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Abstrakt

Einleitung: Das Norrie-Syndrom ist eine X-chromosomal vererbte Erkrankung mit angeborener
Blindheit, oftmals assoziierter Taubheit und geistiger Retardierung. Aus Elektroretinogramm
(ERG) Ableitungen ldsst sich eine Beteiligung des retinalen Pigmentepithels (RPE) an der
Pathogenese nicht ausschlieBen. In dieser Arbeit wurden mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik
Kalzium- und Kaliumkanéle an kultivierten RPE Zellen von Wildtyp- und transgenen Mé&usen
mit Norrie-Gendefekt gemessen und verglichen. Ziel war, eine potentielle Dysfunktion des RPE
bei Norrie-Méusen zu erfassen und damit eine mogliche dtiologische Beteiligung an der retinalen
Degeneration zu beschreiben.

Methoden: Kulturen von RPE-Zellen von Wildtyp-Méusen und transgenen Méusen mit Norrie-
Gendefekt wurden angelegt 12-14 Tage nach Geburt. Zellen wurden elektrophysiologisch
analysiert mittels Patch-Clamp-Technik in der Whole-Cell-Konfiguration. Immunozytochemie
wurde zum weiteren Nachweis der lonenkanalidentitit angewandt.

Ergebnisse: Die durchschnittliche Membrankapazitit aller gemessenen Zellen betrug 120.9 +
6.5 pF (n=103). Ca’" Strome wurden gemessen und konnten anhand ihrer Spannungs-
abhéngigkeit, Stromkinetik, Nifedipine-Sensitivitdt und immunozytochemischem Nachweis der
op-Untereinheit als L-type Ca’" Kanile identifiziert werden. Der L-type Ca’" Kanal konnte
durch den Tyrosinkinase-Hemmer Genistein sowohl bei Wildtyp- als auch bei Norrie-Méusen
gehemmt werden. Bei Untersuchungen zu Kaliumkandlen zeigten die meisten Zellen einen
auswirtsrektifizierenden Strom mit typischer Charakteristik von Delayed-Rectifier K™ Kanilen,
deren Identitit mittels immunozytochemischen Nachweis der Kvl.3-Untereinheit bestétigt
werden konnte. Das Ruhemembranpotential am RPE von Norrie-Méusen betrug - 40.0 = 6.9 mV
(n=7), was ohne signifikanten Unterschied zu den Werten von Kontrollméusen war (- 37.6 + 3.5
mV (n=7)). Der Delayed-Rectifier artige K" Kanal lieB sich an RPE-Zellen sowohl von Norrie-
als auch von Wildtyp-Méusen durch Genistein reversibel hemmen, wodurch seine Regulation
durch Tyrosinkinasen nachgewiesen werden konnte.

Schlussfolgerung: Im Vergleich der elektrophysiologischen Charakteristik der L-type Ca*"
Kanile und der Delayed-Rectifier artigen K™ Kanile zeigten sich keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen RPE-Zellen von Norrie-Madusen und Wildtyp-Méausen. Jedoch
repriasentieren die Ergebnisse eine Erstbeschreibung von elektrophysiologischen Untersuchungen
zur lonenkanalcharakterisierung von RPE-Zellen von Méusen. In Anbetracht der Moglichkeiten

der Transgenese bei Méusen und der generell weit verbreiteten Nutzung als Tiermodell kommt



dieser Charakterisierung von Maus RPE-Zellen eine besondere Bedeutung zu. Die hier
charakterisierten Ionenkanéle sind mit denen in der Literatur an RPE-Zellen von Ratte, Rind und

Mensch beschriebenen vergleichbar.



Abstract

Introduction: Norrie disease is an X-linked recessive disorder characterized by congenital
blindness often coupled with deafness and mental retardation. Electroretinogram (ERG) studies
indicate that the retinal pigment epithelium (RPE) might be involved in ocular pathogenesis. We
compared calcium and potassium channels of cultured RPE cells of wild-type and transgenic
mice with Norrie disease to find out whether altered channel characteristics are involved in RPE-
dysfunction and the etiology of retinal degeneration.

Methods: RPE cells from wild-type mice and Norrie mutant mice were analyzed using the
whole-cell configuration of the patch-clamp technique. We compared basic properties of calcium
and potassium conductances. In addition, ion channels were characterized by subunit-directed
immunocytochemistry.

Results: Membrane capacitance of investigated RPE cells was 120.9 + 6.5 pF (n=103). Ca*"
currents could be identified as currents through L-type Ca’" channels by means of voltage-
dependence, current kinetics, nifedipine sensitivity and detection of the a;p-subunit by
immunocytochemistry. Application of the tyrosine kinase inhibitor genistein caused a decrease
in L-type current amplitudes in both cell populations. Examining K" channels, most cells showed
outwardly rectifying whole-cell currents with characteristics typical for delayed rectifier K
channels, which was verified by Kvl.3-subunit-directed immunostaining. Resting membrane
potential was - 40.0 = 6.9 mV (n=7) in RPE from Norrie mice and did not differ significantly
from control cells with - 37.6 = 3.5 mV (n=7). The delayed-rectifier current amplitude could be
reversibly reduced by genistein in Norrie cells as well as in wild type controls.

Conclusions: Comparing general features of L-type Ca®” channels and delayed rectifier K
channels, no significant difference could be observed between RPE cells from Norrie mice and
wild type mice. However, this study presents for the first time the culture of murine RPE cells
and presents electrophysiological data on these cells. Using mice as a new animal model for
investigating RPE function can break new ground for future experiments, especially by means of
transgenic or knock out mice. In addition, this study revealed that the electrophysiological
characteristics for L-type Ca2+ channels and delayed rectifier K+ channels are comparable with

data from human RPE cells and cells from established animal models like rat and cow.



1. Einleitung

1.1. Das Norrie Syndrom

Das Norrie Syndrom gehdrt in die Gruppe der hereditiren Augenerkrankungen mit
Erblindungsfolge (Gilmour, 2015). Es folgt einem x-chromosomal rezessiven Vererbungsmodus,
d.h. praktisch alle Betroffenen sind méannlichen Geschlechts. Heterozygote weibliche Triger des
Gendefekts sind in der iiberwiegenden Mehrheit symptomlos (Berger, 1998), mit wenigen
publizierten Ausnahmen (Sims et al., 1997). Neben der im Mittelpunkt stehenden kongenitalen
bzw. frithkindlichen bilateralen Amaurose kommt es bei etwa einem Drittel (Rehm et al., 1997)
bis zur Hélfte (Berger et al., 1992) der Erkrankten zu progredienter Innenohrschwerhdrigkeit
sowie geistiger Retardierung. Zusétzlich, wenn auch seltener, werden Wachstumsstérungen,
epileptiforme Krampfanfille und Hypogonadismus beschrieben (Gal et al., 1986; Smith et al.,
2012). Zu den typischen pathologischen Organbefunden am Auge gehdren primire retinale
Dysplasie und Gliose, Leukokorie, Cataracta complicata, Phthisis bulbi, GefdBhyalinose,
prolongierte Ziliarfortsdtze, persistierender hyperplastischer primirer Glaskorper sowie
hamorrhagische Retinaablosungen (Gal et al., 1986; Donnai et al., 1988; Drenser et al., 2007).
Der deutsche Augenarzt Leopold Heine (1870-1940) beschrieb 1925 erstmals phanomenologisch
die Pathologie des Pseudoglioma congenitum (Parmalee et al., 2008). Gordon Norrie, ddnischer
Ophthalmologe (1855-1941), verdffentlichte zwei Jahre spédter den Stammbaum von zwei
betroffenen Familien (Berger ef al., 1992; Gilmour, 2015). Es folgten weitere umfangreiche
Analysen zur Klinik und zum Vererbungsmodus durch Mette Warburg (ebenfalls dénische
Ophthalmologin) seit 1961 (Warburg, 1966).

Der Durchbruch zum Verstindnis der Erkrankung auf molekulargenetischer Ebene
gelang 1992 mit der genauen Genidentifizierung des Norrie-Allels (Berger ef al., 1992). Das
Norrie Disease Gen (ND-Gen, 28 kbp) codiert fiir 133 Aminosduren (Chen ef al., 1992) und ist
am kurzen Arm des X-Chromosoms (Xp11.3 - 11.4) centromernah lokalisiert (Black et al., 1994)
(siehe Abb. 1.1). Es beinhaltet 3 Exone (209, 381 und 1245 bp), die das 1,9 kbp lange Transkript
bilden. Allerdings verschliisseln nur Exon 2 und 3 die Information (Open reading frame 399 bp)
fiir das Norrie disease Protein (NDP) (Berger, 1998), dessen alternative Bezeichnung Norrin sich
in den Jahren nach der Erstbeschreibung durchgesetzt hat (Perez-Vilar ef al., 1997; Clevers,
2004; Zuercher et al., 2012; Deng et al., 2013). Die Funktionen von Norrin und seine

Interaktionen mit anderen Proteinen waren lange Zeit unbekannt. Zum Zeitpunkt der dieser



Dissertation hier zugrundeliegenden experimentellen Studien (durchgefiihrt zwischen 1998-
2001) waren lediglich das Gen, das Gentranskript, die Tertidrstruktur des Norrie disease Proteins
und die Verteilung im Auge von Mensch und Maus mittels in-situ Hybridisation und
Immunhistochemie bekannt (Berger et al., 1996; Schroeder et al., 1997; Berger, 1998; Hartzer et
al., 1999; Lenzner et al., 2002; Rehm et al., 2002). Auffillig war die deutliche Ahnlichkeit der
Tertidrstruktur mit Wachstumstaktoren (TGF-B, NGF, PDGF), dem extrazelluldren Mucin oder
dem von-Willebrand-Faktor (Meitinger et al., 1993; Perez-Vilar et al., 1997). Eine Beteiligung
an der Regulation der neuro-ektodermalen Zell-Zell-Interaktion und Differenzierung wurde
diskutiert (Chen et al., 1993).

Zahlreiche Studien in den Folgejahren brachten neue Erkenntnisse zur genauen Funktion
von Norrin, dem Norrie disease Protein. Unter anderem fiihrten Untersuchungen zur
Entwicklung und Reifung der retinalen Vaskulatur zu einer &tiologischen Verkniipfung von
Norrin Defekten und Angiogenesestorungen (Ohlmann et al., 2005; Schafer et al., 2009). Als
Wirkmechanismus zeigte sich, dass Norrin als aktivierender Ligand in der WTN
Signaltransduktionskaskade fungiert (Parmalee ef al., 2008). Der Begriff WNT setzt sich aus den
beiden Genbezeichnungen Wg und [Intl/ zusammen, wobei erstgenanntes Gen bei der
Fruchtfliege als ein entscheidendes Embryonalentwicklungsgen beschrieben wurde und letzteres
bei Méusen als Protooncogen (Nusse ef al., 2012). Ein Vergleich zeigte jedoch, dass es sich um
Genhomologe zweier Spezies handelte. WNT umfasst eine Gruppe von sezernierten
Glycoproteinen, die parakrin an G-Protein Rezeptoren der Frizzled Familie binden und eine
Transduktionskaskade aktivieren, die iiber f-Catenin vermittelt die Expression von Zielgenen
stimulieren, darunter zum Beispiel vascular endothelial growth factor (VEGF) (Parmalee ef al.,
2008). Frizzled Rezeptor Fz4 knock-out Méuse zeigen einen dem Norrie-Syndrom &dhnlichen
Phanotyp. Dies flihrte zu umfangreichen Studien, in deren Verlauf Norrin als weiterer Aktivator
des WNT Systemes beschrieben wurde (Xu et al., 2004). Der WNT Signalweg ist erforderlich
fir die normale Entwicklung der retinalen Blutgefile und Norrin wird als ein zentraler
Regulationsfaktor dieses Prozesses via WNT Aktivierung gesehen (Ye et al., 2011). So lieB3 sich
die Retina-Entwicklung bei Norrie-Protein Knockout-Méusen durch ektope Gabe von Norrin
normalisieren (Ohlmann et al., 2005).

Die klinische Auspriagung der Norrie‘schen Erkrankung variiert in Abhingigkeit von der
Lokalisation und Art der Mutation (siche exemplarisch Tab. 1.1.). In der wissenschaftlichen
Literatur wurden bisher 116 kleinere (z.B. Punktmutationen) und 14 groBere (mit Codon
Verschiebung) beschrieben (Smith et al., 2012). Fiihrt ein Defekt zu einem Frameshift iiber das

Norrie-Allel hinaus, konnen Nachbargene mitbetroffen sein. Insbesondere die gestorte
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Expression der benachbarten MAO-A und -B Gene bei einigen Norrie-Féllen kann darauf

zuriickgefiihrt werden (Chen et al., 1995) (Abb. 1.1.).

Amino acid Phenotype Exchange Reference Amino acid Phenotype Exchange Reference
position- position
1 ND Met, Arg Schuback et al., 1995 101 mild ND Ser, Phe Walker et al., 1997
1 ND Met, Val Isashiki et al., 1995a 104 mild ND Lys, Gln Meindl et al., 1995
1 ND Met, Val Isashiki et al., 1995a 105 ND Ala. Thr Torrente et al., 1997
1 ND Met, Val Garetal., 1996 108 ROP Leu, Pro Shastry et al., 1997b
13 ND Leu, Arg Fuchs et al., 1994 109 ND Arg, stop Schuback et al., 1995
29 ND Ser, stop Meindl et al., 1992 109 ND Arg, stop Schuback et al., 1995
39 ND Cys, Arg Joos et al., 1994 109 ND Arg, stop Mintz-Hittner et al., 1996
41 EVR, Arg, Lys Shastry et al., 1997a 110 ND Cys, stop Bergeretal., 1992b
sporadic 110 ND Cys, stop Bergeretal., 1992b
42 FEVR His, Arg Shastry et al., 1997a 110 ND Cys, Arg Fuchs etal., 1996
44 ND Tyr, Cys Meindl et al., 1992 110 FEVR Cys, Gly Torrente et al., 1997
57 ND Ser, stop Bergeret al., 1992b 120 EVR, Tyr, Cys Shastry et al., 1997a
58 ND Lys, Asn Fuentes et al., 1993 sporadic
58 EVR, Lys, Asn Shastry et al., 1997a 121 ND Arg, Gln Fuentes et al., 1993
sporadic 121 mild ND Arg, Gln Meindl et al., 1995
60 ND Val, Glu Meindl et al., 1992 121 FEVR Arg, Leu Johnson et al., 1996
61 ND Leu, Phe Bergeretal., 1992b 121 FEVR Arg, Leu Mintz-Hittner et al., 1996
61 ND Leu, Phe Rehmet al., 1997 121 mild ND Arg, Trp Meindl etal., 1995
(and venous 121 FEVR, Arg, Trp Kellner et al., 1996
insufficiency) mild ND
61 ND Leu, Pro Schuback et al., 1995 121 FEVR Arg, Trp Shastry et al., 1995
63 ND Ala, Asp. Schuback et al., 1995 184 ROP Arg, Trp Shastry et al., 1997b
65 ND Cys, Tyr Strasberg et al., 1995 121 ROP Arg, Trp Shastry et al., 1997b
65 ND Cys, Trp Schuback et al., 1995 121 ROP Arg, Trp Shastry et al., 1995
69 ND Cys, Ser Chen et al., 1993c 123 ND Ile, Asn Schuback et al., 1995
73 ND Ser, stop Walker et al., 1997 123 ND Ile, Asn Schuback et al., 1995
74 ND Arg, Cys Bergeret al., 1992b 124 FEVR Leu, Phe Chenetal., 1993a
74 ND Arg, Cys Fuchs et al., 1996 126 ND Cys, stop Fuchs et al., 1996
75 ND Ser, Cys Berger et al., 1992b 126 ND Cys, stop Kellneret al., 1996
90 ND Arg, Pro Bergeretal., 1992b 126 ND Cys, Ser Galetal., 1996
95 ND Cys, Arg Isashiki et al., 1995b 128 ND Cys, stop Wong et al., 1993
96 ND Cys. Tyr Bergeret al., 1992b 128 ND Cys, stop Schuback et al., 1995
96 ND Cys.Tyr  Meindl et al., 1992

Tab. 1.1. Ubersicht der verschiedenen Mutationen im Norrie-Gen (Berger, 1998)
Dargestellt sind die Lokalisation des Gendefekts in Bezug auf die
Aminosduresequenz des Norrie-proteins, der daraus resultierende Phianotyp, die
zugrundeliegende Basenveridnderung und die Referenz.

ND - Norrie Disease

EVR - Exudative vitreoretinopathy

FEVR - Familial exudative vitreoretinopathy
ROP - Retinopathy of prematurity

1.2.  Die Norrie-Maus — ein transgenes Tiermodell

Das murine Norrie-Protein zeigt eine hohe Homologie (94%) zum humanen und besteht
aus 131 Aminosduren im Vergleich zu 133 beim Menschen (Battinelli et al., 1996). Beim
Mausembryo wird das Norrie-Gen in nahezu allen Geweben einheitlich schwach exprimiert
(Hartzer et al., 1999; Ye et al., 2011). Postnatal ist bei Jungtieren hingegen eine Genexpression
nur noch am Auge, am Innenohr und in den Purkinje-Zellen des Kleinhirns zu detektieren

(Berger et al., 1996; Rehm et al., 2002). Mit der 1996 beschriebenen transgenen Maus gelang es,
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ein ,,Knock-out“-Tiermodel fiir die Norriesche Erkrankung zu etablieren. Berger et al. (1996)
ersetzten das Wildtyp Norrie-Gen durch eine inaktive um 56 Aminosduren verkiirzte Genkopie
(Berger et al., 1996). Embryonalen Stammzellen wurde mittels Elektroporation ein spezielles
Genkonstrukt eingefiigt, welches durch homologe Rekombination in das Exon 2 des Norrie-Gens
integriert wurde und zum Verlust von 283 Basenpaaren flihrte. Nach Injektion der Stammzellen
in Blastozysten und deren Einpflanzung in Ammentiere erhielt man eine minnliche Maus, die
das defekte Gen ins Keimbahngenom aufgenommen hatte. Heterozygote weibliche
Nachkommen dienten nach Verpaarung mit Wildtyp-Méannchen dem Aufbau der im Rahmen

dieser Arbeit benutzten Norrie-Maus-Zucht.

NDP
-

ACEL D AN WD
Vadie

Y

DXS7 MAOA MAOB

A

MAOB dc12

Abb. 1.1. Lokalisation des Norrie-Gens auf dem X-Chromosom (Black ez al., 1994)
NDP - Gen fur das Norrie Disease Protein
MAOB - Gen fur die Mono Amino Oxidase B

Bisherige Untersuchungen an diesem Tiermodell zeigten bei hemizygoten Ménnchen
dhnliche morphologische Verdnderungen wie am menschlichen Auge, jedoch in etwas milderer
Auspragung (Berger, 1998). In situ Hybridisierung Studien zeigten den Beginn der Expression
des Ndp Genes bei Mdusen im Embryonalstadium ab dem 18. Gestationstag an (Rehm et al.,
2002). GefaBverdanderungen im Bereich der Mausretina wurden bei Ndp-Knockout-Méusen ab
dem 9. Tag postnatal beschrieben (Richter et al, 1998). Bei Untersuchungen mit dem
Elektroretinogramm (ERG) wurden signifikante Verdnderungen beschrieben (Ruether et al.,
1997). Die umfangreichste Geneexpressionsstudie an Mausen mit Ndp-Gendefekt von Lenzner
et al. zeigte jedoch 2002, dass sich viele der Retina-assoziierten Genverdnderungen erst bei
dlteren Méusen (Alter >2 Jahre) nachweisen lassen (Lenzner et al., 2002), was die Moglichkeit

indirekter Beteiligung nicht-retinaler Prozesse an der frithen Auspriagung des Norrie Phénotyps

12



offenldsst. Obwohl morphologisch und elektrophysiologisch die Befunde der inneren
Retinaschichten allgemein als schwerwiegender erschienen, wurden auch an den
Aullensegmenten der Retina und dem Pigmentepithelium vereinzelte pathologische
Veranderungen beschrieben. Im Bereich des Innenohres hingegen wird das Norrie-Gen bei der
Maus nur gering exprimiert (Berger, 1998), jedoch finden sich &hnliche Beeintrachtigungen des
Horvermogens bei Mausen wie bei der Norrie’schen Erkrankung beim Menschen (Rehm et al.,
2002). Der bei Norrie-Mausen beschriebene Horverlust startet etwa 3 Monate nach der Geburt.

In Analogie zum Menschen waren heterozygote Weibchen ohne signifikante Alterationen.

1.3. Das Retinale Pigmentepithel (RPE)

1.3.1. Allgemeiner Aufbau des RPE

Das auch als Stratum pigmentosum bezeichnete einschichtige, dicht pigmentierte Epithel
liegt zwischen Retina (Stratum nervosum) und Chorioidea und erstreckt sich von der Ein-
miindung des Sehnervs bis zur Ora Serrata. Basolateral fu3t es auf der Bruch’schen Membran,
wéhrend apikal lange Mikrovilli die AuBlensegmente der Photorezeptoren einfassen (Bok, 1993;

Strauss, 2005; Bonilha, 2014) (Abb. 1.2.). Etwa 3-5 Millionen Zellen (beim Menschen) bilden

Photoreceptors (rods and cones)

Nutrient transport &
Metabolite clearance

,.> Photoreceptor renewal
> C (outer segment phagocytosis
and degradation)

Outer blood-retinal
barrier (tight
junctions)

Absorption of
stray light
(melanin granules)

Retinoid
Processing &
Recycling
— Bruch's
membrane
v Regulation of Fenestrated
solute transport choriocapillaries

Choroid

Abb. 1.2. Schematische Darstellung des Retinalen Pigmentepitheliums (Lehmann et al.,
2014)
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eine geschlossene Epithelschicht, wobei die einzelnen Zellen eine charakteristische hexagonale
Form annehmen (Sparrow et al., 2010) (Abb. 1.3.). Die Pigmentierung ist in der Macula-Region

stiarker ausgepragt als an der Ora serrata.

Abb. 1.3. Konfokal Mikroskopie-Aufnahme einer frisch-praparierten RPE-Resektion
von einer 7 Tage alten Maus.
Féarbung mit Alexa Fluor 488-phalloidin (Defoe et al., 2007). Markierungsbalken

40 um.

Auch die Form der Zellen variiert abhéngig von der Lokalisation. Zentral messen sie etwa 12-18
um im Durchmesser bei einer Hohe von etwa 10-14 um. Zur Peripherie hin werden die Zellen
flacher und kénnen bis zu 60 pm breit werden (Snodderly et al., 2002). Sowohl Pigmentations-
als auch Grofenmuster verdndern sich mit dem Alter. In vivo ist differenziertes RPE-Gewebe
nicht mehr in der Lage, sich durch Zellteilung zu erneuern. Kultivierte RPE-Zellen erlangen
hingegen bei geeigneten Kulturbedingungen ihre Teilungsfahigkeit zuriick (Bonilha, 2014). Als
polares Epithel hat die RPE-Zelle einen charakteristischen Autbau (Marmorstein et al., 1998).
Die basolaterale Begrenzung unterscheidet sich stark von der apikalen. Basale Einfaltungen der
Membran sowie Ansammlungen von Mitochondrien deuten auf umfangreiche Transportprozesse
sowie Proteinsynthese hin. Die apikale Membran trdgt einen dichten Rasen von Mikrovilli
(Lehmann et al., 2014). Dabei werden bis zu 7 um lange Fortsdtze, die sich zwischen die
Photorezeptoraullensegmente ausstrecken, und kiirzere, 3 pum lange, die die Enden der
AuBensegmente einfassen, unterschieden. Ein weiteres Charakteristikum ist die apikale Na"/K -
ATPase, die mit Ausnahme des Plexus Choroideus bei allen anderen Epithelien basolateral

lokalisiert ist. Ein groBBer Teil des Zytoplasmas wird vom Zellkern ausgefiillt, der hdufig von
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Melaningranula iiberdeckt wird. Im lichtadaptierten Auge befindet sich der Hauptanteil des

Melanins im apikalen Bereich der Zelle.

1.3.2. Funktion des RPE

Die Funktionen des RPE sind sehr vielgestaltig und lassen sich zum Teil von seinem Aufbau und
seiner Lokalisation ableiten (Steinberg, 1985; Bok, 1993; Marmorstein et al., 1998; Strauss,
2005) (siche Schema in Abb. 1.4.):

1. Schranken- und Transportfunktion

Das RPE ist Hauptbestandteil der Blut-Retina-Schranke. Die fenestrierten Gefdfle der Chorioidea
auf der einen Seite, der subretinale Raum auf der anderen, dient es mit seinen dichten
Schlussleisten und seiner umfangreichen Transportproteinausstattung als effektives Filter- und
Steuerelement. Unter anderem wurde der gerichtete Transport von Glukose (Sugasawa et al.,
1994), Vitamin A (Bok, 1985) und Docosahexansdure (Bazan et al., 1992) durch das RPE
beschrieben. Neben dem Nihrstofftransport sind Wasser- und Elektrolytverschiebungen
zwischen den beiden Kompartimenten subretinaler Raum und Blutgefile elementarer
Bestandteil der Funktionen des RPE. Neben aktiven Transportern (z.B. Na'/K'- ATPase) und
Kotransportern bzw. Austauschern treten hierbei eine Vielzahl von Ionenkanélen in Erscheinung
(Reichhart et al., 2014). Auf letztere wird in einem gesonderten Kapitel eingegangen. Der
kontinuierliche Nettofluss von Ionen und Fliissigkeit vom subretinalen Raum in Richtung
Chorioidea ist neben der extrazelluldren Interphotorezeptormatrix mafgeblich fiir die Adhésion

der Retina an das RPE (Frambach ef al., 1989).

2. Gliafunktion

Im Rahmen der Phototransduktion entstechen an der Photorezeptormembran schnelle und
kurzfristige lonenverschiebungen, die Auswirkungen auf das Ionenmilieu im gesamten
subretinalen Raum haben. So sinkt z.B. die K'-Konzentration von 5 auf 2 mmol/l(Steinberg,
1985), was wiederum die Erregbarkeit der Photorezeptoren nachteilig beeinflusst. Das RPE ist
durch adaptive Transportprozesse von K'-Ionen in der Lage, Verinderungen zu kompensieren
und zu einer konstanten Erregbarkeit der Photorezeptoren (la Cour, 1985). Das RPE &dhnelt darin

funktionell sehr den Gliazellen des Nervensystems, die neben Erndhrungs-, Schutz- und
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Isolierungsfunktion fiir die Homeostase des Ionenmilieus an der Membran erregbarer Zellen

verantwortlich sind.

Vitamine A

) K
Iu_‘ﬁ;’:ﬂﬂg’ Wi]i‘ ‘;‘“ } i
| 10 IR =N

Secretion Phagocytosis Visual Cycle Glia Epithel Transport Light Absorption
Abb. 1.4. Schema zur zusammenfassenden Darstellung der Funktionen des RPE
(Strauss, 2005)

3. Phagozytosefunktion

Eine der kritischsten Funktionen des RPE umfasst seine Rolle im sog. ,,visual cycle®, ndmlich
die Regenerierung des beim Sehprozess gebleichten Sehfarbstoffs 11-cis-retinal (Young et al.,
1969; Edwards et al, 2000; Finnemann, 2003; Thompson et al., 2003). Die Photore-
zeptorauflensegmente bestehen aus eng anliegenden Membranscheiben, die vom Basalkorper der
Rezeptorzellen stidndig neu gebildet werden und mit reaktivem Rhodopsin bestiickt sind. Beim
Lichteinfall kommt es zur Photoisomerisation, d.h. 11-cis-Retinal, als Lichtsensor des aktiven
Rhodopsins, wird zu trans-Retinal. Rhodopsin wird in diesem Prozess ,,gebleicht* und die
erforderliche Reisomerisierung von trans-Retinal zu 11-cis-Retinal erfolgt am RPE. An den
Spitzen der PhotorezeptorauBensegmente werden die ,gebleichten Membranscheiben
abgestoBen und von der apikalen Membran des RPE phagozytiert. Die Membranfraktion wird
recycelt und frans-Retinal durch eine mehrstufige Enzymkaskade in 11-cis-Retinal iiberfiihrt,
welches abschlieSend mittels spezieller Transportproteine den Photorezeptoren wieder zugefiihrt
wird (Bok, 1993). Die Aktivitit der Phagozytose und der ,visual cycle® folgen einem
zirkadianen Rhythmus (Bosch ef al., 1993).

4. Sekretionsfunktion

Das RPE ist in der Lage, eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren zu sezernieren. PDGF, bFGF,
VEGF, PEDF, TGF-$3 und HGF wurden am RPE beschrieben (Tanihara et al., 1997). Ziel dieser
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Faktoren ist vor allem die Retina, allerdings wurden fiir einige Faktoren auch die
korrespondierenden Rezeptoren an der RPE-Membran nachgewiesen, was flir eine autokrine

Regulation spricht (Strauss, 2009).

5. weitere Funktionen

Das RPE triagt zur Optimierung des optischen Apparates bei, indem es die Streustrahlung
innerhalb des Auges mittels seiner Melaningranula absorbiert (Strauss, 2009). Des Weiteren
produziert es eine aus Sialinsdure (25%), Proteoglycanen (15%) und Chondroitinsulfat (60%)
bestehende Extrazellulirmatrix (Varner et al., 1987), der als Funktion Mithilfe bei der

Retinaadhidsion sowie der Phagozytose zugesprochen werden.

1.3.3. Das RPE und Erkrankungen des Auges

Die am ausfiihrlichsten untersuchte Erkrankung des Auges mit Involvierung des RPE ist die
Retinitis pigmentosa (Voaden, 1988; Lutty et al., 1999; Sparrow et al., 2010). Die Retinitis
pigmentosa (RP) ist weltweit eine der fithrenden vererbten Erblindungsursachen mit einer
jéhrlichen Prevalenz von etwa 1:4000 (Kellner, 1997) und als héufigste heriditidre retinale
Dystrophie beim Menschen verantwortlich fiir etwa 50% aller vererbter Netzhauterkrankungen
(Daiger et al., 2013). Die Erkrankung variiert in klinischer Auspriagung und Vererbungsmodi
(Zrenner et al., 1992). Uber 3.000 Mutationen sind im Zusammenhang mit RP beschrieben
worden (Daiger et al., 2013). Klinisch steht initial progressive Nachtblindheit (Nyctalopia) im
Fokus, welche sich in den meisten Fallen in der Adoleszenz manifestiert. Die Einschrankung des
peripheren Gesichtsfeldes ist ein weiteres charakteristisches Anfangssymptom von RP. Die
Behandlungsmoglichkeiten sind auf symptomatische Therapie beschrinkt und auf Versuche, die
Krankheitsprogression zu verlangsamen. Entwicklungen im Bereich der Gentherapie und der
Stammzellentherapie sind vielversprechende Ansitze fiir eine zukiinftige kausale Therapie (He
et al, 2014; Petrs-Silva et al., 2014). Zur Erforschung der Retinitis pigmentosa
zugrundeliegenden pathophysiologischen Zusammenhidnge spielten Tiermodelle eine zentrale
Rolle. Insbesondere die Royal College of Surgeons (RCS) Ratte ist ein intensiv untersuchtes
Tiermodell fiir eine hereditdre Netzhautdystrophie, die der Retinitis pigmentosa beim Menschen
vergleichbar ist (Bourne et al, 1938; Voaden, 1988; Strauss et al, 1998b).

Elektrophysiologische Untersuchungen konnten dabei eine erhohte Leitfahigkeit der Ca® -Kanile
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bei RPE-Zellen der RCS-Ratte nachweisen, welche zum Teil auf eine gestorte Regulation der

Kanalaktivitdt zuriickgefiihrt wurde (Strauss ef al., 1993; Mergler, 1998).

1.4. Ionenkanile des RPE

Dass das RPE zur Ausiibung all seiner Funktionen als hochdifferenziertes Gewebe anzusehen ist,
spiegelt sich unter anderem in seiner reichhaltigen Ausstattung an unterschiedlichsten
Ionenkanédlen wieder (Reichhart et al., 2014). Neben der direkten Beteiligung am epithelialen
Transport sind sie an Signal- und Steuerungsprozessen an der Membran beteiligt.
Elektrophysiologisch konnten sowohl an frisch isolierten RPE-Zellen als auch in Primérkulturen
unter anderem K', Ca®, Na", CI' und unspezifische Kationenkanile nachgewiesen werden
(Hughes et al., 1990; Fox et al., 1992b; Hughes et al., 1993; Strauss et al., 1993; Ueda et al.,
1993; Ueda et al., 1994; Ueda et al., 1995; Hughes et al., 1996; Mergler et al., 1998; Rosenthal
et al., 2002; Wollmann et al., 2006; Rosenthal et al., 2007; Wimmers et al., 2007; Muller et al.,
2014) Auf die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Ionenkandle wird im Folgenden

eingegangen.

1.4.1. K'-Kaniile

Kaliumkanéle besitzen die bei weitem grofite Vielfalt aller lonenkanéle (Perney et al., 1991;
Christie, 1995; Gonzalez et al., 2012). Erschwert wird eine Ubersicht sidmtlicher bekannter
Kanalfamilien dadurch, dass unterschiedliche Klassifizierungen eingefiihrt wurden, die sich
zurzeit noch nicht vollstdndig zur Deckung bringen lassen. Die erste Gliederung basiert auf den
elektrophysiologischen Eigenschaften der Kanédle (Mathie et al., 1998). Der iiberwiegende Teil
der Kanile zeigt eine spannungsabhingige Charakteristik, wihrend einige andere den Liganden-
gesteuerten Kanélen zugeordnet werden. Patch-Clamp Untersuchungen lie3en eine grundlegende
Unterscheidung in zwei verschiedene Familien zu: die der auswirtsrektifizierenden und die der
einwartsrektifizierenden Kanédle. Der Begriff Rektifikation beschreibt dabei die
Spannungsabhingigkeit der Kanalleitfahigkeiten, die es ermoglicht, das Aktionspotential auf das
Ruhepotnetial zuriick zu fiihren, zu rektifizieren. Auswirtsrektifizierende Strome zeigen
wachsende  auswartsgerichtete  Stromamplituden bei  zunehmender  Depolarisation,

einwartsrektifizierende vergroflern ihre Einwértsstrome bei steigender Hyperpolarisation (Hille,
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1992). Zur ersten Gruppe werden der Delayed-Rectifier K'-Strom (Kpr), der schnelle ,, A-Typ“-
K'-Strom (K,), der ,M-Typ“-K"-Strom (Ky) sowie die beiden Ca*"-abhingigen Kaliumstrome
mit groler (BKc,, auch ,,Maxi-K*) bzw. kleiner (SKc¢,) Leitfahigkeit gezdhlt. Demgegeniiber
steht der klassische Inward Rectifier (Kjr), der bei Spannungen negativer als das
Ruhemembranpotential aktiviert und damit Kalium gegen seinen Konzentrationsgradienten in

die Zelle bewegen kann.

Kv a-Untereinheit
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Abb. 1.5. Schematische Darstellung eines auswirtsrektifizierenden K'-Kanals
(Edwards et al., 1997)
Die a-Untereinheit setzt sich aus 6 membrandurchspannenden Segmenten (S1-S6)
zusammen. S4 dient als Spannungssensor. Jeweils 4 solcher Untereinheiten bilden das
Kanalgrundgertist, die P-Schleifen zwischen S5 und S6 bilden dabei die Kanalpore. Jeder
a-Untereinheit lagert sich jeweils eine regulatorische 3-Untereinheit an.

Erstaunliche Ubereinstimmung ergibt sich zwischen der beschriebenen funktionellen Einteilung
und der molekularen Struktur der Kanéle. Diese ldsst sich ebenfalls in zwei Hauptfamilien
unterteilen. Ionenkanéle sind generell aus mehreren Proteinuntereinheiten zusammengesetzt,
sogenannten ,,subunits*. Dabei kommt der a-subunit als Poren-formende Untereinheit die grofite
Bedeutung zu. Molekulare und genetische Klassifizierungen richten sich von daher vor allem
nach der a-subunit-Komposition eines Kanals. Der $-subunit (und weiteren subunits bei anderen
Ionenkanédlen) werden regulatorische Funktionen und die Feinabstimmung des Stromverlaufs
durch einen Kanal zugeschrieben (Edwards et al, 1997). Die Hauptfamilie der
auswirtsrektifizierenden Kaliumstrome bildet aus 4 a-subunits das Kanalgeriist zur Bildung

einer Pore. Dabei setzt sich jede a-Untereinheit aus 6 membrandurchspannenden Aminosdure-
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ketten in a-Helixstruktur zusammen (S1-S6; sieche Abb.1.5.), welche durch alternierend intra-
und extrazelluldr gelegene Schleifen verbunden sind. Funktionell besonders wichtig scheint die
Verbindung zwischen S5 und S6 zu sein, die in die Pore hinein ragt und deren Grof3e bestimmt,
weshalb sie auch als ,,p-loop* bezeichnet wird. In Segment S4 ist etwa jede dritte Aminosdure
positiv geladen (Lysin und Arginin), was die Vermutung nahelegt, dass es die Funktion des
Spannungssensors iibernimmt (Catterall, 1995). Den 4 a-subunits lagern sich 4 B-subunits an.
Die Gruppe der einwirtsrektifizierenden Kanéle besitzt ebenfalls 4 a-Untereinheiten, die
sich jedoch grundlegend von denen der anderen Gruppe unterscheiden. Lediglich 2
membrandurchspannende Segmente (M1 und M2) bilden das Grundgeriist einer a-subunit (siche
Abb. 1.6.). Interessanterweise zeigen beide Segmente erstaunliche Ahnlichkeit mit S5 und S6 der
anderen Gruppe. Der Poren-formende ,,p-loop* befindet sich auch hier als Segmentverbindung

zwischen M1 und M2. Hingegen fehlt ein als Spannungssensor fungierendes S4-Aquivalent.

Kir a-Untereinheit .
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Abb. 1.6. Schematische Darstellung eines einwirtsrektifizierenden K'-Kanals
(Edwards et al., 1997)
Die a-Untereinheit setzt sich aus lediglich 2 membrandurchspannenden Segmenten (M1
und M2) zusammen. Jeweils 4 solcher Untereinheiten bilden das Kanalgrundgeriist, die
P-Schleifen zwischen den beiden M-Segmenten formen die Kanalpore.

Die dritte Klassifikation beruht auf genetischen Aspekten. 1987 gelang es erstmals, einen
Kaliumkanal zu klonieren, dessen Mutation bei Drosophila melanogaster das Shaker-Syndrom
auslost (Kamb et al., 1987). Neben der Shaker-Kaliumkanalfamilie wurden weitere Kanile der
Fruchtfliege molekulargenetisch charakterisiert und als Shab, Shaw und Shal bezeichnet. Diese
Klassifizierung konnte jedoch der spéter dann offensichtlichen Vielfalt der Kaliumkanéle nicht
mehr gerecht werden, zumal in Vertebraten noch weitaus mehr Kaliumkanéle exprimiert werden
als in Drosophila. 1993 wurde eine neue systematische Nomenklatur eingefiihrt, die mittlerweile
weithin als Standardeinteilung gilt (Chandy et al., 1993). Sie richtet sich nach den a-subunits

und folgt der Grobeinteilung in auswirts- und einwartsrektifizierende Kanéle. Erstere werden als
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Kv letztere als Kir bezeichnet. Shaker-dhnliche Kanile werden Kvi.x bezeichnet, Shab Kv2.x,
Shaw Kv3.x und Shal-dhnliche Kv4.x. Kv5.x und Kv6.x haben kein Drosophiladquivalent. Das
»x“ in dieser Einteilung steht fiir verschiedenste Untergruppen, die bei jeder Kanalfamilie
bekannt sind. Die Gruppe der einwartsrektifizierenden Kandle umfasst zurzeit mindestens 7
Kanaltypen: Kirl.x-Kir7.x.
Am RPE von Vertebraten wurden elektrophysiologisch folgende Kanile beschrieben:

Der ,,A-Typ“-KtStrom an frisch isolierten fetalen humanen RPE-Zellen, der ,,M-typ“-K+-Strom
an frisch isolierten RPE-Zellen vom Rind, der Ca*"-abhingige-K -Strom an humanen RPE-
Zellen und an kultivierten Kaninchen-RPE-Zellen sowie der Delayed-Rectifier-artige-K -Strom
an frisch isolierten Zellen von Frosch, Schildkréte, Affe und Mensch und an kultivierten RPE-
Zellen von Kaninchen, Mensch und Ratte. Inward Rectifier-artige-K -Strome wurden an frisch
isolierten RPE-Zellen von Mensch, Frosch, Krote, Schildkrote und Affe sowie an kultivierten
Zellen von Kaninchen, Affe, Mensch und Ratte nachgewiesen (Hughes et al., 1990; Fox et al.,
1992a; StrauB} et al., 1993; Wen et al., 1993; Strauss et al., 1994b; Tao et al., 1994; Tao et al.,
1995; Takahira et al., 1997, Strauss et al., 2002).

1.4.2. Delayed Rectifier K'-Kanile am RPE

Delayed Rectifier-artige K'-Strome lieBen sich an RPE-Zellen sowohl in Kultur als auch bei
Frischzellprdparationen von diversen Spezies nachweisen. Elektrophysiologisch werden diese
Strome durch ein typisches Aktivierungs-/Inaktivierungsmuster charakterisiert. Kppr-Kanéle
zeigen eine langsam ansteigende zeitabhidngige Aktivierung, die im Verhiltnis zur schnellen
Aktivierung der neuronalen Na’ Kanile beim Aktionspotential somit verzogert und prigend fiir
den Namen ist. Sie aktivieren bei Depolarisationsschritten vom Ruhemembranpotential der RPE-
Zelle (40 mV — -50 mV) aus bei Erreichen einer Aktivierungsschwelle von etwa —30 mV
(StrauB et al., 1993; Strauss et al., 1994b; Strauss et al., 2002). Dabei ist die Aktivierungskinetik
generell langsamer als bei dem schnellen ,,A-Typ“- K'-Kanal. Die Inaktivierung erfolgt, wenn
iiberhaupt, sehr langsam nach einem Zeitfenster, das im Sekundenbereich liegt (Straul} et al.,
1993; Edwards et al., 1997). Die Einzelkanalleitfahigkeit ist verhdltnisméBig klein (10-20pS).
Die Stréme lassen sich allgemein durch Ba*-Ionen und TEA blockieren sowie einer Reihe
spezifischer Skorpiongifte (z.B. Noxiustoxin, Margatoxin, Dendrotoxin, Agitoxin), die
unterschiedliche Affinitdten zu den einzelnen Kv-Untereinheiten besitzen. Im Gesamtorganismus

von Vertebraten wurden folgende a-Subunits Delayed-Rectifier-artigen Kanélen zugeschrieben:
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Kvi.l, 1.2, 1.3, 1.5 1.6,2.1, 2.2, 3.1 und Kv3.2 (Edwards et al., 1997). Davon konnten bisher am
RPE Kv 1.2, 1.3 und Kv2.1 mittels Immunozytochemie und PCR (Pinto et al., 1998) und KvI.3
mittels Westernblot (Strauss et al., 2002) nachgewiesen werden.

Die Funktion der Kprr-Kandle am RPE ist weitgehend ungeklirt. Da die Stromamplitude
der auswiérts gerichteten Kaliumstrome mit steigender Depolarisation zunimmt, kommt diesen
Kanilen eine entscheidende Bedeutung bei der Riickfiihrung des Membranpotentials nach
Depolarisation zu. Unter physiologischen Bedingungen kommt es jedoch zu Depolarisierungen
jenseits der Kanalaktivierungsschwelle von —30 mV nur bei erregbaren Zellen des Nerven- und
Muskelsystems sowie des Herzens. Straul3 et al. (2002) stellte die Hypothese auf, dass Kpyr-
Kanile am RPE funktionelle Gegenspieler der L-Typ-Ca”"-Kanile bei der Regulation der Ca”-
Homeostase seien (Strauss et al., 2002). Ahnliche Regulationsmuster der Kanile durch Tyrosin-
und Proteinkinasen (PKC) unterstiitzen diese Annahme. Des Weiteren scheint eine gewisse
Unterstiitzung des Ruhemembranpotentials durch die repolarisierende Richtung des Stromes
wahrscheinlich. Insgesamt wird der Anteil des Kppr-Stromes an der Kaliumgesamtleitfahigkeit

der RPE-Membran unter Ruhebedingungen von mehreren Autoren als eher gering eingeschétzt.

1.4.3. Inward Rectifier K'-Kanile am RPE

Elektrophysiologisch zeichnen sich diese Kanile durch den Einstrom von Kalium in die Zelle
entgegen seinem Konzentrationsgradienten aus. Zur Aktivierung bedarf es jedoch einer
Hyperpolarisierung auf Werte negativer als =70 mV. Die Stromamplitude nimmt mit steigender
Negativierung des Membranpotentials bis zu einem gewissen Punkt zu. Als Blocker sind TEA
und Ba®"-Ionen bekannt. Fiir die ungewdhnliche Stromflusscharakteristik werden intrazellulire
blockierende Partikel, wie z.B. Mg*"-Ionen und Polyamine, verantwortlich gemacht (Kubo,
1994). Der molekulargenetische Nachweis flir Kir gelang fiir Kir4.1 am Ratten-RPE (Kusaka et
al., 1999) und fiir Kir7.1 am RPE von Ratten (Kusaka et al., 2001) und Rindern (Shimura et al.,
2001).

Entgegen seinem Namen besitzt der Kanal jedoch auch eine auswérts gerichtete
Kaliumleitfdhigkeit bei Membranspannungen, die positiver als das Ruhepotential sind. Hille
(1992) sieht darin sogar die Hauptfunktion unter normalen physiologischen Bedingungen, wo
Hyperpolarisationen auf Werte weit negativer als =70 mV wohl eher selten vorkommen diirften
(Hille, 1992). Am intakten und préparierten RPE-Gewebe wurde hingegen nachgewiesen, dass

die Gesamtkaliumleitfdhigkeit an der apikalen Membran vor allem durch den Kjr-Strom bedingt
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ist (Hughes et al., 2008). Wichtig erscheint dabei die enge Interaktion mit der apikalen Na"-K'-
ATPase zu sein (Arrindell et al., 1992). Es wurde postuliert, dass der Kjr-Kanal eine
entscheidende Rolle spielt bei der Kompensation von Verdnderungen der Kaliumkonzentration
im subretinalen Spalt, die durch die Licht-induzierte Hyperpolarisation an der
Photorezeptormembran bedingt sind. Er ist damit in groBem Malle am Nettokaliumtransport
durch das RPE beteiligt. Da der Kanal sowohl in hyperpolarisierender Richtung durch einen
positiven Einwirtsstrom als auch in depolarisierender Richtung durch einen positiven
Auswirtsstrom jeweils den Spannungsvektoren entgegenwirkt, wird dem K;r auch maf3gebliche
Beteiligung an der Stabilisierung des Ruhemembranpotentials zugesprochen (Reichhart et al.,

2014).

1.4.4. Ca**-Kaniile

Spannungsabhingige Ca’-Kanile vermitteln den Einstrom von Kalziumionen in die Zelle nach
Aktivierung durch depolarisierende Impulse an der Membran. Sie sind elementar bei der
Signaliibertragung zwischen Zellen bzw. in die Zelle. Sie generieren Ca’’-Aktionspotentiale,
steuern Sekretions- und Genexpressionsprozesse, sorgen flir die elektromechanische Kopplung
an Muskelzellen und modulieren den Zellstoffwechsel durch das IP3-/Ca®’-second messenger
System (Bean, 1989; Hille, 1992).

Ca**-Kanile wurden #hnlich wie Kaliumkanile lange Zeit anhand ihrer
elektrophysiologischen und pharmakologischen Merkmale eingeteilt. Diese Gliederung wird
wohl auch weiterhin Bestand haben (Edwards et al., 1997). Die 6 Kanalfamilien der
spannungsabhingigen Ca’’-Kanile lassen sich in 2 Hauptgruppen unterteilen: die der ,high-
voltage-activated (HVA) und die der ,,low-voltage-activated (LVA) Kanéle. Erstere Gruppe
umfasst die ,,L-Typ “_Ca*'-Kaniile (, L fiir ,,long-lasting* und ,, large conductance®), die ,, N-
Typ “_Ca*'-Kaniile (, N“ fiir , neither L- nor T-type* bzw. ,,neuronal®), die , P-Typ “_Ca*-
Kanile (,, P fiir ,, Purkinje Neuronen Typ*), die ,, O-Typ “~Ca*"-Kanile und die ,, R-Typ “- Ca*"-
Kanile (,,R“ fiir ,,resistant “in Bezug auf Blocker). Der ,, 7-Typ “-Kalziumstrom (,, 7* fiir ,, tiny
conductance“ und ,, transient current ‘) aktiviert bereits bei —60 mV und bildet die Gruppe der
LVA-Kanile. Die phylogenetische Verwandtschaft zu Kaliumkandlen wird auf struktureller
Ebene deutlich. Die fiir die Porenbildung verantwortliche o;-subunit zeigt einen &dhnlichen
Grundaufbau wie bei spannungsabhdngigen Kaliumkanilen. Allerdings bildet nur eine o-

subunit das Kanalgeriist. Sie besteht aus 4 homologen Doménen, die wiederum jeweils 6
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membrandurchspannende a-Helices S1-S6 umfassen. Segment S4 fungiert als Spannungssensor,
die Schleife zwischen S5 und S6 ist an der Porenbildung beteiligt. 10 verschiedene o.;-subunits
sind bisher bekannt und werden den 6 verschiedenen Ca”"-Kanalfamilien zugeordnet (Catterall,
1995). Neben der a;-subunit sind noch 3-4 weitere subunits an der Kanalformation beteiligt

(siche Abb.1.7.). Je nach Kanaltyp setzt sich ein Kanal aus a;-, a-, -, 8-, y-subunit zusammen.

a-Untereinheit

o,-Untereinheit

H‘NW M ¥

0-Untereinheit

H,N

COOH

B-Untereinheit

Abb. 1.7. Schematische Darstellung eines Ca**-Kanals (Edwards et al., 1997)
Die a,-Untereinheit mit ihren homologen Doménen D I bis D IV bildet das
Kanalgeriist, wobei Segment S4 jeweils als Spannungssensor fungiert und die P-
Schleife zwischen S5 und S6 die Pore formt. Zwischen den ersten beiden
Doménen lagert sich von intrazelluldr die B-subunit an. Die y- und d-subunit sind
membrandurchspannende Komponenten. Letztere steht {iber Disulfidbriicken mit
der a,-Untereinheit in Verbindung und wird stets gemeinsam mit dieser
exprimiert.

Ertel et al. verdffentlichten im Jahre 2000 eine neue Nomenklatur fiir
spannungsabhingige Ca’"-Kanile, die die funktionellen und strukturellen Gesichtspunkte zu
vereinen versucht (siehe Tab.1.2.) (Ertel et al., 2000). Am RPE von Vertebraten wurden bisher
von mehreren Arbeitsgruppen L-Typ-Ca”*"-Kanile beschrieben (Strauss ef al., 1993; Ueda et al.,
1993; Ueda et al., 1995; Strauss et al., 2000; Rosenthal et al., 2007). Bei alteren Primérkulturen

von Ratten-RPE wurde zusitzlich ein Ca*'-Strom beschrieben, der von seiner elektrophysio-
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logischen und pharmakologischen Charakteristik keinem der bekannten Kanaltypen zugeordnet

werden konnte und der ,,FT-Typ* (fiir ,, fast transient “) genannt wurde (Wimmers ef al., 2008).

Ca’*-Kanal | Ca’*-Stromtyp | Vorkommen o.;-subunit Funktion

Cayl.1 L-Typ Skelettmuskel as Kontraktion

Cayl.2 L-Typ Herzmuskel, Neurone, aic Kontraktion
endokrine Zellen Sekretion

Cayl.3 L-Typ endokrine Zellen, aip Sekretion
Neurone Genregulation

Cayl.4 L-Typ Retina o Transmitterfrei-

setzung

Cay2.1 P- & Q-Typ |Nervenendigungen, oA Transmitterfrei-
Dendriten setzung

Cay2.2 N-Typ Nervenendigungen, aiB Transmitterfrei-
Dendriten setzung

Cay2.3 R-Typ Nervenendigungen, OlE Aktionspotential
Dendriten Transmitterfrei-

setzung

Cay3.1 T-Typ Herzmuskel, Neurone, aiG
Skelettmuskel

Cay3.2 T-Typ Herzmuskel, Neurone oy

Cay3.3 T-Typ Neurone ar

Tab. 1.2. Ubersicht der neuen Nomenklatur der Ca*"-Kanile, modifiziert (Catterall, 2000)

Ca’**-Kanile des L-Typs gehdren zu den high voltage activated (HVA) Kanilen. Sie kénnen
sowohl an Neuronen, Skelett- und Herzmuskelzellen als auch bei sezernierenden Epithelien

nachgewiesen werden und sind jeweils an den zentralen Funktionen dieser Gewebe beteiligt, wie

25



der Modulation synaptischer Aktivitit zwischen Neuronen, der elektromechanischen Kopplung
an Muskelzellen und der Regulation von zelluldrer Sekretion (Bean, 1989; Murphy ef al., 1991;
Catterall, 2000). L-Typ Ca’-Kanile am RPE zeichnen sich durch ihre Dihydropyridin
Sensitivitdit aus (Ueda et al.,, 1995), wobei Nifedipin, Nitrendipin oder Nimodipin als
pharmakologische Blocker fungieren. Elektrophysiologisch ist eine hohere Leitfahigkeit fiir Ba*"
als fiir Ca®" charakteristisch, so dass Ba®" Ionen in Experimenten als Ladungstriger anstelle von
Ca”" zum Einsatz kommt. Molekular setzt sich der L-Typ Ca*-Kanal aus fiinf Untereinheiten
zusammen: o-, 0u-, -, Y- und 8-Untereinheit (Perez-Reyes et al., 1995; Catterall, 2000). Der a;-
Untereinheit kommt als Poreneinheit besondere Bedeutung zu, da sie die elektrophysiologischen
Eigenschaften des Kanals bestimmt. Anhand molekularer und physiologischer Charakterisierung
lassen sich die a;-Untereinheiten in vier Kategorien einteilen: die Skelettmuskel-Untereinheit
(a;s oder CaVl.1), die Herzmuskel-Untereinheit (ajc oder CaV1.2), die neuroendokrine
Untereinheit (a;p oder CaV1.3) und die Retina-Untereinheit (a;r oder CaV1.4). An kultivierten
RPE-Zellen konnten a;p-Untereinheiten nachgewiesen werden (Rosenthal et al., 2007; Wimmers

et al.,2008).

1.4.5. CI Kanile am RPE

Eine intakte Chloridleitfahigkeit ist essentiell zur Aufrechterhaltung der Funktion der Retina
(Edwards et al., 2010). So gehen Mutationen im Clcn2 Gen mit Photorezeptor-Degenerationen
einher (Bosl et al., 2001) und Clcn3-Knockout-Mause zeigen einen kompletten Verlust von
Photorezeptoren (Stobrawa et al., 2001). 9 Gene, die fiir die Mitglieder der Chloridkanalfamilie
kodieren, sind bei Sdugetieren bekannt (Stobrawa et al., 2001; Edwards et al., 2010). Strukturell
bestehen diese Chloridkanile der CIC-Familie aus einem Dimer (Dutzler ef al., 2002), d.h. zwei
Untereinheiten formen eine funktionelle FEinheit. Mehrere funktionell unterschiedliche
Chloridkandle konnten am RPE von verschiedenen Spezies nachgewiesen werden: CIC-2
Chloridkanile (Hartzell ez al., 2003), Ca®"-aktivierte Chloridkanle (Joseph ef al., 1992; Ueda et
al., 1994; Strauss et al., 1999, Hartzell et al., 2003), cAMP-aktivierte Chloridkanile (Hughes et
al., 1993; Hartzell et al., 2003). Auf molekularer Ebene wurde die Expression von CIC-2, CIC-3
und CIC-5 in RPE-Zellen nachgewiesen (Wills et al., 2000; Weng et al, 2002). Der
Chloridleitfahigkeit am RPE kommen eine Anzahl von Funktionen zu, z.B. epithelialer
Ionentransport, Regulierung des zelluliren Volumens, und die lonenhomeostase-Regulierung im

subretinalen Raum (Gallemore et al., 1989; Lacour et al., 1992; Botchkin et al., 1993; Ueda et
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al., 1994). Allerdings zeigten Patch-Clamp Studien, dass Chloridkanéle an ruhenden RPE-Zellen

nur selten abgeleitet werden konnen (Strauss ef al., 1998a). Intrazelluldre Faktoren, die potentiell

inhibierend auf Chloridkanile wirken, wurden in diesem Zusammenhang beschrieben (Krick et

al., 1991).

1.5.

Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit

Zum Zeitpunkt dieser experimentellen Studie waren funktionelle in vitro-Untersuchungen an

RPE-Kulturen von Ratte, Rind, und Mensch bekannt. Im Vergleich dazu gab es zu jenem

Zeitpunkt jedoch keine wissenschaftlichen Veroffentlichungen von kultivierten RPE-Zellen der

Maus. In Anbetracht der Bedeutung der Maus als eines der transgenen Modifikation

zugédnglichem Tiermodell kommt der Erstcharakterisierung von Maus -RPE -Zellen eine erhdhte

Prioritdt zu. Die hier vorgestellten Untersuchungen an der Norrie-Maus dienen demzufolge nicht

nur zur Beleuchtung etwaiger funktioneller Storungen des RPE bei Norrie-Gendefekt, sondern

zur Etablierung der elektrophysiologischen Grundcharakteristik von Maus-RPE im Allgemeinen.

Folgende Aspekte werden dazu untersucht:

1.

Lassen sich die bei anderen Spezies etablierten Protokolle zur Anlage von RPE-Kulturen
auf die Maus tibertragen?

Welche Ionenkanile lassen sich von kultivierten Maus-RPE-Zellen ableiten?

Lassen sich bei etwaigen lonenkandlen Regulationsmuster finden, die von anderen
Spezies bekannt sind?

Lassen sich im Direktvergleich zwischen Wildtyp-Maus und Norrie-Maus mittels Patch-
Clamp-Technik mogliche Beteiligungen von Ionenkandlen an der Pathogenese der

Norrie’schen Erkrankung nachweisen?
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2. Methoden

2.1. Gewebspriparation und Zellkultur

Die Zucht und die Genotypisierung von Maiusen mit Norrie-Gendefekt und Wildtyp-
Vergleichsmdusen oblag unserem Kollaborationspartner, der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Wolfgang Berger am Max-Planck-Institut fiir Molekulare Genetik, Berlin. Augen von 12 bis 14
Tage alten Mdusen wurden von Herrn Dr. Steffen Lenzner vom Max-Planck-Institut entnommen
und eisgekiihlt innerhalb von 60 Minuten zur Weiterbearbeitung zur Abteilung fiir Klinische
Physiologie der Freien Universitit Berlin iibertragen. Zucht und Tierversuche wurden in
Ubereinstimmung mit den Gesetzen fiir Tierexperimente der Bundesrepublik Deutschland
durchgefiihrt. Die Anlage von RPE-Primirkulturen erfolgte mit Modifikationen nach der von
Edwards beschriebenen Methode zur Praparation von RPE-Kulturen der Ratte (Edwards, 1977).
Dabei wurden die Augen iiber Nacht in steriler mit Gentamycin (50 pg/ml) und Kanamycin (100
ug/ml) versetzter Puck’scher Losung (Puck et al, 1958) inkubiert. Es folgte eine Trypsin-
Anverdauung fiir 20 min bei 37 °C in 0,1 % Trypsin-L3sung ohne Ca®" und Mg*", welches die
Abtrennung des RPE erleichtert. Die Trypsinreaktion wurde durch Ubertragung in serum-
haltiges (20 %) Ham’s-F10-Medium (Ham, 1963) gestoppt, welches ebenfalls Antibiotika
Gentamycin (50 pg/ml) und Kanamycin (100 pg/ml) enthielt. Mit Hilfe eines
Binokularmikroskopes wurden die Augen mit einem ringférmigen Schnitt entlang der Ora
serrata gedffnet und der vordere Teil mitsamt Cornea, Linse und Corpus vitreum sowie die
Retina entfernt. Die dann freiliegende RPE-Schicht wurde vorsichtig von der Bruch’schen
Membran abgezogen und in oben definiertes Ham’s-F10-Medium {bertragen und durch
wiederholtes Pipettieren in Zellsuspension gebracht. Diese wurde auf runde Deckgldschen (12
mm Durchmesser) verteilt, welche in Petrischalen ausgelegt waren. Diese Kulturen wurden bei
37 °C und in 5%-iger CO,-Atmosphdre inkubiert. Das Alter der fiir die elektrophysiologischen

Untersuchungen benutzten Kulturen lag zwischen 4 und 12 Kulturtagen.

2.2. Patch-Clamp-Technik

2.2.1. Elektrophysiologische Grundlagen

Die Zellmembran samtlicher eukaryonter Zellen hat einen charakteristischen Aufbau. In der ca.

6 nm dicken Lipiddoppelschicht weisen die hydrophoben, also unpolaren Ketten der C-14 bis C-



20-Verbindungen aufeinander zu, wihrend die hydrophoben, also polaren Kopfgruppen dem
Extrazellulirraum bzw. dem Zellinneren zugewandt sind. Neben den Phospholipiden sind
Kohlenhydrate und Proteine elementare Bestandteile biologischer Membranen. Den Proteinen
kommt neben Stiitzfunktion und Rezeptor-vermitteltem Informationsaustausch unter anderem
die Aufgabe des Stoffaustausches und Ionenflusses durch die Membran zu (Nicholls et al.,
2002). Drei Gruppen von Membranproteinen konnen unterschieden werden: Kanéle, Carrier und
Pumpen.

Bereits Mitte des 19. Jahrhunderts wurden elektrische Phdnomene iiber der Membran von
Muskelzellen gemessen (Numberger et al., 1996). 1902 dullerte Julius Bernstein die Vorstellung,
dass eine Ungleichverteilung von Ionen des Intra- und Extrazelluldrraumes eine
Potentialdifferenz iiber der Membran bedingt (Nicholls et al., 2002). Das moderne Konzept von
Ionenkandlen geht auf die frithen 50er Jahre zuriick. Damals gelangten die englischen
Physiologen A. Hodgkin und A. Huxley zu der Ansicht, dass die GroBe der Fluxe der Na'- und
K -Ionen zu groB seien — bis zu 10° Ionen pro Sekunde — , um auf Carrier-Molekiile
zuriickgefiihrt werden zu konnen. Ionenkandle konnen als wasserhaltige, Membran
durchspannende Poren betrachtet werden, wobei — vereinfacht gesagt — eine Region als
Selektionsfilter, eine weitere als Tor (gate) fungiert. Sowohl Grof3e als auch molekulare Struktur
der Teilchen dienen als Selektionskriterien. Der potentielle Offnungszustand eines Kanals findet
in der Offenwahrscheinlichkeit seinen Ausdruck. Eine Aktivierung oder Inaktivierung eines
Ionenkanals fiihrt zu einer Zu- oder Abnahme der Offenwahrscheinlichkeit, nicht jedoch zu
einem konstanten ,,Offen”- oder ,,Geschlossen“-Zustand. Bekannte Mechanismen zur
Kanalaktivierung umfassen Spannungsaktivierung, Ligandenaktivierung (extrazelluldr),
Messengeraktivierung (intrazelluldr) sowie Dehnungsaktivierung, z.B. bei osmotisch bedingter
Zellschwellung (Nicholls et al., 2002). Um lonenfliisse durch Membranen zu beschreiben, bedarf
es der Einfiihrung grundlegender Begriffe (Ypey, 1998). Die Permeabilitdt gibt die Leichtigkeit
an, mit der ein Ion die Membran durchqueren kann, sie hidngt im grolen Malle von der
Offenwahrscheinlichkeit der Kanile eines bestimmten Ions ab. Die Leitfdhigkeit G eines Kanals
wird durch die Permeabilitit und den Konzentrationsgradienten eines lons bestimmt. Sie ist
elektrisch als der Kehrwert des Widerstandes R definiert. In Anlehnung an das Ohm’sche Gesetz
lasst sich daraus schlieBen, dass die Leitfahigkeit und eine Potentialdifferenz U iiber der
Membran den Stromfluss I durch die Membran determinieren.

R=U/N1
G=I/U
[=G*U
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Der Strom I findet auch Ausdruck in der Anzahl an elektrischer Ladung Q, die pro Zeiteinheit
gerichtet flieBt. Dabei entspricht die Basiseinheit Coulomb der Ladung von 6,24*10'
Elektronen.
[=Q/t

Der oben bereits erwdhnte Membranaufbau erklért ein weiteres elektrisches Phanomen. Bei der
Betrachtung des Stromflusses {iber Membranen hilt ein Zeitelement Einzug in die physikalische
Beschreibung. Schnelle Spannungsédnderungen fiihren erst verzogert zu proportionalen
Stroménderungen. Die Lipiddoppelschicht einer Zelle stellt einen elektrischen Kondensator dar.
Per definitionem sind bei einem Kondensator zwei leitende Platten durch einen Isolator getrennt.
Die polaren Kopfgruppen der Phospholipide bilden beiderseits der Membran eine leitende
Schicht, wihrend im Inneren der Membran die unpolaren Lipidschwinze angeordnet sind. Die
Kapazitit C eines Kondensators ist dadurch definiert, wieviel Ladung Q er pro angelegter

Spannung U speichern kann.
C=Q/V

Je groBer die Fliche und je kleiner der Abstand, desto hoher ist die Kapazitit. In der
Elektrophysiologie macht man sich diese Regel zunutze. Da der Abstand der beiden
Lipiddoppelschichten bei fast allen biologischen Membranen als nahezu konstant anzusehen ist,
lasst sich von der rechnerisch ermittelbaren Membrankapazitdt auf die GroB3e der Zelle schlielen.
Fiir die Kapazitits-Flachen-Relation ergibt sich ein praktischer Nédherungswert von etwa 1
pF/um?®. Die Kapazitit verursacht jedoch auch Strungen in der Elektrophysiologie, indem sie
den Zeitverlauf von elektrischen Signalen verzerrt. Daher miissen sowohl die Membrankapazitét
der Zelle und die Kapazititen im elektrischen Messsystem (z.B. Pipettenkapazitit) durch
geeignete Mechanismen gegenreguliert werden.

Der zeitliche Ablauf von Umladungsprozessen an Membranen wird durch die
Membranzeitkonstante Ty als Produkt von Membranwiderstand und Membrankapazitit
beschrieben.

‘CM:RM*CM

Bei der Betrachtung von Ionenkanélen, also von lokalen Leitfdhigkeiten, kann man durch die
Kapazitit den zeitlichen Ablauf von elektrischen Signalen nicht mehr schliissig erkldren. Jeder
Kanal hat ein charakteristisches Verhalten beim Offnen bzw. SchlieBen und damit beim

Bestimmen des Stromflusses. Diese Eigenschaft findet in der Aktivierungs- bzw.
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Inaktivierungszeitkonstante Ausdruck. Der Stromfluss durch einen Kanal und damit der

Spannungsverlauf iiber der Membran erhilt somit einen exponentiellen Verlauf.

U=Uy(1-¢™)

Wie bereits oben erwéhnt, bedingen unterschiedliche Ionenverteilungen iliber der Membran

Potentialdifferenzen zwischen Intra- und Extrazellularraum.

2.2.2. Prinzip der Patch-Clamp-Technik

Die Darstellung des Stromflusses durch die Zellmembran mittels der Patch-Clamp-Technik
beruht auf dem Prinzip der Spannungsklemme oder ,,Voltage-Clamp*. Als wihrend der ersten
Hiélfte des 20. Jahrhunderts die Pioniere der Elektrophysiologie die Prozesse an Membranen
erregbarer Zellen analysierten, standen sie u.a. einem zentralen Problem gegeniiber, ndmlich dass
sich bei den meisten bioelektrischen Ereignissen sowohl die Membranspannung als auch der
Stromfluss durch die Membran zur selben Zeit dnderten. Die Losung dieses Problems gelang
Ende der dreifliger Jahre K.S. Cole und H.J. Curtis mit der Entwicklung der Spannungsklemme
(voltage clamp). Die spateren Nobelpreistrager A. Hodgkin und A. Huxley nutzten diese Technik
fir ihre bahnbrechenden Beschreibungen der Grundlage des Aktionspotentials. Das
Grundprinzip der Spannungsklemme besteht darin, mittels elektronischer Riickkopplungs-
mechanismen die Spannung iiber der Membran konstant zu halten und den dazu notwendigen
Kompensationsstrom zu messen (Aidley, 1998). Dieser Kompensationsstrom ist ein MaB fiir den
bei diesem Potential tatsdchlich durch die Membran geflossene Strom. Abb. 2.1. gibt ein
vereinfachtes Schaltbild der Spannungsklemme wieder. Es ist anzumerken, dass bei fritheren
Experimentieranordnungen noch zwei intrazelluldre Elektroden, eine flir die Spannungsmessung
und eine fiir den Kompensationsstrom, zum Einsatz kamen. Die Spannungsklemme erlaubte die
Aufzeichnung von groBeren Stromen und Potentialverdnderungen, wie sie beispielsweise bei
Aktionspotentialen an erregbaren Zellen auftreten. Die genauen Mechanismen, die den
Ionenverschiebungen zugrunde lagen, blieben jedoch ungeklirt und die ,,Jonenkanaltheorie* war
lange Zeit eine, wenn auch hochst plausible, Hypothese.

Das Grundproblem der Spannungsklemme bei der Messung von lonenstromen stellt das
sogenannte elektrische Hintergrundrauschen dar, welches etwa hundertmal grofler ist als der

Strom durch einen einzelnen lonenkanal und vor allem durch die Zellmembran mit ihrer
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Globalaktivitdt der Kanédle und Transporter, die Pipette und die elektronischen Messgerite

hervorgerufen wird.

>"— UMem

Axonfaser I

Abb. 2.1. Grundprinzip der Spannungsklemme am Beispiel einer Axonfaser (Aidley,
1998)
Die Membranspannung Uy, wird tiber einen Messverstédrker (x1) gemessen, zum
,feedback amplifier (FBA) geleitet und dort mit der Sollspannung Usgey
verglichen. Am Ausgang flie3t dann bei jeder Differenz zwischen Ugo und Upem
ein Kompensationsstrom zuriick in die Zelle, der als Membranstrom Iyem
gemessen werden kann.

Die spiteren Nobelpreistrager Bert Sakmann und Erwin Neher 16sten dieses Problem mit
der Entwicklung der Patch-Clamp-Technik, einer Abwandlung der Spannungsklemme (Neher et
al., 1976). Dabei wird ein kleiner Membranfleck (engl. patch) durch Aufsetzen einer diinnen

Glaspipettenspitze elektrisch von seiner Umgebung isoliert (siche Abb. 2.2.).

4—— Pipettenelektrode

«— Glaspipette

Elekrolytlosung

T iIonenkanal

Q_.-
= 0‘.0 ' Zellmembran

Abb. 2.2. Pipette und Zellmembran bei der Patch-Clamp-Technik (Aidley, 1998).
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Die Offnung der Pipettenspitze misst nur wenige pm im Durchmesser. Vorsichtiges
Aufsetzen auf die Zellmembran fiihrt zu Abdichtwiderstinden zwischen Pipetten- und
Badlésung von 10-50 MQ. Sakmann und Neher entdeckten, dass sich durch enzymatisches
Reinigen der Zellmembran und vor allem durch Anlegen eines leichten Unterdruckes an die
Pipettenspitze der Abdichtwiderstand (engl. seal) stark erhohte. Widerstdnde von bis zu hundert
GQ (Gigaseal) waren moglich und damit erstmals Aufzeichnungen von Einzelkanalstromen von
wenigen pA (Picoampere, 10"2A).

Wie bereits im vorangestellten Grundlagenkapitel erklért, stehen Spannung, Stromstérke
und Widerstand bzw. die Leitfdhigkeit iiber das Ohm‘sche Gesetz in Beziehung. Bei konstanter
Spannung ist jede messbare Verdnderung im Stromfluss durch eine Leitfahigkeitsinderung iiber
der Membran bedingt, welche wiederum ein direktes Mal3 fiir die Ionenkanalaktivitit darstellt.
Ionenfliisse wiirden aber die Spannung iiber der Membran beeinflussen und demzufolge auch das
Membranpotential, welches aber eigentlich konstant (=“geklemmt*) gehalten werden soll. Um
dem entgegenzuwirken, muss jede Abweichung der Isz-spannung von der vorgegebenen Soll-
spannung automatisch mit einem entgegengesetzten Kompensationsstrom beantwortet werden.
Die Losung dieses Problems iibernimmt ein Strom-Spannungs-Wandler-Schaltkreis, der im
Vorverstiarker nahe der Patchpipette untergebracht ist. Er ermoglicht mit nur einer Elektrode das
Klemmen der Sollspannung und das gleichzeitige Messen und Applizieren eines
Kompensationsstromes. Dieser entspricht genau jenem Strom, der zu einem bestimmten
Zeitpunkt bei einer vorgegebenen Spannung durch die gedffneten Ionenkanile in der Membran
flieBt, diesem aber entgegengesetzt ist. Abb. 2.3. gibt ein vereinfachtes Schaltbild eines Patch-
Clamp-Verstérkers wieder.

Zentrales Bauteil ist der Operationsverstirker OPA (engl. operational amplifier), an
dessen zwei Eingdngen zum einen das Pipettenpotential Upi, und zum anderen die Sollspannung
Uson anliegen. Upi, entspricht der Ist-Spannung an der Zellmembran und wird durch die
Pipettenelektrode zum OPA geleitet. Us, wird vom Experimentator vorgegeben und von der
Steuereinheit an den OPA angelegt. Jede Abweichung von Upj, (Punkt 1 in Abb. 2.3.) von Usp
fiihrt am Ausgang vom OPA (Punkt 2) zu einer Spannung, die proportional zu dieser Differenz,
aber extrem verstirkt ist. Potentialdifferenzen zwischen Punkt 1 und 2 lassen nun durch den in
Serie mit dem OPA geschalteten Riickkopplungswiderstand Ry (engl. feedback) einen Strom
flieBen. Da der Operationsverstirker definitionsgeméll einen theoretisch unendlich hohen
Eingangswiderstand hat, kann jeder Stromfluss {iber Ry nur iiber die Pipettenelektrode abgeleitet
werden. Je grofer die Abweichung von Upj, zu Us,, desto groBer ist der Kompensationsstrom

durch Rr in die Pipette. Kommt es zur Angleichung beider Spannungen, sistiert der

33



Riickkopplungsstrom. Die den Kompensationsstrom bedingende Potentialdifferenz iiber den
OPA wird an die Steuereinheit weitergeleitet und mit Kenntnis eines von Rp abhédngigen
Kalibrierungsfaktors in einen Wert fiir Strom umgerechnet. Damit sind die Anforderungen an
einen Voltage- bzw. Patch-Clamp-Verstéirker erfiillt: Angleichung der Membranspannung an
Uson und Messung des dafiir notwendigen Kompensationsstromes als Mal} fiir die Kanalaktivitét

(Numberger et al., 1996; Aidley, 1998).

Ry
— N

Upip
T |op U
+ 2 aus
. + Strom-
Pipette Usop messung
Kommando-
spannung

Abb. 2.3. Vereinfachtes Schaltbild eines Patch-Clamp-Verstirkers mit der Strom-
Spannungswandler-Schaltung (Numberger et al., 1996).
OPA — Operationsverstéirker; Ry — Riickkopplungswiderstand; U,y — Kommando-
oder Soll-spannung; Uy, — Pipettenpotential; U,s — Ausgangsspannung
proportional zum Strom

Wie bereits im Grundlagenkapitel 2.2.1. erwdhnt, unterliegen Spannungsspriinge an der
Pipette und Zellmembran dem Faktor Zeit, was durch die Kapazitit ausdriickt wird. Um diese
,Zeitartefakte* so klein wie mdglich zu halten, werden durch weitere Riickkopplungsschaltkreise
im Patch-Clamp-Verstiarker die Pipetten- und Membrankapazitit kompensiert. Weitere die
Qualitdt der Messungen einschrinkende Artefaktquellen, die einer Gegenregulierung bediirfen,
sind das sog. Offsetpotential und bei Ganzzellableitungen der Serienwiderstand Rs, der
unkompensiert zu einem Spannungsverlust zwischen Pipettenspitze und Zellinnerem fiihren
kann. Auch hierfiir halten Patch-Clamp-Verstiarker Kompensationsschaltungen bereit. Auf deren
Anwendung wird in Kapitel 2.2.4. ndher eingegangen.

Die Patch-Clamp-Technik bietet je nach Fragestellung des Experiments verschiedene

Messkonfigurationen (Numberger et al., 1996)(Abb. 2.4.). Der erste Modus, die ,,cell-attached**-
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Konfiguration, ist gleichsam Ausgangspunkt fiir alle Patch-Clamp-Experimente und auch die
einzige Kondition, bei der das Zellinnere vollig intakt verbleibt. Sie erlaubt Einzelkanalanalysen,
kann jedoch nicht zur Beurteilung der gesamten Zellmembran herangezogen werden. Dies wird
durch den ,,whole-cell“-Modus moglich. Durch einen kurzen Unterdruckpuls offnet sich der
Membranfleck unter der Pipettenspitze und die Pipettenelektrode steht {iber die Pipettenfliissig-
keit mit dem Zellinneren in direkter Verbindung. Durch geeignete Wahl der Pipettentliissigkeit

M loose Patch-Clamp

MCeII-aﬁaohed

Membran Pipette
durchbrechen / \zurﬁckziehen

. Membran
Pipette abziehen
zuriickziehen

MeBbedingungen x Z

optimieren Vesikelbildung
Pipette Luftkontakt
zurlick-
ziehen V w
Whole Cell iOutsnde outl ] Inside-outJ
Abb. 2.4. Die vier wichtigsten Messkonfigurationen und ihre prinzipielle Herstellung.

(Numberger et al., 1996)

kann man das intrazellulire Milieu bestimmen, muss jedoch bedenken, dass das Zytoplasma
innerhalb kurzer Zeit wichtige Substanzen, wie z.B. ATP und kleine Proteine, verliert, was
Einfluss auf manche Kanéle haben kann. Diese verringern unabhiangig von ihrer Aktivierung ihre
Strome, ein Vorgang, der als ,,run-down* bezeichnet wird. Eine Abwandlung der ,,Whole-Cell*-
Konfiguration, der ,Perforated-Patch®, ermdglicht nahezu Ganzzellbedingungen bei ,,nahezu
intakter* Zellmembran und damit die Untersuchung ,,run-down*“-anfélliger Kanile. Verschiedene
Antibiotika haben die FEigenschaft, biologische Membranen durch winzige Poren zu
permeabilisieren. Die im Rahmen dieser Arbeit gemessenen Strome wurden entweder im
»Whole-Cell“-modus (Kaliumstrome) oder im ,,Perforated-Patch® (Kalziumstrome) abgeleitet.

Bei letzterer Konfiguration wurde als Porenbildner das polyene Antibiotikum Nystatin der

35



Pipettenlosung zugegeben (Rosenthal, 2000). Die 40-80 nm offenen Poren lassen lediglich die
Passage einwertiger Kationen (K', Na") und in geringem MafBe einwertiger Anionen (CI'), nicht
jedoch hoherwertiger Ionen oder gréBerer Molekiile zu.

Zur genauen Analyse von Einzelkanalstromen, insbesondere deren pharmakologischen
Regulation, stehen noch die ,,inside-out*- und ,,outside-out“-Konfiguration zur Verfligung, die

jedoch nicht im Rahmen dieser Arbeit zur Anwendung kamen.

2.2.3. Messplatzaufbau

Dem eigentlichen Experiment war die Herstellung der Messpipetten unmittelbar vorangestellt.
Fir Messungen von Kaliumstromen kamen Weichglaspipetten zum Einsatz (Hématokrit-
r6hrchen; Hirschmann Laborgerite; mittlere Wandstiarke 0,25 mm, Innendurchmesser 1,1 mm).
Kalziumstrome wurden mit Pipetten aus Borsilikat-Glas (Clark Electromedical Instruments,
Reading, GB) abgeleitet. Gezogen wurden die Pipetten mit einen horizontalen DMZ Universal
Microelectrode Puller (Zeitz Instrumente, Augsburg, D). Vergiitet wurden die Pipettenspitzen
durch eine anschlieBende Hitzepolierung an einer Microforge mit coating/polishing Einheit
(Luigs und Neumann, Ratingen, D). Unmittelbar vor Eintauchen in die Badlosung wurde die
Elektrodenspitze mit Dichlordimethylsilan hydrophob beschichtet.

Der Messplatz fiir die Patch-Clamp-Untersuchung kann prinzipiell in zwei Sektoren
unterteilt werden, zum einen die interne Messeinheit und zum anderen der externe Bediensektor.
Erstere Gruppe befindet sich isoliert von stérenden elektromagnetischen Einfliissen der
Umgebung in einem Faraday-Kifig (Eigenbau AG Straul) sowie befestigt auf einem
schwingungsgedampften Tisch (Stabilisatoren von Physik Instrumente, Darmstadt, D). Im
Zentrum der Messeinheit steht die Flusskammer (AG Kettenmann), die als Mikroskoptisch in ein
inverses Mikroskop (Olympus CK 2) eingebaut ist. Inverse Mikroskope befinden sich
definitionsgemal} unter dem Objekttrager und bieten den Vorteil der groBBeren Bewegungsfreiheit
oberhalb der Flusskammer (u.a. ist ein steilerer Winkel der Messelektrode mdglich). Eine
angeschlossene CCD-Videokamera (Sony) lbertragt das Bild auf einen Monitor der externen
Bedieneinheit. Die Badlosung gelangt aus einem externen Vorratsgefal mittels Rollerpumpe in
die Flusskammer, welche die mit Zellkultur besetzten Deckgldschen aufnimmt. Durch
Austauschen der Badlosung wurde eine Verdnderung des extrazelluldren Milieus erreicht, etwa
zur Applikation von gelosten pharmakologisch wirksamen Substanzen. Ebenfalls auf dem

schwingungsgedampften Tisch ist ein Mikromanipulator (Sonnhof, Oppenheim, D) auf einer
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Fithrungsschiene arretiert. Er trdgt den empfindlichen Vorverstirker des Patch-Clamp-

Verstiarkers (EPC-7, HEKA, Lamprecht, D) und dient dem sanften Heranfiihren der Pipette an

die Zelle. Der Vorverstirker nimmt den Silberchloriddraht der Pipettenelektrode auf und ist

gleichzeitig mit der ebenfalls chlorierten Referenzelektrode verbunden. Letztere taucht mit einer

stehenden Fliissigkeitssdule in die Flusskammer ein.

Abb. 2.5.
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Schematischer Versuchsaufbau (Rosenthal, 2000)

(1) Gefal3 mit extrazelluldrer Badlosung, (2) Rollerpumpe, (3) Schlauch zur
Flusskammer, (4) CCD Kamera, (5) Referenzelektrode im Bad, (6)
Mikroskoptisch mit Flusskammer, (7) Mikromanipulator mit Vorverstiarker und
Patch-Pipette, (8) Mikroskop, (9) schwingungsgedampfter Tisch, (10)
Ablaufschlauch, (11) Ablaufgefal3, (12) Monitor zur Beobachtung der Zellen, (13)
Patch-Clamp-Verstiarker EPC-7, (14) AD/DA-Wandler, (15) Mikromanipulator
Steuereinheit zur Bewegung der Patch-Pipette, (16) Steuereinheit zur Bewegung
des Kreuztisches und des Objektivs, (17) Kolben zur Erzeugung von Unter- oder
Uberdruck in der Patch-Pipette, (18) Computer zur Datenerfassung.
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Zur aullerhalb des Faraday-Kéfigs angeordneten Bedien- und Steuereinheit gehoren die
Fernbedienung fiir den Mikroskoptisch zur Positionierung und Fokussierung der Zelle, die
Steuerung fiir den Mikromanipulator, ein Videomonitor, ein Transformator fiir die
Mikroskopbeleuchtung, der Messverstiarker (EPC-7, HEKA, Lamprecht, D), der Analog-Digital-
Wandler (Batelle, Frankfurt/M.,D) und ein Computer samt Monitor (siche Abb. 2.5.). Das
System wurde entstort, indem alle Komponenten sternférmig iiber die Messerde des Verstarkers

geerdet wurden.

2.2.4. Versuchsdurchfiihrung

Unmittelbar vor dem Experiment wurde ein zelltragendes Deckglas aus den
Kulturschilchen in die Flusskammer des Messtandes iibertragen. Die Zellen wurden alle 1 bis 2
Stunden ausgetauscht. Es wurden nur einzelstehende Zellen ohne sichtbare Verbindungen zu
benachbarten Zellen sowie mit moglichst rundflachiger Erscheinung gepatcht. Zum Fiillen der
Pipetten wurden diese zuerst mit der Spitze fiir etwa 1 Sekunde in ein Gefdll mit Pipettenlosung
getaucht und anschlieBend von hinten mittels einer Spritze befiillt (sog. ,,backfilling*). Dieses
Verfahren minimiert die Luftblasenbildung an der Pipettenspitze und auBlerdem verhindert es
beim Perforated Patch ein Ausstromen der Nystatin-haltigen Losung in das extrazelluldre Milieu.
Letzteres wiirde die Sealbildung erheblich erschweren, die Kontrolle eines ,,Giga-Ohm-Seals*
iiberdecken und im schlimmsten Fall bei generalisierter Porenbildung zum Zelltod fiihren
(Verheijck, 1998). Die Pipette wurde am Pipettenhalter des Vorverstéirkers arretiert und mittels
eines Schlauchsystems einem leichten Uberdruck ausgesetzt, der die Verschmutzung der
Pipettenspitze beim Eintauchen in die Flusskammer vermindern sollte. Zum videokontrollierten
Heranfiihren der Patchpipette an die Zelle wurde ein ferngesteuerter Mikromanipulator genutzt.
Mit Eintauchen der Pipette in die Badlosung schloss sich der Stromkreis zwischen Mess- und
Referenzelektrode. Wurde nun kurz in den Current-Clamp-Modus des EPC-7-Verstéirkers
geschaltet, konnten Abweichungen des Pipettenpotentials gemessen und kompensiert werden.
Diese Spannungsveranderung bei auf ,,0“ geklemmten Steuerstrom des Verstirkers setzt sich aus
dem Offsetpotential der Silber-/Silberchloridelektrode und dem Ubergangspotential (sog. ,,liquid
junction potential®) an Grenzflichen zweier unterschiedlich zusammengesetzter Losungen
zusammen und wird durch ein gleich grof3es, aber entgegengesetztes Potential kompensiert. Im
Voltage-Clamp-Modus wurde vom Verstérker aus ein repetitiver Spannungspuls von 10 mV und
30 ms Dauer auf die Messelektrode gegeben. Der gemessene Strom lie3 unmittelbar auf den

Pipettenwiderstand Rppp schlieBen. Der Pipettenwiderstand und der Eingangswiderstand des
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Verstirkers Ramp sind vereinfacht gesehen in Serie geschaltet. Da letzterer aber vernachlédssigbar
klein im Vergleich zum Pipettenwiderstand ist, ldsst sich mittels des Ohm’schen Gesetzes aus
Spannungspuls und gemessenem Strom der Widerstand berechnen. Er lag bei Weichglaspipetten
bei 4-6 MQ und bei Borsilikatglaspipetten bei 3-5 MQ. Vorsichtig wurde die Pipettenspitze
unter visueller Kontrolle der Zelloberfliche angenihert, wobei der Uberdruck an der Pipette
durch das externe Schlauchsystem gelost wurde. Das vorsichtige Beriihren der Zelle erzeugte
eine geringe Abnahme des durch den fortlaufenden 10 mV Spannungspuls hervorgerufenen
Stroms. Bei Verwendung von Nystatin-haltiger Pipettenlésung wurde in diesem Moment die
Beleuchtung des Mikroskoptisches ausgeschaltet, um die Wirksamkeit des lichtempfindlichen
Porenbildners nicht zu vermindern. Behutsames Anlegen eines Unterdruckes an der Pipette
sowie die Einstellung der Klemmspannung auf -45 mV, entsprechend der geschitzten
Ruhemembranspannung einer RPE-Zelle, fiihrte zu einer starken Abnahme des durch die Pipette
flieBenden Stromes, bedingt durch den sog. Seal-Widerstand Rsgar. In Analogie zu Rpjp lésst
sich auch Rggap laut Ohm‘schen Gesetz aus dem 10 mV- Testpuls und der gemessenen
Stromstirke berechnen. Verringerte sich dabei die Stromstérke bis auf wenige pA, so betrug
Rspar mehrere GQ, ein ,,Giga-Ohm-Seal” und damit die ,,Cell-attached““-Konfiguration war
etabliert. Sowohl am Beginn als auch am Ende des 10 mV- Testpulses waren spitze kapazitive
Artefakte zu beobachten, die durch die Pipettenkapazitit Cpp erkldrt und mit Hilfe des ,,C-
FAST“-Modus des EPC-7-Verstirkers kompensiert wurden. Bei konventionellen Experimenten
wurde durch behutsames Saugen am Schlauchsystem der Unterdruck an der Patchpipette so weit
verstérkt, bis der Membranfleck unter der Pipettenspitze aufgerissen wurde. Die Messelektrode
stand nun iiber die Pipettenfliissigkeit mit dem Zellinneren in Verbindung, die ,,Whole-cell*-
Konfiguration war erreicht. Beim Nystatin-Patch entfiel das Saugen. Etwa 30 s bis 1 min nach
Erreichen des ,,Giga-Ohm-Seals* begann der Porenbildner zu wirken und nach etwa 2-5 min war
die elektrische Verbindung zwischen Messelektrode und Zellinnerem stabil, die ,,Perforated-
Patch“-Konfiguration als Sonderform der Ganzzellableitung war etabliert. Beide Vorginge
wurden jeweils durch die Zunahme der Membrankapazitdt, sichtbar am exponentiellen Abfall
der zunehmenden Stromamplitude, kontrolliert. Bei Messungen von Kaliumkanédlen wurde
unmittelbar nach Erreichen des ,,Whole-cells“- kurz in den ,,Current-clamp“-Modus des
Verstirkers geschaltet und das Membranpotential der Zelle abgelesen. Die Membrankapazitét
Cwm wurde bei beiden Versuchsanordnungen mit Hilfe der ,,G-SERIES* und ,,C-SLOW*“-
Schaltung am Verstdrker ebenso kompensiert wie der Serienwiderstand Rs durch die ,,Rs-
COMP“-Funktion. Letztere wurde auf einen Wert von etwa 50 % eingestellt. Nach diesen

Kompensations- und Korrekturschritten von Potential- und Kapazitdtsartefakten konnte mit den
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Stimulationsprotokollen begonnen werden. Samtliche Messungen fanden bei Raumtemperatur

statt.

2.2.5. Aufnahme und Auswertung der Daten

Zur Steuerung des Patch-Clamp-Prozesses, zur elektrischen Stimulation der
Zellmembrane sowie zur Auswertung der Messdaten wurde die Software TIDA for Windows
(HEKA; Lamprecht, D) benutzt. Die zur Anwendung gekommenen Stimulationsprotokolle (r50
Protokoll) sind den jeweiligen Stromkurvenabbildungen im Ergebnisteil vorangestellt. Vor der
Digitalisierung des eingehenden — zu messenden — Stromsignales wurde dieses durch einen
integrierten 3 kHz Low-Pass-Filter gereinigt. Die Frequenz der anschlieBenden Digitalisierung
lag hingegen hoher bei 10 kHz. Zur Analyse der aufgenommenen Stromantworten wurde die
sogenannte ,,Connect Routine® angewandt. Da Leckstrome die zu messenden Stromantworten
auf die vom Stimulationsprotokoll ausgesendeten Spannungspulse verzerren, miissen diese
»passiven* Komponenten, die durch eine lineare Strom/Spannungsbeziehung charakterisiert
sind, in der Analyse neutralisiert werden. Dazu werden vom Haltepotential ausgehend kurze
Spannungspulse von jeweils 10 mV zunehmend in 9 Stufen jeweils in depolarisierender und
hyperpolarisierender Richtung appliziert und die Betrdge der resultierenden Stromantworten
subtrahiert. Da die passiven Leckstrome der Polaritdt des Spannungspulses folgen, gleichen sie
sich dahingehend aus, dass netto nur spannungsabhidngige Membranstrome dargestellt werden
und diese analysiert werden konnen. Mit diesem Protokoll lédsst sich dann die Strom/Spannung-
Kennlinie eines bestimmten Membrankanaltypen generieren. Aus der resultierenden Kurve lésst
sich die Spannung ablesen, bei der die jeweils gemessenen Kanéle aktivieren. Der Mittelwert
dieser Potentiale wird als Aktivierungsschwelle bezeichnet. Werden die maximalen Stréme zur
Membrankapazitit in Beziehung gesetzt, 1dsst sich die Stromdichte bestimmen. Die Stromdichte
dient dazu, die Varianz der ZellgroBBe auszugleichen. Eine weitere Komponente fiir die
Charakterisierung von Kanédlen ist die Beschreibung von Aktivierungs- bzw.
Inaktivierungskinetiken. Die Bestimmung der Aktivierungs- und Inaktivierungszeitkonstante t

erfolgte gemiB dem Hodgkin-Huxley n? Modell (Hodgkin ef al., 1990):

I — Imax (1 —e 7t/'act)2
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Zur Beschreibung der Kinetik des L-Typ-Kalziumkanals werden zusitzlich die folgenden

Parameter bestimmt:

- time-to-peak: Zeit zwischen Stimulation und Erreichen des Stromamplitudenmaximums

- Vi : die Spannung, bei der die Hilfte des maximalen Stromes gemessen wird.

2.2.4. Statistische Analyse

Experimente wurden statistisch analysiert, wenn Daten von mindestens 3
Einzelexperimenten pro Versuchsgruppe gesammelt wurden. Die Darstellung in den
Sdulendiagrammen erfolgt als Mittelwert mit Standardfehler (+ SEM — Standard Error of the
Mean). Zur Bestimmung der Signifikanzen bei Vergleichen zwischen zwei unabhéngigen
Gruppen wurde der ungepaarte Student’s t-Test angewandt. Bei Vergleichen von mehr als zwei
Gruppen wurden Signifikanzen mit Hilfe des ANOVA-Testes bestimmt. Die Schwelle fiir die
Zufallswahrscheinlichkeit eines signifikanten Unterschiedes der Stichproben wurde auf 5 %

gesetzt (p < 0,05).

2.2.5. Losungen

Zur Praparation der Augen:
Puck‘sche Losung F (Puck ef al., 1958)

80 pH
130 mM NaCl
0, mM Na,HPO4
143 mM NaHCO;
0,6 mM MgSO4
0,1 mM CaCl,
3, mM KCI
0,6 mM KHPO4
5,6 mM  Glucose
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Zur Messung von K -Kanilen

Extrazelluldre Losung (Badldsung)

7,2
130
3
0,3
0,6
1

14
33
5,5

pH

mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM

NaCl
KCI
CaCl,
MgCl,
Na,HPO4
NaHCO:s
HEPES
Glukose

Intrazelluldre Losung (Pipettenlosung)

7,2
10
100
0,5
2
10

pH

mM
mM
mM
mM
mM

NaCl
KCI
CaCl,
MgSO4
HEPES

Zur Messung von Ca’" und CI" Kanilen

Extrazelluldre Losung (Badldsung)

7,2
130
3
0,2
10
0,6
1

14
33
5,5

pH

mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM
mM

NaCl
TEACI
CaCl,
BaCl,
MgCl,
Na,HPO4
NaHCO:s
HEPES
Glukose
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Intrazelluldre Losung (Pipettenlosung)
72 pH
10 mM  NaCl
100 mM CsCl
0,5 mM CaCl,
2 mM  MgSOy4
55 mM EGTA
10 mM  HEPES

Zur Messung von Ca’" und CI" Kanilen wurde fiir die Whole-Cell-Konfiguration die
,Perforated-Patch“-Technik angewandt. Dabei wurde als Porenbildner Nystatin benutzt mit einer

Endkonzentration von 150 ug/ml in der Pipettenlosung.

2.3. Immunzytochemie

2.3.1. Praktische Durchfiihrung

Der immunzytochemische Nachweis zytoskeletaler (B-Tubulin Isotyp I1I) und membran-
stindiger (oup-Untereinheit des L-Typ Ca’'-Kanals und Kvl.3-Untereinheit des Delayed
Rectifier-K -Kanals) Strukturen erfolgte an 15-20 Tage alten semikonfluenten Primérkulturen
von murinen RPE-Zellen. Wenn nicht anders erwédhnt, fanden sdmtliche Arbeitsschritte bei
Raumtemperatur statt. Zelltragende Deckgldaschen (& 13 mm) wurden den Kulturschalen
entnommen und zweimalig mittels Eintauchen in eine Ca’"/Mg*"-haltige PBS Spiillssung
gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 10 Minuten bei -20 °C in Methanol fixiert.
Nach einem zweimaligen Waschen mit der Spiillosung folgte die Permeabilisierung der Zellen
mit 0,5 % Triton X-100 in PBS + Ca*/Mg*" fiir 5 Minuten. AnschlieBend wurden die
Deckgldschen erneut gewaschen und zur Minimierung unspezifischer Antikérperbindungen fiir
10 Minuten in eine Blockierldsung (0,5 % Goat-Serum in PBS + Ca**/Mg”") iibertragen.

Zum Nachweis der Antigene wurden die Zellen fiir eine Stunde mit dem jeweiligen ersten
Antikorper mit einer Verdliinnung von 1:50 inkubiert. Etwa 50-60 ul AK-Losung wurden auf
eine glatte Oberfliche (Parafilm) getropft und benetzten die mit der Zellseite nach unten
zeigenden Deckgldschen. Es folgte nach zweimaligem Waschen mit Blockierlosung die

Inkubation mit dem jeweiligen 2. (fluoreszenzmarkierten) AK fiir 30 min in Dunkelheit. Die
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Verdiinnung betrug 1:500. Vier Waschschritte schlossen sich an: 2 x mit Blockierlosung, 1 x mit
Aqua dest. und 1 x mit Ethanol 100 %. AbschlieBend wurden die fluoreszenzmarkierten
Zellkulturen durch etwa 30-40 pl Eindeckelmedium (Dako, Hamburg, D) konserviert und auf
Objekttrager fixiert. Nach 30-miniitigem Aushédrten im Dunkeln konnten die Zellen im

Fluoreszenzmikroskop untersucht werden.

2.3.2. Antikorper

In Maéusen generierte monoklonale Anti-B-Tubulin class III Priméarantikérper zur
Bestdtigung der Entitdt des RPE wurden von Sigma-Aldrich bezogen (Sigma, Miinchen, D,
Kat.# T8660). Delayed-Rectifier K -Kanile wurden mittels polyklonaler Anti-Kv1.3-Antikdrper
vom Kaninchen (Alomone labs, Miinchen, D, Kat.# APC-002) nachgewiesen. Der Nachweis von
aip Untereinheiten des L-Typ-Kalziumkanals erfolgte ebenfalls durch Kaninchen-generierte

polyklonale Antikérper (Alomone labs, Kat.# APC-005).

2.3.3. Auswertung der Daten

Zur Betrachtung der fluoreszenzmarkierten Zellkulturen kam ein Fluoreszenzmikroskop
(Olympus BX 60, Hamburg, D) zum Einsatz, welches iiber eine Kamera (Fuji ColorView) mit
einem Computer verbunden war. Zur digitalen Aufnahme der Bilder diente das Programm
“analySIS*“ (Soft-Imaging-Systems GmbH, Miinster, D). Farb- und Helligkeitskontrast wurde
mittels Adobe Photoshop optimiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung kultivierter Maus RPE Zellen

Das Anlegen von RPE-Primérkulturen der Maus folgte dem Protokoll zum Kultivieren
von Ratten RPE-Zellen (Edwards, 1977). Allerdings gelang eine erfolgreiche Kultivierung nur
bei etwa der Halfte der Ansidtze, unabhingig davon, ob die Gewebe von Norrie- oder
Kontrollmédusen stammten. Erfolgreich angelegte Maus-RPE-Zellkulturen stimmten in ihrer
typischen Kopfsteinpflaster-dhnlichen Morphologie mit den bereits umfangreich beschriebenen
RPE-Kulturen von Ratte, Rind, und Mensch {iberein. Die Moglichkeit einer Kontamination
durch Fibroblasten oder Endothelzellen wurde mit Immunzytochemie getestet. Dabei kam ein
Antikorper mit hoher Spezifitdt fiir RPE-Zellen zum Einsatz, welcher gegen ein Protein des
Zytoskeletts, das class III B-Tubulin, reagiert (Vinores et al., 1995). Abbildung 3.1. zeigt eine
exemplarische Zellfirbung von kultivierten Maus-RPE-Zellen. Das im Fluoreszenzsignal zu

sehende Aussparen des Nukleus ist mit dem Nachweis eines zytosolischen Proteins vereinbar.

Abb. 3.1. Immunozytochemische Firbung zum Nachweis der RPE Entit:it.
A. Reprisentatives Fluoreszenz-Mikroskopie-Foto nach Farbung mittels class III g-Tubulin-
Antikorper.
B. Negativkontrolle durch Auslassen des Primérantikorpers.

3.2. Kaliumstrome am RPE

Zur Untersuchung der Ganzzell-Kaliumleitfahigkeiten an RPE-Kulturen von Kontroll-

und Norrie-Mausen wurden K -haltige Bad- und Pipettenldsung verwendet, womit ein nahezu
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physiologisches Ionenmilieu an der Zelle gewéhrleistet war. Es wurde ein einheitliches
Stimulationsprotokoll angewandt, bei dem von einem Haltepotential von —45 mV ausgehend die
Zellmembran mit 9 depolarisierenden und 9 hyperpolarisierenden Spannungsspriingen stimuliert
wurde, wobei deren Amplitude um jeweils 10 mV zunahm. Die Stromantwort der Zelle auf diese
50 ms dauernden Spannungsimpulse wurde aufgezeichnet und bei korrekten Messbedingungen
einer Nettostromkorrektur mittels der connect routine unterzogen. Abbildung 3.2. zeigt

exemplarisch die direkte Stromantwort und die nach der connect routine ermittelten Nettostrome.

A B

45
45
-45
mV
-45
-135 mV 50 ms
50 ms
< <
=9 =9
o o
S vl
w —
N
25 ms 25 ms

Abb. 3.2. Stimulationsprotokoll und Stromantwort.

A. Stimulationsprotokoll: Vom Haltepotential -45 mV ausgehend wurden die Zellen
zunéchst mit 9 Spannungsspriingen mit jeweils um 10 mV zunehmender Amplitude
depolarisiert und anschlieBend vom gleichen Haltepotential aus mit 9 korrespondierenden
Spannungsspriingen hyperpolarisiert.

B. Nach der connect routine des r50-Protokolls zur Isolierung der aktiven Strome heben sich
die passiven Stromkomponenten bei De- und Hyperpolarisation auf und es bleiben die
aktiven Anteile bei von —45 mV ausgehender neunstufiger Depolarisation.

C. Originalableitung der Stromantwort entsprechend der Stimulation in Abb. A.

D. Nach der connect routine wird der Nettostrom mit Kinetik eines Kpyr-artigen Stromes
sichtbar.
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Wenn nicht anderweitig erwihnt, werden in den weiteren Abbildungen dieser Arbeit zur
Darstellung der untersuchten Ionenkandle nur die Nettostrome nach der connect routine
aufgefiihrt. Als Haltepotential wurde -45 mV gewédhlt, da in diesem Bereich das
Ruhemembranpotential des RPE unter experimentellen Bedingungen anhand der Literatur
erwartet wurde. Im Vergleich zu den beschriebenen -48 mV an Ratten RPE-Zellen und den -45
mV an humanen RPE-Zellen (StrauBl et al., 1993; Strauss et al., 1994b) wurden im Rahmen
dieser Arbeit Ruhemembranpotentiale von -37,6 = 3,5 mV (n=7) bei Kontrollméusen und -40,0 =
6,9 mV (n=7) bei Norriemdusen gemessen. Es bestand kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den Ruhemembranpotentialen der beiden Gruppen (p > 0.05). Unter diesen
Messbedingungen lieen sich zwei Arten von Kaliumstromen nachweisen: verzogerte
auswirtsrektifizierende K'-Strome bei Depolarisation auf Werte positiver als —30 mV und
einwartsrektifizierende Strome bei Hyperpolarisation auf Werte negativer als —70 mV. Letztere
zeigten eine Zunahme der maximalen Stromamplitude, wenn von einem Haltepotential von —70
mV ausgegangen wurde. Die Auswértsstrome konnten aufgrund ihrer Kinetik und mit Hilfe des
immunzytochemischen Nachweises der Kv1.3 Untereinheit wie folgt als Delayed Rectifier-artige

K"-Strome identifiziert werden.

3.2.1. Auswirtsrektifizierende Kaliumstrome am RPE von Wildtyp- und Norrie-Méusen

An kultivierten RPE-Zellen von Kontrollmdusen konnten Delayed Rectifier-artige
Kaliumstrome nachgewiesen werden (B in Abb. 3.3.) Die Stromdichte betrug 1,9 = 0,3 pA/pF
(n=22) bei einer durchschnittlichen Membrankapazitit von 112,0 = 12,5 pF (n=22). Die
Aktivierungsschwelle wurde anhand der Strom-Spannungskennlinie ermittelt (C in Abb. 3.3.)
und lag bei einem gemittelten Wert von -24,0 = 2,9 mV (n=21). Fiir die Berechnung der
Aktivierungszeitkonstante © wurde das Hodgkin-Huxley n’-Modell herangezogen (D in Abb.
3.3.). Dabei betrug T bei den gemessenen Stromen 7,7 = 1,1 ms (n=17).

Die auswirtsrektifizierenden K'-Stréme an kultivierten RPE Zellen von Norrie-Miusen
konnten ebenfalls als Delayed Rectifier-artige Strome identifiziert werden und zeigten eine
dhnliche Charakteristik wie bei den Kontrolltieren (E in Abb. 3.3.). Die Stromdichte betrug 2,0 =
0,4 pA/pF (n=14) bei einer Membrankapazitit von 114,5 = 16,4 pF (n=14). Die Kanile
aktivierten bei -26,0 = 3,5 mV (n=10) (F in Abb. 3.3.). Als Aktivierungszeitkonstante ergab sich
nach dem Hodgkin-Huxley n>-Modell fiir T ein Wert von 6,8 = 1,1 ms (n=11). Samtliche
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gemessenen und berechneten Werte fiir Delayed Rectifier-artige K -Kanile waren im Vergleich

Norrie- zu Wildtyp-Maus ohne statistisch signifikanten Unterschied (p > 0.05).
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Abb. 3.3. Delayed Rectifier-artige K'-Strome am RPE von Wildtyp- und Norrie-

Miusen

A. Nettostimulationsprotokoll

B. Reprisentative Abbildung eines K'-Stromes mit Delayed Rectifier-Charakteristik einer
RPE-Zelle von Wildtyp-Méusen.

C. Strom/Spannungskennlinie des in Abb. B dargestellten Stromes. Aktivierung des Kanals
bei Depolarisation auf Werte positiver als —35 mV.
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D. Exemplarische Darstellung der Kurve zur Berechnung der Aktivierungszeitkonstante
nach dem Hodgkin-Huxley n°-Modell anhand der Stromantwort auf einen
Spannungssprung von —45 auf +45 mV.

E. Reprisentative Abbildung eines K'-Stromes mit Delayed Rectifier-Characteristik einer
RPE-Zelle von Norrie-Mé&usen.

F. Strom/Spannungskennlinie des in Abb. E dargestellten Stromes. Aktivierung des Kanals
bei Depolarisation auf Werte positiver als —35 mV.

Zur weiteren Bestitigung, dass die gemessenen K'-Strome auf Delayed-Rectifier-K'-
Kanile zuriickzufiihren sind, wurde Immunozytochemie angewandt zum Nachweis der Kv1.3-
Untereinheit. Der dazu verwendete polyklonale Antikdrper wurde in vorherigen Studien mittels
Western Blot-Analyse zum Nachweis fiir Delayed Rectifer-artige Strome benutzt (Strauss et al.,
2002). Abbildung 3.4.A zeigt eine exemplarische Zellfirbung von kultivierten RPE Zellen der
Wildtyp-Maus.

Abb. 3.4. Immunozytochemische Firbung zum Nachweis der Kv1.3-Untereinheit.
A. Repriasentatives Fluoreszenz-Mikroskopie-Foto nach Farbung mittels Antikorper gegen
die Kv1.3-Untereinheit.
B. Negativkontrolle durch Auslassen des Primdrantikorpers.

3.2.2. Effekt der Tyrosinkinase-Hemmung mit Genistein auf den Delayed Rectifier-artigen

Strom von Norrie- und Kontrollméiusen

Tyrosinkinasen sind maBgeblich an der Regulation von Delayed Rectifier-artigen K'-
Kanilen am RPE beteiligt (Strauss ef al., 2002). Um die Kp;r-Kanile an beiden Zelltypen auch
beziiglich ihrer Regulation zu vergleichen, wurden die intrazelluldren Tyrosinkinasen mittels des
membrangingigen Blockers Genistein gehemmt. Die Applikation erfolgte iiber einen flieBenden

Wechsel der Badlosung, wobei nach der Kontrollmessung mit etwa 3-5 min. Aquilibrierungszeit
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bis zum Wirkeintritt gerechnet werden musste. Genistein (50 pM) hemmte den Auswértsstrom
bei Wildtyp-Miusen (WT) auf 44,5 = 3,7 % (n=4). Reversibilitit des Effektes war beim
Auswaschen durch ein recovery (Nachkontrolle) auf 82,8 + 21,0 % (n=3) gegeben (Abb. 3.5.C).

Bei Norrie-Maus-RPE-Zellen wurden die maximalen Strommaxima auf 20,1 = 10,0 % gehemmt

(n=5) (61,5 = 20,0 % recovery nach Auswaschen, n=4; Abb. 3.5.F).
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Abb. 3.5. Reaktion der Kppr-Kaniile auf Tyrosinkinaseblockade durch Genistein
Exemplarische Gegeniiberstellung von Wildtyp- und Norrie-Mausdaten.
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A. Stromantwort auf ein Standardstimulationsprotokoll (r50) unter Kontrollbedingungen und
in Anwesenheit von 50 uM Genistein in der Badldsung. Anzeige der jeweiligen
Maximalstrome.

B. Strom/Spannungskennlinie der Abb. A zugrundeliegenden Messung.

C. Balkendiagramm zur zusammenfassenden Darstellung der Hemmung des Delayed
Rectifier-artigen K+-Kanalstromes durch Genistein (n =4; p <0.01; ANOVA).

D. Reprisentative Stromantwort bei Norrie-Méausen in Kontrollbedingungen und in
Anwesenheit von 50 uM Genistein in der Badlosung. Anzeige der jeweiligen
Maximalstrome.

E. Strom/Spannungskennlinie der Abb. D zugrundeliegenden Messung.

Balkendiagramm zur zusammenfassenden Darstellung der Genistein-Hemmung bei

Norrie-Midusen (n =4; p <0.01; ANOVA).

e

3.2.3. Einwirtsrektifizierende Kaliumstrome am RPE von Wildtyp- und Norrie-Méiusen

Durch Hyperpolarisation ausgeldste Einwirtsstrome wurden in Anwesenheit von K'-
Ionen in Bad- und Pipettenlésung durch ihre elektrophysiologische Charakteristik als Inward
Rectifier-Kanéle identifiziert. Wurden die Zellen vor dem Stimulationsprotokoll auf ein
Haltepotential von —70 mV geklemmt, so erhdhten sich die max. Stromamplituden auf 184,6 =
37,9 % im Vergleich zum Ausgangshaltepotential von -45 mV (n=4) (siche Abb. 3.7.). Die
Stromdichte bei von -70 mV ausgehender Depolarisation betrug 0,95 + 0,2 pA/pF (n=6) bei einer
Kapazitit von 114 = 24,5 pF (n=6). Die Aktivierungsschwelle lag bei -75-80 mV (sieche Abb.
3.6.C), als Aktivierungszeitkonstante ergab sich ein Wert fiir T von 8,5 = 2,6 ms (n=5).

Im Rahmen der Untersuchung der K '-Leitfihigkeiten am RPE von Norrie-M#usen waren
durch Hyperpolarisation ausgeloste Einwartsstrome ausgesprochen selten zu messen. Bei drei
Zellen lieBen sich Inward Rectifier-artige Strome ableiten, eine Zelle zeigte eine kombinierte
Einwirts- und Auswaértsrektifikation (sieche Abb. 3.6.D). Die Stromdichte zeigte eine hohe
Streuung: 1,6 = 1,1 pA/pF (n=3). Die Einwértsstrome aktivierten bei Potentialen negativer als -

70 mV (siehe Abb. 3.6.E). Die Aktivierungszeitkonstante T betrug 8,1 + 2,1 ms (n=3).
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Abb. 3.6. Durch Hyperpolarisation ausgeloste Inward Rectifier K'-Strome am RPE
von Wildtyp- und Norrie-Miusen.

A. Stimulation mit 9 hyperpolarisierenden Spannungsspriingen mit jeweils um 10 mV
zunehmender Amplitude von einem Haltepotential von —45 mV aus.

B. Stromantwort an RPE-Zellen von Wildtyp-Méausen entsprechend der Stimulation in Abb.
A.

C. Strom/Spannungskennlinie der in Abb. B dargestellten Strome. Deutliche Stromzunahme
bei Spannungen negativer als -70 mV.

D. Beispielstromkurve einer Ableitung von Norrie-Maus RPE. Deutlich ist die verzogerte
Aktivierung des Auswirtsstromes mit geringerer Amplitude zu erkennen. Der
Einwirtsstrom aktivierte schneller und erreicht groBere Strommaxima. Um sowohl den
Einwirts- als auch den Auswirtsstrom zu erfassen, konnte die connect routine nicht
angewendet werden.

E. Strom/Spannungskennlinie der Stréme aus Abb. D: Aktivierungsschwelle fiir den
Auswirtsstrom bei etwa —30 mV, fiir den Einwirtsstrom bei etwa —70 mV. Sigmoidaler
Kurvenverlauf als Ausdruck der Ein- und Auswirtsrektifikation.
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Abb. 3.7.

Potentialabhingigkeit der Inward Rectifier K'-Strome am Beispiel von RPE-

Zellen von Wildtypmiusen.
A. Stimulation mit 9 hyperpolarisierenden Spannungsspriingen mit jeweils um 10 mV
zunehmender Amplitude von einem Haltepotential von —45 mV (links) bzw. —70 mV

(rechts) ausgehend.

. Stromantwort entsprechend der Stimulation in Abb. A. Vergleich der Stromamplituden in

Abhingigkeit vom Haltepotential 45 mV bzw. —70 mV.

Strom/Spannungskennlinie der in Abb. B dargestellten Strome. Nahezu deckungsgleicher

Kurvenverlauf bis —130mV. Der stark hyperpolarisierende Bereich von 130-160 mV
zeichnet fiir die starke Amplitudenzunahme des von —70 mV ausgehenden Stromes

verantwortlich.

3.3. Kalziumstrome am RPE

Zur Messung von Ca’’-Strémen wurde die Badlosung K'-frei gehalten und K in der

Pipettenlosung durch Cs" ersetzt. Es wurde generell die Nystatin Perforated-Patch-Konfiguration

angewendet, da die Aktivitit der Ca’’-Kanile stark von einer intakten Komposition

intrazelluldrer Substanzen wie ATP und Enzymsystemen abhingt. Der ,,run-down* Tendenz der

Kalziumkanéle in der offenen Whole-cell-Konfiguration, also dem Auswasch-bedingten
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Aktivitdtsverlust nach kurzer Zeit, konnte somit entgegengewirkt werden. Als Ladungstréger flir
Strome durch L-Typ Kanédle wurde 10 mM BaCl, der Badlésung zugesetzt. Die gemessenen
Strome entsprechen demzufolge genaugenommen nicht Kalziumstromen, sondern
Bariumstromen durch Kalziumkanile. Die Kanédle werden in ihrer Grundcharakteristik nur
geringfiigig beeinflusst, die Strome hingegen verstirkt und dadurch leichter detektierbar.
Bariumstrome gelten als legitimes Mittel zur Untersuchung von Ca**-Kanilen und lassen sich in
der Literatur als Referenz finden (Strauss ef al., 1994a; Ueda ef al., 1995; Rosenthal ef al., 2007).
Im Rahmen dieser Arbeit wird vereinfachend der Term ,,Ca2+-Strom“ benutzt. In Analogie zur
Untersuchung der K'-Kanile wurde ein einheitliches Stimulationsprotokoll angewandt, bei dem
von einem Haltepotential von —70 mV ausgehend die Zellmembran mit 9 depolarisierenden und
9 hyperpolarisierenden Spannungsspriingen stimuliert wurde, wobei deren Amplitude um jeweils
10 mV zunahm. Die Stromantwort der Zelle auf diese 50 ms dauernden Spannungsimpulse
wurde aufgezeichnet und bei korrekten Messbedingungen einer Nettostromkorrektur mittels der
connect routine (r50 Protokoll) unterzogen. Damit wurden passive Elemente der Ableitung
eliminiert und die Kanal-bedingte aktive Leitfahigkeitsdnderung erfasst.

Unter diesen Messbedingungen lieen sich sowohl an Norrie- als auch an Kontrolltieren
zwel Arten von Stromen nachweisen: Auswirtsstrome und Einwértsstrome. Erstere konnten als
durch DIDS reversibel hemmbare CI'-Strome identifiziert werden (sieche Kap. 3.4.). Die
Einwirtsstrome lieBen sich anhand ihrer Kinetik, ihrer Dihydropyridinsensitivitit sowie des
immunzytochemischen Nachweises der o p-subunit eindeutig den L-Typ Ca’'-Kanilen

zuordnen.

3.3.1. L-Typ Ca**-Kaniile am RPE von Wildtyp- und Norrie-Mausen

An kultivierten RPE-Zellen von Kontrollmiusen konnten Ba®"-Stréme durch L-Typ Ca**-Kanile
nachgewiesen werden (Abb. 3.8.). Die Stromdichte betrug 1,2 + 0,1 pA/pF (n=35) bei einer
Membrankapazitit von 129,3 + 12,5 pF (n=35). Als Aktivierungsschwelle ergab sich ein Wert
von —31,1 = 1,9 mV. Die Kanile zeigten eine schnelle Aktivierung mit einem durchschnittlichen
time-to-peak Wert von 6,4 + 0,8 ms (n = 35) und einem Halbaktivierungspotential von 21,3 + 1,4
mV. Die Kanal-typische langsame Inaktivierung zeigte eine initiale schnellere Komponente und
einen sehr langsamen exponentiellen Abfall (siche Abb. 3.8.D). Die Inaktivierungszeitkonstante

T betrug 8,4 = 1,5 ms (n = 35).

54



+20 mV

-70 mV

B Wildtyp

<

a.

o

S

Q

25 ms 25 ms

Membranpotential (mV) Membranpotential (mV)

C 5%ea. o | & TS % | » w

T Membran-
| strom (pA)

Membran- 1o -
t A
strom (p )_140 i

D e G

-120-

Abb. 3.8. Gegeniiberstellung von L-Typ Ca**-Kanillen am RPE von Wildtyp- und
Norrie-Miusen

A. Nettostimulationsprotokoll nach der Connect Routine

B. Stromantwort entsprechend der Stimulation in Abb. A. Darstellung eines Stromes
charakteristisch fiir L-Typ Ca®"-Kanile.

C. Strom/Spannungskennlinie des in Abb. B dargestellten Stromes. Aktivierung des Kanals
bei Depolarisation auf Werte positiver als =30 mV.

D. Darstellung der Kurve zur Berechnung der Inaktivierungszeitkonstante anhand der
Stromantwort auf einen Spannungssprung von —70 auf +20 mV. Extrapolierte Kurve grau
unterlegt.

E. Reprisentative Stromantwort von RPE-Zellen von Norrie-Mausen charakteristisch fiir L-
Typ Ca**-Kaniile.
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F. Strom/Spannungskennlinie des in Abb. E dargestellten Stromes. Aktivierung des Kanals
bei Depolarisation auf Werte positiver als 40 mV.

G. Kurve zur Berechnung der Inaktivierungszeitkonstante an Norrie-Mauszellen und der
dazu gehorige Stromverlauf nach einen Spannungssprung von —70 auf +20 mV.

Die Einwirtsstrome an kultivierten RPE-Zellen von Norrie-Médusen konnten ebenfalls als durch
L-Typ Ca’"-Kanile bedingte Ba’"-Strome identifiziert werden und zeigten eine #hnliche
Charakteristik wie bei den Kontrolltieren. Die Stromdichte betrdgt 1,1 = 0,1 pA/pF (n=23) bei
einer mittleren Membrankapazitit von 119,4 = 13,6 pF (n=23). Die Kanéle aktivieren bei einer
mittleren Aktivierungsschwelle von —32,6 + 2,5 mV. Fiir die Inaktivierungszeitkonstante t ergibt
sich ein Wert von 8,3 = 1,5 ms (n = 23). Die durchschnittliche time-to-peak lag bei 6,8 + 0,8 ms
(n = 23) und die Spannung der Halbmaximalaktivierung (V,,) bei 20,5 = 1,5 mV. Die
gemessenen und berechneten Werte fiir die Beschreibung der Kinetik der Ba*"-Stréme durch L-
Typ Ca®" Kanile waren im Vergleich von Norrie zu Wildtyp-Maus ohne statistisch signifikanten
Unterschied (p > 0.05). Die gemessenen und berechneten Werte zur elektrophysiologischen
Charakterisierung der L-Typ Ca’*'-Kanile waren im Vergleich Norrie- zu Wildtyp-Maus ohne
statistisch signifikanten Unterschied (p > 0.05).

3.3.2. Nachweis der Dihydropyridinsensitivitit der L-Typ Ca’*-Stréme von Wildtyp- und

Norrie-Mausen

Das Dihydropyridinderivat Nifedipine gilt als spezifischer Blocker fiir L-Typ Ca®'-
Kanile (Hirano et al., 1992). In einer Konzentration von 10 uM kam es zu einer reversiblen
Hemmung des Ausgangsstromes auf 65,6 + 12,8 % (p < 0.05, Students ¢ test, n = 4) mit 109,3 =
7 % des Ausgangswertes als recovery nach Auswaschen (n=3) bei Kontrolltieren (Abb. 3.9.A-
C). Bei Norrie-Miusen lieB sich der Ca*"-Strom auf 52,5 = 8,6 % (p < 0.01, Students 7 test, n =
5) hemmen (64,8 = 20,9 % recovery nach Auswaschen, n=2; Abb. 3.9.D-F). Der Nifedipin-
Hemmeffekt auf den L-Typ Ca’'-Kanal zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen
Norrie- und Wildtyp-Méusen (p > 0.05). Zusétzlich zur elektrophysiologischen und
pharmakologischen Identifizierung des L-Typ Ca’’-Kanals wurde Immunozytochemie
angewandt zum Nachweis der op-Untereinheit. Der dazu verwendete polyklonale Antikdrper

wurde in vorherigen Studien zum Nachweis fiir L-Typ Ca’-Kanile benutzt (Strauss et al.,
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2000). Abbildung 3.10.A zeigt eine exemplarische Zellfarbung von kultivierten RPE-Zellen der
Wildtyp-Maus.
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Abb. 3.9. Nachweis der Nifedipin-Sensitivitat der L-Typ Ca**-Kaniile

A.

B.

Exemplarische Gegeniiberstellung von Wildtyp- und Norrie-Mausdaten
Stromantwort auf ein Standardstimulationsprotokoll (r50) unter Kontrollbedingungen und
nach Badapplikation von 10 uM Nifedipine.

Vergleich der Strom/Spannungskennlinien der in Abb. A zugrundeliegenden Messungen.
Balkendiagramm zur zusammenfassenden Darstellung der Hemmung der L-Typ Ca®'-
Kanile durch Nifedipine (n = 4; p < 0.05; Students ¢ test).

57



D. Stromantwort einer RPE-Zelle von Norrie-Méusen unter Kontrollbedingungen und nach
Badapplikation von 10 uM Nifedipine.

E. Strom/Spannungskennlinien der Ableitung in D mit und ohne Nifedipine (10 uM).

F. Balkendiagramm zur Hemmung der L-Typ Ca’"-Kanile an Norrie-Méusen durch
Nifedipine (n = 5; p < 0.01; Students ¢ test).

A

Abb. 3.10. Immunozytochemische Firbung zum Nachweis der o.;p Untereinheit.
A. Repriasentatives Fluoreszenz-Mikroskopie-Foto nach Farbung mittels Antikorper gegen
die o;p-Untereinheit.
B. Negativkontrolle durch Auslassen des Primdrantikorpers.

3.3.3. Effekt der Tyrosinkinase-Hemmung mit Genistein auf den L-Typ Ca’*-Strom an

Norrie- und Kontrollmiusen

Tyrosinkinasen haben sich als mallgeblicher Regulationsfaktor bei der Aktivierung von
L-Typ Ca’"-Kanilen am RPE erwiesen (StrauB} ef al., 1997). Um diese Regulation an von RPE-
Zellen von Norrie- und Kontrollmiusen abgeleiteten Stromen der L-Typ Ca’’-Kanile zu testen
und zu vergleichen, wurden die intrazelluldren Tyrosinkinasen mittels dem membrangingigen
Blocker Genistein gehemmt. Die Applikation erfolgte iiber einen flieBenden Wechsel der
Badlosung, wobei nach der Kontrollmessung mit etwa 3-5 min Aquilibrierungszeit bis zum
Wirkeintritt gerechnet werden musste. Genistein (50 pM) vermochte den Ausgangsstrom bei
Wildtyp-Mausen auf 28,0 = 4,0 % zu hemmen (p < 0.001, Students ¢ test, n=13). Reversibilitat
des Effektes war beim Auswaschen durch ein recovery auf 72,4 = 12,5 % (n=6) gegeben. Bei

Norrie-Maus-RPE-Zellen wurden die maximalen Stromantworten auf 37,2 + 3,7 % gehemmt (p
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<0.001, Students ¢ test, n = 11) und zeigten ein recovery von 79,2 + 12,1 % nach Auswaschen (n

= 4).
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Abb. 3.11.  Reaktion der L-Typ Ca**-Kanile auf Tyrosinkinaseblockade durch Genistein
Exemplarische Gegeniiberstellung von Wildtyp- und Norrie-Mausdaten
A. Stromableitung nach Standardstimulationsprotokoll (r50) in Kontroll- und Nifedipine (50

uM) Losung.

B. Vergleich der Strom/Spannungskennlinien der Abb. A zugrundeliegenden Messungen.
C. Balkendiagramm zur zusammenfassenden Darstellung der Hemmung der L-Typ Ca®'-
Kanile durch Genistein (n = 13; p < 0.001; Students ¢ test).
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D. Stromableitung in Norrie-Maus RPE Zellen in Kontroll- und Nifedipin (50 uM) Lésung
mit nahezu vollstandiger Hemmung des L-Typ Ca**-Kanalstromes.

E. Strom/Spannungskennlinien der Abb. D zugrundeliegenden Messungen.

F. Balkendiagramm zur Hemmung der L-Typ Ca®"-Kanile durch Genistein (n=11; p <
0.001; Students ¢ test) an Norrie-Maus RPE.

3.4. Chloridstrome am RPE

Im Rahmen der Untersuchung der RPE-Zellen hinsichtlich ihrer Ca**-Leitfihigkeit (siche
Kapitel 3.2.6.) wurden unter K'-freien Bedingungen bei etwa 10% der Zellen Auswirtsstrome
registriert, die aufgrund ihrer reversiblen Blockierbarkeit durch 1 mM 44'-
diisothiocyanatostilbene-2,2'-disulphonic acid (DIDS) (Strauss et al., 1996; Wills et al., 2000)
(sieche Abb. 3.13.) und ihrer Kinetik (siche Abb. 3.12.B, D) als Strome durch Chloridkanile
identifiziert wurden. Die Stromdichte bei RPE Zellen von Wildtyp-Méusen betrug 4,3 = 0,9
pA/pF (n=8) bei einer mittleren Membran-Kapazitdt von 112,3 = 13,8 pF (n=8). Von einem
Haltepotential von —70 mV ausgehend, ergibt sich als Aktivierungsschwelle ein Wert von —48,8
+ 3,5 mV (n=8) (siche Abb. 3.12.C). DIDS blockierte die max. Stromamplituden reversibel auf
25,8 = 47 % (62,1 = 13,5 % Nachkontrolle nach Auswaschen, n=3) (siche Abb. 3.13.B).
Chloridkandle, die am RPE von Norrie-Médusen gemessen wurden, glichen denen von
Kontrollmdusen. Die mittlere Stromdichte betrug 4,1 = 1,2 pA/pF (n=7) bei einem
Kapazitiatswert von 123,0 = 16,0 pF (n=7). Die Aktivierungsschwelle lag bei 47,1 + 4,7 mV
(n=7), von einem Haltepotential von —70 mV ausgehend. Der Unterschied dieser Werte war

statistisch nicht signifikant (p > 0.05).
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Abb. 3.12.  Messung von CI'-Stromen am RPE von Kontroll- und Norrie-M:iusen

A. Nettostimulationsprotokoll: vom Haltepotential von —70 mV ausgehend werden die
Zellen fiir 50 ms durch 9 Spannungsspriinge mit um jeweils 10 mV steigender Amplitude
depolarisiert.

B. Stromantwort auf die elektrische Stimulation unter K'-freien Bedingungen mit einen
deutlichen Auswirtsstrom bei Kontrollméusen.

C. Strom/Spannungsbeziehung der Abb. B zugrundeliegenden Messung.

D. Auswirtsstrom bei Norrie-Mausen unter K'-freien Bedingungen. Amplitude vergleichbar
mit Stromantworten von Kontrollmausen.

E. Strom/Spannungskennlinie der Abb. D zugrundeliegenden Messung.
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Abb. 3.13.  Hemmbarkeit von CI'-Stromen am Wildtyp-RPE durch DIDS
A. Effekt der CI'-Kanal-Blockade durch 1 mM DIDS auf die maximale Stromamplitude bei
Depolarisation von —70 mV auf +20 mV. Reversibilitit des Effektes durch Auswaschen
in der Nachkontrolle bestitigt.
B. Balkendiagramm zur zusammenfassenden Darstellung der Hemmung der Chlorid-Kanile
durch DIDS (n = 3; p <0.01; Students ¢ test).
C. Strom/Spannungskennlinie der in Abb. A dargestellten Ableitung.
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4. Diskussion

4.1. Beurteilung der Primarkultur von Maus-RPE-Zellen

Das Alter der Versuchstiere betrug einheitlich 14 Tage. Die Festlegung dieses
Zeitpunktes erfolgte unter zweierlei Gesichtspunkten. Zum einen handelt es sich bei der
Norrie’schen Erkrankung um einen angeborenen Defekt, das heiit, Mechanismen, die entweder
in der Fetal- oder Perinatalzeit wirken, miissen in Betracht gezogen werden. In diesem Falle
wire also eine moglichst frithzeitige Untersuchung angebracht. Diese Pramisse erfdhrt jedoch
beim RPE eine Einschrinkung. Die Augenentwicklung ist bei Mausen zur Geburt noch nicht
abgeschlossen. Die Offnung der Augenlider erfolgt erst um den 12. Tag und kann als
Reifezeichen angesehen werden. Die Funktion des RPE ist eng verzahnt mit den Sehprozessen
der Photorezeptoren (siehe Kap.1.3.2.) und scheint daher erst im lichtexponierten Auge ihre
volle Entfaltung zu erlangen. Das gewihlte Alter stellt daher den frithestmoglichen Zeitpunkt fiir
eine Untersuchung reifer RPE-Zellen dar.

Obwohl bei der Anlage der Zellkulturen nach etablierten und bei anderen Spezies
erfolgreichen Protokollen verfahren wurde, ergaben sich bei den Maus-RPE-Zellen
unvorhersehbare Variationen der Qualitidt der Primérkulturen. Erschienen sie im Vergleich zu
RPE-Primérkulturen von Ratte und Mensch in der Zelldichte vermindert und im Zellwachstum
verlangsamt (Straul3 ez al., 1997, Straul}, 1998; Strauss et al., 2002), so ergaben sich jedoch keine
fassbaren Unterschiede zwischen Kontrollmaus und Norrie-Maus beziiglich Zellmorphologie
oder -wachstum. Die Schwierigkeiten mit der Anlage einer Primédrkultur des Maus-RPE stellen
wahrscheinlich auch den Hauptgrund dar, dass bei einer Vielzahl verdffentlichter
Originalarbeiten mit Ratten- und Mensch-RPE zum Zeitpunkt dieser experimentellen Studie
noch keine Abhandlung iiber kultivierte Maus-RPE-Zellen vorgestellt wurden (Pfeffer et al.,
2014). Die vorliegende Arbeit stellt deshalb nicht nur erstmals elektrophysiologische Daten des
RPE der Maus vor, sondern prisentiert auch ein adaptiertes Préparationsprotokoll zur
Optimierung der Anlage einer Priméarkultur.

Die Spezifitit der RPE-Kultur konnte mittels immunzytochemischem Nachweis von f3-
Tubulin Isotyp III bestdtigt werden. Dieses intrazelluldre Protein ldsst sich in-situ normalerweise
nur in Neuronen der Retina nachweisen. Im Rahmen der Dedifferenzierung unter
Kulturbedingungen exprimieren jedoch auch RPE-Zellen $-Tubulin III und lassen sich somit von

den morphologisch dhnlich erscheinenden Fibroblasten abgrenzen (Strauss et al., 2002). Die im



Rahmen dieser Arbeit untersuchten kultivierten RPE-Zellen zeigten sowohl einzelstehend als
auch im semikonfluenten Zellverbund eine deutliche Anfirbung mit einem monoklonalen
Antikorper gegen humanes (3-Tubulin III. Der Hersteller beschreibt eine Kreuzreaktivitdt zum
gleichen Antigen bei Ratte und Rind. Die phylogenetische Verwandtschaft zwischen Ratte und
Maus legt eine Ubertragung der Antigenspezifitit dieses Antikdrpers auf die Maus nahe.
Ahnlichkeiten des Immunfluoreszenzmusters bei Maus-RPE im Vergleich zu Ratten-RPE
(unveroffentlichte Daten, Labor Strauss) unterstiitzen diese Annahme. Es ist daher mit einer
hohen Wahrscheinlichkeit davon auszugehen, dass es sich bei den im Rahmen dieser Arbeit

untersuchten Zellen wirklich um RPE-Zellen handelte.

4.2. K'-Kanile

Zur Analyse der Kaliumleitfahigkeiten von kultivierten Pigmentepithelzellen wurde eine
Badlosung gewidhlt, deren Elektrolytzusammensetzung in etwa dem physiologischen Milieu
entsprach. Unter diesen Bedingungen lieBen sich zwei spannungsabhédngige Strome messen,
verzogerte auswirtsrektifizierende K'-Stréme bei Depolarisation auf Werte positiver als —30 mV
und einwartsrektifizierende Stréme bei Hyperpolarisation auf Werte negativer als —70 mV. Die
Anwesenheit sdmtlicher elektrisch relevanter Ionen in physiologischen Konzentrationen
ermoglichte im current-clamp-Modus der Patch-Clamp-Technik die Erfassung des
Ruhemembranpotentials. Dieses betrug —37,6 = 3,5 mV (n=7) bei Kontrollmiusen und —40,0 =
6,9 mV (n=7) bei Norrie-Mdusen. Diese Werte sind ohne statistisch signifikanten Unterschied.
Im Vergleich zur Literatur sind die an Maiusen gemessenen Ruhemembranpotentiale
vergleichbar mit denen am RPE von Ratten, Affen und Menschen (Wen et al., 1993; Strauss et
al., 2002).

4.2.1. Auswirtsrektifizierende K'-Kanile am RPE von Norrie- und Kontrollmiusen

Bei etwa 30% der kultivierten Zellen lieB sich sowohl bei Norrie- als auch bei
Kontrollméusen als Antwort auf ein r50 Stimulationsprotokoll ein Auswértsstrom registrieren.
Dieser zeigt bei beiden Gruppen eine dhnliche Charakteristik. Von einem Haltepotential von —45
mV ausgehend, fiihrt eine Depolarisation auf Potentiale positiver als —30 mV zur verzdgerten

Aktivierung von Auswiértsstromen, die bei einem Ausgangspotential von +45 mV eine maximale
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Amplitude zeigen. Dabei folgt auf den linearen Anstieg der Stimulationspotentiale eine
exponentielle Zunahme des Auswirtsstroms, dieser zeigt also eine Auswartsrektifikation. Ein
zweites Charakteristikum dieser Strome ist, dass zumindest fiir den Zeitraum der Stimulation (50
ms) keine Inaktivierung auftritt. Beide genannten Eigenschaften sind typisch fiir Strome, die
durch Kaliumkanéle der Delayed-Rectifier-Familie hervorgerufen werden. Da beim RPE der
Ratte der Delayed-Rectifier-artige Strom eindeutig mit der Kv1.3.-Untereinheit assoziiert werden
konnte (Strauss et al., 2002), wurden zur Kldrung der genauen Identitit des Kanaltyps
immunzytochemische Nachweismethoden fiir diese Untereinheit angewandt. Zusammenfassend
konnten die Auswartsstrome aufgrund ihrer Kinetik und mit Hilfe des Nachweises der Kv1.3
Untereinheit eindeutig als Delayed-Rectifier-artige K'-Strome identifiziert werden.

Die verwendeten RPE-Kulturen von Kontroll- und Norrie-Méusen waren dabei hinsichtlich aller

untersuchten Parameter ohne statistisch signifikanten Unterschied.

4.2.2. Vergleich der auswirtsrektifizierenden K'-Kanile mit der Literatur

Im Vergleich zu anderen Arbeiten (Straull et al., 1993; Strauss et al., 1994b; Straul,
1998; Dey, 1999), die unter vergleichbaren Messbedingungen die K'-Leitfahigkeiten an
kultivierten RPE-Zellen von Ratte und Mensch analysierten, lieBen sich Kaliumstrome bei der
Untersuchung des Maus-RPE deutlich seltener messen. Wird unter physiologischen
Bedingungen die Gesamtmembranleitfahigkeit bei kultiviertem Ratten- und Mensch-RPE im
Wesentlichen durch die K'-Leitfahigkeit bestimmt, so zeigen jedoch nur 30 % der kultivierten
Pigmentepithelzellen der Maus einen entsprechenden Stromfluss. Dies deckt sich mit der in Kap.
4.1. beschriebenen Beobachtung iiber eine erschwerte Anlage einer Primérkultur bei Maus-RPE
Zellen. Zudem lassen Ableitungen am ERG der Maus auf eine volle RPE Ausreifung erst nach
etwa 4 Wochen schlielen. Es liel3e sich somit der hohe Anteil an elektrisch ,,stummen® Zellen
(etwa 2/3) mit kulturbedingten Reifungsschwierigkeiten erkldren. Dafiir spricht weiterhin, dass
das von o.g. Autoren angewandte Zeitfenster, in dem die Primérkulturen des Ratten-RPE zur
elektrophysiologischen Datenerfassung genutzt werden konnten, zwischen dem 5. und 11.
Kulturtag lag, wéhrend es bei den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Mauskulturen um 1-2
Tage nach hinten verschoben war. Werden nun die gemessenen Parameter der untersuchten
Delayed-Rectifier-artigen K'-Stréme mit den Daten bei Mensch und Ratte verglichen, so zeigen
sich einige Unterschiede, jedoch iiberwiegend Gemeinsamkeiten in der Stromcharakteristik. Dies

konnte dahingehend interpretiert werden, dass die Zellen, die Kaliumstrome aufwiesen, letztlich
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zu den Zellen gehorten, die sich unter den Kulturbedingungen normal entwickelten. Eine
kulturbedingte Reifungsstérung betrifft unter dieser Annahme also nicht die gesamte Kultur im
Sinne einer homogenen Verzogerung, sondern bewirkt vielmehr eine Desynchronisation der
Zellreifung. Neben einer Mehrheit elektrophysiologisch unreifer RPE-Zellen wachsen solche mit
normaler Entwicklung. Dabei sei darauf hingewiesen, dass es morphologisch keine fassbaren
Unterschiede zwischen elektrisch reifen und unreifen Zellen gab. Die Anfarbung mit dem
intrazelluldren B-Tubulin III (siche Kap. 3.1. und 4.1.) zeigte bei konfluenter Primérkultur ein
homogenes Muster, ebenso der immunzytochemische Nachweis der Kv1.3 Untereinheit (siche
Abb. 3.4.). Dies konnte ein Hinweis dafiir sein, dass die Unterschiede zwischen Zellen mit und
ohne messbaren Stromen nicht auf struktureller Ebene zu suchen sind, sondern wahrscheinlich
auf eine gestorte Komposition und Interaktion der einzelnen o- und p-Untereinheiten des
Delayed-Rectifier-artigen K -Kanals zuriickzufiihren sind.

Zur Beschreibung und zum Vergleich von Membranleitfahigkeiten bietet sich die Einheit
Stromdichte an. Die gemessene absolute Stromamplitude einer Zelle wird dabei auf die GréBe
der Zellmembran, die ihren Ausdruck in der Membrankapazitit findet, relativiert. Bei
Kontrollméusen betrdgt die Stromdichte 1,9 + 0,3 pA/pF (n=22), bei Norrie-Mausen 2,0 = 0,4
pA/pF (n=14). In der Literatur findet sich allerdings nur ein Vergleichswert, gemessen am RPE
der Ratte (Strauss et al., 2002). Der dort beschriebene Wert von 3,6 = 0,3 pA/pF (n=4) ist
nahezu doppelt so hoch. Ob dies Spezies-bedingt oder den Kulturbedingungen zuzuschreiben ist,
kann ohne weitere Vergleichsdaten mit anderen Spezies nicht endgiiltig geklart werden. Ein
hypothetischer ~ Erkldrungsansatz  findet sich jedoch auch beim Vergleich der
Membrankapazititen. Werten von 112,0 = 12,5 pF (n=22) bei Norrie- bzw. 114,5 = 16,4 pF
(n=14) bei Kontrollmiusen steht eine nur etwa halb so groBe Membrankapazitit von 65,6 = 6,6
(n=62) beim Ratten-RPE gegeniiber. Auch bei RPE-Zellen von Affen und vom Menschen
wurden Werte beschrieben, die mit 79 bzw. 75 pF deutlich unter denen bei Miusen gemessenen
liegen (Wen et al., 1993). Beruht dieser Unterschied nun auf eventuell abweichende Verfahren
der Membrankapazititsbestimmung, so konnte man trotz der um den Faktor 2 differenten
Stromdichten von &hnlichen Stromamplituden ausgehen. Diese Annahme wird gestiitzt durch
erstaunliche Ahnlichkeiten weiterer gemessener Stromcharakteristika, was fiir eine normale
Reifung der Kaliumkanal-positiven Maus RPE-Zellen-sprechen wiirde.

Die Aktivierungsschwelle von -24,0 = 2,9 mV (n=21) bei Kontrollmédusen bzw. -26,0 =
3,5 mV (n=10) bei Norrie-Méausen ist vergleichbar mit dem von Strauss beschriebenen Wert fiir

Ratten-RPE von -28,8 + 1,5 mV (n=11) (StrauB3, 1998). Das benutzte Stimulationsprotokoll r50
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der Patch-Clamp-Technik ldsst allerdings nur eine grobe Angabe der Aktivierungsschwelle zu,
da die Zellen in Spriingen von 10 mV stimuliert werden. Andere Arbeiten beschridnken sich von
daher bei der Beschreibung des Delayed Rectifiers bei RPE Zellen des Menschen und der Ratte
mit der Aussage, dass der Kanal bei Depolarisation auf Werte positiver als —30 mV aktiviert
(StrauB et al., 1993; Strauss et al., 1994b; Dey, 1999; Strauss et al., 2002).

Ein  weiteres sensitives Stromcharakteristikum bei der Beschreibung von
Kanaleigenschaften ist das Aktivierungs- / Inaktivierungsverhalten, welches durch die
Zeitkonstante T Ausdruck findet. K'-Kanile der Delayed-Rectifier-Familie aktivieren verzogert
und langsam. Die nach dem Hodgkin-Huxley n’ Model berechneten t-Werte betragen 7,7 = 1,1
ms (n=15) flir Kontrolltiere und 6,8 + 1,1 ms (n=11) fiir Norrieméuse und sind vergleichbar mit
dem t-Wert fiir Ratten-RPE von 8,0 = 0,8 ms (n=5). Eine typische Eigenschaft von Delayed-
Rectifier-Kanédlen am Saugetier-RPE ist die fehlende Inaktivierung. Fiir den Zeitraum der
Stimulation (50 ms) und dariiber hinaus (bis zu 1 s) (Strauss ef al., 1994b) ldsst sich am RPE von
Mensch, Ratte, Rhesusaffe und Kaninchen keine Inaktivierung nachweisen (Straul ef al., 1993;
Wen et al., 1993; Strauss ef al., 1994b; Tao et al., 1994; Straul3, 1998; Dey, 1999; Strauss et al.,
2002). Alle im Rahmen dieser Arbeit gemessenen auswirtsrektifizierenden K'-Strome am RPE
der Maus teilen diese Eigenschaft.

Strauss et al. (Strauss et al., 2002), Dey (Dey, 1999) und Beninde (Beninde, 2002) haben
intensiv die Regulation des Delayed-Rectifiers am RPE der Ratte untersucht. Dabei konnte
gezeigt werden, dass den Tyrosinkinasen bei der Aktivititssteuerung der Kanéle eine zentrale
Bedeutung beikommt (Wimmers et al., 2007). Extrazelluldire Applikation verschiedener
Tyrosinkinasenblocker wie Herbimycin A, Lavendustin A und Genistein fiihrte zu einer
Inhibition des Delayed-Rectifier-Stromes. Letztere Substanz zeigte dabei die hochste Potenz.
Der Effekt der Tyrosinkinasechemmung steht unter dem Einfluss der Aktivitit der
Serin/Threoninkinase PKC, wie von Strauss (Strauss et al., 2002) und Beninde (Beninde, 2002)
gezeigt werden konnte. Eine isolierte pharmakologische Beeinflussung der PKC scheint ohne
Auswirkung auf den Delayed-Rectifier-artigen Strom zu sein. Hingegen kehrt sich unter PKC-
Stimulation mittels Phorbolester-Vorinkubation der Hemmeffekt von Genistein auf den Delayed-
Rectifier in eine Aktivititszunahme des Kanals um. Hemmung der PKC durch Chelerythrin
fiihrte indes bei nachfolgender Genistein-Applikation zu der erwarteten Abnahme der
Stromamplitude. Im Rahmen der in dieser Arbeit eher breit angelegten vergleichenden Analyse
von Knockout- und Kontrollméusen beschriankte sich die Untersuchung der Kanalregulation auf

die Tyrosinkinaseblockade durch Genistein. Genistein (50 pM) hemmte den Ausgangsstrom bei
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Wildtyp-Méusen (WT) auf 44,5 = 3,7 % (n=4). Reversibilitit des Effektes war beim
Auswaschen durch ein recovery auf 82,8 = 21,0 % (n=3) gegeben. Bei Norrie-Maus RPE Zellen
wurden die maximalen Strommaxima auf 20,1 = 10,0 % gehemmt (n=5) (61,5 = 20,0 % recovery
nach Auswaschen, n=4). Damit konnte gezeigt werden, dass Delayed-Rectifier-artige K'-Strome

am RPE von Mdusen analog zum RPE von Ratten durch Tyrosinkinasen reguliert werden.

4.2.3. Einwirtsrektifizierende K'-Kanile am RPE von Norrie- und Kontrollmiusen

Im  Vergleich zu den im  vorangegangenen  Kapitel  beschriebenen
auswirtsrektifizierenden K'-Kanilen waren einwértsrektifizierende Kanile deutlich seltener, d.h.
bei nur etwa 5% der Zellen, abzuleiten. Unter diesen Umstinden war eine systematische
Erfassung und Beschreibung des Inward-Rectifiers an Kontrollmédusen nicht in vollem Umfang
moglich. Am RPE von Norrie-Mdusen waren durch Hyperpolarisation ausgeldste
Einwirtsstrome noch seltener zu messen. Dadurch erfihrt der direkte Vergleich dieser K'-Kanile
zwischen Norrie- und Kontrollméusen eine geringe Gewichtung.

Die Einwértsstrome wurden unter physiologischen Ionenverhéltnissen in Bad- und
Pipettenlosung durch Hyperpolarisationspriinge des r50 Stimulationsprotokolls ausgelost und
anhand ihrer Charakteristik als Inward Rectifier-Kanéle identifiziert. Wird normalerweise bei der
Messung von Kaliumkanédlen das Stimulationsprotokoll vom geschétzten Ruhepotential aus
gestartet, so zeigten diese Kanidle eine Zunahme ihrer Leitfahigkeit bei einer
hyperpolarisierenden Versetzung des Haltepotentials. Wurden die Zellen vor dem
Stimulationsprotokoll auf ein Haltepotential von —70mV geklemmt, so zeigte sich anndhernd
eine Verdoppelung der maximalen Stromamplituden im Vergleich zum Ausgangshaltepotential
von —45 mV. Den einwirtsrektifizierenden K'-Strémen wird eine entscheidende Bedeutung bei
der Stabilisierung des Ruhemembranpotentials beigemessen (Strauf3, 1998). Die beim Maus RPE
gemessenen Werte von -37,6 = 3,5 mV (n=7) bei Kontroll- und -40,0 = 6,9 mV (n=7) bei Norrie-
Miusen sind jedoch weit positiver als das zu errechnende Nernst-Potential fiir K™ unter
physiologischen Bedingungen, welches bei —88 mV liegt, eine Beobachtung, die auch von
anderen Autoren beschrieben wurde und urspriinglich durch Leckstrome unspezifischer
Kationenkanile erklart wurde (Kusaka et al., 2001). Des Weiteren sind Inward-Rectifier-Kanile
an der Volumenregulation des subretinalen Raumes beteiligt (Strauss, 2005; Wimmers et al.,

2007). An der apikalen Membranseite des RPE kommt es zu einem konstanten Influx von K'-
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TIonen via Na'/K" ATPase und Na'-K'-2CI" Co-Transporter aus dem subretinalen Spalt in die
RPE-Zellen, dieses K™ wird wiederum mittels der Inward-Rectifier Kanile recyclelt (la Cour et
al., 1986; Wimmers et al., 2007). Funktionell gekoppelt mit diesem Recycling-K'-Fluss sind
Chloridstrome (Bialek et al., 1994), die Wasservolumenverschiebungen bewirken (Huang et al.,
1992). Diese Kalium- und Chloridstrome verschieben ihre Richtung in Bezug auf Retina und

Choroidea in einem Licht-/Dunkel-Rhythmus (Bialek et al., 1994; Wimmers et al., 2007).

4.2.4. Vergleich der einwirtsrektifizierenden K'-Kaniile mit der Literatur

Waren Inward-Rectifier K'-Kanile im Rahmen dieser Arbeit an kultivierten Maus-RPE-
Zellen nur sehr selten zu erfassen (<5%), so beschrieben diverse Autoren an RPE-Zellen von
anderen Spezies wesentlich hdufigere Prasentationen. Bei den von Strauss et al. (Strauss et al.,
1994b) untersuchten kultivierten Ratten-RPE-Zellen waren diese Strome bei etwa 30% , bei Tao
et al. (Tao et al., 1994) an kultivierten Kaninchen-RPE-Zellen bei etwa 40% der Zellen zu
messen. Hughes und Takahira (Hughes et al., 1998) konnten bei dem von ihnen untersuchten
Rinder-RPE sogar bei allen Zellen Inward-Rectifier-Kandle nachweisen. Allerdings wurden fiir

diese Experimente ausschlieBlich frisch isolierte Zellen und keine Primérkultur verwendet.

4.3. Ca’’-Kaniile

4.3.1. L-Typ Ca’*-Kaniile am RPE von Norrie- und Kontrollmiiusen

Unter K'-freien Bedingungen konnten an kultivierten RPE-Zellen in Gegenwart von 10
mM BaCl Einwirtsstrome gemessen werden, die sich aufgrund ihrer Kinetik und
Dihydropiridinsensitivitit als Stréme durch L-Typ Ca’’-Kanile identifizieren lieBen. Der
immunzytochemische Nachweis der op-subunit (Kap. 3.3.2.) bestitigte die Identitit des Ca’'-
Kanals. Um die fiir eine uneingeschrankte Funktion der Kanile notige intakte Zusammensetzung
intrazelluldrer Substanzen wie Enzymen und ATP zu gewéhrleisten, wurde die Nystatin
Perforated-Patch-Konfiguration angewandt (Verheijck, 1998; Rosenthal et al., 2001).
Interessanterweise war die Hemmung des L-Typ Ca’’-Kanals durch Nifedipin nicht komplett.
Dieses Phinomen der verringerten Nifedipin-Sensitivitit wurde als charakteristisch fiir L-Typ

Ca”**-Kanile des Cay1.3 am RPE der Ratte beschrieben (Rosenthal ez al., 2002). Auch entspricht
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der in dieser Arbeit gezeigte Zusammenhang zwischen Tyrosinkinaseaktivitidt und Leitfahigkeit
des L-Typ Ca*"-Kanals einer typischen Charakteristik dieses Kanals sowohl am RPE als auch an
den Haarzellen des Innenohres (Mergler et al., 1998; Michna et al., 2003). Die Identitdt des L-
Typ Ca’*-Kanals an den hier gemessenen RPE-Zellen der Maus konnte daher mit sehr hoher
Wahrscheinlichkeit bewiesen werden. Die Funktion des L-Typ-Kalziumkanals am RPE ist eng
verwoben mit der Regulation von Sekretion von Wachstumsfaktoren am RPE (Rosenthal et al.,
2007) sowie der Kontrolle der Phagozytosefunktion des RPE in vivo (Muller et al., 2014) als
auch in vitro (Karl et al., 2008). Im mit elektrophysiologischen Methoden erhobenen Vergleich
zwischen RPE-Zellen von Kontroll- und Norrie-Méausen zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede. Dies stellt einen deutlichen Kontrast dar zu den bei RPE-Zellen von RCS-Ratten
als Modell fiir Retinitis pigmentosa gezeigten Unterschieden sowohl in der Leitfdhigkeit von
Ca”**-Kanilen als auch in deren Regulation (StrauB et al., 1997; Mergler, 1998; Mergler et al.,
1998).

4.3.2. Vergleich der L-Typ Ca**-Kaniile mit der Literatur

Kalziumkandle am RPE haben in den letzten Jahren eine besonders umfassende
elektrophysiologische Charakterisierung erfahren, insbesondere nach der Beschreibung von
erhohten Kalzium-Leitfahigkeiten am RPE von RCS-Ratten, einem Retinitis pigmentosa-Modell
(Ueda et al., 1993; Mergler et al, 1998). In folgenden Studien konnte eine &dhnliche
Leitfahigkeitszunahme auch an menschlichen RPE-Zellen detektiert werden, die von
Operationsmaterial von Patienten mit altersabhdngiger Makula-Degeneration stammten
(Rosenthal et al., 2007). Spannungsabhingige Kalziumkandle wurden am RPE zuerst an frisch
isolierten Zellen von Mensch, Affe, und Ratte nachgewiesen (Ueda et al., 1993; Ueda et al.,
1995), es folgten zahlreiche Studien an kultivierten RPE-Zellen vor allem der Ratte (Mergler et
al., 2002; Rosenthal et al., 2002; Reichhart et al., 2014). Die Grundcharakteristik der durch L-
Typ Ca*’-Kanal vermittelten Leitfahigkeiten erscheint dabei vergleichbar mit den in dieser
Arbeit beschriebenen Daten und publizierten Werten. Die Stromdichte betrug bei
Kontrollmédusen und Norrie-Mdusen 1,2 + 0,1 pA/pF bzw. 1,1 £ 0,1 pA/pF. Bei frisch isolierten
humanen RPE-Zellen wurden 1,9 + 0,6 pA/pF beschrieben (Rosenthal ef al, 2007), bei
kultivierten Ratten-RPE-Zellen 1,4 = 0,1 pA/pF (N = 20) (Rosenthal, 2000). Die Leitfdhigkeiten
des L-Typ Ca’"-Kanals bei Miusen dhnelten demzufolge den an RPE-Zellen von anderen

Spezies beschriebenen Werten. Einen deutlichen Unterschied zeigte allerdings der Vergleich der
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Inaktivierungskinetik der L-Typ Ca*"-Kanile von Maus RPE mit RPE von anderen Spezies. Die
Inaktivierungszeitkonstante T bei Kontroll- und Norrie-Mausen lag bei 8,4 + 1,5 ms bzw. 8,3 =
1,5 ms. Bei Ratten-RPE wurden jedoch wesentlich langsamere Inaktivierungen um 160 ms
beschrieben (Rosenthal, 2000), beim Menschen RPE-Werte um 54 ms (Rosenthal ez al., 2007).
Einen moglichen Erklarungsansatz bieten beschriebene Splicing-Varianten des Cay1.3 am RPE

(Michna et al., 2003; Wimmers et al., 2008).

4.4. CI'-Kanile

4.4.1. CI'-Kanile am RPE von Norrie- und Kontrollmiusen

Bisher sind an ruhenden RPE-Zellen kaum CI-Leitfdhigkeiten nachgewiesen worden
(Strauss et al., 1996). Das in der Literatur beschriebene Ableiten von Chloridkandlen ist
normalerweise an eine Aktivierung bestimmter intrazelluldirer Mechanismen und
Signaltransduktionskaskaden gebunden. So lassen sich CI-Strome aktivieren durch
Zellschwellung in hypotoner Badlosung (Botchkin et al., 1993; Hughes et al., 1993), durch
Aktivierung des Ca”"/Inositol-1,4,5-Triphosphat Second-Messenger-Systems oder durch Ca”'-
unabhingige PKC-vermittelte Phosphorylierung (Strauss et al., 1996).

Da das Hauptaugenmerk dieser Arbeit in erster Linie bei der Analyse von Kalium- und
Kalziumstromen sowie dem Vergleich dieser Leitfahigkeiten zwischen Kontroll- und Knockout-
Maiusen lag, wurden bei der Planung der Experimente o.g. Aktivierungsmechanismen nicht mit
aufgenommen. Um so bemerkenswerter erscheint vor diesem Hintergrund, dass im Rahmen der
Untersuchung der Ca®'-Leitfihigkeit unter K -freien Bedingungen bei etwa 10% der Zellen
Auswirtsstrome registriert wurden, die aufgrund ihrer reversiblen Blockierbarkeit durch 1 mM
DIDS und ihrer Kinetik als Chloridkanile identifiziert wurden. Wie bei den in den vorherigen
Kapiteln beschriebenen Ionenkanélen ergaben sich auch bei den CI-Strémen beim Vergleich
Kontroll- zu Norrie-Maus keine statistisch signifikanten Unterschiede der gemessenen
Parameter.

Wie in Kapitel 4.2.3. im Rahmen der Funktion der Inward-Rectifier-Kanéle beschrieben,
sind Chloridkanéle essentiell fiir die Volumenregulation und den Wassertransport (Strauss, 2005;
Wimmers et al., 2007). Am intakten RPE sind Chloridkanéle iiberwiegend an der basolateralen
Membran zu lokalisieren (Joseph et al., 1991). Chloridkanile wurden elektrophysiologisch am

RPE von mehreren Spezies beschrieben, unter anderem von Ratte (Ueda et al., 1994; Strauss et
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al., 1996), Rind (Miller et al., 1990; Bialek et al., 1994), Frosch (Hughes et al., 1993; Edelman
et al., 1994) und Mensch (Weng et al., 2002). Obwohl der Chloridleitfahigkeit eine essentielle
Funktion beim Elektrolyt- und Fliissigkeitstransport am RPE zukommt, zeigten bisherige Patch-
Clamp-Studien, dass Chloridkanidle an ruhenden RPE-Zellen im Vergleich zu frisch isolierten
Zellen nur selten abgeleitet werden konnen (Strauss et al., 1998a). Dies entspricht der Situation

an den in dieser Arbeit verwendeten Maus-RPE-Zellen.

4.5. Beurteilung des Vergleiches Norrie- zu Kontrollmaus

Zentraler Gegenstand dieser Arbeit war neben der Erstbeschreibung der
elektrophysiologischen Grundeigenschaften kultivierter RPE-Zellen der Maus die vergleichende
Analyse dieser Parameter zwischen Kontrollmaus und einem Knockout-Mausmodell mit Norrie
Disease. Ziel dabei war es, mogliche Verdnderungen der Leitfdhigkeiten oder
Kanalcharakteristika des RPE bei der Erkrankung zu erfassen. Der Experimentieransatz entstand

unter Beriicksichtigung von 2 Punkten:

1. Die Beschreibung von pathologisch-morphologischen Verdanderungen des RPE bei der Norrie-

Maus.

2. Die Verdnderungen der elektrischen Eigenschaften des RPE bei der RCS-Ratte, einem

Tiermodell fiir die hereditdre Augenerkrankung Retinitis pigmentosa.

Zu Punkt 1:

Unter den 6 bis zur Durchfiihrung oder wéhrend dieser Arbeit verdffentlichten Publikationen, die
sich mit der Knockout-Maus mit Norrie Disease befassten (Berger et al., 1996; Ruether et al.,
1997; Berger, 1998; Richter et al., 1998; Lenzner ef al., 2002; Rehm et al., 2002) waren zwei
Abhandlungen fiir die Planung der Experimente von besonderer Wichtigkeit. Berger und
Mitarbeiter stellten 1996 die erfolgreiche Ausschaltung des Norrie-Genproduktes mittels
Knockout-Technik an der Maus vor und analysierten die ophthalmo-pathologischen Befunde der
erkrankten Tiere (Berger et al., 1996). Obwohl die Verdnderungen in der Retina dominierten
(v.a. gestorte Anlage der gesamten Ganglienzellschicht und Regionen mit geschéddigter innerer
und duBerer Kornerschicht) wurden auch Anomalititen im Bereich des RPE beschrieben.

Insbesondere in den stark betroffenen Bereichen kam es zum Verlust der
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Photorezeptoraullenglieder und einer Hyperpigmentierung der Pigmentepithelschicht. Ruether et
al. verglichen Norrie- und Kontrollmaduse mit Hilfe des Ganzfeld-Elektroretinogramms (ERG)
und der Laser Scan Ophthalmoskopie (Ruether et al., 1997). Ménnliche Mduse mit defektem
Norrie-Gen zeigten dabei deutliche Verdnderungen des ERGs im Vergleich zu Kontrollmausen.
Unter den Befunden sticht eine starke Abnahme der Amplitude der B-Welle besonders hervor.
Diese wird normalerweise durch Erregungen der Miiller- und Horizontalzellen als Antwort auf
einen Lichtreiz hervorgerufen. Die ERG-Befunde sprechen demzufolge eher fiir eine Schidigung
der inneren Retinaschichten. Demgegeniiber beschrieben die Autoren durch Ophthalmoskopie
erfasste Verdnderungen der retinalen Gefa3e und des RPE. Zusammengefasst rechtfertigten die
zum damaligen Zeitpunkt verdffentlichten Untersuchungen zur Norrie-Maus durchaus einen

Vergleich kultivierter retinaler Pigmentepithelzellen.

Zu Punkt 2:

Die RCS-Ratte ist ein intensiv untersuchtes Tiermodell fiir eine hereditidre Netzhautdystrophie,
die der Retinitis pigmentosa beim Menschen vergleichbar ist (Bourne et al., 1938; Voaden,
1988). Obwohl der wahrscheinlich zugrundeliegende Gendefekt iiber lange Zeit unbekannt war,
konnte durch wachsendes Verstindnis der pathophysiologischen Vorginge die Auswahl an
moglichen Kandidatengenen immer weiter eingeschrinkt werden. D’Cruz et al. beschrieben
2000 einen Gendefekt im Bereich des ,retinal dystrophy locus®, eine Deletion im Gen fiir die
Rezeptortyrosinkinase Mertk, als die moglicherweise den RCS-Phénotyp bedingende Mutation
(D' Cruz et al., 2000). Der Untergang der Photorezeptoren wird durch eine gestérte Funktion des
RPE hervorgerufen. Dieses ist durch eine defekte Regulation der Photorezeptor-spezifischen
Phagozytose nicht mehr in der Lage, Rezeptor-gebundene Aullensegmente aufzunehmen und zu
verwerten (Chaitin et al., 1983). Mal3geblich beteiligt an der Regulation der Phagozytose sind
das IP3/Ca”*"- und das cAMP-,,second messenger-System. Ein IP;-Anstieg in den RPE Zellen
fiihrt zum Einsetzen der Phagozytose der gebundenen AufBlensegmente, hingegen bewirken ein
Ca*"-Anstieg und die konsekutive Aktivierung der Proteinkinase C einen Stopp dieses
Vorganges. In RCS-Ratten ist dieses Zusammenspiel gestort (Heth et al., 1992; Heth et al.,
1994). Auch der hemmende Einfluss von cAMP auf die Phagozytose ist bei der RCS-Ratte
verdndert (Hall et al., 1993; Nash et al., 1995). Straul und Wienrich beschrieben 1993 eine
vermutlich durch L-Typ Ca’*-Kanile bedingte deutlich erhdhte Ca*"-Leitfahigkeit in kultivierten
RPE-Zellen der RCS-Ratte, was zu einer verstirkten Hemmung der Phagozytose fiihrt (Strauss et
al., 1993). Die Regulation der Ca**-Kanile durch Proteinkinasen scheint dabei ebenfalls gestort

zu sein (Mergler, 1998). Diese pathophysiologischen Zusammenhénge spielten bei der Planung
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dieser Arbeit keine geringe Rolle, obwohl sich Norrie-Maus und RCS-Ratte beziiglich Gendefekt
und Pathologie deutlich voneinander unterscheiden. Dabei war insbesondere die Beobachtung
von Bedeutung, dass eine Retinadegeneration auf eine gestorte Retina-RPE-Interaktion
zuriickgefiihrt werden kann, die mit elektrophysiologischen Verdnderungen des RPE einhergeht.

Wie bereits in den vorangegangenen Kapiteln ausfiihrlich beschrieben, konnte im
Rahmen dieser Studie bei keinem der erfassten Parameter ein signifikanter Unterschied
festgestellt werden. Zwei grundlegende Erkldrungsansitze sind dabei zu diskutieren. Erstens, das
Gen fiir das Norrie Disease-Protein NDP wird in RPE-Zellen nicht exprimiert und/oder zweitens,
die gewidhlten Methoden erwiesen sich fiir eine Erfassung der Folgen des Gendefekts als
ungeeignet. Die zum Zeitpunkt der experimentellen Durchfiihrung dieser Arbeit verdffentlichten
Arbeiten zum Expressionsmuster des Norrie Disease-Gens beschriankten sich auf die Darstellung
der mRNA-Verteilung (Berger et al., 1996, Berger, 1998; Bernstein et al., 1998; Hartzer et al.,
1999). In Ermangelung eines geeigneten spezifischen Antikorpers blieb die Frage nach der
Verteilung des Norrie-Proteins damals unbeantwortet. Beziiglich des RPE kamen die Autoren zu
unterschiedlichen Ergebnissen: Wahrend Hartzer et al. (1999) bei der Vorstellung ihrer durch in
situ Hybridisierung gewonnenen Daten das RPE nicht erwdhnen und den Bereich der
Photorezeptor-Aullensegmente als nicht markiert beschreiben, schlossen Bernstein und Wong
(1998) in der Diskussion ihrer Northern-Blot-Analyse das RPE als Norrie-Gen-exprimierendes
Gewebe mit ein. Die Frage, ob das Norrie-Gen im RPE exprimiert wird und damit
moglicherweise die Funktion der Zellen beeinflusst, blieb damals offen. Konsistent zeigten
jedoch alle Arbeiten, dass sowohl die Genexpression als auch die pathologischen Verédnderungen
am stirksten in den inneren Schichten der Retina ausgeprigt sind. Eine mogliche
Funktionsstorung des RPE schloss dies jedoch nicht aus. So ist als Folge der beschriebenen
Retina-Ablosungen die symbiontische Interaktion der Retina-RPE-Verzahnung unterbrochen und
damit u.a. die trophische Funktion des RPE gestort (Berger et al., 1996). Es wurden bei der
vorliegenden Arbeit RPE-Zellen von Kontroll- und Norrie-Maus untersucht und verglichen. Die
dabei angewandte Methode war die Patch-Clamp-Technik. Die Daten, die mittels
Immunzytochemie gewonnen wurden, dienten vor allem der Identifizierung der K™~ und Ca®*-
Kanidle und entzogen sich durch ihren nicht-quantitativen Charakter einer vergleichenden
Fragestellung. Die Patch-Clamp-Technik ermoglicht durch vielfdltige Variationen der
Messbedingungen die umfassende Charakterisierung der elektrischen Eigenschaften einer Zelle.
Diese hingen wiederum von der Komposition und dem Funktionszustand der jeweiligen
Ionenkanéle, Rezeptoren und ,,second messenger“-Systeme im speziellen und der Intaktheit der

Zellmembran im Allgemeinen ab. Das Experimentdesign war so angelegt, dass ein moglichst
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breites Spektrum an Basisparametern zur Leitfahigkeitscharakterisierung der RPE-Zelle erfasst
werden konnte. Aufgrund der sich gleichenden Daten von Norrie- und Kontrollmaus lésst sich
daher annehmen, dass die Ausschaltung des Norrie Disease-Proteins auf die generellen
elektrischen Eigenschaften von kultivierten retinalen Pigmentepithelzellen zumindest in dem
friihen Alter der Versuchstiere keine Auswirkungen hat. Diese negativen Ergebnisse wurden
durch spitere Studien unterstiitzt, zum Beispiel zeigte sich in einer Langzeitstudie zum
Expressionsmuster bei Norrie-Mausen, dass Verdnderungen in einer Vielzahl Photorezeptor-
assoziierter Gene erst bei 2 Jahre alten Méausen voll zur Auspragung kommen (Lenzner et al.,
2002). AuBler der Ansammlung von Photorezeptor-assoziierten Genverdnderungen wurde in
einer weiteren spiteren Studie eine deutliche Zunahme von bestimmten endothelialen Proteinen
(Plvap) beschrieben, mit einhergehenden funktionellen Stérungen der GefaBBpermeabilitit

retinaler Blutgefa3e (Schafer ez al., 2009).

4.6. Bedeutung der Datenerfassung am Maus RPE

Mit dieser Arbeit werden erstmalig Patch-Clamp-Daten vorgestellt, die vom retinalen
Pigmentepithel der Maus gemessen wurden. Dabei kommt der Maus als Versuchstier eine
groflere Bedeutung zu als nur eine Erweiterung des Speziesspektrums. Das Etablieren der
Transgenesis und der Knockout-Technik lieB die Maus zu dem wichtigsten Tiermodell des
Saugetierspektrums der Gegenwart werden. Das RPE einer Vielzahl von Spezies wurde in
unterschiedlichem Ausmal} elektrophysiologisch untersucht. Die meisten Abhandlungen dienten
dabei der Beschreibung physiologischer Kanaleigenschaften und Membranleitfahigkeiten in
vitro bei frisch isolierten oder kultivierten Zellen. Einige Arbeiten versuchten jedoch auch, die
Rolle des RPE bei pathologischen Prozessen des Sehapparates zu beleuchten. Ein weiterer
Schwerpunkt der letzten Jahre war die Untersuchung zur Regulation der Kanalaktivititen und die
mogliche kausale Verkniipfung mit krankhaften Prozessen am RPE/Retina-System. Beides trat in
den Fokus bei der Untersuchung der in Kapitel 4.5. diskutierten RCS-Ratte als Tiermodell fiir
Retinitis pigmentosa. Die Einfiihrung der Maus als weitere Gattung in den Kreis der bisher
benutzten Spezies erdffnet fiir die Erforschung der Funktion des RPE und der moglichen
Beteiligung an pathologischen Prozessen bedeutende Perspektiven. Bisher bestehenden
Unklarheiten physiologischer Sachverhalte konnte intensiv nachgegangen werden. So gibt es
beispielsweise bei den Delayed-Rectifier-artigen K'-Kanilen bisher lediglich hypothetische
Erklarungsansitze fiir die beobachtete Diskrepanz zwischen den Eigenschaften der reinen

porenbildenen Subunits im heterologen Expressionssystem der Xenopus Oozyte und den in
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natiirlichen Systemen vorkommenden Kanélen. Ob, wie vermutet, dies durch den modulierenden
Einfluss der B-subunit bedingt ist, konnte zum Beispiel am Modell einer Knockout-Maus
beleuchtet werden. Auch werden zukiinftige elektrophysiologische Studien am Maus RPE zur
Bestdtigung oder Korrektur der in dieser Arbeit vorgestellten Grundcharakterisierung beitragen.
Insbesondere die Beschreibung der Inward-Rectifier-Kanile und der Chloridkanéle bediirfen in

Anbetracht der geringen Fallzahl einer Validierung.

76



5.

Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit der Erstbeschreibung der elektrophysiologischen

Charakteristik von kultivierten RPE-Zellen der Maus und der vergleichenden Untersuchung

dieses Epithels bei Wildtyp-Médusen und Maidusen mit Norrie-Gendefekt. Die zentralen

Ergebnisse daraus lassen sich wie folgt zusammenfassen:

10.

11.

Das RPE-Gewebe der Maus ist grundsétzlich kultivierbar fiir in vitro Versuche und zeigte
eine dhnliche Morphologie wie RPE-Kulturen von Augen von der Ratte, vom Rind und vom
Menschen.

Die RPE-Zellen zeigten ein positives Signal fiir das class III p-Tubulin in
immunzytochemischer Farbung.

Die elektrophysiologischen Experimente ergaben eine funktionelle Expression von K'-
Kanilen, Cl'-Kanélen, und Ca*'-Kanilen.

Das Ruhemembranpotential im Bereich von 37 - 40 mV lag in einem dem Ratten-RPE
vergleichbaren Bereich.

Der dominante K'-Kanal zeigte eine Charakteristik, die dem des zuvor bei RPE Zellen von
anderen Spezies beschriebenen auswirtsgerichteten Delayed-Rectifier-artigen K'-Kanal
entsprach.

Der Delayed-Rectifier-artige Kanal zeigte sich durch Tyrosinkinasen reguliert.

Etwa 5% der Zellen zeigten einen K'-Einwirtsstrom, der von seiner elektrophysiologischen
Charakteristik dem an RPE von anderen Spezies beschriebenen Inward-Rectifier K'-Kanal
entsprach.

Unter K'-freien Bedingungen lieBen sich Ca*"-Kanile ableiten, die sich Dihydropyridin-
sensitiv erwiesen und im Gesamtbild mit Aktivierungs- und Inaktivierungskinetik und
Nachweis der ap-Untereinheit als L-Typ Ca’"-Kanile identifiziert werden konnten.

Analog zum Delayed-Rectifier-artigen K'-Kanal zeigte sich auch der L-Typ Ca’*"-Kanal
unter Regulationskontrolle von Tyrosinkinasen, die durch Genistein gehemmt werden
konnten.

Auswirtsstrome unter K'-freien Bedingungen konnten durch ihre DIDS-Sensitivitit als CI'-
Strome identifiziert werden.

Im Vergleich zwischen elektrophysiologischen Messungen an RPE Zellen von Wildtyp- und

Norrie-Madusen konnte kein statistisch signifikanter Unterschied erfasst werden.
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7. Anhang

7.1.  Abkiirzungsverzeichnis
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HGF
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K
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Mg**

min

Ampere

Abbildung

Antikorper

Analysis of variance

Adenosintriphosphat

Bariumion

bovine fibroblast growth factor

Kalziumion

cyclisches Adenosinmonophosphat

Chloridion

Césiumion
4,4'-diisothiocyanatostilbene-2,2'-disulphonic acid
Delayed Rectifier (Kaliumkanal)
Dimethylsulfoxid
Ethylenglycol-bis(f3-aminoethylether)N,N,N*,N -tetraessigsdure
Elektroretinogramm

Gigaohm

Stunde
N-[2-hydroxyethyl]-piperazin-N"-[2-ethansulfonsdure]
Hepatocyte growth factor
Inositol-1,4,5-Triphosphat

Inward Rectifier (Kaliumkanal)

Kaliumion

Kilohertz

mol/l
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Megaohm

Magnesiumion
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mM Millimol

ms Minisekunde

mV Millivolt

Na" Natriumion

ND Norrie disease

NDP Norrie disease protein

PA Picoampere

pF Picofarrad

PBS Phosphate buffered saline
PDGF Platelet derived growth factor
PKC Proteinkinase C

r50 Stimulationsprotokoll

RP Retinitis pigmentosa

RPE Retinales Pigmentepithel
RCS Royal College of Surgeons

S Sekunde

SEM Standard error of the mean
TEA Tetraecthylammonium

TGF-$ Transforming growth factor 3
A" Volt

VEGF Vascular endothelial growth factor
WT Wildtyp

WTN Signaltransduktionskaskade
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