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Rindenkatarakte der Augenlinse gehen intrazellular mit einem Na'-Anstieg und
K'-Abfall einher. Daher wird vermutet, daR eine Beeintréachtigung der Funktion
der Na,K-ATPase bei der Entstehung von Rindenkatarakten eine Rolle spielt. In
der Arbeitsgruppe von Prof. GlaRer und Prof. lwig, Institut fir Physiologische
Chemie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, wurde gefunden, daf3
freie ungesattigte Fettsduren, insbesondere cis-Linolsaure, fur kultivierte
Epithelzellen von Rinderlinsen zytotoxisch sind und es wird vermutet, daf} diese
Substanzen kataraktogene Risikofaktoren sein koénnen. In dieser Arbeit sollte
geklart werden, ob die starke Zytotoxizitdt der cis-Linolsaure gegenuber
Linsenepithelzellen durch eine Hemmung der Aktivitat und Funktion der Na,K-
ATPase verursacht wird.

Dazu wurde zunachst die Zytotoxizitat von ungesattigten freien Fettsduren mit
Hilfe des Zellablosungstests und des Neutralrot-Tests charakterisiert. In beiden
Testen zeigte cis-Linolsdure schon mit 10 pmol/l Zellschadigungen. Einflul? von
cis-Linolsdure auf die Aktivitat der Na,K-ATPase wurde in teilgereinigten
Plasmamembranfraktionen untersucht. Mit 100 umol/I bewirkt cis-Linolséaure eine
Hemmung der Enzymaktivitat um 51,7 %, wahrend mit 10 pmol/l eine
Enzymaktivierung nachgewiesen werden konnte. Der Natriumtransport Uber die
Plasmamembran wurde Uber die Messung der intrazellularen Natrium-
konzentration in intakten Linsenepithelzellen und deren Anderungen unter
verschiedenen Versuchsbedingungen mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie
untersucht. Unter Einwirkung von 100 pmol/l cis-Linolsaure wurde eine starke
Erhéhung des passiven Na'-Influx nachgewiesen, wahrend die intrazellulare
Natriumkonzentration nahezu unverdndert bleibt. Aus diesen Befunden geht
hervor, da? mit 100 pmol/l cis-Linolsaure der aktive, durch die Na,K-ATPase
betriebene Na'-Efflux den erhohten Na'-Influx noch ausgleichen kann.

Die Ergebnisse fuhren zum Schluf3, dal3 die zytotoxische Wirkung von cis-
Linolsaure auf Linsenepithelzellen nicht auf eine Beeintrachtigung der Aktivitat und

Funktion der Na,K-ATPase zuriickzufiuhren ist.

Nguyen, Thi Nguyet Nga: Einflu von cis-Linols&ure auf die Aktivitdt und Funktion
der Na,K-ATPase von Epithelzellen der Augenlinse.
Halle, Univ., Med. Fak., Diss. A, 75 Seiten, 1999
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1. Einleitung

1.1 Die Katarakt

Die Katarakt, auch als grauer Star bezeichnet, ist weltweit die haufigste
Ursache von Erblindungen (Harding, 1991). Ca. 40 % von den registrierten 42
Millionen Erblindungen in der Welt wurden von Katarakten hervorgerufen
(Hyman, 1987). Die dadurch bedingte hohe klinische Relevanz erklart intensive
Untersuchungen zur Epidemiologie und Pathogenese der Kataraktentstehung
in den letzten Jahrzehnten. Unter Katarakten sind Trilbungen zu verstehen, die
in verschiedenen Regionen der Linse auftreten kdnnen und das Sehvermdgen
in unterschiedlichem Ausmal3 beeintrachtigen.

Die Augenlinse ist ein Organ ohne Blutgefal3e und Nerven. Die Versorgung
erfolgt Uber das Kammerwasser an der Linsenoberflache, welche von der
Linsenkapsel Uberzogen ist. An der Ruckseite der vorderen Kapsel befindet
sich ein einschichtiges Plattenepithel, dessen Zellen am Linsenaquator
mitosenaktiv sind. Die kontinuierlich neugebildeten Epithelzellen differenzieren
zu Faserzellen, die sich ihrerseits nicht mehr teilen kénnen. Das bis ins hohe
Alter anhaltende Wachstum der Linse ist dadurch bedingt, dal3 die mitotische
Aktivitat der Epithelzellen in Aquatorndhe bis zu einem gewissen Grad
aufrechthalten wird und stédndig neue Faserzellen gebildet werden,
andererseits aber alle im Laufe des Lebens gebildeten Faserzellen im
Linseninneren nach dem Abbau der Zellkerne als proteinreiche, schlauchartige
Gebilde erhalten bleiben. Damit erhélt der Linsenkern die &ltesten
Linsenfasern, wahrend die Linsenrinde aus den jingeren Linsenfasern besteht
(Abb. 1).

Statistische Untersuchungen zeigen, dal3 im hoheren Alter Linsentriibungen
wesentlich haufiger auftreten, weshalb die Katarakt lange Zeit als altersbedingt
schlechthin betrachtet wurde (senile Katarakt). Dal3 das Alter allein aber nicht
zur Kataraktentstehung fuhren kann, dafir spricht die Tatsache, dal3
Tribungen in der jingeren Rinde ca. 4 bis 5 mal haufiger auftreten als im
alteren Linsenkern. Dies deutet auf eine zusatzliche Beteiligung von

Risikofaktoren an der Kataraktentstehung hin, deren Bedeutung in einer
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Verstarkung der typischen altersbedingten Linsenverdnderungen zu sehen ist
(Hockwin, 1997). Einer der am besten charakterisierten kataraktogenen
Risikofaktoren ist der Diabetes mellitus, bei dem die Katarakt bis ca. zehn mal
haufiger auftritt als in der Restbevolkerung (Harding, 1991). Auch die
essentielle arterielle Hypertonie, die chronische Niereninsuffizienz, die
Hypocalcamie, die Diarrhoe, eine langzeitige Behandlung mit Corticosteroiden,
Mangelernahrung, die UV-Bestrahlung, das Zigarettenrauchen sowie der
Alkoholabusus sind héaufig mit einer Erkrankung an Katarakt assoziiert
(Harding, 1991; Hockwin, 1997).

vordere
Kapsel

einschichtiges
Epithel

hintere Kapsel

Linsenfasern e Kern

Abb.1 Schematischer Aufbau der Augenlinse (nach Jaffe und Horwitz, 1992)

Untersuchungen der humanen senilen Kataraktlinsen ergaben haufig
Anderungen der lonenkonzentrationen, die mit dem Auftreten von corticalen
Tribungen einhergehen. Diese lonenimbalance umfal3t eine erhohte
Konzentration von Natrium und Calcium sowie eine erniedrigte
Kaliumkonzentration der Linse (Duncan und Bushell, 1975). Auch in
Modellversuchen mit Linsen tierischen Ursprungs wurden &hnliche Ergebnisse
bei kinstlich erzeugten Linsentribungen erzielt (Hightower und McCready,
1991). Diese Befunde weisen darauf hin, dafd der lonentransport der Linse bei
corticaler Katarakt beeintrachtigt ist. Diese Uberlegung wird durch weitere

Befunde bestatigt, nach denen die passiven und aktiven Transportfunktionen
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der Membran in Alters- und Kataraktlinsen gestort sind. Pasino und Maraini
(1982) haben in humanen Linsen mit corticalen Katarakien eine erhthte
Membranpermeabilititt fir lonen nachgewiesen. Bei Untersuchungen von
humanen Linsen konnten Duncan et al. (1989 eine Erhdhung der
lonenpermeabilitit der Membran mit dem Alter feststellen, die in enger
Korrelation mit Linsentribungen auftritt. Desweiteren gibt es Befunde Uber eine
verminderte Aktivitdtt der fur den akiiven Natrium- und Kaliumtransport durch
die Plasmamembran verantwortichen NaK-ATPase in Kataraktinsen (Gupta
und Harley, 1975; Kobatashi et al, 1982/1983). In in vitro-Versuchen konnte
eine  Hemmung der NakK-ATPase-Akiivitat unter Einwirkung von bekannten
kataraktogenen Risikofaktoren wie HO, (Garner et al., 1983), UVB-Strahlung
(Hightower et al., 1994) und Selen (Hightower und McCready, 1994)
nachgewiesen werden. Diese Befunde fllhren zur Vermutung, daf? eine
Beeintrachtigung des lonentransports durch die Plasmamembran eine kausale

Rolle bei der Kataraktentstehung spielen kann.

1.2 Die Na,K-ATPase der Plasmamembran

Schon in den vierzigen Jahren war es bekannt, daf in den meisten Zellen Na'-
lonen aus dem Zytoplasma gegen einen elekirochemischen Gradient in den
extrazelluldren Raum transportiert werden. Auf dem Suche nach einem aktiven
Natriumtransporsystem der Plasmamembran hat Skou (1957) in peripheren
Nerven von Krebs die NaK-ATPase entdeckt, ein Enzym, das unter Verbrauch
von Energie aus ATP-Hydrolyse Na® gegen K' durch die Plasmamembran
transportiert. In nur wenigen Jahren danach konnte das Enzymprotein aus
tierischen und humanen Zellen verschiedener Geweben isoliert und
charakterisiert werden. Seitdem ist unser Kenntnis Uber Aufbau, Lokalisation,
Eigenschaften und Funktion des Enzyms standig erweitert, die NaK-ATPase
ist eines der am grindlichsten untersuchten Transportssysteme der Plasma-
membran. Heute weill man, dal} das Enzym in gleichzeitiger Anwesenheit von
Na'™- und K'-lonen ATP hydrolysiert und dabei zundchst phosphoryliert wird. Im

nachsten Schritt erfolgt eine Konformationsdnderung des Enzymproteins,
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wobei die lonen durch die Plasmamembran transportiert werden. Bei der darauf
folgenden Dephosphorylierung wird die Ausgangskonformation wieder erreicht
und damit der Zyclus abgeschlossen. Stochiometrisch kann die Funktion der
Na,K-ATPase durch folgende Gleichung beschrieben werden:

2 K'(auRen) + 3 Na“(innen) + ATP « 2 K'(innen) + 3 Na'(auRen) + ADP + P,

Weil das eigentliche Substrat des Enzyms aber Mg™"-ATP ist, werden dazu
noch Mg""-lonen benotigt.

Durch die Na,K-ATPase wird der passive Natrium- und Kaliumtransport in
Richtung der Konzentrationsgefélle entgegengewirkt und damit der hohe
Natrium- und Kaliumgradient Gber die Plasmamembran aufrechtgehalten. Dazu
wird in den meisten Zellen ein grofRer Teil ihr produzierten ATP verwendet,
den eine intakte Funktion der Na,K-ATPase hat fur die Zelle wichtige
physiologische Bedeutungen. Zum einen ermdglicht eine niedrig gehaltene
intrazellulare Na*-Konzentration tierischen Zellen die osmotische Kontrollle des
Zellvolumens. Zum anderen wird der hohe Natriumgradient zum Cotransport
bzw. Gegentransport von anderen Substanzen wie Glucose oder Ca™"
bendtigt. In Nervenzellen ist der durch das Enzym erzeugte elektrochemische
Potentialgradient auflerdem fur die elektrische Erregbarkeit der Zelle
verantwortlich. Eine Einschrankung der Funktion des Enzyms kann deshalb
schwerwiegende Stérungen in der Zelle zur Folge haben.

Zur Untersuchung der Na,K-ATPase wird haufig der spezifische Inhibitor
Ouabain eingesetzt, der in Extrakt von rotem Fingerhut vorkommt. Diese
Substanz bindet sich an der Aul3enseite des Enzymproteins und blockiert
sowohl die Transportfunktion als auch die ATP-Hydrolyse. Auch durch Entzug
von K'-lonen aus dem AuRenmedium kann die Na,K-ATPase gehemmt
werden. Abb. 2 zeigt die schematische Struktur und Lokalisation der Na,K-
ATPase in der Plasmamembran mit den Bindungsstellen fir ATP und Ouabain.
In der Augenlinse wurde die Na,K-ATPase von Bonting et al. (1963) erstmalig
nachgewiesen und charakterisiert. Kinsey und Reddy (1965) haben danach
gefunden, dald in der Linse die Enzymaktivitdt hauptséchlich in dem Epithel
vorkommt. Daraufhin haben sie fur den Transport der monovalenten lonen in
der Linse ein Pump-leak-Modell postuliert, nach dem am hinteren Linsenpol die

lonen passiv und am vorderen Linsenpol durch die Na,K-ATPase aktiv durch
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die Membran transportiert werden. Die Na,K-ATPase der Linsenepithelzellen
wird deshalb als verantwortlich fir eine intakte lonenhomoostase der ganzen

Linse gesehen.
Kohlenhydrate

Bindungsstelle fir
cardiotonische Steroide

ATP
Bindungsstelle

Abb. 2 Die Na,K-ATPase mit jeweils 2 a- und b-Untereinheiten und ihre

Orientierung in der Plasmamembran (nach Voet und Voet, 1992).

Bei Hemmung der Na,K-ATPase ist die Natriumkonzentration der Linse erhoht
und Kaliumkonzentration erniedrigt, wie es in Kataraktlinsen haufig gefunden
wurde. In friheren Arbeiten der Arbeitsgruppe wurde die Na,K-ATPase in
primarkultivierten und subkultivierten Linsenepithelzellen der Rinderaugen

nachgewiesen und charakterisiert (Alexander und Henze, 1975).

1.3 Fettsauren als ein moglicher kataraktogener Risikofaktor

Fettsauren kommen als physiologische Bestandteile von Membranen in
humanen und tierischen Zellen vor. Als die wichtigsten Energietrdger des
Korpers werden Fettsduren hauptséchlich in veresterter Form als Triglyzeride
im Fettgewebe gespeichert. Bei der Mobilisation werden sie durch Hydrolyse

der Triglyzeride freigesetzt. Im Blutplasma werden sie zum grof3ten Teil an
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Albumin gebunden zu anderen Geweben transportiert und dort den Zellen zur
Verfigung gestellt. Bei der R-Oxidation der Fettsauren im Cytosol wird ATP
gebildet, welches  wiederum den  Energielieferanten  fir  alle
Stoffwechselvorgange der Zelle darstellt. Als Vorstufe fir die Synthese von
Prostaglandinen gehodren die essentiellen ungesittigten Fettsauren wie
Linolsaure zu Nahrungsbestandteilen, die dem Organismus unbedingt
zugefuhrt werden mussen. Fettsauren sind somit bei vielen Vorgdngen des
Lebens unentbehrlich.

Andererseits sind zytotoxische Wirkungen von freien Fettsauren, insbesondere
von den ungesattigten, bekannt. Als freie Fettsauren werden diejenigen
bezeichnet, die nicht verestert und nicht an Protein gebunden im Blutplasma
bzw. im Gewebe vorkommen. Unter physiologischen Bedingungen machen
diese nur einen sehr geringen Anteil an der gesamten Fettsdurenkonzentration
aus. Es gibt zahlreiche Befunde Uber wachstumshemmende und zytotoxische
Effekte von freien ungesattigten Fettsduren gegeniber verschiedenen
humanen Zelltypen wie leukamischen Jurkat-Zellen (Chow et al., 1989),
Fibroblasten (Hori et al., 1990), Endothelzellen (Ramasamy et al., 1991),
Zervixkarzinomzellen (Sagar et al., 1992) und Gliazellen (Staub et al., 1994). In
vivo wird Schadigungseffekten von ungeséttigten Fettsduren eine Rolle bei der
Entstehung von Arteriosklerose (Hennig et al., 1990; Toborek et al., 1997)
zugeschrieben.

In vorausgegangenen Arbeiten der Arbeitsgruppe wurden an Serumalbumin
gebundenen Faktoren gefunden, die kultivierte Epithelzellen von Rinderlinsen
schadigen und die als ungeséttigte Fettsduren identifiziert werden konnten. Die
starkste zytotoxische Wirkung zeigte Linolsaure, die sich schon im pmolaren
Konzentrationsbereich als wirksam erwies (Glal3er et al., 1996). Linolsdure
wirkt sowohl gegentiber primérkultivierten als auch subkultivierten Epithelzellen
von Rinderlinsen. Sie bewirkt eine Hemmung des Zellwachstums, eine
Zellretraktion bis hin zur Abrundung der Zelle und zum Verlust des Zell-
Substratum-Kontakts, und schlie3lich eine Kernpyknose als Zeichen des
Zelltodes. Ein sehr frihes Zeichen der Zellschadigung unter
Linols&ureeinwirkung stellt die Bildung von zahlreichen Ausstilpungen der

Plasmamembran dar, die in der Literatur als blebs bezeichnet werden. Weitere
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Befunde sprechen fur direkte Membranschadigungen der Linsenepithelzellen
durch Anh&aufungen von Linolsaure kurz nach der Zugabe (Gruner, 1997).

In der Literatur wurde bereits mehrfach Uber Einflisse von freien, ungesattigten
Fettsduren auf verschiedene Membraneigenschaften  berichtet, wie der
Membranpermeabilitdt (Lamers et al., 1984; Philipson und Ward, 1985), der
Aktivitit von membrangebundenen Enzymen wie der NaK-ATPase (Lamers et
al., 1984; Swarts et al, 1990), der Ca-ATPase (Davis et al, 1987) und
anderen Transportssystemen (Philipson und Ward, 1985).

1.4 Zielstellung der Arbeit

Die Zielstellung fur diese Arbeit ergibt sich aus der Vermutung, dal3 freie
ungesattigte Fettsduren Uber eine Hemmung der Na,K-ATPase als
kataraktogene Risikofaktoren wirken konnten. Diese Vermutung wurde durch
Befunde unterstitzt, nach denen bei Erkrankungen, die mit einem gehauften
Auftreten von Katarakten Kkorreliert sind, wie die essentielle arterielle
Hypertonie (Filipovsky et al.,, 1996) und die chronische Niereninsuffizienz
(Cheng et al., 1984) im Blutplasma der Patienten erhthte Konzentration von
Inhibitoren der Na,K-ATPase gefunden wurde, die als Olsaure und Linolséure
identifiziert werden konnten (Kelly et al., 1986). Daher sollte untersucht
werden, ob die zytotoxischen Effekte von Linolsaure gegentber
Linsenepithelzellen auf eine Beeinflussung der Aktivitdt und Transportfunktion
der Na,K-ATPase der Plasmamembran zuriickzufiihren sind. Ferner sollten die
Wirkungen von Linolsédure auf den passiven Transport von Natriumionen durch
die Plasmamembran miterfalt werden. Im Rahmen der Erfassung von
Membranschadigungseffekten durch Linolsdure wurde schliel3lich der Einfluf3
von Linolsdure auf eine Ecto-ATPase Uberprift, die in der Arbeitsgruppe
erstmalig an Epithelzellen von Rinderlinsen nachgewiesen und charakterisiert

worden ist (Bergner, 1984).
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Verwendete Medien und Lésungen
2.1.1 MEM-Medien

In Tabelle 1 sind die auf MEM-Basis (Minimum Essential Medium Eagle)
verwendeten Medien aufgefiihrt. Fir die Sub- und Vorkultivierung von
Linsenepithelzellen (LEZ) wurde Vollmedium verwendet, das mit 10 % foetalem
Kéalberserum (FKS) genigend Wachstumsfaktoren und Nahrstoffe fur das
Zellwachstum bieten kann. Die Mangelmedien wurden als Testmedien fiir den

Neutralrot-Test verwendet.

Tab. 1 Zusammensetzung der verwendeten MEM-Medien

Mangelmedium | Mangelmedium | Vollmedium
1 2
ohne FKS 2 % FKS 10 % FKS
MEM

L-Glutamin 2 mmol/l

Streptomycin 0,1 g/l

Penicillin 2100 000 U/l

2.1.2 HBS (Hepes Buffered Salt Solution)

Als Medium fir den Zellablosungstest, bei den Untersuchungen zur Aktivitat
der Ecto-ATPase wund bei den Untersuchungen zu intrazellularen
Natriumkonzentration wurde HBS verwendet. HBS ist eine einfache Salzlosung
mit einer nahezu physiologischen lonenzusammensetzung (Tab. 2), die mit
Hepes auf pH 7,4 eingestellt ist. Mit EDTA konnen die Anteile der freien lonen
von Magnesium und Calcium in der LOsung konstant gehalten werden. Mit

Glucose als Energiequelle werden LEZ Uber einige Tage im HBS vital erhalten
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(GlaRer et al., 1984). Zur Untersuchung von lonentransport durch die

Plasmamembran wurde K'-freies HBS verwendet.

Tab. 2 Zusammensetzung des HBS-Mediums

Substanz Konzentration
Hepes 5,0 mmol/l
NaCl 141,0 mmol/l
KCI 5,0 mmol/l
CaCl, 1,2 mmol/l
MgCl, 1,0 mmol/l
EDTA 0,2 mmol/I
Glucose 0,1%
Penicillin 200 000 U/l

2.1.3 Bei der Subkultivierung verwendete Losungen

Bei der Zellkultur wurde eine modifizierte calciumfreie Hanks-Losung (Hanks’
Balanced Salt Solution) zur Spilung des Zellbelages bendtigt. Der Zellbelag
wurde dann mit einer EDTA-haltigen 0,25 %-igen Trypsinldsung vom Sustratum

abgelost.

2.2 Effektoren
2.2.1 Verwendete Effektoren

Als Effektoren wurden verschiedene Fettsauren (Tab. 3) und der spezifische

Inhibitor der Na,K-ATPase, Ouabain, eingesetzt.
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Tab. 3: Die verwendeten Fettsauren

Systematischer Name

Symbol (Zahl der
C-Atome: Zahl der
Doppelbindungen)

Trivialname

Dodecansaure 12:0 Laurinsaure
Tetradecansaure 14:0 Myristinsaure
Hexadecansaure 16:0 Palmitinséure
Octadecanséure 18:0 Stearinséure
cis-9-Hexadecensaure 16:1, cis Palmitoleinsaure
cis-9-Octadecensaure 18:1, cis Olsaure
trans-9-Octadecenséure 18:1, trans Elaidinséure
cis-9- Octadecenséaureethylester 18:1, cis, Ester Ethyloleat
cis-9,cis-12-Octadecadienséaure 18:2, cis Linolsaure
trans-9,trans-12- Octadecadiensaure 18:2 , trans Linolelaidinsaure
cis-9,cis-12-Octadecadiensaureethylester | 18:2, cis, Ester Ethyllinoleat
9,12,15-Octadecatriensaure* 18:3, cis a-Linolensaure
9,12,15-Octadecatriensaureethylester* 18:3, cis, Ester a-Ethyllinolenat
5,8,11,14-Eicosatetraensaure* 20:4, cis Arachidonséure

5,8,11,14-Eicosatetraensaureethylester*

20:4, cis, Ester

Ethylarachidonat

Alle Doppelbindungen in der C-Atomkette sind cis-konfiguriert.

2.2.2 Herstellung fettsaurehaltiger Losungen

Fettsduren wurden in Aceton bzw. in Ethanol zu Stamml6sungen aufgeldst und
in der Tiefkuhltruhe bei - 20°C bis zu 4 Wochen aufbewahrt. Kurz vor dem

Gebrauch  wurden  Stammlésungen mit Aceton bzw. Ethanol

die

Effektorkonzentrationen weiter verdiinnt wurden. Mit diesem Schritt konnten die

Zu

Zwischenldsungen  verdunnt, mit Medien dann zu gewinschten

Konzentrationen von Aceton und Ethanol in fertigen Testldsungen bei 0,5 %

10
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konstant gehalten werden. Durch Vorversuche konnte gezeigt werden, dal} bei

dieser Konzentration Aceton und Ethanol nicht zu Zellschadigungen fihren.

2.3 Zellkultivierung
2.3.1 Primarkultur

Native LEZ wurden auf ihrer natirlichen Unterlage, der Linsenkapsel, kultiviert.
FUr die Herstellung der Epithel-Kapsel-Praparate (EKP) wurden Rinderaugen
verwendet, die auf dem Schlachthof sofort nach der Toétung der Tiere
entnommen wurden. Die Praparation erfolgte bei 37°C unter sterilen
Bedingungen nach der Methode von GlaRRer et al. (1972). Nach dem
Eintauchen des Augenbulbus in 70%-igen Ethanol wurden die Cornea und lIris
entfernt. Mit einer Schere wurde die Linsenkapsel dicht am Aquator ringférmig
eingeschnitten und das EKP mit der Epithelschicht nach oben weisend auf ein
Deckglas ubertragen. Das Praparat wurde mit Glasstiickchen am Rande fixiert
und in einem Petrischalchen aus Glas (Durchmesser 40 mm) mit 2 ml
Vollmedium fur eine Stunde bei 37°C vorkultiviert (Abb. 3). Die Praparation war

innerhalb 4 Stunden nach der Totung der Tiere abgeschlossen.

Abb. 3: Herstellung des EKP (aus Bergner, 1984). Nach dem Einschneiden
am Aguator wurde die vordere Linsenkapsel zusammen mit der haftenden
Epithelschicht auf ein Deckglaschen lUbertragen, und in einem Petrischélchen in
2 ml Vollimedium kultiviert. Mit den Glasstuckchen wurde das Einrollen des EKP

verhindert.

11
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2.3.2 Subkultur

Die Subkultivierung der LEZ wurde in Vollmedium nach der Methode von Iwig
und GlaRer (1975) durchgefuhrt. Die Zellen wurden jeweils nach 3-4 Tagen
Subkultivierung fir die Versuchsansatze eingesat (fur das Wachstums-
verhalten von LEZ im Vollmedium siehe Abb. 4 und Abb. 5). Dazu wurde der
Zellbelag 2 mal mit je 5 ml Hanks-Losung gespilt und anschlie3end mit 3 mi
EDTA-Trypsinldsung 1 Minute behandelt. Danach wurde die Trypsinldsung
abgegossen und die Kulturflasche 5 Minuten bei 37°C aufgehoben. Die Zellen
l6sen sich unter Trypsinwirkung vom Flaschenboden ab und wurden
nachfolgend in 20 ml Vollmedium aufgenommen. Nach der Zellzahlbestimmung
mit der Zahlkammer wurde die Zelldichte der Zellsuspension auf 50 000
Zellen/ml eingestellt, anschlieBend wurden die Zellen in die Versuchsansatze

eingesat und 24 Stunden vorkultiviert.

300.000 A

200.000 A

100.000

0

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Zeit [Tage]

Abb. 4: Wachstumskurve der subkultivierten LEZ (bei 37°C, 1 % CO,,
Kulturmedium mit 10 % FKS). Am Tag nach der Einsaat ist die Zellzahl kaum
verandert, danach ist ein lineares Zellwachstum zu beobachten, nach 4 Tagen

Kultivierung hat sich die Zellzahl etwa verdoppelt.
Die Vorkultur erfolgte wie die Subkultur im Vollmedium bei 37°C im CO,-

Inkubator mit 1% CO,. Alle Kultivierungsarbeiten wurden unter der Laminarbox

(Heraeus) durchgefthrt.

12
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Abb. 5: LEZ am Phasenkontrastmikroskop abgebildet (150 x). Zustand nach
24 Stunden Kultivierung im Vollmedium bei 37°C, Einsaat 100 000 Zellen in 2

ml Medium in eine Gewebekulturschale aus Plaste, Durchmesser 3,5 cm.

2.4 Zytotoxizitatsteste

2.4.1 Zellablosungstest

Das Prinzip des Tests beruht darauf, dal3 geschadigte Zellen den Kontakt zum
Substratum verlieren und durch Absaugen entfernt werden kdnnen. Die
Bestimmung des Zellverlusts nach der Inkubation in effektorhaltigen Ldsungen
ermdglicht somit eine Aussage Uber die Zytotoxizitat des untersuchten
Effektors.

Zur Durchfiihrung wurden jeweils 2 ml Zellsuspension mit 50 000 Zellen/ml in
die Versuchsansatze (Gewebekulturschalen aus Plaste, Durchmesser 3,5 cm)
eingesat und zunachst 24 Stunden in Vollmedium vorkultiviert. Nach der
Vorkultur wurden die Ansatze 2 mal mit je 2 ml HBS gespullt und dann
5 Stunden in einem Rotationsinkubator (G 24 Environmental Incubator Shaker)
bei 37°C in 2 ml HBS mit 10 umol/l des jeweiligen Effektors inkubiert. Dabei

wurden die Ansatze mit 50 Umdrehungen pro Minute bewegt, wobei

13
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geschadigte Zellen abgeldst werden. Nach der Inkubation wurde das Medium
abgesaugt, wobei die geschadigten, abgelosten Zellen mitentfernt wurden.
AnschlieRend wurde der Zellbelag trypsiniert und die Zellzahl bestimmt. Als

Kontrollen dienten mit effektorfreiem HBS behandelte Ansatze.

2.4.2 Neutralrot-Test

Prinzip
Neutralrot ist ein Vitalfarbstoff, der durch die Plasmamembran diffundieren

kann und in Lysosomen von vitalen Zellen gespeichert wird. Die
aufgenommene Farbstoffmenge einer Zellpopulation ist somit der Zahl der
vitalen Zellen proportional und kann photometrisch bestimmt werden (Shekhan,
1995). Der Zellverlust wird hier tber die Abnahme der Extinktion gegenuber
der Kontrolle erfal3t.

Reagenzien

- Testlosungen: Als Medien wurden HBS, Mangelmedium 1 bzw. 2 verwendet.
Aus Stammlésungen wurden Verdinnungsreinen mit Effektorkonzentrationen
im pmolaren Bereich hergestellt, die bei der Inkubation den Zellen zugegeben
wurden.

- Neutralrot-haltige Medien: Am Tag vor dem Gebrauch wurde die Neutralrot-
Stammldsung von PromoCell (5 mg/ml) mit Medium 1:100 verdinnt und auf
37°C aufgewarmt. Kurz vor dem Gebrauch wurde die Losung 20 Minuten bei
20 000 g in der Biofuge 28 RS zentrifugiert um ungeldste Partikel zu entfernen.

- Wasch/Fixier-Losung: Formaldehyd 0,5%, CaCl, 1%

- Auflésungspuffer: Ethanol 50%, Essigsaure 1%

Ausfihrung

Das von PromoCell fur Keratinozyten angegebene Verfahren wurde modifiziert
angewendet (Sebastiao, 1996).

- Vorkultur: In jede Vertiefung einer 96-er Gewebekulturplatte wurde 250 pl
Zellsuspension mit 50 000 Zellen/ml eingesét und 24 Stunden vorkultiviert.
- Inkubation: Nach der Vorkultivierung wurden die Zellproben 2 mal mit je
250 pl Medium gespllt und dann 24 Stunden bei 37°C in 250 pl

14
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effektorhaltigem Medium inkubiert. Die Kontrolle wurde mit effektorfreiem
Medium analog behandelt.

- Behandlung mit dem Farbstoff: Das effektorhaltige Medium wurde abgesaugt
und die Zellen wurden 3 Stunden bei 37°C in 250 upl Neutralrot-haltigem
Medium inkubiert (Mel3proben). Als Leerwert dienten Zellproben, die mit der
gleichen Effektorkonzentration wie die Melproben behandelt wurden, aber
anschlieRend mit Neutralrot-freiem Medium weiterkultiviert wurden.

- Aufarbeitung: Nachdem das farbstoffhaltige (bei den Mel3proben) bzw. das
farbstoffreie Medium (bei den Leerwerten) abgesaugt wurde, erfolgte eine
einminutige Waschprozedur mit je 250 pl Wasch/Fixier-Losung. Anschlie3end
wurden die Zellen 20 Minuten in 250 ul Auflésungspuffer bei leichtem Schiitteln
aufgelost und die gewonnenen rétlichen Losungen bei 540 nm gegen den

Leerwert gemessen.

2.5 Bestimmung des anorganischen Phosphats

Die Aktivitdt der ATPasen wurden durch photometrische Bestimmung des bei
der ATP-Hydrolyse freigesetzten anorganischen Phosphats (P,) erfal3t:

ATP + H,O « ADP + P
Zur Pi-Bestimmung wurde die Methode von Hess und Derr (1975) angewandt.

Herstellung des Farbreagenz

-Reagenz 1: 0,045%-ige Malachitgriinlésung in Aqua tridest.

-Reagenz 2: 4,2%-ige Ammoniummolybdatlésung in 4 N HCI

Die Reagenzien 1 und 2 wurden im Verhdltnis 3:1 gemischt und 30 Minuten
geruhrt, danach wurden ungeloste Partikel durch Filtrieren mit hartem
Filterpapier aus der Lésung entfernt. Zu je 5 ml Filtrat wurde 100 pl 2%-ige
Triton-X100-L6sung gegeben. Das hergestellte Farbreagenz ist bei 4°C etwa
1 Woche haltbar.

Durchfiihrung

Das anorganische Phosphat wurde in HBS (bei Versuchen zur Bestimmung der
Ecto-ATPase-Aktivitat) bzw. in Tris/HCI-Puffer in Anwesenheit von 1%-iger
Trichloressigsdure (bei Untersuchungen zur Aktivitat der Na,K-ATPase)

bestimmt. Fir die Kalibrierung diente KH,PO,4-Losung in Konzentrationen bis

15
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0,1 mmol/l als Standard. Fur die Farbreaktion wurden 20 pl Standard, Probe
oder Leerwert mit 200 pl Farbreagenz vermischt. Darauf entwickelte sich eine
sofortige intensive Grunfarbung der Proben. Die Extinktion wurde bei 635 nm
am Photometer gemessen.

In Anwesenheit vom Farbreagenz wurde eine Spontanhydrolyse von ATP
beobachtet. Diese ATP-Spontanhydrolyse ist sehr gering, nimmt aber mit der
Inkubationszeit zu (Abb. 6) und kann bei der Bestimmung von geringen P;-
Konzentrationen die Melergebnisse beeinflussen. Aus diesem Grund ist es
wichtig, die Messungen mdoglichst kurz nach der Zugabe vom Farbreagenz
durchzufuhren, vorausgesetzt, dafld die Farbentwicklung schon weitgehend
abgeschlossen ist. Um einen optimalen Mel3zeitpunkt festzusetzen, wurde die
Farbentwicklung nach der Zugabe vom Farbreagenz Uber 10 Minuten verfolgt
(Abb. 7). Im Ergebnis der in Abb. 6 und Abb. 7 dargestellten Befunde wurde die
Messung der Extinktion jeweils genau 3 Minuten nach Zugabe des Farbreagenz
vorgenommen. Dieser Zeitpunkt stellt einen  Kompromil3  zwischen
Spontanhydrolyse von ATP und einer optimalen Entwicklung der Farbintensitét
dar. Nach 3 Minuten ist die Entwicklung der Farbintensitat bereits weitgehend
abgeschlossen. Die geringe S&aure-bedingte ATP-Hydrolyse betragt innerhalb
von 3 Minuten nur 0,37 % bei einer ATP-Konzentration von 0,5 mmol/l und

wird durch Messung gegen einen entsprechenden Leerwert eliminiert.

0,04 -
0,03 -
c
9
E 0,02 -
%
L 0,01 -
0 T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Zeit [min]

Abb. 6: ATP-Spontanhydrolyse in Anwesenheit vom Farbreagenz bei
0,5 mmol/l ATP im Ansatz.
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Abb. 7: Farbentwicklung in einer 0,0625 mmolaren KH,PO,4-Lésung in HBS

nach Zugabe von Farbreagenz.

2.6 Proteinbestimmung

Zur Ermittlung der spezifischen Aktivitdt der Na,K-ATPase wurde die Aktivitat
auf Protein bezogen. Der Proteingehalt der Zellproben wurde nach der Methode
von Lowry (1951) in der Modifikation von GlaRer und Kleine (1962)
bestimmt. Dazu wurde das Zellmaterial in gleichem Volumen von 0,2 N NaOH
aufgelost.
Reagenzien
- 5-fach Puffer NaOH 2%
Na,CO; 10 %
Kaliumhydrogentartrat 0,1 %
- Alkalisches Kupferreagenz (vor dem Gebrauch frisch hergestellt)
CuSO, 1% 0,1 mi
5-fach Puffer 2,0 mi
Aqua tridest. 3,0ml
- Folinreagenz 0,18 N
Durchfiihrung
Fir die Proteinkalibrierung wurde Rinderserumalbuminlésung als Standard

genommen. 20 pl Probe, Standard oder Leerwert wurde mit 200 ul alkalischem
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Kupferreagenz vermischt und sofort geschuttelt. Nach 20 Minuten wurde 200 pl
Folinreagenz unter kraftigem Schitteln zugegeben und die Reaktionsgefalie
wurden fur eine Stunde ins Dunkle gestellt. Dann wurden die Proben noch
einmal grindlich geschittelt und fur eine weitere Stunde im Dunkeln

aufbewahrt. Die Extinktion wurde danach bei 730 nm gemessen.

2.7 Aktivitatsbestimmung der Ecto-ATPase an Epithelkapselpraparaten

Zur Untersuchung der Ecto-ATPase-Aktivitdt wurden die Epithelkapsel-
prararate (EKP) nach der Prainkubation in Vollmedium 2 mal mit je 3 ml HBS
gespult, damit alle bei der Praparation geschadigten Zellen aus der Zellkultur
entfernt wurden. Der gesamte Versuch wurde im Brutraum bei 37°C
durchgefihrt.

Die Enzymreaktion erfolgte in 3 ml HBS mit 0,5 mmol/l ATP Uber 28 Minuten.
Im Abstand von 7 Minuten wurde je 3 mal 20 pl Inkubationsmedium zur
Erfassung der P-Freisetzung entnommen. Die entnommenen Proben wurden zur
Vermeidung der Spontanhydrolyse von ATP bis zur Farbreaktion im Eisbad
aufbewahrt. Der Volumenverlust durch die Probenentnahme wurde bei der
Berechnung der P-Freisetzung berucksichtigt.

Zur Untersuchung des EinfluBes von LS auf die Aktivitdt der Ecto-ATPase
wurde die Enzymaktivitat an denselben EKP nach 3 Stunden Inkubation in 3 ml
HBS mit 10 pumol/l LS nachbestimmt. Der Unterschied der Enzymaktivitat vor
und nach der Inkubation in LS-haltigem Medium wurde dann mit dem der

Kontrollproben verglichen, die in LS-freiem Medium inkubiert wurden.

2.8 Aktivitatsbestimmung der Na,K-ATPase

2.8.1 Gewinnung von Zellmaterial aus subkultivierten LEZ

Als Zellmaterial zur Untersuchung der Aktivitat der Na,K-ATPase kamen
Zellhomogenate und teilgereinigte Fraktionen der Plasmamembran aus
subkultivierten LEZ zur Anwendung. Zur Herstellung des Zellhomogenats

wurde eine Kulturflasche (250 ml) mit konfluentem Zellbelag 2 mal mit 10 mi
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lauwarmer physiologischer Kochsalzlosung gespuilt. Danach wurde der
Zellbelag mit einem Plastikschaber zusammengeschabt und in ein Glas-Glas-
Homogenisator tberfuhrt. Das Zellmaterial wurde nun in 500 pl Tris/HCI-Puffer
(pPH 7,00 6 Minuten unter Eiskihlung homogenisiert und bis zur
Aktivitatsbestimmung im Eisbad aufbewahrt.

Zur Anreicherung der NaK-ATPase wurden Membranfraktionen durch
Differentialzentrifugation isoliert. Es wurde nach der Methode von Garner et al.

(1983) vorgegangen.

Reinigungspuffer: Saccharose 250 mmol/l
Tris/HCI pH 7,0 2 mmol/l
EDTA 1 mmol/l

Nach einem Spuilprozel3 mit physiologischer Kochsalzlosung wurden die Zellen
aus 10 Kulturflaschen (250 ml) mit einem Schaber zusammengeschabt, in
einen Glas-Glas-Homogenisator wberfuihrt, mit Reinigungspuffer auf ca. 12 ml
aufgefulit und 6 Minuten unter Eiskihlung homogenisiert. Das Homogenat
wurde dann 15 Minuten bei 8000 g in der Biofuge RS bei 4°C zentrifugiert und
das Sediment wurde in Reinigungspuffer resuspendiert, rehomogenisiert und
noch einmal zentrifugiert. Beide Uberstande wurden kombiniert und in einer
Ultrazentrifuge (Spinco L2-65 B) bei 100 000 g und 4°C fur eine Stunde
zentrifugiert. Das Sediment, in dem Fraktionen der Plasmamembran
angereichert sind, wurde fur die Untersuchung der Enzymaktivitat verwendet.
Bis zur Aktivitdtsbestimmung wurde das Untersuchungsmaterial bei 4°C

aufbewahrt.

2.8.2 Bestimmung der Na,K-ATPase-Aktivitat

Im Zellmaterial gibt es aul3er der Na,K-ATPase noch andere Enzyme, die bei
Anwesenheit von Mg ATP hydrolysieren kénnen. Die gesamte Mg™'-
abhéngige ATP-Hydrolyse im Zellmaterial wird hier als Gesamtaktivitat
bezeichnet. Um die Aktivitat der Na,K-ATPase von der Gesamtaktivitat
abzugrenzen, wurde Ouabain, ein spezifischer Inhibitor der Na,K-ATPase,

eingesetzt. Die Aktivitat der Na,K-ATPase wird als der ouabainhemmbare
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Anteil der Gesamtaktivitat definiert, der Rest ist die Basisaktivitat (siehe
Abb. 15, Abschnitt 3.3.1).

In Tab. 4 wurde die Ansatzzusammensetzung bei der Aktivitatsbestimmung im
Zellhomogenat dargestellt. Mit Ansatz 1 wurde die Gesamtaktivitdt und mit
Ansatz 2 die Basisaktivitat erfaldt, die Differenz entspricht der Na,K-ATPase-
Aktivitat. Die Ansatze wurden vor der ATP-Zugabe im Wasserbad bei 37°C
20 Minuten prainkubiert. Die Reaktion wurde durch ATP-Zugabe gestartet. Zur
Bestimmung der Pj-Freisetzung wurde nach 30 Minuten 100 pl Probe
entnommen und zu 50 pl 3%-iger eiskalter Trichloressigsaure als Vorlage
pipettiert. Die Proben wurden bis zur P;-Bestimmung unter Eiskihlung
aufbewahrt. Fur die P-Kalibrierung wurde der Standard wie die Proben
behandelt. Die Bestimmung der Aktivitat der Na,K-ATPase in gereinigten
Membranfraktionen wurde unter gleichen Bedingungen durchgefihrt, das
Ansatzvolumen betrug aber 500 pl einschlie3lich 50 pl Membranmaterial. Der
Einflud von LS auf die Enzymaktivitat wurde in Membranfraktionen untersucht,

die Endkonzentration von Linolsaure im Ansatz betrug 10 bzw. 100 pumol/l.

Tab. 4: Zusammensetzung der Ansatze fir die Bestimmung der Aktivitat der

Na,K-ATPase im Zellhomogenat (Ansatzvolumen 1 ml).

Substanzen Ansatz 1 Ansatz 2
Zellhomogenat 200 pl pro ml Ansatz
ATP 2 mmol/l
Tris/HCI pH 7,0 50 mmol/l
MgCl, 4 mmol/l
Na,EDTA 0,5 mmol/l
NaCl 100 mmol/l
KCI 20 mmol/l
Ouabain - 0,1 mmol/I
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2.9 Methoden zur Untersuchung der intrazellularen Natriumkonzentration

2.9.1 Prinzip und Durchfiihrung

Die intrazellulare Natriumkonzentration wurde mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Das Prinzip der Methode beruht darauf, daf3
ionenspezifische Fluoreszenzfarbstoffe bei Anregung mit Licht bestimmter
Wellenlangen Fluoreszenzlicht emitieren, dessen Intensitat von der Konzentration
des jeweiligen lons abhéngig ist. Ermittlung dieser emitierten
Fluoreszenzintensitaten erlaubt somit einen Ruckschlul3 auf die intrazellulare
Konzentration des selektiven lons. Zur Natriumbestimmung wurde der Farbstoff
SBFI (sodium-binding benzofuran isophthalate) verwendet, welcher in Form
des Acetoxymethylesters (AM-Ester) den Zellen zugegeben wurde. In dieser
Form kann der Farbstoff durch die Plasmamembran in die Zelle eindringen und
wird erst im Zytoplasma durch die Wirkung unspezifischer Esterasen in die
freie, fluoreszierende Form umgewandelt, die ihrerseits praktisch nicht mehr
membranpermeabel ist.

Der Farbstoff wurde in wasserfreiem DMSO (Dimethylsulfoxid) zu einer
Stammlésung von 1 mmol/l gelést und in der Tiefkiihltruhe bei -20°C
aufbewahrt. Kurz vor Gebrauch wurde die Stammlésung zuerst mit einer
20%-igen Pluronic-L6sung (in DMSO) zum Volumenverhéltnis 1:1 gemischt, dann
mit HBS zu einer Beladungslosung mit SBFI-Konzentration von 10 pmol/l
verdunnt. Mit Pluronic wird eine héhere Léslichkeit des Farbstoffs in wéalrigen
Medien erreicht.

Zur  fluoreszenzmikroskopischen  Untersuchung wurden LEZ auf ein
Deckglaschen (Durchmesser 42 mm, Dicke 0,17 mm) bei 37°C im Vollmedium
(100 000 Zellen/4 ml) wUber 24 Stunden vorkultiviert. Danach erfolgte die
Zellbeladung bei 37°C in 1 ml farbstoffhaligem HBS Uber eine Stunde.
Anschliel3end wurde die Zellprobe fur weitere 30 Minuten in farbstoffreiem HBS
inkubiert, damit die aufgenommene Farbstoffmenge weitgehend zur
fluoreszierenden Form hydrolysiert und eine konstante Fluoreszenz erhalten
wird. Zur Messung wurde das Deckglaschen in eine POC-Kammer (Perfusion

open closed chamber) Ubertragen und dann in das Mikroskop eingesetzt.
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Zur Anwendung kam ein Mikroskop Axiovert 100, mit einem Objektiv
Achrostigmat 40 x oil. Als Lichtquelle diente eine Xenon-Kurzbogenlampe XBO
75 W. Die Aufzeichnung der mikroskopischen Bilder erfolgte mit einem
Attofluor RatioVision System UUber eine ICCD-Kamera. Da bei diesem
Geratesystem keine temperierbare Inkubationseinrichtung zur Verflgung
stand, wurden alle Bestimmungen bei Zimmertemperatur (20°C) durchgefihrt.
Der Farbstoff wurde im Wechsel bei 334 und 380 nm angeregt, die
Fluoreszenzemission wurde bei 520 nm detektiert. Das Verhaltnis der
emitierten Fluoreszenzintensitat bei Anregung mit 334 nm zu der bei Anregung
mit 380 nm (F 334/F 380) dient als MaR fiir die intrazellulare Na*-Konzentration
(INa'li). In Abb. 8 ist das Anregungsspektrum von SBFI dargestellt. Danach
nimmt bei ansteigender Na'-Konzentration die Fluoreszenz bei Anregung mit
334 nm stark zu, wéhrend sie bei Anregung mit 380 nm geringflgig abfallt.
Daraus resultiert ein Anstieg des Wertes von F 334/F 380 bei Erhéhung der

Na’-Konzentration.
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Abb. 8: Anregungsspektrum der SBFI-Fluoreszenz bei ansteigenden Na'-
Konzentrationen (pH 7,05). Bandbreite der Anregung 1,85 nm; Emission bei

500 nm gemessen, mit 9,3 nm Bandbreite (von Minta und Tsien, 1989).
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2.9.2 SBFI-Kalibrierung

Um die [Na']i, von intakten LEZ sowie ihre Anderungen unter EinfluR von
Effektoren quantitativ erfassen zu konnen, wurde eine Kalibrierungskurve von
SBFI erstellt. Dazu wurden Kalibrierungspuffer mit unterschiedlichen Na'-
Konzentrationen verwendet, die die lonophore Gramicidin D (10 pmol/l) und
Amphotericin B (2,5 umol/l) enthielten. Diese lonophore haben die Eigenschatft,
die Plasmamembran selektiv flir monovalente lonen durchgangig zu machen
(Ring et al., 1980; Medoff, 1983). Folglich entspricht die zu messende [Na']i,
bei Anwesenheit von lonophoren der bekannten Na'-Konzentration im Puffer
(Harotunian et al.,, 1989). Zur Herstellung der Kalibrierungspuffer wurde eine
Na'-freie, K'-hochkonzentrierte (Kaliumpuffer) und eine K'-freie, Na'-
hochkonzentrierte Losung (Natriumpuffer) verwendet (Negulescu und Machen,
1990). Tab. 5 gibt die Zusammensetzung dieser hochkonzentrierten Puffer
wieder. Beide Puffer wurden mit N-Methyl-D-Glucamin (NMG), einer
schwachen Base, auf pH 7,1 eingestellt. Durch Mischen der
hochkonzentrierten  Puffer in  unterschiedlichen  Verhaltnissen wurden
Kalibrierungspuffer mit Na'-Konzentration von 5 bis 160 mmol/l hergestell,
wobei die Summe der Na'- und K'-Konzentration in allen Puffern bei

160 mmol/l erhalten wird, damit die lonenstarke konstant bleibt.

Tab. 5: Zusammensetzung der Natrium- und Kaliumpuffer. Die Puffer wurden

mit NMG auf pH 7,1 eingestellt. Konzentrationsangabe in mmol/I.

Substanzen Natriumpuffer | Kaliumpuffer

NaCl 30 -

KCI - 30

Natriumgluconat 130 -

Kaliumgluconat - 130

MgSO, 1

C&Clz 1

Hepes 10
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2.9.3 Untersuchungen zum Na'-Transport durch die Plasmamembran

Uber die Na'-Messung konnen Anderungen der [Na'],, unter EinfluR von
Effektoren erfal3t werden; damit konnen aber keine direkten Aussagen Uber die
Wirkung von Effektoren auf den Na'-Transport durch die Plasmamembran
erhalten werden. Die [Na'];, wird durch den passiven Na'-Influx und den durch
die Na,K-ATPase bewirkten aktiven Na'-Efflux bestimmt, die sich in intakten
Zellen im Gleichgewicht befinden. Jede Anderung der [Na']i, kann deshalb die
Folge einer Anderung des Na'-Influx und/ oder des Na'-Efflux sein. Um
Anderungen der [Na'],, unter der Wirkung von Effektoren den einzelnen
Transportvorgangen zuordnen zu kénnen, wurde der Einflul3 von Effektoren auf
die [Na']i, bei Blockierung der Na,K-ATPase untersucht. Unter dieser
Bedingung ist der aktive Na'-Transport aufgehoben und die [Na'],, wird allein
durch den passiven Transport bestimmt (Negulescu und Machen, 1990). Daher
sind bei blockierter Na,K-ATPase Anderungen der [Na'], als Folge der
Wirkung von Effektoren auf den passiven Transport zu sehen. Die Funktion der
Na,K-ATPase kann sowohl durch K'-Entzug aus dem Medium als auch durch
Zusatz des spezifischen Inhibitors Ouabain ausgeschaltet werden (Negulescu
und Machen, 1990). In dieser Arbeit wurde K'-freies HBS bzw. HBS (K'-haltig)

mit 1 mmol/l Ouabainzusatz verwendet.

24



Ergebnisse Seite 25

3. ERGEBNISSE

3.1 Die Zytotoxizitatsteste
3.1.1 Zellablé6sungstest

Bei diesem Test wurden jeweils 100 000 Zellen in einer Gewebekulturschale
24 Stunden vorkultiviert, dann mit 10 pumol/l Fettsdure in HBS Uber 5 Stunden
inkubiert. Als Kriterium zur Beurteilung der Zytotoxizitat von Fettsduren wurde
der Zellverlust wahrend der Inkubation verwendet. Abb. 9 stellt die Zahl der
noch an der Unterlage haftenden Zellen der jeweiligen Probe nach der
Inkubation mit verschiedenen geséttigten und ungesattigten cis-konfigurierten

freien Fettsaduren dar.
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Abb. 9: Zellablésungstest: Der Zellverlust nach 5 Stunden Inkubation mit
10 umol/l Fettsdure in HBS als Mal3 fur die zytotoxische Wirkung von
Fettsauren. Im Vergleich zu den gesattigten Fettsauren verursachten die
untersuchten ungeséttigten einen starken Zellverlust nach der Inkubation.
(Einsaat 100 000 Zellen in 2 ml Medium, 24 Stunden vorkultiviert).

Aus Abb. 9 ist ersichtlich, dal3 nach der Inkubation Uber 5 Stunden in HBS
ohne Zusatz von Fettsduren ein geringer Zellverlust auftrat. Der Zellverlust
nach der Inkubation mit den gesattigten Fettsduren (Laurinsaure 12 : 0,
Myristinsaure 14 : 0, Palmitinsdure 16 : 0 und Stearinsdure 18 : 0) lag im
Bereich dieses Kontrollwertes. Im Gegensatz dazu verursachten die
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untersuchten ungesattigten Fettsduren einen starken zusatzlichen Zellverlust,
der bei Arachidonsaure (20 : 4 cis) 84,1 % und bei LS (18 : 2 cis) 78,5 %
betrug, bezogen auf den Kontrollwert. Die Ergebnisse zeigen, dal} die
gesattigten Fettsduren nicht zytotoxisch auf LEZ wirken, wahrend die
ungesattigten cis-konfigurierten freien Fettsauren in einem serumfreien
Mangelmedium schon bei 10 umol/l einen starken zytotoxischen Effekt auf LEZ
aufweisen. Von den untersuchten ungesattigten Fettsduren hat Arachidonsaure
die starkste Zytotoxizitat, gefolgt von Linolsdure, Olsaure (18 : 1 cis),
Linolensaure (18 : 3 cis) und Palmitoleinsaure (16 : 1 cis).

In Abb. 10 wurden die zytotoxischen Wirkungen von ungesattigten Fettsduren
mit cis- und trans-Konfiguration bzw. veresterten Fettsauren mit gleicher
Kettenlange und gleicher Anzahl von Doppelbindungen miteinander verglichen.
Es geht hervor, dal’ nur ungesattigte Fettsauren, die eine cis-Konfiguration und
eine freie Carboxylgruppe haben, zytotoxisch auf LEZ wirken. Die trans-
konfigurierten und die veresterten ungesattigten Fettsauren haben keinen
zytotoxischen Effekt.

Im Ablésungstest erweisen sich damit langkettige, freie, ungesattigte cis-
konfigurierte Fettsauren als zytotoxisch, wobei sich die folgende Reihenfolge
ergibt: Arachidonsaure>Linolsaure>QOlsaure>Linolensaure> Palmitoleinsaure.

100 -
T
g 80 -
S 60 -
x
® 40
N
S 20-
0
ohne 18:118:118:118:218:218:218:318:320:420:4
FS «cs trans cis cis trans cs cis cis cis cis
Ester Ester Ester Ester

Abb. 10: Zellablosungstest mit verschiedenen ungeséttigten Fettsauren, jeweils
cis- oder trans-konfiguriert bzw. verestert. Nur die cis-konfigurierten freien
Fettsduren verursachten einen signifikanten Zellverlust nach der Inkubation.
Versuchsbedingungen analog Abb. 9.
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Die Fettsdure-bedingten Zellschadigungen gehen mit charakteristischen
morphologischen Veranderungen der LEZ einher, die mit einer blebs-Bildung
beginnen. Das Sichtbarwerden von Zellkernen im Nativpraparat (Abb. 11 A und
B) ist ein sicheres Zeichen fur massive Zellschadigung bzw. bereits erfolgten
Zelltod (Glaler et al., 1984).

A

Abb. 11: LEZ bei der Inkubation mit 25 pmol/l LS in HBS. Nativpraparat,
Phasenkontrastmikroskop (150 x). A: Bereits nach einer Stunde sind als
Zeichen der Zellschadigung hervortretene Zellkerne und Zellretraktion
festzustellen. B: Nach 24 Stunden verkleinern sich die Zellen deutlich,
zahlreiche sind abgerundet und bleiben nicht mehr auf dem Substratum
haftend.
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3.1.2 Neutralrot-Test

Beim Neutralrot-Test wurden LEZ nach der Inkubation mit Fettsduren
3 Stunden mit Neutralrot behandelt. Die Zytotoxizitat wurde Uber
photometrische Bestimmung der aufgenommenen Farbstoffmenge gegeniber
der Kontrolle (100 %) ermittelt. Als Mal3 fir die zytotoxische Wirkung von
Effektoren wurde der NRgp-Wert verwendet. Dieser Wert wird als diejenige
Effektorkonzentration definiert, bei der die Farbstoffaufnahme der Probe um

50 % gegenulber der Kontrolle abnimmt (Abb. 12).

120 -
] ]
X, 80 \
5
s 07 NRso-Wert
£ 40
x
|
20 .
0 T T 1
01 1 10 100
L S-Konzentration [pumol/I]

Abb. 12: Bestimmung des NRsyWerts von LS. Nach 24 Stunden Inkubation
mit LS (n MEM-Mangelmedium 1) wurden die Zellproben 3 Stunden unter
Zusatz von 50 pg/ml Neutralrot inkubiert, danach wurde die Extinktion ermittelt.
Fur LS ergibt sich ein NRsy-Wert von 15,6 pmol/l. Angegeben sind Mittelwerte

und Standardabweichungen bei n=3.

Uber die Bestimmung des NRso-Wertes erlaubt der Neutralrot-Test eine
genauere Aussage Uber die zytotoxische Wirkung von untersuchten
Substanzen im Vergleich zum Zellablosungstest. Tab. 6 gibt eine
Zusammenfassung der NRg-Werte von untersuchten Effektoren in
verschiedenen Medien. Auch hier erwiesen sich nur ungeséattigte Fettsduren

als zytotoxisch fur LEZ. Arachidonséure verursachte schon mit 7,4 pmoll eine
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Abnahme der Extinktion um 50 %, LS mit 15,6 pmol/l. Auch Olsaure und
Linolensaure wirken stark zytotoxisch, mit NRsp-Werten von 24,1 und 25,3
umol/l. Es ist zu betonen, dal3 bei diesem Test auch die trans-konfigurierte
Linolelaidinsaure einen zytotoxischen Effekt zeigte, der mit dem NRso-Wert von
75,9 umol/l jedoch viel schwécher ist als der von LS. Der Neutralrot-Test erwies
sich somit als empfindlicher als der Abl6sungstest. Die gesattigten Fettsauren
Myristinsdure und Stearinsaure bewirkten bis 160 pmol/l keine Abnahme der
Farbstoffaufnahme, zeigten also keinen zytotoxischen Effekt.

Zur Untersuchung des EinfluBes des verwendeten Mediums auf die
Zytotoxizitat wurde der NRsp-Wert von LS und SDS in HBS, in MEM-
Mangelmedium 1 (ohne FKS) und Mangelmedium 2 (mit 2 % FKS) ermittelt. Die
deutliche Verminderung der LS-Zytotoxizitdt bei Zusatz von FKS ist sehr
wahrscheinlich auf die Anwesenheit von Albumin zurickzufihren. Im
Gegensatz dazu wird die Zytotoxizitat von SDS durch Serumzugabe kaum
vermindert.

Untersuchungen zur Zytotoxizitdét von Aceton und Ethanol zeigen, dal3 diese

Losungsmittel bei Konzentration von 0,5 % keine Zellschadigung verursachen.

Tab. 6: Die NRsr-Werte der untersuchten Substanzen (Angaben fir Fettsauren

in umol/l) (m £s, n=2 bzw. 3, mit je 3 Parallelanséatzen).

Effektoren Mangelmedium | Mangelmedium HBS
SDS 12,3 +1,89 (ug/ml) (17,1 £ 1,15 (ug/ml) | 7,5 £ 1,39 (ug/ml)
Linolsaure 15,6 + 0,34 57,7+ 2,7 11,6 £ 2,88
Linolenséaure 25,3+2)9
Olsaure 24,1 + 1,65
Arachidonséure 7,4 £ 0,59
Linolelaidinsaure 75,9+ 3,5
Stearinsaure > 160
Myristinsaure > 160
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3.2 Untersuchung der Ecto-ATPase-Aktivitat
3.2.1 Bestimmung der Aktivitat der Ecto-ATPase am EKP

FUr die genaue Erfassung der Ecto-ATPase-Aktivitdt der LEZ muf3 eine
mogliche Phosphatfreisetzung aus anderen Quellen ausgeschlossen werden.
Als mdgliche Quellen kommen eine ATP-Hydrolyse durch die Linsenkapsel,
eine ATP-Spontanhydrolyse unter den Versuchsbedingungen bei 37°C und
eine P-Abgabe aus den Epithelzellen des EKP in Frage. In friiheren Arbeiten
wurde nachgewiesen, dal3 die Linsenkapsel keine ATPase-Aktivitdt aufweist
(Bergner, 1984). Eine Spontanhydrolyse von ATP wahrend der Inkubation bei
37°C konnte in Vorversuchen ausgeschlossen werden. In weiteren
Vorversuchen wurde gezeigt, da3 aus den EKP auch ohne ATP-Zugabe
anorganisches Phosphat ins Medium abgegeben wird, die Menge ist aber im
Vergleich zur Pj-Freisetzung bei der ATP-Hydrolyse durch die Ecto-ATPase
gering (weniger als 5 % der Ecto-ATPase-Aktivitat).

In Abb. 13 wurde die P;-Freisetzung bei der ATP-Hydrolyse durch die Ecto-
ATPase im Verlauf von 28 Minuten dargestellt. In dieser Zeit zeigte die
Umsatzkurve einen linearen Verlauf, das bedeutet, daf? unter den Inkubations-
bedingungen bei 37°C weder eine Enzyminaktivierung noch eine Produkt-
hemmung der Ecto-ATPase durch das freigesetzte Phosphat erfogt. Am Ende
der Inkubationszeit wurde eine P;-Konzentration von 0,096 mmol/l im Ansatz
gemessen, das entspricht 19,2 % ATP-Hydrolyse bei 0,5 mmol/l ATP im
Ansatz. Diese Pj-Konzentration liegt noch im linearen Bereich der

Kalibrierungskurve und konnte genau erfal3t werden.
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Abb. 13: Zeit-Umsatz-Kurve der Ecto-ATPase am EKP. Ansatz mit 0,5 mmol/l
ATP in HBS, bei 37°C (n=7).

3.2.2 Untersuchungen zum EinfluB von LS auf die Ecto-ATPase-Aktivitat

Die Ecto-ATPase ist ein Bestandteil der Plasmamembran, wird also bei der
Inkubation dem EinfluB von Fettsauren direkt ausgesetzt. Im Rahmen der
Untersuchung dber die Schadigungseffekte von Fettsauren auf LEZ,
insbesondere Schadigungen der Plasmamembran, wurde die Ecto-ATPase auf
ihre Aktivitdt unter Einwirkung von LS untersucht. Dazu wurde zuerst die
Enzymaktivitdét ohne LS bestimmt, danach erfolgte die Inkubation mit 10 pmol/l
LS dber 3 Stunden, anschlieend wurde die Aktivitat nachbestimmt. Abb. 14
falt die Ergebnisse zusammen. Nach der Inkubation der EKP in HBS mit
10 pmol/l LS ist die Aktivitat der Ecto-ATPase um 11,4 % vermindert. Aber
auch bei Kontroll-EKP, die in linolsdurefreiem HBS unter gleichen
Bedingungen inkubiert wurden, wurde eine Erniedrigung der Enzymaktivitat um
11 % registriert. Diese Verminderung der Enzymaktivitdt kann sowohl durch die
um 3 Stunden verldngerte Inkubation der Praparate als auch durch einen
Zellverlust bei den haufigen notwendigen Spulprozessen bedingt sein. Daraus
geht hervor, daf3 LS bei 10 pmol/l unter den Versuchsbedingungen keinen
EinfluR auf die Ecto-ATPase-Aktivitat hat. Hohere Konzentrationen konnten
wegen der Gefahr einer starken Beeintrdchtigung der Plasmamembran-

permeabilitat nicht eingesetzt werden, denn eine intakte, fur Substrat und
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Endprodukte nicht durchlassige Plasmamembran ist Voraussetzung flr eine

richtige Erfassung der Ecto-ATPase-Aktivitat.
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Abb. 14: Ecto-ATPase-Aktivitdt nach 3 Stunden Inkubation von EKP in HBS
ohne und mit 10 pmol/l Linolsdure. Es wurde kein signifikanter Unterschied
nachgewiesen. Ansatz mit 0,5mmol/l ATP, Aktivitat nach 28 Minuten Inkubation

bei 37°C bestimmt (n=3).

3.3 Untersuchungen uber die Aktivitat der Na,K-ATPase
3.3.1 Bestimmung der Na,K-ATPase-Aktivitat im Zellmaterial

Na,K-ATPase-Aktivitat wurde in Zellhomogenaten und in teilgereinigten
Fraktionen der Plasmamembran nachgewiesen. Abb. 15 stellt die Aktivitat der
Na,K-ATPase im Zellhomogenat aus subkultivierten LEZ als denjenigen Anteil
an der Gesamtaktivitat der erfal3ten ATPasen dar, der durch Ouabain gehemmt
wird. Die Basisaktivitat umfaldt die Aktivitdt aller anderen, nicht durch Ouabain
hemmbaren ATPasen.

Im Zellhomogenat von LEZ betrug der Anteil der Na,K-ATPase 18,5 % an der
Gesamtaktivitat, mit einer spezifischen Aktivitdt von 3,2 nmol P/min/mg Protein.
Die hohe P;j-Freisetzung durch andere ATPasen (Basisaktivitat) ist fur die
Erfassung der Na,K-ATPase-Aktivitdt sowie deren moglicherweise geringen
Anderungen unter EinfluR von LS ungunstig. Aus diesem Grunde wurden aus

Zellhomogenaten Fraktionen der Plasmamembran, in der die Na,K-ATPase
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lokalisiert ist, durch Differentialzentrifugation isoliert. In diesem Material wurden
die Gesamtaktivitat und die Aktivitat der Na,K-ATPase uber 60 Minuten erfaldt,
wobei bis 45 Minuten ein lineares Verhaltnis zwischen P;-Freisetzung und
Inkubationszeit besteht (Abb. 16). Das bedeutet, dal3 innerhalb 45 Minuten
keine Enzyminaktivierung aufgetreten ist. Durch weitere Untersuchungen
konnte der Anteil der Na,K-ATPase-Aktivitat mit 42,1 % an der Gesamtaktivitat
in den isolierten Plasmamembranfraktionen festgestellt werden. Die spezifische

Aktivitat des Enzyms betrug 9,7 + 2,0 nmol P/min/mg Protein (n=4).
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Abb. 15: Aktivitat der Na,K-ATPase im Zellhomogenat

Die Pj-Freisetzung wurde nach 30 Minuten Inkubation bei 37°C in einem
50 mmolaren Tris/HCI-Puffer (pH 7,0) mit 2 mmol/l ATP bestimmt. Mg"™ 4, K’
20, Na® 100, Ouabain 0,1 mmol/ll. Angegeben sind Mittelwerte und

Standardabweichungen (n=3).
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Abb. 16: Zeit-Umsatz-Kurve der Na,K-ATPase und der Gesamtaktivitat der
erfaliten  ATPasen in den isolierten Plasmamembranfraktionen.
Versuchsbedingungen: siehe Abb. 15. Angegeben sind Mittelwerte und
Standardabweichungen aus zwei Parallelbestimmungen.

3.3.2 EinfluBR von Linolsaure auf die Aktivitat der Na,K-ATPase

Die Gesamtaktivitat, Basisaktivitat und Aktivitat der Na,K-ATPase in den
isolierten Fraktionen der Plasmamembran wurden in Ansétzen ohne oder mit
Zusatz von 10 bzw. 100 umol/l LS bestimmt. Abb. 17 fal3t die Ergebnisse der
Untersuchungen zusammen.

Daraus geht hervor, dal3 unter Zusatz von 10 pmol/l LS sowohl die
Gesamtaktivitat als auch die Aktivitat der Na,K-ATPase erhoht wird, wahrend
die Basisaktivitat kaum verandert ist. Die Aktivierung der Gesamtaktivitat ist
damit weigehend auf die Aktivierung der Na,K-ATPase zurlckzufihren. Aus
Ergebnissen der einzelnen Versuche (Tab. 7) wird eine Aktivierung der
Gesamtaktivitat um 15,6 % und der Na,K-ATPase-Aktivitat um 40,7 %
berechnet. Im Gegensatz dazu wurde bei Anwesenheit von 100 pmol/l LS im
Ansatz eine starke Hemmung der Gesamtaktivitat, der Basisaktivitat und der
Na,K-ATPase-Aktivitat nachgewiesen (Abb. 17 und Tab. 7). Bezogen auf die
Kontrolle betrug die Hemmung der Gesamtaktivitat 40 % und die der
Basisaktivitat 32,8 %. Die Aktivitat der Na,K-ATPase wurde durch 100 pumol/l
LS um 51,7 % gehemmt.
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Abb. 17: Aktivitit der ATPasen unter Einflud von LS. Die P-Freisetzung wurde
nach 30 Minuten Inkubation bei 37°C bestimmt. Versuchsbedingungen: siehe
Abb. 15, Angegeben sind Mitelwerte und Standardabweichungen aus
Ergebnissen von 4 bis 8 Versuchen.

Tab. 7: Enflu@ von LS auf die Aktivititt der ATPasen in teilgereinigten
Plasmamembranfraktionen. Die Enzymaktvitdten in einzelnen Versuchen bzw.
deren Mitelwerte sind in Prozent der jeweligen Kontrole (ohne LS)
angegeben. Bei jedem Versuch wurden 2 bis 3 Parallelbestimmungen
durchgefihrt.

10 pmol/l LS 100 pmol/l LS
Versuchs- | Gesamt- | Basis- Na,K- Gesamt- | Basis- Na,K-
nummer aktivitat | aktivitat |ATPase- |aktivitat |aktivitat | ATPase-
Aktivitat Aktivitat
1 125,7 94 162,8 57,7 75,5 27,7
2 105,7 102,3 108,7 66,4 77,8 50
3 114,2 89,2 159,9 58,4 54,6 65,1
4 116,7 107,1 131,2 55,4 60,9 50,3
m 115,6 98,1 140,7 60 67,2 48,3
7,15 6,97 22,2 4,14 9,73 13,35
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Die dargestellten Ergebnisse fuhren zum Schluf3, dal3 LS in vitro nicht nur die
Aktivitit der Na,K-ATPase, sondern auch die von anderen, durch Mg™"
aktivierbaren ATPasen beeinfluRen kann. Die von 10 umol/l LS hervorgerufene
Aktivierung der Gesamtaktivitat ist allein durch die Aktivierung der Na,K-
ATPase erklarbar, wahrend die Hemmung der Gesamtaktivitat bei 100 pmol/l
LS aus einer Hemmung der Basisaktivitdt und einer Hemmung der Na,K-
ATPase zusammengesetzt ist. Besonders deutlich sind jedoch die Einflisse auf
die Aktivitat der Na,K-ATPase, die ihrerseits von der LS-Konzentration
abhangig sind. Wahrend unter Zusatz von 10 pmol/l LS die Na,K-ATPase-
Aktivitdt um 40,7 % aktiviert ist, wird bei 100 pmol/l LS eine Aktivitatshemmung

um 51,7 % nachgewiesen.

3.4 Untersuchungen zum EinfluB von freien Fettsauren auf die
intrazellulare Natriumkonzentration

3.4.1 Erfassung der SBFI-Fluoreszenz in intakten LEZ

Um einen zuverlassigen Ausgangswert fur die Untersuchungen dber die
intrazellulare Natriumkonzentration zu erhalten, wurde zuerst im HBS bei
intakten LEZ das Verhdltnis F 334/F 380 Uber 35 Minuten registriert (Abb. 18).
Die Emissionsintensitaten werden am Anfang des Versuchs (ca. 30 Minuten
nach der Zellbeladung mit Farbstoff) bereits voll erreicht und bleiben Uber
einen langeren Versuchszeitraum relativ konstant (Einzeldaten nicht gezeigt).
Dies spricht nicht nur fir eine vollstindige Hydrolyse des AM-Esters des
Farbstoffes im Zytoplasma (Abschnitt 2.9.1), sondern schlief3t auch ein starkes
Ausblassen der Fluoreszenz z.B. durch Abbau des Farbstoffs wahrend des
Versuchs aus. Daraus ergibt sich fir das Intensitatsverhaltnis F 334/F 380 eine
genugend konstante Basislinie, die am Beginn eines jeden Versuchs vor der
Zugabe eines Effektors ermittelt und mit dem Wert 1,0 angegeben wird (Abb.
19). Der Ausgangswert von 1,0 reprasentiert die intrazellulare
Natriumkonzentration — unter angendhert physiologischen  extrazellularen

lonenkonzentrationen in HBS.
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Abb. 18: F 334/F 380 von SBFI, bestimmt in 5 einzelnen intakten LEZ in HBS.
Die Zellen sind zuvor Uber eine Stunde in HBS mit 10 pumol/l SBFI beladen und
vor Beginn der Messung noch 30 Minuten in farbstofffreiem HBS bei 37°C

inkubiert worden.

3.4.2 SBFI-Kalibrierung

Zur intrazellularen SBFI-Kalibrierung wurde F 334/F 380 in LEZ gemessen, die
in Kalibrierungspuffern mit unterschiedlichen Na'-Konzentrationen inkubiert
wurden. Durch Zusatz von lonophoren zu den Puffern wird die
Plasmamembran fur Na'-lonen durchgingig gemacht, sodaR die [Na'li,
praktisch der Na'-Konzentration des jeweiligen Puffers gleich ist. In Abb. 19
sind die gemessenen Werte des Kalibrierungsversuchs dargestellt. Der
Ausgangswert, welcher in HBS (ohne lonophorezusatz) ermittelt und als 1,0
definiert wird, entspricnt der [Na'], bei nahezu physiologischen
lonenkonzentrationen im  extrazelluldren Raum. Beim  Wechsel zu
Kalibrierungspuffern mit ansteigender Na'-Konzentration, denen die lonophore
Gramicidin D (10 pmol/l) und Amphotericin B (2,5 pmol/l) zugesetzt wurden,
nimmt F 334/F 380 entsprechend zu. Die rasche Plateaubildung nach jedem
Mediumwechsel spricht fir einen wirksamen Ausgleich zwischen der intra- und
der extrazellularen Na'-Konzentration durch die verwendeten lonophore. Zum
Versuchsende wurde der letzte Puffer (Na® 160 mmol/l) durch HBS, ohne
Zusatz von lonophoren, ersetzt, wodurch in kurzer Zeit das Ausgangsniveau

wieder erreicht wird. Dies bedeutet, daR die LEZ, sobald sie nicht mehr der
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Wirkung der lonophore unterliegen, ihre urspriingliche [Na']i, regenerieren
konnen. Demnach ist die Wirkung der lonophore Gramicidin D und

Amphotericin B bei den verwendeten Konzentrationen vollig reversibel.
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Abb. 19: SBFI-Kalibrierung mit Hilfe von Gramicidin D (10 pmol/l) und
Amphotericin B (2,5 umol/l). Angegeben sind Mittelwerte von Messungen in 10

einzelnen Zellen.

Die Kalibrierungskurve von SBFI wurde mit Hilfe von MeRwerten aus zwei
Kalibrierungsversuchen erstellt (Abb. 20). Im untersuchten Konzentrations-
bereich von 5 bis 160 mmol/l steigt F 334/F 380 von 1,16 auf 1,98. Im unteren
Konzentrationsbereich ~ andert sich bei steigender Na'-Konzentration
F 334/F 340 starker, Bestimmungen sind in diesem Bereich deshalb auch
empfindlicher als bei hoheren Konzentrationen. Die gemessenen Anderungen
von F 334/F 340 wurden in Abb. 21 mit Pseudofarben dargestellt. Mit
ansteigender Na'-Konzentration von 5 bis 160 mmol/l verschieben sich die
Farben von blau nach orangerot. Die in den Photos integrierte Farbskala

erlaubt eine grobe Abschatzung des entsprechenden Werts von F 334/F 380.
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Abb. 20: SBFI-Kalibrierungskurve fir [Na'];, an LEZ in HBS unter Zusatz von
10 pmol/l Gramicidin D und 2,5 pmol/l Amphotericin B. Angegeben sind
Mittelwerte und Standardabweichungen aus Ergebnissen von zwei Versuchen,

jeweils in 10 einzelnen Zellen gemessen.

3.4.3 Bestimmung der basalen intrazellularen Natriumkonzentration in
intakten LEZ

Mit Hilfe der Kalibrierungskurve kann [Na'];, im Bereich von 5 bis 160 mmol/l
bestimmt werden. Der Wert von F 334/F380 fur LEZ, die in HBS kultiviert
werden, befindet sich aul3erhalb des erstellten Kalibrierungsbereichs,
unterhalb des Werts fiir 5 mmol/l Na* (siehe auch Abb. 19). Mit Hilfe der
Formel, mit der die Kalibrierungskurve gefittet wird (Abb. 20), laRt sich die
unter diesen Bedingungen gemessene [Na'],, berechnen, sie betréagt
3,14 mmol/l.

9



Ergebnisse Seite 40

Abb. 21: Pseudofarbendarstellung von Anderungen des Verhaltnisses F 334/
F 380 entsprechend der Natriumkonzentration. A: LEZ in HBS ohne lonophore,
B: LEZ in ionophorhaltigem Kalibrierungspuffer mit [Na']=5; C: 10; D: 20; E: 30;
F: 40; G: 50; H:70; I: 160 mmol/l
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3.4.4 Bestimmungen der [Na‘]i, bei Blockierung der Na,K-ATPase

Zur Hemmung der Na,K-ATPase wurden zwei Methoden verwendet: der
Einsatz von K'-freiem HBS und die Zugabe von Ouabain zu K'-haltigem HBS.
Beim Mediumwechsel von HBS zu K'-freiem HBS konnte ein sofortiger Anstieg
der [Na']i, beobachtet werden (Abb. 22). Nach 30 Minuten steigt F 334/F 380
auf 1,27 an, das entspricht ca. 9,5 mmol/ll [Na'],,. Im Vergleich zu dem
ermittelten Ausgangswert von 3,14 mmol/l nimmt die [Na'], in K'-freiem HBS
innerhalb 30 Minuten auf das Dreifache zu. Die Na,K-ATPase transportiert
unter Verbrauch von ATP K' vom extrazelluliren Raum in die Zelle und
gleichzeitig Na® von innen nach auRen, wodurch die [Na'], niedrig gehalten
wird. In K'-freiem Medium wird die Funktion der Na,K-ATPase blockiert und
damit auch der aktive Na'-Efflux, und die [Na'];, wird allein vom passiven Na'-
Influx bestimmt. Der in K'-freiem HBS gemessene Anstieg der [Na'l, um
6,36 mmol/l in 30 Minuten stellt somit das AusmaR des passiven Na'-Influx in

LEZ dar, die Anstiegsrate betragt 0,21 mmol/l Na*/min.
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Abb. 22: Anstieg der [Na'];, in LEZ beim Mediumwechsel von HBS zu K'-
freiem HBS. Die  dargestellten  Werte  sind Mittelwerte  und
Standardabweichungen von 10 Versuchen, jeweils an mindestens 5 Zellen

gemessen.

Im Gegensatz dazu konnte innerhalb 35 Minuten nach der Ouabainzugabe zum

Medium kein Anstieg der [Na'];, beobachtet werden (Abb. 23), obwohl die
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eingesetzte Konzentration von 1 mmol/l als eine wirksame Konzentration flr
die maximale Hemmung der Na,K-ATPase der Linse gilt (Sen und Pfeiffer,
1982). Eine Erklarung dafir kann die langsame Bindung von Ouabain zu
Enzymproteinen sein, die bei Abwesenheit von ATP sowie von anorganischem
Phosphat im Medium erst nach mehreren Stunden das Maximum erreicht
(Schuurmans Stekhoven und Bonting, 1981), weshalb die Hemmwirkung von
Ouabain auf die Na,K-ATPase nach 35 Minuten Einwirkung unzureichend ist.
Hier sei auch zu erwahnen, dal3 die Versuche nur bei Raumtemperatur
durchgefiihrt werden konnten. Weitere Untersuchungen, bei denen eine

Blockierung der Na,K-ATPase erwiinscht ist, wurden deshalb in K-freiem HBS

durchgefuhrt.
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Abb. 23: Zugabe von 1 mmol/l Ouabain in HBS bewirkt keinen melbaren
Anstieg der [Na'];, innerhalb von 35 Minuten. Dargestellt sind Mittelwerte und

Standardabweichungen von 2 Versuchen, jeweils in 5 bzw. 8 Zellen gemessen.

3.4.5 EinfluR von LS auf die intrazellulare Na*-Konzentration

Die intrazellulare Na'*-Konzentration wurde in HBS und in K'-freiem HBS unter
Einwirkung von LS untersucht. Der in K'-freiem Medium beobachtete [Na']i.-
Anstieg wurde durch Zugabe von LS verstarkt (Abb. 24). Diese Wirkung von LS
ist zeit- und konzentrationsabhangig, ist besonders deutlich bei 50 und
100 pmol/l LS zu sehen, obwohl bei 25 pmol/l die Tendenz auch schon zu
erkennen ist. Mit 100 umol/l LS steigt F 334/F 380 nach 15 Minuten auf 1,83

an, das entspricht einer Na*-Konzentration von ca. 94 mmol/l bzw. einem Na'-
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Anstieg von 90,9 mmol/l bezogen auf den Ausgangswert. Dieser hohe Anstieg
muR als Folge einer erhbhenden Wirkung von LS auf den Na'-Influx gesehen
werden. Die Influxrate betragt 6,06 mmol/l Na'/min. Im Vergleich zur vorher
ermittelten Influxrate in K'-freiem HBS ohne LS von 0,21 mmol/l Na'/min

bewirkten 100 umol/l LS einen etwa 29 fachen Anstieg.

&
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g5 —A— LS 25 pmolll

L 087 T ——+— LS 50 pmoll
0671  k*freies HBS —&— LS 100 pmolll
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Abb. 24: LS verstarkt konzentrationsabhéngig den [Na']i-Anstieg in K'-freiem
HBS. Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus
3 Versuchen (mit LS), jeweils in mindestens 5 Zellen gemessen. Der Leerwert

(ohne LS) wurde aus Abb. 23 entnommen.

Im Gegensatz dazu konnte in HBS nach Zugabe von 100 pumol/l LS nur ein
geringer Natriumanstieg nachgewiesen werden (Abb. 25). Nach 30 Minuten
erhoht sich F 334/F 380 auf 1,12, das entspricht einem Anstieg der [Na'];, von
3,14 auf 5,14 mmol/l. Daraus geht hervor, daf3 in HBS die erh6hende Wirkung
von LS auf den Na'-Influx, die bei Untersuchungen in K'-freiem HBS
nachgewiesen wurde, nahezu kompensiert wird. Diese Kompensation erfolgt
offensichtlich durch einen Na'-Efflux (ber die NaK-ATPase, die bei
Anwesenheit von K* im Medium wieder voll in Funktion ist. Da ein um fast
30-fach erhohter passiver Na*-Influx durch das Enzym weitgehend kompensiert
werden kann, mul3 angenommen werden, dal3 die Funktion des Enzyms durch

100 pmol/I LS nicht oder nicht wesentlich gehemmt wird.
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Abb. 25: Wirkung von 100 umol/l LS auf die [Na'];, von LEZ inkubiert in HBS
und K'-freiem HBS. Dargestelite Daten fiir Untersuchungen in HBS sind
Mittelwerte und Standardabweichungen von 2 Versuchen, jeweils in 5 einzelnen
Zellen gemessen. Daten fiir Untersuchungen in K-freiem HBS sind aus Abb.

24 entnommen.

3.4.6 EinfluR von Albumin auf den Na*-Influx -erhéhenden Effekt von LS

Es wurde in den letzten Abschnitten nachgewiesen, daf3 unter in vitro-
Bedingungen freie Fettsauren den passiven Na'-Influx in die Zelle verstarken
kdnnen. Im Blutplasma werden freie Fettsauren aber hauptsachlich an Albumin
gebunden transportiert, deshalb wurde die Influx-erhbhende Wirkung von LS in
Anwesenheit von Serumalbumin untersucht, um Rickschlisse auf die Wirkung
von LS auf den transmembranen Na'-Transport in vivo ziehen zu kénnen. In
Abb. 26 ist der Anstieg der [Na'];, nach Mediumwechsel von HBS zu K'-freiem
HBS dargestellt. Unter Zusatz von 50 pmol/l LS in K'-freiem HBS ist der
Anstieg der [Na'], deutlich hoher; bei gleichzeitiger Anwesenheit von LS und
Serumalbumin, je 50 pmol/l, liegt der Anstieg der [Na']i, jedoch nur im Niveau
der Kontrolle (ohne LS). Das bedeutet, daf Serumalbumin die verstarkende

Wirkung von LS auf den passiven Na'-Influx in die Zelle verhindern kann.
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Abb. 26:Wirkung von LS (50 pmoll) auf den Anstieg der [Na'l, von LEZ in K'-
freiem HBS bei An-/Abwesenheit von Serumalbumin (50 pmoll). Angegeben
sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus Messungen von 10 einzelnen

Zellen eines reprasentativen von 3 durchgefuihrten Versuchen.

3.4.7 EinfluR von anderen Fettsauren und -estern auf den Na*-Influx

Die Wirkung von verschiedenen Fettsduren auf den Na'-Influx in die Zelle
wurde untersucht und mit der von LS verglichen. Abb. 27 zeigt den Anstieg von
F 334/F 380 in LEZ inkubiert in K'-freiem HBS, mit oder ohne Zusatz von
Fettsaure. Von den untersuchten Substanzen zeigte Arachidonsaure (20:4 cis)
den starksten Effekt, gefolgt von LS (18:2 cis). Fur die anderen Fettsduren
lieBen sich keine sicheren Effekte nachweisen. Daraus kann geschlul3folgert
werden, dafld bei der eingesetzten Konzentration von 25 pmol/l nur
Arachidonséure und LS eine verstarkende Wirkung auf den passiven Na'-Influx
in die Zelle aufweisen. Von den untersuchten ungesattigten Fettsduren zeigte
Olsaure (18 : 1) keine Wirkung, ahnlich wie die gesattigte Palmitinsaure (16:0),
die trans-konfigurierte Linolelaidinsdure (18:2 trans) und die veresterte cis-

konfigurierte Linolsdure (18:2 cis Ester).
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Abb. 27: Anstieg der [Na'];, unter Einwirkung von 25 pmol/l Fettsaure in K-
freiem HBS nach 10 Minuten Inkubation. Kontrolle: K'-freies HBS ohne
Effektorzusatz. Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen von

mindestens 2 Versuchen, jeweils in mindestens 5 einzelnen Zellen gemessen.
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4. DISKUSSION

4.1 Zytotoxizitatsteste

Zur Charakterisierung der Zytotoxizitat von Effektoren kommen verschiedene
nicht radioaktive Methoden zum Einsatz, die auf vier Grundprinzipien
zuriickgefuhrt werden koénnen: Zell- bzw. Kolonienzahlung, Bestimmung der
makromolekularen  Farbstoffbindung, Bestimmung der metabolischen
Schadigung und Ermittlung der Beeintrdchtigung der Membranintergritat
(Shekhan, 1995). In dieser Arbeit wurden zytotoxische Wirkungen von
Fettsduren gegenuber Linsenepithelzellen mit Hilfe von zwei Methoden
untersucht, dem Zellablésungstest und dem Neutralrot-Test.

Der Zellablosungstest basiert auf einer Z&hlung der nach der Inkubation mit
Effektoren noch am Substratum haftenden Zellen. Der Zell-Substratum-Kontakt
ist ein sensibler Indikator fiur die Vitalitat nichttransformierter Zellen und
Voraussetzung fur Wachstum, Proliferation und Differenzierung dieser Zellen.

Mit dem Neutralrot-Test wurden zytotoxische Wirkungen von Effektoren tber die
Erfassung der Beeintrdchtigung des Zellmetabolismus charakterisiert. Der
Farbstoff wird als eine schwache Base uber nicht-ionische Diffusion in die Zelle
aufgenommen und hauptséchlich in den Lysosomen gespeichert. Dabei gehen
die Farbstoffmolekiile eine elektrostatische Bindung mit den sauren Gruppen
der lysosomalen Matrix ein (Winckler, 1974). Bei Zellschadigungen verringert
sich die Farbstoffaufnahme der Zellen, dies kann photometrisch erfaldt werden
und erlaubt einen Rickschlul® auf die Zytotoxizitat der untersuchten Effektoren.
Die in der Arbeit erzielten Ergebnisse haben verdeutlicht, dal LS schon bei
10 pmol/l in vitro Zellen schadigen kann (Abschnitte 3.1.1 und 3.1.2). Dabei ist
nicht nur die Adh&sion am Substratum sondern auch der Zellmetabolismus
stark beeintrachtigt. Auch bei anderen untersuchten ungesattigten freien
Fettsauren wurde eine starke zytotoxische Wirkung nachgewiesen. In beiden
Testen zeigte Arachidonsaure die starkste Zytotoxizitat, gefolgt von LS.
Olsaure, Linolensaure und Palmitoleinsaure bewirken auch schon mit 10 umol/l
Zellschadigungen. Der etwas schwéachere Zellschadigungseffekt von der trans-

konfigurierten Linolelaidinsaure konnte beim Neutralrot-Test, aber nicht beim
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Zellablosungstest erfal3t werden. Diese hohere Empfindlichkeit des Neutralrot-
Testes kdnnte u.a. durch die langere Inkubationszeit bedingt sein.

Im Gegensatz zu ungesattigten Fettsauren zeigten die gesattigten Fettsduren
sowie die Ethylester der ungesattigten Fettsduren in keinem Test eine
Zellschadigungswirkung. Es muf} deshalb angenommen werden, dal3 eine
Doppelbindung und eine freie Carboxylgruppe Voraussetzung fur die
zytotoxischen Effekte von Fettsauren sind, dabei bewirkt eine cis-Konfiguration
starkere Zellschadigungen als eine trans-Konfiguration. Ein Vergleich der
zytotoxischen Effekte von Olsdure, LS und Linolensaure ergibt keinen
Zusammenhang zwischen der zytotoxischen Wirkung und der Anzahl der
Doppelbindungen.

Die erzielten Ergebnisse sind mit den Befunden von Faf3 (1997) weitgehend in
Ubereinstimmung. Mittels des MTT in vitro Toxizitatstest (Erfassung der
Beeintrachtigung des Zellmetabolismus Uber die Aktivitat der Dehydrogenase)
und der Bestimmung der Membranintergritat Gber die Erfassung der LDH-
Freisetzung ist der Autor zu gleichen Ruckschlissen Uber die Zytotoxizitat von
Fettsduren gekommen. Allerdings konnten bei diesen Testen mit einer
kirzeren Inkubationszeit von 2 Stunden die zytotoxischen Effekte von LS erst bei
etwas héheren Konzentrationen (ab 25 pmol/l) erfal3t werden.

Bei den morphologisch-mikroskopischen Untersuchungen wurden zytotoxische
Wirkungen von LS auf LEZ qualitativ erfaldt. Schon nach einer Stunde
Inkubation mit 25 pmol/l LS sind zahlreiche Erscheinungen der Zellschadigung
(Hervortreten des Zellkerns, Zellretraktion) zu erkennen. Bei weiterer
Inkubation tritt Kernpyknose als ein charakteristisches Zeichen des
apoptotischen Zelltods auf, die Zellen runden sich ab und verlieren den
Kontakt zum Substratum (Abb. 11 A wund B). Die morphologischen
Untersuchungen haben insofern Bedeutung, weil dadurch auf eine einfache
Weise zwischen Nekrose und Apoptose unterschieden werden kann, wahrend
durch die anderen erwahnten Zytotoxizitatsteste nur das Ausmalfd aber nicht die
Art der Zellschadigungen festgestellt wird. Da3 LS bzw. andere freie
ungesattigte Fettsduren die Apoptose herbeifihren kénnen, wurde bereits mit

Endothelzellen nachgewiesen (Toborek et al, 1997). Es wird auch
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angenommen, daf? die durch verschiedene Noxen induzierte Apoptose der LEZ
in vivo der Entstehung von Katarakten vorausgeht (Li, 1997).

Die Untersuchungen haben Dbestatigt, dafl ungesattigte Fettsduren,
insbesondere LS, in vitro bereits bei geringen Konzentrationen an Epithelzellen
von Rinderlinsen starke Schadigungen hervorrufen, die schlie3lich zum Zelltod
fuhren konnen. Dabei bleibt der Mechanismus der Schadigungseffekte
ungeklart. In den folgenden Abschnitten sollten Einflisse von LS auf den
lonentransport der Plasmamembran in LEZ als mogliche Ursachen der

Zellschadigung diskutiert werden.

4.2 Bestimmung der intrazellularen Natriumkonzentration
4.2.1 Zur Methodik

Fluoreszenzfarbstoffe haben die Eigenschaft, bei Anregung mit Licht
bestimmter Wellenlange die absorbierte Energie wieder als Licht anderer
Wellenlangen zu emitieren. Durch Kopplung dieser fluoreszierenden
Substanzen mit funktionellen Gruppen, die spezifische Bindungen mit
bestimmten Zellstrukturen bzw. -bestandteilen eingehen, kdnnen letztere
fluoreszenzmikroskopisch sichtbar gemacht und qualitativ sowie quantitativ
untersucht werden. Auf diesem Prinzip sind in den letzten Jahrzehnten
verschiedene Fluorenszenzfarbstoffe zur Erfassung von intrazellularen
lonenkonzentrationen entwickelt worden. Der Na'-sensitive Farbstoff SBFI
wurde 1989 von Minta und Tsien eingefiihrt und wird seitdem zunehmend zur
Untersuchung des Natriumtransports durch die Plasmamembran verwendet. In
dieser Arbeit wurde der Farbstoff bei 338 und 380 nm angeregt und die dabei
emitierten Fluoreszenzintensitaten bei 520 nm detektiert. Als Mald fir die
lonenkonzentration wird das Verhaltnis der Intensititen (F 334/F 380)
verwendet, welches infolge einer  bei Konzentrationsdnderungen
entgegengesetzten Verschiebung der Intensitaten empfindlicher ist als die
einzelnen Intensitaten (siehe auch Abschnitt 2.9.1). Aul3erdem bietet die
Verwendung eines doppeltangeregten Farbstoffs und das damit ermittelte
Intensitatsverhéltnis den Vorteil, dal? Artefakten, die zur Abweichung von

Fluoreszenzeigenschaften des Farbstoffs flhren, gleichzeitig die Intensitaten
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im Zahler und Nenner beeinflulden und dadurch im Verhéltnis eliminiert
werden. So konnen Einflisse von unterschiedlicher Farbstoffbeladung und
-hydrolyse in den einzelnen Zellen, Intensitatsanderungen des Anregungslichts
sowie unvermeidbarem Ausblassen des Farbstoffs im Laufe des Versuchs
gering gehalten werden.

Die Beladung der Zellen erfolgt durch den Einsatz der membrangangigen
Acetoxymethylester des Farbstoffs, der erst intrazellular durch die Wirkung
von unspezifisschen Esterasen in die fluoreszente, nicht permeable Form
umgewandelt werden. Das dabei entstandene Formaldehyd und Acetat kdnnte
bei Anwendung hoherer Farbstoffkonzentration zu Zellschadigungen fuihren. Nach
Negulescu und Machen (1990) sind diese Schéadigungen jedoch reversibel.
Aul3erdem kann die Zellerholung durch eine unmittelbar nach der Beladung
erfolgte Inkubation in farbstofffreiem Medium unterstutzt werden, wobei die
membranpermeablen  Formaldehyd- und Acetatmolekile ans Medium
abgegeben werden. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit nach der
Zellbeladung stets eine Inkubationsperiode von 30 Minuten in farbstofffreiem
Medium durchgefuhrt. Dadurch wird gleichzeitig eine vollstandige Hydrolyse
des aufgenommenen Farbstoffs, und damit eine konstante
Fluoreszenzintensitat erreicht, wie es bei der Ermittlung der Basislinie gezeigt
werden konnte (Abschnitt 3.4.1).

Die Fluoreszenzeigenschaft des Farbstoffs ist vor allem von der lonenstarke
und der Viskositat des intrazellularen Mediums abhangig. Bei der Kalibrierung mit
steigenden intrazellularen Na'-Konzentrationen ist es deshalb wichtig,
Zellschwellungen durch passiven Wassereinstrom zu vermeiden. Dazu wurde
ein Puffer mit einer geringen CI-Konzentration (30 mmol/l) verwendet, der
dafir das nichtmembrangangige Gluconat als Ersatzanion enthalt. Unter
diesen Bedingungen wird gleichzeitig dem Donnaneffekt Uber die
Plasmamembran entgegengewirkt, sodald unter Wirkung von lonophoren die
Na'-Konzentration intra- und extrazellular tatsachlich gleich ist (Harootunian et
al., 1989). Als lonophore wurden Gramicidin D und Amphotericin B eingesetzt,
die die Permeabilitat der Plasmamembran spezifisch fur monovalente lonen
erh6hen. Als Kanalbildner haben diese lonophore den Vorteil, daf’ ihre

Wirkung ziemlich temperaturunabhangig ist (Voet und Voet, 1992), sodal® auch
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bei Raumtemperatur ein rascher Ausgleich zwischen der intra- und
extrazellularen Na'-Konzentration erreicht werden kann. Dies wird durch die
erzielten Kalibrierungsergebnisse bestatigt (Abschnitt 3.4.2).

Bei der Kalibrierung mit SBFI muld darauf geachtet werden, daf} der Farbstoff
nicht nur mit Natrium-, sondern auch mit anderen lonen reagiert. Allerdings ist
die Affinitat fir Ca™, Mg"™" und Li" in Bezug auf ihre intrazelluldre Konzentration
zu gering, um eine relevante Wirkung auf MelRergebnisse zu haben.
Angesichts der hohen physiologischen intrazellularen Kaliumkonzentration
sollte die Reaktion mit K" beriicksichtigt werden. Dennoch, bei einer ca. 20-
fach hoheren Selektivitat fir Na® gegeniiber K (Minta und Tsien, 1989) dirfte
dieser Effekt nur im unteren Kalibrationsbereich eine praktische Bedeutung
haben.

Bei der Anwendung von SBFI haben manche Autoren (Harootunian et al., 1989)
eine Differenz in der Fluoreszenzintensitdt zwischen der nuklearen und
der cytosolischen Region festgestellt, die fiir eine unterschiedliche Verteilung
des Farbstoffs in den Zellkompartimenten spricht. Solche Farbstoff-
kompartimentation innerhalb der Zelle wurde bei der Anwendung auf LEZ nicht
beobachtet.

Ein weiterer Faktor, der die MelRergebnisse beeintrachtigen kann, stellen
Anderungen im intrazellularen Raums dar, die unter Einwirkung von LS auf die
Zelle entstehen konnen. Der von LS bedingte Anstieg des Na'-Influx kann
einen starkeren Wassereinstrom zur Folge haben, dabei kann sowohl die
Viskositat als auch die lonenstarke verandert werden. Auf3erdem konnten
durch LS bedingte pH-Anderungen auch zu Abweichungen fiihren, obwohl pH-
Schwankungen im physiologischen Bereich praktisch keine Anderungen in
Fluoreszenzeigenschaften des Farbstoffs bewirken (Minta und Tsien, 1989).
Diese moglichen Fehlerquellen missen insbesondere bei Untersuchungen mit

hoheren Konzentrationen von LS bericksichtigt werden.
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4.2.2 Die intrazellulare Natriumkonzentration in Linsenepithelzellen

aus Rinderaugen

Mit Hilfe der erstellten Kalibrierungskurve wurde die basale [Na'], in
Epithelzellen von Rinderlinsen mit 3,14 mmol/l berechnet. In verschiedenen
Zelltypen haben andere Autoren durch den Einsatz von SBFI fir die [Na']i,
Werte zwischen ca. 3 und 16 mmol/l gefunden (Harootunian et al., 1989;
Borzak et al., 1992; Borin, 1997; Meier et al., 1997). Der in dieser Arbeit
ermittelte Wert fur LEZ von Rindern liegt somit an der unteren Grenze. Fur
die humanen Linsenepithelzellen haben Duncan et al. (1994) mit Hilfe der
Flammenphotometrie einen wesentlich hdheren Wert von 21 mmol/l ermittelt,
der allerdings den totalen Natriumgehalt wiedergibt, der bekanntlich viel héher
ist als die Konzentration von freien Na'-lonen (Harootunian et al., 1989). Bei
dieser Methode wird die ganze Linse lyophilisiert und das gewonnene
Linsenwasser wird fur die Natriumbestimmung verwendet. Dieser Wert schlief3t
deshalb auch die Natriumkonzentration im interzellularen Raum der Linse ein,
die hoher als die intrazellulare Natriumkonzentration ist. Auf3erdem wird nicht
zwischen der [Na'], in den LEZ und der in den Linsenfasern unterschieden.
Gerade in der Augenlinse besteht nach dem Pump-leak-model ein
lonenkonzentrationsgefalle zwischen vorderem und hinterem Linsenpol (Kinsey
und Reddy, 1965), wobei die Natriumkonzentration von vorn nach hinten zunimmt.
Der von Duncan angegebene Wert gibt somit einen Mittelwert des
Natriumgehalts in verschiedenen Linsenregionen wieder. Andere Befunde Uber
die intrazellulare Konzentration von freien Natriumionen der LEZ liegen nicht
vor. In dieser Arbeit wurde dieser Wert somit zum ersten Mal bestimmit.

Die angegebene basale [Na'],, von 3,14 mmol/l wurde in intakten LEZ bei
Inkubation der Zellen in HBS, einem einfachen Medium mit annahernd
physiologischer lonenzusammensetzung des Kammerwassers, ermittelt. Es
kann deshalb angenommen werden, daf® dieser Wert maoglicherweise die
physiologische intrazellulare Natriumkonzentration wiedergibt.

Desweiteren wurde in der Arbeit der passive Natriuminflux in die Zelle durch
Messung des intrazellularen Natriumanstiegs bei Hemmung der Na,K-ATPase

in K'-freiem HBS erfal3t. Die ermittelte Anstiegsrate von 0,21 mmol/I Na*/min
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ist im Vergleich zu Literaturbefunden in anderen Zelltypen recht niedrig. Mit der
gleichen Methode fanden Negulescu und Machen (1990) fir Zellen aus der
Magenschleimhaut von Kaninchen einen Wert von 3,2 und Borin (1997) fur
glatte Muskelzellen von Ratten 1,45 mmol/l Na“/min. Weitere Befunde (ber die
Anstiegsrate fir die intrazellulare Natriumkonzentration von LEZ in K'-freiem
Medium liegen nicht vor.

Die fluoreszenzmikroskopische Bestimmung der intrazellularen Natrium-
konzentration stellt eine empfindliche und elegante Alternative fur die
konventionelle Flammenphotometrie dar. Insbesondere hat die Methode
gegeniber der letzteren den grol3en Vorteil, dal3 dabei die Konzentration von
freien lonen gemessen wird. In dieser Hinsicht ist diese Methode mit der
Konzentrationsbestimmung mittels ionensensitiven Mikroelektroden
vergleichbar, die letztere bringt jedoch den Nachteil der Invasivitat mit sich,
weshalb bei Untersuchung Uber Einflisse von Effektoren auf die Zelle die
Fluoreszenzmikroskopie die geeignetere Methode darstellt. Durch den Einsatz
der membrangéngigen Esterform der Fluorenszenzfarbstoffe erfolgen
Zellbeladung und Konzentrationsbestimmung schonend und nicht invasiv,
wobei sich die Zellen wahrend der Untersuchung anndhernd in ihrem nativen
Zustand befinden, was insbesondere fir die Untersuchung des lonentransports
der Zelle wichtig ist. Auferdem wird dabei die intrazellulare
Natriumkonzentration in wenigen einzelnen Zellen in situ bestimmt, sodaf}
Abweichungen innerhalb einer Population ermittelt werden koénnen. Darlber
hinaus bietet die Fluoreszenz-mikroskopie in Kombination mit einem digitalen
Bildaufzeichnungssystem die Mdglichkeit, Anderungen von intrazelluldren
lonenkonzentrationen laufend Uber eine langere Versuchsdauer quantitativ und
morphologisch-mikroskopisch zu verfolgen. Auch die Farbstoffverteilung
innerhalb der Zelle sowie eine mogliche Kompartimentation laft sich dadurch
problemlos erkennen. Durch die Anwendung von Untersuchungsmedien mit
geeigneter lonenzusammensetzung kann der Natriumflux direkt untersucht
werden, was sonst haufig nur durch den strahlenbelastenden Einsatz von
Isotopen mdoglich ist. Die Methode hat sich zur Untersuchung der
intrazellularen Natriumkonzentration und des Natriumtransports in LEZ als sehr

hilfsreich erwiesen.
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4.3 EinfluB von LS auf die Na,K-ATPase von subkultivierten LEZ
4.3.1 Aktivitat der Na,K-ATPase in subkultivierten LEZ

Die Aktivitdat der Na,K-ATPase wurde in Zellhomogenaten und in teilgereinigten
Fraktionen der Plasmamembran aus subkultivierten LEZ untersucht. In
Zellhomogenaten betrug der Anteil der Na,K-ATPase-Aktivitat 18,5 % an der
Gesamtaktivitat, mit einer spezifischen Aktivitdt von 3,2 nmol P/min/mg Protein.
Durch die Teilreinigung wurden Fremdproteine entfernt, die u.a. die
Basisaktivitdt bedingten. Der Anteil der Na,K-ATPse-Aktivitdt an der gesamten
ATPase-Aktivitdt wurde dadurch auf 42,1 % erhoht. Auch die spezifische
Aktivitdt des Enzyms ist durch die Isolierung der Membranfraktionen wesentlich
erhoht (9,7 nmol P/min/mg Protein). Dieses Ergebnis liegt ungefahr in der
GroRenordnung wie die von Borchman et al. (1988), die unter vergleichbaren
Bedingungen in gereinigten Membranfraktionen aus LEZ von Kaninchen eine
spezifische Aktivitat der Na,K-ATPase bei 725 nmol P/h/mg Protein, d.h. ca.
12,1 nmol Pi/min/mg Protein gefunden haben. Ye et al. (1992 a)
haben in apikalen Membranfraktionen aus priméarkultivierten LEZ von Rindern
eine wesentlich geringere spezifische Aktivitdt von 14,6 nmol Pi/h/mg Protein
(d.h. ca. 0,24 nmol Pi/min/mg Protein) gefunden. U.a. dirften diese
unterschiedlichen Ergebnisse durch Unterschiede in der Praparation des
Untersuchungsmaterials erklart werden. Befunde von anderen Autoren Uber die
spezifische Enzymaktivitdt in Membranfraktionen aus LEZ wurden auf die
gesamte Linse bezogen, konnen deshalb nicht zum Vergleich verwendet
werden. Im Vergleich zu anderen Geweben wie Nierenmark, Nierenrinde,
Hirnrinde und Herzmuskel mit einer spezifischen Enzymaktivitat von ca. 200 bis
4200 nmol Pymin/mg Protein in gereinigten Membranfraktionen (Schuurmans
Stekhoven und Bonting, 1981) weist das Linsenepithel eine relativ niedrige
spezifische Aktivitat der Na,K-ATPase auf.

Es gibt Mdglichkeiten, das Enzymprotein durch Behandlung mit Detergenzien
weiter zu reinigen, wodurch die spezifische Aktivitat des Enzyms noch vielfach
erhoht werden kann. So konnten Sen und Pfeiffer (1982) durch Behandlung der
Zellhomogenate mit Desoxycholat und anschlieBende Dichtegradient-

zentrifugation die spezifische Aktivitdit der Na,K-ATPase aus Schweinelinsen
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um 100-fach erhohen. Der Nachteil dieser Methode besteht in einer Entferung
der Enzymproteine aus ihrer natirlichen Lipidumgebung; dabei wird das Enzym
in der Konfiguration und damit in den Eigenschaften mdglicherweise verandert.
In dieser Arbeit waren wir aber bestrebt, das Enzym mdglichst im nativen
Zustand auf die Aktivitat und Funktion unter Einwirkung von LS zu
untersuchen. Aus diesem Grund wurden zur Untersuchung der Na,K-ATPase-
Aktivitat  teilgereinigte Membranfraktionen  ohne  Detergenzbehandlung
verwendet. Bei den gewahlten Versuchsbedingungen ist die Pj-Freisetzung in
Ansédtzen mit teilgereinigten Membranfraktionen hoch genug, um mit der
Bestimmungsmethode erfaRt werden zu koénnen. Auch Anderungen der

Enzymaktivitat unter Einwirkung von LS konnten damit nachgewiesen werden.

4.3.2 EinfluB von LS auf die Aktivitat der Na,K-ATPase

Die Wirkung von ungesattigten freien Fettsauren auf die Aktivitat der Na,K-
ATPase wurde seit langerer Zeit in vitro untersucht. Ahmed und Thomas (1971)
haben Uber eine Aktivitatshemmung der Na,K-ATPase in teilgereinigten
Enzympraparationen aus Rattenhirn um 66 % durch 50 pmol/l Olsaure
berichtet. Auch in Vesikeln aus kardiomyogenem Sarkolem wurde eine
Hemmung der  Enzymaktivitait durch  Olsaure  (Lamers et al.,
1984) nachgewiesen. In hochgereinigten Enzymproteinen aus Nierenmark von
Kaninchen konnten Swarts et al. (1989) ebenfalls eine Hemmwirkung von freien
ungesattigten Fettsauren auf die Enzymaktivitat nachweisen, wobei mit 20
pumol/l LS eine 50 %-ige Hemmung registriert wurde. Untersuchungen von
Tamura et al. (1985) an teilgereinigten Enzympraparationen aus Rattenhirn
ergaben eine 50 %-ige Aktivitatshemmung bei 110 pmol/l LS. Die von den
Autoren angegebene unterschiedlich starke Hemmwirkung von LS bzw.
anderen Fettsduren ist wahrscheinlich auf unterschiedliche Methoden der
Enzymreinigung sowie auf die verschiedenen verwendeten Zelltypen
zurlickzuftihren. Insgesamt fuihren alle Ergebnisse zur Schlu3folgerung, dal3
LS in vitro bei Konzentrationen im pmolaren Bereich eine Hemmung der
Aktivitat der Na,K-ATPase verschiedener Zelltypen bewirkt. In dieser Arbeit

wurde zum ersten Mal die Wirkung von LS auf die Na,K-ATPase-Aktivitat von
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Linsenepithelzellen untersucht. Dabei wurde mit 100 pmol/l LS eine
Aktivitatshemmung der Na,K-ATPase um 51,7 % nachgewiesen. Dieses
Ergebnis stimmt mit den erwahnten Befunden von anderen Autoren uberein.

Mit 10 pmol/l LS wurde eine Erhéhung der ouabainempfindlichen ATP-
Hydrolyse um 40,7 % gefunden, was eine Aktivierung der Enzymaktivitat der
Na,K-ATPase durch 10 umol/l LS bedeutet. In der Literatur wurde Uber eine
Aktivierungswirkung von LS auf die Na,K-ATPase-Aktivitdt bei suboptimaler
ATP-Konzentration berichtet, wahrend bei ATP-Konzentrationen im mmolaren
Bereich eine Hemmwirkung von LS auftrat (Kelly et al. 1986; Jack-Hays et al.,
1996). In dieser Arbeit wurden die Versuche mit 100 sowie mit 10 pmol/l LS
aber bei gleichen Bedingungen einschlie3lich der ATP-Konzentration
(2 mmol/l) durchgefuhrt. Die Ergebnisse von den vier einzelnen Versuchen
(Tab. 7) zeigen zwar eine starke Streuung, jedoch ist bei jedem Versuch die

Tendenz einer Erhéhung der Na,K-ATPase-Aktivitat zu erkennen.

4.3.3 EinfluR von LS auf die intrazellulare Na*- konzentration und auf den

transmembranen Na*-Transport

Es wurde in dieser Arbeit nachgewiesen, dal? LS konzentrationsabhéangig den
Na'-Influx erhoht (Abschnitt 3.4.5). Dieser Effekt kann schon mit 25 pmol/l LS
beobachtet werden und ist mit 100 umol/l LS besonders stark ausgepragt.

In der Literatur wurden bisher folgende Mechanismen fir Na'-Influx

nachgewiesen:

a) Na/H-Austausch, der bei einem nach auf3en gerichteten Protongradient Na”
in die Zelle transportiert gegen einen H'-Efflux. Dieser Mechanismus wurde
von Ye und Zadunaisky (1992 b) in mikrosomalen Vesikeln aus
Linsenfasern nachgewiesen.

b) Na/Ca-Austausch, der unter physiologischen Bedingungen Na' in die Zelle
gegen einen Ca'"-Ausstrom transportiert. Dieser Mechanismus wurde von
Tomlinson et al. (1991) in Rattenlinsen und von Ye und Zadunaisky (1992
a) in LEZ von Rindern nachgewiesen.

c) Na'-Kandile verschiedener Typen

56



Diskussion Seite 57

d) NaKCl,-Cotransport, tber dessen Vorkommen in Linsenfasern von Ye und
Zadunaisky (1992 c) berichtet wurde.
e) NaHCOz-Cotransport
f) Na" ClI' H'HCO;-Austausch: wurde von Duncan et al. (1992) in LEZ von
Rindern nachgewiesen, spielt eine Rolle bei der pH-Regulation der Zelle.
Es ist nicht moglich, die in diese Arbeit nachgewiesene durch LS verursachte
Erhdhung des Na'-Influx bestimmten Transportprozessen zuzuordnen. Es gibt
aber einige Hinweise Uber die mdglich von LS beeinflul3ten Mechanismen. Der
NaHCOs-Cotransport sowie der Na'CIH"HCOs-Austausch kommen wegen der
Abwesenheit von CO;” im Untersuchungsmedium nicht in Frage. Auch der
NaKCl, kann nicht zu dem beobachteten Anstieg des Na'-Influx beitragen,
denn die Versuche wurde in K'-freiem HBS durchgefiihrt (siehe Abschnitt
3.4.5).
Es ist bekannt, da3 der Na/H-Austausch bei einem niedrigen intrazellularen
pH-Wert verstarkt H™ nach auBen transportiert gegen Na'-Einstrom (Ye und
Zadunaisky, 1992 b). Daher ist es moglich, dal3 unter Einwirkung von LS der
Na/H-Austausch indirekt Gber einen intrazellularen pH-Abfall aktiviert wird und
den Na'-Influx erhoht. Dariiberhinaus haben Cavallini et al. (1996) berichtet,
dal3 Arachidonsaure eine direkte Aktivierungswirkung auf den Na/H-Austausch
in den Thrombozyten ausubt. Eine direkte oder/ und indirekte Aktivierung des
Na/H-Austausches konnte deshalb zum beobachteten Anstieg des Na'-Influx
unter LS-Zugabe beitragen.
Die Mdglichkeit, daf3 durch die Wirkung von LS der Na/Ca-Austausch aktiviert
wird und dadurch mehr Na* in die Zelle transportiert wird gegen Ca'", kann
ebenfalls nicht ausgeschlossen werden. Untersuchungen uber die [Ca™]i,
unter Zusatz von LS ergaben einen Ca'’-Anstieg (Glanz et al., 1997). Es ist
durchaus denkbar, da? dadurch der Na/Ca-Austausch als ein ausgleichender
Mechanismus verstarkt Ca™ nach auRen und Na“ nach innen transportiert.
Eine direkte aktivierende Wirkung von ungesattigten Fettsauren auf den
Na/Ca-Austausch wurde von Philipson und Ward (1985) in mikrosomalen
Vesikeln aus Herzmuskelzellen nachgewiesen und kénnte hier auch eine Rolle

spielen.
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In vielen Gewebstypen wurde von der Existenz unspezifischer lonenkanéle in
der Plasmamembran berichtet, die bei Aktivierung Ca™, Na" und K’ in die Zelle
eindringen lassen. Duncan et al. (1994) haben vermutet, da® auch in der
Plasmamembran der Linse solche lonenkanale vorkommen. Die Autoren sind
von Befunden ausgegangen, nach denen in Ca''-freiem Medium die
lonenpermeabilitat der Linse fir Na®, K" und Ca’™" gleichzeitig erhoht ist. Das
Vorkommen von unspezifischen lonenkanalen in der Plasmamembran, die bei
Abwesenheit von Ca’" im Untersuchungsmedium aktiviert werden, wiirde
dieses Phanomen erklaren. Dadurch konnte auch die Entstehung von
hypocalcdmischen Kataraktformen erklart werden, bei denen trotz einer
erniedrigten Ca""-Konzentration im Kammerwasser die [Ca™"];, erhoht ist. Wenn
die Vermutung von Duncan et al. richtig ist, konnte die erhdhende Wirkung von
LS auf den Na'-Influx (Ergebnisse in dieser Arbeit) bzw. auf den Ca""-Influx in
LEZ (Glanz, 1997) ebenfalls, zumindest zu einem Teil, durch eine Aktivierung
dieser unspezifischen lonenkanéle zustande kommen.

Welche von den diskutierten Mechanismen auch immer von LS beeinfluf3t und
damit fiir den erhéhten Na'-Influx verantwortlich sind, diese Influxerhéhung
fuhrt bei Untersuchungen in HBS nicht zu einem Na'-Anstieg in der Zelle
(Abschnitt 3.4.5). Es mul3 daher angenommen werden, daf® selbst bei
Einwirkung von 100 pmol/l LS die Na,K-ATPase noch in der Lage ist, den unter
diesen Bedingungen um ca. 28-fach erhthten Na'-Influx zu kompensieren.
Daraus kann geschlossen werden, daf} die Funktion des Enzyms durch
100 pmol/l LS nicht oder nicht wesentlich beeintrachtigt wird. Dieser Befund
wird durch Ergebnisse von Young et al. (1986) unterstitzt, die besagen, daf3
LS bei Konzentrationen von 200 bis 400 pumol/l keinen signifikanten Einfluld auf
die Aufnahme von *Rb* in Erythrozyten hat. Dwight et al. (1992) haben
ebenfalls berichtet, dalR beim Einbau von ungesattigten Fettsduren in der
Plasmamembran von Erythrozyten mit einer bis auf 5- bis 10-fach erho6hten
Membrankonzentration die *°Rb‘-Aufnahme nahezu unverandert bleibt. Im
Gegensatz dazu haben Ng und Hockaday (1986) iiber Messung des “Na-
Efflux eine Hemmung der Funktion der Na,K-ATPase in Leukozyten unter

Einflud@ von 100 pmol/l LS nachgewiesen. Die widersprichigen Befunde
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konnten auf die unterschiedlichen verwendeten Zelltypen zurlckgefuhrt
werden.

Die Wirkung von LS auf die Na'-Regulation in LEZ kann wie folgt
zusammengefal3t werden:

a) Erhéhung des Na'-Influx, moglicherweise tiber

- Aktivierung des Na/Ca-Austausch oder/ und

- Aktivierung des Na/H-Austausch oder/ und

- Offnen unspezifischer lonenkanéle

b) Keine Anderung der intrazellularen Na'-Konzentration

c) Keine Hemmung des aktiven Na'-Efflux

4.3.4 Wird die Toxizitat der LS gegeniiber LEZ durch eine

Beeintrachtigung der Na,K-ATPase verursacht?

Aus den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen uber die Wirkung von LS auf
LEZ geht deutlich hervor, dal die Zytotoxizitat von LS gegeniber LEZ der
Rinderaugen nicht auf eine BeeinfluBung der Aktivitdt und Funktion der Na,K-
ATPase der Plasmamembran bzw. auf eine Anderung der intrazellularen Na'-
Konzentration zuriickzufihren ist. Eine Hemmung der Enzymaktivitat unter LS
wurde zwar nachgewiesen, aber dieser Effekt wurde mit Fraktionen der
Plasmamembran nach einem Zellaufschlul3- bzw. Reinigungsprozel3 erzielt und
nicht an intakten Zellen. Ausschlaggebend sind deshalb die Ergebnisse der
Untersuchungen (ber die intrazellulare Na'-Konzentration. AuRerdem konnte
keine Aktivitatshemmung mit 10 pmol/l LS nachgewiesen werden, wéhrend
zytotoxische Wirkungen schon bei dieser Konzentration auftreten. Aus diesen
Uberlegungen kann geschlossen werden, daR die Na'-Regulation der Zelle
wahrscheinlich nicht der Schliisselmechanismus ist, von dem die Zytotoxizitat
von LS ausgeht. Eine sekundare Stérung des Natriumtranports bzw. der
intrazelluldren Na'-Konzentration unter Einwirkung von LS ist jedoch aufgrund
der engen Zusammenhdnge zwischen den Ilonentransportsystemen nicht
ausgeschlossen. Weitere Untersuchungen Uber Wirkungen von LS auf
anderen Transportmechanismen der Zelle wirden diese Frage beantworten

konnen.
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1. Die Zytotoxizitat von verschiedenen Fettsduren wurde an subkultivierten
Linsenepithelzellen mit Zellablésungstest und Neutralrot-Test
charakterisiert. Bei beiden Testen bewirkte cis-Linolsdure schon mit

10 pmol/l Zellschadigungen.

2. Die anderen untersuchten ungesdéttigten nicht veresterten Fettsduren
(Arachidonsaure, Linolensaure, Olsaure und Palmitoleinsédure) wirkten
ebenfalls zytotoxisch, wobei der starkste Zellschadigungseffekt von

Arachidonsaure ausgeht.

3. Vergleich zwischen cis- und trans-Isomeren ungesattigter Fettsauren

ergab eine starkere Zytotoxizitat der cis-Konfigurierten.

4. Die untersuchten gesattigten bzw. veresterten ungeséttigten Fettsauren
zeigten keine Zellschadigungswirkungen. Daher scheint das
Vorhandensein von Doppelbindung(en) und einer freien Carboxylgruppe
die  Voraussetzung fur die  Zytotoxizitdtt von  Fettsauren  auf

Linsenepithelzellen zu sein.

5. Unter  Einwirkung von  cis-Linolsdure  wiesen  Linsenepithelzellen
morphologisch-mikroskopische ~ Anderungen auf, die  fur einen

apoptotischen Zelltod sprechen, wie Kernpyknose und Zellretraktion.

6. Die Aktivitat der Na,K-ATPase wurde in Zellhomogenaten und in
teilgereinigen Plasmamembranfraktionen von subkultivierten
Linsenepithelzellen untersucht. Im Zellhomogenat betrug der Anteil der
Na,K-ATPase 18,5 % an der Gesamtaktivitit der erfaldten ATPasen.
Durch  die Reinigung der Membranfraktionen mit Hilfe  der

Differentialzentrifugation konnte dieser Anteil auf 42,1 % erhoht werden.
7. Die  spezifische  Aktivitat der Na,K-ATPase in teilgereinigten

Membranfraktionen der subkultivierten Linsenepithelzellen von

Rinderaugen betrug 9,7 nmol P/min/mg Protein.
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8. cis-Linolsdure bewirkte mit 100 pmol/l eine Hemmung der Na,K-ATPase-
Aktivitat um 51,7 %, wahrend mit 10 pmol/l cis-Linolsaure eine

Aktivierung des Enzyms um 40,7 % nachgewiesen wurde.

9. Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie unter Anwendung des Farbstoffs
SBFI (sodium-binding benzofuran isophthalate) und des Aufzeichnungs-
und Auswertungssystems Attofluor RatioVision Imaging wurde die
intrazellullare Natriumkonzentration in intakten subkultivierten
Linssenepithelzellen untersucht. Die Methode wurde damit erstmalig an
Linsenepithelzellen angewendet und hat sich als eine geeignete,
empfindliche Maoglichkeit zur Untersuchung der intrazellularen

Konzentration von freien Natriumionen erwiesen.

10.Unter Anwendung der lonophore Gramicidin D und Amphotericin B wurde
intrazellulare  SBFI-Kalibrierung  durchgefihrt, die eine quantitative

Erfassung der Natriumkonzentration in intakten Zellen erlaubt.

11.Mit Hilfe der Kalibrierungskurve wurde die basale intrazellulare
Natriumkonzentration in Linsenepithelzellen bestimmt, sie liegt bei
3,14 mmol/l. Im Unterschied zu den bisherigen Ergebnissen in der
Literatur stellt dieser Wert nicht einen Mittelwert des Natriumgehalts
verschiedener Linsenregionen dar, sondern die Konzentration von freien
Natriumionen, die in einzelnen intakten Linsenepithelzellen ermittelt
wurde. Daher kann angenommen werden, dal} dieser Wert die
physiologische basale intrazellulare Natriumkonzentration der

Linsenepithelzellen anndhernd wiedergibt.

12.Die intrazellulare Natriumkonzentration wurde unter Zusatz von

100 pmol/l cis-Linolséaure in HBS nicht verandert.
13.Durch Inkubation in K'-freiem HBS konnte die Na,K-ATPase

ausgeschaltet werden, sodal3 unter diesen Bedingungen das Ausmald des

passiven Na'-Influx in die Zelle direkt als ein Anstieg der intrazelluldren
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Natriumkonzentration erfaBt werden konnte. Die Influxrate betrug

0,21 mmol/l Na*/min.

14.Der Anstieg der intrazellularen Natriumkonzentration bei der Inkubation
der Zellen in K'-freiem HBS wurde durch Zusatz von 100 upmol/l cis-
Linolsdure stark erhoht. Die Influxrate betrug bei diesen Untersuchungen
6,06 mmol/l Na'/min. Damit bewirkte 100 pmol/l cis-Linolsdure eine

Erhéhung des passiven Na'-Influx um ca. 28-fach.

15.Das Ausbleiben einer Erhéhung der intrazellularen Natriumkonzentration
unter Zusatz von 100 pmol/l cis-Linolsaure in HBS bedeutet, dal? unter
diesen Bedingungen die Na,K-ATPase noch in der Lage ist, den stark
erhohten passiven Na'-Influx zu kompensieren. Dies weist darauf hin, daR
mit 100 pmol/l cis-Linolsdure die Transportfunktion der Na,K-ATPase

wahrscheinlich nicht oder nicht wesentlich beeintrachtigt wird.

16.Bei den Zytotoxizitatstesten zeigte cis-Linolsdure schon mit 10 pmol/l
Zellschadigungen, wahrend die Aktivitit der Na,K-ATPase Dbei
Anwesenheit von 10 pmol/l cis-Linolsdure und die Funktion des Enzyms
selbst mit 100 pmol/l cis-Linolsaure nicht gehemmt wird und die
intrazellulare  Natriumkonzentration unverdndert bleibt. Daraus kann
geschlossen werden, dal3 die zytotoxischen Wirkungen von cis-Linolséaure
gegenuber Linsenepithelzellen nicht auf eine Beeintrachtigung der

Aktivitat und Funktion der Na,K-ATPase zurlickzufihren ist.

17.Der Na'-Influx-erhéhende Effekt von cis-Linolsdure wurde auch bei

Arachidonsaure beobachtet.
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