
 

 

 

Einfluss des β3-adrenergen Rezeptors auf die langsame 

Komponente des Delayed Rectifier-Kaliumstroms in 

ventrikulären Kardiomyozyten des Meerschweinchens 
 

 

 

 

 

Dissertation 

 

 

 

der Fakultät für Chemie und Pharmazie  

der Eberhard-Karls-Universität Tübingen 

zur Erlangung des Grades eines Doktors 

der Naturwissenschaften 

 

 

 

2003 

 

vorgelegt von 
 

Alexander Christian Schneck 

 

 



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tag der mündlichen Prüfung:  23.07.2003 

 

Dekan:     Prof. Dr. H. Probst 

1. Berichterstatter:    Prof. Dr. V. Kühlkamp 

2. Berichterstatter:    Prof. Dr. G. Drews 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Meinen Eltern gewidmet 



 

 

 

Die vorliegende Arbeit wurde an der Medizinischen Klinik der Universität 

Tübingen, Abteilung Kardiologie, unter der Anleitung von Herrn Prof. Dr. V. 

Kühlkamp angefertigt.  
 

 

Mein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. V. Kühlkamp für die interessante 

Themenstellung, die uneingeschränkte Hilfe und hervorragende wissenschaftliche 

Betreuung. Die Möglichkeit der Teilnahme an deutschen und internationalen 

Kongressen hat meine Begeisterung auf den Gebieten der Elektrophysiologie und 

Kardiologie sehr gefördert. Dafür danke ich Ihm herzlich. 
 

Frau Prof. Dr. G. Drews, Pharmazeutisches Institut Tübingen, danke ich beson-

ders für die Übernahme des Referates der Dissertation und Ihre freundschaftliche 

Unterstützung. 
 

Weiterhin danke ich Herrn Dr. R.F. Bosch für die intensive Betreuung der prakti-

schen Arbeit, insbesondere bei der Einarbeitung in die Grundlagen der Elektro-

physiologie und Zellisolationen sowie für seine ständige Diskussionsbereitschaft. 

Seine Hilfe beim Verfassen von Kongressbeiträgen und Veröffentlichungen war für 

mich äußerst wertvoll. 
 

Herrn Dr. A.T. Bachmann sei herzlichst für seine allseitige, kompetente Hilfsbereit-

schaft bei Problemen und für eine gute Einarbeitung in verschiedene Arbeits-

techniken und „wissenschaftliche Skills“ gedankt. 
 

Frau J. Gogel danke ich für die tatkräftige Hilfe und kollegiale Atmosphäre im 

Labor. 
 

Für die Diskussionen und freundschaftliche Zusammenarbeit mit Herrn Apotheker 

S. Wöhrl möchte ich mich ebenfalls bedanken. 
 

Frau Dr. A. Hambrock danke ich für Ihre Gesprächsbereitschaft und Unterstützung 

bei der Arbeit an unserer Publikation. 



 

 

 

Ferner gilt mein Dank folgenden Personen, die für ein sehr angenehmes und 

motivierendes Arbeitsklima im elektrophysiologischen Labor der Medizinischen 

Universitätsklinik Tübingen beitrugen: 

J. Davydova, B.W. Eigenberger, J. Grammer, A. Joos, R. Laszlo, E. Malenke, S. 

Rilling, N. Rüb, und R. Suchalla. 

 

Der Pinguin-Stiftung der Henkel AG, Düsseldorf, danke ich für die finanzielle 

Förderung dieser Arbeit. 

 

Nicht zuletzt möchte ich mich bei Frau Birgit Eisele und meiner Familie für die 

entgegengebrachte Geduld und Zuneigung sowie für den nötigen Rückhalt, die 

das Gelingen dieser Arbeit ermöglichten, herzlich bedanken. 



Inhaltsverzeichnis 

 

VI 

Inhaltsverzeichnis 

 

Inhaltsverzeichnis ...............................................................................................................VI 
 

Abkürzungsverzeichnis .......................................................................................................IX 
 

1 Einleitung ...................................................................................................................... 1 
1.1 Das Aktionspotential der Herzmuskelzellen ................................................................ 1 

1.1.1 Phase 0 .......................................................................................................................................2 
1.1.2 Phase 1 .......................................................................................................................................3 
1.1.3 Phase 2 .......................................................................................................................................3 
1.1.4 Phase 3 .......................................................................................................................................4 
1.1.5 Phase 4 .......................................................................................................................................4 

1.2 Kardiale Kaliumkanäle.................................................................................................. 5 
1.2.1 Allgemeines................................................................................................................................5 
1.2.2 Molekulare Struktur und Funktion .............................................................................................5 
1.2.3 Einteilung ...................................................................................................................................6 

1.2.3.1 6TDM-1P: spannungsabhängige (Kv-) Kanäle.................................................................7 
1.2.3.2 2TDM-1P: Inward Rectifier (Kir-) Kanäle .......................................................................9 
1.2.3.3 4TDM-2P: Tandem (TWIK)-Kanäle ..............................................................................10 

1.3 Der Delayed Rectifier-Kaliumstrom IK ...................................................................... 11 
1.3.1 Allgemeines..............................................................................................................................11 
1.3.2 Die schnell aktivierende Komponente des Delayed Rectifiers IKr............................................12 

1.3.2.1 Physiologische Rolle ......................................................................................................12 
1.3.2.2 Molekulare Struktur........................................................................................................14 
1.3.2.3 Biophysikalische Eigenschaften .....................................................................................14 
1.3.2.4 IKr-Blocker ......................................................................................................................15 

1.3.3 Die langsam aktivierende Komponente des Delayed Rectifiers IKs .........................................16 
1.3.3.1 Physiologische Rolle ......................................................................................................16 
1.3.3.2 Molekulare Struktur........................................................................................................17 
1.3.3.3 Biophysikalische Eigenschaften .....................................................................................20 
1.3.3.4 IKs-Blocker ......................................................................................................................21 

1.3.4 Neurohormonale Modulation von IK-Strömen .........................................................................22 
1.3.4.1 IKur...................................................................................................................................22 
1.3.4.2 IKr ....................................................................................................................................23 
1.3.4.3 IKs....................................................................................................................................23 

1.3.5 Pathologische Veränderungen des KvLQT1/minK-Kanals......................................................25 
1.3.5.1 Das „Lange QT-Syndrom“ .............................................................................................25 
1.3.5.2 Andere pathophysiologische Veränderungen .................................................................27 

1.4 Der β3-adrenerge Rezeptor .......................................................................................... 28 
1.4.1 Molekulare Struktur .................................................................................................................29 
1.4.2 Physiologie...............................................................................................................................30 
1.4.3 Einfluss auf Ionenkanäle ..........................................................................................................31 

1.5 Isolierte Meerschweinchen-Kardiomyozyten als Modell zur Forschung an 
kardialen Ionenkanälen ............................................................................................... 32 

1.6 Fragestellung ................................................................................................................ 33 



Inhaltsverzeichnis 

 

VII 
 

2 Material........................................................................................................................35 
2.1 Versuchstiere .................................................................................................................35 
2.2 Geräte.............................................................................................................................35 

2.2.1 Langendorff-Perifusionsapparatur ........................................................................................... 35 
2.2.2 Patch-Clamp-Messplatz........................................................................................................... 35 
2.2.3 Elektroden................................................................................................................................ 36 
2.2.4 Sonstige Laborgeräte und Zubehör.......................................................................................... 36 

2.3 Chemikalien...................................................................................................................37 
2.4 Lösungen........................................................................................................................38 

2.4.1 Lösungen zur Zellisolation ...................................................................................................... 38 
2.4.2 Lösungen für Patch-Clamp-Messungen................................................................................... 39 

2.4.2.1 Messungen von Aktionspotentialen ............................................................................... 39 
2.4.2.2 Messungen des IKs-Kaliumstroms .................................................................................. 40 

2.4.3 Pipettenlösungen...................................................................................................................... 40 
2.4.3.1 Pipettenlösung für die Standard-Whole-Cell-Konfiguration.......................................... 40 
2.4.3.2 Pipettenlösung für Perforated-Patch-Versuche .............................................................. 40 

2.4.4 Agarbrücke .............................................................................................................................. 41 
 

3 Methoden .....................................................................................................................42 
3.1 Isolation von Herzmuskelzellen: Die Langendorff-Präparation...............................42 

3.1.1 Prinzip ..................................................................................................................................... 42 
3.1.2 Charakterisierung des Collagenase-Isolationsenzyms ............................................................. 44 
3.1.3 Die Langendorff-Apparatur ..................................................................................................... 44 
3.1.4 Ablauf der Zellpräparation ...................................................................................................... 46 

3.2 Patch-Clamp-Technik...................................................................................................47 
3.2.1 Definition................................................................................................................................. 47 
3.2.2 Prinzip der Spannungsklemme ................................................................................................ 47 
3.2.3 Die Whole-Cell-Konfiguration................................................................................................ 49 
3.2.4 Aufbau des Patch-Clamp-Messstands ..................................................................................... 50 
3.2.5 Ablauf der elektrophysiologischen Messungen ....................................................................... 52 
3.2.6 Verwendete Pulsprotokolle...................................................................................................... 53 

3.2.6.1 Kaliumstrom IKs ............................................................................................................. 53 
3.2.6.2 Aktionspotentiale ........................................................................................................... 53 

3.3 Datenauswertung und Statistik....................................................................................54 
 

4 Versuche und Ergebnisse............................................................................................56 
4.1 Messung der Zellgröße .................................................................................................56 
4.2 Der „Rundown-Effekt“ des IKs-Kaliumstroms ...........................................................57 
4.3 Einfluss β-adrenerger Stimulation auf den IKs-Kaliumstrom ...................................59 

4.3.1 Stimulation des β-adrenergen Systems durch Isoproterenol.................................................... 59 
4.3.2 Aktivierung der Proteinkinase A durch Forskolin und 8-CPT-cAMP..................................... 61 

4.4 Aktivierung des β3-AR’s durch Isoproterenol und Nor-adrenalin ...........................64 
4.4.1 Konzentrations-Wirkungs-Beziehung ..................................................................................... 64 
4.4.2 Zeitverlauf der IKs-Strominhibierung....................................................................................... 66 

4.5 Selektive β3-AR-Stimulation durch BRL 37344 und CL 316,243..............................67 
4.5.1 Konzentrations-Wirkungs-Beziehung ..................................................................................... 68 
4.5.2 Zeitverlauf der IKs-Strominhibierung am Beispiel von BRL 37344 ........................................ 71 
4.5.3 Wirkung von BRL 37344 im Perforated-Patch ....................................................................... 72 
4.5.4 Charakterisierung der IKs-Strominhibierung ............................................................................ 73 



Inhaltsverzeichnis 

 

VIII 

 
4.5.4.1 Spannungsabhängigkeit der Aktivierung........................................................................73 
4.5.4.2 Stromkinetik ...................................................................................................................75 

4.5.5 Wirkung von BRL 37344 unter Blockade des β3-AR’s durch Bupranolol...............................76 
4.5.6 Effekte von BRL 37344 auf das ventrikuläre Aktionspotential ...............................................78 

4.6 Untersuchungen zur Signaltransduktion der β3-adrenergen Modulation von IKs .. 81 
4.6.1 Einfluss einer cAMP-Erhöhung durch Forskolin und 8-CPT-cAMP.......................................81 
4.6.2 Einfluss der PKA und der PKC................................................................................................86 
4.6.3 Einfluss des NO/cGMP-Systems..............................................................................................89 
4.6.4 Einfluss von Protein-Tyrosinkinasen .......................................................................................91 

4.6.4.1 Unselektive Hemmung der PTK durch Genistein und Lavendustin A ...........................92 
4.6.4.2 Selektive Hemmung der nichtrezeptorgebundenen Src-Kinase......................................95 

 

5 Diskussion ................................................................................................................... 98 
5.1 Einfluss des β1-adrenergen Signalweges auf den IKs-Kaliumstrom.......................... 98 
5.2 Effekte einer β3-AR-Stimulation ............................................................................... 100 

5.2.1 Hemmung von IKs nach Aktivierung durch Isoproterenol und Noradrenalin bei gleichzeitiger 
Inhibierung der β1/β2-AR .......................................................................................................100 

5.2.2 Hemmung von IKs nach selektiver Aktivierung durch BRL 37344 und CL 316,243 .............101 
5.2.3 Zeitverlauf der β3-AR-induzierten IKs-Hemmung ..................................................................103 
5.2.4 β3-adrenerge Effekte auf das ventrikuläre AP ........................................................................104 

5.3 Mechanismus der β3-AR-vermittelten IKs-Inhibierung ........................................... 105 
5.3.1 Einfluss der PKA- und PKC-abhängigen Signaltransduktion ................................................105 
5.3.2 Einfluss von NO.....................................................................................................................106 
5.3.3 Einfluss von Protein-Tyrosinkinasen .....................................................................................106 

5.4 Schlussfolgerung und klinische Relevanz................................................................. 109 
 

6 Zusammenfassung .................................................................................................... 111 
 

7 Literaturverzeichnis .................................................................................................. 113 
 



Abkürzungsverzeichnis 

 

IX 

 Abkürzungsverzeichnis 

 
AC     Adenylatzyklase 

Ach     Acetylcholin 

α-UE     alpha-Untereinheit 

AP     Aktionspotential 

APD     Aktionspotentialdauer 

APD30,50,90    Aktionspotentialdauer bei 30 %, 50 % und 

     90 % der Repolarisation 

AS     Aminosäure(n) 

AT1/2-R.    Angiotensin1/2-Rezeptor 

ATP     Adenosintriphosphat 

β-AR     beta-adrenerger Rezeptor 

β-ARK     beta-adrenerge Rezeptorkinase 

β-UE     beta-Untereinheit 

BSA     bovines Serumalbumin 

[Ca2+]i     intrazelluläre Calcium-Konzentration 

cAMP     zyclisches Adenosinmonophosphat 

cGMP     zyclisches Guanosinmonophosphat 

CFTR-Kanal   Cystic Fibrosis Transmembrane   

  Conductance Regulator-Kanal 

CHO-Zellen    Chinese Hamster Ovary-Zellen 

8-CPT-cAMP    8-Chlorphenylthio-cAMP 

DMSO    Dimethylsulfoxid     

EDTA     Ethylendiamino-N,N,N’,N’-tetraessigsäure 

EGTA Ethylenglycol-bis-(β-aminoethylether)-

tetraessigsäure 

Ek     Gleichgewichts (Nernst-) potential 

Gi/0-Protein    inhibitorisches G-Protein 

Gs-Protein    stimulierendes G-Protein 

GRK     G-Protein-Rezeptorkinase 



Abkürzungsverzeichnis 

 

X 

 
h     Hillkoeffizient 

HEK 293-Zellen   Human Embryonic Kidney-Zellen 

HEPES    N-2-Hydroxyethyl-piperazin-ethan-sulfonsäure 

IBMX     3-Isobutyl-1-methylxanthin 

IC50     halb-maximale inhibitorische Wirkkonzentration 

IK     verzögerter Gleichrichter-Kaliumstrom 

     (Delayed Rectifier) 

IKr     schnell (rapid) aktivierende Komponente von IK 

IKs     langsam (slow) aktivierende Komponente von IK 

IKur     sehr schnell (ultra-rapid) aktivierende  

     Komponente von IK 

[K+]out     extrazelluläre Kalium-Konzentration 

Kir-Kanäle    Inward Rectifier-Kaliumkanäle 

Kv-Kanäle spannungsgesteuerte (voltage-gated) 

Kaliumkanäle 

L-NAME    N-Nitro-L-Arginin-methylester 

L-NMMA    N-Monomethyl-L-Arginin-monoacetat 

Mr     Molekulargewicht 

NOS     NO-Synthase 

PKA     Proteinkinase A 

PKC     Proteinkinase C 

PKG     Proteinkinase G 

PP2 4-amino-5-(4-chlorphenyl)-7-(t-

butyl)pyrazolol[3,4-D]pyrimidin 

PTK     Protein-Tyrosinkinase 

PTX     Pertussis-Toxin 

RT     Raumtemperatur 

U Unit, Einheit für die Enzymmenge, welche die 

Umwandlung von 1 µmol Substrat in einer 

Sekunde katalysiert 

Vh     Haltepotential



Einleitung 

 

1 

1 Einleitung 

 

1.1 Das Aktionspotential der Herzmuskelzellen 

Die elektrische Aktivität des Säugetierherzens ist das Ergebnis eines komplizierten 

Zusammenspiels einer großen Anzahl von transmembranären Ionenströmen (Na+, 

K+, Ca2+, Cl-), Ionenpumpen (Na+/K+) und Ionenaustauschmechanismen 

(Na+/Ca2+) (Coraboeuf, 1978; Rosen et al., 1974). Aus diesen unterschiedlichen 

Prozessen resultiert in erregbaren Zellen, z. B. Nerven- und Muskelzellen, das 

Aktionspotential (AP). 

Gemäß den spezifischen Aufgaben einzelner Myokardregionen im Erregungs-

zyklus des Herzens ist auch eine intrakardiale Variabilität der AP zu beobachten. 

So ergeben sich charakteristische AP-Typen im Erregungsbildungs- und Er-

regungsleitungssystem (Sinusknoten, Atrioventrikular(AV)-Knoten, His-Purkinje-

Fasern) oder im Arbeitsmyokard (Atrium, Ventrikel). Gründe hierfür liegen haupt-

sächlich in der unterschiedlichen genetischen Expression von Ionenkanälen 

(Schram et al., 2002b). Die Morphologie kardialer AP in den unterschiedlichen 

Herzregionen (Arbeitsmyokard, Schrittmacherzellen) und die Beteiligung der wich-

tigsten Ionenströme sind in Abbildung 1.1 gezeigt:  

Das AP wird als Funktion einer Spannungsänderung entlang der kardialen Zell-

membran in Abhängigkeit von der Zeit dargestellt. Das transmembranäre Potential 

wird durch schnell veränderliche, spezifische Leitfähigkeiten der Membran für 

auswärtsgerichtete Kalium- und einwärtsgerichtete Natrium- und Calcium-Ionen 

bestimmt (Hille, 1992). 
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Abbildung 1.1:    Schematische Darstellung kardialer Aktionspotentiale am Beispiel von 
Ventrikel (A) und Sinusknoten (B) 
Dargestellt sind die beteiligten depolarisierenden und repolarisierenden Ionenströme und der 
Zeitpunkt ihrer Hauptwirkung (Pfeile) innerhalb der Phasen 0-4 des AP’s. 
 

 

Das kardiale AP wird in fünf Phasen unterteilt (0, 1, 2, 3 und 4) und besitzt bei 

physiologischen Frequenzen eine Gesamtdauer von 200-400 ms. Es beginnt im 

Arbeitsmyokard (Abbildung 1.1.A) ausgehend von einem Ruhepotential (RP) von 

ca. -80 mV mit einer schnellen Depolarisation auf +20 mV bis +30 mV, gefolgt von 

einer langsamen Repolarisation mit einer charakteristischen Plateauphase 

(Coraboeuf, 1978). 

 

1.1.1 Phase 0 

Mit dem so genannten „Aufstrich“ beginnt die erste Phase des AP’s. Nach einem 

überschwelligen Reiz reagiert das Herz gemäß dem „Alles-oder-nichts-Gesetz“ mit 

einer raschen Depolarisation. Das Zellmembranpotential wird hierbei umgeladen 

auf positive Bereiche von ca. +30 mV („Overshoot“). 

Verantwortlich dafür sind zwei einwärtsgerichtete Ströme. Ein schneller Na+-

Ionenstrom (INa) charakterisiert vor allem im Atrium und Ventrikel den Beginn des 

„fast response“-AP’s. 
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Durch eine fortdauernde Erregung kommt es zu einer kurzzeitigen (<1-2 ms) 

Zunahme der Na+-Leitfähigkeit bedingt durch einen Anstieg der Öffnungs-

wahrscheinlichkeit der schnellen Na+-Kanäle, wie von Weidmann bereits 1955 

postuliert. 

Im Bereich des Sinus- und AV-Knotens (Abbildung 1.1.B) verursacht ein langsa-

mer Ca2+-Einwärtsstrom durch L-Typ- und T-Typ-Ca2+-Kanäle (ICa,L/T) den 

Aufstrich des „slow response“ AP’s. Er hat ein deutlich niedrigeres Schwellen-

potential von -30 mV bis -40 mV und verursacht eine maximale Depolarisation von 

ca. +10 mV. 

ICa spielt gerade bei einer Inaktivierung des INa bei pathologischen Prozessen 

(Ischämie, Myokardinfarkt) für die elektrische Erregung eine entscheidende Rolle 

(Zipes et al., 1975). 
 

1.1.2 Phase 1 

Die Phase 1 ist der erste Schritt der Repolarisation im Arbeitsmyokard („Kerbe“ 

des AP’s). Sie entsteht durch eine spannungsabhängige Inaktivierung des INa und 

gleichzeitige Aktivierung eines transienten Kaliumstroms, Ito, bei positiven Poten-

tialen. Dieser Strom, der sehr schnell aktiviert und inaktiviert wird, setzt sich aus 

zwei Komponenten zusammen: einem spannungsabhängigen Kaliumstrom Ito,1 

und einem Ca2+-abhängigen Chloridstrom Ito,2 (Kenyon & Gibbons, 1979). Die 

genaue Bedeutung einer weiteren Chloridleitfähigkeit, des cAMP-abhängigen 

CFTR-Chloridkanals, im physiologischen Ablauf des kardialen AP’s, ist noch nicht 

vollständig aufgeklärt (Levesque et al., 1992). 

Als Folge der Phase-1-Repolarisation geht das Membranpotential wieder auf 

Werte zwischen +10 mV und 0 mV zurück. 

Im Sinus- und AV-Knoten ist diese kurze Ito-bedingte Phase nicht vorhanden. 
 

1.1.3 Phase 2 

Sie wird vor allem im Ventrikel als Plateauphase des Aktionspotentials bezeichnet. 

Ein feines Gleichgewicht zwischen Einwärts (Ca2+ und Na+)- und Auswärts (K+)-

Strömen bestimmt diese lang anhaltende (ca. 100 ms) Depolarisationsphase. Es 

werden in dieser Zeit nur geringe Veränderungen im Membranpotential festge-

stellt. 
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Die Ionenbewegungen in das Zellinnere werden von dem L- und T-Typ der Ca2+-

Kanäle (ICa,L/T), dem Na+/Ca2+-Austauscher (INa/Ca) und einem langsam in-

aktivierenden, „späten“ Na+-Strom getragen. 

Die verzögert aktivierenden Delayed Rectifier-Kaliumströme IKr, IKs und IKur (vor-

hofspezifisch) sind hauptverantwortlich für den auswärtsgerichteten Ionentransport 

(siehe Kapitel 1.3). 
 

1.1.4 Phase 3 

Die letzte Phase der Repolarisation wird zunächst weiterhin vom Einfluss der drei 

IK-Stromkomponenten bestimmt. Danach überwiegt ein einwärts-gleichrichtender 

(Inward Rectifier) Kaliumkanal. Der IK1-Strom ist bei Depolarisation inaktiviert und 

wird bei fortschreitender Repolarisation aktiviert. Er alleine stellt vor allem im 

Ventrikel das ursprüngliche RP von ca. -80 mV wieder ein. 

In Schrittmacherzellen ist er nur sehr schwach exprimiert, was das etwas positi-

vere Ruhemembranpoential von ca. -50 mV bis -60 mV mitbegründet. Im Herz-

vorhof und in ischämischen Geweben sind mit IK(Ach) bzw. IK(ATP), IK(FA) und IK(Na) 

noch weitere Kaliumkanäle an der späten Repolarisation beteiligt (Carmeliet, 

1993). 
 

1.1.5 Phase 4 

Während dieser Phase fließt im Arbeitsmyokard kein Strom, es herrscht das durch 

IK1 in der Phase 3 stabilisierte Ruhepotential. In Zellen mit spontaner Schritt-

macheraktivität (Sinus-, AV-Knoten, His-Purkinje-System) nimmt in dieser Periode 

jedoch das Membranpotential spontan ab („langsame diastolische Depolarisa-

tion“). Auslöser ist zum einen der so genannte „funny“- oder „pacemaker“- Strom 

(If/Ih). Er wird durch Hyperpolarisation aktiviert und besitzt eine unspezifische 

Natrium- und Kaliumleitfähigkeit. Zum anderen tragen die Inaktivierung der IK-

Kanäle und die relativ hohe Hintergrundleitfähigkeit für Na+-Ionen (INa,B) zur 

Umpolarisation des RP’s bei (DiFrancesco, 1993). Die Phase-4-Membran-

depolarisation geht direkt in die Phase 0 des AP’s über und sorgt somit für die 

autorhythmische Erregungsbildung kardialer Schrittmacherzellen. 
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1.2 Kardiale Kaliumkanäle 

 

1.2.1 Allgemeines 

Kaliumkanäle sind ubiquitäre transmembanäre Proteine in nahezu allen pro-

karyotischen und eukaryotischen Organismen (Jan & Jan, 1997). Diese 

heterogene Gruppe von Ionenkanälen übernimmt essentielle Aufgaben in erreg-

baren und unerregbaren Zellen, z. B. die Kontrolle des Kaliumstroms und Regula-

tion des Zellvolumens, den epithelialen Elektrolyttransport, oder die Freisetzung 

von Hormonen und Neurotransmittern (Hille, 1992).  

Die Bedeutung der Kaliumkanäle ergibt sich vor allem aus ihrer Beteiligung an 

pathophysiologischen Prozessen bei hereditären Anomalien ihrer Gen- und 

Proteinstrukturen. Zu diesen „Ionenkanalerkrankungen“ zählen z. B. zerebellare 

Ataxie, Epilepsie, Muskelsteifigkeit oder Arrhythmien (Ashcroft, 2000). 

Bedingt durch die unterschiedliche Zellverteilung und Spezialisierung der 

einzelnen Kaliumkanalfamilien spielt ferner auch die pharmakologische Beeinflus-

sung der K+-Kanäle bei der Entwicklung neuer, selektiver Therapieansätze eine 

wichtige Rolle (Shieh et al., 2000). 
 

1.2.2 Molekulare Struktur und Funktion 

Mit der Klonierung der ersten Na+- und K+-Kanalgene beim Aal bzw. bei der 

Fruchtfliege Drosophila melanogaster konnte eine einheitliche Grundform der 

Ionenkanäle definiert werden (Noda et al., 1984; Papazian et al., 1987). 

K+-Kanäle repräsentieren eine große, heterogene Familie transmembranärer, 

glykosylierter Proteine, deren einzelne AS-Domänen spezifische Funktionen besit-

zen. Die Fähigkeit zu einer schnell wechselnden Durchlässigkeit für Ionen (ca. 

108 Ionen/s) beruht auf drei Kanalstrukturen: 
 

1. Einer zentrale Pore  

2. Einem selektiven Ionenfilter  

3. Einem Kontrollmechanismus zwischen geöffnetem und geschlossenem 

Konformationszustand („gating structure“). 
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Man bezeichnet den porenformenden Teil der Proteine auch als „α-Untereinheit“ 

(α-UE). Inzwischen sind im Laufe des „Caenorhabditis elegans-Genomprojekts“ 

ca. 80 verschiedene Gene dieser Untereinheiten identifiziert worden (Salkoff et al., 

1999). Die Zusammenlagerung mehrerer α-UE und der Einfluss von funktionell-

assoziierten β-UE bedingen schließlich die große Heterogenität in der Familie der 

Kaliumkanäle. 
 

1.2.3 Einteilung 
 

 

K+-
Unterfamilie  Α -UE Modulierende β-UE Nativer Strom 

    
6TDM-1P 
Kv-Familie 

Kv4.2 (KCND2) + 
Kv4.3 (KCND3) + 
Kv1.4 (KCNA4) 

Kvβ1-3 (KCNAB1-3) + 
KChAP + 
KChIP 

 
Ito,1 

 HERG / erg1 (KCNH2) MiRP (KCNE2) + 
[minK / IsK (KCNE1)] 

IKr 

 KvLQT1 (KCNQ1) minK / IsK (KCNE1) + 
[MiRP (KCNE2)] + 
[KCNE3] 

IKs 

 Kv1.5 (KCNA5) Kvβ1 (KCNAB1) + 
Kvβ2 (KCNAB2) 

IKur 

    
2TDM-1P 
Kir-Familie 

Kir2.1 - Kir2.4 
(KCNJ2, KCNJ12, 
KCNJ4, KCNJ14) 

  
IK1 

 Kir3.1 (KCNJ3) + 
Kir3.4 (KCNJ5) 

 IK(Ach) 

 [Kir6.1 (KCNJ8)] 
Kir6.2 (KCNJ11) 

 
SUR2A (ABCC9) 

 
IK(ATP) 

    
4TDM-2P 
TWIK-
Familie 

TWIK-1 (KCNK1) 
TASK-1 (KCNK3) 
TREK-1 (KCNK2) 

 IKp 
? 
? 

 

   Tabelle 1.1:   Einteilung der kardialen Kaliumkanäle nach der Struktur ihrer α-UE (xTDM-xP) 
In eckigen Klammern sind vermutete, noch nicht vollständig aufgeklärte Kanal-UE dargestellt. 
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Man kann die K+-Kanäle unter verschiedenen (molekularen, physiologischen, 

pharmakologischen) Gesichtspunkten gruppieren. Die Tabelle 1.1 zeigt die struk-

turelle Klassifizierung gemäß der Topologie der porenformenden α-UE (Snyders, 

1999). 

Die K+-Kanäle unterscheiden sich in der Anzahl der transmembranären Segmente, 

Domänen (TDM) und in den Porenschleifen (P). Dabei spielen die folgenden drei 

Unterfamilien (6TDM-1P, 2TDM-1P, 4TDM-2P) bei der Repolarisation des 

kardialen AP’s eine Rolle. 

Als Nomenklatur hierfür dient sowohl das etablierte „Kv-System“ zur Abgrenzung 

der einzelnen K+-Kanalfamilien als auch das später eingeführte „KCN-System“ zur 

Gliederung der klonierten Gene (Chandy, 1991; White et al., 1997). 

 

1.2.3.1 6TDM-1P: spannungsabhängige (Kv-) Kanäle 
Die erste Klonierung und Expression eines spannungsabhängigen, voltage-gated 

(Kv1)- Kaliumkanals erfolgte 1987 aus der Drosophila Mutante Shaker (Kamb et 

al., 1987; Papazian et al., 1987). Ausgehend davon wurden noch drei weitere, 

homologe Unterfamilien identifiziert: Shab (Kv2), Shaw (Kv3) und Shal (Kv4) 

(Butler et al., 1989; Covarrubias et al., 1991). 

Die spannungsabhängigen Kanäle stellen zusammen mit der Familie der Delayed 

Rectifier, KCNQ und eag (siehe Kapitel 1.3) die weitaus größte Gruppe der K+-

Kanäle, dar (Nerbonne, 2000). Sie werden alle bei der Depolarisation der Zelle 

aktiviert und tragen in unterschiedlichen Phasen zur kardialen Repolarisation bei 

(siehe auch Kapitel 1.1). Genetische Grundlage des schnell inaktivierenden Ito,1-

Stroms der Phase 1 des AP’s bilden dabei die α-UE Kv4.2/Kv4.3 und Kv1.4 

(KCND2/KCND3- und KCND4-Gene). Den Delayed Rectifier-Kaliumströmen 

IKr/IKs/IKur, der Phasen 2 und 3, unterliegen KvLQT1 (KCNQ1), HERG (KCNH2) 

und Kv1.5 (KCNA5) (Shieh et al., 2000). 

Den molekularen Aufbau der Kv-Kanäle zeigt Abbildung 1.2, A. Das Protein (ca. 

70 kDa) wird aus sechs transmembranären α-Helix-Segmenten (S1-S6), mit intra-

zellulären N- und C-Termini und einer hydrophoben, porenbildenden Schleife 

(P/H5) zwischen S5 und S6, gebildet (Kamb et al., 1987). 
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Abbildung 1.2:  Molekulare Struktur der K+-Kanal-α-Unterein-
heiten (verändert nach Shieh et al., 2000) 
A) spannungsabhängige Kv-Kanäle B) Inward Rectifier Kir-Kanäle 
C) „Tandem“-Kanäle 

 
 

Nahezu alle K+-selektiven Kanäle haben in der Porenregion ein gemeinsames 

Tripeptid-Sequenzmotiv (GYG, GFG, GIG) (Heginbotham et al., 1994), welches 

die molekulare Basis des Selektivitätsfilters darstellt. Der Spannungssensor 

befindet sich im Segment S4. Es enthält vermehrt die positiv geladenen AS Lysin 

und Arginin (Papazian et al., 1991). Vier dieser porenformenden α-UE bilden 

zusammen ein Tetramer, welches für die Funktionalität des Kanals notwendig ist 

(MacKinnon, 1991). 
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Die Eigenschaften der Kv-Kanäle werden zusätzlich durch assoziierte, nichtporen-

bildende β-UE geprägt. Beispielsweise verändern zytoplasmatische Kvβ1-Kvβ4-UE 

die Inaktivierungskinetik des Ito,1-Ionenstroms (Rettig et al., 1994). Neuere 

Analysen, z. B. der „Yeast-two-hybrid-assay“, beschreiben zwei weitere Ito-inter-

agierende Proteine: KChAP und KChIP. Sie binden ähnlich wie die β-UE an den 

Kv-NH2-Terminus der α-UE und beeinflussen ebenso die Stromdichte und Kinetik 

des Ito,1 im Herzen (Decher et al., 2001; Wible et al., 1998). 

Die Familie der transmembranären, „minK“-verwandten Proteine (1TDM-0P) 

formen als β-UE die Delayed Rectifier Ströme IKs (minK/KCNE1) und IKr 

(MiRP/KCNE2) (Abbott et al., 1999; Barhanin et al., 1996; Wible et al., 1998). Aus 

dem Zusammenschluss von unterschiedlichen α-UE und assoziierten β-UE wird 

die große Vielfalt der nativen spannungsabhängigen Kaliumkanäle deutlich. 

 

1.2.3.2 2TDM-1P: Inward Rectifier (Kir-) Kanäle 
Eine zweite Gruppe von K+-Kanälen wird aus vier α-UE mit jeweils zwei trans-

membranären Segmenten M1 und M2 und einer Porenschleife (siehe Abbil-

dung 1.2, B) gebildet. 

Doyle et al. und Wible et al. konnten 1998 erstmals die kristalline Struktur eines 

2-TDM-1P-Kanals in Streptomyces lividans (KcSA-K+-Kanal) aufklären. Sie ist 

homolog der S5-P-S6 Anordnung der Kv-shaker-Kanäle. 

Die Kir-Kanäle besitzen keinen S4-Spannungssensor und sind deshalb bei allen 

Spannungen geöffnet. Sie zeigen aber eine so genannte Einwärts-Gleichrichtung 

(„Inward Rectification“), dabei wird die Leitfähigkeit des K+-Ausstroms bei positiven 

Potentialen (>EK von ca. -95 mV) geringer wird.  

Die Ursache ist eine Blockierung der Kanalpore durch zytoplasmatisches Mg2+ und 

Polyamine (Spermin, Spermidin) (Fakler et al., 1995; Matsuda et al., 1987). Wie in 

Kapitel 1.1 beschrieben, tragen diese Kanäle zur kardialen Repolarisation und 

Erhaltung eines stabilen Ruhepotentials bei. 
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Innerhalb der Kir-Kanäle können drei Unterfamilien unterschieden werden. Der IK1 

wird durch die Kir2.x-Proteinfamilie (KCNJx) gebildet. Im humanen Herzen ist 

bisher die Beteiligung der Kir2.1-Kir2.4-Familie an der Funktion des IK1 bekannt 

(Schram et al., 2002a). 

Der G-Protein-gekoppelte IK(Ach) im Atrium und Sinusknoten wird durch Vagus-

Stimulation aktiviert und verändert dadurch die Herzfrequenz. Er setzt sich aus 

dem heteromeren Komplex der α-UE Kir3.1 und Kir3.4 (Krapivinsky et al., 1995) 

zusammen. 

Ein dritter Inward Rectifier Kaliumstrom, der IK(ATP), ist vom metabolischen Zustand 

der Zelle abhängig und spielt als physiologischer Schutz des Herzens während 

ischämischen und arrhythmischen Zuständen eine wichtige Rolle (Noma, 1983). In 

der pankreatischen β-Zelle kontrollieren IK(ATP)-Kanäle die Insulinfreisetzung 

(Ashcroft, 1988). Dieser durch ATP-inhibierbare Kanal wird von Kir6.1 und Kir6.2 

kodiert. Ähnlich wie bei vielen Kv-Kanälen setzt sich der native IK(ATP)-Kanal aus 

einer porenformenden α-UE und einer regulatorischen β-UE zusammen. Der 

periphere Sulfonylharnstoffrezeptor (SUR1/2), ein Vertreter der „ABC“- (ATP-

Binding-Cassette) Protein-Superfamilie, bildet als β-UE mit vier α-UE eine 

oktamerische Struktur (Clement et al., 1997; Inagaki et al., 1995).  

 

1.2.3.3 4TDM-2P: Tandem (TWIK)-Kanäle 
Die TWIK-Kanäle wurden früher als kaum relevante Hintergrund- oder „leak“-

Ströme betrachtet, inzwischen hat jedoch ein Vertreter dieser Gruppe Bedeutung 

für die kardiale Repolarisation erlangt: 

Der Plateaustrom IKp ist ein zeitunabhängiger, schwach einwärts-gleichrichtender 

Strom, dessen molekulare Proteinstruktur (TWIK-1) im Meerschweinchen erstmals 

identifiziert wurde (Lesage et al., 1996; Yue & Marban, 1988). Der Twin-Pore-K+-

Kanal besitzt vier transmembranäre Segmente mit zwei Porenregionen. Es sind 

zwei Kir α-UE als eine Art „Tandem“ miteinander verbunden (siehe Abbildung 

1.2, C).  

Weitere K+-Kanalgene dieser Familie, z.B. TASK, TREK und TALK, wurden in den 

letzten Jahren aus neuronalen und kardialen Geweben unterschiedlicher Spezies 

kloniert (Lesage & Lazdunski, 2000). 
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1.3 Der Delayed Rectifier-Kaliumstrom IK 

 

1.3.1 Allgemeines 

Das wichtigste Merkmal eines kardialen Aktionspotentials ist die lang anhaltende 

Plateauphase  über mehrere Hundert Millisekunden (Phase 2, siehe Kapitel 1.1.3). 

Hauptverantwortlich hierfür sind die Delayed Rectifier-Ionenströme, IK.  

Der Begriff des „verzögerten Gleichrichter“- oder Delayed Rectifier-Kaliumstroms 

wurde schon Anfang der fünfziger Jahre nach Versuchen an Axonen von Hodgkin 

und Huxley geprägt. Im Gegensatz zu den schnell aktivierenden Na+- und Ca2+-

Kanälen zeigen die Delayed Rectifier nach einer Depolarisation eine verzögerte 

Öffnungswahrscheinlichkeit und fast keine Inaktivierung. Die Auswärts-Gleichrich-

tung entsteht durch die Öffnung der Kanäle bei Potentialen positiver als -50 mV 

(Hodgkin & Huxlex, 1952). 

1969 untersuchten Noble und Tsien erstmals mit der 2-Mikroelektroden-Span-

nungsklemme einen kardialen Delayed Rectifier („Ix“) in Purkinjefasern des 

Schafes (Noble & Tsien, 1969). 

Der IK-Strom besteht aus drei Komponenten, die aufgrund ihrer biophysikalischen 

und pharmakologischen Eigenschaften unterschieden werden können (Roden et 

al., 2002). Sanguinetti und Jurkiewicz beschrieben 1990 bzw. 1991 einen schnell 

aktivierenden (rapid) IKr- und einen langsam aktivierenden (slow) IKs-Kaliumstrom. 

Diese beiden Hauptkomponenten konnten inzwischen bei unterschiedlichen 

Säugetierspezies, z. B. beim Menschen, Hund, Meerschweinchen und Kaninchen, 

nachgewiesen werden (Apkon & Nerbonne, 1991; Li et al., 1996; Liu & 

Antzelevitch, 1995; Salata et al., 1996). Die Auftrennung der Stromkomponenten 

erfolgte dabei durch spezifische Spannungsprotokolle oder durch Inhibitoren von 

IKr (z. B. D-Sotalol, E-4031) bzw. von IKs (z. B. Thiopentan, Propofol) (Chinn, 1993; 

Heath & Terrar, 1996; Sanguinetti & Jurkiewicz, 1990).  

Ein dritter, sehr schnell aktivierender und kaum inaktivierender Delayed Rectifier, 

der IKur (ultra-rapid) bzw. Isus (sustained), ist in atrialem Gewebe der Ratte, des 

Hundes und des Menschen vorhanden (Nattel et al., 1999). 
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Im Meerschweinchen wurde dieser Strom hingegen nicht nachgewiesen, aller-

dings könnte der Plateaustrom IKp (siehe Kapitel 1.2.3.3) aufgrund seines „IKur-

ähnlichen“ Spannungsverlaufes und seiner Ba2+-Abhängigkeit als dritte Kompo-

nente des IK im Meerschweinchenherzen angesehen werden (Lesage et al., 1996; 

Yue & Marban, 1988). 

Eine selektive Inhibition des atrialen IKur-Stroms und somit eine Verlängerung des 

AP’s und der Refraktärzeit wird als neuartiges Konzept in der Therapie von Ar-

rhythmien, v. a. Vorhofflimmern, angesehen (Courtemanche et al., 1999). Die Ent-

wicklung von vorhofspezifischen, IKur-selektiven Blockern steht jedoch noch am 

Anfang (Bachmann et al., 2001). Der Vorteil gegenüber anderen Vertreter der 

Klasse-III-Antiarrhythmika besteht im Ausbleiben von ventrikulären, proarrhythmi-

schen Effekten (Hohnloser, 1997).  

 
In den nun folgenden Abschnitten dieser Arbeit sollen die beiden ventrikulären 

Komponenten des IK-Stroms, IKr und IKs, näher vorgestellt werden. 

 

1.3.2 Die schnell aktivierende Komponente des Delayed Rectifiers IKr 

1.3.2.1 Physiologische Rolle 
Der IKr-Kaliumstrom wurde zuerst im Meerschweinchenventrikel elektro-

physiologisch identifiziert (Sanguinetti & Jurkiewicz, 1990). Er trägt auch bei 

zahlreichen anderen Spezies wesentlich zur Phase 2 und Phase 3 des AP’s bei 

(siehe Kapitel 1.1.3 und 1.1.4). 

Wie in Abbildung 1.3 veranschaulicht, werden IKr-Kaliumströme durch Depolarisa-

tion der Zelle aktiviert und erreichen eine maximale Amplitude bei Spannungen 

von 0 mV bis +10 mV. Bei positiven Potentialen setzt ein schneller Inaktivierungs-

prozess des IKr ein, der einen schwächeren K+-Auswärtsstrom zur Folge hat 

(Einwärts-Gleichrichter) (Smith et al., 1996). Diese geringere Leitfähigkeit trägt zur 

Aufrechterhaltung der lang anhaltenden Plateauphase des AP’s bei (Hancox et al., 

1998). 
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Abbildung 1.3:   Theoretisches Modell des Verlaufs der Aktivierung der IK-Ströme 
während des kardialen Aktionspotentials (verändert nach Zeng et al., 1995) 
Der IKr-Strom steigt während der Phase-2-Repolarisation an und erreicht sein 
Maximum bei ca. 0 mV. Der IKs-Strom zeigt höhere Stromdichten und befindet sich 
während der gesamten Plateauphase des AP’s (> 0 mV) in einem maximalen Gleich-
gewichtszustand. 

 
Ein entscheidender Faktor für die Morphologie der AP im Säugetierherz ist die 

spezifische, regionale Verteilungsdichte der Ionenströme. Eine derartige Hetero-

genität ist auch für IKr zutreffend, z. B. ist die IKr-Stromdichte im Meerschweinchen 

in atrialen Myozyten zweifach höher als in ventrikulären Herzmuskelzellen 

(Sanguinetti & Jurkiewicz, 1991). Im humanen Herzen ist hingegen der umge-

kehrte Fall beschrieben (Pond et al., 2000).  

Zudem sind Unterschiede innerhalb der einzelnen Muskelschichten vorhanden. So 

ist z. B. ein höherer IKr-Strom in subendokardialen Myozyten des Meerschwein-

chens zu beobachten. Dies erklärt die unterschiedliche Länge und Form der AP in 

den einzelnen Herzregionen (Main et al., 1998). 
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1.3.2.2 Molekulare Struktur 
HERG („human ether-a-go-go”) ist die porenformende α-UE des nativen IKr-

Kaliumstroms. In Northern-Blot-Analysen konnte hauptsächlich eine Verteilung im 

Herzen und im Hippokampus nachgewiesen werden (Curran et al., 1995; Warmke 

& Ganetzky, 1994). HERG, auch als „erg1“ (KCNH2) bezeichnet, ist auf dem 

Chromosom 7 lokalisiert und gehört zur Familie der eag („Drosophila ether-a-go-

go“)- Kanäle, einer Untergruppe der spannungsabhängigen Kv-Kanäle (Warmke et 

al., 1991). Obwohl nur eine AS-Übereinstimmung von 10-15 % besteht, hat HERG 

die gleiche tetramere 6TDM-1P-Membranstruktur wie die shaker-verwandten Kv-

Kanäle (Warmke et al., 1991). Inzwischen wurden auch kardiale Isoformen 

(Splice-Varianten in N- bzw. C-Termini) im Menschen- und Mäuseherzen kloniert 

(Kupershmidt et al., 1998; Lees-Miller et al., 1997). 

Eine heterologe Expression der cDNA von HERG in Xenopus laevis-Oozyten oder 

in einer HEK-293 Zelllinie führt zu einem K+-Strom, der dem nativen, kardialen IKr 

sehr ähnelt (Sanguinetti et al., 1995; Zhou et al., 1998). Vergleichbar mit anderen 

Kv-Kanälen, z. B. Kv4.3, spielen aber auch modulatorische β-UE eine wichtige 

Rolle in den biophysikalischen und pharmakologischen Eigenschaften von IKr. 

Als gesichert gelten die Interaktionen mit den so genannten mink-verwandten 

Peptiden: MiRP1 und MiRP2 (KCNE2 und KCNE3) und mit der IKs-formenden 

β-UE minK (KCNE1) (Abbott et al., 1999; Anantharam et al., 2003; McDonald et 

al., 1997).  

Genetische Mutationen in HERG oder minK bzw. MiRP verursachen das „Lange 

QT-Syndrom“ (LQTS-2, LQTS-5 und LQTS-6) (Chiang & Roden, 2000). Dabei 

handelt es sich um eine gestörte ventrikuläre Repolarisation, die lebensbe-

drohliche Arrhythmien zur Folge haben kann (siehe Kapitel 1.3.5.1). 

 

1.3.2.3 Biophysikalische Eigenschaften 
Ein charakteristisches Merkmal von IKr sind die Inward Rectifier Eigenschaften, 

d. h. die Verringerung der K+-Leitfähigkeit des Kanals bei positiven Potentialen. 

Grund dafür ist die schnelle Inaktivierung des offenen Kanals bei Depolarisation. 
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Die größeren Auswärtsströme (= Tail-Ströme) bei negativen Spannungen resultie-

ren aus einer schnellen Beendigung dieser Inaktivierung und langsameren De-

aktivierung des Kanals in den geschlossenen Zustand (Smith et al., 1996). 

Ein weiterer Unterschied zu „klassischen“ Kv-Kanälen ist die paradoxe Erhöhung 

des IKr-Auswärtsstroms bei einem  Anstieg der extrazellulären K+-Konzentration. 

Bei erhöhtem [K+]out verlangsamt sich die Inaktivierung und die Einwärts-

Gleichrichtung nimmt ab. Zudem erhöht sich die Einzelkanalleitfähigkeit, die im 

Grundzustand relativ niedrig ist (10-13 pS) (Yang et al., 1997). 

 

1.3.2.4 IKr-Blocker 
Abbildung 1.4 zeigt einige typische Inhibitoren des IKr-Kaliumstroms ausgehend 

von der Methylsulfonanilid-Struktur (Shieh et al., 2000). Sie stellen, zusammen mit 

den IKs- und IKur-Blockern, neue Vertreter der Klasse-III-Antiarrhythmika dar 

(Sager, 2000). 
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Abbildung 1.4:   IKr / HERG-Blocker 
Grundstruktur (mit den Ausnahmen D-Sotalol und Azimilid) ist ein Methansulfoanilid-Gerüst. 
Unselektive Inhibitoren: Azimilid, Ibutilid und D-Sotalol 
Selektive Inhibitoren: Dofetilid, E-4031 und MK-499 
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Durch selektive Blockade von IKr wird die APD und somit die absolute Refraktär-

zeit in Atrium und Ventrikel verlängert, ohne Leitungsverzögerungen oder weitere 

pharmakologische Wirkungen zu verursachen. 

Nachteil dieser Substanzen ist eine inverse Frequenzabhängigkeit („reverse rate-

dependence“) ihrer AP-verlängerung, d. h. bei zunehmender Herzfrequenz und 

erhöhtem β-adrenergen Tonus nimmt die Wirkung der IKr-Inhibition und somit der 

antiarrhythmische Effekt ab. Die exzessive Verlängerung des AP’s unter Brady-

kardie kann auch von proarrhythmischen Effekten, z. B. frühe Nachdepolarisatio-

nen und Torsade de pointes-Tachykardien, begleitet sein (Nattel & Singh, 1999). 

Diese negativen Aspekte waren in den Ergebnissen grosser klinischer Studien, 

wie z. B. der SWORD-Studie (D-Sotalol) und der DIAMOND-Studie (Dofetilid) 

deutlich sichtbar (Torp-Pedersen et al., 1999; Waldo et al., 1996). 

 

1.3.3 Die langsam aktivierende Komponente des Delayed Rectifiers IKs 

1.3.3.1 Physiologische Rolle 
IKs ist ein sehr langsam aktivierender Kaliumstrom der Phase-2-Repolarisation. Die 

Leitfähigkeit des Kanals steigt bei Membrandepolarisation auf Potentiale über -30 

mV verzögert an und bleibt während der gesamten Plateauphase in einem 

Gleichgewichtszustand (Steady-State). Die Größe des resultierenden IKs-Stroms 

ist im Vergleich zu der schnellen Komponente des Delayed Rectifiers, IKr, fünf- bis 

zehnfach höher (Gintant, 1996; Sanguinetti & Jurkiewicz, 1990). Physiologisch 

bedeutsam wird der IKs besonders bei Steigerung der Herzfrequenz, z. B. bei 

Aktivierung des sympathischen Nervensystems. Wegen einer langsamen und un-

vollständigen Kanaldeaktivierung bleiben die KvLQT1/minK-Kanäle bei hohen 

Frequenzen akkumulativ geöffnet und lösen einen verstärkten IKs-Ionenstrom aus. 

Dieser Vorgang wird noch durch die β-adrenerge Stimulation des IKs-Stroms über 

den cAMP-abhängigen Proteinkinase A-Signaltransduktionsweg verstärkt 

(Jurkiewicz & Sanguinetti, 1993). 
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Ähnlich wie bei IKr ist die Expression des langsam aktivierenden Delayed Rectifier-

Kanals ebenfalls einer regionalen Heterogenität unterworfen. Dies ist der Grund 

für die unterschiedlichen AP-Konfigurationen entlang der Muskelschichten des 

Ventrikels. Liu und Antzelevitch beschrieben beispielsweise ein sehr verlängertes 

AP in so genannten „M-Zellen“ des Hundeventrikels. In diesem Bereich (mittleres 

Myokard) konnte nur ein sehr schwacher IKs-Strom nachgewiesen werden (Liu & 

Antzelevitch, 1995). 

Beim Meerschweinchen sind die Stromdichten des IKs in endokardialen Ventrikel-

schichten verringert (Bryant et al., 1998). Diese besondere Spezies- und Gewebe-

charakteristik der IK-Kaliumströme erklärt auch die unterschiedliche Spezifität und 

Effektivität der Klasse-III-Antiarrhythmika (Lu et al., 2001).  

IKs spielt ferner eine Rolle im Kaliumhaushalt des Innenohrs und in der Aktivierung 

einer cAMP-gesteuerten Chloridsekretion im Kolon (Robbins, 2001). 

 

1.3.3.2 Molekulare Struktur 
Der funktionelle Kanal ist aus dem Komplex der α-UE: KvLQT1 (KCNQ1) und der 

modulierenden β-UE: minK/IsK (KCNE1) zusammengesetzt (Barhanin et al., 1996; 

Sanguinetti et al., 1996). Die Interaktion und Stöchiometrie dieser Einheit ist 

bislang noch nicht vollständig aufgeklärt. Yeast-two-hybrid- und affinitäts-

chromatographische Analysen dokumentierten, dass das C-terminale Ende der 

minK-Einheit direkt mit der Porenregion von KvLQT1 assoziiert ist (siehe Abbil-

dung 1.5) und dadurch die Leitfähigkeit, Ionenselektivität, Kinetik und Pharma-

kologie von IKs beeinflusst wird (Busch & Suessbrich, 1997; Romey et al., 1997; 

Wang et al., 1998). Jede der vier spannungsabhängigen, porenformenden α-UE, 

KvLQT1, könnte dabei ein minK-Protein binden (Barhanin et al., 1999). 
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Abbildung 1.5: Molekulare Struktur des IKs-Kanals (verändert nach Barhanin et 
al., 1999) 
Das C-terminale Ende der β-UE, minK, ragt in die Porenregion (S5-S6) der α-UE, 
KvLQT1, hinein. 

 

Neben der KCNQ1/KCNE1-Fusion beschreiben jüngste Veröffentlichungen auch 

eine mögliche Interaktion von MiRP1 (KCNE2) und MiRP2 (KCNE3) mit KCNQ1-

Kanälen (Schröder et al., 2000; Tinel et al., 2000). 

 

a)  Die α-UE KvLQT1 
 

Im Laufe einer Untersuchung von Patienten mit angeborenem „Langen QT-

Syndrom“ entdeckten 1996 Wang et al. durch Positionsklonierung erstmals das 

KvLQT1 (KCNQ1)-Gen auf Chromosom 11. KCNQ1 ist ein Vertreter der span-

nungsabhängigen, shaker-verwandten Kv-Kanäle mit einer ähnlichen Membran-

struktur: sechs Transmembransegmente (S1-S6), eine typische S4-Domäne, eine 

S5 und S6 verbindende Porenschleife und intrazellulär lokalisierte N- und C-

Termini. KCNQ1 induziert nach heterologer Expression einen kleinen, schnell akti-

vierenden und schwach inaktivierenden Kaliumstrom (Sanguinetti et al., 1996). 

Inzwischen sind vier weitere KCNQ-Kanäle kloniert worden, wobei KCNQ1 beim 

Menschen bisher in folgenden Geweben identifiziert wurde: Herz, Pankreas, 

Niere, Lunge, Uterus und Innenohr (Nachweis der m-RNA im Northern-Blot) 

(Chouabe et al., 1997). KCNQ2-KCNQ5 stellen neuronale Kanäle dar (Jentsch, 

2000).  



Einleitung 

 

19 
 

Interessanterweise kann KCNQ1 als einzige KCNQ-Kanaluntereinheit mit anderen 

Mitgliedern der KCNQ-Familie keine Heteromeren bilden (Robbins, 2001).  

Gemäß der Bezeichnung „KvLQT1“ ist eine Mutation dieses Gens Ursache des 

LQT1-Syndroms (Wang et al., 1996). 

Die Bedeutung von N-terminalen Splice-Varianten des KCNQ1-Gens in der funk-

tionellen Expression von IKs ist bislang unklar (Pereon et al., 2000).  

 

b) Die β-UE minK/IsK 
 

MinK gehört zur Familie der KCNE-Proteine, deren physiologische Bedeutung nur 

teilweise bekannt ist (Melman et al., 2001). Das Gen wurde erstmals 1988 und 

1990 aus der Niere bzw. aus dem Herzen der Ratte kloniert und kodiert ein kleines 

transmembranäres Polypeptidsegment (1TDM-0P) mit 123 bis 130 AS (Folander 

et al., 1990; Takumi et al., 1988).  

Das KCNE1-Protein beim Meerschweinchen besteht aus 125 AS und ist der 

humanen Variante zu ca. 78 Prozent identisch (Zhang et al., 1994). 

Zunächst wurde das IsK-Protein als ein eigenständiger, „kleiner“ Kaliumkanal 

angesehen (minK = minimaler K+-Kanal), da die Expression der cRNA von IsK in 

Oozyten einen sehr langsam aktivierenden Strom induzierte (Hausdorff et al., 

1991; Takumi et al., 1988). Dieser Strom konnte jedoch in eukaryotischen Expres-

sionssystemen (z. B. CHO-, COS- oder HEK 293-Zellen) nicht nachgewiesen 

werden. 

1996 wurde dann der Beweis einer KCNQ1/KCNE1-Interaktion erbracht. KCNQ1 

ist auch endogen in Xenopus laevis-Oozyten vorhanden und formt diesen Kom-

plex nach Injektion von KCNE1 (Barhanin et al., 1996; Sanguinetti et al., 1996).  

KCNE1 moduliert die α-UE KCNQ1 in ihrer Stromgröße und -kinetik. Es resultiert 

ein Strom mit einer höheren Aktivierungsschwelle von ca. -20 mV und fehlender 

Inaktivierung. IKs hat dadurch bei positiven Potentialen über einige Sekunden eine 

hohe, konstante Stromamplitude (Sanguinetti et al., 1996; Tristani-Firouzi & 

Sanguinetti, 1998). Im Gegensatz zu anderen Kvβ-UE entsteht diese Strom-

veränderung durch direkte Beeinflussung der Porenregion der α-UE (Romey et al., 

1997).  
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KCNE1 spielt auch in der Pharmakologie von IKs eine wichtige Rolle, indem die 

Sensitivität des nativen IKs gegenüber Inhibitoren und Aktivatoren stark erhöht wird 

(Busch et al., 1997). 

Mutationen des humanen KCNE1-Gens auf Chromosom 21 können das angebo-

rene LQT-Syndrom hervorrufen (siehe Kapitel 1.3.5.1). 
 

1.3.3.3 Biophysikalische Eigenschaften 
KvLQT1/minK ist ein „untypischer“ spannungsabhängiger Kv-Ionenkanal. Die 

Aktivierungszeitkonstanten des Delayed Rectifiers können einige Sekunden betra-

gen und sind somit fast tausendfach höher als die der klassischen Kv-Familie. 

Weitere Unterschiede sind die fehlende Inaktivierung und die langsame Deaktivie-

rung von ca. einer Sekunde bei -80 mV (Mitcheson & Sanguinetti, 1999). Das 

späte Schließen des Kanals bewirkt eine Akkumulation und Erhöhung des IKs-

Stroms bei höheren Frequenzen (Jurkiewicz & Sanguinetti, 1993). 

In Abbildung 1.6 ist eine typische Aufzeichnung des Kaliumstroms durch den in 

CHO-Zellen exprimierten KvLQT1/minK-Kanal dargestellt. 
 

 
Abbildung 1.6:   Typische Aufzeichnung des IKs-Kaliumstroms in 
CHO-Zellen nach Transfektion mit den beiden Untereinheiten KvLQT1 
und minK. 
Dargestellt sind aktivierende „Schritt-Ströme“ (= Step-Ströme) und de-
aktivierende „Schwanz-Ströme“(= Tail-Ströme), hervorgerufen durch 3 s 
lange Spannungssprünge auf Potentiale von -20 mV bis +70 mV und eine 
nachfolgende Repolarisationsphase auf -40 mV für 2 s, ausgehend von 
einem Haltepotential von -50 mV. 
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Charakteristisch für den IKs-Kaliumstrom ist auch seine Regulation durch Ca2+- und 

Temperaturunterschiede. Bei Erhöhung der Ca2+-Pufferung, z. B. durch EGTA 

oder bei Erniedrigung der Messtemperatur von ca. 36 °C auf ca. 21 °C (RT), ver-

langsamt sich die Kanalaktivierung drastisch und die Stromamplitude von IKs sinkt 

(Busch & Maylie, 1994). 

Die Einzelkanalleitfähigkeit der KvLQT1/minK-Kanäle ist sehr gering (<5 pS) 

(Yang & Sigworth, 1998). 

 

1.3.3.4 IKs-Blocker 
Verschiedene unspezifische Antiarrhythmika, z. B. Clofilium, Quinidin, Amiodaron 

oder Azimilid, üben einen Teil ihrer Wirkung durch Hemmung des IKs-Stroms aus 

(Nattel & Singh, 1999).  

Um die in Kapitel 1.3.2.4 beschriebenen Nachteile der IKr-Blocker zu vermeiden, 

wurden in den letzten Jahren verstärkt Substanzen entwickelt, die selektiv die 

langsam aktivierende IK-Stromkomponente hemmen (Gerlach et al., 2001). Somit 

kann gerade bei erhöhter Herzfrequenz (Akkumulation des IKs-Stroms) eine 

effektive AP-verlängerung und Terminierung von tachykarden Herzrhythmus-

störungen erreicht werden. 

Derivate der Benzodiazepine, Chromanole und Benzamide (siehe Abb. 1.7) 

zeigten bei unterschiedlichen Spezies eine potente Inhibierung des IKs-Stroms 

(Bosch et al., 1998; Gögelein et al., 2000; Lloyd et al., 2001; Selnick et al., 1997). 

Proarrhythmische Ereignisse traten mit diesen Substanzen signifikant seltener auf 

und waren zumeist Ergebnis eines Defekts der IKs-kodierenden Gene (LQT-

Syndrom) (Chiang & Roden, 2000) oder einer gleichzeitigen, starken β-adrener-

gen Stimulation (Burashnikov & Antzelevitch, 2000). Eine kombinierte Hemmung 

des IKs-Stroms und β1-adrenergen Rezeptoren wurde kürzlich als neue pharma-

kologische Strategie bei ventrikulären Arrhythmien postuliert (Lynch, Jr. et al., 

2002). 
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Abbildung 1.7:    IKs / KCNQ1-Blocker  
Chemische Strukturen: A) Chromanol B) Benzodiazepin C) Benzamidin 

 
 

1.3.4 Neurohormonale Modulation von IK-Strömen 
Das neuroendokrine System spielt eine wichtige Rolle in der elektrischen und 

mechanischen Aktivität des Herzens. Veränderungen der Herzfrequenz äußern 

sich in Unterschieden der Ionenstromdichten und somit in der AP-Dauer (Kass & 

Wiegers, 1982). Alle drei Komponenten des Delayed Rectifier-K+-Kanals unter-

liegen diesem adrenergen oder cholinergen Einfluss und möglicherweise auch 

einer Regulation durch weitere Second Messenger. 

 

1.3.4.1 IKur  
Der IKur wird auf unterschiedliche Weise durch das adrenerge System beeinflusst. 

In atrialen Zellen von Mensch, Hund und Ratte konnte nach β-adrenerger Aktivie-

rung eine ca. 40%ige Stromerhöhung festgestellt werden. Eine Stimulation der α-

Adrenorezeptoren führte hingegen zu einer Stromverringerung (Nattel et al., 

1999). 
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Versuche am Kv1.5-Kanal in Xenopus-Oozyten ergaben eine Stromerhöhung 

durch Aktivierung der endogenen Proteinkinase A (PKA) oder Protein-Tyrosin-

kinase (PTK) (Mason et al., 2002). 

 

1.3.4.2 IKr 
Über die adrenerge Stimulation des IKr in nativem Gewebe ist bislang nur wenig 

bekannt. 1991 konnten Sanguinetti et al. keinen Effekt von Isoproterenol an den 

IKr-Stromamplituden in kardialen Meerschweinchenmyozyten nachweisen, wäh-

rend Karle et al. in neuesten Versuchen eine β1-Rezeptor-vermittelte Inhibierung 

des IKr in dieser Spezies beobachteten (Karle et al., 2002). Versuche an Oozyten 

und Säugetierzelllinien ergaben eine komplexe, adrenerge Modulation des 

klonierten HERG-Kanals. Dabei wirkte sich eine β-adrenerge Aktivierung sowohl 

steigernd über direkte cAMP Bindung, als auch hemmend über PKA-Phosphorylie-

rung auf HERG aus. Bei Koexpression von HERG und den β-UE MiRP oder minK 

überwog die cAMP-Stimulation (Cui et al., 2000).  

Ähnlich wie bei den Kv1.5-Kanälen, führte eine Tyrosinphosphorylierung des erg1-

Kanals der Ratte zu einer Erhöhung des Kaliumstroms (Cayabyab & Schlichter, 

2002). 

 

1.3.4.3 IKs 
Die langsame Komponente des Delayed Rectifiers, IKs, unterliegt der stärksten 

Modulation über Hormone, Neurotransmitter oder Second Messenger (Suessbrich 

& Busch, 1999): 
 

•  Eine Stimulation der β-adrenergen Signalkaskade führt zu einem temperatur-

abhängigen, vier- bis sechsfachen Anstieg der IKs-Stromdichten in Kardio-

myozyten. So steigern z. B. folgende Substanzen IKs im Ventrikel des 

Meerschweinchens: Isoprenalin (β-Agonist), 8-Br-cAMP (cAMP-Analogon), 

Forskolin (AC-Aktivator) (Walsh et al., 1988; Yazawa & Kameyama, 1990). 

Diese β-Adrenorezeptor-Aktivierung hat eine Phosphorylierung des 

KCNQ1/KCNE1-Komplexes zur Folge, an dem auch so genannte „PKA-

Ankerproteine“ (AKAP’s) beteiligt sind (Potet et al., 2001).  
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Marx et al. identifizierten kürzlich einen „makromolekularen Signalkomplex“ 

mit der Bindung von PKA und Proteinphosphatase 1 an der KCNQ1-α-UE 

über das AKAP-Protein „yotiao“(Marx et al., 2002).  

Die Frage, welcher β-Rezeptorsubtyp in der adrenergen Stimulation des IKs 

beteiligt ist, bleibt bislang unbeantwortet. Kathöfer et al. beschrieben eine Er-

höhung des KvLQT1/minK-Stroms nach Koexpression der beiden humanen 

Kanalproteinen mit dem β3-AR in Oozyten (Kathöfer et al., 2000). In einer 

neueren Studie an kultivierten Kardiomyozyten konnte allerdings ein β1-AR-

cAMP-vermittelter Effekt gezeigt werden. Längere β1-adrenerge Stimulation 

(48 h) durch Isoproterenol führte dabei zu einer allmählichen IKs-Stromver-

ringerung (Zhang et al., 2002). Außerdem konnten in einem Herzinsuffizienz-

modell (Desensitivierung des β1-AR’s) reduzierte IKs- Stromdichten im Vorhof 

beobachtet werden (Li et al., 2000a).  
 

•  Die PKC moduliert ebenfalls den IKs-Kanal. Verantwortlich dafür ist eine 

Phosphorylierungsstelle in der KCNE1-β-UE (N102) (Varnum et al., 1993). 

Im Gegensatz zur Maus und Ratte wird der IKs in Meerschweinchen-

Herzmuskelzellen durch den α-adrenergen PKC-Signalweg aktiviert (Walsh 

& Kass, 1988). 
 

•  Ferner hat neben den Proteinkinasen A und C die cGMP-aktivierte PKG eine 

Bedeutung in der Regulation von IKs. In Zellen des Meerschweinchen-

Sinusknotens konnte gezeigt werden, dass sowohl eine direkte cGMP-

Stimulation (Dialyse der Zelle mit 8-Br-cGMP) als auch ein cGMP-Agonist 

(ANP) eine 50-100%ige Erhöhung der IKs-Stromdichten verursacht (Shimizu 

et al., 2002).  
 

•  Eine Stimulation der muskarinischen M2-Rezeptoren durch Acetylcholin oder 

Carbachol hat einen geringen Einfluss auf die basale IKs-Aktivität. Es wird 

dem cholinergen System jedoch ein antagonistischer Effekt nach voraus-

gegangener β-adrenerger IKs-Stromerhöhung zugesprochen (Yazawa & 

Kameyama, 1990).  



Einleitung 

 

25 
 

In CHO-Zellen wurde kürzlich eine Stromerniedrigung von KCNQ1-KCNQ4-

Kanälen durch Aktivierung cholinerger, Gi/0-Protein-gekoppelter M1-Rezepto-

ren nachgewiesen (Selyanko et al., 2000).  
 

•  Die IKs-hemmenden Eigenschaften des Peptidhormons Endothelin-1 wurden 

in Kardiomyozyten des Meerschweinchens ebenfalls über ein Pertussistoxin-

sensitives Gi/0-Protein vermittelt (Washizuka et al., 1997). 

 

1.3.5 Pathologische Veränderungen des KvLQT1/minK-Kanals 
 
1.3.5.1 Das „Lange QT-Syndrom“  
 

Typ  Chromosom Gen Nativer 
Strom 

autosomal-dominant 
(Romano-Ward-Syndrom) 

  
 

LQTS1 11p15.5 KCNQ1 ↓IKs 

LQTS2 7q35-36 HERG ↓IKr 

LQTS3 3p21-24 SCN5A ↑INa 

LQTS4 4q25-27 ? ? 

LQTS5 21q22.1-22.2 KCNE1 ↓IKs 

LQTS6 21q22.1-22.2 KCNE2 ↓IKr 
    

autosomal-rezessiv 
(Jervell-Lange-Nielsen-Syndrom) 

  
 

 
 

JLNS1 11p15.5 KCNQ1 ↓↓IKs 

JLNS2 21q22.1-22.2 KCNE1 ↓↓IKs 
    

     

Tabelle 1.2:   Einteilung der angeborenen LQT-Syndrome (verändert nach Chiang & 
Roden, 2000)  
Die Pfeilrichtung deutet auf eine entstehende Ionenstromerhöhung oder -verringerung. 
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Mutationen innerhalb der beiden Gene KCNQ1 und KCNE1 können das angebo-

rene „Lange QT (LQT)-Syndrom“ hervorrufen.  

Man unterscheidet eine autosomal-dominante Form, das Romano-Ward-Syndrom 

(Romano, 1965; Ward, 1964) und eine weitaus seltenere autosomal-rezessive 

Variante, das Jervell-Lange-Nielsen-Syndrom. Diese Erkrankung geht mit ange-

borener Innenohrschwerhörigkeit einher (Jervell & Lange-Nielsen, 1965). 

Inzwischen sind sechs unterschiedliche Genotypen des Romano-Ward LQT-

Syndroms (LQTS1-LQTS6) molekularbiologisch identifiziert worden (siehe Tabelle 

1.2). 

Die Veränderungen des KCNQ1-Gens (LQTS1) sind neben den HERG-

Mutationen (LQTS2) die häufigsten Ursachen dieser Herzrhythmusstörungen 

(Splawski et al., 2000). Dabei führen Defekte in den Kaliumkanälen zu einer 

Verminderung der IKs- bzw. IKr-Ströme und somit zu einer AP-Verlängerung, die im 

EKG als verlängerte QT-Zeit deutlich wird. Die Folgen sind lebensbedrohliche 

ventrikuläre Tachykardien vom Typ Torsade de pointes, Synkopen oder plötzlicher 

Herzstillstand (Chiang & Roden, 2000).  

Die kardialen Ereignisse werden vor allem beim LQTS1-Typ durch Aktivierung des 

Sympathikus bei physischem oder emotionalem Stress ausgelöst. 

Eine Verbesserung der Symptomatik kann durch Gabe von β-Blockern (z. B. 

Propranolol oder Nadolol) erreicht werden (Moss et al., 2000). 
 

Die Entstehung des Jervell-Lange-Nielsen-Syndroms ist auf Mutationen in KCNQ1 

(JLNS1) oder KCNE1 (JLNS2) zurückzuführen. Der Defekt oder Verlust der IKs-

Funktion in der Stria vaskularis des Innenohrs hat eine Taubheit zur Folge 

(Neyroud et al., 1997; Schulze-Bahr et al., 1997).  
 

Die pathologischen Veränderungen des QT-Intervalls im EKG können auch als 

Nebenwirkung von vielen Arzneistoffen beobachtet werden. Das erworbene LQT-

Syndrom ist wesentlich häufiger verbreitet und ist auf einer spezifischen 

Hemmung des IKr-Stroms und Repolarisationsverlängerung durch unterschiedliche 

Medikamentenklassen, wie z. B. Antiarrhythmika (D-Sotalol, Amiodaron), Neuro-

leptika (Phenothiazine), Antibiotika (Erythromycin) usw., begründet (Roden, 1998).  
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Es wird inzwischen auch eine genetische Prädisposition, eine so genannte „stille 

Form“ des kongenitalen LQT-Syndroms, als Ursache der proarrhythmischen 

Effekte diskutiert (Makita et al., 2002; Sesti et al., 2000). 
 

Die Gründe für eine höhere Inzidenz des LQT-Syndroms bei Frauen sind noch 

unklar (Makkar et al., 1993). Man vermutet eine K+-Strom-Inhibierung (vor allem IKr 

und IKs) und eine Verlängerung der QT-Zeit durch Östrogeneinfluss (Drici et al., 

1996). Testosteron wirkte hingegen protektiv gegenüber proarrhythmischen 

Nebenwirkungen von Dofetilid im Kaninchenmodell (Pham et al., 2001). 

 

 

1.3.5.2 Andere pathophysiologische Veränderungen 
Neben den genetischen Veränderungen des KCNQ1-Gens sind auch Mutationen 

der neuronalen KCNQ2- und KCNQ3-Gene (= „M-Strom“) beschrieben worden. 

Sie können eine bestimmte Form der Epilepsie, so genannte „benigne, familiäre 

Neugeborenenkrämpfe“, verursachen (Rogawski, 2000).  

Das KCNQ4-Gen spielt ebenso wie KCNQ1 in der autosomal-dominant vererbten 

Form der Taubheit, die progredient über Jahre verläuft, eine Rolle (Kubisch et al., 

1999). 

Lee et al. konnten 1999 eine weitere Erbkrankheit auf dem Chromosom 11 mit 

Veränderungen des KCNQ1-Gens in Zusammenhang bringen. Dieses 

„Wiedemann-Beckwith-Syndrom“ führt zu Entwicklungsstörungen und erhöhter 

Malignomdisposition. 
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1.4 Der β3-adrenerge Rezeptor 

 
Der β-adrenerge Signalweg spielt eine entscheidende Rolle in der Regulation der 

Herzfunktion. Die Stimulation der β-adrenergen Rezeptoren (β-AR) durch das 

sympathische Nervensystem führt zu einer Erhöhung der Herzfrequenz (positiv 

chronotrop), Schlagkraft (positiv inotrop) und Relaxationsgeschwindigkeit der 

Herzmuskulatur (positiv lusitrop) (Post et al., 1999). 

Bislang sind drei Subtypen der β-AR molekularbiologisch und pharmakologisch 

identifiziert worden (Bylund et al., 1994). Sie sind Vertreter der großen Familie von 

G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (Post et al., 1999). 

Ein postulierter β4-AR wurde inzwischen als „atypischer (Propranolol-insensitiver)“ 

Konformationszustand des β1-AR dargestellt (Kaumann et al., 2001; Lewis et al., 

2002).  

Eine Übersicht der Eigenschaften der einzelnen β-Rezeptoren gibt Tabelle 1.3. 
 

 β1-AR β2-AR β3-AR 

    

Chromosom 10q24-q26 5q31-q32 8p11.1-8p12 

G-Protein Gs Gs / Gi Gs / Gi 

Kardiologischer Effekt Stimulation Stimulation Inhibition 

Katecholamin-
Spezifität Noradrenalin Adrenalin Noradrenalin 

Agonist Xamoterol Procaterol BRL 37344 / 
L-755,507 

Antagonist Atenolol / 
CGP 20712A ICI 118,551 Bupranolol / 

L-748,328 
 

Tabelle 1.3:   Eigenschaften der humanen β-adrenergen Rezeptor-Subtypen (verändert 
nach Strosberg, 1997) 
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1.4.1 Molekulare Struktur 
Das Protein besteht aus einer einzigen 400-408 AS langen Polypeptidkette und ist 

den Sequenzen der beiden anderen β-AR zu etwa 50 % ähnlich. 
 

COO-

NH3
+

-S-S-

TM1 TM2 TM3 TM4 TM5 TM6 TM7

i1
i2 i3

e1
e2

e3 extrazellulär

intrazellulär

COO-

NH3
+

-S-S-

TM1 TM2 TM3 TM4 TM5 TM6 TM7

i1
i2 i3

e1
e2

e3 extrazellulär

intrazellulär

 
Abbildung 1.8:   Allgemeine Struktur der G-Protein-gekoppelten, β-adrenergen 
Rezeptoren (verändert nach Mizobe et al., 1998) 
TM1 - TM7: transmembranäre Segmente 
e1 - e3: extrazelluläre Schleifen; i1 – i3: intrazelluläre Schleifen 

 
Der β3-AR wurde 1989 erstmals kloniert (Emorine et al., 1989) und konnte darauf-

hin in zahlreichen Spezies und Geweben nachgewiesen werden (Strosberg, 

1997). Beim Menschen befindet sich die höchste Expressionsdichte im Fett-

gewebe und im Gastrointestinaltrakt (Krief et al., 1993; Berkowitz et al., 1995; 

Chamberlain et al., 1999). 

Der β3-AR gehört zur großen Gruppe der membranständigen, G (GTP-

bindenden)- Protein-gekoppelten Rezeptoren. Sie sind durch sieben hydrophobe, 

transmembranäre Segmente (TM1-TM7) mit drei extrazellulären (e1-e3) und drei 

intrazellulären (i1-i3) Schleifen charakterisiert. Eine dreidimensionale Betrachtung 

der Liganden-Bindungsstelle der β-AR ergab eine runde „Korb- oder Taschen-

struktur“, mit einer unmittelbaren Annäherung der TM1/2- und TM6/7- Bereiche. 

Dort können die spezifischen Substanzen über Wasserstoffbrücken an die Amino-

säurereste der jeweiligen Segmente (vor allem TM3-6) gebunden werden (Mizobe 

et al., 1998).  
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Die Speziesunterschiede in der Struktur des β3-AR’s liegen in den Bereichen e1-3 

und i1-3 begründet (Strosberg, 1997). 

Im Gegensatz zu β1- und β2-AR fehlen dem β3-AR spezifische Phosphorylierungs-

stellen (PKA, GRK) am Carboxy-terminalen Ende im Zellinneren, die eine De-

sensitivierung („Down-Regulation“) des Rezeptors bedingen können (Nantel et al., 

1993). 

Eine wichtige pathophysiologische Konsequenz ergibt sich aus einem Poly-

morphismus des β3-AR-Gens, denn 1995 konnten Walston et al. und Clement et 

al. erstmals einen Zusammenhang zwischen dem Austausch einer AS im β3-AR-

Gen (T→W in Position 64) und einer erhöhten Inzidenz von Adipositas und Diabe-

tes in unterschiedlichen Bevölkerungsgruppen herstellen. 

 
1.4.2 Physiologie 
Der β3-AR wird auch als „lipolytischer, thermogener Rezeptor“ bezeichnet, denn er 

hat besonders in Nagetieren eine antiadipöse und antidiabetische Wirkung (Langin 

et al., 1991). Im Fettgewebe des Menschen ist der lipolytische Effekt schwächer 

ausgeprägt und überwiegend von der Wahl selektiver, potenter β3-Agonisten ab-

hängig (Carruba et al., 1998). 

Eine Aktivierung des β3-AR’s kann ferner eine Relaxation der glatten Intestinal- 

und Bronchialmuskulatur oder eine Stimulation der Insulinfreisetzung aus pan-

kreatischen β-Zellen bewirken (Manara et al., 1995; Martin & Advenier, 1995; 

Perfetti et al., 2001; Yoshida et al., 1991). 

In der Gefäßmuskulatur wurde bei unterschiedlichen Spezies eine vasodilatie-

rende Wirkung beschrieben, die eine Reflextachykardie im Herzen auslösen 

konnte (Donckier et al., 2001; Shen et al., 1994). 

Die Rolle des kardialen β3-AR ist im Moment noch nicht eindeutig geklärt. 

Versuche in humanen endomyokardialen Biopsien, in ventrikulären Kardio-

myozyten vom Hund oder am isolierten Meerschweinchenherz ergaben negativ 

inotrope Effekte, die durch β3-Antagonisten (Bupranolol, SR 59230A) inhibierbar 

waren (Cheng et al., 2001; Gauthier et al., 1996; Gauthier et al., 1999; Kitamura et 

al., 2000). Die Verringerung der Kontraktilität wurde dabei über einen Gi/0α-

Protein/NO/cGMP-Signalweg vermittelt. Diese Ergebnisse konnten von anderen 

Forschungsgruppen jedoch nicht bestätigt werden. 
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So beobachteten z. B. Harding (1997) und Gong et al. (2001) sowie Pott et al. 

(2003) nach Gabe von selektiven β3-Agonisten keine Veränderungen in der 

Kontraktilität von ventrikulären bzw. atrialen Kardiomyozyten des Menschen. In 

einem ähnlichen Experiment konnte kein Einfluss β2- und β3-adrenerger Rezepto-

ren auf die Chronotropie im Mäuseventrikel nachgewiesen werden (Heubach et 

al., 2002). 

Die Gründe für diese Diskrepanz liegen vor allem in der Wahl der geeigneten, 

selektiven β3-Agonisten und in den experimentellen Gegebenheiten (in vitro- 

versus in vivo-Versuche, Zusammensetzung der Perifusionslösungen usw.). Als 

weitere Ursache der differierenden Effekte konnten Gauthier et al. 1999 deutliche 

Speziesunterschiede β3-aktiver Substanzen, wie z. B. BRL 37344 oder 

CL 316,243, aufzeigen. 

 

1.4.3 Einfluss auf Ionenkanäle 
Eine direkte Interaktion des β3-AR mit Ionenkanälen ergaben Versuche von 

Horinouchi et al. an der glatten, gastrointestinalen Muskulatur im Meerschwein-

chen. Sie konnten eine signifikante Aktivierung des Ca2+-sensitiven, spannungs-

abhängigen BKCa-K+-Kanals als Ursache der β3-AR-vermittelten, cAMP-

unabhängigen Relaxation der Muskelzellen feststellen (Horinouchi et al., 2003). 

Ein vergleichbarer Effekt konnte auch in Gefäßmuskelzellen der Ratte gezeigt 

werden. Die Vasorelaxation wurde über eine Stimulation von drei unterschied-

lichen K+-Kanaltypen (BKCa, KATP, Kv) ausgelöst (Rautureau et al., 2002). 

Über eine β3-adrenerge Regulation kardialer Ionenkanäle sind bislang nur wenige 

Daten vorhanden. Gauthier et al. erklärten die negative Inotropie und Verkürzung 

der APD mit einer Hemmung des L-Typ-Ca2+-Stroms und Aktivierung eines re-

polarisierenden CFTR-Cl--Stroms (Gauthier et al., 1996; Leblais et al., 1999). Eine 

Verringerung des ICa, L konnte auch in Kardiomyozyten des Hundes, der Ratte und 

des Meerschweinchens nachgewiesen werden (Cheng et al., 2001; Kitamura et 

al., 2000; Zhang et al., 1998). Kathöfer et al. beschrieben nach Koexpression von 

KvLQT1/minK mit dem humanen β3-AR und Superfusion des β-Agonisten 

Isoproterenol eine Gs-Protein-vermittelte Erhöhung des IKs-Stroms (Kathöfer et al., 

2000). Diese β3-AR-vermittelte Steigerung von IKs könnte somit zur beschleunigten 

Repolarisation im menschlichen Herzen beitragen. 
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1.5 Isolierte Meerschweinchen-Kardiomyozyten als Modell zur 
Forschung an kardialen Ionenkanälen 

 

Patch-Clamp-Experimente an isolierten kardialen Myozyten sind schon seit über 

zwei Jahrzehnten ein etabliertes System für elektrophysiologische Untersuchun-

gen der Herzfunktion oder der Effekte von kardiovaskulären Arzneistoffen (Dow et 

al., 1981; Fozzard & Beeler, Jr., 1975; Sanguinetti & Jurkiewicz, 1990). Dabei ist 

das Meerschweinchen (Cavia porcellus) ein gängiges Versuchstier (Varro et al., 

1993): 

In ventrikulären Myozyten ist der kurzzeitig geöffnete, repolarisierende Ito-Strom 

und somit die schnelle Phase-1-Repolarisation (siehe Kapitel 1.1.2) nicht vorhan-

den. Neuere Veröffentlichungen beschreiben einen „Ito-ähnlichen“ Strom (Ito,ir, „ir“: 

inward rectifying) bei unphysiologischen Bedingungen (Li et al., 2000). 

Ferner ist das AP aufgrund des sehr ausgeprägten repolarisierenden Delayed 

Rectifier-Kaliumstroms IK durch eine lang anhaltende Plateauphase gekennzeich-

net (siehe Kapitel 1.1.3), (Freeman & Kass, 1993). Deshalb ist der Meer-

schweinchenventrikel sowohl für präzise physiologische Betrachtungen des IKs-

Stroms als auch für die Entwicklung selektiver IKs-Blocker (Klasse-III-Anti-

arrhythmika) besonders geeignet, wie z. B. die Patch-Clamp-Untersuchungen der 

Chromanol-Derivate (Chromanol 293B und HMR 1556) bestätigten (Bosch et al., 

1999; Gögelein et al., 2000; Bosch et al., 2003). 
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1.6 Fragestellung 

 

Beta-adrenerge Rezeptoren besitzen wichtige Aufgaben in der elektrischen 

Aktivität der Herzmuskelzelle. Obwohl der β1-AR den vorherrschenden Rezeptor-

subtyp im Herzen darstellt (65-80 %), ist inzwischen auch ein Einfluss des β3-AR’s 

bestätigt worden (Gauthier et al., 2000). Eine β-adrenerge Stimulation bewirkt 

sowohl eine Veränderung der Herzfrequenz und Kontraktilität als auch eine 

Modulation kardialer Ionenkanäle. Gerade die Steigerung der langsamen Kompo-

nente des repolarisierenden Delayed Rectifier-K+-Stroms, IKs, durch β1-adrenerge 

Stimulation, wurde bislang mehrfach beschrieben (Walsh et al., 1988; Yazawa & 

Kameyama, 1990). Sie ist jedoch von experimentellen Faktoren, wie z. B. 

Spezies- bzw. Expressionssystem, Perifusionslösungen, Temperatur, Patch-

Clamp-Konfiguration usw., abhängig (Busch & Maylie, 1994; Walsh et al., 1989). 

Die Bedeutung des β3-Rezeptorsubtyps in der adrenergen Regulation des nativen, 

kardialen IKs-Stroms ist bislang noch nicht untersucht. 
 

•  Als erste Aufgabe in der vorliegenden Arbeit galt es zunächst, die bekannte 

β1-adrenerge Steigerung der langsamen Komponente des Delayed Rectifiers 

in isolierten ventrikulären Kardiomyozyten des Meerschweinchens zu bestäti-

gen. 
 

•  In Xenopus-Oozyten wurde kürzlich eine β3-adrenerge IKs-Stromerhöhung 

beobachtet (Kathöfer et al., 2000). Im Vergleich zum nativen Gewebe sind 

jedoch in diesem heterologen Expressionssystem IKs-spezifische Inter-

aktionen (β-UE, AKAP-Proteine) und Second Messenger möglicherweise 

nicht funktionell vorhanden. 

Im Folgenden sollte deshalb der Einfluss des β3-AR auf den nativen IKs-Strom 

und auf den Verlauf des ventrikulären Aktionspotentials geklärt werden.  

Wichtig war auch der Vergleich der Effekte eines endogenen Agonisten (Nor-

adrenalin) mit denen der selektiveren β3-Agonisten (BRL 37344, CL 316,243) 

auf IKs.  
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•  Einen weiteren Schwerpunkt dieser Dissertation stellte die Beschreibung der 

möglichen β3-Signalkaskade dar. Ähnlich wie der β2-AR, kann der β3-AR 

steigernde und inhibierende Wirkungen über Gs- bzw. Gi-Protein-Signal-

kaskaden auslösen. Dies ist vor allem im Fettgewebe und Gastrointesti-

naltrakt beschrieben (Strosberg, 1997). In isolierten Kardiomyozyten liegen 

hingegen bislang nur wenige Daten vor (Cheng et al., 2001; Leblais et al., 

1999).  

 

Die geplanten Versuche erfolgten an ventrikulären Myozyten des Meerschwein-

chens, die zuvor mit Hilfe einer Langendorff-Perifusionsapparatur isoliert wurden. 

Zur Messung des IKs-Ionenstroms und der Aktionspotentiale sollte der Whole-Cell-

Modus der Patch-Clamp-Technik bei physiologischen Temperaturen dienen. 
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2 Material 

 

2.1 Versuchstiere 

Für die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche an ventrikulären Herzmuskel-

zellen wurden adulte, männliche Meerschweinchen der Rasse Hartley Albino 

(Charles River, Kisslegg, D bzw. Harlan-Winkelman, Borchen, D) verwendet. Das 

Körpergewicht der einzelnen Tiere zum Zeitpunkt der Isolation betrug zwischen 

400 g und 500 g. 

Vor Versuchsbeginn wurden die Tiere mindestens 3-4 Tage in Makrolon-Käfigen 

unter artgerechten Bedingungen in einem 12-stündigen Tag/Nacht-Rhythmus 

gehalten. Sie erhielten standardisiertes, pelletiertes Tiertrockenfutter Altromin 

1324 (Altromin, Lage/Lippe, D) und Trinkwasser ad libitum.  

 

2.2 Geräte 

2.2.1 Langendorff-Perifusionsapparatur 

Bubble Trap     Radnofi, Monrovia, USA  

Herzkammer     Schott, Mainz, D 

Kühler      Brand, Wertheim, D 

Thermostat            Haake DC30, Gebrüder Haake,   

      Karlsruhe, D 

2.2.2 Patch-Clamp-Messplatz 

A/D-Wandler     Digidata 1200, Axon Instruments, 

      Foster City, USA 

Faraday-Käfig    Eigenanfertigung 

Mikromanipulator (hydraulisch)  Narishige Scientific Instruments, Tokyo,J 

Mikroskop (invers)    Axiovert 100, Zeiss, Oberkochen, D 

Perifusionsleitungssystem   Braun, Melsungen, D 
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Probenkammer    Cell Micro Controls, Virginia Beach, USA 

Pumpe      Peristaltikpumpe P-1, Amersham, 

       Freiburg, D   

Schwingungsdämpfender Tisch  TMC, Peabody, USA 

Software   pclamp 6.0, Axon Instruments, Foster City, 

USA 

Temperiereinheit    TC2 bip. Controller, Cell Micro Controls, 

      Virginia Beach, USA 

Verstärker      Axopatch 200B, Axon Instruments,  

      Foster City, USA 

2.2.3 Elektroden 

Elektrodenziehgerät   DMZ-Universalpuller, Zeitz-Instrumente, 

       Augsburg, D 

Elektrodenglas    Borosilikatglaskapillaren GC150TF-7.5, 

       1,5 mm OD x 1,17 mm ID, mit Innen- 

filament, Harvard Apparatus, Kent, UK 

Silberdraht     Typ AG 99,9%, 0,3 mm Dicke, Neolab, 

  Heidelberg, D 

2.2.4 Sonstige Laborgeräte und Zubehör 

Fixierfaden     PermaHand Seidenfaden,  

       Johnson-Johnson, Brüssel, B 

Kanülen     B. Braun, Melsungen, D    

Magnetrührer    Martin und Michael Crist, Osterode, D 

pH-Meter     Migge & Glock, Leonberg, D 

Spritzen                      Becton Dickinson, Heidelberg, D 

Sterilfilter      Milex GS, Milipore, Bedford, USA 

Wasserbad mit Schüttler    Köttermann, Hänigsen, D 

Präparierscheren und -pinzetten  Aesculap / B. Braun, Melsungen, D 
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2.3 Chemikalien 

 
Alle verwendeten Testsubstanzen wurden als Stammlösungen (1mM) angesetzt. 

DMSO, DMSO/Ethanol (1:1) oder Aqua bidest. dienten dabei als Lösungsmittel. 

Dieser Anteil in den Versuchslösungen hatte keine Auswirkungen auf die elektro-

physiologischen Messungen der Ströme. 

 

       BRL 37344    Biotrend, Köln, D 

       Bupranolol    Schwarz Pharma, Monheim, D* 

       Collagenase    Typ II, Biochrom, Berlin, D bzw. Cell 

       Systems, St. Katharinen, D 

       Dofetilide    Aventis Pharma, Frankfurt/M, D* 

       Forskolin     Aventis Pharma, Frankfurt/M, D* 

       HMR 1556    Aventis Pharma, Frankfurt/M, D* 

       ICI 118,551     Biotrend, Köln, D 

       L-(-)-Isoproterenol    ICN Biomedicals, Eschwege, D 

       L-NAME      Biotrend, Köln, D  

       L-NMMA      Biotrend, Köln, D  

       Nisoldipin     Aventis Pharma, Frankfurt/M, D* 

 

* wurden freundlicher Weise von den jeweiligen Firmen zur Verfügung gestellt. 

 

Alle übrigen, nicht aufgeführten Substanzen wurden in analysenreiner Qualität bei 

den Firmen Sigma, Deisenhofen, D, oder Calbiochem/ Novabiochem, Bad Soden, 

D, bezogen. 
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2.4 Lösungen 

Zur Herstellung der unterschiedlichen Lösungen wurden Stammlösungen ange-

setzt, aliquotiert und entsprechend ihren chemischen Eigenschaften gelagert, um 

Abbaureaktionen der Substanzen zu minimieren. Am Versuchstag wurden die 

Lösungen dann frisch angesetzt. 

2.4.1 Lösungen zur Zellisolation 

 

a. Calciumhaltige Tyrode-Lösung 
 

    D(+)- Glucose            10 mM 

           NaCl            136 mM 

           KCl             5,4 mM 

           MgCl2             1,0 mM 

           HEPES                5 mM 

           NaH2PO4           0,33 mM 

          CaCl2             2,0 mM 
   

Der pH-Wert der Lösung wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt 

 

b. Calciumfreie Tyrode-Lösung 
 

 Die Zusammensetzung der verwendeten Lösung entspricht der 

Tyrodelösung in a. mit Ausnahme des CaCl2 (0 mM). 

 

c. Calciumfreie, enzymhaltige Tyrode-Lösung 
 

Das Medium in b. wurde mit 30-50 mg/ml (80-100 U) Collagenase 

Typ II und 0,1 % BSA zum Verdau des Gewebes versetzt. Beide 

Substanzen wurden unmittelbar vor Beginn der Superfusion in der 

Tyrode gelöst, um Veränderungen in der Aktivität der Collagenase 

zu minimieren. 
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d. KB-Lösung („Kraftbrühe“) 

 

                        D(+)- Glucose   25 mM 

                        KCl    20 mM 

                        KH2PO4    10 mM 

                        L-Glutaminsäure  70 mM 

                        Mannitol   40 mM 

                        Taurin    20 mM 

                         EGTA    10 mM 

                         β-Hydroxybutyrat  10 mM 

                         BSA    0,1 % 
 

              Der pH-Wert der Lösung wurde mit KOH auf 7,4 eingestellt. 

 

 

2.4.2 Lösungen für Patch-Clamp-Messungen 

2.4.2.1 Messungen von Aktionspotentialen 
 

Standard calciumhaltigeTyrode-Lösung 

 
    D(+)- Glucose            10 mM 

           NaCl            136 mM 

           KCl             5,4 mM 

           MgCl2             1,0 mM 

           HEPES                5 mM 

           NaH2PO4           0,33 mM 

          CaCl2             2,0 mM 
 

                       Der pH-Wert der Lösung wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt. 
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2.4.2.2 Messungen des IKs-Kaliumstroms 
Standard Tyrode-Lösung (siehe Kapitel 2.4.2.1) mit Zusatz von 1 µM Nisoldipin 

und 1 µM  Dofetilide zur Inhibierung des Ca2+-Stroms bzw. des IKr-Stroms. 

 

2.4.3 Pipettenlösungen 

2.4.3.1 Pipettenlösung für die Standard-Whole-Cell-Konfiguration 
 

            K2-phosphokreatin                5 mM 

           Li-GTP              0,1 mM 

           Mg-ATP                 5 mM 

           K-aspartat             110 mM 

           KCl                20 mM 

           MgCl2                  1 mM 

             HEPES               10 mM 

             EGTA                  5 mM 
                                   

  Der pH-Wert der Lösung wurde mit KOH auf 7,2 eingestellt.  

 

2.4.3.2 Pipettenlösung für Perforated-Patch-Versuche 
 

KCl             150 mM 

MgCl2                 5 mM 

K-ATP                 5 mM 

HEPES                3 mM 

   Amphotericin B           250 µg/ml 
 

                      Der pH-Wert der Lösung wurde mit KOH auf 7,2 eingestellt. 
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Wegen der Instabilität und Lichtempfindlichkeit des Amphotericin B zur Perforation 

der Zellmembran erfolgte die Zugabe immer am jeweiligen Versuchstag. Nach 

Vorversuchen zeigte sich eine optimale Substanzkonzentration von 250 µg/ml für 

das Durchbrechen der Zellmembran. 

 

2.4.4 Agarbrücke 

Zur Vermeidung von toxischen Effekten der Silberionen oder Potentialver-

schiebungen durch die Chloridionen der Ag/AgCl-Badelektrode wurde eine Agar-

Salzbrücke als leitende Verbindung verwendet.  

Zur Herstellung einer 3 %igen Agar-Suspension wurden 1,5 g Agar in 50 ml KCl-

Lösung (150 mmol/l) unter ständigem Rühren erhitzt. 

Eine Pipettenspitze wurde mit dem Agar zu ¾ luftblasenfrei befüllt und mit der 

KCl-Lösung aufgefüllt. Die chlorierte Silberelektrode konnte nun von hinten in den 

Agar eingeführt und mit Parafilm abgedichtet werden. 
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3 Methoden 

 

3.1 Isolation von Herzmuskelzellen: Die Langendorff-
Präparation 

3.1.1 Prinzip 

Untersuchungen an einzelnen Herzmuskelzellen öffneten einen neuen Horizont im 

Verständnis therapeutischer und toxischer Mechanismen von kardiovaskulären 

Arzneistoffen. 

Erste Versuche zur Darstellung isolierter Kardiomyozyten wurden schon Anfang 

der 60er Jahre beschrieben. Yokoyma und Muir konnten erstmals mit Hilfe einer 

mechanischen Spaltung unter Calcium-Komplexbildung intakte Zellen aus Hunde- 

bzw. Rattenherzen isolieren (Muir, 1965; Yokoyama et al., 1961). 

Ein wichtiger Schritt in der Technik der Zellpräparation war der Einsatz von proteo-

lytischen und hydrolytischen Enzymen, z.B. Collagenase, Hyaluronidase oder 

Trypsin. Die Qualität der Herzmuskelzellen konnte durch diese „enzymatische Dis-

soziation“ wesentlich verbessert werden (Berry et al., 1970; Bustamante et al., 

1981). 

Das Prinzip der Isolation von Herzmuskelzellen besteht in der Aufspaltung inter-

zellulärer Verbindungen innerhalb des Myokards. Die quergestreiften Herzmuskel-

zellen bilden einen engen, funktionellen Verband (Synzytium), der durch dichte 

Membrankontakte von ca. 2 nm, den „Glanzstreifen“, gekennzeichnet ist (Van 

Breemen, 1953). Die wichtige, rhythmisch-synchrone elektrische Aktivität des 

Herzens entsteht dabei durch kanalartige Verbindungen (Konnexone) in definier-

ten Bereichen angrenzender Zellen, den Gap Junctions (McNutt, 1975). 

Durch eine Glanzstreifenauftrennung können somit individuelle Myozyten aus dem 

Gewebe isoliert werden. Entscheidende Faktoren für eine erfolgreiche Zell-

präparation sind, wie bereits erwähnt, Ca2+-Entzug, z.B. durch Komplexbildner wie 

EGTA oder EDTA, sowie ein enzymatischer Verdauungsprozeß. Beide Prozesse 

bewirken eine Lockerung und Spaltung der Kollagenfasern des Muskelgewebes 

und eine Auftrennung der Ca2+-abhängigen Interzellularkontakte. 
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Wie in Abbildung 3.1 dargestellt, besitzen die gewonnenen Kardiomyozyten eine 

regelmäßige Querstreifung (helle und dunkle Zonen im Lichtmikroskop erkennbar 

= I-Band bzw. A-Band) und eine gestreckte, längliche Form. 

Ein wichtiges Problem in Bezug auf die Zellqualität stellte das 1966 von 

Zimmerman und Hülsmann beschriebene „Ca-Paradoxon“ dar (Zimmerman & 

Hülsmann, 1966). Sie beobachteten an ihren Zellisolaten eine extreme Sensitivität 

gegenüber Calciumionen. Bei Versuchslösungen mit einer Ca2+-Konzentration im 

millimolaren Bereich, reagierten die isolierten Zellen mit einer Hyperkontraktur, 

welche zu einer schnellen Degeneration mit Abrundung der Zellen führte. Die 

Ursache dieses irreversiblen Zellstrukturverlustes liegt in Sarkolemmveränderun-

gen bei Isolationen in einem Ca2+-freien Medium. Der Calciumentzug bewirkt eine 

erhöhte Permeabilität der Zellmembran. Die erneute Zugabe des Calciums (>0,1 

nmol/l) führt zu einer Ca2+-Überladung in den Mitochondrien und zur Bildung von 

Zellgranula („Blebs“) unter ATP-Verlust. Um die Toleranz der Zellen gegenüber 

Calcium zu erhöhen und damit die Zellqualität zu erhalten, wurden verschiedene 

Möglichkeiten beschrieben. Wichtig erscheint hier vor allem eine schnelle, 

homogene Perifusion des Herzens, ein enzymatischer Verdau bei geringer freier 

Ca2+-Aktivität (ca. 5-10 µmol/l) und ein stabilisierendes Medium zur Aufbewahrung 

der Zellen (Isenberg & Klockner, 1982).  
 

 
 

Abbildung 3.1:   Beispiel einer isolierten, ventrikulären 
Herzmuskelzelle des Meerschweinchens mit Patch-
Pipette (Schatten) 
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3.1.2 Charakterisierung des Collagenase-Isolationsenzyms 

Kono und Vahouny führten 1969 bzw. 1970 die enzymatische Isolation von Herz-

muskelzellen ein (Kono, 1969; Vahouny et al., 1970). Der Einsatz spezifischer 

Enzyme bei den Zellpräparationen ist dabei sehr stark gewebe- und spezies-

abhängig, z.B. wird Trypsin zur Frosch- und Hundeherzisolation verwendet (Jacob 

et al., 1987). Collagenase eignet sich besonders gut für die Isolierung von Säuge-

tierherzmuskelzellen. Dies ergibt sich aus ihrer Fähigkeit, kollagenhaltige Fasern 

in Bindegeweben hydrolytisch und proteolytisch abzubauen (Harris, Jr. & Krane, 

1974). 

Das Enzym wird aus dem Kulturfiltrat des Bakterienstammes Clostridium 

histolyticum gewonnen und enthält zusätzliche Mengen an Proteinasen 

(Clostripain, Aminopeptidasen usw.) (Bond & Van Wart, 1984). 

Die Firma Worthington Biochemical Corp. entwickelte infolgedessen vier 

„Collagenase Profile” (CLS 1-4) zur Zellisolation aus unterschiedlichen Ursprungs-

geweben. Der Typ 2 (CLS 2) wird für Versuche an Knochen, Muskeln oder am 

Herzen empfohlen und hat aufgrund seiner hohen Clostripainkonzentration eine 

größere proteolytische Aktivität (Worthington tissue dissociation guide, 1999). Die 

notwendige katalytische Aktivierung des Enzyms durch Calcium wird durch eine 

endogene Verunreinigung mit Ca2+-Ionen bei der Aufbereitung der Collagenase 

aus dem Bakterium gewährleistet (Bond & Van Wart, 1984). 

 

3.1.3 Die Langendorff-Apparatur 

Der Aufbau orientiert sich an der von Langendorff 1895 entwickelten Methodik zur 

„Untersuchung am überlebenden Säugethierherzen“ (Langendorff, 1895). Das 

Prinzip besteht in einer retrograden Perifusion des isolierten Herzens unter kon-

stanten Druckverhältnissen. 

Abbildung 3.2 zeigt schematisch die Anordnung dieser Langendorff- Apparatur: 
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Abbildung 3.2:   Schema der Langendorff-Apparatur zur Isolation von Herzmuskel-
zellen 

 

 

Die Langendorffsäule wird an einem Stativ mit einer Höhe von ca. 100 cm 

befestigt, um einen konstanten Perifusionsdruck von 800-1000 mmH2O 

(58-73 mmHg) auf das Herz zu erzeugen. Dies entspricht annähernd der Höhe 

des mittleren arteriellen Blutdrucks des Versuchstieres. 

Die Perifusionslösung wird in das Vorratsgefäß (a) eingefüllt und über eine 

Schlauchverbindung (b) mit 100% O2 begast. Über einen beheizbaren Schlangen-

kühler (c) gelangt die Lösung in das sogenannte „Luftblasenauffanggefäß“, Bubble 

Trap (d). Dadurch können Mikroembolien vermieden werden, falls sich Luftblasen 

in der Perifusionslösung befinden. Die Bubble Trap mündet in eine kurze Röhre, 

an deren Ende eine Kanüle (e) angebracht ist. Das kanülierte Herz befindet sich in 

einer Wärmekammer (f), die das Perfusat aufnimmt. Das gesamte System wird 

über ein zirkulierendes Wasserbad (g) auf einer konstanten (Körper-) Temperatur 

von 36-37 °C gehalten. 



Methoden 

 

46 
 

3.1.4 Ablauf der Zellpräparation 

Die Isolierung der ventrikulären Kardiomyozyten erfolgte nach der von Bosch et al. 

(1998) beschriebenen Methode. 

Die Tiere wurden, unter Vermeidung adrenerger Stimulation, durch zervikale Dis-

lokation getötet. Nach einem medianen Bauchschnitt und Öffnen des Thorax, 

konnte das Herz schnell entnommen werden. In einer Petrischale mit Ca2+-haltiger 

Tyrodelösung wurden zunächst letzte Gewebereste entfernt und die Aorta 

ascendens freipräpariert. Diese wurde dann mit zwei Pinzetten gefaßt und sofort 

über die Kanüle der Langendorff-Apparatur gezogen. Mit einem Seidenfaden 

fixiert konnte so der erste Perifusionsschritt des Herzens begonnen werden. Dabei 

wurde nach Erwärmung und Oxygenierung der Apparatur das Organ 5 Minuten 

mit der Tyrodelösung von Blutresten freigewaschen. Es ließ sich eine deutliche 

Herzkontraktion erkennen. 

Von der Aorta durchströmte das Perfusat die Koronararterien, das myokardiale 

Kapillarbett und verließ das Herz durch die Vena cava am rechten Vorhof.  

Danach erfolgte eine 3- bis 5-minütige Phase der Perifusion mit nominell Ca2+-

freier Tyrode, bis das Herz keine Eigenrhythmik mehr aufwies. Mit dieser Lösung 

wurde auch der anschließende enzymatische Verdau durchgeführt. Das Ende der 

Zellisolation (5 bis 10 Minuten) zeigte sich deutlich durch ein Erweichen des 

Ventrikels und durch eine schnellere Tropfgeschwindigkeit der Perifusionslösung. 

Zur Verbesserung des Isolationsergebnisses wurden dann jeweils im Abstand von 

zwei Minuten kleine Ventrikelstücke entnommen, in die kardioplege KB-Lösung 

(„Kraftbrühe“) überführt und mit einer Pasteurpipette weiter homogenisiert. Durch 

Entzug von Natrium- und Calciumionen sowie einer hohen Kaliumkonzentration in 

diesem Aufbewahrungsmedium, stabilisierten sich die freien Herzmuskelzellen 

und konnten in den nächsten 12 Stunden elektrophysiologisch untersucht werden.   
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3.2 Patch-Clamp-Technik 

 

3.2.1 Definition 

Die Spannungsklemme (Voltage-Clamp) ist eine empfindliche und vielseitige 

Methode zur Untersuchung der elektrophysiologischen Eigenschaften von biologi-

schen Membranen (Cole & Curtis, 1939). 1976 wurde sie von den deutschen 

Wissenschaftlern Erwin Neher und Bert Sakmann zu der Membranfleckklemme 

(Patch-Clamp) weiterentwickelt. Sie gestattet, durch Unterdrückung des von dem 

biologischen Präparat verursachten Hintergrundrauschens, sogar die hochauf-

lösende Darstellung von Einzelkanal-Ionenströmen im pA-Bereich (Neher & 

Sakmann, 1976). 

Das Prinzip dieses Messverfahrens basiert auf der elektrischen Isolierung eines 

1-3 µm2 kleinen Zellmembranabschnittes (Patch) von seiner Umgebung. Dies ge-

lingt, indem man die Spitze einer fein ausgezogenen Glasmikropipette vorsichtig 

auf die Membranoberfläche aufsetzt. Die vollständige Abdichtung wird nach 

leichtem Ansaugen der Zellmembran erreicht. Neher stellte zufällig fest, dass der 

Abdichtungswiderstand zwischen Glaswand und Zellmembran durch diesen 

Unterdruck (20-30 mbar) um mehrere Zehnerpotenzen in den Gigaohm-Bereich 

steigt (Giga-Seal) (Hamill et al., 1981). Somit können auch winzige Einzelkanal-

ströme aus dem Hintergrundrauschen der Zelloberfläche herausgelöst werden. 

 

3.2.2 Prinzip der Spannungsklemme 

Das elektrophysiologische Patch-Clamp-Verfahren basiert auf der Technik der 

Spannungsklemme. Potentialänderungen der Zellmembran durch Vorgabe einer 

definierten Klemmspannung führen dabei zu messbaren, entgegengesetzten 

Ausgleichsströmen. Sie entsprechen dem transmembranären Ionenfluss der Zelle. 
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Abbildung 3.3 veranschaulicht den Schaltkreis eines Whole-Cell Patch-Clamp- 

Experimentes. Das Herzstück dieses so genannten Strom-Spannungs-Wandlers 

stellt der Operationsverstärker (OPA) dar. Er erfüllt zwei wichtige Funktionen. Zum 

einen dient er als „Klemm-Batterie“, indem er die Spannung des negativen 

(Pipettenpotential, Upip) und positiven (Kommando- oder Klemmspannung, Usoll) 

Eingangs auf gleichen Werten hält. Andererseits misst er indirekt einen Kom-

pensationsstrom If, über den dabei entstehenden Spannungsabfall an einem 

Rückkopplungswiderstand Rf. 

Bei Veränderungen zwischen Upip und Usoll entsteht eine verstärkte Spannung am 

Ausgang des OPAs. Dies induziert einen Kompensationsstrom (If) durch den 

Rückkopplungswiderstand Rf in die Zelle hinein. Infolge seines sehr hohen 

Eigenwiderstandes (500 MΩ – 1GΩ) ist ein Stromfluss in den OPA selbst nicht 

möglich (Iein = 0). Der in die Zelle injizierte Strom ist proportional zu Uaus. Diese 

Spannung wird von der Steuereinheit des Verstärkers elektronisch erfasst und 

erzeugt dort das eigentliche Messsignal If. If entspricht den Membranströmen der 

zu untersuchenden Kanäle. 
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Abbildung 3.3:   Schaltkreis eines Patch-Clamp-Experimentes im Whole-Cell-Modus 
(verändert nach Sigworth, 1995) 
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3.2.3 Die Whole-Cell-Konfiguration 

Mit Erreichen des dichten Membranverschlusses lassen sich verschiedene Mess-

konfigurationen darstellen (siehe Abbildung 3.4). Zunächst erlaubt die Cell-

Attached-Ausgangssituation (1) Messungen von Einzelkanal-Aktivitäten. Trotz 

einer geringen Deformation der Zellmembran bleibt die Zelle dabei intakt. 

Die in dieser Arbeit verwendete Methode ist die „Ganzzellableitung“ (Whole-Cell-

Modus). Die Standardkonfiguration entsteht durch kurze, kräftige Saug- oder 

Spannungsimpulse nach der Bildung eines Giga-Seals (2). Das isolierte Membran-

stück bricht auf, ohne die Dichtung zwischen Pipette und Membran zu verändern.  

 

Whole-Cell-Modus
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[1]
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Abbildung 3.4:   Die Whole-Cell-Konfiguration der Patch-Clamp-Technik (verändert 
nach Hamill et al., 1981) 
Nach Aufsetzen einer sauberen Pipette und Anlegen eines leichten Unterdrucks bildet 

sich die Cell-Attached-Konfiguration [1]. Durch einen weiteren Saugimpuls kann ein 

kleiner Membranfleck unter der Pipette aufgerissen werden und man erreicht den 

Standard-Whole-Cell-Modus [2]. Ein Perforated-Patch [3] entsteht durch kleine Poren in 

der Zellmembran nach Gabe von Polyen-Antibiotika.  
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Durch den Zugang zum Zytosol kann man die gesamte Membran der Zelle und 

somit auch den Stromfluss durch alle Ionenkanäle erfassen. Es ergeben sich auch 

zwei Möglichkeiten der elektrophysiologischen Messung: man misst entweder die 

Größe der Ionenströme unter experimenteller Kontrolle der Membranspannung 

(=Voltage-Clamp) oder man erfasst die Membranspannungen, z. B. Aktions-

potentiale, nach definierter Strominduzierung (= Current-Clamp). 

Ein Nachteil ist jedoch die Dialyse der Zelle mit der Pipettenlösung, da die Zelle 

infolgedessen von regulatorischen Komponenten ihres Zytoplasmas (Enzyme, 

Second Messenger, ATP usw.) ausgewaschen wird (Pusch & Neher, 1988). Das 

Ergebnis dieses Diffusionsprozesses ist beispielsweise die Inaktivierung von 

Ionenkanälen (siehe auch: „IKs-Rundown“ in Kap. 4.2). 

Um die Zusammensetzung des Zytoplasmas zu erhalten, wurde die Technik des 

„Perforated-Patch“ entwickelt (3). Dabei formen Polyenantibiotika, z. B. Nystatin 

oder Amphotericin B, in der Pipettenlösung ionenselektiv-permeable Poren (Ø: ca. 

0,8 nm) in die Zellmembran. Sie sind undurchlässig für Moleküle mit Molmassen 

über 300 g/mol. Nur kleine, einwertige Ionen können hindurch diffundieren (Horn & 

Marty, 1988; Rae et al., 1991). 

 

3.2.4 Aufbau des Patch-Clamp-Messstands 

Die Abbildung 3.5 zeigt den Aufbau eines elektrophysiologischen Messplatzes.  

Um die hochempfindlichen Aufzeichnungen erschütterungsarm durchführen zu 

können, steht das inverse Mikroskop (a) mit der temperierbaren Probenkammer 

auf einem schwingungsgedämpften, mit Pressluft gelagerten Tisch (b). Der Zulauf 

der Perifusionslösungen erfolgt über ein einfaches Spritzen-Schlauchsystem, 

welches an einem Stativ befestigt ist (c). Der Pipettenhalter mit der Messelektrode 

ist fest mit dem Vorverstärker (d) verbunden und kann über den hydraulischen 

Mikromanipulator (e) fein und präzise bewegt werden. 

Als Hauptverstärker dient der Axopatch 200B, der die verarbeiteten Messsignale 

zu einem Oszilloskop und über einen A/D-Wandler an das Computersystem 

weiterleitet. 
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Sämtliche Metallobjekte auf dem Experimentiertisch sind geerdet und zur elektri-

schen Abschirmung („50-Hz-Brummen“ elektrischer Geräte) von einem Faraday-

Käfig (f) umgeben. 

 
 

Abbildung 3.5:  Der Patch-Clamp-Messstand 

a) Mikroskop  b) schwingungsgedämpfter Tisch  c) Stativ für das Perifusionssystem  

d) Vorverstärker  e) Mikromanipulator  f) Faraday-Käfig 
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3.2.5 Ablauf der elektrophysiologischen Messungen 

Zunächst wurden ein bis zwei Tropfen aus der vorsichtig homogenisierten Zell-

suspension des KB-Aufbewahrungsmediums in die Messkammer eingebracht. 

Nach ca. 3-5 Minuten, in denen sich die Kardiomyozyten durch Adhäsionskräfte 

am Boden der Messkammer anheften konnten, wurde die kontinuierliche Peri-

fusion mit Tyrodelösung begonnen. Dadurch wurden die Zellen von noch vor-

handenen Fremdbestandteilen freigespült. Nach Aktivierung des Heizfilamentes 

am Boden der Probenkammer erfolgte ein langsames Aufheizen auf 36-37 °C. 

Dieser physiologische Temperaturbereich gewährleistete exaktere Aussagen über 

die Kinetik der Ionenströme und deren intrazelluläre Signalkaskaden.  

Die Referenzelektrode wurde über eine Agarbrücke in die Badlösung getaucht und 

an den Vorverstärker angeschlossen. Die Messelektroden selbst wurden unmittel-

bar vor dem Versuch gezogen und hatten nach Befüllen mit Pipettenlösung 

Eigenwiderstände von 2,5-5 MΩ. Um einen hohen Abdichtungswiderstand zu 

erreichen, wurde vor dem Eintauchen ein leichter Überdruck an die mit gefilterter 

Elektrolytlösung gefüllte Glaspipette angelegt. Nach Heranführen der Pipetten-

spitze an die Zellmembran mit Hilfe des hydraulischen Mikromanipulators, konnte 

durch Ablassen des Überdruckes und leichtes Saugen, der stabile Giga-Seal 

gebildet werden. Dabei wurde bei einem applizierten Kommandospannungspuls 

(5 mV) praktisch keine Stromamplitude auf dem Oszilloskop registriert, d. h. der 

gemessene Widerstand stieg in den GΩ-Bereich. 

Das Aufbrechen der Zellmembran gelang dann entweder durch einen weiteren, 

kurzen Saugimpuls (Standard-Whole-Cell-Modus) oder durch Zugabe von 

250 µg/ml Amphotericin B zur Pipettenlösung (Perforated-Patch-Modus). 

Die erforderliche Kompensation der Zellkapazität und des seriellen Widerstandes 

erfolgte mit Hilfe des Axopatch 200B Verstärkers. Aufzeichnungen wurden bei 

2 kHz gefiltert und mit dem 12-bit Digidata 1200 A/D-Wandler bei 0,4 kHz digitali-

siert. Als Signalbearbeitungsprogramm diente die pclamp 6.0 Software von Axon 

Instruments. 
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3.2.6 Verwendete Pulsprotokolle 

 

3.2.6.1 Kaliumstrom IKs 
Zur Aufzeichnung des langsam aktivierenden Step- und des deaktivierenden Tail-

Stroms des Delayed Rectifiers IKs im Voltage-Clamp-Modus, wurden folgende 

Pulsprotokolle verwendet (Abbildung 3. 6, A und B): 
 

 
 

 
 
 
 

Abbildung 3.6:   Pulsprotokolle zur Aufzeichnung des IKs-Kaliumstroms 

 
Ausgehend von einem Haltepotential von -50 mV erfolgten entweder: A) jeweils in 

10 mV Schritten, drei Sekunden dauernde Depolarisationspulse auf +10 mV bis 

+70 mV oder B) ein einzelner Puls auf +70 mV (Stimulationsfrequenz: 0,1 Hz). 

Darauf folgte eine Repolarisationsphase von zwei Sekunden auf -40 mV. 

Um störende Einflüsse des L-Typ-Calciumstroms und des IKr-Kaliumstroms in den 

Messungen zu unterdrücken, befanden sich die beiden selektiven Inhibitoren 

Nisoldipin (Kass, 1982) und Dofetilid (Jurkiewicz & Sanguinetti, 1993; Kiehn et al., 

1994) in Konzentrationen von 1 µmol/l bzw. 100 nmol/l in der Tyrodelösung. 

 

3.2.6.2 Aktionspotentiale 
Die Aufzeichnung der Aktionspotentiale erfolgte im „Current-Clamp-Modus“. Dabei 

wurde ein Strom mit Stimulationsfrequenzen von 1 Hz in die Zelle injiziert und der 

resultierende Spannungsverlauf registriert. 

Messpunkte der Aktionspotentialdauer (APD) waren 20, 50 und 90 Prozent der 

Repolarisation (APD20, APD50, APD90). 

A) B) 
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3.3 Datenauswertung und Statistik 

 
Zur eindeutigen Beurteilung der Versuchsergebnisse wurden Zellen aus mindes-

tens drei unabhängigen Ventrikelisolationen ausgewertet. Die Gesamtzahl (n) der 

untersuchten Kardiomyozyten betrug im Mittel zwischen 4 und 8 und wird bei den 

Abbildungen in Klammern angegeben. 

Die Darstellung der Messpunkte erfolgt als Mittelwerte ± SEM (Standard Error of 

the Mean). Statistische Signifikanzen wurden durch einen gepaarten Student-t-

Test ermittelt. Die Unterschiede zweier Mittelwerte wurden bei einer Irrtums-

wahrscheinlichkeit von p < 0,05 als signifikant angenommen. 
 

Für eine Kurvenanalyse („Kurven-Fit“) bzw. graphische Anpassung der einzelnen 

Datenpunkte dienten die Programme Clampfit 6.0 (Axon Software, Axon 

Instruments, Foster City, USA) und SigmaPlot 2000 (Statistical Product & Service 

Solutions Inc., Chicago, USA).  

 
Folgende Formeln wurden zur Auswertung der Messergebnisse herangezogen: 
 

•  Zellmembrankapazität:  

 

               Cm = Imax · τ / U 

 

Cm = Kapazität der Zellmembran 

Imax = kapazitiver Ladestrom 

τ  = exponentielle Zeitkonstante 

U = Spannungspuls 
 

Der kapazitive Ladestrom wurde durch 20 ms lange hyperpolarisierende Span-

nungspulse (-5 mV) von einem Haltepotential von -60 mV (= „rechteckförmiger 

Kommando-Spannungspuls“) ausgelöst. 

20 ms 
-60 mV 

-65 mV 
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•  Konzentrations-Wirkungskurven: Hill-Gleichung 

       

 

    y = a / (1 + [IC50 / x] h) 

 
 

a = maximale Inhibition der Substanz 

h = Hill-Koeffizient 
x = Konzentration der Substanz 

IC50 = Konzentration, bei der ein halb-maximaler Blockeffekt eintritt 

 

 

•  Spannungsabhängige Aktivierung des IKs-Stroms: Boltzmann-Verteilung 

 

       

    A = 1 / (1 + exp[Vm-V1/2] / k) 

 
 

A = Aktivierungs-Variable (IKTail / IKTail,max) 

Vm = Testpotential 
V1/2 = halb-maximale Aktivierungsspannung 

k = Steigung 

 

 

•  Die Aktivierungs- bzw. Deaktivierungskinetik des IKs-Stroms wurde mit einer 

zweifach-exponentiellen Funktion des Clampfit 6.0-Programmes folgender 

Form beschrieben: 

 

 

            y = A0 + A1 · exp (t1 / τ1) + A2 · exp (t2 / τ2)  
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4 Versuche und Ergebnisse 
 

4.1 Messung der Zellgröße 

Die Ganzzellableitung (Whole-Cell) der Patch-Clamp-Technik kann auch zur Be-

stimmung der Membrankapazität der Herzmuskelzellen verwendet werden. Die 

Kapazität liefert indirekt eine Aussage über die Zellgröße, da sie proportional zur 

Fläche der Zellmembran (1 pF ≈ 1 µm2) ist. Im Methodenteil wurde bereits die 

Berechnung der Zellmembrankapazität (Cm) erläutert (siehe Kapitel 3.3). 

Wie die Abbildung 4.1 zeigt, ergab die Auswertung von 40 ventrikulären Kardio-

myozyten eine große Streuung der Einzelwerte (von 61,4 pF bis 225,3 pF). Dies 

könnte in der Verteilung der Zellen in unterschiedlichen Muskelschichten des 

Ventrikels begründet sein. 

Die durchschnittliche Membrankapazität betrug 122,3 ± 6,7 pF und entsprach 

somit einer Membranoberfläche von ungefähr 122 µm2. 
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Abbildung 4.1:   Versuche zur Messung der Zellmembrankapazitäten (Cm) 
Der kapazitive Ladestrom zur Messung von Cm wurde gemäß dem Spannungs-

protokoll am rechten Rand der Abbildung ausgelöst: 

20 ms lange hyperpolarisierende Spannungspulse (-5 mV) von einem Halte-

potential von -60 mV (= „rechteckförmiger Kommando-Spannungspuls“). 

Berechnung nach der Formel: Cm = Imax · τ / U (siehe Methodenteil, Kapitel 

3.3). 
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4.2 Der „Rundown-Effekt“ des IKs-Kaliumstroms 

Zur Auslösung des Spannungsprotokolls wurden die Kardiomyozyten auf ein 

Haltepotential (Vh) von -50 mV geklemmt. Um gleich bleibende Strombedingungen 

zu garantieren, wurden vor der Superfusion der verschiedenen Substanzen de-

polarisierende Spannungspulse auf + 70 mV, in 30 s Intervallen für mindestens 

3-5 Minuten, appliziert. In dieser Zeit verringerten sich die IKs-Step- und Tail-

Stromamplituden aufgrund des Auswaschens von zytosolischen Regulator-

proteinen in der „Standard-rupturierenden“ Ganzzellableitung („Rundown-Effekt“ 

von Ionenströmen). Der durchschnittliche Rundown des IKs Step-Stroms betrug 

16,8 ± 4,0 %. Ein Gleichgewichtszustand wurde nach ca. 5 Minuten erreicht 

(Abbildung 4.2, b).   
 

 
 

Abbildung 4.2:   Original-Stromaufnahme eines Versuches zur Feststellung des IKs- 
Rundown-Effektes in ventrikulären Myozyten des Meerschweinchens 
Ströme wurden gemäß dem Spannungsprotokoll am rechten Rand der Abbildung aus-

gelöst: 

Spannungssprung von -50 mV auf +70 mV für 3 s (Step-Strom) und Repolarisation auf 

-40 mV (Tail-Strom) für 2 s. Die Stromamplituden zu Beginn des Versuchs (a) wurden 

allmählich geringer und näherten sich einem Gleichgewichtszustand (b) an. 
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In der folgenden Abbildung (4.3) ist der zeitliche Verlauf dieses Patch-Clamp- 

Experiments dargestellt. Nach einer Reduktion der Step-Stromamplitude von 

3700 pA auf 3300 pA (= 10,8 %) in 3 Minuten wurde über einen längeren Zeitraum 

ein konstanter Zustand erreicht, indem das Einwaschen IKs-modulierender Sub-

stanzen stattfinden konnte.  
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Abbildung 4.3.:   „Rundown-Effekt“ des IKs-Kaliumstroms 

Dargestellt ist der Verlauf der IKs-Step-Stromamplitude des Experiments in 

Abb. 4.2 über 7 Minuten. Bei „0 Minuten“ wurde der Whole-Cell-Zustand 

nach Saugimpulsen etabliert. Alle 30 s wurde dann das Spannungs-

protokoll, ausgehend von -50 mV, auf + 70 mV abgefahren.  

a) schnelle Verringerung der Step-Stromamplitude 

b) Gleichgewichtszustand  
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4.3 Einfluss β-adrenerger Stimulation auf den IKs-Kaliumstrom 

Das sympathische Nervensystem spielt eine große Rolle in der Regulation des 

kardialen Aktionspotentials. Durch Stimulation des β-adrenergen Systems und der 

nachgeschalteten Second Messenger kommt es zu einer starken Erhöhung des 

IKs-Stroms und zu einer Verkürzung des AP’s. In Meerschweinchenventrikelzellen 

wurde dieser Signalweg schon detailliert beschrieben (Walsh et al., 1989; Yazawa 

& Kameyama,1990): β-adrenerge Aktivierung der Adenylatzyklase, die ATP zu 

cAMP umwandelt, bewirkt eine cAMP-abhängige Phosphorylierung des 

KvLQT1/minK-Kanalproteins durch die PKA, was deutlich größere IKs-Amplituden 

zur Folge hat. 

Diese Befunde sollten in den folgenden Patch-Clamp-Versuchen unter den in 

Kapitel 2 und 3 beschriebenen Laborbedingungen bestätigt werden. Die Experi-

mente wurden im Whole-Cell-Modus bei 36 ± 1 °C durchgeführt. 

 

 

4.3.1 Stimulation des β-adrenergen Systems durch Isoproterenol 

Isoproterenol und Isoprenalin sind Strukturanaloga der endogenen Katecholamine 

(Phenylethanolamine) Noradrenalin und Adrenalin. Sie rufen eine effektive Sti-

mulation β-adrenerger Rezeptoren hervor.  
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                                                  Abbildung 4.4:   Isoproterenol 
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Der IKs-Strom wird von diesen Substanzen mit einer EC50 von ca. 10-8 mol/l gestei-

gert (Yazawa & Kameyama, 1990). 

Wie aus den Originalaufnahmen in Abbildung 4.5 ersichtlich ist, führte die Applika-

tion von 100 nmol/l Isoproterenol zu einem sichtbaren Anstieg der Stromkurven 

von IKs. Das IKs-Spannungsprogramm (Abbildungsmitte, siehe auch Methodenteil, 

Kapitel 3.2.6) wurde nach dem Erreichen gleich bleibender Stromamplituden an-

gewandt und mit einer Frequenz von 0,1 Hz von +10 mV bis +70 mV in 10 mV 

Schritten gepulst (= Step-Stromkomponente). Die Tail-Ströme wurden nach einer 

Repolarisation auf -40 mV ermittelt. Die Stromamplituden wurden nach zehn-

minütigem Einwaschen des β-Agonisten gemessen. 

Die maximalen Stromamplituden wurden bei +70 mV ausgewertet. Der aktivie-

rende Step-Strom wurde um 108,5 ± 12,7 % erhöht. Der deaktivierende Tail-Strom 

zeigte eine Steigerung von 81,3 ± 8,0 % (n = 5, p < 0,05). 
 

 
 

Abbildung 4.5:   Einfluss des β-Agonisten Isoproterenol (100 nmol/l) auf die langsame 
Komponente des Delayed Rectifier-K+-Stroms IKs in ventrikulären Myozyten des Meer-
schweinchens 
Stromaufzeichnungen im Standard-Whole-Cell-Modus bei 36 ± 1 °C. Vh = -50 mV. Mit einer 

Frequenz von 0,1 Hz wurden die Zellen zunächst auf positive Potentiale von +10 mV bis +70 mV in 

10 mV-Stufen mit 3 s Länge geklemmt. Darauf folgte eine Repolarisationsphase auf -40 mV für 2 s 

(siehe Pulsprotokoll in der Abbildungsmitte). Zur Unterdrückung des ICa,L-und IKr-Stroms, befanden 

sich 1 µmol/l Nisoldipin bzw. 1 µmol/l Dofetilid in der Tyrode-Badlösung.  

A): Kontrollstrom  

B): Strom nach 10minütiger Superfusion von 10-7 mol/l Isoproterenol. 



Versuche und Ergebnisse 

 

61 
 

4.3.2 Aktivierung der Proteinkinase A durch Forskolin und 8-CPT-cAMP 

Um den bekannten Einfluss der cAMP-abhängigen PKA auf IKs in unserem System 

zu evaluieren, wurde der intrazelluläre cAMP-Spiegel in den Herzmuskelzellen 

gesteigert. 

Abbildung 4.6 zeigt das Ergebnis der Versuche in Gegenwart von 1 µmol/l 

Forskolin, einem pflanzlichen Diterpenalkaloid mit Adenylatzyklase(AC)-aktivieren-

den Eigenschaften (Seamon & Daly, 1986). Durch die erhöhte AC-Tätigkeit in der 

Zelle wird vermehrt ATP in cAMP umgewandelt. Vergleichbar mit dem β-Agonisten 

Isoproterenol stimulierte auch diese Substanz den IKs signifikant. Die maximale 

Amplitude des Step-Stroms bei +70 mV wurde um 62,0 ± 7,9 % erhöht. Der Tail-

Strom stieg um 81,4 ± 15,0 % (n = 7, p < 0,05). 
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Abbildung 4.6:  Steigerung des IKs-Stroms durch Applikation von 1 µmol/l Forskolin 
Die Kardiomyozyten wurden 10 Minuten mit der Substanz umspült. Danach wurden die 

Stromamplituden bei +70 mV (Step-Strom) bzw. -40 mV (Tail-Strom) ausgewertet, n = 7.  
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Eine weitere Methode, um die intrazelluläre cAMP-Konzentration zu erhöhen, ist 

die Dialyse der Herzmuskelzellen mit einem membrangängigen cAMP-Analogon. 

In Anlehnung an die Versuche von Walsh et al., 1989, wurden 50 µmol/l 8-CPT-

cAMP verwendet. Es wurde direkt zur Pipettenlösung (Zusammensetzung siehe 

Kapitel 2.4.3.1) zugesetzt und diffundierte nach Rupturierung der Membran 

langsam in die Zelle. Man nimmt an, dass 90 % der Substanz (Mr = 400-500 D, 

Diffusionskoeffizient = 5 · 10-6 cm2/s) nach ca. 5 Minuten in das Zellinnere gelangt 

ist (Kameyama et al., 1985). Die Stromaufnahmen der Abbildung 4.7 belegen 

diesen Zeitverlauf. Die Stromspur (b) wurde nach 5 Minuten aufgezeichnet und 

zeigte eine deutliche Erhöhung der Stromamplituden nach der Rupturierung der 

Zellmembran (a). Deshalb wurden die IKs-Ströme der Patch-Clamp-Versuche nach 

dieser Periode ausgewertet. 
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Abbildung 4.7:   Effekt von 50 µmol/l 8-CPT-cAMP auf die IKs-Stromamplituden 
Ströme wurden gemäß dem Spannungsprotokoll am rechten Rand der Abbildung 

ausgelöst: 

Spannungssprung von -50 mV auf +70 mV für 3 s (Step-Strom) und Repolarisation auf 

-40 mV (Tail-Strom) für 2 s. Die Stromamplituden unter Kontrollbedingungen (a) wurden 

allmählich durch Einwirkung des cAMP-Analogons gesteigert und waren nach ca. 5 

Minuten (b) maximal.  
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Im Vergleich zu einer Gruppe von Zellen mit „normaler“ Pipettenlösung (schwarze 

Balken in Abbildung 4.8), waren die relativen Stromdichten von IKs, d.h. die Strom-

amplitude (pA) in Bezug auf die Zellgröße (pF), in der Gruppe von Zellen mit 

cAMP-haltiger Pipettenlösung um ein Vielfaches gesteigert: die Step-Komponente 

um 177,6 ± 15,1 % und die Tail-Komponente um 304,8 ± 48,5 % bei +70 mV 

(graue Balken in Abbildung 4.8). 
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Abbildung 4.8:   Stimulation des IKs durch Zugabe von 50 µmol/l 8-CPT-cAMP zur 
Pipettenlösung 
Gemessen wurden die Step- und Tail-Ströme nach Depolarisation auf +70 mV und 

Rückkehr auf -40 mV und mit den jeweiligen Zellgrößen (= „Stromdichten“) verrechnet. 

Die Anzahl der Zellversuche ist in Klammern dargestellt.  
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4.4 Aktivierung des β3-AR’s durch Isoproterenol und Nor-
adrenalin 

Bereits Gauthier et al. konnten in humanen Ventrikelproben zeigen, dass die 

beiden Katecholamine Isoproterenol und Noradrenalin bei gleichzeitiger Hemmung 

der β1- und β2-Rezeptoren eine Affinität für den β3-AR aufwiesen. Die Wirkung war 

negativ inotrop und somit dem β1-AR entgegengesetzt (Gauthier et al., 1996; 

1998). Im Meerschweinchenventrikel wurde später ebenso ein pharmakologischer 

Nachweis des β3-AR’s erbracht (Gauthier et al., 1999; Kitamura et al., 2000). 

Die folgenden Patch-Clamp-Experimente mit Isoproterenol und Noradrenalin 

wurden deshalb unter selektiver β1- und β2-Inhibierung (1 µmol/l Atenolol bzw. 

1 µmol/l ICI 118,551) durchgeführt. 

 

4.4.1 Konzentrations-Wirkungs-Beziehung 
 

 
 

Abbildung 4.9:   Einfluss des β-Agonisten Isoproterenol (10-6 mol/l) auf den IKs-Strom nach 
Inhibition der β1- und β2-Rezeptoren 
Stromaufzeichnungen im Standard-Whole-Cell-Modus bei 36 ± 1 °C, gemäss Pulsprotokoll in der 

Abbildungsmitte. Zur Hemmung der β1- und β2-Rezeptoren befanden sich 1 µmol/l Atenolol und ICI 

118,551 in der Badlösung. 

A): Kontrollstrom B): Strom nach 10minütiger Superfusion von 10-6 mol/l Isoproterenol C): Strom 

nach dem Auswaschen der Substanz („Washout“) 
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Die Superfusion von 1 µmol/l Isoproterenol führte zu signifikanten Verringerungen 

der IKs-Stromdichten (siehe Abbildung 4.9, B: 42,1 ± 2,7 % und 44,2 ± 3,3 % 

Hemmung der Step- bzw. der Tail-Komponente von IKs). Wie in Abbildung 4.9, C 

zu sehen ist, war der hemmende Effekt einer β3-AR-Stimulation nach Auswaschen 

der Substanz nahezu reversibel (87,7 ± 4,3 % der Kontrolle). 
 

Eine dem Isoproterenol vergleichbare Potenz am β3-AR besitzt das körpereigene 

Hormon Noradrenalin (Bylund, 1994). Auch mit dieser Substanz ist eine Verringe-

rung von IKs bei einer Spannung von + 70 mV festzustellen. Bei gleichzeitiger 

Inhibierung der β1- und β2-AR wurde mit 1 µmol/l Noradrenalin eine Abnahme des 

Step-Stroms von 31,6 ± 2,0 % und des Tail-Stroms von 35,0 ± 3,4 % erreicht. 

In Abbildung 4.10 sind die eingesetzten Konzentrationen von Isoproterenol (A) 

und Noradrenalin (B) und die zu beobachteten Inhibierungen des Step-Stroms bei 

+70 mV dargestellt. Aufgrund der deutlich größeren Amplituden der aktivierenden 

Step-Ströme wurde hier und im weiteren Verlauf der Versuchsreihen nur diese IKs-

Komponente analysiert.  
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Abbildung 4.10:   Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der beiden β-Agonisten Isoprotere-
nol und Noradrenalin auf den IKs Step-Strom bei +70 mV, unter Blockade der β1- und β2-AR 
Ausgewertet wurde der Step-Strom bei +70 mV. Die Anzahl der Versuche (n) der einzelnen 

Konzentrationen ist in Klammern dargestellt. 



Versuche und Ergebnisse 

 

66 
 

4.4.2 Zeitverlauf der IKs-Strominhibierung  

Die zeitlichen Verläufe der IKs-Stromverringerung wurden mit dem „Ein-Puls-

Protokoll“, ausgehend von einem Haltepotential von -50 mV auf +70 mV und 

Repolarisierung auf -40 mV (siehe Kapitel 4.2), registriert. Isoproterenol und Nor-

adrenalin wiesen eine sehr ähnliche Charakteristik in ihrer IKs-Hemmung auf.  
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Abbildung 4.11:   Zeitverläufe der IKs-Step-Strom-Verringerung 
durch Noradrenalin (A) bzw. Isoproterenol (B), bei β1-/β2-AR-
Blockade 
Es ist der Verlauf der IKs-Step-Stromamplitude über 20 Minuten 

dargestellt. Bei „0 Minuten“ wurde nach Saugimpulsen der Whole-

Cell-Zustand etabliert. 
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Wie in Abbildung 4.11 (A und B) ersichtlich, konnte nach ca. 2-minütigem Ein-

waschen der Substanz ein sehr schneller Effekt beobachtet werden (60-70 % 

Inhibierung des IKs Step-Stroms), der im Laufe der Superfusion schwächer wurde 

und nach ca. 8-10 Minuten ein Gleichgewicht (Steady-State) erreichte. Die ge-

messenen Ergebnisse der β3-AR-vermittelten IKs-Veränderungen bezogen sich 

immer auf diesen Steady-State-Zustand. 

 

4.5 Selektive β3-AR-Stimulation durch BRL 37344 und 
CL 316,243 

Um den Einfluss des β3-AR’s in der adrenergen Regulation des IKs-Kanals näher 

charakterisieren zu können, wurden im folgenden die spezifischen β3-Agonisten 

BRL 37344 und CL 316,243 (Abbildung 4.12, A und B) verwendet. Beide haben 

eine Aryl-substituierte Phenylethanolamin-Struktur, die den Substanzen eine hohe 

Affinität für den β3-AR verleiht (Dolan et al., 1994; El Hadri et al., 2001). Im Meer-

schweinchenventrikel konnte sowohl für BRL 37344 als auch für CL 316,243 ein 

β3-adrenerger Effekt nachgewiesen werden (Gauthier et al., 1999; Kitamura et al., 

2000). 

Um geringfügig vorhandene β1- und β2-Einflüsse auszuschließen, befanden sich 

wiederum 1 µmol/l Atenolol und 1 µmol/l ICI 118,551 in der Tyrode-Badlösung. 
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Abbildung 4.12:   Strukturformeln der β3-Agonisten 
BRL 37344 (A) und CL 316,243 (B) 
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4.5.1 Konzentrations-Wirkungs-Beziehung 

Die Originalstromaufnahmen von IKs in Abbildung 4.13 ergaben eine Bestätigung 

der bisherigen Befunde. 1 µmol/l des β3-Agonisten BRL 37344 verringerte die 

maximalen Stromamplituden bei +70 mV um 39,2 ± 5,9 % (Step) bzw. 39,6 ± 

7,0 % (Tail) (n = 6, p < 0,05). Der Effekt war nach 10 Minuten „Washout“ teilweise 

reversibel (77,7 ± 5,5 %).  
 

 
 

Abbildung 4.13:   Einfluss des β-Agonisten BRL 37344 (10-6 mol/l) auf den IKs-Strom nach 
Inhibition der β1- und β2-Rezeptoren 
Stromaufzeichnungen im Standard-Whole-Cell-Modus bei 36 ± 1°C, gemäss Pulsprotokoll in der 

Abbildungsmitte. Zur Hemmung der β1- und β2-Rezeptoren befanden sich 1 µmol/l Atenolol und 

ICI 118,551 in der Badlösung. 

A): Kontrollstrom  

B): Strom nach 10minütiger Superfusion von 10-6 mol/l BRL 37344  

C): Strom nach dem Auswaschen der Substanz 

 

 

Wie die nachfolgende Abbildung 4.14 zeigt, waren die Veränderungen des IKs-

Stroms durch 1 µmol/l BRL 37344 nicht spannungsabhängig. Im Spannungs-

bereich von +10 mV bis +70 mV betrug die durchschnittliche Verringerung des IKs-

Step-Stroms 41,6 ± 1,5 %. 
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Abbildung 4.14:   Spannungsbereich der Hemmung der IKs-Step-Strom-
amplituden durch 1 µmol/l BRL 37344. 
Es wird das Ergebnis aus sieben Versuchen mit dem Pulsprotokoll aus Ab-

bildung 4.13 gezeigt. Die Verringerung der Stromgröße blieb im gesamten 

Spannungsbereich (+10 bis +70 mV) konstant, n = 7.  

 

 
CL 316,243 ist ein β3-Agonist mit β1/β2-antagonistischen Eigenschaften. Die Kon-

zentrations-Wirkungskurven von BRL 37344 und CL 316,243, bezogen auf die 

Inhibition der Step-Amplitude bei +70 mV, sind in Abbildung 4.15 dargestellt. Die 

maximale Hemmung von 41,0 ± 8,1 % bzw. 48,7 ± 1,0 % war jeweils bei einer 

Konzentration von 10 µmol/l zu sehen und wurde als 1 (100 %) gesetzt. Alle 

anderen Konzentrationen bezogen sich auf diesen Maximalwert. Die halb-

maximalen Hemmkonzentrationen (IC50) betrugen 5 nmol/l für BRL 37344 und 32 

nmol/l für CL 316,243. 
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Abbildung 4.15:   Dosis-Wirkungskurven von BRL 37344 
und CL 316,243 
Es wurde der Step-Strom bei +70 mV ausgewertet. Die 

maximale Hemmung wurde als 100 % (1,0) gesetzt und alle 

anderen darauf bezogen. Die Kurven wurden mit Hilfe der 

Hillgleichung: y = a / (1 + [IC50 / x] h), wie im Methodenteil 

(Kapitel 3.3) erläutert, angeglichen. 
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Aufgrund der vorhandenen β3-AR-Selektivität von BRL 37344 wurden die gleichen 

Versuche ohne β1-/β2-AR-Blockade (Atenolol, ICI 118,551) durchgeführt. Dabei 

zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zu den vorangegangenen 

Versuchen (IKs-Step-Stromverringerung: 42,3 ± 5,1 %, n = 5 vs. 39,2 ± 5,9 %, 

n = 6, unter β1-/β2-AR-Blockade). 

 

4.5.2 Zeitverlauf der IKs-Strominhibierung am Beispiel von BRL 37344  

Der Effekt einer β3-adrenergen Inhibierung des IKs-Stroms durch BRL 37344 zeigte 

auch einen dem Isoproterenol vergleichbaren zeitlichen Ablauf (Abbildung 4.16): 

Initial eine starke Inhibierungsphase (bei 1 µmol/l BRL 37344: Verringerung des 

Step-Stroms um 55,8 ± 4,5 % nach 2 Minuten), gefolgt von einer langsamen 

„Erholungsphase“ bis hin zu einem Gleichgewichtszustand. 
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Abbildung 4.16:   Zeitverlauf der IKs-Step-Strom-Inhibition durch BRL 37344 
unter Inhibierung der β1- und β2-AR 
Es ist der Verlauf  der IKs-Step-Stromamplitude über 20 Minuten dargestellt. Bei 

„0 Minuten“ wurde nach Saugimpulsen der Whole-Cell-Zustand etabliert.  
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4.5.3 Wirkung von BRL 37344 im Perforated-Patch 

Wie in Kapitel 4.2 erwähnt, unterliegt der IKs-Strom in der Standard-Whole-Cell 

Methode der Patch-Clamp-Technik einem ausgeprägten Rundown-Effekt, da nach 

der Rupturierung der Zellmembran wichtige zytoplasmatische Substanzen (ATP, 

Second Messenger) durch Austausch mit der Pipettenlösung ausgewaschen 

werden. Dies hat eine fortschreitende Verringerung der IKs-Stromamplituden zur 

Folge. 

Um den Effekt des β3-Agonisten BRL 37344 bei nahezu unverändertem intra-

zellulären Milieu zu untersuchen, wurde der perforierte (Perforated)-Patch mit 

Amphotericin B (250 µg/ml) etabliert. Durch den Einbau des Porenbildners erreicht 

man zwischen Pipette und Zellinneren eine elektrisch leitende Verbindung. In der 

Regel dauert die Formation der ca. 0,8 nm großen „Löcher“ in der Membran nach 

der Sealbildung etwa 5-10 Minuten. Jedoch wurde bei ca. 75 % der Herzmuskel-

zellen nach 20 Minuten (noch) kein Zugang zur Zelle erreicht. 
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Abbildung 4.17:   IKs-Stromverringerung durch 1 µmol/l BRL 37344 im Perforated-Patch-
Modus der Patch-Clamp-Technik  
Es ist ein Vergleich der Step- und Tail-Stromhemmungen von 1 µmol/l BRL 37344 bei 

+70 mV in der herkömmlichen, rupturierenden Ganzzellableitung (schwarze Balken) und in 

der perforierenden Variante (graue Balken) dargestellt. 
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Bei den verwertbaren Versuchen konnte nach 5 Minuten der IKs-Strom aufge-

zeichnet werden. Der Rundown war sehr gering und betrug nach weiteren 

5 Minuten 4,4 ± 1,3 % (n = 4) in der Maximalamplitude des Step-Stroms bei 

+70 mV. 

Ferner erschwerte das Antibiotikum die Aufrechterhaltung eines stabilen Giga-

Seals während der laufenden Experimente. 

Das Ergebnis der Perforated-Patch-Versuche mit 1 µmol/l BRL 37344 veranschau-

licht die vergleichende Abbildung 4.17. Es wurde wiederum ein Spannungspuls 

auf +70 mV (Step) mit Rückkehr auf -40 mV (Tail) appliziert. Die Unterschiede 

zum herkömmlichen Whole-Cell-Modus waren nicht signifikant. 

 

4.5.4 Charakterisierung der IKs-Strominhibierung 

Die Reduzierung der Stromamplituden von IKs kann in veränderten Kanaleigen-

schaften begründet sein. Es wurden daher die Kinetik der Aktivierung bzw. 

Deaktivierung und die spannungsabhängige Aktivierung des Kaliumkanals unter-

sucht. Diese Parameter werden insbesondere zur Analyse des Blockade-

mechanismus von Klasse-III-Antiarrhythmika, d. h. von direkten IKs-Kanal-

Inhibitoren, verwendet (Bosch et al., 1998; Sanguinetti & Jurkiewicz, 1990). 

4.5.4.1 Spannungsabhängigkeit der Aktivierung 
Um eine mögliche Veränderung der spannungsabhängigen Aktivierung des IKs-

Kanals zu untersuchen, wurde ein erweitertes Spannungspulsprogramm ange-

wandt. Es wurden nun Potentiale von -30 mV bis +70 mV in 10 mV Schritten (Vh = 

-50 mV) betrachtet. Damit konnte auch der Beginn einer IKs-Kanalaktivierung 

genauer erfasst werden.  

Zur Auswertung der einzelnen Ergebnisse wurden „normalisierte Aktivierungs-

kurven“ unter Kontrollbedingungen und nach Gabe von 1 µmol/l BRL 37344 

erstellt. Man bezieht dabei die Stromamplituden der Tail-Ströme unterschiedlicher 

Spannungen (IKs,Tail) auf die maximale Amplitude bei +70 mV (IKs,Tail,max). 
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Die Datenpunkte wurden durch einen Boltzmann-Fit im Clampfit 6.0-Programm 

angeglichen und daraus die halb-maximale Aktivierung (V1/2) und die Steigung (k) 

bestimmt (siehe Abbildung 4.18).  
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Abbildung 4.18:   Wirkung von 1 µmol/l BRL 37344 auf die spannungsabhän-
gige Aktivierung des IKs-Kaliumkanals 
Die Aktivierungskurven wurden durch Auftragen der Tail-Stromamplituden gegen 

die Spannung (n = 7) ermittelt. Die Datenpunkte der einzelnen Spannungspulse 

(IKs,Tail) wurden auf den maximalen Tail-Strom bei +70 mV bezogen (IKs,Tail,max) und 

mit einem Boltzmann-Fit der Form: A = 1 / (1 + exp[Vm-V1/2] / k) (siehe auch den 

Methodenteil, Kapitel 3.3) angepasst. 

 

 

Der β3-Agonist verschob die Aktivierungskurve von IKs zu positiveren Spannungen 

(V1/2,Kontrolle = 31,6 ± 1,3 mV, V1/2,BRL = 41,5 ± 1,0 mV; p < 0,001). Die Steigung k 

wurde hingegen nicht signifikant verändert (kKontrolle = 13,8 ± 1,4 mV, kBRL = 11,9 ± 

1,1 mV; p = 0,4). 
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4.5.4.2 Stromkinetik 
Es wurden die maximalen Stromspuren der Step- und Tail-Komponente bei einer 

Spannung von +70 mV analysiert. Der Zeitverlauf der Kurven konnte durch 

Anlegen einer Exponentialfunktion mit zwei Komponenten charakterisiert werden 

(siehe Methodenteil, Kapitel 3.3). Die Werte aus diesen „Fits“ des Clampfit 6.0-

Programmes sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 

 

                                 Aktivierung (+70 mV)              Deaktivierung (-40 mV) 

 
       τschnell              τlangsam                        τschnell              τlangsam 

Kontrolle (ms)    230,4 ± 10,3    2004,9 ± 278,8        107,4 ± 13,0     482,9 ± 90,7 

1 µmol/l BRL 
37344 (ms)      32,4 ± 0,3*       254,3 ± 14,5*             98,6 ± 36,4   533,0 ± 130,3 

 

Tabelle 4.1:   Übersicht der Kinetikparameter des aktivierenden (Step-) und deaktivierenden 
(Tail-) IKs-Stroms nach Superfusion von 1 µmol/l BRL 37344 

Die Zeitkonstanten (τ) wurden durch Beschreibung der Step- und Tail-Stromkurven mit einer bi-

exponentialen Funktion im Clampfit 6.0-Programm ermittelt. Signifikante Veränderungen sind durch 
*p < 0,001 angezeigt. Fehlerangaben sind SEM, n = 7.  

 

Es wurde deutlich, dass unter dem Einfluss von BRL 37344 die beiden Zeit-

konstanten des aktivierenden IKs-Stroms (τschnell und τlangsam) deutlich erhöht 

wurden.  
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4.5.5 Wirkung von BRL 37344 unter Blockade des β3-AR’s durch 
Bupranolol 

Bupranolol ist ein β1,2,3-Antagonist (Arch & Kaumann, 1993) mit einer Aryl-

oxypropanolamin-Grundstruktur. Kaumann konnte schon 1989 feststellen, dass 

diese Substanz in höheren Konzentrationen selektiv am β3-AR wirkt. 
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Abbildung 4.19:   Bupranolol 

 

 

Zur weiteren Evaluierung des β3-adrenergen Einflusses auf IKs wurde der Kontroll-

Tyrodelösung 1 µmol/l Bupranolol zugefügt. Die Patch-Clamp-Versuche mit 

BRL 37344 wurden dann, wie in Kapitel 4.4.1 beschrieben, durchgeführt. 

Die Auswertung der Stromkurven ergab, dass bei Anwesenheit des Antagonisten 

die β3-AR-induzierte IKs-Stromhemmung signifikant reduziert wurde. Die Abbildung 

4.20 veranschaulicht dies am Beispiel eines Versuches mit 100 nmol/l BRL 37344. 

Die Stromamplituden von Kontrolle (A) und BRL 37344 (B) waren nahezu 

identisch. 
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Abbildung 4.20:   Effekt von BRL 37344 auf den IKs-Strom unter Blockade des β3-AR’s durch 
1 µmol/l Bupranolol 
Stromaufzeichnungen im Standard-Whole-Cell-Modus bei 36 ± 1°C, gemäss Pulsprotokoll in der 

Abbildungsmitte. Zur Inhibierung des β3-AR’s befanden sich 1 µmol/l Bupranolol in der Badlösung. 

A): Kontrollstrom  

B): Strom nach 10minütiger Superfusion von 100 nmol/l BRL 37344  

 

 

Es wurden drei Konzentrationen von BRL 37344 (10-5, 10-6 und 10-7 mol/l) unter 

dem Einfluss von 1 µmol/l Bupranolol untersucht. In der folgenden Abbildung ist 

ein Vergleich der veränderten IKs-Step-Ströme bei +70 mV mit den Kontroll-

experimenten des Kapitels 4.5.1 zu sehen.  

Die Inhibierung des Step-Stroms durch BRL 37344 war in Gegenwart von 1 µmol/l 

Bupranolol in den beiden höchsten Konzentrationen signifikant verringert und bei 

100 nmol/l BRL 37344 fast vollständig aufgehoben. 
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Abbildung 4.21:   Einfluss des β3-Antagonisten Bupranolol (1 µmol/l) auf die IKs-
Step-Strominhibierung unterschiedlicher Konzentrationen von BRL 37344 bei 
+70 mV. 
Vergleichende Darstellung der Ergebnisse von BRL 37344 in der Kontroll-Tyrodelösung 

(schwarze Balken, siehe Kapitel 4.5) und bei Anwesenheit von 1 µmol/l Bupranolol 

(graue Balken). 

 

 

4.5.6 Effekte von BRL 37344 auf das ventrikuläre Aktionspotential 

Veränderungen des Aktionspotentials (AP’s) isolierter ventrikulärer Meer-

schweinchenmyozyten nach Superfusion von 1 µmol/l BRL 37344 wurden im 

Current-Clamp-Modus bei einer Stimulationsfrequenz von 1 Hz aufgezeichnet. 

Ähnlich wie bei den IKs-Stromversuchen im Voltage-Clamp-Modus, dauerte es ca. 

5 Minuten, bis stabile, gleich bleibende AP aufzuzeichnen waren. Nach 10-

minütiger Einwaschphase der Substanz wurde die Aufzeichnung wiederholt. 
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Charakteristisch für das ventrikuläre AP im Meerschweinchen ist die fehlende 

Phase-1-Repolarisation und die lange Plateauphase (siehe Kapitel 1.5), die durch 

den stark ausgeprägten Delayed Rectifier-K+-Strom IKs verursacht wird.  

In Abbildung 4.22 ist eine Originalaufzeichnung des AP’s unter Einfluss von 

1 µmol/l BRL 37344 dargestellt. Durch β3-adrenerge Stimulation wurde die Re-

polarisationsphase verlängert.  

 

 
 

Abbildung 4.22:   Einfluss von 1 µmol/l BRL 37344 auf das ventrikuläre Aktions-
potential beim Meerschweinchen 
Es ist eine repräsentative Aufzeichnung des AP’s im Current-Clamp-Modus bei 

36 ± 1 °C, vor (Kontrolle, schwarz) und nach der Superfusion des β3-Agonisten (1 

µmol/l BRL 37344, grau) dargestellt.  

 

 

Messpunkte des AP’s waren 20, 50 und 90 % der Repolarisationsdauer. Die 

Steigerung der AP-Dauer um ca. 10 % war in allen drei Phasen signifikant 

(p < 0,05, n = 9). Das Ruhepotential und die AP-Amplitude wurden hingegen nicht 

signifikant beeinflusst (siehe Tabelle 4.2). 
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 Kontrolle 1 µmol/l BRL 
37344 Steigerung (%) p 

     
Ruhepotential (mV)† -73,8 ± 0,6 -74,6 ± 0,8 1,1 ns 

AP-Amplitude (mV) 130,4 ± 0,9 131,3 ± 0,9 0,7 ns 

APD20 (ms) 64,2 ± 2,1 70,9 ± 4,3 10,4 < 0,05 

APD50 (ms) 132,9 ± 6,2 144,6 ± 8,2 8,8 < 0,05 

APD90 (ms) 153,3 ± 8,0 165,3 ± 10,3 7,8 < 0,05 

 

Tabelle 4.2:   Einfluss von 1 µmol/l BRL 37344 auf die verschiedenen Phasen des Aktions-
potentials (APD20,50,90: 20,50,90 % der Repolarisationsdauer) 
†ohne Einbeziehung des Pipettenpotentials („Liquid Junction Potential“) 
 

 

Nach Abschluss der Untersuchungen über den Effekt einer Aktivierung des β3-

adrenergen Rezeptors auf den kardialen IKs-Kaliumkanal wurden im Anschluss 

Versuche zur Charakterisierung möglicher Signalwege durchgeführt. 
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4.6 Untersuchungen zur Signaltransduktion der β3-adrenergen 
Modulation von IKs 

 

Die Verringerung der IKs-Stromamplituden aufgrund einer β3-adrenergen 

Stimulation könnte in einer Interaktion der β1-cAMP-PKA-Signalkaskade begrün-

det sein. Eine antagonistische Beeinflussung des IKs-steigernden Systems wurde 

z. B. nach Aktivierung der EndothelinA- oder M1-Rezeptoren beschrieben (Yazawa 

& Kameyama, 1990; Washizuka et al., 1997). Dabei führte eine Applikation von 

Endothelin-1 bzw. Acetylcholin oder Carbachol zu einer potenten Inhibierung des 

β1-stimulierten IKs-Stroms in Ventrikelzellen des Meerschweinchens. Der Effekt auf 

den basalen Kaliumstrom war jedoch nur sehr gering. Es wurde deshalb postuliert, 

dass der antagonistische Einfluss vor der cAMP-Produktion stattfindet, z. B. durch 

eine Blockade der Adenylatzyklase. 

Da sich die β3-adrenerge Modulation von IKs auf aktivierende Step- und deaktivie-

rende Tail-Ströme in gleichem Maße auswirkte, wurde in den nachfolgenden 

Experimenten nur der Effekt auf die Step-Ströme analysiert. Als Spannungsproto-

koll diente immer das im Methodenteil (Kapitel 3.2.6.1) beschriebene „Ein-Puls-

Protokoll“. 

Zunächst wurde die Wirkung des β3-Agonisten BRL 37344 unter β1-adrenerger 

Aktivierung evaluiert. 
 

4.6.1 Einfluss einer cAMP-Erhöhung durch Forskolin und 8-CPT-cAMP 

Die Versuche mit Forskolin und 8-CPT-cAMP wurden mit dem in Kapitel 4.2 

beschriebenen Spannungsprotokoll (ein Puls auf +70 mV) durchgeführt. Um die 

adrenerge Stimulation nicht zu beeinträchtigen, wurde auf Atenolol und 

ICI 118,551 verzichtet. Die Konzentration von BRL 37344 betrug jeweils 1 µmol/l. 
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Wie schon in Kapitel 4.3.2 dargestellt, führte die Superfusion von 1 µmol/l 

Forskolin zu einer effizienten Erhöhung der IKs-Stromamplituden nach ca. 

5 Minuten (Abbildung 4.23, b). BRL 37344 löste auch unter diesen Bedingungen 

eine signifikante Reduzierung des IKs Step-Stromanteils aus (Abbildung 4.23, c). 

Die durchschnittliche Verringerung bei 4 Zellversuchen betrug: 35,7 ± 5,1 %. 
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Abbildung 4.23:   Effekt von 1 µmol/l BRL 37344 auf die IKs-Stromamplituden 
nach Gabe von 1 µmol/l Forskolin  
Die Stromamplituden unter Kontrollbedingungen (a) wurden zunächst durch Ein-

wirkung von Forskolin gesteigert (b). BRL 37344 verursachte dann wiederum eine 

Inhibierung von IKs (c). 

 

 

Ein Beispiel des zeitlichen Verlaufes der Patch-Clamp-Experimente ist in Ab-

bildung 4.24 gezeigt. Die Wirkung des β3-Agonisten setzte wiederum rasch ein 

(1-2 Minuten nach Gabe von BRL 37344), war jedoch weniger stark ausgeprägt 

als in den Kontrollexperimenten ohne adrenerge Stimulation und führte nach 

5-8 Minuten zu einem gleich bleibenden Niveau. Die Einteilung in zwei charak-

teristische Phasen, wie bei Isoproterenol und BRL 37344 beschrieben (Kapitel 

4.4.2 bzw. 4.5.2), wurde nicht beobachtet. 
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Abbildung 4.24:  Zeitverlauf der IKs-Step-Stromreduktion durch 
BRL 37344 nach Adenylatzyklase-Stimulation mit Forskolin 
Es ist der Verlauf der IKs-Step-Stromamplitude dargestellt. Bei „0 

Minuten“ wurde der Whole-Cell-Zustand nach Saugimpulsen etabliert. 

Die Zeitpunkte: a, b und c beziehen sich auf die Stromspuren in 

Abbildung 4.23.  

 
 

Anschließend wurden die Versuche mit 50 µmol/l 8-CPT-cAMP in der Pipetten-

lösung wiederholt. Nach einer Steigerung der IKs-Stromamplituden (Abbildung 

4.25,b) wurde 1 µmol/l BRL 37344 eingewaschen. Der hemmende Effekt des β3-

Agonisten auf IKs war wiederum deutlich zu erkennen (Abbildung 4.25,c). 
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Abbildung 4.25:   Effekt von 1 µmol/l BRL 37344 auf die IKs-Stromamplituden 
nach Gabe von 50 µmol/l 8-CPT-cAMP 
Die Stromamplituden unter Kontrollbedingungen (a) wurden nach Zelldiffusion des 

cAMP-Analogons gesteigert (b). Danach verursachte BRL 37344 wiederum eine 

Inhibierung von IKs (c).  

 

 

Die signifikante Step-Stromverringerung bei +70 mV betrug 39,6 ± 6,0 %, n= 9. 

Wie Abbildung 4.26 zeigt, war der Zeitverlauf des IKs-Stroms mit den voran-

gegangenen Forskolin-Versuchen identisch. Eine zweite, „erholende“ Phase der 

Stromhemmung, die nach 2-3 Minuten Superfusion von z. B. BRL 37344 in der 

Kontrolllösung einsetzte, fehlte auch hier. 
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Abbildung 4.26:  Zeitverlauf der IKs-Step-Stromreduktion durch 
BRL 37344 nach cAMP-Erhöhung 
Es ist der Verlauf der IKs-Step-Stromamplitude dargestellt. Bei 

„0 Minuten“ wurde der Whole-Cell-Zustand nach Saugimpulsen etabliert. 

Die Zeitpunkte: a, b und c beziehen sich auf die Stromspuren in 

Abbildung 4.25. 

 

 

In Abbildung 4.27 ist ein Vergleich der Effekte von BRL 37344 unter Kontroll-

bedingungen und nach Forskolin- bzw. cAMP-Applikation dargestellt. Sowohl der 

basale als auch der adrenerg-stimulierte IKs-Kaliumstrom wiesen eine vergleich-

bare Inhibierung auf. Eine direkte Interaktion des β3-adrenergen Systems mit dem 

cAMP-PKA-Signaltransduktionsweg ist daher unwahrscheinlich. 
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Abbildung 4.27:   Einfluss einer cAMP-Erhöhung auf die IKs-Stromverringerung 
durch 1 µmol/l BRL 37344  
Vergleichende Darstellung der Ergebnisse von BRL 37344 in der Kontroll-

Tyrodelösung (schwarze Balken, siehe Kapitel 4.5) und bei Anwesenheit von 1 µmol/l 

Forskolin (hellgraue Balken) bzw. 50 µmol/l 8-CPT-cAMP (dunkelgraue Balken). Es 

wurden die Step-Ströme bei +70 mV ausgewertet. 

 

 

4.6.2 Einfluss der PKA und der PKC 

Der letzte Schritt in einem rezeptorvermittelten Signaltransduktionsweg ist die Akti-

vierung von Proteinkinasen, die den Ionenkanal durch Phosphorylierungen gezielt 

modulieren können. Beim Meerschweinchen wird der Delayed Rectifier, IKs, durch 

die Serin/Threonin-Proteinkinasen A (β-adrenerges System) und C (α-adrenerges 

System) aktiviert (Walsh & Kass, 1988). Es stellte sich nun die Frage, ob eine 

Unterdrückung dieser beiden Systeme einen Einfluss auf die β3-adrenergen 

Effekte von BRL 37344 haben könnte. Für diese Versuche befanden sich die 

membrangängigen Kinaseinhibitoren sowohl in der Tyrode-Badlösung als auch in 

der KB-Aufbewahrungslösung zur Präinkubation der Kardiomyozyten (> 1 h bei 

RT). 
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H 89 ist ein potenter PKA-Blocker mit einer IC50 von 135 nmol/l (Hidaka, 1991). 

Um eine komplette Inhibierung in den Ventrikelzellen zu gewährleisten, wurden 

10 µmol/l H 89 in der Tyrodelösung verwendet. Dies führte zunächst zu Ver-

ringerungen in den basalen Stromamplituden. Die Stromreduktion des IKs-Step-

Stroms durch 1 µmol/l BRL 37344 blieb danach weiterhin unverändert (Abbildung 

4.28). 
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Abbildung 4.28:   Effekt von 1 µmol/l BRL 37344 auf die IKs-Stromamplituden 
nach PKA-Inhibition durch 10 µmol/l H 89 
Die basalen Stromamplituden (a) konnten trotz PKA-Inhibierung durch 1 µmol/l 

BRL 37344 weiter verringert werden (b).  

 

 

Zur Inhibierung der PKC diente das pflanzliche Alkaloid Staurosporin in einer 

Konzentration von 100 nmol/l (IC50 = 2,7 nmol/l, Tamaoki et al., 1986). Auch in 

dieser Versuchsanordnung hemmte 1 µmol/l BRL 37344 die Stromamplituden 

signifikant (Abbildung 4.29). 
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Abbildung 4.29:   Effekt von 1 µmol/l BRL 37344 auf die IKs-Strom-
amplituden nach PKC-Inhibition durch 100 nmol/l Staurosporin 
Die Stromamplituden unter Kontrollbedingungen (a) konnten trotz PKC-

Inhibierung durch 1 µmol/l BRL 37344 wiederum verringert werden (b). 

 

 

In Abbildung 4.30 sind die Ergebnisse der Versuche mit den spezifischen PK-

Inhibitoren H 89 und Staurosporin dargestellt. Die Verringerung des IKs-Stroms 

blieb auch nach PKA- bzw. PKC-Blockade unverändert zwischen 30 % und 40 % . 
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Abbildung 4.30:   Einfluss einer PKA- und PKC-Inhibition auf die IKs-Stromverringerung 
durch 1 µmol/l BRL 37344  
Vergleichende Darstellung der Ergebnisse von 1 µmol/l BRL 37344 in der Kontroll-Tyrode-

lösung (schwarze Balken, siehe Kapitel 4.5.1) und bei Anwesenheit von 10 µmol/l H 89 

(hellgraue Balken) bzw. 100 nmol/l Staurosporin (dunkelgraue Balken). Es wurden die Step-

Ströme bei +70 mV ausgewertet. 

 

 

4.6.3 Einfluss des NO/cGMP-Systems 

In den Versuchen von Gauthier et al. (1998) in humanen Herzpräparaten und von 

Kitamura et al. (2000) im Meerschweinchenherzen konnte gezeigt werden, dass 

der negativ inotrope Effekt einer β3-adrenergen Stimulation durch einen NO-

Synthase/cGMP-Signalweg vermittelt wird. Die Produktion von endogenem Stick-

stoffmonoxid spielt eine wichtige Rolle in der kardialen Aktivität. Bei 

Veränderungen des autonomen Nervensystems kann dieser Second Messenger 

ausgeschüttet werden und Mechanismen in Gang setzen, die zu einer negativen 

Inotropie führen: Aktivierung der Guanylatzyklase, Erhöhung des cGMP-Spiegels, 

Stimulation der Proteinkinase G usw. (Balligand, 1993). 
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NO wird von drei unterschiedliche NO-Synthasen (neuronale NOS, endotheliale 

NOS, induzierbare NOS) enzymatisch gebildet. Alle drei Isoformen sind im 

Myokard nachgewiesen. (Balligand & Cannon, 1997). 

Zur Hemmung der NO-produzierenden Enzyme eignen sich die L-Arginin-Derivate 

L-NAME und L-NMMA (IC50 für iNOS, nNOS und eNOS: 0-3 µmol/l bzw. 

3-6 µmol/l). Sie wurden in Konzentrationen von 100 µmol/l bzw. 200 µmol/l 

eingesetzt. 

Die Zellen wurden vor den Patch-Clamp-Experimenten mindestens eine Stunde 

bei RT mit den Substanzen inkubiert und mittels Tyrodelösung während des Ex-

periments kontinuierlich superfundiert. Wie die folgenden Originalströme zeigen, 

hatten L-NAME und L-NMME keinen Einfluss auf die β3-adrenerg-vermittelte 

Stromverringerung.   
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Abbildung 4.31:   Effekt von 1 µmol/l BRL 37344 auf die IKs-Stromamplituden nach NOS-
Inhibition durch L-NAME (A) bzw. L-NMMA (B) 
A) Repräsentatives Beispiel der Versuche mit 100 µmol/l L-NAME 

B) Repräsentatives Beispiel der Versuche mit 200 µmol/l L-NMMA 

Stromspuren nach Superfusion des β3-Agonisten BRL 37344 (b) sind grau dargestellt. Sie 

unterscheiden sich signifikant von den Kontrollströmen (a). 
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Die Gesamtergebnisse der beiden Substanzen veranschaulicht Abbildung 4.32. 

Das Ausmaß der Stromreduktion durch BRL 37344 wurde nach Gabe der NOS-

Inhibitoren L-NAME oder L-NMMA nicht signifikant verändert.  
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Abbildung 4.32:   Einfluss einer NO-Synthaseinhibition auf die IKs-Stromverringerung durch 
1 µmol/l BRL 37344  
Vergleichende Darstellung der Ergebnisse von 1 µmol/l BRL 37344 in der Kontroll-Tyrodelösung 

(schwarze Balken, siehe Kapitel 4.5.1) und bei Anwesenheit von 100 µmol/l L-NAME (hellgraue 

Balken) bzw. 200 µmol/l L-NMMA (dunkelgraue Balken). Es wurden die Step-Ströme bei +70 mV 

ausgewertet. 

 

 

4.6.4 Einfluss von Protein-Tyrosinkinasen 

Protein-Tyrosinkinasen (PTK) sind Enzyme, die Phosphatreste des ATP’s auf OH-

Gruppen Tyrosin-enthaltender Proteinsubstraten übertragen. Sie aktivieren zahl-

reiche intrazelluläre Prozesse, z. B. Zellproliferation und -differenzierung, Kontrolle 

des Zellzyklus, Apoptose oder metabolische Veränderungen, und sind darüber 

hinaus an der Entstehung von humanen Karzinomen beteiligt (Hubbard & Till, 

2000). 
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Die PTK werden in zwei große Gruppen unterteilt: 

1) Rezeptor-Tyrosinkinasen, z. B. das Insulin oder die Wachstumsfaktoren 

(EGF, NGF, PDGF) 

2) Nicht-Rezeptor(zelluläre)-Tyrosinkinasen, z. B. die Src-, Fak- oder Janus-

Kinasen 

PTK spielen neben den Serin-/Threonin-Kinasen (PKA und PKC) auch eine 

wichtige Rolle in der Regulation von Ionenkanälen. Aufgrund von Tyrosinp-

hosphorylierungen der Kanalproteine können sie Veränderungen der Strom-

amplituden und -kinetik hervorrufen (Siegelbaum, 1994; Jonas & Kaczmarek, 

1996). 

 

4.6.4.1 Unselektive Hemmung der PTK durch Genistein und Lavendustin A 
In der ersten Versuchsreihe zur Beteiligung des PTK-Signalweges an der β3-AR-

Regulation von IKs wurden die beiden unselektiven PTK-Inhibitoren Genistein und 

Lavendustin A verwendet (die isolierten Herzzellen wurden für mindestens 2 h bei 

RT mit den Substanzen in der KB-Lösung inkubiert). Sie hemmen sowohl 

Rezeptor- als auch zytosolische Protein-Tyrosinkinasen (Levitzki & Gazit, 1995). 

Genistein konnte die inhibitorischen Eigenschaften von BRL 37344 aufheben. In 

Abbildung 4.33 ist ein Strombeispiel und sein zeitlicher Verlauf dargestellt.. Die 

Stromkurven von Kontrolle (a) und 1 µmol/l BRL 37344 (b) unterschieden sich bei 

Anwesenheit des PTK-Blockers nicht wesentlich. Man stellte in diesem Versuch 

sogar eine leichte Erhöhung der Stromamplituden fest. (Step-Strom, Kontrolle: 

1850 pA / Step-Strom, BRL 37344: 1950 pA;). Nach Auswaschen der Substanz 

blieb IKs konstant. 
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Abbildung 4.33:   Einfluss einer PTK-Inhibition (als Beispiel: 50 µmol/l Genistein) auf die 
IKs-Stromverringerung durch 1 µmol/l BRL 37344 
A) Der Kontrollstrom (a) blieb nach Superfusion von 1 µmol/l BRL 37344 (b) nahezu konstant.  
B) Es ist der zeitliche Verlauf des IKs-Step-Stroms dargestellt. Bei „0 Minuten“ wurde nach Saug-

impulsen der Whole-Cell-Zustand etabliert. Die Zeitpunkte: a und b beziehen sich auf die Strom-

spuren in Abbildung A). 

 

 

Die Auswertung von sechs Zellversuchen ergab eine nicht signifikante Verringe-

rung des Step-Stroms um 6,3 ± 4,7 %. 
 

Da jedoch Genistein den Delayed Rectifier-Kaliumstrom IKs im Meerschweinchen-

herzen konzentrationsabhängig blockieren kann (Washizuka et al., 1998), wurden 

die Patch-Clamp-Experimente in Gegenwart von 10 µmol/l Lavendustin A durch-

geführt. Die Auswertung ergab nur eine geringe Reduzierung des Step-Stroms 

durch BRL 37344 (4,4 ± 3,8 %). Der zeitliche Ablauf der IKs-Step-Stromver-

änderung in Abbildung 4.34 verdeutlicht dies. BRL 37344 wurde nach der Phase 

des Rundowns superfundiert. Nach einer kurzen und schwachen Reduktion der 

Amplitude war kein weiterer Effekt zu erkennen. 
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Abbildung 4.34:   Einfluss von Lavendustin A auf den IKs-
hemmenden Effekt von 1 µmol/l BRL 37344 
Es ist der zeitliche Verlauf  der IKs Step-Stromamplitude darge-

stellt. Bei „0 Minuten“ wurde der Whole-Cell-Zustand nach Saug-

impulsen etabliert. Zur Hemmung der PTK befanden sich 

10 µmol/l Lavendustin A in der KB-Aufbewahrungslösung und in 

der Tyrode-Lösung. 

 

 

Abbildung 4.35 zeigt das Gesamtergebnis des Effektes von BRL 37344 unter 

PTK-Inhibierung im Vergleich zur Kontrolle des Kapitels 4.5. Die ca. 40 %ige Hem-

mung der IKs-Step-Stromamplituden durch 1 µmol/l BRL 37344 wurde nach Gabe 

von Genistein und Lavendustin A signifikant abgeschwächt. 

Daraus kann geschlossen werden, dass die Interaktion zwischen dem β3-AR und 

IKs über einen Tyrosinkinase-abhängigen Signalweg vermittelt wird. 
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Abbildung 4.35:   Einfluss der unspezifischen PTK-Inhibition auf die IKs-
Stromverringerung durch 1 µmol/l BRL 37344  
Vergleichende Darstellung der Ergebnisse von 1 µmol/l BRL 37344 in der Kontroll-

Tyrode-Lösung (schwarze Balken, siehe Kapitel 4.5.1) und bei Anwesenheit von 

50 µmol/l Genistein (hellgraue Balken) bzw. 10 µmol/l Lavendustin A (dunkelgraue 

Balken). Es wurden die Step-Ströme bei +70 mV ausgewertet. 
 
 

4.6.4.2 Selektive Hemmung der nichtrezeptorgebundenen Src-Kinase 
Um den Einfluss einer PTK noch witer zu charakterisieren, wurde in den nächsten 

Versuchen der selektive Src-Kinaseinhibitor, PP2 (4-amino-5-(4-chlorphenyl)-7-(t-

butyl)pyrazolol[3,4-D]pyrimidin), verwendet (Hanke et al., 1996). Die Nicht-

Rezeptor-PTK wurde als erstes Proto-Onkogenprotein identifiziert. Dieses Protein 

wird durch den onkogenen Retrovirus Rous sarcoma (Src) umgewandelt und 

reguliert die Zellteilung und das Zellwachstum (Ma & Huang, 2002). Ein Src-

abhängiger Signaltransduktionsweg spielt z. B. auch in der Entstehung der kardia-

len Hypertrophie eine Rolle (Sadoshima & Izumo, 1997; Takeishi et al., 2001). Da 

die Aktivität der Src-Kinase in humanen Tumorgeweben, wie z. B. Kolon, Brust 

und Skelettmuskel, fünf- bis siebenfach erhöht ist, sind Src-Inhibitoren bei der 

Entwicklung neuer Therapieansätze in der onkologischen Forschung besonders 

wichtig (Rosen et al., 1996). 
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Ferner wurde eine direkte Interaktion der Src-Kinase mit den Delayed Rectifier- 

Kaliumkanälen, Kv1.5, r-ERG1 und KCNQ3-5, in heterogenen Expressions-

systemen beschrieben (Cayabyab & Schlichter 2002; Gamper et al., 2003; Holmes 

et al., 1996; Mason et al., 2002). 

Vergleichbar mit den Ergebnissen der unselektiven PTK-Inhibitoren Genistein und 

Lavendustin A, konnte auch der potente Src-Kinaseinhibitor PP2 (100 nmol/l) die 

Wirkung von 1 µmol/l BRL 37344 aufheben. Wie Abbildung 4.36 zeigt, waren die 

Step-Stromkurven in der Superfusionsphase der Experimente nahezu konstant 

(98,8 ± 2,2 % der Kontrolle). 
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Abbildung 4.36:   Einfluss von 100 nmol/l PP2 auf den IKs-hemmenden Effekt von 1 µmol/l 
BRL 37344 
A) Der Kontrollstrom (a) zeigte nach Superfusion von 1 µmol/l BRL 37344 (b) nur eine schwache 

Verringerung.  
B) Es ist der zeitliche Verlauf des IKs Step-Stroms dargestellt. Bei „0 Minuten“ wurde nach Saug-

impulsen der Whole-Cell-Zustand etabliert. Die Zeitpunkte: a und b beziehen sich auf die Strom-

spuren in Abbildung A). 
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Die β3-AR-vermittelte IKs-Hemmung durch 1 µmol/l BRL 37344 war in fünf Ver-

suchen im Vergleich zu den Kontrollexperimenten (Kapitel 4.5.1) nicht mehr 

nachzuweisen (siehe Abbildung 4.37). 
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Abbildung 4.37:   Einfluss der selektiven Src-Kinase-Inhibition auf die IKs-
Stromverringerung durch 1 µmol/l BRL 37344 
Vergleichende Darstellung der Ergebnisse von 1 µmol/l BRL 37344 in der 

Kontroll-Tyrodelösung (schwarze Balken, siehe Kapitel 4.5) und bei Anwesen-

heit von 1 µmol/l PP2 (graue Balken). Es wurden die Step-Ströme bei +70 mV 

ausgewertet. 
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5 Diskussion 

 
Der Delayed Rectifier-Kaliumstrom IK ist maßgeblich an der späten Repolarisation 

des Aktionspotentials in Kardiomyozyten beteiligt. Im Meerschweinchen ist die 

langsame Komponente, IKs (KvLQT1/minK-Proteinkomplex), besonders stark aus-

geprägt und bestimmt die charakteristische Morphologie des kardialen AP’s. IKs 

unterliegt einer deutlichen β-adrenergen Modulation, wobei die Bedeutung der 

unterschiedlichen Rezeptorsubtypen noch nicht untersucht wurde. 

Die hier vorliegende Arbeit charakterisiert den β3-adrenergen Einfluss auf die 

langsame Komponente des Delayed Rectifier-Kaliumstroms IKs mit Hilfe elektro-

physiologischer und pharmakologischer Untersuchungsmethoden in ventrikulären 

Myozyten des Meerschweinchens. 

 
 

5.1 Einfluss des β1-adrenergen Signalweges auf den IKs-
Kaliumstrom 

 

Die Ergebnisse der Versuche in Kapitel 4.3 bestätigten frühere Experimente, in 

denen eine Steigerung der Stromamplituden des repolarisierenden K+-Stroms IKs 

über die Aktivierung eines β1-adrenergen Signaltransduktionsweges beobachtet 

wurde (Walsh et al., 1988; Yazawa & Kameyama, 1990). Wie bei Xenopus 

Oozyten oder Meerschweinchen-Kardiomyozyten gezeigt wurde, können β-

Agonisten, z. B. Isoprenalin, oder unterschiedliche Second Messenger diese Erhö-

hung auslösen (Süssbrich & Busch, 1999). 

Mit allen verwendeten Substanzen (Isoproterenol, Forskolin, 8-CPT-cAMP) 

konnten deutliche Stromveränderungen beobachtet werden, wobei der IKs-stimulie-

rende Effekt nach Applikation des cAMP-Analogons besonders ausgeprägt war (2- 

bis 4-facher Stromanstieg). Dies hat eine direkte Aktivierung der PKA und damit 

eine Phosphorylierung des Kanalproteins zur Folge.  
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Marx et al. konnten kürzlich einen Serinrest (Ser27) im humanen KCNQ1-Protein 

als Phosphorylierungsstelle des IKs-Kanals aufklären (Marx et al., 2002). Es bleibt 

unklar, welcher β-Rezeptorsubtyp involviert ist. Kathöfer et al. beobachteten nach 

Koexpression des hKvLQT1/hminK-Kanals mit dem β3-AR in Xenopus laevis-

Oozyten und nachfolgender Superfusion des β1/2/3-Agonisten Isoproterenol eine 

Steigerung der IKs-Stromamplituden (Kathöfer et al., 2000).   

Da die Fähigkeit, nach Isoproterenol-Stimulation eine AC/cAMP/PKA-Signalkas-

kade auszulösen, im Meerschweinchenventrikel vor allem dem β1-AR zugespro-

chen wird (Hool & Harvey, 1997; Zhang et al., 2002), kann der folgende 

Signaltransduktionsweg angenommen werden: 

 

 
 

Abbildung 5.1:   Vereinfachtes Modell der β1-adrenergen Modulation des IKs 
Durch Aktivierung des β1-AR’s wird die Gs-Protein/AC/cAMP/PKA-Signalkaskade, die zu einer 

Steigerung der IKs-Stromamplituden (KCNQ1/KCNE1-Kanal) führt, in Gang gesetzt. Die Daten 

von Marx et al. (2002) deuten auf eine PKA-Phosphorylierung von Ser27 in der KCNQ1-Unter-

einheit des KvLQT1/minK-Kanals hin. 
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5.2 Effekte einer β3-AR-Stimulation 

 

5.2.1 Hemmung von IKs nach Aktivierung durch Isoproterenol und Nor-
adrenalin bei gleichzeitiger Inhibierung der β1/β2-AR 

Nach Blockade der β1-und β2-Rezeptoren mit Atenolol und ICI 118,551 konnte mit 

den beiden Katecholaminen Isoproterenol und Noradrenalin ein möglicher Einfluss 

des β3-AR’s auf den IKs untersucht werden. Wie in Kapitel 4.4 beschrieben, war ein 

antagonistischer Effekt gegenüber der β1-adrenergen Stimulation des Stroms fest-

stellbar. Beide Substanzen verringerten die Step-Stromkomponente mit einem 

Maximum von ca. 30 % (Noradrenalin) und ca. 40 % (Isoproterenol) bei einer Kon-

zentration von 1 µmol/l. Diese Beobachtung einer Umkehrung des adrenergen 

Effekts im Myokard wurde inzwischen bei unterschiedlichen Spezies berichtet 

(Gauthier, 2000). Nach β1- und β2-AR-Inhibition äußerte sich die Gabe von Iso-

proterenol oder Noradrenalin in einer negativen Inotropie. Eine β3-adrenerge Sti-

mulation könnte somit als „negativer Feedbackmechanismus“ angesehen werden, 

der bei einer Desensitivierung der β1- und β2-AR, z. B. bei Herzinsuffizienz, noch 

stärker hervortreten könnte (Cheng et al., 2001; Moniotte et al., 2001). 
 

Vergleichbar mit den ventrikulären Kontraktilitätsversuchen von Gauthier et al. 

(1996) fiel die β3-adrenerge Wirkung in unseren Versuchen relativ schwach aus. 

Im Unterschied zu einer potenten Steigerung des IKs-Stroms nach β1-Aktivierung 

durch 1 µmol/l Isoproterenol (Yazawa & Kameyama, 1990), hatte die Stimulation 

des β3-AR’s nur eine Verringerung von ca. 40 % zur Folge. Dies könnte in einer 

geringeren Expressionsdichte des Rezeptors im Meerschweinchenherzen begrün-

det sein. Außerdem ist die Wirkung der unterschiedlichen β-Agonisten im Bezug 

auf Rezeptorselektivität und -sensitivität sehr spezies- und gewebeabhängig. So 

waren z. B. β3-AR-abhängige Effekte beim Hund nur in höheren Konzentrationen 

(> 10 µmol/l Isoproterenol) festzustellen (Pelat et al., 2003)   



Diskussion 

 

101 

 
Die IKs-inhibierende Auswirkung der β3-Aktivierung im Herzmuskel des Meer-

schweinchens steht in Kontrast zu den Ergebnissen von Kathöfer et al. (2000), die 

eine β3-AR-vermittelte Steigerung der Stromamplituden des heterolog exprimierten 

hKvLQT1/hminK-Kanals in Xenopus-Oozyten beobachteten.  

Ein möglicher Grund hierfür liegt in der abweichenden Struktur des β3-AR’s beider 

Spezies. Unterschiede sind besonders in den Bereichen der transmembranären 

Segmente vorhanden, die für die Ligandbindung und G-Protein-Interaktion als 

essentiell betrachtet werden (Strosberg, 1997). 

Eine weitere Ursache der Diskrepanz der Ergebnisse von Meerschweinchen und 

Oozyten könnte auf Unterschieden in den spezifischen Untersuchungs-

bedingungen beruhen. Im Gegensatz zum nativen Gewebe wurden die Versuche 

im heterologen Expressionssystem bei Raumtemperatur durchgeführt. Walsh et al. 

(1989) und Busch & Maylie (1994) konnten zeigen, dass die β-adrenerge 

Regulation des IKs-Kanals eine ausgeprägte Temperaturabhängigkeit aufweist. 

Eine Absenkung der Temperatur von 36-37 °C auf ca. 20 °C verringerte die Emp-

findlichkeit des IKs-Kanals gegenüber dem β-Agonisten Isoproterenol. 

Ferner könnten Unterschiede in der Weiterleitung des β3-adrenergen Effektes über 

bestimmte Signaltransduktionswege bestehen. Bei Xenopus-Oozyten ist z. B. 

unklar, ob spezifische Signalproteine (Ankerproteine/„AKAP’s“) oder andere 

Second Messenger in den Zellen vorhanden und funktionsfähig sind. 
 

 

5.2.2 Hemmung von IKs nach selektiver Aktivierung durch BRL 37344 und 
CL 316,243 

Auch mit den β3-Agonisten BRL 37344 und CL 316,243 wurde eine signifikante 

Reduzierung der IKs-Stromamplituden erzielt. Eine Affinität dieser Substanzen zum 

kardialen β3-AR konnte in mehreren pharmakologischen Untersuchungen nach-

gewiesen werden (Cheng et al., 2001; Gauthier et al., 1999; Kitamura et al., 2000). 
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Charakteristisches Merkmal aller Ergebnisse einer β3-adrenergen Stimulation in 

den hier dargestellten Versuchen wie auch in den publizierten Studien ist eine 

„flache“ Konzentrations-Wirkungskurve der verwendeten Agonisten (die Hill-

Koeffizienten betrugen: hBRL37344 = 0,4 und hCL316,243 = 0,7, siehe Abbildung 4.15). 

Die Verringerungen der IKs-Step-Stromkomponente durch BRL 37344 und 

CL 316,243 reichten über mehrere Konzentrationspotenzen, mit einer IC50 von 

5 nmol/l bzw. 32 nmol/l. Die maximale Hemmung lag unter 50 %, was wiederum 

den Experimenten der oben genannten Arbeitsgruppen ähnelt.  

Dies weist darauf hin, dass der β3-AR sehr sensitiv auf agonistische Substanzen 

reagiert und auch bei geringen Konzentrationen noch „ansprechbar“ bleibt, aber 

nach erfolgter Aktivierung nur einen vergleichsweise schwachen Effekt auslösen 

kann. 
 

Analysierung der Spannungsabhängkeit der Aktivierung von IKs ergab eine Erhö-

hung der halb-maximalen Aktivierung (V1/2) um 9,9 mV. Dies trägt zu einer 

Erniedrigung der Stromamplituden bei entsprechenden Spannungen bei. Eine 

Verschiebung der Aktivierung zu depolarisierenden Potentialen konnten z. B. auch 

Bosch et al. (1999) bei der Stromreduktion durch Hypothyreose im Meer-

schweinchenventrikel beobachten. Im Gegensatz dazu ist der umgekehrte Fall bei 

IKs-Stimulation durch Aktivierung des PKA-Signalweges beschrieben. Dabei wurde 

postuliert, dass Phosphorylierungsprozesse in der Nähe der Porenregion des 

Kanalproteins zu einer früheren Aktivierung (Verschiebung von V1/2 um 9 mV zur 

negativeren Spannung) des Delayed Rectifier Kaliumstroms (Yazawa & 

Kameyama, 1990; Walsh & Kass, 1991) führt. 

Auffällig in der β3-adrenergen Veränderung der Stromkinetik von IKs ist die 

7-8fache Beschleunigung der Aktivierung. Die Deaktivierung wurde hingegen 

durch den β3-Agonisten BRL 37344 nicht beeinflusst. 
 

Einen weiteren pharmakologischen Beweis der β3-adrenergen Beeinflussung des 

IKs-Kanals stellten die Versuche mit Bupranolol dar. Der β1/2/3-Antagonist konnte 

die Effekte des β3-Agonisten BRL 37344 durch eine kompetitiven Hemmung am 

β3-AR signifikant abschwächen. 
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Mit der getesteten Konzentration von Bupranolol konnte allerdings keine voll-

ständige Hemmung des Effekts von BRL 37344 erreicht werden, was neben einer 

inkompletten Blockierung des β3-AR’s auch durch eine Interaktion von Bupranolol 

mit den beiden anderen Subtypen des β-adrenergen Systems bedingt sein könnte. 
 

 

5.2.3 Zeitverlauf der β3-AR-induzierten IKs-Hemmung 

Sowohl die unselektiven β-adrenergen Katecholamine Isoproterenol und Nor-

adrenalin als auch die β3-Agonisten BRL 37344 und Cl 316,243 zeigten einen 

einheitlichen Zeitverlauf in ihrer IKs-Stromreduktion. Charakteristisch war ein bi-

phasischer Verlauf während der 10-minütigen Superfusion der Substanzen. Dabei 

war die β3-AR-vermittelte Stromveränderung zunächst von einer schnellen, 

potenten Hemmung innerhalb der ersten 1-2 Minuten geprägt.  

Dies spricht, wie oben erwähnt, für eine hohe Affinität bzw. Sensitivität des β3-

AR’s zu den Agonisten und für ein rasches Auslösen der beteiligten Signal-

transduktionswege.  

Danach folgte eine Phase, in der die Hemmung abnahm und ein langsamer 

Steady-State-Zustand des IKs-Stroms erreicht wurde. 

Ein vergleichbarer Verlauf einer β3-AR-Aktivierung wurde in weiteren Studien 

belegt: Hom et al. (2001) beobachteten nach Verabreichung eines β3-Agonisten 

bei Rhesus-Affen mit autonomer Blockade (Hexamethonium und Atropin) initial 

einen raschen Blutdruckabfall von ca. 40 mmHg, der sich nach 8-10 Minuten auf 

ein gleich bleibendes, verringertes Niveau von 15-20 mmHg einstellte.  

In Kontraktilitätsversuchen von Devic et al. (2001) im neonatalen Mäuseherzen 

führte die zweite, „erholende“ Phase des β3-adrenergen Effektes sogar zu einer 

Wiederherstellung des Basalwertes, d. h. Isoproterenol und CL 316,243 konnten 

nur eine kurzzeitige, β3-adrenerg-vermittelte negative Inotropie auslösen, die nach 

ca. 15 Minuten nicht mehr nachweisbar war. Diese Tachyphylaxie in den Ver-

suchen einer β3-adrenergen Stimulation kann verschiedene Ursachen haben. 
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Eine mögliche Erklärung wäre in einer Desensitivierung der β3-AR-Signalkaskade 

zu sehen, z. B. wurden „Down-Regulationen“ der Aktivität von G-Proteinen, der 

AC oder der PKA nach längerer β3-adrenerger Stimulation beschrieben 

(Chambers et al., 1994; Granneman, 1992; Nantel et al., 1993). Eine Desensitivie-

rung des β3-AR’s selbst kann nahezu ausgeschlossen werden, denn es fehlen, im 

Gegensatz zu den beiden anderen β-adrenergen Rezeptoren, Phosphorylierungs-

stellen für die PKA und β-ARK in der C-terminalen Region des β3-AR’s (Carpene 

et al., 1993; Nantel et al., 1993). 

Daneben könnte auch die Überlagerung zweier unterschiedlicher Signalwege 

(initial: hemmend, danach: steigernd) einen Grund für den charakteristischen Zeit-

verlauf der IKs-Step-Stromamplituden darstellen. Beispielsweise wird im Fett-

gewebe eine gleichzeitige Aktivierung des stimulierenden Gs- und inhibitorischen 

Gi/o-Proteins diskutiert (Chaudry et al., 1994). Auch von anderen G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren, z. B. vom β2-AR oder Serotonin-Rezeptor, ist das 

Auslösen unterschiedlicher Signalkaskaden bekannt (Kilts et al., 2000). 
 

 

5.2.4 β3-adrenerge Effekte auf das ventrikuläre AP 

Der β3-Agonist BRL 37344 verursachte eine schwache, aber signifikante 

Verlängerung des AP’s von 8-10 %. Bei einer ca. 40 %igen Verringerung des re-

polarisierenden IKs-Stroms war ein geringes Ausmaß der AP-Veränderung zu 

erwarten, denn eine vollständige Blockierung des Kaliumkanals, z. B. durch die 

Chromanole 293B und HMR 1556 oder das Benzodiazepin L-768,673, erhöht die 

APD im Meerschweinchenventrikel um 30-40 % (Bosch et al., 1998; Gögelein et 

al., 2000; Selnick et al., 1997). 

Die Beobachtung einer ventrikulären AP-Verlängerung beim Meerschweinchen 

unterscheidet sich von den Ergebnissen in humanen, endomyokardialen Proben 

von Gauthier et al. (1996) und Leblais et al. (1999). Nach Aktivierung des β3-AR’s 

wurde eine Verkürzung des AP’s um ca. 20 % festgestellt. Dies würde auch den 

Versuchen von Kathöfer et al. (2000), die eine β3-AR-vermittelte Aktivierung des 

humanen IKs-Kanals beschreiben konnten, entsprechen. 
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Es bekräftigt wiederum die Vermutung der Speziesunterschiede in der β3-

adrenergen Modulation von Ionenkanälen. Dabei ist nicht nur IKs betroffen, 

sondern auch weitere depolarisierende Kationen- (ICa,L) und repolarisierende 

Anionenströme (ICL,CFTR), deren verminderter Fluss ebenfalls zu den beobachteten 

Veränderungen des AP’s beitragen kann (Cheng et al., 2001; Leblais et al., 1999). 

 

 

5.3 Mechanismus der β3-AR-vermittelten IKs-Inhibierung 

 

5.3.1 Einfluss der PKA- und PKC-abhängigen Signaltransduktion 

Sowohl PKA- als auch PKC-abhängige Phosphorylierungen spezifischer AS-Reste 

im IKs-Kanalprotein führen zu einer signifikanten Stromerhöhung (Kurokawa et al., 

2001). Wie in den Versuchen von Yazawa & Kameyama (1990) und Washizka et 

al. (1997) mit Acetylcholin bzw. Endothelin-1 gezeigt wurde, könnte auch eine β3-

adrenerge Stimulation antagonistisch in die PKA- oder PKC-Signalwege 

eingreifen. Die Ergebnisse der Kapitel 4.6.1 und 4.6.2 lassen jedoch nur, wenn 

überhaupt, eine schwache Beeinflussung der beiden Systeme annehmen. Im 

Gegensatz zu einer Aktivierung der M-Cholino- oder ETA-Rezeptoren, die lediglich 

eine Inhibierung des adrenerg erhöhten IKs-Strom verursachten, war die Strom-

verringerung durch BRL 37344 sowohl im basalen als auch im stimulierten 

Zustand der Zelle (Forskolin, 8-CPT-cAMP) im Rahmen der Messgenauigkeit in 

etwa gleichem Maße gegeben. 

Die Inhibierung der PKA oder PKC hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die Wirkung 

des β3-Agonisten BRL 37344. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass der β3-AR 

eine β1-AR-unabhängige Signalkaskade auszulösen vermag. 

Eine wichtige Veränderung in der Charakteristik der β3-AR-Modulation von IKs 

zeigte sich in den Zeitverläufen der Stromreduktion nach Forskolin- oder cAMP-

Stimulation (Abbildungen 4.24 und 4.26). Unter diesen Bedingungen war der 

ursprüngliche, biphasische Verlauf der BRL 37344-induzierten IKs-Stromver-

ringerung nicht mehr erkennbar. 
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Im Vergleich zu den Experimenten mit dem nichtstimulierten Grundstrom wurde 

nun ein langsamer, kontinuierlicher Abfall der Step-Stromamplituden über 5-8 

Minuten beobachtet. Denkbar wäre, dass nach bereits vorhandener Aktivierung 

des Gs/cAMP-Systems nur noch ein (Gi-Protein-abhängiger) Signalweg funktionell 

mit dem β3-AR gekoppelt ist.  
 

 

5.3.2 Einfluss von NO 

Eine in der Literatur beschriebene β3-AR-Signalweiterleitung im Herz-Kreislauf-

system unterschiedlicher Spezies ist der NO/cGMP-Weg (Donckier et al., 2001; 

Gauthier et al., 1998; Kitamura et al., 2000; Pott et al., 2003; Varghese et al., 

2000). Das durch NO-Synthasen gebildete Stickstoffmonoxid bzw. EDRF 

(Endothelium Derived Relaxing Factor, aus dem Gefäßendothel freigesetztes NO) 

und die daraus resultierende Erhöhung der cGMP-Konzentration erniedrigen 

[Ca2+]i und hemmen ICa (Balligand et al., 1993; Kelly et al., 1996). 

Versuche mit den beiden NO-Synthaseinhibitoren L-NAME und L-NMMA zeigten 

keinen Einfluss auf die β3-adrenerge IKs-Hemmung. Der β3-Agonist BRL 37344 

zeigte trotz Inhibierung des Second Messengers NO vergleichbare Verringerun-

gen der IKs-Stromamplituden. Eine Beteiligung der NO/cGMP-nachgeschalteten 

Proteinkinase G scheint somit nicht in Betracht zu kommen.  

Im Gegensatz dazu wurde in einer neueren Studie ein stimulierender Effekt von 

cGMP und PKG auf den Delayed Rectifier IKs im Meerschweinchenherz beschrie-

ben (Shimizu et al., 2002). 
 
 

5.3.3 Einfluss von Protein-Tyrosinkinasen 

Die Versuche mit Genistein und Lavendustin A wiesen auf eine Beteiligung eines 

PTK-abhängigen Signalweges an der β3-adrenergen Modulation des IKs-

Kaliumkanals hin. Da der Effekt des β3-Agonisten BRL 37344 auch mit PP2, 

einem selektiveren PTK-Inhibitor (Hanke et al., 1996), unterdrückt wurde, scheint 

die nichtrezeptorgebundene, zelluläre Src-Kinase ein „Effektor“ des β3-AR’s zu 

sein. 
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Eine β3-adrenerge Kopplung dieser Tyrosinkinase wurde bislang nur in Adipozyten 

beschrieben (Cao et al., 2000; Lindquist et al., 2000). Sie kam durch direkte 

Interaktion von Prolin-reichen Strukturen in der dritten, intrazellulären Domäne (i3) 

bzw. im Carboxy-Terminus des β3-AR-Proteines (siehe Abbildung 1.8 in Kapitel 

1.4.1) und der SH3-Domäne der Src-Kinase zustande. 

Die Aktivierung der Src-Kinase durch heptahelikale G-Protein-gekoppelte Rezep-

toren, z. B. β1/2/3-AR, Ach-R., AT1/2-R., Endothelin-R., Thrombin-R. usw., kann 

sowohl G-Protein-abhängig (Gs,α und Gi,α) als auch direkt erfolgen (Hall et al., 

1999; Ma et al., 2000). 

Die Weiterleitung des Signals nach Aktivierung der Tyrosinkinase bzw. die funk-

tionelle Verbindung zwischen der Src-Kinase und dem IKs-Kanal ist ebenso noch 

unklar. Wie bei verschiedenen elektrophysiologischen Studien für Kv1.5 und 

HERG beobachtet wurde (Cayabyab & Schlichter, 2000; Gamper et al., 2003; 

Holmes et al., 1996; Mason et al., 2002), ist auch eine direkte Tyrosin-

phosphorylierung des IKs-Proteins potentiell möglich. Kaliumkanäle können einen 

engen Komplex mit spezifischen Proteinkinasen und/oder Phosphatasen bilden 

(Jonas & Kaczmarek, 1996). Ein „makromolekularer Signalkomplex“ (PKA, 

Protein-Phosphatase 1, Ankerprotein (yotiao) und hKCNQ1) wurde beispielsweise 

von Marx et al. (2002) in der β1-adrenergen Stimulation des humanen IKs 

beschrieben (siehe auch Kapitel 5.1).  

Eine andere Möglichkeit der Wirkung der Src-Kinase auf IKs besteht in der 

Signalübertragung auf weitere Proteinkinasen, z. B. Phospholipase C, MAP-

Kinasen, PI-3-Kinase usw. (Thomas & Brugge, 1997). Ein Beispiel dafür ist die 

Src-vermittelte Signalkaskade zur Zellproliferation und -differenzierung. Dabei 

werden verschiedene Typen von mitogenaktivierten Proteinkinasen (MAP-

Kinasen) phosphoryliert (van Biesen et al., 1996). Ferner konnte in kultivierten 

glatten Gefäßmuskelzellen nachgewiesen werden, dass nach Auslösen eines 

Angiotensin-II-Signalweges die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI-3-Kinase) der 

Src-Kinase als Second Messenger nachgeschaltet ist und dadurch Ca2+-Kanäle 

aktiviert werden (Seki et al., 1999). 
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Abbildung 5.2 stellt abschließend die mögliche Interaktion des kardialen β3-AR-

Src-Systems mit dem Delayed Rectifier IKs dar.  

 

 

 
 

Abbildung 5.2:   Möglichkeiten der β3-adrenergen Modulation von IKs 
Die Inhibierung der IKs-Stromamplituden (KCNQ1/KCNE1-Kanal) durch Aktivierung des β3-

AR’s ist abhängig von einer Src-Tyrosinkinase. Sowohl die genaue Interaktion des Enzyms 

mit dem β3-AR als auch die folgenden Phosphorylierungsschritte sind noch nicht aufgeklärt. 



Diskussion 

 

109 
 

5.4 Schlussfolgerung und klinische Relevanz 
 
Die Ergebnisse der Patch-Clamp-Untersuchungen des Delayed Rectifier-IKs-

Stroms in ventrikulären Myozyten des Meerschweinchens ergaben erstmalig eine 

funktionelle Interaktion zwischen dem β3-adrenergen Rezeptor und einem kardia-

len Kaliumkanal in nativem Gewebe. 

Die Stimulation des β3-AR’s durch Katecholamine (Noradrenalin, Isoproterenol), 

bei gleichzeitiger Hemmung der β1- und β2-AR, oder durch spezifische β3-

Agonisten (BRL 37344, CL 316,243) hatte einen inhibierenden Effekt auf IKs. Dies 

ist dem in dieser Arbeit ebenfalls dargestellten IKs-stimulierenden β1-adrenergen 

System (β-Agonist → AC↑ → cAMP↑ → PKA) entgegengesetzt und äußert sich in 

einer schwachen Verlängerung des ventrikulären AP’s. 

Die β3-adrenerge Wirkung könnte als „kardialer Rückkopplungsmechanismus“ 

aufgefasst werden, der zur Aufrechterhaltung einer normalen Herzkontraktion und 

Hämodynamik beiträgt. Durch den IKs-hemmenden Einfluss des β3-AR’s würde 

somit auch eine adrenerge Überstimulation des IKs-K+-Stroms in „Stresssituatio-

nen“ oder bei erhöhter physischer Aktivität vermieden werden. 

Ferner ergibt sich aus den vorliegenden Daten eine pathophysiologische Rele-

vanz. Zhang et al. beobachteten kürzlich in kultivierten Kardiomyozyten des Meer-

schweinchens nach lang anhaltender adrenerger Stimulation mit Isoproterenol 

eine ca. 30%ige Reduktion der IKs-Stromamplituden (Zhang et al., 2002). In 

anderen Studien konnte nachgewiesen werden, dass die chronische Aktivierung 

des β1-AR’s − eine Ursache der Entstehung der kardialen Hypertrophie und 

Herzinsuffizienz − zu einer „Down-Regulation“ des IKs-Stroms führt (Li et al., 2002; 

Tsuji et al., 2000; Xu et al., 2001). Der Grund für die IKs-Inhibierung bei den oben 

genannten Herzerkrankungen könnte ein stärkerer Einfluss des β3-AR’s sein, da 

dieser Rezeptor im Gegensatz zum β1-AR keiner Desensitivierung unterliegt (Post 

et al., 1999). Eine Erhöhung der Expressionsdichte und Funktion des β3-AR’s 

wurde bereits im insuffizienten Herzen des Hundes und des Menschen gezeigt 

(Cheng et al., 2001; Moniotte et al., 2001).  
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Die Gabe von β-Blockern, die eine β3-antagonistische Affinität aufweisen, z. B. 

Metoprolol oder Carvedilol (Schnabel et al., 2000), könnte somit durch Verhinde-

rung dieser IKs-bedingten AP-Verlängerung zur Vebesserung der Symptomatik bei 

chronischer Herzinsuffizienz beitragen. Da der β3-AR negativ inotrope Effekte am 

Herzen auszulösen vermag, führt die β3-antagonistische Komponente der Sub-

stanzen auch zu einer gleichzeitigen Stärkung der linksventrikulären Pump-

funktion. 

Unsere Untersuchungen über einen β3-adrenergen Einfluss auf einen Ionenkanal 

im Säugetierherzen gibt schliesslich wichtige Hinweise auf mögliche (kardiale) 

Nebenwirkungen der in der Entwicklung stehenden lipolytischen bzw. antidiabeti-

schen β3-Agonisten aufgrund der breiten Gewebsverteilung von IKs und seiner 

noch nicht vollständig bekannten physiologischen Funktionen in verschiedenen 

Organen. 
 

Als denkbare Signalweiterleitung einer β3-adrenergen Aktivierung wurde die Src-

Kinase definiert. Diese Familie von zytosolischen, nichtrezeptorgebundenen 

Tyrosinkinasen spielt eine wesentliche Rolle in der Regulation lebenswichtiger 

zellulärer Signalprozesse, z. B. in der Kontrolle des Zellzyklus, der Zellproliferation 

und -differenzierung sowie bei der Aktivierung der T- und B-Lymphozyten. Die 

spezifische Funktion der Src-Kinase innerhalb G-Protein-gekoppelter Signaltrans-

duktionswege ist jedoch noch weitgehend unbekannt. 

Dass der Effekt auf den Kaliumstrom unabhängig von stimulierenden PKA (β1-

adrenerg)- und PKC (α-adrenerg)-Systemen erfolgte, gibt wiederum einen Hinweis 

auf die „Gegenspielerfunktion“ des β3-AR’s im Säugetierherzen. 
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6 Zusammenfassung 

 

Die langsam aktivierende Komponente des Delayed Rectifier-Kaliumstroms IKs 

trägt entscheidend zur Repolarisation des kardialen Aktionspotentials bei. 

Charakteristisch für diesen Strom ist seine ausgeprägte Aktivierung durch das 

sympathische Nervensystem. Nach β-adrenerger Stimulation und Auslösung der 

cAMP-abhängigen Signalkaskade wird ein deutlicher Anstieg der IKs-Stromamplitu-

den beobachtet. 

Die Rolle des 1989 erstmals klonierten und in zahlreichen Geweben (Herz, Fett-

gewebe, Gastrointestinaltrakt, Bronchialsystem) identifizierten β3-adrenergen 

Rezeptors (β3-AR) bei der Regulation des IKs-Stroms in Kardiomyozyten ist bisher 

ungeklärt. 
 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des β3-AR’s und dessen Signal-

transduktionswege auf IKs mit Hilfe elektrophysiologischer Untersuchungs-

methoden in Herzmuskelzellen des Meerschweinchens charakterisiert. Hierzu 

wurden zunächst ventrikuläre Myokardzellen über eine Collagenasebehandlung 

an der Langendorff-Apparatur gewonnen. Ionenströme und Aktionspotentiale der 

isolierten Zellen wurden mittels der Patch-Clamp-Technik aufgezeichnet. 
 

Wie in früheren Studien beschrieben, führte die Aktivierung des β1-adrenergen 

Signalwegs mit Isoproterenol, Forskolin und 8-CPT-cAMP zur Steigerung der 

aktivierenden Step- und deaktivierenden Tail-Stromkomponenten von IKs. 
 

Nach selektiver Inhibierung der β1- und β2-AR führte hingegen die Aktivierung des 

β3-AR’s durch die Katecholamine Isoproterenol und Noradrenalin zu einer signifi-

kanten Verringerung des IKs-Kaliumstroms. 

Die β3-Agonisten BRL 37344 und CL 316,243 zeigten ebenfalls eine kon-

zentrationsabhängige IKs-Inhibierung. Die Wirkung der beiden Substanzen war 

charakteristischerweise noch in sehr niedrigen Konzentrationen nachweisbar (IC50: 

5 nmol/l bzw. 32 nmol/l). 
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Eine deutliche Verringerung des hemmenden Effektes von BRL 37344 löste der 

β1,2,3-Antagonist Bupranolol aus. Bei 100 nmol/l BRL 37344 waren die Strom-

veränderungen von IKs nahezu aufgehoben. 

Die β3-AR-vermittelte Stromreduktion war durch einen biphasischen Verlauf, mit 

einem schnellen und starken Beginn innerhalb von 2 Minuten und einer Ab-

schwächung der Wirkung in den folgenden 5-8 Minuten gekennzeichnet. Dies 

lässt entweder eine Desensitivierung des Effektes oder die Beeinflussung zweier 

unabhängiger Signalkaskaden vermuten. 

Bei der Analyse der spannungsabhängigen Aktivierung des IKs-Stroms wurde 

deutlich, dass die Verschiebung der Aktivierung zu positiven Potentialen zur Re-

duktion der Stromamplituden beiträgt. Zudem wurde eine 8-10fache Beschleuni-

gung der Strom-Aktivierung festgestellt. 
 

Ferner führte die Hemmung des repolarisierenden Kaliumstroms IKs durch 1 µmol/l 

BRL 37344 zu einer durchschnittlichen Verlängerung der APD um ca. 10 %. 
 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein möglicher Signalweg des β3-AR’s aufgezeigt. 

Im Gegensatz zu der β1- oder α-adrenergen Modulation des IKs-Stroms war die 

BRL 37344-induzierte Stromreduktion PKA- und PKC-unabhängig. Eine voll-

ständige Blockade des Effektes wurde mit der Substanz PP2 erreicht, was auf 

einen Src-Tyrosinkinase-abhängigen Signaltransduktionsweg hinweist. 
 

Eine genauere Analyse der nachfolgenden Phosphorylierungsschritte erfolgte im 

Rahmen dieser Arbeit nicht. Somit wäre als Mechanismus der β3-adrenergen IKs-

Strominhibierung auch eine direkte Tyrosinphosphorylierung des Kanals möglich. 
 

Die hier präsentierten Ergebnisse zeigen erstmals eine funktionelle Interaktion 

zwischen dem β3-adrenergen Rezeptor und einem kardialen Kaliumkanal. Offen-

sichtlich kommt diesem Rezeptorsubtyp eine Rolle als Gegenspieler der β1-

adrenergen Stimulation im Säugetierherzen zu, die gerade in pathophysiologi-

schen Zuständen, z. B. bei Herzinsuffizienz oder Arrhythmien, bedeutsam sein 

könnte. Der β3-adrenerge Rezeptor könnte daher bei diesen Erkrankungen einen 

potentiellen therapeutischen Angriffspunkt darstellen. 
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