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Einleitung

I Einleitung

1.1 Das Kolon - Aufbau und Funktion

Die Aufnahme von Wasser, Elektrolyten und Nahrstoffen ist fiir
einen Organismus lebensnotwendig, eine konstante Versorgung
hiermit gewadhrt der Gastrointestinaltrakt. Die aufgenommene
Nahrung wird dort in ihre Bestandteile zerlegt und resorbiert,
gleichzeitig werden Sekretionsvorginge initiiert. Nach mechanischer
und enzymatischer Behandlung des Chymus und der
Nahrstoffresorption gelangt der Inhalt des Diinndarms tber die
Ileozdkalklappe in den Dickdarm. An diesem lassen sich anatomisch
verschiedene Abschnitte, das Zakum, das Kolon und das Rektum,

unterscheiden.

Das Kolon, an dem meine Untersuchungen vorgenommen
wurden, stellt den Hauptanteil des Dickdarms dar. Seine Mukosa
besitzt im Gegensatz zur Diinndarmmukosa keine Zotten. Die
Epitheloberfliche wird von in die Tiefe reichenden Krypten
(Glandulae intestinales) unterbrochen (s. Abb. I.1 und I.2) Diese
weisen verschiedene Zelltypen auf. Enterozyten, die dominierende
Zellform, resorbieren und sezernieren Elektrolyte und Wasser,
Becherzellen produzieren Muzin und enteroendokrine Zellen, eine
heterogene Zellpopulation, beinhalten Somatostatin, Serotonin,
Glukagon u. a. (Ubersicht bei Christensen, 1991). Undifferenzierte
Zellen (Stammezellen), die im Fundus der Krypten liegen, teilen und
differenzieren sich in die o.g. Zelltypen. Sie bewegen sich entlang der
Kryptenachse in Richtung Oberflache und reifen auf diesem Weg
(Lipkin, 1985).
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Abb. 1.1

Darmwand des menschlichen Kolons (Hdmatoxylin/Eosin Farbung;
Quelle: Klinische Physiologie, Freie Universitiat Berlin)

Abb. 1.2

Einzelne Krypte mit unterschiedlichen Abschnitten (Kolon der Ratte)
2
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1.1.1 Funktion des Kolons im Gastrointestinaltrakt

Hauptaufgabe des Kolons ist die Regulation des Elektrolyt- und
Wasserhaushaltes im Organismus. Ca. 90% der Flissigkeit, die aus
dem Diinndarm in das Kolon gelangt, wird hier resorbiert (Ganong,
1995). Die Abgabe von Fliissigkeit in das Darmlumen ist deutlich
geringer, sezerniert wird eine plasmaisotone, Muzin-, HCO3-- und

K+-reiche, alkalische Fliissigkeit.

Lokalisiert ist der Vorgang der Resorption und Sekretion sowohl
am Oberflachenepithel als auch in den Kolonkrypten. Das ehemals
existierende Modell des Wasser- und Elektrolyttransports am Kolon
beinhaltete eine raumliche Trennung von resorptiven und
sekretorischen  Prozessen. Eine Sekretion fand demnach
ausschliefllich in den Kryptenzellen, die Resorption nur in den
Oberflachenzellen statt (Welsh et al., 1982). An isolierten,
mikroperfundierten Krypten wurde jedoch, neben der reversiblen
Induktion einer Chloridsekretion durch Sekretagoga, eine Natrium-
abhéangige basale Fliissigkeitsresorption nachgewiesen (Singh et al.,
1995; Binder et al., 1997), so dass eine strikte Trennung in
Resorption-Oberflache und Sekretion-Krypte nicht weiter aufrecht zu

erhalten ist.

Im Rahmen der Epithelzellentwicklung veridndern sich die
Sekretions- und Resorptionsfiahigkeiten. Eine undifferenzierte Zelle
im Fundusbereich zeigt vor allem eine NaCl-Sekretion. Im Laufe
ihrer Entwicklung wandelt sie sich zu einer Zelle, die sowohl
sezerniert als auch resorbiert und weist nach weiterer
Differenzierung und Wanderung in Richtung Oberfldche vorwiegend

eine Resorption von Elektrolyten auf (Greger et al., 1997).
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Der Mechanismus dieser Transportumkehr unterliegt der

Kontrolle verschiedener Second messenger.

1.2 Mechanismen des Elektrolyttransports

Das Darmepithel stellt eine wichtige Barriere zwischen
Kompartimenten mit unterschiedlichen Konzentrationen an gelésten
Substanzen dar, dem Darmlumen auf der einen, den Blutgefdaflen auf
der anderen Seite. Dies erfordert gerichtete Tranportprozesse durch

den Zellverband mit Hilfe von Transport- und Kanalproteinen.

1.2.1 Transportsysteme in der Plasmamembran

Die Moglichkeit der Diffusion durch die Zellmembran besteht in
groBerem Umfang alleine fiir lipidlosliche oder kleine, ungeladene
Molekiile wie z.B. Harnstoff, H9O, CO9 und O9 Fiir Elektrolyte
kommt dieser Permeationsweg normalerweise nicht in Frage.
Ionenkanile, Carrierproteine und ATP-getriebene Pumpen
transportieren Molekiile, die kaum in der Lage sind zu diffundieren.
In die Membran eingelagert, fungieren diese Proteine als ,,Schleuse®

zwischen den unterschiedlichen Kompartimenten.

Ionenkanile, d.h. Kanalproteine, die eine wassergefiillte Pore
besitzen, erlauben selektiv den Durchtritt einzelner Ionenarten. IThre
Selektivitdt beruht auf integrierten Festladungen und spezifischen
Bindungsstellen, die als ,Wachter” fungieren und nur fiir bestimmte
Molekiile die Passage ermoglichen (Dudel, 1995). Die Richtung des
Ionenflusses wird durch den elektrochemischen Gradienten des
permeierenden Ions bestimmt. Das Offnen des Kanals fiihrt zu einer
kontrollierten, passiven Passage der Ionen entlang dem Gefille eines
Gradienten (Alberts et al, 1995). Die Regulation des Offenzustandes
kann tiiber die Bindung eines Agonisten an einen Rezeptor, z.B.

4
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Acetylcholin, iiber Potentialanderungen der Membran und iiber die
Anderung des Phosphorylierungszustandes des Kanalproteins

erfolgen.

Transportproteine binden im Gegensatz zu Ionenkanélen
spezifisch zu transportierende Molekiile, &ndern ihre Konformation
und geben das Substrat jenseits der Membran wieder ab. Auch hier
dient der elektrochemische Gradient als Antrieb fiir den Transport.
Eine Vielzahl von Carrierproteinen arbeiten derart, dass sie den Na*-
Gradienten nutzen, um ein anderes Substrat mit in die Zelle oder aus
der Zelle zu schleusen (sekundar aktiver Transport). Ein
gleichgerichteter Transport wird als Symport oder Cotransport, ein
Austausch von Substraten als Antiport bezeichnet. Ionenpumpen
oder ATPasen arbeiten unter direktem Verbrauch von ATP, sie
transportieren aktiv geloste Teilchen gegen ihren Konzentrations-
bzw. Potentialgradienten (= ,bergauf“) iiber die Zellmembran. Unter
Energieverbrauch  entsteht ein  transmembranidrer Ionen-
konzentrationsgradient. Durch Trennung der elektrisch
unterschiedlich geladenen Teilchen, die, von der fiir sie nicht
permeablen, isolierenden Zellmembran, an einem Ausgleich
gehindert werden, ist die Zelle in der Lage Energie zu konservieren,
Energie, die bei Bedarf fiir weitere Transportprozesse herangezogen

werden kann.

1.2.2 Resorption und Sekretion am Kolonepithel

Im distalen Kolon findet mit Hilfe der in die Plasmamembran
integrierten Proteine sowohl eine aktive Resorption von Na+, K+ und
Cl-, als auch eine aktive Sekretion von K+ und Cl- statt (Ubersicht
bei Binder & Sandle, 1994). Die Mechanismen, die diesen
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Transportprozessen zugrunde liegen, sind relativ gut untersucht. Im
Mittelpunkt des Ionentransports steht die, in der basolateralen (den
Blutgefiaflen zugewendet) Plasmamembran verankerte, Nat/K+*-
ATPase. Sie ist der Motor, der unter Energieverbrauch weitere
Transportvorgédnge antreibt. Unter ATP-Spaltung schleust sie 3 Na*-
Ionen aus der Zelle und 2 K+-Ionen in das Zytoplasma (Alberts et al.,
1995), so dass die intrazellulare Nat-Konzentration konstant auf
niedrigem Niveau, die intrazellulare K+-Konzentration auf hohem
Niveau gehalten wird. Dieser elektrogene Vorgang triagt so zu einem
negativen Membranpotential bei und energetisiert, aufgrund des
aufgebauten elektrochemischen Gradienten, weitere

Transportprozesse an der Kolonmukosa.

Der ebenfalls an der basolateralen Membran vorhandene
Nat/K*/2Cl--Kotransporter ist fiir die physiologische Cl--Aufnahme
und damit auch fiir eine Cl--Sekretion der Zelle bedeutend. Er nutzt
die Triebkraft fiir Nat und transportiert Cl- und K+ sekundar aktiv
gegen ihre elektrischen bzw. chemischen Gradienten in die Zelle. Cl-
verlasst das Zytoplasma iiber apikale, d.h. dem Darmlumen
zugewandte, Chloridkanile (Frizzell et al., 1979), unterstiitzt durch
die Hyperpolarisation der Zelle, die durch den Ausstrom von K+-
Ionen via basolateraler K+-Kanile hervorgerufen wird. Durch das
sich entwickelnde lumennegative, transepitheliale Potential entsteht
ein parazellularer Natriumfluss parallel der Cl--Sekretion. Wasser
stromt entlang des osmotischen Gradienten, der durch die

Ionenverschiebung entsteht (s. Abb. 1.3), in das Darmlumen.

An  Enterozyten nachgewiesen sind weiterhin: die
elektroneutrale Resorption von Na*t und Cl- iber die parallele
Schaltung des Nat/H+*- und CI-/HCOg3-- Austauschers (CO92 + H20 -

6
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HoCO3 = H* + HCO3"; Frizzell et al., 1976), die Resorption von Na*
tiiber epitheliale Nat+-Kanéile (ENaC; Barbry et al., 1997; Greger et
al., 1997), die Resorption von K+ via der H¥/K+-ATPase an der
luminalen Membran (Cougnon et al., 1996), die Resorption von
kurzkettigen Fettsduren parallel zur Abgabe von Anionen (Binder &
Sandle, 1994) und die Sekretion von K+*-Ionen iiber luminale K+-

Kanile (Kerstan et al., 1998).

3Na* H*
) K Resorption
K \ HCO,
++ - Na+K+2C|_
Na*K*2Cl — (I Sekretion

=

Carrier

basolateral apikal I ATPase
[ mm———"__|
[ mm———"__|

lonenkanal

Abb. 1.3

Die wichtigsten Transportproteine (weitere Transportsysteme s.
Text) fiir Sekretions- und Resorptionsprozesse.

Die Resorption von Elektrolyten am distalen Kolon findet vorwiegend
iiber parallel geschaltete Nat/H*- und Cl-/HCOg--Austauscher statt.
Fir den Aufbau des Nat-Gradienten transportiert die Nat/K+—
ATPase unter Energieverbrauch Nat+ aus dem Zytoplasma.

Fiur die Ionensekretion schleust der basolateral befindliche
Nat+/K+/2Cl--Kotransporter Cl- in die Zelle, welches hier akkumuliert
und tiber apikal gelegene Cl--Kanéile sezerniert wird.
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1.2.3 Second messenger als intrazelluldre Transformatoren

extrazelluldrer Signale

Eine Stimulation des Kolons mit Neurotransmittern, z.B.
Acetylcholin (Lindqvist et al., 1998) und VIP (vasoaktives intestinales
Peptid), lokal freigesetzte Autakoide (Prostaglandine, Guanylin) oder
pathophysiologische Faktoren, z.B. bakterielle Toxine wie das
hitzestabile Escherichia coli-Toxin und das Choleratoxin, fithren zu
einer Sekretion von NaCl und Wasser, der Resorptionsprozess wird

gleichzeitig gehemmt (Ubersicht bei Barrett & Keely, 2000).

Das Umschalten von physiologisch iiberwiegend stattfindender
Resorption zu einer Sekretion wird durch verschiedene intrazellulédre
Signaltransduktionswege gesteuert. Uber unterschiedliche Second
messenger werden intrazelluldre Botenstoffkaskaden eingeleitet, die
zu einer erheblichen Verstiarkung des initialen Signals fiihren. Die
bisher am besten untersuchten Second messenger sind zyklisches
Adenosinmonophosphat (cAMP), zyklisches Guanosinmonophosphat
(cGMP) und Ca2+.

cAMP wird aus ATP durch die membranstiandige
Adenylatzyklase gebildet und steuert u.a. iiber Proteinkinasen des
Typs A Phosphorylierungsprozesse. An Enterozyten hat cAMP
stimulierende Effekte auf Cl--Kanile (Typ CFTR) in der luminalen
Membran und auf basolaterale K*+-Kanile, vermutlich des Typs
KyLQT1 (Ubersicht bei Greger, 2000) mit einer Leitfahigkeit von < 3
pS (Bleich & Warth, 2000). Hemmende Effekte des Second
messengers zielen luminal auf den Nat/H+-Austauscher (Binder &
Sandle, 1994) und indirekt, tiber die Aktivierung des CFTR-Kanals,
auf den epithelialen Nat+-Kanal ENaC (Ecke et al., 1996a; Mall et al.,
1999).
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Der Botenstoff cGMP fiihrt ebenfalls zur Sezernierung von
Chlorid in das Darmlumen (Nobles et al., 1991; Markert et al.,1999).
Zum einen wird eine direkte Stimulation des luminalen Cl--Kanals
via ¢cGMP regulierter Proteinkinase G II proklamiert (Vaandrager et
al., 2000), zum anderen kann der Second messenger eine
Phosphodiesterase (Typ V) hemmen, welches indirekt zu einer
intrazellularen cAMP-Konzentrationserhéhung fiithrt (Nobles et al.,
1991).

Die Konzentration von Ca2+-Ionen im Zytoplasma ist
normalerweise sehr gering (107 moll-1l). Ein Anstieg der
intrazelluliren Ca2+-Konzentration fithrt am Kolonepithel primér
zur Aktivierung von Kaliumleitfdhigkeiten. Basolateral ist ein ,,small
conductance” 16 pS K+-Kanal (Bleich et al., 1996; Nielsen et al., 1998;
Warth et al, 1999) betroffen, apikal zeigt sich ein noch
unidentifizierter K+-Kanal durch Ca2+ aktivierbar (Greger, 2000).
Die daraus resultierende Hyperpolarisation der Zelle hat wiederum

eine Cl--Sekretion in das Darmlumen zur Folge (s. Abb. 1.6).

Die Priasenz eines Cl (Ca2+)-Kanals, der iiber eine direkte
Aktivierung durch Ca2+ offnet, wurde bisher nur am humanen
Kolonepithel (hCLCA1) dargestellt (Fuller & Benos, 2000; Kidd &
Thorn, 2000), jedoch ist diese Leitfahigkeit an weiteren Epithelien,
z.B dem bovinen Trachealepithel (bCLCA1l) ebenfalls vorhanden
(Fuller & Benos, 2000).
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1.3 Ca2+ als Vermittler in der zelluliaren Kommunikation

Ca2+ als kommunikatives Instrument der Zelle stand im
Mittelpunkt meiner Untersuchungen. Als universeller Botenstoff des
Organismus kontrolliert dieses Kation ein breites Spektrum
zellularer  Prozesse. Jede  Bewegung, jeder Herzschlag,
Informationsverarbeitung und Erinnerung, Fertilisation und
Apoptose werden durch Ca2+ vermittelt. Als Second messenger
transformiert es extrazellulare Signale und setzt diese in
intrazellulare Regulationsmechanismen um. Um diese Ergebnisse zu
erzielen, miissen die von Ca2+ ausgehenden Signale sehr variabel

und prézise regulierbar sein.

1.3.1 Rezeptoren der intrazelluldaren Speicher

Die intrazellulire CaZ2+-Konzentration ([Ca2+];) wird in
ruhenden Zellen aktiv zwischen 20-100 nmol:l-1 gehalten. Hierfiir
zustandig sind Transportproteine. Nat/Ca2+-Austauscher koppeln
den transmembraniren Na+-Gradienten an den Ca2+-Export. Ca2+-
Pumpen nutzen die Energie aus der Hydrolyse von ATP zur
Einschleusung des Ions in intrazellulire Speicher und zur Ca2+-
Ausschleusung tiiber die Zellmembran in das Interstitium.
Extrazelluldr liegt die physiologische CaZ2+-Konzentration bei
Saugetieren mit 0 2,5 mmol-1-l um den Faktor 104-105 deutlich
hoher als intrazelluldr. Dieser Ca2+-Konzentrationsgradient fiihrt
bei entsprechender Reizung der Zelle und Offnung einer Vielzahl von
unterschiedlich gesteuerten Kanidlen zu einem passiven Influx des
Kations. Fiir die intrazellulire Erhohung des Ca2+-Spiegels stehen
jedoch weitere Resourcen zur Verfiigung, denn sowohl das
Endoplasmatische Retikulum als auch Mitochondrien und

Zellkernmembran sind in der Lage Ca2+ zu speichern. Die im
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Endoplasmatischen Retikulum herrschende CaZ2+-Konzentration ist
ebenfalls weit hoher als die des Zytoplasmas (heterogene Ca2+-
Konzentrationen bis in den mM-Bereich; Montero et al., 1997). Zwei
verschiedene Arten intrazellularer Kanile sind in der Membran
dieses Organells bekannt, die Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3)-
Rezeptoren und CaZ2+-sensitive Ca2+-Kanile, die der Ryanodin-
Rezeptor-Familie (RyRs) zuzurechnen sind (Berridge, 1997). Die IP3-
Rezeptoren werden durch den Botenstoff IPg aktiviert und fiir Ca2+
sensibilisiert. Ca2+ stromt entlang seines Konzentrationsgradienten
in das Zytoplasma und wirkt retrograd stimulierend auf den Kanal.
Dieses Signal kann in vielen Zelltypen zusitzlich durch eine Ca2+-
induzierte Ca2+-Freisetzung iiber RyRs potenziert werden (s. Abb.
1.4).
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Kapazitativer Calciumeinstrom:
selektive Calcium-und +, o

) i ) Na /Ca“-Austauscher . o
nicht-selektive Kationenkanéale Direkte und indirekte

Na'/ca?t N ca®t Wirkung |
von Neurotransmittern

Extrazellularraum

in af
A
et e s

Zytoplasma

Abb. 1.4

Schematische Darstellung der Ca2+-Freisetzung an intrazelluldren
Ca2+-Speichern (Quelle: Institut fiir Biologische Informations-
verarbeitung, FZ Jiilich; modifiziert n. S.Frings).

Zum einen findet eine Ca2+-Abgabe aus dem Endoplasmatischen
Retikulum statt, zum anderen wird, gesteuert durch die
Speicherentleerung und iiber ein positives Feedback durch das
Kation selbst, die [Ca2+]; iiber einen Influx von Ca2+ aus dem
Extrazellulairraum erhoht = kapazitativer Ca2+-Einstrom. Der
massive Konzentrationsgradient zwischen Zytoplasma und
Interstitium bietet die Basis fiir die Nutzung von Ca2+ als Signal.

RyR = Ryanodin-Rezeptor; IP3R = IP3-Rezeptor; CICR = Ca2+-
induced Ca2+-release; CR = Ca2+-release

12



Einleitung

Ca2+ zeigt einen biphasischen Effekt auf beide Kanaltypen.
Konzentrationsabhéngig fordert es seine eigene Freisetzung aus dem
Endoplasmatischen Retikulum bis zu einem gewissen Grad, um dann
in einer negativen Riickkopplung seine Ausschleusung aus den
Speichern zu hemmen (Bezprozvanny & Ehrlich, 1995). Neben Ca2+
fithrt auch die zyklische ADP-Ribose (cADPR) zu einer Freisetzung
von Ca2+ iiber diese intrazelluldren Kanéile, wahrscheinlich iiber die
Erhéhung der Rezeptor-Sensitivitéat fiir Ca2+. Auch Nicotinsdure-
Adenindinucleotidphosphat (NAADP) aktiviert den Ryanodin-
Rezeptor, dessen Rolle vor allem an erregbaren Strukturen gut
untersucht ist (Ubersicht bei Sorrentino, 1996), der aber ebenfalls an
nichterregbaren Zellen des Pankreas, der Parotidia, der Leber, der

Niere u.a. (Ubersicht bei Ozawa, 2001) exprimiert wird.

Trotz vieler Gemeinsamkeiten erregbarer und nichterregbarer
Zellen zeigen sie Unterschiede im Zusammenspiel der intrazelluldaren
Speicher mit den in der Zellmembran integrierten Ca2+-Kanilen, auf

die im Folgenden eingegangen werden soll.

1.3.2 Ca2+-Rekrutierung an erregbaren Strukturen

Erregbare Zellen, wie Nerven und Muskeln, exprimieren
spannungsabhingige Ca2+-Kanile. Sie differieren u.a. in der Grofe
und im  Zeitverhalten ihrer Strome, sowie in ihren
pharmakologischen Eigenschaften, ihr Aufbau ist jedoch weitgehend
identisch (Hille, 2001).

Der L-Typ Ca2+-Kanal (,L* fiir ,large conductance“ und ,long
lasting current®), isoliert aus der Skelettmuskulatur, ist aus einer
al-, a26-, B- und y-Untereinheit zusammengesetzt (Suh-Kim et al.,
1996). Die al-Einheit dient alleine als Ca2+-Pore und als
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Spannungssensor (Dihydropyridin-Rezeptor = DHPR; s. Abb. L.5).
Depolarisiert die Zellmembran, reagiert der DHPR mit einer
Konformationsidnderung, welche sich auf den benachbarten RyR
auswirkt (Sorrentino, 1996; Berridge, 1997; Ogawa et al., 2000). So
aktiviert, entldsst der in der Speichermembran vorhandene Kanal

CaZ2+-Ionen in das Zytoplasma.

Durch diese direkte Kopplung fithrt das auf die Muskelzelle
treffende Aktionspotential zu einer fast simultanen Rekrutierung der
vorhandenen  Ryanodin-Rezeptoren und  bewirkt so die

explosionsartige Freisetung von Ca2+ aus den Speichern.

Plasmamembran Membran des
des T-Systems Sarkoplasmatischen Retikulums

g
= m Zytoplasma

C

L c r~ c
M4 [

¢ (M3 p
L-Typ Ca2*Kanal | _ RyR %+ P | Calsequestrin

- - .-. N

Triadin

Abb. L.5

Modell des Dihydropyridin-Rezeptors und des Ryanodin-Rezeptors in
der Skelettmuskulatur.

Eine Interaktion zwischen beiden Rezeptoren findet vermutlich tiber
die in die Zelle hineinragende Proteinschleife zwischen Repeats II
und III statt.

Die Proteine Triadin und Calsequestrin sind mit dem Ryanodin-
Rezeptor assoziiert, ihre Rolle bei der Freisetzung von Ca2+ aus den
Speichern ist noch unbekannt (Quelle: Institut fiir Biologische
Informationsverarbeitung, FZ Jiilich; modifiziert n. S.Frings).
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1.4 Der kapazitative Ca2+-Einstrom

1.4.1 Ca2+-Rekrutierung an nichterregbaren Strukturen

An nichterregbaren Strukturen, wie dem Kolonepithel, wurde
ein spannungsabhingiger Ca2+-Kanal noch nicht nachgewiesen.
Zellen der Parathyreoidea exprimieren zwar L-Typ Ca2+-Kanal-
Untereinheiten, diese sind jedoch nicht in der Lage die intrazellulére
CaZ2+-Konzentration zu modulieren (Chang et al., 2001). Statt dessen
stehen nichterregbaren Zellen fiir die Erhéhung der intrazellularen
Ca2+-Konzentration sogenannte ,store operated channels“ (SOCs),
Speicher-gesteuerte Kanéle in der Plasmamembran zur Verfiigung.
Ca2+ stromt iiber diese Leitfahigkeiten aus dem Extrazelluldrraum
in das Zytoplasma. Dieser sogenannte ,kapazitative Ca2+-Einstrom®
ist die Reaktion der Zelle auf eine Entleerung der intrazelluldren
Speicher  (Putney, 1997) und wurde auch an der
Kolonkarzinomzelllinie HT29 (Leipziger et al., 1994) und an nativen

Kolonepithelzellen der Ratte nachgewiesen (Frings et al., 1999).

Die klassische Vorstellung des rezeptorvermittelten CaZ2+-
Signalwegs beginnt mit der Aktivierung eines heterotrimeren G-
Proteins des Typs Gq, welches bei Rezeptorbindung z.B. durch den
Neurotransmitter Acetylcholin iiber einen muskarinergen Rezeptor
zur Stimulation einer Phospholipase C (PLC) fithrt (s. Abb. 1.6).

Diese spaltet das in der Zellmembran vorhandene
Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat (PIP2) zu Inositol-1,4,5-
trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP3 bindet an IPg3-
Rezeptoren z.B. des Endoplasmatischen Retikulums und bewirkt so
eine Freisetzung von Ca2+ aus den intrazelluliren Speichern

(Lindqvist et al., 1998). Diese Speicherentleerung 16st den
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kapazitativen Einstrom von Ca2+-Ionen aus (Ubersicht bei Parekh &
Penner, 1997).

Entleerung von
~.3  Ca*-Speichern

Acetylcholin>

Ca’’ Na' = ca” _
! P ) Cl o
- K
basolateral B IP, -Rezeptor apikal

’ M, -muskarinerger Rezeptor

T .
=——m= Kanalproteine

Abb. 1.6

Klassisches Modell des kapazitativen Calciumeinstroms und direkte
bzw. indirekte Auswirkung des erhohten [Ca2+]; auf K+- und Cl--
Leitfahigkeiten. PLC = Phospholipase C; G = G-Protein.

Eine weitere Moglichkeit die intrazelluldren Speicher zu leeren
besteht im Einsatz sogenannter SERCA (Sarkoplasmatische/
Endoplasmatische Retikulum-ATPase)-Blocker wie z.B Thapsigargin.
Diese verhindern die Wiederaufnahme von Ca2+ in die Speicher,
imitieren somit eine Entleerung und initiieren einen kapazitativen
Ca2+-Influx aus dem Interstitium in das Zytoplasma. Eine
Speicherentleerung kann auch durch eine Erhéhung der

intrazelluliren Ca2+-Pufferkapazitit induziert werden. Ca2+-
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Chelatbildner wie EGTA (Ethylenglycol-bis(2-aminoethyl)-
tetraessigsdure) und BAPTA (1,2-bis(2-aminophenoxy)ethan-
tetraessigsdure) in hoher intrazellularer Konzentration, binden im
Zytoplasma frei vorliegendes Ca2+, senken somit den Ca2+-Spiegel in
der Zelle und fithren zu einer langsamen Entleerung der Speicher mit
einer nach wenigen Minuten stattfindenden Aktivierung eines
Kationeneinstroms (Kerst et al., 1995). Diese Methode wurde auch in
der vorliegenden Arbeit zur Aktivierung der durch den Speicher

beeinflussten Leitfahigkeit eingesetzt.

1.4.1.1 Eigenschaften differierender Speicher-gesteuerter Kandle

Fir meine Untersuchungen spielte der Speicher-gesteuerte
Kanal eine vorherrschende Rolle, der bisher an verschiedenen

Zelltypen untersucht wurde.

Der in Mastzellen von Hoth und Penner (Hoth & Penner, 1992,
Hoth & Penner, 1993) beschriebene und charakterisierte CaZ2+-
Strom, der sogenannte ,Ca2+ release-activated Ca2+ current® (Icpge),
zeichnet sich durch spezifische Charakteristika aus. Er besitzt u.a.
eine hohe Calcium-Selektivitat, ist nicht spannungsabhingig, sein
Umkehrpotential ist grofler als +50 mV und er weist eine

Einwartsrektifizierung auf.

Die Speicher-gesteuerte Leitfahigkeit am Epithel des
Rattenkolons, welches in dieser Arbeit als Untersuchungsmaterial
dient, zeigt einige Abweichungen von den o.g. Eigenschaften. Der
Anteil von Natrium am Einwéartsstrom ist deutlich hoher als der des
Calciums (Kanalpermeabilitit Na+:Ca2+ = 6:1) und das
Umkehrpotential befindet sich nahe 0 mV (Frings et al., 1999),

welches charakteristisch fiir einen nicht-selektiven Kationenkanal
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ist. Beiden Kanaltypen gemeinsam ist die Hemmung durch hohe

extrazelluldre Konzentrationen von Ca2+.

Die molekulare Struktur des SOC ist bisher noch nicht
identifiziert, jedoch lasst sich die Zugehorigkeit zur TRP (transient
receptor potential)-Familie vermuten (Philipp et al., 1998; Bouley et
al., 1999; Hofmann et al., 2000). Sdugetier-Homologien, zu denen bei
Drosophila melanogaster identifizierten Fotorezeptor-zellspezifischen
Proteinen, sind vermutlich strukturelle Komponenten der fiir den

kapazitativen Ca2+-Einstrom verantwortlichen Kanaile.

1.4.2 Mogliche Kopplungsmechanismen zwischen intrazelluldrem

Speicher und dem von ihm gesteuerten kapazitativen Ca2+-Einstrom

Trotz vieler Fragen, die in den letzten Jahren bzgl. des
kapazitativen Ca2+-Einstroms beantwortet wurden, ist die
Interaktion zwischen intrazelluliren Speichern und Ca2+-
permeablen Kanélen in der Plasmamembran auch heute noch unklar

- direkte und indirekte Kopplung werden diskutiert.

Ein Mechanismus, der die Kommunikation zwischen Speicher
und kapazitativem Calcium-Einstrom darstellen konnte, ist eine
Konformationsidnderung von Rezeptor- und Kanalprotein. Die direkte
Protein-Protein-Verbindung des IP3-Rezeptors mit dem Kanal
(Boulay et al., 1999), analog dem Kontakt Ryanodin-Rezeptor -
spannungsgesteuerter Ca2+-Kanal in der Skelettmuskulatur (s.
[.3.2), setzt die Lokalisation der Speicher nahe der Plasmamembran
voraus (Parekh & Penner, 1997). Die Konformationsidnderung des
IP3-Rezeptors aufgrund der Speicherentleerung teilt diese
Information direkt dem in der Membran eingelassenen Kanalprotein
mit (s. Abb. I.7C) und fithrt zum Offnen der Pore.
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Eine weiterer Mechanismus, der diskutiert wird, ist die
Insertion von in intrazelluliren Vesikeln = vorhandenen
Kanalproteinen (Somasundaram et al., 1995, Yao et al., 1999) in die
Plasmamembran. Ahnlich dem Insertionsprozess des, auf Insulin
ansprechenden, Glucose-Transporters, soll die Speicher-gesteuerte
Leitfahigkeit nach entsprechendem Signal iiber Exozytose in die
Membran integriert werden (s. Abb. 1.7B).

Befunde, die auf die Existenz eines loslichen, kleinmolekularen
Botenstoffs, des sogenannten ,Ca2+ influx factor“ weisen (z.B.
Trepakova et al., 2000), prdsentieren einen moglichen dritten
Mechanismus im Zusammenspiel von intrazellularen Speichern und
Ca2+-Influx iiber die Plasmamembran (s. Abb. I1.7A). Der Botenstoff
wird bei Entleerung der Speicher freigesetzt und fiihrt zu einem
kapazitativen Ca2+-Einstrom in die Zelle. Aus T-Lymphozyten
isoliert, wurde er bei seiner Entdeckung als phosphorylierte Substanz
mit einem Molekulargewicht < 500 Dalton beschrieben
(Randriamampita & Tsien, 1993). Aber auch eine Vielzahl anderer
Signalstoffe stehen zur Diskussion, einen Ca2+-Einstrom bei
Speicherentleerung zu induzieren, unter diesen NO (Bishof et al.,
1995). Patch-Clamp-Untersuchungen an Zellmembranen von Xenopus
laevis-Oozyten zeigten den Verlust des zuvor nachgewiesenen CaZ2+-
Stroms bei ,HerausreiBlen“ des analysierten Membranflecks. Wurde
dieses Membranstiick der Zelle wieder eingesetzt, war erneut eine
Ionenbewegung messbar (Parekh et al., 1993), so dass auch an
diesem Zellmodell eine indirekte Kopplung, moglicherweise tiber

einen Botenstoff der sich im Zytoplasma befindet, zu vermuten ist.
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Abb. 1.7

Mechanismen zur Aktivierung des kapazitativen Calciumeinstroms
(modifiziert nach J.W. Putney, 2001).

In allen Vorschldgen fiihrt die Kopplung eines Agonisten an den
Rezeptor zu einer Produktion von IPg, gefolgt von einer Freisetzung
von Ca2+ aus den intrazelluldren Speichern.

A: indirekte Interaktion CaZ2+-Speicher — ,store-operated channel®
(SOC) durch eine 16sliche Substanz.

B: Exozytose - Mechanismus

C: direkte Protein zu Protein-Kopplung durch Konformations-
anderung von IP3-Rezeptor und Kanalprotein.

R = Rezeptor; Ag = Agonist; G = G-Protein; PLC = Phospholipase C;
SOC = store-operated channel; ER = Endoplasmatisches Retikulum,;
IP3 = Inositol-(1,4,5)trisphospat; IP3R = IPg-Rezeptor; GP =
Geritistprotein.
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Untersuchungen an unterschiedlichsten Zelltypen zeigen ein
Fiur und Wider fiir die o.g. Mechanismen, jedoch ist keine dieser
Hypothesen bis heute verifiziert. Moglicherweise existieren, abhingig
vom Zelltyp, verschiedene Vorgehensweisen der Zelle zur Auslosung
des kapazitativen Ca2+-Einstroms via entsprechender Kanile in das

Zytoplasma.

1.5 Eigene Fragestellung

Am Kolon wirkende Ca2+-abhéingige Sekretagoga, wie
Acetylcholin, induzieren eine massive Cl--Sekretion, infolge einer
Aktivierung Ca2+-sensitiver, basolateraler K+-Kanile (Bshme et al.,
1991; Bleich et al., 1996; s. 1.2 u. 1.4.1). Die aus dem K+-Efflux
resultierende Hyperpolarisation unterstiutzt den Ausstrom von Cl-
uber apikale Cl--Kanile (Bohme et al., 1991; Strabel & Diener, 1995).
Acetylcholin erhoht, mit biphasischem Zeitverlauf (Diener et al.,
1991), die intrazelluldre Ca2+-Konzentration. Initial erfolgt ein Peak
durch die Entleerung intrazellularer IP3-sensitiver Speicher, gefolgt
von einem Ca2+-Einstrom aus dem Interstitium (Lindqvist et al.,
1998; s. Abb. 1.6). Am Kolonepithel der Ratte wurde dieser Influx von
Ca2+ vor kurzem als Fkapazitativer Ca2+-Einstrom verifiziert.
Untersuchungen von Frings et al. (1999) zeigten eine Speicher-
gesteuerte, basolaterale Leitfdhigkeit, die sowohl fiir Ca2+ als auch
fiir Nat durchlassig ist, wobei der Nat*-Influx iiber diese
Leitfahigkeit deutlich dominiert. Welche Charakteristika dieser
Kanal gegeniiber anderen Kationen aufweist, wurde noch nicht

uberpruft.

Zudem ist die Interaktion zwischen intrazellularen Speichern

und dieser Leitfdhigkeit auch an diesem Gewebe noch voéllig unklar.
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Tendenziell wird hier aufgrund der zeitlich relativ groflen Spanne
zwischen intrazelluldrer Speicherentleerung und Aktivierung des
Speicher-gesteuerten Kanals die Anwesenheit eines loslichen
Botenstoffs angenommen, der als aktivierendes Signal den

kapazitativen Ca2+-Einstrom auslost.

Weiterhin scheint der massive Einstrom der Na*-Ionen tiber die
nicht-selektive Leitfdhigkeit nicht von Vorteil fiir die Induktion einer
Chloridsekretion, die, wie erwahnt, die physiologische Reaktion des
Enterozyten auf eine intrazellulire CaZ2+-Konzentrationserhéhung
ist. Zum einen reduziert die durch Nat hervorgerufene
Depolarisation der Zelle die Triebkraft fiir die Ausschleusung von
Anionen, zum anderen mindert sich durch die erhohte intrazellulare

Nat-Konzentration die Aktivitat des Nat/K+/2Cl--Kotransporters.

Daher ergeben sich die folgenden Fragen fir meine

Untersuchungen:

> Welche Passage-Eigenschaften =zeigt der nicht-selektive

Kationenkanal gegeniiber Kationen?

» Wie wird diese Leitfahigkeit reguliert - fithren eine
Zellvolumenénderung bzw. bestimmte zelluldre Signalstoffe zu
einer Inaktivierung/Aktivierung des nicht-selektiven

Kationenkanals?

» Warum ist diese Leitfahigkeit nicht-selektiv — worin liegt die
physiologische Bedeutung des dominierenden Nat-Einstroms

uber diese Leitfahigkeit?
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II Material und Methoden

I1.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden Wistar-Ratten beiderlei Geschlechts
aus dem Institut fiir Veterinar-Physiologie der dJustus-Liebig-
Universitat Gielen eingesetzt. Die Tiere waren fiir die Messungen
mittels der Patch-Clamp-Technik vier bis neun Wochen alt. Fiir die
Untersuchungen mittels Ussingkammer-Technik wurden Wistar-
Ratten mit einer Korpermasse zwischen 150 — 380 g verwendet.
Futter und Wasser standen den Tieren ad libitum zur Verfiigung. Die
Haltung erfolgte in Kklimatisierten R&umen in zwolf-Stunden-
hell/zwolf-Stunden-dunkel Zyklen.

I1.2 Elektrolytlosungen

11.2.1 Losungen fiir die Prdiparation

Die Isolierung der Kolonschleimhaut wurde in einer Bicarbonat-
gepufferten Parsons-Losung (Parson & Paterson, 1965) durchgefiihrt.
Diese enthielt (in mmol1-1): NaCl 107; KCl 4,5; NaHCOs; 25;
Na2HPOs4 1,8; NaH2PO4 0,2; CaClz 1,25; MgSO4 1 und Glucose 12. Die
Losung wurde mit Carbogen (95% Sauerstoff, 5% Kohlendioxid)
begast und die pH-Einstellung mit NaHCOs/HClI auf 7,4

vorgenommen.

Die Isolationslésung fiir die Krypten enthielt (in mmol-1-1):
NaCl 107; KC1 4,5; NaHCOs 25; Na2HPO4 1,8; NaH2PO4 0,2; Glucose
12; mit 1 g-l'1 bovinem Serumalbumin (BSA) und 10 mmol-1-1
Ethylendiamin-N,N,N’,N’,-tetra-essigsdaure (EDTA), einen Calcium-
chelatbildner. Der pH-Wert wurde mit Tris(hydroxymethyl)-
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aminomethan (TRIS) und HCI unter Carbogenbegasung auf 7,4

eingestellt und die Losung auf eine Temperatur von 37° C erwarmt.

Die isolierten Krypten wurden in einer kaliumreichen,
chloridarmen Tyrode-Losung aufgefangen (Bohme et al., 1991; Diener
et al., 1991). Diese enthielt (in mmol-1-1): Kaliumgluconat (KGluc)
100; KC1 30; N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N’-(2-ethanolsulfonséure)
(HEPES) 10; NaCl 20; MgCl: 1; CaCl: 1,25; Glucose 12;
Natriumpyruvat 5; und zudem 0,1% BSA. Der pH-Wert dieser Tyrode
wurde mit KOH/HCI auf 7,4 titriert.

I11.2.2 Losungen bei Patch-Clamp-Messungen

11.2.2.1 Perfusionslosungen

Als Standardlésung kam eine 140 mmol-l-1 NaCl/Tyrode-
Losung zum Einsatz. Sie enthielt (in mmol-1-1): NaCl 140; KC1 5,4;
HEPES 10; Glucose 12,2; CaClz 1,25; MgClz 1. Der pH-Wert wurde
mit NaOH/HCI auf 7,4 eingestellt. Die Ca2+-Konzentration dieser
Elektrolytlosung wurde zur Erreichung eines optimalen Seals
(Abdichtwiderstand  zwischen  Pipette @ und  Zellmembran)

voriibergehend auf 10 mmol-1-1 erhsht.

Bei den Versuchen, die die Permeabilitdt des nicht-selektiven
Kationenkanals fiir monovalente Kationen kliaren sollten, wurde bei
der Standardlosung NaCl &dquimolar durch CsCl, KCIl, LiCl und
NMDG (N-Methyl-D-Glucamin)-Cl ersetzt. Zur Messung des
Einflusses divalenter Kationen auf die Kationenleitfahigkeit wurde
die Ca2+-Konzentration der Standardtyrode auf 10 mmol-1-1 erhsht
und in weiteren Losungen CaCl9 durch BaClo, MgClg oder SrClo
substituiert; fiir die Aufrechterhaltung des Seals wurden 0,5 mmol.1-1
CaCl2 zu jeder dieser Losungen zugesetzt.
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Um eine Beteiligung von Cl--Ionen an den gemessenen Stromen
auszuschliefen, wurde bei Versuchen zur Volumen- und cAMP-
Regulation des nicht-selektiven Kationenkanals Cl- durch das
impermeable Gluconat (Gluc) ersetzt. Die Losungen zur Volumen-
regulation enthielten in der isotonen Form (in mmol-1-1): NaGluc 110;
KCl 5,4; HEPES 10; Glucose 12,2; Calciumgluconat (CaGluc) 1;
MgCl2 1; Mannitol 50. Der hypotonen Losung wurde kein Mannitol

zugesetzt.

11.2.2.2 Pipettenlosungen

Die Vorgabe der intrazelluldar vorhandenen Ionen erfolgt iber
die Pipettenlosung. Wird wie bei Patch-Clamp-Ableitungen im Whole-
Cell-Modus ein Zugang zum Zellinneren geschaffen, findet ein

rascher Austausch zwischen Zytosol und Pipettenlosung statt.

Die Standardpipettenlosung fiir die Patch-Clamp-Experimente
enthielt in mmol-1-1: KGluc 100; KC1 30; NaCl 10; TRIS 10; ATP 5;
MgClz 2; EGTA 0,1. Sie wurde mit TRIS/HCI auf einen pH-Wert von
7,2 eingestellt.

Zur Pufferung der intrazellularen CaZ2+-Konzentration, somit
indirekt zur Entleerung der intrazelluldren Ca2+-Speicher, wurde in
einigen Versuchen die EGTA-Konzentration auf 11 mmol-1-1 erhsht
und 1 mmoll-1 CaClg zugefiigt. So wurde eine konstante freie
intrazelluldre Ca2+-Konzentration von ca. 10-7 mol-1-1 gewéhrleistet.
Zum Ausschluss einer Beteiligung von Chlorid- und Kaliumstromen
wurde Kalium durch das impermeable NMDG* und Chlorid durch
Gluconat ersetzt (140 mmol-1-1 NMDG-Gluc).

Fur bestimmte Regulationsmechanismen der Zelle sind im

Zytosol geloste Substanzen notwendig. Diese werden jedoch bei
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Ganzzellableitungen mittels der Whole-Cell-Methode ausgewaschen.
Mit dem Perforated-Patch wird durch das Ionophor Nystatin die
Membran unter der Pipette siebartig durchlochert, gro3ere Molekiile
konnen jedoch nicht aus der Zelle heraus diffundieren (s. Abb. II.1
und I1.2). Zur Durchfiihrung dieses Patchs wurde Nystatin in
Dimethylsulfoxid (DMSO) vorgelost. Die Stammlésung enthielt 50
mg-ml-1 Nystatin. Sie wurde zu jedem Versuchstag frisch angesetzt
und unter Lichtschutz aufbewahrt. Von der Stammlésung wurden 6

pl in 1 ml Pipettenlosung verwendet.

Konventionelle Ganzzellableitung  Permeabilisierter Patch

Leichter Unterdruck l Nystatin

|

Einbau des Nystatinsin die Membran
l Pulsartiger Sog l

&

Vergleich der angewandten Patch-Clamp-Konfigurationen (s. auch
Abb. 11.2).

Abb. 11.1
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O OHOHOH O0OHO OH

Abb. I1.2

Nystatin: ein Ionophor, welches, in die Zellmembran eingebaut, Poren
bildet und einen elektrischen Zugang zur Zelle schafft.

I11.2.3 Losungen fiir die Imaging-Messungen
Fura-2-Acetoxymethylester (Fura-2AM, Molecular Probes,

Leiden, Niederlande) wurde als 1 mmol1-1 Stammlésung in DMSO
(max. Endkonzentration 2,5 mll-l) angesetzt. Pluronic® F-127
(BASF, Weyandotte, USA), ein Detergenz zur Unterstitzung der
Loslichkeit des Fluoreszenzfarbstoffes Fura-2, wurde als 20 %-ige

Losung in DMSO (max. Endkonzentration 2,5 ml-1-1) gelst.

Die isolierten Krypten wurden mit 2,5 - 10-6 mol-1-1 Fura-2 und

0,05% Pluronic® fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Eine Spiilung des Prdparates mit der Hochkalium-Tyrode
erfolgte anschlielend, um den uberschiissigen Farbstoff zu entfernen
Danach wurden die so behandelten Krypten bis zur Messung unter

Lichtschutz aufbewahrt.
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Die Standard-Perfusionslosung war die o.g. 140 mmol-1l-1
NaCl/Tyrode-Losung, in Natrium-freier Perfusionsléosung wurde NaCl
aquimolar durch NMDG (N-Methyl-D-Glucamin)-Cl ersetzt und mit
Tris/HCI auf einen pH-Wert von 7.4 titriert.

I11.2.4 Losungen fiir die Ussingkammer-Messungen

Standardbadlosung fiir Versuche mit der Ussingkammer war
die, bei den Priaparationslosungen beschriebene, Bicarbonat-

gepufferte Parsons-Losung (Parson & Paterson, 1965).

I1.3 Gewebepraparation

11.3.1 Prédparation der Darmschleimhaut

Die Ratten wurden mittels Schlag auf den Kopf betdubt und
durch anschlielende Entblutung getotet (Genehmigung der Totung
der Tiere zur Organentnahme durch das Regierungspriasidium
Gieflen). Das Abdomen wurde entlang der Linea alba eroffnet. Das
Kolon wurde an seinem distalen Ende, ca. 5 mm anal des
Lymphknotens, der die Grenze zum Rektum markiert (Lindstréom et
al., 1979), abgesetzt, stumpf vom Mesenterium gelost und
entnommen. Zur Siauberung des Darmlumens wurde der
Darmschlauch mit eisgekiihlter Parsons-Losung (4 °C) gespiilt und
danach auf einen diinnen Plastikstab gezogen. Am distalen
Darmende erfolgte nun eine stumpfe Priaparation von Tunica serosa
und Tunica muscularis in proximale Richtung, um ein Mukosa-
Submukosa-Praparat zu erhalten. Hier liegen nur noch, von serosal
nach mukosal, drei Zelllagen vor: die Lamina muscularis mucosae,
die Lamina propria mucosae und die Lamina epithelialis (s. Abb.
I1.3).
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Um das so erhaltene Schleimhautpraparat in die
Ussingkammer einzuspannen, wurde es im distalen und proximalen
Kolon in jeweils zwei Abschnitte unterteilt und im Bereich des
Mesenterialansatzes in Léangsrichtung aufgeschnitten. Eine
Unterscheidung dieser beiden Kolonsegmente ist durch eine
palmbléatterartige Schriagstreifung moglich, die nur im proximalen
Kolon zu finden ist (Lindstrom et al., 1979).

Lamina musc. mucosae
2 Tela submucosa .

3 Tunica l Stratum circulare

muscularis l o
Stratum longitudinale
Tela subserosa

4 Tunica
serosa

Abb. I1.3

Schematische Darstellung der Kolonwand, Lupenvergrof8erung (nach
Sobotta & Becher, 1972).

11.3.2 Prdaparation isolierter Krypten

Fur die Isolation der Krypten wurde nur der distale Teil des
Kolons verwandt. Die unter I1.3.1 beschriebene Praparation wurde in
gleicher Weise durchgefithrt. Das Mukosa-Submukosa-Praparat
wurde zur Isolierung der Krypten mit Hilfe eines Cyanacrylatklebers

auf Plexiglashalter geklebt.
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Die so fixierte Tunica mucosa wurde je nach Alter, Geschlecht
und Gewicht der Tiere fiir 7 - 11 Minuten in einer Ca2+-freien,
EDTA-haltigen Isolationslosung bei 37°C unter Carbogenbegasung
inkubiert. Anschlieend wurden die Halter in einen Vibromischer
(Chemap, Volketswil, Schweiz) gespannt und in Hochkalium-Tyrode
geschiuittelt, so dass sich die intakten Krypten losten (s. Abb. I1.4). Die
kryptenhaltige Suspension konnte nun bis zu 6 Stunden im
Kiihlschrank aufbewahrt werden. Mittels Pipettierhilfe wurden vor
jeder Messung ca. 10 ul der Kryptensuspension unter optischer
Kontrolle auf runde, mit Poly-L-Lysin beschichtete Deckgldschen

gebracht und in die Messkammer gegeben.

Abb. 11.4
Isolierte Krypten.
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I1.4 Patch-Clamp-Technik

Zur Messung der Membranpotentiale und Ganzzellstrome an
Zellen von isolierten Krypten wurde die Patch-Clamp-Methode
angewandt. Diese Technik wurde von Erwin Neher und Bert
Sakmann entwickelt, um Strome, die durch einzelne Ionenkanile in
biologischen Membranen flielen, zu messen (Hamill et al., 1981). Fiir
ihre Arbeiten (,Funktion einzelner zelluldrer Ionenkanéle®) erhielten
sie 1991 den Nobel-Preis fiir Medizin und Physiologie. Die
vielzdhligen Anwendungsmoglichkeiten dieser Technik fithrten zu
einer weiten Verbreitung der Methode und machten die
Untersuchung einer Reihe wichtiger Ionenkanidle moglich.
Ionenstrome haben nicht nur bei elektrisch erregbaren Zellen eine
Funktion, sie sind fiir alle Gewebe, inklusive dem Darmepithel,
wichtige  Regulationsmechanismen. Fir die Messung der
Einzelkanalstrome, die im pA-Bereich (10-12 A) liegen, ist das Filtern
dieser Strome aus dem deutlich grofleren Hintergrundrauschen

essentiell.

Eine mit Elektrolytlosung gefiillte Glaspipette wird auf die
Zelloberflache der zu messenden Zelle gesetzt und isoliert unter ihrer
Offnung (Durchmesser ca. 1 pm) einen kleinen Abschnitt der
Membran, einen Flecken oder Patch, elektrisch von seinem Umfeld.
Eine glatte, saubere Oberflache auf Seiten der Zellmembran und der
Pipette ist eine wichtige Voraussetzung zur Abdichtung des
Kontakts. Um diesen Vorgang zu begiinstigen, wird das
Membranstiick zuséatzlich vorsichtig an die Pipettenoffnung gesaugt
(Hamill et al., 1981).

Diese Faktoren bewirken einen Anstieg des elektrischen

Widerstands zwischen Pipette und Membran in den Gigaohmbereich.
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Der hohe Abdichtwiderstand, auch als ,Gigaseal“ bezeichnet, fithrt zu
einem deutlich verminderten Hintergrundrauschen und kleinen

Leckstromen, Messungen an Einzelkanilen sind dadurch moglich.

11.4.1 Patch-Clamp-Konfigurationen

Kommt ein ,Gigaseal® nach Aufsetzen der Pipette auf die
Zellmembran zustande, befindet sich das Praparat in der Cell-
attached-Konfiguration: die Zelle ist intakt, alle intrazelluldaren
Bestandteile bleiben erhalten. Nur unterhalb der Pipettentffnung

wird der Stromfluss und das extrazelluliare Potential kontrolliert.

Um das Membranpotential (V) sowie den Stromfluss (I) iiber der
gesamten Zellmembran bestimmen zu konnen, wurde in den meisten
Versuchen dieser Arbeit die Whole-Cell-Konfiguration genutzt. Hier
konnen bei Anlegen einer vorgegebenen Spannung (Voltage-Clamp)
oder durch Applikation eines definierten Stroms (Current-Clamp) die
elektrischen Eigenschaften der Zellmembran variiert und die daraus
resultierenden Strome bzw. Potentiale gemessen werden. Eine exakt
definierte Zusammensetzung des Zellinneren ist durch den Zugang
der Pipette zum Zellinneren vorhanden, jedoch werden losliche
Faktoren, z.B. Enzyme und Second messenger aus dem Zytoplasma
mit der Pipettenlosung ausgetauscht, die natiirliche
Zusammensetzung des Zellinneren geht somit verloren. Der Verlust
dieser niedermolekularen Bestandteile kann eine Verdnderung der
Regulationsprozesse an bestimmten Ionenkanélen zur Folge haben.
Um dies zu vermeiden, besteht die Moglichkeit einen Perforated-

Patch zu verwenden.

Hierbei gibt man das Ionophor Nystatin (s. Abb. I1.2), ein
Polyen-Antibiotikum, in die Pipettenlosung. Im Cell-attached-Modus
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wird durch diese Substanz der Membranfleck unter der Pipette
siebartig durchlochert (Porendurchmesser ~ 0,8 nm). Es entsteht ein
elektrischer Zugang zum Zellinneren. Molekiile >180 D (Horn und
Marty, 1988) konnen jedoch die Membran nicht passieren und bleiben
der Zelle fur Regulationsvorgiange erhalten (s. Abb. I1.1).

Andere Messanordnungen der Patch-Clamp-Technik, die hier
jedoch nicht zur Anwendung kamen, sind die Inside-out- und die
Outside-out-Konfiguration. Der Inside-Out-Modus wird durch ein
Zurickziehen der Pipette nach einem Cell-attached-Seal erreicht. Die
zytoplasmatische Oberfldche ist der Badlosung zugewandt. Bei der
Outside-out-Konfiguration ist erst einmal die Ganzzellableitung
erforderlich, durch langsames Abziehen der Pipette l6st sich auch
hier ein Membranstiick von der Zelle und bildet tiber der
Pipettenoffnung eine geschlossene Oberflache, die ihre extrazellulare

Seite zur Badlosung hin exponiert (s. Abb. I1.5).
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Abb. IL.5

Patch-Konfigurationen: a) Cell-attached, b) Whole-Cell, c¢) Inside-out,
d) Outside-out.

11.4.1.1 Vorzeichenkonventionen

Generell wird die Richtung des Stroms aus der Sicht der Zelle
dargestellt. Ein Stromfluss positiv geladener Ionen in die Zelle
hinein, ein Einwartsstrom, wird definitionsgemall als negativer
Strom gesehen. Der Auswartsstrom, ein Fluss positiv geladener Ionen
aus der Zelle, wird als positiver Strom betrachtet. Die Fliisse negativ

geladener Ionen erhalten invertierte Vorzeichen.
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11.4.2 Der Patch-Clamp-Messstand

11.4.2.1 Mikroskop

Die Manipulation an den Praparaten wihrend der Versuche
war nur unter Sichtkontrolle moglich. Verwendet wurde hierfiir ein
inverses Mikroskop (I 70 Olympus, Tokyo, dJapan). Ein
ausreichender Abstand von Lichtquelle und Kondensor zur
Messkammer ermoglichte ein Platzieren von Messpipette, Perfusion,

Elektroden und anderen Aufbauten.

Das Mikroskop verfiigte iiber 10 x Weitwinkel-Okulare und
Objektive mit 4-, 10-, 20- und 40-facher Vergrof3erung.

Bei einem Patch-Clamp-Experiment ist eine exakte
Oberflachendarstellung fiir das Aufsetzen der Pipette auf die Zelle
wichtig. Um eine dreidimensionale Darstellung der Krypten zu
erhalten, wurde ein kontrastverstiarkendes Verfahren, die sogenannte
Normarski-Optik, eingesetzt. Bei dieser Technik, einem Verfahren
mit differentiellem Interferenzkontrast ( bersicht bei Gerlach, 1985),
wird optisch ein diinner Schnitt durch das Untersuchungsobjekt
gelegt, so dass Strukturen iiber und unter der Betrachtungsebene
weniger storen. Durch abwechselndes Fokussieren von Pipettenspitze
und Zelle kann man sich daher gut orientieren und die Pipette

langsam an die Zelloberflache fithren.
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Abb. II.

Patch-Clamp-Stand; von oben nach unten: 1.0szilloskop, 2.Computer
mit Tastatur, 3.Hauptverstarker, 4.Schreiber.

11.4.2.2 Messkammer und Perfusionssystem

Speziell angefertigte Messkammern wurden auf einem
entsprechend modifizierten Objekttisch des Mikroskops befestigt, der
in -und -Richtung bewegt werden konnte. Die Messkammern aus
10 mm starken Plexiglas, dhnlich einem Objekttrager, zeigten in

ihrer Mitte eine runde Vertiefung (Durchmesser 15 mm) mit einem
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Fassungsvermogen von 0,5 ml. Hier wurden Poly-L-Lysin-
beschichtete Deckgliaschen (Durchmesser 13 mm, Stiarke 0,16 - 0,19
mm, W. Plannet GmbH, Wetzlar, Deutschland), auf denen die
isolierten Krypten hafteten, eingebracht und perfundiert. Die
Perfusionslosungen befanden sich etwa 60 cm tiber dem zu
perfundierenden Pridparat und waren mittels Infusionsbestecken
(LDKS Oversan Industria Biomedica S.p.A. Mailand, Italien) mit der
Messkammer verbunden. Der Zulauf erfolgte kontinuierlich mit einer
FlieBgeschwindigkeit von etwa 1 ml pro Minute. Gegeniiber der
Perfusion wurde, um ein gleichbleibendes Volumen in der Kammer
zu halten, eine Absaugevorrichtung positioniert. Alle Versuche

wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

11.4.2.3 Messtisch und mechanische Komponenten

Die sehr empfindliche Verbindung zwischen Pipette und
Praparat, sowie die berlagerung der Messung durch elektrische
Storquellen, setzten das Arbeiten in einem schwingungsgedampften
und elektrisch abgeschirmten Umfeld voraus. Eine die
Erschiitterungen reduzierende schwere Metallplatte, von einem
Faradaykifig umgeben, erfiillte diese Anforderungen. Das
Mikroskop, die Messkammer, der Mikromanipulator mit
Pipettenhalter und Vorverstidrker waren auf der Metallplatte

montiert.

Der hydraulische Mikromanipulator (MHW-103, Narishige
International, London, England) ermoéglichte durch Bewegungen in
alle Richtungen das prazise Aufsetzen der Pipette auf die
Zelloberflache. Die Glaspipetten wurden in einen Pipettenhalter (s.

Abb. I1.8) eingesetzt, welcher direkt am Vorverstiarker befestigt war.
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ber eine Schlauchverbindung konnte hier ein Unter- oder

berdruck angelegt werden.

11.4.2.4 lektronische Komponenten

Fir die Erfassung der Membranstrome und -potentiale wurde
ein Patch-Clamp-Verstarker (RK 400, Biologic Science Instruments,
Claix, Frankreich) verwandt. Mit diesem verbunden war der
Vorverstarker (HK 409), auch eadstage oder probe genannt, der
zusammen mit dem Pipettenhalter auf dem Mikromanipulator
montiert wurde. Er registrierte den Strom, der durch die
Zellmembran unter der Pipette floss und wandelte ihn in eine

Spannung um.

Das verstiarkte Signal wurde auf den nachgeschalteten Patch-
Clamp-Verstarker ubertragen und hier nochmals verstarkt und
gefiltert (s. Abb. II.7). Um das hochfrequente Rauschen der
gemessenen Signale zu reduzieren, besall der Verstiarker einen
Tiefpassfilter (AF-180, Biologic Science Instruments, Claix,
Frankreich) von 3 kHz.

Die Steuerung fand iiber eine spezielle Software (CED Patch
and Voltage Clamp Software, Cambridge Electronic Design Ltd.,
Cambridge, England) statt. Durch diese konnte eine
Kommandospannung in Form eines Haltepotentials oder einer
Potentialpulsfolge festgelegt und, nach Umwandlung des digitalen in
ein analoges Signal, in den Eingang des Verstiarkers eingespeist
werden. Auch die Moglichkeit, bei konstanter Stromapplikation
(Current-Clamp) die Messung des Membranpotentials
durchzufithren, war vorhanden. Die Vermittlung zwischen dem

analog ,kommunizierenden“ Verstirker und dem digital arbeitenden
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Computer iibernahm ein DA/AD-Wandler (CED 1401, Cambridge
Electronic Design LTD., Cambridge, England).

Eine weitere optische Kontrollméglichkeit der elektrischen
Vorgéange, z.B. bei der Sealbildung und dem bergang in den Whole-
Cell-Modus, bot sich in Form eines Oszilloskops (HM-205-3 HAMEG
Instruments, Frankfurt, BRD), welches mit dem Verstirker
gekoppelt war (s. Abb. I1.6).

Abb. I1.7

Vereinfachtes Schaltbild eines Patch-Clamp-Verstiarkers. Dieser
stellt einen Strom-Spannungs-Wandler dar. Sind Kommando- und
Pipettenspannung unterschiedlich grof3, so flieBt ein Strom durch den
Riickkopplungswiderstand Rf und es entsteht dort eine Spannung,

die proportional dem Strom ist, der in die Pipette injiziert wird.

11.4.2.  lektroden und Patchpipette

Die metallischen Leiter zwischen Pipettenlosung und
Vorverstarker sowie zwischen Erdung und Badlésung werden als
Elektroden bezeichnet. Beide bestanden aus einem Silber/
Silberchlorid-Draht. Die Badreferenzelektrode tauchte iiber eine
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Agarbriicke (3 moll-l1 KCI in 8 % Agar) in die Badlosung. Die
Messelektrode befand sich in der Pipette, die zuvor mit der
entsprechenden Pipettenlosung gefiillt worden war und wurde tiber
den Pipettenhalter mit dem Vorverstarker verbunden. Vor Einsetzen
der Pipetten in den Pipettenhalter wurde das hintere Ende der
Glaskapillaren mit einem Bunsenbrenner rundgeschmolzen, um eine
Beschéddigung der Elektrode und des Dichtungsgummis (wichtig fuir
die Applikation von ber- und Unterdruck) des Pipettenhalters zu

vermeiden.
/’>
I
/
—_—
T
Abb. II.

Patchpipettenhalter im Léangsschnitt.

Die Glaskapillaren aus Borosilikatglas (Jencons Scientific,
Bedfordshire, England), die zur Herstellung der Patchpipetten
verwendet wurden, hatten einen Innendurchmesser von 1,15 mm und

einem Aufllendurchmesser von 1,8 mm. Mittels eines Vertikalpullers
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(Typ PC 95, Hans Ochotzki, Feinmechanik, Homburg/Saar,
Deutschland) wurden sie in zwei Arbeitsgidngen zu gleichgeformten
Pipetten ausgezogen. Das Ausziehen erfolgte nach dem Einspannen
der Glasrohlinge in eine Heizspirale. Im ersten Schritt wurde die
Kapillare um etwa 0,7 bis 1 cm vorgezogen. Nach Rezentrierung des
durch die Warmeeinwirkung verdiunnten Glasabschnitts riss, erneut
durch Erhitzung, die Glaskapillare an der diinnsten Stelle und man
erhielt zwei Pipetten. Vorgaben am Puller, wie Hitzeeinwirkung,
Zugkraft und -geschwindigkeit, waren Faktoren, die die
Pipettenform bestimmten. Ziel war eine Pipettenspitze mit einer
Offnung von ca. 1 pm Durchmesser und einem Pipettenwiderstand
von 5-10 MegaOhm (M ).

11.4.2. Datenerfassung

Fur die Aufnahme, Analyse und Darstellung der gemessenen
Daten wurden mehrere Gerite verwendet, die dem Verstiarker

angeschlossen waren (s. Abb. I1.9).

Der DA/AD-Wandler (CED 1401, Cambridge Electronic Design
Ltd., Cambridge, England) transformierte analoge Signale in digitale
Daten, die auf der Festplatte des Computers sowie auf einem DAT-
Rekorder (DTR 1204, Biologic Science Instruments, Claix,
Frankreich) aufgezeichnet wurden. Ein Papierschreiber (L 250 E,
Phywe Systeme GmbH, Diisseldorf, Deutschland) erfasste zudem
wahrend des Versuchablaufs entweder Membranpotential oder —

strom.
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/ DAT-Rekorder —| Schreiber

Patch-Clamp-
Verstarker

N

Computer

Abb. IIL.

Anordnung der Gerate zur Datenerfassung.

11.4.3 Praktische Durchfiihrung eines Patch-Clamp- perimentes
Eine intakte Krypte wurde unter dem Mikroskop fiir die

Messung ausgewdhlt. Voraussetzung war eine feste Verbindung des
Praparats mit dem Untergrund, um Stéorungen der Messung durch
Verlust des Seals zu vermeiden. Eine am Versuchstag gezogene
Pipette wurde mit der entsprechenden Pipettenlosung luftblasenfrei
gefilllt und in den Pipettenhalter eingespannt. ber einen am
Pipettenhalter zugefithrten Schlauch applizierte man einen

berdruck im Pipetteninneren. Hierdurch sollte ein Verschluss der
Pipettenoffnung durch Schmutzpartikel in der Badlésung verhindert
werden. Mit Hilfe des Mikromanipulators wurde die Pipettenspitze
unter optischer Kontrolle der Kryptenoberflache angendhert (s. Abb.
I1.10).
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Abb. I1.1
Pipette an der Oberflache einer Krypte.

Orginalfotographie: Darstellung des Préaparates mit der sogenannten
Normarski-Optik.

Bei Dberschreiten der Luft-Fliissigkeits-Grenze entsteht in der
Messkette Silberdraht - Pipettenlosung- Perfusionslosung -
Bezugselektrode ein Messartefakt, als ,, Li uid unction Potential
oder ffsetpotential bezeichnet. Es ist nicht auf das Praparat oder die
Kommandospannung zuriickzufithren. Die Korrektur der Spannung,
eine Einstellung des Membranpotentials auf ,Null®, erfolgte am
Verstarker. Somit lag das eingestellte Kommandopotential wiahrend
der Messung auch wirklich an. Nun wurde zur Berechnung des
Pipettenwiderstandes eine definierte Spannung in Form eines 50 mV-

Rechteckimpulses appliziert. Aus dem daraus resultierenden Strom
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liess sich nach dem Ohmschen Gesetz (R = U/I) der Widerstand
berechnen. Entsprach der Pipettenwiderstand Werten von 5-10
MegaOhm, wurde die Pipette an die Zelloberfliche gefiihrt, der
berdruck abgelassen und vorsichtig aufgesetzt (s. Abb. I1.11.1+2).
Selten entstand ein sofortiger, spontaner Seal, hiufig musste
vorsichtiges Saugen diese innige Verbindung zwischen Pipette und
Zellmembran herbeifithren. Durch den sich in den GigaOhm-Bereich
erhohenden Widerstand, fiel nun die Stromantwort auf den
Kommandospannungspuls am Oszilloskop nur noch minimal aus. Der
Membranfleck unter der Pipettenoffnung war fast vollstandig isoliert.
Die angezeigten Strome stellen eine fast durchgehend flache Linie
dar mit zwei kapazitativen Artefakten am Anfang und Ende des
Spannungspulses (s. Abb. II1.11.3). Diese entstehen durch
Umladeprozesse an Pipette und Zellmembran und wurden vor Beginn
der Messung kompensiert.
Dann wurde die Zellmembran auf ein Haltepotential ca. — 60
mV geklemmt. Durch ruckartiges Saugen am Pipettenschlauch
versuchte man die Membran zu durchbrechen, um einen elektrischen
Zugang (Whole-Cell-Modus) unter der Pipettenéffnung herzustellen.
Die Ganzzellableitung erfasst den Stromfluss iiber der gesamten
Membran. Das Durchbrechen der Zelle hatte eine deutliche nderung
des Stromflusses, sichtbar am Oszilloskop, zur Folge. Die
kapazitativen Strome nahmen durch die VergroBlerung der
Messflache zu, gleichzeitig verringerte sich der Widerstand unterhalb
der Pipette und die Stromantwort auf den Testpuls wurde grofler (s.
Abb. 11.11.4). Nach Kompensation der Kapazitat wurde die Zelle im
Current-Clamp-Modus auf einen Membranstrom von Null geklemmt

und das Membranpotential der Zelle abgelesen.
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Abb. I1.11
Arbeitsschritte zur Herstellung einer Whole-Cell-Konfiguration:

1 Anlegen eines Kommandospannungspulses.

2 Stromantwort der Pipette bei Eintauchen in die Badlosung
(gestrichelte Linie: verkleinerte Stromantwort in unmittelbarer Néhe
der Zellmembran, durch geringgradige Widerstandserhéhung).

3 Seal = fast durchgehende Linie = Reduktion der Stromantwort bis
auf wenige pA; rechts und links kapazitative Artefakte. Nach
Kompensation der Kapazitidt wird durch kurzen Unterdruck die
Zellmembran unter der Pipettenoffnung perforiert und man
registriert eine

4 Zunahme des Stromsignals in der Whole-Cell-Konfiguration, durch
die Zunahme der Kapazitat wund die Reduktion des
Zugangswiderstandes.
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11.4.3.1 trom- pannungskurven

Klemmt man die Zellen auf ein definiertes Membranpotential
(Voltage-Clamp-Modus , kann  man den  entsprechenden
Membranstrom, der durch die Zellen flieffit, kontinuierlich
aufzeichnen. Werden die Haltepotentiale variiert, &ndert sich auch
der Strom. Tragt man nun die einzelnen Stromwerte in Abhéngigkeit
vom Potential auf, erhilt man eine Strom-Spannungs-Kurve (I-V-
Kurve). Der Schnittpunkt dieser Kurve mit der Spannungsachse
(Abszisse) ergibt das sogenannte Umkehrpotential, die Spannung, bei
der kein Strom mehr flieBt. Abhéangig ist das Umkehrpotential von
der Ionenzusammensetzung auf beiden Seiten der Membran und den
aktivierten Leitfahigkeiten in der Zellmembran. Es erméoglicht daher
eine Aussage iiber die Art des beteiligten Kanals. Berechnen lasst
sich das Gleichgewichtspotential fiir jedes einzelne Ion iiber die
Nernst-Gleichung (s. Abb. II.12), wenn die Ionenkonzentrationen

sowohl intrazellular als auch extrazellular bekannt sind.

Zur Charakterisierung des nicht-selektiven Kationenkanals am
Darmepithel wurde ein Pulsprotokoll angewandt, welches ausgehend
von einem Haltepotential von —80 mV in +10 mV-Schritten bis auf
eine positive Spannung von +60 mV sprang. Diese Spannungspulse
von =70 mV, -60 mV, ... bis +60 mV dauerten jeweils 30 ms. Zwischen
den einzelnen Spannungsspriingen wurde jedesmal fiir eine Sekunde

wieder auf das Haltepotential geklemmt.

Fir die statistische Auswertung von Veridnderungen im
Membranstrom wurde der Einwartsstrom bei einem Haltepotential
von —80 mV gemessen und der Auswirtstrom am Ende eines
Spannungspulses, der die Zelle auf +60 mV depolarisierte. Zur

Kontrolle des Membranpotentials und fiir die Entlastung der Zelle
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wurde zwischen den einzelnen Strom-Spannungs-Kurven in den

Current-Clamp-Modus gewechselt.

11.4.4 erechnungen

I11.4.4.1 Delta- trom-Kurven

Delta-Strom(AI)-Kurven zeigen die nderung des Stromflusses
im Verlauf des Pulsprotokolls in Abhingigkeit von der perfundierten
Badlosung. Sie sind das Ergebnis der Subtraktion von Stromwerten,
ermittelt unter Kontrollbedingungen und den entsprechenden
Stromen aus Versuchsmessungen. Die berechneten Werte wurden als
AStrom-Spannungskurve in ein Diagramm aufgetragen und das
Umkehrpotential dieser Kurve war dann ein Hinweis auf den im

Versuch beeinflussten Kanaltyp.

11.4.4.2 leichge ichtspotential und ernst- leichung

An der Zellmembran liegt ein elektrochemischer Gradient fir
jedes vorhandene Ion an. Der Strom des entsprechenden Ions kommt
zum Stillstand, wenn sich elektrischer und chemischer Gradient im
Gleichgewicht befinden. In diesem Gleichgewichtszustand ist der
Nettostrom des jeweiligen Ions durch die Membran = ,0“ Ampere.
Dieses Gleichgewichtspotential ldasst sich fiir jedes Ion mit Hilfe der
Nernst-Gleichung (s. Abb. 1II.12) Dberechnen, wenn die

Ionenkonzentrationen auf beiden Seiten der Membran bekannt sind.
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Abb. I1.12

E = Gleichgewichtspotential (V)
R = Gaskonstante (8,3143 J-K-1.mol-1)
T = absolute Temperatur (K)
z = Ladung des betreffenden Ions
F = Faraday-Konstante (96478 C-mol-1-1)
a / i = Konzentration des Ions auf der Auflen- bzw.
Innenseite der Membran (mol-1-1)

In = natirlicher Logarithmus
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I1.5 Imaging-Technik

II. .1 rundlagen der intrazelluliren Ca2 -Messung mit dem

luoreszenz- arbstoff ura-2

II. 1.1 zitationsspektren und indungsverhalten von ura-2

Die intrazellulire Ca2+-Konzentration kann mittels des
Fluoreszenz-Indikator-Farbstoffs Fura-2 (s. Abb. II.13) gemessen
werden. Er bildet mit Calcium einen Chelat-Komplex, wobei das
Ca2+-Ion vom Chelat-Molekiil ,klauenartig® umschlossen wird
(griechisch: chele = Klaue). Dieses mehrfach geladene, grof3e Molekiil
ist nicht in der Lage, die intakte Zellmembran zu passieren. Fiir die
L<Aufladung” der Zelle wird die ungeladene, lipophile Form, der Fura-

2 Acetoxymethyl(AM)-Ester, verwandt.

Abb. I1.13
Fura-2 Acetoxymethyl(AM)- Ester
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Fura-2 AM diffundiert in die Zelle, ist jedoch nicht aktiv und kann
das Zielion nicht binden. Enzyme aus dem Zytosol, unspezifische
Esterasen, spalten die Ester-Bindungen. Als freie Sdure ist der
Farbstoff aktiviert und zur Ionenbindung fiahig. Der Vorteil dieser
sintrazellularen Konvertierung“ vom inaktiven zum aktiven Zustand
besteht in der Speicherung des aktiven Farbstoffs in der Zelle.
Aufgrund seiner Ladung ist es ihm nicht moglich aus dem
Zytoplasma zu entweichen. Ein Auswaschen des intrazellulir
vorhandenen Farbstoffs, durch Perfusion des Praparats wahrend des

Versuchs, ist somit nicht zu befiirchten.

Man unterscheidet bei den Ionen—Fluoreszenzfarbstoffen zwei
Kategorien, die ,Wavelength stable dyes“ und die ,Wavelength
shifting dyes®. Fura- 2 gehort zu den ,Wavelength shifting dyes“, die
mit Bindung an das Zielion Calcium ihre Exzitationswellenldngen
andern, so dass eine Differenzierung von freiem und gebundenem
Farbstoff wahrend der Messung vorgenommen werden kann. Fiir das
ungebundene Fura-2 liegt das Anregungsmaximum bei 360 nm
Wellenldnge, fiir den Ca2+/Fura-2-Komplex bei 340 nm. Der freie
Farbstoff wird jedoch nicht auf seinem Emissionsmaximum, sondern
bei 380 nm angeregt. Dort nimmt die Emission aufgrund der Ca2+-
Bindung ab, so dass das Verhiltnis (,Ratio“) des Fluoreszenzsignals
von der Anregung bei 340 nm-Wellenlédnge zur vergleichbaren
Anregung bei 380 nm (ungebundenes Fura-2) durch Bildung des
Ca2+/Fura-2-Komplexes, d.h. durch Steigerung der intrazellulidren
Ca2+-Konzentration,  zunimmt. Der  Schnittpunkt  beider
Anregungsspektren bei 360 nm wird als isoemissiver Punkt
bezeichnet (s. Abb. 11.14).
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39,8 uM Ca?*

Isoemissiver Punkt

Emmission bei 510 nm

I | |
250 340 380 450

Anregungswellenlange (nm)

Abb. 11.14

Fura-2-Exzitationsspektren bei verschiedenen Ca2+-Konzentrationen
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Abb. I1.15

Bindung von Fura-2 an Calcium in Abhingigkeit von der Ca2+-
Konzentration.
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In einer Bindungskurve kann man darstellen, wie sich der
Anteil des mit Fura-2 gebundenen Calciums zur freien CaZ2+-

Konzentration verdndert (s. Abb. I1.15). Ihr Verlauf ist sigmoidal.

Die Dissoziationskonstante (K)) ist der Wert, bei dem 50 % des
Indikatorfarbstoffes an das Zielion, hier Calcium, gebunden sind. Je
kleiner der Kp-Wert, desto groBer ist die Affinitat des Farbstoffes fiir
das Zielion. Fir Fura-2 liegt der Kp-Wert bei einer Ca2+-
Konzentration von 224 nmoll-l und die intrazellulare Ca2+-
Konzentration unter Ruhebedingungen bei etwa 100 nmol-1-1, in der
Grafik durch die graue Saule gekennzeichnet. Aufgrund des
sigmoidalen Bindungskurvenverlaufs zeigt der Farbstoff eine
ausreichende Kapazitat fiir die Erfassung einer intrazelluldren

Calcium- Konzentrationserh6hung.

Die Eigenschaft der maximalen Anregung bei unterschiedlicher
Wellenldange macht man sich durch die sogenannten
Verhiltnismessungen (Ratio measurements) zu nutze. Eine
Anregung bei 340 nm und 380 nm findet getrennt, mit einem
zeitlichen Abstand von wenigen ms, statt. Aus den so erfassten Daten
wird der uotient der Emission bei beiden Wellenldngen (340 nm/
380 nm) gebildet.

Diese Methode zeigt einige Vorteile:

Die Ca2+-Konzentrationsmessung ist unabhingig von der

absoluten intrazellularen Farbstoff-Konzentration.
Die Zell-Morphologie ist unbedeutend.

Fehlermoglichkeiten durch Farbverlust oder
Ausbleichvorginge, wihrend eines zeitlich léanger

gefassten Versuchs, werden minimiert.
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Diese Faktoren zeigen sowohl bei 340 nm als auch bei 380 nm
die gleichen Auswirkungen, fallen daher mit Bildung der Ratio nicht

ins Gewicht.

Allerdings muss bedacht werden, dass mittels dieser Messung
nur eine Verinderung des intrazelluldren Ca2+-Spiegels registriert
wird und keine exakte Ermittlung der Ca2+-Konzentration. Um von
der Ratio auf die Ionenkonzentration zu schliefen, muss eine

Kalibrierung vorausgehen.

53



Material und Methoden

II. .1.2 Kalibrierung des ystems und erechnung der intrazelluldren
Ca2 -Konzentration

Mittels mehrerer Losungen mit unterschiedlichen
Konzentrationen von freiem Calcium (von 0 pmol1-1 — 39,8 pmol-1-1;
s. Abb. II.16) wurde eine Eichkurve erstellt. Diese zeigt die
Fluoreszenzintensitit bei der Sattigungskonzentration von Fura-2 bis

zu einer Ionenkonzentration von ,Null“ .

freies Calcium

Emission bei 510 nm

Anregungswellenlange (nm)

Abb. I1.1

Fluoreszenzintensitit differierender Ca 2+-Konzentrationen.
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Die ermittelten Werte der Fluoreszenzintensitéat von gesattigter
Konzentration (Ryjgx) und Fura-2-Eichlosung ohne Calcium (Ryin)
wurden mit Hilfe der Grynkiewicz-Gleichung (Grynkiewicz et al.,
1985) zur Berechnung der intrazelluldren Ca2+-Konzentration

herangezogen.

Die Grynkiewicz-Gleichung lautet:

Cali=K B (R-Rmin)/ (Rmax-R)

Ca j = intrazelluldre Ca2+-Konzentration
Kp = Dissoziationskonstante = 224 nmol-1-1

B = Fluoreszenzsignal bei 340 nm bei 0 pmol-1-1 Calcium
dividiert durch das Fluoreszenzsignal bei 380 nm bei 39,8
umol-1-1 Calcium

R = Ratio

Rmin = Ratio bei 0 pmol-1-1 Calcium

Rmax = Ratio bei 39,8 umol-1-1 Calcium

Die bertragung der ermittelten Eichkurve auf intrazellulare
Messungen ist jedoch mit moglichen Fehlerquellen behaftet. Die
Eichmessung erfolgt in der Regel extrazellular. Zytoplasmatische
Faktoren, die zu einer Beeinflussung der Messung fiihren, werden
nicht beriicksichtigt. Derartige Faktoren, die die Eigenschaften des
Fura-2-Molekiils beeintréachtigen konnten, sind zum einen der pH-

Wert, aber auch intrazellulare Proteine, die den Farbstoff abfangen.
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Photomultiplier

Mikroskoplampe @ *
Durchlicht Infrarotfilter
. A A < 540nm
Rotfilter
Objekt ’___‘
Objekttisch ,ZAUJSe

505 nm <A <520 nm

Fluoreszenz:
A

A 340 Dichromatischer

&= - oo

380 A > 430 nm

nm
Xenon- [ Filter
Lampe

+ A >470 nm
Monochromator B —
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