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Einleitung

I Einleitung

1 Makroskopischer und mikroskopischer Aufbau des Kolons

Der Gastrointestinaltrakt nimmt in seiner Gesamtheit essentielle Aufgaben fir
den menschlichen und tierischen Organismus wahr. Unter anderem findet der
Grof3teil der Verdauung und Aufnahme der Nahrstoffe speziesspezifisch im
Magen und im Dinndarm statt. Die Hauptaufgabe des Dickdarms hingegen
liegt in der Resorption von Wasser und Elektrolyten. Ca. 90 % der aus dem
Dunndarm in den Dickdarm gelangten Flissigkeit werden hier resorbiert
(Cooke 1991). Demgegeniiber steht eine deutlich geringere Sekretion einer
plasmaisotonen, K*-, HCOj3'- und Muzin-haltigen Fliissigkeit.

Makroskopisch werden am Dickdarm Caecum, Kolon, Rectum,
Ampulla recti und der Analkanal unterschieden. Alle Abschnitte sind je nach
Spezies unterschiedlich entwickelt. Der fir den Menschen typische
Wurmfortsatz (Appendix vermiformis) zum Beispiel fehlt den so genannten
Haussaugern Hund, Katze, Pferd, Rind und Schwein. In den fir diese Arbeit
durchgefihrten Versuchen wurden Proben aus dem distalen Kolon der Ratte
entnommen.

In der mikroskopischen Betrachtung stellt sich die Dickdarmwand als
hautig-muskularer Schlauch dar. Von luminal nach serosal finden sich die
Tunica mucosa, die Tela submucosa, gefolgt von der Tunica muscularis, die
wiederum von der Tunica serosa bedeckt ist. Neuronale und vaskulare
Strukturen ziehen ungehindert durch alle Anteile (Ubersicht siehe: Christensen
1991).

Typisch fur die Schleimhaut (Tunica mucosa) des Dickdarmes ist, dass
Darmzotten ganzlich fehlen. Die innere Auskleidung der Wand ist somit glatt
und lediglich durchbrochen von sich in die Tiefe einstiulpenden Glandulae

intestinales (Lieberkiihn’sche Krypten). Diese liegen langgestreckt und dicht
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platziert in der Lamina propria mucosae. Proximal bestehen die Krypten aus
hochprismatischen Epithelzellen. Die Saumzellen der inneren Darmoberflache
(Enterocyten) besitzen einen dichten Birstensaum aus regelméaliigen
Mikrovilli. Je weiter man der Kolonachse nach distal folgt, desto héher ist der
Anteil der Becherzellen, die fur die Sekretion von Schleim verantwortlich sind.
Die Epithelzellen unterliegen einer standigen Erneuerung. Undifferenzierte
Zellen reifen auf ihrem Weg von der Kryptenbasis an die Oberflache und
ersetzen dort abgestol3ene Epithelzellen. Neben diesen beiden Zelltypen
existieren noch die enteroendokrinen Zellen. Sie sind denen des Dinndarmes
sehr @hnlich, kommen jedoch in kleinerer Anzahl vor. Sie sezernieren unter
anderem Somatostatin, Glucagon und Serotonin (Ubersicht siehe: Christensen
1991). SchlieRlich wird die gesamte Schleimhaut von der Lamina muscularis
mucosae umgeben (Konig & Liebig 1999).

Die sich anschlieBende Tela submucosa besteht vorrangig aus
lockerem Kollagenstroma und elastischen Fasern. Im Stroma sind
verschiedenste Zellen zu finden, wie zum Beispiel Fibroblasten und
Makrophagen. Aste der reichlich vorhandenen Arterien und Venen ziehen
sowohl in die Tunica mucosa als auch in die Lamina muscularis mucosae.
Auch nervose Strukturen sind zu finden, namlich die Ganglien des Plexus
submucosus (Meissner), die meist in zwei Schichten vorliegen. Sie sind Uber
fibrillare Bindel miteinander verbunden und entlassen Axone in die beiden
angrenzenden Wandabschnitte.

Die Tunica muscularis ist zweischichtig aufgebaut. Die
Muskelzellbundel der auReren Schicht verlaufen longitudinal zur Darmachse,
wéahrend die der inneren Schicht das Organ zirkular umziehen. Entsprechend
werden sie als Stratum longitudinale bzw. circulare bezeichnet. Beide
Schichten sind durch den intermuskuldren Raum voneinander abgegrenzt.

Dieser besteht nicht nur aus Bindegewebe, sondern auch aus nervalen



Einleitung

Anteilen, wie dem Plexus myentericus (Auerbach). Dieser setzt sich aus
grofRen Ganglien mit jeweils mehr als 100 Nervenzellen zusammen.

Der serbse Uberzug des Organs, das Mesothelium, besteht aus
squamdsen Epithelzellen und st durch lockeres Gewebe mit der
darunterliegenden Muskelschicht verbunden. Typisch flr den Bereich des
Kolons sind unter dem Mesothelium befindliche Fettzellaggregate (Ubersicht

siehe: Christensen 1991).

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Kolonwand.
LupenvergrofRerung (nach Sobotta & Becher 1972). L.= Lamina, Strat.= Stratum
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2 Elektrolyttransport am Kolon

Das Kolonepithel stellt ein typisches Elektrolyte-transportierendes Epithel dar.
GrofRe Mengen an Salzen und Wasser werden taglich von mucosal nach
serosal, aber auch vice versa verschoben. Besonders durch die enorme
Resorptionsleistung, beim Menschen taglich zwischen 1,3 - 1,8 Liter
Flissigkeit, stellt es einen wichtigen Garanten fir einen optimalen
Fliissigkeitshaushalt des Organismus dar (Ubersicht siehe: Kunzelmann &
Mall 2002). Dies wird vor allem dann deutlich, wenn die
Transportmechanismen krankheitsbedingt auf3er Kontrolle geraten. Nicht
selten kommt es zu einer forcierten Sekretion, deren Folge eine starke
Dehydratation sein kann, die vor allem im Sauglinsalter speziesibergreifend

lebensgefahrliche Ausmal3e annehmen kann.

2.1 Resorptionsmechanismen am Kolon

Die Hauptaufgabe des Kolons besteht in der Resorption von lonen, vor allem
Na®, K" und CI'. Die dazu benétigten Transportmechanismen werden in dem
folgenden Abschnitt beschrieben und sind in Abbildung 1.2 noch einmal bildlich
zusammengefasst.

Zur Aufnahme von Na® existieren sowohl elektroneutrale als auch
elektrogene  Transportmoéglichkeiten. Bei der Ratte dominiert der
elektroneutrale Transport fir Na'. Beim Menschen hingegen wurde
beobachtet, dass die Form des Transportes am jeweiligen Kolonabschnitt
unterschiedlich gewichtet ist. Wahrend im proximalen Abschnitt die Resorption
zum Grof3teil elektroneutral erfolgt, Uberwiegt im distalen Abschnitt der
elektrogene Transport.

Fur den elektroneutralen Transport von Natriumionen arbeiten ein
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apikaler Na'/H'-Austauscher und ein ebenfalls apikaler CI/HCO;-
Austauscher parallel. Dabei werden Na* und CI in die Zelle aufgenommen und
H* und HCOj3 sezerniert. Basolateral werden Na* und CI daraufhin tber die
Na'/K*-ATPase bzw. Chloridkanédle ausgeschleust (Diener et al. 1992;
Ubersicht siehe: Kunzelmann & Mall 2002; Ikuma et al. 2003). Der elektrogene
Transport erfolgt Uber apikal lokalisierte epitheliale Natriumkanéle (= ENaC).
ENaCs bestehen aus drei Untereinheiten (afy) und sind amiloridsensitive, fur
Na" hochselektive Kanile (Ubersicht siehe: Staub et al. 1997; Kunzelmann &
Mall 2002). Die aktive Kaliumresorption Uber einen ATP verbrauchenden
Transport wird durch zwei Typen der K'/H*-ATPase vermittelt. Zur
Unterscheidung der Typen wird ihre unterschiedliche Sensitivitdt auf Ouabain
und Omeprazol herangezogen. Das apikal aufgenommene Kalium gelangt
Uber basolaterale K*-Kanéle und iiber den elektroneutralen KCl-Kotransporter

KCC1 ins Blut (Ubersicht siehe: Kunzelmann & Mall 2002).

basolateral apikal

I Na*
ATP i N a+
K+

&

K* +
:?9: cr (o) ‘

H
o :@ = Kotransporter
- K HCO4 ,/// ﬁ = Austauscher
Na* = ATPase
- cr -l -cnec
< =lonenkanal

Abb. 1.2: Darstellung der wichtigsten Mechanismen zur Resorption von Natrium,
Kalium und Chlorid.
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2.2 Sekretionsmechanismen am Kolon

Wie die Resorption gehort auch die Sekretion zu den physiologischen
Aufgaben des Kolons. Dazu bringt eine basolaterale Na'/K*-ATPase
Kaliumionen im Austausch gegen Natriumionen in die Enterozyten. Die
Reduktion der intrazellularen Na*-Konzentration liefert die Antriebskraft fir
einen sekundar aktiven Transporter, den Na*/K*/2CI-Kotransporter (NKCC1,
Ubersicht siehe: Barrett & Keely 2000). Dadurch gelangen weitere
Kaliumionen sowie Chlorid in die Zelle (Haas & Forbush 2000). Zusatzlich
existieren basolateral lokalisierte Kaliumkanale, die das Recycling von K*
erlauben, die Zelle vor Depolarisierung schitzen und einen elektrischen
Gradienten fiir eine Chloridsekretion aufbauen (Ubersicht siehe: Barrett &
Keely 2000; Sangan et al. 2000). Chlorid akkumuliert in der Zelle tber sein
elektrochemisches Gleichgewicht hinaus und nach Offnung apikaler

Chloridkanale wird es in das Kolonlumen sezerniert.

basolateral apikal

CI

3 Na®
2 K*ZATPZ

CI

Na*

+ -
K % Cl @E = Kotransporter
CI
:! = ATPase
Cl .
—D» =Chloridkanal

Abb. I.3: Darstellung der wichtigsten Mechanismen zur Sekretion von Chlorid.
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Im Zuge eines Ladungsausgleichs folgt der Chloridsekretion ein
parazellularer  Ausstrom von Natriumionen. Der lumenwartige
Elektrolyttransport fuhrt schlie@lich zum Aufbau eines osmotischen
Gradienten. Dadurch angetrieben stromt Wasser in das Kolonlumen

(Ubersicht siehe: Barrett & Keely 2000).

2.3 Regulation der Sekretion am Kolon

Als extrazellulare Sekretagoga fungieren beispielsweise das Vasoaktive
Intestinale Peptid (VIP), Acetylcholin (ACh), Prostaglandine oder ATP (Binder
et al. 1991; Singh et al. 1995; Greger 2000). Auch die Dehnung der
Kolonwand hat die Sekretion von Chlorid zur Folge (Diener & Rummel 1990).
Pathophysiologische Bedeutung besitzen vor allem Enterotoxine wie das
Vibrio cholerea Toxin, hitzestabiles Escherichia coli Toxin und Clostridium
difficile Toxin (Ubersicht siehe: Barrett & Keely 2000; Greger 2000).

Einige dieser  Sekretagoga  binden als Liganden an
zelloberflachenassoziierte G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR), die mit
G-Proteinen interagieren. Zumeist handelt es sich bei den GPCR um
heptahelicale Rezeptoren, aber auch einige nicht-heptahelicale Rezeptoren
scheinen mit G-Proteinen zu kommunizieren (Landry et al. 2006). Die Bindung
eines Liganden an den GPCR aktiviert das G-Protein entweder Uber
Stabilisierung oder Konformationsanderung des Proteins. Bei Saugetieren sind
bislang 20 verschiedene G-Proteine bekannt, die jeweils eine spezifische a-
Untereinheit besitzen, welche an eine 3- und eine y-Untereinheit gebunden ist.
Im inaktiven heterotrimeren Zustand ist GDP an Ga gebunden. Nach
Aktivierung des G-Proteins wird GDP freigesetzt und durch GTP ersetzt.
Daraufhin dissoziiert a-GTP von dem Rezeptor, von G und von Gy. Sowohl

a-GTP als auch G und Gy aktivieren Effektorproteine (Malbon 2005; Landry
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et al. 2006). Dazu gehdren zum Beispiel die Phospholipase C, die zur
Erhdhung des intrazellularen Ca?*-Spiegels fiihrt, oder auch die
Adenylatcyclase, zustandig fur die Synthese von cAMP.

Anders verhalt es sich mit dem cyclischen Guanosinmonophosphat
(cGMP). Hier bindet der Ligand an einen Rezeptor mit enzymatischer Aktivitat,
in diesem Fall an eine Guanylatcyclase. Dadurch kommt es zur Synthese von
cGMP und das Signal wird ins Zellinnere tibermittelt (Lodish et al. 2001).

Ca?*, cAMP und cGMP agieren folglich als intrazellulére Botenstoffe,
die an der Zelloberflache registrierte Signale weiterleiten und daher als second

messenger bezeichnet werden.

2.3.1 cAMP und cGMP

Nach Stimulation der Adenylatcyclase durch ein G-Protein kommt es zur
Bildung von cAMP aus ATP. Ein Wirkungsort fir cAMP in Enterozyten ist der
CFTR (= Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator), der als
Chloridkanal in der apikalen Membran fungiert, und damit die Aktivierung der
Sekretion von Chlorid. Gleichzeitig erfolgt die Offnung basolateraler K*-Kanale
des Typs K,LQT,;, wodurch die elektrische Austriebskraft fir den
Chloridausstrom erhoht wird (Ubersicht siehe: Greger 2000). Uber den cAMP-
Weg werden aufRerdem der Na*/H*- Austauscher direkt und der ENaC indirekt
gehemmt (Binder et al. 1991; Mall et al. 1999).

Das cGMP ahmt in Enterocyten die Wirkung von cAMP nach. Die
genauen Signalwege sind allerdings noch nicht bekannt. Vermutet wird, dass
cGMP Uber die cGMP regulierte Proteinkinase Il (PKG Il) den CFTR aktiviert.
AulRerdem scheint cGMP eine Phosphodiesterase zu hemmen und dadurch
einen Anstieg des cAMP-Spiegels zu bewirken (Ubersicht siehe: Markert et al.

1995; Greger 2000).
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2.3.2 PLC-IP;-Ca**-Signalweg

Durch Bindung des Muscarin- und Nikotin-Agonisten Carbachol, eines stabilen
Acetylcholinderivats, an einen GPCR kommt es zur Aktivierung der oben
beschriebenen Signalweiterleitung, die schlieBlich in der Aktivierung der
Phospholipase C miindet, wodurch der PLC-IPs-Ca?*-Signalweg angestofRen
wird (Fischer et al. 1992; Frings et al. 1999). Hierbei nimmt das Enzym
Phospholipase C den Platz des Effektors ein. Bei den Saugetieren sind
bislang drei Hauptgruppen der Phospholipase C (PLCR, PLCy, PLCJ)
bekannt, von denen jeweils mehrere Isoformen existieren. Aul3erdem wurden
eine Vielzahl von Spleil3varianten beschrieben. Die PLC spaltet Inositol-
Phospholipide (PI, PIP, PIP,, PIP3) in Diacylglycerol (DAG) und Inositol-
Phosphate, wie zum Beispiel Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP3) (Dennis et al.
1991; Ubersicht siehe: Rebecchi & Pentyala 2000).

Vermittelt tber Inositol-1,4,5-trisphosphatrezeptoren (IP3R) setzt IP;
Ca®* aus intrazellularen Speichern frei und filhrt dadurch zu einer
Anreicherung von Ca?" im Zytoplasma. Es kommt zur Aktivierung der
basolateralen und apikalen Kaliumkandle und somit zu einer starken
Kaliumsekretion (Schultheiss & Diener 1997; Schultheiss et al. 2003). Bedingt
durch diesen Kaliumefflux néhert sich das Membranpotenzial dem Kalium-
Gleichgewichtspotenzial an, woraus eine Hyperpolarisation der Zellmembran
resultiert. Die Potenzialanderung erhoht wiederum die Austriebskraft flir den
Chloridausstrom tber Chloridkanéle und Chlorid wird in das Kolonlumen
sezerniert (siehe Abb. 1.4, Bbhme et al. 1991, Strabel & Diener 1995; Bleich et
al. 1996; Hartzell et al. 2005).
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Abb. I.4: Calcium-vermittelte Chloridsekretion nach muscarinerger Stimulation.

Nach der Stimulation durch Acetylcholin (ACh) wird die IP;-Signalkaskade angestof3en.
Daraufhin wird Calcium aus dem Endoplasmatischen Retikulum freigesetzt und die
cytosolische Calciumkonzentration erhéht. Ein basolateraler nicht-selektiver Kationenkanal in
der Plasmamembran 6ffnet sich. Das Calcium aktiviert basolateral gelegene Kaliumkanéle,
wodurch es zum Kaliumausstrom und zur Hyperpolarisation der Zelle kommt. Dadurch steigt
die Antriebskraft fir den Chloridausstrom (ber spontan offene apikale Chloridkanale.
Zusatzlich aktiviert das Calcium direkt einen apikalen calciumabh&angigen Chloridkanal.

DAG aktiviert die Proteinkinase C (PKC). Die Proteinkinasen sind an
der Auslésung einer Vielzahl zellularer Mechanismen beteiligt. Dazu gehoren
vor allem die Aktivierung von Kanélen, lonenpumpen und Rezeptoren. Die
bisher identifizierten Isoformen der PKC werden in drei Gruppen eingeteilt, die
klassischen oder konventionellen PKC (cPKC), die neuen PKC (nPKC) und
die atypischen PKC (aPKC). Davon ist lediglich die klassische cPKC direkt
Calcium-abhangig (Wilkinson & Hallam 1994; Nishizuka 1995).



Einleitung 1

2.3.3 Der Calcium/Calmodulin-Weg

Calmodulin (CaM) ist einer der wichtigsten Sensoren fir Anderungen der
intrazellularen Calciumkonzentration und deren Ubersetzung in biochemische
Signale (Choi & Cooke 1992). Es handelt sich dabei um ein 19 kDa grol3es,
ubiquitar im Organismus vorkommendes Protein. Pro mol Calmodulin kénnen
vier mol Calcium gebunden werden, wobei zuerst die beiden Bindungsstellen
am Carboxylterminus und anschlie3end, mit geringerer Affinitat, die zwei
Bindungsstellen am Aminoterminus des Proteins besetzt werden.

Die Bindung von Calcium bewirkt eine Konformations&dnderung von
Calmodulin. Der resultierende Ca?*/Calmodulin-Komplex l6st verschiedene
Ca?*-abhangige zellulare Mechanismen aus und aktiviert Ca?*/CaM-abh&ngige
Enzyme. Zu diesen Enzymen gehdren unter anderem die Calmodulinkinasen
(CaMK). Die CaMK werden in zwei Gruppen unterschieden. So gibt es die
streng substratspezifischen CaMKs, wie zum Beispiel die Myosin light chain
kinase, die Phosphorylasekinase und die CaMK lll. Die zweite Gruppe besteht
aus den multifunktionalen CaMK, die ein wesentlich breiteres Spektrum an
Substraten bedienen und somit bei sehr vielen physiologischen Prozessen
beteiligt sind (Ishida et al. 2003). Zu dieser letzten Gruppe gehért auch die
CaMK I, die bei Epithelien der Atemwege, an T-Lymphocyten, humanen
Makrophagen und bei der humanen Kolon Tumor-Zelllinie T84 an der
Regulation von calciumaktivierten Chloridkanéalen (CaCC) beteiligt ist (Hartzell

et al. 2005).
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2.4 Chloridkanale am Kolon

Die Sekretion von Chlorid erfolgt am Kolon grof3tenteils Uber cAMP aktivierte
CFTR Chloridkanale (Jentsch et al. 2002). Den ebenfalls exprimierten
calciumaktivierten Chloridkandlen (ClCa) wurde bislang keine grol3e

Bedeutung zugeschrieben.

241 CFTR

Der CFTR, ein aus einer Peptidkette von 1480 Aminosduren (= AS)
bestehendes membranintegriertes Protein, gehort zur Gruppe der ,traffic
ATPases“, auch ABC-Transporter genannt. Nach der derzeit weitgehend
akzeptierten Topologie besitzt der CFTR zwei transmembranédre Domanen,
die jeweils aus sechs Membranhelices und einer nuclear binding domain
(= NBD) zur Bindung von ATP bestehen. Die transmembrandren Domanen
sind Uber eine regulierende R-Doméane miteinander gekoppelt. Innerhalb der
ABC-Transporterfamilie stellt diese R-Doméne eine einzigartige Struktur dar.
Sie beinhaltet multiple PKA-Phosphorylierungsstellen, von denen allerdings
nur sechs in vivo Verwendung finden. Der Grad der Phosphorylierung der R-
Domane bestimmt die Affinitat der NBDs fir ATP. Somit ist sie Voraussetzung
zur Offnung der Kanalpore. Im geschlossenen Zustand haben die NBDs kein
ATP gebunden. Nach der Bindung von ATP an beide NBDs kommt es zur
Hydrolyse des ATPs an der NBD 1 und der Kanal 6ffnet sich. Sobald das an
die NBD 2 gebundene ATP ebenfalls hydrolysiert und ADP von einer oder
beiden NBDs freigesetzt wurde, schlief3t sich der Kanal wieder.

Die gebildete Pore hat an ihrer engsten Stelle einen Durchmesser von
ca. 5,3 - 6 A und wird von groRen intra- und extrazelluléaren Vestibuli flankiert.
Die Einzelkanalleitfahigkeit (single channel conductance) des CFTR liegt
zwischen 6 - 10 pS (Ubersicht siehe: Barrett & Keely 2000; Nilius &
Droogmans 2003).
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Abb. 1.5: Derzeit akzeptierte Topologie des CFTR.

Das Protein besitzt zwei transmembranare Domanen, die aus zwolf Membranhelices
bestehen und die Kanalpore bilden. Zwei nuclear binding domains verbinden die
transmembrandaren Domdanen mit der regulierende Domane und hydrolysieren ATP
(modifiziert nach Barrett & Keely 2000).

2.4.2 CaCC - calciumaktivierte Chloridkanale

In den letzten 25 Jahren konnten calciumaktivierte Chloridkanéale (CaCCs)
bereits in vielen Zelltypen nachgewiesen werden. Eine wichtige Rolle spielen
sie zum Beispiel bei Geschmacksrezeptoren von Amphibien und Saugetieren,
in Neuronen, Myocyten des Herzens, Zellen der Niere sowie in Endothelzellen
(Ubersicht siehe: Hartzell et al. 2005).

In sekretorischen Epithelien des Intestinaltraktes jedoch blieb das
Hauptaugenmerk lange Zeit fast ausschlie3lich auf den CFTR ausgerichtet.
Vor einigen Jahren kam es zu einer interessanten Entdeckung. Bei einem
Defekt des CFTR kommt es zur Hyperresorption von Natrium und Chlorid.
Dies fuhrt vor allem im Respirations- und Gastrointestinaltrakt zu einer
verminderten Viskositdt von Schleim, wodurch es beim Menschen zu
schweren gesundheitlichen Beeintrachtigungen kommt (Pilewski & Frizzell
1999).
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Bei Experimenten mit CFTR -/- Knockout-Mausen stellte man jedoch
fest, dass diese nur eine leichte Symptomatik in den Atemwegen entwickelten.
Eingehende Untersuchen zeigten, dass der Chloridtransport durch
calciumaktivierte Chloridkanéle kompensiert wurde (Fuller & Benos 2000). Im
Jahr 1991 konnte schlie3lich ein 38 kDa grofR3er Chloridkanal aus bovinem
Trachealepithel geklont werden, der sich als direkt calciumaktivierter
Chloridkanal darstellte (Ran & Benos 1991).

Trotz intensiver Forschung ist man sich uber viele Eigenschaften der
CaCCs bis heute noch im Unklaren. Bislang werden CaCCs als
Anionenkanale mit gering ausgepragter Anionenselektivitat gehandelt. Allen
CaCCs gemein ist ihre Aktivierung (ber cytosolisches Ca*"; ihre molekulare
Identitat konnte jedoch noch nicht eindeutig geklart werden.

Als mégliche Kandidaten gelten die CICas. 1992 gelang erstmalig das
Klonen von ClCa cDNA aus bovinem Trachealgewebe (Ran & Benos 1992).
Nach dem derzeitig postulierten Modell handelt es sich bei den CICas um 125
kDa groRR3e ,Vorstufen-Proteine“ mit funf transmembrandren Doménen.
Intrazellular befindet sich ein Carboxylterminus (COOH), ein Aminoterminus
(NH,) extrazellular. Diese Proteine spalten sich dann in ein 90 kDa NH,-
Fragment und ein 38 kDa COOH-Fragment auf. Erstes beinhaltet die
Domaénen eins bis drei, das zweite die verbleibenden Doménen vier und funf.

Unklar ist allerdings noch immer, welcher Teil dieses Proteins fir die
Kanaleigenschaften verantwortlich ist. Auch gestaltet es sich in einigen
Gewebetypen schwierig, gemessene calciumaktivierte Chloridstrome in
Verbindung mit der Expression von ClCas zu bringen. So gelang es zum
Beispiel einen typischen CaCC-Strom in Ehrlich-Tumor-Ascites Zellen der
Maus nachzuweisen. Mit dem mausspezifischen Primer fir mCICal-3 konnten
jedoch keine entsprechende Fragmente mittels PCR amplifiziert werden.

Kontrovers diskutiert wird auRerdem die Mdglichkeit, dass es sich bei
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ClICas gar nicht um lonenkanale handelt, sondern vielmehr um regulierende
Proteine, die Chloridkanéle beeinflussen. Mit dem Nachweis des ClCa-Typs
hClCa3 kam zusatzlich die Idee auf, dass die CICas Funktionen besitzen, die
in keinem Zusammenhang mit Kanaleigenschaften stehen, da der hCICa3
nicht in der Lage ist, lonen transmembranéar zu transportieren. Weiterhin ist
bekannt, dass der mCICa3 die Schleimproduktion im Intestinum und in der
Lunge fordert (Ubersicht siehe: Eggermont 2004).

Die funktionelle Bedeutung der Ca®*-abhingigen CI° Kanile an
respiratorischen Epithelien ist mittlerweile allgemein anerkannt (Anderson &
Welsh 1991; Nilius et al. 1997). Ihre Relevanz an sekretorischen Epithelien
des Intestinaltraktes hingegen wird immer noch verneint, obwohl
zwischenzeitlich der Nachweis eines CaCCs am Kolon der Ratte gelang
(Schultheiss et al. 2005). Dazu tragt zum einen bei, dass CFTR -/- Knockout-
Mause weiterhin an schweren gastrointestinalen Stérungen leiden. Zum
anderen blieben Versuche, eine calciumaktivierte Chloridleitfahigkeit an
humanem Gewebe aus Kolon und Rektum nachzuweisen, bislang erfolglos
(Ubersicht siehe: Kunzelmann & Mall 2002). Auch an isolierten Krypten aus
dem Kolon von Ratten entwickelte sich eine entsprechende Leitfahigkeit nur
nach Vorbehandlung mit Karzinogenen. An intakten Kolonepithelien unter
Standardbedingungen war sie jedoch nicht messbar (Bbhme et al. 1991),
sondern lie3 sich nur nachweisen, wenn die dominante Wirkung eines
Anstiegs der cytoplasmatischen Ca?*-Konzentration auf K*-Kanéle unterdriickt

wurde (Schultheiss et al. 2005).
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3 Eigene Fragestellung

Wie im vorangegangenen Kapitel erlautert, nehmen CaCCs in vielen Zelltypen
eine wichtige Rolle im Chloridtransport ein. Besondere Bedeutung haben sie
zum Beispiel im Epithel der Atemwege im Zusammenhang mit dem
Krankheitsbild der Cystischen Fibrose.

Die Existenz von CaCCs im Kolonepithel wurde lange kontrovers
diskutiert. Durch den funktionellen Nachweis eines CaCC am Kolonepithel der
Ratte (Schultheiss et al. 2005) kamen beziiglich der Bedeutung des CaCC fur

den Elektrolyttransport im Kolonepithel der Ratte folgende Fragen auf:

> Wie stark ist die Anderung der intrazellularen Chloridkonzentration

nach Aktivierung des CaCC?

» Ist die Antwort abhangig vom Differenzierungsgrad der Zellen ?

» Wie erfolgt die Signaltransduktion zur Aktivierung des CaCC ?
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[l Material und Methoden

1 Versuchstiere

Bei samtlichen Versuchstieren handelte es sich um Wistar-Ratten des Instituts
fur Veterinar-Physiologie der Justus-Liebig-Universitdt Giel3en. Die Tiere
wurden in einem klimatisierten Raum mit einem 12-Stunden-hell-12-Stunden-
dunkel-Regime gehalten. Futter und Wasser standen standig ad libitum zur
Verfligung.

Fur die Imagingversuche wurden weibliche Ratten im Alter von flnf bis
sechs Wochen und mit einem Gewicht von 120 bis 150 g verwendet. Die
Ussingkammerversuche wurden mit Ratten mit einer Kérpermasse von 150 bis

380 g durchgefuhrt (Schultheiss et al. 2002).

2 Verwendete Losungen

2.1 LoOsungen fur die Kryptenisolation

2.1.1 Bicarbonat-gepufferte Parsons-Losung

Die Lésung (Parsons & Paterson 1965) enthielt in mmol-I"*: NaCl 107; KCI 4,5;
NaHCO; 25; Na,HPO,4 0,2; CaCl, 1,25; MgSO, 1 und Glucose 12,2. Die
Losung wurde mit Carbogen (95 % Sauerstoff, 5 % Kohlendioxid; Vol/Vol)
begast und das pH mit NaHCO3/HCI auf 7,4 titriert.

2.1.2 Isolationslésung

Die Isolationsldsung fiir die Krypten bestand aus (in mmol-I*): NaCl 107; KCI
4,5; NaHCO; 25; Na,HPO4 1,8; NaH,PO, 0,2; Glucose 12,2; Ethylendiamin-
N,N,N',N'-tetraessigsaure (EDTA) 10 und 1 g-I" bovines Serumalbumin (BSA).
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Der pH-Wert wurde unter Carbogenbegasung mittels Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan (TRIS) und HCI auf 7,4 eingestellt. Um den Isolationsprozess zu
beschleunigen und eine grofRere Zahl vollstandig intakter Krypten zu erhalten,

wurde die Temperatur dieser Losung bei 40° C gehalten.

2.1.3 Auffang-Tyrode

Aufgefangen wurden die isolierten Krypten in einer kaliumreichen,
chloridarmen Tyrode-Losung (Béhme et al. 1991; Diener et al. 1991), im
Folgenden Auffangtyrode genannt. Diese enthielt (in mmol-I"): Kaliumgluconat
(KGluc) 100; KCI 30; N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N'-2-ethanolsulfonsaure
(HEPES) 10; NaCl 20; MgCl, 1; CaCl, 1,25; Glucose 12,2; Natriumpyruvat 5
sowie 1 g-I' BSA. Die Einstellung des pH-Wertes auf 7,4 erfolgte mit
KOH/HCI.

2.2 Losungen fur die Imagingversuche

2.2.1 DiH-MEQ-L6sung

Es wurde eine ca. 20 umol-I"* Lésung von Di-Hydro-6-methoxy-N-ethylchinolin-
jodid (DiH-MEQ) in Dimethylsulfoxid (DMSO) hergestellt. Zur Aufladung der
Krypten mit dieser membrangangigen Vorstufe des halidsensitiven Farbstoffs
MEQ (6-Methoxy-N-ethylchinolin Jodid) wurde davon eine 400 umol-I"* Lésung

in Auffang-Tyrode angesetzt.

2.2.2 NaCl-Lésung

Die Versuche wurden alle mit einer 140 mmol-I* NaCl-Tyrode begonnen.
Diese enthielt (in mmoI~I'1): NaCl 140; KCI 5,4; HEPES 10; Glucose 12,2;
CaCl, 1,25; MgCl, 1. Der pH-Wert wurde mit NaOH/HCI auf 7,4 eingestellt.
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2.2.3 KCI-Losung

Bei allen Versuchen wurde anschlieBend in eine 140 mmol-I* KCI-Lésung
gewechselt, um die Zellmembran zu depolarisieren. Diese Ldsung enthielt
(in mmol-I'™"): KCI 140; HEPES 10; Glucose 12,2; CaCl, 1,25; MgCl, 1. Der pH-
Wert wurde mit KOH/HCI auf 7,4 eingestellt.

2.2.4 KGluc-L6sung

Um den Efflux der Chloridionen zu fordern, wurde daraufhin KCI| aquimolar
durch KGluc ersetzt. Die Lésung enthielt demnach (in mmol-I'): KGluc 140;
HEPES 10; Glucose 12,2; CaCl, 1,25; MgCl, 1. Der pH-Wert wurde mit
KOH/HCI auf 7,4 eingestellt.

2.2.5 Eichlésungen

Am Ende jedes Versuches wurde die Fluoreszenzintensitat des halidsensitiven
Farbstoffs MEQ kalibriert. Dazu wurden folgende Lésungen verwendet:

- 140 mmol- 1" KGluc-Lésung mit 10 pmol-I* Tributylzinnchlorid (TBT;
dieses lonophor vermittelt einen CI'-OH™-Austausch, siehe Kapitel 5.4)
und 5 pmolI* Nigericin (diese lonophore vermittelt einen K*-H*-
Austausch, siehe Kapitel 5.4) zur Bestimmung der maximalen
Fluoreszenz des MEQ.

- 39 mmol-I"t KCI/KGluc-Mischlésung bestehend aus der 140 mmol-I*
KGluc-Lésung und der oben genannten 140 mmol-I* KCI-Lésung in
einem Mischungsverhéltnis von 3 : 1.

- 140 mmol-I KSCN-Lésung. Enthalten waren (in mmol-I"): KSCN 140;
HEPES 10; Glucose 12,2; CaCl, 1,25; MgCl, 1. Der pH-Wert wurde mit
KOH/HCI auf 7,4 eingestellt. Die Lésung enthielt 5 pmol-I™* Valinomycin

(wirkt als K*-lonophore, siehe Kapitel 5.4).
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2.3 Losungen fur die Immunhistochemie

2.3.1 Gelatinelésung zur Objekttragerbeschichtung

5 g-I'* Gelatine (300 bloom, bloom = Indikator fiir die Festigkeit der erkalteten
Form der Gelatine) wurden in Aqua dest. gelost und erhitzt. Es folgte die
Zugabe von 0,5 g-I* Chromkaliumsulfat bei 54° C. Die Lésung wurde dann auf
61° C erhitzt.

2.3.2 Gelatinelésung zur Gewebeeinbettung

100 g-I"* Haushaltsgelatine wurde in Aqua dest. geldst und auf 37° C erhitzt.

Anschlie3end erfolgte eine Filterung durch einen Papierfilter.

2.3.3 Phosphatpuffer (= PB)

Eine 0,2 molI* NaH,PO,-Stammlésung und eine 0,2 molI* Na,HPO,—
Stamml6sung wurden hergestellt. Davon wurde ein Volumenanteil NaH,PO4-
Stammldsung mit vier Volumenanteilen Na,HPO,—~Stammldsung gemischt. Um
eine 0,1 mol-I* Lésung zu erhalten, wurde diese Mischldsung mit finf
Volumenanteilen Aqua dest. aufgefillt. Die Einstellung des pH-Wertes auf 7,4

erfolgte mit NaOH/HCI.

2.3.4 Phosphat-gepufferte NaCl-Losung

Die Zusammensetzung dieses Puffers (= PBS, phosphate-buffered saline)
bestand aus (in mmol-I"): NaCl 120; KCI 2,7: Phosphatpuffer 10. Mit
NaOH/HCI wurde der pH auf 7,4 eingestellt.
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2.3.5 Blockinglésung

In dem oben genannten 0,1 mol-I* Phosphatpuffer wurden 20 g-I* BSA,
100 ml-I'* normales Ziegenserum (normal goat serum = NGS), sowie 5 ml-I™*

Triton-X-100 gelost.
2.3.6 Primarantikorperlésung
In dem 0,1 mol-I"* Phosphatpuffer wurden 10 g-I'* BSA, 10 ml-I* NGS, 5 ml-I*

Triton-X-100 und 5 g-I"* Magermilchpulver geldst.

2.3.7 Sekundéarantikdrperlésung

In dem 0,1 mol-I"* Phosphatpuffer wurden 10 g-I* BSA, 5 ml-I'* Triton-X-100

und 5 g-I" Magermilchpulver gelést.

2.3.8 DAPI (= 4’,6-Diamidino-2-phenylindol Dilactat)-Losung

Zur Markierung von Zellkernen wurde DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylindol
Dilactat) eingesetzt. 10 mg DAPI geldst in 2 ml Aqua dest. ergaben eine
10,9 mmol-I* Stammlésung. Davon wurde die 300 nmol-I"* Gebrauchslésung
hergestellt, indem 6,8 ul DAPI-Stammlosung mit 250 ml PBS gemischt

wurden.
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2.4 Losungen fur die Ussingkammer-Messungen

Zu Beginn der Versuche befand sich sowohl auf der mukosalen als auch auf
der serosalen Gewebeseite die bereits unter Punkt 2.1.1 beschriebene
HCOj-gepufferte Parsons-L6sung. Alle folgenden Losungen wurden mit KOH

und HCI unter Carbogenbegasung auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt.

2.4.1 KCI-Losung

Nachfolgend wurde auf der serosalen Seite dieser Parsons-Puffer durch eine
kaliumreiche 111.5 mmolI* KCI Parsons-Lésung ersetzt und somit die
basolaterale Membran depolarisiert. Sie beinhaltete (in mmol-I"): KCI 111,5;
NaHCO; 25; Na,HPO, 1,8; NaH,PO, 0,2; Glucose 12,2; Calciumgluconat 5,75
und MgSO, 1,0.

2.4.2 KGluc-L6sung

Schliel3lich folgte mucosal der Wechsel in eine 107 mmol-I* KGluc—-L6sung,
wodurch ein Chlorid-Gradient von mucosal nach serosal angelegt wurde. Die
107 mmol-I* KGluc-Lésung enthielt (in mmol-I'"): KGluc 107; NaHCO; 25;
Na,HPO, 1,8; NaH,PO, 0,2; KCI, 4,5; Glucose 12,2; Calciumgluconat 5,75;
und MgS04 1,0.
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3 Substanzen

Alle eingesetzten Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von

der Firma Sigma, Taufkirchen, Deutschland, bezogen. Von anderen

Herstellern stammten folgende Chemikalien:

BSA Fraktion V
(lyophil)

Citifluor

Chrom(ll)-Kaliumsulfat-Dodecahydrat

DAPI
(4’,6-Diamidino-2-phenylindol Dilactat)

Glibenclamid

(1-{4-[2-(5-Chlor-2-methoxy-benzamido-)-

ethyl]-phenyl-sulfonyl}-3-cyclohexyl-
harnstoff)

G0 6983
(2-[1-(3-dimethylpropyl)-5- methoxy-
indol-3-yl]-3-(1H-indol-3-yl) maleimid)

Haushaltsgelatine
Jasplakinolide

L-NAME
(Nitro-L-Arginin Methylester)

Magermilchpulver

MEQ
(6-methoxy-N-ethylchinolinin Chlorid)

Nitroprussid

Normal Goat Serum

OAG

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Plano, Wetzlar, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Boehringer Mannheim, Mannheim,

Deutschland

Calbiochem, Bad Soden,

Deutschland

RUF, Quakenbrick, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Tokris Cookson, Bristol, England

Sucofin, TSI GmbH&Co, Zeven,
Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Calbiochem, Bad Soden,
Deutschland

Jackson Immunoresearch, West
Grove, USA

Calbiochem, Bad Soden,
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(Oleolyl-2-acetyl-sn-glycerol)

Poly-L-Lysin
(Molekulargewicht:> 300 kD)

SITS
(4-Acetamido-4'-isothiocyanato-
stilben-2,2'-disulfonséure Natriumsalz)

Tissue Tec

U-73122
(1-[6(171-3-methoxyestra-1,3,5(10)- trien-
17-yl)amino)hexyl]-1H-pyrrol- 2,5-dion)

Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland

Calbiochem, Bad Soden,

Deutschland

O.C.T. Compound, Miles, Elkhart,
USA
Calbiochem, Bad Soden,

Deutschland
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4  Die Gewebepraparation
4.1 Die Praparation der Darmschleimhaut

Die Ratten wurden mittels Genickschlag betdubt und anschlieBend durch
Entbluten getotet (Totung der Tiere zur Organentnahme genehmigt durch das
Regierungsprasidium Giel3en). Die Eroffnung des Abdomens erfolgte entlang
der Linea alba, zwei Entlastungsschnitte entlang des Rippenbogens
erleichterten den Zugang zur Bauchhothle. Das Kolon wurde an seinem
distalen Ende proximal des Lymphknotens, der den Ubergang zum Rektum
markiert (Lindstrom et al. 1979), mit einer Schere abgesetzt. Nach stumpfer
Praparation zur Ablésung vom Mesenterium wurde das Kolon proximal am
Ubergang zum Caecum abgeschnitten und sofort in eisgekiihlte, Carbogen-
begaste Parsons-L6sung (Parsons & Paterson 1965) gelegt.

Das Darmlumen wurde mit der eisgekihlten Parsons-Losung gespilt
und gereinigt. Daraufhin wurde der Darmschlauch auf einen dinnen
Kunststoffstab mit einem Durchmesser von 5 mm gezogen. Zur Isolation von
Krypten wurden anschlieRend Tunica serosa und Tunica muscularis stumpf
von distal nach proximal abprapariert, um ein Mukosa-Submukosa-Praparat zu
erhalten. Diese Vorgang wird im folgenden als Strippen bezeichnet. Es lagen
danach nur noch folgende Zellschichten von serosal nach mukosal vor:
Lamina muscularis mucosae, Lamina propriae mucosae und Lamina
epithelialis.

Fur die Ussingkammer-Versuche wurden von distal ausgehend zwei
ca. 3 cm lange Sticke ungestrippten Kolons abgetrennt und im

Mesenterialansatz in Langsrichtung aufgeschnitten.
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4.2 Die Praparation isolierter Krypten

Die Krypten wurden nur aus dem distalen Bereich des Kolons isoliert. Dieser
ist leicht daran zu erkennen, dass er keine Querstreifung der Schleimhaut
aufweist, wie dies im proximalen Kolon der Fall ist (Lindstrom et al. 1979).
Zuerst wurde das Gewebe wie in Kapitel 11.4.1 beschrieben prapariert. Zur
Isolierung der Krypten wurde dann von dem Mukosa-Submukosa-Praparat ein
etwa 1,5 auf 3 cm grof3es Stiick mittels Cyanacrylatkleber auf einen mit einer
ovalen Aussparung versehenen Plexiglashalter fixiert (Schultheiss et al. 2002).
Je nach Alter und Gewicht der Tiere erfolgte nun die sechs- bis acht-minitige
Inkubation des Gewebes in einer Ca**-freien EDTA-haltigen Isolationslésung
bei 40° C unter Carbogenbegasung. Anschlie3end wurde der Plexiglashalter
in einen Vibromischer (Chemap, Volketswil, Schweiz) gespannt; durch die
entstehende Vibration wurden die Krypten in die Auffangtyrode geschdittelt. Mit
Hilfe einer Mikropipette wurden 30 ul der Kryptensuspension unter optischer
Kontrolle entnommen und auf runde, mit Poly-L-Lysin beschichtete
Deckglaschen aufgebracht. Die 30 ul Kryptensuspension wurde mit

Auffangtyrode auf 100 ul aufgefillt.

Abb. I1.1: Einzelne Krypte, isoliert aus dem Kolon einer Ratte.
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5 Die Ilmaging-Technik
5.1 Der halogenidsensitive Farbstoff MEQ

Anderungen intrazellularer lonenkonzentrationen lassen sich mittels
Fluoreszenzfarbstoffen, die flr das jeweilige lon spezifisch sind, messen.

Als Indikatoren fur Chlorid wurden verschiedenste Chinoline
untersucht. Alle Farbstoffe dieser Gruppe verfigen Uber ein positives, am
Chinolin gebundenes Stickstoffatom, welches essentiell fir die Bindung der
Halogenide ist, jedoch die Passage durch die Zellwand verhindert. Typisch ist
aullerdem, dass ihre Fluoreszenz durch Kollision mit Halogeniden
abgeschwacht (,gequencht®) wird (Chao et al. 1989; Biwersi & Verkman 1991).

Bisher fanden aus der Gruppe der Chinoline vor allem die
Indikatorfarbstoffe SPQ (6-Methoxy-N-(3-sulfoporpyl)chinolin) und MQAE (6-
Ethoxycarbonylmethyl-6-methoxychinolin Bromid) Einsatz. Um Zellen mit
diesen Farbstoffen aufzuladen, wurden invasive Verfahren verwendet, wie
zum Beispiel die Mikroinjektion oder der hypoosmolare Schock. Nachtell
dieser Methoden ist jedoch, dass sie Artefakte durch Zellschadigungen
provozieren. Auch ist es schwierig, auf diese Weise kleine Zellen oder Zellen
im Zellverband aufzuladen.

1991 stellten Biwersi und Verkmann einen neuen Chlorid-sensitiven
Farbstoff vor, das MEQ (6-Methoxy-N-ethylchinolin Chlorid, Abb. 11.2). MEQ
besitzt in etwa die gleichen Fluoreszenzeigenschaften wie SPQ und MQAE.
Entscheidender Vorteil ist jedoch die Mdglichkeit, eine unpolare Form, DiH-
MEQ, synthetisieren zu konnen, die passiv durch die Zellmembran
diffundieren kann. DiH-MEQ selbst ist nicht Chlorid-sensitiv, wird aber
intrazellular schnell reoxidiert und somit wieder in die positiv geladene Form,

MEQ, umgewandelt.
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In Versuchsreihen ermittelten Biwersi und Verkman Umsetzungsraten
von 0,9 %-min™ in zellfreiem Medium bei Raumluft und von 2,0 % min™* nach
Zugabe eines Muskelzell-Homogenats. Die effektivere Umsetzung von DiH-
MEQ zu MEQ in Zellen erklart sich im Vorhandensein verschiedenster
oxidativer Enzyme, wie zum Beispiel NADP*-abhingige Dehydrogenasen,
sowie oxidierender metabolischer Substrate in lysosomalen, peroxisomalen
und cytosolischen Kompartimenten. Im Cytoplasma angereichert und zu MEQ
reoxidiert, ist der Farbstoff aufgrund seiner positiven Ladung nicht mehr in der

Lage, wieder aus der Zelle heraus zu diffundieren.

MEQ DiH-MEQ

CH,O

Abb. I1.2: Strukturformel von MEQ und DiH-MEQ.

MEQ ist sensibel fir alle Halogenide (wie z.B. CI', Br und I'), sowie fir
Thiocyanat (SCN"). Sein Absorptionsmaximum liegt bei einer Wellenlange von
344 nm (Biwersi & Verkman 1991). Trifft ein Halogenid auf ein MEQ-Molekdll,
kommt es zu dem bereits erwdhnten Kollisions-Quench. Das Halogenid
fungiert als Loschmolekil und quencht die Fluoreszenz mit einer jeweils

typischen Stern-Volmer-Konstante (K):

Kg= 275 'mol™; K, = 360 I'mol™; Kscy, = 300 I-mol™
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Die Fluoreszenzintensitat verhalt sich somit umgekehrt proportional zur
Halogenidkonzentration. Messungen zeigten, dass die Fluoreszenzintensitat
innerhalb von weniger als 1 ms auf Anderungen der lonenkonzentration

reagiert (Biwersi & Verkman 1991).

5.2 Herstellung von DiH-MEQ aus MEQ

Wie bereits erwahnt, kann das MEQ-Molekul aufgrund seines positiv
geladenen Stickstoffatoms die Zellmembran nicht permeieren. Daher musste
zur Aufladung der Krypten eine Farbstofflosung mit der reduzierten Form, dem
DiH-MEQ, hergestellt werden, um die Membranpassage zu ermoglichen. Da
DiH-MEQ nur kurzzeitig aufbewahrt werden kann (maximal 14 Tage bei
—70° C), wurde der Farbstoff jeweils frisch aufgearbeitet.

Hierzu wurden 5 mg MEQ unter Lichtschutz in 100 ul Aqua dest. gel6st
und fur eine Minute mit gasformigen Stickstoff (N,) Uberspllt. Zwischenzeitlich
wurden 50 ul einer 12%-igen (Gew/Vol) L6ésung aus Natrium-Borohydrid
(NaBH;) und Aqua dest. hergestellt. Das Natrium-Borohydrid diente zur
Reduzierung des MEQ zu DiH-MEQ. Dazu wurden 10 ul (32 umol) der
12 %igen NaBH4-LOosung zu dem gelbsten MEQ pipettiert und fir 30 min
inkubiert. Um daraufhin das so synthetisierte DiH-MEQ aus der
Reduktionslésung zu extrahieren, wurde dem Reaktionsansatz 0,5 ml
Chloroform (CHCI3) als Losungsmittel und 0,5 ml Aqua dest. zugefiigt und die
Losung anschlieBend fir 30 s mit dem Vortex gemischt. Das DiH-MEQ |oste
sich dabei in dem Chloroform, wahrend das hydrophile NaBH, in wassriger
Lésung verblieb. Nachdem sich die Schichten aufgetrennt hatten, wurde das
DiH-MEQ enthaltende Chloroform in ein Eppendorfgefal (1,5 ml) tberfihrt.
Daraufhin wurde der Extraktionsvorgang mit der verbliebenen wassrigen

Losung ein zweites Mal durchgefuhrt, um die vollstdndige Menge an
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synthetisierten DiH-MEQ zu gewinnen.

Nach der Extraktion wurde mit Hilfe von 100 mg Natriumsulfat (NaSQO,,
wasserfrei) dem Chloroform-DiH-MEQ-Gemisch das restliche Wasser
entzogen. Durch Erwarmung des Gemisches in einem Warmeblock auf 50 °C
verflichtigte sich schliel3lich das Chloroform und nur der reduzierte Farbstoff
blieb im Reaktionsgefal? zurtick. Dieser wurde dann in 625 ul DMSO gel6st.
Die Losung wurde portioniert und bei -70° C aufbewahrt. Samtliche
Syntheseschritte sowie das Aliquotieren des fertigen Farbstoffes fanden unter
Stickstoff-Atmosphare statt, um die Reoxidation des DiH-MEQ zu MEQ zu

verhindern.

5.3 Kalibrierung der Fluoreszenz per Doppel-lonophor-Technik

Bei den Fluoreszenz-Indikator-Farbstoffen werden die ,Wavelength shifting
dyes” von den ,Wavelength stable dyes“ unterschieden. Ein typischer Vertreter
der ersten Gruppe ist Fura-2, ein Ca®*-sensitiver Farbstoff. Mit Bindung des
Zielions &ndern die ,Wavelength shifting dyes*” ihr Exzitationsmaximum. Diese
Eigenschaft erleichtert die Unterscheidung des gebundenen vom
ungebundenen Farbstoff und wird bei der so genannten Verhaltnis (Ratio)-
Messung genutzt.

MEQ hingegen zahlt zu den ,Wavelength stable dyes“. Typisch fir
diese Farbstoffgruppe ist, dass sich ihr Exzitations- und Emissionsmaximum

durch Bindung des Zielions nicht &ndert (Abb. 11.3).
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A [CI]= 0 mM

diH-MEQ

Relative Fluoreszenz

300 400 500 600

Wellenlange (nm)
Abb. 11.3: Fluoreszenzeigenschaften von MEQ (durchgehende Linien) und DiH-MEQ
(gestrichelte Linie, modifiziert nach Biwersi & Verkman 1991).

Exzitations (links)- und Emissionsspektren (rechs) in 5 mmol-I"* Natriumphosphat-Lésung, pH
7,4 bei verschiedenen CI'-Konzentrationen (0, 1, 2, 4, 8 und 16 mmol ™).

Um von der Intensitat der MEQ-Fluoreszenz Rickschlisse auf die
Konzentration des vorhandenen Halogenids machen zu kdnnen, muss daher
am Ende eines jeden Versuches eine Kalibrierung durchgefihrt werden.
Hierfur wurde die so genannte Doppel-lonophoren-Technik angewendet.

Dazu wird mittels Hochkalium-Lésungen die Depolarisation der
Zellmembran herbeigefuhrt. Die zur Kalibrierung eingesetzten Ldsungen
besitzen unterschiedliche Halogenidkonzentrationen. So kann die
Fluoreszenzintensitdt bei hoher und bei mittlerer Konzentration des
Halogenids, sowie in dessen Abwesenheit ermittelt werden. Zuséatzlich werden
lonophoren eingesetzt, um die Permeabilitat der Membran zu erhdhen, so
dass die intrazellulare Halogenidkonzentration der extrazellular angebotenen

entspricht.
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Bei den von mir durchgefuhrten Versuchen wurden die in Kapitel 11.2.2
beschriebenen Lésungen eingesetzt. Mit der annéhernd chloridfreien
140 mmol-I'* KGluc-Lésung wurde die héchste Fluoreszenzrate und mit der
KGluc/KCl Mischldésung (39 mmol-I* KCI) eine mittlere Fluoreszenzintensitat
ermittelt. Zum Erreichen eines vollstdndigen Quenches wurde eine
140 mmol-I* KSCN-Lésung verwendet. SCN™ gelangt durch Chloridkanéle in
das Zellinnere (Harris 1958; Hagiwara & Takahashi 1974; Bormann et al.
1987; Vaughan 1987; Halm & Frizzell 1992; Linsdell 2001) und fuhrt dort zu
einer negativen Aufladung. Um dem entgegenzuwirken und einen
Ladungsausgleich zu erreichen, wurde der Losung Valinomycin als K'-
lonophore zugegeben.

Mittels der auf diesem Weg erhaltenen Eichkurve konnte fir jede
gemessene Zelle die Rate der Fluoreszenzanderung entsprechend der
jeweiligen Chloridkonzentration ermittelt werden. Mit der folgenden Formel
konnten daraufhin die intrazellulare ClI-Konzentration ([CI];) berechnet werden
(MacVinish et al. 1993):

FolF = 1 + Ko * [CIT]

Fo = Fluoreszenzintensitat in Abwesenheit von CI
F = Floureszenzintensitat in Anwesenheit von CI
Kl = Stern-Volmer-Konstante von CI

[CI] = Cl'-Konzentration

Aufgrund der oben genannten Eigenschaften, und vor allem wegen des
schonenden Aufladeprotokolls, fiel die Wahl fir die durchgefuhrten Imaging-

Versuche auf MEQ.
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5.4 Dielonophoren

5.4.1 Tributylzinn-Chlorid (TBT)

Die zinnorganische Verbindung TBT, laut WHO (World Health Organization)
einer der giftigsten anthropogen hergestellten Stoffe, findet Einsatz als
Stabilisator in Kunststoffen und als Biozid in Holzschutzfarben. Besondere
Bedeutung erlangte es in der Schiffsindustrie. Hier wird es in Antifoulingfarbe
fur Schiffsanstriche verwendet um einen Bewuchs mit Seepocken, Algen oder
Muscheln zu verhindern (Boyer 1989; Fent et al. 1998). In den letzten Jahren
wurden umfangreiche Studien zur Wirkweise von TBT durchgefuhrt. Dabei
konnte unter anderem die Cytotoxitdt von TBT fur Thymocyten und das
Knochenmark nachgewiesen werden (Snoeij et al. 1986), die, wie in einer
spateren Studie festgestellt wurde, auf der Modifikation des Cytoskeletts durch
Zerstobrung des F-Actins beruht (Chow & Orrenius 1994). Des weiteren konnte
gezeigt werden, dass TBT als Inhibitor der oxidativen Phosphorylierung
fungiert. Es kommt zu Membranschéden, Stérung des Energie-Metabolismus
und zur Hemmung der AMP-Synthese (Snoeij et al. 1986). Eine Studie an HL-
60-Zellen zeigte eine dosisabhangige Induktion von Apoptose und Nekrose
durch TBT (Zaucke et al. 1998).

Einsatz als lonophor findet TBT aufgrund seiner Uber Komplexbildung
vermittelten Funktion als CI/OH-Austauscher. Hierbei erfolgt eine
1 : 1 Bindung von CI" an die Zinnkomponente des TBT-Molekils (Tosteson &
Wieth 1979).

CH,CH,CH,CH,
CH,CH,CH,CH, —Sn— Cl
CH,CH,CH,CH,

Abb. 11.4: Tributylzinn-Chlorid (TBT).
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5.4.2 Nigericin

Nigericin gehort zur Gruppe der carboxylischen lonophoren und fungiert als
K*/H*-Austauscher. Auch hier erfolgt eine Komplexbildung mit dem lon. Dies
ist jedoch nur in der deprotonierten Form von Nigericin mdoglich. Als
protoniertes lonophor diffundiert Nigericin an die Membranoberflache und gibt
dort sein Proton ab. Wird ein passendes lon angetroffen, ersetzen
Sauerstoffatome des Nigericins dessen Hydrathille und das lon wird vom
lonophor vollkommen umschlossen.

Das so entstandene neutrale Zwitterion diffundiert durch die Membran
zur gegenuberliegenden Membranoberflache. Dort wird das lon wieder
abgegeben und erneut von einer Hydrathille umschlossen. Das protonierte
Nigericin diffundiert zurtick in die Membran. Folglich handelt es sich hierbei um
eine neutrale Transportform, die keinem Einfluss elektrischer Potenziale

unterliegt, jedoch pH-sensitiv ist (Pressman 1976).

Abb. 11.5: Nigericin.
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5.4.3 Valinomycin

Valinomycin gehért zu den neutralen lonophoren. Seine Funktionsweise ist der
des Nigericins &hnlich. Valinomycin diffundiert an die Membranoberflache und
trifft dort auf ein passendes lon. Dessen Hydrathulle wird abgestreift und durch
Sauerstoffatome des Valinomycins ersetzt. Es entsteht ein stabiler Komplex
aus positiv geladenem lon und neutralem lonophor. Der Komplex diffundiert
zur gegeniberliegenden Membranoberflache. Dort bindet das lon von neuem
Wassermolekile und Igst sich aus dem Komplex (Pressman 1976).

Typisch fir Valinomycin ist seine extreme lononselektivitat. Wie
Untersuchungen mit der Réntgen-Kristallographie (Pinkerton et al. 1969) und
kernmagnetischer Resonanz (NMR) (lvanov et al. 1969) ergaben, ist dieses
Phanomen in der Konformation begrindet, die das Moleklul zur
Komplexbildung annimmit.

Valinomycin stellt sich als Reif mit einer Héhe von 4 A und einem
Durchmesser von 8 A dar. Der plane Reif wird durch die molekulare
Grundstruktur auf und ab gewunden und durch intramolekulare
Hydrogenbindungen stabilisiert. Dadurch sind drei Ester-Carbonyle an der
Oberflache zentral fokussiert und drei weitere am Boden des Molekuls. Der so
entstandene starre Bereich ist in der Lage lonen der Dimension von K*
(r = 1.33 A) bequem zu binden. Auch groRere lonen wie Rb* (r = 1.45 A) und
Cs" (r = 1.69 A) kénnen aufgenommen werden. Das Geriist ist jedoch zu starr,
um kleinere lonen wie zum Beispiel Na® (r = 0.95 &) oder Li* (r = 0.60 A) richtig
zu fokussieren. Dies zeigt, dass die freie Energie zur Komplexbildung von der
Zahl der Carbonyl-Sauerstoffatome, die kontaktiert werden kdnnen, abhangig
ist. Jegliche Veranderung des Potenzials auf beiden Seiten der Membran
beeinflussen hierbei den diffusionalen Transport elektrophoretisch. Das
Gleichgewicht wird somit sowohl durch den chemischen als auch durch den

elektrischen Gradienten definiert und folgt der Nernst'schen Gleichung.
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Abb. I.6: Valinomycin.

5.5 Der Imagingstand

5.5.1 Mikroskop und elektrische Komponenten

Alle Imaging-Versuche wurden an einem inversen Lichtmikroskop der Firma
Olympus durchgefihrt (Olympus 1X-50, Olympus Optical, Tokyo, Japan). Zur
Ausstattung des Mikroskops gehort ein  Epifluoreszenz-Setup und ein
Imagingsystem (Till Photonics, Grafeling, Deutschland).

Die Monochromatoreinheit, die zur Anregung des Farbstoffes MEQ
notig ist, wird Uber ein Software-Protokoll gesteuert. Als Lichtquelle dient eine
in die Einheit integrierte Xenonlampe. Die gewiinschten Wellenlangen werden
mit Hilfe von Spiegeln, Linsen und einem Beugungsraster erzeugt und
anschlieRend Uber ein Lichtleiterkabel und einen Epifluoreszenz-Kondensor

zum Mikroskop weitergeleitet.
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Computer < CCD-Kamera
Mikroskop A

Rotfilter Infrarotfilter

A <540 nm
v 505 nm < A < 520 nm
A =344 [ ]
m > —> Auge
é Dichroischer Spiegel

A > 430 nm

Monochromatoreinheit

Emissionsfilter

i A > 470 nm

Abb. I.7: Schematische Darstellung des Imaging-Setups.

Dort wird das ankommende Anregungslicht Gber einen dichroischen
Spiegel durch das Objektiv zu den Zellen reflektiert. Die Zellen emittieren
langerwelliges Licht (505 - 520 nm). Dieses durchdringt den dichroischen
Spiegel und einen Emissionsfilter der CCD (charge-coupled device)-Kamera
(Till Photonics, Grafelfing, Deutschland), die das Lichtsignal erfasst. Daraufhin

wird das entstandene Bild von der CCD-Kamera an den Computer Ubermittelt.

5.5.2 Messkammern und Perfusionssystem

30 ul der isolierte Krypten enthaltenden Loésung wurden mit einer
Eppendorfpipette aufgesammelt und auf mit Poly-L-Lysin beschichtete
Glasplattchen dbertragen. Kleine Zellkulturschalen von 4 cm Durchmesser
dienten als Messkammern. Zentral wurde ein 10 mm grof3es Loch in die

Kammern gebohrt. Unter diese Aussparung wurden die Glasplattchen mit



Material und Methoden 38

hochviskéser Silikonpaste (Baysilone®, Bayer, Leverkusen, Deutschland)
befestigt.

Bei den ersten Versuchen wurde ein Perfusionsystem verwendet, das
aus reguléaren Infusionsbestecken bestand, die Uber eine grofl3lumige
abgeschliffene Kanile an einem Verteiler montiert war. Damit konnte das
Préparat kontinuierlich mit einer Rate von 1 ml-min™ tberspilt werden. Eine,
dem Verteiler gegeniiber angebrachte Absaugungsvorrichtung sorgte flr ein
gleichbleibendes Flussigkeitsvolumen von 3 ml und verhinderte ein Uberlaufen
der Kammer. Zusatzlich waren 3 Spritzen a 10 ml an den Verteiler
angeschlossen. Darin befanden sich die Eichldsungen, die manuell in die
Kammer eingegeben wurden. Auch hier sorgte die Absaugungsvorrichtung fir
einen gleichbleibenden Flissigkeitsspiegel. Sobald die Spritzen entleert
waren, wurde das Absaugen gestoppt.

Bei einzelnen  Versuchsprotokollen wurde ein  Teil der
Infusionsschlauche durch Spritzen ersetzt. So konnte zum Beispiel beim
Einsatz von Substanzen wie SITS, DIDS, OAG oder auch lonomycin das
bendtigte Flissigkeitsvolumen minimiert werden.

Bei den anschlieRenden Versuchen zu Stickstoffmonoxid und dem
Cytoskelett erfolgte der Flussigkeitszu- und -ablauf ausschlie3lich Uber eine
Schlauchpumpe der Firma Ole Dich Instrumentmakers APS (Hivdovre,
Danemark, Typ 11 OSC.G18.CH5B). Die Geschwindigkeit wurde so
eingestellt, dass ein konstanter Flussigkeitsaustausch von 1,5 mlmin™

stattfand.
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5.6 Die Imaging-Experimente

5.6.1 Aufladung der Krypten

Als Grundlage zur Erstellung des Aufladeprotokolls diente das von Molecular
Probes empfohlene Protokoll nach Biwersi und Verkman (Biwersi & Verkman
1991). Jedoch hat sich eine langere Aufladezeit von 15 anstatt 10 min
bewahrt. Verwendet wurde die unter Kapitel 11.2.2.1 bereits beschriebene
Farbstofflosung.

Vor der Aufladung wurden die auf den Poly-L-Lysin beschichteten
Deckgléaschen befindlichen Krypten in den oben erwéahnten
Inkubationskammern in 100 pl Auffangtyrode aufbewahrt. Zur Aufladung
wurde eine 400 umol-I* Lésung aus der bereits beschriebenen DiH-MEQ-
Losung (siehe Kapitel 11.2.2.1) in der Auffangtyrode angesetzt. Pro
Inkubationskammer wurden davon 400 ul zupipettiert und die Krypten fur 15
min bei 37° C inkubiert. Anschlie3end folgte eine zweimalige Waschung der
Krypten mit jeweils 500 ul Auffangtyrode pro Deckglaschen, gefolgt von einer
zweiten Inkubationszeit von wiederum 15 min bei 37° C. Die zweite Inkubation
ist wichtig, um den Zellen ausreichend Zeit zur Reoxidation des DiIH-MEQ zu
MEQ zu geben. Wie bereits erwahnt ist nur die oxidierte Form chloridsensitiv.
Aufgrund der Lichtempfindlichkeit des Fluoreszenzfarbstoffes fand der
gesamte Aufladungsprozess unter Lichtausschluss statt. Die Aufbewahrung

der aufgeladenen Krypten erfolgte ebenfalls lichtgeschtzt.

5.6.2 Versuchsdurchfuhrung

Bei 40-facher VergroRerung wurde Uberwiegend der Fundus einer intakten
Krypte im Sichtfeld des Mikroskops justiert. Wurde das Perfusionssystem
verwendet, so waren der Perfusionsverteiler und der Absauger mittels
Magneten am Objekttisch befestigt. Kam die Schlauchpumpe zum Einsatz, so

wurden Zu- und Ablaufschlauche Uber Teflonhalter am Objekttisch fixiert.
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Nach Umleiten des Strahlenganges des Mikroskops auf die CCD-
Kamera konnte mit Hilfe der Imaging-Software ,TILLvViSION® ein
~Schnappschuss® (Snapshot) des betreffenden Kryptenfundus erstellt werden.

Die gemessenen Fluoreszenzwerte wurden sowohl in Zahlenwerte als
auch in falschfarbene Bilder umgesetzt. Die Falschfarbenskala reichte von
dunkelblau bis rot. Nicht oder nur schwach fluoreszierende Bereiche wurden
dunkelblau dargestellt, stark fluoreszierende Bereiche rot.

An dem so vorbereiteten Kryptenfundus wurden die zu messenden
Regionen als ROIs (regions of interest) markiert. Im Verlauf des Experimentes
wurden hier die Anderungen der intrazellularen Chloridkonzentration ermittelt.
Zu Beginn jeden Experimentes erfolgte eine Superfusion des Praparates mit
der bereits erwéhnten 140 mmol-I* NaCl-Lésung (siehe Kapitel 11.2.2.2). Erst
nachdem sich in diesem annahernd physiologischen Milieu eine stabile
Grundlinie (Baseline) eingestellt hatte, wurde der Wechsel in die 140 mmol-I™
KCI-Losung (siehe Kapitel 11.2.2.3) durchgefiihrt und damit die Depolarisation
der Zellmembran erreicht. Die Applikation des stabilen Acetylcholin-Analogons
Carbachol erfolgte grundsatzlich nach dem Erreichen der Baseline. Alle
weiteren Losungswechsel erfolgten ebenfalls erst nach Stabilisierung der
Kurve in der jeweils vorausgehenden Losung. Um den Ausstrom von CI zu
erleichtern, wurde anschlieRend durch den Wechsel in die 140 mmol-I™
KGluc-Lésung (siehe Kapitel 11.2.2.3) ein Cl-Gradient angelegt. Nach
Beendigung des Versuches folgte die Eichung fur jede einzelne Krypte (siehe

Kapitel 11.5.3).
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Abb. 11.8: Falschfarbendarstellung zweier Krypten nach Aufladung mit MEQ.
Die Oberflache jeweils links oben abgebildet, der Fundus rechts unten;

Anregungswellenlange 344 nm.

5.6.3 Stimulantien

Die folgende Tabelle 1.1 stellt die eingesetzten Stimulantien dar:

Konzentration

Agonist Wirkung ;mol'l'1;
Muscarin- und Nicotinagonist;
Carbachol Aktivator der IPs-vermittelten Ca®*- 5.107
Signalwegs (Bleich et al. 1996)
Ca’'-lonophore aus Streptomyces
lonomycin conglobatus 10”7
(Pressman 1976)
acect)lle?}::l;arol Aktivator von Proteinkinasen C 15.10%
yaly (Kaibuchi et al. 1983; Kreutter et al. 1985) !
(OAG)
. : NO-Donor -4
Nitroprussid (Wilson et al. 1993) 10

Tab. II.1: Wirkungsweise und Konzentrationen der eingesetzten Stimulantien.
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5.6.4 Inhibitoren

Nachfolgend sind die verwendeten Inhibitoren tabellarisch zusammengefasst:

Konzentration

Inhibitor Wirkung (mol'l'l)
: . Calmodulinantagonist -6
Calmidazolium (Gietzen et al. 1982; Fischer et al. 1987) 10
U-73122 Phospholipase C (PLC)-Blocker 10°

(Taylor & Broad 1998)

Inhibitor der Proteinkinase C (+A)
Staurosporin Antibiotikum aus Streptomyces sp. 10°®
(Tamaoki et al. 1986)

.. Proteinkinase C-Inhibitor 5
G0 6983 (Wilkinson & Hallam 1994) 10

Inhibitor von NO-Synthasen

-4
L-NNA (Reif & McCreedy 1995) 10
i Inhibitor von NO-Synthasen 4
L-NMMA (Reif & McCreedy 1995) 10
Nocodazol Depolymerisation von Mikrotubuli 3.5.10°

(Jordan et al. 1992)

Alkaloid aus der Herbstzeitlosen;
depolymerisiert Mikrotubuli durch
Colchicin Bindung von Tubulindimere aus 2,5-10°
o- und B-Tubulin (Margolis & Wilson
1977; Andreu et al. 1998)

Forderer der Actinpolymerisation

Jasplakinolide durch Stablllsu-:fru.ng von E-Actln aus 10
Jaspis johnstoni
(Bubb et al. 1994; Bubb et al. 2000)
Hemmung der Verlangerung des F-
Cytochalasin D Actins am wachsenden Ende und 10°

dadurch Hemmung der Actin-
Polymerisation (Lin et al. 1980)

Tab. I1.2: Wirkungsweise und Konzentrationen der verwendeten Antagonisten.
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5.7 Datenerfassung

Zur Datenerfassung und zur Steuerung des Versuchablaufes wurde die
Imaginganalyse-Software ,TILLviSION“ verwendet. Dieses Programm bietet
die Madoglichkeit, wichtige Versuchsparameter im Voraus einzustellen. Die
Fluoreszenz wurde jeweils bei einer Anregungswellenlange von 344 nm
gemessen; die Sammelrate betrug 0,1 Hz. Somit wurde mit der CCD-Kamera
alle 10 s eine Momentaufnahme des Praparates gefertigt und an den
Computer gesendet. Die Software ermdglichte sowohl die Zuordnung von
Zahlenwerten je nach Fluoreszenzdnderung, als auch deren graphische
Darstellung. Der Verlauf der Graphen sowie aktuelle Fluoreszenzbilder
konnten wahrend des gesamten Versuchablaufes kontinuierlich verfolgt

werden.

6 Histochemische Analyse mittels indirekter Immunfluoreszenz
6.1 Grundlagen der Immunfluoreszenz

Grundlegend fir die histochemische Analyse eines Gewebes ist die Interaktion
eines hochspezifischen mono- bzw. polyklonalen Antikdrpers, meist vom Typ
IgG, mit dem nachzuweisenden Antigen.

Antikorper bestehen aus zwei Antigen-bindenden Regionen (= F,,) und
einer kristallinen Region (= F.). Die Fy-Regionen sind in der Lage, spezielle
Determinanten (= Epitope) der Antigene zu erkennen und daran zu binden.
Dadurch entstehen Antigen-Antikdrper-Komplexe (Harlow 1988), die mittels
unterschiedlicher Methoden nachgewiesen werden kdnnen. Bei dem direkten
Nachweis geschieht dies dartber, dass der verwendete Detektionsantikorper
mit einem fluoreszierenden Farbstoff (Fluorophor) markiert ist. Regt man

dieses Fluorophor mit Licht geeigneter Wellenlange an, fihrt dies zu
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langwelliger Emissionsstrahlung und somit zum Nachweis des Antigen-
Antikorper-Komplexes.

In den folgenden Studien erfolgte der Nachweis auf
lichtmikroskopischer Ebene durch indirekte Immunfluoreszenz (Coons 1958).
Hierfur wird zusatzlich zu dem antigenspezifischen Primarantikdrper ein
sekundarer AntikOper eingesetzt. Dieser Sekundarantikdrper ist an einen
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt und mit seiner F,,-Region gegen die F.-Region
des Primarantikbpers gerichtet. So entsteht ein Komplex aus Antigen,
Primarantikbrper und Sekundarantikorper. Indem man Primarantikorper
unterschiedlicher Tierspezies mit geeigneten Sekundarantikérpern mit
unterschiedlichen Fluorophoren verwendet, ist mit dieser Technik auch die

gleichzeitige Detektion mehrer Antigene mdaglich.

Detektionsantikérper mit
Fluoreszenzmarkierung

b) *

Sekundérantikérper mit
Floureszenzmarkierung

+7/*=

Priméarantikdrper

[ O

Abb. 11.9: a) direkter Nachweis; b) indirekter Nachweis.
F.= kristallines Fragment, F,,= antigenbindendes Fragment
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6.2 Fluoreszenzmarkierung

6.2.1 Kryofixierung des Gewebes

Das Gewebe wurde grundsatzlich wie in Kapitel 11.4.1 beschrieben vorbereitet,
jedoch nicht gestrippt. Anschlieend wurde jeweils ein ca. 1,5 cm x 3 cm
groBes Stiuck Kolon mit Cyanacrylatkleber auf Plastikhalter befestigt
(Schultheiss et al. 2002). Die Plastikhalter wurden dann horizontal in flissige
Gelatine gebettet. Wie fiur die Kryptenisolation (siehe Kapitel 11.4.2) hatten
auch die hierfur eingesetzten Plexiglashalter mittig eine ovale Aussparung. Zur
Stabilisierung des Gewebes wurde randstandig entlang dieser Aussparung
das Gewebe mit einer Kantile perforiert.

Nach Abkthlung und Festigung der Gelatine wurden ca. 1 cm x 1 cm
groBe Gewebe-Gelatine-Blocke mit einem spitzen Skalpell aus der
Aussparung herausprépariert. Mit dem Gefriereinbettmedium Tissue Tec®
(Leica Instruments GmbH, Nussloch, Deutschland) wurden die Blécke auf
Kork befestigt und fur zwei Minuten in stickstoffgekihltes Isopentan
(Temperatur ca. -160° C) eingetaucht. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden

die Blocke bei -70° C aufbewahrt.

6.2.2 Herstellung der Gewebeschnitte

Die Gewebeschnitte wurden an dem Kryostaten HM 500 O (Microm, Walldorf,
Deutschland) angefertigt. Dieses Gefriermikrotom wurde auf eine
Betriebstemperatur von -16° C in der Kihlkammer und -14° C fur den
Schnitthalter eingestellt. Das Gerat verfigt Uber einen beweglichen
Objekthalter, auf welchem das Gewebe mit Tissue Tec® fixiert wurde. Die
angefertigten Schnitte hatten eine Dicke von 16 um; sie wurden direkt auf

gelatinebeschichtete Objekttrager tGbertragen und auf Eis aufbewahrt.
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6.2.3 Das Farbeprotokoll

Bei allen immunhistochemischen Schnitten wurde eine Einfachmarkierung

durchgefihrt. Das Farbeprotokoll gliederte sich wie folgt (RT=

Raumtemperatur):
1) Rehydrierung in Phosphatpuffer 3 x5 min RT
2) Blockung unspezifischer Bindungsstelle 2h RT
in Blockinglésung
3) Erste Inkubation in der Prim&rantikdrper-Losung 24 h 4°C
4) Waschen in Phosphatpuffer 3 X5 min RT
5) Zweite Inkubation in der Sekundarantikorper-Lésung 1h RT
6) Waschen in Phosphatpuffer 3 x5 min RT
7) Kernfarbung in DAPI-LOsung 5 min RT
8) Waschen in Phosphatpuffer 5 x5 min RT
9) Deckeln; je ein Tropfen Citifluor pro Gewebeprobe RT

Fur die Waschschritte wurden die Objekttrager in Objekttragerhalter
aufgestellt und in schwarze, verschlieBbare Kivetten mit einem
Fassungsvermogen von 200 ml gegeben. Das Waschen erfolgte dann auf
einem Schuittler des Typs Polymax 1040 (Heidolph, Schwabach,
Deutschland).

Zur Inkubation mit dem jeweiligen Antikorper wurden die Objekttrager
mit den Schnitten nach unten weisend auf aus institutseigener Herstellung
stammende Inkubationsplatten aus Polycarbonat ausgelegt. Wahrend der
Reaktionszeit wurden die Inkubationsplatten in einer geschlossenen,
befeuchteten Metallkammer aufbewahrt. Da sich die verwendeten Losungen in
den Kapillarspalt zwischen Objekttrager und Inkubationsplatte zogen, half
diese Methode Substanzen einzusparen. Pro Objekttrager wurden somit
lediglich ca. 200 ul Lésung bendtigt. Nach jedem Schritt wurden sowohl die

Klvetten als auch die Inkubationsplatten grindlich mit Aqua dest. gespult und
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getrocknet, um eine Verschleppung von Substanzen zu verhindern.

6.2.4 Verwendete Antikorper

Primarantikdrper Wirt Verdinnung Hersteller
S —

Rabbit anti-nitric oxide
synthase | Kaninchen 1:1000
polyklonaler Antikorper

Rabbit anti-inducible nitric _ _
oxide synthase II Kaninchen 1:2000 Chemicon International
polyklonaler Antikérper Hofheim, Detuschland

Rabbit anti-nitric oxide
synthase llI Kaninchen 1:1000
polyklonaler Antikorper

Tab. I1.3.: Verwendete Priméarantikorper.

Sekundarantikorper Wirt Verdinnung Hersteller
T EE——S—S—S“S—§—§§—$‘y™>_”_y»™w”(
Cy3-conjugated affinipure Jackson ImmunoResearch
donkey anti-rabbit IgG Esel 1:800 Laboratories; USA West
(H+L) Grove

Tab. Il.4.: Verwendeter Sekundéarantikorper.



Material und Methoden 48

6.3 Mikroskopie

Die Analyse der Gewebeschnitte wurde an einem Nikon Eclipse 80i Mikroskop
durchgefiuhrt. Zur Erzeugung der benétigten Anregungswellenlangen verfiigt
das Mikroskop Uber spezielle Filterkopfe. Die Cy3-konjugierten Antikorper
wurden mit einer Wellenldnge von 510 — 530 nm angeregt und emittierten
Licht mit einer Wellenlange von 630 — 660 nm. Zur Anregung des
Kernfarbstoffs DAPI diente Licht der Wellenlange 358 nm. Das emittierte Licht
hatte dann eine Wellenlange von 461 nm. Die Bilddokumentation erfolgte tber
eine digitale Schwarz/Weil3-Kamera (S/W camera Digital Slight DS 2 M BWec,
Nikon, Deutschland). Mit Hilfe des Software-Programms NIS-Elements 2.30
(Nikon, Deutschland) wurden die Schwarzweil3bilder entsprechend der
emittierten Lichtfarbe eingefarbt. So sind Cy3-Signale immer rot dargestellt
und DAPI-Signale blau. Das  Fotografieren der  betreffenden
Gewebeausschnitte mit beiden Filtern und anschlieRender Uberlagerung der
Farbkanéle erleichterte die Lokalisation der Cy3-Signale.

Zur Befunddokumentation, zum Beispiel mittels einer Bildtafel, wurde
gegebenenfalls eine Kontrastverstarkung oder ein Farbabgleich notwendig.

Dazu wurde die Adobe Photoshop Imaging-Software verwendet.
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7 Die Ussingkammer-Technik
7.1 Die Messkammer

Anfang der 1950er entwickelte der danische Physiologe Hans H. Ussing die
Kurzschlussstrom- oder Ussingkammertechnik, die eine Quantifizierung
elektrogener Transportprozesse von Epithelien ermdglicht (Ussing & Zerahn
1951). Die heutigen Kammern entsprechen im Detail nicht mehr den
Originalentwtrfen von Ussing, weswegen man auch von ,modifizierten
Ussingkammern® spricht (Abb. 11.10).

Die fur diese Versuchsreihen eingesetzten Kammern bestanden aus
zwei Plexiglaskammerhalften, die mittels Plexiglasschrauben miteinander
verbunden wurden. Im Bereich der Kontaktflachen der beiden Kammerhalften
wurde ein dinner Silikonfilm aufgetragen, um einen wasserdichten Verschluss
zu erhalten. Zwischen beide Halften wurde ein Gewebestiick mit einer
Oberflache von 1 cm? gespannt. Feine Metallstifte an der einen Kammerhalfte
fixierten das Gewebe. Es fungierte somit als Grenzflache zwischen zwei
mit Pufferlésung gefiillten Kammerkompartimenten. Das Volumen der
Kompartimente betrug jeweils 3,5 ml. An der Oberseite der Kammer war fir
jedes Kompartiment ein Zugang vorhanden, Uber welchen die L&sungen
getauscht oder Wirkstoffe zugegeben werden konnten.

Wahrend der gesamten Versuchsdauer wurden das Gewebe und die
Pufferlosungen uber einen temperierten Wasserzulauf auf konstant 37° C
gehalten. Eine stdndige Begasung uber zwei Gasfritten am Boden der
Kammern sorgte fur eine ausreichende Versorgung des Darmgewebes mit
Carbogen und fir einen konstanten pH-Wert von 7,4. Unter diesen
Bedingungen bleiben die epithelialen Funktionen bis zu sechs Stunden nach
Organentnahme erhalten ohne morphologische Veranderungen aufzuweisen

(Diener et al. 1989).
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Abb. 11.10: Schema einer modifizierten Ussingkammer.

7.2 Elektrische Messungen

Um mit Hilfe der oben beschriebenen Ussingkammer transepitheliale
Potenzialanderungen messen zu kénnen, entwickelten Ussing und Zehran ein
Ersatzschaltkreismodell (Ussing & Zerahn 1951). In diesem System wird das
eingespannte Gewebe als Widerstand bzw. Batterie betrachtet (Abb. 11.11).

Urspringlich erfolgte die Steuerung der Messanlagen Uber manuell
regulierbare Batterien und Potentiometer. Zwischenzeitlich wurde eine
spezielle Software (,Winclamp®; Ing. Biro fur Mess- und Datentechnik, Dipl.
Ing. K. Muliler, Aachen, Deutschland) entwickelt, die eine vollstandige
Steuerung des Systems per Computer ermdglicht und die elektrischen
Parameter wie Kurzschlussstrom (Is.), Gewebeleitfahigkeit (G; = Kehrwert des
Widerstandes; .t = tissue) oder transepitheliale Potenzialdifferenz (Pd)
kontinuierlich erfasst.

Hierzu verfugten die Ussingkammern Uber zwei unterschiedliche
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Elektrodenpaare, die Uber eine Agarbriicke ( 5 % (Gew/Vol) Agar in Parsons-
Losung) mit den Kammern verbunden waren. Ein Elektrodenpaar war nur
1 mm von dem Gewebe entfernt angebracht, um Messartefakte, bedingt durch
einen Potenzialabfall durch den Losungswiderstand, zu minimieren. Das
zweite Elektrodenpaar (Ag/AgCl-Elektroden) diente der Stromapplikation und
wurde mdoglichst weit von dem Gewebe entfernt angebracht, um eine

gleichmé&Rige Stromdichte zu erzeugen.

)
(Pg)

li Ei

R |
Abb. 11.11: Elektrisches Schaltkreismodell.

Prinzip der Erfassung von elektrogenen Verschiebungen einer lonenspezies. E; =
elektromotorische Kraft; R; = Widerstand; |; = lonenfluss; P4 = Potenzialdifferenz

Die Messeinrichtung erlaubte das Umschalten zwischen zwei Modi
(Abb. 11.12):
» Open-circuit-Modus

» Voltage-clamp-Modus

Damit das Gewebe nach dem Einspannen zuerst unbeeinflusst wieder
zu Gleichgewichtsbedingungen finden konnte, wurde bei jedem Versuch
anfangs der Open-circuit-Modus gewahlt. Bei diesem Modus erfolgt eine

direkte Messung der transepithelialen Potenzialdifferenz.
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Typisch fur das Kolongewebe der Ratte ist eine spontane Sekretion
von Anionen, vor allem von CI" und HCO3 (Strabel & Diener 1995). Dadurch
wird die Serosaseite gegeniber dem Lumen positiv aufgeladen. Nach
ca. 1 min wurde dann in den Voltage-clamp-Modus gewechselt. Durch
Einspeisen eines Stromes kann hierbei das transepitheliale Potenzial Pd auf
einen beliebigen Wert eingestellt werden. Um passive lonenbewegungen
durch den elektrischen Gradienten zu verhindern, wurde in den fir diese
Arbeit durchgefiihrten Versuchen eine besondere Form des Voltage-clamps
verwendet, der short-circuit-Modus. Mit einem kompensatorischen Strom,
dem so genannten Kurzschlussstrom (ls = lshortcircuit), Wird das Pd auf 0 mV
geklemmt. Der Is. entspricht in seiner Grofie somit der Summe aller
elektrogenen lonenbewegungen an dem Epithel. Eine unter diesen
Bedingungen gemessene Zunahme des ls. ist damit immer auf einen aktiven
oder sekundar aktiven Transport zuriickzufiihren. Dieser entspricht entweder
einem Netto-Kationentransport von mukosal nach serosal oder einem Netto-
Anionentransport in die entgegengesetzte Richtung. Der I wurde in
nEgh™em? (mit 1 uEqhecm? = 26,9 nAcm™) als Ladungsverschiebung pro
Zeit und freier Gewebeflache angegeben.

Zur vollstandigen Charakterisierung der elektrischen Eigenschaften
des Gewebes wurden zusatzlich der Gewebewiderstand (R;; mit t = tissue)
und die Gewebeleitfahigkeit (G; ermittelt. Hierzu wirkten wahrend der
Messungen im Voltage-clamp-Modus Stromimpulse mit einer Amplitude von
+ 50 pA fir eine Dauer von 200 ms auf das Gewebe ein. Mit Hilfe des
Ohm’schen Gesetzes konnte nun aus der resultierenden Potenzialdifferenz

der Gewebewiderstand (R;) errechnet werden:

Spannung (U) = Widerstand (R)*Strom (1) und somit R;= U/I.
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Daraus ergibt sich fur die Gewebeleitfahgikeit (Gy): G, = I/U; sie entspricht also

dem reziproken Wert des Gewebewiderstandes (Ry).

a) b)
Open-circuit: Voltage-clamp:
Y @ I
|I
Am\pé%neter
N
N
_ N _
Cl Cl
short-cirlcuit|current
© (Isc)
@ID | 1© | |
serosa mucosal serosa mucosal
W W
Voltmeter Volteter

Abb. I1.12: a) Open-circuit-modus; b) Voltage-clamp-Modus.

7.3 Versuchsdurchfiihrung und Datenerfassung

Zu Beginn jeden Versuches wurde beidseitig des Gewebes die unter Kapitel
11.2.1.1 beschriebene 107 mmoll* NaCl 4,5 mmoll* KCI Parsons-Losung
eingesetzt und eine Aquilibrierungsphase von 60 min bis zur Stabilisierung des
Gewebewiderstandes unter short-circuit-Bedingungen eingehalten.
Anschlielend wurde die basolaterale Membran depolarisiert, indem serosal
die Parsons-Lésung durch eine kaliumreiche 111,5 mmol1™* KCI-Lésung (siehe
Kapitel 11.2.4.1) ersetzt wurde. Daraufhin erfolgte mucosal ein Wechsel in eine
107 mmol1™* KGluc-Lésung (siehe Kapitel 11.2.4.2) um einen Chloridgradienten
von serosal nach mucosal zu erzeugen und somit den Chloridausstrom zu
forcieren. Dieser wurde nach ca. 30 Minuten mittels Zugabe von Carbachol

stimuliert. Das Acetylcholinderivat Carbachol wurde in einer Konzentration von
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5.10" moll™* eingesetzt.

Bei einem Teil der Versuche wurde das Gewebe 30 Minuten lang mit
dem Alkaloid Colchicin (2,5-10°-mol-I'*) beziehungsweise mit Cytochalasin D
(10 mol-I") vorinkubiert und erst anschlieRend Carbachol zugegeben. Uber
den Computer wurden alle 6 s die Messwerte von Pd, Is. und G; erfasst und
gespeichert. Am Ende des Versuches wurden die Minutenwerte und deren
graphische Darstellung ausgedruckt. Zur weiteren Bearbeitung wurden die
Daten in ein Tabellen-Kalkulations-Progamm (Lotus 123) exportiert.

Als Basallinie (Baseline) galt der Kurzschlussstrom unter basalen
Versuchsbedingungen, der aus den letzten drei Minutenwerten vor
Substanzzugabe ermittelt wurde. Der héchste Wert nach Substanzzugabe

wurde als Peak gewertet.
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8 Statistik

Alle Ergebnisse sind als Originalwerte oder als Mittelwerte + Standardfehler
des Mittelwertes (= SEM, standard error of the mean) wiedergegeben. Bei der
Darstellung der Daten als Balkendiagramm zeigt die H6he der Balken den
Mittelwert und der Fehlerbalken den SEM an. Im Sinne der Ubersichtlichkeit
sind die Fehlerbalken grundsatzlich nur in einer Richtung abgebildet. N gibt die
Anzahl der untersuchten Krypten wieder und n die Anzahl der gemessenen
Regions of interest (ROIs).

Fur den Vergleich verschiedener Gruppen miteinander wurde eine
ANOVA (= Analysis of variancies) durchgefuhrt. Die Signifikanzen wurden
daraufhin durch eine lineare Kontrastanalyse mit dem Scheffé-Test ermittelt.
Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 wurde als statistisch signifikant
angesehen. Erwiesen sich Gruppen als statistisch homogen, so wurden diese
in den Abbildungen mit dem gleichen Buchstaben gekennzeichnet. Die
Berechnung erfolgte mit der Statistik Software StatMost™ 3.5 (Dataxiom

Software Inc., Los Angeles, USA).
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Il Ergebnisse

1 Das Versuchsprotokoll: Messungen unter depolarisierten
Bedingungen

Die dominante Antwort von nativen Kolonepithelzellen auf eine Erh6hung der
intrazellularen Ca?*-Konzentration besteht im Offnen von basolateralen, Ca*-
abhangigen K*-Kanalen, durch deren Offnung die Membran hyperpolarisiert,
was den Ausstrom von CI* Uber spontan offene, apikale CI" Kanéle (in der
Hauptsache vom Typ CFTR) verursacht (Bohme et al. 1991; Greger 2000).
Um solche indirekte Effekte durch Anderungen der Triebkraft fiir die
Chloridbewegung auszuschalten, wurden die Epithelzellen durch Superfusion
mit einer K*-reichen Losung (140 mmolI* KCI-Lésung; siehe Kapitel 11.2.2)
depolarisiert, wodurch sich das Membranpotenzial auf Werte um 0 mV einstellt
(Schultheiss & Diener 1998). Um einen Cl'-Ausstrom zu energetisieren, wurde
die ClI'-Konzentration in einem zweiten Schritt extrazelluléar reduziert, indem CI
durch ein impermeables lon, das Gluconat (140 mmol-I"* KGluc-Lésung; siehe
Kapitel 11.2.2), ersetzt wurde.

Abbildung IIl.1 zeigt am Beispiel einer typischen Originalkurve den
Versuchsaufbau. Nach einer kurzen Stabilisierungsphase in der NaCl-Lésung
erfolgte der Wechsel in die KCI-Lésung zur Depolarisation. Nachdem sich die
Zellen in dieser Hochkaliumlésung erneut bei einer Baseline stabilisiert hatten,
wurde Carbachol (5-10° molI") appliziert. AnschlieBend wurde durch
Superfusion mit der KGluc-Lésung der Chloridgradient angelegt. Unmittelbar
nach dem Wechsel in die chloridfreie KGluc-L6sung erfolgte ein massiver
Ausstrom von Chlorid, erkennbar an der Zunahme der Fluoreszenzintensitat
von MEQ. Die Zugabe von Carbachol induzierte eine Anderung der
cytosolischen CI-Konzentration (A [CI]) von ca. 27 mmol-I*. Den Abschluss

des Versuches bildete die in Kapitel 11.5.3 erlauterte Eichung des MEQ-
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Signals. Alle dazu verwendeten Lésungen sind in Kapitel 11.2.2 beschrieben.

1200 -

1000 4

800 -
600 -

400 A

Fluoreszenzintensitat von
MEQ (344nm)

5 min
200 -
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Abb. lll.1: Carbachol-induzierte Erh6hung des MEQ-Signals.

Carbachol wurde in einer Konzentration von 5-10™° mol-I"* eingesetzt. Der Anstieg des MEQ-
Signals (d.h. der Abfall der intrazellularen Chloridkonzentration) erfolgte erst nach dem
Anlegen eines Chloridgradienten durch den Wechsel in die nominell chloridfreie KGluc-
Losung. Im Anschluss erfolgte eine Kalibrierung des MEQ-Signals durch Superfusion der
Krypte mit Losungen verschiedener Cl-Konzentration in Anwesenheit der lonophoren
Tributylzinn (10®° molI™), Nigericin (5-10° molI™") und Valinomycin (5-10° mol-I™*; siehe
Methoden). Typisches Beispiel von N = 5; n = 46 mit N = Anzahl der Krypten und n = Anzahl
gemessener ROIs. Statistik s. Abb. II1.2.

1.1 Aktivierung eines Chloridausstromes durch Erhéhung der
intrazellularen Ca*-Konzentration

Um zu dberprifen, ob Ca?" der entscheidende Faktor fiir den
Carbachol-stimulierten  Ausstrom von Chlorid ist, wurde folgender
Versuchsansatz gewahlt: die intrazellulare Ca®*-Konzentration wurde durch
den aus dem Bakterium Streptomyces conglobatus stammenden Ca*"
lonophor lonomycin (10”7 mol-I*; zur Wirkweise des lonomycin, siehe Toeplitz
et al. 1979) erhoht. Um den Ca*-Einstrom zu forcieren, wurde die Ca*-
Konzentration in den Perfusions-Lésungen auf 10 mmol-I* angehoben.

Wie Abbildung 111.2 zeigt, féallt in der zeitabhangigen Kontrolle, in der
die Krypten lediglich mit der CI-freien KGluc-Lésung ohne lonomycin

superfundiert wurden, A [CI]; um ca. 10 mmol-I'* ab. Enthielt die KGluc-Lésung
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hingegen zusatzlich lonomycin, betrug die Anderung der intrazellularen
Chloridkonzentration ca. 35 mmol-™*, war also um das Dreifache starker
(p < 0,05). Diese Anderung von A [CI]; ist vergleichbar mit der durch
Carbachol induzierten Anderung der intrazellularen Chloridkonzentration von

ca. 27 mmol-I?.
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Abb. 111.2: Abfall der intrazellularen Chloridkonzentration durch Ca?*-abhangige
Sekretagoge.
Carbachol (5:10° mol-I*; weiBe Séaule) und lonomycin (107 molI* in Gegenwart von
102 mol-I* Ca®"; graue Séaule) induzieren einen Abfall der intrazellularen CI-Konzentration
(A [CIT), der signifkant Uber demjenigen der zeitabh&ngigen Kontrolle (schwarze Saule)
liegt. Statistisch homogene Gruppen sind mit dem gleichen Buchstaben gekennzeichnet
(Varianzanalyse gefolgt von Scheffé-Test). Die Balken stellen Mittelwerte £+ SEM dar, N = 5,
n = 42-57 mit N = Anzahl der Krypten und n = Anzahl gemessener ROIs. *= p< 0,05 versus
zeitabhangige Kontrolle.

Ein Anstieg der intrazellularen Ca®*-Konzentration ist also in der Lage, den

Carbacholeffekt nachzuahmen.
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1.2 Beteiligung von CaCC-Kanalen an der Carbachol-induzierten
Chloridsekretion

Wie aus der Literatur bekannt ist, sind Stilbene in der Lage, Ca**-abhangige
CI'- Kanéle (CaCC) zu blocken (Nilius et al. 1997; Nilius et al. 2003). Auch der
durch Carbachol induzierte Abfall von [CI]; konnte mittels Vorbehandlung der
Krypten mit Stilbenen gehemmt werden (siehe Abb.ll1.4).

Aufgrund der Eigenfluoreszenz von SITS und DIDS (siehe Abb. I11.3)
wurde in dieser Versuchsserie auf eine Quantifizierung des MEQ-Signals, d.h.
auf eine Umrechnung der Fluoreszenzwerte in Anderungen der intrazellularen
CI" Konzentration, verzichtet. Daher ist die Anderung der Fluoreszenzintensitat
(A Fluoreszenz bei einer Anregungswellenlange von 344 nm) von MEQ
dargestellt.

SITS (4-Acetamido-4'-isothiocyanato-stilben-2,2'-disulfonsaure;
10® mol-I'Y) filhrte zu einer deutlichen Reduktion des Chloridausstroms: In
Gegenwart dieses Inhibitors betrug der durch Carbachol-induzierte Anstieg
des MEQ-Fluoreszenz weniger als die Halfte im Vergleich zum Anstieg unter
Kontrollbedingungen (siehe Abb. Ill.4, p < 0,05). Ein anderes Stilben, DIDS
(4,4'-Diisothiocyanato-stilben-2,2'-disulfonséaure; 10 mol-I*), u.a. ein Inhibitor
eines ClCa des bovinen respiratorischen Epithels (Ran & Benos 1992),
hemmte den Chloridausstrom sogar vollstandig (siehe Abb.l11.3). Beide
Stilbene gelten jedoch auch als Inhibitoren des CI/HCO ;-Austauschers
(lkuma et al. 2003). Unter den vorgegebenen Versuchsbedingungen
(Superfusion mit HCO s-freien Lésungen) konnte dieser Austauscher jedoch
nicht aktiv werden. Die starke Verringerung des Carbacholeffektes, vor allem
durch DIDS, indiziert somit, dass die CaCC-Kanéale den Carbachol-induzierten

Chloridausstrom tragen.
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Abb. 111.3: Vollstandige Hemmung der Carbacholantwort durch DIDS.

Bild 1) zeigt die Originalkurve beispielhaft fur die Versuchsreihe. Unmittelbar nach Zugabe
von DIDS (10* mol-I') steigt das Fluoreszenzsignal an. Die Applikation des Agonisten
Carbachol (5:10° molI") fiihrt zu keiner weiteren Reaktion der Zelle. In Bild 2) ist die
Originalkurve einer ROI ohne Zelle abgebildet. Es wird deutlich, dass durch Zugabe von
DIDS die Hintergrundfluoreszenz aufgrund der Eigenfluoreszenz des Stilbens stark ansteigt.
Um den eigentlichen Versuchsablauf verfolgen zu kénnen wurde der Wert des Anstiegs der
Fluoreszenzmessung aufgrund dieser Eigenfluoreszenz des Stilbens von der
Originalmessung subtrahiert. Dies ist in Bild 3) dargestellt. Statistik siehe Abbildung 111.4.
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Abb. lll.4: Hemmung des Carbacholeffekts durch SITS und DIDS.

Anstieg des Fluoreszenzsignals (AF) des Halid-sensitiven Farbstoffs MEQ durch Carbachol
(5-10®° mol-I'") in Abwesenheit von Inhibitoren (linke S&ule) oder in Anwesenheit von SITS
(10° molI*; mittlere Saule) oder DIDS (10 moll*; rechte Saule). Aufgrund der
Eigenfluoreszenz von SITS und DIDS konnte die intrazellulare Chloridkonzentration und
damit A [CI]; nicht berechnet werden. Daher ist die Anderung der Fluoreszenzintensitat von
MEQ (A F MEQ 344 nm) dargestellt. Unterschiedliche Buchstaben symbolisieren statistisch
unterschiedliche Gruppen. P < 0,05; Mittelwerte + SEM (Varianzanalyse gefolgt von Scheffé-
Test); N = 5; n =46 — 77 pro Versuchsgruppe mit N = Anzahl der Krypten und n = Anzahl
gemessener ROIs.

1.3 Kryptenachse

Das Kolonepithel zeichnet sich durch einen massiven Gradienten hinsichtlich
der Zellreifung aus: am Kryptenfundus sitzen die jungen, proliferierenden
Zellen, deren bei der Zellteilung entstehenden Tochterzellen innerhalb weniger
Tage entlang der Kryptenachse zu Oberflache wandern, wo sie dann durch
Apoptose verloren gehen (Lipkin 1987). Dabei kommt es zu massiven
Anderungen in den Transporteigenschaften der Zellen (Kockerling & Fromm
1993; Kockerling et al. 1993).

Daher stellte sich die Frage, ob die Zellantwort auf Carbachol entlang
der Kryptenachse unterschiedlich stark ausfallt. Dazu wurden in Imaging-
Versuchen an drei verschiedenen Abschnitten der Krypte (Fundus, Mitte und

Oberflachenregion) durchgefthrt.
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Abb. IIl.5 Vergleich der Anderung von [CI]; entlang der Kryptenachse.

Im Vergleich der drei Regionen Oberflache, Mitte, Fundus der Krypte zeigte sich kein
signifikanter Unterschied in dem durch Carbachol (5-10°° mol-I") stimulierten Abfall von [CI];.
N =5 -8, n=57 — 93 mit N = Anzahl der Krypten und n = Anzahl gemessener ROIs.
Mittelwerte £+ SEM (Varianzanalyse gefolgt von Scheffé-Test).

Wie aus Abbildung I1II.5 ersichtlich, existiert kein signifikanter
Unterschied der Reaktionsstarke entlang der Kryptenachse (Oberflache A [CI;
= 26,3 + 1,5 mmol-I*; Mitte: A [CI']; = 27,4 + 1,8 mmol-I™*; Fundus: A [CI]; = 27,6
+ 3,42 mmol-I*; Statistik siehe Abb. 1I1.5). Somit scheint der durch Carbachol
stimulierte Chloridausstrom nicht von dem Differenzierungsgrad der
Epithelzelle abhangig zu sein. Daher wurden flir alle folgenden Versuche

Daten aus verschiedenen Abschnitten der Krypte gepoolt.
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1.4 Vergleich mit Forskolin

Um die Amplitude der durch Carbachol-induzierten Anderung der
intrazellularen CI-Konzentration mit der anderer Sekretionswege vergleichen
zu konnen, wurde Forskolin eingesetzt, welches als Stimulator der
Adenlytcyclase wirkt (Seamon & Daly 1981), und dartiber cAMP-vermittelte
CFTR-Kanale 6ffnet (Ubersicht siehe: Greger 2000).

Der folgende  Originalkurvenverlauf  zeigt den  kompletten
Versuchsablauf, beginnend mit einer Stabilisierungsphase in der 140 mmol-I*
NaCl-Losung. Anschlieend wurden die Membranen mit der kaliumreichen
KCI-Losung depolarisiert und schlieBlich Forskolin (5-10° mol-I") appliziert.
Nachdem sich ein stabiles Plateau eingestellt hatte wurde die Badlosung
gegen die ebenfalls kaliumreiche KGluc-Losung ausgetauscht. Diese enthielt
Forskolin in der gleichen Konzentration (5-:10° mol-I"). Wie deutlich an dem
Anstieg der Fluoreszenzkurve zu erkennen ist, war es madglich mittels
Forskolin einen Abfall der intrazellularen Cl-Konzentration, d.h. eine CI-

Sekretion, zu induzieren (Abb. 111.6).
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Abb. I11.6: Forskolin induzierte Anderung der MEQ-Fluoreszenzintensitét.

Forskolin (5-10° mol-I*; schwarzer Balken) induziert eine Zunahme der Fluoreszenz des
Halid-sensitiven Farbstoffs MEQ unter depolarisierten Bedingungen (Superfusion mit
140 mmol-I* KCI Tyrode), die sich nach Wechsel in eine Cl-freie Superfusionslésung
(140 mmolI"* KGluc Tyrode) verstarkt. Der Kurvenverlauf ist repréasentativ fir N (Anzahl der
Krypten) = 6; n (Anzahl gemessener ROIs) = 68. Statistik siehe Abb.III.7.

Fluoreszenzintensitat von
MEQ (344nm)
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Um zu uUberprifen, ob eine Aktivierung des CFTR-Kanals fur den
Forskolin-induzierten Chloridausstrom verantwortlich ist, wurde Glibenclamid,
ein Blocker dieses Kanals (Sheppard & Welsh 1992), eingesetzt. Wie aus Abb.
1.7 hervorgeht, hemmte Glibenclamid (5-10*mol-I") den Forskolin-induzierten
Abfall signifikant (p < 0,05), aber nicht vollstandig. Dies legt die Beteiligung
von CFTR-Chloridkanalen nahe, zeigt aber auch, dass noch andere
Transporter beteiligt sein missen.

Forskolin kann zudem den Na'/K*/2CI-Cotransporter (NKCC1), der
unter physiologischen Bedingungen der CI-Aufnahme in die Zelle dient,
stimulieren (siehe z.B.: Diener et al. 1996). Da sich unter den gewdhlten
Bedingungen (Na*- und Cl-freies Perfusionsmedium) dieser Kotransporter in
seiner Arbeitsrichtung umdrehen wird, wurde getestet, ob Bumetanid, ein
Blocker von Na*-K*-2Cl-Kotransportern (Kaplan et al. 1996), ebenfalls in der
Lage ist, den Forskolin-induzierten Abfall von [CI]; zu vermindern. In der Tat
reduzierte Bumetanid (10 mol-I") den Effekt von Forskolin ebenfalls um ca.

die Halfte (Abb. 111.7).
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Abb. lll.7: Forskolin-induzierter Abfall der intrazellularen Chloridkonzentration.

Abfall der intrazelluldren Chloridkonzentration (A [CI]) durch Forskolin (5-10° moI-I'l) in
Abwesenheit von Inhibitoren (linker Balken) und in Anwesenheit von Glibenclamid
(5-10* mol-I*; mittlerer Balken) oder Bumetanid (10° moll?*; rechter Balken).
Unterschiedliche Buchstaben (a, b) symbolisieren statistisch unterschiedliche Gruppen (p <
0,05); statistisch homogene Gruppen sind mit dem gleichen Buchstaben gekennzeichnet
(Varianzanalyse gefolgt von Scheffé-Test). Werte sind Mittelwerte + SEM, N =6, n =55 - 81
mit N = Anzahl der Krypten und n = Anzahl gemessener ROls.
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2 Signaltransduktion

Die Experimente, die in Kapitel 11l.1 beschrieben wurden, belegen, dass ein
Anstieg der intrazelluldaren Ca®*-Konzentration einen Stilben-sensitiven
Chloridausstrom, messbar als Abfall von [CI'];, auslost. Er wird also durch das
Offnen von Ca?*-abhangigen CI-Kanalen verursacht. In den folgenden
Versuchsserien sollte nun die Signalkaskade zur Aktivierung des CaCC

ermittelt werden.

2.1 Die ,klassischen* Ca**-Signalkaskaden

Grundsatzlich spielt Ca®* in zwei ,klassischen* Signalkaskaden eine wichtige
Rolle: dem Ca*/Calmodulin-Weg und der IP;-Signalkaskade. Da es zu diesem
Zeitpunkt der Untersuchungen am wahrscheinlichsten erschien, dass einer
dieser beiden Signalwege an der Ubermittlung des Carbachol-Signals an die
Ca®*-abhangigen ClI'-Kandle beteiligt ist, stellten sie als erste den Gegenstand

der weiteren Experimente dar.

2.1.1 Calcium/Calmodulin- Weg und Phospholipase C- Signalkaskade

Im ersten Versuchsansatz sollte mittels Hemmung von Calmodulin durch
Calmidazolium, ein Derivat des Antimykotikums Miconazol (Fischer et al.
1987), die Rolle des Ca**/Calmodulin-Komplexes und der darauf basierenden
Signalkaskade fir die Aktivierung des CaCC uberpruft werden.

Dazu wurde nach der Stabilisierungsphase in der KCI-Perfusions-
Lésung Calmidazolium in einer Konzentration von 10° mol™* appliziert.
Nachdem sich eine stabile Baseline eingestellt hatte, wurde der
Perfusionsldsung zusatzlich Carbachol (5-10° mol-I™") zugefiigt. Es folgte der
Wechsel in die KGluc-Perfusions-Losung, die ebenfalls Calmidazolium und

Carbachol enthielt. Die resultierende A [CI]; betrug 23,9 + 2,5 mmol-*
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(Abb. 111.8) und unterschied sich somit nicht signifikant von der Anderung der
intrazellularen Chloridkonzentration ausschliel3lich mit Carbachol stimulierter
Krypten (A [CI]= 29,7 * 3,9 mmolI"). Calmodulin scheint also bei der

Aktivierung der Ca®*-abhangigen Cl-Kanéle keine Rolle zu spielen.

50+
)]
5o~ 407
53
©
SE owf T
O N—r
5= T
50
g < 207 *
@)
104
0
+ +
Ohne Calmidazolium + Staurosporin +
Inhibitor U-73122 Goe 6983

Abb. 111.8: Wirkung von Hemmstoffen der klassischen Ca?*-Signaltransduktionswege
auf den Carbacholeffekt.

Dargestellt ist der Abfall der intrazellularen ClI'-Konzentration durch Carbachol (5-10° mol-I%)

in Abwesenheit von Inhibitoren (weil3e Saule) und in Gegenwart von Calmidazolium

(10° mol-I"), U-73122 (10° molI*), Staurosporin (107 mol-I*) oder Gé 6983 (10° mol-I™).

Werte sind N=4 - 6, n= 46 —75 flur jede Gruppe mit N = Anzahl der Krypten und n = Anzahl

gemessener ROIs; *= p< 0,05 versus Kontrolle ohne Inhibitor-Vorbehandlung.

Auch dem Proteinkinase C-Weg scheint keine wesentliche Bedeutung
zuzukommen. So lie3 sich beispielsweise die Wirkung von Carbachol nicht
durch das Diacylglycerol-Analog OAG (2-Acetyl-1-oleoyl-sn-glycerol), einem
Aktivator von vielen Formen der PKC (Brose et al. 2004), nachahmen.
Superfusion der Krypten mit OAG (1,5-10* molI') erzeugt einen Abfall von
[CI]y um -9,1 + 2,8 mmol-I* (N = 4, n = 48), einem Wert, der sich nicht

signifikant von der zeitabhangigen Kontrolle unterschied.
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Die Blockade der Phospholipase C mit U-73122 (10° mol-I™*; zur
Wirkung siehe: Taylor & Broad 1998) zeigte ebenfalls keine Hemmwirkung auf
die Carbachol-induzierte A [CI]; (Abb. 111.8). Allerdings konnte Staurosporin, ein
Blocker der Proteinkinase C (Tamaoki et al. 1986; Wilkinson & Hallam 1994),
die Carbachol-induzierte Antwort um die Hélfte reduzieren (Abb. 111.8). Eine
Beteiligung der PKC konnte somit nicht vollstandig ausgeschlossen werden.

Auch eine Beteiligung atypischer PKC erschien méglich. Der Einsatz
von 2-[1-(3-dimethylpropyl)-5-methoxyindol-3-yl]-3-(1H-indol-3-yl) maleimide,
kurz GO 6983, einem Blocker der cPKC-Subtypen afy sowie der aPKC(
(Chow et al. 2000), diente der Uberprufung, ob die aufgefiihrten PKC in der
Signaltbertragung involviert sind. Wie in Abbildung 111.8 dargestellt, war G06
6983 nicht in der Lage, den Chloridausstrom zu blockieren, somit sind weder

die cPKC noch die aPKCC in die Signalkaskade involviert.

2.2 Alternativer Signalweg: NO-Synthasen (NOS)

Die bisherigen Versuche haben gezeigt, dass die klassischen Ca?'-
Signalkaskaden nicht entscheidend an der Aktivierung des Carbachol-
induzierten CI'-Ausstroms beteiligt sind. Bei der Uberlegung welche weiteren
Signalwege in Betracht gezogen werden mussen, erschien die Synthese von
Stickstoffmonoxid (NO) mit anschlielBender Signalweiterleitung als
naheliegendste Méglichkeit, da Interaktionen von Ca®* mit NO-produzierenden
Enzymen (NO-Synthasen, NOS) von anderen Zellen bekannt sind (Wang et al.
1999).

2.2.1 Funktionelle Bedeutung der NOS in der Signalkaskade

Inwieweit NO-Synthasen eine Rolle bei der Carbachol-Antwort der Kolon-
Krypten der Ratte spielen, sollte in den folgenden Imaging-Experimenten

geklart werden. Dazu wurde Carbachol durch Nitroprussid im bereits
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erlauterten Versuchsschema (siehe Kapitel 111.1.2) ersetzt. Nitroprussid ist ein
NO-Donor (Wilson et al. 1993). Ziel der Versuche war es, zu uberprifen, ob
Nitroprussid in der Lage ist, den Carbachol-Effekt nachzuahmen.

In der Imaging-Versuchsreihe fuhrte die Gabe von Nitroprussid
(10* mol-I'") zu einem signifikanten Abfall von [CI]; um -24,7 + 3,0 mmol™
(N =5, n = 42); ein Effekt, der in etwa so stark war wie derjenige von
Carbachol (siehe Abb. 111.1).

Die Synthese von NO erfolgt Gber NO Synthasen (NOS). Von ihnen
sind mehrere Formen bekannt: die neuronale NOS (n-NOS, NOS-1), die
induzierbare NOS (i-NOS, NOS-2) und die endotheliale NOS (e-NOS, NOS-3)
(Alderton et al. 2001). In einer weiteren Versuchsreihe wurde das Gewebe vor
der Stimulation mit Carbachol mit Blockern von
NO-Synthasen inkubiert. Verwendung fanden hierbei Derivate von
L-Arginin: L-NNA ist nachgewiesener Blocker der e-NOS und n-NOS. L-NMMA
inhibiert alle NOS-Formen inklusive der i-NOS (Dwyer et al. 1991; Reif &
McCreedy 1995; Arzumanian et al. 2003). In der Tat hemmte L-NMMA
(10 mol-I™"), der Blocker, der alle bekannten NOS-Isoformen inhibiert, die
Carbacholantwort signifikant, wahrend L-NNA, das eine deutlich schwéchere
Hemmwirkung auf die i-NOS hat (Dwyer et al. 1991), unwirksam war. Dies
l&sst eine Beteiligung dieser Isoform des Enzyms bei der Signaltransduktion

vermuten (siehe Tab. I11.1).

Inhibitoren Konzentration Carbachol-induzierte N/
(mol-1™) A [CI]i (mmolI™

L-NNA 10 -33,9+ 3,00 6/95

L-NMMA 10* -13,9+20* 517145

Tab. lll.1: Auswirkung der Inhibitoren der NOS auf die Carbacholantwort.

L-NNA hatte keinerlei Einfluss auf die Carbacholantwort. L-NMMA reduzierte die
Chloridsekretion signifikant. N = Anzahl der Krypten und n = Anzahl gemessener ROlIs.
* = p< 0,05 versus Carbachol; Mittelwerte £+ SEM, p < 0.05 (Varianzanalyse gefolgt von
Scheffé-Test).
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2.2.2 Immunhistochemische Lokalisation der NOS-Isoformen

Wie die Imaging-Versuche zur funktionellen Bedeutung der NOS zeigen
(Kapitel Il 2.2.1), stellen diese mdglicherweise einen Teil der Signalkaskade
bei der Carbacholwirkung dar. Mittels immunhistochemischer Farbung sollte
nun die Lokalisation der unterschiedlichen NOS-Typen im Kolonepithel der
Ratte morphologisch untersucht werden.

Zur besseren Orientierung wurden alle Gewebeschnitte mit DAPI
angefarbt. DAPI bindet an AT-reiche Regionen der DNS und stellt die
Zellkerne dadurch blau dar (Kubista et al. 1987). Die Nuklei der
Kryptenepithelzellen befinden sich im basalen Drittel der Zellen, der apikale
Bereich ist folglich mit Zytoplasma angereichert. In allen folgenden
immunhistologischen Abbildungen befindet sich die Kryptenoberflache und
somit das Lumen des Darmes im oberen Bildabschnitt. Im unteren
Bildabschnitt ist der Kryptenfundus mit der sich anschlielenden Lamina
muscularis mucosae zu sehen. Zwischen den Krypten zieht die Lamina propria
bis zum Oberflachenepithel. Die primaren AntikOrper (siehe Tabelle 11.3)
wurden durch Kopplung an den Sekundarantikérper Cy3-conjugated affinipure
donkey anti-rabbit IgG sichtbar gemacht.

In Abbildung 111.9 ist die Farbung der n-NOS dargestellt. Deutlich sind
die Cy3-Signale, kennzeichnend fiir den n-NOS-Priméarantikérper, entlang der
gesamten Kryptenachse zu erkennen. Vor allem im Bereich der apikalen
Zellmembran und im Oberflachenepithel ist eine starke Markierung zu sehen.
Aber auch im Bereich der Lamina muscularis mucosae sind Signale
auszumachen.

Die Lokalisation der i-NOS zeigt Abbildung 111.10. Auch hier verteilt sich
das Signal entlang der gesamten Kryptenachse. Vor allem im Cytoplasma und
auch in der Zellmembran sind deutlich Signale zu sehen. Im Vergleich zur

n-NOS scheint das Signal in der Lamina muscularis mucosae starker zu sein.
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Im Unterschied zur Verteilung der n-NOS und der i-NOS zeigt
Abbildung 1ll.11, dass die e-NOS hauptséachlich im Bereich des
Oberflachenepithels vorliegt. Auch in der Lamina propria und in der Lamina
muscularis mucosae sind Signale zu erkennen. Das Kryptenepithel im Bereich

des Fundus und der Kryptenmitte weist jedoch keine Signale auf.

Cy-3 Signal DAPI-Signal Uberlagerung

+ primarer Antikorper

Negativkontrolle

Abb. 111.9: n-NOS-Signal im Kolonepithel.

Die Abbildung zeigt die Verteilung der neuronalen NOS (n-NOS) in der Kolonwand der Ratte.
Wie auch in allen nachfolgenden immunhistochemischen Darstellungen, befindet sich die
zum Darmlumen weisende Kryptenoberflache im oberen Bildabschnitt, der Kryptenfundus
mit anschlieBender Lamina muscularis mucosae liegt im unteren Bildabschnitt. Spalte eins
stellt das Cy3 donkey-anti rabbit IgG-Signal dar. In Spalte zwei ist der Kryptenverlauf durch
die blauliche Anfarbung der Zellkerne mittels DAPI ersichtlich. Die dritte Spalte zeigt die
Uberlagerung des Cy3-Signals und der DAPI-Farbung. Die erste Zeile zeigt den
untersuchten Gewebeabschnitt nach Einsatz des primaren Antikérpers. Nach Kopplung des
n-NOS-Antikorpers an den Cy3 donkey-anti rabbit IgG ergibt sich die rote Farbung. Vor allem
in der apikalen Membran der Kolonepithelzellen ist ein deutliches Signal zu erkennen. In der
unteren Zeile ist die dazugehoérige Negativkontrolle abgebildet. Eichbalken: 50 um.
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Cy-3 Signal DAPI-Signal Uberlagerung

primarer Antikorper

Negativkontrolle

Abb. 111.10: i-NOS-Signal im Kolonepithel.

Wie in Abbildung 111.9. ist in der ersten Spalte das Cy3 donkey-anti rabbit IgG-Signal zu
sehen. Spalte zwei zeigt die DAPI-Farbung der Zellkerne und in der dritten Spalte ist die
Uberlagerung der beiden Signale dargestellt. In der oberen Zeile ist das i-NOS-Signal nach
Bindung des priméren Antikérpers an den Cy3 donkey-anti rabbit IgG als rote Farbung zu
erkennen. Die i-NOS scheint sowohl in dem Cytoplasma als auch in der apikalen Membran
der Kolonepithelzellen vorhanden zu sein. In der unteren Zeile ist die entsprechende
Negativkontrolle abgebildet. Oberer Bildabschnitt: Darmlumen; unterer Bildabschnitt:
Kryptenfundus; Eichbalken: 50 um.
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Cy-3 Signal DAPI-Signal Uberlagerung

+ primarer Antikorper

Negativkontrolle

Abb. lll.11: e-NOS-Signal im Kolonepithel.

Spalte eins zeigt das Signal des Cy3 donkey-anti rabbit 1gG, spalte zwei die DAPI-Farbung
der Kerne und Spalte drei die Uberlagerung der Signale. In Zeile eins ist die e-NOS nach
Kopplung von dem priméaren Antikorper an den Cy3 IgG rot dargestellt. Die Lokalisation ist
vorrangig auf das Oberflachenepithel der Krypten beschrankt. Die zweite Zeile zeigt die
Negativkontrolle. Oberer Bildabschnitt: Lumen; unterer Bildabschnitt: Kryptenfundus,
Eichbalken: 50 um.
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2.3 Das Cytoskelett

Wie im vorangegangenen Kapitel erlautert, stellen die NOS einen Schritt
innerhalb der Signalkaskade zur Aktivierung der Carbachol-induzierten
Chloridsekretion dar. Gerade die funktionellen Experimente mittels Imaging-
Technik zeigten jedoch, dass der Ca**-abhéngige Chloridkanal nicht einzig
von den NOS reguliert werden kann, da NOS-Blocker nur einen Teil der
Carbacholantwort inhibierten. Auch von Anteilen des Cytoskeletts ist bekannt,
dass sie an der Regulation von lonenkanalen und Transportern beteiligt sind
(Janmey 1998), z.B. Uber die Aktivierung des kleinen G-Proteins Ras nach
Stimulation muscarinerger Rezeptoren (Seger & Krebs 1995), wie etwa an der

Niere fur einen Na*-HCOj3 -Kotransporter gezeigt (Robey et al. 2001).

2.3.1 Einfluss der Mikrotubuli auf den CaCC

Mikrotubuli entstehen durch Polymerisation. Die kleinsten Untereinheiten sind
a-Tubulin und B-Tubulin. Diese lagern sich im Verhéltnis 1:1 zu Heterodimeren
zusammen, die wiederum durch Aneinanderlagerung Protofilamente bilden.
Die Protofilamente sind polarisiert, das schnell wachsende Ende wird als Plus-
Ende bezeichnet und das langsam wachsende als Minus-Ende. In vivo bilden
meist 13 helical angeordnete Protofilamente ein Mikrotubulum (Moritz & Agard
2001; Musch 2004). Mikrotubuli spielen in vielen Signalkaskaden eine
wichtige Rolle. Unter anderem konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung
des chloridabhangigen  Na'/H'-Austauschers unter hyperosmolaren
Bedingungen durch die Zerstérung der Mikrotubuli teilweise unterbunden wird
(Miyata et al. 2000). Des weiteren erleichtern intakte Mikrotubuli die
Ausschiittung von Insulin (Boyd et al. 1982).

Inwieweit Mikrotubuli an der Signalkaskade zur Aktivierung des Ca**-
abhéngigen Chloridkanals im Kolon der Ratte beteiligt sind, wurde zuerst in

Imaging-Experimenten untersucht. Die Krypten wurden mit Inhibitoren, welche
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die Tubulinpolymerisation hemmen, fir 30 min vorbehandelt. Dabei handelte
es sich um Colchicin (2,5-10° moll™) bzw. Nocodazol (3,5:10° moll™).
Colchicin, das Gift der Herbstzeitlosen, unterbindet die Polymerisation von
Mikrotubuli. Das schnell wachsende Plus-Ende des Mikrotubulums hat eine
hohere Affinitat zum Colchicin als das Minus-Ende. Nach Bindung des
Colchicins erfolgt keine weitere Anlagerung von Tubulin an das betroffene
Mikrotubulum (Margolis & Wilson 1977; Andreu et al. 1998). Auch Nocodazol
fuhrt zur Zerstbérung von Mikrotubuli (Bajnath et al. 1995); es bindet
hochspezifisch an Arg 390 von B-Tubulin (Kirsch-Volders et al. 2003). Wurde
unter diesen Bedingungen Carbachol (5:10° moll™) appliziert, war der
cholinerge Agonist nicht mehr in der Lage, einen Abfall der intrazellularen CI'-
Konzentration auszulésen. Die Anderung von [CI]; lag nur noch auf dem

Niveau der zeitabhangigen Kontrolle (Tab. I1.2).

Hemmstoff Konzentration Carbachol-induzierte N/n
(mol-I™) A [CI]i (mmol-™)
Colchicin 2,5-10° -12,2+2,8 6/70
Nocodazol 3,5-10° -9,8+2,0 6/ 44
Tab. Il.2: Wirkung Mikrotubuli-depolymerisierender Substanzen in Imaging-

Experimenten.
Sowohl Colchicin als auch Nocodazol verringern komplett die Abnahme der A [CI]; nach
Stimulation mit Carbachol (5-10° mol-I*) und unter depolarisierten Versuchsbedingungen.
N = Anzahl der Krypten und n = Anzahl gemessener ROIls. Mittelwerte + SEM
(Varianzanalyse nach Scheffé).

Die Hemmung der Aktivierung des Ca?*-abhéngigen CI-Stroms durch
Mikrotubuli-Inhibitoren wurde mit einer unabhangigen Methode, der
Ussingkammer, am intakten Epithel verifiziert. Um einen CI-Strom Uber die
apikale Membran direkt messen zu kdnnen, wurde die basolaterale Membran

durch eine K*-Depolarisation elektrisch ,ausgeschaltet* und ein CI'-Strom uber
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diese Membran durch Anlegen eines Cl-Konzentrationsgradienten
angetrieben (siehe Inset in Abb. [ll.12 zur |lllustrierung des
Versuchsprotokolls). Unter diesen Bedingungen l8st Carbachol (510 moll?)
einen Stilben-sensitiven Anstieg des Kurzschlussstroms (lsc) aus (Schultheiss
et al. 2005, siehe Abb. I1.12). Allerdings ist der Zeitverlauf der
Carbacholwirkung am intakten Epithel ein anderer als in den Imaging-
Experimenten an isolierten Krypten: der Anstieg des lg. ist nur transient; ihm
folgt eine langanhaltende Hemmphase, wahrscheinlich bedingt durch eine
Inhibition des apikalen CFTR Kanals.

Aus Abbildung I11.12 wird ersichtlich, dass der Is.-Anstieg, d.h. das
Offnen apikaler Ca®-abhangiger Cl-Kandle, durch Vorbehandlung mit

Colchicin (2,510 mol'l™ fiir 30 min) signifikant (Tab. 111.3) gehemmt wird.
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Abb. [ll.12: Stimulation eines CI~-Stroms durch die apikale Membran.

Die Stimulation erfolgte durch Carbachol (5:10° mol-I* serosal; weiRes Rechteck). Die
unterbrochene Linie stellt den Kurvenverlauf unter Kontrollbedingungen dar, die
durchgezogene Linie zeigt den Verlauf nach Vorbehandlung mit Colchicin (2,5-10° mol-I"* fiir
30 min). Die Gewebe waren basolateral depolarisiert (111,5 mmol-l * KCI serosal) und ein
CI-Strom wurde durch Anlegen eines CI-Gradienten (107 mmol-I* KGluconat/4.5 mmol-I*
KCI auf der mucosalen Seite) angetrieben (siehe auch Schema der Versuchsbedingungen
oben rechts). Typischer Versuch fur 8 bzw. 9 Experimente in An- bzw. Abwesenheit von
Colchicin; Statistik siehe Tabelle 111.3.
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Carbacholantwort Carbacholantwort i
mit Colchicin ohne Colchicin
P —
(Méqﬁﬁ?zar; 2 0,026 + 0,019* 0,23 + 0,086 8-9
(Méc:ifflﬂ_’cmr;:_z) -1,07 0,13 11,27 +0,14 8-9

Tab. 1ll.3: Wirkung von Colchicin in der Ussingkammer.

Dargestellt ist der maximale Anstieg des Isc, den Carbachol (5:10° mol-I™*) induziert (ISCpeax),
sowie der sich nach 10 min einstellende Abfall des Isc (Iscio min). Die Werte sind dargestellt
als Unterschied (A) zur Grundlinie direkt vor Zugabe von Carbachol. Die Versuche wurden
mit (linke Spalte) und ohne (rechte Spalte) Vorbehandlung mit Colchicin (2,5-10° mol-I™ fiir
30 min) durchgefiihrt. *= p < 0,05 versus Effekt von Carbachol ohne Vorbehandlung mit
Colchicin; n = Anzahl der untersuchten Gewebe.

2.3.2 Einfluss der Actinfilamente auf den CaCC

Actin, ein mittelgroRes, aus 375 Aminosauren bestehendes Protein, kann
grundsatzlich in zwei Formen vorliegen. Zum einen als G-Actin (globulares
Actin), und zum anderen als F-Actin (flamentdses Actin), das nach
Polymerisation von G-Actin entsteht und die typischen Actinfilamente des
Cytoskeletts ausmacht.

Um festzustellen, ob an der Regulation des Ca?**-abhangigen
Chloridkanals am Rattenkolon Actinflamente beteiligt sind, wurden zwei
Toxine verwendet, die speziell am F-Actin der Zelle angreifen. Dabei handelte
es sich einerseits um Cytochalasin D, das in den Polymerisationsprozess des
Actins eingreift. Actinfilamente sind polarisiert und weisen an den beiden
Enden unterschiedliche Wachstumsgeschwindigkeiten auf. Am Plus-Ende
wéchst die Kette schneller als am Minus-Ende. Die Polymerisation stellt sich
aulRerdem als ein dynamischer Prozess dar: wird am Plus-Ende ein G-Actin
angehangt, 16st sich am Minus-Ende ein G-Actin ab. Cytochalasin D blockiert
am Plus-Ende die Polymerisation, weshalb es zur allméhlichen
Depolymerisation des Actinfilaments kommt (Lin et al. 1980).

Bei dem anderen Toxin handelte es sich um Jasplakinolide, das

urspringlich aus dem marinen Schwamm Jaspis johnstoni gewonnen wurde.
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Jasplakinolide bindet an das F-Actin und verhindert die Depolymerisation des
Filamentes. Dadurch kommt es zur Versteifung des Cytoskeletts (Bubb et al.
1994; Bubb et al. 2000; Star et al. 2002; Haggie et al. 2004).

Die Beteiligung von Actinflamenten an der Signalkaskade zur
Aktivierung des Ca’*-abhangigen Cl-Kanals wurde sowohl mittels Imaging-
Technik an isolierten Kolonkrypten als auch an intaktem Gewebe in
Ussingkammer-Versuchen Uberprift. Dazu erfolgte eine 30 mindtige
Inkubation mit den genannten Toxinen und anschlief3end die Stimulation durch
Carbachol. In Tabelle 111.4 sind die Ergebnisse der Imaging-Versuche
dargestellt. Die Inkubation mit den Cytoskelett-Toxinen erfolgte in der KCI-
Lésung. Jasplakinolide wurde mit einer Konzentration von 10° mol*
eingesetzt (Bubb et al. 1994) und zeigte eine deutliche Hemmung des
Carbachol-induzierten Chloridausstroms. Cytochalasin D (10° mol-™*; zur

Wirkung siehe: Young et al. 1997) hingegen war wirkungslos.

Toxin Konzentration Carbachol-induzierte N/n
(mol-I™) A [CI]i (mmol-™)

ohne -27,6 £ 3,42 5/45

Cytochalasin D 10 -20,0 £ 1,80 5/83

Jasplakinolide 10° -14,7 +1,81* 5/75

Tab. lll.4: F-Actin wirksame Cytoskelett-Toxine in Imaging-Experimenten.
Jasplakinolide (10® fur 30 min) vermindert die Anderung der A [CI]; nach Carbachol-
stimulation (5-10° mol-I1) signifikant, Cytochalasin D (10 fir 30 min) ist wirkungslos. N =
Anzahl der Krypten und n = Anzahl gemessener ROIs. * = p< 0,05 versus Carbachol,
Mittelwerte £+ SEM (Varianzanalyse nach Scheffé).
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IV  Diskussion

Durch den funktionellen Nachweis von CaCCs am Kolongewebe von Ratten
mit der Technik der Ussingkamer (Schultheiss et al. 2005) dréangte sich die
Frage nach der Bedeutung dieser Leitfahigkeit fur die Sekretion von Chlorid
auf. Dies, sowie die Eingrenzung einer moglichen Signalkaskade zur

Aktivierung der CaCCs, stellten den Gegenstand meiner Untersuchungen dar.

1 Stimulation einer Chloridleitfahigkeit an isolierten Krypten

Zu Beginn der Versuche war es notwendig experimentelle Voraussetzungen
zu finden, unter denen die calciumaktivierte Chloridleitfahigkeit an isolierten
Krypten der Ratte mit der Imaging-Technik messbar war. Um den CaCC am
Kolongewebe der Ratte mittels Ussing-Kammer-Technik funktionell
nachweisen zu konnen, depolarisierten Schultheil3 et al. das Epithel
basolateral (Schultheiss et al. 2005). Aufgrund mangelnder Triebkraft fr
Kalium konnten Einflisse des cytoplasmatischen Calcium auf die Leitfahigkeit
von Kalium nun nicht mehr zur Anderung des Kurzschlussstroms (ls)
beitragen (Schultheiss & Diener 1997). Zusétzlich wurde Uber das Gewebe ein
chemischer Gradient von serosal nach mucosal aufgebaut, um die Triebkraft
fur die Chloridbewegung durch apikale Anionenkandle zu erhdhen
(Schultheiss et al. 2005).

Auch fur den funktionellen Nachweis des CaCC mit der Imaging-
Technik war es notig depolarisierte Bedingungen sowie einen chemischen
Chloridgradienten zu verwenden. Denn durch Applikation von Carbachol in
einer 140 mmol-I" Natriumchlorid-Lésung war es nicht méglich einen Abfall der
[CI]i zu zeigen (Daten nicht gezeigt). Unter diesen Bedingungen ist der
stimulierte Ausstrom von Chlorid zu klein, um von der Imaging-Technik erfasst

zu werden. Daher wurden alle Versuche in K*-reichen Superfusionslésungen
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durchgefihrt, in deren Gegenwart sich das Membranpotenzial der
Kryptenzellen auf 0 mV einstellt (Schultheiss & Diener 1998). Dadurch konnte
die Beeinflussung der Messergebnisse durch indirekte Effekte des Stimulators
Carbachol (Offnung von Kaliumkanalen und dariiber Anstieg der Triebkraft fur
den Chloridausstrom) ausgeschaltet werden. Zusatzlich wurde der
Chloridefflux durch eine annahernd chloridfreie Kaliumgluconat-Losung
energetisiert.

Mit Forskolin, das die Adenylatcyclase aktiviert und dadurch den
intrazellularen cAMP-Spiegel erhoht, war es ebenfalls mdglich die [CI]; zu
senken (siehe Abb. II1.6). Im Unterschied zu Carbachol stellte sich der
Forskolin-vermittelte Effekt bereits in der chloridhaltigen KCI-Lésung ein.
Durch den Wechsel in die chloridfreie Kaliumgluconat-Lésung wurde der
Ausstrom von Chlorid zusatzlich forciert. Dies zeigt zum einen, dass die
Forskolin-induzierte Reaktion nicht von dem Chloridgradienten abhangig ist.
Zum anderen unterstitzt es die These, dass Carbachol und Forskolin
unterschiedliche Strukturen fir den Chloridtransport ansprechen (Schultheiss
et al. 2005).

Da Forskolin den CFTR aktiviert (Sheppard & Welsh 1992), lag die
Vermutung nahe, dass es sich hierbei um eine von CFTR-Kanélen getragene
Antwort handelt. Dies bestatigte sich darin, dass der Forskolin-Effekt
signifikant durch Glibenclamid, einen Blocker dieses Kanals (Sheppard &
Welsh 1992), reduziert werden konnte. Der Ausstrom von Chlorid wurde
jedoch nicht vollstandig verhindert. Da Forskolin auch den Na'/K'/CI
Kotransporter (NKCC1) aktiviert (Diener et al. 1996), setzte ich Bumetanid als
Blocker dieses Transporters ein (Kaplan et al. 1996). Auch dieser Inhibitor
reduzierte die Forskolinantwort signifikant ohne den Chloridausstrom ganz zu
unterbinden. Somit scheint der NKCC1 unter den gegebenen

Versuchsbedingungen seine Transportrichtung zu andern und Chlorid nicht
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mehr in das Cytoplasma zu bringen, sondern aus der Zelle heraus zu
transportieren. Dies bedeutet, dass Forskolin den CFTR und den NKCC1
aktiviert, wobei letzter aufgrund der hochkaliumreichen Superfusionsldsungen

im reverse mode, also als CI" Exportmechanismus, arbeitet.

2 Calciumabhangigkeit der Chloridleitfahigkeit

Nachdem Carbachol an muscarinerge Rezeptoren gebunden hat, kommt es
zu einem Anstieg des cytoplasmatischen Calciums durch Freisetzung von
Calcium aus intrazellularen Speichern und durch den Calciumeinstrom von
extrazellular (Fischer et al. 1992; Frings et al. 1999). Wie oben erlautert konnte
unter den speziellen Versuchsbedingen davon ausgegangen werden, dass
diese Anderung der Calciumkonzentration direkt den Ausstrom von Chlorid
ausloste. Aus den verdffentlichten Daten aus Ussingkammer-Versuchen ist
ersichtlich, dass es sich bei dem Carbachol-stimulierten Ig; um eine Stilben-
sensitive Chloridleitfahigkeit handelte, die durch lonomycin aktiviert werden
konnte (Schultheiss et al. 2005).

Beides konnte ich in den Imaging-Versuchen bestatigen. Allerdings
zeigte im Gegensatz zu der Arbeit von Schultheiss et al., in der DIDS weniger
effektiv war als SITS, bei den von mir durchgefiihrten Versuchen an isolierten
Krypten gerade DIDS die grolRere Wirksamkeit. Diese Diskrepanz hangt
vermutlich mit der unterschiedlichen Struktur der beiden Stilbene zusammen.
Wahrend SITS eine 4-Acetamid-Gruppe besitzt, findet sich am lipophileren
DIDS an gleicher Stelle eine 4-Isothiocyanat-Gruppe. Mdglicherweise stellt die
in der Ussing-Kammer intakte Schleimschicht fir DIDS ein effizientes
Diffussionshindernis dar, wodurch es die Chloridkandle an der apikalen
Membran nicht erreicht.

Weiterhin gelten die Stilbene DIDS und SITS auch als Inhibitoren des
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CI/THCO s-Austauschers, der an der apikalen und der basolateralen Membran
des distalen Kolons arbeitet (Binder et al. 1991; Ikuma et al. 2003). Dieser
benodtigt HCO3; als Substrat zum Austausch gegen Chlorid. Da HCOj3
extrazellular nicht vorlag, konnte der CI/HCOjs-Austauscher unter den
vorgegebenen Versuchsbedingungen nicht aktiv werden. Dies indiziert, dass
lediglich CaCCs in meinen Versuchen gehemmt wurden.

In Abbildung I11.3 ist noch ein weiterer Effekt von DIDS zu erkennen.
Um den eigentlichen Versuchsablauf verfolgen zu kénnen, subtrahierte ich
den Wert der Eigenfluoreszenz von DIDS von den Originalmessungen. Das
Resultat ist in Bild 3) der Abbildung IIl.3 zu sehen. Es zeigt sich deutlich, dass
direkt nach der Applikation von DIDS die Fluoreszenzintensitat von MEQ
sinkt. Das Stilben blockiert also anscheinend bereits hier den Transport von
Chlorid tber einen CaCC. Bei den Originalkurven von SITS ist der gleiche

Effekt zu erkennen (Daten nicht gezeigt).

3 Kryptenachse

Charakteristisch fur das Kolonepithel ist der Vorgang der Zellreifung. Im
Fundus der Krypten liegen proliferierende Stammzellen. Die von ihnen
abstammenden Tochterzellen wandern entlang der Kryptenachse zur
Oberflache und differenzieren wahrenddessen zu reifen Zellen. An der
Oberflache lockert sich die Verbindung zwischen Basallamina und Zelle und
die Zellen schilfern ins Darmlumen ab (Lipkin 1985; Potten et al. 1997).
Wahrend dieser Differenzierungsphase &ndern die Zellen ihre
Haupttransporttatigkeit fur Elektrolyte. Waéahrend die Enterozyten im
Kryptenfundus NaCl vor allem sezernieren, wechseln sie im Laufe ihrer
Wanderung die Transportrichtung. An der Oberflache angekommen

resorbieren sie hauptséchlich NaCl. Es handelt sich dabei jedoch nicht um
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eine strikte Aufgabeneinteilung. Auch die Funduszellen sind in der Lage
Elektrolyte zu resorbieren, und die Oberflachenzellen kdnnen durch geeignete
Stimuli zur Sekretion angeregt werden (Kockerling & Fromm 1993; Singh et al.
1995; Greger et al. 1997).

Um der Frage nach zu gehen, ob dieser Prozess der
Zelldifferenzierung zu Unterschieden in der Zellantworten nach Stimulation
durch Carbachol fuhrt, wurden in einer Versuchsreihe Zellen der
unterschiedlichen Achsenabschnitte Fundus, Mitte und Oberflache zeitgleich
gemessen. Der Vergleich der A [CI]; der jeweiligen Abschnitte miteinander
zeigte, dass kein Unterschied in der Sekretionsleitung besteht (siehe
Abb.111.5). Somit scheint der Differenzierungsgrad der Zelle keinen Einfluss auf

die CaCC-vermittelte Chloridleitfahigkeit zu haben.

4  Signalkaskade

Uber die Aktivierung Ca**/CaM-Komplex-abhéngiger Enzyme ist Calmodulin in
viele zellulare Mechanismen einbezogen. Eines dieser Enzyme, die CaMKII
(Calmodulinkinase 1), ist in der Lage CaCCs zu aktivieren. Dies wurde bislang
unter anderem fir Epithelien der Atemwege des Menschen beschrieben
(Ubersicht siehe: Hartzell et al. 2005). Die Blockade von Calmodulin mittels
Calmidazolium hatte jedoch keinerlei Einfluss auf das durch Carbachol
hervorgerufene A [CI]; (siehe Abb. 111.8). Somit scheidet dieser Weg als
Maoglichkeit der Signalweiterleitung aus.

Im nachsten Schritt wurde die Phospholipase C-Kaskade genauer
untersucht. Denn 2002 verd6ffentlichten Kilic und Fitz Ergebnisse, wonach die
Aktivierung von G-Proteinen in HTC Hepatoma Zellen via PLC-IPs-Ca?*-
Signalweg in der Stimulation von CaCC-Kanalen mindete (Kilic & Fitz 2002).

Somit erschien der Phospholipase C-Weg als aussichtsreicher Kandidat.
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Mittels Blocker, die an unterschiedlichen Stufen der Kaskade wirken, sollte die
Carbacholantwort gehemmt werden. Zusatzlich versuchte ich mit dem DAG-
Analogon OAG eine Chloridsekretion zu stimulieren. Die Hemmung der
Phospholipase C durch U-73122 hatte keinen Einfluss auf die Reaktion der
Zelle auf Carbacholstimulation (siehe Abb. 111.8), und mit OAG konnte keine
Anderung der [CI]; ausgelost werden. Im direkten Kontrast dazu steht die
Beobachtung, dass Staurosporin das Carbachol-induzierte A[CI]; signifikant
reduzierte. Diese widersprichlichen Resultate forderten  weitere
Untersuchungen.

Aus der Literatur ist bekannt, dass die G-Protein-Untereinheit GRy die
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PIK3) direkt aktiviert. Die PIK3 wiederum
phosphoryliert Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphat und mobilisiert dariiber
die atypische PKC C (Ubersicht siehe: Landry et al. 2006). G6 6983, ein
Blocker der cPKCs und der aPKC ¢ (Chow et al. 2000), konnte den Efflux von
Chlorid jedoch nicht hemmen (siehe Abbildung 111.8), womit deren Beteiligung
am Signalweg ausscheidet.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass die klassischen
Signalkaskaden nicht zur Aktivierung des CaCCs fuhren. Die Untersuchung
alternativer Wege der Signalweiterleitung stellten daher den Gegenstand der

weiteren Versuchsreihen dar.

5 Stickstoffmonoxid als second messenger

Stickstoffmonoxid ist ein freies Radikal, gebildet von NO-Synthasen aus
molekularem Sauerstoff und L-Arginin unter Beteiligung von NADPH. Die NOS
werden in drei Isoformen gegliedert, nNNOS (neuronale Form, Typ |, NOS-I
oder NOS-1), i-NOS (induzierbare Form, Typ 2, NOS-Il, NOS-2) und e-NOS
(in vaskular endothelialen Zellen, Typ 3, NOS-IIl, NOS-3). Sie sind Produkte
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unterschiedlicher Gene mit verschiedenen Lokalisationen,
Regulationsmechanismen, katalytischen Eigenschaften und unterschiedlicher
Sensitivitdt gegentber Blockern. Weiterhin wird die Gruppe der konstitutiven,
calciumabhangigen NOS (n-NOS und e-NOS) von der induzierbaren,
calciumunabhangigen i-NOS abgegrenzt (Ubersicht siehe: Alderton et al.
2001).

Die Aktivierung der konstitutiven NOS erfolgt z.B. nach Bindung von
Mediatoren an ionotrope Rezeptoren. Kanéle 6ffnen sich und Calcium strémt
in die Zelle ein. Dies kann durch eine Calcium-induzierte Calciumfreisetzung
aus dem Endoplasmatischen Retikulum verstarkt werden. Calcium verbindet
sich mit Calmodulin zu dem Ca?*‘/CaM-Komplex, der die konstitutiven NOS
aktiviert.

Ein weiterer Signalweg lauft Uber einen G-Protein-gekoppelten
metabotropen Rezeptor. Wird dieser aktiviert, flihrt er zur Dissoziation des G-
Proteins. Sowohl die a-Untereinheit als auch die RBy-Untereinheit binden an die
Membran und aktivieren dort verschiedenste Enzyme, unter anderem
membranstandige NOS und die Phospholipase A und CR3 (PLA, und PLCHR).
Das Substrat der PLCR ist Phosphatidyl-Inositol-Diphosphat (PIP,). PIP, wird
zu IP; und DAG gespalten. IP; bindet an das Endoplasmatische Retikulum
und fihrt, ebenso wie einstromendes Calcium, zur Freisetzung von Calcium
aus dem Endoplasmatischen Retikulum. Es bildet sich wiederum der
Ca®*/CaM-Komplex und cNOS werden aktiviert.

Bei der induzierbaren NOS ging man urspringlich davon aus, dass sie
calciumunabhédngig ist und ausschliel3lich nach Anregung spezifischer
Rezeptoren, Tyrosinkinasen, durch Endotoxine oder Cytokine exprimiert wird.
Zu den durch Tyrosinkinasen angesprochenen Proteinen gehoéren die ,signal
transductors activating transcription® (STAT). Diese diffundieren in den

Zellkern und aktivieren Transkriptionsfaktoren via Phosphorylierung. Die
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Transkriptionsfaktoren I6sen die i-NOS-Genexpression aus und nach ca. zwei
Stunden beginnt die Synthese von i-NOS (Arzumanian et al. 2003). Anfang
der Neunziger gelang jedoch in einigen Studien der Nachweis, dass auch
induzierbare NOS calciumabhéngig sind (Knowles & Moncada 1994). So war
es zum Beispiel mdglich in vitro mit Interleukin-1 und Endotoxinen eine
calciumabhangige NO-Synthase in articularen Chondrocyten zu induzieren
(Palmer et al. 1992). Auch in der microsomalen Fraktion von aktivierten
Makrophagen von Kaninchen wurde eine calciumabhangige i-NOS neben der
bereits bekannten calciumunabh&ngigen i-NOS gefunden (Hiki et al. 1991).
Weiterhin konnte im Intestinum der Ratte in vivo eine calciumabhéngige i-NOS
durch Endotoxine stimuliert werden (Salter et al. 1991).

In meinen Untersuchungen zeigte sich, dass uUber den NO-Donor
Nitroprussid eine dem Carbachol-Effekt dhnliche Anderung der [CI]; ausgelost
werde konnte. AuRerdem hemmte der unspezifische NOS-Blocker L-NMMA
den Carbachol-stimulierten Chloridefflux. Dies konnte jedoch mit L-NNA nicht
bestatigt werden. Mdglicherweise hangt dies mit der wesentlich schwacheren
Hemmwirkung von L-NNA auf die induzierbare NOS zusammen (Dwyer et al.
1991).

Mittels immunhistochemischem Nachweis konnten alle drei NOS-
Isoformen im Kolongewebe der Ratte lokalisiert werden, wobei hier die
neuronale Form und die induzierbare Form wesentlich prasenter zu sein
scheinen als die endotheliale Form (siehe Abbildungen 111.9-11). Die n-NOS
und die i-NOS sind entlang der gesamten Kryptenachse zu finden, wobei sich
die n-NOS im Bereich des Oberflachenepithels und in der apikalen Membran
konzentriert. Die Signale der i-NOS sind ebenfalls in der apikalen
Zellmembran und weitrdaumig im Zytoplasma zu erkennen. Im Vergleich dazu
beschrénkt sich die e-NOS mehr auf das Oberflachenepithel.

Das Vorkommen aller drei NOS-Formen im Kolonepithel verwunderte
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zuerst, deckt sich aber mit Befunden aus der Literatur. Auch von anderen
Epithelien weil3 man, dass sie eine der drei NOS-Isoformen oder
Kombinationen aus diesen exprimieren (Garcia-Vitoria et al. 2000; Roberts et
al. 2001; Zhan et al. 2003; Puhakka et al. 2006). Eine konstitutive Expression
der i-NOS st auch im humanen Kolon beschrieben und wird mit der
bestandigen Konfrontation des Organs mit bakteriellen Lipoploysacchariden in
Zusammenhang gebracht (Roberts et al. 2001).

Die gleichméafige Verteilung der n-NOS und der i-NOS dber die
gesamte Kryptenachse korreliert mit dem Befund, dass es keinen Unterschied
in der Amplitude der A [CI]; zwischen der Kryptenoberflache, dem mittleren
Bereich und dem Fundus gibt. Weiterhin stiitzt die deutliche Expression der
I-NOS die durch die Blocker-Versuche vermutete Beteiligung der i-NOS an der
Signalkaskade.

Inwiefern die einzelnen NOS-Formen beteiligt sind und in welcher
Weise die NOS an der Aktivierung des CaCCs mitwirken, konnte mit den

durchgefiihrten Versuchen nicht geklart werden.

6 Das Cytoskelett

Wie die oben diskutierten Befunde zeigen, scheinen die NOS eine wichtige
Rolle zur Aktivierung des CaCCs zu spielen. Es stellt sich die Frage, uber
welchen Weg Calcium die NOS stimulieren kann. In diesem Zusammenhang
verfestigte sich in den letzten Jahren zunehmend ein interessanter
Erklarungsansatz, wonach die NOS mit dem Cytoskelett interagieren.

Das Cytoskelett setzt sich aus Mikrofilamenten, Intermediarfilamenten
und Mikrotubuli zusammen. Alle diese Strukturen nehmen eine Vielzahl von
Aufgaben im Cytoplasma dar. So stltzen sie nicht nur die Zellmembran,

sondern sind auch am Transport von Vesikeln beteiligt und interagieren mit
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der Zellmembran und darin verankerten Strukturen. Dazu gehdren nicht zuletzt
Kanéle, die Uber das Cytoskelett beeinflusst werden. Unter anderem konnte
gezeigt werden, dass die Aktivitat des Chloridkanals CIC-2 durch die
Zerstbrung von Mikrofilamenten mittels Cytochalasin D und Latrunculin
deutlich gesteigert wird (Ahmed et al. 2000). Auch gibt es Hinweise, dass das
Actinskelett bei der Regulation des CFTR eine Rolle spielt (Cantiello 1996).
Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass durch Versteifung des
Cytoskeletts der speicherabhéngige Calciumeinstrom verhindert wird (Rosado
& Sage 2000).

Zu den bezuglich der NOS bisher veroffentlichten Studien gehort der
Befund, dass das F-Actin stabilisierende Jasplakinolide die i-NOS-Expession
unterdriickt (Zeng et al. 2001). Im Jahr darauf konnte durch konfocal-
mikroskopische Aufnahmen die Colokalisation zwischen i-NOS und
Actinfilamenten gezeigt werden (Glynne et al. 2002). Auch die e-NOS weist
eine Colokation sowohl mit dem F-Actin, als auch mit dem G-Actin auf
(Kondrikov et al. 2006). Zusatzlich wird die Produktion von NO durch die
e-NOS scheinbar tGber Mikrotubuli reguliert (Su et al. 2002).

Der Einsatz verschiedener cytoskelettaktiver Substanzen in der
Ussing-Kammer und der Imaging-Technik sollte Aufschluss dartiber geben, ob
es einen Zusammenhang zwischen der Aktivierung des CaCCs und dem
Cytoskelett gibt. Als mikrotubulizerstérende Substanzen wurden Colchicin und
Nocodazol verwendet. Beide reduzierten das A [CI], ausgelost durch
Carbachol, signifikant. Es verblieb lediglich eine Differenz, die dem Wert der
zeitabhangigen Kontrolle entspricht (siehe Tab. 111.2-4).

Cytochalasin D und Jasplakinolide wirken beide an Actinfilamenten.
Wahrend erstes zur Depolymerisation der Filamente flihrt, wird dies von
letzterem verhindert. Dieser Unterschied in den Wirkmechanismen spiegelte

sich in den Versuchsergebnissen wider. Cytochalasin D beeinflusste die
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Anderung der [CIT; nicht signifikant. Die Versteifung des Cytoskeletts hingegen
verminderte die Anderung von [CI]; auf das Niveau der zeitabhangigen
Kontrolle (siehe Tab. 11.4). Dementsprechend scheint ein intaktes
Actincytoskelett notwendig fur die Signaltransduktion zu sein.

In Abbildung I11.12 ist neben der Originalkurve des Ussingkammer-
Versuches auch eine Originalkurve der Carbacholstimulation ohne Einsatz
eines Inhibitors dargestellt. Im Gegensatz zu den Imagingversuchen, wo ein
langanhaltender Effekt zu beobachten ist, zeigt sich hier ein transienter
Anstieg des I, gefolgt von einer langanhaltenden Hemmphase. Diese kann
Uber Befunde erklart werden, die 2001 veroffentlicht wurden. Hier zeigte sich,
dass der Forskolin-induzierte Strom durch Applikation von Carbachol an
intaktem Gewebe gehemmt wurde (Schultheiss et al. 2001). Aufgrund der in
dieser Arbeit beschriebenen Versuchsbedingungen indiziert das Ergebnis die
Inhibierung apikaler Chloridkanale. Dies lasst vermuten, dass durch Carbachol
der Chloridausstrom tiber CFTR-Kanéle blockiert wird.

Insgesamt zeigen die Versuchsergebnisse somit, dass das Cytoskelett
regulierend in den Carbachol-induzierten Chloridausstrom eingreift. Dabei sind
sowohl die Actinfilamente als auch die Mikrotubuli beteiligt. Rickschliisse auf
die Kopplung der Strukturen des Cytoskeletts mit den NOS kdnnen aus diesen
Ergebnissen nicht gezogen werden. Auch beziglich der Art des
Zusammenspiels zwischen dem Anstieg des cytoplasmatischen Calciums und

der Aktion des Cytoskeletts kann keine Aussage getroffen werden.
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7 Zellmodell

Fasst man die gewonnen Ergebnisse zusammen, lasst sich folgendes

vorlaufiges Zellmodell erstellen:

basolateral apikal

’ = Rezeptor
ACh 2 IP3 i -=Kanal
\ = Endoplasm.
Retikulum

——=—= = Cytoskelett

Na+/Caz+_-_> ‘
/ ?
/

/2 or e

NOS —»

Abb. IV.1: Zellmodell.

Nach Bindung von Carbachol beziehungsweise seines natirlichen Pendants
Acetylcholin an einen muscarinergen Rezeptor kommt es IP; vermittelt zur
Erhdhung der intrazellularen Calciumkonzentration. Calcium aktiviert Ca®*-
abhangige Kaliumkanale und Kalium stromt aus der Zelle heraus. Zusatzlich
interagiert das Calcium mit dem Cytoskelett. Dieses wiederum aktiviert
Nitromonoxidsynthasen und NO wird synthetisiert. NO fuhrt schliel3lich zur

Sekretion von Chlorid Uber CaCCs.
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V  Zusammenfassung

Calciumaktivierte Chloridkanale (CaCC) spielen in vielen Epithelien eine
wichtige Rolle. Nachdem ein CaCC auch am Kolonepithel der Ratte funktionell
nachgewiesen werden konnte, war es Ziel dieser Arbeit diesen genauer zu
untersuchen. Dabei sollte Uberprift werden, wie stark die Uber den CaCC
vermittelte Anderung der intrazellularen Chloridkonzentration A [CI; ist und ob
sich die Amplitude Uber die Kryptenachse verandert. Auf3erdem sollte der Weg
der Signaltransduktion ermittelt werden.

Unter depolarisierten Bedingungen und nach Anlegen eines
chemischen Gradienten fur Chlorid war es mdglich durch Stimulation mit
Carbachol eine CaCC getragene Absenkung der [CI]; mittels Imaging-Technik
zu messen. Dazu wurde der halogenidsensitive Farbstoff MEQ verwendet. Der
Chloridausstrom war stilbensensitiv und konnte mit dem Calcium-lonophor
lonomycin nachgeahmt werden. Der Differenzierungsgrad der Epithelzellen
spiegelt sich in der Amplitude der Carbacholantwort nicht wider.

Die Signalweiterleitung wird nicht von den klassischen Calcium-
assoziierten Kaskaden vorgenommen. Vielmehr missen alternative
Signalwege eine Rolle spielen. Anscheinend ist NO als second messenger in
diesen Signalweg einbezogen, da Uber den NO-Donor Nitroprussid eine dem
Carbacholeffekt &hnlich Zellantwort ausgelost werden konnte. Zusatzlich
hemmte L-NMMA, ein Blocker der NOS-Subtypen, die Carbachol-induzierte
Chloridsekretion. L-NNA, ebenfalls ein Inhibitoren von NOS konnte die
Carbacholantwort der Krypten nicht blockieren. Da L-NNA eine deutlich
schwéchere Wirksamkeit auf die i-NOS besitzt, indiziert dies eine Beteiligung
dieses NOS-Subtyps. Mittels immunhistochemischer Methodik wurde das
Verteilungsmuster der NOS-Subtypen im Kolonepithel untersucht. Hierbei
zeigte sich, dass vor allem die i-NOS und die n-NOS sehr prasent und entlang

der gesamten Kryptenachse zu finden sind. Die e-NOS hingegen wird
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wesentlich  schwéacher exprimiert und konzentriert sich auf die
Oberflachenregion.

Als Vermittler zwischen dem Anstieg des cytoplasmatischen Calciums
und den NOS fungiert mdglicherweise das Cytoskelett. Nocodazol und
Colchicin zerstoren die Mikrotubuli und reduzierten den Carbachol-induzierten
Chloridefflux signifikant. Jasplakinolide, welches das Actinskelett versteift,
indem es die Depolymerisation des F-Actins verhindert, hemmte ebenfalls den
Chloridefflux. Somit scheint sowohl ein intaktes Netzwerk der Mikrotubuli, als
auch ein intaktes Actincytoskelett zu Aktivierung des CaCCs erforderlich zu

sein.
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VI  Summary

Ca®*-activated CI" channels (CaCCs) play an important role in numerous
epithelia. As the existence of a CaCC has been shown functionally at the
colonic epithelium of the rat, the aim of this study was to characterize its role
during Ca?'-dependent CI secretion evoked by the stable acetylcholine
derivative, carbachol.

With the imaging technique using the halide-sensitive dye, MEQ, it was
possible to measure a carbachol-stimulated decrease in intracellular CI
concentration (A [CI])) under depolarized conditions in the presence of a
chemical gradient for CI'. The efflux of CI" was sensitive against stilbenes and
could be mimicked by the calcium ionophore, ionomycin. The degree of
cellular differentiation did not affect the amplitude of the carbachol response.

Classical Ca®" involving cascades do not transduce the signal. Rather
alternative pathways have to play a role. Apparently, NO is involved as a
second messenger as sodium nitroprusside, a NO donor, mimicked the
carbachol response. In adddition, L-NMMA, a blocker of the NO-synthases
(NOS) inhibited the carbachol response. Another blocker of NOS, L-NNA, was
ineffective. Since L-NNA is a only poor blocker of the i-NOS, this result
suggests a participation of this NOS-isoform in the signaling cascade. The
pattern of distribution of the three NOS-isoforms was examined by
immunohistochemistry. It was shown that the i-NOS and the e-NOS are
present all over the crypt axis. In contrast, the n-NOS is expressed in a weaker
manner and is concentrated on the top of the crypt.

Intermediary between the increase of the intracellular Ca*
concentration and the NOS may be the cytoskeleton. Both nocodazol and
colchicine reduced the carbachol-induced CI efflux significantly.
Jasplakinolide, which stiffens the cytoskeleton by inhibiting the

deploymerisation of the F-actin, also blocked the CI-efflux. Thus, for activating
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the CaCC both a functional microtubule network as well as a functional actin

cytoskeleton seem to be required.
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