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Einleitung

I Einleitung

1.1 Das Kolon - Aufbau und Funktion

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

unterscheiden.

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

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

Abb. 1.2

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

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

K+-reiche, alkalische Fliissigkeit.

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

erhalten ist.

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

eine Resorption von Elektrolyten auf (Greger et al., 1997).



Einleitung

Der Mechanismus dieser Transportumkehr unterliegt der

Kontrolle verschiedener Second messenger.

1.2 Mechanismen des Elektrolyttransports

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

den Zellverband mit Hilfe von Transport- und Kanalproteinen.

1.2.1 Transportsysteme in der Plasmamembran

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

zwischen den unterschiedlichen Kompartimenten.

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

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

erfolgen.

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

werden kann.

1.2.2 Resorption und Sekretion am Kolonepithel

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

Transportprozesse an der Kolonmukosa.

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

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

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

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

Kanile (Kerstan et al., 1998).

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

=

Carrier

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

lonenkanal

Abb. 1.3

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

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

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

extrazelluldrer Signale

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

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

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

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

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

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

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

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

und prézise regulierbar sein.

1.3.1 Rezeptoren der intrazelluldaren Speicher

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

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

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

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

Extrazellularraum

in af
A
et e s

Zytoplasma

Abb. 1.4

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

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

RyR = Ryanodin-Rezeptor; IP3R = IP3-Rezeptor; CICR = Ca2+-
induced Ca2+-release; CR = Ca2+-release
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Ca2+ zeigt einen biphasischen Effekt auf beide Kanaltypen.
Konzentrationsabhéngig fordert es seine eigene Freisetzung aus dem
Endoplasmatischen Retikulum bis zu einem gewissen Grad, um dann
in einer negativen Riickkopplung seine Ausschleusung aus den
Speichern zu hemmen (Bezprozvanny & Ehrlich, 1995). Neben Ca2+
fithrt auch die zyklische ADP-Ribose (cADPR) zu einer Freisetzung
von Ca2+ iiber diese intrazelluldren Kanéile, wahrscheinlich iiber die
Erhéhung der Rezeptor-Sensitivitéat fiir Ca2+. Auch Nicotinsdure-
Adenindinucleotidphosphat (NAADP) aktiviert den Ryanodin-
Rezeptor, dessen Rolle vor allem an erregbaren Strukturen gut
untersucht ist (Ubersicht bei Sorrentino, 1996), der aber ebenfalls an
nichterregbaren Zellen des Pankreas, der Parotidia, der Leber, der

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

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

die im Folgenden eingegangen werden soll.

1.3.2 Ca2+-Rekrutierung an erregbaren Strukturen

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

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

CaZ2+-Ionen in das Zytoplasma.

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

explosionsartige Freisetung von Ca2+ aus den Speichern.

Plasmamembran Membran des
des T-Systems Sarkoplasmatischen Retikulums

g
= m Zytoplasma

C

L c r~ c
M4 [

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

- - .-. N

Triadin

Abb. L.5

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

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

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

1.4.1 Ca2+-Rekrutierung an nichterregbaren Strukturen

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

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

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

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

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

Entleerung von
~.3  Ca*-Speichern

Acetylcholin>

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

’ M, -muskarinerger Rezeptor

T .
=——m= Kanalproteine

Abb. 1.6

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

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

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

beeinflussten Leitfahigkeit eingesetzt.

1.4.1.1 Eigenschaften differierender Speicher-gesteuerter Kandle

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

Zelltypen untersucht wurde.

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

Einwartsrektifizierung auf.

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

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

extrazelluldre Konzentrationen von Ca2+.

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

kapazitativen Ca2+-Einstrom verantwortlichen Kanaile.

1.4.2 Mogliche Kopplungsmechanismen zwischen intrazelluldrem

Speicher und dem von ihm gesteuerten kapazitativen Ca2+-Einstrom

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

- direkte und indirekte Kopplung werden diskutiert.

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

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

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

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

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

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

B: Exozytose - Mechanismus

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

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

Zytoplasma.

1.5 Eigene Fragestellung

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

uberpruft.

Zudem ist die Interaktion zwischen intrazellularen Speichern

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

kapazitativen Ca2+-Einstrom auslost.

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

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

Daher ergeben sich die folgenden Fragen fir meine

Untersuchungen:

> Welche Passage-Eigenschaften =zeigt der nicht-selektive

Kationenkanal gegeniiber Kationen?

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

Kationenkanals?

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

uber diese Leitfahigkeit?
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II Material und Methoden

I1.1 Versuchstiere

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

I1.2 Elektrolytlosungen

11.2.1 Losungen fiir die Prdiparation

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

vorgenommen.

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

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

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

I11.2.2 Losungen bei Patch-Clamp-Messungen

11.2.2.1 Perfusionslosungen

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

voriibergehend auf 10 mmol-1-1 erhsht.

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

zugesetzt.

11.2.2.2 Pipettenlosungen

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

rascher Austausch zwischen Zytosol und Pipettenlosung statt.

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

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

Fur bestimmte Regulationsmechanismen der Zelle sind im

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

pl in 1 ml Pipettenlosung verwendet.

Konventionelle Ganzzellableitung  Permeabilisierter Patch

Leichter Unterdruck l Nystatin

|

Einbau des Nystatinsin die Membran
l Pulsartiger Sog l

&

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

Abb. 11.1
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O OHOHOH O0OHO OH

Abb. I1.2

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

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

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

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

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

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

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

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

I11.2.4 Losungen fiir die Ussingkammer-Messungen

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

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

I1.3 Gewebepraparation

11.3.1 Prédparation der Darmschleimhaut

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

Lamina musc. mucosae
2 Tela submucosa .

3 Tunica l Stratum circulare

muscularis l o
Stratum longitudinale
Tela subserosa

4 Tunica
serosa

Abb. I1.3

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

11.3.2 Prdaparation isolierter Krypten

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

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

gebracht und in die Messkammer gegeben.

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

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

essentiell.

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

Diese Faktoren bewirken einen Anstieg des elektrischen

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

Leckstromen, Messungen an Einzelkanilen sind dadurch moglich.

11.4.1 Patch-Clamp-Konfigurationen

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

wird der Stromfluss und das extrazelluliare Potential kontrolliert.

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

Patch zu verwenden.

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

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

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

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

11.4.1.1 Vorzeichenkonventionen

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

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

11.4.2.1 Mikroskop

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

Elektroden und anderen Aufbauten.

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

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

langsam an die Zelloberflache fithren.
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Abb. I1.6

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

11.4.2.2 Messkammer und Perfusionssystem

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

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

wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

11.4.2.3 Messtisch und mechanische Komponenten

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

montiert.

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

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

Uberdruck angelegt werden.

11.4.2.4 Elektronische Komponenten

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

Spannung um.

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

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

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

Eine weitere optische Kontrollméglichkeit der elektrischen
Vorginge, z.B. bei der Sealbildung und dem Ubergang in den Whole-
Cell-Modus, bot sich in Form eines Oszilloskops (HM-205-3 HAMEG
Instruments, Frankfurt, BRD), welches mit dem Verstirker

gekoppelt war (s. Abb. I1.6).

lonenkanal Elektrode
Sollspannun g,

4

extra- Bezugselektrode

Zellular

intra-

zellulér ‘Membranfleck |Klemmstr0m

- Abb. IL.7

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

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

11.4.2.5 Elektroden und Patchpipette

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

elektrischer
Anschluss

Dichtung

Elektrodendraht

Anschluss fiir Uber-
und Unterdruck

Dichtung

= Patchpipette

Abb. I1.8
Patchpipettenhalter im Léangsschnitt.

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

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

11.4.2.6 Datenerfassung

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

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

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

strom.
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/ DAT-Rekorder —| Schreiber

Patch-Clamp-
Verstarker

N

Computer

Abb. I1.9

Anordnung der Gerate zur Datenerfassung.

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

Messung ausgewdhlt. Voraussetzung war eine feste Verbindung des
Praparats mit dem Untergrund, um Stéorungen der Messung durch
Verlust des Seals zu vermeiden. Eine am Versuchstag gezogene
Pipette wurde mit der entsprechenden Pipettenlosung luftblasenfrei
gefillt und in den Pipettenhalter eingespannt. Uber einen am
Pipettenhalter zugefithrten Schlauch applizierte man einen
Uberdruck im Pipetteninneren. Hierdurch sollte ein Verschluss der
Pipettenoffnung durch Schmutzpartikel in der Badlésung verhindert
werden. Mit Hilfe des Mikromanipulators wurde die Pipettenspitze
unter optischer Kontrolle der Kryptenoberflache angendhert (s. Abb.
I1.10).
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Abb. I1.10
Pipette an der Oberflache einer Krypte.

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

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

Rechteckimpulses appliziert. Aus dem daraus resultierenden Strom
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liess sich nach dem Ohmschen Gesetz (R = U/I) der Widerstand
berechnen. Entsprach der Pipettenwiderstand Werten von 5-10
MegaOhm, wurde die Pipette an die Zelloberfliche gefiihrt, der
Uberdruck abgelassen und vorsichtig aufgesetzt (s. Abb. I11.11.1+2).
Selten entstand ein sofortiger, spontaner Seal, hiufig musste
vorsichtiges Saugen diese innige Verbindung zwischen Pipette und
Zellmembran herbeifithren. Durch den sich in den GigaOhm-Bereich
erhohenden Widerstand, fiel nun die Stromantwort auf den
Kommandospannungspuls am Oszilloskop nur noch minimal aus. Der
Membranfleck unter der Pipettenoffnung war fast vollstandig isoliert.
Die angezeigten Strome stellen eine fast durchgehend flache Linie
dar mit zwei kapazitativen Artefakten am Anfang und Ende des
Spannungspulses (s. Abb. II1.11.3). Diese entstehen durch
Umladeprozesse an Pipette und Zellmembran und wurden vor Beginn
der Messung kompensiert.

Dann wurde die Zellmembran auf ein Haltepotential ca. — 60
mV geklemmt. Durch ruckartiges Saugen am Pipettenschlauch
versuchte man die Membran zu durchbrechen, um einen elektrischen
Zugang (Whole-Cell-Modus) unter der Pipettenéffnung herzustellen.
Die Ganzzellableitung erfasst den Stromfluss iiber der gesamten
Membran. Das Durchbrechen der Zelle hatte eine deutliche Anderung
des Stromflusses, sichtbar am Oszilloskop, zur Folge. Die
kapazitativen Strome nahmen durch die VergroBlerung der
Messflache zu, gleichzeitig verringerte sich der Widerstand unterhalb
der Pipette und die Stromantwort auf den Testpuls wurde grofler (s.
Abb. 11.11.4). Nach Kompensation der Kapazitiat wurde die Zelle im
Current-Clamp-Modus auf einen Membranstrom von Null geklemmt

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

1) Anlegen eines Kommandospannungspulses.

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

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

4) Zunahme des Stromsignals in der Whole-Cell-Konfiguration, durch
die Zunahme der Kapazitat wund die Reduktion des
Zugangswiderstandes.
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11.4.3.1 Strom-Spannungskurven

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

sowohl intrazellular als auch extrazellular bekannt sind.

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

wieder auf das Haltepotential geklemmt.

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

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

Current-Clamp-Modus gewechselt.

11.4.4 Berechnungen

11.4.4.1 Delta-Strom-Kurven

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

Versuch beeinflussten Kanaltyp.

11.4.4.2 Gleichgewichtspotential und Nernst-Gleichung

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

Ionenkonzentrationen auf beiden Seiten der Membran bekannt sind.
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Abb. I1.12
Nernst-Gleichung:
» E = Gleichgewichtspotential (V)
R = Gaskonstante (8,3143 J-K-1.mol-1)
T = absolute Temperatur (K)

z = Ladung des betreffenden Ions

F = Faraday-Konstante (96478 C-mol-1-1)

[ 1a / [ ] = Konzentration des Ions auf der Aullen- bzw.

YV V YV VYV V

Innenseite der Membran (mol-1-1)

» In = natiirlicher Logarithmus
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I1.5 Imaging-Technik

I1.5.1 Grundlagen der intrazelluliren Ca2+-Messung mit dem
Fluoreszenz-Farbstoff Fura-2

11.5.1.1 Exzitationsspektren und Bindungsverhalten von Fura-2

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

2 Acetoxymethyl(AM)-Ester, verwandt.

S 5 b0
(CH,COCH,OCCH, )N N(CH,,COCH,,OCCH,y),,
DGHEGHED

Q
CH:3
M=
%,D
H H
IC‘;OC EOFI“C 3
o} 0

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

Versuchs, ist somit nicht zu befiirchten.

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

Isoemissiver Punkt

Emmission bei 510 nm

I | |
250 340 380 450

Anregungswellenlange (nm)

Abb. 11.14

Fura-2-Exzitationsspektren bei verschiedenen Ca2+-Konzentrationen
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CaZ*Konzentration in nmol I
Abb. I1.15

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

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

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

Calcium- Konzentrationserh6hung.

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

Diese Methode zeigt einige Vorteile:

% Die Ca2+-Konzentrationsmessung ist unabhéngig von der

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

+ Fehlermoglichkeiten durch Farbverlust oder
Ausbleichvorginge, wihrend eines zeitlich léanger

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

ins Gewicht.

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

Kalibrierung vorausgehen.
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11.5.1.2 Kalibrierung des Systems und Berechnung der intrazelluldren

Ca2+-Konzentration

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

zu einer Ionenkonzentration von ,Null“ .

39.8 pM freies Calcium
S
c
o
—
Lo
o
@]
c
Q
0
2
S
i
250 300 350 400 450
Anregungswellenlange (nm)
Abb. I1.16

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

herangezogen.

Die Grynkiewicz-Gleichung lautet:

[Cali=Kp- B - (R-Rmin)/ (Rmax-R)

> [Calj = intrazelluldre Ca2+-Konzentration
> Kp = Dissoziationskonstante = 224 nmol-1-1
> B = Fluoreszenzsignal bei 340 nm bei 0 pmoll-l1 Calcium

dividiert durch das Fluoreszenzsignal bei 380 nm bei 39,8
umol-1-1 Calcium

> R = Ratio

» Rmin = Ratio bei 0 pmol-1-1 Calcium

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

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

Wert, aber auch intrazellulare Proteine, die den Farbstoff abfangen.
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Durch das intrazelluldre Milieu ist eine direkte Umrechnung
der gemessenen Ratio in eine Ca2+-Konzentration mit Hilfe der
Eichkurve nicht moglich, allerdings kann sie fiir eine Aussage tiber
die GroBenordnung der Konzentrationsdnderung des Ions

herangezogen werden.

11.5.2 Der Imaging-Messstand

11.5.2.1 Mikroskop und elektronische Komponenten
Wie fiir die Patch-Clamp-Experimente wurde auch fiir diese

Messungen ein inverses Lichtmikroskop (Olympus IX-50, Olympus
optical, Japan) verwandt, ausgestattet mit einem Epifluoreszenz-
Setup und einer Imageanalyse-Software (Till Photonics, Martinsried,

Deutschland).

Photomultiplier

Mikroskoplampe @ *
Durchlicht Infrarotfilter

[ 1
. A A < 540nm
Rotfilter

Objekt ’___‘

Objekttisch p 2Um
Fluoreszenz: Auge

A ‘505 nm <A <520 nm

A 340 Dichromatischer

@ o bzw. o Spiegel

380 A > 430 nm

nm
xenon ) Filter
Lampe

+ A >470 nm
Monochromator —_—
Abb. I1.17

Das optische System der Fluoreszenzmessung.
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Die Monochromator-Einheit ist das Herz des Messsystems.
Uber eine integrierte Xenon-Lichtquelle werden aus dem Lichtstrahl
mit Hilfe verschiedener Linsen-, Filter- und Spiegelsysteme die
entsprechenden Wellenldngen selektiert (s. Abb. I1.17). Gekoppelt ist
der Monochromator mit einem Epifluoreszenz-Kondensor, der die
gebiindelten Lichtstrahlen der Optik des Mikroskops zufiihrt. Ein mit
der erwdhnten Hardware gekoppelter Imaging-Systemcontroller
gewahrt die préazise Steuerung des Experiments. Zusitzlich ist eine
Kamera vorhanden, die in Verbindung mit der Software ,live-
displays* der intrazelluliren Ca2+-Konzentrationsinderungen
aufzeichnet (s. Abb. I1.18).

CCD-Kamera <:>

Computer

Mikroskop ﬁ
Va

Monochromator-Einheit <:> Kontroll-Einheit

Abb. I1.18

Hardware-Schematik des Imaging-Systems.
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11.5.2.2 Messkammern

Als Messkammern dienten Zellkulturschalen mit einem
Durchmesser von 35 mm (Greiner Labortechnik, Frickenhausen,
Deutschland). In diese Schalen wurde in der Mitte des Bodens ein

Loch von 10 mm Durchmesser gebohrt.

Die isolierten Krypten wurden auf Poly-L-Lysin-beschichtete
Deckglaschen gebracht und in Vorinkubationsschalen (Nunc Brand
Products, Roskilde, Dénemark) eine Stunde mit 2,5 - 106 mol-1-1
Fura-2 und 0,05 g-1-1 Pluronicl! inkubiert. AnschlieBend wurden die
mit Krypten behafteten Deckglaschen mit Hochkalium-Tyrode
gespilt und mit Hilfe von Silikonpaste (Baysilone, Bayer AG,
Leverkusen, Deutschland) unter die gebohrten Offnungen der
Zellkulturschalen geklebt. Diese Schalen wurden in eine Halterung
auf dem Objekttisch des Mikroskops eingesetzt und hydrostatisch

perfundiert.

11.5.3 Versuchsdurchfiihrung

Eine intakte Krypte wurde im Sichtfeld des Mikroskops justiert.
Perfusionsschlauch und Absaugung waren mittels Magneten am
Objekttisch des Mikroskops Dbefestigt. Der Aufbau des
Perfusionssystems wurde vom Patch-Clamp-Messstand tibernommen.
Die Perfusionsrate belief sich auf 1 ml'min-1 und fithrte zu einem

konstanten Fliissigkeitsvolumen von 3 ml in der Messkammer.

Nach Start der Imaging-Software stellte sich die Krypte auf dem
Monitor des Computers dar. An dem zu untersuchenden Priparat
wurden mehrere Messregionen im Bereich des Fundus markiert
(regions of interest = ROI; s. Abb. I1.19) und hier die Ca2+-

Konzentrationsédnderungen im Verlauf des Experiments ermittelt.
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Eine Messung der Grundlinie (Baseline), d.h. der Calcium-
Konzentration unter Kontrollbedingungen, fand, bis zu ihrer
Stabilisierung iiber mehrere Minuten statt, dann erst wurde ein

Losungswechsel bzw. eine Substanzapplikation durchgefiihrt.

‘|||||[=\.m

Fad
=
=
(=]

Abb. I1.19

Mit Fura-2 aufgeladene Krypte zu Versuchsbeginn. In der
Fundusregion sind drei Messbereiche, ,regions of interest® (ROI),
definiert. Die intrazellulare Ca2+-Konzentration liegt unter
Ruhebedingungen bei etwa 10-7 mol-1-1. Ein Anstieg des Calcium-
Spiegels im Zytosol wird, neben den numerischen Werten, durch eine
Anderung der Falschfarben (blau, griin, gelb bis rot; s. Farbskala re.)
angezeigt, wobei die Farbe ,Rot“ die relativ hochste intrazellulare
Ionenlokalisation darstellt.
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11.5.4 Datenerfassung

Gemessen wurde die Fluoreszenz von Fura-2 bei zwei
Anregungswellenldngen (340 nm und 380 nm). Die Sammelrate lag
bei 0,2 Hz. Eine Emission iiber 470 nm wurde iiber einen Filter, der
nur Wellenldngen unter 540 nm passieren liel3, zu einer CCD-Kamera
gefithrt und in digitale Bilder umgesetzt. Die Kamera war mit dem
Computer verbunden, der mit Hilfe der Imageanalyse-Software
,TILLvisION“ (Till Photonics, Martinsried, Deutschland), die Ca2+-
Konzentrationsidnderungen, entsprechend der gemessenen
Emissionen, auf dem Monitor in Form einer Grafik oder als
Zahlenwerte (Ratio) darstellte. Gleichzeitig wurden die ermittelten
Daten fiir die Auswertung des Versuchs auf der Festplatte

gespeichert.
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II.6 Ussingkammer-Technik

11.6.1 Die Messkammer

Die Kurzschlussstrom- oder Ussingkammer-Technik ist eine
Methode zur Quantifizierung des elektrogenen Ionentransports an
Epithelien. Sie wurde Anfang der fiinfziger Jahre von Hans H.
Ussing entwickelt (Ussing & Zerahn, 1951) und im Laufe der Zeit

modifiziert.

Die hier eingesetzte Ussingkammer (s. Abb. I1.20+21) bestand
aus zwei Plexiglaskammerhélften, die mittels Schrauben miteinander
verbunden wurden. Zur Befestigung des Gewebes waren in der
Innenfliche der einen Halfte Metallstifte eingelassen. Das
Darmepithel trennte nach dem Einspannen die beiden
Kammerhalften wund wirkte als Grenzflache zweier mit
Pufferlosungen gefiillter Kompartimente. Durch einen temperierten,
zirkulierenden Wasserkreislauf wurden Gewebe und Losungen
konstant auf 37°C gehalten. An der Oberseite einer jeden
Kammerhilfte befand sich ein Zugang, tber den Losungen
ausgetauscht und Chemikalien zugefithrt werden konnten. Eine
Begasung tiber zwei am Boden befindliche Gasfritten fiihrte zu einer
ausreichenden Sauerstoffversorgung des Darmepithels und einem
konstanten pH-Wert der Pufferlosungen von 7,4, so dass eine
Aufrechterhaltung der epithelialen Funktionen bis zu sechs Stunden
nach Organentnahme moglich war. Elektronenmikroskopische
Kontrollen des Gewebes wiesen in diesem Zeitraum Kkeine

morphologischen Verdnderungen auf (Diener et al., 1989).
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Abb. 11.20

Ussingkammer im Original.
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Abb. I1.21

Schema der modifizierten Ussingkammer.
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11.6.2 Elektrische Messungen
Um den Fluss bestimmter Ladungstriager uber das Epithel

bestimmen zu kénnen, wurde von Ussing und Zerahn ein elektrisches

Ersatzschaltkreismodell entwickelt (s. Abb. 11.22).

— P
— Ei

|
Y — o

R =Gewebe

Abb. 11.22

Prinzip der Erfassung von elektrogenen Verschiebungen einer
Ionenspezies anhand eines elektrischen Schaltkreismodells.

P = Potentialdifferenz, E; = elektromotorische Kraft, I; = Ionenfluss,
R; = Widerstand

Heute findet eine Steuerung der Messanlage nicht mehr iber
Batterie und Potentiometer, sondern iiber die Software (Ing. Biiro fiir
Mess- und Datentechnik, Dipl. Ing. K. MuBler, Aachen, Deutschland)
eines Computers statt. Elektrische Parameter wie Kurzschlussstrom,
Gewebeleitfahigkeit oder Gewebepotentialdifferenz koénnen so

kontinuierlich bestimmt werden.

Die verwendeten Ussingkammern besaBlen zwei differierende

Elektroden-Anschliisse. Ein Elektrodenpaar wurde etwa einen
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Millimeter vom Gewebe entfernt platziert, das andere hatte eine
groflerer Distanz zum eingespannten Epithel. Beide Paare waren
tiber Agarbriicken (5% Agar in Parsons-Losung) mit der Messkammer
verbunden. Die gewebenahen Silber/Silberchlorid-Elektroden dienten
zur Messung der Potentialdifferenz (PD) zwischen der mukosalen (=
apikalen = luminalen) und serosalen (= basolateralen) Seite des
Epithels. Aufgrund des geringen Abstandes zwischen Messstelle und
Gewebe waren Messartefakte durch den Losungswiderstand
minimiert. Uber die andere Ag/AgCl-Elektrode wurde Strom applizert
(s. Abb. II.23). Der groBlere Abstand zum Epithel bewirkte eine
gleichméaBig auftreffende Stromdichte.

M
ﬁ
- — -
- Batterie
B 1 T—_ B
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Abb. I1.23

Kurzschlussstrom-Bestimmung nach Ussing und Zehran (1951); C =
Ag/AgCl-Elektroden (PD-Messung), S = Ag/AgCl-Elektroden (Strom-
Applikation), B und B’ = Agarbriicken, M = Gewebe.
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Initial wurde vor dem Einspannen des Gewebes die
Eigenpotentialdifferenz des Elektrodenpaares (Offset) und der
Widerstand, der fiir das Experiment verwandten Losungen, ermittelt

und vom Computer automatisch von den spéater erfassten Messdaten

subtrahiert.
Nach Fixierung des Epithels zwischen beiden
Kammerkompartimenten entstand eine transepitheliale

Potentialdifferenz, begriindet in einer spontanen Anionensekretion
(Strabel & Diener, 1995) von serosal nach mukosal (Messung im
,LOpen-Circuit-Modus“; s. Abb. I1.24). Die serosale Seite wies
gegeniiber der mukosalen Seite ein, um einige mV positiveres
Potential auf. Diese Potentialdifferenz wurde im Voltage-Clamp-
Modus mit einem kompensatorischen Strom, dem Kurzschlussstrom
(Isc=short-circuit) ausgeglichen, d.h. auf Null geklemmt. Der
elektrische Gradient fiir eine passive Verschiebung von Ionen iber

das Epithel entfiel.

Zeigte sich nun eine Zunahme des Kurzschlussstroms unter
~Short-Circuit“-Bedingungen, resultierte diese aus aktiven

Transportvorgingen.

Per definitionem entspricht ein positiver Isc einer aktiven
Kationenverschiebung von der mukosalen zur serosalen Epithelseite

bzw. einem Anionentransport in die entgegengesetzte Richtung.

Neben den schon aufgefithrten Parametern ,,Kurzschlussstrom®
und L,Potentialdifferenz® beinhaltet eine vollstandige
Charakterisierung der elektrischen Eigenschaften eines Gewebes
zusatzlich die Messgrofle des Widerstandes (Rt; mit ,t“ fir tissue)
bzw. der Leitfahigkeit (Gt; mit ,t“ fiir tissue). Die Leitfahigkeit des

eingespannten Epithels stellt die Summe aller Einzelleitfahigkeiten
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dar (Scheffler, 1984). Ihre Messung erfolgte in der Form, dass alle 60
s ein bipolarer Strompuls von 50 pA Amplitude tber eine Dauer von
200 ms auf das Gewebe einwirkte. Aus der resultierenden
Potentialanderung liel sich mit Hilfe des Ohmschen Gesetzes (U=R-I)
die Leitfahigkeit (G) errechnen. Die Leitfahigkeit entspricht dem
Kehrwert des Widerstandes R = U / I; so ergibt sich fiir sie G=1/U
angegeben in Siemens (S).

» R = Widerstand in Ohm

» U = Spannung in Volt

» 1 = Strom in Ampere

» G = Leitfahigkeit in Siemens

Messung des Kurzschlussstroms (Isc)
mittels der Ussingkammer

1.0pen-Circuit 2\Voltage-Clamp

ity ol

lsc
serosal mukosal serosal mukosal

Abb. 11.24

Durch  spontane  Chloridsekretion  entwickelt sich  eine
Potentialdifferenz zwischen serosaler und mukosaler
Gewebeoberfliache. Dieser Gradient wirkt als treibende Kraft fiir
weitere Ionenbewegungen. Durch Einspeisung eines
entgegenwirkenden Stroms, des Kurzschlussstroms (Isc), wird diese
Potentialdifferenz aufgehoben.
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Fur einen direkten Vergleich der Ionentransferleistungen,
wurde der Kurzschlussstrom als Ladungsverschiebung pro Zeit und
freier Gewebefliche (uEq-h-1.cm-2 mit 1 pEq-h-1.cm-2 = 26,9 pA-cm?2)

angegeben.

11.6.3 Datenerfassung
Die Versuche begannen nach einer Aquilibrierungszeit von 60

Minuten, in der sich der Isc stabilisierte. Die Messwerte von PD, Isc
und Gt wurden von dem Computer erfasst, gespeichert und am Ende
des Versuchs minutenweise ausgedruckt.

Als Baseline (Kurzschlussstrom unter basalen Bedingungen)
wurde der Mittelwert der letzten drei Isc-Minutenwerte vor
Substanzzugabe genommen, als Peak bezeichnete man den hochsten

Wert nach Substanzzugabe.

I1.7 Chemikalien

Die eingesetzten Substanzen wurden, sofern nicht anders
angegeben, von der Firma Sigma, Deisenhofen, Deutschland bezogen.
Die verwendeten Losungsmittel zeigten in Kontrollversuchen keine
Effekte. 2’,4’-Dichlorobenzamil(DCB)Hydrochlorid (Molecular Probes,
Leiden, Niederlande) wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO; max.
Endkonzentration 2,8 ml-1-1) gelost. Forskolin wurde mit Ethanol
(max. Endkonzentration 0,29 %, v/v) als Stammlosung angesetzt.
GEA 3162 (1,2,3,4-Oxatriazolium, 5-amino-3-(3,4-dichlorophenyl)-
chlorid; Alexis Biochemicals, Lausen, Schweiz) und Carbachol

wurden in destilliertem Wasser gelost.

Das fiur die Haftung der Krypten auf den Deckglédschen
verwandte Poly-L-Lysin (Biochrom KG, Berlin, Deutschland) wurde

in einer 0,01%-igen Losung aufgetragen.
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I1.8 Statistik
Die Messwerte wurden als Originalwerte oder als Mittelwert +

Standardfehler des Mittelwertes (SEM = standard error of the mean)
dargestellt. Vergleiche zwischen mehreren Gruppen wurden mittels
Varianzanalyse, gefolgt von einem Tukeys Test statistisch
ausgewertet, der Vergleich von zwei Gruppen wurde mit gepaartem
bzw. ungepaartem Student’s T-Test oder Mann-Whitney U-Test
durchgefiihrt. Ein F-Test entschied, welche Testmethode verwandt
wurde. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 wurde als statistisch

signifikant betrachtet. Fiir die Berechnungen kamen die Software-

Programme Excell! (Microsoft, Redmond, USA), Originl! (Microcal,
Northampton, USA) und Stat Mostll (Dataxiom, LosAngeles, USA)

zum Einsatz.
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ITI1 Resultate

II1.1 Charakterisierung des nicht-selektiven Kationenkanals

Der am  Kolonepithel nachgewiesene nicht-selektive
Kationenkanal kann iber eine hohe Konzentration eines
Chelatbildners (EGTA) in der Patchpipette aktiviert werden (Frings
et al., 1999). Diese Leitfahigkeit ist sowohl fiir Natrium als auch fiir
Calcium permeabel, wobei fiir Natrium eine sechs mal hohere
Durchlassigkeit nachgewiesen wurde. Dies wirft die Frage auf: ,Wie

permeabel ist der Kanal fiir andere monovalente Kationen?“

II1.1.1 Selektivitit gegeniiber monovalenten Kationen

Mit Hilfe der Whole-Cell Patch-Clamp-Technik wurden an
isolierten Krypten die Einwértsstrome verschiedener monovalenter
Kationen gemessen. Hierzu wurde an die zu messende Zelle ein
Membranpotential von —80 mV angelegt. Zur Aktivierung der zu
untersuchenden Leitfahigkeit befanden sich 11 mmol-1-1 EGTA in der
Pipettenlosung. Kontaminationen durch Chlorid-Strome, die unter
Standardbedingungen eine dominierende Rolle spielen (Schultheiss &
Diener, 1998), wurden durch die Verwendung von NMDG-Gluconat in
der Pipettenlosung vermieden. In der Perfusion befand sich zu
Beginn NMDG+ (140 mmol-1-1 NMDG-CI-Tyrode), ein Kation, das
aufgrund seiner Grofle die Membran iiber den Speicher-gesteuerten
Kanal nicht passieren kann. Danach wurde NMDG-CI adquimolar
durch die Chloridsalze von Natrium, Kalium, Lithium und Caesium
ersetzt. IThre Reihenfolge wurde beliebig gewéhlt. Nach jeder
Perfusion mit einem permeierenden Kation wurde wieder zur NMDG-

Cl-Tyrode gewechselt.
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Jedes dieser Alkalimetall-Ionen bewirkte eine Zunahme des
Einwartsstroms (Ijp; s. Abb. II1.1), war somit in der Lage den nicht-
selektiven =~ Kationenkanal @ zu  passieren, allerdings  in
unterschiedlichem Ausmall. Setzte man den in Anwesenheit von
Natrium gemessenen Strom von - 458 + 220 pA als Bezug fest (= 100
%), so betrug der Lithium-getragene Ij, nur 59 + 6 %, wihrend er fiir
Caesium signifikant groBer war (180 £ 35 %; n = 7). Die fiir Kalium
vorhandene Leitfahigkeit wurde quantitativ nicht ausgewertet, da
keine Kaliumkanalblocker eingesetzt wurden und der Einwéartsstrom
deshalb nicht ausschlielich durch den nicht-selektiven
Kationenkanal stattfand. Hieraus ergab sich die Permeabilitits-
Sequenz: Cs+(b) > Na+(a) > Li+(@) (s. Legende zu Abb. IIL.2).
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Abb. III.1

Originalaufnahme des Einwértsstroms einer Zelle der isolierten
Krypte wihrend der Perfusion mit 140 mmol1-1 NMDG-Cl-Tyrode
(schwarze Balken) und CsCl, LiCl, KCIl oder NaCl (weif3e Balken). Die
Pufferlosungen mit den o.g. monovalenten Kationen wurden in allen
Versuchen dieser Serie in zufilliger Reihenfolge gewechselt.

Die Patch-Pipette enthielt NMDG-Gluconat mit einer hohen EGTA-
Konzentration (s. Schema rechts, oben); die Zelle wurde auf ein
Membranpotential von —80 mV geklemmt (oben, Mitte), um die
Triebkraft fiir den Einwéartsstrom zu erhéhen.
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Abb. II1.2

Der Einwartsstrom, getragen durch monovalente Kationen, in
Relation zu dem Natrium-Einwéartsstrom, der fiir jede Zelle auf 100 %
gesetzt wurde. Der mittlere Einwartsstrom in Anwesenheit von
Natrium belief sich auf 458 + 220 pA (n = 7). Unterschiedliche
Buchstaben weisen auf signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen
den einzelnen Gruppen hin (Varianzanalyse gefolgt von Tukey’s
Test).
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II1.1.2 Hemmuwirkung divalenter Kationen auf den nicht-selektiven

Kationenkanal

Auch das divalente Kation Calcium passiert den nicht-
selektiven Kationenkanal. Im Gegensatz zu Natrium hemmt es
jedoch bei Konzentrationen iiber 1 mmol-1-1 seinen eigenen Einstrom
in die Zelle (Frings et al., 1999). In der folgenden Versuchsserie sollte
geklart werden, ob andere divalente Kationen ebenfalls diese
hemmenden Eigenschaften aufweisen. Unter Verwendung der in der
ersten Versuchsserie angewandten NMDG-Gluconat/11 mmol-1-1
EGTA-Pipettenléssung wurden die Zellen mit einer 140 mmol-1-1
NaCl/0,5 mmoll-1  Ca2+-Tyrode perfundiert. Bei einem
Klemmpotential von -80 mV wurde nun der unter diesen
Bedingungen hauptsichlich von Nat+-Ionen getragene Einwértsstrom
tiber der Zellmembran gemessen (s. Abb. II1.3). Im zufalligen Wechsel
wurden jeweils 10 mmol-1-1 BaClg, SrClg, MgClg und CaClsg, gelost
in der o.g. NaCl/Ca2+-Tyrode, zugegeben. Vor jedem Puffertausch mit
einer hohen Konzentration divalenter Kationen wurde die Losung
gegen die initial verwandte 140 mmol-1-1 NaCl/0,5 mmol-1-1 Ca2+-
Tyrode gewechselt, so dass fiir jedes divalente Kation ein eigener
basaler I, gemessen wurde. Durch Bildung der Differenz Ij;, ohne zu

Iin mit divalentem Kation wurde dann das A Ij;, gebildet .

Der Nat-getragene Einwéartsstrom wurde von allen divalenten
Kationen gehemmt. Thre Hemmwirkung war jedoch unterschiedlich
ausgepragt: Ca2+ > Mg2+ > Ba2+ > Sr2+ (s. Abb. III.4). Der
Absolutwert der Stromhemmung durch Calcium lag bei 166 + 63 pA
(n = 7), wobei die Abnahme des Nat-Einwéirtsstroms bei der 10
mmol-1-1 Ca2+-Konzentration fiir jede gemessene Zelle als Bezug

(=100 %) verwendet wurde. Magnesium verringerte den
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Einwartsstrom im Verhéltnis zu Calcium um 79 * 16 %, Strontium
um 56 = 8 % und Barium um 71 £ 11 %. Signifikante Unterschiede
ergaben sich beim Vergleich zwischen Ca2+ und Ba2+/Sr2+, ebenso
zwischen Mg2+ und Sr2+. Mg2+ und CaZ2+, die physiologisch eine

Rolle spielen, zeigten einen dhnlich hemmenden Effekt.
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Abb. II1.3

Originalaufzeichnung der Hemmung des Nat-getragenen Ij, durch

den nicht-selektiven Kationenkanal, infolge Zugabe divalenter
Kationen (schwarze Balken) an einer Kryptenzelle. Die Zellen
wurden auf ein Membranpotential von —80 mV geklemmt, um die
Triebkraft fiir den Einwéartsstrom zu erhéhen. Die Reihenfolge der
Ionen war zufillig gewahlt. Bei Messung der Hemmung wurde Bezug

auf den basalen Ij, wihrend Perfusion mit der 140 mmol-1-1 NaCl/0,5

mmol-1-1 CaClo-Tyrode direkt vor Zugabe des entsprechenden
divalenten Kations genommen.
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120+

% Hemmung des Einwartstroms

Ca2* Mg2* BaZ* Sr2+

Abb. I11.4

Hemmung des Nat-getragenen Einwéartsstroms durch divalente
Kationen in einer Konzentration von 10 mmol.1-1l. Die Stirke der
Hemmung wurde in Bezug zur Ij-Hemmung durch 10 mM Ca2+

gesetzt. Die mittlere Reduzierung des Einwértsstroms durch Calcium
betrug 166 £ 63 pA (n = 7). Unterschiedliche Buchstaben weisen auf
signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen den einzelnen Gruppen
hin (Varianzanalyse gefolgt von Tukey’s Test).
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II1.2 Interaktion zwischen intrazelluliren Ca2+-Speichern

und nicht-selektivem Kationenkanal

An verschiedenen, nicht neuronalen Geweben wurden CaZ2+-
permeable Kanile beschrieben, die sich tiber eine Entleerung
intrazelluldrer Ca2+-Speicher aktivieren lassen (Parekh & Penner,
1997). Im Kolon der Ratte fiihrt eine Speicherentleerung ebenfalls zu
einem Ca2+-Influx iiber den nicht-selektiven Kationenkanal in die
Zelle (Frings et al., 1999). Uber welchen Mechanismus die
Interaktion zwischen Speicher und Ionenkanal in der Zellmembran

stattfindet, ist jedoch weitgehend unbekannt.

II1.2.1 Wirkung von cAMP auf den nicht-selektiven Kationenkanal

Zyklisches Adenosin-3’,5-monophosphat ist ein wichtiger
Second messenger der Zelle. Aus der Literatur (Bleich et al., 1996) ist
bekannt, dass eine Erhohung der cAMP-Konzentration zu einer
Reduzierung der intrazelluldren Ca2+-Konzentration fiihrt. Denkbar
ware eine durch cAMP-vermittelte Hemmung des nicht-selektiven
Kationenkanals. Mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik wurde diese
Annahme tiberpriift.

Die Aktivierung des Kanals erfolgte iiber die auch in den ersten
Versuchsserien eingesetzte Pipettenlosung. Als Perfusionslosung
fungierte eine 140 mmoll-1 NaGluconat-Tyrode. Cl- wurde durch
Gluconat ersetzt, da bekannt war, dass cAMP einen apikalen Chlorid-
Kanal aktiviert. Zuséatzlich wurde die Zelle auf ein Potential von —80
mV geklemmt, ein Wert, der nahe dem K*-Gleichgewichtspotential
liegt. Nach einer 10 - 15 Minuten dauernden Kontrollperiode kam es
zu einer Depolarisation infolge der Speicherentleerung durch die
EGTA-Pipettenlésung. Die Zugabe von Forskolin (5 - 10-6 mol-1-1),
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einem Aktivator der Adenylatzyklase, erhohte die intrazellulédre
cAMP-Konzentration, eine Anderung des Membranpotentials (s. Abb.
ITI.5) und eine signifikante Beeinflussung von Ij; und Iyyt durch
cAMP (s. Abb. III.6) wurden jedoch nicht beobachtet. Unter der
Perfusionslosung ergab sich ein Einwértsstrom von 73 £ 19 pA, der
Auswirtsstrom lag bei 107 = 29 pA. Nach Forskolin-Zugabe erhohte
sich der Ijp nicht signifikant auf 102 £ 37 pA, der Iyt auf 112 £ 25
PA (n = 8). Somit ist eine Hemmung des nicht-selektiven

Kationenkanals durch cAMP nicht anzunehmen.
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Abb. II1.5

Keine Verdanderung des Membranpotentials einer Kryptenzelle durch
den Adenylatzyklase-Aktivator Forskolin (5 - 10-6 mol-1-1) nach
Aktivierung des nicht-selektiven Kationenkanals durch die EGTA-
Pipettenlosung; als Kontrolllosung diente eine NaGluconat-Tyrode.
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Abb. I11.6

Membranstréome ohne (schwarze Quadrate) und mit 5 - 106 mol-1-1
Forskolin (graue Kreise) in der Perfusionslosung. Unter der
Applikation von Forskolin traten keine signifikanten Anderungen in
Ein- und Auswirtsstomen auf. Die Symbole reprasentieren
Mittelwerte und die entsprechenden SEM-Daten (n = 8).
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111.2.2 Effekt einer Zellvolumendnderung auf den nicht-selektiven

Kationenkanal

Zellen Dbesitzen die Fahigkeit unter anisoosmolaren
Bedingungen ihr erhohtes Volumen zu reduzieren (regulatorische
Volumenabnahme) bzw. einer Zellschrumpfung mit einer
kompensatorischen Anhebung des Volumens entgegen zu wirken
(regulatorische Volumenzunahme). Unterschiedlichste
Transportsysteme werden aktiviert, um Osmolyte aus dem Zytosol zu
entfernen oder darin zu akkumulieren. In einigen Zelltypen fiihrt
eine  Zellschwellung zur Aktivierung von nicht-selektiven
Kationenkanélen und infolgedessen 2zu einer intrazellularen
Erhéhung der Ca2+-Konzentration (Lang et al., 1998). Der Anstieg
von [Ca2+]; aktiviert Ca2+-sensitive K+-Kanile und unterstiitzt die
regulatorische Volumenabnahme (Kawahara et al.,, 1991). Das
Interesse dieser Versuchsserie, bei der die Patch-Clamp-Technik
eingesetzt wurde, bezog sich auf die Involvierung des nicht-selektiven
Kationenkanals in diesen Regulationsablauf, denn solch eine Ca2+-
abhingige K+-Leitfahigkeit ist auch am Kolon der Ratte beschrieben
(Bohme et al., 1991).

Wurde der Kanal mit einer CaZ2+-puffernden EGTA-
Pipettenlosung aktiviert und die isolierte Krypte einem Wechsel von
isotoner zu hypotoner Perfusionslésung ausgesetzt (110 mmol-I-1
NaGluconat + Mannitol — 110 mmol-1-1 NaGluconat), schien dies eine
Inaktivierung des nicht-selektiven Kationenkanals zu provozieren. Es
zeigte sich eine Hyperpolarisation von —12 £ 5 mV zu -19+ 7mV (n =
6; p < 0,05; s. Abb. IIL.7). Der Einwirtsstrom reduzierte sich im
Gegensatz zum Auswartsstrom signifikant (s. Abb. III.8a; isotone

Badlosung: Ii 69 = 22 pA; Iyt 73 = 25 pA— hypotone Badlosung: Ij,
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48 + 18 pA; Iput 64 £ 19 pA,; Vergleich Kontrolle versus Versuch Ij =
p <0,05; Iout = p > 0,05).

Das Umkehrpotential des durch die hypotone Perfusionslosung
gehemmten Stroms war nicht verschieden von 0 mV (p < 0,05), was
auf eine Hemmung der nicht-selektiven Kationenleitfahigkeit
hinweist (s. Abb. ITL.8b).
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Abb. II1.7

Originalaufzeichnung des Membranpotentials einer Zelle, die unter

der hypotonen 110 mmol-1-1 NaGluconat-Losung hyperpolarisierte.
Bei einer erneuten Perfusion mit isotoner Tyrode war die
Hyperpolarisation in 4 Versuchen reversibel.
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Abb. II1.8a

Membranstrome unter einer isotonen 110 mmol-1-1 NaGluconat/ 50
mmol.]-1 Mannitol-Lésung (schwarze Quadrate) und unter der

hypotonen 110 mmol-l-1 NaGluconat-Losung (graue Kreise).
Dargestellt sind die Mittelwerte £+ SEM. Sowohl Ein— als auch
Auswairtsstrom, zusammengefasst von 6 Zellen, nehmen unter der
hypotonen Badlésung ab, wobei nur I, signifikant beeinflusst wird.
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Abb. II1.8b

Aus diesen Membranstromen berechnet sich die Strom-
Spannungsbeziehung des durch die hypotone NaGluconat-Losung
gehemmten Ganzzellstroms, deren Umkehrpotential nicht signifikant
von 0 mV abweicht. Schwarze Quadrate stellen die Mittelwerte,
graue Flachen die SEM-Daten dar.
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I11.2.3 Wirkung von NO auf den nicht-selektiven Kationenkanal
Stickstoffmonoxid ist ein Signalmolekiil, welches an HT29/B6-

Zellen nach Ca2+-Speicherentleerung eine Potenzierung des Ca2+-
Einstroms bewirkt (Bischof et al., 1995). Dies warf die Frage auf, ob
Stickstoffmonoxid am Kolonepithel der Ratte eine Funktion als

Signal fiir die Steuerung des nicht-selektiven Kationenkanals hat.

I11.2.3.1 Effekte von NO auf das intakte Kolonepithel

Am intakten Epithel bewirkt eine Erhohung der intrazellularen
Ca2+-Konzentration die Aktivierung CaZ+-sensitiver, basolateraler
K+-Kanile, die indirekt iiber eine Triebkraftinderung die
Anionensekretion iiber die apikale Membran fordern (Strabel &
Diener, 1995).

In der Literatur ist beschrieben, dass eine NO-freisetzende
Substanz (Natrium-Nitroprussid = SNP) eine Anionensekretion am
Rattendarm auslost (Wilson et al., 1993), iiber die beteiligten
Mechanismen ist jedoch nichts bekannt. Dieses Ergebnis von Wilson
konnte reproduziert werden. Am intakten Epithel in der
Ussingkammer induzierten 100 pM SNP einen Anstieg des
Kurzschlussstroms. Noch besser wirkte jedoch ein anderer NO-Donor
— GEA 3162 ( Holm et al.; 1998, Kankaanranta et al.; 1996).

Die Applikation dieses lipophilen NO-Donors (5 - 10-5 mol-1-1,
serosal) fithrte an den Mukosa-Submukosa-Priaparaten des
Rattenkolons zu einer Zunahme des Kurzschlussstroms (Isc) um 3,0 +
0,4 nEq-h-1.cm-2 (n = 6; p < 0,05). Dieser Anstieg des Isc war in einer
nominal CaZ+-freien Losung auf der serosalen Seite nicht mehr
vorhanden (s. Abb. IIL.9b). Eine Blockade des Nat/K+/2Cl--

Kotransporters durch das Schleifendiuretikum Bumetanid (10-6
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mol-1-1 serosal) hemmte die durch GEA 3162 induzierte
Chloridsekretion vollstéandig (s. Abb. II1.9a).

5 5 min

Isc (LEq -h~lem '2)

1 Bumetanid
0 - GEA 3162

Abb. II1.9a

Originaldarstellung des GEA 3162-Effekts auf die Chloridsekretion
an der intakten Mukosa. Nach Applikation des NO-Donors (5 - 10-9
mol1-1) stieg der Kurzschlussstrom im distalen Kolon signifikant um
3,0 + 0,4 pnEq-h-1.cm-2 (n = 6) an, die Zugabe von Bumetanid (10-6
mol-1-1 serosal), einem Schleifendiuretikum wund Blocker des
Na+/K+/2Cl--Kotransporters, fithrte zum vollstdndigen Zusammen-
bruch des Isc.
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Abb. I11.9b

Unter serosal Ca2+-freien Bedingungen zeigte GEA (5 - 10-5 mol-1-1,
serosal) keine Wirkung am distalen Kolonabschnitt.

Eine der vielen Wirkungen von NO besteht in der Freisetzung
von Neurotransmittern. Da in den von mir verwandten Mukosa-
Submukosa-Praparaten noch neuronale Strukturen vorhanden sind,
stellte sich die Frage, ob die GEA-Wirkung am Gewebe eventuell

nerval vermittelt wird.

Das Nervengift des Kugel-Fisches, Tetrodotoxin (TTX), wirkt als
selektiver Nat-Kanalblocker und verhindert somit die Weiterleitung
der Erregung am Nerv. TTX zeigte eine signifikante basale Wirkung
auf den Isc. 10-6 mol-1-1 TTX serosal verursachte einen Abfall des Isc
um -0,9 + 0,2 pEgh-l.em-2. GEA 3162, in Anwesenheit des
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Nervengifts, konnte aber immer noch eine signifikante Erhéhung des
Kurzschlussstroms um 1,6 + 0,2 nEq-h-1.cm 2 (n = 10) induzieren.
Die NO-Wirkung hat dennoch eine nervale Komponente, denn im
Vergleich zu einer nicht-TTX-behandelten Kontrolle war der Isc-

Anstieg signifikant geringer.

I11.2.3.2 Erhohung der intrazellulidren Ca2+-Konzentration durch NO

Mit Hilfe der Imaging-Technik wurde die Anderung des
intrazelluliren CaZ2+-Spiegels unter Kontrollbedingungen und
wéahrend der NO-Donor-Zugabe an isolierten Krypten verfolgt.
Hierbei wurde nur die relative Modifikation der intrazelluldaren
Ca2+-Konzentration anhand der Anderung im Fluoreszenzverhiltnis
von Fura-2 gemessen (s. Material & Methoden). Perfundiert wurde
das Praparat mit der 140 mmol-1-1 NaCl-Tyrode als Kontrolllssung.
GEA 3162 (5 - 10-9 mol-l-1) induzierte im gesamten Kryptenfundus
einen Anstieg des Fura-2-Signals, gleichbedeutend mit einer
Erhohung des intrazelluliren Ca2+-Spiegels (s. Abb. III.10). 10
Minuten nach Zugabe von GEA 3162 stieg das Fluoreszenzverhéltnis
um 0,4 = 0,1 (n = 6; p < 0,05) an, welches bei Verwendung der
extrazellularen Eichkurve einer Erhchung der [Ca2+]; von 98 + 15
nmol - 1-1 entspricht (s. Abb. II1.11).
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Abb. II1.10

Erhohung des Fluoreszenzsignals von Fura-2 infolge der Zugabe von
GEA 3162 (5 - 10-5 mol-1-1). Dargestellt ist die Originalaufnahme
einer Messung aus dem Fundusbereich einer isolierten Krypte.
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Abb. I11.11

Zusammenfassung der Versuchsserie. Der NO-Donor (5 - 10-9 mol-1-1)
bewirkte eine Erhohung der freien intrazelluliren Ca2+-

Konzentration von ca. 98 + 15 nmol-1-1 (0= p < 0,05 versus Kontrolle).
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von Fundusbereichen 6
verschiedener isolierter Krypten.

Rekrutierung des Calciums aus dem Extrazelluldrraum

Aus diesen Messungen resultierte die néachste Frage - ist der
Anstieg des intrazellular freien Calciums direkt auf eine Entleerung
der Speicher oder aber auf einen Influx aus dem Extrazellularraum
zuriickzufithren? Ein Anstieg der intrazelluldren Ca2+-Konzentration
war nicht mehr vorhanden, wenn die Badlosung nominal Ca2+-frei
war (140 mmol-1-1 NaCl-Tyrode; 0 mmol-1-1 Calcium; s. Abb. I11.12).
Der Austausch der CaZ2+-haltigen Standardtyrode mit der Ca2+-

freien Losung bewirkte eine Abnahme der Ratio um 0,2 + 0,04. Dies
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entspricht nach der Grynkiewicz-Gleichung einer Reduzierung des
intrazellulir freien Calciums um 42 + 10 nmol-1-1. 10 Minuten nach
Zugabe von GEA 3162 (5 - 10-9 moll-1) war keine Erhéhung des

Fluoreszenzsignals messbar (n = 6; p < 0,05; paariger T-Test).

1,6-
1,5-
1,4-
1,3-

1,2+

5 min

Fura-2 Ratio 340/380 nm

1,14
GEA 3162

1,0-
1Ca 1Ca

Abb. II1.12

Originalaufzeichnung des Fura-2-Signalverhéltnisses. Das
Fluoreszenzsignal zeigte eine deutliche Abnahme wé&hrend der
Zufuhr einer Ca2+-freien Losung. Ein Anstieg durch den NO-Donor
war nicht zu beobachten (vergl. Abb. II1.10). Die erneute Perfusion
der Krypte mit einer Ca2+-haltigen Losung fiithrte zu einer sofortigen
Anhebung der Fura-2-Ratio. Der Versuch ist reprasentativ fiir 6
Messungen an isolierten Krypten mit gleichen Ergebnissen.
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I11.2.3.3 Aktivierung des nicht-selektiven Kationenkanals durch NO

Die vorherigen Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass GEA (somit
NO) einen nicht-selektiven Kationenkanal aktiviert, welches zur
Stimulation einer Chloridsekretion fiihrt. Mit Hilfe der Patch-Clamp-
Technik wurde die Aktivierung dieser Leitfahigkeit durch GEA 3162
an isolierten Krypten untersucht. Ist ein loslicher Botenstoff an der
Regulation der nicht-selektiven Leitfahigkeit beteiligt, muss ein
Auswaschen dieser Substanz vermieden werden. Mit Nystatin in der
Standardpipettenlosung (EGTA 0,1 mmol-1-1) wurde der ,Perforated-
Patch® eingesetzt (s. Material & Methoden). Die Zugabe von GEA (5 -
105 moll-l) induzierte bei 6 von 10 Zellen eine sofortige
Depolarisation um 6 = 1 mV (p < 0,05; s. Abb. IIL.13), bei
gleichzeitiger signifikanter Zunahme des Ein- (von 12 + 3 pA auf 18 +
4 pA) und des Auswartsstroms (43 £ 4 pA - 49 + 5 pA; p < 0,05; s.
Abb. III.14). Die Berechnung des GEA-sensitiven Ganzzellstroms
ergab ein Umkehrpotential von -9 + 8 mV, nicht signifikant
verschieden von 0 mV unter den gegebenen Bedingungen. Die
restlichen 4 von 10 Zellen wiesen eine Hyperpolarisation von 15 *+ 4
mV auf. Weder der Ein- noch der Auswartsstrom zeigten nach
Wechsel in die GEA-haltige Tyrode eine signifikante Verédnderung.
Die errechneten Delta-IV-Kurven verliefen parallel zur Abszisse, so

dass kein Umkehrpotential bestimmt werden konnte (s. Diskussion).
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Abb. II1.13

Originalaufzeichnung der  Membranpotentialainderung einer
Kryptenzelle. In 6 von 10 Zellen fithrte GEA 3162 (5 - 10-5 mol-1-1) zu
einer signifikanten, reversiblen Depolarisation um 6 + 1 mV. Die
Unterbrechungen im Verlauf der Kurve resultieren aus den
durchgefithrten Strom-Spannungs-Protokollen unter Voltage-Clamp-
Bedingungen.
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IV-Protokoll (s. Material & Methoden) ohne (schwarze Quadrate) und
mit (graue Kreise) 5 - 10-9 mol-1-1 GEA 3162 von 6 Kryptenzellen, die

durch den NO-Donor depolarisierten. Mittelwerte sind als Quadrate
und Kreise, der SEM als Balken dargestellt.
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II1.2.3.4 Bedeutung von NO in der Kommunikation zwischen Ca2+-

Speicher und nicht-selektivem Kationenkanal

In den vorausgegangenen Versuchsserien reagierte das
Kolonepithel auf NO mit einer Aktivierung des nicht-selektiven
Kationenkanals, dem Anstieg des intrazelluldren Ca2+-Spiegels und
einer Chloridsekretion. Die Frage, ob NO als Botenstoff in der
hypothetischen Signalkette: CaZ2+-Speicherentleerung - NO-
Synthase-Aktivitditt - NOt - Guanylatzyclaset - cGMPr -
Aktivierung des nicht-selektiven Kationenkanals agiert, wurde

versucht mit der Ussingkammer-Technik zu beantworten.

Carbachol (5 - 10-5 mol-1-1 auf der serosalen Seite), ein stabiles
Acetylcholinderivat, induziert einen biphasischen Anstieg des
Kurzschlussstroms mit einem initialen Peak durch Entleerung IP3-
sensitiver Speicher und einem nachfolgenden langanhaltenden
Plateau, infolge eines CaZ2+-Influxes tiiber die nicht-selektive
Kationenleitfahigkeit (Frings et al., 1999).

Fur den Nachweis einer epithelialen NO-Synthese wurden
Blocker der intrazellularen NO-Synthase (NOS) und der loslichen
Guanylatzyclase eingesetzt. NG-nitro-L-argininmethylester (L-
NAME; 5 - 104 moll-l serosal) ein NOS-Inhibitor wurde zur
Vorbehandlung des Mukosa-Submukosa-Priaparates verwendet. Die
Zugabe von Carbachol in Anwesenheit der Hemmsubstanz fithrte zu
einem Anstieg des Kurzschlussstroms um 9,0 + 1,1 uEq-h-1.cm-2 und
zeigte, wie die Plateauphase 10 Minuten nach Carbachol-Applikation,
keinen signifikanten Unterschied zu den Geweben, die nicht mit L-
NAME vorbehandelt wurden (n = 6). Ein weiterer Blocker der
intrazellularen Botenstoff-Kaskade, 6-Anilino-5,8-quinolinquinon (LY
83583, 10-5 mol-1-1 mukosal und serosal) fungiert als Inhibitor der
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loslichen Guanylatzyklase (Miilsch et al.; 1989). Nach einer
Einwirkzeit des Blockers von 15 Minuten wurde erneut das
Acetylcholinderivat Carbachol zugegeben. Auch hier kam es zu einer
signifikanten Erhohung des Kurzschlussstroms mit Ausbildung einer
Plateauphase. Der Chloridstrom wies jedoch geringere Isc-Werte im

Vergleich zu denen der Kontrollversuche auf.

Zusammenfassend bleibt trotz der Hemmung der NO-Synthase
mit L-NAME oder einer Blockade des Signalwegs
sGuanylatzyklase - cGMP“ durch LY 83583 die Kommunikation
zwischen intrazelluliren Ca2+-Speichern und nicht-selektivem

Kationenkanal bestehen.

IT1.3 Interaktion zwischen nicht-selektivem Kationenkanal

und Nat/Ca2+-Austauscher

Die Permeabilitat des nicht-selektiven Kationenkanals fiir Na+
ist, wie bereits erwihnt, deutlich besser als die fiir Ca2+ (Frings et
al., 1999). Unter physiologischen Bedingungen wird eine Aktivierung
dieser Leitfdhigkeit somit einen massiven Einstrom von Nat in die
Zelle bewirken, welches aufgrund der resultierenden Depolarisation
einen hemmenden Einfluss auf den Chloridtransport iiber die
Zellmembran hat. Uber den gleichen Weg eintretendes Calcium
bewirkt anderseits die Sekretion von Anionen. Dies ist vordergriindig
ein  Widerspruch. Deshalb erhebt sich die Frage, ob
Zellregulationsmechanismen der intrazelluliren Ca2+-Homgostase
wie z.B ein Nat/Ca2+-Austauscher am Kolonepithel durch diesen

dominierenden Nat-Einstrom modifiziert werden.
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II1.3.1 Nachweis eines Nat/Ca2+-Austauschers am Kolonepithel

In arteriellen Myozyten der Ratte fiihrt der Nat-Influx dber
Speicher-gesteuerte Kationenkanile zu einer Anderung der
Na+t/Ca2+-Austauscher-Aktivitit (Arnon et al., 2000). Dieser
transportiert unter Ruhebedingungen normalerweise 3 Na+* in und 1
Ca2+ aus der Zelle. Unter stimulierten Bedingungen kann sich die
Transportrichtung @ndern, wodurch Ca2+ in die Zelle befordert wird
(Blaustein & Lederer, 1999). Eine Expression dieses Austauschers ist

an Enterozyten noch nicht nachgewiesen.

In dieser Versuchsserie wurden isolierte Krypten mit dem
CaZ2+-gensitiven Farbstoff Fura-2 aufgeladen und die Anderung der
Fluoreszenzintensitidt nach Umkehr des Na+t-Gradienten gemessen.
Ist hier ein Nat/Ca2+-Austauscher vorhanden, so miisste unter
diesen Konditionen Ca2+ in die Zelle transportiert werden und das
Fura-2-Signal zunehmen. Die Perfusion wurde von der
Standardtyrode (140 mmol1-1 NaCl; s. Abb. II1.15) zu einer Na*-
freien Tyrode (140 mmoll-1 NMDG-CI-Tyrode; s. Abb. III.16)
gewechselt, welches nach wenigen Minuten zu einem Anstieg der

Fluoreszenzintensitat fihrte.

Innerhalb der ersten finf Minuten nach dem Wechsel zur
NMDG-CI-Tyrode erhohte sich die Ratio von 1,5 + 0,1 auf 2,1 + 0,2
(Abb. II1.17). Dies entspricht einer Ca2+-K0nzentrationerh6hung von
0,26 + 0,04 pmol-1-1 auf 0,43 + 0,06 pmol-1-1 in der Zelle (n = 6; p <
0,05).
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\

140 NaCl

Abb. II1.15

Beispiel: Zwei mit Fura-2 aufgeladene Krypten, die hier mit einer 140
mmol-]-1 NaCl-Tyrode und anschlieBend mit einer Nat-freien

NMDG*-Losung (s. Abb. II1.16) perfundiert wurden. Im Bereich der
Fundi zeigen sich Bereiche mit blauen, grinen, gelben und roten
Falschfarben (s. Material & Methoden), die entsprechend dieser
Reihenfolge auf eine Erhohung der Fluoreszenzintensitidt hinweisen
(s. Farbskala rechter Bildrand). Aus vorgewahlten ROI’s (regions of
interest) wurde die Ratio im Fundusbereich der isolierten Krypten
gemessen.

Diese Daten weisen auf die Prisenz eines Na+/Ca2+-
Austauschers am Kolonepithel. Unter basalen Konditionen (140
mmol-1-1 NaCl) wird Calcium vermutlich aus der Zelle befordert, in
Nat-freier Perfusionslosung verlauft der Transport jedoch in die

entgegengesetzte Richtung.
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140
NMDG-CI

Abb. II1.16

Die Krypten aus Abb. III.15 zeigen eine deutliche Zunahme der
gelben und roten Falschfarben, einhergehend mit einem Anstieg der

Fluoreszenzintensitdt unter der 140 mmol-l-1 NMDG+-Tyrode
(typisches Beispiel fiir n = 6 Krypten).
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Abb. II1.17

Originalaufzeichnung des Fluoreszenzsignal-Anstiegs unter dem
umgekehrten Nat-Gradienten. Der Kurvenverlauf ist repréasentativ
fiir 6 Krypten. Die unter der 140 mmol-1-1 NaCl-Tyrode stabilisierte

Ratio stieg nach dem Wechsel in die Nat+-freie NMDG*-Losung im
Mittel um das 1 “%2-fache an (p < 0,05). Ein Hinweis auf die Existenz

eines Nat/Ca2+-Austauschers am Kolonepithel, der bei fehlendem

extrazelluldren Natrium seine Arbeitsrichtung umkehrt und Ca2+ in
die Zelle transportiert.

In Anwesenheit von Dichlorobenzamil (DCB; 2,5 - 10-6 mol-1-1),
einem Inhibitor des Nat/Ca2+-Austauschers (Kaczorowski et al.,
1985), wurde die Antwort der Zelle auf die Anwesenheit der Nat-
freien Perfusionslosung gemessen. Dieses Amilorid-Derivat, mit
seinen aromatischen Bestandteilen, fiihrt zu einer Unterdriickung
(Quench) der Fluoreszenzsintensitiat des Fura-2 Farbstoffs (Hudson

et al.; 1998). Die Zelle wurde mit der Standardtyrode perfundiert und
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nach einigen Minuten DCB zugesetzt (s. Abb. II1.18). Dies bewirkte
einen deutlichen Quench des Fluoreszenzsignals. Der Wechsel zur
NMDG*-Losung in Anwesenheit des Blockers verursachte keinen
Anstieg der Ratio (n = 8; p <0,05; s. Abb. II1.19), im Gegensatz zu den
Ergebnissen ohne vorherige DCB-Zugabe.
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NacCl NMDG-CI

Abb. I11.18

Originalaufzeichnung der Fluoreszenzsignal-Anderung einer Krypte
(typischer Verlauf fiir 8 Krypten). In Anwesenheit von
Dichlorobenzamil zeigte sich kein Anstieg des Fluoreszenzsignals

durch die 140 mmol1-1 NMDG-Cl-Tyrode. Die Ratio von 1,9 + 0,2
unter der 140 mmol-1-1 NaCl-Tyrode fiel nach der Zugabe von

Dichlorobenzamil (2,5 - 10-6 mol-1-1), aufgrund der Fluoreszenzsignal-
Unterdriickung, deutlich ab.
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Abb. II1.19

Die deutliche Fura-2 Ratio-Zunahme unter der 140 mmol-1-1 NaCl/
140 mmol-1-1 NMDG +-Tyrode (Kontrolle) von 0,6 + 0,1, verglichen
mit dem fehlenden Anstieg in der Fluoreszenzintensitit (-0,1 £ 0,04)

durch den Effekt von Dichlorobenzamil (2,5 - 10-6 mol-1-1) auf den

Na+t/Ca2+-Austauscher (Werte sind Mittelwerte + SEM; n = 8; O=p <
0,05 vs. Kontrolle).

Somit wird durch die Ergebnisse dieser Versuchsserien die
Annahme untermauert, dass die Akkumulation des intrazellular
vorhandenen freien Calciums auf die Aktivitdt eines Na+/CaZ2+-
Austauschers zurickzufithren ist, der bei einer Umkehr des
physiologischen Na*-Gradienten Calcium-Ionen in die Zelle

transportiert.
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I11.3.2 Funktion des Na+t/Ca2+-Austauschers unter basalen
Bedingungen

Unter basalen Bedingungen befordert der Nat/Ca2+-
Austauscher vermutlich Ca2+ aus und Nat in die Zelle. Bedingt
durch die Quench-Eigenschaften des Dichlorobenzamils auf die
Fluoreszenzintensitiat von Fura-2, liel sich die Auswirkung der
Hemmung des Nat/Ca2+-Austauschers auf die basale Ca2+-
Konzentration mittels der Imaging-Methode nicht nachweisen.
Deshalb wurde die intakte Mukosa mit Hilfe der Ussingkammer-
Technik  untersucht. DCB (104 moll-l; aufgrund der
Diffusionsbarriere war es noétig, an der intakten Mukosa eine hohere
Konzentration einzusetzen), mukosal und serosal appliziert, fithrte
im distalen Kolon zu einem uneinheitlichen Ergebnis. In 8 von 14
Epithelien zeigte sich eine Isc-Erhshung von 1,5 + 0,3 pEq-h-1.cm-2
auf 2,4 + 0,3 pEq-h-1.cm-2 (p < 0,05; s. Abb. I111.20a). Eine Abnahme
des Stroms von 2,3 + 0,3 nEq-h-l.em2 auf 1,5 + 0,3 pEq-h-1.cm-2
wurde bei 6 von 14 Geweben registriert (p < 0,05; s. Abb. II1.20b).
Hierbei existierte eine Abhingigkeit von der Hohe des basalen Isc,
d.h. der basalen sekretorischen Aktivitat der jeweiligen Gewebe (s.
Abb. TII1.20c). Bestand eine geringere basale Chloridsekretion, folgte
auf DCB ein Anstieg des Isc, ein hoherer Ausgangsstrom hatte unter

DCB hingegen eine Abnahme des Kurzschlussstroms zur Folge.
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Abb. II1.20a

Originalaufzeichnung der Isc-Anderung durch Zugabe von
Dichlorobenzamil (10-4 mol-1-1, mukosal und serosal). Im distalen
Kolon zeigte sich eine Korrelation zwischen Kurzschlussstrom-
Anderung und Anionensekretion vor Zugabe des Blockers. An diesem
Gewebe mit initial geringem Isc bewirkte Dichlorobenzamil eine
deutliche Zunahme des Kurzschlussstroms (typischer Verlauf mit Isc-
Zunahme fiir 8/14 Geweben).
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Abb. II1.20b

Originalaufzeichnung des Stromverlaufs durch Dichlorobenzamil-
Applikation bei einem hoheren basalen Isc-Ausgangswert. Die
Zugabe von Dichlorobenzamil (10-4 mol1-1, mukosal und serosal)
filhrte hier zu einer signifikanten Abnahme des Isc (typischer Verlauf
bei 6/14 Geweben).
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Abb. II1.20c

Darstellung der Abhéingigkeit der Dichlorobenzamil-Wirkung (A Isc)
vom initialen Kurzschlussstrom (Baseline-Isc) im distalen Kolon. Bei
8 von 14 Geweben erfolgte eine Erhohung des Isc von 1,5 £ 0,3 auf 2,4
+ 0,3 pEq-h-l.em2 (schwarzes Quadrat; p < 0,05), in 6 von 14
Geweben verringerte sich der Isc von 2,3 + 0,3 auf 1,5 =+ 0,3 nEq-h-
l.em-2 (weiles Quadrat; p < 0,05). Die angegebenen Werte sind
Mittelwerte + SEM.

II1.3.3 Transportmodus des Na* | Ca2+-Austauschers wéihrend der

Aktivierung des nicht-selektiven Kationenkanals

In einer letzten Versuchsserie war der Transportmodus des
Austauschers wihrend der Aktivierung eines iiber Ca2+ vermittelten
Chloridstroms von Interesse. Carbachol (5 - 10-5 molI-1 auf der
serosalen Seite) wurde als muskarinerger Agonist verwandt. Die
Zugabe des Carbachols induzierte einen biphasischen Anstieg des
Kurzschlussstroms mit initialem Peak und nachfolgendem
langsamen Isc-Abfall. Wurde nun in der 2. Phase Dichlorobenzamil

gegeben, zeigte sich der Isc-Verlauf insgesamt nicht signifikant
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beeinflusst. In einigen Geweben war eine beschleunigte Abnahme des
Isc zu beobachten, die jedoch bei Vergleich mit einer zeitabhéngigen
Kontrolle keine statistische Signifikanz erreichte (n = 7; s. Abb.
II1.21). Dies fithrt zu der Schlussfolgerung, dass die Aktivierung des
nicht-selektiven Kationenkanals durch Carbachol mit einer
Abschaltung des Na+/Ca2+-Austauschers einhergeht.
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Abb. I11.21

Originaldarstellung des Dichlorobenzamil-Effekts (10-4 mol.1-1,

beidseits) in Anwesenheit von Carbachol (5 - 10-5 mol-1-1, serosal) auf
den Isc. Der muskarinerge Agonist fiihrt iiber eine Stimulierung der
M3-Rezeptoren zu einer biphasischen Anderung des Kurzschluss-

stroms mit einem initialen Peak und einem nachfolgenden langsamen
Isc-Abfall. In diesem Priaparat verursachte Dichlorobenzamil einen
beschleunigten Abfall des Isc wiahrend der 2. Phase. Der Vergleich
mit einer zeitabhiangigen Kontrolle erreichte jedoch keine statistische
Signifikanz (typischer Kurvenverlauf fir 7 Gewebe).
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IV Diskussion

Enterozyten reagieren auf eine Erhohung der intrazelluldren
Ca2+-Konzentration mit einer Sekretion von Anionen. Am
Kolonepithel der Ratte lost die Stimulierung muskarinerger Mg3-
Rezeptoren an der Zellmembran die Entleerung intrazelluldrer Ca2+-
Speicher aus. Die CaZ2+-Freisetzung in das Zytoplasma wird von
einem kapazitativen Ca2+-Einstrom (s. 1.4) iiber eine sowohl fiir
Ca2+- als auch fiir Na+ durchlissige Leitfahigkeit begleitet (Frings et
al., 1999).

Die hier prasentierten Ergebnisse demonstrieren die Passage-
Eigenschaften dieses tatsdchlich nicht-selektiven Kationenkanals,
der u.a durch Stickstoffmonoxid gesteuert wird. Weiterhin zeigen sie
am Kolonepithel der Ratte die Existenz eines Nat+/Ca2+-
Austauschers, der durch den dominierenden Na+*+-Einstrom via nicht-

selektiven Kationenkanal in seiner Funktion modifiziert wird.

IV.1 Passage-Eigenschaften des nicht-selektiven

Kationenkanals

Ziel meiner Untersuchungen war eine Charakterisierung der
Passage-Eigenschaften des, an Enterozyten basolateral lokalisierten,
nicht-selektiven, speichergesteuerten Kationenkanals. Dieser ist fiir
alle getesteten monovalente Kationen permeabel, der entstehende
Einwéartsstrom variiert mit den angebotenen Ionen. Die Bestimmung
charakteristischer monovalenter Kationen-Selektivitatssequenzen
(Eisenman-Sequenzen I-XI; Eisenman & Horn, 1983) lasst einen
Riickschluss auf die relative -elektrostatische Feldstarke der
Interaktionsstellen an der untersuchten Leitfahigkeit zu (Wang &
Veenstra, 1997; Ding & Sachs, 1999).
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IV.1.1 - fiir monovalente Kationen

Die nach der Aktivierung des nicht-selektiven Kationenkanals
permeierenden monovalenten Kationen stromen aus der
extrazellularen Kationen-Chlorid-Losung in das Zytoplasma der
untersuchten Zelle (s. III.1.1) und erzeugen einen ihrer Passage-
Fahigkeit entsprechenden Einwéartsstrom. Die Permeabilitats-
sequenz, die sich fiir den untersuchten Kanal ergibt, ist: Cst > Nat+ >
Lit und bestatigt somit die Bezeichnung ,nicht-selektiver
Kationenkanal“. Die Alkalimetall-lonen sind sich in ihren
physikalischen und chemischen Eigenschaften dhnlich, unterscheiden
sich jedoch deutlich in ihrem Durchmesser. Lit weist aus dieser
Gruppe den kleinsten Radius mit 0,06 nm auf, besitzt aber den
groBiten hydratisierten Umfang und somit die geringste Mobilitat in
freier Losung. Aufgrund des kleinen Durchmessers néahert sich das
Ladungszentrum des Kations mit einer hohen Ladungsdichte dem
Wassermolekiil starker und fithrt zu einer festen Anlagerung von
Wasser (Ubersicht bei Diamond & Wright, 1969). Demzufolge ist die
Hydrathiille abhingig von der Ladungsdichte, die wiederum von
Kristallradius des Ions abhéingt. Cst besitzt den grof3ten Radius mit
0,17 nm und hat die geringste Ladungsdichte, die nur eine schwache
Anziehungskraft auf Wassermolekiile zeigt. Deshalb verfiigt es in
Losung tiber die kleinste Hydrathiille. Seine Mobilitat in wassriger
Losung ist im Vergleich mit den restlichen Alkalimetallen am

groflten.

Nach der Theorie von G. Eisenman (Eisenman & Horn, 1983) ist
die  Selektivitdt einer  Leitfahigkeit das Zusammenspiel
elektrostatischer Krifte, vorwiegend Coulomb scher Krifte, zwischen

permeierendem Ion und Kanal. Der hier untersuchte nicht-selektive
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Kationenkanal, dessen Permeabilitdtssequenz sich in den niedrigen
Eisenman-Sequenzen I-IV (Diamond & Wright, 1969; Eisenman &
Horn, 1983) widerspiegelt, weist auf die Prominenz negativer
Festladungen im Inneren der Pore hin z.B. in Form von
Carboxylgruppen. Da die Ion:Membran-Interaktion energetisch
schwach ist, d.h. der Kanal nur geringgradig aus Ladungstrigern
aufgebaut ist, uberwiegt die Interaktion Ion:Wasser. Cs+, welches die
geringste Hydrationsenergie besitzt, wird bei der Passage des Kanals
infolgedessen bevorzugt, denn der Energieaufwand fir die
Dehydrierung des Ions ist im Vergleich zu den anderen
Alkalimetallen minimal. Kationen, wie Nat+ (Radius: 0,095 nm) und
Lit, die eine groflere Dehydrationsenergie benétigen (Hille, 2001), um
die Leitfahigkeit zu passieren, permeieren in diesen Untersuchungen
weniger gut, d.h. sie erzeugen einen geringeren Einwéirtsstrom.
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die monovalenten
Kationen, bevor sie den nicht-selektiven Kationenkanal passieren,
vermutlich erst dehydriert werden miissen, um in das Zytoplasma zu

gelangen.

Der in Anwesenheit der extrazellularen KCIl-Losung
entstehende Einwartsstrom zeigt im Allgemeinen (s. Abb. III.1) eine
dhnliche Amplitude wie der durch CsCl induzierte Strom. Eine
Auswertung der Kt+-Passage tiber den  nicht-selektiven
Kationenkanal fand indessen nicht statt, da ein Ionenfluss iiber
zusatzliche zellulare K+-Leitfahigkeiten nicht ausgeschlossen werden

konnte.
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IV.1.2 - fiir divalente Kationen

Das divalente Kation Ca2+ zeigt eine wesentlich komplexere
Interaktion mit dem nicht-selektiven Kationenkanal als z.B. Nat+. Die
Leitfahigkeit ist permeabel fir Ca2+, zusitzlich hemmt Ca2+ in
Konzentrationen iiber 1 mmol-1-1 seinen eigenen Einstrom (negatives
Feedback) in die Zelle (Frings et al., 1999). Die vorliegenden
Ergebnisse demonstrieren, dass alle getesteten divalenten Kationen
in einer Konzentration von 10 mmol-1-1 einen Hemmeffekt aufweisen
(s. Abb. IIL.3). Die maximale Reduzierung des Nat-getragenen
Einwartsstroms findet durch Calcium (166 + 63 pA = 100%) statt und
variiert mit den verschiedenen divalenten Kationen in der

Reihenfolge: Ca2+ > Mg2+ > Ba2+ > Sr2+ (s. Abb. I11.4).

Der Blockademechanismus der divalenten Kationen wird durch
die vorliegenden Ergebnisse nicht offensichtlich. Die vorhandenen
Daten demonstrieren jedoch deutlich, dass die Bindungsregionen an
der Leitfahigkeit keine markante Differenzierung innerhalb dieser

Kationen-Gruppe vornehmen.

Spekulativ ware die Vermutung einer direkten,
elektrostatischen Wirkung von Ca2+, Mg2+, Ba2+ und Sr2+ an der
Leitfahigkeit. Thre Hemmeigenschaften konnten durch eine Bindung
am extrazellularen Vestibulum des Kanals oder nach Einstrom in die
Zelle auf der zytoplasmatischen Seite der Kanaloffnung,
moglicherweise iiber ein Regulatorprotein hervorgerufen werden.
Vielleicht hemmen sie den Influx von Nat auch tuber eine
Interaktionsregion in der wassergefiillten Pore (Putney, 1997). Eine
Inaktivierung der nicht-selektiven Leitfahigkeit unter Mitwirkung

eines — bisher noch anonymen - 16slichen Kofaktors wie z.B. bei Ding
& Sachs an P2X9-Kanilen (Ding & Sachs, 1999; Ding & Sachs, 2000)
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beschrieben oder mittels eines unbekannten Zwischenschritts, der
durch den Einstrom der Kationen iiber den Speicher-gesteuerten
Kanal in der Zelle ausgelost wird (Putney, 1997), erscheint eher

unwahrscheinlich.

Kurz zusammengefasst fithrt der Einstrom von Ca2+ aus dem
Extrazellularraum, infolge Aktivierung des nicht-selektiven
Kationenkanals, zu einer negativen Riickkopplung auf den eigenen
Influx. Das Kation limitiert mit diesem Mechanismus seine
intrazellulare Konzentration - ein Mechanismus, der vielleicht als
Schutz vor zellschadigenden Effekten und Apoptose durch eine zu

hohe Konzentration von Ca2+ fungiert.

IV.2 Mechanismen zur Aktivierung/Inaktivierung des nicht-

selektiven Kationenkanals

Zwei Quellen fiir die Erhéhung der intrazelluliren CaZ2+-
Konzentration stehen dem Enterozyten zur Verfiigung: die
intrazellularen = Speicher und der Einstrom aus dem
Extrazellularraum iiber den zuvor charakterisierten nicht-selektiven
Kationenkanal. Ein Zusammenspiel dieser beiden Ca2+-Ressourcen
ist mehrfach nachgewiesen (Ubersicht bei Parekh & Penner, 1997),
auch am nativen Kolonepithel wurde es dargestellt (Frings et al.,
1999). Dessen ungeachtet ist der Kopplungsmechanismus zwischen
Speicher und extrazellulirem Ca2+-Influx, der bei Entleerung der
Speicher in Gang gesetzt wird, noch nicht bekannt. Diskutiert wird
eine direkte Kopplung durch das Zytoskelett oder durch die
Konformationsdnderungen beteiligter Strukturen und eine indirekte

Kopplung mittels freigesetzter Signalstoffe.
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IV.2.1 Die direkte Kopplung Ca2+-Speicher — Speicher-gesteuerter

Kanal in der Plasmamembran

Ergebnisse, die eine direkte mechanische Interaktion zwischen
Speichern und der Zellmembran evtl. iiber eine Vermittlung des
Zytoskeletts (Yao et al., 1999) oder durch eine direkte Kopplung des
IP3-Rezeptors mit dem Speicher-gesteuerten Kanal (Ma et al., 2000;
Ma et al., 2001) beschreiben, sind publiziert. Erstmals wurde diese
Idee von Robin Irvine geduflert (Irvine, 1990), der wissend, dass IP3-
Rezeptor und Ryanodin-Rezeptor dhnliche Strukturen besitzen, einen
Vergleich mit der Interaktion des Ryanodin-Rezeptors und des
Dihydropyridin-Rezeptors in der T-Tubulus-Membran der
Skelettmuskulatur zog (Franzini-Amstrong & Jorgensen, 1994; s.
1.3.2). Die Lokalisation von Ca2+-Speichern in unmittelbarer Néhe
der Plasmamembran (Irvine & Moor, 1986; Petersen & Berridge,
1996; Muallem & Lee, 1997) fiihrt vermutlich iiber eine
Konformationsdnderung des IP3-Rezeptors als Antwort auf die
Entleerung der Speicher zu einer Interaktion mit Speicher-
gesteuerten Kanilen, wodurch diese 6ffnen und Ca2+ in die Zelle

stromt.

Dafiir, dass der IP3-Rezeptor Initiator dieses Prozesses ist,
spricht die Grofle seiner aminoterminalen Region. Sie ist in der Lage
den ca. 10 nm breiten Spalt zwischen Endoplasmatischem Retikulum
und Plasmamembran zu iberbriicken und Proteinstrukturen des
Kanals zu kontaktieren (Berridge et al., 2000). Diese strukturellen
Komponenten sind vermutlich Proteine aus der TRP-Familie
(transient receptor potential; Philipp et al., 1998; Bouley et al., 1999;
Hofmann et al., 2000), vergleichbar dem Dihydropyridin-Rezeptor (s.

[.4.1.1). Die ,Briickenbildung” zwischen intrazellularem Speicher und
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Speicher-gesteuertem Kanal konnte in Form von
Koimmunoprézipitaten, bestehend aus hTRP-Proteinen und IP3-
Rezeptoren, dargestellt werden (Boulay et al., 1999). Zur Zeit sind
sieben TRP-Isoformen bekannt, die sich jedoch auffillig in ihren
Leitfahigkeiten und in der Form ihrer Aktivierungsmechanismen
unterscheiden (Berridge et al.,, 2000). Das in menschlichen
embryonalen Nierenzellen (HEK293-Zellen) vorhandene hTRP3-
Protein z.B. bildet einen Speicher-gesteuerten Kanal (Zhu et al.,1996;
Hurst et al., 1998; Zhu et al., 1998), dessen Aktivierung nicht allein
durch die Entleerung der Speicher hervorgerufen wird. Der Vorgang
erfordert zusétzlich eine direkte Verbindung des hTRP3-Kanals zu
IP3-Rezeptoren auf der Membran des Ca2+-speichernden Organells
(Kiselyov et al., 1998; Ma et al., 2000). Kiselyov et al. (1998) zeigte an
exzidierten Membranstiicken mit integrierten hTRP-Kanéilen eine
Aktivierung der Leitfahigkeiten nach Zugabe von IP3/IP3-Rezeptor-

Komplexen.

Neben der direkten Interaktion des Kanals mit IP3-Rezeptoren
ist eine Kommunikation mit dem Zytoskelett denkbar. So fiihrt eine
Veranderung im Aktingeriist der HEK293—Zellen zu einer Reduktion
des Ca2+-Influx iiber den Speicher-gesteuerten Kanal, ein Indiz fiir
die Beteiligung des Zytoskeletts an der Regulation dieser
Leitfahigkeit (Ma et al., 2000). Die Antwort des Kanals auf eine
Speicherentleerung wird jedoch nicht vollstandig durch eine
Modifikation der Aktinstruktur geblockt. Eine zuséatzliche
Applikation pharmakologischer Substanzen, welche den IP3-Rezeptor
blocken, unterbindet den Ca2+-Einstrom dann vollends (Ma et al.,

2000). Auch Bourguignon et al. (1993) weist auf die Wichtigkeit eines
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intakten Zytoskeletts fiir die physiologische Freisetzung von Ca2+

aus den intrazelluldren Speichern hin.

I1V.2.1.1 Regulation des nicht-selektiven Kationenkanals iiber eine

Anderung des Zellvolumens

Die Bedeutung des Zytoskeletts bei der Kanalaktivierung héangt
scheinbar vom Zellsystem ab. Wie oben beschrieben, dient es als
Vermittler zwischen IP3-bedingter Entleerung der Speicher und
einem Ca2+-Einstrom aus dem Extrazellulirraum. Diese
Vermittlerfunktion scheint auch zwischen Zellvolumenédnderung und
der Modifikation des intrazelluliren CaZ2+-Spiegels vorhanden zu
sein (Bajnath et al., 1995; Janmey, 1998). Eine Zunahme des
Zellvolumens konnte indirekt tiber das Zellgeriist den nicht-
selektiven Kationenkanal am Enterozyten aktivieren oder auf die
intrazelluliren Ca2+-Speicher bzw. den IP3-Rezeptor (Lang et al.,
1998) wirken.

Die Zelle reagiert auf Anderungen ihres Volumens mit einer
kompensatorischen Volumenzunahme (Regulatory Volume Increase =
RVI) oder -abnahme (Regulatory Volume Decrease = RVD),
hervorgerufen durch den Ein- bzw. Ausstrom osmotisch wirksamer
Teilchen. In vielen Zellsystemen wird infolge einer Zellschwellung
iiber nicht-selektive Kationenkanédle in der Plasmamembran die
intrazelluldre Ca2+-Konzentration erhoht (McCarty & O’Neil, 1992;
Lang et al., 1998). Andere Arbeiten weisen hingegen auf eine
fehlende Konzentrationszunahme des Second Messengers infolge
einer Zellschwellung (Hall et al., 1996; Niemeyer et al., 2000; Viana
et al., 2001). Ca2+ aktiviert basolaterale Ca2+-sensitive K+-Kanile

und Cl'(caz"')-Kanéle (Lang et al., 1998), letztere werden aber am
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Kolonepithel der Ratte nicht vermutet (Greger, 2000). Die
Hyperpolarisation der Zelle, resultierend aus dem Ausstrom von K+,
fordert den Cl--Ausstrom und reduziert zusitzlich die Osmolaritét
des Zytoplasmas. Diese komplexen Ionenverschiebungen tber die
Zellmembran gehen mit einer regulatorischen Volumenabnahme
einher (Kawahara et al., 1991), dienen dem Schutz der Zelle und

wirken praventiv einer Schiadigung der Zellmembran entgegen.

Im Gegensatz zu dem oben beschriebenen Ausstrom von Cl- und
K*-Ionen, der an vielen Zellen durch einen Anstieg des
intrazelluliren Ca2+-Spiegels im Rahmen einer regulatorischen
Volumenabnahme induziert wird, scheint die Provokation einer
Zellschwellung mit einer 110 mmol-1-1 NaGluconat-Losung eine
Inaktivierung des nicht-selektiven Kationenkanals am distalen Kolon
der Ratte auszulésen. Die Zelle hyperpolarisiert (s. Abb. IIL.7),
vielleicht durch einen Ausstrom von K+, vielleicht durch eine
Abnahme des Kationen-Einstroms in die Zelle. Der Einwéartsstrom
nimmt dabei aber signifikant ab (s. Abb. IIL.8), was die
Schlussfolgerung zuléasst, dass nicht ein K+-Kanal, sondern der nicht-
selektive Kationenkanal durch die Volumenédnderung beeinflusst

wird.

Folglich wird die Gegenregulation der Zelle bei
Volumenzunahme hier nicht durch einen Ca2+-Einstrom und eine
daraus resultiernde Aktivierung CaZ2+-sensitiver K+-Kanile
eingeleitet, im Gegenteil, die fiir den Ca2+-Einstrom verantwortliche
nicht-selektive Leitfdhigkeit wird gehemmt. Eine Antwort auf diese
unerwartete, ,,vom tiblichen“ abweichende Reaktion konnte Frings et
al. (1999) geben; nicht Ca2+, sondern Nat ist das dominierende

Kation (6 Nat: 1 Ca2+), welches iiber den nicht-selektiven
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Kationenkanal einstromt. Eine Aufnahme von Nat in die Zelle wiirde
die Osmolaritiat des Zytoplasmas erhohen und einen konsekutiven
Wassereinstrom zur Folge haben, dadurch eine Zellschwellung nur
noch verstiarken. Als Reaktion auf eine Zellschrumpfung im Rahmen
einer kompensatorischen Volumenzunahme ist der gesteigerte
Transport von Nat in das Zellinnere, d.h. die Aktivierung eines nicht-
selektiven Kationenkanals eher zu beobachten (Ahmad et al., 1992).

Ein weitere Moglichkeit der Zelle einer Zellschwellung entgegen
zu wirken, ohne die intrazelluldre Ca2+-Konzentration zu erhéhen,
ware eine direkte Aktivierung mechanosensitver K+-Leitfahigkeiten
(Dubinsky et al., 1999; Ribeiro et al., 2001). Eine Vielzahl von
Ionenkanélen 6ffnen durch Zellmembrandehnung. Der erhohte Druck
steigert die Offenwahrscheinlichkeit der Kanéle, ohne ihre
Selektivitdt oder die Einzel-Kanal-Leitfahigkeit zu beeinflussen. Der
Mechanismus, der die gedehnte Membran mit den volumensensitiven
Kanilen verbindet, ist noch nicht definiert. Diskutiert wird die
Moglichkeit, dass Fettsduren (Ordway et al., 1992), die durch
Membrandehnung freigesetzt werden, oder Elemente des Zytoskeletts
z.B. Spectrin (Sokabe et al., 1991), die mechanosensitiven
Leitfahigkeiten aktivieren. Ribeiro et al. (2001) zeigte am Kolon der
Ratte, dass eine regulatorische Volumenabnahme der Zelle unter
Ca2+-freien Bedingungen bzw. unter dem Einsatz von Lanthan,
einem Blocker des nicht-selektiven Kationenkanals (Frings et al.,
1999) mit einem K*-Efflux einhergeht. Trotz eines nicht-
vorhandenen Ca2+-Einstroms aus dem Extrazelluldrraum aktivieren
K*+-Kanile, wahrscheinlich aufgrund einer direkten Stimulierung
durch Zellschwellung. Zusammenfassend ist der Second Messenger

Ca2+ am Kolonepithel der Ratte wihrend einer kompensatorischen
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Volumenabnahme nicht verantwortlich fiir eine Aktivierung
basolateraler K+-Leitfahigkeiten. Eine direkte oder indirekte
Steuerung des nicht-selektiven Kationenkanals in Form einer

Inaktivierung durch eine Zellschwellung scheint jedoch zu existieren.

IV.2.2 Die indirekte Kopplung Ca2+-Speicher — Speicher-gesteuerter

Kanal in der Plasmamembran

Verschiedene Untersuchungen lassen vermuten, dass an
einigen Zelltypen, wie z.B. den T-Lymphozyten, der Konformations-
Kopplungsmechanismus fiir einen kapazitativen Ca2+-Einstrom
nicht verantwortlich sein kann (z.B. Jayaraman et al, 1995). Zudem
ist eine zeitliche Latenz zwischen intrazellulirer CaZ2+-
Speicherentleerung und  Aktivierung des  nicht-selektiven
Kationenkanals zu beobachten, die eine vermittelnde Signalkette in
der Kommunikation der Mitwirkenden vermuten lassen konnte.
Daten, die auf die Existenz eines loslichen Botenstoffs weisen, der als
Signal fiir den kapazitativen Ca2+-Influx dient, wurden schon
mehrfach veroffentlicht (Randriamampita & Tsien, 1993; Bishof et
al., 1995; Csutora et al., 1999; Trepakowa et al., 2000/2001). Art und
Herkunft dieser Substanz sind viel diskutiert. Mogliche Signalstoffe,
die in den Vermittlungsmechanismus involviert sein konnten, sind
u.a. G-Proteine, Tyrosinkinasen, Ca2+-Calmodulin-abhéingige
Kinasen, Proteinkinase C und der ,Ca2+-Influx-Faktor® (Ubersicht
bei Parekh & Penner, 1997). Trepakowa et al. (2000) demonstrierte
an kultivierten glatten Muskelzellen die Wirkung des Ca2+-Influx-
Faktors als Vermittler zwischen intrazelluldren Ca2+-Speichern und
Speicher-gesteuerten Leitfahigkeiten. Exzidierte Membranabschnitte
dieser Zellen wurden permeabilisierten T-Lymphozyten exponiert, die

bei Speicherentleerung den Ca2+-Influx-Faktor freisetzten
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(Randriamampita & Tsien, 1993). Dieser diffundierte aus der
permeabilisierten Zelle und aktivierte infolge die Speicher-
gesteuerten Leitfahigkeit am isolierten Membranfleck (Trepakowa et
al., 2000).

IV.2.2.1 Nicht-selektiver Kationenkanal und intrazelluliire Ca2+-
Konzentration unter cAMP-Wirkung

Zyklische Nukleotide wie z.B zyklisches Adenosinmonophoshat
(cAMP) beinflussen ebenfalls die Ca2+-Konzentration im Zytoplasma
(Putney, 1997); unsicher ist ihre Wirkung auf den nicht-selektiven
Kationenkanal. Fir cAMP sind diverse Effekte auf die
Leitfahigkeiten am Rattenkolon beschrieben. Im Vordergrund steht
die Aktivierung luminal vorhandender CFTR-Cl--Kanile (z.B.
Greger, 2000), zuséatzlich o6ffnet cAMP basolaterale KyLQT1-K+-
Leitfahigkeiten (Mall et al., 1999; Greger, 2000; Bleich & Warth,
2000). Indirekt filhrt auch eine Erhohung des intrazelluldren Ca2+-
Spiegels zu einer Stimulation des Stroms iiber CFTR-Leitfahigkeiten.
Die Steuerung erfolgt iiber die am Enterozyten dominierende Klasse
der Ca2+-sensitiven K+-Kanile. Mit einer Einzelkanal-Leitfihigkeit
von 16 pS reagieren sie auf geringste Ca2+-
Konzentrationsianderungen im Zytoplasma (Bleich et al, 1996).
Werden, wie in meinen Untersuchungen, die Ca2+-Speicher der Zelle
durch die Erhohung der intrazellularen Pufferkapazitat (s. 1.4.1;
Kerst et al., 1995) entleert und dadurch der kapazitative Ca2+-
Einstrom ausgelost, agiert Ca2+ als Stimulus der basolateralen K+-
Kanidle. Wie  bereits erwahnt, fuhrt die entstehende
Hyperpolarisation zu einem Ausstrom von Cl- iiber den CFTR-Kanal,
der jedoch fiir seine Aktivierung auf cAMP angewiesen ist (Bohme et
al., 1991; Allert et al., 1992; Strabel & Diener, 1995).
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Die cAMP-Konzentration in der Zelle kann durch Forskolin
manipuliert werden. Forskolin ist ein Diterpen aus den Wurzeln der
indischen Pflanze ,Coleus forskohlii“. Es greift direkt am
katalytischen Zentrum der membranstidndigen Adenylatzyklase an
und aktiviert das Enzym, welches die Umwandlung des intrazellular
vorhandenen ATP zu cAMP katalysiert. Der Second Messenger
steuert u.a. iber Proteinkinasen des Typs A
Phosphorylierungsprozesse = und vermittelt dadurch etliche

Regulationsprozesse in der Zelle.

In der Literatur wurde hiufig eine Depolarisation der Zelle
durch die Applikation von Forskolin beschrieben (Bohme et al., 1991,
Ecke et al., 1996b, Fischer et al., 1996; Diener et al., 1996; Schultheil3
& Diener, 1998). Siemer und Gogelein (1993) schrieben die
Zelldepolarisation  einer  Aktivierung der  nicht-selektiven
Kationenleitfahigkeit zu. Ecke et al. (1996b) widerlegte diese
Annahme und vermutete hinter der Depolarisation vielmehr eine
deutliche Steigerung der Cl--Sekretion. Bleich et al. (1996) zeigte eine
Inaktivierung des CaZ+-sensitiven 16 pS K+-Kanals, infolge der
Applikation von Forskolin, einhergehend mit einer Reduktion der
intrazelluliren  Ca2+-Konzentration, trotz einer parallelen
Stimulation des nicht-selektiven Kationenkanals durch Carbachol
(Fischer et al., 1996). Dies legte die Vermutung nahe, dass es durch
cAMP, ungeachtet der Applikation des Acetylcholinderivats, zu einer
Inaktivierung der Speicher-gesteuerten Leitfadhigkeit kommen kénnte
(Fischer et al., 1996).

Jedoch sprechen die hier gezeigten Daten gegen eine Regulation
des Kanals durch cAMP. Fir diese Whole-Cell-Untersuchungen

wurden Cl-- und Kt*-Ionen weder in der Pipetten- noch in der
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Perfusionslosung verwendet, alleine eine Modifikation des Na*-Influx
durch den nicht-selektiven Kationenkanal hitte eine Anderung des
Stroms iiber der Membran und eine Spannungsidnderung der Zelle
provozieren konnen. Grund fiir den Ausschluss der K*+- und CI--
Ionen: die Aktivierung des Cl--Kanals durch cAMP wiirde in
Anwesenheit von Cl- zu einem massiven Ausstrom des Ions fithren,
einhergehend mit einer Depolarisation der Zelle. Die Gegenwart von
K+ konnte ebenfalls eine Depolarisation bewirken, da cAMP die
Offenwahrscheinlichkeit der dominierenden K+*(Cg2+)-Kanile
reduziert und K+ in der Zelle akkumulieren wiirde. Diese Reaktionen
der Zelle wiren storend fiir die Auswertung des cAMP-Effekts auf
den nicht-selektiven Kationenkanal, dessen Inaktivierung mit einer
Hyperpolarisation des Enterozyten und einer Reduktion des Ein-und
Auswartsstroms einhergehen miisste. Die Applikation von Forskolin
zeigte jedoch keine Wirkung auf diese Leitfahigkeit (s. Abb. I11.5/6).

Ursache der bei Bleich et. al. (1996) beobachteten Abnahme der
intrazelluliren Ca2+-Konzentration ist moglicherweise eine
Triebkraftinderung fiir Ca2+ infolge der massiven Depolarisation der
Zelle durch die cAMP vermittelte Aktivierung luminaler CFTR-CI--
Kanile (Lohrmann & Greger, 1993). Aus der Zelle stromendes Cl-
fiihrt zu einem positiveren Membranpotential. Die Triebkraft fiir den
Ca2+-Einstrom iiber den gedffneten nicht-selektiven Kationenkanal
(Frings et al., 1999) wird reduziert, was eine verminderte Aktivierung
Ca2+-sensitiver K+-Kanile (Nielsen et al., 1998) zur Folge hat. Der
cAMP-aktivierte KyLQT1-Kanal (Bleich & Warth, 2000) ist
offensichtlich nicht in der Lage die Hemmung zu kompensieren.
Daten aus Untersuchungen der Kolonkarzinomzelllinie HT29 zeigen,

dass auch an dieser Zelllinie eine spannungsabhingige
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Triebkraftinderung fiir Ca2+ (Leipziger et al., 1994; Fischer et al.,
1996) erfolgt. Depolarisiert die untersuchte Zelle, ist der Speicher-
gesteuerte Ca2+-Influx vermindert, eine Hyperpolarisation hat eine
Erhéhung des kapazitativen Ca2+-Einstroms zur Folge (Leipziger et
al., 1994). Unterstiitzung findet dieser Prozess vermutlich durch eine
cAMP-vermittelte Stimulation von Ca2+-ATPasen (Starke, 2001). Die
primir aktiven Transportproteine schleusen Ca2+ aus dem
Zytoplasma und fithren ebenfalls zu einer Reduktion der [Ca2+];
(Bleich et al., 1996).

1V.2.2.2 Stickstoffmonoxid (NO) — ein Molekiil in der Regulation des

nicht-selektiven Kationenkanals

NO, als anorganisches Molekiil, besitzt ein breites Spektrum
biologischer Funktionen mit unterschiedlichen Auswirkungen,
abhingig vom jeweils untersuchten Zelltyp. Seine Wirkung als
Relaxanz der glatten GefiaBBmuskulatur und als Neurotransmitter
sind nur einige Effekte auf den Organismus. Die molekularen
Wirkmechanismen des NO sind ebenso vielschichtig. Es aktiviert die
losliche Guanylatzyklase mit nachfolgender Bildung des
intrazellularen Botenstoffs cGMP (z.B. Putney, 1997), stimuliert die
Zyklooxygenase, ein Schlisselenzym der Prostaglandin-Synthese
(Salvemini et al, 1995), und baut Superoxid (02-) zu Peroxynitrit
(ONOO-) um (Beckman et al., 1990). Bei Zerfall des Peroxynitrits
entsteht mit dem Hydroxyl-Radikal eine stark oxidierende

Verbindung.

Gebildet wird NO unter dem katalytischen Einfluss der NO-
Synthase (NOS) durch Abspaltung und Oxidation eines Stickstoff-
Atoms von L-Arginin (Palmer et al.,, 1988). Seine Halbwertszeit
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belauft sich auf nur wenige Sekunden und es wird rasch zu Nitrat
und Nitrit abgebaut, welche uber die Niere ausgeschieden werden
(Honicka & Gerzer, 1997). Zuséatzlich reagiert es mit schwefelhaltigen
Aminosduren und Proteinen zu S-Nitrosoverbindungen, die
momentan als kurzfristige Speicherformen des NO diskutiert werden.
Verschiedene Isoformen der NO-Synthase sind bekannt. Die
konstitutive NOS (cNOS), vorkommend als endotheliale (NOS 3) und
neuronale (NOS 1) Form, wird physiologisch exprimiert. Ihre
Regulation erfolgt priméar posttranslational iiber Ca2+, Calmodulin
und oxidative Koenzyme wie z.B. Ham oder Nikotinamid-
Adenindinukleotid-Phosphat (NADP+). Ihre Aktivitat ist durch rasch
einsetzende, reversible Abgabe picomolarer Konzentrationen von NO
charakterisiert. Im Gegensatz zu diesen Isoformen sind weder mRNA
noch Proteine der induzierbaren NOS (iNOS = NOS 2) in nicht-
stimulierten Zellen nachweisbar. Eine Expression der NOS 2-mRNA
findet vermutlich nur nach Stimulation durch z.B. Endotoxine
und/oder Zytokine statt. Im Vergleich zur eNOS produziert die iNOS
weitgehend unabhéngig vom regulatorischen Einfluss des
intrazelluldren Ca2+-Spiegels konstant nanomolare Konzentrationen
von NO. Sie wird daher vorwiegend mit pathophysiologischen

Ereignissen in Verbindung gebracht (Ubersicht bei Bauer, 1997).

Im Darm wird NO an verschiedenen Orten produziert, so z.B.
im GefaBlendothel, im enterischen Nervensystem, in glatten
Muskelzellen und in Epithel- und Subepithelzellen (Ubersicht bei
Alican & Kubes, 1996). An dem hier untersuchten Gewebe konnte die
cNOS durch Immunokolokalisation in Epithelzellen und Lamina

propria eindeutig dargestellt werden (Wilson et al., 1996).
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NO — Wirkung auf den Wasser- und Elektrolyttransport am Darm
Bisher vorhandene Daten tiber die Effekte von NO auf den

Wasser- und Elektrolyttransport am Darm sind widerspriichlich.
Schirgi-Degen und Beubler (1998) beschrieben bei in vivo-Versuchen
fiir das Molekiil eine proresorbierende Wirkung am Jejunum der
Ratte (Schirgi-Degen& Beubler, 1998). Die intravenose Infusion des
unspezifischen NO-Synthase-Hemmers NG-Nitro-L-argininmethyl-
ester (L-NAME) induzierte eine dosisabhédngige  Netto-
Flussigkeitssekretion, die durch L-Arginin, das Substrat der NO-
Synthase, und den NO-Donor Natrium-Nitroprussid (SNP) gehemmt
wurde. Im Gegensatz zu dieser Untersuchung fiihrte die Applikation
verschiedener NO-Donoren am Kolon von Ratte und Mensch in vitro
zu einer Stimulation der Cl--Sekretion (Wilson et al., 1993; Tamai &
Gaginella, 1993; Stack et al.,1996), iibereinstimmend mit den hier
beschriebenen Ergebnissen. Die unterschiedlichen Effekte der NO-
Donoren am Dinn- und Dickdarm demonstrieren eine
unverkennbare Abhéngigkeit von in vitro-/in vivo-Studien und
untersuchter Spezies. Am isolierten Darmgewebe scheint NO jedoch

vorherrschend als Sekretagog zu agieren (Mourad et al., 1999).

NO - Wirkung am Kolonepithel — Induktion einer Ca2+- abhdngigen
Cl--Sekretion

Die Moglichkeit einer Stimulation der Cl--Sekretion iiber die
Erhéhung der intrazelluldren Ca2+-Konzentration ist bekannt. Dies
setzt an der Zelle die Entleerung der Speicher und die Aktivierung

des nicht-selektiven Kationenkanals voraus.

An einigen Zelltypen, z.B. an der humanen Kolonkarzinom-

Zelllinie HT29/B6 und an Pankreasazinuszellen der Maus, konnte

123



Diskussion

gezeigt werden, dass NO die intrazelluldre Ca2+-Konzentration iiber
eine Entleerung der intrazelluldiren Ca2+-Speicher erhéht (Bischof et
al, 1995; Watson et al, 1999). An Pankreasazinuszellen der Ratte
prasentierte Xu et al. (1994) die vermittelnde Signalkette zwischen
CaZ2+-Speicherentleerung und kapazitativem CaZ2+-Einstrom. Durch
den Einsatz verschiedener Blocker und SNP als NO-Donor ergab sich
die Vorstellung einer Stimulation der NOS durch Entleerung der
intrazelluldren Ca2+-Speicher. NO generiert den Second Messenger
¢GMP, welcher den Ca2+-Influx iiber die Plasmamembran reguliert
(Xu et al., 1994).

Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse demonstrieren
ebenfalls eine durch den NO-Donor GEA 3162 (s. Abb. IV.1)
induzierte Cl--Sekretion am distalen Kolon der Ratte. Diese, im
Vergleich zu anderen NO-Donoren, lipophile Substanz zeigt ihre
pharmakologische Wirkung durch eine spontane &quimolare
Freisetzung von NO (Karup et al., 1994, Kankaanranta et al., 1996;
Holm et al., 1998). Ihre biologische Wirkung ist mit NO vergleichbar
(Malo-Ranta et al., 1994), jedoch ist der chemische Prozess der NO-
Abgabe noch nicht exakt dargestellt (Karup et al., 1994; Malo-Ranta
et al., 1994). Ein weiterer Vorteil, neben der lipophilen Eigenschaft,
ist die analog zu anderen NO-Donoren vernachléssigbare Produktion
der Sauerstoffradikale Superoxid und Peroxynitrit parallel zur NO-
Freisetzung (Holm et al., 1998). Diese Metaboliten werden bei der
~NO-Synthese“ durch den Abbau des NO-Donors freigesetzt,
verandern den Redox-Status der Zelle und konnen schiadigende

Effekte am untersuchten Epithel hervorrufen (Beckman et al, 1990).
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1,2,3,4-Oxatriazolium,5-amino-3-(3,4-dichlorophenyl)-chlorid

Abb. IV.1

Strukturformel des lipophilen NO-Donors GEA 3162.

In Vorversuchen zeigte ein Vergleich verschiedener NO-
freisetzender Substanzen, dass das lipophile GEA 3162 im Gegensatz
zu konventionellen NO-Donoren, wie z.B. Natrium-Nitroprussid, die
effizienteste Wirkung auf den am Kolonepithel der Ratte gemessenen
Kurzschlussstrom hatte. Die physiologisch exprimierte cNOS (Wilson
et al., 1996) scheint hier auch unter Kontrollbedingungen aktiv zu
sein, da der Einsatz des unspezifischen NOS-Blockers LG-Nitro-L-
Arginin den basal vorhandenen Kurzschlussstrom reduzierte (Daten

nicht vorgestellt).

Die Applikation von GEA 3162 fiihrte im permeabilisierten
Patch zu einer Aktivierung des nicht-selektiven Kationenkanals (s.
Abb. III.14a/b), was sich an einer Zunahme des Ganzzellstroms und
signifikanter Depolarisation zeigte. Die Erhohung der intrazellularen
Ca2+-Konzentration loste indirekt, iber die Aktivierung

basolateraler K*+-Kanile, eine Cl--Sekretion aus, zu sehen an einem
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Anstieg des gemessenen Kurzschlussstroms in den Ussingkammer-
Versuchen (s. Abb. I11.9a). Da der Haupteinstrom von Ca2+ iiber die
serosale Seite erfolgt (Frings et al., 1999), fithrte eine serosal Ca2+-
freie Losung zu einer vollstandigen Unterdriickung der Cl--Sekretion
(s. Abb. ITI.9b) und demonstriert die Beteiligung von Ca2+ an dem
durch NO ausgelosten Sekretionsprozess. 4 der 10 im
permeabilisierten Patch untersuchten Zellen zeigten eine deutliche
Hyperpolarisation. Die dabei gemessenen Whole-Cell-Strome wiesen
eine zur X-Achse parallele Verschiebung auf, ohne auf die Regulation
eines Kanals zu deuten — ein Phidnomen mit unklarer Genese.
Denkbar wire eine artifiziell hervorgerufene Reaktion durch den
eingesetzten lipophilen NO-Donor, der sich, mit einer positiven
Ladung behaftet (s. Abb. IV.1), in die Membran einlagert und das
Zellinnere negativer erscheinen lasst. Da Kolonkrypten aus mehreren
Zelltypen aufgebaut sind (s. 1.1), konnten Zellen, z.B.
enteroendokrine Zellen erfasst worden sein, die moglicherweise durch

NO nicht regulatorisch beeinflusst werden.

Praparationsbedingt sind bei Ussingkammer-Studien
Strukturen des enteralen Nervensystems vorhanden. Hier zeigte der
Einsatz des Neurotoxins Tetrodotoxin (TTX) einen partiellen Abfall
des Kurzschlussstroms und somit die Involvierung des enteralen
Nervensystems. Des weiteren konnte ein stimulierender Effekt von
NO auf Prostanoid-produzierende Zellen dargestellt werden (Daten
nicht gezeigt). GEA 3162 ist jedoch sowohl in Anwesenheit von TTX
als auch Indomethacin (= nicht-steroidales Antiphlogistikum =
Blocker der Prostaglandin-Synthese) in der Lage einen
Kurzschlussstrom zu erzeugen, d.h. die Zunahme des Isc durch NO

ist nicht allein auf enterales Nervensystem und
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Prostaglandinwirkung zuriickzufiihren, so dass ein Teil der NO-
Wirkung direkt dem Epithel zugesprochen werden muss.
Untersuchungen von Wilson et al. (1993) und Stack et al. (1996)
widersprechen diesen Ergebnissen auf den ersten Blick. In diesen
Studien fithrte eine gleichzeitige Vorbehandlung des Rattenkolons
mit TTX und Piroxicam, einem Zyklooxygenase-Hemmer, zu einer
fast vollstdndigen Unterdrickung des durch SNP induzierten Isc.
Diese Substanzen blocken die Freisetzung von Neurotransmittern
und Prostaglandinen, die auch unter basalen Bedingungen die
kontinuierliche Produktion des Second Messengers cAMP in der Zelle
vermitteln (Craven & DeRubertis, 1981; Craven et al., 1983). Die
elektrogene Anionensekretion durch den NO-Donor SNP wurde
aufgrund dieser Ergebnisse vollstéandig dem enteralen Nervensystem
und Prostanoid-produzierenden Zellen zugesprochen. Jedoch wird
durch diese Substanzen allein die Cl--Sekretion uber apikale CI--
Kanile unterbunden. Die in meinen Untersuchungen durch Ca2+
induzierte Aktivierung basolateraler K+-Kanile (Warth et al., 1999)
bewirkt aufgrund der Triebkraftianderung normalerweise einen
Ausstrom von Cl- uber bereits geoffnete Leitfahigkeiten. Sind die
CFTR-Cl--Kanile durch Blockung des cAMP-Wegs geschlossen, kann,
trotz der erhohten Triebkraft fiir den Anionenausstrom, kein
Kurzschlussstrom durch die SNP-Applikation ausgelost werden.
Daher stehen die Befunde von Wilson (1993) und Stack (1996) nicht

im Gegensatz zu den hier gezeigten Ergebnissen.
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NO - Wirkung am Kolonepithel — Aktivierung des nicht-selektiven
Kationenkanals ohne die vorherige Entleerung intrazellulirer Ca2+-
Speicher

Die Konzentrationszunahme von Ca2+ in der Zelle kann iiber
verschiedene Wege induziert werden. Fiir Pankreasazinuszellen der
Ratte wurde die Vermutung geaullert, dass NO bzw. cGMP (z.B.
Lucas et al., 2000) als Vermittler zwischen Ca2+-Speicherentleerung
und kapazitativem CaZ2+-Einstrom agieren koénnten (Pandol &
Schoeffield-Payne, 1990; Xu et al., 1994). Weiterhin wird an
Hepatozyten, Endothelzellen und Pankreasazinuszellen eine
Entleerung der intrazelluliren CaZ2+-Speicher durch NO
angenommen (Clementi, 1998; Watson et al., 1999), wodurch der

kapazitative Ca2+-Einstrom indirekt aktiviert wird.

Die von mir préasentierten Daten =zeigen jedoch keine
Beteiligung intrazellularer Ca2+-Speicher an der NO-vermittelten
Aktivierung des nicht-selektiven Kationenkanals. Mittels der
Imaging-Technik konnte durch GEA 3162 eine Zunahme der
intrazelluldren Ca2+-Konzentration um 98 + 15 nmol - 1-1 dargestellt
werden (s. Abb. II1.10/11), jedoch war diese allein auf einen CaZ2+-
Influx aus dem Extrazellularraum zuriickzufithren (s. Abb. III.12).
Unter der Perfusion einer nominal Ca2+-freien Losung wire durch
Zusatz des NO-Donors ein Anstieg des Fluoreszenzsignals aufgrund
der Ca2+-Freisetzung aus den intrazelluldren Speichern zu erwarten,
falls diese durch NO beeinflusst wiirden. Ein solches Ergebnis zeigte
sich nicht. Die Applikation des Acetylcholinderivats Carbachol fithrte
in den Ussingkammer-Messungen zu einem biphasischen Anstieg des
Kurzschlussstroms, dessen initialer Peak durch die Entleerung der

Ca2+-Speicher und seine spite Phase durch die Aktivierung des
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nicht-selektiven Kationenkanals getragen wird. Dieser Carbachol-
Effekt ist durch Zugabe von L-NAME nicht hemmbar, d.h. trotz einer
Blockung der NO-Synthese interagieren Ca2+-Speicher und nicht-
selektiver Kationenkanal. Die beobachtete partielle Reduktion des
durch Carbachol induzierten Kurzschlussstroms unter dem léslichen
Guanylatzyklase-Hemmer LY 83583 widerspricht dieser Annahme
auf den ersten Blick. Geht man von der Signalkette NOS -NO
-cGMP - Proteinkinasen - Aktivierung des nicht-selektiven
Kationenkanals aus, wiirde man aufgrund der Stromabnahme eine
Beteiligung von NO an der Interaktion Ca2+-Speicher - Leitfahigkeit
vermuten. Jedoch zeigte Miilsch et al. (1989), dass der Abbau von LY
83583 Superoxid-Anionen generiert, die zu H209 reagieren, welche,
wie fiir die humane Kolontumorzelllinie T84 beschrieben, die cAMP-
induzierte Cl--Sekretion hemmen (Duvall et al., 1998). So konnte die
beobachtete partielle Hemmung der Cl--Sekretion eine Folge des LY
83583- Metabolismus sein und nicht zwangslaufig durch einen Block

der basal aktiven cGMP-Produktion hervorgerufen werden.

Zusammenfassend wirkte der NO-Donors GEA 3162 in diesen
Untersuchungen allein iiber eine Aktivierung des basolateral
lokalisierten, nicht-selektiven Kationenkanals. Eine vorausgehende
Speicherentleerung wurde nicht beobachtet. NO ist somit nicht das
gesuchte physiologische Translationssignal in der Interaktion
Speicherentleerung - kapazitativer Ca2+-Einstrom. Die Aktivierung
der Leitfahigkeit scheint parallel der physiologischen, Acetylcholin-
aktivierten Signalkette abzulaufen. Die biochemischen Schritte der
Stimulation sind hier jedoch unklar. Moglicherweise agiert der NO-
Donor iiber den indirekten, klassischen NO/cGMP-Weg (Xu et al.,
1994, Bischof et al., 1995; Duszyk, 2001) oder durch direkte
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Modifikation des Kanalproteins iiber eine Nitrosylierung von
Sulfhydryl-Gruppen (Favre et al., 1998; Ma et al., 1999; van Rossum
et al., 2000).

i Entleerung der

. ' . ¥ ca2*-speicher
p— ?
.'":0"‘, + b
’ NO
2+
Ca2+ /Na+ [ — BCa’..
. ———— CI” — - -
= —
basolateral B IP, -Rezeptor apikal

’ M, -muskarinerger Rezeptor

T .
=—= Kanalproteine

Abb.IV.2

Wirkung von Stickstoffmonoxid am Kolonepithel. PLC =
Phospholipase C; G = G-Protein.
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IV.3 Der Nat/Ca2+-Austauscher - seine Funktion in der

intrazellularen Ca2+-Homéostase

Fir die intrazellulire Ca2+-Homéostase existieren diverse
Zellkomponenten am Enterozyten, die je mnach Bedarf die
Konzentration des Second Messengers reduzieren oder erhohen. Zwei

dieser, miteinander agierenden Mechanismen, wurden hier bereits

vorgestellt — intrazellulire CaZ2+-Speicher und nicht-selektiver
Kationenkanal.
Die wahrscheinliche Involvierung eines weiteren

Transportsystems wurde an glatten Muskelzellen der Ratte
beschrieben (Arnon et al., 2000). Dort fithrte die Aktivierung einer
Speicher-gesteuerten Leitfihigkeit zu einem Einstrom von Ca2+ und
Nat*, dhnlich der nicht-selektiven Leitfdhigkeit am Kolonepithel der
Ratte (Frings et al., 1999). Die erhohte Nat-Konzentration im Zytosol
reduzierte infolge den Ausstrom von Ca2+ und lieB einen Einfluss auf

den Aktionsmodus des Na+/Ca2+-Austauschers vermuten.

IV.3.1 Der Na+/Ca2+-Austauscher

Der Na+/Ca2+-Austauscher ist ein elektrogener, sekundar
aktiver Transporter in der Plasmamembran, der in den meisten
Zellsystemen unter einem physiologischen Nat-Gradienten, aufrecht
erhalten durch die Nat/K+-Pumpe, 3 Nat-Ionen iiber die Membran
in die Zelle und ein einzelnes Ca2+-Ion aus der Zelle schleust
(Lagnado & McNaughon, 1990; Yoshihashi et al., 1996; Blaustein &
Lederer, 1999). Er dient damit, neben der primar aktiven
Ausschleusung von Ca2+ durch die Ca2+-ATPase, der Reduktion des
intrazelluliren Ca2+-Spiegels. Abgesehen von der Regulation durch

seine Substrate, wurde auf molekularer Basis eine Steuerung durch
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Phosphorylierung und Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP9)
beobachtet (Philipson & Nicoll, 2000).

Der Nat+/Ca2+-Austauscher arbeitet bidirektional, d.h. er ist in
der Lage seinen Transportmodus, abhéngig von der relativen
Triebkraft seiner Substrate, umzukehren und einen Influx von CaZ2+-

Ionen zu vermitteln (Blaustein & Lederer, 1999; Brini & Carafoli,
2000).

Diese Erkenntnis kommt z.B. bei einer Therapie mit Digitalis
zum Tragen. Das Herzglykosid besitzt einen positiv inotropen Effekt
auf die Herzmuskulatur, d.h. es wirkt durch eine Steigerung der
Kontraktilitiat, resultierend aus einer Anderung im Aktionsmodus
des Nat/Ca2+-Austauschers. Dieser sekundir aktive Transporter
arbeitet nahe seinem ,Umkehrpunkt. Eine Anderung des Nat-
Konzentrationsgradienten durch eine Erhéhung des intrazellularen
Nat+-Spiegels bzw. eine Modifikation des elektrischen Gradienten in
der Depolarisationsphase der Herzaktion fiihrt zu einem
Einwirtstransport von Ca2+ durch den Austauscher. Digitalis
hemmt die Funktion der Nat/K+-Pumpe und fiihrt zu einer
Akkumulation von Nat im Zytoplasma, einhergehend mit einer
Hemmung oder Umkehr des Na+t/Ca2+-Austauschers. Ca2+ wird im
Zytoplasma angereichert und steht nach der Speicherung im
Sarkoplasmatischen Retikulum einer Aktivierung des kontraktilen

Apparats der Muskelzelle zur Verfiigung.

Der Nat/Ca2+-Austauscher, als Mitwirkender in der CaZ+-
Homoostase, ist parallel bzw. seriell zu den iibrigen Akteuren
geschaltet; z.B. dient das fiir den Herzmuskel iiberaus wichtige, mit
hoher Dichte vorhandene Carrier-Protein (Niggli & Lederer, 1991)

vorwiegend als CaZ2+-Ausschleusungs-Instrument (Grantham &
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Cannell, 1996). Es hat zum einen die Aufgabe, die tiber Speicher und
spannungsabhingige Kanile gelieferte Ca2+-Menge fiir die
Muskelkontraktion ziigig aus der Zelle zu transportieren, um die
Relaxierung des Muskels zu sichern. Zum anderen agiert es
vermutlich einheitlich mit Ca2+-Speicher und L-Typ Ca2+-Kanal als
Ca2+-Einschleuser. Durch die Membrandepolarisation infolge des
schnellen Einstroms von Nat zu Beginn des Aktionspotentials,
schaltet es in den Influx-Modus und stimuliert eventuell sogar die
Ca2+-induzierte Ca2+-Freisetzung iiber den Ryanodin-Rezeptor
(Levesque et al., 1994; Wasserstrom & Vites, 1996).

Der Na#t/Ca2+-Austauscher wird an den verschiedenen
Geweben in unterschiedlichem AusmalBl und mit physiologisch
differierenden Transportmodi exprimiert. Der funktionelle Nachweis

seiner Expression am Kolonepithel fehlte bis zum jetzigen Zeitpunkt.

IV.3.2 Der Nat | Ca2+-Austauscher - funktioneller Nachweis seiner

Expression am Kolonepithel

Der dominierende Einstrom von Nat iiber den nicht-selektiven
Kationenkanal am Kolonepithel der Ratte, die physiologische
Antwort auf eine Entleerung der Ca2+-Speicher (Frings et al., 1999),
ist eigentlich ein kontraproduktives Geschehen im Verlauf der
Sekretionsinduktion, da sich aufgrund der zunehmenden
Depolarisation die Triebkraft fir eine Cl--Sekretion tiber den
apikalen CFTR-Kanal und fir eine Cl--Aufnahme iiber den
Nat/K+/2Cl--Kotransporter reduziert. Das Vorhandensein eines
Na+t/Ca2+-Austauschers am Enterozyten und die von Arnon et al.
(2000) beschriebene Interaktion mit dem nicht-selektiven

Kationenkanal konnte dieses Paradoxon moglicherweise erklaren.
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In Fura-2 Studien wurde das initial angebotene extrazellulire
Na* durch das nicht-permeable NMDG+ ersetzt. Dies fiihrte zu einer
Umkehr des physiologisch einwérts gerichteten Nat+-Gradienten und
infolgedessen zu einer Zunahme der [Ca2+]; (s. Abb. II1.15/16/17).
Nach Einsatz von Dichlorobenzamil, einem Blocker des Na+/Ca2+-
Austauschers (Kaczorowski et al., 1985), war kein Anstieg der
intrazelluliren Ca2+-Konzentration (s. Abb. II1.18) mehr zu
beobachten. Dies weist auf die Expression eines Nat/Ca2+-
Austauschers hin, der unter diesen Bedingungen Nat aus der Zelle

und Ca2+ in die Zelle transportiert.

Die Verwendung von DCB in Fura-2/Ca2+-Studien ist
problematisch, da das Molekiil als aromatische Verbindung
fluoreszierende Eigenschaften besitzt und somit die Ca2+-Messungen
beeintrachtigt. Es ,,quencht, d.h. unterdrickt, die Fluoreszenzsignale
von Fura-2 konzentrationsabhingig, ein Verhalten, das bei
Benzamilorid, ein dem Dichlorobenzamil strukturell sehr dhnlichen
Amiloridderivat, beschrieben wurde (Hudson et al., 1998).

Daher wurde die Frage, ob der Nat/Ca2+-Austauscher am
Kolonepithel unter basalen Bedingungen als ein Ca2+-
Ausschleusungs-Transporter arbeitet, versucht mit der

Ussingkammer-Methode zu beantworten.
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IV.3.3 Der Nat | Ca2+-Austauscher — Ausschleusung von Ca2+ unter

basal niedriger Cl--Sekretion

Unter basalen Bedingungen bewirkte Dichlorobenzamil an der
Mehrzahl der untersuchten Gewebe einen sofortigen Anstieg des
Kurzschlussstroms, der sich von der Cl--Prasenz abhéingig und
gegeniiber dem Neurotoxin TTX unempfindlich zeigte. Das bedeutet:
Dichlorobenzamil wirkt direkt am Enterozyten. Interessant war die
Beobachtung, dass der Verlauf des Kurzschlussstroms infolge Zugabe
des Blockers, abhingig vom basalen Isc, variierte. Mukosa-
Submukosa-Préparate mit einem initial geringen Kurzschlussstrom
zeigten nach Zugabe von DCB einem Anstieg (s. Abb. II1.20a),
Gewebe mit initial hoherem Kurzschlussstrom einen Abfall des Isc (s.
Abb. 20b). Vermutlich fungiert der am Kolonepithel vorhandene
Na+t/Ca2+-Austauscher bei basal geringem Kurzschlussstrom als
Ca2+-Ausschleuser, eine Hemmung durch DCB bewirkt eine
Akkumulation von Ca2+ im Zytoplasma und aktiviert basolaterale
Ca2+-sensitive K+-Kaniile, deren Offnen die Triebkraft fiir eine Cl--
Sekretion steigert (Bohme et al., 1991). Ein basal hoherer
Kurzschlussstrom ist wahrscheinlich auf einen initialen Transport
von Ca2+ in die Zelle zuriickzufithren. Durch die Blockade des
Carrier-Proteins sinkt die intrazelluldare CaZ2+-Konzentration,
basolaterale K+((52+)-Kanédle werden inaktiviert und die Triebkraft
fiir den Cl--Ausstrom nimmt ab. Diese Ergebnisse demonstrieren,
dass der Nat/Ca2+-Austauscher unweit seines Gleichgewichts-

potentials arbeitet.

Wie verlauft nun die Interaktion der genannten ,Mitspieler” in

der Kontrolle der intrazelluliren Ca2+-Homéostase?
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1V.3.4 Der Na* /Ca*-Austauscher - die physiologische Bedeutung des

dominierenden Na*-Einstroms

Wurde durch das Acetylcholinderivat Carbachol iiber eine IP3
induzierte CaZ2+-Speicherentleerung einhergehend mit einem
kapazitativen Ca2+-Einstrom die Cl--Sekretion induziert (Schultheif3
& Diener, 1998; Warth et al., 1999), fithrte eine Applikation von DCB
keineswegs zu einer Potenzierung des Kurzschlussstroms (s. Abb.
I1I1.21). Eine Zunahme des Isc durch Bockade des Austauschers wére
zu erwarten, vorausgesetzt der Austauscher arbeitet weiterhin als

Ca2+-Ausschleuser.

Der Einstrom der beiden Kationen Nat+ und Ca2+ fiihrt
vermutlich zu zwei parallelen Effekten. Ca2+ fiillt die Speicher und
unterhédlt durch seine erhohte intrazellulire Konzentration die
Plateauphase des Kurzschlussstroms (Lindqvist et al., 1998). Nat
vermindert durch seine erhohte intrazellulare Konzentration die
Triebkraft fiir den Na+/Ca2+-Austauscher — schaltet diesen ab bzw.
kehrt seinen Transportmodus vielleicht sogar um und unterstiitzt
dadurch die Aufrechterhaltung der intrazelluliren CaZ2+-

Konzentration wahrend des Sekretionsprozesses.

Der Nat/Ca2+-Austauscher ist somit als ein nicht zu
vernachlissigender Akteur in der intrazelluldren Ca2+-Homgostase

am Kolonepithel der Ratte anzusehen.
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Hemmung des Nat/Ca2+-Austauschers durch den dominierenden

Nat-Einstrom tiber den aktivierten, nicht-selektiven Kationenkanal.
PLC = Phospholipase C; G = G-Protein.
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V  Zusammenfassung

Die Entleerung intrazelluldrer Ca2+-Speicher fithrt am distalen
Kolon der Ratte zur Aktivierung einer fir Ca2+ und fiir Nat
passierbaren Kationenleitfdhigkeit. Diese Abldufe bewirken indirekt
tiber die Erhohung des intrazellularen Ca2+-Spiegels eine Cl--

Sekretion in das Darmlumen.

Die Passage-Eigenschaften des Kationenkanals fiir monovalente
und divalente Kationen wurden mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik
an isolierten Krypten untersucht. Nach Stimulation der Leitfahigkeit
durch eine Speicherentleerung fithrten die monovalenten Kationen
zur Zunahme des Einwértsstroms, sie permeierten mit der Sequenz
Cst > Nat > Lit und charakterisierten den Kationenkanal als nicht-
selektiv. Im Gegensatz zu Na+t ist Ca2+ nicht nur in der Lage den
nicht-selektiven Kationenkanal (NSKK) zu passieren, es bewirkt in
hoheren Konzentrationen zusitzlich eine Hemmung seines eigenen
Einstroms. Die divalenten Kationen Ca2+, Mg2+, Ba2+ und Sr2+
fithrten in einer Konzentration von 10 mmol-1-1 ausnahmslos zu einer
Reduktion des Nat-getragenen Einwéartsstroms. Sie zeigten

allerdings einen unterschiedlich ausgeprigten Hemmeffekt auf den
NSKK: Ca2+ > Mg2+ > Ba2+ > Sr2+,

Der Kopplungsmechanismus zwischen Speicherentleerung und
Aktivierung des NSKK ist unklar; evtl. ist Stickstoffmonoxid (NO)
daran beteilgt. GEA 3162, ein lipophiler NO-Donor, fiihrte in Fura-2-
Studien an isolierten Krypten zu einem Anstieg der intrazellularen
CaZ2+-Konzentration ([Ca2+];), infolge eines Ca2+-Einstroms aus dem
Extrazellularraum, der in Patch-Clamp-Untersuchungen mit einer

Aktivierung des NSKK korrelierte. Jedoch konnte in Ussingkammer-
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Zusammenfassung

Versuchen eine Carbachol-induzierte Speicherentleerung mit
einhergehender Aktivierung des NSKK nicht durch NO-Synthase-
Hemmer beeinflusst werden. Demzufolge ist NO nicht der erhoffte
Vermittler in der Kommunikation von Speicher mit Speicher-
gesteuertem Kanal, sondern induziert einen parallelen Mechanismus,
der zur Aktivierung des NSKK fithrt und unabhingig von der

Entleerung intrazellulidrer Ca2+-Speicher agiert.

Fura-2-Untersuchungen demonstrierten, dass eine Substitution
des extrazelluldiren Nat durch das impermeable N-Methyl-D-
Glucamin (NMDG+) zu einem deutlichen Anstieg der [Ca2+]; fiihrte,
der durch einen  Blocker des Na+t/Ca2+-Austauschers,
Dichlorobenzamil (DCB), unterdriickt wurde. Dies spricht fir die
Expression eines Na+/Ca2+-Austauschers am Kolonepithel der Ratte.
In Ussingkammer-Studien fithrte DCB in der Mehrzahl der
untersuchten Gewebe zu einer Zunahme der Cl--Sekretion aufgrund
der Akkumulation von Ca2+ im Zytoplasma, was auf die basale
Funktion des Austauschers als Ca2+-Ausschleusungstransporter
deutet. Die Applikation von DCB wéihrend der Stimulation der Ca2+-
abhingigen Cl--Sekretion durch Carbachol zeigte jedoch keine
Wirkung mehr. Dies weist auf eine Abschaltung des Na+/Ca2+-
Austauschers parallel zur Aktivierung des NSKK hin. Vermutlich
dient der Einstrom von Nat iber den NSKK der
Triebkraftreduzierung fiir die Ausschleusung von Ca2+ iiber den
Austauscher und unterstiitzt dadurch die Anhebung der [CaZ2+];

wahrend der Sekretion.
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VI Summary

The depletion of intracellular Ca2+-stores activates a cation
conductance in the plasma membrane of colonocytes which is
permeable to Ca2+ and Nat. The rise in intracellular Ca2+-
concentration ([Ca2+];) mediates the opening of basolateral K+-
channels thereby inducing a strong Cl- secretion across apical Cl-

channels.

The properties of this store-operated cation conductance in
crypts isolated from rat distal colon were studied and revealed the
absence of selectivity. The permeability of the nonselective cation
conductance (NSCC) had the following sequence: Cst > Nat > Lit.
CaZ2+ is not only permeant for this conductance but in addition at a
higher concentration it exerts an inhibition on its own influx. Ca2+,
Mg2+, Ba2+ and Sr2+ inhibited with a different efficiency: Ca2+ >
Mg2+ > Ba2+ > Sr2+,

The signal by which the stores activate the NSCC remains
obscure; there are data arguing for nitric oxide (NO) as requested
messenger. The lipophilic nitric oxide donor GEA 3162 induced an
activation of the NSCC followed by a Ca2+-dependent Cl--secretion.
However the results indicate that NO is not the physiological signal
involved in the communication between the intracellular stores and

the NSCC.

In Fura-2 studies a replacement of extracellular Na+*+ by N-
methyl-D-glucamine (NMDG+) induced an increase in the [Ca2+];
which was suppressed by the Nat-Ca2+-exchange inhibitor
dichlorobenzamil (DCB) indicating the presence of an Na+-Ca2+-

exchanger within the colonic crypt cells. In Ussing chamber
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experiments DCB induced an increase in Isc due to a Ca2+-dependent
Cl--secretion in the majority of tissues tested indicating that this
exchanger physiologically acts as a Ca2+ extruding transporter.
When Ca2+ dependent secretion was stimulated by carbachol, DCB
did no longer evoke an increase in Isc, i.e. the exchanger is turned off.
Therefore it is concluded that the influx of Nat across the NSCC
serves to reduce the driving force for Ca2+ extrusion via the
exchanger and thereby maintains the increase in the [Ca2+]j during

induction of secretion.
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