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1 Einleitung

1.1 Schutzmechanismen des Duodenums

Die gastroduodenale Mukosa verteidigt sich duBerst effektiv gegen die vielfiltigen tag-
lich auf sie einwirkenden exogenen und korpereigenen Noxen wie die Magensédure und
das Pepsin. Schon seit rund 200 Jahren erforscht man die Schutzmechanismen, die ver-
hindern, dass sich der Magen und das Duodenum selbst verdauen. Pavlov schlug bereits
1898 vor, dass die luminale Magenséure durch eine alkalisierte Schleimschicht neutrali-
siert wird. Als weitverbreitete Folge einer Stérung der gastroduodenalen Verteidi-
gungsmechanismen ist das Magen- bzw. Duodenalulkus zu nennen, dessen Atiologie in
den vergangenen 25 Jahren Gegenstand intensiver Forschung war. Besonders die letzten
Jahre haben durch die Entdeckung der entscheidenden Rolle des Helicobacter pylori
(103) in der Pathogenese der Ulkuserkrankung gro3en Erkenntnisgewinn erbracht.

Einige Autoren teilen die duodenale Abwehr gegen schidigende Einfliisse in drei Pha-
sen ein: zum einen in die préepithelialen (alkalinisierte Mukusschicht) und die epithelia-
len (tight junctions sowie plasmamembranirer lonentransport), zum anderen in die
postepithelialen Faktoren (Mikrozirkulation, Entziindungszellen und nervale Regulati-

on) (6). Auf einige dieser Faktoren soll hier ndher eingegangen werden.

1.1.1 Die duodenale Mukusschicht

Eine hochviskdse, zu 95% aus Wasser und zu 3-5% aus charakteristischen Glykoprotei-
nen bestehende Schleimschicht, die auch geringe Mengen an Lipiden, Nukleinséduren
und andere Proteine enthilt und von den Becherzellen und Brunner’schen Driisen her-
gestellt wird (41), bedeckt die Gesamtoberfliche der intestinalen Mukosa und damit
auch das Duodenalepithel, das seinerseits HCO; -Ionen in diese hinein sezerniert. Sie
wird auch als ,unstirred layer” oder ,,stromungsfreie Schicht“ bezeichnet, dient als
Gleitschicht fiir den Nahrungsbrei und stellt zusammen mit dem vom Duodenalepithel

sezernierten Bikarbonat eine wirksame Barriere gegen die luminale Séure, Verdauungs-
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enzyme und exogenen Noxen dar. Auf diese Weise wird ein pH-Gradient zwischen Epi-
thelzelloberfliche und Magen- bzw. Darmlumen geschaffen (87). Am Duodenum der
Ratte ist gezeigt worden, dass sie den Durchtritt von bestimmten Makromolekiilen wie
zum Beispiel bakteriellen Toxinen (41;79) und auch das Eindringen einer Vielzahl
chemischer Substanzen (7) verhindern kann. Sogenannte von den Epithelzellen produ-
zierte ,,Kleeblatt-Peptide* scheinen an der Stabilitit der Mukusschicht mafigeblich be-
teiligt zu sein (79). Die Intaktheit dieser Schleimschicht z&hlt zusammen mit der epithe-
lialen Bikarbonatsekretion zu den wichtigsten Schutzmechanismen des Duodenale-
pithels. Die fiir die vorliegende Arbeit durchgefiihrten Experimente sollten von diesen

Mechanismen die duodenale Bikarbonatsekretion naher charakterisieren.

1.1.2 Die duodenale Bikarbonatsekretion

1.1.2.1 Allgemeines

Die Duodenalmukosa wird durch 4 verschiedene Zelltypen représentiert: den hochpris-
matischen Enterozyten, die am apikalen Zellpol durch einen Schlussleistenkomplex fest
miteinander verbunden sind, den muzinsezernierenden Becherzellen (die im Duodenum
eine nur geringe Dichte aufweisen), den hormonproduzierenden enteroendokrinen Zel-
len, und den Paneth’schen Kornerzellen, die sowohl bakteriostatische als auch digestive
Funktionen ausiiben zu scheinen Die zu Plicae circulares aufgeworfene Diinndarmmu-
kosa besitzt zusitzlich dicht stehende Villi intestinales. An der Basis der Villi oder Zot-
ten miinden kurze, schlauchférmige Darmdriisen, die Krypten. Dementsprechend unter-
scheidet man im Diinndarm Villus- und Kryptenzellen, wobei ersteren hauptséchlich
resorptive und letztgenannten sekretorische Funktionen zugeschrieben werden. Insge-
samt bedeutet diese Schleimhautanordnung eine enorme, fiir die Funktion des Diinn-
darms erforderliche OberflichenvergroBerung. In der Submukosa des Duodenums be-
finden sich die sogenannten ,,Brunner’schen Driisen®, die teilweise die Lamina muscu-
laris mucosae durchbrechen und ein muzin- und bikarbonatreiches, alkalisches Sekret
ins Lumen abgeben (35). Sie liegen proximal in hoherer Dichte als distal vor und wur-
den in fritheren Arbeiten oft alleine fiir die Bikarbonatsekretion im Duodenum verant-

wortlich gemacht, unter anderem deshalb, weil im proximalen Duodenum in mehreren
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Arbeiten eine hohere Bikarbonatsekretionsrate als im distalen Duodenum gefunden
wurde (71). Diese nach distal hin abnehmende Sekretion weisen jedoch auch Spezies
auf, deren Duodenum keine Brunner'schen Driisen besitzt (39). Ainsworth et al.
schlieBlich konnten beweisen, dass die duodenale Bikarbonatsekretion von den Oberfla-

chenepithelzellen und nicht von den Epithelien der Brunner’schen Driisen ausgeht (4).

1.1.2.2 Regulation

Die Regulation der duodenalen Bikarbonatsekretion in vivo beinhaltet ein teilweise noch
nicht verstandenes komplexes Zusammenspiel unterschiedlicher Neurotransmitter und
Hormone (57). Bereits gut untersucht ist die Wirkung einiger Substanzen auf die Bikar-
bonatsekretion sowohl in vitro als auch in vivo, wobei hier auf einige Sachverhalte kurz
eingegangen werden soll. Es ist schon seit ldngerem bekannt, dass sich die elektrogene
Bikarbonatsekretion durch cAMP-, cGMP- und Ca®"-abhingige Analoga steigern lasst
(59;137). Der second messenger cAMP entsteht durch die Katalyse des Enzyms Adeny-
latzyklase, welches ein Membranenzym darstellt, das liber groBe G- Proteine mit akti-
vierenden und inhibierenden Hormonrezeptoren verkniipft ist. Die Steigerung der in-
testinalen Bikarbonatsekretion durch cAMP- Analoga oder Stimulantien, die zur Steige-
rung der intrazelluliren cAMP-Konzentration fithren (wie z.B. Forskolin, VIP,
Prostaglandine, Glukagon, Phosphodiesteraseinhibitoren, welche die cAMP-abbauende
Phosphodiesterase hemmen, und Sekretin) wurde in mehreren Arbeiten nachgewiesen
(7:158). Dieser Signaltransduktionsweg lduft unabhingig von intrazellulirem Ca*" ab
(57). Das hitzestabile E.coli Enterotoxin STa und das 1992 von Currie et al (32) im
Diinndarm der Ratte beschriebene Peptid Guanylin stimulieren im Diinndarm als endo-
gene Liganden am STa-Rezeptor eine elektrogene Cl-Sekretion, ein Vorgang, an dem
das ,,cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR)-Protein offenbar
beteiligt ist. Der Signaltransduktionsweg beinhaltet die Erhohung des second messenger
cGMP (zyklisches cGMP) durch die an der luminalen Membran des Enterozyten lokali-
sierte Guanylatzyklase GK-C (48;98). Ebenfalls beschrieben wurde eine durch Guanylin
bzw. STa ausgeloste elektrogene Bikarbonatsekretion im Duodenum der Ratte, die
wahrscheinlich ebenfalls durch das CFTR-Protein vermittelt wird (28;33;54). Das zykli-
sche GMP aktiviert seinerseits eine cGMP-abhingige Proteinkinase, die in nahezu allen

Zellen als PKGI und ausschlieBlich in den Enterozyten als PKG II vorkommt. Uber die-
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sen Signaltransduktionsweg kommt es schlielich zur Aktivierung des CFTR Kanals.
Carbachol fiihrt ebenfalls zu einer Erhohung der intestinalen CI-Sekretion, allerdings
{iber einen Ca’"-abhingigen Signaltransduktionsweg (34). Auch die Bikarbonatsekreti-
on im Duodenum des Kaninchens (60) und im Jejunum der Maus (137) wird hierdurch
gesteigert. Intrazelluldres Ca®* scheint demnach ein wichtiger Mediator der intestinalen
Bikarbonatsekretion zu sein.

Einen weiteren wichtigen Faktor zur Steigerung der duodenalen Bikarbonatsekretion
stellt die luminale Ansduerung dar. Dieser Effekt wurde in vitro und in vivo an ver-
schiedenen Spezies, der menschlichen eingeschlossen, gezeigt (57). CFTR scheint eben-
falls an der sdurestimulierten Bikarbonatsekretion beteiligt zu sein (58).

Zu den inhibitorischen Faktoren, die experimentell in verschiedenen Spezies in vivo
oder in vitro zu einer Verminderung der duodenalen Bikarbonatsekretion fiihrten, z&h-
len unter anderem Anoxie (141;142), Azidose (151), Atropin, Zyklooxigenaseinhibito-
ren, DIDS, Ethanol, Indometazin und Ouabain (39;57;108). Aulerdem wurde bei Pa-
tienten mit Duodenalulkus eine verminderte basale und sdurestimulierte Bikarbonatsek-

retion gefunden (73).

Da sie fiir die vorliegende Arbeit nur von geringer Bedeutung ist, soll hier auf die nerva-
le Regulation nicht ndher eingegangen werden, erwéhnt sei nur am Rande, dass es in der
Literatur viele Hinweise darauf gibt, dass die autonome Innervation durch Sympathikus
und Parasympathikus sowie das intrinsische Nervensystem des Darmes eine wichtige
Rolle in der duodenalen Bikarbonatsekretion spielen (7;14;42;44;56;61;94;109). In der
vorliegenden Arbeit wurde der Einflul des Nervensystems auf die Bikarbonatsekretion
und den Isc durch die Mukosapréparation und die Zugabe von TTX [10° M] weitestge-

hend ausgeschaltet.



1 Einleitung 5

1.2 Transportproteine des Duodenozyten

1.2.1 Allgemeines

Die Erkenntnisse iiber die molekularen Transportmechanismen in den verschiedenen
organspezifischen Epithelien haben in den letzten Jahren einen enormen Zuwachs erfah-
ren. Molekularbiologische Daten zu einzelnen Transportproteinen ermdglichen es, ge-
nauere Schlussfolgerungen aus rein funktionellen Daten zu ziehen. Abbildung 1 zeigt
ein aktuelles Modell eines duodenalen Enterozyten. Dargestellt sind sowohl in der
Membran befindliche Transportproteine als auch stark vereinfachte Schemata bestimm-

ter fir die Bikarbonatsekretion relevanter Signaltransduktionswege.

HCO,

/

cA
CO,+H,0 «—¥ HCO, +H'
HCO, A \

: Na’ H* cAMP K
OO0 |
cr K HCO;

Na'/HCO, Na'/K'/2CI Na*

loysequen O

Abbildung 1: Schemazeichnung eines Duodenozyten

Grundsitzlich muss die aktive, iiber transzellulire Mechanismen mediierte Bikarbonat-
sekretion von der parazelluldren, passiven Diffusion, iiber die HCOs-lonen von der
Blutseite ins Lumen gelangen, unterschieden werden. Je nach Spezies stehen diese An-

teile in einem bestimmten Verhiltnis zueinander.
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Bereits vor zwanzig Jahren beobachteten Simson et al., die Ussingkammer-Experimente
an isolierten Duodenalepithelien des Ochsenfrosches (einer Spezies, deren Duodenum
keine Brunner’schen Driisen besitzt) durchfiihrten, dass die epitheliale Bikarbonatsekre-
tion auf die Erhohung entweder des CO,-Partialdruckes oder der HCOs'-Konzentration
im serosalen Perfusat mit einem in eine Sittigung miindenden Anstieg reagierte, dieser
jedoch unter Anoxie-Bedingungen erheblich geringer ausfiel, was sie auf die Beteili-
gung aktiver Transportprozesse an der Sekretion schlieen lie. Sie schlugen vor, dass
abhingig von der Anwesenheit von HCOj;-Ionen im serosalen Perfusat 50-60% des
Bikarbonats aktiv sezerniert werden, 30-40% durch passive Diffusion entlang eines
Konzentrationsgradienten ins Lumen gelangen, und die restlichen 10% der zelleigenen
HCOj5™-Produktion, die durch die Karboanhydrase katalysiert wird, entstammen (141).
Dass HCOj'-Ionen nicht alleine durch passive Diffusion von der Blutseite ins Darmlu-
men gelangen, zeigten auch Odes et al. 1990 (114). Simson et al. zeigten weiterhin, dass
der transzelluldre, also aktive HCOj5 -Transport im Froschduodenum unter Basalbedin-
gungen elektrogen, von serosal befindlichem Na" abhingig, jedoch Cl-unabhiingig und
Ouabain-sensitiv ist (142). Aufgrund der erhobenen Daten schlugen sie zwei Modelle
fiir den duodenalen Bikarbonattransport hinsichtlich der HCO5-Aufnahme und Sekreti-
on vor. Das erste beinhaltet die Aufhahme des HCOj5 -Ions iiber einen elektroneutralen,
an der basolateralen Zellmembran lokalisierten Na'/HCO;-Kotransporter. Das entlang
seines elektrochemischen Gradienten mitaufgenommene Na' verldsst die Zelle wieder
iiber die ebenfalls basolateral befindliche Ouabain-sensitive Na'/K -ATPase, die unter
Energieverbrauch gegen den (von extra- nach intrazelluldr gerichteten) Na'-Gradienten
arbeitet. Das HCOs™-lon wird iiber die apikale Zellmembran elektrogen sezerniert. Im
zweiten vorgeschlagenen Modell verldsst das durch die Dissoziation von Wasser ent-
standene H'-Ion iiber einen basolateral lokalisierten Na'/H -Austauscher, der iiber den
Na'-Gradienten betricben wird, die Zelle, vereinigt sich im Blut mit dem dort vorhan-
denen HCO;5 -Ion, wobei CO, entsteht, das seinerseits in die Zelle diffundiert und dort
in Anwesenheit der Karboanhydrase wieder zum HCOj5™-Ion wird. Messungen an Duo-
denozyten, die 1993 von Isenberg et al. durchgefiihrt worden waren, ergaben Hinweise
auf die entscheidende Rolle dreier Sdure-Basen-Transporter in der duodenalen Bikarbo-
natsekretion (72). Die Autoren definierten einen Amilorid-sensitiven Na'/H'-

Austauscher, der Sauredquivalente aus der Zelle befordert (Amilorid hemmt bestimmte
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Isoformen aus der Familie der Na+/H+-Austauscher), einen DIDS-sensitiven C1/HCO; -
Austauscher, der basische Aquivalente hinaustransportiert und einen ebenfalls DIDS-
sensitiven Na'/HCO5 -Kotransporter, der als ,,base loader* fungiert, also Baseniiquiva-
lente aus dem Blut in die Zelle aufnehmen kann. Da intakte Zellen fiir die Messungen
herangezogen worden waren, konnten die Autoren keine experimentell belegte Aussage
hinsichtlich der Lokalisation der funktionell charakterisierten Transportproteine ma-
chen, sie schlugen jedoch folgendes Modell vor: Die basolaterale Zellmembran nimmt
HCOx5 -Ionen tiber den Na+/HC03'-K0transporter auf, zusétzlich diffundiert es in Form
von CO,; frei iiber die Zellmembran und wird (katalysiert durch die Karboanhydrase)
intrazelludr zu HCO; und H" umgewandelt. HCOs™ wird iiber die apikale Zellmembran
sowohl tuber elektroneutralen CI/HCO;5; -Austausch als auch tber eine Anionenleitfa-
higkeit transportiert. Die anfallenden H'-Ionen werden iiber einen in der basolateralen
Zellmembran lokalisierten Na'/H'-Austauscher aus der Zelle hinaus befordert. Diese
Daten, die an der Ratte erhoben wurden, konnten spéter auch am Kaninchen (2) und am
Menschen (3)von der gleichen Arbeitsgruppe experimentell nachvollzogen werden, was

fiir einen dhnlichen Mechanismus in allen drei Spezies spricht.

1.2.2 Apikal lokalisierte Transportproteine

1.2.2.1 Apikaler Anionenaustausch

Obwohl im Duodenum von Amphibien im Rahmen von Untersuchungen der Bikarbo-
natsekretion in der Ussingkammer kein Hinweis auf CI/HCOs-Austausch gefunden
worden war (141), mehrten sich, wie bereits im letzten Kapitel beschrieben, wenige
Jahre spiter Hinweise, dass Sdugetier-Enterozyten einen apikal lokalisierten Anionen-
austauscher, der extrazelluldre Cl'-Ionen gegen intrazellulire HCOj5 -lonen austauscht,
besitzen miissen. Untersuchungen an apikalen Membranvesikeln aus Ratten-Diinndarm
lieBen Liedtke et al. 1982 vermuten, dass die NaCl-Riickresorption hier iiber eine Zu-
sammenarbeit eines Na'/H'- und eines CI'/HCOs-Austauscherprotein zustande kommt.
Der von ihnen funktionell charakterisierte Anionenaustauscher wies eine Hemmbarkeit
durch SITS (4-Acetamino-4’-Isothiocyanostilben-2,2"-Disulfonat), einem schon seit

Jahrzehnten bekannten Hemmstoff des Anionenaustausches (24), und auch durch Furo-
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semid, einem Schleifendiuretikum, das bekanntlich den Na'K'2Cl-Kotransporter
hemmt, auf. Aulerdem vermuteten sie aufgrund ihrer Ergebnisse eine apikale Leitfa-
higkeit fiir CI" (99). Brown et al. untersuchten 1989 ebenfalls den Anionenaustausch in
apikalen Membranvesikeln aus dem Duodenum der Ratte. Sie fanden ebenfalls eine
SITS-sensitive *°Cl'-Aufnahme, die durch einen pH- und HCOs'-Gradienten angetrieben
wurde und elektroneutral ablief. AuBerdem fanden sie eine SITS-insensitive *°CI
Aufnahme, die durch den Cl-Kanal-Blocker DPC gehemmt wurde und schlossen aus
diesen Daten auf das Vorhandensein einer apikalen elektrogenen Cl-Leitfdhigkeit im
Duodenum (21). Untersuchungen an apikalen Membranvesikeln aus unterschiedlichen
Darmabschnitten verschiedener Spezies bestétigten in spiteren Jahren das dortige
Vorhandensein eines apikalen CI'/HCOj5 -Austauschers (25;125).

Inzwischen gilt es als gesichert, dass CI/HCO;-Austauscher, oft gekoppelt mit der
Funktion von Na'/H'-Austauschern, wichtige Funktionen wie zum Beispiel pHi- und
Volumenhomgostase sowie die NaCl-Riickresorption im Diinndarm, Dickdarm (134)
und in der Gallenblase (31) ausiiben. Das Modell der NaCl-Riickresorption in den ge-
nannten Organen beinhaltet den Austausch von extrazelludrem CI” gegen intrazelluldres
HCOs5™ durch einen in der apikalen Zellmembran befindlichen CI/HCOs™-Austauscher,
dessen Aktivitit an die Funktion eines ebenfalls am apikalen Zellpol lokalisierten
Na'/H'-Austauschers, der extrazellulires Na™ gegen intrazellulires H' austauscht, ge-
bunden ist (88;89)

Die molekulare Identitdt der am duodenalen apikalen Anionenaustausch beteiligten
Transportproteine ist zur Zeit noch umstritten. Die Genfamilie der Anionenaustauscher
AE umfasst bisher drei bekannte Isoformen, den AE1, den AE2 und den AE3. Sie wer-
den in vielen Organen und Zelltypen des Korpers exprimiert, sind stilbenempfindlich,
tauschen unter physiologischen Bedingungen Na ' -unabhingig extrazellulires Cl” gegen
intrazelluldres HCO;™ im Verhiltnis 1:1 aus und agieren somit elektroneutral. Die Iso-
form AE1 wurde Mitte der 80er Jahre von Kopito et al. kloniert (96). AE1 wird haupt-
sachlich in Erythrozyten, wo er in Zusammenarbeit mit der Karboanhydrase die Trans-
portkapazitit des Blutes fiir CO, deutlich steigert (152), und in den Organen Milz und
Niere exprimiert (97). Der AE2 dagegen wird in vielen epithelialen und nicht-
epithelialen Geweben des Organismus gefunden, wo er einerseits eine Art ,house-

keeping“-Rolle iibernimmt und andererseits an unterschiedlichen transepithelialen
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Sekretions- und Absorptionsvorgdngen beteiligt ist (8). Die Isoform AE3 schlieflich
wird in erregungsleitenden Geweben wie dem Herzen und dem Gehirn, jedoch auch in
geringen Mengen im Intestinum exprimiert (95;97).

Als Kandidat fiir den apikalen CI/HCOs-Austausch im Ileum des Kaninchens wurde
der AE2 vorgeschlagen (26). Jedoch findet sich dieses Protein in vielen Geweben in
basolateraler Position (9;10;147;148). Alper et al. fanden sehr niedrige AE2-mRNA
Expressionslevel in Duodenal- und Ileal-Mukosa der Maus. Weiterhin detektierten sie
unter Verwendung eines anti-AE2-Antikorpers eine basolaterale Lokalisation des AE2
im Maus-Intestinum (8). Diese Daten unterstiitzen die Theorie, dass dem AE2 im Ente-
rozyten lediglich eine ,,house keeping“-Funktion zukommt, den apikale Anionenaus-
tausch jedoch ein anderes Protein ibernimmt.

Im Jahr 1993 identifizierten Schweinfest et al. ein Gen in der menschlichen Kolonmu-
kosa, dessen Expression in Kolonadenomen und -adenokarzinomen herunterreguliert
war. Sie nannten es dra (,,down regulated in adenoma*) (136). Inzwischen sind mehrere
Arbeiten erschienen, die belegen, dass es sich bei dem Protein DRA um einen memb-
randren Anionenaustauscher handelt, der Sulfat, Oxalat, Chlorid und Bikarbonat trans-
portiert und durch DIDS hemmbar ist (105;106;140). Die autosomal rezessiv vererbte,
uv.a. in Finnland aufgrund eines Griindereffekts endemisch vorkommende Chlorid-
Diarrhoe, die sich durch Cl'-reiche Stiihle bei gleichzeitiger metabolischer Alkalose
manifestiert (66;111), wurde auf einen Defekt des enteralen apikalen ClI/HCO;-
Austauschers zuriickgefiihrt, da die Patienten im Ileum und Kolon keine apikale CI’
/HCOs-Austauschaktivitit aufweisen (67;82). Der dazugehorige Gendefekt konnte auf
dem Chromosom 7q31 lokalisiert werden (85). Hoglund et al. stellten im Jahre 1996
fest, dass das dra-Gen im genannten Abschnitt des Chromosoms 7 liegt (63). In weite-
ren Arbeiten konnte die Arbeitsgruppe daraufhin zeigen, dass Mutationen des dra-Gens
zur genannten angeborenen Chlorid-Diarrhoe fiihren (62;64). DRA kommt somit als
mogliches Transportprotein fiir den apikal lokalisierten Anionenaustausch im Duode-

num in Betracht.
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1.2.2.2 Das CFTR-Protein
1.2.2.2.1 Zystische Fibrose

Die zystische Fibrose oder Mukoviszidose stellt die hdufigste autosomal rezessiv ver-
erbte Krankheit in der kaukasischen Bevolkerung dar (46). Das 1989 entdeckte cfir-
Gen, welches fiir das CFTR-Protein kodiert, befindet sich auf dem langen Arm von
Chromosom 7 (86;126;130)und weist im Falle von CF unterschiedliche Mutationen auf,
von denen am haufigsten die Mutation AF508 angetroffen wird. Die Krankheit manifes-
tiert sich vor allem im Respirations- und Gastrointestinaltrakt, wobei nur homozygote
Gentriger erkranken. Die pulmonale Symptomatik beruht auf einer durch den patholo-
gisch zdhen Schleim bedingten fortschreitenden Obstruktion der peripheren Atemwege
mit der Folge von Atelektasen, Lungenemphysem und der Ansiedelung verschiedener
bakterieller Erreger. Der gesamte Gastrointestinaltrakt weist pathologische Verdanderun-
gen auf: Als hdufige klinische Manifestationen sind beispielsweise das Malabsorptions-
syndrom, der Mekoniumileus und das distale Obstruktionssyndrom anzutreffen. Die
Obstruktion der kleinen Pankreasgdnge miindet meist in eine exokrine Pankreasinsuffi-
zienz. Als weitere durch die Erkrankung in Mitleidenschaft gezogene Organe sind die
Leber (135), die Gallenblase (117) und der Urogenitaltrakt zu nennen. Trotz heutzutage
iblicher intensiver symptomatischer Therapie besitzen die Patienten eine deutlich ver-

kiirzte Lebenserwartung.

1.2.2.2.2 Eigenschaften des CFTR-Proteins

CFTR ist ein Mitglied der ABC-Membrantransporter-Genfamilie, deren Mitglieder
meist ATP-getriebene Transportproteine darstellen (5). Im Falle des CFTR-Proteins
handelt es sich um das einzige bekannte Kanalprotein dieser Familie. Die das CFTR-
Protein bildende Polypeptidkette besteht aus 1480 Aminosduren und weist zwei gleich-
artige Hilften auf. Diese bestehen aus jeweils sechs transmembrandren Doménen, die
das eigentliche Kanalprotein bilden, zwei Nukleotid-bindenden (NBD1 und NBD2) und
einer regulatorischen (R-) Domine, welche die beiden Hélften miteinander verbindet
und mehrere Phosphorylierungsstellen fiir die PKA, die PKC und die Ca*"-Calmodulin-

Kinase aufweist (46;93). Der Einzelkanal weist unter Anwesenheit von 150 mmol/l CI'
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eine Leitfahigkeit von 8-10pS bei Raumtemperatur auf, besitzt eine lineare Strom-
Spannungskurve und die Leitfahigkeitsequenz Br>CI>I>F (104).

Fiir das CFTR-Protein war anfangs wegen seiner Ahnlichkeit mit dem MDR-Protein,
das ebenfalls der Genfamilie der ABC-Membrantransporter angehort, eine mogliche
Funktion als ATP-getriebene Pumpe angenommen worden. In der aktuellen Diskussion
setzt sich jedoch die Annahme, dass es sich hierbei um einen durch die cAMP-
abhingige Proteinkinase A regulierten Cl'-Kanal handelt, immer mehr durch (12;53). Es
wird angenommen, dass flir die Kanal6ffnung zum einen die PKA-abhingige Phospho-
rylierung der R-Doméne und zum anderen die Bindung und anschlieBende Hydrolyse
von ATP an der nukleotidbindenden Domine NBD1 notwendig ist (93). CFTR kann
durch Stilbenderivate wie z.B. DIDS oder SITS nicht gechemmt werden, hingegen stellt
5-Nitro-2-(3-phenylpropylamino)Benzoat (NPPB) eine bekannte inhibitorische Sub-
stanz dar (28).

Der gesamte Intestinaltrakt weist mit Ausnahme des Magens hohe CFTR-
Expressionslevel auf, die im Duodenum am hochsten sind und im Verlauf der einzelnen
Darmabschnitte nach distal hin abnehmen (37;126). Die Lokalisation am luminalen
Zellpol wurde im Darm mit Hilfe der Immunhistochemie nachgewiesen (30). Die be-
deutsame Rolle des CFTR als intestinale apikale CI'-Leitfahigkeit wurde bereits in vie-
len Arbeiten bestitigt (101). Uber seine Beteiligung an der intestinalen und besonders
an der duodenalen Bikarbonatsekretion wurden einige Arbeiten verdffentlicht. Mehrere
Arbeitsgruppen haben den Kanal auf seine HCOj5™-Leitfahigkeit hin untersucht und die-
se bestdtigt. Die Angaben iiber das Verhiltnis von HCOj5;- zur CI'-Durchléssigkeit
schwanken je nach Autor zwischen 1:8 (50) bis 1:4 (51;52;70;120). Untersuchungen an
trachealen Epithelzellen belegen ebenfalls eine Transportfahigkeit des CFTR-Proteins
fiir HCOs™-lonen (121;144). Seidler et al. haben 1997 anhand von pH-stat-Messungen
am Diinndarm von CFTR-knockout-Mausen und deren gesunden Geschwistern in der
Ussingkammer gezeigt, dass ein funktionierendes CFTR-Protein in allen untersuchten
Segmenten fiir eine normal hohe basale Bikarbonatsekretion und fiir die Agonisten-
stimulierte elektrogene Bikarbonatsekretion iiber die drei Signaltransduktionswege, die
cAMP, ¢cGMP und Ca’" als second messenger beinhalten, unabdingbare Vorraussetzung
ist (137). Ahnliche Ergebnisse erhielten Hogan et al. bei Untersuchungen am Duode-

num von CFTR-knockout-M&usen in vivo: Sie fanden ebenfalls eine signifikant ernied-
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rigte basale Bikarbonatsekretion und eine fehlende Bikarbonatsekretionssteigerung nach
Forskolin- oder Carbachol-Stimulation (59). Davon abweichend zeigten Pratha et al.
einen stimulatorischen Effekt von STa und Carbachol fiir die Bikarbonatsekretion an
menschlichem Duodenalbiopsien von CF-Patienten (die in speziellen Ussingkammern
gemessen worden waren), wiahrend die basale und die db-cAMP-stimulierte Sekretion
gegeniiber der Kontrolle erniedrigt war (123). In der Literatur gibt es einige Hinweise
darauf, dass CFTR an der Regulation verschiedener Ionenkanile in der Zellmembran
beteiligt ist: Es wurde beispielsweise postuliert, dass der auswérts gerichtete Cl-Kanal
(ORCC) durch CFTR iiber eine ATP-Freisetzung gesteuert wird (36;47;59). Weiterhin
wurde gezeigt, dass die cAMP-abhingige Aktivierung von CFTR epitheliale Na'-
Kanile (EnaC) inhibiert (19;59;78;149). AuBlerdem scheinen auch ORCC Kanile
permeabel fiir das HCO3 -Ion zu sein (150).

1.2.3 Die Bikarbonat-Bereitstellung durch den Duodenozyten

1.2.3.1 Der basolateral lokalisierte Na*/HCOj3-Kotransporter

Na'/HCO;-Kotransport ist als erstes im proximalen Tubulus der Niere beschrieben
worden, wo er in der basolateralen Zellmembran lokalisiert ist und fiir die elektrogene
Riickresorption von Na” und HCOj5 ins Blut verantwortlich ist (18). Was den Gastroin-
testinaltrakt betrifft, wurde bisher an Duodenozyten des Kaninchens und des Menschen
Na'/HCO; -Kotransport funktionell nachgewiesen (2;3;80); eine andere Arbeit hilt die
basolaterale Aufnahme des HCOj;-lons iiber diesen Weg zumindest fiir sehr wahr-
scheinlich (72). In der Literatur sind bereits mehrere NBC-Isoformen bekannt. Romero
et al klonierten 1997 einen Na+/HC03'-Kotransp0rter aus der Niere des Salamanders
(129). Schnell wurde diese Isoform auch in anderen Spezies nachgewiesen (22;128).
Die Klonierung der Isoform NBC2 gelang 1998 aus der menschlichen Retina (74), wor-
authin die zuerst entdeckte Isoform die Bezeichnung NBC1 erhielt. Zwei weitere Iso-
formen wurden im Jahr darauf von zwei unterschiedlichen Arbeitsgruppen kloniert,
welche die Namen mNBC3 (124) und kNBC3 (11) erhielten. Wahrend NBC1 elektro-
gen transportiert (das Verhiltnis Na":HCOs™ betriigt entweder 1:3 oder 1:2), konnte fiir
den kNBC3 mittlerweile gezeigt werden, dass er Na” und HCO3™ im gleichen Verhiltnis
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transportiert, also elektroneutral arbeitet. Deswegen wird kNBC3 in neueren Arbeiten
als NBCn1 bezeichnet. Inzwischen sind aus verschiedenen Geweben und Spezies weite-
re NBC-Varianten kloniert worden. Da die vielverzweigte Datenlage keine Relevanz fiir
die vorliegende Arbeit besitzt, soll hier nicht ndher auf diese Thematik eingegangen

werden.

1.2.3.2 Die Rolle der Karboanhydrase

Von den sieben bekannten Isoenzymen der Karboanhydrase CA I bis CA VII spielt im
Gastrointestinaltrakt die CA II die bedeutenste Rolle, wo sie in den Epithelzellen fiir die
Katalyse der Reaktion [H,O + CO, <> HCO5™ + H+] zustdndig ist und somit neben ei-
nem Na'/HCO;-Kotransportsystem fiir die HCO5-Bereitstellung des Duodenozyten in
Frage kommt. Azetazolamid gilt bereits ab einer Konzentration von 0,1 mM als potenter
Inhibitor der CA (118). Er kam in der vorliegenden Arbeit mit dem Ziel der weiteren
Abklarung der Rolle der Karboanhydrase in der duodenalen Bikarbonatbereitstellung
zum Einsatz. Im Diskussionsteil (Abschnitt 4.2.3.3) wird auf die Eigenschaften dieses

Inhibitors ndher eingegangen werden.

1.2.3.3 Intestinaler Na*/H"-Austausch

Zellulirer Na'/H -Austausch ist bereits vor iiber zwanzig Jahren an Nieren- und Diinn-
darmvesikeln nachgewiesen worden (107). Inzwischen ist bekannt, dass dieser Trans-
portmechanismus an vielen zelluldren Funktionen wie Regulation des pH; des Zellvolu-
mens, des Salz- und Wasserhaushaltes, sowie der Zellproliferation und -migration
grundlegend beteiligt ist. Auf eine bedeutsame Rolle dieses Transportmechanismus bei
der duodenalen Bikarbonatsekretion wiesen Untersuchungen an Duodenozyten des Ka-
ninchens, der Ratte und des Menschen hin (2;3;72). Auf molekularer Ebene stellen
Na'/H'-Austauscher Transportproteine dar, die intrazellulire H'- gegen extrazellulire
Na'-Ionen mit einer 1:1-Stdchiometrie austauschen und damit elektroneutral arbeiten.
Die Aktivitdt wird durch den Abfall des pH; gesteigert, eine Umkehr der Transportrich-
tung ist moglich. Bekannt sind bisher die 6 Isoformen: NHE1 bis NHE6, wobei NHE1
bis NHE4 in Epithelzellen exprimiert werden, NHES und NHE6 dagegen nicht (29). Fiir
den Gastrointestinaltrakt bedeutsam scheinen die Isoformen NHE1-4 zu sein. Uber die

funktionelle Bedeutung der genannten Isoformen im Duodenum ist bisher wenig be-
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kannt. Untersuchungen an Maus-Duodenozyten, die sich mit der Na'-abhéngigen Erho-
lung des pH; befassten, gaben Hinweise darauf, dass die Isoformen NHE1-NHE3 an der
duodenalen pH;-Regulation zumindest in der Maus beteiligt sind (122). Ein grofler Teil
der intestinalen NaCl-Resorption wird {iber die gekoppelte Funktion von CI/HCO;5
Austausch und Na'/H -Austausch in der apikalen Membran erreicht, wobei die NHE-
Isoformen NHE2 und NHE3 involviert sind (134;138;157).

NHET1 ist in allen untersuchten Sdugetierzellen basolateral zu finden und in der Funkti-
on eines sogenannten ,.house keeping® Transportproteins unter anderem an der intrazel-
luldren pH- und Volumen-Homdostase beteiligt. NHElist durch das Amilorid-Derivat
DMA mit bedeutend hoherer Spezifitdit hemmbar als durch Amilorid selber (29). Neuere
kompetitive Inhibitoren sind die Substanzen HOE 694 und HOE 642, wovon letzteres in
einer Konzentration von 1uM ausschlieBlich den NHEI inhibiert (133).

NHE2 wird hauptsichlich in der Niere und im Gastrointestinaltrakt exprimiert (115). In
der Literatur werden sowohl (im menschlichen Jejunum, Ileum und Kolon sowie im
Jejunum und Ileum des Kaninchens) eine apikale (68) als auch (im Sammelrohr der
Niere der Maus) eine basolaterale Lokalisation (146) diskutiert. Auch NHE2 ist durch
Amilorid, DMA und Hoechst 642 konzentrationsabhiingig hemmbar. Uber seine Funk-
tion ist wenig bekannt, eine Arbeit zeigt jedoch, dass sich NHE2 in solchermallen trans-
fizierten urspriinglich NHE-defizienten Zellen an der Volumen- und pH;-Regulation
beteiligt (84). Experimente, die an NHE2-knockout-Méusen durchgefiihrt wurden, ga-
ben Hinweise darauf, dass NHE?2 fiir eine normale Funktion von Parietalzellen notwen-
dig zu sein scheint, so wurde an einem NHE2-knock-out-Mausmodell eine reduzierte
Anzahl von Parietalzellen im Magen beobachtet (138).

NHE3 wurde von Brant et al kloniert (20). Die Arbeitsgruppe fand diese Isoform in
Niere, Magen, Jejunum, Ileum und Colon ascendens, jedoch nicht im Duodenum und
Colon descendens des Kaninchens (159;160). Praetorius et al. wiesen jedoch im Jahr
2000 mit Hilfe von RT-PCR und Western Blot NHE3-mRNA auch im Méuseduodenum
nach (122). Sowohl im proximalen Tubulus der Niere des Kaninchens (15) als auch im
[leum und Kolon der Ratte (16) wurde eine apikale Lokalisation des Transporters nach-
gewiesen. Auch hier besteht eine konzentrationsabhéngige Hemmbarkeit durch Amilo-

rid und DMA. NHE3-knockout-Mause weisen eine schwere intestinale Absorptionssto-
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rung begleitet von Diarrhden und eine méfBige Hochregulation von DRA im Kolon auf
(105).

NHE 4 wurde im Magen, Diinndarm, Kolon, Niere, Gehirn und einigen weiteren Orga-
nen nachgewiesen, liber seine Funktion ist nicht viel bekannt. Immunhistochemische
Untersuchungen sprechen eher fiir eine Lokalisation in der basolateralen Zellmembran
(119). NHE4 ist Amilorid-insensitiv, ldsst sich in transfizierten Fibroblasten jedoch
durch das Amilorid-Derivat DMA [0,5 mM] hemmen (17).

1.2.3.4 Basolateral lokalisierter CI-Import

Die zelluldre Aufnahme von CI'-lonen ist fiir die intestinale Bikarbonatbereitstellung
und -sekretion von grofler Bedeutung, da der Transport dieser beiden lonen oft direkt
oder indirekt gekoppelt vonstatten geht. Der Na K 2CI-Kotransporter (NKCC) gehort
zur Familie der Kation-gekoppelten CI-Kotransporter und spielt eine ganz entscheiden-
de Rolle in unterschiedlichsten epithelialen Absorptions- und Sekretionsvorgdngen
(138). Bis heute sind zwei Isoformen des Transportproteins bekannt geworden: NKCCl1
und NKCC2. Cl'-absorbierende Zellen zeigen eine Lokalisation des NKCC2 in ihrer
apikalen Membran, NKCCI1 hingegen findet sich in der basolateralen Membran CI'-
sezernierender Zellen, worunter die Darmepithelien fallen. Der Transport ist elektro-
neutral: die Stochiometrie betrdgt 1:1:2. Das Schleifendiuretikum Bumetanid hemmt
den NKCC1 konzentrationsabhédngig und reversibel mit einer halbmaximalen Hemm-
konzentration von ca. 107 M (132). In dieser Arbeit sollte die funktionelle Bedeutung
dieses Transportmechanismus bei der duodenalen Bikarbonatsekretion ndher einge-
grenzt werden, jedoch lag der Schwerpunkt der Arbeit auf der Charakterisierung der
bereits oben aufgefiihrten Transportproteine.

Am Rande sei noch erwéhnt, dass sich auf der basolateralen Zellmembran des Duode-
nozyten ebenfalls ein Anionenaustauscher befindet, der CI" im Austausch gegen HCOs
in die Zelle einschleust und stilbenempfindlich ist. Er ist im Diinndarm bereits vor l4n-
gerer Zeit funktionell charakterisiert worden (90;116;156). Vor kurzem konnten Petra
Jacob und Manuela Nader aus unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass auch im Duodenum
des Kaninchens basolateraler Anionenaustausch stattfindet. Dieser Transportmechanis-
mus weist die funktionellen Eigenschaften eines AE2 auf und spielt im Duodenum des

Kaninchens wahrscheinlich eine untergeordnete Rolle (79;131).



1 Einleitung 16

1.3 Fragestellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Mechanismen und die Regulation der Bi-
karbonatsekretion im Duodenum des Kaninchens unter basalen und stimulierten Bedin-

gungen néher zu charakterisieren. Folgende Fragen sollten beantwortet werden:

1. Welche am apikalen Zellpol befindlichen elektroneutral oder elektrogen arbeitenden
Transportmechanismen sind an der basalen und stimulierten Bikarbonatsekretion im
Duodenum des Kaninchens beteiligt und in welcher Beziehung stehen sie zueinan-
der?

2. Welche basolateral befindlichen zelluldren Transportmechanismen sind in die Bi-
karbonatbereitstellung durch den Duodenozyten unter basalen und stimulierten Be-
dingungen involviert? Spielt auch die intrazelluldre Generierung von Bikarbonat ei-

ne Rolle? Inwieweit konnen sich diese Mechanismen gegenseitig beeinflussen?

Zur Klirung dieser Fragen wurde proximales Duodenum des Kaninchens von Serosa-
und Muskelschichten freiprapariert und die Bikarbonatsekretion und der Kurzschluss-
strom in der Ussingkammer unter Einsatz geeigneter stimulatorischer und inhibitori-

scher Substanzen untersucht.
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2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Abkiirzungen

In Tabelle 1 sind in alphabetischer Reihenfolge die in den Experimenten angewandten
chemischen Substanzen sowie deren Bezugsquellen und ihre in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Abkiirzungen enthalten. Alle Substanzen sind von analytischer Reinheit

bzw. dem hochsten erhiltlichen Reinheitsgrad.

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien, deren Abkiirzung und jeweilige Bezugsquelle; bei

den mit * gekennzeichneten Substanzen ist unter ,, Abkiirzung“ der Handelsname ange-

geben.

Reagenz gelost in Abkiirzung Bezugsquelle
Agarose Type III High|KCl [3M] bzw.|Agarose Sigma

EEO KNO; [3 M]

(3-[Aminosulfonyl]-5- DMSO Bumetanid Sigma

[butylamino]-4-

phenoxybenzoic acid)

Atropinsulfat H,O Sigma
Azetazolamid H,O Sigma
Bariumhydroxid- H,0 Ba(OH), x H,0  [Merck
Octahydrat

8-Bromoadenosin- 3'-5'- |H,O 8-Br-cAMP Sigma

zyklisches Monophosphat

*5Chlorid HC10.1M Cr Amersham
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(48,20[22]-Cardenolid-  |DMSO Ouabain Sigma
1B,3B,50,110,14,19-

hexol-3[6-deoxy-a-L-

mannopyranosyl)]

D(+)-Glukose H,O Dextrose Merck
5,6-Dihydro-2-(2,6- Rompun® Bayer
Xylidino)-

4H-1,3-Thiazin*

4.4'- H,O DIDS Sigma
Diisothiocyanostilben-

2',2'-Disulfonsiure

Dimethyl-Sulfoxyd DMSO Sigma
5- (N,N-Dimethyl-) Ami- [H,O DMA Sigma
lorid

4-Isopropyl-3- H,O HOE 642 Aventis Pharma
methylsulfonyl-

Benzoylguanidinmethan-

Sulfonat

Hydroxy-Ethyl- H,O HEPES Roth
Piperazinyl-

Ethan-Sulfonséure

(1-[p-Chlorobenzoyl]-5-  [Na,HPO4 Indomethazin Sigma
methoxy-2-methylindole-

3-acetic acid)

Kaliumchlorid H,O KCl Merck
Kaliumdihydro- H,O KH,PO4 Merck
genphosphat

Kaliumglukonat H,O K-Glc Merck
Kaliumnitrat H,O KNO; Roth
Kalziumchloriddihydrat  |H,O CaCl,x2H,0  |Merck
Ketamin* Ketanest® Parke-Davis
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Kalziumglukonat H,O C,H»,Ca0,4xH,0 |Merck
Magnesiumsulfat- H,O MgSO4 x 7 H,O |Merck
Heptahydrat

Mannitol Merck
H-Mannitol Ethanol H-Mannitol NEN DuPont
“*Natrium NaCl “Na Amersham
Natriumhydrogenkarbonat (H,O NaHCO; Merck
Natriumchlorid H,O NaCl Merck
Natriumglukonat H,O Na-Glc Merck
Natriumpyruvat NaCl 0.9% Pyruvat Sigma
Natriumzitrat H,O NaCitrat Merck
Natronlauge H,O NaOH Merck

100% Sauerstoff 100% O, Linde

95% Sauerstoft/ 95% O,/ Carbogen AGA Gas GmbH
5%Kohlendioxid 5%CO;

Salzsdure H,O HCI Merck
Schwefelsdure H,O H,SO4 Merck
Quicksafe A Liquid Szin- Zinsser-Analytik
tillator

Tetrodotoxin NaCitrat 10 mM |TTX Sigma
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2.1.2 Verwendete Gerate

Tabelle 2: Auflistung der fiir die durchgefiihrten Experimente verwendeten Gerdite.

Als standardisiert geltende Gerdte sind nicht enthalten.

Gerit Hersteller

Autobiirette Radiometer Copenhagen
Betacounter Wallac 1409

DVC-1000 Dual Voltage Clamp World Precision Instruments
Preamplifier World Precision Instruments
Stereomikroskop World Precision Instruments
Lichtquelle World Precision Instruments
pH-Meter mit pH-Glaselektrode Radiometer Copenhagen
Titrator Radiometer Copenhagen
Wirmeumwailzpumpe Haake

Osmometer Roebling

2.1.3 Versuchstiere

Fiir simtliche Versuche werden méannliche Kaninchen der Rasse ,,New Zealand White
Rabbit*“ mit einem Gewicht von 2500 bis 3000 Gramm verwendet, die unter Standard-
bedingungen beziiglich der Raumtemperatur (21-22°C), eines Hell-Dunkelzyklus von je
12 Stunden, des Futters und der Kifiggrofe gehalten worden sind. Die Tiere werden
erst nach einer Eingewohnungsphase von mindestens 24 Stunden nach Ankunft fiir die

Versuche herangezogen.
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2.2 Methoden

2.2.1 Das Kurzschlussstromexperiment

Der didnische Physiologe Hans Peter Ussing etablierte in den 50er Jahren des 20. Jahr-
hunderts das nach ihm benannte Kurzschlussstromexperiment an Froschhautepithelien
(153). Der Versuchsautbau erlaubt es, experimentell die Formen des aktiven epithelia-
len Tonentransportes von denen des passiven abzugrenzen. Wenn alle dufleren Gradien-
ten fiir passiven lonentransport ausgeschaltet werden, kann der danach verbleibende
messbare Transport nur noch primérer, sekundérer oder tertidrer Natur sein.

Das interessierende Epithelstiick wird in eine Polyacrylkammer eingespannt, die es so-
mit in 2 Kompartimente teilt. Auf beiden Seiten werden nun identische Volumina i-
soosmolarer Elektrolytlosung in zwei 15 ml fassende Reservoire eingefiillt, somit sind
sowohl der hydrostatische Druckgradient als auch der Konzentrationsgradient ausge-
schaltet.

Auch der elektrische Gradient fiir passive lonenbewegungen kann beseitigt werden.
Folgende Uberlegungen sind hierfiir wichtig: Unter der Vielzahl der aktiven epithelialen
Ionentransportmechanismen sind einige elektrogen, das heift, sie erzeugen gemill dem
Ohmschen Gesetz eine sich tliber das Epithel einstellende Potentialdifferenz bzw. Span-
nung. Ein Beispiel hierfiir ist der Na'Glukose-Kotransport. Die einseitige Bewegung
von Kationen in die eine Richtung muss entweder den passiven Mittransport von Anio-
nen in die gleiche Richtung und/oder von Kationen in die Gegenrichtung zur Folge ha-
ben. Der spezielle Ussingkammer-Aufbau (siehe Abbildung 1) erlaubt es nun, von au-
Ben einen Strom auf das Epithel zu applizieren, der entgegengesetzt gerichtet und genau
so eingeregelt wird, dass er gleich grof3 ist wie der durch den aktiven Transport erzeugte
Strom. Der elektrische Gradient ist somit ausgeschaltet. Dieser sogenannte Kurzschluss-
strom (short circuit current oder Isc) stellt ein MaB fiir den aktiven lonentransport dar.
Man kann an der Ussingkammer auch noch einen zweiten Messmodus, den des “open
circuit current®, schaffen, der im Versuchsaufbau der vorliegenden Arbeit mit einer ein-
zigen Ausnahme (siehe Abschnitt 3.3.2.3) zur Anwendung kommt. Unter physiologi-
schen Bedingungen stellt sich iiber das Epithel spontan eine charakteristische Potential-

differenz ein, die in diesem Modus nicht ausgeglichen, sondern nur gemessen wird. Der
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transepitheliale elektrische Gradient bleibt also erhalten. Eine in einem bestimmten zeit-
lichen Intervall erfolgende epithelferne Applikation eines geeigneten StromstoBes flihrt
zur Anderung der Potentialdifferenz APD (=AU). Dies ermdglicht die Berechnung des
epithelialen Widerstandes mit Hilfe des Ohmschen Gesetzes:

R=AU/I (1)

Demnach ergibt sich fiir den durch lonenbewegung am Epithel verursachten Strom (Ic):

Ie=U/R (2)

Da das Duodenalepithel durch seine gut durchlédssigen tight junctions ein so genanntes
»leaky epithelium* darstellt, kann man es als anndhernd kurzgeschlossen betrachten.
Hierbei gilt :

Ic = Isc (3)

Im vorliegenden Versuchsaufbau wird die Potenzialdifferenz (PD) iiber zwei epithelnah
angebrachte Elektroden (3M KCl-Agar- bzw. in den Cl'-freien Versuchen 3M KNO;-
Agar-Briicken) kontinuierlich aufgezeichnet und mit Hilfe eines voltage clamp Gerites
alle 300 Sekunden ein StromstoB von 40 pA/cm’ iiber die beiden epithelfernen Elektro-
den appliziert. Mit Hilfe der Formeln 1 und 2 wird der Ic bzw. Isc, der ein MaB fiir die
elektrogene Nettosekretion von Anionen und Resorption von Kationen darstellt, ausge-

rechnet.

2.2.2 pH-stat-Titration

Die Messung der duodenalen Bikarbonatsekretion (Jucos') erfolgt mit der hierfiir geeig-
neten Methode der pH-stat-Titration, deren Prinzip auf der kontinuierlichen Gegentitra-
tion der ins Lumen sezernierten Basen-Aquivalente mittels einer starken Sdure beruht
und somit der Aufrechterhaltung eines bestimmten pH-Wertes dient.

Die zwei in Abbildung 2 dargestellten jeweils 15 ml fassenden Reservoire, die einzeln
begast werden konnen, sind flir die Perfusion der das Epithel enthaltenden Kammer

verantwortlich. Die physiologische Temperatur von 37° C wird mittels einer Warme-
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umwilzpumpe, die das erwdrmte Wasser durch ein die beiden Reservoire zusitzliches
ummantelndes Hohlraumsystem pumpt, erreicht.

Die Nahrlosung auf der serosalen Seite wird mit Carbogen, die ungepufferte pysiologi-
sche NaCl-Losung (0,9%) der mukosalen bzw. luminalen Seite mit 100% O, begast.

Die gepufferte serosale Losung weist einen pH-Wert von 7,4+0,03 bei 37°C auf, der
pH-Wert von 7,4 des luminalen Perfusates wird durch eine den gesamten Versuch be-
stehende pH-stat-Titration aufrechterhalten. Somit wird ein pH-Gefidlle zwischen den
beiden Seiten und ein steigend unphysiologischer pH-Wert vermieden.

Das vom Duodenum kontinuierlich sezernierte Bikarbonat wird mit einer starken Saure,
vertreten durch HCI beziehungsweise H,SOys, titriert. Es ist nun mdglich, die Menge an
verbrauchter Sdure mit der Bikarbonatsekretion gleichzusetzen, da das Reaktionsgleich-
gewicht der Reaktion HCO;5™ + H" < H,0+ COzT iiberwiegend auf der rechten Seite
liegt. Bei den Cl'-freien Versuchen wird HCI durch H,SOy, ersetzt und die Bikarbonat-
sekretion entsprechend der zweiwertigen Sdure ermittelt. Die Stirke der Sdure wird so
eingestellt, dass ein optimaler Kompromiss zwischen Genauigkeit der Bikarbonatsekre-
tionsmessung und moglichst geringer Volumenbelastung des luminalen Kompartimen-
tes zustande kommt, im vorliegenden Fall wird eine Konzentration von 20 mmol/l ge-
wiahlt. Die verbrauchte Menge an titrierter Sdure wird durch ein spezielles Computer-
programm registriert, iiber eine Zeiteinheit von 5 min gemittelt und in der Einheit

umol/(h x cm?) ausgegeben.
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2.2.3 Aufbau des Ussing-Kammer-Setups

pH-Elektrode
und Autotitrator

(d)

0/CO, [+

(c)
O,
|

H(g) |
)

Abbildung 2: Ussingkammer-Setup

Das Epithel (a) wird in eine Polyacrylkammer (b) mit einer Fldche von 0,636 cm’ ein-

gespannt. Im luminalen Kompartiment (c) erfolgt die pH-stat-Titration mit Hilfe einer

pH-Elektrode, einer Autobiirette und eines Titrators. Die Begasung erfolgt hier mit

100% igem O;. Die Losung im serosalen Kompartiment (d) wird mit Carbogen begast.

Beide Kompartimente sind zusdtzlich durch ein Wasserreservoir (e) ummantelt, durch

das Wasser mit einer Temperatur von 37°C zirkuliert.

Dargestellt sind die beiden epithelfernen Elektroden (f) mit Stromquelle (g) und Am-

peremeter (h), weiterhin die beiden epithelnahen Elektroden (i) mit Voltmeter (k), die

der Messung der Potentialdifferenz dienen.
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2.2.4 Transepitheliale Fluxmessungen

Ionen bewegen sich durch passive Diffusion und durch primér, sekundédr und tertidr
aktive Transportprozesse der Zelle sowohl von serosal nach mukosal als auch in umge-
kehrter Richtung. Da der Isc nur die Summe der lonenbewegungen iiber das Epithel
wiederspiegelt und somit nur allgemeine Aussagen zuldsst, kann man die Bewegungen
bestimmter lonenarten mit Hilfe geeigneter Nuklide messen. Im vorliegenden Fall wer-
den das Cl-Isotop *°Cl" und das Na'-Isotop **Na" als Tracer zur Aufklirung der Rolle
des CI” beziehungsweise Na' verwendet, wobei der Netto CI'- bzw. Na'-Flux die Sum-
me sdmtlicher Bewegungen des jeweiligen Ions iiber das Epithel, seien sie passiv, aktiv,
elektrogen oder elektroneutral, darstellt. Um die Verdnderung der parazelluldren Perme-
abilitit unter bestimmten Versuchsbedingungen zu messen, wird der *H-markierte Zu-

cker Mannitol, der von der Zelle nicht verstoffwechselt werden kann, verwendet.

2.2.5 Operation des Kaninchens

Die Pridmedikation des Kaninchens wird mittels einer intramuskuldren Injektion von 0,5
mg/kg Atropin, 100 mg/kg Ketamin und 8 mg/kg Rompun erreicht. Darauffolgend wird
eine Ohrvene des Tieres kaniiliert und die Narkose mit einem Ketamin/Rompun-
Gemisch in 0,9%iger NaCl-Losung weitergefiihrt. Nach ausreichender Narkotisierung
des Tieres wird das Abdomen entlang der Linea alba er6ffnet, das Duodenum aufge-
sucht und stumpf vom Mesenterium abprépariert. Der Darm wird am Pylorus des Ma-
gens und 6¢cm weiter distal durchtrennt. Das so gewonnene Stiick, das dem proximalen
Duodenum entspricht, wird entnommen. Die Totung des Tieres erfolgt unmittelbar dar-
auf mittels einer Uberdosis des genannten Ketamin/Rompun-Gemisches. Das entnom-
mene Darmstiick wird sofort mit eiskalter voroxygenierter und zuvor mit Indometazin
[50 uM] versetzter Ringer-Losung mehrfach zwecks Entfernung von Chymusresten
durchspiilt. Bis zur Priparation des Gewebes, die sich sofort an diese Prozedur an-
schlieBt, wird das Duodenum in der beschriebenen Ringer-Lésung aufbewahrt. Die
Temperatur von 4°C hindert Proteasen vorerst an der Zersetzung des Gewebes und

durch den Sauerstoffgehalt der Losung wird die zwangsldufig eintretenden Ischdamie des
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Gewebes vermindert. Der Indometazinzusatz fiihrt zu einer Hemmung der endogenen
Prostaglandinsynthese. Prostaglandine fiihren zu einer Steigerung der Cl'-und HCO;™-

Sekretion im Diinndarm, was das Versuchsergebnis verfélschen konnte.

2.2.6 Praparation des Duodenums

Unmittelbar hinter dem Bulbus duodeni wird ein 4 cm langes Stiick abgeschnitten und
noch einmal in zwei Stiicke von 2 cm geteilt, die jeweils fiir einen Versuch herangezo-
gen werden. Der Rest des Duodenums wird verworfen.

Das Darmstiick wird nun entlang des Mesenterialansatzes mit einer Schere in Langs-
richtung erdéffnet und die mukosale Seite noch einmal mehrfach mit der oben beschrie-
benen eiskalten Ringer-Losung abgespiilt.

Als Préparationsvorrichtung dient eine Kunststoffschale, die bis auf halbe Hohe mit
Paraffin ausgegossen ist und in der Seite Locher zwecks der Anbringung von fiinf Glas-
faserkabeln aufweist, die wiederum von einer Lichtquelle ausgehen. Die Paraffinober-
fliche besitzt eine Vertiefung, liber die das Darmstiick mit Hilfe von Stecknadeln straff
mit der serosalen Seite nach oben gerichtet aufgespannt wird; dies verhindert ein Druck-
schiadigung der empfindlichen Mukosa. Die Préparation findet in frischer voroxygenier-
ter eiskalter und zuvor mit Indometazin [50 uM] versetzten Ringer-Losung statt. Unter
einem Stereomikroskop wird nun die Tunica serosa und die Tunica muscularis, Stratum
longitudinale und circulare in dieser Reihenfolge mit Hilfe einer spitzen Pinzette abpré-
pariert. Auch die Tela submucosa wird vorsichtig so weit wie moglich abgetragen, bis
die Zottenstruktur der Tunica mucosa deutlich erkennbar ist. Daraufthin kann das prépa-
rierte Darmstiick zwischen den beiden Hilften der in Abbildung 2(a) dargestellten Ple-
xiglaskammer aufgespannt werden; diese Kammer wird nun in die Haltevorrichtung des
Ussingkammeraufbaus eingespannt, jeweils mit den beiden Perfusionskammern und den

Elektroden verbunden und der Versuch unmittelbar darauthin gestartet.
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2.2.7 Verwendete Reagenzien

Die Losungen und Puffer werden mit Hilfe von deionisiertem und zusédtzlich durch eine
Milli-Q-Plus Filtrieranlage (Millipore) gereinigtem Wasser hergestellt. Die Zubereitung
der Losungen erfolgt entweder am Versuchstag oder an dessen Vorabend. Die Osmola-
ritdt (Sollwert 308 mosm/l) und der pH-Wert (Sollwert 7,4+0.03) werden tiberpriift und
die Losungen bei 4°C aufbewahrt. Tabelle 3 gibt die lonenzusammensetzung und die

Osmolaritit im einzelnen wieder.
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Tabelle 3: lonale Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen
Ion/ Modifizierte | 0.9%ige Cl'-freie CI'-freie Lo- |Ringer- |HCO;-freie
Substanz | Krebs Rin- |NaCl Lo- Losung lu- |sung serosal |Losung |Losung se-
[mmol/l] |ger (serosale |sung lumi- | minal rosal (HE-
Néhrlosung) | nal PES)
Na" 140 154 154 140 145,5 140
K" 4,5 4,5 4 4,5
Ca’’ 2 2 3 2
Mg* 1,3 1,3 1,3
Cr 115 154 155,5 123
Glukonat 154 115
S04~ 1,3 1,3 1,3
HCO;5 22 22
HEPES 24
HPO,”  |1,5 1,5 1,5
Dextrose |10,4 10,4 10,4
Mannitol |* *
Indo- 0,03 0,03 0,03
metazin
Pyruvat 10 10
Theo- 308 (*310) 308 (*310) |308 308 308 308
retische
Osmolari-
tat

*Zusatz von 2mmol/l Mannitol bilateral bei der Fluxbestimmung fiir >H-Mannitol zur

Vermeidung eines Konzentrationsgradienten fiir Mannitol
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2.2.8 Versuchsschemata

2.2.8.1 Allgemeines Vorgehen

Kurz nach dem Einspannen des zu messenden Gewebestiickes in die Ussingkammer
werden Tetrodotoxin [10° M] zwecks Hemmung schneller Na“-Kanile verbliebener
Neurone des Plexus submucosus, Indometazin [30 uM] zur Verhinderung endogener
Prostaglandinsynthese und NaPyruvat [10mM], das die sekretorische Leistung der Epi-
thelzellen fordern soll, in das serosale Perfusat appliziert. Mit der Applikation der ei-
gentlichen Testsubstanzen wird stets mindestens 10 Minuten nach Erreichen stabiler
Basalparameter betreffend der PD, des Isc und der Bikarbonatsekretion begonnen. Um
hydrostatische und osmotische Druckdifferenzen und dadurch entstehende Storfaktoren
zu vermeiden, werden alle Substanzen in einem Volumen von maximal 1% des entspre-
chenden Perfusat-Volumens zugesetzt und, wenn es die chemischen Eigenschaften be-
ziiglich der Hydrophilie der Substanz zulassen, in Aqua bidest. gelost. Wenn sich die
entsprechende Substanz nur in DMSO 16sen ldsst, wird nur 0,1% des Perfusat-
Volumens appliziert, da DMSO seinerseits die elektrischen Verhiltnisse an der Zell-
membran verdndern kann und in mdglichst geringer Konzentration verwendet werden
muss. Alle angegebenen Substanzkonzentrationen stellen die Endkonzentrationen am

Epithel dar.

2.2.8.2 Verdnderung der ionalen Zusammensetzung des Perfusats

Durch die Entfernung bestimmter Ionenarten aus dem luminalen und/oder serosalen
Kompartiment lassen sich verschiedene Transportmechanismen wie zum Beispiel lo-
nenaustausch, Kotransport oder auch auf Konzentrationsgradienten beruhende Prozesse
hemmen (siehe Tabelle 3).

In der vorliegenden Arbeit werden folgende Variationen durchgefiihrt: die Entfernung
des Cl'-lIons aus dem luminalen Perfusat zwecks Hemmung des apikalen Anionenaus-
tauschers wird durch den Ersatz der 0,9%igen NaCl-Losung durch eine isoosmolare
Natriumglukonat-Losung erreicht, im serosalen Kompartiment durch den Ersatz der Cl'-
haltigen durch entsprechende das Glukonat-Ion enthaltende Verbindungen. Zusétzlich
werden die Elektroden mit Hilfe von Kaliumnitrat [3 M] hergestellt und der Titrant HCI1

durch H,SOy4 ersetzt. Die Entfernung des Bikarbonat-Ions aus dem serosalen Perfusat
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wird durch den isoosmolaren Ersatz des NaHCOs durch HEPES-Puffer und einer Bega-
sung durch 100% O, anstelle von Carbogen erreicht und erlaubt somit eine Aussage
iber die Bedeutung der serosalen Bikarbonat-Aufnahmemechanismen fiir dessen Sekre-

tion.

2.2.8.3 Hemmung einzelner lonentransportmechanismen

2.2.8.31 Blockade des serosal lokalisierten Na'K'2Cl-Kotransporters
(NKCC)

Das Schleifendiuretikum Bumetanid hemmt in einer Konzentration von 0,5 mM selektiv
die beiden Isoformen des NKCC (NKCC1 und NKCC2). Von funktioneller Bedeutung
im Diinndarm ist die Isoform NKCCI1, die basolateral exprimiert wird. Durch den Ein-

satz von Bumetanid wird ein wichtiger Teil der zelluldren CI'-Aufnahme gehemmt.

2.2.8.3.2 Blockade des CI/HCOs;-Austausches und des Na'/HCO;-
Kotransports durch DIDS

Serosal appliziert hemmt DIDS konzentrationsabhingig den an dieser Stelle lokalisier-
ten Cl/HCO;-Austauscher sowie den Na+/HCO3'-Kotransporter, die jeweils unter-
schiedliche Empfindlichkeit auf die Substanz aufweisen. Die apikale Applikation von
DIDS fiihrt zur Hemmung des hier befindlichen CI/HCOj; -Austauschers. In der vorlie-
genden Arbeit wird DIDS in einem einzelnen Versuchansatz in einer Konzentration von
3 mM, in allen anderen in einer Konzentration von 1 mM verwendet. Hierdurch wird
eine ndhere Charakterisierung der funktionellen Bedeutung dieser Transportmechanis-

men fiir die HCO5'-Sekretion und -Aufnahme moglich.

2.2.8.3.3 Hemmung der Karboanhydrase durch Azetazolamid

Eine Blockade des sich in den Enterozyten befindlichen Enzyms Karboanhydrase II, das
die Gleichgewichtseinstellung der Reaktion H,O+CO, <> H,CO; <> HCO; + H" be-
schleunigt, wird zu 99,9% durch Applikation von Azetazolamid ab einer Konzentration

von 0,5 mM erreicht. Da die intrazelluldre Bikarbonatherstellung dadurch faktisch zum
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Erliegen kommt, lassen sich hier differenziertere Aussagen liber verschiedene Wege der

Bikarbonatgewinnung der Zelle ableiten.

2.28.34 Blockade des zellularen Na*/H* -Austausches

Die Mitglieder der Genfamilie der Na'/H -Austauscher lassen sich durch geeignete
Pharmaka in bestimmten Konzentrationen selektiv hemmen. Das Phenylacylguanidin-
Derivat Hoechst 642 hemmt in einer Konzentration von 1 uM selektiv den NHE1 und in
einer Konzentration von 25 pM zusétzlich den NHE2 (133); die Substanz wird in der
vorliegenden Arbeit in der erstgenannten Konzentration eingesetzt.

Das Amilorid-Derivat DMA hemmt ab einer Konzentration von 0,5 mM sdmtliche Iso-

formen NHE1-NHE4 (17;110).

2.2.8.3.5 Hemmung der Na*/K*-ATPase

Das Herzglykosid Strophantin (Ouabain) in einer Konzentration von 0,5 mM (serosal
appliziert) hemmt selektiv und irreversibel die sich auf der Innenseite der serosalen
Zellmembran befindliche Na'/K "-aktivierbare ATPase, indem es an die in den extrazel-
luldren Raum ragende a-Untereinheit dieses Enzyms bindet (45). Die Na'/K"-ATPase,
die nach dem Prinzip des primér aktiven Transportes, also unter Energieverbrauch, ar-
beitet, ist hauptverantwortlich fiir die Erhaltung eines stabilen Membranpotentials und
Zellvolumens. Thre uneingeschrankte Funktion bildet die Grundlage aller sekundér und
tertidir aktiven zelluliren Transportprozesse. Die Blockade der Na'/K'-ATPase fiihrt
zum Erliegen sdmtlicher aktiver Ionentransport-Mechanismen und zum Abfall sdmtli-
cher Messparameter. Somit ist dies ein geeignetes Mittel, iiber den Anteil der aus akti-
vem Transport hervorgehenden Bikarbonatsekretion eine Aussage zu treffen, im Fol-
genden wird auch von ,,Ouabain-sensitiver Bikarbonatsekretion® gesprochen. Ouabain
[0,5 mM] wird in der vorliegenden Arbeit am Ende jedes durchgefiihrten Versuches

serosal appliziert.
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2.2.8.3.6 Hemmung neuronaler Natriumkanale

Nach dem Einspannen der priparierten Epithelien in die Ussingkammer wird bei jedem
Versuch serosal Tetrodotoxin in einer Konzentration von 6uM appliziert. Tetrodotoxin
ist das Gift des Kugelfisches und hemmt in dieser Konzentration schnelle Na -Kanile
neuronaler Zellen. Dadurch werden die Neuronen des durch die Priparation nicht voll-
stindig entfernten Plexus submucosus ausgeschaltet, deren Signale PD- und Isc-

Schwankungen verursachen konnen.

2.2.8.4 Durchfiihrung der radioaktiven >H-Mannitol, *°Chlorid und *’Natrium-

Fluxe

Die Durchfiihrung der radioaktiven Fluxbestimmungen erfolgt am oben beschriebenen
Ussingkammer-Aufbau, wobei im Falle der *°CI- und *H-Mannitol-Fluxe eine Ab-
schirmung aus Plexiglas gegen die B-Strahlung und bei der Durchfiihrung der
“Natrium-Fluxe als Schutz gegen die hierbei zusitzlich zur p-Strahlung auftretende y-
Strahlung eine Bleiabschirmung verwendet wird.

Zur Kontrolle wird vor der Zugabe der Aktivitdt bilateral eine Leerabnahme durchge-
fiihrt. Die Zugabe von jeweils 74 kBg/ml des entsprechenden Isotops entweder in das
luminale oder serosale Kompartiment erfolgt nach Erreichen stabiler elektrophysiologi-
scher Parameter und konstanter Bikarbonatsekretionsraten. Kurz vor der Zugabe des
Isotops 3%CI, das in 0,1 M HCI vorliegt, werden beide Perfusionskammern abgeklemmt
und der pH-Wert der jeweiligen Perfusionsfliissigkeit, die mit der Aktivitdt versetzt
worden ist, mit Hilfe von NaOH [154 mM] auf pH 7,4+0,03 korrigiert. Beim Versuchs-
schema ,,DIDS mukosal*“ wird die Substanz DIDS [ImM] nach Erreichen der oben ge-
nannten stabilen Parameter und 10 min vor der Aktivitdtszugabe luminal appliziert. Die
erste Abnahme erfolgt nach einer Aquilibrierungszeit von 30 min ab Zugabe der Aktivi-
tit, wobei bilateral jeweils drei mal 100ul entnommen und in 5 ml fassende Szintillati-
onsgefille tiberfiihrt werden. Die entnommenen Volumina werden nicht ersetzt. Die
folgenden Abnahmen finden in gleicher Weise wie die Erstabnahme im 15-min-Takt
statt. Dabei werden die Parameter Isc und Bikarbonatsekretion fortlaufend aufgezeich-
net.

In die Szintillationsgefdfle werden jeweils 5 ml Szintillationscocktail gegeben, der In-

halt griindlich mittels Vortexer durchmischt und die Gefdfle am ndchsten Tag zur Ra-
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dioaktivititsmessung in einen B-Counter iiberfiihrt, wo bei einem *°CI’, *H- bzw. **Na'-
Fenster bei 5-320 eV bei 5 min Messzeit die Counts der jeweils 3 Proben pro Abnahme
und Kompartiment bestimmt werden. Die Berechnung des Fluxes fiir **Cl” von serosal

nach mukosal (FF°CT s_ymu), fiir *Na™ (J*’Na" s_ymu) und fiir *H-Mannitol (J’H Mannitol

se»mu) €rgibt sich tiber die folgende Formel:

Acts (t; —to) X Cm

J36CZ_ se—>mu

ctsp X Atx A XV,

Acts  Differenzcounts von jeweils zwei aufeinanderfolgenden Abnahmen

t; —to Abnahmeintervall, wobei t; immer der Zeitpunkt der zweiten der beiden

interessierenden Abnahmen ist

Cm Konzentration des kalten (nichtmarkierten) Ions

At Abnahmeintervall [h]

A Epithelfldche

cts,  Counts der heiBen Seite zum Zeitpunkt ty [counts per minute]

Vo Probenvolumen
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2.2.9 Auswertung und Statistik

Die Ergebnisse werden, falls nicht anders angegeben, als Mittelwerte + Standardfehler
(SEM) dargestellt, n ist die Anzahl der untersuchten Proben (Epithelstiicke), pro Tier
werden maximal zwei Stiicke des proximalen Duodenums verwendet und parallel ge-
messen. Die letzten 10 min vor Zugabe der ersten Substanz gemessenen Werte werden
gemittelt. Zur besseren Vergleichbarkeit mit den Sekretions- und Fluxraten wird der Isc
von der Einheit pA/cm? mit Hilfe des Faktors 0,03744 auf pEq/(cm” x h) umgerechnet
(1 pA entspricht dem Netto-Flux von 10,4 pmol/s eines univalenten lons).

Die Auswertung der Rohdaten erfolgt mit Hilfe der Software Microcal™ Origin™ 5.0
und Microsoft® Excel 97 SR-2.

Die statistische Signifikanz wird mithilfe des Einstichproben-t-Tests berechnet. Das

Signifikanzniveau liegt bei p < 0,01, wobei ein zweiseitiger Test durchgefiihrt wird.
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3.1 Grundprinzipien der Versuchsdurchfiihrung

Da es zur Erhohung des Ischdmietoleranz und zur Verminderung von Autolyse wichtig
war, das Gewebe nach Entnahme und wéhrend der Préparation auf 4°C herunter zu kiih-
len und der in die Ussingkammer eingespannte Darm anderen Perfusionslosungen, die
eine Temperatur von 37°C aufwiesen, ausgesetzt war, wurde dem Gewebsstlick vor
Beginn des eigentlichen Versuches in der Ussingkammer eine Regenerationszeit von 30
min zugestanden. Im Verlauf dieses Zeitabschnittes sollten die in Tabelle 4 aufgeliste-
tem Parameter eine Stabilitét erreicht haben, auf deren Grundlage mit der Durchfiihrung
des eigentlichen Versuchsschemas begonnen werden konnte. Gewebe, die nach dieser
Zeit keine addquaten Messparameter aufwiesen, wurden nicht zum Versuch herangezo-
gen. Der in Kapitel 2 beschriebene Ussingkammeraufbau erlaubt sowohl die Bestim-
mung elektrophysiologischer Parameter als auch die Bikarbonatsekretionsmessung mit-
tels der pH-stat-Methode. Tabelle 4 zeigt die in dieser Arbeit am Duodenum des Kanin-
chens erhobenen Daten, im Vergleich dazu sind Werte fiir die Ratte (54) und die Maus
(137) aufgelistet.

Tabelle 4: Basalparameter des Duodenums verschiedener Spezies, Daten an der Us-

singkammer erhoben.

Spezies Ratte Maus Kaninchen

Bikarbonatsekretion
Juco3-) 1,25+ 0,05 1,12+0,11 3,75+ 0,12
[nEq x em? x h]:

Kurzschlussstrom
(Isc) 1,9+0,04 1,76 £ 0,52 1,08 £0,16
[mEq x em”x h'):
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Im Folgenden werden in den Abbildungen 3 bis 17 die epitheliale Bikarbonatsekretion
Jucos. [MEq x em™ x h'] und der Kurzschlusstrom Isc [pEq x cm™ x h'] dargestellt,
Abbildungen 18 bis 22 zeigen die bilateralen Fluxraten [umol x cm™ x h™'] fiir die je-
weils angegebenen Ionen. Testsubstanzen wurden immer nach Erreichen eines stabilen
Plateaus der Messparameter appliziert. Die Endkonzentration am Epithel der zugegebe-
nen Testsubstanzen ist fiir jeden Versuch angegeben. Die Substanzen 8-Br-cAMP, Bu-
metanid, DMA, Hoechst 642, Natriumpyruvat, Ouabain und Tetrodotoxin wurden
grundsitzlich basolateral appliziert. Im Falle des Azetazolamid wurde 15 min nach der
bilateralen Applikation luminal ein Mediumswechsel vorgenommen; DIDS wurde je
nach Fragestellung basolateral oder luminal appliziert, was in den gezeigten Versuchen

jeweils angegeben ist.

3.2 Messungen der Bikarbonatsekretion und des Kurzschlussstromes

3.2.1 Verlauf der Bikarbonatsekretion und des Isc nach Stimulation mit 8-
Br-cAMP, Bumetanid und Ouabain

Die im folgenden Abschnitt dargestellte Versuchsreihe diente als Kontrolle, auf die sich
alle spateren Abwandlungen des Versuchsschemas beziehen. Niher untersucht werden
sollte durch diese Versuchskonstellation, wie das Epithel hinsichtlich der Verdnderun-
gen seiner Bikarbonatsekretionsraten und einer Kurzschlussstromabweichung auf Sti-
mulation durch 8-Br-cAMP und damit auf cAMP-abhédngige Agonisten reagieren wiir-
de.

Um die Rolle des basolateral lokalisierten Na 'K 2CI-Kotransporters (NKCC), der of-
fenbar einen erheblichen Anteil an der Cl'-Aufnahme der Enterozyten hat, funktionell
ndher zu charakterisieren, wurde 30 Minuten nach Applikation von 8-Br-cAMP das
Schleifendiuretikum Bumetanid, das beide Isoformen des NKCC (NKCC1 und 2) inhi-
biert, serosal in einer Konzentration von 0,5 mM zugesetzt.

Das Herzglykosid Ouabain, das die basolateral lokalisierte Na'/K -ATPase hemmt und
somit zu einem Erliegen sdmtlicher aktiver Transportvorgéinge an der Zellmembran

fiihrt, wurde in der Kontrolle wie auch in allen gezeigten Versuchen grundsétzlich 15
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min nach Bumetanid-Gabe in einer Konzentration von 0,5 mM ins serosale Perfusat
gegeben, um anhand des dadurch erreichten Abfalles der Messparameter Bikarbonatsek-
retion und Isc zum einen die Vitalitdt des Gewebes zu beurteilen und zum anderen zwi-
schen aktiver und passiver Bikarbonatsekretion zu differenzieren, wobei davon ausge-
gangen wurde, dass die nach Erreichen eines neuen Plateaus verbleibende Bikarbonat-
sekretion hauptsichlich auf passiver Diffusion von HCO; -lonen entlang des bestehen-
den HCOs'-Konzentrationsgradienten von serosal nach mukosal beruhen muss. In den
Kurven angegeben ist jeweils die tatséchlich titrierte bzw. gemessene Menge an Bikar-

bonat, die auf die Fliche der Messkammer (0,636 cm?) und die Zeiteinheit (1 h) umge-

rechnet wurde.

4] 2-A-
[ n] Bumetanld 0, 5 mM I

1

21 8-Br-cAMP 1 mM

Jicos. [MEQ x cm” x h']

JHCO

—A—|sc

Ouabaln 0,5 mM LLIIh

1 1 v 1 v 1 v | v 1
0 20 40 60 80

Zeit [min]

1
100

Abbildung 3: Reaktion des Duodenalepithels auf Stimulation mit 8-Br-cAMP [I mM]
(serosal appliziert) hinsichtlich der Bikarbonatsekretions- (m) und der Isc-Verdnderung

(A), nach 40 min Bumetanid-Applikation [0,5 mM] (serosal appliziert) und nach 55 min

Zugabe von Ouabain [0,5 mM] (serosal appliziert); n=14.

1
120

[.u x ,wo x b3r] os]
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Die basale Bikarbonatsekretionsrate des Duodenalepithels betrug unter den beschriebe-
nen Versuchsbedingungen im Mittel 3,75 + 0,12 SEM pEq x cm™ x h'. Der Isc wies
einen Basalwert von 1,08 + 0,16 SEM pEq x cm™ x h' auf. Auf die Zugabe von 8-Br-
cAMP [1 mM] ins serosale Perfusat reagierte das Epithel in den ersten 15 min mit einer
signifikanten mittleren Bikarbonatsekretionssteigerung von A 1,74 £ 0,15 SEM pEq x
cm” x h '; der Isc stieg ebenfalls signifikant an, wobei ein Peakwert von 2,92 + 0,2
SEM pEq x cm™ x h™' erreicht wurde. Nach Erreichen eines neuen Plateaus der Bikar-
bonatsekretion mit einem mittleren Wert von 5,31 + 0,26 SEM pEq x cm™ x h™ wurde
serosal Bumetanid in einer Konzentration von 0,5 mM zugegeben. Die
Bikarbonatsekretion wurde hierdurch nicht signifikant beeinflusst, der Isc wies einen
leichten initialen, jedoch nicht anhaltenden Abfall auf. Die Zugabe von Ouabain
bewirkte innerhalb von 60 min stets einen Abfall der Bikarbonatsekretion auf ein
Plateau, das sich auf Werte einpendelte, die im Mittel noch 43% des Basalwertes
betrugen. Der Isc fiel nach der Ouabain-Applikation auf Werte unter dem Nullniveau,
um sich auf ein Plateau von -22,38 + 8,08 SEM pA x cm? oder 0,84 + 0,3 SEM pEq x
em? x h'! einzustellen. Dass der Isc am Schluss negative Werte aufwies, bedeutet, dass
sich die Ladungsverhéltnisse im Vergleich zum Zustand bei Versuchsbeginn an den

beiden Seiten des Epithels umgedreht hatten.

3.2.2 Verlauf von Bikarbonatsekretion und Isc unter luminal Cl-freien Be-

dingungen

Mit Hilfe des Ersatzes der luminalen NaCl-Losung durch Na'Glukonat sollte die Reak-
tion des Gewebes auf 8-Br-cAMP, Bumetanid und Ouabain unter CI'-freien Bedingun-
gen an der epithelialen Mukosa iiberpriift werden. Hierbei werden alle am luminalen
Zellpol befindlichen Cl'-abhingigen lonentransportmechanismen, seien sie aktiver oder
passiver Natur, anndhernd geblockt, so dass man anhand dieser Versuchskonstellation
verschiedene Aussagen iiber die Cl'-unabhéngige Bikarbonatsekretion und des Anteiles

dieser Transportmechanismen am Kurzschlussstromverlauf treffen kann.
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Abbildung 4: Reaktion des Duodenalepithels hinsichtlich der Bikarbonatsekretion (m)
und des Kurzschlussstromverlaufes (A) auf verschiedene Stimulantien unter luminal CI -
freien Bedingungen. Zugabe von 8-Br-cAMP [1 mM] serosal 50 min nach Erreichen
stabiler Messparameter bzw. 40 min nach Umstellen des luminalen Perfusats auf eine
Cl -freie Losung. Bumetanid wurde wie unter Kontrollbedingungen 30 min nach Zugabe
von 8-Br-cAMP in einer Konzentration von 0,5 mM serosal zugegeben, und nach weite-

ren 15 Minuten Wartezeit Ouabain [0,5 mM] serosal appliziert; n=35.

Wie bereits oben erwéhnt, flihrt der Ersatz der sonst luminal verwendeten NaCl-Losung
durch NaGlukonat zum Erliegen dort befindlicher Cl'-abhiangiger Transportprozesse.
Nach dem Austausch des luminalen Perfusates war zuerst eine initial gesteigerte Bikar-
bonatsekretionsrate zu verzeichnen (nicht gezeigt), kurz darauf erfolgte ein starker Ab-
fall der Sekretionsraten um durchschnittlich 60%, um sich auf ein neues Plateau von
durchschnittlich 2.41 + 0.18 SEM pEq x cm™ x h' einzustellen. Der Kurzschlussstrom
fiel unmittelbar nach Austausch der Losungen bis knapp unter das Nullniveau, um sich

dort auf einem neuen Plateau zu stabilisieren.
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Die Zugabe von 8-Br-cAMP verursachte in den ersten 10 min einen Anstieg der Bikar-
bonatsekretion von Al1,9 = 0,24 SEM pEq x cm™ x h™! auf einen Peak von 4,35 + 0,4
SEM pEq x em™ x h™'. Der Anstieg war damit gegeniiber dem im Kontrollversuch ge-
messenen leicht erhoht. Danach stellte sich die Sekretion auf ein neues Plateau ein. Der
Kurzschlussstrom reagierte auf die 8-Br-cAMP Gabe mit einem sofort erfolgenden An-
stieg auf einen Peak 3,02 + 0,34 SEM pEq x cm™ x h™'. Ein dhnlicher Peakwert war
auch im Kontrollversuch aufgetreten, allerdings von einem deutlich hoheren Plateau
aus, so dass der Nettoanstieg in diesem Versuch deutlich hoher ausfiel. Die Applikation
von Bumetanid fiihrte zu einem leichten Anstieg der Bikarbonatsekretion, der jedoch
nicht signifikant war. Der Kurzschlussstrom reagierte hierbei mit einem leichten Abfall,
begann aber bereits im Mittel nach 5 Minuten wieder zu steigen. Die Applikation von
Ouabain fithrte zu einem kontinuierlichen Abfall der Bikarbonatsekretion, die sich auch
hier nach 40 Minuten Wartezeit auf ein Plateau von durchschnittlich 2,58 + 0,22 SEM
uEq x cm™? x h™' einstellte, woraufhin der Versuch beendet wurde. Der Isc stieg weiter-
hin kontinuierlich an und stellte sich auch nicht auf ein Plateau ein, bedingt war dies
wahrscheinlich durch den hohen CI'-Gradienten von serosal nach mukosal und die da-

durch bedingte Triebkraft fiir die sich nur serosal befindlichen Cl’-lonen.

3.2.3 Effekt von luminal appliziertem DIDS [1 mM] auf die Stimulation mit
8-Br-cAMP

Das Stilbenderivat DIDS hemmt konzentrationsabhingig unterschiedliche epitheliale
Ionentransportmechanismen wie zB. Ca’’-abhingige Cl-Kanile, Na"/HCO;-
Kotransport und den CI/HCOs™-Austausch. In den im folgenden dargestellten Versu-
chen wurde DIDS in einer Konzentration von 1 mM, in der es offenbar zu einer anné-
hernd vollstindigen Hemmung des apikal lokalisierten CI/HCO; -Austauschers kommt,
luminal appliziert, wobei das durch diese Substanz angeséduerte Perfusat erst wieder mit
dem Epithel in Berithrung kam, nachdem der pH-Wert erneut auf 7,4 + 0,03 eingestellt

worden war.
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Abbildung 5: Bikarbonatsekretion (&) und Isc (A) in Anwesenheit von DIDS [I mM]
(appliziert nach 10 min stabil gemessenen Basalparametern) im luminalen Perfusat.

Applikation der iibrigen Substanzen wie in den vorangegangenen Versuchen (n=6).

Nach Erreichen stabiler Basalparameter wurde DIDS [1 mM] ins luminale Perfusat ge-
geben, worauf die Bikarbonatsekretion absank, um sich auf ein neues Plateau einzustel-
len, das noch ca. 60% der urspriinglichen Sekretionsrate betrug. Im Falle des Isc liell
sich ein Anstieg verzeichnen, auch er erreichte ein neues Plateau. Stimulation mit 8-Br-
cAMP ergab eine Bikarbonatsekretionssteigerung von A2,12 + 0,49 SEM pEq x cm™ x
h''auf 4,71 + 0,48 SEM pEq x cm™ x h™'in den ersten 15 min, analog zum vorangegan-
genen Versuch (siche Abbildung 4) war diese Steigerung auch hier im Vergleich zur
Kontrolle sogar etwas erhoht.

Der 8-Br-cAMP-mediierte Isc-Anstieg fiel sowohl zur Kontrolle als auch zum Versuch,
bei dem unter luminal CI'-freien Bedingungen gearbeitet worden war, geringer aus.
Zieht man jedoch im vorliegenden Versuch den initialen Basalwert vom Peakwert nach

8-Br-cAMP Stimulation ab, so erhilt man eine Differenz, die dem stimulierten Anstieg
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des Isc unter Kontrollbedingungen sehr dhnlich ist (hier: 1,94 SEM pEq x cm™ x h™';
Kontrolle: 1,84 SEM pEq x cm™x h™).

Nach Applikation von Bumetanid [0,5 mM] basolateral fielen die beiden Messparame-
ter ab; der Abfall war jedoch zu leicht ausgepréigt, um ihn sinnvoll interpretieren zu
konnen. Dass nach der Zugabe von Ouabain [0,5 mM] ins basolaterale Perfusat sowohl
die Bikarbonatsekretion als auch der Isc stark abfielen, um sich letztendlich auf ein Pla-

teau einzupendeln, zeigt, dass die gemessenen Transportvorgédnge aktiver Natur waren.

3.2.4 Verlauf von Bikarbonatsekretion und Isc unter bilateral Cl'-freien

Bedingungen

Bei der im folgenden gezeigten Versuchsreihe wurde bilateral unter CI'-freien Bedin-
gungen gearbeitet. Auf der basolateralen Seite wurde die in Kapitel 1, Tabelle 3 aufge-
filhrte Cl'-freie Losung verwendet, das luminale Perfusat bestand analog zur Versuchs-
reihe in 3.2.2 aus NaGlukonat [154 mM]. Die Agarosebriicken der Elektroden waren
hierfiir mit Kaliumnitrat [3 M] statt Kaliumchlorid [3 M] hergestellt worden, um die
Konzentration der Cl-lonen wihrend des Versuches im System moglichst gering zu

halten.
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Abbildung 6: Duodenale Bikarbonatsekretion (®) und Isc (A) unter bilateral CI -freien
Bedingungen. Die beiden CI -freien Perfusionslosungen (basolateral und luminal) wur-
den von Versuchsbeginn an verwendet. Die Stimulantien wurden entsprechend dem be-

reits beschriebenen Versuchsschema der Kontrolle appliziert; n=35.

Da im Rahmen dieses Versuchsschema bereits von Versuchbeginn an unter bilateral CI
-freien Bedingungen gearbeitet wurde, fielen die Basalparameter fiir die Bikarbonatsek-
retion und den Kurzschlussstrom von Anfang an unterschiedlich zur Kontrolle aus.

Zu Versuchsbeginn pendelte sich die Bikarbonatsekretion auf einen Basalwert von 2,4 +
0,25 SEM pEq x cm™ x h™' ein, der gemessene Isc betrug im Mittel 2,1 + 0,37 SEM pEq
x em” x h'. Die Sekretionsrate fiir Bikarbonat war also niedriger als unter Kontrollbe-
dingungen, der Kurzschlussstrom fiel in diesem Fall jedoch hdher aus.

Nach der iiblichen Stimulation mit 8-Br-cAMP [1 mM] basolateral 10 Minuten nach
Erreichen stabiler Basalparameter war eine Bikarbonatsekretionssteigerung auf 5,32 +
0,17 SEM pEq x h'' x em™ zu verzeichnen, die insgesamt langsamer vonstatten ging als
unter Konrollbedingungen und noch 30 min nach Stimulation anhielt. Der Kurzschluss-
strom stieg ebenfalls an: der Peak lag bei 4,08 + 0,8 SEM pEq x cm™ x h™.

Sowohl die Bikarbonatsekretion als auch der Isc fielen auf die Applikation von Bume-

tanid und Ouabain unter dem auch in den vorhergegangenen Versuchen verwendeten
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Versuchsschema hin kontinuierlich ab. Nach 100 Minuten wurde der Versuch beendet,
weder Bikarbonatsekretion noch Isc hatten nach dieser Zeit ein Plateau erreicht, was

hier auch nicht angestrebt worden war.

3.2.5 Stimulation mit 8-Br-cAMP in bilateraler Abwesenheit von Cl-lonen

und luminaler Anwesenheit von DIDS [1 mM]
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Abbildung 7: Verlauf der Bikarbonatsekretion (&) und des Kurzschlussstromes (A) un-
ter bilateral CI -freien Bedingungen. Nach Erreichen stabiler Basalparameter Applika-
tion von DIDS [I1 mM] ins luminale Perfusat. Stimulation mit 8-Br-cAMP [1 mM] 10
min nach Einstellung eines neuen Plateaus (45 min nach Applikation von DIDS). Stimu-
lation mit Bumetanid [0,5 mM] 85 min und Ouabain [0,5 mM] 100 min nach Versuchs-
beginn; n=4.

Die anndhernde Abwesenheit von Cl'-Ionen sowohl in der basolateralen als auch in der

luminalen Badlosung hatte folgende Auswirkungen auf das Epithel: Wie schon im vo-
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rangehend gezeigten Versuch (sieche Abbildung 6) war die basale Bikarbonatsekretion
stark vermindert und auch der gemessene Kurzschlussstrom zeigte dem vorangegange-
nen Versuch dhnliche Werte. Die luminale Applikation von DIDS [1 mM] lie3 sowohl
die Bikarbonatsekretion als auch den Kurzschlussstrom noch einmal abfallen, die sich
beide auf einem neuen Plateau einpendelten. Dieser Abfall war jedoch nicht signifikant
(p=0,22 fiir Jyycos” und p=0,46 fiir Alsc). Er ldsst sich mit der Annahme einer Restaktivi-
tdt von Cl'-abhdngigen Transportmechanismen, insbesondere der des apikal lokalisier-
ten CI/HCO;5; Austauschers, die auf Gabe von DIDS erloschen sein muss, vereinbaren.
Die Bikarbonatsekretionssteigerung, die auf die Gabe von 8-Br-cAMP erfolgte, fiel
zwar circa doppelt so hoch aus wie in der Kontrolle (vergleiche Abbildung 3), der ma-
ximal erreichte Absolutwert war jedoch mit 5,42 + 0,48 SEM pEq x cm™ x h™! beinahe
identisch mit dem Peakwert nach Stimulation mit 8-Br-cAMP unter Kontrollbedingun-
gen. Der Isc-Anstieg nach Stimulation wies mit A1,87 + 0,35 SEM pEq x cm™ x h'!
keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle auf. Auf die Gabe von Bumetanid fielen
sowohl Bikarbonatsekretion als auch Isc ab; da jedoch kurz darauf Ouabain zugegeben
wurde, ldsst sich iiber das Ausmal3 dieses Abfalls keine sichere Aussage machen. Auf
Gabe von Ouabain fiel sowohl die Bikarbonatsekretion als auch der Isc stark ab, um
sich in den letzten 20 min des Versuches auf einem neuen Plateau einzupendeln.

Die verschiedenen Ansétze, den apikal lokalisierten CI/HCOj;-Austausch zu hemmen,
haben in jedem Fall zu dem Ergebnis gefiihrt, dass die durch cAMP-abhéngige Analoga
stimulierte Bikarbonatsekretion im Verglich zur Kontrolle nicht beeintrachtigt, wenn
nicht sogar gesteigert war. Dass die Sekretionsantworten zum grof3en Teil aktiver Natur
waren, zeigt der in jedem Versuch beobachtete Abfall der Sekretionsraten nach der Ap-
plikation von Ouabain.

Inwieweit der basolateral lokalisierte Na" K 2CI'Kotransporter (NKCC) in den apika-
len Transport von Bikarbonat und Chlorid involviert ist, 1dsst sich aus den dargestellten
Versuchen nicht sicher ableiten. Um der Frage nach seiner (direkte oder indirekte) Be-
teiligung zumindest an der Bikarbonatsekretion nachzukommen, wurde im folgenden
Versuchsansatz der NKCC-Hemmstoff Bumetanid vor der Stimulation mit 8-Br-cAMP

zugegeben.
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3.2.6 Auswirkungen der Stimulation durch 8-Br-cAMP [1 mM] auf die Bi-
karbonatsekretion und den Isc in serosaler Anwesenheit von Bume-
tanid [0,5 mM]
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Abbildung 8: Effekt von 8-Br-cAMP[1 mM] und Ouabain [0,5 mM] auf die Bikarbonat-
sekretion (®) und den Isc (A) in Anwesenheit von Bumetanid [0,5 mM] im basolateralen

Perfusat; n=6.

Durch die Blockierung des basolateral gelegenen NKCC durch Bumetanid [0,5 mM]
sollte die funktionelle Rolle dieses Transportproteins in Hinblick auf die basale und die
stimulierte Bikarbonatsekretion untersucht werden. Nach der Bumetanid-Applikation
fiel die HCOj5-Basalrate leicht ab, um sich nach einiger Zeit wieder auf ihrem Aus-
gangsniveau einzupendeln, wobei der Abfall nicht signifikant war (p=0,18); der Isc ver-
anderte sich nicht. Die Stimulation mit 8-Br-cAMP bewirkte einen etwas geringeren
Anstieg der Bikarbonatsekretion als unter Kontrollbedingungen, der Anstieg des Isc war

beinahe identisch zur Kontrolle.
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Um die bis hier hin erhobenen Daten zum apikalen Ionentransport des Duodenozyten
besser interpretieren zu konnen, wurden nun Versuche durchgefiihrt, welche die duode-
nalen Aufnahmemechanismen fiir Bikarbonat und ihre Bedeutung fiir die Bikarbonat-

sekretion funktionell ndher charakterisieren sollten.

3.2.7 Effekt serosaler Abwesenheit von CO,/HCO5™ auf Bikarbonatsekreti-

on und Isc
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Abbildung 9: Verlauf von Bikarbonatsekretion (®) und Isc(A) unter serosal CO/HCO3
freien Bedingungen. Applikation von 8-Br-cAMP [1 mM] 10 min nach Erreichen stabi-
ler Basalparameter. Zugabe von Bumetanid [0,5 mM] und Ouabain [0,5 mM] nach

weiteren 30 bzw. 45 min; n=3.

Das Entfernen von CO,/HCO35 aus dem serosalen Perfusat bewirkte eine auf ca. 90%

reduzierte basale Bikarbonatsekretionsrate, die Antwort auf den 8-Br-cAMP Stimulus
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betrug nur noch ca. 20% der unter Kontrollbedingungen gemessenen. Der Isc wies im
Basalzustand mit 2,84 + 0,2 SEM pEq x cm™ x h™' im Vergleich zur Kontrolle erhohte
Werte auf, jedoch lieB sich durch Stimulation mit 8-Br-cAMP nur ein minimaler An-
stieg provozieren. Auf Bumetanid-Applikation reagierte die Bikarbonatsekretion mit

einem leichten Abfall; der Isc verdnderte sich nicht nennenswert; die Zugabe von Oua-

bain fiihrte zum bereits bekannten Abfall der beiden gemessenen Parameter.

3.2.8 Auswirkung der serosalen Anwesenheit von DIDS [1 mM] auf die 8-

Br-cAMP-stimulierte Bikarbonatsekretion und den Isc
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Abbildung 10: 8-Br-cAMP stimulierte Bikarbonatsekretion (8 und Isc (A) in Anwesen-
heit von DIDS [I mM] im basolateralen Perfusat; anschlieffende Applikation von Bu-

metanid [0,5 mM] und Ouabain [0,5 mM]; n=3.
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DIDS [1 mM] basolateral appliziert bewirkte initial einen Anstieg sowohl der Bikarbo-
natsekretion als auch des Isc, die daraufhin jedoch beide abfielen, um sich auf einem
Plateau einzupendeln, das im Falle der Bikarbonatsekretion mit tiber 30% Reduktion
deutlich unter dem Niveau der Basalsekretion lag; der Isc hatte ca. 30 min nach DIDS-
Applikation Werte im Bereich des urspriinglichen Zustandes erreicht. Die 8-Br-cAMP-
induzierte maximale Bikarbonatsekretionssteigerung von 1,81 + 0,49 SEM pEq x cm™ x
h'' lag im Bereich des Anstiegs unter Kontrollbedingungen (vergleiche Abbildung 3);
trotz der Blockierung eines wichtigen Weges der Bikarbonataufnahme war das Gewebe
offenbar immer noch in der Lage, mit einer (im Vergleich zur Kontrolle) uneinge-
schrinkten Sekretionssteigerung flir Bikarbonat zu reagieren. Der starke Abfall der
beiden gemessenen Parameter nach der Applikation von Ouabain belegt, dass auch hier
eine aktive Sekretionsleistung des Duodenalepithels vorgelegen haben muss. Dass die
Werte bereits auf die Gabe von Bumetanid hin anfingen abzufallen, liegt wahrscheinlich
daran, dass die Applikation der Substanz in den Zeitbereich fiel, in dem die cAMP-
induzierte Aktivierung bereits nachlie; der Abfall des Isc wurde bereits im Kontroll-
versuch beobachtet und hdngt wahrscheinlich mit den durch die Hemmung des NKCC
verdanderten Konzentrationsverhdltnissen fiir CI, das einen maBigeblichen Einfluss auf

den Isc hat, zusammen.
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3.2.9 Effekt von serosal appliziertem DIDS [3 mM] auf die 8-Br-cAMP-
mediierte Bikarbonatsekretionsantwort und den Isc

—E— S

HCO,

6 —A—Isc

N
[.u x,wo x b3r] as|

Jucos. [MEq x cm™x h™]
w

DIDS 3 mM  Bumetanid J\A\
T 0,5mM T AA TiE
14 Bpp - -1
] 8-Br-cAMP 1 mM Ouabain 0,5 mM 2=

0 ] 1 v 1 v 1 v 1 v 1 " 1 v | v | v 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Zeit [min]

Abbildung 11: Stimulation des Duodenalepithels mit 8-Br-cAMP und darauffolgende
serosale Applikation von DIDS [3 mM]. Vor Zugabe von Bumetanid 1h Wartezeit. Oua-

bain-Applikation nach weiteren 15 min. Verlauf von Bikarbonatsekretion (®) und Isc

(A); n=4.

Die basale Bikarbonatsekretionsrate betrug, da zundchst gleiche Bedingungen wie im
Kontrollversuch herrschten, erwartungsgemiB 3,74 + 0,12 SEM pEq x cm™ x h'. Auf
die 8-Br-cAMP Stimulation reagierte das Gewebe in den ersten 15 min mit einer mittle-
ren Bikarbonatsekretionssteigerung von A 1,79 + 0,29 SEM uEq x cm™ x h™'. Die Zuga-
be von DIDS [3mM] ins serosale Perfusat ergab eine Abnahme der Bikarbonatsekreti-
on, die sich auf einem neuen Plateau einpendelte, das in den letzten 15 min vor Bume-
tanid-Applikation durchschnittlich 3,67 + 0,42 SEM pEq x cm™ x h™' betrug, also deut-
lich tiber den Werten lag, welche die Versuchsreihe ergeben hatte, bei der DIDS [1 mM]
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vor der 8-Br-cAMP Gabe appliziert worden war (siche Abbildung 10). Der Isc reagierte

auf die serosale Gabe von DIDS [3 mM] mit einem Anstieg, der auch schon bei der Ap-

plikation dieser Substanz vor Stimulation beobachtet worden war (sieche Abbildung 10),

dort allerdings in einem kiirzeren Zeitabschnitt erfolgend. Die Bumetanid-Gabe fiihrte

zu keiner Verdnderung hinsichtlich der Bikarbonatsekretion, jedoch kam es zu einem

leichten Absinken des Kurzschlussstromes. Nach Ouabain-Applikation sanken beide

Messparameter ab; nach ca. 1 h hatten sie sich auf ein neues Plateau eingependelt, wo-

bei die erreichten Werte mit den in Abbildung 10 gezeigten vergleichbar waren.

3.2.10 Hemmung der Karboanhydrase durch Azetazolamid [1 mM]: Aus-

wirkung auf die 8-Br-cAMP-stimulierte Bikarbonatsekretion und den

Isc
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Abbildung 12: Effekt von bilateral appliziertem Azetazolamid [I mM] auf die 8-Br-
cAMP-stimulierte Bikarbonatsekretion (®) und Isc (A). Applikation von 8-Br-cAMP,
Bumetanid und Ouabain im selben zeitlichen Schema wie in den vorangegangenen Ver-

suchen. Mediumswechsel luminal 15 min nach Azetazolamid- Applikation; n=3.

Die Azetazolamid-vermittelte Hemmung der zelluldren Karboanhydrase fiihrt zum Er-
liegen der intrazelluldren Generierung von HCOs™-Ionen. Nach der bilateralen Applika-
tion von Azetazolamid wurde eine Reduktion der basalen Bikarbonatsekretion beobach-
tet, die nach Erreichen eines neuen Plateaus nach 35 min noch ungefihr 65% der ur-
spriinglichen Sekretionsrate betrug. Der Isc sank hierbei geringfiigig ab. Die 8-Br-
cAMP-mediierte Bikarbonatsekretionssteigerung war mit 1,67 + 0,36 SEM pEq x cm™
x h' vergleichbar mit dem Anstieg unter Kontrollbedingungen. Die Bumetanid-Gabe
hatte keine nennenswerte Auswirkung auf die Bikarbonatsekretion, der Isc sank jedoch
geringfiigig ab. Nach Ouabain-Gabe sank der Isc nach einer initialen Steigerung gegen
den Nullpunkt, die Bikarbonatsekretion erreichte ebenfalls Werte, die deutlich unter
dem nach der Azetazolamid- Inkubation erreichten Plateau lagen. Das Absinken beider
Parameter weist darauf hin, dass das Epithel auch nach Azetazolamid- Applikation akti-

ve lonentransportprozesse unterhielt.
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3.2.11 Effekt von serosal appliziertem DIDS [1 mM] und Azetazolamid
[1 mM] auf die 8-Br-cAMP-mediierte Bikarbonatsekretionsantwort

und den Isc
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Abbildung 13: Effekt der serosalen Applikation von 8-Br-cAMP [1 mM] , Bumetanid
[0,5 mM] und Ouabain [0,5 mM] auf den Verlauf von Bikarbonatsekretion (&) und Isc
(A) unter Einwirkung von serosal appliziertem DIDS [1 mM] und bilateral appliziertem
Azetazolamid [1 mM]. Mediumswechsel luminal 15 min nach Azetazolamid- und DIDS -
Applikation. Achse ist von 10 bis 35 min unterbrochen,; n=4.

Durch die gleichzeitige Applikation von DIDS und Azetazolamid wurden sowohl der
basolateral lokalisierte Na'/HCO5 -Kotransport als auch die Karboanhydrase und damit
die zwei Hauptwege der zellulairen HCOj;™ Bereitstellung blockiert. Auf die Stimulation
mit 8-Br-cAMP [1 mM] lieB sich eine im Vergleich zur Kontrolle stark reduzierte als
auch in ihrer Dauer verkiirzte Bikarbonatsekretionsantwort beobachten, die in den ers-

ten 10 min nach Stimulation bereits ihren Peakwert erreicht hatte; die Steigerung betrug
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im Mittel A 1,24 + 0,18 SEM pEq x cm™ x h™' und damit nur noch ca. 70% des unter
Kontrollbedingungen gemessenen Anstiegs. Die Bumetanid-Applikation bewirkte ein
Absinken des Kurzschlussstromes, die Bikarbonatsekretion war dadurch nicht beein-
flussbar. Ouabain schlielich hatte ein Absinken beider gemessenen Parameter zur Fol-
ge, was ein Hinweis darauf ist, dass auch nach der Inkubation mit den Substanzen DIDS

und Azetazolamid zusammen immer noch eine aktive Sekretion stattfand.

3.2.12 Selektive Hemmung des NHE1 durch Hoechst 642 [1 pM]: Auswir-
kung auf die 8-Br-cAMP-stimulierte Bikarbonatsekretion und den

Isc

HCO,

6-: —A—lsc

5 \TI 5
IIIIPIH; ﬂm{
| }ﬂﬁmﬂj\ !

AAAA‘A"A"A
2] Bumetanld 0,5 mM ﬁ\

ﬁ\é\ *gw  [°
T 8—Br-cAMP 1 mM T A
{ Hoechst642 1 uM  Quabain 0,5 mM

1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 1 v 1 v
0 20 40 60 80 100 120 140
Zeit [min]

N
[.u x, w2 x b3r] asj

Jicos. [MEq x cm”®x h]
w

Abbildung 14: Effekt von serosal appliziertem Hoechst 642 [1 uM] auf die 8-Br-cAMP-
stimulierte Bikarbonatsekretion () und Isc (A). Applikation von 8-Br-cAMP, Bumetanid

und Ouabain nach dem bereits beschriebenen Schema; n=3.
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Hoechst 642 gilt in einer Konzentration von 1 uM als selektiver Hemmstoff der basola-
teral lokalisierten Isoform NHE1 aus der Genfamilie der Na'/H'-Austauscher. Im
Gegensatz zur Wirkung von DIDS [1 mM] serosal und Azetazolamid [1 mM] bilateral
hatte die Applikation von Hoechst 642 [1 uM] im vorliegenden Versuchsansatz keine
Hemmung der basalen Bikarbonatsekretion zur Folge, der leichte Anstieg ist nicht sig-
nifikant. In den ersten 15 min nach 8-Br-cAMP-Applikation erreichte die Sekretions-
antwort von A 1,52 + 0,29 SEM pEq x cm™ x h' beinahe den Anstieg, der unter Kon-
trollbedingungen gemessen worden war. Die Isc-Antwort auf den 8-Br-cAMP-Stimulus
fiel mit einem Anstieg von A1,36 + 0,82 SEM pEq x cm™ x h™ im Vergleich zur Kon-
trolle geringer aus. Die Bumetanid-Applikation hatte weder auf die Bikarbonatsekretion
noch auf den Isc eine erkennbare Auswirkung. Nach der Gabe von Ouabain fielen die
beiden Messparameter in gewohnter Weise ab, demzufolge hatte auch in diesem Ver-
such vorher eine aktive Sekretion stattgefunden.

Trotz der Hemmung des NHE1 war das Epithel offenbar in der Lage, sowohl eine un-
eingeschrinkte basale als auch stimulierte Bikarbonatsekretionsrate zu unterhalten. Die
Hemmung eines wichtigen Weges der H' -Extrusion beeintrichtigt auch gleichzeitig die
Karboanhydrasereaktion, da die anfallenenden sauren Valenzen schlechter aus der Zelle

transportiert werden kdnnen, was jedoch offenbar voll kompensiert wurde.
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3.2.13 Effekt von Hoechst 642 [1 uM] und DIDS [1 mM] serosal auf die 8-Br-
cAMP mediierte Bikarbonatsekretionsantwort und den Isc
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Abbildung 15: Effekt der serosalen Applikation von 8-Br-cAMP [1 mM] , Bumetanid
[0,5 mM] und Ouabain [0,5 mM] auf den Verlauf von Bikarbonatsekretion (&) und Isc
(A) unter serosaler Einwirkung von Hoechst [1 uM] und DIDS [I mM] (n=4).

Die serosale Applikation von Hoechst 642 [1uM] fiihrte, wie bereits im vorangegange-
nen Versuch beobachtet, zu keiner signifikanten Verdnderung der Basalsekretion. Nach
der serosalen Applikation von DIDS [1 mM] war ein starker Abfall der Bikarbonatsek-
retionsrate zu verzeichnen, der sich in vergleichbarer Weise auch schon in dem in Ab-
bildung 10 dargestellten Versuch gezeigt hatte. Die §-Br-cAMP-Applikation 60 min
nach Versuchsbeginn ergab eine im Vergleich zur Kontrolle verminderte Bikarbonat-
sekretionsantwort von A 0,68 + 0,08 SEM nEq x cm™ x h', dies entspricht einer Ver-
minderung um ca. 60%. Die Bumetanid-Gabe fiihrte zu einem Abfall des Isc, jedoch
nicht der Bikarbonatsekretionsrate. Nach Applikation von Ouabain fielen die beiden

Parameter Bikarbonatsekretion und Isc stark ab, um sich ab ca. 130 min nach Versuchs-
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beginn auf einem neuen Plateau einzupendeln, was flir die vorhandene Fahigkeit der
untersuchten Epithelien, unter den beschriebenen Bedingungen eine aktive Sekretions-

leistung zu erbringen, spricht.

3.2.14 Die 8-Br-cAMP-mediierte Bikarbonatsekretionsantwort und der Isc-
Verlauf nach serosaler Applikation von DIDS [1 mM], Hoechst 642
[1pM] und DMA [0,5 mM]
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Abbildung 16: Zeitverlauf der Bikarbonatsekretion (®) und des Isc (A) unter der serosa-
len Einwirkung von nacheinander appliziertem DIDS [1 mM], Hoechst 642 [1 uM] und
DMA [0,5 mM], anschlieflend serosale Applikation von 8-Br-cAMP [1 mM] und Oua-
bain [0,5 mM]; n=4.

Durch die serosale Applikation von DIDS [1 mM] und Hoechst 642 [1uM] wurde, wie

bereits oben beschrieben, der basolateral lokalisierte NaVHCOj—Kotransporter und die
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Isoform NHEI (entspricht ca. 80% der Hemmung des basolateral lokalisierten Na'/H'-
Austausches) gehemmt. In diesem Versuchsschema wurde zusétzlich DMA, ein in der
eingesetzten Konzentration von 0,5 mM unspezifischer Hemmstoff sédmtlicher im
Diinndarm funktionell bedeutsamer Isoformen des Na'/H'-Austauschers, serosal appli-
ziert. Nach Erreichen eines neuen Plateaus zeigte die Bikarbonatsekretion dhnliche
Werte, die schlieBlich bei Versuchsende (nach Ouabain-Gabe) gemessen wurden, das
heif3t, dass die aktive Basalsekretion zum Erliegen gekommen war. Die §-Br-cAMP-
stimulierte Sekretionsantwort lag im Bereich der in serosaler Abwesenheit von
CO,/HCO5 gemessenen Antwort (siche Abbildung 9) und auch der stimulationsbeding-
te Anstieg des Isc zeigte sich, verglichen mit dem unter Kontrollbedingungen gemesse-

nen, deutlich vermindert.

3.2.15 Effekt von serosal appliziertem Hoechst 642 [1 uM] und bilateral ap-
pliziertem Azetazolamid [1 mM] auf die 8-Br-cAMP-mediierte Bikar-

bonatsekretionsantwort und den Isc
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Abbildung 17: Effekt der serosalen Applikation von 8-Br-cAMP [1 mM] , Bumetanid
[0,5 mM] und Ouabain [0,5 mM] auf den Verlauf von Bikarbonatsekretion (®) und Isc
(A) unter der Einwirkung von serosal appliziertem Hoechst [I1uM] und bilateral appli-

ziertem Azetazolamid [1 mM]. Mediumswechsel luminal 15 min nach Applikation von

Hoechst 642 und Azetazolamid; n=4.

Mit Hilfe dieses Versuchansatzes sollte untersucht werden, ob das gleichzeitige Einwir-
ken von serosal appliziertem Hoechst 642 [1uM] und bilateral appliziertem Azetazola-
mid [1 mM] einen additiven Effekt hervorrufen wiirde und eventuell eine stirkere
Hemmung der 8-Br-cAMP-induzierten Bikarbonatsekretionsantwort (verglichen mit der
Antwort unter der alleinigen Einwirkung der jeweiligen Einzelsubstanz) zur Folge hitte.
Die mittlere Sekretionssteigerung auf den 8-Br-cAMP-Stimulus betrug A 1,5 + 0,11
SEM pEq x em™ x h™', war damit vergleichbar mit den Sekretionssteigerungen, die nach
alleiniger Applikation von Azetazolamid (siche Abbildung 12) und Hoechst 642 (siehe
Abbildung 14) jeweils erreicht worden waren, und lag nur geringfiigig unter dem ent-
sprechenden mittleren Anstieg unter Kontrollbedingungen.

Da im vorliegenden Versuchsansatz zwei verschiedene Systeme, ndmlich sowohl die
Karboanhydrase selber als auch der wichtigste Eliminationsweg der dadurch anfallen-
den Protonen, gehemmt wurden, die 8-Br-cAMP-induzierte Sekretionsantwort im Ver-
gleich zur alleinigen Applikation der jeweiligen Substanzen jedoch nicht nennenswert
schwicher wurde, liegt der Schluss nahe, dass die intrazelluldre Generierung von HCOj3
mittels der Karboanhydrase eng an den basolateral lokalisierten Na'/H -Austausch ge-

koppelt ist.

3.3 Radioaktive Fluxmessungen

Wie bereits oben erwihnt, stellt die gemessene Verdnderung des Kurzschlussstromes
immer nur die Summe aller elektrischen Vorgidnge am Epithel dar. Eine Aussage tliber
die Einzelrolle von Kationen oder Anionen ldsst sich nur schwer treffen. Eine Moglich-
keit, das Verhalten unterschiedlicher Ionenarten in der Ussingkammer niher zu be-

schreiben, ist die Durchfiihrung von Fluxmessungen mit Hilfe radioaktiver Isotope des
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jeweils interessierenden Ions. In der vorliegenden Arbeit wurden Versuche mit den Iso-
topen 3H, *CI" und *Na* durchgefiihrt. Alle Versuche wurden, mit einer Ausnahme,
analog zur angewandten Methode in Kapitel 3.2 im ,,open-circuit-current*-Modus und
unter pH-stat-Titration durchgefiihrt; die Bikarbonatsekretion und der Isc wurden dabei

fortlaufend aufgezeichnet.

3.3.1 Bidirektionale *H Mannitol Fluxe

Jeder epitheliale Zellverband weist einen, je nach Gewebe unterschiedlich ausgeprégten,
parazelluldren Shunt auf. Das Mannitol-Molekiil kann von der Zelle nicht verstoffwech-
selt werden und verbleibt somit im Extrazellulirraum. Um den parazelluldren lo-
nentransport niher zu charakterisieren, wurde der bidirektionale *H-Mannitol-Flux am

Duodenalepithel in der Ussingkammer unter bestimmten Vorraussetzungen bestimmt.

3.3.1.1 Anderung des transepithelialen duodenalen *H-Mannitolfluxes von se-

rosal nach mukosal nach Stimulation mit 8-Br-cAMP [1m M]
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0,10- l .
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Abbildung 18: Effekt von 8-Br-cAMP [1 mM] auf den mittleren *H-Mannitol-Flux +
SEM von serosal nach mukosal; Applikation von Bumetanid [0,5 mM] und Ouabain
[0,5 mM] nach 60 bzw. 75 min; n=3.

Die Applikation von 8-Br-cAMP [1 mM] ins serosale Perfusat ergab eine Steigerung
des 3H-Mannitol-Fluxes, wobei der Flux in der zweiten Hilfte des Messintervalls von
30 min nach Stimulation stirker anstieg als in der ersten; damit deutet dieses Ergebnis
auf eine Erhohung des parazelluliren Shunts unter der Einwirkung cAMP-abhéngiger
Agonisten hin. Die Applikation von Bumetanid [0,5 mM] ins serosale Perfusat hatte
eine Abnahme des *H-Mannitol-Fluxes von serosal nach mukosal zur Folge, ein noch

deutlicherer Abfall war nach Ouabain-Applikation zu verzeichnen.

3.3.1.2 Vergleich der Bikarbonatsekretionsrate und des transepithelialen *H-

Mannitol-Fluxes unter basalen Bedingungen und nach Stimulation mit

8-Br-cAMP
6’0. B °H Mannitol Flux
5,5-. . JHCOS-
5,0

4,5_' 8-Br-cAI\l/IP 1 mM

Flux ., [pmolxcm?xh™]

15 30 45
Zeit [min]
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Abbildung 19: Quantitativer Vergleich des Effektes von 8-Br-cAMP [I mM] auf den
mittleren "H-Mannitol-Flux + SEM von serosal nach mukosal (schwarze Balken) und
die mittlere Bikarbonatsekretion = SEM (graue Balken). Messung im Zeitintervall von

15 min; n=3.

Die gemessene Bikarbonatsekretion war im Schnitt hundertfach hoher als der gleichzei-
tig stattfindende *H-Mannitol-Flux, was gut zu der Annahme passt, dass sich Mannitol
nur parazelluldr von der einen auf die andere Seite des Epithels bewegen kann. Die Bi-
karbonatsekretion nahm bereits im ersten Messintervall nach Stimulation mit 8-Br-
cAMP zu, wogegen die Steigerung des *H-Mannitol-Fluxes nach mukosal erst im zwei-

ten Messintervall, ndmlich ab 15 min nach Stimulation eintrat.

3.3.2 Bidirektionale **CI-Fluxe

Das radioaktive Chlorid-Isotop **Cl” wurde eingesetzt, um die Sekretion und Absorption
dieses Anions sowohl unter ,open-circuit-current- als auch unter ,short-circuit-
current“-Bedingungen zu quantifizieren und der Frage nachzugehen, ob die im voran-
gegangenen Versuch beobachtete Zunahme des parazelluldren Shunts unter Stimulation
mit cAMP-abhéngigen Analoga auch eine Zunahme der transepithelialen Anionenleit-
fahigkeit zur Folge hat. Es wurden der *°Cl-Flux von serosal nach mukosal und umge-

kehrt bestimmt.
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3.3.2.1 Effekt von 8-Br-cAMP [1 mM], Bumetanid [0,5 mM] und Ouabain [0,5
mM] auf den duodenalen bidirektionalen *°Cr-Flux unter ,open-circuit-

current“-Bedingungen

7 M Flux s >m

48+ Ouabain
44 Fluxm>s l0’5 mM

36 8-Br-cAMP Bumetanid
32 1mM l 0,5 mM l

Flux ,,,, [pmolxcm?x h™]

15 30 45 60 75 20
Zeit [min]

Abbildung 20A: Aufzeichnung der bidirektionalen Fluxraten fiir *°CI' + SEM von sero-
sal nach mukosal (schwarze Balken) und von mukosal nach serosal (graue Balken) un-
ter basalen Bedingungen und nach basolateraler Applikation von 8-Br-cAMP [1 mM],
Bumetanid [0,5 mM] und Ouabain [0,5 mM]; n=35.
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Abbildung 20B: Aufzeichnung der duodenalen *°CI-Nettoresorption + SEM unter Ver-
wendung der in Abbildung 204 gezeigten Messwerte.

Der in Abbildung 20A und 20B gezeigte Versuch wurde unter den gleichen Bedingun-
gen wie der initial beschrieben Kontrollversuch (siehe Abbildung 3) durchgefiihrt, mit
dem Unterschied, dass das Isotop *°CI” zugegeben wurde und nach einer Aquilibrie-
rungszeit von 30 min bilaterale Abnahmen im 15-min-Takt erfolgten.

Unter Basalbedingungen war eine Nettoresorption fiir CI" zu beobachten, die sich nach
der Stimulation mit 8-Br-cAMP in eine Nettosekretion umwandelte und durch eine
gleichzeitige signifikante Zunahme des *°CI-Fluxes nach mukosal und schwache Ab-
nahme des *°Cl-Fluxes nach serosal zustande kam (vergleiche Abbildung 20A). Auf die
Applikation von Bumetanid [0,5 mM] war eine starke Zunahme der Nettoresorptionsra-
te zu beobachten, die auf die Gabe von Ouabain [0,5 mM] wieder abnahm, insgesamt

fand dabei immer noch eine Nettoresorption statt.
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3.3.2.2 Effekt von 8-Br-cAMP [1 mM], Bumetanid [0,5 mM] und Ouabain [0,5
mM] auf den duodenalen bidirektionalen *°Cr-Flux unter ,short-circuit-

current“-Bedingungen

24-: ] *CI-Nettosekretion
- ] Ouabain
= 207 0,5 mM
X ]
£ 16 T l
o ]
% ]
e 1% 8-Br-cAMP
e |
X,
TR ] T

o]

0-30 30-60 120-180
Zeit [min]

Abbildung 21: Effekt von 8-Br-cAMP [1 mM] auf den mittleren bidirektionalen *°CI -
Flux + SEM; dargestellt ist der Nettoflux. Applikation von Ouabain [0,5 mM] 30 min
nach Stimulation mit 8-Br-cAMP, nach 1h Wartezeit ohne Abnahmen erfolgten die letz-

ten vier Abnahmen; n=3.

Unter ,,short-circuit-current“-Bedingungen hatte sich die urspriinglich unter ,,open-
circuit-current“~-Bedingungen beobachtete Nettoresorption fiir Cl'-lonen in eine Netto-
sekretion umgewandelt. Die Applikation von 8-Br-cAMP [1 mM] erbrachte jedoch eine
Sekretionssteigerung fiir Cl', die vergleichbar war mit derjenigen unter ,,open-circuit-
current“-Bedingungen gemessenen (vergleiche Abbildung 20B). Auf die Gabe von
Bumetanid wurde in diesem Versuchansatz verzichtet. Um die Langzeitauswirkungen
von Ouabain zu testen, wurde hier erst 1 h nach Applikation der Substanz mit den

Abnahmen fortgefahren. Die verbleibende Nettosekretion zeigte dhnliche Werte wie
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men fortgefahren. Die verbleibende Nettosekretion zeigte dhnliche Werte wie diejeni-

gen, die kurz nach Stimulation gemessen worden waren.

3.3.3 Bidirektionale ?*Na* Fluxe

Das radioaktive Natrium-Isotop “*Na" wurde eingesetzt, um die Sekretion und Absorp-
tion dieses Kations zu quantifizieren und um der Frage nachzugehen, ob die im voran-
gegangenen Versuch beobachtete Zunahme des parazelluliren Shunts unter Stimulation
mit cAMP-abhidngigen Analoga eine Zunahme der transepithelialen Kationenleitfdhig-
keit zur Folge hat, was wiederum bei der Beurteilung des Isc-Anstiegs unter Stimulati-
onsbedingungen zu bedenken ist. Es wurden der **Na‘-Flux von serosal nach mukosal

und umgekehrt bestimmt.

3.3.3.1 Bidirektionaler ?’Na*-Flux unter basalen Bedingungen und unter Einwir-
kung von 8-Br-cAMP [1 mM], Bumetanid [0,5 mM] und Ouabain [0,5
mM]
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Abbildung 22A: Aufzeichnung der bidirektionalen Fluxraten fiir ?Na* + SEM im Duo-
denum von serosal nach mukosal (schwarze Balken) und von mukosal nach serosal

(graue Balken) unter basalen Bedingungen und nach basolateraler Applikation von §-

Br-cAMP [1 mM], Bumetanid [0,5 mM] und Ouabain [0,5 mM]; n=>35.
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Abbildung 22B: Aufzeichnung der duodenalen “’Na”-Nettoresorption + SEM unter
Verwendung der in Abbildung 224 gezeigten Messwerte.

Wihrend der gesamten Dauer des in Abbildung 22A und 22B gezeigten Versuches fand
eine Nettoresorption fiir Na'-Ionen statt. Verglichen mit der Nettoresorption von CI'-
Ionen im Basalzustand unter ,,open-circuit-current“-Bedingungen (sieche Figur 20B) war
die hier gemessene Na'-Riickresorption ca. doppelt so hoch. Nach Stimulation mit 8-Br-
cAMP [1 mM] nahm die Na'-Nettoresorption durch einen signifikanten Anstieg des
**Na’-Fluxes nach mukosal ab. Die serosale Applikation von Bumetanid [0,5 mM] hatte
einen starken Anstieg der Nettoresorption von Na' zur Folge. Nach der Gabe von Oua-

bain [0,5 mM] ins serosale Perfusat war die Na'-Nettoresorption zwar noch hdher als im
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Basalzustand, jedoch im Vergleich zum gemessenen Wert 15 min nach Applikation von

Bumetanid wieder abgefallen.

Tabelle 5: Vergleich von Bikarbonatsekretion, Isc und bilateralen Fluxraten fiir *°CT

und “’Na* im Duodenalepithel des Kaninchens im Basalzustand und nach Stimulation

mit 8-Br-cAMP [1 mM].

Messparameter Basalwert Messwert nach Messwert nach
dem ersten 15-min- | dem zweiten 15-
Intervall nach Sti- | min- Intervall nach
mulation** Stimulation

JHcos- 3,75+0,12 SEM 5,48+ 0,18 SEM 5,3+ 0,25 SEM

[LEq x cm™ x h™']

Isc

[LEqx cm?x h]

1,08 £ 0,16 SEM

2,92 +0,2 SEM

2,56 + 0,18 SEM

J Cl~ s>m

[LEq x cm™ x h']*

16,1 +£1,96 SEM

24,68 + 2,49 SEM

24,32 + 3,26 SEM

J ClI™ m>s

[LEq x cm™ x h']*

20,18 £ 1,31 SEM

17,83 £ 1,39 SEM

21,83 £0,56 SEM

Netto Joi- som

[WEq x cm™ x h']*

-5,27+0,91 SEM

6,57 = 3,71 SEM

0,51 + 3,48 SEM

J Na+ s>m

[LEq x cm™ x h™']*

20,94 + 0,63 SEM

27,51 £2,42 SEM

25,24+ 1,9 SEM

J Na+ m>s

[WEq x cm™? x h™']*

32 +£3,13 SEM

31,56 + 2,07 SEM

32 + 3,35 SEM

NettO JNa+ m>s

[LEqx cm™ x h']*

11,06 + 3,29 SEM

4,05 + 2,52 SEM

6,76 = 3,05 SEM

* 1 nEq entspricht 1 pmol eines univalenten Ions.

** Im Falle des Isc ist der Peakwert, der unmittelbar nach Stimulation gemessen wor-

den war, angegeben.
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4.1 Methode

4.1.1 Grundsatzliches

Die Messung zelluldrer Funktionen in der Ussingkammer bezieht sich immer auf den
Gewebeverband mit allen darin enthaltenen Zellspezies. Neben den Epithelzellen
zwangsldufig mituntersucht werden bei der Priaparation des Duodenums fiir die Ussing-
kammer Krypten-, Villus- und Enterochromaffine Zellen wie auch gleichermallen sub-
mukosal gelegene Zellen wie zum Beispiel Teile von Brunner’schen Driisen, die durch
die Préparation nicht immer vollstandig entfernt werden kdnnen. Ein wertvoller Vorteil
der Ussingkammertechnik gegeniiber verschiedenen Methoden der Einzelzelluntersu-
chung besteht jedoch in der erhaltenen Moglichkeit, parazelluldrer Transportwege eines

Nativgewebes unter anndhernd physiologischen Bedingungen zu beurteilen.

4.1.2 Mukosapraparation

Das ,,stripping® eines Darmstiickes, also das Entfernen der bindegewebigen Serosa und
der beiden Muskelzellschichten mittels geeigneter Préparationstechnik, stellt eine etab-
lierte Methode dar, das Gewebe optimal fiir eine Messung in der Ussingkammer vorzu-
bereiten. Wahrend der Priparation des Gewebes unter dem Stereomikroskop lielen sich
die einzelnen Schichten beim Abldsen erkennen, womit das Priparationsergebnis gut zu
kontrollieren war. Nur Gewebe, die nach einer Regenerationszeit von 30 min nach dem
Einspannen in die Ussingkammer stabile elektrophysologische Parameter und eine sta-
bile Bikarbonatsekretionsrate aufwiesen, wurden zum Versuch herangezogen. Durch die
am Ende jeden Versuches stattfindende Applikation von Ouabain ins serosale Perfusat
wurde die Vitalitidt des Gewebes tliberpriift, die durch den darauf folgenden Abfall der
Bikarbonatsekretion und der elektrophysiologischen Parameter als vorher gegeben an-

genommen wurde.
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4.1.3 Durchgefuhrte Messungen an der Ussingkammer

4.1.3.1 pH-stat-Titration

Prinzipiell existieren mehrere Moglichkeiten, die gastroduodenale Bikarbonatsekretion
zu messen (57). Da sie auch die Bikarbonatsekretion im luminal sauren Milieu zu mes-
sen erlaubt, eignet sich zur Bestimmung der gastralen Bikarbonatsekretion besonders
die pH/PCO; Methode, die auf der Messung der Bikarbonatkonzentration mit Hilfe der
Henderson-Hasselbalch-Gleichung [pH=pKa+log(HCO; /(aPCO,)] beruht.

Die Methode der Riicktitration wird héufig zur Messung der pankreatischen Bikarbo-
natsekretion in vivo angewendet, da diese ausreichend hoch ist, um ein befriedigendes
Ergebnis hinsichtlich der Genauigkeit zu erlangen. Fiir sduresezernierende Epithelien ist
sie ungeeignet, zudem wird sie beim Einsatz an Epithelien, die vergleichsweise wenig
Bikarbonat sezernieren, wie es beim Duodenum der Fall ist, zu ungenau.

Eine weitere Methode zur Messung ausschlieBlich der gastralen Bikarbonatsekretion
stellt die Osmolaritit-[H']-Methode dar, die auf der Annahme beruht, dass in der Anwe-
senheit von H'- Tonen fiir jedes sezernierte Mol HCO;™ im Verlaufe seiner Dissoziation
eine lineare Abnahme der Osmolalitét erfolgt. Gemessen wird hierbei nicht das sezer-
nierte HCO5", sondern die Osmolalitit und H -Ionen-Konzentration.

Zur Bestimmung der duodenalen Bikarbonatsekretion an der Ussingkammer hat sich die
gleichzeitige Durchfithrung der kontinuierlichen Basentitration zusammen mit dem
Kurzschlussstromexperiment als Standardmethode etabliert (141-143). Das Prinzip der
pH-stat-Titration besteht darin, den durch die epitheliale Bikarbonatsekretion ansteigen-
den luminalen pH-Wert durch kontinuierliche Gegentitration mit einer starken Sdure
wie zum Beispiel HCI auf einem gewiinschte Sollwert, meist pH 7 bis pH 8,5, zu halten.
In der Annahme, dass ein zugegebenes Sduredquivalent ein Basendquivalent neutrali-
siert, kann nun unter Kenntnis der Normalitit der verwendeten Siure durch eine geeig-
nete Umrechnung die epithelial sezernierte Bikarbonatmenge ermittelt werden. Das da-
bei entstehende CO,, das einen ansduernden Effekt hat, muss durch geeignete Begasung

des luminalen Kompartiments entweder durch CO,- freies O, oder N, entfernt werden.
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4.1.3.2 Kurzschlussstromexperiment

Grundsitzlich kann das Kurzschlussstromexperiment nach H. P. Ussing in zwei ver-
schiedenen Messmodi, die im Methodenteil (Kapitel 2.2.2.1) erldutert werden, durchge-
fiihrt werden. Wenn neben der Messung des Kurzschlussstromes gleichzeitig die Bikar-
bonatsekretion durch die pH-stat-Titration bestimmt werden soll, muss im ,,open circuit
current“-Modus gemessen werden, da die Titration eine ungepufferte luminale Perfu-
satfliissigkeit erfordert, wie sie nur hier vorliegt; der Messmodus des ,,short circuit cur-
rent” hingegen verlangt bilateral identische, gepufferte Perfusatlosungen, was wiederum
die Moglichkeit der pH-stat-Titration ausschlieft.

Da die Fragestellung der vorliegenden Arbeit die gleichzeitige Bestimmung von Bikar-
bonatsekretion und Isc fordert, wurden s@mtliche Versuche, von einer Ausnahme abge-

sehen, unter ,,open circuit current*“~-Bedingungen durchgefiihrt.

4.1.3.3 Radioaktive Fluxmessungen

Die Basentitration wie auch die Kurzschlussstrommessung sind lediglich dazu geeignet,
eine Aussage iliber Nettodnderungen der transportierten Basendquivalente beziehungs-
weise des lonenfluxes zu treffen; einen Schluss auf die Richtung und Ladung einzelner
Ionen lassen sie nicht zu. Um die Rolle bestimmter Ionen beim epithelialen Transport
ndher charakterisieren zu konnen, muss auf radioaktive Fluxmessungen fiir definierte
Tonen zuriickgegriffen werden. In der vorliegenden Arbeit wurden die Isotope *H, *°CI

und **Na" gewihlt.

4.2 Durchgefiihrte Versuche

4.21 Allgemeines

Das Kaninchen gehort zu den Spezies, die relativ hohe Bikarbonatsekretionsraten im
Duodenum aufweisen und somit an die Verhéltnisse im menschlichen Duodenum her-
anreichen (40;114), weshalb dieses Versuchstier flir die vorliegende Arbeit ausgewéhlt
wurde. Wie bereits oben erwihnt, setzt sich die duodenale Bikarbonatsekretion aus ak-

tiver Sekretion und passiver Diffusion ins Darmlumen zusammen. Untersuchungen, die
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das Vorhandensein aktiver Bikarbonatsekretion ins Lumen des Diinndarms zeigten,
wurden in verschiedenen Arbeiten sowohl unter einem HCOs'-Diffusionsgradienten
(wie er auch in der Versuchsanordnung der vorliegenden Arbeit bestand) von serosal
nach mukosal als auch unter Bedingungen, in denen bilateral die gleiche HCO;™- Kon-
zentration herrschte, durchgefiihrt (114;141). In der vorliegenden Arbeit wurde die Bi-
karbonatsekretion, die nach einer entsprechend langen Wartezeit nach Applikation von
Ouabain noch verblieb, als passive Diffusion angesehen, da der aktive Transport durch

diese MaBBnahme weitgehend zum Erliegen gekommen sein musste.

4.2.2 Funktionelle Differenzierung der elektrogenen und elektroneutralen

duodenalen Bikarbonatsekretion

4.2.2.1 Kontrollversuch

Das cAMP-Analogon 8-Br-cAMP stimulierte erwartungsgemdl3 die Bikarbonatsekreti-
on, die sofort nach Applikation anstieg und ihren Peakwert nach 15 Minuten erreichte
(siche Abbildung 3). Auch der Kurzschlussstrom (Isc) reagierte mit einem deutlichen
Anstieg, der steiler als die Steigerung der Bikarbonatsekretion ausfiel und seinen Peak
noch friiher erreichte. Zum Verstéindnis dieses Anstiegs sind einige Uberlegungen not-
wendig: ein Ausstrom von Anionen aus dem Epithelzellverband verursacht eine transe-
pitheliale Ladungsverschiebung. Jede Ladungsverschiebung iiber das Epithel wird durch
die Isc-Verdanderung angezeigt, allerdings handelt es sich hierbei immer um die Summe
aller Ladungsverschiebungen iiber das Epithel. Gemessen wird folglich immer nur ein
Nettoanstieg bzw. -abfall des Isc. Deshalb miissen folgende Mdoglichkeiten bei der In-
terpretation des Isc bedacht werden: Wenn eine Anionensekretion durch eine Leitfdhig-
keit, z.B. einen CI'-Kanal, stattfindet, wird der Isc geringer ausfallen, als es die CI'-
Verschiebung eigentlich erwarten lieBe, wenn gleichzeitig eine parazelluldre Kationen-
bewegung von serosal nach mukosal erfolgt. Auch ist es anhand dieser Messmethode
nicht mdglich, im Falle einer Koppelung eines elektrogenen mit einem elektroneutralen
Transportmechanismus das Verhiltnis, in dem beide zueinander stehen, zu ermitteln.
Wenn allerdings unter stimulierten Bedingungen der Isc-Anstieg den der Bikarbonat-

sekretion tbertrifft, kann man davon ausgehen, dass gleichzeitig eine elektrogene CI -
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Sekretion stattgefunden hat, da im Diinndarm hauptsdchlich CI'- und HCOjs-lonen als
sezernierte Anionen in Frage kommen. Der Anstieg der Bikarbonatsekretion und des Isc
erfolgten simultan (sieche Abbildung 3). Daraus kann man zwar nicht ableiten, dass die
stimulierte Bikarbonatsekretion ausschlieBlich elektrogener Natur sein muss, da sich der
Isc, wie bereits angesprochen, aus mehreren Komponenten zusammensetzen kann; man
kann jedoch davon ausgehen, dass ein elektrogener Mechanismus involviert ist, da es zu
einer Ladungsverschiebung iiber das Epithel gekommen ist. Da sich aus dem Anstieg
des Isc alleine nicht ableiten ldsst, ob es sich hierbei um sezernierte HCO; - oder CI'-
Ionen (oder beide Ionenarten zusammen) handelt, besteht die Moglichkeit, dass durch
cAMP-Analoga ein elektroneutraler Transportvorgang fiir Bikarbonat stimuliert wird
und der Isc-Anstieg aus einer stimulierten Cl'-Sekretion herriihrt. Ein zu dieser Hypo-
these passendes géngiges Modell, allerdings im Zusammenhang mit der Bikarbonatsek-
retion pankreatischer Duktuszellen, wurde als erstes von Novak et al 1988 vorgeschla-
gen (112) und auch von weiteren Arbeitsgruppen unterstiitzt (145). Es beinhaltet fol-
gende Uberlegungen: aus dem Blut stammendes CO, diffundiert iiber die basolaterale
Zellmembran, intrazelluldr entsteht HCO3;™ im Rahmen der Karbonanhydrasereaktion.
Durch einen stimulationsbedingten Anstieg der intrazelluliren cAMP-Konzentration
(z.B. durch die Hormone Sekretin oder VIP) wird das CFTR-Protein, das in pankreati-
schen Duktuszellen exprimiert wird (69), aktiviert; dadurch kommt es zu einem Anstieg
des Cl'-Ausstroms nach luminal. Diese lonen rezirkulieren iiber einen apikal befindli-
chen CI/HCO; -Austauscher nach intrazelluldr, durch dessen Austauschaktivitit auch
mehr Bikarbonat im Sinne einer gesteigerten Bikarbonatsekretion die Zelle verldsst. Das
Ergebnis des durchgefiihrten Kontrollversuchs widerspricht diesem Modell nicht,
schliet jedoch andere Moglichkeiten nicht aus.

Das Schleifendiuretikum Bumetanid, das in der angewendeten Konzentration von 0,5
mM den basolateral lokalisierten NKCC zuverldssig hemmt, hatte im Kontrollversuch
(siche Abbildung 3) keinen signifikanten Einfluss auf die Bikarbonatsekretion, jedoch
sank der Isc ab, es muss folglich zu einer transepithelialen Ladungsverschiebung ge-
kommen sein, verursacht durch den Wegfall eines wichtigen Weges des CI-Imports
durch die Zelle (132). Die gleiche Beobachtung haben Clarke et al. im Rahmen von pH-
stat-Messungen an Miuseduodena gemacht: Bumetanid, das ebenfalls nach der Stimula-

tion mit Forskolin (die Substanz fiihrt zu einer intrazelluldren cAMP-Erhéhung) appli-
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ziert wurde, zeigte keinen signifikanten Effekt auf die Bikarbonatsekretion, der Isc je-
doch sank signifikant ab (28). Im Rahmen der Kommentierung eines spiter gezeigten
Versuchs, bei dem die Bumetanid-Gabe vor der Stimulation durch 8-Br-cAMP erfolgte,
wird noch einmal auf die mogliche Bedeutung des basolateral lokalisierten NKCC bei
der duodenalen Bikarbonatsekretion eingegangen werden. Die Tatsache, dass praparier-
tes Duodenum aus dem Kaninchen unter den oben geschilderten Messbedingungen in
der Lage war, {iber einen ldngeren Zeitraum hinweg sowohl eine gleichbleibende Bikar-
bonatsekretionsrate als auch eine konstante PD und Resistance aufrecht zu erhalten, und
dass es auf einen 8-Br-cAMP-Stimulus mit einer simultanen Steigerung der Bikarbonat-
sekretion und des Isc bzw. auf die Ouabain-Gabe mit einen zuverldssigen Abfall aller
Messparameter reagierte, stellte sicher, dass es sich hierbei um einen geeigneten Ver-
suchsaufbau handelte, auf dessen Grundlage nun einzelne Transportvorginge mit Hilfe
der Applikation geeigneter Hemmstoffe und/oder Variation der ionalen Zusammenset-

zung der Perfusatlésungen untersucht werden konnten.

4.2.2.2 Inhibition des apikalen Anionenaustauschers
4.2.2.2.1 Das DRA-Protein

Bevor auf die im folgenden beschriebenen Versuche eingegangen wird, sollen einige
neue Erkenntnisse zum apikal lokalisierten Anionenaustauscher vorangestellt werden.
Wie bereits in der Einleitung erwéhnt, spielt das 1993 von Schweinfest et al. (136) ent-
deckte Membranprotein DRA als Anionenaustauscher im Darm offenbar eine wichtige
Rolle. Untersuchungen mehrerer Arbeitsgruppen haben ergeben, dass DRA in der Lage
ist, die Anionen SO42', Oxalat, CI' und HCOs" zu transportieren, ein Vorgang, der sich
durch DIDS hemmen lief (105;106;140). Auch iiber die Membranlokalisation des Pro-
teins gibt es inzwischen Untersuchungen: Byeon et al. wiesen 1996 DRA im Kolon am
apikalen Zellpol nach (23). Experimente, die sich ebenfalls auf die Membranlokalisation
und zusétzlich auf die Expression und auf funktionelle Aspekte des Proteins beziehen,
wurden im Jahr 2001 von Jacob et al. an Gewebe von Ratte, Kaninchen und Mensch
durchgefiihrt (81). Die mRNA-Expressionslevel fiir DRA, die mit Hilfe einer semiquan-
titativen RT-PCR-Technik bestimmt worden waren, lagen im Verlauf des Gastrointesti-
naltraktes beim Kaninchen im Ileum, bei Ratte und Mensch hingegen im Kolon am

hochsten. Das Duodenum aller untersuchten Spezies wies ebenfalls hohe Expressions-
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level auf. Die Autoren vermuten, dass diese Tatsache mit den hohen Bikarbonatsekreti-
onsraten des Duodenums im Basalzustand der genannten Spezies zusammenhéngt, und
dass weiterhin die hohen DRA-Expressionslevel im Kolon funktionelle Bedeutung fiir
die NaCl-Resorption haben, da NHE3 ebenfalls hoch exprimiert ist. Die Kopplung von
CI/HCOj;™- bzw. Na'/H -Austausch bei diesem Vorgang war zuvor in mehreren Arbei-
ten nachgewiesen worden. Dagegen fand sich beim Kaninchen eine niedrige AE2-
Expression im Duodenum und im Ileum, was entgegen fritherer Annahmen nicht fiir
eine entscheidende Bedeutung des AE2 bei der Bikarbonatsekretion spricht. Western-
Blot-Untersuchungen, die mit Hilfe eines polyklonalen Anti-DRA-Antikorper aus dem
Kaninchen durchgefiihrt worden waren, zeigten spezifische DRA-Banden in der Biirs-
tensaummembran-Fraktion von Duodenum, Ileum und Kolon des Kaninchens, in der
Basolateralmembran-Fraktion war hingegen kein Signal detektierbar. Mit Hilfe eines
polyklonalen anti-AE2-Antikorper konnte in der Biirstensaummembran-Fraktion aus
dem Duodenum und Ileum des Kaninchens kein AE2-Protein nachgewiesen werden.
Immunhistochemische Experimente an verschiedenen Segmenten des Rattendarms zeig-
ten eine apikale Lokalisation von DRA, wobei das Signal im Kolon am stérksten war.
Studien an Basolateralmembran-Vesikeln aus dem Duodenum der Ratte und des Kanin-
chens zeigten einen DIDS-sensitiven Austausch von CI/Cl', HCO5'/CI, SO42'1/C1'0, und
Cly/ SO42'O. Insgesamt kann man aus dieser Datenkonstellation auf eine bedeutende Rol-
le des DRA-Proteins im apikalen elektroneutralen Anionenaustausch des Saugetierduo-
denums schlieBen, wihrend AE2 als moglicher Kandidat in den Hintergrund tritt . Zur
Interaktion von DRA mit anderen membrandren Transportproteinen ist wenig bekannt,
jedoch stellten Wheat et al im Jahr 2000 wihrend Untersuchungen an trachealen Epi-
thelzellen fest, dass CFTR die mRNA-Expression von DRA hochreguliert und die api-
kale CI/HCOj5 -Austauschaktivitit steigert (155).

4.2.2.2.2 Hemmung des apikalen Anionenaustausches durch luminalen CI-

Ersatz

Zwar gab es nun iiberzeugende Hinweise darauf, dass es sich beim apikalen Anionen-
austauscher im Duodenum sehr wahrscheinlich um das Protein DRA handelt (im fol-
genden wird weiterhin vom ,,apikalen Anionenaustauscher die Rede sein), jedoch gab

es nach wie vor wenig Erkenntnisse {liber seine Rolle unter physiologischen Bedingun-
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gen, siecht man einmal davon ab, dass bei fehlender DRA-Funktion die bereits in der
Einleitung beschriebene schwere Symptomatik der kongenitalen Chlorid-Diarrhoe auf-
tritt. Wir fragten uns nun, welche Bedeutung ein elektroneutraler Anionenaustauscher
fiir die Bikarbonatsekretion im Duodenum bei der in vitro-Untersuchung eines zusam-
menhéngenden Zellverbandes unter basalen und stimulierten Bedingungen haben konn-
te, und inwieweit er mit einer Anionenleitfihigkeit gekoppelt ist. Folgende Uberlegun-
gen fiihrten zu den im weiteren Verlauf durchgefiihrten Versuchen: da ein CI/HCOs'-
Austauscher an der apikalen Zellmembran des Duodenozyten offenbar eine funktionelle
Bedeutung besitzt, muss unter luminaler CI'-Freiheit, die im vorliegenden Fall durch die
theoretisch komplette Entfernung aller Cl'-Ionen aus dem luminalen Kompartiment er-
reicht wurde, die Bikarbonatsekretion abfallen. Dies war auch tatsdchlich der Fall: nach
Austausch der genannten Perfusatlosung fielen sowohl der Isc als auch die Bikarbonat-
sekretion dramatisch ab, um sich auf einem neuen Plateau zu stabilisieren, welches im
Falle der Bikarbonatsekretion in seinem Niveau unter dem lag, das am Ende des Ver-
suchs nach Ouabain-Applikation erreicht wurde (sieche Abbildung 4). Somit war nach
Entfernung der luminalen Cl'-Ionen die Ouabain-sensitive bzw. aktive Sekretion erlo-
schen. Damit war gezeigt, dass der aktive Anteil der duodenalen Basalsekretion von der
Anwesenheit von Cl'-lonen im luminalen Perfusat abhingt. Das Ergebnis passt zu der
Annahme einer funktionellen Bedeutung des apikalen Anionenaustauschers unter basa-
len Bedingungen. Interessanterweise zeigte sich jedoch die 8-Br-cAMP stimulierte Sek-
retionsantwort gegeniiber der Kontrolle nicht vermindert, sie war im Gegenteil sogar
leicht erhoht. Unter Berlicksichtigung des gleichzeitig erfolgenden Isc-Anstiegs, der den
der Kontrolle noch iibertraf, ldasst dies vermuten, dass die stimulierte Bikarbonatsekreti-
on im Gegensatz zur basalen hauptsichlich durch einen elektrogenen, Cl'-unabhidngigen
Transportmechanismus bewerkstelligt wird. Der von uns beobachtete im Vergleich zur
Kontrolle bedeutend stirkere Isc-Anstieg unter luminal Cl'-freien Bedingungen hingt
wahrscheinlich mit dem starken Cl'-Gradienten von serosal nach mukosal zusammen.
Der Anstieg wird, wie bereits erwdhnt, hauptsédchlich von CI'- und HCOj5™-Ionen getra-
gen, wobei zusitzlich die Moglichkeit der parazelluliren Bewegung von Na' in die
gleiche Richtung in Betracht gezogen werden muss, was einen entsprechend kleineren

Anstieg zur Folge hitte. Das Verhiltnis der genannten lonen kann aus der reinen Mes-
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sung des Isc nicht abgeleitet werden; bei der Besprechung der Fluxbestimmungen wird

darauf zuriickgekommen werden.

4.2.2.2.3 Hemmung des apikalen Anionenaustausches durch DIDS

Die Hemmung des apikalen Anionenaustauschers lésst sich auch durch die Applikation
des Stilbenderivates DIDS erreichen. Die Substanz ist als Hemmstoff einiger Trans-
portmechanismen bekannt geworden, wobei die erreichte maximale Hemmung von der
Konzentration abhéngig ist. Es handelt sich hierbei um mehrere CI'-Kanéle (wie z.B.
den DIDS- bzw. SITS -sensitiven auswirts rektifizierenden ORCC (83), den Na /HCO;’
-Kotransporter und mehrerer fiir den CI/HCOs"-Austausch zustidndige Transportprotei-
ne. Vesikelstudien, die Petra Jacob aus unserer Arbeitsgruppe an apikalen und basolate-
ralen Membranen aus dem Duodenum des Kaninchens durchgefiihrte, haben eine Zu-
nahme der Hemmbarkeit in Abhéngigkeit von steigenden DIDS-Konzentrationen erge-
ben: Eine maximale Hemmung des apikalen Anionenaustauschers konnte erst durch
DIDS- Konzentrationen von 107 bis 10°M erreicht werden. Er weist demnach, vergli-
chen mit dem basolateralen Anionenaustauscher der Parietalzelle, bei dem es sich
nachweislich um einen AE2 handelt (131), nur eine méBige DIDS-Empfindlichkeit auf
(79;81). Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde in der vorliegenden Arbeit mit einer
DIDS- Konzentration von 10°M gearbeitet, um den vermuteten apikalen Anionenaus-
tauscher zuverldssig zu hemmen. Das Absinken der Basalsekretion nach der luminalen
Applikation von DIDS [1mM] (sieche Abbildung 5) wie auch die Sekretionsantwort auf
8-Br-cAMP [ImM] ist vergleichbar mit dem Ergebnis des vorangegangenen Versuchs,
der unter luminal CI'-freien Bedingungen durchgefiihrt wurde (sieche Abbildung 4). Der
Kurzschlussstromverlauf verhielt sich jedoch nach luminaler CI'-Entfernung bzw. lumi-
naler Applikation von DIDS gegensétzlich, was erklérbar wird durch die Tatsache, dass
im CI'-freien Versuch vollig andere Ionenverhiltnisse in Hinsicht auf die Verteilung der
CI'-Ionen vorlag, die einen wesentlichen Einfluss auf die Hohe des Kurzschlussstromes
haben und DIDS sowohl Auswirkungen auf den intrazelluldren pH als auch auf das
Membranpotential zu haben scheint (6). Der Versuch zeigt, dass wihrend der Hemmung
des apikalen Anionenaustauschers durch DIDS die cAMP-induzierte Bikarbonatsekreti-
onssteigerung nicht beeintrdchtigt ist. Da DIDS auch ein bekannter Hemmstoff des

ORCC ist, kann dieser Kanal unter der Voraussetzung, dass die angewandte DIDS-



4 Diskussion 78

Konzentration von 1 mM zu seiner Hemmung gefiihrt hat, wéhrend der stimulierten
Bikarbonatsekretion nur eine untergeordnete Rolle spielen. Obwohl aufgrund dieser
Ergebnisse die Vermutung nahe liegt, dass durch die beiden unterschiedlichen Ansitze
(luminale Cl'-Freiheit gegeniiber luminaler DIDS-Applikation) derselbe Io-
nentransportmechanismus, ndmlich der apikale CI/HCO;5-Austausch gehemmt wurde,
muss die Mdglichkeit in Betracht gezogen werden, dass das luminal applizierte DIDS
auf die Gegenseite des Epithels diffundiert sein und dort zusitzlich den basolateral be-
findlichen Na+/HC03'-K0transport gehemmt haben konnte, was, wie spéter noch ge-
zeigt werden wird, ebenfalls ein Absinken der Basalsekretion zur Folge hat.

Zu den im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnissen passt auch folgende Beo-
bachtung, die Ishiguro et al. 1998 an interlobuldren pankreatischen Duktuszellen des
Meerschweinchens machten: Die basale (spontane) Bikarbonatsekretion lie3 sich durch
Verwendung einer CI'-freien Losung, mit der die priparierten Pankreasgéinge perfun-
diert wurden, deutlich reduzieren, dhnliche Ergebnisse ergab die Zugabe von DIDS [0,5
mM] zur Cl-haltigen Perfusatlosung. Hingegen zeigte sich die cAMP- bzw. Sekretin-
stimulierte Sekretion weder DIDS- noch Cl™-abhéngig (75). Mit dem oben beschriebe-
nen Modell der pankreatischen Bikarbonatsekretion (112) lassen sich diese Ergebnisse
(und damit auch die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen) nicht mehr vereinbaren. An
dieser Stelle soll erwdhnt sein, dass in der Literatur die Mechanismen der Bikarbonat-
sekretion im Pankreas betreffend kontroverse Standpunkte eingenommen werden, auf

die in der vorliegenden Arbeit nur zum Teil eingegangen werden kann.

4.2.2.2.4 Die Rolle einer Leitfahigkeit fur Cl'-lonen in der basalen und stimulier-

ten Bikarbonatsekretion

An dieser Stelle kann man nun fiir das Duodenum postulieren, dass unter basalen Be-
dingungen ein apikaler Anionenaustauscher zumindest einen Grof3teil der aktiven Bi-
karbonatsekretion iibernimmt, fiir die Agonisten-stimulierte, elektrogene Bikarbonat-
sekretion jedoch in erster Linie eine apikale Leitfahigkeit fiir HCO;Tonen in Frage
kommt. Die Vermutung, dass die cAMP-stimulierte Bikarbonatsekretion zumindest
teilweise iiber eine apikale Leitfdhigkeit fiir HCOj3 -lonen stattfindet, wurde bereits von

mehreren Autoren geduBert (7;72). Ob der CFTR- Kanal selber als funktionell bedeut-
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samer Durchlass fiir die HCOs'-Ionen dient oder nur in die Regulation der Bikarbonat-
sekretion involviert ist, bleibt Gegenstand kontroverser Diskussion. Dass er jedoch im
Rahmen der Agonisten-stimulierten Bikarbonatsekretion sowohl im Diinndarm als auch
im Pankreas eine zentrale Rolle spielt, wird aus den Ergebnissen mehrerer Arbeitsgrup-
pen ersichtlich (77;137). Die hohe CFTR-Expression im Duodenum weist zusétzlich auf
seine offenbar funktionell bedeutsamen Rolle hin (37;126). Von Clarke et al im Jahre
1998 durchgefiihrte pH-stat-Messungen an Duodena von CFTR (+/+) und CFTR (-/-)-
Maiusen haben zum einen die bereits bekannte Tatsache, dass der CFTR-Kanal fiir die
cAMP-stimulierte Bikarbonatsekretion notwendig ist, ergeben, und zum andern, dass
CFTR den apikalen CI/HCOj; -Austausch wéhrend der Stimulation erleichtert. Folgende
Versuchsergebnisse lieBen sie darauf schlieen: Die Applikation von Forskolin fiihrte
zwar in den Kontroll (+/+)-Duodena, jedoch weder in den CFTR (-/-)-Duodena, noch
unter der Blockade des CFTR-Proteins durch den bekannten CFTR-Hemmstoff NPPB,
in CFTR (+/4+)-Duodena zu einem Anstieg der Bikarbonatsekretionsrate oder des Isc,
was die oben beschriebene Theorie bestétigt. Zusétzlich stellten die Autoren fest, dass
unter luminaler Abwesenheit von Cl-Ionen bzw. luminaler Anwesenheit von DIDS
[0,03 M] sich die Bikarbonatsekretionssteigerung nur geringfiigig erniedrigt zeigte, un-
ter basolateraler Abwesenheit von CO,/HCO3 und luminaler Abwesenheit von CI -
Ionen bzw. Anwesenheit von DIDS die Bikarbonatsekretionssteigerung hingegen auf-
gehoben war, wihrend der Isc-Anstieg nicht beeintrachtigt war. Daraus schlossen sie,
dass das Duodenum unter Stimulationsbedingungen fahig ist, die Sekretion von HCOs,
das durch Katalyse des Enzyms Karboanhydrase entstanden ist, iiber durch CFTR er-
leichterten CI/HCOj;™ Austausch zu steigern (28), analog zu dem Bikarbonatsekretions-
modell von Novak et al. halten sie also den elektroneutralen C1/HCO5 Austausch auch
unter stimulierten Bedingungen fiir funktionell bedeutsam. Die von Clarke et al. formu-
lierte Schlussfolgerung léasst jedoch die Moglichkeit, dass die duodenale Bikarbonatsek-
retion auch durch basolaterale HCO; -Aufnahmemechanismen limitiert werden konnte
(siche Abschnitt 4.2.3), unberiicksichtigt. Dies konnte ein Grund sein, warum sich diese
Versuchsergebnisse nur zum Teil mit den von uns erhobenen Daten, die eine Beteili-
gung des apikalen Anionenaustauschers wahrend der Agonisten-stimulierten Bikarbo-

natsekretion unwahrscheinlich machen, vereinbaren lassen.
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Wie bereits in der Einleitung erwéhnt, wird auch die Beteiligung auswérts gerichteter
CI'-Kanile (ORCC) an der epithelialen Bikarbonatsekretion diskutiert: zum einen wurde
eine HCOs'-Permeabilitit dieser Kanile festgestellt (150), und zum anderen ist gezeigt
worden, dass funktionell exprimiertes CFTR einen regulatorischen Einflufl auf ORCC
besitzt (36;47). Das CFTR-Protein selber wird wahrscheinlich auch von extrazellulér
her reguliert: O'Reilly et al verdffentlichten im Jahr 2000 eine Arbeit, die zeigt, dass
extrazellular vorhandene HCOs'-Ionen offenbar in der Lage sind, die vom CFTR (und
einer weiteren Cl-Leitfdhigkeit) getragenen cAMP-aktivierten Auswiérts- und Ein-
wartsstrome (wobei der Auswirtsstrom einem Cl-Influx entspricht und umgekehrt)
deutlich zu reduzieren (113). Gemessen wurden Einzelzellstrome an isolierten intra-
und interlobuldren Pankreasgéingen des Meerschweinchens. Die pankreatischen Mecha-
nismen der Bikarbonatsekretion lassen sich, wie bereits oben beschrieben, aufgrund
dhnlicher Beobachtungen mit den Verhéltnissen am Diinndarm vergleichen. Die Auto-
ren vermuten aufgrund ihrer Ergebnisse eine direkte Interaktion des HCOj;-Ions mit
dem CFTR-Protein und schlagen vor, dass die Inhibition den physiologischen Zweck
erfillt, als negativer Feedbackmechanismus die nach Aktivierung des CFTR-Kanals
erfolgende Membrandepolarisation in Grenzen zu halten und eine gleichbleibende

Triebkraft fiir die Bikarbonatsekretion aufrecht zu erhalten.

4.2.2.3 Bilaterale Hemmung Cl-abhéngiger Transportmechanismen

Es stellte sich nun die Frage, ob die zusitzliche Entfernung auch der basolateralen CI -
Ionen eine Auswirkung auf die basale und stimulierte Bikarbonatsekretion haben kann.
Die theoretisch vollige Abwesenheit aller extrazelluldren Cl'-Ilonen muss zu einem Er-
liegen des CI'-Transportes durch unterschiedliche Mechanismen nach intrazellulér fiih-
ren, gleichzeitig besteht durch den hohen CI'-Gradienten von intra- nach extrazellulér
eine Erhohung der Triebkraft fiir diese Ionen.

Analog zum Ergebnis des Versuches, bei dem unter luminal CI'-freien Bedingungen
gearbeitet worden war, fiel die basale Bikarbonatsekretion entsprechend tief aus (siche
Abbildung 6), was wiederum als Hinweis auf die funktionelle Bedeutung des apikalen
Anionenaustauschers fiir die Bikarbonatsekretion im Basalzustand zu werten ist. Erneut
war die Bikarbonatsekretionsantwort auf den 8-Br-cAMP-Stimulus hin gegeniiber der

Kontrolle nicht vermindert, in diesem Fall lieB sich sogar eine Erhdhung feststellen.
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Offenbar ist die stimulierte Bikarbonatsekretion weder von luminalem noch von serosal
befindlichen Cl'-lonen abhéngig. Das Epithel hatte aufgrund der verdnderten ionalen
Zusammensetzung beider Perfusatldsungen eine vom Kontrollversuch abweichende
Potentialdifferenz aufgebaut, infolgedessen fiel der Isc hoher aus. Wenn luminales
DIDS [ImM] und die Entfernung von Cl’-Ionen aus beiden Perfusatlosungen zum glei-
chen Effekt, nimlich dem der Hemmung hauptsichlich des apikalen Anionenaustau-
schers fithren, so muss das Ergebnis aus Abbildung 6 auch unter Anwesenheit von
DIDS [ImM] im luminalen Kompartiment bei gleichzeitiger bilateraler Abwesenheit
von Cl'-Ionen in dieser Form reproduzierbar sein. Abbildung 7 zeigt den dazu durchge-
fiihrten Versuch. Zwar flihrte die luminale DIDS-Applikation zu einem weiteren Abfall
sowohl der Bikarbonatsekretion als auch des Kurzschlussstromes, was jedoch in keinem
der beiden Fille signifikant war und auf eine Restaktivitét des apikalen Anionenaustau-
schers unter nur theoretisch bilateral CI'-freien Bedingungen hinweist. In beiden Ver-
suchsansdtzen (Abbildung 6 und 7) hatte die Applikation von 8-Br-cAMP eine im Ver-
gleich zur Kontrolle stark erhohte Bikarbonatsekretionsantwort zur Folge. Eine Erkla-
rung fiir diese Beobachtung lésst sich aus den vorliegenden Versuchen nicht ableiten, da
mehrere, nur mit Hilfe des Ussingkammer-Experimentes nicht weiter differenzierbare
Mechanismen dafiir verantwortlich sein konnen. Durch das (theoretisch) vollige Fehlen
von extrazelluldren Cl'-Ionen und die Anwesenheit von DIDS verdndern sich die Ver-
hiltnisse an der Zellmembran, was zu einer Involvierung auch Cl’-unabhéngiger Trans-
portmechanismen fithren kann. Festzuhalten wére hierzu noch, dass die Cl'-freien Ver-
suche vor Stimulation im Vergleich zur Kontrolle stark erniedrigte basale Bikarbonat-
sekretionsraten aufwiesen, und der erreichte Peakwert letztendlich in allen drei Versu-
chen (Kontrolle, bilateral CI'-frei und bilateral CI'-frei plus DIDS luminal, vergleiche
Abbildungen 3, 6 und 7) sehr dhnlich ausfiel. In allen Versuchen, in denen bilateral CI'-
frei gearbeitet worden war, fiel die erhdhte Restsekretion nach Ouabain-Gabe (gleich-
bedeutend mit passiver Diffusion) auf; welche die Sekretionsraten unter luminal CI-
freien Bedingungen bzw. luminal Cl'-freien Bedingungen plus DIDS in ihrer Hohe ii-
bertraf. Da sich das durch passive Diffusion auf die andere Seite des Epithels gelangte
Bikarbonat zu dem aktiv sezernierten addiert, musste es im Verlauf des Versuches zu
einer deutlichen Erhdhung der parazelludren Permeabilitit gekommen sein. Guba et al

stellten 1996 anhand von Ussingkammer-Untersuchungen am Duodenum der Ratte fest,
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dass nach einem PGE;- bzw. &-Br-cAMP-Stimulus der Netto->H-Mannitol-Flux zu-
nahm, ein Effekt, der durch Guanylin, STa und 8-Br-cAMP nicht auszulosen war. Die
Autoren schlossen daraus, dass cAMP- im Gegensatz zu ¢cGMP-Stimuli in der Lage
sind, die parazelluldre Permeabilitdt zu erhohen (54). In jedem der von uns durchgefiihr-
ten Versuche war das untersuchte Epithel einem 8-Br-cAMP-Stimulus ausgesetzt wor-
den, doch sank die Bikarbonatsekretion auller in den Versuchen, in denen CI'-frei gear-
beitet worden war, immer entweder auf das Ausgangsniveau vor Stimulation oder sogar
weit unter die initial gemessene Basalsekretion. Damit miissen bei den Versuchen, in
denen mit Cl'-freien Losungen gearbeitet worden war, zusétzliche Faktoren, die einen
weit grofleren Einfluss als cAMP-Agonisten auf die parazelludre Permeabilitét hinsicht-

lich einer Erhdhung besitzen konnten, eine Rolle spielen.

4.2.2.4 Blockade des basolateral gelegenen NKCC

Inwieweit spielt die basolaterale Cl'-Aufnahme des Duodenozyten eine Rolle in der
Bikarbonatsekretion? Dies sollte durch die Bumetanid [0,5 mM]-induzierte Blockade
des basolateral gelegenen NKCC , dessen Funktion im Darm als einer der Hauptauf-
nahmemechanismen fiir CI" gilt (132), und die anschlieBende Stimulation durch 8-Br-
cAMP [1 mM] geklart werden. Der Duodenozyt muss nach Hemmung des genannten
Transportmechanismus intrazelluldr an Cl'-lonen verarmen. Er konnte diesen Mangel
durch eine Stimulation des apikal gelegenen Anionenaustausches ausgleichen, was zu
einer Zunahme der Bikarbonatsekretion fithren miisste. Clarke et al. stellten 1992 fest,
dass Bumetanid den cAMP-stimulierten Isc im Darm von Normalméusen signifikant
reduzierte, die Substanz jedoch im Darm von CFTR (-/-) Miausen keinen Effekt hervor-
rief, woraus sie eine wichtige Rolle des NKCC in der cAMP-stimulierten
Anionensekretion via CFTR-Kanal ableiten (27). Michael Walter aus unserer
Arbeitsgruppe hat mit Hilfe von Ussingkammer-Experimenten am Duodenum der Ratte
gezeigt, dass eine Reduktion der intrazelluliren Cl'-Konzentration durch Hemmung des
basolateral lokalisierten NKCC mittels Bumetanid [0,5mM] zu einer Zunahme der
basalen Bikarbonatsekretion fithrt; dieser Effekt war unter luminal Cl'-freien
Bedingungen aufgehoben. Auf die Stimulation mit Forskolin (fiihrt zu einer Erh6hung
des intrazelluliren cAMP) unter basolateraler Anwesenheit von Bumetanid und
luminaler Cl-haltiger Losung reagierte das Duodenum mit einer 20-30% hoheren

Bikarbonatsekretionsrate, wahrend der Isc nur um die Hélfte des Anstiegs in der Kon-
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Isc nur um die Hélfte des Anstiegs in der Kontrolle stieg. Aus diesen Ergebnissen leitete
er ab, dass die Zelle unter der Blockade des NKCC versucht, vermehrt CI {iber eine
gesteigerte Aktivitit des apikalen CI/HCOs'-Austauschers zu importieren (154). In den
von uns durchgefiihrten Experimenten zeigte sich, dass der oben beschriebene Mecha-
nismus in der Spezies Kaninchen wahrscheinlich keine Rolle spielt, da die basale Bi-
karbonatsekretionsrate durch die Blockade des basolateral gelegenen NKCC nicht stei-
gerbar war und die Anstiege der Messparameter nach Stimulation vergleichbar waren
mit denen, die unter Kontrollbedingungen gemessen worden waren (siche Abbildung 8).
Hier miissen offenbar noch andere Transportmechanismen, die fiir die intrazelluldre Cl1'-

Homoostase verantwortlich sind, funktionell bedeutsam sein.

4.2.2.5 Bidirektionale Fluxstudien fiir *H-Mannitol, *°Cr und ?’Na* unter Kon-

trollbedingungen

Da es die Fragestellung erforderte, die Bikarbonatsekretion und die Fluxraten parallel zu
messen, wurden zunéchst Fluxe fiir die genannten lonen unter ,,open circuit current*-
Bedingungen durchgefiihrt. Unvermeidbar waren damit Ionengradienten, die durch die
Notwendigkeit des Einsatzes einer ungepufferten Losung (0,9%ige NaCl) auf der lumi-
nalen Seite entstanden. In die Interpretation der Fluxe muss besonders der vorhandene
CI'-Gradient von mukosal (154 mmol/l) nach serosal (115mmol/l) einbezogen werden.
Der Gradient fiir Na' fiel etwas geringer aus (serosal 140 mmol/l gegeniiber luminal
154 mmol/l). So fillt bei Betrachtung sowohl der *CI-Fluxe, die unter »open circuit
current“-Bedingungen gemessen worden waren (siche Abbildung 20A, B), als auch der
*’Na“-Fluxe (siche Abbildung 22A, B) eine Nettoresorption unter basalen Bedingungen
auf, die, quanitiativ betrachtet, im Falle der Cl'-Ionen hoher lag als im Falle der Na'-
Ionen.

Nach Stimulation schlug die Nettoresorption fiir die CI'-Ionen in eine Nettosekretion
um, was bedeutet, dass das Epithel nun gegen einen Konzentrationsgradienten CI trans-
portierte. Gleichzeitig erfolgte der bereits besprochene Isc-Anstieg. Es ist bekannt, dass
die intrazelluldre Konzentrationserhohung von cAMP zu einer elektrogenen CI'- und
HCOj5 -Sekretion und einer nachfolgenden Depolarisation der Zellmembran fiihrt (145),
eine Tatsache, die wir nun fiir beide genannten Anionen experimentell nachvollzogen

hatten. GroBenordnungsméBig lag der Nettotransport fiir CI' nach Stimulation mit 8-Br-
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cAMP um ein Vielfaches iiber dem Anstieg des Isc (siche Abbildung 3 und 20A), was
nur bedeuten kann, dass der Isc nicht das wahre Ausmal} der elektrogen transportierten
Anionen wiederspiegelt. Die naheliegenste Moglichkeit fiir diese ,,Maskierung* des Isc
ist ein gleichzeitig erfolgendes, aus Griinden der Elektroneutralitit verstirktes Mitgehen
von Kationen in die gleiche Richtung, wobei an einen parazelluldren Shunt von Na'-
Ionen am ehesten in Frage kommt. Um diese Moglichkeit zu {iberpriifen, wurden fiir das
Isotop **Na’ bilaterale Fluxstudien unter ,,open circuit current“-Bedingungen durchge-
fiihrt. Wahrscheinlich aufgrund des oben beschriebenen Konzentrationsgradienten war
in allen Phasen des Versuchs eine Na'-Nettoresorption zu verzeichnen. Wenn man je-
doch die einzelnen Fluxraten (das heift den Flux von serosal nach mukosal bzw. den
Flux von mukosal nach serosal) betrachtet, ist ein Zunahme des “*Na’-Fluxes von sero-
sal nach mukosal auf Stimulation hin zu verzeichnen(siche Abbildung 22A). Auf die
Berechnung des Netto-**Na'-Fluxes wirkte sich diese Zunahme insofern aus, als die
Nettoresorption nach Stimulation abnahm (sieche Abbildung 22B). Man kann davon
ausgehen, dass die Zunahme des **Na'-Fluxes nach Stimulation iiber eine Erhohung der
parazelluldren Permeabilitit zustande kommt. Da Enterozyten iiber keinen aktiven
Transportmechanismus fiir den Zucker Mannitol verfiigen, wurden zur Uberpriifung der
parazelluldren Permeabilitit Fluxstudien fiir "H-Mannitol durchgefiihrt. Wie bereits im
Abschnitt 4.2.2.3 beschrieben, hatten Guba et al 1996 eine Zunahme der parazelluldren
Permeabilitdt im Duodenum der Ratte nach einem PGE,- bzw. 8-Br-cAMP-Stimulus
festgestellt (54). Dieses Ergebnis lieB sich von uns insofern nachvollziehen, als der *H-
Mannitol-Flux im Duodenum des Kaninchens von serosal nach mukosal nach dem 8-
Br-cAMP-Stimulus zunahm, allerdings erst im zweiten 15-min-Intervall nach Applika-
tion der Substanz. Wenn man die Bikarbonatsekretionsrate mit dem *H-Mannitol-Flux
von serosal nach mukosal vergleicht (siche Abbildung 19), so fillt auf, dass erstere den
’H-Mannitol-Flux um mehr als das hundertfache iibertrifft. Daraus kann man ableiten,
dass die Bikarbonatsekretion zum groBen Teil transzelluldr (und damit iiber aktiven
Transport) stattfindet und vergleichsweise wenig HCOs'-lonen iiber parazelluldren
Shunt (und damit iiber passive Diffusion) auf die entgegengesetzte Seite gelangen.

Um schlieBlich abzuschétzen, welchen Einfluss der stirkste Ionengradient unter ,,open
circuit current“-Bedingungen, ndmlich der fiir die Cl'-Ionen, auf deren Nettobewegung

hat, wurde eine Versuchsreihe fiir den *°CI-Flux unter ,short circuit current*-



4 Diskussion 85

Bedingungen durchgefiihrt (sieche Abbildung 21). Da unter diesen Messbedingungen
bilateral die gleiche Losung (Basallosung unter Carbogen-Begasung, sieche Abschnitt
2.3 7, Tabelle 3) vorliegt, existieren hier keinerlei lonengradienten. Unter Basalbedin-
gungen war nun eine Nettosekretion fiir CI" zu verzeichnen. Erwartungsgemif3 kam es
nach Stimulation mit 8-Br-cAMP zu einem Anstieg der Nettosekretion, die in ihrer
GroBenordnung ungefihr dem stimulationsbedingten Anstieg der Cl'-Sekretion unter
,»open circuit current“-Bedingungen entsprach. Aus diesem Ergebnis kann man ableiten,
dass ein vorhandener Konzentrationsgradient fiir CI einen Einfluss auf die Nettobewe-
gung dieser Ionen im Basalzustand besitzt, wobei passive lonenbewegungen beteiligt
sein diirften, dass jedoch unter Stimulationsbedingungen CI" unabhingig vom Konzent-
rationsgradienten und auch gegen ihn in einer bestimmten Grofenordnung sezerniert
wird, was als Indiz dafiir zu werten ist, dass es sich um aktiven Transport handelt.

Sowohl bei dem *°CI'-Flux unter ,,open circuit current“~-Bedingungen (siehe Abbildung
20A, B) als auch dem **Na'-Flux (siche Abbildung 22A, B) war eine bedeutende Zu-
nahme der Nettoresorption fiir die untersuchten lonen nach Bumetanid-Applikation auf-
gefallen. In beiden Féllen hatte der Flux von mukosal nach serosal stark zugenommen.
Der Flux von serosal nach mukosal zeigte sich im Falle des *°Cl” unverindert und im
Falle des **Na" hatte er bereits im zweiten 15-min-Messintervall abgenommen, was sich
nach Bumetanid-Gabe fortsetzte. Obwohl es nahe liegt anzunehmen, dass die Zelle, die
durch Hemmung des NKCC auf einen Hauptmechanismus fiir den basolateralen CI -
Import verzichten muss, den entstehenden intrazelluldren Cl'-Mangel durch erhdhte
Aktivitdt apikaler Mechanismen fiir den Cl'-Import auszugleichen versucht, kann man
aufgrund dieser Beobachtung auf diese Annahme nicht schlieen, da die Fluxbestim-
mungen an der Ussingkammer allenfalls geeignet ist, transepitheliale Ionenverschie-

bungen und keinesfalls intrazellulire Konzentrationsverdnderungen zu erfassen.

4.2.3 Untersuchung unterschiedlicher Systeme zur duodenalen epithelia-

len Bikarbonatbereitstellung und deren Regulation

Die Ergebnisse der vorangegangenen Experimente haben gezeigt, dass an der duodena-

len Bikarbonatsekretion unterschiedliche, am apikalen Zellpol befindliche Transportme-
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chanismen beteiligt sind. Als néchstes interessierten uns die Wege der Bikarbonatbereit-
stellung des Duodenozyten und ihre Verkniipfung mit der basalen und stimulierten Bi-
karbonatsekretion. Mehrere Substanzen, von denen bekannt ist, dass sie zu einer patho-
logischen Bikarbonatsekretionsverminderung im Duodenum fiihren, bedingen anderer-
seits die Ausschiittung sekretionssteigernder Substanzen durch den Organismus, was
jedoch das Endergebnis der verminderten Bikarbonatsekretion nicht zu beeinflussen
scheint. Diese Tatsache weist auf die Moglichkeit hin, dass unter derartigen pathophysi-
ologischen Bedingungen das Ausmal} der zelluldren Bereitstellung von HCO;- lonen
die zelluldre Fahigkeit der Sekretionssteigerung limitieren konnte. Fiir diese Bereitstel-
lung in Frage kommen zum einen das zelleigene Enzym Karboanhydrase (im Gastroin-
testinaltrakt hauptsdchlich durch die Isoform CA II vertreten), welches die Reaktion
[H>O + CO, <> HCO;5™ + H+] katalysiert und im Konzert mit dem basolateral lokalisier-
tem Na'/H'-Austausch arbeitet, zum anderen basolateral lokalisierte HCOs-
Aufnahmemechanismen, insbesondere der Na'/HCO;-Kotransporter. In Abbildung 1
(Abschnitt 1.2.1 in der Einleitung) sind die heute bekannten Transporter der basolatera-
len Zellmembran und einige fiir die Bikarbonatsekretion wichtige intrazelluldre Vor-
génge stark vereinfacht dargestellt.

Anhand der durchgefiihrten Ussingkammer-Untersuchungen sollte nun geklirt werden,
ob die angefiihrten Mechanismen, isoliert oder im Zusammenspiel betrachtet, einen li-
mitierenden Faktor fiir die Bikarbonatsekretion darstellen. Zu dieser Thematik waren in
unserer Arbeitsgruppe mit Hilfe von Vesikelstudien und molekularbiologischer Expe-
rimenten wertvolle Erkenntnisse gewonnen worden (80), auf die im folgenden ndher
eingegangen werden soll.

Vesikelpriparationen aus Epithelzellen sind geeignet, die Lokalisation und Funktion
einzelner Transporter zu untersuchen. Bei dieser Methode werden die Zellen mecha-
nisch aufgebrochen, wobei sich Vesikel aus den apikalen (BBM) und dem basolateralen
Membranen (BLM) bilden. Um zwischen dem Ausschleusen von H' durch einen
Na'/H'-Austauscher zum einen und der Aufnahme von HCOj; durch den Na'/HCO; -
Kotransporter zum anderen zu differenzieren, wurde die pH-getriebene Aufnahme von
*’Na” in BLM-Vesikel aus dem Duodenum des Kaninchens in An- und Abwesenheit
eines einwérts gerichteten Bikarbonatgradienten und dessen Hemmbarkeit durch DMA

[0,5 mM] und DIDS [3 mM] iiberpriift. Als Negativkontrolle wurde die Na'-
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Aufnahme in die BLM-Vesikel unter gleichem pH-Wert von Auflen- und Innenpuffer
bestimmt. Die Experimente ergaben, dass eine intravesikale Ansduerung die Aufnahme
von Na’ sowohl in An- als auch in Abwesenheit von HCOx5 stark stimulierte. Diese
Stimulation lief sich in Abwesenheit von HCO3;  durch DMA komplett inhibieren, was
dafiir spricht, dass sie durch Na'/H'-Austausch zustande gekommen war. Unter Anwe-
senheit von HCO3™ im AuBenpuffer zeigte sich eine DMA-insensitive zusétzliche Auf-
nahme von **Na’ in die Vesikel, was eine Aufnahme durch einen Na'/HCOs'-
Kotransporter wahrscheinlich macht (siche Abbildung 23A). Wie bereits in der Einlei-
tung beschrieben, ist im Darm der Spezies Kaninchen und Mensch ein Na'/HCO; -
Aufnahmemechanismus beschricben worden. Um den vermuteten Na'/HCO;-
Kotransport-Mechanismus im Duodenum des Kaninchens ndher zu beleuchten, wurde
DIDS [3 mM] dem AuBenpuffer zugegeben und die **Na’-Aufnahme in An- und Abwe-
senheit von HCO;™ gemessen. Die 2’Na'-Aufnahme war unter DIDS-Einwirkung in
Anwesenheit von HCOs™ im AuBenpuffer deutlich gehemmt (sieche Abbildung 23B),
hingegen lieB3 sich unter Abwesenheit von HCO3™ keine Inhibition erkennen (nicht ge-
zeigt). Damit war gezeigt worden, dass sich auf der Basolateralmembran des Duodeno-

zyten tatséchlich ein funktionell bedeutsamer Na+/HCO3'-K0transporter befindet.
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Abbildung 23A: Zeitverlauf der pH-getriebenen Aufnahme von “’Na* in BLM-Vesikel
aus dem Duodenum in An- und Abwesenheit eines einwdrts gerichteten HCOj -

Gradienten und der Einfluss von DMA [0,5 mM]; n=35.
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Abbildung 23B: Zeitverlauf der pH-getriebenen Aufnahme von “*Na* in BLM-Vesikel
aus dem Duodenum in Anwesenheit eines einwdrts gerichteten Bikarbonat-Gradienten

und der Einfluss von DIDS [3 mM]; n=2.

Um festzustellen, welche NHE-Isoform an dem gemessenen DMA-inhibierbaren
Na'/H'-Austausch beteiligt ist, wurde nachfolgend die pH-Gradienten-getriebene
Aufnahme von *’Na” in An- und Abwesenheit von Hoechst 642 jeweils in
Konzentrationen von 1 uM (hemmt selektiv den NHE1) und 25 uM (hemmt NHE1 und
NHE2) sowie von DMA in einer Konzentration von 0,5 mM (Inhibition von NHE1-
NHE4) in BLM-Vesikel bestimmt. Dabei stellte sich heraus, dass sich die Aufnahme
von *Na’ durch DMA [0,5 mM] bzw. Hoechst 642 [25 uM] komplett inhibieren lieB3;
Hoechst 642 [1 uM] alleine hingegen hemmte iiber 80% der pH-Gradienten-getriebenen
bzw. DMA-sensitiven *’Na’-Aufnahme (siche Abbildung 23C). Damit war gezeigt
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sensitiven **Na-Aufnahme (siche Abbildung 23C). Damit war gezeigt worden, dass die
Isoform NHEI1 hauptverantwortlich fiir den duodenalen basolateralen Na'/H'-

Austausch ist.
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Abbildung 23C: Zeitverlauf der pH-getriebenen Aufnahme von **Na* in BLM-Vesikel
aus dem Duodenum, der Einfluss von DMA [0,5 mM] und von Hoechst 642 [1 uM] bzw.
[25 uM]; n=2.

Die obenstehenden Vesikelstudien hatten gezeigt, dass sich auf der Basolateralmembran
von Duodenozyten des Kaninchens ein Na'/HCOs -Kotransporter mit ungeklirter mole-
kularer Identitit sowie die Isoform NHE1 aus der Genfamilie der Na'/H -Austauscher
befinden, die dort eine funktionell bedeutsame Rolle im Basenimport und der H'-
Extrusion spielen. Im Pankreas, in dem ebenfalls basolateraler Na'/HCO; -Import mit-
tels fluorometrischer Messungen funktionell charakterisiert worden ist (76), ist die Iso-
form NBC1 aus der Genfamilie der Na'/HCO;-Kotransporter hoch exprimiert (1). Um
zu tliberpriifen, ob dies im Gastrointestinaltrakt und insbesondere im Duodenum eben-
falls zutrifft, wurde der NBC1 des Kaninchens aus dem Duodenum kloniert und die

mRNA-Expression in verschiedenen Abschnitten des Gastrointestinaltraktes mittels
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Northern-Blot und semiquantitativer RT-PCR {iberpriift. Es zeigte sich eine starke
NBC1-Expression im Duodenum, Kolon und Niere. Ein weiterer Northern-Blot zur U-
berpriifung der Expression von NHE1 ergab eine starke Expression in Magen, Duode-

num und Kolon (siehe Abbildung 24)
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Abbildung 24: Poly (A)+-RNA Northern Blot: Expression des NBCI und NHEI in Ma-

gen, Duodenum, lleum, Kolon und Nierenrinde des Kaninchens.

Diese Ergebnisse konnten mit Hilfe der semiquantitativen RT-PCR bestitigt werden:
Abbildungen 25 und 26 zeigen die mRNA-Expression von NBC1 und NHE1 im Magen,
unterschiedlichen Abschnitten des Intestinaltraktes und der Nierenrinde des Kaninchens

im Verhiltnis zum Histon 3.3a, das als interne Kontrolle diente.
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Abbildung 25: Semiquantitative RT-PCR von NBCI. Parallele Kurven fiir NBCI (263
bp) und Histon 3.3a (523 bp). Das Verhdltnis von NBCI zu Histon 3.3a wurde wihrend
der exponentiellen Phase beider Reaktionen bestimmt (A). Relative Expressionslevel
von NBCI versus Histon 3.3a in Magen, Duodenum, Ileum, Kolon und Nierenrinde des

Kaninchens, n=3.
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Abbildung 26: Semiquantitative RT-PCR von NHEI. Parallele Kurven fiir NHEI (356
bp) und Histon 3.3a (523 bp). Das Verhdltnis von NHE1 zu Histon 3.3a wurde wdihrend
der exponentiellen Phase beider Reaktionen bestimmt (A). Relative Expressionslevel
von NHE1 versus Histon 3.3a in Magen, Duodenum, Ileum, Kolon und Nierenrinde des

Kaninchens (B), n=3.
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NBCI1 ist im Duodenum, Kolon und in der Niere, NHE1 im Duodenum und im Magen
hoch exprimiert. Die Durchfithrung der gleichen Experimente unter Nutzung von
18sRNA anstelle von Histon 3.3a als Kontrollgen hatten vergleichbare Ergebnisse erge-
ben. Die auf molekularbiologischem Wege gewonnenen Erkenntnisse unterstreichen
somit noch einmal die Hypothese, dass NBC1 und NHEI fiir den Basenimport des Du-
odenozyten des Kaninchens eine tragende Rolle spielen. Auf der Grundlage dieser Er-
kenntnisse konnten die erhobenen Ussingkammerdaten, die nun im folgenden diskutiert
werden sollen, zu einer weiteren Klarung der funktionellen Rolle der untersuchten

Transportproteine beitragen.

4.2.3.1 Versuchsdurchfiihrung in serosaler Abwesenheit von COy/HCO3

Zunichst einmal stellte sich die Frage, in wieweit die Anwesenheit von CO,/HCO;3™ im
serosalen Perfusat fiir eine unverminderte basale und stimulierte Bikarbonatsekretion
notwendig ist. An Ochsenfroschduodena ist ein Erloschen der Bikarbonatsekretion und
eine Umkehr der PD unter Abwesenheit von CO,/HCO5 und Na' im serosalen Perfusat
beschrieben worden (141). Die in Abbildung 9 gezeigte starke Reduktion der HCO;'™-
Basalsekretion auf ca. 10% und der stimulierten Sekretion auf 20% der unter Kontroll-
bedingungen gemessenen Werte weist darauf hin, dass das sezernierte Bikarbonat nur
zu maximal 20% aus der intrazelluldren CO,-Hydratation stammen kann. Der hier ge-
messene Isc war mehr als doppelt so hoch wie in der Kontrolle (siche Abbildung 3),
was sich mit der von Macherey et al. (100) gefundenen hoheren Leitfahigkeit des Duo-
denums des Kaninchens unter Abwesenheit von HCO;3™ vereinbaren lasst. Die im Ver-
gleich zur Kontrolle kiirzer dauernde und kleinere Isc-Antwort auf den 8-Br-cAMP-
Stimulus ldsst den bereits oben erwihnten Schluss zu, dass unter Normalbedingungen
ein groBer Teil der messbaren Isc-Antwort von sezerniertem HCOj;™ getragen wird. Un-
ter Normalbedingungen wird im basalen und stimulierten Zustand erheblich mehr CI’
als HCOj™ sezerniert (siche Tabelle 5). Diese Cl'-Sekretion wird jedoch nur zu einem
kleinen Anteil durch den Isc gezeigt, da wahrscheinlich gleichzeitig parazellulires Na*
nach mukosal gelangt und auf diese Weise diese Ladung neutralisiert (vergleiche die
Bemerkungen zu den **Na'-Fluxen in Abschnitt 4.2.2.5). Zusammenfassend ist zu die-
sem Versuchsergebnis zu bemerken, dass die basale Bikarbonatsekretion im Duodenum

des Kaninchens zum Grof3teil von der Anwesenheit von CO,/HCO;3™ im serosalen Perfu-
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sat abhingt. Die geringe Isc-Antwort auf Stimulation impliziert, dass ein Grof3teil der

Isc-Antwort unter Stimulation durch ausstrémende HCOj5 -lonen getragen wird.

4.2.3.2 Inhibition des basolateral gelegenen Na’/HCOs -Kotransporters

Die oben gezeigten Studien an BBM-Vesikeln aus dem Duodenum des Kaninchens und
die Ergebnisse der molekularbiologischen Experimente deuten darauf hin, dass flir den
duodenalen Basenimport NBC1 und NHE1 hauptverantwortlich sind. NBC1 transpor-
tiert elektrogen Na™ und HCOj;™ in die Zelle hinein und ist durch die Stilbenderivate
DIDS und SITS inhibierbar (127). Zu der in der vorliegenden Arbeit erfolgten Anwen-
dung von DIDS mit dem Ziel der Blockade des Na'/HCO; -Kotransporters ist folgendes
zu bemerken: Studien aus unserer Arbeitsgruppe an basolateralen Duodenalvesikeln
haben eine inkomplette Hemmbarkeit des Na'/HCO5 - Kotransports durch DIDS [1mM]
gezeigt, die optimale Hemmkonzentration betrug 3 mM und bei hoheren DIDS-
Konzentrationen (ab 5 mM) nahm die Hemmung sogar wieder ab (79). Die Konzentra-
tion wurde fiir die folgenden Versuche mit einer Ausnahme (siche Abbildung 11) je-
doch trotzdem nicht hoher gewéhlt, um unerwiinschte toxische Effekte moglichst gering
zu halten. Die Tatsache, dass die Bikarbonatsekretion unter der basolateralen Einwir-
kung von DIDS [ImM] deutlich reduziert wurde, weist darauf hin, dass im Basal-
zustand ein groBer Teil des aktiv sezernierten HCO;  vom Na+/HCO3'—Kotransporter
aufgenommen wird (siche Abbildung 10). Man wiirde nun erwarten, dass die Sekreti-
onsrate auch unter stimulierten Bedingungen kleiner ausfiele; dies war jedoch nicht der
Fall: der Anstieg der Bikarbonatsekretion nach Stimulation durch 8-Br-cAMP war mit
dem unter Kontrollbedingungen gemessenen vergleichbar. Offenbar werden unter sti-
mulierten Bedingungen andere Mechanismen der Bikarbonatbereitstellung aktiviert.
Darauf weist ebenfalls das Ergebnis des in Abbildung 11 gezeigten Versuchs hin: selbst
eine DIDS-Konzentration von 3 mM, zugegeben nach der Stimulation mit 8-Br-cAMP,
vermochte die HCOs™- Sekretion nicht auf das Plateau abzusenken, das bei dem in Ab-
bildung 10 gezeigten Versuch erreicht worden war, es lag deutlich hoher. Hier muss
also ein weiterer Mechanismus der Bikarbonatbereitstellung aktiviert worden sein. Aus
der Tatsache, dass die jeweils am Ende dieser beiden Versuchsreihen (Abbildung 10
und 11) gemessenen Bikarbonatsekretionswerte, die an dieser Stelle ein Plateau erreicht

hatten, sehr dhnlich waren, kann man zum einen ableiten, dass nach Applikation von
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DIDS sogar in einer Konzentration von 3 mM immer noch eine aktive Sekretion vorlag,
zum anderen sind die beiden Versuchsansédtze durch die fast identische Restsekretion

unter Ouabain-Einwirkung gut vergleichbar.

4.2.3.3 Hemmung der intrazelluldren Karboanhydrase

Die nach der Entfernung von CO,/HCO;  aus dem basolateralen Perfusat verbleibende
aktive Bikarbonatsekretion muss aus intrazelluldren Quellen stammen (siche Abbildung
9). In Frage hierfiir kommt die durch die Karbonanhydrase katalysierte Reaktion [H,O +
CO, <> HCO5™ + H+] und die anschlieBende Extrusion der anfallenden H -Tonen durch
basolateralen Na'/H'-Austausch. Azetazolamid, ein nicht kompetitiver Inhibitor der
Karboanhydrase, hemmt das Enzym in einer Konzentration von 1 mM komplett. Die
Literatur ist sich uneins iiber die Bedeutung der Karboanhydrase fiir die duodenale Bi-
karbonatsekretion. Auf Amphibienduodena hatte Azetazolamid in vitro keinen signifi-
kanten Effekt (141). Messungen an menschlichem proximalem Duodenum ergaben hin-
gegen eine durch Azetazolamid hervorgerufene Senkung der basalen und der PGE;-
stimulierten, jedoch nicht der durch einen Sdurereiz induzierten Bikarbonatsekretions-
steigerung (91;92). Flemstrom et al. hatten 1983 dhnliches an Rattenduodena gemessen:
Hier hemmte Azetazolamid ebenfalls sowohl die basale als auch die PGE,- und séure-
stimulierte Bikarbonatsekretion in vivo (43). Auch an Duodena von Kaninchen wurde
gezeigt, dass die Karboanhydrasereaktion bei der Bikarbonatsekretion eine bedeutende
Rolle spielt Im Rahmen dieser Arbeit war ebenfalls mit dem Inhibitor Azetazolamid in
vivo gearbeitet worden (65).

Im néchsten Versuch sollten die Auswirkungen der Hemmung der Karboanhydrase un-
ter basalen und 8-Br-cAMP-stimulierten Bedingungen untersucht werden (siche Abbil-
dung 12). Die Substanz Azetazolamid wurde bilateral appliziert, nach 15 min jedoch
luminal ein Mediumswechsel vorgenommen, um mogliche toxische Effekte zu vermei-
den. Die Basalsekretion senkte sich auf ganz dhnliche Werte wie nach der serosalen
Applikation von DIDS [ImM] ab (sieche Abbildung 10). Entgegen den oben erwihnten
Erkenntnissen aus der Literatur zeigt sich hier die 8-Br-cAMP-stimulierte Sekretions-
antwort (wie auch schon in dem Versuch, in dem DIDS basolateral appliziert worden
war, beobachtet) unvermindert gegeniiber der Kontrolle. Da im Prinzip nur zwei Wege

der Bikarbonatbereitstellung durch den Duodenozyten in Frage kommen, impliziert die-
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ses Ergebnis, dass unter Hemmung der intrazelluldren Karboanhydrasereaktion durch
Azetazolamid eine Hochregulierung des durch den Na'/HCO; -Kotransporter mediier-
ten basolateral lokalisierten Na+/HC03'—Imports wahrend der 8-Br-cAMP-Stimulation
stattfindet, die theoretisch auf unterschiedliche Art und Weise zustande kommen kann:
zum einen durch eine verdnderte Triebkraft von extra- nach intrazelluldr fir HCOs -
Ionen (da durch die fehlende Herstellung die intrazellulire HCO;-Konzentration ab-
nimmt), zum anderen durch einen vermehrten Einbau von NBC-Proteinen in die Zell-
membran infolge eines cAMP-abhédngigen Signaltransduktionsmechanismus. Natiirlich
konnen auch beide Mechanismen gleichzeitig eine Rolle spielen. Shumaker et al. fiihr-
ten 1999 Untersuchungen an den menschlichen pankreatischen Duktus-Zelllinien CA-
PAN-1 (aus humanem pankreatischen Adenokarzinom), CFPAC-1 (aus humanem
pankreatischem Adenokarzinom eines CF- Patienten mit der Mutation F508) und
CFPAC-WT (stabil mit CFTR transfizierte CFPAC-1 Zelllinie) durch. Sie stellten fest,
dass sich auf der basolateralen Zellmembran der pankreatischen Duktuszelle ein e-
lektrogen arbeitender Na'/HCO5 -Kotransporter befindet, dessen Aktivitit sich durch
cAMP-Analoga steigern ldsst, allerdings nur in Zellen mit intakter und funktionell be-
deutsamer CFTR-Expression. Der vermutete Mechanismus ist eine Aktivierung des CF-
Kanals via cAMP mit nachfolgender Depolarisation der Zellmembran, was die Aktivitit
des NBC durch Verdnderung der Triebkraft steigert. Aus ihren Untersuchungen leitet
die Arbeitsgruppe ab, dass die pathologisch veridnderte Bikarbonatsekretion im pankrea-
tischen Gangsystem des CF-Patienten nicht durch einen aufgrund des Defektes in der
CTI'-Sekretion beeintrachtigten CI/HCO; -Austausch zustande kommt, sondern eine Fol-
ge des gestorten HCO; -Importes durch die basolaterale Zellmembran aufgrund der feh-
lenden CFTR-Funktion ist (139). Da unsere Daten implizieren, dass unter cAMP-
stimulierten Bedingungen und gleichzeitiger Hemmung der Karboanhydrase eine Hoch-
regulierung des Na'/HCO;-Kotransportes stattfindet und die entscheidende Rolle der
CFTR-Funktion in der Bikarbonatsekretion im Duodenum schon seit 1ingerem feststeht
(siche Abschnitt 4.2.2), wire die von Shumaker et al. gestellte Forderung einer Beteili-
gung des CFTR-Proteins an diesem Hochregulationsmechanismus auch fiir das Duode-
num denkbar. Wéhrend der in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrten molekularbiologi-
schen Charakterisierung des NBC1-Proteins hatte sich herausgestellt, dass der intestina-

le Subtyp vom NBC1 des Menschen und des Kaninchens eine Konsensussequenz fiir
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die Proteinkinase A besitzt , was einen Hinweis auf ein strukturelles Korrelat fiir eine
cAMP-mediierte Aktivierung des Proteins darstellt. Wurden nun im Rahmen der von
uns durchgefiihrten Ussingkammer-Versuche die Substanzen DIDS und Azetazolamid
gleichzeitig appliziert (Abbildung 13), senkte sich die Basalsekretion wie erwartet ab,
wobei das erreichte Plateau wieder vergleichbar war mit dem, das auch bei Einzelgabe
der jeweiligen Substanz DIDS oder Azetazolamid gemessen worden war. Offenbar hatte
die Hemmung beider Systeme der Bikarbonatbereitstellung keinen additiven Effekt auf
die Basalsekretion. Ganz anders stellte sich die Sekretionsantwort nach 8-Br-cAMP-
Applikation dar: sie fiel im Vergleich zur Kontrolle sowohl in ihrer Hohe als auch in der
Dauer deutlich geringer aus. Die gleichzeitige Inhibition beider Bikarbonatbereitstel-
lungssysteme hatte sich nun auf die stimulierte Sekretionsleistung ausgewirkt, was noch
einmal die Hypothese unterstreicht, dass diese beiden Mechanismen den Hauptanteil der
zelluldren Bikarbonatbereitstellung im Duodenum sowohl unter basalen als auch unter
stimulierten Bedingungen tragen.

Die Tatsache, dass das Epithel trotz Hemmung unterschiedlicher Mechanismen zur
HCOj-Aufnahme oder seiner Herstellung durch die Karboanhydrase in der Lage war,
auf einen Stimulus mit 8-Br-cAMP mit einer im Vergleich zur Kontrolle uneinge-
schrinkten Bikarbonatsekretionssteigerung zu reagieren, spricht fiir eine unabhingige
und starke Hochregulation fiir den jeweiligen Mechanismus der zelluldren Bikarbonat-

bereitstellung wihrend der Stimulation.

4.2.3.4 Selektive Blockade verschiedener Isoformen des Na*/H'- Austauschers

Wihrend der Karboanhydrasereaktion entsteht fiir jedes HCOj;™-lon entsprechend ein
H'-Ion, das fiir jedes sezernierte HCO5™-Ion iiber die basolaterale Zellmembran zur Er-
haltung des pH; der Zelle abgegeben werden muss. Die vermuteten Mechanismen hier-
fiir sind entweder Na'/H'-Austausch iiber die basaolaterale Zellmembran und/oder eine
H'-ATPase (7).

Es liegt nahe anzunehmen, dass der Na'/H'-Austausch und die Karboanhydrasereaktion
in ihrer Funktion voneinander abhéngig sind, da die Zelle ihren pH; aufrecht erhalten
muss. Demzufolge miissten die Ergebnisse einer Hemmung des Na'/H'-Austausches
mit dem Effekt der Hemmung der Karbonanhydrase vergleichbar sein. Da die bedeut-

same Rolle der Isoform NHE1 aus der Familie der Na'/H'-Austauscher gezeigt worden
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war (siche Abbildungen 23A, 23C, 24, 26), wurde der in Abbildung 14 gezeigte Ver-
such unter Einsatz der Substanz Hoechst 642 in einer Konzentration von 1 uM, in der
dieser Hemmstoff selektiv die genannte Isoform hemmen soll, durchgefiihrt. Eine Ver-
minderung der basalen und stimulierten Bikarbonatsekretionsrate gegeniiber der Kon-
trolle lieB sich nicht feststellen. Ob die weitgehend fehlende Beeintrachtigung der Sek-
retionsleistung wihrend der Hemmung des NHE1 durch seine fehlende funktionelle
Bedeutung oder durch kompensatorische Mechanismen von seiten der Zelle verursacht
war, sollte durch die nun folgenden Versuche abgeklédrt werden. Mit dem Ziel, sowohl
NHEI1 als auch den basolateral lokalisierten Na'/HCO;™-Kotransporter zu inhibieren,
wurde nun nach der Applikation von Hoechst 642 [1 uM] zusétzlich DIDS [ImM] ins
serosale Perfusat gegeben (Abbildung 15). Wie auch schon im vorangegangenen Ver-
such beobachtet (siche Abbildung 14), reagierte das Epithel auf die alleinige Gabe von
Hoechst 642 mit einer nicht signifikant verdnderten HCOj5 -Sekretionsrate. Auch der
Abfall der Sekretionsleistung nach serosaler Applikation von DIDS [ImM] trat erwar-
tungsgeméil so ein, wie er bereits in einem fritheren Versuch beobachtet worden war
(siche Abbildung 10). Erst nach Stimulation mit 8-Br-cAMP machte sich die gleichzei-
tige Hemmung von NHE1 und Na'/HCOj; -Kotransport bemerkbar: die Sekretionsant-
wort war um ca. 60% gegeniiber der Kontrolle vermindert. Der Hemmung dieser beiden
Wege zur duodenalen Bikarbonatbereitstellung hatten die Zellen keinen Kompensati-
onsmechanismus mehr entgegenzusetzen. Dass diese Verminderung der Sekretionsant-
wort nicht etwa auf eine verminderte aktive Sekretionsleistung beispielsweise als Folge
einer Schiadigung zurlickzufiihren war, zeigte der starke Abfall der beiden Messparame-
ter Bikarbonatsekretion und Kurzschlussstrom nach serosaler Applikation von Ouabain.
Das am Ende des Versuchs erreichte Plateau war mit dem vergleichbar, das unter Kon-
trollbedingungen gemessen worden war.

Die in Abbildung 16 gezeigte gleichzeitige Hemmung von Na'/HCOs-Kotransport
durch DIDS [ImM] und des gesamten basolateral befindlichen Na'/H'- Austausches
durch Hoechst 642 [1uM], welches durch die selektive Hemmung von NHE1 am Duo-
denozyten des Kaninchens ca. 80% des gesamten hier gelegenen Na'/H'- Austausches
hemmt, und DMA [0,5 mM], welches den verbleibenden nicht durch NHE1 mediierten
Na'/H'-Austausch inhibiert, hatte dramatische Auswirkungen auf die basale und stimu-

lierte Bikarbonatsekretion: Die Basalsekretion fiel in den Bereich, der unter Ouabain-
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Einwirkung nach Erreichen des Plateaus gemessen worden war, das heilt, die Ouabain-
sensitive bzw. aktive Sekretion war zum Erliegen gekommen. Die durch 8-Br-cAMP
stimulierte Sekretionsantwort war mit der unter serosal CO,/HCOs-freien Bedingungen
gemessenen vergleichbar (siche Abbildung 9). Zusammen mit den Beobachtungen aus
dem in Abbildung 15 dargestellten Versuch impliziert dieses Ergebnis, dass basolatera-
ler Na'/H'-Austausch, fiir den zu einem erheblichen Anteil die Isoform NHE1 verant-
wortlich ist, eine entscheidende Komponente der HCO3™-Generierung durch die Karbo-
anhydrase-Aktivitdt darstellt. Wenn die beiden Systeme Karboanhydrasereaktion und
basolateral lokalisierte Na'/H -Austausch so eng wie vermutet zusammenarbeiten, so
darf ihre gleichzeitige Hemmung keinen Unterschied zum Ergebnis nach ihrer jeweils
einzelnen Inhibition im Sinne eines additiven Effektes ergeben. Um dies zu iiberpriifen,
wurde die basale und stimulierte Bikarbonatsekretion unter der gleichzeitigen Hem-
mung von Karboanhydrase und der NHE1-Isoform gemessen (Abbildung 17). Wie er-
wartet, war kein zusdtzlicher Effekt im Vergleich zu den in Abbildungen 12 und 14 dar-
gestellten Versuchen zu erkennen.

Die Versuchsergebnisse zur duodenalen Bikarbonatbereitstellung implizieren nicht nur,
dass wihrend der cAMP-stimulierten Bikarbonatsekretionssteigerung bei gleichzeitiger
Hemmung des Karboanhydrasesystems der Na'/HCO; -Kotransport hochreguliert wird,
sondern auch, dass im umgekehrten Fall unter Stimulationsbedingungen nach Applika-
tion von cAMP-Analoga bei gleichzeitiger Hemmung des Na'/HCO; -Kotransporters
offenbar das Karboanhydrasesystem hochreguliert wird. Fiir die Organe Gehirn (38),
Knochen (55) und fiir Erythrozyten (49) ist eine cAMP-abhédngige Karboanhydraseakti-
vierung beschrieben worden. Eine Arbeit beschreibt die cAMP-induzierte Aktivitéts-
steigerung des Promoters fiir das CAII-Gen (102). Natiirlich stellt die Hochregulation
der Karboanhydrase nur eine von mehreren denkbaren Moglichkeiten dar, wie cAMP
die intrazelluldre Generierung von HCOs'-Ionen steigern konnte. Denkbar wire auch
eine cAMP-induzierte Steigerung H'-Extrusion withrend der Bikarbonatsekretion.
Bachmann et al. beschrieben 1998 eine cAMP-induzierte NHE1-Aktivierung (neben
einer NHE4-Aktivierung) fiir die Parietalzelle des Kaninchenmagens (13;102). Da die
am Anfang des Kapitels 4.2.3 vorgestellten Daten aus unserer Arbeitsgruppe und die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten darauf hinweisen, dass NHE1 haupt-

verantwortlich fiir die H -Extrusion wihrend der Bikarbonatsekretion ist, wire eine
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solche Aktivierung auch im Duodenum denkbar. Welche Mechanismen nun tatsdchlich
bei der Hochregulierung der beiden beschriebenen Wege (Na'/HCOs -Kotransport und
Na'/H'-Austausch) der Bikarbonatbereitstellung durch den Duodenozyten eine Rolle

spielen, wird in Zukunft weiterer Abkldrung bediirfen.



5 Zusammenfassung

Die Bikarbonatsekretion zdhlt zu den wichtigsten Schutzmechanismen der duodenalen
Mukosa gegen die luminale Sdurebelastung. Thr ungestortes Funktionieren ist eine un-
abdingbare Vorraussetzung fiir eine intakte Schleimhautoberfliche und ein gesundes
Organ.

Ziel der Arbeit war es, die an der Bikarbonatsekretion beteiligten zelluldren Io-
nentransportmechanismen funktionell ndher zu charakterisieren und Aspekte ihrer Re-
gulation zu kldren. Zu diesem Zweck wurde proximales Kaninchenduodenum, das zu-
vor von Serosa- und Muskelschichten befreit worden war, in einen Ussingkammer-
Autbau verbracht und simultan mit dem Kurzschlussstromexperiment die Messung der
Bikarbonatsekretion unter Anwendung der pH-stat-Methode durchgefiihrt.

Im ersten Teil der Arbeit sollte geklart werden, welche am apikalen Zellpol lokalisierten
Transportproteine unter basalen und stimulierten Bedingungen fiir die Bikarbonatsekre-
tion eine Rolle spielen und in welcher funktionellen Beziehung sie zueinander stehen.
Das untersuchte Gewebe zeigte unter basalen Bedingungen konstante Bikarbonatsekre-
tionsraten und elektrophysiologische Parameter. Die Stimulation mit 8-Br-cAMP hatte
eine signifikante Steigerung sowohl der Bikarbonatsekretionsrate als auch des Kurz-
schlussstromes zur Folge. Der Abfall samtlicher Messparameter nach Ouabain-
Applikation zeigte zum einen die vorher vorhandene Vitalitit des Gewebes und zum
anderen das Ausmal der aktiven Sekretionsleistung an. Die Hemmung des apikalen
Anionenaustauschers, von dem bekannt ist, dass er eine funktionelle Bedeutung im Du-
odenum besitzt, entweder durch Ersatz der Cl'-lonen des luminalen Perfusates oder
durch die Applikation von DIDS [1 mM], fiihrte zu einem deutlichen Abfall der basalen
Bikarbonatsekretion, die durch 8-Br-cAMP hervorgerufene Sekretionsantwort zeigte
sich jedoch nicht beeintrachtigt. Bilateraler Ersatz der Cl'-lonen in luminaler Ab- und
Anwesenheit von DIDS [1 mM] fiihrte zu vergleichbaren Ergebnissen hinsichtlich der
Bikarbonatsekretion. Die Hemmung des basolateral lokalisierten NKCC wirkte sich
nicht auf das Ausmal} der Bikarbonatsekretionssteigerung nach Stimulation aus. Die
durchgefiihrten radioaktive Fluxstudien ergaben einen erhohten *H-Mannitol, **Cl™-und

*Na"-Flux von serosal nach mukosal unter Stimulationsbedingungen durch 8-Br-
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cAMP. Insgesamt lagen die Fluxraten fiir **Cl" und ?Na" um ein Vielfaches hoher als
die Bikarbonatsekretion, die Fluxraten fiir 3H-Mannitol betrugen hingegen nur ca. l 100
der Bikarbonatsekretion.

Zusammengefasst haben die Experimente des ersten Teils der Arbeit gezeigt, dass ein
apikaler Anionenaustauscher im Duodenum des Kaninchens einen deutlichen Anteil an
der aktiven basalen Bikarbonatsekretion besitzt, die HCOs-Ilonen nach Stimulation
durch cAMP-Analoga jedoch iiber eine Leitfdhigkeit sezerniert werden, wobei der Ani-
onenaustauscher in den Hintergrund tritt. Aufgrund der allgemeinen Erkenntnisse {iber
das CFTR-Protein muss dieses entweder in die cAMP-gesteuerte Regulation einer sol-
chen Leitfdhigkeit involviert sein oder sogar selber als cAMP-regulierter Cl'- und

HCOj5-Kanal fungieren.

Der zweite Teil der Arbeit befasste sich mit den Mechanismen der duodenalen Bikarbo-
natbereitstellung, die wahrscheinlich einen limitierenden Faktor fiir die Bikarbonatsek-
retion darstellt. Die Entfernung von CO,/HCOs™ aus dem serosalen Perfusat reduzierte
die basale und stimulierte Bikarbonatsekretion auf 10 bzw. 20 % der Kontrolle. Die
Hemmung des Na'/HCO;-Kotransporters durch serosale Anwesenheit von DIDS [1
mM] fiihrte zwar zu einem deutlichen Absinken der basalen, jedoch zu keiner Beein-
trachtigung der 8-Br-cAMP-stimulierten Bikarbonatsekretion. Ein vergleichbares Er-
gebnis hinsichtlich der Bikarbonatsekretion erbrachte die Hemmung der Karboanhydra-
se mittels Azetazolamid [1 mM]. Wurden nun die beiden Systeme Na'/HCOs-
Kotransport und Karboanhydrase gleichzeitig gehemmt, zeigte sich neben der schon bei
den vorangegangenen Versuchen beobachtete Riickgang der Basalsekretion zusitzlich
eine in ihrem Ausmal} verringerte und in ihrer Dauer verkiirzte Bikarbonatsekretions-
antwort auf den 8-Br-cAMP-Stimulus. Die selektive Hemmung der Isoform NHEI1 aus
der Genfamilie der Na'/H -Austauscher, fiir die eine bedeutende Rolle im Duodenale-
pithel des Kaninchens beschrieben worden ist, mittels der Substanz Hoechst 642 [1
uM], hatte weder auf die basale noch auf die stimulierte Bikarbonatsekretion einen sig-
nifikanten Effekt, wurde jedoch in einem anderen Versuchansatz nach der Hoechst-
Applikation dem serosalen Perfusat die Substanz DIDS [1 mM] zugesetzt, sank zum
einen die basale Bikarbonatsekretionsrate ab, zum andern zeigte sich die stimulierte

Sekretionsantwort deutlich reduziert. Wirkten nun die Substanzen DIDS [1 mM],
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Hoechst 642 [1 uM] und DMA [0,5 mM] gleichzeitig auf das Epithel ein, was bedeutet,
dass sowohl der NaVHCO{-Kotransport als auch samtliche im Dunndarm funktionell
bedeutsame Isoformen des Na'/H ' -Austauschers gehemmt waren, erlosch die Ouabain-
sensitive bzw. aktive Basalsekretion; die 8-Br-cAMP-induzierte Sekretionsantwort lag
groBBenordnungsméBig in dem Bereich der in serosaler Abwesenheit von CO,/HCOs’
gemessenen Sekretionsantwort. Wurde schlie8lich die Karboanhydrase (mittels Azeta-
zolamid [1 mM)]) gleichzeitig mit der Isoform NHE1 (mittels Hoechst 642 [1 uM]) ge-
hemmt, lieB sich aus dem Versuchsergebnis kein additiver Effekt auf die basale und
stimulierte Bikarbonatsekretion, verglichen mit der alleinigen Verwendung der genann-
ten Substanzen, erkennen.

Zusammengefasst haben die Experimente des zweiten Teils der Arbeit folgendes ge-
zeigt: Im Duodenalepithel des Kaninchens sind unter nicht-stimulierten Bedingungen
sowohl basolateral lokalisierter Na+/HC03'-Kotransp0rt als auch intrazelluldre HCO;'-
Generierung (die iiber die Karboanhydrasereaktion gekoppelt mit Na'/H -Austausch
zustande kommt), fiir die Bereitstellung von HCOj -lonen, die ins Darmlumen sezer-
niert werden, verantwortlich. Die Anwesenheit von CO,/HCO5™ im serosalen Perfusat
ist dabei unbedingt erforderlich. Diese beiden Wege der Bikarbonatbereitstellung kon-
nen wihrend einer Stimulation durch cAMP-Analoga unter Hemmung jeweils deseinen
Weges so wirksam hochreguliert werden, dass die Sekretionsantwort nicht beeintrich-

tigt ist.
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Abbildung 1: Schemazeichnung eines Duodenozyten
Abbildung 2: Ussingkammer-Setup

Abbildung 3: Reaktion des Duodenalepithels auf Stimulation mit 8-Br-cAMP [1 mM]
(serosal appliziert) hinsichtlich der Bikarbonatsekretions- (@) und der Isc-Verdnderung
(A), nach 40 min Bumetanid-Applikation [0,5 mM] (serosal appliziert) und nach 55 min
Zugabe von Ouabain [0,5 mM] (serosal appliziert); n=14.

Abbildung 4: Reaktion des Duodenalepithels hinsichtlich der Bikarbonatsekretion (m)
und des Kurzschlussstromverlaufes (A) auf verschiedene Stimulantien unter luminal CI'-
freien Bedingungen. Zugabe von 8-Br-cAMP [1 mM] serosal 50 min nach Erreichen
stabiler Messparameter bzw. 40 min nach Umstellen des luminalen Perfusats auf eine
CI'-freie Losung. Bumetanid wurde wie unter Kontrollbedingungen 30 min nach Zuga-
be von 8-Br-cAMP in einer Konzentration von 0,5 mM serosal zugegeben, und nach

weiteren 15 Minuten Wartezeit Ouabain [0,5 mM] serosal appliziert; n=5.

Abbildung 5: Bikarbonatsekretion (m) und Isc (A) in Anwesenheit von DIDS [1 mM]
(appliziert nach 10 min stabil gemessenen Basalparametern) im luminalen Perfusat.

Applikation der iibrigen Substanzen wie in den vorangegangenen Versuchen; n=6.

Abbildung 6: Duodenale Bikarbonatsekretion (m) und Isc (A) unter bilateral Cl -freien
Bedingungen. Die beiden Cl'-freien Perfusionslosungen (basolateral und luminal) wur-
den von Versuchsbeginn an verwendet. Die Stimulantien wurden entsprechend dem

bereits beschriebenen Versuchsschema der Kontrolle appliziert; n=5.

Abbildung 7: Verlauf der Bikarbonatsekretion (m) und des Kurzschlussstromes (A) un-
ter bilateral CI'-freien Bedingungen. Nach Erreichen stabiler Basalparameter Applikati-
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on von DIDS [1 mM] ins luminale Perfusat. Stimulation mit 8-Br-cAMP [1 mM] 10
min nach Einstellung eines neuen Plateaus (45 min nach Applikation von DIDS). Sti-
mulation mit Bumetanid [0,5 mM] 85 min und Ouabain [0,5 mM] 100 min nach Ver-

suchsbeginn; n=4.

Abbildung 8: Effekt von 8-Br-cAMP[1 mM] und Ouabain [0,5 mM] auf die Bikarbo-
natsekretion (m) und den Isc (A) in Anwesenheit von Bumetanid [0,5 mM] im basolate-

ralen Perfusat; n=6.

Abbildung 9: Verlauf von Bikarbonatsekretion (m) und Isc(A) unter serosal CO,/HCO3
freien Bedingungen. Applikation von 8-Br-cAMP [1 mM] 10 min nach Erreichen stabi-
ler Basalparameter. Zugabe von Bumetanid [0,5 mM] und Ouabain [0,5 mM] nach wei-

teren 30 bzw. 45 min; n=5.

Abbildung 10: 8-Br-cAMP stimulierte Bikarbonatsekretion (m) und Isc (A) in Anwe-
senheit von DIDS [1 mM] im basolateralen Perfusat; anschlieBende Applikation von
Bumetanid [0,5 mM] und Ouabain [0,5 mM]; n=3.

Abbildung 11: Stimulation des Duodenalepithels mit 8-Br-cAMP und darauffolgende
serosale Applikation von DIDS [3 mM]. Vor Zugabe von Bumetanid 1h Wartezeit. Ou-
abain-Applikation nach weiteren 15 min. Verlauf von Bikarbonatsekretion (m) und Isc

(A); n=4.

Abbildung 12: Effekt von bilateral appliziertem Azetazolamid [1 mM] auf die 8-Br-
cAMP-stimulierte Bikarbonatsekretion (m) und Isc (A). Applikation von 8-Br-cAMP,
Bumetanid und Ouabain im selben zeitlichen Schema wie in den vorangegangenen

Versuchen. Mediumswechsel luminal 15 min nach Azetazolamid- Applikation; n=3.

Abbildung 13: Effekt der serosalen Applikation von 8-Br-cAMP [1 mM] , Bumetanid
[0,5 mM] und Ouabain [0,5 mM] auf den Verlauf von Bikarbonatsekretion (m) und Isc

(A) unter Einwirkung von serosal appliziertem DIDS [1 mM] und bilateral appliziertem
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Azetazolamid [1 mM]. Mediumswechsel luminal 15 min nach Azetazolamid- und DIDS

-Applikation. Achse ist von 10 bis 35 min unterbrochen; n=4.

Abbildung 14: Effekt von serosal appliziertem Hoechst 642 [1 uM] auf die 8-Br-
cAMP- stimulierte Bikarbonatsekretion (m) und Isc (A). Applikation von 8-Br-cAMP,

Bumetanid und Ouabain nach dem bereits beschriebenen Schema; n=3.

Abbildung 15: Effekt der serosalen Applikation von 8-Br-cAMP [1 mM] , Bumetanid
[0,5 mM] und Ouabain [0,5 mM] auf den Verlauf von Bikarbonatsekretion (m) und Isc
(A) unter serosaler Einwirkung von Hoechst [1 uM] und DIDS [1 mM]; n=4.

Abbildung 16: Zeitverlauf der Bikarbonatsekretion (m) und des Isc (A) unter der serosa-
len Einwirkung von nacheinander appliziertem DIDS [1 mM], Hoechst 642 [1 uM] und
DMA [0,5 mM], anschlieBend serosale Applikation von 8-Br-cAMP [1 mM] und Oua-
bain [0,5 mM]; n=4.

Abbildung 17: Effekt der serosalen Applikation von 8-Br-cAMP [1 mM] , Bumetanid
[0,5 mM] und Ouabain [0,5 mM] auf den Verlauf von Bikarbonatsekretion (m) und Isc
(A) unter der Einwirkung von serosal appliziertem Hoechst [1uM] und bilateral appli-
ziertem Azetazolamid [1 mM]. Mediumswechsel luminal 15 min nach Applikation von

Hoechst 642 und Azetazolamid; n=4.

Abbildung 18: Effekt von 8-Br-cAMP [1 mM] auf den mittleren *H-Mannitol-Flux +
SEM von serosal nach mukosal; Applikation von Bumetanid [0,5 mM] und Ouabain

[0,5 mM] nach 60 bzw. 75 min; n=3

Abbildung 19: Quantitativer Vergleich des Effektes von 8-Br-cAMP [1 mM] auf den
mittleren *H-Mannitol-Flux + SEM von serosal nach mukosal (dunkle Balken) und die
mittlere Bikarbonatsekretion + SEM (helle Balken). Messung im Zeitintervall von 15

min; n=3.
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Abbildung 20A: Aufzeichnung der bidirektionalen Fluxraten fiir *°CI" + SEM von sero-
sal nach mukosal (schwarze Balken) und von mukosal nach serosal (graue Balken) unter

basalen Bedingungen und nach basolateraler Applikation von §8-Br-cAMP [1 mM], Bu-
metanid [0,5 mM] und Ouabain [0,5 mM]; n=5.

Abbildung 20B: Aufzeichnung der duodenalen *°Cl-Nettoresorption + SEM unter
Verwendung der in Abbildung 20A gezeigten Messwerte.

Abbildung 21: Effekt von 8-Br-cAMP [1 mM] auf den mittleren bidirektionalen *°CI'-
Flux £ SEM; dargestellt ist der Nettoflux. Applikation von Ouabain [0,5 mM] 30 min
nach Stimulation mit 8-Br-cAMP, nach 1h Wartezeit ohne Abnahmen erfolgten die letz-

ten vier Abnahmen; n=3.

Abbildung 22A: Aufzeichnung der bidirektionalen Fluxraten fiir *Na" + SEM im Duo-
denum von serosal nach mukosal (schwarze Balken) und von mukosal nach serosal

(graue Balken) unter basalen Bedingungen und nach basolateraler Applikation von 8-

Br-cAMP [1 mM], Bumetanid [0,5 mM] und Ouabain [0,5 mM]; n=5.

Abbildung 22B: Aufzeichnung der duodenalen **Na” Nettoresorption + SEM unter
Verwendung der in Abbildung 22A gezeigten Messwerte.

Abbildung 23A: Zeitverlauf der pH-getriebenen Aufnahme von *Na” in BLM-Vesikel
aus dem Duodenum in Anwesenheit eines einwérts gerichteten HCOj; -Gradienten und

der Einfluss von DMA [0,5 mM]; n=5.

Abbildung 23B: Zeitverlauf der pH-getriebenen Aufnahme von *Na* in BLM-Vesikel
aus dem Duodenum in Anwesenheit eines einwirts gerichteten Bikarbonat-Gradienten

und der Einfluss von DIDS [3 mM]; n=2.

Abbildung 23C: Zeitverlauf der pH-getriebenen Aufnahme von *Na* in BLM-Vesikel
aus dem Duodenum, der Einfluss von DMA [0,5 mM] und von Hoechst 642 [1 uM]
bzw. [25 uM]; n=2.
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Abbildung 24: Poly (A)+-RNA Northern Blot: Expression des NBC1 und NHEI in

Magen, Duodenum, Ileum, Kolon und Nierenrinde des Kaninchens.

Abbildung 25: Semiquantitative RT-PCR von NBC1. Parallele Kurven fiir NBC1 (263
bp) und Histon 3.3a (523 bp). Das Verhiltnis von NBC1 zu Histon 3.3a wurde wihrend
der exponentiellen Phase beider Reaktionen bestimmt (A). Relative Expressionslevel
von NBC1 versus Histon 3.3a in Magen, Duodenum, Ileum, Kolon und Nierenrinde des

Kaninchens; n=3.

Abbildung 26: Semiquantitative RT-PCR von NHEI. Parallele Kurven fiir NHE1 (356
bp) und Histon 3.3a (523 bp). Das Verhiltnis von NHE1 zu Histon 3.3a wurde wéhrend
der exponentiellen Phase beider Reaktionen bestimmt (A). Relative Expressionslevel

von NHE1 versus Histon 3.3a in Magen, Duodenum, I[leum, Kolon und Nierenrinde des

Kaninchens (B); n=3.

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien, deren Abkiirzung und jeweilige Bezugsquelle; bei
den mit * gekennzeichneten Substanzen ist unter ,,Abkiirzung® der Handelsname ange-

geben.

Tabelle 2: Auflistung der fiir die durchgefiihrten Experimente verwendeten Gerite. Als

standardisiert geltende Gerite sind nicht enthalten.

Tabelle 3: Ionale Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen.

Tabelle 4: Basalparameter des Duodenums verschiedener Spezies, Daten an der Us-

singkammer erhoben.

Tabelle 5: Vergleich von Bikarbonatsekretion, Isc und bilateralen Fluxraten fiir *°CI
und **Na* im Duodenalepithel des Kaninchens im Basalzustand und nach Stimulation

mit 8-Br-cAMP [1 mM].
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