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1 Einleitung

1.1 Lysophosphatidsäure (LPA) und Sphingosin-1-Phosphat (S1P)

1.1.1 Biologische Funktionen von LPA und S1P

Die zelluläre Proliferation wird durch zahlreiche Substanzen initiiert und reguliert.

Hierzu zählen neben den Polypeptid-Wachstumsfaktoren wie epidermaler Wachs-

tumsfaktor (epidermal growth factor = EGF), Plättchen- (platelet-derived growth fac-

tor = PDGF) und Fibroblastenwachstumsfaktor (fibroblast growth factor = FGF) auch

verschiedene Substanzen aus der Stoffgruppe der Lysophospholipide. Die hinsicht-

lich ihrer Wirkung auf die Zellproliferation am besten charakterisierten Vertreter die-

ser Stoffgruppe sind Lysophosphatidsäure (LPA) und Sphingosin-1-Phosphat (S1P).

LPA und S1P weisen zahlreiche Gemeinsamkeiten in ihren biologischen Eigen-

schaften und Funktionen auf: Neben ihrem Einfluss auf die zelluläre Proliferation

(siehe Kapitel 1.1.4) führen LPA und S1P zu Veränderungen der Zelldifferenzierung,

zu verlängertem Überleben und zur Unterdrückung apoptotischer Prozesse. LPA und

S1P vermitteln Veränderungen des Zytoskeletts, wie sie bei Kontraktion, Sekretion,

Adhäsion, Aggregation, Migration und Chemotaxis zu finden sind (Goetzl & An 1998;

Moolenaar 1999; Spiegel & Milstien 2000; Tigyi 2001). Darüber hinaus beeinflussen

LPA und S1P die Aktivität von Ionenkanälen: LPA aktiviert Cl--Kanäle in verschiede-

nen Zelltypen (Durieux et al. 1992; Fernhout et al. 1992; Watsky 1995; Postma et al.

1996a), aktiviert einen spannungsunabhängigen, Ca2+-abhängigen K+-Kanal in

Mäusefibroblasten (Repp et al. 1998) und inhibiert den TASK-1 K+-Kanal in Xenopus

laevis Oozyten (Czirjak et al. 2001). S1P aktiviert Cl--Kanäle (Durieux et al. 1993;

Noh et al. 1998) und den mit dem Muscarin-Rezeptor gekoppelten K+-Kanal in

Kardiomyozyten verschiedener Säugerspezies (Bunemann et al. 1995; van Koppen

et al. 1996; Himmel et al. 2000), hemmt jedoch den Isoproterenol-induzierten L-Typ

Ca2+-Strom in Sinoatrialknotenzellen des Hasen (Guo et al. 1999).

Eine Vielzahl von Zelltypen wurde identifiziert, die auf LPA oder S1P reagieren

(Moolenaar 1999; Graler & Goetzl 2002). Hierzu gehören Bindegewebszellen, glatte

Muskelzellen, Keratinozyten, Endothelzellen, Thrombozyten, Nervenzellen, Gliazel-

len, Makrophagen, Lymphozyten und verschiedene Tumorzellen. Dieses Spektrum

an Zelltypen und die verschiedenen LPA- und S1P-vermittelten zellulären Funktio-
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nen zeigen die große Bedeutung von LPA und S1P im Rahmen der Embryonal-

entwicklung und der Physiologie und Pathophysiologie des Gefäß-, Nerven-, Repro-

duktions- und Immunsystems.

1.1.2 Struktur und Synthese von LPA und S1P

Abbildung 1 zeigt die strukturelle Ähnlichkeit von LPA und S1P. LPA besteht aus

einem Glycerin-Rückgrat mit einer Phosphatgruppe an Position sn-3, einer Hydro-

xylgruppe entweder an sn-2 oder sn-1 und einer Fettsäurekette an Position sn-1

oder sn-2. Diese Fettsäurekette ist ein langkettiges, gesättigtes (C18:0, C16:0) oder

Abbildung 1: Chemische Struktur von 1-Oleoyl-Lysophosphatidsäure (1-Oleoyl-sn-Glycerol-3-Phos-

phat, L-α-Lysophosphatidsäure) und Sphingosin-1-Phosphat. 1-Oleoyl-Lysophosphatidsäure ist dieje-

nige Lysophosphatidsäure (LPA), die am weitaus häufigsten in Experimenten eingesetzt wurde und mit

der auch die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Experimente durchgeführt wurden.
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ein ungesättigtes (C18:1, C20:4) Fettsäuremolekül, das über eine Acyl- oder Alkyl-

gruppe mit dem Glycerin-Rückgrat verbunden ist (Pages et al. 2001). Die meisten

biologischen Effekte wurden mit der 1-Oleoyl-LPA untersucht, deshalb wird dieses

Molekül häufig auch synonym als LPA bezeichnet. Bei der 1-Oleoyl-LPA ist die ein-

fach ungesättigte Ölsäure mit dem Glycerin-Rückgrat an Position sn-1 verbunden.

S1P besteht aus dem langkettigen Aminoalkohol Sphingosin, dessen freie OH-

Gruppe mit Phosphorsäure verestert ist. Sphingosin ist ein biochemisch modifiziertes

Kondensationsprodukt aus Palmitinsäure und Serin (Spiegel & Milstien 1995).

Zahlreiche Zelltypen können LPA und S1P synthetisieren. So bilden Balb/c 3T3-Fi-

broblasten LPA nach Stimulation mit dem Plättchenwachstumsfaktor PDGF (Fukami

& Takenawa 1992), in Swiss 3T3-Fibroblasten führt die Stimulation mit PDGF oder

fetalem Kälberserum zur Synthese von S1P (Olivera & Spiegel 1993). Eine LPA-Pro-

duktion wurde auch für neutrophile Granulozyten (Ito et al. 1996), ovarielle und zervi-

kale Krebszellen (Shen et al. 1998) und für Adipozyten (Valet et al. 1998) gezeigt.

Die Synthese von S1P wurde in Mastzellen der Ratte (Choi et al. 1996), HEK-293-

Zellen (Meyer zu Heringdorf et al. 1998) und menschlichen Leukämie-Zellen der

HL-60-Zelllinie (Alemany et al. 1999) nachgewiesen.

Die zelluläre Biosynthese von LPA und S1P ist über jeweils zwei verschiedene Wege

möglich. Zum einen entstehen beide Stoffe als Zwischenprodukte während der Neu-

synthese von Lipiden, zum anderen werden sie in enzymatischen Reaktionen nach

entsprechender Stimulation der Zellen aus Vorläufermolekülen freigesetzt. Gly-

cerophospholipide sind Vorläufermoleküle von LPA, Sphingolipide von S1P. Die

Freisetzung aus solchen Molekülen gilt dabei als wichtigster Syntheseweg für sezer-

niertes LPA und S1P (Goetzl & An 1998).

Im Serum werden LPA und S1P in nano- bis mikromolaren Konzentrationen gefun-

den und sind dort an Trägermoleküle, hauptsächlich an Albumin, gebunden

(Thumser et al. 1994; Igarashi & Yatomi 1998). Dabei binden drei LPA-Moleküle an

ein Albuminmolekül (Thumser et al. 1994). Der Serumspiegel dieser Phospholipide

wird insbesondere von Thrombozyten beeinflusst. Im Rahmen der Thrombozyten-

aggregation kommt es nämlich in aktivierten Blutplättchen zur Produktion und Sekre-

tion von LPA und S1P (Mauco et al. 1978; Gerrard & Robinson 1989; Igarashi & Ya-

tomi 1998).
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1.1.3 LPA- und S1P-vermittelte Signaltransduktionsprozesse

LPA und S1P vermitteln ihre biologischen Funktionen über Membranrezeptoren aus

der edg-Genfamilie (endothelial differentiation gene). Edg-Rezeptoren gehören zu

den G-Protein-gekoppelten, transmembranären heptahelikalen Rezeptoren (Lynch &

Im 1999). LPA bindet dabei mit hoher Affinität an die Rezeptoren Edg-2, Edg-4 und

Edg-7, die nach einer neueren Nomenklatur auch LPA1 (= Edg-2), LPA2 (= Edg-4)

und LPA3 (= Edg-7) genannt werden. S1P bindet an die Rezeptoren Edg-1, Edg-3,

Edg-5, Edg-6 und Edg-8, seit neuestem auch S1P1 (= Edg-1), S1P3 (= Edg-3), S1P2

(= Edg-5), S1P4 (= Edg-6) und S1P5 (= Edg-8) bezeichnet (Lynch & Im 1999; Pyne &

Pyne 2000a; Fukushima & Chun 2001; Hla 2001; Chun et al. 2002). LPA- oder S1P-

aktivierbare Edg-Rezeptoren sind an G-Proteine aus der Familie der Gi/o-, Gq- oder

G12/13-Proteine gekoppelt, denen vielfältige Signalwege nachgeschaltet sind.

Über die α-Untereinheit von Gi-Proteinen wird zum Beispiel die LPA- oder S1P-indu-

zierte Hemmung der Adenylatcyclase vermittelt, was zur Abnahme der intrazellulären

cAMP-Konzentration führt. Über die βγ-Untereinheit von Gi-Proteinen wird ein Sig-

nalweg aktiviert, der für die proliferationsfördernde Eigenschaft von LPA und S1P

bedeutend ist. In diesem Signalweg kommt es zur Aktivitätssteigerung einer Pro-

teintyrosinkinase, der Aktivierung des kleinen monomeren G-Proteins Ras, zur Bin-

dung von Ras an eine Proteinkinase aus der Raf-Familie und schließlich zur Aktivie-

rung der MAP-Kinase-Kaskade. MAP (mitogen activated protein)-Kinasen sind ubi-

quitäre Serin/Threonin-Kinasen, die die Aktivität von Transkriptionsfaktoren durch

Phosphorylierung regulieren (Howe & Marshall 1993; Crespo et al. 1994; Gaits et al.

1996; Spiegel & Merrill 1996; van Koppen et al. 1996; Chuprun et al. 1997).

Über die Kopplung von LPA- oder S1P-aktivierbaren Edg-Rezeptoren mit Gi- oder

Gq-Proteinen werden weitere Signalwege beeinflusst, die für die Regulation der Zell-

proliferation wichtig sind. In diese Signalwege ist eine Phospholipase C (PLC) einge-

schaltet. PLC katalysiert die Bildung von Diacylglycerin (DAG) und Inositol-1,4,5-

trisphosphat (IP3). DAG führt über die Aktivierung einer Proteinkinase C zur Aktivie-

rung der MAP-Kinase-Kaskade. IP3 vermittelt die Mobilisierung von Ca2+ aus intra-

zellulären Speichern, was für Prozesse wie Genexpression, Sekretion, Zelldifferen-

zierung und Muskelzellkontraktion bedeutend ist (Ghosh et al. 1997; Goetzl & An

1998; Swarthout & Walling 2000; Berridge et al. 2003).
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Über G12/13-Proteine werden Rho-abhängige Signalwege angestoßen, wozu die Akti-

vierung der Phospholipase D, der PhosphatidyIinositol-3-Kinase und Veränderungen

des Zytoskeletts wie Neuritenretraktion, Zellabrundung, Stressfaserbildung oder

Zellaggregation gehören (Tigyi & Miledi 1992; Postma et al. 1996b; Fromm et al.

1997; Gohla et al. 1998; Hart et al. 1998; Lee et al. 1998; van Brocklyn et al. 1998).

S1P vermittelt seine Wirkung jedoch nicht nur als Ligand von G-Protein-gekoppelten

Rezeptoren. Der bedeutendste Unterschied zu LPA ist die Funktion von S1P als in-

trazellulärer Second Messenger. In diesen Signalkaskaden wird S1P nach Aktivie-

rung der Sphingosin-Kinase durch verschiedene Stimuli ATP-abhängig gebildet

(Spiegel 1999; Spiegel & Milstien 2003).

1.1.4 Modulation der zellulären Proliferation durch LPA und S1P

Die proliferationsfördernde Wirkung von LPA und S1P erstreckt sich auf zahlreiche

Zelltypen. LPA fördert unter anderem die zelluläre Proliferation von Bindegewebs-

zellen, Keratinozyten, Endothelzellen und glatten Muskelzellen der Blutgefäße

(Moolenaar 1995). Verschiedene Befunde lassen vermuten, dass die wachstumsför-

dernden Eigenschaften von LPA für die Wundheilung und Geweberegeneration be-

deutend sind (Tigyi 2001). Außerdem wurde gezeigt, dass Brust- und Ovarkrebszel-

len in Anwesenheit von LPA proliferieren und der Malignitätsgrad von Brust- und

Ovartumoren mit der LPA-Konzentration im Plasma korreliert. LPA führt zu einer

Verstärkung des Tumorzellwachstums und sogar zur Metastasenbildung (Swarthout

& Walling 2000; Pages et al. 2001). LPA stimuliert das Wachstum von Mäuse-

embryonen vor der Implantation in den Uterus, was auf eine mögliche Bedeutung

dieser Substanz in der Frühentwicklung der Säuger hinweist (Kobayashi et al. 1994).

Ein wichtiger Schritt für die zelluläre Proliferation ist die Steigerung der DNA-Syn-

these, die LPA in den meisten Fällen über die Ras- und Raf-abhängige Aktivierung

der MAP-Kinase-Kaskade vermittelt (siehe Kapitel 1.1.3).

S1P wirkt mitogen auf Swiss 3T3-Fibroblasten, in denen es zu einem deutlichen An-

stieg der DNA-Synthese und der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren führt (Wu et

al. 1995). Eine mitogene Wirkung wurde auch auf edg-3- und edg-5-transfizierte

HTC4-Hepatomzellen gezeigt (An et al. 2000). In glatten Muskelzellen der Atemwege
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entfaltet S1P alleine keine mitogene Wirkung, wohl aber im Zusammenspiel mit dem

Plättchenwachstumsfaktor PDGF (Pyne & Pyne 1996; Rakhit et al. 1999).

S1P vermittelt seine proliferationsfördernde Wirkung nicht nur über die Aktivierung

G-Protein-gekoppelter Rezeptoren mit anschließender Aktivierung der MAP-Kinase-

Kaskade (Wu et al. 1995; An et al. 2000), sondern auch als intrazellulärer Second

Messenger (siehe auch Abschnitt 1.1.3). So geht die Stimulation der Zellproliferation

durch PDGF und fetales Kälberserum mit einem Anstieg der intrazellulären S1P-

Konzentration einher (Olivera & Spiegel 1993). Die Mikroinjektion von S1P in Swiss

3T3-Zellen führt zu einer gesteigerten DNA-Synthese (van Brocklyn et al. 1998).

Kompetitive Inhibitoren der Sphingosin-Kinase verhindern die Bildung von intrazellu-

lärem S1P und unterbrechen die PDGF- und Serum-induzierte Proliferation (Olivera

& Spiegel 1993). S1P beeinflusst jedoch nicht nur die Zellteilung, sondern auch das

zelluläre Überleben. So schützt S1P bestimmte Zelltypen vor dem programmierten

Zelltod (Cuvillier et al. 1996), was sich im Falle von Tumorzellen verhängnisvoll

auswirken kann (Maceyka et al. 2002).

1.1.5 Bedeutung von LPA und S1P für das Blutgefäßsystem

Bereits Ende der 70er Jahre wurde die Wirkung von LPA auf das Blutgefäßsystem

untersucht. Schon damals wurde die vasoaktive Wirkung von LPA erkannt, wobei die

intravenöse Injektion von LPA Bluthochdruck bei Ratten und Meerschweinchen, je-

doch Hypotonie bei Katzen und Hasen verursachte (Tokumura et al. 1978). Diese

Ergebnisse wurden jedoch erst in jüngster Zeit wieder aufgegriffen, als in neueren

Untersuchungen in vivo gezeigt wurde, dass LPA vasospastisch auf cerebrale Ge-

fäße wirkt (Tigyi et al. 1995) und die Endothelin-1-vermittelte Vasokonstriktion ver-

stärkt (Yakubu et al. 1997). Da LPA während der Blutgerinnung aus Thrombozyten

freigesetzt wird (siehe Kapitel 1.1.2), ist LPA möglicherweise ein Faktor, der an der

Entwicklung des posthämorrhagischen Vasospasmus beteiligt ist.

Erst kürzlich wurden die ersten Befunde erhoben, die eine Beeinflussung des

vaskulären Tonus durch S1P deutlich machen: S1P führt zur Vasokonstriktion me-

senterialer und intrarenaler Mikrogefäße der Ratte in vitro (Bischoff et al. 2000a) und

reduziert in vivo den renalen und mesenterialen Blutfluss in Pertussistoxin-sensitiver

Weise (Bischoff et al. 2000b). Die S1P-induzierte renovaskuläre Kontraktion erfor-
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dert sehr wahrscheinlich den Einstrom von extrazellulärem Ca2+ über Nifedipin-sen-

sitive L-Typ Ca2+-Kanäle (Bischoff et al. 2001).

Es mehren sich die Hinweise, dass LPA und S1P in das pathophysiologische Ge-

schehen der Atherosklerose-Entstehung involviert sind. So akkumuliert LPA in oxi-

dierten low-density Lipoproteinen (LDL, Siess et al. 1999). Es ist bekannt, dass Oxi-

dationen in der LDL-Fraktion deren Atherogenität deutlich verstärken (Berliner et al.

1995). Oxidiertes LDL führt darüber hinaus zur intrazellulären Synthese von S1P

über die Aktivierung der Sphingosin-Kinase und zur Proliferation von glatten Gefäß-

muskelzellen (Auge et al. 1999). LPA reichert sich in atherosklerotischen Plaques

an, wo es als wichtiges Thrombozyten-aktivierendes Lipid wirkt. Die höchste LPA-

Konzentration wurde im lipidreichen Kern dieser Plaques gefunden, der besonders

thrombogen ist und zur Ruptur neigt (Siess et al. 1999).

LPA und S1P induzieren die Expression von Adhäsionsmolekülen wie E-Selectin

und VCAM-1 an der Oberfläche von Gefäßendothelzellen (Xia et al. 1998; Rizza et

al. 1999). Für LPA wurde gezeigt, dass dies eine erhöhte Bindung von Monozyten

oder neutrophilen Granulozyten an die Endothelzellen zur Folge hat (Rizza et al.

1999). Die LPA- oder S1P-induzierte Expression von Adhäsionsmolekülen in der

Zellmembran von Endothelzellen ist möglicherweise ein erster Schritt in der Ent-

wicklung einer endothelialen Dysfunktion, die schließlich zu atherosklerotischen Lä-

sionen führt.

Das Wachstum von glatten Muskelzellen der Gefäße ist ein wesentlicher Faktor in

der Pathogenese der Atherosklerose (Schwartz et al. 1986; Schwartz & Reidy 1987).

Hierfür könnte die mitogene Wirkung von LPA und S1P auf glatte Gefäßmuskelzel-

len verantwortlich sein, die sich in einem Anstieg der DNA-Synthese und der zellulä-

ren Proliferation manifestiert (Tokumura et al. 1994; Gennero et al. 1999; Kluk & Hla

2001).

1.2 Bedeutung von Ionenkanälen für die zelluläre Proliferation

Ionenkanäle sind in ein weites Spektrum zellulärer Prozesse eingebunden und spie-

len eine wichtige Rolle in der Erregbarkeit von Nerven- und Muskelzellen, in Sekre-

tions- und Kontraktionsprozessen und in der Aufrechterhaltung des intrazellulären

Ionengleichgewichts. Es mehren sich die Hinweise darauf, dass Ionenkanäle wie



8

K+-, Ca2+- oder Cl--Kanäle auch für die Modulation der zellulären Proliferation bedeu-

tend sind: So führt die Hemmung des Ca2+-abhängigen K+-Stroms von T-Zellen

durch Charybdotoxin zu einer Halbierung ihrer Proliferationsrate (Rader et al. 1996).

In Hepatozyten steigern Öffner ATP-abhängiger K+-Kanäle (KATP) die zelluläre DNA-

Synthese, während KATP-Blocker die DNA-Synthese verzögern (Malhi et al. 2000).

Die Expression von L- oder T-Typ Ca2+-Kanälen ändert sich in verschiedenen Zell-

typen während der Proliferation und ist in glatten Muskelzellen der Rattenaorta ab-

hängig von der Zellzyklusphase (Kuga et al. 1996). Durch eine Blockade von Volu-

men-sensitiven Cl--Kanälen wird die Proliferation von Endothelzellen oder

T-Lymphozyten unterdrückt (Schumacher et al. 1995; Voets et al. 1995).

In unserer Arbeitsgruppe wurde mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik gezeigt, dass das

proliferationsfördernde Lipid LPA in NIH3T3-Mäusefibroblasten einen spannungs-

unabhängigen, Ca2+-abhängigen K+-Kanal transient aktiviert (Repp et al. 1998).

Einzelkanalmessungen ergaben, dass dieser K+-Kanal in die Gruppe der K+-Kanäle

mittlerer Leitfähigkeit (etwa 20 - 50 pS) einzuordnen ist. Er wird durch die Skorpion-

toxine Charybdotoxin, Margatoxin und Iberiotoxin, nicht aber durch das Gift der Ho-

nigbiene Apamin blockiert. Ein solches pharmakologisches Profil wurde bisher für

keinen anderen K+-Kanaltyp in der Literatur beschrieben.

Die Befunde in unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass die Aktivierung dieses span-

nungsunabhängigen, Ca2+-abhängigen K+-Kanals durch LPA in NIH3T3-Zellen über

ein Pertussistoxin-sensitives G-Protein, eine Proteintyrosinkinase und das kleine

monomere G-Protein Ras vermittelt wird (Repp et al. 1998). Diese Signalkaskade

enthält somit Elemente, die auch an der Signalkaskade der MAP-Kinase-Aktivierung

durch LPA im Rahmen von zellulären Proliferationsprozessen beteiligt sind (siehe

Kapitel 1.1.3).

1.3 Aufgabenstellung

In der vorliegenden Arbeit war zunächst meine Aufgabe zu überprüfen, ob der durch

LPA aktivierbare K+-Kanaltyp in NIH3T3-Zellen auch durch S1P aktiviert werden

kann. In der Tat zeigten die ersten Experimente dieser Arbeit, dass es nach Applika-

tion von S1P in NIH3T3-Zellen zur Aktivierung eines K+-Stroms kommt. Im Folgen-

den sollte der S1P-aktivierte K+-Strom deshalb elektrophysiologisch und pharmako-
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logisch näher charakterisiert werden. Des Weiteren sollte untersucht werden, ob S1P

und LPA über eine gemeinsame Signalkette zur K+-Stromaktivierung führen oder ob

sie unabhängig voneinander wirken.

Ein wichtiges Element der Signalkaskade, die zur K+-Stromaktivierung durch LPA in

NIH3T3-Mäusefibroblasten führte, war eine bisher noch nicht näher identifizierte

Proteintyrosinkinase (Repp et al. 1998). Die bisher identifizierten Komponenten die-

ser Signalkaskade sind auch an dem Signalweg der MAP-Kinase-Aktivierung durch

LPA in verschiedenen Zellen beteiligt (siehe Kapitel 1.1.3). Da zumindest in COS-7-

und in PC12-Zellen die nicht-rezeptorgekoppelte Proteintyrosinkinase c-Src in den

Signalweg der MAP-Kinase-Aktivierung eingeschaltet ist (Luttrell et al. 1996; Luttrell

et al. 1997) und da c-Src auch eine wichtige Rolle in bestimmten S1P-induzierten

Signalereignissen spielt (Rakhit et al. 1999), sollte geklärt werden, ob c-Src in die

Signalkaskaden involviert ist, die zu der jeweiligen K+-Stromaktivierung durch LPA

und S1P führen. Hierzu sollte die K+-Stromaktivierung durch LPA und S1P in stabil

transfizierten C3H10T1/2-Mäusefibroblasten untersucht werden, die intaktes Wildtyp

c-Src (wt c-Src) überexprimieren. Darüber hinaus sollte ermittelt werden, welche

Rolle die Proteintyrosinkinaseaktivität von c-Src und seine Lokalisation in der Plas-

mamembran über den Myristinsäurerest spielen. Dazu standen C3H10T1/2-Zellen

zur Verfügung, die entweder Kinase-defektes c-Src (kin-def c-Src) oder eine nicht-

myristilierbare Mutante von c-Src (non-myr c-Src) stabil exprimieren (Wilson et al.

1989; Wilson & Parsons 1990).

Es ist bekannt, dass LPA und S1P den Tonus von Blutgefäßen beeinflussen und die

Proliferation von glatten Muskelzellen stimulieren (siehe Kapitel 1.1.4 und 1.1.5). Be-

kannt ist ebenfalls die Bedeutung von Ionenkanälen im Rahmen von Kontraktions-

und Proliferationsprozessen. Bisher wurde allerdings an Gefäßmuskelzellen noch

kein Ionenkanal elektrophysiologisch und pharmakologisch charakterisiert, dessen

Aktivität durch LPA oder S1P moduliert wird. Es war nun meine Aufgabe zu über-

prüfen, ob LPA und S1P in glatten Muskelzellen der A7r5-Zelllinie, die der Aorta der

fetalen Ratte entstammen (Kimes & Brandt 1976), zur Modulation solcher Ionen-

kanäle führen. Im positiven Falle sollte sich eine Charakterisierung der auf LPA

und/oder S1P reagierenden Ionenkanäle anschließen.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

2.1.1 Kultivierung der Zelllinien

Bei der in der vorliegenden Arbeit verwendeten NIH3T3-Mäusefibroblastenzelllinie

handelt es sich um einen Subklon der NIH3T3-Zelllinie, die ursprünglich am National

Institute of Health (NIH) in Bethesda, USA, durch Drittelung der Kultur mit Trypsin an

jedem dritten Tag (3T3) aus einer Primärkultur embryonaler Mäusefibroblasten klo-

niert wurde (Jainchill et al. 1969). Kultiviert wurden die Zellen in Dulbecco's modified

Eagle's Medium (DMEM) mit 5 % neonatalem Kälberserum (NKS), 2 mM L-Glutamin,

64,8 mg/l Penicillin-G und 100 mg/l Streptomycin.

C3H10T1/2-Mäusefibroblasten und C3H10T1/2-Zellen, die den Wildtyp c-Src (wt c-

Src) überexprimieren oder eine Kinase-defekte (kin-def c-Src) oder nicht-myristilier-

bare c-Src Mutante (non-myr c-Src) exprimieren, erhielt unser Labor von Dr. S. Par-

sons (University of Virginia, Charlottesville, USA). Zur Herstellung der Zellmutanten

wt c-Src, kin-def c-Src und non-myr c-Src wurde das entsprechende c-Src Expres-

sions-Plasmid des Moloney-murine-leukemia-Virus Lipofectin-vermittelt mit dem

Vektor pSVneo fusioniert und damit die C3H10T1/2-Mäusefibroblasten transfiziert.

Der Vektor pSVneo kodiert unter anderem für eine Antibiotikaresistenz, mit deren

Hilfe die transfizierten Fibroblasten selektioniert werden können (Wilson et al. 1989;

Wilson & Parsons 1990).

Die transfizierten Fibroblasten zeigten gegenüber den nicht-transfizierten Kontroll-

zellen eine 9- bis 13fach erhöhte relative Expressionsrate für das jeweilige c-Src-

Protein. Die Expressionslevel des wt c-Src und der c-Src Mutanten wurden mit Hilfe

eines Western-Immunoblot-Verfahrens nach der bei Wilson et al. (1989) beschrie-

benen Methode ermittelt.

C3H10T1/2-Mäusefibroblasten wurden in DMEM mit 5% NKS, 2 mM L-Glutamin,

64,8 mg/l Penicillin-G und 100 mg/l Streptomycin kultiviert. Alle transfizierten Zellty-

pen wurden mit Hilfe des Aminoglykosidantibiotikums Geniticin (G418; 400 mg/l) se-

lektioniert.
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Die A7r5-Zelllinie wurde am Salk Institute, Neurobiology Department, in San Diego,

USA, aus glatten Muskelzellen der thorakalen Aorta von fetalen Ratten kloniert

(Kimes & Brandt 1976). Die A7r5-Zellen weisen zahlreiche Charakteristika glatter

Muskelzellen in situ und in vitro auf, besitzen aber einen unterentwickelten kontrak-

tilen Apparat mit nur wenigen Verdichtungszonen (dense bodies) und wenigen di-

cken Filamenten (Kimes & Brandt 1976). Da sich diese Zellen nicht kontrahieren,

sind sie für elektrophysiologische Untersuchungen gut geeignet.

Für die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Untersuchungen wurde eine be-

reits am Rudolf-Buchheim-Institut für Pharmakologie etablierte A7r5-Zelllinie ver-

wendet. Das Zellkulturmedium enthielt DMEM mit 10 % fetalem Kälberserum (FKS),

2 mM L-Glutamin, 64,8 mg/l Penicillin-G und 100 mg/l Streptomycin.

Alle Zelllinien wurden in einem Zellkultur-Inkubator (CO2-Inkubator 6220, Fa. He-

raeus, Hanau) bei 37 °C und 95 % Luftfeuchte in einer Atmosphäre aus 94 % Luft

und 6 % CO2 kultiviert. Das Wechseln des Zellkulturmediums (10 ml) erfolgte jeden

zweiten Tag. Wenn der Boden der Kulturschale (∅ 94 mm, Greiner GmbH, Nürtin-

gen) dicht mit Zellen bewachsen war, wurde zum Passagieren der Zellen der kon-

fluente Zellrasen zunächst einmal mit 5 ml Phosphat-gepufferter Lösung (PBS, [in

mM]: 120 NaCl; 3,4 KCl; 10,1 NaH2PO4; 2,2 K2HPO4; pH 7,4) gewaschen. Es folgte

ein Zwischenspülschritt mit einem Gemisch aus 4 ml PBS und 1 ml Trypsin-haltiger

(0,05 % w/v) PBS-Lösung. Anschließend wurde der Zellrasen mit 5 ml Trypsin-halti-

ger (0,05 % w/v) PBS-Lösung behandelt. Diese wurde so lange auf den Zellen be-

lassen, bis im Lichtmikroskop eine beginnende Ablösung der am Schalenboden

haftenden Zellen beobachtet werden konnte. Dann wurde die Trypsin-PBS-Lösung

abgesaugt. NIH3T3-Mäusefibroblasten, transfizierte und nicht-transfizierte Zellen der

C3H10T1/2-Zelllinie konnten nun durch kräftiges Abspülen mit frischem Zellkultur-

medium (10 ml) und wiederholtes Aufziehen in eine 10-ml-Glaspipette vereinzelt

werden. Die A7r5-Zellen waren nach der Trypsin-Behandlung immer noch stark ad-

härent und wurden für 3 - 5 Minuten in den Zellkultur-Inkubator gestellt, wo sie sich

bei 37 °C weiter abrundeten. Erst danach konnten die A7r5-Zellen wie für die Fibro-

blasten beschrieben vereinzelt werden. Zur weiteren Kultivierung der Zellen wurde

von der entstandenen Zellsuspension ein bestimmter Teil entnommen und auf neue

Petrischalen, in die frisches Zellkulturmedium vorgelegt worden war, in der ge-

wünschten Verdünnung gleichmäßig ausplattiert. Die übliche Verdünnung betrug



12

hierbei circa 1:5 bis 1:3 für die verschiedenen Mäusefibroblastenlinien und 1:2 für die

A7r5-Zellen; das nun in der neuen Petrischale vorliegende Gesamtvolumen der Zell-

suspension betrug 10 ml. Durch vorsichtiges Schwenken der Zellkulturschale wurden

die Zellen in der Suspension gut verteilt.

2.1.2 Einfrieren und Auftauen der Zelllinien

Da sich bei zunehmender Passagezahl die Eigenschaften der Zellen ändern können

und um einen Totalverlust der Zellen durch mögliche Kontaminationen zu verhin-

dern, wurden unmittelbar nach Erhalt und Anzüchtung der Zelllinien mehrere Ali-

quots eingefroren und in flüssigem Stickstoff aufbewahrt. Das Einfrieren und Auf-

tauen der Zellen erfolgte nach einem in unserem Labor standardisierten Protokoll

(Koschinski 2001). Um durch den Einfrier- und Auftauvorgang bedingte Artefakte

auszuschließen, wurden die aufgetauten Zelllinien mindestens zweimal passagiert,

bevor sie wieder für elektrophysiologische Experimente verwendet wurden.

2.1.3 Aufbereiten der Zellen für Patch-Clamp Experimente

a) NIH3T3-Mäusefibroblasten, nicht-transfizierte und transfizierte Zellen der

C3H10T1/2-Zelllinie

Die Zellen wurden 36 - 48 Stunden vor den elektrophysiologischen Messungen auf

Petrischalen (∅ 35 mm, Greiner GmbH, Nürtingen) in geringer Dichte von etwa

2 x 105 Zellen pro Schale ausplattiert. Dadurch bildete sich zum Versuchszeitpunkt

noch kein dichter Zellrasen. Abbildung 2 zeigt Originalaufnahmen von NIH3T3-Zellen

in einer Dichte, wie sie zur Messung herangezogen wurden.

Da es schwierig ist, an relativ flach ausgebreiteten adhärenten Zellen die Patch-

pipette für eine stabile Ableitung zu positionieren und das Membranpotential der

Zellen kontrolliert zu verändern, wurden die Mäusefibroblasten vor dem Versuch in

eine abgerundete Form überführt. Dies wurde durch eine Behandlung mit Trypsin-

PBS (0,05 % w/v) unter mikroskopischer Kontrolle erreicht. Die Trypsin-PBS-Lösung

wurde solange auf den Zellen belassen, bis eine Retraktion der Zellen auftrat, die
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A

 

B

Abbildung 2: Lichtmikroskopische Bilder von NIH3T3-Zellen, 200fach (A) bzw. 400fach (B) vergrö-

ßert. Die Aufnahmen entstanden direkt vor einem elektrophysiologischen Experiment (vor Trypsinie-

rung) und zeigen die Bewuchsdichte von 35-mm-Petrischalen, wie sie üblicherweise für die Messun-

gen verwendet wurden.

A B

Abbildung 3: A  Typisches Bild trypsinierter NIH3T3-Zellen (400fache Vergrößerung). In B ist zusätz-

lich die vom rechten Bildrand kommende Patchpipette zu sehen. Die Aufnahmen entstanden direkt vor

bzw. während einer Whole-Cell Messung und zeigen beispielhaft Form, Größe und Lage der üblicher-

weise zu Patch-Clamp Messungen verwendeten NIH3T3-Zellen.

Zellen aber noch ausreichend am Petrischalenboden hafteten. Die weitere Wirkung

des Trypsins mit der Gefahr des Ablösens der Zellen vom Schalenboden wurde

durch mehrmaliges Waschen mit Extrazellulärlösung (siehe Kapitel 2.2.5) gestoppt.
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Nach 10 Minuten Wartezeit, in der die Zellen mit Extrazellulärlösung bedeckt waren,

hatten die Fibroblasten eine sphärische Gestalt, erschienen transparent und

doppeltbrechend. In diesem Zustand waren sie für die elektrophysiologischen Expe-

rimente gut geeignet. Die zur Messung herangezogenen Zellen waren typischer-

weise spindelförmig bis dreieckig-birnenförmig und hatten eine Länge und Breite von

jeweils etwa 15 - 20 µm ohne Berücksichtigung von Spikes oder dünnen Filopodien.

Des Weiteren hatten die zu messenden Zellen über Filopodien Kontakte zu anderen

Zellen, es wurde aber darauf geachtet, dass sich die Membranen der Zellkörper nicht

berührten. Abbildung 3 zeigt beispielhaft Originalaufnahmen von trypsinierten

NIH3T3-Zellen direkt vor und während einer Patch-Clamp Messung.

b) A7r5-Zellen

Die im Ergebnisteil unter 3.2.1 - 3.2.2 beschriebenen Experimente wurden an Zellen

durchgeführt, die 36 - 72 Stunden vor den Messungen auf Petrischalen (∅ 35 mm,

Greiner GmbH, Nürtingen) umgesetzt wurden. Dies geschah so, dass die Zellen zum

Versuchszeitpunkt in einem konfluenten Zellrasen lagen und ihre Membranen und

Zellausläufer miteinander in Verbindung standen (Abb. 4 A). Die meisten Zellen wa-

ren jedoch so flach ausgebreitet, dass eine stabile und reproduzierbare Ableitung

ihres Membranpotentials nicht möglich war. Eine stabile Ableitung gelang auch nicht,

wenn die Zellen, wie für die Mäusefibroblasten bereits beschrieben, mit Trypsin-PBS

(0,05 % w/v) vorbehandelt wurden: Durch die Wirkung des Trypsins genügend abge-

rundete Zellen hatten auch 30 Minuten nach der Behandlung noch eine sehr insta-

bile Zellmembran, so dass es häufig bereits beim Kontakt mit der Patchpipette zur

Ruptur kam. Daher wurden für die Messungen Zellen herangezogen, die sich in der

Prophase oder Metaphase des Zellzyklus befanden, da diese Zellen bereits ohne

jegliche Vorbehandlung abgerundet waren. Sie wurden lediglich vor den Messungen

mehrfach mit Extrazellulärlösung gewaschen, um das Zellkulturmedium vollständig

zu entfernen. Die Zelldurchmesser der untersuchten Zellen betrugen 25 - 45 µm

ohne Berücksichtigung von Spikes und Filopodien. Eine typische Zelle ist in Abb. 4 A

mit einem Pfeil gekennzeichnet.

Für die in 3.2.3 - 3.2.5 beschriebenen Experimente wurden die Zellen 36 - 72 Stun-

den vor den Messungen in geringer Dichte ausgesät. Die Zellen hatten am Ver-

suchstag über Filopodien Kontakte zu 2 - 4 anderen Zellen, die Membranen der Zell-

körper berührten sich aber nicht. Zu den Messungen wurden untrypsinierte, mit
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Extrazellulärlösung gewaschene Zellen in der Pro- oder Metaphase der Mitose mit

Zelldurchmessern zwischen 25 und 45 µm herangezogen. Eine typische Zelle zeigt

Abb. 4 B (Pfeil). Darüber ist zum Vergleich eine maximal ausgebreitete A7r5-Zelle zu

sehen.

A B

C

Abbildung 4: A  Typisches lichtmikroskopisches Bild von 48 Stunden zuvor ausplattierten A7r5-Zellen

(400fache Vergrößerung) im konfluenten Zellrasen. Die Zellen stehen über Zellausläufer und direkt

über ihre Zellmembranen miteinander in Kontakt. B  Die Zellen in diesem Bild (400fache Vergröße-

rung) wurden 48 Stunden zuvor ausgesät und haben über dünne Filopodien miteinander Verbindung,

es gibt keinen direkten Zellmembrankontakt. Die mit einem Pfeil markierten Zellen in A und B sind

abgerundet, befinden sich in der Prophase oder Metaphase des Zellzyklus. Solche Zellen wurden typi-

scherweise für Messungen herangezogen. In C sind Zellen zu sehen (400fache Vergrößerung), die 3

Stunden vor Aufnahme des Bildes ausplattiert wurden. Die Zellen liegen isoliert und haben weder über

ihre Membranen noch über Filopodien Kontakt miteinander. Die mit dem Pfeil gekennzeichnete Zelle

wurde zu einer elektrophysiologischen Messung herangezogen.
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Ergebnisse von Versuchen an Zellen, die ohne jeglichen Kontakt zu anderen Zellen

waren, sind im Abschnitt 3.2.6 des Ergebnisteils dargestellt. Diese Zellen wurden in

geringer Dichte 1 - 12 Stunden vor den Messungen auf Petrischalen ausplattiert. Ein

großer Teil des Zellkörpers war noch nicht flach auf dem Schalenboden ausgebrei-

tet, sondern war abgerundet und wölbte sich nach oben. Es wurden nur Zellen für

die Messungen ausgewählt, die keine Filopodien ausgebildet hatten (Abb. 4 C). Die

Auswahl der Zellen beschränkte sich nicht auf bestimmte Phasen des Zellzyklus. Vor

den Messungen wurden die Zellen mehrfach mit Extrazellulärlösung gewaschen.

2.2 Elektrophysiologische Messungen

2.2.1 Aufbau des Patch-Clamp Messstandes

Der schematische Aufbau der Messanordnung zur Durchführung von Patch-Clamp

Experimenten ist in der Abb. 5 dargestellt.

Abbildung 5: Schematischer Aufbau eines Patch-Clamp Messstandes. (1) Messkammer mit Badlö-

sung, (2) Patch-Clamp Pipette mit Ableitelektrode und Zelle, (3) Referenzelektrode, (4) Vorverstärker,

(5) Ausgangsspannung, die in Abhängigkeit vom hochohmigen Rückkopplungswiderstand R in einen

Strom umgerechnet wird, (6) vom Computer vorgegebene Kommandospannung, die in das einzustel-

lende Potential umgerechnet wird.

Als Messkammer wird eine Petrischale (∅ 35 mm) verwendet, in der die Zellen, wie

in Abschnitt 2.1.3 beschrieben, vorbereitet worden sind. Die Petrischale kann direkt
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in eine Halterung eines beweglichen Mikroskoptisches gebracht und so im Strahlen-

gang eines Invertmikroskops (Axiovert 35, Carl Zeiss, Oberkochen) fixiert werden.

Mit Hilfe von Peltier-Elementen, die sich im Mikroskoptisch befinden, und einem

Temperatur-Regelgerät (Temperature Controller, Luigs & Neumann GmbH, Ratin-

gen) wird die Badlösung (Extrazellulärlösung) auf 21 °C temperiert. In die Mess-

kammer, in der sich die Badlösung befindet, ragen die Referenzelektrode und die

Patch-Clamp Pipette hinein. Die Patch-Clamp Pipette besteht aus einer mit Intrazel-

lulärlösung gefüllten Borosilikat-Glaskapillare und der Ableitelektrode. Die Glaskapil-

lare ist über den Pipettenhalter und einen Silikongummischlauch mit einer 50-ml-Kol-

benspritze verbunden, was das Erzeugen von Über- und Unterdruck in der Patchpi-

pette ermöglicht. Mit Hilfe eines elektromechanisch getriebenen Mikromanipulators

(Märzhäuser, Wetzlar-Steindorf) wird die Glaskapillare unter mikroskopischer Kon-

trolle an die Zellen am Boden der Messkammer herangeführt. Die Aufnahme der

Ionenströme erfolgt über die in den Elektrolytlösungen der Badkammer bzw. der

Patchpipette befindlichen chlorierten Silberelektroden (Fa. Heraeus, Hanau). Die hier

aufgenommenen, sehr kleinen Ströme (minimal einige 10-15 Ampere) werden über

den direkt mit den Elektroden in Verbindung stehenden externen Vorverstärker des

Patch-Clamp Verstärkers zunächst vorverstärkt und dabei in Spannungssignale um-

gesetzt. Diese Signale gelangen zu dem Hauptgerät des Patch-Clamp Verstärkers

EPC-9 (HEKA Elektronik GmbH, Lambrecht). Nach der Endverstärkung und Aufbe-

reitung durch den EPC-9 werden die Signale mit einem in den EPC-9 integrierten

4pol-Bessel-Tiefpassfilter gefiltert, wobei als Ausschluss-Frequenz jeweils ein Drittel

der Frequenz der Aufnahmerate der Datenpunkte (sampling rate) gewählt wurde.

Die Darstellung erfolgt dann über einen in den EPC-9 integrierten Analog-Digital-

Wandler digitalisiert auf dem Bildschirm eines Macintosh Computers Quadra 840 AV

(Apple Computer GmbH, Ismaning). Der Macintosh Computer mit seinem Patch-

Clamp Datenaufnahme-Programm Pulse+PulseFit 7.63 (HEKA Elektronik GmbH,

Lambrecht) ermöglicht sowohl eine kontinuierliche Datenaufnahme als auch die Auf-

nahme von Pulssequenzen in Form von Spannungssprüngen. Hierbei fungiert der

Computer auch als programmierbarer Pulsgeber, der vorbereitete, abrufbare Be-

fehlssequenzen zur Ausführung an den Patch-Clamp Verstärker EPC-9 sendet. Hier

wiederum werden die entsprechenden Spannungen generiert, die dann wieder über

den Vorverstärker und die chlorierten Silberelektroden an die Zellmembran gelangen

und dort zum gewünschten Potential führen. Die Datenanalyse und -aufbereitung
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erfolgt mit dem gleichen Rechner und dem Patch-Clamp Datenaufnahme-Programm

Pulse+PulseFit 7.63 sowie dem Auswerteprogramm Igor (Wave Metrics Inc., Lake

Oswego, USA).

Invertmikroskop, Messkammerhalterung und Mikromanipulator sind innerhalb eines

Faradayschen Käfigs pneumatisch gedämpft gelagert, um elektrische und mechani-

sche Störeffekte weitgehend auszuschließen.

2.2.2 Herstellung der Glas-Mikropipetten ("Patchpipetten")

Die als Patchpipetten bezeichneten Glas-Mikropipetten werden in einem mehrstufi-

gen Prozess mit einem Horizontal-Puller (Flaming-Brown Puller P-97, Sutter Instru-

ment Co., Novato CA, USA) aus Borosilikat-Glaskapillaren mit Filament (Außen-

durchmesser 1,5 mm, Innendurchmesser 0,87 mm, Hilgenberg GmbH, Malsfeld) ge-

zogen. Danach wird die Spitze der Patchpipette unter mikroskopischer Kontrolle

durch Heranführen an ein Glühfilament aus Wolframdraht (CPZ101 Pipette Forge,

Luigs & Neumann GmbH, Ratingen) feuerpoliert.

2.2.3 Messkonfigurationen der Patch-Clamp Technik

Die Durchführung einer Patch-Clamp Messung und die klassischen Messkonfigura-

tionen sind ausführlich bei Hamill et al. (1981) beschrieben. In den Experimenten der

vorliegenden Arbeit wurden die Whole-Cell und die Cell-Attached Ableitungskonfigu-

ration verwendet.

Die Whole-Cell Konfiguration ermöglicht im Stromklemmen-Modus die Bestimmung

des Membranpotentials und im Spannungsklemmen-Modus die Messung von Ionen-

strömen über die Membran der gesamten Zelle. In der Whole-Cell Ableitung kann

die Zusammensetzung der Intrazellulärlösung festgelegt werden. Allerdings können

durch den Austausch des Zytoplasmas gegen die Intrazellulärlösung in der Pipette

auch zytoplasmatische Elemente ausgewaschen werden, die die Funktion von

Ionenkanälen beeinflussen. Dazu gehören zum Beispiel Second Messenger wie

cAMP oder Proteinkinasen, die nicht mit der Zellmembran verbunden sind.
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In der Cell-Attached Konfiguration bleibt das intrazelluläre Milieu der Zelle intakt. In

dieser Konfiguration kann der Elementarstrom durch einzelne, im Membranfleck un-

ter der Pipette befindliche Ionenkanäle verfolgt werden. Es besteht jedoch keine

Möglichkeit, das Membranpotential der Zelle kontrolliert zu verändern.

2.2.4 Badperfusion

Um unter Patch-Clamp Messbedingungen die Zellen mit verschiedenen Lösungen

umspülen zu können oder um Substanzen schnell applizieren und wieder auswa-

schen zu können, wurde eine Badperfusionsanlage benutzt, die in unserem Labor

von Dr. Koschinski im Rahmen seiner Promotionsarbeit entwickelt wurde (Koschinski

2001).

2.2.5 Ionenlösungen

Die für die Patch-Clamp Experimente verwendeten Ionenlösungen sind in Tabelle 1

aufgelistet. Bei den Experimenten wurden die Extrazellulärlösungen an der physiolo-

gischen Zellmembranaußenseite und die Intrazellulärlösungen üblicherweise an der

zytoplasmatischen Seite der Zellmembran eingesetzt (Ausnahme: Cell-Attached

Ableitungen). Die als physiologisch bezeichneten Lösungskombinationen sind durch

eine hohe Na+-Konzentration in der Extrazellulärlösung (E1, E1Ba) und durch eine

ebenso hohe K+-Konzentration in der Intrazellulärlösung (I1, IBL) gekennzeichnet.

Die Intrazellulärlösungen enthalten verschiedene freie Ca2+-Konzentrationen. Die in

Bezug auf die freie Ca2+-Konzentration schwache Pufferung der Intrazellulärlösung

erlaubt lokal höhere Ca2+-Konzentrationen, die durch Freisetzung von Ca2+-Ionen

aus intrazellulären Speichern oder durch Ca2+-Ionen, die aus der Extrazellulärlösung

durch Ca2+-Kanäle einströmen, zustande kommen können. Im Gegensatz dazu wer-

den bei einer "streng" gepufferten Intrazellulärlösung auch diese Ca2+-Ionen komple-

xiert.
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Tabelle 1 : Ionenlösungen
Alle Konzentrationen sind - soweit nicht anders bezeichnet - in mM angegeben.

A: Extrazellulärlösungen:

Name NaCl KCl MgCl2 CaCl2 BaCl2 Glucose HEPES

E1 140 3 2 2 - 15 10

E1Ba 140 3 2 - 2 15 10

Alle E1-Lösungen wurden mit einer NaOH-Lösung auf pH 7,35 eingestellt. Dies erhöhte die Na+-Kon-

zentration auf 144 mM.

B: Nominell Ca2+-freie Intrazellulärlösung:

Name [Ca2+]frei K+-Glu-

tamat

NaCl MgCl2 CaCl2 BAPTA HEPES

I110B 0 140 15 2 - 10 10

Diese Lösung wurde mit einer KOH-Lösung auf pH 7,30 eingestellt. Dies erhöhte die K+-Konzentration

auf 145 mM.

C: In Bezug auf [Ca2+]frei schwach gepufferte Intrazellulärlösungen:

Name [Ca2+]frei K+-Glu-

tamat

NaCl MgCl2 CaCl2 BAPTA HEPES

IBL0 0 140 20 2 - 0,1 10

IBL10n 10 nM 140 20 2 4,04µM 0,1 10

IBL100n 100 nM 140 20 2 29,69µM 0,1 10

IBL1µ 1 µM 140 20 2 81,77µM 0,1 10

Alle IBL-Lösungen wurden mit einer KOH-Lösung auf pH 7,30 eingestellt. Dies erhöhte die K+-Konzen-

tration auf 144 mM.

E1: Extrazellulärlösung für physiologische Lösungskombination mit 2 mM Ca2+.

E1Ba: Extrazellulärlösung für physiologische Lösungskombination mit 2 mM Ba2+ anstatt Ca2+.

I1: Intrazellulärlösung für physiologische Lösungskombination, IBL: Intrazellulärlösung für „physiologi-

sche“ Lösungskombination, mit BAPTA, Low buffered; nachgestellte Zahlen-Buchstaben-Kombinatio-

nen geben die nominelle freie Ca2+-Konzentration der Intrazellulärlösung an, bzw. bei I110B die Kon-

zentration von BAPTA in mM.

HEPES: 4-(2-hydroxy-ethyl)-1-piperazinethan-sulfonsäure.

BAPTA: 1,2-bis(2-amino-phenoxy)ethan-N,N,N',N'-tetra-acetylsäure.
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Die Osmolalität aller verwendeten Lösungen wurde mit einem Halbmikro-Osmometer

(Knauer, Berlin) gemessen. Die Osmolalität der Extrazellulärlösungen lag zwischen

295 und 305 mosmol/kg, die der Intrazellulärlösungen zwischen 305 und 342

mosmol/kg. Um osmotische Zellschwellungen und dadurch ausgelöste Membran-

stromaktivierungen ("Stretch-activated-channels", (Ordway et al. 1995; Petrou et al.

1995)) weitestgehend zu vermeiden, wurde der Extrazellulärlösung gegebenenfalls

Sorbitol zugesetzt, um sie auf Isoosmolalität zur Intrazellulärlösung zu bringen. Kon-

trollexperimente zeigten, dass die Anwesenheit von Sorbitol die Ergebnisse nicht

beeinflusst.

2.2.6 Korrekturverfahren für auftretende Liquid-Junction-Potentiale

Werden verschiedene Ionen in den Intra- und Extrazellulärlösungen verwendet, bil-

det sich durch die unterschiedlichen Ionenbeweglichkeiten an der Spitze der Patch-

pipette im Sinne eines Donnan-Potentials ein sogenanntes Liquid-Junction- oder Tip-

Potential aus (Barry & Lynch 1991; Neher 1992). Das Liquid-Junction-Potential für

die in dieser Arbeit verwendeten physiologischen Lösungskombinationen beträgt

+10 mV. Alle in dieser Arbeit aufgeführten Messwerte sind hinsichtlich dieses Poten-

tials korrigiert.

2.3 Substanzliste

2.3.1 Neonatales Kälberserum und fetales Kälberserum

Das verwendete neonatale Kälberserum (NKS) wurde von den Firmen PAN-Systems

GmbH, Aidenbach (Charge F82/173) und PAA Laboratories GmbH, Linz, Österreich

("Viralex" Newborn Calf Serum, Lot No A03325-409), das fetale Kälberserum (FKS)

von PAA Laboratories GmbH, Linz, Österreich ("Viralex" Fetal Calf Serum, Lot No

A01428-291) bezogen. Die Seren wurden sofort nach Erhalt bei -20 °C gelagert und

vor ihrer Verwendung bei 56 °C komplementinaktiviert.
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2.3.2 LPA und S1P

1-Oleoyl-Lysophosphatidsäure-Natriumsalz (LPA) wurde von Sigma (Deisenhofen),

D-erythro-Sphingosin-1-Phosphat (S1P) von Calbiochem-Novabiochem (Bad Soden)

bezogen. LPA und S1P sind nur sehr gering wasserlöslich und konnten daher nicht

in Extrazellulärlösung alleine gelöst werden. Da diese Substanzen im Serum an Al-

bumin gebunden sind (Thumser et al. 1994; Igarashi & Yatomi 1998), wurde ver-

sucht, LPA und S1P an fettsäurefreies bovines Serumalbumin (FAFBSA) zu kop-

peln, um sie so zumindest kolloidal in Lösung zu halten. Dies gelang für LPA ohne

Zusatz organischer Lösungsvermittler, für das schlechter lösliche S1P waren dazu

geringe Konzentrationen Dimethylsulfoxid (DMSO) notwendig. Solche LPA- und

S1P-Lösungen besitzen den Vorteil, dass Verdünnungen eine definierte Zusammen-

setzung haben und die Substanzen zuverlässig an die Zellen herangebracht werden

können. Nach folgenden Vorschriften wurden die Substanzen in Lösung gebracht:

a) LPA

In einem silikonisierten 1,5-ml-Eppendorfgefäß wurde eine 400 µM LPA-Suspension

als Stammlösung hergestellt. Dazu wurde jeweils so viel Festsubstanz eingewogen,

dass nach Lösungsmittelzusatz das Gesamtvolumen des Eppendorfgefäßes nicht

überschritten wurde. Als Lösungsmittel diente 37 °C warme Extrazellulärlösung (E1

oder E1Ba, siehe Kapitel 2.2.5) mit 0,5 % (w/v) FAFBSA. Dabei wurde jeweils die-

jenige Extrazellulärlösung gewählt, die in späteren Experimenten als Badlösung die-

nen sollte. Nach Zugabe des Lösungsmittels zur LPA-Festsubstanz wurden „Sub-

stanzbrocken“ mit der Pipettenspitze zunächst mechanisch zerdrückt und durch wie-

derholtes Aufziehen mit der Pipette zu nicht mehr mit dem Auge erkennbarer Größe

zerkleinert. Diese Suspension wurde für 20 - 30 Minuten bei 37 °C im Thermo-

schüttler geschüttelt, anschließend 5 Minuten bei ca. 37 °C in einem Ultraschallbad

beschallt. Es ergab sich eine leicht trübe, homogene Suspension. Diese

400 µM LPA-Lösung führt im Experiment bei der standardisierten Applikationsmenge

von 50 µl zu einer Endkonzentration von 10 µM LPA + 0,0125 % FAFBSA in der

Badlösung (Badvolumen = 1950 µl).

Verdünnungen dieser LPA-Stammlösung wurden jeweils in einem 1+9-Verdün-

nungsschritt durchgeführt, bei dem 1 Volumenanteil LPA-Lösung (37 °C) in 9 Volu-

menanteile 0,5 % FAFBSA-haltiger Extrazellulärlösung (37 °C) einpipettiert wurde.
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Dies bedeutet, dass bei den Experimenten nach Applikation einer LPA-Lösung un-

abhängig von der eingesetzten LPA-Konzentration immer eine Endkonzentration von

0,0125 % FAFBSA in der Badlösung vorhanden ist.

Es wurde immer in silikonisierten Eppendorfgefäßen gearbeitet und vor jedem Pipet-

tierschritt wurden die LPA-Lösungen mit der Pipette immer wieder gut durchmischt.

b) S1P

Zur Herstellung einer 40 µM S1P-Stammlösung wurde zunächst S1P-Festsubstanz

in ein nicht-silikonisiertes 1,5-ml-Eppendorfgefäß eingewogen. S1P wurde dann mit

einer Konzentration von 0,5 mg/ml in Methanol gelöst und im Thermoschüttler bei

65 °C geschüttelt, bis eine homogene S1P-Lösung erhalten wurde. Hierzu wurde der

Deckel des Eppendorfgefäßes mit einer Klammer verschlossen, um ein Öffnen und

damit verbunden ein Verdampfen des Methanols zu verhindern. Nachdem sich S1P

in Methanol vollständig gelöst hatte, wurden Aliquots dieser Lösung, die jeweils

100 µg S1P enthielten, in nicht-silikonisierte Eppendorfgefäße gegeben. Dort wurde

Methanol durch vorsichtige Begasung mit Stickstoff eingedampft. Das zurückbleiben-

de S1P wurde in 263,5 µl Dimethylsulfoxid (DMSO) gelöst. An der Wand des Eppen-

dorfgefäßes festhaftendes S1P wurde dazu mit DMSO mehrfach abgespült. Die Lö-

sung wurde 15 Minuten bei 37 °C im Thermoschüttler geschüttelt und anschließend

5 Minuten bei ca. 37 °C im Ultraschallbad beschallt. In der Zwischenzeit wurden in

einem Glasröhrchen 6324,5 µl Extrazellulärlösung (E1, siehe Kapitel 2.2.5) mit 0,5 %

(w/v) FAFBSA auf 40 °C erwärmt. In diese Lösung wurde das in DMSO vollständig

gelöste S1P rasch einpipettiert und gut durchmischt. Es entstand eine fast wasser-

klare Lösung. Diese 40 µM S1P-Lösung führt im Experiment bei der standardisierten

Applikationsmenge von 50 µl zu einer Endkonzentration von 1 µM S1P + 0,0125 %

(w/v) FAFBSA + 0,1 % (v/v) DMSO in der Badlösung (Badvolumen = 1950 µl).

Verdünnungen dieser S1P-Stammlösung wurden jeweils in einem 1+9-Verdün-

nungsschritt durchgeführt, bei dem 1 Volumenanteil S1P-Lösung (37 °C) in 9 Volu-

menanteile 0,5 % FAFBSA-haltiger Extrazellulärlösung (37 °C) einpipettiert wurde.

Dies bedeutet, dass bei den Experimenten nach Applikation einer S1P-Lösung un-

abhängig von der eingesetzten S1P-Konzentration immer eine Endkonzentration von

0,0125 % FAFBSA in der Badlösung vorhanden ist. Die Konzentration an DMSO

nimmt entsprechend der Verdünnung ab.
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Für wenige Experimente wurde eine 400 µM S1P-Stammlösung benötigt. Das be-

schriebene Protokoll wurde mit seinen Mengen und Volumina so angepasst, dass

S1P in 0,5 % FAFBSA-haltiger Extrazellulärlösung mit 4 % (v/v) DMSO angesetzt

wurde. Diese Stammlösung wurde nicht weiter verdünnt und ergab bei standardi-

sierter Applikation von 50 µl eine Endkonzentration von 10 µM S1P + 0,0125 % (w/v)

FAFBSA + 0,1 % (v/v) DMSO in der Badlösung (Badvolumen = 1950 µl).

Die LPA- oder S1P-Stammlösungen wurden in silikonisierte Eppendorfgefäße ali-

quotiert (jeweils 500 µl), mit Stickstoff überschichtet, mit Parafilm versiegelt und bei

-20 °C aufbewahrt. Bei dieser Aufbewahrung zeigte sich auch nach mehr als einem

Jahr keine Reduktion der biologischen Wirksamkeit. Mehrfaches Auftauen und Ein-

frieren (bis 3 Zyklen) hatte darauf ebenfalls keinen Einfluss. Für die Messungen wur-

den die Aliquots im Thermoschüttler aufgetaut, bei 37 °C für 10 - 15 Minuten ge-

schüttelt und anschließend kurz beschallt (5 Minuten). Die Lösungen wurden nur am

jeweiligen Messtag benutzt, wobei vor der endgültigen Applikation noch mehrmals

mit der Pipette resuspendiert wurde.

Kontrollversuche mit entsprechenden Konzentrationen von FAFBSA (0,0125 % w/v)

bzw. FAFBSA + DMSO (0,1 % v/v) zeigten an den Mäusefibroblasten keine biologi-

sche Aktivität. Für die glatten Muskelzellen der A7r5-Zelllinie sind Versuche mit

FAFBSA und DMSO im Ergebnisteil beschrieben (siehe Kapitel 3.2.2 und 3.2.4).

2.3.3 Substanzen zur Blockade von Ionenkanälen

Zur pharmakologischen Charakterisierung von Membranströmen und der Identifika-

tion einzelner Ionenkanaltypen wurden folgende Substanzen eingesetzt:

a) Peptidtoxine

Charybdotoxin (ChTX) ist ein stark basisches Peptid von 37 Aminosäuren (Mole-

kulargewicht (MG): 4296 Dalton, Gimenez-Gallego et al. 1988) aus dem Gift des

Skorpions Leiurus quinquestriatus hebraeus und blockiert sowohl Ca2+-abhängige

K+-Kanäle großer und mittlerer Leitfähigkeit als auch Subtypen spannungsabhängi-

ger K+-Kanäle (Garcia et al. 1998; Repp et al. 1998).
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Margatoxin (MgTX) ist ein aus 39 Aminosäuren bestehendes Peptid (MG: 4179

Dalton), das aus dem Gift des Skorpions Centruroides margaritatus isoliert wurde.

Es blockiert verschiedene spannungsabhängige K+-Kanäle und Ca2+-abhängige K+-

Kanäle (Garcia-Calvo et al. 1993; Knaus et al. 1995; Repp et al. 1998)

Iberiotoxin (IbTX) besteht aus 37 Aminosäuren (MG: 4231 Dalton) und ist strukturell

sehr eng verwandt mit ChTX und MgTX. Es wurde aus dem Gift des Skorpions

Buthus tamulus isoliert und blockiert verschiedene Ca2+-abhängige K+-Kanäle

(Garcia et al. 1998; Repp et al. 1998).

Apamin, das kleinste bekannte Peptidtoxin (18 Aminosäuren, MG: 2027 Dalton),

stammt aus dem Gift der Honigbiene und blockiert selektiv Ca2+-abhängige K+-Ka-

näle kleiner Leitfähigkeit (Dreyer 1990).

Calciseptin besteht aus 60 Aminosäuren (MG: 7044 Dalton) und stammt aus dem

Gift der schwarzen Mamba Dendroaspis polylepis polylepis. Es gilt als einziges na-

türlich vorkommendes Peptidtoxin, das spezifisch spannungsabhängige L-Typ Ca2+-

Kanäle in glatten Muskelzellen, Herzmuskelzellen und neuronalen Zellen blockiert

(de Weille et al. 1991).

b) organische Ionenkanalblocker

Tetraethylammonium (TEA), eine quaternäre Ammoniumverbindung, blockiert in

mikro- bis millimolaren Konzentrationen eine Reihe verschiedener K+-Kanaltypen

(Hille 2001).

Tetrodotoxin (TTX), ein Alkaloid (MG: 319 Dalton) aus der Leber und den Gonaden

des Kugelfisches, blockiert in Zellen verschiedener erregbarer Gewebe mit hoher

Spezifität spannungsabhängige Na+-Kanäle (Grant 2000).

Nifedipin blockiert bevorzugt L-Typ Ca2+-Kanäle, kann aber auch in mikromolaren

Konzentrationen den T-Typ Ca2+-Kanal blockieren (Adachi-Akahane & Nagao 2000).

Verapamil blockiert ebenfalls bevorzugt L-Typ Ca2+-Kanäle, blockiert aber auch in

mikromolaren Konzentrationen den T-Typ Ca2+-Kanal (Akaike et al. 1989; Adachi-

Akahane & Nagao 2000) und Na+-Kanäle (Pidoplichko & Verkhratskii 1989).

c) anorganische Ionenkanalblocker

Cadmiumionen (Cd2+) blockieren - wie fast alle Schwermetallionen - in unterschied-

lichen Konzentrationen verschiedene Ionenkanaltypen, vor allem aber Ca2+-Kanäle
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(Hagiwara & Takahashi 1967) und nichtselektive Kationenkanäle (van Driessche et

al. 1993).

Nickelionen (Ni2+) blockieren in unterschiedlichen Konzentrationen verschiedene

Ionenkanaltypen, insbesondere Ca2+-Kanäle (Zamponi et al. 1996), aber auch K+-

Kanäle (Song et al. 1999) und nichtselektive Kationenkanäle (Lotshaw & Sheehan

1999).

2.3.4 Pertussistoxin

Pertussistoxin (PTX, Sigma, Deisenhofen) ist ein ursprünglich aus Bordetella per-

tussis gewonnenes Enzym, das die ADP-Ribosylierung der α-Untereinheiten von Gi-,

Go- und GT-Proteinen katalysiert und diese damit außer Funktion setzt (Bokoch et al.

1983). Es wird zur Charakterisierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren und deren

Signalwege eingesetzt.

2.4 Statistische Auswertung und Darstellung

Die statistischen Auswertungen und die Darstellung der Ergebnisse erfolgten mit

Hilfe des Programms Graph Pad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, USA)

und Microsoft Excel für Windows (Microsoft Corporation, Redmond, USA). Sofern

nicht anders gekennzeichnet, werden die Messwerte als Mittelwerte ± SEM (stan-

dard error of the mean) angegeben. Für die jeweiligen statistischen Analysen wurde

der Student’s t-Test benutzt.
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3 Ergebnisse

3.1 Experimente an NIH3T3- und an C3H10T1/2-Mäusefibroblasten

3.1.1 Aktivierung eines spannungsunabhängigen, Ca2+-abhängigen K+-Stroms

durch S1P in NIH3T3-Mäusefibroblasten

NIH3T3-Mäusefibroblasten haben ein Ruhemembranpotential von -24 ± 1 mV

(n = 28). Bei einem angelegten Haltepotential von +30 mV fließt in der Whole-Cell

Ableitung ein konstanter Membranstrom mit einer Amplitude von 267 ± 19 pA

Abbildung 6: A  Typische Aufzeichnung des Membranstroms einer NIH3T3-Zelle, aufgenommen im

Whole-Cell Ableitungsmodus. B  Zeitverlauf des Membranstroms einer NIH3T3-Zelle nach der Appli-

kation von S1P (1 µM) in die Badlösung zu dem mit dem Pfeil gekennzeichneten Zeitpunkt. Die freie

[Ca2+]i betrug 100 nM, als Extrazellulärlösung wurde E1 (siehe Tabelle 1) verwendet. C  Aufnahme wie

in B, es wurde jedoch eine Ca2+-freie Intrazellulärlösung benutzt, die 10 mM des Ca2+-Chelators

BAPTA enthielt. Die Pulssequenz, mit der die Registrierungen A - C durchgeführt wurden, ist im obe-

ren Teil des Bildes dargestellt. Das Membranpotential wurde abwechselnd jeweils für 9 s auf +30 mV

und anschließend für 1 s auf -90 mV gehalten.
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(n = 122). Ein Beispiel ist in der Abb. 6 A gezeigt. Dieser Strom ist spannungsunab-

hängig, d.h. es ist ein ohmscher Strom, dessen Amplitude linear vom Membran-

potential abhängt (Abb. 7). Er ist unabhängig von der intrazellulären Ca2+-Konzentra-

tion und nicht blockierbar durch die K+-Kanalblocker Tetraethylammonium (10 mM)

und Charybdotoxin (300 nM), was bereits in früheren Arbeiten in unserer Arbeits-

gruppe gezeigt wurde (Draheim et al. 1995).

Wurde nun S1P (1 µM) in die Badlösung appliziert, so kam es bei 68 von 93 unter-

suchten Zellen innerhalb von 15 - 60 s zur Aktivierung eines zusätzlichen Membran-

stroms (Abb. 6 B), der eine maximale Amplitude von 875 ± 64 pA bei einem ange-

legten Membran-Haltepotential von +30 mV erreichte; 25 Zellen antworteten jedoch

nicht mit der Aktivierung eines Membranstroms. Innerhalb von 1 - 2 Minuten, nach-

dem der S1P-aktivierte Membranstrom sein Maximum erreicht hatte, inaktivierte er

vollständig.

Wurde die freie intrazelluläre Ca2+-Konzentration von 100 nM auf nominell 0 redu-

ziert, kam es bei keiner Zelle (n = 5) nach der Applikation von S1P (1 µM) zur Akti-

vierung eines zusätzlichen Membranstroms (Abb. 6 C). Dies zeigt, dass der durch

S1P aktivierte Membranstrom in NIH3T3-Zellen Ca2+-abhängig ist. Eine halbmaxi-

male Amplitude des S1P-aktivierten Membranstroms wurde bei einer intrazellulären

Ca2+-Konzentration von 11 nM beobachtet.

Abbildung 7 A zeigt Originalregistrierungen der Membranströme bei verschiedenen

Potentialen vor und während des S1P-induzierten maximalen Membranstroms. Die-

ser durch S1P aktivierte Membranstrom zeigt ein ohmsches Verhalten, was sich in

der linearen Strom-Spannungsbeziehung ausdrückt (Abb. 7 B). Das Umkehrpotential

dieses Stroms beträgt -94 ± 3 mV (n = 8). Dieser Wert liegt sehr nahe am K+-Um-

kehrpotential, das für die verwendete Lösungskombination -98 mV beträgt, und ist

wesentlich negativer als das Umkehrpotential für Chlorid, das bei -46 mV liegt. Dies

deutet darauf hin, dass S1P in NIH3T3-Zellen einen spannungsunabhängigen K+-

Strom aktiviert.

Abbildung 8 A zeigt, dass die Amplitude des aktivierten K+-Stroms von der einge-

setzten S1P-Konzentration abhängt. Ein halbmaximaler Effekt (EC50-Wert) wurde bei

einer S1P-Konzentration von 113 ± 20 nM erreicht.
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Die Aktivierung des K+-Stroms bewirkt eine starke Hyperpolarisation des Membran-

potentials, die ebenfalls abhängig ist von der eingesetzten S1P-Konzentration

(Abb. 8 B). Bei einer S1P-Konzentration von 1 µM wird die Zellmembran auf

-74 ± 4 mV (n = 8) hyperpolarisiert. Eine solch starke Hyperpolarisation kann unter

physiologischen Bedingungen nur durch einen K+-Auswärtsstrom erreicht werden.

Abbildung 7: A  Whole-Cell Membranstromregistrierungen einer NIH3T3-Zelle vor der Applikation von

S1P (1 µM) und während des S1P-induzierten maximalen Membranstroms. Ausgehend von einem

Haltepotential von -50 mV wurde das Membranpotential in 20-mV-Schritten von -130 bis +50 mV ver-

ändert. Vor und nach den verschiedenen Spannungspulsen, die jeweils für 100 ms anlagen, wurde für

jeweils 20 ms auf das Haltepotential zurückgeschaltet. B  Strom-Spannungsbeziehungen des Mem-

branstroms vor S1P-Applikation und während des S1P-induzierten maximalen K+-Stroms. Die Mem-

branstromamplituden wurden am Ende der 100 ms dauernden Spannungspulse, die in A beschrieben

wurden, gemessen. Die K+-Stromamplituden wurden durch Subtraktion der Membranstromamplituden

vor der S1P-Applikation von den Membranstromamplituden während des S1P-induzierten maximalen

Membranstroms erhalten. Die Datenpunkte mit den Fehlerbalken repräsentieren die Mittelwerte ± SEM

(n = 8). Die Ausgleichsgerade durch die Datenpunkte wurde durch Linearregression erhalten.
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Abbildung 8: Abhängigkeit der K+-Stromamplitude (A) und des Membranpotentials (B) von der S1P-

Konzentration. A  Die K+-Stromamplituden wurden bestimmt, indem die gemessenen Membranstrom-

amplituden vor der S1P-Applikation von den Membranstromamplituden während der maximalen Akti-

vierung nach S1P-Applikation subtrahiert wurden. Das Haltepotential betrug +30 mV. Die Zahl der

untersuchten Zellen für die verschiedenen Konzentrationen ist in B angegeben. Jeder Datenpunkt mit

den Fehlerbalken repräsentiert den Mittelwert ± SEM aus den Messungen mit den jeweiligen S1P-

Konzentrationen. Die Kurve wurde den Daten angepasst mit Hilfe der Gleichung I=Imax/[1+(EC50/c)n],

wobei I die Amplitude des durch S1P aktivierten K+-Stroms ist, Imax die maximale Amplitude des durch

S1P aktivierten K+-Stroms und c die S1P-Konzentration. Es wurden ein Hill-Koeffizient von n = 1,2 und

ein EC50-Wert von 113 nM ermittelt. B  Die Säulen repräsentieren das mittlere Membranpotential ±

SEM, gemessen im Stromklemmen-Modus der Whole-Cell Ableitung vor (kein S1P) und nach S1P-

Applikation zum Zeitpunkt der maximalen K+-Stromaktivierung. Die Zahl der untersuchten Zellen steht

unter den Fehlerbalken. Die freie [Ca2+]i betrug 100 nM, Extrazellulärlösung war E1 (siehe Tabelle 1).

Insgesamt zeigen die bisher vorgestellten Daten, dass S1P konzentrationsabhängig

in NIH3T3-Zellen einen spannungsunabhängigen, Ca2+-abhängigen K+-Strom tran-

sient aktiviert.

3.1.2 Pharmakologisches Profil des durch S1P aktivierten K+-Stroms

Zur pharmakologischen Charakterisierung des durch S1P aktivierten K+-Stroms wur-

den der klassische K+-Kanalblocker Tetraethylammonium (TEA) und verschiedene

Peptidtoxine eingesetzt. TEA hat bis zu einer Konzentration von 20 mM keinen Effekt

auf den S1P-aktivierten K+-Strom. Dahingegen blockieren die Skorpiontoxine

Margatoxin (300 nM, Abb. 9), Charybdotoxin (300 nM) und Iberiotoxin (1 µM) den
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K+-Strom vollständig. Apamin (1 µM), das Gift der Honigbiene, hatte keinen Effekt

(n = 3 für jedes Toxin).

Abbildung 9: Blockade des S1P-aktivierten K+-Stroms durch 300 nM Margatoxin (MgTX). Die Appli-

kationen von S1P und MgTX sind jeweils durch einen Pfeil gekennzeichnet. Das Haltepotential betrug

abwechselnd +30 mV für 9 s und -90 mV für 1 s (siehe Darstellung der Pulssequenz in Abb. 6). Die

freie [Ca2+]i betrug 100 nM, Extrazellulärlösung war E1 (siehe Tabelle 1).

3.1.3 K+-Stromaktivierung durch S1P in C3H10T1/2-Mäusefibroblasten

Ein auffallender Befund war, dass 27 % der untersuchten NIH3T3-Mäusefibroblasten

nicht mit einer K+-Stromaktivierung auf die Applikation von S1P (1 µM) antworteten.

Um zu klären, ob dies eine spezifische Eigenschaft nur dieser Zelllinie sei, wurde der

Effekt von S1P auf den Membranstrom einer weiteren Mäusefibroblastenlinie unter-

sucht. In C3H10T1/2-Zellen führte S1P (1 µM) bei 2 von 15 Zellen ebenfalls nicht zu

einer K+-Stromaktivierung. Dies zeigt, dass das partielle Ausbleiben einer K+-Strom-

aktivierung nach der Applikation von S1P nicht auf den Zelltyp NIH3T3 beschränkt

ist. Bei einem Haltepotential von +30 mV betrug die mittlere Amplitude des S1P-akti-

vierten K+-Stroms in C3H10T1/2-Zellen 554 ± 82 pA (n = 13, Abb. 10) im Vergleich

zu 875 ± 64 pA (n = 68), die in NIH3T3-Zellen gefunden wurden. Die elektrophysio-

logischen und pharmakologischen Eigenschaften des S1P-aktivierten K+-Stroms in

C3H10T1/2-Zellen sind identisch mit den Eigenschaften, die für den S1P-aktivierten

K+-Strom in NIH3T3-Zellen beschrieben wurden.
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3.1.4 Bedeutung der Proteintyrosinkinase c-Src für die K+-Stromaktivierung

durch S1P

Es ist bekannt, dass die nicht-rezeptorgekoppelte Proteintyrosinkinase c-Src in be-

stimmte S1P-aktivierbare Signalkaskaden eingeschaltet ist (Rakhit et al. 1999). Da-

her sollte die Frage beantwortet werden, welche Rolle c-Src bei der S1P-induzierten

K+-Stromaktivierung spielt. Für diese Experimente standen uns mehrere, durch Mu-

tationen veränderte C3H10T1/2-Mäusefibroblastenzelllinien zur Verfügung (siehe

Kapitel 2.1.1).

Abbildung 10 zeigt, dass in C3H10T1/2-Zellen, die die normale (Wildtyp = wt) Form

von c-Src überexprimieren, bei jeder der 10 untersuchten Zellen eine K+-Stromakti-

vierung nach Applikation von S1P (1 µM) gefunden wurde. Die Amplitude des K+-

Stroms war fast doppelt so hoch wie die der Kontrollzellen. Im Gegensatz dazu war

die Amplitude des S1P-aktivierten K+-Stroms in Zellen, die eine Kinase-defekte (kin-

def) c-Src Mutante exprimieren, auf 43 % des Wertes der Kontrollzellen reduziert.

Darüber hinaus zeigten 6 von 13 Zellen keine K+-Stromaktivierung nach Applikation

von S1P (Abb. 10). Die größte K+-Stromaktivierung auf S1P (1 µM) wurde in

C3H10T1/2-Zellen gefunden, die eine nicht-myristilierbare (non-myr) c-Src Mutante

exprimieren (Abb. 10). Diese Mutante kann nicht hochaffin an die Plasmamembran

binden und ist daher fast ausschließlich im Zytosol lokalisiert.

Die unterschiedliche Größe der K+-Stromamplituden ist nicht auf eine unterschiedli-

che Sensitivität der c-Src exprimierenden Zelllinien auf S1P zurückzuführen, da eine

Erhöhung der S1P-Konzentration auf 10 µM nicht zu höheren K+-Stromamplituden

führte. Des Weiteren sind die Unterschiede nicht auf verschiedene Protein-Expres-

sionsniveaus von wt c-Src oder der c-Src Mutanten zurückzuführen. In unserer Ar-

beitsgruppe wurde durch ein Immunblotting-Verfahren mit einem c-Src spezifischen

monoklonalen Antikörper nachgewiesen, dass wt c-Src und die c-Src Mutanten in

den angeführten Zelllinien in ähnlichen Konzentrationen exprimiert werden. Sie lie-

gen in einem Bereich des 9- bis 13fachen endogenen c-Src Expressionsniveaus der

Kontrollzellen.

Die Daten zeigen, dass für den intrazellulären Signalweg, der nach S1P-Applikation

zur Aktivierung eines K+-Stroms führt, die nicht-rezeptorgekoppelte Proteintyrosin-

kinase c-Src eine wichtige Rolle spielt.
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Abbildung 10: Amplituden des S1P-aktivierten K+-Stroms in normalen C3H10T1/2-Zellen (Kontrolle)

und in C3H10T1/2-Zellen, die den Wildttyp (wt) c-Src überexprimieren, die eine Kinase-defekte (kin-

def) oder eine nicht-myristilierbare (non-myr) c-Src Mutante exprimieren. Die Stromamplituden wurden

während der maximalen K+-Stromaktivierung bei einem Haltepotential von +30 mV bestimmt. Die S1P-

Konzentration betrug 1 µM. Die Anzahl der Zellen, die eine K+-Stromaktivierung nach Applikation von

S1P zeigten, steht über den Fehlerbalken, während die Anzahl der Zellen, die keine K+-Stromantwort

auf S1P zeigten, in Klammern in den Säulen steht. Zu beachten ist, dass die Mittelwerte nur aus den

K+-Stromamplituden derjenigen Zellen berechnet wurden, die auch eine Antwort auf S1P gezeigt hat-

ten (13 von 15 Kontrollzellen, 6 von 13 kin-def Zellen). Signifikante Unterschiede von der K+-Strom-

amplitude der Kontrollzellen sind wie folgt angegeben: * P < 0,05; ** P < 0,01.

3.1.5 Effekte von LPA auf C3H10T1/2-Zellen, die verschiedene Formen der

Proteintyrosinkinase c-Src exprimieren

In unserer Arbeitsgruppe wurde bereits gezeigt, dass das Serumlipid LPA in NIH3T3-

Zellen einen spannungsunabhängigen, Ca2+-abhängigen K+-Strom aktiviert, der die-

selben elektrophysiologischen und pharmakologischen Eigenschaften besitzt wie der

in den vorangehenden Abschnitten beschriebene, durch S1P aktivierte K+-Strom. In

die Signalkaskade des LPA-aktivierten K+-Stroms ist eine Proteintyrosinkinase ein-
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Abbildung 11: Amplituden des LPA-aktivierten K+-Stroms in normalen C3H10T1/2-Zellen (Kontrolle)

und in C3H10T1/2-Zellen, die den Wildttyp (wt) c-Src überexprimieren, die eine Kinase-defekte (kin-

def) oder eine nicht-myristilierbare (non-myr) c-Src Mutante exprimieren. Die K+-Stromamplituden wur-

den während der maximalen K+-Stromaktivierung bei einem Haltepotential von +30 mV bestimmt. Die

LPA-Konzentration betrug 1 µM. Die Säulen repräsentieren die mittleren K+-Stromamplituden ± SEM

(n: 10 - 12). Signifikante Unterschiede von der K+-Stromamplitude der Kontrollzellen sind wie folgt an-

gegeben: * P < 0,05; ** P < 0,01.

geschaltet (Repp et al. 1998). Aufgrund der im vorangegangenen Abschnitt beschrie-

benen Ergebnisse lag es nahe zu überprüfen, ob c-Src möglicherweise diese Pro-

teintyrosinkinase darstellen könnte. Dazu wurden die verschiedenen Zelllinien unter-

sucht, die in Abschnitt 3.1.4 beschrieben wurden.

In unserer Arbeitsgruppe wurde bereits gezeigt, dass LPA in normalen C3H10T1/2-

Zellen einen K+-Strom induziert mit denselben Eigenschaften wie der LPA-aktivierte

Strom in NIH3T3-Zellen (Jutta Schewe, Dissertation in Vorbereitung). In eigenen Ex-

perimenten konnte nun gezeigt werden, dass LPA (1 µM) in jeder der untersuchten

C3H10T1/2-Zellen (Kontrolle) einen K+-Strom aktiviert (Abb. 11), dessen Amplitude

747 ± 124 pA (n = 10) beträgt. Auch in Zellen, die den Wildtyp (wt) c-Src überexpri-

mieren, und in Zellen, die entweder eine Kinase-defekte (kin-def) oder eine nicht-my-

ristilierbare (non-myr) c-Src Mutante exprimieren, führte die Applikation von LPA
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(1 µM) in jeder Zelle zu einer K+-Stromantwort. Die Amplitude des K+-Stroms war

dabei in den Wildtyp (wt) c-Src überexprimierenden Zellen um 65 % höher als in den

Kontrollzellen. In Zellen, die eine Kinase-defekte (kin-def) c-Src Mutante exprimieren,

war die K+-Stromamplitude auf 57 % des Wertes der Kontrollzellen reduziert

(Abb. 11). Die größte K+-Stromantwort auf LPA (1 µM) wurde in Zellen gefunden, die

eine nicht-myristilierbare (non-myr) c-Src Mutante exprimieren. Dort war die Ampli-

tude des LPA-aktivierten K+-Stroms fast dreifach so hoch wie in den Kontrollzellen

(Abb. 11). Eine Erhöhung der LPA-Konzentration auf 10 µM führte nicht zu höheren

K+-Stromamplituden, d.h. maximale K+-Stromamplituden wurden bereits durch 1 µM

LPA sowohl in den Kontrollzellen als auch in den verschiedene Formen von c-Src

exprimierenden Zellen erreicht.

3.1.6 Effekte einer wiederholten Applikation von S1P und LPA an NIH3T3-

Zellen

Eine charakteristische Eigenschaft des S1P-aktivierten K+-Stroms in Mäusefibro-

blasten ist seine Inaktivierung innerhalb von 1 - 2 Minuten nach Erreichen der maxi-

malen Stromamplitude (siehe Kapitel 3.1.1). Es sollte nun die Frage geklärt werden,

ob dies auf eine Inaktivierung der durch S1P aktivierten K+-Kanäle zurückzuführen

sei. Dazu wurde an NIH3T3-Zellen überprüft, ob wiederholte Applikationen von S1P

wiederholte K+-Stromantworten induzieren würden. In der Whole-Cell Ableitungskon-

figuration wurden die NIH3T3-Zellen nach erfolgter Erstapplikation von S1P, die zu

einer transienten Aktivierung eines K+-Stroms geführt hatte (Abb. 12 A), mittels einer

Badperfusionseinrichtung für 5 Minuten mit S1P-freier Extrazellulärlösung gespült,

die 0,5 % FAFBSA enthielt. Eine zweite S1P-Applikation in Konzentrationen bis zu

10 µM nach der Auswaschphase führte zu keiner zweiten K+-Stromaktivierung (Abb.

12 A). Wurde allerdings LPA (1 µM) nach der zweiten, ineffektiven S1P-Gabe in die

Badlösung appliziert, kam es zu einer weiteren transienten K+-Stromaktivierung

(Abb. 12 A).

Die Amplitude dieses LPA-aktivierten K+-Stroms war mit 1010 ± 94 pA (n = 21) nicht

signifikant unterschiedlich zu der K+-Stromamplitude, die nach der Erstapplikation

von S1P gemessen wurde. Umgekehrt induzierte S1P (1 µM) eine K+-Stromantwort
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Abbildung 12: A - C  Wirkungen der Applikation von S1P (1 µM) und LPA (1 µM) auf den K+-Strom in

der Whole-Cell Ableitung und auf einzelne K+-Kanäle im Cell-Attached Ableitungsmodus.

A  Typische Whole-Cell Registrierung einer NIH3T3-Zelle, zu der zweimal S1P appliziert wurde und

anschließend einmal LPA. Die Applikationen sind jeweils durch einen Pfeil gekennzeichnet. Für die

Aufnahmebedingungen siehe Legende zu Abb. 6 B. B  Aktivierung von K+-Kanälen durch sequentielle

Applikationen von S1P, aufgenommen im Cell-Attached Ableitungsmodus. Das Pipettenpotential be-

trug -30 mV. C  Aktivierung von K+-Kanälen durch sequentielle Applikationen von S1P und LPA, auf-

genommen im Cell-Attached Ableitungsmodus. In diesem Ableitungsmodus erscheinen Einwärts-

K+-Ströme "nach oben" und Auswärts-K+-Ströme "nach unten".

Bei diesen Experimenten wurde die Badkammer kontinuierlich mit E1-Lösung, die 0,5 % FAFBSA ent-

hielt, perfundiert. Für die jeweiligen Applikationen von S1P oder LPA wurde die Badperfusion gestoppt

und die Phospholipide wurden direkt in die Badlösung appliziert. Nach erfolgter K+-Stromaktivierung

wurde die Badperfusion wieder gestartet.

(855 ± 229 pA, n = 7), wenn den Zellen zuerst LPA (1 µM) appliziert wurde. Diese

Ergebnisse weisen darauf hin, dass in der Whole-Cell Ableitung der transiente

Stromverlauf und das Ausbleiben einer zweiten K+-Stromantwort nach einer zweiten

S1P-Applikation nicht auf einer Inaktivierung der K+-Kanäle beruhen, sondern auf
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einem Inaktivierungsprozess in der Signalkette zwischen den S1P-Rezeptoren und

den K+-Kanälen.

Denkbar wäre, dass im Whole-Cell Ableitungsmodus durch den Austausch des Zyto-

plasmas mit der Pipettenlösung das intrazelluläre Milieu gestört wird und so eine

Komponente verloren gehen könnte, die für die Rekonstitution der Signaltransduk-

tion zwischen S1P-Rezeptoren und K+-Kanälen notwendig ist. Deshalb wurden Ex-

perimente in der Cell-Attached Ableitung durchgeführt. Bei dieser Ableitungskonfigu-

ration bleibt das intrazelluläre Milieu intakt (siehe Kapitel 2.2.3). Tatsächlich konnte

im Cell-Attached Ableitungsmodus die K+-Kanalaktivierung durch S1P (1 µM) min-

destens dreimal wiederholt werden, wenn S1P nach jeder Aktivierung ausgewaschen

wurde (Abb. 12 B). Nachdem S1P eine K+-Kanalaktivierung induziert hatte, kam es

auch im Cell-Attached Modus nach Applikation von LPA (1 µM) zu einer weiteren K+-

Kanalaktivierung (Abb. 12 C). Nach dem Auswaschen beider Substanzen nach der

LPA-induzierten K+-Kanalaktivierung führte eine weitere sequentielle Gabe von S1P

und LPA jedes Mal zu einer erneuten sequentiellen K+-Kanalaktivierung (Abb. 12 C).

Auch im Cell-Attached Modus wurden Zellen gefunden, die nach der Applikation von

S1P keine K+-Kanalaktivierung zeigten (siehe Kapitel 3.1.1). Die fehlende Reaktion

einzelner Zellen ist also unabhängig vom Ableitungsmodus.

Um die dem S1P-aktivierten K+-Strom zugrunde liegenden Kanäle bezüglich ihrer

Leitfähigkeit zu charakterisieren, wurden im Cell-Attached Modus Einzelkanalmes-

sungen durchgeführt. Die Auswertung ergab eine Einzelkanalleitfähigkeit von 34,3 ±

1,0 pS für einwärts und 13,6 ± 1,1 pS für auswärts gerichtete K+-Einzelkanalströme

(n = 4). Diese Werte sind identisch mit den Leitfähigkeiten des K+-Kanaltyps, der

durch LPA in NIH3T3-Zellen aktiviert wird (Repp et al. 1998).
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3.2 Experimente an glatten Muskelzellen der A7r5-Zelllinie

3.2.1 Elektrophysiologische und pharmakologische Charakterisierung von

spontanen Aktionspotentialen in A7r5-Zellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Phospholipide S1P (siehe Kapitel 3.1)

und LPA (Repp et al. 1998) in Mäusefibroblasten, d.h. Bindegewebszellen, einen

spannungsunabhängigen, Ca2+-abhängigen K+-Kanal aktivieren, sollte im folgenden

Teil der vorliegenden Arbeit überprüft werden, ob diese Substanzen auch in glatten

Gefäßmuskelzellen die Aktivität von Ionenkanälen beeinflussen können. Hierzu wur-

den glatte Muskelzellen der A7r5-Zelllinie gewählt. A7r5-Zellen sind aus glatten Mus-

kelzellen der thorakalen Aorta von fetalen Ratten kloniert worden (Kimes & Brandt

1976). Da diese Zellen einen unterentwickelten kontraktilen Apparat aufweisen, sind

sie für elektrophysiologische Untersuchungen gut geeignet. Bisher wurde die Modu-

lation verschiedener Ionenkanäle in diesen Muskelzellen durch Phorbolester, Vaso-

pressin oder Prostaglandin F2α beschrieben. Hierzu gehören unter anderem L-Typ

Ca2+-Kanäle, T-Typ Ca2+-Kanäle, Cl--Kanäle und Ca2+-sensitive K+-Kanäle (Fish et

al. 1988; van Renterghem et al. 1988; van Renterghem & Lazdunski 1992; Jiang et

al. 2003).

Zunächst wurde das elektrophysiologische Verhalten von A7r5-Zellen untersucht, die

in einem konfluenten Zellrasen lagen (siehe Abb. 4 A). Benutzt wurde dabei eine

physiologische Extrazellulärlösung mit einer Ca2+-Konzentration von 2 mM. Im

Stromklemmen-Ableitungsmodus waren 51 von 63 untersuchten A7r5-Zellen elek-

trisch spontan aktiv. Abbildung 13 zeigt typische glattmuskuläre Aktionspotentiale,

die über eine Zeitspanne von 15 Minuten stabil ableitbar waren. Pro Minute wurden

3 - 12 Aktionspotentiale gebildet. Bei allen spontan aktiven Zellen traten während der

Ableitungszeit Frequenzwechsel auf, was auch bei der in Abb. 13 gezeigten Regis-

trierung deutlich zu sehen ist.

Das Schwellenpotential für die Bildung eines Aktionspotentials in A7r5-Zellen lag bei

-43 ± 2 mV (n = 18). Innerhalb von 0,7 ± 0,1 s (n = 18) kam es zu einer schnellen

Depolarisation auf Werte von +31 ± 2 mV (n = 18). Anschließend re- und hyperpola-

risierten die Zellen in 1,7 ± 0,1 s (n = 18) auf -59 ± 2 mV (n = 18) und erreichten so-

mit ein Potential, das deutlich unterhalb des Schwellenpotentials lag. Darauf folgte

eine langsame Depolarisationsphase, bis die Schwelle zur Auslösung eines neuen
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Aktionspotentials erreicht wurde. Diese langsame Depolarisation dauerte 2,6 - 18,1 s

und war der frequenzbestimmende Schritt der Aktionspotentialbildung.

12 von 63 A7r5-Zellen zeigten keine spontane Änderung des Membranpotentials. Es

blieb konstant bei -40 ± 2 mV (n = 12) über eine Messdauer von 15 Minuten.

Abbildung 13: Typisches Beispiel der spontanen Aktionspotentiale einer A7r5-Zelle im Stromklem-

men-Ableitungsmodus während eines Zeitraums von 15 Minuten. Der Strom wurde auf 0 geklemmt.

Die Zelle lag in einem konfluenten Zellrasen. Die extrazelluläre Ca2+-Konzentration betrug 2 mM (Ex-

trazellulärlösung: E1), die freie intrazelluläre Ca2+-Konzentration betrug 10 nM in einer schwach

BAPTA-gepufferten Lösung (Intrazellulärlösung: IBL10n, siehe Tabelle 1).

In den meisten glatten Muskelzelltypen ist die schnelle Depolarisation vor allem

durch eine Zunahme der Membranleitfähigkeit für Ca2+ bedingt, während für manche

glatten Muskelzelltypen zusätzlich auch eine Zunahme der Na+-Membranleitfähigkeit

nachgewiesen wurde. Die Re- und Hyperpolarisation erfolgt durch die Abnahme der

Leitfähigkeit für Ca2+ und gegebenenfalls für Na+ sowie durch die Zunahme der K+-

Membranleitfähigkeit (Tomita & Iino 1994; Kuriyama et al. 1995; Kuriyama et al.

1998). Um zu klären, welche Ionenkanäle an den Phasen des glattmuskulären
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Aktionspotentials von A7r5-Zellen beteiligt sind, wurde im Stromklemmen-Ablei-

tungsmodus bei elektrisch spontan aktiven Zellen die Wirkung verschiedener Ionen-

kanalblocker geprüft. Zur statistischen Auswertung wurde von jeder gemessenen

Zelle jeweils ein charakteristisches Aktionspotential vor Applikation und eines nach

Applikation des entsprechenden Blockers ausgewählt.

Abbildung 14 A zeigt eine typische Originalregistrierung einer A7r5-Zelle vor und

nach Applikation des K+-Kanalblockers Charybdotoxin (ChTX). Nach Gabe von

ChTX (300 nM) in die Badlösung dauerte die Re- und Hyperpolarisationsphase des

Aktionspotentials 4,5 ± 0,4 s (n = 5) und war damit signifikant länger (P < 0,001) als

vor der ChTX-Applikation, wo sie 1,7 ± 0,1 s (n = 5) betrug. Zusätzlich verringerte

ChTX die Hyperpolarisation der Zellmembran auf Werte von 2 ± 1 mV (n = 5) unter

das vorherige Schwellenpotential. Diese Hyperpolarisation ist damit signifikant gerin-

ger (P < 0,001) als die Hyperpolarisation vor der ChTX-Gabe, die 21 ± 2 mV (n = 5)

unter dem Schwellenpotential lag. ChTX hatte jedoch keinen Einfluss auf die Lage

des Schwellenpotentials, die Höhe der maximalen Depolarisation und die Geschwin-

digkeit der schnellen Depolarisation.

Eine Verlängerung der Re- und Hyperpolarisationsphase des Aktionspotentials von

A7r5-Zellen und eine Abnahme der Hyperpolarisationstiefe unter das Schwellen-

potential wurden auch nach Applikation der K+-Kanalblocker Margatoxin (MgTX,

n = 2) und Iberiotoxin (IbTX, n = 3) in einer Konzentration von jeweils 300 nM erhal-

ten. Diese Ergebnisse zeigen, dass ein wesentlicher Faktor für die Ausbildung der

Re- und Hyperpolarisationsphase von Aktionspotentialen in A7r5-Zellen die Aktivie-

rung von ChTX-, MgTX- und IbTX-sensitiven K+-Kanälen ist.

Nach Applikation des Ca2+-Kanalblockers Verapamil (10 µM) depolarisierten die

Zellen lediglich auf Werte von -29 ± 4 mV (n = 5). Dies ist ein ebenso signifikanter

(P < 0,001) Befund wie die nach Verapamil-Applikation verminderte Hyperpolarisa-

tion von nur 3 ± 1 mV (n = 5) unter das Schwellenpotential (Abb. 14 B).

Neben der Blockade von Ca2+-Kanälen kann Verapamil aber auch in höheren mikro-

molaren Konzentrationen Na+-Kanäle blockieren (Pidoplichko & Verkhratskii 1989).

Um zu überprüfen, ob die gefundene Abnahme der Depolarisationsamplitude nach

Gabe von Verapamil neben der wahrscheinlichen Blockade von Ca2+-Kanälen auch

möglicherweise auf eine Blockade von Na+-Kanälen zurückzuführen sein könnte,

wurde die Wirkung des Na+-Kanalblockers Tetrodotoxin (TTX) an A7r5-Zellen ge-
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Abbildung 14: A - C  Einfluss verschiedener Ionenkanalblocker auf das glattmuskuläre Aktionspoten-

tial von A7r5-Zellen. A  Effekt des K+-Kanalblockers Charybdotoxin (ChTX, 300 nM), B  des Ca2+-Ka-

nalblockers Verapamil (10 µM) und C  des Na+-Kanalblockers Tetrodotoxin (TTX, 2 µM). Die Applika-

tion ist durch den Pfeil gekennzeichnet. Ionenlösungen: E1 und IBL10n (siehe Tabelle 1).

prüft. Die meisten Na+-Kanal-Subtypen in glatten Muskelzellen lassen sich durch

TTX in nanomolaren Konzentrationen vollständig blockieren (Tomita & Iino 1994).

Abbildung 14 C zeigt, dass nach Gabe von TTX (2 µM) keine Veränderung des Ak-

tionspotentials festzustellen war (n = 3). Dies lässt darauf schließen, dass an der

Bildung des glattmuskulären Aktionspotentials der A7r5-Zellen zumindest keine TTX-
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sensitiven Na+-Kanäle beteiligt sind. Für die Depolarisation ist also sehr wahrschein-

lich die Öffnung von Ca2+-Kanälen verantwortlich.

3.2.2 Modulation des Aktionspotentials in A7r5-Zellen durch LPA und S1P

Nach der Charakterisierung des Aktionspotentials in A7r5-Zellen sollte nun überprüft

werden, ob LPA und S1P die Aktivität von Ionenkanälen modulieren, die an dem

Verlauf des Aktionspotentials beteiligt sind. Dabei zeigte sich, dass die Zellen auf die

Applikation von LPA mit unterschiedlichen Veränderungen der Aktionspotentialbil-

dung reagierten. Bei 5 von 11 Zellen, die glattmuskuläre Aktionspotentiale generier-

ten, führte die Applikation von LPA (10 µM) innerhalb von 10 - 20 s zu einem voll-

ständigen Stopp der Aktionspotentialbildung (Abb. 15 A). Nach der LPA-Applikation

zeigten die Zellen ein Membranpotential in Höhe des vorherigen Schwellenpoten-

tials. Bei 2 von 11 Zellen hörte die Aktionspotentialbildung ebenfalls vollständig auf,

allerdings erst 4 - 7 Minuten nach der LPA-Gabe. Bei 3 von 11 Zellen kam es zwar

zu einer drastischen Reduzierung der Frequenz, jedoch nicht zu einem vollständigen

Verschwinden der Aktionspotentiale. Abbildung 15 B zeigt den typischen Verlauf der

Aktionspotential-Registrierungen einer dieser Zellen. Man sieht, dass nur noch ver-

einzelt ein vollständiges Aktionspotential ausgelöst wurde. Ansonsten kam es wie-

derholt zu einer Depolarisation geringer Amplitude und einer jeweils daran anschlie-

ßenden Repolarisation mit schwacher Hyperpolarisation. Eine Zelle reagierte nicht

auf LPA und bildete weiterhin die typischen Aktionspotentiale.

Der Befund, dass LPA einen vollständigen Stopp der Aktionspotentialbildung be-

wirkte oder zu solch geringen Depolarisationen führte, wie sie auch nach Applikation

von Verapamil zu beobachten waren, ließ vermuten, dass LPA in A7r5-Zellen mögli-

cherweise Ca2+-Kanäle inhibiert.

Zwar führte die Applikation einer S1P-Lösung (1 µM S1P + 0,0125 % (w/v) FAFBSA

+ 0,1 % (v/v) DMSO, S1P-Lösungsvorschrift siehe Kapitel 2.3.2) zu Veränderungen

der Aktionspotentiale in A7r5-Zellen, Kontrollexperimente zeigten jedoch Eigen-

effekte von DMSO auf diese Zelllinie. Aus diesem Grund wurde keine weitere Cha-

rakterisierung des S1P-Effektes vorgenommen.
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Abbildung 15: A und B  Typische Originalregistrierungen von A7r5-Zellen vor und nach Applikation

von LPA (10 µM). LPA wurde zu dem mit dem Pfeil gekennzeichneten Zeitpunkt in die Badlösung ap-

pliziert. Ionenlösungen: E1 und IBL10n (siehe Tabelle 1).
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3.2.3 Elektrophysiologische und pharmakologische Charakterisierung des

Membranstroms von A7r5-Zellen

Aufgrund der im vorigen Abschnitt beschriebenen Ergebnisse vermuteten wir, dass

LPA die Aktivität von Ca2+-Kanälen in A7r5-Zellen hemmt. Zur Klärung dieser Frage

sollte zunächst der Membranstrom der A7r5-Zellen elektrophysiologisch und phar-

makologisch näher charakterisiert werden. Dazu wurden die Zellen in einer Dichte

ausgesät, so dass sie zum Zeitpunkt der Messungen nicht in einem konfluenten Zell-

rasen lagen und sich die Membranen der Zellkörper nicht berührten. Die untersuch-

ten Zellen hatten jedoch über Filopodien Kontakt zu 2 - 4 benachbarten Zellen

(Abb. 4 B).

Eine typische Registrierung der Membranströme einer A7r5-Zelle in der Spannungs-

klemme der Whole-Cell Ableitung ist in Abb. 16 dargestellt. Ausgehend von einem

Haltepotential von -100 mV wurde das Membranpotential in 10-mV-Schritten von

-100 mV auf +40 mV verändert. Im Bereich zwischen -100 mV und -60 bzw. -50 mV

zeigte die Zelle ein lineares Strom-Spannungsverhalten. Bei Depolarisation auf

Abbildung 16: Originalregistrierung der Membranströme einer A7r5-Zelle bei verschiedenen Mem-

branpotentialen. Zur besseren Übersicht ist die Membranstromregistrierung in 2 Abbildungen aufge-

teilt. Ausgehend von einem Haltepotential von -100 mV wurde das Membranpotential in 10-mV-Schrit-

ten von -100 mV auf +40 mV verändert. Zwischen den verschiedenen Spannungspulsen, die jeweils

für 5 s anlagen, wurde für 15 s auf das Haltepotential zurückgeschaltet. Ionenlösungen: E1 und IBL0

(siehe Tabelle 1).
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-50 mV kam es zu einer geringen, bei Depolarisation auf Werte zwischen -40 und

+40 mV zu einer deutlichen Aktivierung eines spannungsabhängigen Einwärts-

stroms. Zwischen -40 und +40 mV folgte der Aktivierung des spannungsabhängigen

Einwärtsstroms die Aktivierung eines Auswärtsstroms, der seine maximale Amplitude

mehrere hundert Millisekunden nach der maximalen Amplitude des Einwärtsstroms

erreichte.

Der in A7r5-Zellen gefundene Auswärtsstrom konnte durch die K+-Kanalblocker

MgTX (300 nM, n = 5) und ChTX (300 nM, n = 5) vollständig blockiert werden. Die

Blockade des Auswärtsstroms durch ChTX ist in Abb. 17 für die Depolarisation auf

-30 mV dargestellt. Wurde den Zellen nach der Blockade des Auswärtsstroms der

Ca2+-Kanalblocker Verapamil (10 µM, n = 10) appliziert, so kam es auch zu einer

vollständigen Blockade des spannungsabhängigen Einwärtsstroms (Abb. 17). Insge-

samt lassen diese Ergebnisse vermuten, dass es sich bei dem ChTX- und MgTX-

blockierbaren Auswärtsstrom um einen Ca2+-abhängigen K+-Strom und bei dem Ve-

rapamil-blockierbaren Einwärtsstrom um einen Ca2+-Strom handelt.

Abbildung 17: Blockade des K+-Auswärtsstroms einer A7r5-Zelle durch ChTX (300 nM) und an-

schließende Blockade des spannungsabhängigen Einwärtsstroms durch Verapamil (10 µM). Gezeigt

ist die Stromantwort einer A7r5-Zelle bei Depolarisation von -100 mV auf -30 mV. Ionenlösungen: E1

und IBL0 (siehe Tabelle 1).
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Um zu zeigen, dass es sich bei dem spannungsabhängigen, Verapamil-blockier-

baren Einwärtsstrom in A7r5-Zellen tatsächlich um einen Ca2+-Strom handelt, wurde

zur weiteren Charakterisierung eine Extrazellulärlösung benutzt, bei der Ca2+ durch

Ba2+ (2 mM) ersetzt wurde. Ca2+-Kanäle sind für Ba2+ ebenfalls permeabel, die stö-

rende Aktivierung des Ca2+-abhängigen K+-Stroms sollte jedoch verhindert werden.

In Abb. 18 ist eine für diese Messbedingung typische Originalregistrierung einer

A7r5-Zelle und die zugehörige Strom-Spannungsbeziehung zu sehen. Man sieht,

dass es auch hier zur Aktivierung eines spannungsabhängigen Einwärtsstroms

kommt, nicht mehr jedoch zu einer Aktivierung des K+-Auswärtsstroms. Insgesamt

zeigten die Zellen (n = 7) im Bereich zwischen -100 mV und dem Schwellenpotential

zur Aktivierung des spannungsabhängigen Einwärtsstroms eine lineare Strom-Span-

nungsbeziehung. Dieses Schwellenpotential lag bei -43 ± 2 mV (n = 7). Die jeweils

größte Amplitude des Einwärtsstroms wurde bei einem Potential von -34 ± 2 mV

(n = 7) gefunden und betrug zwischen 260 pA und 920 pA.

Der spannungsabhängige Einwärtsstrom zeigte ein langsames Aktivierungsverhal-

ten. Abbildung 19 zeigt für Depolarisationen auf Werte zwischen -30 mV und +30 mV

die Dauer bis zur maximalen Aktivierung des Einwärtsstroms. Diese betrug 647 ±

218 ms für die Depolarisation auf -30 mV und 289 ± 57 ms (jeweils n = 7) für die De-

polarisation auf +30 mV.

Die Inaktivierungskinetik des Einwärtsstroms wurde bei einem Potential von -30 mV

bestimmt. Die Zeit bis zur halbmaximalen Inaktivierung des Einwärtsstroms betrug

5,5 ± 0,2 s, die Inaktivierungskonstante τ lag bei 8,0 ± 0,3 s (jeweils n = 7).

Zur pharmakologischen Charakterisierung des spannungsabhängigen Einwärts-

stroms wurden verschiedene Ca2+-Kanalblocker benutzt. Der Einwärtsstrom war

durch Verapamil blockierbar. Die halbmaximal inhibitorisch wirksame Verapamil-

Konzentration (IC50-Wert) betrug 16 nM (Abb. 20). Des Weiteren wurde der Ein-

wärtsstrom vollständig durch Nifedipin (100 nM), Cd2+ (100 µM), Ni2+ (100 µM) und

durch den spezifischen L-Typ Ca2+-Kanalblocker Calciseptin (1 µM) blockiert (jeweils

n = 3). Dieses pharmakologische Profil lässt vermuten, dass der spannungsabhän-

gige Einwärtsstrom von L-Typ Ca2+-Kanälen getragen wird.
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Abbildung 18: Originalregistrierung und Strom-Spannungsbeziehung der Membranströme einer A7r5-

Zelle unter Verwendung einer Extrazellulärlösung, bei der Ca2+ durch 2 mM Ba2+ ersetzt wurde.

A  Membranstromregistrierung. Ausgehend von einem Haltepotential von -100 mV wurde das Mem-

branpotential in 10-mV-Schritten von -100 mV auf +40 mV verändert. Zur besseren Übersicht ist die

Membranstromregistrierung in 2 Abbildungen aufgeteilt. Zwischen den verschiedenen Spannungspul-

sen, die jeweils für 5 s anlagen, wurde für jeweils 15 s auf das Haltepotential zurückgeschaltet. Ionen-

lösungen: E1Ba und IBL0 (siehe Tabelle 1). B  Strom-Spannungsbeziehung der Membranströme aus

Abb. A. Die Amplituden des im Bereich zwischen -100 mV und -50 mV linearen, unspezifischen Mem-

branstroms (= Grundstrom) wurden in der letzten Hälfte der 5 s dauernden Spannungspulse gemes-

sen. Die Amplitude des Einwärtsstroms ist die Differenz aus der Amplitude des maximalen Gesamt-

Einwärtsstroms und der Amplitude des für das jeweils anliegende Potential per Linearregression er-

mittelten Grundstroms.
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Abbildung 19: Aktivierungszeit des Einwärtsstroms in A7r5-Zellen. Ausgehend von einem Halte-

potential von -100 mV wurden die Zellen auf die angegebenen Potentiale depolarisiert und die Zeit von

Beginn der Depolarisation bis zur maximalen Amplitude des Einwärtsstroms bestimmt. Jeder Daten-
punkt repräsentiert den Mittelwert ± SEM von 7 verschiedenen Messungen. Die Kurve wurde mit Hilfe

einer Exponentialfunktion an die Daten angepasst.

Abbildung 20: Konzentrations-Wirkungskurve für die Blockade des Einwärtsstroms in A7r5-Zellen

durch Verapamil. Jeder Datenpunkt repräsentiert den gemittelten Quotienten I/I0 ± SEM (in %) aus der

Amplitude des Einwärtsstroms bei einem Potential von -30 mV vor (I0) und nach (I) der Stromblockade

durch Verapamil, bestimmt an 3 - 4 Zellen. Die Aktivierungsfrequenz betrug 0,1 Hz. Die Kurve wurde

mit Hilfe der Gleichung I/I0 = 1-1/[1+(IC50/c)n] nach dem Least-Squares-Verfahren an die Daten ange-

passt. Es ergab sich ein Hill-Koeffizient von n = 0,9 und eine halbmaximal inhibierende Verapamil-

Konzentration von IC50 = 16 nM. c = eingesetzte Verapamil-Konzentration.
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3.2.4 Blockade von Ca2+-Kanälen durch LPA

Im Folgenden sollte nun überprüft werden, ob die Ca2+-Kanäle in A7r5-Zellen durch

LPA blockiert werden. Abbildung 21 zeigt eine Originalregistrierung einer A7r5-Zelle

vor Applikation und zu verschiedenen Zeiten nach Applikation von LPA (1 µM). Der

spannungsabhängige Ba2+-Strom wurde durch LPA (1 µM) innerhalb von 175 s voll-

ständig blockiert.

Auch bei Depolarisation auf Potentiale von bis zu +40 mV war die Hemmung des

Ba2+-Stroms durch LPA vollständig.

Abbildung 21: Blockade des spannungsabhängigen Ba2+-Stroms durch LPA (1 µM) in A7r5-Zellen.

Gezeigt ist die Originalregistrierung des Ba2+-Stroms in der Whole-Cell Ableitung vor und 25, 50 und

175 s nach LPA-Applikation. Der Ba2+-Strom wurde durch Depolarisation von -100 mV auf -30 mV

aktiviert. Die Registrierungen sind bezüglich der kapazitiven Ströme und des unspezifischen Mem-

branstroms korrigiert. Ionenlösungen: E1Ba und IBL0 (siehe Tabelle 1).

Abbildung 22 zeigt die Blockade des Ba2+-Stroms durch LPA (1 µM) im Zeitverlauf

und zum Vergleich den natürlichen Run-Down dieses Ba2+-Stroms in 0,0125 %

FAFBSA-haltiger Extrazellulärlösung. Die Blockade des Ba2+-Stroms war 30,4 ± 0,4 s

(n = 7) nach Applikation von LPA (1 µM) halbmaximal, nach etwa 3 Minuten maxi-

mal. Am Ende der Messreihe, also 325 s nach LPA-Applikation, war der Ba2+-Strom
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auf 5 ± 1 % (n = 7) im Vergleich zum Strom vor Applikation zurückgegangen. Die

aufgrund des natürlichen Run-Downs noch verbleibende Stromamplitude war zu

dem entsprechenden Zeitpunkt signifikant höher und betrug 87 ± 6 % (n = 6) der

Amplitude zu Beginn der Messung.

Abbildung 22: Hemmung des Ba2+-Stroms in A7r5-Zellen durch LPA (1 µM) im Zeitverlauf (runde

Symbole). Zum Vergleich wurde auch der natürliche Run-Down des Ba2+-Stroms der Zellen in

0,0125 % FAFBSA-haltiger Lösung dargestellt (quadratische Symbole). Die Applikation von LPA er-

folgte zum Zeitpunkt 0. Die Aktivierung des Einwärtsstroms erfolgte mit einer Frequenz von 0,04 Hz.

Jeder Datenpunkt repräsentiert den gemittelten Quotienten I/I0 ± SEM (in %) aus der Amplitude des

Ba2+-Stroms bei einem Potential von -30 mV zu Beginn der Messung (I0) und zu dem jeweils angege-

benen Zeitpunkt (I). Zur Bestimmung des LPA-Effektes wurden 7 Messungen, zur Bestimmung des

Run-Down 6 Messungen an jeweils verschiedenen Zellen durchgeführt. Die Kurven wurden mit Hilfe

einer Exponentialfunktion an die Daten angepasst.

Die Blockade des Ba2+-Stroms durch LPA ist konzentrationsabhängig. Die Konzen-

trations-Wirkungskurve ist in Abb. 23 dargestellt. Die halbmaximale blockierende

Wirkung (IC50) wurde für eine LPA-Konzentration von 0,31 nM gefunden.
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Abbildung 23: Konzentrationsabhängigkeit der Blockade des spannungsabhängigen Ba2+-Stroms in

A7r5-Zellen durch LPA. Jeder Datenpunkt repräsentiert den gemittelten Quotienten I/I0 ± SEM (in %)

aus der Amplitude des Ba2+-Stroms bei einem Potential von -30 mV vor (I0) und 175 s nach (I) der

Applikation von LPA an jeweils 3 bis 7 Zellen. Der natürliche Run-Down des Ba2+-Stroms wurde in die

Quotienten eingerechnet. Die Aktivierungsfrequenz betrug 0,04 Hz. Die Kurve wurde mit Hilfe der Glei-

chung I/I0 = 1-1/[1+(IC50/c)n] nach dem Least-Squares-Verfahren an die Daten angepasst. Die optimale

Anpassung wurde mit einem Hill-Koeffizienten von n = 1,3 und einer halbmaximal inhibierenden LPA-

Konzentration von IC50 = 0,31 nM erzielt. c = eingesetzte LPA-Konzentration.

3.2.5 Beteiligung eines Pertussistoxin-sensitiven G-Proteins an der LPA-indu-

zierten Blockade von Ca2+-Kanälen in A7r5-Zellen

Es ist bekannt, dass LPA seine Wirkungen über G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

vermittelt (siehe Kapitel 1.1.3). Um die mögliche Beteiligung eines Pertussistoxin

(PTX)-sensitiven G-Proteins an der Blockade des spannungsabhängigen Ba2+-

Stroms durch LPA zu überprüfen, wurden die Zellen mit 100 ng/ml PTX für 24 Stun-

den vorinkubiert. Abbildung 24 zeigt die Amplitude des Ba2+-Stroms im Zeitverlauf

nach LPA-Applikation (1 µM) an PTX-vorinkubierten Zellen und an nicht behandelten

Zellen. Zum Vergleich ist der natürliche Run-Down an PTX-vorinkubierten und an

unbehandelten Zellen dargestellt. Die Vorinkubation der Zellen mit PTX führte für

alle Messpunkte zu einer signifikanten Abnahme in der Blockade des Ba2+-Stroms

durch LPA.
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Abbildung 24: Hemmende Wirkung von PTX auf die LPA-induzierte Blockade des spannungsabhän-

gigen Ba2+-Stroms. Gezeigt ist der Verlauf für PTX-vorinkubierte Zellen (LPA; + PTX) im Vergleich zu

Kontrollzellen (LPA; - PTX). Die Applikation von LPA erfolgte zum Zeitpunkt 0. Es wurde auch der na-

türliche Run-Down des Ba2+-Stroms in PTX-vorinkubierten (Run-Down; + PTX) und in Kontrollzellen

(Run-Down; - PTX) dargestellt. Die Aktivierung des Ba2+-Stroms erfolgte mit einer Frequenz von

0,04 Hz. Jeder Datenpunkt repräsentiert den gemittelten Quotienten I/I0 ± SEM (in %) aus der Ampli-

tude des Ba2+-Stroms bei einem Potential von -30 mV zu Beginn der Messung (I0) und zu dem jeweils

angegebenen Zeitpunkt (I). Es wurden an verschiedenen Zellen jeweils 7 Messungen (LPA; + PTX und

LPA; - PTX), 3 Messungen (Run-Down; + PTX) bzw. 6 Messungen (Run-Down; - PTX) durchgeführt.

Die Kurven wurden mit Hilfe einer Exponentialfunktion an die Daten angepasst.

3.2.6 Blockade des von L-Typ Ca2+-Kanälen getragenen Ba2+-Stroms durch

LPA in A7r5-Zellen

Die bisher vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass LPA in A7r5-Zellen einen span-

nungsabhängigen Ba2+-Strom hemmt, der sehr wahrscheinlich von L-Typ Ca2+-Ka-

nälen getragen wird. Für den Signalweg, der zur LPA-vermittelten Hemmung dieser

Ca2+-Kanäle führt, spielt ein PTX-sensitives G-Protein eine wesentliche Rolle.

In A7r5-Zellen wurden L-Typ und gelegentlich auch T-Typ Ca2+-Ströme beschrieben

(van Renterghem et al. 1988; Kuga et al. 1990; Marks et al. 1990; de Weille et al.

1991). Die pharmakologische Charakterisierung des in dieser Arbeit gemessenen,

durch LPA-blockierbaren Ba2+-Stroms (siehe Kapitel 3.2.3) stimmt mit den für L-Typ
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Ca2+-Strömen typischen pharmakologischen Eigenschaften überein (Akaike et al.

1989; Kuga et al. 1990; de Weille et al. 1991; Catterall et al. 2003), was vermuten

lässt, dass es sich bei diesem Strom um einen von L-Typ Ca2+-Kanälen getragenen

Strom handelt. Die elektrophysiologische Charakterisierung (siehe Kapitel 3.2.3)

zeigte jedoch Unterschiede zum üblichen Verhalten von L-Typ Ca2+-Strömen, wie sie

in der Literatur beschrieben wurden (Akaike et al. 1989; Kuga et al. 1990; de Weille

et al. 1991; Adachi-Akahane & Nagao 2000). Je nach Zusammensetzung der Extra-

und Intrazellulärlösungen bezüglich Ca2+ bzw. Ba2+ liegt die Aktivierungsschwelle des

L-Typ Ca2+-Stroms zwischen -40 mV und -10 mV, die größte Stromamplitude wird

bei Potentialen zwischen -10 mV und +20 mV gefunden. Normalerweise erreichen

L-Typ Ca2+-Ströme innerhalb weniger Millisekunden (< 50 ms) nach Depolarisation

ihre maximale Stromamplitude, während in dieser Arbeit Aktivierungszeiten von

289 - 647 ms gefunden wurden.

Es sollte deshalb überprüft werden, ob eine mögliche Ursache für diese Unter-

schiede in der Zelldichte der A7r5-Zellen bei den bisherigen elektrophysiologischen

Messungen liegen könnte. Einen Hinweis darauf gaben die hohen und lang an-

dauernden kapazitiven Ströme, die bei den Messungen an A7r5-Zellen beobachtet

wurden (Abb. 25). Kapazitive Ströme entstehen bei Umladungsvorgängen der Zelle

aufgrund der Kondensatoreigenschaft der Zellmembran und nehmen mit der Höhe

eines Spannungssprungs und mit der Zellmembranoberfläche zu (Hille 2001). Tat-

sächlich lag bei den bisher beschriebenen Messungen eine verhältnismäßig große

Membranoberfläche der Zellen vor, denn die untersuchten Zellen besaßen zahl-

reiche Zellausläufer. Zudem waren die Zellen über ihre Filopodien mit 2 - 4 Nachbar-

zellen verbunden (siehe Abb. 4 B). Dies lässt daher vermuten, dass die typischen

elektrophysiologischen Charakteristika von L-Typ Ca2+-Strömen in den untersuchten

A7r5-Zellen deshalb nicht gefunden worden waren, weil eine zu lang andauernde

Umladung der Zellmembran und/oder eine Beeinflussung dieser Ströme durch un-

mittelbar benachbarte Zellen vorlag. Die Eigenschaften des spannungsabhängigen

Ba2+-Stroms wurden daher im Folgenden an A7r5-Zellen gemessen, die vollkommen

einzeln lagen und die keine Filopodien zu benachbarten Zellen ausgebildet hatten

(siehe Abb. 4 C).
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Abbildung 25: Typische Originalregistrierung des Membranstroms einer A7r5-Zelle bei verschiedenen

Potentialen nach Applikation von ChTX (300 nM) und Verapamil (10 µM). Auffällig sind die lang an-

dauernden kapazitiven Ströme, die nach den jeweils induzierten Spannungssprüngen auftraten. Aus-

gehend von einem Haltepotential von -100 mV wurde das Membranpotential in 20-mV-Schritten von

-30 mV auf +30 mV verändert. Zwischen den verschiedenen Spannungspulsen, die jeweils für 5 s an-

lagen, wurde für jeweils 15 s auf das Haltepotential zurückgeschaltet. Ionenlösungen: E1Ba und IBL0

(siehe Tabelle 1).

In Abb. 26 ist der für diese isoliert liegenden A7r5-Zellen typische spannungsabhän-

gige Ba2+-Strom bei verschiedenen Potentialen und die zugehörige Strom-Span-

nungsbeziehung zu sehen. Der Ba2+-Strom wurde durch Depolarisationssprünge,

ausgehend von einem Haltepotential von -70 mV, aktiviert. Da das elektrophysiologi-

sche Profil dieses spannungsabhängigen Ba2+-Stroms nun sehr gut mit dem typi-

schen Profil von L-Typ Ca2+-Strömen übereinstimmt, handelt es sich bei diesem

Strom um einen von L-Typ Ca2+-Kanälen getragenen Strom, dessen Ladungsträger

Ba2+ ist. Deshalb wird der spannungsabhängige Ba2+-Strom im Folgenden als L-Typ

Ca2+-Strom bezeichnet.

Das Schwellenpotential des untersuchten L-Typ Ca2+-Stroms lag bei -38 ± 1 mV

(n = 15). Der größte Einwärtsstrom wurde bei -5 ± 1 mV (n = 15) gefunden und er-

reichte Amplituden zwischen 60 und 300 pA. Der L-Typ Ca2+-Strom zeigte ein ra-

sches Aktivierungsverhalten und eine langsame Inaktivierung. Die Zeiten bis zur

jeweils maximalen Aktivierung nach einem Depolarisationssprung lagen zwischen

43 ± 5 ms (n = 14; gemessen bei -20 mV) und 25 ± 4 ms (n = 14, gemessen bei

+30 mV). Das Inaktivierungsverhalten des Stroms wurde bei dem Potential seiner

größten Amplitude bestimmt. Die Inaktivierungskonstante τ betrug 659 ± 2 ms, die

Zeit bis zur halbmaximalen Inaktivierung 457 ± 1 ms.
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Abbildung 26: Originalregistrierung und Strom-Spannungsbeziehung des von Ca2+-Kanälen getrage-

nen Ba2+-Stroms in einer einzeln liegenden A7r5-Zelle.  A  Membranstromregistrierung des Ba2+-

Stroms. Ausgehend von einem Haltepotential von -70 mV wurde die Zelle auf die in der Abb. angege-

benen Potentiale depolarisiert. Die Registrierungen sind bezüglich der kapazitiven Ströme und des

unspezifischen Membranstroms korrigiert. Die Potentiale lagen für eine Zeitdauer von 400 ms an,

anschließend wurde für 2 s auf das Haltepotential zurückgeschaltet. Ionenlösungen: E1Ba und IBL0

(siehe Tabelle 1). B  Strom-Spannungsbeziehung des Ba2+-Stroms aus A. Die Kurve wurde mit Hilfe

der Boltzmann-Gleichung I(E) = g0/(1+exp((E50-E)/k))*(E-Erev) an die Daten angepasst, wobei das

Potential der halbmaximalen Ca2+-Kanalaktivierung E50 = -15,6 mV und das Umkehrpotential Erev =

34,2 mV war. g0 = maximale Leitfähigkeit = 5,3 nS, Steigungsfaktor k = 6 mV, I(E) = Stromamplitude

bei dem Potential E.



56

Die anschließende pharmakologische Charakterisierung des L-Typ Ca2+-Stroms an

einzeln liegenden A7r5-Zellen zeigte ebenfalls ein für L-Typ Ca2+-Ströme typisches

Bild. Der L-Typ Ca2+-Strom wurde durch Verapamil (10 µM) zu 96 ± 1 %, durch Nife-

dipin (100 nM) zu 91 ± 4 % und durch Calciseptin (1 µM) zu 81 ± 2 % (jeweils n = 3

für jede Substanz) blockiert.

Es sollte nun überprüft werden, ob LPA auch in den vollkommen einzeln liegenden

A7r5-Zellen den L-Typ Ca2+-Strom zu blockieren vermag. Abbildung 27 zeigt eine

Originalregistrierung der Blockade des L-Typ Ca2+-Stroms einer einzeln liegenden

A7r5-Zelle durch LPA (1 µM). Eine Blockade des L-Typ Ca2+-Stroms durch LPA war

nicht nur nach Depolarisation der Zelle auf -10 mV (Abb. 27), sondern bei jeder De-

polarisation auf Werte zwischen dem Schwellenpotential und +40 mV zu sehen.

Abbildung 27: Hemmung des L-Typ Ca2+-Stroms durch LPA (1 µM) in einer einzeln liegenden A7r5-

Zelle. Gezeigt ist die Originalregistrierung des L-Typ Ca2+-Stroms in der Whole-Cell Ableitung vor und

25, 50, 125 und 150 s nach LPA-Applikation. Der L-Typ Ca2+-Strom wurde durch Depolarisation von

-70 mV auf -10 mV aktiviert. Die Registrierung ist bezüglich der kapazitiven Ströme und des unspezifi-

schen Membranstroms korrigiert. Ionenlösungen: E1Ba und IBL0 (siehe Tabelle 1).
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Die Blockade des L-Typ Ca2+-Stroms war 20 ± 1 s (n = 3) nach LPA-Applikation

halbmaximal. Innerhalb von 160 s nach LPA-Applikation kam es zu einer Abnahme

der L-Typ Ca2+-Stromamplitude auf 14 ± 8 % (n = 3, Abb. 28). Zum Vergleich führte

der natürliche Run-Down lediglich zu einer Abnahme der L-Typ Ca2+-Stromamplitude

auf 76 ± 4 % (n = 3). Diese Daten zeigen, dass LPA auch in einzeln liegenden A7r5-

Zellen den L-Typ Ca2+- Strom signifikant hemmt (P < 0,01).

Abbildung 28: Hemmung des L-Typ Ca2+-Stroms durch LPA (1 µM) in einzeln liegenden A7r5-Zellen

im Zeitverlauf (runde Symbole). Zum Vergleich ist auch der natürliche Run-Down dieser Zellen darge-

stellt (quadratische Symbole). Die Applikation von LPA erfolgte zum Zeitpunkt 0. Jeder Datenpunkt

repräsentiert den gemittelten Quotienten I/I0 ± SEM (in %) aus der Amplitude des L-Typ Ca2+-Stroms

bei einem Potential von -10 mV zu Beginn der Messung (I0) und zum jeweils angegebenen Zeitpunkt (I,

jeweils n = 3). Die Kurven wurden mit Hilfe einer Exponentialfunktion an die Daten angepasst.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass das

Phospholipid Sphingosin-1-Phosphat (S1P) in NIH3T3- und C3H10T1/2-Mäusefibro-

blasten einen spannungsunabhängigen, Ca2+-abhängigen K+-Strom transient akti-

viert. Eine halbmaximale Aktivierung dieses K+-Stroms (EC50-Wert) wurde bei einer

S1P-Konzentration von 113 nM beobachtet. Die Aktivierung dieses K+-Stroms führt

zu einer starken Hyperpolarisation der Fibroblasten. Der S1P-aktivierte K+-Strom

kann vollständig durch die K+-Kanalblocker Charybdotoxin (ChTX), Margatoxin

(MgTX) und Iberiotoxin (IbTX), nicht aber durch Apamin blockiert werden. Die diesen

Strom tragenden K+-Kanäle zeigen eine leichte Einwärtsgleichrichtung mit Einzel-

kanalleitfähigkeiten von 34,3 pS für einwärts und 13,6 pS für auswärts gerichtete

Ströme. Das elektrophysiologische und pharmakologische Profil des S1P-induzierten

K+-Stroms passt zu keinem bisher klonierten K+-Kanaltyp (Vergara et al. 1998;

Kaczorowski & Garcia 1999; Ford et al. 2002).

Allerdings hat der S1P-aktivierte K+-Strom dieselben Eigenschaften wie der

Lysophosphatidsäure-aktivierte K+-Strom in NIH3T3-Zellen, der in unserer Arbeits-

gruppe im Whole-Cell Modus und auf Einzelkanalebene charakterisiert wurde (Repp

et al. 1998). K+-Ströme mit gleichen Eigenschaften wurden auch in NIH3T3-Zellen

gefunden, die mit den onkogenen Proteintyrosinkinasen v-Src (Draheim et al. 1995)

und v-Fms (Decker et al. 1998) oder mit dem onkogenen G-Protein v-Ras (Huang &

Rane 1994; Draheim et al. 1995) transfiziert wurden.

Vor kurzer Zeit wurde ein Ca2+-abhängiger K+-Kanal mittlerer Leitfähigkeit kloniert,

der synonym als hSK4, hIK1, hIKCa oder "Gardos"-Kanal bezeichnet wird (Ishii et al.

1997; Joiner et al. 1997; Logsdon et al. 1997). Dieser hSK4-Kanal (humane SK4-

Kanal) wurde in verschiedenen Zelltypen wie Xenopus Oozyten (Ishii et al. 1997),

CHO (chinese hamster ovary)-Zellen (Joiner et al. 1997; Khanna et al. 1999) und

HEK-293 (human embryonic kidney)-Zellen (Jensen et al. 1998) exprimiert. Er besitzt

eine ähnliche Einzelkanalleitfähigkeit wie der S1P-aktivierte K+-Kanal in NIH3T3-

Zellen. Das pharmakologische Profil des hSK4-Kanals zeigt Gemeinsamkeiten und

Unterschiede zu dem pharmakologischen Profil des S1P-aktivierten K+-Stroms. Es

wurde gezeigt, dass der hSK4-Kanal durch ChTX und Clotrimazol vollständig blo-

ckiert wird (Ishii et al. 1997; Joiner et al. 1997; Jensen et al. 1998; Khanna et al.

1999). MgTX blockiert diesen Kanal nur in sehr hohen Konzentrationen
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(IC50 = 459 nM, Jensen et al. 1998), während IbTX gar keinen Effekt hat (Ishii et al.

1997; Joiner et al. 1997; Jensen et al. 1998; Khanna et al. 1999). In unserer Arbeits-

gruppe wurde jedoch ein von diesen Ergebnissen abweichendes pharmakologisches

Profil für den hSK4-Kanal gefunden. In HEK-293-Zellen, die mit dem Gen für den

hSK4-Kanal stabil transfiziert worden waren, zeigte sich nämlich, dass dieser K+-Ka-

nal durch ChTX (300 nM), Clotrimazol (1 µM), aber auch durch MgTX (300 nM) und

IbTX (300 nM) vollständig blockiert wird, während Apamin keine Wirkung zeigte

(Decker 1999). Insofern lässt das in der vorliegenden Arbeit an NIH3T3- und

C3H10T1/2-Mäusefibroblasten gefundene pharmakologische Profil des S1P-aktivier-

ten K+-Stroms vermuten, dass es sich bei dem S1P-aktivierten K+-Kanal in diesen

Bindegewebszellen um das murine Homolog des humanen SK4-Kanals handelt.

Eine typische Eigenschaft des S1P-induzierten K+-Stroms ist seine Inaktivierung in-

nerhalb von 1 - 2 Minuten nach Erreichen der maximalen K+-Stromamplitude. Die

Inaktivierung ist nicht nur in der Whole-Cell Ableitung, sondern auch im Cell-Atta-

ched Modus nachweisbar. Da bei Cell-Attached Experimenten die Zellmembran in-

takt bleibt und das intrazelluläre Milieu der Zelle nicht verändert wird, ist davon aus-

zugehen, dass die Inaktivierung nicht durch den Verlust intrazellulärer Signalwegs-

komponenten verursacht wird, die für die K+-Stromaktivierung durch S1P von we-

sentlicher Bedeutung sind. Des Weiteren ist diese Inaktivierung auch keine spezifi-

sche Eigenschaft der den Strom tragenden K+-Kanäle. Es konnte nämlich in dieser

Arbeit gezeigt werden, dass in der Whole-Cell Ableitung nach Inaktivierung eines

S1P-induzierten K+-Stroms die Applikation von Lysophosphatidsäure (LPA) zu einer

erneuten K+-Stromaktivierung von gleicher Amplitude und gleichem Zeitverlauf führt.

Es kann vermutet werden, dass diese Inaktivierung auf einen veränderten Aktivitäts-

zustand des G-Protein-gekoppelten Rezeptors, über den S1P die K+-Stromaktivie-

rung induziert, zurückzuführen ist. Die meisten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

zeigen in der Tat in dauernder Anwesenheit eines Agonisten einen raschen Verlust

ihres Antwortverhaltens. Dieser Prozess der Desensitisierung ist eine Folge der Li-

gand-induzierten Phosphorylierung von Serin- und Threoninresten des G-Protein-

gekoppelten Rezeptors (Willets et al. 2003).

Nicht alle in der vorliegenden Arbeit untersuchten NIH3T3- und C3H10T1/2-Mäuse-

fibroblasten reagierten auf die Applikation von S1P mit einer K+-Stromaktivierung.

Das Ausbleiben der K+-Stromaktivierung in manchen Zellen wurde sowohl in der

Whole-Cell als auch in der Cell-Attached Ableitung gefunden, was eine Abhängigkeit
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dieses Phänomens vom Ableitungsmodus ausschließt. Die für die jeweiligen Expe-

rimente verwendeten Mäusefibroblasten wurden unter Standard-Zellkulturbedingun-

gen gezüchtet (siehe auch Abschnitte 2.1.1 und 2.1.3) und vor der S1P-Applikation

in ihrem Zellzyklus nicht synchronisiert, was zum Beispiel durch Serumentzug ge-

schehen könnte. Bezüglich der Sensitivität der Zellen auf S1P könnten Zellzyklus-

bedingte Unterschiede existieren, was dann die fehlende K+-Stromaktivierung in

manchen Zellen erklären könnte.

In der Whole-Cell Ableitung konnte S1P nur einmal einen K+-Strom transient induzie-

ren, eine zweite Applikation dieser Substanz führte zu keiner zweiten transienten K+-

Stromantwort der Zellen. Im Cell-Attached Modus jedoch war eine wiederholte S1P-

induzierte Aktivierung von K+-Kanälen möglich. Entsprechende Ergebnisse wurden in

unserer Arbeitsgruppe auch für die LPA-induzierte Aktivierung von K+-Kanälen ge-

funden (Repp et al. 1998). Insgesamt deutet dies darauf hin, dass die jeweiligen Sig-

nalkaskaden, die zur Öffnung der K+-Kanäle führen, bereits nach einmaliger Aktivie-

rung rekonstituiert werden müssen. Diese Rekonstitution ist nur in intakten Zellen

möglich und erfordert eine bisher noch nicht identifizierte Komponente, die im

Whole-Cell Modus durch die Pipettenlösung dem Zytosol verlorengeht. Hierbei han-

delt es sich um ein Signalmolekül, das nicht für die Aktivierung, sondern für die er-

neute Aktivierbarkeit der Signaltransduktionskaskade von Bedeutung ist. Dies kann

aus dem Befund unserer Arbeitsgruppe geschlossen werden, dass eine LPA-Appli-

kation auch 30 Minuten nach Erstellen der Whole-Cell Konfiguration zur Aktivierung

eines K+-Stroms führt, dessen Amplitude nicht signifikant vom Normalwert abweicht

(Repp et al. 1998). Bei der durch die Pipettenlösung verlorengegangenen Kompo-

nente könnte es sich jedoch um ein Signalmolekül handeln, das die Desensitisierung

des G-Protein-gekoppelten S1P- bzw. LPA-Rezeptors wieder aufhebt.

Es ist bekannt, dass S1P mit hoher Affinität an die G-Protein-gekoppelten Rezepto-

ren Edg-1, -3, -5, -6 und -8 bindet, LPA an die Rezeptoren Edg-2, -4 und -7 (Lynch &

Im 1999; Pyne & Pyne 2000a; Fukushima & Chun 2001; Hla 2001; Chun et al.

2002). Trotz der unterschiedlichen Rezeptorselektivität wurde eine Cross-Desensiti-

sierung zwischen S1P und LPA für verschiedene biologische Effekte gezeigt. Dazu

gehören die Aktivierung eines Ca2+-abhängigen Cl--Stroms in Xenopus Oozyten

(Durieux et al. 1993), die Bildung von Wasserstoffperoxid in Schilddrüsenzellen

(Okajima et al. 1997) und die Induktion der Blutplättchenaggregation (Gueguen et al.

1999). Für die K+-Stromaktivierung in NIH3T3-Mäusefibroblasten wurde keine Cross-
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Desensitisierung zwischen S1P und LPA gefunden. Wurde nämlich LPA im Whole-

Cell Modus nach einer S1P-induzierten K+-Stromaktivierung appliziert, so führte dies

zu einer erneuten, transienten K+-Stromaktivierung von gleicher Amplitude und glei-

chem Zeitverlauf. Jeweils identische K+-Stromantworten waren auch in umgekehrter

Applikationsfolge nachweisbar, wenn S1P nach LPA appliziert wurde. Diese Ergeb-

nisse weisen darauf hin, dass die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und/oder wei-

tere Signalkomponenten, die die Aktivierung eines Ca2+-abhängigen K+-Stroms in

Mäusefibroblasten vermitteln, für S1P und LPA verschieden sind.

In unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass die LPA-induzierte K+-Stromaktivie-

rung in NIH3T3-Zellen über einen Signalweg vermittelt wird, in den ein Pertussis-

toxin-sensitives G-Protein, eine Proteintyrosinkinase und das monomere G-Protein

Ras eingeschaltet sind. Die Beteiligung einer Proteintyrosinkinase an diesem Sig-

nalweg wurde mit Hilfe des Tyrosinkinaseinhibitors Genistein nachgewiesen. Ge-

nistein-vorinkubierte Mäusefibroblasten zeigten eine signifikante Reduktion der durch

LPA induzierbaren K+-Stromamplitude um etwa 50 % im Vergleich zu den Kontroll-

zellen, was auf die Beteiligung einer Proteintyrosinkinase an diesem Signalweg

schließen ließ (Repp et al. 1998). In der vorliegenden Arbeit konnte nun nachgewie-

sen werden, dass es sich bei der bisher nicht bekannten Proteintyrosinkinase um die

nicht-rezeptorgekoppelte Proteintyrosinkinase c-Src handelt, die sowohl an der LPA-

als auch an der S1P-induzierten K+-Stromaktivierung beteiligt ist.

In C3H10T1/2-Zellen, die den Wildtyp von c-Src überexprimieren, antwortete jede

Zelle auf S1P mit der Aktivierung eines K+-Stroms, dessen Amplitude fast doppelt so

hoch war wie in den Kontrollzellen. Dahingegen blieb bei 2 von 15 Kontrollzellen eine

K+-Stromaktivierung nach S1P-Applikation aus. Die Applikation von LPA führte in

den Wildtyp c-Src überexprimierenden Zellen zu einer 65 % höheren K+-Strom-

amplitude gegenüber den Kontrollzellen.

Die Kinaseaktivität von c-Src ist für die K+-Stromaktivierung nach S1P- oder LPA-

Applikation notwendig. Mehr als 50 % der Zellen, die eine Kinase-defekte c-Src Mu-

tante exprimieren, zeigten keinen S1P-induzierbaren K+-Strom. In den verbleibenden

Zellen, die auf S1P mit einer K+-Stromaktivierung antworteten, war die Amplitude des

K+-Stroms auf 43 % des Kontrollwertes reduziert. Dies ist ein ebenso signifikanter

Befund wie die in diesen Zellen feststellbare Reduktion des LPA-induzierten K+-

Stroms auf 57 % des Kontrollwertes. Die geringere K+-Stromamplitude in den Zellen,

die eine Kinase-defekte c-Src Mutante exprimieren, scheint zunächst erstaunlich, da
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in diesen Zellen neben dem transfizierten Kinase-defekten c-Src auch das endogene

intakte c-Src vorhanden ist. Eine Erklärung für die geringere K+-Stromamplitude

könnte sein, dass Kinase-defektes c-Src mit dem intakten endogenen c-Src um Bin-

dungsstellen an Signalproteinen konkurriert und sie besetzt. Es könnte sich also

"dominant-negativ" gegenüber dem endogenen c-Src verhalten. Dadurch wäre die

Weiterleitung von Signalen, für die die Proteintyrosinkinaseaktivität von c-Src erfor-

derlich ist, unterbrochen oder verzögert.

Die größte K+-Stromaktivierung nach S1P- oder LPA-Applikation wurde in

C3H10T1/2-Zellen beobachtet, die eine nicht-myristilierbare c-Src Mutante exprimie-

ren. Die nicht-myristilierbare c-Src Mutante kann aufgrund der fehlenden N-termi-

nalen Myristilierung nicht an die Plasmamembran binden (Wilson et al. 1989; Resh

1990). In diesen Zellen waren die Amplituden des S1P- und des LPA-aktivierten K+-

Stroms signifikant größer als in den Kontrollzellen. Die Fähigkeit von c-Src zur Bin-

dung an die Plasmamembran ist also für die Signalweiterleitung, die nach S1P- bzw.

LPA-Applikation zur K+-Stromaktivierung führt, nicht notwendig.

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass c-Src ein wichtiges Signalmolekül der

Kaskade ist, die nach S1P- bzw. LPA-Applikation zur K+-Stromaktivierung führt.

Neben einem Pertussistoxin (PTX)-sensitiven G-Protein und dem kleinen monome-

ren G-Protein Ras wurde mit c-Src also nun eine weitere Komponente des Signal-

wegs identifiziert, der nach LPA-Applikation zur K+-Stromaktivierung führt. Dieser

Signalweg weist eine große Ähnlichkeit mit dem Signalweg auf, über den LPA die

Aktivierung von MAP-Kinasen vermittelt (Swarthout & Walling 2000). Ähnliche

Signalwege wurden auch für S1P beschrieben (Pyne & Pyne 2000b). Zwar wurde in

der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die zur K+-Stromaktivierung führenden Signal-

kaskaden für S1P und LPA nicht identisch sind, doch deuten mehrere Befunde da-

rauf hin, dass sich diese Signalketten in ihrem Aufbau zumindest sehr ähnlich sind.

So ist die Dauer der Signaltransduktion von der Applikation des jeweiligen Phospho-

lipids bis zum Beginn der K+-Stromaktivierung und bis zum Zeitpunkt der maximalen

K+-Stromamplitude für S1P und LPA gleich. Beide Signalketten müssen nach einma-

liger Aktivierung durch eine noch unbekannte Komponente rekonstituiert werden.

Und in beide Signalketten ist die nicht-rezeptorgekoppelte Proteintyrosinkinase c-Src

eingeschaltet.

Zu den klassischen Funktionen von K+-Kanälen zählen die Aufrechterhaltung des

Ruhemembranpotentials, die Modulation der elektrischen Erregbarkeit und die Re-
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gulation des zellulären Ionengleichgewichts (Breitwieser 1996; Ackerman & Clapham

1997). In der letzten Zeit mehren sich die Hinweise, dass K+-Kanäle darüber hinaus

auch am Proliferationsprozess (Wonderlin & Strobl 1996), an der Zellmigration

(Schwab et al. 1994; Schwab & Oberleithner 1996), der Zelldifferenzierung (Jones &

Ribera 1994; Patil et al. 1995) und am programmierten Zelltod (Yu et al. 1997) betei-

ligt sind. Induktion der Zellproliferation, Modulation der Migration, Regulation der

zellulären Differenzierung und Inhibition der Apoptose sind auch wichtige biologische

Funktionen von S1P und LPA (Goetzl & An 1998; Moolenaar 1999; Spiegel &

Milstien 2000; Tigyi 2001). Dies lässt vermuten, dass die S1P- oder LPA-induzierte

Aktivierung Ca2+-abhängiger K+-Kanäle ein wichtiger funktioneller Bestandteil dieser

S1P- und LPA-vermittelten zellulären Funktionen sein könnte. Besonders interessant

scheint hier die Frage, inwieweit die S1P- oder LPA-vermittelte Aktivierung von Ca2+-

abhängigen K+-Kanälen für die zelluläre Proliferation von Bedeutung sind. Insbeson-

dere für LPA wurde gezeigt, dass über Signalkaskaden, in die ein PTX-sensitives G-

Protein, eine Proteintyrosinkinase wie c-Src und das monomere G-Protein Ras ein-

geschaltet sind, sowohl LPA-induzierte Proliferationsprozesse (Tigyi 2001) als auch

die LPA-vermittelte Aktivierung des spannungsunabhängigen Ca2+-abhängigen K+-

Kanals in Mäusefibroblasten (Repp et al. 1998) vermittelt werden.

Man kennt folgende 5 Typen spannungsabhängiger Ca2+-Kanäle, die sich hinsicht-

lich ihrer physiologischen und pharmakologischen Eigenschaften unterscheiden: L-,

T-, N-, P/Q- und R-Typ. L-Typ Ca2+-Kanäle gehören zur Familie der Cav1-, P/Q-, N-

und R-Typ Ca2+-Kanäle zur Familie der Cav2- und der T-Typ Ca2+-Kanal gehört zur

Familie der Cav3-Kanäle. Der L-Typ Ca2+-Kanal ist der vorherrschende spannungs-

abhängige Ca2+-Kanal in glatten Gefäßmuskelzellen. Er ist bedeutend für die Kopp-

lung von Zellerregung und Kontraktion und spielt eine wesentliche Rolle in der

„Übersetzung“ der Membrandepolarisation in intrazelluläre Signalvorgänge (van

Renterghem et al. 1988; Tomita & Iino 1994; Kuriyama et al. 1995; Bergsman et al.

2000; Catterall et al. 2003). In A7r5-Zellen sind L-Typ Ca2+-Kanäle für die Bildung

von glattmuskulären Aktionspotentialen wichtig.

In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass das

Phospholipid LPA in glatten Gefäßmuskelzellen der A7r5-Zelllinie einen L-Typ Ca2+-

Strom konzentrationsabhängig mit einem IC50-Wert von nur 0,31 nM hemmt. Als in-
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trazelluläres Signalmolekül ist ein PTX-sensitives G-Protein in die Hemmung des L-

Typ Ca2+-Stroms eingeschaltet.

Dass es sich bei dem LPA-inhibierbaren spannungsabhängigen Einwärtsstrom in

A7r5-Zellen in der Tat um einen L-Typ Ca2+-Strom handelt, konnte durch die phar-

makologische Charakterisierung gezeigt werden. Der in dieser Arbeit in A7r5-Zellen

untersuchte spannungsabhängige Einwärtsstrom wird vollständig durch Nifedipin

(100 nM) und das Schlangentoxin Calciseptin (1 µM) inhibiert, das als selektiver

Blocker für L-Typ Ca2+-Kanäle gilt (de Weille et al. 1991). Eine halbmaximale

Blockade dieses Stroms wurde bei einer Verapamil-Konzentration von 16 nM gefun-

den. Die hohe Sensitivität dieses Einwärtsstroms auf diese Substanzen spricht für

einen L-Typ Ca2+-Strom (Akaike et al. 1989; Kuga et al. 1990; de Weille et al. 1991;

Catterall et al. 2003).

Zur typischen elektrophysiologischen Charakteristik eines L-Typ Ca2+-Stroms gehö-

ren eine Aktivierungsschwelle zwischen -40 mV und -10 mV, maximale Stromampli-

tuden bei Potentialen zwischen -10 mV und +20 mV (Fish et al. 1988; Akaike et al.

1989; Kuga et al. 1990; Marks et al. 1990; de Weille et al. 1991), eine rasche Aktivie-

rung mit Erreichen der maximalen Stromamplitude innerhalb weniger Millisekunden

(< 50 ms) nach Depolarisation (Tomita & Iino 1994; Kuriyama et al. 1995) und eine

langsame Inaktivierung (Akaike et al. 1989; Kuga et al. 1990). Dieses typische

elektrophysiologische Profil eines L-Typ Ca2+-Stroms konnte jedoch nur in solchen

A7r5-Zellen korrekt gemessen werden, die vollkommen einzeln lagen und weder

über direkten Membrankontakt noch über Filopodien Kontakt zu benachbarten Zellen

hatten.

In der vorliegenden Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, dass die LPA-vermittelte

Inhibierung des L-Typ Ca2+-Stroms nach Vorinkubation der Zellen mit PTX signifikant

reduziert wurde. Dies zeigt, dass LPA sehr wahrscheinlich über PTX-sensitive Gi/o-

Protein-gekoppelte Rezeptoren den L-Typ Ca2+-Strom in A7r5-Zellen hemmt. Es ist

bekannt, dass es nach Bindung von LPA an den Rezeptor zunächst zu einer Dimeri-

sierung des Gi/o-Proteins in seine α- und βγ-Untereinheit kommt (Swarthout &

Walling 2000). Es ist jedoch unklar, ob die in dieser Arbeit gefundene Inhibierung

des L-Typ Ca2+-Stroms durch LPA über eine direkte Bindung einer dieser Unterein-

heiten an das Kanalprotein zustande kommt oder ob weitere Signalmoleküle für die

Inhibierung wichtig sind.
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Die Vorinkubation mit PTX führte jedoch nicht zu einem vollständigen Ausbleiben der

LPA-induzierten Hemmung des L-Typ Ca2+-Stroms. Dies könnte daran liegen, dass

selbst nach 24stündiger Vorinkubation der Zellen mit PTX in einer Konzentration von

100 ng/ml nicht alle Gi/o-Proteine durch PTX inaktiviert sind, so dass kein vollständi-

ges Ausbleiben der LPA-vermittelten Inhibierung des L-Typ Ca2+-Stroms erreicht

werden kann. Es wäre aber auch denkbar, dass neben dem Gi/o-Protein-vermittelten

Signalweg zumindest noch ein weiterer Signalweg existiert, der den LPA-Effekt an

A7r5-Zellen erklären könnte. Möglich wären intrazelluläre Signalprozesse, die über

eine Bindung von LPA an Gq- oder G12/13-Protein-gekoppelte Rezeptoren ausgelöst

werden, da Gq- oder G12/13-Proteine nicht PTX-sensitiv sind (Neer 1995).

Ein möglicher Mechanismus für die Hemmung des L-Typ Ca2+-Stroms in A7r5-Zellen

durch LPA ist eine Ca2+-abhängige Inaktivierung dieses Stroms. Eine Ca2+-abhän-

gige Inaktivierung wird über die Bindung von Ca2+ an das C-terminale Ende der α1-

Subunit des Ca2+-Kanals vermittelt. Prinzipiell beitragen kann hierzu direkt durch den

Ca2+-Kanal einströmendes Ca2+, aus benachbarten Kanälen einströmendes Ca2+

und aus intrazellulären Speichern freigesetztes Ca2+ (Jones 1998; Hofman & Klug-

bauer 2000). Für verschiedene Zelltypen konnte bereits gezeigt werden, dass LPA

zu einem Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration durch Freisetzung von Ca2+

aus intrazellulären Speichern führt. So kommt es auch in glatten Muskelzellen der

Rattenaorta über einen PTX-sensitiven Signalweg in Abwesenheit von extrazellulä-

rem Ca2+ nach LPA-Applikation zu einem Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentra-

tion (Seewald et al. 1997). Daher ist denkbar, dass LPA auch in A7r5-Zellen zu einer

Ca2+-Freisetzung und dadurch zu einer Inaktivierung der L-Typ Ca2+-Kanäle führt.

Eine wichtige Frage ist, in welches physiologische oder pathophysiologische Ge-

schehen die an diesen Zellen beobachtete Ca2+-Stromblockade einzuordnen ist. So

führt LPA in glatten Muskelzellen der Rattenaorta über einen PTX-sensitiven Signal-

weg zur Aktivierung der MAP-Kinase, zum Anstieg des Thymidineinbaus in die Zell-

DNA und zur Zunahme der Zellzahl (Seewald et al. 1997). Wie in der vorliegenden

Arbeit gezeigt, ist die Hemmung des L-Typ Ca2+-Stroms in A7r5-Zellen durch LPA

ebenfalls PTX-sensitiv. Es bleibt also zu klären, ob die LPA-induzierte Blockade von

Ca2+-Kanälen sich auf zelluläre Proliferationsprozesse auswirkt oder ob sie ein da-

von unabhängiges Ereignis darstellt.

Physiologisch relevant ist auch die Frage, ob die LPA-vermittelte Hemmung von

glattmuskulären Aktionspotentialen und die Hemmung des L-Typ Ca2+-Kanals in
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Gefäßmuskelzellen zu einer Vasodilatation oder -konstriktion führen. Für die Regula-

tion des glattmuskulären Tonus spielen Änderungen der intrazellulären Ca2+-Kon-

zentration eine wesentliche Rolle, wobei eine Erhöhung der intrazellulären Ca2+-

Konzentration zur Muskelkontraktion führt (Bolton et al. 1999). Einerseits scheint

LPA nun in die wichtige Erregungs-Kontraktions-Kopplung einzugreifen, indem es

den L-Typ Ca2+-Kanal inhibiert, was einen verminderten Ca2+-Einstrom in die Zelle

zur Folge hat. Daher wären eine Muskelrelaxation und eine Vasodilatation zu erwar-

ten. Andererseits wurde für LPA bereits eine Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Kon-

zentration durch Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären Speichern gezeigt

(Seewald et al. 1997). Über den Mechanismus der pharmakomechanischen Kopp-

lung könnte diese Ca2+-Freisetzung zur Muskelkontraktion führen.

Die Beeinflussung des lokalen Gefäßtonus durch LPA spielt sicher eine bedeutende

Rolle für Prozesse, an denen eine Thrombozytenaggregation beteiligt ist. Der Se-

rumspiegel von LPA wird nämlich vornehmlich von Thrombozyten beeinflusst, aus

denen LPA im Rahmen der Plättchenaggregation freigesetzt wird (siehe Kapitel

1.1.2). Es ist gut vorstellbar, dass während der Thrombozytenaggregation freige-

setzte LPA-Moleküle die glatten Gefäßmuskelzellen erreichen und deren Kontrak-

tionszustand regulieren. Zur Klärung der Frage, ob LPA über diese Mechanismen

den Gefäßtonus beeinflusst, sind nun Experimente an Organpräparaten, d.h. an iso-

lierten Gefäßpräparaten, erforderlich. Die experimentelle Ausstattung zur Überprü-

fung dieser These an isolierten Gefäßpräparaten der Ratte ist am Rudolf-Buchheim-

Institut für Pharmakologie vorhanden.

Die Modulation von Ionenkanälen durch S1P und LPA in Bindegewebszellen und

glatten Gefäßmuskelzellen sind wichtige Befunde im Rahmen der Untersuchungen

zur Wirkung dieser Moleküle auf den Aktivitätszustand von Zellen. In weiteren Unter-

suchungen muss nun geklärt werden, welche physiologische oder pathophysiologi-

sche Bedeutung die Modulation dieser Ionenkanäle durch Phospholipide für ver-

schiedene biologische Prozesse wie Proliferation, Migration, Apoptose oder Kontrak-

tion hat.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass Sphingosin-1-

Phosphat (S1P) in NIH3T3- und C3H10T1/2-Mäusefibroblasten einen spannungs-

unabhängigen, Ca2+-abhängigen K+-Strom transient aktiviert, der durch Charybdo-

toxin, Margatoxin und Iberiotoxin vollständig blockiert werden kann. Die K+-Stromak-

tivierung führt zu einer starken Hyperpolarisation der Zellen. Der S1P-aktivierte K+-

Strom hat identische elektrophysiologische und pharmakologische Eigenschaften

wie der durch Lysophosphatidsäure (LPA) aktivierte K+-Strom in NIH3T3-Zellen. In

der Whole-Cell Ableitung führt nur die erste Applikation von S1P zu einer transienten

K+-Stromaktivierung, wohingegen in der Cell-Attached Ableitung mehrfache tran-

siente K+-Stromaktivierungen möglich sind. Der transiente Stromverlauf und das

Ausbleiben einer zweiten K+-Stromaktivierung im Whole-Cell Modus sind nicht auf

eine Inaktivierung der K+-Kanäle zurückzuführen. Jeweils identische, transiente K+-

Stromaktivierungen treten auf, wenn S1P und LPA bzw. LPA und S1P nacheinander

appliziert werden. Dieser Befund weist darauf hin, dass S1P und LPA bezüglich der

K+-Stromaktivierung keine Cross-Desensitisierung zeigen.

In C3H10T1/2-Mäusefibroblasten, die die nicht-rezeptorgekoppelte Proteintyrosin-

kinase c-Src überexprimieren, ist die Amplitude des S1P-induzierten K+-Stroms fast

doppelt so hoch wie in den Kontrollzellen. Die Expression einer nicht-myristilierbaren

c-Src Mutante führt zu einer weiteren Erhöhung der K+-Stromantwort, während die

Expression einer Kinase-defekten c-Src Mutante die Stromantwort auf 43 % des

Kontrollwertes reduziert. Diese Daten zeigen, dass S1P in Mäusefibroblasten Ca2+-

abhängige K+-Kanäle über eine intrazelluläre Signalkaskade aktiviert, in die c-Src

eingeschaltet ist. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass c-Src auch für die K+-Ka-

nalaktivierung durch LPA eine entscheidende Rolle spielt.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals nachgewiesen, dass LPA in glatten Ge-

fäßmuskelzellen (A7r5) einen L-Typ Ca2+-Strom inhibiert. Pertussistoxin (PTX) ver-

mindert signifikant die LPA-induzierte Blockade dieses Stroms, was auf die Beteili-

gung eines PTX-sensitiven G-Proteins schließen lässt. Das für L-Typ Ca2+-Ströme

typische elektrophysiologische Profil wurde nur an solchen A7r5-Zellen gefunden,

die vollkommen isoliert lagen und keinen Membrankontakt zu Nachbarzellen hatten.

In weiteren Experimenten muss nun untersucht werden, in welche biologischen Pro-

zesse die S1P- und LPA-modulierten Ionenkanäle eingebunden sind.
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6 Summary

The present study shows for the first time that in NIH3T3 and C3H10T1/2 mouse

fibroblasts sphingosine-1-phosphate (S1P) transiently activates a voltage-indepen-

dent, Ca2+-dependent K+ current that can be completely blocked by charybdotoxin,

margatoxin, and iberiotoxin. The K+ current activation leads to a large membrane

hyperpolarization. The S1P-activated K+ current has identical electrophysiological

and pharmacological properties compared to the lysophosphatidic acid (LPA)-acti-

vated K+ current in NIH3T3 cells. In the whole-cell recording mode, only the first

application of S1P leads to a transient K+ current activation, whereas in the cell-

attached recording mode several transient K+ current activations are possible. The

transient current response and the failure of S1P to evoke a second K+ current

response in the whole-cell recording mode are not due to an inactivation of K+

channels. Identical transient K+ current activations are evoked when S1P and LPA or

LPA and S1P are applied consecutively. These findings indicate that in the case of

K+ current activation no cross-desensitization occurs by S1P and LPA.

In C3H10T1/2 mouse fibroblasts that overexpress the non-receptor protein tyrosine

kinase c-Src, the amplitude of the S1P-induced K+ current is almost doubled com-

pared to the one found in control cells. Expression of a non-myristylated c-Src mu-

tant leads to a further increase in the K+ current response, whereas expression of a

kinase-defective c-Src mutant reduces it to 43 % compared to the control value.

These data show that S1P activates Ca2+-dependent K+ channels in mouse fibro-

blasts via an intracellular signalling pathway that involves c-Src. Furthermore, it was

demonstrated that c-Src plays also an crucial role for the K+ channel activation by

LPA.

A further finding of the present study is that in vascular smooth muscle cells (A7r5)

LPA inhibits an L-type Ca2+ current. Pertussis toxin (PTX) significantly reduces the

LPA-induced block of this current, which indicates the involvement of a PTX-sensi-

tive G protein. The typical electrophysiological profile of L-type Ca2+ channels was

only found in A7r5 cells lying completely isolated without any contacts to neigh-

bouring cells.

In further experiments it should be investigated in which biological activities the S1P-

and LPA-modulated ion channels are involved.
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