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Einleitung

1. Einleitung

Das Cytoplasma tierischer Zellen wird durch die Plasmamembran vom Extrazellularraum
abgegrenzt. Die Plasmamembran ist eine Lipiddoppelschicht, der Proteine ein- und aufge-
lagert sind, wobei der Proteinanteil je nach Funktion der Plasmamembran zwischen 25
und 75 % variiert (Singer & Nicolson 1972, Nicolson & Singer 1972). Die Plasma-
membran stellt eine Permeationsschranke fur eine Vielzahl von Stoffen dar, wie anorga-
nische lonen, Aminoséduren, Proteine und Kohlenhydrate, wahrend sie fiir Wassermolekiile
weitgehend permeabel ist (Lucke & McCutcheon 1932). Die Wasserpermeabilitat der
Plasmamembran wird oftmals noch durch den Einbau von Aquaporinen, die wasserleitende

Kanéle durch die Plasmamembran bilden, verstérkt (Agre 2004).

Im Gegensatz zu Pflanzenzellen sind tierische Zellen nicht durch eine Zellwand vor
Volumenadnderungen geschiitzt. Sie sind damit nicht in der Lage, im Zellinneren einen
hydrostatischen Druck aufzubauen, sondern &ndern ihr Volumen entsprechend den
osmotischen Verhaltnissen. Bereits geringe osmotische Gradienten zwischen dem Intra-
und Extrazellularraum fiihren zu Wasserbewegungen tber die Membran und beeinflussen
das Zellvolumen. Fiir das Uberleben von Zellen ist es notwendig, tibermaRige Volumen-
anderungen zu vermeiden, da sonst nicht nur die strukturelle Integritat der Zellen im
Gewebeverband gefahrdet ist, sondern auch die intrazellulare Homoostase und damit der
Zellstoffwechsel entscheidend gestort wird (Lang et al. 1998).

In ihrem Cytosol bendtigen Zellen eine Reihe von organischen Substanzen, die fir die
Aufrechterhaltung des Zellstoffwechsels essentiell sind, insbesondere Aminoséduren,
Kohlenhydrate und energiereiche Verbindungen. Die osmotische Aktivitat dieser zumeist
anionischen Substanzen wirde zu einem Wassereinstrom und damit zur Zellschwellung
fuhren. Um dies zu verhindern und zugleich die Elektroneutralitat zu wahren, senken die
Zellen ihre intrazelluldre CI-Konzentration ab und schaffen so ,,osmotischen Raum* fir

die essentiell notwendigen organischen Substanzen.

Da die Plasmamembran fiir K* erheblich permeabler ist als fir Na*, verlasst K* dem
Konzentrationsgradienten folgend die Zelle, so dass sich Uber der Plasmamembran eine
Potentialdifferenz aufbaut, d.h. die intrazellulére Seite der Plasmamembran wird gegenuber

der extrazelluldren Seite negativ. Diese Potentialdifferenz fuhrt dazu, dass CI" aus der Zelle
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heraus getrieben wird. Da die Plasmamembran auch fiir Na* permeabel ist, stromt dieses
lon durch ,Leckkanile* permanent in die Zelle ein. Na‘-Einstrom und K*-Ausstrom
werden von der Na'-K*-Pumpe kompensiert, die pro Zyklus 3 Na* aus der Zelle heraus
und 2 K* in die Zelle hinein transportiert. Die lonengradienten missen von der Zelle
stdndig aktiv, d.h. unter Verbrauch von Stoffwechselenergie, aufrechterhalten werden. Die
Na'-K*-Pumpe ist das wichtigste Transportsystem, das zur Stabilisierung des Zell-
volumens und der intrazelluldaren Osmolaritat beitragt (pump-leak steady-state concept;
Hoffmann 2001).

Eine Anderung des Zellvolumens unter isotonischen Bedingungen geht immer auf eine
Anderung der Anzahl im Cytosol geloster Teilchen zuriick. Die Osmose ist der Mechanis-
mus fir den Wassertransport tiber die Plasmamembran. Es ist daher méglich, Anderungen
des Zellvolumens vorherzusagen, die durch Anderungen der intrazellularen Osmolaritét
ausgelost werden. Die in die Plasmamembran eingelagerten Proteine stellen haufig
spezifische Transportsysteme dar, mit deren Hilfe die Zellen Zusammensetzung und
Osmolaritat des Cytoplasmas aufrechterhalten oder gezielt verdndern konnen. Fir eine
Anderung der intrazelluldren Osmolaritdt kommt zunachst der Transport von lonen in
Frage, die besser und rascher Uber die Plasmamembran gelangen als groRere organische
Molekiile.

Die wichtigsten anorganischen lonen, die an der Regulation der intrazelluldaren Osmolaritat
beteiligt sind und intrazellular in relativ hohen Konzentrationen vorkommen, sind Na*, K*
und CI'. Entsprechend sind Zellen mit einer Vielzahl von Transportsystemen ausgestattet,
die eine Aufnahme bzw. Abgabe dieser lonen ermdglichen. Die Eigenschaften von
Transportsystemen, ber die Osmolyte in die Zelle aufgenommen oder von der Zelle
abgegeben werden koénnen, bestimmen die Anfalligkeit der Zellen fir Anderungen des
Zellvolumens. Dabei kann zwischen passiven, primér aktiven und sekundar aktiven
Mechanismen des lonentransports unterschieden werden. Der passive lonentransport
erfordert keine Stoffwechselenergie und erfolgt durch lonenkanéle, die haufig fur
bestimmte lonen selektiv sind. Die Richtung des lonentransports wird nur vom elektro-
chemischen Gradienten flr das betreffende lon bestimmt. Unter primdr aktivem lonen-
transport versteht man den Transport von lonen gegen den elektrochemischen Gradienten
unter Verbrauch von Stoffwechselenergie. Das am besten untersuchte primér aktive

Transportsystem ist die bereits erwidhnte Na'-K*-Pumpe. Von Bedeutung sind aber auch
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Ca®*-Pumpen, die Ca**-lonen aktiv aus dem Cytosol in den Extrazellularraum oder in
intrazellulare Organellen transportieren (Penniston & Enyedi 1998, Strehler & Treiman
2004). Unter sekundar aktivem lonentransport versteht man Mechanismen, bei denen der
aktiv aufgebaute elektrochemische Gradient eines lons ausgenutzt wird, um ein anderes
lon gegen seinen elektrochemischen Gradienten zu transportieren. Beispiele hierfir sind
der K*/CI-Cotransporter, der Na'-H*-Austauscher, der Na‘-Ca?*-Austauscher und der
Na'/K*/2CI™-Cotransporter (Hoffmann 1986, Lang et al. 1998, Russel 2000, Orlowski et al.
2004).

Spannungsabhangige lonenkanale werden durch Anderung des Membranpotentials (Ep)
aktiviert, ligandengesteuerte lonenkandle durch die Bindung von lonen oder kleiner
organischer Molekile. Eine wichtige Untergruppe ligandengesteuerter lonenkanéle sind
ionotrope Neurotransmitter-Rezeptoren, bei denen der ,,Rezeptor” Bestandteil eines
lonenkanals ist, der durch die Bindung des Neurotransmitters gedffnet werden kann.
lonenkandle konnen auch Uber metabotrope Rezeptoren aktiviert werden, integrale
Membranproteinen mit sieben transmembranalen Doménen, die vom lonenkanal raumlich
getrennt sind. Die Bindung des Neurotransmitters an den Rezeptor aktiviert ein trimeres
GTP-bindendes Protein (G-Protein), das eine Second-Messenger-Kaskade auslost, welche
die Kanalaktivitat beeinflusst. Einige lonenkanéle werden mechanisch gesteuert, indem die
Energie, die mit einer Membranverformung verbunden ist, Gber das Cytoskelett an den
Kanal weitergeleitet wird. lonenkandle kénnen auch durch andere lonen aktiviert werden.
Beispiele dafiir sind Ca®*- oder Na*-aktivierte K*-Kanale, die bei zahlreichen Praparaten
beschrieben wurden (Dryer 1994, 2003, Bischoff et al. 1998, Blaustein & Lederer 1999,
Lawrence & Rodrigo 2001, Yuan et al. 2003).

Bei der Regulation des Zellvolumens spielen einerseits Mechanismen eine Rolle, die das
Fliessgleichgewicht im Ruhezustand aufrechterhalten, wie beispielsweise der primar aktive
Transport durch die Na’-K'-Pumpe (Hernandez & Cristina 1998, Lang et al. 1998,
Armstrong 2003). Andererseits werden nach einer durch verdnderte osmotische Verhalt-
nisse hervorgerufenen Anderung des Zellvolumens Mechanismen aktiviert, die das
urspringliche Volumen wiederherstellen (,,volume set point*; Sarkadi & Parker 1991, Lauf
& Adragna 2000). An dieser Regulation des Zellvolumens sind unter anisotonischen

Bedingungen neben lonenkandlen auch sekundéar aktive Transportsysteme beteiligt.
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Eine Zellschwellung nach Verminderung der extrazellularen Osmolaritat 16st haufig eine
regulatorische Volumenabnahme aus (RVD: ,,regulatory volume decrease®). Dabei bewir-
ken die beteiligten Transportsysteme eine Abgabe von Osmolyten und einen nach auf3en
gerichteten Wasserfluss. Bei den meisten Zellen beruht RVD auf einem Nettoverlust von
KCI (Haussinger 1996), der durch den K*/CI-Cotransporter und durch verschiedene
andere Transportsysteme vermittelt werden kann (Perry & O’Neill 1993, Nilius et al. 1996,
Lang et al. 1998, Lauf & Adragna 2000, Idriss et al. 2000). Die Abgabe organischer
Osmolyte kann ebenfalls zu RVD beitragen (Pasantes-Morales et al. 2000).

Einer Zellschrumpfung nach Erhéhung der extrazellularen Osmolaritat wirkt oft eine
regulatorische VVolumenzunahme entgegen (RVI: ,,regulatory volume increase®), bei der es
zu einer Aufnahme von Osmolyten und damit zu einem einwarts gerichteten Wasserfluss
kommt. Bei den meisten Zellen erfolgt eine Nettoaufnahme von NaCl (Eveloff & Warnock
1987, O’Neill 1999), wobei je nach Zelltyp unterschiedliche Transportsysteme beteiligt
sein konnen (Adorante & Miller 1990, Bevensee et al. 1999), unter anderem der
Na'/K*/2CI-Cotransporter (Haussinger 1996, Wehner & Tinel 1998).

Die Beispiele verdeutlichen, dass alle bisher néher untersuchten Zellvolumenanderungen
mit Anderungen der intrazelluldren CI-Konzentration ([CI];) einhergehen, die zu einem
erheblichen Teil auf den Transport dieses Anions Uber die Plasmamembran zurlck-
zufuhren sind (Hoffmann 1986, Lang et al. 1998, Russell 2000, Armstrong et al. 2003).

Das Zellvolumen beeinflusst eine Vielzahl von zellularen Funktionen, wie den epithelialen
Transport, den Zellstoffwechsel, die Freisetzung von Hormonen, das Zellwachstum und
die Genexpression (Lang et al. 1998). Eine Volumenzunahme hat vielfach einen stimulie-
renden Einfluss auf die Synthese von Proteinen sowie von Glykogen, wodurch die Anzahl
osmotisch aktiver Monomere sinkt und die intrazellulare Osmolaritdat und damit das
Zellvolumen verringert wird. In die gleiche Richtung wirkt moglicherweise die Bildung
von Cytoskelettproteinen (Tubulin, B-Actin), die ebenfalls durch eine Zellschwellung
gefordert wird (Theodoropoulos et al. 1992, Haussinger et al. 1994, Ferrer-Martinez et al.
1996). Umgekehrt fiihrt eine Volumenabnahme zu einer Hemmung von Polymerisations-
vorgangen, wodurch die Zahl der gelésten Monomere stabil bleibt oder steigt und damit
der Zellschrumpfung entgegen wirkt.
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In vielen Gewebetypen missen Zellen auf &ullere Einfllisse reagieren, die das Zellvolumen
beeinflussen kénnen. Dies gilt insbesondere flr Epithelzellen, die wegen ihrer exponierten
Lage standig Anderungen der extrazellularen Osmolaritit ausgesetzt sind. Ein anderer
Gewebetyp, dessen Zellen besonderen Herausforderungen gegeniberstehen, ist das Ner-
vengewebe. Neuronen und Gliazellen unterliegen bereits wéahrend ihrer normalen Aktivitat
Anderungen im transmembranalen Elektrolyt- und Wassertransport (Churchwell et al.
1996). Eine Anderung des Zellvolumens hat bei Nervenzellen verheerende Auswirkungen,
da die lonengradienten tber der Plasmamembran und die strukturelle Integritat der Zellen
Grundvoraussetzungen fir die Aufrechterhaltung der Signalubertragung sind. Es ist be-
kannt, dass viele pathophysiologische Erscheinungen bei Nervenzellen mit einer Anderung

des Zellvolumens einhergehen (Colwell & Levine 1996, Scheller et al. 1998).

Das Zentralnervensystem (ZNS) des medizinischen Blutegels (Hirudo medicinalis) ist ein
geeignetes Modellsystem zur Untersuchung der lonenhomoostase bei Neuronen und
Gliazellen im intakten Gewebeverband (Schlue & Deitmer 1984, Ballanyi et al. 1990a,
Schlue 1991, Munsch et al. 1995, Neumann et al. 2001, Dierkes et al. 2003). Wegen der
Individualitat und der leichten Identifizierbarkeit vieler Neuronen sowie der guten experi-
mentellen Zugénglichkeit ist der Einsatz einer Reihe von Messtechniken moglich, mit
deren Hilfe verschiedene zellulare Parameter simultan erfasst werden kénnen. Das ZNS
des Blutegels ist somit geeignet, die ionalen Vorgange, die Volumen&nderungen von
Neuronen zugrunde liegen oder diese begleiten, ndher zu beschreiben.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Charakterisierung der ionalen VVorgéange, die unter
isotonischen Bedingungen Volumené&nderungen bei Blutegel-Neuronen verursachen. Es
wurde zunéchst ein Profil der elektrophysiologischen Eigenschaften und intrazelluléren
lonenkonzentrationen bei verschiedenen Blutegel-Neuronen unter Ruhebedingungen
erstellt, um den Einfluss von ,,Stérungen® der Ruhesituation auf das Zellvolumen quanti-
fizieren zu konnen. Besonderes Augenmerk lag dabei auf der Verteilung und der
Regulation von CI. Danach wurden die ionalen Bewegungen und En-Anderungen nach
Hemmung der Na'-K*-Pumpe analysiert, um die Bedeutung der elektrochemischen
Gradienten von Na® und K" fiir die Konstanthaltung des Zellvolumens zu verstehen.
Daruber hinaus wurde anhand von Volumenanderungen, die durch die Aktivierung von
Neurotransmitter-Rezeptoren induziert wurden, die Bedeutung des intrazellularen CI" fur

die Entstehung und den Abbau der VVolumenanderungen naher untersucht und insbesondere
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die Bedeutung von E., fur die Bewegung von CI (ber die Plasmamembran analysiert.
Dariiber hinaus wurden die lonentransportsysteme identifiziert und néher beschrieben, die
einer Anderung des Zellvolumens entgegenwirken und damit die Anfalligkeit der

Neuronen gegeniiber Volumenanderungen senken.

Einzelne Ergebnisse dieser Arbeit wurden bereits als Originalarbeit (Dierkes et al. 2003)
sowie in Form von Tagungsbeitragen (Klees et al. 2002, Dierkes et al. 2002b, Coulon et al.
2003) veroffentlicht.



Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und Praparation

Alle Experimente wurden an identifizierten Neuronen isolierter Segmentalganglien des
medizinischen Blutegels Hirudo medicinalis durchgefiihrt. Die adulten Versuchstiere

wurden von der Firma Moser Blutegel (Schorndorf) bezogen.

2.1.1 Der medizinische Blutegel

Systematische Zuordnung

Der medizinische Blutegel gehtrt nach der zoologischen Systematik zu den Articulata
(Gliedertiere). Unter diesem Begriff werden die Stamme Annelida (Ringelwirmer) und
Arthropoda (Gliederfiissler) zusammengefasst. Der Blutegel zahlt zu den Anneliden und
gehort der Klasse der Clitellata (Gurtelwirmer) an. Er wird der Unterklasse der Hirudinea
(Egel) zugeordnet und ist innerhalb dieser Klasse Mitglied der Ordnung der Gnathob-

delliformes (Kieferegel).

Korperbau

Der Korperbau des medizinischen Blutegels (Abb. 1 A) zeigt die fir Anneliden typische
Metamerie. Der Hautmuskelschlauch gliedert sich in 32 Segmente, von denen jedes 5
einzelne Segmentringe (Annuli) ausbildet. Eine Ausnahme bilden die Segmente im
vorderen und hinteren Kdérperbereich mit 1 bis 4 Annuli (Mann 1962). An jedem Ende
seines Korpers besitzt der Blutegel einen Saugnapf. Der hintere, gréfiere Saugnapf dient
der Fortbewegung. Der vordere Saugnapf wird von der Munddffnung durchstoBen und

dient zur Fortbewegung und Nahrungsaufnahme.

Aufbau des ZNS

Die Segmentierung des Hautmuskelschlauchs spiegelt sich auch in der Organisation des
ZNS wider (Abb. 1 B). Das fur Anneliden typische Strickleiternervensystem ist beim
Blutegel nur noch in modifizierter Form vorhanden. Das ZNS wird von einer ventral
liegenden, durch paarige Konnektive verbundenen Segmentalganglienkette gebildet, die
aus der Verschmelzung der beiden urspriinglichen Markstrange unter Reduzierung der

Kommissuren hervor gegangen ist. Am Vorder- und Hinterende liegen das Kopf- und das
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Analganglion, die durch die Verschmelzung der ersten 4 anterioren bzw. der letzten 7
posterioren Segmentalganglien entstanden sind. Jedes der 21 dazwischen liegenden
Segmentalganglien enth&lt ~ 200 Paare homologer und wenige ungepaarte Neuronen (Abb.
2 A,B). Eine Ausnahme bilden die Geschlechtsganglien in den Segmenten 5 und 6, die
etwa 750 Neuronen enthalten (Macagno 1980). Jedes Segmentalganglion innerviert das
zugeordnete Koérpersegment Uber paarige Axonbindel, die Seitennerven (Muller et al.

1981). Die gesamte Ganglienkette wird vom ventralen Blutsinus umschlossen.

2.1.2 Praparation der Segmentalganglien

Die Praparation der Segmentalganglien erfolgte in einer mit Wachs ausgegossenen Schale.
Der Blutegel wurde mit je zwei Stecknadeln durch den vorderen und hinteren Saugnapf in
leicht gestrecktem Zustand mit der Ventralseite nach unten fixiert. Mit Hilfe einer
Augenschere wurde der Hautmuskelschlauch in Hohe des Kopfganglions gedffnet und
zusammen mit der dorsalen Darmwand in posteriorer Richtung entlang der Dorso-
medianlinie durchtrennt. Am posterioren Ende wurde der Schnitt so gefuihrt, dass der
Enddarm unversehrt blieb, damit die Ganglien durch austretende Verdauungsenzyme nicht
geschadigt wurden. Der Hautmuskelschlauch wurde nun aufgeklappt, mit weiteren
Stecknadeln fixiert und mit Normalsalzlésung (NSL; siehe 2.2) ausgewaschen, um das

Praparat von Darminhalt und Geweberesten zu séubern.

Die weitere Praparation erfolgte unter optischer Kontrolle mit Hilfe eines Binokulars. Mit
einer feinen Praparierschere wurde zunadchst die ventrale Darmwand direkt Gber der
Ganglienkette durchtrennt. Danach wurde der ventrale Blutsinus im Bereich einer
Ganglionkapsel mit einer feinen Pinzette angehoben und gedffnet. Nach Durchtrennung
der Konnektive und Seitenwurzeln wurde ein einzelnes Segmentalganglion entnommen, in
ein Blockschédlchen mit NSL (bertragen und bei Raumtemperatur fir maximal 8 h

aufbewahrt.

2.1.3 Identifizierung der Neuronen

Die untersuchten Blutegel-Neuronen lassen sich anhand ihrer GroRe, Lage und elektro-
physiologischen Eigenschaften eindeutig identifizieren (Abb. 2). Die Retzius-Neuronen im

anterior-medianen Paket besitzen die grofiten Zellkoérper und waren daher mikroskopisch
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leicht zu identifizieren. Die P-Neuronen in den posterior-lateralen Paketen lieRen sich
ebenfalls aufgrund ihrer GroRe gut identifizieren. Die in unmittelbarer Nachbarschaft
liegenden Leydig-Neuronen zeigten im elektrophysiologischen Experiment Spontan-
aktivitat und waren von den P-Neuronen einfach zu unterscheiden, die nur kurz nach dem
Elektrodeneinstich Aktionspotentiale auslésten. Die Zellkdrper der AP- und N1-Neuronen
in den anterior-lateralen Paketen besitzen eine &hnliche Grélie und liegen nah beieinander,
so dass sie nur durch ihre Aktionspotentialmuster eindeutig zu identifizieren waren. N1-
Neuronen lésten nach dem Elektrodeneinstich fir ~ 5 min Aktionspotentiale mit groRer
Amplitude und einer ausgepragten Nachhyperpolarisation aus. AP-Neuronen zeigten
regelmaRige, spontan auftretende Aktionspotentiale hoher Frequenz und geringer

Amplitude.

2.2 Versuchsldésungen und Pharmaka

Die Versuchslésungen wurden mit Hilfe von 1 M Stammlésungen von KCI, MgCl,, CaCl,
und Tetramethylammoniumchlorid (TMA-CI) hergestellt, NaCl wurde jeweils in fester
Form eingewogen. Zur Pufferung des pH-Wertes wurde 10 mM HEPES (N-2-
hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsaure) verwendet. Alle Versuchslésungen wurden
mit demineralisiertem Wasser mit einem spezifischen Widerstand von 18 MQ-cm ange-
setzt (Entsalzungsanlage: Millipore). Der pH-Wert der Versuchslésungen wurde entweder
mit 1M NaOH, 1 M KOH oder mit 1 M NMDG-OH (N-methyl-D-glucammonium-
hydroxid) auf 7,4 eingestellt. Die Osmolaritat der Versuchslosungen wurde mit Hilfe eines

Osmometers (Osmomat 030, Gonotec) kontrolliert.

Die NSL bestand aus CI-Salzen folgender Kationen (in mM): 85 Na*, 4 K*, 2 Ca** und 1
Mg**. Der pH-Wert wurde mit 1 M NaOH eingestellt; die Osmolaritat betrug 190 mOsmol.
In der K*-freien Losung wurde die NaCl-Konzentration um 4 mM zur Aufrechterhaltung
der Osmolaritat erhoht, der pH-Wert wurde ebenfalls mit NaOH eingestellt. In Na*-freier
Losung wurde NaCl durch NMDG-CI ersetzt. Der pH-Wert wurde mit NMDG-OH
eingestellt, die Osmolaritat betrug 188 mOsmol. Zur Herstellung der CI'-freien Losung
wurden anstelle der CI'-Salze Gluconatsalze verwendet, der pH-Wert wurde mit NaOH

eingestellt. Da die Osmolaritét dieser Versuchslésung nur 183 mOsmol betrug und damit
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gegenliber NSL leicht hypotonisch war, wurde die Konzentration von Na-Gluconat um 5

mM erhoht.

Pharmaka zur Aktivierung von Neurotransmitter-Rezeptoren

Zur Untersuchung von Zellvolumenanderungen, die auf einer Aktivierung von Neuro-

transmitter-Rezeptoren beruhen, wurden unterschiedliche Pharmaka verwendet (Tabelle 1).

Carbachol, TMA®, Kainat und AMPA wurden aus wéssrigen Stammlésungen (1 M, 1 M,

50 mM bzw. 10 mM) in die Versuchslosungen pipettiert, wahrend L-Glutamat und 5-HT

(5-Hydroxytryptamin, Serotonin) abgewogen und direkt in den Versuchsldsungen geldst

wurden. Der pH-Wert der Versuchsldsungen wurde nach Zugabe der Pharmaka stets

kontrolliert und gegebenenfalls korrigiert.

Tabelle 1: Agonisten verschiedener Neurotransmitter-Rezeptoren

Substanz Wirkung ; vollstandiger Name Bezugsquelle
L-Glutamat Physiologischer Agonist von Glutamat-Rezeptoren;
L-Glutamins&ure, Natriumsalz Sigma
Kainat Agonist von Glutamat-Rezeptoren des AMPA- und Kainat-
Typs; 2-Carboxy-3-carboxymethyl-4-isopropenylpyrrolidin Tocris
(S)-AMPA Agonist von Glutamat-Rezeptoren des AMPA-Typs;
(S)-a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-isoxazol-4-propionsaure Tocris
Carbachol Unspezifischer Agonist von Acetylcholin-Rezeptoren;
Carbamylcholinchlorid Sigma
TMA"® Unspezifischer Agonist von Acetylcholin-Rezeptoren;
Tetramethylammoniumchlorid Merck
Tetramethylammoniumsulfat Fluka
5-HT Physiologischer Agonist von 5-HT-Rezeptoren;
3-(2-Aminoethyl)-5-hydroxyindol (5-Hydroxytryptamin, Sigma

Creatinsulfat-Komplex), anderer Name: Serotonin

In der Versuchsreihe zur TMA™-Aufnahme in Abwesenheit von Na* oder CI wurde in der Na*-freien Lésung

das Chloridsalz und in der ClI-freien Losung das Sulfatsalz von TMA™ verwendet.
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Inhibitoren flr lonentransportsysteme
Zur Hemmung verschiedener lonentransportsysteme wurden die in Tabelle 2 zusammen-

gestellten Pharmaka verwendet, die als feste Substanzen in NSL geldst wurden.

Tabelle 2: Inhibitoren fUr lonentransportsysteme

Substanz Wirkung / vollstandiger Name Bezugsquelle

TEA" Inhibitor spannungsabhangiger K*-Kanéle; Aldrich

Tetraethylammonium

Furosemid Inhibitor des K*/CI™-Cotransporters und Sigma
des Na'/K*/2CI’-Cotransporters;
(5-[Aminosulfonyl]-4-chloro-2-[(2-
furanylmethyl)amino]benzoeséure)

Bumetanid Inhibitor des Na'/K*/2CI-Cotransporters; Sigma

(3-[Aminosulfonyl]-5-[butylamino]-4-phenoxybenzoesaure)

Ouabain Inhibitor der Na*-K*-Pumpe; Merck
(G-Strophantin; 1B, 3, 58, 11a, 14, 19-Hexahydroxycard-
20-enolid-3-[6-deoxyl-a-L-mannopyranosid])

DIDS Unspezifischer Inhibitor von CI'-Transportsystemen; Sigma

4,4’-Diisothiocyanatostilben-2,2’-disulfonsdure

2.3 Messung des Zellvolumens mit Fluoreszenzfarbstoffen

Fluoreszenzfarbstoffe besitzen die Eigenschaft, kurzwelliges Licht zu absorbieren und
darauf hin langerwelliges Licht zu emittieren. Zur Messung von lonenkonzentrationen
werden Fluoreszenzfarbstoffe verwendet, deren optische Eigenschaften durch die Bindung
einer bestimmten lonensorte spezifisch verandert werden (Tsien 1989). Dabei kann die
lonenbindung eine Verschiebung des Absorptions- und/oder Emissionsspektrums oder
auch eine Anderung der Quantenausheute bewirken. Bei Erfiillung weiterer Kriterien
(Photostabilitdt, hohe Absorption und Quantenausbeute, hohe Selektivitat, geeignete
Gleichgewichtskonstante, geringe Toxizitat, niedrige Membranpermeabilitat) konnen diese
Farbstoffe zur Messung der freien cytosolischen Konzentrationen verschiedener lonen
verwendet werden (Haugland 2002). Besitzen diese Farbstoffe daruber hinaus innerhalb
ihres Anregungsspektrums einen Isofluarpunkt, d. h. eine Anregungswellenlédnge, bei der
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die Farbstofffluoreszenz unabhéngig von der Konzentration des zu messenden lons ist, so
besteht die Mdglichkeit, simultan zur Anderung einer bestimmten lonenkonzentration auch
Anderungen der Farbstoffkonzentration und damit des Zellvolumens zu ermitteln
(Muallem et al. 1992, Crowe et al. 1995).

2.3.1 Messung von Zellvolumen und [Ca®]; mit Fura-2

Um Anderungen des Zellvolumens anhand der Fluoreszenzemission zu bestimmen, werden
einzelne Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen beladen, die dann als ,,Volumenmarker* dienen
konnen (Muallem et al. 1992). In dieser Arbeit wurde der Ca®*-Indikator Fura-2 ver-
wendet, dessen Eignung zur Volumenmessung bei Blutegel-Neuronen bereits gezeigt
wurde (Wusten 2004). Die Verwendung von Fura-2 als Volumenmarker ist nur bei
Anregung am Isofluarpunkt (Anregungswellenlédnge: 360 nm; Abb. 3) méglich, an dem die
Fluoreszenzemission von der Ca®*-Bindung an den Farbstoff unabhangig ist (siehe
Muallem et al. 1992, Wisten 2004).

Der Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 wurde iontophoretisch in die Neuronen injiziert (siehe
2.3.2.). Dies hatte zum einen den Vorteil, dass die Neuronen anhand ihrer elektrophysio-
logischer Parameter (siehe 2.1.3) eindeutig identifiziert werden konnten und zum anderen
lag der Farbstoff nur im osmotisch aktiven Kompartiment der Zellen, dem Cytosol, vor
(siehe Wusten 2004).

Die mit einer Volumenédnderung verbundene Wasseraufnahme bzw. Wasserabgabe
(Altamirano et al. 1998) fiinrt zu entsprechenden Anderungen der Farbstoff-Konzentration
(Abb. 4). Zur Erfassung dieser Konzentrationsanderungen ist es nétig, die Messung der
Fluoreszenzemission auf ein kleines VVolumenelement der Zelle zu beschrénken, welches
von der numerischen Apertur des Objektivs sowie von der vermessenen Region in der
Bildebene abhdangig ist (Crowe et al. 1995, Altamirano et al. 1998). In den Experimenten
wurde ein quadratisches Messfeld mit einer Kantenlange von 5 um verwendet, welches bei
Retzius-Neuronen (Durchmesser: 79 + 8 um, n = 28; Dierkes 1998) etwa 0,5 % der maxi-

malen Querschnittsflache entsprach.
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Unter idealen Bedingungen verhélt sich die Fluoreszenzemission umgekehrt proportional

zum Zellvolumen (Alvarez-Leefmans et al. 1995):

Fo — FHF VEXp (]_)
F FHF Vo

Exp

Fo bezeichnet die Fluoreszenz innerhalb des Volumenelements der Zelle unter Kontroll-
bedingungen, Fex, die Fluoreszenz unter veranderten experimentellen Bedingungen. Ent-
sprechend bezeichnen Vy und Vey, das Wasservolumen der Zelle unter Kontrollbedin-
gungen bzw. bei verdnderten experimentellen Bedingungen. Fur ist die Hintergrund-
fluoreszenz des Praparats, die zur Korrektur von der jeweiligen Gesamtfluoreszenz

subtrahiert werden muss, um die Fluoreszenz des eingebrachten Farbstoffs zu ermitteln.

Zur Messung von [Ca*']; mit Fura-2 wurde die von Grynkiewicz et al. (1985) entwickelte
Ratio-Methode verwendet (siehe auch Hochstrate & Schlue 1994, Dierkes 1998). Hierbei
wird der Farbstoff mit zwei Wellenlangen (hier 360 und 380 nm) alternierend angeregt und
[Ca?']; aus dem Verhaltnis (‘ratio’ = R) der entsprechenden Fluoreszenzintensitaten (Fsgo,

Fas0) bestimmt:

R = Faeo )
F380
+ R - Rmin
[Ca*]=K, F(ﬁj (3)

Dabei steht K, fiir die Dissoziationskonstante des Ca**-Fura-2-Komplexes und F fiir einen
Korrekturfaktor, der apparative Parameter und physikalische Farbstoffeigenschaften wie
Extinktionskoeffizient und Quantenausbeute beinhaltet (siehe Dierkes 1998, Wiisten
2004). Rmin gibt den minimalen Wert fiir R wieder, der bei Abwesenheit von Ca**erreicht

wird, und Rmax den maximalen Wert, der sich bei Ca®*-Sattigung des Farbstoffs einstellt.

Die Werte flr Rmin, Rmax und fiir den Korrekturfaktor F wurden durch eine in vitro-Eichung
ermittelt (Abb. 3). Die Eichlosungen enthielten 100 uM Fura-2 in 100 mM KCI, 50 mM
HEPES, pH 7,4. Die Lésung mit der Ca**-gesattigten Form von Fura-2 enthielt zusatzlich
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10 mM CaCl,, wahrend die Lésung mit der Ca®*-freien Form stattdessen 10 mM
Ethylenglykol-bis-(3-aminoethyl)-tetraessigsaure (EGTA, Sigma) enthielt. Die Lésungen
wurden zur Eichung in Messkammern mit einer Schichtdicke von 150 pm und einem
Volumen von ~ 5 pl pipettiert und in derselben Apparatur vermessen, in der auch die
Volumen- und [Ca**]i-Messungen erfolgten. Es wurden folgende Parameter ermittelt: Rpin
= 0,3, Rmax = 2,7 und F = 6,8. Fur K4 wurde ein Wert von 135 nM verwendet, der unter

Bedingungen gemessen wurde, die annahernd den hier gegebenen Versuchsbedingungen

entsprachen (100 mM KCI, 20° C, pH 7,1 - 7,2; Grynkiewicz et al. 1985). Der Zusammen-
hang zwischen R und [Ca*'] ist in Abb. 3 B dargestellt.

2.3.2 Fura-2-Injektion

Zur iontophoretischen Fura-2 Injektion wurde das Segmentalganglion mit der Ventral-
seite nach oben in einen speziellen Halter eingespannt, der sich in einer mit NSL gefillten
Kunststoffwanne befand (Hochstrate & Schlue 1994, Dierkes 1998, Wisten 2000). Als
Injektionselektroden dienten filamenthaltige Glaskapillaren (GC150F-15, dufRRerer/innerer
Durchmesser: 1,5/0,86 mm, Harvard Apparatus LTD), die mit einem Vertikalpuller
(Narishige PE-2) ausgezogen wurden. Die Spitze der Glaskapillaren wurde mit einer
wassrigen Farbstofflésung (100 mM Fura-2, K*-Salz) gefiillt, mit einem Silberdraht (& 0,1
mm) versehen und mit Hartklebewachs (Deiberit 502) versiegelt. Der Widerstand der
Injektionselektroden betrug in NSL ~ 100 MQ. Mit einem Mikromanipulator wurde die
Injektionselektrode unter optischer Kontrolle in das jeweilige Neuron eingestochen, wobei
der Einstich tber ein Oszilloskop (PM3233, Philips) verfolgt wurde. AuBerdem wurden
das Membranpotential (En) sowie Amplitude und Frequenz spontan auftretender
Aktionspotentiale registriert. Die Fura-2-Injektion erfolgte Uber einen lontophorese-
verstarker (L/M-1, List) mit negativen Injektionsstromen (20 nA, P-Neuronen: 20 s,
Retzius-Neuronen: 60 s). Unmittelbar nach der Farbstoffinjektion wurde das Préparat

mitsamt Halterung in die Messkammer des Mikrofluorimeters tiberfthrt.
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2.3.3 Aufbau des Mikrofluorimeters

Fur die Fluoreszenzmessungen wurde ein kommerzielles Mikrofluorimeter (Deltascan
4000, Photon Technology International, PTI) verwendet, das aus vier Grundelementen
bestand: Lichtquelle mit Monochromatoren, Mikroskop, Photometer und einem Rechner
zur Datenaufnahme (Abb. 5).

Das Licht zur Fluoreszenzanregung wurde von zwei Xenon-Kurzbogenlampen (UXL-
75XE, 75 Watt, Ushio) geliefert. Uber zwei rotierende Sektorscheiben (Chopper) wurde
der Lichtbogen alternierend auf die Eintrittsspalten zweier Paare von Gittermono-
chromatoren projiziert, die das Anregungslicht in seine spektralen Anteile zerlegten. Das
Anregungslicht der gewéhlten Wellenldngen gelangte dann Gber einen Quarzlichtleiter in
den Epifluoreszenzeingang eines Umkehrmikroskops (Diaphot-TMD, Nikon) und an-
schlieRend durch ein UV-durchléssiges Objektiv (Fluor 40Ph 3DL, V = 40x, Nikon) zum
Préparat. Das vom Préparat emittierte Licht wurde Uber das Objektiv aufgefangen und
durch ein Sperrfilter (BA 510/540, Nikon) vom Anregungslicht getrennt. Eine Halogen-
lampe oberhalb des Préparats ermdglichte die Betrachtung im Durchlicht und diente in
Kombination mit zwei Blau-Filtern mit UV-Durchlass (BG3, BG12, Schott) auch zur

Fluoreszenzanregung bei der Justierung des Préparats.

Das Photometer (PMT 4000, PTI) bestand aus einem Sekundéarelektronenvervielfacher
(SEV) sowie optischen Hilfsmitteln zur Einstellung des Messfelds. Die Spannungspulse
Uber dem Arbeitswiderstand des SEVs, die aus dem Photonenstrom in den SEV
resultierten, wurden von einer Zahlelektronik registriert, die Uber ein Interface mit dem
Computer verbunden war. Zur Datenaufnahme und -verarbeitung wurde dieselbe Software
(PTI) verwendet, die auch zur Steuerung von Chopper, Shutter und Monochromatoren

benutzt wurde.

Das Praparat wurde mit dem Halter in einer Versuchswanne befestigt, deren Boden aus
einem Deckglas bestand (Dicke 0,15 mm) und die sich auf dem Objekttisch des Mikro-
skops befand. Der Ldsungszufluss erfolgte ber ein Schlauchsystem mit einem Losungs-
verteiler, so dass immer nur eine L6sung in die Versuchswanne floss. Der gleichmélige
Abfluss der Versuchsldsungen wurde ber einen Streifen aus Fliesspapier mit Abfluss-

einrichtung gewaéhrleistet. Die Durchflussrate des Systems betrug 4,3 ml/min und das
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Volumen der Losung in der Versuchswanne ~ 0,15 ml, so dass die Versuchslosung ~ 30

mal pro min ausgetauscht wurde.

2.4 lonensensitive Glasmikroelektroden

Die Technik elektrolytgefiillter Glasmikroelektroden ist seit den ersten E,-Messungen von
Ling und Gerard (1949) an Froschmuskelfasern eine etablierte Methode zur Untersuchung
elektrophysiologischer Eigenschaften einzelner Zellen. Eine Weiterentwicklung dieser
Technik stellen ionensensitive Glasmikroelektroden zur Messung intrazellularer lonen-

konzentrationen dar, die seit Anfang der 70er Jahre verwendet werden (Walker 1971).

2.4.1 Theoretische Grundlagen

lonensensitive Glasmikroelektroden ermdglichen die Messung der intrazellularen Aktivitat
bzw. Konzentration einer einzelnen lonensorte innerhalb eines Gemisches unterschied-
licher lonen. Bei ionensensitiven Glasmikroelektroden ist die Elektrodenspitze mit einem
Sensorcocktail (,,Flissigmembran-lonophor®) gefillt, in dem in einer organischen Phase
Carriermolekile geldst sind, die im Idealfall nur eine bestimmte lonensorte binden, die so
genannten Messionen. Die Carriermolekile ermdglichen den Eintritt der Messionen aus
der Versuchslésung in die Flissigmembran und machen damit die Flissigmembran flr die
Messionen selektiv permeabel. Der lonenfluss in den Sensor fihrt zu einer Potential-
differenz iber der Membran, die durch die Nernst-Gleichung beschrieben werden kann und
als lonenpotential (E,o,) bezeichnet wird. Bei Messungen in Zellen ist das Potential einer
ionensensitiven Glasmikroelektrode nicht nur durch E,qn bestimmt, sondern auch durch Ep,
d.h. das elektrische Potential des Cytosols bezogen auf das Potential des geerdeten Extra-
zellul&rraums. lonensensitive Glasmikroelektroden registrieren somit die Summe aus Ejon
und En, und entsprechend muss zur Berechnung von E;o, vom registrierten Elektroden-
potential En, subtrahiert werden. Zur Bestimmung von En wird eine elektrolytgefillte
Referenzelektrode zusatzlich in die Zelle eingestochen. Um die Zellen nicht durch den
Einstich mehrerer Elektroden zu verletzen, wurden in dieser Arbeit ionensensitive
Zweikanal-Glasmikroelektroden des Theta-Typs sowie Zwei- bzw. Dreikanal-Glasmikro-

elektroden des gedrehten Typs verwendet (Abb. 6). Diese ionensensitiven Glasmikro-
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elektroden verfugten tber einen Referenzkanal zur Messung von E, sowie Uber einen bzw.

zwei ionensensitive Kanale (Schlue et al. 1997).

Eine ideale ionensensitive Flussigmembran sollte nur flr eine lonensorte permeabel sein.
In diesem Fall lasst sich das Gber der Flissigmembran aufgebaute Potential E durch die
Nernst-Gleichung (8) beschreiben (Ammann 1986):

E=E,+s-loga, (8)

E: Potential der ionensensitiven Messzelle
Eo:  Standardpotential
s: Nernst-Steigung

ai: Aktivitat des Messions i

Die Nernst-Steigung (s) ist definiert durch:

R-T
z.-F

s =2,303

(9)

R:  allgemeine Gaskonstante (8,314 J mol™K™)

T: absolute Temperatur (K)

zZi: Ladungszahl des Messions

F:  Faradaykonstante (96487 C mol™)

Bei einer Temperatur von 25°C betrdgt die Nernst-Steigung s flr ein einfach geladenes lon
59 mV pro Dekade.

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Flissigmembran-lonophore zur Messung der
intrazellularen Konzentrationen von Na*, K*, CI" oder TMA" wiesen Interferenzen mit
anderen lonen (,,Stérionen®) auf, die somit zum Potential E beitragen. Daraus resultiert bei
niedrigen Messionenaktivitaten eine Abweichung von der Proportionalitat zwischen E und
dem Logarithmus der Messionenaktivitat. Der Zusammenhang zwischen E, Messionen-
und Storionenaktivitdt wird durch die Nikolsky-Eisenman-Gleichung (10) beschrieben
(Eisenman 1962, Ammann 1986):
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Zi
E=E,+s- Iog{ai +§kif’})t (aj )Zl (10)

ai, a;:  Aktivitat des Messions / Storions

zi, z;; Ladungszahl des Messions / Stdrions

k{': potentiometrischer Selektivitatskoeffizient des lonophors

Der potentiometrische Selektivitatskoeffizient (k") stellt ein Mag fiir die Bevorzugung

des Messions gegentiber einem definierten Stérion dar.

Bei hoher Messionenaktivitét verhalt sich E proportional zum Logarithmus der Messionen-
aktivitat a;, so dass sich Gl. (10) der Nernst-Gleichung (8) anndhert. Mit abnehmender
Messionenaktivitat ndhert sich E asymptotisch einem konstanten Wert an, der dem Poten-
tialbeitrag der Storionenaktivitat a; entspricht. Der Punkt an dem Mession und Stérionen zu
gleichen Teilen zu E beitragen, wird als Detektionslimit a’ bezeichnet. Das Detektions-
limit stellt definitionsgemal die kleinste Messionenaktivitat dar, die vor einem Stdrionen-
hintergrund messbar ist. Graphisch entspricht das Detektionslimit der Konzentration des
Messions am Schnittpunkt der beiden Asymptoten der Eichkurve. Durch Gleichsetzen der
Gl. (8) und (10) ergibt sich flr das Detektionslimit:

-3 wile m

Das Einsetzen von Gl. (11) in GI. (10) liefert eine Beziehung, nach der E dem Logarithmus

der Summe von Messionenaktivitat und Detektionslimit proportional ist:

E=E,+s- Iog(ai + aio) (12)
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Durch Umwandlung der lonenaktivitat in die Konzentration ¢ (mit a = c~y) ergibt sich:

E=E,+s-log(y, ¢ +7;-c’) (13)

v: Aktivitatskoeffizient

c¢: lonenkonzentration

Da der Aktivitatskoeffizient y; des Messions in den Eichlésungen nur um 2% variiert (siehe

Ammann 1986) und E, und s konstant sind, l&sst sich Gl. (13) vereinfachen:

E=E,+s-logy, +s-log(c, +c;)
mit E, +s-logy, = E, ergibt sich:

E=E,+s-log(c, +c’) (14)

2.4.2 Herstellung ionensensitiver Glasmikroelektroden

Zweikanal-Glasmikroelektroden des Theta-Typs

Fur die Herstellung der ionensensitiven Zweikanal-Glasmikroelektroden des Theta-Typs
wurden 7,5 cm lange Theta-Glaskapillaren (TGC 150-15 bzw. TGC 200-15, Clark
Electromedical Instruments) verwendet, die in einem Vertikalpuller (Narishige PE-2) zu
zwei Mikrokapillaren mit geringem Spitzendurchmesser (< 1um) ausgezogen wurden
(Abb. 6 A).

Da die verwendeten Sensorcocktails alle hydrophob sind, musste vor der Fillung des
spateren ionensensitiven Elektrodenkanals die hydrophile Glasoberflache hydrophob
gemacht werden. Dies wurde durch die Reaktion der Hydroxyl-Gruppen der inneren
Glasoberflache mit einer organischen Silanverbindung (Hexamethyldisilan, HMDS, Fluka)
erreicht, bei der Trimethylsilanreste an der Glasoberflache gebunden werden (Ammann
1986). Die Silanisierung erfolgte nach dem von Kilb (1994) modifizierten Dampfverfahren
von Coles und Tsacopoulos (1977). Wahrend der 90- bis 100-minttigen Bedampfung mit
HDMS wurde in den spéteren Referenzkanal Druckluft geblasen, um ihn vor der

Silanisierung zu schitzen. Die Mikrokapillaren wurden nach der Silanisierung fir
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mindestens zwei Stunden in einem Ofen auf 200 °C erhitzt und anschlieBend im
Exsikkator Uber Kieselgel gelagert. Die silanisierten Elektrodenrohlinge konnten so uber

mehrere Tage bis zu ihrer Verwendung aufbewahrt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ionensensitive Zweikanal-Glasmikroelektroden des
Theta-Typs als Na'-, K-, CI'- oder TMA"-sensitive Glasmikroelektroden verwendet. Die
Fullung der Glasmikrokapillaren erfolgte immer in der gleichen Reihenfolge. Zuerst wurde
der Sensorcocktail in den Elektrodenrohling eingebracht. Dazu wurde ein fein ausge-
zogener Kunststoffschlauch in den Sensorcocktail eingetaucht und anschliefend in die
hintere Offnung des silanisierten Kanals bis zur Verjingung der Glasmikrokapillare
eingefuhrt. Mittels einer Spritze, die mit dem hinteren Ende des Schlauchs verbunden war,
wurde der Sensor in den Kanal gedrtickt, in dem er sich nun durch Kapillarkrafte getrieben
entlang der mittleren Trennwand bis in die Spitze des Kanals vorzog. Anschliellend wurde
der Referenzkanal mit Elektrolytlésung gefillt. Zur Beseitigung von Luftblasen wurden
die Glasmikroelektroden gegebenenfalls in einem Exsikkator einem Unterdruck ausgesetzt.
Nach Uberschichtung des Sensorcocktails mit einer entsprechenden ,,Backfill“-Losung
wurden beide Kanéle mit einem chlorierten Silberdraht versehen und mit Hartklebewachs
versiegelt. In Tabelle 3 sind die verwendeten Sensorcocktails mit den dazugehdrigen
Backfill- und Referenzldsungen aufgelistet. Die ionensensitiven Zweikanal-Glasmikro-
elektroden konnten in vertikaler Lage mit der Spitze in NSL uber mehrere Tage

aufbewahrt werden.
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Tabelle 3: Verwendete lonophore, Backfill- und Referenzlgsungen

Mession lonophore Backfill Referenz

3 M Li-Acetat +
K" bzw. TMA" Corning 477317 8 mM KClI

100 mM KCI 0,5 M K;SO,
+8 mM KClI

3 M Li-Acetat
K* I-Cocktail B (Valinomycin) + 8 mM KClI

100 mM KCI 0,5 M K»S0Oq
+ 8 mM KCI

0,5 M K3SO4
Na* I-Cocktail A (ETH 227) 100 mM NaCl + 8 mM KClI

3 M Li-Acetat +
Cl I-Cocktail A 8 mM KCI

500 mM KCI 0,5 M K;SO,
+8 mM KClI

Corning 477317 stammte aus dem institutseigenen Vorrat, die Gbrigen lonophore wurden bei Fluka bezogen.
Bei den durchgefuhrten Experimenten wurden je nach Versuchsbedingungen verschiedene Referenzldsungen
verwendet (siehe 2.4.7).

Zwei- und Dreikanal-Glasmikroelektroden des gedrehten Typs

Zur Herstellung der ionensensitiven Zweikanal-Glasmikroelektroden des gedrehten Typs
wurden zwei Einzelkanal-Glaskapillaren verwendet (ionensensitiver Kanal: GC 150-F-15,
Referenzkanal: GC100-F-15, Clark Electromedical Instruments; Abb. 6 B). Die Glas-
kapillare fur den spéteren Referenzkanal wurde auf eine Lange von 6,5 cm gekirzt und an
die Glaskapillare fur den spateren ionensensitiven Kanal mit einer Lange von 7,5 cm
zentriert angeklebt, so dass der ionensensitive Kanal an beiden Enden 0,5 cm (berstand.
Zur Aushértung des Klebers (Araldit, Zweikomponentenkleber) wurden die Glaskapillaren

fur 60 min auf 60 °C erwéarmt.

Das Ausziehen der Glaskapillaren erfolgte mit Hilfe eines Vertikalpullers (Narishige PE-2)
in zwei Schritten. Im ersten Schritt wurden die Glaskapillaren ohne Zug erhitzt, um durch
Drehung um die Langsachse den Referenzkanal um 180 ° um den ionensensitiven Kanal zu

wickeln. Dabei wurden die Glaskapillaren um nicht mehr als 2 mm ausgezogen. Nach
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Abklhlung wurden die Glaskapillaren im zweiten Schritt vollstdndig zu Mikrokapillaren

ausgezogen.

Die Silanisierung des spéteren ionensensitiven Kanals wurde nach der Dampfmethode von
Berridge & Schlue (1978) durchgefuhrt, bei der die als Referenzkanal vorgesehene
Mikrokapillare durch Fillung mit destilliertem Wasser vor der Silanisierung geschiitzt
wird. Nach einer Silanisierungszeit von 90-100 min wurden die Glasmikrokapillaren
wiederum fir mindestens zwei Stunden auf 200 °C erhitzt, wobei das Wasser im Referenz-
kanal verdampfte. Die Fullung der Elektrodenrohlinge erfolgte analog zur Fillung der

Zweikanal-Glasmikroelektroden des Theta-Typs.

Die Herstellung der ionensensitiven Dreikanal-Glasmikroelektroden des gedrehten Typs
(Abb.6 C) erfolgte auf die gleiche Weise wie die der gedrehten Zweikanal-Glasmikro-
elektroden, mit dem Unterschied, dass fiir die spateren ionensensitiven Kanéle an Stelle
einer Einzelkanal-Glaskapillare eine Theta-Glaskapillare (TGC 150-15, Clark Electro-
medical Instruments) verwendet wurde. lonensensitive Zweikanal- und Dreikanal-Glas-
mikroelektroden des gedrehten Typs wurden als Na'-, K-, CI'- und TMA"-sensitive
Glasmikroelektroden verwendet. Dementsprechend kamen auch die gleichen Sensoren

sowie die entsprechenden Backfill- und Referenzldsungen zum Einsatz (siehe Tabelle 3).

2.4.3 Eichung ionensensitiver Glasmikroelektroden

Na’-, CI- und K-sensitive Glasmikroelektroden zeigen bei ihrer Eichung innerhalb
physiologischer lonenkonzentrationen kein lineares Verhalten, so dass Mehrpunkteich-
ungen notwendig sind. Es wurden tberwiegend Vierpunkteichungen durchgefihrt, da diese
ausreichten, um mittels der Nicolsky-Eisenman-Gleichung eine hinreichend genaue
Eichkurve zu erstellen (Abb. 7).

Die Zusammensetzungen der verwendeten K*-Eichlésungen sind in Tabelle 4 wieder-
gegeben. Die Gesamtionenstarke der Eichlosungen wurde konstant gehalten, indem die
Summe der Konzentrationen von KCI und NaCl immer 100 mM betrug. Als K*-lonophor

wurde sowohl Valinomycin als auch Corning 477317 verwendet.
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Tabelle 4: Zusammensetzung der K*-Eichlésungen

K*-Konzentration KCI NaCl | MgCl, | HEPES Osmolalitat
(mM) | (mM) (mM) (mM) (mOsmol/kg)
100 mM 100 0 0,5 10 201,5
25 mM 25 75 0,5 10
5 mM 5 95 0,5 10
0mM 0 100 0,5 10 202,5

pH: 7,3 mit NaOH

Da der verwendete Na'-lonophor (ETH 227) eine starke Interferenz gegeniiber Li*- und
Ca**-lonen zeigt (Selektivitatskoeffizient: k', = 0,40, k', = 0,63; Fluka), wurden zum
einen die Eichlésungen mit 1 mM EGTA und 0,73 mM CaCl, auf eine Ca?*-Konzentration
von 107 M gepuffert (Pershadsingh & McDonald 1980). Dies entsprach in etwa der [Ca?'];
von Retzius-Neuronen (Hochstrate & Schlue 1994, Hochstrate et. al. 1995). Zum anderen
wurde der Referenzkanal ausschlielflich mit 0,5 M K;SO, + 8 mM KCI gefillt. Die

Zusammensetzungen der Na*-Eichlésungen sind in Tabelle 5 zusammengestellt.

Tabelle 5: Zusammensetzung der Na*-Eichlésungen

Na'- NaCl | KCI | CaCl, | MgCl, | HEPES | EGTA | Osmolaritat
Konzentration | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mM) | (mOsmol/kg)
50 mM 50 80 0,73 0,5 10 1 259,5

10 mM 10 80 0,73 0,5 10 1

2,5 mM 2,5 80 0,73 0,5 10 1

0 mM 0 80 0,73 0,5 10 1 169,5
pH: 7,3 mit KOH

Zur Eichung CI-sensitiver Glasmikroelektroden wurden anstelle der CI’-Salze Gluconat-
salze verwendet. Die gewiinschte ClI-Konzentration wurde durch den Austausch von K-

Gluconat gegen KCI eingestellt (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Zusammensetzung der CI'-Eichlésungen

cr KCI K- Na- Mg- HEPES | Osmolaritat
Konzentration | (mM)| Gluconat | Gluconat Gluconat (mM) | (mOsmol/kg)
(mM) (mM) (mM)
50 mM 50 30 5 0,5 10 1715
12,5 mM 12,5 67,5 5 0,5 10
3mM 3 77 5 0,5 10
0 mM 0 80 5 0,5 10 168,5

pH: 7,30 mit KOH

In Tabelle 7 sind die ermittelten ,,Nernstschen* Steigungen und die Detektionslimits der
verwendeten ionensensitiven Glasmikroelektroden zusammengefasst. Im Hinblick auf die
Steigung wurden fir die jeweiligen Sensoren keine signifikanten Unterschiede zwischen
Zwei- und Dreikanal-Glasmikroelektroden festgestellt. Signifikante Unterschiede im

Detektionslimit wurden nur bei den beiden K*-Sensoren beobachtet.

Tabelle 7: Nernstsche Steigungen (s) und Detektionslimits (c”) der verwendeten

ionensensitiven Glasmikroelektroden

lonophor Anzahl der Kanale s (mV/Dekade) ¢! (mM)

K* 2 (n=119) -48,3+ 3,9 12+0,5
(Corning 477317) 3(n=24) -46,7 + 6,4 20+0,8**

K* 2 (n=22) 48,4+ 6,1 1,1+0,8
(Valinomycin) 3(n=13) -51,3+5,2 06+04*

Na* 2(n=12) -49,2 £ 3,3 1,7+0,9

(ETH 227) 3(n=38) 45,0 + 6,6 2,0+1,0

Cr 2(n=27) 48,4 +6,1 0,7+0,7

(Cocktail A) 3(n=17) 46,2 + 8,4 0,7+0,7

Mittelwerte # S.D. aus n = 12-119 Messungen. Die Parameter der Zweikanal-Glasmikroelektroden wurden
mit denen der Dreikanal-Glasmikroelektroden auf signifikante Unterschiede hin tberprift (*: p <0,05; **:

p <0,01).
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2.4.4 Messung des Zellvolumens mit TMA" als Volumenmarker

Die Anwendung ionensensitiver Glasmikroelektroden zur Registrierung des Zellvolumens
ist deshalb maoglich, weil Anderungen des Zellvolumens auf einer Wasseraufnahme bzw.
Wasserabgabe der Zellen beruhen und somit entsprechende Veranderungen der intra-
zelluléren lonenkonzentrationen auftreten. Zur Volumenmessung ist es notwendig, die
Zellen mit einem Volumenmarker zu beladen, der bestimmte Kriterien erfullen muss:
1. Die Konzentration des VVolumenmarkers muss mit Hilfe ionensensitiver Glasmikroelek-
troden in Gegenwart der physiologisch vorkommenden intrazelluldaren lonen bestimmt
werden kénnen. 2. Der Volumenmarker sollte unter physiologischen Bedingungen nicht in
der Zelle vorkommen. 3. Der Volumenmarker sollte nicht metabolisiert werden oder in den
Zellmetabolismus eingreifen. 4. Der Volumenmarker sollte nur eine geringe Membran-
permeabilitat aufweisen.

Der K*-lonophor Corning 477317 ist fur quaternare Ammoniumionen wesentlich
sensitiver als fiir K" (Neher & Lux 1973). Diese Eigenschaft erméglicht die Bestimmung
des Zellvolumens mit Hilfe quaterndrer Ammoniumionen als Volumenmarker (Reuss
1985, Ballanyi et al. 1990, Alvarez-Leefmans 1992). In der vorliegenden Arbeit wurde
TMA" (Tetramethylammonium) als Volumenmarker verwendet, dessen Eignung bei
Blutegel-Neuronen bereits gezeigt wurde (Neumann et al. 2001, Neumann 2003). Da
Blutegel-Neuronen TMA™ aktiv aufnehmen kénnen, erfolgte die Beladung der Neuronen
durch extrazelluldare Applikation von 5 mM TMA-CI. In einigen Versuchen wurde die
TMA-CI-Konzentration auf 10 mM erhoht, um die Beladung zu beschleunigen. Anhand
der intrazellularen TMA®-Konzentration ([TMA'];) ist es nun mdglich, auf Anderungen
des Zellvolumens zu schlieBen. Ein Anstieg von [TMA]; entspricht einer Volumen-
abnahme, ein Abfall einer Volumenzunahme. Die relative Volumenanderung l&asst sich
anhand der [TMA']; unter Kontrollbedingungen ([TMA*]kon) und unter experimentell
gednderten Bedingungen ([TMA™exp) mit folgender Gleichung berechnen (Ballanyi et al.
1990):

AVol. = —[TMAJK"” -
I.—I-MA ]Exp
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Die Berechnung des Zellvolumens ist auf diese Weise nur moglich, wenn die Anderungen
von [TMA™]; ausschlieBlich auf Anderungen des Zellvolumens beruhen. Die in dieser
Arbeit untersuchten Neuronen zeigten jedoch alle einen kontinuierlichen TMA™-Verlust,
der in guter Naherung einer einfachen Exponentialfunktion folgte und somit bei der

Berechnung des Zellvolumens beriicksichtigt werden konnte (Abb. 8).

Die TMA*-Aufnahme der untersuchten Neuronen bei extrazellularer TMA*-Applikation ist
im Anhang dokumentiert. Dort werden weiterfiihrende Experimente vorgestellt, die den
TMA™-Aufnahmemechanismus der Neuronen naher charakterisieren. Dariiber hinaus wird
die Wirkung von TMA" auf die elektrophysiologischen Eigenschaften der Neuronen

erlautert.

2.4.5 Eichung TMA"-sensitiver Glasmikroelektroden

Wegen der Sensitivitat von Corning 477317 fir K und TMA" wurden die Elektroden
meist fiir beide lonensorten geeicht. Der K*-Hintergrund der TMA™-Eichlésungen (Tabelle

8) entsprach annahernd der bekannten [K*]; bei Blutegel-Neuronen (siehe Tabelle 16).

Tabelle 8: Zusammensetzung der TMA™-Eichlésungen

TMA-CI KCI NaCl MgCl, HEPES Osmolaritat
Konzentration (mM) (mM) (mM) (mM) (mOsmol/kg)
10 mM 80 5 0,5 10 195

2,5 mM 80 5 0,5 10
0,5mM 80 5 0,5 10
0 mM 80 5 0,5 10 174,5
pH: 7,3 mit NaOH
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In Tabelle 9 sind die Nernstschen Steigungen und Detektionslimits der verwendeten

TMA"-sensitiven Glasmikroelektroden zusammengefasst. Die bei Zweikanal- und Drei-

kanal-Glasmikroelektroden erhaltenden Werte fiir s und ¢ waren praktisch identisch.

Tabelle 9: Nernstsche Steigung (s) und Detektionslimit (c’) der TMA*-sensitiven

Glasmikroelektroden

lonophor Anzahl der Kanéle | s (mV/Dekade) ¢, (MM)
TMA® 2 (n=155) -58,8 £ 7,2 0,15+ 0,07
Corning 477317 3(n=23) -58,3+6,8 0,17 £ 0,07

Mittelwerte #S.D. aus n = 23 bzw. 155 Messungen

Da eine Anderung des Zellvolumens mit Anderungen der intrazellularen lonenkon-
zentrationen verbunden ist, wurde der Einfluss des ionalen Hintergrunds auf die TMA'-
Empfindlichkeit der ionensensitiven Glasmikroelektroden untersucht. Dazu wurden sechs
modifizierte 7-Punkt-Eichungen (10, 5, 2,5, 1, 0,5, 0,1, 0 mM TMA") durchgefiihrt, die
dann jeweils mit einer konventionellen 7-Punkt-Eichung verglichen wurden. Die Eich-
I6sungen fur die konventionellen 7-Punkt-Eichung hatten folgenden konstanten ionalen
Hintergrund (in mM): 80 KCI, 5 NaCl, 0,5 MgCl,, 10 HEPES. Die Osmolaritéat der Eich-
l6sungen lag zwischen 195 mOsmol/kg (10 mM TMA®) und 174 mOsmol/kg (TMA*-frei).

Modifizierte Eichlésungen

Um den Einfluss einer erhéhten Gesamtionenstarke auf die TMA'-Empfindlichkeit der
Glasmikroelektroden zu untersuchen, wurden 3 Eichungen mit Lésungen durchgefuhrt, die
zusétzlich entweder 100 mM KCI, 100 mM NaCl oder 200 mM Saccharose enthielten. Die
Osmolaritat der +100 mM KCI-Lésungen lag zwischen 375 (10 mM TMA®) und 359
mOsmol/kg (TMA*-frei), die der +100 mM NaCl-Lésungen zwischen 372 und 359
mOsmol/kg und die der +200 mM Saccharose-Lésungen zwischen 414 und 394
mOsmol/kg. Der Einfluss einer verringerten Gesamtionenstarke auf die TMA™-
Empfindlichkeit wurde mit Eichlésungen untersucht, deren KCI-Konzentration um 40 mM
abgesenkt war. Die Osmolaritdten dieser Losungen lagen zwischen 123 und 105
mOsmol/kg. Der Einfluss eines Austauschs von K gegen Na® wurde anhand von

Eichlésungen untersucht, in denen 40 bzw. 60 mM KCI durch NaCl ersetzt waren. Der pH-
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Wert war bei allen Eichlésungen mit NaOH auf 7,3 eingestellt. Eine Ubersicht der mit den

modifizierten Eichldsungen ermittelten Detektionslimits gibt Tabelle 10.

Tabelle 10: Detektionslimit (c”) von TMA"-sensitiven Glasmikroelektroden in

Lésungen mit unterschiedlichen lonenhintergrund

Konzentration | Kontrolle + 100 + 100 + 200 -40 - 40 KCI - 60 KCI
(mM) KCI NacCl Sacc. KCI + 40 NaCl | + 60 NaCl
c? 0,10 0,18 0,10 0,12 0,05 0,05 0,03

(MMTMA*) | £0,02 | £0,037 | £0,02 | £0,03 |+0,00 | +0,00™ | +0,00"

Mittelwerte +S.D. aus n = 3 bis 7 Messungen. Die Ergebnisse der Eichungen unter veranderten ionalen bzw.

osmotischen Bedingungen wurden auf signifikante Unterschiede zur Kontrolleichung hin Gberprift (**: p <
0,01).

Hochsignifikante Abweichungen vom Detektionslimit unter Kontrollbedingungen zeigten
sich jeweils bei den Eichungen mit einem veranderten K*-Hintergrund. K*-lonen stellen
erwartungsgemal die Hauptstrionen bei der Bestimmung der TMA™-Konzentration
mittels des lonophors Corning 477317 dar (siehe 2.4.1, Gl. 12). Entsprechend war das
Detektionslimit bei erhohter K'-Konzentration hochsignifikant vergroRert und bei
erniedrigter K*-Konzentration hochsignifikant verkleinert. Eine Erhohung der Gesamt-
ionenstarke und/oder der Osmolaritdt (+100 mM NaCl; +200 mM Saccharose) beein-

flussten das Detektionslimit nicht signifikant.
Die Anderungen des lonenpotentials bei den einzelnen Eichschritten wurden bestimmt und

jeweils auf signifikante Unterschiede zur konventionellen Eichung hin Gberpriift (Tabelle
11).
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Tabelle 11: Anderung des lonenpotentials (in mV) von TMA"-sensitiven Glas-
mikroelektroden bei schrittweiser Erniedrigung der TMA®-Konzentration in

Lésungen mit unterschiedlichem lonenhintergrund

Konzentration | Kontrolle | + 100 + 100 + 200 -40 - 40 KCI - 60 KCI
(mM) KCI NaCl Sacc. KCI + 40 NaCl + 60 NaCl
10 auf 5 516 | -493 | -51,6 | -50,0 | -49,0 -49,3 -48,6
+37 | £25 | £29 | +52 | +21 +5,3 +2,1
5auf 2,5 494 | 511 | -516 | -51,8 | -518 52,2 51,8
+33 | £24 | +41 | +63 | +32 +3,1 +35
2,5auf 1 500 | -455 | -50,1 | -51,6 | -51,5 -51,4 -51,8
+37 | +42 | £39 | +51 | +41 +2,3 +2,1
1auf 0,5 -51,0 | -431 |-499+| -56,2 | -50,3 -50,2 -52,8
+40 |£307| 63 | 6,0 | +1,4 +1,8 +4,3
0,5 auf 0 -15,2 98 | -155 | -150 | -20,3 -20,1 -24,5
+11 |+£137| 08 | +1,7 |+127| +077 +1,07

Mittelwerte #S.D. aus n = 3 bis 7 Messungen. Die Ergebnisse der Eichungen unter veranderten ionalen bzw.
osmotischen Bedingungen wurden auf signifikante Unterschiede zur Kontrolleichung hin berpruft (**: p <
0,01).

Die Eichkurven der TMA'-sensitiven Glasmikroelekroden verliefen unabhangig vom
lonenhintergrund zwischen 10 und 1 mM TMA" linear, wobei sich die Steigungen nicht
signifikant unterschieden. Unterhalb von 1 mM TMA" wurde der Einfluss von K* auf das
lonenpotential deutlich, insbesondere im Bereich von 0,5 bis 0 mM TMA®: Bei erhohter
K*-Konzentration war die TMA®-Sensitivitat vermindert, bei erniedrigter K*-Konzen-
tration dagegen erhéht. Zusammenfassend zeigten die Befunde, dass die TMA'-
Empfindlichkeit der Glasmikroelektroden bei einer minimalen TMA*-Konzentration von
0,5 mM von der Gesamtionenstarke (siehe +100 mM NaCl, +200 mM Saccharose, -40 mM
KCI) und dem Austausch von Na* gegen K" unabhangig ist (siehe -40 bzw. -60 KCI gegen
+40 bzw. +60 mM NaCl) und nur durch deutliche Erhéhung der K*-Konzentration (siehe
+100 KCI) beeinflusst wird. Die TMA™-sensitiven Glasmikroelektroden sind daher bei
einer [TMA']; > 0,5 mM geeignet, um Anderungen des Zellvolumens zuverlassig zu

messen.
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2.4.6 Verwendung kombinierter Eichlésungen

Bei Mehrkanal-Glasmikroelektroden mit unterschiedlichen lonophoren beansprucht die
Eichung aller Kanéle viel Zeit. Aus diesem Grund wurden zwei kombinierte Eichldsungen
hergestellt, die eine erhebliche Zeitersparnis erbrachten. Die kombinierten Eichlésungen
erlaubten eine parallele Eichung der Na*- und K*-sensitiven sowie der TMA®- und CI-
sensitiven Kanéle (Abb. 9). Die Zusammensetzungen der Eichlésungen sind in Tabelle 12

und 13 zusammengestellt.

Tabelle 12: Zusammensetzung der kombinierten K*- und Na*-Eichlésungen

K* Na* KCI NaCl
100 0 100 0
95 5 95 5
75 25 75 25
25 75 25 75
5 95 5 95
0 100 0 100

pH: 7,3 mit NMDG-OH

Konzentrationsangaben in mM. Alle Eichlésungen enthielten 0,5 mM MgCl, und 10 mM HEPES. Die freie

Ca?*-Konzentration war auf ~10” M gepuffert.

Tabelle 13: Zusammensetzung der kombinierten TMA®- und CI-Eichlésungen

TMA® cr KCI TMACI K-Gluconat
10 mM 70 mM 60 10 40
2,5mM 12,5 mM 10 2,5 90
0,5mM 3 mM 2,5 0,5 97,5
0mM 0 mM 0 0 100

pH: 7,3 mit NMDG-OH

Konzentrationsangaben in mM. Alle Eichldsungen enthielten 5 mM Na-Gluconat, 0,5 mM Mg-Gluconat und
10 mM HEPES. Die CI-Konzentration wurde durch die Verwendung von KCI und TMA-CI eingestelit.
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Die kombinierten Eichlésungen wurden durch Vergleich mit den konventionellen
Eichlésungen (,,1-lon-Eichungen®) auf ihre Eignung tberprift (Abb. 10). Die Steigungen
und Detektionslimits, die mit kombinierten und konventionellen Eichlésungen bestimmt

wurden, wiesen keine signifikanten Unterschiede auf (Tabelle 14, 15).

Tabelle 14: ,,Nernstsche* Steigungen (in mV/Dekade) von K*-, Na'-, CI'- und TMA®-
sensitiven Glasmikroelektroden mit konventionellen (konv.) und kombinierten

(komb.) Eichlésungen

K" Na* Ccr TMA®
Eichung konv. | komb. | konv. | komb. | konv. | komb. | konv. | komb.
Mittelwert | -53,57 | -51,23 | -50,88 | -48,48 | 45,40 | 50,30 | -60,63 | -61,03
SD 6,27 5,34 3,56 4,59 1,40 2,54 4,85 3,24
n 3 3 4 4 3 3 4 4

Tabelle 15: Detektionslimits (in mM) von K*-, Na'-, CI- und TMA"-sensitiven
Glasmikroelektroden mit konventionellen (konv.) und kombinierten (komb.)
Eichlésungen

K* Na"* CI TMA®
Eichung konv. | komb. | konv. | komb. | konv. | komb. | konv. | komb.
Mittelwert 0,50 | 0,41 1,39 1,65 036 | 042 | 015 | 0,17
SD 0,31 0,31 0,32 0,67 0,34 | 0,35 0,06 | 0,03
n 3 3 4 4 3 3 4 4

2.4.7 Verwendung unterschiedlicher Referenzlésungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene ionensensitive Glasmikroelektroden
eingesetzt, die sich in einer Reihe von Parametern unterschieden. Da die verwendeten
lonophore unterschiedlich starke Interferenz gegentiber anderen lonen zeigten, wie
beispielsweise der Na'-Sensor gegeniiber Li* (siehe 2.4.3), war je nach Versuchsbedin-
gungen der Einsatz zweier unterschiedlicher Referenzldsungen notwendig (3 M Li-Acetat
+ 8 mM KCI und 0,5 K;SO, + 8 mM KCI). Die ermittelten Werte fiir E, von Retzius-

Neuronen waren von der Fillung des Referenzkanals unabhangig.
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2.4.8 Aufbau der Messapparatur

Der Versuchsaufbau war zur elektrischen Abschirmung in einem Faradaykafig unter-
gebracht. Er bestand aus einer Versuchswanne, zwei Mikromanipulatoren (Leitz) sowie
den Messkopfen der Verstarker. Nach Eichung der ionensensitiven Glasmikroelektroden
wurden die Segmentalganglien in der mit Sylgard (Dow Corning) ausgegossenen
Versuchswanne (Volumen 0,2 ml) an ihren Konnektiven und Seitenwurzeln mit Minutien-
nadeln festgesteckt. Die Ventralseite der Segmentalganglien zeigte nach oben, so dass die
Neuronzellkorper deutlich zu erkennen und fir den Einstich der Glasmikroelektroden
leicht zugénglich waren. Der Ldsungsaustausch erfolgte tber ein Superfusionssystem,
wobei die Lésung an der einen Seite in die Versuchswanne gelangte und an der anderen
Seite wieder abgesaugt wurde. Der Lésungszufluss wurde durch eine Peristaltikpumpe
(Watson-Marlow) angetrieben, der Losungsabfluss durch eine Scheibenpumpe. Die Durch-
flussrate betrug 2,7 ml/min, das Kammervolumen wurde 14 mal pro min ausgetauscht. Der
Losungszufluss wurde Uber einen Windkessel geleitet, um die Entstehung stérender
Luftblasen zu vermeiden. Die Erdung des Versuchsbads erfolgte tber eine Agarbriicke
(3% Agar in 3 M KCI). Der Einstich der Glasmikroelektroden in das jeweilige Neuron
wurde unter optischer Kontrolle (Binokular, Zeiss) durchgefiihrt. Die ionensensitiven
Zweikanal-Glasmikroelektroden wurden an einen Zweikanal-Differenzverstarker mit zwei
hochohmigen Eingéngen angeschlossen (WPI FD 223; R = 10™ Q). Bei Messungen mit
mehr Kanélen bzw. mit zwei ionensensitiven Glasmikroelektroden wurden zwei weitere
Verstarker verwendet (WPl Duo 773, Kanal A hochohmig: R=10" ©, Kanal B nieder-
ohmig: R=10" Q). Wegen des vergleichsweise geringen Eingangswiderstands wurden die
Kandle B ausschliel3lich zur Registrierung der Referenzsignale verwendet. Die Ausgangs-
signale wurden nach Digitalisierung mittels eines Analog-Digital-Wandlers (Digidata
1322A, Axon Instruments) von einem PC (AMD Duron 750 MHz) mittels des Daten-
erfassungsprogramms AxoScope aufgezeichnet (Version 8.1 bzw. 9.0, Axon Instruments).
Die Auswertung der digitalisierten Daten wurde mit einem Tabellenkalkulations-

programms (Microsoft Excel) durchgefuhrt.
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2.5 Messung des Eingangswiderstands

Im Rahmen dieser Arbeit wurden bei verschiedener Blutegel-Neuronen Messungen des
Eingangswiderstands (Rinput) durchgefuihrt. Dabei wurde neben einer Einzelkanal- oder
einer ionensensitiven Zweikanal-Glasmikroelektrode eine weitere Einzelkanal- oder Zwei-
kanal-Glasmikroelektrode in das Neuron eingestochen. Uber diese Elektrode wurden alle
10 s hyperpolarisierende Strompulse von -1 bis -5 nA bei einer Pulsdauer von 1 s injiziert,
die von einem Injektionsverstarker erzeugt wurden (A310 Accupulser, WPI). Rinput Wurde
aus der Amplitude der durch den Strompuls induzierten Membranhyperpolarisation

bestimmt. Die Ausgangssignale wurden mit einer Rate von 20 Hz registriert.
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3. Ergebnisse

Die Beschreibung der Ergebnisse ist folgendermaflen gegliedert. Zuerst werden die
elektrophysiologischen Parameter und insbesondere die intrazelluldren Ionenkonzentra-
tionen der Neuronen im Ruhezustand charakterisiert, um spdter die Auswirkungen von
»Storungen des Ruhezustands auf das Zellvolumen nédher zu quantifizieren. Anschliefend
werden einige Aspekte des Cl'-Transports niher untersucht, da CI" bei der Kontrolle des
Zellvolumens als Gegenion von Na” und K eine besondere Rolle spielt. Der lonenmecha-
nismus von Zellvolumendnderungen wurde anhand von Storungen des Ruhezustands
untersucht, die experimentell durch die Hemmung der Na'-K'-Pumpe oder durch die
Aktivierung von Glutamat- bzw. 5-HT-Rezeptoren induziert wurden. AbschlieBend werden
Na'-aktivierte K'-Kanile bei P-Neuronen beschrieben, die fiir einige ungewdhnliche

Eigenschaften dieser Neuronen verantwortlich sind.

3.1 Elektrophysiologische Parameter und intrazelluléare

lonenkonzentrationen unter Ruhebedingungen
3.1.1 Ruhewerte von [K™];, [Na'];, [CI'Ti, [Ca®*Ti, Em und Rinput

Die Verwendung ionensensitiver Glasmikroelektroden erlaubte es, simultan E,, sowie, je
nach verwendetem Ionophor, die intrazelluliren Konzentrationen von K', Na' oder CI
([K']i, [Na'];, [CI];) zu bestimmen. Unmittelbar nach dem Einstich der Glasmikroelek-
troden waren E,, und die intrazelluldren Ionenkonzentrationen noch nicht stationér, stellten
sich jedoch innerhalb von 10 bis 15 min auf konstante Werte ein. Der ,,Einheilungs-
vorgang‘ war dabei vom verwendeten Elektrodentyp unabhiangig. Sowohl bei Verwendung
von Zweikanal- als auch von Dreikanal-Glasmikroelektroden wurden vergleichbare E,-
Ruhewerte gemessen. In den Experimenten zur Bestimmung von Ry, wurden zwei Glas-
mikroelektroden in ein einzelnes Neuron eingestochen, wobei verschiedene Elektroden-
kombinationen verwendet wurden (siche 2.5, 3.6). Der Einstich zweier Glasmikro-
elektroden stellte offenbar keine grofere ,,Belastung* fiir die Zellen dar, da sich sowohl fiir
En als auch fiir die intrazelluldren Ionenkonzentrationen nach 10 bis 15 min vergleichbare,
konstante Messwerte einstellten. Die E- und Ryp-Ruhewerte sowie die Ruhewerte der
intrazelluldaren Ionenkonzentrationen sind in Tabelle 16 wiedergegeben.
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Die bei den untersuchten Neuronen ermittelten E,-Werte stimmen mit Messwerten aus
fritheren Arbeiten gut iiberein (Schlue & Deitmer 1984, Lucht 1997, Dierkes 1998, Hintz
1999, Hintz et al. 1999, Kilb & Schlue 1999). Die bei den verschiedenen Neuronen
ermittelten Rynpu-Werte unterschieden sich voneinander und spiegeln wahrscheinlich die
unterschiedliche GroBe der Neuronzellkorper wider. Retzius-Neuronen wiesen mit ~ 10
MQ den geringsten Rppu-Wert auf. Fiir P- und AP-Neuronen wurden etwa doppelt so
grofle Riypu-Werte ermittelt und bei N1- und Leydig-Neuronen war Ryypy mit 28 bzw. 39

MQ am groften.

Tabelle 16: Em, Rinpur und intrazellulare lonenkonzentrationen unter Ruhebedin-

gungen
Retzius P AP N1 Leydig
[K™Ti 88+ 19 83+ 14 85+ 28 72+17 6111
(mM) n=69 n=27 n=>5 n=11 n=17
En (mV) 43,1479 -46,0 +7,2 -35343,2 -47,5+ 8,4 -37,8+ 8,4
[Na']; 10,1 £5,0 11,8+ 7,8 6,3+28 10,0 + 7,0 10,4+ 6.9
(mM) n=16 n=17 n==6 n=>5 n=4
Em (mV) -43,9+10,3 413+78 -36,2+2.7 -393+28 -39,5+ 8.4
[CI; 12,7+ 6,9 17,1 £5,1 11,3+2,7 14,6 + 2.8 13,3+4,0
(mM) n=48 n=34 n=238 n=7 n==6
Em (mV) -43,0+6,9 -41,7+5.7 -38,9+4.7 -40,0 £ 4.6 -36,7 £ 4,1
[Ca™]; 79+ 8 54+ 13 86 + 19 65+7 91+ 14
(nM) n=19 n=18 n=>5 n=>5 n=>5
Rinput 9,9+22 20,7+ 7,0 22,0+ 3,7 27,7+10,0 | 38,7+10,0
MQ) n=>52 n=16 n=18 n=11 n=7
Em(mV) -44.8 6,7 43,4468 -351+5,8 429459 43,4+ 6,1

Mittelwerte # S.D aus n = 4-185 Messungen. In die Auswertung gingen nur Neuronen ein, deren E,, nach
der Stabilisierung negativer als —30 mV war. R, Wurde anhand der Verstellung von Ey, bei Injektion von
hyperpolarisierenden Strompulsen bestimmt (-1 bis -3 nA). Die [K*]-Werte bei Retzius-, P-, N1- und Leydig-
Neuronen wurden sowohl mit Corning 477317-gefiillten als auch mit Valinomycin-gefillten Glasmikro-
elektroden bestimmt. Dem [K*];-Wert bei AP-Neuronen liegen nur Messungen mit Valinomycin-gefiillten
Glasmikroelektroden zugrunde, da die mit Corning 477317 erhaltenen Werte offensichtlich artifiziell erhéht
waren. Die intrazellulare Calciumkonzentration ([Ca®*];) unter Ruhebedingungen wurde mikrofluorimetrisch
mit Fura-2 10 bis 15 Minuten nach der Farbstoffinjektion ermittelt. Die E,,, die jeweils bei der Messung von

[K™]i, [Na™];, [CI]i, und Rynpy Simultan bestimmt wurden, sind klein gedruckt.
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Bei NI- und Leydig-Neuronen wurde [K']; ausschlieBlich mit dem klassischen Ionen-
austauscher Corning 477317 bestimmt, wihrend bei Retzius-, P- und AP-Neuronen auch
Glasmikroelektroden mit Valinomycin als K'-Sensor verwendet wurden. Bei Retzius- und
P-Neuronen unterschieden sich die mit den beiden Sensoren bestimmten [K'];-Werte nicht
voneinander, wihrend bei AP-Neuronen mit Corning 477317 eine signifikant hohere [K'];
gemessen wurde als mit Valinomycin (117 £ 33 mM, n = 8 bzw. 85 £ 28 mM, n = 5).
Diese Diskrepanz konnte auf der Sensitivitdt von Corning 477317 fiir Cholin beruhen
(Ballanyi & Schlue 1989, Ballanyi et al. 1990, Neumann et al. 2001; Abb. 11). Falls AP-
Neuronen cholinerg sind, wire das Corning 477317-Signal nicht nur durch [K'];, sondern
auch durch die intrazellulire Cholinkonzentration bestimmt und somit [K']; iiberschitzt.
Fiir Retzius- und P-Neuronen wurde gezeigt, dass diese nicht zu den cholinergen Neuronen
des Blutegels gehoren (Wallace & Gillon 1982). Eine Diskrepanz zwischen den mit
Corning 477317- bzw. mit Valinomycin-gefiillten Glasmikroelektroden erhaltenen Daten
war bei Retzius- und P-Neuronen daher nicht zu erwarten und wurde auch nicht

beobachtet.

Bei Retzius-, P- und AP-Neuronen lag [K']; im Mittel bei ~ 87 mM. Bei N1-Neuronen war
[K']; signifikant und bei Leydig-Neuronen hoch signifikant niedriger als bei den anderen
Neuronen. Die Werte fiir [Na']; bei Retzius, P-, N1- und Leydig-Neuronen variierten
zwischen 10 und 12 mM, wihrend bei AP-Neuronen geringere Werte gemessen wurden.
Die Werte fiir [Cl']; bei Retzius-, AP- und Leydig-Neuronen unterschieden sich nicht von-
einander (~12 mM), bei N1-Neuronen war [CI']; tendenziell und bei P-Neuronen deutlich
héher. Die [Ca®']; der Neuronen variierten zwischen 50 und 90 nM, was mit Ergebnissen

aus fritheren Arbeiten im Einklang steht (siehe Dierkes 1998).

3.1.2 Zusammenhang zwischen [K™];, [Na']; bzw. [CI']; und Ep,

Die unter Ruhebedingungen bei einem gegebenen Neuronentyp ermittelten [K']i-, [Na']i-
und [CI']i-Werte variierten zum Teil erheblich. Um zu priifen, ob ein Zusammenhang
zwischen E,, und der jeweiligen Ionenkonzentration besteht, wurden [K'];, [Na']; und [CI];
gegen E,, aufgetragen (Abb. 12). Die [K'];-Werte der Neuronen schwankten zwischen 50-
120 mM, eine Abhéngigkeit von E,, konnte bei keinem der Neuronentypen festgestellt
werden. Die ermittelten [Na']; der untersuchten Neuronen lagen iiberwiegend zwischen 5

und 20 mM. Bei Retzius-Neuronen war [Na+]i umso kleiner, je negativer E,, war. Ob bei
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AP-, N1- oder Leydig-Neuronen ein Zusammenhang zwischen [Na']; und E,, besteht, war
nicht auszumachen, da die E,-Werte bei diesen Neuronen nur wenig variierten. Bei P-
Neuronen scheint keine Abhingigkeit zwischen [Na']; und E,, zu bestehen, zumal mehrere
Neuronen bei negativem E,, relativ hohe [Na']-Werte aufwiesen. Die Werte fiir [C1T;
variierten zwischen 5 und 25 mM, wobei alle Neuronentypen die Tendenz zeigten, dass

[CI']i mit zunehmender Negativierung von E,, immer kleiner wurde.

3.1.3 Cl-Verteilung bei den verschiedenen Neuronentypen

Der Zusammenhang zwischen [Cl]; und E,, konnte als Anzeichen fiir eine passive Cl'-
Verteilung gewertet werden. Tatsdchlich wurde eine passive Cl-Verteilung bei P-
Neuronen vermutet (Munsch et al. 1995), bei Retzius-Neuronen dagegen eine aktive CI'-

Verteilung (Munsch & Schlue 1993, Munsch et al. 1995).

In der vorliegenden Arbeit zeigte die Auftragung des CI'-Gleichgewichtspotentials (Ecy)
gegen E,, dass Ec¢ bei allen untersuchten Neuronen meist negativer als E,, war, also
iiberwiegend eine aktive Cl'-Verteilung vorlag (Abb. 13 A). Die Differenz zwischen den
Mittelwerten von E¢; und E,, war bei Retzius-, AP-, Leydig- und N1-Neuronen jedoch
grofBer als bei P-Neuronen (Retzius: 10,9 mV, AP: 15,5 mV, Leydig: 13,8 mV, N1: 7,5
mV, P: 4,0 mV; Abb. 13 B). Mit Ausnahme der P-Neuronen war der Unterschied zwischen
Ec; und E,, bei allen Neuronen signifikant. Um zu iiberpriifen, ob ein Zusammenhang
zwischen der Cl'-Verteilung und der CI'-Leitfdhigkeit der Plasmamembran besteht, wurde
die CI'-Leitfihigkeit anhand der Ryp-Anderung bestimmt, die bei unspezifischer Hem-
mung der CI-Kanile durch die Applikation von 0,5 mM DIDS auftrat. Die Versuche
wurden bei Retzius- und P-Neuronen durchgefiihrt, da diese sich hinsichtlich ihrer CI'-
Verteilung deutlich unterschieden. Bei Retzius-Neuronen nahm Ry,p, um ~ 20 %, bei P-
Neuronen nur um ~ 5 % zu (Abb. 14). Dieses Ergebnis widersprach den Erwartungen, da
eine hohe CI-Leitfdhigkeit eher eine passive Cl'-Verteilung begiinstigen sollte und
umgekehrt eine geringe Cl-Leitfdhigkeit eine aktive Cl'-Verteilung. Retzius-Neuronen
miissen daher {iber einen ausgeprigten Cl'-Auswirtstransport verfiigen, um trotz hoher CI'-

Leitfahigkeit die aktive Cl'-Verteilung aufrecht zu erhalten.

-37 -



Ergebnisse

Um ein MaB fiir die Geschwindigkeit des Cl'-Transports bei den verschiedenen Neuronen
zu erhalten, wurde die ClI-Abgaberate nach Entfernen des extrazelluldren Cl” bestimmt. In
Cl'-freier Losung verloren alle Neuronen ihr intrazelluldres CI, jedoch mit unter-
schiedlichen Geschwindigkeiten (Abb. 15). Retzius-, AP- und Leydig-Neuronen zeigten
vergleichbare Abgaberaten von 3,3 £ 1,2 mM/min (n = 5), 2,9 + 1,2 mM/min (n = 4) bzw.
2,6 £ 0,7 mM/min (n = 4). Die Abgaberaten der P- und N1-Neuronen waren mit 1,3 £ 0,5
mM/min (n = 5) bzw. 1,5 £ 0,4 mM/min (n = 6) signifikant kleiner. Diese Ergebnisse
widersprechen den Befunden von Munsch et al. (1995), nach denen die Abnahme von
[CI']i nach CI'-Entfernung bei Retzius-Neuronen langsamer erfolgt als bei P-Neuronen. Die
hier bestimmten CI-Abgaberaten bei Retzius- und P-Neuronen stehen jedoch mit den
ermittelten Cl'-Leitfdhigkeiten der beiden Neuronentypen im Einklang (Abb. 14). Nach
Wiederzugabe des extrazelluldren CI” stellte sich bei allen Neuronen innerhalb von 10-15

min die urspriingliche [CI']; wieder ein.

Entgegen der Erwartung verursachte das Entfernen des extrazelluldren CI* bei allen
Neuronen eine anhaltende Membranhyperpolarisation, deren Ursache bis jetzt unbekannt
ist. Bei P-, N1- und AP-Neuronen setzte die Membranhyperpolarisation unmittelbar nach
dem Uberwechseln in die CI'-freie Badldsung ein (-11,1 £2,1 mV,n=5;-11,4 2,7 mV,
n=6bzw. -10,3 £ 9,6 mV, n =4). Wie an der hohen Standardabweichung zu erkennen ist,
war die Membranhyperpolarisation bei AP-Neuronen variabel (Einzelwerte: -12,3 mV,
-22,6 mV, -6,2 mV), bei einer der 4 Messungen blieb eine Membranhyperpolarisation
sogar vollig aus. Bei Retzius- und Leydig-Neuronen ging in den meisten Experimenten der
Membranhyperpolarisation (-6,0 £ 1,8 mV, n = 5 bzw. -6,5 £ 1,9 mV, n = 4) eine tran-
siente Membrandepolarisation voraus (7,0 £ 5,9 mV, n =4 bzw. 4,0 £ 1,8 mV, n = 2), die
vermutlich auf den Cl'-Ausstrom zuriickzufiihren ist. In Cl-freier Badldsung generierten
alle Neuronen spontan Salven von Aktionspotentialen (,,Bursts*), die bis zum Uber-
wechseln in CI'-haltige Badlosung andauerten (siche Munsch et al. 1995, Beck et al. 2001).
Die Wiederzugabe des extrazelluliren Cl™ verursachte hdufig eine anfiangliche Membran-

hyperpolarisation, nach der E,, wieder auf den Ausgangswert zuriickkehrte.
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3.2 CI-Regulation bei Retzius- und P-Neuronen

Wie die meisten Zellen verfligen Neuronen iiber verschiedene CI'-Transportsysteme, von
denen einige CI in die Zelle hinein und andere CI” aus der Zelle heraus transportieren. Von
besonderer Bedeutung fiir die beschriebene aktive Cl'-Verteilung der Neuronen sind
Transportsysteme, die einen CI'-Ausstrom bewerkstelligen. Fiir den CI'-Ausstrom kommen
zwei verschiedene Cl'-Transporter in Frage, zum einen der CI'-HCOj;-Austauscher, der
zusammen mit dem K'-H'-Austauscher KCI aus der Zelle transportiert, und zum anderen
der K'/CI'-Cotransporter (Lang et al. 1998). Unter den hier vorliegenden Versuchsbeding-
ungen, d.h. bei nominalem Fehlen von HCO;3™ in den Versuchsldsungen, sollte nur der
K'/CI'-Cotransporter in der Lage sein, Cl" aus der Zelle heraus zu transportieren. In den
folgenden Experimenten wurde die mogliche Rolle des K'/Cl-Cotransporters bei der
Aufrechterhaltung der aktiven CI'-Verteilung bei Blutegel-Neuronen untersucht. Wegen
der deutlichen Unterschiede hinsichtlich ihrer Cl-Verteilung wurden die Experimente

erneut an Retzius- und P-Neuronen durchgefiihrt.

3.2.1 Hemmung des K*/CI-Cotransporters: Wirkung auf E,, und [CI];

Bei Retzius-Neuronen verursachte die Applikation von 0,5 mM Furosemid, einem unspe-
zifischen Inhibitor des K'/Cl-Cotransporters (Hoffmann 1986, Russel 2000), nur eine
geringe Membrandepolarisation um 2,0 £ 3,8 mV (n = 13). Innerhalb von 10 min stieg
[CT]; um 5,2 + 3,0 mM an, ohne jedoch einen stationdren Wert zu erreichen (Abb. 16 A).
Durch diese Verschiebungen néherten sich E¢; und E,, einander an, d.h. die aktive CI'-
Verteilung ging tendenziell in eine passive Verteilung iiber. Vor der Furosemid-Appli-
kation lag E,, bei -43,1 £ 7,0 mV und E¢ bei -56,7 £ 10,6 mV, nach 10 min in Furosemid
betrug E;, -41,1 £ 6,7 mV und E¢; -46,9 + 10,8 mV. P-Neuronen reagierten auf Furosemid
iiberwiegend mit einer Membranhyperpolarisation um -1,4 £ 1,7 mV (n = 5), die von
einem geringen [Cl'];-Anstieg um 1,6 £ 1,1 mM begleitet war, der nach 10 min ebenfalls
noch andauerte (Abb. 16 B). Vor der Furosemid-Applikation lag E;, bei -38,8 + 4,2 mV
und E¢ bei -47,0 £ 5,2 mV, nach 10 min in Furosemid betrug E,, -40,2 £ 3,2 mV und E¢
-44,5 £ 5,1 mV. Auch bei P-Neuronen ndherten sich also Ec; und E,, einander an. Die
Befunde deuten darauf hin, dass sowohl bei Retzius- als auch bei P-Neuronen der K'/CI'-
Cotransporter an der aktiven Cl'-Verteilung beteiligt ist.
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3.2.2 Hemmung des Na'/K*/2CI’-Cotransporters: Wirkung auf E;, und [CI'];

Furosemid inhibiert auch den Na'/K'/2CI-Cotransporter (Hoffmann 1986), der den
gekoppelten Einwirtstransport von Na', K™ und zwei CI” vermittelt (Haussinger 1996,
Wehner & Tinel 1998). Um zu priifen, ob in die beschriebene Furosemid-Wirkung bei
Retzius- und P-Neuronen (Abb. 16) auch die Hemmung des Na'/K'/2CI-Cotransporters
involviert ist, wurde bei beiden Neuronentypen die Wirkung des spezifischen Inhibitors
Bumetanid untersucht (Wehner & Tinel 1998, Russel 2000; Abb. 17). Retzius-Neuronen
reagierten auf die Applikation von 0,1 mM Bumetanid mit einer Membrandepolarisation
um 3,4 £ 3,7 mV und einem [Cl];-Anstieg um 3,0 £ 2,0 mM (n = 10, Abb. 17 A). Die
Daten variierten jedoch erheblich, denn bei 7 der 10 untersuchten Retzius-Neuronen hatte
Bumetanid nur eine geringe Wirkung auf E,, und [CI']; (1,3 £ 1,5 mV bzw. 2,0 £ 1,2 mM).
Bei P-Neuronen wurde weder E;, (-1,3 £ 1,5 mV n = 4) noch [CI]; (0,2 £ 1,0 mM)
nennenswert durch Bumetanid veréndert (Abb. 17 B). Diesen Ergebnissen nach spielt der
Na'/K'/2CI'-Cotransporter bei der Cl-Regulation von Retzius- und P-Neuronen nur eine

untergeordnete Rolle.

3.3 Hemmung der Na'-K"-Pumpe: Wirkung auf E,, [Na'];, [K']i, [CIT;

und Zellvolumen

Die Na'-K'-Pumpe ist das wichtigste aktive Transportsystem, das an der Aufrechter-
haltung des zelluldren Fliessgleichgewichts und damit auch des Zellvolumens beteiligt ist
(pump-leak steady-state concept; Hoffman 2001). Die Hemmung der Na'-K"-Pumpe durch
Ouabain fithrt zum Zusammenbruch der Tonengradienten fiir Na" und K™ sowie zu einem
Anstieg von [CI]; und ist in der Regel von einer Zellschwellung begleitet (Hernandez &
Cristina 1998, Lang et al. 1998, Armstrong 2003). Bei Retzius-Neuronen wurde gezeigt,
dass Ouabain zu einer mehrstufigen Membrandepolarisation und zu einem reversiblen
Anstieg von [Na']; und [Ca®"]; fithrt (Deitmer & Schlue 1983, Hochstrate & Schlue 2001),
ebenso wie zu einer Zellschwellung (Wiisten 2004). Um die ionalen Ursachen der
Volumenédnderungen unter isotonischen Bedingungen aufzuklidren, wurden Zellvolumen
und E,, sowie [Na'];, [K']; und [CI]; bei Hemmung der Na'-K'-Pumpe gemessen. Die

Experimente wurden wiederum bei Retzius- und P-Neuronen durchgefiihrt.
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3.3.1 Hemmung der Na*-K*-Pumpe mit Ouabain

Ouabain (G-Strophantin) ist ein spezifischer Hemmstoff der Na"™-K'-Pumpe (Scheiner-
Bobis & Schoner 2001). Die Wirkung von Ouabain auf das Zellvolumen und E,,, sowie auf
[Na'];, [K']; und [CI']; wurde untersucht, um anhand einer Ionenbilanz Aussagen iiber den
Mechanismus der Zellschwellung treffen zu konnen. Dabei wurden bei Retzius-Neuronen
[Na']; und [K']; mit ionensensitiven Dreikanal-Glasmikroelektroden simultan gemessen.
Das Zellvolumen konnte bei diesen Experimenten nicht mit ionensensitiven Glasmikro-
elektroden mit TMA " als Volumenmarker bestimmt werden, da die Ouabain-Wirkung iiber
einen langen Zeitraum von ~ 40 min andauerte und der TMA™-Verlust der Neuronen zu
rasch erfolgte. Daher wurden die Messungen des Zellvolumens mikrofluorimetrisch mit

Hilfe von Fura-2 als Volumenmarker durchgefiihrt.

Retzius-Neuronen:

Bei Retzius-Neuronen fiihrte die 10-miniitige Applikation von 0,5 mM Ouabain zu einer
meist dreistufigen Membrandepolarisation (Abb. 18). Unmittelbar nach Applikations-
beginn depolarisierten die Neuronen, ausgehend von einem Ruhe-E,, von -48,7 £ 9,7 mV
(n = 10), rasch auf ein zeitweise stabiles E,, von -36,3 + 10,6 mV. Nach 3-5 min erfolgte
eine zweite schnelle Membrandepolarisation auf ein wiederum zeitweise stabiles E;, von
-22,5 + 4,2 mV. Die dritte Depolarisationsphase setzte 3-5 min nach Beginn der zweiten
Phase ein und bestand in einer langsamen Annédherung an ein minimales E,, von -13,1 +

2,8 mV, das 15-20 min nach Beginn der Ouabain-Applikation erreicht wurde.

Diese En-Anderungen gingen mit einem [Na']i- und [Cl]i-Anstieg sowie einem [K'J;-
Abfall einher (Abb. 18 A). Parallel hierzu trat eine Zellschwellung um 24 £ 5 % (n = 4;
Abb. 18 B) auf. Der [Na'];-Anstieg und der [K']i-Abfall erfolgte in drei Phasen, die mit
denen der dreistufigen Membrandepolarisation korrelierten. Zundchst waren die [Na'J;-
und [K'Ji-Anderungen mit 2-4 mM/min relativ langsam (Phase 1), doch nach 5-8 min
beschleunigten sie sich plotzlich auf ~ 10 mM/min (Phase 2). Einige Minuten spéter ver-
langsamten sich die Anderungen, bis nach weiteren 5-10 min [Na']; und [K']; konstante
Werte erreichten (Phase 3). Der Zeitverlauf des [Cl ]i-Anstiegs entsprach etwa dem der E,,-
Verschiebung, d.h. wenn sich E,, verdnderte, dnderte sich auch [Cl];, und wenn E,
unverdndert blieb, dnderte sich auch [CI]; nicht. (Abb. 18 A). Alle durch Ouabain hervor-

gerufenen Wirkungen waren nach 20 bis 30 min vollstindig reversibel.
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Unter isotonischen Bedingungen beruht eine Zunahme des Zellvolumens auf einer
Erhohung der Anzahl im Cytosol geloster Teilchen. Eine Nettoaufnahme von Ionen
induziert dementsprechend einen Wassereinstrom iiber die Plasmamembran in die Zelle
und damit eine Zellschwellung, wobei die intrazelluldren Ionenkonzentrationen verdiinnt
werden. Die Ouabain-induzierten Konzentrationsidnderungen spiegeln daher nicht nur
transmembranale lonenfliisse wider, sondern auch Zellvolumenénderungen. Um diejenigen
Komponenten der Konzentrationsdnderungen zu bestimmen, die auf Ionenfluss beruhen,
miissen die gemessenen Konzentrationsdnderungen hinsichtlich der Volumeninderung
korrigiert werden. Diese Korrektur erfolgte durch die Berechnung der Konzentrations-

anderungen, die bei einem konstanten Zellvolumen zu erwarten sind (Tabelle 17).

Die Gesamtkonzentration an Kationen ([Na']; + [K'];}) nahm volumenkorrigiert um 23 + 8
mM und [CI']; um 27 £ 7 mM zu. Die Zunahme der Kationenkonzentration beruht darauf,
dass die Na'-Aufnahme hoher war als die K+—Abgabe. Die , Nettoaufnahme* von Na®
unterschied sich dabei nicht signifikant von der CI'-Aufnahme, so dass von einer elektro-
neutralen NaCl-Aufnahme ausgegangen werden kann, die fiir die beobachtete Zell-
schwellung verantwortlich ist. Insbesondere erklart die ermittelte NaCl-Aufnahme von

~ 25 mM die gemessene Zellschwellung von 24% auch quantitativ (siche 3.4.2)
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Tabelle 17: Ouabain-induzierte Anderungen von Zellvolumen, [Na™];, [K']; und [CIT;

bei Retzius-Neuronen

Wirkung von 0,5 mM Ouabain auf das Zellvolumen

AVOl.re (%0) 24+5(n=4)
Wirkung von 0,5 mM QOuabain auf [Na'];
Ruhe-[Na™]; 6+3
Maximales [Na']; 86 + 4
Gemessenes A[Na']; +80+5
Volumenkorr. A[Na']; +96+5
Wirkung von 0,5 mM Quabain auf [K*];
Ruhe-[K]; 92+2
Minimales [KT; 15+9
Gemessenes A[K™]; -76 +10
Volumenkorr. A[K]; -73+12
Nettodnderung der intrazelluldren Kationenkonzentration
A[Na']i+ A[K']; +3+7
Volumenkorr. A[Na']i+ A[K']; +23+8
Wirkung von 0,5 mM Quabain auf [CI];
Ruhe-[CI; 12+£5
Maximales [CI]; 325
Gemessenes A[CI]; +21+6
Volumenkorr. A[CI]; +27 7

Mittelwerte + S.D. aus n = 3-4 Versuchen. Die Vorzeichen kennzeichnen eine Zunahme (+) bzw. Abnahme
(-) der jeweiligen lonenkonzentration. Alle Konzentrationsangaben in mM. Angegeben sind die Ruhewerte
vor der Ouabain-Applikation, die Maximal- bzw. Minimalwerte in Gegenwart von Ouabain sowie die
maximalen gemessenen und volumenkorrigierten Konzentrationséanderungen. Zusatzlich angegeben ist die

gemessene und die volumenkorrigierte Kationenbilanz (4[Na™]; + 4[K™],).

P-Neuronen:

Bei P-Neuronen induzierte die 10-miniitige Applikation von 0,5 mM Ouabain unterschied-
liche E-Anderungen, die sich grob in zwei Kategorien einteilen lassen (Abb. 19, 20). Bei
9 von 17 Neuronen traten starke E,-Anderungen auf, zunichst eine Membranhyperpolari-
sation (-9,2 £ 3,2 mV), die in eine langanhaltende Membrandepolarisation (29,4 + 10,0

mV) tiberging, die auch nach Auswaschen des Ouabains zunéchst anhielt (Abb. 19). Bei 6
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dieser 9 Neuronen kehrte E,, nach 20-30 min auf den Ruhewert zuriick, wihrend bei 3
Neuronen die Membrandepolarisation andauerte. Bei den {ibrigen 8 Neuronen wurde E,,
durch Ouabain nur wenig beeinflusst (2,2 £ 1,2 mM; Abb. 20). Nach Auswaschen des
Ouabains trat jedoch bei 6 dieser 8 Neuronen eine langanhaltende Membranhyperpolari-

sation auf (-11,8 £ 2,0 mV).

Auch bei P-Neuronen verursachte Ouabain einen [Na']- und [Cl]-Anstieg sowie einen
[K']i-Abfall. Dabei zeigte sich, dass die Konzentrationsinderungen bei Neuronen mit
starker E-Anderung deutlich groBer waren als bei Neuronen mit geringer E,-Anderung
(vgl. Abb. 19, 20). In diesen beiden Gruppen betrug der [Na'];-Anstieg 88 = 28 mM (n = 5)
bzw. 17 £ 5 mM (n = 2) und die [K J;-Abnahme —63 + 10 mM (n = 2) bzw. 27 + 6 mM
(n = 2). Am deutlichsten war der Zusammenhang zwischen den Anderungen von E,, und
[CIT;. Bei Neuronen mit starker E,-Anderung nahm wihrend der Membranhyperpolari-
sation [CI']j um -5,7 £ 2,1 mV (n = 3) ab und wéhrend der Membrandepolarisation um 42 +
14 mM zu. Bei Neuronen mit geringer E-Anderung verénderte sich auch [CI']; mit -0,6 +

1,5 mM (n = 3) nur wenig.

Die Variabilitit der Anderungen der intrazelluldren Ionenkonzentrationen spiegelte sich
auch in den Anderungen des Zellvolumens wider. Ouabain verursachte im Mittel eine
Zellschwellung um 35 + 26 % (n = 6; Abb. 19 D), wobei die Einzelwerte zwischen 21%
und 67% variierten. Bei einem Neuron blieb eine Zellvolumenédnderung sogar vollig aus
(Abb. 20 D), widhrend bei einem anderen Neuron der Zellschwellung sogar eine
Schrumpfung vorausging. Die Ouabain-induzierten Volumenidnderungen waren immer
vollstindig reversibel. Die fiir alle P-Neuronen gemittelten Anderungen von Zellvolumen,
[Na'];, [K']; und [CIT; sind in Tabelle 18 wiedergegeben. Wegen der starken Variabilitit
der Ouabain-induzierten Anderungen von E,, und der intrazelluliren Ionenkonzentrationen
sind die Standardabweichungen der Mittelwerte sehr hoch. Da [Na']; und [K']; jeweils mit
ionensensitiven Zweikanal-Glasmikroelektroden gemessen wurden, beruht die Berechnung
der Nettobewegung an Kationen auf Experimenten an verschiedenen Neuronen, wodurch

die Bestimmung der Kationenbilanz ungenauer wird.
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Die Gesamtkonzentration an Kationen ([Na']; + [K'];) nahm volumenkorrigiert um 54 + 61

mM und [CI']; um 31 + 34 mM zu. Die Nettoaufnahme an Kationen war zwar im Mittel

deutlich groBer, unterschied sich jedoch von der ClI-Aufnahme nicht signifikant, so dass

auch bei P-Neuronen die elektroneutrale

schwellung verantwortlich sein diirfte.

Aufnahme von NaCl primir fiir die Zell-

Tabelle 18: Ouabain-induzierte Anderungen von Zellvolumen, [Na'];, [K']; und [CIT;

bei P-Neuronen

Wirkung von 0,5 mM Ouabain auf das Zellvolumen

+35 + 26 (n = 6)

Wirkung von 0,5 mM Quabain auf [Na'];

Ruhe-[Na'];
Maximales [Na'];
Gemessenes A[Na'];

Volumenkorr. A[Na'];

16+11
84 +£51
+68 + 42
+90 £ 55

Wirkung von 0,5 mM Ouabain auf [K™];

Ruhe-[K™];
Minimales [K;
Gemessenes A[K™];

Volumenkorr. A[KT;

80+9

3520
-45+22
-36 £ 27

Nettoanderung der intrazellu

laren Kationenkonzentration

A[Na*]i + A[K+]i
Volumenkorr. A[Na']i+ A[K™];

+23 £ 47
+54 + 61

Wirkung von 0,5 mM Ouabain auf [CI];

Ruhe-[CI7;
Maximales [CI];
Gemessenes A[CI];

Volumenkorr. A[CI];

209
41 +33
+21+£25
+31+34

Mittelwerte + S.D. aus n = 4-7 Versuchen. Die Vorzeichen kennzeichnen eine Zunahme (+) bzw. Abnahme

(-) der jeweiligen lonenkonzentration. Alle Konzentrationsangaben in mM. Weitere Einzelheiten siehe

Tabelle 17.
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3.3.2 Hemmung der Na*-K*-Pumpe in K*-freier Badlosung

Auch durch Entfernen des extrazelluliren K™ ist es mdglich, die Na'-K'-Pumpe zu
hemmen, da deren Aktivitit von der Gegenwart des extrazelluliren K abhingt. Die
Hemmung der Na'-K'-Pumpe durch Applikation einer K'-freien Badlosung beeinflusste
die verschiedenen zelluldren Parameter jedoch zum Teil anders als die Hemmung durch

Ouabain.

Retzius-Neuronen:

Die K'-freie Badlosung fiihrte bei Retzius-Neuronen meistens zundchst zu einer
Membrandepolarisation um 3,0 £ 1,2 mV (n = 7; Abb. 21). Danach erholte sich E,, jedoch
und war nach 20 min in K'-freier Badlosung um —5,7 + 3,6 mV in hyperpolarisierende
Richtung verschoben. Die Wiederzugabe von K 16ste eine schnelle Membranhyperpolari-
sation um -3 bis -15 mV aus, die vermutlich durch die Aktivierung der Na'-K'-Pumpe
zustande kommt und den elektrogenen Charakter dieses Transportsystems widerspiegelt.

Danach kehrte E,, innerhalb von 5 bis 10 min auf den Ausgangswert zuriick.

Die K'-freie Badldsung verursachte wie die Ouabain-Applikation einen [Na'];-Anstieg und
einen [K']i-Abfall (Abb. 21 A). Im Unterschied zur Ouabain-Wirkung kam es jedoch zu
einem [Cl'];-Abfall und zur Zellschrumpfung (Abb. 21 B,C). Auffillig war, dass die [Cl];-
Abnahme unmittelbar nach dem Entfernen des extrazelluliren K™ einsetze und hier E,,-
unabhingig erfolgte. Die beschriebene Wirkung von K'-freier Badlésung auf E,, [Na'];,
[K']; und [CI']; stimmte insgesamt mit den Befunden fritherer Arbeiten iiberein (Deitmer &

Schlue 1981, 1983, Neumann 2003).

Um aus den gemessenen Konzentrationsédnderungen auf die transmembranalen lonenfliisse
schlieBen zu kénnen, wurde wiederum eine Volumenkorrektur vorgenommen (siehe 3.3.1).
Die Anderungen von Zellvolumen, [Na'];, [K']; und [CI]; sind in Tabelle 19 zusammen-
gestellt. Die Gesamtkonzentration an Kationen ([Na']; + [K'];) nahm volumenkorrigiert um
-8 £ 6 mM und [CI']; um -5 £ 2 mM ab. Die Nettoabgabe von Kationen unterschied sich
von der Cl'-Abgabe nicht signifikant, so dass von einer elektroneutralen KCIl-Abgabe
auszugehen ist, die fiir die beobachtete Zellschrumpfung verantwortlich ist. Die ermittelte
KCI-Abgabe von ~ -6,5 mM erklart die gemessene Zellschrumpfung von -7 % auch
quantitativ (siche 3.4.2).
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Tabelle 19: Anderungen von Zellvolumen, [Na'];, [K™]; und [CI]; in K*-freier Bad-

I6sung bei Retzius-Neuronen

Wirkung von K*-freier Badldsung auf das Zellvolumen

AVOl.re1. (%0) -7£2 (n=6)
Wirkung von K*-freier Badlésung auf [Na'];
Ruhe-[Na']; 12+4
Maximales [Na']; 34+13
Gemessenes A[Na']; +22+9
Volumenkorr. A[Na'J; +21+8
Wirkung von K*-freier Badlésung auf [K'];
Ruhe-[K'] 87 + 20
Minimales [K']; 59+9
Gemessenes A[K™]; -27+13
Volumenkorr. A[K]; -29+13
Nettoanderung der intrazellularen Kationenkonzentration
A[Na'Ti+ A[K']; 546
Volumenkorr. A[Na™]; + A[K™]; -8+6
Wirkung von K*-freier Badldsung auf [CI];
Ruhe-[CI; 167
Minimales [CI']; 107
Gemessenes A[CI]; 5+2
Volumenkorr. A[CI; 5+2

Mittelwerte + S.D. aus n =5 Versuchen. Die Vorzeichen kennzeichnen eine Zunahme (+) bzw. Abnahme (-)
der jeweiligen lonenkonzentration. Alle Konzentrationsangaben in mM. Weitere Einzelheiten siehe Tabelle
17.

P-Neuronen:

Bei P-Neuronen fiihrte die K'-freie Badlosung zu einer zeitweiligen Membranhyper-
polarisation um -26,9 + 10,5 mV (n = 11), deren Amplitude und zeitlicher Verlauf
variierten (Abb. 22 A). Es bestand dabei ein Zusammenhang zwischen der maximalen
Amplitude und der Zeitdauer bis zum Erreichen des Maximums. Je langsamer sich die
Membranhyperpolarisation entwickelte, desto groBer war die Amplitude und umso spéter
wurde das Amplitudenmaximum erreicht (Abb. 22 B). Bei 3 von 11 Neuronen kehrte E,,

noch in K'-freier Badlosung auf den Ausgangswert zuriick, wihrend bei den iibrigen 8
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Neuronen eine langanhaltende Membrandepolarisation um 20,9 + 9,6 mV auftrat. Nach
Wiederzugabe des extrazelluldren K zur Badlsung kehrte Ey, nur bei 5 dieser 8 Neuronen
auf den Ausgangswert zuriick, wéahrend bei den iibrigen 3 Neuronen die Membran

depolarisiert blieb.

Die K'-freie Badlosung bewirkte einen [Na']i-Anstieg um 64 + 23 mM (n =5) und einen
[K']i-Abfall um -65 + 10 mM (n = 3). Beide Konzentrationséinderungen setzten unmittel-
bar nach dem Wechsel in die K'-freie Badlosung ein. Die K'-freie Badldsung 16ste auch
[CI']i-Anderungen aus, die parallel zu den E,-Anderungen verliefen. [Cl']; nahm wiihrend
der Membranhyperpolarisation um —4,4 + 2,9 mM (n = 5) ab und stieg bei den Neuronen,
deren Membran anschlieend depolarisierte, um 47 + 20 mM (n = 3) iiber den Ausgangs-
wert hinaus an. Dagegen erreichte [Cl]; bei den Neuronen, deren E,, auf den Ausgangswert

zuriickkehrte, auch nur den Ausgangswert (+2,0 £ 2,6 mM, n = 3; Abb. 23).

Die K'-freie Badlosung beeinflusste bei P-Neuronen das Zellvolumen nur wenig. Bei 4
von insgesamt 8 Messungen war nach 20 min in K'-freier Losung das Zellvolumen um
-7 £ 2 % vermindert, bei 3 Neuronen trat eine Zellschwellung um 6 £ 5 % auf, und bei
einem Neuron blieb das Zellvolumen unbeeinflusst. Die Anderungen des Zellvolumens
waren reversibel, und nur bei einem einzigen Neuron blieb eine anhaltende Zellschwellung

zurick.

3.4 Aktivierung von Glutamat-Rezeptoren: Wirkung auf E.,, [CI']jund

Zellvolumen

Im ZNS von Vertebraten ist L-Glutamat der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter
(Headley & Grillner 1990, Zorumski & Thio 1992). Im Blutegel-ZNS wurden ionotrope
Glutamat-Rezeptoren (GIluR) bei zahlreichen Neuronen nachgewiesen, unter anderem bei
Retzius-, AP- und Leydig-Neuronen sowie bei Neuropil-Gliazellen, jedoch scheinen sie bei
P- und N1-Neuronen nicht vorzukommen (James & Walker 1978, Ballanyi et al. 1989a,
Dorner et al. 1990, Thorogood & Brodfuehrer 1995, Dierkes et al. 1996). Bisher ist unklar,
inwieweit die GluRs im Blutegel-ZNS denjenigen von Vertebraten entsprechen. Die
pharmakologischen Befunde deuten auf einen ,,AMPA/Kainat-Mischtyp* hin, jedoch ist

auch moglich, dass AMPA- und Kainat-Rezeptoren von den Neuronen gemeinsam expri-
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miert werden (Roberts et al. 1982, Dierkes et al. 1996). Zweifelsfrei auszuschlieBen ist,
dass die GIluRs im Blutegel-ZNS mit den NMDA-Rezeptoren verwandt sind (Ddrner et al.
1990). Die ionotropen GluRs bei Blutegel-Neuronen sind nur fiir monovalente Kationen
permeabel, wihrend diejenigen bei Neuropil-Gliazellen auch fiir Ca*" permeabel sind
(Hochstrate & Schlue 1994, Dierkes et al. 1996). Bei Retzius-Neuronen sind neben unspe-
zifischen Kationenkanilen auch Glutamat-aktivierte Cl'-Kanéle beschrieben worden (Mat

Jais et al. 1983), die auch durch Kainat aktiviert werden.

Alle unter isotonischen Bedingungen beobachteten Zellvolumen-Anderungen gehen mit
[CI'])i-Anderungen einher, die wiederum von E,, abhiingen (Neumann et al. 2003; vgl. 3.3.1
und 3.3.2). Um den Zusammenhang zwischen E., [Cl]; und Zellvolumen genauer zu
charakterisieren, wurden diese Parameter bei jeweils einem einzelnen Neuron simultan mit
Hilfe ionensensitiver Dreikanal-Glasmikroelektroden gemessen. Da Blutegel-Neuronen
das intrazelluldr akkumulierte TMA" wieder rasch verlieren (Tabelle 22), musste daher der
Zusammenhang zwischen den Parametern anhand von Volumenédnderungen untersucht
werden, die sich deutlich schneller entwickeln als nach Hemmung der Na'-K'-Pumpe. Die
Aktivierung von GluRs durch Kainat bzw. AMPA 16st bei Retzius-Neuronen eine
Zellschwellung aus, die ihr Maximum nach wenigen Minuten erreicht und innerhalb von
~ 10 min reversibel ist (Dierkes et al. 2002a, Klees 2002, Neumann 2003). Die durch
Kainat und AMPA induzierte Zellschwellung geht wie die Ouabain-induzierte Zell-

schwellung auf eine NaCl-Aufnahme zuriick (Neumann 2003).

Um eine Ubersicht iiber die Wirkung der GluR-Aktivierung auf das Zellvolumen der
verschiedenen Neuronen zu erhalten, wurde mit Hilfe ionensensitiver Zweikanal-Glas-
mikroelektroden zunéchst die Kainat-Wirkung auf das Zellvolumen bei den verschiedenen
Neuronen untersucht. Der glutamaterge Agonist Kainat aktiviert AMPA- und Kainat-
Rezeptoren und iibt auf E,,, [CI']; und Zellvolumen eine grofBere Wirkung aus als der fiir

AMPA-Rezeptoren spezifische Agonist AMPA (Neumann 2003).
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3.4.1 Kainat-induzierte Zellschwellung bei Retzius-, P-, N1-, AP- und Leydig-

Neuronen

Die einminiitige Applikation von 100 uM Kainat fiihrte bei Retzius-, AP- und Leydig-
Neuronen zu einer deutlichen Membrandepolarisation (James et al. 1980a,b, Mat Jais et al.
1983, 1984, Brodfuehrer & Cohen 1990, Lohrke & Deitmer 1996) und zur Zellschwellung.
Beide Effekte traten sofort mit der Kainat-Applikation auf, erreichten nach 2-4 min ihr
Maximum und waren nach 10-15 min vollstindig reversibel (Abb. 24, Tabelle 20). Dem-
gegeniiber antworteten P- und N1-Neuronen bei der Kainat-Applikation mit einer kurz

andauernden Membrandepolarisation geringer Amplitude ohne Zellvolumenénderung.

Tabelle 20: Wirkung von Kainat auf E;, und Zellvolumen bei Retzius-, P-, N1-, AP-

und Leydig-Neuronen

Retzius P N1 AP Leydig
AEq, (mV) 17,4 + 8,6 512 10,225 11,9+4,9 14,5+3,0
n=7 n=9 n=4 n=4 n=>5
AVol. 19+£5 1+1 0+0 16£5 15+7
(%) n=7 n=9 n=4 n=4 n=>5

Mittelwerte + S.D. aus n = 4-9 Versuchen. Die Messungen wurden mit ionensensitiven Zweikanal-Glas-
mikroelektroden mit TMA™ als Volumenmarker durchgefiihrt. Die Kainat-Konzentration betrug 100 pM und

die Applikationsdauer 1 min.

3.4.2 Wirkung von Kainat, AMPA und L-Glutamat auf E,, [CI']; und Zellvolumen

bei Retzius-Neuronen

Der Zusammenhang zwischen E;, [CI]i und Zellvolumen wurde bei Retzius-Neuronen
untersucht, die nach Kainat-Applikation die deutlichste E,,- und Zellvolumenidnderungen
zeigten. Dabei wurden neben Kainat auch die Agonisten AMPA und L-Glutamat ein-
gesetzt. Die einminiitige Applikation von 100 uM Kainat oder AMPA verursachte eine
Zellschwellung, einen [Cl]i-Anstieg und eine langanhaltende Membrandepolarisation,
wobei Kainat immer wirksamer war als AMPA (Tabelle 21, Abb. 25). In den Experi-
menten zeigte sich, dass mit fortschreitender Membrandepolarisation [CIl']; immer weiter

anstieg und parallel die Zellschwellung gréer wurde.
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Tabelle 21: Wirkung von Kainat und AMPA auf Ey,, [CI']i und Zellvolumen

Agonist Kainat (n=7) AMPA (n =5)
AVol. (%) 16 + 14 10+ 6
Gemessenes A[CI]; 14+£10 8+2
Volumenkorr. A[CI']; 19+£13 11+£2
AE, (mV) 16 + 10 1142

Mittelwerte + S.D. aus n = 5 bzw. 7 Messungen. Die Messungen wurden mit ionensensitiven Dreikanal-
Glasmikroelektroden mit TMA™ als Volumenmarker durchgefiihrt. Alle Konzentrationsangaben in mM.
Kainat und AMPA wurden in einer Konzentration von 100 uM appliziert, die Applikationsdauer betrug

1 min.

Da der physiologische Agonist L-Glutamat bei Retzius-Neuronen eine deutlich geringere
Wirkung auf E,,, [CI']; und Zellvolumen ausiibte als Kainat oder AMPA (Neumann 2003),
wurde die Applikationszeit von 1 auf 5 min erhoht. L-Glutamat wurde in Konzentrationen
von 5 und 30 mM benutzt, die Halbséttigung bzw. Sittigung der Wirkung hervorrufen
(Dierkes, pers. Mitteilung). Bei beiden Konzentrationen bewirkte L-Glutamat nur gering-
fiigige E-, Zellvolumen- und [Cl];-Anderungen. Auf eine initiale Membrandepolarisation
(5 mM: 6,1 £ 1,3 mV, 30 mM: 7,5 £ 2,3 mV, jeweils n = 3) folgte noch wihrend der Gabe
von L-Glutamat eine Membranhyperpolarisation (5 mM: -4,1 £ 3,1 mV, 30 mM: -2,3 + 2,1
mV). Unmittelbar nach Auswaschen des L-Glutamats kehrte E;, auf den Ausgangswert
zurlick. Wihrend der Membrandepolarisation stiegen [Cl']; und Zellvolumen leicht um 2-3
mM bzw. 2-5 % an, dagegen nahmen [Cl]; und Zellvolumen wéhrend der Membran-

hyperpolarisation geringfligig um -2 mM bzw. -2 % ab.

Anhand der volumenkorrigierten [Cl]i-Anderungen, die durch Kainat, AMPA bzw.
L-Glutamat hervorgerufen wurden, konnte ein direkter Zusammenhang zwischen Cl-Auf-
nahme und Zellschwellung ermittelt werden (Abb. 25 B): Ein [CI'];-Anstieg um 1 mM war

von einer Zunahme des Zellvolumens um etwa 1% begleitet.
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3.5 Aktivierung von 5-HT-Rezeptoren: Wirkung auf E,,, [CI']; und

Zellvolumen

Die 5-HT-Rezeptoren bei Vertebraten werden in sieben Hauptgruppen eingeteilt und mit
Ausnahme des ionotropen 5-HT3-Rezeptors sind alle metabotrope Rezeptoren (Humphrey
et al. 1993, Teitler & Herrick-Davis 1994, Pierce et al. 1996). Bei Vertebraten moduliert
5-HT eine Vielfalt von Parametern wie Blutdruck, Korpertemperatur, Schlaf-Wach-Rhyth-
mus und Nahrungsaufnahme (Schloss & Williams 1998). Beim Blutegel werden unter
anderem das Schwimm- und Fressverhalten durch 5-HT beeinflusst (Lent & Dickinson

1984).

Bei Retzius-Neuronen sprechen pharmakologische Befunde fiir metabotrope 5-HT,-Rezep-
toren (Lucht 1997). Diese Rezeptoren aktivieren bei Vertebraten Phospholipase C, die
Phosphatidylinositol (PIP,) in Diacylglycerin (DAG) und Inositol-1,4,5-triphosphat (IPs)
spaltet. IP; bewirkt die Ausschiittung von Ca®” aus dem endoplasmatischen Reticulum in
das Cytoplasma, DAG und Ca®" aktivieren gemeinsam Proteinkinase C (PKC), die auch
auf Kanalproteine wirken kann (Brown et al. 1984). Bei Retzius-Neuronen fiihrt 5-HT zu
einer Membranhyperpolarisation, die auf der Aktivierung von CI'-Kanélen beruht (Munsch

& Schlue 1993, Dierkes 1998).

Bei P-Neuronen wurden neben 5-HT,-Rezeptoren auch 5-HT;-Rezeptoren beschrieben
(Lucht 1997), die bei Vertebraten die Adenylatcyklase-Aktivitdt modulieren, wobei es
sowohl zur Hemmung des Enzyms (5-HT;gr) als auch zur Aktivierung kommen kann
(5-HT;4; Humphrey et al. 1993). Bei P-Neuronen fiihrt 5-HT iiber die 5-HT,-Rezeptoren
zur Aktivierung von Cl-Kanélen und iiber die 5-HT;-Rezeptoren zur Aktivierung von
unselektiven Kationenkanilen (Drapeau & Sanchez-Armass 1988, Lucht 1997, Dierkes &
Schlue 2004). Insgesamt reagieren P-Neuronen auf die Applikation von 5-HT mit einer
Membrandepolarisation, einem Anstieg von [Na']; und [C1]; sowie einem Abfall von [K'];
(Dierkes 1998). Auch bei N1-Neuronen flihrt 5-HT zu einer starken Membrandepolari-
sation und zu einem Anstieg von [Na']; (Dierkes 1998). Bei AP- und Leydig-Neuronen hat
5-HT dagegen keinen Einfluss auf [Na']; und nur wenig Wirkung auf E,, wobei AP-
Neuronen mit einer leichten Membranhyperpolarisation reagieren und Leydig-Neuronen
mit einer Membrandepolarisation. Die Wirkungen von 5-HT entfalten sich wie die von

Kainat und AMPA recht schnell und sind innerhalb von 10-15 min vollig reversibel.
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Bei P-Neuronen verursacht 5-HT eine durch NaCl-Aufnahme bedingte Zellschwellung,
wihrend bei Retzius-Neuronen eine Anderung des Zellvolumens ausbleibt (Neumann
2003). Bei N1-, AP- und Leydig-Neuronen wurde die Beeinflussung des Zellvolumens
durch 5-HT bisher noch nicht untersucht. Um den Zusammenhang zwischen E,, [Cl']; und
Zellvolumen bei der Aktivierung von 5-HT-Rezeptoren ndher zu bestimmen, wurde
zunichst die Wirkung von 5-HT auf das Zellvolumen der verschiedenen Neuronen mit
ionensensitiven Zweikanal-Glasmikroelektroden mit TMA" als Volumenmarker unter-

sucht.

3.5.1 5-HT-induzierte Zellvolumendnderungen bei Retzius-, P-, N1-, AP- und

Leydig-Neuronen

Die einminiitige Applikation von 5 mM 5-HT verursachte bei 6 von 8 untersuchten
Retzius-Neuronen eine Membranhyperpolarisation von -6,1 £ 4,1 mV, wéhrend die beiden
iibrigen mit einer leichten Membrandepolarisation von 1,4 = 0,2 mV antworteten. Bei AP-
Neuronen 16ste 5-HT eine intitiale Membranhyperpolarisation aus (-1,3 £ 0,5 mV, n = 5),
die in eine Membrandepolarisation iiberging (3,1 = 1,1 mV). Leydig-Neuronen reagierten
auf 5-HT mit einer anhaltenden Membrandepolarisation von 5,4 + 2,6 mV (n = 4). Das
Zellvolumen von Retzius-, AP- und Leydig-Neuronen wurde durch 5-HT nicht beeinflusst.
Die 5-HT-induzierte Membrandepolarisation bei P- und N1-Neuronen betrug 42,5 + 9,6
mV (n=18) bzw. 45,6 £ 7,6 mV (n = 14).

Mit TMA" als Volumenmarker wurde bei P-Neuronen eine Zellschwellung um 27 + 8 %
(n = 9) und bei N1-Neuronen um 73 + 21 % (n = 4) gemessen. Diese Werte sind jedoch
offensichtlich tberschétzt, da 5-HT vermutlich die Permeabilitit der Zellmembran fir
TMA" erhohte (Abb. 26 A,B), so dass es neben der [TMA ];-Abnahme aufgrund der
Zellschwellung zu einem gesteigerten TMA™-Verlust kommt (Abb. 26 C,D). Diese 5-HT-
Wirkung war bei N1-Neuronen stdrker ausgeprigt als bei P-Neuronen. Mit Fura-2 als
Volumenmarker wurde bei P-Neuronen eine Zellschwellung von nur 13 £4 % (n =4) und

bei N1-Neuronen von nur 17 £ 5 % (n = 5) ermittelt (Abb. 27 A).
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Die simultane Messung von [Cl'];, E;, und Zellvolumen unter dem Einfluss von 5-HT
konnte somit bei P- und N1-Neuronen nicht durchgefiihrt werden. Daher wurde mit Hilfe
Cl'-sensitiver Zweikanal-Glasmikroelektroden bei P-Neuronen nur der Zusammenhang

zwischen E, und [CI']; untersucht.

3.5.2 Wirkung von 5-HT auf Ey, und [CI']; bei P-Neuronen

Die einminiitige Applikation von 5 mM 5-HT bewirkte einen [CI ]i-Anstieg um 12 + 8§ mM
(n = 6; Abb. 27 B). Es zeigte sich, dass sowohl der [Cl];-Anstieg als auch die [Cl];-
Wiederabnahme nach Auswaschen des 5-HT von der E,-Anderung abhingig waren.
Vermutlich erfolgte der CI'-Transport ausschlieBlich passiv durch CI'-Kanile, da der [C]};-
Anstieg nur solange erfolgte, bis E,, und E¢; identisch waren. Die [Cl']i-Wiederabnahme
setzte erst ein, nachdem E,, negativer als E¢ geworden war und damit eine auswérts
gerichtete EMK fiir CI” bestand. Die [C1];-Anderungen erfolgten deutlich langsamer als die
En-Anderungen, was auf die geringe Cl-Leitfihigkeit der Plasmamembran von P-
Neuronen zuriickzufiihren ist (vgl. 3.1.3). Auffillig war, dass der [Cl']i-Anstieg anndhernd
die gleiche Kinetik aufwies wie die Zellschwellung und sich auch hier ein Zusammenhang
zwischen volumenkorrigierter [Cl];-Zunahme (14 = 8 mM) und Zellschwellung (13 £ 4 %)

ergab, der demjenigen bei Retzius-Neuronen entsprach (siehe 3.4.2).

3.6 Na'-aktivierte K'-Kanale bei P-Neuronen

Nach Hemmung der Na'-K'-Pumpe wurde bei P-Neuronen trotz Schwichung des K'-
Gradienten eine Membranhyperpolarisation beobachtet (siche 3.3.1, 3.3.2, Abb. 19, 20,
22). Offenbar beruht diese Membranhyperpolarisation auf einer drastischen Erh6hung der
K'-Leitfahigkeit der Plasmamembran, wodurch die K'-Selektivitit der Membran so stark
zunimmt, dass die Schwichung des K'-Gradienten zeitweilig iiberkompensiert wird
(Schlue & Deitmer 1984, Schlue 1991). Der Befund, dass die Zunahme der K'-Leitfihig-
keit in Abwesenheit von extrazellulirem Na' reduziert war (Schlue 1991), spricht dafiir,
dass die Leitfihigkeitszunahme in Na'-haltiger Losung auf der Aktivierung von Na'-
aktivierten K'-Kanilen (Kna) beruht, die bereits bei verschiedenen Vertebraten-Neuronen

nachgewiesen wurden (Bischoff et al. 1998, Dryer 1994, 2003, Lawrence & Rodrigo 2001,
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Yuan et al. 2003). Die Kn,-Kanile zeigen keine Desensitivierung und bendtigen fiir ihre
Aktivierung eine [Na']; von wenigstens 10 mM; die halbmaximale Aktivierung erfolgt bei
[Na']; = 40 mM (Dryer 1994, Bischoff et al. 1998). Interessanterweise ist der Zusammen-
hang zwischen [Na']; und Kanalaktivitit Cl-abhéingig, da bei erhohter [CI]; die Dosis-
wirkungskurve zu kleineren [Na']; verschoben ist (Yuan 2003). Um weitere Hinweise fiir
die Gegenwart von Ky,-Kanélen bei P-Neuronen zu finden, wurde der Zusammenhang

zwischen Rinpui, Em und [Na+]i ndher untersucht.

Im Experiment wurden zwei Elektrodentypen verwendet, zum einen eine Na'-sensitive
Zweikanal-Glasmikroelektrode zur [Na+]i- und E;-Messung und zum anderen eine elektro-
lytgefiillte Zweikanal-Glasmikroelektrode zur Bestimmung von Ry, durch Applikation
von hyperpolarisierenden Stromen sowie zur Injektion von Na oder K'. Bei der letzteren

Elektrode war ein Kanal mit 0,5 M Na,SOj, gefiillt und der andere mit 0,5 M K,SOs.

Die Na'-Injektion (+3 nA) verursachte anfinglich eine Membrandepolarisation um ~ 20
mV, die dann kontinuierlich abnahm, wihrend [Na']; iiber die Injektionsdauer von 3 min
um ~ 30 mM anstieg (Abb. 28 A). Ryypu nahm sofort mit Beginn der Na'-Injektion deutlich
ab und verringerte sich danach kontinuierlich weiter. Nach Abschalten des
Injektionsstroms war E,, in hyperpolarisierende Richtung verschoben und kehrte danach
ebenso wie [Na+]i innerhalb von 10 min auf den Ausgangswert zuriick. Ry, blieb nach
Abschalten des Injektionsstroms vermindert und nahm parallel zu E,, und [Na']; wieder zu.
Die Injektion von K fiihrte ebenfalls zu einer Membrandepolarisation um ~ 20 mV und
zur Abnahme von Ry, Beide Parameter blieben jedoch iiber die Injektionsdauer
unverdndert und kehrten nach Abschalten des Injektionsstroms sofort auf die Ausgangs-
werte zuriick. Auf [Na']; hatte die K'-Injektion erwartungsgemif keinen Einfluss (Abb. 28
A). Die Verminderung von Ry, nach Beendigung der Na'-Injektion sowie die Wieder-
zunahme von Ry, parallel zur Wiederabnahme von [Na']; sprechen fiir die Priisens von

Kyna-Kanélen bei P-Neuronen.

Bei P-Neuronen wurden hyperpolarisationsaktivierte, unspezifische Kationenkanile (I;-
Kanile) nachgewiesen (Gerard 2003), die fiir K" und Na' permeabel sind und durch Cs"
selektiv blockiert werden konnen. Um den Einfluss der I;-Kanile wiahrend der Membran-
hyperpolarisation nach Beendigung der Na'-Injektion auf Ry, zu untersuchen, wurde Na"

auch in Anwesenheit von 2 mM Cs” injiziert. Die Rinpu-Abnahme in Anwesenheit von Cs"
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war mit der Abnahme vergleichbar, die ohne Cs' ermittelt wurde. Der Anteil der I;-Kanile

an der Ryypu-Abnahme nach Beendigung der Na'-Injektion ist daher vernachlissigbar.

Der Zusammenhang zwischen Rinpu, Em und [Na']; bei P-Neuronen wurde zum einen
anhand der Daten charakterisiert, die bei den Na'-Injektionsexperimenten gewonnen
wurden. Zum anderen wurden Messwerte hinzugezogen, die unmittelbar nach dem
Einstich der beiden Elektroden ermittelt wurden. Nach dem Elektrodeneinstich war [Na'];
voriibergehend erhoht (siehe 3.1.1), so dass auch hier der Zusammenhang zwischen Rinpus,
E., und [Na']; untersucht werden konnte. Die in Abb. 28 B wiedergegebenen Daten zeigen,
dass Rinput mit steigender [Na']; abnimmt. Der Effekt setzt bei [Na']; > 10 mM ein und
nimmt dann kontinuierlich zu. Bei drastischer Erh6hung von [Na+]i (> 45 mM) nahm Ryypy

um bis zu 95% ab.

Bei Retzius-Neuronen fiihrte die Na'-Injektion ebenfalls zu einer Membrandepolarisation
und zur Ripp-Abnahme, die beide iiber die Injektionsdauer konstant blieben und nach
Beendigung der Injektion sofort auf ihren Ausgangswert zuriickkehrten (Abb. 29). Der In-
jektionsstrom von +3 nA verursachte jedoch nur einen [Na'Ji-Anstieg um ~ 10 mM, und
um einen #hnlichen [Na']i-Anstieg wie bei P-Neuronen zu induzieren, waren deutlich
hohere Injektionsstrome notig. Ein Injektionsstrom von +10 nA verursachte eine stabile
Membrandepolarisation um ~ 40 mV, einen [Na']i-Anstieg um 30 bis 40 mM und eine
konstante Ryypu-Abnahme. Nach Abschalten des Injektionsstroms kehrten E., und Rynpy¢ bei
2 von insgesamt 4 untersuchten Neuronen sofort auf die Ausgangswerte zuriick, wihrend
bei den iibrigen beiden Neuronen eine Membranhyperpolarisation auftrat und Rypy um
~ 15 % verringert blieb. Ein Zusammenhang zwischen Ryypy und [Na']; wie bei P-Neu-

ronen scheint daher bei Retzius-Neuronen allenfalls sehr schwach ausgeprigt zu sein.
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4. Diskussion

In diesem Abschnitt werden zundchst die elektrophysiologischen Parameter und ins-
besondere die intrazellularen lonenkonzentrationen der verschiedenen Blutegel-Neuronen
im Ruhezustand beschrieben und deren Abhéngigkeit von E, diskutiert. Bei Retzius- und
P-Neuronen konnten anhand der Veranderung des Ruhezustands durch Hemmung der Na*-
K*-Pumpe die ionalen Ursachen von Zellvolumeninderungen unter isotonischen Bedin-
gungen geklart werden. Eine Zellschwellung beruht auf einer elektroneutralen NaCl-
Aufnahme, eine Zellschrumpfung dagegen auf einer elektroneutralen KCI-Abgabe. Da die
Richtung der Volumenanderung von der CI-Bewegung bestimmt ist, wird die CI-
Regulation bei Retzius- und P-Neuronen diskutiert, wobei die an der aktiven CI-Ver-
teilung beteiligten lonentransportsysteme und lonenstrome genauer erléutert werden.
Dariiber hinaus wird der Zusammenhang zwischen [CI];, En und Zellvolumen an Hand
von Zellschwellungen behandelt, die durch die Aktivierung von Neurotransmitter-
Rezeptoren induziert wurden und die auf den gleichen ionalen Ursachen beruhen wie die
durch Hemmung der Na*-K*-Pumpe ausgeldsten Zellschwellungen. AuBerdem werden die
Unterschiede in den Zellvolumen-Anderungen zwischen Retzius- und P-Neuronen auf die

zellspezifische Auspragung besonderer lonentransportsysteme zurtickgefihrt.

4.1 Ruhewerte

Die hier ermittelten En,-Werte (Tabelle 16) stimmen mit Werten aus friheren Arbeiten gut
uberein (Schlue & Deitmer 1984, Lucht 1997, Dierkes 1998, Hintz et al. 1999, Hintz 1999,
Kilb & Schlue 1999), wobei festzuhalten ist, dass AP-Neuronen mit ~ -36 mV ein im
Mittel etwas weniger negatives En, besitzen als die Ubrigen Neuronen mit Ep, < -40 mV.
Die Unterschiede zwischen Ryt bei den verschiedenen Neuronentypen spiegeln ver-
mutlich die GroRRe der Neuronzellkdrper wider, da Rinpue mit der ZellkorpergroRRe syste-

matisch kleiner wurde.

Bei Retzius-, P- und AP-Neuronen lag [K']i zwischen 80 und 90 mM, wahrend [K]; bei
N1- und Leydig-Neuronen mit ~ 70 bzw. ~ 60 mM etwas niedriger war. Mit Ausnahme der

AP-Neuronen, bei denen [Na']; etwa 6-7 mM betrug, lag [Na']; bei den anderen Neuronen
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bei ~ 10 mM. [CI]; betrug ~ 12 mM, wobei N1-Neuronen tendenziell und P-Neuronen
deutlich hohere [CI];-Werte zeigten als die anderen Neuronen. Die mikrofluorimetrisch
bestimmten [Ca®*]; lagen im Bereich von 50-90 nM. Insgesamt stimmen die ermittelten
intrazelluléren lonenkonzentrationen und Werte flr Rinp,e mit friheren Ergebnissen gut
uberein (Dierkes 1998, 2002c, 2003, Kilb 1998, Coulon 2001, Neumann 2003).

Bei keinem Neuronentyp konnte fiir [K']; eine Abhéngigkeit von E., beobachtet werden
(Abb. 12 A). Dieses Ergebnis war nicht zu erwarten, da Ey, von Ex bestimmt wird und
somit mit zunehmender [K']; negativer werden sollte. Die Griinde fiir den fehlenden
Zusammenhang zwischen Eq, und [K']i sind unklar. Eine Aussage zum Zusammenhang
zwischen [Na']; und En, konnte nur fiir Retzius- und P-Neuronen getroffen werden. Bei
Retzius-Neuronen war [Na']; umso niedriger, je negativer E,, war. Bei simultanen Mess-
ungen von [Na']i und [K']; (siehe 3.3.1) zeigte sich, dass Retzius-Neuronen mit relativ
niedrigen [Na']; oft relativ hohe [K"]; aufwiesen, wodurch ein negativeres E,, begiinstigt
werden sollte. Es wurden jedoch auch Retzius-Neuronen gefunden, bei denen [Na']; und
[K*]i beide relativ hoch waren und E, weniger negativ. Bei P-Neuronen wurden dagegen
auch bei sehr negativen E.,-Werte relativ hohe [Na']; gemessen (Abb. 12 B). Dieser Be-
fund begriindet sich dadurch, dass P-Neuronen Na'-aktivierte K*-Kanile besitzen, die sich
bei einem [Na']i-Anstieg 6ffnen und die K'-Selektivitit der Plasmamembran stark erho-
hen (siehe 4.4.2). Bei allen untersuchten Neuronen war [CI]i von Ey, abhangig und umso

niedriger je negativer E,, war (Abb. 12 C).

4.2  Zellvolumenanderungen unter isotonischen Bedingungen

4.2.1 Hemmung der Na'-K*-Pumpe

Wie zu erwarten fiihrte die Hemmung der Na'-K*-Pumpe bei Retzius- und P-Neuronen
zum Zusammenbruch der lonengradienten fir Na* und K* (Abb. 18, 19, 20, 21), [CIT;
anderte sich jedoch unterschiedlich. Aufféallig war bei Retzius-Neuronen, dass der
Ouabain-induzierte [Na']i-Anstieg bzw. die [K']i-Abnahme in drei Phasen erfolgten, die
mit der dreistufigen Membrandepolarisation korrelierten. Der Zeitpunkt, in dem die
Geschwindigkeiten beider Konzentrationsanderungen zunahmen, fiel mit dem Zeitpunkt
zusammen, in dem Ep, positiver als ~ -40 mV wurde (Abb. 18). Diese Zunahme der
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lonentransportrate ist wahrscheinlich auf die Aktivierung spannungsabhangiger Na'-
Kandle zurlickzufuhren, die bei Ey, positiver als -40 mV anhaltend gedffnet werden (Inap,
Angstadt 1999). Da die Na'-Leitfahigkeit der begrenzende Faktor beim Austausch von Na*
gegen K ist, bewirkt der verstiarkte Na'-Einstrom einen verstirkten K*-Ausstrom. Die
Wirkung der Hemmung der Na*-K*-Pumpe auf das Zellvolumen war erstaunlicherweise
sehr variabel, korrelierte aber offensichtlich mit der Anderungen von [CI ;. Dabei ging
eine Zellschwellung immer mit einer CI-Aufnahme einher und eine Zellschrumpfung mit

einer CI'-Abgabe, wahrend das Zellvolumen bei konstanter [CI']; nicht beeinflusst wurde.

4.2.2 Bilanz der lonenbewegungen

Die Berechnung der Konzentrationsianderungen fir Na’, K* und CI, die bei einem
konstanten Zellvolumen zu erwarten sind, lieR Ruckschlusse auf die lonenflisse zu,
welche die Anderung des Zellvolumens verursachen. Die Hemmung der Na'-K*-Pumpe
durch Ouabain verursachte bei Retzius- und P-Neuronen eine Zellschwellung, die auf einer
NaCl-Aufnahme beruhte (Tabelle 17, 18). Dieses Ergebnis wird durch fruhere Unter-
suchungen erhértet, nach denen die Ouabain-induzierte Schwellung der Retzius-Neuronen

sowohl in CI'-freier als auch in Na*-freier Badldsung ausblieb (Wiisten 2004).

Die Hemmung der Na*-K*-Pumpe in K*-freier Badldsung versachte dagegen bei Retzius-
Neuronen eine Zellschrumpfung, die auf einer KCI-Abgabe beruhte (Tabelle 19), wahrend
bei P-Neuronen keine einheitliche Zellvolumenanderung festgestellt werden konnte (siehe
4.4.2). Ein wichtiger Aspekt bei Anderungen von lonenkonzentrationen ist, dass diese
weitgehend elektroneutral verlaufen missen (Macknight 1987, Armstrong 2003). Um bei
einem Retzius-Neuron das E,, um 10 mV zu verandern, miissen 4-10® Elementarladungen
uber die Plasmamembran flieRen (Cinput = 6,6 nF; Kilb 1998). Unter der Annahme, dass das
Cytsol ~ 60 % des Zellkorpers (& ~80 pm) einnimmt, also ein Volumen von ~ 160 pl hat,
errechnet sich aus dem volumenkorrigierten [CI'];-Anstieg um 27 mM bei der Ouabain-
induzierten Zellschwellung eine Aufnahme von ~ 2:10* CI-lonen, die ohne die Aufnahme
von Kationen eine En-Anderung um =50 V verursachen wiirde. Die elektroneutrale Ande-
rung der intrazellularen lonenkonzentration wurde durch die Messergebnisse bestatigt,

nach denen sich die Nettodnderung der Kationenkonzentration sowohl bei einer
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Zellschwellung als auch bei einer Zellschrumpfung von den [CI]i-Anderungen nicht
signifikant unterschied (Tabelle 17, 18, 19).

4.3  Bedeutung von [CI]; fur das Zellvolumen

4.3.1 CI ist bei allen Neuronen aktiv verteilt

Das CI'-Gleichgewichtspotential (Ec;) wurde anhand der gemessenen [CI]; berechnet und
mit En, verglichen, um die CI'-Verteilung bei den verschiedenen Neuronen zu erfassen
(Abb. 13). Eine aktive CI’-Verteilung wurde bei Retzius-Neuronen bereits friher gezeigt
(Munsch & Schlue 1993), wahrend eine passive Cl-Verteilung bei P-Neuronen nur
vermutet wurde (Munsch et al. 1995). Die hier gewonnenen Ergebnisse sprechen dafir,
dass bei allen untersuchten Neuronen eine aktive ClI'-Verteilung vorliegt, da Ec bei allen
Neuronen negativer als Ey, war, d.h. [CI']; war niedriger als flr eine passive Verteilung zu
erwarten. Fir die aktive CI'-Verteilung muss ein Transportsystem verantwortlich sein, das
permanent CI" aus dem Cytosol entfernt und damit eine einwérts gerichtete EMKg
aufrechterhalt.

Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl bei Retzius- als auch bei P-Neuronen der K'/CI-
Cotransporter fiir die aktive CI-Verteilung verantwortlich ist (Abb. 16). Dieses Transport-
system, das zur Familie der elektroneutralen Kationen-gekoppelten CI-Cotransporter
gehort (Genfamilie SLC12A4-7; Hebert et al. 2004), nutzt den durch die Na’™-K*-Pumpe
aufgebauten elektrochemischen K*-Gradienten aus, um CI" aus der Zelle zu entfernen
(Hoffmann 1986, Lang et al. 1998, Lauf et al. 2000). Bei Retzius- und P-Neuronen konnte
gezeigt werden, dass der K*/CI'-Cotransporter auch bei einem durch Membrandepola-
risation verursachten [Cl]i-Anstieg die EMKc, konstant hélt (Abb. 25 A, 27 B), solange
der K*-Gradient besteht und der Transporter seine Antriebskraft nicht verliert. Der [CI];-
Anstieg erfolgt daher ann&hernd parallel zur Membrandepolarisation, wie es auch bei einer
passiven Cl-Verteilung zu erwarten ware. Somit erklart sich auch die Abhangigkeit
zwischen [CI']; und E, unter Ruhebedingungen (siehe 4.1). Durch Aktivierung von 5-HT-
Rezeptoren bei P-Neuronen konnte gezeigt werden, dass der ClI’-Transport bei der [CI ;-
Wiederabnahme nach einer Zellschwellung primér passiv verlauft und der K*/CI-
Cotransporter hierbei nur eine untergeordnete Rolle spielt (siehe 3.5.2, Abb. 27 B).
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4.3.2 CI-Leitfahigkeit von Retzius- und P-Neuronen im Vergleich

Um die CI'-Leitfahigkeit der Plasmamembran der Blutegel-Neuronen ndher zu beschrei-
ben, wurde zum einen die [CI']i-Abnahme in CI'-freier Badlosung verfolgt (Abb. 15) und
zum anderen die Rjpp-Zunahme bei DIDS-Applikation (Abb. 14). Retzius-Neuronen
zeigten mit ~3 mM/min eine mehr als doppelt so groRe ClI-Abgaberate wie P-Neuronen
und die DIDS-induzierte Rinpu-Zunahme war mit ~20 % sogar etwa viermal so groR wie
bei P-Neuronen. Da Retzius-Neuronen (& ~80 pm) ein etwa 4-mal so groRes Zellvolumen
wie P-Neuronen (& ~50 um) aufweisen, ist die von Retzius-Neuronen pro Zeiteinheit
abgegebene CI'-Menge etwa 8-mal so groR wie bei P-Neuronen. Die Befunde weisen
darauf hin, dass die CI-Leitfahigkeit der Plasmamembran von Retzius-Neuronen erheblich
hoher ist als die von P-Neuronen. Dieses Ergebnis war Uberraschend, da die aktive CI'-
Verteilung bei Retzius-Neuronen starker ausgepragt ist als bei P-Neuronen und eine
geringe Cl'-Leitfahigkeit eine aktive CI'-Verteilung begunstigen sollte. Diese Ergebnisse
stehen im Gegensatz zu friheren Befunden, nach denen die CI-Abgabe bei Retzius-
Neuronen langsamer erfolgt als bei P-Neuronen (Munsch et al. 1995). Fir eine hohere CI'-
Leitfahigkeit der Retzius-Neuronen spricht jedoch auch die Beobachtung, dass [CI]i nach
einer Membrandepolarisation bei Retzius-Neuronen deutlich rascher ansteigt als bei P-
Neuronen (vgl. Abb. 25 A, 27 B).

4.3.3 Transportmechanismen zum Aufbau der aktiven CI-Verteilung

Um die Transportleistung des K*/CI'-Cotransporters der Retzius- und P-Neuronen bei der
Aufrechterhaltung der aktive CI'-Verteilung abzuschatzen, wurde der CI-Leckstrom
berechnet. Ein vereinfachtes Schema, das die Erzeugung der aktiven ClI-Verteilung durch
die Aktivitat des K*/CI-Cotransporters beschreibt, ist in Abb. 30 wiedergegeben. In dem
Schema sind alle so weit bekannten Transportsysteme sowie die Na*-, K*- und CI’-Strome
dargestellt, die mit der aktiven CI’-Verteilung in Zusammenhang stehen. Die einwarts-
gerichtete EMK¢, verursacht einen passiven CI-Einstrom, der von dem K*/CI-Cotrans-
porter kompensiert wird. Der resultierende K*-Ausstrom wird von der Na'-K*-Pumpe
kompensiert, wobei auch Na* aus der Zelle transportiert wird. Der Na'-Auswértstransport

zieht einen passiven Na*-Einstrom nach sich.
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Bei Retzius-Neuronen betragt Rinpue ~ 10 MQ; dies entspricht einer Gesamtleitfahigkeit der
Plasmamembran von 107 S (siehe Tabelle 16). Der Anteil der CI-Leitfahigkeit an Rinput
betragt ~ 20 %, entsprechend einer CI™-Leitfahigkeit von 2-10® S (vgl. 3.1.3). Mit EMKc
~ 10 mV berechnet sich der passive CI-Strom zu 2:10™"° A, d.h. es flieRen standig 1,25-10°
Cl'/s in die Zelle. Bei einem Cytosolvolumen von 160 pl (siehe 4.2.2), sollte [CIT; bei
ausbleibenden Auswaértstransport mit einer Rate von ~ 0,78 mM/min ansteigen. Dieser
Wert stimmt annahernd mit der Geschwindigkeit von ~ 0,52 mM/min uberein, mit der
[CI]i nach Hemmung des K*/CI™-Cotransporters durch Furosemid ansteigt (siehe 3.2.1,
Abb. 16 A).

Bei P-Neuronen betragt Rinput ~ 20 MQ; dies entspricht einer Gesamtleitféahigkeit von
5.10° S (Tabelle 16). Der Anteil der ClI-Leitfahigkeit an der Gesamtleitfahigkeit betragt
hier nur ~ 5 %, entsprechend einer CI™-Leitfahigkeit von 2,5-10° S (siehe 3.1.3). Bei einer
EMKc von ~ 4 mV betragt der CI-Einstrom 10™ A, entsprechend 6,25-10" Cl7/s. Bei
einem Cytosolvolumen von ~ 39 pl (& ~50 um) sollte [CI]; bei fehlendem Auswarts-
transport mit einer Rate von ~ 0,16 mM/min ansteigen, was mit der experimentell
bestimmten Geschwindigkeit des [CI]i-Anstiegs nach Hemmung des K*/CI"-Cotransporters
durch Furosemid ubereinstimmt (~ 0,26 mM/min; 3.2.1, Abb. 16 B).

Durch den K*/CI-Cotransporter verlasst mit jedem nach auRen transportierten CI” auch ein
K" die Zelle, d.h. die Na"™-K*-Pumpe muss rechnerisch einen halben Zyklus durchlaufen,
um den K*-Verlust zu kompensieren. Das bedeutet weiter, dass fiir jedes die Zelle
verlassende CI'-lon, rechnerisch 1% Na'-lonen in die Zelle aufgenommen werden missten.
Der Na*-Einstrom muss also allein wegen der Aktivitit des K*/CI'-Cotransporters 1¥-mal
so groR sein wie der gesamte passive CI-Einstrom. Das bedeutet aber nicht, dass die Na'-
Leitfahigkeit der Plasmamembran mindestens 1%-mal so grof3 sein muss wie die CI-
Leitfahigkeit. Auf Na* wirkt bei Retzius-Neuronen eine EMKpy, von ~ 100 mV (En, = +55
mV, Emn=-43,6 mV) ein, die etwa 10-mal so groR ist wie EMKc,. Bei einem Anteil der CI'-
Leitfahigkeit an der Gesamtleitfahigkeit der Plasmamembran von ~ 20% sollte der Anteil
der Na'-Leitfahigkeit, der auf Grund der Aktivitat des K*/CI™-Cotransporters zu fordern ist,
etwa ~ 3 % der Gesamtleitfahigkeit betragen. Ohne Kompensation durch die Na'-K'-

Pumpe sollte der Na'-Einstrom, der wegen der Aktivitat des K'/CI'-Cotransporters zu
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erwarten ist, bei Retzius-Neuronen zu einem [Na'];-Anstieg mit einer Geschwindigkeit von

~ 0,8 mM/min fuhren.

Eine entsprechende Abschatzung bei P-Neuronen ergibt einen Anteil der Na*-Leitfahigkeit
an der Gesamtleitfahigkeit von nur 0,3 % (EMKya = ~93 mV). Nach Hemmung der Na'-
K*-Pumpe durch Ouabain wurde bei Retzius-Neuronen in der 1. Phase ein [Na']i-Anstieg
mit einer Rate von ~ 3 mM/min beobachtet (siehe 3.3.1), der etwa viermal so schnell
erfolgt wie der [Na']-Anstieg, der auf Grund der Aktivitat des K*/CI-Cotransporters zu
erwarten ist. Fiir den Betrieb des K*/CI'-Cotransporters bei Retzius-Neuronen wird also
25 % der gesamten Pumpenaktivitit benotigt. Bei P-Neuronen muss der Na'-Einstrom, der
die Aktivitat des K*/CI'-Cotransporters begleitet, nur zu einem [Na']-Anstieg mit einer
Rate von 0,24 mM/min fithren. Die Rate des Ouabain-induzierten [Na']i-Anstiegs betrug
~ 1,7 mM/min, war also etwa siebenmal so groR wie aufgrund der Aktivitat des K*/CI'-
Cotransporters zu erwarten. Dies entspricht einem Anteil von 15 % der Gesamtleistung der
Na’-K*-Pumpe, die fur die Aktivitat des K*/CI-Cotransporters benétigt wird. Aus den
Geschwindigkeiten des Ouabain-induzierten Na'-Anstiegs ergibt sich, dass die Na*-K'-
Pumpe bei Retzius- bzw. bei P-Neuronen pro min eine ATP-Menge verbraucht, die einer
ATP-Konzentration von ~ 1 bzw. ~ 0,6 mM entspricht. Die Frage, warum Retzius- und P-
Neuronen eine aktive ClI-Verteilung aufweisen, die einen erheblichen Teil der Gesamt-
leistung der Na’-K*-Pumpe benétigt, ist bisher nicht zu beantworten. Méglich ist, dass die

aktive CI-Verteilung eine Rolle bei der synaptischen Inhibition der Neuronen spielt.

4.3.4 Zusammenhang zwischen E, [CI]; und Zellvolumen

Die Richtung der Volumenénderung wird von der CI’-Bewegung bestimmt (siehe 4.2),
wobei eine Zellschwellung immer mit einer CI'-Aufnahme einhergeht und eine Zell-
schrumpfung mit einer CI-Abgabe. Die [CIi-Anderungen sind iiberwiegend von den E,-
Anderungen abhangig und beruhen auf einer Anderung von EMK(c,. Fiir das Zellvolumen
unter isotonischen Bedingungen ist daher En, entscheidend. Eine Membrandepolarisation
verstarkt den passiven Cl-Einstrom, eine Membranhyperpolarisation dagegen reduziert
ihn, so dass der CI-Transport (iber den K*/CI'-Cotransporter zu einer [CI']-Abnahme fiihrt.
Bei konstantem E, bleibt [CI']; unveréndert.
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Der Zusammenhang zwischen Ep,, [CI]i und Zellvolumen konnte bei der Aktivierung von
Glutamat-Rezeptoren eindeutig gezeigt werden (Abb. 25 A). L-Glutamat beeinflusste
sowohl En, als auch [CI]; nur geringfligig und das Zellvolumen blieb konstant, wéahrend
AMPA und Kainat eine anhaltende Membrandepolarisation, einen [CI]i-Anstieg und eine
Zellschwellung verursachten. Die unterschiedlichen Antworten auf die Applikation der
drei Agonisten beruhen darauf, dass die Rezeptoren gegentiber Glutamat desensitivieren,
nicht jedoch gegenlber Kainat und AMPA (Ohno et al. 1997, Bleakman et al. 1998,
Neumann 2003).

Da CI" sowohl das Gegenion fiir Na* als auch fiir K™ darstellt, reicht es aus, die [CIT;-
Anderung zu verfolgen, um auf eine Nettoaufnahme von NaCl bzw. eine Nettoabgabe von
KCI zu schlieBen, die fiir eine Anderung des Zellvolumens verantwortlich sein kénnte. Das
Zellvolumen &dndert sich linear mit der um das Volumen korrigierten [CI'Ji-Anderung (Abb.
25 B). Unter der Annahme, dass sich die Neuronen wie ideale Osmometer verhalten und
die Anderung des Volumens direkt proportional zur Anderung der intrazelluldren
Osmolaritét erfolgt, lasst sich der Zusammenhang zwischen [CI]; und dem Zellvolumen
folgendermalien abschatzen:

Die Osmolaritét der physiologischen Badlésung betrug ~ 190 mOsmol bei einer Gesamt-
konzentration an lonen von ~ 200 mM. Da unter isotonischen Bedingungen extrazellulére
und intrazellulare Osmolaritit gleich sind, entspricht eine Anderung der intrazellularen
lonenkonzentration um 2 mM einer Anderung der intrazellularen Osmolaritat bzw. des
Zellvolumens um 1%. Dieser Zusammenhang wird durch die experimentellen Befunde
bestatigt, nach denen eine volumenkorrigierte Anderung von [CI']i um 1 mM eine Zellvo-

lumenénderung von 1% verursacht.
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4.4  lonaler Mechanismus der Zellvolumenanderung

4.4.1 Retzius-Neuronen

Zusammenfassend kann der Mechanismus, der zur Anderung des Zellvolumens durch die
Hemmung der Na'-K*-Pumpe bzw. durch anhaltende Aktivierung von unspezifischen
Kationenkanélen fiihrt, folgendermafen beschrieben werden: Eine Membrandepolarisation
fuhrt zu einer Erhéhung der EMKc; und damit zur CI'-Aufnahme. Die CI-Aufnahme
erfolgt elektroneutral, da sie an die Na'-Aufnahme gekoppelt ist. Der Na'-Einstrom
iibersteigt den K*-Ausstrom, so dass eine Nettoaufnahme von NaCl, Wassereinstrom und
Zellschwellung resultieren. Eine Membranhyperpolarisation verursacht dagegen eine CI'-
Abgabe, die elektroneutral an einen K*-Austrom gekoppelt ist. Der K*-Ausstrom (ibersteigt
den Na'-Einstrom, so dass KCI-Abgabe, Wasserverlust und Zellschrumpfung resultieren.
Bleibt E, unverandert, kommt es lediglich zum Austausch von Na* gegen K*, damit zu

keiner Nettoaufnahme oder -abgabe von lonen und das Zellvolumen bleibt konstant.

Eine verstirkte [CI]i-Abnahme wurde bei Retzius-Neuronen in K'-freier Badldsung
beobachte, wobei hier die [CI']i-Abnahme unabhangig von der En-Anderung erfolgte und
schon wahrend der anfanglichen Membrandepolarisation einsetzte. Der CI'-Ausstrom geht
hier vermutlich auf eine verstirkte Aktivitit des K*/CI'-Cotransporters zuriick. In K*-freier
Badlosung wird die EMK fiir K* erhoht, der die Antriebskraft des K*/CI'-Cotransporters
verstarkt.

4.4.2 P-Neuronen

Der Zusammenhang zwischen Ep, [CIT]; und Zellvolumen erklért die Variabilitat der Zell-
volumenénderungen, die bei P-Neuronen nach Hemmung der Na'-K*-Pumpe beobachtet
wurden und die offensichtlich die Variabilitat der En-Verschiebung widerspiegeln (Abb.
19, 20, 23). Bei P-Neuronen fuhrte der Ouabain-induzierte Zusammenbruch der lonen-
gradienten fiir Na* und K" nicht zwangslaufig zur Membrandepolarisation. In der Hélfte
der Experimente wurden Er, und [CI]; nur geringfiigig beeinflusst, so dass in diesen Fallen
das Zellvolumen annihernd konstant blieb (Abb. 20). Die Hemmung der Na*-K*-Pumpe in
K*-freier Badlosung fihrte trotz des Zusammenbruchs der lonengradienten fiir Na* und K*
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zu einer vorlbergehenden Membranhyperpolarisation (Abb. 22 A) und zu variablen Zell-

volumenénderungen.

Die En,-Stabilisierung bei P-Neuronen beruht auf der Aktivierung von K*-Kanélen, welche
die K*-Selektivitat der Membran vergréRern, so dass sich E, dem K*-Gleichgewichts-
potential (Ex) annihert (Schlue & Deitmer 1984, Schlue 1991). Die Aktivierung der K*-
Kanile geht wahrscheinlich auf den [Na']i-Anstieg zuriick, da die Ouabain-induzierte
Hemmung der Na*-K*-Pumpe in Na'-freier Badlosung die K*-Leitfahigkeit der Plasma-
membran nur geringfligig beeinflusst (Schlue 1991). Tatsachlich ist Rinput bei P-Neuronen
von [Na']; stark abhangig (Abb. 28), wahrend bei Retzius-Neuronen praktisch keine Na'-
Abhangigkeit vorhanden ist (Abb. 29). Darlber hinaus zeigte sich, dass bei P-Neuronen im
Ruhezustand [Na']; von E, unabhéngig ist, und insbesondere, dass auch Zellen mit sehr
negativem Ep, eine relativ hohe [Na']; besitzen konnen. Die Ergebnisse lassen den Schluss
zu, dass P-Neuronen iiber Na*-aktivierte K*-Kanale verfiigen, die bei Zunahme von [Na'];
das E, stabilisieren und damit Anderungen des Zellvolumens unterbinden. Dariiber hinaus
modulieren sie die Erregungsweiterleitung, indem sie die Auslésung von Aktionspoten-
tialen unterbinden (Dryer 1994, Bischoff et al. 1998).

4.5 Schlussbetrachtung

Fur das Uberleben von Zellen ist es notwendig, dass starke Anderungen des Zellvolumens
vermieden werden, um die strukturelle Integritat und ein konstantes intrazelluldres Milieu
zu gewahrleisten. Insbesondere bei Neuronen sind Anderungen des Zellvolumens verhee-
rend, da die lonengradienten (ber der Plasmamembran und die strukturelle Integritat der
Zellen Grundvoraussetzungen fur die Aufrechterhaltung der Signalubertragung sind. Die
Untersuchung der ionalen Anderungen bei Volumenanderungen und der daran beteiligten
Transportsysteme ist daher flir das Verstandnis der Ursachen, die zu Zellvolumen-

anderungen fuhren, von entscheidender Bedeutung.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass unter isotonischen Bedingungen
eine Zellschwellung bei Retzius- und P-Neuronen auf einer elektroneutralen NaCl-
Aufnahme beruht und eine Zellschrumpfung auf einer elektroneutralen KCI-Abgabe. In

beiden Vorgangen ist CI" involviert, und folglich spielt [CI]i bei der Regulation des
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Zellvolumens eine entscheidende Rolle. Eine geringe Cl'-Leitfahigkeit der Plasma-
membran, wie sie bei P-Neuronen besteht, hat einen stabilisierenden Einfluss auf das
Zellvolumen, indem sie CI'-Flusse tber die Plasmamembran verlangsamt und begrenzt.
Dariiber hinaus konnte bei P-Neuronen gezeigt werden, dass ein stabilisierender Einfluss
auf En, wie durch die beschriebenen Na'-aktivierten K*-Kanile, das Zellvolumen trotz
massiver Storung des Fliessgleichgewichts konstant halt und somit das Uberleben von
Neuronen unter Stressbedingungen ermdglicht. Die Desensitivierung von Neurotrans-
mitter-Rezeptoren, wie sie bei Glutamat-Rezeptoren nach Aktivierung durch den physio-
logischen Agonisten L-Glutamat bei Retzius-Neuronen beobachtet wurde, stellt ebenfalls
einen Schutzmechanismus gegen Zellvolumenanderungen dar, da sie eine langerfristige

Em-Anderung verhindert und somit einer Anderung des intrazellularen Milieus vorbeugt.
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5. Zusammenfassung

1.

In der vorliegenden Arbeit wurden ionale Mechanismen von Zellvolumen&nderungen
unter isotonischen Bedingungen bei Neuronen des Blutegel-Zentralnervensystems
untersucht. Hierzu wurden mit Hilfe ionensensitiver Zweikanal- oder Dreikanal-
Glasmikroelektroden die intrazellularen Konzentrationen von Na*, K* und CI" ([Na'];,
[K*]i, [CITi) sowie das Membranpotential (E.) gemessen. Das Zellvolumen wurde
unter der Verwendung von organischen Volumenmarkern entweder mit Hilfe der
Technik ionensensitiver Glasmikroelektroden oder der Mikrofluorimetrie ermittelt.
Dariiber hinaus wurde der Eingangswiderstand (Rinput) der Neuronen mit der Current-
Clamp Methode bestimmt, wobei gelegentlich elektrolytgefiillte und ionensensitive
Mehrkanal-Glasmikroelektroden in den Messungen kombiniert wurden. Die Unter-
suchungen wurden bei Retzius-, P- (pressure), N1- (noxious), AP- (anterior pagoda)

und Leydig -Neuronen durchgefiihrt.

Das En, der Blutegel-Neuronen lag unter physiologischen Bedingungen zwischen —36
und —43 mV, Rinput zwischen 10 und 39 MQ. Fur die intrazellularen lonenkonzentra-
tionen wurden fiir K* Werte zwischen 60 und 90 mM, fiir Na* zwischen 6 und 12 mM
und fur CI" zwischen 11 und 17 mM bestimmt. Eine Abhangigkeit der intrazelluléaren
lonenkonzentrationen von Ep, bestand bei allen Neuronen nur fur CI', wobei [CI]; umso
kleiner, je negativer E,, war. Bei Retzius-Neuronen war [Na']; ebenfalls umso kleiner,

je negativer E,, war, wahrend bei P-Neuronen [Na']; unabhéngig von E,, war.

Die Beladung der Neuronen mit dem Volumenmarker TMA" erfolgte durch extra-
zellulare TMA®-Applikation (5 mM). Alle Neuronen zeigten vergleichbare TMA™-Auf-
nahmeraten von ~ 0,3 mM/min. Die TMA"-Applikation filhrte tiber die Aktivierung
von Acetylcholin-Rezeptoren zu Ep- und Rinpu-Anderungen, die innerhalb von Minu-
ten reversibel waren. Die TMA'-Aufnahme bei Retzius-Neuronen wurde weder durch
die Entfernung des extrazellularen Na* bzw. CI', noch durch Verstellung des extra-

zelluléren pH-Werts beeinflusst.
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4. Bei allen Neuronen war CI" aktiv verteilt, so dass eine in das Neuron gerichtete elektro-
motorische Kraft fur CI" (EMK(c,) bestand. Die aktive CI-Verteilung bei Retzius- und
P-Neuronen wird primar durch einen K*/CI-Cotransporter bewirkt. Die Plasmamem-
bran der Retzius-Neuronen besitzt unter Ruhebedingungen eine relativ hohe CI'-Leit-
fahigkeit, da zum einen die unspezifische Hemmung von Cl-Kanélen durch die
Applikation von DIDS zu einer Zunahme von Ryypye Um > 20 % flihrte. Zum anderen
fiel [CI']; nach Entzug des extrazelluldren CI” bei Retzius-Neuronen mit ~ 3,3 mM/min
rasch ab. P-Neuronen zeigten dagegen eine geringe Cl-Leitfahigkeit, da DIDS nur
einen Rjppu-Anstieg um ~ 5 % bewirkte und die [CI]i-Abnahme in CI'-freier Badldsung

mit ~ 1,3 mM/min langsamer abfiel.

5. Bei Retzius-Neuronen fiihrte die Hemmung der Na*-K*-Pumpe durch Ouabain zu einer
Membrandepolarisation in drei Stufen, einem [Na']- und [CI]i-Anstieg, einer [K'];-
Abnahme und zur Zellschwellung. Die Hemmung der Na'-K*-Pumpe durch die
Applikation einer K*-freien Badlosung fiihrte dagegen zu einer Membranhyperpolari-
sation, einem [Na']i-Anstieg, einer [K']- und [CI]i-Abnahme, die auf eine verstirkte
Aktivitait des K'/CI'-Cotransporters zuriickgeht und zur Zellschrumpfung. Die
Abschétzung der lonenfliisse Uber die Plasmamembran ergab fir die Zellschwellung
eine elektroneutrale NaCl-Aufnahme und fir die Zellschrumpfung eine elektroneutrale
KCI-Abgabe.

6. Bei P-Neuronen fiihrte die Hemmung der Na*-K*-Pumpe durch Ouabain bzw. durch
K*-freie Badlosung grundsitzlich zu den gleichen Veranderungen wie bei Retzius-
Neuronen, jedoch variierten die experimentellen Daten erheblich starker. Auffallig war
zum einen, dass Ouabain haufig Eq, und [CI7; nicht beeinflusste und [Na']; und [K'];
geringer verdandert wurden als bei Retzius-Neuronen. Zum anderen fuhrte die Appli-
kation K*-freier Badlosung trotz erheblicher Schwichung des K*-Gradienten héufig zu
einer ausgepragten Membranhyperpolarisation. Die ungewohnlichen En-Anderungen
bei P-Neuronen nach Hemmung der Na'-K*-Pumpe lassen sich durch die Aktivierung

von Na'-aktivierten K*-Kanalen erklaren.
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7. Die Aktivierung der Glutamat-Rezeptoren bei Retzius-Neuronen durch die Glutamat-
Agonisten Kainat und AMPA fiihrte zu Anderungen der intrazelluldren lonenkonzen-
trationen sowie zur Zellschwellung, wahrend L-Glutamat die lonenkonzentrationen
und das Zellvolumen kaum beeinflusste. Die Aktivierung der 5-HT-Rezeptoren bei P-
Neuronen fiihrte ebenfalls zu lonenkonzentrationsdnderungen sowie zur Zellschwel-
lung. Dabei zeigte sich insgesamt, dass zwischen [CI]; und Zellvolumen ein enger

Zusammenhang besteht, wobei eine [CI'li-Anderung um ~ 1 mM eine Volumeninde-

rung um ~ 1 % verursachte.

8. Bei P-Neuronen wurde ein enger Zusammenhang zwischen [Na']i und Rinput nach-
gewiesen. Mit zunehmender [Na']i nahm Rinpue UM bis zu 95 % ab und kehrte mit
abnehmender [Na']; wieder auf seinen Ausgangswert zuriick. Zusammen mit friiheren
Befunden kann damit die Existenz von Na'-aktivierten K*-Kanlen bei P-Neuronen als
gesichert angesehen werden. Diese Kanéle fiihren bei einem [Na']i-Anstieg zu einer

Em- Stabilisierung und wirken damit auch stabilisierend auf das Zellvolumen.

9. Insgesamt zeigen die Befunde, dass unter isotonischen Bedingungen eine Schwellung
von Blutegel-Neuronen auf einer NaCl-Aufnahme und eine Schrumpfung auf einer
KCI-Abgabe beruht. Offenbar wird die Richtung der Volumenanderung von der En-
Anderung bestimmt, die vorgibt, ob CI in das Neuron hinein oder aus dem Neuron
heraus flieit. Eine geringe Cl-Leitfahigkeit sowie Mechanismen, die zu einer
Stabilisierung von Ep, beitragen, reduzieren daher die Anfélligkeit der Neuronen gegen-

uber Zellvolumenénderungen.
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6. Anhang

Nachfolgend wird die Verwendung von TMA® als Volumenmarker zur Messung des
Zellvolumens mit Hilfe der Technik ionensensitiver Glasmikroelektroden eingehend
behandelt. TMA™ wird von den Neuronen aktiv aufgenommen und nach Entfernung aus
dem Extrazellularraum auch wieder abgegeben. Die Geschwindigkeiten dieser TMA'-
Bewegungen wurden bestimmt und ergdnzende Versuche zur Charakterisierung des
TMA*-Aufnahmemechanismus vorgenommen. AuRerdem wird die Wirkung von TMA",
einem unspezifischen Agonisten sowohl von muskarinischen (mAChR) als auch von
nikotinischen Acetylcholin-Rezeptoren (nAChR; Papke et al. 1996, Shi et al. 1999), auf
das Membranpotential (En) und den Eingangswiderstand (Rinput) der Neuronen beschrie-

ben.

6.1 Beladung der Neuronen mit dem Volumenmarker TMA*

Alle hier untersuchten Neuronen (Retzius-, P-, N1-, AP- und Leydig-Neuronen) kénnen
TMA" aus der Badlosung aufnehmen (Neumann et al. 2001). In den Versuchen wurden die
Zellen durch extrazellulire Applikation von 5 mM TMA-CI mit TMA" beladen. Die intra-
zellulire TMA*-Konzentration ([TMA']) stieg bei den verschiedenen Neuronen mit
maximalen Raten zwischen 0,30 und 0,35 mM/min praktisch gleich schnell an (Tabelle
22). In TMA-freier Losung verloren alle Neuronen ihr aufgenommenes TMA®, wobei die
Rate der TMA*-Abgabe um einen Faktor 3-4 langsamer war als die TMA*-Aufnahme. Bei
P-Neuronen war die TMA"-Abgaberate signifikant kleiner als bei Retzius-Neuronen,
wahrend die TMA'-Aufnahmerate bei beiden Neuronentypen praktisch gleich war.
Entsprechend war bei P-Neuronen die TMA®-Abgabe um einen Faktor 5-6 langsamer als
die der TMA"-Aufnahme. Die Ergebnisse stimmen mit den Daten fritherer Arbeiten gut
uberein (Neumann 2000, 2003, Neumann et al. 2001, Klees 2002, Dierkes et al. 2002,
2003). Eine TMA'-Aufnahme aus dem Extrazelluldrraum wurde auch bei Neuropil-
Gliazellen beschrieben (Ballanyi & Schlue 1998), die im Rahmen dieser Arbeit bestatigt
werden konnte. Die TMA'-Aufnahme- bzw. TMA*-Abgaberate lag bei Neuropil-Glia-

zellen jedoch um etwa eine GrolRenordnung hoher als bei den Neuronen (Tabelle 22).
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Tabelle 22: Maximale Raten der TMA*-Aufnahme und TMA*-Abgabe

Zelltyp TMA*-Aufnahme TMA"-Abgabe
(mM/min) (mM/min)
Retzius 0,33+£0,19 0,11+ 0,09
n=49 n=44
P 0,34 +£0,26 0,06 £ 0,04 *
n=36 n=31
N1 0,30+ 0,22 0,08 + 0,05
n=24 n=24
AP 0,32+0,20 0,08 +£0,06
n=15 n=15
Leydig 0,32 +0,30 0,09 +£0,09
n=21 n=21
Neuropil-Gliazelle 42+11** 0,5+0,3**
n==6 n=4

Mittelwerte +S.D aus n = 4-49 Versuchen. Die Aufnahmeraten wurden wéhrend der Applikation von 5 mM
TMA-CI bestimmt, die Abgaberaten nach Wegnahme des TMA-CI. Die bei den verschiedenen Zelltypen
ermittelten TMA*-Aufnahme- bzw. TMA™-Abgaberaten wurden jeweils auf signifikante Unterschiede zu den

Werten bei Retzius-Neuronen dberpriift (*, p <0,05; **, p <0,01).

TMA™-Aufnahme und -Abgabe unterschieden sich erheblich von Neuron zu Neuron. Bei-
spielsweise variierte bei Retzius-Neuronen die TMA*-Aufnahmerate zwischen 0,07 und
0,74 mM/min und die -Abgaberate zwischen 0,01 und 0,45 mM/min. Eine &hnliche Varia-
bilitat wurde auch bei den anderen Neuronen gefunden. Die TMA'-Aufnahme- und —
Abgaberaten waren vom E,, der Neuronen unabhdngig (Abb. 31 A,B), jedoch war der
untersuchte E-Bereich von -55 bis -35 mV gering, so dass eine Spannungsabhangigkeit
nicht sicher ausgeschlossen ist. Es zeigte sich, dass Neuronen mit einer hohen TMA®-
Aufnahmerate auch eine hohe TMA®-Abgaberate besaBen, wihrend Neuronen mit
niedriger TMA*-Aufnahmerate eine niedrige TMA™-Abgaberate aufwiesen (Abb. 31 C).
Dieses lasst vermuten, dass die TMA*-Aufnahme und —Abgabe Uber denselben Mecha-

nismus erfolgen kdnnten.

6.2 Charakterisierung des TMA"-Aufnahmemechanismus

Der TMA™-Aufnahmemechanismus von Blutegel-Neuronen ist bisher unbekannt. Die
Vorstellung, dass TMA™ durch aktivierte nAChR in die Neuronen gelangen konnte (Creese
et al. 1977, Dwyer et al 1980, Ballanyi & Schlue 1989), ist wohl auszuschlie3en, da die

-72-



Anhang

TMA™-Aufnahme von Retzius-Neuronen bei Hemmung der AChR mit d-Tubocurarin

unbeeinflusst war (Neumann 2000).

Die im Vergleich zu Neuropil-Gliazellen langsame TMA™-Aufnahme durch die Neuronen
konnte auf unterschiedliche Mechanismen des TMA™-Transportes hindeuten. Es erscheint
jedoch eher wahrscheinlich, dass beide Zelltypen ein und denselben Transporter
exprimieren, da Retzius-Neuronen und Neuropil-Gliazellen auch andere quaternére
Ammoniumionen aufnehmen konnen, wie beispielsweise Cholin® oder TEA™ (Ballanyi &
Schlue 1989, Neumann 2000, Neumann et al. 2001, Dierkes et al. 2002a, 2003). Die hohe
TMA"-Transportrate bei den Neuropil-Gliazellen koénnte auf dem groBen Oberflichen-
Volumenverhéltnis beruhen oder einfach auf einer starkeren Expression des Transport-

systems.

Der TMA™-Aufnahmemechanismus wurde bei Retzius-Neuronen naher untersucht. Bei
diesen Neuronen stieg die TMA'-Aufnahmerate mit der TMA*-Konzentration in der
Badl6sung an (Tabelle 23). Bei Anwendung des Michaelis-Menten-Formalismus auf die
experimentellen Daten lieB sich der Ky-Wert der TMA*-Aufnahme zu 1,7 mM abschatzen.
Um néhere Informationen (ber den Transportmechanismus zu erhalten, wurde zusatzlich
die Konzentrationsabhangigkeit der TEA'-Aufnahme bestimmt. Retzius-Neuronen nahmen
TEA" deutlich langsamer auf als TMA", der Ky,-Wert der TEA"-Aufnahme wurde zu 4,3
mM abgeschatzt.

Tabelle 23: Konzentrationsabhangigkeit der Aufnahme von TMA" bzw. TEA" bei

Retzius-Neuronen

TMA'- bzw. TEA™- TMA™-Aufnahme TEA"-Aufnahme
Konzentrationen (mM) (mM/min) (mM/min)

0,25 0,01 + 0,007 n.b.

0,5 0,04 £0,018 0,001 £ 0,001
2 0,19 + 0,066 0,015+ 0,021
5 0,28 £0,113 0,042 £ 0,042
10 0,34 £0,150 0,063 £ 0,052
15 n.b. 0,074 £0,071

Mittelwerte + S.D. aus n = 4-8 Messungen (n.b. = nicht bestimmt). Um die Osmolaritat der Badldsungen

konstant zu halten, wurde NaCl durch die entsprechende Menge TMA-CI bzw. TEA-CI ersetzt.
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Der Transport von TMA®, TEA" und anderer quaternarer Ammoniumionen konnte durch
organische Kationentransporter vermittelt werden, die bei zahlreichen Préparaten beschrie-
ben wurden und dort die Aufnahme dieser Substanzen bewerkstelligen (Villalobos 1998,
Koepsell 1999, Yabuuchi 1999, Dresser et al. 2000). Viele organische Kationentransporter
sind H'-Antiporter oder Na'-Cotransporter, die auch eine CI-Abhéngigkeit und/oder
Spannungsabhéngigkeit aufweisen kdnnen (Villalobos & Braun 1998, Kekuda et al. 1998,
Rossum & Boyd 1998, Okuda et al. 1999, Grindemann et al. 1999, Yabuuchi et al. 1999,
Villalobos et al. 1999, Wagner et al. 2000). Aus diesem Grund wurde bei Retzius-
Neuronen die Abhangigkeit der TMA™-Aufnahme vom extrazellularen pH-Wert und der
Na'- bzw. CI’-Konzentration untersucht (Abb. 32).

Die TMA*-Aufnahme bei Retzius-Neuronen ist pH-unabhéngig, da sie weder durch
extrazelluldre Ansduerung auf pH = 6,2 noch durch Alkalisierung auf pH = 8,2 beeinflusst
wurde. AuBerdem wurde die TMA*-Aufnahme weder durch den Ersatz des extrazelluldren
Na" durch NMDG" noch durch den Austausch des extrazellularen CI” gegen SO,* beein-
flusst (Abb. 32).

Aufgrund dieser Befunde ist auszuschlieBen, dass die TMA'-Aufnahme bei Retzius-
Neuronen durch ein dem hochaffinen Cholin-Transporter (CHT1) verwandtes System
erfolgt, da dieser Transporter Na*- und Cl-abhéngig arbeitet. Der CHT1 zeigt Homologien
zur Familie der Na'-abhdngigen Glucose-Transporter, die iber zwolf membrandurch-

spannende, a-helicale Regionen verfligen (Okuda et al. 2000, Koepsell et al. 2003).

Fur die TMA®-Aufnahme kommen eher die , klassischen“ organischen Kationentransporter
(OCT, ,,organic cation transporter”) in Frage. Diese gehoren alle zu einer Transporter-
familie, deren Mitglieder sich in ihrer Aminosduresequenz nur wenig voneinander unter-
scheiden und ebenfalls tber zwolf membrandurchspannende, a-helicale Regionen ver-
fugen (Koepsell et al. 1999, Burckhardt & Wolff 2000, Dresser et al. 2000). Bei Verte-
braten wurden OCTs in vielen Organen, unter anderem auch im Gehirn, nachgewiesen und
sind dort fiir den Transport von TMA®, TEA" und anderen quaterndren Ammoniumionen
verantwortlich (Villalobos 1998, Koepsell 1999, Yabuuchi 1999, Dresser et al. 2000).
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Die OCTs der Untergruppe OCTN1-2 zeigen alle einen Na*- oder pH-abhangigen Trans-
port (Koepsell et al. 1998, Yabuuchi et al. 1999) und kommen daher fiir die TMA™- bzw.
TEA'-Aufnahme bei Blutegel-Neuronen nicht in Frage. Zudem ist die Affinitat dieser
Transporter fur TEA™ mit K-Werten zwischen 0,2-0,4 mM (Wagner et al. 2000, Koepsell
et al. 2003) sehr viel hoher als die des TEA™-Transports bei Retzius-Neuronen (4,3 mM).

Die OCTs der Untergruppen OCT1-2 und OCT3 zeigen einen Na*-, CI'- und pH-unab-
hangigen Transport (Busch et al. 1996, Gorboulev et al. 1997, Kekuda et al. 1998,
Koepsell et al. 2003). Der Transport von organischen Kationen wie TEA" ist jedoch
spannungsabhangig (Grindemann et al. 1994, Dresser et al. 2000, Arndt et al. 2001). Da
ein spannungsabhangiger TMA'-Transport bei Retzius-Neuronen nicht ausgeschlossen
werden konnte, konnte einer dieser Transporter fir den TMA'-Transport in Frage
kommen. OCT1 wurde bisher noch nicht im Gehirn nachgewiesen und ist hauptséchlich in
Niere, Leber und Darm lokalisiert, OCT2 und OCT3 kommen dagegen auch im Gehirn
vor. Der Ky-Wert fiir den TEA™-Transport durch den OCT3 betragt 2,5 mM und liegt
damit im Bereich des Kn-Werts bei Retzius-Neuronen, wohingegen die K-Werte fiir den
TEA"-Transport durch OCT1 und OCT2 um das 20-fache hoher liegen (Koepsell et al.
2003). Zusammenfassend lasst sich damit sagen, dass von den bislang bei Vertebraten
beschriebenen OCTs am ehesten der OCT3 fiir die TMA"-Aufnahme bei Blutegel-Neu-

ronen in Frage kommt.

6.3 Wirkung von TMA™ als AChR-Agonist bei Blutegel-Neuronen

Im Blutegel-ZNS sind bei vielen Neuronen ionotrope AChR nachgewiesen worden, die
zum einen Cl-permeable Kandle und zum anderen unspezifische Kationenkandle sind
(Ballanyi & Schlue 1989, Bigiani & Pellegrio 1990, Schmidt & Calabrese 1992, Kristan et
al. 1993, Szczupak et al. 1993, 1998). In den folgenden Experimenten wurde die Wirkung
von TMA" auf die verschiedenen Blutegel-Neuronen untersucht und mit der Wirkung von

Carbachol verglichen, ebenfalls ein Agonist von mAChR und nAChR.

Die En-Anderungen, die bei den verschiedenen Neuronen durch die Applikation von
TMA" ausgel6st wurden, waren hinsichtlich ihrer Polaritdt und Amplitude sehr unter-
schiedlich (Abb. 33). Bei Retzius-Neuronen induzierte 5 mM TMA" eine schnelle,
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transiente Membrandepolarisation (6,1 + 3,5 mV, n = 38), nach der E,, entweder auf den
Ausgangswert zurtickkehrte (n = 6) oder eine langanhaltende Membrandepolarisation oder
—hyperpolarisation folgte (5,3 + 3,9 mV, n = 15; -4,5 + 2,6 mV, n = 16). Leydig-Neuronen
antworteten ebenfalls mit einer transienten Membrandepolarisation vergleichbarer Ampli-
tude (5,8 + 3,8 mV, n = 15), nach der jedoch fast immer eine langanhaltende Membran-
depolarisation auftrat (5,0 £ 3,5 mV, n = 15). Bei P- und N1-Neuronen wurde Eg kaum
durch TMA" beeinflusst. Beide Zelltypen reagierten meistens nur mit einer geringen,
transienten Membrandepolarisation (P: 2,4 + 1,8 mV, n = 19; N1: 3,2 + 29 mV, n = 15).
Bei AP-Neuronen induzierte TMA® eine schnelle Membranhyperpolarisation (-9,5 + 5,0
mV, n = 16), die nachfolgend kontinuierlich abnahm und nach einigen min einen statio-

naren Wert erreichte (-5,6 £ 5,3 mV).

Die Carbachol-Applikation, fiihrte bei allen untersuchten Neuronen zu ahnlichen Eq-
Anderungen wie TMA". Retzius-Neuronen reagierten auf die Gabe von 0,5 mM Carbachol
mit einer transienten Membrandepolarisation (11,7 + 4,2 mV, n = 13), auf die stets eine
langanhaltende Membrandepolarisation folgte (3,5 + 2,6 mV). Leydig-Neuronen ant-
worteten wie Retzius-Neuronen, nur waren die Amplituden der transienten bzw. lang-
anhaltenden Membrandepolarisation geringer (5,8 £ 1,0 mV, n = 4 bzw. 29 + 1,6 mV,
n = 3). Bei P- und N1-Neuronen Ubte Carbachol praktisch keine Wirkung auf E., aus
(P:0,0£1,7mV,n=9; N1: 1,6 £ 1,5 mV, n = 4). Bei AP-Neuronen loste Carbachol eine
Membranhyperpolarisation aus (-9,8 + 5,3 mV, n = 5), deren Amplitude nachfolgend
abnahm und am Ende der 5-minutigen Applikation -4,5 + 4,7 mV betrug. Die Wirkung von
Carbachol bei verschiedenen Blutegel-Neuronen auf zelluldre Parameter, wie Epn,
Aktionspotentialaktivitat, [Ca®*]; und [Na']; wurde schon von Dierkes (1998) ausfiihrlich

beschrieben, dessen Befunde mit den hier erhaltenen Ergebnissen tbereinstimmen.

Um die Wirkung von TMA" und Carbachol genauer zu charakterisieren, wurde deren
Wirkung auf den Eingangswiderstand (Rinput) VOn Retzius-, P- und AP-Neuronen unter-
sucht (Abb. 34, 35). Diese Neuronen wurden ausgewahlt, weil sich ihre E,-Antworten auf
die TMA- bzw. Carbachol-Applikation stark unterschieden (siehe Abb. 33). Rinput Wurde
anhand der En-Anderung bei Injektion von hyperpolarisierenden Strompulsen bestimmt.
Bei allen drei Neuronen filhrte die Applikation von 5 mM TMA" bzw. 0,5 mM Carbachol
zu einer Abnahme von R (Tabelle 24, Abb. 34, 35), wobei die Abnahme bei Retzius-
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und AP-Neuronen deutlich groRer war als bei P-Neuronen. Bei AP-Neuronen konnte kein
Unterschied zwischen der durch TMA® bzw. Carbachol induzierten Rjnp-Abnahme
festgestellt werden, wahrend bei Retzius- und P-Neuronen die durch TMA™ ausgelGste
Abnahme um ~ 50 % groRer war als die durch Carbachol verursachte Abnahme. Die
Wirkung von TMA" und Carbachol auf die Rnpu-Abnahme war bei allen 3 untersuchten

Neuronen vollstandig reversibel.

Tabelle 24: Wirkung von TMA" und Carbachol auf Rynput bei Retzius, P- und AP-

Neuronen

Agonist Zelltyp Rinput (MQ) min. Rinput(MQ) AR nput (%0)
5 mM Retzius (n =9) 93+28 15+£0,8 -84
TMA® AP (n=3) 22,9+0,6 47+04 -79

P(n=4) 20,7+24 111+£22 -46

0,5 mM Retzius (n = 13) 94+24 54+1,0 -41

Carbachol AP (n = 4) 21,6+2,8 4,0+ 0,4 -81
P(n=3) 23,3+ 3,8 173+2,6 -24

Mittelwerte +S.D. aus n = 3-13 Messungen. Angegeben sind Ry VOr der Applikation von 5 mM TMA™ bzw.
0,5 mM Carbachol, der minimale (min.) Rinpu in Gegenwart der Substanzen und die Anderung von Rinput IN

Prozent des Ausgangswerts.

Mdglicherweise spiegelt die unterschiedliche Wirkung von TMA" und Carbachol auf die
verschiedenen Neuronen die unterschiedliche Expression von AChRs wider. Bei Retzius-
Neuronen wurden drei ionotrope AChRs beschrieben, zwei Kationenkanéle, von denen
einer schnell desensitiviert, wahrend der andere anhaltend aktiv ist, sowie ein langsam
desensitivierender Cl'-Kanal (Szczupak et al. 1993, 1998). Offenbar sind die schnell desen-
sitivierenden Kationenkanéle fur die transiente Membrandepolarisation verantwortlich,
wéhrend die nicht bzw. langsam desensitivierenden Kationen- bzw. CI-Kandle das En, bei
langerer Applikation der Agonisten bestimmen, wobei bei einigen Zellen der Einfluss der
Kationenkanéle tberwiegt und bei anderen der Einfluss der ClI'-Kanéle. Leydig-Neuronen
reagierten auf TMA" und Carbachol dhnlich wie Retzius-Neuronen, was auf eine dhnliche
AChR-Ausstattung hinweist. Allerdings ist der Einfluss des langsam desensitivierenden CI’
-Kanals bei Leydig-Neuronen anscheinend schwécher, da auf die transiente Membran-
depolarisation immer eine anhaltende Membrandepolarisation folgte. Bei AP-Neuronen

wurde nur ein nicht desensitivierender, Cl'-permeabler AChR beschrieben (Pellegrino &
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Simonneau 1984), der offensichtlich flir die Membranhyperpolarisation verantwortlich ist.
Bei P- und N1-Neuronen wurden bisher keine AChRs gefunden. Die geringe, transiente
Membrandepolarisation dieser Zellen kdnnte entweder durch die Aktivierung eines schnell
desensitivierenden unspezifischen Kationenkanals oder auch durch exzitatorischen Ein-

gang Uber synaptische Verbindungen bedingt sein.

Insgesamt gesehen induzierte TMA™ bei Retzius-, P-, N1-, AP- und Leydig-Neuronen
ahnliche En,-Antworten wie Carbachol, so dass zu vermuten ist, dass TMA™ ausschlieRlich
AChR aktiviert. Wichtig fir die Verwendung von TMA" als Volumenmarker ist, dass
dessen Wirkung auf En und Rynpu reversibel war und somit die TMA®-Beladung die

elektrophysiologischen Eigenschaften der Neuronen nicht langfristig beeinflusste.
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Abb. 1: Zentralnervensystem des medizinischen Blutegels Hirudo medicinalis

A) Fotografische Aufnahme des medizinischen Blutegels Hirudo medicinalis.

B) Schematische Darstellung des Blutegelk&rpers mit dem ventral liegenden Zentralnervensystem
(Riehl & Schlue 1990).
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Abb. 2: Identifizierung der untersuchten Blutegel-Neuronen: Lage der Zellkérper im Segmental-
ganglion und elektrophysiologische Charakteristika

A) Schematische Darstellung der Ventralansicht eines Segmentalganglions (nach Muller et
al.1981). Die untersuchten Neuronen wurden farbig hervorgehoben und mit ihren {iblichen Ab-
kiirzungen gekennzeichnet (R, Retzius; L, Leydig).

B) Fotografische Aufnahme der Ventralansicht eines Segmentalganglions im Durchlicht
(Abkiirzungen siche A).

C) Typische Aktionspotentiale der untersuchten Neuronen nach dem Einstich einer Glasmikro-
elektrode. Pfeile markieren das Elektrodenpotential vor dem Elektrodeneinstich. Der Bereich
starker Aktionspotential-Aktivitéit bei P-Neuronen (Balken) wurde ergéinzend in gedehnter Zeit-
skala dargestellt. Die variable Aktionspotential-Amplitude bei dem N1-Neuron ist aufzeichnungs-
technisch bedingt.
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Abb. 3: EichungvonFura-2

A) Anregungsspektren der Ca2+-freien und der Ca2+-gesittigten Form von Fura-2. Die
Fluoreszenzintensitit wurdezwischen 510und 540nm gemessen. Die Bindungvon Ca2+anden
Farbstofffiihrte zueiner Verschiebung des Anregungsspektrumszukiirzeren Wellenléngen. Am
Isofluarpunkt bei 360 nm (Pfeil) ist die Fluoreszenzemission abhéngig von der Farbstoff-
konzentration, jedoch unabhingig von der Ca2*-Bindung. Die wiedergegebenen Anregungs-
spektren entsprechen nicht den exakten Spektren, da die Intensitét des Anregungslichts im
kurzwelligen UV-Bereichzunehmend geringer wurde (vergl. Grynkiewiczetal. 1985).

B) Die Eichkurve nach der Ratio-Methode gibt das Verhéltnis der Fluoreszenzintensitét bei
Anregung mit 360 nm zu dermit 380 nm (R(360/380)) in Abbhingigkeit von der freien Ca2*-
Konzentration wieder. Fiir diese Eichung wurden in vitro ermittelte Werte fiir R 5, R nax und S/
Sp2 eingesetzt und ein K3 von 135nM ausder Literaturiibemommen (Grynkiewicz et al. 1985).
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Abb. 4: Mikrofluorimetrische Messung des Zellvolumens mit Fura-2 als Volumenmarker bei
einem P-Neuron

Die Fura-2-Fluoreszenz (F,, ) wurde mit Licht der Wellenlénge 360 nm angeregt und innerhalb
eines kleinen Messareals bestimmt, welches ca. 10 % des Zellquerschnitts einnahm. Die
Applikation von 0,5 mM Ouabain fiihrte zu einem reversiblen Abfall von F, (A). Wihrend des
Experiments erfolgte ein stetiger Fluoreszenzabfall bedingt durch Farbstoffverlust, der durch eine
einfache Exponentialfunktion beschrieben werden konnte (rote Linie, zugrundeliegenden
Datenpunkte griin). Dies ermoglichte es, das F, -Signal beziiglich des Fabstoffverlustes zu
korrigieren (B). Das relative Zellvolumen entspricht dem reziproken Wert des korrigierten F. -

Signals (C).
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Abb. 7: Eichkurven verschiedener ionensensitiver Glasmikroelektroden

Dieinden verschiedenen Eichlésungen gemessenen lonenpotentiale (E,,,) wurden gegen den
negativen dekadischen Logarithmus der jeweiligen Ionenkonzentration (plon) aufgetragen. Aus
den Messpunkten (Mittelwerte aus n = 12-151 Einzelwerten) wurde mittels der Nicolsky-
Eisenman-Gleichung die jeweilige Eichkurve berechnet. Es wurden zwei verschiedene K-
Sensoren verwendet, zum einen Corning 477317 (Cor) und zum anderen Valinomycin (Val).
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Abb. 8: Messung des Zellvolumens mit ionensensitiven Glasmikroelektroden mit TMA™ als
Volumenmarker bei einem Leydig-Neuron

Die Applikation von 100 uM Kainat fiihrte zu einer reversiblen Abnahme der intrazelluléren
TMA*-Konzentration ((TMA'],, A). Wéhrend der gesamten Messdauer war ein stetiger TMA™-
Verlust zu beobachten, der mit einer einfachen Exponentialfunktion beschrieben werden konnte
(rote Linie). Dies ermdglichte es, das [TMA*].-Signal bzgl. des TMA*-Verlusts zu korrigieren
(B). Das relative Zellvolumen entspricht dem reziproken Wert der korrigierten [TMA™].(C).
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Abb. 9: Registrierbeispiele von simultanen Eichungen einer K*- und Cl-sensitiven Dreikanal-
Glasmikroelektrode (A) und einer Na*- und TMA*-sensitiven Dreikanal-Glasmikroelektrode
(B). Die Ionenpotentiale (E, E_ bzw. E,,, E, ) sowie das Referenzpotential (E ;) wurden
simultan registriert. Es wurden kombinierte Eichlésungen verwendet, so dass die Eichungen fiir
K* und Na* bzw. fiir CI und TM A" gleichzeitig durchgefiihrt werden konnten (Einzelheiten siche

2.4.6).
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Abb. 10: Vergleich der mit konventionellen und kombinierten Eichlésungen erhaltenen Eichkurven

Die Eichungen mit den beiden Typen von Eichldsungen wurden bei derselben ionensensensitiven Glas-
mikroelektrode unmittelbar hintereinander durchgefiihrt. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
in der Nernstschen Steigung und im Detektionslimit (siehe 2.4.6).
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Abb. 11: Cholinsensitivitat von Coming 477317

A) Registrierbeispiel der Eichung einer mit Corning 477317 gefiillten Zweikanal-Glasmikro-
elektrode. Wiedergegeben ist das Ionenpotential der Elektrode in Eichlésungen mit verschiede-
nen Cholin-Konzentrationen. Die Eichldsungen enthielten auBerdem 80 mM K*, um die intrazel-
luldren Verhéltnisse zu imitieren.

B) Abhéngigkeit des Ionenpotentials vom negativen dekadischen Logarithmus der Cholin-Kon-

zentration. Die durchgezogene Linie stellt die Anpassung der Daten mit der Hilfe Nikolsky-
Eisenman-Gleichung dar.
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Abb. 13: Zusammenhang zwischen CI-Gleichgewichtspotential (E ) und E _in Ruhe

A) Einzelwerte. Die Experimente wurden mit Cl- -sensitiven Zweikanal-Glasmikroelektroden
bei Retzius-, P-, N1-, AP- und Leydig-Neuronen vorgenommen. Die Zahl der Messpunkte ist
angegeben. Die gestrichelte Linie gibt den Zusammenhang zwischen E , und E_ wieder, der bei
passiver CI-Verteilung zu erwartenist (E, =E, ). Zahl der Messpunkte siche B.

B) Statistik. Vergleich der Mittelwerte (+ S.D.) von E_ (schwarze Balken) und E , (graue Bal-
ken). Bei allen fiinf Zelltypen war E , negativerals E .
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Abb. 14;: Wirkung von DIDS aufE_undR bei Retzius- und P-Neuronen

R,  wurde anhand der E_-Verschiebungen ermittelt, die durch Injektion eines negativen Strom-
pulses hervorgerufen wurden (Retzius: -3 nA, P: -1 nA, Pulsdauer 1 s, Pulsabstand 10's). Bei
Retzius-Neuronen (A) fithrte 0,5 mM DIDS zu einer Zunahme vonR, | um23£5% (n=06),
bei P-Neuronen (B) um 5 + 3 % (n=5). Die DIDS-induzierten Anderungen vonR,  waren
nur partiell reversibel. E_wurde durch DIDS nicht beeinflusst.
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Abb. 16: Wirkung von Furosemid auf E_und [Cl'], bei Retzius- und P-Neuronen

A) Bei Retzius-Neuronen verursachte die Applikation von 0,5 mM Furosemid einen Anstieg von
[CI'], wihrend E_ leicht in depolarisierende Richtung verschoben wurde.

B) Bei P-Neuronen verursachte Furosemid ebenfalls einen [CI']-Anstieg. Dagegen wurde E
leicht in hyperpolarisierende Richtung verschoben.

Die Furosemid-induzierten Verschiebungen von [Cl']. und E_ fiihrten bei beiden Neuronen zu
einer Annitherung von E , (graue Linie) und E_, d.h. zu einer Schwachung der aktiven CI -Vertei-

lung.
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Abb. 17: Wirkung von Bumetanid auf E_und [Cl],bei Retzius- und P-Neuronen

A) Bei Retzius-Neuronen verursachte die Applikation von 0,1 mM Bumetanid einen geringen,
reversiblen Anstieg von [Cl], wihrend E_nicht beeinflusst wurde.

B) Bei P-Neuronen hatte Bumetanid keinen Einfluss auf [Cl], und E .
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Abb. 22: Wirkung von K*-freier Badl6sung auf das E_ von P-Neuronen

A) Uberlagerte E_-Antworten von 12 P-Neuronen auf den 20-miniitigen Entzug des extrazellularen
K*. Der K*-Entzug verursachte eine Membranhyperpolarisation, die hinsichtlich Amplitude und
Zeitverlauf sehr variabel war. Die Membran repolarisierte in den meisten Féllen noch in Abwesen-
heit des K*, wobei es bei einigen Neuronen zum Zusammenbruch des E_kam. Vor dem K*-Entzug
betrugE _-40£5mV (n=12).

B) Zusammenhang zwischen dem Zeitpunkt des Hyperpolarisationsmaximums und der Amplitude
der Hyperpolarisation. Auswertung der in A wiedergegebenen Registrierungen. Je ausgeprégter die
Hyperpolarisation war, umso spéter wurde das Maximum erreicht. Zwischen den beiden Parame-
tern besteht offenbar ein nichtlinearer Zusammenhang, wie die strichpunktierte Linie andeutet.
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Abb. 26: Wirkung von 5-HT auf [TMA*]. und E_bei P- und N1-Neuronen

A, B) Die TMA*-Aufnahme wurde durch extrazellulare Applikation von 85 mM TMA" ausge-
16st (NaCl ersetzt durch TMA-CI). Die Applikation von 5 mM 5-HT 16ste bei beiden Neuronen-
typen eine Beschleunigung der TMA*-Aufhahme sowie eine markante Membranhyperpolarisation
aus.

C, D) In TMA*-freier Losung verursachte 5-HT eine Abnahme von [TMA"]; sowie eine ausge-
prigte Membrandepolarisation. Die[TMA*].-Abnahme ist zum einen aufeine Zellschwellung
und zum anderen auf eine gesteigerte TMA*-Abgabe zuriickzuftihren.
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Abb. 27: Wirkung von 5-HT auf E_, [Cl']. und Zellvolumen bei P-Neuronen

Die Registrierung des Zellvolumens wurde mikrofluorimetrisch mit Fura-2 als Volumenmarker
vorgenommen (A), die Messung von E_und [Cl].erfolgte simultan mit Hilfe einer Cl-sensitiven
Zweikanal-Glasmikroelektrode (B). Die Applikation von 5-HT verursachte eine starke Membran-
depolarisation und einen Anstieg von [Cl']. sowie eine Zunahme des Zellvolumens. Auffillig war,
dass Volumenénderung und [Cl'] -Anstieg mit dhnlicher Kinetik erfolgten. Die Wirkung von
5-HT war nach 10-15 min vollstindig reversibel. Die Erholung von [Cl']. und Zellvolumen setzte
erst dann ein, nachdem E,_ negativerals E , (graue Spur) wurde und somit eine auswirtsgerichtete
EMK fiir Cl- bestand. Dies lisst vermuten, dass der Cl-Transport primér passiv erfolgt.
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Abb. 28: Zusammenhang zwischen [Na'], und Eingangswiderstands (R, ) bei P-Neuronen
A) Registrierbeispiel zum Einfluss einer Na*- bzw. K*-Injektion auf [Na*], (oben) und E_bzw.
R (unten). Die Injektion von Na* verursachte einen Anstieg von [Na'], eine Abnahme von
R, undeine Membrandepolarisation, die tiber die Injektionsdauer kontinuierlich abnahm. Nach
Beendlgung der Injektion blieb Ry, emiedrigtund E_ warin hyperpolanswrende Richtung
verschoben. Mit Wiederabnahme von [Na‘] kehrte auch E undR, _ aufdenAusgangswert
zuriick. Die K*-Injektion hatte keinen Effekt auf[Na*], und Rmput. Die Membrandepolarisation
wihrend der K*-Injektion war stabil undR, ' konstant vermindert.
B) Zusammenhang zwischen Ry normiert auf den Ruhewert in NSL, und [Na*].: Ry nahm
mit steigender [Na*].ab. Der Zusammenhang zwischen [Na'], und R War in Gegenwart von 2
mM Cs* unveréndert, so dass ein Beitrag von I, -Kanélen an der Abnahme von R, auszu-

schlieBen ist.
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Abb. 29: Zusammenhang zwischen [Na'Jund R, _  bei Retzius-Neuronen

A) Registrierbeispiel zum Einfluss von Na*-Inj ektlonen auf Ryt Die Erh6hung von [Na']. hatte
keinen anhaltenden Einfluss aufR, .

B) ZusammenhangzwischenR, normiert auf den Ruhewert inNSL, und [Na'];: R, war
weitgehend unabhéngig von [Na ]
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Abb. 30: Minimalschema zum Mechanismus der aktiven Cl-Verteilung bei Blutegel- Neuronen
Fiir die aktive Cl-Verteilung bei Blutegel-Neuronen ist der K*/Cl-Cotransporter (1) verant-
wortlich, der den durch die Na*-K*-Pumpe (2) aufgebauten elektrochemischen K*-Gradienten
ausnutzt, um CI- aus der Zelle zu entfernen. Durch die Emiedrigung von [CI'], baut sich eine
einwirtsgerichtete elektromotorische Triebkraft fiir Cl- auf (EMK ), so dass Cl-Ionen in die
Zelle einstromen (3). Der Cl-Einstrom wird durch den K*/Cl-Cotransporter kompensiert, wo-
bei pro Cl-Ion ein K*-Ion die Zelle verldsst. Der K*-Ausstrom wird unter ATP-Verbrauch durch
die Na*-K*-Pumpe ausgeglichen, die pro Zyklus 2 K* in die Zelle hinein transportiert und 3 Na*
aus der Zelle heraus. Es muss also Na* passiv in die Zelle strdmen (4), wobei der Na*-Einstrom
1%2 mal so stark sein muss wie der Cl-Einstrom.

In dem Schema sind auBerdem die verschiedenen Inhibitoren der Transportsysteme angegeben,
diein dieser Arbeit verwendet wurden.
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Abb. 32: Einfluss des extrazelluliren Na* und Cl' sowie des pH-Werts auf TMA*-Aufnahme und
E_ bei Retzius-Neuronen

A) Die TMA*-Aufnahme wurde durch Entzug des extrazelluldren Na* nicht beeinflusst. Das E |
wurde in Na*-freier Badldsung reversibel in hyperpolarisierende Richtung verschoben.

B) Die TMA*-Aufnahme in Cl-freier Badldsung war von der in Cl-haltiger Losung nicht zu
unterscheiden. Anstelle von TMA-CI wurde in der Cl-freien Losung TMA-SO, eingesetzt. In
Cl-freier Lésung hyperpolarisierten die Zellen und ihre Spontanaktivitit wurde verstérkt. In An-
wesenheit von TMA* waren die Zellen anhaltend depolarisiert. Nach Wiederzugabe des
extrazelluldren Cl- trat eine transiente Hyperpolarisation auf.

C) TMA*-Aufnahme und E_ wurden weder durch extrazelluldre Ansduerung (pH 6,2) noch durch

extrazellulire Alkalisierung (pH 8,6) beeinflusst.
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Abb. 34: WirkungvonTMA"auf E_undR von Retzius-, AP- und P-Neuronen

R, Wurde anhand der E_-Verschiebung ermittelt, die durch Injektion eines negativen Strom-
pulses hervorgerufen wurde (Retzius: -3 nA, AP und P: -1 nA, Pulsdauer 1 s, Pulsabstand 10s).
In Gegenwart von 5 mM TMA* nahm Rt bei den drei Neuronen zunéchst rasch ab und spéter
wieder langsam zu. Bei Retzius- und AP-Neuronen war diese Erholung wéhrend der zehnmintitigen
Applikationsdauer nur partiell (A,B), bei P-Neuronen dagegen vollsténdig (C). Bei Retzius-und
AP-NeuronenkehrteR, jedoch nach Auswaschen des TMA* innerhalb weniger Minuten auf
den Ausgangswert zuriick.
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Retzius-Neuron 2 min

E,, (V)

B AP-Neuron

C P-Neuron

0,5 mM Carbachol

Abb. 35: Wirkung von Carbachol auf E_ undR,  von Retzius-, AP- und P-Neuronen

Bei Retzius-Neuronen verursachte Carbachol eine schnelleAbnahme von R, _ , dieliber die
Applikationsdauer konstant blieb (A). Bei AP-NeuronennahmR, ebenfalls ab, stieg aber
nachfolgend wieder langsam an (B). P-Neuronen antworteten mit einer geringen Abnahme von
R__, die jedoch konstant blieb (C). Alle Effekte waren nach Auswaschen des Carbachols

Input?®
imr;perhalb von einigen Minuten vollstdndig reversibel. Zur Bestimmung vonR siche Abb. 34.
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