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Einleitung

1 Einleitung

Die Leberi std asz entrale S toffwechselorgan d es K orpers. A ufgenommene
Nahrstoffe werden vom Verdauungstrakt iiber die Pfortader der Leber zugefiihrt, um
dort um- oder abgebaut zu werden. Die Leber versorgt auf diese W eise den Korper
mit e iner V ielzahl von lebenswichtigen S toffen und s orgt fiir di e E xkretion von
Abbauprodukten iiber die Galle oder die Niere. Die Entgiftung des Korpers ist eine
der wichtigsten Aufgaben der Leber. Hierbei ist besonders die Ammoniakentgiftung

beim Abbau von Aminosduren von Bedeutung.

1.1 Die Leber

Die Leber b esitzt ei ne komplexe rdumliche Struktur, welche au s v erschiedenen
Zellsorten aufgebaut ist. Die Leberparenchymzellen, die Hepatozyten, stellen mit 70
— 80 % der gesamten Leberzellmasse d en H auptzelltyp dar (Grisham et al., 1975,
Motta, 1984, Junqueira und C arneiro, 1984). Als die kleinste mikrozirkulatorische
und funktionelle E inheit de r Leber ka nn de r Leberazinus a ngesehen w erden.
(Rappaport 1973, 1976). Der unregelmiBig o rientierte P arenchymbereich, d er sich
um einent erminalen A std 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 Zellen eines A zinus w erden von den gleichen t erminalen
Blutgefdflen versorgt, und alle 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 P fortader (V.
portae) und zu 20 % aus der Leberarterie (A. hepatica) gespeist wird. Die Pfortader
bringt s auerstoffarmes, nd hrstofthaltiges Bluta us de m V erdauungstrakti ndi e
Sinusoide, w o e s mit de m s auerstoffreichen Blut der Leberarterie ve rmischt wird.
Das Blut flie3t nun a n den Hepatozyten vorbei und schlieBlich iiber die terminalen
Lebervenen in 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 Aktivitit dieses Zelltyps wider (Katz, 1992, zur Ubersicht Hiussinger,
1990, Ramadori et al., 2008).
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Gallekanaliculus

Sinusoidales Lumen  Dissé-Raum

Gallekanaliculys NvPfferzelie

Leberarterie

Pfortader Gallengang Hepatische Sinusoidiales Dendritische Zelle

Sternzelle Endothel mit
A B Fenestrae

Abbildung 1. 1:(A) A rchitektur ei nes ei nfachen Leberazinus u nd ( B) A usschnitt ¢ ines L eber-
sinusoiden mit seinemt ypischen Aufbau. D as nihrstoffreiche B lut de r P fortader un d da s
sauerstoffreiche B lut d er L eberarterie miinden in die S inusoiden d er L eber und v ermischen s ich
dort. Das Blut flie3t durch das sinusoidiale Lumen an den Hepatozyten vorbei, wobei ein direkter
Stoffaustausch zwischen Blut und Hepatozyten, iiber die Fenestrae des Leberendothels, stattfindet.
Modifiziert nach Adams und Eksteen 2006.

Died em Blutstrom zugewandte ba solaterale ( sinusoidiale) M embran de r
Hepatozyteni std urch ei nes tark f enestrierte E ndothelschicht vom B lutstrom
abgegrenzt. Wiéhrend die E ndothelschichten von  Blutgefilen normalerweise
geschlossen s ind, be sitzt das Leberendothel gr o3flichige 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 ermoglichen (Wisse et al., 1985). An der Innenwand der Sinusoide
befinden s ich di e ortsstindigen Makrophagen der Leber, di e a Is K upffer-Zellen
bezeichnet werden. Der Bereich zwischen Leberendothel und Hepatozyten wird als
Dissé-Raum b ezeichnet. Inih m liegen d ie H epatischen S ternzellen (HSZ) (zur
Ubersicht Geerts, 2001) , die V itamin A s peichern (Wake, 1971 ) und dessen
Zytoplasmar eicha n Lipidtropfcheni st (Friedmanet 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 konne n sowohl zu
Myofibroblasten-artigen Z ellen (Friedmanet al ., 1985 und 1993, Rockeyetal.,
1992) als auch zu Hepatozyten- und Endothelzell-artigen Zellen (Kordes et al., 2007

und 2008) transformieren. Weiterhin konnte gezeigt w erden, dass der Diss¢ Raum

2
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Merkmale ei ner S tammzellniesche au fweist ( Sawitzaet al .,2 009). Diese
Eigenschaften deuten darauf hin, dass HSZ eine Stammzell-dhnliche Funktion in der

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

1.2 Gallensauren

Die G allew ird vonde rL eberg ebildet,i nd ie G allengénge s ezerniert und
interdigestiv in der Gallenblase gespeichert, um zu den Mahlzeiten in das Duodenum
abgegeben zu werden. Die Galle besteht zum grofiten Teil aus Wasser (82 %), in
dem Elektrolyte in einer dhnlichen Zusammensetzung wie im Blutplasma geldst sind.
Die w ichtigsten funktionellen B estandteile s ind d ie G allensduren (12 %). Als
Emulgatoren unt erstiitzen sie die F ettverdauung im D arm. D urch M izellenbildung
erhohen sie die Angriffsflache fiir Lipasen.

Die pr iméren G allensduren C holsdure und C henodesoxycholsdure w erden i n de n
Hepatozyten dur ch H ydroxylierungsreaktionen und ox idative V erkiirzung d er
Seitenkette aus Cholesterin gebildet. Ersteres geschieht immer nur an einer Seite des
Molekiils, w odurch e ine a mphipatische S truktur ge schaffen w ird. Bevor di e
Gallensalze in die Galle ab gegeben w erden, findet meist eine K onjugation an der
Carboxylgruppe der Seitenkette iiber eine Amidbindung mit Glycin oder Taurin statt.
Dies erhoht die Féhigkeit zur Mizellenbildung. Aufgrund des alkalischen pH-Werts
der Galle liegen Gallensduren hauptsichlich in Form ihrer Anionen (Gallensalze) vor
(zur U bersicht Maitra und Mukhopadhyay, 200 4). 95 % de r konj ugierten G allen-
sduren w erdeni m terminalen Ileum iibe rp assiveunda ktive M echanismen
riickresorbiert und tibe r die P fortader zur Leber zuriickgefiihrt. Hier werden sie von
den Hepatozyten aufgenommen und stehen somit zur erneuten Exkretion in die Galle
zur V erfiigung (zur U bersicht Perez u nd Briz, 2009) . D ie W iederaufnahme von
Gallensalzen w ird p rimér i ber d en N a*"-abhéingigen G allensalztransporter N tcp
(Na"-taurocholate ¢ otransporting pe ptide) in de rba solateralen ( sinusoidialen)
Membran d er H epatozyten v ermittelt (Meier, 1995, S chroeder et al., 1998). Da es
sich hi erbei um einen sekundér aktiven T ransport e ntlang de s N atriumgradienten
handelt, ist es mo glich, die Gallensalze entgegen 1hres K onzentrationsgradienten in
den H epatozyten z u t ransportieren. D ie E xkretion i n di e G alle iibe r d ie a pikale
(kanikuldre) M embran findet iiber primér aktiven, A TP-abhingigen T ransport iiber

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

3
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1991, Stieger et al., 1992). Die Sekretion der Gallensalze und anderer Substanzen in
die Gallengénge ist v om o smotischen E instrom v on W asser g efolgt, wodurch der

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

i
C — NHCH,CH,SO,Na

C— NHCH,CH,SO,Na
0

HO™ OH

Taurolithocholat Tauroursodeoxycholat

CH,

Na*

Cholat

Taurocholat

C D

oH

Abbildung 1. 2: Chemische Struktur der in dieser Arbeit untersuchten G allensalze. (A) D as pro-
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 ntgegenwirkenka nn. (D) D asp rimédre G allensalz C holat zei gtd ie
amphipatische S truktur d er G allensalzmolekiile 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 Garideletal.,
2007.

Die ch emische S trukturd er G allensalze u nterscheidet s ich deutlich vonde r
klassischen “H ead-Tail”-Struktur von D etergenzien, be i de nend er h ydrophile
,»Kopf“und de rh ydrophobe ,, Schwanz* de s M olekiils kl ar vone inander g etrennt
sind. Gallensalze hingegen haben ein starres S teroid-Geriist mit einer h ydrophoben
Flache, welche die konvexe Seite des Steroidrings einnimmt und einer hydrophilen
Flache, welche von de n H ydroxylgruppen a uf der konka ven S eite d es M olekiils
gebildet wird (Abbildung 1. 2) (zur U bersicht Maitra und Mukhopadhyay, 2004,
Garidel et al., 2007). Eine wichtige Determinante der Toxizitédt eines Gallensalzes ist
seine h ydrophobe E igenschaft. D iese i st s owohl von de r A nzahl und P osition der

Hydroxylgruppen s owie der A midierung an P osition C-24 abhéngig. Die in dieser
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Arbeit untersuchten Gallensalze unterscheiden sich in der Stirke ihrer hydrophoben
Eigenschaft mit folgender Ordnung: TUDC < TC < TLCS (zur Ubersicht Garidel et
al., 2007, Perez und Briz, 2009) . H ydrophobe G allenséduren konnen in der Leber
sowohl ne krotischen a Is a uch a poptotischen Zelltod a uslosen ( Schmuckeretal.,
1990). E ine 1 angfristige E xposition g egeniiber e théhten Konzentrationen von
hydrophoben G allensduren, wie sie bei cholestatischen Lebererkrankungen a uftritt,
kann eine irreversible Schiadigung und den zirrhotischen Umbau der Leber nach sich
ziehen. Hierbei wird die Apoptose als eine wichtige Form des Zelltodes angesehen
(Attili et al., 1986, Patel et al., 1998, Guicciardi et al., 2005). Der Abschnitt 1.3.1
beschreibt den akutellen Wissensstand der Gallensalz-induzierten CD95-abhédngigen
Apoptose in Hepatozyten.

1.3 Apoptose

Die Apoptose ist ein Prozess, der auch als ,,programmierter* Zelltod bezeichnet wird
und an einer Vielzahl lebenswichtiger Prozesse beteiligt ist. Sie ist ein essentieller
Mechanismus in der Entwicklung (Brenner et al., 1974, Sulston et al., 1976) und der
Aufrechterhaltung d er Homoostase (Kerr etal ., 1972, O pferman u nd K orsmeyer
2003) von Geweben. Die E liminierung e ntarteter Zellen mittels A poptose b ewahrt
die F unktionalititde s G ewebesunds chiitzt es beispielsweise v orei ner
neoplastischen T ransformation (Kerr etal ., 1972, Lowee t al.,2 004). E ine
Fehlsteuerung de r A poptose ka nns omit zu schwerwiegenden P roblemeni m
Organismus fiithren (zur Ubersicht Nijhawan et al., 2000, Ghavami et al., 2005).

Der apoptotische Zelltod ist durch bestimmte biochemische Prozesse charakterisiert,
welche s pezifische m orphologische V erdnderungen z ur Folge ha ben. Zu di esen
charakteristischen Verdnderungen z dhlend as S chrumpfend er Zelle,d ie
Chromatinkondensation, di e F ragmentierung de r ¢ hromosomalen D NA und de s
gesamten Z ellkerns, s owie die Bildung von m embranumschlossenen V esikeln, den
sogenannten ,, apoptotic bodi es* (zur U bersicht Hengartner, 2000, E Imore, 2007 ).
Wihrend 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.
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Caspasen liegen in allen Z ellen zunéchst in i hrer i naktiven Form als Procaspasen
(Zymogene) vor. Durch einen spezifischen apoptotischen Stimulus werden Initiator-
Caspasen (Caspase-8/ -10) gespalten, w elche i hrerseits in der Lage sind E ffektor-
Caspasen (z.B. Caspase 3/-7) zu aktivieren. Es entsteht eine proteolytische Caspasen-
Kaskade (Cohen, 1997). Die Aktivitit der Caspasen wird durch Mitglieder der Bcl-2
(B-cell ymphoma 2) und 1AP (inhibitor of apoptosis protein)-Proteinfamilie reguliert
(zur Ubersicht Deveraux und Reed, 1999, Cory und Adams, 2002).

Man unterscheidet z wei prominente Signalwege, dene xtrinsischenundde n
intrinsischen W eg, die z um a poptotischen Z elluntergang fiihren koénnen. Der
extrinsische Weg verlduft iber 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-Schddigungund  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 der M itochondrien-Membran und di e F reisetzung von C ytochrom ¢
aus de m m itochondrialen Intermembranraum. Dies w ird du rch di e Caspase-8-
abhéngige Spaltung des Proteins Bid (BH3 interacting domain death agonist) zu tBid
(truncated Bid) realisiert (Lietal., 1998). Es kommt zur Bildung des sogenannten
Apoptosoms, e ines M ultiproteinkomplexes, w elches di e P rocaspase-9 und A paf
(apoptotic protesase activating factor)-1 enthdlt (Green und Reed, 1998, Saelens et
al., 2004).

Es wird zwischen T yp I- und T yp II-Zellen unterschieden. In T yp I-Zellen, w ie
Hepatozyten, kommt es frith im zeitlichen V erlauf zu einer Caspasen-Aktivierung.
Hierbei ist der mitochondriale Weg nicht essentiell. Lymphatische Zellen beispiels-
weise gehohren z ude r G ruppe de r T yp II-Zellen. H ier kommte s immer z ur
Aktivierung de r M itochondrien und e rsts péter z u e iner Caspasen-Aktivierung

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

1.3.1 Apoptose in Hepatozyten

Proapoptotische S timuli, w ie C D95-Ligand ( CD95L) (Reinehr eta 1., 2008) ,
hydrophobe Gallensalze (Becker et al., 2007) oder hyperosmotisches Zellschrumpfen
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(Schreiber et al., 1996) induzieren innerhalb von wenigen S ekunden ein A bsinken
des vasikuldren pH-Wertes von ca. 6 auf 5,6 - 5,7 inden frilhen Endosomen von
Hepatozyten. E s k onnte g ezeigt w erden, d ass diesem P rozess ei n A nstieg d er
intrazelluldren C hloridkonzentration vor ausgeht (Reinehre ta 1., 2006 and 2008,

Beckeretal., 2007). Es wird angenommen, da ss e ine e rhohte K onzentration von
Chlorid im Zytoplasma die H -ATPase in der Endosomenmembran aktiviert, welche
daraufthin den A bfall des vasikuldren pH-Wertes vermittelt (Moriyama und N elson
1997, P azolese ta 1., 1980) .D ie A zidifizierung d ieser frithen endosomalen
Kompartimente aktiviert nun e ine komplexe Signalkaskade, welche schlieBlich zum
apoptotischen Untergang des Hepatozyten flihrt. Zunichst wird die endosomale saure
Sphingomyelinase ASM (acidic sphingomyelinase) aktiviert. Dies fiihrt zur Bildung
von C eramiden und z ur A ktivierung d er Protein-Kinase C (PKC) (. Darauthin
kommt es zur Serinphosphorylierung von p47 Phox " einer regulatorischen Untereinheit
der NA DPH (nicotinamide ade nosine di nucleotide ph osphate)-Oxidase. Di ese
Aktivierung der NADPH-Oxidase fiihrt zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) (Reinehr et al., 2005, 2006, Becker et 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 aktiviert diesen iiber eine T yrosinphosphorylierung (Eberle et al., 2007),
was z ur T ranslokation de s E GFR-CD95-Komplexes z ur P lasmamembran f {ihrt
(Reinehretal., 2003). Hier kommt es nun zur Bildung de s DISC (zur U bersicht
Reinehr und Héussinger 2007).

1.4 Das CD95-System

Der extrinsische Signalweg wird iiber die Rezeptoren der TNF—Superfamilie an der
Zelloberflache durch Bindung ihrer Liganden vermittelt (Ashkenazi und Dixit, 1998,
Locksley et al., 2001). CD95 (Fas/Apo-1)istein Typ I -Transmembranprotein und
Mitglied d er T NF-Rezeptor-Superfamilie (Itoh etal., 1991,0 ehmet al., 1992),
welche durch verschiedene Cystein-reiche Motive in der extrazelluldiren Doméane (N-
terminal) s owie e iner i ntrazelluldren, s tark kon servierten R egion aus 8 0 A mino-
sduren, der sogenannten Todesdoméne (death domain), charakterisiert sind (Itoh und
Nagata, 1993, T artagliae ta l.,1993) . D urch Interaktion m it de r N -terminalen
Domaine bindet der Rezeptor seine ,,Todesliganden®, bei denen es sich hauptséchlich

um T yp II-Transmembranproteine de r T NF-Familie h andelt (zur U bersicht
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Ashkenazi, 1998, 2002).E inerd ieser n atiirlichen Ligandeni st C D95-Ligand
(CD95L) (Nagata, 1997, Smith et al., 1994).

In uns timulierten H epatozyten i st C D95 ha uptsédchlich im Z ytoplasma und nur zu
einem s ehr geringen Anteil in der Zellmembran lo kalisiert (Sodeman et al., 2000,
Reinehr et al., 2002, Graf et al., 2002). Die Aktivierung des intrazelluldr gelagerten
CD95-Rezeptors kann sowohl Liganden-abhéngig, durch Bindung eines natiirlichen
Liganden oder eines CD95-spezifischen Antikorpers als auch Liganden-unabhingig,
z.B. nach Stimulation mit hydrophoben Gallensalzen (z.B. TLCS) (Graf et al., 2002)
oder hyperosmotischer Zellschrumpfung (Reinehr et al., 2002) geschehen. Darauthin
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 ntikorpers) fiihrt z ur
Trimerisierung d es R ezeptors i n d er P lasmamembran und z ur R ekrutierung d es
Adaptermolekiils F ADD (Fas-associated de ath dom ain). FADD b esitz e ine C -
terminale T odesdoméne, welche an die T odesdoméne de s C D95-Rezeptors bindet.
Am N-terminus befindet sich die T odesetfektordoméne (death effector d omain) mit
der FADD an die Todeseffektordomine 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 Chloridkanile

Ionenkanile sind porenbildende Transmembranproteine, die Ionen das Durchqueren
von Biomembranen ermdglichen. Der Transport erfolgt dabei immer passiv, entlang
des bestehenden elektrochemischen Gradienten. Dadurch unterscheiden sie sich von
aktiven Transportproteinen, w elchei nd er Lages ind, lonenen tgegeni hres
elektrochemischen Gradienten zu transportieren. Beim primér aktiven Transport wird
dazu Energie aus der H ydrolyse von ATP genutzt. D er s ekundér aktive T ransport
verlduft iiber einen Kotransport, der sich des elektrochemischen Gradienten anderer
Ionen bedient. Zu dieser Transportergruppe zihlen beispielsweise der Na'/K/2C1™-
Kotransporter (N KCC) o derd er Na'/Cl-Kotransporter (N CC) (zur U bersicht
Russell, 2000, G amba, 2005) . Ionenkanile f indens ichs owohli nde r

Plasmamembran als auch in den M embranen der Zellorganellen. Ionenkanile s ind
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selektiv p ermeabel fiir bestimmte I onentypen. So s ind C hloridkanile a uch i mmer
permeabel fiir andere Anionen, wie lodid, Bromid und organische Anionen sowie fiir
Nitrat, Phosphat und n egativ geladene A minosduren. Sie werden als Chloridkanéle
bezeichnet, da Chlorid das bevorzugt transportierte Anion in allen O rganismen ist
(zur U bersicht Nilius and D roogmans, 2003 ). D ie F unktion plasmamembran-
standiger C hloridkanédle kann in drei Hauptaufgaben ge gliedert w erden: Volumen-
regulation / ionsche H omdostase, t ransepithelialer T ransport und di e R egulation
elektrischer E rregbarkeit (zur U bersicht Jentsche tal.,2002) . Ind er Membran
intrazelluldrer Organellen wird ihnen u.a. eine wichtige Rolle in der Azidifizierung
dieser K ompartimente zugesprochen (Al-Awqati, 1995) . D er A ktivitdtsstatus is t
abhédngig 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 viele biophysikalisch i dentifizierte und w eitreichend untersuchte
Chloridkanile noch nicht in ihrer molekularen Struktur identifiziert werden konnten,
ist di e E inteilung de r C hloridkanile n ach i hrem bi ophysikalischen P hdnotyp s ehr
verbreitet.

Exemplarisch sind im Folgenden die wichtigsten Untergruppen kurz beschrieben:

e Liganden-gesteuerte C hloridkandle (LGIC, ligand-gated c hloride channels)
werden iibe rl igandenbindende R ezeptoren, w iede n N ikotinischen
Acetylcholin-Rezeptor (Lindstrom e t al., 1995 ), den G ABA-Rezeptor ( y-
aminobutric acid receptor) (Bormann et al., 1987 und 2000) oder den Glycin-
Rezeptor (Pfeiffer etal., 1982, Lewis etal., 1991, M orales etal., 1 994)
gesteuert. Die Chloridkanéle dieser Familie sind hauptsidchlich an der Erregung
(Reichling et al., 1994, Owens et al., 1996) und Hemmung (Wang et al., 1994)

neuronaler Singaltransmission beteiligt.

e (alcium-aktivierte C hloridkanile werden durch Bildung von Nachpotentialen
in N euronen und M uskelzellen ( Mayer, 1985, Fringsetal., 2000),beider
rezeptorvermittelten S ignaltransduktion ( Lowe and G old, 1993 )und beim

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

o Der cystic f ibrosis t ransmembrane conductance r egulator (CFTR)1 ste in
cAMP-aktivierter Chloridkanal und istd ase inzige bishe 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 ransmembrandominen und e ine r egulatorische D oméne mit
verschiedenen P hosphorylierungsstellen (Riordan etal., 1989, Ostedgaard et
al., 2001, zur Ubersicht Higgins, 2001). Er ist 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 ( Bradburye ta 1.,1 992).
Mutationen im C FTR-Gen be im M enschen f {ihren z um F ehlen ode r einer
eingeschriankten Funktion des Kanals, welche die Ursache der Mukoviszidose

(zystische Fibrose) ist.

Die F amilied er C LC-Chloridkanédlei stna ch ihrer S equenzhomologie
klassifiziert, welche wiederum in verschiedene Aste aufgeteilt wird. Den ersten
Ast bilden Plasmamembrankanéle. Die beiden anderen Subfamilien schlie3en
zum G rofiteil in trazelluldre C hloridkanédle d er Z ellorganellen ein. Unter
bestimmten U mstinden konne ndi esej edochz urP lasmamembran
translozieren. Ob dieser Prozess unter physiologischen Konditionen eine Rolle
spielt ist jedoch noch unklar (Friedrich et al., 1999). Sehr viele, jedoch nicht
alle d er C LC-Kanalproteine, sind s pannungsgesteuerte Kanéle. Alle bi sher
bekannten C LC-Kanile bilden D imere (Middleton et al., 1994, Fahlke et al.,
1997, Maduke e tal., 1 999). P athophysiologisch s pielen di e C hloridkanile
dieser F amilie eine groBe R olle. S o fiihren M utationen in den verschiedenen
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 Vergroferung des Zellvolumens aktiviert in nahezu allen Zelltypen einen
schwellungsaktivierten Chloridstrom, der im Allgemeinen I¢jswenn oder VRAC
(volume r egulated ani on c urrent) genannt wird. Obwohl aufm olekularer
Ebene bis heute noch kein entsprechendes K orrelat gefunden werden konnte,
ist dieser C hloridstrom auf funktioneller E bene e ingehend be schrieben (zur
Ubersicht Niliusetal., 1996 und 2003, Jentschetal., 2002, Suzukietal.,
2005). Im folgenden Abschnitt wird der schwellungsaktivierte C hloridstrom
detaillierter dargestellt.

10
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1.5.1 Der schwellungsaktiviert Chloridstrom

Die F dhigkeit zur V olumenregulation ist e in fundamentales M erkmal al ler Z ellen,
welches 1 hnen er laubt, das o smotische G leichgewicht z wischeni ntra- und
extrazellulirem R aum bei os motischen V erdnderungen de r Umwelt aufrecht z u
erhalten. Das Zellvolumen ist eine wichtige Determinante nahezu aller Prozesse der
Zelle, wie Metabolismus (Haussinger et al., 1990a und b, Hallbrucker et al., 1991a),
Hormonaktivitdt (Haussinger und Lang, 1992 , H allbrucker etal ., 1991b) und
Sekretion (Haussinger et al., 1992) Somit ist die R egulation des Z ellvolumens und
die dazugehorigen Mechanismen an einer Vielzahl unterschiedlicher Funktionen der
Zelle b eteiligt. Beeintrdchtigungen di eser M echanismen kénne n zu Dysfunktionen
der Z elle fiihren (zur Ubersicht H dussinger u nd Lang, 1991, H #ussinger, 1996 ,
Héaussinger und Schliess 1999, Schliess und Héussinger, 2002 und 2005, Lang et al.,
1998).

In nahezu jedem Zelltyp aktiviert Zellschwellung einen charakteristischen au swérts
gleichrichtenden Anionenstrom, Iciswen, Welcher d urch eine p otentialabhingige
Inaktivierung bei positiven Potenzialen (iiber +40 mV) gekennzeichnet ist (Paulmichl
etal., 1992, Tseng, 1992, Kubo et al., 1992, Nilius et al., 1994a, b, A ckerman et al.,
1994, zur Ubersicht Nilius et al., 1996, Okada, 2006). Dieser Strom ist abhingig von
der Anwesenheit intrazelluldaren ATPs (Jackson et al., 1994, Oiki et al., 1994), dessen
Hydrolyse aber keine Voraussetzung fiir d ie A ktivitdtis t (Jacksonetal., 1994,

Strange et al., 1996). Hypertone Bedingungen und Nukleotide inhibieren den I ¢y gwen
(Paulmichl et al., 1992, Gschwentner et al., 1996, Sziics et al., 1996), welcher die
Permeabilitdtssequenz I" > Br™ > CI” > F~ > Glutamat und zusétzlich eine geringe
Durchléssigkeit flir Aspartat und Taurin zeigt (Banderali and Roy, 1992).

Esm ussj edochbe achtetw erden,da ss der Iciswen nichtde re inzige
schwellungsaktivierte C hloridstrom is t. S o w ird b eispielsweise au ch C LC-2, e in
Mitglied der C LC-Chloridkanalfamilie, durch Zellschwellung aktiviert. D er hierbei
entstehende C hloridstrom ka nn j edoch durch ve rschiedene Charakteristika leicht
vom I ¢jswenn unterschieden w erden. S o z eigt d er C LC-2-exprimierte C hloridstrom
eine E inwértsgleichrichtung und ei ne an dere Permeabilititssequenz { &1 1)

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

Obwohl de rk omplexe C D95-abhédngige 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 intrazelluldren Chloridkonzentration ([CI™];) fiihrt, 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 fiihren. Dies ergibt sich aus vorangegangenen Experimenten, die zeigten,
dass de r C D95L-induzierte [ CI] ;-Anstieg, i m G egensatz zuj enem Gallensalz-
induzierten Anstieg, Caspase-8-abhingigi st. Weiterhins ind auch alle darauf
folgenden Ereignisse, w ied ie A zidifizierungd er frilhen endosomalen
Kompartimente, d ie Bildung von C eramiden und di e A ktivierung v on C D95
Caspase-8-abhingig. D iesb edeutet, dassd ie C aspase-8-Aktivierungn ach
Stimulation m it C D95L V oraussetzung f {ir die intrazelluldre A kkumulation von
Chlorid is t. Die T atsache, dass B afilomycin, e in I nhibitor der vakuoldren H'-
ATPase, und DIDS (4,4'-diisothiocyanostilbene-2,2'-disodium salt), ein Inhibitor von
Chloridkanilen und —austauschern, die TLCS-induzierte sowie die CD95L-induzierte
endosomale A zidifizierungund a lle darauf folgende Ereignissed es C D95-
abhdngigen A poptose-Signalweges stark h emmen, weistd araufh in, dassdi e
Akkumulation von C hlorid ein s ehr f rithes E reignis i n di esem Signalweg ist.
Moglicherweise wird di ese A kkumulation von Chlorid iiber V erdnderungen de r
Chloridleitfahigkeitd er P lasmamembran vermittelt. Diesw dre durch eine
Modulation von Chloridkanélen in der Plasmamembran realisierbar. Ausgehend von
dieser I dee sollten in de r vorliegenden Arbeit folgende F ragestellungen geklart
werden:
1.) Ist derin trazelluldre A nstieg d er C hloridkonzentration im R ahmen der
Apoptose-Induktion mit dem proapoptotischen Gallensalz TLCS und mit dem
Todesliganden C D95-Ligand auf eine Verdnderung der C hloridleitfahigkeit

der Plasmamembran zuriickzufiihren?

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 ntrazelluldren
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Chlorid-Akkumulation fiihren, einen Effekt aufdie Chloridleitfdhigkeit d er

Plasmamembran?

3) Welche M echanismen liegen einer pot entiellen Gallensalz- und C D95L-
induzierten Verdnderungen des C hloridflusses ii 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 owied ie
Stimulation mit d en Gallensalzen TLCS, TUDC und Gallensalz T C in is olierten
Hepatozyten (primére Zellkultur) der Ratte gewidhlt. Vergleichend wurde der basale
Chloridstrom i n H EK293 P hoenix-Zellen ab geleitet. Die C hloridleitfahigkeit d er
Plasmamembran w urde mittels Patch-Clamp-Technik inde r,, Whole-Cell*-
Konfiguration ge messen. Somit konnt en alle C hloridstrome i ber d ie g esamte
Plasmamembran d er H epatozyten abgeleitet w erden, w obei Ca*- und cAMP-
aktivierte Chloridstrome durch das experimentelle Setup ausgeschlossen wurden. Die
verschiedenen Versuchsprotokolle und S timulationen lieBen Riickschliisse a uf die
zugrunde | 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 intrazelluldren Raum durchgefiihrt.
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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 dnnlichen W istar-Ratten ( 150-300 g Korpergewicht) i soliert (Meijeretal.,
1975). Die isolierten Z ellen wurden mit K rebs-Henseleit-Puffer (Carbogen-begast)
mit 6 mmo I/l G lukose mit ca. 500.000 Zellen/ml in S uspension gebracht. Fiir die
anschlieBenden e lektrophysiologischen M essungen m ussten di e Zellen vereinzelt
werden. H ierzu w urde die Z ellsuspension ca. 1:40 ve rdiinnt und di e Z ellen auf
Kollagen-beschichteten Deckgldaschen (@ 10 mm) ausplattiert. Bevor die Zellenin
Williams E agle Medium (2 mmo 1/l L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 0,1 mg /ml
Streptomycin, 0,1 pmol/l Insulin, 0,1 pmol/l Dexamethason und 5 % FCS) {iberfiihrt
werden konnten, wurden sie fiir 3 Stunden bei 37°C, 5 % CO2 und 100 % relativer
Luftfeuchtigkeit kultiviert (Incubator N APCO, P recision S cientific, C hicago). Die
Vitalitidt wurde durch Trypanblau-Féarbung bestimmt und betrug stets mehr als 95 %.
Die so gewonnenen Hepatozyten wurden nun 12 bis 48 Stunden kultiviert und fiir die

elektrophysiologischen Messungen verwendet.

2.2 Kultivierung von HEK293 Phoenix-Zellen

HEK?293 P hoenix-Zellen ( human e mbryonic ki dney) w urden in Eagle M edium (2
mmol/l L -Glutamin, I 00 U /ml P enicillin, 0 ,1 mg /ml S treptomycin, 1 mM
Brenztraubensdure, 10 % FCS) bei 37°C, 5 % CO2 und 100 % relativer Luftfeuchtig-
keit kultiviert (Incubator N APCO, Precision Scientific, Chicago) und bei Erreichen
einer ca. 90 %igen Konfluenz (alle 2 bis 3 Tage) mittels Trypsin/EDTA-Behandlung
aufgeteilt und verdiinnt. Fiir d ie elektrophysiologischen M essungen wurden di e
Zellen subkonfluent auf Deckglidschen (@ 10 mm) ausplattiert und 12 bis 24 Stunden
kultiviert.
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2.2.1 Losungen und Medien in der Zellkultur

Kollagenase-Losung:

115 mM NaCl

25 mM NaHCO3

5.9 mM KCl

1.18 mM MgCl2 - 6H20
1.23 mM NaH2PO4 - H20
0.1 mM CaCl2

0.01 % Glukose
2% BSA
0.02 % Kollagenase Type II (Biochrom AG,Deutschland)

Krebs-Henseleit Puffer:

115 mM NaCl

25 mM NaHCO;

5.9 mM KClI

1.18 mM MgCl, - 6H,0
1.23 mM NaH2PO4 . HQO

1.2 mM Na,SOq4
1.25 mM CaCl, - 2H,0
0.01 % Glukose

Williams Eagle Medium (22551 GIBCO, Deutschland)

2 mmol/l L-Glutamine

100 U/ml Penicillin/

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

Eagle Medium (M5650 Sigma, Italien)

2 mmol/l L-Glutamin

100 U/ml Penicillin

0.1 mg/ml Streptomycin

I mM Brenztraubensiure

10 % FCS (Cambrex, Belgien)

Trypsin/EDTA-Ldsung (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 istde r A ufbau de r ve rwendeten Patch-Clamp-Apparatur
schematisch d argestellt. Alle E xperimente w urdeni nde r,, Whole-Cell*-
Konfiguration dur chgefiihrt (Abbildung2. 1B). Diese M ethode e rlaubtes ,
Ionenfliisse tiber al lein der Zellmembran ak tiven C hloridkanéle ei ner einzelnen
Zelle als el ektrische Strome aufzuzeichnen. Hierzu wird das M embranpotential der
zu unt ersuchenden Zelle mit e inem R iickkopplungsverstarker a uf die gewiinschte
Klemmspannung gebrachtu ndf iirei neg 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 atsdchlichen M embranpotential v erglichen. Bei A bweichungen erzeugt d er
angeschlossene V. erstirker e inen kom pensatorischen S trom, derd ie
Potentialdifferenz g egen N ull b ringt. Dieser S trom is t g leich dem S trom, derin
diesem Moment iiber die Plasmamembran flie3t, aber mit umgekehrtem Vorzeichen.
Auf diese W eise wird die S pannung der Zellmembran auf den gewiinschten W ert
Hgeklemmt™ (), clamped ) und gleichzeitigd er Ionenflussiibe rdi e M embran
gemessen.

Der Chloridstrom iiber die Zeit eines Experiments wurde mittels Sweeps-Protokollen
(2.7) verfolgt und aufgezeichnet. Somit lie B s ich e in E xperiment kont inuiertlich
kontrollieren. Die S tromintensitidt 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 Chloridstrome a bleiten z u kon nen, muss
zunéchst 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 die Plasmamembran an dieser Stelle leicht e indellt. Der zuvor
erzeugte leichte Unterdruck in der Glaspipette wird abgelassen, sodass die Membran
noch dichter an die Pipette gesaugt wird. Somit entsteht ein hoch-ohmiger K ontakt,
der s ogenannte GigaQ (GQ)-Seal, zwischen dem R and de r G laspipette und de m
entsprechenden M embranabschnitt. Der elektrische W iderstand betrug nun 1 — 10
GQ. Durch einen kurzen, kréftigen Sog wurde nun das Membranstiick, welches vom

Rand de r G laspipette u mgeben war, h eraus getrennt. Der el ektrische W iderstand
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sank nuna uf300 — 800 MQ .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 Pipettenlosung bedingt den Einstrom der Pipettenlosung in die Zelle
und e rmoglicht s omitde nf reien Ladungsfluss zwischen P ipettenlésung und
Zytoplasma. Die P lasmamembran b efand sich nun zwischen P ipettenelektrode und
Badelektrode, sodass alle iiber die gesamte Z ellmembran flieBenden Chloridstrome
abgeleitet werden konnten. Da die Pipettenlésung frei von Ca®" und cAMP war und
EGTA a Is C helatbildner z weiwertiger K ationen e ingesetzt w urde, ko nnte s icher
gestellt w erden, d ass keine Calcium- oder cA MP-abhingigen C hloridstrome
gemessen w urden. D er s tarke, transiente K -Strom wurde durch S ubstitution de s
intrazelluldren K aliums dur ch C dsium unt erdriickt. Da inde r,, Whole-Cell*“-
Konfiguration das Z ytoplasma durch die P ipettenlosung s ehr stark v erdiinnt w ird,
sind a lle z ytosolischen K omponenten ni cht m ehri ni hrer ph ysiologischen
Konzentration und ihrem physiologischen Aktivierungsstatus vorhanden.

Inu nseren E xperimenten w urde di e,, Whole-Cell*“-Konfiguration entweder in
isotoner ode r in hypertoner B adlosung erstellt. Die V ariation d er O smolaritét d er
verschiedenen E xtrazelluldrlésungen ( hyperton, i soton ode r h ypoton) wurde dur ch
Anderung de r M annitol-Konzentration e rreicht und mit H ilfe e ines Osmometers
(VAPRO 5520, S anova) iibe rpriift. D er p H-Wert w urde mite inem pH-Meter
(symPHony, VWR) bestimmt und gegebenenfalls eingestellt (pH 7,2 oder pH 7,4).
Die M esskammer fasste ein Volumen von 1 m 1 (Badldsung), in welche die zellen-
tragenden D eckgldschen e ingelegtund m it ein wenig S ilikon am g ldsernen
Untergrund befestigt wurden. Ein inverses Phasenkontrast-Mikroskop (Axiovert 125,
Zeiss) ermoglichte ein gezieltes Heranfahren der Patchpipette an die Zelle und eine
optische K ontrolle der Z ellen w dhrend de r M essungen. D ie P atchpipette w ar libe r
eines pezielle H altevorrichtungan ei nem  mechanisch-hydraulischen
Mikromanipulator (Narishige) befestigt, der eine sehr genaue Steuerung der Pipette
ermoglichte.

Die G laspipetten w urden a us B orosilikat-Glaskapillaren ( Garner G lass C ompany,
Deutschland) m it e inem A uflendurchmesser von1 .65+ 0.05m munde inem
Innendurchmesser von 1.15+ 0.05 m m, m it Hilfe e ines H orizontal-Pullers (P-87,
Sutter Instruments CO, USA) in mehreren Schritten gezogen. Die Resistenz der mit

Intrazellarlosung (Pipettenlosung) gefiillten Pipetten betrug zwischen 2 und 5 MQ.

17



Material und Methoden

Sowohl die in der Pipette befindliche Messelektrode als auch die Referenzelektrode,
welche i n d ie B adlosung ei ntauchte, b estanden au s ch loriertem F einsilberdraht

(Ag'/AgCl).

Glaspipette
Pipettenelektrode (Ag+/AgCl) \
| Zelle
+ PC I
Pipettenlosung
(Intrazellulariosung) Verstarker :
| “Cell-Attached”
— Badelektrode (Ag+/AgCl) N’
l
—— Badlosung (Extrazellulariosung)
| “Whole-Cell"
A B .

Abbildung 2. 1: (A) Schematische Darstellung der P atch-Clamp-Apparatur. Der an den Computer
angeschlossene Riickkopplungsverstéirker legt die gewiinschten Klemmspannungen an die Membran
an und leitet die Chloridstrome ab. Die Glaspipette ist mit der Pipettenlosung gefiillt und beinhaltet
die Pipettenelektrode. Die Messkammer ist mit einer Badldsung gefiillt, in welche die Badelektrode
eintaucht. (B) Schematische Darstellung zur Herstellung der ,, Whole-Cell*“-Konfiguration. Zunéchst
wird d ie G laspipette s ehr naha nd ie Zelle herangefiihrt. Durch U nterdruck wirdn und ie
Plasmamembran d er Zelle an den 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, kriftigen S og wird da s
Membranstiick, welches vom P ipettenrand umschlossen wird, a bgeldst. D ie P ipettenlosung
vermischt s ich nun mitd em Zytoplasmad er Zelle, s odass ei n freier L adungsfluss z wischen
Zellinnerem und Pipettenlosung moglich ist (verdndert nach Hamill et al., 1981).

Um die hochsensible Patch-Clamp-Apparatur vor elektromagnetischen Stérungen zu
schiitzen, befand s ich der gesamte V ersuchsaufbau i nnerhalb e ines g eerdeten
Faraday’schen Kafigs. Lediglich der Computer (Power Macintosh 8100/80) und der
Riickkopplungsverstiarker (EPC-8 amplifier, HEKA, Ge rmany) mit in tegriertem
Interface waren aufBlerhalb des F araday’schen K idfigs au fgebaut. Alle im
Faraday’schen Kéfig b efindlichen Metallkomponenten wurden iiber diesen geerdet.
Zum S chutz vor E rschiitterung waren die Messkammer, das Mikroskop und der
Mikromanipulator auf einem pneumatisch-schwingungsgedampften Tisch montiert.
Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Zur Datenerfassung wurde ein EPC-8 Verstirker (HEKA, Deutschland) verwendet,
der mit einem ITC-16 analog-digitalen Interface verbunden war. Kontrolliert wurde
alles iber einen Power Macintosh 8100/ 80 C omputer mit dem P rogramm ,,Pulse*

(HEKA, Deutschland).
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Fiir 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 eckgldschen w urden e inzeln entnommenun di ndi e
Messkammer (gefiillt mit Badlosung) iiberfiihrt. W enn i nnerhalb von 30 M inuten
kein s tabiler ,, Whole-Cell““-Kontakt a ufgebaut werden konnt e, w urde ein ne ues
Deckglédschen m it Z ellen iibe rfiihrt. K onnte e in ,, Whole-Cell““-Kontakt he rgestellt
werden, wurde d as erste IV-Protokoll (Zeitpunkt 0’ ) appliziert. Die er ste M essung
am Zeitpunkt 0’ diente zusitzlich der Kontrolle, ob die ,, Whole-Cell*“-Konfiguration
stabil war und keine, bzw. nur sehr geringe Leckstrome vorhanden waren, welche die
Messungen hétten verfilschen konnen.

Jedes E xperiment sollte idealerweise mit der Zugabe d es Chloridkanal-Blockers 35-
Nitro-2-(3-phenylpropylamino)benzoic acid (NPPB, N4779, Sigma) beendet werden.
Dies stellte sicher, dass in den Experimenten S trome tiber Chloridkanéle gemessen
wurden und der Anteil an Leckstromen akzeptabel gering war. Da die ,, Whole-Cell**-
Kontakte wihrend eines Experiments instabil werden oder gar ganz brechen konnen,
konnten nicht alle Versuche bis zum Ende durchgefiihrt werden. Somit erklart sich
die abnehmende Anzahl an Einzelexperimenten (n) iiber die Zeit, die bei anndhernd
jeder Versuchsreihe zu beobachten war.

Zu Beginn d ieser A rbeits ollte z unidchstd ie b asale C hloridleitfdhigkeit d er
Plasmamembran unter isotonen B edingungen gemessen und charakterisiert w erden.
Die zu untersuchenden Zellen wurden, wie unter 2.1 beschrieben, isoliert und fiir 24
- 48 Stunden kultiviert (bei 37°C, 5 % CO, und 100 % relativer Luftfeuchtigkeit).
Nachdem der ,,Whole-Cell*“-Kontakt in isotoner Badldsung erstellt wurde, konnte der
basale Chloridstrom abgeleitet werden.

Weiterhin w urde di e C hloridleitfahigkeit na ch V erdnderung der ex trazelluldren
Osmolaritét ch arakterisiert. D ie p réparierten H epatozyten w urden z undchst in
hypertone Badldsung iib erfiihrt, der W hole-Cell-Kontakt erstellt und de r Strom bei
Zeitpunkt 0' abgeleitet. Uber ein P erfusionssystem mit e iner FlieBgeschwindigkeit
von 5 m I/min wurde di e h ypertone B adlosung dur ch di e h ypotone Badlosung
substituiert. Wenn moglich, wurde das Experiment bis zum Erreichen der maximalen
Aktivierung (steady s tate) des Chloridstroms aufgezeichnet, w obei alle 5 Minuten
die S tromintensitdt ( mittels IV-Protokoll) abgeleitet wurde. Zwischen de n IV-
Protokollen w urden S weeps-Protokolle (2.7) angelegt um de nV ersuchshergang

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

gleicher Intensitét blieb

2.4 Der E ffekt v erschiedener Gallensalze a uf den ba salen
Chloridstrom in Hepatozyten

Beide n folgenden V ersuchsreihens ollted er E ffektd 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 hj ener entgegenwirkt, auf den ba salen C hloridstrom
untersucht werden. Hierzu wurden isolierte Hepatozyten der Ratte in verschiedenen
Versuchsrethen m itd enu nterschiedlichen Gallensalzen stimuliertu ndd ie
Chloridstrome iiber 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
Losungsmittel ohne G allensalz durchgefiihrt. Die Gallensalze T LCS und T UDC
wurden im Losungsmittel DMSO und TC in isotoner Extrazelluldrlosung geldst.

Alle i ndi esem A bschnitt be schriebenen E xperimente w urden unt er i sotonen
Bedingungen durchgefiihrt.

Im Folgenden sind die einzelnen Versuchsreihen detailliert dargestellt:

1) Extrazelluldre Applikation:

In di eser V ersuchsreihe w urde zunichst de r ,,Whole-Cell“-Kontakt e rstellt
und der Strom am Zeitpunkt 0 abgeleitet. Unmittelbar danach wurden 50 pM
des zu untersuchenden Gallensalzes zur isotonen Badlosung pipettiert. Somit
wurde das Z ytoplasma vor de r Zugabe de s G allensalzesd urchd ie
Pipettenlosung nahezu vol Istindig verdiinnt. Eine B eteiligung von
zytosolischer S ignaltransduktion an e inem pot entiellen E ffekt kann da her
weitgehend ausgeschlossen werden.

Zum extrazelluldren Effekt von TLCS wurde zusétzlich die Dosis-Wirkungs-

Beziehung untersucht. Die hierbei eingesetzten K onzentrationen (0.1 uM, 1
uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM) wurden innerhalb eines Experimentes
alle 5 Minuten erhoht. Somit wurde der E ffekt der jeweiligen K onzentration
nach 5-miniitiger Exposition gemessen. In den Kontrollexperimenten wurden
entsprechend au fsteigende K onzentrationen d es Losungsmittels DMSO

(0,0001 % - 1 %) eingesetzt.
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2) Intrazelluldre Applikation:

Durch Z ugabe desz uunt ersuchenden G allensalzes (50 M) zur
Pipettenlosung, konnt ee ine( Transporter-unabhidngige)i ntrazelluldre

Stimulation der Plasmamembran mit dem jeweiligen Gallensalz stattfinden.

3) 30 Minuten Stimulation:

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
uM T LCS vor inkubiert (bei 37°C,5 % C O, und 100 % r elativer Luft-
feuchtigkeit). D iese A rtd er Stimulationlie Be 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 moglich, wurden alle Experimente (ausgeschlossen jene der Dosis-Wirkungs-
Beziehung) tiber 15 Minuten aufgezeichnet und mit dem Chloridkanalblocker NPPB
beendet.

2.4.1 Der Effekt von extrazellulir ap pliziertem TLCS aufde n
schwellungsaktivierten Chloridstrom in Hepatozyten

Wie bei den vorherigen Versuchsreihen, wurden die zu untersuchenden Hepatozyten,
24 - 48 S tunden be vor di e E xperimente s tattfanden, isoliertu ndbi sz ude n
Messungen kultiviert (bei 37°C, 5 % CO2 und 100 % relativer Luftfeuchtigkeit). Die
,»Whole-Cell“-Konfiguration w urde in h ypertoner B adldsung erstellt. Es folgte die
erste Messung (Zeitpunkt 0°) der Stromintensitdt mittels [ V-Protokoll in hypertoner
Badlosung. Nachdem die S tabilitit d es S eals und d as A uftreten von Leckstromen
kontrolliert wurden, fand eine schnelle Substitution (5 ml/min) der Badlosung statt.
Hierbei wurde die h ypertone Badlosung 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 extrazelluldren Osmolaritit,
wurden 50 p M TLCS zur hypotonen B adlosung pi pettiert. Nach 5-miniitiger
Exposition mit TLCS wurde die Stromintensitit gemessen (mittels [V-Protokoll).

In den Kontrollexperimenten wurde nach Erreichen der maximalen Aktivierung 5 %

DMSO z ur Badlésung pipettiert und di e E ntwicklung de s S troms gleichermal3en
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aufgezeichnet. Die B adlosung wurde erneut s ubstituiert. D ie T LCS-haltige (bzw.
DMSO-haltige) hypotone Badlosung wurde durch frische, TLCS-freie (bzw. DMSO-
freie) hypotone Badlosung ausgetauscht (,,Wash-Out®). 5 Minuten nach Auswaschen
des Gallensalzes aus der Badlosung wurde die Stromintensitit erneut gemessen. Im
Anschluss wurden 50 uM N PPB z ur B adldsung pi pettiert und d as Experiment
beendet.

2.5 Der E ffektv on CD9 5-Ligand a ufdenba 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 chgefiihrt. Zuj eder V ersuchsreihe w urde ei ne Serie von
Kontrollexperimenten dur chgefiihrt, i n denen die Zellen ausschlieBlich mitd em
Enhancer de s C D95L behandelt wurden. Alle in diesem A bschnitt b eschriebenen
Experimente wurden unter isotonen B edingungen dur chgefiihrt. Im F olgenden sind

die einzelnen Versuchsreihen detailliert dargestellt:

1) Extrazelluldre Applikation:

Entsprechend den Stimulationsprotokollen der Gallensalz-Experimente wurde
zundchst ge testet,0 b  extrazellulirer CD95L ohne B eteiligung
zytoplasmatischer S ignaltransduktion einen Effektau fd en basalen
Chloridstrom in Hepatozyten hat.

Hierzu wurde zunichst der ,,Whole-Cell““-Kontakt e rstellt und de r Chlorid-
strom bei Zeitpunkt 0° abgeleitet. Im A nschluss pipettierte man 100 n g/ml
CDIS5L (+1 pg/ml Enhancer) zur Badlosung. Die Stromintensitit wurde nun
alle 5 Minuten, mitte Is I V-Protokoll, ge messen. D er C hloridstrom iiber die

Zeit wurde mit Hilfe der Sweeps-Protokolle verfolgt.

2) 30 Minuten Stimulation:

Die isolierten Hepatozyten wurden 24 Stunden kultiviert und unmittelbar vor
den elektrophysiologischen Messungen fiir 30 Minuten mit 100 ng/ml CD95L
(+1 pg/ml Enhancer) unter Zellkulturbedingungen (bei 37°C, 5 % CO2 und

100 % relativer Luftfeuchtigkeit) vorinkubiert. Die Zellen wurden nun in die
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Messkammer, gefiillt m iti sotoner B adlosung, iibe rfilhrtund di e
Chloridstrome abgeleitet. Die Stromintensitidt wurde alle 5 Minuten, mittels
IV-Protokoll, gemessen. Der Chloridstrom iiber die Zeit wurde mit Hilfe der

Sweeps-Protokolle verfolgt.

3) 16 — 24 Stunden Stimulation:

Die is olierten H epatozyten w urden f iir 24  Stunden kul tiviertund 1 m
Anschluss iiber N acht ( 16-24 S tunden) m it 100 ng/ml C D95L (+1 p g/ml
Enhancer), wunter Z ellkulturbedingungen, vorinkubiert. Dieel ektro-

physiologischen Messungen fanden, wie in Abschnitt 2.3 beschrieben, statt.

Wenn m 6glich, wurden alle E xperimente iiber 1 5 M inuten a ufgezeichnet und m it

dem Chloridkanalblocker NPPB beendet.

2.5.1 Der Effekt von CD95-Ligand auf den schwellungsaktivierten
Chloridstrom in Hepatozyten

Die z unédchst 24 S tunden kultivierten H epatozyten w urden iibe r N acht (16 — 24
Stunden) mit 100 ng/ml CD95L (+1 pg/ml Enhancer) unter Zellkulturbedingungen
stimuliert. Der ,,Whole-Cell“-Kontakt wurde in hypertoner B adlésung erstellt. Das
erste | V-Protokoll w urde a ngelegt und di e Chloridstrome unter hy pertonen
Bedingungen g emessen. Nun wurde die h ypertone B adlosung mit jener hypotonen
substituiert (5 m I/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 tromintensitit
wurde alle 5 M inuten, mittels IV-Protokoll, gemessen. D er C hloridstrom {iber die
Zeit wurde mit Hilfe der Sweeps-Protokolle verfolgt.

Fiir die Kontrollexperimente wurden die Hepatozyten {iber Nacht (16 — 24 Stunden)
mit 1 p g/ml E nhancer d es Liganden i nkubiert. Jedes Experiment w urde n ach
Erreichen der maximalen A ktivierung des Chloridstroms durch Zugabe von 50 pM
NPPB zur B adlosung be endet. Dieser P unkt galt als erreicht, wenn d er Strom flir

mindestens eine Minute bei gleicher Intensitit lag.
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2.6 Messung der ba salen Chlo ridleitfahigkeit in HEK?293
Phoenix-Zellen

Um die basale Chloridleitfahigkeit der Plasmamembran von Hepatozyten mit derer
anderer Zelltypen vergleichen zu konnen, wurden die Chloridstrome in den Zellen
einer hum anen, embryonalen N ieren-Zelllinie, H EK293 P hoenix-Zellen (human
embrional kidney), abgeleitet. Hierzu wurden die H EK293 P hoenix-Zellen, wie in
2.2 beschrieben, prépariert und in die Messkammer, gefiillt mit isotoner Badlosung,
transferiert. N un w urde e in s tabiler ,, Whole-Cell“-Kontakt hergestellt und di e
Chloridstrome, 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

Stromen um Chloridstrome tiber lonenkanile und nicht um Leckstrome handelte.

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

IV-Protokoll:

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 von -120 m V,
erhdhten sich in Schritten von j € 20 m V und e ndeten bei einem positiven P otential

von +100 mV.

+100 mV

omv

-120 mV

500 msec

Sweeps-Protokoll bei + 40 mV:

Von e iner intialen Klemmspannung von 0 m V w urde ein Impuls v on+40 m V
angelegt und fiir 400 ms gehalten. Dieser Impuls wurde alle 20 S ekunden gegeben
bis es durch das IV-Protokoll unterbrochen wurde.

+40 mV

0mv [

400 msec
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2.8 Losungen fiir die Patch-Clamp-Experimente

Losungen fiur Experimente unter isotonen Bedingungen:

Pipettenlosung (Intrazellulirlosung):

125mM CsCl
SmM MgCl,
25mM Raffinose
11mM EGTA
10mM HEPES
2mM ATP-Mg**
pH 7.2

Osmolaritit: 310 mOsm

Isotone Badlosung (Extrazellulidrlosung):

125mM NaCl
2.5mM MgCl,
2.5mM CaCl,
10mM HEPES
50mM Mannitol
pH 7.4

Osmolaritit: 310 mOsm

Losungen fir Experimente unter hypertonen/hypotonen Bedingungen:

Pipettenlosung (Intrazellulirlosung):

125mM CsCl
SmM MgCl,
50mM Raffinose
11mM EGTA
10mM HEPES
2mM ATP-Mg**
pH 7.2

Osmolaritit: 340 mOsm

Hypertone Badlosung (Extrazellulirlosung):

125mM NaCl
2.5mM MgCl,
2.5mM CaCl,
10mM HEPES
100mM Mannitol
pH 7.4

Osmolaritit: 360 mOsm
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Hypotone Badlosung (Extrazellulédrlosung):

125mM NaCl
2.5mM MgCl,
2.5mM CaCl,
10mM HEPES
pH 7.4

Osmolaritit: 260 mOsm

2.9 Graphische und statistische Auswertung

Die in dieser Arbeit angegebenen W erte z ur Stromintensitét (ausgedriickt in p A)
wurden zu Beginn des Impulses (IV-Protokoll), unter Ausschluss kapazitiver Effekte,
abgeleitet. Dies o gewonnenen Werte jedes Einzelexperiments w urden mitte Is
Division durch die Membran-Kapazitit (ausgedriickt in pF) der entsprechenden Zelle
normalisiert. S omit s ind alle W erte z ur S tromintensitdt dur ch die S tromdichte in
pA/pF ausgedriickt. Hierbei ist das arithmetische Mittel = Standardabweichung des
Mittelwerts ( SEM; standard e rror of t he m ean) einer V ersuchsreihe, mit n als
Anzahl der unabhingigen Einzelexperimente, angegeben. In den dargestellten Strom-
Spannungs-Beziehungs-Grafen (IV-Graphen) wurden die S tromdichten ( pA/pF)
gegen die an gelegten Klemmspannungen aufgetragen. A uch hier wurde immer das
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 tromstirke ( pA) i 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 fiir abhidngige
oder u nabhingige D atensédtze durchgefiihrt. Eine I rrtumswahrscheinlichkeit von

a=35 % mit *p <0.05, a =1 % mit **p < 0.01 oder auch o= 0.1 % mit ***p < 0.001
wurde als statistisch signifikant angenommen.

Die prozentuale R eduktion der S tromintensitét bei einer Klemmspannung von + 80
mV wurde durch die folgende Formel berechnet:

% der Hemmung = 100 — (Lost-stimulation * 100/Ipre_stimutation)

Hierbei ist I die elektrische Stromdichte bei +80 mV.

Die Z eitkonstante der I naktivierung wird definiert dur ch T, und gibt die Z eit in
Millisekunden (ms) an, welche bendtigt wird, um eine Verringerung der Stromdichte

auf 36,8 % des urspriinglichen Wertes (welcher zu Be ginn des 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) =a( + a; exp(-t/ Tofr)

Die a ufgefiihrten t,4-Wertes inda Is arithmetisches M ittel&= SEM einer
Versuchsreihe, mitna Is A nzahl de r una bhingigen E inzelexperimente i n m s
angegeben.

Die h alb-maximale E ffektkonzentration ECsy (half m aximal e ffect ¢ oncentration)
wurde aus den D osis-Wirkungs-Kurven berechnet. H ierzu w urde di e prozentuale
Reduktion der Stromintensitdt sowie die prozentuale Reduktion von 1 (t.) bei einer
Klemmspannung von +80m Vna chS timulation m itde n getesteten T LCS-
Konzentrationen (0.1 pM, 1 up M, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uMund 100 p M)
bestimmt, al s s emi-logarithmischer G raph d argestellt u nd mi t e iner s igmoidalen

Kurve interpoliert.

2.10 Reagenzien

Alle nicht au fgefiihrten Reagenzien wurden von Sigma-Aldich (Deutschland) oder
Cabrex B io S cience ( Italien) in de r hc hst moglichen Q ualitit be zogen. Die

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

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 11 Biochrom AG (Deutschland)
Williams Eagle Medium GIBCO (Deutschland)
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3 Ergebnisse

Die Isolierung de r H epatozyten aus der Leber von ménnlichen Wistar Ratten
(Wildtyp) erfolgte, wie in 2.1 beschrieben, nach einem definierten Protokoll (Meijer
etal., 1975). Die so gewonnenen Hepatozyten wurden nun bis maximal 48 Stunden
in p rimdrer Zellkultur g ehalten. Abbildung 3. 1 zeigtd ie lic htmikroskopische
Aufnahme einer solchen Zellkultur mit einer Zelldichte von 500.000 Zellen/ml.

Abbildung 3. 1: Primdre Zellkultur von
Hepatozyten der Ratte. Die Zellen wurden mit
einer D ichte von 500. 000Zell/mla uf
Kollagen-beschichtete K ulturschalen a usgesét
und fiir 24 Stunden kultiviert (bei 37°C, 5 %
CO,, und 100 % relativer Luftfeuchtigkeit.

Fiir di e e lektrophysiologischen M essungen w urden di ¢ Zellen mit s ehr geringer
Zelldichte (ca. 1200 Zellen/ml) auf Kollagen-beschichtete D eckgldschen ausgesit.
Dies w ar wichtig, da die Zellen bei d en Patch-Clamp-Messungen in der ,, Whole-
Cell“-Konfiguration ke ine Kontakte untereinander a usbilden diir fen. A ndernfalls
wire ei ne Messung de r C hloridstrome iiber d ie P lasmamembran ei ner ei nzelnen
Zelle nicht moglich. 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 des IV-Protokolls a bgeleitet. Um die
Stromintensitit zu analysieren, wurde die Stromdichte (in pA/pF), durch die Division
der ab geleiteten Stromstirke (in pA) durch die Membrankapazitét d er untersuchten
Zelle (in pF), bestimmt. Alle im T ext angegebenen mittleren Stromdichten wurden
bei e iner K lemmspannung von + 80 m V a bgleitet. Die aufgezeichneten Strome
konnten nun statistisch analysiert werden.

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

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

28



Ergebnisse

unseren Experimenten verlieren die Zellen ihre Polaritét, sodass die in dieser Arbeit

gemessenen Chloridstrome jene iiber die gesamte Membran reprédsentieren.

3.1 Charakterisierung der ba salen Chloridleitfahigkeit der
Plasmamembran von Hepatozyten

Zunichst sollte die basale Chloridleitfahigkeit der Plasmamembran von Hepatozyten
gemessen und charakterisiert werden. Dazu wurden die Chloridstrome unter isotonen
Bedingungen und ohn e Stimulation abgeleitet. Alle E xperimente wurden mit e iner
symmetrischen C hloridkonzentration de r Intra- und E xtrazellularlosung (Pipetten-
und Badlésung) durchgefiihrt. Da die Pipettenlosung frei von C a** und c AMP war
und EGTA als Chelatbildner zweiwertiger Kationen eingesetzt wurde, konnte sicher
gestellt w erden, d ass keine C alcium- oder cA MP-abhingigen C hloridstrome
gemessen w urden. D er starke, t ransiente K'-Strom w urde dur ch S ubstitution de s
intrazelluldaren Kaliums durch Césium unterdriickt.

Der beim Anlegen des ersten IV-Protokolls direkt abgeleitete Strom ist in Abbildung
3.1. 1 durch die Originalspuren dargestellt. Es zeigte sich, dass der au fgezeichnete
Chloridstrom di e bi ophysikalischen Eigenschaftend ess chwellungsaktivierten
Chloridstroms, de s s ogenannten I ciswen 0der VR AC  (volume r egulated ani on
current) aufwies. Dieser is td efiniert d urch e ine Auswirtsgleichrichtung, e ine
schnelle A ktivierung und eine p otenzialabhéngige I naktivierungb ei K lemm-
spannungen iiber +40 mV (Paulmichl et al., 1992, Kubo et al., 1992, N ilius et al.,
1994a, Ackerman et al., 1994, zur Ubersicht Nilius et al., 1996, O kada, 2006). Die
Namensgebung ,, Auswiértsgleichrichtung®r ichtets ichn achd eral lgemeinen
Nomenklatur fiir Ionenstrome/kanéle. Diese leitet sich von pos itiven lonenstromen,
d.h. Kationenstromen ab. E in auswirtsgleichrichtender lonenkanal ist de mnach ein
Kanal, der be vorzugt positive L adung in die A uswirtsrichtung, d.h. a us der Zelle
heraus, be fordert. In Bezug a uf A nionen, w ie C hloridionen, be deutet a uswirts-
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 stirkeren 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 kl ar,
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dass es sich bei dem hier gemessenen S trom um einen a uswérts 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 hloridleitfahigkeit 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 I¢yswen 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 xtrazelluldren O smolaritét a ktiviert
und ist unter isotonen Bedingungen sehr gering (Nilius et al., 1994b, z ur Ubersicht

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

Orginalableitung des basalen Chloridstroms in Hepatozyten

+100 mV

1.00nA

omv

B 50.0ms 120 mV
500 msec

Abbildung 3. 1. 1: (A) Originalableitung desu nteri 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 zeigtd ie
Charakteristika des schwellungsaktivierten Chloridstroms, wie eine Auswirtsgleichrichtung, eine
schnelle Aktivierung u nd e ine p otentialabhéngige I naktivierung ii 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 Imoulse wurde fiir eine Dauer von 500 ms eehalten.
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Basaler Chloridstrom in Hepatozyten
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Abbildung 3. 1. 2: Der S trom-Spannungs-Beziehungs-Graph r eprésentiertd 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
auswirts gleichrichtender Chloridstrom mit einer mittleren Stromdichte von 30,55 + 3,86 pA/pF
bei +80 mV (n=11) gemessen.

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) ¢ rgab e ine du rchschnittliche
Stromdichte von 6 ,08 = 1,00 pA /pF ( bei + 80mV)inden Zellen d ieser r enalen
Zelllinie. D ie statistische A uswertung ( Student t-Test fiir unabhdngige Datensitze)
ermittelte e inen s ignifikant h 6heren (*p < 0,05, **p < 0,01 oder ***p < 0,001)
Chloridstrom i n H epatozyteni m V ergleich z u H EK293 P hoenix-Zellen unt er
denselben isotonen B edingungen ( Abbildung 3.1. 4). Dies fiihrt zu der Annahme,
dass s ich di e hohe C hloridleitfdhigkeit de r H epatozyten-Plasmamembran, w elche
bereits von anderen Gruppen beschrieben wurde (Moule und McGivan, 1990, Li und
Weinman, 2002), auf eine hohe Durchldssigkeit schwellungsaktivierter lonenkanile

zuruckfihren lassen konnte.
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Orginalableitung des basalen Chloridstroms in HEK293-Zellen

+100 mV

1.00n&

oOmv

B 50.0ms -120 mV
500 msec

Abbildung 3. 1. 3:( A) O riginalableitung desu nteri 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, bei+80mV, n=5). (B) Das IV-Protokoll i mplizierte K lemmspannungen von -120 mV bis
+100 mV in Schritten von 20 mV. Jeder dieser Impulse wurde fiir eine Dauer von 500 ms gehalten.

Basaler Chloridstrom in Hepatozyten und HEK293-Zellen
60 | [TH
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50

ook

40
sekok
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20

1

10

mV

120

O Hepatozyten in isotoner B HEK293 Phoenix Zellen in
Badlosung, n=11 isotoner Badldsung, n=5

* = HEK293 vs. Hepatozyten (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001)

Abbildung 3.1. 4: Der Strom-Spannungs-Beziehungs-Graph représentiert 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 héher 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 atensdtze b eid 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 bestirken, wurden nun die Chloridstréme nach
Erhohung bzw. nach Erniedrigung der extrazelluldren Osmolaritdt abgeleitet. Hierzu
wurden die zu unt ersuchenden Zellen zunéchst in h ypertone B adlésung iibe rfiihrt.
Die S tromamplitude unter h ypertonen B edingungen w urde durch A nlegen des IV-
Protokolls am Z eitpunkt 0’ gemessen. Die Originalableitungen (Abbildung 3.2. 1)
zeigen de utlich, da ss di e Erhohung der ex trazelluldren O smolaritdt (hypertone

Badlosung) eine Hemmung des gemessenen Chloridstroms zur Folge hatte.

Orginalableitungen des schwellungsaktivierten Chloridstroms
in Hepatozyten

in hypertoner Badlésung

Maximale Aktivierung in hypotoner
Badldsung (steady state)

5 Min TLCS

+100 mV

50 msec

C

-120 mV

500 msec

Abbildung 3. 2. 1: O riginalableitungen desun ter ( A) hy pertonen un dun ter ( B) hy potonen
Bedingungen au fgezeichneten C hloridstroms i nis olierten Hepatozyten der R atte. D ie du rch
Substitution der B adlosung erzeugte Reduktion d er ex trazelluldren O smolaritdt fiihrte 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 [V-
Protokoll implizierte Klemmspannungen von -120 mV bis +100 mV in Schritten von 20 mV. Jeder
dieser Impulse wurde fiir eine Dauer von 500 ms gehalten.

Die mittlere Stromdichte unter hypertonen Bedingungen betrug 15,19 + 3,01 pA/pF
(n=9, bei +80 mV). Die darauf folgende Reduktion der extrazelluldren O smolaritét
(hypotone B adlosung) be wirkte e ine starke A ktivierung di eses C hloridstroms,
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welcher nach nur 5 Minuten eine mittlere Stromdichte von 76,30 + 9,53 pA/pF (n=9,
bei+8 Om V)e rreichte. Dieser S tromz eigte d ieselben b iophysikalischen
Eigenschaften wie der unter isotonen Bedingungen gemessene Chloridstrom (3.1).

In Abbildung 3.2. 2: wurden die bei den verschiedenen O smolarititen gemessenen
Stromdichten g emeinsam in e inem IV-Graphau fgetragen. D ies tatistische
Auswertung ergab eine s ignifikante E rhohung de s g emessenen C hloridstroms,
sowohl nach R eduktion der extrazelluldren O smolaritit von h ypertoner zu isotoner
Badlosung (mit *p < 0,05 oder **p < 0,01) als auch von isotoner zu hypotoner
Badlosung ( mit **p < 0,01 ode r***p< 0, 001). Diesb edeutet,d assd er
Aktivierungsstatus de s hi er gemessenen C hloridstroms a bhidngig von der
extrazelluliren O smolaritit w ar. Diesi st einw esentliches M erkmald er
schwellungsaktivierten C hloridstrome (zur Ubersicht Nilius et al., 1996, S trange et
al., 1996). Somit unterstiitzt das Ergebnis dieser Versuchsreihe die Hypothese, dass
Hepatozyten unteri sotonen B edingungene ine basal aktive F ormde s
schwellungsaktivierten C hloridstroms, I ciswen, aufweisen und d ass di eser unt er
anderem fiir die hohe Chloridleitfahigkeit der H epatozyten-Plasmamembran (Moule
und McGivan, 1990, Meng und Weinman, 1996, Jackson et al., 1996, zur Ubersicht

Li und Weinman, 2002) verantwortlich sein konnte.
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Schwellungsaktivierter Chloridstrom in Hepatozyten
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* = in isotoner Badlsg. vs. in hypertoner Badisg.

* = in isotoner Badlsg. vs. in hypotoner Badlsg.
(*p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001)

Abbildung 3.2. 2: Der Strom-Spannungs-Beziehungs-Graph re prisentiert die 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 egend ie
applizierten K lemmspannungen ( mV) aufgetragen (arithmetisches M ittel + S EM). D ie Reduktion
bzw. E rhohung d er ex trazelluldren O smolaritét h at e ine s tatistisch s ignifikante H emmung bzw.
Aktivierung d es gemessenen Chloridstroms zur Folge (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, sind
keine * angegeben, unterschieden sich die Datensétze bei den angegebenen Klemmspannungen nicht
statistisch signifikant voneinander).

3.3 Gallensalze: Der Effekt der v erschiedenen Gallensalze
auf die zuvor charakterisierten Chloridstrome

In diesem Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob und w enn ja, welchen E ffekt
die Gallensalze TLCS, TUDC und TC auf die zuvor charakterisierten Chloridstrome
unter i sotonens owieunt erh ypotonen Bedingungenha ben.E s wurden
Versuchsreihen m it v erschiedenen Stimulationsprotokollen dur chgefiihrt. H ierzu
gehorte s owohl e ine e xtrazelluldre al s au ch ei ne intrazelluldre S timulation d er

Hepatozyten mit den drei verschiedenen Gallensalzen. Diese beiden Versuchsreihen
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sind s o ausgerichtet, dass der direkte E ffekt des Gallensalzes auf plasmamembran-
standige 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 extrazellulér

appliziertem TLCS getestet.

3.3.1 Taurolithocholat (TLCS)

3.3.1.1 Der Effekt von ex trazellulir a ppliziertem TLCS a ufd en basalen
Chloridstrom

Wie in Abschnitt 2.4 beschrieben, schloss das Protokoll dieser Versuchsreihe eine
Beteiligung z ytoplasmatischer S ignaltransduktion am gemessenen E ffekt aus. D ies
bedeutete, da ss e ine Verdnderung de rz uvor g emessenen C hloridstrome au s-
schlieBlich durch eine Interaktion des Gallensalzes mit extrazelluldren Bestandteilen
der Z ellmembran hervorgerufen w erden kon nte. Nachdem di e,, Whole-Cell*-
Konfigurationi ni sotoner B adlosung h ergestelltundda se rste [V -Protokoll
aufgerufen wurde, folgte die Zugabe von 50 puM TLCS zur Badlosung. Die Original-
spuren, abgeleitet vor und 5 Minuten na ch de r A pplikation von T LCS, sindin
Abbildung 3.3.1. 1 dargestellt u nd zeigen ei ne d eutliche Hemmung der S trom-

amplitude nach Zugabe des proapoptotischen Gallensalzes.

Orginalableitungen in isotoner Badlésung

O Min. TLCS 5 Min. TLCS (extrazellular)

S

| B =

— =

+100 mV

1.00n&

omv

C 50.0ms 120 mV
500 msec

Abbildung 3.3.1. 1: Originalableitungen desunt er isotonen Bedingungen aufgezeichneten
Chloridstroms in isolierten Hepatozyten der Ratte (A) vor und (B) 5 Minuten nach Zugabe von 50
pM TLCS z ur B adlosung. TLCS hatte ei ne starke Reduktion der Stromamplitude un d e ine
beschleunigte potentialabhéngige 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 fiir 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 der S timulation auf 13,78 + 2,52 p A/pF (n=11,bei +80 m V) nach 5 -
mintitiger, auf 14,94 £ 3,35 pA/pF (n=8, be1+80 m V) nach 10 -miniitiger und a uf
12,50 + 3,89 pA /pF (n=6, bei+80 m V) nach 15 -miniitiger E xposition mit 50 uM
TLCS (Abbildung 3.3.1. 2). Dies entsprach einer Hemmung um 52 + 9 % (n=11, bei
+80 m V) d eri nitialen Stromdichte na ch nur 5 Minuten Stimulation mit TLCS
(Abbildung 3.3.1. 2 B). Die s tatistische A uswertung mitte Is S tudent t -Test (fiir
abhédngige D atensitze) ergab eine hochsignifikante (p < 0,01, n=11) Hemmung des
basalen C hloridstroms durch ex trazellulér ap pliziertes TLCS. D er Maximaleffekt
wurde bereits nach 5-miniitiger E xposition erreicht (Abbildung 3.3.1. 2 A). Obwohl
der hemmende Effekt von T LCS bei positiven Klemmspannungen héher war als bei
negativen (Abbildung 3.3.1. 3A), ist die Hemmung bei negativen Klemmspannungen
fiir di ese A rbeit von b esonderer Bedeutung. Dies e rgibt s ich da raus, da ss be i
negativen M embranpotentialen der Ausstrom v on Chlorid aus der Z elle gemessen
wird. Eine Hemmung d es C hloridefflux konnt e somit netto zu e iner k urzfristigen

Erhohung der intrazelluldren Chloridkonzentration fiihren.

TLCS-induzierte Hemmung des basalen Chloridstroms
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Abbildung 3.3.1. 2: (A) Das Balkendiagramm zeigt die mittleren Stromdichten bei +80 mV vor (n=
11) und nach Zugabe von 50 pM TLCS zur i sotonen B adldsung ( 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 gechemmt. Der Maximaleffekt war bereits nach 5-miniitiger Exposition mit
dem G allensalz er reicht. ( B) D as B alkendiagramm zeigtd ie p rozentuale Hemmungde r
Stromintensitdt (bei+ 80 m V)5 M inuten na ch Z ugabe von T LCS b zw. D MSO ( Kontrolle) z ur
Badlosung (arithmetisches Mittel + SEM). TLCS hemmte den basalen Chloridstrom um 52 + 9 %
(**p < 0,01, ***p <0,001).
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Ind en K ontrollexperimenten hingegen w urde ke ines tatistisch s ignifikante
Verdnderung d es Chloridstroms na ch ZugabevonD MSO( 0,5 % finale
Konzentration i nde r Messkammer) gemessen. B eim A nlegen de s e rsten IV-
Protokolls (vor der Zugabe von D MSO) wurde hier eine mittlere S tromdichte von
19,25 £ 2,75 pA/pF (n=7, bei +80 mV) abgeleitet. 5 Minuten nach Applikation des
Losungsmittels DMSO betrug diese 19,13 + 4,34 pA/pF (n=7, bei+80 m V), nach
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 Stromintensitit ist nicht
statistisch s ignifikant (Abbildung 3.3.1. 3B) und ist be dingt durch eine s pontane
Aktivierung des Icjswen, welche durch den hydrostatischen Druck der Pipettenlosung
auf das Zellinnere in der ,,Whole-Cell“-Konfiguration zu erkliren ist. Eine solche
Aktivierung wurde be reits von ve rschiedenen G ruppen be schrieben (Sarota, 1992,
Hagiwara et al., 1992, Zhang und Lieberman, 1996, zur Ubersicht Baumgartner und
Clemo, 2003). Aus Abbildung 3.3.1. 3B wird deutlich, dass die Zugabe von DMSO
(Kontrolle) keinen Effekt auf die Stromintensitét hatte.
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Zeitreine: 50 UM TLCS (extrazelluldr) in isotoner Badlésung
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Abbildung 3. 3.1. 3: D ie S trom-Spannungs-Beziehungs-Graphen r eprisentieren d ie u nter i sotonen
Bedingungen g emessenen Chloridstrome in ( A) T LCS-stimulierten ( 50 uM ) 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 50 pM TLCS zur B adlosung hatte eine signifikante Hemmung des zuvor ge messenen
Chloridstroms z ur F olge. Dieser E ffekt z eigte s ich beip ositivena Isa uchb eine gativen
Klemmspannungen(*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001). (B) Die Zugabe von DMSO zur Badlosung
(Kontrollexperimente) ha tte keinen signifikanten E ffekt (n=7) aufd en b asalen Chloridstrom in
Hepatozyten (sind ke ine * angegeben, u nterschieden s ich d ie Datensétze b ei d en a ngegebenen
Klemmspannungen nicht statistisch signifikant voneinander).

Eine w eitere Versuchsreihe z eigte, d ass de r E ffekt von T LCS a uf di e von uns

gemessenen C hloridstrome komplett reversibel war (Abbildung 3.3.1. 4). In dieser
Versuchsreihe wurde zunéchst eine initiale mittlere Stromdichte von 15. 67 = 1.74
pA/pF (n=9, at +80 mV) gemessen. 5 Minuten nach Applikation von 50 uM TLCS
zur 1 sotonen B adlosung 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 Badlosung dur ch n eue, TLCS-freie
isotone B adlosung reaktivierte den Chloridstrom auf eine mittlere Stromdichte von
2345+ 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 adlosung hohera Is zu B eginn de s

Experiments (Abbildung 3.3.1. 4).
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Abbildung 3.3.1. 4: Das Liniendiagramm stellt die mittleren Stromdichten bei +80 mV vor Zugabe
des Gallensalzes (isotone B adlosung) und nach 5-miniitiger Exposition mit TLCS sowie 5 Minuten
nach Substitution der Badlosungen (,,Wash-Out*) dar (arithmetisches Mittel + SEM). Es zeigte sich
erneut, dass die 5-miniitige Stimulation der Hepatozyten mit 50 uM TLCS eine starke Hemmung des
basalen C hloridstroms z ur Folge h atte. D er,, Wash-Out“ d es G allensalzes f iihrte 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 potentialabhdngige Inaktivierung des Icjswen bei Potentialen
positiver a Is +40 m V. Dieses C harakteristikum wird dur ch di e Zeitkonstante de r
Inaktivierung t.g ausgedriickt, welche vor Zugabe von T LCS zur Badlosung 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 W ert
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 statistisch signifikanter Unterschied konnte auch beim Vergleich
von TLCS-stimulierten und Kontrollzellen festgestellt werden (Abbildung 3.3.1. 5).
Beie iner K lemmspannung von +100m V betrug T, 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 1. 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 Is
Student t -Test f lir u nabhéngige D atensétze er gab bei be iden Klemmspannungen
einen s ignifikanten U nterschied (p < 0.01) in de r [ naktivierungskinetik zwischen
TLCS-stimulierten Z ellen und Kontrollzellen. Die e rmittelten Z eitkonstanten d er

Inaktivierung sind in Abbildung 3.3.1. 5 dargestellt.

50 UM TLCS (extrazellular) in isotoner Badldésung
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3.3.1.2 Die Do sis-Wirkungs-Beziechung von TLCS aufde n basalen
Chloridstrom

Diese V ersuchsreihe di ente de r U ntersuchung d er D osis-Wirkungs-Beziehung des
TLCS-induzierten E ffekts aufde nba salen Chloridstrom nach extrazelluldrer
Stimulation.

Hierzu wurde die Konzentrationde s G allensalzes w dhrend d er einzelnen
Experimente in sieben Schritten erhoht (0,1 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM
und 100 p M, n=7). Abbildung 3.3.1. 6 zeigt die Originalableitungen, welche nach
jeweils S-miniitiger E xposition mitd er angegebenen TLCS-Konzentration
aufgezeichnet wurden. Auch hier konnte eine Abnahme in der Stromamplitude sowie
eine beschleunigte Inaktivierungskinetik beobachtet werden. Sichtbar wurden beide
Effekte ab einer K onzentration von 10 puM T LCS mit s teigender A uspragung be i
steigender ex trazellulirer TLCS-Konzentration. Dies térkste R eduktion de r
Stromintensitit k onnte s omit b ei e iner e xtrazelluldren K onzentration von 100 uM
TLCS gemessen werden. Hier betrug die Hemmung des Chloridstroms bei +80 mV
Klemmspannung 58 + 4 % (n=7).

Fird ie d etaillierte A uswertung d ieser V ersuchsreihe b ediente m ans ichd er
Erstellung von Dosis-Wirkungs-Kurven und der Berechnung des ECsq (half maximal
effect concentration)-Wertes. Hierzu wurde zunéchst die prozentuale Hemmung der
Stromdichte s owie di e pr ozentuale R eduktion von 1t bei+ 80m V f iirj ede
Konzentration bestimmt. Die Dosis-Wirkungs-Beziehung beider Effekte wurden nun
in einem semi-logarithmischen Graphen aufgetragen und auf eine sigmoidale Kurve

interpoliert (Abbildung 3.3.1. 7).
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Dosis-Wirkungs-Beziehung (TLCS, extrazelluldr) in isotoner Badlsg.
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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 -miniitiger S timulation mit d en
angegeben T LCS-Konzentrationen. Es wurde eine aufsteigende K onzentrationsreihe von 0,1 uM bis
100 uM TLCS verwendet. Es ist zu erkennen, dass mit steigender Konzentration von TLCS auch die
Effektstirke (Ausmall der Hemmung und Reduktion von t.¢) zunahm. (I) Das angelegte IV-Protokoll
implizierte Klemmspannungen von -120 mV bis + 100 mV in S chritten von 20 mV. Jeder di eser
Impulse wurde fiir eine Dauer von 500 ms gehalten.

Die Auswertung ergab, dass beide Effekte dosisabhingig waren. Wie aus Abbildung
3.3.1. 7 ersichtlich ist, zeigt die D osis-Wirkungs-Kurve des E ffekts auf T, eine
groflere Steigung (Abbildung 3.3.1. 7B) als jene der Reduktion der Stromamplitude
(Abbildung 3.3.1. 7A). Der ermittelte ECsy von 1,79 uM TLCS bestitigt, dass der

Effekt auf die Inaktivierungskinetik bereits bei sehr geringen TLCS-Konzentrationen
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auftrat. Im G egensatz da zu be durfte es zur H emmung der S tromintensitéit einer
hoheren Konzentration. Die halb-maximale E ffekt-Konzentration (ECs) betrug hier
31,7 uM extrazellulédr appliziert TLCS. In den Kontrollexperimenten (1 % DMSO)

konnte kein signifikanter Effekt ermittelt werden.

Dosis-Wirkungs-Kurven (TLCS. extrazellular) in isotoner Badl6sung.
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Abbildung 3.3.1. 7: Die Dosis-Wirkungs-Kurven zeigen die Dosisabhéngigkeit 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 t.¢ bei +80 mV
Klemmspannung. Es zeigte sich, d ass b eide E ffekte d osisabhdngig w aren (arithmetisches M ittel =
SEM, n=7). D ie Berechnung der E Cs,-Werte e rgab, da ss di e R eduktion von 1.4 bereits b ei s ehr
geringen K onzentrationen (ECso=1,79 pM) zu messen war. Die Hemmung der S tromintensitit trat
hingegen erst bei hoherer TLCS-Konzentrationen (ECs5y=31,7 uM) auf.

3.3.1.3 Der Effektvon e xtrazellulir appliziertem TLCSa ufde n
schwellungsaktivierten Chloridstrom

In dieser V ersuchsreihe s ollte d er Effekt von T LCS auf den durch h ypoosmolare
Stimulation a ktivierten C hloridstrom untersucht w erden. W ie be reitsi nde r
Versuchsreihe 3.2 zur Charakterisierung des schwellungsaktivierten Chloridstroms in
Hepatozyten wurded ie,, Whole-Cell“-Konfiguration z undchsti n hypertoner
Badlosung 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 Badlosung mit jener hypotonen bewirkte eine
starke Aktivierung des Iciswen (Abbildung 3.3.1. 8 A, B und Abbildung 3.3.1. 9). Wie

bereits in den Abschnitten 3.1 und 3.2 beschrieben, gehdren zu den Charakteristika
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dieses C hloridstroms eine Auswiértsgleichrichtung, eine schnelle A ktivierung, eine
potentialabhéngige Inaktivierung ( bei P otentialen pos itiver als+ 40 mV),di e
Aktivierung unter h ypotonen und die Inaktivierung unter h ypertonen B edingungen
(Paulmichl et al., 1992, Kubo et al., 1992, Nilius et al., 1994a und b, Ackerman et al.,
1994, zur Ubersicht 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. Dies entsprach einer statistisch signifikanten Erhéhung der
Stromdichte (p < 0,05 oderp < 0,01, n=6) nach S ubstitution de r Badlosungen
(Abbildung 3.3.1. 9). Die Zugabe von 50 p M T LCS z ur h ypotonen Badldsung
bedingte eine s tarke Hemmung des C hloridstroms sowie eine B eschleunigung d er
Inaktivierungskinetik (Abbildung 3.3.1. 8C). 5 Minuten nachdem das Gallensalz zur
hypotonen B adlosung 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
% mnach 5 -miniitiger 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 signifikant (p < 0,05, be 1 +80 mV, Abbildung 3.3.1. 10). Es
konnte s omit g ezeigt werden,d ass T LCS a uch dendur ch H ypoosmolaritit
aktivierten Chloridstrom hemmt. Der E ffekt war wiederum sowohl bei positiven als
auch be i ne gativen M embranspannungen z u be obachten (p < 0,05 ode rp < 0,01,

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

Um die Reversibilitéit des Effekts zu testen, wurde nach 5-miniitiger Stimulation der
Hepatozyten mit 50 pM TLCS die Badlésung durch TLCS-freie hypotone Badlosung
substituiert. Die E rgebnisse z eigten,d assau chd ieH emmungd es
schwellungsaktivierten Chloridstroms e in r eversibler P rozess ist. Dies er klért sich
durch die erneute Aktivierung des Chloridstroms als R eaktion auf den ,, Wash-Out*
des Gallensalzes aus der Badlosung. 5 Minuten nachdem TLCS aus der Messkammer
entfernt wurde, konnte eine mittlere Stromdichte von 87,28 + 25,67 pA/pF (n=4, bei
+80m V)g emessen werden. Diesen tsprach einers tatistisch s ignifikanten
Reaktivierung (p < 0,05, n=4) des Chloridstroms.

Die Hepatozyten der Kontrollexperimente zeigten zunichst die gleiche Reaktion auf
die R eduktion de r e xtrazelluldren O smolaritdt. 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 Badldsung hatte keine Modifizierung des gemessenen Chloridstroms zur Folge. 5
Minuten na chdem D MSO z ur h ypotonen Badldsung 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
Verdnderung der Stromintensitét durch das Losungsmittel DMSO.

Orginalableitungen des schwellungsaktivierten Chloridstroms

Zeitpunkt O’ in hypertoner Badiosung

Maximale Aktivierung in hypotoner
Badlosung (steady state)

S Min. TLCS '

&

+100 mV

50 msec

-120 mV

D

500 msec

Abbildung 3. 3.1. 8: O riginalableitungen de sun ter ( A) hy pertonen un d un ter ( B) hy potonen
Bedingungen s owie ( C) 5 Minuten n ach Zugabe von 50 u M T LCS z ur hypotonen B adlosung
aufgezeichneten C hloridstroms i n is olierten H epatozyten der R atte. D ie d urch S ubstitution d er
Badlésung erzeugte R eduktion der extrazelluliren Osmolalitét fiihrte zu einer schnellen Aktivierung
des gemessenen Chloridstroms. Nach Erreichen der maximalen Aktivierung bewirkte die 5-miniitige
extrazellulare 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 fiir eine
Dauer von 500 ms gehalten.
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Zeitreine: 50 uM TLCS (extrazellular) in hypotoner Badlésung
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Abbildung 3.3.1. 9: DieS trom-Spannungs-Beziehungs-Graphen reprisentieren die mittleren
Stromdichten bei den angelegten Klemmspannungen (IV-Protokoll) in Hepatozyten unter hypertonen
und hy potonen B edingungen m it a nschlieBender S timulierung mit ( A) T LCS bz w. ( B) D MSO
(Kontrolle). D ie e rmittelten mittleren S tromdichten ( pA/pF) wurden gegend ie applizierten
Klemmspannungen (mV) aufgetragen (arithmetisches Mittel + S EM). In beiden V ersuchsreihen (A
und B) hatte die Erniedrigung der extrazelluliren Osmolalitét 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 B edingungen DMSO
(0,5 %) zur B adlosung p ipettiert. D ie 5 -miniitige E xposition zu d em Losungsmittels hatte k einen
Effekt auf d ie S tromintensitdt d es schwellungsaktivierten C hloridstroms ( sind ke ine * a ngegeben,
unterschieden sich die Datensitze bei den angegebenen Klemmspannungen nicht statistisch signifikant
voneinander).
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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 in hypotoner B adldsung, nach 5 -miniitiger E xposition zu T LCS (50 p M)
sowie 5 M inuten nach S ubstitution d er B adldsungen d urch T LCS-frei L 6sung (,,Wash-Out*) dar
(arithmetisches Mittel + SEM). Es zeigte sich, dass die Stimulation der Hepatozyten mit 50 uM 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 fiihrte zu einer R eaktivierung d es ge messenen
Chloridstroms (*p < 0, 05, n=4). (B) D as Sdulendiagramm 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 Badlosung (arithmetisches Mittel + SEM). TLCS hemmte den basalen Chloridstrom
um46 +9 % (p <0,01, n=6).

Zusammenfassend konnt e beobachtet w erden, d ass a uch de r dur ch hypoosmolare

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

geschah sowohl bei positiven als auch bei negativen Membranspannungen, s odass
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sowohl der Chloridinflux als auch der —efflux iiber die entsprechenden Chloridkanile
nach Exposition mit TLCS verringert werden konnen.

Die Z eitkonstanten der I naktivierung, tos, waren, &hnlich w ie unt er i sotonen
Bedingungen, beeinflusst. Auch hier konnte eine deutliche Erniedrigung der t,g-
Werte nach Zugabe von TLCS gemessen werden. Eine 5-miniitige Exposition hatte
eine R eduktion von T von 843,33 + 394,28 m s (n=6) bei +80 mV bzw. 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 Sdulendiagramm in Abbildung 3.3.1. 11, ist eine deutliche
Beschleunigung der potentialabhéngigen Inaktivierung zu beobachten. Der Vergleich
der D atensétze s timulierter H epatozyten und Kontrollzellen z eigte ei ne statistisch
signifikante Reduktion (p < 0,01) von 1.¢ durch TLCS, sowohl bei +80 mV als auch
bei + 100 m V. In den Kontrollexperimenten wurden die t.i-Werte von 1211,75 +
352,52ms (n=4)bei +80 m V und von 1561,2 + 429,3ms(n=5)bei+100mV
ermittelt. Abbildung 3.3.1. 13 zeigt die graphische Auswertung der ermittelten Werte

in TLCS-stimulierten Hepatozyten und in Kontrollzellen.

50 uM TLCS (extrazellular) in hypotoner Badlésung
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15004
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m
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% Abbildung 3.3.1. 11: Das Siulen-
= diagramm zei gtd ie Zeitkon-
500+ stanten der Inaktivierung vor und
5M inuten nach Zugabe von
0 TLCS bzw. D MSO ( Kontrolle)

zur hy potonen B adlésung be i

+100 mV +80 mV +100 mV +80 mV

Rot=TLCS Blau= Kontrolle
(**p<0,01)
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Beschleunigung de r pot ential-
abhéngigen 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 oni ntrazellulir appliziertem TLCS a uf de n ba salen
Chloridstrom

Um zu untersuchen, ob die TLCS-induzierte Hemmung des Chloridstroms von der
extra- oder von der intrazelluldren 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
auszufithren, wurde T LCS (50 u M) in die Pipettenlosung gegeben. D ie ,, Whole-
Cell“-Konfiguration w urde i n i sotoner Badlosung hergestellt. D ie TLCS-haltige
Pipettenlosung stromte nun in die Zelle ein und vermischte sich mit dem Zytoplasma,
sodass die H epatozyten intrazelluldr mit d em Gallensalz T LCS stimuliert w urden.
Die Kontrollversuche wurden mit 0,5 % DMSO in der Pipettenlosung durchgefiihrt.
In Abbildung 3.3.1. 12 sind die mittle ren S tromdichten, welche nach 5 -miniitiger

intrazelluldrer Exposition abgeleitet wurden im IV-Graphen aufgetragen.

Orginalableitungen in isotoner Badldsung

5 Min. Kontrolle 5 Min. TLCS (intrazellular)
e
T

A P

+100 mV

1.UUnA|

Omv

C 50.0ms 420 mV
500 msec

Abbildung 3.3.1. 12: Originalableitungen des unter isotonen Bedingungen gemessenen Chloridstroms
(A)nach5 M inuten intrazelluldrer S timulation der H epatozyten mit T LCS (5§ OuM)und (B )in
Kontrollzellen (0,5 % DMSO). Durch die Zugabe von 50 puM TLCS zur Pipettenlosung wurden die
Zellen intrazelluldr 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 [ V-
Protokoll im pliziert K lemmspannungen von -120 mV bis +100 mV in S chritten von 20 mV. Jeder
dieser Impulse wird fiir eine Dauer von 500 ms gehalten.

Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied in der Stromintensitit der TLCS-
behandelten Zellen (30,27 + 11,25 pA/pF, n=8, be1 +80 mV) und der Kontrollzellen
32,46+ 83pA /pF,n= 10,be i+ 80mV) ermitteltw erden. Auchdi e
Originalableitungen, welche in Abbildung 3.3.1. 12 dargestellt sind, zeigten k eine
Modifikation der Amplitude und der Form des a bgeleiteten C hloridstroms durch
intrazelluldres TLCS.
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50 uM TLCS (intrazellulér) in isotoner Badldsung
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[] 5Min. TLCS, n=8 A 5 Vin. Kontrolle, n=10

Abbildung 3. 3.1. 13: D er Strom-Spannungs-Beziehungs-Graph r eprésentiert d ie unter i sotonen
Bedingungen ge messenen C hloridstrome i n Hepatozyten, w elche intrazelluldr mit5 0 uM T LCS
behandelt wurden und in Kontroll-Hepatozyten (0,5 % DMSO). Die dargestellten Strome wurden 5
Minuten na ch E rstellung d er,, Whole-Cell“-Konfiguration abgeleitet. D ie e rmittelten mittleren
Stromdichten ( pA/pF) wurden g egendi e a pplizierten K lemmspannungen ( mV) a ufgetragen
(arithmetisches Mittel + SEM). Die intrazellulire Applikation von 50 pM TLCS hatte keine
signifikante V erdnderung d es b asalen C hloridstroms i n H epatozyten zu r F olge ( sind k eine *
angegeben, u nterschieden sichd ie D atensdtze b eid en an gegebenen Klemmspannungen nicht
statistisch signifikant voneinander).

In Ubereinstimmung hiermit ergab die Berechnung der oi-Werte bei +80 mV und
+100 m V ke ines ignifikanten U nterschiede z wischen T LCS-behandelten
Hepatozyten und K ontrollzellen (Abbildung 3.3.1. 14). 5 Minuten nach 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 ms (n=5, bei +80 mV) und 351,38 &+
81,08 ms (n=8, bei +100 mV) ermittelt (Abbildung 3.3.1. 14).

51



Ergebnisse

50 uM TLCS (intrazelluldr) in isotoner Badlésung

n.s.

Abbildung 3. 3.1. 14: Das S é&ulen-
diagramm z eigtd ie Zeitkonstanten
der I naktivierung nach5 Minuten
intrazelluldrer Stimulation der
Hepatozyten mit 50 uM TLCS b zw.
DMSO (1 %, Kontrolle) bei +80 und
+100 mV K lemmspannung. Die dar-
gestellten W erte wurden 5 M inuten
nach Erstellen des ,,Whole-Cell*-
Kontakts bei +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-
zelluldire Applikationd es G allen-
@ 5 Vin. TLCS @8 5 Min. Kontrolle salzes nicht signifikant beeinflusst.

—_

~——

Toi (MS

3.3.1.2 Der basale Chloridstrom nach 30 Minuten Stimulation mit TLCS

In de r1 etzten V ersuchsreihe z um E ffekt von T LCS s ollte un tersucht w erden,
welchen Einfluss eine S timulation voni ntakten H epatozyten a uf de n ba salen
Chloridstrom ha t. H ierzuw urden zwolf Stundenal te H epatozyten, unter
Zellkulturbedingungen (bei 37°C, 5 % CO; und 100 % relativer Luftfeuchtigkeit), 30
Minuten mit 50 u M TLCS inkubiert. Die Zellen wurden anschliefend in die mit
isotoner B adlosung gefiillte M esskammer iib erfiihrt und e in ,, Whole-Cell““-K ontakt
erstellt. M ittels di eser V ersuchsanordnung konnten nun  Modifikationen de s
Chloridstroms erfasst w erden, welche einer zytoplasmatischer S ignaltransduktion
unterliegen.

Die Or iginalableitungen in 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.
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Orginalableitungen in isotoner Badlésung

TLCS (nach 30 Min. Vorinkubation) Kontrolle
— —
BeDYDY—m—————
L00nA omy +100 mV
C 50.0ms -120 mV

500 msec

Abbildung 3. 3.1. 15: Originalableitungen desun teri sotonen B edingungen a ufgezeichneten
Chloridstroms in isolierten H epatozyten der R atte (A) nach 30 Minuten Vorinkubation mit 50 uM
TLCS unter Zellkulturbedingungen und (B) Kontrollzellen (30 Minuten 0,5 % DMSO). Die Strome
wurden 5 M inuten nach E rstellend es ,,Whole-Cell“-Kontakts a bgeleitet. Die 30-Minuten-
Vorinkubation mit 50 uM 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 fiir eine Dauer von 500 ms gehalten.

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 trazellulédrer
Stimulation ohne V orinkubation ( 3.3.1.1) bestdtigt w erden. Dies tatistische
Auswertung mitte Is S tudent t -Test e rgab j edoch ke inen s ignifikanten Unterschied
zwischen TLCS-vorinkubierten Zellen und Kontrollzellen.

Auch di e s pannungsabhidngige Inaktivierung des C hloridstroms w ari n dieser
Versuchsreihe nicht signifikant verdndert. Wahrend in TLCS-stimulierten Zellen tog-
Werte von 344 ,0 £ 57,12 ms (n=4, bei +80 mV) und 227,00 £ 60,05 ms (n=4, bei
+100 mV) ermittelt wurden, betrugen 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 lie3
sich somit eine geringe B eschleunigung der Inaktivierung sowohl bei +80 mV als
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.
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50 yM TLCS (nach 30 Min.Vorinkubation) in isotoner Badlésung
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Abbildung 3.3.1. 16: Der Strom-Spannungs-Beziehungs-Graph reprisentiert die unter isotonen
Bedingungen gemessenen Chloridstrome in TLCS-stimulierten (50 pM) Hepatozyten und K ontroll-
Hepatozyten (0,5% DMSO). Die frisch isolierten Zellen wurden zunéchst 12 Stunden kultiviert und
dann unter Zellkulturbedingungen mit5 0 u M T LCS fiir 30 M inuten in kubiert. D ie d argestellten
Strome wurden 5 M inuten n ach E rstellung de r,, Whole-Cell“-Konfiguration a bgeleitet. D ie
ermittelten mittleren Stromdichten (pA/pF) wurden gegen die applizierten Klemmspannungen (mV)
aufgetragen (arithmetisches Mittel + SEM). Die Behandlung intakter Hepatozyten mit 50 pM TLCS
zeigte d ie T endenzd er R eduktiond er S tromintensitita ber k einen statistisch s ignifikanten
Unterschied zur Stromintensitét in den Kontrollzellen (sind keine * angegeben, unterschieden sich die
Datensétze bei den angegebenen Klemmspannungen nicht statistisch signifikant voneinander).

50 uyM TLCS (30 Min. Vorinkubation)
in isotonertoner Badldsung

n.s.
04

%0 Abbildung 3. 3.1. 17: Das S &ulen-
400- diagramm zeigt die Zeitkonstanten
der Inaktivierung nach 30 Minuten
® 3004 Inkubation i ntakter H epatozyten
= mit5 Op MT LCS. Die
= 2004 da.rgestellten W ertew urden 5
— Minuten nach Erstellen des

,,»Whole-Cell“-Kontaks bei +80 mV
und + 100 mV K lemmspannung
abgeleitet (arithmetisches M ittel +
SEM). Die Inaktivierungskinetik
desb asalen, unteri sotonen
Bedingungen gemessenen Chlorid-
stroms wurded urch diese
Applikation des Gallensalzes nicht
signifikant beeinflusst.
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Zusammengefasst z eigtend iev erschiedenen V ersuchsreihen,d assd as
proapoptotische Gallensalz TLCS in der Lage war sowohl den basalen als auch den
schwellungsaktivierten Chloridstrom in Hepatozyten stark zu hemmen. Dieser Effekt
wurde iiber extrazellulire Komponenten der Plasmamembran vermittelt und bedurfte
keinerlei z ytoplasmatischer S ignaltransduktion. Wihrend na ch de r extrazellulidren
Stimulation ein sehr starker hemmender Effekt gemessen werden konnte, hatte die
intrazelluldre A pplikationvon T LCS keinerlei W irkunga ufde nba salen
Chloridstrom. D ie 30 -miniitige Vorinkubation intakter Hepatozyten ( unter
Zellkulturbedingungen) mit dem proapoptotischen Gallensalz hatte keinen statistisch
signifikanten E ffektz ur F olge, z eigtj edocht endenziell e ine R eduktion de r
Stromintensitit. Diese T endenz 14 sst sich mit d er R eversibilitidt d es T LCS-Effekts
erkliaren. Da die einzelnen Experimente der V ersuchsreihe in einer Zeitspanne von
30 M inuten i n T LCS-freier B adlosung aufgezeichnet w urden, befanden s ich die
untersuchten Zellen zum Zeitpunkt der M essungen in unterschiedlichen Phasen der
Reversibilitit. D ies e rkldrt weiterhin die hohe n Standardabweichungen des

Mittelwerts in dieser Versuchsreihe.
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3.3.2 Tauroursodesoxycholat (TUDC)

3.3.2.1 Der Effektv on ex trazellulir a ppliziertem TUDC aufde n basalen
Chloridstrom

Des Weiteren wurde in dieser Arbeit der E ffekt des antiapoptotischen G allensalzes
Tauroursodesoxycholat ( TUDC) aufd en basalen, unt eri sotonen Bedingungen
charakterisierten, Chloridstrom (3.1) u ntersucht und be schrieben. Hierzu w urde
zunéchst de r,, Whole-Cell“-Kontakti n i sotoner B adlosung aufgebaut und der
Chloridstrom bei Zeitpunkt 0’ (0 M inuten TUDC), d.h. vor Zugabe von TUDC (50
uM) z ur B adlésung, ab geleitet. Die Or iginalableitungen in Abbildung 3.3.2. 1A
zeigen den bereits unter 3.1 beschrieben auswirts gleichrichtenden Chloridstrom. Die

mittlere Stromdichte bei +80 mV betrug 28,75 + 4,75 pA/pF (n=15).

Orginalableitungen in isotoner Badlésung

0 Min. TUDC 5 Min. TUDC (extrazellular)

+100 mV

1.00nA

omv

C 50.0ms 420 mv
500 msec

Abbildung 3.3.2. 1: Originalableitungen des unter isotonen B edingungen a ufgezeichneten C hlorid-
stroms in isolierten Hepatozyten der Ratte (A) vor und (B) 5 Minuten nach Zugabe von 50 pM TUDC
zu Badlosung. 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 fiir eine Dauer von 500 ms gehalten.

Die Zugabe von 50 pM TUDC zur Extrazelluldrlosung 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-miniitiger Exposition mit TUDC blieb di ese bei
einem Wert von 18,59 + 2,59 pA/pF (n=14) anndhernd gleich. Bereits 15 M inuten
nach Zugabe des Gallensalzes konnte ein Riickgang 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.
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Zeitreine: 50uM TUDC (extrazelluldr) in isotoner Badlésung
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(*p < 0,05, **p < 0,01)

Zeitreihe: Kontrolle (extrazelluldr) in isotoner Badlésung
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Abbildung 3. 3.2. 2: Die S trom-Spannungs-Beziehungs-Graphen r eprésentieren d ie u nter i sotonen
Bedingungen ge messenen Chloridstrome in ( A) T UDC-stimulierten (50 uM ) H epatozyten und ( B)
Kontrollzellen (0,5 % D MSO). D ie e rmittelten mittleren S tromdichten ( pA/pF) wurden gegen die
applizierten K lemmspannungen (mV) aufgetragen (arithmetisches Mittel + SEM). (A) Die Z ugabe
von50 p M T UDC zur B adlésung hatte e ine s ignifikante Hemmung des z uvor gemessenen
Chloridstroms zur F olge. D ieser E ffektzei gtes ich jedochau sschlieBlich beip ositiven
Klemmspannungen ( *p <0, 05, * *p < 0,01, n=11). (B) Die Zugabe von D MSO z ur B adlésung
(Kontrollexperimente) hatte keinen signifikanten Effekt auf den basalen Chloridstrom in Hepatozyten
(sind keine * angegeben, unterschieden sich die Datensétze bei den angegebenen Klemmspannungen
nicht statistisch signifikant voneinander).

Die maximale Hemmung (Abbildung 3.3.2. 3A) wurde somit, wie im Fall von TLCS,
bereits nach 5 -miniitiger Stimulation mit TUDC erreicht (p < 0,05, n= 15, bei +80
mV). Die prozentuale Reduktion der Stromintensitit bei +80 mV Klemmspannung
istin 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 Strdme bei den verschiedenen Klemmspannungen (-
120 m V bi s + 100mV, s iche IV-Protokoll), zeigte s ich, dass eine Hemmung de r
Stromintensitit nur bei positiven Potentialen auftrat (p < 0,01 bei +20 mV, +40 mV,
+60m Vund +100m V,p< 0,05bei +80m V). D er IV-Graph, d argestellt in
Abbildung 3.3.2. 2A, zeigtd ie mittle ren S tromdichten, bei d en v erschiedenen
Klemmspannungen, vor und na ch Zugabe von T UDC z ur Badlosung. 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 K ontrollexperimenten wurde zunéchst der Chloridstrom am Zeitpunkt
0’ a bgeleitet. E rwartungsgemil} konnt e e rneut der z uvor charakterisierte auswaérts
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 stieg iiber die
Zeit der M essungen leicht, aber nicht statistisch signifikant, an. Nach 1 0- und 15-
miniitiger E xposition wurde eine mittlere Stromdichte von 30.76 = 5.37 pA /pF

(n=10, be1+80 mV) bzw. 38.21 + 8.0 pA /pF (n=8, bei+80 mV) gemessen. Dies
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zeigte, dass das Losungsmittel DMSO alleine keinen Effekt auf den in dieser Arbeit

untersuchten Chloridstrom hatte.

TUDC-induzierte Hemmung des basalen Chloridstroms
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Abbildung 3.3.2. 3: (A) Das Séulendiagramm zeigt die mittleren Stromdichten bei +80 mV vor und
nach Zugabe von 50 p M TUDC zur isotonen Badlésung (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 fiithrten
tendenziell zu einer Reduktion der Stromintensitdt. Diese war jedoch nicht statistisch signifikant. (B)
Das S dulendiagramm z eigt di e pr ozentuale H emmung de s C hloridstroms ( bei + 80 mV) nach 5 -
mintitiger, e xtrazelluldrer 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).

Ahnlich des T LCS-Effekts hatte auch TUDC eine verinderte Inaktivierungskinetik
des gemessenen Stroms zur Folge. Auch hier konnte eine deutliche B eschleunigung
der potentialabhingigen Inaktivierung bei +80 mV und +100 mV Klemmspannung
gemessen werden (Abbildung 3.3.2. 4). Wihrend die Zeitkonstante der Inaktivierung
bei + 100 mV vor Zugabe von T UDC zur B adlésung 692,93 + 128,36 m s (n=14)
betrug, war diese 5 Minuten nach Zugabe des Gallensalzes auf etwa die Halfte des
urspriinglichen 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 T zu e rkennen. Bei + 80 m V K lemmspannung w urde vor der
Stimulation mit TUDC ein to-Wert von 1360,14 £ 673,71 ms (n=14) ermittelt. 5

Minuten na ch Zugabe v on T UDC z ur E xtrazellularlésung betrug dieser 721,26 +
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187,14 ms (n=14). Die sehr hohe Standartabweichung bedingt, dass die statistische
Auswertung keine Signifikanz ergab.

Die Berechnung von 1.4 in de n K ontrollexperimenten 1 dsst ke inen E ffekt dur ch
DMSO erkennen. Wéhrend der Wert bei +100 mV Klemmspannung vor der Zugabe
von TUDC (669,46 = 139,55 ms, n=14) geringfiigig h6her war als 5 M inuten nach
der Zugabe (496,81 £101,8 ms, n=12), lag der Wert bei +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 to5-Wert sind in Abbildung 3.3.2. 4
graphisch dargestellt.

50 uM TUDC (extrazelluldr) in isotoner Badldsung

n.s.
2250+ n.s.
2000+
1750+
1500 n.s.
g 1250+ *
— 1000
5 7504 T -+ Abbildung 3. 3.2. 4: Das S éulen-
5004 diagramm zeigt die Zeitkonstanten
der Inaktivierung bei den Klemm-
250+ spannungen + 80 mV un d + 100
01— T T T mV, vorun d5M inutenn ach
(\/;\b‘ 0,,'\,”‘ (\,}l& (\,,\,Dx A AL ((,\D‘ A (lezgabe l\{o)n T UBD% lb ZW. D( M'Sl?
OQ, (" 0(,. 0(,‘ NN NS e optro (9 Z.ur adlosung qut -
@\.\0‘\) o S _\0,'\0_\(\,‘0 \l\oﬂﬁi@(\“g ‘{\0‘\’&‘100“0 metisches M ittel + S EM). Die 5 -
0 "9‘1\ 0\\“ ‘9\4\ NN K\ N miniitige S timulation mit T UDC
or 5 oY 9 hatte e ine B eschleunigung der
+100mvV  +80mV  +100mV  +80mV potentialabhéngigen I naktivierung
bei K lemmspannungen von + 80
Rot=TLCS Blau= Kontrolle mV und+ 100 m V ( *p < 0, 05
(*p=0,05) n=14) zur Folge.
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3.3.2.2 Der Effektv oni ntrazellulir a ppliziertem TUDC aufde n basalen
Chloridstrom

Die folgende V ersuchsreihe s ollte, g enau w ie bereits fiir T LCS g etestet (3.3.1.1)
kldaren, ob TUDC s einen E ffekt extrazellulir o der in trazellulédr v ermittelt. H ierfiir
wurde d ie P ipettenlosung mit5 O p M T UDC v ersetzt. S omit v ereinigten s ich
Zytoplasma und P ipettenldsung di rekt n ach E rstellen des ,, Whole-Cell““-Kontakts,
wodurch eine in trazelluldre Exposition d er P lasmamembran mit 50 p M T UDC
stattfand. Die Kontrollexperimente wurden mit 0,5 % DMSO in der Pipettenlosung
durchgefiihrt.

Wie d as p roapoptotische G allensalz T LCS zeigte auchd as antiapoptotische
Gallensalz TUDC keinen E ffekt nach intrazelluldrer 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 dhnlich Amplitude und Form.

Orginalableitungen in isotoner Badlésung

5 Min. Kontrolle 5 Min. TUDC (intrazellular)

—] I

A%L E%‘_

+100 mV

1.00n&

omv

50.0ms -120 mV
500 msec

Abbildung 3.3.2. 5: Originalableitungen des unter isotonen B edingungen gemessenen Chloridstroms
(A) nach 5 Minuten intrazelluldrer Stimulation mit TUDC (50 uM) und (B) in Kontrollzellen (0,5 %
DMSO). Durch die Zugabe von5 0 uM TUDC zur P ipettenlosung wurden di e H epatozyten
intrazelluldir mitd em G allensalz s timuliert. D iese B ehandlung h atte keine M odifikation d er
Amplitude oder der 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 fiir eine Dauer von 500 ms gehalten.

Der IV -Graph in Abbildung 3.3.2. 6 bestitigt, dass es zu keiner Modifikation der
Stromstirke durch intrazelluldres 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 bei 23,07 + 2,84 pA /pF (n=9,bei+80 mYV) undinden
Kontrollzellen bei 20,28 + 4, 32 pA /pF (n=6, be i+ 80 m V). Diese V ersuchsreihe
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konnte zeigen, dass intrazelluldr appliziertes TUDC im Vergleich zu extrazellulirem
TUDC keinen E ffekt auf die Stromstéirke des basalen, unter isotonen B edingungen
gemessenen Chloridstroms hatte. Somit konnte die Annahme be stirkt werden, dass
der TUDC-induzierte hemmende Effekt aufde n C hloridinflux (beip ositiven

Klemmspannungen) von d er extrazelluldren S eite d er Plasmamembran v ermittelt

wird.
50 uM TUDC (intrazellular) in isotoner Badldsung
40 1
o
<
(=%
T mV 1
-120 -100 =D 100 120
.
-20 -
[J 5Min. TUDC, n=31 A\ 5 Min. Kontrolle, n=28

Abbildung 3 .3.2. 6: Der S trom-Spannungs-Beziehungs-Graph r eprédsentiert d ie unter i sotonen
Bedingungen ge messenen Chloridstrome in (A) intrazellulir TUDC-stimulierten (50 pM)
Hepatozyten und ( B) K ontroll-Hepatozyten ( 0,5 % DM SO). Di e dargestellten S trome w urden 5
Minuten n ach E rstellen d er,, Whole-Cell“-Konfiguration abgeleitet. D ie e rmittelten mittleren
Stromdichten ( pA/pF) wurden gegend ie a pplizierten K lemmspannungen ( mV) a ufgetragen
(arithmetisches M ittel + S EM). Die intrazelluldre Applikation von T UDC hatte keine s ignifikante
Verianderung des basalen Chloridstroms zur Folge (sind keine * angegeben, unterschieden sich die
Datensétze bei den angegebenen Klemmspannungen nicht statistisch signifikant voneinander).

Zusitzlich ergab die Berechnung vont . bei den Klemmspannungen +80 und + 100
mV keine signifikanten Unterschiede in der Inaktivierungskinetik TUDC-behandelter
Hepatozyten und K ontrollzellen. E skonn tej edochdi eT endenze iner
Beschleunigung der Inaktivierung des Chloridstroms beobachtet werden (Abbildung
3.3.2. 7). Die entsprechenden t,i-Werte wurden mit 379,63 + 23,64 m s (n=8) bei
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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).

50 uM TUDC (intrazelluldr) in isotoner Badldsung

n.s.

Abbildung 3. 3.2. 7: D as Siulen-
diagramm z eigt d ie Z eitkonstanten
der In aktivierungna ch intra-
zelluldrer S timulation d er H epato-
zyten mit 50 u M TUDC sowie in
» 3004 Kontrollzellen. Died argestellten
Werte w urden 5 M inutenna ch
Erstellen des ,,Whole-Cell*-
Kontaks bei +80 mV und +100 mV
100- Klemmspannung a bgeleitet (arith-
metisches Mittel + SEM). Die
Inaktivierungskinetik d es b asalen

500-

n.s.

400

So—
< 2004
Q

gy 2 M p2) Chloridstroms wurde du rchdi e
Q8 N Q. Q. intrazellulére Stimulation mit

& & & & O X
x,\IQQ RN x,\’QQ B TUDC nicht signifikant beeinflusst.

Die T endenz einer B eschleunigung
der I naktivierung ko nntej edoch

@ s vin. TUDC @ s Min. Kontrolle beobachtet werden.

Es konnt e gezeigt w erden, d ass d ie T UDC-induzierte Hemmung des basalen
Chloridstroms von der extrazelluliren S eite der Plasmamembran v ermittelt wurde.
Dader 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 ¢ s s ich hi erbei um e ine di rekte
Interaktion des G allensalzes mit extrazelluldren S trukturen d er M embran h andelte.
Eine zytoplasmatische S ignaltransduktion konnte w eitgehend a usgeschlossen
werden. D iese E igenschaften wurden bereits fiird en T LCS-induzierten E ffekt
gezeigt (3.3.1). Die Hemmung des Chloridstroms b ei positiven K lemmspannungen
war nach TCLS-Stimulation s ignifikant s tirker ( p< 0, 05)a Isna ch TUDC-
Stimulation.

Der grundlegende U nterschied beider E ffekte b estand darin, dass T LCS auch be i
negativen K lemmspannungen hemmend auf den C hloridstrom w irkte, T UDC

hingegen ausschlieBlich bei positiven Potenzialen diesen Effekt zeigte.
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3.3.3 Taurocholat (TC)

3.3.3.1 Der Effektv on ex trazellulir a ppliziertem TC aufde n ba salen
Chloridstrom

Wie auch bei den zuvor getesteten Gallensalzen TLCS und TUDC wurde zunichst
der extrazelluldire Effekt von Taurocholat (TC) ohne dieB eteiligung
zytoplasmatischer S ignaltransduktion aufde n ba salen C hloridstrom unt ersucht.
Taurocholat w irkt, im G egensatzz uT LCSund T UDC,w eder pro- noch
antiapoptotisch. Die erste A bleitung des S troms bei Zeitpunkt 0’ représentiert die
Chloridstrome iiber die Plasmamembran vor der Stimulation der Zellen mit TC (0
Minuten TC) (Abbildung 3.3.3. 1A). Di e Zugabe von 50u M T C zur i sotonen
Badlosung 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 in Abbildung 3.3.3. 1 dargestellt. Diese
zeigen, d ass ex trazelluldres 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 indimI V-Graphi n
Abbildung 3.3.3. 2 gezeigt. Sowohl in den TC-behandelten Hepatozyten als auch in
den K ontrollzellen konnte der fiir P atch-Clamp-Experimente in d er ,, Whole-Cell*-
Konfiguration t ypische, nichts ignifikante Anstiegd er S tromstdrke mitf ort-

schreitender Experimentdauer beobachtet werden.

Orginalableitungen in isotoner Badlésung

0 Min. TC 5 Min. TC (extrazellular)
T N — v SO
A B
1.00n4, omV +100mv
C 50.0ms -120 mv

500 msec

Abbildung 3. 3.3. 1: Originalableitungen des unteri sotonen B edingungen a ufgezeichneten
Chloridstroms in isolierten Hepatozyten der Ratte (A) vor und (B) 5 Minuten nach Zugabe von 50
pM T C zu r B adlosung. D ie ex trazelluldre Applikation v on T Ch atte k eine M odifikation d er
Amplitude oder der Charakteristika d es b asalen C hloridstroms z ur F olge. ( C) D as a ngelegte [ V-
Protokoll implizierte Klemmspannungen von -120 mV bis +100 mV in Schritten von 20 mV. Jeder
dieser Impulse wurde fiir eine Dauer von 500 ms gehalten.
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Zeitreihe: 50uM TC (extrazelluladr) in isotoner Badlésung
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Zeitreihe: Kontrolle (extrazelluldr) in isotoner Badlésung
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Abbildung 3. 3.3. 2: Die S trom-Spannungs-Beziehungs-Graphen r eprésentieren d ie u nter i sotonen
Bedingungen g emessenen C hloridstrome i n ( A) T C-stimulierten ( 50 pM) 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 p M TC zur B adlosung hatte keine signifikante V erdnderung der S tromintensitit des zuvor
gemessenen C hloridstroms zur Folge. (B) D ie Zugabe von DMSO zur Badlosung (Kontroll-
experimente) h atte eb enfalls k einen E ffekt ( n=7) au f denb asalen C hloridstrom. Inbe iden
Versuchsreihen wurde mit steigender V ersuchsdauer eine stetig steigende Stromintensitit ge messen.
Dieser Anstieg der Stromdichte war nicht signifikant (sind keine * angegeben, unterschieden sich die
Datensétze bei den angegebenen Klemmspannungen nicht statistisch signifikant voneinander).

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 -miniitiger E xposition e rreichte s ie
Werte von 23,08 + 3,21 pA/pF (n=4) bzw. 26,54 + 3,71 pA/pF (n=4) (Abbildung
3.3.3. 2A). In den K ontrollzellen 1 ag die mittlere 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) nach 5-miniitiger, auf 25,91 £ 3,98 p A/pF (n=5, bei+80 m V) nach 10-
miniitiger und auf 30,67 + 4,20 pA/pF (n=4) nach 15-miniitiger Exposition mit dem
Losungsmittel (isotone E xtrazelluldrlosung) (Abbildung 3.3.3. 2B). Die statistische
Auswertung d er D aten mitte Is Studentt -Tester gab,d asses w eder beide n
Experimenten mit T C-Stimulation noch bei d en K ontrollexperimenten z u einem
signifikanten Anstieg der Stromdichte iiber die Zeit kam. Dieser A nstieg kann mit
der s pontanen A ktivierung de s C hloridstroms i n de r ,, Whole-Cell“-Konfiguration
erkléart werden (Sarota, 1992, Hagiwara et al., 1992, Zhang und Lieberman, 1996, zur
Ubersicht Baumgartner und Clemo, 2003) und war nicht signifikant.

Die Berechnung von 1.4 und die Auswertung de r Inaktivierungskinetik de r
gemessenen C hloridstrome z eigten, d ass d ie ex trazelluldre S timulation mit
Taurocholat ke ine M odifikation de r Inaktivierungskinetik zur F olge ha tte. I n
Abbildung 3.3.3. 3 sind die mittleren t,¢-Werte bei +80 und + 100 mV jeweils vor
und 5 Minuten nach der Zugabe des Gallensalzes bzw. des Losungsmittels (isotone
Extrazellularlosung) d argestellt. In allen F dllen is td ieser W ert z u B eginn d es
Experiments et was s chwécher al s n ach 5 -miniitiger P rogression der E xperimente.
Bei Zeitpunkt 0’ (vor der Zugabe von TC) wurde ¢ 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-miniitiger Exposition zu 50 u M TC lagen diese Werte bei 794,67 = 250,63
ms (n=6, bei +80 mV) bzw. 572,00 £ 214.84 m s (n=6, bei +100 mV). Bei diesen

Daten handelte es sich nicht um signifikant unterschiedliche Werte. Dies bedeutete,
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dass a uch di e Inaktivierungskinetik de s untersuchten C hloridstroms v on 50 p M
extrazelluldr a ppliziertem Taurocholat n icht mo difiziert w urde. D ie K ontrollzellen
zeigten &h nliche K inetiken, s odassau chz wischen T C-stimuliertenu nd
Kontrollzellen nach 5-miniitiger Progression der Experimente keine Unterschiede zu

beobachten waren (Abbildung 3.3.3. 3).

50 uM TC (extrazellular) in isotoner Badlésung

1500- n.s.
n.s.
n.s.
10004 ns.
m
E
:5 500+
Abbildung 3. 3.3. 3: Das S dulen-
diagramm zeigt die Zeitkonstanten
0 der Inaktivierung bei +80 mV und
! ! ! +100 m V Klemmspannung, vo r
< 0/,6(, &~ {\,,‘&DEJ PP L PP und 5 M inuten nach Zugabe v on
& @.\(\'\ ' « _‘\C;‘h_\(\f\ ' ‘(o\\?’;(o\\e' \(0\\?:;\:60\\2‘ TC b"zw. DMSO ( Kontrolle) zu r
OF o W oW (@™ o™ _\LOf‘ O Badlosung (arithmetisches M ittel
0@‘2@\(\' 0\\1\\(\%@\(\ +S EM). D ie 5 -miniitige extra-
zellulédre E xposition mit T C hatte
+100mV  +80mV  +100mV  +80mV keir}.e Modiﬁziemng d'er potential-
abhingigen I naktivierungz ur
Rot=TLCS Blau= Kontrolle Folge.
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3.3.3.2 Der E ffektv on intrazellulir a ppliziertem TCa ufd en basalen
Chloridstrom

SchlieBlich wurde auch fiir das Gallensalz Taurocholat die intrazelluldre Applikation
getestet. Durch Zugabe des Gallensalzes zur Pipettenldsung (50 uM) vermischte sich
diesen ach Erstellende s,, Whole-Cell“-Kontakts mitd em Z ytoplasma der
Hepatozyten, sodass eine intrazelluldr Stimulation der Zellen mit 50 uM Taurocholat
stattfand. In de n K ontrollexperimenten w urde die Pipettenlésung ohne Z usatz
verwendet.

Nach 5 Minuten in trazelluldrer Exposition mit 50 p 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 V ersuchsreihen erneut die biophysikalischen Charakteristika
des Iciswen (Abbildung 3.3.3. 4). Intrazelluldres TC hatte somit keinen Effekt auf den

basalen, unter isotonen Bedingungen gemessenen Chloridstrom in Hepatozyten.

QOrginalableitungen in isotoner Badlésung

5 Min. Kontrolle 5 Min. TC (intrazellular)

—
———

1 \
1

N -

+100 mV

1.00n&

0mVv

50.0ms -120 mV
500 msec

c

Abbildung 3.3.3. 4: Originalableitungen des unter isotonen B edingungen gemessenen Chloridstroms
(A) 5 Minuten nach intrazelluldrer Applikation von TC (50uM) und (B) in Kontrollzellen. Durch die
Zugabe von 50 uM TC zur Pipettenlosung wurden die Hepatozyten intrazellular mit dem Gallensalz
stimuliert. Diese Behandlung hatte keine Mo difikation der Amplitude oder den Charakteristika des
basalen Chloridstroms zur Folge. (C) Das angelegte [ V-Protokoll implizierte Klemmspannungen von
-120 mV bis +100 mV in Schritten von 20 mV. Jeder dieser Impulse wurde fiir eine Dauer von 500
ms gehalten.

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

Sdulendiagramm aufgetragen und sind in Abbildung 3.3.3. 6 dargestellt. Es konnte
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keine signifikante Modifizierungde r Inaktivierungskinetik du rch50p M
intrazelluldres Taurocholat ermittelt werden (Abbildung 3.3.3. 6).

50 UM TC (intrazelluldr) in isotoner Badlésung

40 -

pA/pF

30+

mV

-120 -100 -80

20 40 60 80 100 120

-20-

[] 5Min. TC, n=38 A\ 5 Min. Kontrolle, n=28

Abbildung 3. 3.3. 5: Der S trom-Spannungs-Beziehungs-Graph r eprésentiert d ie u nter i sotonen
Bedingungen ge messenen Chloridstrome in (A) intrazelluldr T C-stimulierten (50 uM ) H epatozyten
und ( B) K ontroll-Hepatozyten. D ie d argestellten S trome 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
intrazelluldre S timulation mit 50 pM TCha tte ke ine s ignifikante Verdnderung desb asalen
Chloridstroms in Hepatozyten zur Folge (sind keine * angegeben, unterschieden sich die D atensétze
bei den angegebenen Klemmspannungen nicht statistisch signifikant voneinander)

50 uM TC (intrazellular) in isotoner Badldsung

500+ n.s.
n.s.

400- Abbildung 3. 3.3. 6: DasS &ulen-
300 diagramm z eigtd ie Zeitkonstanten
— il der Inaktivierung nach intrazelluldrer
g Stimulation d er H epatozyten mit 5 0
= 2004 pM TC sowie in K ontrollzellen. Die
5 dargestellten W erte  wurden 5
100+ Minuten nach Erstellen des ,,Whole-
Cell“-Kontaks bei +80 mV und +100
0- mV K lemmspannung  abgeleitet
A o D N (arithmetisches M ittel + S EM). Die
& W5 W W& Inaktivierungskinetik d es basalen,
o o o o€ unter i sotonen B edingungen ge -

S K A9 & ,
x messenen Chloridstroms wurde durch
@ s Min. TC @8 s Vin. Kontrolle intrazelluldr a ppliziertes T C nicht

signifikant beeinflusst.
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3.4 CDY95-Ligand: Der Effekt von C D95-Ligand auf die
zuvor charakterisierten Chloridstrome

Ind iesem T eil der A rbeit s ollte e in w eiterer, in H epatozyten proapoptotisch-
wirkender Faktor untersucht werden. Ahnlich wie das hydrophobe Gallensalz TLCS
aktiviert auch C D95L die C D95-abhingige A poptose-Kaskade ( siehe E inleitung).
Diese Kaskadew ird durchei nens chnellen A nstiegd eri ntrazelluldren
Chloridkonzentration un d di e da rauf folgende A zidifizierung friiher en dosomaler
Kompartimente aktiviert. Es sollte nun untersucht werden, ob CD95L in der Lage ist,
Chloridkanidle in d er P lasmamembran so zu modulieren, dass es t emporér z um
Anstieg der intrazelluldren Chloridkonzentration kommen kann. Hierzu wurden drei
verschiedene S timulationsprotokolle a ngewandt: 1) die extrazelluldre S timulation
nach Erstellen des ,, Whole-Cell-Kontaks, 2) die Vorinkubation intakter Hepatozyten
fiir 30 M inuten und 3) die Vorinkubation intakter Hepatozyten fiir 16 - 24 Stunden
(iiber Nacht).

3.4.1 Der Effekt v on extrazellulir a ppliziertem CD9S5-Ligand auf
den basalen Chloridstrom

Die er ste V ersuchsreihe u ntersuchte d en extrazelluldren Effekt des T odesliganden
auf de n b asalen C hloridstrom unter de m A usschluss z ytoplasmatischer S ignal-
transduktion. Die zuvor kultivierten (24 — 48 Stunden) H epatozyten wurden in die
mit isotoner Badlosung gefiillte M esskammer iib erfiihrt, der ,, Whole-Cell“~-Kontakt
aufgebaut und di e Chloridstrome 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 Icjswen aufweist. 5 Minuten nach Zugabe von 100 n g/ml CD95L
(+ 1 pg/ml E nhancer d es Liganden) konnt e ke ine V erdnderung d er S tromstérke
gemessen w erden (Abbildung 3.4. 1B). Beide A bleitungen ( Abbildung 3.4. 1)
zeigten sowohl in ihrer Amplitude als auch in den Charakteristika des Chloridstroms

groBe Ahnlichkeit.
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Orginalableitungen in isotoner Badlésung

0 Min. CD95L 5 Min. CDO5L (extrazellular)
A B e T |
1.00n4 omv *+100 mv
C 50.0ms -120 mV

500 msec

Abbildung 3. 4. 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 100 n g/ml
CDOS5L (+1pg/ml Enhancer) zur Badlésung. Die Applikation von CD95L nach Erstellen des ,,Whole-
Cell“-Kontakts hatte keine Modifikation der Amplitude o der d er Charakteristika d es basalen
Chloridstroms zur F olge. (C) D as angelegte I V-Protokoll i mplizierte Klemmspannungen von -120
mV bis +100 mV in Schritten von 20 mV. Jeder dieser Impulse wurde fiir eine Dauer von 500 ms
gehalten.

Der Strom-Spannungs-Beziehungs-Graph (Abbildung 3.4. 2A) zeigt dieb ei
Experimenten inde r,, Whole-Cell“-Konfiguration oft gemessene,s pontane
Aktivierung des Icjswen (Sarota, 1992, Hagiwara et al., 1992, Zhang und Lieberman,
1996, zur U bersicht Baumgartner und C lemo, 2003) . Sos tieg die mittle re
Stromdichte von i nitialen 29,77 + 12,11 pA /pF (n=8) {iber 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 (Abbildung 3.4. 2A). Dieser
Anstieg der S tromdichte liber die Zeit 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 nicht s ignifikant an (Abbildung 3.4. 2B). Auch
diese schwache Aktivierung k ann als 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 U bersicht Baumgartner und C lemo, 2003) . Weiterhin
muss beachtet werden, dass aufgrund der geringen Anzahl an Einzelexperimenten (n)
nach zehn und 15 M inuten E xposition mit CD95L die S tandardabweichungen sehr
hoch waren. Dieser Umstand erklért sich durch den nicht kontrollierbaren und ni cht
gewiinschten A bbruch de s,, Whole-Cell“-Kontakts vor B eendigunge ines
Experiments. Die hohe n S tandardabweichungen lieen ke ine ve rldssliche A ussage

iber den Effekt des Todesliganden nach zehn und nach 15 Minuten zu.
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Zeitreihe: 100 ng/ml CD95L (extrazellular) in isotoner Badlésung
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Abbildung 3. 4. 2: Die S trom-Spannungs-Beziehungs-Graphen r eprésentieren d ie u nter i sotonen
Bedingungen gemessenen Chloridstrome in (A) CD95L-behandelten (100 ng/ml + 1 pg/ml Enhancer)
Hepatozyten und ( B) K ontroll-Hepatozyten (  1000ng E nhancer). D ie e rmittelten mittleren
Stromdichten ( pA/pF) wurden gegendi e a pplizierten K lemmspannungen ( mV) a ufgetragen
(arithmetisches Mittel + SEM). (A) Die Zugabe von CD95L zur Badlosung hatte keine signifikante
Verdnderung der Stromintensitét des zuvor gemessenen Chloridstroms zur Folge. (B) Die Zugabe des
Enhancers z ur B adldsung ( Kontrollexperimente) hatte e benfalls keinen E ffekt a uf den b asalen
Chloridstrom. In beiden Versuchsreihen wurde mit fortschreitender Versuchsdauer eine leicht
steigende Stromintensitdt gemessen. Dies kann mit der spontanen Aktivierung des Chloridstroms in
der ,,Whole-Cell“-Konfiguration erkldrt werden und war nicht signifikant (sind keine * angegeben,
unterschieden s ichd ie D atensdtze beide na ngegebenen K lemmspannungen nicht s tatistisch
signifikant voneinander).

Obwohl bereits vor Zugabe des Liganden, d.h. nach Ableitung des Stroms in isotoner
Badlosung und ohne Stimulation, hohe Standardabweichungen bei den Experimenten
auftraten, w aren d ie mittle ren S tromdichten vor und 5 Minuten nach Zugabe von
CDI5L bei allen K lemmspannungen anndhernd gleich ( Abbildung 3.4. 2A). S omit
konnte gezeigt werden, dass eine 5-miniitige Stimulation mit C D95L keinen E ffekt
auf den basalen Chloridstrom hatte, wenn keine zytoplasmatische Signaltransduktion
zugelassen wurde.

Die zuvor getesteten G allensalze TLCS und TUDC hingegen fiihrten ihren E ffekt
ohne die Beteiligung z ytoplasmatischer Signaltransduktion aus. Der Maximaleffekt
wurde in beiden Féllen bereits nach 5-miniitiger Exposition erreicht.

Die B erechnung der Zeitkonstanten der Inaktivierung vor und 5 Minuten nach der
Stimulation m it C D95L z eigte, da ssa uch d ie Inaktivierungskinetik vonde r
Stimulation n icht beeinflusst wurde. S o w urden vor de r Z ugabe von C D95L die
Zeitkonstanten 4722+ 113,12 ms (n=5,bei +80 mV)und 1102,2+ 1179,11 ms
(n=6, bei +100 mV) ermittelt. 5 Minuten nach der Zugabe des T odesliganden zur
Badlosung betrugen diese 695,0 = 204,94 ms (n=7) bei +80 mV und 699,5 + 296,26
ms (n=7)bei +100 mV Klemmspannung. Die hohe S tandardabweichung bei + 100
mV Klemmspannung in der Versuchsreihe der CD95L-Stimulation (Abbildung 3.4.
3, ersten beiden Séulen) lief keine verldssliche Auswertung der Daten zu. Die bei
+80 mV Klemmspannung ermittelten to¢-Werte zeigten jedoch keinen signifikanten
Unterschied zu jenen der Kontrollexperimente (Abbildung 3.4. 3).

Somit k onnte gezeigt w erden, dass eine S timulation mit C D95L, unter Ausschluss
zytoplasmatischer S ignaltransduktion, keine V erdnderungen d er S tromstérke o der

der Charakteristika des basal aktiven Chloridstroms in Hepatozyten hervorrutft.
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100 ng/ml CDY5L (extrazelluldr)

in isotoner Badlésung

2500+ n.s. ns.
2000+
1500+ S n.s.

1000+ Abbildung 3. 4. 3: DasS 4&ulen-

diagramm zei gt d ie Zeitkonstanten

der I naktivierung be i + 80 mV und

+100 mV Klemmspannung, vor und

5 Minuten na ch Zugabe von 100
L] L}

Toff (ms)

500+

0= ’ ng/ml CD95L (+1 p g/ml E nhancer)
C)vt\”b\”(\’:‘ \"v;\”(j\l 3 o ”Q’e“;\”Qj o /:\e“\’:\ bzw. n ur E nhancer ( Kontrolle) z ur
o (p‘%(’ (’0%‘5(’0%5 0.50\\0‘(0\\ (\“0\\0@3\\ Badlosung (arithmetisches M ittel +
0@'\“'(9@\“ 0@'\“ K _0_‘{\0, (\_\LO _0_‘{«0. 0_\L° SEM). D ie 5 -miniitige E xposition
K g\‘N c_,VN QVN cﬁ‘\\ der is olierten H epatozyten mit d em
Todesliganden hatte k eine M odi-
+100mV  +80mV  +100mV 480 mV fizierung d erp otentialabhdngigen
Inaktivierung bei +80 mV und +100

Rot=TLCS Blau = Kontrolle mV zur Folge.

3.4.2 Der b asale C hloridstrom n ach 30 M inuten S timulation mit
CD95-Ligand

Daes sich bei CD95L um einen an den Rezeptor bindenden Liganden handelt, lag
die Annahme nahe, dass ein potentieller Effekt zytoplasmatischer Signaltransduktion
bedarf. D adi esi nde rz uvorbe 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
primdren Hepatozyten unt er Z ellkulturbedingungen 30 M inuten mit I 00 n g/ml
CDISL (+ 1 pg/ml Enhancer d es Liganden) i nkubiert. Im A nschluss w urden di e
Zellen in die mit isotoner B adlosung gefiillte M esskammer iibe rfiihrt, die ,, Whole-
Cell“-Konfiguration e rstellt und die C hloridstrdme mitte Is IV-Protokoll a bgeleitet.
Nach 5 Minuten w urde e rneut ge messen. Abbildung 3.4. 4 zeigtd ie Original-
ableitungen die 5 Minuten n ach E rstellen des ,, Whole-Cell*“-Kontakts in C D95L-
stimulierten ( A) und K ontrollzellen ( B) aufgezeichnet wurden. J ene K ontrollzellen
wurden unmittelbar vor der Messung 30 Minuten mit dem Enhancer des Liganden (1
png/ml) inkubiert. Die Ableitungen (Abbildung 3 .4. 4) zeigen, dass die S timulation
von 1 ntakten H epatozyten ei ne s tarke Aktivierung d es ba salen C hloridstroms zur
Folge hatte.
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Orginalableitungen in isotoner Badlésung

CD95L (nach 30 Min. Vonnkubation) Kontrolle
(S
A B e —
w
+100 mV
1.UUnA| omv
C 50.0ms 120 mv

500 msec

Abbildung 3. 4. 4: Originalableitungen desu nteri sotonen B edingungen a ufgezeichneten
Chloridstroms in isolierten Hepatozyten (A) nach 30 M inuten V orinkubation mit 100 ng/ ml CD95L
(+1ug/ml Enhancer) und (B) in Kontrollzellen (30 Minuten, 1 pg/ml Enhancer). Die Stréme wurden 5
Minuten nach Erstellen des ,,W hole-Cell“-Kontakts a bgeleitet. Die 30-miniitige Vorinkubation mit
CDI95L hatte eine starke Aktivierung des b asalen C hloridstroms zur Folge. (C) D as angelegte I V-
Protokoll implizierte Klemmspannungen von -120 mV bis +100 mV in Schritten von 20 m V. Jeder
dieser Impulse wurde fiir eine Dauer von 500 ms gehalten.

Der in Abbildung 3.4. 5 dargestellte IV-Graph zeigt eine deutlich hdhere 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 Is a uch be i
negativen K lemmspannungen gemessen ( Abbildung 3.4. 5). Die Stimulation der
Hepatozyten mit CD95L bewirkte somit eine Erhdhung der Chloridleitfahigkeit der
Plasmamembran au sschlieSlich dann, wenn z ytoplasmatische S ignaltransduktion

zugelassen wurde.
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100 ng/ml CD95L (nach 30 Min. Vorinkubation) in isotoner Badldsung
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* = CDY5L vs. Kontrolle (*p < <0,05, **p < 0,01)

Abbildung 3. 4. 5: Der S trom-Spannungs-Beziehungs-Graph r eprésentiert di e unt eri sotonen
Bedingungen gemessenen C hloridstrome i n C D9SL-stimulierten ( 100 ng/ ml + 1 p g/ml E nhancer)
Hepatozyten und K ontroll-Hepatozyten ( 1 p g/ml E nhancer). D ie frisch isolierten Z ellen wurden
zundchst 1 2 Stunden kultiviert und d ann unter Z ellkulturbedingungen fiir 3 0 M inuten mitd em
Todesliganden inkubiert. D ie d argestellten Strome 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) aufgetragen (arithmetisches Mittel + SEM). Die 30-miniitige
Inkubation intakter Hepatozyten mit CD95L hatte eine starke Aktivierung des basalen Chloridstroms
zur F olge (*p < 0, 05). Diese Aktivierung konnte sowohl b eip ositiven a Is a uch b ei ne gativen
Klemmspannungen gemessen werden (sind keine * angegeben, unterschieden sich die Datensitze bei
den angegebenen Klemmspannungen nicht statistisch signifikant voneinander).

Die Inaktivierungskinetik de s ge messen C hloridstroms w urde j edoch durch di e
Stimulation m it C D95L nicht be einflusst. In den C D95L-stimulierten H epatozyten
wurden die Zeitkonstanten der Inaktivierung bei +80 mV mit 408,67 + 49,63 ms
(n=12) und bei +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 Abbildung 3.4. 6 sind die berechneten t¢-Werte
in e inem S dulendiagramm graphisch da rgestellt. B ei + 100 m V K lemmspannung
konntee inel eichte Tendenzz uei ner C D95L-induzierten ve rlangsamten

Inaktivierung ve rzeichnet w erden. B ei + 80 m V hi ngegen s chien ke ine T endenz
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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.

100 ng/ml CD9SL (30 Min. Vorinkubation)

in isotoner Badldsung Abbildung 3. 4. 6: DasS dulen-

diagramm z eigt d ie Z eitkonstanten

n.s. der I naktivierung bei+ 80 m V und

600- n.s. +100 mV Klemmspannung nach 30-

miniitiger |  nkubationin  takter
Hepatozyten mit 100 ng /ml CD95L
(+ 1 pg/mlE nhancer) undv on
Kontrollzellen ( 1 pg /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

Toff (ms)

N g AN g durch die 30 -miniitige S timulation
Ry o W & nichts ignifikantb eeinflusst. B ei

< & & ine lei
'\90 RN \90 & +100 mV lag eine leichte Tendenz zu

einer ve rlangsamten I naktivierung
vor. D iese warj edoch statistisch

@ smin.cpost @ 5 Min. Kontrolle ) o
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 einer w eiteren V ersuchsreihe wurde eine L angzeit-Stimulation der H epatozyten
mit C D95L durchgefiihrt. H ierzu w urden di e Zellen unt er Zellkulturbedingungen
iiber N acht ( 16 - 24 Stunden) mitd em T odesliganden ( 100 n g/ml) und de ssen
Enhancer (1 pg/ml) inkubiert. In den Kontrollexperimenten wurden die Zellen aus-
schlieBlich mit dem Enhancer des Liganden (1 pg/ml) behandelt. Abbildung 3.4. 7
zeigt die ab geleiteten S trome in 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 auf eine A ktivierung d es basalen C hloridstroms
nach C D95L-Stimulation h in. Bei+ 80 m V w urde in de n C D95L-stimulierten
Hepatozyten e ine mittlere S tromdichte von 34,6 1 + 6,44 pA /pF (n=14) gemessen.
Diese be trug i n d en K ontrollexperimenten 1 ediglich 22,67 + 3,25 p A/pF ( n=19).
Obwohl d ie s tatistische A uswertung k eine s ignifikante E rhéhung d er mittle ren

Stromdichte ergab, ist eine Tendenz der Aktivierung vorhanden (Abbildung 3.4. 8).

Orginalableitungen in isotoner Badlésung

CD95L (nach 16 — 24 Sid. Vonnkubation) Kontrolle

N B e

+100 mV

1.00nA

omv

C 50.0ms 4120 mV
500 msec

Abbildung 3. 4. 7: Originalableitungen desu nteri sotonen B edingungen au fgezeichneten
Chloridstroms in isolierten Hepatozyten der Ratte (A) nach Inkubation {iber Nacht (16 - 24 Stunden)
mit 100 n g/ml CD95L (+ 1 pg/ml Enhancer) und (B) in Kontrollzellen (16 - 24 Stunden 1 pg/ml
Enhancer). Die Strome 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 fiir eine Dauer von 500 ms gehalten.
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100 ng/ml CD95L (nach 16 — 24 Std. Vorinkubation) in isotoner Badldsung
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Abbildung 3. 4. 8: Der S trom-Spannungs-Beziehungs-Graph r eprésentiert d ie unter is otonen
Bedingungen gemessenen C hloridstrome i n C D95L-stimulierten ( 100 ng/ ml + 1 p g/ml E nhancer)
Hepatozyten und in Kontroll-Hepatozyten (1 ug/ml Enhancer). Die frisch isolierten Zellen wurden
zundchst 12 Stunden kultiviert und dann unter Zellkulturbedingungen iiber Nacht (16 - 24 Stunden)
mit d em T odesliganden in kubiert. D ie d argestellten S tréme 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 keine * angegeben,
unterschieden s ichd ie D atensétzeb eid ena ngegebenen K lemmspannungen nichts tatistisch
signifikant voneinander).

Die ch arakteristische Inaktivierungskinetik d es ab geleiteten Chloridstroms w urde
durch di e V orinkubation mit C D9SL (16 — 24 S tunden) nicht be einflusst. D ie
ermittelten t,4-Werte sind in Abbildung 3.4. 9 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, bei +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 inde n

Inaktivierungskinetiken CD95L-stimulierter Hepatozyten und Kontrollzellen.
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100 ng/ml CD95L (16 - 24 Std. Vorinkubation)
in isotoner Badlésung

n.s.
n.s.
600+
5004
. 4004 . ) .
» Abbildung 3. 4. 9: Das S dulendiagramm
é 300+ zeigt die Zeitkonstanten der Inaktivierung
3 nach der Inkubation intakter Hepatozyten
= 2004 iiber N acht ( 16 - 24 Stunden) m it 100
100- ng/ml CD95L (+ 1 pg/ml Enhancer) und

Kontrollzellen ( 1 pg /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
@B 5 Min.coost @B 5 Min. Kontrolle des basalen, C hloridstroms w urde in
diesen Experimenten nicht beeinflusst.

3.4.4 Der schwellungsaktivierte Chloridstrom nach 16 — 24 Stunden
Stimulation mit CD95-Ligand

Die 1 etzte V ersuchsreihe b eschéftigte s ich m it dem Einfluss von C D95L aufden
schwellungsaktivierten Chloridstrom in Hepatozyten. D azu wurden die iiber N acht
(16 — 24 S tunden) mit C D95SL i nkubierten Hepatozyteni ndi e Messkammer
iiberfiihrt. Der ,,Whole-Cell*“-Kontakt wurde in hypertoner Badlésung erstellt und die
Chloridstrome dur ch Anlegen des IV-Protokolls abgeleitet. W ie durchdi 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). Dieser lag bei +80 mV Klemmspannung in den CD95L-
stimulierten H epatozyten bei einer mittleren 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 Badlosung dur ch hypotone B adlosung f iihrte a ugenblicklich z ur
Aktivierung des Chloridstroms (Abbildung 3.4. 10C, D). Nach 5 Minuten wurde in
den C D95L-stimulierten Zellen e ine mittlere 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).

80



Ergebnisse

Orginalableitungen des schwellungsaktivierten Chloridstroms

Zeitpunkt 0'in hypertoner Badlssung Zeitpunkt 0’ in hypertoner Badlosung,
(nach 16-24 Std. Verinkubation mit CD95L) Kontrolle
e ———————
A - B
5Min. in hypotoner BadiGsung 5 Min. in hypotoner Badlgsung,
(nach 16-24 Std. Vorinkubation mit CD95L) Kontrolle

—"—"m—f——————

Maximale Aktivierung in hypotoner Badlésung Maximale Aktivierung in hypotoner Badlosung
(nach 16-24 Std. Vorinkubation mit CD95L) Kontrolle
—._.______‘___—_—— _‘_-_‘_“—-—.—__\_1__
E F
1.00nA +100 mV
G omv
50.0ms -120 mV
500 msec

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 ng/ml
CD95L + 1 pg/ml Enhancer) sowie in Kontrollzellen (16 - 24 Stunden 1 p g/ml E nhancer). (A ,B)
Unter h ypertonen B edingungen wurde in b eiden V ersuchsreihen e in s ehr s chwacher Chloridstrom
gemessen. ( C) 5 Minuten nach Reduktion der e xtrazelluliren O smolalitdt konnte in C D95L-
stimulierten Hepatozyten eine stirkere Aktivierung des Chloridstroms als (D) in den Kontrollzellen
aufgezeichnet w erden. (E,F) Nach Erreichen der m aximalen A ktivierung des C hloridstroms w aren
jedoch keine U nterschiede in den Ableitungen der b eiden V ersuchsreihen zu b eobachten. (C) D as
angelegte [V-Protokoll implizierte Klemmspannungen von -120 mV bis +100 mV in Schritten von 20
mV. Jeder dieser Impulse wurde fiir eine Dauer von 500 ms gehalten.

Die s tatistische A uswertung ergab ausschlieBlich bei Klemmspannungen von -120
mV und von +100 mV signifikante Unterschiede (p < 0,05) in der Stromdichte von
CDI95L-stimulierten Hepatozyten und Kontrollzellen (Abbildung 3.4. 11).
Berechnete man jedoch die prozentuale Aktivierung nach 5-miniitiger Exposition mit
hypotoner Baddsung, konnt e eins ehr starker C D95L-induzierter E ffekt
aufgezeichnet w erden ( Abbildung 3.4. 12). W dhrend na ch R eduktion de r e xtra-
zelluldren Osmolaritdt in den Kontrollzellen eine Aktivierung von 626 + 69 % (n=30,
bei +8 0 m V) gemessen wurde, betrug diese in CD95L-behandelten Zellen 1213 +
156 % (n=18, bei +80 mV). Dies entspricht einer signifikant (p <0,001) stirkeren
Aktivierung de s C hloridstroms na ch der Stimulation mit 100 ng/ml C D9SL. D ie
prozentuale A ktivierung i n be iden Zellpopulationen i sti m B alkendiagramm i n

Abbildung 3.4. 12 graphisch d argestellt. D ie S tromintensititb ei maximaler
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Aktivierung war jedoch nicht verdndert. 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
Intensitdt. 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).

100 ng/ml CD95L (nach 16 — 24 Std. Vorinkubation)
in hypotoner Badlésung
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* = 5 Min. CD95L vs. 5 Min. Kontrolle in hypotoner Badlsg.
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Abbildung 3.4. 11: Der Strom-Spannungs-Beziehungs-Graph représentiert die unter hypertonen und
hypotonen B edingungen gemessenen Chloridstrome 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 zunéchst 12 Stunden kultiviert und dann unter Zellkulturbedingungen tiber
Nacht ( 16-24 S tunden) mit d em T odesliganden in kubiert. D ie d argestellten S tréme wurden unter
hypertonen B edingungen und 5 Minuten nach Reduktion der extrazelluldren O smolalitit 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 intakten Hepatozyten mit CD95L hatte eine stirkere Aktivierung des
basalen C hloridstroms z ur F olge. D iese A ktivierung ko nnte s owohl b ei p ositivena Isa uch b ei
negativen Klemmspannungen gemessen werden. Diese war jedoch nur bei Klemmspannungen von
+100 mV und -120 mV statistisch signifikant (*p < 0,05, sind keine * angegeben, unterschieden sich
die Datensitze bei den angegebenen Klemmspannungen nicht statistisch signifikant voneinander).
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Wieau s Abbildung 3 4. 13 deutlichw ird, konnt e ke ine CD95L-induzierte
Verdanderung der I naktivierungskinetik nach Vorinkubation (16 - 24 S tunden) d er
Zellen mit CD95L 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 ms (n=7) bei +80mV und 413,27 £ 99,76 ms (n=7) bei
+100 mV berechnet. In den Kontrollzellen betrug t,e 525,18 + 92,48 ms (n=11) bei
+80 mV bzw. 413,27 £ 99,76 ms (n=11) bei +100 mV Klemmspannung (Abbildung
3.4.13).

100 ng/ml CDY5L (16 - 24 Std. Vorinkubation)
in hypotoner Badldsung

n.s.

Nn.s.

Abbildung 3. 4. 13: Das S dulendiagramm
zeigt d ie Zeitkonstanten d er I naktivierung
nach d er I nkubation i ntakter H epatozyten
iiber Nacht (16 - 24 Stunden) mit 100 ng/ml
CD9SL( +1 pg/mlE nhancer)un di n
Kontrollzellen ( 1 pg/ml E nhancer). Die
dargestellten Werte wurden 5 Minuten nach
Erstellen d es ,,Whole-Cell“-Kontaks be i
+80m 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 zeigtw erden, dassdi e Stimulierung intakter
Hepatozyten (Vorinkubation) mitC D95L eines tidrkere Aktivierungde s
schwellungsaktivierten Chloridstroms, a Is A ntworta uf die R eduktionde r
extrazelluldren O smolaritdt, zur F olge ha tte. Die S tromintensitidt bei ma ximaler

Aktivierung des Icjswen 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 primérer
Zellkultur) wunteri sotonen B edingungene inena uswirts gleichrichtenden
Chloridstrom  auf, welcher die biophysikalischen C harakteristika des
schwellungsaktivierten Stroms, des Iciswen, aufweist. D iese s chwellungsaktivierten
Chloridstrome kénne n inde nm eisten Zelltypen erstna ch R eduktionde r
extrazelluldren O smolaritit gemessen w erden und s ind unt er h ypertonen und
isotonen Bedingungen sehr schwach bis gar nicht aktiv (Worrell et al., 1989, Solc
und W ine, 1991, P aulmichletal., 1992).In dieser A rbeit w urden v ergleichend
HEK?293 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 der extrazelluldren O smolaritét fiihrte in Hepatozyten zu einer
starken A ktivierung d es ba salen C hloridstroms. E rwartungsgeméf3 hemmte eine
Erhohung d erex tarzelluliren O smolarititd iesen C hloridstrom. W eitere
Charakteristika d es Icjswens sind e ine s chnelle A ktivierung und e ine | angsame,
potentialabhédngige I naktivierung (beschrieben durch t.¢) be 1 K lemmspannungen
iiber +40 mV (Worrell et al., 1989, Solc und Wine, 1991, Paulmichl et al., 1992, zur
Ubersicht Nilius et al., 1996, Sardini et al., 2003). Auch der in dieser Arbeit unter
isotonen B edingungen gemessene C hloridstrom zeigte diese M erkmale. Weiterhin
wurde {iiber di e Zusammensetzung de r Intra- und E xtrazelluldrlésung i nde n
Experimenten di e A ktivierung von C a*'- und ¢ AMP-abhingigen C hloridstromen
unterdriickt. Es kann somit angenommen werden, dass es sich bei diesem Strom um
eine basal aktive Form des schwellungsaktivierten Chloridstroms I¢jswen handelt.

Die R egulation de s Zellvolumens ist e ine fiir Zellen e ssentielle F unktion, w elche
thnen bei V erdnderungen der extrazelluldren O smolaritét e in kons tantes V olumen
unde ine geregelte in trazellulire O smolytenzusammensetztung g arantiert
(Chamberlin and Strange, 1989, Lang et al., 1998).

Da Hepatozyten grofle Mengen an Aminosduren und anderen Néhrstoffen aufnehmen

und metabolisch sehr aktiv sind, unterliegen sie starken osmotischen Schwankungen
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(H&ussinger et al., 1992, Héussinger und Lang, 1992, Wang und Wonderglam, 1993,
Schliess und Haussinger 2005). Die Regulation des Zellvolumens ist hierbei auf eine
schnelle V erdnderung der C hloridleitfahigkeit d er P lasmamembran angewiesen
(Wang und W onderglam, 1993, G raf und H dussinger, 1996, Haddad et al., 1997).
Als Antwort auf eine Zellschwellung erh6hen Hepatozyten diese um ein 30- bis 100-
faches (Meng und Weinman, 1996, J acksonetal., 1996) .V erschiedene G ruppen
beschrieben einen s tarken, au swérts gleichrichtenden Chloridstrom in H epatozyten
verschiedener S pezies (Ballarorie tal., 1995,J acksonetal., 1996, M engund
Weinman, 1996, F eranchak et al., 2000) und in he patozelluldren Zelllinien, z.B.
AMLI12 ( mouse h epatocyte c ell | ine, Wondergem eta l.,2001) und H TC ( rat
hepatoma cell line, Bodily et al., 1997), unter hypotonen Bedingungen. Diese Strome
zeigten w eitgehend s ehr dhnliche biophysikalische Eigenschaften, wie der in dieser
Arbeit gemessene Chloridstrom (zur Ubersicht Li und Weinman, 2002).

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, d ass is olierte Hepatozyten der R atte unter
isotonen B edingungen ¢ ine ba sala ktive Formde ss chwellungsaktivierten
Chloridsroms, Icigwen, au  fweisen. Die diesem Strom zugrundeliegenden
Chloridkanidle konnten fiir die hohe Chloridleitfahigkeit d er H epatozytenmembran
(Grafet al., 1987, Moule und McGivan, 1990) mitverantwortlich sein und somit eine,
nicht nur in der V olumenregulation, wichtige p hysiologische R olle in H epatozyten
iibernehmen.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass der H ydratationszustand der Zelle in vielen
verschiedenen Prozessen, w ie de r A poptose (Schliess und H &dussinger, 2002 und
2005, Reinehr et al., 2002, 2003 und 2006, Becker et al., 2007a, Stutzin et al., 2006),
der Regulation des Zellzyklus (Schliess und Haussinger, 2002 und 2005, Koch et al.,
1979, Bussolatietal., 1996, Lang etal., 1998 u nd 2000) des H ormonhaushalts
(H&ussinger e t al., 19 92, Haussinger und Lang, 1992) ,und de r Proteolyse
(H&ussinger, 1996, vom D ahl und H dussinger, 1996, S chliessetal., 2 001) eine
regulatorische F unktion ha t. Eint ieferes Verstindnis de r vol umensensitiven
Transportprozesse ists omit fiirdi e Physiologieund P athophysiologie de r
Hepatozyten von groflem Interesse. In der vor liegenden A rbeit w urde der E ffekt
verschiedener Gallensalze und de s T odesliganden C D95-Ligand au fd en b asalen
sowie auf de n s chwellungsaktivierten C hloridstrom im R ahmen d er Apopotose in

Hepatozyten untersucht.
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4.2 Die Chloridleitfihigkeitd er Plasmamembran im
Rahmen der Gallensalz- und der CD95-Ligand-induzierten
Apoptose in Hepatozyten

In isolierten Hepatozyten fiihren proapoptotische Stimuli wie CD95-Ligand (Reinehr
etal., 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 einer A ktivierung der C D95-abhingigen A poptose. Eines der ersten
Ereignisse in di eser S ignalkaskade ist die Azidifizierung d er frilhen endosomalen
Kompartimente. D iesi stb ereits w enige S ekunden nachd er G abe ei nesd er
genannten Stimuli zu be obachten. W eiterhin konnte in vorhergegangenen A rbeiten
gezeigt werden, dass der Azidifizierung der friihen Endosomen ein Anstieg der zyto-
plasmatischen C hloridkonzentration vor rausgeht (Reinehretal., 2006 und 2008,

Becker et al., 2007b). Der Anstieg der Chloridkonzentration aktiviert die vakuolédre
H"ATPase in d er E ndosomenmembran, w elche dann den Abfall des pHyes inden
friihen Endosomen v ermittelt (Moriyama und N elson, 1997, Pazoles et al., 1980).
Interessanterweise i st der C D95L-induzierte Anstieg de r C hloridkonzentration
Caspase-abhingig (Reinehr et al., 2008) wihrend jener TLCS-induzierte Anstieg dies
nicht ist (Becker et al., 2007). Dies suggeriert, dass die Erhohung des intrazelluldren
Chloridspiegels dur ch d ie ve rschiedenen S timuli unt erschiedlich um gesetzt w ird,
dies jedoch letztendlich zum gleichen Effekt fithrt und in den gleichen Signalweg
miindet.

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 Anstiegd er z ytoplasmatischen
Chloridkonzentration, keine A zidifizierung der frithen endosomalen K ompartimente
und s omit a uch ke ine Aktivierung de s C D95-abhingigen A poptose-Signalweges
hervorrufen (Becker et al., 2007).

DIDS (4,4 -diisothiocyanostilbene-2,2 -disulfonic ac id di sodium s alt) inhibiert
Anionenkanéle, den HCO3~ /CI"-Austauscher (Muallem et al., 1988, Zsembery et al.,
2000) undde n N a'-abhingigen G allensalztransporter N tcp (Na'-taurocholate
cotransporting pe ptide) (Anweretal., 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 ldsst annehmen, dass der Anstieg der intrazelluldren
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Chloridkonzentration und s omit di e A ktivierung de s C D95-abhéngigen A poptose-
Signalweges tiber Chloridstrome iiber die Plasmamembran vermittelt werden konnte.
Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Arbeit iiber die Chloridleitfahigkeit der
Hepatozyten-Plasmamembran n ach S timulation mit v erschiedenen Gallensalzen
sowie C D95SL im K ontext de r he utigen K enntnisse iibe r di e P hysiologie von

Ionenkanélen und —transportern detailliert diskutiert.

421 TLCS,n icht aberT UDCu ndT C, hemmt den
Chloridausstrom aus der Zelle, wodurch es zur A kkumulation von
Chlorid im Hepatozyten kommt

Nachde rC harakterisierungde sba salenund  des schwellungsaktivierten
Chloridstroms in Ratten-Hepatozyten sollte zunichst der Effekt des proapoptotischen
Gallensalzes T aurolithocholat (TLCS) auf diese Strome untersucht w erden. Hierzu
wurden v erschieden V ersuchsreihen mit d en folgenden T LCS-Stimulationen unter
isotonen B edingungen durchgefiihrt: 1 ) d ie extrazelluldre S timulation, 2 ) d ie
intrazelluldre S timulation und 3 ) d ie Stimulation durch eine V orinkubation (30
Minuten) mit 50 u M T LCS. Der extrazelluldre E ffekt w urde w eiterhin u nter
schwellungsaktivierten, h ypotonen B edingungen gemessen. I n allen Experimenten
lag eine symmetrische Chloridkonzentration vor.

Inde re rsten V ersuchsreihe zum extrazelluliren E ffekt v ermischte sich das
Zytoplasma mit der Pipettenlosung bevor TLCS zur Badlosung gegeben wurde. Dies
bedeutete, dass alle zytoplasmatischen Komponenten wie ,,Second Messenger* stark
verdiinnt w urden und nicht m ehri n1i 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 Chloridkanile
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
Badlosung konnt e d er Maximaleffekt ge messen w erden. Eine H emmung konnte
sowohl bei positiven als auch b ei ne gativen K lemmspannungen de tektiert w erden.
Um das AusmalB dieses Effekts zu quantifizieren, wurde die prozentuale Hemmung
des Chloridstroms bei+80 m V K lemmspannung be rechnet. D as pos itive P otential

wurde ge wiahlt,da e ss ichbe ide munt ersuchten S trom um e inen a uswarts
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gleichrichtenden Chloridstrom handelt, welcher bei positiven Potenzialen stirker als
bei den korrespondierenden negativen S pannungen ist. Es zeigte sich, dass 50 p M
TLCS d en ba salen C hloridstromum 52 + 9 % (p < 0,001, n= 11) hemmt. D as
»Auswaschen® (;,, wash-out ‘) von TLCS aus der Badldsung mit Hilfe einer speziellen
Perfusionsvorrichtung hob de n E ffekt de s G allensalzes innerhalb von 5 Minuten
komplett auf. Die Stromintensitét stieg sogar auf Werte oberhalb der vor der Zugabe
von T LCS g emessenen W erte. D ies konnt e s owohl unt eri sotonen ( basaler
Chloridstrom) a Is 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 eversibilitit d ieses E ffekts | 4sst an nehmen, d ass d ieser n icht d urch d ie
membranolytische Aktivitidt der amphiphilen Struktur der Gallensalze hervorgerufen
wird (Attili et al., 1986, Schubert und Schmidt, 1988, zur Ubersicht Garidel et al .,
2007).

Weiterhin konnt ¢ diese Arbeit zeigen, da ss die TLCS-induzierte Hemmung de s
basalen Chloridstroms dosisabhingig ist. Dies konnte durch Experimente mit s tetig
steigender TLCS-Konzentration (0,1 uM, 1uM, 10uM, 25u M, 50p M und 100p M)
ermittelt werden. D ie halbmaximale E ffektkonzentration der T LCS-induzierten
Hemmung des basalen Chloridstroms betrug ECsy = 31,7 u M (half m aximal effect
concentration). FEine vor angegangene S tudiem itE inzelzell-Fluoreszenz-
Experimenten zeigte, dass mit s teigender T LCS-Konzentration (gezeigt fiir 25 p M,
50pu Mund 100 p M) auch di ei ntrazelluldre C hloridkonzentration s owie die
Azidifizierung der frithen Endosomen steigt (Becker et al., 2007). Somit steht dieses
Ergebnisse im Einklang mit den Ergebnissen der zuvor genannten Arbeit.

Ein H auptcharakteristikum des I¢iswen ist die potentialabhéngige Inaktivierung des
Chloridstroms bei Klemmspannungen iiber +40 mV. Es konnte gezeigt werden, dass
auch die Inaktivierungskinetik bei +80 mV und +100 m V K lemmspannung du rch
TLCS modifiziert wird. Hierzu wurden die Zeitkonstanten der Inaktivierung, T, vor
und 5 Minuten na ch Zugabe von T LCS b estimmt. E s z eigte s ich e ine s tarke
Reduktion von t.4. 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 ufd en basalen, unt er
isotonen B edingungen ge messenen C hloridstroma Isa wuch aufj enen
schwellungsaktivierten, unter h ypotonen B edingungen gemessenen S trom zu be -

obachten. A uch d ieser E ffekt w ar dosisabhidngig. Die halbmaximale Effekt-
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konzentration (ECsg) betrug hierbei 1,79 uM (unter isotonen B edingungen). S omit
ist dieser Effekt viel sensitiver als der zuvor beschriebene hemmende Effekt auf die
Stromintensitit (ECso = 31,7 uM). Ob die Reduktion von 1.4 unter physiologischen
Bedingungen eine Rolle spielt und Einfluss auf die Kanaleigenschaften oder auf die
Chloridleitfahigkeit der P lasmamembran in der | ebenden Z elle hat, ist schwer zu
beurteilen,d a die Inaktivierunge in M erkmali st, welchesn urb ei hohen
Depolarisationen der Plasmamembran auftritt. Dieser E ffekt ist dennoch wichtig zu
untersuchen, da e ine V erdnderung de r C harakteristika e ines Ionenstroms auf ei ne
Beeinflussung der getesteten Substanz auf die dem Strom zugrunde liegenden Kanéle
hinweist. Es unterstiitzt somit die bereits genannte Hypothese, dass TLCS mit einer
oder mehrerer K omponenten der P lasmamembran interagiert und es sich nicht um
einen Effekt, hervorgerufen du rch di e membranolytische Aktivititd es stark
hydrophoben Gallensalzes TLCS handelt (zur Ubersicht Garidel et al., 2007, Thomas
etal., 2008, P erez and Briz, 2009). Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass
die T LCS-induziert Hemmung des b asalen C hloridstroms ii ber d ie ex trazelluldre
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 hoherer Konzentrationen
bedarf um e inen ph ysiologischen E ffekt he rvorzurufen. Diese H ypothese w urde
aufgestellt, nachdemei ne Hemmung nache xtrazelluldrer S timulationd er
Hepatozyten mit T LCS g emessen w erden kon nte. D asichin der,, Whole-Cell*“-
Konfiguration die Pipettenldsung mit dem Zytoplasma der Zelle vereinigt und dieses
stark ve rdiinnt, 1ist ess ehrunw ahrscheinlich,da ssdi e intrazelluldre
Gallensalzkonzentration ausreichend w dre, um den E ffekt zu induzieren. W eiterhin
konnte eine Beteiligung von zytoplasmatischen Signalmolekiilen a usgeschlossen
werden. Dies bedeutet, dass der Hemmung eine direkte Interaktion des Gallensalz-
molekiils mitd erex trazelluliren L ipid-Protein-Schichtd er P lasmamembran
zugrunde 1 iegen miisste. U m di ese H ypothese z uunt erstiitzen, wurden di e
Hepatozyten in trazellular mit T LCS s timuliert. In diesem Fall konnte k ein E ffekt
gemessen werden, wodurch diese Annahme bestétigt werden konnte.

Ausd er Literaturis t bekannt,d ass G allensalze al sR ezeptor-bindende
Signalmolekiile wirken konnen. So binden sie beispielsweise an den Transkriptions-
faktor F XR (nuclear farnesoid X r eceptor) (Makishimaetal., 1999, Parksetal.,
1999) sowie an den G -Protein-gekoppelten G allensalz-Rezeptor TGRS (Maruyama
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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 konnt 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 eine Hemmung des ba salen C hloridstroms z ur F olge. D ieser Effekt w ar
jedoch s chwicher al s jenern ach extrazelluldrer Stimulation unter A usschluss
zytoplasmatischer S ignaltransduktion. Es ka nn davon a usgegangen w erden, da ss
auch in dieser Versuchsreihe der direkte extrazelluldre Effekt gemessen wurde. Dies
konnte da mit e rklért werden, da ss die T LCS-induzierte Hemmung reversibel ist,
sodassde r T ransferi ndi e T LCS-freie B adlosung auch z um R iickgang de r
Effektstéirke fiihren miisste. Da die Experimente 0 bis 30 Minuten nach dem Transfer
der Zellen in die TLCS-freie Badlosung durchgefiihrt wurden, wére der Effekt von
TLCS in den untersuchten Zelle s ehr unterschiedlich stark ausgepréigt. Dies wiirde
auch die hohen Standardabweichungen in dieser Versuchsreihe erkldren.

Im Allgemeinen kann eine Reduktion des Chloridflusses iiber die Plasmamembran
durch f olgende V erdnderungen 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 veridndert oder
3) die Leitfahigkeit der einzelnen Chloridkanéle (single-channel c onductance) wird
herabgesetzt.

Letzteres k ann b eispielsweise d urch ei ne k ompetitive o der n icht-kompetitive
Hemmung der K analporen erzeugt werden. Linsdell und H anrahan konn ten bereits
zeigen, d ass C FTR-Chloridstrome in s tabil tr ansfizierten H amster-Oozyten ( CHO,
chinese hamster ovary) durch TLCS gehemmt werden. Auch hier trat der Effekt kurz
nach der Zugabe des Gallensalzes auf, unterlag keiner Signaltransduktion und w ar
dosisabangig (Lindsell and Hanrahan, 1999). Die Autoren wéhlten TLCS als Substrat
der A BC-Proteinfamilie (4TP-binding c assette f amily), de m M RP1 (multidrug
resistance-associated protein 1) und dem kanikuldren MRP2 (multidrug resistance-
associated protein 2), beide mit der Funktion als A TP-abhingige Pumpen fiir eine
grofle Anzahl organischer Anionen. Unter physiologischen Bedingungen sowie unter

den E xperimentkonditionen der vor liegenden Arbeit sind auch Gallensalze ne gativ
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geladen. Diverse Studien zeigten, dass groBle organische Osmolyte, wie z.B. Taurin,
schwellungsaktivierte C hloridkanéle passieren k énnen (Kirk etal., 1992, Boese et
al., 1996). So ist beispielsweise d er s chwellungsinduzierte T aurintransport s ensitiv
fiir A nionenkanalblocker, wie D IDS. Der D urchtritt von T LCS dur ch di e de m
basalen C hloridstrom unt erliegenden Kanédle wiirdeei ne V erschiebungd es
Umkehrpotenzials hervorrufen. D er Influx de s e xtrazelluldren, ne gativ g eladenen
Gallensalzes wlirde ei nen au swarts gerichteten Strom bei 0 m V erzeugen und da s
Umkehrpotential wiirde sich in negative Bereiche verlagern. Dies konnte in keinem
der dur chgefiihrten Experimente gemessen w erden. Somit k ann e ine k ompetitive
Hemmung d er C hloridkanédle a usgeschlossen w erden. E ine ni cht-kompetetive
Hemmung d urchd ie extrazelluldre A nlagerungde r T LCS-Molekiile andi e
Kanalpore wire jedoch moglich.

Eine Verdnderung der Anzahl an aktiven Kanalproteien in der Plasmamembran kann
ind iesem Fall auch ausgeschlossen w erden. D iese A rt von R egulierung wiirde
zytoplasmatische Signaltransduktion beinhalten, welche zum Beispiel zur ,,de novo*-
Synthese, D egradation, M odifikation ode rz ur Lokalisationsverdnderung von
Proteinen f iihrt. D ie Beteiligung in trazelluldrer S ignaltransduktion istw enig
wahrscheinlich.

Das “Gating” der betroffenen Kanalproteine konnte durch die Interaktion der TLCS-
Molekiile mit d er e xtrazelluldren Lipidschicht, mitd em Kanalprotein s elbst ode r
einem m embransténdigen P rotein ode r P roteinkomplex, welcher die K analaktivitét
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 urchgefiihrten P atch-Clamp-Experimenten nicht g enauer unt ersucht
werden und muss Inhalt weiterfiihrender Studien sein.

Es konnt e gezeigt w erden, d ass d ie T LCS-induzierte Hemmung des b asalen
Chloridstroms iiber eine extrazelluldre Interaktion des Gallensalzes mit d er Protein-
Lipid-Struktur d er P lasmamembran v ermittelt w ird u nd e s k einer in trazelluléren
Signaltransduktion bedarf.

Kann man nun den Anstieg der intrazelluldren C hloridkonzentration und somit die
Aktivierung d er CD95-abhédngigen A poptose mit d er T LCS-induzierten Hemmung
der ge messenen C hloridstrome erkldren? Das aus d er Literatur b ekannte R uhe-
potenzial vo n H epatozyten 1 iegt z wischen -20 und -70 m V. Di e Ve rschiedenheit

dieser W erte | dsst s ich d urch U nterschiede i n d er P réparationen d er u ntersuchten
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Zellen und den angewandten Messmethoden in diesen Arbeiten erkldren (Heller und
Van der Kloot, 1974, Petzinger und B igalke 1986, Graf et al., 1987, Sawanobori et
al.,, 1989 , Weinmanetal., 1989 ). Diein dervor liegenden Arbeit p rdsentierten
Ergebnisse konnten da rauf hinweisen, d ass da s R uhepotenzial von H epatozyten
negativer al s d as Gleichgewichtspotenzial von C hlorid ist. Fiir di ese Hypothese
miisste Chlorid im H epatozyten, wie es liblicherweise in E pithelzellen der Fall ist
(Hille, 2001), iber dem Gleichgewicht verteilt sein. Unter Ruhebedingungen kédme es
zu e inem kont inuierlichen Chloridausstrom aus der Zelle. Eine H emmung dieses
Ausstroms, wie s ie fiir T LCS gezeigt werden konnt e (Hemmung bei n egativen
Klemmspannungen), kénnte de mnach zur A kkumulation von C hlorid in der Z elle
fiihren und die intrazelluldre Chloridkonzentration temporér ansteigen lassen.

Ein kontinuierlicher Influx von Chlorid in die Zelle konnte liber elektrisch neutrale
Transportersysteme, w ied en Na'/K'/2CI” Kotransporter oder den CI/HCO; -
Austauscher, ve rwirklicht w erden. E rsterer vermittelt den E intritt vone inem
Natrium-, einem K alium- und zwei Chloridionen in die Zelle. Hierfiir nutzt er den
elektrochemischen N atriumgradienten iiber die P lasmamembran, welcher durch die
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 ktivitit de r N a'/K'-ATPase
stindig au frecht erhalten (zur U bersicht G amba, 2005) . D er Kotransport von
Chloridionen kénnt e zu e iner e rhohten C hloridkonzentration i m Z ytoplasma und
somit zur Generierung eines Chloridgradienten fithren. Die Hemmung des Ausstroms
von Chlorid entlang dieses elekrtochemischen Gradienten kdnnte somit zum Anstieg
der intrazelluldren Chloridkonzentration fiihren.

Aus de r Literatur i st be kannt, da ss di e A ktivitit de s Na'/K'/2Cl"-Kotransports
wiederum dur chdi e [Cl ; reguliert w ird. Der A nstiegd erin trazelluldren
Chloridkonzentration inhibiert dessen Aktivitit (Breitwieser et al., 1990, Robertson
und F oskett, 1994, L ytle und F orbush, 1996, P utney et al., 1999). Man kann daher
annehmen, dass der Anstieg von [ CT]; ein schneller und temporarer Prozess ist. Dies
konnte a uch i n de n P atch-Clamp-Experimenten de r vor liegenden A rbeit g ezeigt
werden.

Weiterhin i st a uch e in C hloridkanal-unabhingiger M echanismus m oglich. D as
proapoptotische G allensalzT LCS kéonnt eiibe rdi eM odifizierung von
Kationenkanidlen (Wehner, 1993) oder el ektrogene Kationen-Transportsysteme, wie

des N atrium-abhéngigen G allensalztransporters Nctp (Weinman et al., 1998), eine
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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
iibersteigt, kime es zu einem C hloridinflux 1 n de n H epatozyten. Eine H emmung
dieses Einstroms, w ie e rin di eser A rbeit ge messen w urde, wiirde d iesen z war
verringern, aber nicht unterdriicken. Es konnte somit auch iiber eine Depolaristation
der Plasmamembran zum Anstieg der intrazelluldren 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 kann noch der A poptose entgegenwirkt, keinen E ffekt auf den Chlorid-
ausstrom. D ie extrazelluldre Stimulation mit T UDC fihrte 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
Stréme m it de n E inwértsstromen 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 A kkumulation von Chlorid im Zytoplasma fiihrt. Die intrazellulédre
Stimulation mit TUDC zeigte keinen Effekt.

Nach Stimulation mit Taurocholat (TC) konnte in unseren Experimenten weder nach
der ex trazelluldren noch nach der in trazelluldren S timulation ein E ffekt g emessen
werden. Wie bereits beschrieben, wurde auch mit denen im Vorfeld durchgefiihrten
MQAE-Einzelzell-Fluoreszenz-Messungen kein Anstieg der intrazelluldren Chlorid-
kozentration nach T C-Behandlung gemessen (Beckeretal., 2007b) . In U berein-
stimmung mit d er zuvor postulierten Hypothese fiihrt 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, dass nur das proapoptotische G allensalz
TLCS in der Lage ist, den Chloridefflux iiber die untersuchten Chloridkanéle (Ca’*-
und ¢ AMP-aktivierte C hloridkandle wurden ausgeschlossen)i n isolierten
Hepatozyten der R atte zu hemmen. TUDC und T C, w elche k einen Anstieg d er
intrazelluldren C hloridkonzentration ve rmitteln und ke ine A poptose i nduzieren,
zeigten ke inen E ffekt auf den C hloridausstrom aus der Zelle. T UDC he mmte den
basalen C hloridstrom | 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 Effektw ird extrazellulir und ohne 1 ntrazelluldre
Signaltransduktion v ermittelt u nd u nterliegt s omits ehr w ahrscheinlich e iner
Interaktion de s G allensalzes mit e xtrazelluldren 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 konnte
zur A kkumulation vo n C hlorid im Z ytoplasma und s omit z ur A ktivierung de r
CD95L-abhdngigen Apoptose nach TLCS-Stimulation fiithren. Im Einklang hiermit
fiihrt di ¢ Behandlung mit T UDC und T C ni cht z um A nstieg de r i ntrazelluldren
Chloridkonzentration un d s omit a uch ni cht z ur Initiierung d es CD95-abhéngigen

Apoptose-Signalweges.

4.2.2 CD95-Ligand a ktiviert denb asalen C hloridstromi n
Hepatozyten, wodurch es zum erhohten Einstrom von Chlorid in die
Zelle kommt

Obwohl C D95 in H epatozyten ha uptsdchlich i m Z ytosol und nu r zu einem sehr
geringen Anteil in der Plasmamembran lokalisiert ist (Sodeman et al., 2000), fiihrt
die S timulation v on Hepatozyten m it C D95-Ligand z ur A ktivierung d er CD95-
abhéngigen 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 Liganden-unabhingige, Gallensalz-induzierte Signalweg (Becker
et al., 2007b), die Akkumulation von Chlorid im Zytoplasma und die darauf folgende
Azidifizierung der frithen 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 nterdriickt DIDS (4,4 '-diisothiocyanostilbene-2,2"-disodium s alt), ein
Inhibitor von Chloridkanédlen und —austauschern (Muallem et al., 1988, Zsembery et
al., 2000) , die C D95L-induzierte ¢ ndosomale A zidifizierung und alle da rauf
folgenden Schritte des C D95-abhéngigen A poptose-Signalwegs (Reinehret al .,
2008). Dies lésst vermuten, dass die intrazelluldare Akkumulation von C hlorid iiber
Caspase-8-abhingige Verdanderungen der C hloridleitfahigkeit d er P lasmamembran
vermittelt werden konnte.

Indiesem T eil d er Arbeit s ollte u ntersucht w erden, ob C D95L inder Lagei st,
Chloridkanile in der Plasmamembran isolierter Hepatozyten so zu verdndern, dass es

zu einer Akkumulation von Chlorid im Zytoplasma kommen kann.
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Die Stimulation is olierter H epatozyten mit C D95SL (100 n g/ml) fiihrte i n uns eren
Experimenten zu einer Aktivierung d es b asalen Chloridstroms. E s kon nte g ezeigt
werden, dass diese Aktivierung einer intrazelluldren Singaltransduktion und keinem
direkten E ffekt, w ie fiir 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 intrazelluldrer Signaltransduktion,
was fiir einen rezeptorvermittelten Liganden zu erwarten war. Dies liegt im Einklang
mit der zuvor beschrieben Caspaseabhéngigkeit (Reinehr et al., 2008).

Die extrazelluldre Stimulation mit C D95L unter A usschluss z ytoplasmatischer
Signalmolekiile hingegen (Zugabe des Liganden nach Erstellen des ,, Whole-Cell**-
Kontakts) hatte ke inen E influfl a uf de n gemessenen C hloridstrom. W ie be reits
beschrieben (Abschnitt 4.2.1), fiihrte diese Art der Stimulation mit den Gallensalzen
TLCSund TUDC z ur Hemmung des b asalen Chloridstroms. S omit k onnte di e
Hypothese unterstiitzt werden, dass der T LCS- und der C D95L-induzierte A nstieg
der intrazelluldren Chloridkonzentration iiber verschiedene Mechanismen v ermittelt
werden.

Ein A nstieg d er C hloridleitfahigkeit 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 rhoht, 2 ) das ,, Gating™ w ird z u G unsten de r gedffneten
Konformation de s K analproteins ve riandert, 3) di e Leitfdhigkeit de r e inzelnen
Chloridkanile (single-channel ¢ onductance) wird e thoht ode r4 ) es k ommt z ur
Aktivierung eines anderen Typs von Chloridkanélen.

Letzteres k ann w eitgehend au sgeschlossen w erden, d a CD95L-stimulierte Z ellen
eine stirker Aktivierung nach Reduktion der extrazelluliren Osmolaritét zeigten. Die
ind ieser A rbeit durchgefiihrten 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 weiterfiihrender Studien sein.

Stiitzt m an s ich nun w ieder a uf di e fiir de n T LCS-Effekt pos tulierte H ypothese
wiirde eine Aktivierung der untersuchten Chloridkanéle nicht zu einer intrazelluldren
Akkumulation von C hlorid f iihren. E ine s olche A ktivierung wiirde hi ngegen zu
einem erhohten Ausstrom von Chlorid aus der Zelle fiihren.

In der Literatur finden sich viele A nhaltspunkte, nach denen eine A ktivierung von
CD95-Rezeptor in verschiedenen Zelltypen zur Depolarisierung der Plasmamembran

fithren kann. Im Falle einer durch CD95L induzierten Depolarisierung der Membran
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tiber da s Gleichgewichtspotential von C hlorid hi naus w iirde ein A ktivierung de r
Chloridkanile zu e inem erhohten E instrom von Chlorid in die Zelle fiihren. A uch
dieser E ffekt konnt e s omit e inen t empordren Anstieg de r z ytosolischen C hlorid-
konzentration fiihren. Nolte et al. zeigten, dass die S timulation von U -937 Z ellen
(human m yeloid c ell line) mit C D95-spezifischen Antikorpern eine D epolarisation
der Plasmamembran induzieren kann und dass dieser Prozess Caspase-abhédngig ist
(Nolte et al., 2004). Wie bereits beschrieben, scheint die Caspase-Abhédngigkeit ein
signalspezifisches Merkmal z us ein, da a ndere proapoptotische S timuli, w ie
Gallensalze in Hepatozyten (Becker et al., 2007b) oder Arsentrioxid (As,03) in U-
937 Zellen (Nolte et al., 2004) nicht abhéngig von einer Caspase-Aktivierung sind.
Eine D epolarisation der P lasmamembran kann dur ch den erhéhten E instrom von
Natrium- oder Calciumionen hervorgerufen werden. Somit kann spekuliert werden,
dass CD95L zusitzlich Kationenkanéle oder —transporter aktiviert, welche in unseren
Experimenten nicht gemessen werden konnten. Folglich kdnnte die Aktivierung der
Chloridkandle zu ei nem e rhohten C 1 -Einstrom und s omit zur in trazelluldren
Akkumulation von Chlorid fiihren.

In der Literatur findet man diverse Arbeiten, welche proapoptotische Liganden mit
einer Verdnderung der Ionenleitfdahigkeit i n V erbindung br ingen. S o b eschrieben
Nietsch et al. eine zweifache E rhohung von K aliumstrémen und e inen flinffachen
Anstieg von Chloridstrémen als frithe Ereignisse in der TNF (tumor necrosis factor)-
induzierten A poptose in HCT (rat he patoma) Zellen. Die Autoren (Nietschetal.,
2000) folgern, dass die Aktivierung der C hloridkanéle zum A usstrom von C hlorid
fiihrt und die P lasmamembran s omit d epolarisiert w ird. S omit wiirde auch K" die
Zelle v erlassen, womit e s zu einem K Cl E fflux kdme. Der V erlust von os motisch
aktivem K Cl wiirde mit dem A ustritt von W asser und dem S chrumpfen der Zelle,
dem AVD (apoptostic volume decrease), einhergehen (Kerr et al., 1972, Maeno et
al., 2000, N ietsch et al., 2000). Diese Theorie wiirde ab er nicht die A kkumulation
von C hlorid i m Z ytoplasma e rkldren. Der A nstieg d er in trazelluldren C hlorid-
konzentration ist 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 al., 2007b), CD95L (Reinehr et al., 2008) oder
Hyperosmolaritdt (Reinehr et al., 2006) auf. Des W eiteren fiihrt die Stimulation mit
dem pr oapoptotischen G allensalzT LCSni chtz ur A ktivierung de s ba salen

Chloridstroms, was in diesem Fall zu erwarten wire. 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.

Szabo et al. konnten eine Aktivierung von Chloridkanélen in Jurkat T-Lymphozyten
nach der Behandlung mit CD95-spezifischen Antikorpern zeigen. Sie vermuten, dass
es sich bei den hier aktivierten Chloridkanédlen um jene Kanéle handelt, welche auch
am RVD (regulatory volume de crease) nach osmotischer Schwellung beteiligt sind
(Szabo et al., 1998). Beide Stimuli, Zellschwellung (Lepple-Wienhues et al., 1998)
und C D95-Aktivierung ( Szaboe ta 1., 1998) , werdeniibe rd ie Src—ahnliche
Tyrosinkinase (sarcoma-like kinase) Lck™ vermittelt, welche in Lymphozyten durch
Ceramide ak tiviert wirdundz ur H emmung des N a'/H -Austauschers und de r
Aktivierung e ines auswirts gleichrichtenden Chloridstroms f iihrt. Auchi nde 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
etal., 2004 und 2008). Es konnte also auch hier zu einer Hemmung des Na'/H -
Austauschers und zur Aktivierung eines auswarts gleichrichtenden Stroms kommen.
Letzteres konnte, wie beschrieben, in dieser Arbeit gemessen werden.

Die v erminderte A ktivitit des N a'/H'-Austauschers kénnt e e ine i ntrazellulire
Akkumulation von H' zur Folge haben, welche zur Hemmung von Kaliumkanilen in
der P lasmamembran f iihren ka nn. Die H emmung von K aliumkanélen kann eine
Depolarisierung d er Plasmamembran auslosen, welche einen E instrom von Chlorid
tiber di e C D95L-aktivierten C hloridkandle nachs ich z iehen w iirde. Dieser
Mechanismus konnte die DIDS-Sensitivitit des Chloridanstiegs erklédren (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 iibe rd ie B ildung von C eramiden, di e
Aktivierung von Yesu nd de rda rauf folgenden F ormierung d es D ISC (death
inducing signal complex), welche eine Caspase-8 Aktivierung zur Folge hat, wiirde
den autoamplifizierenden Mechanismus der CD95-Aktivierung (Reinehr et al., 2008)
unterstiitzen und d en gemessenen Anstieg des ba salen C loridstroms in di esen
Kontext einfiigen (Becker et al., 2007a und b, Reinehr et al., 2002, 2003a und 2008).
Die nach der 16 — 24-stiindiger Vorinkubation mit CD95L untersuchten Hepatozyten,
zeigten die Tendenz einer Aktivierung des basalen Chloridstroms. Da die Zellen fiir
die M essungen intakt s ein miissen, sind die hier untersuchten Zellen jene, w elche

sich fiir die Z eit d er S timulation (16-24 h) dem a poptotischen Z elltod e ntziehen
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konnten. Es konnte sein, dass die Autoamplifikation des CD95L-Signals (Reinehr et
al., 2008) in diesen Zellen notwendig war um die A poptose einzuleiten und dass es
somit in diesen Zellen erst nach einer r elativ langen S timulation mit C D95L zur
Iniziierung de r C D95-abhingigen A poptose kom mt. I nteressanterweise z eigten
CDO95L-stimulierte Hepatozyten e ine v erstirkte Reaktion au fd ie R eduktion de r
extrazelluliren O smolaritit. S o ko nnte eine s tirkere Aktivierung des s chwellungs-
aktivierten C hloridstroms 5 Minuten nach dem hypotonem S chock g emessen
werden. D ies b estdtigt erneut, d ass e s s ich be i de m unt er i sotonen B edingungen
gemessenen Chloridstroms, welcher durch CD95L aktiviert wird, tatsdchlich um eine
basal aktive Form des I swen handelt.

Da durch die Stimulation mit C D95SL eine A ktivierung der d em I¢gwen zugrunde
liegenden I onenkandle s tattfand, konnen m ehr C hloridionen z ur s elben Z eit di e

Plasmamembran passieren.
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5 Zusammenfassung

Proapoptotische S timuli wie C D95-Ligand (CD95L) und h ydrophobe G allensalze,
z.B. T aurolithocholat ( TLCS), induziereni n H epatozyteni nnerhalb w eniger
Sekunden e inen A nstieg de r i ntrazelluldren C hloridkonzentration ([Tl ;), w elcher
als erstes E reignis im A poptose-Signalweg v ermutet w ird. Welche E reignisse z ur
Akkumulation von Chloridin der Zelle fiihren, war noc h vol lig unk lar und i st
Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

Aus di esem G runde s ollte unt ersucht w erden, i)obT LCSund CD95Ldi e
Chloridleitfahigkeit der Plasmamembran von H epatozyten s o m odifizieren kdnnen,
dass e s zu e inem A nstieg de r i ntrazelluldren C hloridkonzentration kom mt, ii) ob
TUDCundT Ceinen Einfluss a ufd ie C hloridleitfahigkeit d er P lasmamembran
habenundw ennj a,o bundw ies ichdi e E ffekte unt erscheiden, i ii) w elche
Mechanismen de n pot entiellen M odifikationen z ugrunde 1 iegen und iv) w elche
Unterschiede sich zwischen TLCS- und CD95L-induziertem Effekt feststellen lassen.
Zur A bleitung d er C hloridstrome ii ber d ie P lasmamembran is olierter H epatozyten
der R atte b ediente m ans ichd er P atch-Clamp-Technik i nde r ,,Whole-Cell*-
Konfiguration. Ca®’- und cAMP-abhingige Chloridstrome wurden ausgeschlossen.
Es k onnte gezeigt w erden, d ass unstimulierte H epatozyten eine b asal ak tive F orm
des s chwellungsaktivierten C hloridstroms, Icjswen, au fweisen, welcher d urch ei ne
Auswirtsgleichrichtung, e ines chnelle A ktivierung, eine pot entialabhidngige
Inaktivierung bei Potentialen iiber +40 mV sowie eine Aktivierung unter hypotonen
und eine R eduktion unter hypertonen Bedingungen gekennzeichnet ist. In HEK293
Phoenix-Zellen ist dieser Strom signifikant schwicher.

TLCS hemmt r eversibel sowohl den basalen wie au ch d en s chwellungsaktivierten
Chloridstrom, wobei es nicht zu einer zytoplasmatischen Signaltransduktion kommt,
sondern d er E ffekt {i ber ei ne Interaktion d es G allensalzes m it e xtrazelluldren
Strukturen d er P lasmmembran v ermittelt w ird. Hier i st b eispielsweise eine n icht-
kompetitive Hemmung der Kanalpore moglich. Weiterhin konnte eine beschleunigte
Inaktivierungskinetik ge messen w erden, w elche ve rmutlich ke ine ph ysiologische
Bedeutung h at, aber de n E ffekt auf die b eteiligten C hloridkanéle ve rstarkt. B eide
Effekte s ind dos isabhingig. D ie T LCS-induzierte H emmung b etraf s owohl de n
Chloridinflux als auch den —efflux. Im Gegensatz zu TLCS hatten TUDCund T C
keinen Effekt auf den Chloridausstrom. TUDC hemmt lediglich den Chlorideinstrom
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indie Zelle. Auch dieser E ffekt wurde von d er ex trazelluldren S eite d er P lasma-
membran und ohne Beteiligung zytoplasmatischer Signaltransduktion vermittelt.

Die in der vorliegenden Arbeit prasentierten Ergebnisse weisen darauf hin, dass das
Ruhepotenzial von H epatozyten n egativer a Is das G leichgewichtspotenzial von
Chlorid i st. F iir di ese H ypothese m iisste C hlorid i m H epatozyten iibe rd em
Gleichgewicht verteilt sein. Ein kontinuierlicher Chloridinflux konnte iiber elektrisch
neutrale Transportsysteme, wie den Na'/K'/2CI™ -Kotransporter, vermittelt werden.
Unter Ruhebedingungen kdme es somit zu einem kontinuierlichen Chloridefflux. Die
TLCS-induzierte Hemmung dieses A usstroms konnte s omit zur A kkumulation von
Chlorid in der Zelle fiihren.

CDO5L h atte e ine A ktivierung d es b asalen C hloridstroms z ur F olge, der e iner,
wahrscheinlich C  aspase-8-abhédngigen, z ytoplasmatischen S ignaltransduktion
unterliegt. Eine D epolarisation de r P lasmamembran, iibe r di e A ktivierung von
Kationenkanilen oder —transportsystemen (z.B. Na'/H -Austauscher) und der darauf
folgende CI -Influx, iiber die nun aktivierten Chloridkanéle, sind als Ausloser fiir die
CD95L-induzierte Chloridakkumulation in der Zelle wahrscheinlich.

Somit unterscheiden sich TLCS- und C D95L-induzierter A nstieg der [CI]; klar in

ihren Mechanismen, miinden 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 ([CI'];), 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 [Cl];. The upstream events leading
to the accumulation of chloride within the cell are still unknown. The aim of the
present s tudy w as to 1 nvestigate i) ifth e TLCS- and C D95L-induced cytosolic
chloride i ncreasei sdu et o am odification of t he pl asma m embrane ¢ hloride
conductance, ii) if TUDC and TC have an effect on the 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) if there are differences in the TLCS- and CD95L-induced effect. 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 freshly i solated f rom m ale rats and holdin
primary cell culture.

Unstimulated hepatocytes e xhibit under i sotonic ¢ onditions a ba sal f orm of t he
swelling-activated ch loride cu rrent, Icjswen. T his cu rrent i s ch aracterized b y an
outward r ectification, a f asta ctivation,a p otential-dependenti nactivation a t
potentials more positive than +40 mV, it becomes activated by hypotonic conditions
and i nhibited b y h ypertonic ¢ 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
ina r eversible ma nner, w ith a ma ximum in hibition a Iready after 5 min utes.
Additionally, an acceleration of the 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 ft he e ffect by T LCS. Both ef fects were d ose-dependent. T he c urrent
inhibition w as d etectable at p ositive as w ell as at n egative m embrane p otentials,
representing the influx and efflux of chloride, respectively.

In c ontrast, th e a ntiapoptotic b ile a cid TUDC only i nhibited t he chloride i nflux.
Interestingly, the bile acids achieve their effects from the ex tracellular side o fthe
plasma membrane without requirement of any cytoplasmatic signal transduction. As

an example, a non-competitive in hibition w ithout pass-over of the bile acid c ould
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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 have to be distributed above the e quilibrium. T herefore, t here
would be an efflux of chloride under resting conditions. Hence, an inhibition of the
efflux by T LCS could1 ead t o an accu mulation of ¢ hloride w ithin t he c ell. A
continuous e ntrance o f chloride into the cell c ould be realized b y e lectro ne utral
transport s ystems, such as the Na'/K'/2CI™ cotransporter. Furthermore, a ¢ hloride
channel-independent mechanism is possible.

The d eath 1 igand C D95L a ctivates t he b asal ch loride cu rrent. A s ex pected for a
receptor-binding l igand, C D95L a ffects t he c urrent onl y when s ignal t ransduction
could oc cur. Itisv eryl ikelyt hat an c aspase-dependent de polarisation of t he
plasmamembrane du e t 0 m odifications of c ation ¢ hannels or transporter 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 ¢ ytosolic ¢ hloride
concentration u nderlies d ifferent m echanisms that f inally le ad in toth e s ame

apoptosis pathway.
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Abkiirzungsverzeichnis

8 Abkiirzungsverzeichnis

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
[CI]; Intrazelluldre Chloridkonzentration

D DIDS 4,4'-diisothiocyanostilbene-2,2'-disodium salt
DISC Death inducing signal complex
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonuleic acid

E ECs 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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GABA y-aminobutric acid receptor

HEK Human embryonal kidney

HTC Rat hepatoma cell line

IAP Inhibitor of apoptosis protein

LGIC Ligand-gated chloride channels

MP Membranpotenzial

MQAE [N-(ethoxycarbonylmethyl)-6-methoxyquinolinium
bromide

MRP Multidrug resistence-associated protein

MSD Membrane spanning domain

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

Oatp Organic anion transporter

PBC Primére Bildre Cholangitis

PKC Protein kinase c

ROS Reactive oxygen species

Scr Sarcoma

SEM Standard error of the mean

TC Taurocholat

TLCS Taurolithocholat

TNF Tumor necrosis factor

TUDC Tauroursodesoxycholat

U-937 Human myeloid cell line

VRAC Volume regulated anion current
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