Aus dem Institut fiir Veterindr-Physiologie
der Justus-Liebig-Universitit Gieflen

Regulation des Calcium-Signalwegs
an einem sekretorischen Epithel

INAUGURAL-DISSERTATION
zur Erlangung des Doktorgrades beim
Fachbereich Veterindrmedizin
der Justus-Liebig-Universitit GieBen

eingereicht von

Sarah Lan Kocks

GieBen 2003

/1] VVB LAUFERSWEILER VERLAG



Das Werk ist in allen seinen Teilen urheberrechtlich geschiitzt.

Die rechtliche Verantwortung fiir den gesamten Inhalt dieses
Buches liegt ausschlieBlich bei dem Autor dieses Werkes.

Jede Verwertung ist ohne schriftliche Zustimmung des Autors
oder des Verlages unzuldssig. Das gilt insbesondere fiir
Vervielfiltigungen, Ubersetzungen, Mikroverfilmungen

und die Einspeicherung in und Verarbeitung durch
elektronische Systeme.

1. Auflage 2003

All rights reserved. No part of this publication may be
reproduced, stored in a retrieval system, or transmitted,
in any form or by any means, electronic, mechanical,
photocopying, recording, or otherwise, without the prior
written permission of the Author or the Publishers.

1" Edition 2003

© 2003 by VVB LAUFERSWEILER VERLAG, Giessen
Printed in Germany

T

VVB LAUFERSWEILER VERLAG

STAUFENBERGRING 15, D-35396 GIESSEN
Tel: 0641-5599888 Fax: 0641-5599890
email: redaktion@doktorverlag.de

www.doktorverlag.de



Aus dem Institut fiir Veterindr-Physiologie
der Justus-Liebig-Universitat Gieflen

Betreuer: Prof. Dr. Martin Diener

Regulation des Calcium-Signalwegs an einem

sekretorischen Epithel

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
beim Fachbereich Veterindrmedizin

der Justus-Liebig-Universitit Gie3en

Eingereicht von

Sarah Lan Kocks
Tierarztin aus

Miilheim a.d. Ruhr

GiefBen 2003



Mit Genehmigung des Fachbereichs Veterindrmedizin

der Justus-Liebig-Universitit Giellen

Dekan: Prof. Dr. Dr. h.c. Hoffmann

1. Gutachter: Prof. Dr. Martin Diener
2. Gutachter: Prof. Dr. G. Scheiner-Bobis

Tag der Disputation: 24. April 2003



Inhaltsverzeichnis

e

—

(\S]

p—

— ]
o)

2.1
2.2
23
24

(o)

7.1
7.2

AbKkiirzungen 1
Einleitung 3
Das Kolon — Aufbau und Funktion 3
Membranédrer Transport 5
Transportprozesse am Kolonepithel 6
Second messenger ,,iibersetzen* extrazelluldre Signale 8
Calcium als intrazelluldrer Botenstoff 10
Ca®"-Kanile an erregbaren Strukturen 12
Intrazelluldre Organellen als Ca2+-Speicher 14
Der Ryanodinrezeptor 15
Ca2+-Rekrutierung an nicht erregbaren Geweben 17
Der Na*/Ca*"-Austauscher 19
Eigene Fragestellung 21
Material und Methoden 23
Versuchstiere 23
Elektrolytlosungen 23
Losungen fiir die Préparation 23
Losungen fiir die Imaging-Messungen 24
Losungen fiir die Ussingkammer-Messungen 25
Losungen fiir die Gelelektrophorese 25
Chemikalien 26
Oligonukleotide (Primer) 26
Enzyme und Nukleotide fiir PCR und rtPCR 27
Software 27
Gewebepréparation 28
Priparation der Darmschleimhaut 28
Priparation der isolierten Krypten 28
Messung der intrazelluldren Ca”"-Konzentration mittels Fura-2 29



Inhaltsverzeichnis

8.1
8.2
8.3

9.1
9.2
9.3
10
10.1
10.2
10.3
10.4
10.5
10.6
11
I

10

1.1

Ca2+—Messungen an permeabilisierten Krypten 34
Mangan-Quench 34
Der Imaging-Messstand 35
Ussingkammer-Technik 39
Die Messkammer 39
Elektrophysiologisches Messprinzip 40
Datenerfassung und Versuchsablauf 43
Polymerasekettenreaktion 44
Isolation von Gesamt-RNA und mRNA 45
Qualitdtsanalyse der RNA 46
Bestimmung von Menge und Reinheit der Gesamt-RNA 46
cDNA-Synthese 47
Polymerasekettenreaktion 48
Gelelektrophorese 49
Statistik 49
Ergebnisse 51
Beeinflussung  des  Na'/ Ca’"-Austauschers  durch Entleerung

intrazelluldrer Ca2+-Speicher 51
Einfluss von Ryanodin auf den intrazelluldren Ca2+—Spiegel 59

Wirkung der Ryanodinrezeptor-Blockade auf den intrazelluldren Ca**-

Spiegel 63

Einfluss von Koffein auf den intrazelluldren Ca2+-Spiegel 64

Wirkung des physiologischen Ryanodinrezeptor Agonisten cADP-Ribose 65

Beteiligung des Ryanodinrezeptors an der Ca2+—abhéingigen CI'-Sekretion

am intakten Kolonepithel 68
Molekularbiologischer Nachweis des Na'/Ca”**-Austauschers 73
Diskussion 75
Der Na“/Ca*"-Austauscher 76

Molekularbiologischer Nachweis des Na'/Ca”**-Austauschers 76



Inhaltsverzeichnis

1.2
1.3

3.2

3.3
3.4

VI
A\ 11

Regulation des Na'/ Ca’"-Austauschers 77

Nachweis einer positiven Riickkopplung zur Verstirkung des Ca’"'-

Signals 78

Intrazellulére Ca2+—Speicher und Kanile 80

Funktioneller Nachweis eines Ryanodinrezeptors am Kolonepithel der

Ratte &1

Der Ryanodinrezeptor des Kolonepithels der Ratte: Ein Subtyp-2-
Rezeptor? 86

CICR verstirkt die Antwort des Na/Ca>"-Austauschers im Influx-Modus 87

Physiologische Bedeutung des Ryanodinrezeptors am Kolonepithel 87
Der Ryanodinrezeptor — ein Werkzeug zur Regulation der Ca**-

Homoostase am Kolonepithel? 90
Zusammenfassung 92
Summary 94
Literaturverzeichnis 96




Einleitung

Abkiirzungen

AM
ADP/cADP
ATP
BAPTA
BHQ
BLAST

bp

BSA
cAMP/ cGMP
[Ca”"];
CFTR
CICR

CPA

DAG
DEPC
DMSO

DNA/cDNA

EDTA
EGTA
Gr
GAPDH
G-Protein

HEPES

Acetoxymethylesther

Adenosindiphosphat/ zyklisches (cyclic) Adenosindiphosphat
Adenosintriphosphat
1,2-bis(2-aminophenoxy)ethan-N,N,N’,N’-Tetraessigsdure
2,5-Di(tert-butyl)-1,4-benzohydroquinon

Basic Local Alignment Tool

Basenpaar

Bovines Serum Albumin

zyklisches (cyclic) 3°,5’-Adenosin/Guanosin-Monophosphat
intrazelluldrer Ca2+-Spiegel

cystic fibrosis transmembrane regulator

Ca’"-induzierte Ca>*-F reisetzung (engl: Ca**-induced Ca2+-release)
Cyclopiazonsaure (engl.: Cyclopiazonic acid)

Diacylglycerol

Diethylpyrocarbonat

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonukleinsdure (engl.: deoxyribonucleic acid/complementary

deoxyribonucleic acid)
Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraessigsdure
Ethylenglykol-bis-(B-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraessigsdure
transepitheliale Leitfahigkeit [S]
Glyceraldehyd-3-Phosphatdehydrogenase
Guaninnucleotid-bindendes Protein

N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N’-(2-ethansulfonsiure)
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IP; Inositol-1,4,5-trisphosphat

I, Kurzschlussstrom

Kp Dissoziationskonstante

MOPS 3-[N-morpholino]propansulfonsiure

ms Millisekunden

NAD" Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid

NAADP Nikotinsdure-Adenin-Dinukleotid-Phosphat

NCBI National Center for Biotechnological Information

NCX Na'/Ca?"-Austauscher (engl.: exchanger)

NMDG N-Methyl-D-Glucamin

NSKK nicht-selektiven Kationen-Kanal

PCR Polymerasekettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction)
PD Potentialdifferenz

PIP, Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat

PLC Phospholipase C

PMCA Plasmamembran Ca>"-ATPase

RNA/mRNA Ribonukleinsdure (engl.: ribonucleic acid/messenger ribonucleic acid)
RyR Ryanodin Rezeptor

SEM standard error of the mean = Standardfehler des Mittelwertes
SERCA sarkoplasmatische-endoplasmatische-Retikulum Ca’"-ATPase
SOC speichergesteuerter Kanal (engl.: store operated channel)
TAE Trisacetat

T, Schmelztemperatur (engl.: melting temperature)

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

TTX Tetrodotoxin






Einleitung

I Einleitung

1 Das Kolon — Aufbau und Funktion

Fiir den Erhalt des Lebens ist die Zufuhr von Néhrstoffen, Elektrolyten und
Wasser zwingend notwendig. Der Gastrointestinaltrakt ist in diesem Zusammenhang
das bedeutendste Organ, wobei der Dickdarm, neben dem bakteriellen Aufschluss
unverdaulicher Kohlenhydrate, maBgeblich am Wasser- und Elektrolythaushalt
beteiligt ist. Er stellt den letzten Abschnitt des Gastrointestinaltraktes dar. An der
[liozékalklappe miindet der Diinndarm seitlich in den Dickdarm. Durch diese seitliche
Einmiindung bildet sich ein blindes Dickdarmende, das Zékum. Der verbleibende
Hauptanteil des Dickdarmes wird als Kolon bezeichnet und geht in den Enddarm
(Rektum) iiber, der ebenfalls zum Dickdarm gezdhlt wird. Ist der Chymus
(Nahrungsbrei) in den Dickdarm gelangt, ist die enzymatische Verdauung
weitestgehend abgeschlossen. Die Wirkung der intestinalen bzw. pankreatischen
Diinndarmsekrete nimmt kontinuierlich ab. Die weitere Verdauung wird von
Darmbakterien und Protozoen ilibernommen, die in der Lage sind, Proteine und
Kohlenhydrate zu spalten. Die wesentliche Funktion der Dickdarmschleimhaut ist die
Resorption bzw. Sekretion von Wasser und Elektrolyten zur Konstanthaltung des

inneren Milieus.

Der Autbau der Dickdarmwand entspricht grundsitzlich dem eines héutig-
muskuldren Schlauches (s. Abb. I 1). Seine Mukosa besitzt im Gegensatz zum
Diinndarm keine Zotten, sondern ausschlieBlich in die Tiefe reichende Krypten
(Glandulae intestinales; s. Abb. II 1). Das Kryptenepithel ist aus unterschiedlichen
Zelltypen zusammengesetzt. Der iiberwiegende Teil der Krypte wird aus Enterozyten
gebildet. Sie sind sowohl fiir die Resorption als auch fiir die Sekretion von
Elektrolyten und Wasser zustindig. Die Becherzellen produzieren Schleim. Die
Gruppe der enteroendokrinen Zellen ist sehr heterogen, je nach Zelltyp konnen sie

Somatostatin, Serotonin und Glukagon u.a. sezernieren (Ubersicht bei Christensen
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1991). Die am Kryptenfundus gelegenen Stammzellen teilen sich und wandern nach
und nach an die Oberfldche. Im Verlauf dieser Migration differenzieren sie sich in die

oben genannten Zelltypen und reifen aus (Lipkin 1985).

‘ Lamina propria mucosae,
Folliculus lymphat. soltanus

Lamina musc. mucosae
2 Tela submucosa

1 Tunica mucosa

3 Tumnlcs I Stratum circulare v e i

muscularis lS o 20k
tratum longitudinale §5%
Tela subserosa

4 Tunica ,ﬁr
serosa w-‘f_ s

Abb. I 1: Schematische Darstellung der Kolon-Wand, Lupenvergroferung (nach
Sobotta & Becher 1972).

Uber 90 % der Fliissigkeit, die aus dem Diinndarm in das Kolon gelangen,
werden dort resorbiert. Liegen keine krankhaften Verdnderungen vor, muss das Kolon
des Menschen ca. 2 Liter pro Tag resorbieren. Steigt der ileozdkale
Fliissigkeitstibertritt auf Grund einer Diinndarmerkrankung, ist das Kolon in der Lage,
tiberschiissige Fliissigkeit (bis zu 6 Litern) zu resorbieren. Wird diese Grenze
tiberschritten, kommt es zu einer klinisch manifesten Diarrhoe (Binder et al. 1991;
Binder & Sandle 1994). Daneben besitzt das Kolon die Fahigkeit zur Sekretion, die

hier sezernierte Fliissigkeit ist plasmaisoton, Muzin-, HCO;™ - und K" -reich.

Die urspriingliche Vorstellung, dass Resorption und Sekretion am Kolonepithel

rdumlich getrennt seien, wobei die Sekretion an den Kryptenzellen und die Resorption
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am Oberflidchenepithel stattfinden sollte (Welsh et al. 1982), ist inzwischen widerlegt
worden. Heute weill man, dass die Funktion der verschiedenen Zellen nicht klar
getrennt ist (Singh et al. 1995; Binder et al. 1997). Allerdings zeigt die Epithelzelle im
Verlauf ihrer Entwicklung eine Verdanderung beziiglich der Féahigkeit zu resorbieren
bzw. zu sezernieren. Eine undifferenzierte Zelle des Kryptenfundus hat vor allem die
Fihigkeit, NaCl zu sezernieren, wobei CI” transepithelial und Na' parazellulir in das
Darmlumen gelangt. Im Laufe der Zellentwicklung verstirkt sich allerdings die
Féhigkeit zu resorbieren, wobei aber gleichzeitig noch eine Sekretion moglich ist
(Greger et al. 1997). Durch verschiedene second messenger ist die Zelle in der Lage,

zwischen den beiden Transportrichtungen umzuschalten.

2 Membranirer Transport

Das Darmepithel grenzt den Korper von der AuBenwelt, in diesem Fall dem
Darmlumen, ab. Neben seiner Schutz- und Barrierefunktion ist das Darmepithel auch
fiir einen kontrollierten Stoffaustausch zwischen dem Binnengewebe und der

AulBlenwelt verantwortlich.

Der Stofftransport findet iiber die Plasmamembran statt. Die einfachste Form des
Transportes, die Diffusion, ist nur fiir lipidlosliche oder kleinere ungeladene Molekiile,
wie z.B. Harnstoff, H,O, CO, oder O, moglich. Kanal- und Transportproteine, die in
die Zellmembran integriert sind, ermoglichen auch einem breiteren Molekiilspektrum

den Ubertritt von der einen auf die andere Epithelseite.

Kanalproteine besitzen eine wassergefiillte Pore, iiber die Ionen entlang ihres
elektrochemischen Gradienten diffundieren konnen. Aufgrund von Festladungen oder
Bindungsstellen an der Kanalinnenseite zeigen die lonenkanidle eine mehr oder
weniger hohe Selektivitit (Dudel 1995). Transporter- oder Carrierproteine binden
hingegen das zu transportierende = Molekiil  spezifisch. =~ Durch eine
Konformationsdnderung des Carriers kommt es zu einer Translokation des zu

transportierenden Molekiils. Die Transportmolekiile konnen durch direkten



Einleitung

Energieverbrauch angetrieben werden, um Molekiile entgegen eines Gradienten, also
,oergauf', zu transportieren. Das klassische Beispiel fiir einen solchen primér aktiven
Transport ist die Na'/K -ATPase, die unter ATP Spaltung 3 Na'-Ionen aus der Zelle
und 2 K'-Tonen in die Zelle transportiert. Durch diesen aktiven Prozess kann das
Membranpotential aufrechterhalten werden und die Zelle ist dadurch in der Lage,
Energie zu speichern. Gleichzeitig dient er zum Antrieb vieler weiterer aktiver
Prozesse (= sekundir aktiver Transport), die den Na'-Gradienten nutzen, um ein

anderes Substrat entgegen seines Konzentrationsgradienten zu transportieren.

2.1 Transportprozesse am Kolonepithel

Am distalen Kolon werden Na+, K" sowie CI” resorbiert. Eine Sekretion von CI
und K" wird ebenfalls an diesem Darmabschnitt beobachtet (Ubersicht bei Binder &
Sandle 1994).

NaCl wird normalerweise elektroneutral resorbiert. Ein apikaler Na'/H'-
Antiporter und ein ebenfalls apikal gelegener CI'/HCO; -Antiporter arbeiten dazu
parallel. Das auf diesem Wege in die Zelle aufgenommene Na“ wird auf der
basolateralen Seite iiber die Na'/K -ATPase ausgeschleust. Chlorid verlisst die Zelle
tiber basolaterale Cl'-Kanéle (Diener et al. 1992; Catalan et al. 2002). Daneben wird
auch eine Na'-Resorbtion iiber epitheliale Na'-Kanile (= ENaC; Barbry & Hofman
1997) beschrieben.

K" wird iiber einen primér aktiven Mechanismus unter ATP-Verbrauch - iiber

eine H'/K"-ATPase - aus dem Darmlumen aufgenommen (Cougnon et al. 1996).

Im Rahmen der Wasser- und Elektrolytsekretion im distalen Kolon spielt die CI -
Sekretion eine herausragende Rolle, sowohl unter physiologischen Bedingungen, wie
z.B. bei einer mechanischen Dehnung des Darms (Diener & Rummel 1990), als auch
innerhalb von pathophysiologischen Vorgingen, wie der sekretorischen Diarrhoe
(Field & Semrad 1993; Schultheiss & Diener 1998). Chlorid tritt iiber einen

basolateral gelegenen Na'/K'/2CI"-Kotransporter, einen sekundir aktiven Transporter,
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der durch den Na'-Gradienten energetisiert wird, in die Zelle ein. Eine apikale CI'-
Leitfihigkeit ist fiir den Ubertritt der Cl™-Ionen in das Darmlumen verantwortlich; hier
dient das Membranpotential und nicht der Konzentrationsunterschied als Triebkraft fiir
den CI-Austritt, da die intrazellulire Cl-Konzentration niedriger ist als die
extrazelluldre. Diese apikale Leitfahigkeit wird durch cAMP gedftnet. Eine Erhohung
des intrazelluldren Ca2+-Spiegels fithrt nur auf indirektem Wege zu einer Erh6hung
der CI'-Sekretion (s.u.). Aus Griinden des Ladungsausgleichs kommt es - parallel zur
Cl'-Sekretion - zu einem parazelluliren Na'-Fluss. Wasser folgt, ebenfalls
parazelluldr, zum Ausgleich des osmotischen Gradienten (Barrett & Keely 2000). Bei
der apikalen CI-Leitfahigkeit handelt es sich um einen CFTR-Kanal (CFTR = cystic
fibrosis transmembrane regulator; Strabel & Diener 1995; Barrett & Keely 2000);
Ca2+—abhéingige CI'-Kanile werden ebenfalls am Darmepithel vermutet (Barrett &
Keely 2000). Neben den apikalen Cl'-Kandlen befinden sich weitere in der
basolateralen Membran der Enterozyten. Diese Cl-Kandle sind an der

Volumenregulation beteiligt (Diener et al. 1992).

Der oben erwihnte Na /K /2CI™-Kotransporter ist nicht nur fiir die Bereitstellung
von CI -Ionen zur Sekretion verantwortlich, sondern stellt auch K -Ionen zur Sekretion
bereit. Uber apikal gelegene K'-Kanile, die durch eine Erhohung des intrazelluldren
Ca2+—Spiegels stimuliert werden, kann K in das Darmlumen iibertreten (Binder &
Sandle 1994; Kerstan et al. 1998; Schultheiss & Diener 1998). Diese K -Kanile
kommen ebenfalls an der basolateralen Membran vor. Nach einer Erhoéhung des
intrazelluldren Ca2+-Spiegels, zum Beispiel durch Stimulation muskarinerger M;-
Rezeptoren durch den Neurotransmitter Acetylcholin, stromt K iiber diese Kanile
entlang seines Konzentrationsgradienten aus der Zelle aus, was zu einer
Hyperpolarisation der Zelle fiihrt (Bleich et al. 1996). Durch die Hyperpolarisation
wird die Triebkraft fiir eine Cl-Sekretion erhoht. Uber die apikalen CI-Kanile, die
durch cAMP prastimuliert wurden, tritt CI” aus. Eine Erhohung des intrazelluldren

Ca?" fiihrt somit auf indirektem Weg zur Cl'-Sekretion (Schultheiss & Diener 1998).
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3Na® H
2K cr
o+ < HCOs
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Abb. I 2: Wichtige Transportproteine am Kolonepithel (weitere Transportproteine s.
Text). Die Resorption von NaCl findet am distalen Rattenkolon tiberwiegend
elektroneutral iiber die parallel geschalteten Na'/H - und CI/HCO;-Austauscher statt.
Durch die Na /K -ATPase wird ein Na -Gradient aufgebaut, der fiir die
Energetisierung anderer Transportprozesse wichtig ist. Auf der basolateralen Seite ist
ein Na'/K/2CI™-Kotransporter fiir die Bereitstellung der Ionen zur Sekretion
verantwortlich. Chlorid wird tiber apikal lokalisierte Cl'-Kanile sezerniert.

2.2  Second messenger ,,tibersetzen ““ extrazelluldre Signale

Extrazelluldre Signale fithren im Kolon durch die Vermittlung intrazelluldrer
Botenstoffe zu einer Sekretion von NaCl und Wasser. Typische Sekretagoga sind
Neurotransmitter, wie z.B. Acetylcholin (Tapper et al. 1978; O’Malley et al. 1995;
Lindqvist et al. 1998), das Vasoaktive Intestinale Peptid (VIP; Binder et al. 1997),
immunologische Faktoren, wie z.B. Histamin (Barrett & Keely 2000) oder parakrine
Substanzen (Prostaglandine, Guanylin; Barrett & Keely 2000). Auch

pathophysiologisch bedeutsame Faktoren, wie das hitzestabile Escherichia coli-Toxin
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und das Choleratoxin konnen im Kolon Sekretionsvorginge induzieren (Barrett &

Keely 2000; Greger 2000).

Um diese extrazelluldren Signale in eine fiir die Zelle brauchbare Information zu
»ubersetzen®, sind intrazelluldre Botenstoffe, die sog. second messenger, notwendig.
Zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP), zyklisches Guanosin-monophosphat

(cGMP) und Ca** gehoren zu den bedeutendsten unter den second messengern.

Nach Stimulation der membranstindigen Adenylatzyklase durch ein G-Protein
(mit ,,s* fiir stimulierend) kommt es zur Bildung von cAMP aus ATP. Ausldser hierfiir
kann z.B. die Stimulation eines VIPergen Rezeptors durch seinen Agonisten sein. In
Enterozyten aktiviert cAMP den apikalen Chloridkanal (= CFTR-Kanal) und fiihrt auf
diesem Wege zu einer Chloridsekretion. Gleichzeitig werden basolaterale K'-Kaniile
vom Typ KyLQT; aktiviert (Greger 2000), die nur eine geringe Leitfdhigkeit (< 3 pS)
aufweisen (Bleich & Warth 2000). Uber diesen Weg wird die Triebkraft fiir einen CI -
Ausstrom erhoht. Uber den cAMP-Weg werden der luminale Na'/H'-Austauscher
(Binder & Sandle 1994) und indirekt, iiber die Aktivierung des CFTR-Kanals, der
epitheliale Na'-Kanal (ENaC) gehemmt (Mall et al. 1999).

Zyklisches GMP entspricht in seiner Wirkung derjenigen des cAMP und fiihrt im
Kolon ebenfalls zu einer Chloridsekretion (Cuthbert et al. 1994; Markert et al. 1995).
Es wird vermutet, dass cGMP die Aktivierung des CFTR-Kanals iiber eine cGMP
regulierte Proteinkinase G II bewirkt (Markert et al. 1995). Zusétzlich erhoht cGMP
den cAMP-Spiegels, indem es eine Phosphodiesterase hemmt (Nobles et al. 1991;
Greger 2000).

Die Wirkung von Ca®" beruht hauptsichlich auf einer Erhhung der K'-
Leitfahigkeit. Die dadurch entstehende Hyperpolarisation fithrt zu einer
Triebkrafterhohung fiir den Cl'-Ausstrom und somit zu einer Chloridsekretion. Ca®"
aktiviert schon im physiologischen Konzentrationsbereich einen K"-Kanal mit einer
niedrigen Leitfdhigkeit von ca. 15 pS. Dieser Kanal befindet sich basolateral und

wurde als SK4-Kanal (s steht fiir small conductance) identifiziert (Warth et al. 1999).

9
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Auch der oben bereits erwihnte K,,LQT,-Kanal, der ebenfalls basolateral vorkommt,
wird anscheinend durch Ca®" aktiviert (Bleich & Warth 2000). In der apikalen
Membran kommt es durch Ca®" zur Aktivierung eines bisher unidentifizierten K-
Kanals (Greger 2000). Es ist immer noch nicht ganz klar, ob Ca”" direkt iiber Offnung
Ca?"-sensitiver CI-Kanile zu einer CI-Sekretion fiihren kann. Bisher konnte die
Existenz Ca>'-sensitiver CI'-Kanile nur an kultivierten, noch nicht ausdifferenzierten
Darmepithelzellen (T84 und HT29), aber nicht an nativem Kolonepithel nachgewiesen

werden (Anderson & Welsh 1991; Morris & Frizzell 1993; Kidd & Thorn 2000).

3 Calcium als intrazellulirer Botenstoff

Wie bereits beschrieben gehort Ca’" heute zu den am besten untersuchten
intrazelluldaren Botenstoffen. Die Bedeutung von Ca®" fir die Steuerung
physiologischer Vorginge wurde erstmals von S. Ringer erkannt, der vor liber 100
Jahren die essentielle Bedeutung von Ca’" fiir die Herzkontraktion beschrieb (Ringer
1883). Auf dieser Entdeckung fuBlend wurde nach und nach die Bedeutung des
Calciums, nicht nur fiir den Muskel, sondern fiir alle Korpergewebe, deutlich (z.B.
Heilbrunn & Wiercinski 1947; Miledi 1973). Die im Vergleich zum Extrazellularraum
sehr niedrige intrazellulédre Ca"-Konzentration (sie liegt mit 10”7 mol-I"! um ca. 1000
— 10.000-fach niedriger) ist eine wichtige Voraussetzung, damit Ca" seiner Aufgabe
als Botenstoff nachkommen kann. Zur Aufrechterhaltung des niedrigen Ca2+-Spiegels
bedient sich die Zelle verschiedener Mechanismen. Ca2+-ATPasen, die sowohl in der
Plasmamembran (PMCA = plasma membrane Ca2+-ATPase) als auch in der Membran
des endoplasmatischen Retikulums (SERCA = sarcoplasmatische-endoplasmatische-
Retikulum Ca2+-ATPase) vorkommen, transportieren Ca®’ gegen  seinen
Konzentrationsgradienten in den Extrazellularraum bzw. in die intrazelluldren Ca’'-
Speicher. Der Na'/Ca®*-Austauscher nutzt (NCX) den transmembraniren Na'-
Gradienten, um Ca®" aus der Zelle zu exportieren. Im Zytoplasma dienen Ca’"'-
bindende Proteine, wie z.B. Calbindin, Parvalbumin oder Calmodulin, zur

Abpufferung des freien Ions. Bei einem entsprechenden Stimulus mit nachfolgender

10
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Kanal6ffnung ist es so moglich, die intrazelluldre Ca?"-Konzentration rasch zu
erhohen. Neben dem Extrazelluldrraum dienen vor allem intrazelluldre Ca2+-Speicher
der Rekrutierung des Botenstoffes. Intrazelluldr kann Ca’" zum einen im bereits
erwihnten endoplasmatischen Retikulum, zum anderen in Mitochondrien und in der

Kernmembran gespeichert werden.

An den intrazelluldren Speichern vermitteln verschiedene Ca**-Kanile den
Ausstrom des lons in das Zytoplasma. Unter anderem handelt es sich bei diesen
Kandlen um einen IP3;-Rezeptor, der in die Signalkaskade nach Stimulation
muskarinerger Rezeptoren eingebunden ist (Abed-Latif 1986; Lindqvist et al. 1998).
Ein ebenfalls gut untersuchter intrazelluldrer Ca’-Kanal ist der Ryanodinrezeptor, bei

: . + .. +
dem es sich um einen Ca>'-sensitiven Ca>"-Kanal handelt.

ca® ca” (10° M) ca®’ Na*

I ™

endoplasmatisches Retikulum

lonenkanal

—_—
[
@ Austauscher/Transporter

ATPase
Ryanodinrezeptor

IP3 -Rezeptor

Abb. I 3: Schematische Darstellung wichtiger Regulatoren der Ca’*-Homéostase
(Weitere Regulatoren s. Text). Ca®"-ATPasen in der Plasmamembran und am endo-
plasmatischen Retikulum transportieren Ca?’ entgegen seines Konzentrations-
gradienten aus dem zytoplasmatischen Raum. Na'/ Ca"-Austauscher in der Zell-
membran dienen ebenfalls dazu, den intrazellulidren Ca2+-Spiege1 niedrig zu halten.
Am endoplasmatischen Retikulum dienen IP;-Rezeptoren und Ryanodinrezeptoren zur
schnellen Bereitstellung des Botenstoffs (cADPr = zyklische ADP-Ribose, ein Agonist
am Ryanodinrezeptor).
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4  Ca’*-Kanile an erregbaren Strukturen

In der Plasmamembran existieren verschiedene Ca2+-Kanal—Typen. Einige von
thnen sind ligandengesteuert, jedoch ist zum heutigen Zeitpunkt wesentlich mehr iiber
die spannungsgesteuerten Kanéle bekannt. Sie kommen typischerweise in erregbaren
Geweben, wie z.B. dem Herzmuskel, vor und sind in zwei Subgruppen unterteilt: Die
erste Gruppe, 7-Kandle (mit ,,T* sowohl fiir tiny conductance als auch fiir transient
current) reagieren auf niedrige Membranpotentiale. Die Ca2+-Kanal-Gruppe, die auf
hohe Membranpotentiale reagiert, l4sst sich ihrerseits wiederum in die vier folgenden
Klassen unterteilen: B-, L-, N- und P-Kanile, wobei ,,B* fiir brain, ,,L* sowohl fiir
long-lasting current als auch fiir large conductance und ,,P* fiir Purkinje Zellen steht.
N- Kanile lassen sich nicht eindeutig zuordnen (Tsien & Wheeler 1999; Brini &
Carafoli 2000). Der L-Typ-Kanal, der besonders gut untersucht ist, hat eine
Leitfahigkeit von 15-25 pS, was einer Anzahl von 3-10% Ca**-Ionen in der Sekunde
entspricht, die bei Offnung eines einzigen Kanalmolekiils in die Zelle einstrdmen
(Reuter et al. 1982). Trotz unterschiedlicher Eigenschaften entspricht sich der Aufbau
der spannungsabhéngigen Ca’’-Kanile weitestgehend (Hille 2001). So ist auch der L-
Typ Ca2+-Kanal, wie die anderen bisher geklonten spannungsabhingigen Ca®*-
Kanile, aus fiinf Untereinheiten aufgebaut (s. Abb. I 4): Einer a1-, einer a2-, einer f3-,
einer y- und einer d-Untereinheit, wobei die a2- und die d-Untereinheit durch eine
Disulfid-Briicke verbunden sind (Tsien & Wheeler 1999). Die al-Untereinheit bildet
den Ca**-Kanal und dient als Spannungssensor (Brini & Carafoli 2000). Die Rolle der

anderen Untereinheiten ist noch nicht eindeutig geklart.

12



Einleitung

HOOC f\ﬂﬂ‘ﬂmm’b
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Abb. T 4: Membrantopologie der Subtypen des L-Typ Ca*"-Kanals. Der Kanal besteht
aus flinf Untereinheiten. Die al-Untereinheit ist ein grofles membranspannendes
Protein, das die Ca®"-Pore ebenso wie den Spannungssensor beinhaltet. Die o.2- und
die &-Untereinheit sind durch eine Disulfid-Briicke verbunden. Die B-Untereinheit
liegt génzlich intrazelluldr, die y-Untereinheit ist membranstandig. (Quelle: Hofmann
et al. 1994, modifiziert nach Brini & Carafoli 2000).

HOOC

In Muskelzellen ist ein L-Typ Ca’"-Kanal, dessen Eigenschaften sich von
anderen L-Typ-Kanidlen etwas unterscheiden, fiir die elektromechanische Kopplung
essentiell. Der auch als Dihydropyridinrezeptor (s. Abb. I 5) bezeichnete Kanal dient
hauptsichlich als Spannungssensor und weniger als Ca’’-Kanal. Uber die FuBlregion
des Ryanodinrezeptors, der als Ca’’-Kanal am endoplasmatischen Retikulum
lokalisiert ist, stehen die beiden Rezeptoren in Verbindung (Abb. I 5; Fill & Copello
2002). Durch ein Aktionspotential kommt es - liber die Kommunikation zwischen den

beiden Rezeptoren - zu einer Ca2+—Freisetzung aus den intrazelluldaren Speichern.
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Spannungssensor
(Dihydropyridinrezeptor)
\\)7 \‘\H \ fr | ]y\ T-Tubulus-
L LEL ] erern
NH2
COOH
Ful
Zytoplasma
&?@‘/ COOH
,-6—_/
L-Tubulus-
Membran

Calciumkanal

(Ryanodinrezeptor)

Abb. I 5: Schematische Darstellung des Ryanodinrezeptors im Skelettmuskel. Der
Ryanodinrezeptor steht liber seine Fullregion in engem Kontakt zum membrandren
Spannungssensor, dem Dihydropyridinrezeptor. Im Skelettmuskel geht man von einer
physikalischen Verbindung zwischen diesen beiden Rezeptoren aus (Fill & Copello
2002). T-Tubulus = transversaler Tubulus (Plasmamembran); L-Tubulus =
longitudinaler Tubulus (Membran des endoplasmatischen-Retikulums).

Das meiste fiir die Kontraktion bendtigte Ca®" wird im Herzmuskel, ebenso wie
im Skelettmuskel, aus dem endoplasmatischen Retikulum rekrutiert. Allerdings ist hier
die Ca2+—Freisetzung nicht direkt spannungsgesteuert, sondern folgt einem sich selbst
verstirkenden Mechanismus; das iiber L-Typ-Kanéle einstrémende Ca®" fiihrt iiber
Ryanodinrezeptoren zu einer Ca”"-induzierten Caz+-Freisetzung (CICR = Ca’t-
induced Caz+-Release) aus den intrazelluliren Speichern (Mc Pherson & Campbell

1993).

4.1 Intrazelluldre Organellen als Ca2+-Speicher

Zellorganellen - wie das endoplasmatische Retikulum, Mitochondrien und auch

der Nukleus - erfiillen eine wichtige Rolle in der Regulation des Ca”"-Haushaltes der
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Zelle. Sie dienen als Ca**-Reservoir und kénnen bei Bedarf in kurzer Zeit grof3e
Mengen an Ca”"-Ionen zur Verfiigung stellen. Durch verschiedene Mechanismen, die
zum Teil bereits beschrieben wurden, kann ein Ca’’-Ausstrom aus diesen Speichern
initilert werden. Die bedeutendste Rolle unter diesen Speichern kommt dem

endoplasmatischen bzw. sarkoplasmatischen Retikulum zu.

Uber IP;-Rezeptoren konnen Ca’"-lonen aus dem intrazelluliren Speicher
freigesetzt werden. Neben den IP;-Rezeptoren spielen Ryanodinrezeptoren eine

wichtige Rolle als intrazelluldre Ca*"Kanile.

5  Der Ryanodinrezeptor

An vielen Zellen ist es bekannt, dass Ca’" durch positive Riickkopplung zu einer
Verstarkung des eigenen Signals fiihren kann. Verantwortlich fiir diesen CICR (s.0.)

sind Ca”"-sensitive Rezeptoren an intrazelluldren Speichern, die Ryanodinrezeptoren.

Ryanodinrezeptoren sind Mitte der 80er Jahre an Herz- und Skelettmuskeln
identifiziert worden (Fleischer et al. 1985; Pessah et al. 1985). Es handelt sich bei den
Ryanodinrezeptoren um eine Familie intrazellulirer Ca*'-Rezeptoren. Man
unterscheidet bisher drei Mitglieder der Rezeptorfamilie (RyR-1 bis -3), die durch drei
unterschiedliche Gene kodiert werden (Mc Pershon & Campbell 1993). Thre
Bedeutung fiir die elektromechanische Kopplung im Muskel wurde bald deutlich.
Noch bis vor kurzem dachte man, dass Ryanodinrezeptoren muskelspezifisch seien,
oder sich zumindest auf erregbare Zellen beschrinken wiirden. Inzwischen sind
Ryanodinrezeptoren auch an vielen anderen Zelltypen nachgewiesen worden (siche
z.B. bei Clementi et al. 1996; Ozawa & Nishiyama 1997; Ozawa 2001). Dabei scheint
das Vorkommen von RyR-1 auf den Skelettmuskel und, mit einer niedrigen
Expressionsrate, auf das Kleinhirn beschriankt zu sein (Ozawa 2001). Nach Angaben
von Franzini-Amstrong & Protasi (1997) scheint der RyR-1 aber auch in glatter
Muskulatur vorzukommen. Anders als dieser Rezeptortyp wurden die beiden anderen

Typen des Ryanodinrezeptors (RyR-2 und -3) auch in nicht erregbaren Zellen
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nachgewiesen (Ubersicht bei Ozawa 2001). Diese beiden Rezeptortypen konnten
ebenfalls an der Darmepithel-Zelllinie T84 gefunden werden (Verma et al. 1996) und
scheinen auch in die Signaltransduktion an anderen Epithelzellen, wie pankreatischen

Azinuszellen der Ratte, eingebunden zu sein (Leite et al. 2002).

Die molekulare Struktur des Ryanodinrezeptors ist der des IP;-Rezeptors sehr
dhnlich. Durch ihre im Vergleich zu IP;-Rezeptoren hohere Leitfahigkeit kommen
Ryanodinrezeptoren immer dann zum Einsatz, wenn innerhalb kurzer Zeit grof3e
Mengen an Ca*" benétigt werden (Franzini-Amstrong & Protasi 1997), z.B. bei der
elektromechanischen Kopplung. Das Ryanodinrezeptor-Molekiil setzt sich aus vier
Homotetrameren zusammen, die zusammen ein Gewicht von ungefihr 565 kD haben
(Ozawa 2001). Neben den vier groen Untereinheiten existieren noch vier kleinere,
zentrale Lappen, die gegeniiber den Hauptdomidnen um 45° rotiert sind. Da die
kleineren Doménen in situ nicht sichtbar sind, schlussfolgert man, dass es sich bei
thnen um den intramembrandren kanalformenden Anteil des Ryanodinrezeptors
handelt (Franzini-Amstrong & Protasi 1997). Da Ryanodin nahe, aber nicht im Innern
der vermutlichen transmembrandren Domaéne bindet, wird das Molekiil auch teilweise
als ,,Ryanodinrezeptor/Ca2+-release channel complex* bezeichnet (Franzini-Amstrong
& Protasi 1997). Sowohl fiir den Skelettmuskel als auch fiir den Herzmuskel werden
zwel verschieden Ryanodin-Bindungsstellen beschrieben (z.B. bei Ozawa 2001). Es
werden eine hochaffine Bindungsstelle, die fiir die stimulierende Wirkung des
Ryanodins verantwortlich ist, und eine niederaffine Bindungsstelle unterschieden. Bei
einigen Ryanodinrezeptortypen anderer Gewebe (z.B. Leber, Corneaepithel) konnte
bisher nur eine der Ryanodin-Bindungsstellen, die hochaffine, nachgewiesen werden
(Ozawa 2001). Neben Ca®" gehért auch zyklische ADP-Ribose zu den physiologischen
Agonisten des Ryanodinrezeptors. Ob cADP-Ribose dabei eigenstindig zu einer
Stimulation fiihrt oder den Rezeptor nur gegeniiber Ca”" sensibilisiert, ist nicht klar
(Galione & Churchill 2000; Pérez et al. 1998). Daneben sind auch verschiedene

pharmakologische Substanzen in der Lage, einen CICR auszulésen oder zu
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unterdriicken. Ryanodin gehort zu den klassischen Stimulatoren dieses Mechanismus.
Konzentrationsabhéngig kann Ryanodin aber auch antagonistisch wirken, was sowohl
an erregbaren als auch an nicht erregbaren Geweben beschrieben wurde (Hwang &
van Bremen 1987; Coronado et al. 1994; Franzini-Amstrong & Protasi 1997;
Sorrentino 1995; Ozawa 2001). Auch Koffein wird allgemein als Stimulator des CICR
angesehen. Allerdings scheint die stimulierende Wirkung von Koffein auf die
Subtypen-1 und -2 des Ryanodinrezeptors beschrinkt zu sein. Am Subtyp-3 des
Rezeptors konnte keine Koffein-Wirkung nachgewiesen werden (Giannini et al. 1992).
Eine weitere pharmakologische Substanz, die den Ryanodinrezeptor blockiert, ist
Ruthenium Rot. Pathologische Bedeutung hat der Ryanodinrezeptor im
Krankheitskomplex der malignen Hyperthermie (Biich & Biich 1985).

6 Ca2+-Rekrutierung an nicht erregbaren Geweben

An nicht erregbaren Strukturen, wie dem Kolonepithel, wurden bisher keine
spannungsabhéngigen Ca®"-Kanile nachgewiesen.  Alternativ  exprimieren
nichterregbare Zellen in ihrer Plasmamembran speichergesteuerte Kanile, die
sogenannten ,,store operated channels* (SOC; Putney 1997; Liu & Ambudkar 2001).
Diese Leitfahigkeit wird nach einer Entleerung intrazellulirer Caz+-Speicher aktiviert,
man spricht auch von einem ,,kapazitativen Ca’’-Einstrom®. Am Kolonepithel handelt
es sich bei dieser Leitfahigkeit um einen nicht-selektiven Kationen-Kanal (NSKK), der

fiir Na' in weit hdherem MaBe permeabel ist als fiir Ca*’ (Frings et al. 1999).

Physiologisch kommt es nach Stimulation eines muskarinergen M;-Rezeptors,
z.B. durch Acetylcholin, zur Aktivierung eines Gq-Proteins. Dieses Protein aktiviert
seinerseits eine Phospholipase C[B, die die Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP,) zu Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP;) und Diacylglycerol (DAG)
katalysiert. IP; bindet an spezifische Rezeptoren der intrazelluldren Ca2+-Speicher,
was zu einem Ca’’-Ausstrom aus in das Zytoplasma fiihrt (Lindqvist et al. 1998). Im

Anschluss werden speichergesteuerte Kanédle in der Plasmamembran aktiviert und es
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erfolgt ein Ca”"-Einstrom aus dem Extrazellularraum. Ein solcher kapazitativer Ca**-
Einstrom konnte auch an der Kolonkarzinomzelllinie HT29 (Leipziger et al. 1994)

nachgewiesen werden (s. Abb. I 6).

Experimentell kann man durch die Blockade der sarkoplasmatisch-
endoplasmatischen-Retikulum Ca’’-ATPase (SERCA) eine Entleerung der
intrazelluldren Ca2+—Speicher bewirken. Die Ca2+-Pumpe ist dafiir verantwortlich,
iberschiissiges Ca®" aus dem Zytoplasma in die Speicher zu befordern. Wird sie

gehemmt, kommt es zu einer langsamen Speicherentleerung.

basolateral apikal

‘Acetylcholin Z'

i (((((t

—

Ca /Na" i ; ca’/Na'
| mm— ] Cl- -:t-/ »

Abb. I 6: Modell des klassischen Ca2+-Signalwegs. Nach Stimulation muskarinerger
Rezeptoren durch Acetylcholin kommt es nach IP;-Bildung zur Entleerung
intrazelluldrer Caz+-Speicher. Die Speicherentleerung ist von einem kapazitativen
Ca*-Einstrom iiber speichergesteuerte, nicht-selektive Kationenkanile (SOC) gefolgt.
Der erhohte intrazellulédre Ca2+—Spiegel aktiviert K'-Kanile an der basolateralen
Membran. Am Ende der Signalkaskade steht eine C1™-Sekretion.
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7 Der Na'/Ca2*-Austauscher

Der Na'/Ca**-Austauscher ist ein elektrogener, sekundir aktiver Transporter.
Der elektrochemische Na'-Gradient, der durch die Na'/K'-Pumpe aufgebaut wird,
dient als Antrieb fiir den Na+/CaZ+-Austauscher, der in den meisten Geweben 3 Na'-
Ionen gegen ein einzelnes Ca”’-Ion in die Zelle transportiert (Lagnado & McNaughton
1990; Yoshihashi et al. 1996; Blaustein & Lederer 1999). In den 1960er Jahren
wurden am Herzmuskel des Meerschweinchens und an Tintenfisch-Axonen erstmals
Hinweise auf einen Na'/Ca®'-Austauscher gefunden (Reuter & Seitz 1968; Baker et
al. 1969). Seither konnte er in fast allen Zelltypen hoherer Sdugetiere nachgewiesen
werden; er stellt einen der wichtigsten Mechanismen zur Aufrechterhaltung der
zelluliren Ca®*-Homdostase dar. Die Eigenschaften des Austauschers scheinen dabei
in den meisten Zellen sehr dhnlich zu sein. Unter basalen Bedingungen dient der
Austauscher dem Ca2+-Auswéirtstransport, da die Triebkraft fir einen Na -Einstrom
tiberwiegt (Blaustein & Lederer 1999). Im Herzmuskel, wo das Carrier-Protein bereits
lange bekannt ist, spiegelt sich seine Bedeutung in der hohen Dichte, in der das
Molekiil vorhanden ist, wider (Niggli & Lederer 1991). Der Na'/Ca®*-Austauscher
dient hier tiberwiegend dem Auswirtstransport von Ca>". Unter Ruhebedingungen
schleust er das, aufgrund des elektrochemischen Gradienten in die Zelle stromende,
Ca®" aus und gewihrleistet so einen basal niedrigen Caz+-Spiegel (Schulze et al.
1993), der Voraussetzung fiir die Muskelrelaxation ist. Zu Beginn des
Aktionspotentials schaltet der Austauscher infolge des starken Na -Einstroms mit
resultierender Zelldepolarisation in den Ca’"-Influx-Modus und tragt damit, parallel zu
den L-Typ Ca2+-Kanéilen, zur Bereitstellung des Ca’" fiir die elektromechanische
Kopplung bei (Levesque et al. 1994; Wasserstrom & Vites 1996). Dabei wird das
Ca2+-Signal vermutlich iiber eine Ca*'-induzierte Ca2+-Freisetzung verstarkt

(Levesque et al. 1994).

Je nach relativer Triebkraft seiner Substrate kann der Austauscher seine

Arbeitsrichtung also umkehren (Blaustein & Lederer 1999; Brini & Carafoli 2000).
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Durch seine Bidirektionalitiit vermittelt der Na'/Ca?"-Austauscher auch die Wirkung
von Herzglykosiden. Die positiv inotrope Wirkung der Herzglykoside beruhen auf
einer Anderung des Na'-Gradienten (Wu & Fry 2001). Durch Blockade der Na'/K -
ATPase verschiebt sich der Na+—Gradienten, auf diese Weise wird der Na'/Ca®*-
Austauscher negativ beeinflusst (Reuter et al. 2002). Ca*" wird in geringerem Maf3e

abtransportiert und steht fiir die elektromechanische Kopplung zur Verfiigung.

Die Na'/Ca’’-Austauscher ,,Familie® besteht, soweit bisher bekannt, aus drei
unterschiedlichen Genen: NCX-1, NCX-2 und NCX-3 (Ubersicht bei Blaustein &
Lederer 1999). Die sehr dhnlichen Hydropathie-Eigenschaften der drei Molekiile
lassen auf starke Ubereinstimmungen zwischen den Genen schlieBen. In der Tat
besteht zwischen den einzelnen Austauscher-Subtypen eine paarweise Homologie von
80 bis 95 % (Kraev et al. 1996). Der erste Na'/Ca®"-Austauscher, der kloniert wurde,
stammte aus dem Herzmuskel eines Hundes (Nicoll et al. 1990). Aus bisherigen
Untersuchungen geht hervor, dass der Subtyp-1 des Na'/Ca**-Austauschers die
weiteste Gewebeverteilung hat. Auch der Subtyp-2 des Austauschers scheint ubiquitér
vorzukommen (Brini & Carafoli 2000). Der Subtyp-3 konnte dagegen (bisher) nur im
Gehirn und im Skelettmuskel gefunden werden (Ubersicht bei Blaustein & Lederer
1999). Die NCX-Molekiile bestehen aus 11 transmembrandren Doménen und einer
groflen zytoplasmatischen Schleife, die zwischen den transmembrandren Dominen 5
und 6 liegt (Blaustein & Lederer 1999; Brini & Carafoli 2000). Die zytoplasmatische
Schleife beinhaltet Regulierungsstellen, wobei an ihrem C-terminalen Ende
unterschiedliche Splicevarianten vorkommen kdnnen, so dass die Subtypen des NCX
viele verschiedene Isoformen besitzen (Blaustein & Lederer 1999; Brini & Carafoli

2000).

In immunhistochemischen Studien an glatten Muskelzellen und Astrozyten
zeigte sich, das der Na"/Ca*-Austauscher nur in begrenzten Gebieten der
Plasmamembran lokalisiert ist (Goldman et al. 1994; Chen et al. 1995). Diese Bereiche

liegen in  unmittelbarer = Nachbarschaft zu  sarkoplasmatischem  bzw.
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endoplasmatischem Retikulum (Chen et al. 1995). Eine Interaktion zwischen diesen

beiden Strukturen ist also sehr wahrscheinlich.

Am Kolonepithel der Ratte ist der Na'/Ca®"-Austauscher in die Ca2+—abhéingige
CI'-Sekretion involviert. Durch eine Erhdhung des intrazellulidren Na ' -Spiegels infolge
einer IP;-vermittelten Ca2+-Speicherentleerung (s.0.) wird der Nat/Ca®*-Austauscher
»abgeschaltet”, d.h. er transportiert kein Ca’" mehr in den Extrazellularraum und tragt
somit zur Aufrechterhaltung eines erhdhten Ca2+-Spiegels - und damit auch zur
Aufrechterhaltung einer Cl'-Sekretion - bei (Seip et al. 2001). Weitere regulatorische
Mechanismen sind fiir den Na'/Ca®-Austauscher der Enterozyten bisher nicht

bekannt.

8 Eigene Fragestellung

Die Regulatoren des intrazelluldren Ca2+—Spiegels sind, wie beschrieben, eng
miteinander verkniipft. In manchen Fillen sind die verschiedenen Mechanismen auch
direkt aneinander gekoppelt. So 16st eine Entleerung intrazellularer Ca2+-Speicher z.B.
einen kapazitativen Ca”’-Einstrom iiber den nicht-selektiven Kationen-Kanal (NSKK)

aus.

Am Kolonepithel der Ratte konnte erst kiirzlich ein Na'/Ca®"-Austauscher
funktionell nachgewiesen werden, der in vielen anderen Geweben eine wichtige Rolle
in der Regulation des Ca’’-Haushaltes spielt. Ein molekularbiologischer Nachweis des
Na'/Ca?*-Austauschers aus dem Rattenkolon fehlt bisher noch. Ob der Na'/Ca®*-
Austauscher durch andere Mechanismen des Ca®*-Haushaltes gesteuert wird, ist bisher
nicht klar. Aus immunhistochemischen Untersuchungen an glatten Muskelzellen und
Astrozyten weill man, dass der Na'/Ca®’-Austauscher in der Plasmamembran so
lokalisiert ist, dass er in unmittelbarer Nachbarschaft zum endoplasmatischen bzw.
sarkoplasmatischen Retikulum liegt (Goldman et al. 1994; Chen et al. 1995). Eine
Interaktion zwischen dem Na'/Ca®*-Austauscher und intrazelluliren Speichern scheint

also sehr wahrscheinlich zu sein. Daher sollte zuerst ein molekularbiologischer
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Nachweis des NCX erfolgen und seine Regulation iiber den Fiillungszustand der

intrazelluldren Ca2+-Speicher untersucht werden.

Aus den ersten Untersuchungen meiner Arbeit ergaben sich Hinweise auf die
Existenz eines positiven Riickkopplungsmechanismus fiir Ca’" am Kolonepithel.
Verantwortlich fiir eine sogenannte Ca”*"-induzierte Ca2+-Freisetzung sind i.d.R.
Ryanodinrezeptoren, so dass sich im Folgenden der Schwerpunkt meiner Arbeit auf
die Identifizierung und Charakterisierung des Ryanodinrezeptors am Kolonepithel

verlagerte.

Insgesamt sollten folgenden Fragen durch meine Untersuchungen beantwortet

werden:

» Kann der Na*/Ca**-Austauscher durch molekularbiologische Methoden im

Kolonepithel nachgewiesen werden?

> Wird der Na'/Ca®*-Austauscher durch den Fiillungszustand der intrazelluldren
Ca2+—Speicher reguliert?

» Existiert am nativen Kolonepithel eine Ca’*"-induzierte Ca2+-Freisetzung und ist
ein Ryanodinrezeptor fiir diesen Mechanismus verantwortlich?

» Welche physiologische Bedeutung kommt dem Ryanodinrezeptor am Kolonepithel

zu?
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Material und Methoden

IT Material und Methoden

1 Versuchstiere

Alle Versuchstiere stammten aus dem Institut fiir Veterindr-Physiologie der
Justus-Liebig-Universitit Gielen. Es handelte sich um Wistar-Ratten beiderlei
Geschlechts. Fiir Messungen an isolierten Krypten wurden Tiere mit einer
Korpermasse zwischen 100 — 180 g bzw. mit einem Alter von maximal 9 Wochen
verwendet. Bei schwereren und dementsprechend é&lteren Tieren ist eine Isolierung
intakter Krypten nicht mehr moglich (Schultheiss et al. 2002). Fiir die Ussingkammer-
Versuche spielten Alter und Gewicht der Tiere keine Rolle. Futter und Wasser stand
den Ratten ad libitum zur Verfiigung. Die Tiere wurden unter einem 12-Stunden-hell-

12-Stunden-dunkel-Regime gehalten.

2 Elektrolytlosungen

2.1 Losungen fiir die Prdparation

Die Kolonschleimhaut wurde in einer Bicarbonat-gepufferten Parsons-Losung
(Parson & Peterson 1965) autbewahrt. Diese enthielt (in mmol-l'l): NaCl 107;
NaHCO; 25; NaH,PO, 0,2; Na,HPO, 1,8; KCI 4,5; CaCl, 1,25; MgSO, 1, Glucose
12. Die Losung wurde mit Carbogen (95 % O,, 5 % CO,) begast. Der pH wurde mit
NaHCO;/HCI auf 7,4 eingestellt.

Die Isolationslosung fiir die Krypten enthielt (in mmol-l'l): NaCl 107; NaHCO;,
25; NaH,PO, 0,2; Na,HPO, 1,8; KCI 4,5; Glucose 12; EDTA (Ethylendiamin-
N,N,N’,N’ -tetraessigsdure) 10 mit 1 g-l'1 bovinem Serumalbumin (BSA). Die pH-
Einstellung auf 7,4 erfolgte mit Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) und HCI

unter Carbogenbegasung. Die Losung wurde auf eine Temperatur von 37 °C erwérmt.

Die isolierten Krypten wurden in einer kaliumreichen, chloridarmen Tyrode-

Losung aufgefangen, die im Folgenden auch als Auffangtyrode bezeichnet wird
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(Bohme et al. 1991, Diener et al. 1991). Diese Losung bestand aus (in mmol-l'l):
Kaliumgluconat (KGluc) 100; KCl 30; N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N’-(2-
ethanolsulfonsdure) (HEPES) 10; NaCl 20; MgCl, 1; CaCl, 1,25; Glucose 12,2;
Natriumpyruvat 5 und BSA 1 g-l'l. Der pH-Wert dieser Tyrode wurde mit KOH/HCI

auf 7,4 titriert.

2.2 Losungen fiir die Imaging-Messungen

Der Fluoreszenzfarbstoff Fura-2-Acetoxymethylester (Fura-2-AM, Molecular
Probes, Leiden, Niederlande) wurde als eine 1 mmol-1"! Stammlosung in DMSO
(Dimethylsulphoxid) angesetzt. Das Detergenz Pluronic® F-127 (BASF, Weyanodotte,
USA) wurde eingesetzt, um die Loslichkeit des Fura-2-AM zu verbessern. Pluronic®

wurde in DMSO 20-prozentig geldst (200 g-l'l).

Die isolierten Krypten wurden mit 2,5-10'6 mol-1"! Fura-2 und Pluronic® (50 pl

pro ml Auffangtyrode) flir eine Stunde bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt inkubiert.

Um den iiberschiissigen Farbstoff zu entfernen, wurden die Krypten im
Anschluss an die Inkubation zweimal mit der Auffangtyrode (s.o0.) gespiilt. Im

weiteren Verlauf wurden die Krypten bis zur Messung unter Lichtschutz aufbewahrt.

Als Standard-Losung fiir die Versuche wurde eine 140 mmol-1™! NaCl/Tyrode-
Losung verwendet. Sie enthielt (in mmol-l'l): NaCl 140; KC1 5,4; HEPES 10; Glucose
5; CaCl, 1,25; MgCl, 1. Der pH-Wert wurde mit NaOH/HCI auf 7,4 eingestellt. In
Versuchen, in denen die Transportrichtung des Na'/Ca"-Austauschers umgekehrt
werden sollte, wurde Na ' in dieser Losung dquimolar durch das impermeable Kation

N-Methyl-D-Glucamin (NMDG) ersetzt.

In den Versuchen mit Saponin-permeabilisierten Krypten wurde eine Losung als
Superfusionsmedium verwendet, die in ithrer Zusammensetzung weitestgehend dem
intrazelluldren Medium entsprach. Im Folgenden wird diese Losung als ,,intrazellular-
dhnliche Losung® bezeichnet. Diese enthielt (in mmol-l'l): KGluc 10; KCI 30; NaCl
10; MgCl, 2; EGTA 0,1; Tris 10; ATP 1. Weiterhin enthielt die Losung Creatin-
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Phosphokinase (3000 U-l'l) und Phosphocreatin (10 mmol-l'l) als ATP-

Regenerationssystem. Der pH-Wert wurde mit Tris/HCI auf 7,2 eingestellt.

2.3 Losungen fiir die Ussingkammer-Messungen

Fiir die Ussingkammer-Experimente wurde die oben beschriebene Bicarbonat-

gepufferte Parsons-Losung (Parson & Paterson 1965) als Standardlosung verwendet.

2.4 Losungen fiir die Gelelektrophorese

Alle nachfolgenden Losungen wurden mit Ribonuclease (RN-ase) freiem Wasser
angesetzt. Dafiir wurde destilliertes Wasser mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) in einem
Verhéltnis von 1000:1 vermischt und anschlieBend autoklaviert. Vor dem

Autoklavieren musste das Gemisch tiber Nacht ruhen.

RNA-Gele wurden mit einer denaturierenden Losung angesetzt, die auch als
Laufpuffer diente. Es wurde eine zehnfach konzentrierte Stocklosung angesetzt; diese
enthielt (in mmol-l'l): 3-[N-morpholino]propansulfonsidure (MOPS; freie Saure) 200;
Natrium Acetat 50; EDTA (Dinatrium-Salz) 10. Der pH-Wert wurde mit NaOH auf
7,0 eingestellt. Zur Herstellung der einfach konzentrierten Gebrauchslosung wurde zu
100 ml der zehnfach konzentrierten Stocklosung 20 ml einer 12,3-molare
Formaldehydlosung und 880 ml RN-ase-freies Wasser zugesetzt; die

Formaldehydkonzentration in der Gebrauchslosung betrug 2 Volumen %.

Die DNA-Gele wurden mit einem Trisacetat (= TAE)-Puffer hergestellt. Dieser
diente ebenfalls als Laufpuffer fiir diese Gele. Der TAE-Puffer war wie folgt

zusammengesetzt (Angaben in mmol-l'l): Trisacetat 40; EDTA 1.
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3 Chemikalien

Alle Chemikalien stammten, falls nicht anders angegeben, von der Firma Sigma
(Deisenhofen, Deutschland). Im Folgenden sind Chemikalien angegeben, die bei

anderen Herstellern bezogen wurden:

2,5-Di(tert-butyl)-1,4-benzohydroquinon (BHQ); Tocris, Bristol, UK)

Fura-2-AM (Molecular Probes, Leiden, Niederlande)

Fura-2-Pentapotassium-Salz (Molecular Probes, Leiden, Niederlande)

N-Methyl-D-Glucamin (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Ryanodin (Calbiochem, Bad Soden, Deutschland)

Thapsigargin (Calbiochem, Bad Soden, Deutschland)

N-Methyl-D-Glucamin (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Universal Agarose (PeqlLab, Erlangen, Deutschland)

Zyclische ADP-Ribose (Biomol, Hamburg, Deutschland)

Poly-L-Lysin (Biochrom KG, Berlin, BRD) wurde als Losung (0,1 mg-ml'l) zur
Beschichtung von Deckgldschen benutzt. Dadurch haften die isolierten Krypten fester

auf dem Glas.

4 Oligonukleotide (Primer)

Alle aufgefiihrten Oligonukleotide wurden bei der Firma MWG-Biotech AG
(Ebersberg, Deutschland) bezogen. Die Primerpaare sind im folgenden, einschlieflich

ihres Zielmolekiils und der Linge des von ihnen amplifizierten Fragments, tabellarisch

dargestellt.

Ziel- Oligonukleotid-Sequenz Fragmentldnge (bp)

molekiil

NCX-1 |>GAGGAAATGAAACCACCGAA™ 812
*TCATCTTGGTCCCTCTCATC”

GAPDH |° TGAAGGTCGGTGTGAACGGATTTGG" 714
“CAGGCGGCATGTCAGATCCACAAC®
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5  Enzyme und Nukleotide fiir PCR und rtPCR

Um RNA in cDNA umzuschreiben wurde eine Murine-MLV Reverse
Transkriptase (Promega, Mannheim, Deutschland) genutzt. RNasin (rekombinant;
Promega, Mannheim, Deutschland) wurde dem Reaktionsansatz zugesetzt um RN-ase-

Aktivitaten zu verhindern.

Als DNA-abhidngige DNA-Polymerase wurde eine 7ag DNA Polymerase
(rekombinant; Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) genutzt. Als Substrat fiir die
Synthese von DNA-Teilstlicken wurden Desoxyribonukleotidtriphosphate (ANTP; 10

mol-l'l; Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) benoétigt.

Als Lingenstandard bei der elektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte
wurde eine 100 bp DNA-Leiter (PeqLab, Erlangen, Deutschland) eingesetzt.

6  Software
Fiir die molekularbiologischen Versuche wurde online auf folgende Programme

zugegriffen:

DNA-Sequenzen wurden aus der Nukleotiddatenbank des National Center for

Biotechnological Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.

fcgi?db=Nucleotide) ermittelt. Um mehrere DNA-Sequenzen zu vergleichen wurde

auf das ,multiple sequence alignment” Programm ClustalW (Higgins et al. 1994)

zugegriffen (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html#).

Die Auswahl der Oligonukleotide wurde durch das Programm Vektor NTI®
unterstiitzt. Dasselbe Programm diente der Berechnung der Primer-Schmelztemperatur
(T, -Wert). Um die Spezifitit der Primer fiir den Na'/Ca®*-Austauscher zu iiberpriifen
wurden die ausgewdhlten Oligonukleotide mit dem Basic Local Alignment Tool
(BLAST) Programm des National Center for Biotechnological Information im

BLASTn Suchmodus (Altschul et al. 1997) mit den Sequenzen der Datenbank

verglichen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST ).
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7  Gewebepriparation

7.1 Prdparation der Darmschleimhaut

Die Ratten wurden durch einen Genickschlag betdubt und anschlieBend durch
Entbluten getotet (genehmigt durch das Regierungsprasidium Gielen). Die
Bauchhohle wurde in der Linea alba eroffnet und durch zwei Entlastungsschnitte
entlang des Rippenbogens der Zugang zur Bauchhohle erleichtert. Das Kolon wurde
distal an seinem Ubergang zum Rektum, der durch einen Lymphknoten
gekennzeichnet ist (Lindstrom et al. 1979), abgesetzt. Mittels stumpfer Préparation
wurde das Kolon vom Mesenterium gelost. Durch einen zweiten Schnitt am Ubergang
zum Caecum wurde das Kolon aus dem Korper geldst und sofort in eisgekiihlte,
Carbogen-begaste Parsons-Losung (s.0.) gegeben. Das Darmlumen wurde mit
eisgekiihlter Parsons-Losung gespiilt und so von Kot gereinigt. Anschlieend wurde
der Darm auf einen Kunststoffstab mit einem Durchmesser von 5 mm gezogen. Die
Tunica serosa und muscularis wurden mit der Hand abprépariert. Das so erhaltene
Mucosa-Submucosa-Praparat wurde in ungefdhr drei Zentimeter lange Abschnitte
unterteilt. Um diese in die Ussingkammer zu spannen, wurde der Darm am

Mesenterialansatz in Léngsrichtung aufgeschnitten.

7.2 Prdparation der isolierten Krypten

Fiir die Isolation der Krypten eignet sich nur der distale Teil des Kolons. Im
Gegensatz zum proximalen Kolon weist das distale Kolon keine Schriagstreifung der
Schleimhaut auf und ist so leicht zu unterscheiden (Lindstrom et al. 1979). Nach der
oben beschriebenen Methode wurde vom distalen Kolon ein Mucosa-Submucosa-
Praparat hergestellt. Es wurde ebenfalls entlang des Mesenterialansatztes
aufgeschnitten und anschlieBend mit Cyanacrylatkleber auf Plexiglashalter geklebt
(Schultheiss et al. 2002). Das Gewebe wurde nun fiir 6 — 10 Minuten, je nach Alter,
Geschlecht und Gewicht der Tiere in einer Calcium-freien, EDTA-haltigen

Isolationslésung (s.0.) bei 37 °C unter Carbogenbegasung inkubiert. Nach der
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Inkubation wurde der Halter in einen Vibromischer (Chemap, Volketswil, Schweiz)
eingespannt und in Auffangtyrode (s.0.) geschiittelt, so dass sich die Krypten von der
Darmschleimhaut 16sten. Unter optischer Kontrolle wurden mit Hilfe einer
Mikropipette (10 — 100 pl) 30 pl der Kryptensuspension aufgenommen und auf runde,
mit Poly-L-Lysin beschichtete Deckgldschen aufgebracht (Schultheiss et al. 2002). Die
30 ul Kryptensuspension wurden mit Auffangtyrode auf 100 pl aufgefiillt. Die

Priparate konnten bis zu 6 Stunden im Kiihlschrank aufbewahrt werden.

Abb. II 1 : Isolierte Krypte.

8 Messung der intrazelluliiren Ca?*-Konzentration mittels Fura-2

Anderungen der intrazelluliren Ca’’-Konzentration konnen mittels selektiver
Fluoreszenzfarbstoffe gemessen werden. Die ersten Vertreter dieser Gruppe wurden
von Roger Tsien (Tsien 1980) entwickelt. Durch die chemische Modifikation des
Ca®'-Chelators EGTA  erhielt er das Vorldufermolekiil  1,2-bis (2-
aminophenoxy)ethan-N,N,N‘,N*-tetraessigsdure (BAPTA; Baylor & Hollingworth
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2000). Wie EGTA hat BAPTA eine hohe Affinitit gegeniiber Ca®", ist allerdings in
geringerem Mafe pH-sensitiv. BAPTA bildet das ,,Riickgrat der Ca”"-Indikator-
Farbstoffe; an dieses Grundmolekiil konnen verschiedene Farbstoffe gebunden

werden.

Fura-2 ist ebenfalls ein Mitglied dieser Farbstofffamilie. BAPTA stellt im Fura-
2-Molekiil, sowie in den anderen Farbstoffen auch, den Ca?"-Chelatbildner dar. Ca*"
wird durch die vier Séurereste klauenartig umfasst (griech.: Chele = Klaue). Fura-2
selbst kann als stark negativ geladenes Molekiil die Zellmembran nicht permeieren.
Um die Zelle ohne den Einsatz invasiver Methoden (z. B. Mikroinjektion) mit dem
Farbstoff aufladen zu konnen, bedient man sich des ungeladenen
Acetoxymethyl(AM)-Esters (Abb. II 2). Dieser ist membrangéngig, allerdings ist er
nicht fihig Ionen zu binden. Innerhalb der Zelle wird der AM-Ester durch

verschiedene unspezifische Esterasen in das aktive Fura-2 gespalten.

Q 9 0 q
(GH,COGH,,0CCH,),N NICH,GOCH,OCCH, ),
OCH,CH,0

0
CH,
N=
%/D
H H
GOCH,0GCH,
8] o

Abb. II 2: Fura-2 Acetoxymethyl(AM)-Ester.
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Auf diese Weise wird der aktive Fluoreszenzfarbstoff in der Zelle ,,gefangen
gehalten®: Nach der Spaltung der Esterbindung ist das Molekiil aufgrund seiner
negativen Ladung nicht mehr in der Lage, die Zelle zu verlassen; ein Ausspiilen des

Farbstoffes, z. B. durch die Superfusion, ist nicht moglich.

Die Fluoreszenzfarbstoffe konnen anhand ihrer physikalischen und chemischen
Eigenschaften charakterisiert werden. Man unterscheidet die Wellenldngen-stabilen
Farbstoffe (,,wavelength stable dyes®) von den Wellenldngen-shift Farbstoffen
(,,wavelength shifting dyes*). Wahrend die Wellenldngen-stabilen Farbstoffe weder
ein unterschiedliches Exzitations- noch Emissionsverhalten zeigen — je nachdem, ob
sie ein lon gebunden haben oder nicht -, sind die Wellenldngen-shift Farbstoffe in der
Lage entweder ihr Exzitations- oder Emissionsmaximum zu @ndern. Fura-2 zdhlt
aufgrund seiner zwei verschiedenen Anregungswellenlingen, je nachdem, ob Ca®’
gebunden ist oder nicht, zu den Wellenldngen-shift Farbstoffen. Die Moglichkeit, den
freien Farbstoffanteil vom ionengebundenen Farbstoffanteil zu unterscheiden, ist der
entscheidende Vorteil, den die Wellenldngen-shift Farbstoffe gegeniiber den
Wellenldangen-stabilen Farbstoffen besitzen. Diese Eigenschaft nutzt man fiir eine
Verhiltnis(Ratio)-Messung. Hierbei werden die FEmissionswerte des Ionen-
gebundenen Anteils durch die des freien Farbstoffes dividiert. Im Falle von Fura-2
wird der Quotient aus der Emission bei einer Anregungswellenldnge von 340 nm und
380 nm gebildet. Bei dieser Verhéltnismessung wird das zu messende Préparat in
einem Abstand von wenigen ms erst mit 340 nm und dann mit 380 nm angeregt. Der
Quotient, der aus dem Fluoreszenzsignal gebildet werden kann, spiegelt den Verlauf
der intrazelluliren Ca?’-Konzentration wider. In Abbildung II 3 erkennt man, dass das
Emissionsmaximum fiir den Ionen-gebundenen Farbstoff genau bei 340 nm liegt. Im
Nenner wihlt man, abweichend vom Emissionsmaximum des Ionen-freien Farbstoffs
(360 nm), die Emission bei 380 nm um die maximale dynamische Spannweite
zwischen den beiden Farbstoffanteilen zu erhalten. In der Abbildung ist ebenfalls zu

erkennen, dass sich die Emissionsstirke des freien Farbstoffes und desjenigen, der
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Ca®"-Ionen komplex gebunden hat, bei 360 nm nicht unterscheiden (= Schnittpunkt
der Kurven). An dieser, auch als isoemissiven Punkt bezeichneten Stelle ist es nicht

moglich, die beiden Farbstoffvarianten von einander zu unterscheiden.

Verschiedene Faktoren konnen die Genauigkeit von Imaging-Versuchen
beeinflussen. Bei der Ratiomessung wirken sich diese Faktoren auf beide
Wellenldngen gleich aus, werden also bei der Quotientenbildung ,,herausgekiirzt™ oder
zumindest vermindert. Im Vergleich zu einfachen Fluoreszenzmessungen weist die
Ratiomessung daher folgende Vorteile auf (Tsien & Poenie 1986):

» Die Messung der intrazelluldren Ca’’-Konzentration ist unabhéngig von der
absoluten Farbstoffkonzentration in der Zelle.

» Der Grad der Farbstoffaufladung beeinflusst die Messung nicht.

A\

Morphologische Faktoren, wie z. B. die Zelldicke, sind unbedeutend.
» Messartefakte, die durch das Austreten von Farbstoff oder durch Ausbleichen

entstechen konnen, werden reduziert.

39,8 uM Ca>*

Isoemissiver Punkt

Emmission bei 510 nm

T T \
250 340 380 450

Anregungswellenldnge (nm)

Abb. II 3: Exzitationsspektren von Fura-2 bei 2 verschiedenen Ca?’-Konzentrationen.
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Ein weiteres wichtiges Charakteristikum der Indikatorfarbstoffe ist die
Dissoziationskonstante (K,). Sie beschreibt die Ca’"-Konzentration, bei der 50 % des
Farbstoffes das Zielion gebunden haben. Die Dissoziationskonstante ist also ein Maf}
fiir die Affinitdt des Farbstoffes zu seinem Zielion. Je kleiner Ky, ist, desto groBer ist
die Affinitdt. Mit einer K, fiir Ca®" von 224 nmol-I"! hat Fura-2 seinen optimalen
Messbereich zwischen ca. 2 nmol-1”! und 20.000 nmol1' Ca®". Daher eignet sich
Fura-2 optimal fiir intrazelluldre Ca2+—Messungen. Die physiologische Ca'-
Konzentration unter Ruhebedingungen (ca. 100 nmol-l'l) fallt genau in den optimalen
Messbereich  des Farbstoffs. Da sich durch den sigmoidalen Verlauf der
Bindungskurve {iber 90 % der Verdnderungen in einem engen Ca'-
Konzentrationsbereich abspielen, ist es besonders wichtig, dass die Konzentration des
zu messenden lons innerhalb dieses Bereiches liegt und geniigend Spielraum zur
Verfiigung steht, um die Verdnderungen des Konzentrationsspiegels messen zu konnen

(Abb. 11 4).
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Abb. II 4: Bindungsverhalten von Fura-2 in Abhingigkeit von der Ca’"'-
Konzentration. Als graue Sdule ist der Bereich der intrazelluldren Ca’’-Konzentration
(ca. 100 nmol-l'l) in Ruhe eingezeichnet.
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8.1 Ca2+-Messungen an permeabilisierten Krypten

Fiir die Permeabilisation der Krypten wurde Saponin (10 mg'l'l), gelost in der
intrazellular-dhnlichen Losung, eingesetzt. Da iiber die Poren der permeabilisierten
Zellen Fura-2 austreten kann, enthielt das Superfusionsmedium freies Fura-2 in einer

Konzentration von 5 umol-l'l.

8.2 Mangan-Quench

Fiir Versuche, bei denen der Eintritt von Ca®" aus dem extrazelluliren Medium
gemessen wurde, kam die Mangan-Quench-Methode zum FEinsatz (Xu et al. 1994).
Mangan wird als divalentes Kation wie Ca’" an Fura-2 gebunden. Hat Fura-2
allerdings einen Chelatkomplex mit Mn** gebildet, verliert es seine fluoreszierenden
Eigenschaften (Hatae et al. 1996). In Folge eines Mn*" Einstroms kommt es also zu
einem Abfall des Fluoreszenzsignals (Quench). Um die Mangan-Einstromrate
unabhingig von der intrazelluliren Ca**-Konzentration messen zu kénnen, wurden die
Versuche bei einer Exzitationswellenlinge von 360 nm durchgefiihrt und es wurden
keine Verhiltniswerte gebildet. Wie bereits beschrieben ist das Emissionssignal bei
360 nm, dem isoemissiven Punkt, unabhdngig vom Ca2+—Spiegel. In dieser Arbeit
wurde die Technik des Mn2+-Quenches eingesetzt, um die Aktivitit des Na'/Ca?*-
Austauschers zu bestimmen. Mn?" (5 10 mol-l'l) wurde der Standard-Tyrode
zugesetzt. Der bei 360 nm gemessene Abfall des Fluoreszenzsignals war

gleichbedeutend mit einem Mn**-Einstrom aus dem Extrazelluldrraum.
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8.3 Der Imaging-Messstand

8.3.1 Mikroskop und elektronische Komponenten

Die Calcium-Imaging-Versuche wurden an einem inversen Lichtmikroskop
(Olympus 1X-50, Olympus Optical, Japan) durchgefiihrt, ausgestattet mit einem
Epifluoreszenz-Setup und einer Imageanalyse-Software (Till Photonics, Martinsried,

Deutschland; s. Abb. II 5).

CCD - Kamera

Mikroskoplampe ® +
Durchlicht Infrarotfilter

1
A A <540nm
Rotfilter

Objekt ’__—‘ ™
Objekttisch L zum

A Fluoreszenz: Auge
505 nm <A < 520 nm

A 340 Dichroischer
bzw. Spiegel
&= -
380 A >430 nm
nm
Xenon- 1 Filter
Lampe

+ A >470 nm
Monochromator >

Abb. II 5: Optisches System fiir die Fluoreszenzmessung.

Zur Anregung des Ca’'-sensitiven Farbstoffs Fura-2 wurde eine
Monochromatoreinheit (Till Photonics, Martinsried, Deutschland) verwendet. Uber
eine integrierte Xenon-Lichtquelle werden Lichtwellen generiert, die iiber Spiegel in
einen Lichtleiter gerichtet werden. Der Lichtleiter ist iiber einen Epifluoreszenz-
Kondensor mit dem Mikroskop verbunden. Das Anregungslicht wird iiber einen
dichroischen Spiegel (Grenzwellenldnge 430 nm) auf das Objekt gelenkt. Die vom

Objekt emittierte Fluoreszenz (510 nm) kann durch den Spiegel treten und mit Hilfe
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einer CCD-Kamera (Till Photonics, Martinsried, Deutschland), die an das Mikroskop
angeschlossen ist, detektiert werden. Die Kamera stellt die Verbindung zwischen
optischem System und Software her. So kénnen wihrend der Messung fortlaufend
Jlive displays® aufgezeichnet werden, auf denen die Anderungen des intrazelluliren

Ca2+—Spiegels zu beobachten sind.

8.3.2 Messkammern und Perfusionssystem

Als Messkammern dienten Zellkulturschalen mit einem Durchmesser von 35 mm
(Greiner Labortechnik, Frickenhausen, Deutschland). In die Mitte des Schalenbodens
wurde ein Loch von 10 mm gebohrt. Die isolierten Krypten wurden, wie bereits
beschrieben, auf Poly-L-Lysin beschichtete Deckgldschen gebracht und in
Vorinkubationsschalen (Nunc Brand Products, Roskilde, Ddnemark) eine Stunde mit
Fura-2-AM (2,5-10'6 mol'l'l) und Pluronic® (50 pul pro ml Auffangtyrode) bei
Raumtemperatur lichtgeschiitzt inkubiert (siche auch Kap. II 2.2). AnschlieBend wurde
der nicht resorbierte Farbstoff mit Auffangtyrode ausgespiilt. Die mit Krypten
behafteten Deckgldschen wurden mit Hilfe einer Silikonpaste (Baysilone®, Bayer AG,
Leverkusen, Deutschland) unter die gebohrte Offnung der Zellkulturschalen geklebt.
Die Schalen wurden in eine Halterung auf dem Objekttisch des Mikroskops eingesetzt.
Die Superfusion des Priparates erfolgte hydrostatisch. Uber Infusionsbestecke (LDKS
Oversan Industria Biomedica S.p.A. Mailand, Italien), die in einer Kaniile endeten,
wurden die Losungen in die Messkammer geleitet. Der Zulauf erfolgte kontinuierlich
mit einer FlieBgeschwindigkeit von etwa 1 ml pro Minute. Um das Fliissigkeits-
volumen innerhalb der Messkammer konstant bei ungefihr 3 ml zu halten, war
gegeniiber dem Zulauf eine Absaugevorrichtung positioniert. Zu- und
Ablaufeinrichtung waren mit einem Magneten am Objekttisch fixiert. Alle Versuche

wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
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8.3.3 Versuchsdurchfiihrung

Im Sichtfeld des Mikroskops wurde eine intakte Krypte justiert. Nachdem der
Strahlengang des Mikroskops auf die Kamera umgeleitet worden war, konnte mit Hilfe
der Imaging-Software ein Bild der Krypte auf den Monitor des Computers ilibertragen
werden. Hier wurde die Fluoreszenzintensitit durch Falschfarben dargestellt. In einer
Farbskala, die von blau iiber griin und gelb bis zu rot reichte, wurde den am wenigsten
fluoreszierenden Bereichen der Krypte die Farbe blau und den am stirksten
fluoreszierenden Bereichen die Farbe rot zugewiesen. Im Bereich des Kryptenfundus
(s. Abb. II 1) wurden Messregionen markiert (regions of interest = ROI). Im Verlauf
des Experiments wurden die Verdnderungen des Ca2+-Spiegels dieser Bereiche
aufgezeichnet. Zu Beginn jeden Experimentes wurde das Priparat einer 140 mmol-1™!
NaCl/Tyrode-Losung ausgesetzt, so dass sie sich in einem annidhernd physiologischen
Milieu befanden. Erst wenn sich eine Stabilisierung der Grundlinie (Basallinie)
eingestellt hatte, wurde ein Losungswechsel bzw. eine Substratapplikation
vorgenommen. Zur Auswertung wurde das Fura-2-Fluoreszenzverhiltnis unter
Basalbedingungen von demjenigen nach Substratapplikation subtrahiert (A Ratio;

siche z.B. Abb. III 4).
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Abb. II 6: Falschfarbendarstellung zweier mit Fura-2 aufgeladenen Krypten. Im
Bildausschnitt ist jeweils der Fundusbereich der Krypten zu sehen.

8.3.4 Datenerfassung

Die Zellen wurden abwechselnd mit einer Wellenldnge von 340 und 380 nm
angeregt, die Lichtpulse hatten eine Dauer von 20 ms. Die Sammelrate betrug 0,2 Hz,
d.h. es wurde alle 5 s ein Bildpaar registriert. Die Emission iiber 470 nm wurde durch
den dichroischen Spiegel zu einer CCD-Kamera geleitet und in digitale Bilder
umgesetzt. Mit Hilfe der Imageanalyse-Software ,, TILLvisION*“ (Till Photonics,
Martinsried, Deutschland) wurden die von der Kamera erfassten Daten in Zahlenwerte
(Ratio-Werte) umgesetzt. Diese Daten wurden gleichzeitig auch in Form eines
Graphen dargestellt, so dass die Verdnderungen der Ratio kontinuierlich wéahrend des
Versuchs verfolgt werden konnten. Zur weiteren Auswertung wurden die Daten auf

der Festplatte gespeichert.
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9  Ussingkammer-Technik

9.1 Die Messkammer

Diese Technik wurde Anfang der 50er Jahre von Hans H. Ussing zur
Quantifizierung elektrogener Transportprozesse entwickelt (Ussing & Zerahn 1951).
Die heute fiir diese Technik eingesetzten Messkammern entsprechen nicht mehr im
Detail den von Ussing entworfenen Kammern, weswegen man auch von
,modifizierten Ussingkammern spricht (Abb. II 7). Die hier verwendete Kammer
bestand aus zwei Plexiglashilften, die durch Schrauben verbunden werden konnen.
Um die Kammern wasserdicht zu verschlieen, wurde ein diinner Silikonfilm auf die
Kontaktflachen der Kammerhélften aufgebracht. Zur Befestigung des Gewebes sind an
der Innenfldche der einen Hailfte spitze Metallstifte eingelassen. Nachdem die beiden
Kammerhalften verbunden wurden, stellte das Gewebe die Trennflache zwischen zwei
mit Pufferlosung gefiillten Kompartimenten dar. Die Kompartimente beiderseits des
Gewebes, das eine Oberflache von 1 cm? hatte, fassten ein Volumen von 3,5 ml. Uber
einen temperierten Wasserkreislauf war es mdglich, die Versuchstemperatur der
Badlosung konstant auf 37 °C zu halten. Zum Ldsungsaustausch und zur Zugabe von
Wirkstoffen befand sich an der Oberseite jeder Kammerhélfte ein Zugang. An der
unteren Kammerseite sorgten zwei Gasfritten dafiir, dass das Gewebe ausreichend mit
Carbogen versorgt und der pH-Wert der Losungen konstant auf 7,4 gehalten werden
konnte. Unter diesen Bedingungen konnen die epithelialen Funktionen 6 Stunden
aufrecht erhalten werden. Innerhalb dieser Versuchszeit sind elektronenmikroskopisch

keine Veranderungen der Gewebemorphologie zu erkennen (Diener et al. 1989).
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Abb. II 7: Schema einer modifizierten Ussingkammer, bestehend aus zwei
Plexiglashilften.

9.2 Elektrophysiologisches Messprinzip

Ussing und Zerahn (1951) entwickelten ein System zur Erfassung
transepithelialer Potentialdifferenzen. In diesem System wird das Gewebe als ein
elektrischer Widerstand betrachtet, so dass zur Messung der transepithelialen

Potentialdifferenz ein Ersatzschaltkreis aufgestellt werden kann (Abb. II 8).

Abb. 11 8:
( P ) Prinzip der Erfassung elektrogener

Ionenverschiebungen anhand eines
elektrischen Schaltkreismodells.

i E P=Potentialdifferenz,
i E =elektromotorische Kraft,
I.=Ionenfluss, R; = Widerstand.
R;
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Zur Zeit der Entwicklung dieser Technik setzte man ein Potentiometer und eine
manuell regelbare Batterie ein. Inzwischen wird das System iiber einen Computer
gesteuert. Hierzu wurde das Programm WinClamp (Ing. Biiro fiir Mess- und
Datentechnik, Dipl. Ing. K. MuBler, Aachen, Deutschland) eingesetzt. Mit Hilfe der
verwendeten Messeinrichtung lieen sich transepitheliale Potentialdifferenz (PD-; ,, T
= Tissue), Gewebeleitfahigkeit (Gp = Kehrwert des Widerstandes) und der
Kurzschlussstrom (I,,) erfassen bzw. beeinflussen. Um die Parameter messen zu
konnen, befand sich die Agarbriicke, die mit einem Elektrodenpaar (Ag/AgCl-
Elektroden) verbunden war, nur ca. | mm vom eingespannten Gewebe entfernt. Es war
notwendig, dass der Abstand der Messelektroden zum Gewebe so gering war, um
einen Potentialabfall durch den Losungswiderstand sehr gering zu halten. Ein zweites
Elektrodenpaar (Ag/AgCl-Elektroden) diente der Stromapplikation. Dieses Paar war
moglichst weit vom Gewebe entfernt angebracht, um eine gleichmifige Stromdichte
zu erzeugen. Beide Elektrodenpaare wurden iiber eine Agarbriicke (5 % Agar in

Parsons-Losung) mit der Messkammer verbunden.

Die Messeinrichtung konnte je nach gewiinschten Versuchsbedingungen
unterschiedlich eingestellt werden (Abb. 11 9). Man unterscheidet zwischen:
» Open-circuit-Modus
» Voltage-clamp-Modus
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Open-circuit: Voltage-clamp: I
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Abb. II 9: Durch spontane Chloridsekretion entwickelt sich eine transepitheliale
Potentialdifferenz, die als treibende Kraft fiir weitere lonenbewegungen dient. Im
voltage-clamp-Modus wird dieser Gradient durch einen von auB3en angelegten Strom
aufgehoben. I, = Kurzschlussstrom.

Unter den Bedingungen des open-circuit-Modus wird die transepitheliale
Potentialdifferenz direkt gemessen. Nach dem FEinspannen des Gewebes in die
Ussingkammer wurden zuerst open-circuit-Bedingungen vorgegeben, um dem Gewebe
die Moglichkeit zu geben, unbeeinflusst wieder zu Gleichgewichtsbedingungen zu
finden. Das eingespannte Kolongewebe sezerniert spontan Anionen, insbesondere CI°
und HCO; (Strabel & Diener 1995). Dadurch entsteht eine Potentialdifferenz, bei der
die Serosaseite gegeniiber dem Lumen positiv geladen ist. Nach ca. einer Minute
wurden dem = Gewebe  voltage-clamp-Bedingungen  vorgegeben.  Die
,»>Spannungsklemme* bietet die Moglichkeit, das transepitheliale Potential PD; durch
Einspeisen eines Stromes auf bestimmte Werte einzustellen. Dadurch lassen sich die
elektrophysiologischen Bedingungen flir den Ionentransport verdndern. Eine
besondere Form des Voltage-clamps stellt der short-circuit-Modus dar. Hierbei wird
das PD; auf 0 mV geklemmt, wobei der hierzu notwendige Strom als

Kurzschlussstrom (1) bezeichnet wird. Der I, entspricht in seiner GrofBe also der
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Summe aller elektrogenen lonenbewegungen an diesem Epithel. Unter diesen
Versuchsbedingungen herrscht kein elektrischer Gradient. Bei Verwendung
identischer Pufferlosung auf beiden Seiten des Gewebes besteht auch kein chemischer
Gradient fiir Ionenbewegungen durch das Gewebe. Lisst sich unter diesen
Voraussetzungen ein Nettotransport fiir ein lon ermitteln, bedeutet das, dass es sich um
einen aktiven oder sekundir aktiven Transportvorgang handelt. Ein positiver I, zeigt
dabei einen Netto-Anionentransport von der serosalen zur mucosalen Epithelseite bzw.
einen Netto-Kationentransport in umgekehrte Richtung an. Der Strom wird in qu-h'l
.cm’ angegeben, was gleichbedeutend ist mit dem Transport eines einwertigen lons

pro Zeit und Fliche, mit: 1 qu-h'l-cm'2 =269 pA-cm'z‘

Die Versuche dieser Arbeit wurden unter short-circuit-Bedingungen
durchgefiihrt. Wéhrend der Messung im voltage-clamp-Modus wirken Strompulse mit
einer Amplitude von + 50 pA fiir eine Dauer von 200 ms auf das Gewebe ein. Aus der
resultierenden Potentialdnderung ldsst sich mit Hilfe des Ohmschen Gesetzes
[Spannung (U) = Widerstand (R)-Strom (I)] der Gewebewiderstand errechnen. Die

Gewebeleitfahigkeit G entspricht dem reziproken Wert des Widerstandes.

Mit R = U/I ergibt sich fiir sie also Gy = I/U. Die Gesamtleitfahigkeit stellt die
Summe aller Einzelleitfahigkeiten dar (Scheffler 1984).

9.3 Datenerfassung und Versuchsablauf

Unter short-circuit-Bedingungen wurde zur Stabilisierung des G eine
Aquilibrierungszeit von 60 Minuten eingehalten. Die Messwerte von PDy, I, und Gy
wurden iiber den Computer alle 6 Sekunden erfasst und gespeichert. Am Ende des
Versuchs wurden die Minutenwerte ausgedruckt, parallel dazu wurden die Daten in ein

Tabellen-Kalkulations-Programm exportiert (Lotus, 1-2-3).

Die Basallinie (Kurzschlussstrom unter basalen Versuchsbedingungen) wurde
aus den letzten drei Minutenwerten vor der Substanzzugabe gemittelt. Als Peak wird

der hochste Wert nach Substanzzugabe bezeichnet.
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Eine Ca2+—abhéingige CI'-Sekretion wurde mit dem stabilen Acetylcholinderivat
Carbachol ausgeldst. Es wurde eine Konzentration von 510 mol-I™! gewdhlt, die

einen maximalen Ansteig des I ausldst (Diener et al. 1989).

Indometacin wurde in einer Versuchsserie eingesetzt um die endogene
Produktion von Prostaglandinen zu hemmen. Die eingesetzte Konzentration betrug
10 mol-1'! (Bridges & Rummel 1983). Prostaglandine kdnnen zum einen direkt zu
einer Cl'-Sekretion fithren, zum anderen iiber die Stimulation sekreto-motorischer
Neurone (Binder & Sandle 1994). Daher wurde das Neurotoxin Tetrodotoxin (TTX)
eingesetzt, um die Beteiligung von enteralen Neuronen an der Induktion eines I, zu
untersuchen. TTX wurde in einer Konzentration von 10 mol-1! eingesetzt (Andres et

al. 1985).

10 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (engl.: Polymerase chain reaction = PCR) wurde
1983 von Kary B. Mullis (Mullis 1990) entwickelt. Diese Nukleinsédure-
Analysetechnik hatte gegeniiber den bis dahin bekannten Techniken den Vorteil, dass
iiber eine Vervielfiltigung des gewiinschten Nukleinsdureabschnittes (sog.
Targetamplifikation) eine sehr hohe Sensitivitdt erlangt werden konnte. Fiir die DNA-
Vervielfiltigung wird ein Enzym, die DNA-Polymerase, genutzt. Um die Reaktion
starten zu konnen, wird ein kurzes DNA-Startermolekiil (Primer) benétigt. Dieses
lagert sich an die Matrizen-DNA an (= Annealing) und wird durch die DNA-
Polymerase entsprechend verldangert. Ein zweiter Primer ist komplementéir zu einem
Abschnitt des Gegenstranges der DNA und dient der Synthese des zweiten DNA-
Stranges. In jedem Zyklus der PCR wichst somit die Anzahl der Zielmolekiile
exponentiell. Damit das Annealing stattfinden kann, miissen die DNA-Doppelstringe
durch Hitze getrennt werden. Um die Aktivitat der DNA-Polymerase in diesem Schritt
nicht durch Denaturierung zu beeintrachtigen, nutzt man hitzebestindige Polymerasen

aus thermophilen Bakterien. Die am haufigsten verwendete Polymerase ist die 7Tag-
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DNA-Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus, das aus den heillen Quellen
des Yellowstone-Nationalparks isoliert wurde. In Abb. II 10 ist der Verlauf einer PCR

schematisch dargestellt.

In dieser Arbeit wurde die PCR genutzt, um im Kolonepithel der Ratte einen
bisher nur funktionell dargestellten Austauscher, den Na'/Ca**-Austauscher (Seip et

al. 2001), auch molekularbiologisch nachzuweisen.
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@ Denaturierung: Auftrennung der doppelstrangigen DNA
@ Primer-Annealing: Anlagerung der Primer an die DNA-Einzelstrédnge
@ Primer-Extension: Verlangerung des Primers

Abb. II 10: Temperaturverlauf einer Polymerase-Kettenreaktion. Pro PCR-Zyklus
wird die Anzahl der Zielmolekiile verdoppelt.

10.1 Isolation von Gesamt-RNA und mRNA

Zur RNA-Isolation wurden die Proben der Kontrollgewebe (Herz, Gehirn) kurz
nach dem Toten der Ratte entnommen und sofort in fliissigem Stickstoff gelagert. Um
die Epithelzellen des Darmes ohne Verunreinigung aus den tiefer liegenden
Gewebsschichten zu erhalten, wurden, wie fiir die Fura-2-Experimente beschrieben,

isolierte Krypten gewonnen. Diese wurden durch Zentrifugation (5 min bei 300-g)
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angereichert und bis zur weiteren Verwendung in fliissigem Stickstoff gelagert. Aus
dem Gewebe bzw. den Zellen wurde dann mit Hilfe des RNeasy Kit nach Angaben des
Herstellers (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) Gesamt-RNA gewonnen. Aus dieser
Gesamt-RNA wurde ebenfalls mit einem Kit der Firma Qiagen (OligotexTM Kit) die
polyadenylierte mRNA (= Poly-A"-RNA) isoliert und bis zum Umschreiben in
komplementdre DNA (= cDNA) bei —20 °C gelagert.

10.2 Qualitdtsanalyse der RNA

Zur Analyse der RNA-Qualitit wurde die isolierte Gesamt-RNA auf ein
denaturierendes Formaldehyd-Agarose-Gel (1 g Agarose in 100 ml denaturierendem
Puffer; s. Kap. II 2.4) aufgetragen. Ansteigende RNA-Probenvolumina (1 pl; 2 ul; 5
ul) wurden mit einem Farbstoffgemisch auf 10 pl ergénzt, bevor die Proben auf das
Gel aufgetragen wurden. Die Elektrophorese erfolgte in denaturierendem Laufpuffer

(s. Kap. 11 2.4) bei ca. 120 V, fiir ca. 30 Minuten.

10.3 Bestimmung von Menge und Reinheit der Gesamt-RNA

Vor der mRNA-Isolation wurde mit Hilfe eines Spektrophotometers (Firma
Biorad, Miinchen, Deutschland) die Konzentration der Gesamt-RNA bestimmt. Es
wurde die Absorption bei 260 nm (A,.,) gemessen, wobei eine Einheit
gleichbedeutend mit einer Konzentration von 33 pg RNA-cm™ war (Lottespeich &
Zorbas 1998). Proben, bei denen die Messwerte unter 0,1 lagen, wurden nicht weiter
verwertet. Um die Reinheit der RNA zu bestimmen wurde das Verhéltnis aus den
Messwerten bei 260 nm und bei 280 nm gebildet (A,,,/A,g,). Eine reine RNA hat
einen A, /A,q, Verhiltniswert von 1,9-2,1 in 10 mmol-I"! Tris bei einem pH von 7,5

(Lottespeich & Zorbas 1998; nach Angaben des Rneasy® Mini Handbook der Firma

Qiagen).
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10.4 ¢cDNA-Synthese

Um die gewonnene Poly-A"-RNA in komplementire ¢cDNA umzuschreiben,
wurde eine rtPCR (rt = reverse Transkription) durchgefiihrt. Die Menge der Poly-A -
RNA wurde nicht photometrisch bestimmt um kein Probenmaterial zu verbrauchen.
Fiir die reverse Transkription von Poly-A"™-RNA werden T,s-Primer verwendet. Sie
bestehen aus 15 Thymidylat-Resten, die mit dem Poly-A’-Schwanz der mRNA
DNA/RNA-Heterohybride bilden. Da die Konzentration der Poly-A"-RNA in der
Regel sehr niedrig ist, wurde immer die maximale Probenmenge eingesetzt (15,1 pl).
Die Probe wurden mit 2,0 ul T,s-Primer (Konzentration: 0,5 mg'ml'l) fiir 5 Minuten
bei 70 °C in einem Thermomischer (Haep Labor Consult, Bovenden, Deutschland)
prainkubiert, um eine Anlagerung des Primers zu ermdoglichen. Nach dieser
Priainkubation wurde der Ansatz sofort auf Eis gestellt, bis der restliche

Reaktionsansatz zum RNA/Primer-Gemisch gegeben wurde (s.u.).

2,00 ul | Tys-Primer (0,5 mg-ml'l)

15,10 pl|Poly-A"-RNA

5,00 pl | 5xPuffer?

1,25 pl| ANTP-Mix (10 mmol-I™)

0,65 ul | RNAsin (40 u-pl™)

1,00 pl | reverse Transkriptase (200 u- ul'l)

Tab. II 1: Reaktionsansatz zur reversen Transkription von Poly-A"-RNA

Der gesamte Ansatz wurde dann fiir 1 Stunde bei 42 °C inkubiert. Die
resultierende cDNA wurde 1:10 mit RN-ase freiem Wasser verdiunnt und bei —20 °C

gelagert.

© Vom Hersteller der reversen Transkriptase mitgeliefert.
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10.5 Polymerasekettenreaktion

Nach der RNA-Isolation und der Synthese von cDNA wurden die Proben mittels
der oben beschriebenen PCR auf die Existenz eines fiir den Na'/Ca”-Austauscher
kodierenden Nukleinsdureabschnittes untersucht. Die Reaktionen wurden wie in Tab.

IT 2 angegeben zusammengestellt.

17,0 ul | cDNA®

1,0 ul | Primer (3> 5°)

1,0 pl| Primer (5> 3°)

2,5 ul | 10xPuffer®

1,5 pl |[MgCl, (25 mmol-I™")

1,0 ul | dNTP-Mix (10 mmol-I"")

1,0 ul| Tag DNA Polymerase (rekombinant ; lu-ul'l)

Tab. II 2: Reaktionsansatz fiir die Polymerasekettenreaktion

Es wurden Primer fir den Nachweis der Na'/Ca’'-Austauscher-mRNA
eingesetzt. Zur Kontrolle wurden auch Primer zum Nachweis der ubiquitdr
vorkommenden Glyceraldehyd-3-Phosphatdehydrogenase-mRNA (= GAPDH) ver-
wendet. Die PCR wurde dann mit Hilfe eines Thermocyclers (Mastercycler gradient;
Eppendorf, Hamburg, Deutschland) durchgefiihrt. Uber eine integrierte Software
konnte der Ablauf der PCR programmiert werden. In Tab. II 3 ist das verwendete

Programm aufgefiihrt.

@ Je nach Konzentration der urspriinglichen RNA Probe wurde die Menge der eingesetzten cDNA
variiert. Wurden weniger als 17,0 pl cDNA eingesetzt, wurden diese mit RN-ase freiem Wasser auf 17
ul ergénzt.

@ Vom Hersteller der Taqg-DNA-Polymerase mitgeliefert.
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1. Zyklus 2.-11. Zyklus 12.-32. Zyklus

Denaturierung |94 °C| 5 min Denaturierung (94 °C |1 min Denaturierung (94 °C |1 min

Primer-Annealing |50 °C| 30s Primer-Annealing (50 °C | 30s Primer-Annealing [I8°C | 30s

Primer-Extension |72 °C| 1 min Primer-Extension |72 °C |1 min Primer-Extension |72 °C |1 min

Tab. II 3: Darstellung eines PCR-Protokolles. In den ersten 11 Zyklen wird eine
hohere Annealing Temperatur gewdhlt, um die Spezifitit der Reaktion zu erhéhen. In
den nachfolgenden Zyklen wird diese Temperatur vermindert, um eine hohere
Ausbeute zu.

10.6 Gelelektrophorese

Die PCR-Amplifikate wurden mittels Elektrophorese auf einem Agarosegel (1 g
Agarose in 100 ml TAE-Puffer) aufgetrennt. Die Proben wurden mit einem Farbstoff
gemischt und anschliefend auf das Gel aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte
bei 120 V und dauerte 20 bis 30 min. Als Laufpuffer wurde TAE-Puffer verwendet. Im
Anschluss an die Elektrophorese wurden die Gele mit Ethidiumbromid (10'5 mmol-1™!
in Aqua dest.) gefiarbt, so dass die DNA-Banden mittels Fluoreszenzlicht
(Anregungswellenldnge 312 nm) sichtbar gemacht werden konnten. Die
Dokumentation erfolgte digital mit Hilfe des Windows-Programms ,,Phoretix
Grabber”, das mit einem Geldokumentationssystem der Firma Biostep (Erzg.,

Deutschland) gekoppelt war.

11 Statistik

Die Ergebnisse wurden als Originalwerte oder als Mittelwert + Standardfehler
des Mittelwertes (SEM, standard error of the mean) dargestellt. In den Abbildungen
sind die Fehlerbalken aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur in eine Richtung
gezeichnet. Werden die Ergebnisse in Form von Sdulendiagrammen dargestellt, so

zeigt die Hohe der Sdule den Mittelwert, der Fehlerbalken den SEM an.

Vor jedem statistischen Vergleich zweier unabhingiger Versuchsreihen wurde

ein F-Test durchgefiihrt. Danach wurden entsprechend mit einem nicht parametrischen
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(Mann-Whitney-U-Test) oder mit einem ungepaarten Students-t-Test die
Signifikanzen ermittelt. Wurden Daten einer Versuchsserie verglichen, fand der
gepaarte Students-t-Test Anwendung. Das gewihlte Signifikanzniveau betrug jeweils
5% (p <0,05). Die Berechnungen erfolgten mittels einer Statistik Software (Dataxiom

Software Inc, Statmost 3,5 for Windows 95/NT)
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III Ergebnisse

1 Beeinflussung des Na'/Ca**-Austauschers durch Entleerung intrazellulirer

Caz+-Speicher

In einer ersten Serie von Experimenten wurde die Empfindlichkeit intrazelluldrer
Ca2+—Speicher gegeniiber Blockern der sarkoplasmatisch-endoplasmatischen-
Retikulum Ca’’-ATPase (= SERCA), welche als Ca2+-Pumpe die intrazelluldren
Speicher aktiv befiillt, untersucht. Eine SERCA-Blockade verhindert die
Wiederbefiillung der intrazelluldren Speicher mit Ca®" und fiihrt so indirekt zu einer
langsamen Speicherentleerung. Das pflanzliche Alkaloid Thapsigargin wurde Ende der
80er Jahre des vorigen Jahrhunderts aus der Pflanze Thapsia garganica isoliert und als
SERCA-Blocker entdeckt (Takemura et al. 1989). Spiter konnte der Thapsigargin-
Effekt auch durch andere Substanzen wie Cyclopiazonsidure (CPA) und 2,5-Di(tert-
butyl)-1,4-benzohydroquinon (BHQ) nachgeahmt werden (Mason et al. 1991; Parekh
& Penner 1997).

An isolierten Krypten aus dem Kolon der Ratte konnte durch die oben
aufgefiihrten Wirkstoffe ein Anstieg des Fura-2-Fluoreszenzverhéltnisses ausgeldst
werden (Abb. III 1), was deren Wirksamkeit als SERCA-Blocker nahe legt. Alle
verwendeten Blocker waren in etwa gleich stark wirksam. In parallel durchgefiihrten
Ussingkammer-Experimenten wirkte der SERCA-Blocker CPA am deutlichsten
(Daten nicht gezeigt), weswegen in den weiterfilhrenden Untersuchungen
ausschlieBlich CPA zur SERCA-Blockade, also zur Entleerung der intrazelluldren

Ca2+—Speicher, verwendet wurde.
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Abb. III 1A: Die Blockade der SERCA, hier mit Cyclopiazonsiure (CPA; 107
mol-l'l), fiihrt zu einem Anstieg des intrazellularen Ca2+—Spiegels. Dieser Anstieg
spiegelt sich in einem Anstieg des Fura-2-Fluoreszenzverhiltnisses wider. Der
Original-Kurvenverlauf ist repriasentativ fiir n = 6. B: Alle eingesetzten SERCA-
Blocker fiihren zu einem Anstieg des intrazelluldren Ca2+—Spiegels; hier angegeben als
Anstieg des Fura-2-Fluoreszenzverhéltnisses iiber die Grundlinie vor Zugabe des
Inhibitors (A Ratio). Fiir jeden Inhibitor gilt n = 6. Thapsigargin (10'6 mol-l'l), BHQ =
2,5-Di(tert-butyl)-1,4-benzohydroquinon (10'5 mol-l'l). Die Werte sind Mittelwerte +
SEM; * = P < 0,05 (paariger t-Test) vs. Basallinie vor Zugabe des Inhibitors.

52



Ergebnisse

In den folgenden Versuchen wurde getestet, inwieweit die Speicherentleerung
einen Einfluss auf die Aktivitit des Na"/Ca>*-Austauschers hat. Um eine Aktivitit des
Austauschers mittels Ca2+-Imaging bestimmen zu konnen, muss die Arbeitsrichtung
des Na'/Ca®’-Austauschers umgekehrt werden, so dass er Ca®" in die Zelle
transportiert und einen Anstieg des Fura-2-Fluoreszenzverhiltnisses bewirkt. Dadurch,
dass der Austauscher nahe seines Umkehrpotentials arbeitet (Blaustein & Lederer
1999), kann eine solche Richtungsumkehr durch Superfusion mit einer Na ' -freien
Tyrode, in der Na' dquimolar durch das impermeable Kation N-Methyl-D-Glucamin
(NMDQG) ersetzt wird, bewirkt werden (Seip et al. 2001). In Kontrollexperimenten
konnte auf diese Weise das basale Fura-2-Fluoreszenzverhaltnis um 0,55 £+ 0,12 erhoht
werden (Abb. III 2 und 4). Wie von Seip et al. (2001) gezeigt, ldsst sich dieser Anstieg
des Fura-2-Fluoreszenzverhiltnisses komplett durch einen Blocker des Nat/Ca®*-
Austauschers wie z.B. Dihydrochlorobenzamil unterdriicken. Wurde die
Arbeitsrichtung  des Na'/Ca**-Austauschers umgekehrt, nachdem  eine
Speicherentleerung durch CPA stattgefunden hatte, so war der resultierende Anstieg
des Fura-2-Fluoreszenzverhiltnisses deutlich geringer als im Kontrollexperiment

(0,023 + 0,85; Abb. I1I 3 und 4).
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Abb. III 2: Durch Umkehr des Na-Gradienten (Superfusion mit einer Na'-freien
Tyrode, in der Na' dquimolar durch das impermeable Kation N-Methyl-D-Glucamin
(NMDG) ersetzt wird) wird der Arbeitsmodus des Na'/Ca®*-Austauschers so
verdandert, dass er Ca>" in die Zelle transportiert. In der Originalaufzeichnung ist das
durch einen Anstieg des Fura-2 Fluoreszenzverhiltnis zu erkennen. (Statistik s. Abb.
11 4).
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Abb. III 3: Wie im Kontrollexperiment wurde auch hier die Arbeitsrichtung des
Na'/Ca”*-Austauschers durch eine Na'-freie Superfusion verdndert. In dieser Losung
wurde Na " dquimolar durch das impermeable Kation N-Methyl-D-Glucamin (NMDG)
ersetzt. Die vorherige Entleerung der intrazelluldren Ca2+-Speicher durch
Cyclopiazonsdure (CPA; 107 mol-l'l) fiihrt in diesem Experiment aber zu einer
Verminderung des durch NMDG-CI ausgeldsten Anderung des Fura-2-
Fluoreszenzverhéltnisses (Statistik s. Abb. III 4).

Fura-2-Fluoreszenzverhaltnis
340 nm/380 nm
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Abb. III 4: Anstieg im Fura-2-Fluoreszenzverhéltnis gegentiber der Basallinie durch
NMDG-CI Tyrode (nach 5 min) mit (schwarzer Balken, n = 5) und ohne (grauer
Balken, n = 9) vorherige Speicherentleerung durch Cyclopiazonsiure (CPA; 107
mol-l'l). *=p< 0,05 CPA vorbehandelt vs. ohne CPA; unpaariger Students-t-Test.

Auf den ersten Blick erscheint es so, als wiirden die entleerten Caz+-Speicher
einen hemmenden Einfluss auf den Na'/Ca®'-Austauscher ausiiben. Die bisher
eingesetzte Methode erfasst aber lediglich Anderungen der intrazelluldren Ca’'-
Konzentration; sie erlaubt keinen Riickschluss, ob der Anstieg des [C212+]i durch einen
Ca®’-Einstrom aus dem Extrazellulirraum oder durch eine Ca®"-Freisetzung aus
intrazelluldren Speichern verursacht wurde. Zur direkten Bestimmung der Eintrittsrate
divalenter Kationen eignet sich die Mangan-Quench-Methode (Xu et al. 1994;
Trepakova et al. 1999). Als divalentes Kation wird Mangan wie Ca®" an Fura-2
gebunden. Hat Fura-2 allerdings einen Chelatkomplex mit Mn** gebildet, verliert es
seine fluoreszierenden FEigenschaften; es kommt also zu einem Abfall des

Fluoreszenzsignals (sog. Quench). Um die Mangan-Einstromrate unabhédngig von der
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intrazelluldren Ca®'-Konzentration messen zu konnen, wurde bei diesen Versuchen
eine Exzitationswellenldnge von 360 nm (isoemissiver Punkt; s. Abb. II 3) gewéhlt,
dementsprechend wurden keine Verhédltniswerte gebildet. Wie bereits im Kapitel 11 8
beschrieben, ist das Emissionssignal bei 360 nm, dem isoemissiven Punkt, unabhéngig

. - +
vom intrazelluldren Ca”"

Die Bestimmung der Quench-Rate wird in Abb. III 5 verdeutlicht: Wird Mangan
in das Superfusionsmedium gegeben sinkt die Fluoreszenzintensitit, die bei einer
Anregungswellenldnge von 360 nm gemessen wird — es findet also ein Quench des
Fura-2-Signals durch Mangan statt. Die Quench-Rate ist gleichzusetzen mit einem

Abfall des Fluoreszenzverlaufs.

Um die Quench-Rate zu bestimmen wurde das Fluoreszenzsignal mit einer
Sammelrate von 0,2 Hz gemessen und als Graph aufgezeichnet. Die Steigung der
Kurve wurde anschlieend durch Differenzierung fiir jeden Messpunkt bestimmt. Als
maximale Quench-Rate wird der maximale Abfall innerhalb des untersuchten

Kurvenabschnittes bezeichnet.

Wird Mangan in das Perfusionsmedium gegeben, sinkt das Fura-2-Signal, das bei
einer Exitationswellenlénge von 360 nm gemessen wird, mit einer Rate von —

2,5-103 £9-10% min”! (Abb. 111 5; n = 6).
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Abb. III 5: Mangan (5- 10 mol-l'l; gestreifter Balken) bindet intrazelluldr an Fura-2.
Der resultierende Chelatkomplex ist nicht fluoreszierend, wodurch es nach Mn**-
Einstrom zu einem Absinken des Fura-2-Signals kommt. Das wird in der
Vergroferung noch einmal verdeutlicht. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Kurve
bei Mangan Zugabe deutlich gegeniiber der vorherigen Basallinie abfillt. Die Messung
erfolgt unabhingig von der intrazelluldren Ca”"-Konzentration bei einer
Exzitationswellenlédnge von 360 nm.

Wurde die Arbeitsrichtung des Na'/Ca®"-Austauschers durch die Gabe einer
Na'-freien Losung umgekehrt, stieg die Quench-Rate nach ca. 20 Sekunden um das
etwa zehnfache an (—2,3-10'2 + 5107 min'l) (n =6, P <0,05 gegen den Mangan-
induzierten Quench ohne NMDG', paariger Students-t-Test; Abb. III 6A). Dieser
Effekt wurde nicht durch eine vorherige SERCA-Blockade beeinflusst. In
Anwesenheit des Blockers CPA stieg die NMDG "-induzierte Quench-Rate auf einen
Wert von -3,2:102 % 8:10° min™' (Abb. Il 6B; n = 8, P > 0,05 versus NMDG -
induzierten Quench in Abwesenheit von CPA). Eine Verminderung der

Austauscheraktivitit nach Speicherentleerung liegt also nicht vor.
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Abb. III 6A: Durch die Gabe einer Na'-freien 140 mmol-1™! NMDG-CI-Tyrode
Losung wird der Na'/Ca**-Austauscher in seiner Arbeitsrichtung umgekehrt. Das
extrazelluldr angebotene Mn*" wird iiber den Austauscher anstelle von Ca’" in die
Zelle transportiert. Durch die Gerade wird angezeigt, dass die Quench-Rate innerhalb
kurzer Zeit steigt. B: Eine vorherige Speicherentleerung durch SERCA-Blockade
verandert die Stirke des NMDG -induzierten Quenchs nicht; Statistik siche Text.
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2 Einfluss von Ryanodin auf den intrazelluliren Ca2+-Spiegel

Offensichtlich ist eine Hemmung des Na'/Ca®’-Austauschers nicht fiir die
verminderte Austauscherantwort, d.h. fiir den verminderten [Ca2+]i-Anstieg, auf Na'-
freie Losung verantwortlich. Die beobachtete Sensitivitiat gegeniiber einer SERCA-
Blockade konnte aber auch folgende Ursache haben: Durch einen Anstieg des
intrazelluldren Caz+-Spiegels nach der Austauscher-Umkehr konnte ein positiver
Riickkopplungs-Mechanismus fiir Ca2+, ein sogenannter Ca’’-induzierter Ca>'-
Release (CICR), ausgelost werden. Ryanodin, ein Alkaloid aus der Pflanze Ryana
speciosa, wirkt als Agonist an Ca'-sensitiven intrazelluliren Ca>’-Kanilen
(Coronado et al. 1994). Aus der Literatur ist eine stimulierende oder hemmende
Wirkung von Ryanodin, abhingig von der Konzentration, auf den CICR bekannt
(Hwang & van Breemen 1987; Coronado et al. 1994; Sorrentino 1995; Franzini-

Amstrong & Protasi 1997; Ozawa 2001).

Um eine mogliche konzentrationsabhidngige Wirkung von Ryanodin an
Kolonkrypten feststellen zu kénnen, wurden im Rahmen dieser Arbeit Ryanodin-
Konzentrationen im Bereich von 107 bis 3:10% mol-1™! eingesetzt. Bei kumulativer
Gabe flihrte Ryanodin in allen getesteten Konzentrationen (zwischen 107 und 3-107*
mol-l'l) zu einer ErhShung des intrazelluldren Ca®*-Spiegels (Abb. III 7A). Aus diesen
Versuchen kann also bis zu einer Konzentration von 3-10% mol-1! keine Hemmung

durch Ryanodin nachgewiesen werden.

In einer zweiten Versuchsserie wurde zur Uberpriifung dieser Beobachtung
direkt, d.h. ohne Vorstimulation durch niedrige Konzentrationen, eine hohe
Konzentration an Ryanodin den Krypten appliziert. Erstaunlicherweise wurde dann
aber kein Anstieg des [C212+]i beobachtet. Unter diesen Bedingungen fiihrte die hohe
Ryanodin-Konzentration sogar zu einem leichten Abfallen des intrazelluldren Ca?’

(die Fura-2-Ratio sank um —0,17 + 0,13 innerhalb von 20 min, n = 8, p > 0,05
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gegeniiber der Basallinie). An dieser Stelle kann nur spekuliert werden, dass die hohe
Ryanodin-Konzentration zu einer Blockade des CICR fiihrt, solange keine vorherige

Stimulation der Rezeptoren (wie bei der kumulativen Gabe) stattgefunden hat.
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Abb. IIT 7 A: Bei kumulativer Gabe fiihren alle getesteten Ryanodin-Konzentrationen
zu einem Anstieg des Fura-2-Fluoreszenzverhéltnisses (Originalkurvenverlauf; Bsp.
fiir n = 8). B: Konzentrationsabhéngiger Anstieg des Fluoreszenzverhiltnisses von
Fura-2 (A Ratio) durch Ryanodin gegeniiber der vorherigen Basallinie (dargestellt sind
Mittelwerte + SEM, n =8, * P < 0,05 versus Basallinie; paariger Students-t-Test).
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Nachdem die Wirksamkeit von Ryanodin am Kolonepithel der Ratte gezeigt
werden konnte, wurde in den weiterfithrenden Untersuchungen mit einer Ryanodin-

Konzentration von 10" mol-1"! gearbeitet (Abb. III 8).
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Abb. 111 8: 10 mol-1™! Ryanodin fiihrt zu einer Erh6hung der intrazelluldaren Ca’'-
Konzentration. Der dargestellte Kurvenverlauf ist reprasentativ fiir 6 Krypten. Statistik
siche Abb. I1I 9B.

Zum weiteren Beweis flir die funktionelle Expression des Ryanodinrezeptors
wurde ein bekannter Inhibitor der Ca*'-sensitiven intrazelluliren Ca®’-Speichern,
Ruthenium Rot (Sorrentino 1995; Franzini-Amstrong & Protasi 1997), eingesetzt.
Ruthenium Rot wurde dem Superfusionsmedium in einer Konzentration von 5 107
mol-1"! zugesetzt. In Anwesenheit von Ruthenium Rot verursachte Ryanodin (10'6

mol-1"! keinen Anstieg des Fura-2-Fluoreszenzverhéltnisses mehr (Abb. III 9).

61



Ergebnisse

>

0

=

:E 1,2

E g 10 - 10 min

N o y

S ®

ﬁ ™

N ~ 0,8 1.

o C

E? % 0,6

AN

© 04 - 1 uM Ryanod
S MM Ryanodin
L 50 uM Ruthenium Rot

0o

04 T
%) 0,3
=
O
5 02
e O
T3
N 01 -
=
S E
L o _
o3 00
®
2 -01 A
<

0,2

Ryanodin Ryanodin mit
Ruthenium Rot

Abb. IIT 9A: In Anwesenheit von 5 - 10-3 mol-I-1 Ruthenium Rot ist Ryanodin (10-6
mol-1-1) nicht mehr in Lage einen Anstieg des Fura-2-Fluoreszenzverhiltnisses zu
bewirken (vergleiche hierzu Abb. III 8). B: Ryanodin-induzierter Anstieg der Fura-2
Ratio (A Ratio) ohne (grauer Balken) und mit Ruthenium Rot (schwarzer Balken); n =
6; * P < 0,05 gegeniiber dem Anstieg in Abwesenheit von Ruthenium Rot; dargestellt
sind Mittelwerte + SEM.
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3  Wirkung der Ryanodinrezeptor-Blockade auf den intrazelluliren Ca’'-

Spiegel

In Kapitel III 1 wurde beschrieben, dass eine Entleerung intrazelluldrer Ca’"'-
Speicher die Antwort des Na+/Ca2+—Austauschers, der im Influx-Modus arbeitet,
vermindert. Zu diesem Zeitpunkt der Untersuchungen kam die Uberlegung auf, ob ein
CICR als Verstirkermechanismus bei der Ca’’-Antwort nach Umkehr des
Austauschers beteiligt ist. Um dies zu iliberpriifen wurde erneut Ruthenium Rot als
Blocker des CICR genutzt. Unter Kontrollbedingungen wurde durch die Na'-freie
NMDG-CI Tyrode Losung ein Anstieg der Fura-2-Fluoreszensratio von 0,55 + 0,12
nach 5 min erzielt (n = 9). In Anwesenheit von Ruthenium Rot (5-10'5 mol-l'l) betrug
dieser Anstieg nur noch 0,11 £ 0,04 (n = 5, P < 0,05 gegeniiber dem NMDG™-
induzierten [Caz+]i-Anstieg in Abwesenheit von Ruthenium Rot; unpaariger Students-
t-Test). Die Reaktion des Na'/Ca®*-Austauschers scheint also durch eine Ca’*-
Freisetzung aus intrazelluldren Speichern positiv verstiarkt zu werden. In Abb. III 10
wird die Beeinflussung des intrazelluldren Ca2+-Spiegels durch eine Umkehr des
Na'/Ca®*-Austauschers unter unterschiedlichen Bedingungen noch einmal

zusammenfassend dargestellt.
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Abb. III 10: Unter Kontrollbedingungen fiihrt eine Na ' -freie NMDG-CI-Tyrode
Losung durch Umkehr des Na'/Ca**-Austauschers zu einem Anstieg des Fura-2
Fluoreszenzsignals (schwarze Séule). Nach einer Speicherentleerung durch CPA ist
der durch Umkehr des Austauschers resultierende Anstieg des Fura-2-
Fluoreszenzsignals deutlich geringer (dunkelgraue Saule). Das Gleiche gilt, wenn
Ryanodinrezeptoren durch Ruthenium Rot blockiert werden (hellgraue Sdule); n=6 -
9 ;* P <0,05 gegen die Kontrolle; unpaariger Students-t-Test; dargestellt sind
Mittelwerte = SEM.

4  Einfluss von Koffein auf den intrazelluliren Caz+-Spiegel

Das Methylxantin Koffein wird ebenfalls als ein Verstirker des CICR angesehn
(Sorrentino 1995). Es ist generell anerkannt, dass Koffein die Sensibilitit des
Ryanodinrezeptors gegeniiber Ca®" erhdht (Lee at al. 1995). Auch an isolierten
Kolonkrypten war es moglich durch Koffein (10_2 mol-l'l) einen Anstieg des
intrazelluldren Ca2+—Spiegels zu bewirken. Dies spiegelte sich in dem Fura-2-
Fluoreszenzverhiltnis, das durch Koffein von einem Basalwert von 1,3 + 0,2 auf ein

Maximum von 1,7 + 0,2 anstieg (n = 10; P < 0,05; paariger Students-t-Test).
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5  Wirkung des physiologischen Ryanodinrezeptor Agonisten cADP-Ribose

Der Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid(NAD")-Metabolit, zyklische ADP-Ribose
(cADP-Ribose), ist als physiologischer Agonist an Ryanodinrezeptoren bekannt
(Galione et al. 1991; Lee et al. 1995; Clementi et al. 1996; Lee 1999; Galione &
Churchill 2000). Um die Wirkung von cADP-Ribose an Kolonkrypten der Ratte zu
untersuchen, war es auf Grund der MolekiilgroBe (541,3 D) und der Struktur
notwendig, die Zellen mittels Saponin (10 mg-l'l) zu permeabilisieren (Schulz 1990).
Dieses pflanzliche Glykosid wirkt als mildes nicht ionisches Detergenz. Durch eine
Komplexbildung mit Membran-Cholesterol (und anderen unkonjugierten B-
Hydroxysterolen) formt Saponin Poren, die fiir Molekiile bis zu 200 kD permeabel
sind. Da durch diese Poren auch Fura-2 aus der Zelle austreten kann, ist es notwendig,
auch im Superfusionsmedium freies Fura-2 (5-10'6 mol-l'l) anzubieten, so dass die
permeabilisierten Zellen nicht an dem Farbstoff verarmen konnen. Bereits vor der
Permeabilisierung wurden die Zellen in einer intrazellular-dhnlichen Losung inkubiert;
diese Losung wurde auch in der restlichen Zeit des Versuches verwendet. Die
Permeabilisierung selbst verursachte immer einen steilen Anstieg des Fura-2
Fluoreszenz-Verhiltnisses. Diesem Anstieg liegt vermutlich die niedrige Ca’'-Puffer-
Kapazitit der intrazellular-dhnlichen Losung zugrunde (EGTA 0,1 mmol-l'l). Fiir in-
vitro Messungen wird von manchen Autoren eine millimolare Ca’"-Puffer
Konzentration empfohlen, um das Fura-2 Signal nicht durch eine Ca’’-Kontamination
der Losung zu beeinflussen (Baylor & Hollingworth 2000). Da es bei einer EGTA-
Konzentration im millimolaren Bereich nicht ausgeschlossen werden kann, dass es zu
einer Entleerung der intrazelluldren Caz+—Speicher kommt (Frings et al. 1999), wurde
in den hier durchgefiihrten Versuchen eine 0,1 mmol-1™! EGTA-Lo6sung eingesetzt.
Zugabe von cADP-Ribose (10'5 mol-l'l) l6ste einen weiteren Anstieg des

Fluoreszenzverhéltnisses aus (Abb. III 11). Innerhalb von einer Minute stieg das
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Fluoreszenzverhéltnis um 0,13 £+ 0,04 (n = 8; P < 0,05, paariger Students-t-Test gegen

die vorherige Basallinie).
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Abb. III 11: In mit Saponin (10 mg-l'l; karierter Balken) permeabilisierten Krypten
verursacht cADP-Ribose (10'5 mol-l'l; grauer Balken) einen signifikanten Anstieg der
[Ca2+]i, erkennbar durch einen Anstieg des Fura-2-Fluoreszenzverhiltnisses. Der
Original-Kurvenverlauf ist repriasentativ fiir § Experimente; Statistik s. Text.

Wie es auch beim Ryanodin-Effekt der Fall war, konnte die cADP-Ribose-
Wirkung durch 5-10° mol1"" Ruthenium Rot gehemmt werden (Abb. III 12). In
Anwesenheit dieses Inhibitors konnte nur ein kleiner Abfall des Fluoreszenz-
Verhiltnisses (A Ratio nach einer Minute in cADP-Ribose: —0,024 + 0,026, n =5, p >
0,05, paariger Students-t-Test) beobachtet werden. Im Gegensatz zu seiner Wirkung an
intakten Zellen (vergl. Abb. III 9A), verursachte Ruthenium Rot in den
permeabilisierten Zellen einen Anstieg des intrazelluldren Ca2+—Spiegels. Die
Begriindung fiir diesen paradoxen Anstieg ist moglicherweise in der hoheren

Konzentration von Ruthenium Rot zu finden, die unter den Bedingungen einer
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Permeabilisierung im intrazelluldiren Raum herrscht. Durch das stirkere Anfluten der
Substanz kann es zu mdglichen Nebeneffekten, wie z.B. einer Hemmung von Ca*-

ATPasen, kommen (Alves et al. 1986; Taylor & Board 1998; Watanabe et al. 2002).
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Abb. III 12: Der cADP-Ribose-Effekt wird durch Ruthenium Rot (5-10'5 mol-l'l;
schwarzer Balken) unterdriickt. Der Original-Kurvenverlauf ist reprasentativ fiir 5
Experimente; Statistik s. Text.
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6  Beteiligung des Ryanodinrezeptors an der Caz+-abh£ingigen CI'-Sekretion

am intakten Kolonepithel

Die

folgenden Experimente dienten der Frage, ob die funktionell

nachgewiesenen Ryanodinrezeptoren eine Rolle bei der Steuerung von Sekretions-

prozessen am Kolonepithel der Ratte spielen.

In Ussingkammer-Experimenten wurde durch Ryanodin ein konzentrations-

abhéngiger Anstieg des Kurzschlussstroms (I ) evoziert (Abb. III 13). Ein Anstieg des

I, wird zum tiberwiegenden Teil von einer Anionen-Sekretion getragen.
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Abb. III 13: Ryanodin (auf der mukosalen und serosalen Seite appliziert) induziert im
Kolonepithel der Ratte einen konzentrationsabhidngigen Anstieg des I, gegeniiber der
Basallinie (A I,.). Vor der Gabe jeder neuen Konzentration wurde die Badlosung auf
jeder Seite des Gewebes dreimal gegen frischen Puffer getauscht. Die Werte sind
Mittelwerte = SEM, n = 6. * P < 0,05 versus der Basallinie vor Ryanodin Gabe

(paariger Students-t-Test).
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Um die oben geduBlerte Vermutung, dass Ryanodinrezeptoren eventuell in der
Vermittlung einer Ca2+—abhéingigen CI'-Sekretion beteiligt sind, zu {iberpriifen,
wurden wiederum die Blocker dieses Rezeptors genutzt. Durch den Muskarinrezeptor-
Agonist Carbachol (5-10'5 mol-1"!; serosale Seite) wird eine Ca2+—abhéingige CI'-
Sekretion ausgeldst. Carbachol verursacht dabei eine komplexe Verdnderung des
Kurzschlussstroms (Abb. III 13): Ein initialer Peak ist von einem biphasischen Abfall
des I, gefolgt (Strabel & Diener 1995). Der Peak erreichte ein Hohe von 10,8 + 1,1
;LEq-h'l-cm'2 iiber der vorherigen Basallinie. 10 min nach Applikation der Substanz
war der I bereits wieder auf einen Wert von 3,0 £ 0,7 qu-h’l-cm'2 iiber der
Basallinie gesunken (n = 8, P < 0,05 versus Basallinie fiir beide; paariger Students-t-

Test; Abb. III 14).
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Abb. III 14: Der Original-Kurvenverlauf (reprisentativ fiir 8§ Experimente) zeigt die
komplexe Wirkung des Muskarinrezeptor-Agonisten Carbachol (5- 10 mol-1"! auf der
serosalen Seite; weiler Balken) auf den I, im distalen Kolon der Ratte; Statistik siche
Text.
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Ruthenium Rot (5- 10 mol-I'}; serosal) verursachte einen zweiphasigen Wechsel

des I_.; ein voriibergehender Abfall von —0,6 + 0,1 qu-h'l-cm'2 (n=7,P <0,05

se>
versus Basallinie, paariger Students-t-Test) war von einem lang anhaltendem Anstieg
auf 2,2 + 0,3 qu-h'l-cm'2 tiber der vorherigen Basallinie (n = 7, P < 0,05 versus
Basallinie, paariger Students-t-Test; Abb. III 15) gefolgt. Dieser unerwartete Anstieg
des Kurzschlussstroms konnte durch den Cyclooxygenase-Blocker Indometacin (10'6
mol-1'; serosal) unterdriickt werden. In Anwesenheit von Indometacin betrug der
Anstieg durch Ruthenium Rot nur noch 1,1 £ 0,1 qu-h'l-cm'2 tiber der vorherigen
Basallinie (unpaariger Students-t-Test, P < 0,05 versus Kontrolle, n = 7). Um den
Effekt von Ruthenium Rot auf das enterale Nervensystem zu untersuchen, wurde ein
Blocker spannungsabhingiger Na -Kanile, Tetrodotoxin (TTX), eingesetzt. Durch das
Nervengift des Kugelfisches konnte der Anstieg des Kurzschlussstroms, den
Ruthenium Rot auslost, vermindert werden (Abb. III 17). Ruthenium Rot fiithrt somit
wahrscheinlich subepithelial zu einer Ausschiittung sekretorisch aktiver Substanzen,

wie z.B. Prostaglandinen, die sekreto-motorische Neurone stimulieren, so dass es zu

einem Anstieg des Kurzschlussstroms kommt.

In Anwesenheit von Ruthenium Rot konnte Carbachol immer noch zu einem
Anstieg des I, fithren. Allerdings war dieser Anstieg nur voriibergehend; bereits nach
10 min war der I, auf einen Wert gefallen, der um —1,9 = 0,4 qu-h’l-cm'2 unterhalb
des alleine durch Ruthenium Rot ausgelosten I, lag (n = 7, P < 0,05, paariger
Students-t-Test). Der Einsatz einer niedrigeren Konzentration von Ruthenium Rot, wie
sie z.B. in Fura-2 Experimenten eingesetzt wurde (5-10'5 mol-l'l), zeigte keine
Wirkung; vermutlich, da in der intakten Schleimhaut im Vergleich zu isolierten

Krypten zusitzliche Diffusionsbarrieren vorhanden sind (Daten nicht aufgefiihrt).
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Abb. III 15: In Anwesenheit von Ruthenium Rot (5- 10 mol-l'l; Applikation auf der
serosalen Seite; schwarzer Balken) ist die Carbachol-Wirkung zeitlich verkiirzt.
Ruthenium Rot selbst induziert einen Anstieg des L. Die Originalkurve ist
reprasentativ fiir 7 Versuche (Statistik sieche Text).

Auch durch eine hohe Konzentration von Ryanodin (10'3 mol-1"! mukosal und
serosal) konnte der Carbachol induzierte Kurzschlussstrom gehemmt werden (Abb. III
15). Eine Applikation der Substanz in der zweiten, abfallenden Phase der Carbachol-
Antwort verursachte ein rasches Sinken des I, um —1,4 + 0,3 qu-h'l'cm'2 n=7,P<
0,05 versus I, vor Ryanodin-Gabe, paariger Students-t-Test) innerhalb von 3 min. In
einer zeitabhdngigen Kontrolle sank der I, nur um -0,7 + 0,2 qu-h'l-cm'2 (n=8,P<
0,05 versus Abfall in Anwesenheit von Ryanodin, unpaariger Students-t-Test). Wie
im Falle von Ruthenium Rot mussten innerhalb der Ussingkammer-Experimente auch
hohere Konzentrationen an Ryanodin (10'3 mol1"! anstelle von 3-107 mol-l'l)

verwendet werden als in den Fura-2-Versuchen.
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Abb. III 16: Hoch-konzentriertes Ryanodin (10'3 mol-1"! auf der mukosalen und
serosalen Seite; schwarzer Balken) fiihrt zu einer Hemmung des Carbachol-induzierten
I .. Die Originalkurve ist reprasentativ fiir 7 Experimente; Statistik s. Text.
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Abb. III 17: Der durch Ruthenium Rot (5- 10* mol-1"! serosale Seite) verursachte
Anstieg des I wird in Anwesenheit von Tetrodotoxin (TTX; 10® mol-I"! serosale
Seite) unterdriickt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 7 bis 8 Versuchen = SEM
(grauer Bereich). Der maximale Anstieg durch Ruthenium Rot betrug in Anwesenheit
von TTX 0,8 £ 0,2 qu-h'l‘cm'2 (unpaariger t-Test, P<0,05 versus Kontrolle).
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Innerhalb einer weiteren Versuchsreihe sollte ermittelt werden, ob Ryanodin den
Carbachol-induzierten Anstieg des [Caer]i in Fura-2 beladenen Krypten beeinflusst.
Eine Konzentration von 5-10° mol-I"! Carbachol verursachte einen Anstieg des Fura-2
Fluoreszenzverhéltnisses, mit einem maximalen Anstieg von 0,32 + 0,13. Innerhalb
von 3 Minuten war die Fluoreszenz-Ratio bereits auf ein ,,Plateau* gefallen, dass nur
noch um 0,20 + 0,09 (n = 7) oberhalb der Basallinie lag. Beide Werte wurden durch
3-10* mol ! Ryanodin vermindert, allerdings nicht vollstindig unterdriickt. In
Anwesenheit dieses Blockers betrug der maximale Anstieg durch Carbachol nur noch
0,20 = 0,05 und das Plateau nur noch 0,10 + 0,04 (n = 6); Durch die hohe Variabilitét
der Carbachol-Antwort in den Fura-2 Experimenten an isolierten Krypten konnte fiir

diese Daten keine statistische Signifikanz erreicht werden.

7  Molekularbiologischer Nachweis des Na*/Ca’*-Austauschers

Fiir den molekularbiologischen Nachweis des Na*/Ca®"-Austauschers wurden
Primer eingesetzt, die anhand der Sequenz des NCX-Subtyp-1 der Ratte ausgesucht
wurden. Als Referenzgewebe diente die Herzmuskulatur der Ratte. Zur Kontrolle der
Reaktion wurde je Gewebe eine Positivkontrolle eingesetzt, in der die ubiquitir
vorkommende mRNA fiir das Enzym Glyceraldehyd-3-phosphat Dehydrogenase
(GAPDH) nachgewiesen wurde. Die PCR-Produkte wurden auf ein einprozentiges
Agarose Gel aufgetragen und anschlieBend unter Fluoreszenzlicht beurteilt. Abb. 11
18 zeigt den Nachweis der Existenz der mRNA eines Na'/Ca®'-Austauschers im
Kolonepithel der Ratte. Sowohl in der cDNA, die aus dem Herzmuskel der Ratte
gewonnen wurde, als auch in der cDNA aus isolierten Krypten kann mit dem NCX-
Primerpaar eine Bande entsprechender Grofe (812 bp) nachgewiesen werden. Positiv

(GAPDH)- und Negativ (H,0)-Kontrolle zeigen die erwarteten Ergebnisse.
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Abb. III 18: Die Primerpaare fiir den Na'/Ca®*-Austauscher Subtyp-1 (NCXT1) und
des Housekeeping-Gens GAPDH amplifizieren innerhalb einer PCR-Reaktion DNA-
Abschnitte in entsprechender Lénge (s. Kap. II 4). A: cDNA aus der Herzmuskulatur
diente als Positivkontrolle. B: Auch in Epithelzellen des Rattenkolons konnte ein
Na'/Ca?*-Austauscher nachgewiesen werden.
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IV Diskussion

Calcium ist ein bedeutender Signal-Botenstoff in allen Zellen. Am Epithel des
Rattenkolons vermittelt Ca>" sekretorische Prozesse. Um seiner Rolle als Botenstoff
nachkommen zu koénnen, muss die intrazelluldre Konzentration des Ions ([Ca2+]i )
schnell und prizise reguliert werden kénnen. Die bis zum Zeitpunkt dieser Arbeit am

Kolonepithel bekannten Signalwege sind in Abb. IV 1 zusammengestellt:
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Zellmembran

||:>3 — ™ ca®*- Speicher
DAG

2+
f Ca C&
selbstverstirkende Effekte Effekte auf andere lonenstrome

Kapazitativer Kationen-Einstrom Offnung basolateraler Ca2+-abhéngiger K'-Kanale
(Uberwiegend Na*)

2+ . Hyperpolarisation
Hemmung des Ca“-Ausstroms Uber den

+ 2+ .
Na'/Ca"-Austascher (durch den erhohten [Na‘]i) CF -Sekretion

Abb. IV 1: Schematische Darstellung des Ca2+—Signalweges am Kolonepithel.
G = G-Protein; PLC = Phospholipase C; IP; = Inositol-1,4,5-trisphosphat; DAG =
Diacylglycerol; PIP, = Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat.

Die in dieser Arbeit prisentierten Ergebnisse zeigen weitere Erkenntnisse zur

Regulation des Na"/Ca**-Austauschers auf und beweisen die Existenz eines positiven

Riickkopplungs-Mechanismus fiir Ca”" iiber Ryanodinrezeptoren am Kolonepithel.
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1 Der Na+/Ca2+-Austauscher

Priméres Ziel der Untersuchungen war eine genauere Charakterisierung des
Na+/Ca2+—Austauschers, der kiirzlich am Kolonepithel funktionell nachgewiesen
werden konnte (Seip et al. 2001). Dazu gehorte sowohl ein molekularbiologischer

Nachweis als auch die genauere Untersuchung seiner Funktion.

1.1 Molekularbiologischer Nachweis des Na"/Ca®” -Austauschers

Nachdem der funktionelle Nachweis des Na'/Ca”*-Austauschers bereits erbracht
worden ist, sollte im Rahmen dieser Arbeit mittels PCR auch ein
molekularbiologischer Nachweis gefiihrt werden. Auf Grund der hohen Homologie
zwischen den Austauscher-Subtypen (80 — 95 %; Kraev et al. 1996) eignet sich die
PCR nicht fiir eine Unterscheidung zwischen NCX-1 bis -3. Um solch eine
Unterscheidung zu treffen, wére eine immunhistochemische Untersuchung mit
Antikorpern, die speziell gegen die einzelnen Austauscher-Subtypen gerichtet sind,
geeignet. Auf eine solche Untersuchung wurde jedoch verzichtet, da sich das

urspriingliche Ziel der Arbeit im Laufe der Untersuchungen verschob.

Da der Subtyp-1 des Na'/Ca?"-Austauschers die weiteste Gewebeverteilung
zeigt, wurden die Primer, die fiir die PCR genutzt wurden, anhand der Basensequenz
des NCX-1 der Ratte ausgewdhlt. Dieses Primerpaar fiihrt sowohl in cDNA, die aus
Kryptenzellen gewonnen wurde, sowie in der cDNA des Kontrollgewebes (Herz) zu
einer Amplifikation von Fragmenten mit einer Ldnge von ca. 800 bp (s. Abb. III 18).
Vergleicht man diesen Wert mit der gewiinschten Fragmentldnge von 812 bp (s. Kap.
IT 4), erkennt man, dass es sich tatsdchlich um ein Amplifikat aus dem NCX-Gen
handelt. Allerdings kann eine Kreuzreaktion mit einem der anderen Subtypen nicht
ausgeschlossen werden, weswegen man flir eine spezifischere Aussage die

Immunhistochemie hinzuziehen miisste.
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1.2 Regulation des Na"/Ca**-Austauschers

Viele der Mechanismen, die an der Regulation der Ca®"-Homdostase beteiligt
sind, beeinflussen sich gegenseitig. So wird z.B. der nicht-selektive Kationenkanal am
Kolonepithel der Ratte durch eine Entleerung der intrazelluldren Ca2+-Speicher
gedffnet und weiteres Ca*’ kann, gemeinsam mit anderen Kationen, in die Zelle
einstromen. Durch die unmittelbare Nachbarschaft, die der Na'/Ca®*-Austauscher in
einigen Geweben zu den intrazelluldren Ca2+-Speichern (Goldman et al.1994; Chen et
al. 1995) hat, scheint eine Interaktion zwischen diesen beiden Strukturen
wahrscheinlich zu sein. Ob solch eine Interaktion besteht, war eine der

Ausgangsfragen dieser Arbeit.

Zur Speicherentleerung ~ wurden ~ Blocker  der sarkoplasmatisch-
endoplasmatischen-Retikulum Ca’"-ATPase (= SERCA) verwendet. Durch die
SERCA-Blockade wird die Wiederaufnahme von Ca’’ in intrazelluldre Speicher
verhindert, so dass die Ca2+-Speicher langsam entleert werden. Die Wirksamkeit der
SERCA-Blockade zeigt sich in Fura-2-Experimenten durch eine Erhohung des
intrazelluldren Ca2+-Spiegels, was durch einen Anstieg des Fura-2-
Fluoreszenzverhiltnisses erkennbar ist. In einer Serie vorbereitender Versuche wurde
die Wirksamkeit von drei verschiedenen SERCA-Blockern getestet. Alle getesteten
Blocker (Thapsigargin, BHQ, CPA) bewirkten einen deutlichen Anstieg des
intrazelluldren Ca2+-Spiegels (Abb. III 1). Die Wirkstiarke der einzelnen Blocker
unterschied sich nur geringfiigig, so dass jeder der Blocker fiir den FEinsatz in
weiterfiihrenden Experimenten prinzipiell geeignet war. Da CPA in parallel
durchgefiihrten Ussingkammer-Experimenten am deutlichsten wirkte (Daten nicht

gezeigt), wurde fiir die weiteren Versuche CPA zur Speicherentleerung eingesetzt.

Um die Funktion des Na'/Ca’"-Austauschers zu untersuchen, wurde in der
Superfusion Na" dquimolar durch das impermeable Kation NMDG " ersetzt. Dadurch

wurde der physiologisch in die Zelle gerichtete Na'-Gradient umgekehrt. Infolge
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dessen wurde die Transportrichtung des Na'/Ca?*-Austauschers umgekehrt, so dass er
nun im Ca?*-Influx-Modus arbeitete, was durch einen Anstieg des Fura-2 Fluoreszenz
Verhiltnisses deutlich wurde (Abb. III 2). Durch eine Ca2+—Speicherentleerung wurde
der durch eine Na'-freie NMDG-Cl-Superfusion ausgeldste [Ca2+]i-Anstieg, im
Vergleich zu einer Kontrolle, vermindert (Abb. III 2, 3 und 4). Dieses Ergebnis weist
darauf hin, dass tatséchlich eine Interaktion zwischen Ca2+-Speichern und Na'/Ca**-
Austauscher stattfinden konnte, d.h. eine vorherige Speicherentleerung fiihrt
moglicherweise zu einer Hemmung des Carriers. Allerdings erlauben diese Daten
nicht, zu unterscheiden, wodurch der Anstieg des intrazelluldren Ca?’ bedingt ist.
Erhoht sich der intrazelluldre Ca2+—Spiegel, allein durch einen Ca”>*-Einstrom aus dem
Extrazellularraum, also iiber den Na+/Ca2+-Austauscher, oder ist z.B. zusétzlich eine

Ca2+—Freisetzung aus intrazelluldren Speichern beteiligt?

Im Falle einer Beteiligung der intrazelluldren Speicher ist eine vorherige
Speicherentleerung logischerweise von einer Verminderung des Ca2+—Signals nach
Umkehr des Na'/Ca®"-Austauschers gefolgt. Um das differenzieren zu kénnen, wurde

die Mangan-Quench-Technik (Xu et al. 1994) eingesetzt.

1.3 Nachweis einer positiven Riickkopplung zur Verstirkung des Ca2+-Signals

Um nachzuvollziehen, ob eine Hemmung des Na*/Ca?"-Austauschers durch die
Speicherentleerung stattfindet, war es notig, den Ca’’-Einstrom aus dem
Extrazellulairraum direkt nachzuweisen. Dazu wurde die Mangan-Quench-Technik
verwendet. Mangan wird dabei im Extrazellulirmedium angeboten und durch seine,
dem Ca*" dhnlichen, Ladungseigenschaften wie Ca’" in die Zelle aufgenommen.
Intrazellulir bindet Mn®>' an Fura-2. Der entstehende Chelatkomplex ist nicht
fluoreszierend, ein Mangan-Einstrom zeigt sich daher in einem Abfall des
Fluoreszenzsignals (= Quench). In diesem Fall muss das Préparat am isoemissiven

Punkt mit eine Wellenlinge von 360 nm angeregt werden, um die Messung
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unabhiingig von Anderungen des intrazelluliren Calciumspiegels durchfiihren zu
konnen. Unter diesen Bedingungen wurde die gleiche Versuchsanordnung verwendet
wie in Kap. IV 1.2 beschrieben. Nach Umkehr des Na'/Ca**-Austauschers durch eine
Na'-freie NMDG-CI-Tyrode sank das Fluoreszenzsignal deutlich. Durch den Mn**-
Einstrom iiber den Na'/Ca’'-Austauscher kam es zu einem verstirkten Quenchen des
Fura-2-Signals. Die Quench-Rate, die dem Abfall der Fluoreszenzkurve entspricht (s.
Kap. III 1), zeigte keinen Unterschied, wenn vor der Superfusion mit einer Na ' -freien
Tyrode die intrazelluldaren Speicher durch SERCA-Blockade entleert wurden (s. Abb.
11 6).

Die anfangliche Vermutung, dass eine Entleerung intrazellulédrer Ca2+-Speicher
zu einer Hemmung des Na/Ca**-Austauschers fiihrt, wurde also nicht bestatigt.
Welche andere Interaktion zwischen intrazelluldren Ca2+-Speichern einer- und dem
Austauscher andererseits wiirde den verminderten Ca2+—Anstieg durch den

umgekehrten Na'/Ca®"-Austauscher nach Speicherentleerung erkléren?

Wird der Ca2+—Anstieg infolge einer Umkehr des Na'/Ca®*-Austauschers nicht
allein durch den Einstrom von auflen induziert, liele sich das beobachtete Phdnomen
erkliren. Falls der Ca’'-Einstrom intrazelluldr eine positive Riickkopplung auslost,
wiirde sich die Antwort des Na'/Ca’'-Austauschers aus zwei Komponenten
zusammensetzen: Erstens einem Einstrom von auBen und zweitens einer Ca’'-
Freisetzung aus intrazelluliren Reserven. Fillt in so einem Fall die zweite
Komponente weg, vermindert sich der absolute Anstieg des intrazelluldren Ca’'-
Spiegels. Da eine Entleerung intrazelluldrer Ca2+—Speicher zu einer Verminderung der
Austauscherantwort fiihrt, liegt der Riickschluss nahe, dass der Ca”"-Eintritt iiber den
Na'/Ca**-Austauscher intrazellulir zu einer Ca2+-Freisetzung aus intrazelluldren
Ca2+—Speichern filhrt. Diese Hypothese sollte in den folgenden Experimenten

untersucht werden.
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2 Intrazellulire Ca2+-Speicher und Kanile

In fast allen Zellen spielen intrazelluldre Ca2+-Speicher eine essenzielle Rolle bei
der Kontrolle des zytosolischen Caz+-Spiegels. Zellorganellen, wie z.B. Mitochondrien
und das endoplasmatische Retikulum (ER), dienen als Ca2+-Speicher. Ein Ausstrom
von Ca’’ aus diesen Speichern kann z.B. durch eine Erhdhung der intrazelluldren
Ca?*-Konzentration ausgelost werden, aber auch durch Botenstoffe wie z.B. IP;.
Mitochondrien scheinen allerdings unter physiologischen Bedingungen keine
besondere Rolle wihrend einer Signaliibertragung zu spielen, da sie erst durch abnorm
hohe Ca’’-Konzentrationen stimuliert werden (Lee 1999). Das endoplasmatische
Retikulum, bzw. im Muskel das sarkoplasmatische Retikulum, wird prinzipiell in den
Ca2+-Signalweg einbezogen. Dabei scheint das endoplasmatische Retikulum nicht nur
auf Stimulation durch IP;, sondern auch auf zyklische ADP-Ribose (cADP-Ribose),
einen weiteren Botenstoff, zu reagieren (Lee 1999). Neben den bisher beschriebenen
Ca2+-Speichern vermutet Lee die Existenz eines weiteren Ca2+-Speichers, der sensitiv

auf NAADP (= Nikotinsdure-Adenin-Dinukleotid-Phosphat) reagiert.

Eine herausragende Rolle unter den intrazelluldren Ca’’-Kanile spielen der IP;-
Rezeptor und der Ryanodinrezeptor (Leite et al. 2002). Der IP;-Rezeptor bindet den
ubiquitdr vorkommenden second messenger Inositol-1,4,5-trisphosphat und ist in die
Signalkaskade nach Stimulation muskarinerger Rezeptoren (Abed-Latif 1986;
Lindqvist et al.1998; s. Abb. IV 1) eingebunden. Die weite Verbreitung IP;-sensitiver
Rezeptoren in erregbaren und nicht erregbaren Zellen ist seit langem bekannt. Der
zweite der intrazelluliren Ca’'-Kanile reagiert empfindlich auf das pflanzliche
Alkaloid Ryanodin, weswegen dieser Rezeptortyp als Ryanodinrezeptor bezeichnet

wird.
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3 Funktioneller Nachweis eines Ryanodinrezeptors am Kolonepithel der Ratte

3.1.1 Biphasische Ryanodinwirkung

Ryanodinrezeptoren verstirken in vielen Zellen intrazelluldre Ca2+-Signale durch
eine positive Riickkopplung. Ryanodin ist ein Agonist an diesen intrazelluldren Ca**-
sensitiven Rezeptoren Auch am Kolonepithel der Ratte fiihrt Ryanodin zu einer Ca**-
Freisetzung aus intrazelluldren Speichern. Das ist an dem konzentrationsabhéngigen
Anstieg des Fura-2-Fluoreszenzverhiltnisses zu erkennen (s. Abb. III 7). Von vielen
anderen Geweben ist bekannt, dass Ryanodin in Abhédngigkeit von der Konzentration
unterschiedliche Wirkungen aufweist (Hwang & van Breemen 1987; Coronado et al.
1994; Sorrentino 1995; Franzini-Amstrong & Protasi 1997; Ozawa 2001). In niedrigen
Konzentrationen stimuliert es einen CICR, in hohen Konzentrationen hemmt es diesen.
Je nach Zelltyp scheint die Grenze, an der die Wirkung umschligt, zu variieren.
Untersuchungen an Skelett- und Herzmuskelzellen (siche z.B.: Meissner 1986;
Gilchrist et al. 1992; Humerickhouse et al. 1993) sowie an Lebermikrosomen (Bazotte
et al. 1991) =zeigten eine Stimulation des CICR durch niedrigen Ryanodin
Konzentrationen bis zu 107 mol-l'l; oberhalb dieser Konzentration verursachte
Ryanodin eine Hemmung (Coronado et al. 1994). Im Gegensatz dazu kam es bei
Untersuchungen an nicht erregbaren Zellen, wie den Azinus-Zellen der Parotis, erst ab
einer Ryanodin Konzentration von 10 mol1"! zu einer Hemmung des CICR (Ozawa
& Nishiyama 1997). Aus diesem Grund wurde in den vorliegenden Untersuchungen
ein sehr grofer Konzentrationsbereich (10'7 bis 3-10™ mol-l'l) gewihlt. Wurden die
ansteigenden Ryanodin-Konzentrationen additiv appliziert, flihrten alle zu einem
Anstieg des intrazelluldren Ca2+-Spiegels. Auch durch hohere Konzentrationen wurde
keine Hemmung des Ca*"-Release ausgelost, wie man erwartet hitte. Wurde die
hochste Konzentration Ryanodin alleine appliziert, war sie iberraschender Weise nicht

mehr in der Lage, einen Ca2+-Anstieg zu bewirken, es lag also offensichtlich eine
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Hemmung des CICR vor. Uber die Ursache dieser paradoxen Ergebnisse kann nur

spekuliert werden:

Eine mogliche FErklirung konnte sein, dass ein bereits stimulierter
Ryanodinrezeptor, dessen Ca®"-Kanal gedftnet ist, durch ansteigende Konzentrationen
Ryanodin nicht wieder geschlossen werden kann. Diese Erkldrung wiirde aber der
gingigen Vorstellungen der Interaktion zwischen Ryanodin und seinem Rezeptor
widersprechen. Entsprechend seiner beiden Effekte (agonistisch bzw. antagonistisch)
geht man davon aus, dass fiir Ryanodin hoch- und niederaffine Bindungsstellen
existieren (Franzini-Amstrong & Protasi 1997; Ozawa 2001). Franzini-Amstrong &
Protasi beschreiben diesen Effekt als negativ allosterische Hemmung zwischen vier
initial gleichen Bindungsstellen: Das erste Ryanodinmolekiil bindet mit hoher Affinitit
an den offenen Kanal und verhindert sein SchlieBen. Dabei wird die Affinitét fiir eine
Bindung an die verbleibenden drei Bindungsstellen vermindert. Drei weitere
Bindungsschritte folgen, wobei jeder mit einer weiteren Verminderung der Affinitit
verbunden ist. Die sinkende Bindungsaffinitit resultiert dabei aus der Interaktion der
Rezeptormonomere. Ist letztendlich pro Monomer ein Ryanodinmolekiil gebunden,

wird der Kanal blockiert.

Eine weitaus plausiblere Erkldarung fiir die beobachtete, paradoxe Reaktion auf
hohe Konzentrationen Ryanodin konnte in der Beteiligung von IP;-Rezeptoren an der
Ca®"-Antwort liegen. Ein erhohter intrazelluldrer Ca2+-Spiegel wirkt sich positiv auf
die Sensitivitit der IP;-Rezeptoren gegeniiber ithrem Liganden aus (Bezprozvanny et
al. 1991; Thrower et al. 2001; Meldolesi 2002; Schuster et al. 2002). Werden
ansteigende Ryanodin-Konzentrationen kumulativ gegeben, bewirken die niedrigen
Konzentrationen eine Ca2+-Freisetzung aus den intrazelluldren Speichern und damit
eine Erhohung des intrazelluldren Calciums. Im Folgenden sind dann also auch IP;-
Rezeptoren verstdrkt ansprechbar; welchen Anteil sie auf die Erhohung des

intrazelluldren Calciums haben, kann in dieser Versuchsanordnung nicht unterschieden
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werden. Wird Ryanodin direkt hochkonzentriert zu den Krypten gegeben, wird kein
Ca®" freigesetzt, da es sofort zu einer Kanalblockade kommt. Eine Sensibilisierung

von IP;-Rezeptoren findet also nicht statt.

Auch an intaktem Kolonepithel zeigte Ryanodin eine entsprechende Wirkung. In
Ussingkammer-Versuchen wurden Konzentrationen von 10® bis 10° mol1!
eingesetzt. Erst durch die hochste Konzentration wurde ein statistisch signifikanter
Anstieg des Kurzschlussstroms (I,.) ausgeldst. Ein Anstieg des Kurzschlussstroms ist
gleichzusetzen mit einem Anstieg der CI-Sekretion. Das innerhalb der
Ussingkammer-Experimente hohere Konzentrationen Ryanodin als in Imaging
Experimenten benétigt werden, um einen Effekt hervorzurufen, liegt wahrscheinlich
an den zusdtzlichen Diffusionsbarrieren, die die intakte Mukosa im Vergleich zu den

isolierten Krypten besitzt.

3.1.2 Ruthenium Rot verhindert einen CICR

Ruthenium Rot wirkt antagonistisch an Ryanodinrezeptoren und fiihrt zu einer
massiven Hemmung der Rezeptoren (Sorrentino 1995; Franzini-Amstrong & Protasi
1997). In Imaging-Experimenten war es moglich, durch Ruthenium Rot den durch
Ryanodin ausgelosten Anstieg des intrazelluldren Ca2+-Spiegels zu unterdriicken (s.
Abb. III 9). Diese Versuchsreihe liefert einen weiteren Hinweis fiir die funktionelle

Existenz des Ryanodinrezeptors in Kolonkrypten.

3.1.3 Wirkung des intrazelluldren Botenstoffs cADP-Ribose

Die Bedeutung von Ca*" als Signalbotenstoff wurde bereits erwdhnt. Anders als
andere Botenstoffe wie z.B. zyklische Nukleotide wird Ca®" nicht intrazelluldr
synthetisiert, sondern nach Aktivierung der Zelle aus intrazelluldren Speichern
freigesetzt. Da der extrazelluldre Stimulus, der zu einer Ca2+-Freisetzung fithrt, nur
eine Aktivierung membrandrer Rezeptoren bewirkt, ist es nétig, den Abstand zwischen

diesen Rezeptoren und den Ca®"-Kanilen des Speichers mit weiteren Botenstoffen zu
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liberwinden. Ein bedeutender Botenstoff ist hier das IP, das, wie bereits beschrieben,
z.B. nach Muskarinrezeptor-Stimulation synthetisiert wird und zu einer Ca*-

Freisetzung aus den intrazelluldren Speichern fiihrt.

Die Rolle von cADP-Ribose als mdglicher Botenstoff wird diskutiert. Dabei soll
cADP-Ribose  unabhingig vom IP;-Weg iiber ecine Aktivierung von
Ryanodinrezeptoren zu einer Caz+-Freisetzung filhren (Galione & Churchill 2000).
Vermutlich fiihrt cADP-Ribose dabei nicht selbst zur Offnung der Ca’’-Kanile,
sondern sensibilisiert die Ryanodinrezeptoren als Co-Agonist gegeniiber Ca®’ (Lee
1993; Perez et al. 1998; Galione & Churchill 2000). Physiologisch wird cADP-Ribose
intrazellulir durch ADP-Ribosyl-Zyklasen aus NAD' (Nikotinamid-Adenin-
Dinukleotid) synthetisiert. Setzt man es experimentell ein miissen die Zellen
permeabilisiert werden, da cADP-Ribose aufgrund seiner Molekiileigenschaften nicht
in der Lage ist in die Zellen zu diffundieren. Zur Perforation der Zellen wurde Saponin
in einer Konzentration von 10 mg-l'l verwendet; die durch Saponin gebildeten Poren
sind fiir Molekiile bis zu 200 kD durchgéngig. Da unter diesen Versuchsbedingungen
die intrazelluldre Fliissigkeit durch das Superfusionsmedium ausgewaschen wird,
wurde als Superfusion eine Losung verwendet, die in ihrer lonenzusammensetzung der

intrazelluldren Losung entspricht (s. Kap 11 2.2.).

Wie in Abb. III 11 zu erkennen ist, war die Permeabilisierung immer von einem
steilen Anstieg des Fura-2-Fluoreszenzverhiltnisses begleitet. Verschiedene Ursachen
konnen diesem prompten Anstieg des intrazelluldren Ca®" zugrunde liegen. Wiirden
die intrazelluldren Ca2+-Speicher ebenfalls durch Saponin permeablisiert, miisste
aufgrund des hohen Konzentrationsgefilles sofort Ca’" in die Zelle strémen. Nach
Untersuchungen von Schulz (1990) fiihrt Saponin in der verwendeten Konzentration
zwar zu einer Permeabilisierung der Zellmembran, intrazellulire Membranen werden

aber, da sie im Gegensatz zur Plasmamembran weniger Cholesterol enthalten, erst
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durch hohere Konzentrationen (> 200 g-l'l) angegriffen (Schulz 1990). Wahrscheinlich
gilt dieser Sachverhalt auch fiir Kryptenzellen.

Eine weitere Erkldrung fiir den pl6tzlichen Ca2+-Anstieg bei Permeabilisierung
konnte sein, dass das Ca®" mit dem Perfusionsmedium in die Zelle gelangt. Entspricht
die Zusammensetzung der intrazellular-dhnlichen Losung, in Hinblick auf die Ca**-
Konzentration also tatsdchlich dem Zytoplasma? Um eine Ca”"-Konzentration zu
gewihrleisten, die den intrazelluldren Konzentrationen entspricht, ist es notwendig,
eine hohe Ca*"-Puffer-Kapazitit anzuwenden. Deswegen wird von manchen Autoren
empfohlen, bei in-vitro Messungen eine Puffer-Konzentration im millimolaren Bereich
zu verwenden. Die hier verwendete EGTA-Konzentration liegt mit 0,1 mmol-I”!
deutlich unter diesen Empfehlungen. Daher ist anzunehmen, dass der Ca2+—Anstieg
durch den Einstrom von Ca®" aus dem Superfusionsmedium zustande kommt. Trotz
dieses Effektes ist es nicht sinnvoll, eine hohere Ca**-Puffer-Konzentration
einzusetzen, da dies zu einer Entleerung intrazelluldrer Speicher fithren wiirde (Frings

et al. 1999) und somit den Versuch beeintrachtigen wiirde.

Zyklische ADP-Ribose war in der Lage, in den permeabilisierten Krypten einen
weiteren Ca2+—Anstieg auszulésen (Abb. III 11). Um nachzuweisen, dass cADP-
Ribose iiber den selben Mechanismus wirkt wie Ryanodin, wurde cADP-Ribose zu
permeabilisierten Krypten gegeben, die mit Ruthenium Rot vorbehandelt worden sind.
Unter diesen Bedingungen war cADP-Ribose nicht mehr in der Lage, einen Ca’'-
Anstieg zu bewirken (s. Abb. III 12). An permeabilisierten Krypten féllt auf, dass
Ruthenium Rot, im Gegensatz zu seiner Wirkung in unpermeabilisierten Krypten (s.
Abb. III 9A), einen paradoxen Ca2+—Anstieg verursacht. Durch die Permeabilisierung
gelangt Ruthenium Rot schneller und leichter in die Zellen, so dass die tatsdchliche
intrazelluldre Konzentration unter diesen Bedingungen vermutlich hdher ist als in nicht
permeabilisierten Kryptenzellen. Durch die hohere Konzentration kann die Substanz

moglicherweise Nebeneffekte ausbilden, die ihrerseits einen Ca2+-Anstieg bewirken.
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Eine solche Wirkung ist z.B. eine Hemmung von Ca?"-ATPasen, die normalerweise
fiir den Transport des Ca’" aus dem Zytoplasma verantwortlich sind (Alves & de Meis

1986; Taylor & Board 1998; Watanabe et al. 2002).

Neben dem pharmakologischen Wirkstoff am Ryanodinrezeptor zeigt somit auch
ein physiologischer Agonist des Rezeptors eine Wirkung am Kolonepithel. Aus der
Tatsache, dass die Wirkung beider Agonisten durch einen Blocker des Rezeptors
unterdriickt wird, kann geschlossen werden, dass der Wirkung derselbe zellulédre
Mechanismus zu Grunde liegt. Allerdings kann aus diesen Versuchen kein
Riickschluss gezogen werden, ob cADP-Ribose auch unter physiologischen

Bedingungen von Bedeutung ist.

3.2 Der Ryanodinrezeptor des Kolonepithels der Ratte: Ein Subtyp-2-Rezeptor?

Im Rahmen dieser Arbeit wurden beziiglich des Ryanodinrezeptors nur
funktionelle Untersuchungen durchgefiihrt, es war also nicht moglich zwischen den
Rezeptorsubtypen zu  unterscheiden, wie es z.B. eine weitergehende
molekularbiologische oder eine immunhistochemische Untersuchung moglich gemacht
hitte. Allerdings gaben die funktionellen Untersuchungen einen Hinweis auf den

moglicherweise im Kolonepithel vorhandenen Rezeptorsubtyp:

Durch Koffein werden nach Angaben aus der Literatur (Giannini et al. 1992) nur
die Subtypen 1 und 2 des Ryanodinrezeptors, aber nicht der Subtyp-3 angesprochen.
Am Kolonepithel konnte durch 102 mol 1! Koffein ein statistisch signifikanter
Anstieg des Fura-2-Fluoreszenzverhiltnisses gegeniiber des basalen Niveaus
verursacht werden (Kap. III 4). Eine Stimulation des Ryanodinrezeptors durch Koffein
scheint also am Kolonepithel moglich. Die bisher in der Literatur beschriebene
Gewebeverteilung der Subtypen lédsst ein Vorkommen des RyR-1 am Kolonepithel als
unwahrscheinlich erscheinen (s. Kap. IV 3). Hingegen konnten die Subtypen 2 und 3

bereits an T84-Zellen, einer Tumorzelllinie aus dem menschlichen Kolon,
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nachgewiesen werden (Verma et al. 1996). Kombiniert man diese Angaben aus der
Literatur mit den hier vorgestellten funktionellen Untersuchungen, erhdlt man einen
vagen Hinweis, dass es sich bei dem Ryanodinrezeptor des Kolonepithels eventuell um

einen Subtyp 2 Rezeptor handeln konnte.

3.3 CICR verstirkt die Antwort des Na'/Ca’*-Austauschers im Influx-Modus

Wie bereits in Kap. IV 1.2. beschrieben wurde, fiihrt eine Superfusion isolierter
Krypten mit einer Na'-freien NMDG-CI-Tyrode zu einer Umkehr des Nat/Ca®*-
Austauschers, so dass dieser im Ca”"-Influx-Modus arbeitet. Durch Blockade des
Ryanodinrezeptors mit Ruthenium Rot wird der Austauscher-vermittelte Ca2+-Anstieg
deutlich reduziert (s. Abb. III 10). Die Hypothese, dass der Ca2+—Anstieg nach einer
Austauscher-Umkehr sowohl aus einem Ca”’-Einstrom iiber den Austauscher als auch
aus einer Ca’’-Freisetzung aus intrazelluliren Speichern iiber einen CICR-

Mechanismus zusammengesetzt ist, konnte damit bestitigt werden.

Aus der zusammenfassenden Abbildung III 10 ldsst sich ableiten, dass nicht
allein die Ca2+-Freisetzung iiber Ryanodinrezeptoren an der Verstirkung des Ca*-
Signals beteiligt ist. Eine Entleerung intrazellulirer Ca**-Speicher vermindert das
Ca2+-Signal noch stirker als die alleinige Blockade des CICR-Mechanismus. Es
scheint also ein weiterer Ca2+-Freisetzungs—Mechanismus beteiligt zu sein. Die oben
diskutierte Beteiligung von IP;-Rezeptoren scheint auch hier wieder plausibel. Wird
durch einen Ca2+-Anstieg nicht nur ein CICR ausgelost, sondern auch IP;-Rezeptoren
gegeniiber ihrem Agonisten sensibilisiert, tragen beide Mechanismen zu einer

Erhohung des intrazelluldren Ca’" bei.

3.4 Physiologische Bedeutung des Ryanodinrezeptors am Kolonepithel
Geht man davon aus, dass der Ryanodinrezeptor in die Ca2+—Signalkaskade des
Kolonepithels physiologisch eingebunden ist, muss er letztendlich auch zu einer Ca*"-
abhédngigen CI-Sekretion beitragen. Im Versuch wird die Ca2+-abhéingigen CrI'-
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Sekretion durch einen Muskarinrezeptoragonisten, wie zum Beispiel Carbachol,
ausgelodst. Die komplexe Verdnderung des I, durch Carbachol mit initialem Peak und
biphasischem Abfall des I, (s. Abb. III 14) miisste im Fall einer Ryanodinrezeptor-
Beteiligung durch Antagonisten dieses Rezeptors beeinflusst werden. Der biphasische
Abfall des Carbachol-induzierten Kurzschlussstroms (I,)) wird durch eine
selbstlimitierende Carbacholwirkung erklédrt. Der Carbachol-vermittelte Anstieg des
intrazelluliren Ca®" fiihrt demzufolge nicht nur zu einer Chlorid-Sekretion, sondern
auch durch die Freisetzung mittelkettiger Fettsduren zu einer Inhibition apikaler CI -
und basolateraler K'-Kanile und dadurch letztendlich zu einer Downregulation der CI”

- Sekretion (Schultheiss et al. 2001).

Ruthenium Rot unterdriickt die zweite Phase des Carbachol-induzierten Anstiegs
des I, (s. Abb. III 14). Der initiale Peak ist immer noch vorhanden, aber bereits nach
10 Minuten ist der I -Wert unter den vorherigen Basalwert gesunken. Dieses Ergebnis
legt die Vermutung nahe, dass Ryanodinrezeptoren fiir die Aufrechterhaltung der
Ca2+—abhéingigen CI'’-Sekretion verantwortlich sind. Innerhalb der Ussingkammer-
Experimente bildet Ruthenium Rot eine zusitzliche Wirkung aus. Der Wirkstoff
verursacht eine zweiphasige Anderung des I .. Ein voriibergehender Abfall war von
einem lang anhaltenden Anstieg gefolgt. Wahrscheinlich wird dieser Anstieg durch
Ausschiittung sekretorisch aktiver Substanzen, wie z.B. Prostaglandinen, aus dem
subepithelialen Gewebe ausgelost. Wird experimentell ndmlich die Cyclooxygenase
durch Indometacin gehemmt und so der Arachidonsdure-Stoffwechsel unterbrochen,
so dass keine Prostaglandine synthetisiert werden, ist Ruthenium Rot nicht mehr in der
Lage, einen transepithelialen Strom auszulésen. Durch Blockade der
Erregungsweiterleitung in subepithelialen Neuronen mittels Tetrodotoxin (TTX) (s.
Abb. III 17) konnte gezeigt werden, dass die subepithelial ausgeschiitteten Substanzen
tiber eine Stimulation sekreto-motorischer Neurone zu einer Cl'-Sekretion fithren. Das

Gift des Kugelfisches wirkt selektiv an spannungsabhingigen Na'-Kanilen
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(Habermann 2001). Da diese Strukturen innerhalb des Kolonepithels nur im Bereich
der submukosen Nerven vorkommen, kann ausgeschlossen werden, dass TTX auf
einem anderen Weg als der Blockade nervaler Erregungsweiterleitung wirkt. TTX
selbst verursacht eine Verminderung des I, durch die Blockade submukdser

Nervenzellen (Binder & Sandle 1994).

Innerhalb der Ussingkammer-Experimente wurde eine, im Vergleich zu Imaging-
Experimenten, hohe Konzentration Ruthenium Rot eingesetzt (5- 10" mol-I"! statt 5-10°
s mol-l'l). Ussingkammer-Versuche, die mit niedrigeren Konzentrationen durchgefiihrt
wurden, zeigten keine Wirksamkeit der Substanz, vermutlich aufgrund der

zusatzlichen Diffusionsbarrieren.

Da Ruthenium Rot durch seine subepithelialen Nebeneffekte kein spezifischer
Ryanodinrezeptor-Blocker ist, wurde hoch konzentriertes Ryanodin zur
Unterdriickung eines CICR eingesetzt. Auch im Falle von Ryanodin wurden, wie bei
Ruthenium Rot, in dieser Versuchsanordnung héhere Konzentrationen (10'3 mol-I"!
anstelle von 3-10™ mol-l'l) eingesetzt als in Fura-2-Versuchen. Wurde Ryanodin in der
zweiten Phase der Carbachol-Antwort appliziert, fiel der I, rasch ab und sank auf das
Niveau der vorherigen Basallinie (s. Abb. III 16). Die Plateauphase des Carbachol-
induzierten Kurzschlussstroms wird also durch Blockade des Ryanodinrezeptors
vollstandig unterdriickt. Bisher wurde nur von einer Beteiligung des CICR an der
Aufrechterhaltung der CI-Sekretion ausgegangen. Dieses Ergebnis scheint auf den
ersten Blick die Aussage zu belegen, dass die zweite Phase der Ca?*-induzierten CI -
Sekretion vollstandig durch diesen positiven Feedback-Mechanismus getragen wird. In
Kap. IV 3.1.1 wurde aber bereits diskutiert, dass es wahrscheinlich ist, dass IPs-
Rezeptoren durch den Ca*'-Ausstrom aus Ryanodinrezeptoren gegeniiber ihrem
Agonisten sensibilisiert werden. Auch innerhalb der hier vorgestellten Ergebnisse ist
eine Beteiligung von IP;-Rezeptoren an der I -Antwort wahrscheinlich. Da sich die

beiden Mechanismen aber gegenseitig positiv beeinflussen, wobei der CICR der
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initiale Mechanismus zu sein scheint, ist es logisch, dass der Kurzschlussstrom ganz

unterdriickt wird, wenn der auslésende Mechanismus gehemmt ist.

Die Ussingkammer-Daten weisen darauf hin, dass eine positive Riickkopplung
im Sinne eines CICR fiir die Aufrechterhaltung der Ca2+—abhéingigen CI'-Sekretion
verantwortlich ist. Diese Ergebnisse konnten jedoch wegen der hohen Variabilitit der
Ca®"-Antwort auf Carbachol nicht eindeutig durch Imaging-Experimente bestatigt
werden. Daher kann letztendlich keine definitive Aussage iiber die physiologische
Relevanz dieser Ergebnisse getroffen werden kann. Wodurch die hohe Variabilitét der

Ca’"-Antwort zustande kommt, ist nicht geklart.

4  Der Ryanodinrezeptor — ein Werkzeug zur Regulation der Ca’*-Homéostase

am Kolonepithel?

Die bisher bekannten Regulatoren der Ca®"-Hom®dostase sind in Abb. IV 2 noch
einmal zusammenfassend dargestellt. Neben diesen Mechanismen wird ein weiterer
Ca2+-Kanal, der Ryanodinrezeptor, im Rattenkolon funktionell exprimiert. Auch er ist
in Abb. IV 2 dargestellt. Aus anderen Geweben, wie z.B. dem Herzen, ist es bekannt,
dass diese Rezeptoren fiir einen positiven Riickkopplungsmechansimus, die sog. Ca*-
induzierte Ca2+—Freisetzung verantwortlich sind. Auf Grund der hier dargestellten
Ergebnisse ist es nicht moglich, die genaue physiologische Bedeutung des
Ryanodinrezeptors im Rattenkolon zu bestimmen, allerdings geben die dargestellten
Untersuchungen einen starken Hinweis darauf, dass die Rezeptoren an der Ca’"'-

abhéingigen Cl -Sekretion beteiligt sind.
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Abb. IV 2: Stimulation muskarinerger Rezeptoren (1), z.B. mit dem Sekretagog
Acetylcholin, 16st eine Ca2+—Signalkaskade aus: Die Bildung von IP; fiihrt zu einer
Freisetzung von Ca’" aus intrazelluldren Speichern tiber IP;-Rezeptoren (2). Diese
Speicherentleerung ist von einem kapazitativen Kationeneinstrom iiber den nicht-
selektiven, speichergesteuerten Kationenkanal (3; SOC) aus dem Extrazelluldrraum
gefolgt. Das zusammen mit Ca”" einstrémende Na' fiihrt zu einer Hemmung des
Na'/Ca**-Austauschers (4), der unter basalen Bedingungen Ca?" aus der Zelle
transportiert. Alle Mechanismen tragen zu einem erhohten intrazelluldren Ca’"'-
Spiegel bei. Ryanodinrezeptoren (5), deren funktioneller Nachweis durch diese Arbeit
erfolgte, konnen im Sinne einer positiven Riickkopplung an der Erhhung des
intrazelluldren Ca2+-Spiegels beteiligt sein.
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V Zusammenfassung

Der Na'/Ca**-Austauscher ist ein wichtiger Regulator der intrazelluldren Ca’'-
Homoostase. Am  Kolonepithel ist dieses Carrier-Protein bereits funktionell
nachgewiesen worden. Mittels PCR war es moglich einen molekularbiologischen
Nachweis iiber die Existenz des Na'/Ca®'-Austauschers in Kolonkrypten zu fiihren.
Fura-2-Experimente gaben den Hinweis, dass der Austauscher iiber den
Fiillungszustand intrazellulédrer Ca2+—Speicher reguliert wird. Mit Hilfe der Mangan-
Quench-Methode wurde dies widerlegt, gleichzeitig wiesen die Ergebnisse dieser
Versuche darauf hin, dass an Kolonkrypten ein positiver Feedback-Mechanismus fiir
Ca®" existiert. Solch ein Mechanismus wird als Ca**-induzierte Ca2+-Freisetzung
(CICR) bezeichnet; Ca”'-sensitive Ca2+—Rezeptoren an den intrazelluliren Ca>'-
Speichern (Ryanodinrezeptoren) sind verantwortlich fiir die Caz+—Freisetzung. Sowohl
durch Fura-2 als auch durch Ussingkammer-Experimente konnte im Kolonepithel ein

Ryanodinrezeptor funktionell nachgewiesen werden.

Ryanodin, ein pharmakologischer Agonist an diesen Rezeptoren, zeigte in Fura-
2-Experimenten einen konzentrationsabhdngigen Effekt. In Fura-2-Experimenten
bewirken Konzentrationen zwischen 107 und 3-10% moll”! einen Anstieg des
intrazelluldren Ca2+—Spiegels wenn sie kumulativ appliziert werden. Wird die hochste
Konzentration alleine verabreicht ist kein Ca2+-Anstieg beobachtet; es scheint eine
Hemmung des Ryanodinrezeptors vorzuliegen. Zyklische ADP-Ribose (10'5 mol-l'l)
wirkt als intrazelluldrer Botenstoff ebenfalls agonistisch am Ryanodinrezeptor und
bewirkte in isolierten Kolonkrypten einen Anstieg des intrazelluldren Ca2+-Spiegels.
Die Wirkung beider Agonisten konnte durch den Ryanodinrezeptorblocker Ruthenium
Rot (5-10'5 mol-l'l) unterdriickt werden. Auch das Methylxanthin Koffein, dass
generell als Agonist des CICR angesehen wird, 16ste an isolierten Kolonkrypten einen

Anstieg des intrazelluldren Ca’" aus.
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In Ussingkammer-Experimenten konnte Ryanodin einen
konzentrationsabhidngigen Anstieg des Kurzschlussstroms bewirken, was einen
weiteren Beweis fiir die Existenz eines Ryanodinrezeptors darstellt. Um die
physiologische Bedeutung des Ryanodinrezeptors fiir das Kolonepithel zu ermitteln,
wurde in Ussingkammer-Experimenten durch Carbachol (5-10'5 mol-l'l) eine Ca’*-
abhingige Cl'-Sekretion induziert. Wurde gleichzeitig der Ryanodinrezeptor inhibiert,
entweder durch Ruthenium Rot (5-10'4 mol-l'l) oder hochkonzentriertes Ryanodin
(10'3 mol-l'l), war die Cl'-Sekretion deutlich reduziert. Diese Daten weisen darauf hin,
dass eine positive Riickkopplung im Sinne eines CICR an der Aufrechterhaltung der

Ca’"-abhingige CI'-Sekretion beteiligt ist.
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VI Summary

The Na+/CaZ+-exchanger is one of the most important regulators of the
intracellular Ca®>* homeostasis. For the colonic epithelium the existence of a Na'/Ca*-
exchanger has already been proven functionally. Using the PCR-method it was
possible to verify this on the molecular level. Fura-2 experiments pointed out that the
exchanger might be regulated by the filling state of the intracellular Ca”'-stores. By
dint of the Manganese quench method this hypothesis was vitiated. The results of the
quench studies also gave a hint for the existence of a positive feedback mechanism for
Ca2+, which is referred to as a Ca®*-induced Ca’'-release (CICR). Fura-2 as well as
Ussing chamber experiments gave evidence for the functional expression of ryanodine

receptors in the rat colonic epithelium.

Ryanodine, a pharmacological agonist on these receptors, showed a
concentration-dependent effect in Fura-2 studies. Ryanodine concentrations between
107 and 3-10% molI"" caused an increase in the intracellular Ca®" level, when
administered cumulatively. However, when the highest concentration was
administered alone, no rise in the intracellular Ca”" concentration could be observed,
suggesting an inhibition of the receptor. Cyclic ADP ribose (10'5 mol-l'l) s an
intracellular messenger which acts as a stimulator of the CICR. At isolated colonic
crypts cADP ribose induced a rise in the intracellular Ca" concentration. The effect of
both agonists was suppressed by ruthenium red, a blocker of ryanodine receptors. The
methylxanthine coffein is generally accepted to act as an agonist of CICR. In Fura-2

studies it induced also a rise in the intracellular Ca>" level of colonic crypts.

In Ussingchamber experiments ryanodine evoked a concentration-dependent
increase in short circuit current, giving a further hint for the existence of ryanodine
receptors in the colonic epithelium. To investigate the physiological relevance of

ryanodine receptors in this tissue, a Caz+—dependent CI'-secretion was induced by
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carbachol (5-10'5 mol-l'l). If the ryanodine receptor was inhibited simultaneously
either by ruthenium red (5 10 mol-l'l) or high-concentrated ryanodine (10'3 mol-l'l),
the chloride secretion was clearly diminished, suggesting a physiological involvement

of the ryanodine receptor in Ca2+—dependent CI -secretion.
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