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Zusammenfassung

Um ein besseres Verstidndnis der Entstehung von Kalziumwellen in der Zelle und deren
Ausbreitung iiber mehrere Zellen zu erhalten, werden seit Ende der 80er Jahre mathemati-
sche (Computer-)Modelle entwickelt, die Entstehung und Ausbreitung der Wellen simulieren.
Diese Modelle ermoglichen es, ohne Experimente an der lebenden Zelle Kalziumwellen in ei-
ner Zelle und die Fortbewegung iiber mehrere Zellen zu beobachten. Einzelne Parameter, wie
z.B. die Groe der Zellmembran kénnen veréndert, und die Auswirkungen auf die Oszillatio-
nen im einzelnen beobachtet werden. Die hier behandelte Arbeit [H6f99] stammt von Thomas
Héfer, der aufbauend auf vorangehenden Arbeiten verschiedener Arbeitsgruppen (z.B. [YK92])
das hier vorgestellte Modell entwickelt hat. So werden anhand des Modells die Einfliisse von
Anderungen an strukturellen Parametern und der Kopplung iiber Gap-Junctions betrachtet.
In weiteren Arbeiten ([SMHO02]) hat Héfer sein Modell verfeinert, bzw. wurden andere verfei-
nerte Modelle vorgestellt (z.B. [WJZ*]), die hier aber aufgrund des beschriinkten Rahmens
nicht behandelt werden.

Einleitung

Die Tatsache, dass sich Kalziumwellen, die in Hepatocyten durch die Stimulation von Noradrenalin
und Vasopressin ausgelost werden, synchronisiert iiber ganze Leberldppchen ausbreiten, ist experi-
mentell gut untersucht. Der Mechanismus hingegen, der zu der Synchronisierung der Zellen fiihrt,
ist bzw. war zum Zeitpunkt der Herausgabe des Artikels nicht aufgekliart. Im besonderen ist zu
beachten, dass die Zellen jeweils eigene z.T. stark unterschiedliche intrinsische Frequenzen aufwei-
sen.

Eine mogliche Hypothese besteht in der Annahme, dass die Synchronisierung der Zellen durch den
Ca?t Fluss durch die Zellen verbindenden Gap-Junctions entsteht. Zur Untersuchung dieser Hypo-
these wurde das hier vorgestellte Modell erstellt und analysiert. Eine weitere Moglichkeit besteht
darin, dass die Zellen durch parakrines Signalisieren (z.B. durch InsPj3, das im dem behandelten
Artikel als der ausschlaggebende Ausloser fiir die Oszillation betrachtet wird), ebenfalls iiber die
Gap-Junctions miteinander ,kommunizieren“. Letztere Variante wurde in dem Artikel (auler in
der Diskussion) nicht weiter analysiert. Es sollen also die Fragestellungen beantwortet wer-
den, ob (1) fiir die Synchronisierung der Kalziumoszillationen zwischen Hepatozyten
die Ca’"-Fliisse iiber die Gap-Junctions verantwortlich sind und (2) unter welchen
Bedingungen sich diese Zellen mit unterschiedlichen intrinsischen Frequenzen Syn-
chronisieren

Modellannahmen

Es wird davon ausgegangen, dass nur InsPj3 iiber den IP3-Rezeptor am Endoplasmatischen Reticu-
lum (ER) die Oszillationen ausldst. In dem Modell wird davon ausgegangen, dass der Kalziumfluss
durch die Gap-Junctions alleine fiir die Synchronisierung der Kalziumwellen verantwortlich ist. Ein
Feedback iiber InsP3 wird nicht angenommen. Experimentellen Untersuchungen von [TBCC97] fol-
gend, die Zellpaare und -triplets untersuchten, basiert das Modell im weiteren auf fiinf beobachteten
Eigenschaften:



/ Plasmamembran A \

cat

cat >

NS

/
S

Abbildung 1: Modell der Zelle mit den modellierten Elementen
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Abbildung 2: Gleichung 1, Kalziumkonzentration im Cytosol

(1) Bei gleicher Stimulation von Zellen mit intakten Gap-Junctions durch ein Hormon fiithrt zu
beinahe synchronen Oszillationen, die Peaks stehen in einer 1:1-Beziehung zueinander, die Phasen-
Verschiebung liegt unter 10%.

(2) Wird nur eine Zelle mit dem Hormon stimuliert, oszilliert diese, wihrend benachbarte Zellen
keine Oszillation aufweisen.

(3) Eine Unterbrechung von Gap-Junctions fiithrt zum sofortigen Verlust der Synchronitét.

(4) Die Wiederherstellung der Verbindung durch die Gap-Junctions fiithrt nach wenigen Oszillati-
onszyklen zur Wiederherstellung der Synchronitét.

(5) Die Zelle, die im ungekoppelten Zustand die hichste Frequenz aufweist, gibt die gemeinsame
Geschwindigkeit im gekoppelten Verband vor.

Das Modell

In Abbildung 1 sind die modellierten Eigenschaften der Hepatocyten dargestellt. Neben den struk-
turellen Eigenschaften der Zelle wie der Plamamembran, der Membran des ER, dem Cytosol, dem
Volumen des ER, und den Gap-Junctions sind die Kalziumfliisse (,,Release* aus dem ER, Einfluss
iiber die Zellmembran, Aufnahme ins ER, Ausfluss aus der Zelle iiber die Zellmembran, und der
Fluss iiber die Gap-Junctions) modelliert worden. Diese einzelnen Elemente des Modells werden
im folgenden detailliert beschrieben.
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Abbildung 3: Gleichung 2, Kalziumkonzentration der gesamten Zelle

Cytosol und Zelle

Zunichst wird der Kalziumgehalt der Zelle beschrieben (s. Gleichung in Abbildung 2), unter
Beriicksichtigung der Oberfliche der Plasmamembran (Apys), der Kapazitit des Cytoplasmas
(Ce, beinhaltet Volumen und Pufferkapaziéit des Cytosols), des Ein- und Ausflusses von Kalzium
iiber die Plasmamembran (J;,, Jout), der Oberfliche des ERs (Agg), die Fliisse aus dem ER hinaus
und hinein (Jggr und Jsgrcoa), der Oberfliche der Gap-Junction (Ag) und des Kalziumflusses
tiber die Gap-Junction (Jg).

Die Gleichung in Abbildung 3 beschreibt die Kalziumkonzentration in der gesamten Zelle.

ER-Release

Der Kalziumrelease J,.; beschreibt, abgeleitet von [YK92] den Ca?"-Release-Fluss aus dem ER,
der durch eine bestimmte Konzentration InsP3 ausgelost wird. Diese Konzentration fliefit in J,.¢;
ebenso mit ein, wie der maximal mogliche Release, ein Leckage-Fluss, die Aktivierungszeit (InsPs-
abhéingig) und die Inaktivierungszeit (kalziumabhéngig). Der Einfluss der beiden letztgenannten
Parameter auf die Oszillation selbst wird negiert, da die kalziumabhéngige Inaktivierung von IPsR
innerhalb von ca. 1s ablduft, wohingegen die Spikes der beobachteten Oszillationen zwischen 10
und 30s andauern. Als treibende Kraft fiir den Release (und damit auch der Oszillation) wird der
Term y — x multipliziert, mit y als der Ca?*-Konzentration des ERs.

ER-Aufnmahme und Ausfluss durch die Zellmembran

Jserca der Einfluss von Kalzium in das ER und J,,; der Ausfluss von Kalzium aus der Zelle
stehen jeweils in einer quadratischen Abhéngigkeit vom im Cytosol vorhandenen Kalzium und der
Literatur entnommenen Konstanten.

Kalzium Einfluss in die Zelle

Der Einfluss von Kalzium in die Zelle J;;, wird von einer stdndig vorhandenem Einfluss, einem
Leck, der InsP3-Konzentration, einer Maximalrate und Konstanten aus der Literatur beschrieben.

Strukturelle Parameter der Zelle

Drei strukturelle Charakteristika der Zellen werden definiert: p = %, a= ;;‘E;; , B = %—?, also

P
Quotienten von Plasmamembran zur cytosolischen Kapazitéit, Membran des ER zur Plasmamem-
bran und der Kapazitidt des ER zur cytosolischen Kapazitét.

Kopplung von Zellen - Gap-Junctions

Der Kalziumfluss durch die Gap-Junctions jg;; = I;j(z; — x;) wird mit der Permeabilitdt II
zwischen den Zellen ¢ und j beschrieben, die auch bei durch die Oszillationen verdnderten Kalzi-
umkonzentrationen gleich bleibt und als symmetrisch 1I;; = II;; angenommen wird, multipliziert
mit der Differenz der Kalziumkonzentration im Cytosol der Zellen ¢ und j.
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Abbildung 4: Gleichungen des Gesamtmodells

Ein Kopplungskoeffizient fiir die Gap-Junction zwischen den Zellen ¢ und j wird durch v;; =
7’4%"’"1-[“ definiert.

K3

Das Gesamtmodell

Das Gesamtmodell wird durch Einsetzen der aufgestellten Gleichungen erhalten. In Abbildung
4 sind die Gesamtgleichungen fiir die cytosolische (z), die Gesamtzellen- (z) Konzentrationen der
Zelle i aufgestellt. Zusitzlich ist die Release-Funktion des IP3R dargestellt. Die hier nicht erkliarten
Parameter sind in dem Artikel detailliert beschrieben.

Versuche und Ergebnisse

Oszillationen in einer Zelle

In dem augestellten Modell oszilliert die Kalziumkonzentration des Cytoplasmas (s. Abbildung 5),
und phasenverschoben auch die Konzentration im ER. Die Periodendauer liegt zwischen 30s und
3min, wihrend die Spikedauer ca. 10s betrigt.

Abhingigkeit von der Konzentration des Agonisten

Mit einer Latenzzeit, die von der Konzentration des Agonisten abhéingt, setzen die Kalziumwellen
ein - je hoher die Konzentration ist, desto geringer ist die Latenzzeit bis zum Einsetzten der Os-
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Abbildung 5: Oszillation a) im Cytosol, b) der gesamten Zelle
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Abbildung 6: Abhingigkeit der Oszillation (Kalziumkonzentration x und deren Periodendauer T') von
der Agonistenkonzentration P

zillation. Mit einer Erhohung der Agonistenkonzentration erhht sich deutlich auch die Frequenz,

wobei es einen kritischen Bereich gibt. Erhoht sich die InsP3-Konzentration iiber diesen Bereich

hinaus, oszilliert die Kalziumkonzentration nicht weiter (siche Abbildung 6).
Exkurs: Bifurkationsplot

In Abbildung 7 ist der Weg aufgezeigt, auf dem man den Bifurkationsplot (Abbildung 6 links)
erhilt. Zundchst werden die geplotteten Oszillationen des Cytosols (x) und der gesamten Zelle (z)
gegeneinander geplottet, so dass ein Trajektor entsteht, der die Oszillation bei einer Agonistenkon-
zentration von P = 0 beschreibt. Die gestrichelten Linien geben die Nullclines (also die N-formige
bei dz/dt = 0 und die vertikale bei dz/dt = 0) an, deren Schnittpunkte mit dem Trajektor die Mi-
nima und Maxima bilden. Der Bifurkationsplot (Abbildung 6 bildet nun die Minima und Mazima
von = ab, wobei P, die InsPs-Konzentration verdindert wird).
In dem Plot ist deutlich zu sehen, dass bei einer bestimmten Konzentration eine Bifurkation ge-
schieht und das stabile System in einen instabilen, oszillierenden Zustand iibergeht, und spéter bei
einer zweiten Bifurkation der stabile Zustand wiederhergestellt wird, die Oszillationen enden.

Abhingigkeit von strukturellen Parametern

Die Ursache der unterschiedlichen intrinsischen Frequenzen der Zellen wird mit dem Modell durch
deren unterschiedliche strukturelle Parameter erklirt (Abbildung 8). Wihrend eine Verdnderung in
a (Verhiltnis von Plasma- zu ER-Membranoberfléche) keine Verdnderung in der Frequenz hervor
ruft, wird durch eine Erhshung von 8 (Vergroflerung der ER-Kapazitéit oder Verringerung der cy-
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Abbildung 7: Beschreibung des Wegs zum Bifurkationsplot

Abbildung 8: Abhingigkeit der Periodendauer T' von den strukturellen Paramtern 8 und p
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Abbildung 10: Intrinsische Frequenzen und Kopplungskoeffizienten bei verdnderten strukturellen Pa-

rametern - gefiillte Zeichen: Anderungen an 8, leere Zeichen: Anderungen an p - bei
Unterschiedlichen Agonistenkonzentrationen (Kreis: 2uM, Rechteck: 3uM, Dreieck: 4pM)

tosolischen Kapazitiit) die Periodendauer deutlich erhght. Eine Vergrofierung der Plasmamembran
gegeniiber der cytosolischen Kapazitit oder der Verringerung von der Kapazitit (Erhéhung von p)
fithrt zu einer deutlich h6heren Frequenz.

Oszillationen in gekoppelten Zellen
Einfluss des Kopplungskoeffizienten

Das Modell verdeutlicht, das synchrone Oszillation erst ab einem Kopplungskoeffizienten bestimm-
ter Grofle auftritt, aber selbst dann noch leichte Phasenverschiebungen auftreten (Abbildung 9).
Unter einem bestimmten Grenzwert von - stehen die Spikes der Ostzillationen in einem festen
Verhiltnis zueinander. Wird -y weiter verringert, geht auch dieser , harmonic lock* verloren, und
die Zellen oszillieren mit ihren intrinsischen Frequenzen.

Einfluss struktureller Parameter

In Abbildung 10 (links) wird gezeigt, welche Kopplungskoeffizienten nétig sind, um eine Synchro-
nisation zweier Zellen herbeizufiihren, bei unterschiedlichen intrinsischen Frequenzen und unter-
schiedlichen Koeffizienten 8 und p. Im allgemeinen wird fiir Zellen mit stark voneinander abwei-
chenden Frequenzen ein grofieres v benotigt. Der rechte Teil der Abbildung zeigt, in wie weit sich



die gemeinsame Frequenz der Frequenz der schnelleren Zelle anpasst. Interessant ist, das hier bei
einer Verdnderung an p die gemeinsame Frequenz immer niedriger ist, als die der schnellsten Zelle.

Untersuchung der Gap-Junctions

Im Modell wurde die Unterbrechung der Gap-Junctions simuliert. Der Kopplungskoeffizient wurde
auf v = 0 gesetzt, die Synchronisation ging verloren. In einem weiteren Schritt wurde v wieder
heraufgesetzt, woraufhin sich die Oszillationen nach einem Periodendurchgang der langsamer os-
zillierenden Zelle wieder synchronisierten.

Anhand eines modellierten Zelltriplets (C1-C2-C3) wurde zunéchst festgestellt, dass in diesem
Modell auch kleinere Zellverbande synchronisiert oszillieren. Die Auswirkung einer Blockade der
IP3-Rezeptoren in der mittleren Zelle wurden getestet, in dem k; (maximale Flussrate aus dem
ER) in J,¢ und vy (Kalziumeinfluss-Leck in der Zellmembran) in J;;, jeweils auf 0 gesetzt wurden.
Die mittlere Zelle wies so, ohne Sensibilisierung durch den Agonisten, keine Oszillationen mehr
auf. Die verbleibenden oszillierenden Zellen waren nicht synchronisiert, d.h. die Synchronisierung
erfolgt immer iiber direkt benachbarte Zellen, es existiert kein Kalziumfluss durch eine nicht sen-
sibilisierte Zelle. Allerdings wurde auch festgestellt, dass bei einer geringen Sensibilisierung der
mittleren Zelle diese nicht notwendigerweise oszillieren muss, um das Signal und damit auch die
Synchronisierung weiterzugeben.

Im weiteren wurde die Beobachtung gemacht, dass bei zu groflem ~ in diesem Modell die gemein-
same Frequenz sich der Mitte zwischen den unterschiedlichen Frequenzen annéhert.

Diskussion

Die notwendige Sensibilisierung aller Zellen durch den Agonisten, damit diese oszillieren kénnen,
entspricht experimentellen Ergebnissen.

Die Anniherung an das Mittel der Frequenzen bei zu grofiem v wurde in der Literatur und in
Experimenten bisher nicht beschrieben bzw. beobachtet.

Die Kopplungskoeffizienten, die mit dem Modell gefunden wurden, befinden sich an der Ober-
grenze in der Literatur beschriebener Kopplungswerte. Als mogliche Ursache hierfiir kommt in
Betracht, dass die rdumliche Ausbreitung des Kalziums nach dem Austritt aus den Gap-Junctions
nicht korrekt modelliert wurde. Es ist denkbar, dass eine geringe Menge Kalzium ausreicht, um in
der Néhe der Gap-Junctions den Release aus Speichern freisetzt, und so das Kalziumsignal in der
Zelle verstarkt wird. Damit wiirde eine schwéchere Kopplung der Zellen ausreichen, um das Signal
weiterzuleiten.

Es bleibt in diesem Artikel unbeantwortet, ob das Modell die Ausbreitung iiber grofle Zellverbénde,
wie z.B. ganze Leberldppchen modellieren kénnte, um auch dort Parameter genauer zu bestim-
men. Ebenso ist die Ausbreitung in anderen Zelltypen als Hepatocyten von Interesse. Ebenfalls
offen bleibt die Rolle, die der moglichen Diffusion von InsP3 durch die Gap-Junctions zukommt,
wie auch die Diffusion moglicher weiterer Signaltrdger wie z.B. ATP. Diese Ansétze oder Teile
davon sind in spéter folgenden Arbeiten von mehreren Arbeitsgruppen (z.B. [WJZ']) und auch
dem Autor selbst verfolgt worden.

Zusammenfassung

Mit der hier beschriebenen Arbeit wurden Kalziumoszillationen in Hepatozyten und deren Synchro-
nisierung {iber mehrere Zellen modelliert. Es wurde gezeigt, dass die Synchronisierung aufgrund des
Kalziumflusses durch die Gap-Junctions moglich ist. Es wurden Grenzwerte der ndtigen Agonis-
tenkonzentration, die fiir die Oszillation notwendig ist, {iber das Modell erhalten. Ebenso wurden
die fiir die Synchronisierung notwendigen Kopplungsstiarken zwischen den Zellen bestimmt.
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