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1 Einleitung 
Die Leber i st d as z entrale S toffwechselorgan d es K örpers. A ufgenommene 

Nährstoffe werden vom Verdauungstrakt über die Pfortader der Leber zugeführt, um 

dort um- oder abgebaut zu werden. Die Leber versorgt auf diese Weise den Körper 

mit e iner V ielzahl von  lebenswichtigen S toffen und s orgt f ür di e E xkretion von 

Abbauprodukten über die Galle oder die Niere. Die Entgiftung des Körpers ist eine 

der wichtigsten Aufgaben der Leber. Hierbei ist besonders die Ammoniakentgiftung 

beim Abbau von Aminosäuren von Bedeutung.  

 

1.1  Die Leber 

Die Leber b esitzt ei ne komplexe räumliche Struktur, welche au s v erschiedenen 

Zellsorten aufgebaut ist. Die Leberparenchymzellen, die Hepatozyten, stellen mit 70 

– 80 % d er gesamten Leberzellmasse d en H auptzelltyp d ar (Grisham e t a l., 1975 , 

Motta, 1984, Junqueira und C arneiro, 1984) . Als d ie k leinste mikrozirkulatorische 

und funktionelle E inheit de r Leber ka nn de r Leberazinus a ngesehen w erden. 

(Rappaport 1973,  1976) . Der u nregelmäßig o rientierte P arenchymbereich, d er s ich 

um einen t erminalen A st d er P fortader und de r Leberarterie sowie um  de n 

ableitenden G allengang bis z u d er u mliegenden Zentralvene er streckt, w ird al s 

Azinus be zeichnet. Alle Z ellen ei nes A zinus w erden v on d en gleichen t erminalen 

Blutgefäßen versorgt, und a lle Hepatozyten eines Azinus scheiden ihre Galle in den 

gleichen terminalen Gallengang aus (Abbildung 1. 1). 

Die Leber besitzt eine zweifache Blutzufuhr, welche zu 80 % aus der Pfortader (V. 

portae) und z u 20 % aus der Leberarterie (A. hepatica) gespeist wird. Die Pfortader 

bringt s auerstoffarmes, nä hrstoffhaltiges Blut a us de m V erdauungstrakt i n di e 

Sinusoide, w o e s m it de m s auerstoffreichen Blut de r Leberarterie ve rmischt w ird. 

Das Blut f ließt nun a n den Hepatozyten vorbei und schließlich über die terminalen 

Lebervenen i n den Zentralvenenbereich ab . Das Z ytoplasma d er H epatozyten i st 

reich a n M itochondrien, R ibosomen, E ndoplasmatischen Reticula (glatt und r au) 

sowie Go lgi-Komplexen, P eroxisomen und  Lysosomen. D ies s piegelt die hohe  

metabolische Aktivität dieses Zelltyps wider (Katz, 1992, zur Übersicht Häussinger, 

1990, Ramadori et al., 2008). 
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Die d em Blutstrom zugewandte ba solaterale ( sinusoidiale) M embran de r 

Hepatozyten i st d urch ei ne s tark f enestrierte E ndothelschicht vom  B lutstrom 

abgegrenzt. Während die E ndothelschichten von Blutgefäßen normalerweise 

geschlossen s ind, be sitzt da s Leberendothel gr oßflächige P oren, di e als F enestrae 

bezeichnet w erden und  e inen di rekten S toffaustausch d er H epatozyten m it d em 

sinusoidalen Blut ermöglichen (Wisse et al., 1985). An der Innenwand der Sinusoide 

befinden s ich di e ortsständigen Makrophagen der Leber, di e a ls K upffer-Zellen 

bezeichnet werden. Der Bereich zwischen Leberendothel und Hepatozyten wird als 

Dissé-Raum b ezeichnet. In ih m liegen d ie H epatischen S ternzellen (HSZ) (zur 

Übersicht Geerts, 2001) , die V itamin A  s peichern (Wake, 1971 ) und dessen 

Zytoplasma r eich a n Lipidtröpfchen i st (Friedman et  al ., 1985). HSZ weisen 

Merkmale von P rogenitorzellen auf (Kordes et al., 2007) und exprimieren Elemente 

des ka nonischen W nt-Signalweges  (Kordes et al ., 2008) . S ie könne n sowohl zu 

Myofibroblasten-artigen Z ellen (Friedman et  al ., 1985  und 1993, Rockey e t a l., 

1992) als auch zu Hepatozyten- und Endothelzell-artigen Zellen (Kordes et al., 2007 

und 2008)  transformieren. Weiterhin konnt e g ezeigt w erden, d ass d er D issé Raum 

Abbildung 1.  1:(A) A rchitektur ei nes ei nfachen Leberazinus u nd ( B) A usschnitt e ines L eber-
sinusoiden mit seinem t ypischen Aufbau. D as nährstoffreiche B lut de r P fortader un d da s 
sauerstoffreiche B lut d er L eberarterie m ünden i n d ie S inusoiden d er L eber u nd v ermischen s ich 
dort. Das Blut fließt durch das sinusoidiale Lumen an den Hepatozyten vorbei, wobei ein direkter 
Stoffaustausch zwischen Blut und Hepatozyten, über die Fenestrae des Leberendothels, stattfindet. 
Modifiziert nach Adams und Eksteen 2006. 
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Merkmale ei ner S tammzellniesche au fweist ( Sawitza et  al ., 2 009). Diese 

Eigenschaften deuten darauf hin, dass HSZ eine Stammzell-ähnliche Funktion in der 

Leber übernehmen und somit bei der Leberregeneration eine tragende Rolle spielen.  

 

1.2 Gallensäuren 

Die G alle w ird von de r L eber g ebildet, i n d ie G allengänge s ezerniert und 

interdigestiv in der Gallenblase gespeichert, um zu den Mahlzeiten in das Duodenum 

abgegeben zu w erden. Die G alle b esteht z um g rößten T eil au s Wasser (82 %), i n 

dem Elektrolyte in einer ähnlichen Zusammensetzung wie im Blutplasma gelöst sind. 

Die w ichtigsten funktionellen B estandteile s ind d ie G allensäuren (12 %). Als 

Emulgatoren unt erstützen sie die F ettverdauung im D arm. D urch M izellenbildung 

erhöhen sie die Angriffsfläche für Lipasen.  

Die pr imären G allensäuren C holsäure und C henodesoxycholsäure w erden i n de n 

Hepatozyten dur ch H ydroxylierungsreaktionen und ox idative V erkürzung d er 

Seitenkette aus Cholesterin gebildet. Ersteres geschieht immer nur an einer Seite des 

Moleküls, w odurch e ine a mphipatische S truktur ge schaffen w ird. Bevor di e 

Gallensalze i n d ie G alle ab gegeben w erden, findet me ist e ine K onjugation an de r 

Carboxylgruppe der Seitenkette über eine Amidbindung mit Glycin oder Taurin statt. 

Dies erhöht die Fähigkeit zur Mizellenbildung. Aufgrund des alkalischen pH-Werts 

der Galle liegen Gallensäuren hauptsächlich in Form ihrer Anionen (Gallensalze) vor 

(zur Ü bersicht Maitra und Mukhopadhyay, 200 4). 95  % de r konj ugierten G allen-

säuren w erden i m terminalen Ileum übe r p assive und a ktive M echanismen 

rückresorbiert und übe r die Pfortader zur Leber zurückgeführt. Hier werden sie von 

den Hepatozyten aufgenommen und stehen somit zur erneuten Exkretion in die Galle 

zur V erfügung (zur Ü bersicht Perez u nd Briz, 2009) . D ie W iederaufnahme von  

Gallensalzen w ird p rimär ü ber d en N a2+-abhängigen G allensalztransporter N tcp 

(Na+-taurocholate c otransporting pe ptide) in de r ba solateralen ( sinusoidialen) 

Membran d er H epatozyten v ermittelt (Meier, 1995, S chroeder e t a l., 1998) . Da  es 

sich hi erbei um  e inen sekundär aktiven T ransport e ntlang de s N atriumgradienten 

handelt, ist es möglich, die Gallensalze entgegen ihres Konzentrationsgradienten in 

den H epatozyten z u t ransportieren. D ie E xkretion i n di e G alle übe r d ie a pikale 

(kanikuläre) M embran f indet übe r pr imär a ktiven, A TP-abhängigen T ransport übe r 

die Gallensalz-Export-Pumpen, Bseps (bile salt export pumps), statt (Nishida et al., 

http://de.wikipedia.org/wiki/Wasser�
http://de.wikipedia.org/wiki/Elektrolyt�
http://de.wikipedia.org/wiki/Blutplasma�
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1991, Stieger et al., 1992). Die Sekretion der Gallensalze und anderer Substanzen in 

die Gallengänge is t v om o smotischen E instrom v on W asser g efolgt, wodurch de r 

Gallefluss entsteht (Wheeler, 1972, Hofmann, 1990). 

 

 
 
 

 

 

 

 

Die ch emische S truktur d er G allensalze u nterscheidet s ich deutlich von de r 

klassischen “H ead-Tail”-Struktur von D etergenzien, be i de nen d er h ydrophile 

„Kopf“ und de r h ydrophobe „ Schwanz“ de s M oleküls kl ar vone inander g etrennt 

sind. Gallensalze hingegen haben e in s tarres S teroid-Gerüst mit e iner h ydrophoben 

Fläche, welche die konvexe Seite des Steroidrings einnimmt und einer hydrophilen 

Fläche, welche von de n H ydroxylgruppen a uf der konka ven S eite d es M oleküls 

gebildet w ird (Abbildung 1. 2) (zur Ü bersicht Maitra und Mukhopadhyay, 2004,  

Garidel et al., 2007). Eine wichtige Determinante der Toxizität eines Gallensalzes ist 

seine h ydrophobe E igenschaft. D iese i st s owohl von de r A nzahl und P osition de r 

Hydroxylgruppen s owie de r A midierung a n P osition C -24 a bhängig. D ie i n di eser 

Abbildung 1.  2: Ch emische Struktur d er i n d ieser Arbeit u ntersuchten G allensalze. ( A) D as p ro-
apoptotische Gallensalz Taurolithocholat (TLCS), (B) das antiapoptotische Gallensalz Tauro-
ursodesoxycholat ( TUDC) und ( C) T aurocholat ( TC), ei n G allensalz, welches weder A poptose 
induziert no ch jener e ntgegenwirken ka nn. (D) D as p rimäre G allensalz C holat zei gt d ie 
amphipatische S truktur d er G allensalzmoleküle mit e iner h ydrophoben, ko nvexen S eite ( rot 
unterlegt) und d er h ydrophilen ko nkaven S eite ( blau u nterlegt). M odifiziert nach Garidel e t a l., 
2007. 
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Arbeit untersuchten Gallensalze unterscheiden sich in der Stärke ihrer hydrophoben 

Eigenschaft mit folgender Ordnung: TUDC < T C < T LCS (zur Übersicht Garidel et 

al., 2007 , Perez u nd B riz, 2009) . H ydrophobe G allensäuren könne n i n de r Leber 

sowohl ne krotischen a ls a uch a poptotischen Zelltod a uslösen ( Schmucker e t a l., 

1990). E ine l angfristige E xposition g egenüber e rhöhten Konzentrationen von  

hydrophoben G allensäuren, wie s ie b ei ch olestatischen Lebererkrankungen a uftritt, 

kann eine irreversible Schädigung und den zirrhotischen Umbau der Leber nach sich 

ziehen. Hierbei wird die Apoptose als eine wichtige Form des Zelltodes angesehen 

(Attili e t a l., 1986, Patel et  al ., 1998, Guicciardi et  al ., 2005). Der Abschnitt 1.3.1 

beschreibt den akutellen Wissensstand der Gallensalz-induzierten CD95-abhängigen 

Apoptose in Hepatozyten.  

 

1.3 Apoptose  

Die Apoptose ist ein Prozess, der auch als „programmierter“ Zelltod bezeichnet wird 

und an e iner V ielzahl lebenswichtiger P rozesse beteiligt is t. S ie is t e in e ssentieller 

Mechanismus in der Entwicklung (Brenner et al., 1974, Sulston et al., 1976) und der 

Aufrechterhaltung d er Homöostase (Kerr et al ., 1972, O pferman u nd K orsmeyer 

2003) von Geweben. Die E liminierung e ntarteter Zellen mitte ls A poptose b ewahrt 

die F unktionalität de s G ewebes und s chützt es beispielsweise v or ei ner 

neoplastischen T ransformation (Kerr et al ., 1972, Lowe e t al., 2 004). E ine 

Fehlsteuerung de r A poptose ka nn s omit zu schwerwiegenden P roblemen i m 

Organismus führen (zur Übersicht Nijhawan et al., 2000, Ghavami et al., 2005). 

Der apoptotische Zelltod ist durch bestimmte biochemische Prozesse charakterisiert, 

welche s pezifische m orphologische V eränderungen z ur Folge ha ben. Zu di esen 

charakteristischen Veränderungen z ählen d as S chrumpfen d er Zelle, d ie 

Chromatinkondensation, di e F ragmentierung de r c hromosomalen D NA und de s 

gesamten Z ellkerns, s owie di e B ildung von m embranumschlossenen V esikeln, de n 

sogenannten „apoptotic bodi es“ (zur Ü bersicht Hengartner, 2000,  E lmore, 2007 ). 

Während d ieses P rozesses w erden bestimmte Enzyme, wie Caspasen (cystein-

aspartat-proteases) und E ndonucleasen aktiviert, w elche P roteine und C hromatin 

spalten.  



 Einleitung 

6 
 

Caspasen l iegen i n al len Z ellen z unächst i n i hrer i naktiven Form a ls Procaspasen 

(Zymogene) vor. Durch einen spezifischen apoptotischen Stimulus werden Initiator-

Caspasen (Caspase-8/ -10) gespalten, w elche i hrerseits i n d er Lage s ind E ffektor-

Caspasen (z.B. Caspase 3/-7) zu aktivieren. Es entsteht eine proteolytische Caspasen-

Kaskade (Cohen, 1997). Die Aktivität der Caspasen wird durch Mitglieder der Bcl-2 

(B-cell lymphoma 2) und IAP (inhibitor of apoptosis protein)-Proteinfamilie reguliert 

(zur Übersicht Deveraux und Reed, 1999, Cory und Adams, 2002). 

Man unterscheidet z wei prominente Signalwege, den e xtrinsischen und de n 

intrinsischen W eg, die z um a poptotischen Z elluntergang führen können. Der 

extrinsische Weg verläuft über Ligandenbindung an die Rezeptoren der TNF (tumor 

necrose factor)-Rezeptor-Superfamilie (Ashkenazi und Dixit, 1998, Locksley et al., 

2001), wodurch es zur Aktivierung der Initiator-Caspase-8 (/-10) kommt (1.4). Diese 

aktiviert konsekutiv die Effektor-Caspasen. 

Toxische S ubstanzen, w ie Zytostatika, DNA-Schädigung und  Entzug von 

Wachstumsfaktoren a ktivieren de n i ntrinsischen S ignalweg. H ierbei ve rmittelt d ie 

Aktivierung proapoptotischer Mitglieder der Bcl-2-Familie (z.B. Bax und Bid) eine 

Depolarisation de r M itochondrien-Membran und di e F reisetzung von C ytochrom c 

aus de m m itochondrialen Intermembranraum. Dies w ird du rch di e Caspase-8-

abhängige Spaltung des Proteins Bid (BH3 interacting domain death agonist) zu tBid 

(truncated B id) realisiert (Li e t a l., 1998) . E s kommt zur B ildung de s sogenannten 

Apoptosoms, e ines M ultiproteinkomplexes, w elches di e P rocaspase-9 und A paf 

(apoptotic protesase activating factor)-1 enthält (Green und Reed, 1998, Saelens et 

al., 2004).  

Es w ird z wischen T yp I- und T yp II-Zellen unterschieden. In T yp I-Zellen, w ie 

Hepatozyten, kom mt e s f rüh im z eitlichen V erlauf zu einer Caspasen-Aktivierung. 

Hierbei ist der mitochondriale Weg nicht essentiell. Lymphatische Zellen beispiels-

weise gehöhren z u de r G ruppe de r T yp II-Zellen. H ier kommt e s immer z ur 

Aktivierung de r M itochondrien und e rst s päter z u e iner Caspasen-Aktivierung 

(Scaffidi et al., 1998, zur Übersicht Barnhart et al., 2003, Lavrik et al., 2005). 

 

1.3.1 Apoptose in Hepatozyten 

Proapoptotische S timuli, w ie C D95-Ligand ( CD95L) (Reinehr et a l., 2008) , 

hydrophobe Gallensalze (Becker et al., 2007) oder hyperosmotisches Zellschrumpfen 
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(Schreiber et  al., 1996)  induzieren i nnerhalb v on w enigen S ekunden e in A bsinken 

des va sikulären pH -Wertes von ca. 6 auf 5,6 - 5,7 i n de n frühen E ndosomen von 

Hepatozyten. E s k onnte g ezeigt w erden, d ass diesem P rozess ei n A nstieg d er 

intrazellulären C hloridkonzentration vor ausgeht (Reinehr e t a l., 2006 and 2008, 

Becker e t a l., 2007) . Es w ird a ngenommen, da ss e ine e rhöhte K onzentration von  

Chlorid im Zytoplasma die H+-ATPase in der Endosomenmembran aktiviert, welche 

daraufhin den Abfall d es vasikulären pH-Wertes vermittelt (Moriyama u nd Nelson 

1997, P azoles e t a l., 1980) . D ie A zidifizierung d ieser frühen endosomalen 

Kompartimente aktiviert nun e ine komplexe Signalkaskade, welche schließlich zum 

apoptotischen Untergang des Hepatozyten führt. Zunächst wird die endosomale saure 

Sphingomyelinase ASM (acidic sphingomyelinase) aktiviert. Dies führt zur Bildung 

von C eramiden und z ur A ktivierung d er Protein-Kinase C  (PKC) ζ. Daraufhin 

kommt es zur Serinphosphorylierung von p47phox

1.4 Das CD95-System 

, einer regulatorischen Untereinheit 

der NA DPH (nicotinamide ade nosine di nucleotide ph osphate)-Oxidase. Di ese 

Aktivierung der NADPH-Oxidase führt zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies 

(ROS) (Reinehr e t al., 2005 , 2006,  Becker e t al. 2007 ) und di ese w iederum z ur 

Aktivierung de s E GF (epidermal gr owth f actor)-Rezeptors. D ieser assoziiert mit 

CD95 und a ktiviert diesen über eine Tyrosinphosphorylierung (Eberle et al., 2007), 

was z ur T ranslokation de s E GFR-CD95-Komplexes z ur P lasmamembran f ührt 

(Reinehr e t a l., 2003) . H ier kom mt e s nun zur B ildung de s D ISC (zur Ü bersicht 

Reinehr und Häussinger 2007).  

 

Der extrinsische Signalweg wird über die Rezeptoren der TNF–Superfamilie an der 

Zelloberfläche durch Bindung ihrer Liganden vermittelt (Ashkenazi und Dixit, 1998, 

Locksley e t a l., 2001) . CD95 (Fas/Apo-1) is t e in Typ I -Transmembranprotein und 

Mitglied d er T NF-Rezeptor-Superfamilie (Itoh et a l., 1991, O ehm e t al., 1992) , 

welche durch verschiedene Cystein-reiche Motive in der extrazellulären Domäne (N-

terminal) s owie e iner i ntrazellulären, s tark kon servierten R egion aus 8 0 A mino-

säuren, der sogenannten Todesdomäne (death domain), charakterisiert sind (Itoh und 

Nagata, 1993, T artaglia e t a l., 1993) . D urch Interaktion m it de r N -terminalen 

Domäne bindet der Rezeptor seine „Todesliganden“, bei denen es sich hauptsächlich 

um T yp II-Transmembranproteine de r T NF-Familie h andelt (zur Ü bersicht 
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Ashkenazi, 1998, 2002). E iner d ieser n atürlichen Liganden i st C D95-Ligand 

(CD95L) (Nagata, 1997, Smith et al., 1994).  

In uns timulierten H epatozyten i st C D95 ha uptsächlich i m Z ytoplasma und nur  z u 

einem s ehr geringen Anteil in  d er Zellmembran lo kalisiert (Sodeman e t a l., 2000,  

Reinehr et al., 2002, G raf et al., 2002). Die Aktivierung des intrazellulär gelagerten 

CD95-Rezeptors kann sowohl Liganden-abhängig, durch Bindung eines natürlichen 

Liganden oder eines CD95-spezifischen Antikörpers als auch Liganden-unabhängig, 

z.B. nach Stimulation mit hydrophoben Gallensalzen (z.B. TLCS) (Graf et al., 2002) 

oder hyperosmotischer Zellschrumpfung (Reinehr et al., 2002) geschehen. Daraufhin 

transloziert CD95 z ur P lasmamembran, wodurch e s z ur A utoamplifikation de s 

apoptotischen Signals kommt (Reinehr et al., 2008). 

Die B indung des L iganden (oder e ines CD95-spezifischen A ntikörpers) f ührt z ur 

Trimerisierung d es R ezeptors i n d er P lasmamembran und z ur R ekrutierung d es 

Adaptermoleküls F ADD (Fas-associated de ath dom ain). FADD b esitz e ine C -

terminale T odesdomäne, welche an die T odesdomäne de s C D95-Rezeptors bi ndet. 

Am N-terminus befindet sich die Todeseffektordomäne (death effector domain) mit 

der FADD an die Todeseffektordomäne der inaktiven Initiator-Caspasen Procaspase-

8 oder -10 bindet (Wallach et al., 1999). Durch autoproteolytische Spaltung werden 

diese nun aktiviert. Den so entstandenen Komplex nennt man DISC (death inducing 

signaling complex). 

 

1.5 Chloridkanäle 
Ionenkanäle sind porenbildende Transmembranproteine, die Ionen das Durchqueren 

von Biomembranen ermöglichen. Der Transport erfolgt dabei immer passiv, entlang 

des bestehenden elektrochemischen Gradienten. Dadurch unterscheiden sie sich von 

aktiven Transportproteinen, w elche i n d er Lage s ind, Ionen en tgegen i hres 

elektrochemischen Gradienten zu transportieren. Beim primär aktiven Transport wird 

dazu E nergie a us de r H ydrolyse von ATP genutzt. D er s ekundär aktive T ransport 

verläuft über einen Kotransport, der sich des elektrochemischen Gradienten anderer 

Ionen bedient. Zu dieser Transportergruppe zählen beispielsweise der Na+/K+/2Clˉ-

Kotransporter (N KCC) o der d er Na+/Clˉ-Kotransporter (N CC) (zur Ü bersicht 

Russell, 2000, G amba, 2005) . Ionenkanäle f inden s ich s owohl i n de r 

Plasmamembran al s auch i n d en M embranen d er Zellorganellen. Ionenkanäle s ind 

http://de.wikipedia.org/wiki/Transmembranprotein�
http://de.wikipedia.org/wiki/Ion�
http://de.wikipedia.org/wiki/Biomembranen�
http://de.wikipedia.org/wiki/Elektrochemischer_Gradient�
http://de.wikipedia.org/wiki/Transportprotein�
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selektiv p ermeabel für bestimmte I onentypen. So s ind C hloridkanäle a uch i mmer 

permeabel für andere Anionen, wie Iodid, Bromid und organische Anionen sowie für 

Nitrat, Phosphat und n egativ geladene Aminosäuren. S ie werden als Chloridkanäle 

bezeichnet, da  C hlorid d as bevorzugt t ransportierte Anion i n a llen O rganismen i st 

(zur Ü bersicht Nilius and D roogmans, 2003 ). D ie F unktion plasmamembran-

ständiger C hloridkanäle kann i n dr ei Hauptaufgaben ge gliedert w erden: Volumen-

regulation / ionsche H omöostase, t ransepithelialer T ransport und di e R egulation 

elektrischer E rregbarkeit (zur Ü bersicht Jentsch e t a l., 2002) . In d er Membran 

intrazellulärer Organellen wird ihnen u.a. eine wichtige Rolle in  der Azidifizierung 

dieser K ompartimente zugesprochen (Al-Awqati, 1995) . D er A ktivitätsstatus is t 

abhängig vo n de r K onformation de s P orenproteins ode r e iner ode r m ehrerer 

Untereinheiten d er P ore. D iese k ann d urch verschiedenste Stimuli b eeinflusst 

werden. D a s ehr v iele biophysikalisch i dentifizierte und w eitreichend untersuchte 

Chloridkanäle noch nicht in ihrer molekularen Struktur identifiziert werden konnten, 

ist di e E inteilung de r C hloridkanäle n ach i hrem bi ophysikalischen P hänotyp s ehr 

verbreitet.  

Exemplarisch sind im Folgenden die wichtigsten Untergruppen kurz beschrieben: 

 

• Liganden-gesteuerte C hloridkanäle (LGIC, ligand-gated c hloride channels) 

werden übe r l igandenbindende R ezeptoren, w ie de n N ikotinischen 

Acetylcholin-Rezeptor (Lindstrom e t al., 1995 ), den G ABA-Rezeptor ( γ-

aminobutric acid receptor) (Bormann et al., 1987 und 2000) oder den Glycin-

Rezeptor (Pfeiffer et a l., 1982, Lewis et a l., 1991, M orales et a l., 1 994) 

gesteuert. Die Chloridkanäle dieser Familie sind hauptsächlich an der Erregung 

(Reichling et al., 1994, Owens et al., 1996) und Hemmung (Wang et al., 1994) 

neuronaler Singaltransmission beteiligt.  

• Calcium-aktivierte Chloridkanäle werden du rch Bildung von Nachpotentialen 

in N euronen und M uskelzellen ( Mayer, 1985, Frings e t a l., 2000) , be i de r 

rezeptorvermittelten S ignaltransduktion ( Lowe and G old, 1993 ) und beim 

transepithelialen Wasser- und Ionentransport (Kidd and Thron, 2000) aktiviert. 

• Der cystic f ibrosis t ransmembrane conductance r egulator (CFTR) i st e in 

cAMP-aktivierter Chloridkanal und ist d as e inzige bis he ute be kannte 

Kanalprotein au s der F amilie der A BC (adenosine t riphosphate-binding 
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cassette)-Transporter. D as C FTR-Protein besitzt z wei Nukleotidbindungs-

stellen, z wei T ransmembrandomänen und e ine r egulatorische D omäne mit 

verschiedenen P hosphorylierungsstellen (Riordan e t a l., 1989,  Ostedgaard et  

al., 2001, zur Übersicht Higgins, 2001). Er i st am transepithelialen Transport 

von Wasser und E lektrolyten beteiligt (Quinton et al., 1990). In der Membran 

von Zellorganellen wird ihm eine Rolle in der Azidifizierung, Bewegung und 

Fusion di eser K ompartimente z ugesprochen ( Bradbury e t a l., 1 992). 

Mutationen im C FTR-Gen be im M enschen f ühren z um F ehlen ode r einer 

eingeschränkten Funktion des Kanals, welche die Ursache der Mukoviszidose 

(zystische Fibrose) ist. 

• Die F amilie d er C LC-Chloridkanäle i st na ch ihrer S equenzhomologie 

klassifiziert, welche wiederum in verschiedene Äste aufgeteilt wird. Den ersten 

Ast b ilden P lasmamembrankanäle. Die beiden anderen Subfamilien schließen 

zum G roßteil in trazelluläre C hloridkanäle d er Z ellorganellen ein. Unter 

bestimmten U mständen könne n di ese j edoch z ur P lasmamembran 

translozieren. Ob dieser Prozess unter physiologischen Konditionen eine Rolle 

spielt is t jedoch noch unklar (Friedrich et al ., 1999) . Sehr vi ele, j edoch ni cht 

alle d er C LC-Kanalproteine, sind s pannungsgesteuerte Kanäle. Alle bi sher 

bekannten C LC-Kanäle bilden D imere ( Middleton et  al ., 1994, F ahlke e t al., 

1997, Maduke e t a l., 1 999). P athophysiologisch s pielen di e C hloridkanäle 

dieser F amilie e ine große R olle. S o f ühren M utationen i n de n ve rschiedenen 

CLC-Genen im Menschen zu Erkrankungen, wie der Dent-Krankheit (Lloyd et 

al., 1996), Myotonien (Koch et al., 1992) und der Osteopetrose (Kornak et al., 

2001). 

• Eine Vergrößerung des Zellvolumens aktiviert in nahezu allen Zelltypen einen 

schwellungsaktivierten Chloridstrom, der im Allgemeinen ICl,swell

 

 oder VRAC 

(volume r egulated ani on c urrent) genannt wird. Obwohl auf m olekularer 

Ebene bis heute noch kein entsprechendes Korrelat gefunden w erden konnte, 

ist dieser C hloridstrom auf f unktioneller E bene e ingehend be schrieben (zur 

Übersicht Nilius e t a l., 1996 und  2003, J entsch e t a l., 2002,  Suzuki e t a l., 

2005). I m f olgenden Abschnitt wird der schwellungsaktivierte C hloridstrom 

detaillierter dargestellt. 

http://de.wikipedia.org/wiki/Mukoviszidose�
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1.5.1 Der schwellungsaktiviert Chloridstrom 

Die F ähigkeit z ur V olumenregulation i st e in f undamentales M erkmal al ler Z ellen, 

welches i hnen er laubt, das o smotische G leichgewicht z wischen i ntra- und 

extrazellulärem R aum bei os motischen V eränderungen de r Umwelt aufrecht z u 

erhalten. Das Zellvolumen ist eine wichtige Determinante nahezu aller Prozesse der 

Zelle, wie Metabolismus (Häussinger et al., 1990a und b, Hallbrucker et al., 1991a), 

Hormonaktivität (Häussinger und Lang, 1992 , H allbrucker et al ., 1991b) und 

Sekretion (Häussinger e t a l., 1992)  Somit i st d ie Regulation des Zellvolumens und 

die dazugehörigen Mechanismen an einer Vielzahl unterschiedlicher Funktionen der 

Zelle b eteiligt. Beeinträchtigungen di eser M echanismen könne n z u Dysfunktionen 

der Z elle führen (zur Übersicht H äussinger u nd Lang, 1991, H äussinger, 1996 , 

Häussinger und Schliess 1999, Schliess und Häussinger, 2002 und 2005, Lang et al., 

1998). 

In nahezu jedem Zelltyp aktiviert Zellschwellung e inen charakteristischen auswärts 

gleichrichtenden Anionenstrom, ICl,swell, welcher d urch eine p otentialabhängige 

Inaktivierung bei positiven Potenzialen (über +40 mV) gekennzeichnet ist (Paulmichl 

et al., 1992, Tseng, 1992, Kubo et al., 1992, Nilius et al., 1994a, b, Ackerman et al., 

1994, zur Übersicht Nilius et al., 1996, Okada, 2006). Dieser Strom ist abhängig von 

der Anwesenheit intrazellulären ATPs (Jackson et al., 1994, Oiki et al., 1994), dessen 

Hydrolyse aber keine Voraussetzung für d ie A ktivität is t (Jackson e t a l., 1994, 

Strange et al., 1996). Hypertone Bedingungen und Nukleotide inhibieren den ICl,swell 

(Paulmichl e t a l., 1992, Gschwentner e t al., 199 6, S zücs e t a l., 1996 ), welcher d ie 

Permeabilitätssequenz Iˉ > Brˉ > Clˉ > Fˉ > Glutamat und z usätzlich e ine g eringe 

Durchlässigkeit für Aspartat und Taurin zeigt (Banderali and Roy, 1992).  

Es m uss j edoch be achtet w erden, da ss der ICl,swell nicht de r e inzige 

schwellungsaktivierte C hloridstrom is t. S o w ird b eispielsweise au ch C LC-2, e in 

Mitglied d er C LC-Chloridkanalfamilie, d urch Zellschwellung aktiviert. D er h ierbei 

entstehende C hloridstrom ka nn j edoch durch ve rschiedene Charakteristika leicht 

vom I Cl,swell unterschieden w erden. S o z eigt d er C LC-2-exprimierte C hloridstrom 

eine E inwärtsgleichrichtung und ei ne an dere Permeabilitätssequenz ( Clˉ > Iˉ) 

(Gründer et al., 1992, Furukawa et al., 1998, Xiong et al., 1999). 
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1.6 Fragestellung und Ziel der Arbeit 

Obwohl de r k omplexe C D95-abhängige A poptose-Signalweg, w elcher d urch 

hydrophobe Gallensalze sowie CD95-Ligand induziert wird, intensiv untersucht und 

verstanden wurde (Graf et al., 2002, E berle et al., 2007, Reinehr et al., 2002, 2003, 

2004, 2006 und 2008, B ecker et al., 2007a und b), ist der initiale Trigger, der zum 

Anstieg der intrazellulären Chloridkonzentration ([Clˉ]i) führt, noch unklar. Es muss 

jedoch davon ausgegangen werden, dass in der Gallensalz- und CD95L-induzierten 

Apoptose u nterschiedliche M echanismen z ur A kkumulation von Chlorid im 

Zytoplasma führen. Dies ergibt sich aus vorangegangenen Experimenten, die zeigten, 

dass de r C D95L-induzierte [ Cl̄] i-Anstieg, i m G egensatz zu j enem Gallensalz-

induzierten Anstieg, Caspase-8-abhängig i st. Weiterhin s ind auch alle darauf 

folgenden Ereignisse, w ie d ie A zidifizierung d er frühen endosomalen 

Kompartimente, d ie Bildung von C eramiden und di e A ktivierung v on C D95 

Caspase-8-abhängig. D ies b edeutet, dass d ie C aspase-8-Aktivierung n ach 

Stimulation m it C D95L V oraussetzung f ür die intrazelluläre A kkumulation von 

Chlorid is t. Die T atsache, dass B afilomycin, e in I nhibitor der vakuolären H+

1.) Ist der in trazelluläre A nstieg d er C hloridkonzentration im R ahmen der  

 Apoptose-Induktion mit dem proapoptotischen Gallensalz TLCS und mit dem  

 Todesliganden C D95-Ligand au f eine Veränderung der C hloridleitfähigkeit  

 der Plasmamembran zurückzuführen? 

-

ATPase, und DIDS (4,4'-diisothiocyanostilbene-2,2'-disodium salt), ein Inhibitor von 

Chloridkanälen und –austauschern, die TLCS-induzierte sowie die CD95L-induzierte 

endosomale A zidifizierung und  a lle darauf folgende Ereignisse d es C D95-

abhängigen A poptose-Signalweges stark h emmen, weist d arauf h in, dass di e 

Akkumulation von C hlorid ein s ehr f rühes E reignis i n di esem Signalweg ist. 

Möglicherweise wird di ese A kkumulation von Chlorid über V eränderungen de r 

Chloridleitfähigkeit d er P lasmamembran vermittelt. Dies w äre durch eine 

Modulation von Chloridkanälen in der Plasmamembran realisierbar. Ausgehend von 

dieser I dee sollten in de r vorliegenden Arbeit folgende F ragestellungen geklärt 

werden:  

2.) Haben das a ntiapoptotische Gallensalz T UDC und da s weder pro- noch 

 antiapoptotisch w irkende Gallensalz T C, w elche n icht z ur i ntrazellulären 
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 Chlorid-Akkumulation f ühren, e inen Effekt a uf d ie Chloridleitfähigkeit d er 

 Plasmamembran? 

3.) Welche M echanismen liegen einer pot entiellen Gallensalz- und C D95L-

 induzierten Veränderungen des C hloridflusses ü ber d ie P lasmamembran 

 zugrunde?  

4.) Welche Unterschiede lassen sich zwischen dem Gallensalz- und dem CD95L-

 induzierten Effekt feststellen? 

 

Als M odellsysteme wurde di e C D95-Ligand-induzierte A poptose s owie d ie 

Stimulation mit d en Gallensalzen TLCS, TUDC und Gallensalz T C in  is olierten 

Hepatozyten (primäre Zellkultur) der Ratte gewählt. Vergleichend wurde der basale 

Chloridstrom i n H EK293 P hoenix-Zellen ab geleitet. Die C hloridleitfähigkeit d er 

Plasmamembran w urde mittels Patch-Clamp-Technik in de r „ Whole-Cell“-

Konfiguration ge messen. Somit konnt en alle C hloridströme ü ber d ie g esamte 

Plasmamembran d er H epatozyten abgeleitet w erden, w obei Ca2+

 

- und cAMP-

aktivierte Chloridströme durch das experimentelle Setup ausgeschlossen wurden. Die 

verschiedenen Versuchsprotokolle und S timulationen ließen Rückschlüsse a uf di e 

zugrunde l iegenden M echanismen z u. D ie Experimente w urden unt er hypertonen, 

isotonen oder h ypotonen Bedingungen und einer symmetrischen Chlorid-

konzentration im extra- und intrazellulären Raum durchgeführt. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Isolierung und Kultivierung von Hepatozyten der Ratte 

Hepatozyten, die Parenchymzellen der Leber, wurden mittels Kollagenase-Perfusion 

aus m ännlichen W istar-Ratten ( 150-300 g  Körpergewicht) i soliert (Meijer e t a l., 

1975). Die is olierten Z ellen w urden mit K rebs-Henseleit-Puffer (Carbogen-begast) 

mit 6  mmo l/l G lukose mit  ca. 500.000 Zellen/ml in S uspension gebracht. F ür di e 

anschließenden e lektrophysiologischen M essungen m ussten di e Zellen vereinzelt 

werden. H ierzu w urde die Z ellsuspension ca. 1:40 ve rdünnt und di e Z ellen auf 

Kollagen-beschichteten Deckgläschen (Ø 1 0 mm)  a usplattiert. Bevor d ie Z ellen i n 

Williams E agle Medium (2 mmo l/l L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 0 ,1 mg /ml 

Streptomycin, 0,1 μmol/l Insulin, 0,1 μmol/l Dexamethason und 5 % FCS) überführt 

werden konnten, wurden sie für 3 Stunden bei 37°C, 5 % CO2 und 100 % relativer 

Luftfeuchtigkeit kultiviert (Incubator N APCO, P recision S cientific, C hicago). Die 

Vitalität wurde durch Trypanblau-Färbung bestimmt und betrug stets mehr als 95 %. 

Die so gewonnenen Hepatozyten wurden nun 12 bis 48 Stunden kultiviert und für die 

elektrophysiologischen Messungen verwendet.  

 

2.2 Kultivierung von HEK293 Phoenix-Zellen 
HEK293 P hoenix-Zellen ( human e mbryonic ki dney) w urden in Eagle M edium (2 

mmol/l L -Glutamin, 1 00 U /ml P enicillin, 0 ,1 mg /ml S treptomycin, 1  mM  

Brenztraubensäure, 10 % FCS) bei 37°C, 5 % CO2 und 100 % relativer Luftfeuchtig-

keit kultiviert ( Incubator NAPCO, Precision Scientific, Chicago) und bei Erreichen 

einer ca. 90 %igen Konfluenz (alle 2 bis 3 Tage) mittels Trypsin/EDTA-Behandlung 

aufgeteilt und verdünnt. Für d ie elektrophysiologischen M essungen wurden di e 

Zellen subkonfluent auf Deckgläschen (Ø 10 mm) ausplattiert und 12 bis 24 Stunden 

kultiviert.  
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2.2.1 Lösungen und Medien in der Zellkultur 

115 mM NaCl     

Kollagenase-Lösung: 

25 mM  NaHCO3     
5.9 mM KCl  
1.18 mM MgCl2 ∙ 6H2O 
1.23 mM NaH2PO4 ∙ H2O 
0.1 mM  CaCl2 
0.01 %  Glukose 
2 %  BSA 
0.02 %  Kollagenase Type II (Biochrom AG,Deutschland) 
 

115 mM NaCl     

Krebs-Henseleit Puffer: 

25 mM  NaHCO3

 5.9 mM KCl  
     

1.18 mM MgCl2 ∙ 6H2

1.23 mM NaH
O 

2PO4 ∙ H2

1.2 mM Na
O 

2SO
1.25 mM  CaCl

4 

2 ∙ 2H2

0.01 %  Glukose 
 

O 

2 mmol/l L-Glutamine   

Williams Eagle Medium (22551 GIBCO, Deutschland) 

100 U/ml Penicillin/ 
0.1 mg/ml Streptomycin  (Sigma-Aldrich, Deutschland) 
0.1 µmol/l Insulin   (Sigma-Aldrich, Deutschland) 
0.1 mol/l  Dexamethason (Sigma-Aldrich, Deutschland) 
5 %   FCS   (Cambrex, Belgien) 
 

10 %   FCS    (Cambrex, Belgien) 
 

Eagle Medium (M5650 Sigma, Italien) 

2 mmol/l  L-Glutamin 
100 U/ml Penicillin 
0.1 mg/ml Streptomycin    
1 mM   Brenztraubensäure 

Trypsin/EDTA-Lösung (T3924 Sigma-Aldrich, Deutschland) 

5 mg/ml Trypsin (vom Schwein) 
2 mg/ml EDTA 
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2.3 Elektrophysiologische Messungen mittels Patch-Clamp-
Technik 
In Abbildung 2.  1A ist de r A ufbau de r ve rwendeten Patch-Clamp-Apparatur 

schematisch d argestellt. Alle E xperimente w urden i n de r „ Whole-Cell“-

Konfiguration dur chgeführt (Abbildung 2. 1B). Diese M ethode e rlaubt es , 

Ionenflüsse über al le i n d er Zellmembran ak tiven C hloridkanäle ei ner einzelnen 

Zelle al s el ektrische S tröme aufzuzeichnen. Hierzu wird das Membranpotential der 

zu unt ersuchenden Zelle mit e inem R ückkopplungsverstärker a uf die gewünschte 

Klemmspannung gebracht u nd f ür ei ne g ewisse D auer gehalten. Diese 

Klemmspannungen w urden in F orm von S timulationsprotokollen angelegt. D iese 

sind im A bschnitt 2.7 dargestellt. Das K omandopotential w ird kont inuierlich m it 

dem t atsächlichen M embranpotential v erglichen. Bei A bweichungen erzeugt d er 

angeschlossene V erstärker e inen kom pensatorischen S trom, der d ie 

Potentialdifferenz g egen N ull b ringt. Dieser S trom is t g leich dem S trom, der i n 

diesem Moment über die Plasmamembran fließt, aber mit umgekehrtem Vorzeichen. 

Auf di ese W eise w ird di e S pannung de r Zellmembran a uf de n gewünschten W ert 

„geklemmt“ („clamped“) und gleichzeitig d er Ionenfluss übe r di e M embran 

gemessen. 

Der Chloridstrom über die Zeit eines Experiments wurde mittels Sweeps-Protokollen 

(2.7) verfolgt und aufgezeichnet. Somit lie ß s ich e in E xperiment kont inuiertlich 

kontrollieren. Die S tromintensität w urde alle 5  Minuten durch di e Messung de r 

Strom-Spannungs-Beziehung mittels Anlegen des IV-Protokolls (2.7) abgeleitet. Um 

eine Klemmspannung a nlegen und di e Chloridströme a bleiten z u kön nen, muss 

zunächst e ine s ehr di chte V erbindung z wischen G laspipette und Zellmembran 

hergestellt w erden. H ierzu w ird di e Glaspipette mit H ilfe eines mechanisch-

hydraulischen Mikromanipulators (Narishige) so dicht an die zu untersuchende Zelle 

gebracht, dass sich d ie Plasmamembran a n d ieser S telle le icht e indellt. Der z uvor 

erzeugte leichte Unterdruck in der Glaspipette wird abgelassen, sodass die Membran 

noch dichter an die Pipette gesaugt wird. Somit entsteht ein hoch-ohmiger Kontakt, 

der s ogenannte GigaΩ (GΩ)-Seal, zwischen dem R and de r G laspipette und de m 

entsprechenden M embranabschnitt. Der elektrische W iderstand betrug nun 1 – 10 

GΩ. Durch einen kurzen, kräftigen Sog wurde nun das Membranstück, welches vom 

Rand de r G laspipette u mgeben war, h eraus getrennt. Der el ektrische W iderstand 



 Material und Methoden 

17 
 

sank nun a uf 300 – 800 MΩ . S omit wurde di e „ Whole-Cell“-Konfiguration 

geschaffen (Abbildung 2. 1B). D ie s o e ntstandene di rekte V erbindung z wischen 

Zytoplasma und Pipettenlösung bedingt den Einstrom der Pipettenlösung in die Zelle 

und e rmöglicht s omit de n f reien Ladungsfluss zwischen P ipettenlösung und 

Zytoplasma. Die P lasmamembran b efand sich n un zwischen P ipettenelektrode und  

Badelektrode, sodass alle über die gesamte Zellmembran fließenden Chloridströme 

abgeleitet werden konnten. Da die Pipettenlösung frei von Ca2+ und cAMP war  und 

EGTA a ls C helatbildner z weiwertiger K ationen e ingesetzt w urde, ko nnte s icher 

gestellt w erden, d ass keine Calcium- oder cA MP-abhängigen C hloridströme 

gemessen w urden. D er s tarke, transiente K +

In u nseren E xperimenten w urde di e „ Whole-Cell“-Konfiguration entweder in 

isotoner ode r in hypertoner B adlösung erstellt. Die V ariation d er O smolarität d er 

verschiedenen E xtrazellulärlösungen ( hyperton, i soton ode r h ypoton) wurde dur ch 

Änderung de r M annitol-Konzentration e rreicht und mit  H ilfe e ines Osmometers 

(VAPRO 5520, S anova) übe rprüft. D er p H-Wert w urde mit e inem pH-Meter 

(symPHony, VWR) bestimmt und gegebenenfalls eingestellt (pH 7,2 oder pH 7,4).  

Die Messkammer f asste ein Volumen von 1 m l (Badlösung), i n welche d ie z ellen-

tragenden D eckgläschen e ingelegt und m it ein wenig S ilikon am  g läsernen 

Untergrund befestigt wurden. Ein inverses Phasenkontrast-Mikroskop (Axiovert 125, 

Zeiss) ermöglichte ein gezieltes Heranfahren der Patchpipette an die Zelle und eine 

optische K ontrolle de r Z ellen w ährend de r M essungen. D ie P atchpipette w ar übe r 

eine s pezielle H altevorrichtung an  ei nem mechanisch-hydraulischen 

Mikromanipulator (Narishige) befestigt, der eine sehr genaue Steuerung der P ipette 

ermöglichte.  

-Strom w urde durch S ubstitution de s 

intrazellulären K aliums dur ch C äsium unt erdrückt. Da in de r „ Whole-Cell“-

Konfiguration das Z ytoplasma durch di e P ipettenlösung s ehr stark v erdünnt w ird, 

sind a lle z ytosolischen K omponenten ni cht m ehr i n i hrer ph ysiologischen 

Konzentration und ihrem physiologischen Aktivierungsstatus vorhanden.  

Die G laspipetten w urden a us B orosilikat-Glaskapillaren ( Garner G lass C ompany, 

Deutschland) m it e inem A ußendurchmesser von 1 .65 ±  0.05 m m und e inem 

Innendurchmesser von 1.15 ±  0.05 m m, m it H ilfe e ines H orizontal-Pullers (P-87, 

Sutter Instruments CO, USA) in mehreren Schritten gezogen. Die Resistenz der mit 

Intrazellärlösung (Pipettenlösung) gefüllten Pipetten betrug zwischen 2 und 5 MΩ. 
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Sowohl die in der Pipette befindliche Messelektrode als auch die Referenzelektrode, 

welche i n d ie B adlösung ei ntauchte, b estanden au s ch loriertem F einsilberdraht 

(Ag+/AgCl).  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Um die hochsensible Patch-Clamp-Apparatur vor elektromagnetischen Störungen zu 

schützen, befand s ich der gesamte V ersuchsaufbau i nnerhalb e ines g eerdeten 

Faraday’schen Käfigs. Lediglich der Computer (Power Macintosh 8100/80) und der 

Rückkopplungsverstärker (EPC-8 amplifier, HEKA, Ge rmany) mit in tegriertem 

Interface waren außerhalb des F araday’schen K äfigs au fgebaut. Alle im 

Faraday’schen Käfig b efindlichen Metallkomponenten wurden übe r di esen geerdet. 

Zum S chutz vor  E rschütterung waren die Messkammer, das Mikroskop und der 

Mikromanipulator auf einem pneumatisch-schwingungsgedämpften Tisch montiert. 

Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgeführt.  

Zur Datenerfassung wurde ein EPC-8 Verstärker (HEKA, Deutschland) verwendet, 

der mit e inem ITC-16 analog-digitalen Interface verbunden war. Kontrolliert wurde 

alles ü ber ei nen Power Macintosh 8100/ 80 C omputer m it dem P rogramm „Pulse“ 

(HEKA, Deutschland). 

Abbildung 2. 1: (A) Schematische Darstellung der P atch-Clamp-Apparatur. Der an den Computer 
angeschlossene Rückkopplungsverstärker legt die gewünschten Klemmspannungen an die Membran 
an und leitet die Chloridströme ab. Die Glaspipette ist mit der Pipettenlösung gefüllt und beinhaltet 
die Pipettenelektrode. Die Messkammer ist mit einer Badlösung gefüllt, in welche die Badelektrode 
eintaucht. (B) Schematische Darstellung zur Herstellung der „Whole-Cell“-Konfiguration. Zunächst 
wird d ie G laspipette s ehr nah a n d ie Zelle herangeführt. Durch U nterdruck wird n un d ie 
Plasmamembran d er Z elle a n d en Rand d er P ipettenspitze g esaugt. E s en tsteht ein ho chohmiger 
Kontakt, d ie s ogenannte „C ell-Attached“-Konfiguration. Durch k urzen, kräftigen S og wird da s 
Membranstück, welches vom P ipettenrand umschlossen wird, a bgelöst. D ie P ipettenlösung 
vermischt s ich nun mit d em Zytoplasma d er Zelle, s odass ei n freier L adungsfluss z wischen 
Zellinnerem und Pipettenlösung möglich ist (verändert nach Hamill et al., 1981). 



 Material und Methoden 

19 
 

Für di e D atenanalyse w urden di e P rogramme „Pulse F it“ (HEKA, Deutschland), 

„Excel“ (Microsoft) und „Prism 4“ (GraphPad) verwendet. 

Die z ellentragenden D eckgläschen w urden e inzeln entnommen un d i n di e 

Messkammer (gefüllt mit Badlösung) überführt. W enn i nnerhalb von 30 M inuten 

kein s tabiler „ Whole-Cell“-Kontakt a ufgebaut werden konnt e, w urde ein ne ues 

Deckgläschen m it Z ellen übe rführt. K onnte e in „ Whole-Cell“-Kontakt he rgestellt 

werden, w urde d as er ste IV-Protokoll ( Zeitpunkt 0’ ) a ppliziert. Die er ste M essung 

am Zeitpunkt 0’ diente zusätzlich der Kontrolle, ob die „Whole-Cell“-Konfiguration 

stabil war und keine, bzw. nur sehr geringe Leckströme vorhanden waren, welche die 

Messungen hätten verfälschen können.  

Jedes Experiment sollte i dealerweise m it der Zugabe d es C hloridkanal-Blockers 5-

Nitro-2-(3-phenylpropylamino)benzoic acid (NPPB, N4779, Sigma) beendet werden. 

Dies s tellte s icher, dass in den Experimenten S tröme über Chloridkanäle gemessen 

wurden und der Anteil an Leckströmen akzeptabel gering war. Da die „Whole-Cell“-

Kontakte während eines Experiments instabil werden oder gar ganz brechen können, 

konnten nicht alle Versuche bis zum Ende durchgeführt werden. Somit erklärt s ich 

die abnehmende Anzahl an Einzelexperimenten (n) über die Zeit, die bei annähernd 

jeder Versuchsreihe zu beobachten war.  

Zu Beginn d ieser A rbeit s ollte z unächst d ie b asale C hloridleitfähigkeit d er 

Plasmamembran unter i sotonen Bedingungen gemessen und charakterisiert werden. 

Die zu untersuchenden Zellen wurden, wie unter 2.1 beschrieben, isoliert und für 24 

- 48 S tunden kul tiviert (bei 37°C, 5  % CO2

Weiterhin w urde di e C hloridleitfähigkeit na ch V eränderung der ex trazellulären 

Osmolarität ch arakterisiert. D ie p räparierten H epatozyten w urden z unächst in 

hypertone Badlösung üb erführt, d er W hole-Cell-Kontakt e rstellt und de r Strom be i 

Zeitpunkt 0 ' abgeleitet. Über ein P erfusionssystem mit e iner Fließgeschwindigkeit 

von 5 m l/min wurde di e h ypertone B adlösung dur ch di e h ypotone Badlösung 

substituiert. Wenn möglich, wurde das Experiment bis zum Erreichen der maximalen 

Aktivierung (steady s tate) des C hloridstroms aufgezeichnet, w obei al le 5 Minuten 

die S tromintensität ( mittels IV-Protokoll) abgeleitet wurde. Zwischen de n IV-

Protokollen w urden S weeps-Protokolle (

 und 100  % relativer Luftfeuchtigkeit). 

Nachdem der „Whole-Cell“-Kontakt in isotoner Badlösung erstellt wurde, konnte der 

basale Chloridstrom abgeleitet werden.  

2.7) angelegt um  de n V ersuchshergang 

aufzuzeichnen und kons tant z u kont rollieren. Der „steady s tate“ der m aximalen 
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Aktivierung galt a ls e rreicht, w enn de r S trom f ür m indestens e ine Minute be i 

gleicher Intensität blieb 

 
2.4 Der E ffekt v erschiedener Gallensalze a uf den ba salen 
Chloridstrom in Hepatozyten 
Bei de n folgenden V ersuchsreihen s ollte d er E ffekt d es proapoptotischen 

Gallensalzes TLCS (Taurolithocholat), des an tiapoptotischen G allensalzes TUDC 

(Tauroursodesoxycholat) und de s G allensalzes T C (Taurocholat), w elches w eder 

Apoptose i nduziert noc h j ener entgegenwirkt, auf den ba salen C hloridstrom 

untersucht werden. Hierzu wurden isolierte Hepatozyten der Ratte in verschiedenen 

Versuchsreihen m it d en u nterschiedlichen Gallensalzen stimuliert u nd d ie 

Chloridströme über die Plasmamembran, wie zuvor beschrieben (2.3), abgeleitet. Zu 

jeder V ersuchsreihe w urde ei ne S erie K ontrollexperimente m it d em j eweiligen 

Lösungsmittel ohne G allensalz durchgeführt. Die Gallensalze T LCS u nd T UDC 

wurden im Lösungsmittel DMSO und TC in isotoner Extrazellulärlösung gelöst.  

Alle i n di esem A bschnitt be schriebenen E xperimente w urden unt er i sotonen 

Bedingungen durchgeführt. 

Im Folgenden sind die einzelnen Versuchsreihen detailliert dargestellt: 

 

1) 

In di eser V ersuchsreihe w urde zunächst de r „Whole-Cell“-Kontakt e rstellt 

und der Strom am Zeitpunkt 0‘ abgeleitet. Unmittelbar danach wurden 50 µM 

des zu untersuchenden Gallensalzes zur isotonen Badlösung pipettiert. Somit 

wurde das Z ytoplasma vor  de r Zugabe de s G allensalzes d urch d ie 

Pipettenlösung nahezu vol lständig verdünnt. Eine B eteiligung von 

zytosolischer S ignaltransduktion an e inem pot entiellen E ffekt kann da her 

weitgehend ausgeschlossen werden.  

Extrazelluläre Applikation: 

Zum extrazellulären Effekt von TLCS wurde zusätzlich die Dosis-Wirkungs-

Beziehung untersucht. Die hi erbei e ingesetzten Konzentrationen (0.1 µM, 1 

µM, 10 µM, 25 µM, 50 µM, 100 µM) wurden innerhalb eines Experimentes 

alle 5 Minuten erhöht. Somit wurde der Effekt der jeweiligen Konzentration 

nach 5-minütiger Exposition gemessen. In den Kontrollexperimenten wurden 

entsprechend au fsteigende K onzentrationen d es Lösungsmittels DMSO 

(0,0001 % - 1 %) eingesetzt. 
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2) 

Durch Z ugabe des z u unt ersuchenden G allensalzes (50 µ M) zur 

Pipettenlösung, konnt e e ine ( Transporter-unabhängige) i ntrazelluläre 

Stimulation der Plasmamembran mit dem jeweiligen Gallensalz stattfinden.  

 

Intrazelluläre Applikation: 

3) 

In di eser V ersuchsreihe w urden di e i solierten H epatozyten 24 Stunden 

kultiviert und vor den elektrophysiologischen Ableitungen 30 Minuten mit 50 

µM T LCS vor inkubiert (bei 37°C , 5  % C O

30 Minuten Stimulation: 

2

2.4.1 Der Effekt von extrazellulär ap pliziertem TLCS auf de n 
schwellungsaktivierten Chloridstrom in Hepatozyten 

 und 100  % r elativer Luft-

feuchtigkeit). D iese A rt d er Stimulation lie ß e ine Beteiligung z yto-

plasmatischer S ignaltransduktion an ei nem p otentiellen E ffekt d es G allen-

salzes zu. TUDC und TC wurden in dieser Weise nicht getestet.  

 

Wenn möglich, wurden alle Experimente (ausgeschlossen jene der Dosis-Wirkungs-

Beziehung) über 15 Minuten aufgezeichnet und mit dem Chloridkanalblocker NPPB 

beendet. 

 

Wie bei den vorherigen Versuchsreihen, wurden die zu untersuchenden Hepatozyten, 

24 - 48 S tunden be vor di e E xperimente s tattfanden, isoliert u nd bi s z u de n 

Messungen kultiviert (bei 37°C, 5 % CO2 und 100 % relativer Luftfeuchtigkeit). Die 

„Whole-Cell“-Konfiguration w urde i n h ypertoner B adlösung erstellt. E s folgte di e 

erste Messung (Zeitpunkt 0’) der Stromintensität mittels IV-Protokoll in hypertoner 

Badlösung. Nachdem d ie S tabilität d es S eals u nd d as A uftreten v on Leckströmen 

kontrolliert wurden, fand eine schnelle Substitution (5 ml/min) der Badlösung statt. 

Hierbei wurde die h ypertone Badlösung durch j ene h ypotone mit Hilfe e ines 

Perfusionssystems au sgetauscht. Nach E rreichen d er ma ximalen A ktivierung des 

Chloridstroms, als A ntwort a uf di e R eduktion de r extrazellulären Osmolarität, 

wurden 50 µ M TLCS zur hypotonen B adlösung pi pettiert. Nach 5-minütiger 

Exposition mit TLCS wurde die Stromintensität gemessen (mittels IV-Protokoll). 

In den Kontrollexperimenten wurde nach Erreichen der maximalen Aktivierung 5 % 

DMSO z ur Badlösung pipettiert und di e E ntwicklung de s S troms gleichermaßen 
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aufgezeichnet. Die B adlösung wurde erneut s ubstituiert. D ie T LCS-haltige (bzw. 

DMSO-haltige) hypotone Badlösung wurde durch frische, TLCS-freie (bzw. DMSO-

freie) hypotone Badlösung ausgetauscht („Wash-Out“). 5 Minuten nach Auswaschen 

des Gallensalzes aus der Badlösung wurde die Stromintensität erneut gemessen. Im 

Anschluss wurden 50 µM N PPB z ur B adlösung pi pettiert und d as Experiment 

beendet. 

 

2.5 Der E ffekt v on CD9 5-Ligand a uf den ba salen 
Chloridstrom in Hepatozyten 
Des Weiteren sollte der Effekt des proapoptotischen Faktors CD95-Ligand (CD95L) 

auf den basalen Chloridstrom untersucht werden. Auch hierbei wurden verschiedene 

Versuchsreihen dur chgeführt. Zu j eder V ersuchsreihe w urde ei ne Serie von 

Kontrollexperimenten dur chgeführt, i n denen die Zellen ausschließlich mit d em 

Enhancer de s C D95L behandelt wurden. Alle i n d iesem A bschnitt b eschriebenen 

Experimente wurden unter i sotonen Bedingungen durchgeführt. Im F olgenden s ind 

die einzelnen Versuchsreihen detailliert dargestellt: 

 

1) 

Entsprechend den Stimulationsprotokollen der Gallensalz-Experimente wurde 

zunächst ge testet, o b extrazellulärer CD95L ohne B eteiligung 

zytoplasmatischer S ignaltransduktion einen Effekt au f d en basalen 

Chloridstrom in Hepatozyten hat.  

Hierzu w urde z unächst de r „Whole-Cell“-Kontakt e rstellt und de r Chlorid-

strom bei Zeitpunkt 0‘  abgeleitet. Im A nschluss pipettierte ma n 1 00 n g/ml 

CD95L (+1 µg/ml Enhancer) zur Badlösung. Die Stromintensität wurde nun 

alle 5  M inuten, mitte ls I V-Protokoll, ge messen. D er C hloridstrom übe r die 

Zeit wurde mit Hilfe der Sweeps-Protokolle verfolgt. 

 

Extrazelluläre Applikation: 

2) 

Die isolierten Hepatozyten wurden 24 Stunden kultiviert und unmittelbar vor 

den elektrophysiologischen Messungen für 30 Minuten mit 100 ng/ml CD95L 

(+1 µg/ml Enhancer) unter Zellkulturbedingungen (bei 37°C, 5  % CO2 und 

100 % relativer Luftfeuchtigkeit) vorinkubiert. Die Zellen wurden nun in die 

30 Minuten Stimulation: 
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Messkammer, gefüllt m it i sotoner B adlösung, übe rführt und  di e 

Chloridströme abgeleitet. Die S tromintensität wurde alle 5 Minuten, mitte ls 

IV-Protokoll, gemessen. Der Chloridstrom über die Zeit wurde mit Hilfe der 

Sweeps-Protokolle verfolgt.  

 

3) 

Die is olierten H epatozyten w urden f ür 24  Stunden kul tiviert und  i m 

Anschluss über N acht ( 16-24 S tunden) m it 100  ng /ml C D95L ( +1 µ g/ml 

Enhancer), unter Z ellkulturbedingungen, vorinkubiert. Die el ektro-

physiologischen Messungen fanden, wie in Abschnitt 

16 – 24 Stunden Stimulation: 

2.3 beschrieben, statt. 

 

Wenn m öglich, wurden alle E xperimente übe r 1 5 M inuten a ufgezeichnet und m it 

dem Chloridkanalblocker NPPB beendet. 

 

2.5.1 Der Effekt v on C D95-Ligand a uf den schwellungsaktivierten 
Chloridstrom in Hepatozyten 

Die z unächst 24 S tunden kultivierten H epatozyten w urden übe r N acht (16 – 24 

Stunden) mit 100 ng/ml CD95L (+1 µ g/ml Enhancer) unt er Zellkulturbedingungen 

stimuliert. Der „Whole-Cell“-Kontakt wurde i n hypertoner B adlösung e rstellt. Das 

erste I V-Protokoll w urde a ngelegt und di e Chloridströme unter hy pertonen 

Bedingungen g emessen. Nun w urde di e h ypertone B adlösung m it j ener hypotonen 

substituiert ( 5 m l/min). Ein Experiment wurde bis z um E rreichen d er m aximalen 

Aktivierung ( steady s tate) de s C hloristroms a ufgezeichnet. Die S tromintensität 

wurde alle 5  M inuten, mittels IV-Protokoll, gemessen. D er C hloridstrom übe r di e 

Zeit wurde mit Hilfe der Sweeps-Protokolle verfolgt.  

Für die Kontrollexperimente wurden die Hepatozyten über Nacht (16 – 24 Stunden) 

mit 1  µ g/ml E nhancer d es Liganden i nkubiert. Jedes Experiment w urde n ach 

Erreichen der maximalen Aktivierung des Chloridstroms durch Zugabe von 50 µM 

NPPB z ur B adlösung be endet. Dieser P unkt g alt a ls e rreicht, wenn d er Strom fü r 

mindestens eine Minute bei gleicher Intensität lag. 

 



Material und Methoden 

24 

2.6 Messung der ba salen Chlo ridleitfähigkeit in  HEK293 
Phoenix-Zellen  
Um die basale Chloridleitfähigkeit der P lasmamembran von Hepatozyten mit derer 

anderer Zelltypen vergleichen zu könne n, wurden die C hloridströme in d en Zellen 

einer hum anen, embryonalen N ieren-Zelllinie, H EK293 P hoenix-Zellen (human 

embrional k idney), abgeleitet. H ierzu w urden di e H EK293 P hoenix-Zellen, wie in  

2.2 beschrieben, präpariert und in die Messkammer, gefüllt mit isotoner Badlösung, 

transferiert. N un w urde e in s tabiler „ Whole-Cell“-Kontakt hergestellt und di e 

Chloridströme, durch A nlegen de s IV-Protokolls, g emessen. D ie Zugabe d es 

Chloridkanalblockers NPPB stellte sicher, d ass es s ich b ei d en au fgezeichneten 

Strömen um Chloridströme über Ionenkanäle und nicht um Leckströme handelte.  

 

2.7 Stimulationsprotokolle f ür die  Patch-Clamp-Experi-
mente 

Von einer initialen Klemmspannung von 0 m V wurden Impulse von 500 ms Dauer 

appliziert. Diese Impulse s tarteten b ei ei nem n egativen P otential v on -120 m V, 

erhöhten s ich in Schritten von j e 20 m V und e ndeten bei einem positiven Potential 

von +100 mV. 

IV-Protokoll: 

 

Von e iner intialen Klemmspannung von 0 m V w urde ein Impuls v on + 40 m V 

angelegt und für 400  ms gehalten. Dieser Impuls wurde a lle 20 S ekunden gegeben 

bis es durch das IV-Protokoll unterbrochen wurde. 

Sweeps-Protokoll bei + 40 mV: 
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2.8 Lösungen für die Patch-Clamp-Experimente 
Lösungen für Experimente unter isotonen Bedingungen:  

125mM CsCl  

Pipettenlösung (Intrazellulärlösung): 

5mM   MgCl2

25mM   Raffinose  
  

11mM   EGTA  
10mM   HEPES  
2mM   ATP-Mg2+

pH 7.2  
  

Osmolarität: 310 mOsm  
 

125mM NaCl  

Isotone Badlösung (Extrazellulärlösung):  

2.5mM  MgCl2

2.5mM  CaCl
  

2  

10mM  HEPES  
  

50mM   Mannitol  
pH 7.4  
Osmolarität: 310 mOsm  
 

Lösungen für Experimente unter hypertonen/hypotonen Bedingungen:  

125mM  CsCl  

Pipettenlösung (Intrazellulärlösung): 

5mM   MgCl2

50mM  Raffinose  
    

11mM   EGTA  
10mM  HEPES  
2mM   ATP-Mg2+

pH 7.2  
  

Osmolarität: 340 mOsm  
 

125mM NaCl  

Hypertone Badlösung (Extrazellulärlösung):  

2.5mM  MgCl2

2.5mM  CaCl
  

2  

10mM  HEPES  
  

100mM  Mannitol  
pH 7.4  
Osmolarität: 360 mOsm  
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125mM NaCl  

Hypotone Badlösung (Extrazellulärlösung):  

2.5mM  MgCl2

2.5mM  CaCl
  

2  

10mM   HEPES  
  

pH 7.4  
Osmolarität: 260 mOsm  
 

2.9 Graphische und statistische Auswertung 

Die in  dieser Arbeit angegebenen W erte z ur Stromintensität ( ausgedrückt in  p A) 

wurden zu Beginn des Impulses (IV-Protokoll), unter Ausschluss kapazitiver Effekte, 

abgeleitet. Die s o gewonnenen Werte jedes Einzelexperiments w urden mitte ls 

Division durch die Membran-Kapazität (ausgedrückt in pF) der entsprechenden Zelle 

normalisiert. S omit s ind alle W erte z ur S tromintensität dur ch die S tromdichte in  

pA/pF ausgedrückt. Hierbei ist das ar ithmetische Mittel ±  S tandardabweichung des 

Mittelwerts ( SEM; standard e rror of  t he m ean) einer V ersuchsreihe, mit n als 

Anzahl der unabhängigen Einzelexperimente, angegeben. In den dargestellten Strom-

Spannungs-Beziehungs-Grafen (IV-Graphen) wurden die S tromdichten ( pA/pF) 

gegen d ie an gelegten Klemmspannungen aufgetragen. A uch hi er w urde i mmer da s 

arithmetische Mittel ± Standardabweichung des Mittelwerts der Stromdichte (pA/pF) 

der Einzelexperimente (n) einer Versuchsreihe dargestellt. Der beim Anlegen des IV-

Protokolls d irekt a bgeleitete S trom g ibt d ie S tromstärke ( pA) ü ber d ie Z eit d es 

Impulses wieder und ist in Form der „Originalableitungen“ dargestellt.  

Die statistische Auswertung wurde mittels zweiseitigem Student t-Test für abhängige 

oder u nabhängige D atensätze durchgeführt. Eine I rrtumswahrscheinlichkeit von  

α = 5 % mit *p < 0.05, α = 1 % mit **p < 0.01 oder auch α = 0.1 % mit ***p < 0.001 

wurde als statistisch signifikant angenommen. 

Die pr ozentuale R eduktion de r S tromintensität bei ei ner Klemmspannung von + 80 

mV wurde durch die folgende Formel berechnet: 

% der Hemmung = 100 – (Ipost-Stimulation*100/Ipre-Stimulation

Hierbei ist I die elektrische Stromdichte bei +80 mV. 

) 

Die Z eitkonstante der I naktivierung wird definiert dur ch τoff und gibt die Z eit in 

Millisekunden (ms) an, welche benötigt wird, um eine Verringerung der Stromdichte 

auf 36,8 %  des ursprünglichen W ertes (welcher zu Beginn d es Impulses gemessen 
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wurde) zu erreichen. Hierzu wird die Stromdichte (I) bei +80 und +100 mV mit der 

folgenden exponentiellen Funktion erster Ordnung idealisiert: 

I(t) = a0 + a1 exp(-t/ τoff) 

Die a ufgeführten τoff-Werte s ind a ls arithmetisches M ittel ±  SEM einer 

Versuchsreihe, mit n a ls A nzahl de r una bhängigen E inzelexperimente i n m s 

angegeben. 

Die h alb-maximale E ffektkonzentration EC50 (half m aximal e ffect c oncentration) 

wurde a us den D osis-Wirkungs-Kurven berechnet. H ierzu w urde di e prozentuale 

Reduktion der Stromintensität sowie die prozentuale Reduktion von τ (τoff

2.10 Reagenzien 

) bei einer 

Klemmspannung von + 80 m V na ch S timulation m it de n getesteten T LCS-

Konzentrationen ( 0.1 µ M, 1 µ M, 5 µM, 10 µM, 25 µM, 50 µM u nd 100 µ M) 

bestimmt, al s s emi-logarithmischer G raph d argestellt u nd mi t e iner s igmoidalen 

Kurve interpoliert. 

 

Alle n icht au fgeführten Reagenzien wurden von  S igma-Aldich (Deutschland) ode r 

Cabrex B io S cience ( Italien) in de r höc hst möglichen Q ualität be zogen. Die 

Verbrauchsmaterialien wurden von E ppendorf (Italien) od er S arstedt ( Österreich) 

bezogen. 

TLCS (Taurolithocholat)    Sigma-Aldrich (Deutschland, T0512) 

TUDC (Tauroursodesoxycholat)  Sigma-Aldrich(Deutschland,T0266) 

TC (Taurocholat)     Sigma-Aldrich (Deutschland,T4009) 

CD95-Ligand     Alexis (Deutschland) 

Kollagenase Type II    Biochrom AG (Deutschland) 

Williams Eagle Medium    GIBCO (Deutschland) 
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3 Ergebnisse 
Die Isolierung de r H epatozyten aus der Leber von männlichen Wistar Ratten 

(Wildtyp) erfolgte, wie in 2.1 beschrieben, nach einem definierten Protokoll (Meijer 

et al., 1975). Die so gewonnenen Hepatozyten wurden nun bis maximal 48 Stunden 

in p rimärer Zellkultur g ehalten. Abbildung 3.  1 zeigt d ie lic htmikroskopische 

Aufnahme einer solchen Zellkultur mit einer Zelldichte von 500.000 Zellen/ml. 

 

 
 

Für di e e lektrophysiologischen M essungen w urden di e Zellen mit s ehr geringer 

Zelldichte ( ca. 1200 Zellen/ml) a uf Kollagen-beschichtete D eckgläschen ausgesät. 

Dies w ar w ichtig, d a die Z ellen b ei d en Patch-Clamp-Messungen i n de r „ Whole-

Cell“-Konfiguration ke ine Kontakte untereinander a usbilden dür fen. A ndernfalls 

wäre ei ne Messung de r C hloridströme über d ie P lasmamembran ei ner ei nzelnen 

Zelle nicht möglich. Die Originalspuren wurden durch Anlegen des IV-Protokolls bei 

den an gegebenen Zeitpunkten ab geleitet u nd aufgezeichnet. Die e rste S trom-

Spannungs-Beziehung w urde a m Z eitpunkt 0’, unmittelbar n ach Erstellen d er 

„Whole-Cell“-Konfiguration, durch A nlegen de s IV-Protokolls a bgeleitet. Um d ie 

Stromintensität zu analysieren, wurde die Stromdichte (in pA/pF), durch die Division 

der abgeleiteten S tromstärke (in pA) durch d ie Membrankapazität der untersuchten 

Zelle ( in pF), bestimmt. Alle im T ext angegebenen mittleren S tromdichten wurden 

bei e iner K lemmspannung von + 80 m V a bgleitet. Die aufgezeichneten Ströme 

konnten nun statistisch analysiert werden.  

Hepatozyten s ind p olarisierte Zellen, die unt er physiologischen Bedingungen e ine 

basolaterale ( sinusoidale) u nd ei ne ap ikale ( kanalikuläre) M embran besitzen. I n 

Abbildung 3. 1: Primäre Zellkultur von 
Hepatozyten der Ratte. Die Zellen wurden mit 
einer D ichte von 500. 000Zell/ml a uf 
Kollagen-beschichtete K ulturschalen a usgesät 
und für 24 Stunden kultiviert (bei 37°C, 5 % 
CO2, und 100 % relativer Luftfeuchtigkeit. 
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unseren Experimenten verlieren die Zellen ihre Polarität, sodass die in dieser Arbeit 

gemessenen Chloridströme jene über die gesamte Membran repräsentieren.  

 

3.1 Charakterisierung der ba salen Chloridleitfähigkeit der 
Plasmamembran von Hepatozyten 
Zunächst sollte die basale Chloridleitfähigkeit der Plasmamembran von Hepatozyten 

gemessen und charakterisiert werden. Dazu wurden die Chloridströme unter isotonen 

Bedingungen und ohn e Stimulation a bgeleitet. Alle E xperimente wurden mit e iner 

symmetrischen C hloridkonzentration de r Intra- und E xtrazellulärlösung (Pipetten- 

und Badlösung) durchgeführt. Da di e P ipettenlösung f rei von C a2+ und cAMP war  

und EGTA als Chelatbildner zweiwertiger Kationen eingesetzt wurde, konnte sicher 

gestellt w erden, d ass keine C alcium- oder cA MP-abhängigen C hloridströme 

gemessen w urden. D er starke, t ransiente K+

Der beim Anlegen des ersten IV-Protokolls direkt abgeleitete Strom ist in 

-Strom w urde dur ch S ubstitution de s 

intrazellulären Kaliums durch Cäsium unterdrückt.  

Abbildung 

3.1. 1 durch di e Originalspuren dargestellt. Es zeigte s ich, dass der au fgezeichnete 

Chloridstrom di e bi ophysikalischen Eigenschaften d es s chwellungsaktivierten 

Chloridstroms, de s s ogenannten I Cl,swell oder VR AC (volume r egulated ani on 

current) aufwies. Dieser is t d efiniert d urch e ine Auswärtsgleichrichtung, e ine 

schnelle A ktivierung und eine p otenzialabhängige I naktivierung b ei K lemm-

spannungen üb er +40 m V (Paulmichl e t a l., 1992, Kubo et a l., 1992, N ilius e t a l., 

1994a, Ackerman et al., 1994, zur Übersicht Nilius et al., 1996, O kada, 2006). Die 

Namensgebung „ Auswärtsgleichrichtung“ r ichtet s ich n ach d er al lgemeinen 

Nomenklatur für Ionenströme/kanäle. Diese leitet s ich von pos itiven Ionenströmen, 

d.h. K ationenströmen ab. E in a uswärtsgleichrichtender Ionenkanal i st de mnach e in 

Kanal, de r be vorzugt positive L adung in di e A uswärtsrichtung, d.h. a us de r Zelle 

heraus, be fördert. In Bezug a uf A nionen, w ie C hloridionen, be deutet a uswärts-

gleichrichtend demnach in die entgegengesetzte Richtung, somit negative Ladung in 

die Zelle hinein. Betrachtet man die Orginalableitungen und d en Strom-Spannungs-

Beziehungs-Graphen (IV-Graphen), erkennt man einen deutlich stärkeren Strom bei 

positiven P otentialen. B ei pos itiven M embranpotentialen t endiert C hlorid z um 

Einstrom in die Zelle, um der Depolarisation entgegen zu wirken. Somit wird klar, 
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dass es  s ich b ei d em h ier g emessenen S trom u m ei nen a uswärts g leichrichtenden 

Chloridstrom handelt. 

Wie der Strom-Spannungs-Beziehungs-Graph (IV-Graph) in Abbildung 3.1. 2 zeigt, 

konnte e ine h ohe b asale C hloridleitfähigkeit mit e iner mittle ren S tromdichte von 

30,55 ± 3,86 pA/pF (n=11, bei +80 mV) gemessen werden. 

Die Charakteristika des gemessenen Chloridstroms legen nahe, dass es sich hier um 

eine basal aktive Form des ICl,swell handelt (Paulmichl et al., 1992, Kubo et al., 1992, 

Nilius et al., 1994, A ckerman et al., 1994). In den meisten Zelltypen wird diese Art 

von C hloridstrom e rst na ch E rniedrigung de r e xtrazellulären O smolarität a ktiviert 

und ist unter isotonen Bedingungen sehr gering (Nilius et al., 1994b, z ur Übersicht 

Nilius et al., 1996, Okada, 2006). 

 

 
 

 

 

 

 

Abbildung 3. 1. 1: (A) Originalableitung des u nter i sotonen B edingungen a ufgezeichneten 
Chloridstroms in isolierten Hepatozyten der Ratte. Dieser wurde nach Erstellen des „Whole-Cell“-
Kontakts d urch Anlegen d es I V-Protokolls a bgeleitet. Der au fgezeichnete S trom zeigt d ie 
Charakteristika des schwellungsaktivierten Chloridstroms, wie eine Auswärtsgleichrichtung, eine 
schnelle Aktivierung u nd e ine p otentialabhängige I naktivierung ü ber d ie Z eit. (B ) D as IV -
Protokoll implizierte Klemmspannungen von -120 mV bis +100 mV in Schritten von 20 mV. Jeder 
dieser Impulse wurde für eine Dauer von 500 ms gehalten.  
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In d er vor liegenden A rbeit w urden ve rgleichend H EK293 P hoenix-Zellen (human 

embryonal k idney) untersucht. D iese Zellen wiesen unter i sotonen B edingungen 

einen deutlich geringeren Strom auf. Dies zeigen sowohl die Originalableitungen in 

Abbildung 3.1. 3 sowie der IV-Graph in Abbildung 3.1. 4.  

Die A uswertung von 5 Einzelmessungen ( n=5) e rgab e ine du rchschnittliche 

Stromdichte von 6 ,08 ±  1,00 pA /pF ( bei + 80mV) i n de n Zellen d ieser r enalen 

Zelllinie. D ie s tatistische A uswertung ( Student t -Test f ür u nabhängige Datensätze) 

ermittelte e inen s ignifikant h öheren (*p <  0, 05, **p <  0, 01 ode r ***p  <  0,001)  

Chloridstrom i n H epatozyten i m V ergleich z u H EK293 P hoenix-Zellen unt er 

denselben isotonen B edingungen ( Abbildung 3.1 . 4). D ies f ührt z u de r Annahme, 

dass s ich di e hohe  C hloridleitfähigkeit de r H epatozyten-Plasmamembran, w elche 

bereits von anderen Gruppen beschrieben wurde (Moule und McGivan, 1990, Li und 

Weinman, 2002), auf eine hohe Durchlässigkeit schwellungsaktivierter Ionenkanäle 

zurückführen lassen könnte. 

Abbildung 3. 1. 2: Der S trom-Spannungs-Beziehungs-Graph r epräsentiert d ie mittleren 
Stromdichten bei den angelegten Klemmspannungen (IV-Protokoll) in Hepatozyten unter 
isotonen B edingungen. Die e rmittelten mittleren Stromdichten ( pA/pF) wurden gegen di e 
applizierten Klemmspannungen (mV) aufgetragen (arithmetisches Mittel + SEM). Es wurde ein 
auswärts gleichrichtender Chloridstrom mit einer mittleren Stromdichte von 30,55 ± 3,86 pA/pF 
bei +80 mV (n=11) gemessen.  
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Abbildung 3. 1. 3: ( A) O riginalableitung des u nter i sotonen B edingungen a ufgezeichneten 
Chloridstroms in HEK293 Phoenix Zellen. Dieser wurde nach Erstellen des „Whole-Cell“-Kontakts 
durch A nlegen d es I V-Protokolls abgeleitet. D er ab geleitete S trom i st s ehr g ering ( 6.08 ±  1.00 
pA/pF, be i + 80mV, n=5). ( B) D as IV-Protokoll i mplizierte K lemmspannungen vo n -120 mV bi s 
+100 mV in Schritten von 20 mV. Jeder dieser Impulse wurde für eine Dauer von 500 ms gehalten.  

 

Abbildung 3.1. 4: Der Strom-Spannungs-Beziehungs-Graph repräsentiert die mittleren Stromdichten 
bei den angelegten Klemmspannungen ( IV-Protokoll) in Hepatozyten und HEK293 Phoenix Zellen 
unter i sotonen B edingungen. Die e rmittelten mittleren Stromdichten ( pA/pF) wurden g egen di e 
applizierten Klemmspannungen (mV) aufgetragen (arithmetisches Mittel + SEM). Der basale 
Chloridstrom ist in Hepatozyten signifikant höher als in HEK293 Zellen (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p 
< 0 ,001, s ind k eine * a ngegeben, u nterschieden s ich d ie D atensätze b ei d en a ngegebenen 
Klemmspannungen nicht statistisch signifikant voneinander). 
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3.2 Charkterisierung des s chwellungsaktivierten Chlo rid-
stroms in Hepatozyten 
Um die zuvor genannte Hypothese zu bestärken, wurden nun die Chloridströme nach 

Erhöhung bzw. nach Erniedrigung der extrazellulären Osmolarität abgeleitet. Hierzu 

wurden di e z u unt ersuchenden Zellen z unächst in h ypertone B adlösung übe rführt. 

Die S tromamplitude u nter h ypertonen B edingungen w urde dur ch A nlegen de s IV-

Protokolls am Z eitpunkt 0’  gemessen. Die Or iginalableitungen (Abbildung 3.2. 1 ) 

zeigen de utlich, da ss di e Erhöhung der ex trazellulären O smolarität (hypertone 

Badlösung) eine Hemmung des gemessenen Chloridstroms zur Folge hatte. 

 

 

 

 

 

 

Die mittlere Stromdichte unter hypertonen Bedingungen betrug 15,19 ± 3,01 pA/pF 

(n=9, be i +80 mV). Die darauf folgende Reduktion der extrazellulären Osmolarität 

(hypotone B adlösung) be wirkte e ine starke A ktivierung di eses C hloridstroms, 

Abbildung 3. 2. 1: O riginalableitungen des un ter ( A) hy pertonen un d un ter ( B) hy potonen 
Bedingungen au fgezeichneten C hloridstroms i n is olierten Hepatozyten der R atte. D ie du rch 
Substitution der B adlösung erzeugte Reduktion d er ex trazellulären O smolarität führte zu  ei ner 
schnellen Aktivierung d es g emessenen C hloridstroms. D ieser z eigte dieselben bi ophysikalischen 
Charakteristika wie der zuvor, unter isotonen Bedingungen, gemessene Strom. (C) Das angelegte IV-
Protokoll implizierte Klemmspannungen von -120 mV bis +100 mV in Schritten von 20 mV. Jeder 
dieser Impulse wurde für eine Dauer von 500 ms gehalten. 
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welcher nach nur 5 Minuten eine mittlere Stromdichte von 76,30 ± 9,53 pA/pF (n=9, 

bei +8 0 m V) e rreichte. Dieser S trom z eigte d ieselben b iophysikalischen 

Eigenschaften wie der unter isotonen Bedingungen gemessene Chloridstrom (3.1).  

In Abbildung 3.2. 2: wurden di e bei d en v erschiedenen O smolaritäten gemessenen 

Stromdichten g emeinsam in  e inem IV-Graph au fgetragen. D ie s tatistische 

Auswertung ergab eine s ignifikante E rhöhung de s g emessenen C hloridstroms, 

sowohl nach Reduktion der extrazellulären Osmolarität von h ypertoner z u i sotoner 

Badlösung ( mit *p <  0, 05 ode r **p <  0,01)  als a uch von  i sotoner z u hypotoner 

Badlösung ( mit **p <  0,01 ode r ***p <  0, 001). Dies b edeutet, d ass d er 

Aktivierungsstatus de s hi er gemessenen C hloridstroms a bhängig von der 

extrazellulären O smolarität w ar. Dies i st ein w esentliches M erkmal d er 

schwellungsaktivierten C hloridströme (zur Übersicht Nilius e t a l., 1996, S trange e t 

al., 1996). Somit unterstützt das Ergebnis dieser Versuchsreihe die Hypothese, dass 

Hepatozyten unter i sotonen B edingungen e ine basal aktive F orm de s 

schwellungsaktivierten C hloridstroms, I Cl,swell, aufweisen und d ass di eser unt er 

anderem für die hohe Chloridleitfähigkeit der Hepatozyten-Plasmamembran (Moule 

und McGivan, 1990, Meng und Weinman, 1996, Jackson et al., 1996, zur Übersicht 

Li und Weinman, 2002) verantwortlich sein könnte. 
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3.3 Gallensalze: Der Effekt der v erschiedenen Gallensalze 
auf die zuvor charakterisierten Chloridströme 
In diesem Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob und w enn ja, welchen Effekt 

die Gallensalze TLCS, TUDC und TC auf die zuvor charakterisierten Chloridströme 

unter i sotonen s owie unt er h ypotonen Bedingungen ha ben. E s wurden 

Versuchsreihen m it v erschiedenen Stimulationsprotokollen dur chgeführt. H ierzu 

gehörte s owohl e ine e xtrazelluläre al s au ch ei ne intrazelluläre S timulation d er 

Hepatozyten mit den drei verschiedenen Gallensalzen. Diese beiden Versuchsreihen 

Abbildung 3.2. 2: Der S trom-Spannungs-Beziehungs-Graph repräsentiert d ie mittleren S tromdichten 
bei den angelegten Klemmspannungen (IV-Protokoll) in Hepatozyten unter hypertonen, isotonen und 
hypotonen B edingungen. Die e rmittelten mittleren S tromdichten ( pA/pF) wurden g egen d ie 
applizierten K lemmspannungen ( mV) aufgetragen (arithmetisches M ittel +  S EM). D ie Reduktion 
bzw. E rhöhung d er ex trazellulären O smolarität h at e ine s tatistisch s ignifikante H emmung bzw. 
Aktivierung d es gemessenen Chloridstroms z ur F olge ( *p < 0, 05, * *p <  0, 01, * **p <  0,001, sind 
keine * angegeben, unterschieden sich die Datensätze bei den angegebenen Klemmspannungen nicht 
statistisch signifikant voneinander). 
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sind so ausgerichtet, dass der d irekte E ffekt des Gallensalzes au f p lasmamembran-

ständige S trukturen od er de n K anal s elbst ohne B eteiligung z ytoplasmatischer 

Signaltransduktion getestet w ird. Die V orinkubation de r H epatozyten mit T LCS 

sollte einen potentiellen Effekt mit Beteiligung zytoplasmatischer Signaltransduktion 

aufdecken. Weiterhin wurde di e D osis-Wirkungs-Beziehung von extrazellulär 

appliziertem TLCS getestet. 

 

3.3.1 Taurolithocholat (TLCS) 

3.3.1.1 Der Effekt von ex trazellulär a ppliziertem TLCS a uf d en basalen 
Chloridstrom 

Wie in  Abschnitt 2.4 beschrieben, schloss das Protokoll d ieser Versuchsreihe ei ne 

Beteiligung z ytoplasmatischer S ignaltransduktion am  g emessenen E ffekt aus. D ies 

bedeutete, da ss e ine Veränderung de r z uvor g emessenen C hloridströme au s-

schließlich durch eine Interaktion des Gallensalzes mit extrazellulären Bestandteilen 

der Z ellmembran hervorgerufen w erden kon nte. Nachdem di e „ Whole-Cell“-

Konfiguration i n i sotoner B adlösung h ergestellt und da s e rste IV -Protokoll 

aufgerufen wurde, folgte die Zugabe von 50 µM TLCS zur Badlösung. Die Original-

spuren, abgeleitet vor  u nd 5 Minuten na ch de r A pplikation von T LCS, sind i n 

Abbildung 3.3.1.  1 dargestellt u nd zeigen ei ne d eutliche Hemmung der S trom-

amplitude nach Zugabe des proapoptotischen Gallensalzes.  

 

 

 

 

 

Abbildung 3.3.1. 1: Originalableitungen des unt er isotonen Bedingungen aufgezeichneten 
Chloridstroms in isolierten Hepatozyten der Ratte (A) vor und (B) 5  Minuten nach Zugabe von 50 
µM TLCS z ur B adlösung. TLCS hatte ei ne starke Reduktion der Stromamplitude un d e ine 
beschleunigte potentialabhängige Inaktivierung des basalen Chloridstroms zur Folge. (C) Das 
angelegte IV-Protokoll implizierte Klemmspannungen von -120 mV bis +100 mV in Schritten von 20 
mV. Jeder dieser Impulse wurde für eine Dauer von 500 ms gehalten. 
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TLCS verringerte den basalen Chloridstrom von 30,55 ±  3,86 pA/pF (n=11, bei +80 

mV) vor d er S timulation auf 13,78  ±  2, 52 p A/pF ( n=11, be i +80 m V) na ch 5 -

minütiger, a uf 14 ,94 ±  3,35 pA /pF ( n=8, be i + 80 m V) na ch 10 -minütiger und a uf 

12,50 ±  3, 89 pA /pF ( n=6, be i + 80 m V) na ch 15 -minütiger E xposition mit 50 µ M 

TLCS (Abbildung 3.3.1. 2). Dies entsprach einer Hemmung um 52 ± 9 % (n=11, bei 

+80 m V) d er i nitialen Stromdichte na ch nur  5 Minuten Stimulation mit TLCS 

(Abbildung 3.3.1. 2 B). Die s tatistische A uswertung mitte ls S tudent t -Test (für 

abhängige Datensätze) ergab eine hochsignifikante (p <  0,01, n=11) Hemmung des 

basalen C hloridstroms durch ex trazellulär ap pliziertes TLCS. D er Maximaleffekt 

wurde bereits nach 5-minütiger Exposition erreicht (Abbildung 3.3.1. 2 A). Obwohl 

der hemmende Effekt von T LCS bei positiven Klemmspannungen höher war als bei 

negativen (Abbildung 3.3.1. 3A), ist die Hemmung bei negativen Klemmspannungen 

für di ese A rbeit von b esonderer Bedeutung. Dies e rgibt s ich da raus, da ss be i 

negativen M embranpotentialen de r Ausstrom v on C hlorid a us de r Z elle g emessen 

wird. Eine Hemmung d es C hloridefflux könnt e somit netto z u e iner k urzfristigen 

Erhöhung der intrazellulären Chloridkonzentration führen.  

 

 
 

 

 

 

 

Abbildung 3.3.1. 2: (A) Das Balkendiagramm zeigt die mittleren Stromdichten bei +80 mV vor (n= 
11) und na ch Zugabe vo n 5 0 µM TLCS z ur i sotonen B adlösung ( arithmetisches Mi ttel + S EM). 
Sowohl 5  (n=11), 10  (n=8) als auch 15 Minuten (n=6) nach der Zugabe von TLCS war der basale 
Chloridstrom signifikant gehemmt. Der Maximaleffekt war bereits nach 5-minütiger Exposition mit 
dem G allensalz er reicht. ( B) D as B alkendiagramm zeigt d ie p rozentuale Hemmung de r 
Stromintensität (bei + 80 m V) 5  M inuten na ch Z ugabe vo n T LCS b zw. D MSO ( Kontrolle) z ur 
Badlösung (arithmetisches Mittel + SEM). TLCS hemmte den basalen Chloridstrom um 52 ± 9 % 
(**p < 0,01, ***p < 0,001). 
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In d en K ontrollexperimenten hingegen w urde ke ine s tatistisch s ignifikante 

Veränderung d es Chloridstroms na ch Zugabe von D MSO ( 0,5 % finale 

Konzentration i n de r Messkammer) gemessen. B eim A nlegen de s e rsten IV-

Protokolls (vor de r Z ugabe von D MSO) wurde hier e ine mittle re S tromdichte v on 

19,25 ± 2,75 pA/pF (n=7, bei +80 mV) abgeleitet. 5 Minuten nach Applikation des 

Lösungsmittels DMSO betrug di ese 19,13 ±  4, 34 pA /pF ( n=7, be i + 80 m V), n ach 

zehn Minuten 22,35 ± 5,08 pA/pF (n=7, bei +80 mV) und nach 15 Minuten 27,62 ±  

6,97 pA/pF (n=6, bei +80 mV). Diese leichte Zunahme der Stromintensität ist nicht 

statistisch s ignifikant (Abbildung 3.3.1. 3B) und ist be dingt durch eine s pontane 

Aktivierung des ICl,swell, 

Abbildung 3.3.1. 3

welche durch den hydrostatischen Druck der Pipettenlösung 

auf d as Zellinnere in der „Wh ole-Cell“-Konfiguration zu er klären i st. Eine s olche 

Aktivierung wurde be reits von ve rschiedenen G ruppen be schrieben (Sarota, 1992 , 

Hagiwara et al., 1992, Zhang und Lieberman, 1996, zur Übersicht Baumgartner und 

Clemo, 2003). Aus B wird deutlich, dass die Zugabe von DMSO 

(Kontrolle) keinen Effekt auf die Stromintensität hatte.  
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Eine w eitere Versuchsreihe z eigte, d ass de r E ffekt von  T LCS a uf di e von uns  

gemessenen C hloridströme komplett r eversibel war (Abbildung 3.3.1. 4). In di eser 

Versuchsreihe wurde z unächst e ine in itiale mittle re Stromdichte von 15. 67 ±  1.74  

pA/pF (n=9, at +80 mV) gemessen. 5 Minuten nach Applikation von 50  µM TLCS 

zur i sotonen B adlösung w ar di ese a uf 9.82 ±  1.34 pA /pF ( n=9, be i + 80 m V) 

reduziert. D ie S ubstitution de r T LCS-haltigen Badlösung dur ch n eue, TLCS-freie 

isotone Badlösung reaktivierte den Chloridstrom auf e ine mittlere Stromdichte von 

23.45 ±  3.32 pA /pF (n=9, bei + 80 m V). S omit w ar d ie S tromdichte nach d em 

„Auswaschen“ d es G allensalzes au s d er B adlösung höher a ls zu B eginn de s 

Experiments (Abbildung 3.3.1. 4). 

 

 
 

 

 

Abbildung 3. 3.1. 3: D ie S trom-Spannungs-Beziehungs-Graphen r epräsentieren d ie u nter i sotonen 
Bedingungen g emessenen Chloridströme in ( A) T LCS-stimulierten ( 50 µM ) H epatozyten und ( B) 
Kontroll-Hepatozyten (0,5 % DMSO). Die ermittelten mittleren Stromdichten (pA/pF) wurden gegen 
die ap plizierten K lemmspannungen ( mV) au fgetragen (arithmetisches M ittel +  S EM). (A ) D ie 
Zugabe von 5 0 µ M TLCS zur B adlösung hatte eine signifikante H emmung des z uvor ge messenen 
Chloridstroms z ur F olge. Dieser E ffekt z eigte s ich bei p ositiven a ls a uch b ei ne gativen 
Klemmspannungen(*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). (B) Die Zugabe von DMSO zur Badlösung 
(Kontrollexperimente) ha tte keinen signifikanten E ffekt (n=7) auf d en b asalen Chloridstrom in  
Hepatozyten (sind ke ine * angegeben, u nterschieden s ich d ie Datensätze b ei d en a ngegebenen 
Klemmspannungen nicht statistisch signifikant voneinander). 

Abbildung 3.3.1. 4: Das Liniendiagramm stellt d ie mittleren S tromdichten bei +80 mV vor Zugabe 
des Gallensalzes ( isotone Badlösung) und nach 5 -minütiger Exposition mit TLCS sowie 5 Minuten 
nach Substitution der Badlösungen („Wash-Out“) dar (arithmetisches Mittel ± SEM). Es zeigte sich 
erneut, dass die 5-minütige Stimulation der Hepatozyten mit 50 µM TLCS eine starke Hemmung des 
basalen C hloridstroms z ur Folge h atte. D er „ Wash-Out“ d es G allensalzes f ührte zu  ei ner 
Reaktivierung des gemessenen Chloridstroms (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001).  
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Weiterhin konnte ein zweiter Effekt von TLCS ermittelt werden. Dieser bezieht sich 

auf die charakteristische potentialabhängige Inaktivierung des ICl,swell bei Potentialen 

positiver a ls + 40 m V. Dieses C harakteristikum wird dur ch di e Zeitkonstante de r 

Inaktivierung τoff

Abbildung 3.3.1. 5

 ausgedrückt, welche vor Zugabe von T LCS zur Badlösung 570,17 

± 167,38 ms (n=6) bei +80 mV bzw. 706,50 ± 325,37 ms (n=6) bei +100 mV betrug. 

5 Minuten nach der Applikation des proapoptotischen Gallensalzes war dieser Wert 

auf 59,70 ± 9,04 ms (n=6, bei +80 mV, p < 0,05) und 37,88 ± 7,00 ms (n=6, bei +100 

mV) gefallen. Ein s tatistisch s ignifikanter Unterschied konnte auch beim Vergleich 

von TLCS-stimulierten und Kontrollzellen festgestellt werden ( ). 

Bei e iner K lemmspannung von +100 m V betrug τoff in TLCS-stimulierten 

Hepatozyten 37,88 ± 7,00 ms (n=6) und 840.5 ± 227.31 ms (n=4) in Kontrollzellen. 

Bei +80 mV lag τoff 

Abbildung 3.3.1. 5

bei 59,70 ± 9,04 ms (n=6) in TLCS-behandelten und bei 577,50 

± 136,64 m s ( n=4) i n K ontroll-Hepatozyten. Die s tatistische A uswertung mitte ls 

Student t -Test f ür u nabhängige D atensätze er gab bei be iden Klemmspannungen 

einen s ignifikanten U nterschied (p <  0.01)  in de r I naktivierungskinetik zwischen 

TLCS-stimulierten Z ellen und  Kontrollzellen. Die e rmittelten Z eitkonstanten d er 

Inaktivierung sind in  dargestellt. 

 

 

Abbildung 3.3.1. 5: Das Säulen-
diagramm zeigt die Zeit-
konstanten der Inaktivierung vor 
und 5 Minuten nach Zugabe von 
TLCS b zw. D MSO ( Kontrolle) 
zur B adlösung bei Klemm-
spannungen von + 80 mV un d 
+100 mV (arithmetisches Mittel 
+ S EM). D ie 5 -minütige 
Stimulation mit TLCS hatte eine 
Beschleunigung d er p otential-
abhängigen I naktivierung bei 
Klemmspannungen von +80 mV 
und + 100 mV zur F olge (*p <  
0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). 
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3.3.1.2 Die Do sis-Wirkungs-Beziehung von TLCS auf de n basalen 
Chloridstrom 

Diese V ersuchsreihe di ente de r U ntersuchung d er D osis-Wirkungs-Beziehung des 

TLCS-induzierten E ffekts auf de n ba salen Chloridstrom nach extrazellulärer 

Stimulation. 

Hierzu wurde die Konzentration de s G allensalzes w ährend d er einzelnen 

Experimente in sieben Schritten erhöht (0,1 µM, 1 µM, 5 µM, 10 µM, 25 µM, 50 µM 

und 100 µ M, n= 7). Abbildung 3.3.1. 6 zeigt d ie O riginalableitungen, welche nach 

jeweils 5-minütiger E xposition mit d er angegebenen TLCS-Konzentration 

aufgezeichnet wurden. Auch hier konnte eine Abnahme in der Stromamplitude sowie 

eine beschleunigte Inaktivierungskinetik beobachtet werden. S ichtbar wurden beide 

Effekte ab e iner K onzentration von 10 µM T LCS m it s teigender A usprägung be i 

steigender ex trazellulärer TLCS-Konzentration. Die s tärkste R eduktion de r 

Stromintensität k onnte s omit b ei e iner e xtrazellulären K onzentration von 100 µM 

TLCS gemessen werden. Hier betrug die Hemmung des Chloridstroms bei +80 mV 

Klemmspannung 58 ± 4 % (n=7). 

Für d ie d etaillierte A uswertung d ieser V ersuchsreihe b ediente m an s ich d er 

Erstellung von Dosis-Wirkungs-Kurven und der Berechnung des EC50 (half maximal 

effect concentration)-Wertes. Hierzu wurde zunächst die prozentuale Hemmung der 

Stromdichte s owie di e pr ozentuale R eduktion von τoff

Abbildung 3.3.1. 7

 bei + 80 m V f ür j ede 

Konzentration bestimmt. Die Dosis-Wirkungs-Beziehung beider Effekte wurden nun 

in einem semi-logarithmischen Graphen aufgetragen und auf eine sigmoidale Kurve 

interpoliert ( ). 
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Die Auswertung ergab, dass beide Effekte dosisabhängig waren. Wie aus Abbildung 

3.3.1. 7 ersichtlich is t, zeigt die D osis-Wirkungs-Kurve des E ffekts auf τoff

Abbildung 3.3.1. 7

 eine 

größere Steigung ( B) als jene der Reduktion der Stromamplitude 

(Abbildung 3.3.1. 7A). Der e rmittelte EC50 von 1,79 µM TLCS bestätigt, dass de r 

Effekt auf die Inaktivierungskinetik bereits bei sehr geringen TLCS-Konzentrationen 

Abbildung 3. 3.1. 6: ( A-H) Originalableitungen des u nter i sotonen B edingungen a ufgezeichneten 
Chloridstroms i n is olierten Hepatozyten der R atte nach j eweils 5 -minütiger S timulation mit d en 
angegeben TLCS-Konzentrationen. Es wurde eine aufsteigende Konzentrationsreihe von 0,1 µM bis 
100 µM TLCS verwendet. Es ist zu erkennen, dass mit steigender Konzentration von TLCS auch die 
Effektstärke (Ausmaß der Hemmung und Reduktion von τoff) zunahm. (I) Das angelegte IV-Protokoll 
implizierte Klemmspannungen vo n -120 mV bi s + 100 mV i n S chritten von 20 mV. Jeder di eser 
Impulse wurde für eine Dauer von 500 ms gehalten. 
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auftrat. Im G egensatz da zu be durfte es zur H emmung der S tromintensität einer 

höheren Konzentration. Die halb-maximale Effekt-Konzentration (EC50) betrug hier 

31,7 µM extrazellulär appliziert TLCS. In den Kontrollexperimenten (1 % DMSO) 

konnte kein signifikanter Effekt ermittelt werden. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.3.1.3 Der Effekt von  e xtrazellulär appliziertem TLCS a uf de n 
schwellungsaktivierten Chloridstrom  

In d ieser V ersuchsreihe s ollte d er Effekt von T LCS a uf de n durch h ypoosmolare 

Stimulation a ktivierten C hloridstrom untersucht w erden. W ie be reits i n de r 

Versuchsreihe 3.2 zur Charakterisierung des schwellungsaktivierten Chloridstroms in 

Hepatozyten wurde d ie „ Whole-Cell“-Konfiguration z unächst i n hypertoner 

Badlösung erstellt und der Chloridstrom durch Anlegen des ersten IV-Protokolls (bei 

Zeitpunkt 0’) abgeleitet. Auch in dieser Versuchsreihe wiesen die Hepatozyten unter 

hypertonen Bedingungen e inen s ehr s chwachen Chloridstrom mit e iner mittleren 

Stromdichte von nur  9, 47 ±  1,59 pA /pF (n=6, be i + 80 m V) auf. Die s chnelle 

Substitution (5 ml/min) der hypertonen Badlösung mit jener hypotonen bewirkte eine 

starke Aktivierung des ICl,swell Abbildung 3.3.1. 8 ( A, B und Abbildung 3.3.1. 9). Wie 

bereits in  den Abschnitten 3.1 und 3.2 beschrieben, gehören zu den Charakteristika 

Abbildung 3.3.1. 7: Die Dosis-Wirkungs-Kurven zeigen die Dosisabhängigkeit des TLCS-Effekts auf 
den basalen Chloridstrom in Hepatozyten unter i sotonen Bedingungen. ( A) P rozentuale Hemmung 
der S tromdichte b ei +8 0 mV Klemmspannung. ( B) P rozentuale Reduktion v on τoff bei + 80 mV 
Klemmspannung. Es z eigte sich, d ass b eide E ffekte d osisabhängig w aren (arithmetisches M ittel ±  
SEM, n =7). D ie Berechnung der E C50-Werte e rgab, da ss di e R eduktion von τoff bereits b ei s ehr 
geringen K onzentrationen (EC50=1,79 µM) zu  messen war. Die Hemmung der S tromintensität trat 
hingegen erst bei höherer TLCS-Konzentrationen (EC50=31,7 µM) auf. 
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dieses C hloridstroms eine Auswärtsgleichrichtung, eine schnelle A ktivierung, eine 

potentialabhängige Inaktivierung ( bei P otentialen pos itiver als + 40 mV), di e 

Aktivierung unt er h ypotonen und  die Inaktivierung unt er h ypertonen B edingungen 

(Paulmichl et al., 1992, Kubo et al., 1992, Nilius et al., 1994a und b, Ackerman et al., 

1994, zur Übersicht Nilius et al., 1996, Okada, 2006). Nach Erreichen der maximalen 

Aktivierung konnte eine mittlere Stromdichte von 64,94 ± 14,84 pA/pF (n=6, bei +80 

mV) gemessen werden. D ies en tsprach e iner s tatistisch s ignifikanten Erhöhung de r 

Stromdichte (p <  0,05 oder p < 0,01, n= 6) nach S ubstitution de r Badlösungen 

(Abbildung 3.3.1. 9). D ie Z ugabe von 50 µ M T LCS z ur h ypotonen Badlösung 

bedingte eine s tarke Hemmung des C hloridstroms sowie ei ne B eschleunigung d er 

Inaktivierungskinetik (Abbildung 3.3.1. 8C). 5 Minuten nachdem das Gallensalz zur 

hypotonen B adlösung p ipettiert w urde, betrug die mit tlere S tromdichte nur  noc h 

38,46 ± 13,24 pA/pF (n=6, bei +80 mV). Dies entsprach einer Hemmung um 46 ± 9 

% nach 5 -minütiger Exposition mit  dem pr oapoptotischen G allensalz T LCS 

(Abbildung 3.3.1. 10). V erglichen mit den K ontrollexperimenten w ar di ese 

Hemmung statistisch s ignifikant ( p <  0,05, be i + 80 m V, Abbildung 3.3 .1. 10). Es 

konnte s omit g ezeigt werden, d ass T LCS a uch den dur ch H ypoosmolarität 

aktivierten Chloridstrom hemmt. Der Effekt war wiederum sowohl bei positiven als 

auch be i ne gativen M embranspannungen z u be obachten (p <  0,05 ode r p <  0,01,  

n=6). Dies gibt der IV-Graph in Abbildung 3.3.1. 9 wieder. 

Um die Reversibilität des Effekts zu testen, wurde nach 5-minütiger Stimulation der 

Hepatozyten mit 50 µM TLCS die Badlösung durch TLCS-freie hypotone Badlösung 

substituiert. Die E rgebnisse z eigten, d ass au ch d ie H emmung d es 

schwellungsaktivierten Chloridstroms e in r eversibler P rozess i st. Dies er klärt sich 

durch die erneute Aktivierung des Chloridstroms als Reaktion auf den „Wash-Out“ 

des Gallensalzes aus der Badlösung. 5 Minuten nachdem TLCS aus der Messkammer 

entfernt wurde, konnte eine mittlere Stromdichte von 87,28 ± 25,67 pA/pF (n=4, bei 

+80 m V) g emessen werden. Dies en tsprach einer s tatistisch s ignifikanten 

Reaktivierung (p < 0,05, n=4) des Chloridstroms. 

Die Hepatozyten der Kontrollexperimente zeigten zunächst die gleiche Reaktion auf 

die R eduktion de r e xtrazellulären O smolarität. A uch hi er konnt e e ine s ignifikante 

Aktivierung (p < 0,01, n=5), von einer mittleren Stromdichte von 16,7 ±  5,36 pA/pF 

(n=5, bei +80 mV) unter hypertonen Bedingungen auf 48,47 ± 7,55 pA/pF (n=5, bei 

+80 mV ) b ei ma ximaler A ktivierung unter h ypotonen Bedingungen, g emessen 
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werden (Abbildung 3.3.1. 9A Abbildung 3.3.1. 10A). Die Zugabe von 0,5 % DMSO 

zur Badlösung hatte keine Modifizierung des gemessenen Chloridstroms zur Folge. 5 

Minuten na chdem D MSO z ur h ypotonen Badlösung pi pettiert w urde, konnte e in 

Strom mit  einer mittlerer D ichte von 43,58 ±  7,77 pA /pF ( n=5, be i + 80 m V) 

abgeleitet w erden ( Abbildung 3.3.1. 9B). D ies e ntspricht k einer s ignifikanten 

Veränderung der Stromintensität durch das Lösungsmittel DMSO. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3. 3.1. 8: O riginalableitungen de s un ter ( A) hy pertonen un d un ter ( B) hy potonen 
Bedingungen s owie ( C) 5  Minuten n ach Zugabe v on 50 µ M T LCS z ur hypotonen B adlösung 
aufgezeichneten C hloridstroms i n is olierten H epatozyten der R atte. D ie d urch S ubstitution d er 
Badlösung erzeugte Reduktion der extrazellulären Osmolalität führte zu e iner schnellen Aktivierung 
des gemessenen Chloridstroms. Nach Erreichen der maximalen Aktivierung bewirkte die 5-minütige 
extrazelluläre S timulation mit T LCS eine R eduktion d er S tromamplitude u nd ei ne b eschleunigte 
Inaktivierung d es basalen Chloridstroms. ( C) D as a ngelegte I V-Protokoll impliziert K lemm-
spannungen von -120 mV bis +100 mV in Schritten von 20 mV. Jeder dieser Impulse wird für eine 
Dauer von 500 ms gehalten. 
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Zusammenfassend konnt e beobachtet w erden, d ass a uch de r dur ch hypoosmolare 

Stimulation aktivierte Chloridstrom durch 50 µM TLCS stark gehemmt wurde. Dies 

geschah sowohl be i pos itiven a ls a uch be i negativen Membranspannungen, s odass 

Abbildung 3.3.1. 9: Die S trom-Spannungs-Beziehungs-Graphen repräsentieren die mittleren 
Stromdichten bei den angelegten Klemmspannungen (IV-Protokoll) in Hepatozyten unter hypertonen 
und hy potonen B edingungen m it a nschließender S timulierung mit ( A) T LCS bz w. ( B) D MSO 
(Kontrolle). D ie e rmittelten mittleren S tromdichten ( pA/pF) wurden gegen d ie applizierten 
Klemmspannungen ( mV) a ufgetragen (arithmetisches Mi ttel + S EM). I n b eiden V ersuchsreihen (A 
und B) hatte die Erniedrigung der extrazellulären Osmolalität eine statistisch signifikante Aktivierung 
des ge messen C hloridstroms z ur F olge ( *p <  0, 05, * *p <  0, 01). D ie Z ugabe v on T LCS, nach 
Erreichen der maximalen Aktivierung, bewirkte nach 5 Minuten eine signifikante Hemmung des zuvor 
gemessenen Chloridstroms (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). In den Kontrollexperimenten wurde 
nach Erreichen der maximalen Aktivierung des Chloridstroms unter hypotonen Bedingungen DMSO 
(0,5 %) z ur B adlösung p ipettiert. D ie 5 -minütige E xposition z u d em Lösungsmittels hatte k einen 
Effekt a uf d ie S tromintensität d es schwellungsaktivierten C hloridstroms ( sind ke ine *  a ngegeben, 
unterschieden sich die Datensätze bei den angegebenen Klemmspannungen nicht statistisch signifikant 
voneinander). 

Abbildung 3. 3.1. 10: (A) D as L iniendiagramm s tellt d ie m ittleren S tromdichten b ei + 80 m V b ei 
maximaler Aktivierung i n hypotoner B adlösung, nach 5 -minütiger E xposition z u T LCS ( 50 µ M) 
sowie 5 M inuten nach S ubstitution d er B adlösungen d urch T LCS-frei L ösung ( „Wash-Out“) dar 
(arithmetisches Mittel ± SEM). Es zeigte sich, dass die Stimulation der Hepatozyten mit 50 µM TLCS 
eine starke Hemmung (45,81 ± 8,86 %, bei +80 mV, **p < 0,01, n=6) des aktivierten Chloridstroms 
zur F olge hatte. D er „ Wash-Out“ d es G allensalzes f ührte zu  ei ner R eaktivierung d es ge messenen 
Chloridstroms (*p <  0, 05, n =4). (B) D as Säulendiagramm z eigt d ie p rozentuale H emmung des 
Chloridstroms ( bei + 80 mV Klemmspannung) 5  M inuten na ch Zugabe von T LCS bzw. D MSO 
(Kontrolle) zur Badlösung (arithmetisches Mittel + SEM). TLCS hemmte den basalen Chloridstrom 
um 46 ± 9 % (p < 0,01, n=6).  
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sowohl der Chloridinflux als auch der –efflux über die entsprechenden Chloridkanäle 

nach Exposition mit TLCS verringert werden können.  

Die Z eitkonstanten der I naktivierung, τoff, waren, ähnlich w ie unt er i sotonen 

Bedingungen, beeinflusst. Auch hier konnte eine deutliche Erniedrigung der τoff-

Werte nach Zugabe von TLCS gemessen werden. Eine 5-minütige Exposition hatte 

eine R eduktion von τoff

Abbildung 3.3.1. 11

 von 843,33 ±  394,28 m s ( n=6) b ei +80 m V bz w. 588, 6 ±  

204,97 ms bei +100 mV (n=5) bei maximaler Aktivierung auf 91,6 ± 17,15 ms (n=6) 

bei +80 mV und 68,26 ± 4,02 ms (n=5) bei +100 mV zur Folge. Aufgrund der hohen 

Standartabweichungen konnte ke ine s tatistische S ignifikanz erreicht werden. 

Betrachtet man jedoch das Säulendiagramm in , ist eine deutliche 

Beschleunigung der potentialabhängigen Inaktivierung zu beobachten. Der Vergleich 

der D atensätze s timulierter H epatozyten und  Kontrollzellen z eigte ei ne statistisch 

signifikante Reduktion (p < 0,01) von τoff durch TLCS, sowohl bei +80 mV als auch 

bei + 100 m V. In den Kontrollexperimenten wurden die τoff

Abbildung 3.3.1. 13

-Werte von 1211,75 ±  

352,52 m s ( n=4) be i +80 m V und von 1561,2  ±  429, 3 m s ( n=5) b ei +1 00 m V 

ermittelt.  zeigt die graphische Auswertung der ermittelten Werte 

in TLCS-stimulierten Hepatozyten und in Kontrollzellen.  

 

 
 

Abbildung 3.3.1. 11: Das Säulen-
diagramm zei gt d ie Zeitkon-
stanten der Inaktivierung  vor und 
5 M inuten nach Zugabe von 
TLCS bzw. D MSO ( Kontrolle) 
zur hy potonen B adlösung be i 
einer K lemmspannung vo n +80 
mV und +100 mV (arithmetisches 
Mittel +  S EM). D ie 5 -minütige 
Stimulation m it TLCS h atte e ine 
Beschleunigung de r pot ential-
abhängigen I naktivierung ( **p <  
0,01) bei Klemmspannungen von 
+80 mV  und +100 mV zur Folge.  
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3.3.1.1 Der E ffekt v on i ntrazellulär appliziertem TLCS a uf de n ba salen 
Chloridstrom 

Um z u untersuchen, ob die TLCS-induzierte Hemmung des Chloridstroms von de r 

extra- oder von der intrazellulären Seite der Plasmamembran vermittelt wird, d.h. ob 

das G allensalz i n d ie Z elle t ransportiert w erden mu ss, um de n g ezeigten Effekt 

auszuführen, wurde T LCS (50 µ M) in di e Pipettenlösung gegeben. D ie „ Whole-

Cell“-Konfiguration w urde i n i sotoner Badlösung hergestellt. D ie TLCS-haltige 

Pipettenlösung strömte nun in die Zelle ein und vermischte sich mit dem Zytoplasma, 

sodass die H epatozyten intrazellulär mit d em G allensalz T LCS stimuliert w urden. 

Die Kontrollversuche wurden mit 0,5 % DMSO in der Pipettenlösung durchgeführt. 

In Abbildung 3.3.1.  12 sind d ie mittle ren S tromdichten, welche nach 5 -minütiger 

intrazellulärer Exposition abgeleitet wurden im IV-Graphen aufgetragen.  

 

 
 

 

 

 

 

 

Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied in der Stromintensität der TLCS-

behandelten Zellen (30,27 ± 11,25 pA/pF, n=8, bei +80 mV) und der Kontrollzellen 

(32,46 ±  8,3 pA /pF, n= 10, be i + 80mV) ermittelt w erden. Auch di e 

Originalableitungen, welche i n Abbildung 3.3.1.  12 dargestellt s ind, zeigten k eine 

Modifikation der Amplitude und der Form des a bgeleiteten C hloridstroms durch 

intrazelluläres TLCS. 

Abbildung 3.3.1. 12: Originalableitungen des unter isotonen Bedingungen gemessenen Chloridstroms 
(A) na ch 5  M inuten intrazellulärer S timulation der H epatozyten mit T LCS (5 0µM) u nd (B ) i n 
Kontrollzellen (0,5 % DMSO). Durch die Zugabe von 50 µM TLCS zur Pipettenlösung wurden die 
Zellen intrazellulär m it dem G allensalz stimuliert. D iese Applikation h atte k eine M odifikation d er 
Amplitude ode r de r Charakteristika d es b asalen Chloridstroms z ur F olge. ( C) D as a ngelegte I V-
Protokoll im pliziert K lemmspannungen v on -120 mV bi s +100 mV i n S chritten von 2 0 mV. J eder 
dieser Impulse wird für eine Dauer von 500 ms gehalten. 
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In Übereinstimmung hiermit e rgab die Berechnung der τ off

Abbildung 3.3.1. 14

-Werte bei +80 mV und 

+100 m V ke ine s ignifikanten U nterschiede z wischen T LCS-behandelten 

Hepatozyten und K ontrollzellen ( ). 5 Minuten na ch Erstellung 

des „ Whole-Cell“-Kontakts w urden i n den TLCS-behandelten Zellen die W erte 

431,5 ± 63,75 ms (n=6, bei +80 mV) und 349,29 ± 54,16 ms (n=7, bei +100 mV) und 

in den Kontrollzellen die Werte 301,6 ±  68,47 m s (n=5, bei +80 mV) und 351,38 ±  

81,08 ms (n=8, bei +100 mV) ermittelt (Abbildung 3.3.1. 14). 

 

Abbildung 3. 3.1. 13: D er Strom-Spannungs-Beziehungs-Graph r epräsentiert d ie unter i sotonen 
Bedingungen ge messenen C hloridströme i n Hepatozyten, w elche intrazellulär mit 5 0 µM  T LCS 
behandelt wurden und in Kontroll-Hepatozyten (0,5 % DMSO). Die dargestellten Ströme wurden 5  
Minuten na ch E rstellung d er „ Whole-Cell“-Konfiguration abgeleitet. D ie e rmittelten mittleren 
Stromdichten ( pA/pF) wurden g egen di e a pplizierten K lemmspannungen ( mV) a ufgetragen 
(arithmetisches Mittel + SEM). Die intrazelluläre Applikation von 50 µM TLCS hatte keine 
signifikante V eränderung d es b asalen C hloridstroms i n H epatozyten zu r F olge ( sind k eine * 
angegeben, u nterschieden sich d ie D atensätze b ei d en an gegebenen Klemmspannungen nicht 
statistisch signifikant voneinander). 
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3.3.1.2 Der basale Chloridstrom nach 30 Minuten Stimulation mit TLCS 

In de r l etzten V ersuchsreihe z um E ffekt von T LCS s ollte un tersucht w erden, 

welchen Einfluss eine S timulation von i ntakten H epatozyten a uf de n ba salen 

Chloridstrom ha t. H ierzu w urden zwölf Stunden al te H epatozyten, unter 

Zellkulturbedingungen (bei 37°C, 5 % CO2

Die Or iginalableitungen in 

 und 100 % relativer Luftfeuchtigkeit), 30 

Minuten mit  50 µ M T LCS inkubiert. D ie Zellen wurden a nschließend in di e m it 

isotoner B adlösung gefüllte M esskammer üb erführt und e in „ Whole-Cell“-Kontakt 

erstellt. M ittels di eser V ersuchsanordnung konnten nun Modifikationen de s 

Chloridstroms erfasst w erden, welche einer zytoplasmatischer S ignaltransduktion 

unterliegen.  

Abbildung 3.3.1. 15 wurden dur ch A nlegen der IV  

Protokolle 5 Minuten nach E rstellen de s „ Whole-Cell“-Kontakts in T LCS-

behandelten (A) sowie in Kontrollzellen (B) abgeleitet. Wie deutlich zu erkennen ist, 

wurde auch hier eine Hemmung der Stromamplitude aufgezeichnet.  

 

Abbildung 3. 3.1. 14: Das S äulen-
diagramm z eigt d ie Zeitkonstanten 
der I naktivierung nach 5  Minuten 
intrazellulärer Stimulation der 
Hepatozyten mit 5 0 µM  TLCS b zw. 
DMSO (1 %, Kontrolle) bei +80 und 
+100 mV K lemmspannung. Die d ar-
gestellten W erte wurden 5 M inuten 
nach Erstellen des „Whole-Cell“-
Kontakts be i + 80 mV und +100 mV 
Klemmspannung abgeleitet ( arith-
metisches Mittel + SEM). Die In-
aktivierungskinetik des basalen, unter 
isotonen Bedingungen gemessenen 
Chloridstroms wurde durch die intra-
zelluläre Applikation d es G allen-
salzes nicht signifikant beeinflusst. 
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5 Minuten nachdem die Experimente gestartet wurden, konnte in TLCS-stimulierten 

Hepatozyten eine mittlere Stromdichte von 20,41 ±  6 ,29 pA/pF (n=6, bei +80 mV) 

und in Kontrollzellen von 30,34 ± 6,74 pA/pF (n=6, bei +80 mV) gemessen werden. 

Tendenziell konnt e s omit de r hemmende Effekt v on T LCS n ach ex trazellulärer 

Stimulation ohne V orinkubation ( 3.3.1.1) bestätigt w erden. Die s tatistische 

Auswertung mitte ls S tudent t -Test e rgab j edoch ke inen s ignifikanten Unterschied 

zwischen TLCS-vorinkubierten Zellen und Kontrollzellen.  

Auch di e s pannungsabhängige Inaktivierung des C hloridstroms w ar i n dieser 

Versuchsreihe nicht signifikant verändert. Während in TLCS-stimulierten Zellen τoff-

Werte von 344 ,0 ± 57,12 ms (n= 4, be i +80 mV) und 227,00 ± 60,05 m s (n=4, bei 

+100 mV) ermittelt wurden, be trugen diese in Kontroll-Hepatozyten 437,8 ±  67,05 

ms (n=5, bei +80 mV) bzw. 328,0 ± 80,67 ms (n=6, bei +100 mV). Tendenziell ließ 

sich somit eine g eringe B eschleunigung de r Inaktivierung s owohl be i + 80 m V a ls 

auch be i + 100 m V b eobachten. D ie s tatistische A uswertung e rgab j edoch ke ine 

signifikante M odifikation de r Inaktivierungskinetik na ch de r T LCS-Behandlung 

intakter Hepatozyten.  

 

Abbildung 3. 3.1. 15: Originalableitungen des un ter i sotonen B edingungen a ufgezeichneten 
Chloridstroms i n isolierten H epatozyten der R atte (A) nach 30 Minuten Vorinkubation mit 50 µM 
TLCS unter Zellkulturbedingungen und (B) Kontrollzellen (30 Minuten 0,5 % DMSO). Die Ströme 
wurden 5  M inuten nach E rstellen d es „Whole-Cell“-Kontakts a bgeleitet. Die 30-Minuten- 
Vorinkubation mit 50 µM TLCS hatte eine Hemmung der Stromamplitude des basalen Chloridstroms 
zur Folge. (C) Das angelegte IV-Protokoll implizierte Klemmspannungen von -120 mV bis +100 mV 
in Schritten von 20 mV. Jeder dieser Impulse wurde für eine Dauer von 500 ms gehalten. 
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Abbildung 3.3.1. 16: Der Strom-Spannungs-Beziehungs-Graph repräsentiert die unter isotonen 
Bedingungen gemessenen Chloridströme in TLCS-stimulierten (50 µM) Hepatozyten und K ontroll-
Hepatozyten (0,5% DMSO). Die frisch isolierten Zellen wurden zunächst 12 Stunden kultiviert und 
dann unter Zellkulturbedingungen mit 5 0 µ M T LCS f ür 30 M inuten in kubiert. D ie d argestellten 
Ströme wurden 5 M inuten n ach E rstellung de r „ Whole-Cell“-Konfiguration a bgeleitet. D ie 
ermittelten mittleren S tromdichten (pA/pF) wurden gegen die applizierten Klemmspannungen (mV) 
aufgetragen (arithmetisches Mittel + SEM). Die Behandlung intakter Hepatozyten mit 50 µM TLCS 
zeigte d ie T endenz d er R eduktion d er S tromintensität a ber k einen statistisch s ignifikanten 
Unterschied zur Stromintensität in den Kontrollzellen (sind keine * angegeben, unterschieden sich die 
Datensätze bei den angegebenen Klemmspannungen nicht statistisch signifikant voneinander). 

 

 

Abbildung 3. 3.1. 17: Das S äulen-
diagramm zeigt die Zeitkonstanten 
der Inaktivierung nach 30 Minuten 
Inkubation i ntakter H epatozyten 
mit 5 0 µ M T LCS. Die 
dargestellten W erte w urden 5 
Minuten nach Erstellen des 
„Whole-Cell“-Kontaks bei +80 mV 
und + 100 mV K lemmspannung 
abgeleitet (arithmetisches M ittel +  
SEM). Die Inaktivierungskinetik 
des b asalen, unter i sotonen 
Bedingungen gemessenen Chlorid-
stroms wurde d urch diese 
Applikation des Gallensalzes nicht 
signifikant beeinflusst.  
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Zusammengefasst z eigten d ie v erschiedenen V ersuchsreihen, d ass d as 

proapoptotische Gallensalz TLCS in der Lage war sowohl den basalen als auch den 

schwellungsaktivierten Chloridstrom in Hepatozyten stark zu hemmen. Dieser Effekt 

wurde über extrazelluläre Komponenten der Plasmamembran vermittelt und bedurfte 

keinerlei z ytoplasmatischer S ignaltransduktion. Während na ch de r extrazellulären 

Stimulation e in sehr s tarker hemmender Effekt g emessen w erden konnt e, ha tte di e 

intrazelluläre A pplikation von T LCS keinerlei W irkung a uf de n ba salen 

Chloridstrom. D ie 30 -minütige Vorinkubation intakter Hepatozyten ( unter 

Zellkulturbedingungen) mit dem proapoptotischen Gallensalz hatte keinen statistisch 

signifikanten E ffekt z ur F olge, z eigt j edoch t endenziell e ine R eduktion de r 

Stromintensität. Diese T endenz lä sst s ich mit d er R eversibilität d es T LCS-Effekts 

erklären. D a d ie einzelnen Experimente der V ersuchsreihe i n ei ner Zeitspanne von 

30 M inuten i n T LCS-freier B adlösung aufgezeichnet w urden, befanden s ich di e 

untersuchten Zellen zum Zeitpunkt der Messungen in unterschiedlichen Phasen der 

Reversibilität. D ies e rklärt weiterhin die hohe n Standardabweichungen des 

Mittelwerts in dieser Versuchsreihe.  
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3.3.2 Tauroursodesoxycholat (TUDC) 

3.3.2.1 Der Effekt v on ex trazellulär a ppliziertem TUDC auf de n basalen 
Chloridstrom 

Des Weiteren wurde in dieser Arbeit der Effekt des an tiapoptotischen Gallensalzes 

Tauroursodesoxycholat ( TUDC) auf d en basalen, unt er i sotonen Bedingungen 

charakterisierten, Chloridstrom (3.1) u ntersucht und be schrieben. Hierzu w urde 

zunächst de r „ Whole-Cell“-Kontakt i n i sotoner B adlösung aufgebaut und der 

Chloridstrom bei Zeitpunkt 0’ (0 Minuten TUDC), d.h. vor  Zugabe von TUDC (50 

µM) z ur B adlösung, ab geleitet. Die Or iginalableitungen in Abbildung 3.3.2. 1A 

zeigen den bereits unter 3.1 beschrieben auswärts gleichrichtenden Chloridstrom. Die 

mittlere Stromdichte bei +80 mV betrug 28,75 ± 4,75 pA/pF (n=15).  

 

 

 

 

 

 

Die Zugabe von 50 µM TUDC zur Extrazellulärlösung hatte eine schnelle Hemmung 

des gemessenen C hloridstroms z ur F olge (Abbildung 3.3.2. 1B). 5 Minuten nach 

Zugabe des Gallensalzes war die mittlere Stromdichte bei +80 mV auf 18,53 ± 2,58 

pA/pF ( n=15) r eduziert. Nach 10-minütiger Exposition mit TUDC blieb di ese bei 

einem W ert von 18,59 ±  2,59 pA/pF (n=14) annähernd g leich. Bereits 1 5 Minuten 

nach Zugabe des Gallensalzes konnte ein Rückgang des Effekts verzeichnet werden. 

Die mittlere Stromdichte stieg auf 21,79 ± 3,26 pA/pF (n=11), womit sie jedoch noch 

deutlich unter jener vor Zugabe von TUDC lag.  

Abbildung 3. 3.2. 1: Originalableitungen des u nter i sotonen B edingungen a ufgezeichneten C hlorid-
stroms in isolierten Hepatozyten der Ratte (A) vor und (B) 5 Minuten nach Zugabe von 50 µM TUDC 
zu Badlösung. TUDC hatte eine Reduktion der Stromamplitude des basalen Chloridstroms zur Folge. 
(C) Das angelegte IV-Protokoll impliziert Klemmspannungen von -120 mV bis +100 mV in Schritten 
von 20 mV. Jeder dieser Impulse wird für eine Dauer von 500 ms gehalten. 
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Die maximale Hemmung (Abbildung 3.3.2. 3A) wurde somit, wie im Fall von TLCS, 

bereits n ach 5 -minütiger Stimulation mi t TUDC e rreicht ( p < 0,05, n= 15, be i + 80 

mV). D ie pr ozentuale Reduktion de r S tromintensität bei + 80 m V K lemmspannung 

ist in  Abbildung 3.3.2. 3B dargestellt und be trug 28  ± 6 % (n=15). Verglichen mit 

der TLCS-induzierten Hemmung des Chloridstroms (52 ± 9 %, n=11, bei +80 mV) 

ist jene TUDC-induzierte Hemmung statistisch signifikant geringer (p < 0,05). 

Betrachtete man nun einzeln die Ströme bei den verschiedenen Klemmspannungen (-

120 m V bi s + 100mV, s iehe IV-Protokoll), zeigte s ich, dass eine Hemmung de r 

Stromintensität nur bei positiven Potentialen auftrat (p < 0,01 bei +20 mV, +40 mV, 

+60 m V und  +100 m V, p <  0,05 be i +80 m V). D er IV-Graph, d argestellt in  

Abbildung 3.3.2. 2A, zeigt d ie mittle ren S tromdichten, bei d en v erschiedenen 

Klemmspannungen, vor und na ch Zugabe von  T UDC z ur Badlösung. E s w ird 

deutlich, da ss be i ne gativen K lemmspannungen ke in E ffekt gemessen w erden 

konnte. D ieses M erkmal unterscheidet d en T UDC-induzierten hemmenden Effekt 

deutlich von j enem TLCS-induzierten hemmenden Effekt, w elcher s owohl be i 

positiven als auch bei negativen Membranspannungen zu beobachten war. 

Auch in den Kontrollexperimenten wurde z unächst de r Chloridstrom am Zeitpunkt 

0’ a bgeleitet. E rwartungsgemäß konnt e e rneut der z uvor charakterisierte auswärts 

gleichrichtende Chloridstrom gemessen werden. Dieser w ies eine mitt lere S trom-

dichte von 27, 47 ± 2,17 pA/pF (n=14, bei +80 mV) auf (Abbildung 3.3.2.  1B). Die 

Zugabe v on D MSO hatte ke ine s ignifikante M odifizierung d er S tromdichte z ur 

Folge. So wurde 5 Minuten nach Zugabe von D MSO eine mittlere Stromdichte von 

27,02 ± 3,83 pA/pF (n=14, bei +80 mV) gemessen. Die Stromdichte s tieg über die 

Zeit d er M essungen l eicht, aber n icht statistisch s ignifikant, an. N ach 1 0- und 15 -

minütiger E xposition wurde eine mittlere Stromdichte von 30.76 ±  5.37 pA /pF 

(n=10, be i + 80 m V) bzw. 38.21 ±  8.0 pA /pF (n=8, be i + 80 m V) gemessen. D ies 

Abbildung 3. 3.2. 2: Die S trom-Spannungs-Beziehungs-Graphen r epräsentieren d ie u nter i sotonen 
Bedingungen ge messenen Chloridströme i n ( A) T UDC-stimulierten ( 50 µM ) H epatozyten und ( B) 
Kontrollzellen (0,5 % D MSO). D ie e rmittelten mittleren S tromdichten ( pA/pF) wurden gegen d ie 
applizierten K lemmspannungen ( mV) a ufgetragen ( arithmetisches M ittel +  S EM). ( A) Die Z ugabe 
von 50 µ M T UDC zur B adlösung hatte e ine s ignifikante Hemmung des z uvor gemessenen 
Chloridstroms zur F olge. D ieser E ffekt zei gte s ich jedoch au sschließlich bei p ositiven 
Klemmspannungen ( *p < 0, 05, * *p <  0, 01, n =11). ( B) D ie Zugabe von D MSO z ur B adlösung 
(Kontrollexperimente) hatte keinen signifikanten Effekt auf den basalen Chloridstrom in Hepatozyten 
(sind keine * angegeben, unterschieden sich die Datensätze bei den angegebenen Klemmspannungen 
nicht statistisch signifikant voneinander). 
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zeigte, dass das Lösungsmittel DMSO alleine keinen Effekt auf den in dieser Arbeit 

untersuchten Chloridstrom hatte. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Ähnlich de s T LCS-Effekts ha tte a uch T UDC e ine ve ränderte Inaktivierungskinetik 

des gemessenen Stroms zur Folge. Auch hier konnte eine deutliche Beschleunigung 

der potentialabhängigen Inaktivierung be i +80 mV und  +100 mV Klemmspannung 

gemessen werden (Abbildung 3.3.2. 4). Während die Zeitkonstante der Inaktivierung 

bei + 100 m V vor Z ugabe von T UDC z ur B adlösung 692,93 ±  128,36 m s ( n=14) 

betrug, war d iese 5 Minuten nach Zugabe des Gallensalzes auf etwa die Hälfte des 

ursprünglichen Wertes, auf 378,48 ± 61,19 ms (n=14), gesunken. Betrachtet man die 

Inaktivierungskinetik bei +80 mV (Abbildung 3.3.2. 4), ist auch hier eine deutliche 

Verringerung von τoff zu e rkennen. Bei + 80 m V K lemmspannung w urde vor  der 

Stimulation mit  T UDC ein τoff-Wert von 1360,14 ±  673,71  m s ( n=14) ermittelt. 5 

Minuten na ch Zugabe v on T UDC z ur E xtrazellulärlösung betrug dieser 721,26 ±  

Abbildung 3.3.2. 3: (A) Das Säulendiagramm zeigt die mittleren Stromdichten bei +80 mV vor und 
nach Zugabe von 50 µ M TUDC zur isotonen Badlösung (arithmetisches Mittel + SEM). 5 Minuten 
nach der Zugabe von TUDC war der basale Chloridstrom bei +80 mV Klemmspannung signifikant 
gehemmt (*p < 0,05, n=14). Sowohl 10 als auch 15 Minuten Exposition mit dem Gallensalz führten 
tendenziell zu einer Reduktion der Stromintensität. Diese war jedoch nicht statistisch signifikant. (B) 
Das S äulendiagramm z eigt di e pr ozentuale H emmung de s C hloridstroms ( bei + 80 mV) n ach 5 -
minütiger, e xtrazellulärer S timulation mit T UDC b zw. D MSO ( Kontrolle, a rithmetisches M ittel +  
SEM). TUDC hemmte den basalen Chloridstrom bei +80 mV Klemmspannung um 28 ± 6 % (*p <  
0,05). 
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187,14 ms (n=14). Die sehr hohe S tandartabweichung bedingt, dass die s tatistische 

Auswertung keine Signifikanz ergab.  

Die Berechnung von τoff in de n K ontrollexperimenten l ässt ke inen E ffekt dur ch 

DMSO erkennen. Während der Wert bei +100 mV Klemmspannung vor der Zugabe 

von TUDC (669,46 ± 139,55 ms, n=14) geringfügig höher war als 5 M inuten nach 

der Zugabe (496,81 ±101,8 ms, n=12), l ag de r Wert be i +80 mV Klemmspannung 

nach Z ugabe (1013,83 ± 259,58 m s, n= 12) leicht unt er j enem b ei Zeitpunkt 0’  

(649,64 ±  112,11 m s, n= 14). Alle ermittelten τoff Abbildung 3.3.2. 4-Wert s ind i n  

graphisch dargestellt.  

 

 
 

 

 

 

 

Abbildung 3. 3.2. 4: Das S äulen-
diagramm zeigt die Zeitkonstanten 
der Inaktivierung bei den Klemm-
spannungen + 80 mV un d + 100 
mV, vor un d 5 M inuten n ach 
Zugabe vo n T UDC b zw. D MSO 
(Kontrolle) z ur B adlösung ( arith-
metisches M ittel +  S EM). Die 5 -
minütige S timulation mit T UDC 
hatte e ine B eschleunigung der 
potentialabhängigen I naktivierung 
bei K lemmspannungen von + 80 
mV und + 100 m V ( *p <  0, 05, 
n=14) zur Folge. 
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3.3.2.2 Der Effekt v on i ntrazellulär a ppliziertem TUDC auf de n basalen 
Chloridstrom 

Die f olgende V ersuchsreihe s ollte, g enau w ie bereits f ür T LCS g etestet (3.3.1.1) 

klären, ob TUDC s einen E ffekt extrazellulär o der in trazellulär v ermittelt. H ierfür 

wurde d ie P ipettenlösung mit 5 0 µ M T UDC v ersetzt. S omit v ereinigten s ich 

Zytoplasma und P ipettenlösung di rekt n ach E rstellen des „ Whole-Cell“-Kontakts, 

wodurch eine in trazelluläre Exposition d er P lasmamembran mit  50 µ M T UDC 

stattfand. Die Kontrollexperimente wurden mit 0,5 % DMSO in der Pipettenlösung 

durchgeführt.  

Wie d as p roapoptotische G allensalz T LCS zeigte auch d as antiapoptotische 

Gallensalz T UDC k einen E ffekt n ach i ntrazellulärer Applikation. Die d argestellten 

Originalableitungen (Abbildung 3.3.2. 5) wurden 5 Minuten nach E rstellen des 

„Whole-Cell“-Kontakts gemessen und zeigen i n T UDC-stimulierten H epatozyten 

und Kontrollzellen eine ähnlich Amplitude und Form. 

 

 

 

 

 

 

Der IV -Graph i n Abbildung 3.3.2. 6 bestätigt, d ass es  zu keiner Modifikation de r 

Stromstärke durch intrazelluläres TUDC kam. Die statistische Auswertung der Daten 

mittels S tudent t -Test ergab k eine s ignifikanten U nterschiede z wischen T UDC-

behandelten Zellen und Kontrollzellen. Die mittlere Stromdichte lag in den TUDC-

stimulierten Hepatozyten be i 23,07  ± 2,84 pA /pF ( n=9, be i + 80 m V) und i n de n 

Kontrollzellen bei 20,28  ±  4, 32 pA /pF ( n=6, be i + 80 m V). Diese V ersuchsreihe 

Abbildung 3.3.2. 5: Originalableitungen des unter isotonen Bedingungen gemessenen Chloridstroms 
(A) nach 5 Minuten intrazellulärer Stimulation mit TUDC (50 µM) und (B) in Kontrollzellen (0,5 % 
DMSO). Durch die Zugabe von 5 0 µM  TUDC zur P ipettenlösung wurden di e H epatozyten 
intrazellulär mit d em G allensalz s timuliert. D iese B ehandlung h atte keine M odifikation d er 
Amplitude oder de r Charakteristika d es b asalen C hloridstroms zu r F olge. ( C) D as an gelegte I V-
Protokoll implizierte Klemmspannungen von -120 mV bis +100 mV in Schritten von 20 m V. Jeder 
dieser Impulse wurde für eine Dauer von 500 ms gehalten. 
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konnte zeigen, dass intrazellulär appliziertes TUDC im Vergleich zu extrazellulärem 

TUDC keinen Effekt auf di e S tromstärke des basalen, unter i sotonen Bedingungen 

gemessenen Chloridstroms hatte. Somit konnte die Annahme bestärkt werden, dass 

der TUDC-induzierte hemmende Effekt auf de n C hloridinflux (bei p ositiven 

Klemmspannungen) von d er extrazellulären S eite d er Plasmamembran v ermittelt 

wird.  

 

 

 

 

 

 

 

Zusätzlich ergab die Berechnung von τ off

Abbildung 

3.3.2. 7

 bei den Klemmspannungen +80 und +100 

mV keine signifikanten Unterschiede in der Inaktivierungskinetik TUDC-behandelter 

Hepatozyten und K ontrollzellen. E s konn te j edoch di e T endenz e iner 

Beschleunigung der Inaktivierung des Chloridstroms beobachtet werden (

). Die entsprechenden τoff-Werte w urden mit 379,63 ±  23,64 m s ( n=8) b ei 

Abbildung 3 .3.2. 6: Der S trom-Spannungs-Beziehungs-Graph r epräsentiert d ie unter i sotonen 
Bedingungen ge messenen Chloridströme in (A) intrazellulär TUDC-stimulierten (50 µM) 
Hepatozyten und ( B) K ontroll-Hepatozyten ( 0,5 % DM SO). Di e dargestellten S tröme w urden 5 
Minuten n ach E rstellen d er „ Whole-Cell“-Konfiguration abgeleitet. D ie e rmittelten mittleren 
Stromdichten ( pA/pF) wurden gegen d ie a pplizierten K lemmspannungen ( mV) a ufgetragen 
(arithmetisches M ittel +  S EM). D ie intrazelluläre Applikation v on T UDC hatte keine s ignifikante 
Veränderung des basalen Chloridstroms zur Folge (sind keine * angegeben, unterschieden sich die 
Datensätze bei den angegebenen Klemmspannungen nicht statistisch signifikant voneinander). 
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+80 mV und 362,33 ±45,25 ms (n=9) bei +100 mV in den TUDC-behandelten Zellen 

bzw. 402,20 ± 42,90 m s (n=5) bei +80 mV und 257.75 ± 63.42 ms (n=4) bei +100 

mV in den Kontroll-Hepatozyten berechnet (Abbildung 3.3.2. 7). 

 

 

 

Es konnt e gezeigt w erden, d ass d ie T UDC-induzierte Hemmung des basalen 

Chloridstroms v on d er extrazellulären S eite d er Plasmamembran v ermittelt w urde. 

Da d er E ffekt von T UDC a uftrat, nachdem de r „ Whole-Cell“-Kontakt a ufgebaut 

wurde, ka nn d avon a usgegangen w erde, d ass e s s ich hi erbei um  e ine di rekte 

Interaktion d es G allensalzes mit  extrazellulären S trukturen d er M embran h andelte. 

Eine zytoplasmatische S ignaltransduktion konnte w eitgehend a usgeschlossen 

werden. D iese E igenschaften wurden bereits für d en T LCS-induzierten E ffekt 

gezeigt ( 3.3.1). Die H emmung des C hloridstroms b ei pos itiven K lemmspannungen 

war nach TCLS-Stimulation s ignifikant s tärker ( p <  0, 05) a ls na ch TUDC-

Stimulation.  

Der grundlegende U nterschied beider E ffekte b estand darin, da ss T LCS a uch be i 

negativen K lemmspannungen hemmend auf den C hloridstrom w irkte, T UDC 

hingegen ausschließlich bei positiven Potenzialen diesen Effekt zeigte. 

Abbildung 3. 3.2. 7: D as Säulen-
diagramm z eigt d ie Z eitkonstanten 
der In aktivierung na ch intra-
zellulärer S timulation d er H epato-
zyten mit 5 0 µ M TUDC sowie i n 
Kontrollzellen. Die d argestellten 
Werte w urden 5 M inuten na ch 
Erstellen des „Whole-Cell“-
Kontaks bei +80 mV und +100 mV 
Klemmspannung a bgeleitet (arith-
metisches Mittel + SEM). Die 
Inaktivierungskinetik d es b asalen 
Chloridstroms wurde du rch di e 
intrazelluläre Stimulation mit 
TUDC nicht signifikant beeinflusst. 
Die T endenz ei ner B eschleunigung 
der I naktivierung ko nnte j edoch 
beobachtet werden.  
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3.3.3 Taurocholat (TC) 

3.3.3.1 Der Effekt v on ex trazellulär a ppliziertem TC auf de n ba salen 
Chloridstrom 

Wie auch bei den zuvor getesteten Gallensalzen TLCS und TUDC wurde zunächst 

der extrazelluläre Effekt von Taurocholat (TC) ohne die B eteiligung 

zytoplasmatischer S ignaltransduktion auf de n ba salen C hloridstrom unt ersucht.

Taurocholat w irkt, im G egensatz z u T LCS und T UDC, w eder pro- noch 

antiapoptotisch. Die e rste A bleitung des S troms be i Zeitpunkt 0’  r epräsentiert di e 

Chloridströme übe r di e Plasmamembran v or d er Stimulation der Z ellen mit T C (0 

Minuten TC) (Abbildung 3.3.3. 1A). Di e Zugabe von 50µ M T C zur i sotonen 

Badlösung hatte keinen Einfluss auf den gemessenen Chloridstrom (Abbildung 3.3.3. 

1B). Di e Originalableitungen, welche v or und 5 Minuten na ch d er Zugabe des 

Gallensalzes aufgezeichnet wurden s ind i n Abbildung 3.3.3. 1 dargestellt. Diese 

zeigen, d ass ex trazelluläres T C keine M odifikation de r Stromamplitude oder der 

Charakteristika des basalen Chloridstroms hervorrief. Die mittleren Stromdichten bei 

den ve rschiedenen K lemmspannungen ( IV-Protokoll) s ind im I V-Graph i n 

Abbildung 3.3.3. 2 gezeigt. Sowohl in den TC-behandelten Hepatozyten als auch in 

den K ontrollzellen konnt e de r für P atch-Clamp-Experimente i n d er „ Whole-Cell“-

Konfiguration t ypische, nicht s ignifikante Anstieg d er S tromstärke mit f ort-

schreitender Experimentdauer beobachtet werden.  

 

 
 

 

 

Abbildung 3. 3.3. 1: Originalableitungen des unter i sotonen B edingungen a ufgezeichneten 
Chloridstroms in i solierten Hepatozyten der Ratte (A) vor und (B) 5  Minuten nach Zugabe von 50 
µM T C zu r B adlösung. D ie ex trazelluläre Applikation v on T C h atte k eine M odifikation d er 
Amplitude ode r de r Charakteristika d es b asalen C hloridstroms z ur F olge. ( C) D as a ngelegte I V-
Protokoll implizierte Klemmspannungen von -120 mV bis +100 mV in Schritten von 20 mV. Jeder 
dieser Impulse wurde für eine Dauer von 500 ms gehalten. 
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Die initiale Stromdichten bei +80 mV Klemmspannung betrug vor Zugabe von T C 

19,65 ± 3,10 pA/pF (n=6). 5 Minuten nach der Zugabe von TC stieg diese leicht auf 

19,27 ±  2, 69 pA /pF ( n=6). N ach 10 - bzw. 15 -minütiger E xposition e rreichte s ie 

Werte von 23,08 ±  3, 21 pA /pF (n=4) bz w. 26,54 ±  3, 71 pA /pF ( n=4) ( Abbildung 

3.3.3. 2A). In d en K ontrollzellen l ag di e m ittlere S tromdichte im Zeitpunkt 0' be i 

21,95 ± 3,55 pA/pF (n=6, bei +80 mV). Diese stieg auf 23,94 ± 3,20 pA/pF (n=6, bei 

+80 m V) n ach 5-minütiger, a uf 25,91 ±  3, 98 p A/pF ( n=5, be i + 80 m V) na ch 10 -

minütiger und auf 30,67 ± 4,20 pA/pF (n=4) nach 15-minütiger Exposition mit dem 

Lösungsmittel ( isotone E xtrazellulärlösung) ( Abbildung 3.3.3. 2B). D ie s tatistische 

Auswertung d er D aten mitte ls Student t -Test er gab, d ass es  w eder bei de n 

Experimenten mit  T C-Stimulation noch bei d en K ontrollexperimenten z u einem 

signifikanten Anstieg d er Stromdichte über d ie Zeit k am. Dieser A nstieg kann m it 

der s pontanen A ktivierung de s C hloridstroms i n de r „ Whole-Cell“-Konfiguration 

erklärt werden (Sarota, 1992, Hagiwara et al., 1992, Zhang und Lieberman, 1996, zur 

Übersicht Baumgartner und Clemo, 2003) und war nicht signifikant. 

Die Berechnung von τoff 

Abbildung 3.3.3. 3

und die Auswertung de r Inaktivierungskinetik de r 

gemessenen C hloridströme z eigten, d ass d ie ex trazelluläre S timulation mit 

Taurocholat ke ine M odifikation de r Inaktivierungskinetik zur F olge ha tte. I n 

 sind die mittleren τoff-Werte bei +80 und + 100 mV jeweils vor  

und 5 Minuten nach der Zugabe des Gallensalzes bzw. des Lösungsmittels (isotone 

Extrazellulärlösung) d argestellt. In allen F ällen is t d ieser W ert z u B eginn d es 

Experiments et was s chwächer al s n ach 5 -minütiger P rogression der E xperimente. 

Bei Zeitpunkt 0’ (vor der Zugabe von TC) wurde τoff mit 588,8 ± 107,7 ms (n=5) bei 

+80 mV und mit 516,17  ± 130,66 ms (n=6) bei +100 mV Klemmspannung ermittelt. 

Nach 5-minütiger Exposition zu 50 µ M TC lagen diese Werte bei 794,67 ± 250,63 

ms ( n=6, be i +80 m V) bzw. 572,00 ±  214.84 m s ( n=6, be i +100 m V). Bei di esen 

Daten handelte es sich nicht um signifikant unterschiedliche Werte. Dies bedeutete, 

Abbildung 3. 3.3. 2: Die S trom-Spannungs-Beziehungs-Graphen r epräsentieren d ie u nter i sotonen 
Bedingungen g emessenen C hloridströme i n ( A) T C-stimulierten ( 50 µM)  H epatozyten und ( B) 
Kontroll-Hepatozyten (0,5 % DMSO). Die ermittelten mittleren Stromdichten (pA/pF) wurden gegen 
die applizierten Klemmspannungen (mV) aufgetragen (arithmetisches Mittel + SEM). (A) Die Zugabe 
von 50 µ M TC zur B adlösung ha tte keine s ignifikante V eränderung der S tromintensität des zuvor 
gemessenen C hloridstroms zur Folge. (B) D ie Zugabe von DMSO zur Badlösung (Kontroll-
experimente) h atte eb enfalls k einen E ffekt ( n=7) au f den b asalen C hloridstrom. In be iden 
Versuchsreihen wurde mit s teigender Versuchsdauer eine stetig steigende Stromintensität gemessen. 
Dieser Anstieg der Stromdichte war nicht signifikant (sind keine * angegeben, unterschieden sich die 
Datensätze bei den angegebenen Klemmspannungen nicht statistisch signifikant voneinander). 
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dass a uch di e Inaktivierungskinetik de s untersuchten C hloridstroms v on 50 µ M 

extrazellulär a ppliziertem Taurocholat n icht mo difiziert w urde. D ie K ontrollzellen 

zeigten äh nliche K inetiken, s odass au ch z wischen T C-stimulierten u nd 

Kontrollzellen nach 5-minütiger Progression der Experimente keine Unterschiede zu 

beobachten waren (Abbildung 3.3.3. 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3. 3.3. 3: Das S äulen-
diagramm zeigt die Zeitkonstanten 
der Inaktivierung bei +80 mV und 
+100 m V Klemmspannung, vo r 
und 5  M inuten nach Zugabe v on 
TC b zw. DMSO ( Kontrolle) zu r 
Badlösung (arithmetisches M ittel 
+ S EM). D ie 5 -minütige extra-
zelluläre E xposition mit T C hatte 
keine Modifizierung der potential-
abhängigen I naktivierung z ur 
Folge. 
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3.3.3.2 Der E ffekt v on intrazellulär a ppliziertem TC a uf d en basalen 
Chloridstrom 

Schließlich wurde auch für das Gallensalz Taurocholat die intrazelluläre Applikation 

getestet. Durch Zugabe des Gallensalzes zur Pipettenlösung (50 µM) vermischte sich 

diese n ach Erstellen de s „ Whole-Cell“-Kontakts mit d em Z ytoplasma der 

Hepatozyten, sodass eine intrazellulär Stimulation der Zellen mit 50 µM Taurocholat 

stattfand. In de n K ontrollexperimenten w urde die Pipettenlösung ohne  Z usatz 

verwendet. 

Nach 5 Minuten in trazellulärer Exposition mit  50 µ M T C w urde eine mittle re 

Stromdichte von 21,29  ± 2,14 pA/pF (n=31, bei +80 mV) und in den Kontrollzellen 

von 19,99 ± 2,64 pA/pF (n=24, bei +80 mV) gemessen (Abbildung 3.3.3. 5). Dieser 

Strom zeigte in beiden Versuchsreihen erneut die biophysikalischen Charakteristika 

des ICl,swell Abbildung 3.3.3. 4( ). Intrazelluläres TC hatte somit keinen Effekt auf den 

basalen, unter isotonen Bedingungen gemessenen Chloridstrom in Hepatozyten. 

 

 

 

 

 

 

Die Zeitkonstanten der Inaktivierung wurden mit 330,57 ± 36,26 ms (n=23) bei +80 

mV und 256,73 ±25,41 (n=27) bei +100 mV in TC-behandelten Hepatozyten und mit 

329,73 ± 33,94 ms (n=18) bei +80 mV bzw. 242,10 ± 31,2 ms (n=20) bei +100 mV 

in de n K ontrollzellen b estimmt. D ie e rrechneten Z eitkonstanten w urden in ei nem 

Säulendiagramm aufgetragen und s ind in Abbildung 3.3.3. 6 dargestellt. Es konnte 

Abbildung 3.3.3. 4: Originalableitungen des unter isotonen Bedingungen gemessenen Chloridstroms 
(A) 5 Minuten nach intrazellulärer Applikation von TC (50µM) und (B) in Kontrollzellen. Durch die 
Zugabe von 50 µM TC zur Pipettenlösung wurden die Hepatozyten intrazellulär mit dem Gallensalz 
stimuliert. Diese Behandlung h atte keine Mo difikation der Amplitude oder den C harakteristika des 
basalen Chloridstroms zur Folge. (C) Das angelegte IV-Protokoll implizierte Klemmspannungen von  
-120 mV bis +100 mV in Schritten von 20 mV. Jeder dieser Impulse wurde für eine Dauer von 500 
ms gehalten. 
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keine signifikante Modifizierung de r Inaktivierungskinetik du rch 50 µ M 

intrazelluläres Taurocholat ermittelt werden (Abbildung 3.3.3. 6). 

 

 

 

 

 

Abbildung 3. 3.3. 5: Der S trom-Spannungs-Beziehungs-Graph r epräsentiert d ie u nter i sotonen 
Bedingungen ge messenen Chloridströme i n ( A) intrazellulär T C-stimulierten ( 50 µM ) H epatozyten 
und ( B) K ontroll-Hepatozyten. D ie d argestellten S tröme wurden 5  M inuten nach Erstellen der 
„Whole-Cell“-Konfiguration abgeleitet. Die ermittelten mittleren Stromdichten (pA/pF) wurden gegen 
die applizierten Klemmspannungen (mV) aufgetragen (arithemisches Mittel + SEM). Die 
intrazelluläre S timulation mit 50 µM TC ha tte ke ine s ignifikante Veränderung des b asalen 
Chloridstroms in Hepatozyten zur Folge (sind keine * angegeben, unterschieden sich die Datensätze 
bei den angegebenen Klemmspannungen nicht statistisch signifikant voneinander) 

Abbildung 3. 3.3. 6: Das S äulen-
diagramm z eigt d ie Zeitkonstanten 
der Inaktivierung nach intrazellulärer 
Stimulation d er H epatozyten mit 5 0 
µM TC sowie in K ontrollzellen. Die 
dargestellten W erte wurden 5 
Minuten n ach E rstellen d es „Whole-
Cell“-Kontaks bei +80 mV und +100 
mV K lemmspannung abgeleitet 
(arithmetisches M ittel +  S EM). Die 
Inaktivierungskinetik d es basalen, 
unter i sotonen B edingungen ge -
messenen Chloridstroms wurde durch 
intrazellulär a ppliziertes T C nicht 
signifikant beeinflusst.  
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3.4 CD95-Ligand: Der Effekt von  C D95-Ligand auf die  
zuvor charakterisierten Chloridströme 
In d iesem T eil der A rbeit s ollte e in w eiterer, in H epatozyten proapoptotisch-

wirkender Faktor untersucht werden. Ähnlich wie das hydrophobe Gallensalz TLCS 

aktiviert auch C D95L die C D95-abhängige A poptose-Kaskade ( siehe E inleitung). 

Diese Kaskade w ird durch ei nen s chnellen A nstieg d er i ntrazellulären 

Chloridkonzentration un d di e da rauf folgende A zidifizierung früher en dosomaler 

Kompartimente aktiviert. Es sollte nun untersucht werden, ob CD95L in der Lage ist, 

Chloridkanäle in d er P lasmamembran so zu modulieren, dass es  t emporär z um 

Anstieg der intrazellulären Chloridkonzentration kommen kann. Hierzu wurden drei 

verschiedene S timulationsprotokolle a ngewandt: 1)  die extrazelluläre S timulation 

nach Erstellen des „Whole-Cell-Kontaks, 2) die Vorinkubation intakter Hepatozyten 

für 30 M inuten und 3) d ie Vorinkubation intakter Hepatozyten für 16 - 24 Stunden 

(über Nacht).  

 

3.4.1 Der Effekt v on extrazellulär a ppliziertem CD95-Ligand auf 
den basalen Chloridstrom 

Die er ste V ersuchsreihe u ntersuchte d en extrazellulären Effekt de s T odesliganden 

auf de n b asalen C hloridstrom unter de m A usschluss z ytoplasmatischer S ignal-

transduktion. Die z uvor kul tivierten ( 24 – 48 Stunden) H epatozyten w urden i n di e 

mit i sotoner Badlösung gefüllte Messkammer üb erführt, de r „ Whole-Cell“-Kontakt 

aufgebaut und di e Chloridströme durch Anlegen des IV-Protokolls bei Zeitpunkt 0’ 

abgeleitet. Die Originalableitungen sind in Abbildung 3.4. 1A dargestellt und zeigen 

den typischen, in Ratten-Hepatozyten gemessenen basalen Chloridstrom, welcher die 

Charakteristika des ICl,swell

Abbildung 3.4. 1

 aufweist. 5 Minuten nach Zugabe von 100 n g/ml CD95L 

(+ 1 µg/ml E nhancer d es Liganden) konnt e ke ine V eränderung d er S tromstärke 

gemessen w erden ( B). Beide A bleitungen ( Abbildung 3.4.  1) 

zeigten sowohl in ihrer Amplitude als auch in den Charakteristika des Chloridstroms 

große Ähnlichkeit.  
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Der Strom-Spannungs-Beziehungs-Graph (Abbildung 3.4. 2A) zeigt die b ei 

Experimenten in de r „ Whole-Cell“-Konfiguration oft gemessene, s pontane 

Aktivierung des ICl,swell

Abbildung 3.4. 2

 (Sarota, 1992, Hagiwara et al., 1992, Zhang und Lieberman, 

1996, zur Ü bersicht Baumgartner und  C lemo, 2003) . So s tieg die mittle re 

Stromdichte von i nitialen 29,77 ±  12,11 pA /pF ( n=8) über 31,66 ±  12,73 pA /pF 

(n=8) nach 5 Minuten und 37,90 ± 15,59 pA/pF (n=7) nach zehn Minuten auf 48,75 

± 25,01 pA/pF nach 15 Minuten Stimulation mit CD95L ( A). Dieser 

Anstieg der S tromdichte übe r di e Z eit war jedoch ni cht s tatistisch s ignifikant und 

konnte ebenfalls in den Experimenten der Kontrollserie gemessen werden. Nach der 

Exposition mit de m E nhancer de s C D95-Liganden ( Kontrolle) s tieg d ie mittle re 

Stromdichte e benfalls le icht, aber n icht s ignifikant an  (Abbildung 3.4. 2B). Auch 

diese schwache Aktivierung k ann a ls E ffekt de s „ Whole-Cell“-Kontakts z wischen 

Zelle und Pipette angenommen werden (Sarota, 1992, Hagiwara et al., 1992, Zhang 

und L ieberman, 1996,  zur Ü bersicht Baumgartner und  C lemo, 2003) . Weiterhin 

muss beachtet werden, dass aufgrund der geringen Anzahl an Einzelexperimenten (n) 

nach z ehn und 15 M inuten Exposition mit CD95L die S tandardabweichungen sehr 

hoch waren. Dieser Umstand erklärt sich durch den nicht kontrollierbaren und ni cht 

gewünschten A bbruch de s „ Whole-Cell“-Kontakts vor  B eendigung e ines 

Experiments. Die hohe n S tandardabweichungen ließen ke ine ve rlässliche A ussage 

über den Effekt des Todesliganden nach zehn und nach 15 Minuten zu.  

Abbildung 3. 4. 1: O riginalableitungen des u nter i sotonen B edingungen a ufgezeichneten C hlorid-
stroms in isolierten Hepatozyten der Ratte (A) vor und (B) 5 Minuten nach Zugabe von 100 n g/ml 
CD95L (+1µg/ml Enhancer) zur Badlösung. Die Applikation von CD95L nach Erstellen des „Whole-
Cell“-Kontakts hatte keine Modifikation der Amplitude o der d er Charakteristika d es basalen 
Chloridstroms z ur F olge. ( C) D as a ngelegte I V-Protokoll i mplizierte Klemmspannungen vo n -120 
mV bis +100 mV in Schritten von 20 mV. Jeder dieser Impulse wurde für e ine Dauer von 500 ms 
gehalten. 
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Obwohl bereits vor Zugabe des Liganden, d.h. nach Ableitung des Stroms in isotoner 

Badlösung und ohne Stimulation, hohe Standardabweichungen bei den Experimenten 

auftraten, w aren d ie mittle ren S tromdichten vor und 5 Minuten na ch Z ugabe von 

CD95L be i a llen K lemmspannungen annähernd gleich ( Abbildung 3.4. 2A). S omit 

konnte gezeigt werden, dass eine 5-minütige Stimulation mit C D95L keinen Effekt 

auf den basalen Chloridstrom hatte, wenn keine zytoplasmatische Signaltransduktion 

zugelassen wurde.  

Die z uvor g etesteten G allensalze TLCS und T UDC hingegen f ührten ihren E ffekt 

ohne di e Beteiligung z ytoplasmatischer S ignaltransduktion aus. Der Maximaleffekt 

wurde in beiden Fällen bereits nach 5-minütiger Exposition erreicht. 

Die B erechnung de r Zeitkonstanten de r Inaktivierung vor  und 5 Minuten nach der 

Stimulation m it C D95L z eigte, da ss a uch d ie Inaktivierungskinetik von de r 

Stimulation n icht beeinflusst wurde. S o w urden vor  de r Z ugabe von C D95L die 

Zeitkonstanten 472,2 ±  113,12 m s (n=5, be i +80 mV) und 1102,2 ±  1 179,11 m s 

(n=6, bei +100 mV) ermittelt. 5 Minuten na ch der Zugabe d es T odesliganden z ur 

Badlösung betrugen diese 695,0 ± 204,94 ms (n=7) bei +80 mV und 699,5 ± 296,26 

ms (n=7) b ei + 100 mV Klemmspannung. D ie hohe S tandardabweichung be i + 100 

mV Klemmspannung in der Versuchsreihe der CD95L-Stimulation (Abbildung 3.4. 

3, er sten b eiden S äulen) l ieß k eine verlässliche Auswertung der D aten zu. D ie be i 

+80 mV Klemmspannung ermittelten τoff

Abbildung 3.4. 3

-Werte zeigten jedoch keinen signifikanten 

Unterschied zu jenen der Kontrollexperimente ( ). 

Somit k onnte g ezeigt w erden, d ass e ine S timulation mit C D95L, unt er Ausschluss 

zytoplasmatischer S ignaltransduktion, keine V eränderungen d er S tromstärke o der 

der Charakteristika des basal aktiven Chloridstroms in Hepatozyten hervorruft. 

 

Abbildung 3. 4. 2: Die S trom-Spannungs-Beziehungs-Graphen r epräsentieren d ie u nter i sotonen 
Bedingungen gemessenen Chloridströme in (A) CD95L-behandelten (100 ng/ml + 1 µg/ml Enhancer) 
Hepatozyten und ( B) K ontroll-Hepatozyten ( 1000ng E nhancer). D ie e rmittelten mittleren 
Stromdichten ( pA/pF) wurden gegen di e a pplizierten K lemmspannungen ( mV) a ufgetragen 
(arithmetisches Mittel +  SEM). (A) Die Zugabe von CD95L zur Badlösung hatte keine signifikante 
Veränderung der Stromintensität des zuvor gemessenen Chloridstroms zur Folge. (B) Die Zugabe des 
Enhancers z ur B adlösung ( Kontrollexperimente) hatte e benfalls keinen E ffekt a uf den b asalen 
Chloridstrom. In beiden Versuchsreihen wurde mit fortschreitender Versuchsdauer eine leicht 
steigende Stromintensität gemessen. Dies kann mit der spontanen Aktivierung des Chloridstroms in 
der „Whole-Cell“-Konfiguration erklärt werden und war nicht signifikant (sind keine * angegeben, 
unterschieden s ich d ie D atensätze bei de n a ngegebenen K lemmspannungen nicht s tatistisch 
signifikant voneinander). 

 



Ergebnisse 

74 

 
 

 

3.4.2 Der b asale C hloridstrom n ach 30 M inuten S timulation mit 
CD95-Ligand 

Da es  s ich bei CD95L um einen an den Rezeptor bindenden Liganden handelt, lag 

die Annahme nahe, dass ein potentieller Effekt zytoplasmatischer Signaltransduktion 

bedarf. D a di es i n de r z uvor be schriebenen V ersuchsanordnung (3.4.1) 

ausgeschlossen wurde, sollte in einer weiteren Versuchsreihe der Effekt von CD95L 

nach V orinkubation i ntakter H epatozyten untersucht w erden. H ierzu w urden di e 

primären Hepatozyten unt er Z ellkulturbedingungen 30 M inuten mit 1 00 n g/ml 

CD95L ( + 1 µg/ml Enhancer d es Liganden) i nkubiert. Im A nschluss w urden di e 

Zellen i n di e m it i sotoner B adlösung gefüllte M esskammer übe rführt, di e „ Whole-

Cell“-Konfiguration e rstellt und d ie C hloridströme mitte ls IV-Protokoll a bgeleitet. 

Nach 5 Minuten w urde e rneut ge messen. Abbildung 3.4. 4 zeigt d ie Original-

ableitungen die 5 Minuten n ach E rstellen des „ Whole-Cell“-Kontakts i n C D95L-

stimulierten ( A) u nd K ontrollzellen ( B) aufgezeichnet w urden. J ene K ontrollzellen 

wurden unmittelbar vor der Messung 30 Minuten mit dem Enhancer des Liganden (1 

µg/ml) in kubiert. D ie Ableitungen (Abbildung 3 .4. 4) zeigen, d ass d ie S timulation 

von i ntakten H epatozyten ei ne s tarke Aktivierung d es ba salen C hloridstroms zur 

Folge hatte.  

Abbildung 3. 4. 3: Das S äulen-
diagramm zei gt d ie Zeitkonstanten 
der I naktivierung be i + 80 mV un d 
+100 mV Klemmspannung, vor und 
5 Minuten na ch Zugabe von 100 
ng/ml CD95L ( +1 µ g/ml E nhancer) 
bzw. n ur E nhancer ( Kontrolle) z ur 
Badlösung (arithmetisches M ittel +  
SEM). D ie 5 -minütige E xposition 
der is olierten H epatozyten mit d em 
Todesliganden hatte k eine M odi-
fizierung d er p otentialabhängigen 
Inaktivierung bei +80 mV und +100 
mV zur Folge. 
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Der in Abbildung 3.4. 5 dargestellte IV-Graph zeigt eine deutlich höhere Stromdichte 

in CD95L-stimulierten Hepatozyten (28,24 ± 3,45 pA/pF, n=26, bei +80 mV) als in 

Kontrollzellen ( 18,61 ±  2,60 pA /pF, n= 25, be i + 80mV). D iese Aktivierung w ar 

statistisch s ignifikant ( p <  0,05)  und w urde s owohl be i pos itiven a ls a uch be i 

negativen K lemmspannungen gemessen ( Abbildung 3.4.  5). Die Stimulation der 

Hepatozyten mit CD95L bewirkte somit eine Erhöhung der Chloridleitfähigkeit der 

Plasmamembran au sschließlich dann, wenn z ytoplasmatische S ignaltransduktion 

zugelassen wurde. 

 

Abbildung 3. 4. 4: Originalableitungen des u nter i sotonen B edingungen a ufgezeichneten 
Chloridstroms in isolierten Hepatozyten (A) nach 30 M inuten Vorinkubation mit 100 ng/ ml CD95L 
(+1µg/ml Enhancer) und (B) in Kontrollzellen (30 Minuten, 1 µg/ml Enhancer). Die Ströme wurden 5 
Minuten n ach E rstellen des „W hole-Cell“-Kontakts a bgeleitet. Die 30-minütige Vorinkubation mit 
CD95L hatte e ine s tarke Aktivierung des b asalen C hloridstroms z ur Folge. ( C) D as a ngelegte I V-
Protokoll implizierte Klemmspannungen von -120 mV bis +100 mV in Schritten von 20 m V. Jeder 
dieser Impulse wurde für eine Dauer von 500 ms gehalten. 
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Die Inaktivierungskinetik de s ge messen C hloridstroms w urde j edoch durch di e 

Stimulation m it C D95L nicht be einflusst. In d en C D95L-stimulierten H epatozyten 

wurden die 

Abbildung 3.4. 6

Zeitkonstanten der Inaktivierung be i +80 mV mit 408,67 ±  49,63 m s 

(n=12) und b ei +100 mV mit 489,82 ±  102,85 ms (n=17) berechnet. Diese betrugen 

in den Kontrollzellen 448,35 ± 61,86 (n=14) und 324,13 ± 46,46 ms (n=15), bei +80 

bzw. +100 mV Klemmspannung. In  sind die berechneten τoff-Werte

in e inem S äulendiagramm graphisch da rgestellt. B ei + 100 m V K lemmspannung 

konnte e ine l eichte Tendenz z u ei ner C D95L-induzierten ve rlangsamten 

Inaktivierung ve rzeichnet w erden. B ei + 80 m V hi ngegen s chien ke ine T endenz 

Abbildung 3. 4. 5: Der S trom-Spannungs-Beziehungs-Graph r epräsentiert di e unt er i sotonen 
Bedingungen gemessenen C hloridströme i n C D95L-stimulierten ( 100 ng/ ml +  1  µ g/ml E nhancer) 
Hepatozyten und K ontroll-Hepatozyten ( 1 µ g/ml E nhancer). D ie f risch isolierten Z ellen wurden 
zunächst 1 2 Stunden kultiviert und  d ann unter Z ellkulturbedingungen für 3 0 M inuten mit d em 
Todesliganden inkubiert. D ie d argestellten Ströme wurden 5 M inuten nach E rstellen der „ Whole-
Cell“-Konfiguration a bgeleitet. D ie e rmittelten mittleren Stromdichten ( pA/pF) wurden gegen d ie 
applizierten Klemmspannungen ( mV) a ufgetragen (arithmetisches Mittel +  SEM). D ie 30–minütige 
Inkubation intakter Hepatozyten mit CD95L hatte eine starke Aktivierung des basalen Chloridstroms 
zur F olge (*p <  0, 05). Diese Aktivierung konnte sowohl b ei p ositiven a ls a uch b ei ne gativen 
Klemmspannungen gemessen werden (sind keine * angegeben, unterschieden sich die Datensätze bei 
den angegebenen Klemmspannungen nicht statistisch signifikant voneinander). 
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vorhanden zu sein. Die statistische Auswertung ergab bei beiden Klemmspannungen 

keine signifikanten Unterschiede in der Inaktivierungskinetik in CD95L-inkubierten 

Hepatozyten und in Kontrollzellen. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3. 4. 6: Das S äulen-
diagramm z eigt d ie Z eitkonstanten 
der I naktivierung bei + 80 m V und 
+100 mV K lemmspannung na ch 30 -
minütiger I nkubation in takter 
Hepatozyten mit 100 ng /ml CD95L 
(+ 1 µg/ml E nhancer) und v on 
Kontrollzellen ( 1 µg /ml E nhancer). 
Die d argestellten W erte wurden 5 
Minuten nach Erstellen des „Whole-
Cell“-Kontaks bei +80 mV und +100 
mV K lemmspannung ab geleitet 
(arithmetisches M ittel +  S EM). D ie 
Inaktivierungskinetik d es basalen 
Chloridstroms in Hepatozyten wurde 
durch die 30 -minütige S timulation 
nicht s ignifikant b eeinflusst. B ei 
+100 mV lag eine leichte Tendenz zu 
einer ve rlangsamten I naktivierung 
vor. D iese war j edoch statistisch 
nicht signifikant. 
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3.4.3 Der b asale C hloridstrom n ach 16  – 24 S tunden St imulation 
mit CD95-Ligand 

In ei ner w eiteren V ersuchsreihe w urde eine L angzeit-Stimulation der H epatozyten 

mit C D95L durchgeführt. H ierzu w urden di e Zellen unt er Zellkulturbedingungen 

über N acht ( 16 - 24 Stunden) mit d em T odesliganden ( 100 n g/ml) und de ssen 

Enhancer (1 µg/ml) inkubiert. In den Kontrollexperimenten wurden die Zellen aus-

schließlich mit  dem Enhancer des Liganden (1 µg/ml) behandelt. Abbildung 3.4.  7 

zeigt die ab geleiteten S tröme i n C D95-stimulierten Hepatozyten ( A) und Kontroll-

zellen (B), 5 Minuten nach E rstellen d es „Whole-Cell“-Kontakts, in F orm de r 

Originalableitungen. Diese weisen a uf e ine A ktivierung d es ba salen C hloridstroms 

nach C D95L-Stimulation h in. Bei + 80 m V w urde in de n C D95L-stimulierten 

Hepatozyten e ine m ittlere S tromdichte von 34,6 1 ±  6,44 pA /pF ( n=14) g emessen. 

Diese be trug i n d en K ontrollexperimenten l ediglich 22,67 ± 3,25 p A/pF ( n=19). 

Obwohl d ie s tatistische A uswertung k eine s ignifikante E rhöhung d er mittle ren 

Stromdichte ergab, ist eine Tendenz der Aktivierung vorhanden (Abbildung 3.4. 8).  

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3. 4. 7: Originalableitungen des u nter i sotonen B edingungen au fgezeichneten 
Chloridstroms in isolierten Hepatozyten der Ratte (A) nach Inkubation über Nacht (16 - 24 Stunden) 
mit 100 n g/ml C D95L (+ 1 µg/ml Enhancer) u nd (B) in K ontrollzellen ( 16 - 24 Stunden 1 µ g/ml 
Enhancer). Die Ströme wurden 5 Minuten nach Erstellen des „Whole-Cell“-Kontakts abgeleitet. Die 
Langzeit-Inkubation mit CD95L hatte eine Aktivierung des basalen Chloridstroms zur Folge. (C) Das 
angelegte IV-Protokoll implizierte Klemmspannungen von -120 mV bis +100 mV in Schritten von 20 
mV. Jeder dieser Impulse wurde für eine Dauer von 500 ms gehalten. 



Ergebnisse 

79 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Die ch arakteristische Inaktivierungskinetik d es ab geleiteten Chloridstroms w urde 

durch di e V orinkubation mit C D95L (16 – 24 S tunden) nicht be einflusst. D ie 

ermittelten τoff Abbildung 3.4. 9-Werte sind in  graphisch dargestellt und wurden mit 

436,50 ± 116,76 ms (n=4) bei +80mV bzw. 404,00 ± 92,11 ms (n=5) bei +100mV in 

CD95L-stimulierten H epatozyten und mit 513,58 ±  72,32 m s ( n=12, be i + 80mV) 

bzw. 391,62 ± 50,18 ms (n=13 bei +100mV) in Kontroll-Hepatozyten berechnet. Die 

statistische A uswertung e rmittelte k einen signifikanten U nterschied in de n 

Inaktivierungskinetiken CD95L-stimulierter Hepatozyten und Kontrollzellen. 

 

Abbildung 3. 4. 8: Der S trom-Spannungs-Beziehungs-Graph r epräsentiert d ie unter is otonen 
Bedingungen gemessenen C hloridströme i n C D95L-stimulierten ( 100 ng/ ml +  1  µ g/ml E nhancer) 
Hepatozyten und in Kontroll-Hepatozyten (1 µg /ml E nhancer). Die f risch isolierten Zellen wurden 
zunächst 12 Stunden kultiviert und dann unter Zellkulturbedingungen über Nacht (16 - 24 Stunden) 
mit d em T odesliganden in kubiert. D ie d argestellten S tröme wurden 5  M inuten na ch E rstellen der 
„Whole-Cell“-Konfiguration abgeleitet. Die ermittelten mittleren Stromdichten (pA/pF) wurden 
gegen d ie a pplizierten K lemmspannungen ( mV) a ufgetragen (arithmetisches M ittel +  S EM). D ie 
Langzeit-Stimulation von intakten Hepatozyten mit CD95L zeigte die Tendenz einer Aktivierung des 
basalen Chloridstroms. Die statistische Auswertung zeigte jedoch keinen signifikanten Unterschied in 
der Stromdichte von CD95L-behandelten Hepatozyten und Kontrollzellen ( sind ke ine * angegeben, 
unterschieden s ich d ie D atensätze b ei d en a ngegebenen K lemmspannungen nicht s tatistisch 
signifikant voneinander). 
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3.4.4  Der schwellungsaktivierte Chloridstrom nach 16 – 24 Stunden 
Stimulation mit CD95-Ligand 

Die l etzte V ersuchsreihe b eschäftigte s ich m it dem Einfluss von C D95L a uf de n 

schwellungsaktivierten Chloridstrom in Hepatozyten. D azu w urden di e über N acht 

(16 – 24 S tunden) mit C D95L i nkubierten Hepatozyten i n di e Messkammer 

überführt. Der „Whole-Cell“-Kontakt wurde in hypertoner Badlösung erstellt und die 

Chloridströme dur ch Anlegen des IV-Protokolls abgeleitet. W ie durch di e 

vorhergegangene Charakterisierung des untersuchten Chloridstroms zu erwarten war, 

wurde unt er h ypertonen B edingungen e in s ehr schwacher C hloridstrom ge messen 

(Abbildung 3.4. 10A, B). D ieser l ag bei +80 mV Klemmspannung in den CD95L-

stimulierten H epatozyten b ei einer m ittleren S tromdichte von 10,73 ±  1,96 pA /pF 

(n=28) und in den Kontrollzellen von 14.65 ± 2.15 pA/pF (n=30). Die Substitution 

der h ypertonen Badlösung dur ch hypotone B adlösung f ührte a ugenblicklich z ur 

Aktivierung des Chloridstroms (Abbildung 3.4. 10C, D). Nach 5 Minuten wurde in 

den C D95L-stimulierten Z ellen e ine mittle re Stromdichte von 85,97 ± 6,29 pA/pF 

(n= 18, bei +80 mV) gemessen. Diese lag in den Kontroll-Hepatozyten bei 68,71 ± 

6,21 pA/pF (n=23, bei +80 mV).  

 

Abbildung 3. 4. 9: Das S äulendiagramm 
zeigt die Zeitkonstanten der Inaktivierung 
nach der Inkubation intakter Hepatozyten 
über N acht ( 16 - 24 Stunden) m it 100 
ng/ml CD95L (+ 1 µg/ml Enhancer) und 
Kontrollzellen ( 1 µg /ml E nhancer). Die 
dargestellten Werte wurden 5 Minuten 
nach Erstellen des „Whole-Cell“-Kontaks 
bei + 80 mV und + 100 mV K lemm-
spannung a bgeleitet (arithmetisches 
Mittel + SEM). Die Inaktivierungskinetik 
des basalen, C hloridstroms w urde in 
diesen Experimenten nicht beeinflusst.  
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Die s tatistische A uswertung ergab ausschließlich bei Klemmspannungen von -120 

mV und von +100 mV signifikante Unterschiede (p < 0,05) in der Stromdichte von 

CD95L-stimulierten Hepatozyten und Kontrollzellen (Abbildung 3.4. 11). 

Berechnete man jedoch die prozentuale Aktivierung nach 5-minütiger Exposition mit 

hypotoner Badösung, konnt e ein s ehr starker C D95L-induzierter E ffekt 

aufgezeichnet w erden ( Abbildung 3.4. 12). W ährend na ch R eduktion de r e xtra-

zellulären Osmolarität in den Kontrollzellen eine Aktivierung von 626 ± 69 % (n=30, 

bei +8 0 m V) gemessen wurde, b etrug d iese i n CD95L-behandelten Zellen 1213  ± 

156 % (n=18, be i +80 mV). Dies entspricht e iner s ignifikant (p < 0,001) s tärkeren 

Aktivierung de s C hloridstroms na ch der Stimulation mit 100 ng /ml C D95L. D ie 

prozentuale A ktivierung i n be iden Zellpopulationen i st i m B alkendiagramm i n 

Abbildung 3.4.  12 graphisch d argestellt. D ie S tromintensität b ei maximaler 

Abbildung 3. 4. 10: Originalableitungen des unter hy pertonen und un ter hy potonen Bedingungen 
gemessenen Chloridstroms in CD95L-langzeitstimulierten Hepatozyten (16 – 24 Stunden, 100 n g/ml 
CD95L + 1  µg /ml E nhancer) s owie in Kontrollzellen ( 16 - 24 S tunden 1 µ g/ml E nhancer). (A ,B) 
Unter h ypertonen B edingungen wurde i n b eiden V ersuchsreihen e in s ehr s chwacher Chloridstrom 
gemessen. ( C) 5 Minuten nach Reduktion der e xtrazellulären O smolalität konnte in  C D95L-
stimulierten Hepatozyten eine stärkere Aktivierung des Chloridstroms als ( D) in den Kontrollzellen 
aufgezeichnet w erden. (E,F) N ach Erreichen der m aximalen A ktivierung des C hloridstroms w aren 
jedoch k eine U nterschiede in d en Ableitungen d er b eiden V ersuchsreihen z u b eobachten. ( C) D as 
angelegte IV-Protokoll implizierte Klemmspannungen von -120 mV bis +100 mV in Schritten von 20 
mV. Jeder dieser Impulse wurde für eine Dauer von 500 ms gehalten. 
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Aktivierung war jedoch nicht verändert. Der Chloridstrom erreichte an diesem Punkt 

in C D95L-stimulierten Zellen s owie in  d en K ontrollzellen in  e twa d ie g leiche 

Intensität. In C D95L-behandelten H epatozyten w urde be i m aximaler A ktivierung 

eine mittlere Stromdichte von 116.21 ±  12.19 pA /pF (n=7, bei +80 mV) gemessen. 

Diese lag in den Kontrollzellen bei einem Wert von 121,00 ± 13,95 pA/pF (n=4, bei 

+80 mV). 

 
 

 

 

 

 

Abbildung 3.4. 11: Der Strom-Spannungs-Beziehungs-Graph repräsentiert d ie unter hypertonen und 
hypotonen B edingungen gemessenen Chloridströme i n C D95L-langzeitstimulierten ( 100 n g/ml  
+ 1000 ng/ml Enhancer) Hepatozyten und in Kontroll-Hepatozyten (1000 ng/ml Enhancer). Die frisch 
isolierten Zellen wurden zunächst 12 Stunden kultiviert und dann unter Zellkulturbedingungen über 
Nacht ( 16-24 S tunden) mit d em T odesliganden in kubiert. D ie d argestellten S tröme wurden unter 
hypertonen Bedingungen und 5 Minuten nach Reduktion der extrazellulären Osmolalität in CD95L-
stimulierten s owie in K ontrollzellen a bgeleitet. Die e rmittelten mittleren S tromdichten ( pA/pF) 
wurden gegen die applizierten Klemmspannungen (mV) aufgetragen (arithmetisches Mittel + SEM). 
Die Langzeit-Stimulation von in takten Hepatozyten mit CD95L hatte e ine stärkere Aktivierung des 
basalen C hloridstroms z ur F olge. D iese A ktivierung ko nnte s owohl b ei p ositiven a ls a uch b ei 
negativen Klemmspannungen g emessen werden. Diese war j edoch nur b ei Klemmspannungen von 
+100 mV und -120 mV statistisch signifikant (*p < 0,05, sind keine * angegeben, unterschieden sich 
die Datensätze bei den angegebenen Klemmspannungen nicht statistisch signifikant voneinander). 

 



Ergebnisse 

83 

 

Wie au s Abbildung 3 .4. 13 deutlich w ird, konnt e ke ine CD95L-induzierte 

Veränderung der I naktivierungskinetik na ch Vorinkubation ( 16 - 24 S tunden) d er 

Zellen mit C D95L festgestellt werden. Die Zeitkonstante der Inaktivierung wurde 5 

Minuten na ch E rstellen d er “W hole-Cell”-Konfiguration i n C D95L-behandelten 

Zellen mit 464,71 ±  111,43 m s (n=7) bei +80mV und 413,27 ±  99,76 m s (n=7) bei 

+100 mV berechnet. In den Kontrollzellen betrug τoff 

Abbildung 

3.4. 13

525,18 ± 92,48 ms (n=11) bei 

+80 mV bzw. 413,27 ± 99,76 ms (n=11) bei +100 mV Klemmspannung (

).  

 

Abbildung 3. 4. 12: Das S äulen-
diagramm zei gt d ie p rozentuale 
Aktivierung d es Chloridstroms 
(bei +80 mV) 5 M inuten nach der 
Reduktion d er ex trazellulären 
Osmolarität i n CD95L-langzeit-
stimulierten H eptozyten ( 16–24 
Stunden, 100 n g/ml CD95L +  1  
µg/ml Enhancer) und in Kontroll-
zellen (16-24 Stunden, 1 µg/ml 
Enhancer). Die S timulation mit 
dem Todesliganden führte nach 5-
minütiger E xposition m it 
hypotoner Badlösung z u einer 
stärkeren Aktivierung d es I Cl,swell
(***p<0,001).  

Abbildung 3. 4. 13: Das S äulendiagramm 
zeigt d ie Zeitkonstanten d er I naktivierung 
nach d er I nkubation i ntakter H epatozyten 
über Nacht (16 - 24 Stunden) mit 100 ng/ml 
CD95L ( + 1  µg/ml E nhancer) un d i n 
Kontrollzellen ( 1 µg/ml E nhancer). Die 
dargestellten Werte wurden 5 Minuten nach 
Erstellen d es „Whole-Cell“-Kontaks be i 
+80 m V und + 100 mV K lemmspannung 
abgeleitet (arithmetisches M ittel +  S EM). 
Die Inaktivierungskinetik des basalen, unter 
isotonen Bedingungen gemessenen Chlorid-
stroms wurde nicht beeinflusst. 
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Zusammenfassend kon nte ge zeigt w erden, dass di e Stimulierung intakter 

Hepatozyten (Vorinkubation) mit C D95L eine s tärkere Aktivierung de s 

schwellungsaktivierten Chloridstroms, a ls A ntwort a uf die R eduktion de r 

extrazellulären O smolarität, zur F olge ha tte. Die S tromintensität bei ma ximaler 

Aktivierung des ICl,swell wurde jedoch nicht modifiziert.  
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4 Diskussion 

4.1 Hepatozyten weisen einen ba sal a ktiven Chlo ridstrom 
auf, w elcher die bio physikalischen Cha rakteristika des  
schwellungsaktivierten Chloridstroms zeigt  
 
Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, weisen Ratten-Hepatozyten (in primärer 

Zellkultur) unter i sotonen B edingungen e inen a uswärts gleichrichtenden 

Chloridstrom auf, welcher die biophysikalischen C harakteristika des 

schwellungsaktivierten Stroms, des ICl,swell, aufweist. D iese s chwellungsaktivierten 

Chloridströme könne n in de n m eisten Zelltypen erst na ch R eduktion de r 

extrazellulären O smolarität gemessen w erden und s ind unt er h ypertonen und 

isotonen Bedingungen sehr s chwach bi s gar ni cht a ktiv (Worrell et  al ., 1989 , Solc 

und W ine, 1991, P aulmichl e t a l., 1992) . I n dieser A rbeit w urden v ergleichend 

HEK293 Phoenix-Zellen (human embryonal kidney) untersucht. Es zeigte sich, dass 

der in Hepatozyten basal aktive Chloridstrom in HEK293-Zellen kaum nachweisbar 

war. Die R eduktion d er extrazellulären O smolarität f ührte i n H epatozyten z u e iner 

starken A ktivierung d es ba salen C hloridstroms. E rwartungsgemäß hemmte eine 

Erhöhung d er ex tarzellulären O smolarität d iesen C hloridstrom. W eitere 

Charakteristika d es ICl,swells sind e ine s chnelle A ktivierung und e ine l angsame, 

potentialabhängige I naktivierung (beschrieben durch τoff) be i K lemmspannungen 

über +40 mV (Worrell et al., 1989, Solc und Wine, 1991, Paulmichl et al., 1992, zur 

Übersicht Nilius e t a l., 1996, Sardini e t al., 2003). Auch der in dieser Arbeit unter 

isotonen B edingungen gemessene C hloridstrom zeigte diese M erkmale. Weiterhin 

wurde über di e Zusammensetzung de r Intra- und E xtrazellulärlösung i n de n 

Experimenten di e A ktivierung von C a2+- und c AMP-abhängigen C hloridströmen 

unterdrückt. Es kann somit angenommen werden, dass es sich bei diesem Strom um 

eine basal aktive Form des schwellungsaktivierten Chloridstroms ICl,swell

Da Hepatozyten große Mengen an Aminosäuren und anderen Nährstoffen aufnehmen 

und metabolisch sehr aktiv sind, unterliegen sie starken osmotischen Schwankungen 

 handelt. 

Die R egulation de s Zellvolumens i st e ine f ür Zellen e ssentielle F unktion, w elche 

ihnen bei V eränderungen de r extrazellulären O smolarität e in kons tantes V olumen 

und e ine geregelte in trazelluläre O smolytenzusammensetztung g arantiert 

(Chamberlin and Strange, 1989, Lang et al., 1998). 
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(Häussinger et al., 1992, Häussinger und Lang, 1992, Wang und Wonderglam, 1993, 

Schliess und Häussinger 2005). Die Regulation des Zellvolumens ist hierbei auf eine 

schnelle V eränderung der C hloridleitfähigkeit d er P lasmamembran angewiesen 

(Wang und W onderglam, 1993, G raf und H äussinger, 1996,  H addad et a l., 1997) . 

Als Antwort auf eine Zellschwellung erhöhen Hepatozyten diese um ein 30- bis 100-

faches (Meng und Weinman, 1996, J ackson e t a l., 1996) . V erschiedene G ruppen 

beschrieben ei nen s tarken, au swärts gleichrichtenden Chloridstrom in  H epatozyten 

verschiedener S pezies (Ballarori e t a l., 1995, J ackson e t a l., 1996, M eng und  

Weinman, 1996, F eranchak e t a l., 2000)  und i n he patozellulären Zelllinien, z.B. 

AML12 ( mouse h epatocyte c ell l ine, Wondergem et a l., 2001)  und H TC ( rat 

hepatoma cell line, Bodily et al., 1997), unter hypotonen Bedingungen. Diese Ströme 

zeigten weitgehend sehr ähnliche biophysikalische Eigenschaften, wie der in d ieser 

Arbeit gemessene Chloridstrom (zur Übersicht Li und Weinman, 2002). 

Die vorliegende Arbeit konnt e zeigen, d ass is olierte Hepatozyten der R atte unter 

isotonen B edingungen e ine ba sal a ktive Form de s s chwellungsaktivierten 

Chloridsroms, ICl,swell

 

, au fweisen. Die diesem Strom zugrundeliegenden 

Chloridkanäle könnten f ür di e hohe Chloridleitfähigkeit d er H epatozytenmembran 

(Graf et al., 1987, Moule und McGivan, 1990) mitverantwortlich sein und somit eine, 

nicht nur  i n de r V olumenregulation, wichtige p hysiologische R olle in H epatozyten 

übernehmen. 

Es konnte bereits gezeigt werden, dass der H ydratationszustand der Zelle in vielen 

verschiedenen Prozessen, w ie de r A poptose (Schliess und H äussinger, 2002 und 

2005, Reinehr et al., 2002, 2003 und 2006, Becker et al., 2007a, Stutzin et al., 2006), 

der Regulation des Zellzyklus (Schliess und Häussinger, 2002 und 2005, Koch et al., 

1979, B ussolati e t a l., 1996, Lang et a l., 1998 u nd 2000)  des H ormonhaushalts 

(Häussinger e t al., 19 92, Häussinger und Lang, 1992) , und de r Proteolyse 

(Häussinger, 1996, vom D ahl und H äussinger, 1996, S chliess e t a l., 2 001) eine 

regulatorische F unktion ha t. Ein t ieferes Verständnis de r vol umensensitiven 

Transportprozesse ist s omit für di e Physiologie und P athophysiologie de r 

Hepatozyten von großem Interesse. In de r vor liegenden A rbeit w urde der E ffekt 

verschiedener Gallensalze und de s T odesliganden C D95-Ligand au f d en b asalen 

sowie a uf de n s chwellungsaktivierten C hloridstrom im R ahmen d er Apopotose in 

Hepatozyten untersucht.  
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4.2 Die Chloridleitfähigkeit d er Plasmamembran im 
Rahmen der Gallensalz- und der CD95-Ligand-induzierten 
Apoptose in Hepatozyten 

In isolierten Hepatozyten führen proapoptotische Stimuli wie CD95-Ligand (Reinehr 

et al ., 2002, 2003a und 2008) und h ydrophobe G allensalze, z .B. T aurolithocholat 

(Faubion et al., 1999, Sodeman et al., 2000 Reinehr et al., 2003b und 2005, Becker et 

al., 2007b) , zu e iner Aktivierung der CD95-abhängigen Apoptose. E ines der ersten 

Ereignisse i n di eser S ignalkaskade ist d ie Azidifizierung d er frühen endosomalen 

Kompartimente. D ies i st b ereits w enige S ekunden nach d er G abe ei nes d er 

genannten S timuli z u be obachten. W eiterhin kon nte i n vor hergegangenen A rbeiten 

gezeigt werden, dass der Azidifizierung der frühen Endosomen ein Anstieg der zyto-

plasmatischen C hloridkonzentration vor rausgeht (Reinehr e t a l., 2006  und 2008, 

Becker et al., 2007b). Der Anstieg der Chloridkonzentration aktiviert die vakuoläre 

H+-ATPase i n d er E ndosomenmembran, w elche da nn de n Abfall d es p Hves in d en 

frühen Endosomen v ermittelt (Moriyama u nd N elson, 1997, P azoles e t a l., 1980) . 

DIDS (4,4’-diisothiocyanostilbene-2,2’-disulfonic ac id di sodium s alt) inhibiert 

Anionenkanäle, den HCO

Interessanterweise i st der C D95L-induzierte Anstieg de r C hloridkonzentration 

Caspase-abhängig (Reinehr et al., 2008) während jener TLCS-induzierte Anstieg dies 

nicht ist (Becker et al., 2007). Dies suggeriert, dass die Erhöhung des intrazellulären 

Chloridspiegels dur ch d ie ve rschiedenen S timuli unt erschiedlich um gesetzt w ird, 

dies j edoch letztendlich zum g leichen Effekt führt und i n de n gleichen Signalweg 

mündet. 

Vorangegangene A rbeiten z eigten weiterhin, d ass das a ntiapoptotische Gallensalz 

Tauroursodesoxycholat ( TUDC) und Taurocholat ( TC), ei n G allensalz w elches 

weder p ro- noch a ntiapoptotisch w irkt, keinen Anstieg d er z ytoplasmatischen 

Chloridkonzentration, keine Azidifizierung der frühen endosomalen Kompartimente 

und s omit a uch ke ine Aktivierung de s C D95-abhängigen A poptose-Signalweges 

hervorrufen (Becker et al., 2007).  

3‾ /Cl‾-Austauscher (Muallem et al., 1988, Zsembery et al., 

2000) und de n N a+-abhängigen G allensalztransporter N tcp (Na+-taurocholate 

cotransporting pe ptide) (Anwer e t a l., 1991)  und he mmt na ch S timulation von  

Hepatozyten mit TLCS (Becker et al., 2007b) oder CD95L (Reinehr et al., 2008) die 

endosomale Azidifizierung. Dies lässt annehmen, dass der Anstieg der intrazellulären 
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Chloridkonzentration und s omit di e A ktivierung de s C D95-abhängigen A poptose-

Signalweges über Chloridströme über die Plasmamembran vermittelt werden könnte. 

Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Arbeit über die Chloridleitfähigkeit der 

Hepatozyten-Plasmamembran n ach S timulation mit  v erschiedenen Gallensalzen 

sowie C D95L im K ontext de r he utigen K enntnisse übe r di e P hysiologie von 

Ionenkanälen und –transportern detailliert diskutiert. 

 

4.2.1 TLCS, n icht aber T UDC u nd T C, hemmt den 
Chloridausstrom aus der Zelle, wodurch e s z ur Akkumulation von 
Chlorid im Hepatozyten kommt 

Nach de r C harakterisierung de s ba salen und des schwellungsaktivierten 

Chloridstroms in Ratten-Hepatozyten sollte zunächst der Effekt des proapoptotischen 

Gallensalzes T aurolithocholat (TLCS) auf di ese Ströme unt ersucht w erden. Hierzu 

wurden v erschieden V ersuchsreihen m it d en f olgenden T LCS-Stimulationen unter 

isotonen B edingungen durchgeführt: 1 ) d ie extrazelluläre S timulation, 2 ) d ie 

intrazelluläre S timulation und 3 ) d ie Stimulation durch eine V orinkubation (30 

Minuten) mit 50 µ M T LCS. Der extrazelluläre E ffekt w urde w eiterhin u nter 

schwellungsaktivierten, h ypotonen B edingungen gemessen. I n a llen Experimenten 

lag eine symmetrische Chloridkonzentration vor. 

In de r e rsten V ersuchsreihe zum extrazellulären E ffekt v ermischte sich das 

Zytoplasma mit der Pipettenlösung bevor TLCS zur Badlösung gegeben wurde. Dies 

bedeutete, dass alle zytoplasmatischen Komponenten wie „Second Messenger“ stark 

verdünnt w urden und nicht m ehr i n i hrer p hysiologischen K onzentration und 

Lokalisation vor handen waren. S omit w urde i n di eser V ersuchsreihe d er di rekte 

Effekt von TLCS auf Komponenten der Plasmamembran oder auf die Chloridkanäle 

selbst unt ersucht. Eine B eteiligung z ytoplasmatischer S ignaltransduktion ka nn 

hierbei nahezu ausgeschlossen werden. 

Es konnte gezeigt w erden, dass T LCS d en b asalen s owie s chwellungsaktivierten 

Chloridstrom h emmt. B ereits 5 Minuten nach de r Z ugabe des G allensalzes z ur 

Badlösung konnt e d er Maximaleffekt ge messen w erden. Eine H emmung konnte 

sowohl be i pos itiven a ls a uch b ei ne gativen K lemmspannungen de tektiert w erden. 

Um das Ausmaß dieses Effekts zu quantifizieren, wurde die prozentuale Hemmung 

des C hloridstroms be i + 80 m V K lemmspannung be rechnet. D as pos itive P otential 

wurde ge wählt, da  e s s ich be i de m unt ersuchten S trom um  e inen a uswärts 
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gleichrichtenden Chloridstrom handelt, welcher bei positiven Potenzialen stärker als 

bei d en korrespondierenden n egativen S pannungen i st. Es z eigte s ich, da ss 50 µ M 

TLCS d en ba salen C hloridstrom um  52  ± 9 % ( p <  0,001, n= 11) hemmt. D as 

„Auswaschen“ („wash-out“) von TLCS aus der Badlösung mit Hilfe einer speziellen 

Perfusionsvorrichtung hob de n E ffekt de s G allensalzes innerhalb von 5 Minuten 

komplett auf. Die Stromintensität stieg sogar auf Werte oberhalb der vor der Zugabe 

von T LCS g emessenen W erte. D ies konnt e s owohl unt er i sotonen ( basaler 

Chloridstrom) a ls a uch unt er h ypotonen ( schwellungsaktivierter C hloridstrom) 

Bedingungen beobachtet werden und zeigt, dass der hemmende Effekt von TLCS ein 

sehr schneller Prozess ist, der in derselben Geschwindigkeit (5 Minuten) reversibel 

ist. Die R eversibilität d ieses E ffekts l ässt an nehmen, d ass d ieser n icht d urch d ie 

membranolytische Aktivität der amphiphilen Struktur der Gallensalze hervorgerufen 

wird (Attili e t a l., 1986,  Schubert und Schmidt, 1988, zur Übersicht Garidel et  al ., 

2007).  

Weiterhin konnt e diese Arbeit zeigen, da ss die TLCS-induzierte Hemmung de s 

basalen Chloridstroms dosisabhängig ist. Dies konnte durch Experimente mit s tetig 

steigender TLCS-Konzentration (0,1 µ M, 1µ M, 10µ M, 25µ M, 50µ M und 100µ M) 

ermittelt werden. D ie halbmaximale E ffektkonzentration der T LCS-induzierten 

Hemmung des basalen Chloridstroms betrug EC50

Ein H auptcharakteristikum de s I

 = 31,7 µ M (half maximal e ffect 

concentration). Eine vor angegangene S tudie m it E inzelzell-Fluoreszenz-

Experimenten zeigte, dass mit s teigender TLCS-Konzentration (gezeigt für 25 µ M, 

50 µ M und 100 µ M) auch di e i ntrazelluläre C hloridkonzentration s owie die 

Azidifizierung der frühen Endosomen steigt (Becker et al., 2007). Somit steht dieses 

Ergebnisse im Einklang mit den Ergebnissen der zuvor genannten Arbeit. 

Cl,swell ist di e pot entialabhängige Inaktivierung d es 

Chloridstroms bei Klemmspannungen über +40 mV. Es konnte gezeigt werden, dass 

auch di e Inaktivierungskinetik be i + 80 m V und  +100 m V K lemmspannung du rch 

TLCS modifiziert wird. Hierzu wurden die Zeitkonstanten der Inaktivierung, τoff, vor 

und 5 Minuten na ch Zugabe von  T LCS b estimmt. E s z eigte s ich e ine s tarke 

Reduktion von τoff. D ies be deutet e ine B eschleunigung de r Inaktivierung de s 

Chloridstroms durch T LCS. D ieser E ffekt war s owohl a uf d en basalen, unt er 

isotonen B edingungen ge messenen C hloridstrom a ls a uch auf j enen 

schwellungsaktivierten, unter h ypotonen B edingungen gemessenen S trom zu be -

obachten. A uch d ieser E ffekt w ar dosisabhängig. Die halbmaximale Effekt-
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konzentration (EC50) betrug hi erbei 1,79 µ M (unter isotonen Bedingungen). S omit 

ist dieser Effekt viel sensitiver als der zuvor beschriebene hemmende Effekt auf die 

Stromintensität (EC50 = 31,7 µM). Ob die Reduktion von τoff

Aus d er Literatur is t bekannt, d ass G allensalze al s R ezeptor-bindende 

Signalmoleküle wirken können. So binden sie beispielsweise an den Transkriptions-

faktor F XR (nuclear f arnesoid X  r eceptor) (Makishima e t a l., 1999,  P arks e t a l., 

1999) sowie a n de n G -Protein-gekoppelten G allensalz-Rezeptor T GR5 (Maruyama 

 unter physiologischen 

Bedingungen eine Rolle spielt und Einfluss auf die Kanaleigenschaften oder auf die 

Chloridleitfähigkeit der P lasmamembran in der l ebenden Z elle hat, ist schwer z u 

beurteilen, d a die Inaktivierung e in M erkmal i st, welches n ur b ei hohen 

Depolarisationen der Plasmamembran auftritt. Dieser Effekt ist dennoch wichtig zu 

untersuchen, da  e ine V eränderung de r C harakteristika e ines Ionenstroms auf ei ne 

Beeinflussung der getesteten Substanz auf die dem Strom zugrunde liegenden Kanäle 

hinweist. Es unterstützt somit die bereits genannte Hypothese, dass TLCS mit einer 

oder m ehrerer K omponenten de r P lasmamembran i nteragiert und  e s s ich ni cht um  

einen Effekt, hervorgerufen du rch di e membranolytische Aktivität d es stark 

hydrophoben Gallensalzes TLCS handelt (zur Übersicht Garidel et al., 2007, Thomas 

et a l., 2008, P erez and Briz, 2009) . Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass 

die T LCS-induziert Hemmung des b asalen C hloridstroms ü ber d ie ex trazelluläre 

Seite der Plasmamembran vermittelt wird. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass eine 

Interaktion von TLCS mit einer (oder mehrerer) Komponente(n) der Plasmamembran 

schon bei sehr geringen Konzentrationen stattfindet, es aber höherer Konzentrationen 

bedarf um e inen ph ysiologischen E ffekt he rvorzurufen. Diese H ypothese w urde 

aufgestellt, nachdem ei ne Hemmung nach e xtrazellulärer S timulation d er 

Hepatozyten mit T LCS g emessen w erden kon nte. D a s ich i n de r „ Whole-Cell“-

Konfiguration die Pipettenlösung mit dem Zytoplasma der Zelle vereinigt und dieses 

stark ve rdünnt, ist es s ehr unw ahrscheinlich, da ss di e intrazelluläre 

Gallensalzkonzentration ausreichend wäre, um den Effekt zu i nduzieren. W eiterhin 

konnte eine Beteiligung von zytoplasmatischen Signalmolekülen a usgeschlossen 

werden. Dies bedeutet, dass der Hemmung eine di rekte Interaktion des Gallensalz-

moleküls mit d er ex trazellulären L ipid-Protein-Schicht d er P lasmamembran 

zugrunde l iegen müsste. U m di ese H ypothese z u unt erstützen, wurden di e 

Hepatozyten in trazellulär mit T LCS s timuliert. In d iesem Fall konnte k ein E ffekt 

gemessen werden, wodurch diese Annahme bestätigt werden konnte.  
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et al., 2002, Kawamata et al., 2003, Keitel et al., 2007). Die Ergebnisse dieser Arbeit 

jedoch s prechen gegen e ine s olche R ezeptorfunktion von T LCS. E in r ezeptor-

vermittelter Effekt b edarf d er B eteiligung z ytoplasmatischer Signaltransduktion. 

Dies wurde durch unsere Experimente bereits weitgehend ausgeschlossen. In diesem 

Fall könnt e m an e inen Effekt nu r na ch V orinkubation intakter Z ellen und einer 

darauf folgenden Messung in de r “ Whole-Cell”-Konfiguration de tektieren. Eine 

solche V orinkubation ( 30 M inuten) mit T LCS h atte in  u nseren E xperimenten 

ebenfalls ei ne Hemmung des ba salen C hloridstroms z ur F olge. D ieser Effekt w ar 

jedoch s chwächer al s jener n ach extrazellulärer Stimulation unter A usschluss 

zytoplasmatischer S ignaltransduktion. Es ka nn davon a usgegangen w erden, da ss 

auch in dieser Versuchsreihe der direkte extrazelluläre Effekt gemessen wurde. Dies 

könnte da mit e rklärt werden, da ss die T LCS-induzierte Hemmung reversibel ist, 

sodass de r T ransfer i n di e T LCS-freie B adlösung auch z um R ückgang de r 

Effektstärke führen müsste. Da die Experimente 0 bis 30 Minuten nach dem Transfer 

der Zellen in die TLCS-freie Badlösung durchgeführt wurden, wäre der Effekt von  

TLCS i n de n unt ersuchten Z elle s ehr unt erschiedlich s tark a usgeprägt. Dies wü rde 

auch die hohen Standardabweichungen in dieser Versuchsreihe erklären. 

Im A llgemeinen k ann eine Reduktion de s C hloridflusses übe r di e P lasmamembran 

durch f olgende V eränderungen de r K analeigenschaften auftreten: 1)  Die A nzahl 

aktiver K analproteine in d er P lasmamembran wird h erabgesetzt, 2 ) d as „ Gating“ 

wird zu Gunsten der geschlossenen Konformation des Kanalproteins verändert oder 

3) die Leitfähigkeit der einzelnen Chloridkanäle (single-channel conductance) wird 

herabgesetzt.  

Letzteres k ann b eispielsweise d urch ei ne k ompetitive o der n icht-kompetitive 

Hemmung der K analporen e rzeugt w erden. Linsdell und H anrahan konn ten be reits 

zeigen, d ass C FTR-Chloridströme in  s tabil tr ansfizierten H amster-Oozyten ( CHO, 

chinese hamster ovary) durch TLCS gehemmt werden. Auch hier trat der Effekt kurz 

nach d er Zugabe d es Gallensalzes au f, u nterlag keiner S ignaltransduktion und w ar 

dosisabängig (Lindsell and Hanrahan, 1999). Die Autoren wählten TLCS als Substrat 

der A BC-Proteinfamilie (ATP-binding c assette f amily), de m M RP1 (multidrug 

resistance-associated protein 1) und dem kanikulären MRP2 (multidrug resistance-

associated protein 2), b eide mit de r Funktion a ls ATP-abhängige Pumpen für e ine 

große Anzahl organischer Anionen. Unter physiologischen Bedingungen sowie unter 

den E xperimentkonditionen de r vor liegenden Arbeit s ind a uch G allensalze ne gativ 



 Diskussion 

92 
 

geladen. Diverse Studien zeigten, dass große organische Osmolyte, wie z.B. Taurin, 

schwellungsaktivierte C hloridkanäle pa ssieren k önnen (Kirk e t a l., 1992 , B oese e t 

al., 1996) . So is t b eispielsweise d er s chwellungsinduzierte T aurintransport s ensitiv 

für A nionenkanalblocker, wie D IDS. Der D urchtritt von T LCS dur ch di e de m 

basalen C hloridstrom unt erliegenden Kanäle würde ei ne V erschiebung d es 

Umkehrpotenzials hervorrufen. D er Influx de s e xtrazellulären, ne gativ g eladenen 

Gallensalzes w ürde ei nen au swärts ge richteten S trom be i 0 m V e rzeugen und da s 

Umkehrpotential würde sich in negative Bereiche verlagern. Dies konnte in keinem 

der dur chgeführten Experimente gemessen w erden. Somit k ann e ine k ompetitive 

Hemmung d er C hloridkanäle a usgeschlossen w erden. E ine ni cht-kompetetive 

Hemmung d urch d ie extrazelluläre A nlagerung de r T LCS-Moleküle an di e 

Kanalpore wäre jedoch möglich.  

Eine Veränderung der Anzahl an aktiven Kanalproteien in der Plasmamembran kann 

in d iesem Fall auch ausgeschlossen w erden. D iese A rt von R egulierung würde 

zytoplasmatische Signaltransduktion beinhalten, welche zum Beispiel zur „de novo“-

Synthese, D egradation, M odifikation ode r z ur Lokalisationsveränderung von  

Proteinen f ührt. D ie Beteiligung in trazellulärer S ignaltransduktion ist w enig 

wahrscheinlich. 

Das “Gating” der betroffenen Kanalproteine könnte durch die Interaktion der TLCS-

Moleküle mit d er e xtrazellulären Lipidschicht, mit d em Kanalprotein s elbst ode r 

einem m embranständigen P rotein ode r P roteinkomplex, welcher d ie K analaktivität 

reguliert, mo difiziert w erden und somit den D urchtritt von C hlorid verringern. 

Welche Art der Interaktion dem gemessenen Effekt unterliegt, konnte mit denen in 

dieser A rbeit d urchgeführten P atch-Clamp-Experimenten nicht g enauer unt ersucht 

werden und muss Inhalt weiterführender Studien sein.  

Es konnt e gezeigt w erden, d ass d ie T LCS-induzierte Hemmung des b asalen 

Chloridstroms über eine extrazelluläre Interaktion des Gallensalzes mit d er Protein-

Lipid-Struktur d er P lasmamembran v ermittelt w ird u nd e s k einer in trazellulären 

Signaltransduktion bedarf. 

Kann m an nun den Anstieg d er intrazellulären C hloridkonzentration und somit die 

Aktivierung d er CD95-abhängigen A poptose mit d er T LCS-induzierten Hemmung 

der ge messenen C hloridströme erklären? Das aus d er Literatur b ekannte R uhe-

potenzial vo n H epatozyten l iegt z wischen -20 und -70 m V. Di e Ve rschiedenheit 

dieser W erte l ässt s ich d urch U nterschiede i n d er P räparationen d er u ntersuchten 
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Zellen und den angewandten Messmethoden in diesen Arbeiten erklären (Heller und 

Van der Kloot, 1974, Petzinger und B igalke 1986, Graf et al., 1987, Sawanobori et 

al., 1989 , W einman e t a l., 1989 ). Die i n de r vor liegenden Arbeit p räsentierten 

Ergebnisse könnten da rauf hinweisen, d ass da s R uhepotenzial von H epatozyten 

negativer al s d as Gleichgewichtspotenzial von C hlorid ist. Für di ese Hypothese 

müsste C hlorid im H epatozyten, wie e s ü blicherweise in  E pithelzellen d er F all is t 

(Hille, 2001), über dem Gleichgewicht verteilt sein. Unter Ruhebedingungen käme es 

zu e inem kont inuierlichen Chloridausstrom a us de r Zelle. Eine H emmung dieses 

Ausstroms, wie s ie f ür T LCS gezeigt werden konnt e (Hemmung bei n egativen 

Klemmspannungen), könnte de mnach zur A kkumulation von C hlorid i n de r Z elle 

führen und die intrazelluläre Chloridkonzentration temporär ansteigen lassen.  

Ein kontinuierlicher Influx von Chlorid in die Zelle könnte über elektrisch neutrale 

Transportersysteme, w ie d en Na+/K+/2Clˉ Kotransporter oder den Clˉ/HCO3ˉ-

Austauscher, ve rwirklicht w erden. E rsterer vermittelt den E intritt von e inem 

Natrium-, e inem Kalium- und z wei Chloridionen in di e Zelle. H ierfür nu tzt e r den 

elektrochemischen N atriumgradienten über d ie P lasmamembran, welcher durch d ie 

Natrium-Kalium-ATPase ( Na+/K+-ATPase) generiert w ird. D er el ektrochemische 

Gradient von  N atrium und K alium w ird du rch di e A ktivität de r N a+/K+

Aus de r Literatur i st be kannt, da ss di e A ktivität de s Na

-ATPase 

ständig au frecht erhalten (zur Ü bersicht G amba, 2005) . D er Kotransport von 

Chloridionen könnt e zu e iner e rhöhten C hloridkonzentration i m Z ytoplasma und  

somit zur Generierung eines Chloridgradienten führen. Die Hemmung des Ausstroms 

von Chlorid entlang dieses elekrtochemischen Gradienten könnte somit zum Anstieg 

der intrazellulären Chloridkonzentration führen.  
+/K+/2Clˉ-Kotransports 

wiederum dur ch di e [Clˉ] i reguliert w ird. Der A nstieg d er in trazellulären 

Chloridkonzentration inhibiert dessen Aktivität (Breitwieser et a l., 1990, Robertson 

und Foskett, 1994, L ytle und Forbush, 1996, P utney e t a l., 1999) . Man kann daher 

annehmen, dass der Anstieg von [Cl̄ ] i 

Weiterhin i st a uch e in C hloridkanal-unabhängiger M echanismus m öglich. D as 

proapoptotische G allensalz T LCS könnt e übe r di e M odifizierung von 

Kationenkanälen (Wehner, 1993)  oder el ektrogene Kationen-Transportsysteme, wie 

des N atrium-abhängigen G allensalztransporters Nctp ( Weinman et  al ., 1998), eine 

ein schneller und temporärer Prozess ist. Dies 

konnte a uch i n de n P atch-Clamp-Experimenten de r vor liegenden A rbeit g ezeigt 

werden.  
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Depolarisation der Hepatozytenmembran hervorrufen. Wenn dies der Fall ist und die 

Depolarisation da s G leichgewichtspotential von C hlorid i n pos itiver R ichtung 

übersteigt, käme e s z u einem C hloridinflux i n de n H epatozyten. Eine H emmung 

dieses Einstroms, w ie e r i n di eser A rbeit ge messen w urde, würde d iesen z war 

verringern, aber nicht unterdrücken. Es könnte somit auch über eine Depolaristation 

der Plasmamembran zum Anstieg der intrazellulären Chloridkonzentration kommen.  

Im Gegensatz zu TLCS hatte das antiapoptotische Gallensalz Tauroursodesoxycholat 

(TUDC) s owie T aurocholat (TC), e in G allensalz, welches w eder A poptose 

induzieren ka nn noc h de r A poptose e ntgegenwirkt, keinen E ffekt a uf de n C hlorid-

ausstrom. D ie extrazelluläre Stimulation mit T UDC f ührte z u e iner s ignifikanten 

Hemmung des basalen Chloridstroms bei positiven Klemmspannungen. Wie bereits 

beschrieben, korrespondieren di e be i pos itiven M embranpotentialen g emessenen 

Ströme m it de n E inwärtsströmen von C hlorid. D er A usstrom wurde s omit von 

TUDC nicht mo difiziert. Dieses E rgebnis s teht im E inklang mit der zuvor 

formulierten Hypothese, nach der die Hemmung des Chloridausstroms nach TLCS-

Stimulation zur Akkumulation von Chlorid im Zytoplasma führt. Die intrazelluläre 

Stimulation mit TUDC zeigte keinen Effekt. 

Nach Stimulation mit Taurocholat (TC) konnte in unseren Experimenten weder nach 

der ex trazellulären noch na ch der in trazellulären S timulation ein E ffekt g emessen 

werden. Wie bereits beschrieben, wurde auch mit denen im Vorfeld durchgeführten 

MQAE-Einzelzell-Fluoreszenz-Messungen kein Anstieg der intrazellulären Chlorid-

kozentration nach T C-Behandlung gemessen (Becker e t a l., 2007b) . In Ü berein-

stimmung mit d er zuvor postulierten Hypothese führt TC nicht zur Blockierung des 

Chloridausstroms und f olglich a uch ni cht z ur A kkumulation von C hlorid i m 

Zytoplasma.  

Zusammenfassend k onnte gezeigt werden, da ss nur das proapoptotische G allensalz 

TLCS in der Lage ist, den Chloridefflux über die untersuchten Chloridkanäle (Ca2+-

und c AMP-aktivierte C hloridkanäle wurden ausgeschlossen) i n isolierten 

Hepatozyten der R atte zu hemmen. TUDC u nd T C, w elche k einen Anstieg d er 

intrazellulären C hloridkonzentration ve rmitteln und ke ine A poptose i nduzieren, 

zeigten ke inen E ffekt auf de n C hloridausstrom a us de r Zelle. T UDC he mmte de n 

basalen C hloridstrom l ediglich be i pos itiven M embranpotentialen. D ies be deutet, 

dass nur der Chloridinflux von TUDC gehemmt werden kann. 
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Der G allensalz-induzierte Effekt w ird extrazellulär und ohne  i ntrazelluläre 

Signaltransduktion v ermittelt u nd u nterliegt s omit s ehr w ahrscheinlich e iner 

Interaktion de s G allensalzes mit e xtrazellulären B estandteilen d er P rotein-Lipid-

Struktur der P lasmamembran oder einer ni cht-kompetitiven H emmung de r 

Kanalpore selbst. Die gemessene Hemmung des Chlorideffluxes aus der Zelle könnte 

zur A kkumulation vo n C hlorid im Z ytoplasma und s omit z ur A ktivierung de r 

CD95L-abhängigen Apoptose na ch TLCS-Stimulation führen. Im E inklang h iermit 

führt di e Behandlung mit T UDC und T C ni cht z um A nstieg de r i ntrazellulären 

Chloridkonzentration un d s omit a uch ni cht z ur Initiierung d es CD95-abhängigen 

Apoptose-Signalweges. 

 

4.2.2 CD95-Ligand a ktiviert den b asalen C hloridstrom i n 
Hepatozyten, wodurch es zum erhöhten Einstrom von Chlorid in die 
Zelle kommt 

Obwohl C D95 i n H epatozyten ha uptsächlich i m Z ytosol und nu r zu einem sehr 

geringen Anteil in  der P lasmamembran lokalisiert is t (Sodeman e t a l., 2000) , führt 

die S timulation v on Hepatozyten m it C D95-Ligand z ur A ktivierung d er CD95-

abhängigen Apoptose (Bennet et al., 1998, Graf et al., 2002, Reinehr et al., 2002 und 

2003a). Der CD95L-induzierten Apoptose liegt ein komplexer Signalweg zugrunde, 

welcher wie jener L iganden-unabhängige, Gallensalz-induzierte Signalweg (Becker 

et al., 2007b), die Akkumulation von Chlorid im Zytoplasma und die darauf folgende 

Azidifizierung der frühen endosomalen Komparimente, als eine der ersten Ereignisse 

(Reinehr et al., 2008), beinhaltet. Beide genannten Ereignisse werden durch Caspase-

8-Inhibitor oder P an-Caspase-Inhibitor (Reinehr et  al ., 2008) stark g ehemmt. Des 

Weiteren u nterdrückt DIDS (4,4'-diisothiocyanostilbene-2,2'-disodium s alt), ein 

Inhibitor von Chloridkanälen und –austauschern (Muallem et al., 1988, Zsembery et 

al., 2000) , die C D95L-induzierte e ndosomale A zidifizierung und alle da rauf 

folgenden Schritte des C D95-abhängigen A poptose-Signalwegs (Reinehr et  al ., 

2008). Dies l ässt vermuten, dass di e intrazelluläre Akkumulation von C hlorid über 

Caspase-8-abhängige Veränderungen der C hloridleitfähigkeit d er P lasmamembran 

vermittelt werden könnte.  

In d iesem T eil d er Arbeit s ollte u ntersucht w erden, ob C D95L i n de r Lage i st, 

Chloridkanäle in der Plasmamembran isolierter Hepatozyten so zu verändern, dass es 

zu einer Akkumulation von Chlorid im Zytoplasma kommen kann. 
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Die Stimulation is olierter H epatozyten mit C D95L (100 n g/ml) führte i n uns eren 

Experimenten z u einer Aktivierung d es b asalen Chloridstroms. E s kon nte g ezeigt 

werden, dass diese Aktivierung einer intrazellulären Singaltransduktion und keinem 

direkten E ffekt, w ie für TLCS gezeigt (4.2.1), unterliegt. Die A ktivierung de s 

Chloridstroms konnt e somit nur na ch Vorinkubation intakter Z ellen b eobachtet 

werden. Demnach unterliegt der gemessene Effekt intrazellulärer Signaltransduktion, 

was für einen rezeptorvermittelten Liganden zu erwarten war. Dies liegt im Einklang 

mit der zuvor beschrieben Caspaseabhängigkeit (Reinehr et al., 2008).  

Die extrazelluläre Stimulation mit  C D95L unter A usschluss z ytoplasmatischer 

Signalmoleküle hingegen ( Zugabe d es Liganden n ach E rstellen des „ Whole-Cell“-

Kontakts) hatte ke inen E influß a uf de n gemessenen C hloridstrom. W ie be reits 

beschrieben (Abschnitt 4.2.1), führte diese Art der Stimulation mit den Gallensalzen 

TLCS und TUDC z ur Hemmung des b asalen Chloridstroms. S omit k onnte di e 

Hypothese unt erstützt werden, da ss de r T LCS- und de r C D95L-induzierte A nstieg 

der intrazellulären Chloridkonzentration über verschiedene Mechanismen vermittelt 

werden.  

Ein A nstieg d er C hloridleitfähigkeit d er P lasmamembran kann dur ch f olgende 

Modifikation he rvorgerufen w erden: 1 ) d ie A nzahl a ktiver K analproteine in d er 

Plasmamembran w ird e rhöht, 2 ) das „ Gating“ w ird z u G unsten de r geöffneten 

Konformation de s K analproteins ve rändert, 3)  di e Leitfähigkeit de r e inzelnen 

Chloridkanäle (single-channel c onductance) wird e rhöht ode r 4 ) es k ommt z ur 

Aktivierung eines anderen Typs von Chloridkanälen.  

Letzteres k ann w eitgehend au sgeschlossen w erden, d a CD95L-stimulierte Z ellen 

eine stärker Aktivierung nach Reduktion der extrazellulären Osmolarität zeigten. Die 

in d ieser A rbeit durchgeführten Experimente lassen ni cht z wischen den oben 

genannten P unkt e ins bis dr ei unterscheiden. Die g enauere U ntersuchung des 

Wirkmechanismus muss Inhalt weiterführender Studien sein. 

Stützt m an s ich nun w ieder a uf di e f ür de n T LCS-Effekt pos tulierte H ypothese 

würde eine Aktivierung der untersuchten Chloridkanäle nicht zu einer intrazellulären 

Akkumulation von C hlorid f ühren. E ine s olche A ktivierung würde hi ngegen zu 

einem erhöhten Ausstrom von Chlorid aus der Zelle führen. 

In d er Literatur f inden s ich vi ele A nhaltspunkte, nach denen eine A ktivierung von 

CD95-Rezeptor in verschiedenen Zelltypen zur Depolarisierung der Plasmamembran 

führen kann. Im Falle einer durch CD95L induzierten Depolarisierung der Membran 
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über da s Gleichgewichtspotential von C hlorid hi naus w ürde ein A ktivierung de r 

Chloridkanäle z u e inem e rhöhten E instrom von  C hlorid i n di e Z elle f ühren. A uch 

dieser E ffekt könnt e s omit e inen t emporären Anstieg de r z ytosolischen C hlorid-

konzentration f ühren. Nolte et  al . zeigten, d ass die S timulation von U -937 Z ellen 

(human m yeloid c ell l ine) mit C D95-spezifischen Antikörpern e ine D epolarisation 

der P lasmamembran induzieren kann und dass d ieser Prozess Caspase-abhängig i st 

(Nolte et al., 2004). Wie bereits beschrieben, scheint d ie Caspase-Abhängigkeit ein 

signalspezifisches Merkmal z u s ein, da  a ndere proapoptotische S timuli, w ie 

Gallensalze in Hepatozyten (Becker et al., 2007b) oder Arsentrioxid (As2O3

In der Literatur f indet man diverse Arbeiten, welche proapoptotische Liganden mit 

einer Veränderung de r Ionenleitfähigkeit i n V erbindung br ingen. S o b eschrieben 

Nietsch et  al. eine z weifache E rhöhung von  K aliumströmen und e inen fünffachen 

Anstieg von Chloridströmen als frühe Ereignisse in der TNF (tumor necrosis factor)-

induzierten A poptose i n H CT ( rat he patoma) Zellen. Die Autoren (Nietsch e t a l., 

2000) folgern, da ss di e Aktivierung d er C hloridkanäle z um A usstrom von C hlorid 

führt u nd d ie P lasmamembran s omit d epolarisiert w ird. S omit w ürde a uch K

) in U-

937 Zellen (Nolte et al., 2004) nicht abhängig von einer Caspase-Aktivierung sind.  

Eine D epolarisation der P lasmamembran kann dur ch den erhöhten E instrom von 

Natrium- oder Calciumionen hervorgerufen werden. Somit kann spekuliert werden, 

dass CD95L zusätzlich Kationenkanäle oder –transporter aktiviert, welche in unseren 

Experimenten nicht gemessen werden konnten. Folglich könnte die Aktivierung der 

Chloridkanäle zu ei nem e rhöhten C l̄ -Einstrom und s omit zur in trazellulären 

Akkumulation von Chlorid führen.  

+ die 

Zelle v erlassen, womit e s z u e inem K Cl E fflux käme. D er V erlust von os motisch 

aktivem K Cl w ürde mit  d em A ustritt v on W asser u nd d em S chrumpfen d er Zelle, 

dem AVD (apoptostic v olume decrease), e inhergehen ( Kerr e t al., 1972 , Maeno et 

al., 2000, N ietsch e t a l., 2 000). D iese T heorie w ürde ab er nicht di e A kkumulation 

von C hlorid i m Z ytoplasma e rklären. Der A nstieg d er in trazellulären C hlorid-

konzentration i st j edoch e in allgemeines Merkmal d er H epatozyten-Apoptose und  

tritt u nmittelbar n ach A pplikation verschiedener proapoptotischer Stimuli, w ie 

hydrophobe Gallensalze (Becker et a l., 2007b) , CD95L (Reinehr e t a l., 2008) oder 

Hyperosmolarität (Reinehr et al., 2006) auf. Des Weiteren führt die Stimulation mit 

dem pr oapoptotischen G allensalz T LCS ni cht z ur A ktivierung de s ba salen 

Chloridstroms, was in diesem Fall zu erwarten wäre. Somit kann spekuliert werden, 
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dass di e C D95L-induzierte A ktivierung e inen Einstrom v on C hlorid vermittelt, 

wodurch es zur Akkumulation von Chlorid im Zytosol kommt. 

Szabò et al. konnten eine Aktivierung von Chloridkanälen in Jurkat T-Lymphozyten 

nach der Behandlung mit CD95-spezifischen Antikörpern zeigen. Sie vermuten, dass 

es sich bei den hier aktivierten Chloridkanälen um jene Kanäle handelt, welche auch 

am RVD (regulatory volume decrease) nach osmotischer Schwellung beteiligt s ind 

(Szabò et  al ., 1998). Beide Stimuli, Zellschwellung (Lepple-Wienhues et al., 1998)  

und C D95-Aktivierung ( Szabò e t a l., 1998) , werden übe r d ie Src–ähnliche 

Tyrosinkinase (sarcoma-like kinase) Lck56 vermittelt, welche in Lymphozyten durch 

Ceramide ak tiviert wird und z ur H emmung des N a+/H+-Austauschers und de r 

Aktivierung e ines auswärts gleichrichtenden Chloridstroms f ührt. Auch i n de r 

CD95L-induzierten Apoptose in Hepatozyten kommt es zur Bildung von Ceramiden, 

welche wiederum die Src-Kinase Yes aktivieren (Becker et al., 2007a und b, Reinehr 

et a l., 2004  und 2008). E s könnt e a lso a uch hi er z u e iner H emmung des Na+/H+-

Austauschers und zur Aktivierung eines auswärts gleichrichtenden Stroms kommen. 

Letzteres konnte, wie beschrieben, in dieser Arbeit gemessen werden. 

Die v erminderte A ktivität des N a+/H+-Austauschers könnt e e ine i ntrazelluläre 

Akkumulation von H+ 

Die nach der 16 – 24-stündiger Vorinkubation mit CD95L untersuchten Hepatozyten, 

zeigten die Tendenz einer Aktivierung des basalen Chloridstroms. Da die Zellen für 

die M essungen i ntakt s ein m üssen, sind di e h ier unt ersuchten Zellen jene, w elche 

sich f ür d ie Z eit d er S timulation (16–24 h)  dem a poptotischen Z elltod e ntziehen 

zur Folge haben, welche zur Hemmung von Kaliumkanälen in 

der P lasmamembran f ühren ka nn. Die H emmung von K aliumkanälen kann eine 

Depolarisierung d er P lasmamembran auslösen, w elche einen E instrom vo n Chlorid 

über di e C D95L-aktivierten C hloridkanäle nach s ich z iehen w ürde. Dieser 

Mechanismus könnte die DIDS-Sensitivität des Chloridanstiegs erklären (Muallem et 

al., 1988 ), w elche be reits i n M QAE-Fluoreszenz E xperimenten g ezeigt w erden 

konnte (Reinehr et al., 2008).  

Der z uvor diskutierte Mechanismus übe r d ie B ildung von C eramiden, di e 

Aktivierung von Yes u nd de r da rauf folgenden F ormierung d es D ISC (death 

inducing signal complex), welche eine Caspase-8 Aktivierung zur Folge hat, würde 

den autoamplifizierenden Mechanismus der CD95-Aktivierung (Reinehr et al., 2008) 

unterstützen und d en gemessenen Anstieg des ba salen C loridstroms in di esen 

Kontext einfügen (Becker et al., 2007a und b, Reinehr et al., 2002, 2003a und 2008).  
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konnten. Es könnte sein, dass die Autoamplifikation des CD95L-Signals (Reinehr et 

al., 2008) in diesen Zellen notwendig war um die Apoptose einzuleiten und dass es 

somit in  d iesen Z ellen erst n ach e iner r elativ la ngen S timulation mit C D95L z ur 

Iniziierung de r C D95-abhängigen A poptose kom mt. I nteressanterweise z eigten 

CD95L-stimulierte Hepatozyten e ine v erstärkte Reaktion au f d ie R eduktion de r 

extrazellulären O smolarität. S o ko nnte ei ne s tärkere Aktivierung des s chwellungs-

aktivierten C hloridstroms 5 Minuten nach dem hypotonem S chock g emessen 

werden. D ies b estätigt erneut, d ass e s s ich be i de m unt er i sotonen B edingungen 

gemessenen Chloridstroms, welcher durch CD95L aktiviert wird, tatsächlich um eine 

basal aktive Form des ICl,swell handelt.  

Da dur ch di e Stimulation mit C D95L eine A ktivierung de r d em ICl,swell

 

 zugrunde 

liegenden I onenkanäle s tattfand, können m ehr C hloridionen z ur s elben Z eit di e 

Plasmamembran passieren. 
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5 Zusammenfassung 
Proapoptotische S timuli w ie C D95-Ligand ( CD95L) und h ydrophobe G allensalze, 

z.B. T aurolithocholat ( TLCS), induzieren i n H epatozyten i nnerhalb w eniger 

Sekunden e inen A nstieg de r i ntrazellulären C hloridkonzentration ( [Clˉ] i), w elcher 

als e rstes E reignis im A poptose-Signalweg v ermutet w ird. Welche E reignisse z ur 

Akkumulation von  Chlorid i n de r Zelle f ühren, war noc h völ lig unk lar und i st 

Gegenstand der vorliegenden Arbeit. 

Aus di esem G runde s ollte unt ersucht w erden, i) ob T LCS und CD95L di e 

Chloridleitfähigkeit de r Plasmamembran von H epatozyten s o m odifizieren könne n, 

dass e s z u e inem A nstieg de r i ntrazellulären C hloridkonzentration kom mt, ii) o b 

TUDC u nd T C e inen Einfluss a uf d ie C hloridleitfähigkeit d er P lasmamembran  

haben und w enn j a, o b und w ie s ich di e E ffekte unt erscheiden, i ii) w elche 

Mechanismen de n pot entiellen M odifikationen z ugrunde l iegen und iv) w elche 

Unterschiede sich zwischen TLCS- und CD95L-induziertem Effekt feststellen lassen. 

Zur A bleitung d er C hloridströme ü ber d ie P lasmamembran is olierter H epatozyten 

der R atte b ediente m an s ich d er P atch-Clamp-Technik i n de r „Whole-Cell“-

Konfiguration. Ca2+- und cAMP-abhängige Chloridströme wurden ausgeschlossen. 

Es k onnte g ezeigt w erden, d ass u nstimulierte H epatozyten ei ne b asal ak tive F orm 

des s chwellungsaktivierten C hloridstroms, ICl,swell

TLCS h emmt r eversibel sowohl de n basalen w ie au ch d en s chwellungsaktivierten 

Chloridstrom, wobei es nicht zu einer zytoplasmatischen Signaltransduktion kommt, 

sondern d er E ffekt ü ber ei ne Interaktion d es G allensalzes m it e xtrazellulären 

Strukturen d er P lasmmembran v ermittelt w ird. Hier i st b eispielsweise eine n icht-

kompetitive Hemmung  der Kanalpore möglich. Weiterhin konnte eine beschleunigte 

Inaktivierungskinetik ge messen w erden, w elche ve rmutlich ke ine ph ysiologische 

Bedeutung h at, a ber de n E ffekt auf die b eteiligten C hloridkanäle ve rstärkt. B eide 

Effekte s ind dos isabhängig. D ie T LCS-induzierte H emmung b etraf s owohl de n 

Chloridinflux a ls a uch d en –efflux. Im G egensatz z u T LCS ha tten T UDC und T C 

keinen Effekt auf den Chloridausstrom. TUDC hemmt lediglich den Chlorideinstrom 

, au fweisen, welcher d urch ei ne 

Auswärtsgleichrichtung, e ine s chnelle A ktivierung, eine pot entialabhängige 

Inaktivierung bei Potentialen über +40 mV sowie eine Aktivierung unter hypotonen 

und e ine Reduktion unter hypertonen Bedingungen gekennzeichnet i st. In HEK293 

Phoenix-Zellen ist dieser Strom signifikant schwächer. 
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in d ie Z elle. Auch d ieser E ffekt w urde von d er ex trazellulären S eite d er P lasma-

membran und ohne Beteiligung zytoplasmatischer Signaltransduktion vermittelt. 

Die in der vorliegenden Arbeit präsentierten Ergebnisse weisen darauf hin, dass das 

Ruhepotenzial von H epatozyten n egativer a ls das G leichgewichtspotenzial von 

Chlorid i st. F ür di ese H ypothese m üsste C hlorid i m H epatozyten übe r d em 

Gleichgewicht verteilt sein. Ein kontinuierlicher Chloridinflux könnte über elektrisch 

neutrale Transportsysteme, wie den Na+/K+/2Clˉ -Kotransporter, vermittelt werden.  

Unter Ruhebedingungen käme es somit zu einem kontinuierlichen Chloridefflux. Die 

TLCS-induzierte H emmung d ieses A usstroms könnte s omit z ur A kkumulation von  

Chlorid in der Zelle führen.  

CD95L h atte e ine A ktivierung d es b asalen C hloridstroms z ur F olge, der e iner, 

wahrscheinlich C aspase-8-abhängigen, z ytoplasmatischen S ignaltransduktion 

unterliegt. Eine D epolarisation de r P lasmamembran, übe r di e A ktivierung von 

Kationenkanälen oder –transportsystemen (z.B. Na+/H+-Austauscher) und der darauf 

folgende Clˉ-Influx, über die nun aktivierten Chloridkanäle, sind als Auslöser für die 

CD95L-induzierte Chloridakkumulation in der Zelle wahrscheinlich. 

Somit unt erscheiden s ich T LCS- und C D95L-induzierter A nstieg d er [Clˉ] i

 

 klar in  

ihren Mechanismen, münden aber letztlich in den gleichen Apoptose-Signalweg.  
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6 Abstract 
In hepatocytes, proapoptotic stimuli such as CD95 ligand (CD95L) and hydrophobic 

bile acids, e.g. taurolithocholylsulfate (TLCS), lead within seconds to an increase of 

the cytosolic chloride concentration ([Cl̄ ] i), which is thought to be the initial trigger 

for CD95-dependent a poptosis pa thway. T he bile s alts T aurocholate ( TC) and 

tauroursodeoxycholate (TUDC) do not  increase [Clˉ]i. The upstream events leading 

to t he accumulation of  chloride within th e c ell are s till unknow n. T he aim of  t he 

present s tudy w as to  i nvestigate i)  if th e TLCS- and C D95L-induced cytosolic 

chloride i ncrease i s du e t o a m odification of  t he pl asma m embrane c hloride 

conductance, ii) i f TUDC and TC have an effect on t he plasma membrane chloride 

conductance, and if and how it can be distinguished from those given by TLCS, iii) 

which are the mechanisms underlying the potential modifications on the chloride flux 

and iv) i f there are d ifferences in the TLCS- and CD95L-induced ef fect. Therefore 

patch-clamp e xperiments in  th e w hole-cell co nfiguration w ere p erformed. The 

hepatocytes us ed i n t his s tudy were f reshly i solated f rom m ale rats and hol d i n 

primary cell culture. 

Unstimulated hepatocytes e xhibit under i sotonic c onditions a ba sal f orm of  t he 

swelling-activated ch loride cu rrent, ICl,swell

In c ontrast, th e a ntiapoptotic b ile a cid TUDC only i nhibited t he chloride i nflux. 

Interestingly, t he b ile ac ids ach ieve t heir effects from t he ex tracellular s ide o f t he 

plasma membrane without requirement of any cytoplasmatic signal transduction. As 

an example, a n on-competitive in hibition w ithout pa ss-over of  t he bi le acid c ould 

. T his cu rrent i s ch aracterized b y an 

outward r ectification, a  f ast a ctivation, a  p otential-dependent i nactivation a t 

potentials more positive than +40 mV, it becomes activated by hypotonic conditions 

and i nhibited b y h ypertonic c onditions, r espectively. In H EK293Phoenix c ells, a  

human renal cell line, this current was significantly weaker under isotonic conditions. 

TLCS was able to inhibit the basal as well as the swelling-activated chloride current 

in a  r eversible ma nner, w ith a  ma ximum in hibition a lready after 5 min utes. 

Additionally, a n a cceleration of  t he pot ential-dependent i nactivation w as de tected, 

but w e s uppose t hat t his e ffect ha s no ph ysiological r elevance, but  s upports t he 

presence o f t he e ffect b y T LCS. Both ef fects were d ose-dependent. T he c urrent 

inhibition w as d etectable a t p ositive a s w ell as at n egative m embrane p otentials, 

representing the influx and efflux of chloride, respectively. 
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cause this effect. TC, a bile acid which do not effect apoptosis in hepatocytes, did not 

affect the basal chloride current in our experiments.  

Our da ta c ould be  easily e xplained pos tulating t hat i n he patocytes t he r esting 

membrane potential is more negative than the reversal potential of chloride. For this 

hypothesis c hloride h ave t o be  distributed a bove t he e quilibrium. T herefore, t here 

would be an efflux of chloride under resting conditions. Hence, an inhibition of the 

efflux b y T LCS co uld l ead t o an  accu mulation of  c hloride w ithin t he c ell. A 

continuous e ntrance o f chloride i nto t he cell c ould be  r ealized b y e lectro ne utral 

transport s ystems, s uch a s t he N a+/K+/2Clˉ cotransporter. Furthermore, a  c hloride 

channel-independent mechanism is possible. 

The d eath l igand C D95L a ctivates t he b asal ch loride cu rrent. A s ex pected f or a  

receptor-binding l igand, C D95L a ffects t he c urrent onl y when s ignal t ransduction 

could oc cur. It i s v ery l ikely t hat an  c aspase-dependent de polarisation of  t he 

plasmamembrane du e t o m odifications of  c ation c hannels or  t ransporter s ystems, 

such as the Na+/H+

 

-exchanger, with simultaneous activation of chloride channels, as 

observed in this study, leads to an anhanced influx of chloride. 

Therefore, t he T LCS- and C D95L-induced i ncrease of  t he c ytosolic c hloride 

concentration u nderlies d ifferent m echanisms that f inally le ad in to th e s ame 

apoptosis pathway. 
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8 Abkürzungsverzeichnis 
A  ABC  Adenosine triphosphate-binding cassette 

  AML 12  Mouse hepatocytes cell line 

  APAF  Apoptotic protesase activating factor 

  ASM  Acidic sphingomyelinase 

  ATP  Adenosine triphosphate 

  ATPase  Adenosine triphosphatase 

  AVD  Apoptosis volume decrease 

  AVD  Apoptotic volume decrease 

B  Bax  Bcl-2-associated X protein 

  Bcl-2  B-cell lymphoma 2 

  Bid  BH3 interacting domain death agonist  

  BSA  Bovines Serumalbumin 

  Bsep  Bile salt export pump 

C  cAMP  Cyclic adenosine monophosphate   

  Caspase  Cysteine-aspartat protease 

  CD95L  CD95-Ligand 

  CD95  CD95-Rezeptor (Fas, APO-1) 

  CFTR  cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 

  CHO  Chinese hamster ovary 

  [Cl⁻]  i Intrazelluläre Chloridkonzentration 

D  DIDS  4,4'-diisothiocyanostilbene-2,2'-disodium salt 

  DISC  Death inducing signal complex 

  DMSO  Dimethylsulfoxid 

  DNA  Desoxyribonuleic acid 

E  EC  50 Half maximum effect concentration 

  EDTA  Ethylendiamintetraacetat 

  EGFR  Epidermal growth factor receptor 

  EGTA  Ethylenglycol-bis(2-Aminoethylether)-N,N,N’,N’-

Tetraacetat 

F  FADD  Fas-associated death domain 

  FCS  Fetal calf serum 

  FXR  Nuclear farnesoid X receptor 
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G  GABA  γ-aminobutric acid receptor 

H  HEK  Human embryonal kidney 

  HTC  Rat hepatoma cell line 

I  IAP  Inhibitor of apoptosis protein 

L  LGIC  Ligand-gated chloride channels 

M  MP  Membranpotenzial 

  MQAE  [N-(ethoxycarbonylmethyl)-6-methoxyquinolinium 

bromide 

  MRP  Multidrug resistence-associated protein 

  MSD  Membrane spanning domain 

N  NADPH  Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

  NBP  Nucleotide binding domain 

  NCC  Na+

 

/Cl⁻ -Kotransporter 

 Nctp  Na+

 

-taurocholate cotransporting peptide 

 NKCC  Na+/K+

 

/Cl⁻ -Kotransporter 

 NPPB  5-Nitro-2-(3-phenylpropylamino)benzoic acid 

O  Oatp  Organic anion transporter 

P  PBC  Primäre Biläre Cholangitis 

  PKC  Protein kinase c 

R  ROS  Reactive oxygen species 

S  Scr  Sarcoma 

  SEM  Standard error of the mean 

T  TC  Taurocholat 

  TLCS  Taurolithocholat 

  TNF  Tumor necrosis factor 

  TUDC  Tauroursodesoxycholat 

U  U-937  Human myeloid cell line 

V  VRAC  Volume regulated anion current 
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