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Barrierefunktion und Impedanz von epithelialen Geweben

Das einheitliche Konzept der Epithelgewebe, als Grenze zwischen der
funktionellen AuRenseite des Korpers und dem Interstitium im Innern,
stammt von Friedrich Gustav Jacob Henle (1838). Eine Hauptfunktion der
Epithelien ist die Bildung einer Barriere, die unspezifischen, unerwiinsch-
ten Stoffaustausch zwischen AuRen und Innen verhindert. Eine weitere
Hauptfunktion ist der organspezifische, geregelte Austausch oder Trans-
port bestimmter Stoffe. Fiir verschiedene Stoffklassen wirkt die Barriere
unterschiedlich, zum Beispiel einerseits fir lonen oder andererseits fiir un-
geladene und unpolare Molekiile. Die Barriere fir die lonen der intra- und
extrazelluldren Salzlésungen l&sst sich durch Messung des elektrischen
Gleichstromwiderstands oder der Wechselstromimpedanz bestimmen.

Morphologische Grundlage der Barrierefunktion sind Zellmembranen
und extrazelluldre Verbindungen benachbarter Epithelzellen ("Tight junc-
tions"), welche den parazellularen Weg mehr oder weniger gut abdichten.
In einer Messung der Wechselstromimpedanz Z.,; von Epithelien im er-
weiterten Audiofrequenzbereich (f = 1 Hz bis 100 kHz) liefern die apikale
und basolaterale Zellmembran ohmsche (R, und Ry ) und kapazitive Bei-
trage ( C, und C; ) und die "Tight junctions" wirken néherungsweise als
Widerstand R, (siehe unten) [1]. "Tight junctions” bilden keine vollig un-
durchléssige Barriere (darum die Anflihrungszeichen), sondern kdénnen —
abhéngig vom molekularen Aufbau — insbesondere fir kleine Kationen
(Na") oder auch fiir gréRere Anionen (Fluoreszein) durchlassig sein. Zum
Beispiel findet sich das Tight junction-Protein Claudin-2 in relativ undich-
ten (lecken) Epithelien wie Dinndarm und proximaler Nierentubulus.

Native Epithelien, wie zum Beispiel das einschichtige der Enterozyten
im Darm, liegen einem "subepithelialen” Bindegewebe auf, das experi-
mentell in-vitro nicht vollstandig entfernt werden kann, ohne die Integritat
der relativ diinnen Epithelschicht zu zerstéren. Die Gleichstrommessung
des transmuralen elektrischen Widerstands eines Darmepithelgewebepré-
parats enthalt daher neben dem transepithelialen Widerstand R, einen
nicht abtrennbaren "subepithelialen” Beitrag Ry, . Kapazitive Beitrage
konnen im "subepithelialen" Bindegewebe, wo wegen der fehlenden
"Tight junctions™ der Strom im betrachteten Frequenzbereich tiberwiegend
parazellular verlauft, vernachlassigt werden.
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Modell fir Epithelien mit *'subepithelialem™ Bindegewebe

Fir natives Epithelgewebe liefert eine Gleichstrommessung die Summe
Repi + Raup - Wenn die Wechselstromimpedanz mit dem in Abb. 1a gezeig-
ten, stark vereinfachenden Modell beschrieben werden kann, erlaubt eine
Analyse im erweiterten Audiofrequenzbereich die Bestimmung der Va-
riablen Repi , Cepi , Raup , Und damit die Separation von Repi und Ry :

Zeintach = Rswp + Repi / ( 1+ (S : Repi ' Cepi) )

mit s=1-2 - =x-f. Die Beitrdge von apikaler und basolateraler Membran
und parazellularem Weg wurden zusammengefasst zu Re,i und Cgp ; dies
setzt voraus, dass (R, >>R,und C,<<Cy) oder (R, C,~ R, - C, und
R, — o), siehe unten. Die Ortskurve der Impedanz in der komplexen Zah-
lenebene bildet einen Kreisbogen mit Mittelpunkt auf der reellen Achse.

Die Morphologie nativer Epithelgewebe ist oft komplex. Im Darm bei-
spielsweise ist die Epithelschicht unter anderem durch Einsenkung von
Krypten stark gefaltet. Impedanzmessungen zeigten, dass das in Abb. la
gezeigte Modell dann nicht ohne weiteres anwendbar ist [2]. Man behilft
sich mit einer Anderung der Impedanzgleichung nach Cole und Cole [3],

Zcolecole = Rsub + Repi / (1 + (S + Repi + Cepi) (tmoy

Dies beschreibt ebenfalls einen Kreisbogen; der Mittelpunkt liegt aber
oberhalb der reellen Achse. Mit der Gleichung kénnen die gemessenen
Kurven, mit Hilfe einer phdnomenologisch begriindeten vierten Variablen
a , mitunter gut wiedergegeben werden. Eine biophysikalische Erklarung
der Variablen o fehlt aber und damit der Nachweis, anhand der so durch-
geflihrten Analyse von den Werten der Variablen auf die Gewebewider-
stdnde schlielen zu durfen. Dennoch wird die Methode haufig verwendet.

Ein biologisch begriindetes Modell mit vier Variablen folgt einer Dar-
stellung des Epithels als Parallelschaltung von sehr vielen Zellen mit un-
terschiedlichen Zeitkonstanten, wobei die Zeitkonstanten auf einer loga-
rithmischen Achse als normalverteilt angenommen werden:

. —(n (/)2
/A = Ryp +R 2o g . dx
1—Verteilung — Hsub epi ) ) : ’ 1+ . % '
s O X V2 m ( )

wobei t und o Mittelwert und Standardabweichung der Normalvertei-
lung von In( x/t) bedeuten. Ein experimenteller Beweis fir die biolo-
gisch sinnvolle Zuordnung der Variablen fehlt indes noch.

Abb. 2 zeigt einen Modellvergleich fiir die Impedanz des Mduse-Kolons.
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Abb. 1: a) Modell der Impedanz Zintch €ines nativen Epithelgewebes mit “subepithe-
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lialem" Bindegewebe. Ohmsche und kapazitive Eigenschaften der Epithel-
schicht werden, vereinfachend, durch Repi und Cepi repréasentiert. Das "sub-
epitheliale™ Gewebe wird durch einen ohmschen Widerstand Ry, dargestellt;
b) Modell der Impedanz Zg,; eines einschichtigen Epithels. Der transzellula-
re Weg enthalt Widerstande R, und Ry, sowie Kapazitaten C, und C, der
apikalen beziehungsweise basolateralen Membran. Der parazellulare Weg
wird (vereinfachend, siehe genauer in [1]) durch R, représentiert;

¢) Ersatzschaltbild des biologisch sinnvollen elektrischen Modells eines ein-
schichtigen Epithels. Die Ersatzschaltung hat die gleiche frequenzabhéngige
Impedanz zwischen den Anschlussen, enthalt aber nur vier (statt fiinf) Bauteile
(R1, Rz, C1 und C; ), die mit der Impedanzanalyse bestimmt werden konnen.

é
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Abb. 2: Transepitheliale Impedanz des Mé&use-Kolons. Gezeigt sind die Daten fir 31

Frequenzen von 10 Hz bis 10 kHz (offene Kreise) und Modellanpassungen:
einfaches Modell gemaR Abb. 1a (gepunktete Linie), und, dargestellt als
schwarze Punkte auf durchgezogener Linie, a) Cole-Cole-Impedanzgleichung

bzw. b) Modell verteilter Zeitkonstanten.
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Zellkultur-Modell mit trans- und parazellularem Stromweg

Die Deutung elektrophysiologischer Versuche wird durch Nutzung epi-
thelialer Zellkulturen, ohne die komplexe Morphologie nativer Gewebe,
erleichtert, so dass ein elektrisches Modell apikale und basolaterale Zell-
membran, sowie den parazelluldren Stromweg auflésen kann (Abb. 1b).

Das biologisch sinnvolle Epithelmodell enthélt die fiinf Variablen R, ,
Ry, Ca, Cpund R, . Die Impedanz des Modells ist

7 _ Rp'(Ra+Rb)+S’Rp‘(Ra'Tb+Rb‘Ta)
P Rp+ R+ Ry 45 (Ry-(1,+Tp) + Ry Ty +Rp - Ta) + 52 -Rp T, - Ty,

wobei s=i1-2-m-f ist; 1= R,-C, und 1, = Ry - Cp, sind die Mem-
branzeitkonstanten. Wenn 1, =1, = 14 , reduziert sich die Impedanz zu

Zib = (Ra+Rp) "Ry / ((RatRp)+Ry- (1 +s-18) ) ,

was, auller fir R, — oo (dichte Epithelien), trotz einer Zeitkonstanten
(Ortskurve kreisbogenférmig) nicht einer RC-Parallelschaltung entspricht.

Ein Widerstand R, in Reihe mit Z; kann nicht-epitheliale Impedanz-
beitrage berticksichtigen, zum Beispiel den Widerstand eines porésen Tra-
germaterials, auf dem die Zellen wachsen, und Widerstande innerhalb der
Messkammer. Die im Versuch gemessene transmurale Impedanz ist daher

Zowr = Rs+ Zepi

Zepi  resultiert jedoch genauso aus einer Ersatzschaltung mit nur vier
unabhangigen Variablen [4] (Abb. 1c). Die finf Variablen R, , Ry , C,, Cy
und R, lassen sich daher aus einer Messung der frequenzabhangigen Impe-
danz mit anschlieBender Ausgleichungsrechnung, bei der die Impedanz-
funktion an die Messwerte angepasst wird, nicht ohne weiteres bestimmen.

Die Impedanz der Ersatzschaltung in Reihe mit R betragt

R1+S'R1'R2'(C1+ Cz)

A =R
s S+1+S'(R1°C1+R2‘(C1+C2))'52'Rl‘Rz‘Cl'CZ

Die Variablen R; , R, , C;, C,, Ry ergeben sich eindeutig aus einer
Messung der frequenzabhangigen Impedanz mit anschlieBender Ausglei-
chungsrechnung. R; ist der transepitheliale Gleichstromwiderstand Repi ,

Ri = Rei = 1/( 1/(Ra+Ry)+1/R, ) .

Obwonhl das Gleichungssystem fir R,, Ry, C;, C, und R, unterbe-
stimmt ist, ergibt sich aus der Analyse der Reihenwiderstand R;. Diese
Separation erlaubt es, im Folgenden das System ohne R; zu betrachten.
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Der Beitrag des parazellularen Stromwegs

Der Kehrwert der bestimmbaren Variablen R; = Re, entspricht der
Summe der trans- und parazelluldren Gleichstrom-Leitwerte des Epithels,

1 / R1 = Gtrans + Gpara ) WObei
Gtrans = 1 / ( Ra + Rb ) Und Gpara = 1 / Rp
sind.

Es ist jedoch nicht ohne weiteres klar, ob der parazellulare Stromweg
ohne besondere Berticksichtigung des lateralen Stromwegs betrachtet, also
durch einen einfachen Widerstand R, repréasentiert werden darf, wie in
obigen elektrischen Modellen vorausgesetzt. Kottra und Fromter [1] haben
gezeigt, dass der laterale Spalt zwischen Gallenblasenepithelzellen von
Necturus viel besser mit einem kabelartigen Modell (aus verteilten Wider-
stdnden und Kapazitdten bestehend) beschrieben werden kann. Die Be-
rechtigung des in Abb. 1b dargestellten Modells, und damit der in Abb. 1c
gezeigten Ersatzschaltung, kann durch selektive Veranderung von R, im
sogenannten Calcium-Switch-Experiment gepriift werden. Die Durchlés-
sigkeit der "Tight junctions" wird biologisch durch den Einbau verschiede-
ner molekularer Bausteine reguliert; es kann aber auch experimentell die
parazellulare Durchlassigkeit verédndert werden: Die Verringerung der ex-
trazelluldren Ca”*-Konzentration 6ffnet den parazelluldren Weg [5] und
verringert damit nur R, , beziehungsweise R; in der Ersatzschaltung.

Die Impedanzmessungen vor und nach Verringerung der Ca®*-Konzen-
tration (Calcium-Switch) liefern R, , C;, C, unter verschiedenen Bedin-
gungen. Wenn beide Messungen gleiche Werte dieser Variablen ergeben,
ist das ein Indiz dafir, dass der Widerstand R, (ohne nachgeschaltetes
"Kabel" [1]) ein gutes Mal} fur die Impedanz des parazellularen Strom-
wegs in Bezug auf den transepithelialen lonenfluss darstellt [6]. (Im Fall
Ra- Ca= Ry - Cyund R, — o, siehe oben, sollte Cep, Konstant sein.)

Da die oben dargestellte Impedanzanalyse nicht den parazellularen Wi-
derstand R, getrennt von (R, + Ry ) bestimmen kann, sind andere Me-
thoden notwendig. Conductance scanning ermdéglicht die Bestimmung von
Girans UNd Gpara , Und damit von R, [2], zum Beispiel in der lecken epithe-
lialen Zelllinie MDCK-C11 [7] und (weniger genau) in den dichten Epi-
thelzelllinien HT-29/B6 und MDCK-C7 [2,6]. Dies vermeidet eine Ver-
rechnung von Messungen, die auf lonenstromen von Na*, K* (kleine Ka-
tionen) und CI" der Salzlésungen beruhen, mit Flussmessungen ungelade-
ner oder anionischer Substanzen (siehe [2]), zum Beispiel mit Fluoreszein
[8]; allerdings konnen Flussmessungen zusatzliche Information ergeben.



Impedanz der Epithelien

Bestimmung des Leitwerts von Tight junction-Kanalproteinen

Durch Messungen des transepithelialen Widerstands R; konnen selek-
tive Anderungen des parazellaren Leitwerts G, quantifiziert werden. In
einem Epithel vor und nach Transfektion mit einem Protein, welches durch
Bildung eines lonenkanals in den "Tight junctions™ die parazelluldre Bar-
rierefunktion beeinflusst, also Gpaa Und nicht Gyans @ndert, ergibt sich

1 / RlvOr = Gtrans + Gparavor und 1 / RlnaCh = G'[rans + GparanaCh
Damit ist die Leitwert des transfizierten Tight junction-Kanalproteins
AGpara — GparanaCh _ Gparavor — 1/R1nach _ 1/Rlvor .

R,, C; und C, missen vor und nach Transfektion gleich sein, wenn
das Protein nur parazellular wirkt! So trugen Impedanzmessungen zur Er-
kenntnis der funktionellen Bedeutung von Claudin-2 bei [6]:

Western-Blots und Immunfluoreszenzmikroskopie zeigten, dass Clau-
din-2 von MDCK-C7-Zellen normalerweise nicht exprimiert wird. Nach
Transfektion des Proteins mit Hilfe eines Expressionsvektors wurde jedoch
Claudin-2 in den Zellen gefunden. Konfokale Laser-Scanning-Mikro-
skopie bewies die Lokalisation des Proteins in den (parazellularen) "Tight
junctions" und Abwesenheit in den Zellmembranen. Die Analyse der Va-
riablen R,, C; und C, (oder ndherungsweise Cepi ), siehe oben, mit ei-
nem Calcium-Switch-Experiment bestétigte die Anwendbarkeit des oben
beschriebenen elektrischen Epithelmodells und lieferte den Wert R, der
nicht-epithelialen Impedanzbeitrage. Die Bestimmung des transepithelialen
Widerstands vor und nach Transfektion ergab den Leitwert des transfizier-
ten Claudin-2, AGg. , und offenbarte, dass es einen lonenkanal in den
"Tight junctions” bildet, der die epitheliale Barriere deutlich herabsetzt.

Wahrend Impedanzmessungen die Anderungen des parazelluaren Leit-
werts zeigten, lieRen weitere elektrophysiologische Versuche (Dilutions-
und biionische Potentialmessungen in der Ussing-Kammer, Flussmessun-
gen ungeladener Zucker und Dextrane) die Kationenselektivitat des Clau-
din-2-Kanals erkennen und Conductance-Scanning ermdglichte eine An-
gabe der parazelluldren Leitfédhigkeit der untersuchten MDCK-Zellen.

Bei der Untersuchung von ionenselektiven Tight junction-Kanalpro-
teinen ist der transepitheliale Fluoreszein-Fluss J- kein zuverldssiges Mald
fir Gpara - Wenn Je parazelluldr verlauft, sollte zwar im Calcium-Switch-
Experiment AGpara / Gpara Mit AJe / Je einhergehen. Wegen unterschiedli-
cher GroRen und Ladungen der flieenden lonen l&sst sich aber nicht
schlieBen, dass die relativen Anderungen in einem Experiment mit mo-
lekular unterschiedlich zusammengesetzten "Tight junctions™ gleich sind.
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