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3. Einleitung

3. Einleitung
1.1. Das Kolon — Funktion und Morphologie der Epithelzellen

Das Kolon ist der mittlere Abschnitt des Dickdarms der Siugetiere. Es beginnt nach
dem Caecum und geht an seinem Ende in das Rectum tiber. Das Kolon stellt den letzten Teil
des Verdauungssystems dar. Innen ist die Kolonschleimhaut von einem Epithel ausgekleidet,
das eine wichtige Rolle fiir Resorptions- und Sekretionsvorginge in diesem Organ spielt.
Morphologische Untersuchungen lassen mindestens drei verschiedene Zelltypen im
Dickdarmepithel der Sduger unterscheiden. Das sind die eigentlichen Enterozyten (columnar
epithelial cells), die schleimbildenden Becherzellen (mucous oder goblet cells) und die
hormonbildenden chromaftfinen Zellen (Chang, Leblond 1971; Tsubouchi, Leblond 1979;
Rijke et al. 1979) (Abb. 3-1, 3-2, 3-3, 3-4, 3-5). Sie formen Krypten und das
Oberflachenepithel (Abb.3-1).

B

Abb. 3-1: Das Kryptenepithel des Kolons. A.: Aus (Chang, Leblond 1971) B.: Aus
(Specht 1977). A ist ein Foto und B ist ein schematisches Bild einer Krypte. Die Krypte
enthdlt Becherzellen (mit blau dargestellten Vesikeln), chromaffine Zellen (mit griin

dargestellen Vesikeln) und die eigentlichen Enterozyten, deren apikale Membran durch

Mikrovilli (gelb) vergroBert ist.
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3. Einleitung

Abb. 3-2: Becherzellen (mit M markiert, siche Pfeile) in einer Krypte .
Aus (Chang, Leblond 1971)

Becherzellen liegen in den Krypten und im Oberflichenepithel (Abb. 3-2). Sie
synthetisieren sekretorische Mucine wie MUC2 (mucin glycoproteins) und bioaktive
Molekile wie MUC1, MUC3, MUC17 (so genannte epithelial membrane-bound mucins),
TEP (trefoil factor peptides), RELM@ (resistin-like molecule 8) und Fcybp (Fc-y binding
protein) um eine Mucosa schiitzende Schleimschicht (Abb. 3-3) aufzubauen (Kim, Ho 2010).
Die Hauptkomponente von Schleim ist Mucin. Es besteht aus gro3en Glykoproteinen mit
einem hohen Oligosaccharidanteil, woraus eine Gel-dhnliche Struktur resultiert
(Hollingsworth, Swanson 2004; Andrianifahanana et al. 2006). Die Schleimschicht behindert
unter anderem den direkten Kontakt von kommensalen Bakterien, die in hoher Dichte im
Kolonlumen vorkommen, mit den Epithelzellen (Lievin-Le Moal, Servin 2006; Dharmani et

al. 2009) (Abb. 3-3).
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Loosely adherent
mucus layer (450 pm)

Firmly adherent
mucus layer (30 pm)

Glycocalyx (0.5-1.5 pm)

Epithelal cell (20 pm)

Abb. 3-3: Schematische Darstellung der Darmschleimschicht sowie der
Schleimkomponenten MUC2 sowie MUCS3.
Aus (Kim, Ho 2010)
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3. Einleitung

Enterochromaffine Zelle (EC-Zellen) (Portela-Gomes et al. 1984) machen etwa 5 %
der Kolonepithelzellen aus (Kunzelmann, Mall 2002) (Abb. 3-4). Sie produzieren
Peptidhormone und andere Botenstoffe wie Serotonin (Erspamer, Asero 1952; Furubayashi
et al. 1978), dem eine Rolle bei der Regulation der Darmmotilitit (Bilbring, Gershon 1967;

Furubayashi et al. 1978) und des Ionentransports zukommt (Kuramoto et al. 2007).

-
-

Abb. 3-4: Enterochromaffine Zelle (Pfeil) in der Fundusregion einer Krypte.
Aus (Chang, Leblond 1971)

Enterozyten (columnar epithelial cells) (Abb. 3-5) sind Epithelzellen, deren Hohe
mindestens viermal groBer ist als ihre Breite (Kunzelmann, Mall 2002). Sie machen den
grof3ten Teil des Kolonepithels aus und dienen der Resorption und Sekretion von Ionen und

Wasset.
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Abb. 3-5: Enterozyt (Markierung mit CC (mit Rot markiert) fiir columnar cell).
Aus (Schofield, Atkins 1970)

Makroskopisch unterscheidet man am Kolonepithel Krypten und Oberflichenepithel.
Die Epithelzellen in diesen beiden Bereichen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Differenzierung, dem Proliferationsverhalten und auch ihrer funktionellen Eigenschaften
(Rijke et al. 1979; Rousset 1986; Ho 1992; Horster et al. 1994; Hermiston, Gordon 1995). Die
héchste proliferative Aktivitdt findet man in den basalen Bereichen der Krypten. Dort ist
auch die Expression von Differenzierungsmarkern am niedrigsten. Diese Zellen besitzen
eine hohe sekretorische Aktivitit, z.B. in Form einer Chloridsekretion. Dagegen zeigen die
oberflichlichen Epithelzellen eine niedrige Tendenz zur Vermehrung, eine starke Expression
von Differenzierungsmarkern und Lektinen und resorbieren vor allem Ionen und Wasser
(Abb. 3-6) (Ho 1992; Kockerling et al. 1993; Hermiston, Gordon 1995). Wihrend der
Wanderung der bei der Teilung von Stammzellen, die nahe dem Fundus der Krypten gelegen
sind, entstehenden Tochterzellen kommt es also zu einer zunchmenden Differenzierung der
Zellen. Im Oberflichenbereich werden die Zellen dann durch Apoptose abgestof3en (Bleich
et al. 1996; Ecke et al. 1996a; Ecke et al. 1996b) (Abb. 3-0).
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Luminal

] Secretion

Expression

Exfoliation
l\\/ ENaC

DRA
MOR-1
MECCH

Migration

Proliferation

o

Abb. 3-6: Zellulires Modell der Verteilung von Ionentransportern an einer
Kolonkrypte.

Aus (Kunzelmann, Mall 2002)

ENaC: epithelial sodium channel

DRA: downregulated in adenoma

MDR-1: multidrug resistance 1

NKCC1: Na*/K"/2CI cotransporter 1

CFTR: cystic fibrosis transmembrane conductance regulator

Glut: glucose transporter

Der Hauptteil der Resorption organischer Substanzen sowie auch der grofite Teil der
Wasser- und Elektrolytresorption spielt sich im Diinndarm ab. Das Kolon hat aber die
Fihigkeit, Wasser und lonen wie Natrium oder Chlorid aufzunehmen und kann im
Unterschied zum Diinndarmepithel den Darminhalt eindicken (Turnberg 1970). Etwa 90 %
der Fliissigkeit der Faeces, die aus dem Diinndarm in den Dickdarm gelangt, wird im Kolon

resorbiert (Kunzelmann, Mall 2002). Dazu sind die Epithelzellen (insbesondere die
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3. Einleitung

Enterozyten) mit lonentransportern in ihrer apikalen und basolateralen Membran
ausgestattet. Deren Expression unterscheidet sich zwischen proximalen und distalen

Anteilen des Kolons sowie zwischen Oberflichen- und Kryptenepithel (Abb. 3-7).

Proximal Colon Distal Colon
Luminal Luminal
{:: Secretion
| »Absorption
| e |
cr cr D) el
FTA H'f-jl’:‘
cr ——HH
HH
Na*t HE
s ('?U"i. Luminal

Cl
P PL Ak (h

€ I ]Secretion

L |:$ Absorption
Na*
cr

Abb. 3-7: Modelle fiir den Elektrolyt-Transport im proximalen und distalen

. EFTH
Cl

. G
Cl

Kolonepithel.
Aus (Kunzelmann, Mall 2002)
ENaC: epithelial sodium channel

CFTR: cystic fibrosis transmembrane conductance regulator

So gibt es eine elektroneutrale NaCl-Resorption durch parallel geschaltete Na'/H"-
und CI'/HCO -Austauscher in der apikalen Membran sowohl im Obetflichen- wie auch im
Kryptenepithel. Eine elektrogene Resorption von Na' iiber den so genannten ENaC
(epithelial sodium channel) findet man dagegen nur im Oberflichenepithel und im oberen,
also lumennahen Teil der Krypten. Ein zentraler Ionenkanal fir die Sekretion von Chlorid
stellt der CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) in der apikalen
Membran dar. Seine Expression nimmt in der Tiefe der Krypten zu. Transporter und Kanile

ermoglichen den Kolonepithelzellen Wasser und Ionen effizient aufzunehmen bzw. zu
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3. Einleitung

sezernieren.

1.2. Calcium als intrazelluldrer Botenstoff

Calciumionen dienen in der Zelle als Signalmolekiile bei allen bekannten
Lebensformen (Berridge 1997). Calcium steuert — um nur einige zu nennen — verschiedene
Zellfunktionen, zum  Beispiel = Muskelkontraktionen = (Ebashi, Endo  1968),
Informationsverarbeitung im Gehirn (Kawamoto et al. 2012) und Immunreaktionen (Feske
2011). Die Funktion von Calcium als intrazelluldrer Botenstoff fiir erregbare Gewebe wurde
bereits Ende des 19. Jahrhundert erkannt (Ringer 1883) und dann auf nichterregbare
Gewebe ausgedehnt (Brini, Carafoli 2000). So spielt das Ion eine Rolle zum Beispiel bei der
Proliferation von Zellen (El et al. 2010), der Entwicklung und Differenzierung von Zellen
und beim Zelltod (Berridge et al. 2000; Berridge 2004; Flourakis et al. 2010). Dabei kommt es
in der Regel zu Anderungen der intrazelluliren Ca’"-Konzentration, die sich in Raum, Zeit
und Amplitude unterscheiden, so dass ein und derselbe Botenstoff innerhalb einer Zelle
ganz unterschiedliche Prozesse beeinflussen kann (Bootman et al. 2001a). Viele
Zellfunktionen bendétigen deshalb die Verfiigbarkeit von extrazellulirem oder intrazellulirem
Calcium (Douglas, Poisner 1963; Nielsen, Petersen 1972). Es sind Calciumwellen bekannt
(Berridge et al. 1998), die raumlich begrenzt bleiben, und solche, die sich tber die gesamte
Zelle oder sogar zelliibergreifend auf Nachbarzellen ausbreiten. Zeitlich betrachtet kann es
sich um vortibergehende Wellen handeln oder solche, die tiber lingere Perioden bestehen
bleiben (Petersen et al. 1994).

Bei solchen Calciumsignalen kommt es zu einem Anstieg des zytosolischen
Ca’*-Spiegels auf Werte von maximal etwa 10°mol/l, das ist deutlich héher als die basale
zytosolische Calcium-Konzentration in Ruhe mit einem Wert von etwa 10" mol/1 (Tsien et al.
1982; Mikoshiba 2007). Anderungen der zytosolischen Calciumkonzentration als Signal in
einer Zelle mussen schnell und kontrolliert erfolgen, da ein ubermifBiger Anstieg der
intrazelluliren Ca®"-Konzentration toxisch auf eine Zelle wirkt (Rasmussen et al. 1990;
Mikoshiba 2007). Aus diesem Grund besitzen die Zellen Organellen wie das
endoplasmatische (bei Muskeln: sarkoplasmatische) Retikulum (ER/SR) (Stokes,
Wagenknecht 2000; Ong et al. 2007), Mitchondrien (Duchen 1999, 2000) und den
Golgi-Apparat (Zha et al. 1995), die die intrazellulire Ca**-Konzentration kontrollieren. Vor

allem das endoplasmatische Retikulum ist fiir die Speicherung von Ca*" verantwortlich. Die
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3. Einleitung

Aufnahme von Ca’" in diese Organelle erfolgt durch Sarkoplasmatische-endoplasmatische
Retikulum Ca*"-ATPasen (SERCA), die in der Membran des endoplasmatischen Retikulums
lokalisiert sind (Gélébart et al. 2002; Satoh et al. 2011). Beim Golgi-Apparat ibernechmen
diese Funktionen die so genannten secretory pathway calcium ATPasen (SPCA) (van Baelen
et al. 2004). Ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Ruckfithrung des zytosolischen Calciums in
intrazellulire Speicher spielen die Mitochondrien. Mit ihrem in der inneren
Mitochondrienmembran lokalisierten mitochondrialen Calcium-Uniporter (MCU) werden
Calciumionen entlang des elektrochemischen Gradienten aufgenommen (Kirichok et al.
2004; Baughman et al. 2011). AuBBerdem koénnen Calciumionen tiber die Plasmamembran in
den Extrazellulirraum geschleust werden, z.B. iber Na"/Ca*"-Austauscher (NCX) (Palty,
Sekler 2012). Die gleiche Funktion erfiillt eine ATP-verbrauchende Ca**-Pumpe in der
Plasmamembran (plasma membrane Ca*’-ATPase, PMCA) (Cartwright et al. 2011) (Abb.
3-8).

19



3. Einleitung

a Resting
Na',-’l'_'a:‘ oCa . *
exchange  @MNa'
[Ca®], = 1mM channel PRACA ;"}?,\(_MC channel
(]
.'[f '. |
Wl
[Ca™] = 100 nh N
o
. o
% o
o
InsP,R
SERCA o
STIM o~
" “ \/1 r) I]
ER |
D:,) ") o
b InsPy-initiated Cal* signal
C [a]
a " =
Ca’ o o
. ® o . CRA

C
Na*/Ca®* =] channel Tyrosine-kinase-

90 ® .
exchange © Na® . PMCA -<1< linked receptor
channel ol ;
[Ca™], =1mM f £ ) |
[Ca?], = 100 nM pEN
Q

C -
o] 0 =

o -
-
SERCA -
ER 4P
0L ¢

Mature Reviews | Immunology

Abb. 3-8: Verschiedene Calciumtransporter in einer Zelle.

Aus (Scharenberg et al. 2007)

PMCA: plasma membrane calcium ATPase

CRAC channel: Ca*" release-activated Ca** channel

GPCR: G-protein-coupled receptor

STIM: stromal interaction molecule

SERCA: sarcoplasmic-endoplasmic reticulum Ca*'-ATPase

InsP;R: Inositol-1, 4, 5-trisphosphate receptor
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3. Einleitung

Verindern sich allerdings die Natrium- oder Calcium-Gradienten entlang der
Plasmamembran oder auch das Membranpotential, kehrt sich die Transportrichtung des
Na'/Ca*"-Austauschers um und er transportiert Ca®" in die Zelle hinein (Blaustein, Lederer
1999). Neben den erwihnten Pumpen und Kanilen sind auch Ca®*-bindende Proteine
wichtig fir die Calcium-Speicherung (Bauer et al. 2008; Konno et al. 2012). Diejenigen, die
im Lumen des endoplasmatischen Retikulums lokalisiert sind, gehoren zur Calsequestrin-
(Novak, Soukup 2011) und Calreticulin-Familie (Michalak et al. 2009). Sie sind mit zwei
Basisfunktionen im Hinblick auf eine dynamische Calcium-Speicherung ausgestattet: hohe
Bindungskapazitit (25 — 50 mol Ca’*/mol Protein) und niedrige Affinitit (I, im
millimolaren Bereich) (Pozzan et al. 1994). Ein wichtiges zytosolisches Ca*'-bindendes
Protein ist das Calmodulin, welches als Calcium-Sensor agiert und Signale vermittelt (Chin,
Means 2000; Zhang et al. 2012). Dazu kommen die STIM (stromal interacting molecule)
Proteine als Ca’’-bindende Proteine, die in 3.5. (STIM und Orai — intrazellulirer
Calcium-Sensor und speichergesteuerte Kanale) niher beschrieben werden.

Fir die schnelle Erhohung des zytosolischen Calciumspiegels sind ebenfalls mehrere
Mechanismen miteinander verkntipft. Der Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP;) -Signalweg ist
einer der wichtigsten in diesem Zusammenhang. Zum Beispiel kommt es durch Bindung von
Acetylcholin an muscarinerge Rezeptoren vom Typ M; in der basolateralen Membran der
Kolonepithelzellen intrazellulir zu einer Aktivierung einer Phospholipase C, die die Spaltung
von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) in Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP,) und
Diacylglycerol (DAG) katalysiert  (Berridge 1984). IP, bindet darauthin an seinem Rezeptor,
den intrazelluliren IP;-Rezeptor, der auf Calciumspeicherorganellen lokalisiert ist und als

Ca’*-Kanal funktioniert (Streb et al. 1983; Joseph et al. 1984) (Abb.3-9).
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Abb. 3-9: IP,-Signalweg.

Aus: wikipedia.de.

PIP,: Phosphatidylinositol-4, 5-Biphosphat
DAG: Diacylglycerol,

IP;: Inositol-1, 4, 5-Trisphosphat

IP;-Rezeptoren sind Tetramere, die aus homogenen oder heterogenen Untereinheiten
zusammengesetzt sind, welche windmiihlenartig mit einer zentralen Pore angeordnet sind
(Taylor et al. 2004; Mikoshiba 2007). Es sind drei Subtypen bekannt (IP;-Rezeptor 1 bis 3)
(Taylor, Laude 2002), die von drei verschiedenen Genen codiert (Sugiyama et al. 1994) und
gewebespezifisch exprimiert werden (Zhang et al. 2011). Thre Primarstruktur beinhaltet
konstante Regionen und solche, die variabel sind. In diesen Abschnitten sind die regulativen

Dominen des Rezeptors lokalisiert, wie die Ca*'- und die ATP-bindende Region (Abb. 3-10).

22


http://ja.wikipedia.org/wiki/%E3%83%95%E3%82%A1%E3%82%A4%E3%83%AB:PIP2_cleavage_to_IP3_and_DAG.jp

3. Einleitung

(a) (c)

Calmodulin
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Abb. 3-10: Ein Model fiir Aktivierung von IP;-Rezeptoren.
Aus (Taylor et al. 2004)

Die Regulation durch Calciumionen stellt sich biphasisch dar: niedrige
Konzentrationen aktivieren den Rezeptor, hohe hemmen ihn (Patterson et al. 2004). Die
Wirkungsweise von ATP ist dhnlich (Maeda et al. 1991), denn niedrige Konzentrationen
fihren zur Aktivierung des IP;-Rezeptors, millimolare Konzentrationen fihren eine
Hemmung herbei (Bezprozvanny 2005).

Hat eine Ca*"-Freisetzung tiber den IP;-Signalweg stattgefunden, kommt es hiufig zur
Aktivierung der Ryanodinrezeptoren (RyR) und damit zu einer Ca*'-induzierten
Ca’*-Freisetzung (Ca*’-induced Ca* release, CICR) (Leite et al. 2002). Durch diesen
Mechanismus wird das initiale IP,-Signal verstirkt (Vinogradova et al. 2005; Iino 2007). Eine
direkte Aktivierung des Ryanodinrezeptors durch seine physiologischen Agonisten zyklische
Adenosindiphosphoribose  (cADPR) (Galione 1994; Mészaros et al. 1993) und
Arachidonsdure sind ebenfalls méglich (Woolcott et al. 2006). Zudem wurden kiirzlich
Faktoren, die die Funktion der Ryanodinrezeptoren unterstiitzen, gefunden, nimlich
junctophilin und TRIC (trimeric intracellular cation)-Kanile. Sie werden vor allem im
Herzmuskel exprimiert (Yamazaki et al. 2009).

Ein weiterer Rezeptortyp, der in der Membran des endoplasmatischen Retikulums

lokalisiert ist, ist das sphingolipid calcium-mediating protein (SCaMPER). Es ist ein
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Ca’*-Kanal, der von Sphingolipiden aktiviert wird (Kim et al. 1995). SCAMPER hat keine
strukturelle Ahnlichkeit mit dem IP,- oder dem Ryanodinrezeptor und ist mit einem
Molekulargewicht von 20000 Da wesentlich kleiner als diese (Mao et al. 1996). Obwohl es in
sehr vielen Geweben exprimiert wird, ist iiber seine physiologische Funktion nur wenig
bekannt (Cavalli et al. 2003). AuBlerdem kann Nicotinsiureadenindinukleotidphosphat
(NAADP) eine Ca*-Freisetzung auslésen, wobei die Funktion von IP;- und den
Ryanodinrezeptoren geférdert wird (Guse, Lee 2008; Patel et al. 2011).

Eine weitere Quelle, aus der Calciumionen fiir Ca*'-abhingige Signale stammen
konnen, ist der Extrazellulirraum. Auf der Plasmamembran befinden sich eine Reihe von
Kanilen, die alle zum Einstrom von Ca®" aus dem Extrazellulirraum in das Zytoplasma
beitragen. Die speichergesteuerten Calciumkanile (store-operated Ca®* channels, SOCCs
oder SOCE channels) &ffnen sich, wenn die Ca*’-Konzentration im endoplasmatischen
Retikulum sinkt (Parekh, Putney 2005). Dieser Mechanismus wird auch als kapazitativer
Ca’"-Einstrom bezeichnet. Zwei Proteine spielen dabei eine zentrale Rolle: STIM und Orai
(Smyth et al. 2010) (siche auch 3.5.). Stromal interacting molecule 1 (STIM1) trigt dabei die
Rolle des Calcium-Sensors im endoplasmatischen Retikulum, wihrend Orail den Ca*"-Kanal
(oder Teile davon) bildet. Neben diesem Rezeptortyp wurde noch ein so genannter NCCE
(non-capacitative calcium entry) beschrieben (Harper et al. 2010). Er ist zum Beispiel an
Blutplittchen bekannt und wird durch Proteinkinase C aktiviert (Rosado, Sage 2000b).
Speichergesteuerte und nichtkapazitative Ca**-Kanile sind nicht simultan aktiv; der zuletzt
genannte ist fiir den Ca’’-Eintritt zustindig, wenn der spezifische Stimulus gering ist und
geht dann auf die speichergesteuerten Ca*'-Kanile tiber, sobald der Stimulus stirker und das
endoplasmatische Retikulum entleert wird.

Weiterhin sind rezeptorgesteuerte Calciumkanile (receptor-operated Ca*" channels,
ROCC) in der Plasmamembran von sekretorischen Zellen und Neuronen bekannt (Almirza
etal. 2012). Sie 6ffnen sich, wenn ein externer Ligand bindet, wodurch es zu einem schnellen
Finstrom von Ca*" kommt (Suzuki 1985; Mulryan et al. 2000; McFadzean, Gibson 2002). In
vielen Zellen sind auch mechanisch aktivierte Ca**-Kanile (MOCCs) vorhanden, die sich
Offnen, sobald die Zelle deformiert wird (Tsien, Tsien 1990; Bootman et al. 2001b). In
erregbaren Zellen kommen spannungsabhingige Ca**-Kanile (voltage-gated Ca** channels,
VGCCs) hinzu (Oda et al. 2010). Sie werden aber in Epithelien als nichterregbaren Zellen

nicht gefunden; hier spielen speichergesteuerte Ca®*-Kanile anscheinend die Hauptrolle
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beim Einstrom von Ca*" aus dem Extrazellulirraum.

1.3. Intrazellulire Ca’* - Speicher

Wie oben beschrieben ist Calcium ein wichtiger intrazellulirer Botenstoff, aber
gleichzeitig ist es ein Zellgift (Rasmussen et al. 1990; Mikoshiba 2007). Deshalb besitzen
Zellen intrazellulire Ca®*-Speicher wie den Golgi-Apparat, die Mitochondrien oder das
endoplasmatische Retikulum.

Der Golgi-Apparat wurde im Jahr 1898 von dem Physiologen Camillo Golgi entdeckt
(Fabene, Bentivoglio 1998). Der Golgi-Apparat (Abb. 3-11) besteht aus vier bis sechs
membranumschlossenen, meist flachen Hohlrdumen, die als Zisternen bezeichnet werden.
In der Regel bilden je drei bis acht, selten bis zu 30 dieser Zisternen einen Stapel mit
durchschnittlich 1 pm Durchmesser, der als Dictyosom bezeichnet wird. Je nach Zelltyp
enthdlt der Golgi-Apparat ein bis mehrere Hundert Dictyosomen. Der Golgi-Apparat
befindet sich meist nahe dem Zellkern und dem Zentrosom, was durch Mikrotubuli
gewahrleistet wird. Die relative Ausdehnung des Golgi-Apparates in der Zelle hingt eng mit

ithrer Aktivitit und Funktion zusammen und kann innerhalb einer Zelle temporir variieren.
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Abb. 3-11: Golgi-Apparat.
Aus http://micro.magnet.fsu.edu/cells/golgi/golgiapparatus.html

Am Golgi-Apparat lisst sich eine eindeutige Polarisierung feststellen. Er hat drei
Seiten namlich Cis, Medial und Trans (Dunphy, Rothman 1985) (siche auch Abb. 3-11, 3-12).
Die Seite, die dem endoplasmatischen Retikulum zugewandt ist und abgeschniirte Vesikel
von diesem empfingt, welche mit dem Hillprotein COP II (coat protein complex II) besetzt
sind, nennt sich cis-Golgi-Netzwerk (CGN) (Nakano, Luini 2010), sie ist konvex. Ebenfalls
koénnen Vesikel vom cis-Golgi-Netzwerk zum endoplasmatischen Retikulum abgegeben
werden, hierfiir werden die Vesikel mit einem anderen Hillprotein (COP I) versehen (Glick,
Malhotra 1998). Die Secite, die dem endoplasmatischen Retikulum ab- und cher der
Plasmamembran zugewandt ist, wird als trans-Golgi-Netzwerk (TGN) (Nakano, Luini 2010)
bezeichnet, sie ist konkav geformt. Hier werden so genannte Golgi-Vesikel abgeschniirt

(Glick, Malhotra 1998) (Abb. 3-12).
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Abb. 3-12: Modell des vesikuliren Transports zwischen endoplasmatischem
Retikulum (ER) und Golgi-Apparat.

Aus (Nakano, Luini 2010)

COP: coat protein complex

CGN: cis-Golgi-Netzwerk

TGN: trans-Golgi-Netzwerk.

Neben der Synthese und der Modifizierung von Elementen der Plasmamembran oder
der Bildung von lysosomalen Proteinen hat der Golgi-Apparat noch eine weitere wichtige
Funktion: er dient als Ca*-Speicher (He, Hu 2012). Der Golgi-Apparat ist ein
Agonist-sensibler intrazellulirer Calcium-Speicher (van Baelen et al. 2004). Er kann etwa 5 %
des gesamten von einer Zelle gespeicherten Ca** enthalten (Chandra et al. 1991). Zur

Aufnahme von Ca®" aus dem Zytosol besitzt er SERCA- und SPCA-Pumpen (Wuytack et al.

27


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S095506741000066

3. Einleitung

2003). Beide Transportenzyme unterscheiden sich pharmakologisch: SERCAs werden durch
Thapsigargin gehemmt, SPCA nicht (Vanoevelen et al. 2004).

Der Golgi-Apparat, der basal eine Calciumionenkonzentration von etwa 0,3 mmol/1
aufweist, kann genau wie auch das endoplasmatische Retikulum Ca*" nach Stimulation einer
Zelle freisetzen (Pinton et al. 1998). Dazu ist er mit IP,-Rezeptoren ausgestattet (Lin et al.
1999).

Obwohl der Golgi-Apparat dhnlich wie das endoplasmatische Retikulum
Ca®*-Pumpen besitzt, ist seine Bedeutung fiir die Absenkung des zytosolischen Ca*"-Spiegels
nach einer Stimulation einer Zelle geringer als die des endoplasmatischen Retikulums, da die
Ca’*-Aufnahme in den Golgi-Apparat schneller inaktiviert (Missiaen et al. 2004). Wihrend
die Teile des Golgi-Apparats, die mit SERCAs ausgestattet sind, sowohl als Ca**-Speicher wie
auch als Ca*'-freisetzende Organellen wihrend des Ca**-Signalings dienen, geht man davon
aus, dass die Teile des Golgi-Apparats, in denen es SPCA gibt (das sind die Golgi-Stacks,
TGN und sekretorische Vesikel), nur als Ca®*-Speicher fungieren (Missiaen et al. 2004;
Vanoevelen et al. 2004).

Der zweite Typ von Organellen, der an der intrazelluliren Kontrolle der
Ca’*-Konzentration beteiligt ist, sind die Mitochondrien. Thre Hauptaufgabe besteht in der
Bereitstellung ~ energiereicher ~ Molekiile,  nidmlich  von  Adenosintriphosphat.
Dementsprechend befinden sich besonders viele Mitochondrien in Zellen mit hohem
Energieverbrauch. Dariiber hinaus erfiillen sie weitere Funktionen fiir die Zelle wie der
Regulation von CRAC-Kanilen (Calcium-release activated Ca®’ channels), das ist eine
besondere Form von speichergesteuerten Ca**-Kanilen, die von Lymphozyten bekannt sind
(Parekh 2008), oder der Apoptose (Mignotte, Vayssiere 1998). Mitochondrien haben
meistens einen Durchmesser von etwa 0,5 — 1,5um und zeigen sehr unterschiedliche
Formen (Scott, Youle 2010), von Kugeln bis zu komplexen Netzwerken (Peng et al. 2004;
Hallman et al. 2000; Li et al. 2008). Die Hiille der Mitochondrien besteht aus einer dul3eren
und einer inneren Membran (Endo 2008). Beide Membranen unterscheiden sich in ihren
Eigenschaften. Durch diese Membranen entstehen vier unterschiedliche Kompartimente:
Die duflere Membran, der Intermembranraum (der Raum zwischen den beiden Membranen),
die innere Membran (ein Teil formt die Cristae) und die Matrix (der Raum innerhalb der

inneren Membran) (Endo 2008) (siche auch Abb. 3-13).
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Abb. 3-13: Mitochondrien.

Aus http://biology.about.com/od/ cellanatomy/ss/mitochondtia.htm

In der inneren Membran und in der Matrix findet man eine Vielzahl von (beim
Mensch etwa 1500) Proteinen und Enzymen (Taylor et al. 2003) (Abb. 3-13). Sie dienen der
oxidativen Phosphorylierung und der ATP-Synthese (Schwerzmann, Pedersen 1986) sowie
dem Im- und Export von Substanzen iiber die mitochondrialen Membranen (Higgins 1992;
Dean et al. 2001; Palmieri 2004; Wiedemann et al. 2004; Endo 2008) sowie der Fusion und
Spaltung von Mitochondrien (Mihara 2006; Scott, Youle 2010). Im Intermembranraum der
Mitochondrien befindet sich das Enzym Cytochrom C (Yamamoto et al. 2010). Bei einer
Uberladung einer Zelle mit Ca®* 6ffnet sich die so genannte permeability transition pore
(PTP). Sie leitet den Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials (Smaili et al.
2000) und die Cytochrom C-Abgabe ein (Ishida 2004). Folge ist die Einleitung der Apoptose
(Zoratti, Szabo 1995; Ishida 2004).

Mitochondrien konnen aber auch — zumindest voriibergehend — als Calcium-Speicher
funktionieren und tragen damit zur Kontrolle der Calcium-Homoostase der Zelle bei. Sie
wirken wie eine Art Puffer und dimpfen dadurch Schwankungen des zytosolischen
Ca’*-Spiegels (Rossier 2006). Wegen dieser Funktion und auch der physischen und
funktionellen Kuppelung kénnen Mitochondrien gemeinsam mit dem endoplasmatischen
Retikulum die intrazellulire Ca*'-Konzentration kontrollieren (Hajnoczky et al. 2000; Pizzo,

Pozzan 2007). Sie besitzen ndmlich in ihrer Innenmembran den so genannten
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mitochondrialen Ca**-Uniporter (MCU). Er wird hauptsichlich von extramitochondrialem
Ca®" aktiviert (Szabadkai et al. 2006) und durch das mitochondriale Membranpotential
gesteuert (Gravina et al. 2010). Das Calcium wird aus den Mitochondrien durch
Na'-Ca*"-Austauscher oder Ca**-induzierte Ca®-Freisetzung freigesetzt (Ichas et al. 1997;
Poburko et al. 20006).

Die dritte und wahrscheinlich bedeutsamste Zellorganelle, die an der Kontrolle der
zytosolischen Ca”*'-Konzentration beteiligt ist, ist das endoplasmatische Retikulum. Es
besteht aus einem weit verzweigten Membran-Netzwerk aus Rohren, Blischen und
Zisternen, die von einer Membran umgeben werden. Das Membranlabyrinth des
endoplasmatischen Retikulums macht tiber die Hilfte der gesamten Membranmenge in einer
Eukaryontenzelle aus. Diese Membran geht direkt in die Kernhiille des Zellkerns tber, das
heif3t Kernhiille und endoplasmatisches Retikulum stellen ein morphologisches Kontinuum
dar (Chi et al. 2009). Das Lumen des endoplasmatischen Retikulums steht mit dem
Membranzwischenraum der Kernhiille, dem perinuklearen Raum, in Verbindung (siche Abb.
3-14).

Die Struktur des endoplasmatischen Retikulums ist dynamisch und einer steten
Reorganisation unterworfen (Shibata et al. 2006). In tierischen Zellen erfolgt der Auf- und
Umbau des endoplasmatischen Retikulums unter dem dominierenden Einfluss der
Mikrotubuli (Grigoriev et al. 2008; Smyth et al. 2010).

Teile des endoplasmatischen Retikulums, das raue endoplasmatische Retikulum, sind
auf ihren Membranflichen mit Ribosomen besetzt; andere Bereiche sind glatt und
ribosomenfrei (Abb.3-14). Raues und glattes endoplasmatisches Retikulum unterscheiden
sich in ihrer Funktion. Das mit Ribosomen besetzte raue endoplasmatische Retikulum dient
der Proteinbiosynthese und der Membranproduktion (Shibata et al. 2006). Das glatte
endoplasmatische Retikulum spielt eine wichtige Rolle bei mehreren metabolischen
Prozessen. Enzyme des glatten endoplasmatischen Retikulums sind von Bedeutung fir die
Synthese von verschiedenen Lipiden wie Cholesterin (Lange et al. 1999; Maxfield, Wiistner
2002), Phospholipiden (Vance 1990; Lebiedzinska et al. 2009) und Steroiden (Black et al.
2005). Weiterhin spielt das glatte endoplasmatische Retikulum eine wichtige Rolle bei der
Entgiftung mittels Cytochrom P450 (CYP) (Avadhani et al. 2011). AuBlerdem dient es als

Calcium-Speicher.
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Abb. 3-14: Endoplasmatisches Retikulum.

Aus http://www.zum.de/Faecher/Materialien/beck/bs11-53.htm

Im Cytosol betrigt die Konzentration freier Calciumionen in Ruhe nur etwa 100 — 150
nmol/l (also etwa 107 mol/I) (Baba 2011). Im Lumen des endoplasmatischen Retikulums
erreicht die Ca’’-Konzentration millimolare Werte (ca. 10 mol/l). Diese Calciumionen
werden aus dem endoplasmatischen Retikulum freigesetzt, wenn IP;-Rezeptoren auf der
Membran dieser Organelle durch IP; stimuliert werden (Mikoshiba 2007) (Abb. 3-9).
Entleerung dieser Speicher 16st einen so genannten speichergesteuerten Ca’’-Einstrom
(store-operated calcium entry, SOCE) aus dem Extrazellulirraum aus, der das Ziel verfolgt,
lingerfristig die zytosolische Ca’*-Konzentration anzuheben und Ca*" zur Wiederauffiillung

des endoplasmatischen Retikulums tiber die SERCA-Pumpen bereit zu stellen.

1.4. Speichergesteuerter Ca**-Einstrom (SOCE)

Das Konzept des speichergesteuerten Ca**-Einstroms wurde von James W. Putney Jr.
im Jahr 1986 vorgeschlagen (Putney 1986). Die experimentelle Basis fir dieses Modell
lieferte eine Serie von Experimenten an Parotis-Azinuszellen, an denen Putney die
Bezichung zwischen Calcium-Freisetzung aus intrazelluliren Speichern, Ca**-Einstrom und
Calcium-Speicher-Wiederfillung untersuchte (Putney 1977; Putney et al. 1981; Poggioli,
Putney 1982). Diese Experimente deuteten an, dass die Quantitit von Calcium in

Calcium-Speichern das Ausmall des Calcium-Einstroms in nichterregbaren Zellen
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kontrolliert. Urspriinglich wurde dieser Vorgang kapazitativer Ca*'-Einstrom (capacitative
calcium entry) genannt, ein Begriff, der im Laufe der Zeit mehr und mehr durch den
Terminus ,,store-operated calcium entry (SOCE)* ersetzt wurde.

Putney wies bereits im Jahr 1986 dem Botenstoff IP; eine zentrale Rolle bei diesem
Vorgang zu (Putney 1986). Er schreibt dort: “Ca**-mobilization is thus seen as an initial
emptying of the intracellular Ca*" pool by inositol (1,4,5) trisphosphate, followed by rapid
entry of Ca®" into the pool and, in the continued presence of inositol (1,4,5) trisphosphate,
into the cytosol. On withdrawal of agonist, inositol (1,4,5) trisphosphate is then rapidly
degraded, the pathway from the pool to the cytosol is closed, and rapid entry from the
outside continues until the Ca*" content of the pool reaches a level that inactivates Ca*" entry.
This capacitative model allows for Ca®" release and Ca®" entry to be controlled by a single

messenget, inositol (1,4,5) trisphosphate” (Abb. 3-15).
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Abb. 3-15: Urspriingliches Modell des speichergesteurten Ca’*-Einstroms von
Putney in 1986.
Aus (Putney 19806)
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Verschiedene Modellvorstellungen wurden im Laufe der folgenden Jahre entwickelt,
wie die Kopplung zwischen Speicherentleerung und Ca’*-Einstrom iiber die
Plasmamembran erfolgen kénnte (Baba, Kurosaki 2008). Dazu gehéren das Ca® -Einstrom
factor-(CIF)-Modell, das constitutive conformational coupling Modell, das de novo
conformational coupling Modell und das secretion-like coupling Modell (Rosado et al. 2005)
(Abb. 3-16).
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Abb. 3-16: Verschiedene Modelle iiber die Mechanismen des speichergesteuerten
Ca’*-Einstroms. Aus (Rosado et al. 2005). SOCC: store-operated Ca’* channel. CIF:
Ca’*-Einstrom factor. PLC: Phospholipase C. G: G-protein. IP,: Inositol-1, 4

bl

5-trisphosphate.  IP;R: Inositol-1, 4, 5-trisphosphate receptor.
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Der Ca’*-Finstrom factor (CIF) ist als ein Botenstoff beschrieben, der bei
Calcium-Speicher-Entleerung von den Speicherorganellen (Csutora et al. 1999) und/oder bei
einer Abnahme der intrazelluliren freien Ca®>*-Konzentration (Csutora et al. 2006) freigesetzt
werden soll. Es sollte sich um ein kleines polares Molekiil (< 1000 D) (Thomas, Hanley 1995)
handeln, das dann Ca’*-Kanile in der Plasmamembran aktiviert (Randriamampita, Tsien
1993) (Abb. 3-16, A).

Das constitutive conformational coupling Modell hingegen wies dem IP;-Weg eine
zentrale Rolle zu. Es ging davon aus, dass ein Agonist zuerst an einen Rezeptor auf der
Plasmamembran bindet. Folge ist die Aktivierung einer Phospholipase C vermittelt durch ein
G-Protein (Jaconi et al. 1993; Berridge 1995). Die Phospholipase C lisst IP; entstehen
(Berridge 1993), welches Ca’* aus dem endoplasmatischen Retikulum freisetzt. Die
Abnahme des Calciumgehalts innerhalb der Speicherorganellen sollte  eine
Konformationsinderung des IP;-Rezeptors auslésen. Dieser verinderte Rezeptor sollte mit
einem Kationenkanal (aus der Familie der TRP-Kanile) in Wechselwirkung treten, mit der
Folge, dass sich dieser Kanal 6ffnet und einen Ca**-Einstrom in das Zytosol vermittelt. Ein
Signaling-Komplex enthilt in diesem Modell die Phospholipase C, einen TRP-Kanal und
einen IP,-Rezeptor (Adebiyi et al. 2010; Trebak et al. 2003). Ca**-Speicher-Entleerung ist
demnach ein entscheidendes Signal fir die Kanalaktivierung in diesem Modell (Abb. 3-16,
B).

In dem de novo conformational coupling Modell (Abb. 3-16, C) spielt das Zytoskelett
eine zentrale Rolle bei der Kommunikation zwischen den Ca*'-Speicherorganellen und den
speichergesteuerten Ca’’-Kanilen in der Plasmamembran (Rosado et al. 2005). Dieses
Modell wurde verwendet, um die Kopplung zwischen IP;-Rezepotren vom Typ 2 und
hTRPC1-Kanilen (human canonical transient receptor potential 1) zu beschreiben (Rosado
et al. 2000; Rosado, Sage 2000a, 2001). In diesem Prozess spielt das Aktin-Zytoskelett eine
Doppelrolle. Zwar wird Aktin-Polymerisation fur die Aktivation des speichergesteuerten
Ca®"-Einstroms gebraucht. Gleichzeitig fungiert das Aktin-Netzwerk aber auch als ein
negativer Modulator bei der Interaktion zwischen dem endoplasmatischen Retikulum und
der Plasmamembran (Rosado et al. 2000; Ben-Amor et al. 2005).

Die vierte Modellvorstellung zur Beschreibung des speichergesteuerten
Ca’*-Einstroms ist das secretion-like coupling oder vesicle fusion Modell. In diesem Modell

leitet die Ca’’-Speicher-Entleerung die Bindung zwischen Vesikeln, in denen die
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speichergesteurten Ca’*-Kanile enthalten sind, und der Plasmamembran ein (Rosado et al.
2005) (Abb. 3-16, D). Alternativ sollen periphere Anteile des endoplasmatischen Retikulums
nach der Calcium-Speicher-Entleerung zur Plasmamembran translozieren (Bakowski et al.

2001). Diese Bewegung wird von Aktin-Zytoskelett kontrolliert (Bakowski et al. 2001).

1.5. STIM und Orai
— intrazellulirer Ca**-Sensor und speichergesteuerte Kanile

In den letzten Jahren wurden mehrere Schlisselmolekiile, die bei der Interaktion
zwischen Ca’'-Speicherorganellen und Ca*'-permeablen Kanilen in der Plasmamembran
eine Rolle spielen, identifiziert, nimlich die Familie der STIM (stromal interacting molecule)
Proteine, die als Ca*'-Sensoren im endoplasmatischen Retikulum fungieren, und die
Orai-Proteine, die offensichtlich den (oder Teile des) speichergesteuerten Ca**-Kanals in der
Plasmamembran ausmachen (Ubersicht bei Taylor 2006; Hogan et al. 2010; Lee et al. 2010).

STIM wurde urspriinglich als ein Wachstumshemmstoff in Stromazellen aus dem
Knochenmark beschrieben (Parker et al. 1996; Dziadek, Johnstone 2007; Rao et al. 2010). Im
Jahr 2001 wurde ein Isoform des Proteins entdeckt und STIM2 genannt (Williams et al. 2001).
Im Jahr 2005 wurde gezeigt, dass STIM1 beim speichergesteuerten Ca’’-Einstrom eine
entscheidende Rolle spielt (Roos et al. 2005; Liou et al. 2005).

STIM ist ein Protein mit einem einfachen Membrandurchtritt, das in der Membran des
endoplasmatischen Retikulums lokalisiert ist (Liou et al. 2005; Roos et al. 2005; Zhang et al.
2005). Sein N-Terminus befindet sich im Lumen dieser Organelle. Er enthilt ein
endoplasmatisches-Retikulum-Signal-Peptid, eine EF-hand-Domine (Tufty, Kretsinger
1975) und eine SAM-Domane. Sein C-Terminus befindet sich im Zytoplasma und setzt sich
aus zwei Coiled-coil-Dominen, einer Prolin/Serin-reichen Region und einer Lysin-reichen
Region zusammen (Manji et al. 2000; Williams et al. 2001; Williams et al. 2002; Stathopulos et
al. 2008) (Abb. 3-17).
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ER membrane

ER lumen

Abb. 3-17: Dominen von STIM-Proteinen in der Membran des endoplasmatischen
Retikulums (ER)

Aus (Cahalan 2009)

K-tail: lysine-tail

P-rich: proline-rich

Die EF-Hand-Domine (Abb. 3-17) registriert den Abfall des Ca*'-Gehalts im
endoplasmatischen Retikulum, wenn der Calcium-Spiegel in dieser Organelle auf 200 — 500
pmol/1 abfillt (Brini et al. 1999; Fahrner et al. 2009). Die EF-Hand- und die sterile-a-motif
(SAM)-Dominen (EF-SAM) (Abb. 3-17) sind entscheidend zur Regulation der

speichergesteuerten Ca**-Kanile in der Plasmamembran. SAM-Dominen sind als
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Protein-Protein-Interaktionsmotive bekannt. Solche SAM-Dominen findet man in mehr als
1300 Proteinen. Sie kénnen mit anderen SAM-Dominen Dimere oder Oligomere ausbilden
oder kénnen an Nicht-SAM-enthaltende Proteine binden (Dziadek, Johnstone 2007). STIMs
lagern sich in der Tat bei dem Prozess des speichergesteuerten Ca’*-Einstroms zu
Oligomeren zusammen (Malli et al. 2008). Die coiled-coil-Domine (Abb. 3-17) ist ein
strukturelles Motiv in Proteinen, bei dem zwei bis sieben a-Helices eine Spirale formen (Liu
et al. 2006). Diese Domine am C-Terminus von STIM ist essentiell fur die Orail-Aktivation
(Wang et al. 2009; Takahashi et al. 2007). AuBlerdem scheint diese Domine auch fir die
Oligomerbildung von STIM notwendig zu sein (Baba 2011). Eine Lysin-reiche Region und
eine Prolin/Serin-reiche Region (Abb. 3-17) existieren nur in Sdugetier-STIM (Cahalan 2009).
In diesen zwei Regionen kann das Protein phosphoryliert werden (Manji et al. 2000;
Stathopulos, Ikura 2009).

Bei Sdugtieren kennt man zwei Varianten von STIM: STIM1 und STIM2. Zwischen
STIM1 und STIM2 gibt es morphologische und funktionelle Unterschiede (Abb. 3-18, A, B).
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Abb. 3-18: Vergleich der Sequenzen von humanem STIM1 und STIM2.
Aus (Stathopulos, Tkura 2009)

Zwar haben beide Gene groBe Ahnlichkeit (> 60 % Identitit, Frischauf et al. 2008;
Stathopulos, Tkura 2009), aber nach der coiled-coil-Domine und am N-Terminus gibt es
groflere Unterschiede. Zum Beispiel liegen zwei Asparaginreste in der SAM-Domine bei
STIM1 N-glykosyliert vor, bei STIM2 dagegen nur einer (Soboloff et al. 2006; Cai, Cookson
2007). AuBlerdem wird STIM1 sowohl im endoplasmatischen Retikulum als auch in der
Plasmamembran gefunden, STIM2 hingegen nur im endoplasmatischen Retikulum
(Soboloff et al. 2006). Auch funktionelle Unterschiede sind beschrieben. So soll
beispielsweise STIM2 Orail-Kanile sowohl speicherabhingig als auch speicherunabhingig
regulieren (Graham et al. 2011), manchmal scheint sein Beitrag zur Entwicklung des

speichergesteuerten Ca’ -Einstroms nur gering zu sein (Oh-hora et al. 2008; Lu et al. 2009),
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oder es soll basale Zytosol- und Speicher-Calcium-Konzentrationen regulieren (Brandman et
al. 2007; Parvez et al. 2008). Allerdings ist in Neuronen nicht STIM1, sondern STIM2
wesentlich fiir den speichergesteuerten Ca®*-Einstrom (Berna-Erro et al. 2009).

Der Arbeitspartner von STIM-Proteinen in der Plasmamembran ist Orai, das auch
CRACM (Ca*'-release activated Ca*" channel modulator) genannt wird. Orai ist ein Teil des

speichergesteuerten Ca*"-Kanals (Yeromin et al. 2006; Prakriya et al. 2006), genauer gesagt
die porenbildende Untereinheit dieses Kanals (Muik et al. 2012).
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Abb. 3-19: Struktur von drei verschiedenen Orai-Proteinen.

Aus (Frischauf et al. 2008)
R/P-rich: arginine/proline-rich.
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Alle drei bekannten Orai-Proteine (Orail, Orai2 und Orai3) enthalten vier
transmembranire Segmente (Frischauf et al. 2008) (Abb. 3-19). Der N-Terminus von Orai
liegt im Zytosol, lediglich im Falle von Orail enthilt er eine Prolin/Arginin-reiche Region
(Cahalan et al. 2007) (Abb. 3-19). Diese Region vermittelt die Reaktivitit des so genannten
Gates, also des porendffnenden bzw. porenverschlieBenden Kanalteils (Frischauf etal. 2011).
Die Geschwindigkeit dieses Prozesses wird von der zweiten intrazelluliren Schleife des
Proteins kontrolliert (Frischauf et al. 2011) (Abb. 3-18, 21). An threm C-Terminus enthalten
alle drei Orai-Proteine eine mutmalliche coiled-coil-Domine (Abb. 3-19). Die extrazellulire
Schleife von Orail zwischen dem dritten und dem vierten Transmembransegment umfasst
eine N-Glykosylierungsstelle (Cahalan et al. 2007; Prakriya et al. 2006). Dieser scheint aber
keine wesentliche Rolle fir die Funktion des Proteins zuzukommen (Gwack et al. 2007).
Auflerdem bildet Orai3 eine deutlich lingere zweite extrazellulire Schleife als Orail und
Orai2 aus (Frischauf et al. 2008).

Alle Orai-Proteine konnen entweder als Homomer (Vig et al. 20006; Li et al. 2007) (Abb.
3-20, 3-22) oder als Heteromer (Zhang et al. 2008) (Abb. 3-22) vorkommen. Diese
Homomere oder Heteromere funktionieren als Kanalpore von Ca**-Kanilen (Shuttleworth
2009). Vier Orail-Untereinheiten bilden zusammen so genannte CRAC (Ca**-release
activated Ca”" channels)-Kanile (Mignen et al. 2008), wihrend ein Oligomer aus drei Orail-
und zwei Orai3-Untereinheiten ARC- (arachidonate-regulated Ca®")-Kanile (Mignen et al.
2009) entstehen lasst (Abb. 3-22).
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OGIlu O Asp O Ca*

Abb. 3-20: Homomer von Orail.
Aus (Vig et al. 20006)

Der Glutamatrest E106 in der ersten transmembraniren Domine und E190 in der
dritten transmembrandren Domine (Abb. 3-21) tragen zur Ionenselektivitit des Kanals bei.
Beide sind zur Innenseite der Porenregion orientiert. Ein Aspartatrest soll als hoch affine

Ca%—Bindungsstelle wirken. Sie unterstiitzt die Passage der Calciumionen durch den Kanal.
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Abb. 3-21: Struktur von Orail.
Aus (Muik et al. 2012)

Die konservierte Region (violette Linie in Abb. 3-21) nahe dem N-Terminus enthalt
wichtige Aminosduren fiir das Gate des Kanals (K85, R91) und die calciumabhingige
Bindung von Calmodulin (A73, W76, Y80). Die erste transmembranire Domine enthilt die
porenbildenden Anteile und den Selektivititsfilter des Kanals. Die dritte transmembranire
Domine soll einen allosterischen Effekt auf das Gate besitzen. Der C-Terminus umfasst
geladene (E272, E275, E278) und hydrophobe (I1.273, 1.276) Aminosiduren, die
wahrscheinlich Coiled-coil-Dominen bilden und die Kopplung an STIM ermdglichen.
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Orai3

CRAC channel ARC channel

@ G-

Abb. 3-22: CRAC-Kanal und ARC-Kanal.
Aus (Shuttleworth 2012)

A. Basale Struktur von Orail und Orai3. Beide haben vier Transmembrandominen mit
intrazelluliren N- und C-Termini. Orai3 besitzt eine verlingerte extrazellulire Schleife
zwischen der dritten und vierten transmembraniren Domaine.

B. Unterschiede zwischen CRAC-Kanal (Ca’'-release activated Ca®" channel) und
ARC-Kanal (arachidonate-regulated Ca®* channel). Links: Der CRAC-Kanal ist cin
Homotetramer aus Orail (grau) (Vig et al. 2006; Mignen et al. 2008; Ji et al. 2008; Penna et al.
2008; Maruyama et al. 2009). Rechts: der ARC-Kanal wird von einer pentamerischen
Anordnung von drei Orail (grau) und zwei Orai3 (rot) (Park et al. 2009) gebildet. Es gibt
zwei struktuelle Moglichkeiten fiir ARC-Kanile (Park et al. 2009).
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Im Falle der CRAC-Kanile, einer besonderen Form von speichergesteuerten
Ca**-Kanilen, formen vier Orail-Untereinheiten ein Tetramer, wenn die CRAC-Kanile
durch STIM aktiviert werden. Andernfalls liegen sie als Dimer vor (Penna et al. 2008). Der
CRAC-Kanal ist ein hochselektiver Ca’’-Kanal in T-Lymphozyten, Mastzellen und
verschiedenen anderen Zellen. Er reguliert zellulire Prozesse wie Genexpression, Motilitit
und Sekretion von Entziindungsmediatoren (Prakriya 2009). Der ARC-Kanal hingegen ist
zwar auch ein hochselektiver Ca**-Kanal, er besitzt aber eine geringe Einzelkanalleitfihigkeit.
Er wird schon in geringen Konzentrationen durch intrazellulire Arachidonsiure aktiviert
(Shuttleworth 2012). Diese Kanile werden in verschiedene Zellen exprimiert (Mignen,
Shuttleworth 2001; Mignen et al. 2005).

Die Struktur von ARC- und CRAC-Kanilen ist zwar dhnlich, aber ihre Funktion
unterscheidet sich deutlich. Die Offnung von CRAC-Kanilen ist immer eine Reaktion auf
eine  Ca*’-Speicher-Entleerung ~ (McNally, Prakriya 2012) genauer wenn die
Calcium-Konzentrationen in endoplasmatischen Retikulum auf unter 35 — 40 % des
Normalbereichs fallt (Luik et al. 2008). Dabei wird Ca®" aus der EF-Hand-Domine des
STIMTs freigesetzt. Dies leitet die Oligomerisation von STIM1 ein (Stathopulos et al. 2000;
Stathopulos et al. 2008) (Abb. 3-23). Dann folgt die Bewegung von STIM1 in die Néhe der
Plasmamembran. Die dort entstehenden Komplexe aus endoplasmatischen Retikulum und
Plasmamembran formen so genannte Puncta (Liou et al. 2005; Wu et al. 2006) (Abb. 3-23).
STIM1 wirkt in den Puncta mit Orai zusammen. STIM1 leitet dabei die Zusammenlagerung
von Orai-Untereinheiten ein, so dass aktive speichergesteuerte Ca*’-Kanile entstehen

(Yeromin et al. 2006; Vig et al. 2006; Walsh et al. 2010) (Abb. 3-23).
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Abb. 3-23: Ein Modell eines speichergesteuerten Ca’-Kanals auf der Basis des
CRAC-Kanals.

Aus (Stathopulos et al. 2008)

N: N-Terminus

CC1: coiled-coil domain 1

CC2: coiled-coil domain 2

P/S: proline/setine-tich domain

K: lysine-tail

C: C-Terminus

ARC-Kanile hingegen stellen den Hauptweg des Calciumeinstroms in Zellen wihrend
Oszillationen des zytosolischen Ca**-Spiegels dar; sie werden vor allem bei niedrigen
Agonist-Konzentration aktiviert (Shuttleworth 2012). STIM1 als Calcium-Sensor des
endoplasmatischen Retikulums beeinflusst aber auch diesen Kanal. Dies kann entweder

dadurch erfolgen, dass STIM1 selbst durch Arachidonsiure aktiviert wird (Abb. 3-24, A)
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oder nach Rezeptoraktivierung kommt es zur simultanen Bildung von IP; und
Arachidonsiure, die dann auf den ARC-Kanal einwirkt (Abb. 3-24, B). Nur STIM1 in der

Plasmamembran kann dabei mit dem Kanal interagieren (Mignen et al. 2001, 2007).

(A) (B)

AAJ

Ca?t Ca?t

STIMA ARC channel

Abb. 3-24: Moégliche Mechanismen fiir die Regulation von ARC-Kanile durch
STIMI.

Aus (Shuttleworth et al. 2007)
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4. Fragestellung

Die meisten bisherigen Untersuchungen zur Klirung der Rolle von STIM1 beim
Ca’'-Signaling wurden an nichtpolarisierten Zellen wie etwa Lymphozyten (siche z.B. Wu et
al. 2006; Barr et al. 2008) oder nichtkonfluenten HEK293-Zellen (siche Smyth et al. 2007;
Mercer et al. 2006; Wedel et al. 2007) durchgefiihrt. Nur sehr wenige Studien befassten sich
mit STIM1/Orai-Signalwegen an polarisierten Epithelien wie etwa der humanen
Kolonkarzinomzelllinie NCM460, wo STIM1 auch an der Stimulation der cAMP-Bildung
nach Ca”'-Speicherentleerung beteiligt ist (Roy et al. 2010), von IEC-6 Zellen (eine
Kryptenzelllinie von der Ratte), wo STIM1 zur Heilung von Epitheldefekten beitragt (Rao
et al. 2010), oder Pankreasacinuszellen (Petersen, Tepikin 2008; Kim et al. 2009). Da nicht
bekannt ist, ob — und wenn ja, wo — native, polarisierte Epithelzellen STIM- und
Orai-Proteine exprimieren, sollten in der vorliegenden Arbeit folgende Fragen beantwortet

werden:

1. Werden STIM1 und Orail vom Kolonepithel der Ratte exprimiert? Kommen dort
auch andere STIM- (STIM2) und Orai-Isoformen (Orai2 und Orai3) vor?

2. Wo sind STIM1 und Orail in Kolonepithelzellen lokalisiert?

3. Andert sich die Lokalisation von STIM1 nach Calcium-Speicherentleerung? Wenn ja,

welche Mechanismen sind daran beteiligt?

4.  Welche Rolle spielen STIM/Orai-vermittelte Ca2+—Einstromwege in der apikalen bzw.

der basolateralen Membran solcher polarisierten Epithelien?

5. Wie andern sich CaZ+—Signale nach Downregulation von STIM1?
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5.1. Versuchstiere

Fir die Versuche im Rahmen dieses Projekts wurden Wistar-Ratten aus eigener Zucht
des Instituts fir Veterindr-Physiologie und -Biochemie der Justus-Liebig-Universitit GieBen
verwendet. Die Tiere wurden bis vor dem jeweiligen Versuch nach Geschlechtern getrennt in
Kleingruppen im Versuchstierstall des Instituts gehalten. Die Haltung erfolgte in einem
ganzjihrig klimatisierten Raum bei 22,5 °C Raumtemperatur, 50 — 55 % relativer
Luftfeuchtigkeit und 12-Stunden-Hell-Dunkel-Rhythmus. Die Ratten hatten wahrend der
gesamten Zeit Zugang zu Standard-Zucht-Futter und Wasser ad libitum.

Die Ussingkammer- und immunhistochemischen Versuche wurden mit méinnlichen
und weiblichen Ratten mit einem Korpergewicht von 200 bis 250 g durchgefiihrt (Schultheiss
2002).

5.2. Kolontumorepithelzelllinie

Fur die Versuche im Rahmen dieses Projekts wurde die HT29/B26 (human colon
adenocarcinoma grade 11, clone B6) Zelllinie benutzt (freundliche Gabe von Prof. Dr. M.
Fromm, Charité Berlin) (Bojarski et al. 2001). Die Zellen wurden bis vor dem jeweiligen
Versuch in einem Brutschrank (Selutec Teco 10, MS-Laborgerite, Dielheim, Deutschland)
bei 37 °Cin 5 % Kohlendioxid/95 % Luft (Vol/Vol) gelagert. Diese Zellen wurden 1964 aus

einem Kolonkarzinom von einer 44-jahrigen Frau isoliert und etabliert (Chen et al. 1987).

5.3. Gerite

®  Kryostat Leica CM 30508 (Leica Microsystems, Heidelberg, Deutschland)

®  TFluoreszenzmikroskop Eclipse 801 (Nikon, Disseldorf, Deutschland)

®  Konfokales Mikroskop Leica TCS SL (Leica Microsystems, Heidelberg, Deutschland)
®  Computergesteuerte Voltage-Clamp-Anlage (Ing. Biro fiir Mess- und Datentechnik,
Dipl. Ing. K. MuBler, Aachen, Deutschland)

Brutschrank Selutoc Teco 10 (MS-Laborgerite, Dielheim, Deutschland)

Tiefkithltruhe Heraeus HERA freeze (Kendro Laboratory products, Hanau,
Deutschland)
®  Heizplatte MR3003 SD (Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland)
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®  Lichtmikroskop IX 50 (Olympus Optical, Tokyo, Japan)
CCD (charge coupled device)-Kamera (Till Photonics, Martinsried, Deutschland)

®  Rollerpumpe 110SC.G18.CH5B (Ole Dich Instrumentsmakres, Hvidovre,
Dinemark)

®  [amina flow LaminAir LB-48-C (Heraeus, Hanau, Deutschland)
Waage ZF-20-386 (Mettler-Toledo, GieB3en, Deutschland)

5.4. Losungen

5.4.1. Gelatine-Lésungen

Zut Beschichtung der Objekttriger wurde 5 g/1 Gelatine (300 bloom; die Einheit bloom
ist ein Indikator fiir die Festigkeit der erkalteten Form der Gelatine) in Aqua dest. gel6st. Die
Losung wurde unter stindigem Rihren auf 54°C erhitzt (MR3003 SD, Heidolph
Instruments, Schwabach, Deutschland) und 0,05 g/l Chromkaliumsulfat hinzugefiigt. Fur
die Gewebeeinbettung wurden 100 g/1 Speisegelatine in Aqua dest. unter Rihren gelost und
nach 10 min Quellen unter stindigem Rithren auf 37 °C erwirmt. Die fertige Lésung wurde

vor Gebrauch filtriert.

5.4.2. Phosphatpuffer
Fur die immunhistochemischen Experimente wurde ein 100 mmol/1 Phosphatpuffer,

der folgende Substanzen enthielt, verwendet (Tabelle 5-1).

Fir 51 Aqua dest.

Substanz Quantitit (g) Konzentration (mmol/1)
NaH,PO,-H,0 13,8 20
Na,HPO, 12H,0 1433 80

Tabelle 5-1: Zusammensetzung des Phosphatpuffers

Der pH-Wert wurde mit NaOH und HCI ohne Begasung auf 7,4 eingestellt.
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5.4.3. Phosphate-buffered saline (PBS)

Fur die immunhistochemischen Expetimente an HT29/B6-Zellen wurde eine
Phosphat-gepufferte Salzlosung (phosphate-buffered saline, PBS) verwendet. Eine Tablette
phosphate-buffered saline (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) wurde in 200 ml Aqua bidest.
gelost. Die Losung enthielt folgende Substanzen (Tabelle 5-2).

Fir 11 Aqua bidest.

.. Konzentration
Substanz Quantitit (g) (ol
KH,PO, 0,2 48
Na,HPO,-12H,0 2,90 72
KCI 0,2 27
NaCl 8 137

Tabelle 5-2: Zusammensetzung der Phosphat-gepufferten Salzlésung (PBS)

Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt. Diese Losung ist im Kihlschrank lang haltbar.

5.4.4. PBS-T (PBS mit Triton X-100)

Triton X-100 ist ein nichtionisches Tensid, das eine hydrophile
Polyethylenoxid-Gruppe und eine lipophile Hydrocarbon-Gruppe trigt (Abb. 5-1). Es wird
verwendet, um die Permeabilitit von Zellen zu erhéhen. Fur die Herstellung von PBS-T

wurde 0,5 ml Triton X-100 in 11 PBS gel6st.

Triton X-100

Abb. 5-1: Strukturformel von Triton X-100

50


http://en.wikipedia.org/wiki/File:Triton_X-100.pn

5. Material

5.4.5. Paraformaldehyd-Loésung (PFA, 4 %)

Um das Kolongewebe der Ratte zu fixieren, wurde eine 40 g/l
Paraformaldehyd-Losung hergestellt. Alle Arbeitsschritte hierfiir wurden unter dem Abzug
durchgefiihrt. Es wurden 4 g Paraformaldehyd (PFA) in 100 ml Phosphatbuffer unter
standigem Rithren bei 55 °C gel6st. Nachdem die Losung aufgeklart war, wurde sie filtriert,
um eventuelle Rickstinde zu entfernen. Die Fixationslésung wurde lichtgeschiitzt bei +4°C
aufbewahrt und konnte so 2 Wochen lang verwendet werden. Auch die HT29/B6-Zellen
wurden mittels 4% (Gew/Vol) Paraformaldehyd fixiert, allerdings wurde das Fixans dafiir in

PBS gelost.

5.4.6. Blocking-Lésung
Zum Abblocken unspezifischer Bindungsstellen an den Gewebeschnitten wurde eine

Blocking-Losung hergestellt. Diese enthielt folgende Substanzen (Tabelle 5-3).

Fir 1 1 Phosphatpuffer

Substanz Quantitit
Triton X-100 2 ml
BSA (bovines Serumalbumin) 30¢g
NGS (normal goat serum) 100 ml

Tabelle 5-3: Zusammensetzung der Blocking-Lésung

Fur die Versuche mit den HT29/B6-Zellen wurde als Blocking-Lésung 10 ml NGS

(Ziegenserum) mit 90 ml PBS-T vermischt.

51



5. Material

5.4.7. Parsons-Lésung
Fiir die Inkubation der Gewebe wihrend der Ca*'-Speicher-Entleerung wurde fiir die

Kontrollgewebe eine Losung (Parsons, Paterson 1965) mit folgender Zusammensetzung

verwendet (Tabelle 5-4).

Fir 1 1 Aqua dest.

Substanz Quantitit Konzentration
(mmol/1)
NaCl 0,253 g 107
NaHCO, 2,100 g 25
Na,HPO,-12H,O | 0,645 ¢ 1,8
NaH,PO,-H,O 0,028 g 0,2
KCI 0,336 ¢ 4.5
Glukose 2,198 ¢ 12,2
CaCl, 1 ml aus einem 1,25 M CaCl,-Stamm 1,25
MgSO, 1 ml aus einem 1,25 M MgSO,-Stamm 1,0

Tabelle 5-4: Zusammensetzung der Parsons-Losung

Der pH-Wert der Losung wurde mit NaOH und HCI unter Begasung mit Carbogen
(5 % Kohlendioxid, 95 % Sauerstoff; Vol/Vol) auf 7,4 eingestellt. Mit diesem Gasgemisch
wurde die Pufferlésung dann auch kontinuierlich wihrend der Versuche begast. Zur
Inkubation der Gewebe, bei denen eine Ca*'-Speicher-Entleerung induziert werden sollte,

wurde das CaCl, in dieser Losung weggelassen.

5.4.8. Tyrode-Losung

Fir die Ussingkammer-Versuche und die Imaging-Experimente wurde eine
bicarbonatfreie ~ mit HEPES  (N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N'-2-ethansulfonsiure)
gepufferte Tyrode-Losung verwendet. Die Losung enthielt folgende Substanzen (Tabelle
5-5).
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Fir 11 Aqua dest.

Konzentration
Substanz Quantitit
(mmol/1)

NaCl 8,182 ¢ 140

HEPES 2,383 ¢ 10

Glukose 2,169 g 12,2

KCI 0,403 g 5,4

Ca(l, 1 ml aus dem 1,25 M CaCl,-Stamm 1,25

MgCl, 1 ml aus dem 1 M MgCl,-Stamm 1

Tabelle 5-5: Zusammensetzung der Tyrode-Lésung

Diese Losung wurde mit NaOH/HCI ohne Begasung auf einen pH-Wert von 7.4
eingestellt. Fiir die Ca®*-Speicher-Entleerung wurde eine modifizierte Tyrode-Losung

genutzt, bei der kein CaCl, zugegeben wurde.

5.4.9. Zellkulturmedien

- Ready mix RPMI mit Penicillin-Streptomycin

Fur die Zellkultur der HT29/B6-Zellen wurde RPMI 1640 Ready Mix mit 10 % FBS
Gold und L-Glutamin (PAA, Colbe, Deutschland) verwendet. Um eine bakterielle
Besiedlung zu vermeiden, wurde 1 % (Vol/Vol) einer Antibiotika-Stammldsung aus
Penicillin (10,000 E) und Streptomycin (10,000 pg/ml) (PAA, Colbe, Deutschland) dem

Medium zugesetzt.

- Hank’s BSS
Um Zellen zu waschen, wurde Hank’s BBS (balanced salt solution; PAA, Célbe,

Deutschland) verwendet (Hanks, Wallace 1949). Diese Losung enthielt folgende Substanzen
(Tabelle 5-6).
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Fir 1 1 Aqua dest.

. Konzentration
Substanz Quantitit (g) (ol

NaCl 8 137
KCl1 0,4 5.4

Ca(Cl, 0,14 1,26
MgSO,-7TH,0O 0,2 0.81
Na,HPO,-2H,0O 0,06 0,33
KH,PO, 0,06 0,44
Glukose 1 56

NaHCO, 0,35 417

Tabelle 5-6: Zusammensetzung der Hank’s BSS -Lésung

- Hank’s BSS ohne Calcium/Magnesium

Zum Passagieren der Zellen wurde eine Hank’s BSS ohne Calcium und Magnesium
(PAA, Colbe, Deutschland) verwendet. Diese Losung enthielt weder CaCl, noch
MgSO,-7H, O, sonst weist sie keinen Unterschied zu Hank’s BSS mit Calcium/Magnesium
auf. Durch den Ca*"-Entzug wird die Adhision der Zellen am Substrat durch Cadherine, das
ist eine Familie von Glykoproteinen, die als Adhadsionsmolekiile fungieren (Takeichi 1988),

gelost.

- Trypsin/EDTA

Eine Trypsin-Losung (Trypsin 0,05 % (Gew/Vol) - EDTA 0,02 % (Gew/Vol) gelost
in PBS; PAA, Célbe, Deutschland) wurde verwendet, um die Verbindung zwischen den
Zellen beim Passagieren zu losen. Fir diesen Zweck wurden die Zellen fiir 5 min in dieser
Losung inkubiert. Die Trypsin-Losung wurde in 25 ml aliquotiert, und bei -15°C im

Gefrierschrank aufbewahrt.
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5.4.10. Medien fiir die Transfektionsexperimente

-5X siRNA Buffer
5% siRNA Buffer (Thermo Scientific Dharmacon, Lafayette, CO, USA) wurde vor dem
jeweiligen Experiment in Aqua bidest. 5 fach verdinnt und aliquotiert. Dieser Puffer wurde

verwendet, um siRNA zu l6sen. Dieser Puffer enthielt folgende Substanzen (Tabelle 5-7).

Fir 100 ml Aqua bidest.
Konzentration
Substanz Quantitit
(mmol/1)
MgCl,-6H,0O 224 ¢ 1,0
HEPES-freie Saure 0,72 ¢ 30
MgSO,-7H,0O 0,02 ¢ 0,81
KCI 224 ¢ 300
KOH 0,24 ¢ 40

Tabelle 5-7: Zusammensetzung des 5X-konzentriertes siRINA Buffers.

Der Puffer wurde bei +4°C im Kiihlschrank aufbewahrt und musste innerhalb von 3

Monaten verwendet werden.

- Opti-MEM

Opti-MEM reduced-serum Medium (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) ist
ein so genanntes minimal essential medium (MEM), welches, ohne die Zellwachstumsrate
oder die Morphologie der Zellen zu verindern, mit einer bis zu 50 % reduzierten
Konzentration an fetalem Kilberserum auskommt. Dieses Medium eignet sich gut zur
Losung von kationischen Lipid-Transfektionsreagentien wie Lipofectamin, welches von mir

fur die Transfektion der HT29/B6-Zellen mit siRNA verwendet wurde.

- Lipofectamin-Lésung

Lipofectamin (Invitrogen, Leiden, Niederlande) wurde fur die Transfektion
HT29/B6-Zellen verwendet. 12 pl Lipofectamin wurde erst in 188 pl Opti-MEM gelost,
dann wurde 100 ul dieser Lipofectamin-Opti-MEM-Losung zu 100 pl siRNA-Losung
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gegeben. Je 50 ul dieser Losung wurde in Zellkulturschalen mit den HT29/B6-Zellen
gegeben.

5.5. Antikorper

5.5.1. Primirantikérper
Der jeweils verwendete primire Antikorper wurde in entsprechender Konzentration
einer Losung zugesetzt. Die Antikérper und die Substanzen stehen unten aufgefithrt (Tabelle

5-8).

Primérantikérper

Primirantikérper Wirt Verdiinnung Hersteller

Monoklonaler
STIM1 Maus 1:500 Acris, Herford, Deutschland

Antikorper

Polyklonaler

Novus Biologicals, Littleton,
STIM2 Kaninchen 1:1000

USA
Antikorper

Polyklonaler
Orail Kaninchen 1:500 ProSci, Poway, USA

Antikorper

Polyklonaler
Orai2 Kaninchen 1:200 ProSci, Poway, USA

Antikorper

Polyklonaler
Orai3 Kaninchen 1:100 ProSci, Poway, USA

Antikorper

Tabelle 5-8: Verwendete Primirantikérper
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5.5.2. Sekundirantikérper

Der

jeweils

verwendete

sekundare

Antikérper

wurde in

entsprechender

Konzentration einer Losung zugesetzt. Die Antikérper und die Substanzen stehen unten

aufgefihrt (Tabelle 5-9).

Sekundirantikbrper
Sekundarantikérper | Zielstruktur | Darstellung | Verdiinnung | Hersteller
Primir- Dianova,
Cy3
antikorper aus Rot 1:500 Hamburg,
donkey anti mouse
der Maus Deutschland
Primar-
Dianova,
Cy3 antikorper aus
Rot 1:800 Hamburg,
donkey anti rabbit dem
Deutschland
Kaninchen
Primar- Dianova,
Cy3
. antikérper aus Rot 1:500 Hamburg,
goat antl mouse
der Maus Deutschland
Primar- Invitrogen,
Alexa Fluor®488
antikérper aus Grin 1:500 Karlsruhe,
goat anti mouse
der Maus Deutschland

Tabelle 5-9: Verwendete Sekundirantikorper

5.6. Farbstoffe

5.6.1. Cy3-Losung

Carbocyanin (Cy)-konjugierte Immunoreagenzien leuchten hell und sind stabil,

deshalb werden sie hiaufig zur Immunfluoreszenzmarkierung benutzt (Wessendorf, Brelje

1992) (Abb.5-2).
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Abb.5-2: Strukturformel des Cy3

5.6.2. Alexa Fluor®488

Bei den Alexa-Fluoreszenzreagenzien (Panchuk-Voloshina et al. 1999) handelt es sich um
sulfonierte Verbindungen (Abb.5-3), die nach der Wellenlinge benannt werden, bei der sie
die stirkste Lichtemission zeigen. Von mir eingesetzt wurde Alexa Fluor®488, das bei

entsprechender Anregung griin fluoresziert.

Alexa Fluor®488

Abb.5-3: Strukturformel des Alexa Fluor®488
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5.6.3. Phalloidin-FITC

Phalloidin als Hauptvertreter der Phallotoxine ist eines der Toxine des grunen
Knollenblitterpilzes Amanita phalloides (Lynen, Wieland 1938). Phalloidin bindet selektiv an
F-Aktin ~ (Cooper  1987) (Wieland  1987).  Aus  diesem  Grund  kann
Fluoreszenzstoff-konjugiertes  Phalloidin  (Abb. 5-4) fir die Visualisierung von
Aktin-enthaltenden Strukturen verwendet werden (Wulf et al. 1979). FITC (Fluorescein

isothiocyanate) ist ein Derivat des Fluoreszeins. Die Emission des FITCs findet im Bereich

von 465 nm bis 573 nm statt (Faultisch et al. 1988).

5

H
N
\Hf o
1
Huc—tl:—s o
o) CH.
o 2
- H [l | 0
c—N——C—C—N—C—C~
| 1 H H
. X o OH

OH

Phalloidin-FIT'C
Abb. 5-4: Strukturformel von Phalloidin-FITC

Zur Darstellung von Aktinfilamenten am Kolonepithel wurde folgende

Phallodin-FITC-L6sung hergestellt (Tabelle 5-10).

Fir 1 1 Phosphatpuffer

Substanz Quantitit
Phalloidin-FITC 2mg
Triton X-100 1 ml
Milchpulver 5¢
BSA 10¢g
NGS 1 ml

Tabelle 5-10: Substanzen in der Phalloidin-FITC-L6sung
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5.6.4. Kresylviolett- Firbelosung
Diese Firbelosung wurde verwendet, um bei der Herstellung der Gefrierschnitte den
vollstindigen Lingsanschnitt der Krypten iberprifen zu koénnen. Sie enthielt folgende

Substanzen (Tabelle 5-11).

Fir 1 1 Aqua dest.

Substanz Quantitit

Kresylviolettacetat lg

Eisessig 2,5 ml

Tabelle 5-11: Substanzen in der Kresylviolett-Firbelosung

Das Kresylviolettacetat wurde in Aqua dest. unter leichtem Rithren und Erhitzen
gelost. Nach dem Abkiihlen der Losung wurde Eisessig hinzugegeben und die Losung wurde
filtriert. Das fertige Kresylviolett farbt die Schnitte direkt frisch nach der Herstellung, Es ist

bei Raumtemperatur fir 1 — 2 Monate relativ gut haltbar.

5.6.5. DAPI-Losung

Zur Firbung der Zellkerne wurde DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol Dilactat)
verwendet (Abb. 5-5). Aus einer wisstigen Stammlésung (10,9 mmol/l) wutde durch
Verdiinnung mit Phosphatpuffer eine Gebrauchslosung (Endkonzentration 300 nmol/l)
hergestellt. Die Gebrauchslésung wurde bei +4°C im Kiihlschrank aufbewahrt und war bei
sachgerechter Lagerung etwa ein halbes Jahr verwendbar. Diese Substanz firbt Kerne

unabhingig von der Zellart an (Kubista et al. 1987).

Abb. 5-5: Strukturformel des DAPI
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5.6.6. Fura-2 AM-Lésung

1 mg Fura-2 Acetmethoxyesther (Fura-2 AM, Invitrogen, Leiden, Niederlande; Abb.
5-6) wurde in 1 ml DMSO gel6st, aliquotiert und bei -20°C im Gefrierschrank gelagert. Fiir
den jeweiligen Versuch wurde tiglich eine frische Losung zum Aufladen des
HT29/B6-Zellen hergestellt (Steidle, Diener 2011). Diese basierte auf der Tyrode-Losung,
der 6 umol/l Fura-2 AM und 0,5 g/1 Pluronic acid (Invitrogen, Leiden, Niederlande)
zugesetzt waren. Pluronic acid ist ein nichtionisches Tensid, das die Aufnahme von Fura-2 in

Zellen verbessert (Moghimi, Hunter 2000).

Fura-2 AM

Abb. 5-6: Strukturformel von Fura-2 AM

5.7. Chemikalien

Forskolin (Calbiochem, Bad Soden, Deutschand) wurde in Ethanol gelost (maximale
Ethanolkonzentration 0,3 ml/l). 2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB), Brefeldin,
Cyclopiazonsaure, (Alexis, Griinberg, Deutschland), Phalloidin-FITC und Thapsigargin
(Calbiochem, Bad Soden, Deutschand) wurden in Dimethylsulphoxid (DMSO; maximale
DMSO-Konzentration 2,0 ml/l) gelost. Jasplakinolide (Invitrogen, Leiden, Niedetlande)
wurde in Methanol (Endkonzentration 2,0 ml/l) gelost. Calciumchlorid, Catbachol,
Colchicin, Lanthanchlorid und Rutheniumrot wurden in wissrigen Stammlésungen

angesetzt. Sofern nicht anders angegeben, stammten die Substanzen von Sigma (Taufkirchen,
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Deutschland).

5.7.1. 2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB)

Um  IP;-Rezeptoren zu  blockieren = (Maruyama et al. 1997) wurde
2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB) eingesetzt (Abb. 5-7). 7,8 mg 2-APB wurden zuerst in
1 ml DMSO gel6st. Dann wurde 28,6 pl 2-APB-DMSO-Lésung in 100 ml Tyrode-Lésung

gelost (Endkonzentration: 10”° mol/1).

0
B™ " "NH,

2-APB
Abb. 5-7: Strukturformel des 2-APB

5.7.2. Colchicin

Um die Funktion von Tubulin zu unterbinden (Borisy, Taylor 1967), wurde Colchicin
eingesetzt (Abb. 5-8). Colchicin bindet Tubulin und verhindert die Polymerisation des
Tubulins (Ravelli et al. 2004). 2 mg Colchicin wurden in 1 ml Parsons-Losung gel6st. Diese

Lésung wurde vor jedem Experiment frisch hergestellt.

a
HN/LL CHs

Colchicin

Abb. 5-8: Strukturformel des Colchicin
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5.7.3. Brefeldin A

Um die Proteintranslokation vom endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat
zu hemmen (Misumi et al. 1986; Klausner et al. 1992), wurde Brefeldin A verwendet (Abb.
5-9). Brefeldin ist ein Produkt aus Schlauchpilzen (Ascomycota) (Sunagawa et al. 1983), zum
Beispiel Eupenicillinm brefeldianum (Tamura et al. 1968) 5 mg Brefeldin A wurden in 1783 pl
DMSO gelost.

Brefeldin A

Abb. 5-9: Strukturformel des Brefeldin A

5.7.4. Carbachol
Carbachol (Abb. 5-10) stimuliert Acetylcholin-Rezeptoren (Soll 1981). 7,3 mg
Carbachol wurde in 1 ml Tyrode-Losung gelost. Dann wurden 62,5 pl dieser Stamml6sung in

50 ml Tyrode-Lésung gelést, um eine Endkonzentration von 5-10° mol/1 zu erhalten.

jl\ \ﬁf cr
H,N DM .
Carbachol

Abb. 5-10: Strukturformel des Carbachol
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5.7.5. Cyclopiazonsiure (CPA)

Cyclopiazonsidure (CPA; Abb. 5-11) ist ein Inhibitor der satco/endoplasmatischen
Reticulum Ca*"-ATPase (SERCA) (Goeger et al. 1988). CPA ist eine Indolderivat. Es wird als
Mykotoxin z.B. aus Penicillinm cyclopium isoliert (Holzapfel 1968). 1,18 mg CPA wurde in 100 pl
DMSO gelst; aus dieser Stammlésung wurden 14,3 ul zu 50 ml Parsons-Losung pipettiert,

um eine Endkonzentration von 10 mol/1 zu erhalten.

Cyclopiazonsiure

Abb. 5-11: Strukturformel der Cyclopiazonsiure (CPA)

5.7.6. Forskolin

Forskolin  (Abb. 5-12) stimuliert Adenylatcyclasen und 16st dartber eine
Chlorid-Sekretion am Darmepithel aus (Tamada et al. 2001). Forskolin stammt aus dem
indischen Heilkraut Coleus forskohlii (KKavitha et al. 2010).1,3 mg Forskolin wurden in 100 pl
Ethanol gelost und dann in Tyrodelésung vor dem Versuch weiter verdinnt. Die

Endkonzentration war 5:-10° mol/1. Die Stamml6sung ist lange haltbar.

Forskolin

Abb. 5-12: Strukturformel des Forskolin
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5.7.7. Jasplakinolide

Jasplakinolide (Abb. 5-13) foérdert die Aktinpolymerisation via Stabilisierung von
F-Aktin (Bubb et al. 2000). Jasplakinolide ist ein Produkt des Schwammes Jaspis jobnstoni. Es
handelt sich um ein zyklisches Peptid, das fungizide und anti-proliferativeWirkungen
aufweist (Bubb et al. 1994). Hundert pg Jasplakinolide wurden in 141 ul Methanol gel6st und

vor dem Versuch in Tyrode-Losung weiter verdinnt.

HO
B N
H
N - Chz
0 CH-
o7 o T 0
0. _MH
HaC HaC
HyC™ ™ CH,
Jasplakinolide

Abb. 5-13: Strukturformel des Jasplakinolide

5.7.8. LaCl,

Um  speichergesteurte Ca’"-Kanile zu blockieren, wurde eine LaCl,-Losung
hergestellt (Kokoska et al. 1998). 37 mg LaCl; wurden in 100 ul Aqua dest. gelost. Die
Stammloésung wurde vor dem jeweiligen Versuch mit Tyrode weiter verdinnt. Die

Endkonzentration war 1 mmol/1.

5.7.9. Rutheniumrot

Rutheniumrot (Abb. 5-14) ist ein Blocker von Ryanodin-Rezeptoren (Xu et al. 1998).
Um eine Rutheniumrot-Losung herzustellen wurden 3,9 mg Rutheniumrot zuerst in 1 ml
Standard-Tyrodelosung gelést. Dann wurde 1000 ul Rutheniumrot-Standard- Tyrodelésung

in 100 ml Standard-Tyrodelésung verdiinnt (Endkonzentration: 510 mol/1).

65



5. Material

Hahl MHyH5M MiH5 HyR MNH
w, el RN, - M

Y S 4
HaM ;;1.{ 0 pgh O Jl—NH;
\, /

4 LY Y
H;” NH3II;.r-.I NH;H]N I"-III;.

Rutheniumrot
Abb. 5-14: Strukturformel des Rutheniumrot

5.7.10. Thapsigargin

Um die sarko-endoplasmatische Calcium-ATPase (SERCA) zu blockieren wurde
Thapsigargin (Abb. 5-15) verwendet (Rogers et al. 1995; Inesi et al. 2005). Thapsigargin
stammt aus der Pflanze Thapsia garganica L., wo sie besonders in den Wurzeln vorkommt
(Broegger Christensen et al. 1982). 0,65 mg Thapsigargin wurde in 1 ml DMSO gel6st. Sie
wurde vor dem jeweiligen Versuch mit Tyrode weiter verdiinnt, und die Endkonzentration
war 10° mol/l. Diese Stammlésung wurde aliquotiert und bei -20°C im Gefrierschrank

gelagert.

,rwwm” |
(o "'f". O
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Thapsigargin

Abb. 5-15: Strukturformel des Thapsigargin
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5.8. siRNA
Fir die siRNA-Experimente wurde siGENOME Set of 4-Human STIM1 (Thermo

Scientific Dharmacon, Lafayette, CO, USA) verwendet. Die Sequenzen der jeweiligen

siRNAs sind folgende (Tabelle 5-12).

siGENOME Set of 4-Human STIM1

Cat# Sequenz
D-011785-01 CAUCAGAAGUAUACAAUUG
D-011785-02 AGAAGGAGCUAGAAUCUCA
D-011785-03 AGGUGGAGGUGCAAUAUUA
D-011785-04 GGUGGUGUCUAUCGUUAUU
Tabelle 5-12: Sequenzen der siRNA des STIMI1s

2 nmol siRNA wurden zuerst in 100 ul siRNA-Puffer (siche 5.4.10.) gelost, dann
wurde 6 pl siRNA-siRNA-Puffer-Lésung in 194 ul Opti-MEM (siche 5.4.10.) gelost. Die
Losung wurde mit 100ul Lipofectamine-Losung (siehe 5.4.10.) gemischt, was eine

siRNA-Konzentration von 300 nmol/l ergab.
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6. Methoden

6.1. Priparation des Gewebes

6.1.1. Herstellung eines Mukosa-Submukosa-Priparats

Die Betiubung der Ratten erfolgte mechanisch per Genickschlag. Zur Totung der
Versuchstiere wurde eine zervikale Dislokation mit nachfolgendem Entbluten durchgefiihrt
(genehmigt durch das Regierungsprisidium Gielen). AnschlieBend wurde die Bauchhohle
tber einen Schnitt an der Linea alba bis in den Thorax hinein eroffnet und ein Herzschnitt
durchgefithrt. Um das Freilegen des Darmes zu erleichtern, wurde zu beiden Seiten entlang
der Rippenbégen ein Entlastungsschnitt angelegt. Das Kolon wurde vorsichtig vorgelagert
und am distalen Ende (markiert durch einen grof3en Lymphknoten; Lindstrom et al. 1979) mit
einer Schere durchtrennt. Der restliche Teil des Kolons wurde freigelegt und das Mesenterium
entlang des Darms stumpf abpripariert. Am Ubergang zum Ceacum wurde das Kolon mit der
Schere abgesetzt.

AnschlieBend wurde der Dickdarm in einer eisgekithlten Parsons-Losung mit
Carbogenbegasung beziehungsweise in einer Tyrodelésung (ohne Carbogenbegasung) gelagert.
Hier entspannte sich die Muskulatur des Darmstiicks. Mit Hilfe einer Spritze wurde das
Lumen gespult und auf einen Kunststoffstab (Durchmesser von 5 mm) aufgezogen. Am
distalen Ende wurde mit einem stumpfen Skalpell vorsichtig eine Inzision gesetzt und die
Tunica serosa sowie die Tunica muscularis von distal nach proximal abgelost (,,gestrippt®)
(Siefjediers et al. 2007). Es lagen danach nur noch folgende Zellschichten von serosal nach
mucosal vor: Tela submucosa, Lamina muscularis mucosae, Lamina propria mucosae und
Lamina epithelialis (siche Abb. 6-1). Das so entstandene Mukosa-Submukosa-Priparat wurde
entsprechend der geplanten  Versuchsreithe (immunhistochemische Analyse oder

Ussingkammer-Versuche) in etwa 3 cm lange Abschnitte unterteilt.
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Abb. 6-1: Schematische Darstellung der Kolonwand.
Aus (Sobotta et al. 20006)

6.1.2. Inkubation des Gewebes

Um die Kolokalisation von STIM1 und Orail vor und nach Speicherentleerung zu
vergleichen, wurde das Gewebe auf einen Plastikhalter wie in Abb. 6-2 dargestellt geklebt und
in einem temperierten Gefal3 (37 °C) unter Begasung (95 % O,, 5 % CO, Vol/Vol) inkubiert.
Um ecine Ca’'-Speicherentleerung zu induzieren, wurden die Gewebe fiir 2 h in Ca*'-freier
Parsonslésung  in  Gegenwart von Cyclopiazonsiure (10° mol/l) inkubiert. Die
Kontrollgewebe wurden 2 h lang in Ca*'-haltiger Parsons-Losung ohne Cyclopiazonsiure
inkubiert. Dann wurde das Gewebe aus dem Halter entnommen, fixiert, gefarbt und mit Hilfe

des Konfokalmikroskops durchgemustert (siche 6.2.4., 6.2.7., 6.2.9., und 6.2.10.).

6.2. Immunhistochemische Analyse des Darmpriparates

6.2.1. Theorie der Immunofluoreszenz

Diese Technik wurde von Coons et al. im Jahr 1941 entwickelt (Coons et al. 1941). Das
Ziel immunhistochemischer Untersuchungen ist es Proteine nachzuweisen. Voraussetzungen
tir immunhistochemische Fluoreszenz-Markierungen sind das Vorhandensein von antigenen

Strukturen auf den zu untersuchenden Geweben oder Zellen und die Verfiigbarkeit von
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spezifischen monoklonalen oder polyklonalen Antikérpern, meist vom IgG-Typ, die an das
gesuchte Antigen binden kénnen.

Die Bildung von Antigen-Antikérper-Komplexen kann auf zwei verschiedene Arten
tberpriift werden, den direkten und den indirekten Nachweis. Beim direkten Nachweis ist der
primire Antikérper mit einem visuell detektierbaren Liganden gekoppelt, meistens einem
Fluorophor. Wird dieser fluoreszierende Farbstoff mit Licht bei geeigneter Wellenlinge
angeregt, emittiert dieser langwelliges Licht und dient somit der Detektion des
Antigen-Antikérper-Komplexes. Bei der indirekten Nachweismethode besitzt der primire
Antikorper keine solche Kopplung mit einem detektierbaren Liganden. In diesem Fall bindet
ein sekundirer, an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelter Antikérper an den unmarkierten
primiren Antikérper. Mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops kann dieser gesamte Komplex,
bestehend aus einem Antigen, dem primiren und dem sekundiren Antikorper, schlieBlich
lokalisiert werden (Coons 1958). Im Gegensatz zum direkten Nachweis, ist bei dieser Methode
durch die hohere Sensitivitit und die geringere Hintergrundfarbung eine Mehrfachmarkierung
von  verschiedenen  Antigenen  moglich. FEin  Nachteil  beider Arten  von
Fluoreszenzmarkierungen besteht in dem relativ raschen Ausbleichen der Fluorochrome bei
Anregung im UV-Bereich. Dies kann durch spezielle Einbettmedien wie Citifluor (Newby
Castleman, Leichester, England) zeitlich etwas verzogert werden (Janeway, Murphy 2009). In
dieser Arbeit wurden mit der indirekten Methode Einfach- und Doppelmarkierungen
durchgefithrt. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Primarantikorper aus verschiedenen
Wirtstieren stammen und die Sekundirantikérper an unterschiedliche Fluorochrome

gekoppelt sind.

6.2.2. Die verwendeten Antikérper

Die verwendeten Antikérper waren zum Teil polyklonalen und zum Teil monoklonalen
Ursprungs. Polyklonale Antikérper werden aus dem Serum von immunisierten Tieren
gewonnen. Es handelt sich also um ein Gemisch aus verschiedenen Antikérpern, die nach
einer physiologischen Immunreaktion von verschiedenen B-Zellen produziert werden. Zwar
erkennen alle gebildeten Antikérper das gleiche gesuchte Protein, aber jeweils an
unterschiedlichen Epitopen. Bedingt durch die Heterogenitit der polyklonalen Antikérper
kann die unspezifische Hintergrund-Fluoreszenz erhoht sein. Monoklonale Antikérper

dagegen werden nur von einer auf einen einzigen B-Lymphozyten zuriickgehende Zelllinie
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(Zellklon) produziert und richten sich daher alle gegen das gleiche Epitop. Monoklonale
Antikorper erreichen dadurch eine groBere Spezifitit (Noll et al. 2000). Bei der Auswahl der
verwendeten Antikérper wurde darauf geachtet, dass der sekundire Antikorper gegen das
Immunglobulin der Tierart, aus der der primire Antikérper gewonnen wurde, gerichtet ist.
Das heillt jeder sekundire Antikérper kann mit jedem primiren Antikérper kombiniert
werden, solange die Tierart iibereinstimmt (Larsson 1988). Fur die Experimente wurden die

Primirantikorper und Sekundirantikérper aus den Tabellen 5-8 und 5-9 verwendet.

6.2.3. Negativkontrollen

Um die Spezifitit der verwendeten Sekundirantikorper zu kontrollieren, wurde fir jede
Fluoreszenzmarkierung eine sogenannte Negativkontrolle durchgefithrt. Hierbei wurden die
Gewebestiicke mit der Primérantikorper-Losung ohne Zusatz des Primirantikorpers inkubiert.
So konnte iberpriift werden, ob der Sekundirantikérper unspezifische Bindungen mit dem
Gewebe eingegangen war. Das Auftreten von Fluoreszenzsignalen in den Negativkontrollen
hitte dabei auf unspezifische Bindungen hingewiesen. In einem solchen Fall hitte diese
Versuchsreihe nicht ausgewertet werden dirfen, da die erhaltenen Fluoreszenzsignale nicht

spezifisch fiir das gesuchte Antigen gewesen wiren.

6.2.4. Paraformaldehydfixierung
Eine Gewebe-Fixierung ist aus folgenden Griinden erforderlich (Ramos-Vara 2005):
(1) Zur Konservierung der Komponenten der Zelle, inklusive loslicher und unldslicher
Proteine.
(2) Zur Vermeidung der Autolyse von Zell-Teilen durch Enzyme.
(3) Zur Stabilisierung von Zellmaterialen gegen die schidlichen Wirkungen der Zeit.
(4) Zur etleichterten Herstellung von herkémmlichen und immunhistochemischen Firbungen.
Paraformaldehyd-Fixierung (siche 5.4.5.) wird besonders fiir den Zweck histologischer
und immunhistochemischer Fixierungen verwendet (Hayat 2002). Formaldehyd konserviert
vor allem Peptide und allgemeine Strukturen der Zellorganellen. Es wirkt auch auf Zellkerne,
hat aber nur einen geringen Effekt auf Kohlenhydrate (Eltoum et al. 2001). Bei
Vorhandensein von Calcium-lonen, kann dieser Fixierungsstoff auch sehr gut Lipide
konservieren (Bancroft, Gamble 2002). Die Grundlage der Formaldehyd-Fixierung ist die

Formation zusitzlicher Produkte, die aus Formaldehyd und ungeladenen Aminogruppen
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mittels Cross-Link-Bildung entstehen (Dapson 1993).

Ein jeweils ca. 1,5 cm X 3 cm grofBles Stiick Kolon wurde mit Cyanacrylatkleber auf
Plastikhaltern befestigt (Schultheiss et al. 2002). AnschlieBend wurde das Gewebe in die
Fixationslosung (siche 5.4.5.) gestellt und fir 12 Stunden aufbewahrt. Am nichsten

Versuchstag folgten drei Waschschritte zu jeweils 60 Minuten in Phosphatpuffer (siche 5.4.2.).

6.2.5. Kryofixierung

Das Gewebe wurde grundsitzlich wie in 5.6.1. beschrieben vorbereitet. Das Gewebe
wurde mit Paraformaldehyd (40 g/1) fixiert (siche 5.4.5.). Vor der Paraformaldeyhd-Fixierung
wurde das Kolongewebe entlang der Medianlinie eroffnet, auf Plastikhalter geklebt und fir 12
Stunden fixiert. Die Plastikhalter wurden dann horizontal in flissige Gelatine (siche 5.4.1.)
eingebettet, sodass das Gewebe sowohl von oben als auch von unten mit jeweils ca. 1 cm

Gelatine beschichtet wurde. Dieser Halter hat mittig eine ovale Aussparung (Abb. 6-2).

C )

Abb. 6-2: schematische Skizze eines Plastikhalters fiir Gewebe-Einbettung

Zur Stabilisierung des Gewebes wurde randstindig entlang dieser Aussparung das
Gewebe mit einer Kaniile perforiert. Nach Abkithlung und Festigung der Gelatine wurden die
Gewebestiicke in einer Glasschale auf Eis gelagert und ca. 1 cm X 1 cm grole
Gewebe-Gelatine-Blocke mit einem spitzen Skalpell aus der Aussparung herauspriapariert. Mit
dem Gefriereinbettmedium Tissue Tec (Leica Instruments, Nussloch, Deutschland) wurden
die Blocke auf Kork befestigt und fiir zwei Minuten in, durch fliissigen Stickstoff gekiihltes,
Isopentan (Temperatur ca. -160 °C) eingetaucht. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die
Blocke bei -80 °C aufbewahrt (Heracus HERA freeze, Kendro Laboratory products, Hanau,
Deutschland).

72



6. Methoden

6.2.6. Herstellung der Gewebeschnitte

Zur Herstellung der Gewebeschnitte des distalen Kolons der Ratte wurde ein Kryostat
der Firma Leica (Leica CM 3050S) verwendet. Bei einer Kithlkammertemperatur von -18 °C
und Objekthaltertemperatur  von -16 °C  konnten mit diesem Gefriermikrotom
Gewebeschnitte mit einer Schnittdicke von 10 um angefertigt werden. Dazu wurde der
gefrorene Gewebeblock mit Tissue Tec auf dem beweglichen Objekthalter fixiert. Die
einzelnen Schnitte wurden direkt auf mit Gelatine beschichtete Objekttrager tibertragen und
auf BEis gekiihlt aufbewahrt. Zur Uberpriifung der Schnittebene wurden jeweils die ersten
Objekttriger eines Versuchtages flir eine Minute in Kresylviolett-Firbelosung getaucht, kurz
trocknen gelassen und anschlieSend unter dem Mikroskop mit einem 10X Objektiv untersucht.
Wenn die Schnitte fiir die immunohistochemischen Markierungen in der richtigen Ebene
lagen, wurden mit dieser Mikrotomeinstellung weitere Schnitte fir die Versuchsreihe

angefertigt.

6.2.7. Einfachmarkierung

Um die Existenz der intrazelluliren Calciumsensoren STIMs (STIM1 und STIM2) und
Calciumkanile Orais (Orail, Orai2, und Orai3) nachzuweisen, wurden diese Proteine
immunhistochemisch sichtbar gemacht. Dazu wurden die Objekttriger, auf denen sich die
Gewebeschnitte befinden, direkt nach dem Anfertigen in Objekttrigerhalter und diese in mit
ca. 200 ml Phosphatpufferlosung gefiillte Farbekiivetten tiberfithrt. Diese wurden fir 3 mal 5
Minuten auf einen Schiittler (Polymax 1040, Heidolph, Schwabach, Deutschland) gestellt und
somit rehydriert. Dabei wurde jeweils nach 5 Minuten der Puffer durch eine frische Losung
ersetzt. AnschlieBend wurden die unspezifischen Bindungsstellen mittels Inkubation fiir 2
Stunden mit einer Blockinglosung (siche 5.4.6.) bei Raumtemperatur abgesittigt. Hierzu
wurden die Objekttriger mit den Gewebeschnitten nach unten weisend auf aus
institutseigener Herstellung stammenden Inkubationsplatten aus Polycarbonat ausgelegt. Die
Auflagefliche fur die Objekttriger auf den Inkubationsplatten war durch Klebeband
geringfiigig erhoht, so dass sich zwischen den Platten und den Gewebeschnitten ein kapillarer
Spalt befand. 200 pl der Blockinglésung pro Objekttriger wurden jeweils an den Rand dieses
Spaltes pipettiert, woraufhin sich die Losung durch die Kapillarkrifte in den Spalt zog. Die
bestiickten Inkubationsplatten wurden, um sie vor dem Austrocknen zu schitzen, in einer

geschlossenen, befeuchteten Metallkammer fiir die zweistiindige Absittigung aufbewahrt.
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Nach der Blockade der unspezifischen Bindungsstellen wurden die Gewebeschnitte mit
derselben Technik mit dem primiren Antikorper inkubiert. Die Inkubationszeit hierfiir betrug
24 Stunden bei 4 °C. Die entsprechenden Konzentrationen der Primirantikrper sind der
Tabelle 5-5 zu entnehmen. Am folgenden Tag wurden die Objekttrager wiederum fiir 3 mal 5
Minuten in Farbektvetten auf dem Schittler in  Phosphatpufferlésung (PB) gewaschen, um
die iberschiissigen, ungebundenen Primirantikérper vom Praparat zu entfernen. Nach 5
Minuten wurde die jeweilige Pufferlésung durch frische ersetzt. Danach folgte die Markierung
der Primirantikrper mittels konjugierter Sekundirantikérper. Die zweite Antikorperlésung
wurde, wie fiir das Blocking und die Primarantikérperinkubation, in den Kapillarspalt
zwischen Objekttriger und Inkubationsplatten pipettiert und in der feuchten Metallkammer
tir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die entsprechenden
Sekundirantikbrper-Konzentrationen sind der Tabelle 5-9 zu entnehmen. Ab diesem
Zeitpunkt wurden sidmtliche Arbeitsschritte unter Lichtschutz durchgefithrt, um ein
vorzeitiges Verblassen der Schnitte zu vermeiden.

Nach der Sekundirantikérperinkubation wurden die Schnitte wieder in Firbekiivetten
tberfithrt und fiir 3 mal 5 Minuten auf dem Schiittler in oben beschriebener Art und Weise in
PB gewaschen. Dann wurden fiir eine spitere bessere Orientierung im Gewebe die Zellkerne
der Gewebeschnitte in einer Firbekiivette mit einer 300 nmol/1 DAPI-Lésung (siche 5.6.5.)
fir 5 Minuten auf dem Schittler gefirbt. Dieser Farbstoff interkaliert vornehmlich in
AT-(Adenin und Thymin)-reiche Sequenzen der DNA-Doppelhelix und ldsst sich nach
Anregung mit Ultraviolett-Licht als cyanblaues Fluorophor in allen Zellkernen nachweisen
(Tanious et al. 1992). Im Anschluss folgten vier funfminiitige Waschschritte in
Phosphatpufferlosung. Zum Schluss folgte das sogenannte Eindeckeln der Schnitte. Dazu
wurde auf jeden einzelnen Schnitt jeweils ein Tropfen Hydromount (National diagnostics,
Atlanta, Georgia, USA) vorgelegt und darauf vorsichtig und luftblasenfrei ein Deckglischen
aufgelegt, welches mit klarem Nagellack fixiert wurde. Nach dem Trocknen des Nagellacks
wurden die Priparate innerhalb der ndchsten 12 Stunden ausgewertet. Tabelle 6-1 zeigt ein

exemplarisches Protokoll einer Einfachmarkierung mit anschlieender DAPI-Kernfirbung.
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Ausfithrung Reagenz Temperatur Zeit
3 mal 5
1 | Rehydrierung Phosphatpuffer Raumtemperatur .
min
Blockierung
2 | (unspezifischer Blockingl6sung Raumtemperatur | 2 h
Bindungsstellen)
Inkubation Primarantik6rper-Losung
3 4°C 24 h
(Primiérantikorper) Primirantikbrper
3 mal 5
4 | Waschen Phosphatpuffer Raumtemperatur
min
: Inkubation Sekundirantikbrper-Losung Raumtemperatur -
(Sekundirantikorper) Sekundirantikérper Lichtschutz
Raumtemperatur | 3 mal 5
6 | Waschen Phosphatpuffer
Lichtschutz min
Raumtemperatur,
7 | Kernfirbung DAPI-Losung 5 min
Lichtschutz
Raumtemperatur | 4 mal 5
8 | Waschen Phosphatpuffer
Lichtschutz min
1 Tropfen Raumtemperatur
9 | Eindeckeln
Hydromount/Schnitt Lichtschutz
4°C bis zu
10 | Lagerung
Lichtschutz 2d

Tabelle 6-1: Firbeprotokoll fiir die einfache Fluoreszenzmarkierung

Die Zusammensetzungen der Losungen sind unter 5.4.2., 5.4.6., 5.5.1., 5.5.2.,, 5.6.1,,

5.6.5. aufgelistet. Bei jeder Versuchsreihe wurden Negativkontrollen, wie in 6.2.3. beschrieben,

angefertigt.
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6.2.8. Doppelmarkierung

Um eine moégliche Kolokalisation des STIM1 mit dem Orail im distalen Rattenkolon

nachzuweisen, wurden

Doppelmarkierungen

durchgefiihrt.  Zur

Doppelmarkierungen, wurde folgendes Protokoll verwendet (Tabelle 5-19):

Anfertigung  der

Ausfithrung Reagenz Temperatur Zeit
3 mal
1 | Rehydrierung Phosphatpuffer Raumtemperatur
5 min
Blockierung
2 | (unspezifischer Blockingl6sung Raumtemperatur | 2 h
Bindungsstellen)
Primirantik6rper-Losung
Inkubation
3 Primidrantikérper gegen 4°C 36 h
(Primiérantikorper)
STIM1 und Orail
3 mal
4 | Waschen Phosphatpuffer Raumtemperatur
5 min
Sekundirantikorper-Lésung
Inkubation Raumtemperatur
5 zwel verschiedene 2h
(Sekundarantikrper) Lichtschutz
Sekundarantik6rper
Raumtemperatur | 3 mal
6 | Waschen Phosphatpuffer
Lichtschutz 5 min
Raumtemperatur,
7 | Kernfirbung DAPI-Losung 5 min
Lichtschutz
Raumtemperatur | 5 mal
8 | Waschen Phosphatpuffer
Lichtschutz 5 min
1 Tropfen Raumtemperatur
9 | Eindeckeln
Hydromount/Schnitt Lichtschutz
4°C bis zu
10 | Lagerung
Lichtschutz 2d

Tabelle 6-2: Firbeprotokoll fiir die Doppel-Fluoreszenzmarkierung STIM1-Orail
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Die Zusammensetzungen der Losungen sind unter 5.4.2., 5.4.6., 5.5.1., 5.5.2., 5.6.1,,
5.6.5. aufgelistet.

Die Inkubation mit den Antikérpern gegen STIM1 und gegen Orail wurde zusammen
durchgefithrt. Danach wurde die Inkubation mit Sekundirantikérpern durchgefiihrt, wobei
zwei verschiedene Antikérper verwendet wurden. Fir den Antikorper gegen STIM1 wurde ein
Alexa Fluor®488-konjugierter Sekundirantikrper und fiir den Antikérper gegen Orail wurde
ein Cy3-konjugierter Sekundirantikorper verwendet. Auch bei der Doppelmarkierung wurde
eine Zellkernfirbung mit DAPI zur besseren Gewebeorientierung durchgefiihrt.
Gewebeschnitte, die mit dem Konfokalmikroskop analysiert wurden, erhielten keine
Zellkernfirbung mit DAPI, weil dieser Farbstoff —sich nach Anregung mit Ultraviolett-Licht
darstellen ldsst, und dieses bei dem verwendeten Konfokalmikroskop nicht vorhanden ist
(Denk et al. 1990).

Um die genaue Lokalisation des STIM1 im distalen Rattenkolon herauszufinden,
wurden Doppelmarkierungen zwischen STIM1 und den Terminal Webs angefertigt. Das
sogenannte Terminal Web (siche Abb. 6-3) ist eine faserartige Struktur, die an der apikalen
Oberfliche der Darmepithelzellen liegt und einen Teil des Zytoskeletts darstellt (Hull,
Stachelin 1979). Die Terminal Webs werden vor allem von Aktinfilamenten gebaut, diese
Struktur liegt an der apikalen Seite der Zellen (Mooseker 1975; Drenckhahn 1988). Aus
diesem Grund wurden die Terminal Webs in diesem Experiment als Marker fir die apikale

Seite der Zellen verwendet.
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Abb. 6-3: Terminal Web.
Aus (Drenckhahn 1988)
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Die Doppelmarkierung wurde nach diesem Protokoll (Tabelle 6-3) hergestellt.

Ausfiihrung Reagenz Temperatur Zeit
3 mal 5
1 | Rehydrierung Phosphatpuffer Raumtemperatur )
min
Blockierung
2 | (unspezifischer Blockingl6sung Raumtemperatur | 2 h
Bindungsstellen)
Primirantikérper-Lésung
Inkubation
3 gegen STIM1 und 4°C 36 h
(Primarantikorper)
Phalloidin-FITC-L6ésung
3 mal 5
4 | Waschen Phosphatpuffer Raumtemperatur
min
; Inkubation Sekundirantikérper-Losung Raumtemperatur h

(Sekundirantikorper) gegen STIM1-Antikorper Lichtschutz

Raumtemperatur | 3 mal 5

6 | Waschen Phosphatpuffer
Lichtschutz min
1 Tropfen Raumtemperatur
7 | Eindeckeln
Hydromount/Schnitt Lichtschutz
4°C bis zu 2
8 | Lagerung
Lichtschutz d

Tabelle 6-3: Firbeprotokoll fiir die Doppel-Fluoreszenzmarkierung STIM1-Terminal Web

Die Zusammensetzungen der Losungen sind unter 5.4.2., 5.4.6., 5.5.1., 5.5.2.,; 5.6.1,,
5.6.5. aufgelistet. Die Inkubation mit den Antikérpern gegen STIM1 und mit der
Phalloidin-FITC-L6sung wurden zusammen durchgefiihrt. Danach wurde die Inkubation mit
dem Sekundirantikérper durchgefiihrt, wobei nur der Cy3-konjugierte Sekundirantikérper
gegen STIMI1-Antikérper verwendet wurde. Weil die Gewebe mit Hilfe des
Konfokalmikroskops analysiert wurden, wurde keine Zellkernfirbung mit DAPI durchgefiihrt.

Bei jeder Versuchsreihe wurden Negativkontrollen (siche 6.2.3.) angefertigt.
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6.2.9. Mikroskopie

Die Analyse der Gewebeschnitte wurde an einem Eclipse 80i Mikroskop (Nikon,
Disseldorf,  Deutschland)  durchgefiihrt. ~ Zur  Erzeugung  der  bendtigten
Anregungswellenlingen  verfiigt das Mikroskop tber spezielle Filterképfe. Die
Cy3-konjugierten Antikérper wurden mit einer Wellenlinge von 510 — 530 nm angeregt und
emittierten Licht mit einer Wellenlinge von 630 — 660 nm. Die Alexa Fluor®488-konjugierten
Antikorper konnten durch Licht der Wellenlinge 450 — 490 nm angeregt werden. Die
Emmision erfolgte bei einer Wellenlinge von 510 — 530 nm. Zur Anregung des Kernfarbstoffs
DAPI diente Licht der Wellenlinge 358 nm. Das emittierte Licht hatte dann eine Wellenlinge
von 461 nm. Die Bilddokumentation erfolgte Uber eine digitale Schwarz/Wei-Kamera (S/W
camera Digital Sight DS 2 M BWc, Nikon). Mit Hilfe des Software-Programms NIS-Elements
2.30 (Nikon) wurden die Schwarzweilbilder entsprechend der emittierten Lichtfarbe
eingefirbt. So sind Cy3-Signale immer rot dargestellt, Alexa Fluor®488 immer grin und
DAPI-Kernsignale immer blau. Das Fotografieren der betreffenden Gewebeausschnitte mit
den entsprechenden Filtern und anschlieBender Uberlagerung der Farbkanile erleichterte die
Lokalisation der Cy3-Signale. Zur Befunddokumentation, zum Beispiel mittels einer Bildtafel,
wurde gegebenenfalls eine Kontrastverstirkung oder ein Farbabgleich notwendig. Dazu wurde

die Adobe Photoshop Imaging-Software verwendet.

6.2.10. Konfokalmikroskopie

Die weitere Analyse der Gewebeschnitte, besonders fir die Analyse der
doppelmarkierten Gewebe, wurde an einem Leica TCS SL Spectrial Confocal Microscope
(Leica  Microsystems,  Heidelberg,  Deutschland)  durchgefihrt. Ein  konfokales
Laser-Scanning-Mikroskop (Laser-Rastermikroskop) setzt zur Beleuchtung einen Laser ein,
der in der Fokusebene punktweise das Objekt beleuchtet und dort in jedem Punkt
Fluoreszenzmolekile anregt. Das Fluoreszenzlicht wird auf eine Blende in der Bildebene
abgebildet, wobei nur das Licht, das direkt aus der Fokusebene kommt, detektiert wird. Die
vollstindige Fokusebene wird mit Hilfe eines Rasterkopfs in x- und y- Richtung abgebildet.
Dabei wird der Laserstrahl mit einem beweglichen Spiegelsystem tiber das Objekt geleitet.
Der Durchmesser der Detektor-Blende bestimmt zusammen mit dem Mikroskopobjektiv und
dessen numerischer Apertur die Dicke des optischen Schnitts. Dieser liegt im Bereich des 2-

bis 2,5-fachen der lateralen Auflosung;
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Lichtquelle
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Detektor |-
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Abb. 6-4: Prinzipieller Aufbau eines konfokalen Mikroskops.
Aus: http:/ /www.konfokalmikroskop.de/
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6.3. Ussingkammer-Versuche

6.3.1. Theorie der Ussingkammer-Technik

Anfang der 1950er entwickelte der danische Physiologe Hans H. Ussing die
Kurzschlussstrom- oder Ussingkammer-Technik (Ussing, Zerahn 1951). Diese Methode bietet
eine Rethe von Vorteilen im Vergleich zur Registrierung von Radioisotopenfluxen zur
Messung von lonentransportprozessen. Erstens ist diese Methode viel empfindlicher als die
Methode, die Isotope verwendet. Zweitens ermdglicht sie die Erfassung schneller Reaktionen
in Echtzeit. Aullerdem ist sie leicht zu erlernen. Aber als Nachteil kann diese Methode nicht
identifizieren, welche Ionen tatsichlich transportiert werden, weil sie nur den Gesamtstrom
misst. Es ist jedoch moglich, die flieBenden Ionen pharmakologisch mit Hilfe spezifischer
Blocker zu identifizieren (Karaki, Kuwahara 2004).

Mit dieser Technik kénnen elektrogene Transportprozesse an Epithelien verschiedener
Organe gemessen werden. Um mit Hilfe der Ussingkammer transepitheliale
Potentialinderungen theoretisch zu beschreiben, entwickelten Ussing und Zehran ein
Ersatzschaltkreismodell. In diesem System wird das eingespannte Gewebe als Widerstand bzw.
Batterie betrachtet. Die Widerstinde der basolateralen und der apikalen Membran sind dabei

in Reihe geschaltet.
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Abb. 6-5: Ersatzschlatkreismodell von Ussing und Zerahn (1951) fiir ein Epithel
R1 = Innenwiderstand der apikalen Membran [Q-cm’]

R2 = Widerstand der apikalen Membran [Q* cm’]

R3 = Innenwiderstand der basolateralen Membran [Q2* cm’

R4 = Widerstand der basolateralen Membran [Q* cm’]

R5 = parazellulirer Widerstand [Q* cm?]

Em = Potential an der apikalen Membran [mV]

Es = Potential an der basolateralen Membran [mV]

Zwischenzeitlich wurde die spezielle Software Winclamp (Ing. Biro fiir Mess- und
Datentechnik, Dipl. Ing. K. MuBler, Aachen, Deutschland) entwickelt, die eine vollstindige
Steuerung des Systems per Computer ermoglicht und die elektrischen Parameter wie
Kurzschlussstrom (Isc = short circuit current), Gewebeleitfihigkeit (Gt = transmural electrical
conductance) oder transepitheliale Potentialdifferenz (Pd) kontinuierlich erfasst. Hierzu
verfugten die Ussingkammern tiber zwei unterschiedliche Elektrodenpaare, die tber
Agarbriicken (50 g/1 Agar in Standard-Tyrodel6sung) mit den Kammern verbunden waren.
Das erste Elektrodenpaar war gewebenah in nur 1 mm Entfernung von der Schleimhaut

angebracht, um Messartefakte, bedingt durch einen Potentialabfall durch den
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Losungswiderstand, zu minimieren. Das zweite Elektrodenpaar (Ag/AgCl-Elektroden) diente
der Stromapplikation und wurde méglichst weit von dem Gewebe entfernt angebracht, um
eine gleichmiBlige Stromdichte im Bereich des Gewebes zu erzeugen.

Die Messeinrichtung erlaubte das Umschalten zwischen zwei Mess-Modi,
“Open-circuit-Modus® und ,,Voltage-clamp-Modus®. Damit das Gewebe nach dem
Einspannen zunichst unbeeinflusst wieder zu Gleichgewichtsbedingungen finden konnte,
wurde bei jedem Versuch anfangs der ,,Open-circuit-Modus® gewahlt. Bei diesem Modus
erfolgt eine direkte Messung der transepithelialen Potentialdifferenz. Beide Seiten der Kammer
waren mit 3,5 ml derselben Losung geftllt. Somit wurden hydrostatischer Druck und
chemische Gradienten als Antriebskrifte fiir Stofftransport ausgeschaltet und es lag lediglich
der elektrische Gradient, der durch spontane Ionenbewegungen gebildet wird, vor (Karaki,
Kuwahara 2004).

Typisch fur das Kolongewebe der Ratte ist eine spontane Sekretion von Anionen, vor
allem von CI' und HCOj; (Strabel 1995). Dadurch wird die serosale (basolaterale) Seite
gegenitber dem Lumen (mucosale oder apikale Seite genannt) positiv aufgeladen. Nach ca. 1
min wurde dann in den ,,Voltage-clamp-Modus® gewechselt. Durch Einspeisen eines Stroms
kann hierbei die transepitheliale Potentialdifferenz auf einen beliebigen Wert eingestellt
werden. Der kompensatorische Strom, der notwendig ist, um diese Potentialdifferenz auf 0
mV zu klemmen, wird als Kurzschlussstrom (Isc fir short-circuit current) bezeichnet. Der Isc
entspricht in seiner Grof3e somit der Summe aller elektrogenen Ionenbewegungen am Epithel.
Eine unter diesen Bedingungen gemessene Zunahme des Isc ist damit immer auf einen
aktiven Transport zuriickzufithren. Der Isc wurde in pEq/h/cm” (mit 1 pEq/h/cm’® = 26,9
wA/cm?) als Ladungsverschiebung pro Zeit und freier Gewebefliche angegeben.

Zur vollstindigen Charakterisierung der elektrischen Eigenschaften des Gewebes
wurden zusatzlich der Gewebewiderstand (Rt) und die Gewebeleitfihigkeit ermittelt. Hierzu
wirkten wahrend der Messungen im Voltage-clamp-Modus Stromimpulse mit einer Amplitude
von £ 50 pA fir eine Dauer von 200 ms auf das Gewebe ein. Mit Hilfe des Ohmschen
Gesetzes konnte aus der resultierenden Potentialdifferenz der Gewebewiderstand (Rt = U/I)

bzw. die Gewebeleitfihigkeit (Gt = 1/U) errechnet werden.
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Abb. 6-6: Schaltbilder fiir die (A) Open-circuit und (B) Short-circuit Messbedingung.
Aus (Karaki, Kuwahara 2004)

6.3.2. Die Messkammer

In  meinen Versuchen wurden Messkammern eingesetzt, die aus zwei
Plexiglaskammerhilften bestanden, die mittels Plexiglasschrauben miteinander verbunden
waren. Um einen wasserdichten Verschluss zu erhalten, wurde im Bereich der Kontaktflichen
der beiden Kammerhilften ein diunner Silikonfilm aufgetragen. Zwischen beiden Hilften
wurde ein Gewebestiick mit einer Oberfliche von 1 cm” gespannt. Feine Metallstifte an der
einen Kammerhilfte fixierten das Gewebe. Es fungierte somit als Grenzfliche zwischen zwei
mit Pufferlésung gefiillten Kammerkompartimenten. Das Volumen der Kompartimente
betrug jeweils 3,5 ml. An der Oberseite der Kammer war fiir jede Seite ein Zugang vorhanden,
tber den die Losungen getauscht oder Wirkstoffe zugegeben werden konnten. Wihrend der
gesamten Versuchsdauer wurden das Gewebe und die Pufferlésungen tiber einen temperierten
Wasserzulauf auf konstanten 37 °C gehalten. Eine stindige Begasung mit Carbogen tiber zwei
Gasfritten am Boden der Kammern sorgte fiir eine ausreichende Versorgung des
Darmgewebes mit Sauerstoff und fir einen konstanten pH-Wert von 7,4. Unter diesen

Bedingungen bleiben die epithelialen Funktionen bis zu sechs Stunden nach Organentnahme
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erhalten, ohne dass morphologische Verinderungen am Epithel auftreten (Diener, Rummel

1989).

I

lsc-Elektrode Potential-
Elektrode

Abb. 6-7: Schema einer modifizierten Ussingkammer

6.3.3. Versuchsdurchfithrung und Datenerfassung
Nach dem Einspannen des Gewebes wurde die Messkammer mit Standard-Tyrodelsung
befillt. Um den Gewebewiderstand zu stabilisieren, wurde eine 60-miniitige
Aquilibrierungsphase unter short-circuit-Bedingungen durchgefiihrt. AnschlieBend wurden je
nach Versuchsreihe in einer oder beiden Kammerseiten die Standard-Tyrodel6sung mit anderen
Pufferlésungen ausgetauscht und/oder verschiedene Substanzen appliziert. Uber eine
computergeschiitzte automatische Voltage-Clamp-Anlage (Ing. Biro fir Mess- und
Datentechnik, Dipl. Ing. K. MuBller, Aachen, Deutschland) wurden kontinuierlich
Kurzschlussstrom, Gewebeleitfihigkeit, und Potentialdifferenz erfasst und gespeichert. Zu
Beginn jeder Messung wurde die Potenzialdifferenz zwischen den einzelnen Elektroden und der
Widerstand der verwendeten Losungen bestimmt und von den Messdaten subtrahiert. Am
Ende des Versuchs wurden die Minutenwerte und deren graphische Darstellung ausgedruckt.
Zur weiteren Bearbeitung wurden die Daten in ein Tabellen-Kalkulations-Programm
(Lotus 123) exportiert. Als Basallinie (Baseline) galt der Kurzschlussstrom unter basalen

Versuchsbedingungen, der vor Substanzzugabe als Durchschnittswert des Isc aus den letzten

86



6. Methoden

drei Minuten ermittelt wurde. Der hochste Wert nach Calcium-Stamm-Losungzugabe wurde als
Calcium-Peak gewertet und die Verinderung zwischen Baseline und Calcium-Peak als Alsc

berechnet.

6.4. Zellkultur

6.4.1. Auftauen der Zellen

Es wurde die Kolonepithelzelllinie HT29/B6 (Noguchi et al. 1979; Bojarski et al. 2001)
von mir eingesetzt. Die eingefrorenen Zellen wurden in einem Wasserbad bei 37°C aufgetaut
und unter einer Sterilwerkbank (LaminAir LB-48-C, Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland) zunichst in ein Réhrchen mit 10 ml Medium (Ready mix RPMI mit Penicillin,
siche 5.4.9.) uberfithrt. Dann wurden die Zellen 5 Minuten abzentrifugiert und danach der
Uberstand abgesaugt. 8 ml Medium wurde zu dem Réhrchen gegeben, dann wurde die
Rohrchen zugeschraubt und aufgeschiittelt. Der Inhalt jedes Rohrchens wurde auf 2 Platten
(Durchmesser 6 cm) aufgeteilt (jeweils 4 ml), dazu wurde jeweils 2 ml Medium zugegeben.
Waren die Zellen 80 — 90 %, konfluent (dies dauert mindestens 2 Wochen), wurden sie in zwei

Kulturschalen (Durchmesser 6 cm) passagiert.

6.4.2. Mediumwechsel
Ein Mediumwechsel wurde dreimal pro Woche durchgefithrt. Dabei wurde das alte
Medium abgesaugt, danach wurden 6 ml neues Medium zugegeben. Vor jedem

Mediumwechsel wurden die Zellen unter dem Mikroskop betrachtet.

6.4.3. Passagieren

Zum Erhalt der Zellkultur wurden die Zellen in Kulturschalen mit Durchmesser 6 cm
vermehrt. Bei einer Konfluenz von 80 — 90 % erfolgte ihre Splittung. Dazu wurde das
Medium abgesaugt, die Zellen dreimal mit 3 ml Hank’s BSS ohne Calcium/Magnesium (siche
5.4.9.) gewaschen und anschlieBend 1 ml Trypsin-Losung (sieche 5.4.9.) auf die Zellen gegeben,
dieses gut verteilt und fiir 5 min bei 37 °C inkubiert. Durch Klopfen an der Kulturschale
konnten die Zellen vom Untergrund abgelost und anschlieBend die Trypsinierung durch
Zugabe von 1ml Ready mix RPMI Medium (siche 5.4.9.) gestoppt werden. Danach wurden die
Schale mit Hank’s BSS (siche 5.4.9.) zweimal gewaschen. Hank’s BSS wurde jemals 1 ml
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verwendet. Diese Zell-Suspension wurde in einem 15 ml Rohrchen gesammelt. Dann die
Zell-Suspension wurde bei 1100 U/min fir 5 Minuten zentrifugiert. Danach wurde das
Medium tiber dem Zell-Pellet vorsichtig abgesaugt und in 6 — 10 ml Medium (nach Bedarf
variiert) suspendiert. Um das Zell-Pellet im Medium zu l6sen, wurde das Réhrchen fiir 30
Sekunden auf den Rittler geschiittelt. Die Zellzahl in der Zell-Suspension wurde gezéhlt. Fur

diesen Zweck wurde eine Neubauer-Zahlkammer verwendet.

6.5. Calcium-Imaging mit Fura-2 AM

6.5.1. Theorie des Calcium-Imagings

Verinderungen der cytosolischen Calcium-Konzentration vermitteln intrazellulire
Signaliibertragungen, da Calcium-lonen als Second-Messenger dienen. Um diese Art von
Signaliibertragung zu untersuchen, kann man die sich verindernde Calcium-Konzentration
mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen bildlich darstellen. Die Fluoreszenzfarbstotfe konnen in
zwei Gruppen unterteilt werden, die wavelength stable dyes (wellenlingenstabile Farbstoffe)
und die wavelength shifting dyes (wellenlingeindernde Farbstoff). Bei erstgenannten
Fluoreszenzindikatoren dndert sich durch Bindung von Calcium nur die Emissionsintensitat,
die Anregungs- und Emissionswellenlingen bleiben konstant. Fir die Imagingversuche in
dieser Studie wurde der Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 verwendet, welcher zu den wavelength
shifting dyes gehort. Wenn Calcium an den Farbstoff bindet, dndert sich dessen

Anregungswellenlinge.
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Anragungsspektrum von Fura-2
bei einer Ca®-Konzentration von 50 pmaol/l

/— iIsoemissiver Punkt

Anregungsspaekbtrim von Fura-2
I"~. bei einer Ca*-Konzentration von 0 pmol/|

Irtensitat der Anragung

340 380 Anregungswellenlange (nm)

Abb. 6-8: Anregungsspektren von Fura-2 bei verschiedenen Calcium-Konzentrationen

(Die Messung der Emission erfolgt bei 510 nm.)

Der Vorteil dieser wellenlingenidndernden Fluoreszenzfarbstoffe ist die Moglichkeit der
Unterscheidung zwischen Calcium-freiem und Calcium-gesittigtem Farbstoffanteil — so kann
eine Verhiltnis-Messung (Ratio-Messung) durchgefiihrt werden, wobei die Emissionswerte des
ionengebundenen Anteils durch die des freien Farbstoffes dividiert werden. Dabei findet eine
zeitlich unmittelbar hintereinander abwechselnde Anregung bei 340 nm und 380 nm statt. Die
jeweilige Emission bei 510 nm wird gemessen und daraus das Verhiltnis gebildet. Fir den an
Calcium gebundenen Farbstoff liegt das Anregungsmaximum bei 340 nm. Das
Anregungsmaximum des ungebundenen Fura-2 liegt bei 362 nm. In der Praxis wird allerdings
nicht bei 362 nm gemessen, da dies sehr nah am isoemissiven Punkt des spezifischen
Spektralverhaltens von Fura-2 liegt. An diesem Punkt ist die Fluoreszenzintensitit von Fura-2
unabhingig von der Calcium-Konzentration immer gleich. Gemessen wird stattdessen bei
einer Anregungswellenlinge von 380 nm. Hier ist die Differenz der Fluoreszenzintensitit fur
Calcium-freies und Calcium-gebundenes Fura-2 am gro3ten. Der Quotient fir die
Ratio-Messung setzt sich demnach aus der Emission der Anregung bei 340 nm und 380 nm

zusamimen.
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Diese Ratio-Messung bringt gegeniiber der Einzelwellenlingenmessung einige Vorteile
mit sich. Die erfassten Werte der cytosolischen Calcium-Konzentration sind dabei unabhingig
von der absoluten Konzentration an Farbstoff in der Zelle. Auch Faktoren wie Zelldicke und
ZellgroBBe spielen keine Rolle. Zudem werden Fehlermdglichkeiten, die durch Ausbleichen
oder Heraustransport des Farbstoffs aus der Zelle entstehen kénnten, reduziert, da sie bei
beiden Wellenlingen die gleiche Auswirkung haben und so durch Bildung der Ratio entweder
ganz wegfallen oder zumindest minimiert werden (Tsien, Poenie 1986). Aus der im Versuch
gemessenen Ratio (Emission [340nm]/Emission [380nm|) kann die intrazellulire
Calcium-Konzentration theoretisch errechnet werden (Grynkiewicz et al. 1985). In der
vorliegenden Arbeit wurde jedoch nicht die genaue Calcium-Konzentration berechnet,
sondern — wie heute in der Literatur auch meist tiblich — ihre relative Anderung iiber die
Verinderung der Ratio protokolliert, da das Fura-2-Signal unter anderem auch von der
Anwesenheit cytosolischer Proteine beeinflusst wird, was bei der extrazelluliren Kalibrierung

des Fura-Signals nicht erfasst wird.

6.5.2. Der Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 AM

Fura-2 ist ein Fluoreszenz-Indikator-Farbstoff mit der Grundstruktur eines
Calcium-Chelators mit hoher Calcium-Selektivitit (Tsien 1980) (Abb. 6-9, B), genauer einer
EGTA [Ethylenglycol bis-(B-aminoethylether) N,N,N’,N’-tetraessigsdure] —Grundstruktur
(Abb. 6-9, A).
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(A) EGTA (B) Fura-2

Abb. 6-9: Strukturformel des EGTA (A) und des (B)Fura-2
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Diese Struktur vetleiht dem Farbstoff eine sehr hohe Selektivitit fir Calcium-lonen,
wodurch die Bildung eines Chelatorkomplex aus Fura-2 und Calcium ermdglicht wird. Die
Bindungskurve verlduft sigmoidal und ist in Abb. 6-10 in Abhingigkeit von der
Calcium-Konzentration dargestellt. Die Dissoziationskonstante (Kd) ist der Wert, bei dem
50 % des Fura-2 an Calcium gebunden ist. Je kleiner der Kd-Wert, desto stirker ist die
Affinitit des Farbstoffs fir das Ziel-lon. Fur Fura-2 liegt der Kd-Wert bei einer
Calcium-Konzentration von 224 nmol/l. In den meisten Zellen liegt die Konzentration an
freiem Calcium unter Ruhebedingungen nur bei etwa 100 nmol/1. Dieser Bereich ist durch das
graue Quadrat in Abb. 6-10 gekennzeichnet. Das bedeutet, dass bei einer Erhohung der
Calcium-Konzentrationen auf einen Stimulus hin noch genug Spielraum nach oben besteht,

bevor eine Sittigung des Farbstoffs eintritt.

&

£ 100 —0

I

5 :

i B
=

: :

% o - — b 50 3

. g

8 E

.'um

3 |

= Kd |

- i \I- 100
I | I 1 |
22400 224 224

Ca in nmol/l

Abb. 6-10: Bindung von Calcium an den Fluoreszenzindikator Fura-2 in Abhingigkeit
von der Calcium-Konzentration.
Das graue Quadrat zeigt den Bereich, in dem die cytosolische Calcium-Konzentration

unter Ruhebedingungen liegt. Kd = Dissoziationskonstante.
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6.5.3. Der Calcium-Imaging-Messstand

Die Fura-2-Messungen wurden mit einem inversen Lichtmikroskop IX 50 von
Olympus (Olympus Optical, Tokyo, Japan) durchgefiihrt, welches mit einem
Epifluoreszenz-Setup und einer Imageanalyse-Software (Till-Photonics, Martinsried,
Deutschland) ausgestattet war. Als Lichtquelle diente eine Xenonlampe. Die erzeugten
Lichtwellen wurden iiber einen Spiegel in den Lichtleiter gelenkt. Uber einen dichromatischen
Spiegel wurde das Anregungslicht auf das Objekt geleitet. Durch Anregung des Farbstoffs mit
Licht der Wellenlinge 340 bzw. 380 nm wurde eine Emission bei 510 nm erzeugt, die den
dichromatischen Spiegel passieren konnte. Das emittierte Licht wurde von einer CCD-Kamera
(charge coupled device; Till Photonics, Martinsried, Deutschland) aufgenommen und an einen
Computer gesendet. So konnten wihrend der Versuche fortlaufend Verinderungen der
cytosolischen Calcium-Konzentration in Form von sog, , live displays® aufgezeichnet werden.
Durch einen beweglichen Spiegel konnte das Licht alternativ zum Auge oder zur Kamera

weitergeleitet werden. Abb. 6-11 zeigt den Aufbau des Fura-2-Messstands.
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Abb.6-11: Aufbau des Calcium-Imaging-Messtands
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6.5.4. Die Imaging-Messkammer mit Perfusionssystem

Die Messkammer bestand aus einer Metallplatte mit einer kreisrunden, im Durchmesser
1,0 cm groBlen Aussparung in der Mitte, auf die das Glasplittchen mit dem Gewebestiick
aufgelegt werden konnte. Zur Befestigung des Glasplittchens wurde ein Teflon-Ring mit
gleicher Offnung auf die Metallplatte aufgesteckt und mit vier Schrauben fliissigkeitsdicht
fixiert. Durch die Form des Teflon-Rings konnte oberhalb des Glasplittchens bis zu 2 ml
Flussigkeit zugegeben werden. Die gesamte Vorrichtung wurde nun auf dem Objekttisch
fixiert und an ein Perfusionssystem angeschlossen. Die stindige Perfusion mit frischer
Tyrodelosung erfolgte durch einen mittels einer Schlauchpumpe gesteuerten Zu- und Ablauf
tber Kantlen und Schliduche. Zu- und Ablaufkanilen wurden hierfir jeweils gegentiberliegend
an ca. 2 cm hohen Teflon-Pins befestigt. Somit konnte das Flussigkeitsvolumen in der
Kammer auch wihrend der Perfusion konstant gehalten werden. Die Geschwindigkeit der
Perfusion wurde auf 250 ml/h eingestellt. Alle Imaging-Versuche wurden bei

Raumtemperatur durchgefihrt.

6.5.5. Calcium-Imaging-Experimente an kultivierten HT29/B6-Zellen

Die Mehrheit der Calcium-Imaging-Versuche wurde an kultivierten HT29/B6-Zellen
durchgefithrt. Zuerst wurden die Zellen mit Fura-2 beladen. Dazu wurden die Zellen mit
Fura-2 AM (6 pmol/l) und 0,5 g/1 Pluronic acid fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert (siche 5.6.6.). Um den nicht aufgenommenen Farbstoff zu entfernen, folgten bei den
Zellen drei Waschschritte mit Tyrode. Die Inkubation mit Fura-2 sowie alle folgenden Schritte
fanden unter Lichtschutz statt.

Die Losung auf den Glasplittchen, auf denen sich die aufgeladenen HT29/B6-Zellen
befanden, wurde mittels Pipette abgesaugt und die Plittchen anschlieBend in die Messkammer
eingespannt und auf dem Objekttisch befestigt. Durch ein 20X Objektiv wurde bei Durchlicht
nach geeigneten Zellen gesucht und diese dann entsprechend justiert. Davon wurde mit Hilfe
der Imaging-Software ein so genannter ,.Snapshot® erstellt, der auf dem Bildschirm als
Falschfarbendarstellung zu sehen war. Geringere Fluoreszenzintensitit wurde mit der Farbe

Blau, stirkere mit Griin bis Gelb bis hin zu Rot dargestellt (Abb. 6-12).
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Abb. 6-12: Fura-2 AM beladene HT29/B6-Zellen nach der Markierung
Anhand dieser Darstellung wurden fiir jede Zellen manuell als Messbereich (ROI =

region of interest) festgelegt. Ein ,,ROI* aulerhalb der Zellen diente als Leerwertmessbereich.

6.5.6. Datenerfassung

Zur Datenerfassung und zur Steuerung des Versuchsablaufs wurde die
Imaginganalyse-Software TILLvisION verwendet. Das Protokoll legte fest, dass alle 5
Sekunden eine Belichtung mit beiden Anregungswellenlingen (340 nm und 380 nm)
vorgenommen und jeweils die Emission aufgezeichnet wurde. Die Belichtungsdauer betrug
jeweils 20 ms. Wihrend des gesamten Versuchs konnten die emittierten Fluoreszenzsignale am
Computerbildschirm verfolgt werden. Das Programm errechnete zudem gleichzeitig die Ratio
aus der Emission bei beiden Anregungswellenlingen, sodass die Wirkung einer
Substanzzugabe auf die cytosolische Calcium-Konzentration direkt beobachtet werden konnte.
Stieg die Calcium-Konzentration an, stieg auch das Ratio-Signal, umgekehrt sank das Signal ab,
wenn die Calcium-Konzentration geringer wurde. Alle erfassten Werte wurden gespeichert

und danach mit verschiedenen Datenanalyse-Programmen ausgewertet.
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6.6. siRNA- Experimente mit HT29/B6-Zellen

6.6.1. Theorie der siRNA-Transfektion

Transfektion ist ein Prozess, bei dem Fremd-DNA oder RNA in eukaryotische Zellen
eingebracht werden (Spizizen et al. 1966). Daftir muss die negative Ladung der Nukleinsiduren
neutralisiert oder in eine positive umgekehrt werden. Chemikalien wie Calciumphosphat und
DEAE-Dextran oder kationische Lipid-Reagentien wie Lipofectamine koénnen die negativ
geladene Oberfliche bedecken und damit die negativen Ladungen neutralisieren oder die
Ladung sogar manchmal auch ins Positive umkehren (Abb. 6-13). Diese Transfektionsmittel

erleichtern also die Passage durch die Zellmembran.
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Abb. 6-13: Verschiedene Transfektionsmittel.

Aus: http:/ /www.promega.com/resources/product-guides-and-selectors/protocols-and-

applications-guide/transfection/.

Kationische Lipide (Abb. 6-14) wurden erstmals 1980 als Transfektionsmittel verwendet

(Fraley et al. 1980)
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L cationic—1— Link—1 Lipic I
Head
Group

Abb. 6-14: Allgemeine Struktur eines kationischen Lipids

Kationische Lipid-Reagenzien bilden, wenn sie unter optimalen Konditionen in Wasser
vorliegen, kleine (ungefihre Grof3e: 100 bis 400 nm) unilamelldre Liposomen. Die Oberfliche
dieser Liposomen ist positiv geladen und damit dazu in der Lage die negativ geladene
Plasmid-DNA zu binden. Es bilden sich groflere Komplexe, die von den Zielzellen
aufgenommen werden (Gareis et al. 1991; Gershon et al. 1993; Smith et al. 1993). Die
DNA-Liposomen-Komplexe werden dann in Form von Endosomen und Lysosomen in die

Zellen aufgenommen (Coonrod et al. 1997).
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Abb. 6-15: Cationic lipid reagent-mediated transfection (Lipofectamine).

Aus: http:/ /www.invitrogen.jp/products/pdf/transgd.pdf.
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6.6.2. Theorie der Hemmung der Translation durch siRNAs

Die siRNA (small interference RNA) besteht aus einem etwa 19 bis 23 Basenpaare (bp)
umfassenden doppelstringigen Kern mit jeweils zwei endstindig tiiberstehenden Nukleotiden
(de Fougerolles et al. 2007). Das 5-Ende jedes Strangs ist phosphoryliert, wihrend die
3'-Enden freie Hydroxylgruppen tragen (de Fougerolles et al. 2007).

siRMA structure Double
overha ng
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T RRRARRRRRRRARRRARRARRRS *
Double C!Ed;vage Seed region
overh ang site

Abb. 6-16: Struktur der siRNA.
Aus (de Fougerolles et al. 2007)

Die siRNA spielt eine wichtige Rolle bei der RNA-Interferenz (kurz RNAi oder auch
RNA-Silencing). RNAi wurde von Fire et al. im Jahr 1998 entdeckt (Fire et al. 1998). Die
RNA-Interferenz ist ein natirlicher und evolutiondr konservierter Mechanismus in
Eukaryoten (Rassouli, Matin 2009; Cerutti, Casas-Mollano 20006), der sich als eine
experimentelle Moglichkeit zur Stilllegung von Genen (,,Gen-Knockdown®) etabliert hat.
Zunichst werden lange doppelstringige RNAs (dsRNAs = double-stranded RNA) gebildet
und von einer RNaselll-like Endonuclease, dem Dicer, zu siRNAs gespalten (Bernstein et al.
2001; Meister, Tuschl 2004; Sontheimer 2005; Tomari 2005) (sieche auch Abb. 6-17 A, B und
C). Dann binden diese kleinen doppelstringigen siRNAs an einen Multiprotein-Komplex, den
sogenannten RNA-induced silencing complex (RISC) (Pham et al. 2004; Tomari et al. 2004).
Die Kern-Komponente von RISC gehort zur Argonaute-Piwi (Ago-Piwi) Familie, aus der
einige Polypeptide die Funktion von siRNA-gesteuerten Endonucleasen aufweisen
(Hammond 2001; Liu et al. 2004; Meister, Tuschl 2004; Baumberger 2005; Tomari 2005).

Nach der Bindung der doppelstringigen siRNA an RISC schneidet das Enzym Ago
einen Strang der siRNA (passenger strand) ab (Matranga et al. 2005). Dies verursacht die
Trennung der siRNAs aus dem RISC (Miyoshi et al. 2005; Rand et al. 2005). Normalerweise

schneidet die Endonuclease Ago2 die Ziel-mRNA in perfekter Ubereinstirnmung mit der
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siRNA ab, wihrend miRNA (micro-RNA) in unvollkommener Uberstimmung mit ihrem Ziel

die Degradation von mRINA einleitet und die Translation verhindert.

- HOUOUOVO0OY -

o

D
v ~ N N

Target mRENA

: NN

4
H™N Ny
TN NN

IC) RNAIWeb.com

Abb. 6-17: Mechanismus der RNAI.

Aus http:/ /www.rnaiweb.com/RNAi/What_is_ RNAi/

A lange dsRNA.

B: Die RNAse III Dicer schneidet dsRINA heraus.

C: siRNA aus 19-23 Nukleotiden.

D: Durch Anlagerung von Argonaute (Ago) entsteht RISC.

E und F: RISC erkennt die Ziel-mRNA und spaltet sie — die Translation wird verhindert.
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Statistik

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte in Form von Mittelwerten * Standardfehler der
Mittelwerte (SEM) oder in Originalkurven. Wurden die Ergebnisse in Form von Messbalken
abgebildet, stellt die Hohe der Siule den Mittelwert dar, der Fehlerbalken den SEM. Bei den
Calcium-Imaging-Versuchen bezeichnet n die Anzahl der einzelnen gemessenen Epithelzellen.
Bei Ussingkammer- und Immunfluoreszenz-Messungen steht n fiir die Anzahl der
verwendeten Gewebe. Unabhingig davon wurden die Zellen oder Gewebe fiir alle Versuche
jeweils aus mindestens zwei verschiedenen Tieren gewonnen. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit
von p < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Um zwei Gruppen miteinander zu
vergleichen, wurde entweder ein Student's t-Test oder ein Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt.
Ein F-Test legte fest, welche dieser beiden Methoden angewendet wurde. Um mehrere
verschiedene Gruppen miteinander zu vergleichen, wurde ein anschlieBender Post-hoc-Test
nach Tukey durchgefiihrt. Die Berechnungen erfolgten mit der Statistik Software StatMostTM

32 (Dataxiom, Los Angeles, Kalifornien, USA).
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7. Ergebnisse

7.1. Expression von STIM- und Orai-Proteinen

Um herauszufinden, ob in den Kolonepitelzellen der Ratten STIM-Proteine (STIM1
und STIM2) und Orai-Proteine (Orail, Orai2 sowie Orai3), die als Ca*’-Sensor
beziechungsweise als Teilstruktur von Calciumkanilen fungieren, existieren oder nicht,
wurden immunohistochemische Experimente mit Antikorpern gegen diese Proteine
durchgefiithrt. Expression von STIM1 wurde im gesamten Kolonepithel beobachtet. Es gab
keine nennenswerten Gradienten hinsichtlich der STIM1-Immunoreaktivitit entlang der
Oberflichen-Krypten-Achse, d.h. STIM1 wird sowohl von unreifen Funduszellen wie auch
von reifen Oberflichenepithelzellen exprimiert (Abb. 7-1). Neben der Expression in
Epithelzellen, deren Verlauf entlang der Krypten relativ gut anhand der durch DAPI
gefirbten Zellkerne erkennbar ist, war auch in Zellen in der Lamina propria zwischen
einzelnen Krypten ein immunhistochemisches Signal zu beobachten. In Muskelzellen der
Lamina muscularis propria war ebenfalls eine STIM1-Immunoreaktivitit zu beobachten.
Die Negativkontrollen, bei denen der Primirantikdrper gegen STIM1 weggelassen wurde,
zeigten kein Signal, was eine unspezifische Bindung des Sekundarantikorpers ausschlief3t.

Eine dhnliche Verteilung im Bereich der Mucosa wies STIM2 auf, welches ebenfalls
im Kolonepithel entlang der Krypten-Oberflichen-Achse zu finden war (Abb. 7-2). Im
Unterschied zu STIM2 war aber eine Markierung der glatten Muskelzellen der Lamina
muscularis mucosae und der Lamina muscularis propria zu beobachten. Bei Weglassen des
Primirantikorpers gegen STIM2 (Negativkontrolle) war kein Fluoreszenzsignal zu sehen.

Ahnliche Muster ergaben sich auch fiir die drei untersuchten Orai-Proteine. Sowohl
Orail (Abb. 7-3) als auch Orai2 (Abb. 7-4) sowie Orai3 (Abb. 7-5) lieBen sich im
Kolonepithel darstellen. Eine Immunoreaktivitit fiir Orail, Orai2 sowie Orai3 war auch in
der glatten Muskulatur der Lamina muscularis mucosae und der Lamina muscularis propria
zu finden. Die Negativkontrollen zeigten keine Firbung mit Ausnahme der Experimente
zur Darstellung der Verteilung von Orai3, die eine leichte, diffuse Hintergrundfirbung

aufwiesen.
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Kern (DAPI) STIM1 (Cy3) Overlay
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Abb. 7-1: Immunohistochemische Detektion von STIM1 im Kolon der Ratte.

Die Bilder sind derart angeordnet, dass das Oberflichenepithel im oberen Bildteil
und die Submukosa im unteren Bildteil dargestellt wird. Linke Spalte: Kernfirbung mit
DAPI (blau); mittlere Spalte: immunohistochemisches Signal (Cy3-markiert, rot); rechte
Spalte: Uberlagerung beider Signale. Die erste Zeile zeigt die Firbung in Gegenwart
(positive control), die zweite Zeile in Abwesenheit (negative control) des Primarantikérpers
gegen STIM1. Die Skalen (100 um) sind giltig fiir alle Bilder. Typische Ergebnisse aus drei

unabhingigen Experimenten.
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Kern (DAPI) STIM2 (Cy3) Overlay

Positive Control

100um

Negative Control

Abb. 7-2: Immunohistochemische Detektion von STIM2 im Kolon der Ratte.

Die Bilder sind derart angeordnet, dass das Oberflichenepithel im oberen Bildteil
und Submucosa/Muscularis propria im unteren Bildteil dargestellt wird. Linke Spalte:
Kernfirbung mit DAPI (blau); mittlere Spalte: immunohistochemisches Signal
(Cy3-markiert, rot); rechte Spalte: Uberlagerung beider Signale. Die erste Zeile zeigt die
Firbung in Gegenwart (positive control), die zweite Zeile in Abwesenheit (negative control)
des Primirantikérpers gegen STIM2. Die Skalen (100 um) sind gultig fur alle Bilder.

Typische Ergebnisse aus drei unabhingigen Experimenten.
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Abb. 7-3: Immunohistochemische Detektion von Orail im Kolon der Ratte.

Die Bilder sind derart angeordnet, dass das Oberflichenepithel im oberen Bildteil
und Submucosa/Muscularis propria im unteren Bildteil dargestellt wird. Linke Spalte:
Kernfirbung mit DAPI (blau); mittlere Spalte: immunohistochemisches Signal
(Cy3-markiert, rot); rechte Spalte: Uberlagerung beider Signale. Die erste Zeile zeigt die
Firbung in Gegenwart (positive control), die zweite Zeile in Abwesenheit (negative control)
des Primirantikérpers gegen Orail. Die Skalen (100 pm) sind gultig fiir alle Bilder. Typische

Ergebnisse aus drei unabhingigen Experimenten.
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Kern (DAPI) Orai2 (Cy3) Overlay
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Abb. 7-4: Immunohistochemische Detektion von Orai2 im Kolon der Ratte.

Die Bilder sind derart angeordnet, dass das Oberflichenepithel im oberen Bildteil
und Submucosa/Muscularis propria im unteren Bildteil datgestellt wird. Linke Spalte:
Kernfirbung mit DAPI (blau); mittlere Spalte: immunohistochemisches Signal
(Cy3-markiert, rot); rechte Spalte: Uberlagerung beider Signale. Die erste Zeile zeigt die
Firbung in Gegenwart (positive control), die zweite Zeile in Abwesenheit (negative control)
des Primirantikérpers gegen Orai2. Die Skalen (100 pm) sind gultig fiir alle Bilder. Typische

Ergebnisse aus drei unabhingigen Experimenten.
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Kern (DAPI) Orai3 (Cy3) Overlay

Abb. 7-5: Immunohistochemische Detektion von Orai3 im Kolon der Ratte.

Positive Control

100um

Negative Control

100um

Die Bilder sind derart angeordnet, dass das Oberflichenepithel im oberen Bildteil
und Submucosa/Muscularis propria im unteren Bildteil dargestellt wird. Linke Spalte:
Kernfirbung mit DAPI (blau); mittlere Spalte: immunohistochemisches Signal
(Cy3-markiert, rot); rechte Spalte: Uberlagerung beider Signale. Die erste Zeile zeigt die
Firbung in Gegenwart (positive control), die zweite Zeile in Abwesenheit (negative control)
des Primirantikérpers gegen Orai3. Die Skalen (100 pm) sind gultig fiir alle Bilder. Typische

Ergebnisse aus drei unabhingigen Experimenten.
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7.2. Translokation von STIM1 nach Ca**-Speicher-Entleerung

Da in anderen Zellsystemen STIM1 und Orail als die beiden wichtigsten Vertreter
der jeweiligen Proteinfamilie, die am kapazitativen Ca*'-Einstrom beteiligt sind, angesehen
werden (Carrasco, Meyer 2011), wurde in den folgenden Versuchen ein Hauptaugenmerk
auf STIM1 und Orail gelegt.

Von Lymphozyten, z.B. Jurkat-Zellen, einer T-Lymphozytenzelllinie, ist bekannt,
dass STIM1 nach einer Ca’*-Speicher-Entleerung zur Zellmembran wandert (Wu et al.
2006). Um herauszufinden, ob eine dhnliche Translokation am Kolonepithel der Ratte
stattfindet und um zu kliren, zu welchem Zellpol der polarisierten Epithelzellen das
Protein transloziert, wurde die Verteilung von STIM1 nach Ca’"-Speicher-Entleerung
mittels konfokaler Mikroskopie untersucht. Zur Entleerung der zelluliren Ca*"-Speicher
wurde folgendes Protokoll gewihlt. Mucosa-Submucosa-Praparate aus dem Rattenkolon
wurden fir 2 h bei 37 °C in einer calciumfreien Parsons-Lésung (siche 5.4.7.) inkubiert.
AuBerdem befand sich Cyclopiazonsiure (10°mol/l, siche 5.7.5.) in diesem Puffer, welche
durch Hemmung der Sarcoplasmatisch-Endoplasmatischen Reticulum-Ca**-ATPase
(SERCA) die Wiederfiillung intrazellulirer Ca**-Speicher verhindert (Plenge-Tellechea et al.
1997). Die entsprechenden Kontrollgewebe wurden fiir 2 Stunden in Ca’'-haltiger
Parsons-Losung (siche 5.4.7.) ohne Cyclopiazonsiure inkubiert.

Unter Kontrollbedingungen wurde die STIM1-Immunofluoreszenz — dhnlich wie
in den initial durchgefithrten Experimenten an frisch entnommenen Darmpriparaten (Abb.
7-1) — mehr oder weniger homogen verteilt in den Epithelzellen gefunden (siche Abb. 7-6,
links). Die in-vitro Inkubation Gber 2 h alleine hatte also keinen Effekt auf die Verteilung
des Proteins. Dies dnderte sich drastisch nach der Ca*"-Speicher-Entleerung. Nach 2 h
Inkubation in Ca*'-freier Parsonslésung in Kombination mit SERCA-Blockade war eine
Kondensation der Immunofluoreszenz von STIM1 an der basalen Seite des Zellpols
(markiert mit dem weillen Pfeil in Abb. 7-6) und in den lateralen Zellgrenzen zu
beobachten. Das war nicht unerwartet, weil die Antwort auf Ca®'-abhingige Sekretagoge
von der Anwesenheit von Ca’’ im serosalen Puffermedium abhingt (Zimmerman et al.
1983). Eine Translokation von STIM1 nahe zur basolateralen Membran wire gut vereinbar
mit der Modellvorstellung, dass dariiber nach Ca**-Speicher-Entleerung Ca**-Kanile in der
basolateralen Membran zur Wiederauffilllung der Speicher, sprich zum kapazitativen

Ca’"-Einstrom, aktiviert werden. Daneben wurde aber auch eine Translokation von STIM1
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an den apikalen Zellpol beobachtet (markiert mit dem blauen Pfeil in Abb. 7-6). Die
Kondensation von STIM1 am apikalen Zellpol fiel in einigen Kryptenbereichen sogar
qualitativ deutlich prominenter aus als diejenige am basalen Zellpol.

Um diese Translokation zu quantifizieren, wurde eine morphometrische Analyse der
STIM1-Immunofluoreszenz durchgefithrt. Fur diesen Zweck wurde eine Linie parallel zur
Lingsachse der einzelnen Epithelzellen gezeichnet (siche rote Linie in Abb. 7-6 als Beispiel).
Die gesamte Fluoreszenzintensitit, die entlang dieser Lingsachse gefunden wurde, wurde
als 100 % gesetzt und die Verteilung des STIM1-Signals entlang dieser Achse prozentual
dargestellt (Abb. 7-7). Man erkennt deutlich eine Zunahme des Anteils der
STIM1-Fluoreszenz nahe dem basalen und — stirker noch — nahe dem apikalen Zellpol
nach Ca’’-Speicher-Entleerung (Abb. 7-7, B) im Vergleich zu den Kontrollzellen (Abb. 7-7,
A).

Um die unterschiedlichen GroBen der einzelnen untersuchten Zellen zu
kompensieren, wurde fiir die X-Achse bei dieser Darstellung der basale Zellpol als 0 %
Zellhohe gesetzt und der apikale Zellpol als 100 % Zellhohe (sieche Schema in der Abb. 7-7).
Wenn die Fluoreszenz in den finf direkt an den basalen Zellpol angrenzenden
Kompartimenten (0 — 5 % der Zellhohe, das heil3t die ersten 5 X-Werte in Abb. 7-7)
integriert wurde, stieg die STIM1-Fluoreszenz in diesem basalen Kompartiment von 6,15 £
0,14 (n = 240 Zellen) unter Kontrollbedingungen auf 6,90 * 0,15 (n = 220 Zellen) nach
Ca’*-Speicher-Entleerung an (P < 0,05). Wenn die Fluoreszenz in den fiinf direkt an den
apikalen Zellpol angrenzenden Kompartimenten (95 — 100 % der Zellhéhe, das heif3t die
letzten 5 X-Werte in Abb. 7-7) integriert wurde, nahm die STIM1-Fluoreszenz von 4,12 +
0,08 (n = 240 Zellen) unter Kontrollbedingungen auf 8,64 *+ 0,26 (n = 220 Zellen) nach
Ca’*-Speicher-Entleerung zu (P < 0,05).

Mit der gleichen Methodik wurde mittels konfokaler Mikroskopie die Verteilung von
Orail unter Kontrollbedingungen und nach Ca*’-Speicher-Entleerung untersucht (Abb.
7-8). Wenn die Fluoreszenz in den finf direkt am basalen Zellpol gelegenen
Kompartimenten (0 — 5 % der Zellhohe, das heil3t die erste 5 X-Werte in Abb. 7-8)
integriert wurde, nahm die Intensitit in dieser Region von 4,83 = 0,02 (n = 240 Zellen)
unter Kontrollbedingungen auf 545 =+ 0,03 (n = 220 Zellen) nach
Ca’*-Speicher-Entleerung zu (P < 0,05). Wenn die Fluoreszenz in den finf direkt an den

apikalen Zellpol angrenzenden Kompartimenten (95 — 100 % der Zellhéhe, das heil3t, die
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letzte 5 X-Werte in Abb. 7-8) aufintegriert wurde, stieg die Intensitit von 3,81 + 0,02 (n =

240 Zellen) unter Kontroll-Konditionen auf 6,97 £ 0,05 (n = 220 Zellen) nach

Calcium-Speicher-Entleerung (P < 0,05). Diese Verschiebung zum apikalen Zellpol war
also bei Orail geringer als bei STIM1.
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A 100pm B 100pm

Abb. 7-6: Lokalisation von STIM1 vor und nach Ca**-Speicher-Entleerung.

Die Gewebe wurden entweder fiir 2 h unter Kontrollbedingungen (Ca’*'-haltige
Parsons-Losung, A) oder in Ca*'-freier Parsons-Losung kombiniert mit Cyclopiazonsiure
(10° mol/1) inkubiert (B) und mittels eines konfokalen Mikroskops untersucht. Basolaterale
(weiller Pfeil) und apikale (blauer Pfeil) Zellpole sind markiert. Die rote Linie demonstriert
die Art, wie die Verteilung der STIMI1-Immunofluoreszenz entlang der Lingsachse
einzelner Epithelzellen analysiert wurde (siche Abb. 7-7). Die Bilder sind typische

Ergebnisse aus drei unabhingigen Experimenten. Fuir die Statistik, siche Abb. 7-7.
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Abb. 7-7: Morphometrische Analyse der Verteilung der STIM1-Immunofluoreszenz
entlang der Lingsachse von Epithelzellen (siche rote Linie in Abb. 7-6 als Beispiel).

Das Prinzip der Auswertung ist in dem Schema dargestellt. Fir die Y-Achse wurde
die Gesamtfluoreszenz, die entlang der longitudinalen Achse gemessen wurde, als 100 %
gesetzt. Um die unterschiedliche Hohe einzelner Zellen zu kompensieren wurde fir die
X-Achse die basale Zellgrenze als 0 % Zellhéhe und die apikale Zellgrenze als 100 %
Zellhdhe angesetzt. Die Werte sind Mittelwerte (Symbole) = SEM (Linien), n = 220 — 240
Zellen.
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Abb. 7-8: Morphometrische Analyse der Verteilung der Orail-Immunofluoreszenz
entlang der Lingsachse von Epithelzellen (siche rote Linie in Abb. 7-6 als Beispiel).

Fir die Y-Achse wurde die Gesamtfluoreszenz, die entlang der longitudinalen Achse
gemessen wurde, als 100 % gesetzt. Um die unterschiedliche Hohe einzelner Zellen zu
kompensieren wurde fir die X-Achse die basale Zellgrenze als 0 % Zellhohe und die
apikale Zellgrenze als 100 % Zellh6he angesetzt. Die Wert sind Mittelwerte (Symbole) *
SEM (Linien), n = 220 — 240 Zellen.

Um ein genaueres Bild uber die intrazellulire Verteilung von STIM1 nach
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Ca’*-Speicher-Entleerung zu erhalten, wurde eine Komarkierung von Aktinfilamenten mit
Phalloidin-FITC vorgenommen. Aktinfilamente formen unter anderem das Terminal Web
direkt unterhalb der Burstensaummembran; sie wurden daher als Marker eingesetzt, um die
unerwartete Translokation von STIM1 an den apikalen Zellpol naher zu charakterisieren.
Die Phalloidin-FITC-Fiarbung zeigt eine starke Markierung der apikalen Region der
Epithelzellen (durch Markierung des Terminal Webs) sowie der basolateralen Zellgrenzen
(Abb. 7-9, links). Die gleichzeitige Firbung von STIM1 (Abb. 7-9, Mitte) und die
Ubereinanderlagerung beider Signalen (Abb. 7-9, rechts) belegt die Translokation von
STIM1 nach Ca*'-Speicher-Entleerung zum basolateralen wie auch zum apikalen Zellpol

der Epithelzellen.
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Actin (FITC) STIM1 (Cy3) QOverlay

Abb. 7-9: Doppelmarkierung von STIM1 und Aktinfilamenten.

Verteilung der STIMI1-Immunofluoreszenz (markiert mit Cy3 in rot, Mitte) in
Relation zur Verteilung von Aktinfilamenten (markiert mit Phalloidin-FITC in grin, links),
und die Uberlagerung beider Signale (rechts). Die Gewebe waren fiir 2 h unter
Ca’*-Speicher-entleerenden Bedingungen (Ca**-freie Parsons-Lésung mit 10° mol/1
Cyclopiazonsaure) inkubiert. Die Skala (10 pm) ist gultig fur alle Bilder. Die Bilder sind

typische Ergebnisse aus drei unabhingigen Experimenten.
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7.3. Apikaler gegen basolateraler Ca**-Einstrom:
Ussingkammer-Experimente

Die beobachtete Translokation von STIM1, des mutmaBlichen Ca**-Sensors des
endoplasmatischen Reticulums, sowohl in Richtung der basolateralen wie auch der apikalen
Membran deutet an, dass eine Ca®’-Speicher-Entleerung sowohl der Trigger fiir einen
Ca’*-Einstrom durch die basolaterale wie auch durch die apikale Zellmembran sein kénnte.
Um dieses Hypothese zu tiberpriifen, wurde ein Ca*'-Entleerung-Wiederfiillung-Protokoll
in Ussingkammer-Versuchen durchgefithrt. Eine Offnung von speichergesteuerten
Ca’*-Kanilen fiihrt zur Zunahme der cytosolischen Ca’*-Konzentration (Kurosaki, Baba
2010). Ein Anstieg der Konzentration dieses second messengers im Cytosol fihrt Giber das
Offnen von Ca®’-abhingigen K'-Kanilen zu einer Hyperpolarisation der basolateralen
Zellmembran (Bohme et al. 1991). Diese fordert die Antriebskraft fiir den CI' Ausstrom
durch apikale CI' Kanile, die in der Hauptsache cAMP-regulierte Anionenkanile vom Typ
CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) darstellen und 16st damit
quasi indirekt eine CI Sekretion aus, die sich in Ussingkammerexperimenten als Anstieg des
Kurzschlussstroms (Isc) messen ldsst (Strabel, Diener 1995).

Um eine Cl Sekretion als ,,Read-Out“ fiir den Anstieg der cytosolischen Ca**
Konzentration nach Aktivierung speichergesteuerter Ca’’-Kanile zu nutzen, wurde
folgendes Versuchsprotokoll entwickelt. Das gesamte Experiment wurden in der
nominalen ~ Abwesenheit von  serosalem  Ca**  durchgefiihrt, um  eine
Ca®*-Speicher-Entleerung zu erreichen. Die Gewebe wurden mit Forskolin (5:10° mol/1
mucosal und serosal, siche 5.7.6.) vorbehandelt, einer Substanz, die Adenylatcyclasen
aktiviert. Durch den Anstieg der cytosolischen cAMP-Konzentration kommt es zu einer
Proteinkinase A-vermittelten Phosphorylierung des CFTR-Kanals und damit zu einem
Anstieg seiner Offenwahrscheinlichkeit , was eine CI” Sekretion auslost (Riordan et al. 1989;
Anderson et al. 1991; Berger et al. 1991). Die Ca*'-Speicher-Entleerung wurde weiter
unterstiitzt durch Zugabe des SERCA-Blockers Thapsigargin (10° mol/l mucosal und
serosal, siche 5.7.10.), um die Wiederauffiillung von Ca®'-Speichern zu unterdriicken.
AnschlieBend wurde kumulativ Ca®* wieder dem serosalen Medium zugesetzt. Diese
Ca’"-Wiederfiillung fiihrte zu einem konzentrationsabhingigen, transienten Anstieg des Isc
(Abb. 7-10).

Nach der Stimulation einer CI'-Sekretion durch Forskolin, welches den Isc um 3,94 +
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0,88 uEq/h/cm’ gegeniiber der Baseline anstiegen lieB (n = 6, Abb. 7-10), wurden Ca**
Speicher durch den SERCA-Blocker Thapsigargin entleert. Thapsigargin (10° mol/1
serosal) 16ste eine weitere Zunahme des Isc um 0,33 + 0,20 puEq/h/cm®aus. Wenn danach
Ca’" auf der serosalen Seite kumulativ wieder zugesetzt wurde, wurde eine transiente und
konzentrationsabhingige Zunahme des Isc beobachtet. Die Zunahme erreichte ein
Maximum bei einer Ca*'-Konzentration von 2,5 - 5 mmol/l (Abb. 7-10A). Wenn ein
ihnliches Ca**-Speicher-Wiederfiillungsprotokoll verwendet wurde, bei dem aber Ca®* auf
der mucosalen Seite zugesetzt wurde, zeigte das Gewebe eine geringere Sensitivitit gegen
Calciumionen im Vergleich zu serosalem Ca®’. Eine maximale Zunahme des Isc wurde erst
bei 10 mmol/l Ca®*" beobachtet und die Zunahme des Isc betrug nur etwa 25 % der
maximalen Antwort auf serosales Ca®* (Abb. 7-10B). Dies bedeutet, dass ein fiir die
Ausldsung einer Anionensekretion relevanter Ca**-Einstrom iiber die apikale Membran nur
bei einer erhéhten chemischen Antriebskraft (erhohte Ca*'-Konzentration mucosal)
stattfindet (siche Diskussion).

Um annihernd gleich starke sekretorische Antworten hervorzurufen, wurde fiir die
folgenden Versuche eine Ca’"-Konzentration von 1,25 mmol/]1 fiir die serosale und von
12,5 mmol/1 fiir die mucosale Ca**-Repletion gewihlt. Der kapazitative Ca*'-Einstrom am
Kolonepithel der Ratte erfolgt wahrscheinlich iber nichtselektive, Lanthan-sensitive
Kationenkanile (Frings et al. 1999). Es wurde folglich gepriift, ob die sekretorische
Antwort, die eine Ca*'-Speicher-Wiederfiillung verursacht, durch Lanthan (serosale und
mucosale Seite, siche auch 5.7.8.) blockiert wird. Die Zugabe von Ca*" (1,25 mmol/l) auf
der serosalen Seite verursachte eine Zunahme des Isc von 2,10 £ 0,36 uEq/h/cm’ (n = 6;
Abb. 7-11, A). Zugabe von La’* (10° mol/l auf der serosalen Seite) fithrte nach einem
paradoxen Anstieg des Isc zu einem Abfall des durch Forskolin-stimulierten Isc (Abb. 7-11,
B). Nach Vorbehandlung mit La>* war der Ca’*-induzierte Strom signifikant (P < 0,05)
vermindert und betrug lediglich 0,19 + 0,077 uEq/h/cm® (Abb. 7-11, B).

Mit einem ahnlichen Protokoll wurde die Lanthan-Sensitivitit des kapazitativen
Ca’*-Einstroms iiber die apikale Membran getestet. Die mucosale Zugabe von Ca** (12,5
mmol/l) induzierte eine Zunahme im Isc von 243 + 1,73 uEq/ hem® unter
Kontrollbedingungen (n = 6; Abb. 7-11, C). Diese sekretorische Antwort wurde komplett
unterdriickt, wenn die Gewebe vorher mit I.a>* (10° mol/l) auf der mucosalen Seite

vorbehandelt wurden. Unter diesen Bedingungen war nach Zugabe von mucosalem Ca*
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lediglich eine leichter Abfall des Isc von -0,27 + 0,099 pEq/h/cm’ (n = 5, P < 0,05
gegeniiber der Antwort zu Calcium in die Abwesenheit von I.a’*) zu beobachten (Abb. 7-11,
D).

Diese Experimente zeigen, dass es Lanthan-sensitive speichergesteuerte
Ca®*-Einstromwege auch in der apikalen Membran gibt. Thr quantitativer Beitrag ist aber
deutlich geringer als derjenige des Ca**-Einstroms tiber die basolaterale Membran, denn
nur bei deutlicher Erhéhung der Antriebskraft fiir den Ca*"-Einstrom (Erhéhung der
extrazelluliren Ca*’-Konzentration auf 12,5 mmol/l) lisst sich dariiber eine

Ca’"-abhingige CI Sekretion erzeugen.
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Abb. 7-10: Effekte von Ca’-Speicher-Entleerung und zunehmender
Ca’*-Speicher-Wiederfiillung entweder auf der serosalen (A) oder der mucosalen
(B) Seite dem Darmepithels.

Eine Chlorid-Sekretion wurde durch Forskolin (5:10° mol/l mucosal und serosal)
induziert, die sarcoplasmatische-endoplasmatische Ca’'-ATPase wurde mit Thapsigargin
gehemmt (10° mol/I serosal). Die gesamten Experimente wurden in der Abwesenheit von
serosalem Ca*" durchgefithrt. Die Unterbrechungen der Isc-Kurve kommen durch
Weglassen von Zeitintervallen von 5 — 10 min zustande, um die einzelnen Kurven auf die
Zugabe der jeweiligen Substanzen zu synchronisieren. Die Werte sind Mittelwerte

(Symbole) £ SEM (Linien), n = 6.
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Abb. 7-11: Ca**-induzierter Isc nach Ca*"-Speicher-Entleerung.

Der Effekt von Ca2+—Speicher—Endeerung/Wiederfﬁﬂung wurde entweder auf der

serosalen Seite (A, B) oder auf der mucosalen Seite (C, D) des Kolonepithels getestet. Zur

Ca’*-Speicher-Repletion von serosal wurde eine Ca’* Konzentration von 1,25 mmol/I

eingesetzt, zur Repletion von mucosal eine Konzentration von 12,5 mmol/l. Die Gewebe

wurden mit Porskolin (5:10° mol/l mucosal und serosal) sowie Thapsigargin (10°

mol/l mucosal und serosal) vorbehandelt; das gesamte Experiment wurde in der

Abwesenheit von serosalem Ca*" durchgefiihrt. In den Experimenten in B und D wurde

La’* (10° mol/l; schwarzes Viereck) zu dem serosalen oder dem mucosalen Kompartiment

dazugegeben. Die Unterbrechungen der Isc-Kurve durch Weglassen von Zeitintervallen

von 5 — 10 min zustande, um die einzelnen Kurven auf die Zugabe der jeweiligen

Substanzen zu synchronisieren. Die Werte sind Mittelwerte (Symbole) £ SEM (Linien), n =

5 — 6. Die statistische Auswertung findet sich im Text.
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7.4. Die Beteiligung des Zytoskelettes

Es erhebt sich die Frage, wie die Translokation von STIM1 zur basolateralen und zur
apikalen Seite der Darmepithelzellen vermittelt wird. Der Ablauf des normalen
Ca’'-Signalwegs, zumindest wenn er durch physiologische Agonisten eingeleitet wird,
benotigt ein intaktes Aktin- und Tubulin-Zytoskelett in 3T3-Fibroblasten (Ribeiro et al.
1997). In der human-embryonalen Nierenzelllinie HEK293 wird der so genannte Iy,
(Ca®*-release activated current) durch Nocodazol, eine Substanz, die Mikrotubuli
depolymerisiert (Smyth et al. 2007), gehemmt, und in Jurkat T-Lymphozyten wird durch
Colchicin die intrazellulire STIM1-Translokation gehemmt (Barr et al. 2008). Daher
erschien es interessant zu prifen ob am Kolonepithel der Ratte Substanzen, die mit dem
Zytoskelett interagieren, die Wirkung von apikaler oder basolateraler Ca**-Repletion nach
Ca’*-Speicher-Entleerung hemmen. Es wurde das gleiche Versuchsprotokoll wie unter 7.3.
beschrieben verwendet mit der Modifikation, dass die jeweiligen Zytoskelettblocker 30 min
vor der Zugabe von Forskolin verabreicht wurden. Die jeweiligen Inhibitoren wurden in
Konzentrationen eingesetzt, von denen aus friheren Ergebnissen aus der Arbeitgsgruppe
bekannt war, dass sie z.B. den volumensensitiven K Ausstrom (Ribeiro et al. 2001) oder
den Ca**-induzierten CI' Efflux (Hennig et al. 2008) am Kolon der Ratte hemmen, die
Integritit des Zellverbands aber noch erhalten bleibt, was eine Grundvoraussetzung ist fir
transepitheliale Voltage-Clamp Versuche mit der Ussingkammer.

Zuerst wurde die Wirkung von Colchicin (2,5:10° mol/l auf der serosalen Seite;
siche auch 5.7.2.) getestet. Colchicin 16st eine Depolymerisation von Mikrotubuli aus
(Schroer, Sheetz 1991). Allerdings fihrte die Vorbehandlung mit Colchicin zu keiner
Hemmung des durch serosales oder mucosales Ca** hervorgerufenen Isc (siche Tabelle 7-1,
7-2). Serosale Ca*"-Repletion 16ste einen Anstieg des Isc um 7,73 + 0,51 puEq/h/cm® (n =
7) unter Kontrollbedingungen aus. Nach Vorbehandlung mit Colchicin betrug dieser
Anstieg 6,28 + 0,32 pEq/h/cm’ (n = 7, Unterschied nicht signifikant, Tabelle 7-1). Die
Antwort auf mucosales Ca*" nach Ca**-Speicher-Entleerung fiel in dieser Versuchsserie mit
6,15 * 1,41 uEq/h/cm’® unter Kontrollbedingungen (n = 6) ungewdhnlich groB3 aus. Aber
auch hier war keine Hemmung durch Colchicin (Ca**-induzierter Isc: 7,81 + 3,73
wEq/h/cm’ n = 6) zu beobachten (Tabelle 7-2).

Vorherigere Behandlung des Gewebes mit Jasplakinolide (10° mol/1 serosal, siche

auch 5.7.7.), welches das Aktin-Zytoskelett durch der Stabilierung des F-Aktins verstirkt
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(Ahmed et al. 2000; Bubb et al. 1994), behinderte den Isc, der durch basolaterale
Ca’"-Speicher-Wiederfiillung induziert wurde, nicht. Der Stromanstieg betrug 5,39 + 0,99
wEq/h/cm® (n = 6) unter Kontrollbedingungen und 4,35 + 0,99 pEq/h/cm’ (n = 6) in
Anwesenheit von Jasplakinolide (Tabelle 7-1). Anders sah es aus mit der Wirkung von
apikalem Ca’’. Hier nahm der Ca*'-induzierte Isc tendenziell von 1,32 + 0,40 pEq/h/cm’
(n = 9) unter Kontrollbedingungen auf 0,72 + 0,25 pEq/h/cm’ (n = 9) in Gegenwart von
Jasplakinolide ab, ein Effekt, der aber keine statistische Signifikanz erreichte (Tabelle 7-2).
Leider war es nicht moglich, das reverse Experiment, nimlich eine Depolymerisation
von F-Aktin durch Behandlung mit Cytochalasin D (10° mol/1 serosal), durchzufiihren.
Cytochalasin selbst fithrte nimlich zu einer massiven Zunahme der Gewebeleitfihigkeit
(Daten nicht gezeigt, n = 7 — 8), fithrte also wahrscheinlich zu einer Zerstorung der
Zellkontakte und machte daher eine transepitheliale Voltage-Clamp-Messung unméglich.
SchlieBlich wurde getestet, ob Brefeldin A (2:10° mol/l serosal, siche 5.7.3.) mit
Ca’*-induzierten Strémen nach Ca’*-Speicher-Entleerung interferiert. Brefeldin A
behindert den vesikuliren Transport vom endoplasmatischen Retikulum zum
Golgi-Apparat (Misumi et al. 1986; Klausner et al. 1992). Brefeldin A hemmte signifikant
den durch serosales Ca’* hervorgerufenen Isc von 8,89 + 0,97 uEq/h/cm’ (n = 5) unter
Kontrollbedingungen auf 3,20 + 1,00 uEq/h/cm® (n = 5, P < 0,05) in Gegenwart des
Inhibitors. Auch die Antwort auf mucosale Ca®>’-Zugabe war tendenziell von 2,56 + 1,62
wEq/h/cm® unter Kontrollbedingungen (n = 6) auf 0,56 + 0,34 uEq/h/cm’(n = 5) in
Gegenwart von Brefeldin A vermindert, auch wenn diese Hemmung aufgrund der gro3en

Streuung keine statistische Signifikanz erreichte.
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Versuchs- Peak A Isc
bedingungen (wEq/h/cm?)
Ohne Colchicin 7,73 £ 0,51
Mit Colchicin 6,28 = 0,32
Ohne Brefeldin A 8,89 + 0,97
Mit Brefeldin A 3,20 = 1,00*
Ohne Jasplakinolide |5,39 £ 0,99
Mit Jasplakinolide 4,35 £ 0,99

Tabelle 7-1: Isc-Anstieg durch basolaterales Ca®* (1,25 mmol/l) nach
Ca’*-Speicherdepletion.

Die Gewebe wurden in calciumfreier-Tyrodelosung inkubiert, bevor sie mit
Forskolin (5:10° mol/l mucosal und serosal) und Thapsigargin (10° mol/l mucosal und
serosal) behandelt wurden (siehe Abb. 7-10 fiir das Versuchsprotokoll). Die Zugabe von
Colchicin (2,5:10° mol/l serosal), Jasplaklinolide (10° mol/1 serosal) oder Brefeldin A
(2:10” mol/lserosal) erfolgte 30 min bzw. im Fall von Jasplakinolide 45 min vor Zugabe
von Forskolin. Angegeben ist der maximale durch Ca**-Zugabe induzierte Isc als Differenz
zur Baseline direkt vor Ca®>'-Zugabe (Peak A Isc). Die Werte sind Mittelwerte + SEM * P <

0,05 versus Ca*"-induzierter Isc in der Abwesenheit des jeweiligen Inhibitors.
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Versuchs- Peak A Isc n
bedingungen (wEq/h/cm?)
Ohne Colchicin 6,15+ 1,41 6
Mit Colchicin 7,81 £ 3,73 6
Ohne Brefeldin A 2,56 £ 1,62 6
Mit Brefeldin A 0,56 + 0,34 5
Ohne Jasplakinolide 1,32 + 0,40 9
Mit Jasplakinolide 0,72 £ 0,25 9

Tabelle 7-2: Isc-Anstieg durch apikales Ca’* (12,5 mmol/l) nach
Ca’*-Speicherdepletion.

Die Gewebe wurden in calciumfreier-Tyrodelosung inkubiert, bevor sie mit
Forskolin (5:10° mol/l mucosal und serosal) und Thapsigargin (10° mol/l mucosal und
serosal) behandelt wurden (siche Abb. 7-10 fiir das Versuchsprotokoll). Die Zugabe von
Colchicin (2,5:10° mol/1 serosal), Jasplaklinolide (10° mol/1 serosal) oder Brefeldin A
(2:10” mol/lserosal) erfolgte 30 min bzw. im Fall von Jasplakinolide 45 min vor Zugabe
von Forskolin. Angegeben ist der maximale durch Ca**-Zugabe induzierte Isc als Differenz
zur Baseline direkt vor Ca®>'-Zugabe (Peak A Isc). Die Werte sind Mittelwerte + SEM * P <

0,05 versus Ca*"-induzierter Isc in der Abwesenheit des jeweiligen Inhibitors.
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7.5. Calcium-Imaging Experimente an HT29/B6-Zellen

Es stehen bislang keine pharmakologischen Inhibitoren zur Verfiigung, um die
Funktion von STIM1 zu hemmen. Aus diesem Grund wurden Experimente mit siRNA
durchgefiihrt, um zu Uberprifen, wie eine Downregulation dieses Proteins sich auf das
durch Agonisten ausgeléste Ca*'-Signalling auswirkt. Weil eine Vorinkubation mit der
betreffenden siRNA eine Voraussetzung fiir diesen Versuchsansatz ist, wurde diese Serie
von Experimenten mit einer Kolontumorzelllinie, den HT29/B6-Zellen, dutrchgefiihrt.
Anderungen in der cytosolischen Ca®*’-Konzentration dieser Zellen wurden mit dem
Ca’'-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 gemessen. Als Agonist wurde Carbachol, dies
ist ein Strukturanalogon des Neurotransmitters Acetylcholin, verwendet.

Um die Anwesenheit von SOCE in HT29/B6-Zellen zu untersuchen, wurde ahnlich
wie am intakten Kolon ein Ca*'-Speicher-Entleerung/Wiederfiillungs-Protokoll verwendet.
Die intrazelluliren Ca®*-Speicher wurden durch die Inkubation in Ca®’-freiem Medium
kombiniert mit dem SERCA-Blocker Cyclopiazonsiure (10° mol/l) entleert. Wiederzugabe
von Ca®* (1,25 mmol/]) unter diese Bedingungen evozierte eine schnelle Zunahme in der
Fura-2-Signal-Ratio von 0,16 £ 0,010 (n = 82; Abb. 7-12, B). Wenn die Zellen vorher mit
Gd™ (5:10° mol/l), einem Blocker von speichergesteuerten Ca’*-Kanilen, behandelt
wurden, war diese Zunahme auf 0,066 £ 0,0091 vermindert (n = 54, P < 0,05 gegen
Antwort in der Abwesenheit von Gd**, Abb. 7-12, A).

Carbachol (5:10° mol/1) 16ste eine prompte Zunahme der Fura-2-Ratio aus, d.h. der
Agonist erzeugte einen Anstieg der cytosolischen Ca®*-Konzentration an diesen Zellen
(Abb. 7-13, A). Innerhalb von einer Minute stieg die Fura-2 Ratio auf ein Maximum (Peak)
an und fiel dann exponentiell ab. Um diese zweite Phase der Carbachol-Antwort zu
quantifizieren, wurde die Zunahme in der Fura-2-Ratio nach 5 min bzw. 10 min als
Differenz zur Basislinie direkt vor Zugabe von Carbachol gemessen.

Bevor das eigentlich angestrebte Experiment mit der siRNA durchgefithrt wurde,
wurden mehrere Versuchsserien angesetzt, um die Wirkung von Carbachol an diesen Zellen
durch Einsatz von pharmakologischen Hemmstoffen besser zu charakterisieren. An den
meisten Zellen 16st Carbachol eine anfingliche Ca*"-Freisetzung via Stimulation von
IP,-Rezeptoren aus, dem ein Einstrom von extrazellulirem Ca*" folgt (Parekh, Penner
1997). Auch an den HT29/B6-Zellen lieB sich dementsprechend die Wirkung von

Carbachol praktisch vollstindig unterdriicken, wenn intrazellulire Ca®’-Speicher vor der
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Carbacholzugabe durch den SERCA-Blocker Cyclopiazonsiure (10° mol/l) entleert wurden
(Tabelle 7-3). Der Peak der Carbachol-Antwort, aber nicht die Plateauphase, war deutlich
reduziert in Anwesenheit von 2-Aminophenylborat (10 mol/l), einem Blocker von
IP,-Rezeptoren (Maruyama et al. 1997). Rutheniumrot (5-10° mol/l) hingegen, welches
Ryanodin-Receptoren hemmt (Xu et al. 1999), war wirkungslos (Tabelle 7-3), was in
Ubereinklang mit der oben erwihnten Modellvorstellung zur Wirkung von Carbachol an
nicht erregbaren Zellen steht.

In Ubereinstimmung mit diesem Modell war auch die Beobachtung, dass eine
Inkubation in einer nominalen Ca*'-freien Puffer-Lésung deutlich die zweite Phase der
Carbachol-Antwort um etwa 50 % hemmte. Aber auch der initiale Peak-Wert, den
Carbachol ausléste und von dem vermutet wird, dass er durch eine Ca*'-Freisetzung aus
intrazelluliren Speichern verursacht wird, wurde signifikant reduziert, was darauf hinweist,
dass es wohl zu einer partiellen Ca®’-Speicher-Entleerung in Abwesenheit von
extrazellulirem Ca*" kommt (Tabelle 7-3).

Finen paradoxen Effekt hatte ILa’* (10° mol/l). Lanthan blockiert den
speichergesteuerten Kationenstrom am Kolonepithel der Ratte (Frings et al. 1999) und an
HT29-Zellen (Kerst et al. 1995). Die Zugabe von La’" 16ste in der Mehrzahl der
untersuchten Zellen eine transiente Serie von Ca®" Spikes aus (Abb. 7-12). Wenn dann
Carbachol zugegeben wurde, war die Peak-Antwort auf den cholinergen Agonisten
signifikant gehemmt, nicht aber der langanhaltende Anstieg der Fura-2-Ratio (siche Tabelle

7-3 und Diskussion).
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Abb. 7-12: Originaltracing der

HT29/B6-Zellen wurden in einem Ca*-freiem Medium mit Cyclopiazonsiure
(10°mol/l) in der (A) Anwesenheit und (B) Abwesenheit von Gd** (5:10° mol/1) inkubiert.
Die Konzentration von Ca** (Pfeil) betrug 1,25 mmol/1. Typische Messung an n = 52 — 84

Zellen.
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Abb. 7-13: Originaltracing von Fura-2 Messungen an HT29/B6-Zellen.

Die Wirkung von Carbachol (5:10° mol/l) ist gezeigt in Anwesenheit (A) oder
Abwesenheit (B) von LaCl; (10° mol/1).
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Wenn die Zellen mit siRNA gegen STIM1 vorbehandelt wurden, wurden zwei
Anderungen in der Antwort, die durch Carbachol eingeleitet wurde, beobachtet. Der Peak
der Carbacholantwort nahm um etwa 40 % ab und 5 Minuten nach der Zugabe des
cholinergen Agonisten war der sonst (vergl. Abb. 7-13) noch bestehende Anstieg der
cytsolischen Ca’’-Konzentration komplett verschwunden (Tabelle 7-3). Beide Effekte

waren statistisch signifikant.
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Abb. 7-14: Anderung der cytosolischen Ca’**-Konzentration durch Carbachol (5:10°
mol/l, weiles Viereck) an HT29/B6-Zellen unter Kontrolle-Konditionen (A) oder
nach Transfektion der Zellen mit siRNA gegen STIM1 (B).

Daten sind Mittelwerte (Symbolen) = SEM (Linie), n = 27 — 65. Fur die Statistik,
siche Tabelle 7-3.
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Konditionen Carbachol A Fura (WEq/h/cm?) n
Peak 5 min 10 min

Mit Ca®*, 1,20 £ 0,065 0,35 £ 0,029 0,14 + 0,022 72
Ohne Ca*", 0,84 + 0,059% |0,16 +0,022%  [0,033 + 0,000¢ |60
Ohne Cyclopiazonsiure | 0,97 + 0,070 0,22 £ 0,026 0,093 £0,016 |84
Mit Cyclopiazonsiure 0,005 £ 0,006* |-0,075 £ 0,009* [-0,13 £ 0,014* |84
Ohne 2-APB 165+ 0,091  |0,65+0043 |041+0037 |72
Mit 2-APB 1,15 £ 0,065%  |0,54 £ 0,041 0,35 £ 0,035 72
Ohne Rutheniumrot 1,67 + 0,11 0330036 |020+0,028 |72
Mit Rutheniumrot 1,55+ 0,083 0,48 + 0,041 0,27 £ 0,028 77
Ohne LaCl, 114+ 0,066 |010+0018  |0,069+0012 |84
Mit LaCl, 0,50 £ 0,057* 10,21 £0,032¢ 0,011 £0,011* |81
Ohne siRNA 188+ 0.064 045+ 0,030 0,027 0,011 |27
Mit siRNA 113 +0.047% 0,30 +0,018%  |-0,027 + 0,004* | 69

Tabelle 7-3: Effekt von Carbachol (5:10° mol/l) auf das Fura-2-Ratio-Signal an
HT29/B6-Zellen.

Die Antwort auf Carbachol wurde in der Abwesenheit oder Anwesenheit von
Cyclopiazonsiure (10> mol/l), 2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB; 10° mol/I),
Rutheniumrot (5107 mol/I) oder Lanthan (10” mol/l) sowie nach Transfektion der Zellen
mit siRNA gegen STIM1, oder in der Abwesenheit und der Anwesenheit von
extrazellulirem Ca*" (Ca®") gepriift. Daten sind als Differenz zu jeweiligen Baseline direkt
vor Zugabe von Carbachol (A Fura-2) angegeben. Angegeben sind das Maximum in der
Fura-2-Ratio (Peak) und der Wert 5 bzw. 10 min nach Zugabe von Carbachol. Die Werte
SEM, * P < 0,05 gegeniiber Antwort auf Carbachol in der

sind Mittelwerte =+

Abwesenheit des jeweiligen Inhibitors.

128
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7.6. Immuncytochemische Fiarbung von HT29/B6-Zellen

Um die Downregulation von STIM1s durch die siRNA-Transfektion zu tberpriifen,
wurde eine immuncytochemische TFirbung gegen STIM1 durchgefithrt. Die
immuncytochemische Firbung zeigte qualitativ eine ausgepragte Abnahme der
STIM1-Immunoreaktivitit in Zellen, die mit siRNA transfiziert wurden im Vergleich zu
nichttransfizierten Zellen (Abb. 7-14). Um diese Beobachtung zu quantifizieren, wurde eine
morphometrische Analyse durchgefiihrt. Dazu wurden zufillig gewihlte Regionen der
Kulturschalen mit den HT29/B6-Zellen mit gleicher Kameracinstellung fotografiert und die
jeweiligen Fluoreszenzwerte jedes Bildpixels in einer 8 bit-Graustufenskala digitalisiert. Ein
Schwellenwert von 80 in dieser von 0 bis 255 reichenden Graustufenskala, der einer diffusen
Hintergrundfluoreszenz der Zellen entsprach, wurde gewihlt, um zellfreie und
zellenthaltende Regionen der Kulturschalen zu differenzieren. Ausgewertet wurden nur Pixel,
die tber diesem Schwellenwert lagen, um Schwankungen durch die unterschiedliche Dichte
der noch nicht konfluent wachsenden Zellen auszugleichen.

Eine Analyse der zellenthaltenden Zonen der Kulturschalen ergab, dass die
STIM1-Fluoreszenzintensitit nach Behandlung der Zellen mit der siRNA gegen STIM1 von
1447 £ 3,6 (n = 46 Fotos) auf 1154 + 3,1 (n = 48 Fotos) abfiel (P < 0,05 versus Kontrolle,
siche Abb. 7-15).
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50pum 50pm

Abb. 7-15: Immuncytochemische Firbung der HT29/B6-Zellen gegen STIM1.
Kontrolle (links) und Situation nach Transfektion der Zellen mit siRNA gegen

STIM1 (rechts). Alle Bilder wurden mit der gleichen Aufnahmezeit/Verstitkung der

Kamera aufgenommen. Reprisentative Bilder aus drei unabhingigen Experimenten. Fur

die Statistik und die morphometrische Analyse, siehe Abb. 7-15.
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Abb. 7-16: Analyse der zellenthaltenden Zonen der Kulturschalen.
Die STIM1-Fluoreszenzintensitit fiel nach Behandlung der Zellen mit der siRNA
gegen STIM1 von 144,7 £ 3,6 (n = 46 Fotos) auf 1154 * 3,1 (n = 48 Fotos) ab (P < 0,05

versus Kontrolle).
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8. Diskussion

8.1. Expression von STIMs und Orais im Kolonepithel

Die Ergebnisse zeigen, dass STIM1 und Orail, die eine zentrale Rolle beim
kapazitativen Ca*"-Einstrom in verschiedenen Zellen wie zum Beispiel T-Lymphozyten
(Ritchie et al. 2012), B-Lymphozyten (Matsumoto et al. 2011) oder Neuronen
(Gruszczynska-Biegala et al. 2011) spielen, auch im Kolonepithel der Ratte exprimiert
werden (siche 7.1.). Das gleiche gilt fiir ihre Isoformen STIM2, Orai2 und Orai3, auch wenn
zu diesen keine weiteren funktionellen Untersuchungen (z.B. hinsichtlich Translokation)
durchgefithrt wurden.

STIM1 ist in der Lage, mittels seiner EF-Hand-Domine, die im Lumen des
endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist, mit Ca**-Ionen zu interagieren. Die Folge einer
Ca®"-Speicher-Entleerung ist eine Aktivierung von STIM1 (Stathopulos, Ikura 2009). Diese
Aktivierung dullert sich in einer Oligomerisation von STIMI1-Molekiilen und einer
Akkumulation dieser Oligomere in Form von so genannten Puncta in der Nihe der
Plasmamembran (Wu et al. 2006). Durch die rdumliche Nihe der Puncta des
endoplasmatischen Retikulums und der in der Plasmamembran lokalisierten Orai-Proteine
formen sich so genannte Junctions zwischen der Plasmamembran und dem
endoplasmatischen Retikulum (Deng et al. 2009), in denen durch die Interaktion von STIM1
mit Ca**-permeablen Ionenkanilen in der Zellmembran ein Einstrom von extrazellulirem

Ca®" ausgelést wird (Abb. 8-1).
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Abb. 8-1: Dynamische molekulare Kopplung zwischen STIM1 und Orail in den
Junctions zwischen endoplasmatischem Retikulum und Plasmamembran.

Aus (Deng et al. 2009)

CAD: CRAC activation domain. SOAR: STIM1 orai activating region. K-rich: lysine-rich.
CC1: coiled-coil domain 1. SAM: sterile alpha-motif. hEF: hidden EF-hand. cEF: canonical
EF-hand.

(A) Durch die Ca**-Speicher-Entleerung wird Ca*" aus der N-terminal gelegenen EF-hand
von STIM1 abgel6st. Dies 16st (B) eine schnelle Oligomerisation von STIM1 aufgrund von
Entfaltung und Wechselwirkung zwischen EF-SAM-Dominen aus. Es aggregieren weitere
STIM1-Molekiile durch Interaktionen zwischen dem C-terminalen CC1 und
CAD/SOAR-Dominen (C). Es folgt die STIM1-Diffusion, Aggregation und Ansammlung
von STIM1 in den Junctions (D). Diffusionsfihige Orail-Tetramere in der Plasmamembran
(E) werden in den Junctions (F) gebunden, woraus funktionsfihige speichergesteuerte
Ca’'-Kanile entstehen. Nach der Ca*'-Speicher-Wiederfiillung (G) bindet wieder Ca®>" an
STIMI1, das sich darauthin von Orail 16st. Das Orai-Tetramer (links oben) ist mit seinen vier
Transmembran-Domainen und Clustern aus Aspartat (D)- und Glutamat (E)-Resten, die den

Ca*"-selektiven Filter und die Pore begriinden, dargestellt.
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Uber die Funktion von STIM2 hingegen ist noch deutlich weniger bekannt. Man geht
davon aus, dass STIM1 hauptsichlich den speichergesteuerten Ca*'-Einstrom (SOCE)
aktiviert, wihrend STIM2 eher auf den basalen Ca*"-Level im endoplasmatischen
Retikulum und den Ca®*-Ausstrom Einfluss nehmen soll (Gruszczynska-Biegala et al. 2011).
Andere Publikationen beschreiben eine modulierende Wirkung von STIM2 auf den
speichergesteuerten Ca*'-Einstrom (Song et al. 2011) oder speicherabhingige und
speicherunabhingige Orai-Kanal-Aktivierung (Parvez et al. 2008; Graham et al. 2011).
Seine Bedeutung fiir die Ca®*-Speicherregulation wird also noch sehr kontrovers diskutiert
(Lopez et al. 2012), wie in der folgenden Abb. (Abb. 8-2) zusammengefasst ist (Motiani et
al. 2010).
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Tissue Expression or ratio Ca” -homeostasis STIM1/STIM2
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Abb. 8-2: Beitrag von STIM-Isoformen zur Ca’’-Homdostase in verschiedenen
Zellen.

Aus (Lopez et al. 2012)

(?) Keine Daten, (1) Anstieg, (|) Abfall, (*) miBige Verinderung, (—) kein Beitrag, (=)

dhnlich, (+) exprimiert oder Beitrag, ([Ca*" ]c) basale cytosolische Ca*'-Konzentration.
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Im Kolonepithel der Ratte werden Orail und seine Isoformen Orai2 und Orai3
exprimiert. Orai2 verhalt sich eher wie Orail als wie Orai3 (DeHaven et al. 2007) und soll
auch als Ca*"-Kanal fungieren (Mercer et al. 2006), auch wenn insgesamt das Wissen um die
Funktion dieses Proteins noch relativ gering ist. Orail hingegen stellt eine Komponente von
CRAC-Kanilen und von ARC-Kanilen dar, wobei bei den letztgenannten zusitzlich noch
Orai3-Untereinheiten zum Kanal beitragen. Damit kénnte das Kolonepithel sowohl CRAC-
als auch ARC-Kanile exprimieren. Eine Ko-Expression beider Kanaltypen in der gleichen
Zelle wurde bereits von anderen Zellsystemen beschrieben (Mignen, Shuttleworth 2000).
Beide Kanaltypen arbeiten zusammen (Shuttleworth 2012). Der Unterschied zwischen
CRAC-Kanilen und ARC-Kanilen ist;, dass CRAC-Kanile nur bei der
Ca’*-Speicher-Entleerung aktiviert werden (Parekh 2007), ARC-Kanile aber nicht
speichergesteuert fungieren, sondern durch intrazellulire Arachidonsdure aktiviert werden
(Shuttleworth et al. 2007). Da diese Kaniile aber hochselektive Ca**-Leitfihigkeiten darstellen,
der speichergesteuerte Ca**-Einstrom am Kolonepithel jedoch iiber eine nichtselektive
Kationenleitfahigkeit verlduft (Seip et al. 2001), erscheint der funktionelle Beitrag von

CRAC- und ARC-Kanaltypen am Dickdarmepithel eher unwahrscheinlich.

8.2. Translokation nach Calcium-Speicher-Entleerung

Wie in der Einleitung dargestellt, spielen Ca*"-Tonen als second messenger bei der
Regulation intestinaler Transportvorginge eine entscheidende Rolle. Ublicherweise nimmt
man an, dass ein Einstrom von Ca’" aus dem serosalen Kompartiment die Sekretion, die
typische Ca*"-abhingige Sekretagoge wie das stabile Acetylcholinderivat Carbachol auslésen,
bestimmt, da diese Sekretion vermindert (aber nicht komplett aufgehoben) ist, wenn das
serosale Kompartiment eine Ca*'-freie Losung enthilt (Zimmerman et al. 1983). Die initiale
Hypothese in den Experimenten, in denen die Translokation von STIM1 nach
Ca®*-Speicherentleerung untersucht wurde, war daher, dass STIM1 unter diesen
Bedingungen zur basolateralen Membran transloziert.

Interessanterweise wurde die Akkumulation von STIMI1 nicht nur nahe der
basolateralen Membran (quantifiziert in Abb.7-7 als Anstieg der STIM1 Immunoreaktivitit
in der Nihe des basalen Zellpols), sondern auch in der apikalen Membran gefunden. Diese
Translokation wurde durch Ca*'-Speicher-Entleerung mittels eines SERCA-Blockers

(Cyclopiazonsiure) in einem Ca’'-freien Medium ausgelést (siche Abb. 7-6, 7-7). Funktion
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dieser Translokation ist, wie oben beschrieben, die Induktion eines Einstroms extrazellularer
Ca’*-Tonen, um die Ca®"-Speicher letztlich wieder aufzufiillen und langanhaltende
Ca’"-Signale im Cytosol zu erzeugen.

Auflerdem wurde ein starkes STIM1-Signal in den Krypten beobachtet (Abb. 7-6).
Hier findet die Teilung von Stammzellen statt und STIM1 ist als fundamentaler Faktor fiir

Proliferationsvorgange bekannt (Abdullaev et al. 2008; Capiod 2011; El et al. 2010).

8.3. Bedeutung von apikalem und basolateralem speichergesteuertem
Ca**-Einstrom fiir das Kolonepithel

Ein Anstieg der cytosolischen Ca*’-Konzentration 16st eine Chloridsekretion am
Kolonepithel aus. Vermittelt wird diese Anionensekretion durch Ca*"-abhingige
Chloridkanile (CaCC) und den CFTR (cystic fibrosis transmembrane regulator)-Kanile.
Beide haben aber eine unterschiedliche funktionelle Bedeutung (Ousingsawat et al. 2011).
Ca’*-abhingige Chloridkanile sind an epithelialen Sekretionsvorgingen (Eggermont 2004),
der Kontraktion des glatten Muskels (Manoury et al. 2010) und der Signaltransduktion in
Riechzellen (Hartzell et al. 2005) beteiligt. Molekulare Grundlage fir diese
Anionenleitfahigkeit ist das Protein TMEMI16A (Schroeder et al. 2008; Ousingsawat et al.
2011) (Abb. 8-3). TMEM10A und seine Isoformen bilden eine Proteinfamilie, zu der auch
TMEM16B-K gehort (Rock, Harfe 2008). TMEM16-Proteine haben alle eine dhnliche
putative Topologie. Sie besitzen acht Transmembran-Segmente und cytosolisch gelegene N-

und C-Termini (Abb. 8-3).
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Abb. 8-3: Struktur des TMEM16A-Proteins.
Aus (Galietta 2009)

Das Protein hat acht putative Transmembran-Dominen und intrazellulir gelegene N-
und C-Termini. TMEM16A besitzt vier Segmente, die mit a (116 Aminosduren), b (22
Aminosiuren), ¢ (4 Aminosduren) und d (26 Aminosiuren) bezeichnet sind und ist 1008

Aminosauren lang,
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Ca’"-abhingige Chloridkanile werden durch eine Zunahme der cytosolischen
Konzentration von freiem Calciumionen aktiviert. Diese Ca®'-Zunahme resultiert — wie oben
beschrieben — aus der Freisetzung von Ca*" aus intrazelluliren Speicher oder dem Einstrom
tiber Kanile in der Plasmamembran (Abb. 8-4). Wenn die cytosolische Ca**-Konzentration
Werte von 0,1 — 1,0 pmol/1 tberschreitet (Frings et al. 2000), werden diese Chloridkanile
aktiviert. Moduliert wird ihre Aktivitit durch das Membranpotential (Hartzell et al. 2005).
Normalerweise werden Ca’’-abhingige Chloridkanile langsam aktiviert, wenn die
Plasmamembran zu positiven Membranpotentialen depolarisiert wird, und deaktiviert, wenn
die Plasmamembran wieder hyperpolarisiert (Arreola et al. 1996; Boese et al. 2004) (Abb. 8-4).
Die Aktivierung durch das Membranpotential ist abhingig von Ca*. Wenn die
Ca’*-Konzentration sehr niedrig ist, dann kann die Depolarisation nicht die Kanile

aktivieren.

139



8. Diskussion

S

VDCC CaCC/TMEM16A

Ay (EcrVim)

CaM (7) @

CaMK (2)

@ +100 mV

-100 mV

Abb. 8-4: Aktivierung von Ca’*-abhingigen Chloridkanilen.
Aus (Ferrera et al. 2010)

IP;: Inositol-1,4,5-Trisphosphat.

CaM: Calmodulin.

CaMK: Calmodulinkinase.

GPCR: G-protein-coupled receptor.

SOC: store-operated Ca*" channel.

VDCCs: voltage-dependent Ca®" channel.

Ca’"-abhingige Chloridkanile werden durch Anstieg der cytosolischen
Ca’’-Konzentration nach Freisetzung aus intrazelluliren Speichern bzw. Ca*'-Einstrom aus
dem Extrazellulirraum aktiviert. Der Ausstrom von Chlorid ist abhidngig von dem
Unterschied zwischen dem Chlorid-Gleichgewichtspotential und dem Membranpotential

Eq — V,). Der inset zeigt Stromspannungskurven der Ca**-abhingiger Chloridleitfihigkeit.
gt P g gig g
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Es gibt noch einen weiteren Kanaltyp an Epithelzellen, der durch cytosolisches Ca**
aktiviert wird, nimlich Ca’"-abhingige Kaliumkanile. Davon sind mehrere Subtypen
bekannt, die sich hinsichtlich ihrer FEinzelkanalleitfahigkeit unterscheiden. So gibt es
Ca’*-abhingige Kaliumkanile mit hoher Leitfihigkeit (big conductance oder BK,-Kanile)
und solcher mit niedriger Leitfahigkeit (small conductance oder SK,-Kanile) (Cox 2011).
Beide sind Homotetramere und beide enthalten eine integrale Membran-Domine. Diese
Domiine ist aufgebaut wie bei spannungsabhingigen K'-Kanilen. Insgesamt weisen aber
BK,- und SK,-Kanile nur eine sehr geringe Sequenzhomologie auf und sie unterscheiden
sich darin, wie sie Verinderungen der cytosolischen Ca*'-Konzentration erkennen (Cox
2011). BK,-Kanile spielen eine wichtige Rolle bei der neuronalen Signalverarbeitung (Sah,
Faber 2002; Vergara et al. 1998), da sie zur Repolarisation nach einem Aktionspotential
beitragen (Edgerton, Reinhart 2003; Adams et al. 1982; Yazejian et al. 1997; Lancaster, Nicoll
1987) und dendritische Ca*'-Spikes kontrollieren (Golding et al. 1999). AuBerdem koppeln
sie Membranpotential und cytosolische Ca*'-Konzentration aneinander, woriiber die
Freisetzung von Hormonen und Transmittern reguliert wird (Petersen, Maruyama 1984;
Raffaelli et al. 2004).

BK,-Kanile bestehen aus vier identischen porenbildenden alpha-Untereinheiten. In
einigen Geweben kommen unterstiitzende beta-Untereinheiten hinzu (Lee, Cui 2010) (siche
auch Abb. 8-5). Der Kanal hat sieben Transmembrandominen (SO bis S6, Abb. 8-5) und sein
N- Terminus ist extrazellular lokalisiert (Meera et al. 1997) (Abb. 8-5). Er besitzt auch einen
sehr groBen intrazelluliren C-Terminus, der fiir die Ca’"-Abhingigkeit des Kanals
verantwortlich ist (Meera et al. 1997) (Abb. 8-5). BK,-Kanile werden durch Ca** und durch
Depolarisation aktiviert (Berkefeld et al. 2006; Rothberg 2012). Erst wenn die cytosolische
Ca®*-Konzentration ansteigt, verschiebt sich die Depolarisation, die fiir die Offnung des

Kanals notwendig ist, in den physiologischen Bereich (Brenner et al. 2000).
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Abb. 8-5: Struktur von BK ., (big conductance Ca*'-dependent K* channels)-Kanilen.
Aus (Ghatta et al. 20006)

TM: transmembrane domain

S: segment

P: pore

RCK: regulators of K conductance

Der zweite wichtige Typ von Ca®'-abhingigen K'-Kanilen, die SK,-Kanile, werden
im gesamten Zentralnervensystem gefunden (Adelman et al. 2012). Sie spielen eine Rolle als
Feedback-Regulator bei verschiedenen neuronalen Prozessen wie z.B. dem Auslésen
repetitiver Aktionspotentiale, dem dendritischem Ca’’-Anstieg oder auch intrazellulirer
Signale, die durch Endocannabinoide ausgel6st werden (Faber 2009). Die SK,-Kanalfamilie
umfasst drei Mitglieder (SK1, SK2 und SK3) (Kéhler et al. 1996). Diese zeigen eine sehr
dhnliche Topologie. Alle formen homotetramerische Kanile. Sie sind zwischen 553 und
580 Aminosiuren lang und jeder Kanal enthilt eine K'-Kanal-Porenregion und sechs

Transmembran-Segmente (S§1-S6) (Kohler et al. 1996) (Abb. 8-6).
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Abb. 8-6: Struktur von SK, -Kanilen.
Aus (Faber 2009)

Im Unterschied zu BK,-Kanilen sind SK,-Kanile nicht spannungsabhingig,
offenkundig weil sie die positiv geladenen Aminosiuren-Reste, die fir das
spannungsabhingige Gating verantwortlich sind, verloren haben (Aggarwal, MacKinnon
1996; Sigg, Bezanilla 1997). Die drei SK-Kanile zeigen 80 bis 90 % Sequenz-Identitit
(Kohler et al. 1996). Ein viertes Mitglied dieser Familie wurde entdeckt (Ishii et al. 1997), das
als IK (intermediate conductance) oder SK4-Kanal bezeichnet wird (Joiner et al. 1997). Alle
SK,-Kanile werden durch Ca®* aktiviert (Ishii et al. 1997; Xia et al. 1998). Dazu ist
Calmodulin notwendig (Xia et al. 1998). Calmodulin ist ein cytoplasmatisches Protein aus
148 Aminosduren, das in allen Zelltypen gefunden wird und bei vielen zelluliren Prozessen
als Ca**-Sensor fungiert (Cox 2011).

Diese Ca*"-abhingigen CI- und K*-Kanile tragen in unterschiedlichem Ausmal zur
Ca’*-induzierten Sekretion am Kolon bei. Eine Anionensekretion lisst sich in vitro
typischerweise auslosen durch Ca**-abhingige Sekretagoge wie etwa Carbachol
(Zimmerman et al. 1983). Die Zunahme in der cytosolischen Ca*"-Konzentration aktiviert
vor allem basolaterale Ca*"-abhingige K'-Kanile (B6hme et al. 1991). Diese Kalium-Kanile

bestimmen die Treibkraft fiir den Chloridausstrom tuber apikale Chlorid-Kanile.
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Experimente, in denen mittels einer Kaliumdepolarisation die basolaterale Membran
»ausgeschaltet wurde, lieBen aber noch zwei weitere Angriffsorte von cytosolischem Ca**
wihrend der Ca*'-induzierten Sekretion erkennen. Das sind Ca®"-abhingige Kaliumkanile in
der apikalen Membran, die nur dann durch Carbachol aktiviert werden, wenn im mucosalen
Kompartiment Ca®" vorhanden ist (Schultheiss et al. 2003). Mehrere Formen von
Ca’"-abhingigen Kaliumkanilen wurden bisher in der apikalen Membran des Kolonepithels
entdeckt, namlich big-conductance K, -Kanile (Sorensen et al. 2010) und die intermediate
conductance K ,;,-Kanile (Kumar et al. 2010). Auch die Stimulation apikaler
Ca’"-abhingiger Cl-Kanile, die unter den gleichen Bedingungen messbar ist, ist nur in
Gegenwart von mucosalem Ca®" moglich; sie wird also offenkundig nur durch apikal
einstrémendes Ca”" aktiviert (Schultheiss et al. 2005).

Die von mir durchgefiihrten Ussingkammerversuche, in denen eine Chloridsekretion
durch Calcium-Speicher-Entleerung mit nachfolgender Ca*'-Repletion ausgel6st wurde,
zeigen, dass sowohl ein Einstrom von Ca®" {iber die basolaterale Membran als auch iiber die
apikale Membran einen Anionensekretion, gemessen als Anstieg des Kurzschlussstroms,
auszul6sen vermag (Abb. 7-10). Mit anderen Worten, die Translokation von STIM1 zur
apikalen Membran vermag auch dort einen speichergesteuerten Ca®*-Einstrom zu induzieren,
auch wenn sein Beitrag wesentlich geringer ist als derjenige Gber die basolaterale Membran,
da deutlich héhere extrazellulire Ca®’-Konzentrationen (sprich eine hohere chemische
Triebkraft fiir den Ca®-Einstrom) notwendig sind, um stirkere Anstiege des
Kurzschlussstroms zu induzieren.

Die sekretorische Antwort, die durch Ca*'-Speicher-Entleerung und nachfolgende
Repletion hervorgerufen wurde, lieB sich durch La’* unterdriicken, das als Blocker des
speichergesteuerten Ca®*-Einstroms am Kolonepithel der Ratte (Frings et al. 1999) oder an
HT29/B6-Zellen (Kerst et al. 1995) wirkt. Diese Beobachtung passt sehr gut zu der
Hypothese, dass die Translokation von STIM1 zur apikalen und zur basolateralen Membran
dort einen Ca*'-Einstrom iiber speichergesteuerte Ca’-Kanile induziert. Denkbar wiren
aber auch Beitrige anderer Ca* -transportierender Enzyme. So ist bekannt, dass Orail, das
mit STIM1 zusammenarbeiten soll, auch mit einem Na'-Ca®*'-Austauscher interagiert
(Baryshnikov et al. 2009). Bei depolarisierten Membranpotentialen kann dieser Austauscher,
der normalerweise Ca’* aus der Zelle herausschafft, seine Transportrichtung umkehren und

als Ca’"-Beladungsenzym fungieren (Schultheiss et al. 2003).
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8.4. Warum ist der kapazitative Calciumeinstrom iiber die apikale
Membran so gering?

Die Ussingkammer-Experimente zeigen, dass der kapazitative Calciumeinstrom tber
die apikale Membran nur relativ gering ist, und das obwohl eine nennenswerte
Translokation von STIM1 zur apikalen Membran stattfindet. Tatsachlich werden auf der
apikalen Seite etwa zehnfach hohere Ca*'-Konzentrationen benétigt, um eine der
basolateralen Ca”*-Repletion vergleichbare Anionensekretion hervorzurufen.

Ein Grund hierfir kénnte in einer unterschiedlichen Verteilung von kanalformenden
Untereinheiten fiir die Zusammenstellung intakter speichergesteuerter Ca’*-Kanile
bestehen. Hierbei ist insbesondere an die Familie der TRP- (“transient receptor potential”)
Ionenkanile zu denken. Sie umfasst mehr als 30 Kationenkanile, die sechs mutmalliche
Transmembran-Dominen enthalten (Abb. 8-7). Sie bilden als Homo- oder

Hetero-Tetramere kationenpermeable Kanile (Pedersen et al. 2005).
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Abb. 8-7: TRPC-Familie, vorgeschlagene Membran-Topologie und mutmallliche
Kanalbestandteile mit Bedeutung fiir die Kanalregulation und die Interaktion mit
anderen Proteinen.

Aus (Pedersen et al. 2005)

Auf der Basis von Sequenz-Homologien kann die TRP-Familie in sieben
Hauptunterfamilien gegliedert werden: die TRPC (‘Canonical’)-Familie, die TRPV
(‘Vanilloid’)-Familie, die TRPM (‘Melastatin’)-Familie, die TRPP (‘Polycystin’)-Familie, die
TRPML  (‘Mucolipin’)-Familie, die TRPA  (‘Ankyrin’)-Familie und die TRPN
(NOMPC’)-Familie (Pedersen et al. 2005). Sdugetiere besitzen allerdings kein TRPN
(Ramsey et al. 2006) (Abb.8-8).
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Abb.8-8: Phylogenetischer Baum der TRP-Familie.
Aus (Ramsey et al. 2000)
Siugetiere haben kein TRPN.

Die Aktivitit von TRP-Kanilen wird durch eine Vielzahl von Stimuli beeinflusst.
Hierzu gehoren der Phosphorylierungszustand, eine Interaktion mit anderen Proteinen
oder die Bindung von Liganden. Die Aktivatoren von TRP-Kanilen werden in drei gro3ere
Kategorien eingeteilt (Ramsey et al. 2000):

1. Aktivation von Rezeptoren: G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und
Rezeptor-Tyrosinkinasen, die die Phospholipases C aktivieren, konnen die TRP-
Kanal-Aktivitidt iber mindestens drei verschiedene Arten modulieren: (a) Hydrolyse von
PIP, (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat), (b) Bildung von Diacylglycerol oder (c)
Bildung von IP; und nachfolgender Ca**-Freisetzung aus intrazelluliren Speichern

(Clapham 1995). Experimentelle Evidenz liegt vor allem fiir die Mechanismen (a) und (b)
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vor, aber viele fundamentale mechanistische Fragen sind bislang unbeantwortet.

2. Liganden-Aktivation: Liganden, die TRP-Kanile aktivieren, werden klassifiziert als
(a) exogene kleine organische Molekule (zum Beispiel Capsaicin, Icilin, 2-APB); (b)
endogene Lipide oder Produkte aus dem Lipidstoffwechsel (Diacylglycerol,
Phosphoinositide, ~ Eikosanoide, ~Anandamid); (c) Purin-Nukleotide wund ihre
Stoffwechselprodukte wie ADP-Ribose (Adenosin-Diphosphotibose) oder BNAD"; oder
(d) anorganische Ionen (wie Ca*" und Mg™").

3. Direkte Aktivation: Anderungen in der Umgebungstemperatur sind beteiligt an
der Offnung von TRPVI-TRPV3 und TRPMS. Andere direkte Aktivatoren umfassen
Verformung der Zellmembran oder die konformationale Kopplung an IP;-Rezeptoren
oder die Kanalphosphorylierung (Vriens et al. 2004).

Welche TRP-Kanile vom Kolonepithel exprimiert sind, wie ihre Verteilung in der
apikalen und der basolateralen Membran aussicht und wie/ob sie mit STIM1 wihrend des

speichergesteuerten Ca”'-Einstroms interagieren, bedarf weiterer Untersuchungen.

8.5. Die Rolle des Zytoskeletts bei der Translokation von STIM1

Brefeldin, eine Substanz, die den anterograden Transport von Vesikeln aus dem
endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat hemmt (und gleichzeitig den
Ricktransport fordert) (Misumi et al. 1986; Klausner et al. 1992), blockierte die Antwort
auf basolaterale Calcium-Speicher-Wiederfiillung und verminderte den Effekt von apikaler
Calcium-Speicher-Wiederfillung (Tabellen 7-1, 7-2). Dieser letztere Effekt erreichte aber
keine statistische Signifikanz, weil die Wirkung einer apikalen Calcium-Speicher-Repletion
generell eine breite Variabilitit aufwies. Somit scheint dem Transport zwischen dem
endoplasmatischen Retikulum und dem Golgi-Apparat bei der Aktivierung des
speichergesteuerten Ca*'-Einstroms eine wichtige Rolle zuzukommen.

Das Zytoskelett bestimmt die prizise Lokalisation und die Bewegungen von
intrazelluldren Proteinen (Smyth et al. 2007). Die Hauptkomponenten des Zytoskeletts sind
Mikrofilamente (Aktin-Filamente), Mikrotubuli sowie Intermediérfilamente (Frixione 2000).
Das Aktin-Zytoskelett besteht aus Aktin-Ketten aus F-Aktin (Schoenenberger et al. 2011)
(Abb. 8-9).
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Abb. 8-9: Aktin-Filamente

(A) einfache helicale Darstellung von F-Aktin. Die
globuldren Untereinheiten sind als Kugeln

dargestellt.

(B)  Elektronenmikroskopische ~Aufnahme von

F-Aktin in der Negativfarbung.

Aus (Schoenenberger et al. 2011)

Viele Aktin-Filamente befinden sich direkt unterhalb der Plasmamembran (Charras
et al. 2006; Morone et al. 2006). Diese Filamente ermoglichen die Stabilisation der dufleren
Zellform (Pollard 1976; Stossel 1984), die Zellmotilitit (Pantaloni et al. 2001; Catlier et al.
2003) oder Endozytose (Smythe, Ayscough 2006; Mooren et al. 2012) sowie andere
Prozesse. Aullerdem spielen Aktin-Filamente auch eine wichtige Rolle bei der Ausbildung
von Zellkontakten (Gardel et al. 2010).

Mikrotubuli hingegen bestehen aus a/B-Tubulin-Heterodimeren (Wade 2009) (Abb.
8-10, a). Sie sind wesentlich fur Mitose, Zellmotilitit, intrazelluliren Transport, Sekretion,
die Erhaltung von Zellformen und die Zellpolarisation in allen eukaryotischen Zellen
(Nogales 2000; Conde, Caceres 2009). Mikrotubuli sind sehr dynamische Strukturen
(Conde, Caceres 2009). Der Aufbau von Mikrotubuli benétigt GTP, das an o/B-Tubulin
bindet und zu GDP gespalten wird.
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Abb. 8-10: Die Struktur des Mikrotubuli-Zytoskeletts aus o/3-Tubulin-Heterodimeren.
Aus (Galjart 2005)

Die Rolle des Zytoskeletts beim speichergesteuerten Ca’*-Einstrom ist Gegenstand
intensiver Forschung, Mehrere Untersuchungen beschreiben, dass eine Depolymerisation
des Aktin-Zytoskeletts (durch Cytochalasin) den speichergesteuerten Ca’*-Einstrom nicht
vermindert (Ribeiro et al. 1997; Patterson et al. 1999). An glatten Muskelzellen aus dem
Meerschweinchen wurde sogar beobachtet, dass eine Storung des Zytoskeletts den
Ca’*-Einstrom verstirkte (Morales et al. 2005). Somit scheinen Aktinfilamente keine grofB3e
Rolle bei diesem Prozess zu spielen. Ebenso wurde an anderen Zellen die mégliche Rolle von
Mikrotubuli untersucht. Nocodazol, eine Substanz, die das Mikrotubuli-Zytoskelett
depolymerisiert, unterdriickt den speichergesteurten Ca’*-Einstrom in Erythrozyten
(Bakowski et al. 2001), NIH 3T3-Fibroblasten (Ribeiro et al. 1997) und DT40-Zellen, einer
avidren B-Lymphozyten-Zelllinie (Baba et al. 2006). Aulerdem kolokalisiert STIM1 mit
o-Tubulin. Allerdings wird die STIM1-Translokation nicht direkt von Mikrotubuli vermittelt
(Smyth et al. 2007). Das Mikrotubuli-Zytoskelett ist als ein Hauptregulator der Struktur und

der Funktion des endoplasmatischen Retikulums bekannt (Terasaki et al. 1986). Dies kann
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erkliren, warum ein intaktes Tubulinnetzwerk die Organisation oder die Bewegung von
STIM1 direkt oder indirekt beeinflussen kann (Smyth et al. 2007)).

Am der Kolonepithel der Ratte hingegen hatte Vorbehandlung mit Colchicin keinen
Effekt auf die durch Ca*'-Repletion ausgeléste Anionensekretion. Ebenso unwirksam war
die Stabilisation von F-Aktin mit Jasplakinolid (Tabelle 7-2). Tubulin- und Aktin-Zytoskelett
scheinen also keine wesentliche Rolle bei der Aktivierung des speichergesteuerten

Ca’*-Einstroms an diesen Zellen zu spielen.

8.6. siRNA-Experimente an HT29/B6-Zellen

Knock-down von STIM1 durch siRNA wurde bislang erfolgreich eingesetzt um die
Beteiligung von STIM1 an Ca®'-Signalwegen in HEK293-Zellen oder in der vaskuliren
glatten Muskulatur von Ratten (Lu et al. 2009) sowie Mdusen (Ng et al. 2010) nachzuweisen
(Alicia et al. 2008). Ein dhnlicher Versuchsansatz wurde von mir gewihlt, um die Beteiligung
von STIM1 an rezeptorvermittelten Ca*'-Signalwegen an der Kolontumorzelllienie
HT29/B6-Zellen zu untersuchen. Zuerst wurden Kontrollversuche durchgefithrt, um
Ca®"-Signalwege an dieser Zelllinie niher zu charakterisieren. In Ubereinstimmung mit dem
klassischen Modell, dass die Stimulation von basolateralen Muskarinrezeptoren die
IP,-vermittelte Freisetzung von Ca’" aus intrazelluliren Speichern ausldst, wurde der
Anstieg der cytosolischen Ca*"-Konzentration durch Hemmung der SERCA mittels
Cyclopiazonsaure blockiert. Der IP;-Rezeptorblocker 2-APB verhinderte nur die frihe
Phase der Carbachol-Antwort, nicht die Spitphase, in der der speichergesteuerte
Ca’’-Einstrom aus dem BExtrazellulirraum die Zellantwort dominiert (Tabelle 7-3).
Unerwartet war die Wirkung von La’" an diesen Zellen. Es ist bekannt, dass La’*
speichergesteuerte Kationenstrome an HT29/B6-Zellen hemmt (Kerst et al. 1995). Lanthan
verhinderte aber nur die frithe Phase des durch Carbachol-induzierten Anstiegs der
cytosolischen Ca**-Konzentration, die spite hingegen wurde geférdert (quantifiziert 5 min
nach Zugabe des cholinergen Agonisten in Tabelle 7-3). Der Grund fur diesen
widerspriichlichen Effekt ist letztlich unbekannt, aber Lanthan kann beispielsweise die
Offenwahrscheinlichkeit von TRPC5-Kanilen steigern (Jung 2002). Im Gegensatz dazu
hemmt La’* am Kolonepithel der Ratte, wo Calcium-Speicher-Entleerung einen dhnlichen
Lanthanid-sensitiven Kationenstrom auslost wie an HT29/B6-Zellen (Frings et al. 1999),

den Effekt der basolateralen und apikalen Ca**-Repletion (Abb. 7-11). Dies kénnte also auf
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unspezifische Effekte von Lanthan auf Calcium-Extrusionstransporter hinweisen oder
durch Unterschiede in den Ca2+—Signalwegen nach ,,starket” Ca2+—Speicher—Entleerung mit
Calcium-freiem extrazellulirem Medium kombiniert mit SERCA-Blocker im Gegensatz zu
physiologischer Rezeptor-vermittelter Stimulation von Ca**-Signalwegen zusammenhingen.
Solch ein Unterschied wurde schon an 3T3-Zellen beobachtet. In diesen Zellen wurde der
Ca’'-Signalweg, der von Agonisten eingeleitet wurde, durch Aktin- oder Mikrotubuli-Blocker
unterdriickt. Wurden Ca®*-Signale hingegen direkt durch Thapsigargin oder die Injektion
von IP; ausgel6st, war die Zellantwort gegentuber den Zytoskelett-Blockern resistent
(Ribeiro et al. 1997). Eine plausible Erklirung fir diesen Unterschied konnte sein, dass
G-Protein gekoppelte Rezeptoren, die die Phospholipase C aktivieren, gleichzeitig den
Gehalt der Plasmamembran an PIP, indern. PIP, ist der Vorliufer von IP,, das Ca’*-Kanile
in intestinalen Epithelzellen aus Caenorhabditis elegans hemmen soll (Xing, Strange 2010).
Nichtsdestoweniger hemmte die Priinkubation mit siRNA gegen STIM1 die Expression des
STIM1-Proteins (Abb. 7-14) und die durch Carbachol-induzierte Zunahme der cytosolischen
Ca*"-Konzentration, was die zentrale Rolle von STIM1 als Calcium-Sensor im
endoplasmischen Retikulum noch einmal unterstreicht (Tabelle 7-3).

Zusammenfassend belegen die Ergebnisse, dass STIM1 an Ca*'-Signalwegen im
Kolonepithel beteiligt ist. Es transloziert nach Calcium-Speicher-Entleerung zur
Plasmamembran um einen Ca’’-Einstrom vorwiegend durch die basolaterale Membran zu
induzieren. Der gleichzeitig iiber die apikale Membran stattfindende Ca®*-Einstrom ist fiir
die funktionelle Antwort des Gewebes, nimlich die Induktion einer Chloridsekretion, nur
zweitrangig. Unterschiede in der Kinetik von Ca®’-Signalen am apikalen und basolateralen
Zellpol sind bekannt von Pankreas-Acinuszellen, welche hinsichtlich des Ca**-Signalings
sicherlich eine der am besten charakterisierten Epitheltypen darstellen. An diesen Zellen
induzieren Agonisten eine schnellere Zunahme der cytosolischen Ca*'-Konzentration am
apikalen Zellpol im Vergleich zur basolateralen Seite (Petersen, Tepikin 2008) sind. Auch sind
Gradienten in der Verteilung von STIM1s in der lateralen Membran mit einer Konzentration
nahe den Tight junctions und unterschiedlichen Verteilungsmuster von Orail und
TRPC-Kanilen beschrieben (Hong et al. 2011). Zukiinftige Experimente sind notwendig,
um zu kliren, ob solche Gradienten auch am Kolonepithel existieren und welche Rolle das

andere Mitglied der STIM-Familie, STIM2, an diesen Zellen spielt.
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In nichterregbaren Zellen spielt der speichergesteuerte Ca*'-Einstrom die wichtigste
Rolle beim Ca’*-Einstrom aus dem Extrazellulirraum fiir Ca**-abhingige Signalprozesse.
Ziel der Untersuchungen war es, die Expression und die lokale Verteilung von zwei
Schlisselproteinen (STIM1 und Orail), die in Lymphozyten und anderen Zellen als
Komponenten des speichergesteuerten Ca®'-Einstroms identifiziert wurden, an einem
nativen Epithel, dem Kolon der Ratte, nachzuweisen. STIM1 (stromal interaction molecule
1) ist der mutmaBliche Ca’*-Sensor im endoplasmatischen Retikulum und Orail gilt als der
oder Teil des speichergesteuerten Ca®'-Kanals in der Plasmamembran.

Immunhistochemische Markierungen zeigten, dass beide Proteine im Kolonepithel
der Ratte exprimiert werden. Qualitative Untersuchungen und morphometrische
Messungen — mittels  eines ~ Konfokalmikroskops = ergaben, dass es  nach
Ca’*-Speicher-Entleerung zu einer Translokation von STIM1 zum basolateralen und auch
zum apikalen Zellpol kommt. Ein Ca*'-Entleerung/Wiederfiillung-Protokoll wurde in
Ussingkammer-Experimenten  eingesetzt, um die Rolle des speichergesteuerten
Ca’*-Einstroms iiber die basolaterale und die apikale Membran zu untersuchen. Dabei
zeigte sich, dass nicht nur basolaterale Ca**-Repletion, sondern auch apikale Ca**-Repletion
eine (wenn auch schwichere) Ca*"-abhingige Anionsekretion induziert. Beide Reaktionen
wurden durch La’", einen Blocker nichtselektiver Kationenkanile, unterdriickt. Der Effekt
der basolateralen Ca®*'-Repletion wurde signifikant durch Brefeldin A gehemmt, eine
Substanz, die den vesikuliren Transport vom endoplasmatischem Retikulum zum
Golgi-Apparat hemmt. In einer letzten Versuchsserie wurden mit Fura-2 aufgeladene
HT29/B6-Zellen verwendet. Der durch Carbachol an diesen Zellen ausgeléste Anstieg der
cytosolischen Ca**-Konzentration wurde signifikant gehemmt, wenn die Zellen mit siRNA
gegen STIM1 vorinkubiert worden waren.

Diese Ergebnisse zeigen, dass STIM1 als eine Schlisselkomponente von
intrazelluliren Ca®" Signalwegen im Kolonepithel der Ratte exprimiert wird und nicht nur
bei der Regulation des basolateralen, sondern auch des apikalen Ca*"-Einstroms beteiligt

ist.

153



10. Summary

10. Summary

In non-excitable cells, store-operated Ca®" entry is the most important pathway
for influx of extracellular Ca®* serving as second messenger in the cytoplasm. The
present study aimed to investigate the expression, localization and polar distribution of
two key components of store-operated Ca’’ entry identified e.g. in lymphocytes or
epithelial cell lines, i.e. STIM1 (stromal interaction molecule 1), the presumed
Ca®"-sensor in the endoplasmic reticulum, and Orail as the (or part of the)
store-operated Ca’* channel in the plasma membrane, at a native intestinal epithelium,
L.e. rat colon.

Immunohistochemical investigations revealed the expression of STIM1 and
Orail, and also their isoforms STIM2, Orai2, and Orai3 in the rat colonic epithelium.
Ca®" store depletion led to a translocation of STIM1 both to the basolateral as well as
to the apical cell pole as observed by confocal microscopy. A Ca®" depletion/repletion
protocol was used in Ussing chamber experiments to investigate the contribution of
basolateral and apical store-operated Ca®" entry for the induction of anion secretion.
These experiments revealed that not only basolateral Ca** repletion induced a
Ca®"-dependent anion secretion, but also — to a lesser extend — apical Ca*" repletion.
Both responses were suppressed by La’*. The effect of basolateral Ca** repletion was
significantly inhibited by brefeldin A, a blocker of vesicular transport from the
endoplasmic reticulum to the Golgi apparatus. In a final series of experiments, fura-2
loaded HT29/B6 cells were used. Carbachol-induced increase in the cytosolic Ca*
concentration was significantly reduced when the cells were pretreated with siRNA
against STIM1.

In conclusion, these results demonstrate that STIM1 as a key component of
intracellular Ca®" signaling is expressed by rat colonic epithelium and is involved not

only in regulation of basolateral but also of apical Ca*" influx.
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