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Einleitung

1.  Einleitung

Das Cytoplasma tierischer Zellen wird durch eine Plasmamembran von seiner Umge-
bung abgegrenzt. Die Plasmamembran, eine Lipid-Doppelschicht mit integralen und
peripheren Proteinen sowie kovalent an Proteine und Lipide gebundenen Kohlenhydra-
ten, besitzt eine dynamische Struktur (Singer & Nicolson 1972). Die Plasmamembran
ist semipermeabel, d.h. sie bildet eine Permeationsschranke flr viele geloste Stoffe (an-
organische lonen, Aminosauren, Nukleinsauren), besitzt jedoch eine hohe Permeabilitat
flr Wasser. Der Transport von Wasser tber die Plasmamembran héngt weitgehend vom
osmotischen Gradienten zwischen Intra- und Extrazellularraum ab (Lang et al. 1998).
Die Permeabilitat der Plasmamembran fur Wasser kann durch Einlagerung von speziel-

len Wasserkanélen, den Aquaporinen, erhéht werden (Murata et al. 2000).

Transportmechanismen in der Plasmamembran

Die ionale Zusammensetzung und die Osmolaritét des Intrazellularraums werden durch
verschiedene Transportmechanismen aufrechterhalten, die sich in aktiven, sekundér
aktiven und passiven Transport einteilen lassen. Aktive Transportsysteme sorgen unter
ATP-Verbrauch fir eine ungleiche Verteilung verschiedener anorganischer lonen. Eines
der wichtigsten dieser Systeme ist die Na'/K*-Pumpe, die unter ATP-Verbrauch 3 Na'-
lonen aus der Zelle und 2 K*-lonen in die Zelle transportiert und dadurch die elektro-
chemischen Gradienten fiir Na* und K" aufrecht erhalt. Die Na'/K*-Pumpe spielt eine
wichtige Rolle fur die Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials (Ruhe-Er,) sowie
bei der Kontrolle des Zellvolumens unter isotonen Bedingungen (Lang et al. 1998). Als
weitere wichtige aktive Transportsysteme sind die Ca®*-Pumpen zu nennen. Ca?'-
Pumpen in der Plasmamembran (PMCA-Pumpen) transportieren unter Verbrauch eines
ATP-Molekiils ein Ca**-lon in den Extrazellularraum und halten so die Konzentration
an Ca®* im Intrazelluldrraum ([Ca®'];) extrem niedrig (Clark & Carafoli 1983). Zum

anderen kommen Ca?*-Pumpen in den Membranen des sarko- bzw. endoplasmatischen
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Retikulums vor (SERCA-Pumpen). Sie transportieren unter Verbrauch von einem ATP-

Molekiil zwei Ca®*-lonen in das Speicherlumen (Schatzmann 1989).

Sekundar aktive Transportsysteme in der Plasmamembran nutzen meist den Na'-
Gradienten, der durch die Na'/K*-Pumpe aufgebaut wurde. Hierbei findet eine Auf-
nahme oder Abgabe von Substanzen gegen den Konzentrationsgradienten bzw. den
elektrochemischen Gradienten statt. Als Beispiel wéren die Na*/H"-Austauscher (NHE)
zu nennen, welche bei der pH-Regulation von Zellen eine Rolle spielen. Durch den Ex-
port von H'-lonen im Austausch gegen Na'-lonen im Verhaltnis 1:1 kommt es zu einer
Alkalinisierung der Zelle. Die Na'/H"-Austauscher kénnen durch verschiedene Ligan-
den aktiviert werden und haben engen Kontakt zu anderen zelluléren Proteinen, insbe-
sondere dem Cytoskelett. Somit stellen die Na'/H*-Austauscher ein Bindeglied zwi-
schen dem Zellvolumen und vielen zellularen Prozessen dar (Ritter et al. 2001). Weitere
sekundar aktive Transportsysteme sind die Na'/Ca®*-Austauscher, die den Na'-
Gradienten nutzen, um Ca*-lonen im Austausch gegen Na*-lonen in den Extrazellular-
raum zu transportieren (Shimizu et al. 1997, Steffensen & Stys 1996). In den meisten
Zellen exportieren Na*/Ca?*-Austauscher Ca®*-lonen gegen Na'-lonen im Verhaltnis
1:3 (Blaustein & Lederer 1999). Eine Ausnahme zeigen Na*/Ca”*-Austauscher bei den
Photorezeptoren, wo sie Ca**-lonen und K*-lonen gegen Na*-lonen im Verhaltnis 1:1:4
exportieren (Webel et al. 2002).

Passive Transportsysteme nutzen den Konzentrationsgradienten bzw. den elektrochemi-
schen Gradienten iiber der Membran, um anorganischen lonen den Ubergang Cber die
Plasmamembran zu ermdéglichen. Der passive Transport wird durch Kanéle oder Trans-
porter ermdglicht. Eine wichtige Gruppe stellen hierbei lonenkanéle dar, zu denen die
spannungsgesteuerten (voltage-gated ion channel: VIC), ligandengesteuerten und me-
chanisch gesteuerten Kandle gehdren (Hucho & Tsetlin 1996). Bei Vertebraten gehdren
zur VIC-Familie Na*-, Ca®*- und K*-Kanale, die lber einen Spannungssensor im Ka-
nalprotein auf Spannungsénderungen Gber der Plasmamembran mit der Offnung einer
Kanalpore reagieren und dadurch den Fluss der betreffenden lonen durch die Plasma-
membran ermdglichen (Anderson & Greenberg 2001, Saier 2000). Zu den liganden-

gesteuerten Kandlen gehdren Rezeptoren fir Neurotransmitter wie Acetylcholin (ACh),
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Glycin, GABA oder Glutamat die bei der Signaltransduktion in Nervensystemen von
groler Bedeutung sind (Ashcroft 2000). Neurotransmitterrezeptoren werden vom Extra-
zellularraum her aktiviert, aber es gibt auch zahlreiche ligandengesteuerte Kanale, die
vom Intrazellul&drraum her aktiviert werden (Hucho & Tsetlin 1996). Zu den mechanisch
gesteuerten Kanilen gehéren zum Beispiel K*- und CI'-Kanile. Sie werden durch die
bei einer Zellschwellung auftretende Membrandehnung aktiviert, wahrscheinlich unter

Mitwirkung des Cytoskeletts (Ik vor., Hoffmann 2000; VRAC, Icivor, Nilius et al. 1998).

Anderungen der extrazellularen Osmolaritat unter physiologischen Bedingungen

Bei Vertebraten sind unter physiologischen Bedingungen nur wenige Gewebe einem
groReren osmotischen Gradienten ausgesetzt. Hierzu zahlen Gewebe, die direkt mit der
Verdauung von Nahrung oder der Exkretion von Flussigkeit in Verbindung stehen. So
kann im Nierenmark der osmotische Gradient tiber der Membran der Epithelzellen bis
auf das Vierfache ansteigen (Lang et al. 1998). Auch bei der Absorption von Néhrstof-
fen im Darm kann sich Gber der Plasmamembran der Darmepithelzellen ein erheblicher
osmotischer Gradient bilden. Eine Verdnderung der extrazellularen Osmolaritat, wie
zum Beispiel ein Konzentrationsanstieg anorganischer lonen im Blutplasma, kann je-
doch durch pathophysiologische Prozesse hervorgerufen werden. Als Beispiel sei die
Hypernatriamie genannt, die durch Trinken von Meerwasser oder Stérungen im Vaso-

pressin-Haushalt entsteht (De Petris et al. 2001, Di Bartola 2001).

Im Unterschied zu Vertebraten kommt es bei vielen Invertebraten auch unter physiolo-
gischen Bedingungen haufig zu Anderungen in der Zusammensetzung des extrazelluli-
ren Milieus. Zum Beispiel sind die Landkrabben Gecarcoidea natalis jahreszeitlichen
Schwankungen beziglich ihrer Wasseraufnahme und dem damit verbundenen Elektro-
lythaushalt unterworfen. Wahrend der Trockenzeit nimmt die Kérperflissigkeit der Tie-
re stark ab, wobei die Osmolaritat der Hdmolymphe zunimmt (Morris 2001, Morris &
Ahern 2003).
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Auch beim medizinischen Blutegel kommt es unter physiologischen Bedingungen zu
Anderungen der Hamolymph-Osmolaritit, speziell bei der Nahrungsaufnahme. Blutegel
nehmen sehr grofRe Mengen Fremdblut auf, fur deren Verdauung Monate bendétigt wer-
den. Dabei kann bei einer einzigen Mahlzeit das Korpergewicht innerhalb von ca.
30 Minuten auf das Zehnfache des Ausgangswerts zunehmen (Lent & Dickinson 1987).
Noch wahrend des Fressvorgangs wird das Fremdblut im Darm eingedickt, wobei Was-
ser Uber die Nephridien ausgeschieden wird (Boroffka 1968, Pltter 1907). Die Osmola-
litdt von Sdugetierblut betrégt ca. 300 mosmol/kg H,O und ist damit deutlich hoher als
die Osmolalitat der Blutegel-Hamolymphe vor der Nahrungsaufnahme (200 mosmol/kg
H,0, Hildebrandt & Zerbst-Boroffka 1992). Entsprechend nimmt nach der Blutmahlzeit
die Osmolaritat der Blutegel-Hamolymphe zu (Zerbst-Boroffka 1973), unter anderem
durch Erhéhung der NaCl-Konzentration (Wenning et al. 1980). Der Anstieg der CI'-
Konzentration im Magen ist 24 Stunden nach Nahrungsaufnahme bereits um die Halfte
reduziert, deutlich schneller als der Anstieg der Osmolaritat, wobei gleichzeitig die CI'-

Konzentration in der Hdmolymphe zunimmt (Zerbst-Boroffka 1973).

Anderungen extrazellularen pH-Werts und extrazellularer Ca’*-Konzentration

unter physiologischen Bedingungen

Neuronale Erregung fiihrt im Zentralnervensystem von Vertebraten zu Anderungen des
extrazellularen pH-Werts, wobei es je nach Gewebe zur Alkalinisierung oder zur An-
sauerung kommen kann (Urbanics et al. 1978, Jarolimek et al. 1989). Die Anderung
des extrazellularen pH-Werts hat Einfluss auf die neuronale Aktivitat, da viele lonenka-
nale pH-sensitiv sind (Cheslar 1990, Cheslar & Kaila 1992). Als Beispiel sei die Ver-
ringerung der Offenwahrscheinlichkeit von NMDA-Kanélen bei erniedrigtem extrazel-
luldren pH-Wert genannt (Traynelis & Cull-Candy 1990). Beim medizinischen Blutegel
kann es zu einer Veranderung des extrazellularen pH kommen, aufgrund jahreszeitlicher
Schwankungen in der Konzentration an O, sowie der Konzentrationen an CO, und
HCO3 im Habitat. Da der pH-Wert in der Hamolymphe malRgeblich durch die O,-

Konzentration beeinflusst wird, liegt der pH-Wert der Hamolymphe unter sauerstoffge-
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séttigten Bedingungen bei einem Wert von 7,8 und unter sauerstoffarmen Bedingungen

bei 6,9 (Hildebrandt & Zerbst-Boroffka 1992).

Beim medizinischen Blutegel kommt es bei der Nahrungsaufnahme nicht nur zu einer
Erhéhung der NaCl-Konzentration, sondern auch zur Zunahme der Ca”*-Konzentration
in der Hamolymphe. Die Ca**-Konzentration in der Hamolymphe betragt 0,5 mM (Hil-
debrandt & Zerbst-Boroffka 1992), im Sdugetierblut 1,75 mM (Kolb 1974). Im Hippo-
campus von Ratten fuhrt die Stimulation von Glutamat-Rezeptoren zu einer Erhéhung
der extrazellularen Ca**-Konzentration ([Ca']a; Stabel et al. 1990, Bootman & Berridge
1995). Die Anderung von [Ca*]. beeinflusst spannungsabhangige Ca®*-Kanale sowie
metabotrope Ca*-Rezeptoren. Spannungsabhéangige Ca”*-Kanale werden durch Ande-
rung des elektrochemischen Gleichgewichts tiber der Plasmamembran sowie durch Ver-
stellung des Membranoberflachenpotentials beeinflusst (Hille 1992). Metabotrope Ca?*-
Rezeptoren bei Vertebraten besitzen eine grolRe extrazellulare Doméne zur Bindung von
Ca®* sowie eine intrazellulire Domane, welche tiber G-Proteine intrazellulare Signal-
kaskaden aktivieren kann (Brown et al. 1993, Nemeth 1995, Ruat et al. 1995). Beim

medizinischen Blutegel sind metabotrope Ca”*-Rezeptoren bislang nicht beschrieben.

Anderungen des extrazellularen Milieus: Beeinflussung von Effektorzellen und

Verhaltensreaktionen

Verénderungen der chemischen Zusammensetzung im Extrazellularraum werden von
sogenannten Effektorzellen (sensing effectors; Wenning 1999) registriert, die geeignete
homdostatisch wirkende Vorgénge auslosen (,,direkte Kontrolle®). Dabei nehmen Ner-
venzellen, die Anderungen der extrazellularen Osmolaritat sowie die Na*- oder CI'-
Konzentration detektieren, eine besondere Rolle ein (Hiyama et al. 2002, Wenning
1999). Bei Vertebraten wurden als Osmorezeptoren die magnozelluldren Nervenzellen
im Hypothalamus identifiziert. Bei diesen Zellen wird durch Zunahme der extrazellula-
ren Osmolaritat eine Zellschrumpfung ausgel6st, die durch Offnung mechanosensitiver

Kationenkanale einen Na'-Einstrom in die Zellen und damit eine Membrandepola-
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risation induziert, die wiederum die Ausschiuttung von Vasopressin hervorruft, so dass
ein weiterer Wasserverlust des Organismus verhindert wird (Hussy et al. 2000). In Ner-
venzellen des Zentralnervensystems sowie in Endothelzellen der Niere befinden sich
Vanilloid-Rezeptoren (TRPV), die zur Superfamilie der TRP-Kanale gehoéren (TRP =
transient receptor potential; Liedtke et al. 2000, Liedtke & Friedman 2003). TRPV's
sind Ca®*-permeable mechanosensitive Kationenkanéle, die bei Zellschwellung gedffnet
werden und zu einem Anstieg der [Ca®*]; fiihren (Nilius et al. 2003). Weitere Osmore-
gulatoren befinden sich in Nervenzellen des circumventrikularen Organs, in denen Na*-
sensitive Na“-Kanile durch einen Anstieg der extrazellularen Na'-Konzentration akti-
viert werden (Nax-Kanale; Hiyama et al. 2002). Diese Kanale sind zwar strukturell eng
verwandt mit spannungsabhangigen Na*-Kanalen, zeigen jedoch in den Schliisselab-
schnitten des Proteins, die fur die Spannungsabhangigkeit sowie die Inaktivierung ver-

antwortlich sind, wichtige funktionelle Unterschiede.

Beim medizinischen Blutegel Hirudo medicinalis wurde bei speziellen, peripheren Ner-
venzellen (nephridial nerve cells: NNC) ein CI-Kanal beschrieben, der bei Erhéhung
der extrazelluldren CI'-Konzentration gehemmt wird (Wenning et al. 2001). Es kommt
zu einer verringerten Freisetzung von FMRF-Amid und somit zu einer vermehrten Ex-

kretion von NaCl Uber die Nephridien.

Veranderungen der Osmolaritat und/oder der ionalen Zusammensetzung des Extrazel-
larraums kdnnen auch die Aktivitat von speziellen Nervenzellen verandern, die ihrer-
seits Einfluss auf das Verhalten des Tieres nehmen (,,indirekte Kontrolle®). In diesem
Zusammenhang stehen insbesondere die Eigenschaften einzelner Zellen und/oder neu-
ronaler Netzwerke im Mittelpunkt, welche an der Kontrolle von Verhaltensweisen be-
teiligt sind, die auf Veradnderungen im extrazelluldren Milieu reagieren (Wemmie et al.
2003). Auch bei Invertebraten wurde gezeigt, dass Anderungen der Osmolaritit
und/oder der ionalen Zusammensetzung der Hamolymphe die Verhaltensweise der Tie-
re beeinflussen konnen (Lohrmann & Kamemoto 1987, Morris & Ahern 2003). Das
Zentralnervensystem des medizinischen Blutegels liegt im Ventralsinus, steht somit

unmittelbar mit der Hdmolymphe in Kontakt und wird direkt mit osmotischen und/oder
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ionalen Veranderungen konfrontiert (Nicholls & van Essen 1974, Sawyer 1986, Zerbst-
Boroffka 1973). Untersuchungen zeigten, dass kurze Zeit nach Wechsel von isotonen zu
hypertonen Bedingungen ein verstarktes Sachwimmverhalten der Tiere ausgeldst wurde
(Nieczaj & Zerbst-Boroffka 1993). Die neuronale Basis wichtiger Verhaltensweisen des
Blutegels wie Schwimmbewegungen, Nahrungsaufnahme oder verschiedene Reflexbe-
wegungen wurden charakterisiert (Lent et al. 1991, Lent & Dickinson 1987, Wilson
1996). Beim medizinischen Blutegel werden diese Prozesse, die bei hoheren Tieren eine
Vielzahl von Zellen beanspruchen, von nur wenigen Zellen ausgefiihrt. Dadurch werden
die Auswirkungen bei einem Eingriff in das Nervensystem Uberschau- und kontrollier-

bar (Lent 1973).

Ca’" als intrazellularer Bote

Auf zellularer Ebene besitzen Ca?*-lonen als Signaliibertrager eine groRe Bedeutung, da
sie eine Vielzahl zellularer Prozesse beeinflussen. Die [Ca*']; wird durch verschiedene
Regulationsmechanismen sehr niedrig gehalten (< 100 nM, Clapham 1995). Durch
Ca®*-Einstrom oder Ca*-Freisetzung aus intrazellularen Speichern kann ein [Ca®]i-
Anstieg ausgelost werden, der als intrazellulares Signal dient (second messenger) und
im Zellinnern Ca®*-abhangige Proteine in ihrer Funktion beeinflusst. Als wichtiges Bei-
spiel ware die Rolle von Ca?*-lonen bei der synaptischen Freisetzung von Neurotrans-

mittern zu nennen (Bennett & Scheller 1994, Jessell & Kandel 1993).

Im Zentralnervensystem des medizinischen Blutegels kann bei Gliazellen ein [Ca?'];-
Anstieg durch einen Ca?*-Einstrom durch Ca®*-permeable ionotrope Neurotransmitter-
Rezeptoren oder durch spannungsgesteuerte Ca®*-Kanale induziert werden sowie durch
Ca®*-Freisetzung aus intrazellularen Speichern nach Aktivierung metabotroper Neu-
rotransmitter-Rezeptoren (Nett & Deitmer 1998). Bei Neuronen hingegen scheinen
Ca’*-permeable ionotrope Neurotransmitter-Rezeptoren bzw. metabotrope Neurotrans-
mitter-Rezeptoren, die eine Ca®*-Freisetzung auslésen, keine Rolle zu spielen, so dass

bei diesen Zellen ein [Ca*']i-Anstieg Uberwiegend durch spannungsabhéngige Ca*'-
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Kandle erfolgt (Hochstrate & Schlue 1994, 1995; Hochstrate et al. 1995, Dierkes 1998).
Deshalb sollte sich die Untersuchung osmotischer und/oder ionaler Einflisse auf die
neuronale Ca®*-Homdostase auf die spannungsabhangigen Ca’*-Kanale konzentrieren,
deren biophysikalische und pharmakologische Eigenschaften gut charakterisiert sind

(Bookman & Liu 1990, Dierkes et al. 2004).

Spannungsabhangige Ca’*-Kanale im Blutegel-Zentralnervensystem

Die meisten, wenn nicht alle Blutegel-Neuronen exprimieren spannungsabhangige Ca?*-
Kanale mit &hnlichen Eigenschaften (Dierkes et al. 1997). Diese ubiquitdren Ca®*-
Kandle werden bei Membranpotentialen zwischen -40 und -30 mV aktiviert und bleiben
bei anhaltender Depolarisation gesffnet. Die spannungsabhangigen Ca**-Kanale werden
durch verschiedene polyvalente Kationen (La**, Cd?*, Ni?*, Co®*, Mn?*) und durch den
zyklischen Alkohol Menthol blockiert. Jedoch unterscheiden sich die spannungsabhén-
gigen Ca**-Kanale in den Neuronen des medizinischen Blutegels von den bei Vertebra-
ten in ihrer hohen Sr?* Permeabilitat, die etwa zweimal so grof ist wie die fiir Ba?* oder
Ca®* (Bookman & Liu 1990, Wang et al. 1999), wahrend bei den meisten Ca?*-Kanalen
von Vertebraten die Permeabilitat fur Ba®* etwa zweimal so hoch ist wie die fiir Ca?*

oder Sr?* (Mangoni et al. 1997, Wakamori et al. 1998).

Die funktionellen Eigenschaften der Ca**-Kanale des medizinischen Blutegels sind pri-
mar bei Retzius-Neuronen untersucht worden. Die Aktivierung der spannungsabhéngi-
gen Ca®*-Kandle folgt einem sigmoiden Zeitverlauf, die Inaktivierung ist Ca**-abhangig
und langsam, wéhrend die Deaktivierung sehr schnell ist (Bookman & Liu 1990). Anta-
gonisten filr spannungsabhangige Ca?*-Kanéle bei Vertebraten, wie o-Conotoxin GVIA
und o-Agatoxin IVA zeigen bei Blutegel-Neuronen keine blockierende Wirkung
(Hochstrate et al. 1995). Pharmakologische Untersuchungen an Retzius-Neuronen zei-
gen einen blockierenden Effekt des Phenylalkylamins Gallopamil (Methoxyverapamil,
D600; Beck et al. 2001). Zudem wurde eine hemmende Wirkung der Phenylalkylamine

Verapamil, Gallopamil und Devapamil, des Benzothiazepins Diltiazem sowie des 1,4
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Dihydropyridins Nifedipin bei Retzius, Leydig, AP, AE, P und N-Neuronen nachgewie-
sen (Dierkes et al. 2004). Ein blockierender Effekt von Phenylalkylaminen, Benzothia-
zepinen und einigen 1,4 Dihydropyridinen ist charakteristisch fiir L-Typ-Ca®**-Kanale
von Vertebraten. Es ist anzumerken, dass einige Blutegel-Neuronen Ca**-Kanale
exprimieren, die eher dem T-Typ von Vertebraten zuzuordnen sind (Angstadt & Ca-
labrese 1991).

Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit wurden Verdnderungen der extrazellularen Flussig-
keit/Hamolymphe, die wahrend der Nahrungsaufnahme oder unter veranderten Um-
weltbedingungen beim medizinischen Blutegel Hirudo medicinalis auftreten, simuliert,
um deren Einfluss auf die Funktion spannungsabhangiger Ca**-Kanale bei Blutegel-
Neuronen mit Hilfe fluorimetrischer und elektrophysiologischer Methoden zu untersu-
chen, die ihrerseits Veranderungen im Verhalten auslésen konnen. Speziell wurde die
NaCl-Konzentration, der pH-Wert und die Ca?*-Konzentration der extrazellularen Ver-
suchslésungen veréndert. Die Untersuchungen wurden bei den multifunktionellen Ret-
zius-Neuronen, den mechanosensorischen P (pressure)- und N (noxious)-Neuronen so-
wie den AP (anterior pagoda)-Neuronen durchgefuhrt, da diese Zelltypen unterschiedli-
che Verhaltensweisen der Blutegel steuern. Diese Neuronentypen besitzen wichtige
funktionelle Bedeutung beim Fressvorgang (Retzius-Neuronen: Lent & Dickinson 1987,
Zhang et al. 2000), bei der Auslosung oder Modulation von Schwimmbewegungen
(Retzius-, P-, N-Neuronen: Brodfuerer & Thorogood 2001) sowie der Integration senso-
rischer Informationen (AP-Neuronen: Shan & Zhang 2001). Zusatzlich wurden die
spannungsabhangigen Ca”*-Kanile bei diesen vier Neuronentypen pharmakologisch

weiter charakterisiert.
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2.  Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und Préaparation

2.1.1 Der medizinische Blutegel Hirudo medicinalis

Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur (18 - 22 °C) an identifizierten Neuronen
isolierter Segmentalganglien des medizinischen Blutegels, Hirudo medicinalis, durchge-
fihrt. Fur die Versuche wurden ausschlielich adulte Tiere verwendet, die von der Fir-

ma Zaug GmbH (Biebertal) geliefert wurden.

Der medizinische Blutegel gehort zur Gruppe der Articulata (Gliedertiere) und inner-
halb dieser Gruppe zum Stamm der Annelida (Ringelwirmer), Klasse: Clitellata (Gir-
telwlrmer), Unterklasse: Hirudinea (Egel), Ordnung: Gnathobdellida (Kieferegel). Er
besitzt an jedem Kdorperende einen Saugnapf, wobei der vordere von der Mundéffnung
durchstoRen wird und insofern an der Nahrungsaufnahme beteiligt ist, wéhrend der hin-
tere nur zum Festheften und zur Fortbewegung dient. Zahlreiche anatomische Studien
im 19. (Livanov 1904, Retzius 1891) und 20. Jahrhundert (Coggeshall & Fawcett 1964,
Kuffler & Potter 1964) schufen die Grundlage fur die neurobiologische Untersuchung

des Blutegel-Nervensystems.

2.1.2 Aufbau des Zentralnervensystems des Blutegels

Der medizinische Blutegel hat als Vertreter der Anneliden einen segmentierten Korper-
bau, der in 32 Segmente unterteilt ist. Der einem Segment zugeordnete Hautmuskel-
schlauch besteht im vorderen und hinteren Korperbereich aus ein bis vier und im mittle-
ren Korperbereich aus jeweils fiinf Segmentringen (Annuli, Mann 1962). Im zentralen
Segmentring befinden sich Sensillen, die Rezeptoren fir visuelle, mechanische und

chemische Reize enthalten.
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Das Zentralnervensystem des medizinischen Blutegels liegt ventral und entspricht in
seiner Segmentierung dem allgemeinen Korperbau (Abb. 1). Die urspriinglich in jedem
Segment vorkommenden paarigen Ganglien sind unter vollstandiger Reduktion der
Kommissuren zu einem einzigen Segmentalganglion verschmolzen. VVon den urspriing-
lich 32 Segmentalganglien sind die ersten vier anterioren Ganglien zum Unterschlund-
ganglion und die letzten sieben posterioren Ganglien zum Analganglion verschmolzen.
Das Unterschlundganglion bildet zusammen mit dem Oberschlundganglion das Cere-
bralganglion. Zwischen Cerebralganglion und Analganglion befinden sich 21 Segmen-
talganglien. Die Ganglien sind untereinander durch jeweils drei Konnektive zu einer
Ganglienkette verbunden, die vom ventralen Blutsinus umschlossen wird. Die lateralen
Konnektive enthalten Axone mit geringem Durchmesser und das mittlere Konnektiv
(Faivre”scher Nerv) enthdlt u.a. ein Axon (Rohde Riesenaxon) mit einem Durchmesser
von ca. 10 um, das fur die schnelle Reizweiterleitung im Egelkorper zustandig ist (Cog-
geshall & Fawcett 1964, Wilkinson & Coggeshall 1975). Jedes Ganglion ist tber Sei-
tennerven mit dem Hautmuskelschlauch und/oder inneren Organen verbunden (Muller

et al. 1981).

Die Segmentalganglien sind von einer Bindegewebshiille umgeben. Unterhalb der Bin-
degewebshulle befinden sich in einer &ulleren Schicht die Zellkérper der Neuronen, die
in sechs Paketen angeordnet sind (Abb. 2B). Die Neuronzellkorper jedes Pakets werden
von den Auslaufern einer Paket-Gliazelle umhillt. Die Zellkdrperschicht umgibt das
Neuropil, in dem die neuronalen Ausldufer zusammenkommen und untereinander syn-
aptische Kontakte bilden. Die neuronalen Fortsatze werden im Neuropil von den Aus-
laufern zweier groRer Neuropil-Gliazellen umgeben. Mit Ausnahme der Geschlechts-
ganglien in den Segmenten 5 und 6 enthalten Segmentalganglien ca. 200 Paare homolo-

ger Neuronen und einige wenige ungepaarte Neuronen (Macagno 1980).
Die Untersuchungen wurden an den Segmentalganglien 1 - 4 und 7 - 21 durchgefihrt

(Abb. 1B). Die Geschlechtsganglien 5 und 6 wurden nicht verwendet. Diese Ganglien

enthalten ca. 750 Neuronen, die sich hinsichtlich der synaptischen Verschaltung und der
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peripheren Projektion deutlich von den Neuronen der tibrigen Segmentalganglien unter-
scheiden (Macagno 1980).

2.1.3 Praparation

Zur Praparation wurde ein Blutegel mit seiner Ventralseite nach unten in eine mit
Wachs ausgegossenen Praparierschale gelegt und mit Nadeln zuerst am hinteren, dann
am vorderen Saugnapf fixiert und dabei leicht gestreckt. Mit dem ersten Schnitt wurde
der Hautmuskelschlauch in Hohe des Cerebralganglions quer durchtrennt und dabei das
Cerebralganglion vom Rest der Ganglienkette abgetrennt. Danach wurde der Hautmus-
kelschlauch von anterior nach posterior entlang der dorsalen Mittellinie aufgeschnitten.
Hierbei war grof3e Sorgfalt geboten, damit der der dorsalen Korperwand anhaftende
Darm unversehrt blieb, um einen Kontakt von Verdauungsenzymen mit dem Nerven-
system auszuschliellen. AnschlieRend wurde der Hautmuskelschlauch zu beiden Seiten
aufgeklappt und mit Nadeln fixiert. Das Praparat wurde regelméiig mit Normalsalzlo-
sung (NSL, Tabelle 1) tberspult, um es vor Austrocknung zu bewahren und um Gewe-

bereste und Blut aus den Magenblindsacken zu entfernen.

Die weiteren Préparationsschritte erfolgten unter optischer Kontrolle mit Hilfe eines
Binokulars. Der Blutsinus wurde direkt tber einem Segmentalganglion mit einer Pinzet-
te angehoben und mit einer Augenschere aufgeschnitten. Das anteriore Konnektiv wur-
de ca. 4 - 5 mm von dem Segmentalganglion entfernt durchtrennt, aus dem Blutsinus
gezogen und dabei das Ganglion ein wenig angehoben. Danach wurden die vier Seiten-
wurzeln und das posteriore Konnektiv durchtrennt. Die isolierten Segmentalganglien
wurden in ein mit NSL gefllltes Blockschélchen berfihrt und bei Raumtemperatur

aufbewahrt. Das Alter der Praparate zu Versuchsbeginn betrug maximal vier Stunden.
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2.2 ldentifizierung der Neuronen

Die Untersuchungen wurden an Retzius-, P-, N- und AP-Neuronen durchgefiihrt
(Abb. 2). Retzius-Neuronen sind als multifunktionale Neuronen an der Schleimsekreti-
on und der Kontrolle des Fressverhaltens beteiligt (Carretta 1988, Zhang et al. 2000).
P (pressure)- und N (noxious)-Neuronen sind mechanosensorische Neuronen, die durch
mechanische Reizung des Hautmuskelschlauchs aktiviert werden. Dabei reagieren
N-Neuronen erst auf stirkere Druckreize als P-Neuronen. N-Neuronen werden auf3er
durch mechanische Reize auch durch chemische und thermische Reize aktiviert (Pastor
et al. 1996). AP-Neuronen (anterior pagoda) erhalten ber Interneuronen synaptischen
Input von P- und N-Neuronen (Sunderland 1980) und spielen bei der Integration senso-
rischer Informationen im Blutegel-Nervensystem eine wichtige Rolle (Shan & Zhang

2001).

Die Grole und Lage der Neuronzellkorper relativ zueinander und zu den Paketgrenzen
liefern wichtige Indizien zur Identifizierung der Neuronen. Da die Position der Neuro-
nen im Segmentalganglion in gewissen Grenzen variiert, dienten elektrophysiologische
Parameter, wie das Membranruhepotential und insbesondere Amplitude, Frequenz und
Form spontan auftretender oder durch Strominjektion ausgeltster Aktionspotentiale als
zusétzliche ldentifizierungsmerkmale (Abb. 3, Tabelle 4; Dierkes et al. 1996). Die Krite-

rien zur Identifizierung der untersuchten Neuronen sind nachfolgend beschrieben.
Retzius-Neuronen

Retzius-Neuronen (Retzius 1891) sind die gréliten Neuronen (& 50 - 80 um) im Seg-
mentalganglion (Abb. 2). Sie liegen als Paar im anterior-medianen Paket und sind deut-

lich von den umgebenden Neuronen zu unterscheiden. Sie waren anhand ihrer GroRe

und Lage sowie ihrer spontanen Aktionspotentiale eindeutig zu identifizieren (Abb. 3).
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P-Neuronen

Es gibt zwei P1- und zwei P2-Neuronen pro Segmentalganglion. Nach der schemati-
schen Darstellung von Muller et al. (1981) liegen die Zellkdrper der Neuronen in den
beiden posterior lateralen Paketen. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Expe-
rimente bestétigen dies fur die P2-Neuronen. Hingegen wurde fur die P1-Neuronen
festgestellt, dass sie nur in 23 % der Ganglien (n = 54) in den posterior lateralen Paketen
zu finden waren und in 77 % im posterior medianen Paket (n = 181, Abb. 2B). Fur die
P-Neuronen war neben Lage und GroRe des Zellkorpers die meist fehlende Spontanak-
tivitat ein wichtiges ldentifikationsmerkmal. In einigen Féllen traten beim Elektroden-
einstich Verletzungsentladungen auf. Eine mdgliche Verwechslung der P2-Neuronen
mit den benachbarten, etwa gleich groflen Leydig-Neuronen war auszuschliefen, da

letztere anhaltend spontan aktiv sind.

N-Neuronen

Die N-Neuronen werden in N1- und N2-Neuronen unterteilt. In jedem der beiden ante-
rior lateralen Pakete eines Segmentalganglions befinden sich ein N1- und ein N2-
Neuron (Abb. 2). N-Neuronen zeigten fir ein bis zwei Minuten nach Einstich der Glas-
mikroelektrode Aktionspotentiale sehr hoher Amplitude (liber 90 mV) mit einer charak-
teristischen Form und einer deutlich ausgepragten Nachhyperpolarisation (Abb. 3). Da-
nach konnten Aktionspotentiale nur noch durch depolarisierende Strompulse ausgeldst

werden.

AP-Neuronen
In den beiden anterior lateralen Paketen liegt je ein AP-Neuron. Die AP-Neuronen ge-

nerierten spontan Aktionspotentiale mit hoher Frequenz (zwischen 2 und 5 pro Sekun-

de) und geringer Amplitude (maximal 10 mV). lhre Lage und ihre symmetrischen, ,,pa-
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goden-formigen“ Aktionspotentiale gaben den AP-Neuronen ihren Namen und lieRen

eine eindeutige Identifizierung zu.

2.3 Messung der (freien) cytosolischen Ca**-Konzentration mit
Fura-2

Die Messung der freien cytosolischen Ca?*-Konzentration ([Ca?'])) erfolgte mit Hilfe
des Fluoreszenzfarbstoffs Fura-2. Fluoreszierende Substanzen besitzen die Eigenschaft,
kurzwelliges (energiereiches) Licht zu absorbieren und langerwelliges (energiedrmeres)
Licht zu emittieren. Durch die Bindung von Ca?* an den Farbstoff (1:1-Stochiometrie)
verschiebt sich das Extinktionsspektrum von Fura-2 in den kurzwelligen Bereich, wah-
rend das Emissionsspektrum praktisch konstant bleibt (Abb. 4; Grynkiewiecz et al.
1985). Ca**-gesattigtes Fura-2 absorbiert maximal Licht der Wellenlange 335 nm, Ca**-
freies Fura-2 maximal Licht der Wellenlange 362 nm. Das Gleichgewicht zwischen
Ca®* und Fura-2 kann mit optischen Methoden ermittelt werden. Durch Erfiillung weite-
rer Kriterien wie Fotostabilitdt, hohe Absorption und Quantenausbeute, hohe Selektivi-
tat, geeignete Gleichgewichtskonstante und geringe Toxizitét ist Fura-2 zur Messung

von [Ca?']; gut geeignet (Haugland 2002).

Es ist prinzipiell moglich, Fura-2 mit nur einer Wellenlange anzuregen und aus der
Fluoreszenzemission Riickschliisse auf die freie Ca?*-Konzentration ([Ca®*]) zu ziehen.
Die Fluoreszenzemission hangt jedoch nicht nur von [Ca?'] ab, sondern auch von der
Farbstoffkonzentration sowie von apparativen Gegebenheiten, wie Intensitat des Anre-
gungslichts, Empfindlichkeit des Detektors, Transmission der Filter. Um hiermit ver-
bundene Probleme zu umgehen, verwendet man die Ratio-Methode, bei der sich [Ca®']
unabhéngig von absoluten apparativen Parametern und der Farbstoffkonzentration er-
mitteln I4sst (Grynkiewicz et al. 1985). Hierbei wird der Farbstoff mit Licht zweier Wel-
lenlangen A, und A, alternierend angeregt und [Ca?*] aus dem Verhaltnis der entspre-
chenden Fluoreszenzintensitaten F; und F, bestimmt, die durch folgende Beziehungen

gegeben sind:
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Fl = Sbl -Gy +Sf1 -Gy (1)
Fz :sz “Cy +Sf2 “C¢ (2)

Die Faktoren Sp1, Sp2, Ss1 und Sy, beinhalten apparative Parameter (Intensitat des Anre-
gungslichts, Effizienz des Detektors) und physikalische Farbstoffeigenschaften (Extink-
tionskoeffizient, Quantenausbeute); c, und c; bezeichnen die Konzentrationen des Ca?*-

gesattigten bzw. Ca**-freien Farbstoffs.

Bei einer 1:1-Stochiometrie sind die Konzentrationen c, und c; Uber die Dissoziati-

onskonstante K folgendermaBen mit [Ca*"] verkniipft:

_ ¢ [Ca™]
C, = K. (3)

Fur das Verhéltnis (Ratio) R = F1/F, ergibt sich nach Einsetzen von Gl. (3) in Gl. (1)

und (2) folgender Zusammenhang:

S¢r + S -[Ca? /K
R ( f1+Sp1 [ ] d) @
(sf2+sb2-[0a2+]/Kd)

Die Aufldsung von Gl. (4) nach [Ca**] ergibt:

[Ca2+]Kd.[R_(Sﬂ/SfZ)J.[SfZ} )

(Spa/Sp2)—R ) ( Sho

Das Verhiltnis S¢/Sy, ist der minimale Wert fiir R, der bei Abwesenheit von Ca®* er-
reicht wird (Rmin). Analog ist Sp1/Sp, der maximale Wert fiir R (Rmax), der sich bei Ca®*-

Sattigung des Farbstoffs einstellt.
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Damit ergibt sich:

[Ca?*] =Ky | - : (6)

2.3.1 Eichung der Fura-2-Fluoreszenz

Die Werte flr Rmin, Rmax und flr den Quotienten Sf,/Sp, wurden durch eine in vitro-
Eichung ermittelt. Bei der Ubertragung der in vitro-Eichung auf in vivo-Verhiltnisse
muss beachtet werden, dass sich die Absorptions- und/oder Emissionseigenschaften des
Farbstoffs im Cytoplasma veréndern konnen. Untersuchungen der spektralen Eigen-
schaften von Fura-2 in vivo zeigten eine Abhangigkeit vom pH und wiesen auf Interak-
tionen mit Proteinen hin (Bancel et al. 1992). Bei Neuronen des Blutegels lieRen sich
die intrazellular gemessenen Fura-2-Anregungsspektren durch eine gewichtete Uberla-
gerung der in vitro-Spektren simulieren, was darauf hin deutet, dass die Farbstoffeigen-

schaften in den Zellen weitgehend erhalten bleiben (Dierkes 1998).

Die Eichlésung enthielt 100 uM Fura-2 (K*-Salz, Molecular Probes) in 100 mM KClI
und 10 MM N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsédure (HEPES), pH 7,4. Die
Losung mit der Ca**-gesattigten Form von Fura-2 enthielt zusatzlich 10 mM CaCl,, die
Losung mit der Ca**-freien Form 10 mM Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyl)-tetra-
essigsaure (EGTA). Die Eichlésungen wurden in kleine Messkammern mit einer
Schichtdicke von 150 um und einem Fassungsvermdgen von ca. 5 pl pipettiert und in
der Apparatur vermessen, die auch zur [Ca*"]i-Messung verwendet wurde. Die mit den
beiden verwendeten Apparaturen (siehe 2.5) gemessenen Anregungsspektren der Ca*'-
freien und Ca*-gesattigten Form von Fura-2 sind in Abb. 4 wiedergegeben. In der einen
Apparatur wurde die Fluoreszenz mittels eines Sekundarelektronen-Vervielfachers ge-
messen (SEV-System), in der anderen erfolgte die Detektion mittels einer digitalen

Kamera mit CCD-Chip (CCD-System).
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Fiir die Ca®*-Bestimmung mit dem SEV-System wurden nach der Ratio-Methode die
Fluoreszenzintensitaten bei den Anregungswellenldangen A; = 340 nm und A, = 380 nm
ausgewertet und folgende Parameter ermittelt: Rpyin = 0,3, Rmax = 7,3 und Sg/Sp, = 9,13.
Fur Kq wurde ein Wert von 135 nM verwendet (Grynkiewicz et al. 1985). Von der ge-
messenen Gesamtfluoreszenz wurde vor der Berechnung der Ratio die Autofluoreszenz
des Préparats subtrahiert, die in einer farbstofffreien Stelle des Ganglions gemessen

wurde.

2.3.2 Messung des Zellvolumens mit Fura-2

Anderungen des Zellvolumens wurden ber die intrazellulare Fura-2-Konzentration
bestimmt (Muallem et al. 1992). Die Konzentrationsbestimmung erfolgte durch Mes-
sung der Farbstofffluoreszenz bei Anregung am Isofluarpunkt (360 nm). In diesem Fall
ist die Fluoreszenzemission nur von der Farbstoff-Konzentration und nicht von [Ca®*];

abhangig.

Eine wichtige Voraussetzung fur die Verwendung von Fura-2 als Volumenmarker ist,
dass der Farbstoff nicht metabolisiert wird. Weiterhin mussen das Verbleiben im Cyto-
sol und die Unabhingigkeit der Fluoreszenzemission von Anderungen des cytosolischen
Milieus gewahrleistet sein (Crowe et al. 1995). Fura-2 erflllt diese Bedingungen. Bei
der mikrofluorimetrischen Bestimmung von Zellvolumen&nderungen wird die Fluores-
zenzemission von Fura-2 nur in einem kleinen Volumenelement der Zelle bestimmt
(Crowe et al. 1995). Die Anderungen der Fluoreszenzemissionen verhalten sich dann

umgekehrt proportional zu denen des Zellvolumens (Alvarez-Leefmans et al. 1995):

I:o - FHF VExp

= (7)
FExp_ FHF Vo

Fo bezeichnet die Fluoreszenz unter Kontrollbedingungen, Fey, die Fluoreszenz unter
verénderten experimentellen Bedingungen. Fyr ist die Hintergrundfluoreszenz des Pré-

parats, die von der jeweils gemessenen Gesamtfluoreszenz subtrahiert werden muss. Vy
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bezeichnet das Wasservolumen des Cytosols unter Kontrollbedingungen und Vey, das
Volumen unter verénderten experimentellen Bedingungen. Bei einer Zellschrumpfung
steigt die Farbstoffkonzentration und damit die Fluoreszenzemission und umgekehrt 16st
eine Zellschwellung einen Abfall der Farbstoffkonzentration und damit der Fluores-
zenzemission aus. Zur simultanen Messung von Zellvolumen und [Ca*']; wurde Fura-2

mit den Wellenlangen 360, 340 und 380 nm alternierend angeregt.

2.4  Farbstoffinjektion

Zur Farbstoffinjektion in ein einzelnes Neuron wurde das Segmentalganglion in einem
speziellen Halter fixiert. Der Halter bestand aus einem Deckglas (10 x 5 mm, Dicke
150 pm), auf das parallel zueinander zwei Minutiennadeln (< 0,1 mm) im Abstand von
3 mm an ihren stumpfen Enden und dariber ein zweites Deckglas (5 x 5 mm) aufge-
klebt waren. Der Halter wurde in eine mit Normalsalzlosung gefullte Versuchswanne
eingespannt. Das Segmentalganglion wurde unter optischer Kontrolle (Stereolupe;
V = 64x) mit Hilfe von Dumont-Pinzetten auf dem Halter befestigt, in dem die Konnek-
tive mit der Ventralseite nach oben zwischen dem gréReren Deckglas und den Minu-
tiennadeln eingeklemmt wurden. Die Farbstoffe wurden mittels Glasmikrokapillaren
iontophoretisch in die Zellen injiziert. Die Glasmikroelektroden wurden aus fila-
menthaltigen Rohlingen (GC 150F-15, & 1,5 mm, Clark Electromedical Instruments)
mit einem Vertikalelektrodenpuller (Narishige PE-2) ausgezogen und hatten bei Fillung

mit den Fluoreszenzfarbstoffen einen Widerstand von 50 - 100 MQ.

Die Glasmikroelektroden wurden mit wassrigen Losungen der Fluoreszenzfarbstoffe
gefillt. Hierzu wurde das Elektrodenfilament von hinten mit einer Fillkapillare berthrt,
wodurch die Farbstofflésung durch die Kapillarkréfte zwischen Filament und Elektro-
denwand in die Elektrodenspitze (bertragen wurde. In die Kapillare wurde ein Silber-
draht (& 0,1 mm) eingefuhrt, um einen elektrischen Kontakt zwischen Farbstofflésung
und dem Eingang des lontophoreseverstarkers (L/M-1; List) herzustellen; danach wurde

die Elektrode mit Laborwachs (Deiberit 502) verschlossen. Die Injektionselektrode
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wurde unter visueller Kontrolle mit Hilfe eines Mikromanipulators in das jeweilige
Neuron eingestochen und Membranpotential sowie Amplitude und Frequenz spontan
auftretender Aktionspotentiale mit einem Oszilloskop (PM 3233; Philips) registriert.
Die Farbstoffe wurden durch Anlegen eines hyperpolarisierenden Stroms von -10 nA in
die Neuronen eingebracht. Eine Minute danach wurden das Membranpotential sowie

Amplitude und Frequenz der Aktionspotentiale erneut ermittelt.

Mit Hilfe des CCD-Systems (siehe 2.5) sowie einem konfokale Laserscan-Mikroskop
(siehe 2.6) konnten die untersuchten Neuronen in einem einzelnen Experiment simultan
vermessen werden. Die Farbstoffinjektion in diesen Experimenten wurde in der Reihen-
folge P, N, AP, Retzius vorgenommen, da Retzius- und AP-Neuronen den Farbstoff
schneller verlieren als P- und N-Neuronen. Dieser schnelle Verlust kann nicht auf Aus-
bleichen zurtickgefihrt werden, da alle Zellen der gleichen Anregungsintensitit ausge-
setzt waren. Mdglicherweise verfiigen Retzius- und AP-Neuronen tber spezielle Anio-
nenaustauscher, wie sie bisher nur bei Gliazellen beschrieben wurden (Munsch et al.
1995). Die Injektionsdauer richtete sich nach der Grofie des jeweiligen Neuronentyps.
Als MaR fur die injizierte Farbstoffmenge diente das Produkt aus Injektionsstrom und
Injektionsdauer (Retzius-Neuronen: 0,7 - 1,0 uC, alle Gibrigen Neuronen: 0,3 - 0,4 uC;
siehe Tabelle 5). Nach der Injektion wurde das Préparat samt Halter in die Messkammer
der jeweiligen Messapparatur Uberfuhrt. Fir Experimente mit dem SEV-System (siehe

2.5) wurde jeweils nur ein Neuron angefarbt.

2.5 Mikrofluorimeter und Mikroskop

Die Fluoreszenzmessungen wurden mit zwei unterschiedlichen Systemen durchgeftihrt
(Abb. 5). Beide Systeme bestanden aus einer bzw. zwei Lichtquellen mit Monochroma-
toren, einem Mikroskop und einem Personalcomputer zur Systemsteuerung sowie zur
Datenaufnahme und Speicherung. Zur Fluoreszenzdetektion diente in dem einen System
ein Sekundarelektronen-Vervielfacher (SEV) und in dem anderen der CCD-Chip einer

digitalen Kamera.
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Der Vorteil des CCD-Systems lag darin, dass mehrere Neuronen simultan vermessen
und so vergleichende Aussagen zu Amplitude und Zeitverlauf der Signale gemacht
werden konnten. Die Ratio in physiologischer Lésung variierte zwischen den Messta-
gen, so dass eine tagliche Kalibrierung zur Umrechnung in [Ca**]; notwendig gewesen
waére. Um die Messdaten vergleichen zu kdnnen wurden die Ratio-Werte in physiologi-
scher Ldosung aufeinander normiert. Anhand von Kontrollexperimenten konnte festge-
stellt werden, dass die K'-induzierten Ratio-Anstiege zu verschiedenen Zeitpunkten
gleich waren. Bei dem SEV-System war die basale Ratio tber einen langeren Zeitraum

(mehrere Monate) konstant.

Der SEV des SEV-Systems war Bestandteil eines Photometers mit optischen Hilfsein-
richtungen zur Objektbetrachtung und Einstellung des Messareals. In einem SEV trifft
ein Photon auf eine negativ geladene Kathode, schl&gt ein Elektron heraus, das be-
schleunigt wird und aus einer Prallelelektrode (Dynode) weitere Elektronen heraus-
schlagt. Nach mehreren Dynodenschritten treffen die Elektronen auf die Anode und
flieRen Uber einen Arbeitswiderstand zur Masse ab. Die dadurch erzeugten Spannungs-
pulse Uber dem Arbeitswiderstand wurden von einer Zahlelektronik registriert und tber
ein Interface an einen Personalcomputer weitergegeben (Software PTI). Vor Messbe-
ginn wurden die Monochromatoren auf die benétigten Wellenldngen eingestellt und die

beiden Sektorenscheiben (Chopper) auf eine Drehfrequenz von 100 Hz gebracht.

Die digitale Kamera des CCD-Systems (Spot jr. sw, Diagnostic Instruments Inc., Bur-
roughs) war ein gekihltes Schwarzweil3-System mit einem Aufldsungsvermdgen von
768 x 512 Pixel und einer Pixel-GréRe von 9 x 9 um (CCD-Chip: Kodak, KAF-0400E).
Ihre Empfindlichkeit wurde vom Hersteller in kameraspezifischen Einheiten angegeben.
Das Grundsignal im Dunkeln betrug 15 Einheiten. Die Autofluoreszenz des Segmental-
ganglions lag bei 70 Einheiten, bei einer fluoreszierenden Zelle lagen die Werte zwi-
schen 110 und 190 Einheiten. Die Bilder wurden im Abstand von zwei Sekunden auf-
genommen, wobei die Fluoreszenzanregung alternierend mit 360 und 380 nm vorge-

nommen wurde. Die Kameraeinstellungen wurden mit Hilfe des Programms Meta-View
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(Visitron) kontrolliert. Der Rechner diente aulRerdem zur Steuerung der Monochromato-

ren und des Choppers sowie zur Speicherung und Auswertung der Messdaten.

Das Anregungslicht wurde bei beiden Systemen von Xenon-Kurzbogenlampen erzeugt
(Ushio UXL-75XE, 75 Watt). Das weilde Licht der Lampen wurde mit Hilfe eines bzw.
von zwei Choppern alternierend auf die Eintrittsspalten von zwei bzw. vier schrittmo-
torgesteuerten Gittermonochromatoren projiziert, in denen es in seine spektralen Anteile
zerlegt wurde. Das gewiinschte Anregungslicht wurde an den Austrittsspalten der Mo-
nochromatoren von einem Quarzlichtleiter aufgefangen und ber den Epifluoreszenz-

eingang des Mikroskops zum Praparat geleitet.

Es wurden inverse Mikroskope verwendet, bei denen sich das Objektiv unter dem Pra-
parat befand. Im SEV-System wurde ein Nikon Diaphot-TMD verwendet (Nikon-
Objektiv Fluor 40Ph 3DL, V =40x; Sperrfilter BA 510 nm/540 nm) und im CCD-
System ein Zeiss IM (Fluor 40Ph 3DL, V = 10x; BA 520 nm/580 nm). Das vom Prépa-
rat emittierte Fluoreszenzlicht wurde Uber das Objektiv eingefangen und vom Anre-

gungslicht mit Hilfe eines Sperrfilters getrennt.

Die Versuchswanne beim SEV-System bestand aus einer 2,5 mm dicken Plexiglas-
scheibe mit einer Aussparung von 2 x 4 cm, die mit einem Deckglas (Dicke 0,15 mm)
verschlossen war, das den Boden der Versuchswanne bildete. Die Versuchslosungen
befanden sich ca. 50 cm oberhalb der Versuchswanne und wurden tber ein Schlauch-
system (1 mm Durchmesser) in die Versuchswanne geleitet. Ein Fliesspapierstreifen sorgte
fir den gleichméBigen Abfluss der Versuchslésungen und leitete sie durch eine Boh-
rung am Ende der Versuchswanne (ber einen grof3lumigen Schlauch in einen Auffang-
behdlter. Der Wechsel der maximal acht Versuchslosungen erfolgte mittels eines Sys-
tems von mechanisch gekoppelten Schlauchklemmen. Das Praparat wurde so nah wie
moglich am Ldsungszufluss platziert und das Fliesspapier so positioniert, dass der Fliis-
sigkeitspegel in der Versuchswanne niedrig war. Damit wurde ein schneller Austausch

der Versuchslésungen am Préparat gewadbhrleistet. Die Flussrate betrug etwa 5 ml pro
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Minute und das Volumen der Versuchswanne 0,2 ml, so dass die Versuchsldsung

25 mal pro Minute ausgetauscht wurde.

Die Versuchswanne beim CCD-System bestand aus einer kreisrunden Aussparung von
1,5cm in einer 4 mm dicken Plexiglasplatte, ebenfalls mit einem Deckglas als Boden.
Die Versuchslésungen befanden sich wiederum ca. 50 cm oberhalb der Versuchswanne
und wurden (ber ein Zuflusssystem, das in eine Glaskapillare mit einem Durchmesser
von 1,5 mm miindete, direkt vor das Praparat in die Versuchswanne geleitet und direkt
dahinter mit einer Vakuumkolbenpumpe abgesaugt. Auch hier wurde der Wechsel der
Versuchslosungen wiederum uber ein System von mechanisch gekoppelten Schlauch-
klemmen erreicht. Die Flussrate des Systems betrug 5 ml pro Minute. Das Kammervo-

lumen wurde also 7 mal pro Minute ausgetauscht.

2.6 Konfokale Laserscan-Mikroskopie

Die Bestimmung der ZellgroRe unter verschiedenen experimentellen Bedingungen wur-
de mit Hilfe konfokaler Laserscan-Mikroskopie vorgenommen. Zur Erstellung der kon-
fokalen Bilder wurde eine kommerzielle Laserscan-Mikroskop-Einheit verwendet (TCS
NT, Leica), die aus einem aufrechten Mikroskop (Leitz DMR, Leica, Bensheim), einer
Lasereinheit und verschiedenen elektronischen Justierungs-Modulen bestand. Das Mik-
roskop war mit drei Objektiven ausgestattet (HC PL Fluotar 10 x, HC PL APO 20 x,
HCX PL APO 63 x). Ein Motor in Verbindung mit einem Piezo-Element ermdglichte
Bewegungen des Préparats in xyz-Richtung mit einer Genauigkeit von 40 nm. Der
Scankopf war auf einem Stativ montiert und enthielt einen Lichtleiter, Linsen, Fluores-
zenzfilter, dichroische Spiegel, drei SEVs sowie die Scanvorrichtung. Das Licht eines
Krypton/Argon-Lasers mit 75 mW und den Wellenlangen 488 nm, 568 nm oder 647 nm
konnte alternierend durch den Lichtleiter tiber einen dichroischen Spiegel und das Ob-
jektiv auf das Praparat fokussiert werden. Das emittierte Fluoreszenzlicht wurde durch
das Objektiv, ein System aus Spiegeln und zwei Bandpass- sowie einem Langpass-

Filter (BP 525/50, BP 600/30 und LP 665) von drei SEVs detektiert. Die Ansteuerung
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der Filter, der Spiegel und der Scanvorrichtung erfolgte ber einen Personalcomputer.
In der vorliegenden Arbeit wurde ausschlieRlich Licht der Wellenlange 488 nm ver-
wendet. Fir die Experimente wurden die Farbstoffe Oregon Green®488 BAPTA-1 und
BODYPI®FL-Verapamil verwendet. Oregon Green®-488-BAPTA-1 wurde iontopho-
retisch in die Neuronen injiziert (siehe 2.4). Bei Experimenten mit BODYPI®FL-
Verapamil wurde das Segmentalganglion fur eine Minute in einen 50 uM Farbstoffan-
satz eingelegt und anschliefend in Normalsalzlésung aufbewahrt. BODYPI®FL-
Verapamil wurde bei -20 °C lichtgeschutzt gelagert, Oregon Green®488-BAPTA-1 bei
+7 °C.

2.7 Elektrophysiologische Untersuchungen

Die elektrophysiologischen Experimente wurden in einem geerdeten Faraday-Ké&fig
durchgefiihrt. Die Segmentalganglien wurden mit zwei Minutiennadeln in einer mit Syl-
gard (Dow Corning) ausgegossenen Versuchswanne mit einem Volumen von 0,2 ml an
den Konnektiven so fixiert, dass die Ventralseite nach oben wies. Die Versuchswanne
war Uber eine Agarbricke (5% Agar, 3 M KCI) mit einem chlorierten Silberdraht geer-
det. Die Glasmikroelektroden wurden mit 3 M KCI geftllt und wiesen in Normalsalzl6-
sung Widerstande von 20 - 40 MQ auf. Positionierung und Einstich der Elektrode in das
jeweilige Neuron erfolgten mit einem mechanischen Mikromanipulator unter optischer
Kontrolle (Binokular, Zeiss). Die Versuchslésungen wurden uber eine Durchflussappa-
ratur mit einer Durchflussgeschwindigkeit von 2 ml pro Minute in die Versuchswanne
geleitet und mit einer Vakuumkolbenpumpe Uber eine Glaskapillare wieder abgesaugt.

Das Kammervolumen wurde also 10 mal pro Minute ausgetauscht.

Die Messungen wurden mit einem Zweikanal-Tintenschreiber aufgezeichnet
(Gould 2200S, USA). Ein Datenerfassungs- und Konvertierungsprogramm (E. von
Berg, Institut fiir Neurobiologie, Universitat Dlsseldorf) ermdglichte eine digitale Re-

gistrierung der Daten sowie die Auswertung mit Microsoft Excel.
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2.8 Erndhrung der Versuchstiere

Die Versuchstiere wurden mit Rinderblut gefttert, dem direkt nach der Schlachtung die
gerinnenden Proteine entnommen wurden. Das Blut wurde in Portionen zu 50 ml in
Dérme abgefullt und auf 30 °C erwarmt. Mit der Fitterung wurde ca. 1 Stunde nach
Schlachtung des Rindes begonnen. Die Blutaufnahme durch die Blutegel erfolgte inner-
halb einer Stunde und fiihrte zu einer Gewichtszunahme der Tiere auf das 6-fache des

Ausgangswerts (Abb. 7).

2.9 Versuchslosungen, Fluoreszenzfarbstoffe und Pharmaka

2.9.1 Herstellung der Versuchslésungen

Die Zusammensetzung der Versuchslésungen ist in Tabelle 1 wiedergegeben. NaCl und
HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-ethansulfonsdure; Roth, Karlsruhe) wurden
in fester Form eingewogen und in demineralisiertem Wasser geldst. KCI, MgCl, und
CaCl, wurden aus einer 1 M Stammlésung zugesetzt. Der pH-Wert der Na*-haltigen
Lésungen wurde mit 1 M NaOH auf 7,4 eingestellt, wobei sich die Na*-Konzentration
um 4 mM erhohte. Die Osmolalitit der Normalsalzlésung betrug 190 - 196 mosmol/kg
H2O und stimmte nahezu mit der Osmolalitat der Blutegel-Hamolymphe Gberein (199,9
+ 2,8 mosmol/kg H,0; Hildebrandt & Zerbst-Boroffka 1992). In der 89 mM K*-Lésung war
NaCl durch KCI ersetzt, der pH-Wert dieser Losung wurde mit 1 M KOH auf 7,4 einge-
stellt. In der nominell K*-freien Losung war KCI durch NaCl ersetzt. Fiir Versuchlsun-
gen mit unterschiedlichen K*-Konzentrationen wurde eine nominell K*-freie und eine
Lésung mit 59 mM K™ hergestellt, aus denen Lésungen mit 10, 20 und 30 mM gemischt

wurden. Die Osmolalitat der Versuchslosungen wurde regelméfig tberprift.

Die Auswirkungen verdnderter osmotischer Bedingungen sowie von Veranderungen in
der Zusammensetzung des extrazelluldren lonenmilieus auf spannungsabhangige Ca®*-
Kanale wurden mit modifizierten Lésungen n&her charakterisiert. Dabei wurden die von

Hildebrandt & Zerbst-Boroffka (1992) und Kolb (1974) ermittelten Werte der Blutegel-
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H&molymphe und des Rinderblutes beachtet (Tabelle 3), um die Auswirkungen der
Nahrungsaufnahme auf die Funktion der Ca?*-Kanale zu untersuchen. Zum einen wur-
den anisotone Loésungen verwendet, in denen die NaCl-Konzentration um 30 mM redu-
ziert oder erhoht war (Osmolalitat: 132 bzw. 243 mosmol/kg H;0). Zum anderen wur-
den Versuchslésungen mit veranderter Ca**-Konzentration (0,8 und 4,0 mM) oder ver-
andertem pH-Wert (6,2 und 8,6) verwendet, wobei die Osmolalitat unveréndert blieb
(190 - 196 mosmol/kg H,0). Alle Versuchsldsungen wurden mit demineralisiertem
Wasser (Entsalzungsanlage: Milli Q Reagent Watersystem, Millipore) mit einem spezi-

fischen Widerstand von ca. 18 MQ cm angesetzt.

Tabelle 1: Zusammensetzung der Versuchslosungen (Angaben in mM). Alle Losungen
enthielten 1 mM MgCl;, 2 mM CaCl, und 10 mM HEPES

Ldsungen NacCl KCI
Normalsalzlésung (NSL) 85 4
nom. K*-frei 89 -
10 mM K* 79 10
20 mM K* 69 20
30 mM K* 59 30
59 mM K* 30 59
89 mM K* = 89

2.9.2 Fluoreszenzfarbstoffe

Die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe, ihre Konzentration, die Beladungsmethode und

die jeweilige Anwendung sind in Tabelle 2 aufgefinhrt.
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Tabelle 2: Fluoreszenzfarbstoffe (Bezugsquelle: Molecular Probes)

Fluoreszenzfarbstoff Konzentration Beladung Anwendung

Fura-2 50 mM (wassrige Losung) | lontophorese Ca**/Volumen

BODYPI®FL-Verapamil 50 uM  (gel6st in NSL) Inkubation | L-Typ-Ca*-Kanéle

Oregon Green®488-BAPTA-1 |50 mM (wassrige Losung) | lontophorese Volumen

2.9.3 Pharmaka

Verapamil und Diltiazem

Das Phenylalkylamin (zx)-Verapamil und das Benzothiazepin (+)-cis-Diltiazem sind
Antagonisten von L-Typ Ca?*-Kanélen. Die Substanzen wurden als Feststoffe eingewo-
gen und den Versuchslésungen kurz vor Versuchsbeginn zugegeben. Ldsungen mit
(£)-Verapamil wurden fir 5 - 10 Minuten in ein Ultraschallbad gegeben, um den L06-

sungsvorgang zu beschleunigen.

Bay K 8644

Das 1,4-Dihydropyridin (-)-(S)-Bay K 8644 wirkt als Agonist von L-Typ Ca?*-Kanélen.
Von der Substanz wurde eine 250 uM Stammldsung in Ethanol hergestellt, aus der der
Agonist in einer Konzentration von 1 uM den Versuchslésungen kurz vor den Versu-
chen zugegeben wurde. Bei dieser Verdiunnung hatte Ethanol (0,4 %) keinen Einfluss

auf [Ca?*];. Die Pharmaka wurden alle bei Sigma (Deisenhofen) bezogen.

2.10 Auswertung der Daten

Die unter identischen Versuchsbedingungen erhaltenen Messwerte sind als arithmeti-
sches Mittel + Standardabweichung (S.D.) angegeben. Zur Prifung auf signifikante
Unterschiede wurde der t-Test nach Student angewandt. Das Signifikanzniveau wurde

zu p < 0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1 Nahrungsaufnahme des medizinischen Blutegels

Beim medizinischen Blutegel unterliegen Osmolaritdt und/oder chemische Zusammen-
setzung des Extrazellulirmediums erheblichen Schwankungen. Bei einer einzigen
Mahlzeit nimmt der Blutegel groBe Mengen an Siugetierblut auf und benétigt dann
Monate fiir dessen Verdauung. Die in Abb. 7 wiedergegebenen Ergebnisse zeigen, dass
das Korpergewicht des Blutegels nach einer Mahlzeit innerhalb von ca. 30 Minuten von
5+ 1gauf28+5 g anstieg (vergl. Lent & Dickinson 1987). Innerhalb eines Tages re-
duzierte sich das Korpergewicht bereits wieder auf 18 £ 2 g und blieb dann {iber die
Beobachtungsdauer von 7 Monaten praktisch konstant (,,saltatorisches Wachstum®).
Frithere Untersuchungen zur Nahrungsautnahme des Blutegels zeigten, dass schon wih-
rend des Fressvorgangs die Aktivitdt der Nephridien erhoht wird. Wasser wird ausge-
schieden und das Fremdblut im Verdauungstrakt eingedickt (Boroffka 1968, Putter
1907). Die mit der Blutmahlzeit aufgenommenen anorganischen Ionen (Tabelle 3) sind
bereits nach 24 Stunden in die Himolymphe iiberfiihrt. Nach einer Blutmahlzeit nah-
men die Konzentrationen von Na" und CI” in der Himolymphe zu und damit auch deren

Osmolaritit (Wenning 1980, Zerbst-Boroffka 1973).

Tabelle 3: Konzentration anorganischer lonen (in mM) im Rinderblut und in der Blut-

egel-Hamolymphe.

anorg. lonen Rinderblut Hamolymphe
Natrium 113,0 £ 4,3 124,5+ 42
Kalium 10+ 0,9 5,7+ 0,4
Calcium 1,8+£0,2 0,5+0,1
Magnesium 2,1+£04 0,6 £0,2
Chlorid 87,5+23 40,8+ 1,6

Die Angaben zum Rinderblut stammen von Kolb (1974), die zur Blutegel-Hdmolymphe von Hildebrandt
& Zerbst-Boroffka (1992).
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Auch unterschiedliche Umweltbedingungen fiihrten zu Anderungen in der chemischen
Zusammensetzung der Blutegel-Himolymphe, beispielsweise Schwankungen des O,-
Gehalts zu Anderungen des pH-Werts (Hildebrandt & Zerbst-Boroffka 1992). Alle die-
se Anderungen kdnnen das Zentralnervensystem beeinflussen und damit das Verhalten
des Tieres andern (Nicholls & Kuffler 1964, Wilson et al. 1996). Bei langfristigen Ande-
rungen zellulirer Eigenschaften fungiert Ca®" als wichtiger intrazellulirer Bote (Ghosh
et al. 1993). Da bei Neuronen des Blutegel-Zentralnervensystems spannungsabhéngige
Ca’*-Kanile eine besondere Rolle bei der Generierung von Ca’’-Signalen spielen
(Dierkes et al. 1997), wurde primér deren Funktionsweise bei Verdnderung der ionalen

Zusammensetzung des Extrazellulirmediums untersucht.

3.2 Einfluss der Farbstoffinjektion auf elektrophysiologische Para-
meter

Fura-2 bindet Ca®" im Bereich physiologischer Ca**-Konzentrationen (K4 = 135 nM;
Grynkiewicz et al. 1985). Daher fiihrt die Injektion des Farbstoffs zu einer Erhohung der
cytosolischen Ca’’-Pufferkapazitit. Um mogliche Auswirkungen dieses Effektes zu
untersuchen, wurden elektrophysiologische Parameter, wie Membranruhepotential so-
wie Frequenz und Amplitude spontan auftretender Aktionspotentiale vor und nach der
Farbstoffinjektion ermittelt (Tabelle 4). Nach der Farbstoffinjektion war das Ruhepoten-
tial bei allen untersuchten Neuronen hoch signifikant in negative Richtung verschoben.
Von den 249 untersuchten Retzius-Neuronen waren 224 spontan aktiv. Bei diesen Zel-
len war die Amplitude der Aktionspotentiale nach den Injektionen hoch signifikant er-
hoht und die Frequenz hoch signifikant erniedrigt. Bei N-Neuronen traten spontane Ak-
tionspotentiale nur 1 bis 2 Minuten nach dem Elektrodeneinstich auf. Von 82 untersuch-
ten N1-Neuronen waren 77 spontan aktiv (94 %), von 190 N2-Neuronen nur 123
(65 %). AuBBerdem war die Frequenz der Aktionspotentiale bei N1-Neuronen grof3er als
bei N2-Neuronen, die Amplituden der Aktionspotentiale unterschieden sich jedoch
nicht. Von 147 untersuchten AP-Neuronen waren 114 spontan aktiv. Die Amplitude der

Aktionspotentiale war nach der Injektion nicht signifikant verdndert, die Aktionspoten-
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tialfrequenz war jedoch, wie bei den Retzius-Neuronen, hoch signifikant erniedrigt. Die
Verianderungen von Aktionspotentialamplitude und -frequenz waren bei Retzius- und
AP-Neuronen bei Verstellung des Membranruhepotentials in negative Richtung zu er-
warten. Die Negativierung des Membranruhepotentials wurde somit nicht oder nur zum
Teil durch die Ausbildung eines negativen Elektrodenpotentials vorgetduscht (Dierkes
1994). Bei P- und N-Neuronen konnten keine Aussagen zu Verdnderungen der Akti-
onspotentialfrequenz und -amplitude gemacht werden, da diese Zellen allenfalls kurz

nach dem Einstich der Elektrode spontan aktiv waren.

Tabelle 4: Wirkung der Fura-2-Injektion auf das Membranruhepotential (E;,) sowie auf
Amplitude (Aap) und Frequenz (Fap) spontan auftretender Aktions-

potentiale.

Zel Ityp Em (mV) App (mV) Fap (H Z)

vor Inj. nach Inj. vor Inj. nach Inj. vor Inj. nach Inj.

Retzius | -37,1£5,5 |-42,8+59%% 189+32 | 232453 %+ | 09406 | 0,5+0,9 **

P 355452 |-39,9+74 ** - - - -
N1 352454 |-40,1+6,1 **| 81,5+23,0 - 1,9+0,6 -
N2 33,9439 |-38,5+4,6**| 853+16,7 - 0,8+0,6 -
AP 29,4+23.8 [-322+63**| 10,9+3,5 113434 | 87+2,1 | 60+2,1%*

Mittelwerte £ S.D. aus n = 77 - 534 Einzelmessungen. Die vor und 2 Minuten nach der Farbstoffinjektion
ermittelten Parameter wurden auf signifikante Unterschiede hin gepriift (* = p <0,05; ** =p <0,01). Bei
Retzius-Neuronen wurde eine Farbstoffmenge entsprechend einer Gesamtladung von 0,7 - 1,0 uC inji-

ziert, bei P-, N- und AP-Neuronen entsprechend einer Gesamtladung von 0,3 - 0,4 pC.
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3.3 Messprotokolle

Um die Wirkung von Blockern von L-Typ Ca**-Kanilen zu untersuchen, wurde die
extrazellulire K -Konzentration ([K'],) von 4 auf 89 mM erhoht. Der resultierende K-
induzierte [Ca®)-Anstieg ist auf eine Aktivierung spannungsabhingiger Ca®"-Kanile
zuriickzufiihren (Dierkes et al. 1997, Hochstrate et al. 1995). Dieser [Ca”']i-Anstieg ist
vollig reversibel und mehrfach nacheinander auslosbar, wobei eine signifikante Ande-

rung der Amplitude nicht zu beobachten war (Abb. 11; Hochstrate et al. 1995).

Zur Bestimmung der Schwellenkonzentration, bei der ein K -induzierter [Ca*']i-Anstieg
gerade detektierbar ist, wurde [K '], stufenweise fiir jeweils 5 Minuten verindert (Dier-
kes et al. 1997, Hochstrate et al. 1995). In den Experimenten wurde [K'], zunichst von

4 auf 0 mM erniedrigt und dann stufenweise auf 4, 10, 20, 30 und 59 mM erhoht.

3.4 K*-induzierte Anderungen von [Ca®]; unter isotonen Bedingun-
gen

3.4.1 Einfluss von Fura-2 auf die cytosolische Ca?*-Pufferkapazitat

Fiir die Experimente mit dem CCD-System wurden mehrere Neuronen nacheinander
mit Fura-2 beladen. Da manche Neuronen den Farbstoff relativ schnell wieder verlieren
(Munsch & Deitmer 1995, Wisten 2003), war es wichtig geniigend Farbstoff zu injizie-
ren, ohne jedoch die intrazelluldre Ca**-Pufferkapazitit all zu sehr zu erhdhen. Durch
Erhéhung der Ca”'-Pufferkapazitit knnen beispielsweise [Ca® Ji-Anderungen in ihrer
Kinetik oder Amplitude deutlich verdndert werden (Hochstrate & Schlue 1995, Taka-
hashi et al. 1999). Um den Einfluss der Farbstoffinjektion auf die intrazellulire Ca*'-
Pufferkapazitit zu untersuchen, wurden die Neuronen mit Farbstoffmengen entspre-
chend einer Gesamtladung von 0,1 - 1,2 uC beladen und Amplitude (Rpeax) sowie An-
stiegskinetik (time-to-peak; ttp) des durch 89 mM K" hervorgerufenen Anstiegs von R
ermittelt (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Einfluss der injizierten Farbstoffmenge auf Amplitude (Rpeak) und Anstiegs-
zeit (ttp in s) des K'-induzierten Anstiegs von R (360/380) bei den unter-

suchten Neuronentypen.

Retzius P N AP
Injektion (LC) Rpeak  (ttp) Rpeak  (ttp) Rpeak  (ttp) Rpeak  (ttp)
0,1 1,39 £ 0,06 0,94 + 0,04 1,67 £0,15 1,20 £ 0,12
(n=5) (49 + 9) (34 +9) (28 + 10) (38+7)
0,2 1,38 + 0,24 0,90 + 0,09 1,65+ 0,15 1,16 £0,12
(n=10) (49 + 16) (35+7) (29 + 10) (39 + 4)
0,4 1,36 £ 0,07 0,93 +£0,07 1,63 £0,15 1,13 +£0,12
(n=14) (50 +17) (35+9) (28 + 12) (39 + 6)
0,6 1,40 + 0,05 0,90 + 0,05 1,63 + 0,06 1,14+ 0,19
(n=18) (51 +15) (35+9) (30+7) (38 + 13)
0,8 1,38 £0,11 0,82 + 0,10 *=* 1,48 £0,12 = 0,99 £ 0,11 =*
(n=22) (53 + 15) (50 + 20) (34+7) (42+7)
1,0 1,32 + 0,20 0,74 + 0,25 ** 1,40 + 0,23% 0,98 0,18 *
(n=16) (56 £21) (52 £ 13 =) (33+9) (47 £ 6)
1,2 1,31 £ 0,08 0,73 £ 0,19 =*=* 1,43 + 0,23 * 0,99 + 0,14 *
(n=13) (55+24) (58 £ 12 =) (37+0,1) (50 + 8 *)

Angegeben sind Mittelwerte (+ S.D.) aus n = 5 - 22 Einzelmessungen. Die Erhéhung der [K'], von 4 auf
89 mM erfolgte fiir 1 Minute. Als Bezug fiir die statistische Priifung dienten jeweils die bei einer Injek-

tion von 0,1 pC erhaltenen Daten (* = p < 0,05; ** =p <0,01).

Die nach Farbstoffinjektion zwischen 0,2 und 1,2 nC ermittelten Messdaten wurden auf
signifikante Unterschiede zu den bei der geringsten Injektion (0,1 nC) erhaltenen Mess-
daten gepriift, da bei dieser Farbstoffmenge ein Einfluss auf die intrazelluldre Ca*'-
Pufferkapazitit zu vernachldssigen sein sollte (Dierkes 1998). Bei Retzius-Neuronen
hatte die Variation der Farbstoffinjektion keinen signifikanten Einfluss auf Amplitude

oder Kinetik des K'-induzierten Ratio-Anstiegs. Dies traf bis zu einer Farbstoffmenge
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von 0,6 uC auch bei P-, N- und AP-Neuronen zu. Jedoch kam es bei diesen drei Neuro-
nentypen ab einer Farbstoffmenge von 0,8 uC zu einer signifikanten Abnahme der Sig-
nalamplitude. Bei P-Neuronen verminderte sich die Anstiegszeit ab einer Farbstoffmen-
ge von 1,0 uC und bei AP-Neuronen ab einer Farbstoffmenge von 1,2 nC. Bei N-

Neuronen hingegen war die Anstiegszeit nicht signifikant veréndert.

3.4.2 K*-induzierte Anderungen von [Ca?];

Die Wirkung verinderter [K'], auf [Ca®']; unter isotonen Bedingungen bei Retzius-, P-,
N-und AP-Neuronen ist in Abb. 8 dargestellt. Bei Retzius-, N- und AP-Neuronen setzte
ein [Ca2+]i—Anstieg bei [K']. = 20 mM ein, bei P-Neuronen bei [K'], = 30 mM. Die
Amplituden der [Ca®"]i-Anstiege waren fiir jede [K].-Stufe bei N-Neuronen am groBten
und bei P-Neuronen am kleinsten. Bei [K'], = 59 mM ergab sich anhand der Amplitu-
den folgende Reihung: N > Retzius > AP > P. Die K -induzierten [Ca®'J;-Anstiege wa-
ren innerhalb von ca. 10 Minuten bei allen Neuronen vollig reversibel (Tabelle 6). Bei
[K']a = 20 bzw. 30 mM erreichte [Ca®"]; innerhalb der 5-miniitigen Applikationsdauer
ein konstantes Plateau. Bei N-Neuronen wurden bei [K'], = 30 mM gelegentlich tran-
siente [Ca’']i-Anstiege registriert (Abb. 8A). Bei [K'], = 59 mM wurde bei N- und P-
Neuronen das Maximum bereits nach ca. 60 Sekunden erreicht. Anschliefend war ins-
besondere bei N-Neuronen ein Abfall zu beobachten, wobei innerhalb der Applikati-
onsdauer kein Plateau erreicht wurde. Transiente [Ca2+]i-Anstiege traten bei Retzius-
und AP-Neuronen nicht und bei P-Neuronen nur vereinzelt auf. Das transiente Verhal-
ten bei [K'], = 59 mM ist in Abb. 8B quantifiziert. Es ist zu erkennen, dass die Diffe-

2+]i am Ende der Applikationszeit (Rsyin) und dem Maximalwert

renz zwischen der [Ca
(Rpeak) mit der Amplitude des [Ca®]i-Anstiegs zunahm. Analog durchgefiihrte Experi-
mente bei Retzius- und P-Neuronen mit dem SEV-System fiihrten zu qualitativ identi-

schen Resultaten (siche Abb. 17B, 18B).
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Tabelle 6: R (360/380) bei Retzius-, P-, N- und AP-Neuronen bei Variation von [K']..

[K*]a (mM) Retzius P N AP
4 0,415+ 0,03 0,382 +0,01 0,410 = 0,02 0,422 + 0,03
0 0,396 + 0,02 0,385 £ 0,02 0,398 + 0,02 0,421 £ 0,04
4 0,391 £ 0,02 0,383 £ 0,02 0,400 + 0,02 0,413 +£0,03
10 0,388 + 0,02 0,382 + 0,02 0,404 + 0,02 0,413 + 0,02
20 0,418 £ 0,04 0,386 + 0,02 0,484 + 0,04 0,461 £ 0,03
30 0,548 £ 0,08 0,405 £+ 0,02 0,583 + 0,07 0,546 + 0,05
59 0,845 £ 0,17 0,545 + 0,04 0,978 £ 0,10 0,659 + 0,04
4 0,438 + 0,05 0,400 + 0,02 0,440 + 0,04 0,460 + 0,04

Mittelwerte (£ S.D.) aus n=16 - 21 Messungen mit dem CCD-System. Die Durchfithrung der Experi-

mente ist in Abb. 8A illustriert.

3.4.3 K'-induzierte Volumenanderungen

Zur mikrofluorimetrischen Messung von Volumenédnderungen eignen sich Fluoreszenz-
farbstoffe, deren Fluoreszenzemission nur von der Farbstoffkonzentration, nicht jedoch
von Verdnderungen des cytosolischen Milieus abhédngt. Diese Bedingung ist bei Fura-2
am Isofluarpunkt bei 360 nm (F3¢9) erfiillt (Abb. 4). In Abb. 9 ist eine simultane Mes-
sung von Zellvolumen und [Ca®]; bei einem Retzius-Neuron dargestellt. Die Erhohung
von [KJF]a = 20 mM oder hoher fiihrte zu einem deutlichen Abfall von Fs¢p, der nach
Riickwechsel in [K'], = 4 mM weitgehend reversibel war (Abb. 9A). Friihere Arbeiten
haben gezeigt, dass Blutegel-Neuronen einen Farbstoffverlust aufweisen, vermutlich
bedingt durch Auswiértstransport, der sich durch eine Exponentialfunktion beschreiben
lasst (Munsch & Deitmer 1995, Wisten 2003). Um den Farbstoffverlust zu quantifizie-
ren, wurde Fsg iber 15 Minuten unter physiologischen Bedingungen gemessen und der
Abfall des Signals durch eine Exponentialfunktion approximiert (rote Linie in Abb.
9A), die dann zur Isolierung der Volumen-bedingten Fluoreszenzinderungen genutzt

wurde (Abb. 9B). Der Abfall von Fse setzte wie der K -induzierte [Ca®"]i-Anstieg, bei
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[K']. = 20 mM ein (Abb. 9A, C). Bei [K']. = 59 mM lag das Zellvolumen nach
S-miniitiger Applikation ca. 60 % iliber dem Ausgangsvolumen, ohne jedoch ein Pla-

teau, im Unterschied zu [Ca”];, erreicht zu haben.

Die Lage der Neuronen wurde nach jedem Experiment kontrolliert. Retzius-Neuronen
zeigten dabei nur geringe Verdnderungen, wihrend P-Neuronen sich erheblich verscho-
ben und sich manchmal sogar auflerhalb des Messareals befanden. Daher wurden Vo-

lumenmessungen ausschlieBlich bei Retzius-Neuronen durchgefiihrt.

3.4.4 K'-induzierte E,-Anderungen

In Abb. 10 sind Registrierbeispiele von K'-induzierten E,,-Anderungen bei Retzius- und
P-Neuronen dargestellt. Der Entzug des extrazelluldren K fiihrte bei Retzius-Neuronen
zu einer leichten Membranhyperpolarisation um 5 bis 10 mV, bei P-Neuronen zu einer
starkeren Membranhyperpolarisation um 10 bis 18 mV. Dabei wurde ein stationéres E,,
wihrend der 5-miniitigen Applikation von K'-freier Losung nicht erreicht. Unmittelbar
nach Riickwechsel auf [K'], = 4 mM trat bei Retzius-Neuronen eine starke transiente
Membranhyperpolarisation auf. Ein vergleichbarer Effekt war bei P-Neuronen nur sel-
ten zu beobachten. Die Erhohung von [K'], auf 20 mM oder héher fiihrte bei
P-Neuronen zu raschen Membrandepolarisationen, die bereits nach ca. 1 Minute statio-
ndr waren. Bei Retzius-Neuronen erfolgte unter diesen Bedingungen ebenfalls eine ra-
sche Membrandepolarisation, ein stabiles Plateau wurde aber nur in ca. 50 % der Mes-
sungen erreicht. In den iibrigen Experimenten erfolgte eine langsame Verstellung des

En in positive Richtung um etwa 4 mV innerhalb der 5-miniitigen Applikationsdauer.
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3.5 Pharmakologische Eigenschaften der spannungsabhangigen
Ca”*-Kanéle

Spannungsabhingige Ca**-Kanile bei Vertebraten lassen sich anhand biophysikalischer
und pharmakologischer Eigenschaften in L-, N-, P-, Q-, R und T-Typ Kanile einteilen
(Dunlap et al. 1995, Mannhold 1995). Die spannungsabhingigen Ca*-Kanile, die bei
den meisten wenn nicht allen Neuronen im Zentralnervensystem des medizinischen
Blutegels exprimiert sind, zeigen Eigenschaften, die denen von L-Typ Ca”*-Kanilen bei
Vertebraten dhneln (Beck et al. 2001, Dierkes 1998, Wang et al. 1999, Wende 2000).
Die Ca’"-Kanile werden erst durch starke Membrandepolarisationen aktiviert, bleiben
auch bei langanhaltender Membrandepolarisation aktiv und werden durch verschiedene
polyvalente Kationen sowie durch Menthol blockiert (Dierkes et al. 1998, Hochstrate et
al. 1995). Pharmakologische Untersuchungen wurden meist an Retzius-Neuronen

durchgefiihrt (Hochstrate et al. 1995).

3.5.1 Wirkung der L-Typ Antagonisten Diltiazem und Verapamil

Um den Effekt der L-Typ Antagonisten Diltiazem (Benzothiazepin) und Verapamil
(Phenylalkylamin) auf die spannungsabhingigen Ca*-Kanile von Blutegel-Neuronen
zu untersuchen, wurden die [Ca”'-Anstiege miteinander verglichen, die durch einen
1-miniitigen 89 mM K'-Puls in der Vorkontrolle und in Gegenwart des Antagonisten
induziert wurden. Die Methode setzt voraus, dass die Amplitude des K'-induzierten
[Ca*"]-Anstiegs bei wiederholter Ausldsung konstant bleibt. Um dies zu priifen, wurden
in einem Abstand von 10 Minuten 89 mM K'-Pulse appliziert (Abb. 11). In Tabelle 7
sind die durch 5 aufeinanderfolgende K'-Pulse induzierten [Ca2+]i-Anstiege (ARpeax)
wiedergegeben. Die Daten zeigen, dass die K -induzierten [Ca*"];-Anstiege tatsichlich

bei allen Neuronen wiederholt auslosbar waren.
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Tabelle 7: [Ca*"]i-Anstiege induziert durch aufeinanderfolgende K -Pulse.

Retzius P N AP
Pulsnummer ARpeak ARpeak ARpeak ARpeak
1 1,01 +£0,02 0,53+ 0,02 1,52+ 0,03 0,45+ 0,02
2 0,94 £ 0,05. 0,61+ 0,11 1,48 £ 0,09 0,45+ 0,01
3 0,98 + 0,14 0,61+ 0,09 1,50 + 0,09 0,43 + 0,03
4 1,10 £ 0,22 0,60+ 0,13 1,55+0,16 0,43 £ 0,04
5 1,08 £ 0,05 0,57+ 0,04 1,56 £0,12 0,42 + 0,05

Angegeben sind Mittelwerte (+ S.D.) des [Ca*']-Anstiegs (AReqx) fiir 5 aufeinanderfolgende K'-Pulse
aus n = 8 - 12 Messungen mit dem CCD-System. Die Erhohung von [K'], auf 89 mM erfolgte jeweils fiir

1 Minute, der Pulsabstand betrug 10 Minuten.

In Gegenwart der L-Typ Antagonisten Diltiazem und Verapamil (je 100 uM) war bei
den untersuchten Neuronentypen der K'-induzierte [Ca**]i-Anstieg vermindert, wihrend
die Anstiegsgeschwindigkeit konstant blieb (Abb. 12). Bei allen untersuchten Neuronen
war die blockierende Wirkung von Verapamil signifikant grofer als die von Diltiazem.
Zudem war die blockierende Wirkung beider Antagonisten bei P-und N-Neuronen meist

signifikant grof3er als bei Retzius- und AP-Neuronen (Tabelle 8).

Tabelle 8: Blockade des K'-induzierten [Ca*']i-Anstiegs durch L-Typ Antagonisten.

Retzius P N AP
L-Typ-Ca**-Antagonist rel. AR rel. AR rel. AR rel. AR
Diltiazem 0,55+ 0,21 0,36+0,14* | 0,31+0,18 * 0,44 + 0,07
(n=28) (n=28) (n=16) (n=4)
Verapamil 0,36 + 0,22 0,13+£0,15 * 0,24 £0,21 0,32 + 0,24
n=17) (n=4) (n=06) n=9)

Mittelwerte = S.D. aus n = 4 - 9 Messungen mit dem CCD-System. Angegeben sind die Verhiltnisse
(rel.AR) zwischen den Ratio-Anstiegen in Gegenwart des Antagonisten und in der Vorkontrolle. Die
[K'],-Erhéhung auf 89 mM erfolgte fiir 1 Minute. Signifikante Unterschiede zum Effekt der Antagonisten

bei Retzius-Neuronen sind in der Tabelle gekennzeichnet (* = p < 0,05).
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3.5.2 Wirkung des L-Typ Agonisten Bay K 8644

Die Offenwahrscheinlichkeit von L-Typ Ca®*-Kanilen bei Vertebraten wird durch das
1,4 Dihydropyridin (-)-(S)-Bay K 8644 erhoht und damit auch der Ca®*-Einstrom durch

die Kanile. Dabei zeigt bereits eine geringe Konzentration von 1 uM eine signifikante

Wirkung (Kim & Chung 1999, Maruya et al. 2003). Die Wirkung dieses L-Typ Ago-

nisten bei Blutegel-Neuronen wurde bislang nicht beschrieben.

Tabelle 9: Wirkung des L-Typ Agonisten Bay K 8644 auf den K -induzierten [Ca®'];-

Anstieg bei Retzius-, P-, N- und AP-Neuronen.

[K*]a (mM) Retzius P N AP
Rxontr. 0,415+ 0,03 0,382 + 0,01 0,410 = 0,02 0,422 + 0,03
* R Agonist 0,415+ 0,01 0,396 + 0,04 0,423 £0,05 0,442 £ 0,03
Rxontr. 0,396 + 0,02 0,385+ 0,02 0,398 + 0,02 0,421 + 0,04
’ Ragonist | 0,416 £0,01 0,398 £ 0,03 0,398 + 0,02 0,442 £ 0,03
Rxontr. 0,391 = 0,02 0,383 = 0,02 0,400 = 0,02 0,413 £0,03
* R Agonist 0,409 + 0,04 0,390 + 0,04 0,411 £+ 0,03 0,433 £ 0,04
Riontr 0,388 + 0,02 0,382+ 0,02 0,404 + 0,02 0,413 £ 0,02
10 R Agonist 0,379 £ 0,04 0,384 £ 0,05 0,410+ 0,03 0,444 + 0,04
Rxontr. 0,418 + 0,04 0,386 = 0,02 0,484+ 0,04 0,461 £ 0,03
2 Ragonist | 0,503 £ 0,075 0,396 + 0,04 0,560 £ 0,143 0,549 £ 0,043
Riontr 0,548 + 0,08 0,405 + 0,02 0,583 £ 0,07 0,546 + 0,05
¥ R Agonist 0,849 £ 0,14%* 0,450 £ 0,07%* 0,738 £ 0,16%* 0,637 £ 0,10%*
Rxontr. 0,845 £0,17 0,545+ 0,04 0,978 £0,10 0,659 £ 0,04
> R Agonist 1,131 £ 0,20%* 0,654 £ 0,15%x 0,981 £ 0,14 0,785 £ 0,10%
Rxontr. 0,438 £ 0,05 0,400 £ 0,02 0,440 £ 0,04 0,460 £ 0,04
* R Agonist 0,468 + 0,10 0,412 + 0,06 0,465 £+ 0,05 0,473 £0,08

Angegeben sind Mittelwerte (+ S.D.) der K'-induzierten Ratio-Anstiege unter Kontrollbedingungen

(Rkontr.) und in Gegenwart von Bay K 8644 (Ragonist) bei Retzius-, P-, N- und AP-Neuronen (n = 15 - 21,

CCD-System). Signifikante Unterschiede zwischen Rgonyr. Und Ragonise Sind in der Tabelle gekennzeichnet

*=p<0,05; ** =p < 0,01).
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Wie Daten in Abb. 13 und Tabelle 9 zeigen, war der K -induzierte [Ca®];-Anstieg bei
allen vier untersuchten Neuronen in Gegenwart von Bay K 8644 signifikant verstérkt.
Der Vergleich der Spuren in Abb. 13 A, B zeigt zudem, dass die Anstiegsgeschwindig-
keit bei den einzelnen K'-Stufen erhoht war. Dagegen blieb die Schwelle des K'-
induzierten [Ca”"J;-Anstiegs in Gegenwart von Bay K 8644 erhalten, ebenso wie dessen

Reversibilitit. Bay K 8644 hatte selbst keine Wirkung auf [Ca®"];.

3.5.3 Lokalisierung der spannungsabhangigen Ca**-Kanéle

Der L-Typ Antagonist Verapamil bindet an die porenbildenen o;-Untereinheiten (Ya-
maguchi et al. 2003). Um Aussagen zur Lokalisation der spannungsabhéngigen Ca*'-
Kanidle im Blutegel-Zentralnervensystem zu erhalten, wurden Segmentalganglien in
Normalsalzlosung mit 50 uM BODYPI®FL-Verapamil, einem fluoreszierenden Vera-
pamilderivat fiir 1 Minute inkubiert. Die konfokalen Aufnahmen der inkubierten Seg-
mentalganglien zeigen, dass die Fluoreszenz des Verapamilderivats nicht auf die Plas-
mamembran der Neuronen beschrinkt ist, sondern dass auch im Cytosol eine deutliche
Fluoreszenz auftrat (Abb. 14A). Bei hoherer VergroBerung zeigte sich jedoch eine stér-

kere Anfarbung der Neuronen im Bereich der Plasmamembran (Abb. 14B).

3.6 Einfluss der extrazellularen Osmolaritat auf die K*-induzierten
Anderungen von [Ca”"];, Er, und Zellvolumen

Hyponatrdmie und eine erniedrigte Osmolaritdt vergroBern die Aktivitdt spannungsab-
hingiger Ca**-Kanile in den Pyramidenzellen des Rattenhippocampus und steigern da-
mit deren Erregbarkeit, wohingegen Hypernatrdmie und eine verringerte Osmolaritit die
Kanalaktivitit verringern (Huang & Somjen 1997, Somjen 1999). Durch Anderungen
des Zellvolumens konnen mechanosensitive Kandle aktiviert werden, zum Beispiel
dehnungsaktivierte Kationen-Kanéle durch eine Zellschwellung (Sachs 1992). Derartige

Kanile wurden auch bei Blutegel-Neuronen gefunden (Pellegrino et al. 1990).
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3.6.1 [Ca*]iund E,, bei Retzius, P, N, AP

Registrierbeispiele, gemessen mit dem CCD-System, zur Wirkung anisotoner Bedin-
gungen auf den K'-induzierten [Ca®]-Anstieg bei Retzius-, P-, N- und AP-Neuronen
sind in Abb. 15A, B und entsprechende Messungen mit dem SEV-System bei Retzius-
und P-Neuronen in Abb. 17 und 18 gezeigt. Unter hypotonen Bedingungen (-30 mM
NaCl) blieb die Schwelle des K -induzierten [Ca®'];-Anstiegs erhalten (Abb. 15A), je-
doch waren die Anstiege ab [K'], = 20 mM (N, Retzius) bzw. 30 mM (AP, P) signifi-
kant vergroBert (Abb. 16). Wie unter Kontrollbedingungen (Abb. 8A) waren auch unter
hypotonen Bedingungen die K'-induzierten [Ca’']i-Anstiege innerhalb von etwa
10 Minuten reversibel. Unter hypertonen Bedingungen (+30 mM NaCl) blieb die
Schwelle des K'-induzierten [Ca2+]i—Anstiegs bei Retzius-, N- und AP-Neuronen eben-
falls erhalten, wihrend sie bei P-Neuronen auf [K'], = 59 mM erhoht war (Abb. 15B).
Bei allen Neuronen waren die K -induzierten [Ca*'];-Anstiege verringert, wobei signifi-

kante Unterschiede erst bei [K'], = 59 mM auftraten (Abb. 16).

Die in Abb. 15 wiedergegebenen Daten zeigen dariiber hinaus, dass der transiente Cha-
rakter des [Ca”"]i-Signals bei [K'], = 59 mM unter hypotonen Bedingungen verstirkt
und unter hypertonen Bedingungen reduziert war (Tabelle 10). Diese Verdnderungen
stehen in Einklang mit dem bereits beschriebenen Befund, dass der transiente Charakter

allgemein mit der Amplitude des [Ca™ |;-Anstiegs zunimmt . .
llgemein mit der Amplitude des [Ca®']i-Anstiegs zuni Abb. 8B

Tabelle 10: Hiufigkeit transienter [Ca®" ~Anstiege bei [K'], = 59 mM.
g g

Retzius P N AP

ntrans./nges. ntrans./nges. ntrans./nges. ntrans./nges.

+ 30 mM NaCl 4/16 6/20 6/9 0/6
Kontrolle 2/30 14 /30 8/12 0/7
- 30 mM NacCl 12/17 18/33 12/12 1/8

Angegeben ist die Anzahl der transienten [Ca2+]i—Anstiege (Nyans.) sowie die Gesamtzahl der Messungen

(Nes.)-
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Die K'-induzierte Depolarisation von Retzius- und P-Neuronen war unter hypotonen
Bedingungen verstirkt (Abb. 17 - 19). Im Mittel war E,, bei den verschiedenen [K '],
um 6 mV positiver als unter Kontrollbedingungen. Hypertone Bedingungen hatten je-
doch bei den beiden Neuronen keinen Einfluss auf das Ruhe-E,, und die K" -induzierte

Membrandepolarisation (Abb. 19B).

3.6.1 Zellvolumen von Retzius-Neuronen

Der Wechsel in hypotone Versuchslosung (-30 mM NaCl) fiihrte zu Zellschwellungen
um 20 - 30 %. Die anschlieBende Entfernung des extrazelluldren K hatte keinen Ein-
fluss auf das Zellvolumen, die Erh6hung von [K']a auf 10, 20, 30 und 59 mM 16ste da-
gegen jeweils eine weitere Zellschwellung aus. Beim Ubergang auf [K'], = 4 mM wur-
de eine Verzogerung der Volumenabnahme beobachtet (Abb. 20A). Der Wechsel in
hypertone Versuchslosung (+30 mM NacCl) fiihrte zu Zellschrumpfungen um 15 - 20 %.
Die Entfernung des extrazelluldren K hatte wiederum keinen Effekt, wihrend Erho-
hung von [K'], zu einer Wiederzunahme des Zellvolumens fiihrte, allerdings erst ab
[K']. = 20 mM. Bei hoheren [K'], stieg das Zellvolumen weiter an und lag bei 59 mM
sogar deutlich iiber dem Ausgangswert in isotoner Losung. Beim Ubergang auf [K'], =
4 mM konnte eine rasche Volumenabnahme beobachtet werden und beim Riickwechsel
in isotone Versuchslosung trat eine zeitweilige Zellschwellung iiber das Ausgangsvo-

lumen hinaus auf (overshoot; Abb. 20C).

In Tabelle 11 sind die Anderungen des relativen Zellvolumens (AVol.. ) flr die einzel-
nen Schritte des K'-Stufenprotokolls wiedergegeben. Unter hypotonen Bedingungen
trat ein Volumenanstieg bereits bei geringeren [K '], auf als unter hypertonen Bedingun-
gen. Die K'-induzierten Zellschwellungen waren sowohl unter isotonen als auch unter

anisotonen Bedingungen nur partiell reversibel.
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Tabelle 11: K'-induzierte Anderungen des Zellvolumens von Retzius-Neuronen unter

unterschiedlichen osmotischen Bedingungen.

K*-Schritte 40 0—»>4 | 4510 |10>20|20—>30|(30—>59| 59—>14
(mM) AVOl.;g. | AVOL.g. | AVOL.e. | AVOLl.re. | AVOL.. | AVOL. 1o, | AVOL. g,

+ 30 mM NaCl 0+6 1+£8 2+8 6+ 10 14+12 13+9 20+ 11
Kontrolle -1+£2 2+3 5+£5 10+£7 20+ 17 26 £33 26 +21

- 30 mM NaCl 2+4 1+3 7£6 17+ 14 27 £24 9+39 25+12

Angegeben sind Mittelwerte (= S.D.) der Anderungen des relativen Zellvolumens (AVol.., in % ) aus

n =4 - 8 Messungen. Das Volumen wurde 5 Minuten nach dem Ubergang in die jeweilige Losung be-

stimmt. Als Bezugswert fiir das wihrend der jeweiligen K'-Stufe erreichte Volumen diente das in der

vorangegangenen Stufe erreichte Volumen.

Morphologische Darstellung K*-induzierter Anderungen des Zellvolumens unter

isotonen und anisotonen Bedingungen

In Tabelle 12 sind die maximalen Querschnittsflichen von Retzius-, P-, N- und AP-

Neuronen bei isotoner Erhéhung von [K'], von 4 auf 59 mM und zuriick wiedergege-

ben. Von den untersuchten Neuronentypen hatten Retzius-Neuronen den grofiten Zell-

querschnitt und N-Neuronen den kleinsten. Durch die Erhéhung von [K '], auf 59 mM

kam es bei allen Neuronen zu einer VergroBerung der Zellfliche, wobei die relative

Zunahme bei Retzius-Neuronen am groften und bei N-Neuronen am kleinsten war. Bei

allen Neuronen wurde nach Riickwechsel auf [K'], = 4 mM die Ausgangsfldche wieder

erreicht.
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Tabelle 12: Querschnittsflichen von Retzius-, P-, N- und AP-Neuronen bei Erh6hung

von [K'], von 4 auf 59 mM und zuriick.

[K*]a (mM) Retzius P N AP
4 5707 + 619 2323 + 225 1880 + 636 3048 + 719
59 6653 + 309 2957 + 239 2227 + 722 3863 £ 710
4 5622 + 364 2497 + 61 1886 + 631 3082 + 797

Angegeben sind die maximalen Querschnittsflichen der Zellkdrper in um?. Mittelwerte (£ S.D.) aus
n =5 - 7 Messungen. Die Werte wurden 9 Minuten nach Verinderung von [K '], mit Hilfe eines konfoka-

len Laser-Mikroskops gemessen.

Aus den Querschnittsflachen lassen sich unter Annahme einer Kugelgeometrie die Zell-
volumina berechnen. Dabei ergaben sich fiir die untersuchten Neuronentypen unter Ru-
hebedingungen folgende Volumina: Retzius-Neuronen: 3,24 +0,53 * 107cm’, P-
Neuronen: 0,8 £ 0,32 * 107cm? , N-Neuronen: 0,6 + 0,56 * 107¢m® und AP-Neuronen:
1,25 + 0,61 * 107cm’. Das hier ermittelte Volumen von Retzius-Neuronen entsprach
dem Wert fritherer Untersuchungen (Schlue et al. 1997). Nach Erhéhung von [K'], auf
59 mM ergaben sich folgende Volumina: Retzius-Neuronen: 4,0 + 0,35 * 107cm’
(+ 23 %), P-Neuronen: 1,2 + 0,28 * 107cm? (+ 27 %), N-Neuronen: 0,8 + 0,64 *
107cm’ (+ 16 %) und AP-Neuronen: 1,8 + 0,20 * 107 cm’ (+ 23 %).

Die K'-induzierten Verinderungen des relativen Zellquerschnitts unter isotonen und
anisotonen Bedingungen sind in Abb. 22 zusammenfassend dargestellt. Unter isotonen
Bedingungen erfolgten die K -induzierten Anderungen relativ rasch. Bei P-, N- und AP-
Neuronen waren die maximalen Anderungen bereits nach 1 Minute erreicht, bei Retzi-
us-Neuronen hingegen etwas spéter (vergl. Abb. 20). P-Neuronen zeigten in Gegenwart
von [K'], = 59 mM eine Wiederabnahme des Zellquerschnitts. Die K -induzierten Ver-

anderungen des Zellquerschnitts waren schnell reversibel (Abb. 22A).
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Die Anderung der Osmolaritiit induzierte je nach Richtung eine Zu- oder Abnahme des
Zellquerschnitts. Die K'-induzierten Anderungen waren unter anisotonen Bedingungen
unverdndert, allerdings war bei P-Neuronen eine Abnahme der relativen Zellflache bei

lingerer Applikation von [K '], = 59 mM nicht zu beobachten.

Anderungen von [K'], und der extrazelluliren Osmolaritit fiihren auch zu Anderungen
des Zellkernquerschnitts. In Abb. 23A - C sind konfokale Aufnahmen von Zellkernen
von Retzius-Neuronen sowie in Abb. 23D die statistische Auswertung dargestellt. Nach
Erhohung von [K'], war die Querschnittsfliche der Zellkerne reversibel vergroBert. Die
Anderung der Osmolaritiit induzierte je nach Richtung eine Zu- oder Abnahme des Zell-
kernschnitts um bis zu 20 %. Die K'-induzierten Anderungen des Kernquerschnitts
waren unter hypertonen Bedingungen unveréndert, unter hypotonen Bedingungen dage-

gen deutlich vermindert.

3.7 Einfluss von pH, und [Ca*], auf die spannungsabhangigen Ca*'-
Kanale

3.7.1 Einfluss des pH, auf die K*-induzierten Anderungen von [Ca*']; und
En bei Retzius- und P-Neuronen

Neuronale Aktivitit kann Anderungen des intra- und extrazelluliren pH-Werts (pH;,
pHa) hervorrufen, die ihrerseits zur Modulation des zelluldiren Metabolismus oder von
Ionenkanélen fiithren (Chesler & Kaila 1992, Roos & Boron 1981, Traynelis & Cull-
Candy 1990). Insbesondere Verinderungen von pH, modulieren die Aktivitit von Ca®'-
Kanilen bei den unterschiedlichsten Zelltypen (Ohmori & Yoshii 1977, Tombaugh &
Somjen 1997), so auch bei den Retzius-Neuronen im Zentralnervensystem des Blutegels

(Hochstrate et al. 2001a).

Registrierbeispiele zur Beeinflussung des K -induzierten [Ca®";-Anstiegs durch pH, bei

Retzius- und P-Neuronen sind in Abb. 24 und 25 gezeigt. Bei pH, = 8,6 war der [Ca*'];-
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Anstieg bei beiden Neuronen insgesamt vergrof3ert und bei pH, = 6,2 verkleinert, wobei
jedoch die Effekte nicht bei jeder [K '], signifikant waren (Abb. 26A). Bei beiden Neu-
ronentypen war die Schwelle zur Ausldsung eines [Ca*"]-Anstiegs bei pH, = 8,6 zu
niedrigeren und bei pH, = 6,2 zu hoheren [K+]a verschoben. Bei Retzius-Neuronen 10ste
die Erhéhung von [K '], auf 20, 30 und 59 mM bei pH, = 8,6 transiente [Ca”"];-Anstiege

aus.

Bei Retzius-Neuronen wurden das Ruhe-E,, sowie die K -induzierten Membrandepola-
risationen durch pH, nicht beeinflusst (Abb. 26B). Bei P-Neuronen fiihrte dagegen die
Erhohung von pH, zu einer leichten Depolarisation und die Erniedrigung zu einer leich-
ten Hyperpolarisation (Abb. 26B). Die transiente Membranhyperpolarisation beim
Wechsel von [K+]2l =4 auf 0 mM war sowohl bei pH, = 8,6 als auch 6,2 deutlich redu-
ziert (Abb. 25A, C).

3.7.2 Einfluss von [Ca*], auf die K*-induzierten Anderungen von [Ca®];
und E,,

In Zentralnervensystemen kann es durch synaptische Aktivitit zur Erniedrigung von
[Ca®"], kommen. Die Anderungen von [Ca®'], kénnen in Neuronen Ionenkanile, Neu-
rotransmitter-Rezeptoren und speziell Ca**-sensitive Rezeptoren (CaSR) beeinflussen
(Cohen & Fields 2004). Die Beeinflussung von Ionenkanilen durch [Ca*"], kann zum
Beispiel durch die Verdnderung des extrazelluliren Oberflichenpotentials der Plasma-
membran erfolgen (Piccolino & Pignatelli 1996, Wilson et al. 1983), wie es auch bei

Retzius-Neuronen gezeigt wurde (Hochstrate et al. 2001b).

Registrierbeispiele, gemessen mit dem CCD-System, zum Einfluss von [Ca*'], auf den
K -induzierten [Ca*"]i-Anstieg bei Retzius-, P-, N- und AP-Neuronen sind in Abb. 27A,
B und entsprechende Messungen mit dem SEV-System bei Retzius- und P-Neuronen in
Abb. 29 und 30 gezeigt. Die Verinderung von [Ca*'], von 2 mM auf 0,8 oder 4 mM

hatte keinen Einfluss auf die Schwelle zur Auslosung eines [Ca*']i-Anstiegs, jedoch
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waren die K -induzierten [Ca®"]i-Anstiege bei [Ca*'], = 0,8 mM minimal vergroBert und

bei [Ca*'], = 4 mM minimal verkleinert (Abb. 28, 31).

Der Vergleich der Neuronentypen untereinander zeigte deutliche Unterschiede in der
Hiufigkeit transienter [Ca”"]i-Anstiege bei der Erhéhung von [K'], auf 59 mM (Tabelle
13). Insgesamt ist die Tendenz zu erkennen, dass transiente [Caz+]i—Anstiege eher bei
niedriger als bei hoher [Ca*'], auftreten. Der Zusammenhang zwischen der Ausprigung
des transienten Charakters und der Amplitude des [Ca®];-Anstiegs ldsst vermuten, dass
das verstirkte Auftreten transienter Signale auf den groBeren [Ca®']i-Anstieg bei

[Ca®], = 0,8 mM zuriickzufiihren ist (Abb. 27C).

Tabelle 13: Haufigkeit transienter [Ca2+]i-Anstiege bei Erhohung von [K'], auf 59 mM.

Retzius P N AP

2
[Ca +]a (mM) ntrans./ nges. ntrans./ nges. ntrans./ nges. ntrans./ nges.

4 1/20 5/33 15/17 0/8
2 2/30 14 /30 8/12 0/7
0,8 15/19 8/30 11/13 0/7

Angegeben ist die Anzahl der transienten [Ca2+]i—Anstiege (Nyrans.) sowie die Gesamtzahl der Messungen

(Nges.)-

Die K '-induzierte Membrandepolarisation von Retzius- und P-Neuronen blieb durch die
Anderung von [Ca*']; weitgehend unbeeinflusst. Allerdings war bei P-Neuronen die

Membranhyperpolarisation bei Entzug des extrazelluliren K verkleinert (Abb. 30A, C).
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3.8 Zusammenhang zwischen transientem Charakter und Amplitude
des K*-induzierten [Ca?']i-Anstiegs

Der Zusammenhang zwischen der Auspriagung des transienten Charakters und der
Amplitude des K'-induzierten [Ca®"]i-Anstiegs ist in Abb. 32 gezeigt. Unter isotonen
Bedingungen war bei Retzius-Neuronen bei Erhéhung von [K '], auf 59 mM kein tran-
sienter [Ca”']i-Anstieg zu beobachten, wihrend unter Erniedrigung der extrazelluliren
Osmolaritit, extrazellulidre Alkanisierung oder eine Erniedrigung von [Ca”'], transiente
[Ca2+]i—Anstiege hiufig auftraten. Bei P-Neuronen waren transiente [Ca2+]i—Anstiege
bereits unter Kontrollbedingungen hiufig. Entsprechend hatten eine Erhéhung der ext-
razelluliren Osmolaritit, extrazellulire Ansiuerung oder eine Erhéhung von [Ca®'],
wenig Effekt. Die Ausprigung des transienten Charakters nahm mit der Amplitude des
[Ca®)i-Anstiegs zu. Das verstirkte Auftreten transienter [Ca>']i-Anstiege unter hypoto-
nen Bedingungen, erhdhtem pH, oder erniedrigter [Ca®'], konnte daher auf den stirke-
ren [Ca®|i-Anstieg zuriickzufiihren sein. Bei P-Neuronen konnte allerdings bereits bei

geringen [Ca”"]i-Anstiegen (200 - 300 nM) transientes Verhalten beobachtet werden.

3.9 Zusammenhang zwischen [Ca®], und E,, bei Retzius- und P-
Neuronen bei Veranderung von Osmolaritat, pH, oder [Ca?'].

Der Zusammenhang zwischen [Ca2+]i und E,;, bei Verdanderung von Badosmolaritét, pH,
oder [Ca®'], ist in Abb. 33 und 34 gezeigt. Unter isotonen Bedingungen lag das Schwel-
lenpotential zur Aktivierung der spannungsabhingigen Ca*’-Kanile bei Retzius-
Neuronen zwischen -30 und -40 mV und bei P-Neuronen bei ca. -30 mV. Anisotone
Bedingungen hatten bei beiden Neuronentypen nur wenig Einfluss auf das Schwellen-
potential, jedoch war der K'-induzierte [Ca®"];-Anstieg bei gleicher Membrandepolari-
sation unter hypertonen Bedingungen stark verringert (Abb. 33A, 34A). Die Erhéhung
von pH, auf 8,6 fiihrte bei beiden Neuronentypen zu einer Verschiebung des Schwel-
lenpotentials in negative Richtung und die Erniedrigung auf 6,2 zu einer Verschiebung

in positive Richtung. Bei P-Neuronen wurde bereits das Ruhe-E,;, bei pH,-Erhéhung in
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negative Richtung und bei pH,-Erniedrigung in positive Richtung verschoben. Bei glei-
chem E,, war der [Ca*"]i-Anstieg bei erhéhtem pH, vergroBert und bei erniedrigtem pH,
verkleinert (Abb. 33B, 34B). Die Anderung der [Ca®"], von 2 mM auf 0,8 oder 4 mM
hatte bei beiden Neuronentypen keinen Effekt auf das Schwellenpotential sowie den K'-

induzierten [Ca®];-Anstieg (Abb. 33C, 34C).
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Osmolaritat, des pH-Werts und der
Ca’*-Konzentration auf die funktionellen Eigenschaften spannungsabhangiger Ca*'-
Kanéle im Zentralnervensystem des medizinischen Blutegels Hirudo medicinalis mit
Hilfe von mikrofluorimetrischen, bildgebenden und elektrophysiologischen Methoden
untersucht. Mittels CCD-gestiitzter Mikrofluorimetrie und konfokaler Laserscan-
Mikroskopie konnten mehrere Neuronen in einem einzelnen Segmentalganglion
simultan untersucht werden. Als MaR fiir die Aktivitat der spannungsabhangigen Ca**-
Kandle diente der unter den verschiedenen Versuchsbedingungen durch K*-induzierte
Depolarisationen hervorgerufene [Ca®*]i-Anstieg. Zusatzlich zum Ca?*-Einstrom durch
die spannungsabhingigen Ca’*-Kanale wurde der Einfluss der extrazellularen

Osmolaritét auf das Zellvolumen untersucht.

Anderungen der Osmolaritat, des pH-Werts und der Ca?*-Konzentration sind
physiologisch relevant. Da an der Regulierung dieser Parameter hdufig das Zentral-
nervensystem beteiligt ist, wurde in der vorliegenden Arbeit die Wirkung von
Anderungen der Osmolaritét, des pH-Werts und der Ca**-Konzentration auf neuronale

Funktionen vorgenommen.

4.1 Eigenschaften spannungsabhangiger Ca**-Kanale

Spannungsabhéngige Ca”*-Kanéle im Zentralnervensystem von Vertebraten

Spannungsabhangige Ca’*-Kanale ermdglichen den Einstrom von Ca** durch die
Plasmamembran ins Zellinnere und steuern dort eine Vielzahl von Prozessen (Berridge
et al. 2000, Carafoli 2002). Spannungsabhangige Ca?*-Kanéle bei Vertebraten werden

an Hand funktioneller und pharmakologischer Eigenschaften in L-, N-, P-, Q-, R- und
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T-Typ Kanéle eingeteilt, wobei die Trennung in P- und Q-Typ noch umstritten ist
(Davila 1999, Randall 1998). L-Typ-Kanale werden durch 1,4-Dihydropyridine,
Benzothiazepine und Phenylalkylamine blockiert und durch Bay K 8644 aktiviert (Ertel
et al. 2000, Striessnig et al. 1998, Yamaguchi et al. 2003). N-Typ-Kandle werden durch
o-Conotoxin GVIA blockiert, P/Q-Typ-Kanéle durch m-Agatoxin IVA, R-Typ-Kandle
durch ®-Agatoxin 1A und T-Typ-Kanéle durch verschiedene Benzimidazole (Ertel et
al. 1997, Glossmann & Striessnig 1990, Randall & Tsien 1997). Die porenbildende
Untereinheit spannungsabhangiger Ca*'-Kandle ist die ol-Untereinheit (190 -
250 kDa), mit der zwei oder drei weitere Untereinheiten assoziiert sind (Dunlap et al.
1995, Ertel et al. 2000). Die al-Untereinheit besteht aus vier Doménen (I - 1V) mit
jeweils sechs transmembranalen Segmenten (S1 - S6), wobei die Spannungssensoren in
den Segmenten S4 lokalisiert sind (Ertel et al. 2000).

Spannungsabhangige Ca’*-Kanale im Zentralnervensystem des medizinischen

Blutegel

Die bisherigen Untersuchungen von spannungsabhangigen Ca?*-Kanélen in Blutegel-
Neuronen lassen eine Verwandtschaft mit den L-Typ Ca**-Kanalen von Vertebraten
vermuten (Dierkes et al. 2004). Dieser Zusammenhang wird durch die Wirkung von
Diltiazem, Verapamil und Bay K 8644 auf den K'-induzierten [Ca*']i-Anstieg bei
Retzius-, P-, N- und AP-Neuronen gestutzt (Abb. 12, 13).

Die Ca®*-Kanale der meisten Neuronen im Blutegel-Zentralnervensystem werden bei
Membranpotentialen zwischen -40 und -30 mV aktiviert, bleiben bei langanhaltender
Depolarisation getffnet und zeigen eine geringe Inaktivierung (Dierkes et al. 1997,
Hochstrate et al. 1995). Die Kanéle werden blockiert durch verschiedene polyvalente
Kationen (La®* > Cd** > Ni** ~ Co®" > Mn*', Dierkes 1998), den cyclischen Alkohol
Menthol (Dierkes 1998, Hochstrate et al. 1995) sowie durch L-Typ-spezifische
Antagonisten wie Dihydropyridine, Benzothiazepine und Phenylalkylamine (Beck et al.

2001, Dierkes 1998, Dierkes et al. 2004, Wang et al. 1999). Dagegen sind die
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Neurotoxine, die spezifisch verschiedene Typen von Ca**-Kanalen bei Vertebraten

blockieren, beim Blutegel wirkungslos (Dierkes et al. 2004, Trueta et al. 2003).

4.1.1 Wirkung von L-Typ Antagonisten

Diltiazem und Verapamil gehdren zu zwei unterschiedlichen Stoffklassen (Benzo-
thiazepin bzw. Phenylalkylamin), die beide bei Vertebraten spannungsabhangige L-Typ
Ca’*-Kanile blockieren. Bei den untersuchten Blutegel-Neuronen hatten beide
Substanzen eine blockierende Wirkung auf den K*-induzierten [Ca*']i-Anstieg (Abb.
12). Dabei war zum einen Verapamil wirksamer als Diltiazem. Zum anderen war die
Wirksamkeit von Verapamil bei P- und N-Neuronen hoher als bei Retzius- und AP-
Neuronen, wahrend Diltiazem bei allen untersuchten Neuronen etwa gleich effektiv

war.

Die Untersuchungen zur Verteilung der spannungsabhangigen Ca®*-Kanale im Blutegel-
Segmentalganglion zeigten, dass bei allen Neuronen fluoreszenzmarkiertes Verapamil
(BODYPI®FL-Verapamil) sowohl in der Plasmamembran als auch im Cytosol
lokalisiert war (Abb. 14A). Verapamil ist membranpermeabel und bindet
wahrscheinlich auf der cytosolischen Seite an den Kanal (Hockerman et al. 1997). Die
Aufnahme von Verapamil durch Blutegel-Neuronen konnte durch Messungen mit
ionensensitiven Glasmikroelektroden bestatigt werden (Klees, personliche Mitteilung).
Anhand der Ergebnisse kdnnen keine eindeutigen Aussagen uber die Lokalisation der
spannungsabhangigen Ca**-Kanale im Blutegel-Segmentalganglion gemacht werden.
Immerhin war die in der Plasmamembran des Zellsomas lokalisierte Fluoreszenz meist
intensiver als die Fluoreszenz im Cytosol, was auf eine spezifische Markierung von

L-Typ Ca**-Kanalen hinweist (Abb. 14B).
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4.1.2 Wirkung des L-Typ Agonisten Bay K 8644

Die Aktivitat von L-Typ Ca**-Kanalen wird durch manche 1,4-Dihydropyridine ver-
starkt. Bekanntes Beispiel flr ein agonistisch wirkendes 1,4-Dihydropyridin ist Bay K
8644, das Offnungsdauer und Offenwahrscheinlichkeit der Ca**-Kanale erhoht, ohne
jedoch den Einzelkanalstrom oder das Schwellenpotential zu beeinflussen (Michels et

al. 2002, Nowycky et al. 1985).

Bei allen untersuchten Blutegel-Neuronen fiihrte Bay K 8644 zu einer signifikanten
Erhohung des K*-induzierten [Ca®*]i-Anstiegs, wobei die Schwelle zur Auslésung eines
gerade detektierbaren Anstiegs erhalten blieb (Abb. 13). Dabei war Bay K 8644, wie bei
Vertebraten, bereits in einer Konzentration von 1 yuM wirksam. Diese Ergebnisse
zeigen, dass der L-Typ Agonist Bay K 8644 die spannungsabhéngigen Ca®*-Kanéle von
Blutegel-Neuronen sehr ahnlich beeinflusst wie die von Vertebraten. Die pharma-
kologischen Befunde dieser Arbeit sprechen somit insgesamt fur eine Verwandtschaft
der spannungsabhangigen Ca®*-Kanale des Blutegels mit den L-Typ Ca®*-Kanélen der

Vertebraten.

4.2 Einfluss veranderter extrazellularer Bedingungen auf die
Aktivitat der spannungsabhiangigen Ca**-Kanale

Anderungen der Badosmolaritit oder der extrazellularen ionalen Bedingungen hatten
keinen Effekt auf [Ca®'];, solange das En, der Neuronen in Nahe des Ruhewerts lag,
jedoch waren deutliche Auswirkungen auf den K'-induzierten [Ca’']i-Anstieg zu
beobachten (Abb. 19A, 26A, 31A; vergl. Hochstrate et al. 20014, b). Die Kontrolle von
[K']a ist speziell in Nervensystemen von groRer Bedeutung. Bei Neuronen fiihrt die
Erhohung von [K']a zur Membrandepolarisation und zur Inaktivierung spannungs-
abhangiger Na'-Kanile, die erst wieder Aktionpotentiale generieren konnen, wenn [K']a

auf den Ruhewert zuriickkehrt (Sykova 1997).

52



Diskussion

Unter physiologischen Bedingungen kann neuronale Aktivitat einen Anstieg von [K']a
auf bis zu 10 mM verursachen (Baylor & Nicholls 1969). In den hier beschriebenen
Versuchen musste [K*], jedoch auf 20 bzw. 30 mM erhéht werden, um einen messbaren
[Ca®*]i-Anstieg auszultsen. Bei den verschiedenen Neuronentypen konnten deutliche
Unterschiede in der GroRe des K*-induzierten [Ca**];-Anstiegs festgestellt werden. Die
groRten [Ca®*]i-Anstiege traten bei N-Neuronen auf, gefolgt von Retzius-, AP- und P-
Neuronen (Abb. 8A). Die Verdnderung der Badosmolaritdt oder der extrazellularen

ionalen Bedingungen hatte keinen Einfluss auf diese Reihfolge (Abb. 8A, 15A, 27A).

Die GroRe des K'-induzierten [Ca®']i-Anstiegs ist von verschiedenen Faktoren ab-
hangig, zu denen die Ca®*-Pufferung tiber Ca**-bindende Proteine, die Aktivitat von
Ca®*-Pumpen sowie Dichte und Aktivitat der spannungsabhangigen Ca®*-Kanale ge-
horen. Uber diese Parameter lassen sich allein an Hand von [Ca®']i-Messungen keine

Aussagen treffen, da sie allesamt Zeitverlauf und Amplitude des Signals bestimmen.

Die Messung von Ca**-Strémen durch spannungsabhangige Ca**-Kanale bei Retzius-,
P-, N- und AP-Neuronen ergab folgende Reihung der Neuronen nach ihrer maximalen
Stromamplitude: Retzius >P >N > AP (Stewart et al. 1989). Die Vermutung, dass die
Anzahl spannungsabhangiger Ca?*-Kanéle bei AP-Neuronen geringer ist als bei P- und
N-Neuronen, deckt sich mit dem Befund, dass der K*-induzierte [Ca?']i-Anstieg bei AP-
Neuronen geringer oder annahernd gleich grof? war wie bei N- und P-Neuronen (Abb.
8A). Dagegen war der K*-induzierte [Ca*"]i-Anstieg bei N-Neuronen deutlich groRer als
bei P-Neuronen, obwohl die Ca?*-Stréme bei beiden Neuronen etwa gleich waren.
Diese Diskrepanz konnte auf der unterschiedlichen Spannungsabhéangigkeit der Ca®*-
Kanéle beruhen. Bei P-Neuronen war das Schwellenpotential zur Aktivierung der Ca*-
Kandle deutlich positiver als bei N-Neuronen (Abb. 32, 33; Dierkes et al. 1997), und die
elektrophysiologischen Untersuchungen zeigten, dass maximale Ca?*-Stréme bei P-
Neuronen erst bei +12 mV auftraten, bei N-Neuronen bereits bei -2 bis -5 mV (Stewart
et al. 1989). Die niedrigen K*-induzierten [Ca’*]i-Anstiege bei P-Neuronen scheinen

also auf eine geringere Aktivierung der spannungsabhangigen Ca®*-Kanale zu beruhen.
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Weiterhin waren groRe Unterschiede im Auftreten transienter [Ca®']i-Anstiege zu
beobachten. Bei N-Neuronen traten transiente [Ca*‘]i-Anstiege haufig bereits bei
niedrigen [K']. von 20 oder 30 mM auf. Diese Anstiege beruhen auf der voriiber-
gehenden Generierung von Aktionspotentialen, da transiente Signale in Na'-freier
Losung ausbleiben (Dierkes et al. 1997, Wende 2000). Bei Erhéhung von [K'], auf
59 mM kam es auch bei Retzius- und P-Neuronen zu transienten [Ca®*];-Anstiegen, die
jedoch nicht auf die Auslésung von Aktionspotentialen zurtickzufiihren sind, da bei
Verwendung des Stufenprotokolls Aktionspotentiale bei hoher [K']. ausbleiben
(Dierkes et al. 1997). Weiter ist eine verminderte Aktivierung der Ca®*-Kanale durch
eine Membranrepolarisation auszuschlieRen, da das Membranpotential bei erhohter
[K*]a entweder stabil blieb, wie meist bei P-Neuronen, oder sogar weiter depolarisierte,
wie bei Retzius-Neuronen. Das Auftreten transienter Ereignisse war dagegen abhéngig
von der Amplitude des [Ca*']--Signals. Experimentelle Bedingungen, die zu einer
VergroBerung des K*-induzierten [Ca”']-Anstiegs bei [K*]. = 59 mM fihrten, be-
wirkten bei Retzius- und N-Neuronen ein erhohtes Auftreten transienter Ereignisse
(siche -30 mM NaCl, Abb. 15A, 17C, 18C; pHa = 8,6, Abb. 24C, 25C; [Ca%*'], =
0,8 mM, Abb. 27A, 29C, 30C). Umgekehrt bewirkten experimentelle Bedingungen, die
zu einer Verringerung des K*-induzierten [Ca®*]i-Anstiegs bei [K']. = 59 mM fiihrten,
ein vermindertes Auftreten transienter Ereignisse (siehe +30 mM NaCl, Abb. 15B, 17A,
18A; pHa = 6,2, Abb. 24A, 25A; [Ca*']. = 4,0 mM, Abb. 27B, 29A, 30A). Bei P-
Neuronen traten transiente Ereignisse schon bei niedrigen [Ca®*]i-Anstiegen auf (Abb.
32). Bei AP-Neuronen wurden auch bei [K']a = 59 mM keine transienten [Ca?'];-

Anstiege beobachtet (Abb. 8C, 15C, 27C).

Das Auftreten transienter [Ca®']i-Anstiege konnte durch eine Ca®*-abhangige
Inaktivierung der spannungsabhangigen Ca®*-Kanale verursacht sein. Die Ca®*-
abhangige Kanal-Inaktivierung ist ein wichtiger Rickkopplungsmechanismus gegen
eine Ca®*-Uberladung der Zellen, wobei verschiedene Systeme beteiligt sein kénnen
(Ziihlke & Reuter 1998). Untersuchungen an L-Typ Ca?*-Kanalen bei Vertebraten
zeigten, dass die spannungsabhangigen Ca’*-Kanéle direkt oder indirekt durch einen

[Ca?*]i-Anstieg inaktiviert werden konnen. Bei der direkten Inaktivierung bindet Ca®*
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auf der cytoplasmatischen Seite an Calmodulin, das mit dem Kanal assoziiert ist und
verursacht dadurch eine Konformationsanderung (Haack & Rosenberg 1994, Soldatov
2003). Die direkte Inaktivierung erfolgt sehr schnell im Millisekundenbereich, die
[Ca’*] fiir eine halbmaximale Inhibierung (ICso) liegt bei ca. 4 pM (Héfer 1997). Bei
der indirekten Inaktivierung bindet Ca** an Proteinphosphatasen (PP2A, PP2B), die das
Kanalprotein dephosphorylieren. Bei Aktivierung von PP2A wird die Offnungszeit und
bei Aktivierung von PP2B die Verfiigbarkeit der Ca®*-Kanile vermindert. Die
halbmaximale Aktivierung von PP2B erfolgt bei [Ca’*]; = 260 nM, die von PP2A ist
nicht genau bekannt (Groschner et al. 1996, Schuhmann et al. 1997). Die Inaktivierung
der Ca?*-Kanéle (iber PP2A und PP2B vollzieht sich im Minutenbereich (Davare et al.
2000), also im selben Zeitbereich wie die Wiederabnahme von [Ca®*]; bei transienten
[Ca?*]i-Signalen. Dies lasst vermuten, dass der transiente Charakter der hier be-
schriebenen [Ca*']i-Anstiege auf der Inaktivierung der spannungsabhangigen Ca?*-

Kanéle durch Dephosphorylierung beruht.

Untersuchungen an Herzzellen zeigten, dass die Inaktivierung der Ca®*-Kanale durch
Dephosphorylierung in einem dynamischen Gleichgewicht mit der Aktivierung durch
Phosphorylierung steht, wobei die Phosphorylierung durch Proteinkinase C (PKC)
erfolgt. Somit kénnen dephosphorylierte bzw. inaktive Ca**-Kanale durch PKC wieder
verfugbar gemacht werden (duBell & Rogers 2004). Bei P-Neuronen trat eine
Inaktivierung bereits bei niedrigen, bei Retzius- und N-Neuronen erst bei hdheren
[Ca®*]; auf (Abb. 8C, 15C, 27C). Moglicherweise spiegelt dies Unterschiede im
dynamischen Gleichgewicht zwischen Ca**-abhangiger Phosphorylierung und Dephos-

phorylierung wider.

4.3  Abhéangigkeit des K*-induzierten [Ca*]i-Anstiegs von Ep,
Eine Verschiebung von E,, in negative Richtung durch Entzug des extrazellularen K*

hatte bei keinem der untersuchten Neuronen einen Einfluss auf [Ca®'];. Dies zeigt, dass

die spannungsabhangigen Ca**-Kanalen in der Nahe des Ruhe-E,, samtlich geschlossen
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sind. T-Typ Ca®*-Kanile werden bereits bei einer geringen Membrandepolarisation
aktiviert und gehen dann rasch in einen inaktivierten Zustand (ber, der sich durch
Verstellung des Er, in negative Richtung in einen aktivierbaren Zustand uberfuhren lasst
(Chemin 2003). Da beim Wechsel von K'-freier in physiologische Losung ([K']a =
4 mM) kein [Ca”*"]-Anstieg auftrat, scheinen T-Typ Ca’*-Kanile bei den untersuchten

Neuronen nicht vorhanden zu sein.

Zur Aktivierung der spannungsabhangigen Ca?*-Kanale war bei den untersuchten
Blutegel-Neuronen eine deutliche Membrandepolarisation noétig, welche durch eine
Erhohung von [K'], auf 20 mM (Retzius, N, AP) bzw. 30 mM (P) erzielt wurde (siehe
Dierkes et al. 1997, Hochstrate et al. 1995). Bei Retzius-Neuronen lag das
Schwellenpotential zur Aktivierung der spannungsabhangigen Ca®*-Kanale zwischen
-30 und -40 mV und bei P-Neuronen bei ca. -30 mV (siehe Dierkes et al. 1997). Diese
Schwellen wurden durch die Anderung der Badosmolaritat oder von [Ca*]. kaum
beeinflusst (Abb. 33A, C; 34 A, C), jedoch durch Erhéhung des pH, in negative und
durch Erniedrigung des pH, in positive Richtung verschoben (Abb. 33B, 34B). Bei
beiden Neuronen war das Schwellenpotential bei pH; = 8,6 um ca. 20 mV negativer als
bei pH. = 6,2, d.h. die Zellen mussen bei extrazellularer Alkalinisierung erheblich
weniger depolarisiert werden als bei extrazelluldrer Ansduerung, damit es zur Offnung

der spannungsabhangigen Ca**-Kanale kommt.

Untersuchungen an Retzius-Neuronen lassen vermuten, dass Anderungen von pH,
keinen Einfluss auf die intrazellulare Ca®*-Pufferung oder die Aufnahme von Ca in
intrazellulare Speicher haben (Hochstrate et al. 2001a). Vielmehr verursacht die pHa-
Anderung wahrscheinlich eine Verschiebung des Oberflachenpotentials der Plasma-
membran, was zur Anderung des elektrischen Feldes (iber den Spannungssensoren der
Kanale fiihrt (Hille 1992, McLaughlin 1977, 1989). Von Anderungen des
Oberflachenpotentials betroffen sind auch spannungsabhingige Na'- und K*-Kanale,
jedoch scheint die Wirkung bei Ca?*-Kanalen am starksten zu sein (Tombaugh &
Somjen 1997). Die Modulation der spannungsabhangigen Ca**-Kanéle durch pH, sollte

auch im Zentralnervensystem des medizinischen Blutegels eine Rolle spielen, da
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neuronale Aktivitdt oder die Aktivierung von Neurotransmitter-Rezeptoren zu pH,-

Verschiebungen fiihren kdnnen. (Dorner 1991, Rose & Deitmer 1995b).

Bei Retzius- und P-Neuronen war der K*-induzierte [Ca®*]i-Anstieg unter hypertonen
Bedingungen deutlich verkleinert. Dieser Befund deutet darauf hin, dass der Ca®*-
Einstrom durch die spannungsabhingigen Ca®*-Kanale bei erhdhter Badosmolaritat
gehemmt ist. Eine Beeinflussung der Potentialabhdngigkeit scheint dagegen nicht zu
bestehen, da das Schwellenpotential unbeeinflusst blieb. Sehr ahnliche Befunde wurden
bei CAl-Neuronen im Hippocampus und bei Muskelzellen erhalten, wobei die Effekte
unabhéngig davon waren, ob die Osmolaritat der Losungen durch NaCl, Harnstoff oder
Raffinose gedndert wurde (Huang & Somjen 1997, Wagner et al. 2000). Somit scheint
der verkleinerte K*-induzierte [Ca®*]i-Anstieg bei Blutegel-Neuronen unter hypertonen
Bedingungen allgemein auf die Zellschrumpfung zuriickzufiihren zu sein. Maéglicher-
weise Ubt die schrumpfende Plasmamembran einen lateralen Druck auf die spannungs-
abhangigen Ca®*-Kanile aus, so dass diese nicht mehr vollstandig 6ffnen kénnen

(Huang & Somjen 1997).

4.4  Abhangigkeit des E;,, vom extrazellularen pH

Bei P-Neuronen war E bei [K']a zwischen 4 und 30 mM bei extrazelluldrer
Alkalinisierung in negative und bei extrazelluldrer Ansduerung in positive Richtung
verschoben (Abb. 25A, C). Bei Retzius-Neuronen war dagegen E, unabhéngig von pH,
(Abb. 24A, C). Die Abhéngigkeit des En von pH, bei P-Neuronen koénnte auf die
Aktivierung bzw. Deaktivierung pH-sensitiver K*-Kanale (TASK = Two-pore-domain
acid sensitive potassium channel) zuriickzufiihren sein. TASK-Kandle werden in vielen
Geweben exprimiert und tragen zur K'-Leckleitfahigkeit im Ruhezustand bei, da sie
tonisch aktiv sind. Sie spielen daher gerade in Nervensystemen eine groRe Rolle
(Duprat et al. 1997, Lesage 2003, North 2000, Patel & Honoré 2001). Es werden flnf
Isoformen (TASK-1 - 5) unterschieden, die sich hinsichtlich ihrer pH-Sensitivitat unter-

scheiden (Patel & Lazdunski 2004, Talley et al. 2003). Die Experimente bei P-
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Neuronen deuten auf eine Beteiligung von TASK-1 und/oder TASK-2 hin. Bei pH, =
7,4 zeigt TASK-1 eine Aktivitdt von 50 % des Maximalwerts und TASK-2 eine
Aktivitat von 25 %. Bei Verstellung des pH, auf 8,6 steigt die Aktivitdt von TASK-1
auf 100 % und die von TASK-2 auf 75 %. Bei pH, = 6,2 gehen die Aktivitaten beider
Kanéle auf 5 % zurlick (Decher et al. 2001, Patel & Lazdunski 2004).

4.5 Einfluss von [K'], und Badosmolaritat auf das Zellvolumen

Der Wassertransport tber der Plasmamembran tierischer Zellen hangt weitgehend vom
osmotischen Gradienten zwischen Intra- und Extrazelluldarraum ab. Jede Verdnderung
des osmotischen Gradienten fuhrt somit zur Veranderung des Zellvolumens (Sarkidi &
Parker 1991). Um in gewissen Grenzen auf osmotische Verdnderungen reagieren zu
konnen, verfligen tierische Zellen ber volumenregulatorische Mechanismen. Als
Antwort auf eine Zellschwellung kommt es zu einer regulatorischen VVolumenabnahme
(regulatory volume decrease, RVD) und auf eine Zellschrumpfung zu einer regula-

torischen Volumenzunahme (regulatory volume increase, RVI; Strange 1993).

Der Entzug des extrazelluldren K* hatte weder unter isotonen noch unter anisotonen
Bedingungen einen Effekt auf das VVolumen der Retzius-Neuronen. Dagegen loste die
Erhéhung von [K']. auf 10 mM und mehr bei den untersuchten Neuronen stets eine
Zellschwellung aus (Abb. 20B). Untersuchungen an Retzius-Neuronen mit ionensensi-
tiven Dreikanal-Glasmikroelektroden zeigten, dass die K*-induzierte Zellschwellung auf
der simultanen Aufnahme von K* und CI" und der damit verbundenen Wasseraufnahme
beruht (Trosiner 2003). Eine K*-induzierte Zunahme des Zellvolumens wurde auch bei
kultivierten Astrocyten, Schnecken-Neuronen und Neuropil-Gliazellen des medi-
zinischen Blutegels gefunden (Ayrapetyan & Suleymanian 1979, Ballanyi et al. 1990,
Walz 1992).

Die Verminderung der Badosmolaritat verursachte eine Volumenzunahme und die

Erhohung der Osmolaritit eine Volumenabnahme. Erhohung von [K'], unter hypotonen
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Bedingungen flhrte zu einer weiteren Volumenzunahme, die ahnlich wie unter isotonen
Bedingungen verlief. Auch unter hypertonen Bedingungen trat eine K'-induzierte
Volumenzunahme auf, deren Schwelle allerdings zu héheren [K']. verschoben war
(Abb. 20C). Die Verschiebung der Schwelle und das Auftreten des ,,overshoots* nach
Wechsel von hypertoner zu isotoner Badlosung konnten auf eine regulatorische
Volumenzunahme (RVI1) zuriickzufuhren sein. Dass Retzius-Neuronen unter hypertonen

Bedingungen NaCl aufnehmen, wurde bereits nachgewiesen (Dierkes et al. 2003).

4.6  Schlussbetrachtung

Bedingt durch seine Lebensweise im Sifwasser hat der Blutegel ein osmotisches
Gefélle von innen nach auBen aufrechtzuerhalten. Hierbei mussen zur Erhaltung des
dynamischen Gleichgewichts Mechanismen gefordert werden, die den Salzverlust
ersetzen und das mit dem osmotischen Gefélle eingedrungene Wasser entfernen
(Boroffka 1968). Aber auch durch Nahrungsaufnahme und bei Habitatwechsel ist der
Blutegel erheblichen osmotischen Schwankungen ausgesetzt. Daher ist eine Kontrolle
der NaCl-Aufnahme beim Fressvorgang oder Einwandern in Brackwasser mit unter-
schiedlicher Salinitat wichtig (Zerbst-Boroffka 1973, Herter 1939). Friihere Unter-
suchungen zeigten, dass die Osmolaritdt der Hamolymphe konstant bleibt, wenn die
Osmolaritat der Umgebung abnimmt, wahrend sie ansteigt, wenn die Osmolaritat der
Umgebung zunimmt (Nieczaj & Zerbst-Boroffka 1993). Ein derartiger Anstieg der
extrazellularen Osmolaritat sollte die spannungsabhingigen Ca®*-Kandle in den
Neuronen signifikant beeinflussen. Elektrophysiologische Untersuchungen zeigten, dass
die synaptische Transmission zwischen Retzius- und P-Neuronen (polysynaptisch)
sowie die zwischen N- und AP-Neuronen (monosynaptisch) unter hypertonen
Bedingungen partiell gehemmt war (Langer 2003). Eine mdgliche Ursache hierfir
scheint der verkleinerte Ca?*-Einstrom durch die spannungsabhangigen Ca**-Kanale

unter hypertonen Bedingungen zu sein.
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Unter natiirlichen Lebensbedingungen ist weiter die Kontrolle des extrazellularen pH-
Werts von groflRer Bedeutung. Durch jahreszeitliche Schwankungen kommt es haufig zu
Anderungen des O,-Gehalts im Habitat des Blutegels, die zu Anderungen des pH-Werts
der Hamolymphe flihren. Dabei 16st eine Abnahme des O,-Gehalts eine Ansduerung
aus, die wiederum eine Erniedrigung der Konzentration organischer Sduren und eine
Zunahme der NaCl-Konzentration nach sich zieht. Umgekehrt induziert eine Zunahme
des O,-Gehalts eine Alkanilisierung, die zu einer Erhohung der Konzentration
organischer Sduren und zu einer Abnahme der NaCl-Konzentration fiihrt. Dabei
scheinen sich die Anderungen der NaCl-Konzentration und die Anderungen der
Konzentration der organischen Sduren gegenseitig zu kompensieren, so dass das
osmotische Gleichgewicht gewahrt bleibt (Hildebrandt & Zerbst-Boroffka 1992). Die
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit haben gezeigt, dass Anderungen des pH, im
physiologischen Bereich nicht nur allgemein einen groRen Effekt auf die Aktivierung
der spannungsabhangigen Ca®*-Kanale von Blutegel-Neuronen haben, sondern bei

manchen Neuronen das Membranpotential selbst beeinflussen.

60



Zusammenfassung

5.

1.

Zusammenfassung

Es wurden der Einfluss der Osmolaritat, des pH-Werts und der Ca**-Konzentration
auf die funktionellen Eigenschaften spannungsabhangiger Ca®*-Kanéle bei Retzius-,
P-, N- und AP-Neuronen des Blutegel-Zentralnervensystems untersucht. Zuséatzlich
wurden Experimente zur nédheren pharmakologischen Charakterisierung spannungs-
abhangiger Ca®*-Kanale durchgefihrt. Hierzu wurden mikrofluorimetrische Mess-
systeme verwendet, welche zum einen die simultane Bestimmung von [Ca*']; und
Zellvolumen bei einer einzelnen Zelle und zum anderen die simultane Messung von
[Ca?*]; bei mehreren Zellen ermdglichten. Dartiber hinaus wurden Messungen des
Membranpotentials (En,) mit Hilfe Elektrolyt-gefullter Glasmikroelektroden durch-
gefiihrt sowie konfokale Aufnahmen zur bildlichen Darstellung von Volumen-
anderungen erstellt. Die Experimente wurden an Zellen im intakten Gewebeverband

(in situ) durchgefihrt.

Diltiazem und Verapamil (jeweils 100 pM), beide Antagonisten von L-Typ Ca®*-
Kanalen, filhrten bei allen untersuchten Neuronen zu einer Reduktion des K'-
induzierten [Ca*']i-Anstiegs. Dabei wirkte Verapamil stirker als Diltiazem.
AuRerdem war die Wirkung von Verapamil bei P- und N-Neuronen stérker als bei
Retzius- und AP-Neuronen, wahrend die Wirkung von Diltiazem bei den ver-
schiedenen Neuronen etwa gleich war. Der L-Typ Agonist Bay K 8644 (1 uM)
fuhrte bei allen Neuronentypen zu einer VergroRerung des K*-induzierten [Ca®*]i-
Anstiegs. Diese Befunde sprechen fir die Verwandtschaft der spannungsabhangigen

Ca’*-Kanile in Blutegel-Neuronen mit den L-Typ Ca®*-Kanalen von Vertebraten.

Die Schwelle des K*-induzierten [Ca?']i-Anstiegs lag bei Retzius-, N- und AP-
Neuronen bei [K']. = 20 mM und bei P-Neuronen bei [K*], = 30 mM. Die Neuronen
unterschieden sich deutlich in der Amplitude des K*-induzierten [Ca®*]i-Anstiegs.
Die groRten [Ca**]-Anstiege traten bei N-Neuronen auf, gefolgt von Retzius-, AP-

und P-Neuronen.
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4. Bei [K']s = 59 mM war bei Retzius-, P- und N-Neuronen ein transienter [Ca®*];-
Anstieg zu beobachten, wobei der transiente Charakter bei Retzius- und N-
Neuronen mit der Amplitude des [Ca?*]i-Anstiegs zunahm. Das transiente Verhalten
wurde durch Verminderung der extrazellularen Osmolaritat, Alkalinisierung oder
Erniedrigung der Ca®*-Konzentration gefordert und umgekehrt durch Erhéhung der
extrazellularen Osmolaritat, Ansduerung oder Erhéhung der Ca®*-Konzentration
vermindert. AP-Neuronen, bei denen der K*-induzierte [Ca®"];-Anstieg gering war,

zeigten keine transienten [Ca®];-Signale.

5. Das Schwellenpotential zur Auslésung eines [Ca’‘]i-Anstiegs lag bei Retzius-
Neuronen zwischen -30 und -40 mV und bei P-Neuronen bei ca. -30 mV,
unabhangig von der extrazellularen Osmolaritat oder der Ca?*-Konzentration. Der
K*-induzierte [Ca®']i-Anstieg war jedoch unter hypertonen Bedingungen stark
verringert. Das Schwellenpotential zur Auslésung eines [Ca®]-Anstiegs war bei
beiden Neuronentypen bei pH, = 8,6 in negative Richtung und bei pH; = 6,2 in
positive Richtung verschoben. Das Membranpotential von Retzius-Neuronen war
bei allen [K™], unabhéngig von pH,, wahrend es bei P-Neuronen zwischen [K'], = 4
und 30 mM bei pH, = 8,6 in negative und bei pH, = 6,2 in positive Richtung ver-

schoben war.

6. Die Schwelle der K*-induzierten Volumenzunahme lag unter isotonen Bedingungen
bei allen Neuronentypen bei [K']. = 20 mM. Unter hypertonen Bedingungen war
diese Schwelle zu gréReren [K']. verschoben, wohingegen unter hypotonen

Bedingungen keine Veranderungen beobachtet wurde.

7. Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die funktionellen Eigenschaften der
spannungsabhangigen Ca®*-Kanale von Blutegel-Neuronen durch Erniedrigung der
extrazellularen Osmolaritit und Anderungen des extrazellularen pH-Werts markant
beeinflusst werden. Vergleichbare Anderungen treten beim Fressvorgang oder

erhdhter Aktivitat im neuronalen Netzwerk des Blutegels auf und deuten so darauf
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hin, dass spannungsabhangige Ca®*-Kanéle eine Rolle bei der Anderung zellularer

Eigenschaften auf diese Reize hin spielen.
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Abb. 1: Zentralnervensystem des medizinischen Blutegels Hirudo medicinalis.

A) Fotografische Aufnahme eines freipraparierten Zentralnervensystems des medizinischen Blutegels.

B) Schematische Darstellung des Zentralnervensystems im Blutegelkdrper (verdndert nach Nicholls et al. 1992). Das Zentralnervensystem
beginnt mit dem Cerebralganglion und endet mit dem Analganglion. Die 21 dazwischen liegenden Segmentalganglien sind untereinan-
der sowie mit Cerebral- und Analganglion durch Konnektive verbunden.
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Abb. 2: Ventralansicht eines typischen Segmentalganglions des medizinischen Blutegels Hirudo
medicinalis.

A)  Fotografische Aufnahme im Durchlicht.
B)  Schematische Darstellung.

Die Zellkorper der in dieser Arbeit untersuchten Neuronen sind gekennzeichnet: R, (Retzius);
P, (pressure); N, (noxious); AP, (anterior pagoda).
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Abb. 3: Registrierbeispiele typischer Aktionspotentiale der in dieser Arbeit untersuchten Neu-

ronen.

In Normalsalzlsung wurde bei Retzius- und AP-Neuronen in den meisten Experimenten eine
regelmiiBige Spontanaktivitit beobachtet. N-Neuronen generierten fiir 1 bis 2 Minuten nach
dem Elektrodeneinstich spontan Aktionspotentiale, danach kam die Aktivitit zum Erliegen. P-
Neuronen zeigten dagegen meist keine Spontanaktivitit. Aktionspotentiale konnten jedoch durch
Strominjektion (Balken; +2 nA fiir 10 ms) ausgelost werden.



>

Fluoreszenz (10°Photonen/s)

Abb. 4:

A,B)

0

- a
o N

8

6
4
2
0

max

Ca?-frei

Ca?*-gesattigt

Ca*frei
Ca?-gesattigt 6

Isofluarpunkt Isofluarpunkt

Fluoreszenzintensitat
w
o
R (Fura-2)

R

min

I 1 J L i | 1 L 1 ] | | | ]

300 350 400 450 300 350 400 450 10° 10" 102 10° 10* 10° 10°

Anregungswellenlange (nm) Anregungswellenlange (nm) [Ca?*] (nM)

Eichung des Fluoreszenzfarbstofts Fura-2

Mikrofluorimetrisch registrierte Anregungsspektren der Ca?*-gesiittigten und Ca**-freien Form von Fura-2. Die Fluoreszenzemission wurde zwischen
510 und 540 nm gemessen. Die Eichlosungen enthielten 100 uM Fura-2 in 100 mM KCl und 10 mM HEPES, pH 7,4. Der Ca?**-freien Losung wurden
10mM EGTA und der Ca**-gesittigten Losung 10 mM CaCl, zugegeben. Die Bindung von Ca** fiihrt zu einer Verschiebung des Anregungsspektrums
zu kiirzeren Wellenldngen. Der Schnittpunkt der beiden Spektren bei 360 nm stellt den Isofluarpunkt des Farbstoffs dar, bei dem die Fluoreszenz-
emission von der Ca?*-Konzentration unabhéngig ist.

Die in A dargestellten Emissionsspektren wurden mit dem SEV-System gemessen. Zur Bestimmung von [Ca*']. wurden die Fluoreszenzemissionen
(,,detektierte Photonen pro s*) bei Anregung mit 340 und 380 nm verwendet. Zur Messung des Zellvolumens wurde Fura-2 mit 360 nm angeregt. In B
sind die Fluoreszenzintensititen in ,,Kamera-spezifischen Einheiten®, die mit dem CCD-System gemessenen wurden, wiedergegeben. Zur Bestimmung
der Ratio wurden die Fluoreszenzemissionen bei Anregung mit 360 und 380 nm verwendet.

Eichkurve nach der Ratio-Methode gemessen mit dem SEV-System. Gezeigt ist die Abhéngigkeit des Verhéltnisses der bei Anregung mit 340 und
380 nm ermittelten Fluoreszenzintensititen (F,, /F.. = R (Fura-2)) von der Ca’"-Konzentration. Es wurden in vitro ermittelte Werte furR . R
sowie S, /S, eingesetzt. Die Dissoziationskonstante (K, = 135 nM) wurde aus der Literatur iibernommen (Grynkiewicz et al. 1985).
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Abb. 5: Schematische Darstellung der mikrofluorimetrischen Versuchsaufbauten.

A)  SEV-System: Mikrofluorimeter zur alternierenden Anregung mit 4 unterschiedlichen
Wellenldngen. Das System zur Erzeugung des Anregungslichts bestand aus zwei bau-
gleichen Untersystemen A und B. Das Licht der Xenonlampen (XL) wurde mittels
zweier Chopper (C) abwechselnd tiber die beiden Spiegel (S) den jeweiligen Mono-
chromatoren (M1, M2) zugefiihrt. Das aus den Monochromatoren austretende An-
regungslicht gelangte tiber einen vierarmigen Quarzlichtleiter in ein Umkehrmikroskop,
wo es liber einen dichroitischen Spiegel (DS) und das Objektiv (O) zum Préparat (P)
geleitet wurde. Die vom Préparat emittierte Fluoreszenzstrahlung wurde vom Ob-
jektiv aufgefangen und tiber DS, einen Umlenkspiegel (US) und einen Sperrfilter
(SF, 510/540 nm) zum Sekundirelektronen-Vervielfacher (SEV) geleitet. Das SEV-
Signal wurde iiber ein Interface (IF) mit einem Personal Computer aufgezeichnet.

B) CCD-System: Die Erzeugung des Anregungslichts und das Auffangen der Fluoreszenz-
emission erfolgten analog zu A. Im Unterschied zu A wurde das Fluoreszenzlicht
iiber eine Sammellinse (SL) zu einer digitalen Kamera (DK) geleitet, deren Signal in
einen Personal Computer eingespeist wurde.
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Abb. 6: Konfokale Laserscan-Mikroskopie, Farbstoffinjektion und Ableitung des Membran-
potentials (Ey,).

A)

B)

Fotografische und schematische Darstellung eines CSLM (confocal scanning laser
microscope). Beim CSLM handelt es sich um ein Lichtmikroskop, an das eine LSM-Unit

(bestehend aus einem Laser- und einem Scanning-Modul) gekoppelt ist. Vom Laser gene-
riertes Licht definierter Wellenléingen gelangt ins Scanning-Modul und wird alternierend
iiber Scanspiegel durch das Objektiv auf das Préparat fokussiert (Scannen der Probe).
Aus der Fokusebene emittiertes Licht gelangt iiber den Scanner zu den Farbteilern, wo die
Fluoreszenzemission wellenléingenspezifisch diskriminiert und pixelweise auf die Detekto-
ren (Photomultiplier) verteilt wird. Uber Emissionsfilter kann der gewiinschte Wellenléngen-
bereich der zu detektierenden Photonen zusitzlich eingeschrénkt werden.

Fotografische und schematische Darstellung der Versuchsapperatur zur iontophoretischen
Farbstoffinjektion und E,;-Messung. Fura-2 und Oregon Green®488 BAPTA-1 wurden
durch einen negativen Injektionsstrom in die Neuronen injiziert.
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Abb. 7: Zunahme des K6rpergewichts von Blutegeln nach einer Fiitterung.

A)

B)

Die Fotografie zeigt mehrere Blutegel bei der Nahrungsaufnahme. Das zur Fiitterung ver-
wendete Rinderblut wurde in Portionen von etwa 50 ml in Darmstiicke gefiillt und auf
30 °C erwérmt.

Mittleres Korpergewicht (+ S.D.) von n= 10 Blutegeln unmittelbar vor und in unter-
schiedlichem Zeitabstand nach der Fiitterung. Die Dauer der Fiitterung betrug 30 Minu-
ten.
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Abb. 8: Wirkung verénderter [K*], auf [Ca?"], bei Retzius-, P-, N- und AP-Neuronen.
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A)  BeiRetzius-, N- und AP-Neuronen war ein [Ca*"] -Anstieg bei [K*] =20 mM erkennbar und bei P-Neuronen erst bei [K*],=30mM (Pfeile). Die [Ca*] -
Anstiege waren bei N-Neuronen am grofiten und bei P-Neuronen am kleinsten und bei allen Neuronen innerhalb von 10 Minuten véllig reversibel. N-
Neuronen zeigten bei [K'], = 30 und 59 mM haufig transiente [Ca®*] -Anstiege (siehe Markierung in A). Bei Retzius-Neuronen traten selten transiente [Ca*'] -
Anstiege auf und bei AP-Neuronen nie. Die Registrierbeispiele wurden simultan mit dem CCD-System gemessen (R=F, /F._ ).

B) Abhingigkeit des transienten Verhaltens, quantifiziert durch R R (siehe A), von der maximalen Amplitude des [Ca*"] -Anstiegs bei [K*], =59 mM. N-
Neuronen zeigten im Vergleich zu den anderen Neuronentypen starkes transientes Verhalten.
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Abb. 9: Wirkung verinderter [K*], auf Volumenund [Ca2+];bei einem Retzius-Neuron.

A, B) Die Veridnderungen von [K+], im Bereich von 0 bis 10 mM hatten keinen Eftekt aufdie

©

durch 360 nm angeregte Fura-2-Fluoreszenz (F3¢4(), bei [K*],=20,30 und 59 mM nahm
F160dagegenab(A). Nebenden K +-induzierten Anderungen trat wihrend der gesamten
Messdauer einkontinuierlicher Abfall von F3¢ auf, der durch Farbstoffverlustbedingt war
(siehe Wiisten 2003). Um den Farbstoffverlust zu quantifizieren, wurde F34¢ liber
15 Minutenbei [K*],=4 mM gemessen und durch eine Exponentialfunktion approximiert
(roteLinie). Diese Exponentialfunktion wurde zur Korrektur der Messdaten verwendet, um
die Volumen-bedingten Anderungen von F3 4y zuermittelnund damit dasrelative Zellvolumen
(B).DieFluoreszenz wurde in einem Messareal von 10% des Zellquerschnitts gemessen.

Bei [K*],=20,30und 59 mM kam es zueinem [Ca2*];-Anstieg. Bei [K*], =59 mM war
der [Ca2+];-Anstieg bereits nach 2 Minuten maximal, wohingegen Vol.,j auch nach

5 Minuten noch kein Plateau erreicht hatte.
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Abb. 10: K'-induzierte E_-Anderungen bei Retzius- (A) und P-Neuronen (B).

Beide Neuronentypen hatten ein Membranruhepotential zwischen -40 und -60 mV und antwor-
teten auf Entzug des extrazelluldren K* mit einer Membranhyperpolarisation, die bei P-Neuro-
nen stirker ausgeprégt war. Bei Riickwechsel auf [K*] =4 mM zeigten Retzius-Neuronen eine
ausgeprégte, transiente Membranhyperpolarisation, die bei P-Neuronen nur selten zu beobach-
ten war. Bei [K'] =10, 20, 30 bzw. 59 mM wurde bei P-Neuronen bereits nach 1 Minute ein
stabiles Plateau erreicht, wihrend 50 % der untersuchten Retzius-Neuronen weiter depolarisier-

ten. Die K'-induzierten Em-Anderungen waren bei beiden Neuronentypen weitgehend reversi-
bel.
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Abb. 11: [Ca*']-Anstiege bei Retzius-, P-, N-und AP-Neuronen, induziert durch repetitive
Erh6hung von [K'] .

Die wiederholte Erhohung von [K*] auf 89 mM I6ste bei den verschiedenen Neuronen anni-
hernd gleiche [Ca’*]-Anstiege aus. Simultanmessungen mit Hilfe des CCD-Systems (R = F !
F380) )



A | B 5min

AR=04

100 pM Diltiazem 100 uM Verapamil
1
Retzius Retzius

N
SN
I

—
= |

AP

e
F

89 mM K*

Abb. 12: Wirkung der L-Typ Antagonisten Diltiazem (A) und Verapamil (B) auf den K-
induzierten [Ca**].-Anstieg bei Retzius-, AP- und P-Neuronen.

Bei den 3 Neuronentypen war die Kinetik des durch Erhthung von [K*],auf 89 mM induzierten
[Ca®"] -Anstiegs dhnlich. Das Antwortmaximum wurde noch wihrend der Applikation erreicht.
Diltiazem und Verapamil (beide 100 uM) hatten auf die Anstiegskinetik des K*-induzierten [Ca™]-
Anstiegs keinen erkennbaren Einfluss, fiihrten jedoch zu einer deutlichen Reduktion der Amplitu-
de. Der blockierende Effekt von Verapamil war stirker als der von Diltiazem. AuBerdem war
die Wirkung bei P-Neuronen stirker ausgeprégt als bei Retzius- und AP-Neuronen. Die Spuren
in A und B wurden jeweils simultan mit dem CCD-System gemessen (R = F340/F330).
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Abb. 13: Wirkung des L-Typ Agonisten Bay K 8644 auf den K*-induzierten [Ca?*];-Anstieg
bei Retzius-, P-, N- und AP-Neuronen.

Unter Kontrollbedingungen war bei Retzius-, N- und AP-Neuronen ein [Ca?*].-Anstieg bereits
bei [K], =20 mM zu beobachten, bei P-Neuronen erst bei [K*], = 30 mM (A, C). Diese
Schwellen wurden durch Bay K 8644 nicht beeinflusst. Jedoch war der K*-induzierte [Ca*'] -
Anstieg bei allen Neuronen signifikant erhsht.

Mittelwerte £ S.D. aus n = 15 - 32 Messungen. Die Registrierbeispiele in A sowie B wurden
Jeweils simultan mit dem CCD-System gemessen. Die Messpunkte in C und D geben R (F.of
F.;,) am Ende der S-miniitigen Applikation der jeweiligen Losung an. Falls wihrend der Appli-
kation ein transientes Maximum auftrat, so wurde dieses ebenfalls quantifiziert und als zusétzli-

chen Messpunkt eingetragen.
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Abb. 14: Konfokale Aufnahmen eines Segmentalganglions zur Lokalisation der spannungs-
abhingigen Ca**-Kandile.

Das Ganglion wurde fiir 1 Minute in Normalsalzlosung mit 50 pM BODYPI®FL-Verapamil
eingelegt und anschlieend in Normalsalzlosung aufbewahrt. Die Aufnahmen wurden ca. 1 Stunde
nach der Inkubation gemacht.

A)  Aufhahmen in verschiedenen Ebenen mit 7,5 pm Abstand. Offensichtlich wurden alle Neu-
ronen im Segmentalganglion mit dem Farbstoff angeférbt.

B)  Ausschnittsvergroferungen (Abstand der Schnittebenen: 5,4 pm). Deutlich ist zu erken-
nen, dass die Neuronen im Bereich der Plasmamembran heller angefirbt waren (Pfeile).
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Abb. 15: Einfluss verinderter Badosmoralitit auf den K*-induzierten [Ca®"]-Anstieg bei Retzius-, P-, N- und AP-Neuronen.
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Unter hypotonen Bedingungen (A) waren die K™-induzierten [Ca’ ] - Anstiege bei allen Neuronen vergroflert und unter hypertonen (B) Bedingungen verkleinert
(vergl. Abb. 8). Retzius- und P-Neuronen, nicht jedoch N-und AP-Neuronen, zeigten unter hypotonen Bedingungen bei [K']. = 59 mM verstérktes transientes

Verhalten (C). Unter hypertonen Bedingungen war das transiente Verhalten meist unterdriickt.
Die in A und B dargestellten Registrierbeispiele wurden jeweils simultan mit dem CCD-System gemessen.
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Abb. 16: K*-induzierter [Ca2*];-Anstieg bei unterschiedlicher Badosmolaritit bei Retzius-, P-, N- und AP-Neuronen: Zusammenfassung der Daten.

Bei allen vier Neuronentypen war der K*-induzierte [Ca*];-Anstieg unter hypotonen Bedingungen vergroBert und unter hypertonen Bedingungen verkleinert. Die
Schwelle zur Auslosung des [Ca?*];-Anstiegs blieb jedoch erhalten. Bei Retzius- und P-Neuronen wurden unter hypotonen Bedingungen bei [K* ], =59 mM héaufig

transiente [Ca”*];-Anstiege beobachtet, die unter Kontrollbedingungen nur selten auftraten (A,B).
Mittelwerte £ S.D. aus n =8 - 23 (Retzius), 12 - 21 (P), 9 - 12 (N) und 6 - 9 (AP) Messungen mit dem CCD-System; Sterne kennzeichnen signifikante

Abweichungen von den unter Kontrollbedingungen erhaltenen Daten (* = p < 0,05; ** = p < 0,01). Beziiglich der Gewinnung der Datenpunkte siche Abb. 13. Die
durchbrochene Linie kennzeichnet den Zeitraum der Verdnderung der Badosmolaritiit.
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Abb. 17: Einfluss veriinderter Badosmoralitit auf die K+-induzierten Anderungen von [Ca2*]; und E,, bei Retzius-Neuronen: Beispielregistrierungen.

Anderung der Badosmolaritit bei [K-], =4 mM hatte keinen Effekt aut | Ca?']; oder E| (A, C). Ein K'-induzierter [Ca®'];-Anstieg wurde unabhingig von der
Osmolaritét bei (K] =20 mM ausgeldst. Unter hypertonen Bedingungen (+30 mM NaCl) war der K*-induzierte [Ca?*};-Ansticg insgesamt verkleinert und unter
hypotonen Bedingungen (-30 mM NaCl) vergrofBert (A, C, jewcils obere Spuren: Vergl, Abb. 16). Die Insets in den oberen Teilabbildungen zeigen die jewetlige Spur
in vertikaler Spreizung, um die Schwelle des [Ca27];,-Anstiegs zu verdeutlichen.

Unter hypotonen Bedingungen wurden die Neuronen wihrend der E -Ableitungen oft verloren, vermutlich bedingt durch die groie Zellvolumenénderung (* in C,
untere Spur; vergl. Abb. 20}.
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Abb. 18: Einfluss verinderter Badosmolaritiit auf die K*-induzierten Anderungen von [Ca2*]; und E,, bei P-Neuronen: Beispielregistrierungen.

Unter hypertonen Bedingungen (+30 mM NaCl) wurde bei [K*]. =30 mM ein [Ca’']. -Anstieg ausgelost (A), unter hypotonen Bedingungen (-30 mM NaCl)
dagegen schon bei [K*]. =20 mM (A, C, jeweils obere Spuren). Unter Kontrollbedingungen trat ein [Ca®'], -Anstieg ebenfalls erst bei [K*], =30 mM ein (B, obere
Spur); der Anstieg war jedoch grofer als unter hypertonen Bedingungen. Die K*-induzierten [Ca*'] -Anstiege waren unter hypertonen Bedingungen verringert und
unter hypotonen Bedingungen vergroBert. Die Insets in den oberen Teilabbildungen zeigen die jeweilige Spur in vertikaler Spreizung, um die Schwelle des [Ca?];-

Anstiegs zu verdeutlichen.

Die K*-induzierten E_-Verschiebungen waren nur wenig von der Badosmolaritét beeinflusst (siche Abb. 19).
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Abb. 19: Einfluss verinderter Badosmolaritit auf die K*-induzierten Anderungen von [Ca2*], (A) und E,,, (B) bei Retzius- und P- Neuronen: Zusammenfassung
der Daten.

A) Bei Retzius-Neuronen war der [Ca?*];-Anstieg bei [K*], =20 oder 30 mM unter hypotonen Bedingungen (-30 mM NaCl) signifikant erhoht und unter hypertonen
Bedingungen (+30 mM NaCl) bei [K*], = 59 mM signifikant erniedrigt. Bei P-Neuronen hatten hypotone Bedingungen keinen Effekt, wihrend unter hypertonen
Bedingungen der [Ca?*];-Anstieg bei [K*],= 59 mM ebenfalls signifikant reduziert war.

B) Retzius-Neuronen waren unter hypotonen Bedingungen bei [K*], = 10 und 20 mM stirker depolarisiert als unter Kontrollbedingungen, P-Neuronen bei [K* 1,=
30 und 59 mM. Hypertone Bedingungen hatten keinen Effekt auf E,_.

Daten in A und B sind Mittelwerte + S.D. ausn = 6 - 12 (Retzius) und 6 - 11 (P) Versuchen; Stere kennzeichnen signifikante Abweichungen von den Kontrollbedingungen

gewonnen Daten (* = p <0,05; ** = p <0,01). Beziiglich der Gewinnung der Datenpunkte sieche Abb. 13. Die durchbrochene Linie kennzeichnet den Zeitraum

der Verinderung der Badosmolaritit.
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Abb. 20: K *-induzierte Anderungen des Zellvolumens von Retzius-Neuronen bei unterschied-
lichenosmotischen Bedingungen.

A)

B)

©)

Beim Wechselindie hypotone Versuchslosung stieg das Zellvolumenumca. 20 - 30 %an.
Die Erhshung von [K*],auf10,20,30und 59 mM induzierte jeweils einen zusétzlichen
Anstieg des Zellvolumens. Beim Ubergang auf [K+],=4 mM nahm das Volumen nur
langsam ab. Nach Wechsel indieisotone Versuchslésungkehrte das Zellvolumen nahezu
aufden Ausgangswert zuriick.

Unter isotonen Bedingungen l6ste die Erh6hung von [K+], auf 10, 20, 30 und 59 mM
ebenfallsjeweils eine Zunahme des Zellvolumens aus, die weitgehend reversibel war.
Beim Wechsel indie hypertone Versuchsldsung nahm das Zellvolumenum 15-20%ab.
Eine K*-induzierte Volumenzunahme war erst bei [K+], =20 mM zu beobachten. Die
Volumenzunahmeunter hypertonen Bedingungen war bei [K*],=59 mM deutlich geringer
als unter isotonen Bedingungen. Nach Ubergang zu isotonen Bedingungen trat eine
voriibergehende Zellschwellung auf(overshoot, Pfeil), obwohl das das Ausgangsvolumen
praktischerreicht war.
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Abb. 21: Konfokale Aufnahmen von Retzius-Neuronen in Versuchslosungen mit unterschiedlicher K+-Konzentration und/oder Osmolaritéit.

A) Isotone Bedingungen: Bei Erhdhung der [K*], von 4 auf 59 mM nahm der Zellquerschnitt um ca. 22 % zu.

B) Hypotone Bedingungen: Die Entfernung von 30 mM NaCl induzierte eine Zunahme des Zellquerschnitts um ca. 37 %, die nach Erh6hung von [K*], auf 59 mM
auf ca. 62 % anstieg.

C) Hypertone Bedingungen: Die Zugabe von 30 mM NaCl induzierte eine Abnahme des Zellquerschnitts um ca. 18 %, die nach Erh6hung von [K*], auf 59 mM in
eine Zunahme des Zellquerschnitts (+ 17 %) tiberging.

Die unter den verschiedenen Versuchsbedingungen induzierten Volumenénderungen waren weitgehend reversibel. Zum Zeitpunkt der Aufnahmen waren die Prépa-

rate 9 Minuten in der jeweiligen Losung inkubiert. Der Maf3stab in A entspricht 20 pm.
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Abb. 22: K*-induzierte Verdnderungen der Querschnittsfliiche (A, ) von Retzius-, P-, N- und AP-Neuronen bei unterschiedlicher Badosmolaritit.

Der linke Balken eines Balkenpaares stellt die Messwerte (Mittelwerte £ S.D.) 1 Minute nach Einstellung der jeweiligen Versuchbedingungen dar und der rechte

Balken 9 Minuten danach.

A)  Unter isotonen Bedingungen flihrte die Erhéhung von [K*], auf 59 mM bei allen vier Neuronentypen zu einer reversiblen VergroBerung von A (n=6-9).

B)  Unter hypotonen Bedingungen nahm A, zunéchst um etwa 35 % zu. Bei Erhohung von [K*], auf 59 mM nahm A, weiter zu, etwa im gleichen MaBe wie
unter Kontrollbedingungen. Die Verdnderungen von A, waren reversibel, jedoch war die Erholung bei allen Neuronen deutlich langsamer als unter
Kontrollbedingungen (n=5 - 8).

C)  Unter hypertonen Bedingungen nahm A, bei allen Neuronen zunéchst um fast 20 % ab. Bei Erhéhung von [K*], auf 59 mM stieg A ; wieder an und erreichte
bei Retzius-Neuronen nach 9 Minuten den Ausgangswert. Bei P-, N und AP-Neuronen stieg A, sogar etwas tiber den Ausgangswert. Diese K+-induzierte
Zunahme entsprach denen unter Kontrollbedingungen (n=4 - 8).
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Abb. 23: K*-induzierte Verénderungen des Zellkernquerschnitts (A _, ,.) bei Retzius-Neuro-
nen unter isotonen und anisotonen Bedingungen.

A-C) Konfokale Aufnahmen von Zellkernen von Retzius-Neuronen. Die Zellen wurden mit Oregon

D)

Green®488-BAPTA-1 iontophoretisch angeférbt. Die Bilder wurden 9 Minuten nach
Applikationsbeginn der jeweiligen Versuchslosung aufgenommen.

Statistische Auswertung. Der linke Balken eines Balkenpaares stellt die Messwerte (Mit-
telwerte £ S.D.) 1 Minute nach Einstellung der jeweiligen Versuchsbedingungen dar und
der rechte Balken 9 Minuten danach.
Unter isotonen Bedingungen nahm A
15 % zu (linke Teilabbildung, n=5).
Unter hypotonen Bedingungennahm A | . um etwa 20 % zu. Bei Erh6hung von [K'],
auf 59 mMstieg A . weiter an, jedoch weniger als unter Kontrollbedingungen (mittle-
re Teilabbildung, n =5).

Unter hypertonen Bedingungennahm A . um ca. 20 % ab. Bei Erhdhung von [K'], auf
59 mMstiegA , . innerhalb von 9 Minuten tiber den Ausgangswert an (rechte Teilab-
bildung, n=4).

Die Kalibrierlinie in A entspricht einer Ldnge von 8 pm.

bei Erh6hung von [K*], auf 59 mM um etwa

rel..Kemn
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Abb. 24: Einfluss von pH_ auf die K -induzierten Anderungen von [Ca*], und E,_ bei Retzius-Neuronen:Beispielregistrierungen

Unter Kontrollbedingungen (B, obere Spur) war ein geringer [Ca*"]-Anstieg bei Erhohung von [K*], auf20 mM zu beobachten. Die Schwelle fiir den K*-induzierten
[Ca®*]-Anstieg wurde bei Erniedrigung von pH, auf 6,2 (A, obere Spur) zu [K*], =30 mM und bei Erhohung von pH, auf 8.6 (C, obere Spur) zu [K*]. =10 mM
verschoben. Die Insets in den oberen Teilabbildungen zeigen die jeweilige Spur in vertikaler Spreizung, um die Schwelle des [Ca?*];-Anstiegs zu verdeutlichen.
Die Wirkung von [K'] aufE_blieb bei erniedrigtem bzw. erhShtem pH, weitgehend unveréndert (A, C untere Spur). Der Stern in B kennzeichnet den Wiedereinstich
der Mikroelektrode.
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Abb. 25: Einfluss von pH_auf die K*-induzierten Anderungen von [Ca?']. und E_ bei P-Neuronen: Beispielregistrierungen

Unter Kontrollbedingungen (B, obere Spur) war ein geringer [ Ca’'] -Anstieg bei Eth6hung von [K*], auf 30 mM zu beobachten. Die Schwelle fiir den K*-induzierten
[Ca*].-Anstieg wurde bei Erniedrigung von pH auf 6,2 (A, obere Spur) auf [K*]. = 59 mM und bei Erhdhung von pH, auf 8.6 (C, obere Spur) auf [K*], =20 mM
verschoben. Bei pH_ = 8,6 war das transiente Verhalten bei [K'], = 59 mM verstérkt (C, obere Spur; vergl. Abb. 32). Die Insets in den oberen Teilabbildungen
zeigen die jeweilige Spur in vertikaler Spreizung, um die Schwelle des [CaZ"];-Anstiegs zu verdeutlichen.

BeipH, =6.,2 war E_zwischen [K']. =4 und 30 mM in depolarisierende und bei pH, = 8,6 in hyperpolarisierende Richtung (A, C untere Spur) verschoben. Die
Membranhyperpolarisation in K*-freier Losung war bei Verdnderung des pH, fast vollstindig unterdriickt (siche Pfeile in A,C; untere Spuren).
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Abb. 26: Einfluss von pH, auf die K*-induzierten Anderungen von [Ca2*]; (A) und E,,, (B) bei Retzius- und P-Neuronen: Zusammenfassung der Daten.

A) Bei pH, = 6,2 war bei beiden Neuronentypen der [Ca?*];-Anstieg bei [K*], = 59 mM und bei Retzius-Neuronen auch bei [K*], =30 mM signifikant erniedrigt.
Bei pH, = 8,6 war der K*-induzierte [Ca?*];-Anstieg bei Retzius-Neuronen bei [K*], =20 mM signifikant vergroBert und der transiente Charakter des [Ca?'];-
Anstiegs bei [K*], =59 mM vergroBert (Pfeil). Bei P-Neuronen war nur der [Ca?*];-Anstieg bei [K*], = 59 mM vergrofert.

B) Bei Retzius-Neuronen hatte pH, keine Wirkung auf E,,, bei den verschiedenen [K*],. Bei P-Neuronen war E , bei pH,, = 6,2 insgesamt in positive und bei
pH, = 8,6 in negative Richtung verschoben. Nur bei [K*], = 59 mM hatte pH, keine Wirkung aufE .

Daten in A und B sind Mittelwerte £ S.D. ausn = 5 - 11 (Retzius) und 5 - 18 (P) Versuchen; Sterne kennzeichnen signifikante Abweichungen von den unter

Kontrollbedingungen gewonnenen Daten (* = p < 0,05; ** = p < 0,01). Beziiglich der Gewinnung der Datenpunkte siehe Abb. 13. Die durchbrochene Linie

kennzeichnet den Zeitraum der Veridnderung von pH,.
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Abb. 27: Einfluss von [Ca?]_ auf den K*-induzierten [Ca®"] -Anstieg bei Retzius-, P-,N- und AP-Neuronen.

A, B) Bei [Ca?] = 0,8 mM (A) waren die K*-induzierten {Ca*'] - Anstiege bei Retzius- und AP-Neuronen bei [K*], =59 mM verkleinert. Die Erhdhung der [Ca™"],
auf'4,0 mM (B) hatte keinen Einfluss auf die K™-induzierten [Ca**] -Anstiege der untersuchten Neuronen (vergl. Abb. 8). Retzius- und P-Neuronen zeigten bei
[Ca’] = 0,8mMund [K"] =59 mM verstirktes transientes Verhalten (vergl. Abb. 8). Die dargestellten Registrierbeispiele in A und B wurden jeweils

simultan mit dem CCD-System gemessen.

C) Die[Ca*] -Erhchung flihrte bei den untersuchten Neuronen meist zu einer Unterdriickung und die [Ca**] -Erniedrigung zu einer Verstérkung des transienten

Verhaltens.
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Abb. 28: Einfluss von [Ca?*], auf den K*-induzierten [Ca2*],-Anstieg bei Retzius-, P-, N- und AP-Neuronen: Zusammenfassung der Daten.

Bei [Ca?*], =4 mM war der K*™-induzierte [Ca2*];-Anstieg bei Retzius-Neuronen ab [K*], = 20 mM (A) und bei N-Neuronen ab [K*], =30 mM (C) leicht
vermindert. Bei [Ca?*], = 0,8 mM war der [Ca2"];-Anstieg bei Retzius-Neuronen ab [K*], = 10 mM vergroBert; nur bei [K*], = 59 mM trat eine Reduktion auf
(A). Bei N-Neuronen blieb der K*-induzierte [Ca2*];-Anstieg bei [Ca2*], = 0,8 mM unbeeinflusst. AP-Neuronen zeigten eine hoch signifikante Verkleinerung des
[Ca?*];-Anstiegs bei [K*], = 59 mM (D). Die [CaZ*],-Erniedrigung hatte bei P-Neuronen keinen Effekt auf den K*-induzierten [Ca2*];-Anstieg (B).

Mittelwerte £ S.D. aus n = 8 - 23 (Retzius), 12 - 21 (P), 9 - 12 (N) und 6 - 9 (AP) Messungen mit dem CCD-System; Sterne kennzeichnen signifikante
Abweichungen von den unter Kontrollbedingungen erhaltenen Daten (* = p < 0,05; ** = p < 0,01). Beziiglich der Gewinnung der Datenpunkte siche Abb. 13. Die
durchbrochene Linie kennzeichnet den Zeitraum der Veranderung von [Ca2*],,



A '
1000 ' 100 B C L 5 min
800 F
T 600 |
& 400 | 50 50
O,
200
o L - v
O —
_20 =
S
E 40t .
1S
L
-60 - 50 e 559
-80 o 1020 10 20 1020
4 o4 4 4 =4 4 4 4 4
1 K], (mM) [K*], (mM) - K], (mM)
[Ca>], =4 mM [Ca*]. = 0,8 mM

Abb. 29: Einfluss von [Ca*"]_auf die K*-induzierten Anderungen von [Ca*].und E_bei Retzius-Neuronen: Beispielregistrierungen.

Bei [Ca*'], =4 mM war der K*-induzierte [Ca’"] -Anstieg insgesamt vermindert und bei [Ca™] = 0,8 mM vergroBert (A.C, obere Spuren). Zudem waren bei
[Ca*], = 0,8 mM die durch hohe [K*], induzierten [Ca*"].-Anstiege meist transient (C, obere Spur). Die Schwelle des K'-induzierten [Ca®].-Anstiegs lag unter
Kontrollbedingungen bei [K'] =20 mM und wurde durch Verénderung von [Ca?®'], nicht verschoben. Die Insets in den oberen Teilabbildungen zeigen die jeweilige
Spur in vertikaler Spreizung, um die Schwelle des [Ca”*] - Anstiegs zu verdeutlichen.

AufRuhe-E_und die K*-induzierte Membrandepolarisation hatte die Veréinderung von [Ca**], wenig Einfluss (A - C, untere Spuren).
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Abb. 30: Einfluss von [Ca?']_ auf die K'-induzierten Anderungen von [Ca*],und E_bei P-Neuronen: Beispielregistrierungen.

Bei [Ca*], =4 mM war der K*-induzierte [Ca®'] -Anstieg insgesamt vermindert und bei [Ca*], = 0,8 mM vergroBert (A,C; obere Spuren).Unter [Ca>'], = 0,8 mM
(C, obere Spur), wie unter Kontrollbedingungen (B, obere Spur) lag die Schwelle des K *-induzierten [Ca?*] -Anstiegs bei [K'],=30mM, bei [Ca*], =4 mM bei
[K'],=59 mM (A, obere Spur). Bei [Ca*'], = 0,8 mM waren die durch [K"], = 59 mM induzierten [Ca*"]-Anstiege meist transient (C, obere Spur). Die Insets in
den oberen Teilabbildungen zeigen die jewe111ge Spur in vertikaler Sprelzung, um die Schwelle des [Ca*"]-Anstiegs zu verdeutlichen.

Aufdas Ruhe-E  und die K™-induzierte Membrandepolarisation hatte [Ca’*], keinen Einfluss (A - C, untere Spuren). Die Membranhyperpolarisationen in K*-freier
Loung waren jedoch verkleinert (A,C, untere Spuren).
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Abb. 31: Einfluss von [Ca?*], auf die K*-induzierten Anderungen von [Ca2*]; (A) und E,, (B) bei Retzius- und P-Neuronen: Zusammenfassung der Daten.

Bei [Ca?*], =4 mM war der K*-induzierte [CaZ*];-Anstieg bei beiden Neuronentypen insgesamt leicht vermindert. Bei P-Neuronen war zudem die Schwelle des
K*-induzierten [Ca?*];-Anstiegs auf [K+], = 59 mM verschoben. Bei [Ca?*], = 0,8 mM war der K*-induzierte [Ca2"];- Anstieg bei Retzius-Neuronen bei [K*], =
20 und 30 mM vergroBert. Bei Retzius-Neuronen waren die [CaZ*];-Anstiege bei [K*], = 59 mM stark transient, wodurch [Ca2*]; am Ende der 5-miniitigen
Applikationsdauer signifikant kleiner war als in den Kontrollen (A). E, , und K*-induzierte Membrandepolarisationen wurden durch die Verdnderung von [Ca2*], bei
beiden Neuronentypen kaum beeinflusst.

Daten in A und B sind Mittelwerte + S.D. ausn =5 - 11 (Retzius) 5 - 18 (P) Versuchen; Sterne kennzeichnen signifikante Abweichungen unter Kontrollbedingungen
gewonnenen Daten (* = p <0,05; ** = p<0,01). Beziiglich der Gewinnung der Datenpunkte siche Abb. 13. Die durchbrochene Linie kennzeichnet den Zeitraum

der Verdnderung von [Ca?*],.
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Abb. 32: Abhingigkeit des transienten Charakters von der Amplitude des [Ca2*].-Anstiegs bei Retzius- (A) und P-Neuronen (B) unter verschiedenen Versuchs-
bedingungen. Die [Ca?*];-Anstiege wurden durch Erhohung der [K*], von 30 auf 59 mM induziert.

Unter Kontrollbedingungen traten bei Retzius-Neuronen keine transienten [Ca2t].-Anstiege auf, bei P-Neuronen dagegen héufig. Hypotone Bedingungen (- 30 mM
NaCl), extrazelluldre Alkalinisierung und Erniedrigung von [Ca2*], forderten bei Retzius-Neuronen das Aufireten transienten Verhaltens, hatten bei P-Neuronen
jedoch nur wenig Effekt.
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Abb. 33: Zusammenhang zwischen [Ca?*]; und E,,, bei Variation von Badosmolaritit (A), pH, (B) und [CaZ*], (C) bei Retzius-Neuronen.

A) Unter Kontrollbedingungen wie unter anisotonen Bedingungen lag das Schwellenpotential zur Aktivierung der spannungsabhéingigen Ca?*-Kanile zwischen -30
und -40 mV. Unter hypertonen Bedingungen war der [Ca?*].-Anstieg bei gleicher Membrandepolarisation vermindert.

B) Bei pH, = 8.6 lag das Schwellenpotential bei -45 mV und bei pH, = 6,2 bei etwa -30 mV. Der [CaZ"];-Anstieg war bei pH, = 8,6 meist vergrofiert, bei pH, =
6,2 durchweg vermindert.

C) Variation von [Ca2*], im Bereich zwischen 0,8 und 4 mM hatten keinen Einfluss auf den Zusammenhang zwischen [Ca2],und E ..

Den einzelnen Datenpunkten liegen Mittelwerte aus 5 - 12 E -Messungen und 6 - 12 [CaZ*];-Messungen zu Grunde. Die Standardabweichungen wurden der

Ubersichtlichkeit halber nicht eingezeichnet. Die durchbrochene Linie in A kennzeichnet das transiente [ Ca2*].-Maximum bei [K*], =59 mM.
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Abb. 34: Zusammenhang zwischen [Ca2*]; und E,, bei Variation von Badosmolaritit (A), pH, (B) und [CaZ*], (C) bei P-Neuronen.

A) Unter Kontrollbedingungen wie unter anisotonen Bedingungen lag das Schwellenpotential zur Aktivierung der spannungsabhéngigen Ca2*-Kanile bei ca. -30 mV.

Unter hypertonen Bedingungen war der [Ca?*];-Anstieg bei gleicher Membrandepolarisation vermindert.

B) Bei pH, = 8,6 lag das Schwellenpotential bei -40 mV und bei pH, = 6,2 bei etwa -20 mV. Der [CaZ"];-Anstieg war bei pH, = 8.6 meist vergroBert und bei pH,

= 6,2 durchweg vermindert.
C) Variation von [Ca2*], im Bereich zwischen 0,8 und 4 mM hatten keinen Einfluss auf den Zusammenhang zwischen [Ca?*];und E ..

Den einzelnen Datenpunkten liegen Mittelwerte aus 5 - 11 E_-Messungen und 5 - 10 [Ca2*];-Messungen zu Grunde. Die Standardabweichungen wurden der

Ubersichtlichkeit halber nicht eingezeichnet. Die durchbrochenen Linien in A-C kennzeichnen das transiente [ CaZ+];-Maximum bei [K*], =59 mM.
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