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1. Einleitung

1.1. Physiologie der Magensauresekr etion

1.1.1. Regulation der Sauresekretion

Der Magen besitzt die Fahigkeit, eine grofle Menge an Salzsdure (HCL) zu sezernieren.
Bel durchschnittlich 1 Mrd. Belegzellen liegt die basale Sekretion einer sauren
Flissigkeit (pH 1-2) bei einem mittleren Volumen von 60-80 mi/h und nach maximaler
Stimulierung betragt sie bis zu 200 mi/h. Dieses Phanomen ist schon seit Uber 150
Jahren bekannt und seitdem haufig Thema wissenschaftlicher Forschung. Dabel haben
sich schon friih zwel Schwerpunkte herauskristallisiert, welche heute noch aktuell sind,
jedoch aufgrund ihrer Komplexitét nicht mehr getrennt voneinander betrachtet werden
sollten. Zum einen beschéftigt man sich mit der genauen Regulation der S&uresekretion,
zum anderen mit den eigentlichen M echanismen des Sekretionsablaufes.

Der gesamte Magen ist von ener Schleimhaut aus Zylinderepithel bedeckt, dessen
Zellen Schleim und Pepsinogen Il sowie Bikarbonat und Natrium sezernieren. Die
Magendrisen, die in die Foveolae gastricae minden, weisen topographische
Unterschiede auf.

Die Kadiaregion ist ein schmaer Saum von 1-4cm Ausdehnung unterhalb der
Osophaguseinmiindung mit tubul&ren, stark verzweigten, geschlangelten Driisen.

Die Fundus-Korpusregion macht 1/4 des gesamten Magens aus. lhre Drisen sind mit
den schleimbildenden Nebenzellen, mit enterochromaffinen Zellen, mit den
saurebildenden Belegzellen und den Pepsinogen-1- und 11-Zellen ausgekleidet.

Die Pylorusregion macht 15-20 % des Magens aus und enthdlt einfach verzweigte
tubulé&re Drusen, die im wesentlichen Schleim absondern. Die Besonderheit dieser
Region besteht in den G-Zellen, welche Gastrin produzieren (1).

Die Freisetzung von Magensdure unterliegt einem Regelkreis sich gegenseitig
rickkoppelnder mechanischer, chemischer, nervaer und hormoneller Faktoren. Das
klassische Model unterscheidet zwischen einer neuronalen Aktivierung durch
Acetylcholin als Transmitter und einem endokrinen Einfluss durch Gastrin und

Histamin. Das gemeinsame Ziel der peripheren Regulationsmechanismen ist die



Feinabstimmung von diesen drei Botenstoffen, welche direkt auf die Parietalzelle
einwirken.

Acetylcholin stammt aus den postgangliondren Fasern des enteralen Nervensystems
(ENS), diein der Mukosa und der Muskularis enden. Der parasympathische Transmitter
wird schliefdich durch zentrale Reize, hauptsachlich vom Vaguskern ausgehend, in den
Extrazelluldrraum  freigesetzt, um  spezifische cholinerge Rezeptoren vom
muskarinischen Typ zu dtimulieren. Die Parietalzelle wird direkt Uber den
muskarinischen Rezeptor vom Typ 3 aktiviert (2). Weiterhin fuhrt ACh zur Freisetzung
von Histamin aus den ECL-Zellen (enterochromaffin-like-cells) im Magenfundus und
von Gastrin aus den G-Zellen des Magenantrums. Auf die Somatostatinausschiittung der
D-Zellen wirkt ACh inhibitorisch (3). Quantitativ spielt die direkte und indirekte
Stimulierung der Histaminfreisetzung aus den ECL-Zellen eine weitaus groléere Rolle
als die direkte Wirkung von ACh auf die Parietalzelle.

Histamin wird parakrin aus den ECL-Zellen des Magenfundus sezerniert. Diese Zellen
sind sehr klein (8-10 um Durchmesser), subepithelial gelegen und im unteren Drittel der
Magendrise in direkter Nahe zu den Haupt- und Parietalzellen lokalisiert. Sie sind in
der Lage Histamin mittels dem Enzym Histidindecarboxylase zu synthetiseren und in
Veskeln zu speichern, wobel Gastrin die Expression der Histidindecarboxylase
reguliert (4, 5). Die Kontrolle der Histaminausschuttung erfolgt tber Gastrin aus den
G-Zéllen, welches den Cholecystokinin-B-Rezeptor (CCK-B) in der ECL-Zellmembran
aktiviert. Dieser Rezeptor gehort zur Familie der G-Proteingekoppelten Rezeptoren,
deren Signaltransduktion Uber eine Erhthung von intrazelluldrem cAMP und/oder
Kazium ablauft. Das erhohte intrazellulare Kazium (Ca?'j) fihrt schlie@ich zur
Aktivierung von vesikelassoziierten Membranproteinen (Synaptobrevin,
Synaptophysin), welche die Exozytose von den histaminspeichernden Vesikeln in den
Extrazelluldrraum bewirken (6). Neben Gastrin kénnen auch Acetylcholin und 3-
Sympathikomimetika die Histaminfreisetzung stimulieren (3,7,8). Zudem kann durch
Gadtrin eine Hyperplasie und Hypertrophie der ECL-Zellen ausgel6st werden. Dieses
Phanomen konnte bei langer antisekretorischer Therapie mit
Protonenpumpenhemmstoffen beobachtet werden, weil diese mit einem erhéhten
Plasmagastrinspiegel einhergeht und zu ECL-Zellkarzinoiden fuhren kann (9,10). Die

maximae Menge an sezerniertem Histamin ist sehr klein und erreicht im



Extrazelluldrraum eine maximale Konzentration von 1pumol/L. Im Blutkreidauf ist diese
nicht messbar und somit kdnnen systemische Effekte nahezu ausgeschlossen werden.
Gehemmt wird die ECL-Zelle durch Somatostatin (SS), indem der gastrininduzierte
Kaziumeintritt in die Zelle verhindert wird, und durch Histamin infolge negativer
Rickkopplung tber den H2-Rezeptor (11).

Gadtrin ist ein Hektadekapeptid (G-17) und gelangt von den G-Zellen im Antrum und
im Duodenum durch Exozytose in den Extrazelluldrraum, von wo es in den
Blutkreidlauf diffundiert und an Zielorganen hormonelle Wirkungen audost. Die G-
Zellen grenzen mit ihrer apikalen Membran direkt an das Drisenlumen und kénnen so
von luminalen Stoffen beeinflusst werden (12). Die Gastrinfreisetzung wird durch ACh,
GRP (gastrin-releasing-peptide), Protonen und Aminosauren stimuliert. Die quantitativ
grofte Bedeutung hierbei besitzt der pH-Wert. Betragt dieser > pH 3 so kommt es zur
Steigerung der Gastrinkonzentration im Magen, bei Werten < pH 3 zu dessen
Verminderung (13). Auch Aminoséauren, insbesondere aromatische Aminoséuren wie
Tryptophan und Phenyaanin, fordern die Gastrinausschittung (14). Ob diese direkt mit
der apikalen Membran der G-Zelle interagieren oder internalisiert werden, um die Zelle
zu aktivieren, ist nicht bekannt. GRP ist ein weitverbreitetes Peptid, welches in
Nervenfasern von Magenantrum und Fundus lokalisiert ist und nach vagaler Reizung
freigesetzt wird und stimulierend auf die G-Zelle wirkt. Auch die intrazellulére Signa-
transduktion der G-Zelle erfolgt vornehmlich tiber cAMP und einen Ca™; Anstieg.
Neben einem niedrigen pH-Wert wird die Gastrinsekretion noch durch Somatostatin
(SS) gehemmt (12,14,15,16).

Die oben beschriebenen endokrinen Zellen des Magens, ECL-Zellen, D-Zellen und G-
Zellen regulieren die Histaminausschittung. Histamin wiederum aktiviert zusammen
mit ACh und Gastrin die Sduresekretion der Parietazelle. Oberstes Ziel ist die
Hergtellung eines der Nahrungssituation angepassten pH-Wertes im Magen. Ein
direkter Zusammenhang besteht jedoch nur zwischen Gastrinfreisetzung und pH-Wert.
Es ist jedoch sehr wahrscheinlich, da3 neben diesem Regelkreis noch andere
Mechanismen existieren, weil manche Stoffe (ACh, Histamin) auch direkten Einfluss
auf die Parietalzelle haben und damit getrennt voneinander reguliert werden muissen.
Das folgende Kapitel befasst sich nun ndher mit der Parietalzelle, dem eigentlichen Ort

der Sduresekretion, sowie deren Rezeptoren und intrazelluldren Signaltransduktionen.



1.1.2. Die Parietalzelle

Die Parietdzelle kommt vorwiegend im Fundus der antralen Magendriisen vor. Es ist
eine grol¥e, konisch geformte Zelle, die reichlich Mitochondrien enthdlt und mit der
apikalen Membran direkten Kontakt zum Drisenlumen hat (siehe Abbildung 1). Ferner
besitzt diese Zelle ein dichtes intrazelluléres System von kanalikuléren Tubulovesikeln,

auf deren Funktion im Rahmen der Protonenpumpe spéter noch eingegangen wird.

Abbildung 1: Aufnahmen einer isolierten Rattenmagendrise mittels konfokaler Mikroskopie.

Linke Darstellung mit Rotfilter, rechts das Nativbild unter normaler Durchleuchtung.
VergroRerung 300X. Es sind zahlreiche Parietalzellen (siehe Pfeile) mit typischer Lage und
Form zu erkennen. (Fotos:P.Kirchhoff)

Die Zelle weist Rezeptoren an der basolateralen Membran auf, die sowohl stimulierende
als auch inhibitorische Funktionen haben. Solche Rezeptoren konnten durch in situ
Hybridiserung, Immunhistochemie, spezifische Agonisten und Antagonisten
nachgewiesen bzw. ndher charakterisiert werden (67). Die quantitativ bedeutendste
Stimulierung  der  Séuresekretion  erfolgt Uber Histamin-, Gastrin-  und
Acetylcholinrezeptoren in der basolaterdlen Membran der Parietalzellen (siehe
Abbildung 2). Weil Acetylcholin und Gastrin aber hauptsichlich indirekt tber die
Freisetzung von endogenem Histamin aus den ECL-Zellen Einfluss nehmen, ist
Histamin der wichtigste direkte Ligand bei der Sduresekretion. Histamin bindet an den

H2-Rezeptor, der geklont und exprimiert werden konnte und eine fur G-Protein



gekoppelte Rezeptoren typische Aminosauresequenz mit 7 transmembrandsen
Segmenten aufweist (9,18,19). Intrazellulér aktiviert der Rezeptor die Adenylatzyklase
und fuhrt zu einem Anstieg des cAMPs. Dies bewirkt eine geringgradige Erhéhung des
intrazelluldren Kalziums und eine cCAMP-abhdngige Aktivierung einer Proteinkinase
(20,21). Wie diese Kaskade die H'/K*-ATPase (Protonenpumpe) stimuliert ist nicht
genau bekannt. Der H2-Rezeptor kann durch selektive Antagonisten kompetetiv
gehemmt werden, wéahrend eine Hemmung dieses Rezeptors durch andere sekretions
stimmulierenden Agonisten wie Acetylcholin und Gastrin nicht nachgewiesen werden
konnte. Dies spricht fur die direkte Interaktion von Histamin auf den H2- Rezeptor der
Parietalzelle. Umgekehrt drosseln H2-Antagonisten, die durch Gastrin und Acetylcholin
ausgeloste  Séduresezernierung, was fur  eine  Histaminabhangigkeit dieser
Aktivierungsvorgange spricht (22).

Die ausgeloste Sduresekretion durch Acetylcholin unterliegt neben oben erwdhnten
indirekten Einflissen, einer direkten Vermittlung durch den muskarinischen Rezeptor
vom Typ M-3 in der basolateralen Parietalzellmembran mit anschlief3ender Aktivierung
der Phospholipase C (PLC) und dem IP; vermitteltem Ca®'; Anstieg (23).

Gadrin scheint die Parietalzelle durch den nachgewiesenen Cholecystokinin-B-
Rezeptor (CCK-B) zu stimulieren. Dies bewirkt Uber Inositoltriphosphat und
Kaziumeinstrom einen Anstieg des intrazelluldren Kalziums. Unter Ho-Antagonisten ist
die gastrininduzierte Sauresekretion jedoch nicht zu beobachten. Histaminstimulierung
ist also eine Bedingung fur den direkten Einfluss von Gastrin. Dafur spricht auch die
nachgewiesene Abhangigkeit des Ca’’; Anstieges von der intrazellularen cAMP
Konzentration, welche durch Histamin bedingt ist (24, 25). Einige Autoren gehen sogar
davon aus, dass die Gastrinwirkung vollsténdig durch die ECL-Zelle vermittelt wird
(25). Es gibt ene Vielzahl von weiteren Stoffen, welche die Sauresekretion Uber die
Parietalzelle hemmen oder stimulieren. Die genauen Mechanismen sind jedoch wenig
bekannt. Bel Prostaglandin E (PGE) scheint eine direkte rezeptorvermittelte Hemmung
der Sduresekretion erwiesen (26). Die gemachten Ausfihrungen sind in Abbildung 2
dargestelit.
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Abbildung 2: Darstellung der parietalen Zellrezeptoren mit intrazellularer Signaltransduktion.
Die Aktivierung durch Gastrin und Acetylcholin fihrt zu einem intrazellularen Kalziumanstieg
durch Offnen von Kalziumkanélen in der Zellmembran und Freisetzung von ca® aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum Uber Phospholipase C. Der Histaminrezeptor ist G-
Proteingekoppelt und bewirkt Uber eine Aktivierung der Adenylatcyclase einen Anstieg des
cAMP. Prostaglandin E inhibiert die Adenylatcyclase.

Abkilrzungen: Gas = Gastrin, Ach = Acetylcholin, H = Histamin, PG = Prostaglandin E, CCK =

Cholecystokinin, EGF = rowth factor, PLC = Phospholipase C, A = Adenylatcyclase, IP3

Inositol-triphosphat, G = G-Protein, SR = Sarkoplasmatisches Retikulum, CCK-B
Cholezystokinin-B-Rezeptor, M3=Muskarinischer Rezeptor vom Subtyp 3.

Gelbe Pfeile stellen stimulierende und blaue hemmende Effekte dar.



1.1.3. Aufbau und Funktion der H'/ K*-ATPase

Alle regulativen Elemente der Sauresekretion, sowohl endokriner als auch neuronaler
Art, finden in der gastraen Protonenpumpe ihre gemeinsame Endstrecke. Das Protein,
welches nur in der apikalen Membran der Parietalzelle und eventuell in Zwischenzellen
vom a-Typ im Sammelrohr in der Niere vorkommt, ist als H'/K*-ATPase identifiziert
worden und gehort zur Gruppe der ionentransportierenden P-ATPasen (27). Esist ein
heterodimeres Protein, und besteht aus einer grofen a-Einheit mit 1035 Aminosauren
und einer kleinen 3-Einheit mit 290 Aminosauren (28).

Die Energie fur den primér aktiven lonentransport stammt aus der Hydrolyse von ATP.
Dies ig eine chemische Reaktion, welche eine Konformationsanderung des Proteins
induziert und somit den Transport von lonen ermdglicht. Die Transportreaktion ist
elektroneutral und bewirkt den Austausch eines zytoplasmatischen Protons gegen ein
extrazelluldres Kaiumion, wobei die Funktion der Pumpe vom extrazellulérem Kalium
abhéngig ist (29). Mit Aktivierung der Sekretion stromen Protonen aus der Perietalzelle
in die sekretorischen Kanalikuli, wobei das Kaliumion Uber einen bislang unbekannten
Mechanismus wieder reabsorbiert wird. Hieraus resultiert die hohe HCI-Konzentration
(pH 0.8) im Kanalikulilumen. Zeitgleich zur Aktivierung der Protonenpumpe kommt es
zu einem Ausstrom von intrazellul&ren Chloridionen in das Drisenlumen. Diese bilden
mit den Protonen dann intralumina das HCL. Der beteiligte Chloridkanal ist as CIC-2
Kanal identifiziert worden und scheint bei Inaktivitét, ahnlich wie die Protonenpumpe,
internalisiert zu werden (29a).

Die Sauresekretion ist die Folge der Aktivierung der H'/K*-ATPase. Diese Aktivierung
geht mit einer morphologischen Transformation der Zelle einher, weil das Enzym von
den zytoplasmatischen Tubulovesikeln zu der kanalikul&ren Membran transportiert
wird (30,31,32). Nur in dieser apikalen Membran sezerniert die Pumpe Protonen, nicht
aber in den intrazelluldren Vesikeln, in die das Protein bei einer Abnahme der Sekretion
wieder interndisiert wird (33). Dieser morphologische Umbau, vermittelt durch das
Zytoskelett, ist essentidll fur die Regulation der HCI-Produktion.

Beim eigentlichen lonentransport unterliegt die ATPase enem Kreidauf von
Phosphorylieeung  und Dephosphorylierung, wobei sich die Affinitdéten der
lonenbindungsstellen verdndern. Sind im Zytoplasma Magnesium, Protonen und ATP

vorhanden so befindet sich das Enzym in phosphoryliertem Zustand und bindet ein



Proton. Dann wechselt die lonenbindungsstelle auf die extrazelluldre Seite, wo das
Proton jetzt in hydratisierter Form gebunden ist. Das Hydroniumion 16st sich von dem
Enzym und die Stelle kann von einem Kaliumion besetzt werden. Die hohe
extrazellulére Kaliumkonzentration bewirkt die Dephosphorylierung der Pumpe, was zu
einem Transport des Kaliumions in das Zytoplasma fuihrt (34,35,36).

Als zweidimensionale Struktur des Proteins wird ein Modell propagiert, in dem die
grol¥e Einheit aus 10 transmembrandren Segmenten und die kleine Einheit aus einem
solchen Segment besteht (siehe Abbildung 3).

a

Zytoplasma

Extrazellular - Raum

Abbildung 3: Die 2-dimensionale Struktur der gastralen H'/K*-ATPase mit 10 Segmenten der
o-Einheit und einer p-Einheit, welche transmembrandr angeordnet sind. Die ATP-
Bindungsstelle liegt zytoplasmatisch im Bereich der grof3en Einheit, wéhrend der Anteil der 3-
Einheit auf der extrazellularen Seite tGberwiegt (Modell nach Caplan MJ. in Current Opinion of
Cell Biology 1998:10(4):468-73).

Die genaue Funktion der Segmente ist noch groftenteils unbekannt, doch ist die a-
Einheit Ort der Phosphorylierung durch ATP und damit der katalytische Teil der



Pumpe. Das transmembrandre Segment der a-Einheit ist primér extrazellulér gelagert
und hat 6-7 glykolysierte Doménen sowie 3 Disulfidbindungen. Diese Einheit ist fur
den korrekten Zusammenbau, die Stabilité und den Einbau der Pumpe in die apikale
Membran zustdndig. Es konnte zudem gezeigt werden, dass bei einer Abnahme der
Sauresekretion die Protonenpumpe wieder internalisiert wird. Dieser Prozess wird von
der B-Untereinheit gesteuert, welche ene Aminosauresequenz hat, die tyrosin-
gekoppelten Endozytosesignalen homolog ist (36).

Einige Elemente der Struktur und Funktion dieses heterodimeren Proteins konnten mit
Hilfe bestimmter Inhibitoren ndher charakterisiert werden. Deren Wirkungsweise und

klinische Bedeutung wird im folgenden Abschnitt erlautert.

1.2. Stérungen der Magensdauresekretion

1.2.1. Atiologie

Gadtritis, Refluxdsophagitis und das Duodenalulkus kénnen im Allgemeinen als Folge
eines Ungleichgewichtes zwischen Magensduresekretion und zelluldren Schutz-
mechanismen verstanden werden, wenngleich auch deren Ursachen sehr vielféltig sind.

Normalerweise besitzt der Magen die Eigenschaft der Saureresistenz. Diese resultiert
zum einen aus der speziellen Morphologie der verschiedenen Magenzellen und deren
Verbund durch tight junctions und zum anderen aus der Muzinschicht und der
Bicarbonatsekretion. Verliert der Magen eine Komponente dieser schitzende
Eigenschaft, kann es durch die anwesende Magensaure zu den oben genannten
Krankheitsbildern kommen.

Fur die Entstehung von Duodenal- und Magenulcera ist neben der erhohten
Magensaure auch der Reflux von Duodenalflissigkeit oder eine bakterielle Infektion
mit Helicobacter pylori verantwortlich (37).

1.2.2. Behandlungsmethoden

Ziel der Behandlung ist die Reduktion der Magensduresekretion. Dies kann chirurgisch
durch eine Vagotomie erfolgen, wodurch die zentrde Stimulation durch den
Transmitter Acetylcholin unterbrochen wird. Wegen der hohen Problemrate der

chirurgischen Therapie werden heute pharmakotherapeutische Methoden bevorzugt.
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Selektive Histaminrezeptorenblocker (Cimetidin, Ranitidin, etc.) vermindern die
Stimulation der Sekretion durch kompetetive Hemmung des gastralen H2-Rezeptors.
Da die Magensauresekretion aber auch durch andere Mediatoren stimuliert wird, ist die
Unterdriickung nicht vollstéandig.

Am effektiveten snd die Protonenpumpenblocker (Omeprazol, Lanzoprazol,
Pantoprazol etc.), welche die gastrale H'/K*-ATPase irreversibel hemmen. Diese
Medikamente sind schwache Basen, welche sich bevorzugt in einem sauren Milieu mit
einem pH-Wert unter 4 anreichern. Diese Voraussetzung wird an der kanalikuléren
Membran der Parietazelle erfillt, wo die Protonenpumpe in ihrem aktiven Zustand
eingebaut ist. Dort unterliegen die Stoffe einer saureabhangigen Umsetzung in ein
Sulfonamid, welches mit Zysteinresten der H'/K*-ATPase eine kovaente Bindung
eingeht (38). Erst eine Neusynthese des Transportproteins lésst die Sauresekretion nach
ca. 72-96 Stunden wieder auf den Ausgangswert ansteigen. So gentigt eine Tagesdos's,
um innerhab von drel Tagen enen konstanten Medikamentenspiegel und eine
vollsténdige Hemmung zu erreichen. Diese Eigenschaften machen die Stoffe
hochspezifisch fir die gastrale Protonenpumpe.

Bel einer Infektion mit Helicobacter pylori ist eine Kombination von Protonenpumpen-
hemmern und Antibiotika (Amoxicillin, Clarithromycin) zu empfehlen. Durch Anheben
des pH-Wertes, insbesondere im Magenfundus, kommt es zu einem schnelleren
Wachstum des Bakteriums und die Antibiotika konnen so effektiver die Protein- und
Zellwandsynthese hemmen, was in 80-85% der behandelten Patienten zur Eradikation
des Bakteriums fuhrt (39).

Da die Kontrolle der Magensduresekretion durch Protonenpumpenhemmer vielleicht
schon an die Grenzen des Mdoglichen gestol3en ist, wird in Zukunft das Interesse
eventuell auf der Unterstiitzung des Heilungsprozesses, sowie der Vermeidung und

Bekadmpfung der Helicobacter pylori Infektion liegen.

1.3. Charakterisierung des zweiwertigen Kationenrezeptors (CAR) und

seine Funktionen
Bei nahezu alen physologischen Prozessen spielen intra- und extrazellulére
Kalziumionen (Ca’*) eine Rolle (40). Das intrazellulare Kazium (Ca?) fungiert als

second messenger und als Kofaktor bei enzymatischen Vorgangen, es kontrolliert und
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koordiniert zelluldre Funktionen wie Muskelkontraktionen, Hormonsekretion,
Glykogenmetabolismus, Zelldifferenzierung, Zdlteilung und -beweglichkeit (41). Die
basale Konzentration des zytosolisch freilen Kalziums betrégt annghernd 100
nanomol/L, kann aber bei Zellaktivierung auf 1 umol/L und mehr ansteigen. Dabei
sammt das Kazium entweder aus intrazelluldran Speichern und/oder aus
extraze lulérer Aufnahme.
Im Gegensatz dazu ist die Konzentration der freien extrazelluldren Kaziumionen
(Ca’*o) mit 1 mM ungefahr 10.000 ma héher und weicht unter normalen Umsténden
nur um wenige Prozent vom Mittelwert ab (40). Freies und gebundenes Kalzium
(Ca’) ist die Quelle firr ale intrazelluléren Kalziumionen und ein essentielles Kation
far die Blutgerinnung, die elektromechanische Kopplung in Skelett-, Herz- und glatten
Muskeln, die Sekretionsaktivitét exokriner und endokriner Drisen und die Zelladhésion
(42). Dies macht die enorme Wichtigkeit eines stabilen Kalziumhaushaltes deutlich.
An diesem Kontrollprozef3 snd die Nebenschilddriisen, die thyroidalen C-Zellen, die
Nieren, die Skelettknochen und der Gastrointestinaltrakt beteiligt. Man unterscheidet
zwe Steuerungswege, die zur Stabilitdt des Kaziumlevels fuhren:
a) Kalziumstrome zwischen Extrazellularraum und Umwelt durch Anderung von
renaler Ausscheidung und/oder gastrointestinaler Absorption von Kalzium und
b) der gegenseitige Austausch von Kalziumionen zwischen Extrazelluldrraum
und Knochen (40).
Die drei wichtigsten Hormone, welche auf diese Homoostase Einfluss nehmen sind das
Parathormon (PTH) aus der Nebenschilddrise, das Kalzitonin aus den C-Zellen der
Schilddriise und das Vitamin-D-Hormon aus der Niere (siehe Abbildung 4).
Bei erniedrigter Kalziumkonzentration im Blut kommt es zur Ausschittung von
Parathormon, welches am Knochen die Osteoklasten aktiviert. Dadurch werden
Kazium- und Phosphationen freigesetzt. Eine Akkumulation von Phosphationen wird
dadurch verhindert, da’ das Parathormon an der Niere deren Ausscheidung fordert,
wohingegen die Ka ziumausscheidung Uber die Niere vermindert wird. Zudem bewirkt
das Parathormon im proximalen Tubulus der Niere die C1-Hydroxylierung des 25-
(OH)-Vitamin-D in das biologisch wirksame 1,25 (OH),-Vitamin-D-Hormon. Dieses
Hormon erhoht am Darmepithel die Kaziumrickresorption und wirkt negativ
ruckkoppelnd auf die Parathormonsekretion der Epithelkdrperchen (43) .
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Ist der Kalziumspiegel im Blut erhdht so wird vermehrt Kalzitonin ausgeschttet,
welches die Osteolyse vermindert und den Kaziumeinbau in den Knochen fordert.
Aullerdem wird es nach der Nahrungsaufnahme vermehrt sezerniert und verlangsamt
den gesamten Verdauungsprozess, womit eine gleichméaldige zeitliche Verteilung der
Kalziumaufnahme gewahrleistet wird und stark erhthte Spiegel im Blut verhindert
werden. Darin ist eine sinnvolle agonistische, kalziumkonservierende Wirkung von
Kalzitonin und PTH zu sehen (40,42) .

Magen-Darm-Trakt
T Leber
&)
@
Phosphat Q Vit. D
- @Ca, osphal Ca @
8 =R L= 1.25 (OH),D
3 Kalzium @ 1 > @
o
Y
PTHA
ol

Abbildung 4: Regulationsmechanismen des Kalziumhaushaltes bei einer erniedrigten
extrazellularen Kalziumkonzentration. Rote Pfeile stellen die Effekte von PTH und 1,25(0H),D3
auf ihre Zielorgane dar. Blaue Pfeile markieren hemmende Effekte. Minuszeichen zeigen
hemmende und Pluszeichen stimulierende Wirkungen an.
Abkiirzungen: Ca = Kalzium, EZR = Extrazellularraum, PTH = Parathormon, 1,25(0OH)2D =
1,25-Dihydroxyvitamin D, 25(OH)D = 25-Hydroxyvitamin D.
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Um diese Homoostase zu gewdhrleisten bedarf es einer genauen Registrierung der
extrazelluldren Kalziumkonzentration. Durch die Charakteriserung und Klonierung
eines Kaziumrezeptors (CaR) aus der Nebenschilddriise des Rindes wurde erstmals
bewiesen, dal3 Kalzium eine hormonahnliche Rolle als extrazellulérer first messenger
einnimmt, und dieser den Zellen erméglicht physiologische Anderungen des Ca’, zu
erkennen und entsprechend entgegenzuwirken (44).

Bis heute ist mit Hilfe von Klonierung und DNA-Hybridisierungstechnik der CaR in

folgenden Geweben kloniert worden: Gehirn, Niere, Lunge, Gastrointestinaltrakt,

Plazenta, C-Zellen der Schilddrise, Nebenschilddrise, Linsenepithelzellen,

Keratinozyten und Knochen. Diese werden nicht nur durch zweiwertige Kationen

(Ca®*o,Mg?*o,Ba"0,Sr*) sondern auch von dreiwertigen Kationen (Gd*, A%, La%"0)

und organischen Polykationen (Neomycin, Spermin, Putrescin) aktiviert (40,45,46,47).

Physiologisch kommen jedoch nur Ca®’,, Mg®, und Spermin als Agonisten in

relevanten Konzentrationen vor. Alle zweiwertigen Kationenrezeptoren sind dem

primé klonierten CaR sehr &hnlich und weisen eine 90% Homologie ihrer

Aminosauresequenzen und Sekundérstrukturen auf (48).

Beziiglich der Topologie des menschlichen CaRs werden 3 Hauptdoméanen

unterschieden:

1) Ein groler extrazelluldrer, hydrophilen Teil mit Aminoterminus, welcher aus 612
Aminosauren besteht und als Bindungsstelle der Agonisten fungiert.

2) Die hydrophobe Doméne mit 250 Aminosauren, welche sich aus 7
transmembrandsen  Segmenten zusammensetzt und damit typisch fur die Familie
der G-Protein gekoppelten Rezeptoren ist.

3) Einem zytosolisch lokaisierten Carboxyterminus mit 217 Aminosduren.

Vergleicht man diese Struktur mit anderen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren so finden
sich Ahnlichkeiten mit dem Glutamatrezeptor (mGIuR), dem GABAg-Rezeptor und
dem Pheromonrezeptor des veromonasalen Organes (49,50). Wahrend die Amino-
sduresequenz des CaRs nur mit 18-24% der des GIuR Homologie aufweist, besitzen
beide eine grofie extrazelluldre Doméane sowie 20 Cysteinreste. Diese Reste kdnnten
sogenannte Bindungstaschen fir ihre Liganden bilden. Ferner sind einige GluRs in der
Lage durch einen Aminosaurenrest (Ser 166) in Nahe der Glutamatbindungsstelle Ca*o
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zu regigtrieren (51). Ob bei CaR ahnliche Bindungs-stellen fiir Ca’*, vorliegen, konnte
noch nicht geklart werden. Bei allen drei genannten Rezeptoren ist es jedoch
wahrscheinlich, dass die jeweils kleinen Liganden mit der grofen extrazelluldren
Doméne des Rezeptorproteins interagieren und diese das aktivierende Signal Uber
transmembranére Segmente an das C-Terminus ins Zellinnere weiterleiten.

Der extrazelluldren Aktivierung von CaR folgt eine Stimulierung von verschiedenen
intrazelluldren  G-Proteinen, welche ads Transducer weitere intrazelluldre
Signamolekule beeinflussen. Agonisten von CaR erwirken eine Erhthung der Aktivitét
der Phospholipasen C, A2 und D. Dies wurde bei CaR exprimierenden HEK293-Zellen
(Human embryonic kidney cells) beobachtet (52). Bei der Vermittlung des CaRs zur
Aktivierung der PLC ist von einer Beteiligung des G, vielleicht G4, auszugehen, weil
sie nicht durch das Pertussistoxin hemmbar ist (52). Die Stimulierung der PLD und
PLA, geschieht indirekt Uber eine Proteinkinase C, welche wiederum PLC abhangig
angetrieben wird.

Im weiteren kommt es tber PLC zu einem IPs (Inositol-1,4,5-triphosphat) vermittelten
intrazellularen Ca®* Anstieg. Das Kazium stammt entweder aus intrazelluldren
Speichern oder dem Einstrom von extrazelluldarem Ca*. Letzteres geschieht unter
anderem durch einen nichtselektiven Kationenkanal, der bei hohem Ca?*, gedffnet
wird, oder aber auch direkt von CaR beeinflusst werden konnte (53).

Hohes Ca’* filhrt jedoch auch zu einer Verminderung von cAMP, welche durch
Pertussistoxin gehemmt werden kann. Somit kann auf eine CaR vermittelte Hemmung
der Adenylatcyclase geschlossen werden, die unter Beteiligung von inhibitorischem G-
Protein (G;y ablauft (54,55).

Wie die Erhéhung von Ca*; und die Hemmung der Adenylatcyclase durch CaR die
zdluldren Effekte (z.B. Verminderung der PTH-Ausschittung) auslost und ob
gegebenenfalls noch andere Signaltransduktionsmechanismen bestehen, ist bis jetzt
nicht bekannt (siehe Abbildung 5)
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Abbildung 5: Schema der intrazellularen Signalkaskade von SCAR in der Parietalzelle. Die
Aktivierung von SCAR bewirkt eine Gg-vermittelte Stimulation von PLC. Uber einen Anstieg von
IP; kommt es zu Mobilisation von Kalzium aus den Intrazellularen Speichern (ER) sowie
Einstrom von Kalzium Uber nichtselektive Kalziumkandle und spannungsabhangige
Kalziumkanale aus dem Extrazellularraum. Das Entstehen der Proteinkinase C uber
Diacylglycerol wirkt wahrscheinlich als negativer Rickkopplungsmechanismus an den
Phosphorylierungsstellen von SCAR. Gi-vermittelte Hemmung der Adenylatzyklase verhindert
die cAMP Entstehung. Abhéangig vom Gewebetyp kann die Aktivierung von SCAR hemmend
oder Stimmulierend wirken. Die gestrichelten Pfeile mit Fragezeichen markieren die bisher
ungeklarten Wege der Signalkaskade

Abklrzungen: ER = Endoplasmatisches Retikulum, PKC = Protein Kinase C, AC =
Adenylatzyclase, IP; = Inositioltriphosphat, PLC = Phospholipase C, G; = inhibitorisches G-
Protein, Gy = forderndes G-Protein, NSKK = Nichtselektive Kalziumkanéle, SAKK =
Spannungs-abhéangige Kalziumkanale, PP = Protonenpumpe
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Neben seiner Funktion bel der Kaziumhomdoostase werden dem Kalziumrezeptor eine
Beteiligung bel der Zdlproliferation und Differenzierung in Keratinozyten,
Fibroblasten und Nebenschilddriisenzellen zugeschrieben (56,57), sowie eine Cao
induzierte Chemotaxis bel Mausosteoblasten und menschlichen Monozyten im
peripheren Blut (58,59). Waeiterhin beeinflu CaR die Genexpression durch
Regulierung der mitogen aktivierten Proteinkinase (MAPK), welche extrazellulére
Signde zum Zellkern Ubermittelt und somit langerfristige Verdnderungen der
extrazelluléren Kaziumkonzentration aufgrund von Hoch- oder Herunterregulierung
involvierter Zellrezeptoren kompensert (60,61).

Die vorangegangenen Ausfihrungen machen die Vielfalt der physiologischen Prozesse,
an denen Kalzium und gegebenenfalls der zweiwertige Kationenrezeptor (CaR)
beteiligt sind deutlich und lassen dadurch zugleich eine Beteiligung an zahlreichen
unbekannten M echanismen vermuten. Dem Thema vorliegender Arbeit entsprechend,
wird der Rolle des CaR im Magen, insbesondere bei der Magensduresekretion, im

folgenden Kapitel nun besondere Aufmerksamkeit geschenkt.

1.4. Vorkommen und Funktion von CaR im Magen

Die extrazeluldre Kaziumkonzentration scheint auf eine Vielfalt von epithelialen
Transportmechanismen und Schleimhauteigenschaften der Magenmukosa Einfluss zu
nehmen. Es ist schon frih bekannt geworden, dass ein Anstieg der extrazelluléren
Kalziumkonzentration (Ca®’o) die Sauresekretion der Magendriisen, sowie die
Bikarbonatsekretion durch die Magenschleimhautepithelzellen stimuliert (62,63).
Aufgrund dieser Beobachtung schlie@ man auf die Féhigkeit dieser Zellen,
Veranderungen des Ca*y registrieren zu kénnen. Durch RT-PCR, Immunhistochemie,
Northern- und Western-Blot konnte der divalente Kationentezeptor in folgenden Zellen
des Magens nachgewiesen werden: Parietalzellen, muzinproduzierende Epithelzellen,
gastrin-sezernierende Zellen des Magenantrums, und den Nervenzellen des Auerbach-
und Meissnerplexus (64,65,66).

Die amplifizierten RNA Produkte aus dem Rattenmagen weisen in 99 % ihrer Sequenz
eine Homologie zu CaR-Transkripten der Rattenniere auf (65). In Epithel- und Parietal-
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zellen ig der CaR weitaus haufiger in der basolaterden Zellmembran als an der
apikalen Sete lokalisiert (67). Bei diesen beiden Zelltypen konnte in vitro nach
Stimulierung von CaR eine Proliferation nachgewiesen werden, was wiederum auf eine
Beteiligung bel der Zellregeneration der Magenmukosa in vivo hinweisen kénnte.
Weiterhin I6sen CaR-Agonisten einen Anstieg des Ca’"; in Parietalzellen von isolierten
Magendrisen aus und potenzieren die von Histamin induzierten intrazelluléren
Kaziumanstiege (65). Dies zeigt die mogliche Rolle von CaR as Vermittler bei
bekannter Steigerung der Magensduresekretion durch erhdhtes extrazelluldres Kalzium.
Eine hohe extrazellulére Kalziumkonzentration fuhrt auRerdem zu einer vermehrten
Gadtrinsekretion aus den antralen G-Zellen in vivo und in vitro (66). Wie bereits
erwdhnt, wurde auch in diesen Zellen der CaR identifiziert und kdnnte somit als
regulierendes Element bei der Gastrinsekretion beteiligt sein und so indirekt auf die
Sauresekretion Einfluss nehmen.

Trotz der Identifizierung von CaR in Zellen des Magens fehlt der Nachweis, ob Ca®
assoziierte Prozesse, insbesondere die Sduresekretion der Parietalzellen, durch diesen
zweiwertigen Kationenrezeptor vermittelt werden und, wenn dies der Fall ist, Uber

welchen Signaltransduktionsmechanismus dies geschieht.
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1.5. Fragestellung der Arbeit

Die ausgefiihrten Versuche basieren auf der Grundlage folgender Fragestellungen:

1.

Besteht eine direkte, quantitative Korrelation zwischen verschiedenen
Konzentrationen von extrazellul&ren zweiwertigen Kationen (Mg®*,Ca?") und der
HCI-Sekretion der Parietalzelle?

. Inwiefern ist die durch Histamin stimulierte Sauresekretion von der Existenz

extrazelluldrer CaR-Agonisten (Gd**,Mg**,Ca®") abhangig?

. Erfolgt eine Sauresekretion durch den spezifischen CaR-Agonisten Gadolinium?

Wenn ja, ist diese auch bei Abwesenheit von divalenten Kationen (Ca®*,Mg*") und
Hemmung der H2-Rezeptoren durch einen selektiven H2-Rezeptorenblocker

(Cimetidin) nachweisbar?

. Resultiert die durch CaR-Agonisten hervorgerufene Sauresekretion aus dem Einbau

der H/K*-ATPase in die apikde Zellmembran der Parietalzelle und deren

Aktivierung?



2. Material und M ethoden

2.1. Verwendete L 6sungen und Substanzen
HEPES-Ringer war die Grundldsung fur die Perfusion bei den Experimenten, sowie bei

der Prgparation der Magendrusen. Fir bestimmte Versuchsrethen wurde sie variiert.

2.1.1. HEPES-Ringer-L 6sung ( Standard )

Tabelle 1: Zusammensetzung der HEPES-Ringer-Ldsung bei pH 7.4

Substanz MG (g/ Mol) mM ol

NaCl 58.44 125 7.305
KCl 74.55 5 0.373
CaCl, 147.02 1 0.147
MgSO4 246.48 1.2 0.296
HEPES* 238.31 32.2 7.67

Glucose 180.16 5 0.9

*HEPES it  Hydroxymethhyl-aminomethan-N-hydroxyethylpiperazin-N-2-ethan-

sulfonat (pKs 7.4) und diente as Puffer.

2.1.2. HEPES-Ringer-L 6sung ohne Natriumchlorid
Tabelle 2: Zusammensetzung der natriumfreien HEPES-Ringer-Losung bel pH 7.4

Substanz MG (g/ Mol) mM o/l
NMDG* 195.2 125 24.1
KCl 74.55 5 0.373
CaCl, 147.02 1 0.147
MgSO, 246.48 1.2 0.296
HEPES 238.31 32.2 7.67
Glucose 180.16 5 0.9

*NMDG ist N-Methyl-D-Glucamin.

Der pH in der Parietalzelle is von der Sauresekretion unabhangig und liegt unter
physiologischen Bedingungen nahezu konstant bei pH 7.4 (14). Da der pH-sensitive
Indikator BCECF bel den Versuchen nur den intrazelluldren pH-Wert mif¥, bleibt die
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Fluoreszenz daher wahrend der Sduresekretion konstant und Verdnderungen sind auf
diese Weise nicht erkennbar.

Deswegen wurden die Versuche mit einer initialen Ansduerungsphase der Parietalzellen
begonnen, um die spédtere Sduresekretion dieser Zellen besser messen zu koénnen.
Zudem fallen durch intrazelluldre Stoffwechselprozesse Protonen an, die nicht aus der
Zelle befordert werden kénnen, was zu einem Abfall des pH; fuhrt. Eine Aktivierung
der Sauresekretion hat dann eine intrazellulére Alkaisierunng zur Folge, welche durch
eine proportionale Fluoreszenzénderung direkt messbar ist.

An der Regulierung des intrazellularen pH-Wertes der Parietdzelle sind neben den
Puffersystemen der Zelle weitere Membranproteine beteiligt. Der Bikarbonat/Chlorid-
Austauscher transportiert Chlorid im Austausch mit Bikarbonat in die Zelle. Um den
Einfluss dieses Proteins auf die Versuche zu hemmen, wurden nur bikarbonatfreie
Ldsungen verwendet. Weiterhin weist die Parietalzelle veschiedene Isoformen des
Natrium/Protonen-Austauschers auf, welche sowohl apika as auch basolatera
lokalisiert sind. Diese tauschen extrazellulére Protonen mit intrazelluléren Natriumionen
aus. Um den Protonentransfer Uber diesen Austauscher zu hemmen wurde eine
natriumfreie HEPES-LOsung verwendet. Zum einen war es so moglich die Zéele
anzusauern, um Verdnderungen des pH-Wertes besser registrieren zu kdnnen, zum
anderen war unter diesen Bedingungen mit hoher Wahrscheinlichkeit nur die aktivierte
Protonenpumpe in der Lage eine Alkaisierung der Zelle herbeizufiihren. Dazu wurde
nach der Standard-HEPES-L6sung eine natriumfreie HEPES-LOsung benutzt. Dafir
wurde die HEPES-Ringer-Ldsung verandert, wobel Natriumchlorid durch aquimolare
Mengen NMDG (N-Methyl-D-Glucamin) ersetzt wurde. NMDG muss mit Salzséure

titriert werden.
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2.1.3. HEPES-Ringer-L dsung ohne Magnesium und reduziertem Kalzium
Bel einigen Experimenten wurde eine magnesiumfreie HEPES-Ringer-Losung  mit
reduziertem Kazium [100 umol/l] verwendet, um die Abhangigkeit der S&uresekretion

von divalenten Kationen zu untersuchen. Diese Lésung wurde sowohl mit NaCl fur die

Grundperfusion und ohne NaCl fir die Ansduerungsphase hergestellt.

Tabelle 3: Zusammensetzung der magnesiumfreien HEPES-Ringer-Ldsung mit

reduziertem Kazium [100 pumol/ 1] bei pH 7.4

Substanz MG (g/ Mol) mM o/l
NaCl 58.44 125 7.305
CaCl, 147.02 0.1 0.0147
KCl 74.55 5 0.373
HEPES 238.31 32.2 7.67
Glucose 180.16 5 0.9

Tabelle 4: Zusammensetzung der magnesium- und natriumfreien HEPES-Ringer-

Ldsung mit reduziertem Kalzium [100 pumol/ I] bei pH 7.4

Substanz MG (g/ Mol) mM o/l
NMDG 195.2 125 24.1
KCI 74.55 3 0.373
CaCl, 147.02 0.1 0.0147
HEPES 238.31 32.2 7.67
Glucose 180.16 5 0.9
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2.1.4. Andere verwendete Substanzen
Tabelle 5: Substanzen und Pharmaka

Substanz Nomenklatur

Histamin (2-[4-1midazolyl]ethylamine)
Gadolinium Gadolinium(I11)Chlorid

Omeprazol (R S)-5-Methoxy-2-[[ (4-methoxy-3,5-

dimethylpyridine-2-ylOmethyl]sulfinyl] 1H-

benzimidazole, Protonenpumpenhemmer

Fluo-3 Kalzium-sensitiver Farbstoff

BCECF 2', 7' -bis-(carboxyethyl)-5-(6)-
carboxyfluorescin

Nigericin Protonen-lonophor fir die Kalibrierung

Cimetidin H2-Rezeptorblocker

Celltak Zur Fixierung der Drisen auf dem Objektglas

Alle Substanzen wurden von der Firma SIGMA (St.Louis, USA) bezogen. Omeprazol
war eine Gabe von der Firma Adtra (Schweden). Die verwendeten Substanzen sind as
frische Stammldsungen angesetzt und zu den Experimentierlésungen pipetiert worden,
um die erwinschte Endkonzentration zu erhaten. Die Stammldsungen wurden
aliquotiert und bei -20°C gelagert. Alle HEPES-Ringer-Ldsungen wurden jeweils frisch
hergestellt und bei Nichtgebrauch unter 4 °C gelagert und nach 2 Tagen verworfen. Die
Ldsungen wurden mit NaOH oder HCI titriert. Bei den natriumfreien Lésungen wurde
KOH und HCl zum Titrieren benutzt. Die Osmolaritdt der Versuchsddsungen betrug
jeweils etwa 280-300 mosmol/ L.

Nigericin und BCECF wurden in DM SO gelost, dabel lag die Endkonzentration von
DMSO bei 0.1 %. Omeprazol ist nur biologisch aktiv nach Sdureaktivierung. In der
Parietalzelle entsteht Uber ein Spiroderivat und Omeprazolsulfensdure schliefdich der
aktive Metabolit Omeprazolsulfonamid, der mit SH-Gruppen der H'/K*-ATPase unter
Bildung einer Disulfidbriicke reagiert und das Enzym irreversibel blockiert. Dabel
bindet ein Molekil ATPase 2 Molekiile Omeprazol. Die hohe Selektivitét und Spezifitét
fur das gastrae Enzym ergibt sich durch die Erfordernis eines niedrigen pH-Wertes fir
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die Aktivierung. Daher wurde die Omeprazolstammlésung vor Gebrauch auf pH 4.0

angesauert und dann wieder auf pH 7.4 zurucktitriert.

2.2. Intrazelulére pH-Messung mit BCECF

BCECF (2,7 -bis-(carboxyethyl)-5-(6)-Carboxyfluorescein) ist ein hdufig verwendeter
Fluoreszenzindikator fur den intrazelluldren pH-Wert. Der pK, dieses Stoffes betragt
7.0 und liegt damit in der Schwankungsbreite des zytoplasmatischen pH (~6.8-7.4)
waéhrend der durchgefiiherten Versuche. Das Absorptionsmaximum liegt nah an der
Wellenldnge des Argonlasers (488 nm) und eignet sich daher besonders gut fur die
Durchflu3zytometrie sowie die konfokale Mikroskopie. Durch die Membran-
permeabilitdt des Acetylmetylester BCECF (AM) Derivates wird eine nichtinvasive
Beladung der Zellen erméglicht. Das nicht-fluoreszierende Derivat wird intrazellulér
durch unspezifische Esterasen hydrolysiert, wodurch der fluoreszierende Indikator
entsteht, welcher fur die Zellwand nicht mehr permeabel ist. Bei eéinem pH von 7-8 hat
BCECF 4-5 negative Ladungen, wodurch die intrazelluldre Retention bewirkt wird. Zur
Applikation in Geweben wird eine Konzentration von 1-5 pmol/L des BCECF AM
empfohlen, welches zusammen mit dem spéeren Perifusat zwischen 5-60 min
Inkubationszeit verlangt. Die optimale Temperatur daflr liegt bei 4°C-37°C.

Die pH-Messung mit BCECF beruht auf Verdnderungen des intrazelluléaren pH-Wertes,
je nach extrazelluldrem Medium. Dazu muss die Fluoreszenzintensitét des Farbstoffes
proportional zur relativen pH-Anderung in der Zelle sein, die Pufferkapazitét tiber den
gesamten Versuch konstant bleiben und innerhalb wie auf}erhalb Zelle ein gleicher pK-
Wert bestehen.

Die Fluoreszenzintensitét muss dann in absolute pH-Werte konvertiert werden. Dazu
wurde die Nigericinkalibrierung verwendet (Thomas et a.). Nigericin ist ein Protonen-
lonophor, welches zusammen mit einer speziellen Kalibrierungsldsung (siehe Tab.: 6)
ein pH-Gleichgewicht zwischen extra- und intrazelluldrem Kompartiment herstellt. Bei
einem Ausgleich der transmembrandren Kaliumkonzentration durch die Perifusion mit
der unten genannten HEPES-Ringer-Losung (Kaliumkonzentration: 105 mmol/l)
kommt es zur ener vollstandigen Depolarisation des Membranpotentials, welches
zusammen mit Nigericin die Einstellung des Protonengleichgewichtes erlaubt. Da

BCECF einen sogenannten gewebespezifischen pKa Wert hat, der nach Zeltypus und



24

Untersuchungsbedingungen schwanken kann, muss eine Eichkurve fur jedes Gewebe
und jede Untersuchungsbedingung durchgefihrt werden.

Fur die vorliegende Arbeit wurde daher eine Kalibrierungskurve in den Parieta zellen
des Rattenmagens fir den pH Bereich 6.0-9.0 erstdlt und der dabel gewonnen pKa
Wert fur die folgenden Kalibrierungen dler Experimente verwendet. Dabei war das
Verhdltnis der Fluoreszenzintensitéten bei den Wellenldngen 430 nm und 490 nm sowie
dem extrazelluldre pH-Wert eine sigmoidae Funktion mit anndhernd linearem
Abschnitt zwischen pH 6.4 und 7.8 in den Parietalzellen des Rattenmagens

(siehe Abbildung 6).

1.1 4 Rmin =0.51 + 0.08
Rmax =1.11 + 0.07
pKa =7.37 £0.16

1.0 A

0.9 1

0.8 1

ratio 440/490

0.7 -
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05 1 ’ ) ’ ) ) ) I 1
6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0

pH
Abbildung 6: Fluoreszenzintensitat (Anregungsquotient der Wellenlangen (nm) 440/490) von
BCECF in Abhangigkeit vom pH;. Die sigmoidale Funktion zeigt im Arbeitsbereich von pH 6.75 -

7.75 einen nahezu linearen Abschnitt. Der gewebespezifische pKa-Wert von BCECF liegt bei
7.37 £0.16. (n = 6 Drusen, n = 30 Zellen)

Zunéchst wurde eine Magendriise isoliert und fir 10 min mit BCECF bei 37 °C
inkubiert (HEPES-Ringer-L6sung mit 10 umol/L BCECF) und dann in der Perfusons-
kammer mit HEPES-Ringer gespult, um nicht aufgenommenes BCECF zu entfernen,
sowie gewartet, bis eine konstante Fluoreszenz gemessen werden konnte. Dann wurden

jeweils 5 ml der Nigericinkalibrieringsdsung mit definierten pH-Werten von 6 - 9 in die
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Kammer pipetiert, wobel jeweils nach konstanten Messwerten Uber mindestens eine
Minute mit der néchsten pH-Ldsung kdibriert wurde (siehe Abbildung 7)

ratio 440/490

C

pH9.0 |85

7.5

7.0

6.5 6.0

1.2 4

0.8 -
0.6 -
0.4 1

0.2 4

20
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Abbildung 7: Originalaufzeichnung: Verlauf der der Fluoreszenzintensitét (Anregungsquotient)

440 / 490) wéhrend der Perfusion mit Nigericinkalibrierungsldsungen verschiedener pH-Werte.

(n = 6 Drusen)

Tabelle 6: Zusammensetzung der Kalibrierungslésung (hohe Kaliumkonzentration) bei

pH 7.4
Substanz MG (g/ mol) mM o/l
KCL 74.55 105 7.83
CaCl, 147.02 1 0.147
MgSO4 246.48 1.2 0.296
NMDG 195.2 32.8 6.4
HEPES 238.31 32.2 7.674

Diese L6sung muss mit HCI und KOH titriert werden. Zur eigentlichen Kalibrierung

wurden jeweils 5 ml dieser Losung mit 10 pmol/L Nigericin verwendet.

2.3 Intrazelluldre Kalzium-Messung

Fur die intrazelluldre Kalzium-Messung wurden die Drisen fur 10 min bei Raum-

temperatur mit dem Ca’*-sensitiven Farbstoff Fluo-3 (Molecular Probes, Eugene, OR)
inkubiert. Anschlief3end wurden die Driisen mit Standard-HEPES-L 6sung gesptihlt, um
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nicht aufgenommene Reste des Farbstoffes zu entfernen. Die Fluoreszenz ist mit einem
Argonlaser bei einer Exzitation von 488 nm und einer Emisson von 535 nm
aufgezeichnet worden. Die Fluoreszenzintensitét ist sowohl vor und nach der Perifusion
mit 100 pM Histamin oder 1 mM Gd** durch Messung von Pixelwerten iber
festgelegten Zellen bestimmt worden. Diese Messungen wurden alle 2 Sekunden
vorgenommen, wobei jedes Bild aus durchschnittlich 8 festgelegten Bezirken bestand.
So wurden in jedem Experiment 5 Parietalzellen analysiert und die Daten spéter in
Fluoreszenzeinheiten ausgedrickt.

2.4. |solierung der Magendr tisen

Die Magendriisen wurden aus Sprague-Dawley Ratten (CharlesRiver Laboratories,
Wilmington, MA) mit einem Gewicht zwischen 250-500g entnommen. Die Tiere
wurden unter normaem Tag- und Nachtrhythmus, sowie gleichbleibenden
Klimabedingungen gehalten. Sie hatten freien Zugang zu Standardfutter und Wasser,
bekamen jedoch 24h vor dem Experiment kein Futter mehr um die Ausgangs
bedinungen zu standardisieren

Obwohl eine grofRe Anzahl von Drusenfragmenten durch enzymatische Auftrennung
isoliert werden konnen (Paradiso et a.1987) wurde die kompliziertere, manuelle
Auftrennung verwendet (Schettino et al.1985), weil die Stabilitdt und Unversehrtheit
der gesamten Driisen besser erhdten bleibt.

Da die Magendrisen Uberwiegend im Magenfundus vorkommen, reicht dessen
Entnahme aus. Hierzu wurde die Ratte mit Pentobarbita betdubt und durch eine
Laparotomie der Magen entfernt, das Magenantrum isoliert und ca. 0.3cm? Stiicke
zurechtgeschnitten. Diese Préparation erfolgte in einer auf Eis gekuhlten HEPES-
Ringer-Lésung, die dreimal ausgetauscht wurde, um den Mageninhalt grundlich zu
entfernen. Unter Beibehaltung der Kuhlkette wurden die Magenstiicke unter einem
Stereomikroskop (Zeiss LSM-410) von der Muscularis Mucosa und Geweberesten
befreit und die Drusen unter 5-facher VergrofRerung mit Pinzetten unter Sicht
prapariert. Die Isolierungszeit einer Einzeldrise (ca 1 mm lang) aus einem
M agenabschnitt betragt 1-3 min (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 3. Einzelne Magendriisen nach Isolierung und Fixierung auf dem Objekttrager. (A)
Einzeldruse mit peripher angelagerten Geweberesten (100 X) (B) Ausschnitt derselben Driise
mit markierten Parietalzellen (200 X)

Anschlieffend wurden 6-8 einzelne Driisen mittels einer feinen Pasteur Glaspipette auf
einen Objekttrager transferiert. Dieser wurde vorher mit 1 pl Cell-Tak bedeckt, um die
Fixierung der Einzeldriisen, erneut unter mikroskopischer Sicht, zu gewéhrleisten.
Danach wurde die Perfusionskammer mit Hilfe eines abdichtenden Gels (Cell Tak) auf
den glasernen Objekttrager geklebt.

2.5. Durchfiihrung des Experiments

Nachdem die Drusen isoliert und 20 min mit HEPES-Ringer-Ldsung und 10 pmol/l
BCECF-AM be Raumtemperatur inkubiert worden waren, wurde die
Perifusionskammer auf einem inversen Zeissmikroskop (Olympus IMT2, Olympus,
USA) fixiert. Wahrend der Experimente fand eine kontinuierliche Perifusion mit 5 ml/
min statt, das Kammervolumen betrug ca. 180ul, wobei die Temperatur durch ein
elektronisch rickgekoppeltes Heizsysem der Kammer as auch der zufihrenden
Leitungen bel 37 °C konstant gehalten wurde.

Das Mikroskop war mit einem 100 Watt Argonlaser und einem 40-fachen
VergrofRerungsobjektiv ausgestattet. Der intrazelluldre pH wurde fluorimetrisch mit
BCECF gemessen, wobei die Wellenlangen 490 (hierbei ist die Fluoreszenz des
Farbstoffes sehr pH sensitiv) und 440 nm (bei dieser Wellenldnge ist die Fluoreszenz

relativ unsensitiv) verwendet. Um den intrazellulédren pH-Wert zu bestimmen, wurde
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der Farbindikator abwechselnd mit diesen Waelenldngen bestrahlt und die
Fluoreszenzemission bei 530 nm gemessen worden. Der Filterwechsel fand automatisch
ale 10 Sekunden fiur jede Wellenlange statt. Um eine Ausbleichung des Farbstoffes
durch den Argonlaser zu verhindern, kam ein Graufilter direkt vor der Lichtquelle zur
Verwendung.

Die emittierte Fluoreszenz wurde Uber markierten Fléchen quantifiziert, welche jeweils
aus einer oder mehreren Parietalzellen bestanden. Dazu wurde die vorher mit einer
Kamera aufgenommenen Einzeldrisen auf dem Bildschirm abgebildet. Die
Parietalzellen haben eine charakteristische Form, sind relativ grof3, konisch und in der
Drise peripher gelagert. Im Durchschnitt wurden 8 Flachen mit jewells 1-4 Zellen
definiert.

Nach Messung der Emmission und Digitalisierung der Daten wurden die Daten bis zur
weiteren Analyse im Computer gespeichert. Die Hintergrundemission wurde wéhrend
jeder Messung registriert, war jedoch nie grof}er as 2 %. Die Autofluoreszenz der
Zellen war immer kleiner als 1 % und wurde daher nicht korrigiert.

Alle Experimente wurden an verschiedenen Magendriisen von verschiedenen Tieren
und an unterschiedlichen Tagen wiederholt. Aus einem Magen wurden jeweils zwel

Versuche durchgefihrt.

2.6. Auswertung und Statistik

Bel alen Experimenten kam das Softwareprogramm OPTIMAS (Universitét Yale,
Physiologisches Institut) zum Einsatz. Die Daten wurden bis zur Auswertung mit
EXCEL auf dem Computer zwischengespeichert. Die Fluoreszenzintensitét wurde aus
dem Quotient von | 440/1490 automatisch errechnet und mit Hilfe der
Kalibrierungswerte in absolute pH-Werte Ubertragen. Alle Werte sind  als
arithmetisches Mittel (Mean) + dem Standardfehler des Mittel-wertes (SEM:
Standard error of the mean) angegeben. "n” gibt die Anzahl der voneinander
unabhadngigen Messungen an. Die Werte wurden mit dem ungepaarten Student t-Test
auf Signifikanz gepruft, und nur Werte mit p < 0.05 wurden als signifikant angesehen.
Dabei wurde die Gleichheit der Varianzen und die Normalitdt der Stichproben
vorausgesetzt.
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3. Versuche und Ergebnisse

Die Messung der Sduresekretion wurde mit dem pH-sensitiven Farbstoff BCECF
durchgefihrt. Mit Hilfe der hochauflosenden Videomikroskopie war es madglich,
Anderungen der Fluoreszenz und damit den intrazelluldren pH-Wert wahrend der
Sauresekretion in den Belegzellen der frisch isolierten Magendrisen kontinuierlich zu
messen. Aufgrund der intrazellularen pH-Wert Anderungen in Abwesenheit von
Natrium und Bikarbonat konnte auf die Aktivierung oder Hemmung der H'/K*-ATPase
geschlossen werden. Um den EinfluR des basolateralen Na'/H'-Austauschers
auszuschlief?en, wurde in jedem Versuch durch Perifuson mit einer natriumfreien
Standardlésung eine Ansduerung der Belegzellen induziert. Somit war die H'-Sekretion
deutlich messbar und aleine auf die Aktivitdt der apikaen H'/K*-ATPase
zurickzufihren. Dies wurde durch die Hemmung mit spezifischen Inhibitoren
(Omeprazol,Cimetidin, siehe auch Seite 22,9) bestétigt.

Folgende Abschnitte stellen die Ergebnisse der Experimente dar, mit welchen die
genaue Rolle des SCAR (stomach calcium receptor) bei der gastraen Sauresekretion

untersucht wurde.

3.1. Kontrollversuch

Im Kontrollversuch wurden die isolierten Drisen mit der Standard-HEPES-L6sung
perifundiert und nach Einstellung auf einen stabilen pH-Wert mit der natriumfreien
HEPES-LOsung angesduert. In dieser Phase zeigte sich keine Alkaliserung der
Belegzdlen. Erst nach erneuter Zugabe von Natrium erfolgte eine Protonensekretion, in
diesem Falle iiber den Na'/H"-Austauscher, bis zum Ausgangs pH-Wert. Hieraus ist zu
schliessen, dal? die Protonenpumpe ohne Stimulation entweder inaktiv ist, bzw. eine
sehr geringe basale Aktivitét hat, welche mit dieser Methode nicht nachweisbar ist.
Ferner konnte eine basale Sauresekretion auch durch die Puffersysteme der Zelle
kompensiert werden.

In den folgenden Abbildungen falt eine sarke Variabilitdt der Ansduerungs
geschwindigkeit auf. Diese war nicht von zugesetzten Stoffen abhangig. Vielmehr ist
diese Variabilitdt bel allen Versuchsprotokollen in gleicher Form aufgetreten und hat

somit keinen Einflul? auf die Ergebnisse.
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Abbildung 9: Kontrollversuch. Ohne die Stimulierung durch Histamin ist keine Sauresekretion
nachweisbar, bzw. eine basale Aktivitat der Protonenpumpe konnte durch Puffersysteme der
Zelle kompensiert werden. Der Intrazellulare pH-Wert bleibt nach der Ansduerungsphase
konstant und erhéht sich erst wieder nach dem Zusatz von Na*. (n = 65 Zellen/10 Driisen)
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3.2. Stimulation mit Histamin

Bel Stimulation der Sauresekretion mit Histamin (100pM) konnte nach der
Ansduerungsphase eine Alkalisierung von 0.025 + 0.008 Einheiten pH/ min beobachtet
werden (Abbildung 10). Dazu wurde sowohl der Inkubationsdsung mit BCECF als

auch den anderen verwendeten Losungen jeweils frisch 100 uM Histamin zugesetzt.

100 pM Histamin

Na* 0 Na* Na*

7,3 7

7,1 1

pH 6,9 -

6,7 1

6,5

6,3 } }
0 500 1000 1500 2000
Zeit (s)

Abbildung 10: Stimulation der Belegzellen mit Histamin. Nach Ansauerung der Zellen in
Abwesenheit von extrazelluldarem Na® ist eine langsame Alkalisierung von 0.025 + 0.007
Einheiten pH/min zu beobachten (durchgezogener Pfeil). Nach erneuter Zugabe von
extrazellularem Na' sieht man eine schnellere Alkalisierung nahezu bis zum Ausgangs-pH-Wert
des Versuches (unterbrochener Pfeil). (n = 65 Zellen/9 Drisen)

3.2.1. Gabe eines Protonenpumpenhemmers und Histamin

Die durch Histamin ausgel 6ste Alkaliserung konnte durch den spezifischen gastrischen
H*/K*-ATPase Inhibitor Omeprazol (100puM) (-0.002 + 0.001 Einheiten pH/min)
gehemmt werden (Abbildung 11). Die Histamin stimulierte Sduresekretion, hier indirekt

Uber die intrazelluldre Alkaliserung gemessen, resultiert somit aus der Protonen-
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sekretion Uiber die H'/K™ATPase der apikalen Zellmembran. In Abbildung 12 sind die
verschiedenen Ergebnisse der Versuchsdurchfiihrungen mit Histamin noch einmal as

Balkendiagramm Ubersichtlich zusammengefasst.

100 pM Histamin, 100 pM Omeprazol
Na* 0 Na* Na*
73 F
71+
pH 69 1+
6,7 1 S
\
\
\
\
\
\
\
6,5 -+ \
\
63 | | | | | | |
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
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Abbildung 11: Hemmung der Histamin-induzierten Alkalisierung durch den spezifischen
Protonenpumpeninhibitor Omeprazol (100 pM Uber den gesamten Versuchsablauf). Nach der
Ansauerung der Zelle laRt sich keine Alkalisierung erkennen (durchgezogener Pfeil) , diese
setzt erst nach der Zugabe von extrazellularem Na” ein (unterbrochener Pfeil). (n = 24 Zellen/4
Drisen)
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Abbildung 12: Zusammenfassung der Histaminversuche. Unter Kontrollbedingungen ist keine
pH-Veranderung in der Zelle messbar. Nach Stimulation mit Histamin war eine Alkalisierung der
Belegzellen zu beobachten (0,025 + 0,007 Einheiten pH/ min). Bei Zugabe des
Protonenpumpeninhibitors Omeprazol ( 100 pM) ist keine Alkalisierung registriert worden

(- 0.002 £ 0,001). (n = 40-50 Zellen/8-9 Drisen)

3.2.2. Stimulation mit Histamin unter verschiedenen extrazelularen Magnesium-
und Kalziumkonzentrationen

In diesem Experiment wurde die Abhéngigkeit der Histamin-induzierten Sduresekretion
von verschiedenen extrazelluldren Magnesium und Kaziumkonzentrationen und die
Beteiligung von SCAR untersucht. Im Kontrollversuch betrug die extrazellulére
Kaziumkonzentration 1 mM und die Magnesiumkonzentration 1.2 mM. Unter diesen
nahezu physiologischen Bedingungen zeigte sich eine deutliche Alkaisierung
(Aktivierung der H'/K*- ATPase) unter Stimulation mit Histamin (s.0.). Danach wurde
die Konzentration der zweiwertigen Kationen auf 100 pM Kalzium und O M
Magnesium herabgesetzt. Unter diesen Umstdnden war keine Alkalisierung durch
Histamin mehr zu beobachten (-0.002 + 0.001 Einheiten pH/min). Dies spricht fir eine
Abhangigkeit der Sauresekretion durch Histamin von extrazelluldren zweiwertigen
Kationen (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Dargestellt ist die Rolle von zweiwertigen Kationen auf die Aktivierung oder
Hemmung der H'/K-ATPase durch SCAR in Abhangigkeit von Histamin. Reduktion der
extrazellularen Kationen von 1 mM Ca** und 1.2 mM Mg®* auf 100 uM Ca** und 0 M Mg** hebt
den stimulatorischen Effekt von Histamin auf die intrazellulare Alkalisierung (H'/K*-ATPase-

Aktivierung) auf (n = 47 Zellen/5 Driisen).

Anschlielfend wurden sowohl die extrazelluldre Kaziumkonzentration und die
Magnesiumkonzentration von 0.1 mM bis 5 mM variiert. Hierzu wurde immer nur die
Konzentration eines Kations, entweder Kazium oder Magnesium, verandert. Dabei
zeigte sich ein proportionder Anstieg der Sduresekretion mit steigender Konzentration
der jeweiligen zweiwertigen Kationen. Aus dieser Steigerung der extrazelluldren
Kationenkonzentrationen resultierte eine Aktivierung der H/K'™-ATPase in den
Belegzellen nach vorheriger Histaminstimulation (Abbildung 14). Erwdhnt werden
sollten alerdings die unphysiologischen Konzentrationen, welche bei diesem Ansatz
verwendet wurden. Die verwendete Methode lie3 eine ndhere Untersuchung im
physiologischen Konzentrationsbereich nicht zu, weil die Versuche per se schon eine
hohe Schwankungsbreite der Ergebnisse boten und kleinste Unterschiede nicht
nachweisbar waren. Dies spricht jedoch nicht gegen eine Feinmodulation der
Séauresekretion durch extrazellulédre Kationen unter Histaminstimulation, wobel eine

sensitivere Methode zu einem Nachwels verwendet werden miisste.
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Abbildung 14: SCAR-Aktivierung bei verschiedenen Kalzium- und Magnesiumkonzentrationen

unter Histaminstimulation. a) Aktivierung der H'/K*-ATPase in Abhangigkeit der extrazellularen

Kalziumkonzentration bei Stimulierung durch Histamin und Abwesenheit von Magnesium (n =
20-30 Zellen/4-5 Drisen fir jede Ca**-Konzentration). b) Aktivierung der H'/K*-ATPase in
Abhangigkeit der extrazellularen Magnesiumkonzentration bei Stimulierung durch Histamin und

100 UM Ca”* (n = 20-30 Zellen/4-5 Drisen fiir jede Mg”*-Konzentration).
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3.3. Stimulation mit Gadolinium

3.3.1. Gabevon Gadolinium

Nach Zugabe eines Ca®* Rezeptoraktivators, des dreiwertigen Kations Gadolinium (1
mM), direkt zum natriumfreien Perifusat konnte eine Aktivierung der H'/K*-ATPase
beobachtet werden. Die intrazellulére Alkalisierung betrug 0.035 + 0.004 Einheiten
pH/min (Abbildung 15). Dieser Effekt konnte auch be gleichzeitiger Reduktion der
extrazellularen Kationen (100uM Ca?*, OmM Mg®) beobachtet werden (siehe
Abbildung 18).
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Abbildung 15: SCAR Aktivierung durch Gd*. Nach Zugabe von 1 mM Gd* erfolgt eine
intrazellulare Alkalisierung durch Aktivierung der H/K*-ATPase (n = 41 Zellen/5 Driisen)

3.3.2. Gabevon Cimetidin (H,-Rezeptorblocker) und Gadolinium
Um zu testen, ob der Effekt von Gd** durch eine Beeinflussung der Histamin-
ausschiittung aus den ECL Zellen vermittelt wurde, ist Gd** in Anwesenheit des

spezifischen Hx-Histaminrezeptorblockers Cimetidin (1 mM) gegeben worden.
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Selbst nach selektiver Hemmung des H2-Rezeptors durch Cimetidin konnte ene
intrazellulare Alkalisierung durch Gd** induziert (-0.038 + 0.012 Einheiten pH/min)
und somit die H'/K'-ATPase aktiviert werden. Desweiteren wurden auch die
extrazelluléren Kationen Magnesium (0 mM) und Kalzium (100 uM) reduziert, so dass
der Effekt allein auf Gd®* zuriickgefiihrt werden konnte (Abbildung 16).

1mM Cimetidin, 100 pM Ca?*, 0 Mg?*

Na* ONa* Na *
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Abbildung 16: Einfluss von Gd** (1mM) auf SCAR bei Reduktion der extrazelluldren Kationen
(0 mM Mg, 100 uM Ca**) und Hemmung des H,-Rezeptors durch Cimetidin (ImM). Nach
Zugabe von Gd** ist eine deutliche Alkalisierung zu beobachten (n = 43 Zellen/5 Driisen).

3.3.3. Gabe von Omeprazol (Protonenpumpeninhibitor) und Gadolinium

Um auszuschlieen, da? Gd** durch andere Mechanismen als die Aktivierung der
H*/K*-ATPase zu einer intrazelluléaren Alkalisierung fiihrte, wurde die H'/K*-ATPase
durch Zusetzung des spezifischen Protonenpumpeninhibitors Omeprazol (100 puM)

wahrend der gesamten Perifusion gehemmt. Dies verhinderte die Gd** induzierte
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Alkalisierung (-0.001+0.002 Einheiten pH/ min) vollstandig. Dies zeigt, dal? Gd** durch
Aktivierung von SCAR die Siuresekretion (ber die H/K*-ATPase induziert

(Abbildung 17). Um die verschiedenen Versuche miteinander vergleichen zu kdnnen,

sind die Ergebnisse in Abbildung 18 mit Hilfe eines Bakendiagramms zusammen-

gefald.
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Abbildung 17: Gabe von Omeprazol (100 pM) und Gadolinium. Nach Zugabe von 1 mM Gd*

zeigt sich keine Aktivierung der H'/K*-ATPase. Omeprazol wurde wahrend des gesamten

Versuches dem Perfusat zugesetzt.(n = 22 Zellen/ 2 Driisen)
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Abbildung 18: Mechanismen der SCAR vermittelten Sauresekretion. Dargestellt ist die
Aktivierung der H'/K*-ATPase durch den Agonisten Gd*" (ImM) sowohl in der Anwesenheit
normaler (1 mM ca”, 1,2 mMm Mgz+) als auch erniedrigter Kationenkonzentrationen (100 pM
Cca®, 0 mM Mg*). Der Effekt von Gd*" wird nicht durch den H2-Rezeptorantagonist Cimetidin
(ImM) vermindert, aber durch den Protonenpumpenhemmer Omeprazol vollstandig inhibiert.
Dies zeigt, daR nicht die Histaminfreisetzung fir die H'/K*-ATPase-Aktivierung verantwortlich

ist.
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3.4. Messung desintrazdlularen Kalziums

In diesem Versuch wurde die intrazelluldre Kaziumkonzentration in den Belegzellen
bei verschiedenen Bedingungen gemessen. Ziel war es, herauszufinden, inwiefern
Histamin und Gadolinium die intrazelluldre Kalziumkonzentration beeinflussen.. Im
Kontrollversuch ohne Histaminstimulation war nur eine geringe Intensitét von Fluo-3
nachzuweisen (Die Fluoreszenzintensitét ist Uber das Massenwirkungsgesetz mit der
freien Ca®* Konzentration verkniipft, eine Umrechnung in absolute K onzentrationswerte
wurde nicht durchgefihrt und so ist hier nur ein relativer Vergleich der Intensitétswerte
maoglich). Wiein der Einleitung auf Seite 2 ausgefiihrt, erhéht die Histaminstimul ation,
wie schon friiher nachgewiesen werden konnte, die intrazellulére Kalziumkonzentration
in der Parietalzelle. Auch in unserem Versuch wurde unter der Stimulation mit Histamin
(100 pM) ein intrazellulérer Anstieg des Kaziums beobachtet. Anschlief3end wurden
die extrazelluléren Kationen reduziert (100pM Ca?*, 0 mM Mg?") und es konnte kein
Kalziumanstieg unter Histaminstimulation in der Zelle registriert werden (Abbildung
19).

Die Versuche unter Gadoliniumeinflul® sind erst spéter durchgefiihrt worden, weswegen
sie hier nicht ndher abgebildet sind. Sie bestétigen jedoch die Hypothese, dal3 auch
dlein Gadolinium unter Standardbedingungen einen Anstieg des intrazelluléren
Kaziums audl0st. Im Gegensatz zu Histaminstimulation vermag Gadolinium auch unter
reduzierten extrazellulé&ren Kationen einen Anstieg des intrazelluldren Kalziums
auszuldsen (64a). Die Kontrollversuche mit erniedrigten extrazelluléaren Kationen ohne
Stimulation mit Hisamin sind hier nicht mit eingefligt, weil sie spéter erfolgten. Sie
zeigen keine wesentlichen Unterschiede in der Intensitét von Fluo-3 im Vergleich zu

Versuchen mit Histaminstimulation bei erniedrigten extrazelluldren Kationen.
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Abbildung 19: Effekt von Histamin (100uM) bei Anwesenheit physiologischer Kationen-
konzentrationen (1 mM Ca®, 1,2 mM Mg®") und reduzierten extrazellularen Kationen (100 pM
ca”, 0 mm MgZ+) auf die intrazellulare Kalziumkonzentration der Belegzelle. Diese Reduktion
verhindert den Histamin-induzierten Kalziumanstieg in der Zelle, welcher nahezu gleich hoch
ist, wie bei der Kontrolle ohne Histaminstimulation, aber bei physiologischen Kationen-

konzentrationen (n = 15-20 Zellen/ 4-5 Drusen).
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4. Interpretation und Diskussion

4.1. Fehlerdiskussion

4.1.2. L 6sungen

Alle benutzten Losungen hatten einen pH-Wert von 7,4. Um dies zu gewdhrleisten
wurde eine tagliche pH-Kontrolle durchgefuhrt und das verwendete pH-Meter
regelmaiig mit Standardldsungen geeicht.

Um die Zersetzung der Losungen zu vermeiden, wurden diese bei 4 C° aufbewahrt und
in kurzen, regelméligen Abstdnden neu angesetzt. Lichtempfindliche Substanzen
wurden mit einem Lichtschutz versehen. Die verwendeten Substrate sind luftdicht bei

Raumtemperatur oder 4°C aufbewahrt worden.

4.1.3. Geréate

Die Fluoreszenzmessungen sind sehr vibrations- und lichtempfindlich. Um ein
verschieben der markierten Zellen und der festgelegten Messaredle durch externe
Einflusse zu verhindern ist ein schwingungsarmer Tisch verwendet worden. Stérungen
durch sekundére Lichtquellen wurden durch einen Lichtk&fig sowie das Abdunkeln des
Raumes wéhrend des Versuches verhindert. Die Perfusionsanlage wurde regelméidig

gereinigt, kontrolliert und gegebenenfalls erneuert.

4.1.4. Tiere, Drusen

Um maogliche Einflussfaktoren der Tiere auf die Versuchsergebnisse zu minimieren
wurden nur mannliche Tiere zwischen 8 - und 18 Wochen verwendet. Um einen
einheitlichen kalorischen Ausgangszustand zu gewéhrleisten sind die Tiere in der Nacht
vor den Versuchen nur mit Wasser versorgt worden. Aus jedem Tiermagen wurden
Drisen fur zwei Versuche isoliert, die nicht &lter als 4 h waren. Aul}erdem sind nur
digienigen Versuche gewertet worden, bei welchen die Driisen am Ende wieder ihren
Ausgangs pH-Wert erreicht haben.
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4.2. DieRollevon SCAR im Magen

Die vorliegende Arbeit zeigt, welche wichtige Funktion dem extrazelluléren
Kalziumrezeptor SCAR (stomach calcium receptor) bel der Regulierung der
Magensauresekretion zukommt. Nach der Identifizierung des Rezeptors in zahlreichen
Geweben, und unter anderem in den Parietalzellen des Magens, ist es nun gelungen,
diesem Rezeptor im Magen eine Funktion zuzuordnen. So kdnnen weitere Aspekte der
genauen Regulationsmechanismen der gastrden Sauresekretion und deren
Feinabstimmung untersucht werden. Der Rezeptor scheint dartiber hinausin der Lage zu
sein, die klassischen neuronalen und humoralen Regelungsmechanismen zu
modifizieren, indem er die Sekretion nach Aktivierung fordert oder inhibiert. Zu
diskutieren snd jedoch die teilweise verwendeten unphysiologischen Konzentrationen.
Um in einem engeren physiologischen Bereich Verdnderungen zu registrieren, ware
eine sendgtivere Methode erforderlich. Andererseits gibt es pathologische Féle (z.B
Hyperkalziamie), bei denen durchaus andere Kationenonzentrationen erreicht werden.
Die genauen Werte konnte ich in der Literatur nicht entnehmen. Ferner zeigen diese
Experimente mogliche Mechanismen bel der genauen Regulation des intrazelluléren
pH-Wertes der Parietalzelle, sowie den komplexen Vorgangen bei der Stabilisierung der

gesamten Ka ziumhomaoostase.

4.2.1. Einflussvon SCAR auf die gastrale Saur esekretion

Die durchgefuihrten Experimente beruhen auf einer neuen Methode, welche indirekt den
Protonenausstrom aus der Zele misst. Dazu wurde der intrazellulére pH-Wert
gemessen. Um die Aktivitdt der H'/K*-ATPase zu messen, wurde zum einen in der
nominellen Abwesenheit von Bikarbonat gearbeitet. Dartiberhinaus wurde, um kleinere
pH-Veradnderungen in der Zelle zu registrieren, zunéchst immer ein Protonengradient
von der Zelle zum Lumen geschaffen. Dazu wurde das Natrium aus dem basolateralen
Perifusat entfernt, welches eine Ansduerung der Parietdzelle zur Folge hatte.
Anschlieffend konnte man den Protonenausstrom (Alkalisierungsrate) Uber die
natriumunabhéngige und omeprazolsensitive H'/K*-ATPase aufzeichnen. Dabei ist
auch zu erwdhnen, dali3 das Entfernen von Natrium im Perifusat auch eine Erhéhung des
intrazelluldren Kalziums bewirken kann, was wiederum indirekt zu einer Aktivierung
der Protonenpumpe und damit zur Sauresekretion fihren kann (65).



Esist jedoch aus den Ergebnissen klar, dass dieses Phdnomen hier keine Rolle spidte:

1. Esist keine Aktivierung der H'/K*-ATPase in der Abwesenheit von Histamin oder
ohne Stimulation von SCAR registriert worden (Abbildung 12 und 19).

2. Die Kaziummessungen zeigen, dal3 in Abwesenheit von SCAR-Stimulation kein
intrazellulérer Kalziumanstieg nachgewiesen werden konnte (Abbildung 19).

3. Falls es zu einem intrazellularen Kalziumanstieg und der daraus vermittelten H'/K™-
ATPase Aktivierung gekommen sein sollte, spielt diesfur die Interpretation der
Ergebnisse keine Rolle, da diese Aktivierung dann unter allen Bedingungen
gleichermalien aufgetreten wére.

Hier konnte aber nun gezeigt werden, dald sowohl die Zugabe als auch die Abwesenheit

von extrazelluléren zweiwertigen Kationen die Sauresekretion massiv beeinflusst. Nach

Entfernen von Natrium aus dem basolateralen Perifusat bei nicht stimulierten Zellen

konnte weder in der An- noch in der Abwesenheit von extrazelluldren zweiwertigen

Kationen eine Aktivierung der Sduresekretion beobachtet werden. Bei Aktivierung von

SCAR durch den Agonisten Gd** ist jedoch ein Anstieg der Sauresekretion auch in der

Abwesenheit weiterer extrazelluldrer divalenter Kationen und ohne Histaminstimulation

zu beobachten.

Im Gegensatiz dazu findet unter Histaminstimulation bei Abwesenheit von

extrazelluléren zweiwertigen Kationen keine Sauresekretion statt (Abbildung 13). Die

Abhéngigkeit der histamininduzierten H'/K*-ATPase Aktivierung von extrazelluldren

zweiwertigen Kationen ist durch die positive Korreation von verschiedenen

zweiwertigen Kationenkonzentrationen im Perifusat zum Anstieg der Sauresekretion
demonstriert worden (Abbildung 14). Neben den Effekten auf die Magensduresekretion,
welche SCAR in Abhéngigkeit von extrazelluldren zwei- und dreiwertigen Kationen
audost, zeigt diese Arbeit die Wichtigkeit dieses M echanismus im Zusammenspiel mit

Histamin (Abbildung 14). Die Signalkaskade zwischen SCAR und der Aktivierung der

H'/K*-ATPase ist noch weitgehend ungeklart, genauso wie die Frage, wie SCAR die

Wirkung von Histamin moduliert. Ein indirekter Einfluss von SCAR auf die H'/K™-

ATPase Uber die Ausschittung von Histamin aus benachbarten ECL Zellen konnte

durch die vorliegenden Versuche allerdings ausgeschlossen werden (Abbildung 16,18).

Selbst in Anwesenheit des Hx>-Rezeptorblockers Cimetidin zeigte die Aktivierung von

SCAR durch Gadolinium die volle Wirkung. Der SCAR-Agonist Gadolinium ist in der
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Lage unter Standardbedingungen, as auch bei niedrigen extrazeluldren
Kaziumkonzentrationen einen Anstieg des intrazelluldren Kaziums auszul6sen (644).
Die Aktivierung der H'/K*-ATPase zeigt die Fahigkeit der Parietalzelle, funktionell auf
eine Aktivierung von SCAR regieren zu kdnnen. Zudem unterstreicht es die These, dal3
diese funktionelle Antwort auf sekretogene Stimulanzien, wie Histamin, von einer
basalen Hintergrundaktivitdt des SCAR-Rezeptors abhangig sein konnte. Die
Vermittlung der Séuresekretion bel Anwesenheit von extrazelluldren zwei- und
dreiwertigen Kationen Uber die Aktivierung von SCAR, legt die Vermutung nahe, dai3
die histamininduzierte Sduresekretion von SCAR abhéngig ist oder zumindest moduliert
wird.

Desweiteren konnen diese Ergebnisse mdgliche Mechanismen der genauen Regulation
des intrazelluldren pH-Wertes der Parietalzelle offenlegen. Die mogliche Beeinflussung
verschiedener Transporter Gber SCAR konnte zur Aufrechterhaltung des intrazelluldren
pH-Wertes wéahrend der Sduresekretion beitragen. Diese Sekretion Uber die apikale
Membran fuhrt zu einem starken Abfall des luminalen pH-Wertes. Dabel bleibt der
intrazellulére pH unter dieser Stimulation konstant, was bis heute im Zusammenhang
mit der Magensauresekretion nicht néher erklart werden konnte (70). Friihere Studien
zeigen, daid die apikale Membran der Parietalzelle eine sehr niedrige Permeabilitét fur
Protonen, NH3 und CO, hat (71). Der konstante pH wird vermutlich durch zahlreiche
Transporter gewdhrleistet, welche gleichzeitig aktiviert oder gehemmt werden. Daran
sind Na'/H*- Austauscher, CI'/HCOs"- Austauscher sowie Na'/HCO; -Kotransporter
beteiligt (72,73,74,75). Auch die Funktion des Na'/H" -Austauschers scheint durch
SCAR beeinflusst zu werden, da be einigen Versuchsprotokollen eine starke
Verminderung der Na'/H'-Aktivita beobachtet werden konnte. Diese Registrierung
wurde jeweils am Schluss der Experimente gemacht, as wieder Natrium zu dem
Perifusat gegeben wurde, um die Zelle auf den Ausgangs pH-Wert zurtickzufUhren. Fir
einen klaren Nachweis sind jedoch noch weitere Versuche notig, auch im Hinblick auf
die verschieden lokalisierten Isoformen des Na'/H'-Austauschers (siehe Seite 20).
Ferner sind hier Studien noétig, welche den Zusammenhang der Na'/H*-Austauscher mit
Histamin-stimulierter Sauresekretion und zweiwertigen Kationen ndher untersuchen.
Neben der Kontrolle der Sduresekretion scheint SCAR also durch die Regulierung von

Transportern in der apikalen-, wie auch der basolaterden Membran Einfluss auf den
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konstanten intrazelluldren pH der Parietdzelle zu nehmen,um das intrazellulére

lonenmilieu aufrecht zuhalten.

4.2.2. Einflussvon SCAR auf die Kalziumhomoostase

Wie bereits in der Einleitung ausgefuhrt, konnte der zweiwertige Kationenrezeptor in
zahlreichen Gewebearten nachgewiesen werden. Dazu zéhlen hauptséchlich solche
Organe, die bei der Regulierung der Kaziumhoméostase eine wichtige Rolle spielen
(Parathyroidea, C-Zellen der Schilddriise, Niere und Knochen).

Mutationen des Rezeptors fuhren zu Stérungen im Kalziumhaushalt. Mutationen,
welche zur Inaktivierung des Rezeptors fihren, kdnnen eine benigne familidre
Hyperkalzdmie sowie das Syndrom des neonataen Hyperparathyroidismus verursachen.
Beide Krankheitsbilder flihren zur Hyperkalzamie (76,77).

In seltenen Falen kommen auch Mutationen vor, welche den divalenten
Kationenrezeptor Uberméadig aktivieren und so zum Krankheitsbild der autosomal
dominanten oder sporadischen Hypokazdmie mit Nephrolithiasis, Niereninsuffizienz,
Nephrokalzinose und Hyperkal ziurie fihren konnen (78).

Die metabolische Entgleisung in Form der Hyperkalzdmie steht in engem
Zusammenhang mit der Magensduresekretion. Patienten mit Hyperparathyroidismus
und Hyperkalzdmie haben einer erhohtes Risko ein Magenulkus zu entwickeln (79).
Dieser Zusammenhang wird durch vorliegende Ergebnisse versténdlicher, da die
Stimulation der Magensduresekretion durch  Erhéhung der extrazelluldren
Kaziumkonzentration gezeigt werden konnte. Hierbei konnte die verstérkte
Aktivierung von SCAR durch extrazelluldres Kalzium (oder andere zwewertige
Kationen) zu einer Steigerung der Sauresekretion der Parietazellen und somit zu einem
erhbhten Risko an Magen- oder Duodenaulzerationen fuhren. Wie hoch die
Kaziumkonzentration bei dieser Krankheit direkt an den Parietazellen ist, konnte der
Literatur nicht entnommen werden.

Weiterhin unterstreichen diese Versuche die These, dal3 der pH-Wert im Magen grofen
Einfluss auf die intestinde Kaziumaufnahme und damit auf den gesamten
Kaziumhaushalt hat. Neben einer moglichen direkt vermittelten Kaziumaufnahme
durch SCAR kommt es Uiber die Produktion von Magensdure entlang der Magendrtisen
indirekt zu einer vermehrten Kalziumaufnahme im Intestinaltrakt (80).
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Diese Betelligung von SCAR bei der Sduresekretion und der lonenhomdbostase in
Parietalzellen legt eine Betelligung bei der Regulierung des gesamten
Kalziumhaushaltes durch Interaktion des Rezeptors mit lonentransportern und Kanden
der Zellmembran nahe. Dieser Mechanismus kénnte den Kationenrezeptor befahigen,
die Kaziumreabsorption durch Veranderung des Protonenausstromes aus der
Parietalzelle zu regulieren, was wiederum den Anteil des ioniserten Kaziums im
Korper beeinflusst.

4.2.3. Andere mogliche Funktionen von SCAR im Magen

Diese Arbeit zeigt den funktionellen Zusammenhang zwischen gastralem zweiwertigen

Kationenrezeptors (SCAR) und Magensauresekretionmechanismen. Daneben konnte

SCAR aber auch in anderen Geweben und Zelltypen des Magens nachgewiesen werden:

a)Gastrinzellen des Magenantrums. Hohes extrazelluldres Kazium und SCAR-
Agonisten |6sen einen Anstieg des intrazelluléren Kaziums aus. Daraufhin kommt es
zur Ausschuttung von Gastrin, welches wiederum an der Parietalzelle die Saure-
sekretion aktiviert. Also iss SCAR auch indirekt Uber die G-Zellen in der Lage, die
M agensduresekretion zu modulieren und eventuell Giber diesen Mechanismus auch den
systemischen Kalziumhaushalt zu beeinflussen (66).

b)M agenmukosaepithelzellen. In diesen Zellen konnte der Rezeptor hauptséchlich in der
basolateralen Membran nachgewiesen werden. Hier 10st eine Erhdhung des
extrazeluldren Kaziums einen intrazelluldren Kazium- und Inostoltriphosphat-
anstieg aus. Ferner ist nach Stimulation von SCAR ene Zdlproliferation zu
beobachten (81). Dies konnte auf die Beteiligung von SCAR an Reparations- und
Regenerationsmachanismen der Magenmukosa hindeuten und gleichzeitig den Schutz
der Magenmukosa bel verstdrkter Magensduresekretion bedeuten. An diesen
Reparationsmechanismen sind auch Wachstumsfaktoren und Polyamine beteiligt
(47,89). Polyamine stellen neben zweiwertigen Kationen ebenfalls Agonisten von
SCAR dar (82,89). Intrazellular bewirken sie eine Ca®*-abhéngige Mikrotubuli-
polimerisation, welche auch durch SCAR moduliert werden konnte (83).

c)Enterisches Nervensystem. Der divalente Kationenrezeptor wurde im Auerbach und
Meissner Plexus nachgewiesen (65). Dort wird eine Betelligung an der

Magenmotilitét sowie an der Suresekretion vermutet.
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Alle Mechanismen deuten auf einen gemeinsamen Endpunkt hin: die Steigerung der
Magensduresekretion und der gleichzeitige Aufrechterhaltung der mukosalen
Schutzbarriere. Es werden jedoch weitere Studien ben6tigt, um diese Funktionen von
SCAR in seinen Details zu verstehen.

Wie weiter oben ausgefuhrt, existieren neben Kalzium auch noch weitere Agonisten,
wie Mg®, Gadolinium, Spermin und Neomycin, welche mit dem zweiwertigen
Kationen-rezeptor interagieren (82,84).

Dartiberhinaus ist in anderen Studien auch eine Aktivierung von SCAR durch
Aminosduren gezeigt worden (84). Aminosduren potenzieren die Aktivierung von
SCAR durch andere Agonisten. Dabei haben die L-Aminosduren eine vielfach hohere
Wirkung auf den Rezeptor as die D-Aminosduren. Besonders aromatische
Aminosduren sind in der Lage bei einem bestimmten Level von extrazelluldrem
Kalzium den divalenten Kationenrezeptor selbst zu aktivieren und dartiber hinaus fur
andere Agonisten zu sendtivieren. Im Magen induzieren Aminosduren eine
Aktivierung der Sduresekretion Uber bisang noch nicht identifizierte Mechanismen
(84). Eine Beteiligung von SCAR erscheint angesichts dieser neuen Ergebnisse
wahrscheinlich.

So ist es moglich, da3 SCAR besimmte Effekte erhdhter oder verminderter
Proteinaufnahme auf den Elektrolythaushalt und im Speziellen auf den
Kalziumhaushalt vermittelt. Zum Einen kann bei erhdhtem Proteingehat der Nahrung
die Magensduresekretion Uber SCAR gesteigert werden und auch eine erhthte
Kalziumausscheidung Uber die Niere beobachtet werden (85). Bei erniedrigter
Proteinzufuhr kommt es zu einer Steigerung des Parathyroidhormons im Blut und damit
zu einer Kalziummobilisation (86). Die Fahigkeit von SCAR sowohl mit Kationen als
auch mit Aminosduren zu interagieren stellt einen wichtigen Schritt dar, den

Zusammenhang von lonen- und Proteinhaushalt besser zu verstehen.

4.3. Offene Fragen und medikamentdse Ther apieansitze
Der zweiwertige Kationenrezeptor stellt ein interessantes Ziel fur die Entwicklung
therapeutischer Mittel zur Behandlung von Stérungen, die auf einer Unter- oder

Uberfunktion des Rezeptors beruhen, dar (87).
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Beziiglich der vorliegenden Arbeit konnten die Ergebnisse enen neuen
therapeutischen Ansatz fir die Magensdureliberproduktion erdffnen. Aufgrund der
Interaktion von SCAR mit der Protonenpumpe und der vermuteten Modulation der
Histamin-stimulierten Sduresekretion ist es denkbar, durch spezifische Antagonisten
des SCAR die Sduresekretion zu hemmen. Um wahrscheinliche Nebenwirkungen zu
vermeiden, wére es wichtig, einen selektiven SCAR-Antagonisten zu entwickeln. Ein
ndchster maoglicher Ansatzpunkt wére die Hemmung des intrazeluléren
Signatransduktionsmechanismus, der bis heute jedoch weitgehend unerkannt ist.

Bisherige klinische Studien zur medikamentdsen Regulation des Kalziumrezeptors
beschéftigen sich vor alen Dingen mit der Behandlung von Hyperparathyroidismus.
Dazu werden Agonisten des divaenten Kationenrezeptors verwendet. Dies ist eine
Klasse von hydrophoben kleinmolekularen Verbindungen, welche den Rezeptor
alosterisch aktivieren. Bei der Behandlung des Hyperparathyreodismus mit solchen
kalzimimetischen Agonisten konnte ein schneller Abfall des PTH-Levels im Blut
beobachtet werden, sowie ein anschlieffender Abfall des Serumkalziums und eine
erhohte Ausscheidung von Kalzium (ber die Niere (88). Uber Wirkungen dieser

Medikamente auf die Magensduresekretion ist bislang nichts bekannt.
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Zusammenfassung

Zweiwertige Kationenrezeptoren konnten in zahlreichen Geweben und Organen
nachgewiesen werden. Die Identifizierung offenbart neue potentielle Mechanismen im
Hinblick auf die zahlreichen physiologischen Prozesse, bei welchen zweiwertige
Kationen, insbesondere Kazium, beteligt sind. Die wichtigste Beteiligung dieser
Rezeptoren scheint die Modulation des systemischen Kaziumhaushaltes zu sein, wobei
auch andere Funktionen nachgewiesen werden konnten.

Diese Arbeit beschéftigt sich mit dem divalenten Kationenrezeptor im Magen (SCAR =
stomach-calcium-sensing-receptor). Dieser Rezeptortyp konnte in der basolateralen
Membran der Parietalzelle lokaisiert werden, welche die suresezernierende Zelle der
Magendriuse darstellt. Die Aktivierung der Sduresekretion im Magen wird hauptséchlich
neurona durch den Transmitter Acetylcholin und endokrin durch die Hormone Gastrin
und Histamin reguliert. Verliert der Magen seine natirlichen Schutzbarrieren oder treten
Defekte bei den Regulationsmechanismen auf, so kann es zu einer Hypersekretion von
Saure kommen und in Folge Ulzerationen von Magenmukosa, Osophagus und
Duodenum entstehen.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen einen neuen Mechanismus, welcher die
Sauresekretion tUber den zweiwertigen Kationenrezeptor SCAR beeinflusst. Wird dieser
Rezeptor durch zweiwertige Kationen (Ca**, Mg?* ) aktiviert, so fihrt dies zu einer
Aktivierung der apikalen Protonenpumpe (H'/K*-ATPase) und damit zu einem Anstieg
der Sauresekretion. Auch der intrinsisch sehr wirksame dreiwertige SCAR-Agonist
Gadolinium bewirkt eine Steigerung der Sekretion von Saure Uber die Omeprazol-
sendtive H'/K*-ATPase. Dieser Effekt wird auch bei Abwesenheit von Histamin
beobachtet. Nach Reduktion der extrazelluléren Kationen (Ca?*, Mg®*) wird jedoch der
stimulatorische Effekt von Histamin auf die Sauresekretion gehemmt. Dies spricht fur
eine regulatorische Interaktion zwischen SCAR und der apikalen Protonenpumpe, sowie
einer Abhangigkeit der Higamin-induzierten Sauresekretion von der SCAR-
Aktivierung.

Esist hier zum erstenmal gelungen eine Wechselwirkung zwischen dem zweiwertigen
K ationenerezeptor (SCAR) im Magen und einem Membranprotein (H'/K*-ATPase)
nachzuweisen und somit maogliche neue Aspekte bei der Regulierung der
M agensauresekretion aufzuzeigen.
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