Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1 Immunfluoreszenzmikroskopie

4.1.1 Subzellulire Lokalisation von K;g6.1 und SUR2A in gastrischer Mukosa des

Menschen

Semi-Diinnschnitte (Schichtdicke: 1 pm) der Corpusregion des menschlichen Magens wurden
mit Antiseren gegen Kjr6.1 und SUR2A inkubiert. Hierbei zeigte sich in der indirekten
Immunfluoreszenz fiir beide Antiseren ein identisches Férbemuster. In der Mukosa der
Magenbiopsate waren distinkte punkt- und strichférmige Membranareale immunpositiv, die sich
in quer angeschnittenen gastrischen Driisentubuli in einer zirkuliren Anordnung darstellten
(Abb. 4.1 bis 4.5). Die Spezifitit der Anfarbung konnte durch Pridabsorption der Antiseren mit

einem Uberschuss des verwendeten Antigens nachgewiesen werden (Abb. 4.2a und 4.2b).

Die gefundenen immunpositiven Signale erschienen stets an den apikalen Polen der
Driisenzellen lokalisiert zu sein. Um diese Position genauer zu bestimmen, wurden verschiedene
Doppelinkubationen mit weiteren subdoménenspezifischen Antiseren durchgefiihrt. Eine
spezifische Markierung der basolateralen Plasmamembran war durch eine Inkubation mit
Antiserum gegen den Anionenausrauscher 2 (AE2) moglich (Abb. 4.3a und 4.3b). AE2 kommt
in der Mukosa des Magens ausschlielich im basolateralen Membrankompartiment von
Parietalzellen vor (JONS et al., 1994). Parietalzellen sind in allen Abschnitten der Magendriisen
der Corpus-Fundus-Region zu finden, am héufigsten jedoch im Driisenhals. Sie sind fiir die
luminale HCI-Sekretion sowie fiir die Freisetzung des Intrinsic Factor verantwortlich. Das AE2-
Molekiil dient in den Parietalzellen der Aufnahme von Chloridionen aus dem Blut, die im
Austausch gegen intrazelluldr erzeugtes Bikarbonat in die Zelle gelangen und anschlieBend
passiv iiber einen in der luminalen Plasmamembran gelegenen Chloridkanal in den Magensaft
iibertreten. Zusammen mit der H'-Abgabe durch die luminal gelegene H'-K'-ATPase resultiert

eine Nettosekretion von Salzsdure (HCI) in das Driisenlumen.

In den Doppelfirbungen zwischen AE2 und Kiz6.1 bzw. SUR2A konnte keinerlei Uberlappung
der Immunmarkierung festgestellt werden. Die basolaterale Plasmamembran der Parietalzellen

erschien vollstindig durch die AE2-Antikérper markiert (griin in Abb. 4.3b), wohingegen die
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gegen Kjr6.1 oder SUR2A gerichteten AntikOrper einen mehr apikal gelegenen Abschnitt der
lateralen Plasmamebran markierten (rot in Abb. 4.3b). Ferner zeigte sich, dass nicht nur die
Parietalzellen die oben beschriebenen Kjr6.1- und SUR2A-Farbemuster aufwiesen, sondern auch
samtliche anderen, nicht mit AE2-Serum markierten Driisenzellen der Magenmukosa (Abb.

4.3c¢).

Diese FErgebnisse lieen eine Position von Kjr6.1 und SUR2A vermuten, die um den

Ubergangsbereich zwischen apikalem und basolateralem Membrankompartiment gelegen ist.

Abb. 4.1:
Lokalisation von Kjz6.1 in der Magenmukosa des

Menschen

1 pm diinne Eponschnitte von Biopsaten aus der
Corpusregion menschlicher Magenmukosa wurden
mit anti-K;g6.1-Serum inkubiert. An den zwei hier

quer angeschnittenen Driisentubuli stellt sich die

Markierung mit anti-Kiz6.1-Antikdrpern als ein
ringartiges Muster von distinkten immunpositiven
Membranarealen (griin) dar.

Bar: 25 pm
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Abb. 4.2: Lokalisation von SUR2A in der Magenmukosa des Menschen

(a) Semidiinne Eponschnitte (1 pm) menschlicher Magenmukosa wurden mit anti-SUR2A-Serum
inkubiert. Auch an diesen hier wieder quer angeschnittenen Driisentubuli zeigt sich bei der Farbung
mit anti-SUR2A-Antikorpern das gleiche ringartige Muster distinkter immunpositiver Membranareale
(rot) wie bei den Kjz6.1-Inkubationen (siehe Abb. 4.1). Diese Signale sind am apikalen Pol der
Driisenzellen lokalisiert. Die gepunktete Linie markiert die Grenze des Driisentubulus zur
extrazelluldren Matrix.

(b) Die Priabsorption des anti-SUR2A-Serums mit einem Uberschuss an SUR2A-Antigen fiihrte bei der
Inkubation eines Folgeschnitts zu einem Ausbleiben des unter (a) zu sehenden Farbemusters, wodurch
die Spezifitdt der Anfirbung bei (a) nachgewiesen werden konnte. Hier ist durch elektronische
Verstirkung der schwachen Autofluoreszenz lediglich eine unspezifische Hintergrundfirbung zu
erkennen wie sie sich auch an den Driisentubuli bei (a) darstellt.

Bar: 30 pm
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Abb. 4.3: Doppelfirbung menschlicher Magenmukosa mit Seren gegen SUR2A (rot) und AE2 (griin)

(a)

(b)

(©)

Ubersichtsaufnahme transversal angeschnittener Magendriisen eines 1 pm diinnen Eponschnittes. Die
Lumina der Driisentubuli lassen sich durch die lumenwértige Ausrichtung der basolateral griin-
markierten Parietalzellen und durch das ringdhnliche rote Punktmuster von SUR2A-Markierungen
(linker gestrichelter Kasten, Abb. 4.3c) abgrenzen. Die gepunktete Linie in der Bildmitte markiert die
Grenze eines Driisentubulus zur extrazelluldren Matrix.

Vergroflerung einer einzelnen AE2-markierten Parietalzelle eines Driisentubulus. Der
Anionenaustauscher 2 (AE2) ist innerhalb des Magengewebes ein spezifischer Marker flir die
basolaterale Plasmamembran von Parietalzellen. Man erkennt keine Uberlappung von AE2 (griin) mit
SUR2A (rot). Das apikale Membrankopartiment ist nicht angefarbt.

Vergroferung eines SUR2A-markierten Driisenlumens. Das Vorkommen von SUR2A (und Kiz6.1) ist
nicht auf die Parietalzellen beschrinkt, sondern imponiert an den apikalen Polen aller Zellen des

Driisentubulus mit dem gleichen ringartigen Farbemuster distinkter immunpositiver Signale.

Bar: 60 pm
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4.1.2 Zur Position von K;zr6.1 und SUR2A an Interzellularkontakten

Zu den charakteristischen Oberflichendifferenzierungen von Epithelzellen gehdren die
verschiedenen Formen von Interzellularkontakten. Eine besonders enge Staffelung verschiedener
Interzellularkontakte findet sich in den meisten einschichtigen Epithelien, wie z.B. in den
Epithelien des Gastrointestinaltraktes, im Ubergangsbereich vom apikalen zum basolateralen
Membrankompartiment. In diesem so genannten Schlussleistenkomplex sind von apikal nach
basal dicht aneinandergereiht:

1. Zonula occludens (syn.: Tight Junction)

2. Zonula adherens (syn.: Intermediate Junction, Giirteldesmosom)

3. Macula adherens (syn.: Desmosom, Fleckdesmosom)

(siehe Einleitung Abb. 1.1)

Da auch die Position von Kiz6.1 und SUR2A méglicherweise in genau diesem Ubergangsbereich
von apikaler zu basolateraler Plasmamembran, also dem Bereich des Schlussleistenkomplexes,
befand, sollte als néchstes der Frage nach einer Colokalisation von Kjg6.1 und SUR2A mit
einem der Interzellularkontakte des Schlussleistenkomplexes nachgegangen werden. Hierfiir
wurden Doppelinkubationen mit Antikdrpern gegen Kir6.1 oder SUR2A sowie gegen Proteine

der verschiedenen Interzellularkontakte durchgefiihrt.

4.1.3 E-Cadherin ist in gastrischer Mukosa des Menschen mit K;z6.1 und SUR2A partiell

colokalisiert

E-Cadherin (epitheliales Cadherin) ist als Transmembranprotein fiir den Zell-Zell-Kontakt
ausschlieBlich in Adhidsionskontakten verantwortlich und konnte daher als spezifischer Marker

der Zonula adherens des Schlussleistenkomplexes verwendet werden.

In den Doppelmarkierungen von Semidiinnschnitten (I pm) der menschlichen Magenmukosa
wurde mit den gegen E-Cadherin gerichteten Antikorpern das typische Férbemuster der
Driisenepithelien erhalten (rot in Abb. 4.4a und 4.4b). Neben einer intensiven Markierung der
Zonula adherens im apikalen Bereich der lateralen Plasmamembran imponierten in den
basalwirts gelegenen zwei Dritteln vor allem die Puncta adherentia als E-Cadherin-

immunpositive Strukturen. Die gegen Kijr6.1 oder SUR2A gerichteten Antikérper markierten
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sowohl isoliert den am weitesten apikal gelegenen Anteil der lateralen Plasmamembran (griin in

Abb. 4.4b), als auch {iiberlappend mit der E-Cadherin-Markierung den Bereich der Zonula
adherens (gelb in Abb. 4.4a und 4.4b).

Die sich ohne Uberlappung darstellenden Kiz6.1- und SUR2A-Signale, apikal der Zonula

adherens, zeigten, dass Kijr6.1 und SUR2A in dieser Position nicht mit Adhésionskontakten

colokalisiert sein konnten. Dieser am weitesten apikal gelegene Bereich der lateralen

Plasmamembran représentiert jedoch das Areal der Tight Junctions.

Abb. 4.4: Doppelfirbung menschlicher Magenmukosa mit Seren gegen E-Cadherin (rot) und K;z6.1 (griin)

(a)

(b)

Ubersicht eines doppelt inkubierten Semidiinnschnitts (1 um) mit quer getroffenen Driisentubuli der
Magenmukosa des Menschen. Die laterale Membran aller Zellen eines Driisentubulus ist immunpositiv
fir E-Cadherin (rot). Im apikalen Bereich der lateralen Zellmembran sind ferner die
Uberlappungszonen von E-Cadherin und Kiz6.1 zu erkennen (gelb). Die fiir E-Cadherin untypische
Markierung auch der basalen Plasmamembran einiger Zellen ist zum Teil auf einen kappenartigen
Anschnitt der betreffenden Zelle zuriickzufiihren. Vermutlich wird E-Cadherin allerdings auch iiber
einen ,default pathway* in die Plasmamembran eingebaut. Diese ,falsch® eingebauten Molekiile
gelangen so erst nach einem zweiten gerichteten Transport zum eigentlichen Zielbereich der lateralen
Plasmamebran.

AusschnittsvergroBlerung eines Driisentubulus. Die laterale Plasmamembran der Driisenzellen stellt
sich durch eine Markierung von E-Cadherin (rot) dar. Im Bereich der Zonula adherens zeigt sich eine
Uberlappung des E-Cadherin- und K;z6.1-Signals (gelb). In dem am weitesten apikal gelegenen
Abschnitt der lateralen Plasmamembran, dem Areal der Tight Junctions, finden sich auflerdem isolierte

Signale fiir Kiz6.1 (griin, Pfeile), die keinerlei Uberlappung mit der E-Cadherin-Markierung aufweisen.

Bar: 30 pm
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4.1.4 Perfekte Colokalisation von Kjr6.1 und SUR2A mit dem Tight-Junction-Protein
70-1

Nachdem sich in den Doppelinkubationen mit E-Cadherin die Tight-Junction-Areale der
gastrischen Driisenzellen isoliert mit Kjr6.1- und SUR2A-Antikérpern gefarbt zeigten (Abb.
4.4), stellte sich die Frage nach einer Colokalisation mit den Tight Junctions. Ein
charakteristisches Plaqueprotein der Tight Junctions, welches dort ubiquitir vorkommt, ist das
Zonula-occludens-Protein 1 (ZO-1). ZO-1 erschien daher fiir die immunologische Detektierung

von Tight Junctions als besonders geeignet.

Es wurden 1 pm diinne Eponschnitte aus der Corpusregion menschlicher Magenmukosa
gleichzeitig mit Seren gegen ZO-1 (rot in Abb. 4.5b) und gegen SUR2A (griin in Abb. 4.5a)
bzw. Kiz6.1 inkubiert. Es zeigte sich fiir Kjg6.1 und SUR2A das aus den Abbildungen 4.1 bis
4.4. bekannte Farbemuster punkt- und strichférmiger immunpositiver Signale in den apikalen
Bereichen der lateralen Zellmembran der Driisenzellen. Die Markierungen mit den gegen ZO-1
gerichteten Antikorpern wiesen ein identisches Farbemuster auf. Die gleichzeitige Anregung
beider Fluorochrome der verschiedenen Sekundirantikorper fiir ZO-1 und Kjr6.1 bzw. SUR2A
bestétigte eine perfekte Colokalisation des Tight-Junction-Proteins ZO-1 mit den beiden Kap-

Kanal-Untereinheiten Kig6.1 und SUR2A (Abb. 4.5c¢).

Da die Bereiche von Tight Junction und Zonula adherens innerhalb der Plasmamembran
wahrscheinlich nicht scharf gegeneinander abgegrenzt sind, sondern eher verwoben und
wellenartig ineinander iibergehen, ist bei der hier gezeigten vollstindigen Colokalisation von
Kir6.1 und SUR2A mit den Tight Junctions die partielle Uberlappung mit der E-Cadherin-
haltigen Zonula adherens (gelb in Abb. 4.4) erklarbar.
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Abb. 4.5: Doppelfirbung menschlicher Magenmukosa mit SUR2A (a) und ZO-1 (b)

Ein 1-um-Semidiinnschnitt eines in Epon eingebetteten Biopsats aus der Corpusregion menschlicher
Magenmukosa wurde simultan mit Serum gegen SUR2A (a) und gegen ZO-1 (b) inkubiert. Wéhrend im
linken unteren Bildbereich ein quer getroffener Driisentubulus zu erkennen ist, ldsst sich rechts davon ein
eher langs angeschnittener Tubulus identifizieren. In beiden Farbungen stellt sich ein identisches Muster
punkt- und strichférmiger Signale apikaler Membranareale dar. Die gleichzeitige Anregung beider
Fluorochrome (c) verdeutlicht eine perfekte Colokalisation des Tight-Junction-Markers ZO-1 mit SUR2A.
Bar: 30 pm
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4.1.5 Kig6.1 und SUR2A sind auch in Diinndarm und Leber im Bereich der Tight

Junction lokalisiert

Die in der menschlichen Magenmukosa gefundene Colokalisation von Kjg6.1 und SUR2A mit
dem Tight-Junction-Protein ZO-1 warf nun drei weitere Fragen auf:

1. Istdiese Colokalisation ausschlieBlich auf den Magen beschrinkt?

2. Handelt es sich um ein artspezifisches Phdnomen?

3. Lasst sich die Colokalisation von ZO-1 mit Kjg6.1 und SUR2A auch durch eine

Colokalisation mit anderen Tight-Junction-Proteinen bestétigen?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden von in Epon eingebetteter Rattenleber sowie von
eingebettetem Jejunum der Ratte Semidiinnschnitte der Schichtdicke 1 pm angefertigt. Es
schloss sich eine gleichzeitige Inkubation der Prdparate mit Antiseren gegen Kir6.1 bzw.
SUR2A und gegen ZO-1 bzw. Occludin an. Occludin ist ein weiterer geeigneter Tight-Junction-
Marker fiir die genannten Gewebe, da dieses Transmembranprotein in den meisten Tight
Junctions zu finden ist und nur in einigen extrazerebralen Endothelien nicht vorkommt

(DRENCKHAHN, 2003).

Es zeigte sich in diesen Doppelfarbungen die gleiche prazise Colokalisation von Kjg6.1 und
SUR2A mit den Tight-Junction-Proteinen ZO-1 und Occludin wie bei den Untersuchungen an
der menschlichen Magenmukosa. Das punkt- und strichformige Muster sich kettenartig
aneinander reihender Signale fiir Kijg6.1 und SUR2A konnte im Diinndarm an sdmtlichen
apikalen Membranarealen der Enterozyten beobachtet werden (Abb. 4.6b). Die Farbungen der
Leberschnitte fithrten zu einem vergleichbaren Ergebnis. Das durch Occludin-Antiserum
dargestellte Farbemuster der Tight Junctions intrahepatischer, interzelluldrer Gallenkanidlchen
(Abb. 4.7a) konnte in nahezu identischer Form durch eine Farbung mit Antiseren gegen Kir6.1

(Abb. 4.7b) beobachtet werden.

Somit gab es erste Hinweise darauf, dass die in der gastrischen Mukosa des Menschen erstmals
beobachtete Colokalisation von Kjg6.1 und SUR2A mit Proteinen von Tight Junctions auch in
anderen Organen vorkommt und offenbar nicht allein auf den Menschen beschrinkt ist.
Zusitzliche Untersuchungen in der Arbeitsgruppe von T. Jons bestétigten im weiteren Verlauf
diese Hypothesen. Es konnte die gleiche Art der Colokalisation auch im Magen von Schwein
und Ratte, im Diinndarm des Menschen und im Dickdarm der Ratte nachgewiesen werden (JONS

AND WITTSCHIEBER et al., 2006).
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Abb. 4.6: Subzellulire Verteilung von K;z6.1 (b) und ZO-1 (c) im Diinndarmepithel der Ratte

(a) Ein 1 um diinner Schnitt von in Epon eingebettetem Jejunum der Ratte wurde zur histologischen
Ubersicht mit Toluidin-Blau gefirbt. Es stellen sich zwei vertikal stehende, benachbarte Darmzotten
dar, die in der Bildmitte durch Darmlumen voneinander getrennt sind. Die Darmzotten sind von einem
fiir den Diinndarm charakteristischen einschichtig-hochprismatischen Epithel bedeckt, welches sich im
Wesentlichen aus Biirstensaum tragenden Enterozyten und Becherzellen zusammensetzt. Die schwarze
gepunktete Linie markiert einen typischen Enterozyten. Der lumenwirtige Biirstensaum weist
zwischen den apikalen Zell-Zell-Grenzen einige artefizielle Unterbrechungen auf (schwarze Pfeile)
und markiert dadurch zusitzlich an benachbarten Enterozyten die Position der Schlussleistenkomplexe,
welche stets im apikalsten Bereich der lateralen Plasmamembran lokalisiert sind.

(b-d)  Die Doppelfarbung eines zu (a) konsekutiven Schnittes mit Antiserum gegen Kjz6.1 (b) und ZO-1
(c) zeigt die gleiche prizise Colokalisation beider Proteine (d) wie sie in der Magenmukosa des
Menschen zu finden war. Die weiBen Pfeile in (b) verdeutlichen die exakte Ubereinstimmung der
histologisch zu vermutenden Position der Tight Junctions (a) mit der immunologisch
detektierbaren Position der Kiz6.1-Proteine.

Bar: 20 pm
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Abb. 4.7: Subzellulire Verteilung von Occludin (a) und K;z6.1 (b) in der Leber der Ratte

(a) Ubersicht eines Semidiinnschnitts des Leberparenchyms der Ratte (Schichtdicke 1 um), welcher mit
Antiserum gegen das Tight-Junction-Markerprotein Occludin gefdrbt wurde. Zu erkennen ist ein fiir
Tight Junctions der Leber charakteristisches punkt- und strichformiges Farbemuster, das durch
Darstellung der interzelluliren Gallenkanélchen entsteht. Die Lumina der Gallenkandlchen werden
durch kleine Plasmamembranareale benachbarter Hepatozyten begrenzt, welche durch Tight Junctions
verschlossen werden.

(b) Konsekutivschnitt, der mit Antiserum gegen Kr6.1 inkubiert wurde. Es zeigt sich ein gleichartiges
Farbemuster wie bei (a), welches auf eine Position von Ki6.1 an den Tight Junctions der
intrahepatischen Gallengéinge hinweist.

Bar: 30 pm
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4.1.6 Die Tight Junctions der Sammelrohre der Niere enthalten kein Kig6.1 und SUR2A

Nachdem in Organen des Gastrointestinaltraktes auch verschiedener Spezies eine Colokalisation
der Karp-Kanal-Untereinheiten Kjg6.1 und SUR2A mit verschiedenen Markerproteinen von
Tight Junctions nachgewiesen werden konnte, sollten als néchstes die verschiedenen Epithelien

der Niere untersucht werden.

Die einschichtigen Epithelien der proximalen und distalen Nierentubuli zeigen eine ganz
dhnliche Morphologie und Physiologie wie die bereits untersuchten gastrointestinalen Epithelien.
Die dortigen Schlussleistenkomplexe weisen wie in Magen und Darm ebenfalls so genannte
undichte (,,leaky*) Tight Junctions auf, die einer stetigen Regulation unterliegen, welche den
parazelluldren Resorptionsfluss steuert. Im Unterschied dazu besitzen die Verbindungstubuli und
Sammelrohre der Niere hochgradig impermeable und unregulierte Tight Junctions, so genannte
dichte (,,tight) Tight Junctions. Sie bestehen aus einer deutlich hoheren Anzahl von
Occludensleisten und unterbinden nahezu jeglichen parazelluliren Transport. Die Niere stellt
also ein Organ dar, in welchem das gleichzeitige Vorkommen regulierter und unregulierter Tight
Junctions eine parallele Untersuchung verschiedener Tight-Junction-Formen auf eine

Colokalisation mit Kjr6.1 und SUR2A hin ermoglicht.

Es wurden von in Epon eingebetteter Rattenniere 1 um diinne Schnitte angefertigt und mit
Antiseren gegen Kjg6.1, SUR2A, ZO-1 und AQP-2 inkubiert. Der Wasserkanal Aquaporin 2
(AQP-2) stellt in den Hauptzellen der Sammelrohre der Niere ein iiber ADH induzierbares
System zur Erhohung der Wasserpermeabilitdt dar und liegt im Ruhezustand in der Membran
intrazelluldrer Vesikel vor. Die Stimulation durch ADH, das in der Neurohypophyse freigesetzt
wird, fiihrt dann {iber eine Freisetzung von cAMP zu einer Fusionierung der AQP-2-Vesikel mit
der luminalen Plasmamembran (VERKMAN et al., 1988; WADE, 1986). Daher ist AQP-2 meist
sowohl im Zytoplasma als auch in der apikalen Plasmamembran nachweisbar und dient damit im

Nierenmark als zuverldssiger Marker fiir Hauptzellen renaler Sammelrohre (Abb. 4.8b).

In den Inkubationen mit den Antikérpern gegen Kjr6.1 und SUR2A stellten sich die proximalen
und distalen Nierentubuli in dhnlicher Weise wie die Driisentubuli der Mageninkubationen dar.
Es zeigte sich das fiir Tight Junctions charakteristische und durch Doppelinkubationen mit ZO-1
bestdtigte Farbemuster punkt- und strichformiger Membranareale im Bereich der

Schlussleistenkomplexe der einschichtigen Tubulusepithelien. Durch AQP-2-Markierung
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identifizierbare Sammelrohre wiesen allerdings keinerlei Anfarbung fiir Kir6.1 oder SUR2A auf

(Abb. 4.8a). Es konnten dennoch mittels der ZO-1-Markierungen die Tight Junctions nicht nur

an den proximalen und distalen Tubuli, sondern auch an den Sammelrohren nachgewiesen

werden (Abb. 4.8¢). In der Niere kommen Kjz6.1 und SUR2A demnach an den unregulierten

Tight Junctions der Sammelrohre nicht vor.

(a)

(b)

(©)

Abb. 4.8:
Lokalisation von K;z6.1 (a), Aquaporin 2 (b) und ZO-1 (c) in
der Niere der Ratte

Ein 1 pm diinner Eponschnitt des Nierenmarks der Ratte
wurde mit Anitiserum gegen Kiz6.1 inkubiert. Die hierbei
quer angeschnittenen Tubuli weisen ein ringartiges
Muster punkt- und strichférmiger Signale fiir Kjz6.1 auf.
Hierbei fallt das Fehlen der Féarbung bei einer bestimmten
Art von Tubuli auf, welche spiter als Sammelrohre (CD =
Collecting Ducts) identifiziert wurden (b).

I pm diinner Konsekutivschnitt zu (a), welcher mit
inkubiert wurde.

Antiserum gegen Aquaporin 2

Aquaporin 2 ist innerhalb des Nierengewebes ein
spezifischer Marker fiir die Hauptzellen der Sammelrohre
(CD) und kommt sowohl in vesikuldrer Form im
Zytoplasma als auch in der apikalen Plasmamembran vor.
Somit konnten die in (a) ungeférbten Tubuli eindeutig als
Sammelrohre identifiziert werden.

I pm diinner Konsekutivschnitt zu (a) und (b), der mit
Antiserum gegen den Tight-Junction-Marker ZO-1 gefarbt
wurde. Hierbei stellen sich sowohl die proximalen und
distalen Tubuli als auch das Sammelrohrsystem (CD)
durch ein Férbemuster ringformig angeordneter,
distinkter, immunpostiver Signale dar. So zeigt sich im
Vergleich mit (a), dass Kjz6.1 mit den Tight Junctions der
proximalen und distalen Tubuli colokalisiert ist, nicht aber

mit denen der Sammelrohre.

Bar: 20 pm
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4.2 Proteinbiochemie: Western-Blot-Analyse von Gallenkanalpriparationen

Um das Vorhandensein von Kjgr6.1 und SUR2A innerhalb eines peripheren Gewebes durch eine
weitere Methode neben der indirekten Immunfluoreszenz zu bestétigen, wurden Western-Blot-

Analysen von Lebergewebe der Ratte durchgefiihrt.

Hierfiir wurde eine modifizierte Préparationsmethode zur Isolation von Gallenkanidlchen der
Rattenleber nach TSUKITA UND TSUKITA (1989) angewandt. Die Region der intraheptischen,
interzelluldren Gallenkandlchen umfasst genau die Membrananteile, welche in der
Immunfluoreszenz durch Occludin- und Kjg6.1-Farbungen markierte Tight Junctions aufzeigten

(Abb. 4.7).

Es stellte sich bei den anti-Kjr6.1-Inkubationen eine Doppelbande bei 48 kDa dar, was dem
theoretischen Molekulargewicht des Kjr6.1-Proteins entspricht (THOMZIG et al., 2001). Die
Spezifitit der dargestellten Proteinbande konnte durch Prdabsorption des Antiserums mit einem
Uberschuss an Kig6.1-Fusionsprotein nachgewiesen werden (Abb. 4.9). Der Nachweis von
SUR2A gelang hierbei jedoch nicht, da die gegen das SUR2A-Fusionsprotein gerichteten
Antikorper das SDS-denaturierte Protein mdglicherweise nicht erkennen (DRENCKHAHN et al.,
1993).

Abb. 4.9:
Inkubation mit Antiserum Western-Blot-Analyse von mit Gallenkanilchen

gegen . .
angereicherten Membranfraktionen aus der Leber

K,.6.1 K,6.1 + FP der Ratte

Durch das anti-Kz6.1-Antiserum wurde in der

AU DG ‘B ' L Gallenkanalchenfraktion eine Doppelbande bei

dem fiir Kjz6.1 errechneten Molekulargewicht von

48 kDa detektiert, die bei vorheriger Absorption

mit dem verwendeten Antigen (FP =

Fusionsprotein Kjz6.1) nicht mehr nachgewiesen

werden konnte.
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4.3 Messung der parazelluliiren Permeabilitiit des Diinndarmepithels der Ratte

4.3.1 Uberlegungen zur Funktion von K;g6.1 und SUR2A an Tight Junctions

Die Proteine Kir6.1 und SUR2A konnten in dieser Arbeit an undichten, regulierten Tight
Junctions der Magendarmtraktes und der Niere nachgewiesen werden. Im Unterschied hierzu
waren diese Proteine an den dichten und nicht regulierten Tight Junctions der renalen
Sammelrohre nicht nachweisbar. Somit stellte sich die Frage, ob der Kir6.1/SUR2A-
Proteinkomplex moglicherweise eine Rolle bei der Regulierung der parazelluldren Permeabilitét

spielen konnte.

4.3.2 Entwicklung der Modellvorstellung

1987 wurde in drei zusammenhédngenden Arbeiten erstmals ein Phinomen beschrieben, welches
eine Steigerung der parazelluliren Permeabilitét eines Diinndarmepithels beinhaltete, die mit der
Aktivierung Natrium-abhdngiger Transportproteine einherging (PAPPENHEIMER, 1987 /
PAPPENHEIMER AND REISS, 1987 / MADARA AND PAPPENHEIMER, 1987). So fiihrte innerhalb des
Darmlumens der postprandiale Anstieg der Konzentration an D-Glucose iiber die Aktivierung
des Natrium-abhingigen Glucose-Cotransporters SGLT-1 zu einer gleichzeitigen Erh6hung der
Tight-Junction-Permeabilitdit und damit zu einer Erhohung der Rate der parazelluliren
Nahrstoffresorption. Man spricht hierbei auch von der D-Glucose-induzierten Steigerung der

parazelluldren Permeabilitét.

Unter Beriicksichtigung dieses Phidnomens der D-Glucose-induzierten Permeabilititssteigerung
und der in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten wurde folgende Modellvorstellung
entwickelt: Ein Anstieg der intrazelluldren D-Glucose-Konzentration fiihrt durch entsprechende
Stoffwechselaktivititen der Epithelzelle zu einer Erhdhung der intrazelluliren ATP-
Konzentration. ATP bindet an die ATP-sensitive SUR2A-Untereinheit, was zu einer
Konformationsdnderung des Kir6.1/SUR2A-Komplexes fiihrt und in Folge durch physikalischen
Kontakt zu weiteren Tight-Junction-Proteinen die parazellulire Permeabilitit steigert (siehe

Diskussion 5.6).

54



Ergebnisse

4.3.3 Entwicklung des Modellsystems Rattendarm

Zur Untersuchung einer mdglichen Beeinflussung parazelluldrer Permeabilitdt durch den
Kir6.1/SUR2A-Proteinkomplex wurden zunédchst verschiedene epitheliale Zellkultursysteme
hinsichtlich ihrer Expression von Kjg6.1 und SUR2A {iberpriift. Colonkarzinomzellen der Linie
CaCo-2 wurden durch Western-Blot- und PCR-Analysen getestet, in welchen sich jedoch weder
Kir6.1 noch SUR2A nachweisen lieBen. Ferner wurde im Labor von T. Jons gezeigt, dass
MDCK-Zellen (Madin-Darby Canine Kidney), die von Schaltzellen renaler Sammelrohre des
Hundes abstammen, ebenfalls kein Kjg6.1 oder SUR2A exprimieren, was anhand der Ergebnisse
der Immunfluoreszenzmikroskopie der Niere bereits zu vermuten war (siehe 4.1.6). Das gleiche
negative Ergebnis fand sich in der Arbeitsgruppe auch fiir Primérkulturen von Endothelien der

Vena cava des Schweins und der Vena umbilicalis des Menschen.

Da keines der getesteten Zellkultursysteme eine Expression von Kjr6.1 oder SUR2A aufwies,
wurde ein neues in-vitro-Modellsystem entwickelt, um parazelluldre Permeabilitit in Gegenwart
des Kir6.1/SUR2A-Komplexes zu messen und zu beeinflussen (siehe Methoden 3.3). Der
Diinndarm der Ratte erschien aus zwei Griinden hierfiir am besten geeignet. Zum einen ist der
Rattendarm immer relativ leicht zugénglich und zum anderen wurde 1987 in diesem System die

D-Glucose-induzierte Steigerung parazelluldrer Permeabilitét erstmalig beschrieben.

Zur Detektion der parazellulidren Permeabilitit wurde radioaktive L-['*C]-Glucose verwendet, da
diese nicht aktiv von den Enterozyten aufgenommen werden kann. Dieses liegt in der
Enantiomerenspezifitdit des SGLT-1-Cotransporters der apikalen Plasmamembran der
Enterozyten begriindet. Der SGLT-1-Carrier transportiert nur das D-Enantiomer der Glucose aus
dem Darmlumen in die Zelle und bindet keine L-Glucose (RUMMEL UND STUPP, 1960), die somit
das Epithel ausschlieBlich parazellulir via Solvent Drag passieren kann. Ein durch L-['*C]-
Glucose verursachter Anstieg der Radioaktivitét im subepithelialen Bindegewebe der Darmwand

eignete sich deswegen als Messgrof3e fiir Permeabilitét von Tight Junctions.
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4.3.4 D-Glucose induziert erwartungsgemif} eine Steigerung parazellulirer Permeabilitit

Zur Etablierung des neu entwickelten Verfahrens sollte zundchst die D-Glucose-induzierte
Steigerung parazelluldrer Permeabilitdt nachgestellt und gemessen werden. FEine der
Inkubationslosungen enthielt daher insgesamt 25 mM D-Glucose (Inkubationslosung Nr. 2), was
den physiologischen Bedingungen nach einer Mahlzeit innerhalb des Lumens eines
Rattendiinndarmes entspricht. Dort schwankt die Konzentration von D-Glucose postprandial
zwischen 0,2 und 48 mM, abhéngig vom Zeitpunkt der Messung und der jeweiligen Region des

Diinndarms (FERRARIS et al., 1990).

Es wurden bei den nachfolgenden Experimenten stets die Messwerte des oralen Anteils des
Diinndarms verschiedener Ratten bzw. die Messwerte des nachfolgenden Anteils des Diinndarms
verschiedener Ratten miteinander verglichen, um die unterschiedlichen
Resorptionsgeschwindigkeiten  verschiedener Darmabschnitte zu beriicksichtigen. Die
Messungen erfolgten in 15-Minuten-Abstinden iiber 60 min., so dass auch das Verhalten der L-

[14C]-Glucose-Resorption iiber die Zeit beurteilt werden konnte.

In diesen Experimenten (Abb. 4.10) zeigte sich, dass durch eine erhohte Konzentration an D-
Glucose innerhalb des Darmlumens die in der Literatur beschriebene Permeabilititssteigerung
bestitigt und damit auch die Validitit des neuen Messsystems bewiesen werden konnte. Uber die
Zeit von 60 min. wurde unter den Kontrollbedingungen mit Puffer A eine annihernd linear
ansteigende Konzentration der L-["*C]-Glucose in der Darmwand detektiert, welche unter
Stimulation mit D-Glucose (Puffer A + 20 mM D-Glucose) ebenso linear, aber steiler ansteigend
ausfiel (Vergleich rot gegen griin in Abb. 4.10). Somit passierte unter der Bedingung eines
luminal vorhandenen D-Glucose-Stimulus pro Zeiteinheit mehr L-['*C]-Glucose das
Darmepithel als ohne Stimulation. Dieses Ergebnis konnte sowohl in den proximalen als auch in

den distalen Diinndarmabschnitten bestitigt werden (Vergleich von Abb. 4.10a mit 4.10b).

Der gemittelte Startwert ( = Wert der 3. Minute [t3] ) fiir die gemessene Radioaktivitdt wurde bei
jedem Experiment stets ,,eins* gesetzt und die folgenden Messwerte in Relation dazu berechnet.
Diese Werte innerhalb des Darmsegmentes eines Tieres zeigten eine durchgingige
Ubereinstimmung mit denen anderer Rattendéirme, weshalb fortan diese Form der Darstellung

der Resorption von L-["*C]-Glucose gewihlt wurde.
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(a) Resorptionsverhalten der vorderen 25 cm Diinndarm
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(b) Resorptionsverhalten der nachfolgenden 25 cm Diinndarm
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Abb. 4.10: Resorptionsverhalten des Diinndarmepithels der Ratte unter Stimulation mit D-Glucose
Uber eine Inkubationszeit von 60 min. wurde in 15-Minuten-Abstinden die relative Konzentration an L-
['*C]-Glucose im Bindegewebe der Darmwand bestimmt. Der Startwert (= Wert der 3. Minute) wurde stets
»eins gesetzt. Es zeigt sich bei luminal vorhandenem Puffer A sowohl fiir proximale (a) als auch fiir
distale (b) Abschnitte des Jejunums ein linear verlaufender Konzentrationsanstieg an L-["*C]-Glucose (rot),
welcher unter Stimulation mit D-Glucose (Puffer A + 20 mM D-Glucose) deutlich steiler ausfiel (griin).
Das neue Messsystem war somit in der Lage die 1987 erstmals beschriebene D-Glucose-induzierte

Steigerung parazelluldrer Permeabilitéit zu detektieren.
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4.3.5 Die Kjarp-Kanal-Regulatoren Tolbutamid und Diazoxid beeinflussen die

parazellulire Permeabilit:it

Die beiden Pharmaka Tolbutamid und Diazoxid {iben antagonistische Wirkungen auf Katp-
Kanidle aus (vgl. Einleitung 1.3.3). Der Sulfonylharnstoff Tolbutamid ist ein Katp-Kanal-
Inhibitor, welcher iiber eine Interaktion mit der SUR-Untereinheit das SchlieBen der durch die
Kir6-Untereinheiten gebildeten Ionenpore bewirkt. Diazoxid hingegen ist ein Aktivator des
Katp-Kanals und veranlasst ebenfalls iber Interaktion mit der SUR-Untereinheit eine

Porendffnung.

Die Experimente mit Tolbutamid und Diazoxid sollten nun erste Erkenntnisse dariiber liefern, ob
die genannten Pharmaka iiber die mit den Tight Junctions colokalisierten Proteine Kir6.1 und
SUR2A moglicherweise eine Modulation der D-Glucose-induzierten Steigerung parazelluldrer
Permeabilitéit, also der Permeabilitdt der Tight Junctions, bewirken konnten. AuBlerdem war
wieder das Verhalten der L—[14C]—Glucose—Resorption zu beurteilen, und zwar insbesondere
dahingehend, ob dieses ebenso linear verliefe wie bei den vorherigen Untersuchungen unter

4.34.

Hierfiir wurden 25-cm-Abschnitte von proximalem Jejunum verschiedener Ratten fiir 30 bzw. 60
min. mit Diazoxid- oder Tolbutamid-haltigen Inkubationslésungen (Nr. 5 und 6) gefiillt und in
15-Minuten-Abstéinden die relative Konzentration an L-['*C]-Glucose im Bindegewebe von
abgeschnittenen Darm-Teilsegmenten bestimmt. Als Kontrolle erfolgten Inkubationen mit Puffer

A und mit Puffer A + 20 mM D-Glucose.

Die Inkubation mit Tolbutamid (Puffer A + 20 mM D-Glucose + 3mM Tolbutamid) ergab einen
steilen aber annihernd proportionalen Anstieg der L-['*C]-Glucose-Konzentration (blau in Abb.
4.11). Verglichen mit der Inkubation der einfachen D-Glucose-Stimulation (Puffer A + 20 mM
D-Glucose, griin in Abb. 4.11) war nach 60 min. etwa die doppelte Menge an Radioaktivitdt im
Darmgewebe nachweisbar. Es konnte somit gezeigt werden, dass das Tolbutamid einen Effekt
bewirkte, der synergistisch mit dem der D-Glucose-Stimulation einherging. Die verwendete
Inkubationslosung enthielt demnach offenbar einen additiven Stimulus filir parazelluldre

Permeabilitit: die 20 mM D-Glucose und zusiétzlich die 3 mM Tolbutamid.
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Die Inkubation mit Diazoxid (Puffer A + 20 mM D-Glucose + 3 mM Diazoxid) zeigte ein dem
Tolbutamid genau entgegen gesetztes Verhalten (schwarz in Abb. 4.11). Trotz der
gleichzeitigen D-Glucose-Stimulation verlief der Konzentrationsanstieg an L-['*C]-Glucose
deutlich flacher als bei allen anderen Inkubationen, aber ebenso anndhernd linear. Nach 30 min.
war nur etwa knapp die Hélfte der Radioaktivititsmenge der Kontrollinkubation mit Puffer A
(rot in Abb. 4.11) im Darmgewebe nachweisbar. Dieses Ergebnis lie die Vermutung zu, dass
der Karp-Kanal-Aktivator Diazoxid einen hemmenden Einfluss auf parazellulire Permeabilitit

austibt.
Somit erbrachten diese Experimente einen ersten Hinweis darauf, dass eine Modulation von

Karp-Kanédlen durch das Antagonistenpaar Tolbutamid und Diazoxid eine Beeinflussung

parazelluldrer Permeabilitéit bewirkt.
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Abb. 4.11: Resorptionsverhalten des Diinndarms der Ratte unter Anwendung von Tolbutamid und Diazoxid

25-cm-Segmente proximalen Jejunums wurden iiber 60 min. mit verschiedenen Inkubationslosungen

inkubiert. In 15-Minuten-Abstinden wurden die aufgenommenen Mengen an L-['*C]-Glucose bestimmt

und anhand der als ,eins*“ gesetzten Startwerte in Relation dazu berechnet. Der K,rp-Kanal-Blocker

Tolbutamid bewirkte verglichen mit den Kontrollinkubationen (rot und griin) eine deutliche Zunahme

parazelluldrer Permeabilitdt, welche iiber die 60 min. anndhernd linear verlief (blau). Der Krp-Kanal-

Aktivator Diazoxid hingegen zeigte im Vergleich mit allen iibrigen Inkubationslosungen iiber 30 min. einen

ebenso annihernd linearen, aber sichtlich schwicheren Anstieg der L-['*C]-Glucose-Aufnahme (schwarz),

so dass fiir das Diazoxid eine inhibierende Wirkung auf Tight-Junction-Permeabilitdt vermutet wurde.
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4.3.6 Statistische Datenerhebung zur pharmakologischen Beeinflussung parazellulirer

Permeabilitit durch D-Glucose, Tolbutamid und Diazoxid

Die Untersuchungen unter 4.3.5 zeigten, dass Tolbutamid moglicherweise eine aktivierende und
Diazoxid eine inhibierende Funktion auf Tight-Junction-Permeabilitit ausiiben konnten. Diese
vorldufigen Experimente sollten nun durch die im Folgenden beschriebenen Experimente auf
ithre statistische Signifikanz hin {iberpriift werden. Die Errechnung der p-Werte erfolgte mithilfe
des t-Tests.

Da alle Inkubationslosungen in den unter 4.3.4 und 4.3.5 beschriebenen Vorexperimenten iiber
die 60 min. ein anndhernd linear verlaufendes Resorptionsverhalten aufwiesen, wurde fiir die
folgenden Experimente eine Form der Endpunktbestimmung gewihlt. Es wurde fiir jede
Inkubationslésung die vom Diinndarm aufgenommene Menge an L-['*C]-Glucose nach 45 sek.
(t;-Startwert) und nach 60 min. (tgo-Endwert) bestimmt. Jede Experimentalserie zu einer
Inkubationszeit umfasste stets drei Ratten, von denen jeweils ein proximales Jejunumsegment
von 15 cm Lénge zur Inkubation verwendet wurde. Zur Beriicksichtigung individueller
Experimentalbedingungen wurde jeder gemittelte t;-Startwert als ,eins® gesetzt und die

nachfolgenden tgo-Endwerte in Relation dazu berechnet.

Fir die Inkubationen mit Puffer A + 20 mM D-Glucose ergab sich im Vergleich mit den
Inkubationen mit Puffer A ein hochsignifikanter Anstieg (p = 0,0022) an im Gewebe messbarer

L-['*C]-Glucose um ca. 60% (Vergleich der Siulen I und II in Abb. 4.12a).

Die alleinige Verwendung des Karp-Kanal-Blockers Tolbutamid (Puffer A + 3 mM Tolbutamid)
(Sdule III in Abb. 4.12a) erhohte im Vergleich mit der Puffer-A-Kontrollinkubation die L-
['*C]-Glucose-Aufnahme unabhiingig von einem Anstieg der luminalen D-Glucose-
Konzentration um ca. 90% und iibertraf damit sogar den Wert einer Stimulation mit 20 mM D-
Glucose. Auch in diesem Falle war der gemessene Anstieg als statistisch hochsignifikant (p =

0,0013) zu bewerten.

Als weitere Kontrollinkubation wurde in dieser Experimentalserie zusétzlich eine
Inkubationslésung verwendet, welche anstelle von D-Glucose nun 20 mM L-Glucose in Puffer A
enthielt (Sdule IV in Abb. 4.12a). Verglichen mit der Puffer-A-Kontrollinkubation wurde
hierbei kein signifikanter Effekt auf die Aufnahme von L-['*C]-Glucose festgestellt. Dies
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bestétigte, dass der Natrium-gekoppelte Glucose-Cotransporter der apikalen Plasmamembran der
Enterozyten (SGLT-1) ausschlieBlich das D-Enantiomer der Glucose transzelluldr aus dem
Lumen in die Zelle befordern kann (RUMMEL UND StUPP, 1960). L-Glucose wird vom SGLT-1
nicht erkannt und kann somit zu keinem intrazelluldren Anstieg der ATP-Konzentration fiihren,
welcher moglicherweise iiber den Kjg6.1/SUR2A-Proteinkomplex zu einer Erhéhung der Tight-

Junction-Permeabilitit beitrigt.

Zur weiteren Untersuchung der moglichen regulatorischen Funktion des Kjr6.1/SUR2A-
Komplexes wurde die Wirkung von Tolbutamid und Diazoxid auf den Anstieg parazellulérer
Permeabilitdt nach Stimulation mit D-Glucose getestet. Hierfiir wurde die alleinige D-Glucose-
Stimulation als ,,100% Anstieg an parazelluldrer Permeabilitit gesetzt (geschweifte Klammer

in Abb. 4.12a und Siule I in Abb. 4.12b).

Die 60-Minuten-Inkubationen mit Diazoxid (Puffer A + 20 mM D-Glucose + 3 mM Diazoxid)
zeigten hierbei eine hochsignifikante Reduktion (p = 0,0077) des D-Glucose-induzierten
Stimulationseffektes um ca. 50% (Sédule II in Abb. 4.12b), so dass fiir den Karp-Kanal-
Aktivator Diazoxid eine inhibierende Wirkung auf die Tight-Junction-Permeabilitit bestétigt

werden konnte.

In Gegenwart von Tolbutamid (Puffer A + 20 mM D-Glucose + 3 mM Tolbutamid) war
hingegen ein deutlicher Anstieg der parazelluldren Permeabilitit festzustellen (Séule III in Abb.
4.12b). Die Aufnahme radioaktiver L-['*C]-Glucose iiberragte den Wert der D-Glucose-
induzierten Permeabilitétssteigerung um 125% und war damit ebenfalls wieder als
hochsignifikant (p = 0,0061) zu bewerten. Dem Krp-Kanal-Blocker Tolbutamid konnte somit,
unter Beriicksichtigung der Ergebnisse in Abb. 4.12a und 4.12b, eindeutig eine hochgradig

stimulierende Wirkung auf die Tight-Junction-Permeabilitdt nachgewiesen werden.
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(a) Stimulation parazelluldrer Permeabilitét
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Abb. 4.12: Resorptionsverhalten von Rattendiinndarm unter verschiedenen pharmakologischen Bedingungen

15-cm-Jejunumsegmente wurden fiir 45 sek. (t;-Startwert) oder 60 min. (tg-Endwert) mit den

verschiedenen Inkubationsldsungen in gefiilltem Zustand belassen. Danach erfolgte die Bestimmung der

von

der Darmwand resorbierten L-[MC]—Glucose. Die t,-Startwerte aller Inkubationen wurden stets ,,eins*

gesetzt (in der Abb. nicht gezeigt) und die tg-Endwerte dazu in Relation berechnet. (**) =p < 0,01

(a)

(b)

Dieses Diagramm veranschaulicht den stimulatorischen Effekt von D-Glucose (II) und Tolbutamid
(IIT) auf die Permeabilitét intestinaler Tight Junctions. Verglichen mit der Kontrollinkubation (I)
konnte nach 60 min. mit einer erhdéhten Konzentration an D-Glucose ein ca. 60%-iger und mit
Tolbutamid ein ca. 90%-iger Anstieg an Resorption von L-["*C]-Glucose festgestellt werden. Eine
Erhohung der luminalen L-Glucose-Konzentration verursachte keinen signifikanten Effekt (IV).

Der Anstieg parazelluldrer Permeabilitit unter D-Glucose-Stimulation wurde als ,,100% gesetzt (I und
geschweifte Klammer in (a) ). Die Zugabe des Karp-Kanal-Aktivators Diazoxid reduzierte diesen
Effekt um ca. 50% (II), wihrend der K ,rp-Kanal-Blocker Tolbutamid die L-["*C]-Glucose-Aufnahme

um ca. 125% erhohte.
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