Serotonin-
Rezeptor blockierte (nicht gezeigt). Negativkontrollen mit HEK-Zellen, die nur mit Kv1.3
transfiziert waren erzeugten jedoch keine Signale mit Serotonin. Die durchgefiihrten
Messungen reichen nicht aus, um das System vollstindig zu charakterisieren. Die
Experimente im vorangegangenen Abschnitt beweisen aber, dass Transistormessungen von

serotonin-abhingigen Signalen ohne voltage-clamp moglich sind, wenn doppelt transfizierte
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Zellen verwendet werden. Wegen den uneinheitlichen Messungen der Zeitkonstanten kdnnen
hier keine Aussagen iliber der Dynamiken der beteiligten Kanile gemacht werden. Der Zerfall
des Signals nach der zweiten Phase ist noch nicht angesprochen worden. Es kann nicht davon
ausgegangen werden das der Zerfall des Signals allein auf den Kanaleigenschaften des
SHT3A-Rezeptors, wie z.B. der Desensitivierung, beruht. Auch die Dynamik der Kvl.3-
Kanile und die Ionenkonzentrationen in der Zelle und im Spalt wiirden das Abklingen des

Signals beeinflussen, wie schon bei der dynamischen Kopplung gezeigt wurde.

Ausbeute

Im Vergleich zum Zell-Chip-Interfacing unter voltage clamp war die Ausbeute an
Kopplungen bei doppelt transfizierten Zellen geringer. Bei den verwendeten Zellen wurde der
Kv1.3-Kanal stabil exprimiert. Vor den Experimenten wurden die Zellen zusétzlich transient
mit dem SHT3A-Rezeptor transfiziert. Die dabei erreichte Effizienz lie8 sich durch die
Cotransfektion von EGFP abschitzen und erreichte meist etwa 50 %. Es lagen dann pro Chip
1-2 doppelt transfizierte Zellen auf Transistoren. Von diesen Zellen erzeugten dann allerdings
lediglich etwa 20 % der Zellen Signale, was zu einer geringen Anzahl an Messungen fiihrte.
Mogliche Ursachen fiir die geringe Ausbeute an Kopplungen bei doppelt transfizierten Zellen
sollen kurz angesprochen werden.

Die Triebkraft des Stroms in Experimenten mit doppelt transfizierten Zellen ist kleiner als in
Experimenten unter Patch Clamp-Bedingungen mit -120 mV Membranpotential. In Abschnitt
4.2.5 wurde auf die Variabilitdit von g; und die Abhdngigkeit vom Geometriefaktor n
hingewiesen. In Experimenten ohne Patch Clamp ist aufgrund der geringeren Triebkraft eine
Kopplung mit einer geringen Spaltleitfahigkeit gy wichtig, damit eine Spaltspannung
gemessen werden kann. Vermutlich ist dies nur bei wenigen Zell-Chip-Kopplungen der Fall,
was mit der Variabilitdt von gy erkldrt werden kann.

Molekularbiologsche und Zellbiologische Effekte kdnnten die Ausbeute an Messungen
ebenfalls beeinflussen: Bei den hier eingesetzten molekularbiologischen Methoden konnte die
Expression von SHT3A nach der Transfektion nicht gesteuert werden. Der CMV-Promotor
auf dem Plasmid verursacht eine hohe Uberexpression. Moglicherweise miissen aber beide
Kanile in einem bestimmten Mengenverhiltnis zueinander vorliegen, um ein biphasisches
Signal zu erzeugen.

Der metabolische Stress der Zelle (Verbrauch der Resourcen wihrend der
Proteinbiosynthese), der bei der Uberexpression von zwei Proteinen (mit EGFP: drei

Proteine) auftritt, konnte eventuell grol genug sein, um die ausreichende Expression von
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einem der beiden nétigen Kanidle zu behindern. Nur eine geringe Anzahl sehr gesunder oder
Hitter Zellen wiirde dann ein Transistorsignal erzeugen. In diesem Fall konnten
moglicherweise néhrstoffreichere Medien fiir die Zellkultur, wie sie schon bei HEK-Zellen
mit Natriumkanilen verwendet wurden, bessere Ausbeute liefern.?

Bei Uberexpression von Kv1.3 und SHT3A konnte auch eine gegenseitige Beeintrichtigung
wihrend der Prozessierung im Endoplasmatischen Reticulum stattfinden.

Um diese zellbiologischen Probleme in weiteren Experimenten umgehen zu kdnnen, sollten
doppelt stabile Zellen hergestellt werden, die auf die Expression beider Kanidle und das

gewiinschte biphasische Signal selektiert sind.

4.3.4. Screening nach SHT3A- und Kv1.3-Liganden

Das Signal ohne Patch Clamp beruht sowohl auf SHT3A- als auch auf Kvl.3-Kanilen.
Sowohl die Transfektion mit SHT3A als auch mit Kv1.3 ist fiir das Signal notwendig. Die
Blockierung des Signals mit Antagonisten (Abschnitt 4.3.3) ist das Basisexperiment fiir das
Screening nach Kanalblockern fiir SHT3A mit einem hybriden Zell-Chip-Biosensor. Ein
Verschwinden des Signals konnte mit dem vorgeschlagenen Mechanismus allerdings auch
durch die Blockade der Kv1.3-Kanile verursacht werden. Ohne den K'-Ausstrom wiirde die
Zelle durch den SHT3A-Kanal schnell depolarisiert werden, Transistormessungen wéren nicht
moglich. Ein ensprechendes Experiment konnte in dieser Arbeit aufgrund der unzureichenden
Selektivitit des verwendeten Margatoxins fiir Kv1.3 nicht gezeigt werden. Beim Screening
nach Antagonisten fiir SHT3A wiirde sich daraus aber scheinbar der Nachteil ergeben, dass in
anschlieBenden Patch Clamp-Experimenten die Bindung des vermeintlichen SHT3A-
Liganden an den Kv1.3-Kanal ausgeschlossen werden miisste.

Dieser scheinbare Nachteil wird allerdings aufgehoben durch die erweiterte Einsetzbarkeit des
Systems: Da Kvl.3-Kanile fiir das Signal nétig sind, konnte mit diesem System ebenfalls
nach Kv1.3-Antagonisten gesucht werden. Wegen der herausgehobenen Stellung wihrend der
T-Zell-Aktivierung und damit einhergehender Stérungen wie TransplantatabstoBungen oder
Autoimmunerkrankungen ist Kv1.3 als Target fiir pharmakologisches Screening interessant
geworden.”

Allgemein eignet sich das hier implementierte System zur Untersuchung einer Vielzahl von
spannungsabhingigen und liganden-gesteuerten Ionenkandlen, die bisher nur in

zeitaufwendigen Patch Clamp-Experimenten gedffnet und blockiert werden konnten.
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5. Ausblick

Fiir die Entwicklung eines Biosensors sind doppelt transfizierte Zellen geeignet, da fiir
Messungen an diesen Zellen keine Patch-Pipette mehr bendtigt wird. In dieser Arbeit wurden
grundlegende Experimente hierzu durchgefiihrt. Zur Aufklarung des Mechanismus der Zell-
Chip-Kopplung, die zu dem biphasischen Signalverlauf fiihrt, miissen weitere Experimente
durchgefiihrt werden. Besonders Messungen im current clamp-Modus sind hierfiir ndtig, da
so der Verlauf des Membranpotentials wihrend des Membranstroms gemessen werden kann.
AuBerdem miissen Experimente zur Konzentrationsabhingigkeit der Signale durchgefiihrt

werden.

Weiterentwicklung zum Sensorprototyp

Zur Entwicklung eines zell-basierten Biosensors entsprechend des in der Einleitung
vorgestellten Konzepts, miissen Transistorsignale von vielen doppelt transfizierten Zellen
parallel aufgezeichnet und ausgewertet werden. Die fiir eine aussagekréftige Statistik notige
Zahl an Zell-Chip-Kopplungen wiirde dann mit einer simultanen Stimulation vieler Zellen
erreicht. Dafiir miissen Zellkultur, Stimulation und Recording auf Chips mit einer groflen
Anzahl an Transistoren durchgefiihrt werden. Multi-Transistor-Arrays (MTA) mit tiber 16000
Transistoren auf 1 mm? Oberfliche sind bereits in biologischen bzw. neurologischen
Fragestellungen angewendet worden.*” Der Losungswechsel im Millisekundenbereich ist
Voraussetzung fiir die Messung von liganden-gesteuerten Ionenkanédlen. Auf einer
Chipoberfliche von 1 mm? ist diese schnelle Ligandenapplikation dabei ein Problem, was
noch nicht geldst ist. Mit dem in dieser Arbeit verwendeten Theta-Tube ist nur die

Stimulation einzelner Zellen moglich.

G-Protein gekoppelte Rezeptoren

Um die schnelle Ligandenapplikation zu umgehen und die Anwendbarkeit des Zell-Chip-
Systems auf andere Rezeptorklassen zu erweitern, konnen G-Protein gekoppelte Rezeptoren
(GPCR) verwendet werden. GPCR verfligen nicht iiber einen Ionenkanal und die
Signaltransduktion findet langsamer statt, als bei liganden-gesteuerten lonenkanédlen. Civelli
et al. haben HEK-Zellen mit GPCR und CNG-Kanidlen (cyclic nucleotide gated)
cotransfiziert."! CNG-Kanile Offnen sich bei Bindung von cAMP oder ¢cGMP an
intrazellulire Doménen des Kanals und leiten unselektiv Kationen. Die Aktivierung der

Rezeptoren verursachte bei Civelli et al. eine Erhohung des intrazelluliren cAMP-Spiegels,
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wodurch die CNG-Kanile gedffnet wurden. Einstromendes Ca”>” wurde dann optisch durch
Calcium-Imaging nachgewiesen. Somit geniigte die endogen in HEK-Zellen vorhandene
Enzymkaskade zur Herstellung von cAMP fiir die Detektion des Ca**-Signals. Lediglich der
Rezeptor als Startpunkt und die CNG-Kanile als Endpunkt der Kaskade mussten in HEK-
Zellen rekombinant exprimiert werden.

Dieses System konnte fiir Zell-Chip-Kopplungen genutzt werden, wenn auch hier der
depolarisierende Einstrom durch einen repolarisierenden Ausstrom (z.B. durch Kvl.3)
ausreichend lange aufrecht erhalten werden kann. In diesem Fall wire die
Rezeptorkomponente vom Ionenstrom entkoppelt und somit fast beliebig austauschbar. Eine
grofle Anzahl GPCR koénnte dann fiir Zell-Chip-Assays verwendet werden.

Neben GPCR und CNG-Kanilen muss dafiir ein weiterer lonenkanal wie z.B. Kv1.3 von der
Zelle exprimiert werden. Die Transfektion von drei rekombinanten Proteinen konnte durch
den Einsatz von Vektoren mit sog. /RES-Sequenzen (Internal Ribosome Entry Sites)
erleichtert werden. Mit diesen Vektoren konnen Zellen simultan mit zwei cDNAs auf einem

Plasmid transfiziert werden.*?
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6. Abklirzungsverzeichnis

(v/v) Volumen zu Volumen

(W/v) Gewicht zu Volumen

AMP Ampicillin

bp, kbp Basenpaare, Kilobasenpaare
BSA bovine serum albumin

cDNA komplementire DNA

CMV Cytomegalovirus

CNG cyclic nucleotide gated
CPBG 1-(m-Chlorophenyl)biguanid
ddH,O doppelt destilliertes Wasser
DNA Desoxyribonucleinsdure
dNTP, dANTP Desoxyribonucleotide, Didesoxyribonucleotide (jeweils Triphosphate)
EDTA Ethylendiamintetraessigsiure
EGTA Ethylenglycol-bis-(b-Aminoethylether)-N"N'N"N’-tetraessigsdure
ER Endoplasmatisches Reticulum
EZM extrazellulire Matrix

et al. et altera, und Mitarbeiter
FET Feld-Effekt-Transistor

FCS fetales Kédlberserum

FITC Fluoresceinisothiocyanat
GPCR G-protein coupled receptor
HEK human embryonic kidney
HMDS Hexamethyldisilazan

LB Luria Bertani

LSM Laserscanmikroskop

MDCK Madin Darby canine kidney
min. Minute(n)

mRNA messenger ribonucleic acid, Boten-RNA
PBS phosphate buffered saline
PCR polymerase chain reaction
sog. sogenannt

std. Stunde(n)
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TAE

Twm

Tris
Triton-X-100
UTR

z.B.

z.T.

Tris-Acetat-EDTA-Puffer
Schmelztemperatur
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
t-Octylphenoxypolyethoxyethanol
untranslated region

zum Beispiel

zum Teil
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Anhang

A Biochemischer Hintergrund

Serotonin

Eine Vielzahl von unterschiedlichen Molekiilen wird - meist neben anderen Aufgaben — vom Organismus auch
als Neurotransmitter verwendet. Zu den Neurotransmittern gehdren Acetylcholin, biogene Amine, Aminoséuren,

Neuropeptide und Nucleotide.***

Serotonin ist ein biogenes Amin

Biogene Amine werden im Stoffwechsel aus Aminosduren durch Decarboxylierung synthetisiert. Synthese,
Speicherung, Recycling und Abbau jedes dieser Amine beruht auf einer definierten Enzym- und
Proteinausstattung im entsprechenden Neuron.* Im sympathischen und parasympathischen Nervensystem
enthalten fast alle Neurone biogene Amine als Neurotransmitter, wahrend sie im sensorischen Nervensystem
nahezu vollstdndig fehlen. Hier iibernehmen Neuropeptide und Glutamat die synaptische Transmission. Im
Zentralnervensystem (ZNS) konnen bestimmte Regionen ausgemacht werden, in denen Neurone gruppiert sind,
die einzelne biogene Amine als Transmitter verwenden.*®

Ein biogenes Amin mit Transmitterfunktion ist z.B. Histamin, das aus Histidin gewonnen wird. Die wohl
bekanntesten biogenen Amine, die als Neurotransmitter verwendet werden, sind Dopamin, Noradrenalin und
Adrenalin, die unter dem Begriff Katecholamine zusammengefasst werden. Alle Katecholamine werden aus der
aromatischen Aminosédure Tyrosin synthetisiert. Dihydroxytyrosin als Zwischenprodukt der Synthese wird als
Katecholkern bezeichnet.

Ebenfalls aus einer aromatischen Aminosaure wird Serotonin oder auch 5-Hydroxytryptamin hergestellt.

Synthese, Speicherung in synaptischen Vesikeln

Die Synthese von Serotonin ist eine zweistufige Reaktion, Ausgangspunkt der Synthese ist Tryptophan
(Abbildung 39).*

O\\ OH O\\ OH NH,

NH, HO b HO
Ny — N — D
N N e N
H H H
Tryptophan 5-Hydroxytryptophan 5-Hydroxytryptamin,
Serotonin

Abbildung 39: Synthese von Serotonin aus Tryptophan.
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Der erste Schritt dieser Synthese wird von der Tryptophanhydroxylase katalysiert und gilt als
geschwindigkeitsbestimmend. Die 5-Hydroxytryptophandecarboxylase katalysiert dann mittels des Coenzyms
Pyridoxalphosphat die Abspaltung von CO, zum Serotonin.**

Die Synthese von Serotonin im Zentralnervensystem findet im Zellkorper (Perikaryon) der Nervenzellen statt.
Uber das Axoplasma gelangt Serotonin zu den Nervenendigungen, wo es in Membranvesikel aufgenommen und
bis zur Ausschiittung gespeichert wird.***

Der Transport durch die Vesikelmembran erfolgt durch sog. VMAT-Proteine (vesicular monoamine
transporter). Die in der Synapse zustindige neuronale Isoform VMAT?2 kann neben Serotonin auch die anderen
biogenen Amine (Histamin, Katecholamine) transportieren. Ein elektrochemischer Protonengradient iiber die
Vesikelmembran, der von einer H'-ATPase aufrechterhalten wird, ist die treibende Kraft des Transports. Um ein

Serotonin-Molekiil durch die Membran zu bewegen, miissen zwei Protonen das Vesikel verlassen.**

Ausschiittung

Die Ausschiittung von Transmittern durch die Fusion von synaptischen Vesikeln mit der prisynaptischen
Plasmamembran ist in den letzten Jahren immer besser verstanden worden:*

Synaptische Vesikel liegen in der Nervenendigung in verschiedenen Zustinden vor. Ein Teil der Vesikel ist
bereits irreversibel mit der Plasmamembran verbunden und kann z.T. sofort bei Ca*"-Einstrom in die Zelle zur
Transmitterfreisetzung mit der Plasmamembran fusionieren. Alle Vesikel, die im bereits gebundenen Zustand
vorliegen, werden als sog. Readily Releasable Pool bezeichnet.*’

Eine zweite Population bildet den sog. Reserve Pool. Die Vesikel dieser Gruppe sind nicht mit der
Plasmamembran verbunden, akkumulieren jedoch durch Wechselwirkungen mit dem Cytoskelett {iber den
Bereichen der Plasmamembran, in denen Vesikel zur Fusion bereits gebunden sind.*

Bei Vesikeln des Readily Releasable Pools wird die Bindung der Vesikel an die Plasmamembran durch die
SNARE-Proteine (von SNAP-Receptor) vermittelt. Vesikelmembranen sind mit v-SNARE ausgestattet, die mit
den +-SNARE-Proteinen (t fiir target) der Plasmamembran einen Komplex bilden.*

Die Fusion von Vesikeln und Plasmamebran ist calziumabhéngig. Erreicht ein Aktionspotential der Nervenzelle
die Synapse, werden spannungsabhingige Ca*’-Kanile gedffnet. Synaptotagmin in der Membran der
synaptischen Vesikel kann direkt an diese Ca**-Kanile der Plasmamembran binden, so dass der Ca**-Einstrom in
die Zelle in unmittelbarer Ndhe zu gebundenen Vesikeln stattfinden kann. Synaptotagmin verfiigt auBerdem tiber
drei Bindungsstellen fiir Calzium. Gebundenes Calzium kann durch elektrostatische Wechselwirkungen
Konformationsdnderungen im Synaptotagmin ausldsen, so dass dieses Protein als Calciumsensor und Ausloser
der Exocytose diskutiert wird.*’

Nach der Freisetzung des Transmitters kdnnen synaptische Vesikel wieder aus der Plasmamembran gewonnen
werden.*’

Die Fusion von Membransystemen mittels unterschiedlicher SNARE-Komplexe ist neben der
Neurotransmitterausschiittung auch fiir Zellorganellen bekannt. So sind SNARE z.B. an der Fusion von Vesikeln

des endoplasmatischen Reticulums mit dem Golgi-Apparat oder Lysosomen beteiligt.*

Recycling und Abbau

Serotonin muss - wie alle anderen Neurotransmitter - nach der Ausschiittung aus dem synaptischen Spalt entfernt

werden, da bei hoher Serotonin-Konzentration bzw. langerer Exponierung die postsynaptischen Rezeptoren nicht
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mehr auf Serotonin reagieren konnen (= Desensitivierung), so dass die schnelle Weiterleitung von Signalen nicht
mehr moglich ist.*?

Zur Entfernung aus dem synaptischen Spalt wird Serotonin wieder in die prasynaptische Zelle aufgenommen, im
Gegensatz zu z.B. Acetylcholin, welches nach der Ausschiittung enzymatisch hydrolysiert wird.”® Fiir die
Wiederaufnahme (reuptake) von Serotonin existiert in der présynaptischen Membran ein spezialisiertes
Transportprotein, der Serotonin-Transporter oder SERT. Dieses Protein gehort zur Familie der Na'/Cl-
abhéngigen Transportproteine, die den Natrium-Gradienten {iber die Plasmamembran nutzen, um
Membrantransport durchzufithren und auBerdem CI” benétigen.****

Serotonin kann dann in der Zelle wieder in synaptischen Vesikeln gespeichert werden, um erneut als Transmitter
zur Verfiigung zu stehen. Der Abbau von Serotonin kann durch die Monoaminoxidase Typ A (MAOA), der

neuronalen Isoform, erfolgen. Dieses Enzym ist an der dufleren Membran der Mitochondrien lokalisiert und setzt

Serotonin zu 5-Hydroxyindolacetaldehyd um.*’

Pathobiochemie

Der iiberwiegende Anteil des Serotonins wird mit iiber 90 % im Magen-Darm-Trakt produziert’’, wo Serotonin
als Neurotransmitter des autonomen Nervensystems an der Regulation von Bewegung und Sekretion beteiligt
ist.>' Hier wird das Serotonerge System mit Reizdarmbeschwerden in Verbindung gebracht, auBerdem mit
Ubelkeit und Erbrechen wihrend chemotherapeutischer Krebsbehandlung.'®

Serotonin wird im Blut in Thrombocyten transportiert. Tumoren serotoninproduzierender, enterochromaffiner
Darmzellen, sog. Carcinoide, kdnnen durch einen erhdhten Blut-Spiegel von Serotonin und insbesondere 5-
Hydroxyindolacetat, dem Abbauprodukt von Serotonin, diagnostiziert werden. Bei Gesunden wird etwa 1 % des
aufgenommenen Tryptophans in Serotonin umgewandelt, bei Carcinoid-Patienten kann dieser Anteil bis auf
60 % steigen.**

Serotonin ist durch verschiedene Rezeptortypen noch an einer Reihe wichtiger neurologischer Krankheiten
beteiligt, zu denen Aggression, Depression, Phobien, Schizophrenie, chronischer Schmerz, u.a. gehoren (s. auch
Abschnitt 0).'®

Ansiétze fir Wirkstoffe sind viele Proteine des serotonergen Systems. Vor allem sog. Selektive Serotonin-
Wiederaufnahme-Hemmer (selective serotonin reuptake inhibitors, SSRI) werden zur Therapie von Depression,
Schmerz und anderer Krankheiten eingesetzt. Inhibitoren fiir die Monoaminoxidase wurden erfolgreich zur
Therapie von Sozialphobien und Depression eingesetzt, werden aber immer mehr von SSRI ersetzt. Zur Therapie
von Reizdarmbeschwerden und Chemotherapie-induzierter Ubelkeit werden Molekiile eingesetzt, die Serotonin-

Rezeptoren blockieren. AuBerdem sind viele Antidepressiva u.a. Antagonisten von Serotonin-Rezeptoren.'*?*

Rezeptoren

Rezeptoren fiir Neurotransmitter lassen sich in zwei Gruppen einteilen: Metabotrope Rezeptoren gehoéren zur
Klasse der heptahelikalen Rezeptoren bzw. G-Protein gekoppelten Rezeptoren mit sieben Transmembranhelices.
Sie wirken, indem sie durch die Aktivierung intrazelluldrer Proteine und Enzyme second messenger-Molekiile
bereitstellen.**

Ionotrope Rezeptoren verfiigen neben der Bindungsstelle fiir den Transmitter iiber einen Ionenkanal, der sich
nach Ligandenbindung 6ffnet und einen lonenstrom zulédsst. Das Signal ist hier elektrisch und ermdglicht eine

schnelle synaptische Transmission, im Gegensatz zu den langsameren metabotropen Rezeptoren.**
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Fiir viele Transmitter existieren beide Rezeptortypen (z.B. Acetylcholin mit den metabotropen muscarinischen
und den ionotropen nikotinischen Rezeptoren), wihrend andere Transmitter nur von einem Rezeptortyp
gebunden werden (z.B. Neuropeptide von Opiatrezeptoren, die immer metabotrop sind).**

Drei Klassen Ionotroper Rezeptoren werden strukturell unterschieden, Abbildung 40 zeigt schematisch die
wichtigsten  Strukturmerkmale  wie  Transmembranhelices, N- und  C-Terminus und die
Neurotransmitterbindungsstelle.

Glutamatrezeptoren in der ersten Gruppe binden als Neurotransmitter Glutamat, kdnnen aber pharmakologisch

und funktionell in drei Untergruppen unterteilt werden: NMDA-, AMPA- und Kainatrezeptoren.™

A B C

Neurotransmitter-
Bindungsstelle

Neurotransmitter

Bindungsstelle Neurotransmitter-

Bindungsstelle

Abbildung 40: Schematische Darstellung der drei Klassen ionotroper Rezeptoren. (A) Glutamatrezeptoren mit
drei Transmembranhelices und einer Membran-Schleife, die an der Porenbildung beteiligt ist (gelb). (B) P2X-
Rezeptoren mit zwei Transmembranhelices. (C) Die Superfamilie der liganden-gesteuerten lonenkanile mit vier

Transmembranhelices (TM1-4), von denen die Helix TM2 (gelb) an der Porenbildung beteiligt ist.

P2X-Rezeptoren bilden die zweite Gruppe. Sie sind Rezeptoren fir ADP, ATP, UDP und UTP als
Neurotransmitter.”® Die dritte Gruppe besteht aus der sog. Superfamilie der liganden-gesteuerten Ionenkanile,

die im nédchsten beschrieben wird.

Die Superfamilie der liganden-gesteuerten lonenkanile

Zur Superfamilie der liganden-gesteuerten Ionenkandle gehéren Glycin- und GABA,-Rezeptoren (y-amino-
Buttersdure, j-amino butyric acid), sowie die nikotinischen Acetylcholin-Rezeptoren und 5-
Hydroxytryptamin(Serotonin)-Rezeptoren des Typs 3 (SHT3). Wéhrend Glycin- und GABA4-Rezeptoren die
Anionen HCO; und CI leiten, fungieren nikotinische Acetylcholinrezeptoren und SHT3-Rezeptoren als Kanéle
fiir Na*, K" und Ca*".>?

Abbildung 40C zeigt die schematische Struktur einer Untereinheit dieser Proteinfamilie:******* Ein groBer
extrazelluldrer N-Terminus trigt die Ligandenbindungsstelle. Vier Transmembranhelices durchspannen die
Membran, die Helix 2 ist an der Porenbildung beteiligt. Zwischen den Helices 3 und 4 liegt ein kurzer
intrazelluldrer Bereich, der C-Terminus liegt wie der N-Terminus extrazelluldr. Funktionelle Rezeptoren

bestehen aus fiinf dieser Untereinheiten.
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Durch Elektronenmikroskopie mit kristallisierten nikotinischen Acetylcholinrezeptoren wurde die
dreidimensionale Struktur mit einer Auflosung von 0,9 nm aufgeklért. Die fiinf Untereinheiten sind um eine
Symmetrieachse herum angeordnet. Im Bereich der Pore auf Hohe der Plasmamembran ndhern sich die
Untereinheiten auf weniger als 1 nm an, extrallulir wird ein zylinderférmiger Hohlraum von etwa 2 nm
Durchmesser von den Untereinheiten begrenzt.>* 2003 wurde von Unwin et al. die Struktur der Pore mit einer
Auflosung von 0,4 nm bestimmt und mittels einer Elektronendichtekarte der Aminosiuresequenz zugeordnet.”

Abbildung 41 zeigt die Porenregion in Draufsicht.

Abbildung 41: (A) Proteinstruktur der Porenregion der liganden-gesteuerten lonenkanile in Aufsicht am Beispiel

1.55

des Acetylcholinrezeptors von Miayzawa et al.” (2003). Die fiinf Untereinheiten sind in verschiedenen Farben

darestellt, in jeder Untereinheit sind vier Transmembranhelices zu erkennen.

Die Pore wird von der Helix 2 jeder Untereinheit ausgekleidet, die fiinf Untereinheiten sind in verschiedenen
Farben dargestellt. Obwohl die dreidimensionale Struktur mit dem Acetylcholinrezeptor aufgeklart wurde, lassen
sich die Ergebnisse aufgrund der Ahnlichkeit in der Aminsiuresequenz auch auf die anderen Proteine dieser

Familie iibertragen.

Funktion

Liganden-gesteuerte lonenkanéle {iben eine zentrale Funktion in der synaptischen Transmission aus: Erreicht ein
Aktionspotential eine Synapse, werden von der prisynaptischen Zelle Neurotransmitter ausgeschiittet. Diese
Transmitter binden an liganden-gesteuerte Ionenkandle auf der postsynaptischen Zelle. Durch
Konformationsédnderungen im Protein wird die Pore gedffnet und Ionen stromen in die Zelle.

Die postsynaptische Zelle mit einem negativen Ruhepotential wird durch den Ionenstrom entweder depolarisiert
(Kationen durch Acetylcholin- oder SHT3-Rezeptoren) oder hyperpolarisiert (Anionen durch GABA4- oder
Glycin-Rezeptoren). Im ersten Fall kann ein neues Aktionspotential entstehen und das Signal der
prasynaptischen Zelle wird weitergeleitet. Eine Hyperpolarisation erschwert dagegen die Entstehung eines
Aktionspotentials, und die Reizleitung kann gehemmt oder unterbunden werden.*

Liganden-gesteuerte lonenkandle konnen auflerdem in prasynptischen Membranen vorliegen und durch
verschiedene Mechanismen (z.B. Verstiarkung des Ca®'-Signals zur Vesikelfusion) die Ausschiittung von

Neurotransmittern beeinflussen.*
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Aufgrund der zentralen Position in der Funktion der Synapse kann eine Blockade oder Verstirkung des Stromes
durch den Kanal mittels pharmakologischer Substanzen fiir verschiedene Zwecke genutzt werden:
Schlaffordernde Barbiturate und muskelrelaxierende Benzodiazepine sind z.B. Agonisten des GABA,-

Rezep‘[ors.43

Serotonin-Rezeptoren des Typs 3

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten liganden-gesteuerten Ionenkanal handelt es sich um den Serotonin- oder
5-HT-Rezeptor 3A (SHT3A-Rezeptor). Auf diesen Rezeptor wird in den folgenden Abschnitten kurz
eingegangen, bevor am Ende begriindet wird, warum dieser Rezeptor ausgewéhlt wurde.

Serotonin-Rezeptoren wurden strukturell und funktionell in sieben Familien eingeteilt (SHT1-7).>' Fast alle
dieser Rezeptoren sind an second messenger-Systeme gekoppelt, nur die Rezeptoren vom Typ 3 gehoren zur
Superfamilie der liganden-gesteuerten Ionenkanéle und sind strukturell den Mitgliedern dieser Gruppe &hnlicher
als anderen Serotonin-Rezeptoren.”'

Die erste cDNA von SHT3-Rezeptoren wurde von Maricq et al. 1991 aus Neuroblastoma-Zellen von Miusen
kloniert und mit ,,A“ bezeichnet.”” Die Klonierung der ersten humanen cDNA erfolgte durch Miyake et al.
1995.% Diese cDNA kodiert ein Protein mit 478 Aminosiuren. 23 Aminosiuren davon bilden am N-Terminus
ein Signalpeptid, welches den Transport in das endoplasmatische Reticulum bewirkt und dort abgespalten wird.
Durch Hydrophobizititsanalysen wurden vier Transmembranhelices vorhergesagt, was mit der
Strukturaufklérung iibereinstimmt.

Neben dem SHT3A-Rezeptor ist seit 1999 noch die SHT3B-Untereinheit bekannt, sowie seit 2003 die
Untereinheiten fiir die humanen Typen 3C, 3D und 3E.”"*

Elektrophysiologie, Expression und Pathobiochemie von SHT3A

5HT3A-Rezeptoren leiten neben Mg”" und Ca*" auch K* und Na” und andere einwertige Kationen wie z.B. Cs”.
Die Einzelkanalleitfahigkeit der SHT3A-Kandéle ist mit 0,74 pS (bei -100 mV Membranpotential) kleiner als fiir
heteropentamere Kanile aus 3A- und 3B-Untereinheiten mit 16 pS.'”””*’ Die Einzelkanalleitfihigkeit von
5HT3A-Kanilen ist abhéingig vom Membranpotential der Zelle, die von SHT3A/3B-Kanilen hingegen nicht.”’

Mit der SHT3A-cDNA konnen funktionelle Kanéle aus fiinf gleichen Untereinheiten in der Plasmamembran
exprimiert werden, andere SHT3-Untereinheiten konnen alleine keine funktionellen Kanile bilden.
Antikorpermarkierung und Autoradiographie mit radioaktiven Liganden zeigten, dass SHT3 A-Untereinheiten im
peripheren Nervensystem im Magen-Darm-Trakt exprimiert werden.”” Im Zentralnervensystem sind SHT3A-
Rezeptoren in vielen Regionen zu finden, u.a. im Cortex, im Hippocampus, in der Amygdala, sowie im
Hirnstamm in hoher Dichte im Nucleus des Tractus Solitaris und der Area Postrema.’"® Oft sind dies die
Regionen, die fiir die Integration des Brechreflexes, der Schmerzprozessierung und fiir Angstzustinde
verantwortlich sind.®’ SHT3A ist in den genannten Arealen iiberwiegend auf GABAergen Neuronen zu finden
und hier meist (70-80 %) auf Axonen und in prisynaptischen Membranen.”’ Eine Ausnahme bildet der
Hippocampus, wo SHT3A in postsynaptischen bzw. somatodendritischen Membranen vorliegt.”’ Blockade des
Rezeptors mit Antagonisten im ZNS hat anxiolytische Wirkung fiir verschiedenste Angstzustinde. AuBlerdem
werden das Belohnungssystem und kognitive Funktionen beeinflusst.’ Auch nicht-neuronale Zellen wie z.B.

Zellen des Immunsystems exprimieren SHT3A-Untereinheiten.®
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Die bereits angesprochenen Reizdarmbeschwerden sowie Chemotherapie-induzierte Ubelkeit werden vor allem
mit diesem Rezeptor in Verbindung gebracht. Die vier Antagonisten Tropisetron, Ondansetron, Granisetron und
Dolasetron sind derzeit in Europa (unter anderem Namen) auf dem Markt, um diese Symptome zu

behandeln. %1

Warum SHT3A?

Neben der medizinischen Relevanz wurde der SHT3A-Rezeptor fiir diese Arbeit ausgewéhlt, weil die cDNA
einer Untereinheit ausreicht, um einen funktionellen pentameren Rezeptor zu exprimieren. Somit muss nur eine
cDNA in die Zellen eingebracht werden, was molekularbiologische und zellbiologische Methoden vereinfacht.
AuBlerdem ist bekannt, dass der Rezeptor ohne Probleme in heterologen Expressionsystemen, wie z.B. der

Zelllinie HEK293, exprimiert wird, im Gegensatz zu dem ebenfalls homopentameren Acetylcholinrezeptor 7.5

Die Kv1-Familie und Kv1.3

Kv-Kanile sind spannungsgesteuerte Kaliumkanéle, d.h. dass sie in einen offenen Zustand tibergehen, wenn das
Membranpotential einen bestimmten Wert erreicht. Sie sind selektiv fiir K'-Ionen und weisen praktisch keine
Leitfahigkeit fiir andere Ionen auf. Bisher sind neun Unterfamilien von Kv-Kanilen bekannt (Kv1-9). Die
Kanidle liegen als Tetramere in der Membran vor. Die Kv-Unterfamilie Kvl kann in heterologen
Expressionsystemen Kanile aus vier gleichen Untereinheiten aufbauen.*® In jeder Untereinheit liegen sechs
Transmembranhelices vor (S1-S6), von denen die Helix S4 aufgrund vieler positiver Aminosdurereste als
Spannungssensor fiir das Membranpotential fungiert.*’ Wihrend die Kanile Kv1.1, Kv1.2 und Kvl.4 im
Zentralnervensystem gefunden wurden, ist der Kanal Kv1.3 auch an der Volumenregulation und besonders an
der Aktivierung von Lymphozyten beteiligt.*°® Daneben sind die Kv1-Kanile 1.5, 1.6 und 1.7 bekannt. Die
Eigenschaft des Kv1.3-Kanals, eine negative Membranpotential wihrend eines depolarisierenden Einstroms von

Kationen aufrecht zu erhalten, wird in den néchsten Abschnitten am Beispiel der T-Zell-Aktivierung dargestellt.

Die Aktivierung von T-Zellen

T-Zellen werden durch Antigene auf der Oberfldche von antigen-prisentierenden Zellen aktiviert. Die Antigene
sind dabei an MHC-Proteine gebunden, an die der T-Zell-Rezeptor/CD3-Komplex in der Membran der T-Zellen
binden kann. Diese Wechselwirkungen resultieren dann in der Aktivierung von cytoplasmatischen Kinasen.
Durch verschiedene Signalwege fiihrt dies u.a zu. einem Anstieg der intrazelluliren Ca’'-Konzentration und
schlieBlich zur Proliferation der T-Zellen und einer entsprechenden Immunantwort:

Die erhohte Kinase-Aktivitit fiihrt zu Aktivierung der Phospholipase C-y (PLCy), die den second messenger
Inositoltrisphosphat (IP;) aus Phospholipiden der Plasmamembran synthetisiert. IP; bindet an einen spezifischen
IP;-Rezeptor im endoplasmatischen Reticulum, der wohl als intrazelluldr liganden-gesteuerter Ionenkanal
fungiert. Durch diesen Kanal strdmt dann Ca®" in einer ersten Phase des Calzium-Signals vom ER ins Cytosol.
Ca®" im Cytosol 6ffnet dann intrazelluldr sog. CRAC-Kanile (calcium release activated Ca’* channel) in der
Plasmamembran. Weiteres Ca’" stromt durch diese Kanile in die Zelle, worauf Ca’-bindende Proteine mit

weiteren Schritten in der Signaltransduktion reagieren.”’
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Wirkung von Kv1.3 im Ca*"-Signaling

Die Aktivierung von T-Zellen benétigt ein anhaltendes Ca’’-Signal im Cytosol. Der Einstrom von Calzium
depolarisiert allerdings die Zellen, was zur Verringerung der Triebkraft des Ca”'-Signals fiihrt. In T-Zellen wird
daher der Kaliumkanal Kv1.3 exprimiert. Der Kanal kann bei Spannungen zwischen -50 und -60 mV in den
offenen Zustand iibergehen. Mit zunehmender Depolarisierung steigt die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals,
und das Membranpotential fiir die halbmaximale Leitfdhigkeit der Kanile liegt zwischen -30 und -40 mV. Durch
die Kanile flieBt K™ entsprechend des Umkehrpotentials aus der Zelle heraus, was das Membranpotential wieder
zu negativeren Werten zieht. Der Einstrom von Ca*" kann dadurch andauern, die repolarisierende Wirkung des
K'-Ausstroms ermoglicht eine weitere Erhohung des intrazelluldren Ca®*-Spiegels. Kv1.3-Kanile inaktivieren
mit einer Zeitkonstante von etwa 200 ms, was relativ langsam ist im Vergleich zu anderen spannungsabhéngigen
Kanilen.”

Durch seine Funktion bei der Aktivierung von T-Zellen ist der Kvl.3-Kaliumkanal zu einem wichtigen
Ansatzpunkt bei der Entwicklung von Immunopharmaka geworden. Einige Peptidantagonisten mit hoher
Affinitdt und Spezifitét fiir Kv1.3 sind aus den Giften von Skorpionen, Schlangen und Spinnen isoliert worden.
Die Eignung dieser Kanalblocker oder Analoga als immunsuppressive Medikamente nach Transplantationen
oder bei der Behandlung von Autoimmunerkrankungen wie z.B. Multiple Sklerose wird derzeit untersucht und

optimiert.*’
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B  Herstellung der Vektoren

Material und Methoden

Gelelektrophorese von Nucleinsduren

Je nach GroBe der zu trennenden DNA-Fragmente wurden Agarosegele der Konzentrationen 0,8%-1,2% (w/v)
hergestellt. Die Agarose wurde in TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat, | mM EDTA) gelost und vor dem
Gelatinieren mit Ethidiumbromid (0,1 pg/ml) zur Markierung von DNA versetzt.

Elektrophoresen erfolgten in TAE-Puffer bei 10 V pro Zentimeter Gelldnge, nachdem die Proben mit DNA-
Probenpuffer zur Sedimentation in die Geltaschen und zur Visualisierung der Lauffront nach Anleitung des
Herstellers versetzt wurden. Fiir jede Elektrophorese wurde ein entsprechender Grossenstandard auf das Gel
aufgetragen. Dabei wurde der 1 kbp-GroBenstandard in einer Konzentration von 0,5 pg/Spur eingesetzt, der
100 bp-GroBenstandard wurde zu 3 pg/Spur aufgetragen.

Aufgetrennte DNA-Banden im Gel konnten durch die Fluoreszenz des gebundenen Ethidiumbromids unter UV-

Licht sichtbar gemacht und fotografiert werden.

Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiduren

Zur Bestimmung der Nukleinsédurekonzentration in Losungen wurde die optische Dichte bei einer Wellenlédnge
von 260 nm gemessen. DNA-Priparationen wurden dazu in Quarzkiivetten von 0,5 mm Durchmesser iiberfiihrt.
Alle Proben wurden ebenfalls bei 280 nm gemessen, um durch Quotientenbildung auf eventuelle Protein-

Verunreinigungen schlieBen zu kénnen.

Polymerasekettenreaktion (PCR)

PCR wurden in Ansdtzen mit 25 pul Endvolumen durchgefiihrt. ANTP lagen in einer Endkonzentration von 1 mM
in den Ansétzen vor, die entsprechenden Primer in einer Endkonzentration von 0,4 uM. Die Polymerasen
wurden mit einer Aktivitdt von 1-5 U eingesetzt. Fiir analytische PCR wie z.B. der Nachweis von positiven
Bakterien-Kolonien nach Transformationen wurde 7Tag-Polymerase verwendet. Fiir Klonierungen mit moglichst
wenig zufalligen Mutationen wurde Pfu-Polymerase verwendet, die zwar langsamer als Taq ist aber falsch
gepaarte Nukleotide wieder ausschneiden kann (proof-reading activity). Fir beide Polymerasen wurde der
jeweilige Reaktionspuffer ohne Magnesium verwendet. Mg®" wurde als MgSO, (Pfir) oder MgCl, (Tag) mit
Konzentrationen von 5-7 mM eingesetzt. Bei PCR mit Plasmiden als Template, wurde die DNA in Mengen von
1-10 pg eingesetzt. Die Template-Menge bei PCR zur Fusion von DNA-Fragmenten betrug 20-80 ng.

Fiir den Nachweis von positiven Bakterien-Klonen nach Transformationen mittels PCR (PCR-Screen) wurden
Kolonien mit einer Pipettenspitze aufgenommen und als Template direkt in die PCR-Ansétze gespiilt. Die
Primerkonzentration wurde auf 4 pM erhoht, dNTPs wurden in einer Konzentration von 1 mM eingesetzt und
ggf. wurde die Mg?*-Konzentration auf 5-10 mM erhdht.

PCR-Produkte wurden in Agarose-Gelen aufgetrennt. Fragmente zur Préparation wurden in der erwarteten
Grofle aus dem Gel geschnitten und mit dem entsprechenden Kit aus dem Gel extrahiert. Die Konzentration

wurde anschlieBend photometrisch bestimmt.
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DNA-Restriktionsreaktionen

Bei der enzymatischen Spaltung von DNA handelt es sich um eine spezifische Hydrolyse -einer
Phosphodiesterbindung auf beiden Stringen. Die Enzyme erkennen und schneiden meist palindromische DNA-
Sequenzen und erzeugen entweder glatte Enden oder Uberhéinge, die je nach Enzym eine spezifische Sequenz
aufweisen.

Das Endvolumen der Reaktionsansétze betrug 20 pl. Die Enzyme wurden mit einer Aktivitit von 2-20 U in dem
vom Hersteller empfohlenen Puffer eingesetzt. Fiir Restriktionsschnitte von Plasmid-DNA wurde fiir die
Reaktionen eine Menge von 5 pg eingesetzt, fiir Restriktionsschnitte von DNA-Fragmenten 1,5 pg.

Alle Reaktionsansdtze wurden fiir 1std. 30 min. bei 37°C inkubiert. Da die Ansdtze sofort in einer
entsprechenden Gelelektrophorese aufgetrennt wurden, fand keine Hitzeinaktivierung statt. Bei weiterer
Verwendung wurden Fragmente der erwarteten Grofle aus dem Gel geschnitten und mit dem entsprechenden Kit

aus dem Gel extrahiert. AnschlieBend folgte die photometrische Konzentrationsbestimmung.

Ligationen

Die Ligation von DNA wird erreicht durch die Herstellung von neuen Phosphodiesterbindungen zwischen zwei
DNA-Fragmenten. Fiir die Ligation von geschnittenem Plasmid mit einzufiigender DNA wurde T4-DNA-Ligase
mit dem entsprechenden Ligase-Puffer eingesetzt. Das Enzym kann sowohl Fragmente ohne Uberhiinge, als auch
Fragmente mit kohdsiven Einzelstrangenden ligieren. Die Ansdtze der Reaktion hatten ein Endvolumen von
20 pl. Die Menge des linearisierten Vektors betrug 135 ng. Von einzufiigender DNA wurden 20 ng pro Ansatz
verwendet. Zu den Ansdtzen wurde 1 U des Enzyms gegeben, es folgte eine Inkubation iiber Nacht bei 14°C.

Die Ligations-Ansétze wurden ohne weitere Aufreinigung fiir Transformationen eingesetzt

Sequenzierungen

Sequenzierungen von DNA wurden nach der Methode von Sanger mit fluoreszenzmarkierten ddNTP
durchgefiihrt. Zusammen mit einem Primer und der Template-DNA wird bei dieser Methode zunéchst eine PCR
durchgefiihrt. In der Reaktion werden die ddNTP statistisch in die zu synthetisierenden komplementéren Stringe
eingebaut und verursachen somit einen Abbruch der Synthese. Es entstehen verschieden lange
Einzelstrangfragmente, die sich in einem Sequencer in einer Kapillare auftrennen lassen. Idealerweise
unterscheiden sich dabei die zu trennenden Fragmente - ausgehend vom Primer - immer um genau eine
zusitzliche Base, da der statistische Kettenabbruch durch die ddNTP bei ausreichenden Konzentrationen des
Primers an jeder Position der Sequenz ab der Primerhybridisierung auftritt. Die Konzentrationen der
Reaktionspartner werden ausreichend gross gewdhlt, so dass der Kettenabbruch an jeder Position der Sequenz
mehrmals auftritt, und hohere Signale im Sequencer erreicht werden. Die vier verschiedenen ddNTP sind
unterschiedlich fluoreszenzmarkiert und kénnen im Sequenzer nach der Trennung von einem Laser detektiert
werden. Dabei emittieren die markierten letzten Basen einer spezifischen Fragmentgrésse eine der vier
verschiedenen Wellenldngen, die erkannt und aufgezeichnet werden. Dieser Vorgang wiederholt sich dann mit
dem Fragment, bei dem der Kettenabbruch eine Base spéter auftrat, bis alle getrennten Fragmente vom Laser
erfasst wurden. Die Signale werden in einem Chromatogramm hintereinander dargestellt. So erhélt man eine
Sequenz von vier verschiedenen Farbsignalen, die den vier ddNTP entsprechen. Dadurch dass der Kettenabbruch

durch die ddNTP statistisch an jeder Stelle der zu sequenzierenden DNA aufgetreten ist, erhilt man die
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komplette Sequenz der DNA. Mit dieser Methode lassen sich mit hoher Genauigkeit 500 bis 800 Basen eines
Einzelstranges identifizieren.

Sequenzierungen wurden von der Firma Medigenomix durchgefiihrt. Dazu wurde der Firma Plasmid-DNA der
Konzentration 200 ng/pl zur Verfiigung gestellt, sowie Primer der Konzentration 10 pmol/pul. Chromatogramme

wurden mit dem Programm Chromas dargestellt und gepriift.

Transformation von Bakterien und Bakterienkultivierung

Fir Transformationen mit Plasmid-DNA wurden XL10-Gold-E.coli-Zellen der Firma Invitrogen verwendet.

AuBerdem wurde fiir Transformationen SOC-Medium verwendet:

2 % (w/v) Caseinhydrolysat
1 % (w/v) Hefeextrakt

2,5 mM KCl

10 mM MgCl,

10 mM MgSO,

10 mM NaCl

20 mM Glucose

Das Medium wurde vor der Zugabe der Glucose autoklaviert.

Transformationen wurden wie folgt durchgefiihrt:

Ein Aliquot kompetenter Bakterienzellen wurde pro Ligationsansatz eingesetzt. Die Bakteriensuspension wurde
mit der DNA gemischt und 10 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlieend folgte eine Inkubation fiir zwei Minuten
bei 42°C, bevor das zehnfache Volumen SOC-Medium zugegeben wurde. Die Bakterien wurden fiir 30-60
Minuten bei 37°C inkubiert und auf Nahrboden ausgestrichen (200 pl Bakteriensuspension pro Petrischale). Die
Nihrboden wurden mit Luria-Bertani-Medium (s.u.) hergestellt, welches vor dem Autoklavieren mit 20 mM
MgSO, und 15 g/l Agar versetzt wurde. Nach dem Autoklavieren wurden Antibiotika der gewiinschten
Konzentration zugegeben. Wihrend der Inkubation der Néhrboden von 24 Stunden bei 37°C wuchsen
Bakterienkolonien.

Kolonien von den Néahrboden wurden isoliert, in Ndhrmedium geimpft und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Fiir
Ubernachtkulturen von Bakterienkolonien wurde Luria-Bertani-Medium verwendet, welches mit Antibiotika

versetzt wurde (LB-Medium):

1 % (w/v) Trypton

0,5 % (w/v) Hefeextrakt
1 % (w/v) NaCl

pH 7,4

Das Medium wurde vor der Zugabe von Ampicillin autoklaviert.
Aus Ubernachtkulturen wurde mittels eines Priparations-Kitsystems die Plasmid-DNA gewonnen, welche fiir

Transfektionen oder Sequenzierungen verwendet wurde.
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Karten der Ausgangsplasmide

Abbildung 42 zeigt schematische Plasmidkarten der in dieser Arbeit verwendeten Vektoren.

pcDNA3.1(+) pEGFP-C1

5446 bp 6162 bp

5-HT3A ORF

atll attl2

pPENTR221
2546 bp

Abbildung 42:In dieser Arbeit verwendete Plasmide. (A) Das eukaryotische Expressionsplasmid pcDNA3.1(+)
von Invitrogen. Neben den wichtigsten DNA-Sequenzen sind ebenfalls die Schnittstellen fiir BamHI und Xhol
markiert, die in dieser Arbeit verwendet wurden. (B) Das Expressionsplasmid fiir das griin fluoreszierende
Protein EGFP (griin). (C) Der Vektor pPENTR221 mit der cDNA fiir den SHT3 A-Rezeptor (blau) von Invitrogen,
der Ausgangspunkt dieser Arbeit war. (CMV Cytomegaloviruspromotor, NeoR Neomycin-Resistenz, KanR
Kanamycin-Resistenz, AmpR Ampicillin-Resistenz, colElori Replikationsursprung, MCS Multiple Cloning Site,
pUCori Replikationsursprung, attL.1 wund attL2 Signalsequenzen fiir DNA-Rekombination, poly-A
Polyadenylierungssignal).

pcDNA3.1(+)

Der Vektor pcDNA3.1(+) (Abbildung 42A) wurde von Invitrogen gekauft. pcDNA3.1 ist ein eukaryotisches

Expressionsplasmid mit Neomycin-Resistenz. Transfizierte Zellen kdnnen aufgrund dieser Resistenz mit dem
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eukaryotischen Antibiotikum Geneticin selektiert werden, um stabile Zelllinien mit der gewiinschten DNA zu
generieren. mRNA wird durch das BGH-Polyadenylierungssignal (Bovine Growth Hormone) stabilisiert. Durch
den CMV-Promotor wird eine hohe Proteinexpression erreicht. Die Schnittstellen fiir BamHI und X#ol, die in
dieser Arbeit verwendet wurden, sind in der multiple cloning site in Abbildung 42A markiert. Fiir bakterielle
Selektion ist eine Ampicillin-Resistenz auf dem Plasmid vorhanden. Die Replikation des Plasmids in E.coli ist
durch die colElori-Sequenz zur besseren Ausbeute erhoht (High Copy Plasmid).

Aus diesem Plasmid wurden eukaryotische Expressionsvektoren mit 5-HT3A-cDNA-Konstrukten hergestellt.

pEGFP-C1

Das Plasmid pEGFP-C1 wurde von Clontech gekauft. Es enthélt die cDNA fiir das griin fluoreszierende Protein
EGFP (enhanced green fluorescent protein) und Elemente eines eukaryotischen Expressionsvektors (Abbildung
42B), u.a. einen CMV-Promotor und eine Neomycin-Resistenz fiir eukaryotische Selektion. Fiir bakterielle
Selektion ist eine Ampicillin-Resistenz vorhanden.

Dieses Plasmid wurde verwendet, um die cDNA fiir EGFP zu amplifizieren, welche fiir Fusionskonstrukte
eingesetzt wurde. Aulerdem wurde der Vektor als Kontrollplasmid fiir Transfektionen von HEK293-Zellen

verwendet.

pENTR™221-5HT3A

Die DNA fiir den humanen Serotonin-Rezeptor 5-HT3A war als voll sequenzierter offener Leserahmen (open
reading frame, ORF) in einer cDNA-Klonsammlung von Invitrogen enthalten und wurde in dem Plasmid
pENTR221-5HT3A (Abbildung 42 C) gekauft. Der Vektor enthélt eine Kanamycin-Resistenz fiir bakterielle
Selektion und eine pUCori-Sequenz fiir hohe Replikationsraten. Es ist kein Expressionsplasmid, daher muss die
SHT3A-cDNA umkloniert werden. pENTR221 wird in der Klonsammlung von Invitrogen als Standardvektor fiir
samtliche cDNA-Klone verwendet. Die jeweilige cDNA ist von atfL1- bzw. atfL.2-Sequenzen flankiert. Diese
Sequenzen dienen zur spezifischen Rekombination der cDNA mit Vektoren, die iiber die Rekombinations-
Zielsequenzen attR verfiigen. Diese Quell- und Ziel-Sequenzen fiir die Rekombination stammen aus dem
lambda-Bakteriophagenvirus und dienen zur schnelleren Umklonierung in Expressionsvektoren. Die
Rekombinationssequenzen wurden in dieser Arbeit nicht genutzt. Die cDNA fiir den Rezeptor SHT3A auf dem

Plasmid wurde als Grundlage fiir Umklonierungen und Fusionskonstrukte durch PCR verwendet.

Oligodesoxynucleotide

Als Primer fiir PCR-Reaktionen wurden Oligodesoxynucleotide definierter Sequenz auf Bestellung synthetisiert.
Tabelle 4 enthilt eine Liste der verwendeten Primer mit Beschreibung und Schmelztemperatur (Ty). Uberhinge

sind unterstrichen.

Tabelle 4: Liste der als Primer verwendeten Oligodesoxynucleotide. Unterstrichene Sequenzen entsprechen

Uberhingen (Ty = Schmelztemperatur).

Sequenz Firma Verwendung Twm
Primer 1 5-GAA TCG GAT CCC CAC CAT MWG Umklonierung, 61°C (ohne
(forward) GCT GCT GTG GGT CCA G-3° Strangauffiillung Uberhang)
Primer 2 5-GAA TCC TCG AGT CAA GCG MWG Umklonierung, 59°C (ohne
(reverse) TAC TGC CAG ATG-3’ Strangauffiillung Uberhang)
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Primer 3

5’-GCT GAC CAC CTA CAT CTG

(forward) GTA C-3° MWG
Primer 4 5’-GTT ACT GCT TTC CAT GCT MWG
(reverse) GAA C-3°

Primer 5 5’-CTC GCC CTT GCT CAC CAT MWG
(reverse) TCG GCT CCT CCT GGC TTC-3’

Primer 6 5’-GGC ATG GAC GAG CTG TAC MWG
(forward) AAG AAC ACC ACC AGG CCC G-3°

Primer 7 5. ATG GTG AGC AAG GGC GAG-3' MWG
(forward)

Primer 8 5-CTT GTA CAG (;TC GTC CAT MWG
(reverse) GC-3

Enzyme und Reaktionspuffer

PCR-Screen

PCR-Screen

Fragmente fiir PCR-
Fusion

Fragmente fiir PCR-
Fusion

EGFP-PCR

EGFP-PCR

59°C

59°C

64°C (ohne
Uberhang)

61°C (ohne
Uberhang)

62°C

60°C

In Tabelle 5 sind die Enzyme aufgefiihrt, die fiir verschiedene Experimente in dieser Arbeit verwendet wurden.

Tabelle 5: Verwendete Enzyme.

Name Firma Verwendung Konzentration Artikel-Nr.
Taq MBI Fermentas PCR 5U/ul #EP0072
Pfu MBI Fermentas PCR 2,5 U/ul #EP0571
BamHI New England Biolabs  Restriktionsschnitte 20 U/ul #136S
Xhol New England Biolabs  Restriktionsschnitte 100 U/ul #101CS
T4-Ligase MBI FermentasH DNA-Ligation 1 U/ul #ELOO15
Tabelle 6 zeigt diejenigen der mitgelieferten Enzympuffer, die verwendet wurden.
Tabelle 6: Verwendete Puffer.

Name Firma Verwendung Artikel-Nr.
10x PCR-Puffer ohne MgCl, MBI Fermentas PCR-Ansétze mit Tag #EP0072
10x PCR-Puffer ohne MgSO, MBI Fermentas PCR-Ansitze mit Pfu #EP0571

10x Puffer BamHI New England Biolabs Restriktionsschnitte #101CS
10x Puffer Xhol New England Biolabs Restriktionsschnitte #R01436S
10x Ligase-Puffer MBI Fermentas DNA-Ligationen #ELO0015

DNA-Kitsysteme

Fiir die Priparation, Reinigung und Transfektion von DNA wurden vorgefertigte Kitsysteme verwendet, die in

Tabelle 7 aufgelistet sind.
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Tabelle 7: Kitsysteme, die fiir die Priparation, Reinigung und Transfektion von DNA verwendet wurden.

Name Firma Verwendung Artikel-Nr.
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen Gelextraktion von Nukleinsduren 28704
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen Plasmidpréparation aus Bakterien 27104
Effectene Transfection Reagent Qiagen Transfektionen 301425

Herstellung des Expressionsplasmides pcDNA3.1/hSHT3A

Die cDNA fiir den humanen 5HT3A-Rezeptor wurde im Plasmid pENTR221 von Invitrogen gekauft. Da
pENTR221 kein eukaryotisches Expressionsplasmid ist, wurde die cDNA in den Vektor pcDNA3.1 umkloniert.

Einfligen von Schnittstellen und Kozak-Sequenz mittels PCR

Mit pPENTR221/hSHT3A als Template wurde eine PCR mit dem Forward-Primer 1 und dem Reverse-Primer 2
durchgefiihrt, um zundchst Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme einzufiigen. Die Primersequenzen waren
komplementér mit dem Anfang (Primer 1) bzw. dem Ende (Primer 2) der SHT3A-cDNA und trugen zusétzlich
in einem 5'- bzw. 3"-Uberhang Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme BamHI bzw. Xhol. Im 5'-Uberhang
von Primer 1 war auflerdem die Kozak-Konsensussequenz CCACC hinter der BamHI-Schnittstelle vorhanden,
die bei eukaryotischer Genexpression fiir die Ribosomenbindung benétigt wird.” Im PCR-Produkt waren somit
die Kozak-Sequenz und die anschlieBende SHT3A-cDNA flankiert von einer BamHI- und einer Xhol-
Schnittstelle. Abbildung 43A zeigt schematisch die PCR-Reaktion und die entstehenden Produkte mit der
Position der eingefiigten Schnittstellen und der Kozak-Sequenz vor und nach der SHT3A-cDNA.

Primer 1 Primer 2 B

s || I ||| 3 21

pENTR SP hSHT3A 1,5 kb
1 kb
N L/
5 goarcc ccace EiMlf | CTCGAG 3
BamHI Kozak  Start Stop Xhol

Lange 1464 bp

Abbildung 43: (A) Schema der PCR-Reaktion mit pENTR221/h5SHT3A als Template und den Primern 1 und 2
mit ihren jeweiligen Uberhiingen (braun). Im PCR-Produkt wurden vor und nach der hSHT3A-cDNA (blau)
Schnittstellen eingefiigt, sowie die Kozak-Sequenz fiir eukaryotische Expression (SP Sequenz fiir das
Signalpeptid des reifen Proteins). (B) Gelfoto unter UV-Anregung der durch Elektrophorese aufgetrennten
DNA-Fragmente aus der PCR-Reaktion. In der rechten Spur wurde ein GroBenstandard aufgetragen. Diebeiden

Banden entsprachen der erwarteten Produktlénge von 1464 bp.

88



Anhang

Die Gesamtlinge der entstandenen DNA-Fragmente mit Schnittstellen, Kozak-Sequenz und cDNA betrug
1464 bp. Die Fragmente wurden gelelektrophoretisch analysiert. Ein Foto des Elektrophorese-Gels unter UV-
Anregung ist in Abbildung 43B dargestellt. Die Fragmente der erwarteten Grof3e wurden aus dem Gel isoliert

und gereinigt.

Restriktionsreaktion mit Vektor und PCR-Produkt

Die gereinigte DNA wurde in Restriktionsreaktionen mit den Enzymen BamHI und Xhol eingesetzt. Die Enzyme
schneiden DNA an einer bestimmten palyndromen Signalsequenz (s. Abbildung 43A) und hinterlassen an den
Enden spezifische Sequenzen einzelstrangiger DNA. Parallel dazu wurde der Vektor pcDNA3.1 ebenfalls mit
den beiden Enzymen geschnitten um komplementire Enden zu den bereits geschnittenen DNA-Fragmenten zu

erzeugen. Abbildung 44A zeigt schematisch beide DNA-Sequenzen nach den Restriktionsreaktionen.

B

pcDNA3.1
5446 bp

Abbildung 44: (A) Schema des pcDNA3.1-Plasmids und des PCR-Produkt nach den Restriktionreaktionen mit
BamHI und Xhol. (B) Gelfoto von pcDNA3.1 nach der Restriktionsreaktion. Links wurde als Negativkontrolle
ungeschnittener Vektor aufgetragen, rechts ein GroBenstandard. (C) Gelfoto der mit BamHI und Xhol
geschnittenen PCR-Produkte.

Die geschnittene DNA wurde in einer Gelelektrophorese aufgetrennt, und die Fragmente wurden aus dem Gel
isoliert. Abbildung 44B und Abbildung 44C zeigen die Fotos der Gelelektrophoresen der PCR-Produkte und des
Vektors nach den Restriktionsreaktionen mit BamHI und Xhol.

Ligation der beiden Fragmente zum Vektor pcDNA3.1/hSHT3A

Beide Sequenzen wurden zum Expressionsvektor pcDNA3.1/hSHT3A ligiert. In einem Transformationsansatz
wurde das Plasmid in E.coli-Bakterien eingebracht, die auf Ammpicillin-haltigen N&hrbdden ausgestrichen
wurden. Um positive Klone zu finden, wurden einzelne Kolonien dieser Nahrboden als Template in einer PCR
mit den Primern 3 und 4 eingesetzt. Die Primer binden auf der SHT3A-cDNA, und in der PCR Reaktion entstand
bei Kolonien, die das Plasmid enthalten, ein DNA-Fragment von 444 bp Lange. Das Gelfoto nach der
Elektrophorese der PCR-Reaktionen ist in Abbildung 45 dargestellt. Als Positivkontrolle wurde die PCR
ebenfalls mit dem Ausgangsplasmid pENTR221/hSHT3A durchgefiihrt. 2 Kolonien zeigten in dieser PCR eine
DNA-Bande in der erwarteten Grof3e, ebenso wie die Positivkontrolle und galten somit zunéichst als positiv. Die
Plasmid-DNA dieser Bakterienklone wurde pripariert und sequenziert, um die geplante DNA-Sequenz zu

bestitigen und Mutationen ausschlieBen zu koénnen. Abbildung 46 zeigt ein Schema des fertigen
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Expressionplasmids mit den Positionen der wichtigsten DNA-Abschnitte, wie es durch die abschlieBende

Sequenzierung verifiziert wurde.

pENTR221/
Klone 1 - 11 e hSHT3A

500 bp
400 bp

Abbildung 45: Gelfoto von PCR-Produkten mit den Primern 3 und 4 und 11 Bakterienkolonien als Template. In
der linken Spur wurde ein Grofenstandard aufgetragen und in der rechten Spur als Positivkontrolle das Ergebnis
der PCR mit denselben Primern und dem Ausgangsplasmid pENTR221/hSHT3A als Template. Zwei der elf

Kolonien zeigten die DNA-Bande in der erwarteten GroBe (444 bp) wie auch die Positivkontrolle und wurden

als positiv angesehen.
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- YA pcDNA3.1/MSHT3A |
S 6830 bp

/ CMV 209-883
/ h5HT3A-cDNA 918-2354
/ poly-A 2402-2633
NeoR 3535-4329
. e colElori 5016-5689
S AmpR 5834-6694

Abbildung 46: Das durch Sequenzierung verifizierte Expressionsplasmid pcDNA3.1/hSHT3A. Die wichtigsten
Eigenschaften wurden in der Abbildung mit ihren Positionen im Plasmid aufgefiihrt. Die umklonierte hSHT3A-
cDNA st blau markiert (CMV Cytomegaloviruspromotor, poly-A Polyadenylierungssignal, NeoR

Neomycinresistenz, AmpR Ampicillin-Resistenz, colElori Replikationsursprung).

Herstellung des Fusionsplasmides pcDNA3.1/hSHT3A-A4-EGFP

Um die Expression des Serotonin-Rezeptors in Zelllinien bestitigen zu konnen, sowie zum Testen der
angefertigten Expressionsplasmide, wurde ein Fusionsprotein aus dem Ionenkanal und dem griin

fluoreszierenden Protein EGFP hergestellt. Das EGFP-Konstrukt sollte bei Expression durch
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Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden. Die Primer aus den folgenden Abschnitten sind mit Sequenz und

Schmelztemperatur in Tabelle 4 aufgelistet.

Planung

Die DNA-Sequenz des Konstrukts wurde analog zu schon vorhandenen EGFP-Fusionsproteinen mit 5-HT3A-
Rezeptoren oder anderen liganden-gesteuerten Ionenkanilen geplant:®*®

EGFP-Fusionen am N-Terminus des reifen Proteins schienen dabei die Expression und die Funktionalitit als
Ionenkanal nicht zu beeintrdchtigen, solange das Signalpeptid fiir den Transport in das endoplasmatische
Reticulum und die entsprechende Proteaseschnittstelle fiir dieses Peptid in der Aminosduresequenz vor der
EGFP-Sequenz lagen.

Die EGFP-5HT3A-cDNA wurde dementsprechend so geplant, dass das Fusionsprotein in der
Aminosduresequenz am N-Terminus das Signalpeptid des Kanals trug. Es folgten vier Aminoséuren der reifen
Kanalsequenz, um die Proteaseschnittstelle fiir das Signalpeptid nicht zu beeintrichtigen. Danach wurde die
EGFP-Sequenz eingefiigt und schlielich die iibrige Sequenz des Rezeptors, ohne die ersten vier Aminoséuren.
Bei einer Fusion des EGFP-Proteins mit der Rezeptor-DNA tragt nach der Expression jede Untereinheit des

Kanals ein EGFP am N-Terminus, insgesamt liegen also fiinf EGFP in jedem kompletten Rezeptor vor. Die

Expression dieser Fusionskonstrukte sollte durch Fluoreszenzmikroskopie direkt sichtbar sein.

Herstellung der Vorstufen des Fusionsproteins durch PCR

Zunichst wurden parallel zwei PCR-Reaktionen mit dem Ausgangsplasmid pENTR221/hSHT3A als Template
durchgefiihrt. In der ersten PCR wurde dazu als Forward-Primer Primer 1 verwendet, der einen 5’-Uberhang
trug, um eine BamHI-Schnittstelle und eine Kozak-Sequenz vor der Kanal-cDNA einzufiigen. Als Reverse-
Primer wurde Primer 5 verwendet. Die komplementire Sequenz dieses Primers auf der Rezeptor-cDNA endete
mit dem Codon fiir die vierte Aminosiure hinter dem Signalpeptid. Der Primer enthielt danach einen Uberhang,
der mit 18 bp komplementér zur cDNA-Sequenz des N-Terminus des EGFP-Proteins war. In Abbildung 47A ist
links ein Schema dieser PCR (PCR 1) und des resultierenden PCR-Produktes dargestellt. Es enthdlt von 5
beginnend die BamHI-Schnittstelle, die Kozak-Sequenz, die cDNA fiir das Signalpeptid, die cDNA fiir die ersten
vier Aminosduren des Rezeptors und schlieBlich die ersten 18 bp fiir den N-Terminus von EGFP. Die Linge
betrug 90 bp, Abbildung 47B zeigt ein Foto der entstandenen PCR-Produkte (Produkt 1) nach der
Elektrophorese.

Die zweite PCR mit demselben Template wurde mit den Primern 6 und 2 durchgefiihrt. Die Bindungsstelle von
Primer 6 begann mit der cDNA fiir die fiinfte Aminoséure des Rezeptors. Der Primer trug einen 5'-Uberhang vor
der komplementéren Sequenz, der den letzten 21 Basen der EGFP-cDNA entsprach, also fiir den C-Terminus des
Proteins codierte. Primer 2 wurde bereits in Abschnitt 0 verwendet: Der Primer band an das Ende der hSHT3A-
cDNA und trug einen Uberhang, mit dem am 3’-Ende des PCR-Produkts eine Xhol-Schnittstelle eingefiigt
wurde. PCR 2 ist in Abbildung 47A mit dem entstandenen Produkt (Produkt 2) als Schema in der Mitte gezeigt.
Abbildung 47B (Mitte) zeigt das PCR-Produkt nach der Gelelektrophorese.
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Abbildung 47: (A) Schematische Darstellung der ersten drei PCR-Reaktionen zur Gewinnung eines Kanal-
Fusionsproteins. (B) Gelfotos der drei ersten PCR-Produkte, die alle mit der erwarteten Grofle zu sehen sind.
Produkt 1 war aufgrund der geringen Lange in den hier verwendeten Agarosegelen nicht als scharfe Bande zu

sehen (AS Aminoséuren, SP Signalpeptid, EGFP-N EGFP N-Terminus, EGFP-C EGFP C-Terminus).

Eine dritte PCR wurde mit dem Plasmid pEGFP zeitgleich zu den ersten beiden mit den Primern 7 und 8
durchgefiihrt. Sie diente lediglich zur Amplifizierung der 717 bp langen EGFP-cDNA. Ein Schema und das
PCR-Produkt (Produkt 3) sind in Abbildung 47A und B (jeweils rechts) dargestellt.

Fusion der Fragmente zur hSHT3A-A4-EGFP-Sequenz

Die drei Fragmente aus dem vorangegangenen Abschnitt wurden nach der Gelelektrophorese aus dem Gel
isoliert und aufgereinigt. In einer weiteren PCR-Reaktion (PCR 4) wurden diese Fragmente als Template
eingesetzt. Nach dem Aufschmelzen der DNA-Stringe wihrend der PCR-Reaktion konnten die komplementéren
Sequenzen von Produkt 1 und 3 im Bereich des N-Terminus von EGFP und von Produkt 3 und 2 im Bereich des
C-Terminus von EGFP als Einzelstringe aneinander binden. Die Primer 1 und 2 wurden verwendet, um die
Stringe aufzufiillen oder in den folgenden Zyklen schon fusionierte Fragmente zu amplifizieren. Im PCR-
Produkt von 2178 bp Lénge lag die BamHI-Schnittstelle vor der Kozak-Sequenz, gefolgt von der DNA-Sequenz
des Signalpeptids und den ersten vier Aminosduren des Rezeptors. Dahinter schlossen sich die komplette EGFP-
c¢DNA und der Rest der Rezeptor-Sequenz an, am 3’-Ende folgte noch die X%ol-Schnittstelle. Abbildung 48A
gibt einen schematischen Uberblick iiber PCR 4 und das resultierende Produkt. In Abbildung 48B ist das Foto
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der Gelelektrophorese der Reaktionsprodukte dargestellt. Schwache Banden unspezifischer DNA-Sequenzen
bzw. Nebenprodukte sind zwar zu erkennen, das Produkt in der erwarteteten GroBe bildet allerdings die stirksten

Banden.

A B
PCR 4, Produkte 1-3 sind Template

Produkt 1 Produkt 2 2.5 kb
o Produkt3 e
Primer 1 1,5 kb

Primer 2

[

DY /

Produkt 4
2178 bp
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SP EGFP h5SHT3A

N
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Abbildung 48: (A) Schema der letzten PCR zur Fusion der ersten drei PCR-Produkte. Nach dem Aufschmelzen
in Einzelstringe haben sowohl die Primer als auch die Enden der drei DNA-Fragmente an ihre jeweils
komplementiren Sequenzen gebunden und die gewiinschte Fusionssequenz entstand. (B) Gelfoto der
aufgetrennten DNA-Fragmente aus der letzten PCR. Obwohl noch andere Sequenzen amplifiziert wurden, ist das

erwartete Produkt (2178 bp) deutlich zu sehen.

Das Expressionsplasmid pcDNA3.1/hSHT3A-A4-EGFP

Das Einfiigen der Sequenz des Fusionsproteins in den Vektor pcDNA3.1 wurde wie bei der Herstellung des
Vektors pcDNA3.1/hSHT3A durchgefiihrt und wird hier nur kurz wiedergegeben:

Mit dem entstandenen PCR-Produkt ebenso wie mit dem Vektor pcDNA3.1 wurden Restriktionsreaktionen mit
den Enzymen BamHI und Xhol durchgefiihrt, um komplementire Einzelstrangenden zu erzeugen. Die DNA-
Fragmente wurden nach den Restriktionsreaktionen durch Gelelektrophorese aufgetrennt und nach der
Aufreinigung ligiert. E.coli-Bakterien wurden mit dem neuen Vektor pcDNA3.1/hSHT3A-D4-EGFP
transformiert und auf Ampicillin-haltigen Selektions-Nahrboden ausgestrichen. Bakterienkolonien mit dem
gewiinschten Plasmid wurden durch PCR-Screen mit den Primern 3 und 4 identifiziert. Die Plasmid-DNA dieser
Bakterien wurde prépariert und sequenziert, um die neue cDNA zu verifizieren und Mutationen auszuschliefen.

Abbildung 49 zeigt eine Plasmidkarte des fertigen Expressionsplasmids pcDNA3.1/hSHT3A-A4-EGFP.
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pcDNA3.1/hSHT3A-A4-EGFP \

1 | 7547 bp |
' CMV 209-863
/" hSHT3A -A4-EGFP-cDNA 918-3071
' " poly-A3119-3350
. e QO\\yP‘ NeoR 4252-5046

colElori 5733-6406
AmpR 6551-7411

Abbildung 49: Plasmidkarte des Expressionsplasmids pcDNA3.1/hSHT3A-A4-EGFP. Die wichtigsten
Sequenzen des Plasmids sind rot markiert. Die EGFP-cDNA ist griin markiert, hSHT3A ist blau dargestellt. Die
Sequenz fiir das Signalpeptid sowie vier anschlieBende Aminosduren des Rezeptors liegt vor dem EGFP, die
restliche cDNA des Rezeptors dahinter (CMV Cytomegaloviruspromotor, poly-A Polyadenylierungssignal,

NeoR Neomycinresistenz, AmpR Ampicillin-Resistenz, colE1ori Replikationsursprung).

C  Experimente zur Expression

Das Expressionsplasmid fiir den Serotonin-Rezeptor SHT3A wurde aus der entsprechenden ¢cDNA und dem
Vektor pcDNA3.1 unter Beriicksichtigung von Kozak-Sequenz, Restriktionsschnittstellen, usw. hergestellt. Zum
Test ob ein solches Plasmid zur Expression des gewiinschten Proteins fiihrt, wurde in gleicher Weise das
Expressionsplasmid pcDNA3.1/h5SHT3A-A4-EGFP mit einem Fusionskonstrukt aus dem SHT3A-Rezeptor und
EGFP angefertigt. HEK-Zellen wurden mit diesem Konstrukt transfiziert und mit einem Fluoreszenzmikroskop
untersucht (Anregungswellenldnge 488 nm, Emission 511 nm). Zum Vergleich wurden HEK-Zellen ebenfalls
mit dem Plasmid pEGFP-C1 transfiziert, welches die Expression von EGFP im Cytosol von transfizierten Zellen
bewirkte. Abbildung 50A zeigt eine Fluoreszenzmikroskopieaufnahme von HEK-Zellen, die mit pEGFP-C1
transfiziert waren. Die Expression von EGFP in verschiedenen Zellen war unterschiedlich hoch. Die Fluoreszenz
war aber bei allen Zellen gleichmiBig verteilt, da das exprimierte EGFP in alle Bereiche des Cytosols gelangen

konnte.
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Abbildung 50: (A) Fluoreszenzmikroskopieaufnahme von HEK-Zellen, die mit pEGFP-C1 transfiziert waren.
Die Fluoreszenz ist gleichmiBig iiber die Zelle verteilt. (B) Aufnahme von HEK-Zellen, die mit dem
Fusionskonstrukt pcDNA3.1/SHT3A-A4-EGFP transfiziert wurden. Die Fluoreszenz ist lokalisiert, vermutlich
durch den Einbau der Rezeptoren in Membranorganellen wie endoplasmatisches Reticulum, Golgi-Apparat oder

Plasmamembran.

Abbildung 50B zeigt eine Fluoreszenzmikroskopicaufnahme von HEK-Zellen, die mit dem EGFP-
Fusionskonstrukt transfiziert waren. Fluoreszierende Zellen sind zu erkennen, das Expressionsplasmid fiihrte in
HEK-Zellen somit zur Bildung des Fusionskonstruktes, obwohl auch hier der Expressionslevel innerhalb der
Zellpopulation variierte. Die Fluoreszenz war im Gegensatz zu Abbildung 50A aber nicht mehr gleichméBig
iiber die Zelle verteilt, sondern schien in den Zellen lokalisierter zu sein. Dies beruht auf der Einlagerung des mit
EGFP markierten Rezeptors in Membranorganellen (endoplasmatiches Reticulum, Golgi). Eine
Fluoreszenzmarkierung der Plasmamembran konnte allerdings nicht von der Gesamtfluoreszenz der Zelle
unterschieden werden.

Das Expressionsplasmid fiir den 5-HT3A-Rezeptor ohne fusioniertes EGFP (pcDNA3.1/hSHT3A) beinhaltet
dieselben Komponenten bzw. Sequenzen (Restriktionsschnittstellen, Kozak-Sequenz, usw.) und beruht ebenfalls
auf pcDNA3.1. Daher wurde hier davon ausgegangen, dass die Transfektion von HEK-Zellen mit
pcDNA3.1/h5SHT3A zur Expression des S5SHT3A-Rezeptors fiihren wiirde. Dies wurde durch die
elektrophysiologischen Messungen in Abschnitt 4.1 bestétigt, mit denen gleichzeitig die Membranlokalisierung

der Kanile nachgewiesen wurde.

Fluoreszenzmikroskopie

Fiir Fluoreszenzexperimente wurden HEK293-Zellen auf Glasdeckglaschen kultiviert. Die Deckglédschen wurden
dazu wie folgt behandelt: Die Glaschen wurden mit 70° C heissem Glasreiniger (Tickopur) gereinigt und im
Stickstoffstrom getrocknet. Anschliessend wurden die Glédschen fiir 30 min mit Hexamethyldisilazan (HMDS)
im Stickstoffstrom begast. Dabei wurden Metyhlgruppen an die Glasoberfliche adsorbiert, was zur
Hydrophobisierung der Oberflache fiihrte. Die Gldschen wurden fiir weitere 30 min unter UV-Licht sterilisiert
und iiber Nacht mit Fibronectinlosung der Konzentration 20-40 pg/ml inkubiert, um das Fibronectin auf der

hydrophobisierten Glasoberfldche abzuscheiden.
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Die Zellen wurden bei 80-90 % Konfluenz 1:4 (HEK) aufgeteilt und auf Kulturschalen mit behandelten
Deckgldschen verteilt. Nach 24 Stunden Inkubation wurden transiente Transfektionen mit pEGFP-C1 oder
pcDNA3.1/5SHT3A-A4-EGFP durchgefiihrt. Nach weiteren 24 Stunden wurden Fluoreszenzaufnahmen
angefertigt:

Die Zellen wurden zweimal mit PBS gespiilt, anschliessend mit Fixierlosung (4 % Formaldehyd (w/v), 0,5 %
Triton-100 (w/v) in PBS) 30 min bei 4° C inkubiert. Die Zellen wurden mit Waschlésung (10 % BSA (w/v) und
0,5 % Triton-100 (w/v) in PBS) dreimal gespiilt, 15 min. an der Luft getrocknet und schliesslich mit "Glow
Mounting Medium" auf Objekttrager gebracht.

Bilder unter UV-Anregung wurden mit einem Mikroskop (Axioskop 2, Zeiss), ausgeriistet mit einer MicroMax
CCD-Camera (Princeton Instruments) und einem Filtersatz fiir EGFP-Fluoreszenz (Anregung 488 nm, Emission
507-509 nm, aufgenommen. Kamerasteuerung und Bildbearbeitung wurden mit der Software IP-Lab von

Princeton Instruments durchgefiihrt.
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D  Methode zur Simulation von Membranstromen

In diesem Abschnitt wird eine analytische Methode zur Losung von Gleichung 24 beschrieben, wie sie auch
auch in ,Single-Channel Recording (Sakmann, B., Neher, E., Plenum Press) dargestellt ist.”” Die
Ratenkonstanten, die in den Gleichungen vor den Besetzungswahrscheinlichkeiten stehen, werden dazu in die
k x k -Matrix Q iiberfiihrt, mit k = 12 fiir die 12 Zustinde in Abbildung 6. Fiir erlaubte Uberginge zwischen den
Zustinden i und j befindet sich dabei in Q in Reihe i und Spalte j die Ratenkonstante des jeweiligen Uberganges.
Nicht erlaubte Ubergiinge bekommen in Q den Wert 0 zugewiesen. Somit sind alle Elemente der Matrix auBer
der Diagonalen (i = j) definiert. In der Diagonalen wird die Summe aller Ratenkonstanten der jeweilige Reihe i

als negativer Wert eingesetzt. Fiir das verwendete Modell hat die Matrix folgende Form:

-0,04 0 0 0,04 0 0 0 0 0 0 0 0
0 -0,04 0 0 0,04 0 0 0 0 0 0 0
0 0 -0,04 0 0 0,04 0 0 0 0 0 0

0,08 0 0 -1,46 1,28 0 1,010 0 0 0,09 0 0
0 2,85 0 0,13 -3,68 0,64 0 0,07 0 0 0 0
0 0 0,09 0 0,16 -0,29 0 0 0,04 0 0 0
0 0 0 6,2:10° 0 0 -1,28 1,28 0 0 0 0
0 0 0 0 6,2:10° 0 0,13 -0,77 0,64 0 0 0
0 0 0 0 6,2:10° 0 0,16 -0,16 0 0 0
0 0 0 1,92 0 0 0 0 -1,98 0,06 0
0 0 0 0 0 0 0 2,56 -2,53 0,03
0 0 0 0 0 0 0 0 3,2 -3,2

Allgemeine Losung

Obwohl die Zahl der Zustdnde im Modell in Abbildung 6 bekannt ist, wird hier zunéchst eine allgemeine Losung
fiir ein Modell mit einer beliebigen Zahl k von Zustidnden gezeigt. Die linke Seite des Gleichungssystems in

Gleichung 24 kann als Vektor ausgedriickt werden als:
dp(t) _[dp,(t) dpy(t)  dp(1)

dt dt dt dt

Gleichung 29

Die k Besetzungen pj(t) auf der rechten Seite des Gleichungssystems werden in einem Reihenvektor bzw. einer
1 x k -Matrix p(t) zusammengefasst, und die kinetischen Gleichungen, die das System beschreiben, kénnen dann

in Vektorschreibweise ausgedriickt werden als

Gleichung 30

Zunéchst wird die Besetzung der Zusténde im Gleichgewicht (t —> 00) berechnet. Gleichung 30 soll dann geldst

werden, um die Relaxation zur Gleichgewichtsbesetzung zu beschreiben
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Die Besetzung der Zustidnde im Gleichgewicht

Im Gleichgewicht dndert sich die Besetzung der Zustdnde nicht mit der Zeit, so dass gilt:

0=p(«)Q.

Gleichung 31

0 bezeichnet hier eine Matrix, in der alle Elemente 0 sind. Gesucht wird die Besetzung des Zustandes i im
Gleichgewicht pj(e0). Colquhoun und Hawkes beschreiben eine Methode, wie diese Besetzungen mittels der
Determinanten von modifizierten Matrizen, die auf Q basieren, gefunden werden konnen.”' Fiir die Besetzung
des i-ten Zustandes im Gleichgewicht werden zunéchst aus Q die i-te Reihe und die i-te Spalte entfernt. Von der
resultierenden Matrix Q" wird die Determinante di(Q") bestimmt und durch die Summe aller k moglichen Werte

von d geteilt:

k
p;()=d, (Q')/Zdj :
j=1
Gleichung 32
Relaxation zum Gleichgewicht

Die formale Losung von Gleichung 30 lautet:

p(t)=p(0)e”.
Gleichung 33

p(0) enthélt die Besetzungswahrscheinlichkeiten bei t = 0, beschreibt also den Grundzustand des Systems. Um
die Funktion einer Matrix f(Q) zu berechnen, wird hier die sog. Spektrale Expansion angewendet:
Um die Funktion f(Q) einer n Xn Matrix zu berechnen, kann die Losung als Funktion der Eigenwerte A von -Q

ausgedriickt werden:
i=k
f(Q) = ZAifO“i) .
i=1
Gleichung 34
Die A; heiBen spektrale Matrizen der Matrix Q und sind wie folgt definiert: Von der Matrix —(Q werden die k
moglichen Eigenvektoren x;...x, bestimmt und als Spalten in der Matrix X = [Xl...Xk] zusammen gefasst.

Diese Matrix wird invertiert zu Y = X', y; soll dann ein Reihenvektor bzw. eine 1xk Matrix aus den Elementen

der i-ten Reihe der Matrix Y sein. Die Spektralen Matrizen A; ergeben sich dann aus

A =xy;
Gleichung 35

miti=1 bis k.
Aus Gleichung 34 folgt:

Gleichung 36

und die Losung fiir Gleichung 33 lautet
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Gleichung 37

Ein System mit k Zusténden kann als Summe von k-1 Exponentialtermen beschrieben werden. Fiir Q existieren k
Eigenwerte und es folgen aus Gleichung 37 k Exponentialterme. Allerdings kann gezeigt werden, dass Q eine

singuldre Matrix ist, so dass einer der i Eigenwerte von Q den Wert null hat. Da die Reihenfolge der Summation
beliebig ist, wird dieser Eigenwert mit A; = 0 definiert, so dass e =¢e" =1 gilt. Fiir die anderen Eigenwerte

kann gezeigt werden, dass sie real und positiv sind, und bei den anderen Summanden geht daher e M gegen

null fiir t — 00. Somit ergibt sich aus Gleichung 37 ein Grenzwert fiir t — 00:
p()=p(0)A,
Gleichung 38
und der Term p(0)A; kann als p(e0) in Gleichung 37 vor den Summenterm gestellt werden. Mit 7‘1 =1/ T, als

Zeitkonstanten des i-ten Terms folgt:”

Gleichung 39

p(t) ist ein Vektor, der den Besetzungsgrad aller Zustdnde zum Zeitpunkt t angibt. Die Komponenten von p(c0)
konnen am einfachsten mit Gleichung 32 aus der Matrix Q berechnet werden. Gleichung 39 ist die allgemeine
Losung fiir ein beliebiges Systems zu jedem Zeitpunkt mit einer bekannten Zahl von Zustinden und bekannten

Ratenkonstanten fiir die Ubergiinge zwischen den Zustinden.

Berechnung der Membranstrome aus der Zustandsgleichung

Um den skalaren Membranstrom I(t) zu bestimmen, miissen die Besetzungen pi(t) der Zustinde mit deren
Leitfahigkeiten y; multipliziert werden. AnschlieBend werden alle Komponenten zu einer Gesamtleitfahigkeit

addiert und mit der Spannung {iber die Membran (V-V,) und der Anzahl der Kandle N multipliziert:

I= N(V_Vo)[Y1p1 +7,P, +'-'+Ykpk] .
Gleichung 40

Aus Gleichung 39 folgt dann in skalarer Form fiir die Berechnung der Membranstrome nach dem aufgestellten

Modell:

Gleichung 41

mit den skalaren Koeffizienten b; der Exponentialterme

b, =N(V=V,)p(0)A,v.
Gleichung 42

wobei v ein Vektor mit den k Leitfdhigkeiten v,y der Zusténde ist. Ausmultiplizieren der Matrizen A; mit dem

Vektor p(0) liefert:
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b =N(V-V))2. > p, (0)7) .
Gleichung 43

(i

mit a;

als Wert aus Reihe r und Spalte j der Matrix A,;.
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E  Abschitzung der Spaltspannung ohne voltage clamp

In diesem Abschnitt wird ein vereinfachtes Modell zur Berechnung der Spaltspannung von Zellen ohne voltage

clamp entwickelt.

Ein-Kompartiment-Modell unter voltage clamp

Fiir Pipettenstrom und Spaltspannung unter voltage clamp gelten Gleichung 1 und Gleichung 4:

dv. d
Iy = GFM(VM _VO)+GJM(VM -V, _Vo)+CFM d_tM+CJM a(VM _VJ)

Gleichung 1

dv dv.
(Cpm + Cox)d_tJ =—g,V,+gn(Vy =V, =V +cpy d—tM

Gleichung 4

In Gleichung 1 werden die Leitfdhigkeiten und Kapazitdten durch flachenspezifische Grofen fiir die freie und
adhirierte Membran (FM und JM) und die gesamte Membran (M) ersetzt: C; = ci'Aj, Gij=gi'A; (sa.
Abschnitt 0). Die Kapazitét co, bezieht sich dabei ebenfalls auf die adhérierte Membran. Gleichung 1 wird durch

Apm geteilt, das Flachenverhiltnis Ap/Apy wird als B geschrieben und der letzte, kapazitive Term wird

aufgetrennt:

dv,, V
=g (Vy = V) +Bg i (Vy =V, — V)+CFM +Beyy ——Be ——

M
Glelchung 44

Die spezifischen Membrankapazititen sind fiir alle Membranbereiche gleich (cj = cpy = Cy, S. Abschnitt 2.1.2)

und betragen 1 pF/cm?. Aulerdem kann V; << V), - V, angenommen werden. Aus Gleichung 2 folgt damit

dv, dv
Cyt d_tM =—gu(Vyu = V) +(cy + COX)d—tJ+ g,V,.
Gleichung 45
Ein-Kompartiment-Modell ohne voltage clamp
Im Fall ohne voltage clamp flieBt kein Pipettenstrom (Iy/Ary = 0) und Gleichung 44 wird zu
dv, dv
0=gpy(Vy = Vo) +Bgn (Vi = Vo) +cy d—tM(1+ B)—Bey d_tJ
Gleichung 46

Das Membranpotential ist ohne voltage clamp nicht mehr konstant und kann durch einen Membranstrom mit der
Zeitkonstante der Membranumladung Ty = c\/gy depolarisiert werden. V-V, wird daher nun zeitabhéngig

ausgedriickt als Zerfall des Potentials, welches zum Zeitpunkt t = 0 anlag:
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t

(Vu _VO):(VISI _V(?)'e o

Gleichung 47

Gleichung 45 kann in Gleichung 46 eingesetzt werden. Zusammenfassen liefert:

dVJ+ (1+P)g, Vo= rm — 8im (V= V)
1= M 0/
dt  (1+PB)cy, +cy (1+B)co, +cy

Gleichung 48

Einsetzen von Gleichung 47 ergibt die folgende Differentialgleichung:

t
dv, n (1+P)g, Vo= — Erm ~Eim -(VO —VO)-eia
dt  (+B)co +ey | (+PB)eo tey "

Gleichung 49

Losung der Differentialgleichung

Gleichung 49ist eine inhomogene Differentialgleichung der Form y'+Py = Q, mit

1+
_ (1+P)g, und
(1 + B)COX + CM
Gleichung 50
t
Q=_ (gFM_gJM) '(VI\(;I_VOO)'G TM.
(1 + B)COX + CM

Gleichung 51

Die Losung der Differentialgleichung lautet allgemein:

y(t)=e" -IQeldt +ce”, mit
Gleichung 52
1+
I=det=w-t=Pt.
(1 + B)COX + CM

Gleichung 53

Mit der allgemeinen Losung (Gleichung 52) ergibt sich fiir Vi(t):

t
V(1) —e ™ ’J._ (8rm —8om) (Vfa —VOO)-e ™ ePdt +ce !
(1 + B)COX + CM

Gleichung 54

Die Integrationskonstante muss aus dem folgenden Grund null sein: Das Membranpotential der Zelle wird bei
offenen Kanilen depolarisiert, so dass die Triebkraft des Stromes verschwindet. Wenn kein Strom mehr flief3t,
muss auch die Spaltspannung V,(t) null sein. Gleichung 54 muss dementsprechend irgendwann null werden
konnen, was nur moglich ist, wenn auch ce” = 0 moglich ist. Dafiir muss entweder die Integrationskonstante
¢ = 0 sein, womit der letzte Term entfillt, oder ¢! wird irdendwann null. Letzteres trifft nur fiir I = oo zu, wofiir
t = oo sein muss, da sonst nur Konstanten in Gleichung 53 auftauchen. Die Dauer eines Transistorsignales wird
aber durch die Zeitkonstante der Membranumladung Ty eingeschrinkt (etwa 100 ps — 1 ms), d.h. es muss gelten

V(t) = 0 bei t<<t,. In diesem Zeitbereich wird ¢ nicht null, daher muss gelten ¢ = 0 und aus Gleichung 54 folgt:
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t
V (t) — efPt . J._ (gFM - gJM) . (VO _ VO) 3 eiaJrPtdt )
J (+B)eo, +ey 17
Gleichung 55
Die Integration ergibt dann:
t
f— ’c —
V(1) = - (8rv —&im) (VS =V Mo
(1+PB)cy, +cy -1+ Py,
Gleichung 56
Folgende Zusammenfassungen werden definiert:
- C
e =—X und
(1+B)
Gleichung 57
B Cm+C
TJ — M Ox
g;
Gleichung 58
Damit folgt aus Gleichung 50
__ (A+Pg, d+P)g, __ g _1
(A+PB)eo, teu (g Cm ST
x +B)(co, + Coy +C y
(1+PB)(coy (1+l3)) ox tCu
Gleichung 59
In Gleichung 56 kann P also mit 1/t ersetzt werden. AuBerdem wird der erste Term wie folgt umgeformt:
(8rm —8ym) _ (8em —8im)Es _ (8em —81m)8; _ (8rm —8om) i
c b
(1+B)00x oy 8 (1+B)C0x T8,Cy gJ(1+B)(COx + (1 _il_\’lB)) g; (1+B) T
Gleichung 60
und aus Gleichung 56 ergibt sich damit:
t
- 1 -—
V() =B o vy Lo
g, (1+p) 1— b
Tm
Gleichung 61
Fiir die Zeitkonstanten kann t;<<ty angenommen werden, und es folgt
t
Vj(t) - (gFM _gJM) (VI\(;I _VOO)e Ty )
g, (1+P)
Gleichung 62

Mit dieser Gleichung kann die Spaltspannung zu jedem Zeitpunkt berechnet werden
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Ersetzen der spezifischen Leitfahigkeiten gy und gem

Die spezifischen Leitfahigkeiten in Gleichung 62 konnen durch das Flachenverhéltnis = Ajw/Apy und das
Leitfahigkeitsverhdltnis p = gy/grm ausgedriickt werden. Aus Gleichung 63 wird zunichst:

t

Vj(t)=_w.g_w(v& ~V9).e ™.

gud+P) g
Gleichung 63
Fir die Gesamtleitfahigkeit und die Leitfahigkeiten der Teilmembranen gilt:
AvBur = ApnEim + ApvBeu -
Gleichung 64

Fiir ggy folgt mit den oben genannten Quotienten:

A8y — A8 _ A tAMEM  AEi (1+B)
= = — = 1 =+ — = —_—,
Erm A A A, (1+PB)gy =B =8y (1+Bp)
Gleichung 65

FM FM

und gy wird zu:

A -A A +A 1 1 1 +
g = MEwm FME8rM _ (Apy m)8Bwm g = (g —— oy = L Br+p) ‘
Ay Ay B B B (I+Bw)
Gleichung 66
Fiir gpyv — gyu gilt dann:
1+B-Bu—p 1+p)A-p)
Zem ~ 8im =gM(W) =8wu B
Gleichung 67

und einsetzen in Gleichung 63 liefert:

t

1 1+B)(1- o
VJ(t):— .gM( B)( H)-g—M-(V&—V(?)-e M
gu(+P) (I+B) g
Gleichung 68
oder schliesslich
(I-p) gy 0 0 _%
V() =—— L EM (v _V0).e ™
J I+pw) g " "
Gleichung 69

In Gleichung 69 tauchen nur noch die Leitfahigkeiten gy und g; auf und die Spaltspannung V; zerfallt mit der

Zeitkonstanten der Membranumladung.
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F Verbrauchsmaterial und Chemikalien

Agar, Becton Dickinson, Artikel-Nr. 214010

Agarose, Serva, Artikel-Nr. 11396

Ampicillin, Fluka, Artikel-Nr. 10044

BSA (Immunfluoreszenz), Sigma, Artikel-Nr. A-7888

BSA (PCR), MBI Fermentas, Artikel-Nr. #EP0072

CaCl,, Merck, Artikel-Nr. 102388

Caseinhydrolysat, Fluka, Artikel-Nr. 70171

CPBG, Sigma, Artikel-Nr. C-144

CsCl,, Biomol, Artikel-Nr. 02452

Deckglaschen, Roth, Artikel-Nr. 0657

D-Glucose, Sigma, Artikel-Nr. G-7021

DMEM, Gibco, Artikel-Nr. 21885-025

DNA-Gro8enstandard, MBI Fermentas, Artikel-Nr. #SM0241 (100 bp)
DNA-GroBenstandard, MBI Fermentas, Artikel-Nr. #SM0311 (1000 bp)
DNA-Probenpuffer, MBI Fermentas, Artikel-Nr. #R0411S
dNTP, MBI Fermentas, Artikel-Nr. #R0181

EDTA, Sigma, Artikel-Nr. E-5134

EGTA, Sigma, Artikel-Nr. E-4378

Eisessig, Merck, Artikel-Nr. 100063
Eppendorfreaktionsgefaie, Eppendorf, Artikel-Nr. 0030120.86
Ethidiumbromid, Biorad, Artikel-Nr. 161-0493, 10 mg/ml
Falcon-Reaktionsgefif3e, Falcon, Artikel-Nr. 2070
Fibronectin, Sigma, Artikel-Nr. F-2006

fetales Kédlberserum, Gibco, Artikel-Nr. 100270-106
Geneticin, Sigma, Artikel-Nr. A-1720

Glow Mounting Medium, Energene, Artikel-Nr. M0O010010
Hefeextrakt, Difco, Artikel-Nr. 212750

Hepes, Sigma, H-9136

HMDS, Merck, Artikel-Nr. 111409

Isopropanol, Merck, Artikel-Nr. 109634

KCl, Merck, Artikel-Nr. 104933

L-Glutamin, Gibco, Artikel-Nr. 25030-024, 200 mM

MgCl, (patch clamp, SOC-Medium), Merck, Artikel-Nr. 105832
MgCl, (PCR), MBI Fermentas, Artikel-Nr. #£P0072

MgSO,, Sigma, Artikel-Nr. M-2643

NaCl, Merck, Artikel-Nr. 6404

Objekttriger, Roth, Artikel-Nr. H868

Paraformaldehyd, Fluka, Artikel-Nr. 76240
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PBS, Gibco, Artikel-Nr. 14040-090

PCR-GefiaBe, Stratagene, Artikel-Nr. #410090

Petrischalen 9,4 cm &, Greiner Labortechnik, Artikel-Nr. 633161
Pipettengléser, Vitrex, Artikel-Nr. 1387

Pipettenspitzen 0,5-20 pl, Eppendorf, Artikel-Nr. 6127961
Pipettenspitzen 2,5 ml, Eppendorf, Artikel-Nr. 146945010
Pipettenspitzen 2-200 pl, Eppendorf, Artikel-Nr. 6127962
Pipettenspitzen 50-1000 ul, Eppendorf, Artikel-Nr. 6127963
Plastikpipetten 10 ml, Greiner Labortechnik, Artikel-Nr. 607180
Plastikpipetten 25 ml, Greiner Labortechnik, Artikel-Nr. 760180
Plastikpipetten 5 ml, Greiner Labortechnik, Artikel-Nr. 606180
Serotonin, Sigma, Artikel-Nr. H-9523

Tickopur, Dr. H. Stamm GmbH, Artikel-Nr. 30475

Tris, Roth, Artikel-Nr. 4855.2

Triton-100, Roth, Artikel-Nr. 6683.1

Tropisetron, Sigma, Artikel-Nr. T-104

Trypton, Becton Dickinson, Artikel-Nr. 211705

Ultrax 102 S, KLLN Ultraschallgesellschaft

Zellkulturschalen 35 mm &, Falcon, Artikel-Nr. #3001
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