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Einleitung

1. Einleitung

Allgemeine Bedeutung des Zdllvolumens

Zellen hoherer tierischer Organismen sind in der Regel von einem Milieu konstanter
Osmolaritédt umgeben. Da ihre Plasmamembran fir lonen und andere Osmolyte nur be-
grenzt permeabel ist, fir Wasser jedoch eine sehr hohe Permesbilitét aufweist, reichen
bereits geringe osmotische Veranderungen im externen Medium, um Wasserbewegun-
gen Uber die Membran zu induzieren und das Zellvolumen zu beeinflussen. Neben der
Veradnderung der extrazelluldren Osmolaritét kann die erhdhte Aufnahme oder Abgabe
von anorganischen oder organischen Substanzen zu einer Anderung der intrazellul&ren
Osmolaritét fuhren. Da Zellen stets ein osmotisches Gleichgewicht anstreben, werden
solche Anderungen durch die Aufnahme bzw. die Abgabe von Wasser ausgeglichen,

wodurch eine Anderung im Zellvolumen hervorgerufen wird.

Das Volumen tierischer Zellen besitzt eine wichtige funktionelle Bedeutung. Bei ver-
schiedenen Zelltypen bt das Volumen eine regulatorische Wirkung auf den Metabo-
lismus und die Genexpression aus. So hat eine V olumenzunahme vielfach stimulieren-
den Einfluss auf die Synthese von Proteinen und Glykogen, wahrend eine Volumenab-
nahme héufig den gegenteiligen Effekt ausiibt. Allgemein beeinflussen Anderungen des
Zellvolumens die Expression einer grofRen Anzahl von Genen (Lang et d., 1998 a). Die
Bildung von Cytoskelettproteinen (Tubulin, b-Actin) wird durch eine Zellschwellung
gefordert, wahrend eine Zellschrumpfung die Bildung der aj-Untereinheit der Na'-K -
ATPase aud 6st (Theodoropoulos et al., 1992; Haussinger et a., 1994; Ferrer-Martinez
et al., 1996).

Epithelzellen sind auf Grund ihrer Funktion einer sténdigen osmotischen Herausforde-
rung unterworfen. Sie besitzen in der apikalen und basalen Membran unterschiedliche
Transporter, welche einen gerichteten Transport zur Resorption von Elektrolyten und
organischen Substanzen ermdglichen und somit Wasserbewegungen in die Zellen audo-
sen. Um einer Ubermaltigen Stérung der Zellhomdostase durch V olumenschwankungen
entgegenzuwirken, besitzen Epithelzellen Mechanismen, welche die Aufrechterhaltung
eines anndhernd konstanten Zellvolumens ermdglichen. Diese Mechanismen kdnnen in
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zwel Gruppen unterteilt werden: regulatory volume decrease (RVD), das einer Zell-
schwellung entgegenwirkt, und regulatory volume increase (RVI), das einer Zdl-
schrumpfung entgegenwirkt. An isolierten Nierenzellen des Kaninchens wurde zum
Beispiel gezeigt, dass eine Volumenzunahme die Leitfahigkeit der basolateralen Memb-
ran fur K™ und ClI” erhéht. Der hierdurch ermdglichte KCl-Ausstrom wirkt der Zell-
schwellung entgegen (Breton et al., 1996).

Neben Epithelzellen weisen auch eine Vielzahl anderer Zelltypen Volumenregul ations-
Mechanismen auf (Lang et a., 1998 b). RVD wird hauptsachlich Uber eine Erhéhung
der K*- und CI'-Leitfahigkeit vermittelt, wobei auch andere Anionen beteiligt sein kon-
nen. An Mechanismen des RVI sind Transporter wie der Na'/H*-Antiporter oder der
Na'/K*/2CI™-Cotransporter beteiligt, die in erster Linie die Aufnahme von NaCl ermég-
lichen (O’'Neill, 1999). Eine Stérung dieser regulatorischen Mechanismen kann fur den
gesamten Organismus dramatische Folgen haben. Ein héufig genanntes pathophysiolo-
gisches Beispiel ist die Sichelzellanamie. Hier fihrt die erhdhte Aktivitat des K*/CI™-
Cotransporters in den Erythrocyten zum Elektrolyt- und folglich zum Wasserverlust
(Olivieri et d., 1992). Die Volumenabnahme geht mit der Verénderung der Zellgestalt
einher, die wiederum eine Erhdhung der Blutviskositét verursacht. Da sich die verander-
ten, sichelférmigen Erythrocyten in den kleinen Blutgefél3en verfangen, kdnnen durch
die Beeintréchtigung des Kreislaufs verursachte Thrombosen, Nieren oder Herzversa-
gen zum Tod flhren (Stryer, 1996). Weiterhin postulierten Warntges et al. (2001), dass
Stérungen von Volumenregulations-Mechanismen eine Ursache fir fortschreitendes
Nierenversagen sind, bei dem eine Schwellung betroffener Nephrone auftritt. Eine Ab-
nahme des Zellvolumens wird typischerweise bel apoptotischem Zelltod beobachtet,
wobei jedoch nicht klar ist, ob es sich hierbel nur um eine Folgeerscheinung oder um
die Ursache dieser Form der Degeneration handelt (Lang et al., 1998 a; O’ Relilly et al.,
2002).

Bedeutung des Zellvolumens bei Neuronen

Volumenanderungen stellen fur alle tierischen Organe eine Herausforderung dar, der
mit Hilfe von Regulationsmechanismen entgegengesteuert wird. Fir das Gehirn kommt
erschwerend hinzu, dass VVolumenzunahmen in einzelnen Hirnarealen immer auf Kosten
anderer Gewebebereiche gehen, da durch den Schadel das Gesamtvolumen des Gehirns
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auf elne vorgegebene Grofde beschrankt ist. Dain der Regel auch Neuronen mit Mecha
nismen zur Volumenregulation ausgestattet sind, kénnen Veradnderungen im Zellvolu-
men bis zu einem gewissen Mal3 ausgeglichen werden (Pasantes-Morales et al., 2000).

Neben dem bereits erwadhnten regul atorischen Einfluss des Volumens auf den Zellstoff-
wechsel kdnnen Volumenanderungen bei Neuronen weitere Prozesse auddsen. Die
Dehnung der Plasmamembran bei einer Volumenzunahme |6st Ca®*-abhéngig die Fusi-
on von Vesikeln mit der Membran aus (Lang et d., 1998 a). Der Inhalt dieser Vesikel
wird in den Extrazellulérraum entleert und die Vesikelmembran in die Plasmamembran
eingefligt. Handelt es sich bei dem Vesikdinhalt um Neurotransmitter, so kénnen um-
liegende Neurone durch die Aktivierung von ionotropen oder metabotropen Rezeptoren
beeinflusst werden. Enthdlt die Vesikelmembran lonenkande oder Rezeptoren, so kon-
nen die von der Schwellung betroffenen Neuronen, durch den Einbau dieser Komponen-
ten in ihre Plasmamembran, deutliche funktionelle Verénderungen erfahren.

Pathophysi ol ogische Volumenanderungen bel Nervenzellen

Neuronale Aktivitat kann unter physiologischen Bedingungen einen Anstieg der extra-
zelluldren K*-Konzentration ([K™]s) auf bis zu 10 mM verursachen (Baylor & Nicholls,
1969). Da eine erhohte [K ], eine Depolarisation verursacht und die Inaktivierung span-
nungsabhéangiger Na'-Kandle erst nach einer Repolarisation der Membran unter den
Schwellenwert aufgehoben wird, konnen Neuronen erst nach Riickkehr zu [K™]e-
Ruhewerten wieder Aktionspotentiale generieren (Sykova, 1997). Eine schnelle Riick-
regulierung der [K*]. ist also erforderlich, um die Aufrechterhaltung neuronaler Erreg-
barkeit zu gewahrleisten. Einen wichtigen Beitrag hierzu leistet die Na'™-K*-ATPase der
Neuronen und Gliazellen. Weiterhin sind an diesem Prozess gliale Mechanismen betei-
ligt, die durch ,, raumliche Pufferung® (spatial buffering) fir eine Umverteilung von K*-
lonen aus Bereichen hoher [K*]. zu Bereichen niedriger [K™]a sorgen (Amédée et al.,
1997). Unter pathophysiologischen Bedingungen reichen diese Mechanismen haufig
nicht aus, um [K*], aufrecht zu erhalten. In der Retina von Hilhnchen und im Hippo-
campus der Ratte wurden wahrend einer ,, Spreading Depression” [K*]-Anstiege auf bis
zu 50 mM gemessen (Scheller et al., 1998; Muller & Somjen, 2000). Auch bei epilepti-
scher Aktivitéat sind [K*]-Anstiege beschrieben, die durch spatial buffering in weite
Bereiche des Gewebes verteilt werden und dort die Ausbreitung epileptischer Aktivitét
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begiinstigen (Lux et al., 1986). Haufig gehen solche Anstiege von [K*]. mit Zellschwel-
lungen einher (Lang et a., 1998 a), die vermutlich auf die Aufnahme von KCI zurtick-
zufuihren sind (Walz, 1992). Bei Ischamien wurde parallel zum [K¥]-Anstieg eine Vo-
lumenabnahme des Extrazelluldrraums beschrieben, die wahrscheinlich die Folge von
neuronalen und glialen Zellschwellungen ist (Sykova, 1997).

Eine starke Zunahme des Zellvolumens von Neuronen tritt auch beim ,, exzitatoxischen
Zelltod" auf. Dieser Begriff wurde von Olney (1986) gepragt und beschreibt die toxi-
sche Wirkung von erregend wirkenden Aminosauren (Glutamat und Aspartat) auf Neu-
ronen bei fortgesetzter Applikation. Die Toxizitét auf3ert sich in Hirnschnitten der Ratte
zunéchst in einer massiven Zellschwellung (Colwell & Levine, 1996) und fuhrt meist
Uber weitere Schritte, wie der Degeneration intrazellulérer Organellen, zum nekroti-
schen Zelltod (Choi, 1992). Als Ausl6ser des exzitatoxischen Zelltods wird die tonische
Aktivierung von Glutamat-Rezeptoren angesehen. Glutamat-Rezeptoren, die in den
Zentralnervensystemen von Vertebraten und Invertebraten weit verbreitet sind, lassen
sich in metabotrope und ionotrope Rezeptoren einteilen. Die Gruppe der ionotropen
Glutamatrezeptoren wird in NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)- und nonNMDA-
Rezeptoren unterteilt, wobel die nonNMDA-Rezeptoren wiederum in Kanat- und
AMPA-Rezeptoren aufgeteilt werden. Sowohl fir NMDA- als auch fir nonNMDA-
Rezeptoren ist eine Beteiligung an pathophysiologischen Prozessen beschrieben (Bettler
& Mulle, 1995). Erstaunlicherweise scheinen hier die Mechanismen des RVD der Zdll-
schwellung nicht entgegenzuwirken. Bostel et al. (2002) nennen als mogliche Grinde
fur diese Unwirksamkeit die unter diesen Bedingungen auftretende, anhaltende Erhé-
hung der intrazellularen Ca®*-Konzentration ([Ca®'];), welche die osmoregulatorischen
Mechanismen stéren kdnnte. Denkbar ist auch, dass die Zellen nicht in der Lage sind,
solche Elektrolyte zur Volumenregulation einzusetzen, die die Anderungen des Zellvo-
lumens mit verursachen. Sicher ist in jedem Fall, dass Ca?* sowohl bei der Volumenre-
gulation als auch beim Glutamat-vermittelten Zelltod eine wichtige Rolle spielt. Bel der
Volumenregulation wird Ca’* vor alem bei den in den RVD involvierten Mechanismen
eine grof3e Bedeutung zugeschrieben (Pierce & Politis, 1990). Bis auf wenige Ausnah-
men regulieren Zellen, firr die ein Ca?*-abhangiger RVD-Prozess beschrieben ist, ihr
Volumen durch den Ausstrom von K* und CI". Dabsi ist nicht klar, ob Ca®* die Leitfa-
higkeit fir diese lonen direkt oder Uber intrazellulére Signalwege erhéht (McCarty &
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O'Neil, 1992). Die Bedeutung von Ca?* beim exzitatoxischen Zelltod ist eher in seiner
Signal-vermittelnden Wirkung zu suchen, denn hier spielt der Weg, durch den Ca®* in
die Zelle gelangt und die Art der in diesem Bereich der Plasmamembran in Clustern
zusammengefassten Proteine eine Rolle (Sattler & Tymianski, 2000). Ob und inwieweit
Ca™ as Osmolyt die VVolumenzunahme mitverursacht, ist nicht beschrieben. Colwell &
Levine (1996) vermuten jedoch eine eher nebensachliche Beteiligung und schreiben die
wesentliche Rolle Na” und CI” zu.

Auch der Neurotransmitter 5-HT (5-Hydroxytryptamin, Serotonin) kann pathophysiolo-
gische Prozesse auddsen. Yim et al. (2000) beobachteten einen Serotonin-induzierten
neuronaen Zelltod, der eine mogliche Ursache fir neurodegenerative und neuropsychi-
atrische Stérungen darstellen konnte. Sie demonstrierten, dass der durch Serotonin ver-
mittelte Zelltod in einer Epiphyse-Tumorzelllinie (PGT-b Zellen) typische apoptotische
Merkmale aufweist. Auch Azmitia (2001) beschrieb eine Beteiligung von 5-HTa-
Rezeptoren an apoptotischen Vorgangen. Eine neurotoxische Wirkung von 5-HT, wel-
che mit einer Verdnderung im Zellvolumen einhergeht, wurde bisher noch nicht be-
schrieben.

Zd lvolumenanderungen im Blutegel-Zentral nervensystem

Das Zentralnervensystem des medizinischen Blutegels Hirudo medicinalis stellt ein
geeignetes Modellsystem zur Untersuchung ionaler Transportprozesse bel Neuronen
und Gliazellen dar. Bel beiden Zelltypen wurde eine Vielzahl von Kanal- und Trans-
portproteinen beschrieben, die in ihren funktionellen Eigenschaften denen bel Vertebra-
ten dhneln (z.B. Dierkes et al., 1996; Munsch et d., 1995; Schlue & Deitmer, 1984).
Weiterhin bietet das Nervensystem des Blutegels die Mdglichkeit, Untersuchungen im
intakten Gewebe durchzufihren, in dem die synaptischen Kontakte zwischen einzelnen
Neuronen sowie die Wechselwirkungen zwischen Neuronen und Gliazellen aufrechter-
halten bleiben.

In friheren Arbeiten wurde die Technik ionensensitiver Glasmikroelektroden (Ballanyi
et a., 1990; Neumann, 2000) und die Mikrofluorimetrie (Dierkes, 1998; Wsten, 2000)
angewendet, um Zellvolumenanderungen bei Blutegel-Neuronen und -Gliazellen ndher
zu untersuchen. Aus diesen Arbeiten geht hervor, dass pathophysiologische Volumen-
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anderungen wie im Nervensystem von Vertebraten auch im Blutegel-Nervensystem
beobachtet werden konnen. In Arbeiten von Balanyi et al. (1990) und Neumann et al.
(2001) konnte nachgewiesen werden, dass die isoosmotische Erhéhung von [K™], bei
Retzius-Neuronen und Neuropil-Gliazellen zu einer Volumenzunahme fuhrt. Auch die
Aktivierung ionotroper Glutamat-Rezeptoren bei Retzius-Neuronen verursacht eine
Volumenzunahme (M{ller, 2000).

Die Retzius-Neuronen des Blutegel-Nervensystems ermoglichen wegen ihrer Grofze die
Anwendung ionensensitiver Dreikanal-Mikroelektroden. Diese Elektroden lassen die
simultane Bestimmung von Anderungen des Zellvolumens, einer intrazelluldren 1onen-
sortewie Na', Cl oder K* ([Na'];, [CI]; oder [K™];) und des Membranpotentials (En,) zu.
Die gleichzeitige Ermittlung von Zellvolumenanderungen und intrazelluldren lonenkon-
zentrationen ([lon];) ermdglicht eine genaue Charakterisierung der Volumenanderun-
gen. Die Aufnahme von Wasser, welche zu einer Volumenzunahme fihrt, bedeutet im-
mer auch eine Abnahme von [lon];. Umgekehrt fuhrt die Abgabe von Wasser, die eine
Volumenabnahme verursacht, zu einer Erhéhung von [lon];. In beiden Féllen wirden
die gemessenen [lon];-Anderungen nicht nur die Aufnahme oder die Abgabe von lonen
anzeigen, sondern auch Anderungen des zellularen Wassergehalts widerspiegeln. Durch
die simultane Bestimmung des Zellvolumens wird eine Korrektur der gemessenen [lon];
um gleichzeitige Volumenanderungen madglich, so dass lonenbewegungen Uber der
Zellmembran, die eine Volumenanderung verursachen, zuverléssig beschrieben werden

konnen.

Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, an identifizierten Neuronen des Blutegel-
Zentralnervensystems V olumendnderungen und ihre ionalen Ursachen zu charakterisie-
ren. Hierbel soll der Schwerpunkt auf solchen Volumenénderungen liegen, die im Ge-
hirn von Vertebraten unter pathophysiologischen Bedingungen wie zum Beispiel beim
,exzitatoxischen Zelltod*, Epilepsie oder Spreading Depression auftreten. Die Uberak-
tivierung von Neurotransmitter-Rezeptoren, wie sie beim , Exzitatoxischen Zelltod"
auftritt, wurde in der vorliegenden Arbeit durch die ein- bzw. zweiminttige Badapplika
tion des Neurotransmitters 5-HT bzw. des glutamatergen Agonisten Kainat simuliert.
Hierdurch sollten Volumenanderungen ausgel6st werden, die denen beim , exzitatoxi-




Einleitung

schen Zelltod" auftretenden V olumenzunahmen &hneln. Die in Folge erhdhter neurona
ler Aktivitéat auftretende hohe extrazelluldre K*-K onzentration wurde durch Versuchslo-
sungen nachgeahmt, in denen die K*-Konzentration erhoht und die Na'-K onzentration
zu gleichen Teilen abgesenkt wurde. Hierdurch wurden Bedingungen geschaffen, die
zum Beispiel bei epileptischen Anfdlen Volumenzunahmen ausldsen. Die quantitative
Bestimmung von lonenbewegungen sowie die Charakterisierung beteiligter Transport-
proteine soll Aufschluss Uber die Prozesse geben, die das Zellvolumen beeinflussen.
Vor alem sollten relative [lon];-Anderungen, die durch Anderungen des Wassergehalts
der Zelle verursacht wurden, von Anderungen der totalen [lon];, die durch lonenbewe-
gungen Uber der Plasmamembran verursacht wurden, getrennt werden.

Diein dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse wurden teilweise bereits als Originalar-
beiten (Neumann et al., 2001; Dierkes et a., 2002 a; Dierkes et a., 2002 b) vertffent-
licht.




Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und Pré&paration

2.1.1 Der medizinische Blutegel

Die Experimente wurden an identifizierten Neuronen isolierter Segmentalganglien des
medizinischen Blutegels Hirudo medicinalis durchgefihrt (Abb. 1A). Es wurden aus-
schliefdlich adulte Tiere fir die Versuche verwendet, die von den Firmen Zaug GmbH
(Biebertal) oder Moser Blutegelhandel (Schorndorf) stammten.

Der medizinische Blutegel gehdrt zum Stamm der Annelida [Ringelwirmer; Klasse:
Clitellata (Gurtelwirmer), Unterklasse: Hirudinea (Blutegel), Ordnung: Gnathobdellida
(Kieferegel)] und weist den fir diesen Tierstamm charakteristischen segmentierten
Korperbau auf. Der Hautmuskel schlauch eines jeden der insgesamt 32 K drpersegmente
ist in 5 Segmentringe (Annuli) unterteilt, wobel die Segmente im vorderen und hinteren
Korperbereich mit 1 bis 4 Segmentringen eine Ausnahme bilden (Mann, 1962). Die
Segmentierung des Korperbaus wird auch durch die Organisation des ventral liegenden
Zentralnervensystems deutlich, das sich jedoch vom typischen Strickleiternervensystem
anderer Anneliden durch eine deutliche Zentralisierung unterscheidet. Die urspriinglich
in jedem Segment vorkommenden paarigen Ganglien sind unter Reduktion der Kom-
missuren zu je einem Ganglion verschmolzen. Von den urspriinglich 32 Ganglien sind
die ersten vier anterioren Ganglien zu einem Cerebralganglion und die letzten sieben
posterioren Ganglien zu einem Analganglion verschmolzen. Die Ubrigen 21 Ganglien
sind untereinander sowie mit dem Cerebral- bzw. Analganglion durch paarige Konnek-
tive und den Faivre-Nerv zu einer Ganglionkette verbunden, die durch den ventralen
Blutsinus umhillt wird (Muller et al., 1981; Abb. 1B).
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Die gleichférmig aufgebauten Segmentalganglien sind von einer Bindegewebshille, der
Ganglionkapsel, umgeben. Sie enthalten etwa 400 Neuronen, 6 Paket- und 2 Neuro-
pilgliazellen (Macagno, 1980). Die Neuronzellkorper sind auf 6 Pakete aufgetellt, die
jeweils von den Audléufern einer Paketgliazelle umgeben sind (Abb. 2). Die axonalen
Ausléufer der Neuronen bilden im Ganglioninnern das Neuropil, wo die synaptische
Verbindung zwischen den Neuronen erfolgt. Die neuronalen Fortsétze werden von Aus-
l&ufern der Neuropilgliazellen umhdillt. Die die Geschlechtsorgane innervierenden Seg-
mentalganglien 5 und 6 zeigen eine deutliche Abweichung von diesem gleichférmigen
Aufbau. Sie enthalten Uber 750 Neuronen und unterscheiden sich hinsichtlich der Zu-
sammensetzung der Neurotransmitter-Rezeptoren und der synaptischen Verschaltung
(Kristan et al., 1993; Szczupak et a., 1993). Diese Ganglien 5 und 6 wurden fir die
Experimente nicht verwendet.

Die Untersuchungen wurden an Retzius- und an P (pressure)- Neuronen durchgefihrt,
deren Zellkorper auf der ventralen Seite des Ganglions im anterior-medianen Paket
(Retzius-Neuronen) sowie in den beiden posterior-lateralen Paketen (P-Neuronen) lie-

gen.

2.1.2 Praparation

Der Blutegel wurde zur Isolierung der Ganglien, mit der Ventralseite nach unten, in
einer mit Wachs ausgegossenen Préparierschale fixiert. Hierzu wurde je eine Stecknadel
am Vorder- und Hinterende befestigt. Mit einer feinen Schere und unter flacher Schnitt-
fuhrung wurde der Hautmuskelschlauch und die dorsale Darmwand von anterior nach
posterior entlang der Dorsomedianlinie getffnet. Hinter dem anterioren Saugnapf wurde
mit einem tiefen, quer zur Langsachse verlaufenden Schnitt, mit einer Augenschere das
Cerebralganglion vom Rest der Ganglienkette abgetrennt. Anschlief3end wurde der ge-
offnete Hautmuskelschlauch zu beiden Seiten mit weiteren Stecknadeln aufgespannt.
Um den Blutegel vor dem Austrocknen zu bewahren sowie Darminhalt und Geweberes-
te zu entfernen, wurde das Praparat regelméldig mit Normalsalzldsung (NSL) Ubersplilt.
Die weiteren Prdparationsschritte erfolgten unter optischer Kontrolle (Binokular). Zu-
néchst musste die Uber dem Blutsinus liegende ventrale Darmwand entfernt werden,
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anschliefRend konnte der Blutsinus direkt Uber dem Ganglion mit einer Pinzette angeho-
ben und mit der Augenschere aufgeschnitten werden. Die Konnektive und Seitenwur-
zeln wurden ca. 1 bis 2 mm von der Ganglionkapsel entfernt durchtrennt und das freige-
legte Ganglion in ein Blockschalchen mit NSL Uberfihrt. Die Préparation und die Auf-
bewahrung der Ganglien sowie die Durchfiihrung der Experimente erfolgten bel Raum-
temperatur.

2.2 ldentifizierung der untersuchten Neuronen

Die Zellen wurden anhand ihrer Grof3e, Lage und elektrophysiol ogischen Eigenschaften
identifiziert. Retzius-Neuronen sind die groften Zellen im anterior-medianen Paket
(Abb. 2) und eindeutig zu identifizieren. Die P-Neuronen in den posterior-lateralen Pa-
keten fallen ebenfalls durch ihre Grof3e auf. Sie sind von den in unmittelbarer Nachbar-
schaft liegenden Leydig-Neuronen durch fehlende e ektrische Spontanaktivitét leicht zu
unterscheiden (Abb. 2).

2.3 Glasmikroelektroden zur Farbstoffinjektion

Einzelkanal-Mikroel ektroden wurden zur iontophoretischen Injektion der Fluoreszenz-
farbstoffe Fura-2 und SBFI verwendet. Sie wurden aus 15 cm langen Einzelkanal-
Glaskapillaren mit Innenfilament (Borosilikatglas, GC 150 F-15, Clark Electromedical
Instruments) hergestellt, welche auf 7,5 cm habiert und mit einem Vertika-
Elektrodenziehgerdt (PE-2, Narishige) zu zwei Mikrokapillaren ausgezogen wurden.
Die verwendeten Mikrokapillaren wurden von der hinteren Offnung iber eine Glaska-
pillare mit wassriger Farbstoff-Losung (Fura-2: 50 mM; SBFI: 25 mM) gefillt. Diese
Fullkapillare wurde an das Innenfilament der Mikroelektrode gehalten, wobei sich eine
Flissigkeitsbriicke bildete, Uber die Farbstofflosung durch Kapillarkréfte bisin die Spit-
ze der Mikroelektrode gezogen wurde. Anschlief3end wurde ein feiner Silberdraht ein-
gefihrt und die Einzelkanal-Mikroel ektrode mit Hartklebewachs (Deiberit 502, Ludwig
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Bohme KG) verschlossen. Der in NSL gemessene Widerstand dieser Glasmikroel ektro-
den lag zwischen 30 und 100 MW.

2.4 lonensensitive Mikroelektroden

lonensensitive Mikroelektroden dienen der Bestimmung intrazellulérer 1onenaktivitédten.
In dieser Arbeit wurden Mehrkanal-Mikroelektroden mit jewells einem Referenzkanal
sowie ein oder zwei ionensensitiven Kandlen verwendet (Abb. 3). Der Referenzkanal
wurde zur Bestimmung des Referenzpotentials (Eres) Mit einer hochkonzentrierten
Elektrolytlosung geflillt. In die Spitze des ionensensitiven Kanals wurde ein Sensor-
cocktail eingebracht, der aus einer organischen Fliissigmembran besteht. In dieser Flis-
sigmembran liegen Carriermolekile gel6st vor, die spezifischen lonen (Messionen) den
Eintritt aus der Versuchsldsung in die organische Phase erméglichen. Das hierbel ent-
stehende Grenzflachenpotential ist vom Eintritt der Messionen in die Fliissgmembran
abhangig und verhdlt sich proportional zum Logarithmus der Messionenkonzentration.
Da vom ionensensitiven Kanal das Summenpotential aus lonenpotential (Ejon) und Ere
gemessen wird, muss zur Ermittlung von E,on das Uber den Referenzkana bestimmte
Ereg vOm Summenpotential subtrahiert werden (Abb. 3A). Der Referenzkanal einer
Mehrkanal-Mikroelektrode ist besonders bei den in dieser Arbeit durchgefihrten intra-
zelluléren Messungen von grof3em Vortell. Das intrazellulér gemessene E,, unterschei-
det sich vom Potential der Badl6sung und verdndert sich oftmals im Verlauf der expe-
rimentellen Untersuchungen, so dass die Subtraktion vom Summenpotential kontinuier-
lich erfolgen muss. Die Zelle wird durch die Integration des Referenzkanals in einer
Mehrkanal-Mikroel ektrode weniger belastet als durch den Einstich einer weiteren Mik-
roelektrode.

lonensensitive Zweikanal-Mikroelektroden des Theta-Typs sowie ionensensitive Zwei-
bzw. Dreikanal-Mikroelektroden des gedrehten Typs wurden flr die Experimente ver-
wendet (Schlue et al., 1997; Dierkes et a., 20024). Die Sensorcocktails in den Spitzen
der ionensensitiven Kande wurden mit Elektrolytlosungen (Backfill-Losung)
Uberschichtet, die das jeweilige Mession in definierter Konzentration enthielten. In der

11
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Elektrolytldsung im Referenzkana war das Mession nicht enthalten, um mégliche Ver-
fa schungen der intrazelluléren lonenkonzentration durch einen lonenleckstrom aus dem
Referenzkanal zu verhindern. In Tabelle 1 sind die verwendeten Sensorcocktails mit den

jeweiligen Backfill- und Referenzldsungen angegeben.

Tabelle 1: Kombination der Sensor cocktails mit Backfill- und Referenzlsungen

Mession Sensor cocktail Backfill Referenz
K*-lonophor
I-Cocktail B Vainomycin (Fluka) 100 mM KCI 3 M LiAcetat
. K *-lonophor
K
Corning 477317 (potassium 100 mM KCI 3 M LiAcetat

tetrakis (p-chlorophenylborate))
Klassischer lonenaustauscher

Na’-lonophor

Na I-Cocktail A (ETH 227, Fluka) 100 mM NaCl 3MKCl
CIl*-lonophor
cr I-Cocktail A (Fluka) 500 mM KCl 3M LiAcetat
Lagerung unter Stickstoff

Bei den Na'-sengitiven Mikroelektroden wurde auf Grund der Sensitivitét des Sensorcocktails fur Li*
3 M KCI als Referenzl dsung verwendet

2.4.1 Herstellung ionensensitiver Mikroelektroden des Theta-Typs

Um ionensensitive Zweikana-Mikroelektroden des Theta-Typs herzustellen, wurden
15cm lange Theta-Glaskapillaren (TGC 150-15, Clark Electromedica Instruments)
zunéchst halbiert. Anschlief3end wurden die 7,5 cm langen Teilstlicke in dem Vertikal-
Elektrodenziehgerdét zu je zwel Mikrokapillaren mit geringem Spitzendurchmesser

(< 1mm) ausgezogen.

Da die Sensorcocktails sehr hydrophob sind und durch die wéassrige Backfill-L 6sung
von der hydrophilen Glasoberflache verdréngt werden, musste die Glasoberflache des
ionensensitiven Kanals durch Silanisierung hydrophob gemacht werden. Hierzu wurde

12
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das von Kilb (1994) modifizierte Dampfdruckverfahren nach Coles und Tsacopoulos
(1977) angewandt. Ein mit 8 Offnungen versehener Silanisierungshalter wurde auf ei-
nen mit ca. 10 ml Hexamethyldisilazan (HMDS, Fluka) gefiillten 500 ml Weithalskol-
ben aufgesetzt. In jeder Offnung befand sich jeweils eine Kantlenspitze, die tber
Schlauche mit einer Pressluftzufuhr verbunden waren. Bereits 20 Minuten vor der Sila-
nisierung wurde der Weithal skolben auf eine auf 40°C erwarmte Heizplatte gestellt, um
eine Silan-geséttigte Atmosphére zu schaffen. Um den Referenzkanal vor der Silanisie-
rung zu schiitzen, wurden die Mikrokapillaren so auf die Offnungen des Halters ge-
steckt, dass die Kanule in den Referenzkanal hineinreichte. Dieser Kana wurde wah-
rend der Silanisierung mit ca. 1,5 bar Pressluft durchstromt, wéhrend der andere Kanal
dem verdampfenden Silan ausgesetzt war. Wahrend des 90 Minuten andauernden Vor-
ganges reagieren die Silanverbindungen mit den Hydroxyl-Gruppen der Glasoberfléache,
wobei Trimethylsilanreste gebunden und die Glasoberflache hydrophob gemacht wird
(Ammann 1986). Anschlief3end wurden die Mikrokapillaren mindestens zwei Stunden
bei 200°C im Ofen erhitzt, um die Silanisierungsreaktion zu beenden. Die Lagerung der
Mikrokapillaren im Exsikkator Uber Kieselgel erméglichte die Aufrechterhaltung des
Silanisierungseffektes tber mehrere Tage hinweg.

In der vorliegenden Arbeit wurden Zweikanal-Mikroelektroden des Theta-Typs as
Na'-, CI"- sowie K*-sensitive Mikroelektroden eingesetzt, wobei die in Tabelle 1 aufge-
listeten Sensorcocktails (mit Ausnahme des K*-lonophors Corning 477317) mit den
dazugehorigen Backfill- und ReferenzlGsungen verwendet wurden. Beim Fullen der
Mikrokapillaren wurde zunachst der Sensorcocktail fiir Na'™-, CI™- oder K*-lonen in die
Spitze des ionensensitiven Kanals eingebracht. Hierzu wurde ein ausgezogener Kunst-
stoffschlauch mit der Spitze in den Sensorcocktail eingetaucht. Durch Kapillarkréfte
wurde der Schlauch mit einer geringen Menge des Sensorcocktails beladen und an-
schlieRend durch die hintere Offnung des silanisierten Kanals in die Mikrokapillare ein-
gefuhrt. Mit Hilfe einer auf das hintere Ende des Schlauchs aufgesetzten Spritze wurde
der Sensorcocktail in den silanisierten Kanal gespritzt und durch Kapillarkréfte entlang
der mittleren Trennwand in die Kanalsspitze gezogen. Nachdem der Sensorcocktail die
Spitze erreicht hatte, wurde ebenfalls mit Hilfe eines ausgezogenen Schlauchs und einer
Spritze die entsprechende Referenzlésung in den nicht silanisierten Kana gefillt. Die
Beseitigung von Luftblasen erfolgte in einem Exsikkator, wo die Elektroden einem Un-

13



Material und Methoden

terdruck ausgesetzt wurden. Schliefdlich konnte der Sensorcocktail mit der jeweiligen
Backfill-L 6sung Uberschichtet, beide Kandle mit einem chlorierten Silberdraht versehen
und mit Hartklebewachs verschlossen werden. Die chlorierten Silberdréhte, die den
Kontakt zum Messverstérker herstellten, wurden im elektrodennahen Bereich zur Isola
tion ebenfalls mit Hartklebewachs tberzogen, um mégliche Interferenzen zwischen den
beiden Elektrodenkanden zu vermeiden. Die gefillten Mikroelektroden konnten auf-
recht, mit der Spitze in NSL getaucht, Uber mehrere Tage aufbewahrt werden. Da Elek-
troden des Theta-Typs, basierend auf Corning 477317, nicht Uber einen langeren Zeit-
raum haltbar waren wurden hierfir Elektroden des gedrehten Typs eingesetzt (siehe
2.4.2).

2.4.2 Herstellung ionensensitiver Mikroelektroden des gedrehten Typs

Um ionensensitive Zweikanal-Mikroelektroden des gedrehten Typs herzustellen, wur-
den 15 cm lange Einzelkanal-Glaskapillaren (GC 150 F-15, Clark Elektromedical In-
struments) halbiert. Die 7,5 cm langen Teilstlicke wurden an Einzelkanal-Glaskapillaren
(GC 100 F-15, Clark Electromedica Instruments, gekirzt auf 6,5 cm) angeklebt, so dass
sie diese an beiden Enden um 0,5 cm Uberragten. Die Glaskapillaren wurden zum Aus-
hérten des Zweikomponentenklebers (Araldit) fur eine Stunde auf 60°C erwarmt.

Die ionensensitiven Dreikanal-Mikroel ektroden wurden mit Theta-Glaskapillaren (TGC
150-15, Clark Electromedical Instruments) hergestellt. Die Einzelkanal-Glaskapillare
(GC 100 F-15, Clark Electromedical Instruments) wurde stets an einen der beiden
Kandle der Theta-Glaskapillare geklebt, so dass dle drei Kanéle nebeneinander lagen.

Die Glaskapillaren wurden in dem Vertikal-Elektrodenziehgerét in zwei Schritten aus-
gezogen. Zundchst wurden sie im mittleren Bereich stark erhitzt, so dass durch Drehen
der unteren Halterung um 180° die Einzelkanal-Glaskapillare um die Theta
Glaskapillare gewunden wurde. Die Kapillaren wurden bel diesem Vorgang nicht mehr
als 2 mm vorgezogen. Nach einer Abkihlphase von ca. 65 Sekunden wurden die Glas-
kapillaren im zweiten Schritt vollstandig ausgezogen.

14
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Mehrkanal-Mikroelektroden des gedrehten Typs wurden nach dem Dampfverfahren
(Berridge & Schlue, 1978) silanisiert. Hierbel wurde die al's Referenzel ektrode vorgese-
hene, kiirzere Einzelkanal-Glaskapillare vor dem Silanisierungsprozess mit destilliertem
Wasser gefillt, um den Kontakt der Glasoberfldche mit dem Silan zu verhindern. Wei-
terhin besal’ die verwendete Halterung 8 Offnungen ohne Kaniile, in die nur die lange-
ren Glaskapillaren hineingesteckt werden konnten, so dass lediglich der zu silanisieren-
de, bzw. die zu silanisierenden Kandle unmittelbaren Kontakt zur Silanatmosphére hat-
ten. Alle weiteren Schritte wurden wie unter 2.4.1 beschrieben durchgeftihrt. Das destil-
lierte Wasser im Referenzkanal verdampfte wahrend der Erhitzung Uber zwei Stunden
im Ofen.

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zweikanal-Mikroelektroden des gedrehten
Typs wurden ausschlielllich mit dem K*-lonophor Corning 477317 und der in Tabelle 1
genannten Backfill- bzw. Referenzlésung geflllt. Der silanisierte Kanal der Zweikanal-
Mikroelektroden des Theta-Typs enthielt stets einen der fiir Na'-, ClI- oder K*-lonen
sensitiven Sensorcocktails, wobei zur Messung von K* der neutrale Carrier Valinomy-
cin verwendet wurde. Bei den Dreikanal-Mikroelektroden wurde stets der mittlere Ka-
nal mit dem K*-lonophor Corning 477317 gefilllt. Der duRere Kanal enthielt einen fiir
Na'-, CI'- oder K*-lonen sensitiven Sensorcocktail; der K*-sensitive Kanal wurde im-
mer mit dem K*-lonophor I-Cocktail B Vainomycin gefilllt. Die jeweilige Backfill-
Losung ist in Tabelle 1 angegeben. Als ReferenzlGsung wurde auler bei Na'-sensitiven
Mikroelektroden (3 M KCI) 3 M LiAcetat verwendet.

2.5 Eichungionensensitiver Mikroelektroden

Mit Hilfe ionensensitiver Mikroelektroden werden lonenpotentiale (E;on) gemessen, die
nach Eichung in lonenaktivitéten bzw. lonenkonzentrationen umgerechnet werden kon-
nen. Diese Berechnungen beruhen auf der Nernst- (1) bzw. Nicolsky-Eisenman-
Gleichung (3).
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| deal e Fliissigmembran-lonophore sind ausschliefdlich fir eine lonensorte permeabel, so
dass sich das Potential E, welches sich Uber der Flissigmembran einstellt, proportional
zum Logarithmus der Aktivitét dieser lonensorte (log &) verhdlt. Dieses Verhalten wird
durch die Nernst-Gleichung (1) beschrieben (Ammann, 1986):

E=E,+sloga D

Potentia der ionensensitiven Messzelle
Standardpotential

Nernst-Steigung

Aktivitdt des Messions

L e mm

Die Nernst-Steigung sist definiert durch (2):

R>T

5=2.309% ~ )
R: allgemeine Gaskonstante (8,314 Jmol *K ™)
T: absolute Temperatur
zi Wertigkeit des Messions
F: Faradaykonstante (96487 Cmol ™)

Bel einer Temperatur von 25°C betrégt die Nernst-Steigung s fir ein einfach posi-
tiv/negativ geladenes lon +/-59 mV pro Dekade. Die im Rahmen dieser Arbeit verwen-
deten Flussigmembran-1onophore wiesen jedoch Interferenzen mit anderen lonen (Stor-
ionen) auf. Daraus resultiert bei niedrigen Messionenaktivitdten eine Abweichung in der
Proportionalitdt zwischen Elektrodenpotential und dem Logarithmus der Messionenak-
tivitdt. Der Zusammenhang zwischen Elektrodenpotential, Messionen und Storionenak-
tivitdt wird durch die Nicolsky-Eisenman-Gleichung (3) beschrieben (Eisenman, 1962;
Ammann, 1986). Der potentiometrische Selektivitétskoeffizient des lonophors (k"
stellt ein Mal? fir die Bevorzugung des Messions gegentiber einem definierten Stdrion

dar.
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a,a: Aktivitét des Messions, Storions
z,z: Wertigkeit des Messions, Storions
k" potentiometrischer Selektivitatskoeffizient

Fur die hier verwendeten Fliissigmembran-1onophore wurde jeweils nur eine Storionen-
sorte angenommen. Daraus ergibt sich folgende Vereinfachung der Nicol sky-Eisenman-
Gleichung:

- (4)

J

é

[ Y ni?

Das Potential E verhdlt sich fir hohe Messionenaktivitéten proportional zum Logarith-
mus der Messionenaktivitét, so dass sich Gleichung (4) der Nernst-Gleichung (1) ann&
hert. Bei niedriger Messionen- und hoher Stérionenaktivitét nahert sich E einem kon-
stanten Wert an, der dem Potentialbeitrag der Storionenaktivitét entspricht. Der Punkt
an dem der Beitrag des Storions zum Potential E genauso grof3 ist wie der Beitrag des

Messions, ist als Detektionglimit a° der ionensensitiven Mikroelektrode definiert. Die-

ses Detektiondlimit stellt die kleinste messbare M essionenaktivitét vor dem Hintergrund
des Storions dar, das sich graphisch aus dem Schnittpunkt der beiden Asymptoten der
Eichkurve bestimmen l&sst (Abb. 4). Die rechnerische Bestimmung des Detektiondli-
mits einer ionensensitiven Mikroelektrode wird durch Gleichsetzen der Gleichungen (1)
und (4) ermdglicht:

E,=E; b a’
é LY (53)
E, +s¥oga’ = E, +s><logékip"ft (aj )zj i
é a
E. E: Potential der ionensensitiven Messzelle in Gegenwart des Messions bzw.

Storions
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Das Aufldsen der Gleichung (54) fuhrt zu:

Z

a’ =k (a, )" (5b)

Das Einsetzen von Gleichung (5b) in Gleichung (4) liefert folgende neue Gleichung (6),
nach der das Potential E dem Logarithmus der Summe von Messionenaktivitdt und De-
tektionslimit proportional ist:

E=E, +s¥og(a, +a°) (6)

Durch Umwandeln der lonenaktivitét in die lonenkonzentration ¢ (a= c>¢, g= Aktivi-

tatskoeffizient) ergibt sich:
E = E, +s40g[g, G + 9, ¢ (7

Die Gleichung (7) kann nochmals vereinfacht werden, da der Aktivitétskoeffizient g des
Messions in den Eichldsungen zwischen hoéchster und niedrigster Messionenkonzentra-
tion nur um maximal 2% variiert (siehe Kapitel 2.5.1) und das Standardpotential Ep und
die Nernst-Steigung s konstant sind.

E=E, +s4ogg, +sx¥og(c, +c?)
bzw. mit (EO +sxogg, = Eg):

E=Es+ s><log(ci +c,°) (8)

Aus den Eichkurven der ionensensitiven Mikroelektroden (Abb. 4) wurden jeweils die
maximale Steigung, die im Ideafall der Nernst’schen Steigung s entspricht, und der
Storionenbeitrag anhand des Messwertes fir die Messionen-freien Eichlésungen ermit-

telt. Die Bestimmung des Detektionglimits ¢ erfolgte aus dem Schnittpunkt der beiden

Asymptoten. Das Standardpotential E; wurde durch Iteration unter Minimierung der

Summe der quadratischen Abweichungen zwischen gemessenen und berechneten Eich-
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signalen ermittelt (Methode der kleinsten Fehlerquadrate nach Gaufd). Die Berechnun-
gen wurden mit Hilfe eines Tabellen-Kalkulationsprogramms (Excel, Microsoft) durch-
gefuhrt.

2.5.1 EichungNa'-, CI™-und K *-sensitiver Mikroelektroden

Die ionensensitiven Mikroel ektroden wurden vor und nach jeder Messung geeicht. Be-
rechnungen nach dem Debye-Hickel Formalismus (Ammann, 1986) zeigen, dass sich
die Aktivitatskoeffizienten fir Na'-lonen zwischen der hochsten und der niedrigsten
Messionenkonzentration in den verwendeten Eichlésungen um weniger als 2% andern,
obwohl die Gesamtionenstérke in diesen Eichlésungen nicht exakt gleich war. Aus die-
sem Grund konnte, ebenso wie fiir die Eichung ClI™- und K*-sensitiver Mikroel ektroden
mit Eichlésungen unveranderter lonenstarke (Tabelle 2 und 3), Gleichung 8 (Kapitel
2.5) verwendet werden.

Auf Grund der starken Interferenz des Na'-Sensors gegeniiber Ca’*-lonen wurden die
zur Eichung Na'-sensitiver Mikroelektroden hergestellten Losungen mit jeweils 1 mM
EGTA (Ethylenglykol-big[2-aminoethylether]-N,N,N’,N’ -tetraessigsiure, Sigma) und
0,73 mM CaCl, auf eine Ca®*-Konzentration von 10’ M gepuffert (Berechnung nach
Pershadsingh & McDonald, 1980). Dies entspricht in etwa der in Retzius-Neuronen
bestimmten [C&?"]; (Hochstrate & Schlue, 1994; Hochstrate et al., 1995). Die Lésungen
enthielten aulferdem einen konstanten lonenhintergrund (in mM): 80 KCI, 0,5 MgCl,
und 10 HEPES (pH-Puffer, N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsdure, Appli
Chem). Die Na'-Konzentration betrug 50, 10, 2,5 bzw 0 mM. Der pH-Wert wurde mit
KOH auf 7,3 eingestellt.
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Die Eichung Cl™-sensitiver Mikroelektroden erfolgte in Eichldsungen mit Gluconatsal-
zen der Kationen K*, Na* und Mg?". Die gewiinschte Cl™-Konzentration wurde durch
Austausch der entsprechenden Menge an K*-Gluconat gegen KCI eingestellt, wodurch
sich eine konstante Gesamtionenstérke ergab (Tabelle 2). Zur Aufrechterhaltung einer
konstanten Gesamtionenstarke in Eichlésungen fiir K*-sensitive Mikroel ektroden wurde
die NaCl-Konzentration entsprechend variiert (Tabelle 3).

Tabelle 2: Eichldsungen fur Cl'-sensitive Mikroelektroden

CI- KCI K-Gluconat
Konzentration (mM) (mM)
50 mM 50 30
10 mM 10 70
25mM 25 77,5
oOmM 0 80

Die Eichlésungen enthielten als konstanten lonenhintergrund 5 mM Na-
Gluconat, 0,5 mM Mg-Gluconat und 10 mM HEPES. Der pH-Wert wurde
mit KOH auf 7,3 eingestellt.

Tabelle 3: Eichlésungen fiir K*-sensitive Mikroelektroden

K*- KCI NaCl
Konzentration (mM) (mM)
100 mM 100 0
25mM 25 75
5mM 5 95
oOmM 0 100

Die Eichldsungen enthielten als konstanten lonenhintergrund 0,5 mM MgCl,
und 10 mM HEPES Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,3 eingestelIt.

Nur solche ionensensitiven Mikroelektroden wurden verwendet, deren Steigung im li-
nearen Messbereich mindestens 70% (CI) bzw. 75% (Na', K*) der Nernst-Steigung
betrug und deren Detektiondimit unterhalb der zu erwartenden Messionenkonzentration

lag.
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Tabelle 4 gibt die Mittelwerte fir Steigung und Detektionslimit der verschiedenen io-
nensensitiven Mikroelektroden wieder. Fir die jeweiligen Sensoren wurden keine signi-
fikanten Unterschiede zwischen Zwei- bzw. Dreikanal-Mikroelektroden gefunden, so
dass diese Werte zusammengefasst werden konnten.

Tabelle 4: Steigung (s) und Detektionslimit (C?) der verwendeten ionensensitiven Mikroelektroden

.. ... | Anzahl der o s gesamt c? gesamt
Sensitivitat Kanile s(mV) c; (mM) (mv) (mM)
-54.9 0,26
. 2 1_1,3 + 9,10 537 0,44
K n=10 n=10 +34 +0.37
(Valinomycin) -53,6 0,53 5—2’8 _n—’28
3 +472 +0,42 - -
n=18 n=18
-49,1 1,13
K+ 2 +16 +0.14 50,1 112
) n=9 n=9
(Corning 50.8 111 +23 + 0,15
477317 -9y, , _ _
) 3 +24 +0,16 n=21 n=21
n=12 n=12
-47,8 0,92
2 +34 +0,25 485 001
+ n=12 n=12
Na +5,6 + 0,28
49,2 0,89 n=27 n=27
3 +6,9 + 0,30
n=15 n=15
51,3 0,29
2 +6,4 + 0,15 528 0.27
. n=18 n=18
Cl +59 +0,16
53,6 0,26 =56 n=56
3 +5,6 +0,17
n=38 n=38

Die K" -sensitiven Zweikanal-Mikroelektroden mit Corning 477317 waren vom gedrehten Typ, wahrend
alle anderen Zweikanal -Mikroel ektroden vom Theta-Typ waren.
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2.5.2 Senditivitat des klassischen lonenaustauschers Corning 477317 fir

guater nare Ammoniumionen

Der Fliissigmembran-lonophor Corning 477317, urspriinglich als K*-Sensor hergestellt,
zeigt eine wesentlich héhere Sensitivitéat gegentiber quaterndren Ammoniumionen (Ne-
her & Lux, 1973). Diese Eigenschaft kann zur Bestimmung des relativen Zellvolumens
genutzt werden (Reuss, 1985; Ballanyi et a., 1990; Alvarez-Leefmans, 1992). In der
vorliegenden Arbeit wurde zu diesem Zweck ausschlieRlich Tetramethylammonium®
(TMA™) verwendet (siehe auch Kapitel 2.6). Zur Eichung Corning 477317 gefuillter
ionensensitiver Mikroelektroden wurden Eichlésungen hergestellt, die folgenden iona-
len Hintergrund aufwiesen (in mM): 80 KCI, 5 NaCl, 0,5 MgCl, und 10 HEPES. In die-
sen L 6sungen wurde der pH-Wert auf Grund der K*-Sensitivitét des Sensors mit NaOH
auf 7,3 eingestellt. Die TMA™-Konzentration wurde durch Zugabe von TMA-CI auf 10,
2,5 bzw. 0,5 mM eingestellt. In Abb. 5 sind Registrierbeispiele von Eichungen ionen-
sensitiver Dreikanal-Mikroelektroden dargestellt, deren mittlerer Kanal mit Corning
477317 gefullt war, wadhrend der zweite slanisierte Kanal ein Flissigmembran-
lonophor enthielt, dass entweder fir CI, K oder Na™ sensitiv war. Die in den TMA™-
Eichungen ermittelten Werte fir Steigung und Detektionslimit betrugen bei Zweikanal-
Mikroelektroden des gedrehten Typs -59,6 + 6,3 mV und 0,13 £ 0,04 mM (n=37).
Dreikanal-Mikroel ektroden wiesen das bereits von Ballanyi & Schlue (1989) beschrie-
bene Hyper-Nernst-Verhaten mit einer Steigung von —68,1 + 11,8 mV (n=69) auf und
unterschieden sich hinsichtlich dieser Eigenschaft und im Detektiondimit (0,24 +
0,14 mM) signifikant von den verwendeten Zweikanal-Mikroelektroden. Die K'-
Sensitivitét des klassischen lonenaustauschers Corning 477317 wird durch TMA™ voll-
standig unterdriickt (Abb. 6). In einer vorhergehenden Arbeit wurde gezeigt, dass be-
reits bei einer TMA™-Konzentration, die dem 2,5-fachen des TMA™-Detektionslimits der
Elektrode entspricht, der Sensor K *-insensitiv wird (Neumann, 2000).
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2.6 Messung des Zellvolumens mit Hilfe ionensensitiver Mikro-
elektroden

Die Messung des Zellvolumens mit ionensensitiven Mikroelektroden erfordert die Mar-
kierung des intrazelluldren Volumens mit einer lonensorte (Volumenmarker), deren
Registrierung durch ionensensitive Mikroel ektroden moglich ist. Um eine Fehlinterpre-
tation des lonensignals ausschlief?en zu kdnnen, missen folgende Bedingungen erfillt
sein:

- lonen, die ads Volumenmarker eingesetzt werden, sollten unter physiologischen
Bedingungen in der Zelle nicht vorkommen.

- Die Registrierung des Volumenmarkers sollte mit Hilfe eines Sensors gesche-
hen, der nur fir diese lonensorte sensitiv ist und der andere in der Zelle vor-
kommende lonensorten nicht erkennt.

- Der Volumenmarker sollte nicht in den Metabolismus der Zelle eingebunden
werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf Grund seiner bekannten hohen Sensitivitét fir qua-
ternére Ammoniumionen Corning 477317 fur die Volumenmessungen verwendet. Frii-
here Experimente zeigten, dass ionensensitive Mikroelektroden mit diesem Sensor auf
verschiedene quaterndre Ammoniumionen unterschiedlich ansprechen, wobei die Ant-
worten auf TMA”™ die groRte Stabilitat besaRen (Neumann et al., 2001). Daher wurde in
dieser Arbeit auf TMA™ as Volumenmarker zuriickgegriffen. Die Beladung der Retzi-
us-Neuronen mit TMA™ erfolgte durch die Applikation von 5 mM TMA-CI in NSL.
Anhand von Anderungen der intrazelluldren TMA*-Konzentration ([TMA'];) war es
moglich, auf relative Volumenanderungen der Zelle zu schlief3en: Ein Anstieg von
[TMA]; bedeutet eine Volumenabnahme, wahrend ein Absinken von [TMA™]; eine Vo-
lumenzunahme anzeigt. Die prozentuale Volumendnderung (DVol. in %) lasst sich aus
den TMA*-Konzentrationen unter Kontrollbedingungen ([TMA ko) und unter experi-
mentellen Bedingungen ([TMA™]gy,) wie folgt berechnen (Ballanyi et a., 1990):

TMA™ T¢on

DVol .(%) =100 -
[TMA 15

- 100 9)
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Diese Gleichung ist nur anwendbar, wenn [TMA]; ausschlieflich durch Anderungen
des Zellvolumens beeinflusst wird. Da bei den in dieser Arbeit untersuchten Neuronen
des Blutegels ein kontinuierlicher Verlust von [TMA']; auftrat, waren zusitzliche Be-
rechnungen notig. Der TMA™-Verlust der Zellen nach Wegnahme des TMA-CI aus der
Badldsung erfolgte deutlich langsamer als die TMA™-Aufnahme und konnte mit einer
Exponentialfunktion angefittet werden (Berechnung in Excel, Microsoft; Abb. 7 A).
Diese berechneten [TMA'];-Werte entsprachen der unter Annahme eines konstanten
Zellvolumens in der Zelle befindlichen [TMA™] und konnten as Kontrollwerte
([TMA*kon) verwendet werden. Das Verhdtnis [TMA*]ep / [TMA kon ligferte die
relative [TMA™]; (TMA™];q., Abb. 7 B), bel der der Verlust an TMA™ wahrend der
Messung herausgerechnet ist. Der Kehrwert von [TMA™].q. entspricht dem relativen
Zellvolumen (Vol..g ; Abb. 7 C).

2.7 Versuchsaufbau

Die Versuchsapparatur (Versuchswanne, Mikromanipulator und Messképfe der Ver-
starker) wurde zur Abschirmung von elektrischen Storeinfliissen in einem Faraday-
Ké&fig untergebracht. Nach der Voreichung der ionensensitiven Mikroelektrode wurde
ein einzelnes Blutegel-Ganglion in eine mit Sylgard (Dow Corning) ausgegossene und
mit NSL gefillte Versuchswanne (Volumen ca. 0,2 ml) Uberfthrt. Mit Hilfe von je zwel
Minutiennadeln wurde das Ganglion an beiden Konnektiven so festgesteckt, dass die
Ventralseite und somit die Zellkdrper von Retzius- und P-Neuronen nach oben wiesen.
Der Losungsaustausch fand Uber ein Perfusionssystem statt, wobei der Lésungszufluss
Uber eine Rollenpumpe (Watson-Marlow) und der Losungsabfluss Uber eine Vakuum-
kolbenpumpe (Hyflo, Medcalf Bros. LTD) erfolgte. Der Losungszufluss wurde Uber
einen Windkessel geleitet, um den Eintritt von Luftblasen in die Versuchswanne zu
vermeiden. Die Perfusionsgeschwindigkeit betrug 2,7 ml/min. Die Badldsung wurde
Uber eine Agarbriicke (3% Agar in 3 M KCI) geerdet. Die ionensensitiven Mikroel ekt-
roden wurden unter Sichtkontrolle (Binokular, Zeiss) mit Hilfe eines Mikromanipulators
(Leitz) Uber den Neuronen positioniert und eingestochen.
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Die Signale der ionensensitiven Zweikanal-Mikroelektroden wurden Uber einen Zwei-
kanal-Differenzverstarker (WPl FD 223) registriert, der zwei hochohmige Eingange
(10" W) besal?. Der ionensensitive Kanal der Mikroelektrode wurde mit dem Eingang
A; und der Referenzkanal mit dem Eingang B des Verstérkers verbunden. Durch einen
integrierten Differenzverstarker konnte Erg (Kanad B;) vom Summenpotential
(Ere + Ejon, Kanal A;) subtrahiert und E;o, ermittelt werden (Abb. 3 A). Die Messdaten
wurden erneut verstarkt und gefiltert (Zwischenverstérker, Eigenbau der Universitéats-
werkstatt), mit einer Abtastrate von 20 Hz digitalisiert (Anaog-Digital-Wandlerkarte,
PCL-812P6, Advantech) und durch einen Computer aufgezeichnet. Ere Wurde zusétz-
lich mit Hilfe eines Tintenschreiber (Gould) registriert. Bei Messungen mit ionensensi-
tiven Dreikanal-Mikroelektroden wurde ein weiterer Verstéarker (WPl Duo 773) ver-
wendet. Auf Grund der unterschiedlichen Eingangswidersténde der beiden Kandle die-
ses Verstarkers (Kanal A, hochohmig R=10" W, Kanal B, niederohmig R=10" W)
wurde Kanal B, nicht zur Korrektur des Summenpotentials auf Kanal A, um Egg heran-
gezogen. Die Summenpotentiale auf Kanal A; und A, wurden abgeleitet und Eges auf
Kana B; wurde vom Aufzeichnungscomputer von beiden Potentialen subtrahiert (Abb.
3 B). Ansonsten erfolgte die Aufzeichnung der Messdaten entsprechend derjenigen io-
nensensitiver Zweikanal-Mikroelektroden. Die Konvertierung der Messdaten in ein
Format, das in das Tabellenkalkulationsprogramm Excel (Microsoft) eingelesen werden
konnte, wurde mit Hilfe eines Datenwandlungsprogramms durchgefiihrt (E. von Berg,
Institut fir Neurobiologie, Universitét Disseldorf).

2.8 Mikrofluorimetrische M essungen

Die selektive Bindung von lonen an Fluoreszenz-Farbstoffe bietet neben der Methode
der ionensensitiven Mikroelektroden eine weitere Mdglichkeit, um intrazellulédre freie
lonenkonzentrationen zu bestimmen. Dieses Messprinzip beruht auf der Anderung der
Extinktions- bzw. Emissionsspektren in Abhangigkeit von der Bindung bestimmter lo-
nen (Tsien, 1989). Die intrazelluldre Ca®*-Konzentration ([Ca’*];) wurde mit dem Fluo-
reszenzfarbstoff Fura-2 (Molecular Probes; Grynkiewicz et al., 1985) und [Na']; mit
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Hilfe des Fluoreszenz-Farbstoffes SBFI (sodium-binding benzofuran isophthaate, Mo-
lecular Probes; Minta& Tsien, 1989) bestimmt.

2.8.1 Messung von [Ca*"]; mit Fura-2

Die Bindung von Ca®" an Fura-2 folgt einer 1:1 Stéchiometrie und bewirkt eine Ver-
schiebung des Extinktionsspektrums in den kurzwelligeren Bereich. Die Ratio-Methode
nutzt diese Eigenschaft, um aus dem Verhdtnis (Ratio) der Fluoreszenzintensitéten bei
zwei verschiedenen Wellenlangen [C&?]; zu ermitteln (Grynkiewicz et a., 1985). Im
Gegensatz zu mikrofluorimetrischen Messungen mit nur einer Anregungswellenlédnge
eignet sich die Ratio-Methode besonders fiir physiologische Untersuchungen, da [Ca®"];
unabhéangig von der Farbstoffkonzentration und verschiedenen apparativen Parametern
bestimmt werden kann. Experimentelle Schwankungen, welche die Fluoreszenzemissi-
on bei beiden Anregungswellenldngen gleichermal3en beeinflussen, beispielsweise ein
Ausbleichen des Farbstoffs, werden bei der Ratio-Methode umgangen. Der Farbstoff
wird aternierend mit zwei Wellenldngen (1 1 und | ) angeregt, wobei mit | ;=340 nm
vorwiegend die Ca*-beladene und mit | ;=380 nm die Ca?*-freie Form des Farbstoffs
angeregt wird. [Ca®'] wird aus dem Verh&ltnis der beiden Fluoreszenzintensitaten (Fy
und R, R=F/F,) bestimmt. F; und F lassen sich durch folgende Gleichungen beschrei-
ben (Grynkiewicz et al., 1985):

FL =S¢ + §, G, (10)
F, =5, % + 5,6, (11)
Cr, Cp: K onzentration des Ca?*-freien, Ca?*-bel adenen Farbstoffs

S, So: Proportionalitétsfaktoren (apparative Parameter, physikalische Farbstoffpa
rameter) des Ca’*-freien Farbstoffs bei Anregung mit |  bzw. | »
So1, St Proportionalitétsfaktoren des Ca’*-beladenen Farbstoffs
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Die Konzentrationen ¢ und ¢, sind (iber die Dissoziationskonstante (K¢) des Ca®*-Fura-
2-Komplexes mit [Ca’"] verkniipft:

Cy ><[Ca2+ ]

Cp < (12)
d

Durch Einsetzen von Gleichung (12) in Gleichung (10) und (11) ergibt sich fir das Ver-
haltnis R=F,/F, folgender Zusammenhang:

, SwuA{ca”]

Si1 m
R= - (13)
S, Ca® |
St K
d
Die Auflésung nach [Ca?] ergibt Gleichung (14):
_Sn
S, S
[Ca2+] =K, % f2 Of2 (14)
Sp1 "R Sh2
S

Das Verhdtnis $1/S, stellt den minimalen Wert fir R (Rmin) dar, der sich bel volliger
Abwesenheit von [Ca’™] einstellt. Sui/Sy, stellt den maximalen Wert fir R (Rma) dar,
der sich bei vélliger Ca?*-Séttigung von Fura-2 einstellt. Auf dieser Grundlage ergibt
sich:

S
mn ., f2 (15)

Die Werte fUr Rpyin, Rmax Und Sio/Sp; wurden durch eine in-vitro-Eichung bestimmt
(Hochstrate et al., 1995) und fur Kq wurde ein Literaturwert (Grynkiewicz et al., 1985)
verwendet. Folgende Kalibrierungsfaktoren wurden erhalten:

Rmin=0,27 , Rmax=7,56 , Sro/Spo=11,3 , Kg¢=135nM
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Abb. 8 A zeigt die Anregungsspektren der Ca*-freien und der Ca*-geséttigten Form
des Farbstoffs. Der Zusammenhang zwischen R und [Ca?] ist in Abb. 8 B dargestellt.

2.8.2 Messung von [Na']; mit SBFI

Der Fluoreszenzfarbstoff SBFI wurde zur mikrofluorimetrischen Bestimmung von
[Na']; verwendet. Die Bindung von Na' an den Farbstoff folgt einer 1:1 Stéchiometrie.
Das Emissionsspektrum von SBFI verschiebt sich durch die Bindung von Na' zu kiirze-
ren Wellenlangen. Auch die SBFI-Fluoreszenz wurde anhand der Anderung im Anre-
gungsspektrum nach der Ratio-Methode ausgewertet. Die Anregung erfolgte ebenfalls
bei den Wellenlangen | ;=340 nm und | ;=380 nm. Fiir [Na'] ergibt sich entsprechend zu
Gleichung (15):

R- R.. S
[Na™ ]z K xo om0 2 (16)
Rmax = R sz

Da sich die in vitro-Eichung von SBFI nicht auf die intrazelluléren Verhaltnisse Uber-
tragen (Dierkes et a., 1996) lief3, wurde das bei Retzius-Neuronen gemessene Fluores-
zenzsignal anhand von Messungen der [Na']; mittels ionensensitiver Mikroelektroden
geeicht. Zu diesem Zweck wurden Werte fir R unter identischen Versuchsbedingungen
ermittelt wie Werte fiir [Na']; mit ionensensitiven Mikroelektroden. Als Eichparameter
wurden folgende Werte verwendet:

Rmin=0,68 , Rmax—=2,18 , Sl Spp=4,72 , Kg=17 mM
Fur die iontophoretische Injektion von SBFI wurden Elektroden mit einem grof3eren
Spitzendurchmesser verwendet als fir die Injektion von Fura-2, da die mit SBFI gefll-
ten Elektroden leichter verstopften und der Injektionsstrom schnell abnahm.
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2.8.3 Mikrofluorimeter

Die Fluoreszenzmessungen wurden mit einem kommerziellen Mikrofluorimeter (Del-
tascan 4000; PTI, Photon Technology International) durchgefiihrt. Das Licht aus einer
Xenon-Kurzbogenlampe (Ushio, UXL-75XE; 75 W) wurde mit Hilfe einer rotierenden
Sektorenscheibe (Chopper) alternierend auf zwei Gitter-Monochromatoren (PTI Model
01-001; 1200 Furchen/mm) geleitet und in seine spektralen Anteile zerlegt. Uber einen
Quarzlichtleiter gelangte Licht der gewinschten Anregungswellenldngen in den Epi-
fluoreszenzeingang eines inversen Mikroskops (Diaphot-TMD, Nikon) und Uber das
Objektiv (Nikon, Fluor 40 Ph3DL, 40-fach) auf das Ganglion im Versuchsbad, das sich
auf dem Kreuztisch des Mikroskops befand. Das emittierte Fluoreszenzlicht wurde tber
das Objektiv zu einem Sperrfilter (Nikon, BA 510/540) geleitet, der das Anregungdlicht
herausfilterte und gelangte schliefdlich zum Photomultiplier (PMT 4000, PTI). Das Sg-
nal des Photomultipliers wurde zur Datenerfassung und Datenauswertung an einen
Computer (Software PTI) weitergeleitet. Die Frequenz der Abtastrate von R (F1/F,) be-
trug 1 Hz.

2.8.4 Durchfuhrung mikrofluorimetrischer Messungen

Die Ganglien wurden mit einem Halter fixiert bei dem mit Hilfe von zwei, flach auf
eine 10 x 5 mm grof3e Deckglasscheibe (Dicke: 0,15 mm) aufgeklebten Minutiennadeln
die Konnektive so eingeklemmt wurden, dass die Ventral seite des Ganglions nach oben
wies. Die iontophoretische Injektion des Farbstoffs mit den unter 2.3 beschriebenen
Einzelkanal-Mikroelektroden erfolgte unter optischer Kontrolle mittels hyperpolarisie-
render Strome (lontophorese-Verstérker L/M-1, List). Anschlief?end wurde der Halter
mit dem Ganglion in das Versuchsbad des Mikrofluorimeters Uberfihrt, das zum L6-
sungsaustausch an ein gravitationsgetriebenes Perfusionssystem angeschlossen war. Der
Arbeitsabstand zum Objektiv betrug 300 mm.
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2.9 Messung des Zellvolumens mit Fura-2

Bei Messungen von Zellvolumendnderungen mit Fura-2 diente der Fluoreszenzfarbstoff
als Volumenmarker (Mualem et a., 1992; Dierkes, 1998). Die Fluoreszenzanregung
erfolgt bel dieser Methode am Isofluarpunkt (360 nm), der den Schnittpunkt der Anre-
gungsspektren der Ca®*-freien und der Ca?*-geséttigten Form von Fura-2 darstellt (Abb.
8 A). Am Isofluarpunkt ist die Fluoreszenzemission unabhéngig von der Konzentration
des bindenden lons, jedoch abhéngig von der Farbstoffkonzentration. Veranderungen
der Fluoreszenzemission am Isofluarpunkt spiegeln demnach Verdnderungen in der
Farbstoffkonzentration (V olumenmarkerkonzentration) wider. Diese Methode erfordert
eine Optik mit hoher Auflésung, so dass die Messung der Fluoreszenzemission auf ein
kleines Areal beschrankt bleibt. Innerhalb dieses Areals entspricht eine Abnahme der
Fluoreszenzemission einer Volumenzunahme (Wasseraufnahme) und umgekehrt eine
Zunahme in der Fluoreszenzemission einer Volumenabnahme (Wasserabgabe). In die-
sem Aredl ist die Fluoreszenzemission umgekehrt proportional zur Volumenanderung.
Zur simultanen Messung von Volumenanderungen und [Ca®']; wurde Fura-2 mit den
Weéllenlangen 360 nm bzw. 340 und 380 nm alternierend angeregt.

2.10 Versuchsldsungen und Pharmaka

Die Versuchddsungen wurden mit Hilfe von Stammlésungen (NaCl, KCI, MgCl,,
CaCl; und TMA-CI) hergestellt, deren Konzentration jeweils 1 M betrug. Zusétzlich
wurden eine 0,2 M HEPES- und eine 0,5 M NMDG-CI (N-Methyl-D-Glucamin-OH +
HCI)-Stammldsung verwendet. Zur Herstellung der NMDG-CI-Stammldsung wurden
NMDG-OH und HCI zu gleichen Teilen gemischt. Der pH-Wert 7,4 wurde bei Na'-
haltigen Losungen mit NaOH und bei Na'-freien Losungen mit NMDG-OH eingestelt.
Alle Losungen wurden mit demineralisiertem Wasser angesetzt (Entsalzungsanlage:
Millipore, spezifischer Widerstand: 18 MWsem) und mit 10 mM HEPES gepuffert. Die
Versuchg 6sungen wurden mit Hilfe eines Osmometers (Gonotec Osmomat 030) hin-
sichtlich ihrer Osmolalitét tberwacht.
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Die Normalsalzlésung enthielt die Chloridsalze folgender Kationen (in mM): 85 Na’,
4K* 2 Ca* und 1 Mg®. Die Osmolalitét betrug 192,6 mOsm/kg. In der Na'-freien
Losung war NaCl durch NMDG-CI ersetzt. Um Cl'-freie Losung herzustellen, wurden
Gluconatsalze anstelle der Chloridsalze verwendet. Da Gluconate divalente Kationen
wie Mg®* oder Ca®* binden, wurde zur Aufrechterhaltung einer konstanten Osmolalitét
zusétzlich 5 mM Na-Gluconat hinzugegeben. Die CI'-freie Losung war folgendermalien
zusammengesetzt (in mM): 90 Na', 4 K*, 2 Ca?* und 1 Mg*"; die Osmolalitat der Lo-
sung betrug 192 mOsm/kg. In Ca’*-freier Lésung war das CaCl, durch 5 mM EGTA
ersetzt. Die Zusammensetzung der Versuchs dsungen mit veranderter K*-Konzentration
ist in Tabelle 5 wiedergegeben. Bei Lésungen mit erhohter K*-Konzentration wurde zur
Aufrechterhaltung einer konstanten Osmolalitét ein entsprechender Anteil von NaCl
durch KCl ersetzt, wahrend bei der K*-freien Losung NaCl um 4 mM erhoht wurde.

Tabelle 5: Zusammensetzung der Versuchslésungen mit veranderter K*-Konzentration

K* (mM) - 10 | 12 | 15 | 18 | 20 | 30 | 40 | 89
NaCl(mM) | 89 | 79 | 77 | 74 | 71 | 69 | 59 | 49 -
KCl(mM) | - 10 | 12 | 15 | 18 | 20 | 30 | 40 | 89

MgCl, (mM)| 2 2 2 2 2 2 2 2 2

CaCl, (mM) | 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur Beeinflussung verschiedener Rezeptoren unter-
schiedliche Pharmaka eingesetzt (Tabelle 6), von denen lediglich Kainat und Glutamat
aus einer wassrigen Stammldsung (25 mM und 1 M) zu den Versuchds dsungen hinzupi-
pettiert wurden, wahrend alle weiteren Agonisten bzw. Antagonisten abgewogen und in
den Versuchsldsungen direkt gel st wurden.
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Tabelle 6: Pharmake zur Beeinflussung von Rezeptoren

Substanz Wirkung; vollstandiger Name Quéle

Physiologischer Agonist glutamaterger Rezeptoren; ,
L-Glutamat L-Glutaminsaure Natriumsalz Sigma

Agonist glutamaterger Rezeptoren vom AMPA/Kainat-Typ; | Sigma,

Kainat 2-Carboxy-3-carboxymethyl-4-isopropenylpyrrolidin Tocris
Agonist glutamaterger Rezeptoren vom AMPA-Typ; .
(S-AMPA (S)-a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-isoxazol-4-propionsaure Tocris
(RS)- Agonist glutamaterger Rezeptoren vom AMPA-Typ;
Willardiine (RS)- a(Amino)-3,4-dihydro-2,4-dioxo- Tocris
1(2H)pyridinpropionséure
SYM 2081 Agonist glutamaterger Rezeptoren vom Kainat-Typ; Tocris

(25,4R)-4-Methylglutaminsdure

physiologischer Agonist von 5-HT-Rezeptoren,;
5-HT 3-(2-Aminoethyl)-5-hydroxyindol (5-Hydroxytryptamin, | Sigma
Creatinsulfat-K omplex, anderer Name: Serotonin)

Antagonist glutamaterger Rezeptoren vom AMPA/K ainat-

Typ; 6,7-Dinitroquinoxalin-2,3-dien Tocris

DNQX

d-Tubocurarin nikotinischer Antagonist (Chloridsalz) Sigma

2.11 Auswertung der Daten

Die Daten wurden als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Die Signifikanz
der Ergebnisse wurde mit Hilfe des t-Tests nach Sudent Uberprift, der mit Hilfe des
Tabellenkalkulationsprogramms Excel durchgefihrt wurde. Das Signifikanzniveau
wurde zu p£0,05 (hochsignifikant p£0,01) festgelegt. Die Standardabweichungen in den
lonenbilanzen wurden folgendermal3en berechnet: Die Varianzen der Standardabwei-
chungen der einzelnen Mittelwerte wurden gebildet. Die Wurzel aus der Summe der

Varianzen entsprach der gesamten Standardabwei chung.

Da die Messungen mit ionensensitiven Dreikanal-Mikroelektroden eine simultane Be-
stimmung des Zellvolumens und einer intrazelluldren lonenkonzentration ermdglichten,
war es mdglich zu priifen, ob eine Anderung der Ionenkonzentrationen auf einen lo-
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nentransport in bzw. aus dem Cytosol heraus beruhte oder auf der Aufnahme bzw. Ab-
gabe von Wasser. Die Messwerte der intrazelluléren lonenkonzentrationen wurden mit
den Werten fir Vol..¢. multipliziert. Hieraus ergaben sich intrazelluldre lonenkonzentra-
tionen unter Annahme eines konstanten Zellvolumens. Eine Abweichung dieses Produk-
tes von den Messwerten der intrazelluldren lonenkonzentrationen lief3 auf einen lo-

nentransport schlief3en.
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3. Ergebnisse

3.1 Membranpotential und intrazellulare lonenkonzentrationen im
Ruhezustand

Durch den Einstich der Elektrode wurde die Plasmamembran der Zellen verletzt, so
dass unmittelbar nach dem Eingtich stets eine Verschiebung des Membranpotentials zu
weniger negativen Werten auftrat. Ebenso erfolgte ein Anstieg der intrazelluldren
lonenkonzentrationen von CI” und Na™ ([Cl]; und [Na'];) sowie ein Abfal der
intrazelluldren lonenkonzentration von K* ([K™];). Diese Anderungen waren jedoch
transient und wurden nach enigen Minuten wieder zurlickreguliert. Sobald dieser
Einheilungsprozess der Elektrode abgeschlossen war und Membranpotential sowie
intrazellulére lonenkonzentrationen konstante Werte erreicht hatten, wurden das
Membranruhepotential  (Emrure) Und die Ruhewerte von [Cl]i, [Na]li und [K™];
bestimmt. Anschlief3end erfolgte die Beladung der Neuronen mit dem Volumenmarker
TMA™ durch Umspiilen des Ganglions mit 5mM TMA-CI in NSL (Abb. 7).

3.1.1 Retzius-Neuronen

Mit Zweikanal-Mikroel ektroden wurde im Mittel ein Eqrune VON -48,8 £ 9,9 mV (n=75)
bestimmt. Mit Dreikanal-Mikroelektroden wurde ein Wert von -46,4 + 8,9 mV (n=78)
ermittelt. Beide Werte unterschieden sich nicht signifikant voneinander. Insgesamt
ergibt sich daraus fir Retzius-Neuronen ein mittleres Enrune VON -47,5 £ 95 mV
(n=153).

Die intrazelluldren Konzentrationen von CI', Na” und K* wurden mit ionensensitiven
Zweikanal und Dreikanal-Mikroelektroden bestimmt, wobei zur Ermittlung von [K™];
sowohl der klassische lonenaustauscher Corning 477317 als auch der neutrale Carrier
Valinomycin herangezogen wurden. Die mit den beiden Elektrodentypen erhaltenen
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Messwerte unterschieden sich nicht signifikant von einander und konnten daher
insgesamt gemittelt werden. Auch die mit den zwei verschiedenen K™*-Sensoren

ermittelten Werte fur [K™]; wichen nicht signifikant voneinander ab (Tabelle 7).

Tabelle 7: [CIT;, [Na']; und [K™]; von Retzius-Neuronen unter Ruhebedingungen

Zwekanal-Elektroden | Dreikanal-Elektroden | Gesamt
[CI; 76 10,4 10,1
(mM) +0,8 +3,8 +3,7
n 4 29 33
[Na']; 75 10,0 9,1
(mM) +3,2 +2,6 +3,0
n 5 9 14
[K™]i Corning 477317 87,7 88,9 88,3
(mM) + 18,6 +194 + 18,6
n 11 12 23
[K™]i Vainomycin 69,3 84,5 80,5
(mM) + 10,6 +16,4 + 16,6
n 6 14 19

Mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffs SBFI wurde fur [Na']; ein Ruhewert von 6,6 + 1,6
mM (n=4) ermittelt, welcher sich nicht signifikant von dem mit ionensensitiven
Mikroelektroden ermittelten Wert unterschied. Der Ruhewert der intrazelluléren Ca?'-
Konzentration ([Ca®];) wurde mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffs Fura-2 zu 65 +
26 nM (n=11) bestimmt.

3.1.2 P-Neuronen

Die elektrophysiologischen Messungen bei P-Neuronen wurden ausschliefdich mit Hilfe
von ionensensitiven Zweikanal-Mikroelektroden durchgefiihrt, da sich diese Zellen im
Unterschied zu Retzius-Neuronen vom Einstich einer Dreikanal-Mikroelektrode nicht
oder nur sehr langsam erholten. Dies wurde daran deutlich, dass durch den
Elektrodeneinstich hervorgerufene Anstiege in [Na']; oder Abféle in [K™]; nicht oder
nur unvollstandig zuriick reguliert wurden. [K']; wurde ausschlielich mit dem
neutralen Carrier Vainomycin bestimmt. Das Enrune betrug bei P-Neuronen -53,2 +
8,6 mV (n=49). Die Ruhewerte fir [CIT;, [K™]; und [Na']; lagen bei 12,6 + 2,6 mM
(n=20), 67,7 + 21,8 MM (n=6) und 9,6 + 3,2 MM (n=13).
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3.2 Beladung der Neuronen mit dem Volumenmarker TMA”®

3.2.1 TMA"-Aufnahme

Alle bislang untersuchten Neuronen des medizinischen Blutegels sind in der Lage,
TMA™ aus der Badlosung aufzunehmen (Neumann et al., 2001). Die Ermittlung der
TMA™-Aufnahmerate erfolgte im linearen Bereich des [TMA']i-Anstiegs (Abb. 7). Bei
Retzius-Neuronen betrug die mittlere TMA™-Aufnahmerate, bestimmt mit ionensensi-
tiven Zweikanal-Mikroelektroden, 0,32 + 0,26 mM/min (n=27). Ein identischer Wert
wurde mit ionensensitiven Dreikanal-Mikroelektroden bestimmt: 0,30 + 0,19 mM/min
(n=62). Hieraus ergab sich ein Mittelwert von 0,31+ 0,21 mM/min (n=89). Die bei
P-Neuronen ermittelte TMA™-Aufnahmerate von 0,51+ 0,31 mM/min (n=7) war
signifikant hoher als bei Retzius-Neuronen.

3.2.2 Einfluss der TMA™-Beladung auf [CIT;, [K']; und [Na']; sowie auf das

Membranpotential

Um zu Uberpriifen, ob die TMA*-Aufnahme der Zellen Einfluss auf [ClT;, [K']; und
[Na']; ausibte, wurden in den Messungen mit Dreikana-Mikroelektroden die
intrazellularen 1onenkonzentrationen nach jeweils 5-miniitiger TMA*-Beladung mit den
entsprechenden K onzentrationen zu Beginn der TMA™-Beladung verglichen (Tabelle 8).
Eine Beeinflussung der |onenpotentiale (E;qn) durch die TMA*-Aufnahme der Zellen lag
nur beim Sensor Corning 477317 (Ec) vor. Alle anderen Eo, zeigten keine oder
vernachlassigbare Anderungen, so dass ein Effekt der steigenden [TMA™]; auf [ClT;,
[K™]i oder [Na']; ausgeschlossen werden konnte. Abb. 9 zeigt die TMA™-Beladung von
Retzius-Neuronen anhand typischer Registrierbeispiele mit ionensensitiven Dreikanal-
Mikroelektroden. Das E,, der einzelnen Retzius-Neuronen reagierte auf die Applikation
von TMA™ sehr unterschiedlich (Abb. 9 C, 10 A-C). Die Membranantwort fiel in den
meisten Fdlen mehrphasisch aus. Meist folgte auf eine schnelle, transiente
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Depolarisation eine langanhaltende De- oder Hyperpolarisation. Die Auspragung der
Antwortkomponenten war sehr variabel, so traten gelegentlich nur transiente bzw.
anhaltende Komponenten auf (Abb. 10 C). Die Anderungen waren jedoch stets
reversibel, denn nach Beendigung der TMA™-Beladung kehrte E,, immer auf den
vorherigen Wert zuriick. Somit konnte ein langanhaltender Effekt der TMA*-Beladung
auf die physiologischen Eigenschaften von Retzius-Neuronen ausgeschlossen werden.

Tabelle 8: D[CI];, D[K]; und D[Na"]; nach 5-minitiger TMA*-Beladung

D[TMA™i (mM) | DE;, (mV)
D[CI]; -14 1,02 04
(mM) +3,0 +0,72 +4,6
n 25 25 25
DIK i 2,1 1,15 -14
(mM) +39 + 0,68 +52
n 9 9 9
DINa']; 1,9 0,97 2,7
(mM) +19 + 0,57 +34
n 11 11 11
Angegeben sind auRerdem die jeweils simultan bestimmten Anderungen von
[TMA™]; und Ej,

Bei P-Neuronen erreichte [TMA™]; nach 5-miniitiger TMA*-Beladung durchschnittlich
1,93 + 1,24 mM (n=9). Sie zeigten im Vergleich zu Retzius-Neuronen jedoch nur eine
geringe Membranpotentialantwort auf die Applikation von TMA®. Meist trat nur eine
kleine transiente Anderung des E, auf (Abb. 10 D). Im Mittel war E,, nach 5-minitiger
TMA™-Beladung praktisch unverandert (0,6 + 3,0 mV; n=9). Die Wirkung der TMA'-
Beladung auf die intrazellularen Konzentrationen von CI°, K™ und Na" wurde bei P-
Neuronen nicht untersucht. Die geringen Anderungen im Ey, lassen jedoch vermuten,
dass diese Parameter wahrend der Beladung nicht beeinflusst wurden.

3.3 Wirkungvon 5-HT auf Zellvolumen, intrazellulére onenkonzen-

trationen und E,,

5-HT ist ein wichtiger Neurotransmitter sowohl bel Vertebraten als auch bel Invertebra-
ten. Bei Vertebraten werden einige grundlegende Eigenschaften wie Blutdruck, Korper-
temperatur, Schlaf-Wach-Rhythmik und Nahrungsaufnahme von 5-HT moduliert
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(Schloss & Williams, 1998). Beim Blutegel beeinflusst 5-HT unter anderem das
Schwimm- und Fressverhalten (Lent & Dickinson, 1984). Die Wirkung von 5-HT wird
durch mehrere unterschiedliche Rezeptoren vermittelt, die sich in 7 Hauptgruppen
(5-HT; - 5-HTy) aufteilen lassen (Humphrey et a., 1993). Mit Ausnahme des ionotro-
pen 5-HTs-Rezeptors gehdren die 5-HT-Rezeptoren zu den metabotropen Rezeptoren.
Bei Retzius-Neuronen sprechen pharmakologische Befunde fur metabotrope 5-HT,-
Rezeptoren (Lucht, 1997), die in der Regel Uber ein G-Protein die Phospholipase C &k-
tivieren, die ihrerseits durch Spaltung von Phosphatidylinositol zur Aktivierung der Pro-
teinkinase C (PKC) fihrt (Brown et al., 1984). Bei P-Neuronen wurden neben 5-HT,-
Rezeptoren auch die ebenfalls metabotropen 5-HT1-Rezeptoren postuliert (Lucht, 1997),
die Uber ein G-Protein die Adenylatcyclase sowohl hemmen (5-HT5.¢) as auch aktivie-
ren konnen (5-HT14. Humphrey et al. 1993).

Bei Retzius-Neuronen fuhrt 5-HT zu einer Hyperpolarisation, die auf einer Aktivierung
von Cl’-Kanden beruht (Munsch & Schlue, 1993). Bel P-Neuronen induziert 5-HT
sowohl die Aktivierung von Cl’-Kanédlen a's auch die von unsel ektiven Kationenkandlen
(Drapeau & Sanchez-Armass, 1988; Lucht, 1997). In den folgenden Experimenten
wurde die Wirkung von 5-HT auf das Zellvolumen von Retzius- und P-Neuronen

untersucht.

3.3.1 Retzius-Neuronen

Die Wirkung von 5-HT auf das Zellvolumen, [CI];, [K™];, [Na']i und Ey, ist in Abb. 11
anhand typischer Registrierbeispiele von Messungen mit ionensensitiven Zweikanal-
Mikroelektroden dargestellt. Die 1-minitige Applikation von 5 mM 5-HT beeinflusste
das Zelvolumen nicht und rief nur geringe Anderungen in den intrazelluldren
lonenkonzentrationen hervor. Die Wirkung von 5-HT auf das E,, war uneinheitlich.
5-HT loste abhangig vom Emrune Und dem CI-Gleichgewichtspotential (Eq) der Zellen
entweder eine Depolarisation oder eine Hyperpolarisation aus, wobei E,, meist in
Richtung von Eq verschoben wurde (Abb. 12). Auf die Applikation von 0,5 mM 5-HT
reagierten 7 von 18 Zellen mit einer Depolarisation (2,2 + 1,6 mV), die tbrigen mit
einer Hyperpolarisation (-4,4 + 3,9 mV; n=11). Be Applikation von 5 mM 5-HT
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ergaben sich sehr @hnliche Verhdtnisse: 7 von 19 Zellen depolarisierten (3,6 + 2,8 mV)
und 12 Zellen hyperpolarisierten (-5,5 = 2,6 mV; n=12). Tabelle 9 fasst die Wirkung

von 5-HT auf das Zellvolumen und die intrazellul &ren |onenkonzentrationen zusammen.

Tabelle 9: Wirkung von 5-HT auf Zelvolumen, [CI;, [Na']; und [K*]; bei Retzius-Neuronen

5-HT (mM) | DVol..g. (%) | D[CIT; (mM) | DINa']; (mM) | DK™ (mM)
-0,9 -1,4 -0,1 0,9
0,5 +0,8 +1.2 +0,3 +0,7
n=3 n=6 n=3 n=6
-1,8 -0,6 0,4 2,2
5 +6,6 +11 +0,8 +0,3
n=3 n=4 n=4 n=4

Lediglich die [K™];-Anderungen unterschieden sich in Abhangigkeit der Konzentration
signifikant voneinander.

3.3.2 P-Neuronen

Die Messungen zur Wirkung von 5-HT auf
lonenkonzentrationen und E,, bei P-Neuronen wurden aus den unter 3.1.2 erwéhnten
Grinden ausschliefdlich mit ionensensitiven Zweikanal-Mikroelektroden durchgefihrt.
5-HT hatte in einer Konzentration von 0,5 mM nahezu keinen Effekt auf die genannten

Parameter (siehe Tabelle 10), bewirkte jedoch in einer Konzentration von 5 mM eine

Zéellvolumen, intrazelluléare

deutliche Volumenzunahme sowie markante Anderungen von [CI];, [Na'];, [K']i und
Em In Tabelle 10 ist die Wirkung von 5-HT auf Zellvolumen, [CI;, [Na'];, [K™]i und
Enmn zusammengefasst.

Tabelle 10: Wirkungvon 5 mM 5-HT auf Zellvolumen, [CI'];, [Na'];, [K*]; und E,, bei P-Neuronen

5-HT (mM) | DVol.;g. (%) | D[CI];(mM)| D[Na']; (mM) | DIK*]; (mM)| DEq, (MmV)
-1,0 0,0 0,1 -0,5 1,3
0,5 +14 +0,8 +0,0 +19 +17
n=4 n=10 n=2 n=3 n=21
40,5 15,8 92,4 -55,0 45,2
5 + 4,6 + 4,6 + 32,2 +16,1 + 8,7
n=5 n=12 n=8 n=8 n=40
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Abb. 13 zeigt typische Registrierbeispiele der Wirkung von 5 mM 5-HT auf
Zellvolumen, intrazellulére 1onenkonzentrationen und Ep, bei P-Neuronen. Die 5-HT-
induzierte Membranpotentialanderung erfolgte haufig mehrphasisch, wobel sich einer
anfanglichen, stark ausgepragten Depolarisation (siehe Tabelle 10) bel 17 von 40 Zellen
eine Nachhyperpolarisation anschloss (-9,7 + 8,0 mV, n=17). Die frihe Depolarisation
erfolgte haufig biphasisch, indem sie von einer kleinen transienten Repolarisation
unterbrochen wurde. Die Zellen depolarisierten maximal auf einen ErWert (Emmax)
von -6,6 + 6,7 mV (n=40) und hyperpolarisierten danach auf -58,8 + 7,7 mV (n=17).
Aus Abb. 13 geht weiterhin hervor, dass die Repolarisation und die sich anschlief}ende
Hyperpolarisation mit dem K*-Gleichgewichtspotential (Ex) anndhernd (iberein-

stimmten.

Da die 5-HT-induzierten [Na'];-Anderungen eine sehr groRe Streuung aufwiesen und
5mM 5-HT bei P-Neuronen einen deutlichen [Ca®']i-Anstieg induzierten (Dierkes,
1998), konnte zun&chst nicht ausgeschlossen werden, dass die ermittelten lonen-
potentiale durch eine Ca®*-Interferenz des Sensors beeinflusst wurden. Um dies zu
priifen, wurden die 5-HT-induzierten Verdnderungen in [Na']; zusitzlich mit dem Na'-
Indikator SBFI bestimmt. Hierbei ergab sich ein [Na']i-Anstieg von 79,9 + 12,6 mM
(n=4), welcher sich von den Ergebnissen mit ionensensitiven Mikroelektroden nicht
signifikant unterschied. Weiterhin konnte in Kontroll-Experimenten mit ionensensitiven
Mikroelektroden eine Ca’*-Interferenz mit dem Na'-Sensor ausgeschlossen werden.
Eine Erhohung der extrazelluldren K*-Konzentration von 4 auf 89 mM (Na" vollstandig
durch K* ersetzt) induziert einen [Ca’*]i-Anstieg, der mit der Wirkung von 5 mM 5-HT
vergleichbar ist (Dierkes, 1998). Die einminitige Applikation von 89 mM K*
verursachte einen Abfall im lonenpotential der Na'-sensitiven Mikroelektrode, der eine
[Na']i-Abnahme widerspiegelt (Abb. 14). Eine Ca®*-Interferenz wiirde dagegen einen
Anstieg des lonenpotential s verursachen.

Da die verwendeten ionensensitiven Zweikana-Mikroelektroden eine gleichzeitige
Bestimmung des Zellvolumens und einer intrazelluléren lonensorte nicht zulief3en,
wurde zur Volumen-Korrektur der gemessenen Konzentrationsanderungen eine aus 5
Volumenmessungen gemittelte Spur verwendet (Abb. 13). Nach Korrektur der
Konzentrationswerte um die maximale Volumendnderung dieser Spur (39 %) ergaben
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sich fur [CI7;, [K']i und [Na']; folgende Anderungen: 26,6 + 6,5 mM (n=12), -52,1 +
16,7 mM (n=8) und 133,4 + 44,0 MM (n=8).

3.3.3 lonenbilanz der 5-HT-Wirkung bei P-Neuronen

Aus der Summe der Konzentrationsdnderungen bei einmintiger Applikation von 5 mM
5-HT ergibt sich ohne Volumen-Korrektur eine Osmolyt-Nettoaufnahme von 53,2 +
36,3mM bzw. von 107,9 + 475 mM nach der Volumen-Korrektur. In diesen
Berechnungen sind ale in Tabelle 10 zusammengefassten [Cli-, [K™]i- und [Na'];-
Anderungen berticksichtigt. Sie machen deutlich, dass nach 5-HT-Stimulation 54,7 mM
mehr Kationen aufgenommen werden als Anionen (Abb. 15). Somit sollte die 5-HT-
induzierte Osmolyt-Aufnahme bel P-Neuronen nicht elektroneutral verlaufen.
Moglicherweise sind an der 5-HT-induzierten Antwort weitere lonensorten beteiligt, die
in der vorliegenden Arbeit aber nicht registriert wurden.

3.4 Glutamaterge Stimulation

Glutamat ist der wichtigste erregende Neurotransmitter im Zentralnervensystem von
Vertebraten (Headley & Grillner, 1990; Zorumski & Thio, 1992) und spielt bei der neu-
ronalen Plagtizitét sowie bei der Entwicklung des Nervensystems und Neurodegenera
tionsvorgangen eine wichtige Rolle (Nakanishi et a., 1998). Glutamat-Rezeptoren wer-
den wie 5-HT-Rezeptoren in metabotrope und ionotrope Rezeptoren unterteilt. NMDA-,
AMPA- und Kainat-Rezeptoren sind die drei Hauptgruppen von ionotropen Glutamat-
Rezeptoren, die alle Glutamat-gesteuerte, unsel ektive Kationenkanale darstellen (Bettler
& Mulle, 1995; Mori & Mishina, 1995). Die metabotropen Glutamat-Rezeptoren
(mGIuR1-mGIuR8) gehdren zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (Nakanishi et
al., 1998).

Neben seinen physiologischen Funktionen ist Glutamat auch an pathophysiologischen
Prozessen betelligt, die haufig dadurch eingeleitet werden, dass sich Glutamat
extrazellulér Uber einen langeren Zeitraum in hohen Konzentrationen anreichert (Bettler
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& Mulle, 1995). Die toxische Wirkung von Glutamat auf Nervenzellen beginnt meist
mit einer Volumenzunahme und kann bis zum Zelltod fuhren (Exzitatoxizitdt; Choi,
1992; Sattler & Tymianski, 2000).

Im Zentralnervensystem des Blutegels wurden ionotrope Glutamat-Rezeptoren, welche
pharmakologisch den AMPA- bzw. Kanat-Rezeptoren von Vertebraten dhneln, bei
verschiedenen Nervenzellen aber auch bei Neuropil-Gliazellen nachgewiesen (Balanyi
et a., 1989; Brodfuehrer & Cohen, 1992; Dierkes et al., 1996). Bel Retzius-Neuronen
wurde gezeigt, dass die Aktivierung dieser Glutamat-Rezeptoren Uber langere Zeit
ebenfalls eine Volumenzunahme aud 6st (Mller, 2000). In den folgenden Experimenten
sollen die ionalen Anderungen, die einer Glutamat-induzierten Volumenanderung bei
Blutegel-Neuronen zu Grunde liegen, charakterisiert werden.

3.4.1 Wirkung verschiedener glutamaterger Agonisten auf Zellvolumen,

[CI']i und E,, bei Retzius-Neuronen

Die Wirkung verschiedener glutamaterger Agonisten auf Zellvolumen, [CI]; und E, bel
Retzius-Neuronen wurde zur genaueren pharmakologischen Charakterisierung der
Glutamat-Rezeptoren mit Hilfe ionensensitiver Dreikanal-Mikroelektroden untersucht
(Abb. 16). Neben dem physiologischen Agonisten L-Glutamat wurde auch Kainat ein
Agonist von non-NMDA-Rezeptoren zur Aktivierung glutamaterger Rezeptoren des
AMPA- und des Kainat-Typs eingesetzt. Zusétzlich wurden spezifischere Agonisten zur
genaueren Unterscheidung zwischen diesen Rezeptoren verwendet. (S)-AMPA und
(RS)-Willardiine dienten zur Aktivierung von AMPA-Rezeptoren, wéhrend SYM 2081
zur Aktivierung von Kainat-Rezeptoren benutzt wurde. Die Wirkung der Agonisten war
sehr unterschiedlich. Wéahrend SYM 2081 keinen Effekt ausibte, verursachten
Willardiine und Glutamat kleine Veranderungen im Ep, lief?en jedoch Zellvolumen und
[CI]i unbeeinflusst. AMPA verursachte eine Volumenzunahme, einen [Cl]i-Anstieg
und eine Depolarisation. Da Kainat die grofite Wirkung sowohl auf das Zellvolumen as
auch auf En, und [CI]; austibte, wurde in allen weiteren Experimenten dieser Agonist
zur Aktivierung der Glutamat-Rezeptoren verwendet.
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In Tabelle 11 ist die Wirkung der glutamatergen Agonisten auf Zellvolumen, [CI]; und

Enn zusammengefasst.

Tabelle 11: Wirkung glutamaterger Agonisten auf Zellvolumen, [CI'];und E,

Agonist Glutamat AMPA Willardiine | SYM 2081 Kainat
DVol.rg. -2,5 12,8 0,9 -0,8 23,0
(%) +14 +75 +4,.8 +272 + 14,6
DICI]; 1,7 6,1 2,6 0,5 9,6
(mM) +0,9 +3,0 +21 +05 +4,0
DEm 44 10,3 10,6 2,0 17,5
(mV) +2,6 +55 +75 +0,8 +57

Messungen mit Dreikanal-Mikroelektroden; Simultane Bestimmung von Vol..g , [ Cl']; und E,. Mittelwerte

+ Sandardabweichung aus jeweils n=4 (Kainat: n=7). Glutamat 5 mM, alle anderen 100 M.

3.4.2 Wirkung von Kainat auf Zellvolumen, [CIT;, [K'];, [Na']; und E,, bei

Retzius-Neuronen

Die zweiminitige Applikation von 100 mM Kainat verursachte bei Retzius-Neuronen
eine Volumenzunahme um 20,1 + 9,9 % (n=33; Abb. 17 A), die mit einer Depo-
larisation um 17,0 + 5,7 mV (n=40) einherging. Die Depolarisation erreichte ein Ex, max
von -28,9 + 6,5 mV (n=40; Abb. 17 C). Die Zeitverlaufe beider Anderungen waren
unterschiedlich. Die maximae Volumenzunahme trat erst ca. 4 Minuten nach dem
Rickwechsel in NSL auf, wahrend Emmex friher erreicht wurde. Auf Grund der
deutlichen Zdlschwellung erfolgte eine Verdinnung intrazelluldrer |onenkonzentra
tionen, so dass die gemessenen Konzentrationsdnderungen nicht den genauen
lonenbewegungen Uber der Zellmembran entsprachen. Die simultane Messung des
relativen Zellvolumens ermdglichte die Volumen-Korrektur der Messwerte, aso die
Berechnung der Konzentrationsdnderungen unter Annahme eines konstanten
Zellvolumens. Abb. 17 B zeigt typische Registrierbeispiele fur Kainat-induzierte [Cl];-,
[K™]i- und [Na']i-Anderungen sowie die Anderungen, die sich aus der Volumen-

Korrektur ergaben.
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In Tabelle 12 sind Mittelwerte der durch Kainat induzierten Anderungen von [CI];,
[K'liund [Na]; sowie die Mittelwerte der korrigierten Anderungen (D[Cl7;ikor,
DIK i korr und D[N&']; korr) Zusammengefasst. Die Volumen-Korrektur ergab einen um
ca. 50 % reduzierten [K™];-Abfall, wahrend die Anstiege von [CI]; und [Na']; um ca. 40
bzw. 15 % vergrolert waren.

Tabelle 12: Kainat-induzierte Anderungen von [CI];, [K*]; und [Na']; bel Retzius-Neuronen

D[Cl_]i D[Cl_]i,korr D[K+]i D[K+]i,korr D[Na+]i D[Na+]i,korr

(mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM)
9,6 14,2 -15,7 -8,3 15,4 17,4

+4,0 +71 +4,4 +54 +7,7 +9,2
n=7 n=7 n=7 n=7 n=4 n=4

3.4.2.1 lonenbilanz der Kainat-Wirkung bei Retzius-Neuronen

Die Summe der Konzentrationsanderungen nach der Volumen-Korrektur liefert ein Maf3
fur die Kainat-induzierte Nettobewegung von Osmolyten tber der Zellmembran (23,4 +
12,8 mM). Im Gegensatz dazu liefert die Summe der K onzentrationsdnderungen vor der
Volumen-Korrektur ein MaR fur die Kainat-induzierte Anderung der intrazellularen
Osmolaritdt (9,2 + 9,7 mM). Fur diese Berechnung wurden alle in Tabelle 12
zusammengefassten Messungen von [ClT;, [K™]i und [Na']; beriicksichtigt. Abb. 18 fasst
die Kainat-induzierten Konzentrationsianderungen von [CI];, [K']; und [Na';
zusammen. Die nicht um das Volumen korrigierte Bilanz tauscht eine Nettoaufnahme
von Osmolyten vor, die sich nur aus Anionen zusammensetzt. Die Volumen-Korrektur
verdeutlicht, dass tatsdchlich ein anndhernd gleichgrolRer Anteil an Kationen
aufgenommen wird, wobei der K*-Ausstrom von einem Na'-Einstrom kompensiert
wird. Hieraus ergibt sich eine anndhernd elektroneutrale Osmolyt-Aufnahme. Im
Gegensatz zu den 5-HT-induzierten ionalen Anderungen bei P-Neuronen (3.3.3) wurden
bei den Kainat-induzierten Anderungen der intrazellularen lonenkonzentrationen
weitgehend alle lonensorten, die an der VVolumenanderung beteiligt waren, erfasst.
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3.4.2.2 Wirkung CI'-, Na'- oder K*-freier Losung auf die Kainat-induzierte Vo-

lumenzunahme

Die ionden Mechanismen der Kainat-induzierten Volumenzunahme wurden zur
genaueren Charakterisierung durch Gabe von Kanat in  Abwesenheit von
extrazelluldrem CI, Na' oder K* untersucht. Das Préparat wurde wéahrend der
zweiminidtigen Kainat-Gabe und jeweils 5 Minuten vor- und nachher mit einer Cl-,
Na'- oder K'-freien Losung umspilt. Cl-freie Losung fuhrte in den meisten
Experimenten zu einer reversblen Volumenabnahme, die auch wahrend der
zweiminiitigen Kainat-Applikation nicht unterbrochen wurde (Abb. 19 A). Auch Na'-
oder K*-freie Losung |oste oftmals eine V olumenabnahme aus (Abb. 20 A, 21 A). Bei
der Applikation von Kainat in CI- oder Na'-freier Losung blieb eine Volumenzunahme
aus (n=10 bzw. 14). Dagegen trat in K*-freier Losung nach wie vor eine Volumenzu-
nahme auf (13,7 £ 9,2 %; n=10), deren Amplitude im Bereich der Kontrollwerte lag
(Abb. 21 A). Abb. 22 zeigt eine Zusammenfassung des Effekts von Kainat auf das
Zellvolumen in NSL sowie in ClI'-, Na'- und K*-freier Lésung. Diese Ergebnisse lassen
den Schluss zu, dass sowohl Na* as auch ClI° an der Kainat-induzierten
V olumenzunahme beteiligt sind.

3.4.2.3 Wirkung CI'-, Na'- oder K*-freier Losung auf die Kainat-induzierten An-
derungen in [CI];, [Na'];, [K]; und En,

Die ClI'-freie Losung bewirkte einen [Cl];-Abfall, der durch Kainat-Applikation nicht
beeinflusst wurde. Die [K']i-Abnahme war im Vergleich zu den Kontrollwerten
(Tabelle 12) leicht vergroRert (-19,8 + 7,0 mM; n=3), wéhrend der [Na']i-Anstieg
verringert war (Abb 19 B). Der Wechsel in CI'-freie LOsung verursachte in den meisten
Experimenten eine transiente Depolarisation um 5-17 mV, beim Rickwechsal in NSL
erfolgte eine Hyperpolarisation vergleichbarer Amplitude. Durch Kainat wurde in Cl'-
freier Losung eine Depolarisation um 19,7 + 7,0 mV (n=13) ausgel 6st, die im Mittel ein
EmmacWert von -29,3 + 10,2 mV (n=13) ereichte. Diese Kainat-induzierten Ep-
Verschiebungen in Cl-freier Losung unterschieden sich von den Kontrollen durch eine
deutlich schnellere Kinetik (Abb. 19 C).
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Beim Wechsel in Na'-freie Losung sanken [K™]; und [Na']; ab, dagegen wurde [CI;
nicht beeinflusst. Die Applikation von Kainat in Na'-freier Losung verursachte keine
Anderung der intrazelluléren lonenkonzentrationen (Abb. 20 B). Die Kainat-induzierte
Depolarisation war unterdriickt (Abb. 20 C).

K*-freie Losung verursachte eine [K™];- und [Cl]i-Abnahme sowie einen [Na']i-Anstieg.
Durch die Kainat-Applikation wurde auch in K*-freéier Losung ein [Cl]i-Anstieg
ausgel 6st, dessen Kinetik und Amplitude mit den Kontrollen in NSL Ubereinstimmten.
Zusitzlich wurden sowohl der [K™]i-Abfall as auch der [Na']i-Anstieg durch die
Kainat-Applikation drastisch verstérkt (Abb. 21 B). Die Kainat-induzierte Depolari-
sation blieb in K*-freier Losung erhaten. Die Repolarisation erfolgte jedoch stark
verzogert und war erst nach Wechsel in NSL vollstdndig (Abb. 21 C).

3.4.3Wirkung von Kainat auf Zellvolumen, [CI]; und [Na']; sowie auf Ey,

bei P-Neuronen

Die Registrierbeispiele in Abb. 23 zeigen die Wirkung von Kainat auf das Zellvolumen,
[CIT;, [Na']; und En, bei P-Neuronen. P-Neuronen reagierten auf die Applikation von
100 "M Kainat mit einer Depolarisation um 5,7 £ 3,4 mV (n=10), dagegen blieb das
Zellvolumen unverdndert. [Cl]; und [Na]; wurden durch die Kainat-Applikation
ebenfalls kaum beeinflusst.

3.5 Einfluss des extrazellularen K™ auf Zelvolumen, intrazellulare

lonenkonzentrationen und E,, bel Retzius-Neuronen

Unter pathophysiologischen Bedingungen, wie zum Beispid Spreading Depression,
wurden in Hippocampusschnitten von Ratten Anstiege der extrazellularen K-
Konzentration ([K'].) bis auf 50 mM beobachtet (Miller & Somjen, 2000). Im
Blutegel-Nervensystem treten bei erhdhter neuronaler Aktivitat Anstiege von [K™], auf
bis zu 10 mM auf (Baylor & Nicholls, 1969). Eine Erhohung von [K™], verursacht in der
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Regel eine Zunahme des Zellvolumens, wie entsprechende Experimente an kultivierten
Astrocyten, Schnecken-Neuronen und Neuropil Gliazellen des Blutegels zeigten (Walz,
1992; Ayrapetyan & Suleymanian, 1979; Ballanyi et a., 1990).

In den folgenden Experimenten wurde der Einfluss einer Veranderung von [K ], auf das
Zellvolumen, [CI];, [K']i und [Na']; sowie auf das E, von Retzius-Neuronen
untersucht. Registrierbeispiele dieser Experimente mit ionensensitiven Dreikanal-
Mikroelektroden sind in den Abbildungen 24, 25 und 26 wiedergegeben. Die gemes-
senen Anderungen von [CI7;, [K™]; und [Na']; sind in den jeweiligen Teilabbildungen
unter B wiedergegeben, wahrend die simultan gemessenen Anderungen im Zellvolumen
und Er, in den jeweiligen Teilabbildungen unter A und C dargestellt sind.

Der Entzug des extrazelluldren K* bewirkte in den meisten Félen eine schwache
Volumenabnahme. Die Erhéhung des extrazellularen K™ auf 10 mM beeinflusste das
Zellvolumen kaum, wahrend eine deutlichere Erhéhung des extrazellularen K™ auf 20
mM und mehr starke V olumenzunahmen verursachten (Abb. 24 A, 25 A und 26 A).

Die K*-freie Losung bewirkte einen geringen Abfall in [Cl]; und [K™]; sowie einen
Anstieg in [Na'];. Die Erhohung der [K*]. auf 10 mM bewirkte einen leichten [Cl];-
Anstieg, wahrend [K*]; und [Na']; unbeeinflusst waren. Nach Volumen-K orrektur ergab
sich fur [K]; ein leichter Anstieg, was auf eine K*-Aufnahme hindeutete. Die weitere
Erhohung von [K™], auf 20 und 30 mM léste deutliche [CI]i-Anstiege aus. Auch hier
blieben [K']; und [Na']; anndhernd konstant, jedoch zeigte sich nach der Volumen-
Korrektur ein deutlicher [K™]-Anstieg, wahrend [Na']; wiederum kaum beeinflusst war
(Abb. 24 B, 25 B und 26 B).

Der Entzug des extrazellularen K* bewirkte eine deutliche Hyperpolarisation, wahrend
die Erhéhung des extrazelluldren K* von 4 auf 10 mM eine schwache Depolarisation
audoste. Bei hoheren [K™]a von 20 und 30 mM war die Depolarisation erheblich
vergroRert (Abb. 24 C, 25 C und 26 C).

Die Volumenzunahme sowie die Anderungen in [CI]; und [K™]; traten im Vergleich zur
Depolarisation verzogert auf, wiesen eine langsamere Kinetik auf und erreichten ihr
Maximum erst nach Ende der 5-minitigen [K']o-Erhdhung. Die Mittelwerte der
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Anderungen von Zellvolumen und E, sind in Tabelle 13 zusammengefasst. Die Daten
der Tabelle 13 sind in Abb. 27 graphisch wiedergegeben.

Tabelle 13: Wirkung veranderter [K*], auf Zellvolumen und E,, bei Retzius-Neuronen

[Kla |K*frei| 10mM |12mM |15mM |18 mM | 20mM | 30mM | 40 mM
DVol.e | -L1 | 36 | 86 | 104 | 140 | 146 | 296 | 37,0
(%) +51 | 32  £26 | 15 | +44 | 66 +78 | +63
n 13 12 3 3 4 16 34 4
Emma | -574 | -388 | -409 | -383 | -346 | -319 | -256 | -198
(MV) | +101| %67  +20 | +10 | +43 | +48  +53 | +26
n 25 18 4 4 5 18 46 4
DEn 120 | 57 | 92 | 95 | 112 | 162 | 226 | 201
(mvV) | +63 | 44  £50 | +60 | +67 | 69  *75 | +18
n 25 18 4 4 5 18 46 4

Die Anderungen von [CI];, [K']; oder [Na']; sowie die beziiglich der Volumenanderung
korrigierten Werte sind in Tabelle 14 zusammengefasst. Eine graphische Darstellung
der Daten findet sich in Abb. 28. Aus den Daten ergibt sich, dass die Erhthung von
[K™]a zur Nettoaufnahme von KCl fihrt.

Tabelle 14: Wirkung veranderter [K*], auf [CI;, [K™]; und [Na'];

[K+]a D[Cl_]i D[Cl_]i,korr D[K+]i D[K+]i,korr D[Na+]i D[Na+]i,korr

(mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (mM)
-2,8 -31 -9,6 -97 9,5 9,7

K*fre +18 +20 +50 +3,7 +7,1 +6,5
n=4 n=4 n=3 n=3 n=6 n=6

2,6 3,0 0,4 2,5 -1,2 -0,6

10 mM +1,0 +1.2 +19 +28 +0,7 +05
n=4 n=4 n=4 n=4 n=4 n=4
79 10,7 1,0 11,7 -0,8 0,2

20mM +1.2 + 3,0 + 3,3 +51 +19 +18
n=4 n=4 n=5 n=5 n=6 n=6
15,9 24,2 0,7 26,9 -0,6 15

30 mM +43 +6,6 +52 +7,1 +14 +21
n=4 n=4 n=4 n=4 n=4 n=4
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3.5.1 lonenbilanz der K*-induzierten Anderungen bei Retzius-Neuronen

Die Summe der K-induzierten Anderungen der intrazelluléren lonenkonzentrationen ist
in Abb. 29 wiedergegeben, in der zum Vergleich auch eine Bilanzierung der
unkorrigierten Konzentrationsanderungen dargestellt ist. Die Ergebnisse zeigen, dass
die Erhéhung von [K*]a zur Nettoaufnahme von Osmolyten fiihrt, die bel konstantem
Zellvolumen zu einem Anstieg der cytosolischen Osmolaritét um 4,8 + 3,1 mM
(10mM K*), 22,6 + 6,1 mM (20 mM K*) bzw. 52,6 + 9,9 mM (30 mM K*) fihren
wirde. Wegen der Zunahme des Zellvolumens sind die tatséchlichen Anstiege der
Osmolaritét jedoch geringer: 1,8 + 22 mM (10 mM K*), 8,1 + 40 mM (20 mM K"
sowie 16,0 = 6,9 mM (30 mM K™). Die nicht korrigierten Werte tauschen bei alen
Losungen eine Osmolytaufnahme vor, die nur aus Anionen besteht. Durch die
Volumen-Korrektur wird deutlich, dass die Zellen vielmehr zu gleichen Teilen Anionen
und Kationen elektroneutral aufnehmen, und zwar ClI" und K* (siehe Tabelle 14 und
Abb. 28). In K*-freier Lésung nimmt die cytosolische Osmolaritat um 3,0 + 8,9 mM ab.
Auf Grund der geringen Volumenanderung entspricht dies auch der Osmolyt-
Nettoabgabe (-3,1+ 7,8 mM). Hierbei wurde der deutliche [Na'];-Anstieg von einem
gleich groRen [K™];-Abfall kompensiert, so dass die Osmolyt-Abgabe nur aus Anionen
besteht (siehe Tabelle 14 und Abb. 28, 29). Sowohl die [Na']i- as auch die [K'];-
Anderungen sind auf die Hemmung der Na'/K*-Pumpe in K'-freier Ldsung

zurtickzufdhren.

3.5.2 Wirkung von Cl-freier Losung auf die K™-induzierte Volumen-

zunahme und Depolarisation

Um die Abhangigkeit der K*-induzierten Volumenzunahmen vom extrazellularen Cl” zu
Uberpriifen, wurde die Wirkung einer 30 mM K™-haltigen Lésung unter Cl-freien
Bedingungen untersucht. Cl'-freile Ldsung verursachte zundchst eine transiente
Depolarisation sowie eine deutliche Volumenabnahme (10-20 %; Abb. 30). Die
Erhohung von [K*], auf 30 mM fiihrte unter CI'-freien Bedingungen zu einer deutlichen
Depolarisation, die im Vergleich zur Kontrolle (Emmax: -32,5 £ 13,0 mV; n= 4) en
positiveres E, ereichte (Emmac -242 + 7,1 mV; n=4). Die K'-induzierte
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Volumenzunahme war unter ClI-freien Bedingungen unterdriickt. Die Membranrepo-
larisation setzte sofort nach Absenken von [K™], auf 4 mM ein. Die Kinetik der
Depolarisation und der Repolarisation war deutlich schneller als in den Kontrollen.
Durch den Rickwechsel in NSL wurde zunédchst eine transiente Hyperpolarisation der
Membran hervorgerufen, doch sowohl Ep, as auch das Zellvolumen nahmen schnell
ihre urspriinglichen Werte an. Eine erneute Erhdhung von [K']. zeigte, dass die
Veranderungen unter Cl'-freien Bedingungen vollstandig reversibel waren.

3.5.3 Wirkung von Ni** und Ca*-freier Losung auf die K™-induzierten

Anderungen von Zellvolumen, [Ca*"]; und Ep,

Hochstrate et al. (1995) zeigten bei Retzius-Neuronen des Blutegels, dass eine
Erhéhung von [K*]. auf 10 mM keinen Einfluss auf [Ca?*]; auslibt, wahrend bei [K]aab
20 mM ein deutlicher [Ca?*];-Anstieg auftritt, der mit zunehmender [K*]. immer groRer
wird. Dieser [Ca®']i-Anstieg beruht auf einem Ca?*-Einstrom durch spannungs-
abhangige Ca**-Kandle. Da Ca’* eine entscheidende Rolle bei der Volumenregulation
zuzuschreiben ist, vor allem durch die Erhdhung der K*- und Cl™-Leitfahigkeit bei
Mechanismen des RVD (McCarty & O’'Neil, 1992), wurde untersucht, ob der K*-
induzierte [Ca’']i-Anstieg an der K*-induzierten Volumenzunahme von Retzius-
Neuronen beteiligt ist.

Die mikrofluorimetrischen Messungen ergaben firr [K*]s= 30 mM einen [Ca®*];i-Anstieg
um 172 + 89 nM auf 243 + 98 nM (n=8). Der K*-induzierte [Ca?"];-Anstieg war bei
Blockade der spannungsabhangigen Ca?*-Kanale durch 2 mM Ni?* vollstandig unter-
drickt (Abb. 31 A). Die Nachkontrolle wies im Vergleich zur Vorkontrolle einen
vergroRerten [Ca®]i-Anstieg um 232 + 89 nM auf 297 + 113 nM (n=7) auf. Die K*-
induzierte Volumenzunahme betrug in Gegenwart von Ni?* lediglich 47 + 30 % (n=5)
der Vorkontrollen und war somit signifikant verringert. Die K™-induzierte
Depolarisation erreichte in den Vorkontrollen ein Eqmax VOn —24,7 £ 25 mV und in
Gegenwart von Ni** einen Wert von -31,8 + 2,7 mV (n=12). Diese beiden Werte
unterschieden sich hochsignifikant voneinander (Abb.31 B und 35).
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Um die Bedeutung von C&* bei der K*-induzierten Volumenzunahme genauer zu
untersuchen, wurden Experimente in Ca?*-freier Lésung durchgefiihrt (Abb. 32). Die
Ca**-freie Losung verursachte eine leichte VVolumenabnahme, die bei Erhdhung von
[K']a auf 30 mM in eine Volumenzunahme (iberging. Diese Volumenzunahme war
jedoch im Vergleich zu den Kontrollen reduziert. Die Membran depolarisierte deutlich
schneller und stérker. Die Membranrepolarisation und die Abnahme der Zellschwellung
traten nach Reduzierung von [K*]. auf 4 mM noch in Ca®*-freier Lésung ein. Einige
Zellen reagierten auf den Entzug des extrazelluldren Ca®* mit E,+Oszillationen, die
durch Erhéhung von [K*]a reversibel unterdriickt waren (Abb. 33).

3.5.4 Wirkung von Rezeptorblockern auf die K'-induzierten Anderungen

von Zellvolumen und E,,

Um die moégliche Beteiligung einer Aktivierung von Neurotransmitter-Rezeptoren an
der K™-induzierten Volumendnderung zu untersuchen, wurden die nikotinischen
Acetylcholin-Rezeptoren und die Glutamat-Rezeptoren der Retzius-Neuronen durch die
spezifischen Blocker d-Tubocurarin bzw. DNQX gehemmt (Abb. 34). In Gegenwart
dieser Blocker war die K*-induzierte Volumenzunahme hochsignifikant auf 54 + 12 %
der Kontrollexperimente reduziert (n=4; Abb. 35). Unter diesen Bedingungen war
Emmax mit -33,3 + 3,6 mV hochsignifikant negativer als in den Kontrollexperimenten
(-30,2 £ 3,1 mV; n=5). Die Wirkungen von d-Tubocurarin und DNQX waren

vollstandig reversibel.
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4. Diskussion

Die in Kapitel 3 beschriebenen Anderungen intrazelluldrer 1onenkonzentrationen sollen
im Folgenden mit den 5-HT-, Kainat- und K*-induzierten Volumenanderungen bei
Blutegel-Neuronen in Zusammenhang gebracht werden. Hierbei sollen mit Hilfe der
Literatur den Volumenanderungen zu Grunde liegende ionale M echanismen aufgedeckt

werden.

4.1 Ruhewerte

4.1.1 Membranruhepotential bei Retzius- und P-Neuronen

Das bel Retzius-Neuronen und P-Neuronen gemessene mittlere En,rune Stimmt gut mit
Werten aus friheren Arbeiten Uberein (Deitmer & Schlue, 1981; Frey & Schlue, 1993;
Lucht, 1997; Schlue, 1991).

4.1.2 Intrazellularelonenkonzentrationen bei Retzius- und P-Neuronen

Der bel Retzius-Neuronen gemessene Ruhewert fur [Cl]; von 10,1 mM ist mit Werten
aus friheren Arbeiten in Einklang (Munsch & Schlue, 1993; Miller, 2000). Die niedri-
ge [CI7]; der Retzius-Neuronen spricht fir eine aktive Verteilung von Cl', wie sie bereits
von Munsch & Schlue (1993) beschrieben wurde. Bei einer passiven Cl™-Verteilung
waére bei E;=-47,5 mV und [CI],=95 mM eine héhere [Cl]; von 14,4 mM zu erwarten.
Der in der vorliegenden Arbeit ermittelte Ruhewert fiir [Na']; steht ebenfalls in guter
Ubereinstimmung mit den von Giinzel & Schlue (1996), Kilb & Schlue (1999) sowie
Miiller (2000) beschriebenen Werten. Die gemessenen Ruhewerte fir [K™]; sind dage-
gen deutlich niedriger as die von Deitmer & Schiue (1981) ermittelte [K™]; von 135
mM, stimmen jedoch gut mit den Ergebnissen von Miiller (2000) und Neumann (2000)
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tberein. Der hohere [K™]i-Wert von Deitmer & Schlue konnte auf der htheren Osmola-
ritdt der verwendeten NSL beruhen. Die mit Hilfe des neutralen Carriers Valinomycin
bestimmte [K*]; lag unter der mittels des klassischen lonenaustauschers Corning 477317
gemessenen [K™;, was an der Selektivitét des Corningsensors fur quaternare Ammoni-
umionen liegen konnte, da intrazellulér vorkommendes Cholin moglicherweise das lo-
nensignal beeinflusst. Der in mikrofluorimetrischen Messungen mit Fura-2 bestimmte
Ruhewert fir [Ca’"]i lag im Bereich der von Hochstrate & Schlue (1994) sowie Hoch-
strate et al. (1995) angegebenen Werte.

Der bei P-Neuronen gemessene Ruhewert fiir [Na']; stimmt mit friiher ermittelten Wer-
ten gut Uberein (Lucht, 1997; Hintz et a., 1999). Dagegen liegt der in der vorliegenden
Arbeit ermittelte Ruhewert fur [K™]; deutlich unter dem von Schlue et al. (1985) be-
stimmten Wert von 98,7 mM. Zwei mdgliche Ursachen sind denkbar: Zum Einen wur-
den in der Arbeit von Schlue et al. (1985) Ergebnisse aus Messungen mit dem klassi-
schen lonenaustauscher Corning 477317 und dem neutralen Carrier Valinomycin zu-
sammengefasst, zum Anderen erfolgten die Messungen in der bereits erwdhnten NSL
mit hoherer Osmolaritét. Da in der vorliegenden Arbeit zur Bestimmung von [K™]; bei
P-Neuronen ausschliefdich Valinomycin herangezogen wurde, kénnten beide Faktoren
zu den unterschiedlichen Ergebnissen beitragen. Der gemessene Ruhewert fur [Cl];
steht in guter Ubereinstimmung mit den von Munsch et a. (1995) angegebenen Mess-
werten. Die von Munsch et al. beschriebene passive Verteilung von Cl” bei P-Neuronen
konnte in der vorliegenden Arbeit ebenfalls bestétigt werden, da sich, unter Beriicksich-
tigung des bestimmten En, rune VON —53,2 mV und der in der NSL vorhandenen [CI7] von
95 mM nach Nernst eine [CI]; von 11,5 mM berechnen |&sst, die in gutem Einklang mit
dem gemessenen Wert von 12,6 mM steht.

4.1.3 TMA™Aufnahme der Neuronen

Die fiir Retzius- und P-Neuronen ermittelten TMA*-Aufnahmeraten stehen in guter U-
bereinstimmung mit den Ergebnissen anderer Arbeiten (Klees, 2002; Neumann, 2000),
jedoch beschrieb Coulon (2001) fur Retzius-Neuronen eine hthere Aufnahmerate (0,60
mM/min). Dies ist moglicherweise auf die in dieser Arbeit angewendete Kombination
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der Technik ionensensitiver Mikroelektroden mit der voltage-clamp-Technik zuriickzu-
fuhren, die den Einstich einer zusétzlichen Elektrode zur Strominjektion erfordert.

Beim Blutegel sind bisher keine genauen Kenntnisse Uber die Aufnahmemechanismen
von quaterndren Ammoniumionen beschrieben. Bel Retzius-Neuronen sprechen friihere
Ergebnisse fir eine spannungsunabhangige TMA™-Aufnahme (Dierkes et al., 2002b).
Auch der Na'-abhéngige Kationen-Transporter (OCTN2; Ohashi et al., 1999) scheint
zumindest bei Retzius-Neuronen fur die TMA*-Aufnahme nicht in Frage zu kommen,
da parallel zur TMA™-Aufnahme keine Na'-Aufnahme erfolgt (siehe Abb. 9). Weiterhin
wurde bereits frither gezeigt, dass Retzius-Neuronen auch in Na'-freier Lésung in der
Lage sind TMA™ aus der Badlésung aufzunehmen (Neumann, 2000). Denkbar ist eine
Beteiligung anderer organischer Kationern-Transporter (OCT), die eine grof3e Familie
unterschiedlicher Transportproteine darstellen. Organische Kationen-Transporter zeich-
nen sich durch eine geringe Selektivitét aus und transportieren unter anderem quaternére
Ammoniumionen, wie TMA®, Tetraethylammonium (TEA™) oder Cholin. Weiterhin
kann der Substrattransport bei einigen Subfamilien eine Abhéngigkeit von En,, Na™ oder
pH aufweisen. In der Niere verschiedener Sdugetiere wurde ein spannungsabhangiger
Transport von TEA™ und Cholin beschrieben (Koepsdll et al., 1999).

Eine Beteiligung des OCTN1 an der TMA*-Aufnahme bei Blutegel-Neuronen ist denk-
bar, da dieser Transportertyp weder Na'- noch spannungsabhangig, sondern vielmehr
pH-abhangig ist. (Yabuuchi et al., 1999). Der in der Literatur beschriebene intrazellulé-
re pH-Wert bei Retzius- Neuronen (um 7,3; Deitmer & Schlue, 1988; Ginzel et d.,
1997; Kilb & Schlue, 2001) unterscheidet sich deutlich von dem bei Neuropil-
Gliazellen des Blutegels beschriebenen pH-Wert (6,87; Deitmer & Schlue, 1987), fir
die eine sehr viel hohere TMA™-Aufnahmerate (~11,2 mM/min) beschrieben wurde
(Ballanyi & Schlue, 1989). Die unterschiedlichen TMA*-Aufnahmeraten bei Retzius-
und P-Neuronen kénnen aber auch andere Griinde haben, wie zum Beispiel Unterschie-
de in der Transporterdichte oder im Oberflachen / Volumen-Verhdltnis.
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4.1.3.1 TMA™-induzierte En-Anderungen bei Retzius- und P-Neuronen

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Applikation von TMA™ bei Retzius-
Neuronen zu einer raschen, transienten Depolarisation und zu einer anhaltenden E-
Verstellung fuhrt. Im Unterschied zu Retzius-Neuronen wurde bei P-Neuronen kaum
eine Wirkung von TMA™ auf E, festgestellt (Abb. 10). In friiheren Arbeiten wurde be-
reits gezeigt, dass TMA™ sowohl muskarinische as auch nikotinische Acetylcholin-
Rezeptoren aktivieren kann (Shi et al., 1999; Papke et al., 1996) und als unspezifischer
cholinerger Agonist zu bezeichnen ist. Diese agonistische Wirkung von TMA™ wurde
auch fir die Acetylcholin-Rezeptoren der Neuropil-Gliazellen nachgewiesen (Ballanyi
& Schlue, 1989; Hochstrate & Schlue, 1995). Bei Retzius-Neuronen sind zwel unter-
schiedliche Typen von Acetylcholin-Rezeptoren vorhanden, die pharmakologisch dem
nikotinischen Typ von Vertebraten éhneln (Szczupak et al., 1993). Acetylcholin akti-
viert zum Einen einen unspezifischen Kationenkanal, der durch seine schnelle Desensi-
tivierung charakterisiert ist, und fur die rasche transiente Depolarisation verantwortlich
ist. Zum Anderen aktiviert Acetycholin bei Retzius-Neuronen einen Cl'-Kanal, der eine
sehr langsame Desensitivierung aufweist. Die Aktivierung dieses Kanals erklart die
anhaltende En-Verstellung recht gut. Dass sowohl eine Depolarisation als auch eine
Hyperpolarisation zu beobachten war, kénnte darauf zurlickzufUhren sein, dass das CI -
Gleichgewichtspotential bei den einzelnen Zellen mal positiver oder mal negativer war
als das Em-rune- Die geringe Wirkung von Acetylcholin auf das E;, von P-Neuronen deu-
tet darauf hin, dass durch Acetylcholin aktivierte Kationenkandle bel P-Neuronen feh-
len.

4.2 5-HT-Rezeptoren

Eine direkte Wirkung der Aktivierung von 5-HT-Rezeptoren auf das Zellvolumen wur-
de bisher nur bei Neuropil-Gliazellen beschrieben (Ballanyi et al., 1990). An kultivier-
ten Astrocyten des cerebralen Cortex neugeborener Ratten und an kultivierten Glioma-
Zellen (MG-251) wurde jedoch gezeigt, dass 5-HT eine Rolle bel der Volumenregul ati-
on spielt (Hansson & Ronnback, 1992; Behnam-Motlagh et al. 1999).
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4.2.1 5-HT-Effekt bal Retzius-Neuronen

Bel Retzius-Neuronen wurde eine Hyperpolarisation als Antwort auf die Applikation
von 5-HT beschrieben (Waker & Smith, 1973; Lucht, 1997). Munsch (1991) zeigte
jedoch, dass die 5-HT-induzierte Membranantwort bel Retzius-Neuronen vom Eprune
der Zellen abhangt. Er beschrieb flr Em.rune Unterhalb von -60 mV eine depolarisierende
Membranantwort. Da das Cl™-Gleichgewichtspotential (Ec) in diesen Untersuchungen
bei -60 mV lag, postulierte er eine Beteiligung von ClI” an der 5-HT-Antwort, ahnlich
wie von Walker & Smith (1973) beschrieben. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
scheinen diese Beobachtungen zu bestétigen: Mit [CI']; = 10,2 mM und [Cl]a = 95 mM
ergibt sich Eq; zu —56,5 mV und entsprechend depolarisierten in Gegenwart von 5-HT
60 % der Neuronen bei denen E, negativer als Ec; war. Umgekehrt induzierte 5-HT bei
71 % der Zdllen, bei denen E;, positiver als Eq; war, eine Hyperpolarisation (Abb 12).
Auch Lessmann & Dietzel (1991) fanden bei Retzius-Neuronen nur sehr geringe 5-HT-
induzierte K*- bzw. Na'-Strome im Gegensatz zu einem deutlichen, nicht inaktivieren-
den CI" -Strom. Die von Acosta-Urquidi et al. (1989) bei Retzius-Neuronen beschriebe-
nen durch 5-HT modulierten spannungsabhéngigen K*-Strome 1 (transient) und Ik
(verzogert) konnen fiir die beschriebenen E.-Anderungen nicht verantwortlich sein, da
diese Stréme erst bei -35 bzw. -20 mV aktivieren.

Die 5-HT-induzierten Anderungen von [CI];, [K™]i und [Na']; (Abb. 12) sind zu gering,
um die intrazelluldre Osmolaritdt und das Volumen der Retzius-Neuronen zu beeinflus-
sen.

4.2.2 5-HT Effekt be P-Neuronen

Bei P-Neuronen induzierte 5-HT im Vergleich zu Retzius-Neuronen eine sehr viel stér-
kere E-Antwort, die mit groen Anderungen der intrazelluldren lonenkonzentrationen
verbunden war (Abb. 13). Sanchez-Armass et a. (1991) zeigten, dass die Stimulation
des 5-HT;-Rezeptors zur Aktivierung eines ClI-Kanals fuhrt, wahrend die Stimulation
des 5-HT,-Rezeptors die Aktivierung eines unselektiven Kationenkanals audst. Ver-
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gleichbare Wirkungen einer Aktivierung von 5-HT;- bzw. 5-HT,-Rezeptoren wurden
auch bei anderen Préparaten beschrieben (Garner et al., 1993; Lee et al., 1999).

Der in der vorliegenden Arbeit beobachtete Na'™-Einstrom und die dadurch ausgel6ste
Depolarisation kénnten auf die Offnung des durch den 5-HT»-Rezeptor aktivierten, un-
selektiven Kationenkanals zurtlickzufiihren sein. Die haufig beobachtete anschlief3ende
Hyperpolarisation beruht wahrscheinlich auf einem K*-Ausstrom. Die mogliche Betei-
ligung einer erhdhten Cl-Leitféhigkeit widerspricht den von Lessmann & Dietzel
(1995) beschriebenen Befunden eines 5-HT-aktivierten schnell desensitivierenden Cl-
Stroms (Desensitivierung nach ca. 100 ms), der bei den anhaltenden E.-Anderungen
keine Rolle spielt. Dieser transiente 5-HT-aktivierte ClI'-Strom erklart jedoch recht gut
die beobachtete zweiphasige Depolarisation (Abb. 14). Der Vergleich des gemessenen
En mit dem berechneten Ex (Abb. 13) spricht dafir, dass sowohl die Repolarisation as
auch die anschliefende Hyperpolarisation primar auf eine erhohte K*-Leitfahigkeit zu-
rickzuftihren sind. Die negative Abweichung des E,, vom Ex ist moglicherweise auf
den Beitrag der Na'/K*-Pumpe zur Repolarisation zuriickzufiihren. Frilhere Befunde
sprechen fiir die Existenz Na'-aktivierter K*-Kanéle bei P-Neuronen (siehe Schiue &
Deitmer, 1984; Schlue, 1991). Diese Kanale werden durch hohe [Na']; aktiviert, zum
Beispiel in den Dorsalwurzel-Ganglien der Ratte durch eine [Na']; zwischen 20 und
30 mM (Bischoff et al., 1998). Der 5-HT-induzierte [Na'];-Anstieg wiirde zu einer star-
ken Aktivierung solcher Kande fuhren.

4.2.3 5-HT-induzierte Volumenanderung bei P-Neuronen

Durch die Applikation von 0,5 mM 5-HT wurden bel P-Neuronen keine signifikanten
Anderungen des Zellvolumens und der intrazelluldren Ionenkonzentrationen hervorge-
rufen. Die Erhéhung der 5-HT-Konzentration auf 5 mM induzierte dagegen deutliche
Anderungen des Zellvolumens und drastische Anderungen der intrazelluléren lonen-
konzentrationen (Abb. 13). Die Ergebnisse zeigen, dass der beobachtete K*-Verlust
durch eine Na'-Aufnahme kompensiert wurde und eine Netto-Aufnahme von Osmoly-
ten (NaCl) erfolgte (Tabelle 10, Abb. 15). Die Bilanz der Anderungen von [CI];, [K™]i
und [Na']; nach der Volumen-Korrektur zeigt, dass die Aufnahme von NaCl einem
Konzentrationsanstieg um 108 mM bei konstantem V olumen entspricht. Diese deutliche
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Erhdhung der intrazelluldren Osmolaritét erklart die beobachtete Volumenzunahme.
Das Prinzip einer weitgehend elektroneutralen Aufnahme von Osmolyten, welches fur
die Kainat- oder K*-induzierten Aufnahmen von NaCl bzw. KCI (vergl. Abb. 18, 29)
eingehalten wurde, war bei der 5-HT-induzierten Osmolyt-Aufnahme nicht zu beobach-
ten. Dieser Widerspruch konnte darauf zurtickzufiihren sein, dass bel P-Neuronen eine
simultane Bestimmung von Anderungen des Zellvolumens und der intrazelluléren 1o-
nenkonzentrationen nicht moglich war. Da der zeitliche Verlauf der ionalen Anderun-
gen und der Volumenénderungen variieren kann, sind bei der Volumen-Korrektur Un-
genauigkeiten madglich, die bel der Messung mit ionensensitiven Dreikanal-
Mikroelektroden vermieden werden. Zusétzlich werden durch die Stimulierung der me-
tabotropen 5-HT-Rezeptoren second-messenger -Systeme aktiviert, die ihrerseits weitere
Transportsysteme aktivieren und zu den 5-HT-induzierten ionalen Anderungen beitra-
gen konnten (Baekgaard & Bindsev, 1998; Heinzinger et a., 2001). An der 5-HT-
induzierten Antwort kénnten also Anionen oder Kationen beteiligt sein, die in der vor-
liegenden Arbeit nicht erfasst wurden. Eine Volumenzunahme um 40 % erfordert bei
einer angenommenen intrazelluldren Osmolaritét von 190 mOsm/I die Aufnahme von
76 mOsm/l. Die Aufnahme von Na™ und CI (108 mM) lag jedoch um ca. 32 mM héher.
Dies spricht neben dem unter 3.3.3 beschriebenen Uberschuss an positiver Ladung da-
fir, dass zusitzlich zu den in der vorliegenden Arbeit registrierten ionalen Anderungen
weitere Kationen abgegeben werden miissen.

4.2.4 Mechanismusder 5-HT-induzierten Volumenanderung

Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine 5-HT-induzierte Volumenzu-
nahme nur dann auftritt, wenn durch die Aktivierung der 5-HT-Rezeptoren die Na'-
Leitfahigkeit erhdht wird. Bei Retzius-Neuronen bleibt bei Rezeptor-Aktivierung eine
Erhohung der Na'-Leitfahigkeit aus, lediglich die CI-Leitfahigkeit wird erhoht. Die
durch einen Na'-Einstrom hervorgerufene Depolarisation, die eine CI™-Aufnahme be-
gunstigen wirde, bleibt somit aus. Im Gegensatz dazu fuhrt bei P-Neuronen die 5-HT-
induzierte Aktivierung unselektiver Kationenkandle, die keine Desensitivierung zeigen,
zu einer lang anhaltenden Erhohung der Na'-Leitfahigkeit. Der Na'-Einstrom bewirkt
eine Depolarisation, die die Aufnahme von ClI™ hervorruft, welche wiederum der Depo-
larisation entgegenwirkt. Die bei P-Neuronen vorhandene hohe ClI'-Leitféhigkeit der
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Membran und die lang anhaltende Aktivierung des unselektiven Kationenkanals fihren
zu einer deutlichen Aufnahme von NaCl und somit zu einer grof3en V olumenzunahme.

4.3 Glutamaterge Stimulation

Im Zentralnervensystem des Blutegels wurden Glutamat-Rezeptoren bei vielen Zellen
nachgewiesen, so zum Beispiel bei Neuropil-Gliazellen und den multifunktionalen Ret-
zius-Neuronen, bel neuromodulatorischen Leydig-Neuronen und verschiedenen Moto-
neuronen, wie AE-, L-, 8- und 101-Neuronen (Dérner et al., 1994; Dierkes et al., 1996).
Diese Untersuchungen zeigten, dass die Glutamat-Rezeptoren im Blutegel-Zentral-
nervensystem durch die Agonisten AMPA und Kainat aktiviert werden, NMDA jedoch
wirkungslosist. Eine Aktivierung der Glutamat-gesteuerten unselektiven Kationenkané-
le fihrt bei allen genannten Zellen zu einer deutlichen Depolarisation. Die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass bei Retzius-Neuronen Glutamat-
Rezeptoren des AMPA-Typs exprimiert werden. Hierfir spricht, dass der AMPA-
selektive Agonist Willardiine eine deutlich hohere Depolarisation aud ost as der Kainat-
selektive Agonist SYM 2081 (Abb. 16). Im Hinblick auf die Anderungen von Zellvo-
lumen und [CI]; zeigten die verschiedenen glutamatergen Agonisten folgendes Wir-
kungsprofil: Kainat > AMPA > Willardiine > SYM 2081 > Glutamat. Dabei muss be-
ricksichtigt werden, dass Glutamat in einer deutlich hoheren Konzentration eingesetzt
wurde a's die anderen Substanzen.

Der Befund, dass die Aktivierung der Glutamat-Rezeptoren bel Retzius-Neuronen zu
einer deutlichen [Cl];-Aufnahme fihrt, deutet darauf hin, dass die Volumenzunahme
bei glutamaterger Stimulation von einer ClI-Aufnahme abhéngt. Die hohe Wirksamkeit
von Kainat kénnte darauf beruhen, dass bei Aktivierung durch Kainat eine Desensitivie-
rung von AMPA-Rezeptoren ausbleibt, die bei Aktivierung durch Glutamat und AMPA
erfolgt (Ohno et a, 1997; Bleakman & Lodge et a, 1998).

Die Bedeutung von Glutamat-Rezeptoren bei neurotoxischen Vorgéngen ist unumstrit-
ten, wobei in erster Linie NMDA-Rezeptoren fur den Zelltod verantwortlich gemacht
werden (Choi, 1992; Sattler & Tymianski, 2000). Die hierfir verantwortlichen Mecha-
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nismen werden unterschieden in Ca*-induzierte degenerative Prozesse und in Schadi-
gungen, die durch die hohe Aufnahme von Elektrolyten induziert werden. Colwell &
Levine (1996) zeigten, dass die beim Glutamat-induzierten Zelltod auftretende Zell-
schwellung durch die Aktivierung sowohl von NMDA- as auch von nonNMDA-
Rezeptoren ausgel6st wird. Die durch NMDA und Kainat induzierten Volumenzunah-
men dhnelten einander sowohl im Zeitverlauf als auch in der Konzentrationsabhangig-
keit, jedoch war die NMDA-induzierte Zellschwellung im Unterschied zur Kainat-
induzierten irreversibel. Colwell & Levine (1996) vermuteten, dass die Volumenzu-
nahme hauptsichlich auf die Aufnahme von Na™ und CI™ zuriickgeht.

4.3.1 Charakteriserung der Kainat-induzierten Volumenzunahme bei

Retzius-Neuronen

Die Kainat-induzierte Nettoaufnahme von Osmolyten verursacht eine Aufnahme von
Wasser, die fur die deutliche Volumenzunahme (20 %) verantwortlich ist. Die Bilanz
der Kainat-induzierten Anderungen der intrazellularen Konzentrationen (Abb. 18)
macht deutlich, dass die Volumenkorrektur nicht nur entscheidenden Aufschluss Uber
die Osmolytbewegung Uber der Plasmamembran, sondern auch tber die Ladungsver-
schiebungen gibt. Vor der Korrektur ergibt sich im Mittel eine Osmolytaufnahme, die
alein von Anionen (CI') getragen wird und somit das Prinzip der Elektroneutralitét ver-
letzt. Hinzu kommt, dass Kainat eine Depolarisation induziert, die durch den Einstrom
von Kationen bedingt ist. Die Beriicksichtigung der Kainat-induzierten Volumenzu-
nahme bei der Bewertung der intrazelluléaren Konzentrationsdnderungen zeigt jedoch,
dass die Abgabe von K* um 50 % (iberschétzt, wahrend die Aufnahme von Cl™ und Na'
unterschétzt wurde. Unter Beriicksichtigung der grof3en Standardabweichung kann hier
von einer anndhernd el ektroneutralen Osmol ytaufnahme ausgegangen werden.

Die Gleichgewichtspotentiale fiir CI” und Na" (Ena), die sich aus den unter 3.1.1 be-
schriebenen Ruhewerten fiir [Cl7;, und [Na']; ergeben, liegen bei -56,5 bzw. 57,7 mV.
Hieraus ergeben sich fur die beiden lonensorten bei einem Eprune VON -47,5 mV ein-
wartsgerichtete elektromotorische Triebkrafte von EMKg = 8,9 mV bzw. EMKy, =
-105,3 mV. Eine [K*]; von 80,5 mM bedeutet ein Ex von -75,6 mV. Hieraus resultiert

60



Diskussion

eine auswartsgerichtete EMK von 28,1 mV, die deutlich unter der fur Na* ermittelten,
entgegengesetzt gerichteten EMK liegt. Der Netto-lonenstrom durch den Kainat-
gesteuerten, unselektiven Kationenkanal ist dementsprechend einwérts gerichtet. Die
Kainat-induzierte Membrandepolarisation auf -28,9 mV erhoht die im Ruhezustand
recht kleine EMK¢ auf 27,5 mV, so dass Cl” als Gegenion zu Na' in die Zelle stromt,
vorausgesetzt die Cl™-Leitfahigkeit ist grofd genug.

Die lonensubstitutionsexperimente deuten auf eine hohe CI'-Leitfahigkeit im Ruhezu-
stand hin. Die Entfernung des extrazelluldren CI” bewirkte in den meisten Fallen eine
deutliche Depolarisation, die auf einer [Cl]i-Abnahme beruhen kénnte. Der Wechsel
von Cl-freier Losung in NSL hingegen verursachte meist eine deutliche Hyperpolarisa-
tion, die wahrscheinlich auf eine ClI-Aufnahme zurtickgeht (Abb. 19). Wahrend der
Rezeptor-Aktivierung in Cl™-freier Losung ist nicht nur der CI'- Einstrom unterbunden,
sondern auch der Na'- Einstrom reduziert. Da der K*-Ausstrom unverandert erfolgt und
die Zellschwellung ausbleibt, tritt in CI™- freier Losung nur ein Austausch von K* gegen
Na’ ein, so dass die Volumenzunahme ausbleibt (Abb. 19). Dieses Experiment macht
deutlich, dass eine Volumenzunahme nur im Zusammenhang mit einer ClI™-Aufnahme
erfolgen kann. Die EMKya nimmt mit zunehmender Depolarisation der Membran ab,
und der Na'-Einstrom bendétigt ein Gegenion, das der weiteren Membrandepol arisation
entgegenwirkt. Die Experimente in Na'-freier Losung lieferten mit dieser Sichtweise in
Einklang stehende Ergebnisse. Der ClI™-Einstrom unterbleibt auf Grund der fehlenden,
auf dem Na'-Einstrom beruhenden Depolarisation und auch die Volumenzunahme
bleibt aus (Abb. 20). In K*-freier Lésung war die Volumenzunahme dagegen unveran-
dert. Die deutlich groRere K*-Abgabe der Zelle war von einer im gleichen Male ver-
starkten Na'-Aufnahme begleitet (Abb. 21), die vermutlich beide auf die Hemmung der
Na'/K*-Pumpe durch den Entzug des extrazelluldren K* zuriickzufiihren sind. Die
Hemmung der Na'/K *-Pumpe ist wahrscheinlich auch die Ursache dafiir, dass die Repo-
larisation der Zelle in K*-freier Losung nur sehr langsam erfolgt (Dorner et al., 1994).
Die vollstandige Repolarisation setzt erst mit dem Wechsel von K*-freier Lésung in
NSL ein. Der Kainat-induzierte CI™-Einstrom war in K*-freier Lésung unverandert, was
darauf schlielRen lasst, dass die ClI-Aufnahme zusammen mit dem Gegenion Na' das
Ausmal’ der Volumenzunahme bestimmt.
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4.3.2 Wirkung von Kainat auf das Zellvolumen von P-Neuronen

Bisherige Ergebnisse sprechen dafur, dass P-Neuronen Glutamat as Neurotransmitter
ausschitten, selbst jedoch keine Glutamatrezeptoren exprimieren (Dierkes et al., 1996).
Die vorliegenden Experimente bestétigen diese Befunde, da die Kainat-induzierte Depo-
larisation nur sehr schwach ausgepragt war und eine Beeinflussung des Zellvolumens
oder von intrazelluléren lonenkonzentrationen nicht oder nur geringfugig auftrat (Abb.
23).

4.3.3 Mechanismus der Kainat-induzierten Volumenzunahme bei Retzius-

Neuronen

Die Wirkung von Kainat auf das Zellvolumen von Retzius-Neuronen wird Uber eine
erhohte Na'-Leitfahigkeit vermittelt. Die durch den Na'-Einstrom bedingte Depolarisa-
tion fuhrt zu einer Erhéhung der EMK ¢ und zum Cl™-Einstrom auf Grund der vermute-
ten hohen Cl-Leitfahigkeit. Da Kainat bei Retzius-Neuronen ebenfalls einen [Ca];-
Angtieg auslost (Dierkes, 1998), ist eine zusétzliche Erhdéhung der ClI™-Leitfahigkeit
durch die Aktivierung Ca*- oder spannungsabhangiger Cl-Kanéle denkbar. Die geringe
Wirkung des physiologischen Agonisten Glutamat auf das Zellvolumen ist darauf zu-
riickzufiihren, dass die Na'-Leitfahigkeit wegen der Desensitivierung des Rezeptors nur
kurzfristig erhoht wird (Dérner, 1991; Dierkes et al., 1996). Die Ursache hierfir liegt
vermutlich in den pharmakologischen Eigenschaften der AMPA-Rezeptoren, die in
Anwesenheit von Glutamat sehr schnell desensitivieren, wohingegen in Anwesenheit
von Kainat keine Desensitivierung auftritt (Ohno et al., 1997; Bleakman & Lodge,
1998). Die fur AMPA beschriebene Desensitivierung scheint bei Retzius-Neuronen eher
schwach zu sein, was moglicherweise an einer unterschiedlichen Zusammensetzung der
Rezeptoruntereinheiten liegt. Der von Dierkes et al. (1996) beschriebene AMPA-
induzierte [Na'];-Anstieg und die deutliche Depolarisation (Abb. 16) erklaren die CI-
Aufnahme und damit die V olumenzunahme.
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4.4 Volumenédnderungen von Retzius-Neuronen bel veréandertem

extrazellularem K*

4.4.1 Beteiligung von CI, K" und Na" an der K'-induzierten

Volumenanderung

Die Entfernung von K* aus der extrazelluldaren Losung beeinflusste das Zellvolumen
nicht (Abb. 23), auch wenn [K™]; und [Cl]; abnahmen und [Na']; anstieg (Abb. 28). Da
kaum Netto-lonenbewegungen auftraten (Abb. 29), wurde das Zellvolumen nicht beein-
flusst. Die lonenbewegungen werden durch die Hemmung der Na'/K*-Pumpe in K*-

freier LOsung verursacht.

Die Erhéhung von [K™], auf 10 mM (ibte nahezu keinen Einfluss auf die intrazelluléren
lonenkonzentrationen aus und dementsprechend trat auch keine Volumenanderung auf.
Die Erhohung von [K*], auf 20 mM und mehr hingegen verursachte Anstiege in [K™];
und [CI];, welche mit zunehmender [K™]a groRer wurden. [Na']; wurde durch eine Er-
hohung von [K*], dagegen nicht beeinflusst (Abb. 28). Mit [K™]; = 80,5 MM und Enruhe
von —47,5 mV ergibt sich bei [K*]a < 12 mM eine nach aulRen gerichtete EMK und bei
[K']a = 12 mM betragt die EMKk ~ 0 mV. Eine [K*], von 15 mM bewirkt eine ein-
wartsgerichtete EMKy von —5,0 mV, die bei hoheren [K™], verstarkt nach innen gerich-
tet ist. Diese Berechnungen erkléren die vorliegenden Ergebnisse recht gut, da erst bel
einer [K*]avon 20 mM und mehr eine deutliche K™*-Aufnahme beobachtet wurde, wobei
eine verstarkte K*-Aufnahme immer mit einer verstarkten CI'-Aufnahme einherging.
Die Experimente in Cl'-freier Losung ergaben bei [K*]a = 30 mM eine Volumenabnah-
me (Abb. 30), wodurch deutlich wird, dass auch hier eine VVolumenzunahme an eine Cl'-
Aufnahme gekoppelt ist. Bei [K']a = 30 mM und [K']; = 80,5 mM betragt Ex
—24,9 mV. Eine Depolarisation der Neuronen auf ca. —24 mV, wie sie in den vorliegen-
den Experimenten in Cl™-freler Losung auftrat, bedeutet eine Aufhebung der EMK und
somit ein Ende des K*-Stroms. Na'" ist an den [K*]induzierten Volumenanderungen
nicht beteiligt.
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4.4.2 Beteiligung von Ca*" an der [K*].-induzierten Volumenzunahme

Fur Neuropil-Gliazellen und Retzius-Neuronen konnte bereits gezeigt werden, dass eine
Erh6hung der [K*]4 auf tiber 10 mM einen Ca?*-Einstrom verursacht, der auf eine Akti-
vierung spannungsabhangiger Ca’*-Kanale zuriickzufiihren ist. Bei Retzius-Neuronen
liegt das Schwellenpotential zur Aktivierung dieser Kanédle bei —35 mV (Hochstrate et
al., 1995). In der vorliegenden Arbeit wurde dieses E, bei einer [K*], zwischen 15 und
18 mM erreicht. Da der K*-induzierte [Ca*];-Anstieg ungefahr bei denselben [K*]. ein-
setzt wie die Volumenzunahme, ist eine Beteiligung von Ca?* an der Volumenzunahme
denkbar.

Die simultanen Messungen von [Ca?*]; und Zellvolumen mit Hilfe von Fura-2 zeigten
eine vollstandige Unterdriickung des K *-induzierten Ca?*-Einstroms durch die Blockade
spannungsabhangiger Ca?*-Kanale mit Ni?* (2 mM; Abb. 31). Da auch die Volumenzu-
nahme unter diesen Bedingungen signifikant verkleinert war, scheint Ca?* an der [K ]«
induzierten Volumenanderung beteiligt zu sein (Abb. 31). Eine direkte Beteiligung von
Ca’™* as Osmolyt kann ausgeschlossen werden, da der [Ca?*]-Anstieg zu gering ist, um
osmotisch wirksam zu sein (Hochstrate et al., 1995). Aus diesem Grund muss der Ca?*-
Beitrag zur Volumenanderung tber eine Modulation von Leitfahigkeiten fir K* oder CI
geschehen. Hierfiir kommen beispielsweise Ca?*-abhangige K*- oder Cl-Kande in Fra-
ge (McCarron et al., 2002; Toland et al., 2000).

Ferner ist in einem intakten Netzwerk durch die dauerhafte Erhéhung von [Ca?*]; die
Verdnderung von Zelleigenschaften durch die Aktivierung von Neurotransmitter-
Rezeptoren denkbar. Wie bereits gezeigt, kann die Aktivierung von Glutamat-
Rezeptoren eine Volumenzunahme aud 6sen (Abb. 17), wohingegen 5-HT keinen Effekt
auf das Zellvolumen von Retzius-Neuronen hat (Abb. 11). Da aul3er glutamatergen und
serotonergen Rezeptoren auch cholinerge Rezeptoren bei Retzius-Neuronen beschrieben
sind (Szczupak et al., 1993), wurde die Aktivierung von Glutamat- und Acetylcholin-
Rezeptoren durch die spezifischen Antagonisten DNQX und d-Tubocurarin wahrend
der [K™]5-Erhohung auf 30 mM gehemmt (Abb. 34). Die Ergebnisse zeigen, dass eine
Blockade der erregenden synaptischen Transmission zu einer Verringerung der Volu-
menzunahme fiihrt. Die K*-induzierte Membrandepol arisation war in den Experimenten
mit Ni** und den Rezeptorblockern hochsignifikant verringert, erreichte jedoch Werte
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oberhalb der Aktivierungsschwelle der spannungsabhangigen Ca?*-Kanale, so dass der
Ca’™*-Einstrom in den Experimenten mit den Rezeptorblockern nicht unterdriickt sein
sollte (Abb. 35).

Die K*-induzierte VVolumenanderung in Ca?*-freier Lésung (Abb. 32) unterschied sich
deutlich von der in Gegenwart von Ni?*. Obwohl unter beiden Bedingungen ein Ca®*-
Einstrom durch spannungsabhéngige Ca®*-Kanadle verhindert wird, ist der hemmende
Effekt von Ni** auf die Volumenanderung groRer. Die Ursache ist wahrscheinlich in der
durch Ni?* verursachten vollstandigen Blockade der spannungsabhéngigen Ca®*-Kande
zu suchen. In Ca*-freier Lésung hingegen bieten spannungsabhangige Ca’*-Kande
eine Durchtrittsmoglichkeit fir monovalente Kationen, da die Ca®*-Bindestellen in der
Kanalpore nicht belegt sind und der Durchtritt fir andere lonen nicht blockiert ist (Al-
mers et a., 1986). Aufgrund dessen konnte hier ein K*-Einstrom (EMKy bei
[K*a=30mM einwérts gerichtet) durch spannungsabhangige Ca®*-Kande erfolgen.
Die in Ca**-freier Losung auftretende hohere Depolarisation konnte die Aktivierung
spannungsabhangiger Cl-Kandle (Jentsch et al., 1999) beglnstigen. Dies wiederum
wirde die Volumenzunahme durch einen zusétzlichen ClI™-Einstrom verstérken.

Aus der Bilanz der K*-induzierten Anderungen der intrazellul&ren onenkonzentrationen
(Abb. 29) geht hervor, dass die Osmolytaufnahme elektroneutral erfolgt. Dies wird je-
doch ebenso wie bei der Bilanz der Kainat-induzierten Konzentrationsanderungen
(4.3.1.) erst nach der Volumen-Korrektur sichtbar. Aus den beschriebenen Experimen-
ten geht weiterhin deutlich hervor, dass die K*-induzierte Volumenzunahme nur dann
erfolgt, wenn die K*-Aufnahme von einer CI-Aufnahme begleitet wird.
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4.5 Schlussbetrachtung

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei pathophysiologische Szenarien smuliert. Zum
einen wurden die Bedingungen, die bel Vertebraten zum exzitatoxischen Zelltod fuhren
konnen, durch eine Badapplikation des Neurotransmitters 5-HT und des glutamatergen
Agonisten Kainat nachgeahmt, zum anderen wurden die Folgen der massiven extrazel-
luldren K*-Anstiege, die wéhrend eines epileptischen Anfalls oder wéhrend einer
Spreading Depression auftreten konnen, durch eine definierte Erhthung der extrazellu-
laren K*-Konzentration untersucht. Unter beiden Bedingungen werden Zellschwellun-
gen beobachtet, die jedoch verschiedene ionale Ursachen haben.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Neurotransmitter-induzierten
Anderungen des Zellvolumens durch die Aufnahme von NaCl bedingt sind. Voraussat-
zung hierfiir ist eine Rezeptor-induzierte Erhohung der Na'-Leitfahigkeit, die auf Grund
der einwértsgerichteten EMKya zu einem Na'-Einstrom fiihrt. Eine messbare Na'-
Aufnahme erfolgt jedoch nur, wenn sie von einer ClI'-Aufnahme begleitet wird. Die Cl'-
Aufnahme setzt eine recht hohe CI'-Leitfahigkeit voraus, die bei P- und auch bei Retzi-
us-Neuronen im Ruhezustand gegeben zu sein scheint und sich moglicherweise Ca®*-
oder spannungsabhangig verstarken | asst.

Die Desensitivierung der AMPA-Rezeptoren bei Aktivierung durch den physiologi-
schen Neurotransmitter Glutamat kénnte einen Schutzmechanismus gegen neurotoxi-
sche Vorgange darstellen. Ein solcher Mechanismus wirde zwar die schnelle Signal-
transduktion gewahrleisten, jedoch eine langanhaltende Erhohung der Na'-L eitfahigkeit

und somit eine VVolumenzunahme verhindern.

Die durch Erhohung der extrazelluldren K*-Konzentration hervorgerufene Volumenzu-
nahme bei Retzius-Neuronen basiert auf einer KCl-Aufnahme. Unter physiologischen
Bedingungen ist die EMK auswérts gerichtet und die Na'-Leitfahigkeit klein. GroRere
Anderungen in [K™], fiihren zu einer einwéartsgerichteten EMK. Auf Grund der im Ru-
hezustand hohen K*-Leitfahigkeit bewirken hohe [K*]. einen K*-Einstrom, welcher zu
einer Depolarisation und zum Einstrom von CI” fiihrt. Die Aktivierung Ca’*-abhangiger
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Cl'-Kandle konnte zusétzlich zu einer hohen CI-Leitfahigkeit beitragen, wodurch die
Aufnahme dieses Gegenions zu K™ verstarkt wird.
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5. Zusammenfassung

1. Inder vorliegenden Arbeit wurden Anderungen des Zellvolumens unter isoosmo-
tischen Bedingungen und die ihnen zu Grunde liegenden ionalen Mechanismen bel Ret-
zius- und P-Neuronen des Blutegel-Zentralnervensystems untersucht. Hierzu wurden
ionensensitive Mehrkanal-Mikroelektroden verwendet, welche die simultane Messung
von bis zu drei verschiedenen Parametern ermdglichen. Neben dem Membranpotential
(Em) wurden das relative Zellvolumen (Vol..g ) durch die Bestimmung der intrazellulé
ren Konzentration des Volumenmarkers TMA™ ([TMA™];) sowie die intrazelluldren lo-
nenkonzentrationen von ClI” ([CI];), Na” ([Na'];) oder K* ([K'])) registriert. Dartiber
hinaus wurden mikrofluorimetrische Messungen mit dem Ca?*-Indikator Fura-2 zur
simultanen Bestimmung des Zellvolumens und der freien intrazelluldren Ca®*-
Konzentration ([Ca®'];) durchgefiihrt.

2. Be Superfusion des Ganglions mit Normalsalzlésung (NSL) wiesen Retzius-
Neuronen ein Ep, von -47,5 £ 9,5 mV (n=153) auf, eine [CI]; von 10,1 £ 3,7 mM (n=33)
und eine [Na']; von 9,1 + 3,0 mM (n=14). Die Messung von [K]; erfolgte mit zwei ver-
schiedenen Sensoren, wobel die Messungen mit Hilfe des klassischen lonenaustauschers
Corning 477317 einen Ruhewert von 88,3 + 18,6 mM (n=23) ergaben und die mit dem
neutralen Carrier Valinomycin einen Ruhewert von 80,5 + 16,6 mM (n=19). [C&™"];
wurde mikrofluorimetrisch mit Hilfe von Fura-2 zu 65 + 26 nM (n=11) bestimmt.

3. Be Superfusion mit NSL wiesen P-Neuronen ein Ep, von -53,2 £ 8,6 mV (n=49)
auf. Die Ruhewerte fiir [CI;, [Na']; und [K™]; lagen bei 12,6 + 2,6 mM (n=20), 9,6 +
3,2mM (n=13) und 67,7 + 21,8 mM (n=6), wobei [K*]; nur mit dem neutralen Carrier
Valinomycin gemessen wurde.

4. Die Beladung der Neuronen mit dem Volumenmarker TMA™ erfolgte durch Su-
perfusion eines Ganglions mit 5 mM TMA-CI in NSL. Die TMA*-Aufnahmerate von
Retzius- und P-Neuronen lag bei 0,31 £ 0,21 mM/min (n=89) bzw. 0,51 + 0,31 mM/min

(n=7).
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5. Die Badapplikation von 5 mM 5-HT Ubte bei Retzius-Neuronen nur einen sehr
geringen Effekt aus. In Abhangigkeit vom CI-Gleichgewichtspotential (Ec)) und Ruhe-
membranpotential (Enrune) antworteten diese Neuronen entweder mit einer Hyperpola-
risation (Emrune > Ec)) von —5,5 + 2,6 mV (n=12) oder mit einer Depolarisation (Em-rune
< Eg) von 3,6 + 2,8 mV (n=7). Die simultan bestimmten [CI];-, [K™]i- und [N&];-
Anderungen von 0,6 + 1,1 mM (n=4), 2,2 + 0,3 mM (n=4) bzw. 0,4 + 0,8 mM (n=4)
waren gering. Das unverdnderte Zellvolumen der Neuronen wéhrend der 5-HT-
Applikation (1,8 £ 6,6 %; n=3) ist durch die geringen lonenbewegungen Uber die Plas-
mamembran erklarbar.

6. Die Applikation von 5 mM 5-HT bewirkte bel P-Neuronen eine deutliche Volu-
menzunahme von 40,5 + 4,6 % (n=5), die auf eine Nettoaufnahme von Na'- und CI-
lonen (108 mM) zuriickzufiihren ist. Die K*-Abgabe wurde durch eine sehr viel groRere
[Na']i-Aufnahme kompensiert. Die 5-HT-Applikation induzierte eine Depolarisation
von 45,2 + 8,7 mV (n=40), auf die nach Wegnahme des Agonisten bei mehr as 40 %
der Zellen eine Hyperpolarisation von —9,7 + 8,0 mV folgte.

7.  Der glutamaterge Agonist Kainat (100 M) Ubte bei P-Neuronen so gut wie kei-
nen Effekt aus. Lediglich E,, depolarisierte um 6,6 = 4,4 mV (n=11). Das Zellvolumen
und die intrazelluléren 1onenkonzentrationen blieben unveréndert. Im Gegensatz hierzu
fihrte Kainat bei Retzius-Neuronen zu einer Depolarisation um 17,0 + 5,7 mV (n=40)
und einer Volumenzunahme um 20,1 + 9,9 % (n=33). Diese Volumenzunahme wurde
durch eine Nettoaufnahme von Na'- und Cl™-lonen (23 mM) verursacht. Die K*-Abgabe
wurde durch eine groRRere Na'-Aufnahme kompensiert.

8. Die Entfernung des extrazellularen K™ bewirkte bei Retzius-Neuronen eine Hy-
perpolarisation (-12,0 £ 6,3 mV; n=25), beeinflusste jedoch das Zellvolumen nicht. In
K*-freier Lésung stieg [Na']; um 9,7 + 6,5 mM (n=6), [K™]; bzw. [CI; filen um 9,7 +
3,7 mM (n=3) bzw. 3,1 + 2,0 mM (n=4) ab. Die [Na'];-und [K'];-Anderungen sind
durch die Hemmung der Na'/K*-Pumpe in K*-freier Losung erklarbar.

9. Die moderate Erhéhung der extrazellularen K*-Konzentration [K*], auf 10 mM
verursachte eine Depolarisation, beeinflusste das Zellvolumen aber nicht. Eine weitere
Erhohung von [K™], auf 20 mM |6ste sowohl eine Depolarisation als auch eine Volu-
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menzunahme aus. Die Erhéhung von [K™], auf 30 mM bewirkte eine Membrandepol ari-
sation um 22,6 + 7,5 mV (n=46) und eine Volumenzunahme um 29,6 + 7,8 % (n=34).
Die Volumenzunahme wurde durch die Nettoaufnahme von K*- und ClI™-lonen (53 mM)
verursacht. [Na']; blieb praktisch unverandert.

10. Dabei der Blockade der spannungsabhangigen Ca?*-Kanale durch 2 mM Ni®* die
K*-induzierte Volumenzunahme auf 47,4 + 30,1 % (n=5) der Vorkontrolle reduziert
war, scheint der durch 30 mM K* induzierte [Ca®]i-Anstieg (um 172 + 89 nM, n=8)
indirekt an der Volumenzunahme beteiligt zu sein. In Gegenwart von DNQX und d-
Tubocurarin war die Volumenzunahme auch deutlich reduziert (54,0 + 11,6 % der Vor-
kontrolle; n=4). Dies deutet darauf hin, dass die Ca?*-Wirkung teilweise iber eine Re-
zeptor-Aktivierung vermittelt wird.

11. Die K*-induzierte Volumenzunahme war in Cl'-freier Lésung unterdriickt, wohin-
gegen die Depolarisation erhalten blieb. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die K-
Aufnahme nur in Gegenwart von CI” erfolgen kann.

12. Aus diesen Experimenten kann gefolgert werden dass die Neurotransmitter-
induzierten V olumenzunahmen bei Blutegel-Neuronen auf einer langfristigen Erhéhung
der Na'-Leitfahigkeit durch die Rezeptor-Aktivierung beruhen. Die durch den Na'-
Einstrom verursachte Depolarisation bewirkt eine ClI-Aufnahme der Zellen, welche
wiederum der Depolarisation entgegenwirkt und eine weitere Na'-Aufnahme ermog-
licht. Da 5-HT bei Retzius-Neuronen lediglich zu einer Erhdhung der CI™-Leitfahigkeit
fihrt bleibt eine Volumenzunahme aus. Die K™-induzierte Volumenzunahme beruht
dagegen auf der bei hohen [K™]. einwértsgerichteten elektromotorischen Triebkraft fir
K* (EMKk). Aufgrund der hohen K*-Leitfahigkeit der Membran stromt K™ in die Zelle
und verursacht eine Depolarisation, welche wiederum einen Cl-Einstrom begiinstigt.
Auch hier erfolgt nur eine Volumenzunahme, wenn Cl™ als Gegenion zusétzlich aufge-
nommen wird und der Depol arisation entgegenwirkt.
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7. Abbildungen
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Abb. 1: Fotographische Aufnahme (A) und schematische Darstellung (B) des
medizinischen Blutegels Hirudo medicinalis.

Die fotographische Aufnahme zeigt einen Blutegel im GrofRenvergleich mit einer 2 Euro-
Minze. In der schematischen Darstellung ist die Lage des Zentralnervensystems im
Blutegelkorper dargestellt. Das Cerebralganglion ist Uber eine Kette aus 21 Segmental-
ganglien mit dem Analganglion verbunden. Die einzelnen Ganglien sind Uber paarige
Konnektive und den Faivre-Nerv mit den Nachbarganglien in Kontakt.
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Abb. 2: Schematische Darstellung (A) und mikroskopische Aufnahme (B) der Ventralansicht eines Segmentalganglions des
medizinischen Blutegels Hirudo medicinalis.

Diein dieser Arbeit untersuchten multifunktionalen Retzius (R)- und mechanosensorischen pressure-Neuronen (P) sind durch die
entsprechenden Buchstaben gekennzeichnet.
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Abb. 3: Schematische Darstellung ionensensitiver Mehrkanal-Mikroel ektroden.
A) Verschaltung einer ionensensitiven Zweikana -Mikroelektrode. Mit Hilfe von chlorierten Silberdrahten wurde das
Summenpotential des ionensensitiven Kanals (E,,,+Egy) auf den Eingang A und das Referenzpotential (Eg) auf den
Eingang B des Differenzverstérkers (FD 223) geleitet. Durch Subtraktion des Referenzpotentials B vom
Summenpotential A wurde das lonenpotential (E,,,) ermittelt.

B) Verschaltung einer ionensensitiven Dreikanal-Mikroelektrode. Auf Grund der unterschiedlichen Eingangswidersténde des 2. Differenzverstérkers (Duo 773)
konnte der Eingang B, dieses Verstérkers nicht zur Bestimmung des Referenzpotentials und zur Berechnung des |onenpotentials herangezogen werden. Die
Subtraktion des Referenzpotentials (B;) von den Summenpotentialen (A, und A,) erfolgte mit Hilfe des Aufzeichnungscomputers.

C) Die elektronenmikroskopische Aufnahme der Elektrodenspitze zeigt drei voneinander getrennte Kandle.
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Abb. 4: Eichkurven verschiedener ionensensitiver Mikroelektroden.

Die in den EichlGsungen ermittelten lonenpotentiale (E,,, in mV) wurden gegen den negativen
dekadischen Logarithmus der entsprechenden lonenkonzentration (plon) aufgetragen. Die
durchgezogenen Kurven wurden mit Hilfe der Nicolsky-Eisenman-Gleichung berechnet. Der
Schnittpunkt der Asymptoten liefert das graphisch bestimmte Detektionslimit der jeweiligen
Elektrode. Die rechnerisch bestimmten Werte firr Steigung (S,,,) bzw. Detektiondimit (c? )
sind ebenfallsin den Abbildungen angegeben.

A) K*-sensitive Elektroden, basierend auf dem lonenaustauscher Corning 477317, konnten
sowohl mit TMA* (#) as auch mit K* (@, K(C)) geeicht werden. K*-sensitive Elektroden mit
dem neutralen Carrier Valinomycin wurden nur mit K* (A, K(V)) geeicht.

B) zeigt die Eichkurven einer Cl- (<) sowie einer Na"-sensitiven (0) Elektrode.



A 180 1 2 3 -

5min
160+
140+
120+
__100f
E 80
e 60
401
20t
ok
20+
40- NP M4 M TMA* (M)
0 25 0 0 2,5 0 0 25 0
80 80 }OO 5 4 4 I 80 L] 80 L K+ (mM)
2 4 4 225 0 80 2 4 4
B 1601 4 80
140+ - 60
120 - 40
100F 4 20
S 80r Ex Ena H4 of"
£ eof + 204"
u’ 40f 4 403
20t m 4 60
o | Eg 4 -80
-20F ~-100
-40- - -.120
95 10 0 9687 95 9 10 O 5
Cl- (mM) Na* (mM)
c
2 20
\;- _28E ~ T Y N T
Luﬂf

Abb. 5: Registrierbeispiele von Eichungen verschiedener ionensensitiver Dreikanal el ektroden.
Ein ionensensitiver Kanal jeder Elektrode war zur Bestimmung des Zellvolumens mit Corning
477317 gefullt (E., A). Mit dem zweiten ionensensitiven Kanal wurde simultan entweder Cl-
(Eg»1), K* (Ex,2) oder Na* (Ey,3) gemessen (B). Mit dem dritten Kanal der Elektroden wurde
das Referenzpotential bestimmt (Ez, C). Die fir die jeweilige Eichung relevanten |onenkonzen-
trationen in den Eichlésungen sind rot angegeben.
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Abb. 6: Unterdriickung der K*-Sensitivitét des klassischen lonenaustauschers Corning
477317 in Gegenwart von TMA*,

Das lonensignal des Corning 477317 (E.) resgierte in Gegenwart von 1 mM TMA* nicht auf
Anderungen der K*-Konzentration in der Eichlésung. Unter diesen Bedingungen war die K*-
Sensitivitét des Sensors vollstdndig unterdriickt. Die vorangegangene K*-Eichung der
Elektrode ergab eine Steigung von —50,2 mV sowie ein Detektionslimit von 0,93 mM.
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Abb. 7: Messung des relativen Zelvolumens mit Hilfe ionensensitiver Mikroelektroden am
Beispiel eines Retzius-Neurons.

Die Beladung des Neurons mit dem Volumenmarker TMA™ erfolgte durch Applikation von 5 mM
TMA-CI in NSL. Die gestrichelte Linie kennzeichnet den linearen Bereich in dem die TMA*-
Aufnahmerate bestimmt wurde. Der TMA*-Verlust der Zelle nach der Beladung erfolgte deutlich
langsamer as die TMA*-Aufnahme und konnte mittels einer Exponential-Funktion beschrieben
werden (blaue Linie, A). Diese kalkulierte [TMA*], wurde as Kontroll-Konzentration
([(TMA*],» zur Berechnung des relativen Zellvolumens (Vol.4) herangezogen. Anderungen in
der gemessenen [TMA']; ([TMA®]g,,), hier ausgelost durch Erhdhung der extrazelluléren K-
Konzentration auf 30 mM, spiegelten die Verénderungen des Zellvolumens wider. Das Verhdtnis
[TMA*]g,,/ [TMAY],,, liefert die relative [TMA*]; ((TMA'],4, B) und damit den Kehrwert des
relativen Zellvolumens (Vol..4, C). Teilabbildung D zeigt das simultan gemessene Membran-
potential (E,,).
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Abb. 8: Einfluss von C&* auf die Fluoreszenzeigenschaften von Fura-2.

A) Mikrofluorimetrisch gemessene Anregungsspektren der Ca?*-geséttigten und der Ca?*-freien
Form von Fura-2. Der Schnittpunkt beider Spektren (360 nm) stellt den Isofluarpunkt dar, bei
dem die Fura-2-Fluoreszenz von der Ca?*-Bindung an den Farbstoff unabhéngig ist. Die
Messung der intrazelluléren Ca?*-Konzentration erfolgte mit den Anregungswellenlangen 340
nm und 380 nm.

B) Die Eichkurve nach der Ratio-Methode stellt das Verhdltnis der durch 340 bzw. 380 nm
induzierten Fluoreszenz (R(340 nm/380 nm)= R(Fura-2)) in Abhangigkeit von der Ca*-
Konzentration dar (Grynkiewicz et al., 1985).
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Abb. 9: Wirkung der TMA*-Beladung bel drel verschiedenen Retzius-Neuronen (1-3) auf die
lonenpotentiale von Corning 477317 (E, A); Cl-lonophor (Ey, B1), K*-lonophor (Valinomycin,
Ex); B2) oder Na-lonophor (Ey,, B1) sowie auf das Membranpotential (E,, C).

Die Badapplikation von 5 mM TMA* flihrte bel alen Zellen zu einer TMA*-Aufnahme, die sich in
einem deutlichen Anstieg von E; widerspiegelte. Eg, E, oder Ey, wurden durch den [TMA];-
Anstieg nicht beeinflusst. Da E,,, wahrend der Dauer der Applikation konstant blieb, also keine
Verdnderung von [K*]; auftrat, ist auszuschlief3en, dass der Anstieg von E. durch eine K*-Aufnahme
der Zelle verursacht wurde. Die Wirkung von TMA* auf das E,, war unterschiedlich. Bei vielen
Zellen wurde kurz nach Beginn der TMA*-Applikation eine transiente Depol arisation beobachtet, die
in eine anhaltende Depolarisation oder Hyperpolarisation tberging (siehe Abb. 10).
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Abb. 10: Wirkung von TMA* auf E_, bel verschiedenen Retzius- (A-C)
und P-Neuronen (D).

Die Pfeile kennzeichnen den Wechsel von NSL in die 5 mM TMA*-haltige
L6sung.

A) Registrierbeispiele von typischen biphasischen Membranantworten.
Auf eine schnelle transiente Depolarisation folgte eine langanhaltende De-
oder Hyperpolarisation.

B) Registrierbeispiele von biphasischen Anworten bei denen die transiente
Depolarisation sehr schwach ausgeprégt war.

C) Registrierbeispiele von Membranantworten, bei denen entweder die
transiente Depolarisation oder die anschlieRende langanhatende De- bzw.
Hyperpolarisation fehlte.

D) Bei P-Neuronen fiel im Vergleich zu Retzius-Neuronen die Wirkung
von TMA* auf das E,,, nur schwach aus.
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Abb. 11: Registrierbeispiele der Wirkung von 5-HT auf das Zellvolumen, [CI];, [K*];, [Na']; und
E,, bei Retzius-Neuronen.

Messung an vier verschiedenen Zellen, bei denen simultan zu E, das VVolumen, [Cl];, [K*]; oder
[Na']; mit Hilfe von Zweikanal-Mikroelektroden registriert wurde. Die einminitige Applikation
von 5 mM 5-HT hatte keinen Einfluss auf das Zellvolumen und auf [Na'];, fihrte jedoch zu einem
leichten [CI7];-Abfall und zu einem [K*];-Anstieg. Die Wirkung auf E,, war sehr unterschiedlich.
Bei den meisten Zellen fihrte 5HT zu einer kurzfristigen Verstellung von E,,, wobel Zellen mit
geringem E, gupe Mit einer Hyperpolarisation und Zellen mit hohem E. g, Mit ener
Depolarisation reagierten. Nach dem Auswaschen war die Wirkung des Agonisten in der Regel
rasch reversibel. Bel ca. 25 % der untersuchten Retzius-Neuronen war jedoch eine anhaltende
Hyperpolarisation zu beobachten.
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Abb. 12: Registrierbeispiele der Wirkung von 0,5 mM 5-HT bei Retzius-Neuronen auf
E..

Die E.-Verschiebung bei Applikation von 5-HT hing von dem jeweiligen Cl-
Gleichgewichtspotential (E.) der Retzius-Neuronen ab. In der linken Registrierung war
E,, negativer als E, in der rechten Registrierung dagegen positiver. In beiden Félen
verschob sich E,, bei 5-HT-Gabe in Richtung E,. Die Membran polarisierte in Richtung

von Eg.
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Abb. 13: Registrierbeispiele der Wirkung von 5-HT auf das Zellvolumen, [K*];, [Cl];, [Na'], und E,,, bei P-Neuronen.

Messung an vier verschiedenen Zellen bei denen simultan zu E, das Volumen [K*];, [CI], oder [Na']; mit Hilfe von Zweikanal-
Mikroelektroden registriert wurde. Die einminitige Applikation von 5 mM 5-HT verursachte eine Volumenzunahme, welche von einem
starken [K*],-Abfall, einem starken [Na'];-Anstieg sowie einem moderaten [Cl];,-Anstieg begleitet wurde. Da das Zellvolumen nicht simultan
mitbestimmt werden konnte, wurde fir die Volumen-Korrektur der intrazelluléren lonenkonzentrationen (rote Linien) eine aus 5
Volumenmessungen gemittelte Spur verwendet. ES wird deutlich, dass der [Cl];- und [Na];-Anstieg wahrend der Zellschwellung unterschétzt
wurden und der [K*]-Abfall Uberschétzt wurde. Weiter flhrte 5-HT zu einer Depolarisation, die bei einigen Zellen biphasisch verlief.
Waéhrend der Repolarisation und der anschlief3enden Hyperpolarisation lag E,, in Nahe des K*-Gleichgewichtspotentials (blaue Lini€).
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Abb. 14: Registrierbeispiele der Wirkung von 5-HT und einer Erhéhung von [K*],, auf
Ey, und E, bei P-Neuronen.

Die Badapplikation von 5 mM 5-HT und die [K*].-Erhdhung von 4 auf 89 mM fiihrten
zu einer Depolarisation vergleichbarer Amplitude. Die 5-HT-induzierte Depolarisation
erfolgte zweiphasig. Weiterhin wurde E,, durch die 5-HT-Applikation stark in positive
Richtung verschoben, wohingegen die [K*]-Erhthung zu einer Verschiebung in
negative Richtung flhrte. Die mit & markierten Potentiaverschiebungen sind
Artefakte.
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Abb. 15: 5-HT-induzierte Anderungen von [lon]; bei P-Neuronen.

Die unkorrigierten Werte ergaben eine NaCl-Aufnahme, die etwa doppelt so grofd war, wie der K*-
Verlust der Neuronen. Da das Volumen nicht simultan bestimmt werden konnte, erfolgte die
Korrektur der D[lon];-Werte um die Volumendnderung nur ndherungsweise mit Hilfe einer aus 5
Volumenmessungen gemittelten Spur, deren maximale Anderung 39 % betrug. Die Zeitverlaufe
zwischen verschiedenen Neuronen variierten jedoch, daher weicht dieser Wert leicht von dem im
Ergebnisteil beschriebenen maximalen DVol-Wert ab. Durch die Korrektur wird in der Bilanz
deutlich, dass die Osmolyt- Nettoaufnahme in den Messungen um ca. 50 % unterschétzt wurde. Das
Verhdtnis der aufgenommenen Anionen (0) zu den aufgenommenen Kationen ( O0) anderte sich
durch die Volumenkorrektur nur geringfigig.
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Abb. 16: Registrierbeispiele der Wirkung glutamaterger Agonisten auf das Zellvolumen,
[CI]; und E,, von Retzius-Neuronen.

Der physiologische Agonist Glutamat Ubte im Vergleich zu AMPA und Willardiine
(Agonisten fir AMPA-Rezeptoren) eine geringe Wirkung auf [Cl]; und E,, aus. Das
Zellvolumen blieb durch Glutamat unbeeinflusst, wéhrend AMPA und Willardiine eine
Volumenzunahme verursachten. SYM 2081 (Agonist fir Kainat-Rezeptoren) (ibte auf die
gemessenen Parameter nur eine geringe Wirkung aus. Die grofte Wirkung auf das
Zellvolumen sowie auf [CI]; und E,, hatte Kainat, ein Agonist fir Rezeptoren des
AMPA- und des Kainat-Typs. Die rote Linie gibt die um die Volumendnderung
korrigierte [Cl]; wieder.
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Abb. 17: Wirkung von Kainat auf das Zellvolumen, [CI];, [K*];, [Na']; und E, bel Retzius-
Neuronen.

Registrierbeispiele von drei verschiedenen Zellen, bei denen mit Hilfe von Dreikanal-
Mikroelektroden, simultan zu Volumen und E,, entweder [Cl7];, [K*];, oder [Na'];
mitbestimmt wurde. Die Applikation von 100 nM Kainat |6ste eine Zellschwellung und eine
deutliche Membrandepolarisation aus. Weiterhin konnte ein [Cl];- und ein [Na'];-Anstieg
sowie eine [K*];-Abnahme beobachtet werden. Die roten Linien geben die Anderungen von
Cl, K*, und Na" nach der Volumen-Korrektur, also unter Annahme eines konstanten
ZeIIvqumens wider.
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Abb. 18: Kainat-induzierte Anderungen der [lon]; bei Retzius-Neuronen.

Bel der Auswertung wurden nur die Messungen berlicksichtigt bei denen das relative
Zellvolumen simultan mitbestimmt wurde. Die unkorrigierten Dflon];- Werte ergaben einen
[K*];-Abfall, der in etwa dem [Na'];-Anstieg entsprach. Die Netto-Aufnahme von Osmolyten
entspricht somit dem [CI];-Anstieg. Die Volumen-Korrektur der Dflon];-Werte ergab einen
deutlich kleineren [K*];-Abfall, wohingegen sowohl der [Cl];-als auch der [Na';-Anstieg
vergroRert waren. Die Summe der Mittelwerte von Dflon]; ergibt die Netto-Aufnahme von
Osmolyten, die im Vergleich zu den unkorrigierten Werten mehr as doppelt so hoch ist.
Weiterhin erfolgt die Aufnahme von Osmolyten nach der Volumen-Korrektur annghernd
durch gleiche Mengen an Kationen (O )und Anionen (O), wodurch eine elektroneutrale
Aufnahme angezeigt wird.
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Abb. 19: Wirkung von Kainat in NSL und Cl-freier Lésung auf das Zellvolumen (A), [Cl];,
[K*]; und [Na']; (B) sowie auf E, (C) bei Retzius-Neuronen.

Die Messungen wurden mit Hilfe von Dreikanal-Mikroelektroden an drei verschiedenen
Neuronen durchgefiihrt. Im Gegensatz zur Kontrolle in NSL 16ste Kainat in Cl--freier Losung
keine Zellschwellung aus. Bei einigen Zellen fihrte der Entzug des extrazelluléren Cl- zu einer
Volumenabnahme. Der Kainat-induzierte [Na],-Anstieg war in Cl-freier Losung verringert. Die
um die Volumenanderung Kkorrigierten Konzentrationsénderungen (rote Linien) wichen
erwartungsgemal? nur unter Kontrollbedingungen von den gemessenen Werten ab. Die Kainat-
induzierte Depolarisation blieb in Cl--freier Lésung erhalten.



B

50
o 40 %

(K™,

‘E.Z 30 | * [Na'];
= 20
(@]

1 wn N

0
C

-20 * a
E -40 m’_/L \\)—/\—— ......
LE 60

'80 - - - - - -

Na'-fre 100_nM Na'-fre Na'-fre
Kainat

Abb. 20: Wirkung von Kainat in NSL und Na'-freier Losung auf Zellvolumen (A),
[CI];, [K*]; und [Na']; (B) sowie auf E,,, (C) bei Retzius-Neuronen.

Die Messungen wurden mit Hilfe von Dreikanal-Mikroelektroden an drei
verschiedenen Neuronen durchgefiihrt. Die Na'-freie Ldsung verursachte eine
Zéellschrumpfung. Die Kainat-induzierte Zellschwellung war unter diesen
Bedingungen unterdriickt. Wahrend [CI]; in Na'-freier Losung, auch wahrend der
Kainat-Applikation unveréndert blieb, stieg [K*]; um ca. 5 mM an. Die roten Linien
zeigen die um die Volumenanderung korrigierten Konzentrationsanderungen.
Weder fur [Cl]; noch fur [Na']; unterschieden sich beide Spuren unter Na'-freien
Bedingungen. Fur [K*]; ergibt die Volumen-Korrektur einen leichten Abfal. Die
Kainat-induzierte Depolarisation blieb in Na*-freler Lésung aus. Die unterbrochene
Linie steht fir eine TMA*-Beladung zwischen den Experimenten (12 min 5 mM
TMA*, 3 min NSL). Die mit % gekennzeichneten Potentialverschiebungen sind
Artefakte.
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Abb. 21: Wirkung von Kainat in NSL und K*-freier Lésung auf das Zellvolumen
(A), [CI];, [K*]; und [Na']; (B) sowie E,, (C) bei Retzius-Neuronen.

Die Messungen wurden mit Hilfe von Drelkanal-Mikroelektroden an drei
verschiedenen Zellen durchgefihrt. Die durch Kainat verursachte Zellschwellung
und der [Cl]-Anstieg blieben in K*-freier Losung erhalten, ebenso die
Depolarisation. Der Kainat-induzierte [K*],-Abfall war ebenso wie der [Na’;-
Anstieg in K*-freier Lésung drastisch verstérkt. Der Entzug des extrazelluldren K*
selbst flhrte meist zur Schrumpfung, zur [CI];- und [K*],-Abnahme, zum [Na';-
Anstieg sowie zur Hyperpolarisation. Diese Effekte sind jeweils mit einem Pfell
gekennzeichnet. Die roten Linien zeigen die um die Volumenédnderung korrigierten
K onzentrationsanderungen.
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Abb. 22: Einfluss des extrazellul&ren Cl-, Na* und K* auf die Kanat-induzierte
Volumenzunahme bel Retzius-Neuronen.

In ClI- und Na'-freler Lésung wurde durch die Applikation von Kainat (100 niM) keine
Volumenénderung ausgel st (» * : p< 0,01). In K*-freier Losung war die Kainat-induzierte
Volumenzunahme dagegen nicht signifikant verandert.
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Abb. 23: Wirkung von Kainat auf das Zellvolumen, [CI-]; und [Na']; sowie auf
E,, bei P-Neuronen.

Registrierbeispiele von Zweikanal-Mikroelektroden an drei verschiedenen
Zellen. Die Applikation von 100 mM Kanat verursachte eine geringe
Depolarisation, jedoch keine Volumenanderung. Die Anderungen von [CI],

und [Na']; waren sehr viel kleiner as die Kainat-induzierten Anderungen bei
Retzius-Neuronen (vgl. Abb. 17).
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Abb 24: Einfluss veranderter [K*], auf das Zellvolumen, [CI]; und E,, bei Retzius-Neuronen.
Registrierbeispiele ionensensitiver Dreikana-Mikroelektroden bel verschiedenen Zellen. In K*-freier
Losung trat eine minimale V olumenabnahme auf, ebenso wie ein geringer [Cl7];-Abfall und eine deutliche
Hyperpolarisation. Die Erhéhung von [K*], auf 10 mM induzierte im Mittel eine geringe Zunahme des
Zéellvolumens sowie einen geringen [Cl];-Anstieg und eine leichte Depolarisation. Die Erhdhung von [K*],
auf 20 bzw. 30 mM bewirkte eine deutliche Volumenzunahme sowie einen verstérkten [Cl]-Anstieg und
eine erhohte Depolarisation. Die roten Linien zeigen [Cl7]; nach der Volumen-Korrektur, d.h. bei Annahme
eines konstanten Zellvolumens. Wie die gestrichelten Linien verdeutlichen, erfolgen die Anderungen von
Zellvolumen und [Cl];, gleichzeitig, waren jedoch gegeniber den E,-Anderungen verzogert. Fir die
Wirkung von [K*], auf Zellvolumen und E,, vgl. auch Abb. 25 und 26.
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Abb. 25: Einfluss verénderter [K*], auf das Zellvolumen, [K*], und E,,, bei Retzius-Neuronen.

Die Veranderung von [K*], beeinflusste [K*]; nur geringfligig. Wie die um die Volumenzunahme korrigierten
Spuren jedoch zeigen (rote Linien), 10ste die Erhthung von [K*], auf 20 und 30 mM eine K*-Aufnahme aus.
Zur Wirkung von [K*], auf das Zellvolumen und E,, siehe Abb. 24. Die Anderungen von Zellvolumen und

[K*]; erfolgten gleichzeitig, waren verglichen mit den E -Anderungen deutlich langsamer und etwas
verzogert.
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Abb. 26: Einfluss verénderter [K*], auf Zellvolumen, [Na']; und E, bei Retzius-Neuronen.

Der Entzug des extrazelluléren K* induzierte einen [Na'];-Anstieg, wahrend die Erhéhung von [K*], zu
einer minimalen [Na'];-Abnahme fuhrte. Wie die um die Volumenzunahme korrigierten Spuren zeigen (rote
Linien), war diese Abnahme Uberwiegend durch die K*-induzierte Zellschwellung bedingt. Die
gestrichelten Linien verdeutlichen, dass die K*-induzierte Volumenzunahme gegentiber der Depolarisation
verzogert einsetzte.
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Abb. 27: Abhéngigkeit von Zellvolumen (A) und E,, (B) von der extrazelluldren K*-
Konzentration bel Retzius Neuronen.

Die Erhdhung von [K*], bewirkte eine Depolarisation sowie eine Volumenzunahme.
Mit zunehmender Erhthung von [K*], wurden sowohl die Zellschwellung als auch die
Membrandepolarisation verstarkt.
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Abb. 28: Einfluss veranderter [K*], auf die intrazelluléren Konzentrationen von ClI-, K*
und Na* bel Retzius-Neuronen.

Fir diese Darstellung wurden nur die Messungen berticksichtigt, bei denen simultan mit
[CI];, [K*]; oder [Na']; auch die Volumendnderung mitbestimmt wurde.

A) K*-induzierte Anderungen von ClI-, K* und Na* ohne Volumen-K orrektur

B) K*-induzierte Anderungen von ClI-, K* und Na* nach der VVolumen-Korrektur.

Die hier dargestellten Daten sind auch in Tabelle 14 zusammengefasst.
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Abb. 29: Bilanz der K*-induzierten Anderungen der intrazelluldren
|onenkonzentrationen bei Retzius-Neuronen.

Bei Erhthung von [K*], stieg die Osmolaritét des Cytosols geringfligig an, um ca. 15
mM bei [K*], = 30 mM, wie die Bilanzierung der gemessenen Konzentrations-
anderungen ohne Volumen-Korrektur zeigt. Nach dieser Bilanz entstiinde der
Zuwachs der cytosolischen Osmolaritét ausschliefdlich durch die Aufnahme von
Anionen. Die Summierung der um die Volumenanderung korrigierten Konzentra-
tionsénderungen zeigt jedoch, dass tatséchlich Anionen und Kationen gleichermalien
aufgenommen werden. In K*-freier Losung nahm die cytosolische Osmolaritét leicht
ab. Die Volumen-Korrektur ergibt eine gleichgrol3e Osmolyt-Abgabe, die sich
ausschlieflich aus Anionen zusammensetzt.
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Abb. 30: Registrierbeispiel der Wirkung Cl-freier Losung auf die K*-
induzierten Anderungen von Volumen und E,,, bei Retzius-Neuronen.
Registrierbeispiel einer ionensensitiven-Zweikanal-Mikroelektrode. In Cl--
freier Losung war die K*-induzierte Volumenzunahme unterdriickt. Die K*-
induzierte Membrandepolarisation erfolgte schneller und erreichte positivere
E, as in NSL. Der Wechsd in Cl-freie Losung loste eine transiente
Depolarisation und der Riickwechsel in NSL eine transiente Hyperpolarisation
aus. Dieses Neuron wurde nach der Vorkontrolle erneut mit TMA™ beladen (8
min TMA*, dann 6 min NSL, unterbrochene Linie).
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Abb 31: Einfluss des Ca?*-Kanalblockers Ni2* auf die K*-induzierten Anderungen von
Zellvolumen und [C&*]; (A) sowie von E,, (B) bei Retzius-Neuronen.

A) Die K*-induzierte Volumenzunahme war wahrend der Blockade spannungsabhéngiger
Ce?*-Kandle durch 2 mM Ni?* deutlich reduziert, demgegeniiber war der [Ca?*],-Anstieg
vollsténdig unterdriickt. Zellvolumen und [Ca2*]; wurden in diesem Experiment mit Hilfe
von Fura-2 simultan gemessen.

B) In Anwesenheit von 2 mM Ni?* war die K*-induzierte Depolarisation reduziert. Der
Einfluss von Ni?* auf die K*-induzierten Anderungen des Zellvolumens sowie auf [Ca?*];
und E,, war reversibel.
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Abb. 32: Regidtrierbeispiel der Wirkung Ca?*-freier Losung auf die K*-
induzierten Anderungen von Volumen und E,,, bei Retzius-Neuronen.
Registrierbeispiel einer ionensensitiven Zweikanal-Mikroelektrode. In Ca?*-
freier Losung war die K*-induzierte Volumenzunahme reduziert. Der Pfell
markiert eine geringe Volumenabnahme, die durch den Entzug des
extrazelluléren Ca®* hervorgerufen wurde. Die K*-induzierte Depolarisation
erfolgte in Ca?*-freier Losung schneller und erreichte ein positiveres E,,. Dieses
Neuron zeigte nach Entfernen des extrazelluldren Ca?* keine Membran-
Oszillationen (vgl. Abb. 33).
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Abb. 34: Wirkung von d-Tubocurarin und DNQX auf die K*-induzierten
Anderungen von Zellvolumen und E,, bei Retzius-Neuronen.

Registrierbeispiel einer ionensensitiven Zweikanal-Mikroelektrode. In Gegenwart
von Antagonisten des nikotinischen AcetylcholinRezeptors und Glutamat-
Rezeptors vom nonNMDA-Typ war die K*-induzierte Volumenzunahme reversibel
verkleinert. Die Depolarisation war unter diesen Bedingungen ebenfalls reversibel
reduziert.
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Abb. 35: Einfluss von d-Tubocurarin und DNQX sowie von Ni2* auf die K*-induzierten

Anderungen von Zellvolumenund E,, bel Retzius-Neuronen.

In Gegenwart der Rezeptor-Antagonisten DNQX und d-Tubocurarin war die K*-induzierte
Volumenzunahme teilweise unterdriickt und die K*-induzierte Depolarisation erreichte ein
weniger positives E,,. Beide Effekte waren hochsignifikant. Dieses Ergebnis deutet auf eine
Beteiligung von Neurotransmitter-Rezeptoren an der K*-induzierten Volumenzunahme und
Depolarisation hin. Die Blockade des Ca?*-Einstroms durch Ni?* fiihrte ebenfdls zu einer
signifikanten Verringerung der K*-induzierten Volumenzunahme sowie zu einem weniger
positiven E, wéhrend der K*-induzierten Depolarisation. Dieses Ergebnis lasst eine
Beteiligung von spannungsabhangigen Ca?*-Kandlen an den K*-induzierten Anderungen von

Zellvolumen und E,, vermuten (x : p <0,05, x » : p<0,01).
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Abb. 33: Registrierbeispiel der E,-Oszillationen in Ca?*-freier Losung bei Retzius-Neuronen.
Einige Neuronen reagierten auf die Entfernung des extrazelluldren Ca* mit starken E-
Oszillationen, die bei Erhdhung von [K*], auf 30 mM unterdriickt waren. Die K*-induzierte
Depolarisation erfolgte in Ca?*-freier Losung schneller und war groRer als in den Kontroll-
messungen mit NSL (vgl. Abb. 32).
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