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Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Die Flussigkeitsschicht, die dem pulmonalen Epitnggelagert ist, stellt ein grundlegendes
Charakteristikum der Luft-Blut-Schranke aller laufteenden Vertebraten dar. Um einen
effizienten Gasaustausch und eine funktioniereratbdgenabwehr zu gewéhrleisten, bedarf
es einer strikten Regulation der Zusammensetzumd) der HOhe dieser Schicht. Die
Regulation beruht dabei hauptsachlich auf trankej@len lonentransport-Prozessen.
Fehlregulationen dieser kdnnen sich hingegen irgeakrankheiten wie Mukoviszidose oder
pulmonaler Odeme manifestieren. Aus diesem Grunh@sswichtig die zugrundeliegenden
lonentransport-Prozesse im pulmonalen Epithel &léizen und etwaige Modulatoren dieser
Prozesse zu identifizieren.

In dieser Arbeit wurden elektrophysiologische Ugdsitammer Messungen an nativen
Lungenpraparaten des Krallenfrosckgnopus laevis(X. laevig durchgefihrt, um den
Einfluss von 1) mechanischen Kréften (hydrostagsdbruck, HD; 5 cm Flussigkeitssaule)
und 2)n-Alkoholen auf die lonentransport-Prozesse zu gotdren.

1) Aus friheren Studien war bekannt, dass die Appbn von HD eine Freisetzung von ATP
aus den pulmonalen Epithelzellen sowie eine Aktung von apikal lokalisierten ATP-
sensitiven K (Katp) Kanélen induziert (Bogdaet al. 2008; Richter 2010). In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass digrikKKanale indirekt in Folge einer HD-induzierten ATP-
Freisetzung via mechanosensitiver Pannexin- undn&an-Hemikanéale aktiviert werden.
Die Erkenntnisse werden dadurch begriindet, dassnimesenheit spezifischer Pannexin-
(Probenecid) und Connexin- (MFA) Hemikanal Inhibgio die HD-induzierte ATP-
Freisetzung sowie dieAfr Kanal Aktivierung ausblieb. In RT-PCR Untersuchendconnten
codierende Transkripte dente Kanal Untereinheiten Kir6.1 und SUR1, sowie demri®in-
(Panx1l) und Connexin- (Cx30 und Cx43) Hemikandlef auRNA Ebene in
Lungenhomogenaten vax laevis nachgewiesen werden. Um die physiologische $iuat
einer kontinuierlichen Atembewegung der Mammaliaraiieren, wurde HD zyklisch (in 30
sec Intervallen) Uber einen Zeitraum von 30 minadag Epithel appliziert. Sowohl dieate
Kanal Aktivierung als auch die ATP-Freisetzung warkirch diese zyklische Applikation
Uber diesen Zeitraum wiederholbar und unterlagémekddesensitivierung. Diese Ergebnisse
unterstreichen eine indirekte Aktivierung dexrK Kanéle in Folge einer mechanosensitiven
ATP-Freisetzung und stellen einen neuartigen Meatransduktions-Prozess dar, in dem die

Hemikanédle als eigentliche Mechanosensoren fungieBae zyklische HD Applikation
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resultierte zudem in einer Erhéhung des Grundstnonassomit in einer gesteigerten ENaC-
abhangigen NaAbsorption des Epithels. Demnach kdnnen mechamisafifte (Dehnung)
im pulmonalen Epithel voiX. laevis sowohl Kurzzeit- als auch Langzeiteffekte induerer
und die transepithelialen lonentransport-Prozesaggeblich beeinflussen.

2) Die Fahigkeit vom-Alkoholen wie Ethanol (EtOH), 1-Octanol (OCT) udedHeptanol
(HEP), die Aktivitat von lonenkanélen zu modulierevurde bereits in neuronalen Zellen
aufgezeigt (Mihicet al. 1997; Dilger 2002; Horishita & Harris 2008). Zuddmnnte eine
OCT- und HEP-induzierte Aktivierung des CFTRygtic fibrosis transmembrane
conductance regulatpr CI- Kanals nachgewiesen werden. Der zugrundeliegende
Wirkmechanismus vom-Alkoholen ist jedoch noch nicht geklart. Der CFTR im
pulmonalen Epithel hoch abundant und spielt einechtige Rolle fir die
Flissigkeitshombostase der Lunge. Aus diesem Graalite in dieser Arbeit der
Mechanismus dem-Alkohol-induzierten CFTR Aktivierung erstmals anne&m nativen
pulmonalen EpithelX. laevig in Ussing-Kammer Messungen charakterisiert werdes
Weiteren wurde der Einfluss derAlkohole auf den heterolog in Oocyten exprimierten
humanen CFTR (hCFTR) mittels dewo-electrode voltageclamp (TEVC) Technik
untersucht. Die langkettigemAlkohole OCT und HEP induzierten sowohl im pulmiama
Epithel als auch in dem hier verwendeten vitro Modell eine CFTR-abhéngige Tl
Sekretion. Die OCT- und HEP-induzierte CFTR Aktruieg bedingte zudem die Aktivitat
der Adenylatzyklase. Wurde die Adenylatzyklase Hugmen spezifischen Inhibitor (MDL-
12330A) geblockt, so blieben die OCT- und HEP-induen Effekte aus. Die
Adenylatzyklase stellte demnach den Angriffspunét mtAlkohole dar und induzierte eine
cAMP-abhangige CFTR Aktivierung. Der kurzkettigeAlkohol EtOH zeigte in keinem der
verwendeten Modellsysteme einen Einfluss auf di@RGRktivitat. Die Identifizierung der
Adenylatzyklase als Angriffspunkt dern-Alkohole kénnte einen generellen
Wirkmechanismus darstellen, um die Aktivitdt vomeéakanalen sowohl in nicht-erregbaren
als auch in erregbaren Zellen zu modulieren.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit ein neuech®letransduktions-Prozess sowie
Wirkmechanismus von langkettigen-Alkoholen (OCT und HEP) identifiziert. Beide
Mechanismen stellen neue Modulatoren der pulmonédeentransport-Prozesse dar und

beeinflussen diese mal3geblich.
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Abstract

The fluid layer covering the pulmonary epitheliuepresents a basic characteristic of the air-
blood barrier of air-breathing vertebrates. In ortte guarantee proper gas exchange and
effective immune defence it is necessary that tmposition and height of this fluid layer is
tightly regulated. This regulation mainly dependsti@ansepithelial ion transport mechanisms.
This is also indicated by the fact that dysfunctiom ion transport can lead to severe lung
disorders such as cystic fibrosis or pulmonary eal€rherefore, it is important to identify the
basic ion transport processes of pulmonary epéteeid to identify possible modulators.

In the present study, electrophysiological Ussihgraber measurements were performed on
native lung preparations of the clawed fridgnopus laevigX. laevig. The aim was to
characterize the impact of 1) mechanical forcesfpstatic pressure, HP; 5 cm fluid column)
as well as 2ph-alcohols on ion transport processes.

1) In earlier studies it was already shown thatliappon of HP led to an ATP-release from
the pulmonary epithelial cells and induced an atibn of apically localized ATP-sensitive
K™ (KaTp) channels (Bogdaat al. 2008; Richter 2010). Here, it is shown thatrichannels
are indirectly activated by a HP-induced ATP-reécata mechanosensitive pannexin- and
connexin-hemichannels. This hypothesis is basetherfindings that the HP-induced ATP-
release, as well asafe channel activation was absent after preincubatiotne epithelium
with specific pannexin- (Probenecide) and conneitFA) hemichannel inhibitors. In RT-
PCR experiments, mRNA transcripts encoding for khep channel subunits Kir6.1 and
SUR1 as well as the pannexin- (Panx1) and conng¢&in30 and Cx43) hemichannels were
detected irX. laevislung homogenates. In order to simulate the phggioal condition of the
mammalian permanent breathing movements, HP wdgaly¢30 sec intervals) applied to
the epithelium over a period of 30 min. The HP-icelli current decrease as well as the ATP-
release were repeatable over this timescale anaatidesensitize. The findings once more
underline an indirect ke channel activation induced by mechanosensitive-Adi@ase. This
represents a novel mechanotransduction-process hichwhemichannels function as
mechanosensors. Cyclic HP application further teduh an increase of the baseline current
due to an increase in ENaC-dependent &lasorption of the epithelium. Thus, mechanical
forces (stretch) induced short term as well as kengy effects in the pulmonary epithelium of

X. laevisand have a significant influence on transepitheiatransport processes.
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2) The possibility oih-alcohols e.g. ethanol (EtOH), 1-octanol (OCT) dndeptanol (HEP)
to modulate the activity of ion channels was shaanlier in neuronal cells (Mihiet al.
1997; Dilger 2002; Horishita & Harris 2008). Funtimore, an OCT- and HEP-induced
activation of the CFTR (cystic fibrosis transmenm@aconductance regulator) chloride
channel was demonstrated. The underlying mechamgnaction of n-alcohols is still
unknown. CFTR is highly abundant in pulmonary eglithand plays an important role in the
fluid homeostasis of the lung. In this study thechaism of then-alcohol-induced CFTR
activation was characterized for the first timeniative pulmonary epitheliaX( laevig by
performing Ussing-chamber experiments. Furthermdbee impact of n-alcohols on
heterologously expressed human CFTR (hCFTR. iaevisOocytes was investigated by the
two-electrode voltage clamp (TEVC) technique. Tbegl chainn-alcohols OCT and HEP
induced a CFTR-dependentGecretion in the pulmonary epithelium as well mghiein
vitro model. Interestingly, the OCT- and HEP-induced RFactivation required the activity
of the adenylate cyclase. This was supported byfabethat the effects of OCT and HEP
were absent when adenylate cyclase was inhibitethéyspecific inhibitor MDL-12330A.
Thus, the adenylate cyclase seems to be the tafgealcohols and consequently leads to
cAMP-dependent CFTR activation. Interestingly, shert chaim-alcohol EtOH showed no
impact on CFTR activity in both used model systeifise identification of the adenylate
cyclase as the main target foralcohols may be a basic mechanism of action irerotd
modulate ion channel activity in both, non-exciegahhd excitable cells.

Taken together a novel mechanotransduction-proagssell as a mechanism of action for
long chainn-alcohols (OCT and HEP) were identified. Both meutms represent novel

modulators that significantly influence the pulmpnen transport processes.
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1. Einleitung

1.1 Morphologie der respiratorischen Organe luftat  mender
Vertebraten

Der Ubergang vom Wasser hin zum Leben auf dem Laadt wohl einer der
entscheidendsten Schritte in der Evolution der firbre (Vertebrata) und fand vor ca. 397
Millionen Jahren im Zeitalter des Devon statt (Jan& Clément 2010; Niedviedzki et al.
2010). Die Grundvoraussetzung fur diesen evoluti8ehritt war die Ausbildung spezieller,
an das Landleben angepasster Atmungsorgane, dgehun

Die Lunge entwickelt sich embryonal durch eine Eilming des Vorderdarms (Ten Have-
Opbroek 1991; Pepicelkt al. 1998; Weibel 2009). Innerhalb der luftatmendent®&aaten
haben sich jedoch unterschiedliche morphologisc@gendesigns entwickelt, von der
einfachen sackartigen Lungenstruktur der Amphibi@dheban 1973) bis hin zu der
schwammartig aufgebauten Lunge des Menschen (W&be9) (vgl. Abb. 1 A). Die
Hauptaufgabe der Lungen aller luftatmenden Vertebrast jedoch gleich, ein effizienter
Gasaustausch, um den Energiebedarf zu decken éaeldbtabolismus). Luftatmende
Vertebraten kénnen prinzipiell mehrere Wochen okiseen und Tage lang ohne Wasser
uberleben, jedoch nur fur wenige Minuten ohne(®aina 2000). Ein erwachsener Mensch
zum Beispiel verbraucht in Ruhe ca. 14,5:I@o Stunde, bei Bewegung sogar bis zu 330 |
Oz pro Stunde (Maina 2000). Um diesen hohen Bedafdatecken zu kdnnen, fand bei den
Saugetieren (Mammalia) eine Vergrol3erung der ratpischen Oberflache durch die
Miniaturisierung der Lungenstrukturen von der Teltbis hin zu den winzigen Alveolen
statt (vgl. Morphologie der menschlichen Lunge AbIB). In der menschlichen Lunge gibt
es ca. 480 Millionen Alveolen mit einem Durchmessan ~250 uM (Maina 2000; Oclet

al. 2004). Der kleinste bekannte Alveolus wurde nrieen Durchmesser von 30 UM in einer
Fledermauslunge gefunden (Maina 2000). Durch diddmiaturisierung wird eine
Maximierung der respiratorischen Oberflachen agfsegm Raum erreicht. Mit einer Flache
von ~150 M ist das respiratorische Alveolarepithel die graRteder AuRenwelt in Kontakt
stehende Oberflache des menschlichen Korpers (MN&i@8; Andreevat al.2007).

Trotz der unterschiedlichen Lungendesigns und dewusbAdung verschiedener
Ventilationsstrategien innerhalb der luftatmendeert®braten, sind die respiratorischen
Oberflachen evolutiv hoch konserviert. Die grunéieden Charakteristika sollen nachfolgend

vorgestellt werden.
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Abb. 1: Morphologie der menschlichen Lunge.

A) Darstellung der baumartig aufgebauten Lungenimoiggie des Menschen von der Trachea
bis hin zu den immer kleiner werdenden Bronchiendém linken Lungenfliigel sind die
pulmonalen Arterien (rot) und Venen (blau) dargést®) Modell der Verzweigung der
Atemwege von der Trachea (Generation Z = 0) UbemBdonchiolen bis hin zu den Alveolen.
Wahrend die ersten Generationen (Z 1 -15) zur Weiteng der Atemluft dienen (leitende
Atemwege), findet der Gasaustausch in den letzteBe8erationen statt (respiratorischer
Bereich; Generation Z' 1 — 8). Abbildung modifizieach Weibel (2009).

Die Oberflache der Lunge wird von einem dinnen hgpitgebildet, dem sogenannten
pulmonalen Epithel (Froniust al. 2012). Das pulmonale Epithel kleidet die gesamiage
aus. Es lasst sich jedoch Anhand der Funktion snaleere Atemwegsepithel und das untere
respiratorische Epithel unterteilen (Hollenhoedt al. 2011; Froniuset al. 2012). Zu den
oberen Atemwegen zahlen dabei die luftleitenderukBiren wie Nase, Rachenraum,
Luftrohre und Bronchien (Hollenhorstt al. 2011). Das Atemwegsepithel der Mammalia
besteht aus einer groRen Anzahl von cilientrageridien und Clara-Zellen sowie einer
geringeren Anzahl von undifferenzierten Basalzellserésen Zellen und Becherzellen
(Jeffery & Reid 1975; Packt al. 1980; Hollenhorstet al. 2011). Die Hauptaufgabe des
Atemwegsepithels besteht darin, die eingeatmeté Auerwarmen und von Pathogenen und
Schmutzpartikeln  zu befreien. Fur die Schutzfunktidiegt dem Epithel eine
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Flassigkeitsschichtafrway surface liquid ASL) auf, die aus der oberen Mukusschicht, dem
darauf folgenderSurfactantund der unteren pericilidren Schicht besteht (R@ff2). Die
Bestandteile der ASL werden durch die cilientraggndellen, Clara-Zellen und Becherzellen
sezerniert (Hollenhorset al. 2011). Der Mukus, als oberste Schicht der ASLndeurch
seine netzartige Struktur als eine Art Filter, endsich Fremdkoérper, Partikel und Pathogene
verfangen. Der Mukus mitsamt der darin enthalterf&thadstoffe wird durch eine
kontinuierliche Schlagbewegung der Cilien in ord&échtung abtransportiert und Uber
Abhusten und Abschlucken schlieRlich aus der Luewggernt (Pilewski & Frizzell 1999).
Dieser von den oberen Atemwegen getragene Selliguiagsmechanismus wird als
mucociliary clearancebezeichnet und bedarf einer strikten Regulation \dskositat und
Zusammensetzung der periciliaren Flussigkeit, um aptimales Schlagen der Cilien zu
gewahrleisten (Pilewski & Frizzell 1999; Hollenhobet al. 2011). Fur die Schutzfunktion
sind im Atemwegsepithel zudem chemosensorischet&izsllen (englischbrush cell$ zu
finden, welche Uber die klassische Geschmacks-@itdtionskaskade eine Detektion von
gefahrlichen Substanzen erlauben wie z.B. bestintBitéfwechselprodukte von Bakterien
(Krasteva & Kummer 2012; Deckmarm al. 2014). Die Birstenzellen kdnnen in Folge einer
solchen chemosensorischen Aktivierung lokale Geg#mahmen und aversive
respiratorische Reflexe induzieren (Krasteva & Kuenr2012; Deckmanet al. 2014). Des
Weiteren sind zur Abwehr von Pathogenen immunreak®roteine wie dieSurfactant
Proteine A (SP-A) und D (SP-D) in der ASL enthal(gim et al.2007; Orgeiget al.2007).

Der eigentliche Gasaustausch findet bei den Iuftathen Vertebraten im unteren
respiratorischen Epithel statt, dem Alveolarepithem einen effizienten Gasaustausch
gewahrleisten zu kdnnen, ist das Alveolarepithkl siéinn (0,1 — 0,2 uM) (Hollenhorst al.
2011). Wahrend das Alveolarepithel der Amphibienr aus einem Zelltyp (sogenannte
Pneumonozyten) besteht, wird das AlveolarepithelMigmmalia aus zwei unterschiedlichen
Epithelzellen gebildet, den alveolaren Typ 1 (ATurd alveolaren Typ 2 (AT2) Zellen
(Andreevaet al. 2007). Die grofRen, schuppenartigen AT1 Zellen,civelca. 95% der
Alveolaroberflache bilden, scheinen hauptsachlich &asaustausch beteiligt zu sein
(Andreevaet al. 2007). Hingegen zeichnen sich die kleineren, laiida AT2 Zellen durch
das Vorhandensein von submembranaren Vedikealellar bodies osmiophile Vesikel) aus,
die fur die Synthese und Sekretion dagrfactantsverantwortlich sind (Hollenhorsgt al.
2011). Die Pneumonozyten der niederen luftatmendéertebraten scheinen die
Zellfunktionen der AT1 und AT2 Zellen zu vereinénigban 1973; Fischeat al. 1989), da sie

sich zum einen durch eine flachige Form auszeichmeth somit den AT1 Zellen der
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Mammalia dhneln (Meban 1973; Maina 2002). Zum agrdé&esitzen Pneumonocyten die zur
Produktion und Sekretion vo8urfactantverantwortlichenlamellar bodies(Meban 1973),
was eine charakteristische Funktion der AT2 Zetlarstellt.

Das Alveolarepithel ist ein elementarer Bestandtdiér Luft-Blut Schranke. Der
morphologische Aufbau der Luft-Blut Schranke isttaunden luftatmenden Vertebraten
evolutiv hoch konserviert (Froniust al. 2012). Von den Lungenfischen bis hin zu den
Mammalia wird die Architektur der Luft-Blut Schramlals three-ply desighbezeichnete,
bestehend aus dem Alveolarepithel, der Basallanmiedem Endothelepithel (Maina & West
2005; Froniuset al. 2012) (siehe Abb. 2). Diese Architektur gewéhtiti®ine sehr kurze
Diffusionsstrecke der Atemgase von dem LuftraumAlgeolen bis in das Blut (siehe Abb.
2). Des Weiteren ermdglicht dathfee-ply desighdie Verteilung einer geringen Menge Blut
Uber eine extensive respiratorische Flache. Inngemschlichen Lunge werden dadurch 213
cm? Kapillaren-Blut auf eine respiratorische Flach@ vd 50 n? verteilt, eine Flache so groR
wie ein Tennisfeld (Maina 2000). Wie in dem ober&temwegsepithel, ist auch dem
Alveolarepithel eine Flussigkeitsschicht aufgelagelie sogenanntalveolar lining fluid
(ALF; vgl. Abb. 2). Das Vorkommen der ALF ist einaeitere hoch konservierte
morphologische Besonderheit der luftatmenden Veateh und stellt fir die Physiologie und
Funktion der Lunge eine essentielle Komponente Blan konnte demnach dightee-ply
desigrt Architektur der Luft-Blut Schanke auch al®Utr-ply desigh bezeichnen (Froniust

al. 2012) (vgl. Abb. 2).
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Abb. 2: Darstellung eines Querschnitts des distaleBereichs einer Vertebratenlunge mit
den Komponenten der Luft-Blut Schranke.
Die Luft-Blut Schranke wird aus dem respiratoristhipithel, der Basallamina und dem
Endothel gebildet. Die apikale Seite ist von eiRkIssigkeitsschicht bedeckt, der sogenannten
alveolar lining fluid (ALF). In der Vergrof3erung (untere Abbildung) isie dBasallamina

deutlich zu erkennen. Die Darstellung beruht ankeielektronenmikroskopischen Aufnahme
von Fischeeet al. (1989) und wurde modifiziert nach Fronieisal. (2012).

Die ALF wird hauptsachlich durch das Einstromen ¥iissigkeit aus dem Endothel entlang
des Druckgradienten in den Luftraum der Alveoledibgt (Froniuset al. 2012). Die 0,1 -
0,24 pM hohe Flussigkeitsschicht (Stephensl. 1996) hat vier essentielle Funktionen: 1)
Eukaryotische Zellen bendétigen zum Uberleben gratatish ein wassriges Milieu (Fronius
et al. 2012). 2) Q@ diffundiert nicht Gber trockene respiratorischee@lichen (Maina 2000),
deshalb ist die ALF entscheidend fur den Gasausttal® Die ALF bildet einen Schutzfilm
Uber dem Epithel aus und ist unerlasslich fur chenunantwort z.B. durch die Bildung und
Freisetzung von Cytokinen (Hollenhorst al. 2011). 4) Die in der ALF enthaltenen
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oberflachenaktiven SubstanzerSuffactant reduzieren die Oberflachenspannung und
verhindern so ein Kollabieren der Alveolen (Hollerstet al.2011; Maina 2002). Bezuglich
des letzten Punktes sei an dieser Stelle erwatass die Ausbildung eineSurfactam-
Systems unter den Vertebraten ebenfalls hoch kaieseist (Daniels & Orgeig 2001; Orgeig
et al. 2007). Die zur Produktion, Speicherung und Setmetvon Surfactant benoétigten
lamellar bodies wurden in allen Vertebraten Klassen gefunden {@&an& Orgeig 2001;
Hyatt et al.2007).

Surfactantist eine komplexe Mixtur aus Phospholipiden (haéphlich Phosphatidylcholine),
Neutrallipiden und 4 verschieden8arfactantProteinen (SP) (Orgeigt al. 2007). Wahrend
SP-B und SP-C fur die Regulation der Oberflachemspag verantwortlich sind, spielen SP-
A und SP-D eine wichtige Rolle fir pulmonale Immuotveorten und die alveolare
SurfactanrtHomoostase (Daniels & Orgeig 2001; Orgetaal. 2007). Das SP-C ist zudem ein
klassischer molekularer Marker fur die Entwicklushgr Lunge und wird bereits sehr frih in
der Lungen-Entwicklung exprimiert (Hyagt al. 2007). Nur in Vogeln kommt SP-C nicht vor
(Daniels & Orgeig 2001). Die Expression von SP-Blebensnotwendig, da das Fehlen oder
Mutationen des Proteins von der Entstehung nea@ratespiratorischer Krankheiten bis hin
zum neonatalen Tode fihren kénnen (Hgatal. 2007). Die Expression von SP-B sowie SP-
C konnte bereits in der Lunge von Amphibien nachgsen werden (Hyatét al. 2007).
Dabei zeigte der zeitliche Vergleich der SP-B url®CS Expressionsmuster wahrend der
Lungenentwicklung eine hohe Ubereinstimmung der Aimien zu den Mammalia (Hyagt

al. 2007). WahrendSurfactantin den Lungen der Mammalia die Oberflachenspannung
herabsetzt und dadurch auch das Eindringen vonsigkesten aus dem Blut Uber den
intertestinalen Spalt in den Luftraum der Alveoteduziert, ist die physiologische Bedeutung
des Surfactantsfur niedere luftatmende Vertebraten noch relatmpakannt (Maina 2000;
Daniels & Orgeig 2001). Es wird jedoch vermutetsgialie antiadhasive Wirkung des
Surfactantdur tief tauchende Tiere sowie aquatische Amphikhiad Reptilien eine wichtige
Rolle spielen konnte (Daniels & Orgeig 2001). Di¢sesen wahrend ihres exspiratorischen
Atmungszyklus die Lunge haufig teilweise oder wuéihglig kollabieren (Daniels & Orgeig
2001). Dabei kommen grof3e Flachen des Epithelsimander in Kontakt. In solchen
Situationen konnte die antiadhasive Wirkung dgsfactantsunabdingbar sein fiur die
Entfaltung der respiratorischen Organe bei deritagpn (Daniels & Orgeig 2001). Auch
wenn die Funktion deSurfactantbei den niederen luftatmenden Vertebraten nochtnic
vollstandig geklart ist, steht es aul3er Frage, desduftatmenden Vertebraten die Hohe,

Zusammensetzung und Viskositat der Flussigkeitshtliiber dem pulmonalen Epithel (ASL
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und AFL) streng reguliert werden muss, um sowokl rducociliary clearanceder oberen
Atemwege als auch einen effektiven GasaustauschAlweolarepithel gewahrleisten zu
konnen. Die Regulation des Flussigkeitsfilms wirduptséachlich Gber transepitheliale
lonentransport-Prozesse realisiert und wird inrmilspateren Abschnitt (siehe Einleitung 1.2)
detailliert beschrieben.

Unter den luftatmenden Vertebraten haben sich awaerschiedliche Spezies-spezifische
Formen von Lungen und Atmungsstrategien entwidikédtina 2000). Unabhangig davon, mit
welcher Ventilationsstrategie die Atmung stattfindend die Zellen in den respiratorischen
Organen aufgrund der kontinuierlichen Atembewegungstandig verschiedenen
mechanischen Kréaften ausgesetzt (Wirtz & Dobbs 2000 mechanischen Krafte sind
definiert als: Druck (Kraft pro Flache), Dehnung#K-bedingte Deformation, z.B. Anderung
der Lange) und Scherkraft (parallel zur Oberflaghikende Kraft, z.B. Bewegung einer
Flissigkeit auf der Zelloberflache) (Wirtz & DobR€00; Garciaet al. 2006). Auch die
pulmonalen Epithelzellen mussten sich evolutiv &sel mechanischen Krafte adaptieren.
Vielmehr noch mussen die Zellen im Allgemeinen diszder Lage sein, mechanische Krafte
wahrzunehmen (Mechanorezeption) und sie in ze#ulgelektrochemische) Signale
umzuwandeln. Dieser Prozess wird als Mechanotrdtietdu bezeichnet, ein
Uberlebenswichtiger Reizwahrnehmungs-Sinn, detlam @rganismen von den Archeen bis
hin zu den Mammalia zu finden ist (Gat al. 2006; Poirier & Iglesias 2007). Die Zellen von
mehrzelligen eukaryotischen Organismen sind mitereiVielzahl von verschiedenen
Mechanorezeptoren ausgestattet. Eine Ubersicht zedularen Strukturen, die an der
Wahrnehmung mechanischer Krafte und der zelluldechanotransduktion beteiligt sind,
ist in Abbildung 3 dargestellt. Die Zellen stehebeti Zell-Zell Verbindungen Tight
junctions Gap junctionsund Adhering junctions die u.a. durch Zelladhasionsmolekile wie
Cadherine sowie Kanalproteine (Connexine) und Apiateine (Claudine) gebildet werden,
im standigen Kontakt zu benachbarten Zellen. Dddukénnen sie ihre Umgebung
wahrnehmen und es kann zu einer Kraftiibertragung Xelle zu Zelle kommen. Des
Weiteren ist die Zelle von einem Netzwerk aus Rmete (z.B. Collagen, Fibronektin,
Laminin) und Glykosaminoglykanen (Heparan Sulf&@gndecan, Glypican) umgeben, die
zusammengenommen als extrazellulare Matrix (EZMelmhinet werden (Bukoreshtlieat

al. 2013). Die EZM kann an verschiedene Zelloberflacaeeptoren (Integrine) binden.
Dadurch bildet sie eine Art Gerist um die Zellend ulungiert als eine extrazellulare
Signalstation, welche physikalische Krafte auf deéfle Ubertragen kann (Bukoreshtliet/al.

2013). Aktivierte Integrine sind ihrerseits intrdakr (ber Kontaktproteine mit dem



Einleitung 12

Zytoskelett verbunden und kdnnen zusammen mit @alén Adhasions Kinase (FAK) und

weiteren Proteinen einen komplexen ZusammenschiaesProteinen bilden, welcher als
fokale Adhasion bezeichnet wird (Bukoreshtletval. 2013). Die fokale Adhasion stellt somit
die Hauptverbindung zwischen dem Zytoskelett urmdd®M dar. Das Zytoskelett (bestehend
aus filamentdsem Aktin (F-Aktin), Tubulin- und Imeediarfilmenten) kann zum einen an der
Ubertragung der physikalischen Krafte tber die EXDéteiligt sein oder eine direkte

Konformationsanderung in Folge von intrazellulai2ehnung erfahren und dadurch an
Mechanotransduktions-Prozessen beteiligt seinquka Lammerding 2009).

Scherkraft Druck
—_—
q
Zell-Zell — l l Oberflichen
Verbindungen > Strukturen
Gap Junctions Cilien
Cadherine Stereocilien
Glykokalyx
Zellkern
lonenkanale
Gen-Expression Zellmembran
lonenkanale
Zytoskelett Rezeptoren
Aktinfilamente
Mikrotubulin
Intermediérfilament Zell-EZM
' Verbindungen
EZM T Integrine
Fibronectin i, i g, i, i, Fokale Adhasion
Collagen
Proteoglykane
Basalmembran Dehnung

Abb. 3: Schematische Darstellung zellularer Struktuen, die als Mechanosensoren
fungieren und an der Mechanotransduktion beteiligtsein kénnen.

Eine Vielzahl von zellularen Komponenten und exhagdren Strukturen kdnnen von
physikalischen Kraften (Druck, Dehnung, Scherkrafgeinflusst werden und somit an
Mechanotransduktions-Prozessen beteiligt sein. Daitlen Elemente wie die extrazellulare
Matrix (EZM), das Zytoskelett, der Zellkern, Zelel-Verbindungen, verschiedene
Oberflachen Strukturen, Bestandteile der Zellmembuad Zell-EZM Verbindungen. Die
Abbildung wurde verandert nach Ingber (2006).
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Eukaryotischen Zellen ist zudem eine sogenannteykdkalyx aufgelagert, eine aus
Polysacchariden bestehende Schicht, die an Glyksipegebunden ist und als Mediator von
Scherkréaften fungieren kann (Jaalouk & Lammerdif®D. Selbst der Zellkern wurde
bereits als ein Mechanosensor beschrieben (Jad#loummerding 2009). Einige Zellen
bilden spezielle Oberflachenstrukturen (Cilien) ,ailser deren Auslenkung physikalische
Kréafte detektiert werden kénnen. Da die Zellmembatanaul3ere Begrenzung einer Zelle ist,
stellt sie mit ihren integralen, mechanosensitil@menkanadlen wohl einen der wichtigsten
Mediatoren der zellularen Mechanotransduktion dar.

Man ist sich heute sicher, dass die Fahigkeit zahkvehmung der mechanischen Krafte
unerlasslich fur die Physiologie und Funktion denge ist (vgl. Einleitung 1.3). Auch das
Auftreten krankhafter Veranderungen konnte mitrmechanischen Reizung von pulmonalen
Epithelzellen in Verbindung gebracht werden (vginl&tung 1.3). Hingegen sind die
Erkenntnisse der zu Grunde liegenden Mechanotr&tisds-Prozesse, die dafir
verantwortlich sind wie Epithelzellen auf die megcisgahen Reize reagieren, bislang noch
weitgehend unbekannt. Wichtige Mechanosensoren t&tinrdabei mechanosensitive
lonenkanéle darstellen (Goodman & Schwarz 2003bdnd006; Folgeringet al. 2008).
Diese Annahme wird gesttitzt durch die Tatsaches éase der grundlegenden Funktionen
von Epithelzellen der Transport von lonen ist urek d/orkommen von verschiedenen
mechanosensitiven lonenkanalen in pulmonalen Hp#hen bereits beschrieben wurde
(Althauset al.2007; Ransforet al.2009; Zhanget al.2010).

1.2 lonentransport-Prozesse des pulmonalen Epithels

Wie zuvor beschrieben (vgl. Einleitung 1.1), ist dunge von luftatmenden Vertebraten von
einem pulmonalen Epithel ausgekleidet. Der allgemeiAufbau von Epithelien ist
gekennzeichnet durch den Zusammenschluss von gieléen Epithelzellen zu ein- oder
mehrschichtigen Zellverbdnden mit einer apikalemckn auRen gerichteten) und einer
basolateralen (dem Blut zugewandten) Seite. Ejpdthélben generell eine Barriere-Funktion
aus und grenzen das Kdrperinnere gegeniber demiagReab. Des Weiteren ermoglichen
sie einen kontrollierten Stoffaustausch. Um diegmrichteten (vektoriellen) Transport
durchfihren zu kénnen, besitzen die Epithelzellpezielle Transportsysteme (Carrier,
lonenkanéle, Pumpen). Diese, in die Membran eiggela, Proteine ermdglichen einen
gerichteten transzellularen Transport Uber das hEpitWéahrend der Transport Uber
lonenkandle einen rein passiven Diffusionsvorganglaerg eines elektrochemischen



Einleitung 14

Gradienten darstellt, kbnnen Carrier und PumpdB. @e Na/K*-ATPase) unter Verbrauch
von Energie (in Form von ATP) Stoffe auch entgegemes vorherrschenden
elektrochemischen Gradienten transportieren. Nedem transzellularen Transport spielt
auch der parazellulare Transport eine entscheiddRdie fur Epithelien. Um diesen
parazellularen Transport regulieren zu kdnnen tbasiEpithelien sogenanniéght junctions
(urspringlich auchZonula occludensgenannt), welche die Epithelzellen untereinander
verbinden und somit ihre Permeabilitat regulie®ohheeberger & Lynch 1984; Cavanaugh
et al. 2001) (vgl. Einleitung 1.1)Tight junctionsbestehen aus verschiedenen Proteinen,
welche koordiniert miteinander interagieren, umeeiparazellulare Barriere auszubilden
(Overgaardet al. 2011). Der Grundaufbau eindright junction besteht prinzipiell aus
transmembranen Proteinen (Claudine und Occludid)dem Gerustproteinefona occludens
(englisch:scaffold proteing (Overgaardet al. 2011; Gunzel & Yu 2013). Claudine bilden
dabeiTight junctionStrange aus, welche mittels der intrazellula&Zena occluden®roteine
mit dem Aktin-Zytoskelett der Epithelzellen verbemdwerden (Overgaaret al. 2011). Das
transmembrane Protein Occludin kann direkt mit @audinen interagieren und hilft die
Formation vonTight junctionszu regulieren (Overgaaret al. 2011). Der Aufbau voifight
junctionsist sehr divers. In der Lunge der Mammalia wureéeelis die Expression von 7
verschiedenen Claudinen nachgewiesen (Gunzel &0ABR Zudem konneifight junctions
verschiedene weitere Proteine enthalten (z.B. TMuwig® und durch Plasmaproteine und
junction Adhasions-Proteine reguliert werden (Overgagtrdl.2011). Die Zusammensetzung
der Tight junctions insbesondere welche Claudin-Typen enthalten sietscheidet
mal3geblich Uber ihre Permeabilitdt und somit aumdr die Dichte und den Widerstand von
Epithelien (Overgaarcet al. 2011). Mit einem Widerstand von ~750@0cn? zahlt die
Harnblase zu den “dichten” (englisdight) Epithelien (Schneeberger & Lynch 1984; Ginzel
& Yu 2013). Das pulmonale Epithel gehért hingegarden Resorptionsepithelien und weist
einen Gewebewiderstand von ~10@&nY sowie eine hohe Wasserpermeabilitat auf (Tarran
2004).

Die Fahigkeit des gerichteten Stoffaustauschs umise kontrollierten parazellularen
Transportes sind unerlasslich fur die Aufrechtethmg der zellularen Homdostase und der
Korperhomoostase. Auch die Regulation der Zusametemsg, Viskositat und Hohe der
dem pulmonalen Epithel aufgelagerten Flussigkdiisbt (ASL und ALF; vgl. Einleitung
1.1) beruhen auf transepithelialen lonentranspmi&ssen. Dadurch wird in den oberen
Atemwegen die fur die Selbstreinigung der Lungeemsslle mucociliary clearance

gewahrleistet (Pilewski & Frizzell 1999; Hollenhbret al. 2011). Im Alveolarepithel
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hingegen wird durch die aktive Ruckresorption deisgigkeit aus dem Alveolarraum, ein
Vorgang der alsalveolar fluid clearancebezeichnet wird, ein effektiver Gasaustausch
aufrecht gehalten (Althaust al. 2011; Hollenhorset al. 2011). Die Haupttriebkraft fur die
Flussigkeitsresorption im pulmonalen Epithel steié passive Aufnahme von Nibnen tber
Amilorid-sensitive epitheliale NaKanale (englischepithelial Na" channe] ENaC) sowie
sogenannteyclic nucleotide-gatedCNG) Kationen Kandle, die keine Amilorid-Sengitiw
aufweisen, dar (Johnsoat al. 2002; Wilkinson et al. 2011). Dabei folgt Na einem
elektrochemischen Gradienten, der aktiv tber disolagéeral lokalisierte N&K*-ATPase
aufgebaut wird (Hollenhorgt al.2011). Die N¥YK*-ATPase transportiert zeitgleich drei Na
lonen aus der Zelle heraus und zwei Knen in die Zelle hinein. In Folge dieser
Verschiebung von Nailber das Epithel wird ein osmotischer Gradientegent. Entlang
dieses Gradienten folgt .B passiv nach und wird so aus dem Luftraum entfeimt
Gegensatz dazu fuhrt eine gesteigerteSekretion auf der apikalen Seite des Epithels dazu
dass vermehrt #D in das Lungenlumen stromt. In Folge dessen koesmu einer Erh6hung
des Flussigkeitsfiims (Hollenhorsét al. 2011). Diese CI Sekretion kann Uber den
sogenanntertystic fibrosis transmembrane conductance reguld@FTR) Ct Kanal und
Ca*-abhangige ClKanéale (CaCC) stattfinden (Tarran 2004). Die Alima von Ct in die
Epithelzelle wird dabei Uber basolateral lokaltgeCI/HCOs:~ Anionenaustauscher (Al
Bazzaz et al. 2001) und NaK*/Cl, Co-Transporter (NKCC) (Haas & Forbush 2000)
realisiert. Durch eine gezielte Aktivierung bzw. ril@ung der Na Absorption und Ci
Sekretion kdnnen somit die Eigenschaften des FJkisasfilms auf dem pulmonalen Epithel
reguliert werden. Bei diesem Regulationsmechanisspieden jedoch auch*KKanéle eine
wichtige Rolle, deren Hauptaufgabe die Kontrolls embranpotentials ist. Dadurch halten
sie den elektrochemischen Gradienten, welcher & tbnen- und Flissigkeitstransport
bendtigt wird, aufrecht (Bardoet al. 2009; Bardouwet al. 2012). K Kanéle sind eine sehr
diverse lonenkanalfamilie. Allein im Alveolarepithger Mammalia konnten bisher tGber 30
verschiedene KKanal-Typen identifiziert werden (Bardai al. 2009). K Kanéle werden
anhand der Anzahl ihrer Transmembrandomanen (TMC® Gruppen eingeteilt: 1) 6 TMD
K* Kanale (Spannungs-abhangigé Kanale (K/) und C&*-abhangige K Kandle (k3); 2) 4
TMD K* Kanale (zwei-Poren Domanen” Kanéle (kP); 3) 2 TMD K Kanéle {nwardly-
rectifying K™ Kanale (Kir)) (Bardouet al. 2009). Mit Ausnahme der R Kanale wurden
bisher Mitglieder aller K Kanal Gruppen im Alveolarepithel von Mammalia gefan
(Hollenhorstet al.2011). In verschiedenen Studien konnte bereits patentielle Bedeutung

der Kv Kanale, ka Kanale und ATP-sensitiven*KKatp) Kandle fur den transepithelialen
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lonentransport und der damit verbundeabseolar fluid clearancaufgezeigt werden (Leroy
et al. 2004, Leroyet al.2006; Bardotet al.2012).

1.3 Fehlregulationen des transepithelialen lonentr  ansports im
pulmonalen Epithel und ihre pathophysiologische Bed eutung

Die ASL und ALF des pulmonalen Epithels missen (ib@nsepitheliale lonentransport-
Prozesse strikt reguliert werden, um diucociliary clearanceund die alveolar fluid
clearance aufrecht zu erhalten (vgl. Einleitung 1.2). Feflriationen in diesen fein
abgestimmten transepithelialen lonentransport-RseEre konnen hingegen zur Ausbildung
von schweren Krankheiten fiihren wie z.B. der Mukeidose (zystische Fibrose; englisch:
cystic fibrosis CF) (Pilewski & Frizzell 1999; O'Sullivan & Fresdn 2009). Die
Mukoviszidose ist auf Mutationen des fur den CFIddierenden Gens zurtckzufuhren. Sie
zahlt zu einer der haufigsten vererbbaren Krankheiinter der Kaukasischen Bevolkerung
(Amaral & Kunzelmann 2007; Li & Naren 2010) und riféit eines von 2500-4000
Neugeborenen (Amaral & Kunzelmann 2007). Neben dalmonalen Epithel (Tarran 2004;
Fanget al.2006) ist der CFTR in einer Vielzahl weiterer Ge&aind Organe zu finden, wie
z.B. den Bauchspeicheldrisengangen (Wetrgy. 2013), Leber- und Gallengangen (Marin
al. 2012), Dunndarm (Jakaét al. 2013) und Dickdarm (Weinegt al. 2008), Samenleiter
(Ruan et al. 2012), Gebarmutter (Muchekehu & Quinton 2010) weh Schweil’driisen
(Reddy & Quinton 2009; Winet al. 2013). Aufgrund dessen ist die Mukoviszidose eine
Multi-Organ Krankheit. In der Lunge betrifft die thaphysiologie der Mukoviszidose die
oberen Atemwege. Durch die Mutation des CFTR Pnetebmmt es zu einer teilweise oder
vollkommen verminderten CISekretion im Atemwegsepithel. In Folge dessenlistH6he
der ASL reduziert und einmucociliary clearanceann nicht mehr aufrechterhalten werden
(Pilewski & Frizzell 1999). Die daraus resultierendAnsammlung von Mukus in den
Atemwegen bietet einen optimalen Nahrboden fur &tpghe wiePseudomonas aeruginosa
und kann chronische Atemwegsinfektionen nach sielmen (Pilewski & Frizzell 1999;
O'Sullivan & Freedman 2009). Die dadurch bedingtaronischen Entztindungsreaktionen
fuhren zu einer zunehmenden Fibrosierung der gesaininge. Damit einhergehend kann
der Gasaustausch nicht mehr aufrechterhalten werdeh es kommt zum t6dlichen
Lungenversagen (Davis 2006).

Eine Erhdhung der ALF (gesteigerte-@ekretion und/oder verminderte NAbsorption)
uber dem respiratorischen Epithel fiihrt zum Kraitishdd der pulmonalen Odeme. Die
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Ansammlung von Flussigkeit in dem respiratorisctiggreich der Lunge bedingt eine
Verschlechterung des Gasaustauschs und fuhrt zumxty (Sauerstoffmangel) (Fronies al.
2012). Mogliche Ursachen fir die Ausbildung von rpahalen Odemen konnen
unterschiedlicher Natur sein, wie z.B. verschiedenrgenkrankheitenagute lung injury
ALI; acute respiratory distress syndrom&RDS) und Schadigungen des Lungenepithels in
Folge eines Unfalls oder Saureaspiration (Holleshet al. 2011). Auch Patienten, die an
einer Erhéhung des arteriellen Drucks des linkemzétes und damit verbunden an einer
Erhéhung des Drucks in der pulmonalen Vene leidgiitden pulmonale Odeme aus
(Hollenhorstet al. 2011). Haufig sind jedoch Anderungen der in dendeai herrschenden
physikalischen Krafte mit der Bildung von pulmomal®demen verbunden. Die Bedeutung
von physikalischen Kraften fir die Physiologie uRdthophysiologie der Lunge sollen

nachfolgend néher erlautert werden.

1.4 Physiologie und Pathophysiologie von mechanisc hen Kraften
in der Lunge

Wie bei einem Luftballon benétigt die Lunge der Maalia externe Dehnungskrafte, um sich
beim Einatmen aufzublahen (Fredberg & Kamm 2006¢s® Dehnungskrafte beruhen auf
der Bewegung der Brustkorbwand mittels der asstenieAtmungsmuskulatur (Fredberg &
Kamm 2006). Bei jeder Atembewegung werden die AeBemit mechanischen Kraften
ausgesetzt. Auf das Atemwegsepithel wirken dabeptsaichlich Scherkréafte, bedingt durch
den entstehenden Luftstrom beim Ein- und AusatnmanAlveolarepithel hingegen werden
die Zellen in Folge der Brustkorbbewegung positivemd negativem transpulmonalen Druck
ausgesetzt (Fronius 2012). Dabei entstehen beimmalen Einatmen Driicke von ~5 cm
Wassersaule (Fronius 2012). Die maximale Lungergsjiaines adulten Menschen wird bei
Drucken von 30 cm Wassersaule erreicht (Fredbetgaéhm 2006). Der Wirkungsbereich
des transpulmonalen Drucks liegt somit zwischen30 €m Wassersaule und ist interessanter
Weise unabhangig von der LungengréfRe, dem Kérpechpewnd dem Entwicklungsstand
der Lunge von Neonatal bis Adult (Fredberg & Kam@D@&). Vielmehr noch ist dieser
Wirkungsbereich des transpulmonalen Drucks (0 —cBO Wassersaule) sogar Spezies
Ubergreifend zu finden (Fredberg & Kamm 2006). Budtretenden transpulmonalen Drlicke
in der Lunge resultieren in einer Dehnung des Amapithels und somit in einer

Deformation der Zellen (Fronius 2012). Die bei ddmung auftretenden physikalischen
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Krafte sind unerlasslich fur die Funktion und Pbisgie der Lunge. Eine Ubersicht der
durch diese Krafte beeinflussten Funktionen igkliildung 4 dargestellt.

Basierend auf klinischen Beobachtungen und phygiethen Studien konnte gezeigt werden,
dass mechanische Stimuli bereits fir das fetalehdtam und die Entwicklung der Lunge
entscheidend sind (Liu & Post 2000). Bereits im tddéib fihrt ein Fetus “Atem-
bewegungen“ durch. Dabei induziert die Dehnung fig#alen Lunge eine erhohte TClI
Sekretion. Dies resultiert in einen Flussigkeitsgiom in den zukinftigen Luftraum der
Lunge, wodurch es zur Produktion von Molekilen &M sowie zur Expression von
spezifischen Genen der Lungenzellen kommt (Liu &tP2000). All diese Effekte werden
durch spezielle Mechanotransduktions-Prozesse mfei@alen Lungenzellen hervorgerufen
(Liu & Post 2000).

Fetales Wachstum Mucociliary clearance Gererierung von
und Entwicklung second-messenger
Molekulen
\ z.B. cAMP, IP;, Ca®*

Zelldifferenzierung
von AT1 und AT2

mechanischer

e Stimulus Freisetzung
Zellen
von ATP
Apoptose von / \ Sekretion von
AT2 Zellen Surfactant

Abb. 4: Einfluss von mechnischen Stimuli auf die Foktion der Lunge.

Unter physiologischen Bedingungen sind mechanisivauli unerlasslich fur eine Vielzahl
von Lungenfunktionen (AT1 und 2: alveolare Typ 1ldud Zellen). Die Abbildung wurde
verandert nach Fronius (2012).

In der adulten Lunge fuhrt die Dehnung der Epitbédn zur Generierung vosecond
messenger Molekilen wie cyclisches Adenosinmonophosphat (€AM cyclisches
Guanosinmonphosphat (cGMP), Inositoltrisphospha) (ind C&" (Liu et al. 1999; Wirtz &
Dobbs 2000). Diese secondmessenger Molekille kodnnen ihrerseits verschiedene

Proteinkinasen (z.B. Protein Tyrosin Kinase, Prot&inase C (PKC), Mitogen-aktivierte
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(MAP) Kinase) aktivieren und Veranderungen in depfession von Genen bewirken (Let

al. 1999). Auch diemucociliary clearancewird maf3geblich durch die Lungenbewegung
beeinflusst (Tarraret al. 2005; Tarraret al. 2006). Des Weiteren bewirkt die Dehnung der
Lunge die Differenzierung der AT1 und AT2 Zellenofibs & Gutierrez 2001), die
Produktion und Sekretion vo8urfactant(Edwards 2001), die Apoptose von AT2 Zellen
(Edwards 2001), sowie die Freisetzung des autakrured parakrinen Signalmolekils ATP
(Buttonet al.2007; Ransfor@t al.2009; Burnstoclet al.2012).

Neben dieser Vielzahl von positiven Einflissen pleysikalischen Krafte auf die Physiologie
und Funktion der Lunge, kann eine Erhdéhung dieséxft& Gber das physiologische Mal3
hinaus hingegen zu pathophysiologischen Veranderundiihren. Bei Bergsteigern
beispielsweise kommt es in groBer Hohe auf Grund dert herrschenden niedrigen
atmospharischen Drucks zu einem Anstieg des Drackgmnten des Blutes zu dem Luftraum
der Lunge (Althaugt al.2011). In Folge dessen stromt vermehrt Flissigkastdem Blut in
das Lungenlumen und es kommt zur Ausbildung vondrdtingenédem (englischnigh-
altitude pulmonary edemaHAPE) (Althauset al. 2011). Eine weitere Ursache fir die
Bildung von pulmonalen Odemen stellt die kiinstlidReatmung dar. Patienten, die an
Lungenkrankheiten wie ALI oder ARDS leiden und in®auerstoffbedarf nicht eigenstandig
decken konnen, mussen kinstlich beatmet werdenjhurtuberleben zu sichern. Bei der
kunstlichen Beatmung andern sich jedoch die phlistt@en Krafte in der Lunge und kdénnen
Folgekrankheiten nach sich ziehen. Die auf kurstlicBeatmung beruhenden Krankheiten
werden unter dem Begriffentilator-induced lung injury(VILI) zusammengefasst und
basieren auf einer Uberdehnung des Alveolarepitifelsliienhorst et al. 2011). Diese
Uberdehnung fiihrt zu einer gesteigerten Permeibdier Luft-Blut Schranke und somit zu
einem erhodhten Flissigkeitseinstrom in den Luftrg@nower et al. 200 Cavanaugkhet al.
2001; Weinacker & Vaszar 2001). Bei 5-15% der Kictstbeatmeten Patienten kommt es
dadurch zur Ausbildung von pulmonalen Odemen mikeriMortalitatsrate von 34-60%
(Cavanauglet al. 2001). Durch die Verwendung von modifizierten Beamgsstrategien, in
denen niedrigere Tidalvolumen und somit auch nigutd Driicke verwendet wurden, konnte
die Mortalitatsrate von VILI Patienten auf 31% gadewerden Broweret al. 2000; Frank &
Matthay 2003). Dies belegt eine direkte Korrelatiowischen den in der kinstlichen
Beatmung eingesetzten physikalischen Kraften undBildung von pulmonalen Odemen.
VILI Patienten haben eine verringerte Flissigkegsrption im Alveolarepithel und sind
nicht dazu in der Lage, die Flussigkeit aus denedlgn zu resorbieren (Morgt al. 2007).

Die beeintrachtigte Flussigkeitsresorption stedit YILI Patienten somit den Hauptfaktor der
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hohen Mortalitatsrate dar (Mortgt al. 2007). Die einzige BehandlungsmalRnahme flr
pulmonale Odeme ist demnach die Wiederherstellueg Fiissigkeitsresorption in den
Alveolen, die auf einem effektiven Nalransport beruht (vgl. Einleitung 1.2) (Ware &
Matthay 2000; Berthiaumet al. 2002; Berthiaume & Matthay 2007). Wie in Abbildubg
dargestellt, scheint es folglich einen direktenadnmenhang zwischen den in der kinstlichen
Beatmung eingesetzten mechanischen Stimuli undktaritat von epithelialen lonenkanélen
zu geben. Die groldte Aufgabe im Kampf gegen diesteEhting von VILI ist es demnach zu

verstehen, welchen Einfluss physikalische Kréaftetansepitheliale lonentransport-Prozesse

haben.
-€
mechanischer 1
Stimulus
\ Einfluss auf
| epitheliale
7| lonenkanale
Lokale Verlust der ‘
Entziindungs- Barrierefunktion Verringerte
reaktion Flussigkeits-
resorption
Zelltod Multiorgan- \
versagen

Abb. 5: Die kinstliche Beatmung bedingt schadlich@hysikalische Kréafte und induziert
die Bildung vonventilator-induced lung injury (VILI).

Bei der kunstlichen Beatmung kann die Erhéhungpthgsikalischen Kréfte in der Lunge tber
die physiologischen Mal3e hinaus zur Ausbildung ventilatorinduced lung injury(VILI)
fuhren, die tddlich enden kann. Dabei spielt aueh Einfluss dieser Stimuli auf die Aktivitat
von epithelialen lonenkanalen eine Rolle, was zuskbldung von pulmonalen Odemen fiihren
kann. Die Abbildung wurde modifiziert nach Fron{@912).
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Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass pasiofggische Veranderungen in den
transpepithelialen lonentransport-Prozessen desngndlen Epithels zur Entstehung
verheerender Krankheiten wie Mukoviszidose und puate Odeme filhren kénnen. Als
maogliche Therapien dieser pathophysiologischen &k steht die Wiederherstellung des
transepithelialen lonentransportes im Vordergrunbdemnach ist es wichtig die
transepithelialen lonentransport-Prozesse im pudeonEpithel aufzuklaren.

Die Untersuchung von transepithelialen lonentrartspmzessen in der Lunge von
Mammalia und insbesondere im Alveolarepithel stalith, auf Grund der Miniaturisierung
der Lungenstrukturen bis hin zu den winzigen Aleeo{vgl. Einleitung 1.1), jedoch als sehr
schwierig dar. Haufig wurden deshalb Studien atiegen und kultivierten AT1 und AT2
Zellen durchgefuhrt (Jairet al. 2001; Johnsoret al. 2002), oder Lungen-Schnitte fur
elektrophysiologische Untersuchungen heran gez@eurkeet al. 2005; Helmset al.2006;
Shlyonskyet al. 2008). Im Gegensatz dazu wurde in der vorliegendidyeit das native
pulmonale Epithel voiX. laevisals Modellsystem fiir elektrophysiologische Mesamgder
alveolaren lonentransport-Prozesse verwendet. Biddgedellsystem soll nachfolgend

vorgestellt werden.

1.5 Die X. laevis Lunge als Modellsystem fur den alveolaren
lonentransport

Der beriihmte dinische Mediziner und Tierphysiologe August Krogh (*1874; 1 1949)
formulierte einst die Hypothese: Fur jede Fragastgl muss es ein Lebewesen geben, an
dem man sie problemlos untersuchen kann (Krebs)1®i% heute ist diese Hypothese als
das August-Krogh-Prinzip bekannt (Moyes & Schul@®8). In Ubereinstimmung mit dem
August-Krogh-Prinzip wurde in der vorliegenden Atlias pulmonale Epithel voX. laevis
als Modellsystem verwendet, um in Ussing-Kammer ddagen alveolare lonentransport-
Prozesse zu untersuchen.

Die grundlegenden und unter den Iuftatmenden Veateb hoch konservierten
Gemeinsamkeiten der respiratorischen Morphologie,das four ply desigh der Luft-Blut
Schranke, wurden bereits beschrieben (siehe Ringil.1). Zudem wurden K. laevisdie
fir Na" resorbierende Epithelien charakteristischen loaesport-Prozesse mit
funktionellen, apikal lokalisierten ENaCs und dexsblateral lokalisierten N&K*™ ATPase
nachgewiesen (Fischet al. 1989; Kim 1990). Der funktionelle Nachweis des ENavurde

in einer Vielzahl von Studien mittels der apikal@&pplikation des spezifischen ENaC
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Inhibitors Amilorid erbracht (Fischest al. 1989; Kim 1990; Froniust al. 2003; Berket al.
2004; Erb & Althaus 2014). Des Weiteren wurdendi@ undy ENaC-Untereinheiten auch
molekularbiologisch in verschiedenen Epithelien otaeviswie der Lunge, Niere und Haut
nachgewiesen (Puoét al. 1995). Dabei zeigten die ENaC Untereinheiten eae60%ige
Ubereinstimmung mit homologen ENaC Untereinheiten Batte (Puotiet al. 1995). Der
funktionelle Nachweis der N&* ATPase im pulmonalen Epithel vok laevis konnte
ebenfalls mehrfach durch die basolaterale Applikatvon Ouabain aufgezeigt werden
(Fischeret al. 1989; Erb & Althaus 2014). Um die durch die 'M& ATPase in die Zelle
transportierten K lonen zu recyceln, benétigen Epithelzellen sogeteaik” Sickerkanéle,
welche in der Nahe der NK* ATPase lokalisiert sind. Solche basolaterateSickerkanale
wurden ebenfalls inX. laevis nachgewiesen (lllelet al. 1990). Neben diesen typischen
Charakteristika eines Naabsorbierenden Epithels, verfligt das pulmonalehEpivon X.
laevisauch uber verschiedene Komponenten eine$r@hsportsystems. So konnte der CFTR
in der apikalen Membran sowohl funktionell, als mummunhistologisch detektiert werden
(Sommer et al. 2007). Zudem wurden die fir eine Aufnahme vorm @nen in die
Epithelzellen erforderlichen basolateralen/BCOz:~ Anionenaustauscher und NKCC in der
X. laevisLunge funktionell nachgewiesen (Bergeral.2010; Bergeet al.2011).

Die einfache sackartige Anatomie der laevis Lunge (Meban 1973; Hyattt al. 2007)
ermoglicht eine flachige Praparation des pulmon&pithels, welches anschlieRend miuhelos
in die Ussing-Kammer eingebaut werden kann (vglteMal und Methoden 2.3.1). Durch den
polaren Aufbau des Epithels entstehen eine apikadeeine basolaterale Seite, welche mittels
eines Perfusionssystems mit unterschiedlichen Lgmumperfundiert und/oder mechanischen
Kraften in Form von hydrostatischem Druck (HD; 5 Ehissigkeitssaule) ausgesetzt werden
kénnen (vgl. Material und Methoden 2.3.1). Die Langgon Mammalia sind auf Grund ihres
schwammartigen Aufbaus (siehe Einleitung Abb. hgkgen nicht fur elektrophysiologische
Ussing-Kammer Messungen geeignet. Mit einem Durdaserevon 30 — 250 uM sind die
Alveolen der Mammalia schlichtweg zu klein fir etggaUssing-Kammer Préaparationen.

Ein grof3er Vorteil der Ussing-Kammer Messungen atmpnalen Epithel voiX. laevisist,
dass die Zellen in ihrer nattrlichen physiologisthémgebung verbleiben kénnen mit all
ihren ursprunglichen Zell-Zell Verbindungen. Begiéh durch die morphologischen und
funktionellen Ahnlichkeiten, kénnen anhand der issldg-Kammer Messungen erhaltene
Erkenntnisse auch Ruckschlisse auf die lonentraiBpozesse des Alveolarepithels der

Mammalia gezogen werden. Somit stellt das pulmoBpi¢hel vonX. laevisein geeignetes
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Modellsystem fir die Untersuchung transepithelialéonentransport-Prozesse im

Alveolarepithel dar.

1.6 Bearbeitete Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit wurden elektrophysiokmfie Ussing-Kammer Messungen
durchgefihrt, um transepitheliale lonentranspoozBsse am pulmonalen Epithel des
sudafrikanischen Krallenfrosché laevis zu charakterisieren. Dabei lag der Fokus auf zwei
Schwerpunkten: a) den Einfluss von mechanischen ftafrd auf transepitheliale
lonentransport-Prozesse zu charakterisieren; b) Wligkung von n-Alkoholen auf die

Aktivitat des CFTR zu untersuchen.

Charakterisierung des Einflusses von mechanischen K réaften auf

transepitheliale lonentransport-Prozesse
Um den Einfluss von mechanischen Kraften auf traitiseliale lonentransport-Prozesse im
pulmonale Epithel vonX. laevis zu untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbaik e
modifizierte Ussing-Kammer (Eigenbau des Institfiis Tierphysiologie, JLU Giel3en)
herangezogen und der transepitheliale lonentrangpmanessen. In einer friheren Studie
konnte in Messungen mit dieser modifizierten Uss{agnmer bereits gezeigt werden, dass
die mechanische Dehnung (hydrostatischer Druck;nb Fussigkeitssaule; apikal) des
pulmonalen Epithels voK. laevis zur Aktivierung verschiedener lonen-Leitfahigkaitgihrt
(Bogdanet al.2008) (siehe Abb. 6).
Der HD-induzierte Effekt ist in Abbildung 6 schemsah dargestellt. Die aktivierten lonen-
Leitfahigkeiten resultierten in einer Abnahme demnsepithelialen Stroms (Bogda al.
2008). Das Epithel reagierte jedoch nur auf HD, mveim Druck-Gradient von dem apikalen
zum basolateralen bzw. vom basolateralen zum agrikkdbmpartiment der Ussing-Kammer
angelegt wurde (Bogdaet al. 2008). Eine gleichzeitige Erh6hung der Flissigisgitile auf
beiden Seiten des Epithels, hatte hingegen keirfegktEauf den transepithelialen Strom
(Bogdanet al. 2008). Durch den Einsatz verschiedener spezifisktiiebitoren konnten eine
HD-induzierte Erhéhung der NaAbsorption, Ct Sekretion und K-Sekretion detektiert
werden (Bogdaret al. 2008). Die K Sekretion stellte dabei die dominante Komponeate d
welche die beiden anderen Uberlagert und in einesttoPr6tromabfall resultierte. Des
Weiteren wurde in der Studie von Bogdetral. eine HD-induzierte Freisetzung von ATP aus
den Epithelzellen aufgezeigt (Bogdahal.2008).
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Abb. 6: Schematische Darstellung der verdnderten lenleitfahigkeiten in Folge von
mechanischem Stress (hydrostatischer Druck).

A) In Ussing-Kammer Messungen erfolgte die Aufzeighg eines Kurzschlussstroms
(englisch:short-circuit current Isc). Durch die Applikation von hydrostatischem Dry¢kD; 5
cm FlUssigkeitssaule; schwarzer Balken) kam esirene Abfall des Summenstroms. Durch
den Einsatz verschiedener spezifischer Inhibitdkennte eine HD-induzierte erhdhte Na
Absorption, Ct Sekretion und K Sekretion identifiziert werden. Die *KKomponente stellte
dabei die dominante Komponente dar und induzierteneNetto-Stromabfall. B) In Folge der
Hemmung der KKomponente wurde degdin Richtung der NaAbsorption und ClSekretion
verschoben, wodurch ein Netto-Stromanstieg sichthade. Die Abbildung wurde verandert
nach Bogdan (2007) und Bogdanal. (2008).

In einer darauffolgenden Studie am Institut furrphe/siologie konnte nachgewiesen werden,
dass die HD-induzierte 'KSekretion im pulmonalen Epithel voK. laevis auf einer
mechanosensitiven Aktivierung von apikal lokaliter ATP-sensitiven kKanalen (Karp-
Kanélen) beruht (Richter 2010) (fir eine ausfuhdi®eschreibung siehe Diskussion 4.1.1).
Das Hauptaugenmerk in der vorliegenden Arbeit erahf:

1) Charakterisierung der HD-induziertem7K Kanal Aktivierung. Dabei stellte sich die
Frage, ob die HD-induzierte Aktivierung der att-Kandle a) auf einer direkten
Mechanosensitivitdt der Kanéle beruht oder RyriKanale mdglicherweise indirekt aktiviert
werden z.B. Uber eine HD-induzierte ATP Freisetzudgs Ph&dnomen der HD-induzierten
ATP-Freisetzung wurde bereits von Bogddral. aufgezeigt (Bogdast al.2008) und kdnnte
auf einer mechanosensitiven Aktivierung von Connexnd Pannexin-Hemikanalen beruhen,
wie es schon in friheren Studien gezeigt wurde g®palov & Panchin 2008; Kniglet al.
2009; Sridhararet al. 2010). Durch den Einsatz von Connexin- und Pamkbemikanal

Inhibitoren sollte in Ussing-Kammer Messungen ddsteiligung dieser Hemikanale an den
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HD-induzierten Effekten Gberprift werden. Wahreed dssing-Kammer Messungen wurden
zudem Perfusatproben gesammelt, um mittels ATP-Buonationsmessungen eine etwaige
HD-induzierte ATP-Freisetzung Uber die Hemikan&ehzuweisen. 2) In weiteren Ussing-
Kammer Experimenten sollte Uberprift werden, ob Hi2-induzierten Effekte Uber einen
langeren Zeitraum wiederholbar sind und keiner Dgis@ierung unterliegen. 3) Desweitern
sollte eine mdgliche Beteiligung von basolateraléh Kandlen an den HD-induzierten
Effekten untersucht werden. Fir diese Untersuchuriged eine apikale Permeabilisierung
des Epithels statt, in Folge dessen lonentrangprazesse tber die basolaterale Membran des

Epithels isoliert charakterisiert werden konnten.

Charakterisierung des Einfluss von  n-Alkoholen (Ethanol, 1-Heptanol

und 1- Octanol) auf die Aktivitat des CFTR
Primare Alkohole if-Alkohole) wie Ethanol, 1-Heptanol und 1-Octanaoidsin der Medizin
und Pharmazie als generelle Anasthetika bekanntir(diff et al. 1989; Fanget al. 1997).
Zudem werdem-Alkohle als Therapeutikum von Krankheiten wie dessentiellen Tremor
(Haubenbergeet al.2014; Nahalet al. 2011) und als Losungsmittel in der PharmaziedQi
al. 2009), eingesetzt. Der zugrundeliegende Wirkmeshaus vom-Alkoholen, sei es in der
Anasthesie (Chau 2010) oder als Therapeutikum (Bla&teal. 2011), ist jedoch bis heute
nicht geklart.
Auf Grund der anasthetischen Wirkung deflkohole wurden die meisten Untersuchungen
bezuglich ihres Wirkmechanismus an erregbaren, omalen Zellen durchgefiihrt. Dabei
zeigte sich, dass-Alkohole eine modulierende Wirkung auf die Aktatitvon verschiedenen
lonenkanélen (Covarrubiad al. 1995; Horishita & Harris 2008) und Rezeptoren (kga&
Lieb 1994; Woodet al. 1995; Mihicet al. 1997; Komatstet al. 2012) besitzen. Uber den
Einfluss vonn-Alkoholen auf nicht-erregbare Zellen, wie Epithadlen, ist hingegen nur
wenig bekannt. Lediglich in einer Studie von Mareetl konnte an epithelialen Zelllinien
eine modulierende Wirkung von-Alkoholen auf die Aktivitdt des CFTR nachgewiesen
werden (Marceet al.2004).
Wie bereits beschrieben, ist der CFTR im pulmon&pithel expremiert und spielt dort eine
wichtige Rolle fur die Regulation der pulmonalenigdigkeits-Homdostase (vgl. Einleitung
1.2). In der vorliegenden Arbeit sollte der Meclsamis der n-Alkohol-induzierten
Modulierung der Aktivitat des CFTR erstmals an eineativen pulmonalen EpitheX(

laevig charakterisiert werden. Des Weiteren wurden diecyien von X. laevis als
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heterologes Expresssionssystem fur den humanen CIRURTR) verwendet. Dadurch
konnte in elektrophysiologischetwo-electrode voltage-clamgTEVC) Messungen die

Wirkung vonn-Alkoholen auch auf den hCFTR isoliert untersucbktaen.

Ein Teil der im Rahmen dieser Arbeit generiertergebnisse wurde bereits in einer
wissenschatftlichen Fachzeitschrift veroffentlicRidhter et al. 2014) bzw. befindet sich in
Revision (Richteret al. (2014 in Revision); vgl. 6. Verodffentlichungen)ieBe Ergebnisse

wurden jeweils mit einem entsprechendem Verweikiedr(siehe 3. Ergebnisse).
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2. Material und Methoden

2.1 Tier- und Gewebepraparationen

Der Krallenfrosch X. laevis als Modellorganismus

Der sudafrikanische Krallenfroseh laeviswird unter der Klasse der Amphibien zur Familie
der Pipidae gezahlt (Hilkeat al. 1997). Er ist urspringlich in den Regionen von Siikia
Uber Zaire und Uganda bis West-Kamerun beheimatet bevorzugt dabei kaltere
Bergregionen (Cannatella & De Sa 1998)laevisist in schlammigen, triben Teichen und
Seen zu finden und kann wahrend der Trockenzedemm Schlammschichten tberdauern.
Namensgebend fur den Krallenfrosch sind die schevakaallen an den inneren Phallangen
(Cannatella & De Sa 1993).

Seit Uber 80 Jahren spielt. laevis eine groRe Rolle als Modellorganismus in diversen
Forschungsbereichen der Medizin und Biologie, wie Zell-Signalweiterleitung, Zell- und
Entwicklungsbiologie, Molekularbiologie, Neurophgikigie, Toxikologie und Elektro-
physiologie (Khokha 2012). Ende des 19. Jahrhusdemirde X. laevis erstmals von
Sudafrika nach Europa importiert (Khokha 2012). sk des 20. Jahrhunderts wurden
weibliche Krallenfrosche vermehrt zur Schwangerfisdaagnose verwendet, da das
Schwangerschaftshormon hCG (humanes Chorion-Gomgoilof im Urin von Schwangeren
die Eiablage der Krallenfrosche hervorrufen kanhofdbborg 1952; Cannatella & De Séa
1993; Gurdon & Hopwood 2000; Khokha 2012). Diedéhaur Folge, dasX. laevisvermehrt

in Laboren gehalten und gezlichtet wurde. Ein eptdehder Vorteil bei der Etablierung von
X. laevis zu einem bedeutenden Modellorganismus ist aufrelaiv einfache Haltung und
Zichtung der Frosche unter Laborbedingungen zutiiikeen.

In der Elektrophysiologie konnte mX. laevis als Modellorganismus in den 1950er und
1960er Jahren durch den danischen Physiologen Hssisg (1911-2000) eine bedeutende
Entdeckung gemacht werden. Er spannte die Haut Kiedlenfroschs in eine mit
Messelektroden versehene Kammer ein. Die Haut elialt Barriere zwischen den beiden
Kompartimenten und ermdglichte es somit, direktelurgysverschiebungen, die Uber die
Froschhaut flossen, zu messen. Zu Ehren ihresrttefs” wird diese Kammer als Ussing-
Kammer bezeichnet. Die Ussing-Kammer revolutioeiedtis Wissen uber transepitheliale
lonentransport-Prozesse (&i al. 2004) und ist auch heute noch eine wichtige Metsnale

in der Elektrophysiologie. Des Weiteren spielen @iecyten vonX. laevis als heterologes
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Expresssionssystem eine wichtige Rolle bei der rEcfuung von lonenkanalen und
Rezeptoren (Hilket al.2005; Khokha 2012).

Fur die durchgefuhrten elektrophysiologischen Magsen im Rahmen dieser Arbeit wurden
ausgewachsene weiblich€. laevis Krallenfrésche als Modellorganismus herangezogen.
Erworben wurden die Krallenfrosche als Wildfangen viler FirmaXenopusExpress (Le
Bourg, Frankreich). Die Haltung erfolgte in 250driKunststoffoecken mit einem Besatz
von max. 11 Tieren pro Becken. Zur Wasseraufbergitverfliigten die Becken Uber einen
kontinuierlichen Wasserdurchfluss mit zusatzlich&auerstoff-Anreicherung mittels
Druckluft. Des Weiteren wurde die Wassertemperdtuch Aquarium-Regelheizer (Eheim
Jager, Deizisau, Deutschland) auf 20°C gehaltehals Ruckzugsmaoglichkeit den Tieren
halbierte Tontopfe zur Verfugung gestellt. Fir dhiétterung der Krallenfrosche wurden
einmal wochentlich kommerzielle Fischfutterpellet@aubenhaus Lang, Langgons,
Deutschland) zunachst fir mindestens 30 min in fassgeweicht und anschlieRend an die
Tiere verfittert. Zwei Tage nach der Ftterung lgtéo ein kompletter Wasserwechsel der
Becken, inklusive grundlicher Sauberung der Becksrme sowie der Tontbpfe. Das
Wohlbefinden der Tiere wurde taglich Gberpruft ahe Tatigkeiten bezuglich der Tierpflege
protokolliert. Die Haltung, Futterung und Totung deere wurde vom Regierungsprasidium
in Giel3en genehmigt (JLU-Nummer 400_M und 478_MJ gamal’ den Bestimmungen des

Tierschutzgesetzes durchgeflhrt.

Totung der Tiere und Praparation

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Or@aweébe vorX. laevis bendtigt. Zum
einen wurden Oocyten fir Messungen mit er-electrode voltage-clam@ EVC) Methode
genutzt (siehe 2.3.2). Des Weiteren wurden Ussiagiker Experimente mit
Lungenpraparaten durchgefihrt (siehe 2.3.1). Diageusowie der Pankreas vén laevis
wurden auf3erdem zur RNA Extraktion verwendet (si2Bg

Vor der Tétung wurden die Krallenfrésche zunaclistrhindestens 20 min in einen Eimer
mit 4 - 8°C kaltem Wasser Uberfiihrt und abgedunketinem Kihlschrank aufbewahrt. Mit
dieser Prozedur sollten die poikilothermen Tieradalhst langsam herunter gekuhlt werden.
Anschlie3end wurden die Tiere fir ca. 20 min ireainEimer mit Eiswasser platziert. Dabei
war darauf zu achten, dass sich die Nasenlocher Tere nicht unterhalb der
Wasseroberflache befanden, um die Atmung sicherstellen. Mit Hilfe einer Stanze
(Eigenbau des Instituts fur Tierphysiologie, JLUef&n) wurde im Anschluss an die
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Herabkihlung das Gehirn der Tiere mechanisch zérstil das Rickenmark mittels einer
Knopfsonde sondiert. Direkt nach der Totung erfolglie Enthahme der Lungen, des
Pankreas und der Ovarien. Da die Haut der Kraliescfie von einer Schleimschicht bedeckt
und mit Bakterien besiedelt ist, wurde zunachstraglie Haut der Tiere grof3ziigig entfernt.
Somit sollten ein mdglicher Kontakt mit der Haut dureine damit einhergehende
Kontamination der inneren Organe bei der Praparatierhindert werden. AnschlielRend
wurde die unter der Haut liegende Muskelschichsiehitig gedffnet und so ein Zugang zur
Bauchhohle geschaffen. Zunachst wurden die OvakggrKrallenfrosche entnommen und in
Kultur Oocyten Ringerlosung (KulORi; siehe Tabede tberfuhrt. Danach wurden die auf
der dorsalen Seite befindlichen Lungenfliigel vdrsgec mit einer Pinzette am distalen Ende
gegriffen, etwaige Verwachsungen mit der Leber kiwmennt und die Lungenfliigel mittels
eines Schnittes durch den Bronchius frei praparizig enthommenen Lungenfligel wurden
in Normal-Ringerldsungnormal Ringer’s solutionNRS; siehe 2.6, Tabelle 2) Uberfuhrt, um
ein Austrocknen zu verhindern. Wurden die Lungeagdgliftr die Ussing-Kammer Messungen
bendtigt, so konnten diese direkt weiter prapaoeer bis zum néchsten Tag bei 4 - 8°C im
Kihilschrank aufbewahrt werden. Die fir die RNA-Bktion benétigten Lungenfligel (siehe
2.2) wurden hingegen in einem Cryorohrchen in fiems Stickstoff Schock-gefrostet und
anschlieend bei -80°C bis zur weiteren Verwendgetpgert. Der Pankreas, welcher
ebenfalls fir die RNA-Extraktion bendtigt wurde findet sich beiX. laevis angelagert an
dem Magen (siehe Abb. 7). Mit Hilfe einer feinerh&e und Pinzette wurde der Pankreas
vorsichtig frei prapariert und nach dem Schockionsin flussigem Stickstoff wie die

Lungenfligel ebenfalls bei -80°C gelagert.
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Pankreas
(Bauchspeicheldriise)
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Abb. 7: Der Pankreas vonX. laevis.

Der Pankreas voiX. laevisist ein ca. 2,5 — 3 cm langes Organ mit einer schmartigen
Struktur, welches dem Magen anliegt. In der Vergriflg (rechte Bildseite) ist ein aus dem
Frosch heraus préaparierter Pankreas gezeigt.

Praparation der X. laevis Lungen

Die entnommenen Lungenfliigel (siehe Abb. 8 A) wartieg die weitere Pr&aparation in eine
Wachsschale tberfuhrt. Dabei wurde das GewebeigtéamtdNRS befeuchtet. Um ein flr die
Ussing-Kammer Messungen (siehe 2.3.1) geeignedekifles Praparat zu erhalten, wurden
die Lungenfligel von proximal nach distal vorsightmit einer Schere aufgeschnitten.
AnschlieRend wurde das Gewebe mit Hilfe von Nadelrfgespannt und zwei mit
Nadelspitzen versehenen Plastikringe (Eigenanterggdes Instituts) aufgesetzt (siehe Abb.
8 B). Nach dem Durchtrennen des Gewebes zwischerbeiden Plastikringen, konnten die
entsprechenden Gegenstiicke der Ringe aufgesetdénvddiese Ringe waren passgenau auf
die spater verwendeten Ussing-Kammern abgestimettg2.3.1). Pro Lungenfliigel konnten
somit zwei Praparate gefertigt werden.
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Abb. 8: Praparation der X. laevis Lunge.

Der sackformig aufgebaute Lungenfliigel (A) konntitets einer Schere geoffnet und durch
die Verwendung von Nadeln flachig aufgespannt wer@@. Durch das Aufsetzen spezieller
Plastikringe (mit Nadeln versehen) konnten ausneihengenfliigel zwei geeignete Préaparate
fur Ussing-Kammer Messungen hergestellt werden {@uknstitut flr Tierphysiologie, JLU
Giel3en).

Vereinzelung der X. laevis Oocyten

In dieser Arbeit wurden aX. laevisOocyten mittels der TEVC Methode Ganzzellableitunge
durchgefuhrt (siehe 2.3.2). Fur diese Messungen esanotwendig, die Oocyten aus den
entnommenen Ovarien zu vereinzeln. Dazu wurde mereverschlieBbaren Petrischale
Kollagenase (1,5 mg/ml; Biochem, Karlsruhe, Deutsuth) in KulORi gelost. Teile der
Ovarien wurden dann in die Petrischale Uberfihd mmt Hilfe zweier Pinzetten in kleine
Stucke zerteilt. Die Inkubation der Ovarien-Studke der Kollagenase-L6sung erfolgte
anschlie3end fur 90 min auf einem Schuttler (IKAMX-VXR Janke und Kunkel). Darauf
folgte eine 10-minitige Inkubation der Oocyten inee C&*-freien Oocyten Ringerldsung
(C&*-frei ORI; siehe Tabelle 3), um die Oocyten von deheftenden Follikelschicht zu
befreien. AbschlieRend wurden die Oocyten mit KulQ&vaschen und unter Zuhilfenahme
eines Binokulars aussortiert. FUr die elektrophggischen Messungen wurden in dieser
Arbeit nur Oocyten der Stadien V und VI (Dumont 2p7verwendet, die einen

charakteristischen dunklen vegetativen und heltemalen Pol aufwiesen.



Material und Methoden 32

2.2 Molekularbiologischer Nachweis von mRNA in
Lungenhomogenaten von X. laevis mittels RT-PCR

In dieser Arbeit sollten mittels der Reversen Tkaipsase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-
PCR) Transkripte, welche fir verschiedene lonenlearizw. lonenkanaluntereinheiten
codieren auf mRNA Ebene in d¥r laevisLunge nachgewiesen werden. Im Rahmen dessen
wurde zunachst eine RNA-Extraktion aus Lungenhomagmn (von drei verschiedenen
Donoren) sowie dem Pankreas (von einem Donor)X:daevis durchgefuhrt. Die erhaltene
RNA wurde anschlieBend mittels des Enzyms Revenmsmskriptase (RT), eine RNA-
abhangige DNA-Polymerase, in cDNA umgeschriebentcbuen Einsatz verschiedener
Primer konnten abschlieBend codierende Bereichegdsuchten lonenkanéle mittels PCR
amplifiziert und via Agarose-Gelelektrophorese gigiert werden.

RNA-Extraktion

Um die Gesamt-RNA aus den Geweben zu extrahiererdexdaskNeasy Midi Ki{Quiagen,
Hilden, Deutschland) verwendet. Die bei -80°C gettan Lungenfligel und der Pankreas
(siehe 2.1) wurden zunéchst unter standiger Zugabédliissigem Stickstoff in einem Marser
fein zerkleinert. Fur die Durchfihrung der RNA-Ea#tion wurden von jedem Gewebe ca.
200 mg bendtigt. Deshalb wurden von den Lungenftiger drei Donore jeweils nur die
Halfte der Organe fur die weitere Praparation vewet, wohingegen der deutlich kleinere
Pankreas im Ganzen fur die RNA Extraktion eingdsetzrde. Um das Gewebe weiter
mechanisch zu zerkleinern und somit die RNA Ausbeuterhthen, wurden die gemdorserten
Praparate jeweils in ein 15 rRklcontubeiberfihrt, welches 4 ml RLT Puffer (Bestandteil
des RNeasy Midi Kits versetzt mitp-Mercaptoethanol (Roth, Karlsruhe, Deutschland) in
einem Verhaltnis von 10 ul pro ml Puffer) enthi®it Hilfe einer sterilen 10 ml Spritze und
einer feinen Kanule (0,8 mM Durchmesser) konntea Braparate durch mehrmaliges
Aufziehen und Ausstol3en weiter mechanisch zerkiemerden. Die weitere Behandlung der
Praparate erfolgte nach den Angaben des Herstellargichst wurde das erhaltene Zellysat
bei 5000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstamurde anschlieBend in ein neues 15 ml
Falcontubelberflihrt, wohingegen das Pellet mit den Zelltriemesten verworfen wurde. Im
nachsten Schritt erfolgte die Fallung der RNA nisttder Zugabe von 4 ml 70%igem,
eiskaltem Ethanol (Sigma, Taufkirchen, DeutschlaBi mit dem Ethanol versetzten Proben

wurden durch mehrfaches Schiitteln gemischt. Zuraktion der geféllten RNA wurden die
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Proben in zwei Schritten auf dRNeasyMidi-S&aule gegeben und fur jeweils 5 min bei 5000
rpm abzentrifugiert. Wahrend die RNA in diesem 8tlan die Saule gebunden wurde,
konnte das Permeat jeweils verworfen werden. Danrdevdie Saule mit 2 ml RW1-Puffer
und einem 5-mindtigen Zentrifugationsschritt beD80pm gewaschen, wobei das Permeat
erneut verworfen wurde. Um einer etwaigen Kontatmmader Proben mit genomischer
DNA vorzubeugen, wurde anschliel3end ein DNase-\erd& einem RNase-freien DNase-
Set (Qiagen, Hilden) durchgefuhrt, indem die Sdilel5 min mit RNase-freier DNase |
inkubiert wurde. Der DNase-Verdau wurde danach ldiwaschen der Saule mit 2 ml RW1-
Puffer, sowie zwei weiteren Waschschritten mit jgsvé ml RPE-Puffer gestoppt. Um eine
Verunreinigung mit Ethanol zu verhindern, wurdee 8&ulen abschlie3end noch fur 2,5 min
und 5 min zentrifugiert. Die an die Membran der I8&gebundene Gesamt-RNA wurde
nachfolgend durch die Zugabe von 250 pl RNasedréMasser eluiert. Nach einem 3-
minutigen Zentrifugationsschritt wurde das Eluatesit auf die Saule pipettiert, um die RNA-
Eluation noch zu erhdhen. Die Konzentration der gswonnenen RNA-Proben wurde
abschlieBend photometrisch bestimmt (Photometerelldtharmacia GeneQuant, Biotech,

San Francisco, USA) und die RNA-Proben bis zureveit Verwendung bei -80°C gelagert.

cDNA Synthese mittels RT-PCR

Die extrahierte Gesamt-RNA wurde mittels RT-PCRIDNA umgeschrieben. Dazu wurden
zunéchst von jeder Probe (RNA aus Lungenenhomodgefaind Ill, sowie dem Pankreas)
zwei RNA-Ansatze hergestellt, die 1 pg RNA sowiguR Oligo(dt)15-Primer (Promega,
Mannheim, Deutschland) enthielten. Die Ansétze worchit RNase-freiem Wasser auf ein
Endvolumen von 20 pl aufgeflllt und bei 70°C fumih denaturiert. AnschlieRend wurden
die RNA-Ansatze sofort auf Eis gestellt, um ein&Belarfaltung zu verhindern.
Fur den cDNA Synthese Ansatz wurde dia$ro Reverse Transcription SystéRromega)
verwendet und folgende Komponenten zusammen pepetti

5x M-MLV PCR Puffer (8 ul)

25 mM MgCkb (8 pl)

10 mM dNTPs (2 pul)

RNase Inhibitor (1 pl)

Reverse-Transkriptase (1 pl)
Fur die benotigten Negativ-Kontrollen wurde ansteles Enzyms RT die aquivalente Menge
RNase-freies Wasser hinzu pipettiert. Anschlielgsadden die jeweiligen RNA-Ansétze mit
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den cDNA Synthese-Ansatzen zusammengefigt (Endwsiug0 pl). Die RT-PCR wurde in
einem Thermocycler (Modell TProfessional basic gmat]l Biometra, Gottingen,
Deutschland) unter folgenden Bedingungen durchgefii min bei 20 °C, 75 min bei 43 °C
und 5 min bei 99 °C. Die cDNA Proben wurden ansfd¥nd bei -20°C gelagert.

PCR

Um Transkripte, welche fiir bestimmte Proteine caigin den cDNA Proben detektieren zu
konnen, wurden PCR Experimente mit verschiedenenifsgchen Primern durchgefthrt. Die
Sequenzen der Primer sind in Tabelle 6 (siehe Agihanfgelistet und wurden mit Hilfe des
Computerprogramms Primer 3 (Untergrasseml. 2012) sowie der Datenbank&mnsembl
(http://www.ensembl.org Version 38) undenbase(http://xenbase.org) erstellt. Da das
Genom vonX. laeviszum heutigen Zeitpunkt noch nicht vollstandig ssiert ist, wurden
die Primer gegen die verfugbaren GensequenzenXvdaevis oder X. tropicalis gerichtet
(siehe Tabelle 6 und 7 im Anhang). Alle in diesebdit eingesetzten Primer wurden von der
FirmaEurofins MWG OperofiEbersberg, Deutschland) bezogen.
Fur die Herstellung eines 25 pl PCR-Ansatzes wufdigiende Komponenten in einem PCR-
Tube (Biozym Scientific GmbH, Hessisch OldendoréuBschland) zusammen pipettiert:

DEPC-HO (14,25 pl)

5x GoTaq Flexi Buffer gree(d pl)

2,5 mM dNTPs (0,5 ul)

25 mM MgCb (3 pl)

10 pM/ulPrimer forward(0,5 pl)

10 pM/ulPrimer revers€0,5 pul)

GoTagDNA-Polymerase (0,25 pul)

cDNA (1 pl)
Die Transkripte wurden mittels PCR in einem Theryoter (TProfessional basic gradient
Biometra; TProfessional basjcAnalytik Jena AG, Jena Deutschland) nach spehis
Protokollen hergestellt. Die ausfuhrlichen Proté&kaler PCR Bedingungen sind in Tabelle 1
zu finden. Bei jeder PCR wurde jeweils die cDNA winmei verschiedenen Lungendonoren

eingesetzt, sowie teilweise als zusatzliche Pokitimtrolle die cONA-Proben des Pankreas.
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Tabelle 1: Verwendete Primer und ihre PCR Bedingungn

Denaturation Annealing Elongation Zyklen
Primer | Temp. Zeit Temp. Zeit Temp. Zeit Anzabhl
(°C) (sec) (°C) (sec) 9®) (sec)
Kir6.1 95 45 58 30 72 45 30
SUR1 95 45 67 30 72 17 32
Cx30 95 45 58 30 72 45 32
Cx43 95 45 66 30 72 7 32
Panx1 95 45 58 30 72 45 35

Alle PCR Reaktionen hatten einen identischen amiéren DenaturationsSchritt fiir 5 min bei
95°C und einen abschlieRendElongationsSchritt fir 10 min bei 72°C. Die Tabelle wurde
veréndert nach Richtet al. (2014).

Agarose-Gelelektrophorese zur Analyse der PCR Ergeb  nisse

Zur Visualisierung der erhaltenen Transkripte wurdéAnschluss an die PCR eine Agarose-
Gelelektrophorese durchgefuhrt. Daflir wurden jepl@er PCR Reaktionsansatze auf ein
1,5%iges Agarosegel aufgetragen, welches mit Ethidromid (10pug/ml) oder mit 4,5 ul des
DNA Farbstoff Midori Green (NIPPON Genetics, DureDeutschland) versetzt war.
Zusatzlich zu den Proben wurden in der aul3erstderii Tasche des Agarosegels 5 pl eines
100 bp-Markers (GeneDirex, Taoyuan County, Taivarfjjetragen. Anschlielend wurde das
Agarosegel in einer Gelelektrophoresekammer beierei®pannung von 90 Volt
(Spannungsgeber: Power Supply, Modell 1000/500RBth Minchen, Deutschland) fur ca.
45 min gefahren. Bei dem verwendeten Laufpufferdetie es sich um einen TAE-Laufpuffer
(Zusammensetzung fur 1 L: 4,84 g TRIZMA Base (Mei@krmstadt, Deutschland), 0,88 ml
>97 % Essigsaure (Roth), 2 ml 0,5 M EDTA-LOsung (13, eingestellt mit Essigsaure)).
Die Betrachtung des Agarosegels erfolgte dann wmer UV-Lampe (W. Kranich GmbH &
Co. KG, Gottingen, Deutschland) und die Ergebnisseden mit einer Digitalkamera (PC
1225, Canon, Neu-Isenburg, Deutschland) abfotagtafi
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Aufreinigung der Transkripte und Sequenzierung

Die in der Agarose-Gelelektrophorese erhaltenerdBandie den Transkripten der gesuchten
lonenkandle und deren Untereinheiten entsprachemdem ausgeschnitten und fur die
Sequenzierung mittels des Kigizard SV Gel and PCR Clean-Up Syst@homega) nach
Angaben des Herstellers aufgereinigt. Nach der éwigung wurde die DNA-Konzentration
der erhalten Proben mit Hilfe eines Photometersné@eiant, Pharmacia) bestimmt. Die
anschlieende Sequenzierung erfolgte durch deneBemgu-Service der Firm&urofins
MWG Operon Zur Probenaufbereitung diente der duEilrofins auf der Homepage bereit
gestellte ,.SAMPLE SUBMISSION GUIDE" (http://www.eofinsdna.com). Abhangig von
der Grol3e der detektierten Transkripte, mussten Rfieben unterschiedliche cDNA-
Endkonzentrationen aufweisen (150 — 300 bp: 2 ndg3dD — 1000 bp: 5 ng/ul). Die
entsprechende Menge der Probe wurde mit O, t&sforward Primers versetzt und mit
DEPC-Wasser auf das Endvolumen von 15 pl eingestdischlieRend wurden die Proben
nach Herstellerangaben zur Sequenzierung geschickt.

Die von der Firma Eurofins erhaltenen Sequenzieserggbnisse wurden mit Hilfe des
online-Tools Nucleotide sequence BLAST analygisttp://www.xenbase.org) auf die
Sequenzibereinstimmung Uberprift. Abhangig von\aafiigbarkeit derX. laevis oder X.
tropicalis Gensequenzen, erfolgte dann die Erstellung eieguéhzidentitat der detektierten

Transkripte in Prozentangabe (siehe Tabelle 7).

2.3 Elektrophysiologische Methoden
2.3.1 Die modifizierte Ussing-Kammer

Die Ussing-Kammer wurde von dem danischen Natuemsshaftler Hans Ussing
(30.12.1911 - 22.12.2000) entwickelt. Diese elgitgsiologische Messmethode erlaubt es,
die durch lonentransport hervorgerufenen Ladungshébungen Uber einem Epithel zu
detektieren. Epithelien sind polar aufgebaut undigen durch den Einbau verschiedener
Membranproteine (lonenkanéle und Rezeptoren) lieeF@higkeit lonen vektoriell Uber das
Epithel zu transportieren (siehe Einleitung 1.2¢r Bektorielle Transport von lonen bedeutet
jedoch auch immer eine Verschiebung von Ladunglekitegener Transport), wodurch eine
transepitheliale Spannung entsteht (englisghen-circuit voltage Das Prinzip der Ussing-
Kammer beruht darauf, dass diese transeptheligbamriing durch die Applikation eines

entgegengesetzten Stroms kompensiert und somghenung tber dem Epithel auf 0 mV
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geklemmt werden kann (englischoltage clamjp Dieser entgegengesetzt wirkende Strom
wird als Klemmstrom (englisclshort-circuit current Isc) bezeichnet und stellt einen Netto-
lonenstrom dar. Durch den Einsatz verschiedenezifsgmher Inhibitoren von lonenkanalen

ist es jedoch mdglich, Anderungen isa bestimmten lonenkanalen zuzuordnen.

In dieser Arbeit wurde eine modifizierte Ussing-Kaer (Eigenbau des Instituts fur

Tierphysiologie, JLU Giel3en) verwendet. Der Aufbesti schematisch in Abbildung 9

dargestellt. Die Kammer bestand aus zwei Kompariiere zwischen die das zuvor
praparierte Lungenepithel (siehe 2.1) eingespamrtev Zur Abdichtung wurde zusatzlich
Silikon (Bayer, Leverkusen, Deutschland) auf aliéchken, die mit dem Epithel in Berihrung
kamen, aufgetragen. Durch das eingespannte Epatitetanden somit ein apikales und ein
basolaterales Kompartiment, welche getrennt vomeiea Giber ein gravitationsgetriebenes
Perfusionssystem mit verschiedenen Ringerlésungem. Pharmaka perfundiert werden

konnten.

0 cm Flussigkeitssaule 5 cm Flussigkeitssaule

Abb. 9: Die modifizierte Ussing-Kammer.

Das apikale und basolaterale Kompartiment der dssemmer sind durch das Gewebe (G)
getrennt. Die Perfusionslésung der Kompartimerite itber einen Zulauf (Zu.) ein und lauft
Uber den Abfluss (Ab.) wieder aus den Kompartimeriteraus. Mittels des Schornsteins auf
der apikalen Seite kann durch Verstopfen des umt@ld#lusses mit einem Stopfen (St.), die
Abflusshohe der Flissigkeitssdule auf 5 cm erhol@rden. Durch die gewebsnahen
Potentialelektroden kann das transepitheliale PRialen(Vy) bestimmt werden. Die
gewebsfernen Stromelektroden dienen der Messung Kdesimstroms dc). Abbildung
verandert nach Bogdaat al. (2008).
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Auf der apikal ausgerichteten Seite der Ussing-Kammuar ein Schornstein angebracht,
welcher einen Abfluss der Perfusionslosung aus Kdammer in 0 cm Hohe der
Flissigkeitssaule (Abb. 9; 0 cm Flussigkeitssaatigubte. Wurde der untere Abfluss jedoch
mit einem Gummistopfen verschlossen, so stieg Hisskgkeitssaule auf 5 cm an, wodurch
ein hydrostatischer Druck (HD) auf das Epithel apeit wurde (Abb. 9; 5 cm
Flissigkeitssaule). Die Abflusshohe des basolaer&ompartiments war hingegen nicht
variabel auf einer Hohe von 0 cm Flussigkeitsséegegelegt.

Zur elektrischen Ableitung wurde die Ussing-Kammat vier Elektroden versehen, zwei
Potential- und zwei Stromelektroden. Diese bestan@es handelsublichen 200 pl
Pipettenspitzen, welche mittels einer Plexiglassidme (Eigenbau des Instituts fir
Tierphysiologie, JLU Giel3en) auf die entsprecheRdem zurecht geschnitten wurden. Die
zugeschnittenen Pipettenspitzen wurden anschliefdéreiner Agarbricke (1 M KCI Losung
mit 2,5% Agar) versehen (siehe Abb. 10). Der Agarde von der Fima Sigma bezogen. Die
Agarbricke wurde mit 1 M KCI Lésung uberschichiatdie ein chlorierter Silberdraht (10
sec bei 5 Vin 0,1 M HCI Losung) eingebracht wu¢giehe Abb. 10). Die Chlorierung des
Silberdrahtes bewirkt dabei die Ausbildung einerCigSchicht, welche die elektrische
Signaliibertragung von der 1 M KCI Ldsung tUber ddbe&draht hin zum Messverstéarker
erlaubt (Sherman-Gold 1993).

chlorierter Silberdraht

Gummidichtung

abgeschittene 1 ml Spritze
1 M KCI

W

—_—

zugeschnittene
200 ul Pipettenspitze

+—F 2,5%ige Agarbrucke

U

Abb. 10: Die Ussing-Kammer Elektroden.
Aufbau der in Eigenbau gefertigten Ussing-KammeekEbden. Fir eine detaillierte
Beschreibung siehe Text.
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Vor den Messungen wurden die Elektrodenpaare witiehes Voltmeters auf ihr
Eigenpotential tberprift, welches 1,0 mV in NRS hhigibersteigen durfte. Uber die
Potentialelektroden konnte mittels einedtage-clampMessverstarkers (Modell EC-825cA
Epithelial Voltage Clamp, Warner Instruments, Hamdgonnecticut, USA) die Uber dem
Epithel vorliegende Potentialdifferenz (V gemessen werden. Die beiden kuirzeren
Stromelektroden ermoglichten es den bendétigten Kistrom auf das Epithel zu applizieren
und somit das transepitheliale Potential auf O m\klemmen.

Samtliche in dieser Arbeit durchgefihrten Ussingrf@er Messungen wurden bei
Raumtemperatur durchgefihrt. Zum Beginn einer jeddessung wurde das Epithel zunachst
mit NRS perfundiert und dernWert nach einer 2-5 minttigen Equilibrierungsphasgert.
AnschlieRend wurde das Potential mittels deftage-clampMessverstarkers auf 0 mV
geklemmt und derst kontinuierlich Gber einen analogen Schreiber (Piil Eindhoven,
Deutschland; Kipp und Zonen, Delft, Holland) aufgiehnet. Zusatzlich wurde descliber
einen Analog-Digital-Wandler (MacLab Interface, ABtruments, Spechbach, Deutschland)
digitalisiert und auf einem Computer (Macintosh UCApple, Cupertino, USA) mittels der
SoftwareChart (ADInstruments) aufgenommen und abgespeichertRiickschliisse auf den
Zustand des Epithels treffen zu kénnen, wurde mkrch Klemmvorgang der transepitheliale
Widerstand (R) des eingespannten Epithels bestimmt. Zu diesemckwvurden mit Hilfe
des voltage-clampMessverstarkers 5 mV Spannungsimpulse fur 1,5as#cdas Epithel
appliziert.

Anhand der daraus resultierenden Stromdifferéiz.§ konnte durch das Ohm’sche Gesetz

der Widerstand bestimmt werden:

U [V]
A IPuls [HA]

Ry [Q] =

Die Bestimmung des Rerfolgte nicht nur zum Beginn einer jeden Messwsumdern auch
immer vor, unter und nach der Applikation von HIvbeines Pharmakons.

Das Epithel bendétigte eine ca. 3-stlindige Equéittigszeit, bevor sich degclauf einen
stabilen Plateau-Wert einstellte. Dann konnte reit @igentlichen Experimenten begonnen
werden. Zur Charakterisierung der HD-induzierterfelge auf den dc wurde in den
Experimenten zunachst immer HD unter Kontrollbedmgen (NRS ohne Pharmakon bzw. in
Anwesenheit des entsprechenden Losungsmittelse sletbelle 4) durchgefiihrt. Danach

konnte das Epithel mit verschiedenen Pharmaka iekiuljapikal und/oder basolateral)
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werden. AnschlieRend erfolgte eine erneute Bestingnder HD-induzierten Effekte in
Anwesenheit der Pharmaka. Des Weiteren wurden d@nttolldruckeffekt® und der
Druckeffekt in Anwesenheit verschiedener Pharmakealfel an zwei unterschiedlichen
Epithelpraparaten durchgefuhrt. Eine Ausnahme esean beschriebenen Messablauf stellten
die Experimente dar, in denen das Epithel apikalrmpabilisiert wurde. Der
Permeabilisierungsvorgang konnte direkt nach deemihen des ¥ auf 0 mV begonnen
werden, ohne dass eine anfangliche Equilibrierumase desst abgewartet werden musste.
Bei dem Permeabilisierungsvorgang wurde das Epdhiekt nach dem Klemmen mit einer
Hoch K" Ldsung perfundiert (siehe Material und Methode®, Zabelle 2), um einen 'K
Gradienten (apikat> basolateral) Uber dem Epithel zu generieren. désati Zeit konnte sich
das Epithel an die gegebenen Bedingungen equiidriend einen stabilegd bilden.

In den Ussing-Kammer Messungen wurde ein Nettodstmiem (kc) gemessen, welcher sich
aus verschiedenen Komponenten zusammensetzt. Hio-Nansport von Kationen von der
apikalen zur basolateralen Seite (z.B' Ra&sorption), bzw. ein Netto-Transport von Anionen
von basolateral nach apikal (Qekretion) wurde in den Abbildungen als ein Artstiles éc
nach oben dargestellt. Eine entgegengesetzte lemrsrhiebung wurde dementsprechend als
ein Abfall des ¢c abgebildet.

2.3.2 Die two-electrode voltage-clamp (TEVC) Methode

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mittels der TEVC hele Ganzzellableitungen an
Oocyten vonX. laevis durchgefuhrt. Dabei fanden zum einen Messungen naitven
Oocyten, welche Connexin-Hemikanéle besitzen (Bo@an der Heyden 2005), statt. Zum
anderen wurden die Oocyten als heterologes Expressistem fur den humanen CFTR
(hCFTR) und den humanes3yENaC (hENaC) verwendet. Alle Messungen wurden bei

Raumtemperatur durchgefuhrt.

Injektion der cRNA

Um die Oocyten als heterologes Expressionssystamemwzu kénnen, wurde in die zuvor
vereinzelten Oocyten (siehe 2.1) cRNA des hCFTRs. b ENaCs injiziert. Die hCFTR
Plasmid-DNA wurde dem Institut flr Tierphysiolog{dLU Giel3en) durch Prof. Dr. B.
Schwappach (Georg-August-Universitat, GottingenytBehland) zur Verfiigung gestellt. In
einer Forschungsarbeit am Institut fir Tierphysiodo (JLU Gielen) wurde anhand der
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Plasmid-DNA mittelsin vitro Transkription die RNA des hCFTR synthetisiert @#itum
2011), welche somit fur die vorliegende Arbeit x(erfigung stand. Die RNA des hENaCs
wurde bereits in einer friiheren Forschungsarbeitrestitut flr Tierphysiologie (JLU Giel3en)
aus einer adulten humanen Lunge kloniert (Froeiual. 2010) und stand somit ebenfalls zur
Verfiigung.

Die RNA (hCFTR, hENaC) lagerte bei -80°C und wudiekt vor der Injektion aufgetaut.
Fur die Injektion wurde ein Mikroinjektor (Drummon8cientific, Philadelphia, USA)
verwendet auf dem eine Borosilikat-Kapillare (Hidperg) aufgesteckt wurde. Die Kapillaren
wurden mit einem DMZ-Universal-Puller (Zeitz Ingmmants, Martinsried, Deutschland)
ausgezogen. Vor dem Aufstecken wurde die KapillareMineraldl luftblasenfrei gefullt.
Nach der Saduberung des Injektors und des Arbeirgdamit 70%igem Ethanol, konnte die
Kapillare dann auf den Injektor aufgesteckt werdémter einem Binokular wurde Uberpriift,
ob die Kapillarenspitze offen war. War dies nicler drall, so wurde mittels einer zuvor
ebenfalls mit 70%igen Ethanol gereinigten PinzdieeSpitze vorsichtig vorne abgebrochen.
Anschlie3end wurde die Kapillare fur mindestengriif in Mineral6l eingetaucht, um einen
Druckausgleich zu erzeugen. Wahrend dessen konmtien Oocyten auf einem
Injektionsschlitten (Eigenbau des Instituts furrpleysiologie, JLU Giel3en) platziert werden.
Dieser befand sich in einer mit KulORi (hCFTR) baMMDG-KulORi (hENaC) geflliten
Petrischale. Die aufgetaute RNA (1 pl; hCFTR, hENadrde auf eine mit Parafilm (Roth)
bespannte Petrischale pipettiert und unter demisilao mittels des Injektors in die Kapillare
aufgezogen. AnschlielRend konnten die Oocyten miKdeillare vorsichtig angestochen und
mit Hilfe des Injektors die RNA injiziert werden.

Das Injektionsvolumen der hCFTR RNA betrug 50,6 urid entsprach einer RNA
Konzentration von 50 ng pro Oocyte. Die hENaC RN&de in einem Volumen von 23 nl
pro Oocyte injiziert. Dies entsprach einer Konzatdn von 9,2 ng RNA pro Zelle. Zur
Kontrolle wurden parallel zur Injektion der hCFTRwW hENaC RNA nach demselben
Prinzip Oocyten mit DEPC (Diethylpyrocarbonat) Waassjiziert. Dabei wurde das DEPC
Wasser Volumen entsprechend angepasst (DEPC Klenth@FTR = 50,6 nl; hENaC = 23
nl). Die injizierten Oocyten wurden anschlieRendeiner 24well Platte bei 17°C in einem
Brutschrank gelagert. Dabei erfolgte die LagerueghtCFTR injizierten Oocyten in KulORi.
Die hENaC Oocyten wurden hingegen in NMDG-KulORlagert. Die TEVC Messungen
des hCFTRs erfolgten nach einer Expessionszeit4@n 70 h. Der hENaC konnte bereits

nach einer Expressionszeit von 24 h gemessen werden
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Experimenteller Aufbau und Messablauf

Die TEVC Methode erlaubt es, das Membranpotential) (einer Zelle auf einen bestimmten
Wert zu klemmen (Klemmpotentialcdy. Zur Messung des Membranpotentials wird zunachst
eine Potentialelektrode in die Zelle eingestochen. Zusammenspiel mit einer in der
Umgebungslosung befindlichen Badelektrode, kann ngd Hilfe eines voltage-clamp
Messverstarkers daswgemessen werden (siehe Abb. 11). Zusatzlich wird sogenannte
Stromelektrode in die Zelle eingestochen. Uber ediS§omelektrode kann dann ein dem
Membranpotential entgegengesetzter Ausgleichss@amdie Zelle appliziert und so das
Membranpotential auf einen bestimmten Wert geklenwerden. Anderungen der
transmembranen lonentranportprozesse werden sanfoim eines Transmembranstroms
(Im) detektiert.

Der in dieser Arbeit verwendete TEVC Messaufbau imstAbbildung 11 schematisch
dargestellt. Die Oocyten wurden in einer MesskamiiMK; Eigenbau des Instituts fir
Tierphysiologie, JLU Giel3en) platziert. Die MK viggte Uber einen Zulauf Gber welchen
gravitationsgetrieben ORI (vgl. Material und Metkad2.6, Tabelle 3) in die Messkammer
perfundiert werden konnte. Die Perfusionslésungdsudann in einer gegeniberliegenden
Ablaufkammer (AK) aufgefangen und Uber einen AblauElcher mit einer Saugfalsche
verbunden war, abgesaugt. Das Sammeln der Perflidsomg in der AK sollte etwaigen
Flissigkeitsschwankungen der Perfusionslésung in KKK vorbeugen. Mittels des
Perfusionssystems konnten die in ORI gel6sten Pdiearaomit auf die Oocyte appliziert und

wieder ausgewaschen werden.
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Abb. 11: Messaufbau deitwo-€l ectrode voltage-clamp (TEVC) Messungen.

AK: Ablaufkammer; B: Badelektrode; IM: Transmembstmiom; MK: Messkammer; PE:
Potentialelektrode; S: Schild; SE: Stromelektrode/C: Klemmpotential;, VM:
Membranpotential.

Die Strom- und Potentialelektroden bestanden ausgemogenen Borosilikat-Kapillaren,
welche mit 1 M KCI Lésung luftblasenfei zu dreitirbefullt wurden. Anschliel3end wurden
die Kapillaren auf einen chlorierten Silberdrahei(h V fur 10 sec in 0,1 M HCI) in eine
Plexiglashalterung gesteckt und fixiert (siehe AlB). Die auf diese Weise hergestellten
Elektroden wurden dann auf Mikromanipulatoren aséget, wodurch sie mit einewoltage-
clampMessverstarkeiqocyte Clamp@C-725B, Warner Instruments) verbunden wurden. Die
gemessenen elektrischen Signale wurden zusatztich tber einen Filter geleitet, um die

Rauschamplitude der Messungen zu reduzieren.
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Abb. 12: Schematische Darstellung einer Messelekttle fir two-electrode voltage-clamp
(TEVC) Messungen.

Vor dem Beginn der Messungen wurden die Spitzenbaé@en Elektroden mit Hilfe der
Mikromanipulatoren in die Umgebungslosung gefahredber den voltage-clamp
Messverstarker wurde dann zunachst das Eigenpaiteder Elektroden auf 0 mV
abgeglichen. Dann konnten die Elektroden vorsichtiglie Oocyte eingestochen werden.
Nach einer Equilibrierungsphase von ca. 5 min keramvoltage-clampMessverstarker der
Vm Wert der Oocyte abgelesen werden. AnschlieBendievanit Hilfe desvoltage-clamp
Messverstarker das Membranpotential auf -60 mV egekit. Dieses Membranpotential
wurde fur die TEVC Messungen in dieser Arbeit geltyala es dem Membranpotential der
nativen Oocyten entspricht. Dewr Wwurde kontinuierlich mit einem Schreiber (Kipp und
Zonen, Delft, Holland) aufgezeichnet. Zudem wurddie Stromwerte mittels eines
Amperemeters gemessen und protokolliert.

Zu Beginn der Messungen wurde unter der PerfusionQRi zun&chst so lange gewartet, bis
sich der 1 auf einen stabilen Wert eingestellt hatte. Danmnke mit den eigentlichen
Experimenten begonnen werden (siehe 3.2.5).

In den TEVC Messungen wurde ein transmembraneroNettenstrom ¢h) gemessen. Ein
erhdhter Einwartsstrom von positiver Ladung (z.B! nen) in die Oocyte hinein bzw. von
negativer Ladung (z.B. Clonen) aus der Oocyte heraus, erhalt ein negafieezeichen und
wurde in den Abbildungen immer als ein Abfall dg@sibch unten dargestelit.
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2.4 ATP-Konzentration Messungen

In dieser Arbeit wurden wéahrend der Ussing-Kammearsdlingen (siehe 2.3.1) Proben der
Perfusionslésungen gesammelt und mittels eines hesaenz Assays die ATP-Konzentration
bestimmt. Zu diesem Zweck wurden 3 Tropfen (ca. 28D der aus dem apikalen
Kompartiment austretenden Perfusionslosung in eitghnml Reaktionsgefald aufgefangen
und sofort auf Eis gestellt. Die Lagerung der Probdolgte bis zur weiteren Verwendung bei
-20°C.

Die Lumineszenz-Messungen wurden im Institut flytBpathologie (JLU Giel3en) an einem
Mikroplattenlesegerat (Infinite 200 microplate reader Tecan, Mainz, Deutschland)
durchgefuhrt. Mit Hilfe der Softwardecan i-control(Version 1.6.19.2; Tecan) war es
maoglich das Mikroplattenlesegerat so zu programeniedass die Proben sowohl fur eine
bestimmte Zeit geschittelt (6 mm orbitale Amplitudés auch im Dunklen inkubiert werden
konnten. Die Messungen fanden bei Raumtemperatir st

Zur Bestimmung der ATP-Konzentration wurden @d$lite™ Luminescence Ass8ystem
(Perkin Elmer, Boston, Massachusettt§A) verwendet. Das Prinzip dieser Lumineszenz-
Reaktion beruht darauf, dass ATP in Anwesenheit Siglsstrates-Luciferine durch das
Enzym Luciferase unter Lichtfreisetzung in AMP uDgryluciferine umgesetzt wird:

ATP + D-Luciferine + O, Luc'fﬂ) Oxyluciferine + AMP + PP, + CO, + Licht

Mg?*
Die Proben wurden nach Angaben des Herstellereeeifbt. In einer 96-well Platte (J&t-
bottom black polystyrolGreiner, Frickenhausen, Deutschland) wurde zwstat@0 pl der
Perfusionslésung mit 50 pl des Zell-Lyse Puffersse&zt und das Gemisch fur 3 min
geschuttelt. Danach erfolgte die Zugabe von 50 pbs8atlésung (enthielt das Enzym
Luciferase). Nach einem darauf folgenden 3 miniiti§ehuttelvorgang wurden die 96-well
Platten fir 10 min in Ruhe im Dunkeln inkubiert. gshlieRend wurde die Lichtemission
automatisch durch das Mikroplattenlesegerdt gemedd& gemessenen Lichtemissions-
Werte wurden in Form einer Excel-Tabelle (Microyaftrch die Softwar&decan i-control
digital dargestellt.
Parallel zu den Messungen der PerfusionslosungseRroaus den Ussing-Kammer
Experimenten, wurde die Lumineszenz von ATP-Stahdaoben gemessen. Somit konnte
eine Eichkurve fur die ATP-Messungen erstellt unel ATP-Konzentration im Anschluss
quantifiziert werden. Das ATP war ilTPlite™ Luminescence Ass&ystem enthalten. Es
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wurde nach Angaben des Herstellers eine ATP-Vengligsreihe hergestellt: 1 mM, 100 pM,
10 puM, 1 pM, 100 nM, 10 nM, 1 nM, 100 pM, 10 pM,pM. Fiur die Lumineszenz-
Messungen wurden zunachst 100 ul frische NRS ntit|ll0Zell-Lysepuffer in der 96-well
Platte vermischt und fur 3 min geschittelt. Anss®énd wurden 10 pl der ATP-
Verdunnungsreihe hinzu gegeben und die Platte efiiel8 min geschittelt. Es folgte die
Zugabe von 50 pl Substratlésung, ein erneutes &thitir 3 min, sowie die Inkubation im
Dunkeln fir 10 min. Dann wurde die Lumineszenz Hiilfe des Mikroplattenmessgeréats
detektiert. Die Eichkurve wurde in Form einer ddppegarithmischen Darstellung erstellt.
Es zeigte sich eine lineare Abhangigkeit? (R 1,0) zwischen den gemessenen
Lichtemissionswerten und der ATP-Konzentrationimee Bereich von 1 nM — 1 uM ATP.
Alle Werte, die sich unterhalb dieser Konzentratibefanden, wurden nicht in die

Bestimmung der linearen Regression mit einbezogen.

2.5 Statistik und Datenverarbeitung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle Werte als Nitegte + Standardfehler des
Mittelwertes 6tandard error of the meanSEM) angegeben. In den Ussing-Kammer
Experimenten wurden immer Lungenpraparate von nsiets zwei verschiedenen Froschen
verwendet (die Anzahl der Préaparate ist angegehierint). Fiur die statistische Analyse
wurden zum einen die erhobenen Messwerte sie@iA/cn?) herangezogen. Um die durch
Applikation von HD induzierten Anderungen inclbesser vergleichen zu kénnen, wurden
die Werte unter HD-Applikation {km) auf die Werte vor HD-Applikation {kw) normalisiert

(Is cm/ lo cm). Die in den TEVC Messungen erhaltengriWerte (LA) wurden als Delta-Werte
(al) angegeben. In allen durchgefuhrten TEVC MessreMurden Oocyten von mindestens
zwei verschiedenen Froschen verwendet und die reatspnde Anzahl der Oocyten mit “n“
gekennzeichnet.

In den ATP-Konzentrationsmessungen wurden etwaiggefungen der extrazellularen ATP
Konzentrationen als Anderungen der Lichtemissietafive Units) angegeben. Dabei wurden
die Werte der Proben die unter Applikation von HD dm Flussigkeitssaule) gesammelt
wurden, mit denen vor HD-Applikation statistischrgleehen.

Fur die Signifikanzanalysen wurde der t-Test natidént verwendet. Dabei wurden die
Messwerte, welche vor und nach Applikation einearPlakons und/oder HD aufgenommen
wurden, mittels des gepaarten t-Tests verglicher. datistische Vergleich von Messwerten

aus unterschiedlichen Lungenpraparationen erfdigigegen mittels des ungepaarten t-Tests



Material und Methoden 47

und wurde jeweils in der Abbildungsunterschrift gekzeichnet. Das Signifikanzniveau lag
bei P < 0,05 und wurde in den Abbildungen mit “€lgnnzeichnet. P-Werte mit P < 0,01
wurden hingegen mit “*** markiert.

Fur die Datenverarbeitung standen die ProgrammelE2@07 und Word 2007 (Microsoft)

zur Verfugung. Die Grafikbearbeitung der Stromspuved Balkendiagramme erfolgte mit
dem Programm Inkscape (Version 0.48). Zur Bearbgitder Agarose-Gelelektrophorese-
Bilder wurde das Programm GIMP2 (Version 2.6.9)mweaadet.

2.6 Verwendete Losungen und Chemikalien

Tabelle 2: Zusammensetzung der verwendeten LoOsungefiir die Ussing-Kammer
Experimente mit den Lungen-Praparaten vonX. laevis (in mM).

Substanz NRS Hoch-K
NaCl 100 3
KCI 3 100
CaCl, 1 1
MgCl, 1 1
HEPES 5 5
Glucose 10 10

NRS: normal Ringer’s solutiorfNormal-Ringerlésung); Hoch-K Hoch-K'-Ringerldsung; Alle
Losungen wurden mittels TRIZMA Base (Merck) bzw. IH&uf einen pH-Wert von 7,4
eingestellt. Mit Ausnahme von HEPES (Sigma, Tacfien, Deutschland) wurden die in der
Tabelle aufgefihrten Substanzen von der Firma Hligafkirchen, Deutschland) bezogen.
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Tabelle 3: Zusammensetzung der verwendeten Losungerzur Préparation und
Kultivierung der Oocyten sowie fur die Durchfihrung der TEVC Messungen (in mM).

Substanz ORI KulORi NMDG- Ca**-frei
KulORi ORI
NaCl 90 90 10 90
KCI 1 1 1 1
CaCls 2 2 2 -
MgCl» - - . 1
HEPES 5 5 5 5
Na*-Pyruvat - 2,5 2,5 -
Penicillin G - 0,02 g/l 0,02 g/l ;
Streptomycinsulfat - 0,025 g/l 0,025 g/l ]
NMDG - - 80 -
EGTA - - ; 1

ORi: Oocyten-Ringerldsung; KulORi: Kultur-Oocytenrgerlosung; Alle Losungen wurden
mittels NaOH bzw. HCI auf einen pH-Wert von 7,4gastellt. Die Chlorid-Konzentration und
Osmolaritat der NMDG-haltigen Losungen ergab sialcd Einstellen des pH-Werts mit HCI.
Alle in der Tabelle aufgefiihrten Substanzen wurden der Firma Fluka (Taufkirchen,
Deutschland) bezogen. Ausnahmen bilden dabei HEFE®@ptomycinsulfat und EGTA,
welche von Sigma (Taufkirchen, Deutschland) bezogearden, sowie NaPyruvat
(Applichem, Darmstadt, Deutschland).
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Tabelle 4: In den elektrophysiologischen Messungeverwendete Pharmaka, sowie
und in den Bperimenten eingesetzte

Angaben Uber verwendete Ldsungsmittel

Appliaktionskonzentrationen.

R Applikations-
Stammldsung . . .
Substanz . Losungsmittel konzentration
(in mM)
(mM)
Amilorid 10 ddHO 0,01
Barium (BaCly) - - 10*
CFTRnn-172 20 DMSO 0,02 und 0,005
DIDS 500 DMSO 0,5
Ethanol - - 1 bis 1000*
Glibenclamid 100 DMSO 0,1 und 0,75
1-Heptanol - - 1*
HMR1098 30 ddHO 0,06
Lidocaine - - 1*
Mannitol - - 30*
MDL-12330A 20 DMSO 0,25 und 0,05
Meclofenamin-Saure 100 ddHO 0,1
NPPB 100 DMSO 0,1
Nystatin 75 DMSO 0,075
1-Octanol - - 1*
Probenecid 1000 DMSO 1
XE991 100 DMSO 0,1
Tetrapentyl- 100 ddHO 0.1
ammoniumchlorid

ddH:O: doppelt destilliertes Wasser; DMSO: Dimethylexifl; * Die Chemikalien wurden

direkt in NRS formal Ringer's solutioneingewogen und geltst. Die Bezugsquellen der

Substanzen sind im Anhang in Tabelle 8 angegeben.
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3. Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit lag der Fokus auf zweln®erpunkten (vgl. Einleitung 1.6). Zum
einen sollten die durch mechanische Krafte (hydtesther Druck) induzierten
Veradnderungen des transepithelialen lonentranspamepulmonalen Epithel voX. laevis
charakterisiert werden (siehe Ergebnisse 3.1).zZiaeite Fokus lag auf der Charakterisierung
des zugrundeliegenden Mechanismusrdatkohol-induzierten Aktivierung des CFTR (siehe

Ergebnisse 3.2).

3.1 Charakterisierung der Wirkung von mechanischen Kraften auf
die transepithelialen lonentransport-Prozesse im pu Imonalen
Epithel von X. laevis

In einer frlheren Studie am Institut fur Tierphysge (JLU GielRen) konnte eine HD-
induzierte Aktivierung von Krp-Kandlen durch die Applikation von HD (5 cm
Flissigkeitssaule, apikale Seite) nachgewiesen eme(Richter 2010) (vgl. Einleitung 1.6).
Basierend auf diesen bisherigen Erkenntnissen esollin der vorliegenden Arbeit
verschiedene Aspekte des HD-induzierten Effektsadttarisiert werden:

a) sind Kare-Kanale direkt mechanosensitiv oder werden siaéhdiaktiviert z.B. durch eine
HD-induzierte ATP-Freisetzung Uber Pannexin- undr&xin-Hemikanale (siehe Ergebnisse
3.1.1)?

b) ist der HD-induzierte Effekt auch Uber einengéren Zeitraum wiederholbar oder kommt
es zu einer Desensitivierung (siehe Ergebnissg)3.1.

c) sind basolateral lokalisierte'KKanale an dem HD-induzierten Effekt beteiligt (Elngisse
3.1.3)?

3.1.1 Charakterisierung der HD-induzierten K arp Kanal Aktivierung —
Beteiligung von Pannexin- und Connexin Hemikanéalen

Zunachst sollten in molekularbiologischen Untersungen mogliche codierende Transkripte
von Untereinheiten des Afe-Kanals sowie der Pannexin- und Connexin-Hemikanéle
Lungenhomogenaten voK. laevis auf mMRNA-Ebene nachgewiesen werden (Ergebnisse
3.1.1.1). AnschlieBend wurden unter Verwendung reimedifizierten Ussing-Kammer

elektrophysiologische Messungen am pulmonalen Ebitan X. laevis durchgefihrt. Dabei
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galt es eine mogliche Beteiligung von Pannexin- @mhnexin-Hemikanalen an dem HD-
induzierten Effekt zu Uberpriufen (siehe Ergebni8sk.2). Parallel dazu wurden ATP-
Konzentrationsmessungen durchgefuhrt (siehe ErgedrB8.1.3), welche zur Untersuchung

einer moglichen HD-induzierten ATP-Freisetzung then

3.1.1.1 Molekularbiologischer Nachweis von codieren  den Transkripten des K arp
Kanals und der Hemikanéale

In dieser Arbeit wurde RNA aus LungenhomogenatanX/daevisextrahiert (siehe Material
und Methoden 2.2). Mittels der molekularbiologischdethode der RT-PCR und durch den
Einsatz spezifischer Primer-Paare (siehe Anhangellealf) sollten etwaige codierende
Transkripte der Krp-Kanal Untereinheiten sowie fur Connexin- und Paimélemikanale

auf mMRNA Ebene nachgewiesen werden.

3.1.1.1.1 Kate Kanal Untereinheiten

Katp-Kanale sind heteromere Proteinkomplexe, die aw Wir6.x und vier SURX
Untereinheiten bestehen (Lereyal. 2004; Burkeet al. 2008). Es existieren zwei Isoformen
der Kir6x Untereinheit, die als Kir6.1 und Kir6.2zeichnet werden (Burket al. 2008). Die
SURx Untereinheit kann ebenfalls in zwei verschieste Isoformen auftreten, SUR1 und
SUR2 (Burkeet al.2008).

Bisher konnten Krp Kanale im pulmonalen Epithel vof laevislediglich pharmakologisch
aufgezeigt werden (Richter 2010). In dieser Arli@inten in RT-PCR Experimenten mit
RNA Proben vorX. laevis Lungenhomogenaten (drei verschiedene Donore) Krigis der
Kir6.1 und SUR1 Untereinheit erstmals auf mMRNA Ebdetektiert werden (siehe Abb. 13 A
und C). Die Banden wurden anschlieend aus dem olggel ausgeschnitten und
aufgereinigt (siehe 2.2). Anhand der Sequenziemergaufgereinigten Transkripte konnte
anschlieBend der Nachweis von Kir6.1 und SUR1 in dangenhomogenaten bestatigt
werden (Sequenzierungsergebnisse siehe im Anhabglléa’). Im Gegensatz dazu wurden
codierende Transkripte von Kir6.2 nur in der Prales Pankreas (RNA aus einem Donor
extrahiert) gefunden (Abb. 13 B). Der Pankreas tdieals positiv Kontrolle, da das
Vorkommen der Kir6.2 und SUR1 Untereinheiten dgrikKandle bereits bei Sdugetieren in
diesem Organ nachgewiesen wurden (Buekeal. 2008). Die Kir6.2 Untereinheit scheint

nicht in dem pulmonalen Epithel vaX laevis vorzukommen, da eine spezifische Bande
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lediglich in der Pankreas-Probe detektiert wurdeeESequenzierung der Bande erfolgte in
dieser Arbeit jedoch nicht und musste fur eine éitdge Bestatigung nachgeholt werden. In
RT-PCR Experimenten mit Primern der SUR2 Unterainimirden hingegen keine der

erwarteten Banden detektiert (Abb. 13 D). Demnattteimen die hier verwendeten Primer

nicht spezifisch fur die gesuchten Transkripte gemezu sein.

A Kir6.1 B Kir6.2

Abb. 13: Reverse-Transkriptase (RT)-PCR Experimentezum Nachweis von Kre-Kanal
Untereinheiten auf mMRNA Ebene.

Fir die RT-PCR Experimente standen drei RNA Ex@akis Lungenhomogenaten (L#) von
drei verschiedeneK. laevis Donoren (Tier 1-3), sowie ein RNA Extrakt aus deankreas (1
Donor), zur Verfugung (M: Marker der BandengroRemit RT Enzym; -: ohne RT Enzym).
A) Transkripte, welche fir Kir6.1 codieren (erwagteBandengréRe: 16Base pairs(bp))
konnten in allen drei Lungenhomogenat-Proben (L3)-detektiert werden. B) Eine fur Kir6.2
Transkripte spezifische Bande (erwartete Bandemgr@B7 bp) konnte sehr schwach in der
Pankreas-Probe (P) gefunden werden. C) Trankskdete SUR1 Untereinheit (erwartete
Bandengrof3e: 250 bp) wurden in den RNA-Extraktdar dlungenhomogenate (L1 — L3)
nachgewiesen. D) Fiur die SUR2 Untereinheit konk&Ene spezifischen Transkripte detektiert
werden (erwartete BandengroRe: 229 bp). Abbildungnd C verandert nach Richtet al.
(2014).
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Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dassir@i@ Knd SUR1 Untereinheiten auf
MRNA-Ebene in Lungenhomogenaten vén laevis vorhanden sind und somit einen
funktionellen Katp-Kanal bilden kdnnten. Die Kir6.2 Untereinheit sichiehingegen nur im
Pankreas vonX. laevis vorzukommen jedoch nicht in der Lunge. Fur digrdKanal
Untereinheit SUR2 konnte hingegen weder in der eungch im Pankreas ein Nachweis auf

MRNA-Ebene erfolgen.

3.1.1.1.2 Connexin- und Pannexin-Hemikanéale

Die zur Familie derGap junction Proteine zahlenden Connexin- und Pannexin-Proteine
kénnen in der Plasmamembran von Epithelzellen sogde Hemikandale bilden, die u.a. fur
C&* lonen und ATP permeabel sind (D'horedt al. 2011). In dieser Arbeit wurde die
Hypothese aufgestellt, dass die HD-induzierte A&tiing der Krp-Kanéle moglicherweise
auf einer mechanosensitiven Freisetzung von ATP Gbanexin- und Pannexin-Hemikanale
beruht (siehe Einleitung 1.6). Anhand von RT-PCRpdfimenten konnten codierende
Transkripte der Connexin-Hemikandle Connexin43 @x4nd Connexin30 (Cx30) auf
MRNA-Ebene in Lungenhomogenaten ¥nlaevis nachgewiesen werden (Abb. 14 A und
B). Des Weiteren wurde ein Nachweis der Transkriptelche fir den Pannexin-Hemikanal
Pannexinl (Panx1) codieren, erbracht (Abb. 14 C).

Durch eine anschlieBende Seuenzierung der detektiBanden konnte das Vorkommen von
Cx43, Cx30 sowie Panx1 in den LungenhomogenatenXvdaevis bestatigt werden (siehe
Anhang Tabelle 7). Ein funktioneller Nachweis degnkikanéle sollte nachfolgend mittels

elektrophysiologischer Messungen erfolgen (siehel 2).
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A Cx43 B Cx30
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Abb. 14: RT-PCR Experimente zum Nachweis von Connéx- und Pannexin-Hemikanalen
auf mRNA Ebene in Lungenhomogenaten voiX. laevis.

A und B) In RNA Extrakten aus Lungenhomogenaten) (k@i drei verschiedeneX. laevis
Donoren (Tier 1-3) konnten Transkripte, die fir d&onnexind3 (Cx43; erwartete
Bandengrof3e: 198ase pairs(bp)) sowie fur das Connexin30 (Cx30; erwarteted@angrofle:
158 bp) codieren, nachgewiesen werden (M: MarkerBdsndengrof3e; +: mit RT Enzym,; -:
ohne RT Enzym). C) In allen drei RNA Proben konrfeanskripte des Pannexinl (Panx1) mit
der erwarteten BandengrtRe (242 bp) detektierteverdbbildung verandert nach Richedral.
(2014).

3.1.1.2 Elektrophysiologische Untersuchungen zur Be  teiligung von Connexin-
und Pannexin-Hemikan&len an dem HD-induzierten Effe  kt

Nachdem auf mMRNA Ebene sowohl codierende Trangkdpt Kir6.1 und SUR1 kp-Kanal
Untereinheiten als auch Connexin- und Pannexin-Kangile nachgewiesen wurden (siehe
3.1.1.1), sollte eine mogliche Beteiligung der Heanidle an dem HD-induzierten Effekt
pharmakologisch untersucht werden. Zu diesem Zweaklen nachfolgend Experimente mit
der modifizierten Ussing-Kammer durchgefuihrt. Zurgic wurden die prinzipiellen
Charakteristika der Wirkung von HD auf die translegialen lonentransport-Prozesse

aufgezeigt (siehe 3.1.1.2.1). Anschlielend wurdexpeEmente unter Verwendung
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verschiedener Connexin- und Pannexin-Hemikanabltdren durchgefuhrt (siehe 3.1.1.2.2 —
3.1.1.2.3).

3.1.1.2.1 Der HD-induzierte Effekt am pulmonalen Ep ithel von X. laevis

Die prinzipiellen, durchgefiuihrten Vorbereitungen deodifizierten Ussing-Kammer fur die
elektrophysiologischen Messungen wurden bereiteruMaterial und Methoden 2.3.1
beschrieben. Nachdem sich der Strom auf einen &otest Wert eingestellt hatte, wurde HD
(5 cm Flussigkeitssaule) fur 10 min apikal auf dgsthel appliziert. Die Erhdhung der
Flussigkeitssaule fiihrte zu einem signifikanteniAksn desdc von 20,93 + 2,09 pA/ch(lo

em) auf 19,41 + 2,17 pAlch(ls ey Abb. 15 A; P < 0,05). Nach Wegnahme des HD wurde
zunachst gewartet bis sich der Strom auf einere®@laWert eingependelt hatte. Anschliel3end
wurde erneut HD appliziert. Auch hier kam es ziesirsignifikanten Abfall desst (lo cm =
24,0 + 2,23 pAlc Is cm = 21,97 + 2,21 pAlci Abb. 15 A; P < 0,01). Fur die statistische
Analyse wurden die detektiertegclWerte normalisiert §lcm/ lo cm). Der Vergleich der
normalisierten Werte ergab keinen signifikanten ddsithied zwischen dem 1. und 2. HD-
induzierten Effekt (1. Effektsskm/ locm= 0,91 + 0,01; 2. Effektskm/ locm= 0,9 £ 0,02; Abb.
15 B; P > 0,05). Demnach war der HD-induzierte Effen gleichen Mal3e wiederholbar.
Diese Ergebnisse stimmten mit einer friheren Stidierein (Bogdan 2007). Nachfolgend
konnte demnach der 1. HD-induzierte Effekt als KaolivExperiment (ohne Pharmakon)
dienen und der 2. HD-Effekt in Anwesenheit einearRtakons stattfinden.

Wahrend der Ussing-Kammer Messungen wurde zudentOvam HD) und unter (5 cm HD)
Applikation von HD der Widerstand des Epithels bestt (vgl. Material und Methoden
2.3.1), um eine etwaige Schadigung des Epitheloige der mechanischen Stimulation zu
Uberprifen. Der statistische Vergleich zeigte, dask die R Werte durch Erhéhung der
Flussigkeitssaule nicht signifikant verandertenHffekt: Rr o cm vp= 861,86 + 89,402*cm?;

Rr 5 cm b= 847,95 + 93,240*cm? Abb. 15 C; P > 0,05). Auch die wiederholte HD-
Applikation fiihrte zu keiner signifikanten Anderui®, Effekt: R o cm vo = 810,0 + 87,12
Q*cm? Rr 5 cm vp = 838,1 + 98,06Q*cm?, Abb. 15 C; P > 0,05). Eine Erhohung der
mechanischen Krafte hatte demnach keinen Einflufsden R des pulmonalen Epithels.
Anhand dieser Ergebnisse konnte gezeigt werdens dies detektierte HD-induzierte

Abnahme desst nicht auf eine etwaige Schadigung des Epithel8ckuru fihren war.



Ergebnisse 56

A B
1,24
301 ns
= 1,0 -
€ 20 5 087
o ==
S = 0,6
=1 B
o 10- =2 0,41
0,2
i : 0-
10 min 1. Effekt 2. Effekt
C B O0cmHD
O5cmHD
1000 ns ns
800

Ry (Q*cm?)
()]
3

1. Effekt 2. Effekt

Abb. 15: Einfluss von hydrostatischem Druck (HD) afi den transepithelialen
lonentransport im pulmonalen Epithel von X. laevis.

A) Reprasentative Stromkurve. Die Applikation vonDH(schwarzer Balken; 5 cm
Flissigkeitssaule; apikal) resultierte in einem albides Kurzschlussstromshort circuit
current Isc). Nach Absenken der Flussigkeitssaule auf O cndglem sich dersk auf ein neues
Plateau ein. Wurde anschlieRend die HD Applikatiederholt, so kam es erneut zu einem
HD-induzierten Abfall des Stroms. B) Fur die stiggishe Auswertung wurden digclWerte aus
den in A) dargestellten Experimenten normalisikré(/ locm). ES zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen dem HD-induzierten Stromahifa&il der ersten HD Applikation (1.
Effekt) und der wiederholten Applikation von HD (Effekt; n = 28; ns: nicht signifikant
verschieden, P > 0,05). C) Wahrend der in A) ddejjesn Experimente wurde vor der
Applikation (0 cm HD) und unter der Applikation vadD (5 cm HD) der transepitheliale
Widerstand (R) des Epithels bestimmt. Es zeigte sich kein sikguitter Einfluss von HD auf
den R des Epithels (n = 20; ns: nicht signifikant versden; P > 0,05).
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3.1.1.2.2 Der Connexin-Hemikanal Inhibitor Meclofen  amin-Saure (MFA)

In vorherigen Experimenten wurde das Connexind3 48xauf mRNA-Ebene in
Lungenhomogenaten voxi laevis detektiert (siehe 3.1.1.1.2). Als ein spezifischdribitor
des Cx43 wird die Meclofenamin-Séaure (englisteclofenamic-acidMFA) in der Literatur
beschrieben (Luckpronet al. 2011). Mittels MFA sollte ein pharmakologischerdiaveis
von Cx43 im pulmonalen Epithel voKX. laevis erfolgen, sowie eine Beteiligung von
Connexin-Hemikanalen an dem HD-induzierten Effderprift werden.

In Ussing-Kammer Messungen wurde zunachst HD umientrollbedingungen (ohne
Pharmakon) appliziert (Abb. 16 A). Dies resultiarteeinem signifikanten Abfall des Stroms
von 28,81 + 2,43 pA/chauf 25,27 + 2,52 pAlcm(Abb. 16 A; P < 0,01). Nach Erreichen
eines neuen Plateauwertes erfolgte die apikaleilkgimn von MFA (100 uM). Es konnte
keine MFA-induzierte Anderung insd festgestellt werden (Abb. 16 A; P > 0,05). Unter d
darauf folgenden Applikation von HD kam es zu eirggnifikanten Anstieg des Stroms von
31,95 + 2,49 pAlcth auf 34,81 + 2,65 pA/cth (Abb. 16 A; P < 0,01). Die unter
Kontrollbedingungen gezeigte HD-induzierte Stronfiition wurde demnach durch MFA
gehemmt. Dies zeigte sich auch in dem statististWiergleich der normalisierten Werte
(Kontrolle: Isem/ loem= 0,85 + 0,03; MFA:dcm/ loecm= 1,09 £ 0,02; Abb. 16 B; P < 0,01).
Anhand dieser Ergebnisse konnte pharmakologisciPdisenz von Cx43 Hemikanalen im
pulmonalen Epithel vorX. laevis sowie ihre Beteiligung an dem HD-induzierten Effe
aufgezeigt werden. Da die HD-induzierte Hemmung ldesunter Kontrollbedingungen auf
einer Aktivierung von Krp-Kanalen beruhte (siehe Einleitung 1.6), scheinemn@xin-

Hemikanéle einen regulatorischen Einfluss auf digvitat dieser Kanéle zu haben.
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Abb. 16: Charakterisierung der Beteiligung von Conmxin43 (Cx43) an dem HD-
induzierten Effekt mittels Mecolfenamin-Saure (MFA).

A) Die Applikation von HD (schwarzer Balken; apikdiihrte zu einem Abfall desd. Nach
dem Erreichen eines neuen Stromplateaus wurde pidseEzunachst mit dem Connexin43
(Cx43) Hemikanal Inhibitor Meclofenamin-Saure (MFEQ0 uM; apikal) inkubiert. Durch die
anschlie3ende Applikation von HD fur 10 min zeigsech leichte Schwankungen it bevor
sich der Strom auf einen geringflgig erhdohten Swverh einpendelte. B) Die statistische
Analyse der HD-induzierten Anderungen iga (Is cm / lo cn) in Abwesenheit (Kontrolle) bzw.
Anwesenheit (MFA) des Cx43 Inhibitors ergab, dags®Mien HD-Effekt signifikant inhibierte
(n = 24, *P < 0,05). Abbildung modifiziert nach Rteret al. (2014).

3.1.1.2.3 Der Pannexin-Hemikanal Inhibitor Probenec id

Neben den Connexin-Hemikanalen wurden mittels RRPQdem Transkripte, welche fur
Pannexinl (Panxl) codieren, im Lungenhomogenat Xonaevis nachgewiesen (siehe
3.1.1.1.2). Um einen moglichen Einfluss von Panméx¢mikanalen auf den HD-induzierten
Effekt elektrophysiologisch zu Uberprifen, wurdedieser Arbeit der Pannexin Inhibitor
Probenecid (Silvermaet al. 2008) verwendet. Da Probenecid in wassrigen Losungur
schlecht I6slich ist, wurde das Pharmakon in DM@} (siehe Material und Methoden 2.6,
Tabelle 4). In den Ussing-Kammer Messungen wurde Alpplikation von HD unter
Kontrollbedingungen dementsprechend in Anwesenltst &quivalenten Menge des
Losungsmittels (0,5 %) durchgefihrt. Dadurch konrgevaige DMSO-induzierte Effekte auf
den Strom ausgeschlossen werden.

Die Erhohung der Flussigkeitssdule (5 cm) fihrteeunKontrollbedingungen (ohne
Pharmakon) zu einem Abfall des:on 34,68 + 3,53 pA/cfauf 29,46 + 3,58 pA/cA(Abb.

17 A; P < 0,01). Nach dem Absenken der Flussigk&itee (O cm) und Erreichen eines
stabilen Plateauwertes, wurde 1 mM Probenecid hpish das Epithel appliziert. Degd



Ergebnisse 59

veranderte sich in Folge der Probenecid Applikatiait signifikant (Abb. 17 A; P > 0,05).
Die anschlieRende Applikation von HD hatte ebesafélinen signifikanten Einfluss auf den
Strom (bem= 39,2 + 3,87 uA/cA) Is cm= 39,49 + 4,1 pA/cH) Abb. 17 A; P > 0,05). Mittels
der statistischen Auswertung der normalisierter\Werte (kcm/ lo cm) konnte gezeigt werden,
dass der Pannexin-Hemikanal Inhibitor Probenecid H®-induzierten Effekt signifikant
inhibiert (Kontrolle: kc¢m/ locm= 0,83 £ 0,02; Probenecidkdn/ locm= 1,0 £ 0,03; Abb. 17 B;
P <0,01).
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Abb. 17: Einfluss des Pannexin-Hemikanal InhbitorsProbenecid auf den HD-induzierten
Effekt.

A) Nach Bestimmung der HD-induzierten Effekte (sanzer Balken; 5 cm Flussigkeitssaule;
apikal) unter Kontrollbedingungen (ohne Pharmakenjrde das Epithel apikal mit dem
Pannexin-Hemikanal Inhibitor Probenecid (Prob; 1 it 20 min inkubiert. Dabei zeigte sich
ein kurzer Anstieg desd, welcher dann wieder leicht abfiel. Wurde in Anesiseit von Prob
HD appliziert, so kam es zu einem moderaten Eigflaisf den dc, der sich innerhalb der 10
minUtigen HD-Applikation leicht oberhalb des Ausgawerts (vor HD) einpendelte. B)
Statistische Auswertung der in A) dargestellten dfixpente. Der unter Kontrollbedingungen
(Kontrolle) detektierte HD-induzierte Stromabfalusde durch Prob signifikant inhibiert (n =
20; **P < 0,01). Die Abbildung wurde modifiziert cla Richteret al. (2014).

Anhand dieser Ergebnisse konnte gezeigt werdens dies Aktivitdt von Pannexin-
Hemikanalen einen Einfluss auf den HD-induziertéfielE hat. Demnach scheinen Pannexin-

Hemikanéle an der HD-induziertentt Kanal Aktivierung beteiligt zu sein.
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3.1.1.2.4 Untersuchungen zur Wirkung von K  atp Kanal Inhibitoren auf
Connexin-Hemikanale und den humanen afyENaC

Sulfonylharnstoffe wie Glibenclamid besitzen dignigkeit Katp Kanale zu inhibieren (Burke
et al. 2008; Manning Foet al. 2002). Fur Glibenclamid sind zudem in der Literatoch
weitere unspezifische Effekte wie eine Aktivieruthgs hENaCs (Schnizlest al. 2003) und
eine Hemmung des CFTRs (Schuttizal. 1999) beschrieben. Aus diesem Grund wurden in
der Pharmazie verschiedene Derivate der Sulfonyttaife entwickelt, die eine spezifischere
Wirkung auf Karp Kandle erzielen sollten. Zu diesen Derivaten zdatds Pharmakon
HMR1098 (Manning Foxet al.2002; Kaabet al.2003). Der krp Kanal Inhibitor HMR1098
wurde bereits in einer frGheren Studie am pulmandpithel vonX. laevis verwendet
(Richter 2010). Innerhalb dieser Studie zeigte ,sttdss HMR1098 die HD-induzierteate
Kanal Aktivierung vollstandig inhibierte (Richte®20). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
konnte hingegen gezeigt werden, dass auch der QimnHemikanal Inhibitor MFA und der
Pannexin-Hemikanal Inhibitor Probenecid den HD-miduten Effekt signifikant inhibierten
(vgl. Ergebnisse 3.1.2.2 und 3.1.2.3). Es stelleh sleshalb die Frage, ob HMR1098
eventuell auch einen unspezifischen, hemmendenuEamauf die Aktivitat der Hemikanale
besitzt. Dies sollte in der vorliegenden ArbeitTiEVC Messungen an nativerX. laevis
Oocyten uberprift werden (siehe Ergebnisse 3.4.12.Da in einer friheren Studie die
Beteiligung des ENaCs an dem HD-induzierten Efeakgezeigt wurde (Bogdaet al. 2008),
sollten zudem etwaige unspezifische Wirkungen dei Kanal Inhibitoren HMR1098 und
Glibenclamid auf den ENaC untersucht werden (siEhgebnisse 3.1.1.2.4.2). Fur diese
Untersuchungen wurde der hENaC heterolo¥.ilaevisOocyten exprimiert und ebenfalls in

TEVC Messungen uberpruft.

3.1.1.2.4.1 Wirkung von HMR1098 auf Connexin-Hemika néle

Zur Untersuchung etwaiger unspezifischer Nebentdffdks ke Kanal Inhibitors HMR1098

auf die Connexin-Hemikanéle wurden native OocytemX. laevisverwendet. Diese besitzen
endogene Connexin-Hemikanale wie das Cx31, Cx38 @x#B (Boer & van der Heyden
2005), die durch C& lonen gehemmt werden (Scemes al. 2007). Somit stellten die
Oocyten in dieser Arbeit ein geeignetes Modellsystiar, um eine mogliche Wirkung von
HMR1098 auf die Aktivitat der Connexin-Hemikanale berprifen.

Der anfangliche Messablauf der TEVC Messungen wupdeeits unter Material und

Methoden 2.3.2 beschrieben. Nach dem Erreichers estabilen & unter ORi wurde die
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Perfusionslosung fiir 2 min auf €dreien ORI (siehe Tabelle 3) umgestellt, um sodigét
Connexin-Hemikanale zu aktivieren. Dies resultientesiner signifikanten Stromstimulation
von -0,16 + 0,03 pA auf -0,63 + 0,07 pA @érei Effekt; Abb. 18 A; P < 0,01). Die
detektierte Stromstimulation war mit einer Aktiieg der Connexin-Hemikanale
gleichzusetzen, da dieser Effekt durch die ans@blide Perfusion mit ORI, welche Ca
lonen enthielt, reversibel war und sich demlieder auf den Ausgangswert einpendelte (Abb.
18 A). Um nun eine etwaige Wirkung von HMR1098 alié Connexin-Hemikandle zu
untersuchen, wurde HMR1098 (60 uM) zunéchst in @#Rist und fur 2 min auf die Oocyte
appliziert. Nach dieser Inkubation, wurde erneut @ef*-frei Effekt bestimmt, jedoch in
Anwesenheit von HMR1098. Dabei kam es zu einerifskgmten Stromstimulation von -
0,18 + 0,05 pA auf -0,72 + 0,09 pA (Abb. 18 A; F0O01). Fur den statistischen Vergleich
wurden delta-Werte aus der Differenz desvior und unter Perfusion mit €afrei ORI
gebildet (lcz+fei). Der unter Kontrollbedingungen (Kontrolle; ohn®R1098) detektierte
Alcz+frei Unterschied sich nicht signifikant von deXicz+fei unter HMR1098 Applikation
(Kontrolle: Alca2+frei= 0,47 + 0,08 pA; HMR1098\lcz*rei = 0,54 + 0,08 pA; Abb. 18 B; P
> 0,05). Demnach hatte HMR1098 keinen Einfluss did Aktivitat der Connexin-
Hemikanale.

In parallel durchgefilhrten Kontrollexperimenten deiwrder C&-frei Effekt zwei Mal an
nativen Oocyten bestimmt, jedoch ohne Applikatioon vHMR1098 (Abb. 18 C). Die
statistische Analyse deAlcz-rei Werte des 1. und 2. €afrei Effekts ergab keinen
signifikanten Unterschied (1. Effekklcz*fei = 0,65 = 0,14 YA, 2. EffekiAlcaz+frei= 0,71 *
0,11 pA; Abb. 18 D; P > 0,05). Demnach war def*@aei Effekt wiederholbar und die durch
Ca&*-frei ORI induzierte Aktivierung der Connexin-Heraikile unterlag keiner
Desensitivierung.

Anhand dieser Ergebnisse konnte gezeigt werders, diaxsKarp-Kanal Inhibitor HMR1098

keinen Einfluss auf endogene Connexin-HemikanateXidaevisOocyten besitzt.
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Abb. 18: Der Effekt von HMR1098 auf native ConnexirHemikanale in X. laevis Oocyten.

A) Repréasentative Stromkurve eirtero-electrode voltage-clam{@ EVC) Messung an nativen
X. laevis Oocyten. Die Perfusion von Edreiem ORi (Ca'-frei; schwarzer Balken) fiir 2 min
resultierte unter Kontrollbedingungen (ohne Phawngksowie in Anwesenheit desii&-Kanal
Inhibitors HMR1098 (weil3er Balken; 60 uM) in eingtimulation des Membranstromsa)l
Der Cé&'frei Effekt war reversibel und wiederholbar. B)rFdie statistische Auswertung
wurden delta-Werte des Mor und unter Ca-frei Perfusion gebildetAlc2*ei). ES zeigte sich
kein signifikanter Unterschied zwischen dediaz+-rei unter Kontrollbedingungen (Kontrolle;
ohne Pharmakon) und in Anwesenheit von HMR1098 (R, :n = 10; ns: nicht signifikant
verschieden; P > 0,05). C und D) Die Perfusion@att'-frei (schwarzer Balken) resultierte in
einer reversiblen Stimulation das uind war wiederholbar. Der statistische VergleiehAd c2+
rei Werte zeigte keinen signifikanten Unterschied zivsh dem 1. und 2. Effekt (N =3, n=9;
ns: nicht signifikant verschieden; P > 0,05). Diebddung wurde modifiziert nach Richtet
al. (2014).
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3.1.1.2.4.2 Uberpriifung der Wirkung von K atp Kanal Inhibitoren auf den hENaC

In der vorliegenden Arbeit sollte ein moglicher #iss der Kap Kanal Inhibitoren
HMR1098 und Glibenclamid auf den hENaC Uuberprifrdea. Dazu wurderX. laevis
Oocyten als heterologes Expressionssystem fur B&la@ verwendet und TEVC Messungen
durchgefuhrt (vgl. Material und Methoden 2.3.2).

Um eine Aussage Uber die Aktivitat des in den Cecyexprimierten hENaCs treffen zu
kénnen, wurde der ENaC-Inhibitor Amilorid (Althawt al. 2011; Caness&t al. 1994;
Goodman & Schwarz 2003) verwendet. Zur Bestimmuag Amilorid-sensitiven Stroms
(Iamit) wurden 10 pM Amilorid (gel6st in ORI) perfundieBies fiihrte zu einer Abnahme des
Im von -2,89 + 0,61 pA auf -0,24 + 0,06 HA (Abb. 19A< 0,01). Nach dem Auswaschen
von Amilorid, erfolgte eine 2 minutige PerfusiontriiMR1098 (30 uM; geldst in ORi). In
Folge dessen kam es zu einer signifikanten Abnadhesel, von 1,61 + 0,39 pA auf 1,32 +
0,29 pA (Abb. 19 A; P < 0,01). Dieser Effekt deateduf eine HMR1098-induzierte
Inhibition des hENaC hin. Anschliel3end wurde in A&genheit von HMR1098 erneut der
lamil bestimmt (Abb. 19 A). Es wurde dabei eine siguaifite Abnahme des von 1,32 £ 0,29
HA auf 0,24 £ 0,1 pA detektiert (Abb. 19 A; P < D\ 0OFlr den statistischen Vergleich
wurden delta-Werte desanli (Alami) herangezogen, die unter Kontrollbedingungen
(Kontrolle; ohne HMR1098) und in Anwesenheit von RIMD98 bestimmt wurden. Es zeigte
sich kein signifikanter Einfluss von HMR1098 auhde ami (Kontrolle: Alami = 1,37 + 0,35
HA; HMR1098: Alami = 1,08 + 0,23 pA; Abb. 19 B; P > 0,05). Obwohl| dilleinige
Applikation von HMR1098 einen signifikanten Einfluauf deny hatte (Abb. 19 A), zeigte
sich kein Effekt von HMR1098 auf dexiamii (Abb. 19 B).

In parallel durchgefiihrten Kontrollexperimenten deiran hENaC exprimierenden Oocyten
die Wiederholbarkeit des Amilorid-Effekts Uberpriindem der Ami zwei Mal unter
Kontrollbedingungen (ohne HMR1098) bestimmt wurdeblf. 19 C). Die statistische
Auswertung der beidenlami Werte ergab keinen signifikanten Unterschied ffekE Al ami

= 1,35 £ 0,31 pA; 2. EffektAlami = 1,42 + 0,32 pA; Abb. 19 D; P > 0,05). Somit vedme
Desensitivierung des ENaC durch eine wiederholtplikgtion von Amilorid ausgeschlossen
und die in Abb. 19 A detektiertennli Werte ohne und mit HMR1098 konnten statistisch

miteinander verglichen werden.
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Abb. 19: Untersuchungen zur Wirkung von HMR1098 aufden humanenafyENaC.

A) Der humaneifyENaC (hENaC) wurde heterolog X laevisOocyten exprimiert und mittels
des ENaC Inhibitors Amilorid (schwarzer Balken; Anmii0 uM) der Amilorid-sensitive Strom
(Alamil) bestimmt. Die Amilorid-induzierte Hemmung des War reversibel. Dann wurde der
Kare-Kanal Inhibitor HMR1098 (weil3er Balken; 30 uM) perdiert, was zu einer leichten
Stromhemmung fuhrte. Abschlie3end wurde in Anwesgnron HMR1098 erneut dexlami
bestimmt. B) Der statistische Vergleich ddsmi unter Kontrollbedingungen (Kontrolle; ohne
Pharmakon) und unter HMR1098 zeigte keinen sigafikn Unterschied (N = 3, n = 16; ns:
nicht signifikant verschieden; P > 0,05). C undIB)parallelen Messungen wurde d&imi
zwei Mal unter Kontrollbedingungen (ohne HMR1098stimmt. Der statistische Vergleich der
ersten (1. Effekt) und zweiten (2. Effelt)ami Effekte zeigte keinen signifikanten Unterschied
(N =3, n = 13; ns: nicht signifikant verschied@r 0,05).

In weiteren Kontrollexperimenten wurde in DEPC4mgrten Oocyten (vgl. Material und
Methoden 2.3.2) kontrolliert, ob eines der verweade?harmaka einen etwaigen Effekt auf
native Oocyten hat, die keinen ENaC exprimierteedéf Amilorid (10 uM) noch HMR1098
(30 uM) zeigten einen Effekt auf dew dieser Oocyten (Daten nicht gezeigt; P > 0,05).
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Die Ergebnisse lassen darauf schliel3en, dass HVERR&D@ inhibierende Wirkung auf den
hENaC besitzt (Abb. 19 A). Dexlami unter Kontrollbedingungen und in Anwesenheit von
HMR1098 war hingegen nicht signifikant verschiedeneinander, wodurch kein eindeutiger
Einfluss von HMR1098 auf den hENaC nachgewieserderekonnte. Dennoch deuten die
Ergebnisse auf eine HMR1098-induzierte Hemmung HE&aCs hin. Dies steht im
Widerspruch zu der Glibenclamid-induzierten ENaQivikrung, welche von Schnizlet al.
gezeigt wurde (Schnizlest al. 2003). Auf Grund dessen wurden die zuvor bescaneb
Experimente mit dem kp-Kanal Inhibitor Glibenclamid wiederholt (siehe AbB0). Die
Verwendung von Glibenclamid erforderte DMSO als urigsmittel (siehe Tabelle 4).
Dementsprechend wurden alle Perfusionsldsungen Ghibenclamid &quivalent mit 0,1%
DMSO versetzt.

Zu Beginn der Messung wurde zunachst des bestimmt indem die Oocyten mit 10 pM
Amilorid perfundiert wurden. Dies fuhrte zu eineerdmung desu von -4,03 £ 0,77 A auf
-0,6 = 0,24 pA (Abb. 20 A; P < 0,01). Der Amilonidduzierte Effekt war durch Auswaschen
mit ORI reversibel. Anschlieend wurde Glibenclarifii@O uM) appliziert. Dies resultierte in
einer signifikanten Stromstimulation von -3,38 $@QuA auf -3,72 £ 0,77 HA (Abb. 20 A; P
< 0,01). Die Glibenclamid-induzierte Stromstimubaiti deutete auf eine Aktivierung des
hENaC hin. AbschlieBend wurde erneut mit Amiloridrfpndiert, wodurch es zu einer
signifikanten Hemmung des kuf -0,66 + 0,3 A kam (Abb. 20 A; P < 0,01). Beatistische
Vergleich desAlamii unter Glibenclamid und unter Kontrollbedingungéfoigtrolle; ohne
Glibenclamid) zeigte, dass Glibenclamid d&iami signifikant erhéhte (KontrolleAlami =
2,55 = 0,58 pA; GlibenclamidAlami = 2,83 £ 0,61 pA; Abb. 20 B; P < 0,01). Demnach
konnte eine aktivierende Wirkung von Glibenclamid den hENaC aufgezeigt werden. In
parallelen Kontrollexperimenten (ohne Glibenclamidiiuzierte die erste Applikation von
Amilorid eine signifikante Stromhemmung von -3,68,65 pA auf -0,31 + 0,05 pA (Abb. 20
C; P <0,01). Nach dem Auswaschen mit ORi wurdewrAmilorid perfundiert, wodurch es
Zu einer signifikanten Hemmung desJon -2,83 £ 0,47 pA auf -0,28 £ 0,09 pA kam (Abb.
20 C; P < 0,01). Die statistische Auswertung deesuitteltenAlami Werte ergab keinen
signifikanten Unterschied (1. Effekklami = 2,19 + 0,4 pA; 2. EffektAlami = 2,43 £ 0,38
HA; Abb. 20 D; P > 0,05). Der Amilorid-induziertefféekt war demnach nachweislich

wiederholbar und unterlag keiner Desensitivierung.
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Abb. 20: Einfluss von Glibenclamid auf die Aktivitét des hENaCs.

A) Reprasentative Stromspur einer TEVC Messung mENaC expremierendeX. laevis
Oocyten. Die Perfusion mit Amilorid (schwarzer Batk Amil; 10 uM) resultierte in einer
Hemmung desw, welche reversibel war. Durch die Applikation de€sre-Kanal Inhibitors
Glibenclamid (wei3er Balken; 100 uM) kam es zu eBgomstimulation. AnschlieRend wurde
Glibenclamid zusammen mit Amilorid perfundiert, wegise Hemmung dew Izur Folge hatte.
B) Der statistische Vergleich der Amilorid-sensitiv. Strome  Alami) unter
Kontrollbedingungen (Kontrolle; ohne Glibenclamidiid in Anwesenheit von Glibenclamid
zeigte, dass Glibenclamid dehami signifikant erhohte (N = 3, n = 12; **P<0,01). @duD)
Der statistische Vergleich de&iami, von parallel durchgefiihrten Kontrollexperiment{ehne
Glibenclamid), zeigte keinen Unterschied zwischecimd\lami der ersten (1. Effekt) und
zweiten (2. Effekt) Amilorid-Applikation (N = 3, B 13; ns: nicht signifikant verschieden; P >
0,05).

In Ubereinstimmung mit der friiheren Studie von Sden et al. konnte auch in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Glibenmatien hENaC aktiviert. Im Gegensatz
dazu konnte kein eindeutiger Effekt von HMR1098 @efi hENaC nachgewiesen werden. Es
kann lediglich eine leichte inhibierende WirkungnvblMR1098 auf den hENaC vermutet
werden. Da in einer friheren Studie sowohl Glibaemstl als auch HMR1098 den HD-
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induzierten Abfall des st vollstandig inhibierten (Richter 2010), untersdiizdie hier
gezeigten Ergebnisse eine HD-induzierte Aktivieruran Katp Kanélen im pulmonalen

Epithel vonX. laevis

3.1.1.3 HD-induzierte ATP-Freisetzung Giber mechanos ensitive Connexin- und
Pannexin Hemikanale

In den vorherigen Experimenten konnte in elektrgoipgischen Messungen eine
Beteiligung von Connexin- und Pannexin-Hemikan&ender HD-induzierten kp Kanal
Aktivierung pharmakologisch nachgewiesen werdenehgsi Ergebnisse 3.1.1.2). Ein
maoglicher Mechanismus, der diese Beteiligung demikanale erklaren kdnnte, ist eine
mechanosensitive Freisetzung von ATP Uber die Handile. Eine solche Fahigkeit wurde
bereits in friheren Studien sowohl fir Connexins @uch fur Pannexin-Hemikanéle
beschrieben (Guyot & Hanrahan 2002; Ransfetdal. 2009; Li et al. 2010). Die HD-
induzierte ATP-Freisetzung wirde in den Epitheleltu einer Abnahme der intrazellularen
ATP Konzentration ([ATR] fihren. Da krp Kanéle durch intrazellulares ATP gehemmt
werden (Nichols 2006), wirde eine HD-induzierte Albme der [ATR]dementsprechend zu
einer Aktivierung der Krp-Kanale fuhren. In dem hier verwendeten Modellsystger X.
laevis Lunge war es nicht moglich die [ATiPHer Epithelzellen zu bestimmen (vgl.
Diskussion 4.1.3). Anstelle dessen wurden wahremdJdsing-Kammer Experimente Proben
der aus dem apikalen Kompartiment austretenderustensiosung gesammelt und mittels
eines Lumineszenz Assays die darin enthaltene A®RzBntration bestimmt (siehe Material
und Methoden 2.4). Die in den Proben detektierteaegllulare ATP Konzentration ([ATE]
gab indirekt eine Auskunft Gber eine etwaige ATRis&tzung. Eine Erhéhung der [ATP]
ware somit einer Freisetzung von ATP aus den Hp#hen heraus gleichzusetzen. Die
Proben wurden wahrend den Ussing-Kammer Messumgerei vor der Applikation von HD
(0 cm Flussigkeitssaule), sowie direkt nach Erhghuwter Flissigkeitssaule (5 cm
Flissigkeitssaule)  gesammelt. Fur die  statistischdnalyse der  ATP-
Konzentrationsmessungen wurden die gemessenereimddgions-Werte (relative Units) vor
HD-Applikation und unter HD-Applikation miteinandeverglichen. Ein Anstieg der

Lichtemission war dabei gleichzusetzen mit eindrdBung der [ATR]
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Fur die ATP-Konzentrationsmessungen wurden folgeRd#ben aus den Ussing-Kammer
Messungen verwendet: a) Proben der 1. HD Effekterudfontrollbedingungen (Kontrolle 1;
ohne Pharmakon; siehe 3.1.1.2.1, 3.1.1.2.2 und.3.3); b) Proben der wiederholten HD-
Applikation ohne Pharmakon (Kontrolle 2; siehe B.4.1); c) Proben der HD Effekte in
Anwesenheit von MFA (siehe 3.1.1.2.2); d) ProbenH® Effekte unter Probenecid (siehe
3.1.1.2.3). Die statistische Auswertung der Prabeim Abb. 21 dargestellt.

In Folge der Applikation von HD auf das pulmonaleitBel von X. laevis wurde ein
signifikanter Anstieg der Lichtemission von 57,932,06 auf 82,33 + 14,61 detektiert (1 HD
Effekt; Abb. 21; P < 0,01). Anhand dieser Ergebmis®nnte gezeigt werden, dass die
Applikation von HD zu einem Anstieg der [ATPUnd dementsprechend zu einer HD-
induzierten ATP-Freisetzung aus den Epithelzelléhrte. Auch die wiederholte HD-
Applikation unter Kontrollbedingungen (ohne Phararakresultierte in einem signifikanten
Anstieg der Lichtemission von 47,00 + 13,65 aufl2% 13,55 (2 HD Effekt, Kontrolle; Abb.
21; P < 0,01) und demnach in einer Erh6hung dePJATim Gegensatz dazu wurde in den
Proben, die in Anwesenheit des Connexin-Hemikanhibitors MFA gesammelt wurden,
keine HD-induzierte Anderung der Lichtemission #test (MFA: 0 cm Flissigkeitssaule =
17,31 + 4,64; 5 cm Flussigkeitssaule = 15,69 + 4Msh. 21; P > 0,05). In Anwesenheit des
Pannexin-Inhibitors Probenecid zeigte sich einechlel HD-induzierte Abnahme der
Lichtemission von 46,33 = 13,85 auf 37,50 = 16,590b; Abb. 21). Dieser Effekt war
statistisch nicht signifikant (P > 0,05). Die Inlailon des Epithels mit MFA bzw. Probenecid

fuhrte demnach zu einer Inhibition der HD-induzerATP-Freisetzung.
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Abb. 21: HD-induzierte Anderungen der Lichtemissiors-Werte.

In Ussing-Kammer Messungen wurde unter Kontrollbgdngen (ohne Pharmaka) zwei Mal
HD (5 cm Flussigkeitssaule) appliziert und die Hidtzierten Effekte auf derd detektiert
(obere Abbildung; 1 HD Effekt, 2 HD Effekt). Wahediesen Messungen wurden Proben der
aus dem apikalen Kompartiment der Ussing-Kammetrgpfende Perfusions-Lésung vor (O
cm Flissigkeitssaule) und unter (5 cm FlUssigk&iteey HD-Applikation gesammelt. Mittels
eines Lumineszenz-Assays wurde die Lichtemissiomegsen, welche im unteren Teil der
Abbildung dargestellt ist. Anderungen der Lichtesivas-Werte waren gleichzusetzen mit
Anderungen der extrazellularen ATP-KonzentratigkiT@]e). Die erste Applikation von HD (1
HD Effekt) resultierte in einer signifikanten Erhitg der Lichtemission (schwarze Kreise; n =
42; **P < 0,01) und somit in einem Anstieg der [ATFDie Gewebe wurden dann erneut HD
ausgesetzt (2 HD Effekt), entweder unter Kontralbhgungen (ohne Pharmakon; Kontrolle;
weil3e Kreise), oder in Anwesenheit von MFA (100 edikal) bzw. Probenecid (Prob; 1 mM;
apikal). Wahrend es in der Kontrolle erneut zu esignifikanten Erhéhung der Lichtemission
kam (n = 17; **P < 0,01), zeigten sich unter MFA fn13) und Prob (n = 12) keine
signifikanten Anderungen (ns: nicht signifikant seftieden; P > 0,05). Abbildung verandert
nach Richteet al.(2014).
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Neben der zuvor beschriebenen Bestimmung der Anderuder Lichtemission, wurde fiir
alle durchgefiihrten Kontrollmessungen (siehe Abk; 2 HD Effekt; n = 42) eine
Quantifizierung der [ATR]durchgefuhrt. Dazu wurde in parallelen LumineszBlessungen
eine Eichkurve mit definierten ATP-Standard Konraibnen erstellt (vgl. Material und
Methoden 2.4). Anhand dieser Eichkurve konnte, uBtenittlung der linearen Regression,
die Quantifizierung der detektierten ATP Konzentraterfolgen. Die statistische Auswertung
ist in Abb. 22 dargestellt. Vor der Applikation vétD konnte eine [ATR]von 18,81 + 2,53
nM detektiert werden (0 cm FlUssigkeitssaule; ABD). In Folge der HD-Applikation stieg
die [ATP]Je signifikant auf 29,48 £ 3,23 nM an (5 cm Flussiggsaule; Abb. 22; P < 0,01).

Die Ergebnisse der durchgefuhrten ATP-Konzentratimessungen zeigen, dass die
Applikation von HD zu einer ATP-Freisetzung aus éguithelzellen fuhrte (Abb. 21 und 22).
Diese HD-induzierte ATP-Freisetzung war zudem wibkdibar (Abb. 21). In Anwesenheit
der Hemikanal-Inhibitoren MFA bzw. Probenecid kamthingegen keine HD-induzierten
Anderungen der [ATR]detektiert werden (Abb. 21). Daraus lasst sicHia8bn, dass die
HD-induzierte ATP-Freisetzung auf einer mechanasigas Aktivierung von Connexin- und
Pannexin-Hemikanalen beruhte. Des Weiteren unteesildie Ergebnisse die Hypothese,
dass kre-Kanale indirekt durch HD aktiviert werden, in Felginer mechanosensitiven

ATP-Freisetzung Uber Connexin- und Pannexin-Hendlan
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Abb. 22: HD-induzierte Anderung der [ATP]e.

Anhand einer ATP-Standard Eichkurve konnten die den Lumineszenz Messungen
detektierten relativen Anderungen der [AJRjuantifiziert werden. Es zeigte sich ein
signifikanter Anstieg der [ATR]n Folge der Erh6hung der Flissigkeitssaule veamGuf 5 cm
(n=42; *P < 0,01).
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3.1.2 Wirkung von zyklischer HD-Applikation auf das pulmonale
Epithel von X. laevis

In den vorherigen Experimenten wurde das pulmoBplthel fir 10 min mechanisch gedehnt
(HD; 5 cm Flussigkeitssaule) und die daraus remngitiden Anderungen ired detektiert. Die
Applikation von HD erfolgte dabei héchstens zweilM2ie Atmung von Saugern ist jedoch
ein kontinuierlicher Prozess und das pulmonale Hepitwird bei jeder Atembewegung
transpulmonalen Dricken ausgesetzt die zu einefiszflen Dehnung des pulmonalen
Epithels fihren (Fronius 2012). Um den physiololgest Charakter der Atmung zu imitieren,
wurden in der vorliegenden Arbeit Messungen mit deodifizierten Ussing-Kammer
durchgeflhrt, in denen das pulmonale Epithel ¥ofaevistber einen Zeitraum von 30 min
zyklisch in 30 sec Intervallen HD ausgesetzt wurde.

3.1.2.1 Wiederholbarkeit des HD-induzierten Effekts

Zunachst sollte Gberpruft werden, ob der HD-induegieStromabfall Gber einen langeren
Zeitraum wiederholbar ist. Nach dem Erreichen estabilen Plateaus desclwurde in den
Ussing-Kammer Messungen unter Kontrollbedingungamé¢ Pharmakon) HD fir 30 sec
appliziert (schwarzer Balken; 5 cm Flussigkeitssgélbb. 23 A). Dies resultierte in einem
Absinken desdc. AnschlieBend wurde die Flussigkeitssaule fur & auf O cm abgesenkt,
wodurch der 4c wieder anstieg (Abb. 23 A). Diese zyklische HD-Akgtion wurde tber
einen Zeitraum von 30 min fortgefuhrt. Dabei warjedem Zeitpunkt ein HD-induzierter
Abfall des kc zu beobachten (Abb. 23 A). Fiur die statistischeswertung wurden delta-
Werte aus den HD-induzierten Anderungen émgdebildet Alsc; Abb. 23 A und C).

In parallelen Experimenten wurde das Epithel zus&dtir 10 min mit dem Krp Kanal
Inhibitor HMR1098 (60 uM; apikal) vorinkubiert. Danwurde in Anwesenheit von
HMR1098 HD zyklisch (30 sec Intervalle) tber eirggitraum von 30 min auf das Epithel
appliziert (Abb. 23 B). An den HMR1098 inkubiert&pithelien sahen die HD-induzierten
Effekte, im Vergleich zu den zuvor beschriebenemtikalmessungen (ohne HMR1098),
vollkommen anders aus. Uber den gesamten Zeitraurdeander HD-induzierte Stromabfall
durch HMR1098 inhibiert (Abb. 23 B). Dies wurde huo dem statistischen Vergleich der
Alsc-Werte der beiden Messreihen deutlich (Abb. 23009.Alsc-Werte in Anwesenheit von

HMR1098 waren signifikant verschieden zu ddac-Werten der Kontrollmessungen (Abb.
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23 C; P < 0,05). Lediglich an zwei Datenpunktenewsthieden sich die Werte nicht
signifikant voneinander (Abb. 23 C; P > 0,05).
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Abb. 23: Einfluss von zyklischer HD-Applikation auf den Isc.

A) Unter Kontrollbedingungen (ohne Pharmakon) féldie periodische Applikation von HD in
30 sec Intervallen (schwarze Balken) Uber einetraain von 30 min immer zu einem HD-
induzierten Stromabfall. B) Identischer Versuchaablwie in A) beschrieben, jedoch in
Anwesenheit des i&e-Kanal Inhibitors HMR1098 (60 uM; apikal). HMR10%&hibierte den
HD-induzierten Stromabfall. Zu Beginn der Messundem es vielmehr zu einem HD-
induzierten Anstieg dessd. C) Zur statistischen Auswertung der in A) und @dzeigten
Experimente, wurden die HD-induzierten Effektdst) mittels des ungepaarten Student's T-
Tests analysiert. Der Vergleich datsc-Werte der HMR1098-behandelten (n = 8) und der
unbehandelten Gewebe (Kontrolle; n = 8) zu denvademten Zeitpunkten zeigte, dass sich, mit
Ausnahme von zwei Datenpunkten (ns: nicht signifikeerschieden; P > 0,05), alle Werte
signifikant voneinander unterschieden (P < 0,09)biklung verandert nach Richtet al.
(2014).
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Des Weiteren konnte festgestellt werden, dassreshialb der 30-mindtigen zyklischen HD-
Applikation in den Kontrollmessungen (ohne HMR1088)einem signifikanten Anstieg des
Grundstroms von 30,95 + 3,78 pA/tauf 46,42 + 4,32 pAlchrkam (Abb. 24 A und C; P <
0,01). Auch in Anwesenheit von HMR1098 (60 uM; abikkonnte eine signifikante
Erhéhung des Grundstroms von 32,5 + 4,35 pA/anf 40,64 + 5,06 pA/cfinnerhalb der
periodischen HD-Applikation detektiert werden (A4 B und C; P < 0,01). Fur den
statistischen Vergleich wurden delta-Werte des @stroms Alcrundstron) aus der Differenz
des bkc vor der ersten HD-Applikation zu dersclnach der 30-minutigen zyklischen HD-
Applikation gebildet (Abb. 24 C). Die Analyse ergatass HMR1098 den HD-induzierten
Anstieg des Grundstroms signifikant inhibierte (iKofle: Algrundstrom= 15,47 + 2,33 PA;
HMR21098:AlGrundstrom= 8,14 = 1,36 HA; Abb. 24 C; P < 0,05).

Zusammenfassend konnte mit diesen Ergebnissengyezerden, dass der HD-induzierte
Effekt und dementsprechend die Aktivierung derdKanéle Uber einen langeren Zeitraum
(30 min) wiederholbar ist und demnach keiner Desigresung unterlag (Abb. 23). Die HD-
induzierte Karp-Kanal Aktivierung konnte zudem wahrend der zykiee HD-Applikation
Uber den gesamten Zeitraum durch HMR1098 inhibigtden (Abb. 23). Des Weiteren
deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die zyldiselb-Applikation eine generelle
Veradnderungen in den transepithelialen lonentramsmzessen bewirkt, da eine signifikante
Erhéhung des Grundstroms zu beobachten war (AQb. 24
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Abb. 24: Wirkung von periodischer HD-Applikation auf den Grundstrom.

A) Die periodische Applikation von HD in 30 secdntallen (schwarze Balken) fuhrte tGber
einen Zeitraum von 30 min unter Kontrollbedingungkontrolle; ohne Pharmakon) zu einer
Erhohung des Grundstroms. B) Identischer Versudasalwie in A) beschrieben, jedoch in
Anwesenheit des ip-Kanal Inhibitors HMR1098 (60 uM; apikal). Innerhaler 30-minitigen
periodischen HD-Applikation kam es zu einer leichterhdhung des Grundstroms. C) Zur
statistischen Auswertung der in A) und B) gezeidieperimente, wurden die HD-induzierten
Effekte auf den Grundstrom\igrundstron) Mittels des ungepaarten Student’'s T-Test anatysie
Der Vergleich delgrndgsromWerte der HMR1098-behandelten (n = 8) und der habdelten
Gewebe (Kontrolle; n = 8) zeigte, dass HMR1098 idBninduzierten Anstieg des Grundstroms
signifikant inhibierte (*P < 0,05).

3.1.2.2 Messungen von extrazellularem ATP unter per iodischer HD-Applikation

In den vorherigen Untersuchungen konnte gezeigtdever dass die HD-induzierte
Aktivierung der Katp-Kanéle: a) indirekt durch eine HD-induzierte ATReiSetzung Uber

Pannexin- und Connexin-Hemikanale erfolgt (sieh#.132 und 3.1.1.3); b) Uber einen
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langeren Zeitraum (30 min) wiederholbar ist undnkeiDesensitivierung unterliegt (siehe
3.1.2.1). Basierend auf der Hypothese der indirekgarr Kanal Aktivierung sollte im
Folgenden untersucht werden, ob die HD-induzierfEPAreisetzung auch Uber einen
langeren Zeitraum (30 min) unter der zyklischen Igpion von HD nachweisbar ist.

Zu diesem Zweck wurden identische Messungen wigbip. 23 A dargestellt durchgefihrt.
Wahrend dieser Messungen wurde die aus dem apikKl@mpartiment austretende
Perfusions-L6sung vor der Applikation von HD (0 &itdissigkeitsséule), sowie direkt nach
der Erh6hung der Flissigkeitssaule (5 cm Fllssigk&ile) gesammelt. Alle Messungen
fanden unter Kontrollbedingungen (ohne Pharmaktatj. Die Probenentnahme erfolgte zu
vier verschiedenen Zeitpunkten: bei der 1. (HD1D),(HD 10), 20. (HD 20) und 30. (HD 30)
Applikation von HD. AnschlieRend wurde die Lichtession der Proben mittels des
Lumineszenz-Assays (siehe Material und Methodeh Regtimmt. Wie in den vorherigen
ATP-Konzentrationsmessungen (siehe 3.1.1.3) wurflendie statistische Analyse die
gemessenen Lichtemissionswerte der “0 cm Flussggéaile® Proben mit den “5 cm
Flissigkeitssaule* Proben verglichen. Ein Anstiegr dLichtemissions-Werte war
gleichzusetzen mit einer Erhohung der [AdJBhd demnach mit einer ATP-Freisetzung aus
den Epithelzellen.

Die erste Applikation von HD resultierte in einegrafikanten Erhdhung der Lichtemission
von 19,25 + 2,36 auf 47,63 = 8,58 (HD1; Abb. 25<®,01). In den Proben der 10. HD-
Applikation konnte ebenfalls ein signifikanter Awest der Lichtemission von 36,38 + 11,75
auf 44,88 + 12,48 festgestellt werden (HD10; Abb; P < 0,05). Die 20. HD-Applikation
hingegen resultierte in einer leichten, aber ngighifikanten Erhdhung der Lichtemission
(HD20; Abb. 25; 0 cm Flussigkeitssaule = 35,75 815 cm Flussigkeitssdule = 40,0 +
14,12; P > 0,05). Bei der 30. HD-Applikation kamezseut zu einem signifikanten Anstieg
der Lichtemission von 25,13 + 3,73 auf 33,88 + 418D30; Abb. 25; P < 0,05).
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Abb. 25: Wiederholbarkeit der HD-induzierten ATP-Fr eisetzung.

In Ussing-Kammer Messungen wurden Préparate desgmallen Epithels voiX. laevis einer
periodischen HD-Applikation in 30 sec Intervallelpeti einen Zeitraum von 30 min ausgesetzt
(Stromspur nicht gezeigt; identische Experimente wiAbb. 23 A gezeigt). Alle Messungen
fanden unter Kontrollbedingungen (ohne Pharmala). $ei der 1. (HD 1), 10. (HD 10), 20.
(HD 20) und 30. (HD 30) Applikation von HD wurdemoBen der austropfenden Perfusions-
Ldsung (apikales Kompartiment der Ussing-Kammer)(@ocm Flissigkeitssaule) und unter (5
cm Flussigkeitssdule) HD-Applikation gesammelt. DRroben wurden mittels eines
Lumineszenz-Assays auf relative Anderungen derteimission tberpriift. Eine Erhéhung der
Lichtemissions-Werte war dabei gleichzusetzen nmem Anstieg der extrazellularen ATP-
Konzentration ([ATP) und demnach einer Freisetzung von ATP aus dethdpellen. Mit
Ausnahme der 20. HD Applikation (HD20; n = 8; nih signifikant verschieden; P > 0,05),
zeigte sich eine signifikante Erhéhung der Lichtsigns-Werte in Folge der Applikation von
HD (n = 8; *P < 0,05; **P < 0,01). Abbildung veré&erd nach Richteet al.(2014).

Anhand dieser Ergebnisse konnte festgestellt werdkass die HD-induzierte ATP-

Freisetzung im pulmonalen Epithel vox laevis auch Uber einen langeren Zeitraum
wiederholbar war. Lediglich in den HD20 Proben kienkein signifikanter Anstieg der

Lichtemission detektiert werden. Dies ist vermitliauf die hohen SEM Werte der

Messungen zurtickzufihren (siehe Abb. 25). In de®HProben kam es hingegen erneut zu
einem signifikanten Anstieg der Lichtemission. Zus@enfassen unterstitzen die hier
gezeigten Ergebnisse eine indirektgriKKanal Aktivierung in Folge einer HD-induzierten

ATP-Freisetzung.
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3.1.2.3 Charakterisierung der unter zyklischer HD-A  pplikation auftretenden
Erhohung des Grundstroms

Wie unter 3.1.2.1 beschrieben, konnte in Ussing-lam Messungen ein Anstieg des
Grundstroms in Folge der zyklischen HD-Applikatidetektiert werden (siehe Abb. 24). Das
pulmonale Epithel voiX. laeviszahlt zu den Naabsorbierenden Epithelien (Hollenhoedt
al. 2011). Dabei ist der groldte Teil des transepiheti Stroms Amilorid-sensitiv, bedingt
durch die apikal lokalisierten ENaCs (Begk al. 2004). Eine mogliche Erklarung fur die
unter zyklischer HD-Applikation aufgetretene Erhdbudes Grundstroms, kénnte eine
Steigerung der NalLeitfahigkeiten, z.B. durch den Einbau neuer ENagcsdie apikale
Membran der Epithelzellen, sein.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde in Ussingakker Messungen nach dem Erreichen
eines stabilen Stromplateaus zunachst der Amikgitsitive Strom Alami) bestimmit.
Dadurch konnte eine Aussage Uber die ENaC-abhanlije Absorption des Epithels
getroffen werden. Die apikale Applikation von 10 pMmilorid resultierte in einem
signifikanten Abfall dessc von 31,58 + 3,96 pA/chrauf 4,17 + 2,27 pA/ci(Abb. 26 A und

B; P < 0,01). AnschlieBend wurde das Amilorid wiedesgewaschen. Nachdem sich ein
stabiler Stromwert eingestellt hatte, wurde UbeeriZeitraum von 30 min HD in 30 sec
Intervallen (vgl. Ergebnisse 3.1.2.1) auf das Epidppliziert (Abb. 26 A). Nach Beendigung
der zyklischen HD-Applikation wurde direkt Amilor{d0 uM; apikal) appliziert, wodurch es
zu einem Stromabfall von 45,03 + 8,44 pAfcauf 8,67 + 5,42 pA/cikam (Abb. 26 A; P <
0,01).

In parallel durchgefiuihrten Kontrollexperimenten deirebenfalls zu Beginn der Messungen
der Alami durch die apikale Applikation von 10 pM Amiloricetimmt (Abb. 26 A und B).
Es wurde ein Amilorid-induzierter Abfall desclvon 23,33 + 1,74 pA/cfnauf 3,75 + 2,34
HA/cn? detektiert (Abb. 26 A und B; P < 0,01). Nach demschlieRenden Auswaschen von
Amilorid, wurde das Epithel fur weitere 30 min MIRS perfundiert (Abb. 26 A). Diese Zeit
war aquivalent zu der 30-mindtigen zyklischen HDghAlgation. Im Anschluss daran wurde
erneut Amilorid (10 uM; apikal) appliziert, wodur@s zu einem signifikanten Stromabfall
von 22,09 + 1,26 pA/chauf 3,74 + 2,01 uA/cikam (Abb. 26 A; P < 0,01).
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Abb. 26: Einfluss von zyklischer HD-Applikation auf den Amilorid-sensitiven Strom.

A) In allen Messungen wurde zunachst der Amilogdsstive Strom Alami) durch die apikale
Applikation von Amilorid (schwarzer Balken; 10 pMgstimmt. Anschlie3end wurde Amilorid
wieder ausgewaschen. Nachdem sich ein neues Satwapl eingependelt hatte, wurde das
Epithel entweder fur weitere 30 min mit NRS perfientd (Kontrolle; gestrichelte Linie; ohne
HD-Applikation), oder fir 30 min einer periodischadD-Applikation (Periodisch HD;
durchgezogenen Linie; HD in 30 sec Intervallen)gasstzt. Abschliel3end erfolgte erneut die
Bestimmung dealami. B) Zur statistischen Analyse wurden diemi Effekte (1. und 2. Effekt)
miteinander verglichen. Dialami Effekte in den Kontroll-Experimenten (Kontrollegigten
keinen signifikanten Unterschied (n = 6; ns: nisignifikant verschieden; P > 0,05). Im
Gegensatz dazu war daiami nach der periodischen HD-Applikation (2. Effekieri®disch
HD) signifikant héher im Vergleich zu demami vor der HD-Applikation (1. Effekt; n = 10;
*P < 0,05).
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Zur statistischen Analyse wurden die in den beiliessreihen (Abb. 26 A) aufgezeichneten
Alami Werte miteinander verglichen (Abb. 26 B). In demnifoll-Experimenten (ohne
zyklische HD-Applikation) unterschieden sich destenlami Effekt (1. Effekt:Alami = 19,59

+ 1,98 pA) nicht signifikant von dem zweitefiamii (2. Effekt: Alami = 18,35 £ 1,41 pA;
Abb. 26 B; P > 0,05). Im Gegensatz dazu zeigte/@egleich derAlami Werte vor (1. Effekt)
und nach (2. Effekt) der zyklischen HD-Applikatibimgegen einen signifikanten Unterschied
(Periodisch HD; 1. EffektAlami = 27,41 £ 2,35 pA; 2. EffektAlami = 36,36 + 4,66 A,
Abb. 26 B; P < 0,05). Demnach wurde durch die mhsiche HD-Applikation ein
signifikanter Anstieg dealami induziert. Anhand der Ergebnisse konnte in diégbeit eine
Erhdéhung der NaAbsorption im pulmonalen Epithel vofi laevisin Folge einer zyklischen

Dehnung des Epithels aufgezeigt werden.

3.1.3 Beteiligung von basolateralen K * Kanalen an dem HD-
induzierten Effekt

Ein weiterer Fokus dieser Arbeit lag auf der Unieraing einer etwaigen Beteiligung von
basolateralen K Kandlen an dem HD-induzierten Effekt. Eine Mdgkeh, um die
basolaterale Membran von Epithelien in Ussing-KamMessungen isoliert zu untersuchen,
stellt die Permeabilisierung der apikalen Membrdtiets eines Porenbildners dar. In Folge
dessen kdnnen lonen ungehindert die apikale Mempaasieren, wahrend die basolaterale
Membran weiterhin als eine Barriere fungiert. Sokdmnen die lonentransport-Prozesse tber
die basolaterale Membran isoliert detektiert wer(ibek et al. 1990).

Der in dieser Arbeit durchgefiihrte Permeabilisigigsvorgang ist schematisch in Abb. 27 A
dargestellt. Wie bereits unter Material und Metho@e3.1 beschrieben konnte direkt nach
dem Klemmen des Epithels auf 0 mV mit dem Permisarilings-Vorgang begonnen
werden. Das Epithel wurde zunachst apikal mit HK¢h(siehe Material und Methoden 2.6,
Tabelle 2) perfundiert. Dadurch wurde eifi-Konzentrationsgradient (Hoch*Kapikal 2>
NRS basolateral) Giber dem Epithel erzeugt. Dieapilerfusion mit Hoch Kresultierte in
einem Abfall desdc von 20,17 + 1,28 pA/cmM(NRS) auf 10,12 + 0,86 pA/ch{Hoch K';
Abb. 27 A und B; P < 0,01). Als Porenbildner wurdiess Pharmakon Nystatin verwendet
(Wills et al. 1996; Schultheiss & Diener 1997; Lehr 2002). NiystRoren sind permeabel fur
lonen und alle Teilchen, die nicht gro3er als Gigkeind (Holz & Finkelstein 1970).
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Abb. 27: Permeabilisierung der apikalen Membran anmpulmonalen Epithel vonX. laevis.
Schematische Darstellung des PermeabilisierungeeBses der apikalen Membran (A) sowie
die statistische Auswertung der Anderungen &n(B) und im transepithelialen Widerstand
(Rr) des Epithels (B). Zunachst wurde eiri &radient (apikal Hoch K-> basolateral NRS)
Uber dem Epithel generiert mittels einer apikalenfusion mit Hoch K-Ringer (100 mM Na
gegen K ausgetauscht). Dies resultierte in einem Abfadl esowie in einem leichten Anstieg
des R (n = 59; *P < 0,01). Anschliel3end wurde der Pbikimer Nystatin (75 uM; geldst in
Hoch K*) apikal appliziert, welcher unselektive Poren iar capikalen Membran bildet.
Aufgrund der Nystatin-induzierten Porenbildung kesnzu einem signifikanten Anstieg des |
und einer deutlichen Abnahme des (R = 59; **P < 0,01). Die Nystatin-induzierte Aldmae
des R war ein Indiz fur eine erfolgreiche Permeabilisiag des Epithels.



Ergebnisse 81

Nystatin (75 pM) wurde in Hoch Kgel6st und apikal auf das Epithel appliziert. bige
dessen kam es im Einklang mit einem erhohtérStfom von apikal nach basolateral zu
einem signifikanten Stromanstieg auf 38,95 + 2,8écm? (Nystatin + Hoch K; Abb. 27 B;

P <0,01).

Der Permeabilisierungs-Vorgang hatte eine sigmifigaAuswirkung auf den-Rdes Epithels.
Wahrend die Applikation von Hoch*Kzu einem Anstieg destRon 484,11 + 23,7Q*cm?
(NRS) auf 541,25 + 29,68*cm? (Hoch K fiihrte, kam es unter zusatzlicher Applikation
von Nystatin zu einem signifikanten Abfall auf 288Q*cm? (Nystatin + Hoch K; Abb. 27

C; P < 0,01). Die Abnahme destRund der Anstieg dessd sprechen fur eine
Permeabilisierung der apikalen Membran des Epithrel6olge der Bildung der Nystatin-
Poren (Lehr 2002).

In den nachfolgenden Experimenten wurden alle afskal permeabilisiert* bezeichneten
Epithelien nach diesem beschriebenen PermeahiligisrProtokoll behandelt. Erst dann
wurde mit den eigentlichen Versuchen, d.h. Appild@tvon HD in An- oder Abwesenheit

verschiedener Pharmaka, begonnen.

3.1.3.1 Einfluss von HD auf den | sc am apikal permeabilisierten Epithel

Im Anschluss an die apikale Permeabilisierung deighEls wurde der Einfluss von HD auf
den kc untersucht. Die Erh6hung der Flussigkeitssaulen{sfir 10 min) resultierte in einem
signifikanten Anstieg desd von 28,0 + 3,84 pA/cfauf 38,85 + 4,88 pA/ci(Abb. 28 A; P

< 0,01). Nach Absenken der Flussigkeitssaule fezl lgc wieder ab und bildete ein neues
Plateau aus. AnschlieBend erfolgte eine erneut HplRation. Dies flhrte zu einem
signifikanten Anstieg dess¢ von 33,89 + 5,06 puA/cfrauf 38,69 + 5,06 pA/ci(Abb. 28 A;

P < 0,01). Der statistische Vergleich der normaiten HD-induzierten Effektes(km/ lo cm)
zeigte, dass die HD-induzierte Stromstimulationderaolbar war (Abb. 28 B). Dabei war die
zweite HD-induzierte Stromstimulation (2. Effekedpch signifikant kleiner, im Vergleich zu
dem 1. Effekt (1. Effekt:slem/lo cm= 1,48 + 0,03; 2. Effektslem/locm= 1,2 + 0,04; Abb. 28
B: P < 0,01).
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Abb. 28: Der HD-induzierte Effekt am apikal permeabllisierten Epithel.

A) Reprasentative Stromkurve. Die Applikation voi Hschwarzer Balken) auf ein apikal
permeabilisiertes Epithel resultierte in einer B8tsamulation. Die HD-induzierte
Stromstimulation war teilweise reversibel und widadbar. B) Statistische Auswertung der in
A) dargestellten Experimente. Der Vergleich der iHDuzierten Effekte £lcm/ lo cm) zeigte,
dass die 1. HD Applikation zu einer signifikant kédn Stromstimulation fiihrte (1. Effekt) als
die wiederholte HD-Applikation (2 Effekt; n = 11*P < 0,01). C) Die erste Applikation von
HD (1. Effekt) fihrte zu einer signifikanten Abnabrdes transepithelialen Widerstands; (R
=11; **P < 0,01). Die Wegnahme der HD (nach HDige hingegen keinen Effekt auf dem R
(ns: nicht signifikant verschieden; P > 0,05). Adxh der 2. HD Applikation (2. Effekt) zeigte
sich eine HD-induzierte Abnahme des R. Effekt unter Druck; n = 11; **P < 0,01). Der R
stieg nach Wegnehme des HD (nach Druck) wiedeiféignt an (n = 11; **P < 0,01). Die R
Werte des 1. Effekts und 2. Effekts unter HD urdieilesden sich signifikant voneinander (n =
11; ##P < 0,01).

Die statistische Auswertung des wéahrend der Messunigtektierten RWerte ergab, dass
die erste Applikation von HD in einer Abnahme desvBn 340,4 + 53,88*cm? (vor HD)
auf 244,55 + 36,722*cm? (unter HD) resultierte (1. Effekt; Abb. 28 C; P0s01). Dies
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deutete auf eine mogliche Schadigung des EpitimeSoige der Applikation von HD hin.
Wurde erneut HD auf das Epithel appliziert, so sdekR- von 247,52 + 33,58*cm? (vor
HD) signifikant auf 196,18 + 27,8@*cm? (unter HD) ab (2. Effekt; Abb. 28 C; P < 0,01).
Das anschlieRende Absenken der Flissigkeitssadle aom (nach HD) fuhrte hingegen zu
einem signifikanten Anstieg desr Ruf 219,95 + 28,722*cm? (2. Effekt, nach Druck; Abb.
28 C; P < 0,05). Demnach scheint das Epithel awmth rwiederholter HD-Applikation
funktionsfahig zu sein.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass diékaggn von HD auf das apikal
permeabilisierte Epithel zu einer Stromstimulatidhrte, die auf einer mechanosensitiven
Aktivierung von basolateralen*kKanalen beruhen kénnte. Dies sollte nachfolgendtddie
Verwendung verschiedener Inhibitoren pharmakoldgisatersucht werden. Da der 1. und 2.
HD-induzierte Effekt sich signifikant voneinanderterschieden (siehe Abb. 28 B), wurde in
den anschlie3enden Experimenten die Applikation Bnunter Kontrollbedingungen (ohne
Pharmakon) und in Anwesenheit eines Pharmakons inpaellel an zwei verschiedenen

Praparaten durchgefihrt.

3.1.3.2 Die Applikation von HD erhoht die basolater  ale K*-Leitfahigkeit

Um zu untersuchen, ob die zuvor detektierte HD-mglte Stromstimulation auf einer
mechanosensitiven Aktivierung von basolateralésKignalen beruhen kénnte (siehe 3.1.3.1),
wurden in dieser Arbeit die unspezifischefi-ianal Inhibitoren B4 (Ridge et al. 1997;
Maguire et al. 1999) und Tetrapentylammoniumchlorid (TPeA) (Yao Kwan 1999;
Pouokam & Diener 2012) verwendet (siehe Abb. 29).

Fur B&* ist in der Literatur beschrieben, dass es in Behen Konzentrationen unspezifisch
K*-Kandle inhibiert (Ridgeet al. 1997; Bogdaret al. 2008). Auf Grund dessen wurde in
dieser Arbeit eine B4 Konzentration von 10 mM gewahlt und gleichzeitigvehl apikal als
auch basolateral auf das permeabilisierte Epitheliziert. Da B&" als BaC4 vorlag und dies
bei der eingesetzten Konzentration von 10 mM zerelErhohung der Losungsosmolaritat
fuhrte, wurden die Epithelien schon zu Beginn deesbBungen, d.h. wahrend des
Permeabilisierungs-Prozesses, mit 30 mM Mannijokéd und basolateral) vorinkubiert.

Die Applikation von BaGl (10 mM; apikal und basolateral) resultierte amnpesabilisierten
Epithel in einem signifikanten Abfall desclvon 54,71 + 10,02 pA/cfnauf 18,38 + 2,66
HA/c? (Abb. 29 A; P < 0,01). Der Baginduzierte Stromabfall spricht fiir eine Inhibition
von basolateralen 'KKanalen. Wurde unter diesen Bedingungen HD apptizéo kam es zu
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keiner signifikanten Anderung inad (vor HD: lsc = 18,38 + 2,66 A, unter HDsd¢ = 17,95

+ 3,36 UA; Abb. 29 A; P > 0,05). In parallelen Kallexperimenten, die in Anwesenheit von
30 mM Mannitol (apikal und basolateral) durchgetidwurden, zeigte sich hingegen eine
signifikante HD-induzierte Stromstimulation von 38,+ 6,69 pA/crh auf 61,21 + 9,1
HA/c? (Abb. 29 B; P < 0,05).

A apikal permeabilisiert B apikal permeabilisiert
404 BaCl, 801
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Abb. 29: Einfluss von BaC} und TPeA auf den HD-induzierten Effekt.

A) Nach der apikalen Permeabilisierung wurde daghEpmit 10 mM BaCl (apikal und
basolateral) inkubiert, was ein Absinken des fur Folge hatte. Wurde unter diesen
Bedingungen HD appliziert (schwarzer Balken), zmigsich keine Anderungen inscl B) In
parallel durchgefiihrten Kontrollexperimenten (oRf@armakon) resultierte die HD-Applikation
in einer Stromstimulation. C) Der statistische \feich der HD-induzierten Effektes(dm/ lo cm)
zeigten, dass die unter Kontrollbedingungen (Kdl&yodetektierte Stromstimulation durch
BaCk signifikant inhibiert wurde (n = 7; **P < 0,01; gapaarter Student’s T-Test). D) Die in
A) und B) dargestellten Experimente wurden unterv¥éddung des unspezifischeri Kanal
Inhibitors Tetrapentylammoniumchlorid (TPeA; 100 ub&solateral) durchgefihrt. Der unter
Kontrollbedingungen (ohne Pharmakon) auftretendeiftiDzierte Stromanstieg wurde durch
Inkubation des Epithels mit TPeA signifikant gehenfm= 4; *P < 0,05; ungepaarter Student’'s
T-Test).
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Die statistische Auswertung desch / lo cm zeigte, dass Baglden Druckeffekt am apikal
permeabilisierten Epithel signifikant inhibierted#trolle: kcm/ loecm= 1,46 £ 0,17; BaGl Is
em ! loem = 0,96 = 0,08; Abb. 29 C; P < 0,01). Diese Ergsbaideuteten auf eine HD-
induzierte Aktivierung von basolateraleri-Kanalen hin und konnten anschlieRend mit dem
unspezifischen kKanal Inhibitor TPeA untermauert werden. Die urkentrollbedingungen
(ohne Pharmakon) detektierte Stromstimulation (Kal®: Is cm/ lo cm = 1,24 = 0,07) wurde
durch die basolaterale Inkubation des Epithels TiteA (100 uM) signifikant gehemmt
(TPeA: bem/ loem = 0,91 £ 4,67; Abb. 29 D; P < 0,05). Anhand dieBegebnisse konnte
geschlussfolgert werden, dass HD eine Aktivierung fasolateralen 'KKanalen im apikal
permeabilisierten Epithel vax laevisinduziert.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit sollte zunachiseéiprift werden, ob Connexin-Hemikanale
an diesem HD-induzierten Effekt beteiligt sind fgdergebnisse 3.1.3.3). Des Weiteren sollte
mittels spezifischer kKanal Inhibitoren eine etwaige Beteiligung von @éh K- (K2P)
Kanalen (siehe Ergebnisse 3.1.3.4), sowie KCNQ MDY K*-Kanalen (siehe Ergebnisse
3.1.3.5) pharmakologisch tberprift werden.

3.1.3.3 Beteiligung von Connexin-Hemikanalen an dem HD-induzierten Effekt

In den zuvor beschriebenen Experimenten konnteigfeneerden, dass die HD-induzierte
Aktivierung der apikal lokalisierten A&p-Kanéle eine mechanosensitive ATP-Freisetzung
Uber Hemikanale voraussetzte (siehe Ergebniss&.3)1Um eine etwaige Beteiligung von
basolateral Iokalisierten Connexin-Hemikanalen aemd HD-induzierten Effekt am
permeabilisierten Epithel zu Uberprifen, wurden ings&gammer Experimente mit dem
Connexin-Hemikanal Inhibitor MFA durchgefthrt.

MFA (100 uM) wurde gleichzeitig apikal und basotateauf das permeabilisierte Epithel
appliziert. In der Halfte der durchgefiihrten Expente (drei von sechs) fuhrte dies zu einem
Anstieg desdc, wohingegen in der anderen Halfte ein MFA-indueieStromabfall detektiert
wurde. Die statistische Auswertung aller Experireezgigte, dass es zu einem leichten, aber
nicht signifikanten Stromabfall von 45,55 + 7,62 /p#¥ auf 36,63 + 3,44 pA/cfrkam (Abb.

30 A; P > 0,05). AnschlieRend wurde HD in Anwesénivon MFA appliziert. Dies
resultierte in einem signifikanten HD-induziertemstieg dessc von 36,63 + 3,44 pA/c
auf 50,68 * 5,98 pA/cm (Abb. 30 A; P < 0,01). In parallel durchgefiihrten
Kontrollexperimenten (ohne MFA) fuhrte die HD-Aggtion ebenfalls zu einem
signifikanten Stromanstieg von 41,01 + 8,02 uA/@uf 64,34 + 12,12 pA/ch(Stromkurve
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nicht gezeigt; P < 0,01). Der statistische Veafleder HD-induzierten Effekte unter
Kontrollbedingungen (ohne Pharmakon) und in Anwhsénvon MFA zeigte keinen
signifikanten Unterschied (Kontrolles ém/ lo cm = 1,57 £ 0,12; MFA:dcm/ loem = 1,37 £
0,05; Abb. 30 B; P > 0,05).
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Abb. 30: Einfluss des Connexin-Hemikanal InhibitorsMFA auf den HD-Effekt am apikal
permeabilisierten Epithel.

A) In Folge der Applikation von MFA (100 uM; apikahd basolateral) auf das permeabilisierte
Epithel kam es zu einem Stromabfall. Die anschhel@eErhdhung der Flissigkeitsséule auf 5
cm (schwarzer Balken) fihrte zu einem Anstieg des B) Auch in den parallel zu A)
durchgefuhrten Kontrollexperimenten (ohne Pharmakdkonnte eine HD-induzierte
Stromstimulation detektiert werden. C) Die stadigtie Analyse der HD-induzierten Effekte (I
em/ lo cm), zeigte keinen signifikanten Einfluss von MFA alén Druckeffekt (n = 5; ns: nicht
signifikant verschieden; P > 0,05; ungepaarter &ttid T-Test).
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Da in diesen Untersuchungen kein Einfluss von MR#& den HD-induzierten Effekt
festgestellt wurde (siehe Abb. 30), lasst sich @eteiligung von basolateralen Connexin-
Hemikanélen folglich ausschlieRen. Die Ergebniggechen jedoch daflr, dass die apikale
Permeabilisierung in dieser Arbeit erfolgreich wada im unbehandelten (nicht-
permeabilisierten) Epithel eine eindeutige Betaiig von Hemikanalen an dem HD-
induzierten Effekt nachgewiesen werden konnte ¢signgebnisse 3.1.1.2).

3.1.3.4 Beteiligung von 2-Poren K *-Kandalen an dem HD-induzierten Effekt

Mitglieder der KP Kanal Familie wurden bereits in Zelllinien aus ntanen
Atemwegsepithelien auf mRNA-Ebene nachgewiesen kiwinen in der apikalen und
basolateralen Membran lokalisiert sein (Davis & Gow2006; Ingliset al. 2007). Ein
bekannter Inhibitor dieser,R Kandle ist das Pharmakon Lidocain (Patehl. 2013; Bruner
et al.2014).

Lidocain wurde nach dem apikalen Permeabilisiertvigggang in einer Konzentration von 1
mM basolateral auf das pulmonalen Epithel woraevis appliziert. Dies fuhrte zu einem
Abfall des kc von 41,25 + 11,84 pA/cfrauf 19,88 + 5,56 uA/cm(Abb. 31 A; P < 0,05).
Wurde unter diesen Bedingungen die Flussigkeitesauf 5 cm erhodht, so kam es zu einer
HD-induzierten Stromstimulation auf 27,33 + 7,36/p#¢ (Abb. 31 A; P < 0,05). In parallel
dazu durchgefuhrten Kontrollexperimenten (ohne ta&do), zeigte sich ebenfalls eine HD-
induzierte Stromstimulation (Stromkurve nicht geteiwelche sich nicht signifikant von
dem HD-induzierten Effekt unter Lidocain unterschi¢Abb. 31 B; P > 0,05). Der
normalisierte HD-induzierte Effekt unter Kontrolthegungen betrugslem / lo cm = 1,23 +
0,17, in Anwesenheit von Lidocaigich/ locm= 1,4 £ 0,09 (Abb. 31 B; P > 0,05).

Da Lidocain keinen Einfluss auf den HD-induzierteffiekt zeigte, konnte eine Beteiligung

der KoP Kandale ausgeschlossen werden.
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Abb. 31: Beteiligung von 2-Poren K-Kanalen an dem HD-induzierten Effekt.

A) Zunachst wurde das apikal permeabilisierte Epithit dem bekannten 2-Porerf-Kanal
Inhibitor Lidocain (1 mM; basolateral) inkubiert.id3 fuhrte zu einem Abfall desscl
AnschlieRend wurde HD (schwarzer Balken) appliziarodurch es zu einem Stromanstieg
kam. B) Ein HD-induzierter Stromanstieg konnte auahm parallel durchgefuhrten
Kontrollmessungen (ohne Pharmakon) detektiert wer@¢ Die HD-induzierten Effektes(im/

lo c) Wurden durch die Anwesenheit von Lidocain nickeéinflusst (n = 6; ns: nicht signifikant
verschieden; P > 0,05; ungepaarter Student’s T)Test

3.1.3.5 Beteiligung von KCNQ K *-Kanalen an dem HD-induzierten Effekt

KCNQ K*-Kandle sind Spannungs-abhangigekanale (K) und zahlen zur Gruppe der 6
TMD K*-Kandlen (Robbins 2001; Bardoet al. 2009). Eine Vielzahl von Subtypen der
KCNQ K*-Kanéle konnte bereits sowohl apikal als auch inl@esolateralen Membran von
verschiedenen pulmonalen Zelllinien detektiert veerdMoser et al. 2008). Um eine
Beteiligung der KCNQ K-Kanadle an dem HD-induzierten Effekt zu Uberprifemrde in

dieser Arbeit der generelle KCNQ*#Kanal Inhibitor XE991 verwendet (Robbins 2001;
Moseret al.2008).
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Die basolaterale Applikation von XE991 (100 uM) dak permeabilisierte Epithel resultierte
in einem signifikanten Abfall desd von 42,33 + 5,79 pA/cfauf 27,02 + 3,6 pA/cA(Abb.

32 A; P < 0,01). Dies deutete auf eine XE991-indtiei Hemmung basolateraler™-K
Leitfahigkeiten hin. AnschlieRend wurde in Anweseihlvon XE991 HD appliziert. Es kam

in Folge dessen zu keiner signifikanten Anderung lde (Isc = 27,26 + 2,97 pA/ci) Abb.
32 A; P>0,05).
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Abb. 32: Beteiligung von KCNQ K* Kanédlen an dem HD-induzierten Effekt am apikal
permeabilisierten Epithel.

A) Die basolaterale Inkubation des Epithels mit de@NQ-Kanal Inhibitor XE991 (100 puM)
fuhrte zu einem Abfall des Stroms. Wurde unter etieBedingungen HD (schwarzer Balken)
appliziert, so kam es zu leichten Schwankungen iss IB) Eine HD-induzierte
Stromstimulation wurde in Kontrollexperimenten (ehrPharmakon) detektiert. C) Die
statistische Auswertung ergab, dass XE991 die HiIDdrerte Stromstimulation (Kontrolle)
signifikant hemmte (n = 7; *P < 0,05; ungepaarterddnt's T-Test).



Ergebnisse 90

Im Gegensatz dazu zeigte sich in den parallel dafithrten Kontrollexperimenten
(Kontrolle; ohne XE991) ein HD-induzierter Stromtéeg von 31,11 + 6,67 pA/ctnauf
38,82 + 6,21 pA/cm(Stromkurve nicht gezeigt; P < 0,05). Der staigie Vergleich der HD-
induzierten Effekte zeigte, dass XE991 die HD-indue Stromstimulation signifikant
inhibierte (Kontrolle: 4 cm/ locm= 1,36 £ 0,14; XE9915km/ locm= 1,04 £ 0,03; Abb. 32 B; P
<0,05).

Anhand dieser Ergebnisse konnte eine Beteiligunghasolateralen KCNQ KKanalen an
der HD-induzierten Stromstimulation im apikal pesab#isierten Epithel nachgewiesen

werden.

3.1.3.6 Beteiligung von KCNQ-Kanalen an dem HD-indu  zierten Effekt am nicht-
permeabilisierten Epithel

Nachdem in den vorherigen Untersuchungen am apiesimeabilisierten Epithel eine
Beteiligung der KCNQ K-Kanale an dem HD-induzierten Effekt aufgezeigt deer konnte
(siehe 3.1.3.5), stellte sich die Frage, ob einehsoBeteiligung auch an den unbehandelten
(nicht-permeabilisierten) Epithelien nachweisbar is

Aufgrund dessen wurden nachfolgend Ussing-KammerssMiggen mit nicht apikal
permeabilisierten Epithelien durchgefuhrt. Nachdgaih ein stabiles Stromplateau gebildet
hatte wurde zunadchst HD unter Kontrollbedingungehné Pharmakon) auf das Epithel
appliziert. Dies resultierte in einer HD-induziert@bnahme desst von 29,59 + 2,04 pA/ctn
auf 24,53 + 1,2 uA/ci(Abb. 33 A; P < 0,01). Nachdem sich ein neueseRlatausgebildet
hatte, wurde das Epithel basolateral mit XE991 ([1M) inkubiert. Dadurch kam es zu einem
Stromabfall von 36,59 + 1,44 pA/érauf 31,64 + 1,02 pA/ch(Abb. 33 A; P < 0,01). Dies
deutete auf eine XE991-induzierte Hemmung von lasalen K-Kanalen hin. Unter der
darauf folgenden Erhéhung der Flussigkeitssauleésaerh, wurde ein HD-induzierter Abfall
des kc auf 29,05 + 0,64 puA/chdetektiert (Abb. 33 A; P < 0,01). Der statistisahergleich
der HD-induzierten Effekte zeigte einen signifikemtUnterschied (Kontrolles km / lo cm =
0,83 £ 0,02; XE991:5lecm / lo cm = 0,92 £ 0,01; Abb. 33 B; P < 0,05). Der HD-inderte
Stromabfall (Kontrolle) wurde demnach durch die Assenheit von XE991 signifikant
gehemmt (Abb. 33 B).
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Abb. 33: Wirkung von XE991 auf den HD-induzierten Hfekt am nicht permeabilisierten
Epithel.

A) In Ussing-Kammer Messungen mit nicht apikal peatvilisierten Epithelien wurde zunéchst
HD (schwarzer Balken) unter Kontrollbedingungen iiiolle; ohne Pharmakon) appliziert.
Dies resultierte in einem Abfall descl Nachdem sich ein erneutes Stromplateau einstellte
wurde das Epithel basolateral mit dem KCN@Kanal Inhibitor XE991 (100 pM) inkubiert,
was einen Stromabfall zur Folge hatte. Dann wiund@&nwesenheit von XE991 erneut HD
appliziert. B) Statistische Auswertung des in Azggten Versuchsablaufs. Der HD-induzierte
Effekt (Is cm / lo cm) unter Kontrollbedingungen (Kontrolle) wurde durdie Anwesenheit von
XE991 signifikant verringert (n = 5; *P < 0,01).

Der KCNQ K'-Inhibitor XE991 (100 uM; basolateral) zeigte ireskr Arbeit nicht nur einen
hemmenden Wirkung auf den HD-induzierten Effekt apkal permeabilisierten Epithel
(siehe 3.1.3.5). Vielmehr konnte auch am unbehssddtpithel eine Wirkung von XE991
auf den HD-induzierten Effekt aufgezeigt werdened®i Ergebnisse zeigen, dass basolaterale

KCNQ K*-Kanéle im pulmonalen Epithel vofi laevisdurch HD aktiviert werden.

3.2 Charakterisierung der modulierenden Wirkung vo n n-Alkoholen
auf die Aktivitat des CFTR

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen irkung dern-Alkohole Ethanol
(EtOH), 1-Heptanol (HEP) und 1-Octanol (OCT) auhdeFTR durchgefuhrt. Zu diesem
Zweck wurden Ussing-Kammer Messungen durchgefuindt die Wirkung dem-Alkohole
auf den CFTR im nativen pulmonalen Epithel v¥nlaevis untersucht (siehe Ergebnisse
3.2.1). Des Weiteren wurde der humane CFTR (hCHiRheterologen Expressionssystem
der X. laevis Oocyten Uberexprimiert. Mittels TEVC Messungen rkien der n-Alkohol-
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induzierte Effekt auf den hCFTR Uberprift und cheeasiert werden (siehe Ergebnisse
3.2.2).

3.2.1 Charakterisierung des n-Alkohol-induzierten Effekt am nativen
pulmonalen Epithel ( X. laevis)

In einer friheren Studie wurde bereits eine aktdnde Wirkung der langkettigenAlkohole
HEP und OCT auf den CFTR beschrieben (Maetedl. 2004). Kurzkettigen-Alkohole wie
EtOH zeigten hingegen keinen Einfluss auf die Akitvdes CFTRs (Marcett al. 2004).
Wahrend die Experimente von Mar@tal. an Zelllinien durchgefihrt wurden (Marcet al.
2004), erfolgte in der vorliegenden Arbeit die Ghkderisierung den-Alkohol-induzierten

Effekte in Ussing-Kammer Messungen am nativen puakten Epithel vorX. laevis

3.2.1.1 Der kurzkettige n-Alkohol Ethanol

Um einen moglichen Effekt von Ethanol auf des zu Uberprifen, wurde in den Ussing-
Kammer Messungen zunachst die Ausbildung eineslestaBtromplateaus abgewartet. Dann
erfolgte die apikale Applikation von 1 mM EtOH adiés Epithel (siehe Abb. 34 A). Dies
resultierte in keiner signifikanten Anderung des (Kontrolle: kc = 29,68 + 8,92 uAl/cfy 1
mM EtOH: Isc = 29,88 + 9,1 pA/ci Abb. 34 A und B; P > 0,05). Auch die anschlief@nd
schrittweise Erh6hung der EtOH Konzentration vomi2 bis 1000 mM (apikal) fihrte zu
keiner signifikanten Anderung des Stroms (Abb. 3d4ndl B; P > 0,05).
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Abb. 34: Der kurzkettige n-Alkohol Ethanol zeigte keinen Einfluss auf den §c.

A) In Ussing-Kammer Messungen wurde Ethanol (EtGiaufsteigenden Konzentrationen
von 1 mM bis 1000 mM (weil3er Balken) apikal auf gagmonale Epithel vorK. laevis
appliziert. Dabei konnte zu keinem Zeitpunkt eirfekf auf den dc festgestellt werden. B)
Statistische Auswertung der in A) dargestelltendfipente. Die Applikation von EtOH (weil3e
Balken) in aufsteigenden Konzentrationen (1 mM 1090 mM) zeigte keinen signifikanten
Einfluss auf den unter Kontrollbedingungen (schwamalken; Kontrolle; ohne Pharmakon)

detektiertendc (n = 3; P > 0,05). Die Abbildung wurde verandeatim Richtert al (2014, in
Revision).

Anhand dieser Ergebnisse konnte gezeigt werders, dias kurzkettigen-Alkohol EtOH in
Konzentrationen von 1 mM bis 1000 mM keinen Eindlauf den dc besitzt und demnach

auch keine aktivierende Wirkung auf den CFTR immparalen Epithel voiX. laevishat.
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3.2.1.2 Der langkettige n-Alkohol 1-Heptanol

Wie in den vorherigen Experimenten (siehe Ergeler®s2.1.1) wurde in den Ussing-Kammer
Messungen zunachst das Einstellen eines stabiteabbewartet. AnschlieRend wurde HEP
(1 mM; apikal) auf das pulmonale Epithel vEnlaevisappliziert. In Folge dessen kam es zu
einer signifikanten Stromstimulation von 41,23 3 uA/cnt auf 46,83 + 3,77 pA/ch
(Abb. 35 A; P < 0,01). Um zu Uberprifen, ob diesttéerte HEP-induzierte Stromstimulation
auf einer Aktivierung des im pulmonalen Epithelkapilokalisierten CFTRs beruhte, wurde
in parallelen Messungen das Epithel zunachst mmt dekannten CFTR Inhibitor CFT#
172 (20 pM; apikal) (Schultzt al. 1999; Sommeret al. 2007) inkubiert. Die apikale
Inkubation mit dem CFTRh-172 fuhrte zu einer leichten Abnahme desvion 36,65 + 3,88
HA/cn? auf 35,34 + 4,55 pA/ctdie jedoch nicht signifikant war (Stromspur nigeizeigt; P

> 0,05). Wurde anschlieBend in Anwesenheit des GiIR2 zusatzlich HEP (1 mM,;
apikal) appliziert, so resultierte dies ebenfafiskeiner signifikanten Anderung des: von
35,34 + 4,55 pAlcrauf 36,13 + 4,8 pA/ci(Stromspur nicht gezeigt; P > 0,05). Fir die
statistische Auswertung wurden die durch HEP-ingiten Anderungen ims¢ (Aluep) aus
den Kontrollmessungen (ohne Pharmakon; Abb. 35 @dBnund in Anwesenheit des CFTR
Inhibitors (CFTR\n; Stromspur nicht gezeigt) miteinander verglichAbl. 35 B). Wahrend
unter Kontrollbedingungen eifiliep von 5,59 + 1,1 pA/ci(Kontrolle) detektiert wurde, so
war der Aluep unter gleichzeitiger Applikation des CFRR172 signifikant reduziert
(CFTRnh: Aluep = 0,78 + 0,44 pA/ci Abb. 35 B; P < 0,01). Die unter Kontrollbedingiemg
gezeigte HEP-induzierte Stromstimulation (vgl. Al@d» A) wurde demzufolge durch den
spezifischen CFTR Inhibitor signifikant inhibiel§b. 35 B). Auf Grund dieser Ergebnisse
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass HEP CIETR im pulmonalen Epithel vox

laevisaktiviert.
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Abb. 35: Einfluss von 1-Heptanol auf dendc im pulmonalen Epithel vonX. laevis.

A) Stromspur einer Ussing-Kammer Messung. Die dpikgplikation von 1-Heptanol (HEP; 1
mM) resultierte unter Kontrollbedingungen (Konteplbhne Pharmakon) in einem Anstieg des
Iscc. B) Statistischer Vergleich der HEP-induziertenroBtanderungen Aluer) unter
Kontrollbedingungen (Kontrolle; ohne Pharmakon) imdnwesenheit des spezifischen CFTR
Inhibitors CFTRn-172 (CFTRw; 20 uM; apikal). Der unter Kontrollbedingungen aldierte
Aluer (schwarzer Balken) wurde durch den Clf Rveil3er Balken) signifikant verringert (n =
7; **P < 0,01). Die Abbildung wurde verandert ndeichteret al (2014, in Revision).

3.2.1.3 Der langkettige n-Alkohol 1-Octanol

Nachdem in den vorherigen Experimenten eine HEBziedte Aktivierung des CFTRs
nachgewiesen werden konnte, sollte in weiteren Megen der Einfluss von OCT auf des |
untersucht werden. Die apikale Applikation von OQTmM) auf das pulmonale Epithel von
X. laevisfiihrte zu einem signifikanten Anstieg des von 24,75 + 2 pA/cthauf 27,37 +

2,23 pA/cnt (Abb. 36 A und B; P < 0,01).
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Abb. 36: Einfluss von 1-Octanol auf dendc im pulmonalen Epithel vonX. laevis.

A) Reprasentative Stromspur des Effekts von 1-Qdt&@CT; 1 mM; apikal) auf dersd. B)
Die statistische Analyse zeigte, dass deillKontrolle) durch die apikale Applikation von OCT
(2 mM) signifikant anstieg (n = 9; **P < 0,01). Dibbildung wurde verandert nach Richegr
al. (2014, in Revision).

Um zu Uberprifen, ob die OCT-induzierte Stromstetioh auf einer Aktivierung des CFTRs
beruhte, wurden in nachfolgenden Messungen die @@Uzierten Effekte in Anwesenheit
von verschiedenen CKanal Inhibitoren untersucht. Parallel zu diesessbungen wurden in
weiteren Experimenten die OCT-induzierten Effektedeu Kontrollbedingungen (ohne Tl
Kanal Inhibitoren; in Anwesenheit der entsprechendgsungsmittel siehe Tabelle 4)
ermittelt (Stromspuren nicht gezeigt). In der st&chen Auswertung erfolgte der Vergleich
der OCT-induzierten StroménderungamgcT) unter Kontrollbedingungen (ohne Pharmakon)
und in Anwesenheit der verschiedenen Inhibitorelnb(A37 B).

Die apikale Inkubation des Epithels mit dem bekan@FTR Inhibitor CFTRx-172 (20 uM)
(Ma et al. 2002) inhibierte den OCT-induzierten Effekt sigkaht (Kontrolle:Aloct = 3,17 *
0,6 pA/cnt; CFTRmn: Aloct = 0,12 + 0,72 pAlcd) P < 0,01; Abb. 37 A und C). Im
Gegensatz dazu zeigte DIDS (englisdt¥'diisothiocyano-2,2'-stilbene disulphonic gcid
einer Konzentration von 500 uM (apikal) keinen Ris$ auf den OCT-induzierten Effekt
(Kontrolle: Aloct = 3,17 + 0,61 pA/ci) DIDS: Aloct = 4,34 + 0,63 pA/ci) P > 0,05; Abb.
37 B und C). DIDS ist ein Inhibitor von sogenanntegh-conductanceCl~ Kanélen und
auswarts-gleichrichtenden CKanalen, der jedoch keinen Einfluss auf den CFERitht
(Chappeet al. 1998; Yanget al. 2014). In Anwesenheit des generellen Eanal Inhibitor
NPPB (englisch5-nitro-2-(3-phenylpropy-lamino)benzoic agitioO uM; apikal) (Schultet
al. 1999) wurde der OCT-induzierte Effekt ebenfalgngikant inhibiert (Kontrolle:Aloct =
2,67 + 0,37 pAlcrfy NPPB:Aloct = -2,05 + 0,65 pA/ci) P < 0,01; Abb. 37 C). Die gleichen
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Effekte wurden unter Verwendung des Pharmakonse@dlamid (glib), welches in hohen
Konzentrationen (750 uM; apikal) den CFTR inhibi¢8chultz et al. 1999), detektiert
(Kontrolle: Aloct = 3,6 + 0,37 pA/crf glib: Aloct = -2,38 + 0,71 pA/ch P < 0,05; Abb. 37
C).
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Abb. 37: Einfluss von CI Kanal Inhibitoren auf den 1-Octanol-induzierten Effekt am
pulmonalen Epithel vonX. laevis.

A und B) Original Stromkurven des 1-Octanol (OCTmM; apikal) induzierten Effekts in
Anwesenheit des CFTR-172 (CFTRw; 20 uM; apikal) oder DIDS (500 pM; apikal). Wahden
der OCT-induzierte Effekt durch den CHIRnhibiert wurde, zeigte DIDS keinen Einfluss auf
den OCT-induzierten Effekt. C) Zusammenfassung He&perimente unter Verwendung
verschiedener Cl Kanal Inhibitoren. Die OCT-induzierten Strémeé\ldcr) wurden in
Kontrollexperimenten (“-“; ohne Inhibitoren) und Anwesenheit von Clinhibitoren (“+“; mit
Inhibitoren) ermittelt. DIDS zeigte keinen signiikten Einfluss auf den OCT-induzierten
Effekt (ns: nicht signifikant verschieden; P > 0,050 Gegensatz dazu inhibierten die als CFTR
Blocker bekannten Substanzen CRELRNPPB (100 uM; apikal) und Glibencamid (glib; 750
uM; apikal) den OCT-induzierten Stromanstieg (*®,85; **P < 0,01). Die Abbildung wurde
verandert nach Richtet al (2014, in Revision).



Ergebnisse 98

Zusammenfassend konnte in den Experimenten gema@glen, dass die OCT-induzierte
Stimulation desdc (Abb. 36 und 37) sowohl durch den unspezifischénKanal Inhibitor
NPPB als auch durch die spezifischen CFTR Inhibito€CFTR\-172 und Glibenclamid
inhibiert wurde (Abb. 37). Anhand dieser Ergebnigsante eine OCT-induzierte CFTR

Aktivierung im pulmonalen Epithel voX. laevisnachgewiesen werden.

3.2.1.4 Beteiligung der Adenylatzyklase an dem  n-Alkohol-induzierten Effekt

In den vorherigen Untersuchungen konnte gezeigtleverdass di@-Alkohole HEP (siehe
Ergebnisse 3.2.1.2) und OCT (siehe Ergebnisse.3)2den CFTR im pulmonalen Epithel
von X. laevis aktivieren. Ein bekannter Mechanismus zur Moduler der CFTR Aktivitéat
beruht auf dem Adenylatzyklase, cAMP und Proteiak: A (PKA) Signalweg (Schul&t al.
1999) (fur eine detaillierte Beschreibung siehekDssion 4.2.1). Ein Ziel der vorliegenden
Arbeit war die Charakterisierung des Mechanismus d&lkohol-induzierten CFTR
Aktivierung. Um zu Uberprifen, ob die Adenylatzyddaan denm-Alkohol-induzierten CFTR
Aktivierungsmechanismus beteiligt ist, wurde in idgsKkammer Experimenten der bekannte
Adenylatzyklase Inhibitor MDL-12330A (MDL) verwend@d_eung & Wong 2000; Bonnans
et al.2003; Zhuet al.2005; Luoet al.2013).

Es wurden zwei Messreihen durchgefiihrt und die BER. OCT-induzierten Anderungen
des bkc in An- und Abwesenheit von MDL uberprift (vgl. Abb38). In den
Kontrollexperimenten (ohne MDL) wurde detAlkohol-induzierte Effekt unter Verwendung
der aquivalenten Menge des LoOsungsmittels DMSO hdaftihrt (vgl. Material und
Methoden Tabelle 4).

Fur die Untersuchungen wurden die Epithelien zustahit MDL (50 uM; apikal)
vorinkubiert. In der HEP Messreihe fuhrte die afgk&pplikation von MDL zu einem
signifikanten Abfall dessk von 33,05 + 3,16 pA/chauf 25,88 + 1,86 pA/ci(Abb. 38 A; P

< 0,01). Dieser MDL-induzierte Effekt zeigte siciich in der OCT Messreihe (Abb. 38 C).
Hier resultierte die apikale Applikation von MDL &inem signifikanten Abfall desd von
44,85 + 6,58 pAl/crhauf 35,92 + 6,16 pA/ci(Abb. 38 C; P < 0,01). Im Anschluss wurde in
Anwesenheit von MDL 1 mM HEP appliziert (Abb. 38.A)ies fuhrte zu keiner signifikanten
Anderung im &c (vor HEP: kc = 25,88 + 1,86 pA/cA) unter HEP: 4c = 25,91 + 2,04
HA/cn?; Abb. 38 B; P > 0,05). Auch die Applikation von ®CL mM; apikal) zeigte keinen
signifikanten Effekt auf den Strom (vor OCEcl= 35,92 * 6,16 pA/ch unter OCT: ¢c =
35,96 + 5,89 uA/cr) Abb. 38 D; P > 0,05).
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Abb. 38: Einfluss des Adenylatzyklase Inhibitors MML-12330A auf den n-Alkohol-
induzierten Effekt.

A) Die apikale Applikation des Adenylatzyklase Ibitors MDL-12330A (50 uM) fuhrte zu
einem Abfall des dc. Unter diesen Bedingungen fihrte die zusétzliclpplikation von 1-
Heptanol (HEP; 1 mM; apikal) zu keiner Anderung &woms. B) Detektierte Mittelwerte des
Isc in Anwesenheit (“+*) bzw. Abwesenheit (“-“) von MDund/oder HEP. In Abwesenheit von
MDL (Stromkurve der Kontrollexperimente nicht gegt®i wurde eine signifikante HEP-
induzierte Stromstimulation detektiert (n = 6). Gegensatz dazu zeigte HEP in Anwesenheit
von MDL keinen Effekt auf dens¢ (n = 6). C) Identische Experimente wie in A) datedt,
wurden mit demm-Alkohol 1-Octanol (OCT; 1 mM; apikal) durchgefih®) In Abwesenheit
von MDL (Stromkurve der Kontrollexperimente nichtezgigt) induzierte OCT einen
signifikanten Stromanstieg (n = 6). Keine OCT-inguen Anderungen dessd konnten
hingegen in Anwesenheit von MDL (n = 6) detektigerden (ns: nicht signifikant verschieden,
P > 0,05; **P < 0,01). Die Abbildung wurde verandesch Richteet al (2014, in Revision).

Im Gegensatz dazu konnten unter Kontrollbedingun@dme MDL) eine signifikante-

Alkohol-induzierte Stromstimulation detektiert werd Die apikale Applikation von HEP
fuhrte zu einem signifikanten Anstieg des von 39,47 + 7,18 pA/cfauf 43,12 + 7,45
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HA/c? (Abb. 38 B; P < 0,01). Auch die Applikation von OCresultierte unter
Kontrollbedingungen in einem signifikanten Strontagsvon 29,75 + 3,34 pA/chauf 34,74

+ 3,88 pA/cnt (Abb. 38 D; P < 0,01).

In den Messungen konnte zusammenfassend gezeigemedass di@-Alkohole HEP und
OCT eine Stromstimulation induzieren (Abb. 38 B id Dieser Effekt wurde jedoch durch
den Adenylatzyklase Inhibitor MDL inhibiert (Abb.8B Anhand dessen konnte eine
Beteiligung der Adenylatzyklase an demAlkohol-induzierten CFTR Aktivierungs-

mechanismus im pulmonalen Epithel rlaevisnachgewiesen werden.

3.2.2 Charakterisierung der Wirkung von  n-Alkoholen auf die
Aktivitat des hCFTR

Mit Hilfe von elektrophysiologischen Ussing-Kammdessungen konnte in den vorherigen
Experimenten gezeigt werden, dassrdiglkohole HEP und OCT den CFTR im pulmonalen
Epithel vonX. laevis aktivieren (vgl. Ergebnisse 3.2.1). In einer peftatu der vorliegenden
Arbeit durchgefiihrten Studie konnte in TEVC Messamgoereits eine OCT-induzierte
Aktivierung des humanen CFTR (hCFTR) nachgewieseerden (Vitzthum 2011).
Nachfolgend sollte in der vorliegenden Arbeit zumsicin TEVC Messungen uberprift
werden, ob der hCFTR auch durch desAlkohol HEP aktiviert werden kann (siehe
Ergebnisse 3.2.2.1). Des Weiteren wurde eine Bgieiyy der Adenylatzyklase an daer
Alkohol-induzierten hCFTR Aktivierung untersuchiefse Ergebnisse 3.2.2.2).

3.2.2.1 Wirkung von 1-Heptanol auf die Aktivitdit de s hCFTR

Der hCFTR wurde heterolog iX. laevis Oocyten exprimiert und in TEVC Messungen
elektrophysiologisch untersucht (vgl. Material udéthoden 2.3.2). Nachdem der unter
ORI ein stabiles Plateau ausgebildet hatte, wudiehCFTR exprimierenden Oocyten mit
HEP (1 mM) perfundiert (Abb. 39 A). In Folge desskam es zu einer signifikanten
Stromstimulation von 0,1 + 0,04 pA auf 0,62 = 02 (Abb. 39 B; P < 0,05). Die HEP-
induzierte Stromstimulation wurde durch eine ans@ande zuséatzliche Applikation des
spezifischen CFTR Inhibitors CFT#R172 signifikant inhibiert und sank auf 0,11 + 0j08
ab (Abb. 39 A und B; P < 0,05).
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Abb. 39: Wirkung des CFTRinn-172 auf den 1-Heptanol-induzierten Effekt am hCFTR

A) Die Applikation von 1-Heptanol (HEP; 1 mM; schaar Balken) resultierte in einer
Stimulation des M von hCFTR exprimierenden Oocyten. Dieser Effekirdeudurch die
zusatzliche Applikation des CFTR Inhibitors CFER172 (CFTRw; 5 uM; weilBer Balken)
gehemmt. B) Die statistische Analyse der in A) datgllten Experimente zeigte, dass der unter
Kontrollbedingungen detektiertey I (Kontrolle; ohne Pharmakon) durch HEP signifikant
stimuliert wurde. Die zusatzliche Applikation deBTR.n hemmte den HEP-induzierten Effekt
hingegen signifikant (N = 2, n = 9; *P < 0,05). Dibbildung wurde verandert nach Richédr

al. (2014, in Revision).

Da die HEP-induzierte Stimulation dag dlurch den CFTR.-172 gehemmt wurde, konnte

anhand dieser Ergebnisse eine HEP-induzierte hGRKIRierung aufgezeigt werden.

3.2.2.2 Beteiligung der Adenylatzyklase an den  n-Alkohol-induzierten Effekt am
hCFTR

Nachdem gezeigt werden konnte, dass sowohl OCTztfwim 2011) als auch HEP (vgl.
Ergebnisse 3.2.2.1) den hCFTR aktivieren, solltane eietwaige Beteiligung der
Adenylatzyklase an demAlkohol-induzierten hCFTR Aktivierungsmechanismugersucht
werden. Wie in den zuvor durchgefihrten Ussing-Kamifxperimenten (vgl. Ergebnisse
3.2.1.4) wurde zu diesem Zweck der Adenylatzyklaseibitor MDL-12330A (MDL)
verwendet.

Es wurden zwei Messreihen parallel durchgefiihrt disdOCT-induzierten Anderungen im
Im bei der ersten Applikation von OCTAlbct; 1 mM) sowie bei der zweiten Applikation
von OCT (AlocT) bestimmt (siehe Abb. 40 A). In Kontrollmessundehne MDL) wurden
die Oocyten fur 10 min mit der dquivalenten Mengs dosungsmittels DMSO (1,25%; vgl.
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Material und Methoden Tabelle 4) inkubiert (Abb. AR wohingegen in den eigentlichen
Experimenten eine Inkubation mit MDL (250 uM) edtd (Abb. 40 B).

In den Kontrollmessungen fihrte die erste Appliativon OCT zu einer signifikanten
Stimulation desM von -0,11 + 0,01 pA auf -0,72 + 0,17 uAMdcT; Abb. 40 A; P < 0,01).
Nach dem Auswaschen wurden die Oocyten fur 10 mirDMSO inkubiert, wodurch sich
keine signifikanten Anderungen inw lergaben (vor DMSO:uml = -0,12 + 0,01 pA; unter
DMSO: v = -0,12 + 0,15 pA; Abb. 40 A; P > 0,05). Anschkeld erfolgte eine erneute
Applikation von OCT, wodurch es zu einem signifitem Anstieg desvl auf -0,35 + 0,06 HA
kam (2AlocT, Abb. 40 A; P <0,01).

In den MDL Experimenten fiihrte die erste Applikatiwon OCT zu einem Stromanstieg von
-0,11 + 0,01 pA auf -0,57 £ 0,08 pAAloct; Abb. 40 B; P < 0,01). Im Anschluss wurden die
Oocyten fur 10 min mit MDL inkubiert. Dabei zeigsich kein signifikanter Einfluss von
MDL auf den I (vor MDL: Iy =-0,13 = 0,02 YA, unter MDLM =-0,12 + 0,06 YA; Abb. 40
B; P > 0,05). In Folge der erneuten Applikation VOGT zeigte sich nur ein leichter, nicht
signifikanter Anstieg desulauf -0,16 £+ 0,03 pA (Abb. 40 B; P > 0,05).

Fur die statistische Analyse wurden die OCT-induere Effekte der Rloct ins Verhaltnis zu
den detektierte Aloct gesetzt (Rloct / 1AlocT; siehe Abb. 40 C). Der statistische Vergleich
der Kontrollexperimente (DMSO) und MDL Experimentergab eine signifikante
Abschwachung der OCT-induzierten Effekte\l@ct / 1Aloct) durch den Adenylatzyklase
Inhibitor MDL (DMSO: 2Aloct/ 1Aloct = 0,42 + 0,12; MDL: 2loct/ 1Aloct= 0,11 £ 0,05;
Abb. 40 C; P < 0,05). Das Abschwéachen des OCT-iiedien Effekts in Folge der Inkubation
der Oocyten mit MDL belegte eine Beteiligung dereAglatzyklase in dem hCFTR

Aktivierungsmechanismus.
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Abb. 40: Der Adenylatzyklase Inhibitor MDL-12330A hemmt die 1-Octanol-induzierte
hCFTR Aktivierung.

A) In Kontrollmessungen (ohne MDL-12330A; MDL) fiardie Applikation von 1-Octanol
(OCT; 1 mM; schwarzer Balken) zu einer Simulati@s di (1Aloct). Nach dem Auswaschen
wurden die hCFTR exprimierenden Oocyten fur 10 mih DMSO (dem Ldsungsmittel von
MDL; 1,25%; weilRer Balken) inkubiert. AnschlieBendirde der OCT-induzierte Effekt ein
zweites Mal detektiert (@oct). B) Gleicher experimenteller Ablauf wie in A)dech erfolgte
eine 10 min Inkubation der Oocyten mit dem Adergylkiase Inhibitor MDL (250 uM; weil3er
Balken). C) Zur statistischen Analyse wurden dieTe@uzierten Effekte der erstenAlbcr)
und zweiten Applikation (®loct) zueinander ins Verhaltnis gesetzil@r / 1Alocr). Der
unter Kontrollbedingungen ermittelte OCT-induzidetéekt (DMSO; schwarzer Balken) wurde
durch MDL (weil3er Balken) signifikant abgeschwagtt= 5, n = 11 fir jede Messreihe; *P <
0,05). Der statistische Vergleich erfolgte mittéés ungepaarten t-Tests. Die Abbildung wurde
verandert nach Richtet al (2014, in Revision).
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Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arlezieigt werden, dass die langkettigen
Alkohole (HEP und OCT) den CFTR aktvieren kdnneme B-Alkohol-induzierte CFTR
Aktivierung konnte sowohl am nativen pulmonalen tkgi von X. laevis (vgl. Ergebnisse
3.2.1) als auch am heterolog in Oocyten exprimielt€FTR (vgl. Ergebnisse 3.2.2) gezeigt
werden. Zudem konnte in beiden verwendeten Modsksyen nachgewiesen werden, dass
die n-Alkohol-induzierte CFTR Aktivierung die Aktivitatler Adenylatzyklase voraussetzt.
Wurde die Aktivitat der Adenylatzyklase pharmakasoty inhibiert, so blieb auch die n-
Alkohol-induzierte CFTR Aktivierung aus.
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4. Diskussion

4.1 Einfluss von mechanischen Kraften auf die tran  sepithelialen
lonentransport-Prozesse im pulmonalen Epithel von X. laevis

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit basieagh folgenden Annahmen: a) Das
pulmonale Epithel von luftatmenden Vertebraten ligdingt durch die Ventilation, stéandig
mechanischen Kréaften wie Druck, Dehnung und Schéirkausgesetzt. Dabei stellt im
Alveolarepithel die Dehnung der Zellen den haugtB&éiten mechanischen Stimulus dar. b)
Ein effektiver Gasaustausch bedingt eine striktguReion deralveolar fluid clearanceaiber
aktive transepitheliale lonentransport-Prozesse @dégeolarepithels. Aufgrund dieser
Annahmen war das Ziel der vorliegenden Arbeit demflESs von mechanischen Kraften
(Dehnung) auf die transepithelialen lonentranspoozesse zu charakterisieren. Fir die
Untersuchungen wurde das pulmonale Epithel Xofaevis als Modellsystem fir alveolare

lonentransport-Prozesse herangezogen (vgl. Einkgiiub).

4.1.1 Die mechanische Dehnung hat keinen Einfluss a  uf die
Integritat des nativen pulmonalen Epithels von X. laevis

In der vorliegenden Arbeit wurden in Ussing-Kamriviessungen das pulmonale Epithel von
X. laeviseinem mechanischen Stimulus (Dehnung) in FormKDn(5 cm Flussigkeitssaule)
ausgesetzt. Um auszuschlieBen, dass die mechanideheung des Epithels zu einer
etwaigen Schadigung fuhrt, wurde wahrend der UskKmmmer Messungen der
transepitheliale Widerstand {R bestimmt. Da die Integritat und Dichte eines Bl
malf3geblich durcfright junctionsbestimmt wird und die Ausbildung vdright junctionszu
einer Erh6hung des Rfiihrt (Gunzel & Yu 2013), sollten sich etwaige Hildtuzierte
Schadigungen des Epithels in einer Abnahme dgendhifestieren.

Am nativen, nicht permeabilisierten Epithel vdnlaeviskonnten in dieser Arbeit keine HD-
induzierten Anderungen im ‘Rfestgestellt werden (Abb. 15). Selbst eine wiedkeh
Applikation von HD zeigte keinen signifikanten Hirds auf den R(Abb. 15).

Die hier gezeigten Ergebnisse stehen im Gegensalerz Erkenntnissen aus friheren Studie,
in denen AT2 Zellen einer zyklischen mechanischehriding ausgesetzt wurden (Cavanaugh
et al. 2001; Cavanauglet al. 2006). Dies resultierte in einer Abnahme der Esgicn des

charakteristischeiight junctionProteins Occludin (Cavanaugit al. 2001). Des Weiteren
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wurde eine Erhdhung des parazellularen Transpdties das alveolare Epithel in Folge der
mechanischen Reizung festgestellt und damit eingingerung der Dichte des Epithels
(Cavanaughet al. 2006). Auch in der friheren Studie von Bogdein al. wurde eine
signifikante Abnahme destRn Folge der Applikation von HD festgestellt (B@gdet al.
2008). Dieser Effekt war jedoch sehr gering und Aligoren sprachen der Abnahme im R
nur eine untergeordnete Rolle zu (Bogadral. 2008). In der vorliegenden Arbeit konnten
hingegen keine Effekte von HD auf den festgestellt werden. Eine mogliche Erkl&arung fur
diese Unterschiede im Vergleich zu den ErgebnissenBogdaret al. (Bogdanet al. 2008)
konnte in der Durchfuhrung der Praparation derlaevis Lunge liegen. Es ist nicht
auszuschlieRen, dass beim Offnen und AufspanneK.dasvis Lungenfliigels, abhangig von
der praparierenden Person, das Epithel vielleichbms leichtere Verletzungen davon tragt,
die sich im Laufe der Ussing-Kammer Messungen odi@erch HD Applikation noch
verstarken.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arl@it Einfluss von HD auf den-Rund
somit auf die Integritdt des nativen pulmonalentligds vonX. laevis aufgezeigt werden.
Demnach lag die Starke des hier verwendeten mexdtaan Stimulus (5 c¢cm
Flissigkeitssaule) im physiologischen Rahmen uhdtélizu keiner Schadigung des Epithels.
Dies wird durch die Tatsache unterstitzt, dassemMbBmmalia Lunge unter physiologischen
Bedingungen ein transpulmonaler Druck von 0 — 30Wfassersaule auftritt (Fredberg &
Kamm 2006).

4.1.2 Beteiligung von ATP-sensitiven K " (Katp) Kanélen an dem HD-
induzierten Effekt

In der vorliegenden Arbeit konnte in Ussing-Kamngssungen ein direkter Einfluss von
HD auf die transepithelialen lonentransport-Prozesggezeigt werden. Die Applikation von
HD resultierte in einem signifikanten Abfall deg hon ~10% (Abb. 15). Zudem war der
HD-induzierte Effekt reversibel und im gleichen MaRviederholbar (Abb. 15). Die
Reversibilitdt und Wiederholbarkeit des HD-induiger Effekts sprachen erneut daftr, dass
die mechanische Dehnung nicht zu etwaigen Schadeyurndes Epithels fuhrte (vgl.
Diskussion 4.1.1). Desweitern stimmten die Ergedmimit den Erkenntnissen aus vorherigen
Studien Uberein (Bogdan 2007; Bogddral. 2008; Richter 2010) (siehe Einleitung 1.6; Abb.
6).
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Anhand von elektrophysiologischen Untersuchungemnt@® pharmakologisch bereits
nachgewiesen werden, dass der HD-induzierte Strfathaloif einer K Sekretion tber ATP-
sensitive K (Katp) Kandle beruhte (Richter 2010). Wie bereits basblen (vgl. Ergebnisse
3.1.1.1.1), stellen kp Kanale hetero-oktamere Proteinkomplexe dar, dgejawier Kir.6x
Untereinheiten und vier SURXx (englischulfonylurea receptgr Untereinheiten gebildet
werden (Nichols 2006). Dabei kann die Kir6x Untehait in den Isoformen Kir6.1 und
Kir6.2 vorkommen (Burkeet al. 2008). Die SURx Untereinheit existiert in den tsofien
SUR1 und SUR2 mit den beiden Splice-Varianten SURBA SUR2B (Burket al.2008).

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals das orknen der Krp Kanal Untereinheiten
Kir6.1 und SUR1 auf mRNA Ebene in LungenhomogenatanX. laevisaufgezeigt werden
(Abb. 13). Die Kir6.1 und SUR1 Untereinheit konniem pulmonalen Epithel voX. laevis
zu einem funktionsfahigen At Kanal assemblieren. Diese Hypothese wird dadurch
unterstutzt, dass ein funktioneller Nachweis vom6Ki/SUR1 assembliertenaie Kanélen
schonin vivo in Gliazellen von Froschen erfolgte (Skatchletval. 2002), sowie inn vitro
Experimenten an humanenit Kanalen (Surah-Narwat al. 1999). Die Kir6.1 Untereinheit
wurde zudem bereits in alveolaren Epithelzellen Bi#ugern sowohl auf mRNA Ebene
(Leroy et al. 2004; Bardouet al. 2012) als auch auf Protein Ebene (Bardual. 2012)
nachgewiesen. Im Gegensatz dazu konnte die inXddaevis Lunge detektierte SUR1
Untereinheit im pulmonalen Epithel der Mammaliahleis noch nicht auf mRNA Ebene
nachgewiesen.

Neben dem Nachweis der Kir6.1 und SUR1 Untereisheikonnten in dieser Arbeit
Transkripte, welche fir Kir6.2 codieren, im Pankrean X. laevis detektiert werden (Abb.
13). Dies wurde mit Ergebnissen aus friheren Studigereinstimmen, in denen ebenfalls
Kir6.2 im Pankreas von Mammalia auf mMRNA Ebene geghiesen wurde (Burket al.
2008). Eine Bestatigung mittels Sequenzierungsyseal der detektierten Transkripte
erfolgte in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht.

Zusammenfassend konnte das Vorkommen ggp Kanale im pulmonalen Epithel vax
laevis erstmal auch auf mMRNA Ebene nachgewiesen werdederd konnte eine HD-
induzierte Abnahme desd detektiert werden, welche nach Erkenntnissen eues &lheren
Studie auf einer HD-induziertenalée Kanal Aktivierung beruht (Richter 2010).

Es stellte sich die Frage, welcher Wirkmechanisndgs HD-induzierten Krp Kanal
Aktivierung zugrunde lag: 1) kp Kanale konnten direkt als mechanosensitive Kandale
fungieren. Eine direkte Mechanosensitivitat defkKanéle wurde schon in friheren Studien

beschrieben. Dabei konnte eine mechanosensitiveviéiking sowohl durch Dehnung (van
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Wagoner 1993) als auch durch Scherkraft (Chatterjesd. 2006) aufgezeigt werden. 2) Die
HD-induzierte Katp Kanal Aktivierung kénnte indirekt hervorgerufennden, z.B. in Folge
einer Abnahme der intrazellularen ATP-Konzentrat{dlichols 2006; Burkeet al. 2008).
Diese Hypothese wird durch die hohe Sensitivitatklar Kanale gegentber intrazellularem
ATP unterstitzt, da sowohl die Kir6x als auch di#gRX Untereinheiten Bindestellen fur ATP
besitzen, an die im geschlossenen Zustand des KaAi& oder MgATP gebunden ist (Burke
et al. 2008).

Nachfolgend galt es den HD-induzierten Mechanisrdas Katp Kanal Aktivierung zu

charakterisieren.

4.1.3 Charakterisierung des HD-induzierten Mechanis  mus der K atp
Kanal Aktivierung - Hemikanale als Mechanosensoren im
pulmonalen Epithel

Wie zuvor beschrieben (siehe 4.1.2), war ein Ziar dvorliegenden Arbeit die
Charakterisierung des HD-induzierten Aktivierungshranismus der kp Kanale. Der Fokus
der Untersuchungen beruhte dabei auf einer etwargrekten Karp Kanal Aktivierung in
Folge einer HD-induzierten ATP-Freisetzung. Diesgpéthese wird unterstitzt durch die
Tatsache, dass eine mechanosensitive Freisetzung\VB schon vielfach in der Literatur
beschrieben wurde (Buttoet al. 2007; Fitz 2007; Ransfordt al. 2009; Burnstocket al.
2012), unter anderem auch im pulmonalen EpithelX:daevis(Bogdan 2007; Bogdaet al.
2008).

Eine mechanosensitive ATP-Freisetzung konnte ancheser Arbeit nachgewiesen werden.
Es wurden Analysen der [ATPYon Perfusat Proben, die wahrend der Messungeniemus
apikalen Kompartiment der Ussing-Kammer gesammatten, durchgefiihrt. Dabei konnte
eine HD-induzierte, signifikante Erh6éhung der [Ad #stgestellt werden (Abb. 21). Die HD-
induzierte ATP-Freisetzung war zudem auch bei eiesreuten Applikation von HD
wiederholbar (Abb. 21), wodurch eine physiologisdedeutung des detektierten Effekts
bestarkt wurde. Aus den Epithelzellen freigesetzdd¥ kann Uber die Bindung und
Aktivierung von purinergen Rezeptoren (P2X und Paierse Effekte vermitteln. Fir diese
purinergen Rezeptoren ist in der Literatur eindtmbhximale Aktivierung bei [ATR]von 3-
500 nM beschrieben worden (Fitz 2007). In der egdinden Arbeit wurde ein HD-
induzierter Anstieg der [ATRJum ~11 nM detektiert (Abb. 22). Diese freigese{&&P]e
liegt im Rahmen der beschriebenen halb-maximalentiviekungskonzentration der
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purinergen Rezeptoren und wirde zudem wohl keinewigung auf die intrazellularen
Energiespeicher der Zellen haben.

Eine Freisetzung von ATP aus Epithelzellen kanmzppiell Gber zwei unterschiedliche
Mechanismen erfolgen: a) Freisetzung Uber ATP-asgeerte Vesikel; b) eine lonenkanal-
vermittelte ATP-Freisetzung (Fitz 2007). Die ves#ka Freisetzung von ATP erfolgt Gber
Exozytose und bedarf einen intrazellularen Anstleg C&* Konzentration (Ransforet al.
2009). Eine lonenkanal-vermittelte ATP-Freisetzumgrde bereits fur eine Vielzahl von
lonenkanélen beschrieben, u.a. fur den CFTR (8tral. 1996; Reigada & Mitchell 2005),
den purinergen P2X7 Rezeptor (Ransfatdal. 2009), sogenannte Spannungs-abhangige
Anionen-Kanéle (Fitz 2007) und Maxi-Anionen KangBell et al. 2003), sowie Uber
Pannexin- und Connexin-Hemikanale (Bebal. 2004a; Bacet al. 2004b; Ransforct al.
2009; Luckpromet al.2011; Hanneet al.2012).

Interessanterweise wurde flr Pannexin- und Conrdemikandale bereits gezeigt, dass sie zu
einer mechanosensitiven ATP-Freisetzung befahingt €suyot & Hanrahan 2002; Baat al.
2004a; Baoet al. 2004b; Cheriaret al. 2005; Ransforcet al. 2009; Boyceet al. 2014).
Pannexin- und Connexin-Proteine zéhlen zur FardiieGap Junctionsund sind beide zur
Ausbildung von sogenannten Hemikanalen (bestehamsl jeaweils 6 Pannexin- bzw.
Connexin-Proteinen) befahigt (Evans & Martin 20&&emeset al. 2007; Shestopalov &
Panchin 2008). Pannexine kommen meist als ungekepgenglisch: non junctiona)
Hemikanéle vor, die eine Kommunikation zwischen deytoplasma und dem extrazellularen
Raum herstellen (Baet al. 2004a; Shestopalov & Panchin 2008). Connexine dgag
kénnen Uber eine Kopplung zweier Connexin-Hemikandn benachbarten Zellen eine
interzellulare Zell-verbindend&ap junctionausbilden (Scemest al. 2007; Shestopalov &
Panchin 2008). Zudem besitzen Pannexin- und Conffeeateine eine dhnliche Leitfahigkeit
fir C&* lonen, ATP und andere Signalmolekiile mit eineme¥olargewicht von weniger als
1,5 kDa (D'hondtet al. 2011), kbnnen in Vertebraten koexistieren (Shedtop& Panchin
2008) und wurden schon in einer Vielzahl von Gewelmd Organen nachgewiesen
(Ransfordet al. 2009; D'hondtet al. 2011; Boyceet al. 2014) u.a. auch in der Lunge von
Mammalia (Guyot & Hanrahan 2002; Baranostaal. 2004; Ransforcet al. 2009). Bisher
wurden 24 verschiedene Connexin-Typen sowie 3 kiexdene Pannexin-Typen (Panxl1, 3
und 3) bei Mammalia beschrieben (Baraneval. 2004; D'hondet al. 2011). BeiX. laevis
wurden hingegen nur 7 verschiedene Connexin-TypeB. (Cx30, Cx43) und zwei

verschiedene Pannexin-Typen (Panx1 und 2) nachgewi@oer & van der Heyden 2005).



Diskussion 110

In der vorliegenden Arbeit konnten codierende Tkapte der Connexin-Hemikanale Cx43
und Cx30, sowie des Pannexin-Hemikanals Panxl imgénhomogenaten voX. laevis
nachgewiesen werden (Abb. 14). Diese Ergebnissarstn mit friheren Arbeiten, in denen
Untersuchungen aX. laevisOocyten und Embryonen, sowie vergleichende Segunahysen
durchgefuhrt wurden, Uberein (Gimlicht al. 1990; Boer & van der Heyden 2005).
Zusammengenommen mit ihrer Fahigkeit zur mechamsisean ATP-Freisetzung, stellten
Connexin- und Pannexin-Hemikanéle potentielle Maokansoren fir den HD-induzierten
Effekt am pulmonalen Epithel vox laevisdar.

Der Nachweis einer Beteiligung der Connexin- undirfexin-Hemikandle an dem HD-
induzierten Effekt konnte in der vorliegenden Atbmiittels spezifischer Inhibitoren der
Connexin- (MFA (Luckprorret al.2011)) und Pannexin- (Probenecid (Silverneaual. 2008;
Patel et al. 2014)) Hemikanéle aufgezeigt werden. In den ATP@mtrations-Messungen
wurde der unter Kontrollbedingungen (ohne Pharmpkimtektierte HD-induzierte Anstieg
der [ATPE sowohl durch Inkubation des pulmonalen Epithels MFA als auch mit
Probenecid vollstandig inhibiert (Abb. 21). Anhamtieser Daten konnte somit eine
mechanosensitive HD-induzierte ATP-Freisetzung Ublez Hemikanale nachgewiesen
werden. Des Weiteren wurde in den Ussing-KammereExenten der HD-induzierte Abfall
des kc sowohl durch MFA (Abb. 16) als auch in Anwesenha&h Probenecid (Abb. 17)
inhibiert (vgl. Ergebnisse 3.1.1.2). Basierend def Tatsache, dass der HD-induzierte
Stromabfall nachweislich auf einer Aktivierung dénte Kanale beruht (Richter 2010),
konnte demnach ein direkter Einfluss der Hemikdnhibitoren (MFA und Probenecid) auf
die Aktivitdit der Katp Kandle nachgewiesen werden. Zusammengenommen enit d
Erkenntnis, dass die Applikation von HD eine medsamsitive ATP-Freisetzung uber
Connexin- und Pannexin-Hemikandale induzierte, lastiese Ergebnisse auf eine indirekte
Aktivierung der Katp Kandle schlieen. Eine direkte Mechanosensitidgit Katp Kanale
erscheint im pulmonalen Epithel vof laevis hingegen als sehr unwahrscheinlich, da der
HD-induzierte und Krp Kanal-abhangige Stromabfall in Anwesenheit der Hamal-
Inhibitoren vollstédndig ausblieb (Abb. 16 und 1Die Hemikanal-Inhibitoren imitierten
somit den Effekt einer lp Kanal Inhibition. Etwaige unspezifische Wirkungeter
verwendeten Inhibitoren konnten zudem in TEVC Magsm an nativeiX. laevis Oocyten
ausgeschlossen werden. NatXelaevis Oocyten besitzen endogene Connexin-Hemikanale
wie z.B. Cx43 (Boer & van der Heyden 2005), welcheslieser Arbeit auch auf mRNA
Ebene in Lungenhomogenaten von X. laevis nachgewiesurde (Abb. 14). In den
durchgefihrten TEVC Messungen zeigte dekrK Kanal Inhibitor HMR1098 keine
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unspezifischen Effekte auf die Connexin-Hemikarfaleb. 18). Im Gegensatz dazu konnte in
einer parallelen Studie am Institut fur Tierphysgie (JLU Giel3en) unter Verwendung des
gleichen Modellsystems gezeigt werden, dass MFAAdkgvitdt der Connexin-Hemikanéle
inhibiert (Geif3ert 2011). Auch eine etwaige unsfezie Aktivierung des hENaCs durch den
Katp Kanal Inhibitor HMR1098 konnte ausgeschlossen erer@bb. 19). Zusammenfassend
belegen die in der vorliegenden Arbeit erzieltemdbnisse eine HD-induzierte indirekte
Aktivierung von Karp Kandlen in Folge einer ATP-Freisetzung Uber megbansitive
Pannexin- und Connexin-Hemikanéle.

Es sei an dieser Stelle erwéhnt, dass in der geniden Arbeit die mechanosensitive ATP-
Freisetzung nur indirekt in Form von HD-induziertdnderungen der [ATR]untersucht
wurde. Ein direkter Nachweis fir Veranderungen [@&rP]; ware anhand der verwendeten
nativen Lungenpraparate hingegen nicht moglich geweBisher wurden Untersuchungen
zur Anderungen der [ATP]in Folge von mechanischem Stress nur mit Zellkahu
durchgefuhrt (Cavanaugdt al.2001). Fur diese Studien lysierten Cavanaeighl. die Zellen
nach der mechanischen Stimulation und ermitteltber (einen Lumineszenz-Assay die
[ATP]i. Mit dem restlichen Lysat wurde die Anzahl derayegn in der Probe enthaltenen
Proteine bestimmt und die gemessene [ATR}auf normalisiert (Cavanaugtt al. 2001).
Solche Untersuchungen waren mit dem hier verwende#tiven Gewebe, welches neben
Pneumonocyten auch Endothelzellen, Bindegewebe aathalt, nicht mdglich gewesen.
Eine HD-induzierte ATP-Freisetzung Uber mechanaseaesHemikanale wird jedoch durch
die Tatsache gestitzt, dass dieses Phanomen Héreitg43 (Guyot & Hanrahan 2002) und
Panx1l (Ransforcet al. 2009) in pulmonalen Epithelzellen nachgewiesendenr Zudem
wurde in einer weiteren Studie eine Co-Lokalisatimn Kir6.1 und Cx43 inlipd rafts
aufgezeigt (Ahmad Wazat al. 2012). Bei einer Co-Lokalisation vonate Kanélen und
Hemikanalen in Multiprotein-Komplexen wirden veriiaht auch lokale Anderungen der
[ATP]i ausreichen, um kp Kanéle zu aktivieren und nicht eine signifikantad&rung der
gesamten [ATR]bedingen. Eine Ausbildung solcher Multiproteini&tkomplexe wurde
bereits fir den CFTR beschrieben (Huastgal. 2001). Huanget al. zeigten eine Co-
Lokalisation des CFTR mit seinen regulatorischererbaktionspartnern (z.B. PKA,
Adenylatzyklase) auf, wodurch die lokal begrenziédihg von cAMP bereits zu einer
Aktvierung des CFTR fuhren kann (Huaagal. 2001). Eine Aktivierung von ke Kanalen

in Folge einer Pannexin-Hemikanal vermittelten AHifeisetzung und der damit
einhergehenden Abnahme der [ATRyurde zudem in Neuronen nachgewiesen (Kawamura

et al. 2010). Diese Tatsachen untermauern eine indirékté/ierung von Katp Kanalen
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durch eine HD-induzierte ATP-Freisetzung Uber maokansitive Connexin- und Pannexin-

Hemikanéle.

4.1.4 Die HD-induzierten Effekte im pulmonalen Epit  hel von X. laevis
unterliegen keiner Desensitivierung

Die Atmung ist ein kontinuierlicher Prozess, dei f[eer Atembewegung mechanische
Kréafte auf das pulmonale Epithel bedingt. In Anlehg an diesen physiologischen Charakter
der Atmung sollte in der vorliegenden Arbeit einéeedérholbarkeit der zuvor beschriebenen
HD-induzierten Effekte (HD-induzierter Stromabfaiild mechanosensitive ATP-Freisetzung)
Uberpruft werden. Die zyklische Applikation von H@n 30 sec Intervallen) auf das
pulmonale Epithel zeigte auch lber einen Zeitrawm 80 min einen wiederholbaren HD-
induzierten Abfall dessk (Abb. 23). Zudem konnte eine HD-induzierte ATPiSe&zung
Uber eine langere zeitliche Periode nachgewiesawlene(Abb. 25). Selbst nach der 30.
Applikation von HD wurde ein signifikanter Anstieter [ATPE detektiert (Abb.25). Diese
Ergebnisse waren ein weiterer Beleg fur die zuweschriebene Hypothese der indirekten
Katep Kanal Aktivierung tber eine mechanosensitive Hemét-vermittelte ATP-Freisetzung
(vgl. Diskussion 4.1.3). Des Weiteren stehen dibséen im Einklang mit einer friheren
Studie, in der humane Atemwegs-Epithelzellen sownjdlischen als auch dauerhaften
transepithelialen Druck-Anderungen ausgesetzt wu(Bettonet al. 2007). Wahrend in den
zyklisch stimulierten Zellen tber einen Zeitraurmvb h ein Anstieg der [ATR]detektiert
werden konnte, zeigte sich in den dauerhaft mesbhrgedehnten Zellen keine Anderung der
[ATP]e (Button et al. 2007). Demnach scheinen die kontinuierlichen Aadgen der Druck-
Verhéltnisse, was den physiologischen BedingunggnMbhmmalia-Atmung entspricht, der
entscheidende Stimulus fiir die ATP-Freisetzungezol. s

Wahrend in der vorliegenden Arbeit die HD Appliketizu einer Freisetzung von ~11 nM
ATP flhrte (vgl. Diskussion 4.1.2), wurde in eimgrderen Studie in Folge von mechanischer
Stimulation ein Anstieg der [ATR}on bis zu 1 uM detektiert (Okad al. 2006). Es stellt
sich somit die Frage, wie Epithelzellen dazu in dage sind ATP kontinuierlich freisetzen
konnen, ohne dabei in metabolischen Stress zueger&ine maogliche Erklarung ware ein
etwaiges ATP Recycling-System. Spezielle ATP-Trangp konnten Beispielsweise
freigesetztes ATP wieder zurlick in die Zelle tramwtipren. Solche ATP-Transporter sind in
der Literatur bereits in Vesikeln von pulmonalentBgizellen beschrieben worden (Okagta
al. 2013; Sesmat al. 2013). In der Zellmembran wurden jedoch bisherhnkeine ATP-
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Transporter nachgewiesen. Eine weitere Form des Rd¢yclings wurde hingegen bereits in
Form eines komplexen Ectonukleotidase-Systems gezBie Ectonukleotidasen konnen
extrazellulares ATP innerhalb von Sekunden zu PRarirund Pyrimidinen abbauen
(Lazarowski 2003; Buttoret al. 2007). Das auf diese Weise gebildete Adenosin Kdrer
sogenannte Nukleosid-Transporter wieder zurtickienZetlle transportiert werden (Wareg

al. 1997). Das Ectonukleotidase-System kann zudemnwechanischen Kréaften beeinflusst
werden. Eine Erh6hung der Ectonukleotidasen Komagah in Folge einer zyklischen Zell-
Dehnung wurde bereits nachgewiesen (Eadeal. 2007). Auch wenn die Herkunft und
etwaige Recycling-Systeme noch nicht vollstandigld@ye sind, so steht es doch aul3er Frage,
dass Epithelzellen zu einer mechanosensitiven AfEis€tzung befahigt sind.

In der vorliegenden Arbeit zeigte die zyklische HBpplikation zum einen die
Wiederholbarkeit der mechanosensitiven ATP-Freisegzauf. Des Weiteren konnte die
Reproduzierbarkeit der Kurzzeiteffekte in Form dé#D-induzierten Stromabfalls
nachgewiesen werden. Es konnten jedoch auch Laefjekte der zyklischen HD
Applikation auf den Grundstrom des Epithels aufggzeverden. In Folge der 30 min
zyklischen mechanischen Dehnung kam es zu eineifikEnten Erhéhung desd (Abb. 24).
Dieser Effekt war unter Inkubation des Epithels aim Karp Kanal Inhibitor HMR1098
jedoch signifikant reduziert. Somit war die deteke Erhohung des Grundstroms u.a.
abhangig von der Aktivitdt der Afr Kandle (Abb. 24). Der detektierte Anstieg des
Grundstroms sprach fur eine durch zyklische HD-Aggtion induzierte Erh6hung der
transepithelialen lonenleitfahigkeit, etwa durclmeeierhdhte Abundanz von lonenkanalen
und/oder Transportern. Ein solches Phanomen wumleith fur die NaK*-ATPase
beschrieben. Fischet al. konnten in alveolaren Epithelzellen eine Erhdhdeg Abundanz
der Nd/K*-ATPase in Folge einer zyklischen mechanischen Defrfeststellen (Fisher &
Margulies 2002). Im Rahmen der vorliegenden Artkeihnte mit Hilfe des spezifischen
ENaC Inhibitors Amilorid eine Erhéhung der ENaC k&t in Folge der zyklischen
mechanischen Stimulierung im pulmonalen Epithel Xolaevisnachgewiesen werden (Abb.
26). Da die Erh6hung des Grundstroms jedoch in Aewkeit des ke Kanal Inhibitors
HMR1098 reduziert war, scheint die Aktivitat desK Kanéle eine modulierende Wirkung
auf den ENaC zu haben. Diese Hypothese steht inkldfig mit friheren Studien an
alveolaren Epithelzellen (Lerogt al. 2006; Trinh et al. 2007; Bardouet al. 2012). In
elektrophysiologischen Messungen resultierte einangkeit-Inkubation (24 h) der
Epithelzellen mit dem krr Kanal Inhibitor Glibenclamid in einer Reduzierurdgs

Grundstroms sowie des Amilorid-sensitiven*N&troms (Leroyet al. 2006). Zudem konnte
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molekularbiologisch eine Abnahme der ENaC Expresdiarch die Inkubation der alveolaren
Epithelzellen mit Glibenclamid aufgezeigt werdemphingegen bekannte Aktivatoren der
Katp Kanéle zu einer gesteigerten ENaC ExpressiondiihfTrinhet al. 2007; Bardotet al.
2012). Demnach kénnte die zyklische mechanischenaip derX. laevis Lunge zu einer
Katp Kanal-vermittelten Erhéhung der ENaC Expressiod damit einhergehend zu einer
Verstarkung des Amilorid-sensitiven Stroms fuhréme weitere Erklarung fur die Erh6hung
des Grundstroms konnte eine ATP-induzierte Aktiwigy von purinergen Rezeptoren (P2X
und P2Y) darstellen. In einer friiheren Arbeit anmmnalen Epithel voiX. laeviszeigte sich
durch die Erhbéhung der [ATPUNnd der damit einhergehenden Aktivierung von pangen
Rezeptoren ein signifikanter Anstieg des(erhéhte NaAbsorption) (Froniugt al.2004).
Auch wenn der zugrundeliegende Mechanismus nodit micfgeklart wurde, so konnte in
dieser Arbeit als ein Langzeiteffekt der zyklischreachanischen Stimulation des pulmonalen
Epithels eine erhdhte Na Absorption verzeichnet werden. Zudem konnte eine
Wiederholbarkeit der Kurzzeiteffekte (HD-induziert8&tromabfall und mechanosensitive
ATP-Freisetzung) auch Uber einen langeren Zeitraufgezeigt werden. Die Kurzzeiteffekte
unterliegen somit keiner Desensitivierung. In Ubs#mmung mit den zyklischen
Atembewegungen der Mammalia, spricht dies fir ehgsiologische Relevanz der hier
detektierten Effekte.

4.1.5 HD induziert eine basolaterale K * Sekretion

In den vorherigen Untersuchungen konnte gezeigidever dass apikal lokalisierteate
Kanale indirekt durch eine HD-induzierte ATP-Frézseg Uber mechanosensitive Pannexin-
und Connexin-Hemikandle aktiviert werden. Das Engeldieses Mechanotransduktions-
Prozesses war eine apikale” ISekretion, die in der charakteristischen HD-indttein
Abnahme desst und somit einer Hyperpolarisation der Epithelzelleesultierte (vgl.
Diskussion 4.1.2 bis 4.1.3). In der Literatur winthgegen basolateralen® KKanalen eine
mal3gebliche Beteiligung an der Aufrechterhaltung &®egulation des Membranpotentials
zugeschrieben (Greenwoodt al. 2009). Diverse K Kandle wurden bereits in der
basolateralen Membran von pulmonalen Epithelzetlachgewiesen. Zu diesen zahlen u.a.
Spannungs-abhangige KCNQ' Kanale (mit den Subtypen KCNQ1 bis KCNQ5),’Ga
sensitive K Kanale und Kir Kanale (Bardoet al. 2009; Hollenhorstt al. 2011). Aufgrund
dessen sollte in der vorliegenden Arbeit eine ejwaBeteiligung von basolateralen” K
Kanélen am HD-induzierten Effekt Gberpruft werden.
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Fir Untersuchungen von basolateraleh Kanéle stellt die apikale Permeabilisierung eine
geeignete Methode dar (Schultheiss & Diener 199inhTet al. 2007). Die apikale
Permeabilisierung erfolgte in den Ussing-Kammer $degen in Anwesenheit eines” K
Gradienten (apikal Hoch K-> basolateral NRS) mittels des Porenbildner Nystétiehr
2002; Schultheiss & Diener 1997). Im apikal permiesbrten Epithel konnte in dieser Arbeit
eine HD-induzierte Stromstimulation detektiert werd Abb. 28). Der HD-induzierte Effekt
beruhte dabei auf einer mechanosensitiven Aktivigreiner basolateralen*kKSekretion, da
er in Anwesenheit von allgemeineri Kanal Inhibitoren (BaGlund TPeA) ausblieb (Abb.
28 und 29). Im Gegensatz zu der zuvor beschrieb8&sdeiligung von mechanosensitiven
Hemikanalen an dem HD-induzierten Effekt (vgl. Riskion 4.1.3), zeigte der Connexin
Inhibitor MFA keinen Einfluss auf den HD-induziemtd=ffekt im apikal permeabilisierten
Epithel (Abb. 31). Demnach konnte eine Beteiligutgy Hemikanadle am HD-induzierten
Effekt der basolateralen Membran wiederlegt werdirch die Aktivitdt von KP Kanélen
spielte keine Rolle fur den HD-induzierten EffeRbp. 32). Im Gegensatz dazu konnte eine
Beteiligung von KCNQ K Kanélen aufgezeigt werden, da der HD-induziertéekEfin
Anwesenheit des bekannten KCNQ Kanal Inhibitors XE991 ausblieb (Abb. 33). Ein
Einfluss der basolateralen KCNQ'" IKKanalen an dem HD-induzierten Effekt konnte zudem
auch am nicht permeabilisierten Epithel und sommteu physiologischen Bedingungen,
aufgezeigt werden (Abb. 34). Demnach kommt es inmpoalen Epithel vonX. laevis
sowohl zu einer HD-induzierten apikaleri Kekretion ber kre Kanale als auch zu einer
basolateralen KSekretion Giber KCNQ KKanéle.

Die Hypothese einer gleichzeitigen Aktivierung wWOrre und KCNQ K Kanalen wird durch
die Tatsache bekraftigt, dass a) sowolrKKanéle als auch KCNQ KKanale bereits im
pulmonalen Epithel nachgewiesen wurden (Bardowl. 2009); b) beide K Kanal Typen
wichtige Regulatoren des Membranpotentials in Ettllen sind (Leroet al. 2006); c) die
Aktivitat von Katp und KCNQ K Kanalen mit der Expression deRyENaC und des CFTR
im alveolaren Epithel korreliert (Lerogt al. 2006; Bardouet al. 2012) (vgl. Diskussion
4.1.4); und demnach d) beide " KKandle einen mafigeblichen Einfluss auf die
transepithelialen lonentransport-Prozesse habemoylLet al. 2006; Trinh et al. 2007;
Greenwoockt al.2009; Bardotet al.2012). Der Nachweis einer direkten Mechanoserisitiv
der KCNQ K Kanéle liegt bisweilen noch nicht vor und konntelain der vorliegenden
Arbeit nicht erfolgen. Es konnte jedoch bereitsdig KCNQ K" Kanal Subtypen KCNQ-1, -

4 und -5 eine Sensitivitat gegenlber AnderungenZidlsolumens nachgewiesen werden
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(Yeung et al. 2006; Hammamiet al. 2009; Takahiraet al. 2011) und somit wird eine
Mechanosensitivitat der KCNQ'KKanale weiterhin diskutiert (Morris 2011).

Ungeachtet der Frage, ob KCNQ Kanale als Mechanosensoren fungieren oder indirekt
Uber etwaige Mechanotransduktions-Prozesse bessbflwerden, konnte in der vorliegenden
Arbeit eine HD-induzierte basolateralé Rekretion Uber diese Kanale im pulmonalen Epithel
von X. laevis aufgezeigt werden. Der zugrunde liegende AktingaiMechanismus sowie

die Identifizierung des KCNQ KKanal Typs bedarf hingegen weitere Untersuchungen.

4.1.6 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit konnte ein direkter unedem zyklisch wiederholbarerer HD-
induzierter Abfall desdske im pulmonalen Epithel voiX. laevis nachgewiesen werden. Der
HD-induzierte Stromabfall beruhte dabei auf deirgikien Aktivierung von Krp Kanalen in
Folge einer mechanosensitiven ATP-Freisetzung Gmemexin- und Pannexin-Hemikanéle
(siehe Abb. 41). Es konnte somit ein neuer Mechanstuktions-Mechanismus, in dem
Pannexin- und Connexin-Hemikanale als Mechanosendangieren, im pulmonalen Epithel
von X. laevis aufgezeigt werden. Dieser Mechanotransduktiongdd® konnte
maoglicherweise auch generell in Epithelien staditin.

In Na" resorbierenden Epithelien wie dem pulmonalen Epitlist eine Erhéhung des
transepithelialen lonentransports gleichzusetzen aimer erhdhten Flissigkeitsabsorption.
Die detektierte HD-induzierte Abnahme des Weist somit auf eine verringerte Absorption
des Epithels hin. Die physiologische Relevanz defgezeigten Mechanotransduktions-
Prozesses konnte demnach eine Art Feedback-Meomasides Epithels sein, welcher die
Regulation des transepithelialen Ilonentransportsd udamit einhergehend des
Flissigkeitsvolumens Uber dem Epithel, an die maiskhe Ausdehnung des Epithels
anpasst. Wenn man davon ausgeht, dass bei der gtdaarMammalia das alveolare Epithel
beim Einatmen wie ein Luftballon ausgedehnt wirdjl.(MEinleitung 1.4), resultiert dies
folglich in einer VergréRerung der Oberflache. UendALF unter diesen Bedingungen auf
einer konstanten Hohe zu halten, misste demnach \&ringerte Flussigkeitsresorption
stattfinden. Dieser Kurzzeiteffekt konnte in derrliagenden Arbeit aufgezeigt werden.
Vielmehr noch war der Abfall desd auch unter einer zyklischen mechanischen Stinmulati
was den physiologischen Bedingungen der Atmungpentd, detektier bar und unterlag

keiner Desensitivierung.
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Abb. 41: Zusammenfassung der HD-induzierten Effekteam pulmonalen Epithel vonX.
laevis.

1) Die Applikation von HD resultiert in einer Dehmy des Epithels und induziert eine
mechanosensitive Aktivierung von Pannexin- (px) @ahnexin- (cx) Hemikanélen. 2) Die
Offnung der Hemikanale fiihrt zu einer Freisetzuog VTP, welche durch die Hemikanal
Inhibitoren Probenecid (Prob) und MFA inhibiert @Wen kann. Die ATP-Freisetzung bedingt
zudem eine Abnahme der intrazellularen ATP-Konagiuin [ATP]. 3) In Folge der Abnahme
der [ATP} kommt es zu einer Aktivierung von apikal lokalisém Karp Kanélen. Dies resultiert
in einer K Sekretion und dadurch in einer HD-induzierten Abna desdc. 4) Des Weiteren
fuhrt die HD-induzierte Dehnung des Epithels Ubeer bisher unbekannten Mechanismus zur
Offnung von basolateralen KCNQ*KKanalen. Damit verbunden kommt es zu einer HD-
induzierten basolateralen*kKSekretion. Die Abbildung wurde verandert nach Riclet al.
(2014).

Als ein Langzeiteffekt zeigte sich in Folge der lisghen mechanischen Stimulation eine

Erhdéhung des Grundstroms. Dieser Langzeiteffekt nvéreiner erhéhten NaAbsorption
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gleichzusetzen und dementsprechend auch mit einedhten Flussigkeitsresorption.
Demnach konnte in dieser Arbeit gleichzeitig auicte @ktive Anpassung des Epithels an sich
zyklisch andernde mechanische Krafte nachgewieserdem, die sich in Form einer
Modulation der transepithelialen lonentransportzesse darstellte. Dieser Langzeiteffekt
konnte einer etwaigen Erhdhung der PermeabilitatEj@thels und dem dadurch bedingten
vermehrten Einstromen von Flussigkeit in den Luwiftnain Folge der zyklischen Dehnung,
entgegenwirken.

Es ist bereits bekannt, dass Epithelzellen schderurasalen Bedingungen kontinuierlich
ATP freisetzen (Tayloet al. 1998; Okadaet al. 2006) und freigesetztes ATP als autokrines
und parakines Signalmolekul diverse zellulare Psseemodulieren kann (Lazarowski 2003;
Fitz 2007). Die hier aufgezeigte mechanosensitivEPAreisetzung stellt somit fir das
pulmonale Epithel eine Mdglichkeit dar, die Mengefeeigesetztem ATP zu regulieren und
an etwaige Stresssituationen anzupassen. Eine #agpptler ATP-Freisetzung an das
Auftreten mechanischer Krafte ware demnach vonagré&&deutung fir die Physiologie der
Epithelzellen.

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen eerdlass HD nicht nur eine apikalé K
Sekretion sondern gleichzeitig auch eine basoletdétaSekretion induziert, die tber KCNQ
K* Kanale vermittelt wird (siehe Abb. 41). Der zugletiegende Mechanismus der HD-
induzierten KCNQ K Kanal Aktivierung ist noch nicht aufgeklart undrkite wie bei den
Katp Kanalen auch indirekt Gber einen MechanotransdoktProzess hervorgerufen werden.
Dennoch erscheint eine gleichzeitige Aktivierungi Wnre Kanadlen und KCNQ KKanélen
aus physiologischer Sicht als sinnvoll. Fir beidé Kanal Typen wurde bereits eine
essentielle Rolle bei der Aufrechterhaltung aleeolar clearancdSakumeet al. 1998; Leroy

et al. 2006; Trinh et al. 2007; Bardouet al. 2012) sowie bei Reparaturprozessen von
pulmonalen Epithelien (Trinket al. 2007; Bardouet al. 2009) beschrieben, Prozesse die
mal3geblich von mechanischen Kraften beeinflusstierer

Die hier aufgezeigten neuen Erkenntnisse der Wgkuon mechanischen Kraften auf die
transepithelialen lonentransport-Prozesse konntech agenerell im Alveolarepithel von
Mammalia eine wichtig Rolle spielen und mdéglicheisge neue Ansatzpunkte zur
Behandlung von VILI Patienten sein. Doch es simy$d noch nicht alle Komponenten der
komplexen Mechanotransduktions-Prozesse im pulmeariapithel geklart.
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4.2 Die modulierende Wirkung von  n-Alkoholen auf die Aktivitat
des CFTR

Ein Fokus der vorliegenden Arbeit lag auf der Ckimasierung des Mechanismus der
Alkohol-induzierten Modulierung der Aktivitat ded=CR. In der Diskussion soll nachfolgend
zunachst ein Uberblick Uber die bisherigen Kenstmigur Wirkung vom-Alkoholen auf
lonenkandle und Rezeptoren sowie ihrer Verwendunder Medizin und Pharmakologie
erfolgen (Diskussion 4.2.1). AnschlieBend sollem g@sem Hintergrund die hier erzielten

Ergebnisse sowie deren physiologische Relevanztgskwerden.

4.2.1 n-Alkohole: Hypothesen und Fakten

Primare Alkohole r§-Alkohole) wie Ethanol (EtOH), 1-Heptanol (HEP) ubhdDctanol (OCT)
sind in der Wissenschaft hauptsachlich auf Grumdrigenerellen anasthetischen Wirkung
bekannt (Alifimoff et al. 1989; Fanget al. 1997). Neben der anasthetischen Wirkung, sind
Alkohole in der Medizin auch durch ihre Verwendualg pharmazeutische Therapie zur
Behandlung von neurologischem unkontrolliertem efiit (essentiellem Tremor) bekannt
(Nahabet al.2011; Haubenberget al.2014). Des Weiteren wird OCT als Losungsmittel u.a
bei der Herstellung von Inhalationsmedikamentergesetzt (Qiet al. 2009). Durch eine
Aerolisierung von Medikamenten kénnen die Wirkstdbiei Inhalation bis tief in die unteren
Atemwege gebracht werden (&ial.2009).

Wahrend die potentielle anasthetische Wirkung deklkohole bereits lange vor der
Entdeckung von Stickstoffmonoxid (NO) und Diethislet bekannt war, so sind die
zugrundeliegenden Mechanismen bis heute nicht tdollsg geklart (Chau 2010). Es gibt
zwei verschiedene Hypothesen wié\lkohole ihre andsthetische Wirkung Uber das zdatr
Nervensystem (ZNS) realisieren, die Lipid-Hypothagsd die Protein-Hypothese (Peop&ts
al. 1996). Die Lipid-Hypothese beruht auf der Annahuh@ssn-Alkohole die Fluiditat von
Zellmembranen erhéhen und in Folge dessen indatektAktivitat von neuronalen Zellen
modulieren kénnen (Kaufman 1977; Zavoico & KutcthBO; Lyonet al. 1981; Goldstein
1984). Im Gegensatz dazu wird in der Protein-Hyps¢heine direkte Interaktion van
Alkoholen mit lonenkanalen/Rezeptoren des ZNS veéemudie in einer anasthetischen
Wirkung resultiert (Alifimoff et al. 1989; Peoplegt al. 1996). Die Lipid-Hypothese scheint
heute Uberholt zu sein, da in zahlreichen Stuéime Interaktion vom-Alkoholen mit

verschiedenen Proteinen nachgewiesen werden koBastewurde bereits eine modulierende
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Wirkung von n-Alkoholen auf die Aktivitat von Spannungs-abhamgigNd (Horishita &
Harris 2008) und K (Covarrubiaset al. 1995) Kanalen sowie auf eine Vielzahl von
Rezeptoren der erregbaren, neuronalen Zellen wi&ulychnin-sensitiven Glycin Rezeptoren
(GlyR) (Mihic et al. 1997), Gamma-Aminobuttersédure (englisgamma-amino-butyric acjd
GABA) Rezeptoren (Mihicet al. 1997), nikotinerge Acetylcholin Rezeptoren (nACHR)
(Franks & Lieb 1994; Woockt al. 1995), der sogenannte TRPA1l Rezeptor (englisch:
Transient Receptor Potential Ankyrifi) (Komatsu et al. 2012), und purinerge 2R
Rezeptoren (Weighet al. 1999; Dilger 2002) gezeigt. Aufgrund der anastuoien Wirkung
von n-Alkoholen wurden die meisten Untersuchungen arné&analen bzw. Rezeptoren von
neuronalen/erregbaren Zellen durchgefiihrt. UberWdigkung von n-Alkoholen auf nicht-
erregbare Zellen ist hingegen kaum etwas bekanrginer Studie von Marcett al. konnte
jedoch erstmals gezeigt werden, dass OCT die A#tiddes CFTR reguliert (Marcet al.
2004). Der CFTR ist in der apikalen Membran vontlagizellen lokalisiert (Tarran 2004,
Fanget al. 2006). Dien-Alkohol-induzierte CFTR Aktivierung schien dabedpch nicht auf
einer direkten Interaktion mit dem CFTR Proteinbawuhen, sondern indirekt Gber die PKA
vermittelt zu werden (Marcedt al.2004).

Der CFTR ist im pulmonalen Epithel hoch abundard gpielt eine wichtige Rolle fur die
Flissigkeitshomoostase (Tarran 2004; Famgal. 2006). Die Verwendung von OCT als
Losungsmittel in der Inhalationstherapie fuhrt jeldalazu, dass der CFTR dewAlkohol
OCT ausgesetzt ist. In Anbetracht der Studie voncktat al. (Marcetet al.2004), kann dies
die Aktivitat des CFTR im pulmonalen Epithel be&isken und Nebenwirkungen auf die
Flissigkeitshomoostase auslosen. Auf Grund dessemeind die Aufklarung des
Wirkmechanismus den-Alkohol-induzierten CFTR Aktivierung sowohl aus dignischer
als auch aus pharmakologischer Sicht wichtig. Diat der vorliegenden Arbeit war es die
Wirkung vonn-Alkoholen auf die Aktivitat des CFTR in einem natin pulmonalen Epithel
sowie in hCFTR exprimierenden Oocyten zu Uuberprited den zugrundeliegenden

Wirkmechanismus zu charakterisieren.

4.2.1 Langkettige n-Alkohole induzieren eine CFTR-abhangige Cl ~
Sekretion im pulmonalen Epithel

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals in Usgi@mmer Experimenten an einem nativen
pulmonalen EpithelX. laevig der Einfluss vom-Alkoholen (EtOH, HEP und OCT) auf den
transepithelialen lonentransport untersucht. Digl#ation dern-Alkohole HEP und OCT
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auf das pulmonale Epithel vot laevisfuhrte zu einem Anstieg descl(Abb. 36 und 37).
Der HEP und OCT-induzierte Stromanstieg wurde dwetschiedenen CFTR Inhibitoren
(NPPB, Glibenclamid und CFTiiR-172 (Schultzet al. 1999)) geblockt (Abb. 36 - 38). Somit
konnte eine HEP- und OCT-induzierte Aktivierung deSTR Proteins in einem nativen
pulmonalen Epithel nachgewiesen werden. Der kutigieet-Alkohol EtOH zeigte hingegen
keinen Effekt auf denst und dementsprechend auch keinen Einfluss auf #teviféit des
CFTRs (Abb. 35). Demnach scheint die Kettenlange rdédlkohole eine Rolle fur die
Aktivierung des CFTR zu spielen. Dieses Phanomemevbereits in der friiheren Studie von
Marcetet al. beschrieben (Marcedt al. 2004). Dort zeigte sich, dass das die Wirkungrder
Alkohol abhéngig von Anzahl der C-Atome war. Wallekurzkettige n-Alkohole (wie
EtOH, Butanol und 1-Hexanol) keinen Effekt auf delRTR zeigten, konnten langkettige
Alkohole (HEP, OCT) den CFTR aktivieren (Maretal. 2004).

Die Fahigkeit den-Alkohole HEP und OCT den CFTR zu aktivieren, kendes Weiteren
auch am heterolog in Oocyten exprimierten hCFTRgez#igt werden. Wahrend der
grundlegende Nachweis der OCT-induzierten hCFTRivAkung bereits in einer friheren
Studie erbracht wurde (Vitzthum 2011), konnte in d&liegenden Arbeit zudem eine HEP-
induzierte hCFTR Aktivierung nachgewiesen werdeibl(A40). Somit wurde ein weiterer
Beleg fur dien-Alkohol-induzierte CFTR Aktivierung erbracht untedrkenntnisse aus den
zuvor beschriebenen Ussing-Kammer Messungen am opalien Epithel vonX. laevis
untermauert.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war diba@akterisierung des zugrundeliegenden
Mechanismus den-Alkohol-induzierten CFTR Aktivierung. Der CFTR 2&lzur diversen
Familie der ABC Proteine (Burket al. 2008). Er besteht aus zwei TMD, welche jeweils mit
einer intrazellularen Nukleotid-Bindedoméne assoriisind, sowie einer regulierenden
Doméane (R-Domaéne), welche Phosphorylierungsstdiierdie PKA und Proteinkinase C
(PKC) beinhaltet (Sheppard & Welsh 1999). Fur didivierung des CFTR Proteins muss
sowohl die Bindung von ATP an seine Nukleotid-Biddemanen erfolgen als auch die
Phosphorylierung der R-Domane durch die PKA (Shebp& Welsh 1999). Die
Phosphorylierung der R-Doméne setzt zunachst eindenyatzyklase-abhangige
Umwandlung von ATP zu cAMP voraus. Dadurch kommt zes einem Anstieg der
intrazellularen cAMP Konzentration. In Folge desseérd die PKA aktiviert und es kommt
zur Phosphorylierung der R-Domane (Levitan 1994kaandrowet al.2007).

In der friheren Studie von Marcet al wurde als Wirkmechanismus der n-Alkohol-

induzierten CFTR Aktivierung die PKA als primaretdraktionspartner fur OCT beschrieben
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(Marcetet al. 2004). In der vorliegenden Arbeit zeigte sich leiggn, dass in Anwesenheit
des Adenylatzyklase Inhibitors MDL-12330A sowohl D@&ls auch HEP keinen Einfluss auf
die CFTR Aktivitat hatten. Diese Erkenntnisse kenimt den Experimenten am pulmonalen
Epithel vonX. laevissowie in den hCFTR exprimierenden Oocyten belegiden (Abb. 39
und 41). Die Fahigkeit von MDL-12330A die Adenylgtlase zu inhibieren wurde bereits in
diversen Epithelien wie dem Darmepithel (Fengl.2013), epididymalem Epithel (Leung &
Wong 2000) und auch im Atemwegsepithel (Letoal. 2013), aufgezeigt. Aufgrund dessen
konnte in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen emrddass die Adenylatzyklase den
Interaktionspartner der langkettigarAlkohole OCT und HEP darstellt und diese den CFTR
somit indirekt aktivieren. Eine Modulation der Ad#aitzyklase-Aktivitat wurde bereits in
frheren Studien fuin-Alkohole (z.B. HEP und Nonanol) und fir Alkoholatrawei (Diol)
oder drei (Thilo) Hydroxylgruppen beschrieben (Yiastra et al. 2006; Kou & Yoshimura
2007; Hasanuzzaman & Yoshimura 2010). Zudem stdleshier gezeigten Ergebnisse nicht
im Wiederspruch zu der friheren Studie von Mareetal (2004). Die Adenylatzyklase
generiert CAMP, welches dann an die PKA bindet udiese aktivieren kann (Fimia &
Sassone-Corsi 2001). In dem cAMP/PKA-abhangigen ERKtvierungsmechanismus steht
die Adenylatzyklase somit am ganz Anfang der Skpeltade und noch vor der PKA. Eine
Diskrepanz ergibt sich nur darin, dass in der &uwbn Marcetet al. kein n-Alkohol-
induzierter Anstieg der intrazellularen cAMP Kontzation detektiert werden konnte (Marcet
et al. 2004). Dieses Phanomen kann jedoch dadurch enkimden, dass es nur zu einer
geringen und lokal begrenzten Anderungen der cAMZéntration kommt. Ein solches
Phanomen der CFTR Aktivierung, ohne sichtbare Amdgen der intrazellularen cAMP
Konzentration, wurde bereits in der Literatur bemtien (Huanget al. 2001; Liet al. 2007,

Li & Naren 2010). Es kommt dabei zur Bildung eirdsitiprotein Signalkomplexes des
CFTR Proteins mit seinen regulierenden Interakpansern (Adenylatzyklase und PKA)
innerhalb spezialisierter Mikrodoméanen (Li & Nar2@10). Durch diese Komplexbildung ist
eine lokale Aktivierung des CFTRs moglich, ohne djesamte intrazellulare cAMP
Konzentration zu beeinflussen.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbieit Atlenylatzyklase als ein neuer
Interaktionspartner von langkettigamlkoholen (OCT und HEP) nachgewiesen werden. Die
n-Alkohol-induzierte Aktivierung der Adenylatzyklasiéihrte dann Uber den cAMP/PKA
Signalweg zu einer Aktivierung des CFTR. Somit k&mnlangkettigen-Alkohole die
lonentransport-Prozesse in Epithelzellen modulierddber den hier aufgezeigten

Wirkmechanismus konnten-Alkohole zudem auch die Aktivitdt von lonenkanaland
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Rezeptoren in neuronalen Zellen modulieren. DieBit stinen neuen Aspekt zur generellen
anasthetischen Wirkung vomAlkoholen dar. So wurde bereits in einer frihe®tudie
gezeigt, dass die anasthetischen Effekte weAlkoholen mit der Modulation der
Adenylatzyklase korrelieren (Wanét al. 2001). Zudem wurde die Adenylatzyklase-
vermittelte Aktivierung der PKA als kritische Kompente der neuronalen EtOH Ané&sthesie
identifiziert (Maaset al. 2005). Die PKA wurde dartber hinaus auch als wgelntModulator
von lonenkanélen und Rezeptoren, die bekannt ddtfidran der Anasthesie beteiligt zu sein
(wie GlyR, GABAx und nAChR), in der Literatur beschrieben (LevitB®94; Talwar &
Lynch 2014). Demzufolge kdnnte man mutmafen, dassAdenylatzyklase auch ein
entscheidender Angriffspunkt bei den anasthetiscB#ekten dern-Alkohole darstellen

kdnnte.

4.2.2 Schlussfolgerung und physiologische Relevanz flr die Lunge

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arlpeihativen pulmonalen Epithel vof
laevis gezeigt werden, dass a) der kurzkettig@dlkohol EtOH keinen Einfluss auf den
transepithelialen lonentransport besitzt, b) latige n-Alkohole (HEP und OCT) eine
CFTR-abhangige CI Sekretion induzieren; c) die HEP- und OCT-indugeCFTR
Modulation auf einemn-Alkohol-induzierten Aktivierung der Adenylatzykiaeruht (Abb.
42). Da die Adenylatzyklase einen gemeinsamen Afspgunkt dern-Alkohole darstellte,
konnte dieser Mechanismus auch ein neuer Aspektdbei Aufklarung der generellen
anasthetischen Wirkung varAlkoholen sein.

Zudem sind die hier gezeigten Erkenntnisse widtitiglie potenzielle Verwendung von OCT
als Losungsmittel bei Inhalations-Therapien. Da @&TR eine wichtige Rolle fir die
Flissigkeitshomoostase in der Lunge spielt, komeimte OCT-induzierte CFTR Aktivierung
demnach unerwiinschte Nebenwirkungen nach sichrzidfrst vor kurzem wurde gezeigt,
dass die Entstehung von kardiogenen pulmonalen ©wdeauf einer aktiven CFTR-
abhangigen ClSekretion beruht, die sekundar einen Flussigkegt®m in die Alveolen
bedingt (Solymoset al. 2013). Basierend auf der Erkenntnis der vorliegenArbeit, dass
OCT eine CFTR-abhéngige Tdekretion im nativen pulmonalen Epithel induzighiesteht
somit die Gefahr wahrend der Inhalations-TherapéeBildung von pulmonalen Odemen zu
beginstigen. In Inhalations-Therapien konmeilkohole demnach den Gasaustausch in der
Lunge negativ beeinflussen und stellen somit egikRiflir Patienten dar. Im Gegensatz dazu
konnte eine Inhaltion von-Alkoholen fir Mukoviszidose-Patienten durchaudréith sein.
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Diese Patienten leiden in Folge einer verminde@€&i R-abh&ngigen ClSekretion an einer
Verschleimung der oberen Atemwege. EmAlkohol-induzierte CFTR Aktivierung wirde
dem entgegenwirken. Aber auch hier kommt als lenginder Faktor hinzu, dass die
Alkohole bei der Behandlung nur in die oberen Atesge gelangen durfen. AuRerdem
konnte die Adenylatzyklase als Interaktionsparttesm-Alkohole noch weitere unspezifische
Effekte hervorrufen. Demnach erscheint ein Einsatzn-Alkoholen in der Mukoviszidose-

Therapie als fragwirdig.

n-Alkohol
(OCT, HEP) CFTRjnn

Adenylat-
zyklase

12330A  ATP cAMP «C

e inaktiv
»

aktiv

PKA

Abb. 42: Modell des Wirkmechanismus dern-Alkohol-induzierten indirekten CFTR
Aktivierung.

Die n-Alkohole 1-Octanol (OCT) und 1-Heptanol (HEP) aidren die Adenylatzyklase (1). In
Folge dessen kommt es zur Katalyse von ATP zu cAR)PDas generierte CAMP kann an die
Proteinkinase A (PKA) binden und sie aktivieren. (Bje aktivierte PKA induziert tGber
Phosphorylierung der R Domane (R) und in Anweseéntmai ATP die Aktivierung des CFTR
Proteins (4). Dadurch kommt es zu einer CFTR-ablg&ngCt Sekretion der Epithelzellen (5).
Die Abbildung wurde veréandert nach Huaatcal. (2001) und Coheat al.(2008).
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7.3 Verzeichnis der Abklrzungen

Tabelle 5: Verwendete Abkirzungen und ihre Bedeutug

Abklrzung Bedeutung
[ATP]e Extrazellulare ATP-Konzentration
[ATP]: Intrazellulare ATP-Konzentration
A Ampere
Abb. Abbildung
ADP Adenosin5'-diphosphat
ALI acute lung injury
ALF alveolar linig fluid
ARDS acute respiratory distress syndrome
ASL alveolar surface liquid layer
AT1 alveolare Zellen Typ 1
AT2 alveolare Zellen Typ 2
ATP Adenosin 5'-triphosphat
bp Basenpaarénglisch:base pairy
ca. Zirka
CaCC Ca&*-abhangige CtKanale
CcAMP cyclisches Adenosinmonphosphat
C. elegans Caenorhabditis elegans
CFTR Cystic Fibrosis Transmembran conductance Regulator
cGMP cyclisches Guanosinmonphosphat

CNG cyclic nucleotide-gated



Abklrzung

Verzeichnisse 147

Bedeutung
Cx Connexin
ddH-0 Doppelt destilliertes Wasser
DIDS 4,4'diisothiocyano-2,2'-stilbene disulphonic acid
DMSO Dimethylsulfoxid
EGTA Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,NNX-tetraacetic acid
ENaC epithelial sodium channel
etal. et alteri, lat.: und andere
EtOH Ethanol
EZM Extrazellulare Matrix
FAK fokalen Adhasions Kinase
F-Aktin filamentoses Aktin
g Gramm
h Stunde
HD Hydrostatischer Druck
H-0 Wasser
HAPE high-altitude pulmonary edema
HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N"-(2-ethansulfonsaure)
HEP 1-Heptanol
IPs3 Inositoltrisphosphat
I'sc short-circuit currentKurzschluf3strom)
JLU GielRen Justus-Liebig-Universitat Giel3en
Katp-Kanale ATP-sensitive Kaliumkanale
Kir

K* inwardly rectifying channel
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Abklrzung Bedeutung
KulORi Kultur Oocyten-Ringerlésung

I Liter
m Meter
M Molar

MAP Mitogen-aktivierte Kinase

min Minute
n Anzahl der durchgefuhrten Experimente
N Anzahl der verwendeten Donore

Na'/K*-ATPase
NKCC
NMDG

NPPB
NRS
ns
ORI

OCT

pH
PKA
PKC
Px
RT-PCR

sec

Natrium-Kalium-Pumpe

Na‘’/K*/Cl, Co-Transporter
N-Methyl-D-Glukamin

5-nitro-2-(3-phenylpropy-lamino)benzoic acid

normal Ringer's solution

nicht signifikant verschieden
Oocyten-Ringerlésung

1-Octanol

Irrtumswahrscheinlichkeit

potentia hydrogeniilat. (Wert fur die Konzentration von Protonen )

Protein Kinase A

Protein Kinase C

Pannexin

Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

Sekunde
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Abklrzung Bedeutung
SUR Sulphonyl Harnstoff Rezeptor
TEVC two-electrode voltage-clamp
TRIZMA Trishydroxymethylaminomethan
TRP Kanéle transient receptor potentiddanéle
Vv Volt
VILI ventilator induced lung injury
vgl. vergleiche
Vu Membranpotential
V1 transepitheliales Potential
X. laevis Xenopus laevis

z.B. zum Beispiel
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8. Anhang
Tabelle 6: Spezifische Primer der RT-PCR, sowie dierwartete Amplicongréi3e.
_ Gen- _ Amplicon- _
Ziel Primer Sequenz Accession number
Name grolRe [bp]
For: acgtcttcaccaccttggtc NM 001198883
Kir6.1 kcnj8 162
Rev: atggctccaggttcttgatg
For: gccattctggaaggtgttgt XM_002940236!
Kir6.2 | kcnjll 247
Rev: ttggctttgaatgttgtcca
For: atgtccttggctttctgtgg ENSXETTO0000004
SUR1 | abcc8 250
Rev: cgaagaggaggatgaaggig 11872
For: gcaagtcctccctactgctg ENSXETG0000000
SUR2 | abcc9 229
Rev: aaaggactcccgaaggtgat 0896.22
For: ttctccgacttcctcctcaa NM_ 001130256
Panxl px1 242
Rev: gctgcccaacagaaagagtc
_ For: gtcccacggagaagaccata NM_001101749.2
Cx30 gjbl 158
Rev: ttgatgctctttgctgatgc
For: cgacccacagagaaaaccat NM_001085660.1
Cx43 gjal 194

Rev: gcatatttaggggagccaca

bp: Basenpaare (englisdiase pair¥ For:forward Primer; RevreversePrimer;
1 PubMed Transkript ID

2 Ensembldatabank Transkript ID

Die Tabelle wurde verandert nach Ricleenl. 2014.
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Tabelle 7: Sequenzierungs-Ergebnisse der in RT-PCExperimenten detektierten und
ausgeschnittenen Banden.

Ziel Sequenzierungsergebnis Anzahl der | Sequenz-

Nucleotide |dentitat*

TCTTCACCATGICCTTCCTCTGCAGCTGGITGCTCT
TTGCCATGATGIGGTGGECTGGTGECTTTTGCACATG

Kir6.1 115 100%
GAGACAT GGACAT CAAGGACAACATCAAGAACCT GG
AGCCATGG
GGATAAGGGEGEGTCCTGAACAACGECTGCTTTGTAGA
TGCCCTCAATGIGGTCCCCCACGTATTCCTGCTCTT
CATCACCTTCCCCATCCTCTTTATTGGATGGCEEEAG

SUR1 208 959
CCAGAGCTCCAAAGT GCACATCCATCACAGCACGTG
GCTGCACT TCCCGGEEGECACAACCTGCECTGGATTCT
CACCTTCATCCTCCTCTTCG
CTGGECT GCGECT GGAGCT GECGGT GGATAAGCT CG
TGTCCTGCATTGCCGT GEEECTGCCCTTGCTGCTCA
TTTCTCTGECCTTCGCTCAGGAGATCACTCTGEGTT

Panx1 186 999%!
CCCAAATTAGCTGCTTTGCTCCCACTTCATTCTCAT
GGCGCCAGECTCCTTATGTICGACTCTTTCTGI TGEG
CAGCCAT
CGCCCTCTGEGEGETCTGCATCGTTCTGAATGT TGCTGA
AGTATTCTTCCTGAT TGCCCAGGCCTGCACCAGAAG

Cx30 127 1009
AGCCCGCCGCCCACAGGGATTCTGGECAGCATCAGCAA
AGAGCATCAAAATCTTTTCT
GITATCTATAGITTCTCTTGCCCTAAATATCATCGAG
TTATTCTATGI CACCTACAAAAGT ATCAAAGATGGEC

Cx43 | ATCAAAGGGAAAAAAGACCCATTTTCTGCAACAAAT 157 1009%
GATGCCTGTGATTTCTGGAAAGGAATGTGGCTCCCCT

AAATATGCCACCTA

1 |dentitat zuXenopus laevislucleotiden

Z|dentitat zuXenopus tropicalidNucleotiden

*. Sequenzierungs-Ergebnisse generiert durch EnsofMWG Operon; Uberpriifung der
Sequenz-ldentitaten mittels des online BLAST Analygerkzeugs (http://www.xenbase.org).
Die Tabelle wurde teilweise verandert nach Richteal. 2014.
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Tabelle 8: Bezugsquellen der verwendeten Chemikahe

Substanz Bezugsquelle

Amilorid Sigma

Barium (BacCly) Riedel de Haen
CFTRnn-172 Sigma

DIDS Sigma

DMSO Sigma

Ethanol Sigma
Glibenclamid Sigma
1-Heptanol Sigma
HMR1098 Sanofi Aventis
Lidocaine Sigma

Mannitol Sigma
MDL-12330A Tocris
Meclofenamin-Saure Sigma

NPPB Tocris

Nystatin Sigma
1-Octanol Sigma
Probenecid Sigma

XE991 Sigma
Tetrapentylammoniumchlorid Sigma

Angaben der Firmensitze:
Riedel-de Haen Seelze, Deutschlandocris: Wiesbaden-Nordenstadt, DeutschlaSdnofi
Aventis: Damstadt, Deutschlan8jgma Taufkirchen, Deutschland.
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Tabelle 9: Verwendete GréRenordnungen.
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Symbol Prafix Faktor
n nano 10
U micro 10°
m mili 103
c centi 10
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