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Zusammenfassung

Die Speicheldriisen der Schmeififliege Calliphora vicina produzieren bei Stimulierung
mit dem Neurohormon Serotonin (5-Hydroxytryptamine, 5-HT) einen KCl-reichen
Primérspeichel. Der transepitheliale K™-Transport wird durch eine apikal lokalisierte
vakuoldre HT-ATPase (V-ATPase) energetisiert. Stimulierung der Speicheldriisen
mit 5-HT aktiviert die apikale V-ATPase, die Protonen aus der Zelle in das
Driisenlumen transportiert. Trotz des auswérts gerichteten Protonentransportes fiihrt
die 5-HT-Stimulierung kurioserweise zu einer intrazellularen Ansduerung. Die Ursachen
dieser 5-HT-induzierten Ansiduerung waren unzureichend untersucht. Deshalb war das
Ziel dieser Arbeit die Identifikation aller Transporter, die an der intrazelluliren pH
(pH;)-Regulation in unstimulierten Speicheldriisen von Calliphora wvicina beteiligt
sind und an der Entstehung und Regulation der 5-HT-induzierten pH,;-Anderungen
mitwirken. Von besonderem Interesse war hierbei die funktionelle Mitwirkung der
V-ATPase, deren Beteiligung an der pH;-Regulation in tierischen Zellen bisher wenig

untersucht war.

Wesentliche Ergebnisse dieser Arbeit waren:

e Messungen des pH;-Wertes in der unstimulierten Driise zeigten, dass vor allem
die V-ATPase und mindestens ein Na™-abhingiger HCO3;-Transporter an der
Aufrechterhaltung des Ruhe-pH; beteiligt sind.

e Zur Wiederherstellung des Ruhe-pH; nach einer intrazelluliren Ansduerung
(NH4Cl-Vorpuls) tragen ebenfalls im Wesentlichen die V-ATPase und mindestens
ein Na'-abhingiger HCO3~-Transporter bei. Der Na® /H"-Antiporter hat in der

unstimulierten Driise keinen messbaren Einfluss auf den Ruhe-pH;.

e Die Wiederherstellung des Ruhe-pH; nach einer intrazellularen Alkalisierung
(Na-acetat-Vorpuls) ist Cl -abhéngig, aber auch unter extremen Bedingungen
waren die Zellen noch in der Lage sich vollstdndig von einer intrazelluldren
Alkalisierung zu erholen. Einen entscheidenden Anteil daran hat offenbar die

hohe intrazellulare Pufferkapazitét.

e Ein Nat-abhingiger Glutamat-Transporter ist per se kein pH;-regulierender
Transporter, seine Aktivitdt hat jedoch Einfluss auf den Ruhe-pH; in der

unstimulierten Speicheldriise von Calliphora vicina.

e 10 nM 5-HT induzieren in den Clalliphora Speicheldriisen eine intrazellulédre
Ansduerung. An dieser Ansduerung ist der Na®/H™-Antiporter entscheidend
beteiligt. Auch eine klare Cl™-Abhéngigkeit der 5-HT-induzierten Ansiduerung
konnte beobachtet werden. Wahrscheinlich ist eine gekoppelte Aktivitat von
Na®/H*-Antiporter und Cl~/HCO3~-Antiporter.



e Messungen mit einem Os-empfindlichen Fluoreszenzfarbstoff zeigten, dass
Stimulierung der Speicheldriisen mit 5-HT die Zellatmung aktivierte. Der cAMP-
und der IP3/Ca?"-Weg tragen auf komplexe Weise zu der 5-HT-induzierten
Aktivierung der Zellatmung und damit auch zu den 5-HT-induzierten

pH,-Anderungen bei.

e Mit molekularbiologischen Untersuchungen ist es gelungen den NaT-abhingigen
Glutamat-Transporter, den Nat/HT-Antiporter, die Carboanhydrase und die
Untereinheit C der V-ATPase in den Calliphora Speicheldriisen direkt
nachzuweisen. Zudem konnte erstmals der direkte Nachweis fiir die Expression
eines nH* /K*-Antiporters in den Speicheldriisen von Calliphora vicina erbracht

werden.

Diese Arbeit trug ganz wesentlich zum Verstdndnis der pH;-Regulation in der
unstimulierten und stimulierten Speicheldriise von Calliphora vicina bei. Mechanismen
die zur Aufrechterhaltung und Wiederherstellung des Ruhe-pH; nach einer
intrazelluldren Ansduerung bzw. Alkalisierung beitragen, konnten mit pH;-Messungen
und auch molekularbiologisch nachgewiesen werden. Die Mechanismen, welche die
5-HT-induzierte intrazelluldre Ansduerung verursachen, konnten ebenfalls aufgeklirt
werden. Zudem wurde an den Calliphora Speicheldriisen eine neue optische Methode

zur Messung des Oy-Verbrauchs in tierischen Geweben etabliert.



Abstract

The tubular salivary glands of the blowfly Calliphora vicina consist of a single layer of
epithelial cells. Stimulation with the neurohormone serotonin (5-hydroxytryptamine,
5-HT) induces the secretion of a KCl-rich primary saliva. Transepithelial K*-transport
is energized by a vacuolar-type HT-ATPase (V-ATPase) which is located in the
apical membrane. 5-HT stimulates the apical V-ATPase which transports protons
out of the cells into the lumen of the glands. Despite this outward directed proton
transport, 5-HT stimulation leads to an intracellular acidification. The causes of this
intracellular acidification were poorly understood. Therefore the aim of this thesis was
the identification of all pH; regulating transporters which are involved in pH; regulation
in the unstimulated salivary glands of Calliphora vicina and which contribute to the
5-HT-induced pH; changes. Of special interest was the functional role of the V-ATPase,

whose contribution to pH; regulation in animal cells is, as yet, not well studied.

Key results were:

e pH; measurements in unstimulated glands showed that mainly the V-ATPase and
at least one Na'-dependent HCO3™ -transporter are involved in maintenance of

resting pH;.

e V-ATPase and at least one Na*-dependent HCO3 ™ -transporter are also necessary

for the recovery from an intracellular acidification (NH4ClI prepulse).

e Recovery from an intracellular alkali load (Na-acetate prepulse) is partially
Cl™ dependent.

e A Na™ dependent gluatamate-transporter is present in Calliphora salivary glands

and its activity affects the resting pH;.

e 10 nM 5-HT induce an intracellular acidification. This acidification is
Na™ dependent, EIPA-sensitive and also Cl~ dependent. No DIDS-sensitivity
was observed. A coupled activity of a Nat/HT-antiporter and a Cl~/HCO3 -

antiporter was suggested.

e Using Os-sensitive fluorescent microbeads I could show that 5-HT stimulation
of the Calliphora salivary glands activates cellular respiration. The cAMP and
Ca?" signalling pathways contribute in a complex manner to the 5-HT-induced
activation of cellular respiration and consequently, also to the 5-HT-induced

intracellular acidification.

e The expression of a Na™ dependent glutamate-transporter, a Na®™ /HT-antiporter,
a carbonic anhydrase, subunit C of the V-ATPase and a nH" /KT -antiporter were
determined on mRNA level by RT-PCR.



This thesis contributes significantly to the understanding of pH; regulation in
unstimulated and stimulated salivary glands of Calliphora vicina. Mechanisms which
contribute to the maintenance and recovery of resting pH; were identified by
using pH; measurements and molecular biological techniques. Mechanisms which
are responsible for the 5-HT-induced intracellular acidification were also clarified.
Furthermore a new optical method for measuring O, consumption in animals cells

was established by using the Calliphora salivary glands as a model.
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1 EINLEITUNG 1

1 Einleitung

Die Speicheldriisen der Schmeififliege Calliphora vicina produzieren bei Stimulierung
mit dem Neurohormon Serotonin (5-Hydroxytryptamine, 5-HT) einen KCl-reichen
Primérspeichel. Eine in der apikalen Membran der Driisenzellen lokalisierte
vakuoldre HT-ATPase (V-ATPase) ist dabei elementarer Bestandteil der
Erregungs-Sekretions-Kopplung. Die V-ATPase generiert einen einwérts gerichteten
elektrochemischen Protonengradienten iiber der apikalen Membran. Dieser wird
von einem putativen nHT/KT-Antiporter genutzt um KT in das Lumen der
Speicheldriisen zu transportieren. Als Folge der V-ATPase-Aktivitdt auftretende
intrazellulire pH (pH;) -Anderungen sind nicht untersucht und die zugrunde liegenden
Mechanismen weitgehend unbekannt.

Eine strenge Regulation des pH;-Wertes in der unstimulierten und stimulierten
Driise ist grundlegend fiir die Aufrechterhaltung der Zellfunktionen. Der Beitrag der
V-ATPase und weiterer pH;-regulierender Mechanismen an der pH;-Regulation ist
ebenfalls unbekannt. Diese Arbeit leistet einen wichtigen Beitrag zum Versténdnis
der Rolle der V-ATPase und weiterer pH;-regulierender Transportsysteme bei der
pH;-Regulation in Driisenepithelien. Sie soll auch entscheidend zur Aufklarung der

pH;-Regulation in den Speicheldriisen von Calliphora vicina beitragen.

1.1 Aspekte der pH;-Regulation

Der pH-Wert ist definiert als negativer dekadischer Logarithmus der

Protonenkonzentration ([HT]).
pH = -log([H"])

Der pH;-Wert ist ein wichtiger Parameter bei der Aufrechterhaltung und Regulation
fast aller Zellfunktionen. Makromolekiile, Proteine, Peptide und Aminosduren werden
vom pH;-Wert in Struktur und Funktion beeinflusst. Auch Prozesse wie die
Proteinbiosynthese, der Zellzyklus oder die Leitfahigkeit von Ionenkanélen sind vom
pH;-Wert abhingig (Madshus 1988, Putnam 2001). Deshalb unterliegt der pH;-Wert
einer strengen Regulation. Das Membranpotential (V,,) einer ruhenden Zelle liegt bei
ca. -60 mV. Nach der Nernst-Gleichung wére demnach ein pH;-Wert von ca. pH 6.2
zu erwarten, wenn eine passive Protonenverteilung aufgrund des Membranpotentials

erfolgen wiirde (Boron 2004).
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Vin = [(2.3*R*T) /F]*log([H*], /[H*]; !
-60 mV = 58 mV * log (1077%/x)
-60 mV = 58 mV * (x - 7.2)

x = (-60 mV /58 mV) + 7.2
x ~ 6.2

Dieser pH;-Wert ist fiir die meisten lebenden Zellen zu sauer und toxisch.
Der tatsdchliche pH;-Wert liegt meist hoher, was zu einem einwérts
gerichteten Protonengradienten fithrt. Die Zelle muss mit Hilfe von aktiven
pH-Regulationsmechanismen einer schleichenden Anséduerung entgegenwirken und
einen physiologischen pH;-Wert von 6.9-7.6 aufrechterhalten (Ilundain 1992). Zu diesen
Regulationsmechanismen zdhlen zum einen die intrazellulére Pufferkapazitét (8) und
zum anderen pH;-regulierende Transportmechanismen in der Plasmamembran.

Die intrazellulare Pufferkapazitéit beschreibt die Fahigkeit der Zelle eine Zugabe von
Basen- oder Sauredquivalenten zu puffern. Die Pufferkapazitéat 8§ ist definiert als Menge
an Saure oder Base pro Volumen (in mol/1), die benétigt wird um den pH;-Wert um eine
Einheit zu verschieben. Dabei unterscheidet man die intrinsische Pufferkapazitiat (8;)
und die bicarbonatabhéngige Pufferkapazitat (COy/HCO3~-System, Booz2). Die
intrinsische Pufferkapazitiat umfasst alle Puffersysteme einer Zelle, mit Ausnahme
des CO2/HCO3;~-Systems. Dazu zdhlen Phosphate, Aminosduren, Peptide und
Proteine. Bei einem Influx von Protonen in die Zelle, wird ein Teil davon von den
Puffersystemen aufgenommen. Die Summe aus intrinsischer und bicarbonatabhéngiger
Pufferkapazitét ergibt die Gesamtpufferkapazitit (8,.5) einer Zelle (Ilundain 1992,
Deitmer & Schild 2000).

pH;-regulierende = Transportmechanismen  umfassen @ den  Transport  von
Séureniquivalenten (Protonen, HT) und den Transport von Basenédquivalenten
(Bicarbonat, HCO3~) iiber die Zellmembran. Dabei unterscheidet man zwischen
alkalisierenden (Abb. 1.1 A) und ansduernden (Abb. 1.1 B) Transportsystemen.
Zu den alkalisierenden Transportern zdhlen der Na®/HT-Antiporter (NHE), die
V-ATPase, sowie der einwérts gerichtete Na*/HCO;~-Cotransporter (NBC). Diese
Membranproteine transportieren Protonen aus der Zelle hinaus (NHE & V-ATPase)
oder Basendquivalente wie HCO3;~ in die Zelle hinein (einwérts gerichteter NBC).
Hierbei spielt auch die Na™/K*-ATPase eine wichtige Rolle. Sie ist essentiell fiir die
Aufrechterhaltung des einwirts gerichteten elektrochemischen Nat-Gradienten iiber
der Zellmembran. Die Energie aus diesem Gradienten kann vom NHE, vom einwérts
gerichteten NBC oder einem Na'-getriebenen Cl~/HCOj3™ -Antiporter (NDCBE)
genutzt werden um HT aus der Zelle hinaus oder HCO3;~ in die Zelle hinein zu

transportieren. Die V-ATPase transportiert Protonen gegen den elektrochemischen

1V,, = -60 mV; R = Gaskonstante = 8.31441 J/(mol*K); F = Faraday-Konstante = 9.648459*10~% C/mol;
T = absolute Temperatur = 22°C + 273.15 = 295.15 K; [(2.3*R*T)/F] = 58 mV, [HT], = extrazellulire

Protonenkonzentration = 10~7-2; [H*]; = intrazellulire Protonenkonzentration
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Protonengradienten. Die Energie fiir diesen Transport stammt aus der Hydrolyse von
Adenosintriphosphat (ATP). Der Cl~/HCO3~-Austauscher (AE) bzw. der auswirts
gerichtete NBC transportieren HCO3~ aus der Zelle hinaus, und fungieren somit
als alkalisierende Transportsysteme. Dazu zihlt ebenfalls der nHT/KT-Antiporter
(Roos & Boron 1981, Boron 1986, Strazzabosco & Boyer 1996).

B

H+

Abb. 1.1: pH;-regulierende Transportmechanismen

(A) alkalisierende pH;-regulierende Transportmechanismen: Nat/H*-Antiporter (NHE), Nat-getriebener
Cl~ /HCO3~-Antiporter (NDCBE), einwérts gerichteter Nat /HCOg~-Cotransporter (NBC), vakuolire HT-ATPase
(V-ATPase). (B) ansduernde pH;-regulierende Transportmechanismen: Cl~/HCOgz™ -Antiporter (AE), auswirts
gerichteter Nat /HCO3~-Cotransporter (NBC), nHt /K+-Antiporter.

1.2 Die Speicheldriise von Calliphora vicina
1.2.1 Morphologie

Die Schmeififliege Calliphora vicina besitzt tubuléare Speicheldriisen, die sich als paarige
blind endende Schlduche bis in das Abdomen der Tiere erstrecken (Abb. 1.2). Im
anterioren Teil des Thorax vereinigen sich beide Schlduche zu einem gemeinsamen
Ausfithrgang, der im Hypopharynx miindet (Oschmann & Berridge 1970). Die Léange
eines Tubulus betrdgt 5 cm und der Durchmesser ca. 100 pm. Der abdominale
Teil der Speicheldriisen verlauft relativ gestreckt, wiahrend der thorakale Abschnitt
stark aufgewunden ist. Die Speicheldriisen von Calliphora vicina bestehen aus einem
einschichtigen Epithel, das ein zentrales Lumen umschlieft. Die Driisen sind nicht
innerviert. Die Speichelsekretion wird humoral durch das Neurohormon 5-HT ausgeltst
(House & Ginsborg 1985). Die Speicheldriise lésst sich in zwei funktionelle Abschnitte
unterteilen (Rotte et al. 2008). Der abdominale Teil, sowie der hintere Abschnitt
des thorakalen Abschnittes sind sekretorisch aktiv. Dieser sekretorisch aktive Teil
der Speicheldriisen besteht aus pyramidalen Zellen. Ein wichtiges Merkmal dieser

Zellen sind extensive Canaliculi (stark verzweigte Einfaltungen) auf der apikalen
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(luminalen) Seite. Die Canaliculi sind von einem dichten Saum aus Microplicae
bedeckt, was zu einer enormen Oberflachenvergréflerung der apikalen Membran fiihrt
(Oschmann & Berridge 1970, Skaer et al. 1975). 5-HT-Stimulierung der sekretorisch
aktiven Zellen fithrt zur Bildung eines KCl-reichen isotonischen Primérspeichels. Im
thorakalen Abschnitt findet eine Modifikation des Speichels statt, was zu einem
hypotonischen Endspeichel fithrt (House & Ginsborg 1985, Rotte et al. 2008).

) i pre—
chn x’t.thd“[nlﬂd]u‘ Abschnitt

1 mm 10 g 10 um

Abb. 1.2: Morphologie der Speicheldriise von Calliphora vicina

(A) Calliphora vicina: makroskopische Anatomie der Speicheldriise (Rotte 2006). (B) Calliphora vicina: mikroskopische
Anatomie der Speicheldriise (abdominaler Abschnitt), Aufnahme im differentiellen Interferenzkontrast, Pfeile markieren
Zellkerne. (C) Calliphora wvicina: Konfokale Aufnahme der Speicheldriise (abdominaler Abschnitt), Phalloidin-
AlexaFluor488 (griin) zeigt die Organisation der apikalen Membran der sekretorischen Zellen, Pfeile markieren die
ToPro-3 gefiirbten Zellkerne (rot).

1.2.2 5-HT-induzierte Speichelsekretion in den Speicheldriisen von

Calliphora vicina

Die Speichelsekretion wird bei Calliphora vicina durch das biogene Amin 5-HT
ausgelost (Abb. 1.3). 5-HT bindet an zwei unterschiedliche G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren und aktiviert zwei parallele Signalkaskaden. Zum einen erfolgt die
Aktivierung des zyklischen AMP (cAMP) -Weges, parallel dazu die Aktivierung des
IP;/Ca®"-Weges (Berridge 1970 & 1981). Der cAMP-Weg aktiviert, vermittelt
durch eine Proteinkinase A (PKA), eine apikal lokalisierte V-ATPase. Diese
transportiert unter ATP-Verbrauch Protonen in das Lumen der Speicheldriisen
und erzeugt so einen einwérts gerichteten elektrochemischen Protonengradienten
iiber der apikalen Membran. Dieser Protonengradient wird von einem putativen
nHT /KT-Antiporter genutzt um K in das Lumen der Speicheldriise zu transportieren
(Wieczorek et al. 1991, Zimmermann et al. 2003, Dames et al. 2006, Rein et al. 2008).
Uber den zweiten 5-HT-Rezeptor erfolgt die Aktivierung der Phospholipase C
(PLC). Diese katalysiert die Umwandlung von Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat
(PtdIns(4,5)P5) in Inositol(1,4,5)-trisphosphat (IP3) und 1,2-Diacylglycerol (1,2-DAG).
IP; bindet an IP3-Rezeptor Ca?"-Kanile am endoplasmatischen Retikulum (ER) und
induziert so eine Ca®*-Freisetzung. Der dadurch verursachte Anstieg der intrazelluliren
Ca’"-Konzentration fithrt zur Offnung von Ca?t-gesteuerten Cl -Kanilen in
der basalen und apikalen Membran der Epithelzellen. Dies fithrt zu einem

transepithelialen passiven Cl™-Transport in das Lumen der Speicheldriise. Wasser
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folgt dem KCl-Transport passiv. Diese Prozesse fiihren zur Bildung eines KCl-reichen
Primérspeichels (Prince et al. 1972, Berridge et al. 1975, Fain & Berridge 1979 a & b).

5-HT

11,0 ¢ cl

H,0 cl / \ Na’

[ ] v PtdIns(4,5)P, 7> 1,2-DAG )
basal ' PLC\j ¢ l K
PKC

Adenylatzyklase

Ip,
y v
% ATP——Y— 3 cAMP + PP,
.8
Ca
PKA

l

ATP | ADP+P,

H,0 Cl H \)A

Abb. 1.3: Signalkaskaden der 5-HT-induzierten Speichelsekretion in den Speicheldriisen von Calliphora
vicina

1.2.3 5-HT-induzierte pH;-Anderungen in den Speicheldriisen von

Calliphora vicina

Der pH;-Wert in unstimulierten Driisen von Calliphora vicina betragt 7.53 4+ 0.34.
Zudem besitzen diese Zellen, im Vergleich zu anderen Systemen, eine hohe
Pufferkapazitit. Die intrinsische Pufferkapazitit betragt 123.5 + 80.4 mM und
die bicarbonatabhéngige Pufferkapazitit betragt 52.2 + 26.8 mM. Mit steigendem
pH;-Wert nimmt die Pufferkapazitét zu (Schewe 2005, Schewe et al. 2008). Die Identitét
der Transportmechanismen und Prozesse, die an der pH;-Regulation in unstimulierten
und stimulierten Speicheldriisen beteiligt sind, sind noch nicht untersucht worden. Die

apikale V-ATPase ist fiir die Bildung des KCl-reichen Primérspeichels von essentieller
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Bedeutung. Luminale pH-Messungen mit Hilfe des pH-empfindlichen Farbstoffs
5-Hexadecanoylaminofluorescein (HAF) zeigen eine cAMP-vermittelte Aktivierung der
V-ATPase und eine damit verbundene Anséuerung des Lumens (Rein et al. 2006).
Intuitiv wiirde man im Gegenzug eine intrazelluldre Alkalisierung erwarten. In
meiner Diplomarbeit konnte ich jedoch bereits zeigen, dass durch 5-HT-Stimulierung
sowohl luminal als auch intrazelluldr eine Ansduerung auftritt (Abb. 1.4 A). Die
Hohe der 5-HT-induzierten intrazelluldren Ansduerung ist konzentrationsabhéingig.
Mit steigender 5-HT-Konzentration nimmt die Ansduerung zu (Abb. 1.4 B).
Bei Badapplikation von cAMP, cAMP-Analoga (8-(4-Chlorophenylthio)-zyklisches
Adenosin-3’,5’-monophosphat, 8-CPT-cAMP), Forskolin (Adenylatzyklase-Aktivator)
oder 3-Isobutyl-1-methyl-Xanthin (IBMX, Phosphodiesterase-Inhibitor) ist ebenfalls
eine intrazelluldre Ansiduerung zu beobachten (Abb. 1.4 C & D).

A B
78 0.00 | |
-0.054 —
7.6 -0.101 iR 6
o) o @
Q-‘ 7 4 %-‘ - 0.15 n J_
-0.201 @
7.2
-0.251 J_
10 nM 5-HT
7.0 — 030 : : ©
0 2 4 6 8 10 0.1 0.3 1 3 10
Zeit (min) [5-ITT] (nM)
C 0.00 D
7.8 ' |
-0.101 B) e
7.6 © Y
: -0.20 1 [ ®)
- ] | o 1
% 74 <£]L -0.30 (©)
-0.40 1
7.2
050] L
10 mM cAMP ®
7.0 —_— -0.60 r T : r T T
0 2 4 6 8101214 5 mM 10 mM 10 uM 100 nM 500 uM 10 nM
Zeit (min) cAMP CAMP  8CPT-CAMP forskolin ~ IBMX 5-HT

Abb. 1.4: 5-HT- und cAMP-induzierte pH;-Anderungen in den Speicheldriisen von Calliphora vicina
(A) Stimulierung der Speicheldriisen mit 10 nM 5-HT fiihrt zu einer intrazelluldren Ansduerung. (B) Die 5-HT-induzierte
intrazellulire Ansduerung ist konzentrationsabhingig. Mit steigender 5-HT-Konzentration nimmt die Ansduerung zu.
(C) Badapplikation von cAMP fiihrt ebenfalls zu einer intrazelluliren Ansiuerung. (D) Auch das cAMP-Analogon
8-CPT-cAMP, der Adenylatzyklase-Aktivator Forskolin und der Phosphodiesterase-Hemmer IBMX induzieren eine
intrazelluldre Ansduerung. Zum Vergleich die Ansduerung induziert durch 5 mM & 10 mM cAMP, sowie 10 nM 5-HT.
(Mittelwert £+ Standardfehler, die Anzahl der Experimente ist in Klammern angegeben).

Die Ergebnisse meiner Diplomarbeit zeigten, dass die Ursache fiir diese Anséduerung im
Wesentlichen eine 5-HT-induzierte Aktivierung des zellularen Metabolismus ist. Dies
fithrt zu einer erhohten COs-Produktion in den Zellen. Dieses CO5 wird durch eine
Carboanhydrase hydratisiert und es entsteht Kohlensédure (HoCOj3). Diese dissoziiert
und es kommt zur Bildung von Protonen, was die intrazelluldre Ansduerung bewirkt.

Dafiir sprechen Experimente in denen die Carboanhydrase mit Acetazolamid blockiert
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wurde. Unter diesen Bedingungen induziert 5-HT keine intrazelluldre Ansduerung
mehr, sondern eine Alkalisierung (Abb. 1.5 A). Blockiert man gleichzeitig die V-ATPase
mit Concanamycin A wird diese Alkalisierung signifikant reduziert (Abb. 1.5 B & C).
Das zeigt, dass der auswirts gerichtete Protonentransport durch die V-ATPase im
Wesentlichen fiir diese Alkalisierung verantwortlich ist. Diese Ergebnisse fiihrten zu der
Hypothese, dass die 5-HT-induzierte Anséuerung durch eine erhchte Atmungsaktivitét
auftritt, welche die durch die V-ATPase induzierte Alkalisierung maskiert.

7.8 7.8 0.49
A B .| C
7.4 7.4 0-29 :
_ 0.11

I_ 7.2 . T 7.2 I E"

. 10 nM 5-H1T a9 10 nM 5-HT 2, 0.0 — -
7.0 500 uM Acetazolamid 7.01 1 M Concanamycin A < 1] s o meT
6.8 6.8 500 uM Acetazolamid _0:2- &‘Q;HAA

1
6.6 6.6 -0.34 10 nM 5-HT
6.4 6.4 S — 0.4
0 2 4 6 8 1012 14 0 5 10 15 20 25
Zeit (min) Zeit (min)

Abb. 1.5: Einfluss von Acetazolamid auf die 5-HT-induzierte intrazellulire Ansduerung in den
Speicheldriisen von Calliphora vicina

(A) & (C) Stimulierung der Speicheldriisen mit 10 nM 5-HT in Gegenwart von 500 pM Acetazolamid induziert eine
intrazelluldre Alkalisierung. (B) & (C) In der Gegenwart von 500 pM Acetazolamid (ACTZ) und 1 uM Concanamycin A
(Con A) induziert 5-HT eine intrazelluldre Alkalisierung. Diese Alkalisierung ist signifikant kleiner als die hervorgerufene
Alkalisierung in der Gegenwart von Acetazolamid (Mittelwert &+ Standardfehler, n = 9).

1.3 Ziel dieser Arbeit

Ich konnte bereits zeigen, dass die Carboanhydrase und die V-ATPase an der
Entstehung der 5-HT-induzierten intrazelluldren Anséuerung mitwirken (Schewe 2005,
Schewe et al. 2008). In der vorliegenden Arbeit soll die Hypothese gepriift werden,
dass die 5-HT-induzierten pH,;-Anderungen auf eine verstirkte Aktivierung des
Metabolismus zuriickzufiihren sind. Dazu wurde auf eine Kooperation mit dem Institut
fiir Physikalische Chemie an der Universitit Potsdam zuriickgegriffen. Dort wurde ein
Os-empfindlicher Fluoreszenzfarbstoff an Latexpartikel gekoppelt und ein Algorithmus
entwickelt, um als Os-empfindlichen Parameter die Lumineszenz-Lebenszeit zu nutzen.
Diese Methode konnte fiir die Messung der O,-Konzentration in Geweben erfolgreich
cingesetzt werden (Schmélzlin et al. 2005). Dieser Farbstoff wurde erstmals an
den Speicheldriisen von Calliphora wvicina eingesetzt. Damit war es moglich den
Sauerstoffverbrauch der Zellen wéhrend der 5-HT-Stimulierung zu messen. Des
Weiteren wurden in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe von pH;-Messungen weitere
Transportsysteme identifiziert, die an den 5-HT-induzierten pH;-Anderungen beteiligt
sind.

Eine Stimulierung der Speicheldriisen mit 5-HT fithrt zum Anstieg der intrazelluléren
Ca?*-Konzentration in komplexen zeitlich-raumlichen Mustern. So entstehen bei

niedrigen schwellennahen 5-HT-Konzentrationen intrazellulire Ca?t-Oszillationen.
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Bei hoheren 5-HT-Konzentrationen (ab 10 nM) kommt es zur Bildung von
interzelluliren Ca?*-Wellen (Zimmermann & Walz 1997 & 1999). Zudem konnte
bereits gezeigt werden, das sich cAMP- und IP3/Ca?t-Weg wechselseitig beeinflussen
(Schmidt et al. 2008, Fechner 2008). Ausgehend davon wurde der Frage
nachgegangen, ob auch die intrazellulire Ht-Konzentration, bei 5-HT-Stimulierung,
Ostzillationen oder Wellen zeigt. Dazu wurden mikrofluorometrisch Messungen
der 5-HT-induzierten intrazelluliren Ca?*- und pH;-Anderungen vorgenommen.
Die entstehenden zeitlich-r&umlichen Muster wurden ausgewertet und miteinander
verglichen. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Regulation des pH;-Wertes in der
unstimulierten Driise. Diese Mechanismen wurden mit Hilfe von pH;-Messungen
aufgeklart. Im Anschluss daran wurden die postulierten pH;-regulierenden Transporter

molekularbiologisch untersucht.

Zusammengefasst ergeben sich folgende zentrale Aspekte dieser Arbeit:

e Aufklarung der Regulation des pH;-Wertes in der unstimulierten Driise.

Mit Hilfe von pH;-Messungen Identifikation von Transportsystemen die an der

5-HT-induzierten Ansduerung beteiligt sind.

Vergleich der rdumlichen Muster 5-HT-induzierter pH;- und Ca?*-Anderungen.

Messung des Sauerstoffverbrauchs wihrend 5-HT-Stimulierung mit Hilfe von

Os-empfindlichen Nanopartikeln.

Molekularbiologischer Nachweis von postulierten Transportproteinen.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Losungen und Substanzen
2.1.1 Ringerlosungen

Zur Durchfiihrung der Experimente wurden Ringerlosungen

in verschiedenen

Zusammensetzungen benétigt. Die Zusammensetzung dieser Losungen ist in Tab. 2.1

dargestellt.

Tab. 2.1: Zusammensetzung der verwendeten Ringerldsungen (Angaben in mM)

- 3 3
3 ® £ g
- o .
S ] S Q S L “ - 8 5
o o & f§ 5 3 B g 3 s & ¢ /& = &
Q = S R P 2 B & 3 T nom @ % & 1
3 Q S > 3 S . 5 = G & S S 5 [CRE- ]
Z X O = zZ = A S Z X O = ] 1
Calliphora- 128 10 2 2 3 2.8 10 10 7.2%1
Ringer
Nat -freier 10 2 2 3 2.8 10 10 128 7.2%3
Ringer
Ca2 ™t -freier 128 10 2 3 2.8 10 10 2 7.2%1
Ringer
Cl™ -freier 3 2.8 10 128 5 2 2 10 7.2%2
Ringer
Glutamat-freier 131 10 2 2 2.8 10 10 7.2%1
Ringer
Glutamat- & CI™ - 2.8 10 131 5 2 2 10 7.2%3
freier Ringer
Kalibrierlésung 138 2 2 3 2.8 10 10 6.2-10.2*3

pH-Wert eingestellt mit: *1) 1M NaOH, *2) 1M H2SOy4, *3) 1M KOH

Zur Charakterisierung der pH;-regulierenden Mechanismen in der unstimulierten
(NH,4CI)
Ammoniumsulfat ((NH4)2SO4) bzw. Natriumacetat (Na-acetat) enthielten. Die

Zusammensetzungen dieser Losungen sind in Tab. 2.2 bzw. Tab. 2.3 dargestellt.

Driise wurden Ringerlosungen bendtigt die Ammoniumchlorid

Tab. 2.2: Zusammensetzung von NH;Cl & (NH4)2SO4-Ringerlésungen (Angaben in mM)

oder

- 3 3
6“ 15 i £ I3
£ 3 3 ) g N
- @ s 8§ § © 3 S LIS
S o o & F F 3 B g ] g 3§ & & =&
s § % 5 ¥ % Tz % o: o :ofonogoqoiog
Z & 2 & S f 2 = 4 & § 2 & S8 5 & %
NH, Cl-Ringer 20 108 10 2 2 3 2.8 10 10 7.2’“1
NH, Cl-Ringer 20 10 2 2 3 2.8 10 10 108 7.2%3
Na+-frei
(NHy )2 S04 -Ringer 10 108 10 2 2 3 2.8 10 10 7.2%1
(NHy )2 S04-Ringer 10 3 2.8 10 108 5 2 2 10 7.2%2
Cl™ -frei

pH-Wert eingestellt mit: *1) 1M NaOH, *2) 1M H5SOy4, *3) 1M KOH
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Tab. 2.3: Zusammensetzung von Na-acetat-Ringerlésungen (Angaben in mM)

~ o=
TR £

- k 2 . ©

2 S 3 3 &) < = @ ®

- o o 3 E 2 53 §: 3 5§ s & & &

P s ¥ o¥lso¥ o4 o:io2ozo%oiog

] N

z =z & © = =z = g & § 2 & § 5 & %
Na-acetat-Ringer 50 78 10 2 2 3 2.8 10 10 7.2%1
Na-acetat-Ringer 50 3 2.8 10 10 78 5 2 2 10 7.2%2
Cl™ -frei
Na-acetat-Ringer 50 81 10 2 2 3 2.8 10 10 7.2%1
Glutamat-frei
Na-acetat-Ringer 50 2.8 10 81 5 2 2 10 7.2%2

Cl~ & Glutamat-frei

pH-Wert eingestellt mit: *1) 1M NaOH, *2) 1M H2SOy4, *3) 1M KOH

2.1.2 Farbstoffe und weitere verwendete Substanzen

Tab. 2.4: Eingesetzte Farbstoffe und Substanzen

Substanz Molekulargewicht Konzentration Lésungsmittel Konzentration Funktion
g/mol Stammlésung im Versuch
BCECF*! 600 1 mM DMSO 5 uM pH-empfindlicher
Fluoreszenzfarbstoff
P3 destHo O Os-empfindlicher Farbstoff
Fura-2*! 1001.86 1 mM DMSO 20 uM Ca?*t-empfindlicher
Fluoreszenzfarbstoff
5-HT*2 387.4 1074 M destHo O 1-100 nM biogenes Amin, stimuliert
die Speichelsekretion in den
Speicheldriisen von Calliphora
vicina
8-CPT-cAMP*4 493.8 10 mM destHo O 10 pM membranpermeables cAMP-
Analogon
Acetazolamid*? 222.29 100 mM DMSO 500 uM Inhibitor der Carboanhydrase
Concanamycin A*2 866.09 5 mM DMSO 1 pM Inhibitor der V-ATPase
DIDS*? 498.48 100 mM DMSO 500 uM Inhibitor von HCO3™ -
Transportern
EIPA*2 299.79 100 mM DMSO 50 UM Inhibitor des Nat /HT-Antiporter
Forskolin*3 410.5 100 mM DMSO 100 pM Aktiviert Adenylatzyklase
H-89*3 519.4 10 mM DMSO 30 uM Inhibitor der Proteinkinase A
MnC12*2 197.91 destHo O 20 mM Ausléschen der Fura-2-Fluoreszenz
Nigericin*3 747.0 10 mM DMSO 10 uM Kt /HT-Tonophor
Thapsigargin*3 650.8 10 mM DMSO 1 uM Inhibitor der SERCA-Pumpe
U73122*3 464.7 10 mM DMSO 10 pM Inhibitor der Phospholipase C
Oligomycin*3 789.3 2.5mg/ml DMSO 2.5ug/ml Inhibitor der F-ATPase

Firma: *1) Invitrogen (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland), *2) Sigma & Fluka (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Deutschland) *3) Axxora (AXXORA Deutschland GmbH, Lérrach, Deutschland) *4) Biolog (BIOLOG Life Science Institute, Bremen,

Deutschland)
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2.2 Priaparation der Speicheldriisen

Schmeififliegen der Art Calliphora vicina wurden im eigenen Institut geziichtet. Die
Tiere wurden in einem Licht-Dunkel-Rhythmus von 12:12 Stunden gehalten und hatten
freien Zugang zu Nahrung und Wasser. Zu experimentellen Zwecken wurden Tiere
in einem Alter von mindestens 5 Tagen - 4 Wochen verwendet. Zur Prédparation der
Speicheldriisen wurde das Abdomen der Tiere entfernt und in einem mit Sylgard
ausgegossenen und mit Ringerlosung gefiillten Blockschélchen mit einer Insektennadel
befestigt. Unter einem Stereomikroskop (Stemi DV4, Carl Zeiss Jena GmbH, Jena,
Deutschland) wurde mit einer Pinzette an den Luftséicken gezogen und diese entfernt.
Dabei wurde der abdominale Teil der Speicheldriisen sichtbar. Durch Ziehen an deren

Ende konnten die Speicheldriisen isoliert werden.

2.3 Mikrofluorometrische Messung des Sauerstoffverbrauchs

Zur Messung des Os-Verbauchs in den Speicheldriisen von Calliphora vicina wurden
0.3-1 um grofle Polystyrol-Partikel verwendet (Schmilzlin et al. 2006). Diese
enthielten Pt(II)-tetra-pentafluorophenylporphyrin (Pt-Porphyrin, PtPFPP, P3).
P3 zeigt im roten bis nahen Infrarotbereich (NIR-Bereich) eine Phosphoreszenz
die durch Oy vermindert wird (quenching). Das fithrt zu einer Abnahme
der Lebenszeit. Die Lebenszeit des P3 wurde mit der Zwei-Frequenz-Phasen-
Modellierungs-Technik gemessen und aus der Phasenverschiebung zwischen
sinusoidaler Anregung und Emission bei zwei verschiedenen Modulationsfrequenzen
berechnet (Schmaélzlin et al. 2006, Schewe et al. 2008).

Die Sensorpartikel wurden in das Lumen der Speicheldriisen von Calliphora
vicina injiziert. Das Versuchswannchen wurde auf dem Tisch eines modifizierten
Mikrofluorometers Zeiss UEM/UMSP (Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland)
montiert (Abb. 2.1). Als Objektiv diente ein Zeiss Plan Neofluar Immersionsobjektiv
25x/0.8 Imm. (Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland). Zur Anregung der
Phosphoreszenz wurde eine 405 nm Leuchtdiode (LED) verwendet. Rote Anteile der
LED-Emission wurden mit einem Kurzpass dichroic blue filter herausgefiltert (FD1B,
Thorlabs Europe GmbH, Karlsfeld, Deutschland). Das vom Préaparat abgestrahlte
Phosphoreszenzlicht gelangte durch einen 635 nm Langpassfilter zum Photomultiplier
(Type R 928, Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland). Eine variable Rechteckblende
im Photometerkopf (konfokal zur Praparatebene) ermoglichte es, den Priaparatbereich
auf ca. 10 Zellen zu begrenzen. Der Anodenstrom des Photomultipliers wurde
in eine Spannung umgewandelt und einem Lock-in-Verstirker (EG & G, Signal
Recovery 7260, Workingham, Grobritannien) zugefiihrt, der auch Eingang von der
sinusoidal modulierten Spannung erhielt, mit der die Helligkeit der LED moduliert
wurde. Der Lock-in-Verstéarker registrierte die Phasenverschiebung zwischen den beiden

Modulationsfrequenzen. Das Mikroskopphotometer wurde iiber einen PC gesteuert. Ein
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weiterer PC diente der Datenaufzeichnung und -auswertung.

Angaben zur O,-Konzentration werden in % Luft spezifiziert: 100% O, entspricht
mit O,-geséttigtem Wasser, das sich im Gleichgewicht mit Wasserdampf-geséttigter
Luft befindet. Bei 22°C und 101.3 kPa entsprechen 100% O, einer Konzentration von
8.7 mg/1 (Benson & Krause 1980).

= =]
K

—— | — Rechteckblende

/

/ — Okular

Steuerung
LED

LJ Objektiv Neofluar 25x/0.8 Imm.

B e o e e e R —> Versuchswinnchen
:: Kondensor

— | </

&

LED
405 nm

Abb. 2.1: Aufbau des Messplatzes zur Oz-Messung

2.4 Mikrofluorometrische Messung des pH;,-Wertes mit
BCECF

2.4.1 Der Farbstoff 2’,7’-bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)-
carboxyfluorescein (BCECF)

Fiir die Messung des pH;-Wertes wurde der pH-sensitive Fluoreszenzfarbstoff 2’,7’-
bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)-carboxyfluorescein (BCECF) verwendet. BCECF wurde
1982 von Tsien et al. als pH-sensitiver Farbstoff entwickelt (Rink et al. 1982). BCECF
besitzt 3 Carboxylgruppen mehr als Fluorescein (Abb. 2.2 A-C).
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Dies verhindert dass BCECF {iber Dicarboxylattransporter wieder aus der Zelle
heraustransportiert wird (Deitmer & Schild 2000).

I i i
CH,CH,COCH,0CCH,  CH,COCH,0OCCH,CH;

CH.COCH,0C CH.COCH,0C

MW = 820.7 MW = 688.6

CH.COCH,0C
o} o)

MW = 556.5

Abb. 2.2: Strukturformeln des pH-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffes BCECF
(A)-(C) Strukturformeln BCECF (nach Datenblatt BCECF, Invitrogen 2006)

Die pH-Abhéngigkeit von BCECF beruht auf einer Deprotonierung der Phenolgruppe
bei Alkalisierung. Die Deprotonierung fithrt zu einer Verminderung der notwendigen
Anregungsenergie des Molekiils, und einer Rechtsverschiebung des Absorptions-
bzw. des Fluoreszenzanregungsspektrums. Die Absorption nimmt bei Alkalisierung
zu und das FErgebnis ist ein isosbestischer Punkt bei ca. 439 nm. Bei dieser
Wellenlédnge ist die Absorption des protonierten und deprotonierten Molekiils
identisch und deshalb unabhéngig vom pH-Wert. Die Fluoreszenzemission von
BCECF liegt zwischen 500 und 600 nm. Die Fluoreszenzintensitit wird bei zwei
Anregungswellenléngen gemessen. Dieses Verfahren hat den Vorteil das der gemessene
Quotient der Fluoreszenzintensitdten (ratio) aus beiden Anregungswellenldngen
eindeutig der Ht-Konzentration zugeordnet werden kann, denn dieser ist unabhingig
vom Messvolumen und der Farbstoffkonzentration. Fiir den Farbstoff BCECF liegt
die erste Anregungswellenldnge idealerweise bei 490 nm, dem Anregungsmaximum.
Als zweite Wellenldnge wahlt man den isosbestischen Punkt bei ca. 439 nm. Der
Quotient der gemessenen Fluoreszenzintensitiat bei den beiden Anregungswellenldangen

ratio Fy90/F 439 sinkt bei einer Ansduerung und steigt bei einer Alkalisierung.
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2.4.2 Beladung der Speicheldriisen

Um den Farbstoff auf einfache Weise in die Zellen der Speicheldriisen zu laden, wurde
die veresterte lipophile Form des BCECF, der Acetoxymethylester (AM-Ester) des
BCECF verwendet. AM-Ester diffundieren iiber die Zellmembran und intrazellulére
Esterasen spalten die Esterreste ab. Der Farbstoff liegt dann als freie Sdure in der Zelle
vor und ist in diesem Zustand ionenempfindlich. Zudem kann der Farbstoff die Zelle
nicht mehr verlassen und wird im Cytosol angereichert. Isolierte Speicheldriisen wurden
in ein Blockschélchen iiberfiihrt, welches 5 uM BCECF, AM in Ringerlosung enthielt.
Die Driisen wurden darin 20 min im Dunkeln bei Raumtemperatur (RT) inkubiert.
In dieser Zeit wurden auf dem Objekttriger des verwendeten Versuchswinnchens
0.7 pl Cell-Tak und 0.4 ul Ringer gemischt. Dies wurde 2 min bei 60°C getrocknet.
Nach der Inkubation in 5 uM BCECF, AM wurden die Speicheldriisen in einem
Tropfen Ringer auf dem Cell-Tak am Objekttriager befestigt. Das Versuchswénnchen
wurde auf dem Mikroskoptisch montiert. Es erfolgte zunéchst eine 10-miniitige
Perfusion mit Ringer um Reste der Farbstofiosung zu entfernen und die vollstéindige
Abspaltung der AM-Ester zu gewéhrleisten. Dann wurde die BCECF-Fluoreszenz bei
einer Anregungswellenléinge von 490 nm {iiberpriift und eine Messstelle im Priparat

ausgewahlt, die ca. 10 Zellen umfasste.

2.4.3 Versuchsaufbau zur mikrofluorometrischen Messung des pH;-Wertes

Zur Messung des pH;-Wertes in den Speicheldriisen von Calliphora vicina wurde als
Mikrofluorometer ein Zeiss UEM/UMSP Mikroskopstativ (Carl Zeiss Jena GmbH,
Jena, Deutschland) verwendet (Abb. 2.3). Fiir das Durchlichtverfahren stand eine
Halogenlampe 12 Volt, 100 Watt zur Verfiigung. Zur Anregung der BCECF-Fluoreszenz
wurde eine Xenon-Kurzbogenlampe XBO 75 Watt (Ushio, Steinhoring, Deutschland)
genutzt. Definierte Wellenléngen wurden durch einen Monochromator (Polychrome II,
T.I.L.L. Photonics, Planegg, Deutschland) erzeugt. Dieser wurde durch ein TestPoint-
Programm (Keithley, Germering, Deutschland) gesteuert (s.u.). Das Anregungslicht
wurde von einem Farbteiler FT 510 durch das Objektiv auf das Préparat reflektiert.
Das vom Praparat abgestrahlte Fluoreszenzlicht gelangte durch den Farbteiler und
einen Langpassfilter LP 515 zum Photomultiplier (Type R 928, Carl Zeiss Jena GmbH,
Jena, Deutschland). Der Anodenstrom wurde im Steuergeréit der Photometereinheit
(MSP 21, Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland) in eine Spannung umgewandelt.
Die Digitalisierung erfolgte mit einer DAS 1600 A/D Wandlerkarte (Keithley,
Germering, Deutschland) im PC. Die Steuerung der Digitalisierung, die Darstellung
der Messwerte und die Datenspeicherung wurden durch ein TestPoint-Programm
kontrolliert. Als Objektiv diente ein Zeiss Plan Neofluar Immersionsobjektiv
25x/0.8 Imm. Zur mikrofluorometrischen Messung der BCECF-Fluoreszenz wurde

ein Programm verwendet, das eine Kurzzeitanregung erméglichte. Damit wurde die
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Ausbleichung des Farbstoffes und die Lichtbelastung des lebenden Praparates gering
gehalten. Wahrend eines Experimentes wurde das Praparat alle 5 s fiir jeweils 20 ms
bei den Wellenldngen 490 nm und 439 nm angeregt. In einigen Experimenten wurden
Pharmaka verwendet (EIPA und DIDS), die selbst auch fluoreszierten. In diesen Fillen
wurde das Préaparat alle 5 s fiir jeweils 20 ms bei den Wellenldngen 490 nm und
450 nm angeregt. Das TestPoint-Programm registrierte die Rohsignale (bei den beiden
Wellenldngen angeregte Fluoreszenzintensititen, in Volt) und berechnete daraus die
ratio Fuoo/430 bzw. ratio Fu0/F450 der Fluoreszenzintensitiaten. Alle drei Messgrofien

wurden in Echtzeit auf dem PC-Bildschirm dargestellt, damit der Versuchsverlauf

Steuergerit
I/U-Wandler

standig beobachtet werden konnte.

EE

—— | — Rechteckblende

/ —— Okular

e P 515

/ Quarzfaser Monochromator
(Xenon-Lampe
XBO 75 W)

FT 510

LJ Objektiv Neofluar 25x/0.8 Imm.

N

—— G | Kondensor

&

Halogenlampe
12V, 100 W

Abb. 2.3: Aufbau des Messplatzes zur mikrofluorometrischen Messung des pH;-Wertes

2.4.4 Kalibrierung des Fluoreszenzsignals

Die Kalibrierung des Fluoreszenzsignals wurde mit Hilfe der Nigericin-Methode
vorgenommen. Dazu verwendet man eine extrazellulire Ringerlosung deren
K*-Konzentration der intrazelluliren K™-Konzentration entspricht und die zusétzlich
Nigericin enthdlt (Thomas et al. 1979, Hegyi et al. 2004). Nigericin ist ein
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Kationenaustauscher, der sich in die Plasmamembran einlagert und K* gegen H*
tiber die Membran transportiert. Wenn die extrazelluldre K™-Konzentration ([K*],)
der intrazelluldren K*-Konzentration ([K*];) entspricht werden solange Protonen iiber

die Membran transportiert bis der extrazellulire pH-Wert (pH,) dem pH; entspricht.

[H]o/[H]; = [K¥]o/[K™];

Damit entspricht der in der Badlosung vorgegebene pH-Wert dem pH;-Wert und
die entsprechenden ratio Fago/Fy30- bzw. ratio Fg0/F450-Werte konnen genau diesem
pH;-Wert zugeordnet werden (Deitmer & Schild 2000).

Zur Erstellung der Kalibrierungskurve wurden die praparierten Speicheldriisen jeweils
200 s lang mit der Nigericin-haltigen Badlosung mit definiertem pH-Wert {iberspiilt.
Es wurde eine Kalibrierungskurve fiir pH-Werte zwischen pH 6.2 - pH 10.2 in 0.5-er
Schritten erstellt (Abb. 2.4 A & B).

A B
7.57 4.57
6.57
E 5.54 53.5_
= g
Z 4.5
3 3
8 3.5 s 2.5
2.5
" . (11)

5 1.5

55 60 65 70 7.5 80 85 9.0 95100 105 55 60 65 7.0 7.5 80 85 9.0 95100 10.5
pH; pH,

Abb. 2.4: Kalibrierung des Fluoreszenzsignals

(A) Kalibrierungskurve fiir den Quotienten der Fluoreszenzintensitéiten bei den Anregungswellenléingen 490 nm

und 439 nm (ratio Fag90/Fa39). Messwerte dargestellt als Mittelwert + Standardfehler. Anzahl der Messungen

ist in Klammern angegeben. (B) Kalibrierungskurve fiir den Quotienten der Fluoreszenzintensitdten bei den

Anregungswellenlingen 490 nm und 450 nm (ratio Fa90/F450). Messwerte dargestellt als Mittelwert + Standardfehler.
Die Anzahl der Messungen ist in Klammern angegeben.

2.5 Analyse der rdumlichen Muster 5-HT-induzierter

intrazellulirer Ca**- & pH,~Anderungen
2.5.1 Verwendete Farbstoffe

Fiir diesen experimentellen Ansatz wurde der pH-empfindliche Fluoreszenzfarbstoff
BCECF (siehe 2.4.1) und der Ca?*-empfindliche Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 verwendet.
Die BCECF-Fluoreszenz wurde hier alle 2 s fiir 5-40 ms bei 470 nm und 410 nm
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angeregt und aus den bei beiden Wellenldngen angeregten Fluoreszenzintensitdaten der
Quotient ratio Fy79/F 410 berechnet.

Das Anregungsmaximum fiir die Fura-2-Fluoreszenz liegt bei 380 nm und verschiebt
sich bei Erhohung der Ca?*-Konzentration zu 340 nm. Dabei steigt die bei 340 nm
gemessene Fluoreszenzintensitdat, und sinkt bei 380 nm. Die Anregung von Fura-2
erfolgte bei den Anregungswellenléingen 340 nm und 380 nm alle 2-15 s fiir 150-200 ms.
Aus den gemessenen Fluoreszenzintensititen bei den beiden Anregungswellenléingen
wurde der Quotient ratio Fsy/F3s0 gebildet. Am Ende eines Experiments wurde das
Préiparat mit 20 mM MnCl, iiberspiilt. MnCl, verdriingt Ca?* von Fura-2 und 16scht so
die Fura-2-Fluoreszenz aus. Damit kann vorhandene Hintergrund- und Autofluoreszenz
nachtréglich herausgerechnet werden. Fura-2 wurde in der AM-Ester-Form, in einer
Konzentration von 20 uM verwendet. Die Beladung der Speicheldriisen erfolgte fiir
60 min bei RT auf einem Schiittler.

2.5.2 Aufnahme von Raum-Zeit-Diagrammen

Zur Analyse der rdumlichen Muster 5-HT-induzierter intrazellulirer Ca?*- und
pH;-Anderungen wurden Raum-Zeit-Diagramme angefertigt. Die Aufnahme der
dazu erforderlichen Daten erfolgte mit einem bildgebenden Verfahren (Ratiometric
Imaging). Dazu wurden die Driisen wie in 2.4.2 und 2.5.1 beschrieben beladen
und das Versuchswannchen auf dem Tisch eines inversen Mikroskops befestigt
(Axiovert 135TV, Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland). Als Objektiv wurde
ein Fluar 20x/0.75 (Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland) verwendet. Zur
Anregung der Fluoreszenz stand eine 75 Watt Xenon-Kurzbogenlampe zur Verfiigung
(Ushio, Steinhéring, Deutschland). Definierte Anregungswellenlingen wurden mit
einem VisiChrom High-Speed Polychromator erzeugt (Visitron Systems, Puchheim,
Deutschland). Das Anregungslicht wurde iiber einen Farbteiler FT 485 durch das
Objektiv auf das Praparat gelenkt. Das vom Préparat abgestrahlte Fluoreszenzlicht
gelangte iiber einen Emissionsfilter Bandpass 515-565 zu einer gekiihlten CCD-Kamera
(Cool Snap-HQ, Roper Scientific Inc., Tucson, USA). Die CCD-Kamera diente der
Bildaufnahme und Digitalisierung der Messdaten. Sie besitzt eine Bildtiefe von
12 bit. Bei der Bildaufnahme wurden jeweils 16 Bildpunkte miteinander verrechnet
(4 x 4 binning). Die Steuerung des Polychromators und der Bildaufnahme erfolgte
iiber einen PC mit Hilfe des Programms MetaFluor 6.1 (Universal Imaging Corp.,
Downingtown, USA). Zur deskriptiven Auswertung dieser Daten wurden mittels
SigmaPlot 10 (Version 10.0, Systat Software, Inc., 2006) Raum-Zeit-Diagramme
angefertigt. In diesen wurden die intrazelluliren Ca?*- oder pH;-Anderungen iiber der
Zeit und der Lénge des betrachteten Driisenabschnittes dargestellt. Die Darstellung
erfolgte in Falschfarben. In Raum-Zeit-Diagrammen wurden Oszillationen durch gerade

weile Linien gekennzeichnet. Schriage weifle Linien kennzeichnen interzelluldre Wellen.
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Zur Darstellung der Messkurven wurde in die digitalen Bilder eine region of interest
gelegt, die ca. 2-3 nebeneinander liegende Zellen umfasste.

Auf eine Kalibrierung der Messwerte wurde hier verzichtet, da bei diesen Messungen der
qualitative Aspekt im Vordergrund stand. Zudem sind die Beitrige von pH; und [Ca?*];
in ruhenden und stimulierten Zellen bekannt (Zimmermann & Walz 1997 & 1999,
Schewe et al. 2008).

2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 Zusammensetzung von Pufferl6sungen fiir die Molekularbiologie

Tab. 2.5: Zusammensetzung von Puffern und Lésungen fiir die Molekularbiologie

Firma Lésung Konzentration Substanz
Roth*! Diethylpyrocarbonat 0.1% DEPC
(DEPC)-H20
Tris-acetat-EDTA (TAE)- 1.5 M Tris-Base
Puffer
(50x konzentriert) 5.71% Essigsdure
60 mM EDTA
Tris-EDTA (TE)-Puffer 10 mM Tris
1 mM EDTA
DNA-Gelladungspuffer 0.25% Bromphenolblau
0.25% Xylencyanol
30% Glycerol
Roth*! LB-Medium 10 g/1 Trypton
5 g/l Hefeextrakt
10 g/1 NaCl
Roth*1! LB-Agar 10 g/1 Trypton
5 g/l Hefeextrakt
10 g/1 NaCl
15 g/1 Agar
Roboklon*? Reaktionspuffer B 500 mM Tris-HCI, pH 9.1
0.1% Triton X-100
15 mM MgCly
Promegaﬁ"3 Puffer D 6 mM Tris-HCI, pH 7.9
6 mM MgoCl
150 mM NaCl
1 mM DTT
Ambion / DNase I-Puffer 100 mM Tris-HCI, pH 7.5
Applied Biosystems*4 25 mM Mgo Cl
5 mM CaCly

Firma: *1) Roth (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland), *2) Roboklon (Roboklon GmbH, Berlin, Deutschland)
*3) Promega (Promega GmbH, Mannheim, Deutschland) *4) Ambion / Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland *5) Invitrogen

(Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
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Tab. 2.6: Zusammensetzung der verwendeten Kits fiir die Molekularbiologie

Kit Firma Lésung Konzentration Substanz
Mirco-Fast Track" Kit 2.0 Invitrogen*5 Stammpuffer 200 ml NaCl
200 mM Tris-Cl, pH 7.5
1.5 mM MgClay
2% Natriumdodecylsulfat
(SDS)
Lysepuffer 20 ul Protein/RNase Degrader
1 ml Stammpuffer
Bindungspuffer 500 mM NaCl
10 mM Tris-Cl, pH 7.5
Waschpuffer 250 mM NaCl
10 mM Tris-Cl, pH 7.5
Elutionspuffer 10 mM Tris-Cl, pH 7.5
Superscriptm First Strand Synthesis Invitrogen*5 10x Reaktionspuffer 200 mM Tris-Cl, pH 8.4
System for RT-PCR
500 mM KCl
dANTP-Mix 10 mM je dATP, dCTP, dGTP,
dTTP
Superscnptm One-Step RT-PCR Invitrogen*5 2x Reaktionspuffer 0.4 mM je dATP, dCTP, dGTP,
dTTP
2.4 mM MgSOy4
RT/Platinum® Taq Mix
pGE‘M®-T— Vektor-System Promega*‘?‘ 2x Ligationspuffer 60 mM Tris-HCI, pH 7.8
20 mM MgCla
20 mM Dithiothreitol (DTT)
2 mM ATP
10% Polyethylene Glycol
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I Peqlab’”3 Lésung I/RNase A k.A. k.A.
Lésung 11 k.A. k.A.
Losung 11T k.A. k.A.
DNA-Waschpuffer k.A. k.A.

Firma: *1) Roth (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland), *2) Roboklon (Roboklon GmbH, Berlin, Deutschland)
*3) Promega (Promega GmbH, Mannheim, Deutschland) *4) Ambion / Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland *5) Invitrogen
(Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) *6) Peqlab (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland), k.A. = keine Angaben

zur Zusammensetzung der Lésungen seitens des Herstellers.

2.6.2 Gesamt-RNA-Extraktion

Fiir die Extraktion von Gesamt-RNA wurden 80 Speicheldriisen von Calliphora
vicina prapariert und in fliissigem Stickstoff tiefgefroren. Die Proben wurden mit
750 pl Trizol” (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland) versetzt und homogenisiert
(10 Streiche mit einem Glas-Teflon-Homogenisator). Nach einer Inkubationszeit von
5 min bei RT wurden 200 pl Chloroform hinzugegeben und kurz geschiittelt. Es folgte
eine Inkubation von 10 min bei RT. Anschlieend wurden die Proben fiir 15 min
bei 12000 g und 4°C zentrifugiert (Biofuge 15R, Heraeus, Hanau, Deutschland). Die
wassrige Phase wurde in ein neues Eppendorfgefafl iiberfithrt und 500 pl Isopropanol
hinzugegeben. Nach einer 10-miniitigen Inkubation bei RT wurde fiir 10 min bei
12000 g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und verworfen. Zu dem
verbleibenden RNA-Pellet wurde 1 ml 75% Ethanol (EtOH) gegeben und 5 min bei
7500 g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das RNA-Pellet
10 min luftgetrocknet. AnschlieBend wurde die RNA in 50 ul DEPC-H50 gelost. Die
Konzentration der extrahierten Gesamt-RNA wurde photometrisch durch Messung der

Extinktion bei 260 nm bestimmt (Spektralphotometer Cary 50, Varian, Darmstadt,
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Deutschland).

2.6.3 mRNA-Extraktion

Aus der Gesamt-RNA wurde die poly(A)"-RNA (mRNA) extrahiert. Dazu wurde
das Mirco-Fast Track” Kit 2.0 der Firma Invitrogen (Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) verwendet. Die Isolierung der mRNA erfolgte nach dem Protokoll des
Herstellers. Die geféllte Gesamt-RNA wurde 15 min bei 13000 g und 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das RNA-Pellet mit 100 pul 75% EtOH gewaschen.
Die RNA wurde in 10 ul Elutionspuffer resuspendiert und 1 ml Lysepuffer hinzugefiigt.
Der Ansatz wurde 5 min bei 65°C erhitzt und anschlieBend 1 min auf Eis gestellt.
Es wurden 65 pul 5 mM NaCl hinzugegeben. Die gesamte RNA-Losung wurde auf
Oligo(dT)-Cellulose pipettiert und 2 min bei RT inkubiert. Anschlieend wurde die
Cellulose resuspendiert und 20 min auf einem Wippschiittler (CAT Ingenieurbiiro M.
Zipperer GmbH, Staufen, Deutschland) inkubiert. Der Ansatz wurde 5 min bei 4000 g
und RT zentrifugiert (Biofuge Pico, Heraeus, Hanau, Deutschland). Der Uberstand
wurde entfernt, 1.3 ml Bindungspuffer hinzugegeben, die Cellulose resuspendiert und
5 min bei 7000 g zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde 2-fach wiederholt. Danach wurden
0.3 ml Bindungspuffer hinzugefiigt, das Ganze vorsichtig auf eine Saule iibertragen und
10 s bei 4000 g und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde aus dem Reaktionsgefif
entfernt und 500 pl Bindungspuffer auf die Séule pipettiert. Dieser Vorgang wurde
3-fach wiederholt. Die gebundene mRNA wurde mit 200 pul Waschpuffer gewaschen.
Die Saule wurde in ein neues steriles Eppendorfgefaf iiberfiithrt und die mRNA mit
200 ul Elutionspuffer eluiert. Die mRNA wurde mit 9 pul 2 mg/ml Glycogen Carrier,
27 ul 2 M Na-acetat und 540 pl 100% EtOH bei -80°C gefillt. Die Konzentration der
extrahierten mRNA wurde photometrisch durch Messung der Extinktion bei 260 nm
bestimmt (Spektralphotometer Cary 50, Varian, Darmstadt, Deutschland).

2.6.4 cDNA-Synthese

Zur cDNA-Synthese aus mRNA wurde das Superscript’ First Strand Synthesis
System for RT-PCR der Firma Invitrogen (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
verwendet. Die extrahierte mRNA wurde in einer Konzentration von 0.5 pg/ul
eingesetzt. Die ¢cDNA-Synthese erfolgte durch den Einsatz von Oligo(dT)-Primern
oder den Einsatz von Zufallshexameren. Ein Reaktionsansatz enthielt: 1 ul mRNA
1 ul 10 mM dNTP-Mix, 1 ul 12-18 Nukleotid-lange Oligo(dT)-Primer oder
1 ul Zufallshexamere und 7 pl DEPC-H,O. Die Ansétze wurden 5 min auf 65°C
erhitzt und anschliefend fiir 1 min auf Eis gestellt. Es wurden 9 ul Reaktionslosung
hinzufiigt. Oligo(dT)-Primer-Ansétze wurden 2 min bei 42°C inkubiert, Ansétze mit
Zufallshexameren fiir 2 min bei 25°C. Es wurden 1 pl Superscript” II Reverse

Transkriptase hinzugegeben. Die Synthese der cDNA erfolgte in einem Thermoblock
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(T3 Thermocycler, Biometra, Goéttingen, Deutschland) unter folgenden Bedingungen:
Ansitze mit Oligo(dT)-Primer 42°C fiir 50 min, Ansétze mit Zufallshexameren 25°C
fiir 10 min und 42°C fiir 50 min. AnschlieBend 70°C fiir 15 min. Danach wurden die
Ansitze auf Eis gekiihlt. Es wurden 1 pul RNase H hinzupipettiert und bei 37°C fiir
20 min inkubiert. Die synthetisierte cDNA wurde bei -20°C aufbewahrt.

2.6.5 PCR mit degenerierten Primern

Zur  Amplifizierung von  spezifischen DNA-Sequenzabschnitten wurde die
Polymeraseketten-Reaktion (PCR) eingesetzt. Ein Ansatz enthielt: 2 pl cDNA,
5 ul 10x Reaktionspuffer B der Firma Roboklon (Roboklon GmbH, Berlin,
Deutschland), 0.5 ul 20 mM dNTPs, 1 ul Vorwérts-Primer (100 uM), 1 ul Riickwérts-
Primer (100 uM), 40 ul DEPC-H50. Die PCR erfolgte unter folgenden Bedingungen
(Thermoblock, T3 Thermocycler, Biometra, Gottingen, Deutschland): 1 Zyklus
Denaturierung der cDNA fiir 90 s bei 94°C, 35 Zyklen: 40 s Denaturierung bei 94°C,
Anlagerung der Primer fiir 40 s bei 40 - 60°C (je nach verwendeter Primerkombination),
Verlangerung 1 min pro Kilobase (kb) bei 72°C, 1 Zyklus 10 min bei 72°C fiir die
abschlieSende Verldngerung.

Das Genom der Fliege Calliphora vicina ist noch nicht sequenziert und es liegen
kaum Sequenzinformationen vor. Daher konnten fiir die Amplifikation der gesuchten
DNA-Sequenzen keine spezifischen Primer verwendet werden. Fiir die gesuchten
Sequenzinformationen wurden degenerierte Primer entwickelt. Dazu wurden bekannte
Sequenzen von Insekten miteinander verglichen und nach konservierten Bereichen
gesucht. In diesen Bereichen wurden die Primer ausgewéhlt. Die Synthese der
degenerierten Primer erfolgte durch die Firma Tib MolBiol (Tib MolBiol GmbH, Berlin,

Deutschland). Die genauen Primersequenzen sind im Anhang aufgefiihrt.

2.6.6 Auftrennung von DN A-Fragmenten durch Agarosegelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde ein 1%-iges Agarosegel (Biozym
Scientific GmbH, Hess. Oldendorf, Deutschland) in 1 x TAE-Puffer verwendet. Um
die DNA-Fragmente sichtbar zu machen wurde der Agarose 1 pg/ml Ethidiumbromid
hinzugefiigt. Die DNA-Proben wurden mit 0.3 Vol. DNA-Ladungspuffer versetzt
und auf das Gel aufgetragen. Zur Groflenbestimmung der Fragmente wurde
ein 100 bp Marker (New England Biolabs, Frankfurt am Main, Deutschland)
verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte bei
einer Spannung von 75 Volt in mit Ethidiumbromid versetztem 1 x TAE-Puffer
(Agarose-Horizontalgelelektrophorese, Hoefer” HE33, Amersham Bioscience, Freiburg,
Deutschland). Die Visualisierung der DNA-Banden erfolgte mittels einer Gel-
Dokumentations-Anlage (Biostep, Jahnsdorf, Deutschland).
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2.6.7 Fragmentisolierung

Die zu isolierenden Fragmente wurden elektrophoretisch aufgetrennt (siehe 2.6.6). Das
Agarosegel wurde auf einen Transilluminator (TCP-26.LM, UV-Tisch 365/312 nm,
Vilber Lormat, Eberhardzell, Deutschland) gelegt und die Fluoreszenz des
Ethidiumbromids bei 312 nm angeregt. Die gewiinschten Fragmente wurden mit
einem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in eine vorbereitete Saule
iiberfithrt. Die Saule bestand aus einem Eppendorfgefdfl und einem darin befindlichen
halben Reaktionsgefif. Darin wurde mit einer heiflen Kaniile ein Loch gestochen
und mit silanisierter Glaswatte verschlossen. Die Proben wurden 2 min bei 6000 g
und RT zentrifugiert. Die eluierte DNA wurde mit 1/10 Vol. 3 M Na-acetat und
2.5 Vol. 100 % EtOH gefillt.

2.6.8 Ligation und Transformation

Die isolierten DNA-Fragmente wurden in einen pGEM®-T-Vektor (pGEM®-T Vector-
System, Promega GmbH, Mannheim, Deutschland) kloniert. Ein Ligationsansatz
enthielt: 5 ul 2 x Ligationspuffer, 0.5 ul pGEM®-T-Vektor (50 ng), 3.5 pl isolierte
DNA und 1 pul T4 DNA Ligase (3 Weiss Einheiten/ul). Die Inkubation erfolgte in
einem Fisbad bei 4°C iiber Nacht.

Der Vektor, in den die Ligation erfolgte, wurde in FE.coli transformiert.
100 ul kompetente FE.coli-Zellen wurden mit 10 pl Ligationsansatz fiir 30 min auf
Eis inkubiert. Zur Aufnahme des Plasmids in die Zellen erfolgte ein Hitzeschock von
42°C fiir 45 s und folgend 2 min auf Eis. Die Zellen wurden in 900 pl LB-Medium
tiberfithrt und 45 min bei 37°C und 350 rpm auf dem Schiittler (Thermomixer Comfort,
Eppendorf, Hamburg, Deutschland) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen 2 min
bei 6000 g pelletiert und in 100 pl LB-Medium resuspendiert. Dieser Ansatz wurde auf
LB-Agar-Platten mit Carbenicillin (100 pg/ml) ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C

inkubiert.

2.6.9 Blau-Weil3-Selektion

Den LB-Agar-Platten (siche 2.6.8) wurde zusétzlich der Farbstoff 5-Brom-4-
Chlor-3-indolyl-8-D-galaktopyranosid (X-Gal) und der Induktor Isopropyl-Thio-D-
Galaktopyranosid (IPTG) zugesetzt. Der pGEM®-T-Vektor enthilt das lacZ-Gen,
in dessen Region die Klonierungsstelle des Vektors liegt. Das lacZ-Gen kodiert fiir
das Enzym 8$-Galaktosidase. Wird kein DNA-Fragment in den Vektor eingebaut
bleibt das lacZ-Gen intakt und die $-Galaktosidase kann exprimiert werden.
B3-Galaktosidase setzt den farblosen Farbstoff X-Gal um und iiberfithrt ihn in
ein entsprechendes Indoxylderivat, welches sich an der Luft blau farbt. Ist die
Ligation in den Vektor erfolgreich ist das lacZ-Gen unterbrochen und kann nicht

exprimiert werden. Die entsprechenden Kolonien bleiben weifl, da X-Gal hier nicht
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umgewandelt werden kann. Weifle Kolonien wurden gepickt und in 5 ml LB-Medium
mit 10 pl 50 pg/ml Carbenicillin iiberfithrt. Die Ansétze wurden iiber Nacht auf
dem Schiittler ( Environmental Shaker ES-20, Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland) bei 37°C inkubiert.

2.6.10 Plasmidisolierung und Restriktionsverdau

Zur Plasmidisolierung wurde das peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I (Peqlab
Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) verwendet und nach Anleitung des
Herstellers durchgefiihrt. Es wurden 3.6 ml der Ubernachtkultur in ein Eppendorfgefif
iiberfithrt und 1 min bei 10000 g und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen. Das Pellet wurde in 250 ul Losung I/RNase A resuspendiert. Es wurden
250 ul Losung II hinzugefiigt und durch vier- bis sechsmaliges Invertieren des
Eppendorfgefifies gemischt. Das entstehende klare Lysat wurde mit 350 pl Losung I11
versetzt und durch mehrmaliges Invertieren gemischt. Die Ansétze wurden 10 min
bei 10000 g und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf eine HiBind®-
Miniprep-Zentrifugenséiule gegeben und 1 min bei 10000 g und RT zentrifugiert. Der
Saulendurchfluss wurde verworfen und die gebundene Plasmid-DNA mehrmals mit
Waschpuffer gewaschen. Anschliefend wurde die Plasmid-DNA mit 70 ul DEPC-H,0O
eluiert.

Um die durch Ligation in den Vektor eingebrachten DNA-Fragmente zu {iberpriifen
wurde ein Restriktionsverdau durchfithrt. Der verwendete pGEM®-T-Vektor enthilt
Schnittstellen fiir das Restriktionsenzym BstZ I. Damit kann das eingefithrte DNA-
Fragment herausgeschnitten werden. Ein Ansatz enthielt: 4 ul isolierte Plasmid-
DNA, 0.3 ul BstZ I, 2 ul Puffer D, 0.2 pul Bovines Serumalbumin (BSA) und
13.5 ul DEPC-H50. Die Ansétze wurden 2 Stunden bei 50°C inkubiert, anschlieffend
elektrophoretisch aufgetrennt (siehe 2.6.6) und die Grofle tiberpriift.

Die Sequenzierung der klonierten DNA-Fragmente erfolgte durch die Firma

GATC Biotech (GATC Biotech AG, Konstanz, Deutschland).

2.6.11 RT-PCR

Die Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) wurde eingesetzt,
um die mRNA der klonierten Fragmente spezifisch im Speicheldriisengewebe
nachzuweisen. Dazu wurde die RNA aus den Speicheldriisen wie unter 2.6.2
beschrieben isoliert. Um Kontamination durch genomische DNA zu vermeiden wurde
eine DNase-Behandlung durchgefiihrt. Ein Ansatz enthielt 1.1 pg RNA gelost in
5 ul DEPC-H,0, 1 pl 10x DNase-Puffer (Ambion / Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland), 1 ul DNase I (Ambion / Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland)
und 2.5 ul DEPC-H;0O. Fiir Negativkontrollen erfolgte zusétzlich eine kombinierte
DNase / RNase-Behandlung (1.1 pg RNA gelost in 5 ul DEPC-H0, 1 pl 10x DNase-
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Puffer, 1 ul DNase I, 1 ul RNase und 1.5 ul DEPC-H;0). Nach einer 30-miniitigen
Inkubation bei 37°C wurden jeweils 1 pl DNase-Inaktivator (DNase Inactivation
Reagent) hinzugegeben.

Fiir die RT-PCR wurden ausgehend von den sequenzierten Fragmenten spezifische
Primer entwickelt. Diese wurden durch die Firma Tib MolBiol (Tib MolBiol
GmbH, Berlin, Deutschland) hergestellt. Zur Durchfiihrung der RT-PCR wurde
das Superscript” One-Step RT-PCR Kit der Firma Invitrogen (Invitrogen GmbH,
Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Ein RT-PCR-Ansatz enthielt 100 ng/pl RNA
(Positivkontrolle: DNase-behandelt, Negativkontrolle: DNase- & RNase-behandelt),
25 ul Reaktionsmix, 1 pul Vorwérts-Primer (10 uM), 1 ul Riickwérts-Primer (10 uM),
1 ul RT /Platinum® Tag Mix und 20 ul DEPC-H,0. Die PCR erfolgte unter folgenden
Bedingungen (Thermoblock, T3 Thermocycler, Biometra, Gottingen, Deutschland):
1 Zyklus ¢cDNA-Synthese fiir 30 min bei 50°C, 1 Zyklus Denaturierung fiir 2 min bei
94°C, 35 Zyklen: 40 s Denaturierung bei 94°C, Anlagerung der Primer fiir 40 s bei 40 -
60°C (je nach verwendeter Primerkombination), Verlangerung 1 min pro kb bei 72°C,
1 Zyklus 10 min bei 72°C fiir die abschliefende Verldangerung. Die elektrophoretische

Auftrennung der Fragmente erfolgte wie unter 2.6.6 beschrieben.

2.7 Datenanalyse und Statistik
2.7.1 Bioinformatische Methoden

Zur Recherche von Sequenzinformationen wund fiir BLAST-Analysen wurde
die Datenbank des National Center of Biotechnology Information (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) genutzt. Die Bearbeitung und Analyse von Sequenzen
erfolgte mit dem Programm BioEdit (Version 7.0.5.3, BioEdit Sequence Alignment
Editor, Tom Hall, 1997).

2.7.2 Darstellung der Ergebnisse und Statistik

Zur graphischen Darstellung der Messwerte wurde das Programm SigmaPlot 10
(Version 10.0, Systat Software, Inc., 2006) verwendet. Die statistische Auswertung der
pH;-Anderungen erfolgte mit Hilfe des Programms GraphPad Prism 4 (Version 4.01,
GraphPad Software, Inc., 2004). Negative Werte stellen eine Ansduerung dar,
wahrend positive Werte fiir eine Alkalisierung stehen. Die Datensitze wurden auf
Normalverteilung getestet. Im Falle einer Normalverteilung wurden zwei abhéngige
Datensétze durch einen parametrischen gepaarten t¢-Test miteinander verglichen.
Lag keine Normalverteilung vor wurden nicht-parametrische Tests verwendet. Bei
zwei gepaarten Datensétzen wurde ein nicht-parametrischer t-Test ( Wilcozon-Test)
angewendet. Bei mehr als zwei ungepaarten Datensdtzen wurde eine FEin-Wege-

Anova mit anschlieBendem Dunn’s post hoc-Test durchgefithrt. In allen Féllen
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wurde das Signifikanzniveau auf P < 0.05 festgelegt. Alle Werte wurden als
Mittelwert £ Standardfehler (MW 4 SE) dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Intrazellulirer pH-Wert in der unstimulierten

Speicheldriise von Calliphora vicina

Wesentliches Ziel dieser Arbeit war die Identifikation aller Transporter, die
an der pH;-Regulation in den Speicheldriisen von Calliphora wvicina mitwirken.
Die pH;-regulierenden Transporter sind teilweise an der Aufrechterhaltung des
Ruhe-pH; in der unstimulierten Driise beteiligt, als auch an Hormon-induzierten
pH;-Anderungen. Dieser Umstand erschwert die nachvollziehbare Prisentation der
Fiille zu beriicksichtigender Einzelergebnisse. Deshalb wurde bei der Préasentation der

Ergebnisse wie folgt vorgegangen.

1. Viele Transporter nutzen den elektrochemischen Gradienten, der fiir ein
Ion iiber der Plasmamembran besteht als FEnergiequelle zum Transport
anderer Ionen. Derartige Transporter kann man experimentell identifizieren,
wenn man durch Ionensubstitutionen in der Ringerlosung den betreffenden
elektrochemischen Gradienten beeinflusst. Zudem existieren fiir viele Transporter
teils hochselektive Hemmstoffe. Im ersten Abschnitt wird deshalb der Einfluss
von lonensubstitutionen und ausgewéhlten Hemmstoffen auf den Ruhe-pH; in

der unstimulierten Driise beschrieben.

2. Eine  weitere  Strategie zur Identifizierung und  Charakterisierung
pH;-regulierender Transporter besteht darin, den pH; experimentell zu verdndern
und anschliefend zu messen, mit welcher Geschwindigkeit der Ruhe-pH; wieder
hergestellt wird. Im zweiten Abschnitt wird deshalb die Charakterisierung der
Wiederherstellung des Ruhe-pH; nach einer Anséduerung bzw. Alkalisierung in

der unstimulierten Driise beschrieben.

3. Im letzten Abschnitt werden Experimente besprochen, die zur Identifizierung von
pH;-regulierenden Transportern, die an den 5-HT-induzierten pH;-Anderungen

beteiligt sind, beitrugen.

Diese Darstellung der Ergebnisse bringt zwangslaufig eine Redundanz von
Informationen mit sich. Sie erscheint dennoch sinnvoll, um die Fiille der

Einzelbeobachtungen in einen logischen Zusammenhang zu bringen.

3.1.1 Aufrechterhaltung des Ruhe-pH;

Der Ruhe-pH; in den Speicheldriisen von Clalliphora vicina betrigt 7.53 £ 0.34
(Schewe 2005). Deshalb existiert in der unstimulierten Driise ein stark einwérts
gerichteter elektrochemischer H-Gradient. Die Zellen miissen also einer schleichenden

Ansduerung durch pH;-regulierende Mechanismen entgegenwirken. Eine aktive
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pH;-Regulation erfolgt durch verschiedene Transportsysteme und der Ruhe-pH;-Wert
ist das Ergebnis von alkalisierenden und ansduernden Prozessen. In der vorliegenden
Arbeit wurden verschiedene Inhibitoren und Ionensubstitutionen verwendet, um
pH;-regulierende Transportsysteme zu identifizieren. Diese Ergebnisse gaben erste
Hinweise auf die Identitdt der Transporter, die in den Speicheldriisen von Calliphora

vicina an der pH;-Regulation beteiligt sind.

Alkalisierende pH;-regulierende Transporter (acid extruder, Abb. 1.1 A) sind,
bis auf die V-ATPase, in erster Linie, Nat-abhingig. Die Energie des einwirts
gerichteten elektrochemischen Nat-Gradienten wird genutzt, um HT aus der Zelle
heraus oder HCO3~ in die Zelle hinein zu transportieren. Dazu zéhlen der
Na*/HT-Antiporter (NHE), ein einwérts gerichteter Na™/HCO; -Cotransporter
(NBC) und der Nat-getriebene Cl~/HCOj3; -Antiporter (NDCBE). In Nat-freier
Losung sind diese Transporter blockiert, und es ist eine intrazellulire Anséduerung
zu erwarten. Abb. 3.3 A, 3.15 A, 3.19 A und Abb. 3.1 =zeigen, dass unter
Na*-freien Bedingungen entgegen dieser Erwartung eine intrazellulire Alkalisierung
von 0.19 + 0.03 pH-Einheiten (n = 29) auftrat. Weiterfiihrende Untersuchungen
ergaben, dass diese ganz ungewohnliche Beobachtung auf einen Nat-abhingigen
Glutamat-Transporter zuriickzufithren ist. Dieser Transporter wird in Kapitel 3.2
gesondert dargestellt.

Der NHE kann mit dem Hemmstoff 5-(N-Ethyl-N-isopropyl)-Amiloride (EIPA)
spezifisch blockiert werden (Vigne et al. 1983). Wére der NHE entscheidend an
der Regulation des Ruhe-pH; beteiligt, miisste eine Blockierung mit EIPA zu einer
intrazelluldren Anséduerung fithren. Dieser Effekt trat jedoch nicht auf. Die durch
EIPA hervorgerufene pH;-Anderung betrug lediglich 0.05 4 0.06 pH-Einheiten (n =11,
Abb. 3.4 A, Abb. 3.19 C & Abb. 3.1). Der NHE hat somit keinen messbaren Einfluss
auf den Ruhe-pH;.

Der einwirts gerichtete NBC und NDCBE transportieren Nat-abhingig, HCO3~
in die Zelle hinein. Eine charakteristische FEigenschaft HCO3z; -abhingiger
Transportsysteme ist, dass die Mehrzahl (jedoch nicht alle) durch die Verwendung
des Stilbenderivats 4,4-Diisothiocyanostilben-2,2-disulfonat (DIDS) blockierbar ist
(Boron 2001). Die Applikation von DIDS induzierte eine starke Ansduerung von
-0.50 + 0.06 pH-Einheiten (n = 19, Abb. 3.5 A, Abb. 3.9 E, Abb. 320 C &
Abb. 3.1). Das Ergebnis deutet darauf hin, dass HCO3 -abhéngige Transporter in
den Speicheldriisen von Calliphora vicina eine wichtige Rolle bei der Regulation des
pH;-Wertes spielen. Da DIDS zu einer Anséauerung fithrte, kommen dafiir alkalisierende
Transportsysteme, wie der einwérts gerichtete NBC und der NDCBE;, in Frage.

Die apikal lokalisierte V-ATPase ist ebenfalls ein alkalisierendes Transportsystem.
Um zu testen, ob die V-ATPase an der pH;-Regulation in der unstimulierten

Speicheldriise beteiligt ist, wurde zur Blockierung der V-ATPase der spezifische
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Hemmstoff Concanamycin A appliziert (Drose & Altendorf 1997, Huss et al. 2002).
Concanamycin A verursachte eine Anséduerung von -0.11 £ 0.01 pH-Einheiten (n = 6,
Abb. 3.3 E & Abb. 3.1). Dies zeigt eindeutig, dass die V-ATPase in der unstimulierten
Driise an der Regulation des pH;-Wertes beteiligt ist.

Wichtige ansduernde pH;-Regulationsmechanismen (acid loader, Abb. 1.1 B)
sind der Cl=/HCO3; -Antiporter (AE) und der auswirts gerichtete NBC. Unter
Kontrollbedingungen transportiert der AE HCO3™ aus der Zelle heraus und parallel
Cl™ in die Zelle hinein. Er wirkt damit ansduernd. Entfernt man Cl~ aus der
Badlosung wird der auswérts gerichtete Gradient fiir C1~ verstédrkt und der AE wiirde
in diesem Fall HCO3~ in die Zelle hinein transportieren. Daraus resultierend wire
eine intrazelluldre Alkalisierung zu erwarten. In den Calliphora Speicheldriisen war
in Cl™-freier Losung keine Alkalisierung, sondern eine intrazelluldre Ansduerung von
-0.10 £ 0.02 pH-Einheiten (n = 16) (Abb. 3.1) zu beobachten. Auffillig war zudem,
dass die auftretende Anséduerung nicht schnell erfolgte, sondern der pH; iiber die Zeit
nur langsam abnahm (siche Abb. 3.6 A, Abb. 3.9 A & Abb. 3.20 A).

AE und NBC transportieren HCO3~ aus der Zelle heraus. Dabei spielt die
Carboanhydrase eine entscheidende Rolle, denn dieses Enzym katalysiert die reversible
Hydratation von CO,; zu H,COjz. Der Zerfall von H,COjz in HCO3~ und HT
erfolgt spontan (Breton 2001, Tripp et al. 2001). Deshalb kann die Carboanhydrase
intrazellulir HCO3~ bereitstellen. HCO3™~ dient zum einen als intrazelluldrer Puffer
und zum anderen als Substrat fiir ansduernde Transporter, wie den AE und den
auswiérts gerichteten NBC. Eine Blockierung der Carboanhydrase mit Acetazolamid
(Supuran et al. 2003, Nishimori et al. 2005) reduziert die Verfiigharkeit von
intrazellulirem HCOs3~. In den Calliphora Speicheldriisen induzierte die Applikation
von Acetazolamid eine schwache Ansduerung von -0.07 £+ 0.02 pH-Einheiten (n = 6,
Abb. 3.10 A & Abb. 3.1). Die Aktivitdt der Carboanhydrase hat somit keinen

messbaren Einfluss auf den Ruhe-pH;.



3 ERGEBNISSE 20

@)

(11

-0.1 1 — ©)
(16) (©)

-0.5 7 J_

-0.6 - 19)

1 \ 5 4
@Q s Q& ?,O&

> ©
Abb. 3.1: Einfluss von extrazellulirem Nat & Cl- und von Hemmstoffen fiir den NHE, die
V-ATPase, HCO3 -Transporter und die Carboanhydrase auf den Ruhe-pH;-Wert in der unstimulierten
Speicheldriise von Calliphora vicina

Die Wegnahme von extrazellulirem Na™ fiihrte zu einer intrazelluliren Alkalisierung. Cl1~-freie Bedingungen fiihrten
zu einer intrazelluldren Ansduerung. Concanamycin A (Con A), DIDS und Acetazolamid (ACTZ) fithrten ebenfalls zu

einer intrazelluldren Ansduerung. EIPA hatte keinen messbaren Effekt auf den Ruhe-pH;. Die Anzahl der Experimente
ist in Klammern angegeben, MW + SE.

Zusammenfassend lieferten diese Ergebnisse erste Informationen iiber die Identitét
der Transporter, die in den unstimulierten Calliphora Speicheldriisen an der
pH;-Regulation beteiligt sind. Der Ruhe-pH; war zum groflen Teil DIDS-sensitiv. Dies
gab einen ersten Hinweis auf eine HCO3™-abhéingige pH;-Regulation. Zudem ist die
V-ATPase an der Aufrechterhaltung des Ruhe-pH; beteiligt. Der NHE hingegen hat
bei der Aufrechterhaltung des Ruhe-pH; keinen messbaren Einfluss.

3.1.2 Erholung von einer intrazelluliren Ansiduerung - NH,Cl-Vorpuls-
Methode

Die oben beschriebenen Ergebnisse ermoglichten eine erste Orientierung iiber die
Transportmechanismen, die an der pH;-Regulation unstimulierter Driisen beteiligt sein
konnten. Eine bewéhrte Strategie zur Identifizierung an der pH;-Regulation beteiligter
Transporter besteht darin, der Zelle experimentell eine pH;-Anderung aufzuzwingen
und den Einfluss definierter Parameter auf die Geschwindigkeit zu untersuchen, mit
der sich der Ruhe-pH; wieder einstellt. Mit dieser Strategie wurde zundchst untersucht,
welche Mechanismen entscheidend sind um nach einer intrazelluldren Ansduerung den
Ruhe-pH; wieder herzustellen. Die kiinstliche Ansiuerung wurde durch Anwendung
der NH,Cl-Vorpuls-Methode hervorgerufen. Die Calliphora Speicheldriisen wurden mit
Ringerlosung iiberspiilt die 20 mM NH,Cl enthielt. In NH4Cl-haltiger Losung dissoziiert
NH," in NH3 und H*. NH; diffundiert in die Zellen und verursacht in vielen Zellen

eine intrazelluldre Alkalisierung, weil es in der Zelle durch Aufnahme eines Protons zu
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NH," ionisiert wird (Abb. 3.2 A 1). Da auch NH4" langsam iiber die Zellmembran
in die Zelle diffundiert, kommt es nachfolgend zu einer schleichenden Ansiduerung
(Abb. 3.2 A 2). Nach dem Ausspiilen des NH,Cl verlidsst NHs die Zelle sehr schnell
wieder. HT bleiben in der Zelle zuriick und es kommt zu einer starken intrazelluldren
Ansduerung (Abb. 3.2 A 3). Von dieser Anséuerung kann sich die Zelle nur durch aktive
pH;-Regulation erholen (Roos & Boron 1981, Deitmer & Schild 2000, Boron 2004).

In den Speicheldriisen von Calliphora vicina kam es beim Einspiilen des NH4CI nicht
zu der meist beobachteten Alkalisierung. 20 mM NH4Cl induzierten eine intrazellulire
Ansduerung von -0.26 £+ 0.02 pH-Einheiten (n = 69, Abb. 3.2 B). Dieses Phénomen
beobachtet man, wenn die Zellmembran fiir NH4* permeabel ist. Nach dem Auswaschen
des NH,Cl kam es zu einer weiteren Anséuerung von -0.20 + 0.02 pH-Einheiten (n = 69,
Abb. 3.2 B). Die Erholung von dieser Ansduerung wurde unter Kontrollbedingungen
und unter verdnderten Bedingungen (Ionensubstitutionen und Hemmstoffe) gemessen
und ausgewertet. Zur Bestimmung der Erholungsrate wurde eine lineare Regression
durchgefiihrt (innerhalb der ersten 3 min nach Beginn der Erholung). Die Erholungsrate
wird in ApH,/min angegeben (Abb. 3.2 B). Die Zellen erholten sich mit einer
durchschnittlichen Geschwindigkeit von 0.32 £+ 0.03 ApH;/min von der intrazelluldren
Ansduerung. Zusétzlich wurden die folgenden Parameter ausgewertet: der Betrag der
Anséuerung beim Einspiilen von 20 mM NH4Cl in ApH;, der Betrag der Anséuerung
beim Auswaschen von NH,Cl in ApH; und die Zeit der halbmaximalen Erholung
ti/2 in s (Zeitspanne in der die Halfte des pH;-Ausgangswertes erreicht wurde). tq
betrug unter Kontrollbedingungen durchschnittlich 94 + 12 s. Die numerischen Werte
der ausgewerteten Parameter sind in den entsprechenden Abschnitten, zur besseren
Ubersicht, tabellarisch dargestellt.
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Abb. 3.2: NH4CIl-Vorpuls-Methode in den Speicheldriisen von Calliphora vicina

(A) Mechanismus der NH4Cl-Vorpuls-Methode (nach Deitmer & Schild 2000). NHy4* dissoziiert in NH3 und Ht.
NHj3 diffundiert in die Zelle und induziert eine intrazellulire Alkalisierung!). NH4T gelangt nur langsam iiber die
Zellmembran und ist fiir die schleichende Ansduerung verantwortlich?). Nach dem Auswaschen des NH4Cl verlisst NHs
die Zelle rasch und es kommt zu einer starken intrazelluldren Ansé,uerung?’). (B) In den Speicheldriisen von Calliphora
vicina induzierte 20 mM NH4Cl eine intrazelluldre Ansduerung. Nach dem Auswaschen des NH4Cl erfolgte eine weitere
Ansduerung. ApH;/min kennzeichnet die Erholungsrate von der NH4Cl-induzierten Anséuerung.
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Transporter die einer intrazellularen Ansduerung entgegenwirken, sind bis auf die
V-ATPase, iiberwiegend Nat-abhingig. Um eine Beteiligung dieser Transportsysteme
zu untersuchen wurde die NH4Cl-Vorpuls-Methode unter Nat-freien Bedingungen
durchgefiihrt (Tab. 3.1, Abb. 3.3 A). Der Betrag der NH,Cl-induzierten Ansduerung
war unter Nat-freien Bedingungen signifikant grofer als unter Kontrollbedingungen
(n = 6, gepaarter t-Test, P < 0.01, Abb. 3.3 B). Aufféllig war, dass bei Abwesenheit
von Na™, beim Einspiilen des NH,Cl eine transiente Alkalisierung zu beobachten war.
Dies koénnte bedeuten, dass der Transport von NH, " iiber die Membran, Na*™-abhéngig
erfolgt. Auch die Ansiuerung nach dem Auswaschen des NH,Cl war in Na™-freiem
Ringer signifikant stéirker als unter Kontrollbedingungen (n = 6, gepaarter ¢-Test,
P < 0.05, Abb. 3.3 B). Die Erholungsrate war unter diesen Bedingungen signifikant
schneller (n = 6, gepaarter ¢-Test, P < 0.05, Abb. 3.3 C), wihrend t; /5 statistisch nicht
signifikant beeinflusst wurde (n = 6, Wilcoxon-Test, P > 0.05, Abb. 3.3 D).

Der Beitrag der V-ATPase zur aktiven pH;-Regulation wurde durch die Verwendung
von Concanamycin A untersucht (Tab. 3.1, Abb. 3.3 E). 1 uM Concanamycin A hatte
keinen Effekt auf die NH4Cl-induzierte Ansduerung und die auftretende Ansduerung
nach dem Auswaschen des NH,4Cl (n = 6, gepaarter t-Test, P > 0.05, Abb. 3.3 F). Auch
die Erholungsrate (n = 6, gepaarter t-Test, P > 0.05, Abb. 3.3 G) und t;/» (n = 6,
Wilcozon-Test, P > 0.05, Abb. 3.3 H) wurden durch Concanamycin A nicht signifikant
beeinflusst.

Wird die V-ATPase unter Na'-freien Bedingungen gehemmt sind alle bekannten
alkalisierenden Transportmechanismen blockiert (Tab. 3.1, Abb. 3.3 I). Unter diesen
Bedingungen war die intrazelluldre Anséduerung nach Zugabe von NH,ClI nicht verstérkt
(n = 6, gepaarter ¢t-Test, P > 0.05, Abb. 3.3 J). Die nach dem Auswaschen von
NH,CI auftretende Ansduerung war jedoch signifikant grofler (n = 6, gepaarter ¢-Test,
P < 0.0001, Abb. 3.3 J). Die Blockierung der V-ATPase unter Na™-freien Bedingungen
fiihrte zudem zu einer signifikanten Verlangsamung der Erholungsrate (n = 6, gepaarter
t-Test, P < 0.05, Abb. 3.3 K). t1/, wurde unter diesen experimentellen Bedingungen
nicht signifikant beeinflusst (n = 6, gepaarter ¢-Test, P > 0.05, Abb. 3.3 L), obgleich
eine Tendenz zu einer Erhéhung von ty/, zweifelsfrei zu erkennen ist.

Diese Ergebnisse zeigen, dass in der unstimulierten Driise u.a. die V-ATPase und
eine Na*t-abhingige Komponente an der aktiven pH;-Regulation beteiligt sind. Wird
ein System blockiert, ist das andere in der Lage, die ,Liicke zu fiillen® und die
pH;-Regulation aufrecht zu erhalten. Der Anteil der V-ATPase an der pH;-Regulation

wird unter Na*-freien Bedingungen sichtbar.
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Tab. 3.1: NH4Cl-Vorpuls: Einfluss von extrazellulirem Na™ und Concanamycin A

Ansduerung Ansduerung ApH; /min t1/2 (8)
NH,4Cl1 Auswaschen NH4Cl
(ApH,) (ApH,)
Kontrolle -0.18 + 0.03 -0.20 + 0.04 0.32 £+ 0.08 82 + 34
Nat-frei -0.39 £ 0.05**  -0.50 £+ 0.11* 0.46 &+ 0.09* 103 + 43
Kontrolle -0.20 4+ 0.06 -0.09 + 0.03 0.28 + 0.05 67 £ 26
ConA -0.13 + 0.04 -0.18 + 0.07 0.25 + 0.04 79 £ 27
Kontrolle -0.29 4+ 0.06 -0.12 + 0.01 0.26 + 0.02 73 £ 18
Nat-frei & ConA  -0.29 + 0.09 -0.75 £+ 0.02%* 0.15 £+ 0.02* 232 + 63
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Abb. 3.3: NH,Cl-Vorpuls: Beitrag der V-ATPase und NaT-abhiingiger Transportsyteme zur aktiven
pH;-Regulation in den Speicheldriisen von Calliphora vicina

(A)-(D) Effekt von Nat-freiem Ringer, n = 6. (B) Nat-Abhingigkeit der NH4Cl-induzierten Ansiuerung (gepaarter
t-Test, P < 0.01) und der Ansduerung nach dem Ausspiilen von NH4Cl (gepaarter ¢-Test, P < 0.05) in pH-Einheiten.
(C) Nat-Abhingigkeit der Erholungsrate ApH;/min (gepaarter t-Test, P < 0.05). (D) Nat-Abhingigkeit von t1/9 ins
(Wilcozon-Test, P > 0.05). (E)-(H) Beitrag der V-ATPase zur aktiven pH;-Regulation, n = 6. Hemmung der V-ATPase
mit 1 uM Concanamycin A (F) Effekt von Concanamycin A auf die NH4Cl-induzierte Ansiduerung (gepaarter t-Test,
P > 0.05) und die Anséuerung nach dem Ausspiilen von NH4Cl (gepaarter t-Test, P > 0.05) in pH-Einheiten. (G) Effekt
von Concanamycin A auf die Erholungsrate ApH;/min (gepaarter t-Test, P > 0.05). (H) Effekt von Concanamycin A
auf t5 in s (Wilcozon-Test, P > 0.05). (I)-(L) Beitrag der V-ATPase zur aktiven pH;-Regulation unter Nat-freien
Bedingungen, n = 6. (J) Effekt von Concanamycin A in NaT-freiem Ringer auf die NH4Cl-induzierte Ansiduerung
(gepaarter ¢-Test, P > 0.05) und die Ansduerung nach dem Ausspiilen von NH4Cl (gepaarter t-Test, P < 0.0001)
in pH-Einheiten. (K) Effekt von Concanamycin A in Nat-freiem Ringer auf die Erholungsrate ApH;/min (gepaarter
t-Test, P < 0.05). (L) Effekt von Concanamycin A in Na‘t-freiem Ringer auf t1/5 in s (gepaarter ¢-Test, P > 0.05).
(A)-(L) MW =+ SE, Anzahl der Experimente ist in Klammern angegeben.
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Es gibt mehrere NaT-abhingige Transportsysteme, die einer intrazelluldren
Ansduerung entgegenwirken kénnen. Dazu zéhlen NHE, einwérts gerichteter NBC und
NDCBE. Diese kénnen pharmakologisch unterschieden werden. EIPA ist ein selektiver
Hemmstoff fiir den NHE. In der Gegenwart von 50 pM EIPA (Tab. 3.2, Abb. 3.4 A)
war die NH4Cl-induzierte Ansduerung signifikant grofler (n = 6, gepaarter ¢-Test,
P < 0.01, Abb. 3.4 B). Auch die folgende Ansduerung durch das Auswaschen des
NH,4Cl war in Gegenwart von EIPA signifikant stéirker als unter Kontrollbedingungen
(n = 6, gepaarter t-Test, P < 0.05, Abb. 3.4 B). t1/, war in der Gegenwart von EIPA
ebenfalls signifikant grofler (n = 6, gepaarter ¢-Test, P < 0.05, Abb. 3.4 D). EIPA hatte
jedoch keinen Einfluss auf die Erholungsrate von der durch NH,Cl hervorgerufenen
Anséuerung (n = 6, gepaarter t-Test, P > 0.05, Abb. 3.4 C).

Vorangegangene Experimente hatten gezeigt, dass die aktive pH;-Regulation in den
Speicheldriisen von Calliphora vicina unter Na™-freien Bedingungen Concanamycin A-
sensitiv war. Aus diesem Grund wurde iiberpriift welchen Einfluss die Kombination
von EIPA & Concanamycin A auf die pH;-Regulation hat (Tab. 3.2, Abb. 3.4 E). In
der Gegenwart von EIPA & Concanamycin A war die NH,Cl-induzierte Ansduerung
signifikant verstiarkt (n = 7, Wilcozon-Test, P < 0.05, Abb. 3.4 F). Die auftretende
Anséuerung nach dem Auswaschen von NH4Cl war jedoch nicht beeinflusst (n = 7,
Wilcozon-Test, P > 0.05, Abb. 3.4 F). Auch die Erholungsrate und t;/, waren nicht
signifikant verschieden (n = 7, gepaarter t-Test, P > 0.05, Abb. 3.4 G & H).

Die Verstdirkung der Ansduerung in Gegenwart von EIPA bzw. EIPA &
Concanamycin A deutet ein Vorhandensein des NHE an. Bei der aktiven
pH;-Regulation in der unstimulierten Driise spielt der NHE aber offenbar keine
entscheidende Rolle.

Tab. 3.2: NH4Cl-Vorpuls: Einfluss von EIPA und Concanamycin A

Anséuerung Ansduerung ApH;/min  t1/5 (s)
NH4Cl Auswaschen NH4Cl
(ApH;) (ApH,)
Kontrolle -0.32 + 0.09 -0.15 + 0.03 0.53 £0.06 35+ 10
EIPA -0.54 £ 0.07**  -0.30 £ 0.03* 0.56 + 0.10 65 + 14*
Kontrolle -0.36 £+ 0.10 -0.20 £ 0.05 0.39 £ 0.09 64+ 14

EIPA & ConA  -0.56 £ 0.10 -0.18 + 0.07 0.31 £0.03 89+ 11
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Abb. 3.4: NH4Cl-Vorpuls: Beitrag des NHE und der V-ATPase zur aktiven pH,;-Regulation in den
Speicheldriisen von Calliphora vicina

(A)-(D) Beitrag des NHE an der aktiven pH;-Regulation, n = 6. Hemmung des NHE mit 50 uM EIPA (B) Effekt von
EIPA auf die NH4Cl-induzierte Ansiuerung (gepaarter ¢-Test, P < 0.01) und die Anséuerung nach dem Ausspiilen von
NH4Cl (gepaarter t-Test, P < 0.05) in pH-Einheiten. (C) Effekt von EIPA auf die Erholungsrate ApH;/min (gepaarter
t-Test, P > 0.05). (D) Effekt von EIPA auf t;,5 in s (gepaarter ¢-Test, P < 0.05). (E)-(H) Beitrag des NHE und
der V-ATPase zur aktiven pH;-Regulation, n = 7. (F) Effekt von EIPA & Concanamycin A auf die NH4Cl-induzierte
Ansduerung ( Wilcozon-Test, P < 0.05) und die Anséduerung nach dem Ausspiilen von NH4Cl ( Wilcozon-Test, P > 0.05)
in pH-Einheiten. (G) Effekt von EIPA & Concanamycin A auf die Erholungsrate ApH; /min (gepaarter ¢-Test, P > 0.05).
(H) Effekt von EIPA & Concanamycin A auf t;,, in s (gepaarter ¢-Test, P > 0.05). (A)-(H) MW =+ SE, Anzahl der
Experimente ist in Klammern angegeben.

Weitere Nat-abhéngige pH;-regulierende Transporter (einwérts gerichteter NBC &
NDCBE) kénnen durch DIDS blockiert werden (Tab. 3.3, Abb. 3.5 A). DIDS erzeugte
bereits in der ruhenden Zelle eine starke Ansduerung, so dass eine Beteiligung an
der aktiven pH;-Regulation nahe lag. Die NH,Cl-induzierte Ansduerung war in der
Gegenwart von 500 uM DIDS signifikant groBer als unter Kontrollbedingungen (n = 6,
gepaarter t-Test, P < 0.05, Abb. 3.5 B). Die nach dem Auswaschen des NH,Cl
auftretende Ansduerung war nicht signifikant beeinflusst (n = 6, gepaarter ¢-Test,
P > 0.05, Abb. 3.5 B). DIDS verlangsamte jedoch die Erholungsrate gegeniiber der
Kontrolle signifikant (n = 6, gepaarter ¢-Test, P < 0.01, Abb. 3.5 C). t;/» war in
der Gegenwart von DIDS gegeniiber der Kontrolle ebenfalls erhéht. Dieser Effekt war
jedoch nicht statistisch signifikant (n = 6, gepaarter ¢-Test, P > 0.05, Abb. 3.5 D).

Wurde in der Gegenwart von DIDS die V-ATPase mit Concanamycin A blockiert
(Tab. 3.3, Abb. 3.5 E) war weder die Anséduerung durch NH,Cl noch die Ansiduerung
nach dem Auswaschen von NH4Cl signifikant beeinflusst (n = 5, gepaarter ¢-Test,
P > 0.05, Abb. 3.5 F). Die Erholungsrate unter Kontrollbedingungen war in der
Gegenwart von DIDS & Concanamycin A nahezu vollstandig blockiert (n = 5, gepaarter
t-Test, P < 0.05, Abb. 3.5 G). Dies fiihrte auch zu einer Erhthung von t; . Aufgrund
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der Strenge des angewendeten Testes ergab sich keine statistische Signifikanz, die
Erhohung von ty/, ist aber nicht zu iibersehen (n = 5, Wilcozon-Test, P > 0.05,
Abb. 3.5 H).

Damit wird deutlich, dass in der umstimulierten Speicheldriise ein Nat-abhingiger
HCOj3™-Transporter an der aktiven pH;-Regulation in der unstimulierten Driise
beteiligt ist. In Frage kommen dafiir der einwérts gerichtete NBC und / oder der
NDCBE.

Tab. 3.3: NH4Cl-Vorpuls: Einfluss von DIDS und Concanamycin A

Ansiduerung Ansiduerung ApH; /min ti/2 (s)
NH4Cl1 Auswaschen NH4Cl1
(ApHy) (ApH,)
Kontrolle -0.31 £+ 0.07 -0.54 + 0.11 0.67 £ 0.08 43+ 5
DIDS -0.41 4 0.06**  -0.45 4+ 0.10 0.39 &+ 0.09** 123 £ 34
Kontrolle -0.31 £+ 0.07 -0.25 4+ 0.06 0.45 £+ 0.08 57 + 30
DIDS & ConA  -0.24 £+ 0.16 -0.42 4+ 0.14 0.04 + 0.04* 236 + 45
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Abb. 3.5: NH,Cl-Vorpuls: Beitrag Nat-abhiingiger HCO3~-Transporter und der V-ATPase zur aktiven
pH;-Regulation in den Speicheldriisen von Calliphora vicina

(A)-(D) Beitrag NaT-abhingiger HCO3 ~-Transporter an der aktiven pH;-Regulation, n = 6. Hemmung Nat-abhingiger
HCOs3 ™ -Transporter mit 500 uM DIDS (B) Effekt von DIDS auf die NH4Cl-induzierte Ansiuerung (gepaarter t-Test,
P < 0.05) und die Anséduerung nach dem Ausspiilen von NH4Cl (gepaarter ¢-Test, P > 0.05) in pH-Einheiten. (C) Effekt
von DIDS auf die Erholungsrate ApH;/min (gepaarter t-Test, P < 0.01). (D) Effekt von DIDS auf t /5 in s (gepaarter
t-Test, P > 0.05). (E)-(H) Beitrag Nat-abhiingiger HCO3 ~-Transporter und der V-ATPase zur aktiven pH;-Regulation,
n = 5. (F) Effekt von DIDS & Concanamycin A auf die NH4Cl-induzierte Ansiuerung (gepaarter t-Test, P > 0.05) und
die Ansduerung nach dem Ausspiilen von NH4Cl (gepaarter t-Test, P > 0.05) in pH-Einheiten. (G) Effekt von DIDS &
Concanamycin A auf die Erholungsrate ApH; /min (gepaarter t-Test, P < 0.05). (H) Effekt von DIDS & Concanamycin A
auf ty /5 in s (Wilcozon-Test, P > 0.05). (A)-(H) MW + SE, Anzahl der Experimente ist in Klammern angegeben.
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Der einwérts gerichtete NBC und der NDCBE koénnen pharmakologisch nicht
voneinander unterschieden werden. Da der NDCBE jedoch, im Gegensatz zum
einwéarts gerichteten NBC, auch CI™ transportiert, wurde die Cl~-Abhéngigkeit der
pH;-Regulation untersucht. Dazu wurden als Vorpuls anstelle von 20 mM NH,C1 10 mM
Ammoniumsulfat (NH,)2SO, verwendet. Die (NHy)2SOy4-induzierte Ansduerung, die
Ansduerung nach dem Auswaschen des (NHy)2SOy, die Erholungsrate und t; /2 waren
in Cl™-freier Losung nicht signifikant beeinflusst (n = 5, gepaarter ¢-Test, P > 0.05,
Tab. 3.4, Abb. 3.6 A-D). Auch die Blockierung der V-ATPase unter Cl -freien
Bedingungen hatte keinen signifikanten Einfluss auf diese Parameter (n = 6, gepaarter
t-Test, P > 0.05, Tab. 3.4, Abb. 3.6 E-H). Die fehlende Cl~-Abhéngigkeit gab einen
Hinweis darauf, dass in der unstimulierten Speicheldriise von Calliphora vicina ein

einwérts gerichteter NBC an der pH;-Regulation beteiligt ist.

Tab. 3.4: (NH4)QSO4-Vorpuls: Einfluss von extrazellulirem Cl~ und Concanamycin A

Ansiuerung  Ansduerung ApH; /min ti/2 (s)

(NHy4)2S04 Auswaschen (NH4)2SO04

(ApH.) (ApH.)
Kontrolle -0.24 + 0.03  -0.18 £ 0.04 0.17 £ 0.10 112 £ 37
Cl™-frei -0.13 £ 0.08 -0.41 4+ 0.13 0.12 £ 0.03 141 4+ 42
Kontrolle -0.33 £ 0.04 -0.20 4+ 0.03 0.14 4+ 0.04 253 + 101

Cl™-frei & ConA  -0.47 £ 0.14 -0.30 £ 0.11 0.21 £ 0.02 151 4+ 23
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Abb. 3.6: (NH,)2SO4-Vorpuls: Beitrag Cl -abhingiger Transporter und der V-ATPase zur aktiven
pH;-Regulation in den Speicheldriisen von Calliphora vicina

(A)-(D) Cl™-Abhingigkeit der aktiven pH;-Regulation, n = 5. (B) Cl™-Abhéngigkeit der (NH4)2SO4-induzierten
Ansduerung (gepaarter t-Test, P > 0.05) und der Ansiduerung nach dem Ausspiilen von (NH4)2SO4 (gepaarter
t-Test, P > 0.05) in pH-Einheiten. (C) Cl~-Abhéngigkeit der Erholungsrate ApH;/min (gepaarter ¢-Test, P > 0.05).
(D) C1™-Abhingigkeit von t; /5 in s (gepaarter t-Test, P > 0.05). (E)-(H) Beitrag Cl~-abhingiger Transporter und der
V-ATPase zur aktiven pH;-Regulation, n = 5. (F) Effekt von Concanamycin A in Cl~-freiem Ringer auf die (NH4)2SO4-
induzierte Ansduerung (gepaarter t-Test, P > 0.05) und die Anséuerung nach dem Ausspiilen von (NH4)2SO4 (gepaarter
t-Test, P > 0.05) in pH-Einheiten. (G) Effekt von Concanamycin A in Cl~-freiem Ringer auf die Erholungsrate
ApH; /min (gepaarter ¢-Test, P > 0.05). (H) Effekt von Concanamycin A in Cl~-freiem Ringer auf t; 5 in s (gepaarter
t-Test, P > 0.05). (A)-(H) MW = SE, Anzahl der Experimente ist in Klammern angegeben.

Die Beteiligung der V-ATPase an der aktiven pH;-Regulation konnte oben bereits
gezeigt werden. Bei 5-HT-Stimulierung wird die V-ATPase PKA-vermittelt aktiviert
(Rein et al. 2008). An dieser Stelle sollte untersucht werden, inwieweit die V-ATPase
auch bei der pH;-Regulation in der unstimulierten Driise durch die PKA beeinflusst
wird. Dazu wurde die PKA mit 30 uM H-89 blockiert (Tab. 3.5, Abb. 3.7 A-L). Unter
diesen Bedingungen war die NH4Cl-induzierte Anséuerung gegeniiber der Kontrolle
signifikant vermindert (n = 6, gepaarter t-Test, P < 0.05, Abb. 3.7 B). Die Anséuerung
nach dem Auswaschen des NH4Cl, die Erholungsrate und t;/, waren jedoch nicht
signifikant beeinflusst (Abb. 3.7 C & D). Unter Na*-freien Bedingungen fiihrte H-89
zu einer signifikanten Verstarkung der Ansduerung nach dem Auswaschen des NH,Cl
(n = 6, Wilcoxron-Test, P < 0.05, Abb. 3.7 F). Alle anderen Parameter wurden unter
diesen experimentellen Bedingungen nicht beeinflusst (Abb. 3.7 F-H). Unter Ruhe-
Bedingungen ist somit offenbar eine Erhchung der [H*]; ausreichend, um die Aktivitét

der apikalen V-ATPase zu steigern.
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Tab. 3.5: NH,Cl-Vorpuls: Einfluss von H-89 und Concanamycin A

Ans#iuerung Ansduerung ApH;/min  ty/5 (s)
NH4Cl Auswaschen NH4Cl
(ApH;) (ApH;)
Kontrolle -0.19 + 0.01 -0.17 + 0.03 0.20 £ 0.05 138 + 58
H-89 -0.12 4+ 0.03*  -0.24 £ 0.04 0.22 £+ 0.06 81 + 17
Kontrolle -0.23 £+ 0.02 -0.12 £+ 0.03 0.21 £0.06 118 &+ 25
Nat-frei & H-89 -0.25 £ 0.04 -0.40 + 0.07* 0.32 £ 0.02 93 + 23
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Abb. 3.7: NH4Cl-Vorpuls: Beitrag der PKA zur aktiven pH;-Regulation in den Speicheldriisen von
Calliphora vicina

(A)-(D) Beitrag der PKA an der aktiven pH;-Regulation, n = 6. Hemmung der PKA mit 30 uM H-89. (B) Effekt von
H-89 auf die NH4Cl-induzierte Ansiduerung (gepaarter t-Test, P < 0.05) und die Anséuerung nach dem Ausspiilen von
NH4Cl (Wilcozon-Test, P > 0.05) in pH-Einheiten. (C) Effekt von H-89 auf die Erholungsrate ApH;/min (gepaarter
t-Test, P > 0.05). (D) Effekt von H-89 auf t, /5 in s (Wilcozon-Test, P > 0.05). (E)-(H) Beitrag der PKA zur aktiven
pH;-Regulation unter Nat-freien Bedingungen, n = 6. (F) Effekt von H-89 in Nat-freiem Ringer auf die NH4Cl-
induzierte Anséuerung (gepaarter ¢-Test, P > 0.05) und die Ansiduerung nach dem Ausspiilen von NH4Cl ( Wilcozon-
Test, P < 0.05) in pH-Einheiten. (G) Effekt von H-89 in NaT-freiem Ringer auf die Erholungsrate ApH; /min ( Wilcozon-
Test, P > 0.05). (A)-(H) MW =+ SE, Anzahl der Experimente ist in Klammern angegeben.

Die Experimente der NH,Cl-Vorpuls-Methode zeigen zusammenfassend, dass vor allem
die V-ATPase und ein Na'-abhingiges Transportsystem, an der Erholung von einer
intrazelluldren Ansiuerung beteiligt sind. Die Nat-abhéingige Komponente war DIDS-
empfindlich. Aufgrund der fehlenden Cl™-Sensitivitéit, scheint hier also ein einwérts

gerichteter NBC eine entscheidende Rolle zu spielen.
3.1.3 Erholung von einer intrazelluliaren Alkalisierung - Na-acetat-
Vorpuls-Methode

Im Folgenden wurde untersucht, welche Mechanismen mitwirken, um den Ruhe-pH;

nach einer intrazelluliren Alkalisierung wieder herzustellen. Um in den Zellen
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experimentell eine Alkalisierung hervorzurufen, wurde die Na-acetat-Vorpuls-Methode
angewendet. 50 mM Na-acetat in der Ringerlosung induzieren intrazelluldr eine
Anséduerung, weil Essigsdure (CH3COOH) in die Zelle eintritt. Intrazelluldr gibt
CH3COOH ein H* ab und der pH; fillt (Abb. 3.8 A 1). Die langsame Diffusion
des Acetat-Anions (CH3COO™) iiber die Membran fiithrt zu einer schleichenden
Alkalisierung (Abb. 3.8 A 2). Nach dem Auswaschen des Na-acetats verlasst CH;COOH
die Zelle rasch und es entsteht intrazelluldr eine starke Alkalisierung (Abb. 3.8 A 3).
In den Speicheldriisen von Calliphora vicina trat eine Alkalisierung, ausgehend vom
Ruhe-pH;, von 0.69 £ 0.03 pH-Einheiten (n = 86) auf (Abb. 3.8 B). Die Zellen erholten
sich von dieser Alkalisierung mit einer Geschwindigkeit von -0.31 £+ 0.02 ApH,;/min
und einer halbmaximalen Geschwindigkeit von 80 + 4 s (n = 86). Die Erholungsrate
ApH,;/min wurde wiederum durch lineare Regression (Abb. 3.8 B) ermittelt (innerhalb
der ersten 3 min nach Beginn der Erholung). Sie wird in Form von negativen
Werten dargestellt, da sie eine Abnahme des pH;-Wertes beschreibt. Der Einfluss
von Hemmstoffen und/oder Ionensubstitutionen auf die ausgewerteten Parameter
wurde systematisch untersucht. Wie im vorherigen Abschnitt wurden die numerischen

Werte der betrachteten Parameter in den entsprechenden Textabschnitten tabellarisch

dargestellt.
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9.0
. 3
g .
- 8.5 ApH,/min
1 8.0
2 -
Zeit d IQ‘
7.5
CH,COOH <_—> CH,COO CH,COOH <_—> CH,COO CH,COOH <_—> CH,COO
1 2 3
7.0
50 mM Na-acetate
6.5

0 2 4 6 8 10 12
Z.eit (min)

Abb. 3.8: Na-acetat-Vorpuls-Methode in den Speicheldriisen von Calliphora vicina

(A) Mechanismus der Na-acetat-Vorpuls-Methode. Essigsdure (CH3COOH) diffundiert in die Zelle und induziert eine
intrazellulire Ansiiuerung?), durch die Abgabe von HT. Das Acetat-Anion gelangt nur langsam iiber die Zellmembran
und ist fiir die schleichende Alkalisierung verantwortlich?). Nach dem Auswaschen von Na-acetat verlidsst CH3COOH
die Zelle rasch und es kommt zu einer starken intrazelluliren Alkalisierung?). (B) In den Speicheldriisen von Calliphora
vicina induzierte 50 mM Na-acetat eine intrazelluldre Ansduerung. Nach dem Auswaschen von Na-acetat erfolgte eine
intrazelluldre Alkalisierung. ApH; /min kennzeichnet die Erholungsrate von der durch den Na-acetat-Vorpuls induzierten
Alkalisierung.

Ansduernde Transportmechanismen transportieren in erster Linie HCO3~ aus der
Zelle heraus. Ein weit verbreiteter Mechanismus ist der C1~/HCO3~-Antiporter (AE).
Dessen Aktivitdat wurde durch die Wegnahme von extrazelluldrem C1~ beeinflusst bzw.
durch die Verwendung von DIDS blockiert (Tab. 3.6, Abb. 3.9). Unter Cl -freien
Bedingungen (Tab. 3.6, Abb. 3.9 A) unterschied sich die Alkalisierung nach einem
Na-acetat-Vorpuls nicht signifikant von der Kontrolle (n = 6, gepaarter ¢-Test,
P > 0.05, Abb. 3.9 B). Die Erholungsrate war unter Cl~-freien Bedingungen signifikant
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verlangsamt (n = 6, gepaarter ¢-Test, P < 0.05, Abb. 3.9 C). Daraus resultierend war
auch t;/, unter Cl™-freien Bedingungen tendenziell erhéht. Dieser Effekt war jedoch
statistisch nicht signifikant (n = 6, gepaarter t-Test, P > 0.05, Abb. 3.9 D). DIDS
(Tab. 3.6, Abb. 3.9 E) reduzierte die auftretende Alkalisierung nach einem Na-acetat-
Vorpuls signifikant (n = 5, gepaarter ¢-Test, P < 0.01, Abb. 3.9 F). Auch t;/, war unter
diesen Bedingungen signifikant kleiner (n = 5, gepaarter ¢-Test, P < 0.01, Abb. 3.9 H).
DIDS hatte jedoch keinen Einfluss auf die Erholungsrate ApH;/min (n = 5, gepaarter
t-Test, P > 0.05, Abb. 3.9 G). Da Transporter existieren, die Cl~-abhéngig aber nicht
DIDS-sensitiv sind bzw. umgekehrt, wurde der Einfluss von DIDS auch unter Cl™-freien
Bedingungen untersucht (Tab. 3.6, Abb. 3.9 I). Dieser Ansatz sollte sowohl die Aktivitét
eines AE beeinflussen, als auch weitere DIDS-sensitive HCO3™-abhéingige Transporter
blockieren. DIDS unter Cl™-freien Bedingungen fiihrte zu einer deutlich reduzierten
Alkalisierung nach einem Na-acetat-Vorpuls (n = 6, gepaarter t-Test, P < 0.01,
Abb. 3.9 J). Auch die Erholungsrate war unter diesen experimentellen Bedingungen
signifikant verlangsamt (n = 6, gepaarter ¢-Test, P < 0.01, Abb. 3.9 K), was jedoch
auch schon unter Cl -freien Bedingungen ohne DIDS auftrat. Die halbmaximale
Geschwindigkeit t1/, war hier tendenziell erhoht. Es ergab sich jedoch kein statistisch
signifikanter Unterschied zu Kontrollbedingungen (n = 6, gepaarter ¢-Test, P > 0.05,
Abb. 3.9 L).

Die Ergebnisse deuten eine Cl™-Abhéngigkeit der acid loader an und geben somit
einen Hinweis auf eine Aktivitdt des AE. DIDS hatte einen Effekt auf die durch
den Na-acetat-Vorpuls verursachte Alkalisierung und auf t;,,. Die Erholungsrate war
durch DIDS jedoch nicht beeinflusst. Daraus resultierend war die Cl™-Sensitivitét
der Erholungsrate nicht eindeutig einem DIDS-empfindlichen Transporter zuzuordnen.

Dies ist ein erster Hinweis auf einen DIDS-insensitiven Cl~/HCO3;~-Antiporter.

Tab. 3.6: Na-acetat-Vorpuls: Einfluss von extrazellulirem Cl1~ und DIDS

Alkalisierung ApH; /min ti/2 (s)
ApH;
Kontrolle 0.50 £ 0.05 -0.29 4+ 0.04 73.33 + 11.30
Cl™-frei 0.38 £+ 0.06 -0.18 + 0.04*  100.00 + 21.45
Kontrolle 0.60 £+ 0.09 -0.19 + 0.04 71.00 + 4.85
DIDS 0.12 & 0.03**  -0.21 &+ 0.02 27.00 £ 5.83**
Kontrolle 1.00 4+ 0.08 -0.59 4+ 0.08 59.17 £+ 8.31
Cl™-frei & DIDS  0.56 £ 0.09%*  -0.28 + 0.05* 88.33 £ 12.36
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Abb. 3.9: Na-acetat-Vorpuls: Beitrag Cl - und HCO3 -abhingiger Transporter zur aktiven

pH;-Regulation in den Speicheldriisen von Calliphora vicina

(A)-(D) Effekt von Cl~-freiem Ringer, n = 6. (B) Cl~-Abhingigkeit der Alkalisierung nach dem Auswaschen von
Na-acetat (gepaarter t-Test, P > 0.05) in pH-Einheiten. (C) Cl1~-Abhéngigkeit der Erholungsrate ApH;/min (gepaarter
t-Test, P < 0.05). (D) Cl~-Abhingigkeit von t1 /5 in s (gepaarter ¢-Test, P > 0.05). (E)-(H) Beitrag HCO3 ~-abhéngiger
Transporter zur aktiven pH;-Regulation, n = 5. Hemmung HCO3 ~-abhéngiger Transporter mit 500 uM DIDS. (F) Effekt
von DIDS auf die Alkalisierung nach dem Auswaschen von Na-acetat (gepaarter t-Test, P < 0.01) in pH-Einheiten.
(G) Effekt von DIDS auf die Erholungsrate ApH;/min (gepaarter ¢-Test, P > 0.05). (H) Effekt von DIDS auf t; /5 in s
(gepaarter t-Test, P < 0.01). (I)-(L) Beitrag HCO3 ™ -abhéngiger Transporter unter Cl~-freien Bedingungen zur aktiven
pH;-Regulation, n = 6. (J) Effekt von DIDS unter Cl~-freien Bedingungen auf die Alkalisierung nach dem Ausspiilen
von Na-acetat (gepaarter t-Test, P < 0.01) in pH-Einheiten. (K) Effekt von DIDS unter Cl~-freien Bedingungen auf
die Erholungsrate ApH;/min (gepaarter t-Test, P < 0.01). (L) Effekt von DIDS unter Cl~-freien Bedingungen auf t; /o
in s (gepaarter ¢t-Test, P > 0.05). (A)-(L) MW =+ SE, Anzahl der Experimente ist in Klammern angegeben.

Die
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stellt HCO3~

intrazelluldrer Puffer und zum anderen als

HCO3;~ dient

Substrat fiir ansiduernde

Carboanhydrase intrazellulér bereit. zum
Transportmechanismen wie den AE und den auswirts gerichteten NBC. Eine
Blockierung der Carboanhydrase reduziert intrazellular die Verfiigbarkeit von HCO3™.
Die Carboanhydrase wurde mit 500 uM Acetazolamid blockiert (Tab. 3.7, Abb. 3.10 A).
Acetazolamid reduzierte die durch die Na-acetat-Vorpuls hervorgerufene Alkalisierung

signifikant (n = 6, gepaarter t-Test, P < 0.01, Abb. 3.10 B). Die Erholungsrate
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ApH;/min (n = 6, gepaarter ¢-Test, P > 0.05, Abb. 3.10 C) und ti» (n = 6,
Wilcoxon-Test, P > 0.05, Abb. 3.10 D) wurden dadurch aber nicht beeinflusst. Durch
die Blockierung der Carboanhydrase mit Acetazolamid wird die Verfiigbarkeit von
intrazellulirem HCO3~ gesenkt. Unter Cl™-freien Bedingungen sollten deshalb sowohl
der AE als auch der auswérts gerichtete NBC blockiert sein, da beide HCO3™ aus der
Zelle heraustransportieren. Wurde die Carboanhydrase unter Cl™-freien Bedingungen
blockiert (Tab. 3.7, Abb. 3.10 E) waren keine Effekte auf die ausgewerteten Parameter
zu beobachten (n = 6, gepaarter ¢-Test, P > 0.05, Abb. 3.10 F-H). Dies bedeutet
aber auch, dass der Effekt von Cl™-freiem Ringer, nédmlich die Verlangsamung der

Erholungsrate (s.0.), durch Acetazolamid aufgehoben wurde.

Tab. 3.7: Na-acetat-Vorpuls: Einfluss von Acetazolamid

Alkalisierung ~ ApH;/min t1/2 (8)

ApH;
Kontrolle 0.59 £+ 0.03 -0.28 £ 0.04 81.67 &+ 15.04
ACTZ 0.42 4+ 0.02** -0.24 + 0.04 92.50 + 16.06

Kontrolle 0.38 + 0.07 -0.23 £ 0.07  75.00 £+ 20.45
Cl™-frei & ACTZ 0.30 £+ 0.05 -0.24 + 0.05  47.50 + 5.43
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Abb. 3.10: Na-acetat-Vorpuls: Beitrag der Carboanhydrase zur aktiven pH;-Regulation in den
Speicheldriisen von Calliphora vicina

(A)-(D) Beitrag der Carboanhydrase, n = 6. Blockierung der Carboanhydrase mit 500 uM ACTZ. (B) Effekt von ACTZ
auf die Alkalisierung nach dem Auswaschen von Na-acetat (gepaarter ¢-Test, P < 0.01) in pH-Einheiten. (C) Effekt von
ACTZ auf die Erholungsrate ApH;/min (gepaarter t-Test, P > 0.05). (D) Effekt von ACTZ auf t /5 in s (Wilcozon-
Test, P > 0.05). (E)-(H) Beitrag der Carboanhydrase unter Cl™-freien Bedingungen zur aktiven pH;-Regulation,
n = 6. (F) Effekt von ACTZ unter Cl1~-freien Bedingungen auf die Alkalisierung nach dem Auswaschen von Na-acetat
(gepaarter ¢t-Test, P > 0.05) in pH-Einheiten. (G) Effekt von ACTZ unter Cl~-freien Bedingungen auf die Erholungsrate
ApH;/min (gepaarter t-Test, P > 0.05). (H) Effekt von ACTZ unter Cl™-freien Bedingungen auf t; /5 in s (gepaarter
t-Test, P > 0.05). (A)-(H) MW =+ SE, Anzahl der Experimente ist in Klammern angegeben.

Die Speicheldriisen von Calliphora vicina enthalten einen Na™-abhingigen Glutamat-
Transporter (Cv EAAT) (siche 3.2). Die Wegnahme von extrazellularem Glutamat
induzierte in den Driisen eine intrazellulare Alkalisierung. Aus diesem Grund ist eine
Beteiligung des Cv FAAT an der pH;-Regulation denkbar. Unter Glutamat-freien
Bedingungen (Tab. 3.8, Abb. 3.11 A) war die durch den Na-acetat-Vorpuls induzierte
Alkalisierung signifikant verringert (n = 6, gepaarter ¢-Test, P < 0.05, Abb. 3.11 B). Die
Erholungsrate und t;/, war bei einer Wegnahme von extrazelluldirem Glutamat nicht
beeinflusst (n = 6, gepaarter t-Test, P > 0.05, Abb. 3.11 C & D). Wird unter Glutamat-
freien Bedingungen Cl~ aus der Badlosung entfernt, sollte der Cv EAAT blockiert
und die Aktivitdt des AE verdndert sein (Tab. 3.8, Abb. 3.11 E). Unter Cl™- und
Glutamat-freien Bedingungen war die hervorgerufene Alkalisierung signifikant kleiner
(n = 6, gepaarter t-Test, P < 0.05, Abb. 3.11 F). Die Erholungsrate wurde unter diesen
Bedingungen signifikant verlangsamt (n = 6, gepaarter ¢-Test, P < 0.01, Abb. 3.11 G).
tij2 wurde, aus der geringeren Alkalisierung und der verlangsamten Erholungsrate
resultierend, signifikant kiirzer (n = 6, gepaarter ¢-Test, P < 0.05, Abb. 3.11 H).

Die Verwendung von DIDS in Abwesenheit von Glutamat soll zusétzlich zum Cv FAAT,
HCO3~-Transporter blockieren (Tab. 3.8, Abb. 3.11 I). DIDS unter Glutamat-
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freien Bedingungen fiihrte zu einer geringeren Alkalisierung hervorgerufen durch den
Na-acetat-Vorpuls (n = 6, gepaarter ¢-Test, P < 0.001, Abb. 3.11 J). Die Erholungsrate
und t;, wurden unter diesen experimentellen Bedingungen jedoch nicht beeinflusst
(n = 6, gepaarter t-Test, P > 0.05, Abb. 3.11 K & L).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Aktivitdt des Cv FAAT
den Ruhe-pH; beeinflusst. An der Wiederherstellung des Ruhe-pH; nach einer

intrazelluldren Alkalisierung ist er aber nicht messbar beteiligt.

Tab. 3.8: Na-acetat-Vorpuls: Einfluss von extrazellulirem Cl—, Glutamat und DIDS

Alkalisierung ~ ApH;/min t1/2 (s)
ApH;
Kontrolle 0.56 + 0.10 -0.18 £ 0.03 104.20 £ 9.52
Glutamat-frei 0.40 £ 0.05* -0.12 + 0.02 91.67 £ 3.58
Kontrolle 0.49 + 0.06 -0.16 £+ 0.04 100.00 £ 9.30

Cl~ & Glutamat-frei 0.34 £+ 0.05* -0.11 £ 0.03** 56.67 + 10.14*

Kontrolle 1.02 £ 0.10 -0.46 + 0.10 86.67 £ 13.08
Glutamat-frei & DIDS  0.47 4+ 0.08**  -0.26 4+ 0.05 55.00 £ 9.13
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Abb. 3.11: Na-acetat-Vorpuls: Beitrag Glutamat-abhingiger Transporter zur aktiven pH;-Regulation in
den Speicheldriisen von Calliphora vicina

(A)-(D) Effekt von Glutamat-freiem Ringer, n = 6. (B) Glutamat-Abhéngigkeit der Alkalisierung nach dem Auswaschen
von Na-acetat (gepaarter ¢-Test, P < 0.05) in pH-Einheiten. (C) Glutamat-Abhéingigkeit der Erholungsrate ApH;/min
(gepaarter t-Test, P > 0.05). (D) Glutamat-Abhéngigkeit von t; /5 in s (gepaarter t-Test, P > 0.05). (E)-(H) Beitrag
Cl™ & Glutamat-abhéingiger Transporter zur aktiven pH;-Regulation, n = 6. (F) Effekt von [Cl™- & Glutamat-freiem
Ringer auf die Alkalisierung nach dem Auswaschen von Na-acetat (gepaarter ¢-Test, P < 0.05) in pH-Einheiten.
(G) Effekt von Cl™- & Glutamat-freiem Ringer auf die Erholungsrate ApH; /min (gepaarter t-Test, P < 0.01). (H) Effekt
von Cl7- & Glutamat-freiem Ringer auf t;/5 in s (gepaarter ¢-Test, P < 0.05). (I)-(L) Beitrag HCO3~-abhéngiger
Transporter unter Glutamat-freien Bedingungen zur aktiven pH;-Regulation, n = 6. (J) Effekt von DIDS unter
Glutamat-freien Bedingungen auf die Alkalisierung nach dem Ausspiilen von Na-acetat (gepaarter t-Test, P < 0.001)
in pH-Einheiten. (K) Effekt von DIDS unter Glutamat-freien Bedingungen auf die Erholungsrate ApH;/min (gepaarter
t-Test, P > 0.05). (L) Effekt von DIDS unter Glutamat ~-freien Bedingungen auf t; /5 in s (gepaarter t-Test, P > 0.05).
(A)-(L) MW =+ SE, Anzahl der Experimente ist in Klammern angegeben.

Nicht bekannt war, ob ATP-verbrauchende Prozesse einen Einfluss, auf die
Erholungsrate von einer intrazelluliren Alkalisierung, haben. In roten Blutzellen
und Zellen der glatten Muskulatur ist u.a. beschrieben, dass die membranstindige

Ca*"-ATPase, unter ATP-Verbrauch auch als Ca?"/HT-Austauscher arbeitet
(Zhang et al. 1992, Daugirdas et al. 1995). Um diesen Aspekt zu untersuchen, wurde die
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Verfiigbarkeit von intrazellulairem ATP herabgesetzt. Dazu wurde die F-ATPase in den
Mitochondrien mit Oligomycin blockiert (Whittam et al. 1964). Ein wichtiger Aspekt
bei der pH;-Regulation ist zudem die intrazelluldre Pufferkapazitéit. Diese kann eine
intrazelluldre Alkalisierung durch eine Freisetzung von Protonen aus intrazelluldren
Puffern abfangen. In Insekten zihlen dazu vor allem Proteine, Phosphate und
organische Sduren (Harrison 2001). Daraus resultierend kann angenommen werden,
dass eine verminderte Verfiigbarkeit von ATP auch die Pufferkapazitit beeinflussen
kann. In der Gegenwart von 2.5 pug/ml Oligomycin (Tab. 3.9, Abb. 3.12 A) war die durch
den Na-acetat-Vorpuls auftretende Alkalisierung nicht signifikant beeinflusst (n = 6,
gepaarter ¢-Test, P > 0.05, Abb. 3.12 B). Auch die Erholungsrate und t;/, wurden
nicht signifikant veréndert (n = 6, gepaarter ¢-Test, P > 0.05, Abb. 3.12 C & D).
Oligomycin wurde auch in der Gegenwart von DIDS (n = 4, Tab. 3.9, Abb. 3.12 E),
und in der Gegenwart von DIDS unter Cl -freien Bedingungen (n = 5, Tab. 3.9,
Abb. 3.12 ) getestet. In keinem dieser Ansétze konnte ein signifikanter Effekt von
Oligomycin auf die Erholung von einer intrazellularen Alkalisierung beobachtet werden
(gepaarter t-Test, P > 0.05, Abb. 3.12 E-L).

Tab. 3.9: Na-acetat-Vorpuls: Einfluss von Oligomycin

Alkalisierung ~ ApH;/min t1/2 (8)

ApH;
Kontrolle 0.61 £+ 0.09 -0.26 + 0.05 75.00 £ 10.25
Oligomycin 0.59 4+ 0.06 -0.19 4+ 0.03  115.00 £ 24.90
Kontrolle 0.80 4+ 0.21 -0.29 4+ 0.11 96.25 + 16.63
Oligomycin & DIDS 0.53 £ 0.03 -0.12 + 0.03  145.00 + 35.88
Kontrolle 0.78 + 0.11 -0.35 + 0.10 99.00 + 27.22

Cl~-frei + Oligomycin & DIDS  0.43 4+ 0.10 -0.15 + 0.03  107.00 £ 25.38
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Abb. 3.12: Na-acetat-Vorpuls: ATP-Abhingigkeit der aktiven pH;-Regulation in den Speicheldriisen von
Calliphora vicina

(A)-(D) Effekt von 2.5 pg/ml Oligomycin, n = 6. (B) Effekt von Oligomycin auf die Alkalisierung nach dem Auswaschen
von Na-acetat (gepaarter t-Test, P > 0.05) in pH-Einheiten. (C) Effekt von Oligomycin auf die Erholungsrate ApH, /min
(gepaarter ¢-Test, P > 0.05). (D) Effekt von Oligomycin auf t;/, in s (gepaarter ¢-Test, P > 0.05). (E)-(H) Beitrag
ATP-verbrauchender Transporter und HCOg ~-abhéngiger Transporter zur aktiven pH;-Regulation, n = 4. (F) Effekt
von Oligomycin & DIDS auf die Alkalisierung nach dem Auswaschen von Na-acetat (gepaarter ¢-Test, P > 0.05) in
pH-Einheiten. (G) Effekt von Oligomycin & DIDS auf die Erholungsrate ApH;/min (gepaarter ¢-Test, P > 0.05).
(H) Effekt von Oligomycin & DIDS auf t;/5 in s (gepaarter ¢-Test, P > 0.05). (I)-(L) Beitrag ATP-verbrauchender
Transporter und HCO3 ™ -abhingiger Transporter unter Cl™-freien Bedingungen zur aktiven pH;-Regulation, n = 5.
(J) Effekt von Oligomycin & DIDS unter Cl™-freien Bedingungen auf die Alkalisierung nach dem Ausspiilen von
Na-acetat (gepaarter t-Test, P > 0.05) in pH-Einheiten. (K) Effekt von Oligomycin & DIDS unter Cl™-freien
Bedingungen auf die Erholungsrate ApH;/min (gepaarter ¢-Test, P > 0.05). (L) Effekt von Oligomycin & DIDS unter
Cl™-freien Bedingungen auf t; /5 in s (gepaarter t-Test, P > 0.05). (A)-(L) MW £ SE, Anzahl der Experimente ist in
Klammern angegeben.

An der Erholung von einer intrazellularen Alkalisierung konnen parallel mehrere
Transportsysteme beteiligt sein. Deshalb ist denkbar, dass der Ausfall eines Transportes
durch andere Mechanismen ausgeglichen wird. In den folgenden Experimenten wurden
aus diesem Grund jeweils verschiedene lonensubstitutionen und/oder Inhibitoren

miteinander kombiniert (Tab. 3.10). Die Verwendung von Oligomycin unter Cl—- &
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Glutamat-freien Bedingungen (Abb. 3.13 A) sollte den Na'-abhingigen Glutamat-
Transporter und den AE hemmen. Oligomycin reduziert zudem die intrazelluldre
ATP-Konzentration. Dies hatte keine Effekte auf die durch den Na-acetat-Vorpuls
hervorgerufene Alkalisierung (gepaarter ¢-Test, P > 0.05, Abb. 3.13 B), die
Erholungsrate (Wilcozon-Test, P > 0.05, Abb. 3.13 C) oder ty,, (gepaarter
t-Test, P > 0.05, Abb. 3.13 D). Die Verwendung von DIDS unter Cl™- &
Glutamat-freien Bedingungen blockiert gleichzeitig HCOs; -abhingige Transporter
und den Nat-abhingigen Glutamat-Transporter. Diese Bedingungen fiihrten zu
einer signifikanten Verlangsamung der Erholungsrate (gepaarter t-Test, P < 0.05,
Abb. 3.13 G). Effekte auf die ausgeldste Alkalisierung und t; /» konnten nicht beobachtet
werden (gepaarter ¢-Test, P > 0.05, Abb. 3.13 F & H). DIDS & Oligomycin wurden
auch unter Glutamat-freien Bedingungen verwendet. Hierbei sind HCO3™-abhéngige
und ATP-verbrauchende Prozesse negativ beeinflusst und der Nat-abhingige
Glutamat-Transporter blockiert. Auch hier konnte ein verlangsamender Effekt auf die
Erholungsrate festgestellt werden (gepaarter ¢-Test, P < 0.05, Abb. 3.13 K). Auch die
hervorgerufene Alkalisierung wurde signifikant verringert (gepaarter t-Test, P < 0.01,

Abb. 3.13 J), wihrend t/, unbeeinflusst blieb ( Wilcoron-Test, P > 0.05).

Tab. 3.10: Na-acetat-Vorpuls: Einfluss von extrazellulirem Cl- und/oder Glutamat & DIDS und/oder
Oligomycin

Alkalisierung ~ ApH,;/min ti/2 (s)
ApHi
Kontrolle 0.63 £+ 0.11 -0.31 £ 0.07 59.17 + 5.97
Cl~ & Glutamat-frei + Oligomycin  0.55 £ 0.08 -0.26 £+ 0.04 65.83 £ 6.51
Kontrolle 0.61 £+ 0.07 -0.22 £+ 0.03 74.17 £+ 7.90
Cl~ & Glutamat-frei + DIDS 0.33 £+ 0.09 -0.12 £ 0.01*  96.67 £ 33.56
Kontrolle 0.86 £ 0.08 -0.44 £ 0.07 64.17 £ 7.68

Glutamat + Oligomycin & DIDS 0.54 +£ 0.07**  -0.15 £+ 0.02*  107.50 £ 22.01
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Abb. 3.13: Na-acetat-Vorpuls: Additive Effekte auf die aktive pH;-Regulation in den Speicheldriisen von
Calliphora vicina

(A)-(D) Effekt von Cl7- & Glutamat-freiem Ringer + Oligomycin, n = 6. (B) Effekt von Cl7- & Glutamat-freiem
Ringer + Oligomycin auf die Alkalisierung nach dem Auswaschen von Na-acetat (gepaarter t-Test, P > 0.05)
in pH-Einheiten. (C) Effekt von Cl7- & Glutamat-freiem Ringer + Oligomycin auf die Erholungsrate ApH;/min
(Wilcozon-Test, P > 0.05). (D) Effekt von C1~- & Glutamat-freiem Ringer + Oligomycin auf t, /5 in s (gepaarter ¢-Test,
P > 0.05). (E)-(H) Effekt von Cl™- & Glutamat-freiem Ringer + DIDS, n = 6. (F) Effekt von Cl™- & Glutamat-freiem
Ringer + DIDS auf die Alkalisierung nach dem Auswaschen von Na-acetat (gepaarter ¢-Test, P > 0.05) in pH-Einheiten.
(G) Effekt von Cl™- & Glutamat-freiem Ringer + DIDS auf die Erholungsrate ApH;/min (gepaarter ¢-Test, P < 0.05).
(H) Effekt von Cl™- & Glutamat-freiem Ringer + DIDS auf t;/, in s (gepaarter t-Test, P > 0.05). (I)-(L) Effekt von
Glutamat-freiem Ringer + Oligomycin & DIDS, n = 6. (J) Effekt von Glutamat-freiem Ringer + Oligomycin & DIDS
auf die Alkalisierung nach dem Ausspiilen von Na-acetat (gepaarter ¢-Test, P < 0.01) in pH-Einheiten. (K) Effekt von
Glutamat-freiem Ringer + Oligomycin & DIDS auf die Erholungsrate ApH; /min (gepaarter t-Test, P < 0.05). (L) Effekt
von Glutamat-freiem Ringer + Oligomycin & DIDS auf t; /5 in s (Wilcozon-Test, P > 0.05). (A)-(L) MW + SE, Anzahl
der Experimente ist in Klammern angegeben.

Im Folgenden sollte untersucht werden, inwieweit die Zellen in der Lage sind,

einer intrazelluldren Alkalisierung unter extremen Bedingungen entgegenzuwirken.
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Die Wegnahme von Cl~ sollte die Aktivitdt eines AE beeinflussen. Weitere
HCO;3; -Transporter wurden mit DIDS blockiert. Der nachgewiesene Nat-abhingige
Glutamat-Transporter wurde durch das FEntfernen von Glutamat gehemmt.
Zusiétzlich wurde die Verfiigbarkeit von intrazellulirem ATP, durch Oligomycin,
herabgesetzt. In diesem experimentellen Ansatz sollten die géngigsten ansduernden
Transportmechanismen gehemmt sein. Bemerkenswert hierbei ist, dass dieser
pharmakologische Cocktail keinen Einfluss auf den Ruhe-pH;-Wert hatte. Die durch den
Na-acetat-Vorpuls ausgeloste intrazellulare Alkalisierung war unter diesen Bedingungen
signifikant reduziert (n = 6, gepaarter t-Test, P < 0.0001, Abb. 3.14 B). Die
Erholungsrate konnte mit diesen experimentellen Bedingungen signifikant verlangsamt
werden (n = 6, gepaarter t-Test, P < 0.01, Abb. 3.14 C). Aufgrund der signifikant
verringerten Alkalisierung wiirde man eine kiirzere halbmaximale Erholung erwarten.
Durch die stark verlangsamte Erholungsrate wurde dieser Effekt jedoch aufgehoben.
t1/2 unterschied sich nicht signifikant von den Kontrollbedingungen (n = 6, Wilcozon-
Test, P > 0.05, Abb. 3.14 D). Auch unter extremen Bedingungen, waren die Zellen

noch in der Lage, sich von einer intrazelluldaren Alkalisierung zu erholen.

Tab. 3.11: Na-acetat-Vorpuls: Einfluss von extrazellulirem Cl~ & Glutamat und DIDS & Oligomycin

Alkalisierung ApH; /min t1/2 (s)
ApH;
Kontrolle 0.99 + 0.07 -0.37 £+ 0.07 92.50 + 19.86

Cl~ & Glutamat-frei 0.40 & 0.07***  -0.17 & 0.04**  93.33 £ 27.53
+ DIDS & Oligomycin
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Abb. 3.14: Na-acetat-Vorpuls: ATP-Abhingigkeit und Beitrag pH;-regulierender Transporter zur
aktiven pH;-Regulation in den Speicheldriisen von Calliphora vicina

(A)-(D) Beitrag ATP-verbrauchender Transporter und pH;regulierender Transporter, n = 6. (B) Effekt von
Oligomycin & DIDS unter Cl7- und Glutamat-freien Bedingungen auf die Alkalisierung nach dem Auswaschen von
Na-acetat (gepaarter t-Test, P < 0.0001) in pH-Einheiten. (C) Effekt von Oligomycin & DIDS unter C1~- und Glutamat-
freien Bedingungen auf die Erholungsrate ApH;/min (gepaarter t-Test, P < 0.01). (D) Effekt von Oligomycin & DIDS
unter C17- und Glutamat-freien Bedingungen auf t; /5 in s (Wilcozon-Test, P > 0.05). (A)-(D) MW =+ SE, Anzahl der
Experimente ist in Klammern angegeben.



3 ERGEBNISSE 51

Die Ergebnisse zeigten, dass die Speicheldriise von Calliphora wvicina zahlreiche
Moglichkeiten hat, einer intrazelluldren Alkalisierung entgegenzuwirken. Die Erholung
von einer intrazellularen Alkalisierung konnte nicht vollstindig einem einzigen
Transportsystem zugeordnet werden. Die Ergebnisse geben Hinweise auf eine
Cl™-Abhéngigkeit und messen der intrazelluldren Pufferkapazitdt entscheidende
Bedeutung bei. Eine klare DIDS-Abhéngigkeit konnte nicht beobachtet werden.
Dies gibt einen ersten Hinweis auf einen Cl -abhingigen, aber DIDS-insensitiven

Transportmechanismus.

3.2 Der Na'-abhingige Glutamat-Transporter
3.2.1 Nat- und Glutamatabhiingige pH;-~Anderungen

In den Speicheldriisen von Calliphora vicina induzierte die Wegnahme von
extrazellulirem Na® eine intrazellulire Alkalisierung von 0.19 £ 0.03 pH-Einheiten
(n = 29, Abb. 3.15 A & C). Diese Beobachtung war sehr ungewdhnlich, da
Nat-abhingige pH;-regulierende Transportmechanismen entweder H* aus der Zelle
heraus transportieren oder HCO3™ in die Zelle hinein. In beiden Féllen wiirde man
in Na*-freier Losung eine intrazelluldre Ansduerung erwarten. Da dies hier nicht der
Fall war, muss ein weiteres Nat-abhingiges Transportsystem vorhanden sein, dass
einen Einfluss auf den pH;-Wert hat. Eine Moglichkeit hierfiir ist ein Nat-abhingiger
Glutamat-Transporter. Dieser transportiert extrazellulares Glutamat in die Zelle
hinein und nutzt dafiir die Energie des einwirts gerichteten elektrochemischen
Na*t-Gradienten. Zudem wird mit jedem Molekiil Glutamat ein H* in die Zelle
hinein transportiert. Ist der Nat-abhingige Glutamat-Transport blockiert, werden
weniger H™ in die Zelle hinein transportiert und es kommt intrazellulir zu einer
Alkalisierung. Diese Alkalisierung wird bei Wegnahme von extrazellulirem Na™
sichtbar. Die Abb. 3.15 B zeigt, dass eine solche Alkalisierung auch bei Entfernen
von Glutamat aus der Badlosung auftrat (0.11 £+ 0.03 pH-Einheiten, n = 22). Die
pH;-Anderungen unter Na*- und Glutamat-freien Bedingungen unterschieden sich
nicht signifikant voneinander (ungepaarter ¢-Test, P > 0.05, Abb. 3.15 C). Diese
Beobachtungen deuteten darauf hin, dass in den Speicheldriisen von Calliphora vicina

ein Na*-abhingiger Glutamat-Transporter aktiv ist.
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Abb. 3.15: Einfluss von extrazellulirem Na™ und Glutamat auf den pH;-Wert

(A) Uberspiilen der Driisen mit Nat-freiem Ringer fiihrte zu einer intrazelluliren Alkalisierung (n = 29). (B) Unter
Glutamat-freien Bedingungen trat ebenfalls eine intrazelluldre Alkalisierung (n = 22). (C) Die auftretende Alkalisierung
unter Na*t-freien und Glutamat-freien Bedingungen unterschieden sich nicht signifikant voneinander (ungepaarter ¢-Test,
P > 0.05, MW =+ SE, Anzahl der Experimente ist in Klammern angegeben).

3.2.2 Molekularbiologischer Nachweis des Na'-abhingigen Glutamat-

Transporters

Mit den oben beschriebenen physiologischen Experimenten ldsst sich ein
Nat-abhiangiger Glutamat-Transporter nicht zweifelsfrei nachweisen. Deshalb
sollte das Vorhandensein eines Nat-abhingigen Glutamat-Transporters auch
molekularbiologisch nachgewiesen werden. Dazu wurde eine NCBI-Datenbankrecherche
durchgefiithrt. Aminosédure (AS)-Sequenzen Na'-abhéngiger Glutamat-Transporter
(EAAT) von Insekten wurden verglichen und hochkonservierte Bereiche identifiziert.

Vier degenerierte Primer wurden so konstruiert dass sie in den konservierten Bereichen

lagen (Abb. 3.16).
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Abb. 3.16: Vergleich der Aminosiuresequenz des NaT-abhiingigen Glutamat-Transporters verschiedener
Insekten

Die Abbildung zeigt einen Aminosiurevergleich des Nat-abhiéngigen Glutamat-Transporters (EAAT) von Aedes aegypti
(Aa EAAT #AAP76304), Apis mellifera (Am EAAT #AAD34586), Diploptera punctata (Dp EAAT #AAFT71701),
Trichoplusia ni (Tn EAAT #AAB84380) und Drosophila melanogaster (Dm EAAT #AAD09142). Schwarze Bereiche
markieren identische Aminosiduren. Konservativ ausgetauschte Aminoséduren sind grau hinterlegt. Die Pfeile markieren
die Position der degenerierten Primer.

Es wurde eine PCR mit degenerierten Primern auf einer c¢DNA-Bibliothek
der Speicheldriise von Calliphora wvicina durchgefithrt. Dabei konnte mit der
Primerkombination EAAT-F2 & EAAT-R1 (Abb. 3.16) ein Fragment amplifiziert
werden, das der erwarteten Lénge von 231 Basenpaaren (bp) (siche Anhang Abb. 6.1)
entsprach. Dieses Fragment wurde isoliert und in den pGEM®-T-Vektor ligiert. Es
erfolgte eine Transformation des Plasmids in kompetente E. coli-Zellen. Diese wurden
auf Agar-Platten ausplattiert. Mittels Blau-Wei-Selektion wurden positive Klone
identifiziert und in LB-Medium umgesetzt. Nach Vermehrung der Bakterien iiber Nacht
wurde das Plasmid aufgereinigt. Die Uberpriifung der Linge des eingebauten Fragments
erfolgte durch einen Restriktionsverdau. Fragmente der richtigen Grofle wurden durch
die Firma GATC Biotech sequenziert. Die Expression des EAAT wurde durch eine
RT-PCR mit spezifischen Primern nachgewiesen (Abb. 3.17 A). Eine Kontamination
mit genomischer DNA kann ausgeschlossen werden, da mit eingesetzter RNA, die
einer DNase / RNase-Behandlung unterzogen wurde, kein Produkt amplifiziert werden
konnte.

Die abgeleitete AS-Sequenz des klonierten Fragments besteht aus 77 AS und
wird im Folgenden Cv EAAT genannt. Die AS-Sequenz von Cv EAAT wurde
durch eine BLAST-Analyse mit anderen AS-Sequenzen verglichen. Dabei ergaben
sich hohe Ahnlichkeiten mit AS-Sequenzen Nat-abhingiger Glutamat-Transporter
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anderer Insekten (Abb. 3.17 B). Die AS-Sequenz von Cv EAAT war 100% identisch
zu der AS-Sequenz eines Nat-abhingigen Glutamat-Transporters von Drosophila
melanogaster (Dm EAAT). 79% - 84% Ahnlichkeit bestanden zu EAAT-AS-Sequenzen
von Aedes aegypti (Aa EAAT) (84%), Trichoplusia ni (Tn EAAT) (81%) und
Diploptera punctata (Dp EAAT) (79%). Damit konnte der Nachweis erbracht werden,
dass in den Speicheldriisen von Calliphora vicina ein Nat-abhingiger Glutamat-

Transporter exprimiert wird.

A B

Cv EAAT 1
Dm EAAT1 353 WETOMR AW SHITATAASTGAAGIPQAGLVTYVMVLDTVE]
Aa EAAT 350 AR R A iVMVL

Tn EAAT 353

1000 by
P Dp EAAT 353

Cv EAAT 61
Dm EAAT1 413
Aa EAAT 410
Tn EAAT 413
Dp EAAT 413

500 bp

PPEYTIM{TT\Yslufdn FRTMINVLGDSIGAGIVDHLSKDELLKISEREIEMDRVDS - -~

100 bp

Marker
DNase + +
RNase - +

Abb. 3.17: BLAST-Analyse der Cv EAAT - Aminosiuresequenz

(A) Zeigt die Expression des EAAT in Calliphora Speicheldriisen, nachgewiesen durch eine RT-PCR mit spezifischen
Primern. Ausgehend von isolierter RNA aus Calliphora Speicheldriisen konnte mit spezifischen Primern ein Fragment in
der erwarteten Grofle amplifiziert werden. Als Negativkontrolle diente RNA die vor der RT-PCR einer DNase / RNase-
Behandlung unterzogen wurde. (B) Die BLAST-Analyse zeigt eine hohe Ahnlichkeit der EAAT-AS-Sequenz von
Calliphora vicina (Cv EAAT) zu EAAT-AS-Sequenzen von Drosophila melanogaster (Dm EAAT1 #AADA47829),
Aedes aegypti (Aa EAAT #AAP76304), Trichoplusia ni (Tn EAAT #AAB84380) und Diploptera punctata (Dp EAAT
#AAFT71701). Schwarze Bereiche markieren identische Aminosiuren. Konservativ ausgetauschte Aminoséuren sind grau
hinterlegt.

3.2.3 Dosis-Wirkungskurve fiir den Na'-abhingigen Glutamat-

Transporter

Zur weiteren physiologischen Charakterisierung des NaT-abhingigen Glutamat-
Transporters aus Calliphora vicina wurde eine Dosis-Wirkungskurve fiir Glutamat
erstellt. Die Driisen wurden zunéchst 10 min mit Glutamat-freier Losung perfundiert.
Anschliefend wurden die Speicheldriisen mit steigenden Glutamat-Konzentrationen
tiberspiilt (Abb. 3.18 A & B) und die dadurch auftretende intrazellulire Anséduerung
gemessen (ausgehend vom pH; nach Inkubation in Glutamat-freier Losung). Die
Auswertung der Dosis-Wirkungskurve, unter diesen experimentellen Bedingungen,
ergab einen ECsp-Wert von 169 uM Glutamat (Abb. 3.18 C).
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Abb. 3.18: Dosis-Wirkungskurve fiir den Na'-abhiingigen Glutamat-Transporter in den Speicheldriisen
von Calliphora vicina

(A) & (B) Die Driisen wurden zunéchst in Glutamat-freiem Ringer inkubiert. Aufsteigende Glutamat-Konzentrationen
induzierten eine intrazellulire Ansiduerung. (C) Die Glutamat-induzierte Ansiuerung bei definierten Glutamat-
Konzentrationen wurde gemessen und eine Dosis-Wirkungskurve erstellt (nichtlineare Regression, sigmoidale Dosis-
Wirkungskurve). Es ergibt sich ein ECso-Wert von 169 uM Glutamat (Anzahl der Experimente ist in Klammern
angegeben, MW + SE).

3.3 5-HT-induzierte pH,~Anderungen

3.3.1 Einfluss von pH;-regulierenden Transportern auf die 5-HT-induzierte

intrazelluldre Ansiduerung

Stimulierung mit 5-HT induziert in den Speicheldriisen von Calliphora wvicina
eine intrazellulire Ansduerung. Die Rolle der Carboanhydrase und der V-ATPase,
bei dieser Ansduerung, konnte bereits in einer fritheren Arbeit gezeigt werden
(Schewe 2005, Schewe et al. 2008). Unbekannt war hingegen die Rolle von weiteren
pH;-regulierenden Transportern in diesem Szenario. Es ist bekannt, dass in Sdugerzellen
der NHE und der AE in Prozesse der Speichelsekretion involviert sind (Turner
& Sugiya 2002). Diese Transporter spielen in vielen anderen Zellen zudem eine
entscheidende Rolle bei der pH;-Regulation (Boron 1986, Boron 2004). Deshalb
wurde gepriift, ob und welche pH;-regulierende Transporter zur Entstehung der
5-HT-induzierten Ansduerung beitragen. Die Wegnahme von extrazellulirem Na*
blockiert alkalisierende pH;-regulierende Transporter (NHE, NDBCE und einwirts
gerichteter NBC), sowie in den Calliphora Speicheldriisen auch einen Nat-abhéingigen
Glutamat-Transporter. Abb. 3.19 A & B zeigen eine Stimulierung der Driisen mit
10 nM 5-HT unter Kontrollbedingungen und in Na'-freier Ringerlésung (n = 8).

Unter Kontrollbedingungen induzierte 10 nM 5-HT eine intrazelluldre Ansduerung
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von -0.12 £ 0.03 pH-Einheiten. Unter Na*t-freien Bedingungen war diese Ansiduerung
blockiert und die pH;-Anderung betrug 0.01 £ 0.02 pH-Einheiten (Abb. 3.19 B, n = 8,
gepaarter t-Test, P < 0.05). Um zu priifen, ob dieser Effekt auf die Aktivitéit eines
NHE zuriickgeht, wurde der spezifische Hemmstoff EIPA verwendet. In der Gegenwart
von 50 puM EIPA war die 5-HT-induzierte Ansduerung ebenfalls blockiert. Unter
diesen Bedingungen trat keine Ansduerung mehr auf (0.00 £ 0.01 pH-Einheiten)
gegeniiber einer Ansduerung von -0.15 + 0.02 pH-Einheiten unter Kontrollbedingungen
(Abb. 3.19 C & D, n = 5, gepaarter t-Test, P < 0.05). Die Nat-Abhéngigkeit der
5-HT-induzierten Ansduerung war somit vollstdndig auf die Aktivitdt eines NHE
zuriickzufiithren. Interessanterweise spielte der NHE in der unstimulierten Driise keine
entscheidende Rolle (siehe 3.1.1 & 3.1.2). Daraus resultierend kann man davon

ausgehen, dass der NHE hier stimulus-abhéngig aktiviert wird.
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Abb. 3.19: NaT-Abhiingigkeit der 5-HT-induzierten intrazelluléiren Ansiuerung

(A) & (B) Stimulierung der Driisen mit 10 nM 5-HT unter Kontrollbedingungen und unter Nat-freien Bedingungen.
In Nat-freiem Ringer war die unter Kontrollbedingungen induzierte Ansiuerung fast vollstéindig blockiert (n = 8,
MW =+ SE, gepaarter ¢-Test, P < 0.05). (C) & (D) Stimulierung der Driisen mit 10 nM 5-HT unter Kontrollbedingungen
und in der Gegenwart von 50 uM EIPA. EIPA blockierte die unter Kontrollbedingungen auftretende Ansduerung nahezu
vollstindig (n = 5, MW = SE, gepaarter t-Test, P < 0.05).

Eine Beeinflussung des AE kann durch die Wegnahme von extrazellulirem CI~ oder
die Verwendung von DIDS erreicht werden. Unter Cl™-freien Bedingungen betrug die
durch 10 nM 5-HT induzierte pH;-Anderung 0.02 + 0.02 pH-Einheiten. Gegeniiber
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der Kontrolle von -0.26 + 0.05 pH-Einheiten war die Ansduerung nahezu vollsténdig
blockiert (Abb. 3.20 A & B, n = 5, gepaarter ¢-Test, P < 0.01). In Abb. 3.20 C & D ist
die 5-HT-induzierte Ansduerung in Gegenwart von 500 uM DIDS dargestellt. Zwischen
einer Ansduerung unter Kontrollbedingungen (-0.19 4+ 0.01 pH-Einheiten) und der
Anséuerung vor einem DIDS-Hintergrund (-0.22 + 0.05 pH-Einheiten) bestand kein
statistisch signifikanter Unterschied (n = 8, gepaarter ¢t-Test, P > 0.05).
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Abb. 3.20: Cl™-Abhingigkeit der 5-HT-induzierten intrazelluliren Ansiuerung

(A) & (B) Stimulierung der Driisen mit 10 nM 5-HT unter Kontrollbedingungen und unter Cl~-freien Bedingungen.
In Cl™-freiem Ringer war die unter Kontrollbedingungen induzierte Ansduerung fast vollstindig blockiert (n = 5,
MW = SE, gepaarter ¢-Test, P < 0.01). (C) & (D) Stimulierung der Driisen mit 10 nM 5-HT unter Kontrollbedingungen
und in der Gegenwart von 500 uM DIDS. DIDS hatte keinen signifikanten Effekt auf die 5-HT-induzierte Anséduerung
(n = 8, MW = SE, gepaarter ¢-Test, P > 0.05).

Zusammengenommen ldsst sich sagen, dass die durch 10 nM 5-HT ausgeldste
intrazellulire Ansiuerung Na™- und EIPA-sensitiv, sowie Cl -sensitiv war. Die
Cl™-Abhéngigkeit der 5-HT-induzierten Ansduerung lédsst eine Beteiligung des AE
vermuten. Es bestand jedoch keine DIDS-Sensitivitdt. Zusammengenommen mit den
Na-acetat-Vorpuls-Experimenten konnte dies ein weiterer Hinweis auf einen DIDS-

insensitiven AE sein.
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3.3.2 Glutamat-Abhéangigkeit der 5-HT-induzierten intrazelluldren

Ansiduerung

Berridge beschrieb schon 1970 (Berridge 1970), dass die Speichelsekretion bei
Calliphora vicina von der Verfiigbarkeit von energiereichen Substraten im Ringer
abhéngt. Er beobachtete, dass das Vorhandensein von Glutamat im Ringer
zu einer hohen Sekretionsrate fithrte. Er vermutete, dass der vorherrschende
energiegewinnende Prozess in diesen Speicheldriisen der Citratzyklus ist und
nicht die Glykolyse (Rapp & Berridge 1981). Davon ausgehend wurde iiberpriift,
welchen Einfluss das Fehlen von extrazellulairem Glutamat auf die 5-HT-induzierte
intrazelluldre Ansduerung hat. Bei einer Kontrollstimulierung mit 10 nM 5-HT
konnte eine Ansduerung von -0.25 £+ 0.03 pH-Einheiten (n = 10, Abb. 3.21 A & B)
beobachtet werden. Unter Glutamat-freien Bedingungen betrug die Ansduerung
-0.25 £ 0.06 pH-Einheiten (n = 10, Abb. 3.21 A & B). Beide Werte unterschieden
sich nicht statistisch signifikant voneinander (n = 10, Abb. 3.21 B, gepaarter ¢-Test,
P > 0.05).

In diesem experimentellen Ansatz ist kein Effekt von Glutamat auf die 5-HT-induzierte
intrazelluldre Anséduerung zu beobachten. Das Glutamat dennoch eine wichtige Rolle

in den Calliphora Speicheldriisen spielt wurde bereits in Abschnitt 3.2 deutlich.
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Abb. 3.21: Glutamat-Abhingigkeit der 5-HT-induzierten intrazelluliren Ansiuerung

(A) & (B) Stimulierung der Driisen mit 10 nM 5-HT unter Kontrollbedingungen und in Abwesenheit von Glutamat.
Unter Glutamat-freien Bedingungen war die 5-HT-induzierte intrazelluldre Ansduerung nicht signifikant beeinflusst
(n = 10, MW =+ SE, gepaarter t-Test, P > 0.05).

3.3.3 Ca’"-Abhingigkeit der 5-HT-induzierten intrazelluliren Ansiuerung

Bisherige Untersuchungen haben gezeigt, dass 10 nM 5-HT eine intrazelluldre
Ansduerung auslosen. Dieser Vorgang kann durch eine Erhohung des intrazelluldren
cAMP-Spiegels (z.B. durch den Adenylatzyklase-Aktivator Forskolin oder das cAMP-
Analogon 8-CPT-cAMP) imitiert werden (siehe 1.4, Schewe 2005, Schewe et al. 2008).

Die Ansduerung ist also unabhéngig von einer Erhohung der intrazelluldren
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Ca?*-Konzentration. Andere Arbeiten haben aber bereits gezeigt, dass es
Wechselwirkungen zwischen cAMP-Weg und IP3/Ca?"-Weg gibt (Schmidt et al. 2008,
Fechner 2008, Voss 2008).

In den folgenden Messungen wurde daher gepriift, ob eine Storung der
Ca?t-Homoostase einen Einfluss auf die 5-HT-induzierten pH;-Anderungen
hat. Die Kontrollstimulierung mit 10 nM 5-HT zeigte eine Ansduerung von
-0.20 £ 0.04 pH-Einheiten (n = 7, Abb. 3.22 A & B). Unter Ca*"-freien Bedingungen
erfolgt nur eine Ca?"-Freisetzung aus dem ER, jedoch kein Ca?*-Einstrom von aufien
in die Zelle hinein (Zimmermann & Walz 1997). In Ca?'-freier Ringerldsung
betrug die 5-HT-induzierte Ansduerung -0.09 + 0.04 pH-Einheiten (n = 7,
Abb. 3.22 A & B). Eine Wegnahme von extrazelluliren Ca*" verminderte die
5-HT-induzierte Ansduerung. Dieser Effekt war jedoch statistisch nicht signifikant
(n = 7, gepaarter t-Test, P > 0.05, Abb. 3.22 B). Allerdings trat die Erholung von
dieser Ansduerung in 50% dieser Messungen bereits wihrend der 5-HT-Stimulierung
ein. Dieser Effekt trat unter Kontrollbedingungen in keiner Messung auf. Ein
intakte Ca?T-Homdoostase scheint also fiir die Aufrechterhaltung der 5-HT-induzierten
Ansduerung notwendig zu sein. Thapsigargin ist ein Blocker der Ca?t-ATPase
am ER (SERCA-Pumpe) und verhindert die Wiederaufnahme von Ca?' in das
ER (Zimmermann & Walz 1997, Zimmermann 1998). In der Gegenwart von
1 uM Thapsigargin induzierte 10 nM 5-HT eine intrazellulire Ansduerung von
-0.13 £ 0.04 pH-Einheiten (n = 7, Abb. 3.22 C & D). Im Vergleich dazu betrug
die Ansduerung unter Kontrollbedingungen -0.18 + 0.05 pH-Einheiten (n = 7,
Abb. 3.22 C & D). Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen einer
Anséduerung unter Kontrollbedingungen und in der Gegenwart von Thapsigargin
(n = 7, gepaarter t-Test, P > 0.05, Abb. 3.22 D). Blockiert man die SERCA-Pumpe
mit Thapsigargin in Ca?*-freier Badlosung ist der 5-HT-induzierte Ca?"-Anstieg
komplett unterdriickt und man beobachtet bei 5-HT-Stimulierung nur einen einzelnen
Ca**-Spike (Zimmermann & Walz 1997). Die 5-HT-induzierte Ansiuerung war
unter diesen Bedingungen signifikant reduziert. Sie betrug -0.06 + 0.04 pH-Einheiten
gegeniiber der Kontrolle mit -0.22 + 0.05 pH-Einheiten (Abb. 3.22 E & F, n = 5,
gepaarter t-Test, P < 0.05).

Stimulierung der Driisen mit cAMP imitiert die 5-HT-induzierte Anséuerung (siche
1.4, Schewe 2005, Schewe et al. 2008). Unter diesen Bedingungen erfolgt kein Anstieg
der intrazelluliren Ca*"-Konzentration (Dames et al. 2006). Damit ist eine Erhéhung
der intrazelluliren Ca?t-Konzentration keine Vorraussetzung fiir eine 5-HT-induzierte
Ansduerung. Ist jedoch die Ca?t-Homdostase in den Zellen gestort, wird auch die
5-HT-induzierte Ansduerung beeinflusst. Die Ursachen hierfiir konnen vielfach sein

und werden in der Diskussion ausfiihrlich besprochen.
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Abb. 3.22: Ca?t-Abhiingigkeit der 5-HT-induzierten intrazelluliren Ansiuerung

(A) & (B) Stimulierung der Driisen mit 10 nM 5-HT unter Kontrollbedingungen und unter Ca?*-freien Bedingungen.
In Ca2t-freier Badlésung war die durch 10 nM 5-HT induzierte Ansiduerung nicht statistisch signifikant verschieden von
einer Ansduerung unter Kontrollbedingungen (n =7, MW =+ SE, gepaarter ¢-Test, P > 0.05). (C) & (D) In der Gegenwart
von 1 uM Thapsigargin war die 5-HT-induzierte Ansiduerung nicht signifikant beeinflusst (n = 7, MW =+ SE, gepaarter
t-Test, P > 0.05). (E) & (F) Blockierung der SERCA-Pumpe mit 1 uM Thapsigargin unter Ca?*-freien Bedingungen.
Die 5-HT-induzierte Anséuerung war unter diesen Bedingungen signifikant kleiner als unter Kontrollbedingungen (n = 5,
MW =+ SE, gepaarter t-Test, P < 0.05).

Stimulierung der Speicheldriisen von Calliphora wvicina mit 5-HT aktiviert die
Phospholipase C (PLC) (Fain & Berridge 1979 a & b, Irvine et al. 1982). Diese
katalysiert die Umwandlung von PtdIns(4,5)Py in IP3 und 1,2-DAG. IP; bindet

an IPs-Rezeptor Ca?"-Kanile am ER und induziert so eine Ca?*-Freisetzung. Dies
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fiilhrt zu einem Anstieg der intrazelluliren Ca?*-Konzentration. Blockiert man die
PLC mit einem geeignetem Hemmstoff, bleibt die intrazellulire Ca?*-Erhchung
aus (Zimmermann & Walz 1999), die basale Ca’"-Homdoostase ist jedoch intakt.
In diesem reduzierten System kann dann untersucht werden, welche Auswirkungen
dies auf die 5-HT-induzierte Anséduerung hat. Die PLC wurde mit 10 uM U73122
blockiert (Zimmermann & Walz 1999). In Gegenwart von U73122 induzierte
10 nM 5-HT eine Ansduerung von -0.13 4+ 0.05 pH-Einheiten. Diese Ansduerung
war nicht signifikant verschieden zu einer Ansduerung unter Kontrollbedingungen
von -0.22 £ 0.05 pH-Einheiten (n = 6, Abb. 3.23 A & B, gepaarter ¢-Test,
P > 0.05). Hiermit konnte noch einmal gezeigt werden, dass eine Ca?"-Erhohung keine

Vorraussetzung fiir eine 5-HT-induzierte Anséduerung ist.
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Abb. 3.23: Einfluss von U73122 auf die 5-HT-induzierte intrazellulire Ansiuerung

(A) & (B) Stimulierung der Driisen mit 10 nM 5-HT unter Kontrollbedingungen und in Gegenwart von 10 uM U73122.
U73122 beeinflusste die 5-HT-induzierte intrazelluléire Anséduerung nicht signifikant (n = 6, MW =+ SE, gepaarter ¢-Test,
P > 0.05).

3.3.4 Ré#umliche Muster der 5-HT-induzierten pH;-Anderungen

Die Stimulation der Calliphora Speicheldriisen mit 5-HT fiihren zu einer
Erhohung der intrazelluliren Ca?T-Konzentration in komplexen  zeitlich-
rdaumlichen Mustern. Schwellennahe 5-HT-Konzentrationen (1-3 nM 5-HT)
induzieren intrazellulire ~Ca?"-Oszillationen und interzellulire Ca?*-Wellen
(Zimmermann & Walz 1997 & 1999). Zudem konnte bereits gezeigt werden, dass
sich cAMP- und IP3/Ca’*"-Weg wechselseitig beeinflussen (Schmidt et al. 2008,
Fechner 2008). Deshalb wurde untersucht, ob auch die 5-HT-induzierten
pH;-Anderungen ein derartiges zeitlich-rdumliches Muster zeigen. Dazu wurden
bei definierten 5-HT-Konzentrationen Ca’"- und pH;-Anderungen mittels
Ratiometric Imaging registriert. Die erhaltenen Daten wurden in Raum-Zeit-
Diagrammen (Abb. 3.24) dargestellt und miteinander verglichen. Schwellennahe
5-HT-Konzentrationen (1 & 3 nM 5-HT) fiihrten zu intrazelluldren Ca**-Oszillationen,
die sich iiber kurze Strecken auch wellenformig ausbreiteten. (Abb. 3.24 A & B,
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E & F und Zimmermann & Walz 1997). Diese sind in Abb. 3.24 durch gerade
weile Linien (Oszillationen) und schrige weifle Linien (wellenférmige Ausbreitung)
gekennzeichnet. pH;-Anderungen ausgelost durch 1 nM 5-HT (Abb. 3.24 C & D)
und 3 nM 5-HT (Abb. 3.24 G & H) zeigten hingegen keine Oszillationen. Hohere
5-HT-Konzentrationen (10 & 30 nM 5-HT) 16sten anfingliche Ca®T-Oszillationen aus.
Diesen folgte ein tonischer Anstieg der intrazelluliren Ca?T-Konzentration, der sich
tiber kurze Distanzen wellenférmig ausbreiten kann (Abb. 3.24 I & J, M & N und
Zimmermann & Walz 1997). Die w