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1 Einleitung

1.1 Exokrine und endokrine Zelltypen der
Magenschleimhaut

Die Hauptaufgaben des Magens sind die Produktion und Sekretion von Magensiure und
Intrinsic Faktor durch die Parietal- oder Belegzellen sowie der Enzymvorstufe Pepsino-
gen durch die Hauptzellen des Magenfundus. Die Nebenzellen, die einen bikarbonatrei-
chen, alkalischen Schleim sezernieren, beugen einer Selbstverdauung der Magen-

schleimhaut durch die aggressive Magenséiure vor.

Neben diesen exokrinen Zellen finden sich auch eine Reihe endokriner Zelltypen in der
Magenmucosa. Endokrine Zellen sezernieren biologisch aktive Peptide sowie niedermo-
lekulare Botenstoffe und machen etwa 1 - 2 % des gesamten Zellvolumens aus
(Forssmann et al., 1969, S.692-715; Helander, 1981, S.217-289; Simonsson et al., 1988,
S.1089-1099). Hierzu gehoren somatostatinproduzierende D-Zellen, D,/P-Zellen, sero-
toninproduzierende enterochromaffine (EC) Zellen, histaminproduzierende enterochro-
maffin-like (ECL) Zellen, gastrinproduzierende G-Zellen und ghrelinproduzierende
X/A-Zellen (Sachs et al., 1997, S.243-256; Solcia et al., 2000, S.31-35). Bei Sidugern
sind ECL-Zellen die zahlreichsten endokrinen Zellen des Magens. Thr Anteil liegt beim
Menschen bei 25 - 35 % und bei der Ratte zwischen 65 und 75 % (Sundler und Hakan-
son, 1991, S.9-26; Nissinen und Panula, 1993, S.1405-1412; Hakanson et al., 1994,
S.1171-1184).

1.2 Charakterisierung der ECL-Zellen

ECL-Zellen sind kleine, unregelméfig geformte Zellen, die ausschlieBlich in der sdure-
produzierenden Mucosa des Magenfundus vorkommen. Sie finden sich dort vor allem
im basalen Drittel der Magendriisen, in engem Kontakt mit Haupt- und Parietalzellen
(Abb. 1) (Hakanson et al., 1986, S.5-17; Kamoshida et al., 1999, S.315-320). ECL-
Zellen wurden erstmals Ende der Sechziger Jahre anhand ihrer Ultrastruktur beschrie-
ben (Hakanson und Owman, 1967, S.759-766). Da sich ECL-Zellen wie alle endokrinen

Zellen mit Chrom- und Silberfarbstoffen anfarben lassen und enterochromaffinen Zellen
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strukturell sehr dhnlich sind, wurden sie als ,,Enterochromaffin-like* Zellen bezeichnet
(Hakanson et al., 1971, S.460-466; Capella et al., 1971, S.68-84).
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Abbildung 1: (A) H.E.-Firbung eines Schnittes durch den sdureproduzierenden Anteil des Rattenmagens. Muc =
Tunica mucosa, MM = Lamina muscularis mucosae, Sub = Submucosa, Mus = Tunica muscularis, Ser = Serosa.
(B) Immunfirbung mit einem Antikérper gegen HDC zur Darstellung der ECL-Zellen

Abbildung 2: Elektronenmikroskopische Darstellung einer isolierten ECL-Zelle aus dem Rattenmagen. Die Pfeile
kennzeichnen zahlreiche sekretorische Vesikel. Balken = I1pnm
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ECL-Zellen besitzen die typische Ultrastruktur endokriner Zellen (Abb. 2). Sie haben
einen Durchmesser von etwa 10 um und einen exzentrisch gelegenen Zellkern, der mehr
als die Hilfte des gesamten Zytoplasmas ausfliillt. Zellorganelle wie endoplasmatisches
Retikulum, Mitochondrien und Lysosomen sind nur spérlich vorhanden. Dagegen fin-
den sich im Zytoplasma zahlreiche Vesikel: elektronendurchlissige, sekretorische Vesi-
kel (mittlerer & 180 nm), hiufig mit einem kleinen, elektronendichten Kern, elektro-
nendichte Granula (mittlerer & 120 nm), Mikrovesikel (mittlerer & 70 nm) und Vakuo-
len (D > 500 nm) (Hakanson et al., 1986, S.5-17; Chen et al., 1996, S.469-478; Chen et
al., 1998, S.217-231; Zhao et al., 1999, S.457-470).

ECL-Zellen sind die Hauptquelle von zellulirem Histamin im Magen (2,8 - 3.3
pg/Zelle) (Andersson et al., 1992, S.7-13; Prinz et al., 1993, S.449-461). Sie synthetisie-
ren dieses biogene Amin mit Hilfe der L-Histidindecarboxylase (HDC) im Zytoplasma
und speichern es in sekretorischen Vesikeln mittels des vesikuldren Monoamintranspor-
ters vom Subtyp 2 (VMAT;) (De Giorgio et al., 1996, S.77-80; Dimaline und Struthers,
1996, S.249-256). Deshalb lassen sich ECL-Zellen mit Antikérpern gegen Histamin
(Rubin und Schwartz, 1979, S.458-467; Panula et al., 1985, S.933-941; Hakanson et al.,
1986, S.5-17; Nissinen und Panula, 1993, S.1405-1412; Fujiwara et al., 1999, S.1031-
1038) oder HDC (Kubota et al., 1984, S.496-502) identifizieren. Des weiteren exprimie-
ren ECL-Zellen den neuroendokrinen Marker Chromogranin A (CGA) (Rindi et al.,
1986, S.19-28) sowie dessen Abkommling Pankreastatin (Curry et al., 1990, S.207-219;
Hakanson et al., 1995, S.1445-1452). CGA und Pankreastatin werden zusammen mit
Histamin in sekretorischen Vesikeln gespeichert (Zhao et al., 1999, S.457-470). Weitere
Sekretionsprodukte umfassen Calbindin (Furness et al., 1989, S.449-451), Regenera-
ting-Gen-Protein (Asahara et al., 1996, S.45-55) und Uroguanylin (Date et al., 1999,
S.2398-2404). Das eigentliche Peptid-Hormon der ECL-Zellen ist bis heute unbekannt.
Es gibt jedoch Hinweise, dass ECL-Zellen ein Peptid sezernieren, das die Aufnahme
von Calcium in den Knochen fordert (Persson et al., 1989, S.2834-2838; Larsson et al.,
2002, S.13-18).

1.3  Physiologische Bedeutung der ECL-Zellen

Bei der Regulation der Magensdureproduktion unterscheidet man 3 Ebenen: die zentrale
Regulation durch das zentrale Nervensystem, die periphere Regulation durch Nerven-
system und endokrine Zellen des Magens, sowie die zelluldre Regulation an der sdure-
produzierenden Parietalzelle selbst (Hersey und Sachs, 1995, S.155-189).
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Abbildung 3: Vereinfachtes Schema der Regulation der Magensdureproduktion durch endokrine Zellen

ECL-Zellen nehmen eine zentrale Stellung bei der peripheren Regulation der Magen-
sdureproduktion ein (Abb. 3) (Sachs et al., 1994, S.81-95; Modlin und Tang, 1996,
S.783-810; Sachs und Prinz, 1996, S.57-62). Nach Nahrungsaufnahme bewirkt eine
Magendehnung (Schiller et al., 1980, S.912-917) sowie die Anwesenheit von aromati-
schen Aminosduren (Lichtenberger et al., 1982, S.698-700) die Ausschiittung von
Gastrin durch die G-Zellen des Antrums. Dieses Hormon erreicht die ECL-Zellen des
Magenfundus auf dem Blutweg, bindet dort an spezifische Rezeptoren vom Chole-
cystokinin (CCK)-B Typ und bewirkt die Freisetzung von Histamin (Prinz et al., 1993,
S.449-461; Prinz et al., 1994; G663-G675). Histamin gelangt auf parakrinem Wege zu
den Parietalzellen und bindet dort an Histamin H,-Rezeptoren (Black et al., 1972,
S.385-390), was dann zu Freisetzung und Produktion von Magensiure durch die H'/K'-
ATPase fiihrt (Hirschowitz, 1989, S.127-157). Die negative Regulation wird von den D-
Zellen iibernommen, die sich in Antrum und Corpus finden (Lloyd et al., 1995; G102-
G106). Diese Zellen sezernieren Somatostatin, das der Freisetzung von Gastrin durch
G-Zellen (Bloom et al., 1975; 396; Larsson et al., 1979, S.1393-1395) und Histamin
durch ECL-Zellen (Prinz et al., 1994, S.1067-1074) entgegenwirkt.
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1.4 Modell der isolierten ECL-Zellen

Die ersten funktionellen Untersuchungen iiber ECL-Zellen wurden an in vivo Modellen
wie dem isolierten und perfundierten Magen, isolierten Magendriisen aus dem Kanin-
chen oder Mucosa-Streifen durchgefiihrt (Chan und Soll, 1988, S.17-21). ECL-Zellen
unterliegen in vivo einer Vielzahl endo-, para- und neurokriner Einfliisse. Um den Ef-
fekt von Testsubstanzen ohne den Einfluss dieser Faktoren auf ECL-Zellen zu untersu-
chen, war es notig, ein Modell von isolierten Zellen zu entwickeln. Hierzu eignet sich
besonders der Rattenmagen, da hier der Anteil der ECL-Zellen hoch ist und andere his-
taminspeichernde Zellen, v.a. Mastzellen, in den Magendriisen praktisch nicht vorkom-
men (Sundler und Hakanson, 1991, S.9-26; Hakanson et al., 1994, S.1171-1184). Die
ersten Versuche, ECL-Zellen aus dem Rattenmagen zu isolieren erzielten eine Anrei-
cherung von 8 - 12 % (Soll et al., 1981, S.717-727) bzw. 16 % (Brenna und Waldum,
1991, S.1295-1306). Der Durchbruch gelang 1993 mit einer Kombination aus enzymati-
schem Verdau, Gegenflusselutriation und Dichtegradient-Zentrifugation. Mit dieser
Methode konnten ECL-Zellen auf iiber 65 % angereichert werden (Prinz et al., 1993,
S.449-461). Durch anschlieBende Kurzzeitkultur konnte der Reinheitsgrad sogar auf
iiber 90 % gesteigert werden. (Prinz et al., 1994; G663-G675).

Anhand dieses in vitro Modells wurden die Effekte zahlreicher Mediatoren auf die
sekretorische Funktion der ECL-Zellen untersucht (Prinz et al., 1993, S.449-461; Prinz
et al., 1994; G663-G675; Prinz et al., 1994, S.1067-1074; Sandor et al., 1996, S.1084-
1092; Prinz et al., 1997, S.364-375; Lindstrom et al., 1997, S.73-86; Zeng et al., 1997,
S.127-135; Zeng et al., 1998, S.330-339; Zeng et al., 1999, S.1383-1391; Lindstrém und
Hakanson, 2001, S.169-180). Es konnten Effekte aus in vivo Experimenten bestitigt
(z.B. die stimulierende Wirkung von Gastrin) und neue Einflussfaktoren identifiziert

werden. Einen Uberblick iiber die Ergebnisse dieser Studien gibt Tabelle 1.

Des weiteren war es mit Hilfe dieses Modells mdglich, intrazellulire Vorginge wie
Signaltransduktionswege, Transkriptions-/Translationsvorginge oder Enzymaktivitidten
zu untersuchen. So konnten Studien zeigen, dass Gastrin mehrere Effekte auf ECL-
Zellen ausiibt, je nach Dauer der Stimulation (Prinz et al., 1993, S.449-461; Prinz et al.,
1994; G663-G675; Chen et al., 1994, S.18-27). Die gastrininduzierte Histaminfreiset-
zung wird als akuter Effekt bezeichnet. Sie setzt innerhalb weniger Minuten nach Akti-
vierung des Gastrin/CCK-B-Rezeptors ein und bleibt {iber etwa 60 Minuten konstant.
Bei einer Stimulationsdauer von 30 - 120 Minuten kommt es zu einer verstdrkten His-
taminsynthese. Dieser intermedidre Effekt erfolgt liber eine Aktivierung der HDC auf
mRNA- und Proteinebene. Von einer chronische Gastrinwirkung spricht man nach etwa

2 - 4 Tagen. Hierbei kommt zu einer Proliferation der ECL-Zellen.
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Effektor Wirkort/Rezeptor Wirkung
Gastrin Gastrin/CCK-B-Rezeptor | Stimulation
PACAP PAC,-Rezeptor Stimulation
PACAP/VIP VPAC,-Rezeptor Stimulation
Adrenalin 2-Adreno-Rezeptor Stimulation
Somatostatin SST,-Rezeptor Inhibition
Prostaglandin E, EP;-Rezeptor Inhibition
Peptide YY Y-Rezeptor Inhibition
Galanin ? Inhibition

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Wirkungen verschiedener Mediatoren auf die sekretorische Funktion isolierter
ECL-Zellen (modifiziert nach Lindstrom et al. 2001)

1.5 Gastrininduzierte Histaminfreisetzung aus
isolierten ECL-Zellen des Rattenmagens

Die gastrininduzierte Histaminfreisetzung aus ECL-Zellen kann in 3 Phasen unterteilt
werden: 1) Bindung von Gastrin an den Gastrin/CCK-B-Rezeptor sowie Rezeptorakti-
vierung, 2) Signaltransduktion und 3) Exozytose (Prinz et al., 1997, S.221-229).

Der Gastrin/CCK-B-Rezeptor ist ein G-Protein gekoppelter Rezeptor (GPCR) (Wank,
1995; G628-G646; Wank, 1998; G607-G613). Seine Aktivierung fiihrt zu einer charak-
teristischen, biphasischen Erhohung der intrazelluldren Calcium-Konzentration ([Ca®™ )
die solange anhilt, bis kein Gastrin mehr an den Rezeptor bindet (Prinz et al., 1993,
S.449-461; Prinz et al., 1994; G663-G675). In der Folge kommt es zur Exozytose his-
taminspeichernder sekretorischer Vesikel. Hierbei sind die SNARE- (= soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) Proteine SNAP-25 (= sy-
naptosome-associated protein of 25 kDa) und Synaptobrevin/VAMP (= vesicle-
associated membrane protein) von herausragender Bedeutung (Hohne-Zell et al., 1997,
S.5518-5526).
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1.6 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit sollte es zum einen sein, die Bedeutung von Calcium fiir die gastrin-
induzierte Histaminfreisetzung genauer zu untersuchen. Hierzu sollte gekldrt werden,
welche(r) Second Messenger, welche Kandle und welche Calcium-Pools an diesem
Vorgang beteiligt sind. Zum anderen sollten auch erste Versuche zur Untersuchung von
Endozytose-Vorgidngen in ECL-Zellen durchgefiihrt werden. Nach der Verschmelzung
von sekretorischen Vesikeln mit der Plasmamembran muss es zu einer Wiederaufnahme
der Vesikel kommen, um die Zellgroe konstant zu halten. An Neuronen wurden zahl-
reiche Untersuchungen iiber das Recycling von synaptischen Vesikeln durchgefiihrt, die
zeigten, dass u.a. die Proteine Dynamin und Amphiphysin an diesem Vorgang mal3geb-
lich beteiligt sind (Bauerfeind et al., 1998, S.253-257; Takei et al., 1999, S.33-39; Slep-
nev und De Camilli, 2000, S.161-172). Deshalb sollte in dieser Arbeit die Expression
und Interaktion von Dynamin- und Amphiphysin-Isoformen in ECL-Zellen untersucht

werden.
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2 Material und Methoden

21 Isolation und Kultivierung von ECL-Zellen

211 Losungen

2111 Stammloésungen

Alle Chemikalien waren falls nicht anders angegeben von Merck, Darmstadt bzw. Sig-

ma, Deisenhofen und wurden stets in Analysenqualitét eingesetzt.

Stocklosung I (10x)

NaH,PO4 x H,O 5 mM
Na,HPO,4 x 2 H,O 10 mM
NaHCO; 200 mM
NaCl 700 mM
KCl1 50 mM
D(+)-Glucose 110 mM

HEPES (10x)
HEPES (Serva, Heidelberg) 500 mM

EDTA (100x)

Titriplex I11 200 mM
Losung 1V (10x)
CaCl, (wasserfrei) 100 mM

11
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2.1.1.2 Inkubationslésungen

Losung A
Stock I (10x) 100 ml
HEPES (10x) 100 ml
EDTA (100x) 3,5ml
H,O dest. ad 1000 ml
pH 7,8 mit 2N KOH
BSA (Serva) 10g

Losung B
Stock I (10x) 100 ml
HEPES (10x) 100 ml
Losung IV (10x) 10 ml
H,O dest. ad 1000 ml
pH 7,8 mit 2N KOH
BSA 5¢g

Elutriationspuffer

NaCl 140 mM
MgSO4 x 7 H,O 1,2 mM
CaCl, I mM
HEPES 10 mM
pH 7,4 mit 2N KOH
D(+)-Glucose 11,1 mM
BSA 0,1 %
Dithiothreitol 0,01 %

12
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Pronase E

Pronase (Roche, Mannheim) gel6st in Lo- 13 o/l
sung A 8

2.1.1.3 Losungen fur den Dichtegradienten

Solution A: Nycodenz Stock

Nycodenz (Accurate Chemicals, NY,
USA) 250 ml
MgCl, x 6H,0O 0,0609 g
Albumin (reinst) 2,50 ¢g
HEPES (reinst) 0,595 ¢
pH 7,4 mit 2N KOH

Solution B: Elutriationspuffer mit hohem Albumingehalt
Elutriationspuffer 400 ml
Albumin (reinst) 3,6¢g

1:1 Solution (Dichte 1,078)

Solution A 150 ml
Solution B 150 ml

mischen, steril filtrieren, densitometrische Dichtekontrolle

1:2 Solution (Dichte 1,052)

Solution A 100 ml

Solution B 200 ml

mischen, steril filtrieren, densitometrische Dichtekontrolle

Dichte = optischer Index x 3,287 - 3,383

13
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2.1.1.4 Kulturmedium

DME/F12 1,56 g
H,O dest. (steril und pyrogenfrei) 94 ml
Gentamicin Sulfat (50 mg/ml) 0,1 ml
Hydrocortison (107 M) 0,01 ml
Gastrin (10 M) 0,01 ml
Insulin-Transferrin-Sodiumselenit

0,5ml
(1 mg/ml; 1 mg/ml; 1 pg/ml)
Fetal Bovine Serum (Gibco BRL, Karlsru- 5l

m

he)
Albumin 0,2¢g

pH 7,38 mit 2N KOH

steril filtrieren mit 0,2 pm Cellulose Acetat Filter

2.1.2 Isolation der ECL-Zellen

Pro Préparation wurden 5 weibliche Sprague-Dawley Ratten (Charles River, Sulzberg)
mit einem Gewicht von 180 - 200 g verwendet. Die Tiere wurden bis zur Verwendung
im Tierstall des Instituts fiir Experimentelle Onkologie und Therapieforschung (Direk-
tor: Prof. Dr. med Bernd Génsbacher) untergebracht und von Fachpersonal versorgt.
Nach Betdubung mit Kohlendioxid und Tétung durch Genickbruch wurde das Abdomen
der Ratten erdffnet, die Migen wurden an Osophagus und Pylorus mit Bindfaden ver-
schlossen und entnommen. AnschlieBend wurden die Médgen am Fundus er6ffnet und
entleert, und mit Hilfe einer 10 ml Glaspipette invertiert. Nach Verschluss des Fundus

wurden die Méigen mit Pronase-Losung gefiillt.

Anschliefend wurden die so priparierten Migen bei 37° C fiir 35 Minuten in Losung A,
fiir 10 Minuten in Lésung B und fiir weitere 30 Minuten in Losung A inkubiert und
gleichzeitig oxygeniert. Durch mechanisches Riihren in Lésung B fiir 8 Minuten wurden
die unfraktionierten Schleimhautzellen gewonnen. Die Mégen wurden nochmals fiir 20
Minuten in Losung A inkubiert, diesmal ohne Begasung mit Sauerstoff. Es folgten zwei

weitere Rithrschritte von 8- und 10-miniitiger Dauer.
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Die unfraktionierten Zellen wurden nun mit Elutriationsmedium bei 800 RPM fiir 3
Minuten gewaschen und anschlieBend durch Gegenstrom-Elutriation (McEwen et al.,
1968, S.369-377) in einem JE-6B Rotor (Beckman Instruments, Miinchen) in einer J2-
21M/E Zentrifuge (Beckman Instruments) der GroBe nach in verschiedene Zellfraktio-
nen aufgeteilt. Die Fraktion der ECL-Zellen wurde bei 2000 RPM und einer Pumpleis-

tung von ca. 20 ml/min gewonnen.

Zur weiteren Aufreinigung wurden die Zellen auf einen Nycodenz-Dichtegradienten aus
1:1 und 1:2 Solution aufgetragen und in einer Rotanta/AP Zentrifuge (Hettich, Tuttlin-
gen) 6 Minuten bei 1100 RPM zentrifugiert. Die resultierenden Zellen wurden in Kul-
turmedium gewaschen und mit Hilfe einer Neubauerkammer (Brand, Wertheim) ge-
zdhlt. Die Anreicherung der ECL-Zellen wurde durch Aufnahme von Acridin-Orange

und Antikorperfarbung gegen die Histidindecarboxylase ermittelt und betrug 85 - 95 %.

21.3 Kultivierung von ECL-Zellen

Die Kultivierung erfolgte stets unter sterilen Bedingungen mit sterilen Losungen, Pipet-

tenspitzen und Kulturplatten.

Fiir Stimulationsexperimente, bei denen der Einfluss von zugegebenen Substanzen auf
die Histaminfreisetzung bestimmt wurde, wurden isolierte ECL-Zellen auf 6-Loch-
Platten (Becton Dickinson, Heidelberg) kultiviert. Die Kulturplatten wurden zuvor auf
Eis mit Matrigel (Becton Dickinson) beschichtet (35 ul einer 1:5 Verdiinnung mit steri-
lem Aqua dest. pro Loch) und bei gedffnetem Deckel unter der Laminar-Flow-Bank
getrocknet. Auf jedes Loch wurden 2 - 3 x 10" Zellen in 1 ml Kulturmedium gegeben.
Die Kulturplatten wurden dann bei 37° C in einer feuchten Kammer fiir 48 Stunden
aufbewahrt.

Fir immunzytochemische Experimente bzw. Video-Imaging-Studien wurden die
isolierten ECL Zellen auf runden Glasobjekttragern mit 24 bzw. 42 mm Durchmesser
angeziichtet. Diese wurden zuvor zweimal in 96 % Ethanol getaucht und abgeflammt
und jeweils in eine Vertiefung einer 6-Loch-Platte bzw. eine Petrischale (Nunc,
Wiesbaden) gelegt. Anschlieend wurden die Objekttrager mit jeweils 10 pl Cell Tak
(Becton Dickinson) in einer 1:1 Verdiinnung mit 0,5 M NaHCO; beschichtet und bei
gedffnetem Deckel unter der Sterilbank getrocknet. Die so vorbereiteten Objekttrager
wurden mit 5 - 7 x 10" Zellen in 1 ml Kulturmedium beschickt und bei 37° C in einer
feuchten Kammer fiir 48 Stunden aufbewabhrt.

15
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Fiir elektronenmikroskopische Experimente wurden die isolierten ECL-Zellen in Petri-
schalen mit einem Durchmesser von 24 mm (Nunc), die zuvor wie oben beschrieben mit

Cell-Tak beschickt worden waren, kultiviert.

2.2 Stimulationsexperimente

Um den direkten Einfluss bestimmter Substanzen auf die Histaminfreisetzung in vitro
bestimmen zu konnen, wurden ECL-Zellen wie unter 2.1.2 beschrieben isoliert und auf
6-Loch-Platten kultiviert. Nach 48 Stunden wurde das Kulturmedium abgesaugt und die
Zellen 3 Stunden lang in DMEM/F12 + 0,2 % BSA préinkubiert, um den Einfluss im
Serum enthaltener Wachstumsfaktoren zu eliminieren. AnschlieBend wurden die Zellen
iiber einen gewissen Zeitraum mit Elutriationspuffer, der die zu untersuchende Substanz
in verschiedenen Konzentrationen enthielt, inkubiert (1 ml/Loch). Um einen hemmen-
den Effekt der Testsubstanz nachzuweisen, wurden die Zellen im Anschluss noch 1
Stunde lang mit 1 nM Gastrin inkubiert. Bei stimulierendem Effekt entfiel der letzte
Schritt. Als Kontrollen dienten jeweils unstimulierte bzw. nur mit 1 nM Gastrin stimu-
lierte Zellen. Der Uberstand eines jeden Lochs wurde gesammelt und abzentrifugiert,
um feste Bestandteile zu entfernen. Nun wurde jeweils ein Aliquot von 700 ul in einem
Eppendorf-Reaktionsgefdal bei -20° C bis zur Bestimmung des Histamingehalts durch
einen Radioimmunoassay aufbewahrt. Ein Enzyme-linked Immunoabsorbent Essay
(ELISA) der Firma IBL, Hamburg wurde ebenfalls getestet, aber wegen unbefriedigen-

der Ergebnisse nicht weiter verwendet.

2.3 Radioimmunoassay (RIA)

Beim Radioimmunoassay konkurrieren Molekiile der zu bestimmenden chemischen
Verbindung mit radioaktiv markierten Molekiilen derselben Verbindung um eine limi-
tierte Anzahl an Bindungsstellen in einem Reagenzglas. Diese Bindungsstellen sind
monoklonale Antikorper mit hoher Affinitdt gegen die gesuchte chemische Verbindung.
Je hoher die Konzentration der Verbindung in einer Probe ist, desto weniger Bindungs-
stellen bleiben fiir die radioaktiv markierten Molekiile iibrig. Durch Messung der Zerfal-
le pro Zeiteinheit und Vergleich mit einer Standardreihe kann man daher die Konzentra-

tion der gesuchten chemischen Verbindung in einer Probe ermitteln.
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In dieser Arbeit wurde mittels RIA der Gehalt an Histamin in Zellkulturiiberstinden

bestimmt.

Die Durchfiihrung des RIA erfolgte genau nach Anweisung des Herstellers (Beckman
Coulter Diagnostic, Krefeld) mit den mitgelieferten Reagenzien. Fiir die Messungen

wurde ein Gamma-Counter 1470 Wizard (Wallac, Turku, Finnland) verwendet.

2.4 Indirekte Messung von [Ca*]; (Video
Imaging)

2.41 Prinzip des Video Imaging

Beim Video Imaging werden Zellen mit dem Farbstoff [1-[2-(5'-carboxyoxazol-2'-yl)-6-
aminobenzofuran-5-oxy]-2-(2'-amino-5"-methylphenoxy)-ethan-N,N,N',N'-tetraacetat]

(Fura-2) beladen, der intrazellulire Calciumionen bindet (Grynkiewicz et al., 1985,
S.3440-3450). Hierzu verwendet man den membrangidngigen Azetoxymethyl-(AM)
Ester des Farbstoffs. In der Zelle wird dieser durch Esterasen vom Farbstoff abgespalten
und somit ein erneutes Austreten des Farbstoffs aus der Zelle verhindert. Fura-2 wird
dann mit Licht der Wellenldngen A; = 340 und A, = 380 nm angeregt, die jeweilige E-

mission (F) bei 510 nm gemessen und daraus ein Verhiltnis (R) gebildet:

R=F),;/F);

Durch die Verwendung dieses Verhéltnisses wird der Einfluss von Faktoren wie un-
gleichmiBige Farbstoffverteilung und Ausbleichen des Farbstoffs minimiert, da diese
die Messungen bei beiden Wellenldngen gleichermallen beeinflussen sollten und sich

somit eliminieren.

2.4.2 Materialien

Versuchspuffer mit Calcium Elutriationspuffer ohne DTT und BSA

Elutriationspuffer ohne DTT, BSA und CaCl,,

Versuchspuffer ohne Calcium o )
substituiert mit 0,5 mM EGTA

Fura-2 AM Molecular Probes, Eugene, OR, USA

Ionomycin Sigma
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2.4.3 Durchfuhrung des Video Imaging

Isolierte ECL-Zellen wurden wie unter 2.1.3 beschrieben 48 Stunden kultiviert. Es folg-
te eine 15-miniitige Inkubation mit Fura-2 AM (Endkonzentration 1 pg/ml) bei 37° C.
Anschliefend wurden die Zellen zwei mal mit vorgewdrmtem Versuchspuffer gewa-
schen und in eine beheizbare Perfusionskammer (POC-System; Zeiss, Oberkochen)
eingespannt. Die Perfusionskammer (Volumen 2 ml) wurde nun auf einem inversen
Axiovert 135 TV Mikroskop (Zeiss), ausgestattet mit einer Quecksilberdampflampe,
den benétigten Exzitations- und Emissionsfiltern und einer Attofluor® ICCD-Camera
(Atto Bioscience, Rockville, MD, USA), befestigt und kontinuierlich perfundiert. Steue-
rung der Filter und der ICCD-Camera sowie die Durchfithrung und Aufzeichnung der
Messungen erfolgte mit der Attofluor”Ratiovision® Software (Atto Bioscience). Die
Testsubstanzen wurden {iber das Perfusionssystem zugefiihrt. Die Calcium-
Konzentrationen wurden aus den gemessenen Fluoreszenzintensititen mittels folgender
Formel ermittelt, die urspriinglich fiir den Farbstoff Quin2 beschrieben (James-Kracke,
1986; C512-C523) und fiir die Verwendung bei der Dual-Wellenldngen-Excitations-
Fluorometrie angepasst worden war (Grynkiewicz et al., 1985, S.3440-3450; Kao, 1994,
S.155-181):

[Ca® ;=K Q (R = Ryin )/ (Ryax— R)

K, (Dissoziationskonstante fiir Fura-2) = 224
R = ermitteltes Verhiltnis der gemessenen Fluoreszenzintensitidten bei 510 nm (s.o.)

R,.in 1st der Minimalwert der Ratio, wenn alle Farbstoffmolekiihle frei von Calcium
sind. Dieser Wert wird in Anwesenheit des Chelators EGTA (2 mM) bestimmt.

R0 1st der Maximalwert der Ratio, wenn alle Farbstoffmolekiihle mit Calcium besetzt

sind. Dieser Wert wird mittels des Ionophors lonomycin (10 uM) bestimmt.

Q ist das Verhéltnis der Fluorszenzintensititen in Anwesenheit von EGTA (F,;,) und

Ionomycin (Fyuay) bei Ay
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2.5 Proteinisolierung

251 Losungen zur Proteinisolierung

0,15 M Phosphat gepufferte Kochsalzlosung (PBS)

NaCl 80¢g
KCl1 02¢g
Na,HPO4 x 2 H,0O 1,44 g
KH,PO,4 02 ¢
H,O dest. ad 1000 ml
pH 7.4

Lysispuffer
Hepes, pH 7,5 20 mM
NaCl 150 mM
MgCl, I mM
EGTA 1 mM
Triton X-100 (BioRad Laboratories, Miin- { o
chen)
Proteasen-Inhibitor-Cocktail II1

2% (Vol/Vol)

(Calbiochem, La Jolla, CA, USA)

2.5.2 Proteinisolierung aus frisch isolierten Zellen

Isolierte ECL-Zellen wurden nach der Dichtegradient-Zentrifugation in 4° C kaltem
PBS gewaschen, auf 1 ml abgesaugt, resuspendiert, gezihlt und in ein Eppendorfreakti-
onsgefil} auf Eis tiberfiihrt. AnschlieBend wurden die Zellen in der Kiihlzentrifuge (4°
C) 5 Minuten lang bei 1000 RPM abzentrifugiert, der Uberstand entfernt und das ent-
standene Pellet in 40 pl eiskaltem Lysispuffer resuspendiert. Nach einer halben Stunde

Inkubation auf Eis wurden die Zellen noch 3 - 4 UltraschallstoBBen ausgesetzt, 5 Minuten
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bei 15000 RPM abzentrifugiert, der zytosolische Uberstand gewonnen, anschlieBend in

fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -20° C bis zur Verwendung auftbewahrt.

2.5.3 Proteinisolierung aus kultivierten Zellen

Auf 6-Loch-Platten kultivierte ECL-Zellen wurden fiir 5 Minuten mit 0,1 % EDTA auf
einem Schiittler inkubiert und anschlieBend mit einer Pipettenspitze abgekratzt und in
ein Eppendorfreaktionsgefa auf Eis {iberfiihrt. Nach 5 Minuten Zentrifugation in der
Kiihlzentrifuge (4° C) bei 1000 RPM wurde der EDTA-Uberstand entfernt, die Zellen in
4° C kaltem PBS resuspendiert und erneut wie oben abzentrifugiert. Anschliefend wur-

de wie unter 2.5.2 verfahren.

2.5.4 Proteinisolierung aus Geweben

Proteinisolate wurden aus verschiedenen Organen der Ratte gewonnen und dienten als
Positivkontrollen fiir Western Blots. Dazu wurden kleine Gewebstiickchen aus kurz
zuvor getdteten Tieren entnommen und in Eppendorfreaktionsgefilen in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Die gefrorenen Gewebsstiickchen wurden nun mit einem
Kunststoffmorser zerkleinert, wobei der untere Teil des Reaktionsgefélles stets in fliis-
sigem Stickstoff gehalten wurde. Anschliefend wurden die zerkleinerten Gewebe in 150

ul Lysispuffer aufgenommen und es wurde weiter wie unter 2.5.2 verfahren.

2.6 Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentrationen in den Isolaten wurden mit einem kommerziellen Proteinas-
say (BioRad Laboratories) mittels der Methode nach Bradford (Bradford, 1976, S.248-
254) bestimmt. Diese Methode beruht auf einem Shift der Wellenlédnge von 465 nm zu
595 nm, den der Farbstoff Coomassie Brillant Blau nach einer Proteinbindung durch-
macht. Fiir Proteinisolate aus ECL-Zellen wurde der Microassay verwendet Die Durch-
fiihrung erfolgte nach Anleitung mit den mitgelieferten Reagentien. Als Eichkurve dien-
ten verschiedene Konzentrationen eines mitgelieferten Standards, die in 1:100 verdiinn-
tem Lysispuffer hergestellt wurden. Die Proben wurden jeweils 1:100 verdiinnt einge-
setzt. Die Proteinkonzentrationen wurden in einer Microtiterplatte im Microplate Reader

(BioRad Laboratories) bei einer Wellenldnge von 595 nm bestimmt.
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2.7 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

2.71 Prinzip der SDS-PAGE

Die SDS-PAGE dient dazu, geladene Makromolekiile, wie z.B. Proteine, ihrem
Molekulargewicht nach zu trennen. Natriumdodecylsulfat (SDS) lagert sich mit seiner
aliphatischen Kette an hydrophobe Regionen des Proteins an. Kocht man Proteine in
SDS, so werden diese aufgefaltet, denaturiert und dissoziieren in ihre Untereinheiten.
Um eventuell vorhandene Disulfidbriicken reduktiv zu spalten, wird B-Mercaptoethanol
dazugegeben. Die polare Sulfatgruppe macht den SDS-Proteinkomplex wasserldslich
und die stark negative Ladung dieser Gruppe iiberdeckt die am Protein vorhandene
Ladung. Die Zahl der angelagerten SDS-Molekiile ist proportional zum
Molekulargewicht. Folglich besitzen nun alle so behandelten Proteine die gleiche
Ladungsdichte und werden nur ihrer Grof3e nach getrennt. Diese Auftrennung beruht auf
der Reibung der denaturierten Proteine in einer Polyacrylamidgelmatrix (sog.
Molekularsieb-Effekt). Die gewiinschte Porengrofle des Gels wird durch die Wahl eines
geeigneten prozentualen Gesamtanteils von Acrylamid (% T)* sowie den Grad der

Quervernetzung (% C) eingestellt.

2.7.2 Losungen

) ) . 30% T, 2,6% C; als fertig eingewogene Mi-
Acrylamid (BioRad Laboratories)

schung gelost in MilliQ
SDS 10 %ige Losung in H,O dest.
Trenngelpuffer 1,5 M Tris/HCI pH 8,8 in H,O dest.
Sammelgelpuffer 1,0 M Tris/HC1 pH 6,6 in H,O dest.
Ammonium Peroxydisulfat 10 %ige Losung in H,O dest.

TEMED (BioRad Laboratories) | N,N,N’,N’-Tetramehtylenethylendiamin

1,5 M Dithiothreitol, 6 % SDS, 0,1 % Bromphe-

4x Probenauftragspuffer nolblau, 40 % Glycerol, pH Einstellung mit Tris
pH 6,8 10x
Elektrophoresepuffer 0,25 M Tris, 1,0 % SDS, 1,92 M Glycin
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2.7.3 Herstellung der Polyacrylamidgele

Trenngel-Losung (7,5 %)
H,O dest. 4,85 ml
1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5 ml
Acrylamid 2,5ml
SDS 100 pl
Ammonium Peroxydisulfat 50 pl
TEMED S5ul

Sammelgel-Losung (3 %)

H,O dest. 2,8 ml
1,0 M Tris (pH 6,8) 500 pl
Acrylamid 660 pl
SDS 40 pl
Ammonium Peroxydisulfat 40 pl
TEMED 4 ul

Die Herstellung der Polyacrylamidgele fiir die verwendete Mini-Protean II Elektropho-
rese-Einheit (BioRad Laboratories) erfolgte im mitgelieferten Giellstand. Nach vor-
schriftsmédfigem Zusammenbau, wurde der freie Raum zwischen den Glasplatten bis
etwa 2 cm unter den Oberrand mit Trenngel-Losung gefiillt und mit 70 % Ethanol iiber-
schichtet. Nach Auspolymerisierung des Gels wurde der Alkohol vorsichtig abgegossen,
die Sammelgel-Losung eingefiillt und der Kamm fiir die Probentaschen luftblasenfrei
eingesetzt. Nach Auspolymerisierung wurden die Gele bis zur Verwendung gut be-
feuchtet bei 4° C autbewabhrt.

2.7.4 Vorbereitung von Elektrophoresekammer und
Proben sowie Elektrophoreselauf

Das Polyacrylamidgel wurde in die Elektrophoresekammer eingespannt, die Kammer

mit 1x Elektrophoresepuffer gefiillt und der Kamm vorsichtig entfernt. Entstandene
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Luftblasen wurden mit einer Pipette vorsichtig abgesaugt. Die Probenauftragstaschen

wurden kurz mit 1x Elektrophoresepuffer gespiilt, um Acrylamidreste zu entfernen.

Die Proteinproben wurden nun mit Probenauftragspuffer versetzt, kurz abzentrifugiert
und im Heizblock 3 Minuten lang gekocht. AnschlieBend wurden die Proben noch ein-
mal kurz abzentrifugiert und danach zusammen mit einem vorgefiarbten Molekularge-

wichtsstandard warm aufgetragen.

Die Elektrophorese erfolgte bei 150 - 200 V. Die Dauer hing vom Vernetzungsgrad des
Gels ab. Prinzipiell wurde die Elektrophorese beendet, sobald der Lauffrontmarker

Bromphenolblau aus dem Gel herausgelaufen war.

2.7.5 Coomassie-Farbung der SDS-Gele

Coomassie-Firbelosung

Coomassie Brillant Blau 1,5¢
Methanol 455 ml
Eisessig 80 ml
H,O dest. ad 1000 ml
Entfiirbelosung
Methanol 250 ml
Eisessig 350 ml
H,O dest. ad 5000 ml

Um die Auftrennung der Proteine bzw. den erfolgreichen Transfer von Gel auf Memb-
ran (siehe 2.8) zu tiberpriifen, wurde das verwendete Gel nach der Elektrophorese bzw.
nach dem Blot-Vorgang in ein Farbebecken gegeben, mit Farbelosung bedeckt und ca. 1
Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurde die
Férbelosung abgegossen und durch Entférber ersetzt, wobei zur Farbstoffabsorption
Wischtiicher zugegeben wurden. Das Gel wurde dann solange geschiittelt, bis die Prote-

inbanden sichtbar waren bzw. der Hintergrund beinahe vollstindig entfernt war.
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2.8 Western Blot Analyse

2.8.1 Prinzip der Western Blot Analyse

Der Western Blot dient dem spezifischen Nachweis von Proteinen. Bei dieser Methode
werden Proteine, die vorher mittels Gelelektrophorese aufgetrennt wurden, durch elekt-
rische Spannung auf eine Membran aus Nitrozellulose oder Polyvinylidendifluorid
(PVDF) iibertragen Danach wird diese Membran mit einem fiir das gesuchte Protein
spezifischen Antikorper inkubiert. Antikdrper-Bindungen kann man durch anschlieen-
de Zugabe eines radioaktiv markierten oder enzymgekoppelten sekundédren Antikorpers

und anschlieBender Detektion sichtbar machen.

2.8.2 Materialien

Transferpuffer (fiir Proteine mit MW > 80kDa)

Tris 48 mM
Glycin 39 mM
SDS 0,037 %
Methanol 20 %

Tris gepufferte Kochsalzlosung + Tween = (TBST) Puffer

Tris (pH 7,5) 50 mM

NaCl 150 mM

Tween 20 1%
Blockierlosung

TBST + 5 % Magermilch Pulver

- PVDF Immunoblot Membran (BioRad Laboratories)

- Enhanced Chemiluminescence (ECL) Western Blotting Reagent (Amersham

Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg)
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- ECL Hyperfilm (Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH)

- Mini-Trans-Blot-Elektrophorese-Kammer (BioRad Laboratories)

Verwendete Primdrantikorper

Transduction Laboratories, Lexington,KY,

Dynamin-1 monoklonal (1:1000) USA

Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY,

Dynamin-1 monoklonal (1 :1000) USA

Dr. Mark A. McNiven, Mayo Clinic, Ro-

Dynamin-2 polyklonal (1:5000) hester, MN, USA
cnester, ’

Dynamin-3 polyklonal (1:5000) Dr. Mark A. McNiven

Amphiphysin-1 monoklonal (1:5000) Transduction Laboratories

Dr. Peter S. McPherson, McGill Universi-

Amphiphysin-1/2 polyklonal (1:1000
PHIPRY POy ( ) ty, Montreal, Canada

Verwendete Sekunddrantikorper

Sheep-anti-mouse-HRP (1:1000) Amersham Pharmacia Biotech Europe

Donkey-anti-rabbit-HRP (1:1500) Amersham Pharmacia Biotech Europe

2.8.3 Durchfuhrung des Westernblots (Wet blot)

Nach elektrophoretischer Auftrennung (siehe 2.7) wurden die zu untersuchenden Prote-
ingemische auf eine PVDF-Membran transferiert. Dazu wurde die Membran kurz in
Methanol geschwenkt und anschliefend zusammen mit dem Gel sowie den bendtigten
Filterpapieren und Fiberpads 15 Minuten lang in Transferpuffer equilibriert. Anschlie-
Bend wurde eine Gelhalterung folgendermaBlen von der Anodenseite her beladen: Fiber-
pad, Filterpapier, Gel, Membran, Filterpapier, Fiberpad. Luftblasen zwischen Gel und
Membran wurden vorsichtig mit einer Pipette ausgestrichen. Nun wurde die Gelhalte-
rung geschlossen und so in das Elektrodenmodul eingesetzt, dass die Anodenseite der
Gelhalterung zur Anodenseite des Elektrodenmoduls schaute. Das beladene Elektro-
denmodul wurde zusammen mit einer Kiihleinheit in den Elektrophoresetank gestellt,
der noch mit Transferpuffer aufgefiillt wurde. Dauer und Stromstirke des Blots richte-

ten sich nach der GroBe des jeweils gesuchten Proteins. Nach dem Blot-Vorgang wurde
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die Membran 1 Stunde bei Raumtemperatur in TBST + 5 % Magermilchpulver geblockt
und anschlieBend iiber Nacht bei 4 °C mit dem Primédrantikorper (in TBST + 5 % Ma-
germilchpulver) inkubiert. Am nichsten morgen wurde die Membran 4 x 15 Minuten in
TBST gewaschen und anschlieBend 1 Stunde bei Raumtemperatur mit dem sekundiren
Antikorper in (TBST + 5% BSA) inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurde
die Membran mit Hilfe des ECL-Reagenz nach Anleitung des Herstellers entwickelt.
AnschlieBend wurde jeweils ein Film fiir 15 Sekunden, 1, 3 und 5 Minuten aufgelegt

und in der Abteilung fiir Rontgendiagnostik entwickelt.

2.9 Indirekte Immunhistochemie

2.9.1 Prinzip der Immunhistochemie

Die Immunhistochemie dient dazu, Antigene in Gewebeschnitten mit Hilfe von spezifi-
schen Antikdrpern zu erkennen und mit einer Farbreaktion sichtbar zu machen. Wéh-
rend bei der direkten Immunhistochemie der gegen das gesuchte Antigen gerichtete
Antikdrper an einen Farbstoff gebunden ist, verwendet man bei der indirekten Immun-
histochemie zwei Antikdrper: einen priméren, der gegen das Antigen gerichtet ist, und
einen sekundéren, an einen Farbstoff gekoppelten Antikorper, der den priméren erkennt.
Da der primire Antikdrper selbst von vielen Molekiilen des sekundédren Antikdrpers

erkannt werden kann, ist die indirekte Immunhistochemie sehr spezifisch.

2.9.2 Herstellung von Gewebeschnitten

Der Magen einer Ratte wurde wie unter 2.1.2 beschrieben entnommen, am Osophagus
verschlossen und iiber eine Pipette gestiilpt. AnschlieBend wurde der Magen entlang der
kleinen Kurvatur eréffnet und mit Stecknadeln auf einem Styroporblock aufgespannt.
So wurde der Magen tiber Nacht bei 4 °C in 4 % Paraformaldehyd in PBS, pH 7,4 fi-
xiert. Nach der Fixierung wurde der Magen in kleine Streifen geschnitten, jeder Streifen
in eine Einbett-Kassette (Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe) gegeben und 30 Minuten
lang leicht flieBend gewissert. Es folgte ein 10-miniitiger Waschschritt in Aqua bidest.
Anschliefend wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert: 2
Stunden in 50% Ethanol, tiber Nacht in 70 % Ethanol im Kiihlschrank, danach 1 Stunde
in 70% Ethanol bei Raumtemperatur 3 mal 2 Stunden in 96 % Ethanol, 30 Minuten in
absolutem Ethanol, iiber Nacht in absolutem Ethanol im Kiihlschrank und nochmals 1

Stunde in absolutem Ethanol bei Raumtemperatur. Nach 2 mal 1,5 Stunden in Xylol
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wurden die Schnitte 2 mal 2 und anschlieBend noch mal 1 Stunde in vorgewarmtes Pa-
raplast (Sherwood Medical, Athy, Irland) geben, und in sauberen Formen auf einem
Eisblock ausgehirtet. Die fertigen Blocke wurden bis zu ihrer Verwendung in Alufolie
bei 4° C aufbewahrt. Fiir die Immunhistochemie wurden die Paraffinblocke auf einem
Mikrotom geschnitten und auf Super Frost Plus Objekttriger (Carl Roth GmbH & Co.)
aufgebracht.

2.9.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Nach Entparaffinierung in Xylol und Rehydrierung wurden die Gewebeschnitte 10 Mi-
nuten in Himatoxylin geférbt und anschlieend 10 Minuten unter flieBendem Leitungs-
wasser gewdssert. Es folge ein 10-miniitige Farbung mit 0,2% Eosin. Nach Waschen,
Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe und 2 mal 10 Minuten Xylol wurden die
Schnitte in Entellan eingedeckt.

2.9.4 Immunhistochemie mit biotin-markierten
sekundaren Antikorpern

2.9.4.1 Materialien
- Xylol
- Ethanol unterschiedlicher Konzentrationen
- Methanol
- Wasserstoffperoxid
- 0,I5MPBS
- Fetales Kélberserum (Gibco BRL)
- Normal goat serum (DAKO, Hamburg)
- Avidin/Biotin Blocking Kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)
- Vectastain™ Elite ABC Kit Standard (Vector Laboratories)

- DAB Peroxidase Substrate Kit (Vector Laboratories)
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Citratpuffer
0,1 M Citrat 3,6 ml
0,1 M Trinatriumcitratdihydrat 16,4 ml
H,O dest. ad 200 ml
Primdirantikorper
Amphiphysin-1 monoklonal (1:200) Transduction Laboratories
Amphiphysin-2 polyklonal (1:100) Dr. Peter S. McPherson

Histidindecarboxylase polyklonal (1:3000) | Eurodiagnostica, Arnhem, Niederlande

Sekundiirantikorper

Goat anti-rabbit IgG (1:1000) DAKO

Jackson Immunoresearch (West Grove,

Goat anti-mouse IgG (1:800) PA, USA)

2.9.4.2 Durchfuhrung

Schnitte des Rattenmagens wurden 2 x 10 Minuten in Xylol entparaffiniert und an-
schlieBend in einer absteigenden Alkoholreihe bestehend aus absolutem, 96 %, 80 %
und 50 % Ethanol fiir jeweils 2 Minuten rehydriert, 2 Minuten in H,O dest. gegeben und
anschlieBend in PBS gewaschen. Um eine bessere Antigenizitit des Gewebes zu errei-
chen, wurden die Schnitte nun 3 x 5 Minuten bei 400 W in einem Mikrowellenherd in
Citratpuffer gekocht. Dabei wurde der verdunstete Puffer stets zwischen den einzelnen
Schritten nachgefiillt. Nach einer 30 - 45-miniitigen Inkubation in 5 % fetalem Kélber
Serum wurden die Schnitte 3 x 3 Minuten in PBS gewaschen. Um ein unspezifisches
Signal durch endogene Peroxidasen zu vermeiden, folgte ein 10-miniitiger Blockier-
schritt in 10 % Methanol, 0,5 % H,O, in PBS. Nach erneutem Waschen wurden die
Schnitte 5 Minuten in 0,1 % Triton X-100 permeabilisiert und anschliefend 30 Minuten
bei Raumtemperatur mit 10 % Normalserum der Spezies des sekunddren Antikdrpers
blockiert. Diese sowie jede weitere Inkubation erfolgte in einer feuchten Kammer, um
das Austrocknen der Schnitte zu vermeiden. Es folgten zwei weitere 30-miniitige Blo-
ckierschritte in Avidin und Biotin (Avidin Blocking Kit). Nach einem weiteren Wasch-

vorgang wurden die Schnitte in primidrem Antikdrper, verdiinnt in 2 % Normalserum

28




Kapitel 2 e Material und Methoden

der Spezies des sekundiren Antikorpers, liber Nacht bei 4° C inkubiert. Am néchsten
Morgen wurde der Primdrantikorper abgewaschen und die Schnitte bei Raumtemperatur
30 - 45 Minuten in sekundidrem Antikorper, verdiinnt in 2 % Normalserum der Spezies
des sekundiren Antikorpers inkubiert. Zur Verstirkung des Signals wurde nach Abwa-
schen von iiberschiissigem Sekundirantikorper 30 Minuten ABC-Komplex (Vec-
tastain™ Elite Kit) bei Raumtemperatur zugegeben. Nach einem Waschschritt wurde
die Peroxidase entwickelt. Als Substrat diente 3,3-di-amino-benzidine (DAB Peroxidase
Substrate Kit). Die Entwicklung wurde unter dem Mikroskop beobachtet und bei genii-
gender Braunfarbung durch Waschen in PBS gestoppt. Zum Schluss wurden die Schnit-

te noch mit Mayers saurem Hamalaun gegengefarbt und in Kaisers Gelatine eingebettet.

2.10 Indirekte Immunzytochemie

2.10.1 Prinzip der Immunzytochemie

Die Immunzytochemie folgt dem selbem Prinzip wie die Immunhistochemie, allerdings

werden nicht Gewebeschnitte, sondern isolierte Zellen verwendet.

2.10.2 Immunzytochemie mit fluoreszenz-markierten
sekundaren Antikorpern

2.10.2.1 Materialien

Primdirantikorper

Dynamin-1 monoklonal (1:100) Transduction Laboratories
Dynamin-1 monoklonal (1:100) Upstate Biotechnology
Dynamin-2 polyklonal (1:750) Dr. Mark A. McNiven
Dynamin-3 polyklonal (1:750) Dr. Mark A. McNiven
Amphiphysin-1 monoklonal (1:200) Transduction Laboratories
Amphiphysin-1/2 polyklonal (1:100) Dr. Peter S. McPherson
InsP3R3 (1:50) Transduction Laboratories
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Sekunddrantikorper

ALEXA 488 goat anti-rabbit IgG (1:100) | Molecular Probes

ALEXA 488 goat anti-mouse IgG (1:100) | Molecular Probes

2.10.2.2 Durchfiihrung

ECL Zellen wurden wie oben beschrieben isoliert und auf sterilisierten Glasobjekttri-
gern 48 Stunden kultiviert. Anschliefend wurden die Zellen 10 Minuten bei Raumtem-
peratur in 4 % Paraformaldehyd fixiert und anschlieBend 3 mal 3 Minuten in PBS gewa-
schen. Nach einer einstlindigen Blockierung in 10 % Normalserum der Spezies der Se-
kunddrantikdrper wurden die Objekttriger liber Nacht bei 4° C mit Primérantikorper
verdiinnt in 2% Normalserum der Spezies der Sekundérantikdrper inkubiert. Am néchs-
ten morgen wurden die Schnitte 3 mal 3 Minuten in PBS gewaschen und 1 Stunde bei
Raumtemperatur mit Sekundirantikorper verdiinnt in 2% Normalserum beschickt. Es
folgten wiederum drei Waschgénge in PBS und einer in destilliertem Wasser. Anschlie-

Bend wurden die Schnitte in Mounting Medium (Sigma) eingedeckt.

Die Dokumentation der Ergebnisse erfolgte entweder auf FujiChrome 64 T Filmen (Fuji
Photo Film, Diisseldorf) mittels einer Canon D30 digitalen Spiegelreflexkamera (Canon
Deutschland GmbH, Krefeld).

2.11 Elektronenmikroskopie

2.11.1 Prinzip der Elektronenmikroskopie

Im Unterschied zur konventionellen Lichtmikroskopie werden zu untersuchende Objek-
te nicht von einem Licht- sondern von einem Elektronenstrahl durchstahlt. Dieser wird
— dhnlich wie der Lichtstrahl bei der Lichtmikroskopie durch eine Linse — durch elekt-
romagnetische Felder abgelenkt. Die Elektronen werden in einem Vakuum erzeugt und
durch eine Potentialdifferenz zwischen Kathode und Anode beschleunigt. So treffen sie
auf das zu untersuchende Objekt, wo sie mit Gewebekomponenten und Schwermetallen
interagieren. Durch eine Objektlinse entsteht vom durchstrahlten Objekt ein Bild, das
durch Projektionslinsen weiter vergroflert werden kann und schlieBlich auf einen Fluo-

reszenzschirm projiziert wird. Somit entstehen Bilder mit einer sehr hohen Auflosung,
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die ultrastrukturelle Untersuchungen bei einem Vergroferungsgrad von bis zu iiber
100.000fach zulassen.

2.11.2 Materialien

- 2,5 % Glutaraldehyd (Serva)
- OSO4
- Ethanol unterschiedlicher Konzentrationen

- Uranylacetat (Fluka, Neu-Ulm)

- Bleinitrat
Epon
Glycidether 27,575 ml
DDSA 6,l g
MNA 81lg
DMP-30 0,375 ml

2.11.3 Durchfuhrung

Die Elektronenmikroskopie wurde in Zusammenarbeit mit Frau Gabriele Terfloht, Ana-

tomisches Institut, Ludwig-Maximilan-Universitdt, Miinchen, durchgefiihrt.

Isolierte ECL-Zellen wurden wie unter 2.1.3 beschrieben kultiviert. Nach Waschen in
PBS wurden die Zellen iiber Nacht bei 4° C in 2,5 % Glutaraldehyd in Natriumcacody-
lat-Puffer, pH 7,4 fixiert. Nach zweimaligem Waschen in PBS folgte die Postfixierung
in 1 % OsOy fiir 1 Stunde. Nun wurden die Zellen in einer aufsteigenden Ethanolreihe
(geweils 10 Minuten in 50 %, 70 %, 80 %, 96 % und absolutem Ethanol) dehydriert.
AnschlieBend wurden die Zellen mit einem Epon/Ethanol-Gemisch bedeckt, jeweils 20
Minuten in einem 1:1 und einem 2:1 Gemisch, danach zweimal 20 Minuten mit reinem
Epon und schlielich noch einmal iiber Nacht mit reinem Epon. Am néchsten Tag folgte
die Polymerisation bei 60° C iiber 16 - 24 Stunden. Mit einem Diamantmesser wurden
Ultradiinnschnitte mit einer Dicke von etwa 80 nm hergestellt. Die Schnitte wurden auf
Kupfer-Grids mit 2 % Uranylacetat und 2, 66 % Bleinitrat nachkontrastiert. Die E-
lektronenmikrospischen Untersuchungen erfolgten auf einem EM-10 Elektronenmikro-

skop (Zeiss) bei einer konstanten Strahlenspannung von 60 kV.
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2.12 Immunoprazipitation

2.12.1 Prinzip der Immunoprazipitation

Bei der Immunoprézipitation wird mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers ein gesuch-
tes Protein aus einem Proteingemisch extrahiert. Der Antikorper-Protein-Komplex wird
durch Bindung an z.B. Protein-A-Agarose und anschlieBendes Verwerfen des Uber-
stands von den {iibrigen Proteinen getrennt. Durch Kochen in Probenpuffer wird der
Komplex wieder aufgeldst und das prizipitierte Protein kann durch Gelelektrophorese

und Western Blot analysiert werden.

2.12.2 Materialien

- Protein A-Agarose (Roche, Mannheim)
- Lysispuffer
- anti-Amphiphysin-2 Antikorper

2.12.3 Durchfuhrung der Immunoprazipitation

Die bendtigte Menge Protein A-Agarose wurde in einem Eppendorf-Reaktionsgefal3 3
Minuten bei 1000 RPM in einer Mikro 22R Tischzentrifuge (Hettich) bei 4 °C zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde verworfen und die Protein A-Agarose drei mal mit eiskal-
tem Lysispuffer gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde der Uberstand ver-
worfen und die Protein A-Agarose 1:1 mit Lysispuffer verdiinnt (= Protein A-Agarose
Slurry). Proteinextrakte aus ECL-Zellen und Rattenhirn wurden wie unter 2.1.5 be-
schrieben hergestellt. Zu einem Proteinextrakt in einem Eppendorf-Reaktionsgefal3
wurden 30 pl Protein A-Agarose Slurry gegeben und das Gemisch 1 Stunde auf einem
Drehrad bei 4° C inkubiert um unspezifische Bindungen zu eliminieren. Das Gemisch
wurde kurz abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefif3
pipettiert, das 30 ul Protein A-Agarose Slurry und 2 pl anti-Amphiphysin-2 Antikorper
enthielt. Der Reaktionsansatz wurde 3 Stunden bei 4° C auf einem Drehrad inkubiert
und anschlieBend 3 mal 3 Minuten bei 1000 g und 4° C in Lysispuffer gewaschen. Der
Uberstand wurde verworfen und der Agarose-Anikdrpter-Protein-Komplex in 25 ul 3x
Probenpuffer 3 Minuten gekocht. Nach einminiitiger Zentrifugation bei 14000 g wurde
der Uberstand abgenommen, durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-

Membran geblottet. Die Immunodetektion erfolgte analog zum Western Blot.
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2.13 Isolation von Ribonukleinsauren (RNA)

2.13.1 Materialien

peqGOLDTriFast Reagenz (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen)
Chloroform

Isopropanol

70 % Ethanol

H,O dest.

2.13.2 Durchfuhrung der RNA-Isolation

RNA wurde aus verschiedenen Rattengeweben und kultivierten Zellen gewonnen. Klei-
ne Stiickchen frisch isolierten Gewebes wurden in einem 2 ml Eppendorf-
ReaktionsgefdB in fliissigem Stickstoff schockgefroren und mit einem Plastikmorser

zerkleinert. Anschlieend wurde 1 ml peqGOLDTriFast hinzugegeben.

In einer 175 cm” Kulturflasche geziichtete PC12-Zellen wurden mit EDTA abgeldst und
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml peqGOLDTriFast aufgenommen und in ein 2

ml Eppendorf-Reaktionsgefal} iiberfiihrt.

Isolierte ECL-Zellen wurden bei Raumtemperatur in PBS gewaschen und das resultie-
rende Pellet in 1 ml peqGOLDTriFast resuspendiert und ebenfalls in ein 2 ml Eppen-
dorf-Reaktionsgefal iiberfiihrt.

Ab diesem Schritt wurden alle Proben gleich behandelt. Nach Hinzufiigung von 200 pl
eisgekiihltem Chloroform wurden die Reaktionsgefdfle ca. 15 Sekunden mit der Hand
geschiittelt und 15 - 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach der Bildung von zwei Phasen
wurden die Proben 30 Minuten bei 15000 RPM und 4° C abzentrifugiert. Die obere,
wissrige Phase wurde vorsichtig abgenommen, in ein neues Reaktionsgefal3 liberfiihrt,
mit 500 pl Isopropylalkohol versetzt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es
folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (15000 RPM, 4° C, 45 - 60 Minuten). Der U-
berstand wurde verworfen und das Pellet mit je 1 ml 70 % Ethanol gewaschen (15000
RPM, 4° C, 30 Minuten). AnschlieBend wurde das Pellet getrocknet und in 50 pl destil-

liertem Wasser aufgenommen.
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2.13.3 Photometrische Bestimmung der
Nukleinsaurenkonzentration

Mit Hilfe eines Photometers (DU 640 Spectrometer, Beckman Instruments) wurde die
optische Dichte (OD) der gewonnenen RNA bestimmt und daraus mit folgender Formel

die Konzentration errechnet:

ODz69 ym * Verdiinnungsfaktor * 40 = Konzentration (ug/ml)

Fiir die quantitative Bestimmung von RNA muss der Faktor 40 eingesetzt werden, da 1

OD einer Konzentration von 40 pg/ml entspricht.

2.14 Reverse Transkription (RT)

2.14.1 Prinzip der RT

Bei der RT wird mit Hilfe einer reversen Transkriptase RNA in komplementire DNA
(cDNA) umgeschrieben. Dieser resultierende cDNA Strang kann dann in eine Polyme-
rase-Ketten-Reaktion eingesetzt werden, um das Vorhandensein von Genen auf der

RNA-Ebene nachzuweisen.

Die reverse Transkriptase stammt aus Viren, z.B. dem Affen-Myeloblastosis-Virus
(AMV) oder dem Moloney-Maus-Leukdmie-Virus (MMLYV). Sie synthetisiert einen
neuen cDNA Strang, der festgelegt ist durch den benutzten Primer. Verwendet man ein
Gemisch aus kurzen Oliogonucleotiden mit zufélliger Sequenz (= Random Primer),
findet die Transkription an verschiedenen, unspezifischen Stellen der RNA statt. Will
man nur ein bestimmtes Stiick der RNA umschreiben, verwendet man einen genspezifi-

schen Primer.

2.14.2 Reagenzien

Die RT wurde mit den TagMan Reverse Transcription Reagents der Firma Perkin Elmer
durchgefiihrt:

10x TagMan RT Buffer
TRIS 100 mM
KCl 500 mM

pH 8,3
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Reverse Transkriptase

MultiScribe Reverse Transkriptase 100 units/pl MMLV
RNase Inhibitor
RNase Inhibitor 20 mM

Deoxynucleotid triphosphate (ANTP) Mixture

dATP 2,5 mM
dTTP 2,5mM
dCTP 2,5mM
dGTP 2,5 mM

Random Primer

Random Hexamer 50 mM [d(N)s]
MgCl; solution
MgCl, 25mM

2.14.3 Durchfuhrung der reversen Transkription

Folgender Ansatz wurde auf Eis in ein Eppendorf-Reaktionsgefdl3 pipettiert:
Ansatz fiir 50 ul cDNA:

5 ul RNA
15 pl H,O dest.
11 ul MgCl,
10 pul ANTP-Mix
5 pl RT-Pufter
2,5 ul Random Primer
0,5 ul RNAse Inhibitor
1 ul Reverse Transkriptase
Total: 50 ul

Das Reaktionsgemisch wurde vorsichtig vermischt, kurz abzentrifugiert und dann im

Thermocycler folgenden Temperaturen ausgesetzt:
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25° C (10 min)
48° C (30 min)
95° C (5 min)

Bis zur Verwendung wurden die Proben bei -20° C aufbewahrt.

215 Polymerase-Chain-Reaction (PCR)

2.15.1 Prinzip der PCR

Mit Hilfe der PCR lassen sich in vitro gezielt genomische Sequenzen vervielfdltigen.
Hierbei dienen zwei genspezifische einzelstrangige Oligonukleotide (sog. Primer) als
Rahmen fiir eine Polymerase. Die Primer hybridisieren an eine Matrize und somit kann

die Polymerase die Sequenz zwischen diesen Primern vervielféltigen.

Als Matrize kann sowohl DNA als auch RNA verwendet werden. Kommt RNA zum

Einsatz, so muss diese zuerst in cDNA umgeschrieben werden (sieche oben).

Prinzipiell besteht ein Reaktionszyklus in der PCR aus drei Teilen: Zuerst wird die
DNA bei 94° C denaturiert, damit Einzelstringe entstehen. Dies ist notwendig, damit
sich die Primer an die Matrize anlagern kdnnen. Die Anlagerungstemperatur richtet sich
nach GC-Gehalt und Liange der verwendeten Primer. Nach Anlagerung der Primer folgt
die Extension bei 65 - 72° C. Die Dauer richtet sich nach der Lange der zu amplifizie-
renden Sequenz. Etwa 25 - 35 solcher Zyklen werden in einem PCR-Programm
hintereinander geschaltet. Manche Firmen (z.B. Clontech) empfehlen auch Programme,
die nur aus 2 Schritten bestehen. Hierbei werden Anlagerung und Extension in einem

Schritt zusammengefasst.

2.15.2 Primerdesign

Anhand der in Genbank™ publizierten Sequenzen der nachzuweisenden Gene wurde
jeweils ein spezifisches Oligonukleotid-Primerpaar erstellt. Es wurde darauf geachtet,
dass die Primersequenzen zwischen 19 und 24 Basen lang waren, einen GC-Gehalt von
50 - 60 % aufwiesen und in etwa die gleiche Ty, hatten. Die Primer wurden dann bei der
Firma MWG Biotech synthetisiert. Nach Erhalt wurden die lypholisierten Primer in
H,O dest. zu 20 uM aufgelost, aliquotiert und bei -20° C gelagert.
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2.15.3 Sequenzen und Anlagerungstemperaturen der
verwendeten Oligonucleotid-Primer

Gen Sense Primer Antisense Primer Anlage- | Produkt
rungs- lange
temperatur

Amphl |5°-CTG GAG GTG AAG |5’-TCA GTT CCC ACA 58°C 398 bp
AAG GAG G-3’ GTC TCA CC-3’

Amph2 |5-GGA TGG CAG AGA |5-ATG GAA GTTTTC 66° C 0
TGG GGA GCA AGG G- |CTC CAG ACC CGC
3 GAT GC-3°

Amph2 |5-GGA TGG CAG AGA |5-TCA CAC ACC 66° C )i
TGG GGA GCA AGG G- |GGA AGG CTG CAG

(gesamt)
3 AGG C-3°

Dynl1 5’-GAC CAG ATCGAC |5-GCC ACCCCTTTC 55°C 533 bp
ACT TAT GAA-3 GAA TG-3

Dyn2 5’-ATC AAG TCG ACA |5-ACC AGC CCC 60° C 531 bp
CCC TGG AG-3’ TGC GGA TC-3°

Dyn3 5’-CCA CCA CCC AAA |5°-CTG GAT GGA 58°C 190 bp
GAA GGCT-¥ ACC TGT GGA G-3’

InsPsR1 |5°-TGA CAG CAG TGG |5°-GCA GCA GCC 58°C 392 bp
AGC ATC G-3 ATA GGA GTC A-3¢

InsPsR2 | 5°-CAA GTG CCA AGG |5°-TCA GCA CAT 58°C 586 bp
TGC TGA G-3° AGG CAC CAG G-3°

InsPsR3 | 5°-CGC TCC ATC CTG 5¢-TTC CTC AGT CCG 56°C 316 bp

CTA ACT G-3°

TGG TTC A-3¢

9)) Diese Primer produzierten mehrere Banden aufgrund von alternativem Splicing
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2.15.4 Materialien und Durchfiihrung der PCR

2.15.4.1 PCR mit dem Taq PCR Master Mix Kit

Die meisten PCRs wurden mit dem 7ag PCR Master Mix Kit (Qiagen, Hilden) durchge-
fiihrt. Dieser enthélt auler den Primern alle notwendigen Materialien: steriles HyOgest.
und einen Master Mix bestehend aus Reaktionspuffer, Tag Polymerase und dNTPs. Pro
PCR Ansatz wurden folgende Substanzen auf Eis in ein Reaktionsgefa3 (200 ul) pipet-
tiert:

2,5 ul cDNA
12,5 ul Master Mix
0,5 ul Sense Primer
0,5 pul Antisense Primer
_9.0 ul H,O dest.
Total: 25,0 ul

Der Inhalt der Reaktionsgefdfle wurde vorsichtig vermischt, kurz abzentrifugiert und

anschlieend nach folgendem Temperatur-Profil erhitzt:

1 Zyklus Denaturierung: 94° C 5 min
Anlagerung: XeC 1 min
Extension: 72° C 1 min

30 - 35 Zyklen Denaturierung: 94° C 45s

Anlagerung: X°C 55s
Extension: 72° C 1 min
Extension: 72° C 10 min

X° C = Anlagerungstemperatur des jeweiligen Primerpaares.

Die PCR-Reaktionen wurden in einem Primus Thermo-Cycler 9600 (MWG Biotech,
Ebersberg) durchgefiihrt.
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2.15.4.2 PCR mit dem Advantage®-GC cDNA Polymerase Mix

Der Advantage®-GC c¢cDNA Polymerase Mix (Clontech, Heidelberg) besteht aus der

KlenTag-1 Polymerase und einem kleinen Anteil einer Proof-reading Polymerase. Mit

diesem Polymerasegemisch erhédlt man eine sehr hohe Sensitivitit und Spezifitit und
kann sehr schwach exprimierte aber auch sehr groBe Fragmente amplifizieren. Mit Hilfe
des DMSO-haltigen Reaktionspuffers und dem mitgelieferten GC-Melt® Reagenz ist es

moglich, auch Sequenzen mit einem sehr hohen GC-Anteil zu amplifizieren.

In vorliegender Arbeit wurde der Advantage®-GC cDNA Mix fiir die Amplifikation von
Amphiphysin-2 verwendet. Folgender Ansatz wurde jeweils in ein 200 pl Reaktionsge-
faB pipettiert:
5,0 ul cDNA
10,0 pul 5x Reaktionspuffer
1,0 pl 50x ANTP Mix
1,0 pl PolymeraseMix
15,0 ul GC-Melt
1,0 ul Sense Primer
1,0 pul Antisense Primer
_16.0 ul HO dest.
Total: 50,0 nl

Folgendes Temperaturprofil wurde verwendet:

1 Zyklus Denaturierung: 94°C 1 min

35 Zyklen Denaturierung: 94°C 30s

Anlagerung/Extension: 66° C 3 min

Extension: 72°C 10 min
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2.16 Agarose-Gelelektrophorese

2.16.1 Losungen

50x Tris-Acetat-EDTA (TAE) Puffer

Tris (pH 8.5) 2,0M
Eisessig 1,0M
EDTA 0,1M
H,O dest. ad 1000 ml

6x Probenauftragspuffer

Ficoll 400 (Amersham Pharmacia Biotech 259
Europe)

EDTA 50 mM
Bromphenolblau 0,25 %
Xylencyanol 0,25 %

2.16.2 Herstellung von Agarosegelen

Fiir PCR-Produkte > 1000 Basenpaaren (bp) wurden 1 %ige Gele, fiir kleinere 2%ige
Gele verwendet. Pro Gel wurden 1 bzw. 2 g Ultrapure Agarose (Gibco BRL) in 100 ml
1x TAE-Puffer gegeben und durch kurzes aufkochen in einem konventionellen Mikro-
wellenofen gelost. Nach Abkiihlung auf etwa 40° C wurden 5 pl Ethidiumbromid (10
mg/ml, Merck) hinzugefiigt und das Gel in einer Gelwanne im Gelgief3stand gegossen.

Die Probentaschen wurden durch Einsetzen eines Kammes erzeugt.

2.16.3 Probenauftrag und Elektrophoreselauf

Fir die Gelelektrophorese wurde ein horizontales Gelelektrophoresesystem (BioRad
Laboratories) verwendet. Jeweils 15 pl eines PCR-Produkts wurden mit 2,5 ul 6x Pro-

benauftragspuffer in einer Vertiefung einer 96-Lochplatte vermischt. Anschlieend
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wurde die Gelkammer mit dem festen Agarosegel in die Elektrophoresekammer gestellt,
mit 1x TAE-Puffer bedeckt, der Kamm vorsichtig entfernt und die Proben in die vorge-
sehenen Taschen des Gels pipettiert. Eine Tasche pro Gel wurde mit einem Standard
(Bioladder 100, Hybaid-AGS, Heidelberg) gefiillt, um die GroBe des PCR-Produkts
tiberpriifen zu konnen. Die Elektrophorese erfolgte bei ca. 70 V fiir etwa 1 Stunde. Die
Dauer richtete sich nach der Lauffront, die durch die im Auftragspuffer enthaltenen

Farbstoffe sichtbar gemacht wurde.

2.16.4 Dokumentation

Durch Bindung des interkalierenden Farbstoffs Ethidiumbromid an DNA-Molekiile
konnen diese im Agarosegel sichtbar gemacht werden. DNA-Banden im Gel wurden
mit UV-Licht bei A = 354 nm sichtbar gemacht und mit Hilfe eines Video-
Dokumentationssystems (MWG Biotech) ein digitales Abbild erzeugt.

2.16.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus
Agarosegelen

Um ein PCR-Produkt zu sequenzieren, wurde die entsprechende Bande unter UV-Licht
aus dem Gel herausgeschnitten und in ein Eppendorf-Reaktionsgefa3 {iberfiihrt. Dieser
Vorgang erfolgte moglichst schnell, um den schédigenden Einfluss von UV-Licht auf
die DNA weitgehendst zu unterbinden. AnschlieBend wurde das DNA-Fragment mit
Hilfe des Nucleo Spin Kits (Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren) aus der Agarose
extrahiert. Die Durchfiihrung erfolgte nach Anleitung des Herstellers.

2.16.6 Klonierung eines Fragments

2.16.6.1 Materialien

LB Medium

LB Broth (USB, Cleveland, OH, USA) 20g

Aqua dest. ad 1000 ml

Autoklavieren und bei 4° C im Dunkeln lagern
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LB Agar Platten + Ampicillin

LB Agar (USB) 32¢g

Aqua dest. ad 1000 ml

Autoklavieren, bei < 60° C 50 mg/ml Ampicillin dazu, in Petrischalen gielen, bei 4° C

im Dunkeln lagern

TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen, Groningen, Niederlande)

2.16.6.2 Durchfiihrung

Nach der Isolierung aus dem Gel wurden die PCR-Produkte mit Hilfe des TOPO TA
Cloning Kits in den TOPO pCR2.1 Vektor ligiert. AnschlieBend wurden kompetente E.
coli Bakterien durch Hitze/Kélteschock mit dem Vektor transformiert. Der Transforma-
tionsansatz wurde dann auf LB Agar Platten mit Ampicillin ausgestrichen und iiber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Durchfiihrung erfolgte genau nach Anleitung des Her-

stellers.

2.16.7 Isolation von Plasmiden

Einzelne Kolonien wurden gepickt und iiber Nacht in 2 ml LB Medium + 50 pg/ml
Ampicillin in einem Bakterienschiittler bei 37° C hochgezogen. Am nédchsten Morgen
wurden die Bakterien abzentrifugiert und die Plasmide mit Hilfe des Nucleo Spin plus
Kits (Machery Nagel) extrahiert. Die Durchfithrung des Kits erfolgte genau nach dem
Protokoll des Herstellers.

2.16.8 Restriktionsverdau mit EcoRI

Um den Erfolg der Klonierung zu iiberpriifen, wurden die gewonnenen Plasmide mit
dem Restriktionsenzym EcoRI verdaut. Der pCR 2.1-TOPO Vektor enthélt jeweils kurz
vor und nach der Insertionsstelle des klonierten Fragments eine Schnittstelle fiir EcoRI.
Somit kann das klonierte Fragment aus dem Vektor ausgeschnitten und aufgrund seines

Molekulargewichts in einer Agarose-Gelelektrophorese bestimmt werden.

Folgender Ansatz wurde in ein Reaktionsgefa3 pipettiert und 1 Stunde bei 37° C inku-
biert:
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5 ul Plasmid
3 ul HO dest.
1 pl Puffer H
_ 1 ulEcoRI
Total: 10,0 pl

Anschliefend wurde der Reaktionsansatz wie unter 2.16.3 beschrieben in einem 1%igen
Agarosegel aufgetrennt. Hierbei erzeugte der TOPO Vektor eine Bande von 3,9 kbp und
das klonierte Fragment in Hohe des PCR Produkts.
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3 Ergebnisse

3.1 Isolation und Kultivierung von ECL-Zellen
des Rattenmagens

Je Préaparation wurden die Méigen von 5 weiblichen Sprague-Dawley-Ratten verwendet.
Dabei erhielt man zwischen 2 x 10° und 1 x 10° Zellen. Der Reinheitsgrad der ECL-
Zellen lag unmittelbar nach der Préparation bei ca. 80 %. Kontaminierende Zellen wa-
ren hauptsichlich schleimproduzierende Nebenzellen und einige wenige Fibroblasten.
Durch Kurzzeitkultur und den Einsatz von Hydrocortison im Kulturmedium konnte die
Zahl der kontaminierenden Zellen deutlich reduziert werden und der Reinheitsgrad der
ECL-Zellen stieg nach 48 Stunden bis auf tiber 90 % an.

3.2 Die Bedeutung von Calcium fur die
gastrininduzierte Histaminfreisetzung in
isolierten ECL-Zellen

3.2.1 Einfuhrung

Die Erhdhung der intrazelluldren Calcium-Konzentration ([Ca*™ ) spielt eine wichtige
Rolle bei der Regulation vieler zelluldrer Vorgénge. Diese Anhebung kann durch Frei-
setzung von Calcium aus intrazelluldren Speichern, Calciumeinstrom aus dem Extrazel-
luldrraum oder eine Kombination dieser beiden Vorgénge entstehen (Berridge und Irvi-
ne, 1989, S.197-205; Berridge, 1993, S.315-325; Berridge et al., 2000, S.11-21).

In erregbaren Zellen stromt Calcium nach Depolarisation der Plasmamembran {iber
spannungsgesteuerte Calciumkandle in die Zelle ein und fiihrt z.B. zur Freisetzung von
Neurotransmittern (Meir et al., 1999, S.1019-1088). In nicht-erregbaren Zellen hingegen
ist eine Depolarisation nicht notwendig. Hormone aktivieren liber G-Protein gekoppelte
Rezeptoren eine phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C, die Inositol-4,5-
bisphosphat in Inositol-1,4,5-trisphosphat (InsP3;) und Diacylglycerol (DAG) umwan-
delt (Berridge und Irvine, 1989, S.197-205; Meldolesi et al., 1991, S.289-292; Berridge,
1993, S.315-325). Die Bindung von InsP; an den InsPs;-Rezeptor (InsP;R) fiihrt zur
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Freisetzung von Calcium aus internen Speichern, was wiederum einen Calciumeinstrom
iiber die Plasmamembran induziert. Dieser Calcium-Einstrom erfolgt iiber sog. ,,store-
operated Calciumkanile (SOCCs) und wird als kapazitiver Calcium-Einstrom bezeich-
net (Putney Jr., 1986, S.1-12; Parekh und Penner, 1997, S.901-930). DAG aktiviert die
Proteinkinase C (PKC), die verschiedene Transduktionswege reguliert, u.a. Gen-
Transkription, Proliferation und Freisetzung von Hormonen (Berridge und Irvine, 1989,
S.197-205).

In ECL-Zellen fiihrt die Stimulation mit dem antralen Hormon Gastrin zur Freisetzung
von Histamin {iber einen calciumabhingigen Mechanismus (Sachs und Prinz, 1996,
S.57-62). Die Aktivierung des Gastrin-Rezeptors fiihrt zu einem biphasischen Calcium-
Signal, das aus einem anfianglichen Peak und einer nachfolgenden Plateau-Phase be-
steht. Bei Entfernung des Stimulus kehrt die [Ca®']; auf ihren Ausgangswert zuriick
(Prinz et al., 1993, S.449-461; Prinz et al., 1994; G663-G675; Sachs und Prinz, 1996,
S.57-62). Dieses Signal findet sich in vielen Zelltypen und man vermutet, dass der Peak
durch intrazelluldre Freisetzung und das Plateau durch Calcium-Einstrom von auflen
zustande kommt, da bei Vorinkubation mit dem unspezifischen Kanalblocker Lantha-
num das Plateau vollig verschwindet, der Peak jedoch unveridndert bleibt (Prinz et al.,
1997, S.221-229).

Inkubation von permeabilisierten ECL-Zellen mit freiem Calcium fiihrt ebenfalls zur
Freisetzung von Histamin (Hohne-Zell et al., 1997, S.5518-5526). Des weiteren konnte
gezeigt werden, dass Gastrin die Bildung von Inositolphosphaten in ECL-Zellen von
Mastomys natalensis anregt (Kinoshita et al., 1998, S.93-100). Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, dass sowohl Inositolphosphate als auch Calcium-Einstrom von auflen fiir die

Histamin-Freisetzung in ECL-Zellen von grof3er Bedeutung sind.

ECL-Zellen exprimieren spannungsgesteuerte Calciumkandle vom L- und N-Typ
(Bufler et al., 1998; C424-C429; Zeng et al., 1999; G1268-G1280). Diese Kanile konn-
ten den Einstrom von Calcium aus dem Extrazelluldrraum vermitteln. Sie finden sich
auch in chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks (Gandia et al., 1995, S.55-63) so-
wie in enterochromaffinen Zellen des Darms (Racke und Schworer, 1993, S.1-8; Lomax
etal., 1999, S.1363-1369), wo sie fiir die Exozytose essentiell sind.

3.2.2 Bedeutung von InsP; und InsP;-Rezeptoren

Um die Rolle von InsP; und InsP;Rs bei der gastrininduzierten Histamin-Freisetzung zu
bestimmen, wurden isolierte ECL-Zellen 10 Minuten mit dem InsP;R-Antagonisten 2-
Aminoethoxydiphenylborat (2-APB; Tocris, Bristol, UK) inkubiert und anschlieend
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stimuliert. Dieser Inhibitor hat keinen Effekt auf die Produktion von InsP; durch
Phospholipase C und 148t die Funktion von VOCCs und Ryanodin-Rezeptoren unver-
andert (Maruyama et al., 1997, S.498-505).

Wie in Abb. 4A dargestellt, hemmte 2-APB (100 uM) die gastrininduzierte Histamin-
Sekretion vollstindig. Abb. 4B zeigt den Effekt von 2-APB auf [Ca”']i. Gastrin alleine
erzeugte eine typische biphasische Calcium-Antwort, welche nach Zufuhr von 2-APB
nicht mehr ausgeldst werden konnte. 2-APB alleine hatte keinen Effekt auf [Ca®'];.
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Abbildung 4: Bedeutung von InsP; und InsP;Rs. (A) Effekt des InsP;R-Antagonisten 2-APB auf die gastrinindu-
zierte Histaminfreisetzung. 2-APB (100 um) hemmte die gastrininduzierte Histaminsekretion vollstindig (n = 7;
*P < 0,007 vs. Stimulation mit Gastrin). (B) Effekt von 2-APB auf [Ca’"],. Gastrin Iéste ein biphasisches Calci-
um-Signal aus, das durch 2-APB vollstindig unterdriickt wurde. G9, Gastrin (1 nM). (C) Eine RT-PCR mit sub-
typ-spezifischen Primern ergab Banden fiir alle 3 InsP;Rs. Cerebellum und Niere dienten als Positivkontrollen.
MW, Molekulargewichtsstandard. (D) Antikérperfidrbung des InsP3;R3. (E) Negativkontrolle. Balken, 10 um.

Des weiteren wurden die InsP;R Subtypen in ECL-Zellen ermittelt. Eine RT-PCR mit
spezifischen Primern amplifizierte Banden von 392, 586 und 316 bp, welche InsPsR;,
InsP3R; und InsPs;Rj3 reprasentieren (Abb. 4C, Spuren 2 - 4). Als Positiv-Kontrolle dien-
ten cDNAs von Kleinhirn und Niere (Spuren 5 - 7). Die nachfolgende Sequenzierung
ergab, dass die amplifizierten Fragmente identisch mit den Originalsequenzen aus Gen-

Bank™ sind. Negativ-Kontrollen produzierten keine Banden (nicht gezeigt).
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Zusitzlich wurde eine Immunfirbung an isolierten und kultivierten ECL-Zellen durch-
geflihrt. Hierzu wurden ein monoklonaler Antikdrper gegen InsPs;R3 und ein sekundérer
an Alexa Fluor™ 488 gekoppelter Antikorper verwendet. Abb. 4D zeigt das positive
confokale Bild und bestitigt die Ergebnisse der RT-PCR. Die Negativkontrolle ist in
Abb. 4E abgebildet.

3.2.3 Bedeutung der Calciumfreisetzung aus
intrazellularen Speichern

Thapsigargin (Tg) wurde eingesetzt um den Einfluss der Calciumfreisetzung aus intra-
zelluldren Speichern auf die gastrininduzierte Histaminsekretion zu bestimmen. Tg ist
ein hdufig verwendeter Inhibitor der sarco-/endoplasmatischen Reticulum ATPase
(SERCA), der intrazelluldre Speicher passiv entleert (Thastrup et al., 1990, S.2466-
2470).

Eine einstiindige Inkubation von ECL-Zellen mit Tg (10 - 10™° M) in calciumhaltigem
Medium fiihrte zu keiner messbaren Freisetzung von Histamin (Abb. 5A). Um die Wir-
kung von Tg weiter zu charakterisieren, wurde [Ca*']; in Fura-2 beladenen, isolierten
ECL-Zellen bestimmt. Dabei wurden Tg-Konzentrationen von < 0,5 uM verwendet um
unspezifische Effekte auszuschlieBen (Geiszt et al., 1995, S.525-528). In calciumfreiem
Medium fiihrte Tg zu einer voriibergehenden Erhéhung von [Ca®'];. AnschlieBend kehr-
te [Ca>']; wieder auf den Ausgangswert zuriick (Abb. 5B). Zugabe von Gastrin (1 nM)
hatte keinen weiteren Effekt in calciumfreiem Medium. Infusion von Calcium (1 mM)
nach Entleerung der intrazelluldren Calciumspeicher mit Tg resultierte in einem bemer-
kenswerten Anstieg von [Ca®’]; durch kapazitiven Calciumeinstrom iiber SOCCs (Abb.
5C) (Barritt, 1999, S.153-169).

Des weiteren wurde der Effekt von Tg in calciumhaltigem Medium auf [Ca*']; be-
stimmt. Abb. 5D zeigt, da8 Tg unter diesen Bedingungen [Ca”'; stirker und linger er-
hohte als in calciumfreiem Medium. AnschlieBende Zugabe von Gastrin (1 nM) erzeug-
te ein biphasisches Calcium-Signal. Verglichen mit dem reinen Gastrin-Signal war der
initiale Peak vermindert, wahrend die Plateau-Phase auf einer vergleichbaren Stufe
blieb (s. Abb. 4B, 5D und 6B).
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Abbildung 5: Bedeutung der Calciumfreisetzung aus intrazelluldren Speichern. (A) Effekt von Thapsigargin auf
die Histaminfreisetzung in der Gegenwart von Calcium. Nach einstiindiger Inkubation konnte keine Sekretion
nachgewiesen werden. (B) Effekt von Thapsigargin (Tg; 0,5 uM) auf [Ca’']; in der Abwesenheit von Calcium.
Gastrin (1 nM) Iéste kein weiteres Calciumsignal aus. (C) Ca®* add-back Protokoll. Nach Speicherentleerung mit
Thapsigargin (0,5 uM) und nachfolgender Zufuhr von Calcium kam es zu einer Erhéhung von [Ca’"]; durch Cal-
ciumeinfluss iiber SOCCs. (D) Effekt von Thapsigargin auf [Ca®']; in der Gegenwart von Calcium. Die Zufihr

von Gastrin in der Gegenwart von Thapsigargin induzierte einen biphasischen Anstieg der [Ca’'];.

3.24 Bedeutung von Calciumeinstrom aus dem
Extrazellularraum

Um die Bedeutung von Calciumeinstrom aus dem Extrazelluldrraum zu ermitteln, wur-
de die Wirkung von Gastrin auf die Histaminfreisetzung in calciumfreiem Medium un-
tersucht. Wie in Abb. 6A dargestellt, kam es unter diesen Bedingungen zu keiner mess-
baren Histaminsekretion. Auch der Gastrin-Effekt auf [Ca®]; wurde an Fura-2 belade-
nen ECL-Zellen untersucht. In calciumfreiem Medium produzierte Gastrin einen klei-
nen Peak aber keine Plateau-Phase (Abb. 6B), wie auch schon friither berichtet wurde
(Zeng et al., 1996, S.1835-1846). Dieses Ergebnis ist auch mit der Beobachtung verein-
bar, dass der unspezifische Kanalblocker Lanthanum (10 uM) die Plateau-Phase voll-
kommen unterdriickt (Prinz et al., 1997, S.221-229). Nach Entfernung von Gastrin aus
dem Perfusionsmedium und Zufuhr von Calcium kam es zu einer kleinen Zunahme der

basalen [Ca®"];. Eine erneute Stimulation mit Gastrin induzierte ein starkes biphasisches
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Signal (Abb. 6B). Nach Elimination von Gastrin kehrte [Ca®]; auf den Ausgangswert

zurick.
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Abbildung 6: Bedeutung von Calciumeinstrom iiber die Plasmamembran. (A) Gastrininduzierte Histaminfreiset-
zung in calciumfreiem bzw. -haltigem Medium (n = 6; *P > 0,05 vs. basal). Eine Histaminfreisetzung konnte nur
in der Gegenwart von Calcium beobachtet werden. (B) Effekt von Gastrin auf [Ca’]; in calciumfreiem bzw. -

haltigem Medium. Nur in der Gegenwart von Calcium induzierte Gastrin ein biphasisches Calciumsignal

3.2.5 Effekt von Calciumkanal-Inhibitoren

Die Effekte verschiedener Calciumkanal-Blocker wurden untersucht um die Calcium-
kanédle zu identifizieren, die am Calciumeinstrom aus dem Extrazelluldrraum beteiligt
sind. Gastrin stimulierte die Histaminsekretion um das 3 - 5-fache nach einer Inkubati-
onszeit von 60 Minuten. Diese Stimulation wurde nach zwanzigminiitiger Prainkubation
der Zellen mit dem selektiven L-Typ Calciumkanal-Blocker Nimodipin (10° M; RBI,
Natick, MA, USA) um ~70 % gehemmt (Abb. 7A). Der spezifische N-Typ Calciumka-
nal-Blocker o-Conotoxin GVIA (10° M) hatte nach einstiindiger Priinkubation nur
eine minimale inhibitorische Wirkung, die nicht statistisch signifikant war (Abb. 7B).
SKF-96365 (10'5 M; Calbiochem, La Jolla, CA, USA), das sowohl spannungs- als auch
rezeptorgesteuerte Calciumkanéle beeinflusst, blockierte die gastrininduzierte Histamin-
freisetzung nach zwanzigminiitiger Prainkubation fast vollsténdig (Abb. 7C). Der PKC-
Aktivator Phorbol 12-Myristat, 13-Acetat (PMA ; 10°® M; Sigma, Deisenhofen) stimu-
lierte iiber 60 Minuten die Histaminsekretion dhnlich suffizient wie Gastrin. Dieser Ef-
fekt wurde durch Nimodipin (10° M) um ~80 % gehemmt (Abb. 7D).
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Abbildung 7: Effekt von Calciumkanalblockern auf die Histaminfreisetzung. (A) Effekt des L-Typ Calciumkanal-
blockers Nimodipin auf die gastrininduzierte Histaminsekretion (1 lad M; n =28 *P < 0,01 vs. Gastrin Stimulati-
on). (B) Effekt des N-Typ Calciumkanalblockers o-Conotoxin (CTx) GVIA (10° M, n = 6) auf die gastrininduzier-
te Histaminfreisetzung. (C) Effekt von SKF-96365 (107 M, n = 7, *P < 0,0003 vs. Gastrin Stimulation). (D) Effekt
von Nimodipin auf die Phorbol 12-Myristat, 13-Acetat (PMA) induzierte Histaminsekretion. PMA (10° M) stimu-
lierte die Histaminfreisetzung um das 3 - Sfache gegeniiber dem Basalwert und diese Stimulation wurde zu ~ 80 %
durch Nimodipin gehemmt (10° M, n = 5; *P < 0,05 vs. PMA Stimulation).

Abb. 8 zeigt den Einfluss von Nimodipin (10° M; Abb. 8A) und SKF-96465 (10 M;
Abb. 8B) auf [Ca®']; in isolierten ECL-Zellen. Beide Substanzen hemmten die Plateau-

Phase komplett, lieBen den Peak aber unverdndert.
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Abbildung 8: Effekte von Calciumkanalblockern auf das Calciumsignal. (A) Effekt von Nimodipin (10° M) und
(B) SKF-96365 (10°° M) auf das gastrininduzierte Calciumsignal. Beide Calciumkanalblocker unterdriickten die
Plateau-Phase komplett.

3.3 Expression und Interaktion der
Endozytose-Proteine Dynamin und
Amphiphysin in ECL-Zellen

3.3.1 Einfuhrung

Dynamin und Amphiphysin sind multimodulare Proteine, die fiir viele Endozytose-
Vorgidnge von grofer Bedeutung sind (Marsh und McMahon, 1999, S.215-220; Mc-
Pherson, 1999, S.229-238; Slepnev und De Camilli, 2000, S.161-172). Dynamine sind
Guanosintriphosphatasen (GTPasen) mit einem Molekulargewicht von ~100 kDa. Sie
vermitteln die Abschniirung von sich einstiilpenden Membrananteilen und somit die
Bildung von endozytotischen Vesikeln (Schmid et al., 1998, S.504-512; Henley et al.,
1999; S243-S247)(McNiven et al., 2000, S.115-120; Hinshaw, 2000, S.438-519; Sever,
2002; 463). Wie dies genau geschieht, ist noch nicht geklart. Den Ergebnissen bisheri-
ger Studien nach konnte Dynamin als Mechanoenzym funktionieren oder aber - im Sin-
ne einer klassischen GTPase - als Steuerzentrale fiir andere Proteine (Yang und Cerione,
1999; R511-R514; van der Bliek, 1999, S.253-254; Sever et al., 2000, S.385-392;
Thompson und McNiven, 2001; R850; Eccleston et al., 2002, S.275-282). Bei Saugetie-
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ren wurden bisher drei Dynamin-Isoformen entdeckt. Diese haben viele Splice-
Varianten und werden gewebespezifisch exprimiert. Dynamin-1 findet sich in Zellen
neuronalen Ursprungs (Obar et al., 1990, S.256-261), Dynamin-2 kommt ubiquitdr vor
(Sontag et al., 1994, S.4547-4554; Cook et al., 1994, S.644-648) und die Expression
von Dynamin-3 ist auf Testes, Gehirn, Lunge und Herz beschriankt (Nakata et al., 1993,
S.1-5; Cook et al., 1996, S.927-931; Cao et al., 1998, S.2595-2609).

Amphiphysin dient als Transporter fiir Dynamin. Es interagiert sowohl mit Dynamin als
auch mit Clathrin und Clathrin-Adapter Proteinen und bringt Dynamin somit an Stellen,
an denen Endozytose ablauft (Wigge und McMahon, 1998, S.339-344). Des weiteren
unterstiitzt Amphiphysin Dynamin bei der Abschniirung endozytotischer Vesikel (Takei
et al.,, 1999, S.33-39). Bei Sdugern sind zwei Amphiphysin-Isoformen bekannt.
Amphiphysin-1 findet sich in Gehirn und chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks
(Lichte et al., 1992, S.2521-2530), sowie in geringerer Menge in Sertoli-Zellen des Ho-
dens (Ramjaun et al., 1997, S.16700-16706; Watanabe et al., 2001, S.739-745) und in
der Retina (Terada et al., 2002, S.185-190). Amphiphysin-2, von dem eine Vielzahl von
Splice-Varianten bekannt sind, findet sich ubiquitidr. Manche Splice-Varianten werden
gewebespezifisch exprimiert (Sparks et al., 1996, S.741-744; Sakamuro et al., 1996,
S.69-77; Ramjaun et al., 1997, S.16700-16706; Leprince et al., 1997, S.15101-15105;
Wigge et al., 1997, S.2003-2015; Tsutsui et al., 1997, S.178-183; Butler et al., 1997,
S.1355-1367; Gold et al., 2000, S.285-292).

Die meisten Erkenntnisse iiber die Funktion von Dynamin und Amphiphysin stammen
aus Experimenten mit neuronalen Zell-Modellen. Uber die Expression dieser Proteine
im Magen ist jedoch kaum etwas bekannt. Lediglich iiber die Expression von Dynamin
an der apikalen Zellmembran von Parietalzellen ist bisher berichtet worden (Calhoun et
al., 1998; C163-C170; Okamoto et al., 2000; C833-C851).

3.3.2 Expression von Dynamin auf RNA-Ebene in
isolierten ECL-Zellen

Mit Hilfe der RT-PCR wurden mRNAs der drei bekannten Dynamin-Isoformen aus
hochangereicherten isolierten ECL-Zellen amplifiziert. Hierzu wurden isoform-
spezifische Oligonukleotidprimer verwendet. Wie Abb. 9 zeigt, konnten RNAs fiir Dy-
namin-1, -2 und -3 gefunden werden. Bei Verwendung gleicher Mengen an cDNA war
die Bande fiir Dynamin-3 am schwiéchsten, was auf eine geringere Expression im Ver-
gleich zu Dynamin-1 und -2 hindeutet. Hirn und PC-12 Zellen dienten als Positivkon-

trollen.
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Abbildung 9: RT-PCR fiir Dynamin-Isoformen. Alle drei bekannten Isoformen konnten auf RNA-Ebene nachge-

wiesen werden. Positiv- (Hirn, PC-12 Zellen) und Negativkontrollen sind ebenso gezeigt. MW, Molekularge-
wichtsstandard.

3.3.3 Expression von Dynamin auf Protein-Ebene in
isolierten ECL-Zellen

Die Expression von Dynamin-Isoformen in ECL-Zellen auf Protein-Ebene wurde mit-
tels Western Blot Analyse untersucht (Abb. 10). Wiederum konnten alle drei Dynamin-
Isoformen nachgewiesen werden. Wiahrend Dynamin-1 und -2 schon nach kurzer Expo-
sitionszeit ein starkes Signal erzeugten, war Dynamin-3 nur durch Immunoprézipitation

aus einer grofleren Menge ECL-Zell-Proteingemisch nachweisbar.

Dynamin-1 Dynamin-2 Dynamin-3
074 ko— e s b“ 97,4 kb— ~
68 kb—
68 kb—
46 kb—
46 kp— - .
N (O N N ¥ & O
L < \2@‘—* L A2 > <

Abbildung 10: Western Blot Analyse der Dynamin-Proteinexpression in ECL-Zellen. Dynamin-1 und -2 erzeugten
deutliche Banden nach kurzer Exposition, wihrend Dynamin-3 kaum nachweisbar war. Exokrine Hauptzellen
dienten als Negativkontrolle fiir den Dynamin-1 Antikérper. Ig, Immunoglobuline.
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3.3.4 Immunolokalisation von Dynamin in isolierten
ECL-Zellen

Um die intrazelluldre Verteilung der Dynamin-Isoformen zu bestimmen, wurden im-
munzytochemische Versuche mit isoform-spezifischen Antikérpern an isolierten und
kultivierten ECL-Zellen durchgefiihrt. Hierbei zeigte Dynamin-1 ein zytoplasmatisches
Fluoreszenzmuster mit hellen Punkten an der Plasmamembran (Abb. 11A). Dynamin-2

fand sich ebenfalls im Zytoplasma mit Betonung der perinucledren Region und der

Plasmamembran (Abb. 11B). Dynamin-3 war hauptsédchlich um den Zellkern lokalisiert
(Abb. 11C).
Dynamin-1 Dynamin-2 Dynamin-3

Abbildung 11: Immunolokalisation der Dynamin-Isoformen in isolierten ECL-Zellen mit spezifischen Antikorpern.
Dynamin-1 stellte sich im Zytoplasma und an der Plasmamembran dar. Dynamin-2 fand sich an der Plasma-

membran, im Zytoplasma und perinucledr. Dynamin-3 war um den Zellkern lokalisiert. Balken = 2 pm.

3.3.5 Immunolokalisation von Amphiphysin in ECL-
Zellen des Magens

Mit Hilfe der Immunhistochemie an in Paraffin eingebetteten Schnitten der sdurepro-
duzierenden Magenschleimhaut wurden amphiphysinexprimierende Zellen identifiziert.
Abb. 12 zeigt Schnitte, die mit einem monoklonalen Antikoérper gegen Amphiphysin-1
(Abb. 12A), einem polyklonalen Antikdrper gegen Amphiphysin-2 (Abb. 12B) und ei-
nem polyklonalen Antikorper gegen HDC, dem Markerenzym fiir ECL-Zellen (Abb.
12C), gefarbt wurden. Der Antikdrper gegen Amphiphysin-1 erzeugte eine schwache
Féarbung einiger weniger Schleimhautzellen im basalen Anteil der Magendriisen sowie
eine stirkere Farbung von Zellen innerhalb der Lamina muscularis und Zellen zwischen
Lamina muscularis und Serosa. Abb. 12A’ zeigt eine stirkere VergroBerung des Uber-
gangs zwischen Lamina muscularis und Serosa. Die positiv gefarbten Zellen konnten
auch mit Antikérpern gegen die neuronalen Marker AP180 und Syntaxin angeférbt
werden (nicht gezeigt) und stellen somit Neurone, die die Muskelschicht innervieren,

sowie Zellen des Plexus myentericus dar. In Abb. 12A”’ ist ein Schnitt durch den N.
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vagus dargestellt. Abb. 12A’’” zeigt einen Schnitt durch Muskelzellen des Magens, wie
man an der Querstreifung erkennen kann. Wie erwartet, wurden diese Zellen nicht mit
dem Amphiphysin-1 Antikdrper angefarbt.

W

Amph1 Amph2

Abbildung 12: Immunhistochemischer Nachweis von Ampihpysin-1 und -2 sowie Histidindecarboxylase (HDC),
dem Marker-Enzym fiir ECL-Zellen, an Schnitten des Rattenmagens. Alle drei Antigene wurden in basalen Zellen

der Mucosa gefunden (A-C). Ampihpysin-1 und -2 fanden sich auch in Nervenzellen (A°-C”’). Nur Amphiphysin-2
wurde in Muskelzellen entdeckt (A”’ - C””’).
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Mit dem Antikorper gegen Amphiphysin-2 wurde ein dhnliches Farbungsmuster erzielt
wir mit dem Amphiphysin-1 Antikorper. Allerdings waren die positiven Zellen der Mu-
cosa stiarker gefarbt (Abb. 12B - B’’) und auch die Muskelzellen zeigten ein positives
Signal (Abb. 12B’”").

Mit dem Antikorper gegen die HDC konnten ECL-Zellen im basalen Anteil der Magen-
driisen deutlich und spezifisch identifiziert werden (Abb. 12C). Es konnten mit diesem
Antikorper keine weiteren immunreaktiven Zellen identifiziert werden (Abb. 12C’-
C 29 ,).

Um die amphiphysin-1- und -2-positiven Zellen der Magenmucosa genauer zu charakte-
risieren wurde an Serienschnitten eine Doppelfarbung mit diesen Antikdrpern und dem
Antikorper gegen HDC durchgefiihrt. Wie Abb. 13A - A’ bzw. 12B - B’ zeigen, konn-
ten Zellen, die positiv fiir Amphiphysin waren, auch mit dem HDC-Antikorper ange-
farbt werden. Somit konnten die ECL-Zellen des Rattenmagens als ein neuer Expressi-
onsort fiir Amphiphysin-1 und -2 identifiziert werden. Abb. 14 stellt die intrazellulédre
Lokalisation der Amphiphysin-Isoformen in isolierten ECL-Zellen dar, ermittelt mittels
Immuncytochemie. Beide Isoformen zeigen ein zytoplasmatisches Fluoreszenzmuster
mit Betonung der Plasmamembran.

Abbildung 13: Identifizierung der amphiphysin-1 (A, A’) und -2-positiven (B, B’) Zellen als ECL-Zellen anhand
von Antikérperfdarbungen an Folgeschnitten.
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Amphiphysin-1 Amphiphysin-2

Abbildung 14: Immunolokalisation von Amphiphysin-Isoformen in isolierten ECL-Zellen. Beide Isoformen zeigen
ein zytoplasmatisches Fluoreszenzmuster mit Betonung der Plasmamembran. Balken = 2 pm.

3.3.6 Expression von Amphiphysin auf RNA-Ebene in
isolierten ECL-Zellen

Mittels RT-PCR und isoform-spezifischer Primer wurden vorhandene Amphiphysin-
mRNAs in ECL-Zellen bestimmt. Wie in Abb. 15A dargestellt, konnte mit spezifischen
Primern fiir Amphiphysin-1 eine 398 bp gro3e Bande aus ECL cDNA amplifiziert wer-
den (Spur 2). Im Vergleich zur Positivkontrolle (Rattenhirn cDNA, Spur 3) war das
Signal deutlich schwécher, bei Verwendung gleicher Mengen an cDNA. In der Nega-
tivkontrolle konnte keine Bande entdeckt werden (Spur 4). Abb. 15B zeigt das Ergebnis
mit spezifischen Primern fiir Amphiphysin-2. Dieser Primer beinhalten die Region, die
fiir die Aminosduren 174 - 204 kodieren und einem alternativen Splicing unterliegt. Mit
diesen Primern wurden aus ECL cDNA zwei Banden amplifiziert: eine schwichere
Bande von 761 bp und eine stirkere Band von 668 bp (Spur 2). In der Positivkontrolle
(Rattenhirn ¢cDNA, Spur 3) waren dieselben Banden vorhanden, allerdings mit ver-
tauschten Intensitdten. Folglich werden in ECL-Zellen die Splice-Varianten, denen die
Aminosduren 174 - 204 fehlen stirker exprimiert als diejenigen, die diesen Abschnitt

enthalten.
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Abbildung 15: RNA-Nachweis von (A) Amphiphysin-1 und (B) -2 mittels RT-PCR. Positiv- (Hirn) und Negativ-
kontrollen sind ebenfalls dargestellt. Aufgrund von alternativem Splicing wurden fiir Amphiphysin-2 zwei Banden
detektiert. (C) Ubersicht iiber die bekannten Amphiphysin-2 Splice-Varianten. NLS, Nuclear location sequence.
(D) Amplifikation der gesamten Linge von Amphiphysin-2 aus ECL ¢cDNA. Aufgrund von alternativem Splicing
wurden mehrere Banden detektiert.

Da eine Reihe von Amphiphysin-2 Splice-Varianten in verschiedenen Geweben be-
schrieben worden sind (Wigge et al., 1997, S.2003-2015) (Abb. 15C), wurde die kom-
plette Amphiphysin-2-Sequenz aus ECL cDNA amplifiziert um alle Amphiphysin-2
Splice-Varianten, die in ECL-Zellen vorkommen, zu ermitteln. Wie Abb. 15D zeigt
wurden mehrere Banden amplifiziert (Spur 2). Durch nachfolgende Klonierung und
Sequenzierung konnten die bereits bekannten mRNAs fliir Amphiphysin 2-1,
Amphiphysin 2-5, Amphiphysin 2-6 und Amphiphysin 2-7/BIN1 sowie eine bisher un-
bekannte Splice-Variante identifiziert werden. Diese neue Splice-Variante unterscheidet

sich von Amphiphysin 2-1 nur darin, dass die Region, die fiir die Aminosduren 174 -
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204 kodiert, fehlt. Zur Ubereinstimmung mit der Nomenklatur von Wigge et al. soll
diese Splice-Variante Amphiphysin 2-1b genannt werden.

3.3.7 Interaktion von Dynamin und Amphiphysin

Um die Interaktionen zwischen Dynamin und Amphiphysin in vitro zu untersuchen,
wurde ein Co-Immunoprézipitation mit dem polyklonalen anti-Amphiphysin-2 Antikor-
per 1874 (Ramjaun et al., 1997, S.16700-16706) an Proteinextrakten von isolierten,
hochangereicherten ECL-Zellen durchgefiihrt. Proteinextrakte aus dem Rattenhirn dien-
ten als Positivkontrolle. Die Immunoprézipitate wurden iiber SDS-PAGE aufgetrennt,
PVDF-Membranen iibertragen und mit Antikdrpern gegen Dynamin-1, Amphiphysin-1
und Amphiphysin-2 inkubiert. Wie Abb. 16 zeigt, konnten alle drei Antigene im Immu-
noblot nachgewiesen werden, was die Interaktion zwischen Dynamin und Amphiphysin
bestdtigte. Im Vergleich zum Hirn erkannte der Amphiphysin-2 Antikérper mehrere
kleinere Banden in ECL-Zellen, was fiir das Vorhandensein mehrere Splice-Varianten
spricht und die Ergebnisse der RT-PCR bestitigt.

IP: Amph2 Blot:

S IR Aron
L

— - Amph2

Hirn ECL

Abbildung 16: Co-Immunoprdzipitation von Amphiphysin und Dynamin aus Proteinextrakten von isolierten,
hochangereicherten ECL-Zellen. Die Immunoprdzipitation wurde mit dem Amphiphysin-2 Antikérper durchge-
fihrt.
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4 Diskussion

Die Enterochromaffin-like Zellen des Magens sind von herausragender Bedeutung fiir
die periphere Regulation der Magensédureproduktion. Sie produzieren und sezernieren
Histamin, das Parietalzellen zur Produktion und Freisetzung von Magensdure anregt
(Hakanson et al., 1994, S.1171-1184; Modlin und Tang, 1996, S.783-810; Sachs und
Prinz, 1996, S.57-62). Gastrin ist fiir die Histaminsekretion der wichtigste physiologi-
sche Stimulus. Nach der Bindung an seinen Rezeptor 16st es ein biphasisches Calcium-
Signal aus und fiihrt schlieBlich zur Ausschiittung von Histamin (Prinz et al., 1993,
S.449-461; Prinz et al., 1994; G663-G675; Chen et al., 1994, S.18-27). Calcium scheint
fiir die Exozytose der histaminspeichernden Vesikel, die iiber die SNARE-Proteine Sy-
naptobrevin und SNAP-25 vermittelt wird (Hohne-Zell et al., 1997, S.5518-5526), von
entscheidender Bedeutung zu sein. Zum einen kann freies Calcium die Sekretion von
Histamin in permeabilisierten ECL-Zellen stimulieren (Hohne-Zell et al., 1997, S.5518-
5526). Zum anderen inhibiert die Blockierung von Ionenkandlen der Plasmamembran
mit dem unspezifischen Kanalblocker Lanthanum auch die Histaminfreisetzung (Prinz
et al., 1997, S.221-229). Uber das Zustandekommen des Calciumsignals in ECL-Zellen
ist bisher nichts genaues bekannt. Deshalb wurden im ersten Teil dieser Arbeit mogliche

Mechanismen hierfiir untersucht.

4.1 Bedeutung von Calcium fur die
gastrininduzierte Histaminfreisetzung

Gastrin bindet an Gg-gekoppelte Gastrin/CCK-B-Rezeptoren (Kopin et al., 1992,
S.3605-3609; Nakata et al., 1992, S.1151-1157; Pisegna et al., 1992, S.296-303; Kopin
et al., 1994, S.67-78; Wank, 1998; G607-G613), was zu einer Erhohung der [Ca2+]i und
zu Exozytose fiihrt (Ito et al., 1993, S.18300-18305; Prinz et al., 1994; G663-G675;
Wank, 1995; G628-G646; Nagata et al., 1996, S.11825-11830; Todisco et al., 1997;
G891-G898; Kinoshita et al., 1998, S.93-100). G, induziert die Spaltung von Inositol-
4,5-bisphophat zu InsP; und DAG durch die phosphatidylinositol-spezifische Phospho-
lipase C. Dieser Vorgang kann nicht durch Pertussis-Toxin gehemmt werden (Morris
und Malbon, 1999, S.1373-1430). Wihrend InsP; zur Freisetzung von Calcium aus in-
trazelluldren Speichern fiihrt, aktiviert DAG die Proteinkinase C.
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Studien an isolierten ECL-Zellen von Mastomys natalensis (Kinoshita et al., 1998, S.93-
100) und isolierten Hauptzellen aus dem Meerschweinchen (Qian et al., 1993; G718-
G727) ergaben, dass die Bindung von Gastrin an den Gastrin/CCK-B-Rezeptor in die-
sen Zellen die Produktion von Inositolphosphaten ausldst. In vorliegender Arbeit konnte
gezeigt werden, dass die gastrininduzierte Histaminfreisetzung vollstindig durch den
InsP;R-Antagonisten 2-APB gehemmt wird, was gut mit den Ergebnissen dieser friihe-
ren Studien vereinbar ist. Des weiteren wurde die Gegenwart von InsPs;Rs in isolierten
ECL-Zellen des Rattenmagens mittels RT-PCR und Immuncytochemie bestétigt. Drei
verschiedene InsP;R-Subtypen sind bisher in der Ratte beschrieben worden. InsP;R1
wurde urspriinglich aus dem Cerebellum (Mignery et al.,, 1990, S.12679-12685),
InsPs;R2 aus dem GroBhirn (Siidhof et al., 1991, S.3199-3206) und InsP;R3 aus Pankre-
asinseln kloniert (Blondel et al., 1993, S.11356-11363). InsP;Rs zeigen ein weite
Verbreitung. Mindestens zwei Rezeptorsubtypen konnen in unterschiedlichen Geweben
co-exprimiert werden (Newton et al., 1994, S.28613-28619). Im Verdauungstrakt
scheint InsP;R3 der pridominante Subtyp zu sein (Newton et al., 1994, S.28613-
28619). In ECL-Zellen wurden in vorliegender Arbeit mittels RT-PCR alle drei Subty-
pen nachgewiesen. Neben der Freisetzung von Histamin konnte durch die Blockierung
der InsP;Rs mittels 2-APB auch das biphasische Calciumsignal komplett unterdriickt
werden, was die Bedeutung von InsP; und InsP;R fiir die Signaltransduktion, die durch

die Aktivierung des Gastrin-Rezeptors getriggert wird, hervorhebt.

InsP; bindet normalerweise an InsP;Rs auf dem endoplasmatischen Retikulum (ER)
und setzt Calcium aus diesem intrazelluldren Speicher frei. Dies hat in elektrisch nicht
erregbaren Zellen wiederum einen kapazitiven Calciumeinstrom iiber die Plasma-
membran zur Folge (Putney Jr., 1986, S.1-12). Um die Beteiligung des endoplasmati-
schen Calcium-Pools am gastrininduzierten Calciumeinstrom und der gastrininduzierten
Histaminfreisetzung zu bestimmen, wurden die Calciumspeicher des ER mit dem
SERCA-Inhibitor Thapsigargin entleert. Die Inkubation von isolierten ECL-Zellen mit
Thapsigargin fithrte zu einer Erhéhung der [Ca*'];, was die Mobilisierung von Calcium
aus dem ER widerspiegelt. Diese Erhohung induzierte jedoch keine Freisetzung von
Histamin. Folglich ist die Freisetzung von Calcium aus dem ER alleine fiir die Exozyto-
se nicht ausreichend. Des weiteren induzierte Gastrin auch nach der Entleerung intrazel-
luldrer Speicher mit Thapsigargin eine Erhohung von [Ca®]; durch Einstrom aus dem
Extrazellulirraum. Demzufolge erscheint ein anderer Signaltransduktionsweg notwen-

dig, um den Einstrom von Calcium {iber die Plasmamembran auszuldsen.

Es muss erwdhnt werden, dass intrazelluldre Calcium-Speicher durch die Verwendung
des Chelators EGTA langsam entleert werden kénnten. Somit kénnte [Ca®']; vermindert
werden, was sich negativ auf einen moglichen Effekt von Thapsigargin in calciumfrei-

em Medium auswirken konnte. Allerdings induzierte Thapsigargin in calciumhaltigem

61



Kapitel 4 e Diskussion

Medium eine Erhohung von [Ca®']; ohne dabei eine Histaminsekretion zu bewirken,
was zeigt, dass die gastrininduzierte Histaminfreisetzung unabhéngig von kapazitivem

Calciumeinstrom ist und somit andere Calciumkanile involviert sind.

Wenn in ECL-Zellen die Bindung von InsP; an InsP;Rs, nicht aber ein kapazitiver Cal-
ciumeinstrom {iber die Plasmamembran fiir die Sekretion von Histamin notwendig ist,
wire es moglich, dass verschiedene Calcium-Signalwege durch verschiedene InsP;R-
Subtypen bzw. unterschiedliche Lokalisation dieser Rezeptoren aktiviert werden. Somit
konnte InsP; in ECL-Zellen seinen Effekt nicht nur am ER ausiiben sondern auch z.B.
an der Plasmamembran und eine InsPs;-InsP;R-Interaktion konnte dort einen Einstrom
von extrazellulirem Calcium ausldsen. Eine Expression von InsP;Rs an der Plasma-
membran wurde schon in Lymphozyten (Kuno und Gardner, 1987, S.301-304; Berridge,
1993, S.315-325), Endothelzellen (Vaca und Kunze, 1995; C733-C738) und einigen
anderen Zelltypen (Fujimoto et al., 1992, S.1507-1513; Khan et al., 1992, S.815-818;
Mayrleitner et al., 1995, S.141-153) beobachtet. Es wurde auch schon angenommen,
dass eine direkte Interaktion von intrazelluldren InsPs;Rs mit Calciumkanilen in der
Plasmamembran zu einem Einstrom von Calcium aus dem Extrazelluldrraum fiihrt (eine
Ubersicht gibt (Putney Jr., 1999, S.5-8)).

Die Ergebnisse vorliegender Arbeit stiitzen auch die Hypothese, dass neben der Aktivie-
rung von InsP;Rs und nachfolgender Freisetzung von Calcium aus intrazelluldren Spei-
chern eine gleichzeitige Aktivierung der Proteinkinase C iiber DAG notwendig ist, um
einen Calciumeinstrom tiber die Plasmamembran auszulésen. PMA, ein direkter Aktiva-
tor der PKC induzierte eine Sekretion von Histamin und dieser Effekt konnte mit Ni-
modipin gehemmt werden. Dies zeigt, dass PKC in der Histaminfreisetzung iiber eine

Aktivierung von L-Typ Calciumkanélen involviert ist.

,Long lasting” L-Typ Calciumkanile gehoren zur Gruppe der spannungsgesteuerten
Calciumkanile und lassen sich durch Dihydropyridine hemmen. Da ihre Aktivierungs-
schwelle deutlich iiber dem Ruhemembranpotential liegt, gehdren sie der Untergruppe
der hochspannungsgesteuerten Calciumkanéle an, zusammen mit den ,,neuronalen N-
Typ Calciumkanédlen, deren spezifischer Inhibitor das Schneckengift w-Conotoxin
GVIA ist, den ,,Purkinje-Zell“ P-Typ und den Q-Typ Calciumkanilen. Bei den nieder-
spannungsgesteuerten Calciumkanéle liegt die Aktivierungsschwelle nur unwesentlich
tiber dem Ruhemembranpotential. Thnen werden die ,,transienten T-Typ Calciumkanéle
zugerechnet. Hemmt man alle zuvor genannten Calciumkanédle in Neuronen, so kann
man noch einen kleinen ,residualen” Calciumstrom messen. Dieser wird iiber R-Typ
Calciumkanile vermittelt, deren Aktivierungsschwelle zwischen der von hoch- und nie-
derspannungsgesteuerten Calciumkanélen liegt (Meir et al., 1999, S.1019-1088).
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Passend zu der Beobachtung, dass die PMA-induzierte Gastrinfreisetzung durch Nimo-
dipn gehemmt werden kann, wurden in Lymphozyten (Savignac et al., 2001, S.1577-
1579) und in Zellen des Glomus caroticus, die als Sauerstoffsensoren fungieren
(Summers et al., 2000, S.1636-1644), dihydropyridinsensitive Calciumstrome gemes-
sen. In Synaptosomen aus dem Hippocampus konnte PMA Calciumstrome durch span-
nungsgesteuerte Calciumkanile induzieren, welche mit Inhibitoren der PKC wie
Calphostin C oder Dihydrosphingosin gehemmt werden konnten (Bartschat und Rho-
des, 1995, S.2064-2072). Im Gegensatz dazu fiihrte eine Inkubation von chromaffinen
Zellen mit PMA zu einer Hemmung von Calciumstromen durch L-Typ Calciumkanile
(Sena et al., 1999, S.281-292). Eine unterschiedliche Expression von spannungsgesteu-
erten Calciumkandlen in dem jeweiligen Zelltyp konnte auch die Aktivierung dieser
Kanile durch PKC regulieren. Dennoch ist PKC in ECL-Zellen offensichtlich entschei-
dend fiir die Aktivierung von L-Typ Calciumkanélen, was zu einer Erhdhung des intra-
zelluldren Calciumspiegels fiihrt. Die Erzeugung von DAG erscheint notwendig fiir die
Aktivierung der PKC in ECL-Zellen zu sein.

Gastrin induzierte keine Histaminfreisetzung in calciumfreiem Medium, was zeigt, dass
der Calciumeinstrom aus dem Extrazellulirraum wihrend der Plateau-Phase des Calci-
umsignals unabdingbar fiir die Exozytose ist. Da ECL-Zellen spannungsgesteuerte Cal-
ciumkanédle vom L- und N-Typ exprimieren, welche fiir die Sekretion in neuronalen
(Artalejo et al., 1994, S.72-76) und chromaffinen Zellen (Gandia et al., 1995, S.55-63;
Lomax et al., 1999, S.1363-1369) sowie in B-Zellen der Pankreasinseln (Ligon et al.,
1998, S.13905-13911) bedeutsam sind, wurde der Effekt von selektiven Calciumkanal-
Inhibitoren auf diese Kanile untersucht. Nimodipin verminderte die gastrininduzierte
Histaminfreisetzung um etwa 70%. Dies steht im Widerspruch zu einer fritheren Arbeit
die zeigte, dass Nifedipin diese nur ein wenig minderte (Zeng et al., 1999; G1268-
G1280). Der Grund hierfiir bleibt unklar, da in unseren Versuchen sowohl Nimodipin
als auch Nifedipin die gastrininduzierte Histaminfreisetzung gleichermaflen beeinfluss-
ten (A. Pohlinger, unveroffentlichte Ergebnisse). L-Typ-Calciumkanal-Antagonisten
vom Dihydropyridin-Typ, wie Nimodipin und Nifedipin, sind spezifische Inhibitoren,
die an das transmembranére Segment 6 von Motif III und VI der o, Untereinheit bin-
den (Abernethy und Schwartz, 1999, S.1447-1457). Die verwendeten Konzentration
entsprachen den ICsy Werten, die in anderen Zellen fiir die Unterbindung von Calcium-
stromen ermittelt wurden (Tsien et al., 1991, S.349-354; Striessnig et al., 1998, S.108-
115; van Zwieten, 1998, S.5-9).

Frithere Arbeiten ergaben, dass ECL-Zellen elektrisch nicht erregbar sind (Loo et al.,
1996; G739-G745). Die vorliegende Arbeit zeigt jedoch, dass die Funktion von span-
nungsgesteuerten L-Typ-Calciumkanélen in diesem Zelltyp von Bedeutung ist. Eine

Erklarung hierfiir wire, dass L-Typ-Calciumkanal-Antagonisten unspezifisch auch an-
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dere Calciumkanéle beeinflussen. Kandidaten hierfiir wéren z.B. die sog. ,,transient re-
ceptor potential channels® (TRPCs), die strukturell den spannungsgesteuerten Calcium-
kanélen sehr dhnlich sind (Birnbaumer et al., 1996, S.15195-15202). Auch ECL-Zellen
exprimieren diese Kanéle (R. Zanner, unveroffentlichte Ergebnisse). Es gibt jedoch bis-
her keine Studie, die zeigen wiirde, dass die Funktion von TRPCs durch Dihydropyridi-
ne beeinflusst wiirde. AuBBerdem findet die Bindung von Dihydropyridinen an den L-
Typ-Kanal in der verwendeten Konzentration an spezifische Stellen statt, und die Wir-
kung in diesem Konzentrationsbereich ist sehr spezifisch (s.o0.). In hoheren Konzentrati-
onen (10 M) wurde jedoch schon ein unspezifischer Effekt dieser Calciumkanalblo-
cker nachgewiesen (Yusufi et al., 2001, S.531-536).

Es wiére aber auch moglich, dass Calciumkandle vom L-Typ in ECL-Zellen ohne
Membrandepolarisierung beim Ruhepotential aktiviert werden. In einer fritheren Arbeit
wurden die Effekte von Nimodipin und PKC-Aktivatoren auf die Verdnderungen der
Acetylcholinfreisetzung im Bereich der neuromuskuldren Endplatte des Frosches unter-
sucht (Arenson und Evans, 2001, S.1157-1164). Hierbei stellte sich heraus, dass PMA
Frequenz und GroBe von Miniaturpotentialen und -stromen an der Endplatte erhoht.
Dieser Effekt konnte durch den Zusatz von Nimodipin (10° M) gehemmt werden. Die-
sen Ergebnissen nach scheint die Aktivierung der PKC die Acetylcholinfreisetzung
durch Offnung von ruhenden L-Typ-Calciumkanilen beim Ruhemembranpotential und
offensichtlich nicht durch Depolarisation zu bewirken. Ein solcher Mechanismus wére
auch in ECL-Zellen denkbar.

Der spezifische N-Typ-Calciumkanalblocker w-Conotoxin GVIA hemmte die gastrin-
induzierte Histaminfreisetzung nur wenig und dieser Effekt war nicht statistisch signifi-
kant, was die Beteiligung dieser Kanédle am gastrininduzierten Calciumeinstrom un-
wahrscheinlich macht. Eine andere Arbeit fand jedoch eine 40%ige Hemmung der
gastrininduzierten Pancreastatin-Sekretion durch w-Conotoxin GVIA (Lindstrom et al.,
2001, S.663-677). Der Grund hierfiir bleibt unklar.

Abb. 17 gibt einen Uberblick iiber die mdgliche Regulation der gastrininduzierten His-

taminsekretion, wie sie den vorliegenden Ergebnissen nach denkbar wiére.
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Abbildung 17: Hypothetisches Modell der intrazelluliren Signal-Kaskade nach der Aktivierung des Gastrin-
Rezeptors. Die Bindung von Gastrin an seinen Rezeptor aktiviert iiber G, die Phospholipase C (PLC), was die
Generierung von InsP; und Diacylglycerol (DAG) auslost. Wéihrend Calcium aus intrazelluldren Speichern frei-
setzt, aktiviert DAG die Proteinkinase C (PKC), was zu Phosphorylierung und Aktivierung von L-Typ Calciumka-
ndlen fiihrt. PIP,, Phosphatidylinositot 4,5-bisphosphat; ER, Endoplasmatisches Reticulum.

4.2 Expression der Endozytose-Proteine
Dynamin und Amphiphysin in ECL-Zellen
des Rattenmagens

Nach der Freisetzung transmitterhaltiger Speichervesikel muss es zu einer Wiederauf-
nahme derselben kommen, damit die GroB3e der Zellmembran in etwa konstant bleibt. In
Neuronen erfolgt dieses Recycling synaptischer Vesikel mit Hilfe von Dynamin und
Amphiphysin. Deshalb wurde in vorliegender Arbeit die Expression dieser Endozytose-
Proteine in ECL-Zellen des Rattenmagens untersucht. Hierbei ergab sich, dass ECL-
Zellen alle Isoformen von Dynamin und Amphiphysin exprimieren und diese Proteine
in vitro interagieren. Diese Ergebnisse beschreiben zum ersten Mal die Expression aller
Dynamin Isoformen in einer Nicht-Tumorzelle und unterstiitzen somit die Hypothese,
dass unterschiedliche Dynamin Isoformen unterschiedliche Funktionen haben (Urrutia
etal., 1997, S.377-384).
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Die neuronale Isoform Dynamin-1 ist bisher am genauesten untersucht worden. Dyna-
min-1 ist in das clathrinabhidngige (Hinshaw und Schmid, 1995, S.190-192; Takei et al.,
1995, S.186-190; Takei et al., 1996, S.1237-1250; Shupliakov et al., 1997, S.259-263)
und -unabhéngige (Artalejo et al., 1995, S.8328-8332; Daly et al., 2000, S.6120-6125)
Recycling von synaptischen Vesikeln involviert sowie in die Internalisierung und/oder
Signaltransduktion einer Vielfalt von G-Protein gekoppelten Rezeptoren (Zhang et al.,
1996, S.18302-18305; Chu et al., 1997, S.27124-27130; Daaka et al., 1998, S.685-688;
Ahn et al., 1999, S.1185-1188; Vogler et al., 1999, S.12333-12338; Schramm und Lim-
bird, 1999, S.24935-24940; Whistler und von Zastrow, 1999, S.24575-24578; Werbonat
et al., 2000, S.21969-21974; Gaborik et al., 2001, S.239-247) und Wachstumshormon-
rezeptoren (Scaife et al., 1994, S.2574-2582). Des weiteren ist Dynamin-1 am Wachs-
tum von Neuronen beteiligt (Torre et al., 1994, S.32411-32417).

Wie Dynamin-1 nimmt auch das ubiquitire Dynamin-2 an rezeptorvermittelter Endozy-
tose (Cao et al., 1998, S.2595-2609) und der Aufnahme von GPCRs (Szaszak et al.,
2002, S.21650-21656) teil. Weiterhin vermittelt es die Internalisierung von Caveolae
(Henley et al., 1998, S.85-99; Oh et al., 1998, S.101-114), die Freisetzung von Vesikeln
am Trans-Golgi-Netzwerk (Maier et al., 1996, S.229-233; Jones et al., 1998, S.573-577,
Kreitzer et al., 2000, S.125-127; Cao et al., 2000, S.1993-2002; Allan et al., 2002;
E236-E242), reguliert die Polymerisierung von Actin (Ochoa et al., 2000, S.377-389;
McNiven et al., 2000, S.187-198; Orth et al., 2002, S.167-172; Lee und De Camilli,
2002, S.161-166) und die Phagozytose in Macrophagen (Gold et al., 1999, S.1849-
1856).

Die Stimulation von ECL-Zellen mit Gastrin und die nachfolgende Freisetzung von
Histamin fiihrt zu einer Reduktion der Anzahl sekretorischer Vesikel sowie zu einer
Zunahme der Anzahl elektronendurchléssiger Mikrovesikel (Zhao et al., 1999, S.457-
470). Dies ist damit zu erkliren, dass eine VergroBerung der Zelloberflache, die durch
die Verschmelzung von sekretorischen Vesikeln mit der Plasmamembran entstehen
wiirde, durch eine kompensatorische Wiederaufnahme von Membranbestandteilen in
Form von Mikrovesikeln verhindert wird, wie man es auch in anderen neuroendokrinen
Zellen findet (Schmid und Damke, 1995, S.1445-1453). Immunfluoreszenzmikroskopi-
sche Versuche in vorliegender Arbeit zeigen, dass Dynamin-1 und -2 in ECL-Zellen
sowohl im Zytoplasma als auch an der Plasmamembran zu finden sind, was eine Betei-
ligung dieser Isoformen am Recycling sekretorischer Vesikel nach der Freisetzung von
Histamin wahrscheinlich macht. In den chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks, die
den ECL-Zellen sehr dhnlich sind, gibt es zwei verschiedene Formen des Vesikelrecyc-
lings. Je nachdem, wie die Zellen stimuliert werden, unterscheidet man eine schnelle
Form der Endozytose, die von Dynamin-1 vermittelt wird und kein Clathrin benétigt,

und eine langsame Form, die von Dynamin-2 und Clathrin vermittelt wird (Artalejo et
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al., 2002, S.6358-6363). Diese beiden Formen konnten auch in ECL-Zellen existieren.
Weiterhin ist zu vermuten, dass Dynamin-1 in ECL-Zellen bei der Internalisierung und
Signaltransduktion von Gg-gekoppelten Gastrin/CCK-B-Rezeptoren von Bedeutung ist.
Die Bindung von Gastrin an seinen Rezeptor fiihrt zur Aktivierung der Mitogen-
aktivierten Protein Kinase (Taniguchi et al., 1994, S.861-867; Kinoshita et al., 1998,
S.93-100). Dieser Vorgang wird bei einer Reihe von GPCRs von Dynamin vermittelt
(Daaka et al., 1998, S.685-688; Ahn et al., 1999, S.1185-1188; Whistler und von
Zastrow, 1999, S.24575-24578).

Dynamin-2 konnte auch an der Exozytose histaminspeichernder Vesikel beteiligt sein.
In chromaffinen Zellen fand man Dynamin-2 an der Membran aufgereinigter sekretori-
scher Granula, wo es mit freiem Syntaxin-1 interagiert und somit den Transport dieser
Granula an der Plasmamembran regeln konnte (Galas et al., 2000, S.1511-1519). Au-
Berdem spielt Dynamin-2 bei der Kontrolle der Hormonsekretion aus hypophysiren
Zellen der Maus eine wesentliche Rolle (Yang et al., 2001, S.4251-4260)

Die Funktion von Dynamin-3, das in Testes, Gehirn, Lunge und Herz exprimiert wird
(Nakata et al., 1993, S.1-5; Cook et al., 1996, S.927-931; Cao et al., 1998, S.2595-
2609), ist groBenteils unbekannt. Im Gehirn findet sich Dynamin postsynaptisch, wo es
mit Homer und metabotropen Glutamat-Rezeptoren interagiert (Gray et al., 2003,
S.510-515). Im Hoden ist Dynamin-3 vermutlich an der Spermatogenese beteiligt
(Kamitani et al., 2002, S.261-267). In ECL-Zellen zeigte Dynamin-3 eine perinukledre
Verteilung und war im Vergleich zu Dynamin-1 und -2 viel schwécher exprimiert. Die
Bedeutung von Dynamin-3 in ECL-Zellen bleibt vorerst unbekannt.

Amphiphysin-1 ist von grofer Bedeutung fiir das Recycling synaptischer Vesikel
(David et al., 1996, S.331-335) und das Wachstum von Neuronen (Mundigl et al., 1998,
S.93-103). Im Hoden konnte es an der Spermatogenese mitwirken (Watanabe et al.,
2001, S.739-745). Die zahlreichen Splice-Varianten von Amphiphysin-2 {iben mehrere
Funktionen aus. Im Gehirn bilden Amphiphysin-1 und -2 Heterodimere aus und vermit-
teln clathrinabhéngige Endozytose (Wigge et al., 1997, S.2003-2015). Kiirzere Formen
von Amphiphysin-2 vermitteln die Biogenese von T-Tubuli in Muskelzellen (Lee et al.,
2002, S.1193-1196), Phagozytose (Gold et al., 2000, S.285-292) und die Funktion von
p73B (Kim et al., 2001, S.6689-6699). Aulerdem findet sich eine Produktion von Auto-
antikorpern bei verschiedenen Krankheiten, wie z.B. dem paraneoplastischen Stiff-Man-
Syndrom (Floyd und De Camilli, 1998, S.299-301; Perego et al., 2002, S.196-200; Dor-
resteijn et al., 2002, S.1307-1308). Die Ergebnisse vorliegender Arbeit ergaben, dass
ECL-Zellen beide Amphiphysin-Isoformen exprimieren. In der Immunfluoreszenz zeig-
ten beide Isoformen eine Verteilung im Zytoplasma und an der Zellmembran. Von den
zahlreichen Splice-Varianten von Amphiphysin-2 fanden sich in ECL-Zellen auf RNA-
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Ebene Amph2-1 sowie die kiirzeren Formen Amph2-5, Amph2-6 und Amph2-7/BIN1.
AuBerdem wurde eine bisher nicht beschriebene Splice-Variante entdeckt, die in Anleh-
nung an die Nomenklatur von Wigge et al. Amph2-1b genannt werden soll (Wigge et
al., 1997, S.2003-2015). Vergleicht man Amph2-1b mit Amph2-1, so fehlt Amph2-1b
nur die Region, die fiir die Aminoséuren 174 - 204 kodiert. Dieser Abschnitt wird auch
N-terminale Doméne (NTID) genannt und spielt bei der Dimerisierung und dem Trans-
port zur Zellmembran ein Rolle (Ramjaun et al., 1997, S.19785-19791).

Die src-Homolgy-Dominen beider Amphiphysin-Isoformen interagieren mit der prolin-
reichen Doméne von Dynamin (David et al., 1996, S.331-335; Grabs et al., 1997,
S.13419-13425; Ramjaun et al., 1997, S.16700-16706; Wigge et al., 1997, S.2003-
2015). Diese Interaktion ist duBlerst wichtig, damit Dynamin an die Orte in der Zelle
gelangt, an denen Endozytose stattfindet (Wigge und McMahon, 1998, S.339-344).
Durch Co-Immunoprézipitation an Protein-Extrakten hochangereicherter isolierter ECL-

Zellen konnte diese Interaktion in vitro bestitigt werden.

4.3 Der Lebenszyklus sekretorischer Vesikel
in ECL-Zellen

Nimmt man die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit Daten fritherer Studien zusam-
men, ergibt sich folgendes Modell fiir den Lebenszyklus sekretorischer Vesikel in ECL-
Zellen (Abb. 17):

Sekretorische Vesikel, die vom Golgi-Apparat kommen, wandern in die Peripherie der
Zelle, wo sie mit Histamin beladen werden. Histamin wird im Zytosol durch die HDC
aus Histidin synthetisiert und mit Hilfe des VMAT-2 sowie einer V-Typ ATPase in die
Vesikel eingeschleust. VMATSs konnen durch Reserpin inhibiert werden. Ein- bzw.
vierstiindige Priinkubation isolierter ECL-Zellen mit Reserpin (10° M) hemmt die
gastrininduzierte Histaminfreisetzung um 60 - 70 % bzw. komplett (Prinz et al., 1998).
Die Expression von VMAT-2 auf mRNA- und Proteinebene wird innerhalb von 3 - 7
Stunden durch Gastrin induziert. Promoteranalysen ergaben, dass diese Induktion auf
dem transkriptionellen Level statt findet, hauptséchlich tiber Spl und cAMP responsive
Elemente des VMAT-2 Promoters (Gerhard et al., 2001, S.3663-3672).
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Abbildung 18: Der Lebenszyklus sekretorischer Vesikel in ECL-Zellen.

Wird die Zelle mit Gastrin stimuliert, kommt es, wie oben beschrieben, iiber einen
InsP;- und DAG-abhingigen Mechanismus zum Einstrom von Calcium {iber span-
nungsgesteuerte L-Typ Calciumkanéle. Dieser Calciumeinstrom, der bereits wenige
Sekunden nach der Aktivierung des Gastrin/CCK-B-Rezeptors nachweisbar wird, fiihrt
zu komplexen Interaktionen von Exozytose-Proteinen, die den Transport der Vesikel
zur Plasmamembran ermdglichen. Hierbei spielen Proteine auf Vesikel- (Synaptobre-
vin/VAMP) und Plasmamembran (SNAP-25, Syntaxin) sowie zytoplasmatische Protei-
ne (NSF = N-Ethylmaleimid sensitiver Faktor; a-, -, y- SNAP = soluble NSF attach-
ment Protein) eine Rolle. SNAP-25, Synaptobrevin und Syntaxin werden auch als
SNARE (= SNAP Rezeptor) Proteine bezeichnet, da NSF und die SNAPs wihrend der
Exozytose daran binden. Laut der SNARE-Hypothese stehen die drei SNARE-Proteine
als Komplex bereit, um bei Calciumeinstrom in die Zelle mit NSF und den SNAPs ei-
nen noch groBeren Komplex zu bilden (Sollner et al., 1993, S.409-418; Sollner et al.,
1993, S.318-324). Da NSF ATPase-Aktivitit besitzt kommt es schlieBlich zum Zerfall
dieses Komplexes unter Verbrauch von ATP und zur Freisetzung des Vesikelinhalts.
Neben den oben erwihnten Proteinen spielen auch Synaptotagmin und Synaptophysin
eine noch nicht genau charakterisierte Rolle bei der Exozytose. ECL-Zellen exprimieren
die SNARE-Proteine SNAP-25, Syntaxin und Synaptobrevin sowie Synaptotagmin und
Synaptophysin. Vor allem die funktionelle Bedeutung von SNAP-25 und
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VAMP/Synaptobrevin ist in ECL-Zellen untersucht worden (Hohne-Zell et al., 1997,
S.5518-5526). Diese Exozytose-Proteine konnen gezielt mit Botulinum Neurotoxin A
(Schiavo et al., 1992, S.832-835; Blasi et al., 1993, S.160-163; Binz et al., 1994,
S.1617-1620) bzw. der leichten Kette des Tetanus-Toxin (Schiavo et al., 1992, S.832-
835; Hohne-Zell et al., 1994, S.131-134) gespalten und somit funktionsuntiichtig ge-
macht werden, was zu einer Verhinderung der gastrininduzieren Histaminfreisetzung
fiihrt.

Nach der Fusion der sekretorischen Vesikel mit der Plasmamembran wird Histamin
sezerniert und diffundiert zu den nahe gelegenen Parietalzellen. Nach der Entleerung
ihres Inhalts, werden die sekretorischen Vesikel mittels konzertierter Aktion von Dy-
namin und Amphiphysin wieder in das Zellinnere aufgenommen, wo sie erneut mit
sekretorischen Produkten beladen werden konnen. Wie genau dieser Vorgang abléuft,
ob es sich dabei um eine schnelle oder langsame Form des Vesikel-Recyclings handelt,
konnte in dieser Arbeit nicht geklart werden. Fiir Dynamin und Amphiphysin sind noch
keine direkten, spezifischen Inhibitoren beschrieben worden. Alle bisherigen Erkennt-
nisse iiber die Funktion dieser Endozytose-Proteine beruht auf Transfektion mit ver-
schiedenen mutanten Formen, was in ECL-Zellen nicht durchfithrbar war. Versuche mit
einer dominant-negativen Form von Dynamin-1 konnten auch zeigen, dass Dynamin
eine wesentliche Rolle bei der Vermittlung der vakuolisierenden Wirkung des Zytoto-
xins VacA aus Helicobacter pylori spielt (Suzuki et al., 2001, S.363-370). Wahrend
durch Expression von dominant-negativem Dynamin-1 die Aufnahme von VacA in die
Zelle unbeeinflusst blieb, war die Vakuolisierung deutlich reduziert. Obwohl nicht be-
kannt ist, ob ECL-Zellen bei einer Infektion des Magens mit Helicobacter pylori betrof-
fen sind, ist dieser Mechanismus der Toxinwirkung in diesen neuroendokrinen Zellen

sehr gut vorstellbar.

70



5 Zusammenfassung

Die Enterochromaffin-like Zellen des Magens sind neuroendokrine Schleimhautzellen,
die von grofler Bedeutung fiir die periphere Regulation der Magensauresekretion sind.
Nach Stimulation mit dem antralen Hormon Gastrin setzen sie Histamin aus sekretori-
schen Vesikeln frei, das auf parakrinem Weg die Parietalzellen erreicht und diese via
Aktivierung von Histamin H,-Rezeptoren zur Produktion und Sekretion von Magensau-
re anregt. Die Bindung von Gastrin an den Gastrin/CCK-B-Rezeptor fiihrt zu einem
biphasischen Calcium-Signal, bestehend aus einem Peak und einer nachfolgenden Pla-
teau-Phase. Dieses Calcium-Signal ist auch in einer Vielzahl anderer elektrisch nicht
erregbarer Zellen beschrieben worden. Man geht davon aus, dass der Peak durch eine
Freisetzung von Calcium aus intrazelluldren Speichern via InsP; entsteht. Die daraus
resultierende ErhShung der [Ca*']; fithrt zu einem kapazitiven Calcium-Einstrom iiber
Calcium-Kanile in der Plasmamembran. In vorliegender Arbeit wurden Entstehung und

Bedeutung dieses Calcium-Signals in ECL-Zellen genauer untersucht.

Mit Hilfe des InsP;R-Antagonisten 2-APB konnten sowohl das gastrininduzierte Calci-
um-Signal als auch die Histaminfreisetzung komplett unterdriickt werden. Mittels RT-
PCR wurden alle drei InsP;R Subtypen in ECL-Zellen auf RNA-Ebene nachgewiesen.
Die Expression von InsP;R3 wurde mit Hilfe der Immunzytochemie bestitigt. Die Ent-
leerung intrazelluldrer Calcium-Speicher mit Thapsigargin erhdhte zwar die [Ca®];,
fiihrte aber nicht zu einer Freisetzung von Histamin. Des weiteren war Gastrin auch
nach der Entleerung intrazelluldrer Calcium-Speicher in der Lage ein Calcium-Signal zu
induzieren. In calciumfreiem Medium bewirkte Gastrin weder die Freisetzung von His-
tamin noch ein biphasisches Calcium-Signal. Lediglich ein kleiner Peak ohne Plateau-
Phase konnte unter diesen Bedingungen beobachtet werden. Der spezifische N-Typ
Calcium-Kanal-Blocker m-Conotoxin GVIA hatte keinen statistisch signifikanten Ein-
fluss auf die gastrininduzierte Sekretion von Histamin. Der selektive L-Typ Calcium-
Kanal-Blocker Nimodipin hemmte die gastrininduzierte Histaminfreisetzung um ~ 70 %
und SKF-96365, das sowohl spannungs- als auch rezeptorgesteuerte Calcium-Kanéle
beeinflusst, fast vollstindig. Beide Substanzen unterdriickten die Plateau-Phase des Cal-
cium-Signals, wihrend sie den Peak unbeeinflusst lieBen. Nimodipin war weiter in der
Lage, die durch den PKC-Aktivator PMA induzierte Histaminfreisetzung zu hemmen.
Folglich sind die Aktivierung von InsP;R sowie der PKC-aktivierte Einstrom von Cal-
cium tliber L-Typ Calcium-Kanile mafigeblich an der Entstehung des biphasischen Cal-

cium-Signals und der Freisetzung von Histamin nach Gastrinstimulierung beteiligt.
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Kapitel 5 © Zusammenfassung

Abb. 17 gibt einen Uberblick iiber die mdgliche Regulation der gastrininduzierten His-

taminsekretion, wie sie den vorliegenden Ergebnissen nach denkbar wire.

Nach ihrer Entleerung miissen transmitterhaltige Speichervesikel wieder aufgenommen
werden, um die Zelloberfldche konstant zu halten. In Neuronen und anderen Zellen sind
die Endozytoseproteine Dynamin und Amphiphysin mafigeblich an diesem Vorgang
beteiligt. In ECL-Zellen nimmt nach der Exozytose von Histamin die Zahl der histamin-
speichernden sekretorischen Vesikeln ab und die der Mikrovesikel zu, was dafiir
spricht, dass es auch in diesen Zellen zu einer kompensatorischen Wiederaufnahme der
Vesikelmembranen kommt. In vorliegender Arbeit wurde deshalb die Priasenz von Dy-

namin- und Amphiphysin-Isoformen untersucht.

Mit Hilfe von RT-PCR, Western Blot Analyse und Immunzytochemie konnten alle be-
kannten Dynamin- und Amphiphysin-Isoformen in ECL-Zellen nachgewiesen werden.
Zusitzlich wurde mittels RT-PCR eine neue Splice-Variante von Amphiphysin-2 ge-
funden. Die Interaktion zwischen Dynamin und Amphiphysin wurde in vitro mittels Co-
Immunoprizipitation an Lysaten von ECL-Zellen demonstriert. Diese Ergebnisse ma-
chen eine Beteiligung von Dynamin und Amphiphysin an der Wiederauthahme von
sekretorischen Vesikeln in ECL-Zellen sehr wahrscheinlich. Ein direkter Nachweis
konnte in dieser Arbeit allerdings nicht erbracht werden, da es keine pharmakologischen
Inhibitoren fiir Dynamin und Amphiphysin gibt und sémtliche Versuche, ECL-Zellen zu

transfizieren, scheiterten.

Die Ergebnisse vorliegender Arbeit liefern wesentliche neue Erkenntnisse zum Ver-
standnis des Sekretionsapparats der ECL-Zellen. Anhand dieser Beobachtungen kdnnen
zukiinftige Studien ermitteln, wie man durch selektive Inhibition der beteiligten Mole-
kiile/Proteine zu einer spezifischen Hemmung der Histaminsekretion kommt. Solche
Inhibitoren sind dann moglicherweise auch in verwandten Zellsystemen wie den chro-
maffinen Zellen des Nebennierenmarks oder serotoninproduzierenden enterochromaffi-

nen Zellen verwendbar.
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