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Einleitung 1

| Einleitung

1.2 Barriere und kontrollierter Austausch

Organismen sind offene Systeme, die in stetem Energie- und Stoffaustausch mit ihrer
Umgebung stehen. Dabei liegt der wesentliche Unterschied zwischen den Lebewesen und der
sie umgebenden abiotischen Materie in dem hohen Ordnungsgrad, der auf dem Niveau der
Zelle stets aufrecht erhalten wird. Um eine Auflésung dieses Ordnungszustandes zu
verhindern, sind Mechanismen notwendig, die den Stoff- und Energiefluss zwischen
Organismus und Umwelt kontrollieren.

Auf zelluldrem Niveau sind die beiden Funktionen ,,Barriere” und , kontrollierter Austausch*
in Form der Zellmembran verwirklicht. Durch ihren Aufbau als Phospholipid-Bilayer bildet
sie eine Diffusionsbarriere flir hydrophile Substanzen, wobei der selektive Stoffaustausch
durch integrale Proteine verwirklicht wird. Auf diese Weise wird ein abgeschlossener
Reaktionsraum geschaffen, dessen Zusammensetzung kontrolliert und dynamisch verdndert
werden kann. Erst die Moglichkeit der flexiblen Anderung des internen Milieus gewihrleistet
grundlegende Zellfunktionen wie Erregung, Kommunikation, Stoffaufnahme, Energie-
erzeugung und anderes mehr.

Im Rahmen der Evolution multizelluldirer Organismen trat eine Spezialisierung einzelner
Zellverbiande zu Geweben und Organen ein. Innerhalb dieser steht nur noch ein Teil der
Zellen in direktem Kontakt zu dem AufBlenmedium. Diesem Abschlussgewebe obliegt damit
die Kontrolle der Salz- und Fliissigkeitshomodostase. Auch auf Ebene des Organismus miissen
die Prinzipien ,,Barriere* und ,,kontrollierter Austausch®* gewahrt bleiben. Diese Funktionen
werden hier von Epithelien iibernommen. Die einzelnen Epithelzellen sind iiber tight junction
Proteine miteinander verbunden. Ein parazelluldrer Transport, welcher Ionen zwischen den
Grenzen benachbarter Zellen hindurchschleust, kann auf Grund der abdichtenden
Eigenschaften der tight junctions nur beschrinkt erfolgen (Barriere). Ein kontrollierter
Austausch geldster Stoffe erfolgt transzelluldr, also durch das Cytoplasma der Epithelzellen.
Die Transporteigenschaften des Epithels werden dabei von der Ausstattung mit spezifischen

Transportproteinen in der Zellmembran bestimmt.
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1.3 Lungenepithel, pulmonaler lonentransport und airway surface
liquid

Auch das Lungenlumen wird von einer Schicht Epithelzellen bedeckt, die das Korperinnere

gegen das AuBenmedium abgrenzt. Da die Lunge luftatmender Vertebraten in direktem
Kontakt zur Atemluft steht, kommt dieser Zellschicht eine Bedeutung beim Schutz vor
inhalierten Pathogenen und Noxen zu. Neben dieser Schutzfunktion sind die Epithelzellen
wesentlich am Transport von Salzen und Fliissigkeiten beteiligt. Durch vektoriellen
Ionentransport der Zellen kommt es zur Ausbildung einer wéssrigen Auflageschicht im
Lungenlumen - dem sogenannten airway surface liquid (ASL). Dieser kann in
unterschiedliche Komponenten unterteilt werden (Rubin 2002). In den mittleren bis oberen
Atemwegen findet man bewimperte Zellen, die von einer Schicht pericillidrer Fliissigkeit
bedeckt sind. Diesem Fliissigkeitsfilm ist eine surfactant-Schicht aufgelagert, welcher sich
wiederum eine Mucus-Schicht anschlieBt. Die surfactant-Schicht besteht aus
oberflichenaktiven Substanzen. Sie setzen die Oberflichenspannung des wéBrigen Films
herab und erhoéhen auf diese Weise die Stabilitdt der respiratorischen Bereiche bei der
Ausatmung (Daniels & Orgeig 2001). In der Mucusschicht findet man sekretierte Proteine
(Mucine). Durch die dreidimensionale Vernetzung der Mucus-Proteine wirkt diese Schicht
wie ein Filter, in dem sich diverse inhalierte Fremdstoff wie Staub und Mikroorganismen
verfangen. Durch eine koordinierte Aktivitidt der bewimperten Zellen wird der ASL in eine
FlieBbewegung versetzt, welche die Mucusschicht stindig in Richtung Trachea transportiert
und damit eine Sduberung des Epithels gewdhrleistet. Zur Abwehr von Pathogenen findet
man im ASL weiterhin Makrophagen, antimikrobielle Enzyme wie Lysozym und Lactoferrin
sowie Signalmolekiile wie Purine und Cytokine (Tarran 2004).

Die Wirksamkeit der Pathogen-Abwehr ist eng an die Zusammensetzung des ASL gekoppelt.
Fir die antimikrobiellen Defensine, welche im ASL vorkommen, wurde bereits eine
Inaktivierung bei zunehmender Salzkonzentration nachgewiesen (Goldman et al. 1997).
Weiterhin muss die Viskositdt des ASL streng reguliert werden. Die Schicht muss diinnfliissig
sein, um den Abtransport der Mucusschicht zu gewihrleisten. Andererseits darf dies nicht zu
einer Erhohung des Auflagefilms fiihren, da ansonsten der Gasaustausch in den
respiratorischen Lungenbereichen beeintrdchtigt wird. Eine Storung dieser Regulation bedingt
pathophysiologische Zustinde, wie sie beispielsweise beim Krankheitsbild der
Mukoviszidose (hohe Viskositit) oder im Falle einer pulmonalen Odembildung (hohe
Auflageschicht) beobachtet werden. Der Mukoviszidose liegen Mutation in einem Gen

zugrunde, welches fiir den Chlorid-Kanal cystic fibrosis transmembrane conductance
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regulator (CFTR) kodiert (Schwiebert et al. 1998). Es existiert eine Vielzahl
unterschiedlicher Mutationen (Kunzelmann et al. 2000: mehr als 800), wobei die AF508-
Mutation mit einer Haufigkeit von etwa 50 % der Homozygoten die hiufigste Verdnderung
darstellt (Hirche et al. 2005). Eine Deletion von drei Basenpaaren fiihrt hier zu einer
Modifikation der Tertidrstruktur des Proteins, die eine Degradation noch vor dem Einbau in
die Zellmembran bewirkt. Dadurch werden sdmtliche CFTR-exprimierenden Organssysteme
wie bspw. Schweilldriisen, Pankreas, Verdauungstrakt und Lunge in Mitleidenschaft gezogen.
Speziell die pathophysiologischen Verdnderungen in der Lunge bedingen die hohe Morbiditét
und Mortalitdt der Erbkrankheit (Hirche et al. 2005). Das Fehlen des CFTR hat zur Folge,
dass die Viskositit des Mucus stark erhoht wird. Dadurch wird der Abtransport
eingedrungener Mikroorganismen erschwert, welche in der verdickten Mukusschicht
proliferieren (Boucher 2002). Die Folge sind chronische Entziindungsreaktionen und eine
fortschreitende Fibrosierung des Lungengewebes, welche mit einem Verlust respiratorisch
aktiver Areale einhergeht (Hirche ef al. 2005).

Das andere Extrem, ndmlich eine starke Erhoéhung des Fliissigkeitsfilms in der Lunge,
beobachtet man bei der Pathogenese pulmonaler Odeme (Lecuona et al. 1999). Die
vergroBerte Auflageschicht stellt eine verstirkte Diffussionsbarriere fiir die Atemgase dar, so
dass eine Sauerstoffunterversorgung (Hypoxie) resultieren kann. Die Ursachen, welche zum
Auftreten von Lungenddemen fiihren, sind vielschichtig. Man unterscheidet im Allgemeinen
zwischen hydrostatischen Odemen und Permeabilitits-Odemen. Hydrostatische Odeme sind
gekennzeichnet durch einen erhohten Filtrationsdruck, bspw. durch eine Zunahme des
Kapillardrucks aufgrund von Linksherzversagen (Ketai & Godwin 1998). Bei Permeabilitéts-
Odemen ist die alveolar-endotheliale Barriere zerstort, was ein vermehrtes Einsickern von
Fliissigkeit in das Lungenlumen zur Folge hat (Ketai & Godwin 1998).

Wihrend die Entstehungsmechanismen pulmonaler Odeme unterschiedlich sein konnen, ist
eine Linderung der Symptome immer eng an einen funktionierenden Ionentransport gekoppelt
(Lecuona et al. 1999; Fang et al. 2002; Mutlu & Sznajder 2005). Hier kommt dem
Alveolarepithel eine bedeutende Rolle zu. Einerseits werden 99 % der Lungenoberflidche
durch alveolare Epithelzellen reprasentiert (Mutlu & Sznajder 2005), zum anderen besitzen
diese Zellen (genauer die Alveolaren Typ I Zellen) aufgrund ihrer reichhaltigen Ausstattung
mit Aquaporinen die hdchste Wasserpermeabilitit aller bis dato untersuchten Siugerzellen
(Dobbs et al. 1998).

Neben der Regulation des ASL spielt der vektorielle Ionentransport eine bedeutende Rolle in

der Lungenentwicklung. Die Lunge des Fetus ist wihrend der Schwangerschaft
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fliissigkeitsgefiillt. Dies bedingt, dass die im Lungenlumen vorhandene Fliissigkeit wiahrend
des Geburtsvorgangs effektiv und in kurzer Zeit resorbiert werden muss. Haupttriebkraft fiir
die Wasseraufnahme ist die Resorption von Na', welche durch spezialisierte Ionenkanile
(epitheliale Na'-Kanile, ENaCs) und Pumpen (Na'-K'-ATPase) stattfindet (Pitkanen &
O'Brodovich 1998). Die Bedeutung dieser Na'-Resorption wurde von Hummler et al. (1996)
demonstriert. Knock-out Méuse, die keine funktionellen ENaCs mehr bilden konnten, starben
innerhalb von 40 Stunden nach der Geburt. Autopsien zeigten, dass die Knock-out Tiere keine
pathologischen Auffalligkeiten in anderen Organen als der Lunge zeigten. Auch hier
entsprach zwar die Histologie den Wildtyp-Tieren, jedoch waren die Alveolen der Knock-out
Miuse fliissigkeitsgefiillt. Dies spricht dafiir, dass eine mangelnde Na'-Resorption bedingt
durch das Fehlen der ENaCs bereits wenige Stunden nach der Geburt zum Tod durch
Ertrinken fiihrt.

.4 Uberdruckbeatmung und ventilator induced lung injury: vom

Barotrauma zum Biotrauma'

Verschiedene Krankheitsbilder, die mit respiratorischer Insuffizienz einhergehen, machen
eine mechanische Beatmung der Patienten notwendig. Man unterscheidet je nach Schwere der
Erkrankung zwischen dem sogennanten ARDS (acute respiratory distress syndrome) und der
ALl (acute Ilung injury). Beide sind gekennzeichnet durch eine Schidigung der
alveolar-endothelialen Barriere, dem Auftreten von Enziindungsreaktionen und der
Akkumulation Protein-reicher Fliissigkeit im Lungenlumen (Vasudevan ef al. 2004). ARDS
stellt dabei die schwerere Form der ALI dar. Eine Diagnose stiitzt sich auf einen akuten
Beginn, das Auftreten von Infiltraten in beiden Lungenfliigeln sowie einen verminderten
Sauerstoffpartialdruck des Blutes. Die Ursachen, die zum Auftreten von ARDS fiihren, sind
mannigfaltig und reichen von pulmonalen Erkrankungen (Pneumonie, Saureaspiration,
Inhalation toxischer Gase, Hohenkrankheit) bis zu Polytrauma oder ausgedehnten
Verbrennungen (Miiller et al. 2004). Die Mortalitdtsrate bei ARDS und ALI wird in einer
Veroffentlichung des ARDS Network mit 40 bis 50 % angegeben (The Acute Respiratory
Distress Syndrome Network 2000). Die Haupttodesursache wird dabei im Auftreten von
multiplem Organversagen gesehen (Dos Santos & Slutsky 2000).

" Die Alliteration findet sich bei Slutsky 2005.
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Da Patienten mit ARDS bzw. ALI unter einem gestorten Gasaustausch leiden, ist der Einsatz
kiinstlicher Beatmungssysteme unerldsslich. In den letzten Jahren kamen zunehmend
Hinweise auf, dass es durch die mechanische Beatmung selbst zu einer Schiadigung der Lunge
kommen kann. Erste Beobachtungen wurden bereits in den 1950er Jahren gemacht. Dort kam
es in der Folge von Polio-Epidemien zum vermehrten Einsatz der sogenannten ,,Eisernen
Lungen - kiinstlichen Beatmungssystemen, bei denen ein in einem Stahl-Zylinder erzeugtes
Vakuum die Bewegung des Brustkorbs ermoglichte. Dabei wurde festgestellt, dass die
Lungen kiinstlich beatmeter Patienten auffillige Verdnderungen aufwiesen. Dies dul3erte sich
im Auftreten von hyalinen Membranen, zelluldren Infiltraten und Lungenddemen (Tremblay
& Slutsky 2006). Als Ursache der schiddigenden Wirkung wurde der erhdhte Druck gesehen,
weshalb man fortan vom ,,Barotrauma® sprach. Die Ansichten &nderten sich, nachdem
Dreyfuss et al. (1988) darstellten, dass die verwendeten Beatmungsvolumina eine stirkere
Rolle spielten als der applizierte Druck. In der genannten Studie wurden Ratten verschiedenen
Beatmungsstrategien unterworfen. In einer Versuchsgruppe wurde eine {iberméBige
Ausdehnung des Brustkorbs verhindert, indem den Tieren eine Art Korsett angelegt wurde. In
dieser Gruppe kam es trotz der Verwendung erhohter Driicke nicht zum Auftreten der
typischen Lungenschddigungen. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde der Begriff
»,Barotrauma®“ vom ,,Volutrauma* abgeldst. In weiteren Untersuchungen kristallisierte sich
heraus, dass der Einsatz von positiven end-expiratorischen Driicken (PEEP, positive end
expiratory pressure), zu einer Verminderung der Lungenschiddigungen beitrug. Bislang
verwendete man Beatmungsprotokolle, bei denen ein positver inspiratorischer Druck (PIP,
positive inspiratory pressure) wihrend der Einatmungsphase aufgebaut wurde und wéhrend
der Ausatmung komplett abgelassen wurde. Bei der Beatmung mit PEEP wurde nun auch
wihrend der Ausatmungsphase ein geringer Druck beibehalten. Dadurch wurde verhindert,
dass es bei der Entspannung der Brustkorbs wéhrend der Ausatmung zu einem Kollabieren
der Alveolen kommt - eine schidigende Wirkung, die mit dem Begriff , Atelectotrauma*
beschrieben wird. Die Bedeutung einer verdnderten Beatmungsstrategie wurde im Jahr 2000
in einer Veroffentlichung des ARDS Network aufgezeigt (The Acute Respiratory Distress
Syndrome Network 2000). In dieser groBangelegten Studie wurden Gruppen von jeweils etwa
400 Personen entweder einer konventionellen Beatmung mit Tidalvolumina von 12 ml/kg
Korpergewicht oder einer Beatmung mit reduziertem Volumen (6 mlkg Korpergewicht)
unterzogen. Die Studie wurde vorzeitig beendet, nachdem Zwischenergebnisse die

eindeutigen Vorteile der Beatmung mit geringen Tidalvolumina aufzeigten. In dieser Gruppe
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betrug die Mortalitét circa 31 %, wihrend sie in der Gruppe mit hohem Tidalvolumen bei
circa 40 % lag.

Heute spricht man im Allgemeinen von der VILI (ventilator induced lung injury), wenn man
die schiddigenden Auswirkungen der mechanischen Beatmung beschreiben will. Die
Mechanismen, welche ein Lungenversagen begiinstigen, werden mittlerweile auch in der
Beteiligung zelluldrer Reaktionen gesehen. Das Auftreten diverser Entziindungsmediatoren
wie bspw. TNFa (Tremblay et al. 1997) fiihrten dazu, dass man die Ursache der VILI
mittlerweile in einem sogenannten ,,Biotrauma* sieht (Slutsky 2005). Der Integritatsverlust
der Blut-Luft-Schranke und damit die systemische Verteilung von Bakterien und
Entziindungsmediatoren hat vielfach den Tod durch multiples Organversagen zur Folge

(Slutsky 2005).

1.5 Bearbeitete Fragestellunqg

Da die Einwirkung mechanischer Krifte auf die Lunge in bestimmten Féllen zu pulmonalen
Odemen fiihren kann (VILI), und andererseits die Aufldsung pulmonaler Odeme eng an einen
funktionierenden Ionentransport gekoppelt ist, stellt sich die Frage, welchen Einfluss
mechanische Krifte auf Transportmechanismen des Lungenepithels ausiiben. Dos Santos &
Slutsky (2000) unterscheiden zwischen drei Prinzipien, wie mechanische Deformationen in
eine  zellulire = Antwort Tibersetzt werden konnen: (A) durch eine direkte
Konformationsédnderung Membran-assoziierter Molekiile und Aktivierung nachgeschalteter
Signalkaskaden, (B) durch Freisetzung para- oder autokriner Faktoren und (C) durch
Beeinflussung mechanosensitiver lonenkanile.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss mechanischer Krifte auf den Ionentransport
untersucht. Es war dabei von besonderem Interesse, ob mechanische Stimuli eine kurzzeitige
Wirkung auf den transepithelialen Ionenstrom haben. Weitherin ist bislang nicht geklért,
welche Transportproteine beeinflusst werden.

Zur Untersuchung der beschriebenen Fragestellung wurde u.a. die Lunge des
stidafrikanischen Krallenfroschs Xenopus laevis verwendet. Dieses Organ bietet den Vorteil,
pulmonalen Ionentransport mittels Ussing-Kammermessungen in einem nativen Gewebe
studieren zu konnen. Zwar ist ein solcher Ansatz prinzipiell auch mit Zellkulturen moglich,
jedoch haben verschiedene Studien der letzten Jahre gezeigt, dass die Transporteigenschaften
der Zellen stark von den Kulturbedingungen abhingen. Leroy et al. (2004) berichten, dass

sowohl die Expression des Chlorid-Kanals CFTR als auch des Kalium-Kanals Karp in den
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ersten Tagen nach Isolation primirer Alveolarer Typ II Zellen der Ratte riickgangig sind.
Weiterhin beobachteten Jain et al (2001), dass auch die elektrophysiologischen
Eigenschaften epithelialer Na' Kanile (ENaC) durch die Kulturbedingungen verindert
wurden. Der Zusatz von Steroidhormonen sowie die Form der Kultivierung (air-liquid
interface) bedingte das Auftreten hochselektiver Kanéle mit geringer Amplitude, wohingegen
in Abwesenheit der genannten Bedingungen wenig selektive Kanédle mit groer Amplitude
beobachtet wurden. Weiterhin sind die Untersuchungen an Zellkulturen auf das Studium eines
isolierten Zelltyps beschriankt. Das komplexe Zusammenspiel in einem Gewebeverband kann
nicht simuliert werden. Demgegeniiber ermdglicht die sackartige Morphologie der Xenopus
Lunge die Verwendung eines kompletten Organs in der Ussing-Kammer - eine Methode, die
aufgrund des schwammartigen Aufbaus der Sdugerlunge dort nicht eingesetzt werden kann.

In der vorliegenden Arbeit ermoglichte der Einsatz einer modifizierten Ussing-Kammer die
Erhohung des hydrostatischen Drucks bei gleichzeitiger Erfassung des kompletten
transepithelialen Ionentransports. Auf diese Weise konnte der Einfluss mechanischer Kréfte
auf den pulmonalen Ionentransport detektiert werden. Durch pharmakologische
Untersuchungen konnte die Beteiligung verschiedener Ionenkanédle nachgewiesen werden,
deren Anwesenheit in der Xenopus Lunge durch den Einsatz molekularbiologischer Methoden
bestitigt wurde. Schlieflich wurde an einem klonierten und heterolog exprimierten

Ionenkanal der Einfluss von Scherkriften untersucht.
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| Material und Methoden

1.1 Versuchstier

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss mechanischer Kréfte auf Ionenstrome studiert.
Dazu wurden unter anderem die Lungen weiblicher Siidafrikanischer Krallenfrosche
(Xenopus laevis (Daudin, 1802)) mittels elektrophysiologischer Messungen untersucht.
Xenopus laevis gehort zum Taxon der zungenlosen Froschlurche (Pipidae) (Hilken et al.
1997). Bislang wurden fiinf Unterarten beschrieben (Hilken et al. 1997), die Unterschiede
hinsichtlich Farbung, KorpergroBBe und Chromosomenzahl aufweisen. Das urspriingliche
Verbreitungsgebiet von X. laevis umfasst das siidwestliche Afrika; als Neozoon ist die Art
allerdings auch auf dem amerikanischen Kontinent sowie in Frankreich zu finden. Der
Krallenfrosch bewohnt die Schlammschicht stehender Gewisser. Die aquatische Lebensweise
der Tiere kommt in einigen morphologischen Anpassungen zum Ausdruck. So inserieren die
Extremitéten seitlich des Korpers, die Augen sind auf der dorsalen Schédeldecke lokalisiert
und es bleibt zeitlebens ein vollstindig entwickeltes Seitenliniensystem bestehen. Das
namensgebende Merkmal des Krallenfrosches sind die drei Krallen an den hinteren
Phallangen. Zwar verbringen die Tiere den Grofteil ihres Lebens im Wasser, jedoch kénnen
sie bei sich verschlechternden Umweltbedingungen das Habitat {iber den Landweg wechseln
oder in der Schlammschicht iiberdauern. Seine einfache Zucht und Haltung macht den
Krallenfrosch als Labortier interessant. Dies ist vor allem seiner Robustheit zu verdanken, die
sich u.a. in seinem eurythermen Charakter sowie der Toleranz gegeniiber pH-Schwankungen
des Habitats zeigt (Hilken et al. 1997).

Die Lunge von Xenopus laevis (Abb. II-1) eignet sich aufgrund ihrer einfachen, sackartigen
Morphologie fiir elektrophysiologische Messungen in der Ussing-Kammer (Abb. II-6). Dies
macht es moglich, Ionentransportprozesse liber komplette respiratorische Oberflichen zu
untersuchen - ein Umstand, der in entsprechenden Saugergeweben bislang nicht realisiert

werden konnte.

I.1.1 Tierhaltung

Die prisentierten Daten wurden ausschlieBlich an adulten Weibchen mit einer
Rumpflinge > 10 cm erhoben. Die Tiere wurden von der Firma KAHLER (Bedarf fiir

Forschung und Lehre, Hamburg) geliefert. Es handelte sich dabei um Wildfinge, die aus
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Stidafrika importiert wurden. Die Tiere wurden in Gruppen von maximal 30 Individuen in
250 1 Kunstoffbecken bei einer Wassertemperatur von 16 - 20°C gehalten. Die Becken
verfiigten iiber einen permanenten Durchfluss von frischem Leitungswasser. Weiterhin wurde
das im Becken befindliche Wasser iiber Sprudelsteine mit Druckluft begast. Den Tieren
standen halbierte Tontopfe als Unterschlupf zur Verfiigung. Die Fiitterung erfolgte
wochentlich mit Forellen-Futter (Bezugsquelle: K4HLER, Hamburg). Einen Tag nach der
Fiitterung wurde das Wasser der Becken ausgetauscht, um es von Exkrementen und
Futterresten zu reinigen.

Fir die Haltung, Fiitterung und Totung der Frosche lag eine Genehmigung des
Regierungsprisidiums Gielen vor (V54—19¢20-15(1) GI 15/7 Nr. 27/01 und II 25.3—19¢20-
15(1) GI 15/7 Nr.27/2001).

1.1.2 Praparation der Lungen

Die Versuchstiere wurden fiir circa 45 min in Eiswasser andsthesiert. AnschlieBend wurde das
Gehirn mechanisch durch eine Stanze zerstort und das Riickenmark sondiert. Ventral wurden
Haut- und Muskelschichten durchtrennt. Die dorsal liegenden Lungen wurden am distalen
Ende mit einer Pinzette gefasst und vorsichtig von umgebendem Fettgewebe freigelegt. Die
bindegewebigen Verwachsungsstellen zwischen Lungen und Ko&rperwand sowie Leber
wurden durchtrennt. Nach einem Schnitt zwischen Trachea und Bronchien konnte die Lunge
entnommen werden. Anhaftende Blutreste wurden mit Normal-Ringerlésung (NRS, siehe
Tab. 1I-6) abgespiilt, und die Lunge wurde in eine Wachsschale iiberfiihrt. Zur Eroffnung des
Organs fiihrte man einen Scherenschenkel in den Bronchus ein. Anschlieend wurde die
Lunge von proximal nach distal aufgeschnitten und mittels Pripariernadeln aufgespannt, so
dass sich ein flachiges Préparat ergab (Abb. II-1). Durch Aufsetzen von benadelten
Kunstoffringen wurde das Priparat in der gespannten Form gehalten und konnte so in die
Ussing-Kammer eingesetzt werden.

Aus einer Lunge erhielt man stets zwei Préparate: ein proximales, nahe der Trachea, sowie ein
distales, welches die Lungenspitze umfasste. In den einzelnen Messreihen wurden sowohl
Priparate mit distaler als auch mit proximaler Orientierung unterschiedlicher Donoren

verwendet.



Material und Methoden 10

Abb. 1I-1: Lunge von Xenopus laevis.

(A) geschlossener und (B) eroffneter Zustand. (C) Aus einer Lunge konnten durch Aufspannen auf
Plastikringe zwei Ussing-Kammer-Praparate erhalten werden. Das obere Praparat zeigt die apikale
Seite, deren Oberflache durch Septierung vergrofiert ist. Im unteren Praparat ist die basolaterale Seite
der Lunge zu erkennen. Mal3stab (schwarzer Balken): 1 cm.

1.1.3 Entnahme und Vereinzelung der Oocyten

Neben Ussing-Kammer-Messungen wurden auch Experimente an heterolog exprimierten
epithelialen Na" Kanilen (ENaC) durchgefiihrt. Die Expression der Membranproteine erfolgte
in Oocyten von Xenopus laevis. Zur Entnahme der Zellen wurden ausschlieBlich tote Tiere
herangezogen, deren Lungen fiir Ussing-Kammer-Versuche verwendet wurden.

Das Abdomen der Tiere wurde ventral erdffnet, so dass die Ovarien zugénglich waren. Teile
der Ovarien wurden entnommen und in Oocyten-Ringerldsung (ORi, siche Tab. II-5)
auftbewahrt. Um die Oocyten von anhaftendem Bindegewebe und Follikelzellen zu befreien,
wurden die Ovariallappen mittels Pinzetten in kleinere Stiicke zerteilt und anschlieBend fiir
90 min in einer Kollagenaseldsung (1,5 mg/ml) auf einem Schiittler’ bewegt. Danach wurde
mit ORi gewaschen. Es schloss sich eine zehnminiitige Inkubation in Ca*'-freiem ORi an.
Nach erneutem Waschen in ORi wurden vereinzelte Oocyten der Stadien V und VI (Dumont

1972) aussortiert. Diese Zellen besalen einen Durchmesser von circa 1,0 bis 1,3 mm und

? Die verwendeten Gerite und Chemikalien sowie deren Bezugsquellen sind im Anhang aufgelistet.
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waren optisch deutlich in einen dunklen vegetativen und einen hellen animalen Pol unterteilt.
Es wurden lediglich solche Zellen verwendet, die eine gleichmédfige Pigmentierung des
animalen Pols aufwiesen.

Bei einigen Oocyten konnte auch durch die oben beschriebene Behandlung keine
Defollikulation erzielt werden. In diesen Fillen wurde die Follikelzellschicht mechanisch
mittels Pinzetten von der Oocyte entfernt, was unter Zuhilfenahme eines Binokulars

kontrolliert werden konnte.

1.2 Molekularbiologische Methoden

1.2.1 RT-PCR zur Detektion von mRNA in Lungen von Xenopus laevis

sowie in humanen Zelllinien

Mittels RT-PCR wurde die Expression verschiedener lonenkanéle in der Lunge von Xenopus
laevis untersucht. Dazu wurde zundchst Gesamt-RNA aus kompletten Lungen der Tiere

isoliert.

Extraktion von Gesamt-RNA

Die Extraktion der Gesamt-RNA aus Lungen von Xenopus laevis erfolgte mittels des RNeasy
Midi Kits von QIAGEN. Nach Dekapitierung wurden die Lungen entnommen und unverziiglich
in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung bis zur RNA-Préparation (maximal 10
Tage) erfolgte ebenfalls in fliissigem Stickstoff.

Zunidchst wurden die schockgefrorenen Lungen in fliissigem Stickstoff fein zermdrsert.
Anschlieend wurden 100 mg des Gewebes mit 4 ml Puffer RLT versetzt, kurz gevortext und
durch zehnmaliges Aufzichen und Ablassen durch eine Kaniile mit einem Durchmesser von
0,8 mm homogenisiert. Nach zehnminiitiger Zentrifugation bei 3000 g wurde der Uberstand
abgenommen und mit 4 ml 70 % Ethanol versetzt und gevortext. Diese Losung wurde durch
die mitgelieferte Sdule zentrifugiert (3000 g, 5 min). Das Zentrifugat wurde verworfen. Nach
einem Waschschritt mit 2 ml des Puffers RWI und anschlieBender Zentrifugation (5 min,
3000 g), wurde die Sdule fiir 15 min mit RNase-freier DNase I inkubiert (55 Units), um
eventuell vorhandene Kontaminationen mit genomischer DNA zu entfernen. Die Sdule wurde
dann mit 2 ml Puffer RWI und zweimal mit je 2,5 ml Puffer RPE gewaschen, wobei nach
jedem Waschschritt fiir 5 min bei 3000 g zentrifugiert wurde. Letztlich wurde die Gesamt-
RNA durch Zugabe von 150 pl RNase-freiem Wasser eluiert. Das Zentrifugat wurde noch

einmal durch die Séule zentrifugiert, um die Konzentration der Gesamt-RNA zu erh6hen.
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Es schloss sich eine photometrische Konzentrationsbestimmung der erhaltenen RNA an. Die

RNA wurde bis zu ihrer Verwendung bei -80°C gelagert.

Reverse Transkription

Die isolierte Gesamt-RNA wurde durch Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben.
Dazu wurde das Omniscript System von QIAGEN mit Oligo-(dT);s Primern verwendet. Es

wurden folgende Komponenten pipettiert:

10x Puffer RT: 2 ul
5 mM dNTP-Mix: 2 ul
10 uM Oligo(dT);s- Primer: 2 ul
RNase-Inhibitor (10 U/pl): 1 ul
Reverse Transkriptase (4 U/ul): 1 ul
Gesamt-RNA: 2 ug (1-2 ul)

Der Ansatz wurde mit RNase freiem Wasser auf 20 pl aufgefiillt und fiir 60 min bei 37°C
inkubiert. Die entstandene cDNA wurde bis zu ihrer Verwendung bei -20°C gelagert.

PCR
Die sich anschlieende PCR wurde mit dem GoTAQ-System (PROMEGA) durchgefiihrt. Fiir

einen 50 pl Ansatz wurden folgende Komponenten vereinigt:

5x GoTAQ-Puffer: 10 pl
10 mM dNTP-Mix : 1 ul
25 mM MgCly: 4 ul
Primerg,, (100 uM): I ul
Primerg,, (100 uM): I ul

cDNA aus Reverser Transkription: 2 pl
GoTaq DNA-Polymerase (5 U/ul): 0,5 ul
ddH,O: 30,5 ul

Die eingesetzten Primer sind im Anhang in Tab. IX-1 aufgefiihrt.
Die Primer-Auswahl erfolgte mit dem Programm Primer3 (Rozen & Skaletsky 2000). Die
Mehrzahl der Oligonukleotide waren dabei gegen die in der Datenbank ensembl

(http://www.ensembl.org, Version 38) verfligbaren Gensequenzen von Xenopus tropicalis
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gerichtet. Ausnahmen bildeten die Primer gegen den epithelialen Na'-Kanal (ENaC,
GenBank-Nummer U23535.1) und den cystic fibrosis transmembrane conducatance
regulator (CFTR, GenBank-Nummer X65256), die anhand der NCBI Genbank Eintrdge von
Xenopus laevis entworfen wurden (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Alle Primer waren gegen
proteinkodierende Sequenzen nahe des 3’-Endes gerichtet und umfassten einen Bereich von
mindestens zwei putativen Exonen. Auf diese Weise konnte iiber die erhaltene
AmplicongroBe auf eine eventuelle Verunreinigung der Probe mit genomischer DNA
zuriickgeschlossen werden.

Die PCR wurde in einem Thermocycler nach folgendem Protokoll durchgefiihrt (Abb. 1I-2):

95°C : 95°C
5min5 45s :
. 72°C . 72°C
45s 10 min
55°C
30s
4°C
35 Zyklen : 0

Abb. I1-2: Zeit-Temperaturschema der PCR zur Detektion lonenkanal-kodierender mRNA in Xenopus
Lungen.

Der mRNA-Nachweis mittels RT-PCR wurde an Lungen von mindestens drei

unterschiedlichen Donoren durchgefiihrt.

Analytische Agarosegelelektrophorese

Zur Visualisierung der Banden wurden 35 pl des Reaktionsansatzes auf ein Agarosegel (1,5 -
2,5 %, 1x TAE) aufgetragen und bei 10 V/cm Elektrodenabstand fiir 50 min aufgetrennt. Ein
Langenstandard (100 bp oder 1 kb Leiter) wurde stets mitgefiihrt.

Sequenzierung

Die erhaltenen Banden wurden ausgeschnitten und entweder einer direkten Sequenzierung
durch QIAGEN Sequencing Servives (Hilden) zugefiihrt oder wie in Abschnitt 0 beschrieben
aufgereinigt, in den Klonierungsvektor pPGEMT-Easy (PROMEGA) ligiert und in E. coli Zellen
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(E. coli K12 JM109) transformiert. Nach einer Plasmid-Préparation wurde die Plasmid-DNA

sequenziert (ebenfalls durch Q14GEN Genomic Services).

RT-PCR mit humanen Zelllinien

Mit den humanen Lungenzelllinien H441 und A549 wurden ebenfalls RT-PCR Reaktionen
durchgefiihrt. Die RNA-Extraktion, Reverse Transkription und PCR folgten dem bereits
dargestellten Protokoll fiir Xenopus laevis Lungen. Die verwendeten Primer sind im Anhang
in Tab. IX-2 aufgefiihrt.

Die humanen Zellen wurden freundlicherweise von Mike Althaus (Institut fiir
Tierphysiologie) bereitgestellt. H441 Zellen entstammten der 69. Passage und waren zu circa
80 % konfluent gewachsen. Sie wurden mittels Trypsin/EGTA gesplittet und wurden fiir 7
Tage in RPMI + L-Glutamin Medium kultiviert, dem Dexamethason (200 nM), ITS (5 pg/ml
Insulin, 5 pg/ml Transferin, 5 ng/ml Natriumselenit), 10 % fetales Kilberserum sowie 1 %
Antibiotika/Antimykotika-Mix und 1 % Natriumpyruvat zugesetzt waren.

A549 Zellen entstammten der 95. Passage und wurden 2 Tage kultiviert. Als Medium diente
DMEM/F-12 + GlutaMax mit 10 % fetalem Kéilberserum und 25 mM HEPES.

Die RNA-Extraktion erfolgte jeweils aus circa 0,5 x 10® Zellen.

I1.2.2 Klonierung des humanen epithelialen Na*-Kanals

Die drei Untereinheiten o, p und y des humanen epithelialen Na'-Kanals (hENaC) wurden aus
RNA der Lunge kloniert und in Xenopus laevis Oocyten exprimiert, um den Einfluss

mechanischer Scherkrifte auf die Kanile untersuchen zu konnen.

Reverse Transkription

Als Ausgangsmaterial zur Klonierung der kompletten Protein-kodierenden Sequenz des
hENaC wurde Gesamt-RNA der adulten humanen Lunge verwendet, die freundlicherweise
von der Medizinischen Klinik II der Justus-Liebig-Universitit zur Verfiigung gestellt wurde.

Zunichst wurden 2 pg der Gesamt-RNA mittels des M-MLV Reverse Transcriptase RNase H
Minus Point Mutant Kits (PROMEGA) in die entsprechende cDNA iiberfiihrt. Dazu wurde die
RNA zusammen mit 10 uM der genspezifischen Primer (siche Tab. IX-3 im Anhang) mit
ddH,0 auf 10 pl aufgefiillt und fiir 5 min bei 70°C inkubiert, um etwaige Sekundérstrukturen
aufzubrechen. Nach 5 miniitiger Lagerung auf FEis wurden folgende Komponenten

hinzupipettiert:
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5x M-MLV Reaktionspufter: S5ul

10 mM dNTP-Mix: 1,25 pl
RNase-Inhibitor (10 U/ul): 1 ul

Reverse Transkriptase (200 U/ul): 1 ul
Gesamt-RNA: 2 ug (1-2 pul)

Der Ansatz wurde mit Nuklease-freiem Wasser auf 25 ul aufgefiillt und fiir 60 min bei 42°C
inkubiert. Letztlich wurde die Reverse Transkriptase durch 15 miniitige Inkubation bei 70°C

inaktiviert.

PCR

Es schloss sich eine PCR mit den genspezifischen Primern aus Tab. IX-3 an. Dazu wurde das
Platinum Pfx DNA Polymerase Kit (INVITROGEN) verwendet. Pro Ansatz wurden folgende

Komponenten vereinigt:

10x Pfx Amplifikationspuffer: Sul

10 mM dNTP-Mix : 1,5 pl
50 mM MgSOy: 1 pul

Primerg,, (100 uM): 1,5 ul
Primerg,, (100 uM): 1,5 ul
cDNA aus Reverser Transkription: 1,5 ul
Platinum Pfx Polymerase (2,5 U/ul): 0,8 ul

Der Ansatz wurde mit ddH,O auf 50 pl aufgefiillt und nach folgendem Schema amplifiziert
(Abb. 11-3).
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94°C : 94°C
5min5 45s

68°C . 68°C

2,5 min : 10 min

55°C
1 min
: 4°C
35 Zyklen : 0

Abb. 1I-3: Zeit-Temperaturschema zur Amplifikation der kodierenden Sequenz der drei ENaC-
Untereinheiten o, f und v.

Praparative Agarosegelelektrophorese

Das PCR-Produkt wurde durch Elektrophorese auf einem 1 % Agarosegel (1x TAE Puffer)
bei einer Spannung von 10 V/cm Elektrodenabstand fiir 50 min aufgetrennt.

Zur Visualisierung wurden dem Gel 5 pl / 100 ml Ethidiumbromid-Losung (10 pg/ml)
zugesetzt. Das Amplifikationsprodukt wurde mittels eines Transilluminators sichtbar
gemacht. Die erhaltene Bande wurde mit einem Skalpell ausgeschnitten und in einem zuvor

gewogenen Reaktionsgefdll aufgenommen.

Gel-Extraktion

Das Amplicon wurde mittels des MinElute Kits (QIAGEN) aus dem Agarosegel isoliert. Dazu
wurde das Gelstiick mit der dreifachen Menge des Puffers QG versetzt. Nach Zugabe der
Pufferlosung wurde bei 55°C inkubiert, bis das Gelstiick vollstindig gelost war (circa
25 min). Auf die vom Hersteller empfohlene Zugabe von Isopropanol wurde verzichtet. Das
Reaktionsgemisch wurde fiir 1 min bei 10 000 g iiber eine MinElute Séule zentrifugiert. Nach
erneuter Zugabe von 500 pl des Puffer QG und Zentrifugation (10 000 g, 1 min) wurde die
Sdule mit 750 pl des Puffers PE gewaschen und wiederum zentrifugiert. Nach erneutem
Waschen wurde die Séaule durch Zentrifugation getrocknet (10 000 g, 1 min). Die DNA wurde
mit 50 pl ddH,O von der Sdule gewaschen. Letztlich wurde dieses Volumen durch

Eindampfen bei 60°C auf einem Schiittler auf 15 pul eingeengt.
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A-Addition
Bei der Amplifizierung mit der Pfx DNA-Polymerase entsteht ein blunt-end Produkt. Die
TA-Klonierung mit dem pGEM-T-Easy Vektor (PROMEGA) macht daher die nachtrigliche
A-Addition erforderlich. Dazu wurde das A-Addition Kit von QIAGEN benutzt. Es wurden 8 pl
des gereinigten Amplicons mit 2 pl 5x A-Addition Master Mix versetzt und 2 Units

Tag-Polymerase (PROMEGA) hinzugefiigt. Das Reaktionsgemisch wurde dann fiir 30 min bei
37°C inkubiert.

Herstellung kompetenter Bakterienzellen

Die Herstellung kompetenter Bakterien fiir die sich anschlieBende Plasmidtransformation
erfolgte nach der Methode von Hanahan (Sambrook & Russell 2001). Dazu wurden zundchst
Zellen des Escherichia coli Stammes K12 DH5a in LB-Medium (Luria Broth) bei 37°C
angezogen. AnschlieBend wurde 1 ml dieser Kultur in 100 ml SOB-Medium, welches 20 mM
MgSO; enthielt, aufgenommen und bei 37°C und 250 rpm solange inkubiert, bis eine optische
Dichte (ODggo) von 0,35 erreicht war. Dann wurde der Ansatz in 50 ml Aliquots aufgeteilt
und 10 min auf Eis gelagert. Nach zehnminiitiger Zentrifugation mit 2700 g bei 4°C wurde
das Medium dekantiert. Das Pellet wurde in 20 ml eiskaltem frozen storage buffer (FSB)
resuspendiert und 10 min auf Eis gelagert. Nach erneuter Zentrifugation mit 2700 g bei 4°C
wurde das FSB-Medium dekantiert und das Zellpellet in 4 ml frischem FSB resuspendiert.
Der Ansatz wurde mit 140 pl DMSO versetzt. Nach 15 miniitiger Lagerung auf Eis wurden
noch einmal 140 pl DMSO hinzugefiigt. Die Proben wurden in 500 pl Ansdtzen aliquotiert
und bei -80°C gelagert.

Ligation und Transformation

Das A-Additionsprodukt wurde nach den Herstellervorgaben mittels des pGEM-T Easy
Vector Kits (PROMEGA) ligiert (Abb. 11-4). Es wurden folgende Komponenten vereinigt:

2x Rapid Ligation Buffer: S5ul
pGEM-T Easy Vektor (50 ng): 1 ul
A-Additionsprodukt: 3ul
T4 DNA Ligase (3 U/ul): 1 ul

Der Reaktionsansatz wurde iiber Nacht bei 4°C inkubiert und anschliefend in Zellen des
E. coli Stamms K12 DHS5a transformiert. Dazu wurden 2 pl des Ligationsprodukts in 1,5 ml
Reaktionsgefdle vorgelegt und auf Eis gekiihlt. Die bei -70°C gelagerten kompetenten
Bakterien wurden aufgetaut. Unverziiglich nach dem Tauen wurden 50 pl der

Bakteriensuspension vorsichtig mit dem Ligationsprodukt vermischt und fiir 20 min auf Eis
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gelagert. Es folgte eine Hitzeschockbehandlung bei 42°C fiir 45 s. Der Reaktionsansatz wurde
dann unverziiglich in Eiswasser abgekiihlt und fiir weitere 2 min inkubiert. Dann wurden
950 ul LB Medium (Raumtemperatur) hinzugegeben. Nach 90 miniitiger Inkubation bei 37°C
wurden 100 pl der Suspension auf Agarplatten ausplattiert. Dazu wurden 12,5 g LBund 7,5 g
Agar in 500 ml H,O gelost und autoklaviert. Nach Abkiihlen auf circa 50°C wurden 50 pg/ml
Ampicillin (aus einer Stammlésung von 50 mg/ml Ampicillin in H,O) zugefiigt. Um eine
Blau-Weil3-Selektion durchfiihren zu konnen, wurden die Platten unmittelbar vor Gebrauch
mit [IPTG (50 pg/ml) und X-Gal (40 pg/ml) versetzt. Die Agarplatten wurden bei 37°C fiir 14
- 20 h inkubiert.

Falls die Transformationseffizienz nicht ausreichend war, wurde in einem weiteren Ansatz die
verbleibende Suspension fiir 10 min bei 7000 g zentrifugiert. 800 pl des Uberstandes wurden
verworfen. Das Pellet wurde in der verbleibenden Losung resuspendiert und auf eine weitere

Agar-Platte ausgestrichen.

1 start

5 / pGEM®-T Easy
- Vector

|| {3015bp)
i

Abb. 11-4: Plasmidkarte des TA-Klonierungsvektors pGEM-T Easy von PROMEGA.

Ubernachtkultur und Plasmid-Praparation (Miniprep)
Klone, welche nach der Blau-WeiB-Selektion positiv ausfielen, wurden mit einer
Pipettenspitze aufgenommen und {iber Nacht bei 37°C in Ampicillin-haltigem (50 pg/ml) LB-

Medium angereichert. 1 ml der Ubernachtkultur wurde mit 200 pl Glycerin versetzt und bei -
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70°C gelagert (Glycerol-Stock). Die restliche Ubernachtkultur wurde fiir 10 min bei 6500 g
und 4°C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Es schloss sich eine Plasmid-Préiparation
mit dem Miniprep-Kit (QIAGEN) an. Das Pellet wurde dazu in 250 pl des Puffers Pl
resuspendiert und mit 250 pl des Puffers P2 versetzt. Nach Zugabe von 350 ul des Puffers P3
wurde das Reaktionsgemisch vorsichtig geschiittelt und fiir 10 min bei 10 000 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in eine Reinigungssiule dekantiert und fiir eine weitere Minute
zentrifugiert. Nach einem Waschschritt mit 500 ul des Puffers PB und erneuter Zentrifugation
wurden 750 ul des Puffers PE hinzugegeben. Es schloss sich eine 1 miniitige Zentrifugation
zur Trocknung der Sdule an, bevor die gebundene DNA letztlich mit 50 pul ddH,O von der

Séule gewaschen wurde.

Restriktionsverdau

Mit den isolierten Plasmiden wurde ein Restriktionsverdau durchgefiihrt. Dazu wurden die in
der Plasmid-Préparation erhaltenen 50 ul mit 10 pl 10x Puffer, 7,5 ul Restriktionsenzym und
32,5 pl ddH,O versetzt und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die a- und y-ENaC tragenden
Plasmide wurden mit EcoRI (12 U/ul) verdaut, die B-ENaC-tragenden Plasmide wurden mit
NotlI (10 U/ul) geschnitten.

Als Vektor fiir die Expression in Xenopus Oocyten diente pTNT (PROMEGA) (Abb. II-5).
Dieses Plasmid ist aufgrund seiner 5’B-Globin-Sequenz sowie des integrierten
Poly(A)-Schwanzes in speziellem Malle zur Oocyten-Expression geeignet (Jespersen et al.
2002). Der Vektor wurde mit EcoRI (fiir a- und y-ENAc) bzw. Notl (fiir B-EnaC) geschnitten.
Zur Unterdriickung der Selbstligation wurden die 5’-Enden des Vektors anschlieBend
dephosphoryliert. Dazu wurde das geschnittene Plasmid fiir 60 min bei 37°C mit 1 pl
alkalischer Phosphatase (1 U/ul) inkubiert.

Anschliefend wurde der Restriktionsverdau auf ein 1 % Agarosegel (1x TAE) aufgetragen
und bei 10 V/cm Elektrodenabstand fiir circa 50 min aufgetrennt. Die Banden der
entsprechenden GroBe (fiir die ENaC-Amplicons ~ 2 kb, fiir pTNT ~ 2,9 kb) wurden
ausgeschnitten und die DNA mittels des MinElute Kits (QIAGEN) (sieche Seite 16) aufgereinigt.
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17
SP6
5" p-globin
leader seq.
Xho!l |84
EcoR | |89
Miul |95
Kpnl |105
Xbal |107
pTNT™Vector  Tail iacgl Hi
(2871bp) \[Smal |120
BstZ | |124
Notl |124

Abb. II-5: Plasmidkarte des Oocytenexpressionsvektors pTNT (PROMEGA).
Zur Erhdhung der mRNA-Stabilitat sowie der Translationseffizienz besitzt der Vektor eine 5’3-Globin-
Sequenz sowie einen Poly(A)-Schwanz.

Ligation und Retransformation

Das Amplicon sowie der geschnittene, dephosphorylierte Vektor wurden wie oben
beschrieben iiber Nacht ligiert. AbschlieBend wurde das Ligationsprodukt nach oben
beschriebenem Protokoll in DHS5a-Zellen transformiert und auf Ampicillin-Platten (50 pg/ml)
ausgebracht. Da eine Blau-Weil-Selektion aufgrund des Fehlens des LacZ-Gens in pTNT
nicht moglich war, wurde auf die Zugabe von IPTG und X-Gal verzichtet. Nach Inkubation
fiir 18 Stunden bei 37°C wurden einzelne Kolonien gepickt und damit eine Ubernachtkultur

angeimpft. AbschlieBend wurde eine Plasmid-Préparation durchgefiihrt.

Colony-PCR

Um Dbereits vor Durchfilhrung der Plasmid-Praparation Aufschluss iiber den
Klonierungserfolg zu erhalten, bediente man sich der Colony-PCR. Dazu wurde eine
Einzelkolonie einer {iber Nacht inkubierten Agar-Platte gepickt und in 50 ul ddH,O {iberfiihrt.
Nach dem Vortexen wurden 25 pl abgenommen und in 200 pul LB-Ampicillinmedium
iiberfiihrt. Dieser Ansatz diente zum Animpfen einer Ubernachtkultur. Die verbleibenden

25 ul wurden fiir 5 min auf 100°C erhitzt und anschlieBend fiir 1 min bei 10 000 g
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zentrifugiert. 10 pl des Uberstandes wurden als Template in der PCR (Bedingungen siche

Seite 15, Reaktionsvolumen: 25 pl) eingesetzt.

Doppelverdau des Klonierungsproduktes
Die Orientierung des Amplicons im Expressionsvektor wurde durch einen Restriktionsverdau
tiberpriift. Dazu wurden circa 0,25 pg des aus der Miniprep erhaltenen Plasmids einem
Doppelverdau unterzogen. Die o- und 7y-Untereinheit wurden mit BamHI und Sacl

geschnitten, die f-Untereinheit mit BamHI und HindIII verdaut:

10x Puffer E: 2 ul
BamHI (10 U/ul): 0,5 ul
Sacl bzw. HindIII (10 U/ul): 0,5 pl
Plasmid: 0,25 ng
100x BSA: 0,2 ul

Der Ansatz wurde mit ddH,O auf 20 pl aufgefiillt und {iber Nacht bei 37°C verdaut. Nach
Auftrennung der Restriktionsprodukte auf einem 1 % Agarosegel (1 x TAE, 10 V/cm
Elektrodenabstand, 50 min) wurde iiber den Klonierungserfolg entschieden und die
entsprechenden Plasmide zur Sequenzierung (QIAGEN Genomic Services, Hilden)

eingeschickt. Die Sequenzier-Primer sind im Anhang in Tab. IX-4 aufgefiihrt.

1.2.3 In vitro Transkription und Expression in Xenopus laevis Oocyten

Zur elektrophysiologischen Untersuchung des hENaC wurde das Klonierungsprodukt in
Oocyten von Xenopus laevis heterolog exprimiert. Dies machte es notwendig, die
hENaC-kodierende Plasmid-DNA mittels in vitro Transkription in cRNA umzuschreiben. Das
Expressionsplasmid verfligte dazu {iber einen viralen Promotor (T7 oder SP6), der als
Startpunkt fiir eine DNA abhidngige RNA-Polymerase diente. Um die Transkription hinter
dem Poly(A)-Schwanz zu beenden, war es notwendig, das Plasmid an dieser Stelle mit einem
Restriktionsenzym zu schneiden und damit zu linearisieren. Auf diese Weise wurde
sichergestellt, dass die entstechenden Transkripte lediglich den kompletten Protein-
kodierenden Leserahmen sowie die Poly(A)-Sequenz enthielten. Zur Linearisierung wurden

folgende Komponenten vereinigt:
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10 x Reaktionspuffer: 5ul
Plasmid-DNA: Sug
BamHI (10 U/ul): 2 ul
100x BSA: 0,5 ul

Der Ansatz wurde mit ddH,O auf 50 pl aufgefiillt und tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Am
nidchsten Tag wurden 1 pl Proteinkinase K (1 pg/ul) hinzugeben. Der Ansatz wurde durch
Phenolisieren gereinigt. Dazu wurde zundchst mit ddH,O auf 100 pl aufgefiillt und dann ein
dquivalenter Volumenteil Phenol/Chloroform zugegeben, fiir 30 s gevortext und anschlieBend
bei 13 000 g zentrifugiert. Die wissrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefdl3 {iberfiihrt
und erneut phenolisiert. Durch Zugabe von 10 pl eisgekiihlter 3 M Na'-Acetatlosung sowie
von 250 pl eisgekiihltem 100 % Ethanol wurde die DNA iiber Nacht bei -20°C ausgefillt.
Danach wurde fiir 15 min bei 13 000 g zentrifugiert. Nach Abziehen des Uberstands wurde
das Pellet mit 500 pl eisgekiihltem 70 % Ethanol gewaschen und erneut fiir 15 min bei
13 000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet im Exsikkator getrocknet
und letztlich in 5,5 pl TE fiir 30 min gelost. Eine Menge von 0,5 pl dieser Losung diente zur
Linearisierungskontrolle auf einem 1 % Agarosegel (1 x TAE, 10 V/em Elektrodenabstand,
50 min).

Die restlichen 5 pl wurden mit ddH,O auf 42,5 pl aufgefiillt und der folgende in vitro

Transkriptionsansatz gemafl dem Herstellerprotokoll (RiboMax, PROMEGA) erstellt:

5x Transkriptionpuffer: 20 ul
rATP, rtUTP,CTP (25mM), rGTP 3mM): 20 ul
DNA-Template (5-10 pg in H,O): 42,5 ul
CAP-Analog (40 mM): 7,5 ul
EnzymeMix (SP6-Polymerase): 10 ul

Der Ansatz wurde vorsichtig gemischt und fiir drei Stunden bei 37°C inkubiert. Anschlieend
wurde durch Zugabe von RQ1 DNase (1 U/ug Template) und Inkubation fiir 15 min bei 37°C
die Plasmid-DNA abgedaut. Das Gemisch wurde wie bereits beschrieben durch Phenolisieren
gereinigt. Es schloss sich ein weiterer Reinigungsschritt an, in dem nicht eingebaute
Nukleotide iiber eine Filtersaule (QuickSpin Columns mit einer Ausschlussgrof3e < 20 Basen,

RocHE) entfernt wurden. Abschlieend wurde die RNA prézipitiert und in 6 ul DEPC-H,0
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aufgenommen. Davon wurden 0,5 pl auf einem 1 % Agarosegel aufgetragen und weitere
0,5 pl wurden zur photometrischen RNA-Konzentrationsbestimmung herangezogen.

Die heterologe Expression erfolgte in Xenopus laevis Oocyten, die wie in Abschnitt I1.1.3
(Seite 10) beschrieben, zunédchst vereinzelt wurden. Es wurden circa 5 ng pro Untereinheit der
in vitro transkribierten cRNA mittels einer Mikroinjektionspumpe in die Zellen injiziert. Dazu
wurden auf einem Vertikal-Puller Glaskapillaren ausgezogen und diese luftblasenfrei mit
Mineral6l befiillt. Die Kapillare wurde auf die Mikroinjektionspumpe aufgeschoben und
arretiert. Die zugeschmolzene Kapillarenspitze wurde durch Abbrechen unter Verwendung
einer Pinzette gedffnet. Ein Aliquot der cRNA wurde unter Mineralol pipettiert und
anschlieBend in die Mikrokapillare aufgenommen. Letztlich wurden Oocyten der Stadien V
und VI (Dumont 1972) punktiert und cRNA-Volumina von 9,2 bis 41,4 nl injiziert. Als
Kontrolle dienten Zellen, denen lediglich das RNA-Losungsmittel (DEPC-H,O) injiziert
wurde. Die Oocyten wurden in NMDG-Kultur-Oocytenringer bei 14°C aufbewahrt und

innerhalb von sieben Tagen gemessen.

1.3 Immunhistologie

An Gefrierschnitten von Xenopus laevis Lungen wurden immunhistologische Farbungen
durchgefithrt, um die Lokalisation verschiedener, durch RT-PCR nachgewiesener
Membranproteine zu untersuchen. Die Lungen weiblicher Krallenfrosche wurden dazu aus
dem Abdomen herausprépariert. Die Lungensicke wurden aufgebldht, indem man eine 1:2
Mischung von Tissue Tek mit PBS (phosphate buffered solution) in das Lungenlumen
injizierte und anschlieBend den Bronchus mit einer Ligatur verschloss. Das so behandelte
Priparat wurde in Tissue Tek eingebettet und in Isopentan, welches mit fliissigem Stickstoff
gekiihlt wurde, schockgefroren. Auf einem Kryostat wurden 10 um dicke Gefrierschnitte
angefertigt und auf Poly-L-Lysin beschichtete Objekttriger aufgezogen. Das Gewebe wurde
mit einem der in Tab. II-1 dargestellten Agenzien fiir 10 min fixiert und anschlieend fiir 1 h
bei Raumtempertur getrocknet.

Eine Blockierung unspezifischer Antikorper-Bindungsstellen erfolgte durch eine einstiindige
Inkubation mit Pferdeserum (1:2 mit PBS+S verdiinnt) bei Raumtemperatur. Nach Absaugen
des Serums wurden die Proben iiber Nacht bei Raumtemperatur mit dem jeweiligen

Primérantikorper (siehe Tab. I1-1) inkubiert.
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Tab. II-1: Primarantikorper zur immunhistologischen Detektion der lonenkandle TRPC1 und CFTR in
der Xenopus Lunge.

Antigen Antigen Wirtsspezies | Verdiinnung | Bezugsquelle | Fixierung
CFTR Human Kaninchen 1:100 Santa Cruz Methanol
(AS 1-182) 4°C
TRPC1 Human Kaninchen 1:100 Alomone Labs | Isopropanol
(AS 557-571) 4°C

AS: Aminoséaure.

Nachdem die Proben zweimal fiir je 10 min mit PBS gewaschen wurden, erfolgte eine
Inkubation mit dem jeweiligen Sekundirantikorper (siehe Tab. II-2) fiir 1 h bei
Raumtemperatur im Dunkeln. Anschlieend wurde wiederum zweimal fiir je 10 min mit PBS
gewaschen. Es schloss sich eine Nachfixierung durch zehnminiitige Inkubation mit 4 % para-
Formaldehyd an. Nach einem erneuten Waschschritt (zweimal 10 min PBS) wurden die
Schnitte in Glycerin eingedeckelt und bis zur Auswertung am Mikroskop bei 4°C im Dunkeln
gelagert.

Die Immunfluoreszenz-Experimente wurden an mindestens drei Lungen verschiedener

Donoren durchgefiihrt.

Tab. II-2: Sekundarantikdrper zur immunhistologischen Detektion verschiedener lonenkanale in der
Xenopus Lunge.

Reaktivitit gegen | Wirtsspezies | Verdiinnung | Bezugsquelle | Fluorophor
Kaninchen Esel 1:1000 Chemicon Cy3
Ziege Maus 1:400 Sigma Aldrich FITC
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1.4 Elektrophysiologische Methoden

Um den Einfluss mechanischer Kréfte auf pulmonale Epithelien und heterolog exprimierte
Transportproteine funktionell untersuchen zu konnen, wurden elektrophysiologische
Messungen mit der Ussing-Kammer sowie der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme und der

Patch Clamp Technik durchgefiihrt.

1.4.1 Messprinzip voltage clamp und current clamp

In der vorliegenden Arbeit wurden Ionentransportprozesse mittels der voltage clamp
(= Spannungsklemme) sowie der current clamp (= Stromklemme) Messmethode studiert.

Das Messprinzip der Spannungsklemme geht zuriick auf die Untersuchungen von Hodgkin,
Huxley und Katz am Axon des Tintenfischs (Hodgkin ef al. 1952). Bei der Spannungsklemme
wird ein Potenzial, welches sich durch Transportvorgénge iiber einer Membran oder einem
Gewebe ausbildet, durch Anlegen eines dufBleren Stromflusses auf einen festen Wert
eingestellt und konstant gehalten. Das eingestellte Potenzial bezeichnet man dann als
Klemmspannung oder Kommandospannung (Ug). Uber eine Messeinrichtung wird das
tatsdchliche transepitheliale bzw. transmembrane Potenzial (Uy) stindig mit dem
eingestellten Klemmpotenzial verglichen. Weichen beide Werte voneinander ab, so wird ein
Kompensationsstrom appliziert, der das transepitheliale bzw. transmembrane Potenzial dem
eingestellten Sollwert angleicht. Der Strom, der verabreicht werden muss, um die
vorgegebene Spannung zu erzielen, entspricht dem Betrag nach demjenigen Strom, der durch
den Ionentransport des zu untersuchenden Gewebes oder der Zelle hervorgerufen wurde. Bei
Ussing-Kammer-Messungen wird in der Regel eine Klemmspannung von 0 V angelegt, um
elektrische Triebkrifte zwischen beiden Kammerhilften zu verhindern. Da eine
Potenzialdifferenz von 0V einem Kurzschluss iiber dem Gewebe entspricht, wird der
resultierende Strom auch als Kurzschlussstrom (short circuit current, Isc) bezeichnet. Fiir die
durchgefiihrten Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp Messungen an Oocyten (siche Abschnitt
I1.4.3, Seite 29) wurde eine Klemmspannung von -60 mV angelegt. Patch Clamp Messungen
in der outside out Konfiguration (siche Abschnitt 11.4.4, Seite 32) erfolgten bei -100 mV.

Im Gegensatz zur Spannungsklemme wird im current clamp Modus der Strom konstant

gehalten und das transepitheliale Potenzial als variable Grof3e erfasst.
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Beiden Messmethoden gemein ist die Moglichkeit der Berechnung des Widerstands. Uber das
Ohm’sche Gesetz (Gl. II-1) werden Spannung und Strom ins Verhéltnis gesetzt und somit

kann auf den Widerstand des Systems zuriickgeschlossen werden.

Gl II-1: R zg
1

R: Widerstand [Q]
U: Potenzial [V]
I: Strom [A]

1.4.2 Modifizierte Ussing-Kammer

Die wie in Abschnitt I1.1.2 (Seite 9) beschrieben praparierten Gewebe wurden zur Messung in
eine modifizierte Ussing-Kammer iiberfiihrt (Abb. II-6). Diese war aus Plexiglas gefertigt
und bestand aus einem apikalen und einem basolateralen Kompartiment, welches jeweils iiber
einen Zu- und Ablauf verfiigte. Somit war es moglich, wéihrend der Messung die
Zusammensetzung der perfundierten Losungen zu verdndern. Die Perfusionslésungen wurden
mit einer FluBrate von circa 10 ml/min tliber ein Schwerkraft-getriebenes Perfusionssystem in
die Kammer gefiihrt. Das Lungen-Priparat trennte beide Kammerhilften, so dass ein
Stoffaustausch nur iiber das Gewebe hinweg erfolgen konnte. Zur Applikation von
hydrostatischem Druck bestand die Moglichkeit, den Ldsungsablauf der apikalen bzw.
basolateralen Kammerhilfte in seiner Hohe zu verdndern. Dazu war der Ablauf in Form eines
Schornsteins ausgebildet, der zwei Abzweigungen in einem Abstand von 5 cm aufwies. Durch
Verstopfen des unteren Abflusses auf einer Kammerseite konnte somit eine transepitheliale
Druckdifferenz von 5 cm Wasserséule (entspricht ~ 490 Pa) angelegt werden.

Die Organfldche, welche flir Ussing-Kammer-Messungen zuginglich war, betrug 0,5 cm?.

Samtliche Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
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Abb. 11-6: Schematische Darstellung der modifizierten Ussing-Kammer.

Das Gewebe trennte das apikale und das basolaterale Kammerkompartiment. Die Kompartimente
wurden jeweils Uber einen Zufluss kontinuierlich mit Loésung perfundiert, welche Uber den jeweiligen
Abfluss 0 cm austrat. Zur Applikation von hydrostatischem Druck konnte der Abfluss 0 cm mittels
eines Gummistopfens verschlossen werden, so dass die Losung im Schornstein emporstieg und tber
den Abfluss 5 cm abtropfen konnte. Dadurch ergab sich ein hydrostatischer Druck von 5 cm
Wassersaule. Verandert nach Fronius (2003).

7J

=

Ussing-Kammer-Elektroden

Um das Lungen-Priparat elektrisch leitend mit dem Messverstirker zu verbinden, wurden
Silberchlorid-Elektroden angefertigt. Hierzu wurde 1 M KCIl Losung zur Verfestigung mit
3 % (w/V) Agar aufgekocht und anschlieBend in gekiirzte 200 pul Pipettenspitzen gefiillt. Die
so erhaltene Agarbriicke iiberschichtete man mit 1 M KCI Losung. In diese Losung tauchten
Silberdréhte, die zuvor fiir circa 10 Sekunden in 0,1 M HCIl bei einer Spannung von 5 V
chloriert wurden. Es wurden ausschlieBlich Elektrodenpaare verwendet, die eine

Potenzialdifferenz in NRS (siche Tab. II-6) von weniger als 1,0 mV aufwiesen.

Experimenteller Aufbau

Die Elektroden wurden iiber einen Vorverstirker mit dem eigentlichen Messverstarker
verbunden. Zur Archivierung der Daten wurden die Signale einerseits auf einem Schreiber
aufgezeichnet. Die Laufgeschwindigkeit des Schreibers betrug 1 mm/min. Weiterhin erfolgte
iiber einen Analog-Digital-(AD/DA) Wandler die Kommunikation mit einem Computer, der
sowohl transepitheliale Strome wie auch Potenziale mittels der Software Chart (Version
3.6.3, MacL4B) in Abhéngigkeit der Zeit aufzeichnete. Die Signale wurden {iber einen
Software-internen 50 Hz Filter gefiltert und mit einer Sampling-Rate von 2 Hz aufgezeichnet.
Zur Erfassung der Widerstinde wurden im voltage clamp Modus Spannungspulse von 2,5 mV

fiir eine Dauer von 1 Sekunde appliziert. Mittels der resultierenden Stromauslenkung konnte
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tiber das Ohm’sche Gesetz auf den Widerstand der Messeinheit geschlossen werden. Im
current clamp Modus wurden Strompulse von 10 pA appliziert und die resultierende
Spannungsédnderung protokolliert, um so den Widerstand zu errechnen.

Zur Abschitzung der Gewebsoberfliche dienten Messungen der Kapazitét (vgl. Fischer et al.
1989). Dazu wurden im current clamp Modus fiir jede Messung 6 Rechteck-Strompulse von
30 pA Hohe und 128 ms Dauer verabreicht und die resultierende Potenzialdnderung
gemessen. Die Sampling-Rate fiir die Kapazititsmessungen lag bei 40 kHz. Die 6 Messungen
wurden tliber eine Software-interne Funktion gemittelt (Scope Version 3.6.3, MACLAB). Nach
Bildung des Mittelwerts wurde die Zeitkonstante t bestimmt, zu welcher die Spannungs-
anderung 63 % ihres Maximalwertes erreicht hatte. Die Kapazitit ergab sich, indem t mit
dem Widerstand der Messeinheit ins Verhiltnis gesetzt wurde (Gl. 11-2).

Gl. I1-2: C, :%

Cr:  Transepitheliale Kapazitét [F]
T Zeitkonstante [s]

R: Widerstand [Q]

Das System wurde auf seine Funktionsfdhigkeit anhand eines elektrischen
Aquivalentschaltkreises getestet, bei dem ein Widerstand von 500 Q und ein Kondensator von
5 uF parallel geschaltet wurden.

Die Kapazititswerte wurden in pF pro cm? Messfliche angegeben. Nach Kado (1993)

enstpricht eine Kapazitéit von 1 pF einer Membranoberflache von circa 1 cm?.

Vorzeichenkonvention

Bei den durchgefiihrten Ussing-Kammer-Messungen diente die apikale Potenzialelektrode als
Referenzelektrode. Im Falle eines Na'-absorbierenden Epithels wie der Xenopus Lunge
werden netto positive Ladungen von apikal nach basolateral transportiert, so dass eine
lumennegative Potenzialdifferenz resultiert.

Unter voltage clamp Bedingungen wird ein Strom von Kationen von apikal nach basolateral
(Kationenresorption) bzw. ein Strom von Anionen in entgegengesetzter Richtung
(Anionensekretion) als positiver Strom bezeichnet und in Abbildungen als Ausschlag nach
oben dargestellt. Eine Verschiebung dieses Stroms in Richtung negativer Werte kann
begriindet sein in: a) einer Verringerung der Kationenresorption bzw. Anionensekretion, b)

einer gesteigerten Kationensekretion bzw. einer Anionenresorption.
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1.4.3 Zwei-Elektroden-Spannungsklemme

Die Zwei-Elektroden-Spannungsklemme an Xenopus Oocyten erlaubte eine Aufzeichung des
Summenstroms sédmtlicher in der Zelloberfldche befindlicher elektrogener Transportproteine.
Nach heterologer Expression des epithelialen Na'-Kanals konnte der Einfluss von

Scherkriften auf dieses pulmonale Membranprotein untersucht werden.

Mikroelektroden

Die Messelektroden wurden aus  Borosilikatglas-Filamentkapillaren mit einem
Innendurchmesser von 0,7 mm und einem AuBendurchmesser von 1,2 mm gefertigt und unter
Verwendung eines Laser-Pullers ausgezogen. AnschlieBend wurden die Kapillaren
luftblasenfrei mit einer 1 M KCIl-Ldsung befiillt. Der Silberdraht des Elektrodenhalters wurde
fiir 10 Sekunden bei 2 V in einer 0,1 M HCI Losung chloriert. Durch Aufschieben der
Kapillare auf den Elektrodenhalter wurde die Elektrode fertiggestellt. Vor jeder Messung
bestimmte man letztlich noch den Elektrodenwiderstand. Es wurden lediglich solche
Elektroden verwendet, deren Widerstdnde im Bereich von 1 bis 5 MQ lagen.

Als Referenzelektroden dienten Ag/AgCl-Pellets, die direkt in der Superfusionslosung

gelagert waren.

Experimenteller Aufbau

Zur Messung wurde der in Abb. II-7 verwendete Aufbau benutzt. Die in der Messkammer
liegende Oocyte wurde iiber ein Schwerkraft-getriebenes Perfusionssystem stindig mit
frischer Losung umspiilt. Zusatzlich inserierte in einem Abstand von circa 1 mm von der
Oocytenoberfliche eine Pasteuer-Pipette (Offnungsdurchmesser circa 1 mm) in die
Badlosung, iiber welche ein separater Losungsstrom auf die Zelle appliziert werden konnte.
Eine am Kammerabfluss angeschlossene Saugpumpe sorgte fiir ein gleichbleibendes
Losungsvolumen in der Messkammer.

Die Potenzial- und Stromelektrode wurden wunter optischer Kontrolle mittels
Mikromanipulatoren an die Oocyte herangebracht und durch leichtes Antippen der
Manipulatoren in die Zelle eingestochen. Danach konnte iiber die Potenzialelektrode das
Membranpotenzial von einem Voltage-Clamp-Verstirker registriert werden. Uber die
Stromelektrode wurde der zur Aufrechterhaltung des Klemmpotenzials von -60 mV benétigte
Kompensationsstrom appliziert. Das Stromsignal, welches bei 100 Hz Tiefpass-gefiltert
wurde, konnte auf einem Multimeter abgelesen werden. Zusitzlich wurden Membranpotenzial

und Kompensationsstrom kontinuierlich mittels eines Zweikanal-Schreibers protokolliert.
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Schreiber Multimeter
I
U, Filter
I

Klemmverstirker

Abb. lI-7: Aufbau der Zwei-Elektroden-Spannungs-Klemme zur Untersuchung des Einflusses von
Scherkraften auf heterolog exprimierte lonenkanale.

Die Zelle wurde Uber den Zulauf (1) kontinuierlich mit Lésung umspllt. Zur Generation von
Scherkraften konnte Uber eine Pasteur-Pipette (2) ein gerichteter Losungsstrahl auf die Zelle appliziert
werden. Uberschiissige Lésung wurde (ber den Ablauf (3) abgesaugt. Das Membranpotenzial (Uy)
wurde von einem Klemmuverstarker registriert. Dieser generierte den transmembranen Strom (ly),
welcher zur Aufrechterhaltung eines Klemmpotenzials von -60 mV notwendig war. Der Strom wurde
bei 100 Hz Tiefpass-gefiltert und auf einem Multimeter angezeigt. Strom und Spannung wurden
weiterhin auf einem Schreiber aufgezeichnet. Verandert nach Althaus et al. (2007).

Bestimmung der Scherkrafte

Zur Bestimmung der Scherkridfte wurde zunédchst die mittlere Stromungsgeschwindigkeit

ermittelt:

Gl. II-3: o=

SR

o: mittlere Stromungsgeschwindigkeit (m/s)
V: Volumenstrom (m?/s)

A: Querschnittsfliche der durchstromten Kapillare (m?)

Bei einem Volumenstrom von 3 ml/min und einem Kapillarendurchmesser von 1 mm ergibt

sich eine mittlere Stromungsgeschwindigkeit von ~ 0,064 m/s.
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Nun konnte die Reynolds Zahl berechnet werden, mit welcher abgeschitzt werden kann, ob

eine Stromung turbulent oder laminar ist.

Gl. II-4; R, = pob
n
o: mittlere Stromungsgeschwindigkeit (m/s)
p: Dichte (kg/m?) fiir Wasser bei 20°C = 998 kg/m?
D: Durchmesser der Kapillare (m)

1: dynamische Viskositédt (Ns/m?) fiir Wasser bei 20°C = 0,001 Ns/m?

Daraus folgt eine R, von ~ 64. Nach Hoger et al. (2002) konnen Stromungen mit einer R, von
14 - 80 als laminar betrachtet werden.

Mit Hilfe der Reynolds Zahl kann nun die auftretende Zugkraft errechnet werden.

Gl. 1I-5: F

Zug

=0,5040°C,,,

p: Dichte (kg/m?) fiir Wasser bei 20°C = 998 kg/m?
A: Querschnittsfliche des umstromten Bereichs (m?)
o: mittlere Stromungsgeschwindigkeit (m/s)

Czug : Zugkraftkoeffizient (dimensionslos), nach Hoger et al. (2002) ~1

Fir die Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp Messungen ergibt sich eine Zugkraft von
1,6 x 10°N.
Die resultierenden Zugkréifte werden letztlich mit der umstromten Oocytenoberfldche ins

Verhiltnis gesetzt:

Zug

Gl. 11-6: FScher = 7
Fscher: Scherkraft (N/m?)
Fzug: Zugkraft (N)
A: Oocytenoberfliche (m?)

Aus einem Oocytendurchmesser von 1 mm folgt eine Oberfliche von 3,1 x 10° m? Damit

ergibt sich eine Scherkraft von 5,1 dyn/cm? (entspricht einem Druck von 0,51 Pa).
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Vorzeichenkonvention

Im Falle der Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp Messungen an Oocyten wird eine Verlagerung
positiver Ladungen vom umgebenden Medium in die Zelle hinein als Einwirtsstrom
bezeichnet, erhdlt ein negatives Vorzeichen und wird in Abbildungen daher als Ausschlag
nach unten dargestellt. Gleiches gilt fiir den Ausstrom negativer Ladungen aus der Zelle in

das extrazellulare Medium.

11.4.4 Patch Clamp

Die Patch Clamp Technik stellt ebenso wie die Methode der Zwei-Elektroden-
Spannungsklemme eine Anwendung des voltage clamp Prinzips dar. Die wichtigsten
Unterschiede bestehen darin, dass eine Elektrode verwendet wird, die lediglich auf die
Zellmembran aufgesetzt wird und diese nicht penetriert. Der Abdichtwiderstand, der sich
zwischen Zellmembran und Glaskapillare ausbildet, liegt im Bereich von Giga-Ohm und wird
deshalb auch als G(£2-Seal bezeichnet. Da somit das Hintergrundrauschen stark reduziert wird,
ist es moglich, Strome durch einzelne Ionenkandlen zu detektieren. Zudem koénnen je nach
Messkonfiguration Substanzen und Lésungen von extra- sowie intrazelluldr appliziert werden.
Die hier verwendete outside-out Konfiguration (siehe unten) erlaubte es zudem, den Einfluss

von Scherkriften direkt an Einzelkanélen zu untersuchen.

Mikroelektroden und Messkonfigurationen

Die fiir die Patch Clamp Messungen verwendeten Borosilikatglas-Kapillaren (AufBlen-
durchmesser: 1,60 mm; Innendurchmesser: 1,28 mm) wurden auf einem Vertikal-Puller
ausgezogen und anschliefend feuerpoliert. Die resultierenden Pipettenwiderstinde lagen
zwischen 3 und 10 MQ. Die jeweilige Pipettenlosung (siche Tab. II-5) wurde luftblasenfrei
eingefiillt und die Kapillare auf dem Elektrodenhalter montiert. Die Chlorierung des
Silberdrahts erfolgte wie in Abschnitt 11.4.3 beschrieben. Vor dem Eintauchen in die
Badlosung wurde im Pipetteninneren ein Uberdruck von circa 5 cm Wassersiule angelegt.
Unter optischer Kontrolle wurde die Elektrode an die Zellmembran herangebracht.
AnschlieBend wurde der Elektrodenwiderstand mittels eines Computers und der
Messsoftware Clampex (Version 8.02.113, AXON INSTRUMENTS) ermittelt. Wihrend der
weiteren Anndherung an die Zellmembran wurde die Widerstandszunahme beobachtet. Zur
Ausbildung eines Abdichtwiderstands im Giga-Ohm Bereich (GQ2-Seal) wurde der anliegende
Uberdruck abgelassen und ein Unterdruck von circa 10 cm Wassersiule appliziert. Von der

nun hergestellten cell-attached Konfiguration (siche Abb. II-8) gelangte man in die whole-
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cell Konfiguration, indem man den Unterdruck im Pipetteninneren kontinuierlich steigerte.
Dies resultierte in einem sprunghaften Riickgang des Systemwiderstands auf Werte im
MQ-Bereich. Wurde nun die Elektrode &uBlerst langsam von der Zelloberfliche
zuriickgezogen, bildete sich die outside-out Konfiguration aus. Dies war u.a. daran zu

erkennen, dass der Systemwiderstand wieder Werte im GQ2-Bereich annahm.

Pipette

Zelle
Unterdruck Pipette

anlegen cell- zuriickziehen

attached

inside-out
whole-
cell

N,

Pipette
zuriickziehen

outside-out

Abb. 11-8: Patch Clamp Konfigurationen.

Nach Ausbildung eines GQ-Seals in der cell-attached Konfiguration wurde der Unterdruck in der
Pipette erhoht. Ein sprunghafter Abfall auf Werte im MQ-Bereich zeigte an, dass der patch zerstort
war und man sich nun in der whole-cell Konfiguration befand. Wurde dann die Pipette sehr langsam
von der Zelloberflache zurickgezogen, gelangte man in die outside-out Konfiguration und der
Widerstand nahm wieder Werte im GQ-Bereich an. Verandert nach Numberger & Draguhn (1996).
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Experimenteller Aufbau und Datenauswertung

Da bei Patch Clamp Messungen iiber eine Elektrode sowohl die Membranspannung detektiert
als auch der Kompensationsstrom appliziert wird, ist eine Modifikation des zuvor
beschriebenen voltage clamp Aufbaus notwendig. Ermdglicht wird diese Art der Messung
durch den Vorverstirker (die sogenannte Headstage, gepunkteter Kasten in Abb. II-9, Seite
35). Das Prinzip beruht darauf, dass das Membranpotenzial (Punkt a) mit dem
Klemmpotenzial (Uk) iiber einen Operationsverstirker verrechnet wird. Weichen beide Werte
voneinander ab, resultiert an Punkt b ein der Abweichung proportionales, jedoch verstérktes
Potenzial. Dies bedingt, dass iiber den Widerstand R ein Strom flie3t, der wiederum das
Potenzial an Punkt a dem Klemmpotenzial angleicht. Die iiber dem Widerstand anliegende
Spannung dient dann zur Berechnung des Kompensationsstroms.

Spannungs- und Stromwerte wurden vom Messverstirker liber einen AD/DA-Wandler an
einen Computer iibertragen (Abb. I1-9). Das verstarkte Stromsignal (200 mV/pA) wurde bei
100 Hz Tiefpass-gefiltert und mit 2 kHz gesampelt. Weiterhin konnte das Rauschen mittels
eines 50 Hz Amplituden-Phasenmodulators reduziert werden.

Einzelkanalmessungen wurden in der cell-attached sowie in der outside-out Konfigaration
durchgefiihrt. Die Applikation von Scherkriften erfolgte ausschlieBlich an outside-out
patches. Dazu wurde der patch vor einer Kapillare (Offnungsdurchmesser ~ 1 mm)
positioniert. Diese war mit einem Perfusionssystem verbunden, welches iiber auBerhalb des
Messstands befindliche Magnetventile gesteuert werden konnte. Perfundiert wurde ORi, der
auch als Badlosung Verwendung fand.

Die Berechnung der Scherkrifte erfolgte wie in Abschnitt 11.4.3 beschrieben. Dabei fanden

folgende Parameter Verwendung:

Volumenstrom: 0,3 ml/min
Offnungsdurchmesser der Scherkapillare: 1 mm
Durchmesser der Patch-Pipettenspitze: I um

Umflossene patch-Oberfldche: 7,9 x 107 m?

Die genannten Parameter resultierten in Scherkridften von ~ 0,2 dyn/cm? (entspricht ~
0,02 Pa).

Zunichst wurde die Kanalaktivitit fiir | min unter basalen Bedingungen (ohne Scherstress)
aufgezeichnet. Anschlieend wurde fiir 1 min laminarer Scherstress appliziert und schlieBlich

10 uM Amilorid perfundiert. Ausgewertet wurde die Hohe der Einzelkanalamplitude sowie
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die Kanalaktivitit jeweils in An- und Abwesenheit von laminarem Scherstress. Zur
Bestimmung der Leitfdhigkeit (chord conductance) wurde die Amplitudenhohe durch die
Klemmspannung im Bereich von -100 bis -20 mV dividiert. Die Berechnung der

Kanalaktivitit (relative Offenwahrscheinlichkeit, NPo) erfolgte nach Gl. II-7.

nt,
T

N
Gl II-7: NP, ="
n=0

NPo: Kanalaktivivtit, relative Offenwahrscheinlichkeit

n: Kanal-Level
N: Gesamtzahl der sichtbaren Kanal-Levels
th: Aufenthaltsdauer im jeweiligen Level
T: Gesamtdauer der Messung
3
2
Klemmverstarker
"= = = = I) 1 I
- - - L - - I) N
. Filter (H APM
|

Oszilloskop
| I
AD/DA Wandler
I I

Computer

Abb. II-9: Aufbau des Patch Clamp Messstands zur Applikation von Scherstress auf Einzelkanale.

Die Messsignale wurden Uber den Vorverstarker (gepunkteter Kasten, Erlauterungen im Text) an den
Klemmverstarker ibertragen. Das Stromsignal wurde bei 100 Hz Tiefpass-gefiltert. Zur Reduktion des
Hintergrundrauschens konnte ein 50 Hz Amplituden-Phasenmodulator (APM) zugeschaltet werden.
Strom und Spannung wurden nach Wandlung Uber einen Analog-Digital-Wandler (AD/DA Wandler)
auf einem Computer gespeichert. Scherkrafte wurden appliziert, indem der Membran-patch (1) in den
Lésungsstrom eines seperaten Perfusionskanals (2) gebracht wurde. (3) Patch Pipette. Up:
Pipettenpotenzial; Ux: Klemmpotenzial; I;: Membranstrom; R: Widerstand. Verandert nach Althaus et
al. (2007) und Numberger & Draguhn (1996).
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Vorzeichenkonventionen

Die Vorzeichenkonvention fiir Patch Clamp Messungen richtet sich nach den Angaben von
Numberger & Draguhn (1996).

Die bei Patch Clamp Messungen angegebene Membranspannung bezieht sich auf die
cytoplasmatische Membranseite, die gegen die Referenzelektrode (Badelektrode) bestimmt
wird. Ein Einwértstsrom stellt einen Strom von Kationen in die Zelle hinein dar (outside-out:
vom Medium in die Pipette, cell-attached: von der Pipette in das Cytosol). Er wird als
negativer Strom bezeichnet und ist in Abbildungen unabhéngig von der Messkonfiguration als

Auslenkung nach unten dargestellt.

1.5 Bestimmung von extrazellularem ATP

Die Bestimmung extrazelluldrer ATP-Konzentrationen wurde mit Hilfe des ATPLite Kits
(PERKIN ELMER) durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um ein bioluminometrisches
Detektionsverfahren. Es basiert auf der Enzymreaktion von Luciferase mit Luciferin, bei
welcher in Gegenwart von ATP und Sauerstoff Licht emittiert wird. Mit Hilfe eines
Luminometers ist es moglich, diese geringen Lichtmengen als elektrische
Potenzialdifferenzen zu detektieren.

Zur ATP-Bestimmung wurde Perfusionslosung herangezogen, die aus der Ussing-Kammer
austrat. Diese wurde in einem Reaktionsgefdl3 aufgefangen und 100 pul davon mit 50 ul Zell-
Lyse Puffer versetzt, welcher unter anderem den fiir die Luciferase-Reaktion benétigten
pH-Wert gewihrleistete. Nach 5 miniitiger Inkubation wurde das Gemisch mit 50 pl
Luciferase-Losung versetzt und unverziiglich in das Luminometer {iiberfiihrt. Die
Lichtemission wurde durch Integration iiber einen Zeitraum von 10 s detektiert. Da die
Lichtemission der ATP-Reaktion je nach verwendetem Kit stark zeitabhéngig ist, wurden die
Proben nach zehnminiitiger Inkubation im Dunkeln erneut gemessen. Damit konnte
abgeschétzt werden, ob es durch nicht einheitliche Probenbehandlung zu einem Messfehler
kommen konnte, der evtl. die Signalstérke iiberlagern wiirde.

Zur Abschitzung der in der Perfusionslosung enthaltenen ATP-Konzentration wurde eine
Kalibrierungskurve mit Losungen bekannter ATP-Konzentration erstellt. In doppelt
logarithmischer Darstellung bestand eine lineare Abhéngigkeit (R* = 1,00) zwischen den
Lumineszenz-Messwerten (ausgegeben in mV Potenzialdifferenz) und der ATP-
Konzentration im Bereich von 10° M bis 10° M ATP. Werte unterhalb dieser Konzentration

flossen nicht in die Bestimmung der linearen Regression ein.
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11.6 Statistik und Datenverarbeitung

Die dargestellten Werte sind arithmetische Mittelwerte = Standardfehler (SEM, standard
error of the mean). Die Anzahl durchgefiihrter Versuche wird mit ,,n* bezeichnet. Dies ist in
den Ussing-Kammer-Experimenten gleichbedeutend mit der Anzahl der untersuchten
Individuen. Bei den Techniken der Patch Clamp bzw. Zwei-Elektroden-Spannungsklemme
gibt ,,N“ die Anzahl der Oocytendonoren an, wihrend ,,n* die Zahl der Einzel-patches bzw.
der untersuchten Oocyten beschreibt.

Die Angaben zu Strom-, Widerstands- und Kapazititswerten der Ussing-Kammer-Messungen
sind auf eine Messflache von 1 cm? bezogen.

Die Mittelwerte wurden, wenn nicht anders angegeben, mit ANOVA (Varianzanalyse) bzw.
gepaartem t-Test auf signifikante Unterschiede gepriift. Das Signifikanzniveau lag bei
p £0,05. Signifikant verschiedene Werte wurden mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Auf
eine weitere Differenzierung in ,,hoch signifikant™ usw. wurde verzichtet.

Die Datenaufzeichnung erfolgte bei Ussing-Kammer-Messungen mittels der Software Chart
(Version 3.6.3, MAacL4B). Die Kapazititmessungen wurden mit Scope (Version 3.6.3,
MacL4B) durchgefiihrt.

Die Patch Clamp Experimente wurden mit dem pClamp Softwarepakt (pStat Version
6.0.5.07, fetchan Version 6.0.6.01, clampex Version 8.0.2.113) von AXON INSTRUMENTS
aufgezeichnet und ausgewertet.

Weiterhin wurden die Programme Excel 2000 und Word 2000 (MICROSOFT) sowie Corel
Draw (Version 10), Photoshop (Version 7.0, ADOBE) und Prism (Version 4.03, GRAPH PA4D)

verwendet.
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1.7 Medien, Puffer und Losungen

Tab. II-3:Medien und Puffer

Medium Substanz Menge

LB Trypton 10 g/l
Hefe Extrakt 54/l
NaCl 10 g/l

LB Agar X\ggrLB Medium + 15 g/l

SOB Pepton 20 g/l
Hefe Extrakt 54/
NaCl 0,549/
KCI 2,5 mM
MgSO, 20 mM
(pH = 7 mit HCI)

SOC SOB + 20 mM Glucose

FSB KCI 100 mM
K-Acetat 10 mM
MnCl, 45 mM
CoCl; 3mM
CaCl, 10 mM
Glycerin 10 % (w/v)
(pH = 6,4 mit HCI)

TAE Tris 48,5 g/l
Na,EDTA 3,7 g/l
Essigsaure 12 g/l

PBS NaH,PO, x 2H,0 1,2 mM
Na,HPO, x 2H,0 3,9 mM
NaCl 22,4 g/l

PBS+S Wie PBS + 22,4 g/l NaCl
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Tab. lI-4: Losungen zur Isolation von Xenopus Oocyten (Konzentrationen in mM).

NaCl 90 10 90
KCI 1 1 1
CaCl, 2 2 -
MgCl, - - 1
HEPES 5 5 5
Na'-Pyruvat 2,5 2,5 -
Penicillin G 0,06 0,06 -
Streptomycinsulfat 0,02 0,02 -
NMDG - 80 -
EGTA - - 1
pH 7.4 7.4 7.4

KulOri: Kultur-Oocyten-Ringerlésung; ORi: Oocyten-Ringerldsung. Die Chlorid-Konzentration (und
Osmolaritat) der NMDG-haltigen Lésungen ergab sich durch Einstellen des pH-Werts mit HCI.

Tab. 1I-5: Loésungen fir Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp und Patch Clamp Untersuchungen an
Xenopus Oocyten (Konzentrationen in mM).

NaCl 90 5 -
KCl 1 90 140
CaCl, 2 1 1
MgCl, - - 2
HEPES 5 5 10
EGTA - - 11
pH 7.4 7.4 7,2

In cell-attached Messungen wurde ORI als Pipettenlésung verwendet. In outside-out Losungen wurde
ORi als Badlosung verwendet. ORi: Oocyten-Ringerlésung. pH mit Trisma bzw. HCI.
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Tab. 1I-6: Losungen fiir Ussing-Kammer-Experimente an Xenopus Lungen | (Konzentrationen in mM).

NaCl

KCI
CaCl,
MgCl,
HEPES
Glucose
NMDG-CI
Mannitol

Osmolaritat [mosm/I]

100

227

10

100

227

100

3

227

103

227

Angaben in mM. pH = 7,4 mit Trisma bzw. HCI. NRS: Normal-Ringerlésung. Die Chlorid-Konzentration

(und Osmolaritat) der NMDG-haltigen Lésungen ergab sich durch Einstellen des pH-Werts mit HCI.

NaCl
KCI
CaCl,
MgCl,
HEPES
Glucose
Mannitol
NMDG

Osmolaritat [mosm/I]

50

10

100

227

50

127

50

10

50

227

25

10

75

227

Tab. II-7: Losungen fur Ussing-Kammer-Experimente an Xenopus Lungen |l (Konzentrationen in mM).

50

53

227

Angaben in mM. pH = 7,4 mit Trisma bzw. HCI. Die Chlorid-Konzentration (und Osmolaritat) der

NMDG-haltigen Lésungen ergab sich durch Einstellen des pH-Werts mit HCI.
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Tab. 1I-8: Lésungen fir Ussing-Kammer-Experimente an Xenopus Lungen Il (Konzentrationen in
mM).

Cl'-frei

Na"-Gluconat 100
K"-Gluconat 3
CaSO, 1
MgSO, 1
HEPES 5
Glucose 10
Mannitol 2
Osmolaritat [mosm/I] 227

Angaben in mM. pH = 7,4 mit Trisma bzw. Gluconsaure.
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Tab. 11-9: Verwendete Stammldsungen.

Substanz Losungsmittel Stammloésung [mM]
Amilorid ddH,O 10
Apamin ddH,O 1

BAPTA/AM DMSO 100

Charybdotoxin ddH,O 0,1

Chlorzoxazon DMSO 500

Clofilium-Tosylat ddH,O 20
Clotrimazol Methanol 50
Econazol DMSO 50
GdCl, ddH,0 300 bzw. 10
Glibenclamid DMSO 100
lonomycin DMSO 10
LaCl, ddH,0 100
NFA 1 M NaOH 500
Quinin Methanol 500
Tamoxifen DMSO 50
Thapsigargin DMSO 5
TRAM-34 DMSO 50

ddH,O: doppelt destilliertes Wasser; DMSO: Dimethylsulfoxid.
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. Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss mechanischer Kréfte auf den pulmonalen
Ionentransport  untersucht. Als  Untersuchungsobjekte  dienten einerseits native
Lungenpriparate von Xenopus laevis an denen eine mechanische Reizung durch Erhéhung
des hydrostatischen Drucks hervorgerufen wurde. In weiteren Experimenten an heterolog
exprimierten humanen epithelialen Natriumkandlen (hENaCs), welche aus Lungengewebe
kloniert wurden, konnte die Auswirkung von Scherkriften auf die Funktionsweise eines

isolierten Transportproteins beleuchtet werden.

/ll.1 Elektrophysiologische Charakterisierung der Lunge von

Xenopus laevis

Die nativen Lungenprdparate von Xenopus laevis wurden zur Untersuchung des
transepithelialen Ionenstroms in modifizierte Ussing-Kammern (siche Abb. 1I-6, Seite 27)
eingesetzt und von beiden Seiten mit normaler Ringer-Losung (normal Ringer’s solution,
NRS) perfundiert. Zunichst wurde im open circuit Modus die spontane transepitheliale
Potenzialdifferenz protokolliert, die sich innerhalb einiger Minuten einem Plateauwert
anndherte (Tab. III-1). Anschlieend wurde das transepitheliale Potenzial auf 0 V geklemmt
und der resultierende Kurzschlussstrom (short circuit current, Isc) in Abhéngigkeit von der
Zeit aufgezeichnet. Wie bereits von Fronius (2003) beschrieben, sank der Isc direkt nach dem
Start der Messung zunéchst ab, stabilisierte sich jedoch innerhalb eines Zeitraums von bis zu
vier Stunden auf einem Plateauwert. Experimentelle Modifikationen wie Druck- oder
Pharmaka-Applikation wurden, wenn nicht anders vermerkt, erst nach Erreichen des

Plateauwerts vorgenommen.

Tab. lll-1: Elektrophysiologische Parameter der untersuchten Lungen von Xenopus laevis.

Vi [mV] Isc [MA x cm™] R [Q x cm?]
-14,82 + 0,37 40,32 + 0,92 331+6
(n =307) (n=216) (n=216)

Native Lungenpraparate wurden in Ussing-Kammern kontinuierlich mit normaler Ringerlésung (NRS,
siehe Tab. 1I-6, Seite 39) perfundiert. V;: transepitheliale Potenzialdifferenz. Isc: Kurzschlussstrom. R;:
transepithelialer Widerstand. Die Parameter Isc und R; wurden nach Erreichen eines Stromplateaus
aufgenommen. V; wurde unmittelbar nach Einspannen der Praparate in die Ussing-Kammer
protokolliert.
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ll1.2 Veranderunqg der elektrophysiologischen Eigenschaften durch

Druckapplikation

lll.2.1 Auswirkung auf den Kurzschlussstrom und den Widerstand

Nach Einstellung eines konstanten Stromwertes wurde der Einfluss mechanischer Krifte auf
den transepithelialen Ionenstrom untersucht. Dazu wurde der hydrostatische Druck, der auf
dem Pridparat lastete, durch Verdnderung der Wassersdulenhohe modifiziert. Eine Erhohung
der Wassersdule um 5 cm auf der apikalen Seite des Priaparats bewirkte einen Riickgang des
Kurzschlussstroms (Isc) auf circa 80 % des Ausgangswerts (Abb. III-1, Tab. III-2). Der
zeitliche Verlauf der Druck-induzierten Strominhibition kann durch drei Typen kategorisiert
werden (Abb. III-2): (A) eine schnelle Inhibition innerhalb weniger Sekunden gefolgt von
einem langsameren Stromriickgang; (B) eine schnelle Strominhibition gefolgt von einer
transienten Stimulation; (C) eine initiale kurzzeitige Stromstimulation, die allerdings
innerhalb einiger Minuten in eine Netto-Inhibition iibergeht. In 21 von 342 Versuchen
(entspricht 6 %) war eine Netto-Stimulation des Isc nach Druckapplikation zu beobachten.
Diese Messungen wurden nicht zur Auswertung herangezogen. Nach circa 10 Minuten
erreichte die Druck-induzierte Strominhibition ihre grofite Auslenkung und die Erh6hung der
Wassersdule um 5cm wurde riickgidngig gemacht. Daraufhin stellte sich ein neuer
Plateauwert ein, der mit circa 120 % signifikant iiber dem Wert vor Druckapplikation lag.
Zusammengenommen hatte die Erhohung des hydrostatischen Drucks also einen dualen
Effekt: als direkte Folge der mechanischen Reizung war ein Riickgang des Isc zu verzeichnen,
wihrend sich nach Wegnahme des transepithelialen Druckgradienten eine Stromstimulation

ergab.
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Abb. 1lI-1:Druck-induzierte Strominhibition.

(A) Eine Erhéhung des hydrostatischen Drucks um 5 cm Wassersaule (schwarzer Balken, 5 cm) auf
der apikalen Gewebsseite resultierte in einer Verminderung des Kurzschlussstroms (lsc). Nach
Beendigung der Druckeinwirkung stieg der Isc an und erreichte Werte, welche signifikant Gber dem
Ausgangsplateau (vor Druck) lagen. (B) Statistische Auswertung von 216 Experimenten, wie in
Abbildung A gezeigt. Dargestellt ist das Verhalinis des jeweiligen Stroms (l) in Bezug zum Stromwert
unmittelbar vor Druckeinwirkung (vor Druck). 5 cm: Strom wahrend mechanischer Reizung durch
Erhéhung des hydrostatischen Drucks auf 5 cm Wassersaule. Nach Druck: Stromwert nach
Beendigung der Druckeinwirkung und Erreichen eines Plateaus. *: signifikant verschieden vom
vorherigen Wert; #: signifikant verschieden.

Tab. lll-2: Druck-induzierte Anderung des Kurzschlussstroms (lsc).

vor Druck 5cm nach Druck

lsc [MA X cm?] 40,32 + 0,92 31,74 + 0,84* 48,10 + 1,00

Eine Erhdhung der hydrostatischen Wassersaule auf der apikalen Gewebsseite um 5 cm reduzierte
den lsc. Nach Beendigung der Druckeinwirkung stieg der lsc signifikant Gber den Wert vor Druckgabe

an. *: signifikant verschieden vom vorherigen Wert; #: signifikant verschieden vom Ausgansgswert vor
Druck. n = 216.
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Abb. 1lI-2: Unterschiedliche Auspragung der Druck-induzierten Strominhibition.

Die Abbildungen zeigen die Reaktion des Kurzschlussstroms (lsc) auf eine Erhéhung der apikalen
Wassersdule um 5 cm (schwarzer Balken, 5 cm). In allen Fallen war eine Reduktion des
transepithelialen Stroms zu erkennen, die in (A) aus einer schnellen sowie einer langsamen
Komponente besteht. In (B) und (C) trat zusatzlich eine transiente Stromstimulation auf. In (C) fallt
diese sogar so stark aus, dass die in (A) und (B) zu beobachtende schnelle Inhibition zunachst
Uberlagert wird.

Ein dhnliches Ergebnis konnte beobachtet werden, wenn die Druckapplikation von der
basolateralen Seite erfolgte: auch hier war zunéchst eine Reduktion des Igc auf circa 70 % zu
verzeichnen. Nach Beendigung der Druckeinwirkung stieg der Strom &dhnlich der apikalen
Applikation auf circa 120 % des Ausgangswertes. Wie in Abb. I1I-3 zu erkennen ist, war bei
basolateraler Reizung in einigen Messungen ein oszillierender Stromverlauf nach
Beeendigung der Druckeinwirkung festzustellen.

Eine weitere Messreihe, in der Druck zundchst nur von apikal und spéter nur von basolateral
appliziert wurde, ergab keinen signifikanten Unterschied in der Druck-induzierten

Strominhibition (Abb. III-3).
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Abb. llI-3: Druck-induzierte Strominhibition nach basolateraler Erh6hung des hydrostatischen Drucks.
(A) Eine Druckapplikation (5 cm) von der basolateralen Seite resultierte in einem Stromriickgang.
Nach Entfernung des mechanischen Stimulus stieg der Strom signifikant Gber das Ausgangsniveau
an. Im Gegensatz zu Experimenten mit apikaler Druckapplikation folgte in einigen Messungen auf die
Druckwegnahme ein osszillierender Stromverlauf. (B) Statistische Auswertung von 9 Messungen. (C)
Statistische Auswertung einer Messreihe, in der Druck zunachst nur von apikal und anschlieRend nur
von basolateral appliziert wurde (n = 7). Die Hoéhe der Druck-induzierten Strominhibition war
unabhangig von der stimulierten Gewebsseite. *: signifikant verschieden vom vorherigen Wert; #:
signifikant verschieden; n.s.: nicht signifikant verschieden.

Der beobachtete Druckeffekt konnte einerseits durch eine Stauchung der Zellen eingeleitet
werden, die durch die Erhéhung des hydrostatischen Drucks hervorgerufen wird. Andererseits
konnte es aber auch zu einer Dehnung der Membran kommen, wenn die Druckapplikation
eine Aufblahung des Priparats bedingt. Um diese beiden Mdglichkeiten zu eruieren, wurden
Messungen durchgefiihrt, in denen ein Aufbldhen des Pridparats unterbunden werden sollte.
Dies erfolgte zum einen durch eine Abstiitzung des Gewebes mit Hilfe eines Nylonnetzes und

zum anderen durch eine gleichzeitige Erhohung des Drucks auf der apikalen sowie der
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basolateralen Seite. In beiden Versuchsreihen unterblieb die Druck-induzierte Strominhibition
(Abb. II1-4, Abb. III-5). Wihrend eine beidseitige Erh6hung der Wassersdule den Ig¢ nicht
signifikant verdnderte, konnte bei apikaler Druckapplikation in Verbindung mit einer
Abstiitzung des Gewebes durch ein Nylonnetz eine Stromstimulation verzeichnet werden.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass eine Erhhung des hydrostatischen Drucks
um 5 cm Wassersdule nur dann zu einer Inhibition des Isc flihrt, wenn es zu einer Ausbildung

eines transepithelialen Druckgradienten kommt, und sich das Gewebe ausdehnen kann.
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Abb. llI-4: Beeinflussung des Kurzschlussstroms (Isc) durch beidseitige Erhéhung der Wassersaule.
Eine gleichzeitige Erhéhung der Wassersaule auf der apikalen sowie der basolateralen Gewebsseite
um jeweils 5cm Wassersaule (5/5) veranderte den lIsc nicht, wohingegen eine mechanische
Stimulation von der apikalen Seite allein (5 cm) den Strom verminderte. (B) Statistische Auswertung
von 7 Experimenten. Angegeben ist das Verhaltnis des Stroms wahrend mechanischer Reizung (I s¢m)
zum Strom vor Druck-applikation (I o). *: signifikant verschieden.
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Abb. I1lI-5: Eine Gewebsabstitzung mittels eines Nylonnetzes verhinderte die Inhibition des

Kurzschlussstrroms (lsc) wahrend der Erhdhung des hydrostatischen Drucks.

(A) Eine Druckapplikation (5 cm) fuhrte nach einer Latenzzeit von einigen Minuten zu einer
Stimulation des Isc. (B) Statistische Auswertung von 6 Messungen. *: signifikant verschieden vom
vorherigen Wert; #: signifikant verschieden.

Neben dem Kurzschlussstrom wurde auch der Gewebswiderstand wéhrend der apikalen
Erhohung der Wassersdule betrachtet (Abb. III-6). Dieser reduzierte sich unter
Druckeinwirkung von 331 £ 6 Q x cm? auf 304 £7 Q x cm?, was einer Verringerung von
8+ 1 % (n = 216) entsprach. Auch nach Beendigung der Druckeinwirkung und Einstellung
eines neuen Stromplateaus blieb der Widerstand unveridndert bei 304 + 6 QO x cm? (n = 216).

Eine Reduktion des Widerstandswertes tritt im Verlauf der Messungen allerdings auch ohne
den Einfluss von hydrostatischem Druck auf. Vergleicht man den Wert zu Messbeginn mit
demjenigen direkt vor Druckapplikation, so ist auch hier eine Reduktion des Widerstands um

6 = 1 % zu verzeichnen (Abb. II1-6).
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Abb. 1lI-6: Auftragung des Widerstands zu verschiedenen Messzeitpunkten.

Der Widerstand verringert sich im Laufe der Messung. Sowohl wahrend der Equilibrierungsphase vom
Messbeginn bis unmittelbar vor Druckapplikation (vor Druck) als auch wahrend der Druckapplikation
(5 cm) ist eine signifikante Reduktion des Widerstands zu beobachten. Nach Beendingung der
Druckeinwirkung (nach Druck) verandert sich der Widerstandswert nicht mehr signifikant. *: signifikant
verschieden vom vorherigen Wert.

lll.2.2 Auswirkung auf die transepitheliale Potenzialdifferenz

Neben Messungen des Kurzschlussstroms im voltage clamp Modus wurden auch
Potenzialmessungen im current clamp Modus durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass die
transepitheliale Potenzialdifferenz (Vi) durch Druckeinwirkung auf circa 75 % des
Ausgangswertes vermindert wurde (Abb. III-7, Tab. III-3). Nach Beendigung der
Druckeinwirkung stieg V. auf Werte, die tendenziell groBer waren als diejenigen vor
Druckapplikation (104 + 2 %; p = 0,068; bei 2 von 14 Versuchen wurde der Ausgangswert
nicht mehr erreicht). Im Gegensatz zu voltage clamp Messungen, in denen nach
Druckwegnahme eine deutliche Stromstimulation iiber das Ausgangsniveau hinaus zu
verzeichnen war, trat ein stimulatorischer Effekt auf V, bei current clamp Messungen also nur

sehr viel schwicher auf.
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Abb. llI-7: Auswirkung einer mechanischen Stimulation auf die transepitheliale Potenzial-differenz
(V).

Eine Erhéhung des hydrostatischen Drucks um 5 cm Wassersaule auf der apikalen Gewebsseite (5
cm) reduzierte die transepitheliale Potenzialdifferenz (Vy). (B) Statistische Auswertung von 14
Versuchen. Die Werte vor Druck und nach Druck unterschieden sich tendenziell (p = 0,068). *:
signifikant verschieden vom vorherigen Wert.

Tab. llI-3: Anderung der transepithelialen Potenzialdifferenz durch Druckeinwirkung.

vor Druck 5cm nach Druck

V¢ [mV] -22,89 + 2,29 -17,59 + 2,05* -23,68 + 2,43

Die lumennegative Potenzialdifferenz (V;) reduzierte sich nach Erh6hung des hydrostatischen Drucks
auf der apikalen Gewebsseite (5 cm). Nach Beendigung der Druckeinwirkung stieg V, tendenziell an (p
= 0,068). *signifikant verschieden vom Wert vor Druckapplikation. n = 14.

11l.2.3 Auswirkung auf die Austauschoberflache

Die morphologische Gliederung der Amphibienlunge in sogenannte ,,Luftsdcke® (air sacs,
Meban 1973) konnte bedingen, dass es wiahrend der Druckapplikation zum Verschluss von
Teilen dieser Strukturen kommt. Dies wiirde eine Reduktion in der Ionenaustauschoberflache
hervorrufen und konnte damit ursichlich fiir die beobachtete Stromreduktion sein. Weiterhin
konnte von Lewis & de Moura (1982) nachgewiesen werden, dass eine Erhohung des
hydrostatischen Drucks an der Harnblase zu einer Fusion von submembranen Vesikeln fiihrte,
was eine Vergroerung der Membranoberfliche nach sich zog. Diese Vesikel enthielten
priaformierte Kanalproteine, so dass sich die Leitfdhigkeit des Gewebes dnderte. Dieser
Umstand wiederum konnte die in der vorliegenden Arbeit beobachtete langfristige

Stimulation des Isc im Anschluss an die Druckapplikation erkldren.




Ergebnisse 52

Sowohl dem Verschluss der ,,.Luftsidcke wie auch der Fusion submembraner Vesikel ist eine
Verdnderung der epithelialen Membranoberfliche gemeinsam. Um zu iiberpriifen, ob eine
Erhohung des hydrostatischen Drucks zu einer Veranderung der Austauschoberflidche fiihrte,
wurden Kapazititmessungen durchgefiihrt. Dabei wurde die Kapazitét vor, wahrend und nach
Druckapplikation bestimmt. Die Kapazititsmessung nach Druck erfolgte bei Erreichen eines
Stromplateaus (circa 10 - 20 Minuten nach Druckwegnahme). Die in Tab. III-4 und Abb.
IT1-8 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die Membranoberfldche lediglich fiir die Dauer der
Druckeinwirkung um circa 16 £ 6 % (n = 9) erhoht war und anschlieBend auf das

Ausgangsniveau zurlickkehrte.
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Abb. IlI-8: Veranderung der transepithelialen Kapazitdt (C;) als Folge einer Erhdhung des

hydrostatischen Drucks auf der apikalen Gewebsseite.

Wahrend der Druckeinwirkung (5 cm) nahm die Kapazitdt zu, erreichte nach Beendigung der
mechanischen Reizung und Einstellung eines Stromplateaus (nach Druck) jedoch wieder das
Ausgangsniveau (n = 9).

Tab. lll-4: Anderung der transepithelialen Kapazitat (C;) durch Druckeinwirkung.

vor Druck 5cm nach Druck

C: [WF x cm?] 26,89 + 2,90 30,58 + 3,05* 2513+ 2,18

Die Kapazitat wurde als Maf fir die Membranoberflache bestimmt. Eine Druckapplikation (5 cm) hatte
eine geringe Zunahme der Kapazitdt zur Folge. Nach Beendigung der Druckeinwirkung und
Einstellung eines Stromplateaus (nach Druck) kehrte die Kapazitat auf das Ausgangsniveau zurick. *:
signifikant verschieden vom Wert vor Druckapplikation. n = 9.




Ergebnisse 53

lll.2.4 Reproduzierbarkeit des Druckeffektes und Einfluss von

Losungsmitteln

Zur spiteren pharmakologischen Charakterisierung des Druckeffekts (siehe II1.4) musste
untersucht werden, ob die Grofe der Druck-induzierten Strominhibition durch zweimalige
Applikation von mechanischem Stress allein signifikant verdndert wurde. Zu diesem Zweck
wurde eine Messreihe durchgefiihrt, in welcher die Lungenpriparate zweimal dem Einfluss
von hydrostatischem Druck ausgesetzt wurden (Abb. III-9). Die erste Druckapplikation
resultierte in einer Strominhibition auf 71 £ 5 % (n = 11) des Ausgangswertes. Nach
Beendigung des mechanischen Reizes equilibrierte sich der Isc, so dass die Wassersdule auf
der apikalen Kammerseite erneut um 5 cm erhoht werden konnte. Dies bewirkte ein erneutes
Absinken des Kurzschlussstroms auf 73 + 4 % des Wertes vor Druckapplikation. Ein
Vergleich der beiden Werte mit dem gepaarten t-Test zeigte keinen signifikanten Unterschied.
Es kann daher festgehalten werden, dass die Druck-induzierte Strominhibition reproduzierbar
war und die GroBe des Effekts bei Wiederholung nicht verdndert wurde.

Da einige der in spédteren Versuchen verwendeten Pharmaka in Methanol oder
Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst waren, wurde in einer weiteren Messreihe der Einfluss
dieser Losungsvermittler allein auf den Druckeffekt untersucht. Weder die Applikation von
0,1 % Methanol noch diejenige von 0,1 % DMSO hatte einen Einfluss auf die Hohe des
Druck-induzierten Stroms (Abb. I11-9).
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Abb. 11I-9: Wiederholbarkeit des Druckeffekts und Einfluss von Ldsungsmitteln.

Dargestellt ist das Verhaltnis des Stroms unter Druck (I s;m) in Bezug zum Ausgangsplateau vor
Druckeinwirkung (I 9 ¢m). (A) Die Druck-induzierte Strominhibition erwies sich als wiederholbar. Die
Grole der Strominhibition anderte sich nach zweimaliger Applikation nicht (n = 11). Die Losungsmittel
(B) Dimethylsulfoxid (DMSO, n = 5) und (C) Methanol (n = 7) hatten keinen Einfluss auf die Hohe des
Druckeffekts. Kontrolle: ohne Losungsmittel.

1.3 Bestimmung von extrazellularem ATP

In diversen Arbeiten konnte nachgewiesen werden, dass eine mechanische Stimulation von
Zellen oder Geweben zu einer Freisetzung von ATP fiihrt (Homolya et al. 2000; Maroto &
Hamill 2001; Knight et al. 2002; Patel et al. 2005). Da Fronius et al. (2004) zeigen konnten,
dass extrazelluldre Nukleotide regulatorisch auf den lonentransport an der Xenopus Lunge
wirken, sollte in den folgenden Versuchen der Frage nachgegangen werden, ob
Druckapplikation auch an der Froschlunge eine ATP Freisetzung bedingte. Extrazelluldres
ATP wurde dazu mittels eines bioluminometrischen Assays nachgewiesen. Hier machte man
sich die Enzymreaktion von Luciferase mit Luciferin zu nutze, die nur in Gegenwart von ATP
ablduft und dann zu einer Lichtemission fiihrt. Dazu wurde die ATP-Konzentration in der aus

der Kammer austretenden Perfusionslosung vor, wahrend und nach Druckapplikation erfasst



Ergebnisse 55

(Abb. III-10). Unmittelbar nach mechanischer Reizung konnte ein Anstieg des ATP Gehalts
in der apikalen Perfusionslosung detektiert werden. Es handelte sich dabei um einen
transienten Effekt, der noch wihrend der Druckeinwirkung ausklang. Die ATP-Konzentration
der apikalen Perfusionslosung stieg dabei von einem Basiswert von 6 £ 2 nM auf 41 + 17 nM
an. Nach Beendigung der mechanischen Reizung und dem Einstellen eines erneuten
Stromplateaus kehrte die ATP-Konzentration auf Werte zuriick, die nicht signifikant

verschieden waren von denjenigen vor Druckapplikation (4 £ 1 nM).

ATP [nM]

*
0 [ I I L

vor Druck 5cm nach Druck

Abb. IlI-10: Mechanische Stimulation flihrte zu einer transienten Freisetzung von ATP.

Unmittelbar nach Erhéhung des hydrostatischen Drucks auf der apikalen Gewebsseite (5 cm) konnte
ein Anstieg der ATP-Konzentration in der apikalen Perfusionslésung festgestellt werden. Nach
Wegnahme des Druckgradienten und Einstellen eines neuen Stromplateaus (nach Druck) erreichte
die ATP-Konzentration wieder die Ausgangswerte (n = 18). *:signifikant verschieden vom vorherigen
Wert; n.s.: nicht signifikant verschieden.

ll.4 Pharmakologische Charakterisierung der Druck-induzierten

Anderung des Kurschlussstroms

Die schnelle Reaktion auf mechanische Reizung in Form einer Anderung der elektrischen
Eigenschaften des Gewebes machen eine Beteiligung von lonenkandlen wahrscheinlich.
Daher wurde in den folgenden Versuchsreihen der Einfluss unterschiedlicher Ionenkanal-
Modulatoren auf den Druckeffekt untersucht. Die Messungen folgten dabei einem @hnlichen
Protokoll. Zundchst wurde die Hohe der Druck-induzierten Strominhibition unter
Kontrollbedingungen (NRS, wenn nicht anders vermerkt) bestimmt. Danach erfolgte eine

Anderung der Versuchsbedingungen in Form von Pharmaka-Applikation oder Verinderung
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der ionalen bzw. osmotischen Losungszusammensetzung und der Druckeffekt wurde erneut
bestimmt. Auf diese Weise wurden Wertepaare erhalten, die mit dem gepaarten t-Test

hinsichtlich ihrer Signifikanz verglichen werden konnten.

111.4.1 Einfluss von Natrium-Kanalblockern

In verschiedenen Arbeiten wurde bereits beschrieben, dass der groflte Teil des
transepithelialen Stroms an der Xenopus Lunge Amilorid-sensitiv ist und damit als Strom
durch apikale epitheliale Natriumkanéle (ENaCs) interpretiert werden kann (Fischer et al.
1989; Fischer & Clauss 1990; Kim 1990; Puoti et al. 1995; Baxendale-Cox 1999; Fronius et
al. 2003; Fronius et al. 2004; Berk et al. 2004). Damit lag es nahe, zunéchst die Beteiligung
von Na'-Kanilen an der Druck-induzierten Strominhibition zu untersuchen. Zu diesem Zweck
wurde in einer ersten Versuchsreihe die Perfusionslosung auf beiden Gewebsseiten gegen eine
Na'-freie Losung (Na" dquimolar substituiert durch NMDG") ausgetauscht (Abb. ITI-11). Ein
weiterer Ansatz war die Blockade apikaler epithelialer Na™ Kanile durch den spezifischen
Blocker Amilorid (10 uM). In beiden Fillen ergab sich zunéchst eine deutliche Reduktion des
Kurzschlussstroms. Wurde der Druckeffekt unter diesen Bedingungen mit demjenigen aus
Kontrollmessungen verglichen, zeigte sich, dass die absolute Druck-induzierte
Strominhibition deutlich geringer ausfiel. Allerdings muss beriicksichtigt werden, dass der
Druckeffekt von der Hohe des Ausgangsstroms (0 cm Wassersdule) abhidngig sein kann. Das
bedeutet, dass die Druck-induzierte Strominhibition umso kleiner ausfillt, je geringer der
Ausgangstrom ist. Um diesen Uberlegungen Rechnung zu tragen, wurde die Druck-induzierte
Hemmung (Isc bei 5 cm Wassersdule) mit dem Ausgangsstrom unmittelbar vor der jeweiligen
Druckapplikation (Isc bei 0 cm Wassersdule) ins Verhéltnis gesetzt. Ein Vergleich der
prozentualen Inhibitionen ergab fiir die Applikation von 10 pM Amilorid keinen signifikanten
Unterschied im Vergleich zu Kontrollmessungen unter NRS. Ein dhnliches Resultat ergaben
die Messungen mit Na'-freier Ringerlosung: auch hier war zwar die absolute Hohe der Druck-
induzierten Strominhibition verringert. Wurde diese jedoch mit dem Ausgangsstrom (0 cm
Wassersédule) ins Verhdltnis gesetzt, konnten auch hier keine signifikanten Unterschiede im

Vergleich zu Kontrollmessungen unter NRS festgestellt werden.
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Abb. llI-11: Einfluss von 10 yM Amilorid auf den Druckeffekt.

(A) In Gegenwart von 10 uM Amilorid (apikal) verandert eine Druckapplikation (weifer Balken) den
Kurzschlussstrom (lsc) weniger stark als unter Kontrollbedingungen. (B) Statistische Auswertung von
7 Versuchen. Aufgetragen ist die absolute Anderung des Stroms durch Erhéhung der apikalen
Wassersaule auf 5 cm (Al pue)- (C) Im Gegensatz zu (B) wurden hier die relativen Stromanderungen
betrachtet. Der Strom wahrend Druckapplikation (I s.n) wurde dabei zum Strom unmittelbar vor
Druckapplikation (I ¢.m) ins Verhalinis gesetzt. Die relative Druck-induzierte Strominhibition wurde
durch 10 yM Amilorid nicht beeinflusst. *: signifikant verschieden; n.s.: nicht signifikant verschieden.

Aufgrund mehrfacher Hinweise in der Literatur (Leffert et al. 1982; Briggman et al. 1983;
Davis & Czech 1985; Kleyman & Cragoe 1988; David et al. 1993) wurde im Folgenden
untersucht, ob eine Blockade der ENaCs Auswirkungen auf weitere Leitfahigkeiten mit sich
bringt. Dazu wurde die Wirkung des Chlorid-Kanalblockers DIDS in An- und Abwesenheit
von 10 uM Amilorid studiert. Es zeigte sich, dass die apikale Perfusion von 500 uM DIDS
den Isc in Abwesenheit von Amilorid signifikant um 5,81 £ 0,80 pA (n = 9) inhibierte. Wurde
das Gewebe jedoch zundchst mit 10 uM Amilorid perfundiert, resultierte die zusitzliche
Applikation von DIDS in einer signifikant geringeren Strominhbition von lediglich 0,49 +
0,22 pA (n=6, p < 0,01). Dies legt den Schluss nahe, dass die Behandlung mit 10 pM
Amilorid nicht allein die Na'-Resorption durch ENaCs reduziert, sondern auch weitere

Leitfahigkeiten im Lungenepithel von Xenopus laevis indirekt beeinflusst.
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Eine anschlieBende Versuchsreihe zielte daher darauf ab, den ENaC-getragenen Stromfluss zu
vermindern, ohne ihn jedoch komplett zu unterbinden. Experimente, bei denen die
Na'-Konzentration der Perfusionslosung beidseitig von 100 mM Na' (Kontrollbedingungen)
auf 25 bzw. 50 mM Na' reduziert wurde, zeigten eine deutlich verstirkte Druck-induzierte
Strominhibition (Abb. III-12). Ein &hnliches Resultat zeigte sich nach apikaler Perfusion von
1 uM Amilorid. Auch hier war der Druckeffekt im Vergleich zu Kontrollmessungen (ohne
Amilorid) stark vergrofert.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Erhohung des hydrostatischen Drucks die
Na'-Reabsorption durch epitheliale Na'-Kanile beeinflusst. Allerdings ist die Druck-
induzierte Netto-Inhibition nicht auf den Riickgang der Na'-Reabsorption zuriickzufiihren, da
ansonsten unter Amilorid-Perfusion ein Riickgang des Effekts zu erwarten gewesen wire.
Vielmehr deuten die Ergebnisse darauf hin, dass sich die Druck-induzierte Inhibition aus
mehreren Komponenten zusammensetzt: neben Reaktionen, die offensichtlich zu einer
Hemmung des Igc flihren, tritt auch eine Stimulation von ENaCs auf, die der hemmenden
Komponente entgegenwirkt. Wird die ENaC-Stimulation durch 1 puM Amilorid partiell

unterbunden, tritt die hemmende Komponente noch prominenter in Erscheinung.



Ergebnisse 59

>

501
— 407 1 uM Amilorid
N
£
O 301
X
g_ 201 —
Rl
@
= 10
—/
10 min
0- I
B 50 C 1.0- C—JKontrolle
= oo
40 0.8
& = * *
E [$]
G 30 = "l |*
x —
—
< — g 0.4
= 204 T2}
el —
@ 0.24
= 10
] 0.0
oJ 10min 1M Amil. 25 Na* 50 Na*

Abb. llI-12: Einfluss einer reduzierten Na*-Leitfahigkeit auf den Druckeffekt.

(A) Die apikale Perfusion von 1 yM Amilorid inhibierte den Kurzschlussstrom um circa 50 %. Die
Druck-induzierte Strominhibition (weifer Balken) fiel unter diesen Bedingungen deutlich starker aus
als unter Kontrollbedingungen (ohne Amilorid). (B) Eine Na'-reduzierte Perfusionslésung (50 Na®)
zeigte ein ahnliches Bild wie die Verwendung von 1 uM Amilorid. (C) Statistische Auswertung von 7 (1
UM Amilo sowie 25 Na* ) bzw. 8 (50 Na* ) Experimenten. 50 Na" = 50 mM Na®, 25 Na* =25 mM Na".
Na® wurde &quimolar durch NMDG" substituiert. *: signifikant verschieden von den jeweiligen
Kontrolimessungen.

111.4.2 Einfluss von Chlorid-Kanalblockern

Untersuchungen an Na'-Leitfihigkeiten zeigten, dass es durch mechanische Reizung zu einer
verstirkten Na'-Resorption kam. Eine Erhohung der Na'-Resorption alleine wiirde sich
allerdings als Stromstimulation bemerkbar machen. Damit konnen Na'-Kanile nicht
ursdchlich fiir die beobachtete Druck-induzierte Strominhibition sein. Neben einer
ausgeprigten Na -Leitfahigkeit verfiigt die Xenopus Lunge desweiteren iiber C1” sekretierende
Eigenschaften (Fronius ef al. 2004; Sommer et al. 2007). Da sich eine Verminderung der

Chlorid-Sekretion in einer Hemmung des Isc auswirken wiirde, wurde in den folgenden



Ergebnisse 60

Experimenten eine Beteiligung von Chlorid-Kanidlen an der Vermittlung des Druckeffekts
untersucht. In Gegenwart der Chlorid-Kanalblocker NFA (250 uM bzw. 500 uM) und DIDS
(500 puM) im apikalen Kammerkompartiment fiel die Druck-induzierte Strominhibition
deutlich stirker aus als unter Kontrollbedingungen (ohne Pharmaka) (Abb. III-13, Abb.
I1I-14). Damit kann die Hemmung des Isc wéhrend der Druckapplikation nicht auf einen
Riickgang der Chlorid-Sekretion zuriickgefiihrt werden. Vielmehr deuten die Ergebnisse
darauf hin, dass eine mechanische Reizung des Epithels zu einer verstirkten Sekretion von
Chlorid - und damit zu einer Stimulation des Isc - fithrt. Wird die stimulatorische Chlorid-

Sekretion geblockt, so fillt die Strominhibition starker aus als unter Kontrollbedingungen.
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Abb. IlI-13: Die apikale Perfusion von 500 uM DIDS vergrof3ert den Druckeffekt.

(A) Die Applikation von DIDS bewirkte eine Hemmung des Kurzschlussstroms (Isc). Eine
darauffolgende Erhéhung des hydrostatischen Drucks in der apikalen Kammerhalfte um 5 cm lie® den
Isc starker sinken als unter Kontrollbedingungen (ohne DIDS). (B) Statistische Auswertung von 7
Experimenten. *: signifikant verschieden von den Kontrollen.
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Abb. llI-14: Einfluss einer apikalen Perfusion des Chlorid-Kanalblockers NFA auf den Druckeffekt.

(A) Die Applikation von 250 uM NFA inhibierte den Kurzschlussstrom (Isc) und fiihrte zu einer
Verstarkung des Druckeffekts (weiler Balken) im Vergleich zu Kontrollbedingungen. (B) Statistische
Auswertung von 9 (250 uM) bzw. 4 (500 yM) Versuchen. *: signifikant verschieden von den jeweiligen
Kontrollversuchen.

Zur weiteren Uberpriifung eines Chloridausstroms wurden Versuche mit Chlorid-freier
apikaler Perfusionslosung durchgefiihrt (Abb. III-15, CI' dquimolar substituiert durch
Gluconat). Es zeigte sich, dass unter diesen Bedingungen die Hemmung des Isc durch
mechanische Reizung geringer ausfiel als in den Kontrollen (CI haltige Perfusionslosung).
Dies bekréftigt die bisherigen Ergebnisse, dass es durch Druckeinwirkung unter anderem zu
einer Aktivierung apikaler Chlorid-Leitfdhigkeiten kommt: unter Chlorid-freien Bedingungen
wird die elektrochemische Triebkraft fiir einen Chlorid-Ausstrom erhéht. Kommt es durch
Druckapplikation zu einer Aktivierung apikaler Chlorid-Leitfdhigkeiten, so stromt unter
Chlorid-freien Bedingungen mehr Chlorid aus als in den Kontrollversuchen (Chlorid-haltige
Losung). Da die Sekretion von Chlorid eine Stimulation des Isc bedingt, wird die Druck-

induzierte Strominhibition auf diese Weise abgeschwécht.
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Abb. llI-15: Die apikale Substitution von Chlorid durch Gluconat verminderte den Druckeffekt.

(A) Der Kurzschlussstrom (lsg) wurde durch Druckerhdhung (weier Balken) in apikal Chlorid-freier
Perfusionslésung (-CI) weniger stark inhibiert als in Chlorid-haltiger Ldsung. (B) Statistische
Auswertung von 6 Experimenten. *: signifikant verschieden von den Kontrollversuchen.

Zur weiteren Spezifizierung der beteiligten Chlorid-Kandle wurden Versuche mit dem
Inhibitor Tamoxifen durchgefiihrt, der von einigen Arbeitsgruppen als Blocker von Volumen-
sensitiven Chlorid-Leitfahigkeiten beschrieben wurde (Voets et al. 1995; Chen et al. 2004,
Coelho et al. 2004). Eine Applikation von 50 uM Tamoxifen, was der maximal ldslichen
Konzentration in NRS mit 0,1 % DMSO entsprach, zeigte jedoch keinen signifikanten
Einfluss auf den Druckeffekt. Die Erh6hung des hydrostatischen Drucks hemmte den Isc in
Kontrollversuchen auf 80 + 3 9%, wéhrend es in Gegenwart von Tamoxifen zu einer

Hemmung auf 85 £+ 3 % kam (n =5; p = 0,29).

111.4.3 Einfluss von Kalium-Kanalblockern

Da die Verminderung des Isc unter Druckeinwirkung weder durch die Inhibition von
Na'-Leitfahigkeiten noch durch die von Chlorid-Kanilen erklirt werden konnte, wurde in den
folgenden Experimenten untersucht, ob es zu einer Aktivierung apikaler K'-Kanile kam. Eine
Sekretion von Kalium iiber die apikale Membran wiirde einen Riickgang des Isc bedingen und
konnte damit die Netto-Inhibition des Stroms unter Druckeinwirkung erkldren.

Eine zusammenfassende Auflistung der Einfliisse der untersuchten K'-Kanalmodulatoren ist

in Tab. III-5 (Seite 74) dargestellt.

Ba%

Zunichst wurde Barium als unspezifscher K'-Kanalblocker eingesetzt. Diverse Arbeiten

zeigen, dass die hemmende Wirkung von Ba®" auf K'-Kanile lediglich bei sehr hohen
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Konzentrationen auftritt (Segal & Reuss 1990; Ridge et al. 1997). In den folgenden
Versuchen wurden daher 10 mM Ba(NOs), eingesetzt (Abb. III-16). Da dies mit einer
deutlichen Erhohung der Losungsosmolaritit einhergeht, wurde der Druckeffekt unter
Kontrollbedingungen in Gegenwart von 30 mM Mannitol gemessen. Der Druckeffekt fiel
unter diesen Kontrollbedingungen (30 mM Mannitol) mit einer Hemmung auf 55 = 5 %
(n=11) des Ausgangsstroms sehr hoch aus (siche dazu auch Abschnitt III.5: Einfluss der
Losungsosmolaritét, Seite 82). Eine darauffolgende Applikation von 10 mM Ba(NO3), auf der
apikalen Seite beeinflusste den Strom nicht signifikant. Dabei ist allerdings festzuhalten, dass
es durch Ba®"-Perfusion in jedem der elf durchgefithrten Experimente zunichst zu einer
Stromstimulation kam, die allerdings in vier Experimenten lediglich transient war und daher
ein p-Wert von 0,176 resultierte. Der Druckeffekt in Gegenwart von Ba®" fiel mit 98 + 7 %
jedoch siginifkant geringer aus als in den osmotisch kompensierten Kontrollversuchen. Dies
lasst den Schluss zu, dass die Druck-induzierte Hemmung des Isc durch eine apikale

K"-Sekretion hervorgerufen wird.
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Abb. 11I-16: Druckeffekt wahrend Ba** Applikation.

Die apikale Perfusion von 10 mM Ba*" filhrte zu einer starken Beeinflussung des Druckeffekts im
Vergleich zu Kontrollmessungen, in denen Ba(NO;), durch 30 mM Mannitol substituiert wurde. Durch
die Substitution wurde eine gleichbleibende Osmolaritdt gewahrleistet. (B) Statistische Auswertung
von 11 Experimenten. *: signifikant verschieden von den Kontrollversuchen.

Hoch-K*-Bedingungen und Permeabilisierung der apikalen Membran

Um die Hypothese eines apikalen K'-Ausstroms weiter zu eruieren wurden Versuche
durchgefiihrt, in denen die K'-Konzentration der apikalen Perfusionsldsung erhoht wurde

(Abb. III-17). Dadurch wurde die elektrochemische Triebkraft fiir eine K'-Sekretion
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vermindert, was in einem verringerten Druckeffekt resultieren sollte. Die Hohe der Druck-
induzierten Strominhibition wurde dazu unter Hoch-K" Lésung gemessen, bei der 50 mM Na*
gegen K ausgetauscht wurden. Da eine Reduktion in der Na'-Konzentration die Hohe des
Druckeffekts beeinflusst (siche Abschnitt 1I1.4.1 (Seite 56)), wurde als Perfusionslosung fiir
die Kontrollmessungen 50 Na' (siche Tab. II-7, Seite 40) verwendet. Mit dieser
Versuchsanordnung wurde gewihrleistet, dass die K'-Konzentration den einzigen verinderten
Parameter im Vergleich zu den Kontrollen darstellte.

Wie zu erwarten wurde in dieser Versuchsanordnung der Strom durch Druckeinwirkung unter
Kontrollbedingungen zunichst stark inhibiert (auf 67 + 5 % des Ausgangswertes, n = 5). Eine
anschlieBende Perfusion von Hoch-K™ Losung und die darauffolgende Erhohung der
Wassersdule resultierte jedoch nicht, wie unter Kontrollbedingungen, in einer Inhibition des
Isc, sondern stimulierte den Strom signifikant auf 110 £ 3 % des Ausgangswertes. Da
Hoch-K" Losung lediglich apikal perfundiert wurde, wire es mdglich, dass es unter Druck zu
einer vermehrten parazelluliren Durchlissigkeit des Epithels kommt und K* damit passiv dem
Diffussionsgradienten folgt. Um diese Moglichkeit weiter zu beleuchten wurde in den
beschriebenen Versuchen Hoch-K'™ auch beidseitig perfundiert. Eine anschlieBende
Druckapplikation resultierte allerdings erneut, wie bereits unter apikalen Hoch-K'-
Bedingungen, in einer Stimulation des Igc.

Die erhaltenen Ergebnisse sprechen fiir eine Erhohung der transzelluliren K'-Leitfahigkeit

und einer damit einhergehenden apikalen K Sekretion als Folge der Druckeinwirkung.
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Abb. 11I-17: Druckeffekt unter Hoch-K* Bedingungen.

(A) Wurde das Gewebe apikal mit einer 53 mM K* haltigen Lésung (Hoch-K*) perfundiert, so fiel der
Druckeffekt (weiler Balken) deutlich geringer aus als in den jeweiligen Kontrollmessungen (50 Na* ).
Fir die Kontrollen wurde eine Lésung von 50 mM Na*, 50 mM NMDG" und 3 mM K" verwendet. In der
Hoch-K* Lésung wurde NMDG® durch K' substituiert, so dass die Na’-Konzentration und die
Osmolaritat im Vergleich zu den Kontrollen unverandert blieben. (B) Statistische Auswertung von flnf
Experimenten. Um die Méglichkeit eines gesteigerten parazelluldren K™ Transports zu untersuchen,
wurde die Hoch-K* Lésung sowohl apikal als auch beidseitig des Gewebes appliziert und der
Druckeffekt bestimmt. Es zeigte sich, dass eine beidseitige Applikation den Druckeffekt im Vergleich
zu einer apikalen Gabe nicht weiter veranderte. (ap: apikal; bl: basolateral). *: signifikant verschieden
von den Kontrollversuchen (50 Na™*).

Weitere Hinweise beziiglich einer Druck-induzierten Offnung von K'-Kanilen wurden
erhalten, in dem die apikale Membran des Lungenpriparats durch den Porenbildner Nystatin
permeabilisiert wurde und anschlieBend ein K'-Gradient (apikal K'-Losung, bei der Na'
dquimolar durch K" substituiert wurde; basolateral NRS) angelegt wurde (Abb. I1I-18). Die
Permeabilisierung des Epithels bewirkte, dass K ungehindert die apikale Membran passieren
konnte. Somit ist es moglich, die basolaterale Membran isoliert zu untersuchen, da sie nach
Permeabilisierung die hauptsichliche Barriere fiir den transepithelialen K'-Strom darstellt
(Illek et al. 1990). Erwartungsgemall war nach der Permeabilisierung und dem Anlegen eines
K'-Konzentrationsgradienten iiber dem Epithel ein starker Anstieg des Isc zu verzeichnen.
Dies steht im Einklang mit einem K'-Strom von apikal nach basolateral. Wurde nun unter
diesen Bedingungen der hydrostatische Druck erhoht, war eine tendenzielle Stimulation des
Isc auf 138 £ 17 % zu beobachten (p = 0,053, n = 10, Einstichproben t-Test). Das Ergebnis
lasst sich mit der Stimulation basolateraler K'-Kanile oder mit der Stimulation einer Chlorid-
Sekretion erkldren. Zur Uberpriifung wurde in fiinf Versuchen Ba®* perfundiert. Entgegen der
Erwartungen wurde der GroBteil des Isc bereits nach apikaler Gabe des K'-Kanalblockers
gehemmt. Eine zusétzliche basolaterale Applikation reduzierte den Kurzschlussstrom nur

noch minimal. Dies legt nahe, dass Ba®" auch bei apikaler Applikation basolaterale
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K'-Leitfihigkeiten beeinflussen kann: entweder erreicht es seinen Wirkort durch parazellulire
Permeation, oder das lon ist membrangéngig und wirkt von intrazelluldr. Unabhingig von
ihrem Zustandekommen wirkte sich die Blockade basolateraler K'-Kanile auf den
Druckeffekt aus. In Anwesenheit von Ba*" war die Druck-induzierte Stromstimulation nicht
mehr zu beobachten. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass durch hydrostatischen Druck

neben apikalen auch basolaterale K'-Kanile stimuliert werden.
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Abb. 111-18: Druckeffekt nach Permeabilisierung der apikalen Membran durch Nystatin und Anlegen
eines transepithelialen K* Gradienten.

(A) Unter den genannten Bedingungen war durch Druckapplikation (weilRer Balken) eine Netto-
Stimulation des Kurzschlussstroms (lsc) zu verzeichnen. Eine nachfolgende apikale Gabe von 5 mM
Ba(NO3), resultierte in einer starken Strominhibtion, die durch die nachfolgende beidseitige Ba*
Applikation nur noch gering verstarkt wurde. Erfolgte unter diesen Bedingungen eine mechanische
Reizung des Gewebes, war keine Stromstimulation (wie in Abwesenheit von Ba®") mehr zu
verzeichnen. (B) Statistische Auswertung von zehn (- Ba2+) bzw. funf (+ Ba”) Messungen. K*
Gradient: apikal K'-Lésung, basolateral NRS; b.: basolateral; *signifikant verschieden von den
Kontrollversuchen (- Ba2+).

Blocker von 2-Poren-Domianen-K*-Kanilen

Aus den bislang geschilderten Ergebnissen kann auf eine Druck-induzierte Stimulation von
K'-Kanilen geschlossen werden. In diversen Arbeiten wurde bereits die Existenz mechanisch
regulierter K'-Kanile nachgewiesen, welche zur Familie der 2-Poren-Dominen-K'-Kanile
(2P-K"-Kanile) gehdren (Maingret et al. 1999; Maingret et al. 2000; O'Connell et al. 2002;
Takahira et al. 2005). Innerhalb dieser Genfamilie sind einige Vertreter direkt mechanisch
aktivierbar (TREK: Bang ef al. 2000 und TRAAK: Maingret et al. 1999), andere gelten als
osmotisch reguliert (TASK2: Niemeyer ef al. 2001). Zur Untersuchung dieser Kédnale wurden
die Pharmaka Quinin sowie Clofilium und Bupivacain eingesetzt (Davis & Cowley 2006).
Letzteres gilt in der Literatur als spezifischer Inhibitor von 2P-K'-Kanélen (O'Connell et al.

2002; Davis & Cowley 2006; Inglis et al. 2007).
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Nach apikaler Applikation von Quinin und Bupivacain kam es zunéchst zu einer deutlichen
Verringerung des Isc (Abb. ITI-19). Die Perfusion von Clofilium zeigte eine uneinheitliche
Auswirkung auf den Kurzschlussstrom: in einigen Messungen war auch hier ein
Stromriickgang zu verzeichnen, der sich allerdings im Mittel als statistisch nicht signifikant
erwies (p = 0,19; n = 6). Allen drei Versuchsreihen gemeinsam war jedoch, dass eine
Druckapplikation unter Pharmaka-Einfluss zu einer Strominhibition fiihrte, die jeweils groBer
ausfiel als in den gepaarten Kontrollmessungen. Dieses Ergebnis legt den Schluss nahe, dass
2P-K'-Kanile am Druckeffekt beteiligt sind, jedoch nicht die apikale K'-Sekretion vermitteln,
welche fiir die Strominhibition ursichlich ist. Vielmehr konnten 2P-K'-Kanile basolateral
lokalisiert sein und dort K' in das basolaterale Kompartiment leiten. Da der basolaterale
K'-Ausstrom eine wichtige Triebkraft fiir die apikale Chlorid-Sekretion darstellt (Cowley &
Linsdell 2002), konnte die Blockade von basolateralen 2P-K -Kanilen in einer verminderten
apikalen Chlorid-Leitfdhigkeit resultieren.

Diese Uberlegung wird durch Versuche gestiitzt, in denen der Effekt von Bupivacain auf den
Chlorid-Strom  untersucht wurde. Die apikale Perfusion von 500 pM des
Chlorid-Kanalblocker DIDS allein hemmte den Is¢ signifikant (auf 88 £ 2 %, n = 7). Wurde
jedoch zundchst 1 mM Bupivacain apikal perfundiert, konnte durch die zusitzliche
Applikation von DIDS kein signifikanter Effekt mehr erzielt werden (94 + 6 %, p = 0,44;
n =4). Die Ergebnisse zeigen, dass der apikale Chlorid-Ausstrom durch Bupivacain gehemmt

wird.
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Abb. 111-19: Verstarkung der Druck-induzierten Strominhibition nach Blockade von 2-Poren-Domaéanen
K*-Kanalen (2-P).

Sowohl die apikale Applikation von 500 yM Quinin (A) als auch diejenige von 1 mM Bupivacain (B)
und 200 uM Clofilium (C) fihrten zu einem starkeren Druckeffekt (weilRer Balken) als unter
Kontrollbedingungen. (D) Statistische Auswertung von 7 (Quinin), 8 (Bupivacain) bzw. 6 (Clofilium)
Experimenten. *: signifikant verschieden vom jeweiligen Kontrollwert.

Einfluss Ca®*-aktivierter K*-Kanile

Nachdem festgestellt wurde, dass Inhibitoren von 2P-K'-Kanilen die Druck-induzierte
Strominhibition nicht hemmten sondern verstiarkten, wurde der Fokus auf Ca’'-aktivierte K-
Kanile gelegt. Es ist bekannt, dass eine mechanische Stimulation in verschiedenen Zellen und
Geweben zu einem Anstieg der intrazelluldren Ca’"-Konzentration ([Ca®'];) fiihrt (Hansen et
al. 1993; Boitano et al. 1994; Felix et al. 1998; Saitou et al. 2000). Dies bewirkt in einem
nichsten Schritt die Aktivierung Ca’'-abhingiger Kanile, darunter auch K'-Kanile.
Ca”-aktivierte K'-Kanile sind ubiquitir verbreitet. Bislang wurden 5 Mitglieder beschrieben,
die sich hinsichtlich ihrer Leitfdhigkeit sowie ihrer Ca**-Sensitivitit unterscheiden lassen. In

Epithelien findet man vorwiegend KCNN4, auch bekannt als IK (intermediate conductance
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Ca’" activated K channel) (Joiner et al. 1997; Jensen et al. 2001; Wang et al. 2003b). Ein
selektiver Blocker von KCNN4 ist Clotrimazol (Alvarez et al. 1992; Wulff et al. 2001,
Wilson et al. 2006). Die apikale Perfusion von 50 uM Clotrimazol reduzierte die Druck-
induzierte Strominihibition von 75 £ 4 % (n = 9) in Kontrollmessungen (ohne Clotrimazol)
auf 92 + 3 % in Gegenwart des Pharmakons (Abb. II1-20). Dies spricht dafiir, dass es durch
mechanische Reizung zu einer Aktivierung von apikal lokalisierten Ca’ -aktivierten

K'-Kanilen kommt, die unter basalen Bedingungen geschlossen sind.
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Abb. IlI-20: Verminderung der Druck-induzierten Inhibition des Kurzschlussstroms (lsc) durch
Clotrimazol.

(A) 50 pM Clotrimazol in der apikalen Perfusionslbung verminderten die Druck-induzierte
Strominhibition (weier Balken) im Vergleich zu Kontrollmessungen. (B) Statistische Auswertung von
9 Versuchen. *: signifikant verschieden von den Kontrollmessungen.

Messungen im current clamp Modus konnten dieses Ergebnis bestétigen (Abb. II1-21). Hier
zeigte sich, dass eine Druck-Applikation unter Kontrollbedingungen (ohne Clotrimazol) die
transepitheliale Potenzialdifferenz auf 70 + 6 % (n = 6) des Ausgangswertes verminderte. In
Anwesenheit von Clotrimazol hatte eine mechanische Reizung einen signifikant geringeren

Einfluss und verminderte V. auf lediglich 89 + 4 % des Wertes vor Druckapplikation.
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Abb. llI-21: Inhibition des Druckeffekts durch Clotrimazol unter current clamp Bedingungen.

(A) Die Erhéhung des hydrostatischen Drucks (weiflter Balken) in der apikalen Kammerhalfte flihrte zu
einer Verminderung der transepithelialen Potenzialdifferenz. Dieser Effekt war in Gegenwart vom 50
MM Clotrimazol auf der apikalen Gewebsseite deutlich schwacher ausgepragt. (B) Statistische
Auswertung von 6 Versuchen. *: signifikant verschieden von den Kontrollmessungen.

Clotrimazol gehort zur Wirkstoffgruppe der Imidazole. Weitere Vertreter dieser
Substanzklasse, wie Econazol und TRAM-34, wurden ebenfalls als Blocker Ca’"-aktivierter
K'-Kanile beschrieben (Alvarez et al. 1992) und daher auch in dieser Arbeit verwendet. Im
Gegensatz zu Clotrimazol konnte der Druckeffekt weder durch Applikation von 50 pM
Econazol noch von 50 uM TRAM-34 beeinflusst werden (Abb. 111-22).

Um weitere Hinweise auf die Beteiligung Ca® -aktivierter K™-Kanile zu erlangen, wurden
Versuche mit Peptid-Inhibitoren durchgefiihrt. Fiir K'-Kanile sind einige hochspezifische
Toxine bekannt, die aus Giften von Skorpionen, Bienen oder Schlangen isoliert wurden und
bereits in nanomolaren Konzentrationen wirksam sind. In dieser Arbeit wurden Apamin als
Blocker von SK1, SK2 und SK3 (Grunnet et al. 2001) sowie Charybdotoxin als Blocker von
IK und BK (Vergara ef al. 1998) eingesetzt. Die apikale Perfusion von 1 pM Apamin zeigte
weder einen Einfluss auf den Grundstrom noch auf die Hohe der Druck-induzierten
Strominhibition. Auch bei Charybdotoxin (200 nM) konnte keine signifikante Wirkung
festgestellt werden (Abb. I11-22).
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Abb. lI-22: Einfluss von Blockern Ca”" aktivierter K*-Kanale.

(A) Die Peptidblocker Apamin (1 pM) und Charybdotoxin (ChTx, 200 nM) hatten keinen Einfluss auf
die GroRe der Druck-induzierten Strominhibition (jeweils n = 5). (B) Auch die Clotrimazol-Analoga
TRAM-34 (50 uM) und Econazol (50 uM) konnten den Druckeffekt im Vergleich zu Kontrollmessungen
nicht verandern (n = 5 fur TRAM 34; n = 6 fur Econazol).

Letztlich wurden Versuche unternommen, den Druckeffekt durch gezielte pharmakologische
Aktivierung Ca®-aktivierter K'-Kanile zu beeinflussen. Dazu wurde das Gewebe apikal mit
500 uM Chlorzoxazon behandelt, welches bereits als Aktivator von KCNN4 beschrieben
wurde (Singh et al. 2000; Syme et al. 2000; Jensen et al. 2001). Unter Chlorzoxazon allein
kam es zunéchst zu einer Stromstimulation auf 131 £ 6 % (n = 7) des Ausgangswertes (Abb.
I11-23). Wurde dann zusitzlich Druck appliziert, so zeigte sich keine signifikante Anderung
im Isc (101 £ 5 % des Ausgangswertes), wohingegen unter Kontrollbedingungen (ohne
Chlorzoxazon) eine Strominhibition auf 69 + 5 % zu verzeichnen war. Wenn also Ca*'-
aktivierte K'-Kandle bereits durch Chlorzoxazon aktiviert wurden, so kann durch

Druckapplikation keine zusdtzliche Aktivierung erfolgen.
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Abb. 111-23: Einfluss von Chlorzoxazon auf den Druckeffekt.

(A) Die apikale Perfusion von 500 uM Chlorzoxazon beeinflusste die Druck-induzierte Strominhibition
(weilRer Balken). In dem dargestellten Beispiel folgte auf Druckapplikation unter Chlorzoxazon eine
Nettostimulation des Kurzschlussstroms (lsc). (B) Statistische Auswertung von 7 Experimenten.
Kontr.: Kontrolle; Chlorzox.: Chlorzoxazon. *: signifikant verschieden von den Kontrollmessungen.

Zusammengenommen ergibt sich fiir die Untersuchung Ca’"-aktivierter K'-Kanile ein
heterogenes Bild: wihrend die Druck-induzierte Strominhibition eindeutig durch Applikation
von Clotrimazol und Chlorzoxazon verringert werden konnte, zeigten andere Imidazol-
Derivate (Econazole, TRAM-34) sowie Peptid-Blocker (Apamin, Charybdotoxin) keine
signifikante Wirkung.

Glibenclamid als Blocker ATP abhingiger K*-Kanile

Leroy et al. (2004) beschrieben die Existenz von ATP abhingigen K'-Kanilen in
Primérkulturen Alveolarer Typ II Zellen der Ratte. In der vorliegenden Arbeit wurde eine
Beteiligung dieser Kandle am Auftreten des Druckeffekts mittels des Blockers Glibenclamid
iiberpriift (Abb. II1-24). Zunichst wurde dazu der Druckeffekt unter Kontrollbedingungen
bestimmt. Da als Losungsmittel fiir Glibenclamid 0,2 % DMSO eingesetzt wurden, erfolgte
die Messung unter Kontrollbedingungen ebenfalls in Gegenwart von 0,2 % des
Losungsvermittlers. Unter diesen Bedingungen verursachte hydrostatischer Druck einen
Stromabfall auf 83 + 3 % (n = 11) des Ausgangswertes. Eine apikale Perfusion von
Glibenclamid (100 uM) verinderte den Kurzschlussstrom nicht signifikant, jedoch wurde die
Druck-induzierte Strominhibition deutlich abgeschwécht (99 + 6 %). Dieses Ergebnis spricht
fiir eine Druck-induzierte Aktiverung ATP abhingiger K -Kaniile.
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Abb. llI-24: Druckeffekt wahrend Glibenclamid-Applikation.

Eine apikale Perfusion von 100 uM Glibenclamid verhinderte die Netto-Strominhibition, die unter
Kontrollbedingungen (ohne Glibenclamid) zu beobachten war. Die transiente Stromstimulation, die in
einigen Versuchen unter Kontrollbedingungen auftrat, wurde durch Glibenclamid nicht inhibiert. (B)
Statistische Auswertung von 11 Versuchen. *: signifikant verschieden von den Kontrollmessungen.



Ergebnisse 74

Tab. llI-5: Zusammenfassende Darstellung des Einflusses diverser K'-Kanalmodulatoren auf den
Druckeffekt.

I 5cm /1 0cm [%]

Pharmakon Konzentration n

Kontrolle Pharmakon
Ba** 10 mM 55+5 98 +7* 11
Hoch-K" 50 mM 67 £5 110+£3* S
Quinin 500 uM 70+6 17 +£14* 7
Bupivacain 1mM 77+4 66 +6* 8
Clofilium 200 uM 74+7 50+9* 6
Clotrimazol 50 uM 75+4 92+3* 9
TRAM-34 50 uM 725 705 9
Econazol 50 uM 76+3 76 +5 6
Apamin 1 uM 78+5 82+8 5
Charybdotoxin 200 nM 76+5 80+4 5
Chlorzoxazon 500 uM 69+5 101+5* 7
Glibenclamid 100 uM 83+3 99+6* 11

Die Kontrollmessungen wurden in normaler Ringer Ldsung in Abwesenheit der Pharmaka
durchgefiihrt. Ausnahmen: In der Messreihe ,Ba®"“ waren unter Kontrollbedingungen 30 mM Mannitol
zugesetzt. Die Kontrollen der Messreihe ,Hoch-K™ wurden in 50 Na* Lésung durchgefiihrt. In der
Messreihe ,Glibenclamid“ wurden die Kontrollen in 0,2 % DMSO gemessen. *: signifikant verschieden
vom jeweiligen Kontrollwert.

I11.4.4 Wirkung [Ca®*]-modulierender Substanzen

Ca*'-freie Bedingungen

Es ist bekannt, dass die mechanische Reizung von Zellen zu einer Erhdhung der
intrazelluliren Ca’’-Konzentration ([Ca’'];) fiihrt (Hansen et al. 1993; Boitano et al. 1994;
Felix et al. 1998; Saitou ef al. 2000). Da die [Ca®']; regulatorisch auf viele zellulire Prozesse
wirkt und unter anderem die Leitfahigkeit von lonenkanilen beeinflusst, wurde in den
folgenden Messreihen der Einfluss [Ca®']-modulierender Substanzen auf die Druck-
induzierte Strominhibition untersucht. In Tab. II1-6 (Seite 79) ist eine Zusammenfassung der

Wirkung [Ca2+]i-modulierender Substanzen auf den Druckeffekt dargestellt.
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Zunidchst wurden Versuche durchgefiihrt, bei denen der Druckeffekt in Abwesenheit von
extrazellulirem Ca®’ studiert wurde (Abb. III-25). Dazu wurde das in der Normal-
Ringerlosung enthaltene CaCl, &dquimolar durch Mannitol substituiert und die Losung
auBerdem mit 1 mM EGTA versetzt. Zusitzlich wurde die intrazelluldre Ca** Konzentration
durch Verwendung von 100 puM BAPTA/AM gepuffert. Wihrend diese Versuchs-
bedingungen allein zunichst keinen Einfluss auf den Igc hatten, zeigte sich, dass eine
mechanische Reizung unter Ca’’-freien Bedingungen eine drastische Reduktion des
Kurzschlussstroms und des Widerstands zur Folge hatte. Weiterhin war auffallig, dass beide
GroBen nach Beendigung der Druckapplikation nur in sehr geringem Mafle wieder zunahmen.
Dies deutet daraufhin, dass eine Erhdhung des hydrostatischen Drucks unter Ca®’-freien

Bedingungen zu irreversiblen Verdnderungen des Gewebes fiihrt.
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Abb. 111-25: Auswirkun% Ca’'freier Bedingungen auf den Druckeffekt.

(A) Nach Perfusion Ca“" freier Lésung (0 mM extrazelluléres Ca®", 1 mM EGTA, 100 UM BAPTA/AM)
induzierte eine mechanische Reizung (weiler Balken) einen starken Stromabfall. Nach Beendigung
der Druckapplikation nahm der Kurzschlussstrom (Is¢) nicht mehr zu. (B) Wahrend die Perfusion Ca”’
freier Losung allein den Widerstand des Gewebes kaum veranderte, bewirkte die additive Applikation
von hydrostatischem Druck einen starken Rickgang des Gewebswiderstands. Nach Beendigung der
Druckeinwirkung nahm der Widerstand nur gering zu. (C) Statistische Auswertung der Druck-
induzierten  Strominhibiton von 6 Experimenten. *: signifikant verschieden von den
Kontrollmessungen.
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Hoch-Ca®* Bedingungen

Da eine Untersuchung mechanischer Reizung unter Ca”'-freien Bedingungen von einer sehr
starken Verminderung des Widerstands begleitet war, konnte eine irreversible Schadigung des
Gewebes nicht ausgeschlossen werden. Daher kamen alternative Versuchsprotokolle zum
Einsatz, die ebenfalls auf eine Modulation des Ca*"-Einstroms bzw. der [Ca2+]i abzielten.

In einer Messreihe wurde die elektrochemische Triebkraft fiir einen potenziellen Ca®'-
Einstrom erhoht, indem die extrazelluldre Ca*'-Konzentration von 1 mM auf 10 mM
gesteigert wurde (Abb. I1I-26). Die Kontrollmessungen (1 mM extrazelluléres Ca’") fanden
dabei in Gegenwart von 27 mM Mannitol statt. Es zeigte sich, dass es durch die verdnderte
Ca”"-Konzentration zu einer kleinen, jedoch signifikanten Anderung des Druckeffekts kam:
unter Kontrollbedingungen (1 mM Ca’") fithrte mechanische Reizung zu einem Abfall des Isc
auf 80 + 2 % (n = 8), wihrend der Strom in Gegenwart von 10 mM extrazelluldrem Ca*" nur

auf 86 + 3 % sank.
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Abb. 111-26: Auswirkung einer Erhéhung der extrazellularen Ca®" Konzentration.

(A) Die unter Kontrollbedingungen (Kontr., 1 mM Ca®'/27 mM Mannitol) beobachtete Druck-induzierte
Strominhibition (weilRer Balken) wurde in Gegenwart von 10 mM Ca”*-Gluconat verringert. (B)
Statistische Auswertung von 8 Experimenten. *: signifikant verschieden von den Kontrollmessungen.

Thapsigargin
Ein dhnliches Bild wie unter Hoch-Ca®>" Bedingungen ergab sich, wenn die intrazellulire
Ca*"-Konzentration durch Thapsigargin erhéht wurde. Thapsigargin wurde beschrieben als
Blocker der sarkoplasmatischen Ca**-ATPase (Cowley & Linsdell 2002; Wilson et al. 2006).
Durch Inhibition dieses Transportproteins wird die Ca*"-Aufnahme aus dem Cytoplasma in

das sarkoplasmatische Reticulum (bzw. endoplasmatische Reticulum) verhindert. Dies
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wiederum offnet sogenannte store operated channels (SOCs) in der Plasmamembran, die
einen Ca*'-Einstrom vermitteln. Beide Mechanismen fiihren letztlich zu einer Erhoéhung der
[Ca®™]..

Eine apikale Perfusion von 500 nM Thapsigargin blieb zundchst ohne Effekt auf den Isc
(Abb. III-27). Die Druck-induzierte Strominhibition fiel jedoch signifikant kleiner aus als
unter Kontrollbedingungen (ohne Thapsigargin).
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Abb. 11I-27: Der Druckeffekt wurde durch Thapsigargin abgeschwacht.

(A) Die apikale Perfusion von 500 nM Thapsigargin verminderte die Druck-induzierte Strominhibition
(weilBer Balken). (B) Statistische Auswertung von 5 Experimenten. *: signifikant verschieden von den
Kontrollimessungen.

lonomycin

Eine weitere Moglichkeit, die [Ca®]; zu beeinflussen, ist die Verwendung von
Ca”"-permeablen Porenbildnern wie Ionomycin. In dieser Arbeit wurden zundchst 5 pM
Ionomycin apikal perfundiert, was in einer circa 20 %igen Inhibition des Stroms resultierte
(Abb. III-28). AuBerdem verringerte sich der Widerstand um mehr als 30 % des
Ausgangswertes. Wurde unter diesen Bedingungen der hydrostatische Druck erhoht, so sank
der Igc stirker ab als dies in den gepaarten Kontrollmessungen (ohne Ionomycin) der Fall war.
Auffillig war, dass die Druck-induzierte Strominhibition kaum reversibel war. Diese
Beobachtung in Kombination mit der starken Abnahme des Widerstands, konnte auf eine
irreversible Schidigung des Gewebes durch verstirkten Ca*"-Einstrom hindeuten.

Um eine mogliche Schadigung zu vermeiden, wurde in einer weiteren Versuchsreihe lediglich
1 uM Ionomycin perfundiert (Abb. III-28). Hier zeigte sich zunichst kein signifikanter
Einfluss auf den Isc. Auch die Anderungen im Widerstand fielen mit circa 9 % wesentlich

geringer aus als bei der hoéheren Ionomycin-Konzentration. Die Druck-induzierte
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Strominhibition wurde im Vergleich zu Kontrollbedingungen (NRS) abgeschwécht. Daraus
lasst sich schlieBen, dass die Forcierung eines moderaten Ca’'-Einstroms (durch 1 pM

Ionomycin) den Druckeffekt verringert.
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Abb. IlI-28: Einfluss des Ca”-permeabeln Porenbildners lonomycin auf den Druckeffekt.

(A) Die apikale Perfusion von 5 pM lonomycin fluhrte zu einer starken Inhibition des
Kurzschlussstroms (lsc). Der Druckeffekt (weiler Balken) fiel unter diesen Bedingungen starker aus
als unter Kontrollbedingungen. (B) Wurde lonomycin lediglich 1 uM perfundiert, war der Einfluss auf
den lsc nicht signifikant. Die Applikation von hydrostatischem Druck resultierte in einer signifikant
verringerten Inhibition im Vergleich zu Kontrollmessungen. (C) Statistische Auswertung von 8 (5 uM
lonomycin) bzw. 7 (1 pM lonomycin) Experimenten. *: signifikant verschieden vom jeweiligen
Kontrollwert.

BAPTA/AM

Eine letzte Versuchsreihe zielte darauf ab, einen Anstieg der [Ca®'];, welcher auf
mechanischen Stress folgen konnte, zu verhindern (Abb. II1-29). Dazu wurde das Gewebe fiir
30 min unter apikal Ca®’-freien Bedingungen inkubiert (0 mM Ca®", 1 mM EGTA, 100 uM
BAPTA/AM). BAPTA/AM ist ein membrangingiger Ca®"-Chelator und wird intrazellulir
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durch eine Enzymreaktion modifiziert, so dass eine Diffusion aus der Zelle heraus verhindert
wird. Nachdem das Gewebe auf diese Weise behandelt wurde, perfundierte man fiir 10 min
Ca”"-haltige Losung (NRS) und bestimmte letztlich erneut den Druckeffekt. Es zeigte sich,

dass diese signifikant hoher ausfiel als in den Kontrollmessungen.
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Abb. IlI-29: Druckeffekt nach Chelatisierung intrazellularen Calciums.

(A) Nach Bestimmung des Druckeffekts (weilRer Balken) unter Kontrollbedingungen wurde fir 30 min
mit Ca**-freier Lésung perfundiert (0 mM Ca®*, 1 mM EGTA, 100 pM BAPTA/AM). AnschlieRend
erfolgte eine 10 mindtige Perfusion von Normal-Ringerlésung (1 mM Ca2+) und die erneute
Druckapplikation. (B) Die statistische Auswertung ergab, dass der Druckeffekt nach BAPTA/AM
Inkubation signifikant gréf3er war als unter Kontrollbedingungen (n = 10).

Tab. llI-6: Wirkung [Ca2+]i-modulierender Substanzen.

I 5cm /1 0cm

Bedingung n

Kontrolle [Ca%*]i-moduliert
Ca**-frei 75+3 43 + 15 6
Hoch-Ca** 80 +2 86 + 3* 8
Thapsigargin 81+2 88 + 4* 5
lonomycin (1uM) 756 84 + 4* 7
BAPTA/AM 84 +3 76 + 4* 10

Eine Erhéhung der [Ca”’]; durch Hoch-Ca**, Thapsigargin und lonomycin bewirkte eine Verminderung
der Druck-induzierten Strominhibition. Wurde dagegen ein Anstieg der [Ca®™]; verhindert (Ca”-frei,
BAPTA/AM), war eine VergroBerung des Druckeffekts die Folge. Die Kontrollmessungen wurden in
normaler Ringer Lésung in Abwesenheit der Pharmaka durchgeflhrt. Ausnahme: In der Messreihe
,Hoch-Ca®*“ waren unter Kontrollbedingungen 27 mM Mannitol zugesetzt.
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11.4.5 Einfluss von Modulatoren der transient receptor potential Familie

Neben den mechanisch aktivierbaren K'-Kanilen aus der 2P-K'-Kanal-Gruppe findet man
weiterhin direkt mechanosensitive lonenkandle innerhalb der Proteinfamilie der transient
receptor potential (TRP) Kandle. Bereits in den 1980er Jahren beschrieben Methfessel et al.
(1986) sowie Yang & Sachs (1989) die Expression endogener mechanosensitiver
Transportproteine in Oocyten von Xenopus laevis. Maroto et al. (2005) konnten zeigen, dass
es sich dabei um ein Homolog des bei Sdugern nachgewiesenen Kanals TRPC1 handelte. Da
dieser Kanal Ca®" permeabel ist, konnte eine mechanische Stimulation zu einem Ca®'-
Einstrom fiihren, der wiederum andere Ca®" regulierte Leitfahigkeiten aktiviert. In den
folgenden Experimenten wurde daher untersucht, ob eine Modifikation mechanosensitiver
Ca*"-permeabler Kanile einen Einfluss auf den Druckeffekt ausiibt. Als Blocker wurden die
Metallkationen Gd** und La®" verwendet. Gadolinium wurde in Konzentrationen von 300 pM
und 10 uM eingesetzt, Lanthan wurde 100 uM appliziert. In allen drei Versuchsreihen (Abb.
II1-30, Abb. III-31) zeigte sich nach Perfusion der Lanthanoide eine Stimulation des
Kurzschlussstroms, wie sie auch bereits von Fronius et al. (2003) beschrieben wurde. Bei
Verwendung von 300 pM Gd®" handelte es sich dabei um einen transienten Effekt, wihrend
die Stimulation bei den geringeren Konzentration dauerhaft war. Wurde der hydrostatische
Druck in Gegenwart der Lanthanoide erhoht, so fiel die Druck-induzierte Strominhibition in

allen drei Versuchsreihen geringer aus als in den jeweiligen gepaarten Kontrollmessungen.
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Abb. IlI-30: Gadolinium, ein Blocker mechanosensitiver lonenkanale, hemmt den Druckeffekt.

(A) Die apikale Perfusion von 10 yM Gd** filhrte zu einer Stimulation des Kurzschlussstroms (Isc)
sowie zu einer Verringerung der Druck-induzierten Strominhibition (weilRer Balken). (B) Sowohl 10 uM
(n = 9) als auch 300 uM Gd*" (n = 9) verminderten den Druckeffekt. *: signifikant veschieden von den
jeweiligen Kontrollexperimenten.
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Abb. 11I-31: Wirkung von La** auf die Druck-induzierte Inhibition des Kurzschlussstroms (Isc)-

(A) Die apikale Perfusion von 100 uM La* resultierte in einem Anstieg des Kurzschlussstroms (lsc)
sowie in einer Verringerung der Druck-induzierten Strominihbition (weilRer Balken). (B) Statistische
Auswertung von 7 Experimenten. *: signifikant veschieden.

Neben dem direkt mechanosensitiven TRPC1 gilt der Kanal TRPV4 als osmosensitiv. Damit
konnte auch dieser Kanal zur Regulation des Zellvolumens beitragen (Becker et al. 2005). Zur
Untersuchung von TRPV4 wurde der Inhibitor Ruthenium Rot sowie der Stimulator 4a-PDD
verwendet. Im Gegensatz zur Applikation von Lanthanoiden hatte die Verwendung des
TRPV4 Blockers Ruthenium Rot (250 uM) keinen Einfluss auf den Isc (Abb. I1I-32). Auch
die Druck-induzierte Strominhibition konnte nicht beeinflusst werden. Weiterhin konnte der
Druckeffekt durch den TRPV4-Agonsiten 40-PDD nicht verdndert werden. Dieses Ergebnis
spricht gegen eine Beteiligung von TRPV4 am Druckeffekt.
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Abb. 111-32: Weder eine Inhibition des TRPV4 durch Ruthenium Rot noch eine Aktivierung des Kanals
durch 4a-PDD bewirkte eine Veranderung der Druck-induzierten Strominhibition (n = 4 fir Ruthenium
Rot, n =7 fir 4a-PDD).
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1.5 Einfluss der Losungsosmolaritat

Die bisher dargestellten Ergebnisse zeigen eine Aktivierung von K und CI Leitfahigkeiten
durch mechanischen Stress. Bereits 1987 postulierte Christensen, dass ein K™ und CI
Ausstrom zur Volumenregulation der Zelle genutzt werden kann. Ausgehend von der
Hypothese, dass die Erhohung des hydrostatischen Drucks am Epithel eine
Volumenregulationsreaktion hervorrufen konnte, wurden Experimente durchgefiihrt, in denen
durch Verdnderung der Losungsosmolaritit eine Zellschwellung bzw. Zellschrumpfung
induziert wurde (Abb. III-33). Eine Reduktion der Losungsosmolaritit von 227 mosm/l
(Kontrollbedingungen) auf 127 mosm/I durch den Entzug von 100 mM Mannitol resultierte in
einer weitgehenden Aufhebung der Druck-induzierten Strominhibition. Unter isoomotischen
Bedingungen (227 mosm/l) wurde der Isc durch Druckapplikation auf 57 + 4 % des
Ausgangswertes reduziert, wahrend die Reduktion unter hypotonen Bedingungen (127
mosm/l) lediglich 87 £ 7 % betrug. Die Kontrollmessungen fiir diese Versuchsreihe wurden in
hypotoner Losung durchgefiihrt (siche Tab. II-7, Seite 40), der 100 mM Mannitol zugesetzt
wurden. Auf diese Weise wurde sichergestellt, dass sich lediglich die osmotische, nicht
jedoch die ionale Zusammensetzung verdnderte.

Das umgekehrte Bild zeigte sich in Messungen mit hypertonem Medium: die Erhdhung der
Losungsosmolaritdt durch Zugabe von 50 mM Mannitol fiihrte zu einer Vergroferung des
Druckeffekts (63 + 6 % des Ausgangswertes) im Vergleich zu Kontrollbedingungen
(87 £ 7 %; NRS mit 227 mosm/I).
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Abb. llI-33: Einfluss der Lésungsosmolaritat auf die Druck-induzierte Strominhibition.

(A) Nach Entzug von 100 mM Mannitol (hypoton) wurde der Druckeffekt (weilRer Balken) deutlich
verringert. (B) Die Applikation von hyperosmotischer Loésung (hyperton) resultierte in einer
Verstarkung des Druckeffekts. (C) Statistische Auswertung von 7 (hypo: hypotones Medium) bzw. 6
(hyper: hypertones Medium) Experimenten. *: signifikant verschieden vom jeweiligen Kontrollwert.

111.6 mRNA und Proteinexpression verschiedener lonenkanale in der

Xenopus Lunge und in humanen alveolaren Zelllinien

Die oben beschriebenen Ussing-Kammer-Untersuchungen zeigten, dass die Druck-induzierte
Strominihibition pharmakologisch beeinflussbar war. Die Applikation verschiedener K'-
Kanalblocker sowie die Verwendung klassischer Inhibitoren mechanosensitiver Ca®'-
permeabler Kanidle resultierte in einer deutlichen Verringerung des Druckeffekts. Im
Folgenden wurden molekularbiologische Techniken benutzt, um die Expression der in den

pharmakologischen Studien identifizierten Kanéle weiter zu charakterisieren.
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11.6.1 Expression von lonenkanalen in der Xenopus Lunge

Wihrend bereits in einigen Studien die Existenz verschiedener lonenkanile in der Xenopus
Lunge anhand von Blockerprofilen postuliert wurde (Fischer et al. 1989; Fischer & Clauss
1990; Kim 1990; Puoti et al. 1995; Baxendale-Cox 1999; Fronius et al. 2003; Fronius et al.
2004; Berk et al. 2004), ist bislang lediglich eine Arbeit bekannt, in denen ein
Transportprotein molekularbiologisch nachgewiesen wurde (Puoti ef al. 1995). Im Folgenden
wurde daher die Expression diverser lonenkanal-kodierender mRNAs in Homogenaten der
Xenopus Lunge mittels RT-PCR detektiert. Weiterhin wurde die Lokalisation einiger

Ionenkanile durch immunhistologische Farbungen untersucht.

Epithelialer Na‘'-Kanal (ENaC) und cystic fibrosis transmembrane

conductance regulator (CFTR)

In einem ersten Schritt wurde die Prisenz des epithelialen Na'-Kanals (ENaC) sowie des
cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) iberpriift. In diversen
elektrophysiologischen Arbeiten an pulmonalen Sduger- wie auch Amphibienepithelien
wurde eine Amilorid-sensitive Komponente des Isc beschrieben (Fischer et al. 1989; Fischer
& Clauss 1990; Kim 1990; Puoti ef al. 1995; Baxendale-Cox 1999; Fronius et al. 2003;
Fronius et al. 2004; Berk et al. 2004). Dieser durch den ENaC getragene Strom trigt
mafgeblich zur Entstehung eines lumennegativen, transepithelialen Potenzials bei. Ein
kleinerer Teil dieser Potenzialdifferenz wird dem CI-Transport mittels des CFTR
zugeschrieben. Die RT-PCR zeigte, dass mRNA fiir beide Ionenkanéle in Homogenaten der
Xenopus Lunge zu finden war (Abb. I1I-34). Im néchsten Schritt wurde die Lokalisation des
CFTR untersucht. Dazu wurden immunhistologische Studien an Gefrierschnitten von
Xenopus Lungen durchgefiihrt. Wie in Abb. III-35 dargestellt, ergab die Behandlung mit
einem kommerziellen Antikorper, der gegen die Aminosduren 1 - 182 des humanen CFTR
gerichtet war, eine Féarbung der apikalen Seite des Gewebes. Dies deckt sich mit den
Erwartungen einer apikalen Lokalisation des CFTR in den Epithelzellen. Weiterhin wurde

beobachtet, dass auch glatte Muskelzellen der Blutgefaf3e angefarbt wurden.
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Abb. 11I-34: Nachweis der mRNA des (A) epithelialen Na*-Kanals (ENaC) bzw. des (B) cystic fibrosis
transmembrane conductance regulators (CFTR) in Homogenaten der Xenopus Lunge.

Die Banden wurden isoliert und sequenziert. Das Experiment wurde mit RNA-Isolaten zweier weiterer
Donoren wiederholt. LS: Langenstandard; +RT: mit Reverser Transkriptase; -RT: ohne Reverse
Transkriptase.

Abb. llI-35: Immunfluoreszenzfarbung der Xenopus Lunge mit a-CFTR Antik6érpern.
(A) zeigt ein Fluroeszenzsignal von apikal gelegenen Zellen. (B) Kontrolle ohne Primarantikdrper. Das
Experiment wurde mit Praparaten zweier weiterer Donoren wiederholt. AO: apikale Oberflache.
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Ca?*-aktivierte K*-Kanile und 2 Poren-Dominen-K*-Kanile

Da die pharmakologischen Untersuchungen auf eine starke Beteiligung von K'-Kanilen am
Druckeffekt hindeuteten, wurde die Existenz verschiedener K'-Kanile mittels RT-PCR
untersucht. Dabei wurde das Hauptaugenmerk auf Ca®’-aktivierte K'-Kanile und 2-Poren-
Dominen K'-Kanile (2P-K'-Kanile) gelegt. Bei letzteren wurden bereits mechanosensitive
sowie osmotisch regulierte Mitglieder beschrieben (Maingret et al. 1999; Maingret et al.
2000; Niemeyer et al. 2001; O'Connell et al. 2002; Takahira et al. 2005).

Die Sequenzierung der PCR Banden ergab, dass mRNA fiir die Ca”"-aktivierten K'-Kanile
IK und BK (KCNN4 und KCNMAI) in Xenopus Lungen vorhanden war (Abb. III-36).
Weiterhin konnten Signale fiir die 2P-K'-Kanile TASK2 und TWIK2 (KCNKS5 und KCNK6)
detektiert werden (Abb. III-37). Eine Expression der mechanosensitiven Kandle TREKI,
TREK?2 und TRAAK sowie der Ca*"-aktivierten K'-Kanile SK1 und SK2 auf mRNA-Ebene

konnte mit den hier verwendeten Primern nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden.

IK ; BK
LS +RT -RT : +RT -RT

500 bp R

200 bp

Abb. 111-36: Nachweis der mRNA der Ca**-aktivierten K'-Kanale IK und BK in Homogenaten der
Xenopus Lunge.

Die Banden wurden isoliert und sequenziert. Das Experiment wurde mit zwei weiteren Donoren
wiederholt. LS: Langenstandard; +RT: mit Reverser Transkriptase; -RT: ohne Reverse Transkriptase.
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Abb. 11I-37: Nachweis der mRNA der 2-Poren-K'-Kandle TASK2 und TWIK2 in Homogenaten der
Xenopus Lunge.

Die Banden wurden isoliert und sequenziert. Das Experiment wurde mit zwei weiteren Donoren
wiederholt. LS: Langenstandard; +RT: mit Reverser Transkriptase; -RT: ohne Reverse Transkriptase.

Kanale der transient receptor potential Familie

Die Ussing-Kammer-Messungen zeigten, dass die Druck-induzierte Strominhibition durch
Lanthanoide als klassische Blocker mechanosensitiver lonenkanéle stark unterdriickt werden
konnte. Da Mitglieder der transient receptor potential (TRP) Familie bereits als
mechanosensitiv beschrieben wurden und durch Gd** und La®" hemmbar sind (Rychkov &
Barritt 2007), wurde im Folgenden die Expression von TRPC1 (direkt mechanosensitiv) und
TRPV4 (osmosensitiv) untersucht. Wie Abb. III-38 zeigt, konnten beide Mitglieder auf

mRNA-Ebene nachgewiesen werden.
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Abb. 11I-38: Nachweis der mRNA mechanosensitiver lonenkanale der transient receptor potential
(TRP) Familie in Homogenaten der Xenopus Lunge.

Die Banden wurden isoliert und sequenziert. Das Experiment wurde mit zwei weiteren Donoren
wiederholt. LS: Langenstandard; +RT: mit Reverser Transkriptase; -RT: ohne Reverse Transkriptase.

Dariiber hinaus wurde die TRPCI1-Proteinexpression mittels Immunfluoreszenz untersucht.
Dazu wurden zunéchst Farbungen an Xenopus Oocyten durchgefiihrt, da an diesen Zellen eine
TRPC1 Expression beschrieben wurde (Maroto et al. 2005). Abb. III-39 zeigt, dass nach
o-TRPC1 Antikdrperbindung eine Farbung im Bereich der Zellmembran festgestellt werden
konnte. Der in der vorliegenden Arbeit verwendete a-TRPC-1 Antikdrper wurde auch in der
Studie von Maroto et al (2005) erfolgreich eingesetzt. Im Weiteren wurden
Immunfluoreszenzfarbungen an Xenopus Lungen durchgefiihrt (Abb. III1-40). Auch hier
konnte mit dem verwendeten Antikorper eine Firbung von Zellen nahe der luminalen
Oberflache detektiert werden. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass im Lungenepithel von
Xenopus laevis mechanosensitive Ca’ -permeable lonenkanile der transient receptor

potential Familie exprimiert werden.
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Abb. llI-39: Immunfluoreszenzfarbung mit o-TRPC1 Antikérpern an Xenopus laevis Oocyten.
(A) zeigt eine Farbung im Bereich der Zellmembran (ZM), die in der Negativkontrolle (B) (ohne
Primarantikdrper) nicht auftritt. CP: Cytoplasma; VH: Vitellinhille.

Abb. 111-40: Immunfluoreszenzfarbung der Xenopus Lunge mit a-TRPC1 Antikorpern.
(A) zeigt ein Fluoreszenzsignal von Zellen nahe der apikalen Oberflache (Pfeil, AO). (B) Zusaztlich
sind hier Zellkerne mit DAPI angefarbt. (C) Kontrolle ohne Primarantikorper.

111.6.2 TRPC1 Expression in humanen alveolaren Zelllinien

Neben Lungengewebe von Xenopus laevis wurden auch die humanen Zellkulturen H441 und

AS549 auf die Expression von TRP-Kanilen untersucht. Es zeigte sich, dass beide Zelltypen
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mRNA fiir TRPC1 aufwiesen. TRPV4-kodierende mRNA konnte mit den hier verwendeten

Primern nicht nachgewiesen werden.

H441 A549

TRPC1 TRPV4 TRPCA1 TRPV4
LS +RT -RT +RT -RTE +RT -RT +RT -RT

500 bp e __  —

200 bp

Ll

Abb. 1lI-41: Nachweis der mRNA-Expression des mechanosensitiven lonenkanals TRPC1 in Zellen
der humanen pulmonalen Zelllinien H441 und A549.

Die Banden wurde isoliert und sequenziert. LS: Langenstandard; +RT: mit Reverser Transkriptase; -
RT: ohne Reverse Transkriptase. Die mRNA flir den osmosensitiven lonenkanal TRPV4 konnte nicht
detektiert werden.

1.7 Klonierung des humanen epithelialen Natrium-Kanals

Der epitheliale Na'-Kanal (ENaC) gehért zur DEG/ENaC-Genfamilie, der auch die
mechanosensitiven Degenerine anghdren. Aufgrund dieser Verwandschaft wurde eine
potenzielle Mechanosensivitdt des ENaCs bereits von mehreren Arbeitsgruppen untersucht (Ji
et al. 1998; Awayda & Subramanyam 1998; Satlin et al. 2001; Carattino et al. 2004). Die
erlangten Ergebnisse fielen heterogen aus: wihrend in einigen Studien eine
Mechanosensitivitit gezeigt werden konnte, kamen andere Arbeiten zu einem gegenteiligen
Schluss (Rossier 1998). Unserer Arbeitsgruppe gelang es, eine Erhohung der
Offenwahrscheinlichkeit durch mechanische Reizung in Einzelkanalmessungen zu zeigen
(Althaus et al. 2007). Dazu wurden ENaCs von Rattus norvegicus und Xenopus laevis durch
laminaren Scherstress stimuliert. Eine Aktivierung durch mechanische Kréfte an humanen

ENaCs konnte bisher nicht dargstellt werden. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit der
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humane ENaC aus Lungengewebe kloniert und heterolog in Oocyten exprimiert. Dies
ermoglichte es, das Verhalten nach Reizung durch laminaren Scherstress zu untersuchen.

Die Klonierung des hENaC erstreckte sich auf die o, und y-Untereinheit. Die Sequenzierung
der Klonierungsprodukte ergab, dass die - und 7y-Untereinheit auf Proteinebene der
jeweiligen Referenzsequenz entsprach. Die a-Untereinheit wies zwei Aminosdureaustausche
im Vergleich zur Referenzsequenz (Tab. I1I-7). Bei beiden Austauschen handelte es sich um
bereits beschriebene single nucleotide polymorphisms (SNPs). Das in der vorliegenden Arbeit
gefundene Alanin an Position 663 stellt zwar im Vergleich zur Referenzsequenz einen SNP
dar, ist jedoch die in der Population stirker verbreitete Variante und wird daher von Tong et
al. (2006) als Wildtyp-Form betrachtet. Der Austausch A334T hat keine Auswirkung auf die
Kanalaktivitit (Tong et al. 2006). Ein alignment der Nukleotidsequenzen mit den jeweiligen

Referenzsequenzen ist im Anhang (Abb. IX-1, Abb. IX-2 und Abb. IX-3)dargestellt.

Tab. lll-7: Klonierung des humanen epithelialen Na“-Kanals (ENaC).

ENaC- Referenzsequenz AS-Austausche des Zugangsnummer
Untereinheit aus GenBank Klonierungsprodukts im fur SNP-
(RefSeq) Vergleich zur RefSeq* Datenbank
a NP_001029 A334T rs11542844
T663A rs2228576
p NP_000327 - rs238547
i NP_001030 - -

Anhand der jeweiligen Referenzsequenz aus GenBank wurden Primer hergestellt. Das PCR-
Amplifikat wurde in einen Oocytenexpressionsvektor ligiert und sequenziert. Dabei zeigte sich, dass
die oENaC-Untereinheit zwei Aminosaureaustausche im Vergleich zur Referenzsequenz aufwies.
Beide Mutationen waren bereits beschriebene single nucleotide polymorphism (SNP), welche in der
SNP-Datenbank von NCBI unter der angegebenen Nummer gefunden werden konnten. *Der in der
vorliegenden Arbeit gefundene SNP T663A stellt die in der Population am haufigsten auftretende
Variante dar und wird deshalb von Tong et al. (2006) als Wildtyp-Form betrachtet. Der SNP A334T hat
keine Auswirkung auf die Kanalaktivitat (Tong et al. 2006).

1Il.8 Einfluss mechanischer Krifte auf den epithelialen Na*'-Kanal

Die gemeinsame Expression der drei Klonierungsprodukte in Xenopus Oocyten resultierte im
Auftreten eines Amilorid-sensitiven Transmembranstroms. Eine mechanische Reizung der
exprimierenden Zellen erfolgte durch die Applikation von laminarem Scherstress. Dieser
Stimulus wurde bereits erfolgreich an ENaCs von Ratte, Maus und Xenopus eingesetzt (Satlin
et al. 2001; Althaus et al. 2007). Wurde die hENAC-exprimierende Zelle laminaren
Scherkriften ausgesetzt, so hatte dies eine Stromstimulation auf 110 = 3 % (n =22, N = 8) des

Ausgangsniveaus zur Folge (Abb. 111-42).
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Abb. lll-42: Aktivierung des heterolog exprimierten humanen epithelialen Na'-Kanals durch
Scherkréfte.

(A) Die a, B, und y Untereinheit des epithelialen Na*-Kanals wurde aus RNA der Lunge kloniert und
heterolog in Xenopus Oocyten exprimiert. Bei einer Klemmspannung von -60 mV resultierte ein
starker Einwartsstrom, der durch Superfusion von 10 yM Amilorid (amilo) gehemmt werden konnte.
Wurde die Zelle Scherkraften ausgesetzt (weiler Balken), so vergroRerte sich der Einwartsstrom. (B)
Aufzeichnung des Transmembranstroms einer Oocyte, welcher lediglich aquivalente Mengen des
RNA-L&sungsmittels (DEPC-H,0) injiziert wurde. Hier konnte kein Amilorid-sensitiver Strom
gemessen werden. Auch die Applikation von Scherkraften hatte keine Veradndeurng des
Membranstroms zur Folge. (C) Statistische Auswertung von Experimenten, wie sie in Teilabbildung A
dargestellt sind (n = 22, N = 8). LSS: laminarer Scherstress. *: signifikant verschieden vom vorherigen
Wert, n.s.: nicht signifikant verschieden.

Die Scherstress-induzierte Stromstimulation trat ebenfalls an Zellen auf, die den Ratten-ENaC
exprimierten. Carattino et al. (2004) postulieren, dass die beobachtete Stromstimulation durch
eine Erhohung der Offenwahrscheinlichkeit vermittelt wird. Um diese Hypothese zu
iiberpriifen, wurden Experimente durchgefiihrt, in denen Oocyten, welche den ENaC der
Ratte (rENaC) exprimierten, in 10 pM Zn”*" inkubiert wurden (Abb. III-43). Zink-Tonen
erhéhen die Offenwahrscheinlichkeit des ENaC durch Beeinflussung des sogenannten
Selbstinhibitionsmechanismus (Sheng et al. 2004). Es zeigte sich, das eine anschlieBende
Scherstress-Exposition den Membranstrom nicht mehr signifikant verdnderte. Dieses
Ergebnis spricht dafiir, dass laminarer Scherstress die Offenwahrscheinlichkeit des ENaC

erhoht.
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Abb. 111-43: Zn* (10 pM) vermindert die Scherstress-induzierte Stromstimulation an rENaC-
exprimierenden Oocyten.

(A) Der Transmembranstrom wird in Abwesenheit von Zn*" durch laminaren Scherstress (weiler
Balken) stimuliert. Die Superfusion von Zn** verursacht eine Zunahme des Membranstroms. Werden
unter diesen Bedingungen erneut Scherkréfte appliziert, hat dies eine geringere Anderung des Stroms
zur Folge. (B) Statistische Auswertung von 12 Versuchen dreier unterschiedlicher Donoren. Unter
Kontrollbedingungen (ohne Zn2+) verursacht der Einfluss von Scherkraften eine Stromstimulation von
110 + 18 nA. In Gegenwart von Zn*" fallt die Stimulation mit 30 + 7 nA signifikant geringer aus. | ss:
Scherstress-induzierte Stromstimulation; amilo: 10 pM Amilorid; rENaC: ENaC der Ratte.
Klemmpotenzial = -60 mV.

Zur weiteren Charakterisierung des klonierten humanen Na'-Kanals schlossen sich Patch
Clamp Experimente an. In einem Spannungsbereich von -100 bis -20 mV wurde die
Leitfahigkeit (chord conductance) bestimmt, indem die Kanalamplituden gegen die angelegte
Spannung aufgetragen wurden. Es ergab sich eine Leitfahigkeit von 3,3 pS in der outside-out
Konfiguration und von 4,5 pS in cell-attached Messungen (n =6 - 8, N = 2).

Um den Einfluss von LSS auf Einzelkanalebene zu untersuchen, wurden die Kanalproteine in
der outside-out Konfiguration einem Losungsfluss exponiert. Dazu wurde der patch in einen
Perfusionskanal verbracht, der separat mit Losung durchspiilt werden konnte. Es wurde
zundchst fiir eine Minute die Grundaktivitit der Kandle ohne LSS aufgenommen.
Anschliefend wurde fiir eine Minute LSS appliziert und letztlich fiir eine weitere Minute
zusitzlich Amilorid perfundiert. Die Kanalamplitude bei -100 mV anderte sich durch LSS
nicht signifikant (ohne LSS: 0,40 + 0,02; mit LSS: 0,39 £ 0,01; n = 5, N = 5). Allerdings
zeigte sich, dass LSS in 3 von 5 Messungen die relative Offenwahrscheinlichkeit (NPo) des
hENaCs modulierte (Abb. I1I-44). Im statistischen Mittel lag NPy in Abwesenheit der
Scherkrifte bei 0,49 £+ 0,13, wahrend sie unter LSS auf 0,68 + 0,06 anstieg (p = 0,21;
n=5 N=5).
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Abb. 1lI-44: Einfluss von laminarem Scherstress (LSS) auf den humanen epithelialen Na*-Kanal in
outside-out Patch Clamp Messungen.

(A). Dargestellt ist eine kontinuierliche Stromaufzeichnung in Abwesenheit von LSS (-LSS), wahrend
LSS (+LSS) sowie wahrend LSS und gleichzeitiger Applikation von 10 yM Amilorid (+LSS + Ami). Die
Offnung eines Kanals ist in der Abbildung als Ausschlag nach unten dargestellt. Die grau hinterlegten
Stromaufzeichnungen stellen Ausschnittsvergroerung dar. In 3 von 5 Messungen war eine sichtbare
Erhéhung der Kanalaktivitdt (NPg) festzustellen. (B) Im Gegensatz zu (A) konnte in 2 von 5
Experimenten keine Zunahme der Kanalaktivitat durch LSS festgestellt werden. (C) Statistische
Auswertung von 5 Messungen. Ohne LSS betrug die Kanalaktivitdt (NPg) im Mittel 0,49 + 0,13,
wahrend der Applikation von LSS lag NPo bei 0,68 + 0,06 (p = 0,21). Die hellgrauen Datenpunkte
zeigen den Verlauf der Einzelmessungen, die Mittelwerte + Standardfehler sind in schwarz dargestellit.
Klemmpotenzial = -100 mV.
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IV Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen von mechanischem Stress auf den
pulmonalen  lonentransport  analysiert. = Dabei  fanden  zwei  unterschiedliche
Untersuchungssysteme Verwendung: einerseits wurde der Einfluss von hydrostatischem
Druck auf ein natives Lungenpréparat von Xenopus laevis studiert. Andererseits wurde der in
der Lunge vorkommende humane epitheliale Na'-Kanal (hENaC) kloniert, heterolog in
Oocyten exprimiert und die Beeinflussung durch Scherkréfte untersucht.

In der Diskussion wird zundchst die Bedeutung des pulmonalen Ionentransports anhand der
Funktion in Sdugerepithelien dargestellt. AnschlieBend wird der bisherige Kenntnisstand bzgl.
Ionentransportmechanismen an Amphibienlungen aufgefiihrt und vor diesem Hintergrund die

erhaltenen Ergebnisse diskutiert.

IV.1 Pulmonaler lonentransport im Saugerepithel

Die Lunge der Sduger entstand in der Phylogenese aus Strukturen des Kiemendarms (Hyatt et
al. 2007). Sie stellt eine Pool-Lunge dar, also ein Hohlraumsystem, bei welchem die
Atemgase iiber dieselbe Offnung sowohl hinein- als auch wieder hinausgelangen (Jurgens &
Gros 2002). Die Atemgase erreichen iiber die Trachea und die Stammbronchien die beiden
Lungenfliigel. Uber mehrfache Verzweigungen (Bronchien, Bronchiolen, respiratorische
Bronchiolen) gelangen sie schlie8lich in blind-endende Alveolen, wo der Grofiteil des
Gasaustauschs stattfindet. Beim Menschen liegen zwischen der Trachea und den Alveolen 23
bifurcale Verzweigungen; der Gasaustausch findet dabei iiber Strukturen statt, die sich durch

die letzten 7 Verzweigungen ergeben (Fuchs et al. 2002).

IV.1.1 Alveolare Zelltypen

Die luftleitenden sowie respiratorischen Bereiche der Lunge werden von Epithelzellen
bedeckt. Wéhrend in der Trachea und in den Bronchien noch bewimperte Zellen vorkommen,
findet man in den Alveolen hauptsdchlich unbewimperte Zellen, welche man als Alveolare
Typ I (AT I) und Typ II (AT II) Zellen bezeichnet. Beide Zelltypen unterscheiden sich sowohl
in morphologischer als auch in funktioneller Hinsicht. Alveolare Typ I Zellen sind mit circa
30 % zahlenmiBig zwar weniger prominent, bedecken aber aufgrund ihrer flachen und
weitauslaufenden Form (durchschnittliche Zelldicke 0,4 pum) etwa 90 % der alveolaren

Oberfliche (Fuchs et al. 2002). Thnen wird in erster Linie eine Bedeutung fiir den
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Gasaustausch zugeschrieben. Neuere Arbeiten liefern allerdings auch Hinweise auf einen
vektoriellen Ionentransport durch AT I Zellen (Johnson et al. 2002; Johnson et al. 2006;
Johnson 2007). Alveolare Typ II Zellen besitzen eine kuboide Form (durchschnittliche
Zelldicke 10 pm) und sind mit circa 70 % der am stirksten vertretene Zelltyp im
Alveolarepithel (Fuchs ef al. 2002). Auffallend ist die starke Granulierung des Cytoplasmas.
Sie ist auf sogenannte lamellar bodies zurlickzufiihren, welche der Sekretion von surfactant
dienen (Daniels & Orgeig 2001). Als surfactant bezeichnet man oberflichenaktive
Substanzen, die hauptsédchlich aus Lipiden und circa 10 % Proteinen bestehen (Hyatt et al.
2007). Neben der Ausschiittung dieser oberflachenaktiven Substanzen wird die Hauptaufgabe

der AT II Zellen im Transport von Ionen gesehen.

IV.1.2 Transportproteine

Die Epithelzellen der Lunge sind von einem diinnen Fliissigkeitsfilm (airway surface liquid,
ASL) bedeckt. Wie bereits in der Einleitung beschrieben, wirkt sich die Konsistenz des ASL
direkt auf die Funktion der Lunge aus: eine Verdickung des ASL behindert die zur Reinigung
des Epithels notwendige Bewegung der Cilien, wihrend eine Volumenzunahme des ASL
durch Verdiinnung den Gasaustausch erschwert.

Die Viskositdt und Hohe des ASL wird durch Ionentransportmechanismen der pulmonalen
Epithelzellen bestimmt. Die Vorstellungen tliber vektoriellen epithelialen Ionentransport gehen
zuriick auf die sogenannte ,,Zwei-Membranen-Hypothese* (two membrane hypothesis) von
Hans Ussing (Koefoed-Johnsen & Ussing 1958; Reuss 2001). Die Haupttriebkraft besteht
dabei in einer transepithelialen Aufnahme von Na'. In einem ersten Schritt tritt Na" iiber die
apikale Membran durch epitheliale Na'-Kanile (ENaCs) in die Zelle ein. Die Kanile bestehen
aus den drei Untereinheiten o, B und vy, welche vermutlich zu einem Heterotrimer
assemblieren (Jasti et al. 2007). Neben diesen hochselektiven Na'-Kanilen (HSC = highly
Na' selective channels) werden in Zellkultur-Experimenten weitere Leitfihigkeiten
beobachtet, die eine geringere Na'-Selektivitit aufweisen (NSC = nonselective cation
channels, Jain et al. 2001). Bei diesen handelt es sich wahrscheinlich um Kanile, die nicht aus
allen drei Untereinheiten zusammengesetzt sind, sondern lediglich aus der a- und evtl. einer
weiteren Untereinheit bestehen (Jain et al. 2001). Weiterhin wurden Kanile beschrieben,
deren gating direkt von cyclischen Nukleotiden wie cAMP und c¢cGMP abhingt (cyclic
nucleotide gated cation channels, CNGs: Schwiebert et al. 1997; Xu et al. 1999; Kemp et al.
2001). Alle diese Transportproteine leiten, entsprechend der elektrochemischen Triebkraft,

Na' iiber die apikale Membran ins Zellinnere. Auf der basolateralen Seite wird Na' im
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Austausch gegen K' durch die Na'-K'-ATPase aus der Zelle ausgeschleust, so dass eine
niedrige intrazellulire Na'-Konzentration erhalten bleibt. Das dafiir aufgenommene K"
verldsst liber sogenannte ,,Sickerkandle* (leak channels), die ebenfalls basolateral lokalisiert
sind, die Zelle. Man spricht hier auch von einem pump Ileak Mechanismus. Die
elektrochemische ~Triebkraft fiir einen Na'-Einstrom energetisiert weiterhin einen
basolateralen Na'/K/2CI’-Cotransporter (NKCC). Dieser katalysiert in einem Symport den
Eintrom von Na’, K sowie 2 Chlorid-Ionen. Das aufgenomme Cl kann iiber den apikal
lokalisierten Chlorid-Kanal CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)
sekretiert werden. Einige Arbeitsgruppen postulieren allerdings auch eine resorbierende
Funktion des CFTRs (Uyekubo et al. 1998). Neben der CI" Sekretion spielt der CFTR auch
eine bedeutende Rolle fiir die Regulation des ENaC. Coexpressionsstudien zeigten, dass die
Anwesenheit eines funktionellen CFTR-Proteins die Aktivitit des ENaC hemmt (Briel et al.
1998). Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass die Abwesenheit des CFTR, bspw. in
Mukoviszidose-Patienten, eine verstirkte Na'-Resorption verursacht (Kunzelmann et al.
2000). Neben der Beeinflussung der ENaC-Aktivitit werden dem CFTR weitere
regulatorische Einfliisse auf diverse lonentransportproteine zugeschrieben (Ubersicht in
Kunzelmann et al. 2000).

Bedingt durch die klinische Relevanz pulmonaler Erkrankungen wie beispielsweise der
Mukoviszidose liegt der Fokus der meisten Studien auf dem CFTR sowie dem ENaC. Es
konnen jedoch weitere Transportproteine am pulmonalen Ionentransport beteiligt sein, deren
Bedeutung allerdings wesentlich weniger gut erforscht ist. Auf eine induzierbare K'-Sekretion
durch apikale K'-Kanile wird von Basset et al. (1988), Saumon et al. (1989), Boucher (1994),
Clarke et al. (1997) sowie Lee et al. (2003) hingewiesen.

IV.2 Pulmonaler lonentransport im Epithel von Xenopus laevis - ein

Modellsystem?

Nachdem die Bedeutung des pulmonalen Ionentransports sowie einige der beteiligten
Transportproteine in der Sdugerlunge dargestellt wurden, sollen nun die entsprechenden

Eigenschaften der Amphibienlunge beleuchtet werden.

IV.2.1 Morphologie

Lungen der Amphibien Xenopus, Bufo und Rana wurden bereits in mehreren Arbeiten zur

Untersuchung des pulmonalen Ionentransports verwendet. In den 1960er und 1970er Jahren
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wurden vorwiegend morphologische Studien durchgefiihrt (Okada et al. 1962; Czopek 1965;
Meban 1973; Dierichs 1975). Amphibienlungen verfiigen im Vergleich zu Sdugerlungen iiber
einen weit einfacheren anatomischen Autfbau. Wihrend die Sédugerlunge durch eine
schwammartige Gewebestruktur gekennzeichnet ist, sind die Lungen der Amphibien eher
sackartig ausgebildet. Eine Oberfldchenvergroferung erfolgt {iber eine Septierung, die jedoch
nicht das komplette Lungenlumen durchzieht, sondern auf die Randbereiche beschrinkt
bleibt. Die Septen formen Raume, in denen der Gasaustausch stattfindet und die in Anlehnung
an die entsprechenden Strukturen bei Sdugern auch als ,,primitive Alveoli” (Okada et al.
1962) bezeichnet werden. Weiterhin ragen die Septen in das Lungenlumen hinein und sind
dort pilzformig ausgebildet. Sie treten zu einer Struktur zusammen, die man auch als
,»Vorbronchus®“ (Okada et al. 1962) bezeichnet. Die Epithelzellen tragen in diesem Abschnitt
Cilien - homolog den Verhéltnissen in Sdugerbronchien. In den ,,primitiven Alveolen* von
Rana nigromaculata und Bufo vulgaris japonicus wurden von Okada et al. (1962) zwei
unterschiedliche Zelltypen postuliert. Eine Population bedeckt vorrangig die &dulere
Oberfldche der Kapillaren und verfiigt iiber flache Zellkerne, wie sie auch bei AT I Zellen zu
finden sind. Der zweite Zelltyp kommt hauptsédchlich in den Zwischenrdumen benachbarter
Kapillaren vor und dhnelt aufgrund seiner kuboiden Form den AT II Zellen. Im Gegensatz zu
den Verhédltnissen bei Sdugern zeigen jedoch beide Zelltypen weitauslaufende
Cytoplasmastrange sowie das Auftreten osmiophiler Vesikel. Die Zellmorphologie in den
Lprimitiven Alveolen® scheint allerdings abhdngig von der Art zu sein. In Lungen von
Xenopus konnten Fischer et al. (1989) und Meban (1973) nur einen Zelltyp feststellen. Dieser
verfligte {iber morphologische Charakteristika von AT I Zellen (flache Form) gepaart mit dem
Auftreten von lamellar bodies, also osmiophiler Vesikel, welche in AT II Zellen der
surfactant-Sekretion dienen.

Die Dicke der amphibischen Blut-Luft-Schranke, bestehend aus Endothel, Basalmembran und
Epithel, wird mit 0,3 bis 0,7 um angegeben (Okada et al. 1962). Die Bedeutung des
Gasaustauschs tliber die Lungen scheint bei Amphibien recht unterschiedlich zu sein, da
sowohl Haut- als auch Mundho6hlenatmung auftreten. Fiir Xenopus laevis geht man davon aus,
dass der iiberwiegende Teil der Atmung iiber die Lungen stattfindet (Graaf 1957). Dies wird
unterstiitzt durch den Befund, dass der pulmonale Blutfluss den systemischen iiberwiegt
(Czopek 1965).

Ahnlichkeiten zwischen Sidugerlungen und der Xenmopus Lunge lassen sich auch im
surfactant-System erkennen. Die Expression von surfactant-Protein B und C beginnt bei

Xenopus zeitgleich mit Ausbildung der Lungen im Embryo. Im Gegensatz zur Séugerlunge
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werden die Proteine jedoch nicht nur in distalen Bereichen exprimiert, sondern verteilen sich
iiber die gesamte Lungenoberfliche. Aus diesem Befund folgern Hyatt et al. (2007), dass

auch der Gasaustausch bei Xenopus liber das gesamte pulmonale Epithel stattfinden konnte.

IV.2.2 Transportproteine

Diverse Arbeiten haben sich bereits mit dem Ionentransport in Amphibienlungen beschéftigt.
Die Mehrzahl der Studien basiert auf elektrophysiologischen Experimenten oder radioaktiven
Flux-Messungen, wihrend bislang wenig molekularbiologische oder immunhistologische
Nachweise gefiihrt wurden. In den 1970er Jahren begann die Forschung an der Lunge des
Ochsenfroschs (Rana catesbeiana). Diese weist als Haupttransportmechanismus eine Chlorid-
Sekretion auf (Gatzy 1975; Gatzy 1976) - Verhéltnisse, wie sie auch aus der Trachea des
Hundes (Welsh ef al. 1982) oder der fetalen humanen Lunge (Pitkanen & O'Brodovich 1998)
bekannt sind. Fischer et al. (1989) untersuchten anschlieend die Lunge von Xenopus und
postulierten die Anwesenheit apikaler Na“~ Kanile. Nach Blockade mit mikromolaren
Konzentrationen von Amilorid, einem spezifischen ENaC-Inhibitor, wurden 60 - 99 % des
Kurzschlussstroms gehemmt. Die Anwesenheit eines Amilorid-hemmbaren Stroms wurde im
Anschluss mehrfach gezeigt (Kim 1990; Fronius et al. 2003; Fronius et al. 2004; Berk et al.
2004). Puoti et al. (1995) gelang der molekularbiologische Nachweis der ENaC-
Untereinheiten o, B und y in der Xemopus Lunge. Weiterhin wurde gezeigt, dass die
basolaterale Applikation von Ouabain den Kurzschlussstrom vollstdndig inhibierte (Fischer et
al. 1989). Daraus kann geschlossen werden, dass der elektrogene Transport {iber dem Epithel
durch eine basolateral lokalisierte Na'-K'-ATPase energetisiert wird. Dem ,Zwei-
Membranen-Modell“ folgend, bendtigt der vektorielle Na -Transport iiber ENaC und Na'™-K'-
ATPase basolateral lokalisierte K'-Sickerkanile. Funktionelle Hinweise auf deren
Anwesenheit wurden von Illek ez al. (1990) erbracht.

Die Ahnlichkeiten hinsichtlich Morphologie und Transporteigenschaften zwischen
Sadugerlunge und der Lunge von Xenopus rechtfertigen also ihren Einsatz als Modellsystem

zur Erforschung grundlegender Fragestellungen des pulmonalen Ionentransports.

IV.3 Einfluss mechanischer Krafte auf die Physiologie der Lunge

Physikalische Kréfte spielen eine bedeutende Rolle fiir die Funktion der Lunge. Wihrend
jedes Atemzuges wirken positive und negative Driicke auf das Lungengewebe ein. Brown &

Mitzner (2003) ahmten eine tiefe Einatmung nach, indem sie anésthesierte Hunde kiinstlich
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beatmeten. Als Resultat stellten sie in Abhéngigkeit des verwendeten Drucks eine
Ausdehnung der Atemwege auf Werte von 125 bis 180 % fest (Brown & Mitzner 2001;
Brown & Mitzner 2003). Eine dhnliche VergroBerung der Atemwegsoberfliche bei tiefer
Einatmung wurde in spontan-atmenden Menschen nachgewiesen (Brown et al. 2001). Die mit
der Ausdehnung der Oberfliche verbundenen Krifte regulieren Parameter wie die Produktion
von surfactant oder die Apoptose pulmonaler Epithelzellen (Edwards 2001).

Neben der Beanspruchung wéhrend des Atemprozesses sind mechanische Kréfte auch bei der
Lungenentwicklung von Bedeutung. Bereits wihrend der fetalen Entwicklung werden
Atembewegungen durchgefiihrt und somit mechanische Stimuli verursacht. Diese
beeinflussen unter anderem die Differenzierung der alveolaren Zellen in AT I und AT II
Zellen (Wirtz & Dobbs 2000; Dobbs & Gutierrez 2001) sowie eine verstirkte Proliferation
der Epithelzellen (Chess et al. 2000).

Auch auf zelluldrer Ebene wurden Studien zum Einfluss mechanischer Krifte durchgefiihrt.
Einige Arbeiten beschrieben dabei den Langzeiteffekt von mechanischem Stress. Fisher &
Margulies (2002) fanden, dass nach einstiindiger zyklischer Exposition eines Dehnungsreizes
die Na'-K'-ATPase-Aktivitit in primiren Alveolarzellen zunahm. Zu einem &hnlichen
Ergebnis kamen Waters et al. (1999): auch hier wurde nach 30 bis 60 miniitiger zyklischer
Dehnung von Alveolarzellen eine Zunahme der Na'-K'-ATPase-Aktivitit beobachtet. Die
Autoren fiihren die Aktivititszunahme auf ein erhdhtes trafficking zwischen intrazellularen
Speichern und der basolateralen Membran zuriick, welches in einem verstérkten Einbau von
Membranproteinen resultierte. In beiden Arbeiten konnte der Effekt durch die Applikation
von Gadolinium, einem Inhibitor mechanosensitiver Kanile, vermindert werden.

Neben einem Einfluss auf Ionentransportmechanismen werden durch mechanischen Stress an
alveolaren Epithelien auch andere Parameter beeinflusst. Cavanaugh et al (2001)
beobachteten eine Abnahme der Expression des tight junction Proteins Occludin sowie eine
Verringerung der Zell-Zell-Verkniipfungen als Antwort auf einen einstiindigen, zyklischen
Dehnungsreiz. Weiterhin konnte durch Vlahakis et al. (1999) gezeigt werden, dass es nach
mechanischer Stimulation zu einer vermehrten Gentranskription und Ausschiittung von
Interleukin-8 kam.

Die bisher aufgefiihrten Arbeiten untersuchten die Auswirkung mechanischer Krifte auf
zelluldre Prozesse meist erst eine Stunde nach Einsetzen des Stimulus. Es sind
vergleichsweise wenige Arbeiten bekannt, die auch die kurzzeitigen Effekte beleuchten.
Durch Vlahakis et al. (2001) wurde beobachtet, dass eine mechanische Deformation

alveolarer Epithelzellen innerhalb von 60 bis 90 Sekunden zu einem FEinbau von
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Membranlipiden aus vesikuldren Speichern flihrte und damit eine OberflichenvergroBerung
der Zelle bedingte. Die Autoren interpretieren dies als einen Schutzmechanismus, mit dem die
Zelle die Spannung auf ihrer Oberfliche verringert und entstandene Membranverletzungen
repariert. Fisher et al. (2004) konnten durch Kapazitdtsmessungen ebenfalls eine Zunahme der
Membranfldche innerhalb eines Zeitraums von 5 Minuten nach mechanischer Deformation
feststellen. Ein weiterer kurzzeitiger Effekt besteht in der Verringerung der Prostaglandin-
Synthese, die bereits wenige Minuten nach mechanischer Reizung messbar wird (Savla et al.

1997) und von den Autoren auf eine Hemmung der Cyclooxygenase zuriickgefiihrt wird.

IV.4 Hydrostatischer Druck reduziert den Kurzschlussstrom und die

Kapazitat der Xenopus Lunge

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der kurzzeitigen Wirkung mechanischer Kréfte auf
den pulmonalen lonentransport. Dabei konnte gezeigt werden, dass hydrostatischer Druck in
der Lage ist, lonentransportmechanismen {iiber einem nativen Lungenprédparat von Xenopus

laevis innerhalb eines Zeitraums von wenigen Minuten zu beeinflussen.

IV.4.1 Kurzschlussstrom

Die einseitige Erhohung des hydrostatischen Drucks um 5 cm Wassersédule fiihrte innerhalb
weniger Minuten zu einer Reduktion des Kurzschlussstroms (Isc). Nach Beendigung der
Druckapplikation stieg der Isc innerhalb von 10 — 20 Minuten auf Werte an, die signifikant
iiber dem Ausgangsniveau (vor Druck) lagen. Der Effekt trat nur dann auf, wenn iiber dem
Gewebe ein Druckgradient anlag und das Gewebe die Moglichkeit hatte, sich auszudehnen.
Dabei war es nicht von Bedeutung, ob man den Druck von apikal oder basolateral applizierte.
Wurde eine Verformung des eingespannten Priparats durch die Abstiitzung des Gewebes
mittels eines Nylonnetzes verhindert, so war keine Druck-induzierte Strominhibition mehr zu
verzeichnen. Dies deutet darauf hin, dass der initiale Stimulus zur Hemmung des Isc in einer
Dehnung der Zellmembran besteht, welche sich durch ein Aufbldhen des Priparats ergeben
konnte. Ein Resultat, welches diese Hypothese stiitzt, zeigte sich bei einer simultanen
Erhohung der Wassersdule auf beiden Gewebsseiten. Hier wurde zwar der hydrostatische
Druck auf die Epithelzellen erhoht, jedoch wurde ein Aufblihen der Lunge und damit eine
Dehnung der Epithelzellschicht verhindert. Die Ausdehnung des Epithels konnte durch

mechanosensitive lonenkanile detektiert werden. Von diesen ist bekannt, dass sie in den
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meisten Féllen durch eine Dehnung der Membran aktiviert werden und nicht durch senkrecht
auf die Membran wirkenden Druck (Hamill & Martinac 2001).

Auch die schidigende Wirkung einer Uberdruckbeatmung, wie sie bei Patienten mit
eingeschrankter Lungenfunktion angewendet wird, scheint eher auf das Aufbldhen der Lunge
und der damit verbundenen Volumenzunahme als auf den erhéhten Druck zuriickfiihrbar zu
sein. In der Studie von Dreyfuss et al (1988) wurden unterschiedliche
Ventilationsbedingungen hinsichtlich ihrer Lungen-schidigenden Wirkung verglichen. Dabei
zeigte sich, dass eine Beatmung mit hohem Druck keine negative Auswirkung auf die
Lungenstruktur hatte, wenn eine {iberstarke Volumenzunahme durch ein den Brustkorb
umfassendes Korsett verhindert wurde.

Das Absinken des Isc, welches in der vorliegenden Arbeit nach Druckapplikation auftrat,
kann durch unterschiedliche Ereignisse verursacht werden. Um das Verstindnis zu
erleichtern, ist die Auswirkung einer transepithelialen Ionenbewegung in Abhéngigkeit von
Richtung und Ladung in Abb. IV-1 dargestellt. Eine Druck-induzierte Inhibition des Isc, kann
begriindet sein in (A) einer verstirkten Kationensekretion, (B) einer verstdrkten
Anionenresorption, (C) einer verminderten Kationenresorption oder (D) einer verminderten
Anionensekretion. Letztlich bleibt zu bedenken, dass der gemessene Isc den Summenstrom
samtlicher iiber dem Epithel stattfindener Transportprozesse darstellt. Eine gleichzeitige
Beeinflussung verschiedener Leitfahigkeiten muss also berticksichtigt werden.

Prinzipiell wire es auch moglich, dass ein Absterben von Zellen den Stromriickgang unter
Druckeinwirkung erkldren konnte. Allerdings ist dieser Umstand wenig wahrscheinlich, da
der Isc nach Beendigung des Drucks stark anstieg und schlieBlich ein Plateau erreichte,
welches liber den Ausgangswerten (vor Druck) lag. Die Reversibilitdt des Druckeffekts zeigt,
dass die Transporteigenschaften des Epithels erhalten bleiben, was funktionsfahige Zellen

voraussetzt.
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Abb. IV-1: Auswirkung des transepithelialen lonentransports auf den Kurzschlussstrom (lsc).

Die im oberen Bildabschnitt dargestellte Druck-induzierte Inhibition (5 cm) des Isc kann verursacht
werden durch: (A) Kationensekretion, (B) Anionenresorption, (C) verminderte Kationenresorption oder
(D) verminderte Anionensekretion. basol.: basolateral, t: Zeit. +: Kation, -: Anion.

IV.4.2 Widerstand

Neben dem Kurzschlussstrom wurde auch der elektrische Widerstand erfasst. Parallel zum
Riickgang des Isc war eine Verminderung des transepithelialen Widerstands zu verzeichnen.
Betrachtet man allerdings den Verlauf tiber die gesamte Messdauer, also vom Einspannen des
Gewebes in die Kammer iiber die Stromequilibrierungsphase bis zum Zeitpunkt vor
Druckapplikation, so féllt auf, dass der Wert bereits vor Druckapplikation in gleichem Malle
abnimmt. Somit kann nicht entschieden werden, ob die beobachtete Widerstandsédnderung
wiahrend Druckapplikation allein auf die Einwirkung des mechanischen Reizes
zuriickzufiihren ist.

Im Gegensatz zu der in dieser Arbeit eintretenden geringfiigigen Anderung wurde von
anderen Autoren ein stdrkerer Einfluss von mechanischen Kriften auf den Gewebswiderstand
festgestellt. Dafiir kommen im Wesentlichen zwei mdgliche Erkldrungen in Betracht: eine

Schadigung der Gewebe-Integritit oder eine Aktivierung von Leitfdhigkeiten.
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Eine Schiadigung der Gewebe-Integritit kann sich in einer erhdhten Durchléssigkeit der tight
Jjunctions manifestieren. Eine verringerte Expression des tight junction Proteins Occludin
wurde nach einem einstiindigen Dehnungsreiz in primédren Alveolarzellen beschrieben
(Cavanaugh et al. 2001). Eine mogliche Erkldrung besteht in einer Druck-induzierten
Verianderung des Cytoskleletts, mit welchem die tight junction Proteine wechselwirken. Es
bleibt allerdings fraglich, inwieweit diese Daten mit denjenigen der vorliegenden Arbeit
vergleichbar sind, da die betrachteten Zeitrdume stark differieren.

Eine Druck-induzierte Halbierung des Widerstands wurde von Wang et al. (2003a) am
Blasenepithel des Kaninchens beobachtet. Der Effekt war nach Beendigung der
Druckeinwirkung reversibel und wurde von den Autoren auf eine Aktivierung von
Transportproteinen zuriickgefiihrt.

Zusammengenommen kann festgehalten werden, dass die Erhohung des hydrostatischen
Drucks an der Xenopus Lunge nicht zu drastischen Anderungen des Gewebswiderstands
filhrte. Eine physikalische Zerstérung des Epithelverbandes kann zwar nicht ausgeschlossen
werden, spielt aber aufgrund der geringen Widerstandsdnderungen eine untergeordnete Rolle.
Die Sensitivitit der Druck-induzierten Strominhibition gegeniiber verschiedenen
Ionenkanalblockern (siehe Abschnitt IV.6) legt allerdings nahe, dass es durch mechanische
Stimulation zur Aktivierung unterschiedlicher Leitfdhigkeiten kommt, was die Verminderung

des Gewebswiderstands erklart.

IV.4.3 Kapazitat

Das Gewebe reagierte auf die Erhohung des hydrostatischen Drucks mit einer Verminderung
des Isc. Nach Beendigung der Druckapplikation wurde ein Stromanstieg festgestellt. Die
erzielten Stromwerte lagen dabei signifikant iiber dem Ausgangsniveau (vor Druck). Dieser
Anstieg konnte die Folge eines Einbaus zusdtzlicher Membranlipide sein, welche praformierte
Ionenkanile enthalten. Die dadurch bedingte Vergroferung der Membranoberflache kann als
Kapazititsinderung nachgewiesen werden. Daher wurde die Kapazitit vor, wihrend und nach
Druckapplikation erfasst. Es zeigte sich, dass die Erhohung des hydrostatischen Drucks zu
einer Zunahme der Membrankapazitit fiihrte. Nach Beendigung der Druckeinwirkung und
Einstellen eines Stromplateaus ging die Kapazitit wieder auf die Ausgangswerte (vor Druck)
zuriick.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit verschiedenen anderen Arbeiten. Fisher et al. (2004)
beschrieben eine Zunahme der Membranoberfliche (nachgewiesen mittels Kapazititmessung)

in primdren AT II Zellen wenige Minuten nach Perzeption eines Dehnungsreizes. Vlahakis et
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al. (2001) detektierten eine vergroBerte Membranoberfliche durch mechanische Stimuli
mittels optischer Methoden in einer pulmonalen Zelllinie. Beide Autorengruppen vermuteten,
dass der durch mechanische Stimulation ausgeldste Lipid-Einbau Teil eines zelluldren
Schutzmechanismus ist, der darauf abzielt, den mechanischen Stress zu minimieren.
Biologische Membranen kdnnen lediglich zu 2 - 3 % gedehnt werden, bevor Membranbriiche
auftreten (Apodaca 2002; Fisher ef al. 2004). Um dies zu verhindern, wird die Zelloberfliche
zunéchst durch eine Glittung von Membraneinstiilpungen oder Mikrovilli vergrof3ert. Ist dies
nicht ausreichend, um den mechanischen Stress zu reduzieren, so erfolgt in einem weiteren
Schritt der Einbau von Lipiden. Als Quelle der Membranlipide konnen submembrane Vesikel
dienen (Lewis & de Moura 1982). Diese Vesikel stellen priformierte Membranteile dar, in die
bereits Transportproteine eingelagert sein konnen. Auf diese Weise wiirde eine Vesikelfusion
auch mit einer Erhohung der Transporteigenschaften des Epithels einhergehen. Die Arbeit
von Fisher et al. (2004) zeigte, dass das sogenannte Membran-remodelling, also der Ein- und
Ausbau von Lipiden, innerhalb kurzer Zeitrdume ablaufen kann: bereits 5 Minuten nach Ende
der Druckapplikation war die urspriingliche Zelloberflache (Oberfliche vor Druck) wieder
hergestellt. Dabei ist zu erwédhnen, dass aufgrund des experimentellen Aufbaus keine
Messwerte fiir kiirzere Zeitrdume aufgenommen werden konnten. Somit ist nicht
auszuschlieBen, dass die Restrukturierung der Zelloberfliche innerhalb noch kiirzerer Zeiten
erfolgen kann. Die Prozesse des Membran-remodellings laufen meist iiber Endo- und
Exocytose (Apodaca 2002). Eine alternative Vorstellung wird von Lewis & de Moura (1984)
aufgebracht. Auch diese Autoren beobachteten eine Zunahme der Membrankapazitit durch
hydrostatischen Druck, welche kurze Zeit nach Beendigung der Druckeinwirkung reversibel
war. Die schnelle Reversibilitit wurde von den Autoren darauf zuriickgefiihrt, dass die
inkorporierten Vesikel an Mikrofilamenten verankert sind. Durch Druckeinfluss wird die
Zellmembran eingedriickt, so dass ein Verschmelzen von Vesikeln mit der Membran
stattfinden kann. Bei Beendigung der Druckeinwirkung kehrt die Zellmembran wieder in ihre
Ausgangsposition zuriick, wobei die an Mikrofilamenten befestigten Vesikel wieder aus der
Membran ,,herausgezogen werden.

Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Kapazitidtsainderung nach Druckeinwirkung kann
also durch die Fusion submembraner Vesikel bedingt sein. Der biphasische Verlauf des Isc
(kurzzeitige Hemmung wihrend Druck, langfristige Stimulation nach Druck) ldsst sich
allerdings nur bedingt durch den Einbau Ionenkanal-haltiger Vesikel erkldren. Die bisherigen

Ergebnisse sprechen daflir, dass der Druck-induzierte Effekt ein Zusammenspiel
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verschiedener zelluldrer Antwortreaktionen darstellt, an dem auch die Fusion submembraner

Vesikel beteiligt sein kann.

IV.5 Hydrostatischer Druck fluihrt zur Freisetzung von ATP

Neben der Erfassung des Kurzschlusstroms und der Kapazitit wurde in der vorliegenden
Arbeit auch die ATP-Konzentration in der Perfusionsldsung untersucht, welche aus der
Ussing-Kammer austrat. Es zeigte sich, dass bereits unter basalen Bedingungen (Abwesenheit
von mechanischem Stress) eine geringe ATP-Konzentration im apikalen Kammer-
kompartiment nachweisbar war. Die FEinwirkung hydrostatischen Drucks hatte einen
reversiblen Anstieg der gemessenen ATP-Konzentration zur Folge.
Die Freisetzung des Nukleotids durch mechanische Stimulation konnte in jedem bislang
untersuchten Zelltyp nachgewiesen werden (Aleu et al. 2003), wobei die Art des Stimulus
durchaus unterschiedlich sein kann. Sowohl Scherkriafte (Tarran et al. 2006) als auch
Zellschwellung in  hypotonem Medium (Boudreault & Grygorczyk 2002) oder
Zellschrumpfung in hypertoner Losung (Aleu ef al. 2003) fithrten zu einem Aussto3 von
ATP. Unabhingig vom Stimulus wirkt das Nukleotid als auto- und parakriner Regulator. Die
Wirkung bleibt auf das direkte Umfeld der sekretierenden Zelle beschrinkt, da ATP im
extrazelluliren Medium innerhalb von Sekunden durch Nucleotidasen und Hydrolysierung
abgebaut wird (Fitz 2007).
Die physiologischen Aufgaben, die der Signaliibertragung durch ATP zukommen, sind
vielfdltig. Im Rahmen dieser Arbeit ist von Interesse, dass die ATP-Freisetzung auch fiir
volumenregulatorische Prozesse bedeutsam ist. Wang et al. (1996) demonstrierten, dass ATP
als Folge einer Zellschwellung in hypotonem Medium ausgeschiittet wurde. Parallel dazu war
ein Anstieg der Chlorid-Leitfdhigkeit sowie eine Volumenregulation zu verzeichnen. Die
Autoren folgerten, dass die ATP-Sekretion einen autokrinen Stimulus darstellt, iiber den das
Zellvolumen reduziert werden kann.
Wiéhrend zur Wahrnehmung extrazelluldren ATPs weitreichende Erkenntnisse vorliegen,
besteht iiber die Art und Weise, wie das ATP die Zelle verlésst, weiterhin Unklarheit (Fitz
2007).
Eine ATP Freisetzung kann durch unterschiedliche Mechanismen hervorgerufen werden:

(A) durch ATP Sekretion mittels Transportproteinen,

(B) durch Fusion ATP angereicherter submembraner Vesikel oder

(C) durch Ausstrom von Cytoplasma nach Beschddigung der Zellmembran.
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Als ATP-sekretierendes Transportprotein ist u.a. der Chlorid-Kanal CFTR in der Diskussion
(Schwiebert et al. 1995; Jiang et al. 1998). Unsere Arbeitsgruppe zeigte, dass die Xenopus
Lunge iiber Chlorid-sekretierende Eigenschaften verfiigt. Weiterhin konnten wir den
molekularen und funktionellen Nachweis einer CFTR-Expression in der Xenopus Lunge
erbringen (Sommer et al. 2007). Damit ist es moglich, dass die Druck-induzierte ATP-
Freisetzung eine Sekretion des Nukleotids durch den CFTR darstellt.

Andere Arbeiten kommen allerdings zu dem Schluss, dass der CFTR selbst kein ATP leiten
kann (Reddy et al. 1996), jedoch als Regulator auf ein ATP-permeables Transportprotein
wirkt (Braunstein et al. 2001) oder indirekt die Exocytose des Nukleotids kontrolliert (Aleu et
al. 2003).

Neben dem CFTR werden weitere lonenkandle mit der Freisetzung von ATP in Verbindung
gebracht. Eine aktuelle Arbeit postuliert eine Rolle des ENaCs bei der Mechanotransduktion
und der darauffolgenden ATP-Freisetzung (Du et al. 2007). Durch Amilorid-Applikation
konnte eine mechanisch-induzierte ATP-Ausschiittung aus Blasenepithelzellen verhindert
werden. Ein moglicher Mechanismus, der den Zusammenhang zwischen einer
Mechanotransduktion iiber den ENaC und der ATP-Freisetzung erkldren kann, wird von den
Autoren jedoch nicht aufgestellt.

Auch andere mechanosensitive Kanidle wurden als Kandidaten fiir die ATP-Freisetzung in
Betracht gezogen. Dies griindete im Wesentlichen auf dem Ergebnis, dass eine mechanisch
induzierte ATP-Ausschiittung durch Gadolinium, einem Blocker mechanosensitiver
Ionenkanile, inhibiert werden konnte (Taylor ef al. 1998; Roman et al. 1999; Braunstein et al.
2001). Als mogliche Kandidaten werden auswiérts-gleichrichtende Chlorid-Kandle (ORCCs,
outwardly rectifying chloride channels) genannt (Braunstein et al. 2001), die durch Dehnung
der Zellmembran aktiviert werden konnen (Solc & Wine 1991). ORCCs sind allerdings
bislang nur funktionell beschrieben und auf molekularer Ebene nicht identifiziert (Jentsch et
al. 2002; Nilius & Droogmans 2003), so dass das Vorkommen dieser Proteine in der Xenopus
Lunge nicht ndher untersucht werden konnte.

Ein weiterer Freisetzungsmechanismus fiir ATP besteht in der Fusion submembraner Vesikel.
Diese enthalten, wie bereits in Abschnitt 1V.4.3 dargestellt, priformierte Membranproteine.
Die ATP-Konzentration innerhalb dieser Vesikel kann durch einen ATP-Transporter im
Vergleich zur cytoplasmatischen Konzentration (etwa 3 - 5 mM, Fitz 2007) stark erhoht sein
(Maroto & Hamill 2001). Dies ist von Bedeutung, da die eingelagerten Membranproteine auf
dem Transportweg vom Golgi-Apparat in die Membran durch ATP-abhingige Enzyme

posttranslational modifiziert werden. Maroto & Hamill (2001) konnten nachweisen, dass eine
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mechanische Stimulation von Xenopus Oocyten zu einem Anstieg der ATP-Freisetzung im
Perfusionsmedium fiihrte. Diese konnte durch Brefeldin A, ecinem Inhibitor vesikuldren
Transports, geblockt werden. Fiir die Fusion solcher Vesikel in der hier vorliegenden Arbeit
spricht die Erhohung der Kapazitit. Daher kann der Anstieg der extrazelluliren ATP-
Konzentration auch durch eine Vesikelfusion erklért werden.

Weiterhin kann es auch zu einer Verkettung unterschiedlicher Freisetzungsmechanismen
kommen. Die Arbeit von Aleu et al. (2003) zeigte, dass eine ATP-Ausschiittung durch
Xenopus Oocyten in hypertoner Losung in zwei Phasen erfolgte. Die Autoren folgerten, dass
es wiahrend der ersten Phase vorwiegend zu Exocytose-Ereignissen kam, wiahrend in der
zweiten Phase das Nukleotid durch ein Transportprotein ausgeschleust wurde.

Letztlich bleibt zu erwédhnen, dass auch der Austritt von Cytoplasma durch eine Zerstorung
der Zellmembran nach Druckeinwirkung einen Anstieg der extrazelluliren ATP-Sekretion zur
Folge hat.

Zusammengenommen kann die hier beobachtete ATP-Freisetzung also sowohl durch
Vesikelfusion (Kapazititsidnderung) als auch durch Transportproteine (CFTR) vermittelt
werden.

Unabhéngig vom Freisetzungsmechanismus wird ATP durch purinerge Rezeptoren detektiert.
Diese lassen sich unterschiedlichen Subtypen zuordnen, von denen ein Teil iiber G-Proteine
an Effektorproteine gekoppelt ist (metabotrope Rezeptoren, P1 und P2Y), wéhrend andere
selbst als Ionenkanile fungieren (ionotrope Rezeptoren, P2X) (Fitz 2007). P1-Rezeptoren
werden am stirksten durch Adenosin stimuliert und modulieren die Aktivitit der
Adenylatzyklase. Das Substratspektrum der P2Y-Rezeptoren umfasst ADP, ATP und UTP.
Diese Rezeptoren sind vorrangig an Phospholipasen gebunden. Die Aktivierung von
P2X-Rezeptoren fiihrt dagegen direkt zur Offnung von Membranporen, durch welche Na" und
Ca’" aus dem Extrazellulirraum einstrémen.

Die Konzentrationen fiir die halbmaximale Aktivierung purinerger Rezeptoren liegen
typischerweise im Bereich von 3 bis 500 nM (Fitz 2007). Die an der Xenopus Lunge
detektierte ATP-Konzentration stieg von circa 6 nM unter basalen Bedingungen auf circa
40 nM nach mechanischem Stress. Eine Druck-induzierte ATP-Sekretion in dhnlicher Grofe
wurde auch an Epithelzellen des Harnleiters (Knight et al. 2002) sowie an alveolaren
Epithelzellen (Patel et al. 2005) gemessen. Eine Aktivierung purinerger Rezeptoren durch
freigesetztes ATP ist also prinzipiell moglich, zumal die Anwesenheit von P1- und P2-
Rezeptoren in der Xemopus Lunge bereits postuliert wurde (Fronius et al. 2004). Die

halbmaximale Aktivierung wurde dort allerdings bei 96 uM extrazelluldirem ATP festgestellt.
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Daher bleibt fraglich, ob der in der vorliegenden Arbeit detektierte geringe ATP-Anstieg fiir
eine Aktivierung ausreicht. Es muss allerdings bedacht werden, dass die Konzentration in der
austretenden Perfusionslosung bestimmt wurde. In direkter Ndhe zur Zelloberflache kann der
ATP Gehalt durchaus hoher liegen. Von Sorensen & Novak (2001) werden Konzentrationen
von 9 uM berichtet. Weiterhin ist ein Abbau von sekretiertem ATP durch Ekto-ATPasen nicht
auszuschliessen, wie es bereits fiir follikulierte Xenopus Oocyten gezeigt wurde (Ziganshin et
al. 1995). Die Beteiligung purinerger Rezeptoren am Druckeffekt kann also nicht
ausgeschlossen werden. In einer parallel laufenden Diplomarbeit konnte jedoch gezeigt
werden, dass eine Blockade von P-Rezeptoren durch den Inhibitor Suramin den Druckeffekt
nicht signifikant verdnderte (Veith 2007). Neben der Bindung an P-Rezeptoren besteht eine
weitere Moglichkeit der Signaltransduktion durch ATP. Ein starker ATP-Ausstrom fiihrt zur
Abnahme der intrazelluliren ATP-Konzentration. Dies wiederum beeinflusst das gating ATP
abhingiger lonenkanile. Einen moglichen Kandidaten fiir einen lonenkanal, der auf eine
Verminderung der intrazelluliren ATP-Konzentration mit einer Erhdhung der Leitfdhigkeit

reagiert ist der K"-Kanal K tp (siehe Abschnitt IV.6.1).

IV.6 Hydrostatischer Druck induziert die Sekretion von Kalium

Wie in Abschnitt IV.4.1 dargestellt, besteht ein moglicher Erkldrungsmechanismus fiir die
Druck-induzierte Strominhibition in einer Sekretion von Kationen. Eine Kationensekretion
ergibt sich, wenn apikal lokalisierte Kanédle Kalium entsprechend der elektrochemischen
Triebkraft in das Lungenlumen hinein leiten. Um diese Hypothese zu iiberpriifen wurden
Versuche durchgefiihrt, die auf eine pharmakologische Inhibition eines K'-Ausstroms oder
eine Verringerung der elektrochemischen Triebkraft abzielten. Sowohl die Blockade apikaler
K -Kanile durch Ba®" als auch die apikale Perfusion einer Hoch-K~ Losung resultierten in
einer Abschwichung des Druckeffekts. Diese Ergebnisse sprechen fiir eine mallgebliche
Beteiligung dieser Leitfdhigkeiten am Auftreten der Druck-induzierten Strominhibition. Zwar
zeichnen sich pulmonale Epithelzellen vor allem durch Na“ und CI transportierende
Eigenschaften aus, jedoch liefern verschiedene Arbeiten Hinweise auf die Existenz apikaler
K'-Kanile in diesen Zellen. Basset et al. (1988), Saumon et al. (1989), Clarke et al. (1997)
und Wu et al. (2004) postulieren eine apikale Lokalisation von K'-Kanilen in pulmonalen
Epithelzellen, iiber welche eine K™ Sekretion erfolgen kann. Auch O'Grady & Lee (2003)
fiihren an, dass die K'-Konzentration im airway surface liquid hoher ist als jene im

Blutplasma. Dies macht es wahrscheinlich, dass es unter physiologischen Bedingungen zu
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einer K'-Sekretion kommt. O'Grady & Lee (2003) fiihren dies auf einen K'-Ausstrom durch
spannungsabhiingige K'-Kaniile zuriick.
Im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit wurde der Fokus auf eine Identifizierung der am
Druck-Effekt beteiligten K'-Kanile gelegt. Die Genfamilie der K'-Kanile umfasst circa 100
Mitglieder (Miller 2000). Man geht davon aus, dass diese lonenkanéle evolutiv bereits frith
entstanden, da alle bisher bekannten Genome von Eukaryoten, Prokaryoten und Archaeen
Gene fiir mindestens einen K'-Kanal aufweisen (Miller 2000).
Man teilt die Kanalfamilie in Subklassen ein, die sich in der Anzahl ihrer
Transmembrandoménen und Porenregionen unterscheiden. Weiterhin sind die Stimuli, welche
das gating der Kanile beeinflussen, divers. Eine funktionelle und strukturelle Unterteilung
erfolgt laut Coetzee ef al. (1999) in:
(A) die spannungs- (K,) und Ca’’-abhingigen (Kcw:) Kanidle mit 6
Transmembrandominen (TM) und einer Poren-Region,
(B) die einwirtsgleichrichtenden Kanile (Kir, K inward rectifyer) mit 2 TM und einer
Poren-Region,
(C) die 2-Poren-Regionen-K'-Kanile (2-P), bei welchen die Poren-Region als Tandem
ausgebildet ist und die weiterhin iiber 4 TMs verfiigen.
Generell besitzen K'-Kanile im funktionellen Zustand eine vierfache Symmetrie der
Porenregion. Dies hat zu Folge, dass diejenigen Subfamilien mit einer Porenregion (K, Kcao+,
Kir) als Tetramere assemblieren, wohingegen die 2P-Kanéle als Dimere vorliegen.
Die Assoziation der Kanéle mit verschiedenen Untereinheiten (auxiliatory subunits) macht
eine weitere Modifikation der Eigenschaften moglich. So entsteht durch die funktionelle
Wechelwirkung zwischen Kir und dem Sulfonylharnstoffrezeptor die Gruppe der

ATP-abhingigen K -Kanile (Karp).

IV.6.1 ATP-abhingige K'-Kanile

Zur Subfamilie mit 2 Transmembrandoménen und 1 Porenregion (2TM 1P) gehoren die
Vertreter der einwirtsgleichrichtenden Kandle Kir. Die einwértsgleichrichtende Funktion
ergibt sich daraus, dass die Kanile bei Membranspannungen aktiviert werden, die negativer
sein konnen als das K'-Gleichgewichtspotenzial. Dies hat zur Folge, dass K'-lIonen auch in
das Zellinnere geleitet werden konnen. Durch eine Assemblierung der Kir mit dem
Sulfonylharnstoffrezeptor (SUR), entsteht die Klasse der ATP abhingigen K -Kanile (Katp).
Diese detektieren die intrazellulire ATP-Konzentration und sind somit mit dem

metabolischen Zustand der Zelle gekoppelt. Ein Absinken des intrazelluliren ATP Gehalts
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fiihrt zur Offnung der Kanile (Baukrowitz & Fakler 2000). Eine mogliche Bedeutung dieser
Kanile fiir die Funktion von Epithelzellen zeigen Tsuchiya ef al. (1992) auf. Die Autoren
stellen in ihrer Arbeit die Hypothese auf, dass ATP die Kopplung zwischen der
Na"™-K'-ATPase und K'-Kanilen ermdglicht. Eine steigende Aktivitit der Na'-K'-ATPase
geht einher mit einer Anhiufung von K" im Cytoplasma sowie mit dem Verbrauch
intrazelluliren ATPs. ATP abhingige K'-Kanile konnen das Absinken der intrazelluliren
ATP-Konzentration detektieren und somit einen vermehrten K -Ausstrom gewéhrleisten. Mit
der Kopplung zwischen der Aktivitit der Na'-K'-ATPase und einem K'-Ausstrom wird die
Aufrechterhaltung des Membranpotenzials und des Zellvolumens ermoglicht (Welling 1995).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Beteiligung von Kapp am Auftreten der
Druck-induzierten Strominhibition durch den Einsatz des Karp-Blockers Glibenclamid
geprift. Die Selektivitit von Glibenclamid ist stark abhingig von der eingesetzten
Konzentration. In niedrigen Dosen wird das Pharmakon als Karp-Blocker eingesetzt (Leroy et
al. 2004), wahrend hohere Konzentrationen zur Inhibition des CFTR verwendet werden. Da
beide Transportproteine zur Familie der ABC-Transporter gehoren (bei Karp durch den
Sulfonylharnstoffrezeptor), konnte der Einfluss des Pharmakons auf einer Wechselwirkung
mit der ATP-bindenden Kassette beruhen (Yamazaki & Hume 1997). Wie in einer Studie
unserer Arbeitsgruppe gezeigt wurde (Sommer et al. 2007), fiihrte Glibenclamid in
Konzentrationen < 500 uM zu einer Stimulation des Isc an der Lunge von Xenopus, wihrend
sich hohere Konzetrationen in einer Hemmung bemerkbar machten (ICsy flr die
Strominhibition 748 pM). Dieses Resultat steht im Einklang mit der Annahme, dass das
Pharmakon in niedrigen Konzentrationen apikal lokalisierte Katp blockieren kann
(Stimulation des Isc), wihrend bei hohen Konzentrationen die Inhibition des CFTR iiberwiegt
(Inhibition des Isc). In der vorliegenden Arbeit wurde 100 uM Glibenclamid eingesetzt. Diese
Konzentration wurde auch bereits in anderen Arbeiten zur Blockade von Karp verwendet
(Sakuma et al. 1998; Leroy et al. 2004). Es zeigte sich, dass die apikale Perfusion von
Glibenclamid in der Lage war, den Druckeffekt signifikant abzuschwéchen. Dies deutet
darauf hin, dass eine mechanische Stimulation der Xenopus Lunge zu einer Aktivierung von
Karp fiihrt. Ein mdglicher Mechanismus der Aktivierung konnte eine verminderte
intrazellulare ATP-Konzentration darstellen. Unter Druckeinfluss war ein ATP-Anstieg in der
apikalen Perfusionslosung feststellbar. Dies konnte mit einem Absinken der intrazelluldren
ATP-Konzentration einhergehen, welche eine Offnung von Karp zur Folge hat. Die
intrazellluldre ATP-Konzentration liegt im Bereich von 3 - 5 mM (Fitz 2007), wohingegen
Karp-Kanéle in Patch Clamp Experimenten bereits durch 100 pM ATP inhibiert werden (Van
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Wagoner 1993). Eine Aktivierung von Karp miisste also einen immensen Riickgang der ATP-
Konzentration voraussetzen. Dass mechanischer Stress die intrazellulire ATP-Konzentration
tatsdchlich stark beeinflusst, wird von Cavanaugh. et al. (2001) beschrieben. Die Autoren
zeigten, dass es nach einer einstiindigen Exposition gegeniiber zyklischer Dehnung zu einer
Abnahme der intrazelluliren ATP-Konzentration um 40 - 75 % (je nach Stirke des
Dehnungsreizes) kam. Weitherin muss bedacht werden, dass die Abnahme der ATP-
Konzentration in unmittelbarer Ndhe der Zellmembran groBer sein kann als die Reduktion des
gesamten zelluldiren ATP-Gehalts. Ein dhnlicher Gedanke findet sich bei Mironov & Richter
(2000), die hervorheben, dass ein Riickgang der oxidativen Phosphorylierung in Kombination
mit dem ATP-Verbrauch durch Ionenpumpen sich auf die ATP-Konzentration nahe der
Zellmembran auswirken. Da die Messung des intrazelluliren ATP-Gehalts wihrend
mechanischer Stimulation in der vorliegenden Arbeit nicht moglich war, kann hier keine
abschlielende Aussage liber die Aktivierung von Karp durch diesen Mechanismus getroffen
werden. Was allerdings gegen eine derartige Aktivierung von Karp spricht, ist die Tatsache,
dass der Kurzschlussstrom nach Druckwegnahme in einigen Messungen sehr schnell wieder
zunahm (vgl. Abb. III-11, Seite 57). Es bleibt fraglich, ob die intrazelluldre
ATP-Konzentration in dieser kurzen Zeit wiederhergestellt werden kann.

Ein weiterer Aktivierungsmechanismus von Karp wird von einigen Autoren in einer direkten
Mechanosensitivitit gesehen, die tiber Kopplung mit dem Cytoskelett errreicht wird. Von Van
Wagoner (1993) wird berichtet, dass Kanidle in Cardiomyocyten in Patch Clamp
Experimenten durch Anlegen eines Unterdrucks oder durch Inkubation in hypoosmotischer
Losung aktiviert werden konnten. Die Selektivitit fiir K™ sowie die Hemmbarkeit durch ATP
und Sulfonylharnstoffe deuten darauf hin, dass es sich bei den Leitfahigkeiten um
Karp-Kanile handelt. Auch Mironov & Richter (2000) beobachteten eine Erhéhung der
Offenwahrscheinlichkeit von Karp durch Unterdruck in der Patch-Pipette oder Applikation
hypoosmotischer Losung. Weiterhin erhoht sich die Aktivitit der Kanile, wenn das
Mikrofilament-Netzwerk durch Applikation von Cytochalasin B depolymerisiert wird (Terzic
& Kurachi 1996; Mironov & Richter 2000), was einen Hinweis auf eine Wechselwirkung
zwischen Karp und dem Cytoskelett gibt.

Die Expression von Kapp in der Lunge wurde sowohl fiir Endothelzellen (Chatterjee et al.
2006) als auch fiir alveolare Typ II Zellen (Leroy et al. 2004; Trinh et al. 2007) bestitigt. In
AT II Zellen der Ratte setzten sich die Kanéle aus den Untereinheiten Kir6./ und SUR2B

zusammen. Sakuma et al. (1998) stellten fest, dass eine Aktivierung von Karp Kandlen zu
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einer Steigerung der K'-Sekretion in den Alveolarraum fiihrte, was zudem auf eine apikale
Lokalisation der Kanéle schlieen 14sst.

Zusammengenommen kann also festgehalten werden, dass die Erh6hung des hydrostatischen
Drucks an der Xenopus Lunge zu einer Aktivierung von Karp fiihrt, wobei die auslosenden

Mechanismen bislang nicht geklért sind.

IV.6.2 2-Poren-Dominen K*-Kanile

Neben den ATP-abhingigen K'-Kanilen kommen in Lungenepithelien weitere
K'-Leitfihigkeiten vor. Diese gehdren zu den drei Subfamilien der spannungsabhingigen,
Ca”-aktivierten und 2-Poren-Doménen K -Kanile (Leroy ef al. 2004). Innerhalb der 2-Poren-
Dominen K'-Kanal-Subfamilie (2-P-K'-Kanile) findet man auch mechanosensitive
Mitglieder. Es handelt sich dabei um die Proteine TREK-1, TREK-2 und TRAAK sowie
TASK-2. Die ersten drei aufgefiihrten Vertreter wurden vorrangig in neuronalen Geweben
identifiziert, jeodch findet man auch eine Expression beim Menschen in Ovar und
Verdauungstrakt (TREK-1), Plazenta (TREK-2, TRAAK) sowie in der Niere (TREK-2) (Patel
et al. 2001). Wahrend TREK-1, TREK-2 und TRAAK als direkt mechanosensitiv angesehen
werden, gilt TASK-2 als osmotisch reguliert.

Die Beteiligung der 2-P-K'-Kanile am Druckeffekt wurde mittels der Pharmaka Quinin,
Clofilium und Bupivacain untersucht. Wahrend Quinin und Clofilium in der Literatur bereits
zur Blockade verschiedener K'-Kanaltypen eingesetzt wurden, gilt Bupivacain als
spezifischer Inhibitor der 2-P-K-Kanile (O'Connell ef al. 2002; Davis & Cowley 2006; Inglis
et al. 2007). Die Druck-induzierte Strominhibition bei apikaler Perfusion der Pharmaka war
signifikant grofer als dies unter Kontrollbedingungen (ohne Pharmaka) der Fall war. Daraus
kann gefolgert werden, dass 2-P-K'-Kanile durch Druckeinwirkung beeinflusst werden.
Allerdings vermitteln diese Leitfihigkeiten nicht die Netto-K'-Sekretion in das apikale
Kompartiment, da sonst eine Verminderung des Druckeffekts unter Bupivacain zu erwarten
wiére. Das Ergebnis deutet eher darauf hin, dass die Sekretion von Kalium durch
2-P-K"-Kanile nicht in das apikale sondern in das basolaterale Kompartiment erfolgt. In einer
Versuchsreihe wurde darauthin die Beteiligung basolateraler K'-Kanile am Druckeffekt
untersucht. Dazu wurde zunichst ein K'-Gradient angelegt (apikal K'-Ringer, basolateral
NRS). Nachdem die apikale Membran durch Nystatin permeabilisiert worden war, stieg der
Isc stark an. Die basolaterale Membran verfiigt also {iber eine deutlich hdohere
K'-Leitfahigkeit als die apikale. Wurde unter dieser Bedingung der hydrostatische Druck

erhoht, war keine Inhibition sondern eine Stimulation des Isc zu beobachten, die durch Ba®
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geblockt werden konnte. Dies macht es wahrscheinlich, dass der mechanische Stress auch zur
Aktivierung basolateraler K'-Kanile fiihrt. Zwar werden 2-P-K'-Kanile im Allgemeinen als
Ba”'-insensitiv betrachtet (Inglis et al. 2007), allerdings zeigt die Arbeit von Reyes et al.
(1998) das circa 20 % des TASK-2 getragenen Stroms durch 1 mM Ba®" inhibiert werden
konnten (die Inhibition durch 1 mM Bupivacain betrug 80 %). TASK-4 wiederum wird durch
Ba®" (83 % Inhibition bei 2 mM) sogar stirker inhibiert als durch Bupivacain (Decher et al.
2001).

Einige Studien sprechen dafiir, dass es sich bei den 2-P-K'-Kanidlen um die basolateral
lokalisierten ,,leak channnels* handelt (Coetzee et al. 1999; Goldstein et al. 2001; Davis &
Cowley 2006). Diese Kanile leiten Kalium, welches iiber die Na'-K'-ATPase in das
Zellinnere transportiert wurde, wieder zuriick in das basolaterale Kompartiment und sind
durch dieses Kalium-Recycling maB3geblich an der Aufrechterhaltung des Membranpotenzials
beteiligt. Eine Blockade basolateraler K'-Kanile fiihrt zu einer Depolarisation der
basolateralen Membran, welche sich jedoch auch auf die apikale Zellseite auswirken kann
(Cowley & Linsdell 2002). Gerade in Zellen mit duflerst flacher Morphologie, wie man sie bei
alveolaren Zellen findet, sollte sich diese Wechselwirkung verstirkt bemerkbar machen. Uber
die Beeinflussung des Membranpotenzials wirkt sich daher eine Hemmung basolateraler
K'-Kanile auch auf andere Leitfihigkeiten aus. Dies hat zu Folge, dass die elektrochemische
Triebkraft fiir eine apikale Chlorid-Sekretion verringert wird (Davis & Cowley 2006).
Zusammengenommen sollte also die Blockade basolateraler K'-Kanile den gleichen Effekt
auf den I, haben wie die Hemmung apikaler Chlorid-Kandle. Um diese Hypothese zu
iiberpriifen, wurde die Wirkung des Chlorid-Kanalblockers DIDS in An- und Abwesenheit
von Bupivacain untersucht. Es zeigte sich, dass DIDS den Strom an der Xenopus Lunge
inhibierte. Wurde jedoch zundchst Bupivacain appliziert, so hatte DIDS keine additive
Wirkung. Dies deutet daraufhin, dass sowohl Bupivacain als auch DIDS die Chlorid-
Sekretion an der Xenopus Lunge beeinflussen. Weiterhin wurde in der vorliegenden Arbeit
der Einfluss von Chlorid-Kanalblockern auf den Druckeffekt untersucht (sieche Abschnitt
IV.10, Seite 127)). Es zeigte sich fiir diese Versuchsreihe tasidchlich das gleiche Bild wie bei
Verwendung der 2-P-K'-Kanalblocker. Auch der zeitliche Verlauf des Druckeffekts zeigt
erstaunliche Ahnlichkeiten zwischen beiden Versuchsreihen. Wie bereits beschrieben (vgl.
Abb. III-2, Seite 46), konnten unter Kontrollbedingungen unterschiedliche Formen der
Druck-induzierten Strominhibition beobachtet werden. Dabei kam es bei einem Typ zu einer
schnellen Inhibition gefolgt von einer transienten Stimulation. Auffillig war, dass die

transiente  Stimulation in Gegenwart von 2-P-K'-Kanalblockern oder Chlorid-
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Kanalinhibitoren nicht mehr zu beobachten war, auch wenn sie zuvor unter
Kontrollbedingungen auftrat. Dies legt den Schluss nahe, dass (A) sich der Druckeffekt aus
einer Modulation verschiedener Leitfadhigkeiten zusammensetzt, (B) die transiente
Stromstimulation auf eine Chlorid-Sekretion zuriickzufiihren ist und (C) die Applikation von
2-Poren-Dominen K -Kanalblockern eine verminderte Chloridleitfahigkeit zur Folge hat.

Ob die apikale Applikation von Bupivacain die Blockade von K'-Kanilen in der basolateralen
Membran bewirken kann, konnte in der vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht werden.
Davis & Cowley (2006) postulieren eine vorwiegend apikale Lokalisation der 2-P-K'-Kanile
in Calu-3 Zellen und stellen auch hier die Bedeutung dieser Kanile fiir die Anionensekretion
heraus. Wie in der vorliegenden Arbeit fiihrte auch in der zitierten Studie die apikale
Applikation von Bupivacain zu einer Inhibition des Kurzschlussstroms. Allerdings reduzierte
auch die basolaterale Gabe von Bupivacain den Isc, weshalb sich Applikationsort und Wirkort
durchaus unterscheiden kdnnen. Als Griinde konnen eine erhdhte transmembrane und/oder
parazelluldre Permeabilitit des Pharmakons angesehen werden. Auch von Ribeiro et al.
(2001) wurde eine Inhibition basolateraler K'-Kanile durch die apikale Applikation des
Blockers Quinin an Darmepithelzellen beobachtet. Die Autoren vermuten, dass die Lipophilie
des Pharmakons eine Diffussion durch die Zelle ermdglicht.

Um die pharmakologischen Daten zur Beteiligung von 2-P-K'-Kanilen abzusichern, wurden
RT-PCR Experimente durchgefiihrt. Hier konnte die mRNA-Expression fiir TWIK2 und
TASK?2 in der Xenopus Lunge nachgewiesen werden. Die Daten stehen im Einklang mit der
Studie von Davis & Cowley (2006), in der die Expression von TREK-1, TWIK-2 und
TASK-2 in der pulmonalen Zelllinie Calu-3 bestétigt wurde. Auch Inglis et al. (2007) wiesen
diverse 2-Poren-Dominen K'-Kanile in der pulmonalen Zelllinie H441 nach. Abweichend zu
den zitierten Publikationen konnte in der vorliegenden Arbeit trotz mehrfacher Versuche
keine konsistente Expression von TREK-1, TREK-2 und TRAAK in der Xenopus Lunge

gefunden werden.

IV.6.3 Ca?*-aktivierte K*-Kanile

Innerhalb der Ca*"-aktivierten K'-Kanile wurden bislang fiinf Mitglieder identifiziert, die
sich  beziiglich ihrer Leitfihigkeit, Ca®’-Sensitivitit und Spannungsabhingigkeit
unterscheiden. Die Proteine KCNNI1, KCNN2, und KCNN3 werden auch als SK-Gruppe
zusammengefasst (SK = small conductance K™ channels) und verfiigen iiber eine
Leitfahigkeit im Bereich von 4 - 14 pS (Vergara et al. 1998). Auf der anderen Seite der Skala
findet man KCNMA 1, welcher aufgrund seiner grof3en Leitfahigkeit von ~ 250 pS (Vergara et
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al. 1998) auch als BK (big conductance K' channel) bezeichnet wird. AuBer durch die
intrazellulire Ca**-Konzentration ([Ca*'];) wird der Kanal auch durch das Membranpotenzial
reguliert. Wahrend die SK und BK Kanéle recht ubiquitir exprimiert werden, findet man in
Epithelzellen vorranging KCNN4 (Jensen et al. 2001) - auch bekannt als IK (intermediate
conductance K channel) mit einer Leitfihigkeit von 20 - 80 pS (Vergara et al. 1998). Die
starkste Expression im Menschen findet sich in der Speicheldriise, gefolgt von Lunge,
Trachea und Placenta (Jensen et al. 2001). Auch Joiner et al. (1997) konnten eine IK-
Expression in der humanen Lunge nachweisen. Vazquez et al. (2001) und Wilson et al.
(2006) fanden IK-Transkripte in verschiedenen pulmonalen Epithelzelllinien.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Anwesenheit Ca* -aktivierter K'-Kanile in der Xenopus
Lunge mittels RT-PCR studiert. Positive Signale wurden fiir IK und BK (a-Untereinheit
KCNMAI1) erhalten. Die Expression von SK1 und SK2 konnte nicht konsistent nachgewiesen

werden.

Der IK-Blocker Clotrimazol hemmt den Druckeffekt

Ein selektiver Inhibitor von IK ist Clotrimazol (Alvarez et al. 1992; Wulff et al. 2001). Die
Applikation des Pharmakons fiihrte zu einer signifikanten Abschwéchung des
Druck-induzierten Effektes. Dies legt eine Beteiligung des Ca**-aktivierten K'-Kanals IK am
Auftreten des Druckeffekts nahe. Die Tatsache, dass Clotrimazol den Igc lediglich unter
Druck-Einwirkung beeinflusste, spricht dafiir, dass IK in der Xenopus Lunge im
Grundzustand nicht aktiv ist. Erst die mechanische Stimulation fiihrt zur Offnung des Kanals
und einer damit einhergehenden K -Sekretion. Auch die Studien von Wilson et al. (2006) und
Barfod et al. (2007) kommen zu dem Schluss, dass IK in unstimulierten Zellen nicht aktiv ist.
Nachdem Clotrimazol den Druckeffekt beeinflusste, wurden weitere IK-Inhibitoren getestet.
Allerdings konnte weder durch TRAM-34 noch durch Econazol eine Verringerung des
Druckeftekts festgestellt werden. Die Ergebnisse liberraschen, da TRAM-34 lediglich geringe
chemische Modifikationen im Vergleich zu Clotrimazol aufweist. Laut Wulff et al. (2001)
beruht die Wechselwirkung von Clotrimazol wie auch von TRAM-34 auf einer intrazellularen
Bindung an IK. Eine mdgliche Erklarung hinsichtlich der Wirk-Unterschiede konnte
demzufolge in der verdnderten Membranpermeabilitit liegen. Sollte TRAM-34 weniger
membrangingig sein als Clotrimazol, so konnte dies erkldren, dass in den hier durchgefiihrten
Versuchen TRAM-34 ohne Wirkung blieb. In der Arbeit von Wulff et al. (2000) wurde
allerdings festgestellt, dass TRAM-34 stirker lipophil und somit besser membrangingig ist

als Clotrimazol.
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Eine verdanderte Membranpermeabilitdt kann also nicht zur Erkldarung der Wirkunterschiede
herangezogen werden. Weiterhin sind die molekularen Bindestellen, {iber die Clotrimazol und
TRAM-34 mit IK wechselwirken, identisch. Sie werden von Wulff et al. (2001) und Nguyen
et al. (2007) als die Aminosduren Thr*° und Val*” angegeben. Die Autoren vermuten, dass
diese Stellen mit den Phenylringen des TRAM-34 wechselwirken und somit das Pharmakon
in einem Hohlraum direkt unterhalb des Selektivititsfilters festhalten. Die betreffenden
Aminosduren sind auch in der Sequenz von Xenopus konserviert (Abb. IX-4, Seite 177).
Mutationen, die unmittelbar an die Porenregion angrenzen, reduzieren jedoch die Sensitivitit
gegeniiber dem Blocker (Wulff e al. 2001). Der Austausch G259H, M261Y sowie W262C
fiihrte zu einer sechsfachen Verringerung der Wirkung von TRAM auf IK. Untersucht man
die putative Aminosduresequenz von Xenopus, so féllt auf, dass die Porenregion zwar stark
konserviert ist, die Positionen 259, 261 und 262 jedoch andere Aminosduren aufweisen als
dies bei den untersuchten Sdugersequenzen der Fall ist. Damit ist es wahrscheinlich, dass die
in der vorliegenden Arbeit beobachtete kontrare Wirkung von Clotrimazol und TRAM-34 auf
Sequenzunterschiede zuriickfiihrbar ist.

Letztlich wurde der Versuch unternommen, IK pharmakologisch zu aktivieren. Dazu wurde
Chlorzoxazon benutzt, welches die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals erhdht (Syme et al.
2000). Die Autoren gehen davon aus, dass das Pharmakon die Wechselwirkung zwischen
Kanal-gebundenem Calmodulin und intrazelluliren Komponenten wie Proteinkinase A oder
CAM-Kinase erhoht. Fiir den humanen IK wurde eine halbmaximale Stimulation bei 98 pM
festgestellt (Syme et al. 2000). In der vorliegenden Arbeit wurde der Isc durch eine apikale
Perfusion von 500 uM Chlorzoxazon stimuliert. Dieses Phdnomen kann nicht mit einer
Aktivierung von apikal lokalisiertem IK erkldrt werden, da dann eine Strominhibition zu
erwarten gewesen wére. Neben einer Aktivierung von IK wirkt das Pharmakon allerdings
auch stimulierend auf den CFTR (Syme et al. 2000), was zu einer Chlorid-Sekretion und
damit zu einem Netto-Stromanstieg an der Xenopus Lunge fiihrt (Sommer et al. 2007). Man
kann dieses Ergebnis also derart interpretieren, dass durch Chlorzoxazon IK zwar aktiviert
wird, der Effekt auf den Isc allerdings von einer CFTR-Stimulation iiberlagert wird. Eine
Stimulation des Isc nach Applikation eines chemischen Derivats von Chlorzoxazon (EBIO)
wurde auch von Wilson et al. (2006) beobachtet. Die Autoren fiihren den Effekt darauf
zuriick, dass eine Aktivierung von IK zu einer Hyperpolarisation der Zelle fiihrt, die
wiederum die Na'-Resorption erhoht. Weiterhin konnte eine Hyperpolarisation auch eine

gesteigerte apikale Chlorid-Sekretion nach sich ziehen (Hamilton et al. 1999).
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Wichtiger als der Effekt auf den Grundstrom war allerdings der Einfluss von Chlorzoxazon
auf den Druckeffekt. Hier wurde beobachtet, dass der Druckeffekt in Gegenwart des
Pharmakons stark abgeschwicht wurde. Wenn IK also bereits durch Chlorzoxazon stimuliert
war, konnte die Applikation des mechanischen Stimulus keine zusidtzliche Aktivierung
verursachen.

Um die Beteiligung von Ca®"-aktivierten K'-Kanilen der SK-Gruppe zu untersuchen, wurde
der Peptid-Blocker Apamin eingesetzt (Grunnet ef al. 2001; Wang et al. 2003b; Blank et al.
2004). Die apikale Perfusion von 1 uM Apamin konnte den Druckeffekt nicht signifikant
beeinflussen. Dies spricht gegen eine Beteiligung von SK-Kanidlen. Weiterhin wurde
Charybdotoxin verwendet, welches als Inhibitor von IK und BK angesehen wird (Vergara et
al. 1998; Jensen et al. 2001). Auch dieses Toxin hatte keinen Einfluss auf den Druckeffekt.
Das Ergebnis iiberrascht, da die inhibierende Wirkung von Charybdotoxin auf IK in vielen
Studien belegt wurde (Brugnara et al. 1993; Jensen et al. 1998; Ohya et al. 2000; Jensen et al.
2001). Allerdings ist zu bemerken, dass die Charybdotoxin-Insensitivitdt eines IK-dhnlichen
Kanals auch bereits in anderen Arbeiten festgestellt wurde. Castillo et al. (2005)
identifizierten Ca®’-aktivierte K'-Kanile in olfaktorischen Zellen der Ratte, die eine
Leitfahigkeit von 30 - 60 pS aufwiesen und durch Clotrimazol geblockt werden konnten -
beides Merkmale des IK. Die Kandle konnten jedoch nicht durch die Applikation von
Charybdotoxin inhibiert werden.

Weiterhin ist zu bedenken, dass es sich bei Apamin und Charybdotoxin um biologisch
evolvierte Toxine handelt, die urspriinglich aus den Giften von Bienen und Skorpionen
gewonnen wurden. Die Substanzen sind hochaffin (ICs)-Werte fiir die Bindung von
Charybdotoxin an IK liegen zwischen 2 und 28 nM, Jensen ef al. 2001), was u.a. der exakten
sterischen Einlagerung in die Kanalpore zugeschrieben wird (Naini et al. 1996). Damit ist es
moglich, dass bereits geringe Verdnderungen in der Tertidrstruktur des Zielkanals die
Bindungsaffinitit stark beeinflussen. Die inhibierende Wirkung der Peptid-Blocker wurde
vorrangig an Sidugerzellen untersucht. Zwar sind Ca*'-aktivierte K'-Kanile recht stark
konserviert, jedoch konnten die Unterschiede in der Aminosduresequenz zwischen Sdugern
und Xenopus ausreichend sein, um die Bindung des Peptid-Blockers an den Kanal zu
verhindern. Als maligebliche Bindungsstelle von Charybdotoxin an IK gilt die
Asparaginsdure an Position 239 der humanen Sequenz (Nguyen et al. 2007). Diese Stelle ist
innerhalb der untersuchten Sauger (Mensch, Ratte, Maus, Schwein, Hund, Meerschweinchen)
identisch. Vergleicht man die putative Sequenz des IK von Xenopus (Abb. IX-4, Seite 177)

mit denjenigen der angegeben Séuger, so findet man zwar eine duflerst hohe Homologie in der
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nachfolgenden Porenregion, an Stelle der Asparaginsiure™’ wird jedoch bei Xenopus ein
Asparagin eingebaut. Dies ist ein mdglicher Hinweis darauf, dass die Insensitivitdt des IK von
Xenopus gegeniiber Charybdotoxin auf Verdnderungen in der Tertidrstruktur und damit auf
eine Modifikation der Charybdotoxin-Bindestelle zurtlickfiihrbar ist.

Die Untersuchung Ca*"-aktivierter K'-Kanile ldsst den Schluss zu, dass der Kanal IK
mafgeblich an der Entstehung des Druckeftekts beteiligt ist. Dafiir konnen folgende Hinweise
angeflihrt werden: (A) die Applikation von Clotrimazol schwichte den Druckeffekt stark ab -
die Unwirksamkeit der weiteren verwendeten Blocker TRAM-34 und Charybdotoxin ldsst
sich auf speziesspezifische Sequenzunterschiede zwischen Séugern und Xenopus
zuriickfiihren; (B) der Kanal konnte mittels RT-PCR in der Xenopus Lunge nachgewiesen
werden; (C) der Druckeffekt konnte durch den IK-Agonisten Chlorzoxazon inhibiert werden;
(D) der Druckeffekt konnte nicht durch Apamin beeinflusst werden.

Der Verlauf des Kurzschlussstroms legt nahe, dass die Aktivierung durch mechanischen
Stress zu einer Sekretion von Kalium in das luminale Kammerkompartiment fiihrt. Dies
bedingt eine apikale Lokalisation des IK in den Epithelzellen. Eine weitere Aufkldrung dieser
Fragestellung, beispielsweise mittels Immuno-Gold-Labeling oder Co-Lokalisation mit

surfactant-Protein, bleibt zukiinftigen Studien vorbehalten.

IV.7 Einfluss der Losungsosmolaritat - requlatory volume decrease

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde der Mechanismus untersucht, der zu einer Aktiverung
von IK fiihren konnte. Der Stimulus, welcher sich letztlich auf das gating des Kanals
auswirkt, kann eine Zunahme der intrazelluliren Ca’’-Konzentration ([Ca2+]i) sein. Das
Prinzip eines Ca’’-Einstroms gefolgt von einer Aktivierung von K'- und Chlorid-
Leitfahigkeiten ist in der Literatur als regulatory volume decrease (RVD) bekannt (Pasantes-
Morales & Morales 2000). Darunter versteht man einen Mechanismus zur zelluldren
Volumenregulation. Bringt man eine Zelle in hypotones Medium ein, so folgt eine osmotische
Wasseraufnahme und damit eine VergroBerung des Zellvolumens. Dies bewirkt einen

Dehnungsreiz an der Membran, welchem eine Erhohung der [Ca®’];

folgt. Dadurch kommt es
zur Aktivierung Ca*"-abhingiger K™~ und Chlorid-Kanile, welche die entsprechenden Ionen
in den Extrazelluldrraum abgeben. Den Ionen folgt osmotisch Wasser nach, so dass letztlich
das urspriingliche Zellvolumen entsprechend dem Zustand vor der Schwellung wieder
hergestellt wird. Den umgekehrten Fall der Volumenreaktion, also eine Zunahme des

Zellvolumens nach vorangegangener Schrumpfung bezeichnet man als regulatory volume
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increase (Sarkadi & Parker 1991; Lytle 1997). Auch dieser Mechanimus wird {iiber
Ionentransportprozesse erreicht. Eine Inkubation in hypertonem Medium bewirkt zundchst
den osmotischen Verlust von Wasser und damit eine Abnahme des Zellvolumens. Um diesen
Prozess zu kompensieren, wird die Aktivitit von Cotransportern wie dem Na'/K'/2CI-
Cotransporters oder dem Na'/H'-Austauscher gesteigert (Sarkadi & Parker 1991). Dies
bedingt eine Aufnahme von Osmolyten und damit eine Wiederherstellung des urspriinglichen
Zellvolumens.

Neben der Zellschwellung durch Hypotonizitidt ist die Volumenregulation speziell fiir
Epithelzellen bei lonentransportvorgdngen von immenser Bedeutung. Beispielsweise kann es
durch Aufnahme von Néhrstoffen im Diinndarmepithel zur osmotischen Schwellung der
Zellen kommen, was eine Volumenregulation erforderlich macht (Wang et al. 2003b).
Ca”"-aktivierten K'-Kanilen wird eine bedeutende Rolle bei der RVD zugewiesen. Aus
einigen Arbeiten ist bekannt, dass der Kanal KCNMAT1 (BK) durch Verbringen in hypotones
Medium aktiviert wird (Christensen 1987; Fernandez-Fernandez et al. 2002). Auch auf die
volumenregulierende Funktion von IK in Epithelzellen wurde bereits hingewiesen (Wang et
al. 2003b; Barfod et al. 2007). Die Autoren zeigten, dass eine intestinale Zelllinie nach
Inkubation in hypotonem Medium zunichst mit einem Anstieg des Zellvolumens reagiert,
welches sich jedoch innerhalb von 15 Minuten dem urspriinglichen Volumen wieder annéhert.
Die RVD konnte durch Clotrimazol vermindert werden. Weiterhin wurde in whole cell und
excised patch Messungen ein Clotrimazol-sensitiver und Schwellungs-induzierter Strom
gemessen, der durch Chelatisierung der [Ca®']; inhibiert wurde. Die Resultate zeigen also,
dass volumenregulatorische Prozesse durch die Aktivierung von IK herbeigefiihrt werden
konnen. Neben einer direkten Aktivierung durch einen Anstieg der [Ca®']; besteht ein weiterer
Einfluss der Losungsosmolaritit auf die Funktion von IK in einer verdnderten
Oberfldchenexpression. Die Inkubation einer Leberzelllinie in hypoosmotischer Losung fiihrte
zu einer verstirkten Coexpression von IK mit /ipid rafts in der Zellmembran (Barfod et al.
2007). Wenn die Bildung von [lipid rafts verhindert wurde, dnderte sich auch die
Volumenregulation der Zelle. Die Autoren schlieBen, dass es durch Zellschwellung zur
Bildung eines volumenregulatorischen Komplexes kommt, der in /ipid rafts organisiert ist.
Um die Beteiligung von volumenregulatorischen Prozessen zu untersuchen, wurde in der
vorliegenden Arbeit die Abhédngigkeit der Druck-induzierten Strominhibition von der
Losungsosmolaritit iiberpriift. Wurde das Gewebe in hypotoner Perfusionslosung inkubiert,
so reduzierte sich die Stirke des Druckeffekts, wihrend eine Applikation in hypertoner

Losung die gegenteilige Auswirkung hatte. Die Ergebnisse zeigen, dass die Ausprigung des
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Druckeffekts stark von der Osmolaritit der Perfusionslosung abhdngt. Experimentelle
Bedingungen, die eine RVD ausldsen, schwichen den Druckeffekt ab. Dies konnte darauf
hindeuten, dass die Regulationsprozesse, welche die Zelle zur Kompensation der Schwellung
einleitet, dhnlich denjenigen sind, die durch Erhohung des hydrostatischen Drucks induziert
werden. Letztlich handelt es sich bei beiden Stimuli um eine Dehnung der Membran. Wenn
eine volumenregulatorische K'- und Chlorid-Sekretion bereits durch Hypoosmolaritit
induziert wurde, so kann der Einfluss von hydrostatischem Druck keine zusitzliche

Aktivierung erzielen - der Druckeffekt wird also verringert.

IV.8 Beteiligung mechanosensitiver lonenkanale

Die Fahigkeit, auf mechanische Reize zu reagieren, ist nahezu in allen Zelltypen verwirklicht
(Poirier & Iglesias 2007). Man nimmt an, dass die Mechanotransduktion zu den éltesten
physiologischen Prozessen gehort, die sich in Organismen entwickelt haben (Kloda &
Martinac 2002). Eine Mdglichkeit der Transduktion mechanischer Reize in eine zellulére
Reaktion besteht in der Aktiverung mechanosensitiver Ionenkandle. Heute sind
mechanosensitive Vertreter in nahezu allen Gruppen von Ionenkandlen bekannt: K'-
(Maingret et al. 1999), Na'- (Althaus et al. 2007), Ca*"- (Barritt & Rychkov 2005) und
Chlorid-Kanédle (Grunder et al. 1992) wurden als mechanisch aktivierbar beschrieben.
Weiterhin findet man mechanisch aktivierbare Leitfahigkeiten, die weitgehend unselektiv fiir
Kationen sind (Silberberg & Magleby 1997; Reifarth et al. 1999). Ungeachtet der hohen
Diversitdt spricht die Tatsache, dass mechanosensitive lonenkandle von Bakterien und
Archaeen eine monophyletische Gruppe bilden, fiir die friihe Entstehung innerhalb der
Evolution (Kloda & Martinac 2002).

Bei der Betrachtung der Mechanosensitivitdt von Ionenkandlen muss unterschieden werden
zwischen denjenigen Transportproteinen, deren gating direkt durch mechanische Stimuli
beeinflusst wird, und anderen, welche im Rahmen einer mechanisch-induzierten, zelluldren
Signalkaskade aktiviert werden. Ein Beispiel, welches beide Mechanismen vereint, kann in
der RVD gesehen werden. Der Ausstrom von K" und CI” kann wie bereits beschrieben als
Folge der Erhéhung der [Ca”"]; auftreten. Damit wird die Aktivitit der entsprechenden Kanile
zwar nach mechanischer Stimulation erhdht. Das gating wird allerdings durch in die Zelle
stromendes Ca”" und nicht durch den mechanischen Reiz an sich verindert. Im Unterschied

dazu kann der Ca’"-Einstrom jedoch iiber direkt mechanosensitive Ca’*"-Kanile erfolgen
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(Christensen 1987; Pasantes-Morales & Morales 2000; Chen & Barritt 2003; Arniges et al.
2004).

Fiir den Mechanismus, welcher zur Offnung direkt mechanosensitiver Ionenkanile fiihrt,
werden zwei Modelle diskutiert. Das erste Modell, welches als ,,bilayer model*“ (Hamill &
Martinac 2001) oder ,,membrane model* (Christensen & Corey 2007) bezeichnet wird, geht
davon aus, dass ein mechanischer Reiz zundchst von der Zellmembran aufgenommen wird.
Eine Dehnung der Membran fiihrt dann zur Offnung der Kanalpore. Als Beispiel fiir diesen
Typ kann der lonenkanal MscL (mechanosensitive channel of large conductance) genannt
werden, der in E.coli als unselektive Leitfdhigkeit der Osmoregulation dient (Hamill &
Martinac 2001). Werden diese prokaryotischen Zellen hypotonem Medium ausgesetzt, so
leitet MscL (und andere mechanosensitive Vertreter wie MscS) Osmolyte in den
Extrazelluldrraum, um das Platzen der Zelle zu verhindern (Kloda & Martinac 2002).

Ein moglicher Mechanismus, wie eine Membrandehnung zur Offnung der Ionenkanile fiihrt,
wird von Kung (2005) und Kloda & Martinac (2002) beschrieben. In dieser Vorstellung
kommt der Grenzschicht zwischen Plasmamembran und Kanalprotein eine bedeutende Rolle
zu. In Abwesenheit mechanischer Stimuli begiinstigt die Wechselwirkung zwischen Membran
und Kanal die geschlossene Konformation. Unter Einwirkung mechanischer Krifte,
beispielsweise einer Zugspannung durch Membrandehnung, kann es zu einer Abflachung der
Membran kommen. Dies bedingt, dass hydrophobe Kanalbereiche, die vormals von der
Zellmembran umgeben waren, nun an das wéssrige intra- bzw. extrazellulire Medium
grenzen. Da damit ein erhohter Energiezustand einhergeht, ist der Wechsel in die offene
Konformation begiinstigt, in der die hydrophoben Kanalregionen wieder vollends von der
Zellmembran umschlossen werden. Ein experimenteller Hinweis auf die Richtigkeit dieser
Annahme findet sich in Kloda & Martinac (2002). Die Autoren untersuchten
mechanosensitive Kanile in kiinstlichen Lipid-Schichten unterschiedlicher Dicke. Sie fanden,
dass die Aktivierungsenergie, und damit die Energie, welche fiir einen Konformationswechsel
bendtigt wird, in diinneren Bilayern vermindert und in dickeren Lipid-Schichten erhoht war.
Das zweite Modell ist bekannt als ,, tethered model *“ (tether: Spannseil). Hier geht man davon
aus, dass Ionenkanéle mit Ankerproteinen verbunden sind, die als eine Art molekulare Feder
dienen. Diese Ankerproteine konnen intrazelluldre Elemente des Cytoskeletts sein oder auch
der Verkniipfung mit der extrazelluldiren Matrix dienen. Diese Art der Mechanoperzeption
findet man beispielsweise bei Kanidlen in den Haarsinneszellen des auditorischen Systems.
Als moglicher molekularer Kandidat ist der Kationenkanal TRPA1 in der Diskussion (Poirier

& Iglesias 2007).
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TRPA1 gehort zur Familie der tranmsient receptor potential (TRP) Kanile. Diese
Transportproteine wurden erstmals bei einer Drosophila-Linie mit einer Mutation im
Photorezeptor beschrieben. Der Name transient receptor potential beschreibt das rasche
Abklingen des Photorezeptorpotentials, welches im Wildtyp nicht auftrat (Hardie & Minke
1992). Mittlerweile wurden TRP-Kanile in diversen Taxa gefunden. Allein innerhalb der
Sauger existieren 33 verschiedene Gene (Christensen & Corey 2007). Man teilt die Vertreter
aufgrund von Sequenzdhnlichkeiten in sieben Subfamilien ein (A, N, M, C, V, P, ML,
Christensen & Corey 2007). Gemeinsam ist den Mitgliedern die Organisation in sechs
Transmembrandominen und einer Porenregion sowie die unspezifische Leitfdhigkeit fiir
Kationen (Poirier & Iglesias 2007). Entsprechend der elektrochemischen Triebkraft resultiert
als physiologisch bedeutendes Signal ein Ca®’-Einstrom, weshalb die TRP-Kanile in der
Literatur auch hiufig als Ca’"-Kanile angesehen werden. Innerhalb der TRP-Familie werden
verschiedene Vertreter mit der Wahrnehmung mechanischer Reize in Zusammenhang
gebracht.

Fiir den Kanal TRPCI ist die Mechanosensitivitdt recht gut belegt. Maroto et al. (2005)
konnten zeigen, dass es sich bei dem Kanal SAC (stretch activated channel), welcher zuerst
in Xenopus laevis Oocyten beschrieben wurde (Methfessel er al. 1986; Yang & Sachs 1989),
um TRPC1 handelte. Die Latenzzeit, welche zwischen der Reizapplikation und dem Auftreten
des Kanal-Stroms vergeht, liegt bei 5 ms — einer Zeitspanne, welche als zu kurz betrachtet
wird, um Signalkaskaden zu beinhalten (Christensen & Corey 2007). Die Expression des
Proteins in kiinstlichen Lipidschichten zeigte, dass der Kanal auch in Abwesenheit
akzessorischer Molekiile durch Druck aktiviert werden konnte. Damit wurde ein Hinweis
erbracht, dass das gating von TRPC1 dem oben beschriebenen ,,membrane model* folgt.

Ein weiteres TRP-Mitglied, welches in Verbindung mit der Mechanoperzeption gebracht
wird, ist TRPV4. Dieser Kanal dient nach heutigen Erkenntnissen zu urteilen als Osmosensor
(Becker et al. 2005; Liedtke 2005).

Als genereller Blocker mechanosensitiver lonenkanéle wird das Metall-Kation Gadolinium
eingesetzt (Hamill & McBride 1996; Caldwell et al. 1998). Diese Substanz ist in der Lage, im
submillimolaren Bereich mechanosensitive Kanéle sowohl von Eukaryoten als auch von
Bakterien und Archaeen zu inhibieren (Kloda & Martinac 2002) — ein Fakt, der die starke
Konservierung der Gd**-Bindestelle hervorhebt. Weiterhin wird das chemisch sehr dhnliche
Lanthan verwendet, welches jedoch eine geringere Wirksamkeit besitzt. Der Mechanismus,
der die inhibierende Wirkung der Lanthanoide vermittelt, ist bislang nicht aufgeklért.

Auffillig ist die Ahnlichkeit mit Ca®" hinsichtlich der chemischen Eigenschaften
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(Ionenradius, Bindung, Koordinationsgeometrie) (Hamill & McBride 1996). Allerdings heben
die Autoren auch die starke Wechselwirkung von Gd** mit Lipid-Bilayern hervor, was zu
einer Anderung der Membraneigenschaften im Umfeld der zu blockenden Ionenkanile fiihren
konnte.

In der vorliegenden Arbeit wurden Gd** und La’" als Blocker fiir mechanosensitive
Ionenkandle eingesetzt. Es zeigte sich, dass die Applikation der Lanthanoide zu einer
signifikanten Hemmung des Druckeffekts fiihrte. Dieses Ergebnis trat selbst bei
Konzentrationen von 10 puM Gd" auf Zwar wirkt Gd>" auch auf andere
Membranleitfdhigkeiten. Studien unserer Arbeitsgruppe sowie eine weitere Arbeit zeigten,
dass Gd®" den ENaC von Xenopus stimuliert (Friis & Nielsen 2001; Fronius et al. 2003). Die
angegebenen ECsp-Werte liegen jedoch bei ~ 23 uM. In der vorliegenden Arbeit konnte die
Druck-induzierte Hemmung sowohl durch Applikation von 10 pM Gd*" als auch von 300 pM
Gd’* nahezu vollstindig gehemmt werden. Dies legt nahe, dass die Wirkung des Lanthanoids
bei 10 uM bereits geséttigt ist. Somit ist es wahrscheinlich, dass die beobachtete Wirkung von
Gd®" und La’ auf die Inhibition mechanosensitiver Kanile zuriickzufiihren ist und nicht
durch eine Stimulation des ENaC hervorgerufen wird.

Um die Expression der TRP-Kandle TRPCI und TRPV4 in der Xenopus Lunge zu
untersuchen, wurden zundchst RT-PCR Experimente durchgefiihrt. Die mRNA beider Kanile
konnte in RNA-Isolaten nachgewiesen werden. Dariiberhinaus wurde auch eine mRNA-
Expression von TRPCI1 in den humanen Epithelzelllinien H441 und AS549 festgestellt.
Weiterhin wurde die Lokalisation von TRPCI in der Xemopus Lunge untersucht. In
Immunfluoreszenzaufnahmen war ein deutliches Signal in Zellen nahe der luminalen
Oberfldche festzustellen. Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass
TRPC1 in Lungenzellen exprimiert wird (Xenopus Lunge, H441 sowie A549). Dort konnte
der Kanal an der Perzeption mechanischer Reize beteiligt sein.

Zur ndheren Untersuchung von TRPV4 wurde der Blocker Ruthenium Rot sowie der Agonist
40-PDD eingesetzt. Beide Pharmaka konnten den Druckeffekt nicht beeinflussen. Zwar war
die GroBe der Druck-induzierten Strominihibition von der Losungsosmolaritdt abhingig,
jedoch scheint diese Beeinflussung unabhingig von dem osmotisch regulierten Kanal TRPV4
zu erfolgen.

Die bisher dargestellten Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass es durch Druckeinwirkung
zu einer Offnung mechanosensitiver Kanile kommt. Der Zusammenhang zwischen einer
Aktivierung dieser Kanile und der beobachteten Erhohung der K'-Leitfihigkeit kann mehrere

Ursachen haben. Einerseits kann die Freisetzung von ATP und die damit verbundene Wirkung



Diskussion 125

auf diverse Leitfdhigkeiten an einen mechanosensitiven lonenkanal gekoppelt sein. Es ist
bekannt, dass Prokaryoten wihrend eines osmotischen Schocks ATP ausschiitten und dieser
Vorgang durch die Applikation von Gd** unterbunden werden kann (Kloda & Martinac
2002). Andererseits kann eine K'-Sekretion direkt durch den mechanosensitiven Kanal
erfolgen, wie es bereits von Wang et al. (2003a) beschrieben wurde. Letztlich kann durch
mechanosensitive Kanile ein Ca’’-Einstrom bewirkt werden, der im Weiteren zu einer

Aktivierung Ca’ -abhingiger Ionenkanile fiihrt.

IV.9 Abhangigkeit des Druckeffekts von [Ca®'];

Die bisher dargestellten Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass eine Erhohung des
hydrostatischen Drucks am Lungenepithel von Xenopus laevis zu einer Freisetzung von ATP
sowie zu einer Aktivierung mechanosensitiver lonenkanile fiihrt. Sowohl die Aktivierung
mechanosensitiver Ca’’-permeabler Ionenkanile als auch die Aktivierung purinerger
Rezeptoren durch Freisetzung von Nukleotiden wie ATP oder UTP kann zu einer Erh6hung
der [Ca’']; fithren (Hede er al. 2005). Nachfolgend kann daraus die Stimulation
Ca”-abhingiger K- und Chlorid-Kanile resultieren.

Um diese Hypothese zu priifen, wurde in verschiedenen Versuchsreihen die Bedeutung der
[Ca™']; fiir den Druckeffekt untersucht. Die Versuche lassen sich in zwei Gruppen einteilen:
(A) MaBnahmen, die eine Anderung der [Ca®"]; verhindern sollten; (B) Mafinahmen, die eine
Erhéhung der [Ca®']; bereist vor Druckapplikation zur Folge hatten.

Eine Verhinderung des Anstiegs intrazelluldren Ca®" sollte erzielt werden, indem Ca”'-freie
Perfusionslosung verwendet wurde, der zusdtzlich EGTA und BAPTA/AM zugesetzt war.
Die Perfusion dieser Losung verdnderte den Kurzschlussstrom an der Xenopus Lunge
zundchst nicht. Wurde jedoch zusidtzlich hydrostatischer Druck appliziert, war eine im
Vergleich zu Kontrollmessungen deutlich stiarkere Druck-induzierte Inhibition zu beobachten.
Weiterhin sank der Widerstand rapide ab. Nach Beendigung der Druckapplikation
veranderten sich beide Groflen nur noch minimal. Das macht es wahrscheinlich, dass der
kombinierte Einfluss von mechanischem Stress unter Ca’’-freien Bedingungen zu
irreversiblen Verdanderungen der elektrischen Eigenschaften des Lungengewebes flihrte. Der
starke Riickgang des Widerstands konnte darauf zugefiihrt werden, dass die
Abdichteigenschaften des sogenannten junctional complex vermindert wurden. Epithelzellen
werden von einem Giirtel verschiedener Proteine umschlossen, welche den mechanischen

Zusammenhalt des Zellverbandes gewéhrleisten. Apikal gelegen findet man die aus Occludin-
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und Claudin-Proteinen gebildeten tight junctions, welche den grofften Anteil am
parazelluldren Widerstand tragen (Denker & Nigam 1998). In Richtung der basolateralen
Gewebsseite folgen die adherens junctions und schlieBlich die Desmosomen. Der
mechanische Zusammenhalt des junctional complex ist in starkem MaBe abhingig von Ca”".
Der Entzug von Ca’" in der Perfusionsldsung fithrt innerhalb weniger Minuten zu einer
Verringerung des transepithelialen Widerstandes, welcher durch eine Verminderung des
Abdichtwiderstandes der tight junctions hervorgerufen wird (Lacaz-Vieira 1997; Riesen et al.
2002; Rothen-Rutishauser et al. 2002). Dem Ca’*-bindenden Protein E-Cadherin kommt
dabei eine besondere Rolle bei der Formation des junctional complex zu (Lacaz-Vieira 1997;
Rothen-Rutishauser et al. 2002).

Um einen schidigenden Einfluss des Ca®"-Entzugs auf die Gewebs-Integritit zu verhindern,
wurden die Zellen in einer weiteren Versuchsreihe mit BAPTA/AM aufgeladen, wobei die
Druckapplikation jedoch in Ca*"-haltiger Ringerlosung stattfand. Hierbei zeigte sich, dass es
im Vergleich zu Kontrollmessungen (ohne BAPTA/AM) zu einer signifikanten Verstirkung
des Druckeffekts kam. Dieses Ergebnis spricht zunichst nicht dafiir, dass Druck vorrangig zu
einer Aktiverung apikaler Ca®"-abhingiger K'-Kanile fiihrt, da ansonsten eine Inhibition des
Effekts zu erwarten wére. Es ist allerdings vereinbar mit der Annahme, dass es unter
Druckeinfluss zu einer Chlorid-Sekretion iiber Ca”*-abhiingige Chlorid-Kanile kommt (siche
Abschnitt IV.10, Seite 127).

Weitere Hinweise zur Bedeutung der [Ca*']; lieferten Versuche, in denen eine Erhdhung der
[Ca™"]; forciert wurde. Dies geschah unter Verwendung von Hoch-Ca** Losung, Tonomycin
oder Thapsigargin.

Unabhédngig vom Mechanismus war in allen drei beschriebenen Versuchsansitzen eine
Verminderung des Druckeffekts festzustellen. Damit hat eine Erhohung der [Ca®']; genau die
gegenteilige Wirkung zur Ca®"-Chelatisierung mittels BAPTA/AM.

Zusammengenommen zeigen die Versuche zum Einfluss der [Ca’']; also, dass der
Druckeffekt in geringem MaBe Ca”'-abhingig ist. Die Hypothese, dass die Druck-induzierte
Strominhibition durch Stimulation Ca®’-aktivierter K'-Kanile nach Erhohung der [Ca®'];
hervorgerufen wird, kann durch die hier diskutierten Daten zunéchst nicht gestiitzt werden.
Vielmehr legen die erhaltenen Ergebnisse nahe, dass eine Komponente, welche unter
Druckeinwirkung zur Stimulation des Isc fithrt, Ca*"-abhiingig ist. Eine mdgliche Erklirung
liegt in der Aktivierung einer Ca*"-abhingigen Chlorid-Sekretion. Allerdings konnte klar

gezeigt werden, dass sich der Druckeffekt durch Clotrimazol, einem spezifischen Inhibitor des
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Ca®"-aktivierten K'-Kanals IK, abschwichen lies. Zur Erklirung dieser Diskrepanz kénnen
verschiedene Aspekte angefiihrt werden:

(A) Die Abpufferung der [Ca®’]; mittels BAPTA/AM ist zwar ausreichend, um eine
Aktivierung Ca®"-abhingiger Chlorid-Kanile zu verhindern, jedoch nicht geniigend um auch
IK zu inhibieren. Dies wiirde bedeuten, dass die Aktivierung von IK durch geringere
Ca*"-Konzentrationen erfolgt als diejenige von Ca’’-abhingigen Chlorid-Kanilen. Die
publizierten Werte stiitzen diese Hypothese: eine halbmaximale Aktivierung des humanen IK
wird von Logsdon ef al. (1997) bei einem Wert von circa 300 nM beschrieben, wiahrend die
halbmaximale Aktivierung Ca**-abhingiger Chloridkanile typischerweise bei circa 650 nM
liegt (in Abhéngigkeit des Membranpotenzials werden allerdings auch niedrigere Werte
ermittelt, Nilius & Droogmans 2003). Bedenkt man zusitzlich, dass Ca’’-aktivierte K'-
Kanile und spannungsabhingige Ca*-Kanile colokalisiert sein konnen (Vergara et al. 1998),
so verhindert die enge rdumliche Nédhe mdglicherweise einen effizienten Entzug
einstromenden Calciums. Die hier gewihlten Versuchsbedingungen zur Chelatisierung der
[Ca®]; sind also eventuell nicht ausreichend, um eine Druck-induzierte Aktivierung von IK zu
unterbinden.

(B) Neben der Erhohung der [Ca’']; wird das gating von IK auch direkt durch ATP
beeinflusst (Gerlach et al. 2001). In inside out patches von IK-exprimierenden Xenopus
Oocyten kam es bei konstanter Ca®’-Konzentration zu einer Verdopplung der
Offenwahrscheinlichkeit, wenn der Perfusionslosung ATP zugesetzt wurde. Zwar bleibt das
gating weiterhin Ca® -abhingig, jedoch zeigt diese Arbeit den starken Einfluss von ATP auf
das Schaltverhalten des Kanals. Ein weiterer Regulationsmechanismus Ca®*"-aktivierter K-
Kanile besteht in der Wechselwirkung mit purinergen Rezeptoren. Je nach beteiligtem
Rezeptortyp kann durch Applikation extrazelluldrer Nukleotide eine Aktivierung oder eine
Inhibition der Kanile erfolgen (Hede ef al. 2005). Die Aktivierung von IK kann also auch mit

der hier nachgewiesenen Freisetzung von ATP in Zusammenhang stehen.

IV.10 Mechanischer Stress aktiviert neben Kalium-Kanalen auch

Natrium- und Chlorid-Leitfahigkeiten

Die Sensitivitit des Druckeffekts gegeniiber Ba®" sowie der extrazelluliren K'-Konzentration
zeigt, dass die Druck-induzierte Strominhibition zum grofiten Teil auf eine verstirkte

K'-Sekretion zuriickzufiihren ist. Eine Untersuchung von Na'- und Chlorid-Kanilen erbrachte
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jedoch zusitzliche Hinweise, dass auch diese Leitfahigkeiten durch mechanischen Stress
modifiziert werden.

Die Experimente zur Untersuchung apikaler Na'-Leitfihigkeiten lassen sich in zwei Ansitze
aufteilen. Einerseits wurde der Na'-Transport iiber das Gewebe durch Perfusion von 10 uM
Amilorid oder Na'-freier Losung komplett inhibiert. Dabei zeigte sich, dass der
Kurzschlussstrom durch beide Bedingungen nahezu vollstindig gehemmt wurde und der
Druckeffekt sich signifikant verringerte. Andererseits wurde nur eine anteilige Reduktion des
Na'-Transports angestrebt, indem lediglich 1 uM Amilorid perfundiert wurde oder die
Na'-Konzentration der Ringerldsung auf 50 bzw. 25 mM vermindert wurde. Die Applikation
hydrostatischen Drucks resultierte unter diesen Bedingungen in einer VergroBerung des
Druckeffekts im Vergleich zu Kontrollversuchen. Die Hohe der Druck-induzierten
Strominhibition ist also Na" abhingig: der komplette Block des Na'-Transport fiihrt zum
Verschwinden des Druckeffekts, wihrend eine anteilige Reduktion der Na'-Leitfihigkeit den
Druckeffekt vergroBert.

Da bereits dargestellt wurde, dass der hauptsdchliche Effekt des Druckeinflusses in der
Aktivierung einer K'-Sekretion besteht, sind die erhaltenen Ergebnisse zunéchst nicht einfach
zu interpretieren. Eine mégliche Erkldrung, warum die K'-Sekretion unter 10 uM Amilorid
nicht mehr detektiert werden konnte, kann in der Verdnderung des Membranpotenzials
gesehen werden. Durch die Blockade eines apikalen Na'-Einstroms gelangen weniger positive
Ladungstrager in das Zellinnere, wodurch es zu einer Hyperpolarisation der apikalen
Membran kommt. Damit vermindert sich die elektrochemische Triebkraft fiir einen K'-
Ausstrom. Da die Applikation hydrostatischen Drucks bei gleichzeitiger Ableitung des
Membranpotenzials durch Mikroelektroden nicht moglich war, wurde die Annahme einer
Membranhyperpolarisation indirekt iiberpriift. Im Falle einer Negativierung der apikalen
Potenzialdifferenz sollte eine erhohte Triebkraft fiir einen Chlorid-Ausstrom resultieren
(Horisberger 2003). Deshalb wurde der Effekt des Chlorid-Kanalblockers DIDS in An- und
Abwesenheit von 10 uM Amilorid untersucht. Es zeigte sich, dass die Chloridsekretion
entgegen der Erwartung durch 10 uM Amilorid gehemmt wurde. Dies spricht dafiir, dass es
nicht zu einer Hyperpolarisation der apikalen Membran kommt. Vielmehr deuten die
Ergebnisse darauf hin, dass K'- und Chlorid-Leitfihigkeiten in der Xenopus Lunge stark an
eine funktionierende Na'-Resorption gekoppelt sind. Wird diese Komponente komplett
ausgeschaltet, so wirkt sich dies auch auf weitere Transporteigenschaften des Epithels aus.
Weiterhin muss bedacht werden, dass Amilorid in niedrigen Konzentration zwar als

spezifischer ENaC-Blocker angesehen wird, in hoheren Dosen jedoch auch Einfluss auf
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andere Zellfunktionen ausiibt. Von Kleyman & Cragoe (1988) wird berichtet, dass Amilorid
eine Reihe von Transportproteinen inhibiert. Darunter befinden sich Na‘-Ca?*-Austauscher
(ICso: 1 mM), Na-K'-ATPase (ICso: 3 mM), Na'-H -Austauscher (ICso: zwischen 1 mM
Kleyman & Cragoe 1988 und 4 uM Zhuang et al. 1984, abhingig von der extrazelluldren
Na-Konzentration) und spannungsabhingige Ca’’-Kanile (ICsp: 90 uM). Weiterhin werden
Proteinkinasen (ICsp: 1 mM) und Proteinsynthese (ICsp: 100 uM) inhibiert. In Fisch-
erythrocyten wurde eine Hemmung der Adenylatzyklase (ICso: 6 uM) beschrieben (Kleyman
& Cragoe 1988). Wie die ICsp-Werte zeigen, bedarf der GroBteil der geschilderten Effekte
einer hoheren Amilorid-Konzentration als der in dieser Arbeit verwendeten. Allerdings wird
Amilorid in das Cytoplasma von Epithelzellen aufgenommen (Briggman et al. 1983). Bei
langer andauernder Applikation kommt es dort zu einer Ansammlung des Pharmakons,
welche die extrazelluldre Konzentration um das 10 bis 30fache iibersteigen kann (Leffert et
al. 1982; Davis & Czech 1985). Um eine vollstindige Blockade der Na'-Resorption an der
Xenopus Lunge zu erzielen, wurde 10 pM Amilorid iiber Zeitraume von 30 - 50 Minuten
appliziert. Es ist also nicht auszuschlieen, dass wéhrend dieser Zeit eine Akkumulation des
Pharmakons in den Zellen stattgefunden hat, welche die Zelleigenschaften unabhingig vom
Na'-Transport beeinflusst.

Um dies auszuschlieen wurden letztlich Versuche durchgefiihrt, in denen Amilorid lediglich
in einer Konzentration von 1 uM appliziert wurde. Hier zeigte sich zundchst eine Hemmung
des Kurzschlussstroms um circa 40 %, was im Einklang mit dem von Fischer ef al. (1989)
publizierten ICso Wert von 1,2 uM steht. Eine darauffolgende Erhhung des hydrostatischen
Drucks resultierte in einer stirkeren Strominhibition als dies unter Kontrollbedingungen (ohne
Amilorid) der Fall war. Dies zeigt, dass der Druckeffekt neben einer K -Sekretion auch eine
ENaC-getragene Stromkomponente beinhaltet. Wird ein Teil des ENaC-getragenen Stroms
geblockt, so wird die durch K'-Sekretion bedingte Strominhibition prominenter. Dies legt
nahe, dass es unter Kontrollbedingungen (ohne Amilorid) zu einer Stimulation des ENaC
kommt, welche von der K'-Sekretion iiberlagert wird. Das gleiche Resultat ergab sich, wenn
die Na'-Konzentration in der Perfusionsldsung auf 25 bzw. 50 mM reduziert wurde. Dies
stiitzt die Vermutung, dass es unter Kontrollbedingungen tatsédchlich zu einer gesteigerten
Na'-Resorption kommt. Zum besseren Verstindnis sind die Auswirkungen einer gesteigerten

Na'-Resorption sowie einer Chlorid- und K'-Sekretion in Abb. IV-2 dargestellt.
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Abb. IV-2: Auswirkung einer kombinierten Na*-Resorption sowie einer K*- und Chlorid-Sekretion.

(A) Zeitlicher Verlauf des Kurzschlussstroms (lsc) unter Druckeinwirkung (5 cm). Die Sekretion von K*
bewirkt eine Inhibition des Isc, wohingegen die Chlorid-Sekretion und Na’-Resorption den lgc
stimulieren. Da die K'-Sekretion jedoch die beiden anderen Vorgédnge (iberwiegt, resultiert in
Kombination ein inhibitorischer Summenstrom. (B) Wird die K’-Komponente geblockt, so setzt sich der
Summenstrom nur noch aus der Na® - und Chlorid-Komponente zusammen. Es resultiert eine
Stimulation des lsc. (C) Die Blockade der Chlorid-Komponente und (D) der Na’-Komponente
resultieren in einer verstarkten Inhibition.

Weiterhin wurden Verusche zur Beteiligung von Chlorid-Leitfahigkeiten durchgefiihrt. Dabei
zeigte sich, dass die Applikation der Chlorid-Kanalblocker DIDS und NFA zu einer
VergroBerung der Druck-induzierten Strominhibition fiihrte. Der gegenteilige Effekt wurde
beobachtet, wenn die elektrochemische Triebkraft fiir einen Chlorid-Ausstrom erhéht wurde
(Chlorid-freie Perfusionslosung). Die Versuchsreihen sprechen dafiir, dass es unter

Druckeinwirkung zu einer vermehrten Chlorid-Sekretion kommt.
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Zusammengenommen werden also verschiedene Leitfahigkeiten durch die Erhohung des
hydrostatischen Drucks beeinflusst. Es kommt sowohl zu einer Aktivierung einer K'- und
Chlorid-Sekretion als auch zu einer verstirkten Na'-Resorption. Die Chlorid-Sekretion sowie
die Na'-Resorption filhren zwar zu einer Stimulation des Isc, werden jedoch von der
prominenteren K'-Sekretion iiberlagert. Hemmt man die Chlorid- oder Na'-Komponente, so
tritt die K'-Sekretion noch deutlicher zu Tage - der Druckeffekt vergroBert sich also.

Zwei unterschiedliche Mechanismen kénnen zur Druck-induzierten Aktivierung der Na'- und
Chloridleitfahigkeiten gefiihrt haben: (A) eine direkte Mechanosensitivitdt der Kanile; (B)
eine Hyperpolarisierung aufgrund eines vorangegangenen K'-Ausstroms (Cowley & Linsdell
2002)

Sowohl innerhalb der Na'- wie auch der Chlorid-Kanile werden mechanosensitive Vertreter
diskutiert. Wihrend aber fiir die Na'-Kandle molekulare Kandidaten-Gene identifiziert
wurden (siche nachfolgenden Abschnitt), ist die Situation innerhalb der Chlorid-Kanéle
weitaus weniger geklédrt. In der Literatur ist zwar vielfach das Auftreten eines Volumen-
sensitiven Chlorid-Stroms (I¢swerr) 0der eines Volumen-regulierten Anionenstroms (VRAC,
volume-regulated anion current) beschrieben, die dahinterstehenden Proteine sind bislang
allerdings weitgehend unbekannt (Nilius et al. 1996; Jentsch et al. 2002; Nilius & Droogmans
2003). Molekulare Kandidaten wie MDRI1 (P-Glycoprotein) oder CIC-3 konnten nicht
bestétigt werden (Nilius & Droogmans 2003). Somit beziehen sich die Charakteristika der
Kanile, wie Aktivierbarkeit oder Pharmakologie, immer nur auf einen Volumen-sensitiven
Chlorid-Strom, ohne dass dabei geklért ist, ob dieser Strom eventuell durch verschiedene
Proteine hervorgerufen wird. Das Problem der Differenzierung wird offenkundig, indem Liu
et al. (2007) eine Beteiligung von ORCCs (outwardly rectifying chloride channels) an VRAC
postulieren, wobei jedoch die molekulare Identitdt der ORCCs ebenfalls ungeklért ist (Jentsch
et al. 2002; Nilius & Droogmans 2003).

Als mogliche Vermittler Schwellungs-induzierter Chlorid-Strome kommen Kandle in
Betracht, die sowohl Chlorid als auch organische Osmolyte transportieren konnen. Da die
intrazelluldre Chlorid-Konzentration in einigen Zelltypen sehr gering ist, kann iiber einen
Chlorid-Ausstrom allein keine effiziente Volumenregulation stattfinden. Uber sogenannte
VSOACs (volume-stimulated osmolyte and anion channels, ein Synonym fiir VRAC, Nilius
& Droogmans 2003) stromen Chlorid sowie Osmolyte wie beispielsweise Taurin aus, was
zusammengenommen in einem Schwellungs-induzierten Strom resultiert (Jentsch et al. 2002).
Genauere Kenntnisse iliber die Mechanosensitivitit bei Chlorid-Kanédlen konnten durch

Klonierung und Expression des Kanals CIC-2 gewonnen werden. Fiir dieses Transportprotein
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wurde die Volumensensitivitit im Xenopus Oocyten Expressionsmodell bestitigt (Grunder et
al. 1992). Allerdings kann es sich bei CIC-2 nicht um den Schwellungs-sensitiven Kanal
handeln, der I¢;swen bzw. VRAC zu Grunde liegt, da die biophysikalischen Eigenschaften
differieren (Jentsch et al. 2002). Zwar wurde von Lipecka et al. (2002) eine Lokalisation von
CIC-2 in pulmonalen Epithelzellen beschrieben, eine Beteiligung von CIC-2 an dem in der
vorliegenden Arbeit untersuchten Druckeffekt ist allerdings unwahrscheinlich. Der
Druckeffekt konnte durch Applikation des Blockers DIDS moduliert werden, wohingegen
CIC-2 auch durch hohe Konzentrationen des Pharmakons (1 mM) nicht effektiv inhibiert wird
(Jentsch et al. 2002).

Neben direkt mechanosensitiven Chlorid-Kandlen koénnen filir die Interpretation des
Druckeffekts auch Ca’"-aktivierte Chlorid-Kanile herangezogen werden. Die Sensitivitit
gegeniiber den verwendeten Blockern DIDS und NFA ist sowohl vereinbar mit einer Wirkung
auf Ca®’-aktivierte Chlorid-Kanile (Jentsch er al. 2002), wie auch auf VRAC (Nilius &
Droogmans 2003). Allerdings konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass eine
Stromkomponente, welche der Druck-induzierten Strominhibition entgegenwirkt, abhingig ist
von der intrazellulidren Ca*-Konzentration. Da die Aktivierung von VRAC unabhingig von
[Ca®"]; erfolgt (Nilius & Droogmans 2003), konnte es sich hierbei um Ca*"-aktivierte Chlorid-

Kanile handeln.

1V.10.1 Scherkrifte aktivieren den humanen epithelialen Na*-Kanal

Im Gegensatz zu den unklaren Verhéltnissen bei Chlorid-Kanélen sind innerhalb der
Na'-Kanile mechanosensitive Vertreter bekannt. Dabei handelt es sich um Mitglieder der
DEG-ENaC Proteinfamilie. Identifiziert wurden die sogenannten Degenerine (DEG) in dem
Nematoden Caenorhabditis elegans. Wiirmer, die Mutationen in den entsprechenden Genen
aufwiesen, fielen durch eine beeintriachtigte Mechanorezeption auf. Die Degenerine umfassen
die Proteine MEC-4, MEC-10, MEC-2 und MEC-9, die funktionell zu einem
Mechanorezeptor zusammentreten (Poirier & Iglesias 2007). MEC-4 und MEC-10, bilden die
Porenregion, wihrend MEC-2 und MEC-9 an der Verankerung des Kanalkomplexs in der
Membran beteiligt sind (Poirier & Iglesias 2007). Die phylogenetische Verwandschaft des
ENaC mit den Degenerinen flihrte dazu, dass auch diesem Kanal eine Mechanosensitivitit
zugeschrieben wurde. In der Literatur findet man jedoch teils widerspriichliche Angaben {iber
die Art des mechanischen Stimulus, der durch den ENaC perzipiert werden kann (eine
Ubersicht findet sich bei Fronius & Clauss 2007). Die Auswirkung der Lésungsosmolaritt

auf epitheliale Na'-Kanile wurde unter anderem an der renalen Zelllinie A6 untersucht. Wills
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et al. (1991) beobachteten einen Isc-Anstieg in hypotoner Losung und eine Verminderung des
Isc unter hypertoner Perfusion. Die Autoren fiihren die Effekte auf eine Verinderung der Na'-
Kanaldichte in der apikalen Membran zuriick. Hypotonizitit fiihrte demzufolge zu einem
Einbau von Na'-Kanilen in die Membran, wihrend Hyperosmolaritit den gegenteiligen
Effekt bewirkt. Zum gleichen Schluss kommen Niisato et al. (2000), die die Erhéhung der
Kanaldichte auf eine Vesikelfusion zuriickfiihren. Eine mogliche physiologische Bedeutung
ergibt sich fiir Nierenzellen (Wills ef al. 1991). Im Falle einer erhohten Plasmaosmolaritit
wird die weitere Na -Resorption aus dem Harn durch Verminderung der Kanaldichte gesenkt.
Sollte die Plasmaosmolaritit im umgekehrten Fall zu stark sinken, so kann durch Einbau
zusitzlicher Na'-Kanile die Elektrolytresorption forciert werden. Untersuchungen im
Oocyten-Expressionssystem ergaben kontroverse Ergebnisse. Awayda & Subramanyam
(1998) konnte keine Beeinflussung des Ratten-ENaC nach Inkubation in hypotonem Medium
feststellen. Hypertonizitdt reduzierte jedoch den ENaC-Strom. Das gleiche Resultat brachte
eine Diplomarbeit am Institut fiir Tierphysiologie (Decker 2005), die ENaCs von Xenopus
untersuchte. Demgegeniiber postulierten Ji ef al. (1998), dass es in hypertonem Medium zu
einer Stimulation des ENaCs kommt. Auch der Mechanismus, tiber den der osmotische Reiz
perzipiert wird, scheint nicht einheitlich zu sein. Wéahrend Wills et al. (1991) eine ENaC-
Inhibition an A6 Zellen nur dann feststellen konnten, wenn die Hyperosmolaritdt von der
basolateralen Seite einwirkte, war dies bei bei der Studie von Willumsen et al. (1994) an
Nasenepithelzellen nur bei apikaler Applikation zu beobachten. Letztere Autoren vermuten,
dass der Riickgang des ENaC-Stroms seine Ursache in einer Hemmung basolateraler
K'-Kanile sowie einer Inhibition der Na-K'-ATPase haben konnte.

Der Gruppe um Kleyman gelang der Nachweis, dass laminarer Scher-Stress, wie er etwa beim
Durchstromen des Sammelrohrs auftritt, einen adequaten Reiz zur Aktiverung des ENaCs der
Maus darstellte (Satlin et al. 2001; Carattino et al. 2004). Die Autoren konnten eine Zunahme
der Membranstrome in ENaC-exprimierenden Oocyten nachweisen, wenn diese in der Zwei-
Elektroden-Spannungsklemme laminarer Stromung ausgesetzt wurden. Weiterhin wurden
Hinweise darauf geliefert, dass die Zunahme der Leitfdhigkeit durch Scher-Stress auf eine
Erhohung der Offenwahrscheinlichkeit zuriickzufiihren ist.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Effekt von Scher-Stress ausblieb,
wenn Ratten-ENaC exprimierende Zellen zuvor mit Zn*" perfundiert wurden. Wie die Arbeit
von Sheng et al. (2004) zeigt, fiihrte die Applikation von Zn>" an Maus-ENaCs zu einer
Erhohung der Offenwahrscheinlichkeit. Der Befund, dass Scherkridfte unter diesen

Bedingungen keinen zusitzlichen Effekt hervorrufen, l4sst den Schluss zu, dass beide Stimuli
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die gleiche Kanaleigenschaft — ndmlich die Erhohung der Offenwahrscheinlichkeit —
beeinflussen.

Ein direkter Nachweis dieser Hypothese gelang unserer Arbeitsgruppe durch
Einzelkanalableitungen mittels der Patch Clamp Technik. Dort konnte bewiesen werden, dass
Scherkrifte die Leitfdhigkeit von Xemopus- und Ratten-ENaC durch Erh6éhung der
Offenwahrscheinlichkeit steigern (Althaus et al. 2007).

In der vorliegenden Arbeit wurde zusdtzlich der humane ENaC (hENaC) mittels Zwei-
Elektroden-Spannungsklemme und Patch Clamp untersucht. Dazu wurde der Kanal aus
adultem Lungengewebe kloniert und heterolog in Xenopus Oocyten exprimiert. Wie bereits
fiir den ENaC von Maus, Xenopus und Ratte beschrieben, fiihrten laminare Scherkrifte in
Ganzzell-Ableitungen von hENaC-exprimierenden Oocyten zu einer Steigerung der
Leitfahigkeit. Der Effekt trat weder unter Amilorid-Perfusion noch in nativen Oocyten auf, so
dass es sich um einen Einfluss auf den hENaC handeln muss. Auch in Patch Clamp
Untersuchungen war in 3 von 5 Messungen eine Erh6hung der Kanalaktivitét festzustellen.
Eine Begriindung, warum nicht alle patches durch mechanischen Stress stimuliert werden
konnten, findet sich in der Arbeit von Ma et al. (2002). Die Autoren untersuchten die
Aktivierbarkeit von ENaCs der renalen Zelllinie A6 durch Membrandehnung. Sie fanden,
dass sich lediglich ein Drittel der ENaC-enthaltenden patches aktivieren lie. Eine konsistente
Stimulation wurde beobachtet, wenn P-Rezeptoren geblockt wurden oder extrazellulires ATP
hydrolysiert wurde. Die Autoren folgerten, dass Membrandehnung zwar den ENaC aktiviert,
gleichzeitig jedoch auch ATP freigesetzt werden kann. Das Nukleotid vermag wiederum die
Aktivitdt des Kanals zu inhibieren. Die Inkonsistenz der Ergebnisse der Patch Clamp
Messungen lésst sich also erkldren, wenn man eine unterschiedlich starke Freisetzung von
ATP postuliert.

Der Mechanismus, iiber den Scher-Stress das gating des ENaC beeinflusst, ist bislang nicht
bekannt. Wie von Althaus et al. (2007) gezeigt, verdandert sich jedoch der Scher-Stresseffekt
speziesabhdngig, wenn der Kanal durch Trypsin-Behandlung proteolytisch prozessiert wird.
Dies legt nahe, dass die groBe extrazellulire loop-Region an der Perzeption mechanischer
Stimuli beteiligt ist. Jasti et al. (2007) gelang kiirzlich die hochauflosende
Kristallstrukturanaylse des ASIC1, einem Na'-Kanal mit enger Verwandschaft zum ENaC. In
der Studie konnte der komplexe Aufbau der extrazelluldren Schleife gezeigt werden, der von
den Autoren in verschiedene funktionelle Dominen gegliedert wurde. Die Anordnung der
Domaénen erinnert an eine Hand, weshalb die verschiedenen Bereiche als ,,palm®, ,.finger*

und ,,thumb* bezeichnet wurden. Die Domédnen scheinen im Falle des ASIC1 den pH-Sensor
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zu beeinhalten. Eine Aktivierung des Sensors in den extrazelluldren Doménen kann also einen
unmittelbaren Einfluss auf das gating ausiiben. Ubertragt man diese Annahme auf den ENaC,
konnte der Einfluss von laminarer Stromung zu einem Scheren des extrazelluliren loops
fiihren. Dadurch wére eine verdnderte sterische Anordnung der funktionellen Dominen

moglich, die sich letztlich auf das gating des Kanals auswirkt.

IV.11 Fazit

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass hydrostatischer Druck die
Transporteigenschaften nativer Lungenepithelzellen stark beeinflusst. Eine mogliche
pathophysiologische Bedeutung ergibt sich bei der Betrachtung von mechanisch beatmeten
Patienten mit Lungenddemen. Die Resorption iiberschiissigen Wassers im Lungenlumen ist
eng an einen funktionierenden lonentransport gekoppelt (Mutlu & Sznajder 2005). Eine
Netto-Resorption von lonen filihrt zu osmotischen Triebkréften, die Wasser aus dem Alveolar-
Raum eliminieren. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass es durch
Druckeinwirkung unter anderem zu einer Stimulation apikal lokalisierter K -Kanile kommt.
Uber diese Leitfdhigkeiten werden Ionen in das Lungenlumen sekretiert, was letztlich die
Wasserresorption vermindert und damit die Auflésung des Odems erschweren kann.

Neben der Aktivierung von K'-Kanilen konnte auch eine Auswirkung auf Na'- und Chlorid-
Leitfahigkeiten festgestellt werden. Eine Aktivierung aller drei Leitfdhigkeiten findet sich
auch bei Wang et al. (2003a), die den Einfluss hydrostatischen Drucks auf das Blasenepithel
des Kaninchens untersuchten. Das Auftreten dhnlicher Mechanismen in unterschiedlichen
Spezies und Organsystemen spricht dafiir, dass es sich bei dem beobachteten Phdnomen um
ein grundlegendes zelluldres Antwortverhalten handelt. Da der Druckeffekt in der
vorliegenden Arbeit durch die Osmolaritit der Perfusionslosung beeinflusst werden konnte,
handelt es sich dabei eventuell um ubiquitire volumenregulatorische Prozesse. Die
Sensitivitit des Druckeffekts gegeniiber Blockern mechanosensitiver Kanile (Gd** und La*")
deuten auf eine Beteiligung dieser Leitfahigkeiten hin.

Als zusétzliches Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist sicherlich die weitere Charakterisierung
des Xenopus Lungenmodells zu sehen. Die funktionelle bzw. strukturelle Darstellung von
Ca*'-aktivierten K'-Kanilen, 2-Poren-Dominen K'-Kanilen, ATP-abhingigen K'-Kanilen,
TRP-Kanédlen sowie des Chlorid-Kanals CFTR in der Xenopus Lunge bekriftigen die
Ahnlichkeit hinsichtlich der Transporterausstattung der Lungenepithelien von Xenopus und

Saugern.
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V  Zusammenfassung

Das Lungenepithel landlebender Vertebraten ist von einem diinnen Fliissigkeitsfilm bedeckt,
dessen HoOhe und Viskositit streng reguliert wird. Die Zusammensetzung wird im
wesentlichen durch lonentransportprozesse der Epithelzellen bestimmt.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss mechanischer Krifte auf den pulmonalen
Ionentransport untersucht. Dazu wurden zum einen elektrophysiologische Messungen
(Ussing-Kammer) an nativen Lungenpriparaten des Siidafrikanischen Krallenfroschs
(Xenopus laevis) durchgefiihrt, zum anderen wurde der humane epitheliale Na'-Kanal aus
Lungengewebe kloniert, in Xenopus Oocyten exprimiert und mittels der Zwei-Elektroden-
Spannungsklemme sowie der Patch Clamp Technik untersucht.

Als mechanischer Stimulus diente in den Ussing-Kammer-Messungen die Erhéhung des
hydrostatischen Drucks um 5 cm Wassersdule. Dies bedingte eine Veridnderung folgender
Parameter:

e Reduktion des Kurzschlussstroms (Isc) in voltage clamp Messungen

e Reduktion der transepithelialen Potenzialdifferenz in current clamp Messungen

e Zunahme der Kapazitét

e Erhohung der extrazellulairen ATP-Konzentration.

Eine Inhibition durch Druck konnte verhindert werden, wenn die Wassersédule gleichzeitig
sowohl in der apikalen wie auch der basolateralen Kammerhilfte erh6ht wurde oder das
Gewebe mittels eines Nylonnetzes abgestiitzt wurde.

Die Hohe der Druck-induzierten Inhibition des Isc konnte durch unterschiedliche Pharmaka
und Versuchsbedingungen beeinflusst werden. Die apikale Applikation von Ba>" sowie die
Erhohung der extrazelluliren K'-Konzentration fithrte zu einer Abschwichung des
Druckeffekts. Dies macht es wahrscheinlich, dass die Druck-induzierte Strominhibition
maBgeblich durch eine Sekretion von K iiber die apikale Membran verursacht wurde. Die
Sensitivitit gegeniiber Clotrimazol, Chlorzoxazon sowie Glibenclamid legt eine Beteiligung
Ca*"-aktivierter K'-Kanile sowie ATP-abhingiger K'-Kanile nahe. Die mRNA Expression
fiir die Ca”*"-aktivierten K"-Kanile BK (KCNMAI) und IK (KCNN4) in der Xenopus Lunge
wurde durch RT-PCR nachgewiesen. Weiterhin scheinen 2-Poren-Doménen K '-Kanile durch
Druckeinwirkung betroffen zu sein, deren mRNA-Expression fiir TWIK2 (KCNK6) und
TASK2 (KCNKY5) gezeigt werden konnte.

Neben einer Druck-induzierten Aktivierung von K'-Kanidlen wurde eine Stimulation der

Chlorid-Sekretion sowie eine Zunahme der Na'-Resorption durch epitheliale Na'-Kanile
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(ENaC) beobachtet. Sowohl der ENaC als auch der Chlorid-Kanal CFTR konnten durch RT-
PCR nachgewiesen werden. Zusitzlich konnte die Expression des CFTR mittels
Immunfluoreszenz dargestellt werden.

Die Abhingigkeit des Druckeffekt von der Osmolaritit der Perfusionslosung weillt darauf
hin, dass der mechanische Stimulus intrinsische Volumenregulationsmechanismen
beeinflusst.

Nach Applikation von Inhibitoren mechanosensitiver Ionenkanile (Gd®" und La’") wurde der
Druckeffekt stark abgeschwicht. Die mechanosensitiven Ca’’-permeablen Ionenkanile
TRPC1 und TRPV4 wurden durch RT-PCR in der Xenopus Lunge sowie in humanen
Epithelzellkulturen nachgewiesen. Durch Modulation der intrazelluldren Ca*-Konzentration
konnte der Druck-induzierte Effekt allerdings nur gering verandert werden.

Die Mechanosensitivitit des epithelialen Na'-Kanals wurde im Oocytenexpressionsmodell
untersucht. Dazu wurde der humane ENaC aus Lungengewebe kloniert, in vitro transkribiert
und in Xenopus Oocyten exprimiert. In Ganzzellableitungen zeigte sich eine Zunahme des
ENaC-getragenen Stroms durch laminaren Scherstress. In outside-out Patch Clamp
Untersuchungen konnte in einigen jedoch nicht allen Messungen eine Zunahme der
Kanalaktivitdt durch den mechanischen Reiz festgestellt werden.

Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse, dass mechanische Krifte innerhalb kurzer
Zeitraume von wenigen Minuten Ionentransportprozesse in nativen Lungenprédparaten

beeinflussen konnen.
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Summary

The present work investigated the impact of mechanical forces on pulmonary ion transport.
Therefore we conducted Ussing chamber measurements on native lung preparations of the
clawed frog Xenopus laevis. Further on the human epithelial Na" channel was cloned from
lung tissue, expressed in Xenopus oocytes and investigated by two electrode voltage clamp
and patch clamp measurements.

Mechanical stimulation in Ussing chamber measurements was achieved by increasing the
hydrostatic pressure to 5 cm water column. This led to the change of the following
parameters:

e reduction of the short-circuit current (Isc) in voltage clamp measurements

e reduction of the transepithelial potential in current clamp measuremants

e increase in capacitance

¢ increase in extracellular ATP concentration.

The pressure-induced current inhibition could be prevented when the application of
hydrostatic pressure occurred at the same time in both chamber compartments or when the
tissue was fixed on a nylon mesh.

The pressure response was sensitive to various ion channel blockers. It could be prevented by
the application of Ba®" or by increasing the apical K™ concentrations. This shows that the
main part of the pressure-induced current inhibition is due to a secretion of K via apical
channels. The sensitivity towards clotrimazole, chlorzoxazon and glibenclamide points
towards an involvement of Ca*"-activated K channels as well ATP-dependent K™ channels.
The mRNA expression of the Ca*"-activated K™ channels KCNN4 and KCNMA 1 was shown
by reverse transcriptase PCR. Further the pressure-induced effect was sensitive to blockers of
2 pore K' channels, whose mRNA expression was shown for KCNK6 and KCNKS.

Besides K" secretion, pressure also induced the activation of Na" as well as Cl” conductances.
Epithelial Na" channels (ENaCs) as well as the Cl" channel CFTR were detected on the
molecular level.

The pressure effect was dependent on the solution osmolarity. This may be due to an
interference of the mechanical stimulus with intrinsic volume regulation mechanisms.

The pressure-induced current inhibition could be attenuated by application of blockers of
mechanosensitive channels (Gd*>" and La®") but showed little dependence on intracellular Ca*"

concentrations.
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The mechanosensitivity of ENaC was investigated in the Xenopus Oocyte expression system.
Laminar shear stress, which was used as a mechanical stimulus, led to an increase in whole
cell currents. In outside-out patch clamp studies the channel activity increased in some but not
all experiments.

Taken together these results show that ion transport processes can be influenced in a short

term manner due to application of mechanical forces on native lung preparations.
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Anhang
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Tab. IX-1: Primer zum Nachweis lonenkanal-kodierender mRNA in Xenopus Lungen.
Zielgen | Symbol nach HGNC |Bezeichnung |Sequenz (5°’— 3’)

xENaC_For AGCAGGTCTGTGTCCGTTCT
oENaC |SCNN1a

xENaC_Rev ATTGTCGGGACAGTGTGTGA

xCFTR_For ATCAGTTTCCAGGACAATTG
CFTR CFTR

xCFTR_Rev ACCAGAAAGCGCTGGCATTC

xSK1_For ATCAAAGCGGGTGAAAAATG
SK1 KCNN1

xSK1_Rev AGCTGTTTGAAGGGGGAAAT

xSK2_For TGCACAAGCTTTTTCTGCTG
SK2 KCNN2

xSK2_Rev TGCAGCTGAACTTCAACCAA

xIK_For CCTCCTGGGTTCTCTCTGTG
IK KCNN4

xIK_Rev TCTGAGCAGGTTCCTCTGGT

xBK_For AACAGAGACCGCTGTCGAGT
BK KCNMA1

xBK_Rev TGCATCAGGCAAAAGATGAG

xTRPC1_For TGATTGTGCTCACCAAGCTC
TRPC1 | TRPC1

xTRPC1_Rev CACAAGGCAGCACATCACCT

xTRPV4_For TTGCGGGAGAGATCGTTACT
TRPV4 | TRPV4

xTRPV4_Rev AAGGACACCAAAGCTGATGC

xTREK1_For CCACTCATGTGTCAACGTCA
TREK1 | KCNK2

xTREK1_Rev GGGTCTGCAACCATTTCTTT

XxTREK2_For AAGGCTGGACAGAACTGGAA
TREK2 |KCNK10

xTREK2_Rev GCCTCCAATTCAGCAAAAAC

xTRAAK_For GGAATCGGGAAAGTGGAAAT
TRAAK | KCNK4

xTRAAK_Rev CCATCTCAGCCCTTGTCTTC

xTASK2_For TTGGTGATCCCACCTTTCAT
TASK2 | KCNK5

xTASK2_Rev TGTGCATCGCCATTCAGTAT

xTWIK2_For CACGCTACTTGTGTGTGCCTAT
TWIK2 | KCNK6

xTWIK2_Rev GAGCTTCCGGAGCCACTG

HGNC: HUGO Gene Nomenclature Committee Eyre et al. 2006.
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Tab. IX-2: Primer zur Detektion von mRNA fir die humanen lonenkanale TRPC1 und TRPVA4.

Zielgen |GenBank-Nummer |Bezeichnung Sequenz (5’ 3’)
hTRPC1_F ACCTTCCATTCGTTCATT
TRPC1 | NM_003304.4 C1_For CCTTCCATTCGTTCATTGG
hTRPC1_Rev AACTGTTTTGCCGTTTGACC
hTRPV4_For ATCCTCACCTTTGTGCTGCT
TRPV4 NM_021625.3
hTRPV4_Rev GCGTCATCAGTCCTCCACTT

GenBank-Nummer: Zugangsnummer der NCBI GenBank Benson et al. 2007. TRP: transient receptor

potential.

Tab. IX-3: Primer zur Klonierung der o, p und y Untereinheit des humanen epithelialen Na’-Kanals

(hENaC).
. Symbol GenBank- . , ,
-

Zielgen nach HGNC | Nummer Bezeichnung | Sequenz (5’ 3’)

haENAC For |CATGGAGGGGAACAAGCT
oENAC |SCNN1a NM_001038.4

haENAC Rev |CCTTGGTGTGAGAAACCTCTCC

hBENAC_For |CCACTATGCACGTGAAGAAGTACC
BENAC |SCNN1b NM_000336.1

hBENAC_Rev |CAGGGTTAGATGGCATCACCCTCAC

hyENAC For |CCTCAAAGTCCCATCCTCGCC
YENAC | SCNN1g NM_001039.2

hyENAC Rev |CCCTGCCTCAGAGCTCATCC

HGNC: HUGO Gene Nomenclature Committee Eyre et al. 2006. GenBank-Nummer: Zugangsnummer
der NCBI GenBank Benson et al. 2007.




Anhang

164

Tab. IX-4: Primer zur Sequenzierung der drei Untereinheiten des humanen epithelialen Na*-Kanals

(hENaC).
hENaC Untereinheit |Bezeichnung Sequenz 5' -+ 3'
fwd1 SP6-Primer
fwd2 GCACCCTCAATCCCTACAG
a fwd3 GGACACGCTGGGCAACTTC
fwd4 GGCAGTGATGTTCCTGTTG
fwd5 GTCTCCCTCTGTCACGATG
fwd1 TCACGCGTGGTACCTCTAG
fwd2 CTGAAGGACCTGGATGAGCTG
B fwd3 GCTGAGCCCTGCAACTAC
fwd4 AGGCCTGTCTTCGCTCCTG
fwd5 CTGCTCTCGAATCTGGGTG
fwd1 SP6-Primer
fwd2 AGCTGACTTGGAACAGGAG
Y fwd3 AGCTATTCTGCTGAGGAG
fwd4 ATCTACAACGCTGCCTACTC
fwd5 GGAGAGCCCAGCCAACAG
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Tab. IX-5: Verwendete Gerate
Gerat Bezeichnung Hersteller
-80°C Kihltruhe Profi Line Taurus National Lab

AD/DA Wandler Patch Clamp

DigiData 1200

Axon Instruments

AD/DA Wandler Ussing-Kammer | MacLab/2e MacLab
AD/DA-Wandler TEVC CED 1402 Science Park Cambridge
Binokular GZ6 Leica

Elektronischer Filter 902 Frequency Devices
Kahlzentrifuge J-21B Beckman
Luminometer 1250 LKB Wallac
Mikroinjektionspumpe Nanoject Drummond Scientific
Mikromanipulator Patch Clamp | WR-88 Narishigi
Mikromanipulator TEVC - Bachofer
Mikroschmiede L/M-CPZ 101 List Medical
Mikroskop Patch Clamp Axiovert 35 Zeiss

Multimeter M-3650B Voltcraft

Perfusion Patch Clamp BPS-4 + ALA-VM4 Scientific Instruments
Pipetten-Puller Mikroinjektion PA-81 Bachofer
Pipetten-Puller Patch Clamp PP-83 Narishige
Pipetten-Puller TEVC P-2000 Sutter Instruments
Schuittler IKA-Vibrax-VXR Janke und Kunkel
Thermocycler GeneAmp PCR System 2400 Perkin Elmer
Tischzentrifuge Biofuge13 Heraeus
Ussing-Kammer-Messverstarker | Eigenbau des Instituts fur Tierphyiologie

Verstarker PC L/M-PC List Medical

Verstarker TEVC

Oocyte Clamp OC-725B

Warner Instruments

Zweikanalschreiber

Kipp&Zonen
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Tab. IX-6: Verwendete Chemikalien

Chemikalie Bezugsquelle
100 bp DNA Leiter Promega

1 kb DNA Leiter Fermentas
4a-Phorbol 12,13-didecanoate Sigma
Agarose Roth
Ampicillin Roth
Antibiotika/Antimykotika-Mix Sigma
Apamin MoBiTec/AnaSpec
ATP (2Na*-Salz) Sigma
Ba(NO3), Sigma
BamHl Promega
BAPTA/AM Fluka
Bubivacain Sigma
Ca(NO3), x 4 H,O Merck
CaCl,x2H,0 Fluka
Ca-Gluconat x H,O Fluka
Charybdotoxin MoBiTec/AnaSpec
Chlorzoxazone Sigma
Clofilium Tosylate Alexis
Clotrimazole Sigma
Dexamethason Sigma
DIDS Sigma
DMEM/F-12 + GlutaMax Gibco
Econazolnitrat Sigma
EcoRI Promega
EDTA Serva
EGTA Sigma
Ethidiumbromid Sigma
Fetales Kélberserum Promocell
GdCl; x 6 H,O Sigma
Glibenclamid Sigma
Glucose Sigma
HEPES Sigma
Hindlll Promega
lonomycin Sigma
IPTG Sigma
Isopentan Roth

Kaliumchlorid

Fluka
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Kaliumgluconat Fluka
Kollagenase NB4 Serva
LaCl; x H20 Sigma
Mannitol Sigma
Mg(NO3), x 6 H,O Sigma
MgSO, x 7 H,O Merck
MgCl, Sigma
NaCl Fluka
Natriumgluconat Fluka
Natriumacetat Sigma
Natriumpyruvat Sigma
NFA Sigma
NMDG Fluka
Notl Promega
NPPB RBI (Research Biochemicals International)
Oligo (dT)45 Primer Qiagen
Ouabain x 8 H,O Sigma
Quinin Sigma
RPMI + L-Glutamin Promocell
Ruthenium Rot Fluka
Sacl Promega
Salzsaure Fluka
Tamoxifen Sigma
Thapsigargin Axxora
Tissue Tek Sakura
TRAM-34 Sigma
Tris Sigma
Trypsin Sigma
X-Gal Sigma
ZnCl, Riedel-de-Haen
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Tab. IX-7: Einheiten und Dimensionen

I Liter

°C Grad Celsius

min minute

g Gramm

m milli

m Meter

V] Micro

\Y Volt

C centi

k Kilo

h Stunde

] Sekunde

Hz Hertz

F Farad

Tab. 1X-8: Abkirzungen

A Ampere

Abb. Abbildung

AD/DA Analog-Digital/Digital-Analog

bp Basenpaare

BSA Bovines Serumalbumin

cDNA Komplementare DNA

Cl Chlor

cRNA RNA, welche durch in vitro Transkription von cDNA erhalten wurde
Cr Kapazitat

DNA Deoxyribonucleinsaure

F Farad

g Erdbeschleunigung

Gl. Gleichung

h Stunde

hENaC Humaner epithelialer Natrium-Kanal
HGNC HUGO Gene Nomenclature Committee
HUGO Human Genome Organisation

Hz Hertz

lsc Transepithelialer Kurzschlussstrom
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Abkirzung Bedeutung

kb Kilobasen

I Liter

m Meter

M Mol pro Liter, molar

min Minute

n Durchgefiihrte Einzelversuche

N Anzahl der Oocytendonoren

NCBI National Center for Biotechnology Information
NRS Normal-Ringerlésung

ORi Oocyten-Ringerldsung

Pa Pascal

PCR Polymerase-Kettenreaktion

R Widerstand

RNA Ribonucleinsaure

RT-PCR Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
] Sekunde

Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TE Tris-EDTA-Puffer

u.a. unter anderem

u.a.m. und anderes mehr

Uc Kommandopotenzial

Um Membranpotenzial

usw. und so weiter

\ Volt

Vi Transepitheliale Potenzialdifferenz
w/V Gewichtsprozent

w/V Gewichtsprozent

Q Ohm

Zeitkonstante
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Tab. IX-9: Molekularbiologische Kits

Verwendungszweck Bezeichnung Hersteller
RNA-Extraktion RNeasy Midi Qiagen
Reverse Transkription Omniscript Qiagen
PCR GoTAQ Promega
Reverse Transkription M-MLV Reverse Transcriptase | Promega
RNase H Minus Point Mutant
Kits
PCR Platinum Pfx DNA Polymerase | Invitrogen
Kit
Gel-Extraktion MinElute kit Qiagen
A-Addition A-Addition kit Qiagen
TA-Klonierung pGEMT-Easy Vector Kit Promega
Plasmidpraparation Miniprep Kit Qiagen
In vitro Transkription RiboMax Promega
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hoaENaC RefSeq
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1321
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1561
1561

1621
1621

1681
1681

1741
1741

1801
1801

1861
1861

1921
1921

1981
1981

TTCCAGGAGAGCATGATCAAGGAGTGTGGCTGTGCCTACATCTTCTATCCGCGGCCCCAG
TTCCAGGAGAGCATGATCAAGGAGTGTGGCTGTGCCTACATCTTCTATCCGCGGCCCCAG

AACGTGGAGTACTGTGACTACAGAAAGCACAGTTCCTGGGGGTACTGCTACTATAAGCTC
AACGTGGAGTACTGTGACTACAGAAAGCACAGTTCCTGGGGGTACTGCTACTATAAGCTC

CAGGTTGACTTCTCCTCAGACCACCTGGGCTGTTTCACCAAGTGCCGGAAGCCATGCAGC
CAGGTTGACTTCTCCTCAGACCACCTGGGCTGTTTCACCAAGTGCCGGAAGCCATGCAGC]

GTGACCAGCTACCAGCTCTCTGCTGGTTACTCACGATGGCCCTCGGTGACATCCCAGGAR
GTGACCAGCTACCAGCTCTCTGCTGGTTACTCACGATGGCCCTCGGTGACATCCCAGGAR

TGGGTCTTCCAGATGCTATCGCGACAGAACAATTACACCGTCAACAACAAGAGAAATGGA
TGGGTCTTCCAGATGCTATCGCGACAGAACAATTACACCGTCAACAACAAGAGAAATGGA

GTGGCCAAAGTCAACATCTTCTTCAAGGAGCTGAACTACAAAACCAATTCTGAGTCTCCC
GTGGCCAAAGTCAACATCTTCTTCAAGGAGCTGAACTACAAAACCAATTCTGAGTCTCCC

TCTGTCACGATGGTCACCCTCCTGTCCAACCTGGGCAGCCAGTGGAGCCTGTGGTTCGGC
TCTGTCACGATGGTCACCCTCCTGTCCAACCTGGGCAGCCAGTGGAGCCTGTGGTTCGGC]

TCCTCGGTGTTGTCTGTGGTGGAGATGGCTGAGCTCGTCTTTGACCTGCTGGTCATCATG
TCCTCGGTGTTGTCTGTGGTGGAGATGGCTGAGCTCGTCTTTGACCTGCTGGTCATCATG

TTCCTCATGCTGCTCCGAAGGTTCCGAAGCCGATACTGGTCTCCAGGCCGAGGGGGCAGG
TTCCTCATGCTGCTCCGAAGGTTCCGAAGCCGATACTGGTCTCCAGGCCGAGGGGGCAGG

GGTGCTCAGGAGGTAGCCTCCACCCTGGCATCCTCCCCTCCTTCCCACTTCTGCCCCCAC
GGTGCTCAGGAGGTAGCCTCCACCCTGGCATCCTCCCCTCCTTCCCACTTCTGCCCCCAC]

CCCATGTCTCTGTCCTTGTCCCAGCCAGGCCCTGCTCCCTCTCCAGCCTTGACAGCCCCT]
CCCATGTCTCTGTCCTTGTCCCAGCCAGGCCCTGCTCCCTCTCCAGCCTTGACAGCCCCT]

CCCCCTGCCTATGCCACCCTGGGCCCCCGCCCATCTCCAGGGGGCTCTGCAGGGGCCAGT]
CCCCCTGCCTATGCCACCCTGGGCCCCCGCCCATCTCCAGGGGGCTCTGCAGGGGCCAGT]

TCCTCCRICCTGTCCTCTGGGGGGGCCCTGA
TCCTCCECCTGTCCTCTGGGGGGGCCCTGA|

Abb. IX-1: Alignment der Nukleotidsequenz der o-Untereinheit des epithelialen Na’-Kanals (ENaC)

(haENaC_RefSeq,
(haENaC_Kilon).

GenBank-Zugangsnummer

NM_001038) mit dem Klonierungsprodukt

Identische Nukleotide sind schwarz hinterlegt. Die Nukleotid-Austausche an Position 1000 und 1987
bedingen im translatierten Protein die Aminosdure-Austausche A334T sowie T663A. Bei beiden
Mutationen handelt es sich um bereits beschriebene single nucleotide polymorphisms (SNPs,
GenBank-Zugangsnummern: rs11542844 und rs2228576)
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1501

1561
1561

1621
1621

1681
1681

1741
1741

1801
1801

1861
1861

1921
1921

CCAGACTGGGCCCATTGCTACTCAGATCTACAGATGAGCGTGGCGCAGAGAGAGACCTGC
CCAGACTGGGCCCATTGCTACTCAGATCTACAGATGAGCGTGGCGCAGAGAGAGACCTG(]
ATTGGCATGTGCAAGGAGTCCTGCAATGACACCCAGTACAAGATGACCATCTCCATGGCT)
ATTGGCATGTGCAAGGAGTCCTGCAATGACACCCAGTACAAGATGACCATCTCCATGGCT)
GACTGGCCTTCTGAGGCCTCCGAGGACTGGATTTTCCACGTCTTGTCTCAGGAGCGGGAC]
GACTGGCCTTCTGAGGCCTCCGAGGACTGGATTTTCCACGTCTTGTCTCAGGAGCGGGAC]

CAAAGCACCAATATCACCCTGAGCAGGAAGGGAATTGTCAAGCTCAACATCTACTTCCAA
CAAAGCACCAATATCACCCTGAGCAGGAAGGGAATTGTCAAGCTCAACATCTACTTCCAA

GAATTTAACTATCGCACCATTGAAGAATCAGCAGCCAATAACATCGTCTGGCTGCTCTCG
GAATTTAACTATCGCACCATTGAAGAATCAGCAGCCAATAACATCGTCTGGCTGCTCTCG
AATCTGGGTGGCCAGTTTGGCTTCTGGATGGGGGGCTCTGTGCTGTGCCTCATCGAGTTT)
AATCTGGGTGGCCAGTTTGGCTTCTGGATGGGGGGCTCTGTGCTGTGCCTCATCGAGTTT)
GGGGAGATCATCATCGACTTTGTGTGGATCACCATCATCAAGCTGGTGGCCTTGGCCAAG
GGGGAGATCATCATCGACTTTGTGTGGATCACCATCATCAAGCTGGTGGCCTTGGCCAAG
IAGCCTACGGCAGCGGCGAGCCCAAGCCAGCTACGCTGGCCCACCGCCCACCGTGGCCGAG
[AGCCTACGGCAGCGGCGAGCCCAAGCCAGCTACGCTGGCCCACCGCCCACCGTGGCCGAG
CTGGTGGAGGCCCACACCAACTTTGGCTTCCAGCCTGACACGGCCCCCCGCAGCCCCAAC
CTGGTGGAGGCCCACACCAACTTTGGCTTCCAGCCTGACACGGCCCCCCGCAGCCCCAAC]
[ACTGGGCCCTACCCCAGTGAGCAGGCCCTGCCCATCCCAGGCACCCCGCCCCCCAACTAT)
[ACTGGGCCCTACCCCAGTGAGCAGGCCCTGCCCATCCCAGGCACCCCGCCCCCCAACTAT)
GACTCCCTGCGTCTGCAGCCGCTGGACGTCATCGAGTCTGACAGTGAGGGTGATGCCATC
GACTCCCTGCGTCTGCAGCCGCTGGACGTCATCGAGTCTGACAGTGAGGGTGATGCCATC(]

TAA
TAA

Abb. IX-2: Alignment der Nukleotidsequenz der B-Untereinheit des epithelialen Na’-Kanals

(hBENaC_RefSeq,
(hBENaC_Klon).

GenBank Zugangsnummer

NM_000336) mit dem Klonierungsprodukt

Identische Nukleotide sind schwarz hinterlegt. Der Nukleotid-Austausch an Position 279 hat keinen
Aminosaureaustausch im translatierten Protein zur Folge.
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1501
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1561
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1621
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1741
1741
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1861
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AACTACTGCAACTACCAGCAGCACCCCAACTGGATGTATTGTTACTACCAACTGCATCGA
AACTACTGCAACTACCAGCAGCACCCCAACTGGATGTATTGTTACTACCAACTGCATCGA

GCCTTTGTCCAGGAAGAGCTGGGCTGCCAGTCTGTGTGCAAGGAAGCCTGCAGCTTTAAR
GCCTTTGTCCAGGAAGAGCTGGGCTGCCAGTCTGTGTGCAAGGAAGCCTGCAGCTTTAAR

GAGTGGACACTAACCACAAGCCTGGCACAATGGCCATCTGTGGTTTCGGAGAAGTGGTTG
GAGTGGACACTAACCACAAGCCTGGCACAATGGCCATCTGTGGTTTCGGAGAAGTGGTTG

CTGCCTGTTCTCACTTGGGACCAAGGCCGGCAAGTAAACAAAAAGCTCAACAAGACAGAC
CTGCCTGTTCTCACTTGGGACCAAGGCCGGCAAGTAAACAAAAAGCTCAACAAGACAGAC

TTGGCCAAACTCTTGATATTCTACAAAGACCTGAACCAGAGATCCATCATGGAGAGCCCA
TTGGCCAAACTCTTGATATTCTACAAAGACCTGAACCAGAGATCCATCATGGAGAGCCCA

GCCAACAGTATTGAGATGCTTCTGTCCAACTTCGGTGGCCAGCTGGGCCTGTGGATGAGC
GCCAACAGTATTGAGATGCTTCTGTCCAACTTCGGTGGCCAGCTGGGCCTGTGGATGAGC]

TGCTCTGTTGTCTGCGTCATCGAGATCATCGAGGTCTTCTTCATTGACTTCTTCTCTATC]
TGCTCTGTTGTCTGCGTCATCGAGATCATCGAGGTCTTCTTCATTGACTTCTTCTCTATC]

ATTGCCCGCCGCCAGTGGCAGAAAGCCAAGGAGTGGTGGGCCTGGAAACAGGCTCCCCCA
ATTGCCCGCCGCCAGTGGCAGAAAGCCAAGGAGTGGTGGGCCTGGAAACAGGCTCCCCCA

TGTCCAGAAGCTCCCCGTAGCCCACAGGGCCAGGACAATCCAGCCCTGGATATAGACGAT]
TGTCCAGAAGCTCCCCGTAGCCCACAGGGCCAGGACAATCCAGCCCTGGATATAGACGAT]

GACCTACCCACTTTCAACTCTGCTTTGCACCTGCCTCCAGCCCTAGGAACCCAAGTGCCC
GACCTACCCACTTTCAACTCTGCTTTGCACCTGCCTCCAGCCCTAGGAACCCAAGTGCCC]

GGCACACCGCCCCCCAAATACAATACCTTGCGCTTGGAGAGGGCCTTTTCCAACCAGCTC
GGCACACCGCCCCCCAAATACAATACCTTGCGCTTGGAGAGGGCCTTTTCCAACCAGCTC]

ACAGATACCCAGATGCTGGATGAGCTCTGA
ACAGATACCCAGATGCTGGATGAGCTCTGA

Abb. IX-3: Alignment der Nukleotidsequenz der y-Untereinheit des epithelialen Na’-Kanals

(hyENaC_RefSeq,
(hyENaC_Kion).

GenBank

Zugangsnummer NM_001039) mit dem Klonierungsprodukt

Identische Nukleotide sind schwarz hinterlegt.
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Pore TM6
x1 %2 %3 x4
Mensch 234 TGHLSDTLWLIPITFLTIGYGDVVPGTMWGKIVCLCTGVMGVCCTALLVAVVARKLEFNK
Ratte N N Lo e
Maus I - I B TN [T T . [
Hund e e e e e e e D
Schwein ... e e e D
Meerschw. ... deeieieie. D U D
Xenopus 176 ..DMINA. .......... .. JJ.M..N.VC..L...S...... G....I...A.Q0....TR

Abb. IX-4: Alignment der Proteinsequenzen von KCNN4.

Dargestellt ist die Region um die Pore sowie die Transmembrandoméne 6 (TM6, gepunktete Kasten).
Weiterhin ist das Selektivitatsfilter GYG eingezeichnet (durchgezogener Kasten). Die grau hinterlegten
und mit * gekennzeichneten Aminosauren sind Bindestellen fiir Charybdotoxin bzw. TRAM-34. +.
Charybdotoxin-Bindestelle (Nguyen et al. 2007), *2 und ** TRAM-34 Bindestellen (Wulff et al. 2001,
Nguyen et al. 2007) *3. Region, welche die Bindung von TRAM-34 beeinflusst (Wulff et al. 2001).
GenBank Zugangsnummern: Mensch (NP_002241), Ratte (NP_075410), Maus (NP_032459), Hund
(XP_541579), Schwein (NP_999183), Meerschweinchen (ABI95437). Die Sequenz fir Xenopus
tropicalis wurde der ensembl-Datenbank entnommen (Zugangsnummer ENSXETP00000008845).
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Untersuchungen habe ich die Grundsdtze guter wissenschaftlicher Praxis wie sie in der
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niedergelegt sind, eingehalten.

GielB3en, November 2007
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