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Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Der cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) ist ein CI -leitender Ionen-
kanal, der in der apikalen Membran verschiedener Epithelien des menschlichen Kdorpers, wie
z.B. Lunge, Darm, Pankreas und Schweifdriisen, lokalisiert ist. Durch Mutationen des CFTR-
Gens kommt es zu Fehlfunktionen des CFTR Cl” Kanals. Deren Konsequenz sind Stérungen
der Elektrolyt- und Fliissigkeitshomoostase, welche im Krankheitsbild der Mukoviszidose
resultieren, einer autosomal-rezessiv vererbten Stoffwechselerkrankung. Der CFTR ist in
einer Vielzahl von Geweben exprimiert, die dauerhaft in Bewegung und somit mechanischen
Kréften ausgesetzt sind. In der Lunge resultieren aus den Atembewegungen mechanischen
Kriéfte, wie Scherkraft (SK) und Dehnung. Es gibt erste Hinweise darauf, dass die Aktivitét
des CFTR durch mechanische Stimuli reguliert werden kann. Dariiber hinaus ist aus Studien
anderer mechanosensitiver lonenkanéle bekannt, dass sowohl die Membranzusammensetzung
als auch die Verbindungen mit dem Zytoskelett an der Wahrnehmung und Weiterleitung me-
chanischer Krifte beteiligt sein konnen.

Basierend auf diesen Hinweisen waren die Ziele der vorliegenden Arbeit:

1) die Untersuchung von SK und/oder Dehnung als addquater mechanischer Stimulus der
Regulation der CFTR Aktivitét,

2) die Verifizierung der mechanosensitiven Aktivierung des CFTR in einem nativen Epithel
sowie 3) die Aufkldrung der zugrundeliegenden Mechanismen einer mechanosensitiven
CFTR Aktivierung.

Ziel 1) Der humane CFTR (hCFTR) wurde heterolog in Oozyten des Afrikanischen Krallen-
frosches Xenopus laevis exprimiert. Die Aktivitit des hCFTR wurde durch Forskolin und
IBMX (F/1) induziert und ohne sowie mit dem mechanischen Stimulus mittels der two-
electrode voltage-clamp (TEVC)-Technik bestimmt. In dieser Arbeit konnte kein Einfluss
von SK, in einer physiologisch relevanten GroBenordnung (1,3 dyn/cm?), auf die Aktivitit des
hCFTR nachgewiesen werden. Somit ist die SK als addquater Stimulus fiir die mechanosensi-
tive hCFTR Regulierung auszuschlieBen. Die Membrandehnung erfolgte {iber die Erhohung
des Oozytenvolumens entweder durch osmotische Zellschwellung oder durch Injektion einer
intrazelluldr analogen Losung. Durch den Dehnungsstimulus (osmotisch oder Injektion) er-
hohte sich die F/I-induzierte hCFTR Aktivierung. Des Weiteren wurde die hCFTR Aktivitét
unmittelbar durch den Dehnungsstimulus erhoht, wenn der hCFTR mit F/I vorstimuliert wur-

de. Dieser Effekt konnte durch den hCFTR Blocker CFTR;y,-172 inhibiert werden. Die Deh-
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nungs-induzierte Aktivierung konnte zudem auch bei den zwei haufigen CFTR Mutationen,
AF508 und G551D, nachgewiesen werden und war unverdndert im Vergleich zum Wildtyp
hCFTR.

Ziel 2) Um die Dehnungs-sensitive CFTR Aktivitét in einem nativen pulmonalen Epithel zu
untersuchen, wurden Ussing-Kammer-Experimente mit Lungenpriparaten von Xenopus
durchgefiihrt. Die Dehnung des Epithels wurde durch eine Erhéhung des hydrostatischen
Drucks (HD; 5 cm und 10 cm Fliissigkeitssdule) induziert. Unter Kontrollbedingungen resul-
tierte die Applikation von HD in einem Stromabfall und in einer Aktivierung der Cl~ Sekreti-
on. In Anwesenheit des CFTR-Inhibitors GlyH-101 war der HD-induzierte Stromabfall ver-
groBert, was die Dehnungs-sensitive Aktivierung des CFTR unter Kontrollbedingungen besté-
tigt.

Ziel 3) Um zu iiberpriifen, ob die Membranfluiditdt an der Mechanosensitivitdt des hCFTR
beteiligt ist, wurde die Membranfluiditdt von hCFTR-exprimierenden Oozyten pharmakolo-
gisch erhoht (Methyl-B-Cyclodextrin) oder reduziert (Cholesterol). Die Dehnungs-induzierte
hCFTR Aktivitdt war sowohl bei erhohter als auch reduzierter Membranfluiditét verringert im
Vergleich zu unbehandelten Oozyten. Dies weist darauthin, dass die Membrankomposition an
der Dehnungswahrnehmung des hCFTR beteiligt ist.

Zur Uberpriifung einer méglichen Beteiligung von Zytoskelettelementen an der Dehnungs-
wahrnehmung des hCFTR, wurden Aktinfilamente und Mikrotubuli pharmakologisch destabi-
lisiert und stabilisiert. Die Destabilisierung der Aktinfilamente (Cytochalsin D) sowie der
Mikrotubuli (Colchicin) hatte keine Anderung der Dehnungs-induzierten hCFTR Aktivitit zur
Folge. Im Gegensatz dazu filihrte die Stabilisierung der Aktinfilamente (Phalloidin) und der
Mikrotubuli (Paclitaxel) zu einer verringerten Dehnungswahrnehmung des hCFTR. Mittels
zielgerichteter Mutagenese wurden drei C-terminale Aminosduren (Threonin, Arginin, Leu-
cin; TRL) des hCFTR deletiert, da diese einen Verkniipfungspunkt zum Zytoskelett darstel-
len. Die Dehnungswahrnehmung dieser ATRL hCFTR Mutante war signifikant vermindert im
Vergleich zum Wildtyp hCFTR. Diese Ergebnisse zeigten zum ersten Mal, dass ein intaktes
Zytoskelett und die Aktin-Bindestelle am C-Terminus des hCFTR notwendig fiir die Wahr-
nehmung des Dehnungsstimulus des hCFTR sind.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Dehnung sowohl
im in vitro System der Xenopus Oozyten als auch in einem nativen Lungenepithel der addqua-
te mechanische Stimulus fiir die Regulierung der CFTR Aktivitét ist. Die zugrundeliegenden
Mechanismen offenbarten eine wichtige Rolle der Membranfluiditit und des Zytoskeletts bei

der Dehnungs-induzierten hCFTR Aktivitdt im Expressionssystem der Oozyten.
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Summary

The cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) is a CI” conducting ion
channel, which is located in the apical membrane of various epithelia of the human body in-
cluding those of the lung, intestine, pancreas or sweat glands. Mutations of the CFTR gene
result in malfunction of the CFTR CI” channel and, consequently, lead to dysfunction of elec-
trolyte and fluid homoeostasis. That are described by the disease pattern of cystic fibrosis, an
autosomal recessively inherited metabolic disorder. A variety of CFTR expressing tissues are
permanently in motion and thus exposed to mechanical forces. In the lung, mechanical forces
including shear force (SF) and strain occur during the breathing movements. Beside known
factors (e.g. ATP, protein kinases) there is preliminary evidence that mechanical forces could
also represent a factor that influences CFTR activity. As known from other mechanosensitive
ion channels, the membrane composition and a connection with the cytoskeleton could be
involved in the detection and transmission of mechanical forces. Based on recent knowledge,
and to further explore if the CFTR is a mechanosensitive channel and how it senses mechani-
cal forces, the aims of the present doctoral thesis were:

1) to determine if SF and/or strain are adequate mechanical stimuli for regulating CFTR activ-
ity,

2) to verify mechanical activation of CFTR in a native epithelium, as well as

3) to characterise the underlying mechanisms of the mechanically-induced CFTR activation.
Aim 1) The human CFTR (hCFTR) was heterologously expressed in oocytes of the African
clawed frog Xenopus laevis. The activity of hCFTR was measured by the two-electrode volt-
age-clamp technique (TEVC) and CFTR-mediated currents were elicited by the application of
forskolin and IBMX (F/I) in absence and presence of a mechanical stimulus. SF in a physio-
logical relevant range (1,3 dyn/cm®) had no influence of hCFTR activity and seems not to be
the adequate stimulus for a mechanosensitive hCFTR regulation. By contrast, membrane
strain was induced by increasing the oocyte’s volume either by osmotic cell swelling or by
injection with an intracellular analogous solution. The strain stimulus (osmotic or injection)
increased the F/I-induced hCFTR activation. Further, hCFTR activity was directly augmented
by the strain stimulus (injection) after pre-stimulation with F/I and this effect could be inhibit-
ed with the CFTR blocker CFTR;,,-172. The strain response in channels carrying the common
mutations AF508 and G551D was similar compared to wild type CFTR. These results identi-

fied membrane strain as a regulator of hCFTR activity.
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Aim 2) The strain-induced CFTR activation was further assessed in Ussing chamber meas-
urements using freshly dissected Xenopus lung preparations. Tissues were mechanically stim-
ulated by exposure to hydrostatic pressure (HP) due to increasing the fluid column at the api-
cal side of the chamber to either 5 cm or 10 cm. Under control conditions HP decreased the
ion currents and activated a CI” secretion. Application of the CFTR inhibitor GlyH-101 aug-
mented the HP-induced current decrease, confirming a strain-sensitive activation of CFTR
under control conditions.

Aim 3) To examine a possible impact of membrane fluidity in strain-sensing of hCFTR the
membrane cholesterol of oocytes was pharmacologically increased (with methyl-3-
cyclodextrin) or decreased (with cholesterol). The strain-induced hCFTR activity was lowered
by both strategies compared with untreated oocytes. This indicates that the membrane compo-
sition participates in sensation of strain by hCFTR.

In order to investigate on a putative role of the cytoskeleton in the strain-sensing of hCFTR
the actin and tubulin filaments were pharmacologically destabilized or stabilized. The destabi-
lisation of actin filaments (with cytochalasin D) as well as tubulin filaments (with colchicine)
had no influence in the strain-sensing of hCFTR. By contrast, stabilization of both actin (with
phalloidin) and tubulin filaments (with paclitaxel) led to a decrease in the strain-sensing of
hCFTR. It is known that the C-terminus of hCFTR is connected to actin cytoskeletal ele-
ments. Using site-directed mutagenesis, the three C-terminal amino acids threonine (T), argi-
nine (R) and leucine (L) were deleted (ATRL) and this ATRL hCFTR mutant was subsequent-
ly expressed in Xenopus oocytes to compare the strain-sensing with wild type hCFTR. With
this approach a significantly reduced strain-induced effect of ATRL hCFTR was detected.
These results identify for the first time that the strain-sensing of hCFTR requires an intact
cytoskeleton as well as the actin-binding motif at the C-terminal end of hCFTR.

In conclusion, these data demonstrate activation of CFTR in vitro and in a native pulmonary
epithelium in response to membrane strain. The underlying mechanisms revealed an essential
role of the membrane fluidity as well as the cytoskeleton in the strain-sensing of hCFTR in

the oocyte expression system.
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1. Einleitung

1.1 Das Lungenepithel und pulmonaler lonentransport

Das Lungenepithel von luftatmenden Vertebraten grenzt die Aulenwelt vom Kd&rperinneren
ab und fungiert somit als eine Barriere. Demzufolge muss das Lungenepithel eine Schutz-
funktion iibernehmen, um die Lunge vor eingeatmeten Pathogenen und Fremdpartikeln zu
bewahren. Um diesen Schutz zu gewéhrleisten, liegt dem gesamten pulmonalen Epithel eine
diinne mehrschichtige Fliissigkeitsschicht (pulmonary liquid layer) auf (Daniels und Orgeig
2003). Es wird dabei zwischen der Fliissigkeitsschicht der oberen Atemwege (airway surface
liquid: ASL) und des Alveolarepithels (alveolar lining fluid: ALF; Hollenhorst et al. 2011)
unterschieden.

In den oberen Atemwegen, zu denen die luftleitenden Strukturen wie Nase, Trachea und
Bronchien zdhlen (Hollenhorst ef al. 2011), besteht die Fliissigkeitsschicht aus drei Kompo-
nenten. Man unterscheidet die obere Mukusschicht, den Surfactant und die perizilidre Fliis-
sigkeitsschicht (pericilliary liquid: PCL), die direkt auf den Zilien-tragenden Epithelzellen
aufliegt (Rubin 2002). Die Surfactant-Schicht besteht aus oberflichenaktiven Substanzen, wie
Phospholipiden und Proteinen, die von Becherzellen, Zilien-tragenden Zellen und Clara-
Zellen sezerniert werden konnen (Hollenhorst ef al. 2011). Die oberste Schicht des ASL bildet
der Mukus. Dieser besteht hauptsidchlich aus dem Glykoprotein Mucin und wirkt durch die
Vernetzung der Mukus-Proteine als eine Art Filter. So werden inhalierte Schadstoffe, wie
Pathogene oder andere Partikel, im Mukus fixiert. Durch eine koordinierte Bewegung der
Zilien wird der Mukus mitsamt den darin enthaltenen Fremdkdrper in Richtung Pharynx ab-
transportiert und schlieBlich durch Abschlucken in den Magen beseitigt (Pilewski und Frizzell
1999). Dieser Selbstreinigungsprozess der Lunge wird als mucociliary clearance bezeichnet
(Pilewski und Frizzell 1999; Hollenhorst ef al. 2011) und ist wichtig fiir die Immunantwort.
Dabher ist eine strikte Regulation der Zusammensetzung und Viskositéit der ASL essentiell, um
eine optimale Schlagbewegung der Zilien zu gewihrleisten (Pilewski und Frizzell 1999).
Dariiber hinaus sind noch weitere immunreaktive Substanzen im ASL zu finden, wie Makro-
phagen, Neutrophile und die Surfactant-Proteine A (SP-A) und D (SP-D; Hollenhorst et al.
2011).

Im unteren respiratorischen Teil der Lunge, dem Alveolarepithel, findet bei luftatmenden

Vertebraten der Gasaustausch statt. Dem Alveolarepithel liegt ebenfalls ein Fliissigkeitsfilm
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(ALF) auf (O'Grady und Lee 2003). Dieser entsteht durch die Infiltration von Fliissigkeit in
den alveolaren Raum, welche aus dem vorherrschenden Druckgradienten zwischen Blutgefa-
Ben und den Alveolen resultiert (Hollenhorst et al. 2011). Um einen effizienten Gasaustausch
iiber die Blut-Luft-Schranke zu gewihrleisten, wird durch die Na" Reabsorption die infiltrier-
te Fliissigkeit aus den Alveolen entfernt (alveolar fluid clearance; Hollenhorst et al. 2011). In
der ALF sind dariiber hinaus Surfactant-Proteine lokalisiert, die fiir eine Reduzierung der
Oberflichenspannung sorgen und somit ein Kollabieren der Alveolen verhindern (Hollenhorst
et al. 2011). Des Weiteren spielt die ALF auch eine wichtige Rolle bei der Immunantwort, da
diese beispielsweise Alveolarmakrophagen und immunreaktive Cytokine beinhaltet (Hollen-
horst et al. 2011). Sowohl die Produktion und Freisetzung von Cytokinen (Andreeva et al.
2007) als auch die Sezernierung der Surfactant-Proteine (Mutlu und Sznajder 2005) wird von
den Alveolaren Typ II (ATII) Zellen bewerkstelligt. Diese kubischen Zellen bedecken ca. 5%
der Alveolaroberfliche (Hollenhorst er al. 2011). Die groBen, flachen Alveolar Typ I (ATI)
Zellen sind hingegen hauptsidchlich am Gasaustausch beteiligt und kleiden ca. 95% der Alveo-
laroberflache aus (Mutlu und Sznajder 2005; Andreeva et al. 2007).

Die Fliissigkeitsschichten, die das pulmonale Epithel bedecken (ASL und ALF), werden hin-
sichtlich ihrer Zusammensetzung, Hohe und Viskositét streng reguliert, um 1.) eine effektive
Selbstreinigung (mucociliary clearance) bzw. eine wirkungsvolle Abwehrfunktion und
2.) einen effizienten Gasaustausch im Alveolarepithel zu gewéhrleisten. Die Zusammenset-
zung der ASL und der AFL wird iiberwiegend durch transepitheliale Na", CI” und K" Ionen-
transportprozesse vermittelt (Matthay et al. 2002b), die im Folgenden néher beschrieben wer-
den sollen. Uber sogenannte epitheliale Na" Kanile (epithelial Na® channels: ENaC) und
cyclic nucleotide-gated (CNG) Kationenkanile in der apikalen Membran von Epithelzellen
werden Na' Tonen passiv in die Zelle aufgenommen. Angetrieben wird die passive Aufnahme
durch die basolateral lokalisierte Na'/K" ATPase, die aktiv drei Na’ Ionen im Austausch ge-
gen zwei K' Ionen aus der Zelle pumpt. Durch diesen Vorgang wird ein elektrochemischer
Gradient fiir Na" Ionen iiber dem Epithel aufrechterhalten. Dieser generiert wiederum einen
osmotischen Gradienten iiber dem Epithel, dem H,O passiv folgt und somit die Fliissigkeits-
resorption aus den Atemwegen und den Alveolen ermdglicht (Matthay et al. 2002b). Der
transepitheliale Transport von CI™ Ionen ist ebenfalls an der transepithelialen Fliissigkeitsbe-
wegung beteiligt. In der apikalen Membran der pulmonalen Epithelzellen sind
Ca*-aktivierte CI” Kanile (CaCC; Jang und Oh 2014) und der cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (CFTR; Riordan et al. 1989) fiir die Sekretion von CI™ Ionen verant-

wortlich. Damit verbunden ist eine vermehrte Fliissigkeitssekretion in das Lungenlumen. Al-
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lerdings wird die Funktion des CFTR im Alveolarepithel kontrovers diskutiert, nachdem eini-
ge Studien eine CFTR-vermittelte Absorption von CI™ Ionen zeigten (Fang et al. 2002; Fang
et al. 2006). Dies wiirde wiederum eine Fliissigkeitsabsorption aus den Alveolen nach sich
ziehen, die in einer Reduzierung der ALF resultieren wiirde. Die Aufnahme von Cl” Ionen in
die Epithelzelle kann iiber basolateral lokalisierte Na'/K'/2C1~ Co-Transporter (NKCC; Tes-
sier et al. 1990) und CI /HCOs™ Anionen-Austauscher (Al-Bazzaz et al. 2001) stattfinden. Die
Aufrechterhaltung des elektrochemischen Gradienten, der fiir den transepithelialen Ionen-
bzw. Fliissigkeitstransport benétigt wird, ist essentiell. Dieser wird in erster Linie durch die
Na'/K" ATPase aufrechterhalten. Zudem gewihrleisten K™ Kanile, dass das Membranpoten-
tial negativ bleibt (Bardou ez al. 2009), was eine Grundvoraussetzung fiir die Na™ Absorption
sowie die CI” Sekretion ist. Eine Stérung der Ionentransportprozesse bedingt Anderungen der
pulmonalen Fliissigkeitsschichten (ASL und ALF), die zu pathologischen Funktionsstorungen
und zur Ausbildung schwerer Krankheiten fiihren konnen, wie z. B. pulmonale Odeme. Hier-
bei unterscheidet man zwischen interstitiellen pulmonalen Odemen und dem alveolaren
Odem. Bei letzterem fiihrt ein Ungleichgewicht zwischen Fliissigkeitsreabsorption und
—infiltration im alveolaren Bereich, z. B. durch eine verminderte Na" Absorption, zu einer
Erhohung der ALF, die nachfolgend den Austausch der Atemgase beeintrichtigt
(Sznajder 2001). Demgegeniiber fiihrt eine Reduzierung der ALF, bedingt durch eine gestorte
CFTR-vermittelte CI” Sekretion, zu einer Erhohung der Viskositdt und damit einhergehend zu
einer Beeintridchtigung des Selbstreinigungsprozesses der Lunge (Pilewski und Frizzell 1999).
Diese pathologische Veridnderung des pulmonalen Ionentransports wird mit dem Krankheits-

bild der Mukoviszidose assoziiert, das im folgenden Abschnitt detaillierter beschrieben wird.

1.1.1 Mukoviszidose

Mukoviszidose ist die am hiufigsten vorkommende, rezessiv vererbbare Stoffwechselkrank-
heit innerhalb der Kaukasischen Bevdlkerung (Li und Naren 2010; Lubamba et al. 2012). Die
Erkrankung wird durch eine genetische Verdnderung des CFTR-Gens bedingt (Kerem et al.
1989; Riordan et al. 1989), welches fiir ein Protein codiert, dass iiberwiegend fiir den Trans-
port von CI” (Gadsby et al. 2006; Li und Naren 2010), Bicarbonat (Quinton 2008) und Gluta-
thion (Linsdell und Hanrahan 1998) in exokrinen Epithelien verantwortlich ist. Mukoviszido-
se gilt als eine Multiorganerkrankung, da das CFTR-Protein in der Lunge (Ratjen und Déring
2003), Pankreas (Wang et al. 2013), Schweilldriisen (Quinton 2007), Geschlechtsorganen
(Ahmad et al. 2013), Speicheldriisen (Catalan et al. 2010), Intestinum (Pratha et al. 2000;
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Russo et al. 2003), sowie in Leber- und Gallengéingen (Martin et al. 2012; Kelly und
Buxbaum 2015) exprimiert wird. Der Grunddefekt der Mukoviszidose ist der gestorte
CI" Transport, der in einer Dehydration der Kdrpersekrete resultiert. Dies fiihrt beispielsweise
zur Insuffizienz des Pankreas, zu intestinalen Resorptionsstérungen und zu chronischen
Atemwegsobstruktionen. Obwohl die Funktion zahlreicher Organe beeinflusst wird, ist der
pulmonale Krankheitsverlauf der Hauptgrund fiir die Morbiditét und Mortalitdt der Mukovis-
zidose. Studien zeigten, dass die perizilidre Fliissigkeitsschicht der ASL in Bronchialzellen
von Mukoviszidose-Patinten im Vergleich zum gesunden Atemwegsepithel reduziert ist (Tar-
ran et al. 2005; Tarran et al. 2006). Zudem ist die Viskositdt des Mukus erhoht, wodurch die
Effizienz des Zilienschlags der Epithelzellen vermindert wird, sodass die mucociliary
clearance nur noch beeintrichtigt stattfinden kann. Die Ansammlung von Mukus bietet einen
optimalen Nihrboden fiir Bakterien, wie Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus
und Haemophilus influenzae, die chronische Infektionen des Atemwegepithels hervorrufen
(Doring und Ratjen 2006). Dies fiihrt zu einer zunehmenden Fibrosierung der Lunge, sodass
das Lungengewebe langfristig zerstort wird und folglich die Atmung und den Gasaustausch
bei Mukoviszidose-Patienten erschwert (Boucher 2004). Seit der Identifizierung des CFTR-
Gens 1989 (Riordan et al. 1989), wurden bis heute knapp 2000 Mutationen beschrieben
(http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/StatisticsPage.html; Stand 30.03.2015), die in sechs
Mutationsklassen eingeteilt werden (Lubamba et al. 2012). Bei den Mutationen der Klasse I
findet keine Synthese des CFTR-Proteins durch Stop-Codons oder Splei3-Defekte statt.
CFTR-Mutanten der Klasse II werden synthetisiert, aber aufgrund von Fehlfaltungen, man-
gelnden Glykosylierungen und Defekten bei der Freisetzung durch das Endoplasmatische
Retikulum (ER), wird ein iliberwiegender Teil der Proteine jedoch iiber den Ubiquitin-
Protease-Weg degradiert und somit nicht in die Plasmamembran eingebaut. Zu dieser Mutati-
onsklasse zdhlt die AF508 Mutation, die mit ca. 66% die am héiufigsten auftretende CFTR
Mutation in Nordeuropa und Nordamerika ist (O'Sullivan und Freedman 2009). Bei der
AF508 CFTR Mutation fehlt, bedingt durch eine Deletion von drei Basenpaaren, die Amino-
sdure Phenylalanin (F) an Position 508. Die Mutationen der Klassen III bis VI synthetisieren
ein CFTR Protein, welches in die Plasmamembran eingebaut wird. Allerdings beeintriachtigen
Fehlregulationen (Klasse III), eine verminderte CI™ Leitfahigkeit (Klasse IV), fehlerhafte Syn-
these oder Reifung des Proteins (Klasse V) und eine verringerte Membranstabilitit (Klas-
se VI) die Funktion des CFTR Proteins als Ionenkanal. Die Krankheitsausprigung und der
—verlauf der Mukoviszidose konnen, bedingt durch die verschiedenen Mutationen des CFTR-

Gens bzw. Proteins, sehr unterschiedlich sein (O'Sullivan und Freedman 2009; Lubamba et al.
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2012). Bei den Mutationen der Klasse I bis III und VI gibt es keinen oder lediglich geringe
funktionelle CFTR Kanile in der apikalen Membran, sodass diese Mutationen mit einer
schweren Krankheitsausprigung assoziiert sind (O'Sullivan und Freedman 2009; Lubamba et
al. 2012). Die Klasse IV und V Mutationen besitzen eine Restfunktion des CFTR, die meist in
einem milderen Krankheitsbild resultieren ( Proesmans ef al. 2008; Lubamba et al. 2012).

Da die Charakterisierung der mechanosensitiven Regulation des CFTR Gegenstand der vor-
liegenden Arbeit war, soll nachfolgend der Aufbau des CFTR Proteins und dessen Regulie-

rung ndher erldutert werden.

1.2 Die Regulationsmechanismen des CFTR Proteins

Der CFTR ist ein integrales, transmembranes Glykoprotein bestehend aus 1480 Aminoséduren
und wird der ATP-bindenden Kassette (47TP-binding cassette: ABC)-Transportfamilie zuge-
ordnet (Gadsby et al. 2006; Lubamba et al. 2012). Die Proteinstruktur des CFTR umfasst
zwel membranspannende Doménen (MSD), bestehend aus jeweils sechs transmembranen
Helices (Abb. 1). Jede der beiden MSD ist intrazellular mit einer Nukleotid-Bindedoméne
(NBDI1 und NBD?2) assoziiert, welche mit ATP interagieren konnen (Gadsby et al. 2006;
Lubamba et al. 2012). Uber die Regulatorische Domiine (R-Domine) wird die NBD1 mit der
MSD?2 verbunden. Die R-Doméne umfasst insgesamt 10 Konsensstellen fiir die Phosphorylie-
rung durch verschiedene Proteinkinasen, wie die Proteinkinase A (PKA) und die Proteinkina-
se C (PKC; Lubamba et al. 2012). Die R-Doméne und die Funktion als ATP-abhéngiger
CI" Kanal machen den CFTR innerhalb der ABC-Superfamilie einzigartig (Lubamba et al.
2012).
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MSD 1 MSD 2

R-Doméne

Abb. 1: Schematischer Aufbau des CFTR Proteins.

Der CFTR besteht aus zwei membranspannenden Doménen (MSD), die sich jeweils aus sechs
transmembranen Helices zusammensetzen. Des Weiteren sind zwei Nukleotid-Bindedoménen
(NBD) und eine Regulatorische Doméne (R-Domine) intrazelluldr mit den MSD verbunden.
Die Abbildung wurde verdndert nach Lubamba et al. 2012.

Die Aktivitdt des CFTR wird durch zwei komplexe Prozesse reguliert: 1) zyklisches Adeno-
sinmonophosphat (cAMP)-vermittelte PKA Phosphorylierung der R-Doméne und 2) das Bin-
den und Hydrolysieren von ATP an den NBD (Gadsby und Nairn 1999; Sheppard und Welsh
1999). Dadurch wird eine Konformationsinderung induziert, die in einer Offnung des CFTR
Kanals resultiert (Gadsby et al. 2006). Des Weiteren kann eine Aktivierung des CFTR auch
durch zwei Isoformen der cGMP-abhingige Proteinkinasen (PKGI und PKGII) und durch
Ca”*/Calmodulin-abhingige Proteinkinasen beeinflusst werden (Gadsby und Nairn 1999).
Dariiber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass der CFTR die Aktivitdt anderer lonenkanéle und
Transporter reguliert, z. B. ClI” Kanéle (Gabriel ef al. 1993; Schwiebert et al. 1995; Kunzel-
mann und Schreiber 1999), verschiedenen K* Kanilen (Kunzelmann und Schreiber 1999),
Austauscher (Ahn et al. 2001; Park et al. 2002) und des ENaC (Knowles et al. 1983; Stutts et
al. 1995).

Neben den bereits bekannten Regulationsmechanismen des CFTR (Binden von ATP und
Phosphorylierung durch Proteinkinasen), lieferte eine Studie aus dem Jahr 2010 erste Hinwei-
se darauf, dass der CFTR ein mechanosensitiver Ionenkanal sein konnte. In kultivierten
Atemwegsepithelzellen (Calu-3 Zellen) und im intestinalen Gewebe von Mausen, konnte die
Aktivitdt des CFTR durch Membrandehnung reguliert werden (Zhang et al. 2010). Fiir eine
mechanosensitive CFTR Regulation ist es essentiell, dass sich Zellen an mechanische Kréfte

adaptieren konnen. Diese Eigenschaft wird im nachfolgenden Abschnitt ndher beschrieben.
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1.3 Mechanische Reize und Mechanotransduktion

Damit sich lebenede Zellen an mechanische Stimuli aus ihrer Umgebung anpassen konnen,
miissen sie die Fahigkeit besitzen, mechanische Stimuli wahrzunehmen (Mechanorezeption)
und diese anschliefend in biochemische und elektrochemische Signale umwandeln zu kon-
nen. Dieser Prozess wird als Mechanotransduktion definiert (Ingber 2006; Brierley 2010).
Alle Organismen von den Archeen bis hin zu den Mammalia, sind in der Lage mechanische
Krifte wahrzunehmen und weiterzuleiten (Orr et al. 2006). Daher scheint die Mechanotrans-
duktion eine universelle Féhigkeit zu sein, die sich durch die evolutiondre Entwicklung zieht
(Ingber 2006; Orr et al. 2006). Allgemein unterscheidet man zwischen drei verschiedenen
mechanischen Kriften, die auf Zellen wirken kénnen: 1) Druck, 2) Dehnung und 3) Scher-
kraft (Wirtz und Dobbs 2000; Fredberg und Kamm 2006; Fronius 2012). Druck und Scher-
kraft (SK) beschreiben eine Kraft, die auf eine bestimmte Fliache wirkt, lediglich der Vektor
der Krafteinwirkung ist unterschiedlich (Wirtz und Dobbs 2000; Fronius 2012). Wirkt die
Kraft vertikal auf eine Oberfldche bewirkt Druck eine Deformation der Zellen und damit ein-
hergehend eine Dehnung der Zellmembran (Fronius 2012). Die SK entsteht durch die tangen-
tiale Bewegung von Partikeln (z. B. Luft oder Fliissigkeit) an der Epitheloberfliche und dies
bedingt eine Verformung und damit einhergehend eine Ausscherung der Epithelzellen. Alle
eukaryotischen Organismen verfiigen flir die Wahrnehmung und Weiterleitung mechanischer
Krifte iiber verschiedene Mechanosensoren (Abb. 2), d.h. zelluldre Strukturen, die an dem
Mechanotransduktionsprozess beteiligt sind. Die Kraftiibertragung von benachbarten Zellen
wird iiber den Zell-Zell-Adhisionskomplex ermdglicht. Zu diesen zdhlen sowohl Zelladhési-
onsmolekiile (Cadherine, Selektine oder Adhésionsmolekiile der Immunglobulin-
Superfamilie) als auch Zellkontakte (Desmosomen, tight junctions, gap junctions und adhe-
ring junctions; Ingber 2006; Jaalouk und Lammerding 2009). Zudem kann der Zellkern als
Mechanosensor fungieren, wodurch die Transkriptionsmaschinerie und damit einhergehend
die Genexpression beeinflusst werden kann (Ingber 2006; Jaalouk und Lammerding 2009).
Dariiber hinaus gilt auch der Zell-Matrix-Adhisionskomplex als wichtiger Mechanosensor
(Jaalouk und Lammerding 2009). Aber auch die extrazellulire Matrix (EZM) mit ihrem dich-
ten Netzwerk aus Glykoproteinen (Kollagen, Elastin), Adhdsionsproteinen (Laminin, Fib-
ronektin) und Glykosaminoglykanen (Hyaluronsdure) besitzt mechanosensorische Féhigkei-
ten (Humphrey et al. 2014). Die Ubertragung mechanischer Stimuli auf die Zelle wird iiber
verschiedene Integrine (Fibronektin, Laminin und Kollagen) gewihrleistet, die einen fokalen

Adhésionskomplex ausbilden {iber den das Zytoskelett mit der EZM verbunden ist (Jaalouk
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und Lammerding 2009; Bukoreshtliev et al. 2013). Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass Ober-
flichenstrukturen (Glykokalix, Zilien und Stereozilien) an der Wahrnehmung mechanischer
Stimuli beteiligt sein kdnnen (Ingber 2006; Jaalouk und Lammerding 2009). Aber auch lo-

nenkanéle und Rezeptoren stellen wichtige Mechanosensoren dar.

Druck
Scherkraft Hm
Zellmembran,
— Zilien, Glykokalix lonenkanale &

Zell-Zell-

| g Rezeptoren
Adhasions- ‘

-

§

O, _g-
o

Zyto

skelett o !
Komplex ‘M
Zell-l\katrix EZM
Adhasions-
K |
i Dehnung

Abb. 2: Schematische Darstellung verschiedener zellulirer und extrazellulirer
Komponenten, die als Mechanosensoren fungieren und an dem Mechanotransduktions-
prozess beteiligt sein kénnen.

Mechanische Krifte wie Druck, Scherkraft und Dehnung konnen auf eine Zelle einwirken.
Zahlreiche zelluldre Strukturen konnen an der Wahrnehmung und Weiterleitung der mechani-
schen Stimuli beteiligt sein. Dazu gehort die Zellmembran und andere Oberflachenstrukturen,
wie Zilien und die Glykokalix, membrangebundene Proteine (lonenkanéle und Rezeptoren),
Verkniipfungen zwischen Zellen (Zell-Zell-Adhésionskomplex) sowie mit der Extrazelluldren
Matrix (EZM) iiber den fokalen Zell-Matrix-Adhésionskomplex. Aber auch intrazelluldre Struk-
turen, wie das Zytoskelett und der Nukleus konnen als Mechanosensoren fungieren. Die Abbil-
dung wurde verdndert nach Jaalouk und Lammerding 2009.

Mechanosensitive lonenkanéle gelten als mechano-elektrische molekulare Schalter, die me-
chanische Stimuli in bioelektrische Signale umwandeln konnen (Martinac 2004). Sie sind in
allen drei Dominen lebender Organismen (Bakterien, Archeen und Eukaryoten) zu finden,
was auf einen frithen evolutiondren Ursprung dieser Mechanosensoren hinweist (Martinac
2004). Studien an den Modelorganismen Caenorhabditis elegans und Drosophila melanogas-
ter haben mehrere lonenkanalfamilien als Mechanosensoren identifiziert (Brierley 2010). Zu
diesen zdhlen u.a. Ionenkandle der Degenerin/ENaC (DEG/ENaC)-Familie und Transient
Receptor Potential (TRP) Kanile (Gillespie und Walker 2001; Brierley 2010).
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In Hinblick auf mechanosensitive Ionenkandle werden in der Literatur bislang zwei Modelle
diskutiert, welche die Wahrnehmung von mechanischen Stimuli durch Ionenkanile erkliren:

1) Das Bilayer-Modell geht davon aus, dass mechanische Stimuli zu einer Deformation
der Zellmembran oder zu Verdnderungen der Membranspannung fiihren und sich, die
in der Zellmembran verankerten Ionenkanéle, einer Konformationsédnderung unterzie-
hen, wodurch diese gedffnet werden (Markin und Martinac 1991; Martinac 2004; Ur-
sell et al. 2008).

2) Das Tethered-Modell besagt, dass der lonenkanal Verkniipfungspunkte mit intrazellu-
laren Komponenten des Zytoskeletts und/oder mit Molekiilen der Extrazellularen Mat-
rix besitzt, die fiir die Detektion und Weiterleitung der mechanischen Stimuli auf den
Ionenkanal essentiell sind (Markin und Martinac 1991; Hamill und Martinac 2001;
Martinac 2004).

In der vorliegenden Arbeit sollte eine mechanosensitive Regulation der CFTR Aktivitét unter-
sucht werden. Der CFTR CI” Kanal ist in vielen Epithelien des menschlichen Kdorpers expri-
miert, die fortwidhrend in Bewegung und folglich mechanischen Kréften ausgesetzt sind. Dies
wird besonders deutlich am Beispiel der Lunge, bei der mechanische Krifte eine wichtige

Rolle fiir die Physiologie aber auch fiir die Pathophysiologie spielen.

1.3.1 Mechanische Krafte in der Lunge

Das Atmen ist ein dynamischer Prozess und die Lunge wird wihrend eines jeden Atemzuges
gedehnt und gestaucht. Daher ist die Atmung mit verschiedenen mechanischen Kréften asso-
ziiert, zu denen Druck, Dehnung und SK zéhlen (Fredberg und Kamm 2006; Fronius 2012).
Die Dehnung ist die hauptsidchliche physikalische Kraft in den alveolaren Regionen der Lun-
ge (Fronius 2012). Die Kontraktion der Atemmuskulatur fiihrt zum Anheben des Brustkorbs.
Dadurch entsteht im Alveolarraum ein negativer Druck, der den Einstrom von Luft aus der
Atmosphére bewirkt. Wihrend der Exspiration erschlafft die Atemmuskulatur, der Brustkorb
verkleinert sich und es entsteht ein positiver Druck auf das Alveolarepithel, der die Luft aus
den Lungen presst. Wihrend der Ruheatmung entstehen Driicke von ca. 5 cm H,O, die bei
tiefen Atembewegungen auf ca. 30 cm H,O ansteigen konnen (Fronius 2012). Des Weiteren
wirkt in Folge des Vorbeistromens der Luft SK am Epithel der Atemwege (Nasen- und
Mundhoéhle, Luftrohre und Bronchien; Tarran et al. 2006). Auch in der distalen Lunge tritt SK
auf, die durch Dehnung des Alveolarepithels und der daraus resultierenden Bewegung der

ALF iiber den Epithelzellen entsteht (Fronius 2012).
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Diese mechanischen Stimuli, Dehnung und SK, spielen eine wichtige Rolle fiir die Funktion
der Lunge (Abb. 3). Es ist bekannt, dass mechanische Stimuli beispielsweise an der fotalen
Entwicklung und dem Wachstum der Lunge beteiligt sind (Kitterman 1996; Liu und Post
2000). Wihrend des Reifeprozesses der Lunge im Mutterleib findet eine
CIl -vermittelte Fliissigkeitsresorption statt. Diese CI™ Sekretion bedingt einen osmotischen
Druck, der die Lunge ausdehnt und ist erforderlich, um die Entwicklung der Lunge zu stimu-
lieren (Olver et al. 2004). Dariiber hinaus ist die Dehnung ein wichtiger Stimulus bei der Dif-
ferenzierung von ATI und ATII Zellen (Wirtz und Dobbs 2000; Edwards 2001). Neben der
Beeinflussung der Zelldifferenzierung und der fotalen Lungenentwicklung, gibt es Hinweise
fir die Beteiligung von mechanischen Kréften an der Produktion und Sekretion von
Surfactant-Proteinen durch ATII Zellen (Edwards 2001). Des Weiteren kénnen Dehnungs-
krifte die Apoptose in ATII Zellen auslosen (Edwards 2001) und sie sind an der Freisetzung
von verschiedenen Signalmolekiilen, wie cAMP, cGMP, Ca’" und ATP beteiligt (Liu et al.
1999; Wirtz und Dobbs 2000; Button et al. 2007). Auch die mucociliary clearance wird
nachweislich durch mechanische Stimuli reguliert (Tarran et al. 2006; Winters et al. 2007).

fotales Wachstum Zelldifferenzierung von
und Entwicklung ATl und ATII Zellen

Sekretlon von
Surfactant

Apoptose von mucoc:llary
ATl ZeIIen clearance

Abb. 3: Der Einfluss von mechanischen Stimuli auf die Funktion und Physiologie der
Lunge.

Unter physiologischen Bedingungen sind mechanische Kréfte an einer Vielzahl von pulmonalen
Funktionen beteiligt und fiir diese essentiell.

ATI und II: Alveolare Typ I und II Zellen; ATP: Adenosintriphosphat; cAMP: zyklisches Ade-
nosinmonophosphat; Die Abbildung wurde verdndert nach Fronius 2012.

Freisetzung von
Signalmolekdlen,
z.B. ATP, cAMP, Ca?
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Neben den zahlreichen positiven Effekten der mechanischen Kréfte fiir die Lungenphysiolo-
gie (siche Abb. 3), sind erhohte mechanische Krifte in der Lunge (Druck) mit pathophysiolo-
gischen Verinderung, insbesondere pulmonalen Odemen, assoziiert (Fronius 2012). Ein Bei-
spiel hierfiir sind die Beatmungs-induzierten Lungenschidigungen (ventilator-induced lung
injury: VILI). Diese kdnnen bei Patienten mit verschiedenen Lungenerkrankungen (acute lung
injury: ALL; acute respiratory distress syndrome: ARDS) auftreten, die ihren Sauerstoftbedarf
nicht eigenstdndig decken konnen (Frank und Matthay 2003). Die priméire Ursache des VILI
basiert auf einer Uberdehnung des Alveolarepithels, was nachfolgend zum Fliissigkeitsinflux
in die Alveolen fiihrt (Hollenhorst et al. 2011). Ein weiteres Beispiel fiir die Bildung von
pulmonalen Odemen ist zuriickzufiihren auf eine Erhdhung des linksatrialen Drucks. Dadurch
erhoht sich wiederum der Druck in der pulmonalen Vene und dies fiihrt zur pulmonalen Hy-
pertonie (Boyce und Waxman 2003). Der erhohte Druck in der Lungenzirkulation fiithrt zur
Fliissigkeitsinfiltration und —ansammlung im Luftraum (Fronius 2012). Dariiber hinaus sind
Lungenddeme aber auch auf einer Anderung von pulmonalen Ionentransportprozessen zu-
riickzufiihren (Matthay et al. 2002a). Dies ldsst vermuten, dass erhdhte mechanische Stimuli

direkte Auswirkungen auf den epithelialen lonentransport haben kénnen.

1.4 Bearbeitete Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob die Aktivitit des CFTR CI” Kanals
durch mechanische Krifte reguliert werden kann. Eine mechanosensitive Regulation des
CFTR ist naheliegend, da der CFTR in vielen Geweben des menschlichen K&rpers exprimiert
ist, die stetig in Bewegung und somit mechanischen Kriften ausgesetzt sind. In einer fritheren
Arbeit am Institut fiir Tierphysiologie der JLU Gieen wurde gezeigt, dass apikal applizierter
hydrostatischer Druck im Lungenepithel von Xenopus laevis in einer erhohten CI™ Sekretion
resultierte (Bogdan et al. 2008). Der verantwortliche CI” Kanal wurde in der Arbeit von
Bogdan und Kollegen allerdings noch nicht identifiziert. Erste Hinweise auf eine mechano-
sensitive CFTR Regulierung lieferte eine Studie an kultivierten Atemwegsepithelzellen und
im intestinalen Epithel von Méusen (Zhang et al. 2010).

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob SK und/oder Dehnung einen Einfluss auf die
Aktivitdt des CFTR haben. Fiir diese Zielsetzung wurde das Xenopus Oozyten Expressions-
modell gewihlt und mittels Mikroelektroden-Ableitung (two-electrode voltage-clamp) wurde
der Effekt von SK und Dehnung auf die Aktivitit des humanen CFTR (hCFTR) elektrophysi-

ologisch untersucht. Um eine mechanosensitive Aktivierung des CFTR in einem pulmonalen



Einleitung 16

Epithel zu verifizieren, wurden Lungenpréparate von Xenopus fiir transepitheliale Ionentrans-
portmessungen in einer modifizierten Ussing-Kammer verwendet. Die modifizierte Ussing-
Kammer ermoglichte eine mechanische Dehnung des eingespannten Epithels durch die Ap-
plikation von hydrostatischem Druck (Bogdan et al. 2008). Ein weiteres Ziel bestand darin,
die zugrundeliegenden Mechanismen der mechanosensitiven Aktivierung des hCFTR zu er-
forschen. Basierend auf dem Bilayer- und dem Tethered-Modell wurde eine Beteiligung der
Membranfluiditdt und des Zytoskeletts an der Wahrnehmung der Dehnungskraft auf den
hCFTR untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Das Versuchstier: der Afrikanische Krallenfrosch Xenopus laevis

Fiir die elektrophysiologischen Untersuchungen dieser Arbeit wurden Gewebe und Zellen von
ausgewachsenen weiblichen Afrikanischen Krallenfroschen (Xenopus laevis) verwendet. Xe-
nopus gehort zur Familie der zungenlosen Froschlurche (Pipidae; Hilken et al. 1997). Das
urspriingliche Verbreitungsgebiet von Xenopus umfasst den Siidwesten Afrikas. Allerdings ist
die Art als Neozoon auf dem restlichen afrikanischen Kontinent und in Frankreich zu finden
(Fouquet und Measey 2006). Der Krallenfrosch lebt vorwiegend in stehenden Gewéssern oder
am Boden von schlammigen Seen und er kann wahrend der Trockenzeit in Schlammschichten
iiberdauern. Die aquatische Lebensweise der Tiere erkennt man an dem abgeflachten Korper-
bau, den seitlich abstehenden Schwimmextremititen, den noch oben stehenden Augen und an
deutlich ausgeprigten Seitenlinien-Papillen. Das namensgebende Charakteristikum sind die
drei schwarzen Hornkrallen an den hinteren Phallangen.

Die hier verwendeten Krallenfrosche wurden als Wildfdnge von der Firma Xenopus Express
(Le Bourg, Frankreich) bezogen. Die Haltung der Tiere erfolgte in Gruppen von max. 11 Tie-
ren in 250 1 Kunststoffbecken. Jedes Becken verfiigte liber einen kontinuierlichen Wasser-
durchlauf und das Wasser wurde mittels Druckluft mit Sauerstoff angereichert. Die Wasser-
temperatur wurde durch einen Aquarium-Regelheizer (Eheim Jéger, Deizisau, Deutschland)
auf 20°C temperiert. Als Riickzugs- und Versteckmoglichkeiten befanden sich in den Becken
halbierte Tontopfe. Die Fiitterung der Krallenfrosche erfolgte einmal wochentlich mit han-
delsiiblichen Fischfutter (Taubenhaus Lang, Langgons, Deutschland), das zuvor fiir mindes-
tens 30 min in Wasser eingeweicht wurde. Zwei Tage nach der Fiitterung wurde ein komplet-
ter Wasserwechsel durchgefiihrt und sowohl Beckenwénde als auch Tontdpfe wurden griind-
lich gereinigt. Der Gesundheitszustand der Tiere wurde tdglich iiberwacht und protokolliert.
Die Haltung, Fiitterung und T6tung der Krallenfrosche wurde geméfl den Bestimmungen des
Tierschutzgesetzes durchgefiihrt und war vom Regierungsprisidium Gieflen genehmigt

(JLU-Nummer 400 M und 478 M).
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2.1.1 Tier- und Gewebepraparation

In dieser Arbeit wurden zum einen Xenopus Oozyten fiir die two-electrode voltage-clamp
(TEVC) Experimente genutzt. Zum anderen wurden die Lungen der Krallenfrésche in Ussing-
Kammer-Messungen eingesetzt. Die Krallenfrosche wurden zunichst in einem Eimer mit
4-7°C kaltem Wasser flir mindestens 20 min gehalten, um eine langsame Verringerung der
Korpertemperatur zu erreichen. Nachfolgend wurden die Tiere fiir weitere 20 min in Eiswas-
ser platziert und anschlieBend das Gehirn mechanisch mit einer Stanze zerstort sowie das
Riickenmark sondiert. Zunichst wurde ventral die Haut der Tiere und die darunter befindliche
Muskelschicht durchtrennt. AnschlieBend erfolgte die Entnahme der Ovarien, die direkt in
Kultur-Oozytenringer (KulORi; sieche Material und Methoden 2.8) iiberfiihrt wurden. Bei der
Entnahme der dorsal liegenden Lungen war darauf zu achten, dass die Lungenfliigel vorsich-
tig mit einer Pinzette am distalen Ende gegriffen wurden. Die bindegewebigen Verwachsun-
gen der Lungen mit Leber sowie der Korperwand wurden durchtrennt und mit einem Schnitt
durch den Bronchus wurde der Lungenfliigel frei prépariert. Die Lungen wurden entweder
direkt prépariert oder bei 4-7°C in Normal-Ringerl6sung (NRS; sieche Material und Methoden

2.8) bis zur Priparation am nichsten Tag aufbewahrt.

Praparation der Xenopus Lungen

Vor der Priparation der Lungen wurden mit NRS etwaige anhaftende Blutreste abgespiilt und
die Lungen wurden anschliefend in eine Wachsschale iiberfiihrt. Uber den Hauptbronchus
wurde der Lungenfliigel von proximal nach distal vorsichtig mit einer Schere aufprépariert.
Anschliefend wurde das Gewebe mittels Nadeln aufgespannt (Abb. 4B) und mit zwei bena-
delten Kunststoffringen versehen. Nach dem Durchtrennen des Gewebes wurden die passen-
den Gegenstiicke der Ringe aufgesetzt. Das so fixierte Lungenepithel war bereit fiir den Ein-
bau in die Ussing-Kammer. Aus einem Lungenfliigel erhielt mal zwei Préparate mit einer

Messfliche von jeweils 0,5 cm?.
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Abb. 4: Die Lunge von Xenopus laevis.
A Der frisch entnommene Lungenfliigel mit seinem sackférmigen Aufbau. Der distale Teil der
Lunge zeigt nach unten. B Flachig aufpriparierte Lunge, die mit Nadeln fixiert wurde.

Vereinzelung der Xenopus Oozyten

Die Oozyten, die in dieser Arbeit fiir Ganzzell-Ableitungen mittels der TEVC-Methode ver-
wendet wurden, mussten zunédchst von den anhaftenden Bindegewebsresten befreit werden.
Dazu wurden die Ovarienlappen mit Hilfe zweier Pinzetten in kleine Stiicke zerzupft und fiir
90 min in einer Kollagenase-Losung (1,5 mg/ml KulORi; Serva, Heidelberg, Deutschland)
auf einem Schiittler (IKA Schiittler MTS4, Janke und Kunkel, Staufen, Deutschland) inku-
biert. AnschlieBend wurden die Oozyten mit Ca*'-freier Ringerlosung (Ca*'-frei ORi; siche
Material und Methoden 2.8) gewaschen, um Kollagenase und Gewebsreste zu entfernen. Da-
ran schloss sich eine 10-miniitige Inkubation der Oozyten in Ca**-frei ORi an, um anheftende
Follikelzellen zu entfernen. Nach einem erneuten Waschschritt mit KulORi wurden die ver-
einzelten Oozyten der Stadien V und VI (Dumont 1972) unter einem Binokular aussortiert.
Die Oozyten besallen einen Durchmesser von ca. 1 - 1,3 mm und wiesen einen charakteristi-
schen hellen animalen und einen dunklen vegetalen Pol auf. Es wurden lediglich Oozyten
aussortiert, die eine gleichmifige Pigmentierung beider Pole aufwiesen. Die Zellen wurden

bis zur cRNA-Injektion in KulORi bei 16°C in einem Brutschrank aufbewahrt.
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Herstellung der hCFTR cRNA

Um den Einfluss von mechanischen Kréften auf die Aktivitidt des humanen CFTR CI” Kanal
(hCFTR) untersuchen zu kénnen, musste fiir die heterologe Expression in Xenopus Oozyten
zundchst die cRNA synthetisiert werden.

Die kodierende Sequenz des hCFTR lag bereits als cDNA in dem pGEM-HE Vektor vor, der
freundlicherweise von Frau Prof. Blanche Schwappach (Georg-August-Universitdt Gottingen)
zur Verfligung gestellt wurde. Der pGEM-HE Vektor besitzt dasselbe Grundgeriist wie alle
anderen pGEM-Konstrukte (pGEM-T, pGEM4, pGEM-T easy) und umfasst eine ungefahre
GroBle von 3.000 Basenpaaren. Des Weiteren enthielt der Vektor eine Ampicillin-Resistenz,
die virale Promotersequenz der T7-Polymerase und eine Poly(A)-Sequenz. Fiir die Linearisie-

rung besall der Vektor eine Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym MIul (Abb. 5).

Poty(A)

CFTR pGEM-HE

7443 bp

Ampicilin resistence

Abb. 5: Plasmidkarte des pGEM-HE Vektors.

Der Plasmidvektor beinhaltet die virale Promotorsequenz T7, das Insert, eine Poly(A)-Sequenz,
die Restriktionsstelle des Enzyms MIul und eine Ampicillin-Resistenz. Die Vektorkarte wurde
erstellt auf http://www.infosake.com/plasmid/plasmidFrame.php.
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Transformation in kompetente Bakterienzellen (E. coli)

Die Vervielfaltigung des hCFTR Plasmids erfolgte liber eine Transformation in kompetente
Bakterienzellen des Escherichia coli (E. coli) Stamms DHS5a. Dazu wurde 1 pl des hCFTR
Plasmids in einem 1,5 ml ReaktionsgefiBle vorgelegt und auf Eis gekiihlt. Die bei
-80°C gelagerten kompetenten Bakterien wurden langsam auf Eis aufgetaut und anschlieend
vorsichtig durch Konvertieren gemischt. Danach wurden 50 pl der Bakteriensuspension mit
dem vorgelegten DNA-Vektor vermischt und fiir 20 min auf Eis gelagert. Im néchsten Schritt
erfolgte eine Hitzeschock-Behandlung bei 42°C fiir 50 Sekunden. Durch diese kurzfristige
Erhohung der Temperatur bildeten sich Poren in der Zelloberfliche der Bakterien, die essenti-
ell fiir die Aufnahme des Plasmids in das Bakterium sind. Der Reaktionsansatz wurde an-
schlieend sofort fiir 2 min auf Eis gestellt, um die Poren der Zellmembran wieder zu schlie-
Ben. Danach erfolgte, nach Zugabe von 950 pl LB-Medium zu jedem Bakterienansatz, eine
90-mintitige Inkubation bei 37°C und 150 Umdrehungen/Minute (rpm) auf einem Schiittler
(Certomat HK, B. Braun, Melsungen, Deutschland). Fiir das LB-Medium wurden
2,5% LB-Boullion (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) in Aqua bidest (ddH,O) geldst und
autoklaviert. Die LB-Agarplatten (4 g LB-Boullion, 3 g Agar in 200 ml ddH,O) wurden fiir
die Kultivierung der transformierten Bakterien verwendet. Vor dem Gieflen der Agarplatten
wurde Ampicillin (Sigma) in einer finalen Konzentration von 70 pg/ml hinzugefiigt. Nach
dem Trocknen der Ampicillin-haltigen LB-Agarplatten (LB/amp-Agarplatten) wurden
100 pl des Transformationsansatzes ausplattiert und anschlieBend bei 37°C fiir 12 bis

16 Stunden inkubiert.

Ubernachtkultur und Plasmid-Priparation

Da der verwendete hCFTR-tragende pGEM-HE Vektor eine Ampicillin-Resistenz enthielt,
wurde gewihrleistet, dass auf den LB/amp-Agarplatten nur Bakterien wachsen und Kolonien
bilden konnten, die zuvor den Vektor aufgenommen hatten. Diese Klone wurden vorsichtig
mit einer sterilen Impfose gepickt und in 10 ml Ampicillin-haltiges LB-Medium
(70 pg/ml Ampicillin) tiberfiihrt. Die Fliissigkulturen wurden bei 37°C und 150 rpm auf einen
Schiittler tiber Nacht inkubiert.

Mit einem Teil, der in der Ubernachtkultur gewachsenen Bakterien (500 ul), wurde ein Gly-
cerol-Stock (500 ul 30% Glycerin-LB-Medium) angesetzt, der fiir spitere Amplifizierungen
des hCFTR Plasmids bei -80°C gelagert wurde.

Mit der verbleibenden Ubernachtkultur schloss sich eine Plasmid-Priparation an, die nach
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dem Protokoll des PerfectPrep Mini Kit (SPRIME, Hilden, Deutschland) durchgefiihrt wurde.
Alle Zentrifugationsschritte fanden bei Raumtemperatur statt und die bendtigten Puffer waren
Bestandteil des Kits. Zu Beginn wurde die Ubernachtkultur in 15 ml Falcon-Tubes iiberfiihrt,
10 min bei 6.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das entstandene Bakterien-
pellet wurde anschlieBend in 1 ml LB-Medium resuspendiert, in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3
iiberfiihrt und fiir 1 min zentrifugiert (12.000 rpm). Nach Verwerfen des Uberstandes wurde
das Bakterienpellet in 250 pl PR1 Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 250 pl PL2 Puffer
und 350 pl PN3 Puffer wurde der Bakterienansatz vorsichtig invertiert und anschliefend fiir
10 min zentrifugiert (12.000 rpm). Der Uberstand wurde iiber die Siule CS mittels
2-miniitiger Zentrifugation (12.000 rpm) aufgereinigt und anschlieBend wurde, die in der Pro-
be enthaltene DNA, an die Sdule CB3 gebunden. Nach drei Waschschritten mit 500 pl PD
Puffer, 700 pl und 500 pl PW Puffer und jeweils 1-miniitiger Zentrifugation (12.000 rpm),
wurde die Sdule zur Trocknung fiir 5 Minuten offen stehen gelassen. Letztlich wurde die ge-
bundene Plasmid-DNA mit 50 pl RNAse freiem Wasser von der Sdule gewaschen und die
Konzentration photometrisch bestimmt (Pharmacia Biotech GeneQuant RNA/DNA Calcula-

tor, Freiburg im Breisgau, Deutschland).

Linearisierung des Plasmids

Damit bei der in vitro Transkription der komplette Protein-kodierende Leserahmen (Insert)
und die Poly(A)-Sequenz vervielfiltigt wurden, mussten die isolierten Plasmide durch einen
Restriktionsverdau linearisiert werden. Speziell fiir diesen Zweck ist im pGEM-HE Vektor
eine Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym Mlul enthalten. Die Linearisierung erfolgte nach

dem folgenden Protokoll:

Tab. 1: Restriktionsansatz zur Linearisierung des pGEM-HE Plasmids mit Mlul.

Substanz Menge
RNase freies Wasser .ol
Plasmid-DNA 2 pg el
10-fach Puffer D 3ul
BSA (bovines Serum Albumin) 0,3 ul
Mlul Restriktionsenzym (10 units/pl) I ul
Gesamtvolumen 30 ul
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Nach dem Zusammenpiettieren wurde der Linearisierungsansatz gut gemischt, abzentrifugiert
und flir mindestens 2 Stunden bei 37°C im Thermoblock inkubiert. Im Anschluss wurde die
linearisierte Plasmid-DNA durch eine Phenol/Chloroform-Extraktion von Proteinen gereinigt.
Dafiir wurde der Linearisierungsansatz mit RNase freiem Wasser auf 200 pl aufgefiillt und in
ein Phase-Lock-Gel Tube (PLG Tube, SPRIME) {iiberfiihrt. Nach Zugabe von 200 pl Phe-
nol/Chloroform (Sigma) wurde der Ansatz durch Schiitteln gemischt und danach fiir 5 min bei
15.000 g zentrifugiert. Anschlieend wurde erneut 200 pl Phenol/Chloroform zur Probe hinzu
pipettiert, gemischt und zentrifugiert (5 min, 15.000 g). In der so erhaltenen oberen, wissrigen
Phase befand sich die DNA. Die wissrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal iiber-
filhrt. Die Féllung der Probe erfolgte nach Zugabe von 1/10 Volumenanteil eiskaltem
Na'-Acetat (3 M) sowie ein 2,5-faches Probenvolumen eiskaltem 100% Ethanol iiber Nacht
bei -20°C. Am Folgetag wurde die gefillte Probe fiir 15 min bei 15.000 g und 4°C zentrifu-
giert. Nach Abziehen des Uberstandes wurde vorsichtig 500 pl eiskalter 70% Ethanol dem
DNA-Pellet hinzugefiigt und anschlieBend erneut zentrifugiert (15 min, 15.000 g, 4°C). Der
Uberstand wurde tropfenfrei abgezogen, das DNA-Pellet im Exsikkator getrocknet und letzt-
lichin 11 pl in RNase freiem Wasser fiir 30 min auf Eis gelost.

Zur Kontrolle der erfolgreichen Linearisierung des aufgereinigten Ansatzes diente eine Aga-
rose-Gelelektrophorese (1% Agarose-Gel mit 1x TRIS-Acetat-EDTA-Puffer). Zur Visualisie-
rung der DNA-Bande diente der Farbstoff Midori Green Direct (Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldenhof, Deutschland). Das Gel wurde fiir ca. 1 Stunde mit einer Spannung von
100 V gefahren und die Banden wurden nachfolgend mit UV-Licht sichtbar gemacht
(Abb. 6).

hCFTR
M pGEM-HE
+ Miul

8 kb —
6 kb —

Abb. 6: Kontrolle der Linearisierung, des mit Mlul geschnittenen hCFTR pGEM-HE
Vektors, mittels 1%-igen Agarose-Gelelektrophorese.

Das linearisierte h\CFTR pGEM-HE Konstrukt hatte eine Gréfe von ca. 7,5 Kilobasen (kb).

M: Marker, 1 kb DNA Ladder (Biomol, Hamburg, Deutschland).



Material und Methoden 24

in vitro Transkription

Der in dieser Arbeit verwendete pPGEM-HE Plasmidvektor beinhaltete die virale Promotorse-
quenz T7, die als Startpunkt fiir die DNA-abhdngige RNA-Polymerase diente. Die run-off
RNA in vitro Transkription erfolgte nach dem Protokoll des T7-RiboMAX™ Large Scale
RNA Production System Kit (PROMEGA, Mannheim, Deutschland) und wurde wie folgt
zusammen pipettiert:

Tab. 2: Ansatz fiir die in vitro Transkription.

Substanz Menge
RNase freies Wasser 3,5ul
T7 Transcription Buffer (5x) 4 ul
rNTP Mastermix 4 ul
linearisierte Plasmid-DNA (1 pg) 5ul
CAP-Analog 1,5 ul
T7 Enzym Mix 2 ul
Gesamtvolumen 20 pl

Der Transkriptionsansatz wurde sorgfaltig resuspendiert und fiir 3-4 Stunden bei 37°C in ei-
nem Thermoblock inkubiert.

Im Anschluss an die Transkription wurde durch Zugabe von 1 pl RQ1 RNase free DNase
(1 unit/ug DNA, PROMEGA) die Plasmid-DNA mittels einer 15-miniitigen Inkubation bei
37°C abgedaut. Nachfolgend schloss sich eine Phenol/Chloroform-Extraktion an, um den
RNA-Ansatz von Proteinen zu reinigen. Der Transkriptionsansatz wurde mit 80 pl RNase
freiem Wasser versetzt (finales Volumen 100 pl) und in ein PLG Tube iiberfiihrt. Nach der
Zugabe von 100 pl Phenol/Chloroform wurde der Ansatz durch Schiitteln gemischt und fiir
2 min bei 15.000 g und 4°C zentrifugiert. AnschlieBend wurde der zuvor beschriebene Pheno-
lisierungsschritt wiederholt. Die obere RNA-haltige Phase wurde iiber eine RNA-
Reinigungssdule (Spin Columns, ROCHE, Basel, Schweiz) durch Zentrifugation (4 min,
1.100 g, 4°C) von nicht-eingebauten Nukleotiden befreit. Der Durchfluss wurde mit 1/10 Vo-
lumenanteil eiskaltem Na'-Acetat (3 M) und dem 3-fachem Volumen eiskaltem
100% Ethanol tiber Nacht bei -20°C gefillt. Die Fallung wurde anschlieBend fiir 30 min bei
15.000 g und 4°C zentrifugiert. Nach Abziehen des Uberstandes wurde das RNA-Pellet mit
500 pl eiskaltem 70% Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert (15 min, 15.000 g, 4°C).
Der Uberstand wurde tropfenfrei abgezogen, das RNA-Pellet im Exsikkator getrocknet und

anschlieBend in 20 pul RNase freiem Wasser auf Eis gelost. Die Konzentration der RNA wur-
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de anschlieBend photometrisch bestimmt (Pharmacia Biotech GeneQuant RNA/DNA Calcula-
tor). Zur Uberpriifung der erfolgreichen in vitro Transkription wurde eine Agarose-
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Zur Visualisierung der Banden wurde der RNA-Farbstoff
ROTI-Gelstain (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) einem 1%-igen Agarose-Gel zugefiigt.
Um Sekundérfaltungen der RNA zu verhindern, wurden die RNA-Proben und der RNA-
Marker (RiboRuler High Range RNA Ladder, ThermoScientific, Schwerte, Deutschland) fiir
10 min bei 70°C im Thermoblock denaturiert. AnschlieBend wurde das Agarose-Gel fiir
ca. 1 Stunde bei 100 V gefahren (Abb. 7).

hCFTR
cRNA

6 kb —

-

4 kb —

Abb. 7: Kontrolle der in vitro Transkription mittels 1% Agarose-Gelelektrophorese.
Die hCFTR cRNA wies eine Grof3e von ca. 4,5 Kilobasen (kb) auf.
M: Marker, RiboRuler High Range RNA Ladder.

2.2.2 Generierung der hCFTR Mutanten

In dieser Arbeit wurden mittels zielgerichteter Mutagenese die AF508 und die G551D Mutan-
te des hCFTR generiert, um anschlieBend in TEVC-Experimenten die Mechanosensitivitét
dieser beiden Mutanten zu untersuchen. Fiir die Generierung der hCFTR Mutanten und die
Veridnderung der codierenden Sequenz des hCFTR, wurde mit Hilfe eines speziellen Online
Tools (Primer Design Tool, Agilent Technologies, Santa Clara, USA) die Mutagenese-
Primerpaare erzeugt (Tab. 9). Die Mutagenese erfolgte mittels einer Methode, die auf der
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction: PCR) beruht, um die mutierten Plas-
mide exponentiell zu amplifizieren. Fiir die Mutagenese-PCR wurde des QuikChange Light-
ning Site-directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies) verwendet. Der Reaktionsansatz

wurde wie folgt zusammen pipettiert:
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Tab. 3: Ansatz fiir die Mutagenese-PCR.

Substanz

Menge

10x reaction buffer

100 ng Template-DNA

125 ng forward Mutagenese-Primer
125 ng reverse Mutagenese-Primer
dNTP Mix

QuikSolution

RNase freies Wasser

QuikChange Lightning Enzym

I ul
5ul
.l
I ul

Gesamtvolumen

50 pul

Anschliefend wurden die Ansitze in einen Thermocycler (7Professional Basic, Analytik

Jena, Jena, Deutschland) tiberfiihrt und die PCR nach folgendem Schema durchgefiihrt

(Abb. 8).

95°C - 95°C

18 Zyklen

68°C: 68°C

3:45 . 5 min

min

15°C

Abb. 8: Temperatur-Zeit-Diagramm der PCR fiir die Generierung der hCFTR Mutanten.

Um im Anschluss an die Mutagenese-PCR die noch vorhandene Wildtyp-DNA zu entfernen,

wurde der Reaktionsansatz mit 2 pl des Enzym Dpnl versetzt und fiir 5 min bei 37°C inku-

biert. Dieses Restriktionsenzym erkennt methylierte und hemimethylierte DNA und spaltet

diese. Die PCR-Produkte, die nicht methyliert sind, wurden auf diese Weise selektiert. Die

mutierten Plasmide (2 pl) wurden nachfolgend in kompetente Bakterien (DH5a) transformiert

(siche Material und Methoden 2.2.1) und bei -80°C gelagert. Nach der Isolierung der cDNA

aus den Bakterien, wurden die erzeugten hCFTR Mutanten durch den Sequenzier-Service der

Firma Eurofins MWG Operon sequenziert. Die erhaltenen Sequenzierergebnisse (siche An-
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hang 7.1) wurden mit dem UniProt Align Online-Tool (http://www.uniprot.org) auf die er-
folgreiche Verdnderung der Basenpaarsequenz iiberpriift. Im Anschluss daran wurde mittels
in vitro Transkription die cRNA der hCFTR Mutanten erzeugt, die dann fiir die Mikroinjekti-
on in Xenopus Oozyten zur Verfiigung stand (siche Material und Methoden 2.2.3).

2.2.3 Mikroinjektion der cRNA

Die heterologe Expression des Wildtyp (WT) hCFTR und der hCFTR Mutanten (AF508 und
G551D) erfolgte in Xenopus Oozyten, die zuvor aus den Ovarienlappen vereinzelt wurden
(siche Material und Methoden 2.1.1). Um Kontaminationen mit RNasen zu vermeiden, wur-
den zunichst alle Arbeitsflichen und Gerédte mit 70% Ethanol gereinigt und sdmtliche Ar-
beitsschritte mit Handschuhen durchgefiihrt. Die Injektion erfolgte mit Hilfe eines Nano-
Injektors (Drummond Scientific, Broomall, USA), der ebenfalls sorgfiltig mit Ethanol gerei-
nigt wurde. Die flir die Mikroinjektion verwendeten Borosilikat-Glaskapillaren (Hilgenberg,
Malsfeld, Deutschland) wurden mit einem Horizontal-Puller (DMZ Universal-Puller, Zeitz
Instruments, Martinsried, Deutschland) ausgezogen, luftblasenfrei mit Mineraldl (Sigma)
befiillt, auf die Nadel des Injektors geschoben und arretiert. Unter dem Binokular wurde die
zugeschmolzene Kapillarenspitze mittels einer zuvor ebenfalls mit Ethanol gereinigten Pinzet-
te vorsichtig abgebrochen. Zur Equilibrierung des Drucks in der Kapillare wurde diese fiir
mindestens 5 min in Mineraldl eingetaucht. Wihrenddessen wurden die Oozyten auf einen
Injektionsschlitten (Eigenbau des Instituts fiir Tierphysiologie) aufgereiht, der sich in einer
mit KulORi befiillten Petrischale befand. Die aufgetaute cRNA wurde auf eine mit Parafilm
bespannte Petrischale pipettiert und mit dem Injektor aufgesogen. Anschlieend wurde mit
der Kapillare vorsichtig in die aufgereihten Oozyten eingestochen und ein Volumen von
50,6 nl injiziert. Die cRNA-Konzentration betrug sowohl fiir den WT hCFTR als auch fiir die
beiden hCFTR Mutanten 12,6 ng pro Oozyte. Zur Kontrolle wurden parallel Oozyten mit dem
gleichen Volumen (50,6 nl) des cRNA-Losungsmittels (DEPC-Wasser) injiziert. Nach der
Mikroinjektion wurden die Oozyten in 24- bzw. 48-well-Platten bei 17°C im Brutschrank
gelagert. Die TEVC-Experimente fanden 2-4 Tage nach der cRNA-Injektion statt.
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2.3 Elektrophysiologische Methoden

Um den Einfluss von mechanischen Kréften (SK und Dehnung) auf den CFTR funktionell zu
untersuchen, wurden in dieser Arbeit elektrophysiologische Ganzzell-Messungen mittels der
two-electrode voltage-clamp Methode sowie Ussing-Kammer-Messungen mit Xenopus Lun-

genpréiparaten durchgefiihrt.

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

Die two-electrode voltage-clamp (TEVC) Technik ermdglicht die Messung von Ionenstromen
iiber die Zellmembran groBerer Zellen, wie beispielsweise Xenopus Oozyten. Das Messprin-
zip der TEVC Technik erlaubt es, das Membranpotential (Vu) einer Zelle auf einen konstan-
ten Wert zu klemmen (V¢). Uber eine in die Zelle eingestochene Potentialelektrode wird das
Vu der Zelle gemessen. Uber die ebenfalls in die Zelle eingestochene Stromelektrode kann
bei eventuellen Differenzen zwischen Vi und V¢ ein dem Membranpotential entgegengesetz-
ter Kompensationsstrom auf die Zelle appliziert werden. Der Strom, der fiir den Ausgleich der
Potentiale notwendig ist, entspricht dem Ionenstrom {iiber die Zellmembran und wird als
Transmembranstrom (Iy) bezeichnet.

Eine Darstellung des Versuchsaufbaus, der in dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen, ist in
Abb. 9 zu sehen. Die Xenopus Oozyten wurden in einer Plexiglas-Messkammer platziert und
durch ein gravitationsbetriebenes Perfusionssystem permanent mit frischer Oozyten Ringerlo-
sung (ORi; sieche Material und Methoden 2.8) umspiilt. Um mogliche Verwirbelungen der
Perfusionslésung und damit einhergehend mechanischen Stress zu vermeiden, wurde die
Oozyte von einem Schutzschild vor dem Zulauf abgeschirmt. Die Perfusionslosung wurde
iiber einen Ablauf am gegeniiberliegenden Kammerende durch eine Saugpumpe abgesaugt.
Das beschriebene Perfusionssystem erlaubte ein Ein- und Auswaschen von in ORi geldsten

Pharmaka in die Messkammer. Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
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Abb. 9: Versuchsanordnung der two-electrode voltage-clamp (TEVC) Messungen.
B: Badelektrode; Iy: Transmembranstrom; PE: Potentialelektrode; S: Schutzschild;
SE: Stromelektrode; Vy;: Membranpotential.

Sowohl die Potential- als auch die Stromelektrode bestanden aus ausgezogenen Borosilikat-
Filamentkapillaren (Hilgenberg). Die Glaskapillaren wurden mit 1 M KCI befiillt, auf einen
chlorierten Silberdraht (Chlorierung: Eintauchen des Drahtes fiir 10 sec bei 1 V Spannung in
eine in 0,1 M HCI-Ldsung) geschoben und anschlieend an der Plexiglashalterung arretiert.
Die so hergestellten Messelektroden wurden auf die Mikromanipulatoren aufgesetzt. Vor
Beginn der Messung wurden die Elektroden in die Perfusionsldsung eingetaucht und iiber
einen voltage-clamp Messverstirker (Oozyte Clamp OC-275B, Warner Instruments, Hamden,
USA) wurde das Eigenpotential der Mikroelektroden zundchst auf 0 mV abgeglichen und
nachfolgend der Elektrodenwiderstand bestimmt. In den Versuchen wurden lediglich Elektro-
den mit einem Widerstand zwischen 1 und 10 MQ verwendet. Anschliefend konnten die
Elektroden vorsichtig in die Oozyte eingestochen werden. Das Membranpotential wurde nach
Punktion der Oozyte am Messverstirker abgelesen und nach einer Einpendelungszeit von
ca. 5 min auf einen Wert von -60 mV geklemmt. Der Transmembranstrom wurde gefiltert
(1 kHz; Frequency Device 902, Ottawa, USA), mit einem Schreiber (Kipp & Zonen, Delft,
Niederlande) kontinuierlich aufgezeichnet und auf einem Voltmeter abgelesen. Alle Appara-
turen befanden sich in einem Faraday’schen Kifig, um unerwiinschte elektromagnetische

Storungen zu vermindern.
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Vorzeichenkonvention

In den Ganzzell-Messungen mit der TEVC-Technik wurde ein transmembraner Summen-
strom (Iy) gemessen. Ein Transport von positiver Ladung in die Zelle (z.B. Na' Ionen) oder
negativer Ladung (z.B. CI” Ionen) aus der Zelle heraus wird als Stromstimulation bezeichnet
und erhilt ein negatives Vorzeichen. In den Abbildungen wurde dieser Iy als Auslenkung

nach unten dargestellt.

Mechanische Stimulation der Xenopus Oozyten

In der vorliegenden Arbeit sollte eine mogliche Wirkung von mechanischen Kréften (SK und
Dehnung) auf die Aktivitdt des heterolog exprimierten hCFTR untersucht werden. Daher
wurden wihrend der TEVC-Messungen die Xenopus Oozyten durch SK bzw. Dehnungskrifte
mechanisch stimuliert.

Der Dehnungsreiz wurde iiber eine Erhdhung des Oozytenvolumens auf zwei unterschiedliche
Weisen hervorgerufen. Zum einen wurde die Zellvolumenerhdhung durch die Injektion eines
bestimmten Volumens einer intrazelluldr analogen Losung (siche Material und Methoden 2.8)
verursacht. Dafiir wurde vor Beginn der TEVC-Messung eine mit der intrazelluldr analogen
Losung befiillte Glaskapillare in die Oozyte eingestochen, iiber die mittels eines Nano-
Injektors (Drummond Scientific) unterschiedliche Volumina in die Oozyte injiziert werden
konnten. Zum anderen wurde durch eine 20-miniitige Perfusion mit hypo-osmotischer Ringer-
16sung (siche Material und Methoden 2.8) das Volumen der gemessenen Oozyte osmotisch
erhoht. Zudem wurden die Oozyten 20 min in hyper-osmotischer Ringerldsung inkubiert (sie-
he Material und Methoden 2.8), um auf diese Weise Kompressionskrifte zu erzeugen, die
durch das Schrumpfen der Zelle verursacht werden.

Die Applikation von SK erfolgte iiber eine modifizierte Messkammer (Knopp 2014). Diese
war im Vergleich zu der oben beschriebenen Kammer (sieche Abb. 9) sehr schmal gebaut und
zudem fehlte der Schutzschild. Die Oozyte wurde direkt vor dem Zulauf der Perfusionslosung
platziert, sodass der Losungsstrom direkt auf die Zelle traf und SK an der Oozytenoberflidche
verursachte. Mit Hilfe eines Luftdruck-betriebenen Perfusionssystems (Valve control system,
ALA Scientific Instruments, Farmingdale, USA) konnte die Perfusionsgeschwindigkeit und
damit einhergehend die Applikation der SK gezielt reguliert werden.

Fiir die Berechnung der SK wurde zunichst die mittlere Stromungsgeschwindigkeit () be-

stimmt.
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o: mittlere Stromungsgeschwindigkeit (m/s)
o = K V: Volumenstrom (m*/s)
A A: Querschnittsfliche des Perfusionsschlauchs

Bei einer Perfusionsgeschwindigkeit von 6 ml/min und einem Durchmesser des Perfusions-
schlauchs von 2 mm ergibt sich eine mittlere Stromungsgeschwindigkeit von ~ 0,032 m/s.
Anschlieend erfolgte die Berechnung der Reynolds-Zahl (R.), die eine Aussage {iber die Art
der Stromung, turbulent oder laminar, zuldsst.

p: Dichte (kg/m®) fiir Wasser bei 20°C = 998 kg/m’
pwD o: mittlere Stromungsgeschwindigkeit (m/s)

n D: Durchmesser des Perfusionsschlauchs
n: dynamische Viskositit (Ns/m?) fiir Wasser bei 20°C = 0,001 Ns/m”

Die errechnete R, liegt bei ~ 64 und entspricht einer laminaren Stromung (Hoger et al. 2002).
Nachfolgend wurde die auftretende Zugkraft (£2,,) errechnet.
p: Dichte (kg/m’) fiir Wasser bei 20°C = 998 kg/m’
Frug=0,5 pAa’Cryg A: Querschnittsfliche des umstrémten Bereichs (m?)

o: mittlere Stromungsgeschwindigkeit (m/s)
Cuug: Zugkraftkoeffizient (dimensionslos), ~ 1

Fiir die TEVC-Messungen ergibt sich eine Zugkraft von 3,9 * 107 N.
Die errechneten Zugkrifte werden letztlich mit der umstromten Oberfliche der Oozyte ins

Verhiéltnis gesetzt.

Frug Frug: Zugkraft (N)

Fscher = e A: Oozytenoberfliche (m”) = 3,1 * 10° m?

Die errechnete SK fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente betrug 1,3 dyn/cm’.
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2.3.2 Die modifizierte Ussing-Kammer

Die Ussing-Kammer wurde Mitte des 20. Jahrhunderts von dem didnischen Physiologen Hans
Ussing entwickelt. Mit dieser Messmethode ist es moglich Ladungsverschiebungen {iber ein
Epithel bestimmen. Die Grundlage dessen bildet der vektorielle Transport von Ionen und da-
mit einhergehend die Ladungsverschiebung, die eine transepitheliale Spannung (Vr) gene-
riert. Mit Hilfe der V1 kann eine qualitative Aussage iiber die Netto-Transportrichtung ge-
macht werden, jedoch ldsst sich keine quantitative Aussage iiber die transportierten lonen
treffen. Aus diesem Grund wird das Prinzip der Spannungsklemme (voltage-clamp) benotigt.
Dabei wird dem Vr ein Kompensationsstrom entgegengesetzt, um die Spannung {iber dem
Epithel auf 0 mV zu halten. Dieser entgegengesetzte Strom wird als Kurzschlussstrom (Isc)
bezeichnet.

Die in dieser Arbeit verwendete Ussing-Kammer bestand aus zwei Kompartimenten (Abb.
10), die durch das zuvor priaparierte Lungenepithel (siche Material und Methoden 2.1.1) von-
einander getrennt wurden. Das apikale und basolaterale Kompartiment konnten unabhingig
voneinander, {liber ein gravitationsbetriebenes Perfusionssystem, mit Ringerlosung (NRS;
siche Material und Methoden 2.8) bzw. Pharmaka perfundiert werden. Die modifizierte Us-
sing-Kammer besal} einen Schornstein auf dem apikalen Kompartiment, iiber den die Ablauf-
hohe der Perfusionslosung verdndert werden konnte. Zu diesem Zweck hatte der Schornstein
drei seitliche Abflussmoglichkeiten mit einem Abstand von je 5 cm. Durch VerschlieBen des
unteren Abflusses mit einem Gummistopfen, konnte eine Fliissigkeitssdule von 5 cm aufge-
baut werden und damit einhergehend hydrostatischer Druck (HD) auf das eingespannte
Epithel appliziert werden. Dariiberhinaus konnte die Fliissigkeitssdule durch VerschlieBen der
beiden untersten Abfliisse auch auf 10 cm erhoht werden, wodurch sich ebenfalls der HD auf
das Epithel erhoht. Auf der basolateralen Seite der Ussing-Kammer war die Abflusshohe nicht

variabel und auf eine Hohe von 0 cm Fliissigkeitssdule festgelegt.
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Abb. 10: Schematische Darstellung der modifizierten Ussing-Kammer.

Das Gewebe (G) trennte die apikale von der basolateralen Halbzelle der Ussing-Kammer ab.
Fiir eine kontinuierliche Perfusion besafl jedes Kompartiment einen Zu- und Ablauf. Mit Hilfe
des Schornsteins auf der apikalen Seite konnte der 0 cm Ablauf durch einen Stopfen verschlos-
sen werden und somit eine 5 cm bzw. 10 cm Fliissigkeitssdule auf das eingespannte Gewebe
appliziert werden. Zur elektrischen Ableitung war die Ussing-Kammer mit gewebsnahen Poten-
tialelektroden und gewebsfernen Stromelektroden ausgestattet. Die Abbildung wurde verdndert
nach Bogdan et al. 2008.

Um die lonentransportprozesse iiber das Epithel bestimmen zu konnen, wurde die Ussing-
Kammer mit vier Elektroden ausgestattet, zwei Potential- und zwei Stromelektroden. Hierzu
wurden modifizierte 200 pl Pipettenspitzen verwendet, die mit einer 1 M KCI Agarbriicke
(2,5% Agar) gefiillt waren. Die Agarbriicke wurde mit 1 M KCI Losung tiberschichtet. In
diese KCI-Losung wurden Silberdridhte eingetaucht, die zuvor 10 sec bei 5 V in 0,1 M HCI
chloriert wurden. Fiir die Ussing-Kammer-Messungen wurden ausschlieBlich Elektroden ver-
wendet deren Eigenpotential kleiner als 1 mV, gemessen in NRS, war.

Die fertig zusammengebaute Ussing-Kammer wurde iiber die Elektroden in den Kammerhélf-
ten elektrisch mit der Messtechnik verbunden und innerhalb eines Faraday’schen Kifigs plat-
ziert. Zu Beginn jeder Messung wurde das Epithel zundchst mit NRS perfundiert und das Vr
im open-circuit Modus gemessen. AnschlieBend wurde mit dem voltage-clamp Messverstir-
ker ein Potential von 0 mV angelegt und der dadurch generierte Kurzschlussstrom (Isc) wurde
kontinuierlich iiber einen Schreiber (Kipp & Zonen) aufgezeichnet. Der Isc wurde zudem
durch ein Interface (MacLab Interface, ADInstuments, Spechbach, Deutschland) digitalisiert
und auf einem Computer (Macintosh LC II, Apple, Cupertino, USA) mittels des Programmes

Chart Software (ADInstruments) aufgenommen und gespeichert. Zur Ermittlung des



Material und Methoden 34

transepithelialen Widerstandes (Rr) im voltage-clamp Modus wurde ein kurzer Spannungs-
puls (1,5 sec) von 5 mV auf das Epithel appliziert. Aus der entstandenen Stromdifferenz (Al-
puis) konnte mit Hilfe des Ohm’schen Gesetzes der Widerstand bestimmt werden.

ui)
Alpuis (MA)

Der Rt wurde zu Beginn jeder Messung und vor, wihrend sowie nach der Applikation eines

RT (.Q) =

Pharmakon bzw. HD bestimmt.
Das Xenopus Lungenepithel bendtigte eine ungeféhre Equilibrierungszeit von 3 Stunden, be-
vor der Isc einen stabilen Wert erreichte. AnschlieBend wurde mit dem eigentlichen Experi-

ment begonnen. Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Vorzeichenkonvention

Der bei den Ussing-Kammer-Experimenten gemessene Isc stellt ein Netto-lonenstrom dar und
setzt sich aus verschiedenen Ladungsverschiebungen zusammen. Der transepitheliale Trans-
port positiver Ladung von apikal nach basolateral (Kationen-Resorption) bzw. negativer La-
dung von basolateral nach apikal (Anionen-Sekretion) wird als positiver Strom angegeben
und wurde in den Abbildungen als Ausschlag nach oben dargestellt. Ein Abfall des Isc ent-

spricht daher der entgegengesetzten lonenverschiebung.

2.4 Messung des Volumens von Xenopus Oozyten

Um eine Aussage iiber eine mdgliche Anderung des Zellvolumens von Xenopus Oozyten in
Folge der Injektion einer intrazelluldr analogen Losung sowie der Behandlung mit hypo- und
hyper-osmotischer Losung zu treffen, wurden foto-optische Analysen durchgefiihrt. Dafiir
wurden die Oozyten mit Hilfe eines Binokulars (4-fach VergroBerung) vor und nach der je-
weiligen Behandlung fotografiert. Mittels einer Mikrometer-Skala, die in der identischen
VergroBerung wie die Oozyten mitfotografiert wurde, konnte die animale-vegetale (anterior-
posterior) und die dquatoriale Achse der Oozyten ausgemessen werden. Anschlieend wurden
die zwei Werte gemittelt und mit diesem Durchmesser wurde das Volumen der Oozyte be-
rechnet (Formel Kugelvolumen: 4/3nr’). Fiir die Auswertung wurden das Ausgangsvolumen
der Oozyte gleich 100% gesetzt und die Verdnderungen des Volumens wurden als prozentua-

le Werte angegeben.
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2.5 Modifizierung der Zytoskelettelemente von Xenopus Oozyten

Das Zytoskelett von Xenopus Oozyten ist, wie bei allen eukaryotischen Zellen, aus drei Fila-
mentsystemen aufgebaut: 1) Mikrotubuli, 2) Aktinfilamente und 3) Intermediérfilamente
(Gard 1999). Diese Strukturen sind an einer Vielzahl von Entwicklungsprozessen wéhrend
der Oogenese und an der mechanischen Stabilisierung der Oozyten beteiligt.

Es ist bekannt, dass die Verankerung von lonenkanilen in der Zellmembran durch die Interak-
tion mit dem Zytoskelett beeinflusst werden kann. Dies legt die Vermutung nahe, dass eine
Interaktion zwischen dem CFTR und dem Zytoskelett wichtig fiir die Wahrnehmung von me-
chanischen Kriften sein konnte. Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurde in einige Mes-
sungen die Stabilitdt der Mikrotubuli und Aktinfilamente der Oozyten pharmakologisch ver-
dndert (stabilisiert oder destabilisiert). Nachfolgend wurden die mdglichen Auswirkungen der
pharmakologischen Behandlung auf die Mechanosensitivitit des hCFTR in TEVC-
Experimenten untersucht. Dariliberhinaus wurde eine hCFTR Mutante mittels zielgerichteter
Mutagenese erzeugt, bei der eine mdgliche Bindestellen zwischen dem hCFTR und den Ak-

tinfilamenten deletiert wurde.

2.5.1 Mikrotubuli

Mikrotubuli sind réhrenférmige Proteine, die aus a- und B-Tubulin bestehen und sie sind ver-
bunden mit einer Vielzahl von Mikrotubuli-assoziierten Proteinen (membrane associated
proteins, MAPs).

Die Destabilisierung der Mikrotubuli der Xenopus Oozyten erfolgte mit Colchicin. Dieses
toxische Alkaloid aus der Herbst-Zeitlosen bindet freie Tubulin-Proteine, sodass die Ausbil-
dung des Spindelfaserapparates wihrend der Mitose verhindert wird (Heidemann und Kirsch-
ner 1975; Machu 1998). Fiir die Stabilisierung der Mikrotubuli wurde Paclitaxel verwendet,
welches den Abbau von Mikrotubuli inhibiert, indem es an B-Tubulin bindet (Jessus et al.
1988; Verde et al. 1991). Colchicin (50 puM) und Paclitaxel (10 pM) wurden in ORi gel0st.
Die Xenopus Oozyten wurden fiir 60-120 min mit den Pharmaka inkubiert und anschlieBend
TEVC-Messungen durchgefiihrt. In weiteren Experimenten wurden Colchicin (40 uM) bzw.
Paclitaxel (10 uM) in das Zytoplasma der Oozyte injiziert, um eine eventuell schlechte
Membranpermeabilitdt beider Substanzen entgegenzuwirken. Beide Prozeduren sind bekannt
und etabliert fiir die Verdnderung der Mikrotubuli in Xenopus Oozyten (Jessus et al. 1988;
Moran et al. 2000).
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2.5.2 Aktinfilamente

Aktinfilamente bestehen aus filamentdrem Aktin (F-Aktin), das sich wiederum aus globuldren
Aktinmolekiilen (G-Aktin) zusammensetzt.

Um die Aktinfilamente der Xenopus Oozyten zu destabilisieren wurde in der vorliegenden
Arbeit Cytochalasin D verwendet, welches die Polymerisierung des Aktins inhibiert (Cooper
1987). Um die Depolarisierung des F-Aktins und der verbundenen Stabilisierung der Aktin-
filamente zu verursachen, wurde Phalloidin eingesetzt (Cooper 1987). Da Phalloidin nicht
membrangingig ist, wurde es vor den TEVC-Messungen in die Oozyten injiziert (40 pM).
Die Destabilisierung der Aktinfilamente erfolgte durch eine 60-120 miniitige Inkubation der
Oozyten in Cytochalasin D (10 pM) und durch die Injektion von Cytochalasin D (20 puM).

Mutation der Verknupfungsstellen zwischen CFTR und Aktinfilamenten

Neben der pharmakologischen Modifizierung der Aktinfilamente wurde in dieser Arbeit zu-
dem eine zielgerichtete Mutagenese (siche Material und Methoden 2.2.2) durchgefiihrt, um
eine mogliche Verkniipfungsstelle zwischen dem hCFTR und den Aktinfilamenten zu zersto-
ren. Das Konstrukt wurde anschlieend in Xenopus Oozyten exprimiert und nachfolgend in
TEVC-Experimenten auf eine etwaige Verdanderung in der Wahrnehmung von mechanischen
Kriéften iiberpriift und mit dem Wildtyp hCFTR verglichen. Es gibt Hinweise darauf, dass der
CFTR CI" Kanal iiber dessen C-Terminus mit Aktinfilamenten assoziiert ist (Short et al.
1998; Edelman 2014). Besonders wichtig fiir diese Verbindung sind die drei C-terminalen
Aminosduren des hCFTR, Threonin (T), Arginin (R) und Leucin (L; Haggie et al. 2004). Mit-
tels zielgerichteter Mutagenese wurden in dieser Arbeit die letzten drei Aminosduren in der
Proteinstruktur des hCFTR deletiert (ATRL hCFTR). Die Mutagenese-Primer und die Se-
quenzierung der ATRL hCFTR Mutante sind in Tab. 9 und im Anhang zu finden (siche An-
hang 7.1).

2.6 Modifizierung der Membranfluiditat von Xenopus Oozyten

Die Plasmamembran von Xenopus Oozyten besteht, wie die Biomembran anderer eukaryoti-
scher Zellen oder Zellorganellen, aus Lipiden und Proteinen (Hill ef al. 2005). Das Grundge-
rust bildet die Lipiddoppelschicht, die fiir die physikochemischen Eigenschaften der Memb-
ran (selektive Permeabilitit) verantwortlich ist. Die drei Hauptgruppen bilden Phospho- und

Sphingolipide sowie Cholesterol. Cholesterol gilt als essentieller Bestandteil tierische Plas-



Material und Methoden 37

mamembranen, da es sowohl die Membranintegritéit als auch die —fluiditdt aufrechterhilt.
Daher ist es moglich iiber Verdnderungen des Cholesterol-Gehalts in der Plasmamembran
deren Fluiditit zu dndern. Fiir Xenopus Oozyten, deren Cholesterol-Gehalt 20% betragt (Hill
et al. 2005), sind bereits Strategien zur Anderung der Membranfluiditiit etabliert.

In dieser Arbeit sollte die Hypothese gepriift werden, ob eine Modifizierung der Membranflu-
iditat die Wahrnehmung des hCFTR auf den Dehnungsreiz verandert. Fiir die Erh6hung der
Membranfluiditdit wurde Methyl-B-Cyclodextrin (MBCD) verwendet (Santiago ef al. 2001;
Sadler und Jacobs 2004; Carattino et al. 2007). MBCD bildet einen adhédsiven Kontakt zu
Membran-gebundenen Cholesterol und entfernt es (Ilangumaran und Hoessli 1998). Somit
funktioniert MBCD wie eine Art ,,Cholesterol-Schwamm®. Die Verringerung der Membran-
fluiditét erfolgte dagegen durch die Zugabe von wasserloslichem Cholesterol, das sich in die
Lipiddoppelschicht einlagert und dadurch den Cholesterol-Gehalt erhdht (Carattino et
al. 2007). Die hCFTR-exprimierenden Oozyten wurden 60-120 min vor den TEVC-
Messungen entweder in MBCD (5 mM) oder in wasserloslichem Cholesterol (400 pM) inku-
biert. AnschlieBend wurde die Dehnungs-induzierte hCFTR Aktivierung in TEVC-

Experimenten untersucht.

2.7 Datenverarbeitung und Statistik

In der vorliegenden Arbeit wurden alle Werte als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwer-
tes (standard error of the mean: SEM) angegeben. Sowohl in den TEVC-Experimenten als
auch in den Ussing-Kammer-Messreihen wurden mindestens zwei verschiedene Xenopus
Individuen verwendet (N). Die entsprechende Anzahl der Oozyten bzw. Lungenpriparate ist
mit ,,n* gekennzeichnet. Die Daten wurden auf Normalverteilung gepriift und fiir die Bestim-
mung der Signifikanz wurde der t-Test nach Student durchgefiihrt. Die Messdaten innerhalb
einer Oozyten- bzw. Lungenpriparat-Messung wurden mittels des gepaarten t-Tests vergli-
chen. Fiir den statistischen Vergleich von Messdaten aus zwei unterschiedlichen Messreihen
wurde der ungepaarte t-Test verwendet. Das Signifikanzniveau lag bei einer Fehlerwahr-
scheinlichkeit von unter 5% (p < 0.05) und wurde in den Abbildungen mit “** gekennzeich-
net. P-Werte mit p < 0.01 wurden mit “*** markiert.

Die Verarbeitung der Daten erfolgte mit den Programmen Microsoft Word 2007 und
Excel 2007. Mit Hilfe des Programms GraphPad Prism wurde auf Normalverteilung gepriift
und die Varianzanalyse (ANOVA) durchgefiihrt. Die graphische Bearbeitung der Stromspuren

und der Balkendiagramme erfolgte mit dem Programm Inkscape (Version 0.48).
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2.8 Verwendete Losungen und Chemikalien

38

Tab. 4: Zusammensetzung der Losungen fiir die Isolation und Kultivierung der Xenopus

Qozyten sowie fiir die Durchfiihrung der TEVC-Messungen (in mM).

Substanz ORi KulORi | Ca’-frei ORi | Na'-Gluconat ORi
NaCl 90 90 90 45

KCl 1 1 1 1

CaCl, 2 2 - 2

HEPES 5 5 5 5
Na'-Pyruvat - 2,5 - -
Penicillin G - 0,06 - -
Streptomycin-Sulfat - 0,02 - -

EGTA - - 1 -
Na'-Gluconat - - - 45

pH 7,4 7,4 7,4 7,4

ORi: Oozyten-Ringerlosung; KulORi: Kultur-Oozyten-Ringerlosung; HEPES: N-(2-

Hydroxyethyl)piperazin-N’-(2-ethansulfonséure);
aminoethylether)-N,N,N ,N tetraacetic acid; Alle Lésungen wurden mittels NaOH bzw. HCI
auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt.

EGTA:

Ethylene

glycol-bis(2-

Tab. 5: Zusammensetzung der Losungen fiir die Erhéhung bzw. Verringerung des
intrazelluliiren Volumens der Xenopus Oozyten in (mM).

Substanz intraze;};:i;gnaloge osmotl;chhoe-r ORIi osmoltli?c)lflﬂe:~ ORIi
NaCl 20 45 90

KCl 130 1 1

CaCl, - 2 2

HEPES 5 5 5

MgCl, 2 - -
D-Mannitol - - 100 /250

pH 7,3 7,4 7,4

Der pH-Wert der Losungen wurde mittels NaOH bzw. HCI eingestellt.
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Tab. 6: Zusammensetzung der Losung fiir die Ussing-Kammer-Experimente mit den
Xenopus Lungenpriparaten (in mM).

Substanz NRS
NaCl 100
KCl 3
CaCl, 1
MgCl, 1
HEPES 5
Glucose 10
pH 7,4

NRS: Normal Ringerldsung; Die Losung wurde mittels NaOH bzw. HCI auf einen pH-Wert auf

7,4 eingestellt.

Tab. 7:

In den elektrophysiologischen Messungen verwendete Pharmaka,

deren

Losungsmittel sowie die Konzentration der Stammlésung bzw. die in den Versuchen
verwendete Konzentration.
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Substanz Losungsmittel Sta(rilllln:;bl'vsll)mg Versuch(siﬁolill\z/[e)ntration
CFTRinn-172 DMSO 40 5
Colchicin ddH,O 50 40 und 50
Cytochalasin D DMSO 1 10 und 20
Forskolin DMSO 10 5
GlyH-101 DMSO 40 40
IBMX DMSO 100 100 und 500
Methyl-B-Cyclodextrin ddH,O 50 5000
Paclitaxel DMSO 1 10
Phalloidin ddH,O 1 40
e

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

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von mechanischen Kriften (Scherkraft und
Dehnung) auf die Aktivitit des humanen CFTR (hCFTR) im in vitro Expressionsmodell der
Xenopus Oozyten mittels der TEVC-Technik untersucht. Ein weiterer Fokus lag auf der me-
chanosensitiven CFTR-Regulierung in dem nativen pulmonalen Epithel von Xenopus, wofiir
die Ussing-Kammer-Methode eingesetzt wurde. Dariiber hinaus wurde eine Beteiligung von
Zytoskelettelementen und der Membranfluiditit an der Wahrnehmung des Dehnungsreizes

durch den CFTR gepriift.

3.1 Der Einfluss von Scherkraft auf den humanen CFTR

Um den Einfluss von Scherkraft (SK) auf die Aktivitdt des hCFTR zu charakterisieren, wurde
der hCFTR heterolog in Xenopus Oozyten exprimiert und die hCFTR-vermittelten Strome
wurden mittels TEVC-Technik untersucht. Die SK-Applikation erfolgte dabei iiber eine Er-
héhung der Perfusionsgeschwindigkeit von 1 ml/min (SK: 0,04 dyn/cm®) auf 6 ml/min
(SK: 1,3 dyn/cm?).

Die ca. 1-miniitige Applikation von SK (1,3 dyn/cm?) hatte keine Anderung des Iyy hCFTR-
exprimierender Oozyten zur Folge (von 127 + 14 nA auf 136 + 13 nA; n = 12; N = 3; Abb.
11A). Auch eine zweite SK-Applikation hatte keinen Einfluss auf den Iy
(von 142 + 12 nA auf 142 + 12 nA). Die statistische Auswertung ergab keine signifikanten
Unterschiede in Folge der beiden SK-Applikationen (p > 0,05; Abb. 11B). Dies zeigte, dass
SK in Hohe von 1,3 dyn/ cm® keine Auswirkung auf die Aktivitit des hCFTR hatte. Als
Nachweis flir die Expression des hCFTR in Xenopus Oozyten wurde in dieser Arbeit ein
Cocktail aus Forskolin und IBMX verwendet. Beide Substanzen erhdhen den intrazelluldren
cAMP-Spiegel und deren Verwendung ist ein etablierter Nachweis der CFTR-Expression in
Oozyten (Drumm et al. 1991; Jiang et al. 2000). Durch die Applikation von Forskolin (F;
5 uM) und IBMX (I; 100 uM) bei einer Perfusionsgeschwindigkeit von 1 ml/min, stieg der Iy
von 143 + 12 nA auf -731 £ 104 nA an (p < 0,01).

In DEPC-Oozyten fiihrte weder die wiederholte Applikation von SK (1,3 dyn/cm?®) noch die
Perfusion mit F/I zu einer Verdnderungen des Iy (p > 0,05; n=11; N =3; Abb. 11C).
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Abb. 11: Der Einfluss von Scherkraft auf den heterolog in Oozyten exprimierenden
hCFTR.

A Die zweimalige Applikation von Scherkraft (schwarzer Balken: SK, 1,3 dyn/cm®) hatte keine
Anderung des Transmembranstroms (Iy) zur Folge. Mittels Forskolin und IBMX
(F/1; 5/100 uM) wurde am Ende des Experiments die Expression des hCFTR {iiberpriift und re-
sultierte in einer Stimulation des Iy. B Statistische Auswertung der in A dargestellten Experi-
mente. Beide SK-Applikationen (SK1, SK2) beeinflussten den Iy von hCFTR-exprimierenden
Oozyten im Vergleich zu der Perfusion mit ORi nicht signifikant (ns: p > 0,05; n = 12; N = 3).
C Bei DEPC-Oozyten (mit Wasser injiziert) verdnderte sich der Iy weder durch die Applikation
von SK noch durch F/I (n=11; N = 3).

3.1.1 Simultane Applikation von SK und Forskolin/IBMX

Da SK keinen Einfluss auf den Iy von hCFTR-exprimierenden Oozyten hatte (siche Abb. 11),
wurde in den folgenden Experimenten SK und F/I simultan appliziert. Damit sollte tiberpriift
werden, ob SK die durch F/I verursachte Stromstimulation und somit die Aktivitat des hCFTR
erhohen kann. Als Kontrolle dienten hCFTR-exprimierende Oozyten, die lediglich mit F/I bei
einer Perfusionsgeschwindigkeit von 1 ml/min (0,04 dyn/cm®) stimuliert wurden. Durch die
F/I-Applikation bei langsamer Perfusionsgeschwindigkeit stieg der Iy signifikant von
-4 + 42 nA auf -890 = 101 nA (n = 11; N = 3; Abb. 12A). Die F/I-Applikation mit schneller
Perfusionsgeschwindigkeit (6 ml/min) und der damit verbundenen SK-Entstehung
(1,3 dyn/cm?) erhdhte den Iy von 12 + 27 nA auf -886 + 92 nA (n = 11; N = 3; Abb. 12B).
Fiir die statistische Auswertung wurden die F/I-induzierten Stromstimulationen (Alg;) der
Kontroll-Messungen mit F/I (Alg; = 887 = 98 nA) und der Messung mit simultaner Applikati-
on von F/I und SK (Algs = 899 + 93 nA) herangezogen. Dies erbrachte keinen signifikanten
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Unterschied (p > 0,05; Abb. 12C), wodurch geschlussfolgert werden kann, dass SK die Akti-
vitdt des hCFTR nicht beeinflusst.

A B C

0.2 0,2+ 1,01 ns
A F/l + SK T
0 0+
-0,2- -0,2- <
< < = 0,5-
=2 .0,4- =2 .0,4- =
= = <
-0,6- -0,6-
-0,8- -0,8- n=11
0
F/l + +
-1,0- 2 min -1,0- 2 min SK - +

Abb. 12: Die simultane Applikation von Scherkraft und Forskolin/IBMX unterschied sich
nicht zu der hCFTR Aktivierung durch Forskolin/IBMX allein.

Sowohl die Applikation von Forskolin/IBMX (F/I; 5/100 uM) allein (A) als auch die gleichzei-
tige Applikation von F/I zusammen mit Scherkraft (F/I + SK; 1,3 dyn/cm’; B) fiihrte zu einer
Erhohung des Iy. C Die induzierten Stromstimulationen (Aly) der in A und B dargestellten Ex-
perimente unterschieden sich nicht signifikant voneinander (ns: p > 0,05).

Die Ergebnisse der SK-Versuche zeigten, dass SK nicht in der Lage war den hCFTR zu akti-

vieren, weder allein noch in Gegenwart von F/I.

3.2 Der Einfluss der Zellschrumpfung auf den humanen CFTR

Nachdem die Applikation von SK keinen Einfluss auf die Aktivitdt des hCFTR hatte, sollte
nachfolgend eine etwaige Modulation der hCFTR Aktivitit durch Anderungen des Zellvolu-
mens untersucht werden.

In Kontroll-Experimenten wurde zunichst die erfolgreiche Expression des hCFTR mittels
F/I-Applikation iiberpriift, wodurch der Iy um 1018 £ 111 nA anstieg (1. F/I; n = 10; N = 3;
Abb. 13A). Nach dem Auswaschen des F/I-Effekts wurde ein weiteres Mal mit F/I perfun-
diert, was wiederum zu einer Stimulation des Iy fithrte (2. F/I = 547 + 60 nA). Der Vergleich
der F/I-induzierten Stromstimulationen ergab einen signifikant kleineren 2. F/I im Vergleich
zum 1. F/I (p £0,01) Dies deutet bei wiederholter Aktivierung des hCFTR auf eine Desensiti-
vierung des F/I-Effektes hin.

Die Verringerung des Zellvolumens erfolgte durch eine Inkubation der hCFTR-
exprimierenden Oozyten in hyper-osmotischen ORi (sieche Material und Methoden 2.8, Tab.

5). Die Osmolaritit der ORi-Losung wurde durch Mannitol erh6ht, um ein Schrumpfen der
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Oozyte zu induzieren. Der mechanische Stimulus, der durch die Zellschrumpfung induziert
wird, ist die Kompression bzw. ein “Zusammendriicken* der Zelle (Andres und Gopfert 2014;
Prager-Khoutorsky et al. 2014). In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene hyper-
osmotische Losungen (hyper ORi 1 und hyper ORi 2) verwendet, die sich durch die Konzent-
ration an D-Mannitol (hyper ORi 1: 100 mM oder hyper ORi 2: 250 mM) und demzufolge
auch durch ihre Osmolaritét (hyper ORI 1: 283 mosmol/kg oder hy-
per ORi 2: 447 mosmol/kg) unterschieden.

Um einen mdglichen Einfluss der Zellschrumpfung auf die hCFTR Aktivitdt zu untersuchen,
wurde zundchst der F/I-induzierte Effekt (1. F/I) bestimmt. AnschlieBend erfolgte eine
20-miniitige Perfusion mit hyper ORi, um die Zelle zu schrumpfen. Unter diesen Bedingun-
gen wurde ein zweites Mal der F/I-induzierte Effekt (2. F/I) bestimmt. In den Experimenten
mit hyper ORi 1 betrug der 1. F/I 1063 + 201 nA (n = 12; N = 4; Abb. 13B). Anschlie3end
erfolgte die Perfusion mit der hyper ORi 1, wodurch der Iy leicht sank (von -88 + 8 nA auf
-81 + 8 nA). Der 2. F/I erfolgte unter hyper-osmotischen Bedingungen und induzierte eine
Iy-Stimulation von 674 £+ 96 nA (p < 0,01; Abb. 13B). Ahnliche Ergebnisse waren bei den
Experimenten mit hyper ORi 2 zu beobachten, wo der 2. F/I (594 + 58 nA) kleiner war als der
1. F/1 (919 = 86 nA; n = 11; N = 3; Abb. 13C). Fiir die statistische Auswertung wurden der
1. F/T und der 2. F/I in Relation zueinander gesetzt (2. F/I / 1. F/I) und normalisiert. In Kon-
troll-Experimenten (ohne Zellschrumpfung) betrug 2. F/I / 1. F/1 0,55 £ 0,05 (n=10; N =3;
Abb. 13D). Der statistische Vergleich der Kontroll-Oozyten mit den normalisierten
F/I-Werten der osmotisch geschrumpften Oozyten (hyper ORi 1: 0,70 £+ 0,06; hyper ORi 2:
0,70 + 0,08; Abb. 13D) ergab keine signifikanten Unterschiede (p > 0,05). Bei
DEPC-Oozyten waren keine Verdnderungen des Iy durch die Applikation des hyper ORi 2
und F/I zu beobachten (n =9; N = 3; Abb. 13E).
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Abb. 13: Die osmotische Zellschrumpfung hatte keinen Einfluss auf die Aktivitit des
hCFTR.

A Die wiederholte Applikation von Forskolin/IBMX (F/I; 5/100 uM) unter normaler ORi Perfu-
sion (iso-osmotische Bedingungen) zeigte einen kleineren 2. F/I-induzierten Stromanstieg
(2. F/1) der hCFTR-exprimierenden Oozyten im Vergleich zu dem ersten F/I-Effekt (1. F/I).
B Nach Bestimmung des 1. F/I wurden die Oozyten 20 Minuten mit hyper-osmotischem ORi
(hyper ORi 1, Osmolaritit 283 momsol/kg) perfundiert, wodurch sich der Iy nicht verdnderte.
Nachfolgend wurde der hCFTR erneut mit F/I stimuliert. Dieser Effekt war ebenfalls kleiner als
der 1. F/I. C Auch nach der Perfusion mit hyper-osmotischem ORi 2 (hyper ORi 2, Osmolari-
tdt 447 msomol/kg) war der 2. F/I kleiner als der 1. F/I. D Der statistische Vergleich der norma-
lisierten F/I-Effekte (2. F/I / 1. F/I) ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen den Expe-
rimenten unter iso-osmotischen (iso) und hyper-osmotischen Bedingungen (hyper 1 und hy-
per 2; ns: p > 0,05). E In Wasser-injizierten Oozyten (DEPC-Oozyten) fithrte die Perfusion mit
hyper-osmotischem ORi und F/I zu keiner Anderung des Iy.

44
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Nachdem in TEVC-Experimenten die Zellschrumpfung keinen Unterschied in der Aktivitit
des hCFTR aufzeigte, sollte anschlieend optisch iiberpriift werden, ob die Behandlung mit
hyper ORi auch tatsdchlich ein Zellschrumpfen induzierte. Dazu wurden die Oozyten, wie
bereits im Material und Methodenteil beschrieben, vor und nach der 20-miniitigen Inkubation
in hyper ORi 2 fotografiert (siche Material und Methoden 2.4). Das Schrumpfen der Oozyten
durch die Inkubation in hyper ORi 2 war deutlich am Zusammenfallen der Oozytenmembran
erkennbar (Abb. 14). Die Volumenidnderungen der Oozyte wurden prozentual errechnet. Das
Volumen der Oozyten verringerte sich durch den hyper ORi 1 um 9,1 + 1,1% (n=12; N =5)
und nochmals stdrker durch die Inkubation in dem hyper ORi 2 (13,6 = 1,5%, n = 12; N =5),

was auf die hohere Osmolaritit dieser Losung zuriickzufiihren war.

20 min
Inkubation in

P

hyper ORI 2

1 mm

Abb. 14: Reprisentative Abbildung der Volumeninderung einer Xenopus Oozyte durch
die 20-miniitige Inkubation in einer hyper-osmotischen Ldsung.
Das Volumen der Oozyten verdnderte sich durch die 20-miniitige Inkubation in hyper-
osmotischer Losung (hyper ORi 2) von 1,07 + 0,07 mm® auf 0,92 + 0,06 mm’ (p <0,01; n = 12;
N =5).
Diese Ergebnisse zeigten, dass die Inkubation in hyper-osmotischer Losung zu einer Verrin-
gerung des Oozytenvolumens fiihrte. Allerdings konnte in den TEVC-Experimenten kein
Einfluss der osmotischen Zellschrumpfung auf die hCFTR Aktivitit nachgewiesen werden.

Demzufolge kann die Kompression der Zelle die Aktivitit des hCFTR nicht regulieren.

3.3 Der Einfluss von Membrandehnung auf den humanen CFTR

Nachfolgend sollte der Einfluss der Membrandehnung auf die Aktivitit des hCFTR in TEVC-
Experimenten untersucht werden. Die Membrandehnung wurde dabei zum einen durch eine
osmotische Erhdhung des Zellvolumens (sieche Ergebnisse 3.3.1) und zum anderen durch die

Injektion einer intrazelluldr analogen Losung (siehe Ergebnisse 3.3.2) induziert.
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3.3.1 Erhohung des Zellvolumens durch Inkubation in einer hypo-

osmotischen Losung

Das Zellvolumen der Oozyten wurde durch Inkubation in hypo-osmotischer Losung erhoht. In
diesen Experimenten erfolgte der mechanische Stimulus durch die Membrandehnung, die
iiber den osmotischen Druckgradienten zwischen Badlosung und Zytoplasma induziert wurde
(Martinac 2004). Bei der hier verwendeten hypo-osmotischen Badlésung wurde die Konzent-
ration an NaCl verringert (siche Material und Methoden 2.8, Tab. 5). Um Verdnderungen der
extrazelluldren ClI” Konzentration durch die hypo-osmotische Losung zu vermeiden, wurde in
diesen Experimenten Na'-Gluconat ORi (sieche Material und Methoden 2.8, Tab. 4) anstelle
von ORi eingesetzt. Der Na'-Gluconat ORi beinhaltete ebenso wie der hypo-osmotische ORi
45 mM NaCl, aber zusitzlich noch 45 mM Na'-Gluconat. Die Osmolaritit des Na'-Gluconat
ORI betrug ebenso wie der normale ORi 188 mosmol/kg, wohingegen die hypo-osmotische
Losung eine Osmolaritdt von 105 mosmol/kg aufwies.

Gluconat ist als Komplexbildner bekannt, da es als Anion freie Kationen, wie z.B. Ca*" Ionen,
aus einer wissrigen Losung binden kann und somit die Konzentration an freiem Ca®" verrin-
gert (Woehler et al. 2014). Daher wurde in den Experimenten gepriift, ob
Na'-Gluconat einen Einfluss auf den Iyy hCFTR-exprimierender Oozyten hat. Nach Erreichen
eines Stromplateaus unter ORi wurde die Perfusion auf Na'-Gluconat ORi umgestellt, wobei
sich der Iy nicht signifikant dnderte (von -88 £ 9 nA auf -83 + 12 nA; p>0,05; n=7; N = 3;
Abb. 15A+B). Nachfolgend wurde die Perfusion wieder auf ORi umgestellt und die Expressi-
on des hCFTR durch F/I iiberpriift, wodurch eine signifikante Stromstimulation hervorgerufen
wurde (Alpy= 1308 £ 218 nA; p < 0,01). Diese Ergebnisse zeigten, dass Na'-Gluconat ORi
keinen Einfluss auf den hCFTR hatte, was einen Einsatz in den Zellschwellungsexperimenten

legitimierte.
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Abb. 15: Na'-Gluconat ORi hatte keinen Einfluss auf den Transmembranstrom von

hCFTR-exprimierenden Oozyten. )

A+B Die Perfusion mit Na'-Gluconat ORi (Na" Gluc) hatte keine Anderung des Transmemb-

ranstroms (L) zur Folge (ns: p > 0,05). Die Applikation von Forskolin/IBMX (F/I; 5/100 uM)

am Ende der Messung fiihrte zu einer signifikanten Stromstimulation als Folge der hCFTR Ak-

tivierung (**: p<0,01;n="7: N =3).
Um zu untersuchen, ob die osmotische Zellschwellung einen Einfluss auf die Aktivitdt des
hCFTR hat, wurde zunéchst der F/I-induzierte Effekt (1. F/I) bestimmt. AnschlieBend erfolgte
die 20-miniitige Perfusion mit hypo-osmotischer Losung, um die Zelle zu schwellen. Unter
diesen Bedingungen wurde ein zweites Mal der F/I-induzierte Effekt (2. F/I) bestimmt. Der
1. F/I unter iso-osmotischen Bedingungen betrug 1039 + 200 nA (n = 11; N = 3; Abb. 16B).
Nach der 20-miniitigen Perfusion mit hypo-osmotischer Losung wurde der 2. F/I mit
790 + 120 nA detektiert. Es ist erwdhnenswert, dass die Inkubation in hypo-osmotischer Lo-
sung zu einem leichten Abfall des Iy fiihrte (vorher: -121 & 17 nA und nachher: -87 £+ 10 nA).
Dies ist aber zu vernachldssigen, da eine Aktivierung des hCFTR mit einer Erhdhung des Iy
verbunden ist.
Als Kontrolle wurden hCFTR-exprimierende Oozyten zweimal mit F/I stimuliert, wobei der
2. F/1 (214 £ 60 nA; n = 13; N = 4) kleiner war als der 1. F/I (703 £ 116 nA; Abb. 16A). Ein
Vergleich der normalisierten F/I-Effekte (2. F/I / 1. F/I) von osmotisch geschwollenen Oozy-
ten (0,88 = 0,09; n = 11; N = 3) mit denen von Kontroll-Oozyten (ohne Schwellung;
0,26 = 0,05; n = 13; N = 4) ergab eine signifikant erhohte hCFTR Aktivitit bei den osmotisch
geschwollenen Oozyten (p < 0,01; Abb. 16C). Diese Beobachtungen deuteten darauf hin, dass
durch die Dehnung der Membran die Aktivitit des hCFTR erhoht wurde.
In DEPC-Oozyten fiihrte die Perfusion mit hypo-osmotischer Losung und die Applikation
von F/I zu keiner Anderung des Iy (n = 10; N = 4; Abb. 16D).



Ergebnisse 48

hypo ORi
04 [FA 7 0- [F]
-0,5- 2. F/ -0,5-
< <
= =
= 1. Fl =
-1,0 -1,0
157 T 157 5Tin
1,0- o [ _hypo ORI ]
I «
:.l —
N
< O —
LL_ 5 min
=~ 0,54
-
Y T
n=13| |n=11
0 -
iso  hypo

Abb. 16: Die osmotische Zellschwellung durch Inkubation in hypo-osmotischer Losung
fithrte zu einer Erhéhung der Aktivierung des hCFTR.

A Unter iso-osmotische Bedingungen war der zweite Forskolin/IBMX (F/I; 5/100 pM)-
induzierte Effekt (2. F/I) kleiner als der erste Effekt (1. F/I). B Der 2. F/I nach 20-miniitiger Per-
fusion mit hypo-osmotischer Losung (hypo ORi) war etwas kleiner als der 1. F/I unter iso-
osmotischen Bedingungen. C Der normalisierte F/I-Effekt (2. F/1/ 1. F/I) von Kontroll-Oozyten
(iso) war signifikant verringert im Vergleich zu dem Wert von osmotisch geschwollenen Oozy-
ten (hypo; **: p < 0,01). D Bei DEPC-Oozyten war ein leichter Abfall im Iy durch der hypo
ORi zu beobachten.

In den vorangegangenen TEVC-Messungen wurde eine erhohte hCFTR Aktivitit nach Inku-
bation in hypo-osmotischer Losung beobachtet. Mit Hilfe der Fotos von Xenopus Oozyten,
vor und nach der 20-miniitigen Behandlung in hypo ORi, wurde die Verdnderung des Oozy-
tenvolumens bestimmt. Die Analyse der Volumenidnderung der Oozyten durch die
20-miniitige Inkubation in hypo-osmotischer Losung ergab eine signifikante Erhohung des
Oozytenvolumens um 7,5 + 1,8% (p < 0,01; n = 12; N = 5; Abb. 17). Dies bestitigt, dass die
Inkubation in hypo-osmotischer Losung eine Zellschwellung verursacht und damit einherge-

hend eine Dehnung der Oozytenmembran induziert.
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Abb. 17: Volumeninderung einer Xenopus Oozyte durch die 20-miniitige Inkubation in
hypo-osmotischer Losung.

Das Volumen der Oozyte erhohte sich durch die Inkubation in hypo-osmotischer Losung (hypo
ORi) von 1,02 + 0,05 mm” auf 1,09 + 0,04 mm’ (p <0,01; n=12; N =5).

Osmotische Zellschwellung bei devitellinisierten Xenopus Oozyten

Die Xenopus Oozyten sind von einer Vitellinhiille umgeben, welche einen Teil ihrer extrazel-
luldren Matrix bildet (Hedrick und Nishihara 1991) und fiir die Formgebung der Zelle essenti-
ell ist. Nachfolgend sollte die Hypothese iiberpriift werden, ob sich die Schwellungsfahigkeit
von Oozyten ohne Vitellinhiille von intakten Oozyten (mit Vitellinhiille) unterscheidet. Die
Vitellinhiille der Oozyten wurde vorsichtig mit zwei feinen Pinzetten entfernt. Anhand der
Fotos der devitellinisierten Oozyten vor und nach der 20-miniitigen Inkubation in hypo-
osmotischer Losung und der anschlieBenden Volumenberechnung vergroBerten die Oozyten
ihr Volumen um 14,9 + 2,7% (n = 8; N = 3; Abb. 18). Diese Volumenerhohung unterschied
sich signifikant zu der Volumenzunahme von intakten Oozyten mit Vitellinhiille (7,5 + 1,8%;
p < 0,01). Es ldsst sich daher schlussfolgern, dass die Vitellinhiille die Schwellungsfihigkeit

von Oozyten limitierte.
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Abb. 18: Volumeninderung der devitellinisierten Oozyte durch die Inkubation in hypo-
osmotischer Losung.

Das Volumen der Oozyten ohne Vitellinhiille erhdhte sich durch die 20-miniitige Inkubation in
hypo-osmotischer Losung (hypo ORi) von 1,33 + 0,12 mm® auf 1,52 + 0,12 mm’ (p < 0,01;
n=_8; N=23).
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In TEVC-Experimenten wurde iiberpriift, ob die erhdhte Schwellungsfihigkeit der devitellini-
sierten Oozyten ebenso in einer erhdhten hCFTR Aktivitdt resultiert. Fiir diese Untersuchun-
gen wurde zu Beginn der Messung der F/I-induzierte Stromanstieg unter iso-osmotischen
Bedingungen (1. F/I: 716 £ 83 nA) bestimmt sowie nach einer 20-miniitigen Inkubation in
hypo-osmotischer Losung (2. F/I: 879 £ 131 nA; n = 12; N =5; Abb. 19A). Parallel zu diesen
Messungen erfolgte bei devitellinisierten Kontroll-Oozyten die zweimalige F/I-Stimulation
unter iso-osmotischen Bedingungen. Dabei war 2. F/I (528 + 84 nA) kleiner als 1. F/I
(948140 nA; n = 11; N = 5). Der statistische Vergleich der normalisierten
F/I-Effekte (2. F/I/ 1. F/I) ergab einen signifikant hohere Wert von geschwollenen devitellini-
sierten Oozyten (hypo: 1,21 £+ 0,13) im Vergleich zu den Kontrollen (iso: 0,59 + 0,07;
p <0,01; Abb. 19B).

Dariiber hinaus wurde auch der normalisierte F/I-Effekt von intakten (mit Vitellinhiille) os-
motisch geschwollenen Oozyten (siche Ergebnisse 3.3.1) mit denen von devitellinisierten
Oozyten verglichen. Dabei ergab sich ein signifikant hoherer normalisierter F/I-Effekt von
osmotisch geschwollenen Oozyten ohne Vitellinhiille (p < 0,05). Diese Ergebnisse zeigten,
dass es einen Zusammenhang zwischen der Schwellungsfihigkeit von Oozyten und der Akti-
vitdt des hCFTR gibt: Je groBer die Volumeninderung, desto hoher ist die F/I-vermittelte
hCFTR Aktivierung.
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Abb. 19: Bei devitellinisierten Oozyten erhéhte die osmotische Zellschwellung die
Aktivitit des hCFTR.

A Bei devitellinisierten Oozyten war die zweite Forskolin/IBMX (F/I; 5/100 uM)-Applikation
(2. F/I) nach einer 20-miniitigen Perfusion mit hypo-osmotischer Losung (hypo ORi) groBler als
der erste F/I-Effekt (1. F/I) unter iso-osmotischen Bedingungen. B Der normalisierte F/I-Effekt
(2. F/1/ 1. F/1) von osmotisch geschwollenen Oozyten (hypo) war signifikant groBer als der von
Kontroll-Oozyten (iso; **: p < 0,01). Zudem zeigten devitellinisierte Oozyten (-Vitellinhiille)
einen signifikant hoheren normalisierten F/I-Effekt nach Zellschwellung als Oozyten mit einer
Vitellinhiille (+Vitellinhiille; *: p < 0,05).
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3.3.2 Erhohung des Zellvolumens durch die Injektion einer intrazellular

analogen Losung

Um das Zellvolumen von Xenopus Oozyten priziser und vor allem schneller zu erhdhen,
wurde eine intrazelluldr analoge Losung (siche Material und Methoden 2.8, Tab. 5) verwen-
det. Die intrazelluldr analoge Losung wurde mittels einer Glaskapillare des Nano-Injektors
vor dem Klemmen in die Oozyte gefahren und so war es mdglich, wihrend der TEVC-
Messungen das Zellvolumen durch eine Injektion zu erhéhen. Diese Injektion resultierte in
einer Volumenzunahme der Oozyte und verursachte die Dehnung der Zellmembran. Die int-
razelluldr analoge Losung entspricht der intrazelluldren lonenzusammensetzung von Xenopus
Oozyten (Weber 1999a; Bryan-Sisneros ef al. 2003). Daher bietet die Losung den Vorteil, das
Zellvolumen iso-osmotisch zu erhéhen, ohne die Osmolaritit der Badlosung zu verdndern.

In Kontrollmessungen fiihrte die wiederholte F/I-Applikation zu einer kleineren zweiten
F/I-induzierten Stromstimulation (2. F/I: 214 + 60 nA; n = 13; N =4; Abb. 20A) im Vergleich
zum ersten F/I-Effekt (1. F/I: 703 + 116 nA; p < 0,01). In den eigentlichen Experimenten
wurde zwischen den beiden F/I-Applikationen eine Injektion der intrazelluldr analogen Lo-
sung durchgefiihrt (Abb. 20B). Der Dehnungsstimulus wurde dabei durch eine 55 nl Injektion
der intrazelluldr analogen Losung induziert. Der 1. F/I (vor Injektion) betrug 751 + 185 nA
(n=10; N = 2) und war somit vergleichbar mit den Werten des Kontroll-Experiments aus
Abb. 20A. Die Injektion der intrazelluldren Losung fiihrte zu einer kleinen, transienten Strom-
stimulation von 53 + 22 nA (p < 0,05). Nach der Injektion war der 2. F/I mit 1495 + 335 nA
signifikant gréer im Vergleich zu dem 1. F/I (p <0,01). Zudem wurde das zuvor beschriebe-
ne Experiment mit einem Injektionsvolumen von 110 nl sowie 147 nl wiederholt (Abb. 20C).
Fiir die statistische Auswertung wurde ein Verhéltnis der beiden F/I-induzierten Effekte ge-
bildet (2. F/1 / 1. F/I). Der normalisierte F/I-Effekt des Experiments ohne Dehnungsstimulus
betrug 0,26 + 0,05 (n = 13; N = 4). Im Gegensatz dazu fiihrte die Injektion der drei Injekti-
onsvolumina (55 nl, 110 nl und 147 nl) zu einer signifikanten Volumen-abhingigen Erh6hung
der F/I-Antworten (2. F/I/ 1. F/I mit 55 nl Injektion: 2,19 £+ 0,20; n = 10; N = 2; 110 nl Injek-
tion: 2,70 + 0,20; n = 9; N = 3 und 147 nl Injektion: 4,75 + 0,48; n=10; N =2; p < 0,01).

Bei DEPC-Oozyten fiihrten alle drei Injektionsvolumina zu einer schnellen und transienten
Stromstimulation. Dies wurde bereits in fritheren Studien gezeigt und ist vermutlich auf eine
kurzzeitige Aktivierung von endogenen Dehnungs-aktivierten Kationenkandlen (SACs,

TRPCI1) der Xenopus Oozyten zuriickzufithren (Bryan-Sisneros et al. 2003; Hamill 2006).
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Exemplarisch ist in Abb. 20D die Stromspur einer DEPC-Oozyte mit 147 nl Injektionsvolu-

men abgebildet.
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Abb. 20: Die durch Injektion einer intrazellulir analogen Ldsung verursachte
Membrandehnung erhéhte die Aktivitit des hCFTR.

A In Kontroll-Experimenten (ohne Dehnung) war die zweite Forskolin/IBMX (F/I; 5/100 pM)-
induzierte Stromstimulation (2. F/I) kleiner als die Erste (1. F/I). B Demgegeniiber war nach der
55 nl Injektion der intrazelluldr analogen Losung der 2. F/I groBer als der 1. F/I. C Die statisti-
sche Analyse der normalisierten F/I-induzierten Effekte (2. F/I / 1. F/I). Durch die Injektion der
intrazelluldr analogen Losung stiegen die normalisierten F/I-Effekte signifikant und Volumen-
abhéngig an (**: p < 0,01). Die vier normalisierten F/I-Effekte wurden mit einer ANOVA auf ih-
re Signifikanz tiberpriift. D In DEPC-Oozyten fiihrte die Injektion von 147 nl der intrazelluldr
analogen Losung zu einer kleinen transienten Stromstimulation. Die nachfolgende
F/I-Applikation hatte keinen Effekt auf den Iy.

Durch das Ausmessen der Oozyten und Berechnen des Volumens wurde im Folgenden ge-
zeigt, dass die Injektion der intrazelluldr analogen Losung zu Verdanderungen des Oozytenvo-
lumens fiihrte. Durch die Injektion von 55 nl vergroBerte sich das Oozytenvolumen um
6,3+ 1,7% (n = 10). Eine Erhdhung des Injektionsvolumens resultierte in einer entsprechen-

den weiteren Zunahme des Zellvolumens (110 nl: 10,0 + 1,5%; n = 10; 147 nl: 11,9 + 3,1%;
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n= 7). Um zu priifen, ob die Zellvolumenzunahme mit der hCFTR Aktivitét korreliert, wur-
den sowohl die Werte der Volumenerhohung als auch die normalisierten F/I-Effekten
(2. F/1/ 1. F/T) aus den TEVC-Experimenten (siche Abb. 20C) mit ihren SEMs in ein Punkte-
diagramm eingetragen (Abb. 21). Anhand dieses Diagramms wurde deutlich, dass das Oozy-
tenvolumen ein fast lineares Verhéltnis zu den normalisierten F/I-Effekten bzw. der hCFTR

Aktivitit nach den Injektionsvolumina hatte (Korrelationskoeffizient: R” = 0,89).
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Abb. 21: Das Zellvolumens von Xenopus QOozyten korrelierte nahezu linear mit der
hCFTR Aktivitiit in Folge der Injektionsvolumina.

Der Korrelationskoeffizient R2:0,89 beschreibt ein fast lineares Verhéltnis zwischen Zellvolu-
menzunahme und normalisierten F/I-Effekten (2. F/I / 1. F/I) nach der Injektion verschiedener
Volumina aus dem TEVC-Experimenten.

Die hier gezeigten Ergebnisse stehen im Einklang mit den Experimenten der osmotischen
Zellschwellung (siehe Ergebnisse 3.3.1). Mit beiden Methoden (Injektion der intrazelluldren
Losung oder Inkubation in hypo-osmotischer Losung) wurde die Aktivitit des hCFTR durch
die Membrandehnung erhdht.

3.3.3 Wiederholbarkeit der Dehnungs-induzierten hCFTR Aktivitat

Es wurde gezeigt, dass sich durch die Injektion der intrazelluldr analogen Losung das Volu-
men der Xenopus Oozyten erhohte. Es stellte sich aber die Frage, ob diese Volumenzunahme
iiber einen ldngeren Zeitraum stabil blieb oder ob die Erhohung des Volumens durch endoge-
ne Regulationsmechanismen der Oozyte reversibel war. Um dies zu untersuchen wurden fiinf
Oozyten mit 110 nl Injektionsvolumen injiziert und anschlieBend wurden die Oozyten alle
5 min fiir einen Zeitraum von 30 min fotografiert. Nach dem Ausmessen der Oozyten und
dem Berechnen der Zellvolumina wurden die Volumendnderungen in Relation zu den An-
fangswerten (vor Injektion = 100%) gesetzt. Es war zu beobachten, dass unmittelbar nach
dem Dehnungsstimulus (Injektion von 110 nl; t0) das Oozytenvolumen signifikant um

6,6 =+ 1,7% (n=5; p < 0,01; Abb. 22) anstieg. AnschlieBend erhohte sich das Volumen weiter
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bis es nach 5 min das Maximum erreichte (t5: 9,0 &+ 2,4%; p < 0,05) und abfiel. Auch 10 min
nach der Injektion war das Oozytenvolumen immer noch signifikant gréBer als vor der Injek-
tion (t10: 8,2 + 2,1%, p < 0,05). In den folgenden 20 min verringerte sich das Volumen der
Oozyten immer mehr und nach 30 min (t30) wurden mit einem Oozytenvolumen von
104,3 + 3,0% lediglich eine kleine, aber nicht signifikante Erhohung gegeniiber der Aus-
gangsgrofBe verzeichnet (p > 0,05). Diese Ergebnisse zeigten, dass die Erhdhung des Zellvo-
lumens fiir einen Zeitraum von 10-15 min nach der Injektion anhielt, allerdings deutete es

auch darauf hin, dass die Oozyten der Zellschwellung entgegenwirken kdnnen.
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Abb. 22: Verinderung des Zellvolumens der Oozyten nach der Injektion von 110 nl der
intrazelluliir analogen Losung iiber einen Zeitraum von 30 min.

Durch den Dehnungsstimulus (110 nl Injektion) erhéhte sich das Volumen der Oozyte unmittel-
bar signifikant (**: p < 0,01) und erreichte 5 min nach Injektion den hochsten Wert. Die Erho-
hung des Zellvolumens blieb bis 15 min nach der Injektion erhalten (*: p < 0,05) und anschlie-
Bend unterschieden sich die Werte des Zellvolumen nicht mehr signifikant gegeniiber den
Oozytenvolumen vor Injektion (ns: p > 0,05).

Innerhalb dieser Arbeit konnte eine Korrelation zwischen der Volumenerhdhung der Xenopus
Oozyten und einer gesteigerten hCFTR Aktivitdt festgestellt werden (siche Abb. 21). Da die
Volumenerhohung und der damit verbundene Dehnungsstimulus nicht bestindig war (siche
Abb. 22), sollte nachfolgend die Wiederholbarkeit der Dehnungs-induzierten hCFTR Aktivi-
tat untersucht werden.

In Kontrollexperimenten (ohne Dehnungsstimulus) wurde der hCFTR dreimal mit F/I stimu-
liert (Abb. 23A). Bei jeder der F/I-Applikationen wurde der Iy erhoht
(1. F/I1=1087 £ 146 nA; 2. F/1 = 463 = 109 nA; 3. F/I =293 £ 70 nA; n = 9; N = 2), wobei
eine Desensitivierung der F/I-Effekte zu beobachten war (Abb. 23B). In parallel durchgefiihr-
ten Experimenten erfolgte ebenfalls eine dreimalige F/I-Applikation, allerdings wurde nach
dem 1. F/I der Dehnungsstimulus durch eine 110 nl Injektion induziert (Abb. 23C). Der 2. F/I
(3527 £ 629 nA; n = 11; N = 2) nach dem Dehnungsstimulus war signifikant groBBer als der
1. F/T (1249 £+ 221 nA; p <0,01; Abb. 23D). Der 3. F/I fiihrte zu einer Stromstimulation von
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1109 + 230 nA, der signifikant kleiner war als der 2. F/I (p < 0,01; Abb. 23D). Allerdings
unterschied sich der 3. F/I nicht signifikant von dem 1. F/I (p > 0,05).

In weiteren Messungen wurde die Membrandehnung zweimal durch die Injektion von 55 nl
induziert (Abb. 23E). Die Reduzierung des Injektionsvolumens von 110 nl auf 55 nl war not-
wendig, da durch eine zweimalige Injektion von 110 nl die Volumenzunahme der Oozyten so
grof} war, dass die Oozyten platzten und Zytoplasma austrat. Zu Beginn erfolgte der Expressi-
onsnachweis des hCFTR durch F/I (1. F/I), wodurch der Iyy um 930 + 200 nA anstieg (n = 10;
N = 2). Im Anschluss an den ersten Dehnungsstimulus (55 nl) betrug der 2. F/I 1983 + 351 nA
und war signifikant grofer als der 1. F/I (p <0,01). Nach einer zweiten 55 nl Injektion erhohte
der 3. F/I den Iy um 2281 + 345 nA (p < 0,01). Der statistische Vergleich von 2. F/I und 3 F/I
ergab keinen signifikanten Unterschied (p > 0,05; Abb. 23E).
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Abb. 23: Eine Erhéhung der hCFTR Aktivitit war lediglich unmittelbar nach dem
Induzieren der Membrandehnung zu beobachten.
A+B Die dreimalige Applikation von Forskolin/IBMX (F/I; 5/100 pM) fiihrte zu immer kleiner
werdenden F/I-induzierten Stromstimulation (**: p < 0,01; *: p < 0,05). C+D Der 2. F/I nach
dem Dehnungsstimulus (110 nl Injektion) war signifikant erhéht (**: p < 0,01). Der nachfol-
gende 3. F/I unterschied sich hingegen nicht signifikant von dem 1. F/I (ns: p > 0,05).
E+F Die Injektion von jeweils 55 nl direkt vor der 2. und 3. F/I-Applikation erh6hte sowohl den
2. F/T als auch den 3. F/I signifikant im Vergleich zu dem 1. F/I (**: p < 0,01). Die drei Mitt-
werte einer Messreihe wurden mit einer ANOVA auf ihre Signifikanzen tiberpriift.
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Diese Ergebnisse zeigten, dass eine Steigerung der F/I-induzierten hCFTR-Stimulation ledig-
lich unmittelbar nach dem Dehnungsstimulus beobachtet wurde. Dies bekréftigt die oben
formulierte Hypothese, dass die Membrandehnung eine erhohte Aktivitdt des hCFTR zur Fol-
ge hatte.

3.3.4 Effekt des Dehnungsstimulus auf den vorstimulierten hCFTR

In den vorherigen Experimenten wurde gezeigt, dass der Dehnungsstimulus keine unmittelba-
re Anderung des Iy induzierte (sieche Ergebnisse 3.3.2). Vielmehr war im Anschluss an die
Injektion eine erhohte Aktivitdt des hCFTR durch die F/I-Applikation zu beobachten. Daher
liegt die Vermutung nahe, dass der hCFTR aktiv sein muss, um den Dehnungsstimulus wahr-
zunehmen.

Nachfolgend wurden TEVC-Experimente durchgefiihrt, bei denen der hCFTR zunéchst mit-
tels F/I-Applikation aktiviert wurde (Abb. 24A). Dies resultierte in einer Stromstimulation
von 379 £ 73 nA (Algr; p <0,01; n = 10; N = 3). Nach dem Erreichen dieses Plateauwertes
wurde in Anwesenheit von F/I zusétzlich der Dehnungsstimulus (55 nl Injektion der intrazel-
luldr analogen Losung) appliziert. Dies fiihrte unmittelbar zu einem weiteren Stromanstieg
(Alf/irmjeke) auf 903 + 189 nA (p < 0,01; Abb. 24A+B). Der identische Messablauf wurde zu-
dem mit den Injektionsvolumina 110 nl und 147 nl durchgefiihrt (Abb. 24B). Anhand der
statistischen Analyse wurde deutlich, dass sich die Al der drei Messreihen nicht signifikant
voneinander unterschieden (p > 0,05), wohl aber die Algjimjex: der jeweiligen Injektionsvolu-
mina (50 nl, 110 nl und 147 nl; p < 0,05; Abb. 24B). Die Ergebnisse unterstiitzen die Vermu-
tung, dass der hCFTR eine Grundaktivitdt ben6tigt, um unmittelbar den Dehnungsreiz wahr-

zunehmen und mit einer Aktivitdtssteigerung zu reagieren.
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Abb. 24: Die Injektion der intrazellulir analogen Loésung hatte eine unmittelbare
Steigerung der Aktivitit des hCFTR nach F/I-Vorstimulation zur Folge.

A Nach der Vorstimulation des hCFTR mit Forskolin/IBMX (F/I; 5/100 uM; Alg,) fiihrte der
Dehnungsstimulus (55 nl Injektion) zu einer zusitzlichen Stromstimulation (Alpitimjexr). B Die
statistische Auswertung der Alg; (weie Balken) und Algimjee (graue Balken) zeigte eine signi-
fikante Steigerung der Algjmjex: durch die hoher werdenden Injektionsvolumina (*: p < 0,05).
Hingegen wurde kein signifikanter Unterschied in den Alg; der drei Experimente festgestellt
(ns: p > 0,05). Sowohl die Alg; als auch die Algjimjee der drei Messreihen wurden mittels
ANOVA auf ihre Signifikanz zu einander tliberpriift.

Inhibition der Dehnungs-induzierten hCFTR Aktivierung

Nachfolgend wurde untersucht, ob die Erhohung der Aktivitit des hCFTR durch dem Deh-
nungsstimulus tatsdchlich auf eine zusitzliche Dehnungs-induzierte hCFTR Aktivierung zu-
riickzufithren war. Dafiir wurde zu Beginn der Messung der hCFTR durch die Applikation
von F/I aktiviert, wodurch der Iy von -101 £ 15 nA signifikant auf -799 + 163 nA anstieg
(p<0,01; n=10; N = 2; Abb. 25A). Dann erfolgte eine zusitzliche Applikation des CFTR
Blocker CFTRin-172 (5 uM; Ma et al. 2002; Taddei et al. 2004). Infolge dessen fiel der Iy
signifikant auf -169 + 29 nA ab (p < 0,01). AnschlieBend wurde in Anwesenheit beider Phar-
maka der Dehnungsstimulus durch die Injektion von 110 nl der intrazelluldr analogen Losun-
gen induziert. Dabei kam es zu einem transienten Anstieg des Iy auf
-289 + 60 nA (Abb. 25A).

In parallel durchgefiihrten Kontrollexperimenten erfolgte ebenfalls zu Beginn der Messungen
die Aktivierung des hCFTR mit F/I (Abb. 25B). Dies resultierte in einer signifikanten Strom-
stimulation von -88 £ 4 auf -732 + 94 nA (n=24; N=7; p <0,01). AnschlieBend wurde unter
der maximalen F/I-induzierten hCFTR Stimulation zusitzlich der Dehnungsstimulus (110 nl
Injektion) induziert, wodurch der Iy unmittelbar und transient auf -1451 £ 187 nA (p < 0,01)

anstieg (Abb. 25B). Die statistische Auswertung der Injektions-induzierten Stromstimulatio-
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nen (Aljjon; Abb. 25C) beider Messungen ergab einen signifikant reduzierten Dehnung-
induzierten Effekt in Anwesenheit des CFTRp,-172 (p <0,01).
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Abb. 25: Durch den CFTR Blocker CFTR;,,-172 wurde die Dehnungs-induzierte hCFTR
Aktivierung inhibiert.

A Die Forskolin/IBMX (F/I; 5/100 uM)-induzierte hCFTR Stimulation wurde durch die Appli-
kation des CFTR Blockers CFTR;;-172 (CFTR;yp; 5 puM) inhibiert. In Anwesenheit beider
Pharmaka fithrte der Dehnungsstimulus (110 nl) zu einer leichten transienten Verdnderung des
Iy (Aljjon). B Der experimentelle Ablauf war identisch wie in A, jedoch ohne CFTRjy-
Perfusion. Unter diesen Bedingungen resultierte der Dehnungsstimulus (110 nl) in einem aus-
gepragten Anstieg des Iy. C Die Dehnungs-induzierte Stroménderung (Al;1¢,) War in Abwesen-
heit des CFTR Blockers CFTR;;, signifikant erhoht (**: p < 0,01).

3.4 Auswirkungen der AF508 und G551D Mutationen auf die Deh-
nungs-induzierte hCFTR Aktivitat

Die am héufigsten vorkommende Mutation des hCFTR-Proteins ist auf eine Deletion der
Aminosdure Phenylalanin (F) an Position 508 (AF508) zuriickzufiihren, welche zu einer Fehl-
faltung und einem ineffizienten Transport des Proteins zur Zellmembran fiithrt (Ddring und
Ratjen 2006). Eine andere hiufig auftretende Mutation ist eine Punktmutation (missense mu-
tation), bei der an der Proteinposition 551 Glycin (G) durch Asparaginsdure (D) ersetzt wird
(G551D). Bei dieser Mutation ist die Aktivitat, der in der Membran befindlichen CFTR Prote-
ine, beeintrachtigt (Lubamba ef al. 2012). Im Folgenden wurde untersucht, ob die AF508 oder
die G551D Mutationen des CFTR Proteins die Reaktion auf den Dehnungsstimulus beeinflus-
sen.

In Xenopus Oozyten, welche den AF508 oder den G551D hCFTR exprimierten, musste eine
hohere IBMX-Konzentration von 500 uM anstelle von 100 uM, zusammen mit 5 pM Forsko-
lin, eingesetzt werden, um signifikante Stromstimulationen zu induzieren. Dies wurde bereits

in fritheren Studien beschrieben und war notwendig, um die geringere Membranabundanz des
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AF508 hCFTR-Proteins (Dalemans et al. 1991; Drumm et al. 1991) bzw. die verminderte
Offnungswahrscheinlichkeit des G551D hCFTR (Kongsuphol et al. 2011) zu kompensieren.
In Anlehnung an diese Studien wurden beide hCFTR Mutanten auf die F/I-induzierte Stimula-
tion untersucht und mit dem Wildtyp hCFTR verglichen.

3.4.1 AF508 hCFTR

Bei Oozyten, welche die AF508 hCFTR Mutation exprimierten, fiihrte die Applikation von
5uM Forskolin und 500 uM IBMX (F/I) zu einem Anstieg des Iy von
-52 £ 5 nA auf -115 £ 12 nA (p < 0,01; n = 14; N = 2; Abb. 26A). Parallel wurde mit der
identischen F/I-Konzentration der Wildtyp (WT) hCFTR stimuliert. Die F/I-induzierte Strom-
stimulation betrug 1720 + 335 nA (p < 0,01; n = 6; N = 2; Abb. 26B). Die statistische Aus-
wertung ergab einen signifikanten Unterschied der F/I-induzierten Strome (Algp) zwischen
AF508 und WT hCFTR (p <0,01; Abb. 26C), der auf die verminderte Membranabundanz des
AF508 zuriickzufithren war. In DEPC-Oozyten fiihrte die Applikation der hoheren
F/I-Konzentration zu keiner Anderung des Iy (vorher: -36 + 7 nA; danach: -28 + 6 nA; n = §;
N =2; Abb. 26D).
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Abb. 26: Die AF508 hCFTR Mutante zeigte eine geringer Stromstimulation durch
Forskolin und IBMX im Vergleich zum Wildtyp hCFTR.

A+B Die Applikation von 5 pM Forskolin und 500 pM IBMX (F/I) fiihrte sowohl bei dem
AF508 hCFTR als auch beim Wildtyp (WT) hCFTR zu einer Stimulation des Transmembran-
stroms (Iv). C Der Vergleich der F/I-induzierten Strome (Alg,) ergab einen signifikanten Unter-
schied (**: p <0,01) zwischen AF508 und WT hCFTR. D Die F/I-Applikation hatte bei DEPC-
Oozyten keinen Einfluss auf den Iy (n = 8; N = 2).

In den vorangegangenen Ergebnissen wurde bei AF508-exprimierenden Oozyten eine
F/I-induzierte signifikante Stimulation des Iy gezeigt. Um zu iiberpriifen, ob diese Stromén-
derung tatsdchlich auf einer Aktivierung der AF508 hCFTR Mutante beruhte, wurde in den
nachfolgenden Experimenten der CFTR Blocker CFTRi,,-172 eingesetzt. Zu Beginn des Ver-
suches wurden die AF508-exprimierenden Oozyten mit F/I perfundiert, wodurch der Iy signi-
fikant von -42 = 5 nA auf -164 = 36 nA (p < 0,01; n = 8; N = 2; Abb. 27A) anstieg. Die Ap-
plikation von 5 puM CFTRj;-172 flihrte zu einer rapiden, signifikanten Hemmung des
F/I-induzierten Stroms auf -44 + 5 nA (p < 0,01; Abb. 27B). Daher kann geschlussfolgert
werden, dass die F/I-induzierte Stromstimulation auf einer Aktivierung des AF508 hCFTR
beruhte.
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Abb. 27: Inhibition der F/I-induzierten Stromstimulation mit dem CFTR Blocker
CFTR;,,-172 bei AF508 hCFTR-exprimierenden Oozyten.

A+B Die durch Forskolin/IBMX (F/I; 5/500 uM)-induzierte Stimulation des Transmembran-
stroms (Iy) wurde durch den CFTR Blocker CFTRu-172 (CFTRjny; 5 uM) signifikant gehemmt
(*:p<0,05,n=8; N=2).

Einfluss des Dehnungsstimulus auf die Aktivitat des AF508 hCFTR

Nachfolgend sollte untersucht werden, ob die AF508 hCFTR Mutante ebenso wie der WT
hCFTR auf Membrandehnung reagiert. Die Dehnung der Oozytenmembran erfolgte durch die
Injektion von 110 nl der intrazelluldr analogen Losung wihrend den TEVC-Messungen.

In Kontrollmessungen (ohne Dehnungsstimulus) fiihrte die erste Applikation von F/I (1. F/T)
zu einer Erhéhung des Iy von -48 + 8 nA auf -120 + 20 nA (p < 0,01; n = 7; N = 2; Abb.
28A). Nach dem Auswaschen erfolgte eine zweite F/I-Applikation (2. F/I), die wiederum zu
einer Stromstimulation fithrte (31 = 6 nA; p < 0,01). Der Vergleich der beiden
F/I-induzierten Stromédnderungen zeigte einen signifikant reduzierten 2. F/I im Vergleich zum
1. F/1(p<0,01).

In weiteren Messungen mit AF508 hCFTR-exprimierenden Oozyten wurden nach Bestim-
mung des 1. F/I der Dehnungsstimulus (110 nl) induziert (Abb. 28B). Hier zeigte sich ein
signifikant erhohter 2. F/I (138 + 26 nA) verglichen mit dem 1. F/I (54 + 12 nA; p < 0,05;
n=7; N = 2). Fiir den statistischen Vergleich wurden die F/I-induzierten Strdme normalisiert
(2. F/1/ 1. F/T; Abb. 28C). Der unter Kontrollmessungen (ohne Dehnungsstimulus) detektierte
normalisierte F/I-Effekt (0,46 £ 0,04) unterschied sich signifikant von der F/I-Antwort der
Oozyten mit dem Dehnungsstimulus (3,11 + 0,64; p < 0,01). Dies bedeutet, dass die AF508

hCFTR Mutante eine hohere Aktivitdt nach dem Dehnungsstimulus aufwies.
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Abb. 28: Die Membrandehnung erhdhte die Aktivitit der AF508 hCFTR Mutante.

A Die Applikation von Forskolin/IBMX-Applikation (F/I; 5/500 pM) auf AF508 hCFTR-
exprimierende Oozyten fiihrte zu einer reversiblen und wiederholbaren Stromstimulation. Dabei
war die zweite F/I-induzierte Stromstimulation (2. F/I) kleiner im Vergleich zu der ersten
(1. F/T). B Wurde hingegen die Membran durch die Injektion von 110 nl der intrazelluldr analo-
gen Losung gedehnt, war der 2. F/I groBer als der 1. F/I. C Der statistische Vergleich der nor-
malisierten F/I-Effekte (2. F/I / 1. F/I) zeigte einen signifikant hoheren Wert nach dem Deh-
nungsstimulus (110 nl; **: p <0,01).

Effekt des Dehnungsstimulus auf den vorstimulierten AF508 hCFTR

In der anschlieBenden Versuchsreihe wurde der Effekt der Dehnungsstimulus auf die Aktivitét
des bereits mit F/I-vorstimulierten AF508 hCFTR untersucht. Diese Experimente wurde be-
reits mit den WT hCFTR durchgefiihrt (siche Abb. 24).

Zu Beginn wurde die AF508 hCFTR Mutante mit F/I aktiviert (Abb. 29A), was in einer
Stromstimulation von 152 + 28 nA (Algs; p <0,01; n = 9; N = 2) resultierte. Der nachfolgende
Dehnungsstimulus (110 nl) fithrte zu einer zusitzlichen signifikanten Stimulation des Iy auf
402 + 67 nA (Algrimieks; p < 0,01; Abb. 29B). Zusammenfassend zeigten diese Experimente,
dass sich die Aktivitit des vorstimulierten AF508 hCFTR nach dem Dehnungsstimulus er-
hoht. Dies war im Einklang mit den Ergebnissen des WT hCFTR.
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Abb. 29: Der Dehnungsstimulus fiihrte zu einer zusétzlichen Stromstimulation des bereits
vorstimulierten AF508 hCFTR.

A+B Die durch Forskolin/IBMX (F/I; 5/500 uM)-induzierte Stromstimulation (Alg;) der AF508
hCFTR Mutante wurde durch den Dehnungsstimulus (110 nl) nochmals signifikant erhoht
(Alppmjerss **: p<0,01; n=9; N=2).

3.4.2 G551D hCFTR

Nach den Untersuchungen zur Dehnungs-induzierten Aktivitidt der AF508 hCFTR Mutante,
sollte nachfolgend die Féhigkeit der G551D hCFTR Mutante zur Detektion des Dehnungssti-
mulus tiberpriift werden. Zu Beginn wurde zunichst die F/I-induzierte Stromstimulation der
G551D hCFTR Mutante im Vergleich zum WT hCFTR untersucht. Die Applikation von F/I
(5/500 uM) fiihrte bei G551D hCFTR-exprimierenden Oozyten zu einer signifikanten Strom-
stimulation von 136 + 15 nA (Algy; p < 0,01; n = 14; N = 2; Abb. 30A). Bei WT hCFTR-
exprimierenden Oozyten betrug Alg; 920 = 165 nA (p < 0,01; n = 6, N = 2; Abb. 30B). Der
Vergleich der Algi-Werte zeigte eine signifikant hohere F/I-induzierte Stromstimulation des
WT hCFTR (p < 0,01; Abb. 30C). Diese verringerte Reaktion des G551D hCFTR auf die
F/I-Applikation ldsst sich mit der Fehlregulierung der G551D Mutation erkldren, die in einer
geringeren Offnungswahrscheinlichkeit des Kanals resultiert (Kongsuphol et al. 2011).
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Abb. 30: Der G551D hCFTR zeigte eine geringere F/I-induzierte Stromstimulation im
Vergleich zum Wildtyp hCFTR.

A-C In G551D hCFTR-exprimierenden Oozyten fiithrte die Applikation von Forskolin/IBMX
(F/I; 5/500 pM) zu einer signifikant geringeren Stromstimulation (Al/) als bei Oozyten, die den
Wildtyp (WT) hCFTR exprimierten (**: p < 0,01).

Einfluss des Dehnungsstimulus auf die Aktivitat des G551D hCFTR

Wie bereits fiir den WT hCFTR (siche Abb. 24) und die AF508 hCFTR Mutante (siche Abb.
29) gezeigt, wurde in der vorliegenden Arbeit auch die G551D hCFTR Mutante auf ihre Fa-
higkeit zur Wahrnehmung des Dehnungsstimulus iiberpriift.

In Kontrollmessungen (ohne Dehnungsstimulus; Abb. 31A) an G551D hCFTR-
exprimierenden Oozyten induzierte die zweite F/I-Applikation (2. F/I: 67 = 20 nA; n = 7;
N =2) einen signifikant kleineren Stromanstieg im Vergleich zu dem ersten F/I-Effekt
(1. F/1: 149 £ 17 nA; p < 0,01).

In Experimenten mit dem Dehnungsstimulus (110 nl Injektion; Abb. 31B) war hingegen der
2. F/1 (397 £ 94 nA; n = 7; N = 2) gegeniiber dem 1. F/I (124 £ 27) signifikant erhoht
(p <0,01). Der statistische Vergleich der normalisierten F/I-induzierten G551D Antworten
(2. F/1/ 1. F/T) mit (3,22 + 0,21) und ohne Dehnungsstimulus (0,43 + 0,10) zeigte einen signi-
fikant hoheren normalisierten Wert mit dem Dehnungsstimulus (p < 0,01; Abb. 31C).

Anhand dieser Ergebnisse wurde der Nachweis erbracht, dass die G551D hCFTR Mutante
eine Dehnungs-induzierte Erhohung der Kanalaktivitit aufweist und somit die Féhigkeit zur

Wahrnehmung des Dehnungsstimulus besitzt.
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Abb. 31: Die Aktivitit der G551D hCFTR Mutante wurde durch den Dehnungsstimulus
erhoht.

A In Kontrollmessungen (ohne Dehnungsstimulus) an G551D hCFTR-exprimierenden Oozyten
war die zweite Forskolin/IBMX (F/I; 5/500 uM)-induzierte Stromstimulation (2. F/I) kleiner als
der erste F/I-induzierte Effekt (1. F/I). B Im Gegensatz dazu zeigte sich nach dem Dehnungs-
stimulus (110 nl Injektion) bzw. nach der Induktion von Membrandehnung ein erhéhter 2. F/IL.
C Der Vergleich der normalisierten F/I-Effekte (2. F/I / 1. F/I) beider Experimente ergab einen
signifikant héheren Wert bei G551D Oozyten nach dem Dehnungsstimulus (110 nl Injektions-
volumen; **: p <0,01).

Effekt des Dehnungsstimulus auf den vorstimulierten G551D hCFTR

Nachfolgend wurde untersucht, welchen Einfluss der Dehnungsstimulus (110 nl Injektion) auf
die Aktivitdt des bereits vorstimulierten G551D hCFTR ausiibt. Es wurde zu Beginn der Mes-
sung mit F/I (5/500 uM) perfundiert. Dies resultierte in einer Stimulation des Iy (Algx) von
110 £ 17 nA (n = 8; N = 2; Abb. 32A). Die anschlieBende Applikation des Dehnungsstimulus
(110 nl; Alg/+miek) fiihrte zu einem schnellen transienten Anstieg des Iy auf -385 + 40 nA. Die
statistische Analyse ergab einen signifikanten Unterschied zwischen Alp; und Al/imjeke
(p <0,01; Abb. 32B) und war auf eine zusitzliche Erhéhung der Aktivitit des G551D hCFTR

durch den Dehnungsstimulus zuriickzufiihren.
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Abb. 32: Der Dehnungsstimulus fiihrte zu einer zusitzlichen Aktivierung des bereits

vorstimulierten G551D hCFTR.

A+B Durch die Applikation von Forskolin und IBMX (F/I; 5/500 uM) auf G551D hCFTR-

exprimierende Oozyten war eine Stromstimulation (Alg;) zu beobachten. Die anschlieBende

Dehnung der Membran (110 nl Injektion) fithrte zu einer weiteren signifikanten Erhéhung des

In (Alppmjers; **:p <0,01;n=8; N =2).
Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die Aktivitit des hCFTR durch Induktion der
Membrandehnung potenziert wurde. Dabei war es unabhéngig davon, ob die Dehnung der
Oozytenmembran osmotisch (sieche Ergebnisse 3.3.1) oder durch Injektion einer intrazellulér
analogen Losung (siehe Ergebnisse 3.3.2) erfolgte. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass eine
Aktivierung des hCFTR mit F/I essentiell fiir die Wahrnehmung des Dehnungsstimulus war
(siche Ergebnisse 3.3.4). Sowohl die AF508 als auch die G551D Mutation des hCFTR-
Proteins hatten keinen Einfluss auf die Dehnungs-induzierte hCFTR Aktivitit (siche Ergeb-

nisse 3.4).

In den nachfolgenden Experimenten sollte eine Dehnungs-induzierte Aktivierung des CFTR

in einem nativen Epithel verifiziert werden.
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3.5 Die Applikation von hydrostatischen Druck auf das native pul-

monale Epithel von Xenopus

Innerhalb dieser Arbeit wurde eine Dehnungs-induzierte CFTR Aktivitdt im in vitro Expres-
sionsmodell der Xenopus Oozyten gezeigt. Nachfolgend wurde die mechanosensitive CFTR-
Regulierung in einem nativen Epithel, dem Lungenepithel von Xenopus, verifiziert. In friihe-
ren Studien am Institut fiir Tierphysiologie konnte bereits gezeigt werden, dass durch die Ap-
plikation von hydrostatischen Druck (HD) eine Dehnung des pulmonalen Epithels von Xe-
nopus induziert wurde und diese zur Aktivierung verschiedener Ionenleitfahigkeiten fiihrte
(Bogdan et al. 2008; Richter et al. 2014). Da unter anderem durch HD eine mechanisch indu-
zierte CI™ Sekretion aktiviert wurde (Bogdan et al. 2008), lag der Fokus der weiteren Experi-
mente dieser Arbeit, auf der Untersuchungen an einer mdglichen Beteiligung des CFTR an
diesem Dehnungs-induzierten Effekt.

In der vorliegenden Arbeit wurde der mechanische Stimulus durch HD appliziert. Dies wurde
iiber eine Erhohung der Fliissigkeitssdule um 5 cm oder 10 cm ermoglicht. Die beiden Fliis-
sigkeitssdulen wurden gewdhlt, da der mechanische Stimulus durch 10 cm Fliissigkeitssadule
groBBer war als durch 5 cm Fliissigkeitssdule, dhnlich wie bei den in vitro Experimenten mit
den unterschiedlichen Injektionsvolumina (siche Ergebnisse 3.3.3). Nachfolgend wurde die
Wirkung von HD durch 5 cm und 10 cm Fliissigkeitssdule auf den transepithelialen Ionen-
transport des pulmonalen Epithels von Xenopus in Ussing-Kammer-Experimenten untersucht
und inwiefern der CFTR daran beteiligt ist.

Nachdem die Lungenpriparate in die modifizierte Ussing-Kammer eingebaut wurden (siche
Material und Methoden 2.1.1) und der gemessene Kurzschlussstrom (Isc) sich auf einen kon-
stanten Wert eingependelt hatte, wurde iiber das apikale Kompartiment die Fliissigkeitssdule
um 5 cm erhdht und damit HD auf das Epithel appliziert. Dies resultierte iiber die Dauer von
5-10 min in einem signifikanten Absinken des Isc von 21,44 + 2,18 uA/cm2 auf ein neues
Stromplateau bei 19,34 + 2,11 pA/em” (p <0,01; n = 11; Abb. 33A). Nach der Wegnahme des
HD stieg der Strom wieder an und pendelte sich auf einen Wert von 23,75 + 2,59 uA/crn2 ein,
der hoher war als der Ausgangswert vor HD-Applikation (p < 0,01).

Dariiber hinaus wurde in weiteren Experimenten der Effekt von 10 cm Fliissigkeitssdule auf
den Isc untersucht, was gleichermalen zu einem signifikanten Abfall des Isc von
42,87 £ 3,40 uA/cm2 auf 33,01 £ 2,85 uA/cm2 fiihrte (p < 0,01; n = 16; Abb. 33B). Der statis-

tische Vergleich der HD-induzierten Stromédnderungen durch 5 cm (Alup sem) und 10 cm
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Fliissigkeitssdule (Alup 10cm) €rgab einen signifikanten groBeren Abfall des Isc bei 10 cm
Fliissigkeitssdule (p < 0,01; Abb. 33C). Demnach fiihrte die Applikation von HD zu einer
Inhibition des Isc und je groBer die Fliissigkeitssdule, desto ausgepragter war diese Dehnungs-

induzierte Strominhibition.
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Abb. 33: Der hydrostatische Druck-induzierte Effekt bei 5 c¢cm wund 10 cm
Fliissigkeitsséule.

A Die Applikation von hydrostatischen Druck (HD; 5 cm Fliissigkeitssdule; weifler Balken) auf
die apikale Epithelseite der Xenopus Lunge fiihrte zu einem Abfall des Kurzschlussstroms (Isc;
Alup sem). Nach Wegnahme des HD stieg der Isc wieder an und erreichte einen hoheren Wert im
Vergleich zu dem vor der HD-Applikation. B In Experimenten mit 10 cm Fliissigkeitssdule
(schwarzer Balken) wurde ebenfalls ein HD-induzierter Stromabfall beobachtet (Alup i0cm).
C Der statistische Vergleich der HD-induzierten Stroménderungen (Alyp) der Experimente dar-
gestellt in A und B ergab einen signifikant erhohten HD-induzierten Stromabfall mit 10 cm
Flissigkeitssaule (**: p <0,01).

Im Rahmen von Ussing-Kammer-Experimenten wurde aulerdem der Gewebswiderstand des
Lungenepithels (Rr) vor (0 cm), wihrend (5 bzw. 10 cm) und nach (0 cm) der Applikation
von HD bestimmt (Abb. 34). Bei einer Fliissigkeitssdule von 5 cm dnderte sich der Wider-
stand nicht signifikant (Rroem = 722,54 + 81,64 Q*cmz; Rrsem = 720,91 £ 63,27 Q*cmz;
Rroem = 763,68 £ 113,62 Q*cm?’; p > 0,05; n=11; Abb. 34A). Des Weiteren wurden auch bei
einer 10 cm Fliissigkeitssdule keine signifikanten Anderungen des Gewebswiderstandes beo-
bachtet (Rroem = 427,41 + 3423 Q*cm’, Rrjoem = 413,32+ 46,72 Q¥cm’;
Reroem = 384,60 + 25,85 Q*cm?; p > 0,05; n=16; Abb. 34B). Die Ergebnisse der Messungen
mit 5 cm bzw. 10 cm Fliissigkeitssdule zeigten, dass die Dehnung des Xenopus Lungenepithel
keine Auswirkungen auf den Gewebswiderstand hatte. Demnach sind die HD-induzierten
Effekte auf Anderungen des pulmonalen Ionentransports zuriickzufiihren und nicht auf etwai-

ge Beschiddigungen der epithelialen Barriere.
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Abb. 34: Der Gewebswiderstand des Xenopus Lungenepithels dnderte sich durch die

mechanische Dehnung nicht.

Sowohl in Experimenten mit hydrostatischem Druck (HD) von 5 cm Fliissigkeitssdule (A) als

auch mit 10 cm Fliissigkeitssdule (B) gab es keine signifikanten Unterschiede im transepithelia-

len Widerstand (Rr) vor (0 cm), wahrend (5 ¢cm bzw. 10 cm) und nach (0 cm) der HD-

Applikation (ns: p > 0,05).
In fritheren Studien wurde bereits gezeigt, dass eine zweimalige Applikation von HD mit
5 cm Flissigkeitssdule zu einer Wiederholung der HD-induzierten Effekte fiihrte, die sich
nicht signifikant voneinander unterschieden (Bogdan 2007; Richter 2014). In dieser Arbeit
wurde HD mit 10 cm Fliissigkeitssdule zweimalig appliziert und auch hier wurde kein signifi-
kanter ~ Unterschied der beiden HD-induzierten Effekte beobachtet (1. HD-
Effekt: 6,65 + 1,05 uA/cmz; 2. HD-Effekt: 7,47 £ 1,26 uA/sz; p > 0,05; n = 6; Abb. 35).
Demnach konnte der erste HD-induzierte Effekt in den nachfolgenden Experimenten als Kon-

trolle (ohne Pharmakon) fiir den 2. HD-induzierten Effekt in Anwesenheit des Pharmakons

herangezogen werden.



Ergebnisse 71

>
w

50—
104 ns
40- —
I /\—\) T
E . (®]
G 304 <
2 >
— 5_
= £
o 207 [10 ] g
—_— DI
10 =
<
0 n=6
10 min 1.HD 2.HD

Abb. 35: Die wiederhohlte Applikation von HD (10 cm Fliissigkeitssiiule) zeigte keine
Anderung des HD-induzierten Stromabfalls.

A Die Applikation von hydrostatischem Druck (HD; weiler Balken; 10 cm Fliissigkeitssaule;
apikal) resultierte in einem Abfall des Kurzschlussstroms (Isc; 1. HD). Dieser Effekt war rever-
sibel und ein zweites Mal wiederholbar (2. HD; schwarzer Balken). B Die statistische Auswer-
tung des HD-induzierten Stromabfalls (Alup 1om) zeigte keinen signifikanten Unterschied zwi-
schen dem 1. HD und dem 2. HD (p > 0,05; n = 6).

3.5.1 Untersuchungen zur Beteiligung des CFTR am HD-induzierten Effekt

Der HD-induzierte Stromabfall im pulmonalen Epithel von Xenopus ist auf eine Aktivierung
verschiedener Ionenleitfihigkeiten zuriickzufiihren, die eine Na' Absorption, K" Sekretion
und CI” Sekretion miteinschlieBt (Bogdan et al. 2008; Abb. 36A). Es stellte sich daher die
Frage, ob die ClI" sekretierende Komponente durch eine mechanosensitive Aktivierung des
CFTR hervorgerufen wurde. Daher wurden im Folgenden Experimente mit dem CFTR Blo-
cker GlyH-101 (GlyH; Muanprasat et al. 2004) durchgefiihrt, dessen inhibitorische Wirksam-
keit auf die CFTR Aktivitét bereits am Xenopus Lungenepithel gezeigt wurde (Mathes 2013).
Eine Inhibition des CFTR und somit die Inhibition der HD-induzierten CI™ Sekretion, sollte
den verbleibenden Strom in Richtung der K" sekretierenden Komponente verschieben, welche
fir den Abfall des zu beobachteten Stromabfalls verantwortlich ist. Dies wiirde bedeuten, dass
der HD-induzierte Stromabfall durch die Inhibition der C1” Sekretion ausgeprégter sein sollte
(Abb. 36B).
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Abb. 36: Schematische Darstellung der Inhibition der HD-induzierten CI” Sekretion.

A Die apikale Applikation von hydrostatischem Druck (HD; 5 cm Fliissigkeitssaule; schwarzer
Balken) resultierte in einem Abfall des Kurzschlussstroms (Isc). Dieser Abfall reprisentiert ei-
nen Summenstrom, der sich aus verschiedenen Ionenleitfihigkeiten zusammensetzt (Na® Ab-
sorption, CI” Sekretion und K Sekretion). B Die Inhibierung der CI™ Sekretion, durch den
CFTR Inhibitor GlyH-101, wiirde den Strom in Richtung der K" sekretierenden Komponente
verschieben und daher den HD-induzierten Stromabfall vergroBern.

Die erste Applikation von 5 cm Fliissigkeitssdule flihrte zu einem signifikanten Abfall des Isc
um 2,10 £ 0,27 uA/cm2 (Alip scm; p<0,01; n=11; Abb. 37A). Als sich im Anschluss an die
HD-Applikation ein neues Stromplateau einstellte, wurde apikal mit GlyH (40 uM) perfun-
diert, um den CFTR zu blocken. Dies fiihrte zu einer leichten Abnahme des Isc und war ein
Hinweis auf eine erfolgreiche CFTR Inhibition. Die zweite Applikation von HD (5 cm Fliis-
sigkeitssiule) in Anwesenheit von GlyH verursachte einen Alyp sem von 5,70 + 0,93 pA/cm’
(p <£0,01). Diese Strominhibition war signifikant groBer als unter Kontrollbedingungen (ohne
GlyH; p <0,01; Abb. 37B).

In weiteren Experimenten wurde HD mit 10 cm Fliissigkeitssdule appliziert (Stromspuren
nicht gezeigt). Ohne GlyH betrug der HD-induzierte Stromabfall (Alup 10em)
9,76 + 1,10 pA/cm® und in Gegenwart von GlyH war Alup jpcm signifikant erhoht auf
18,76 + 1,58 pA/em” (p <0,01; n = 10; Abb. 37B).
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Abb. 37: Untersuchungen zur Beteiligung des CFTR an dem HD-induzierten Effekt.

A Die apikale Applikation von hydrostatischem Druck (HD; 5 cm Fliissigkeitssdule; weifler
Balken) fiihrte zu einem Abfall des Kurzschlussstroms (Isc; Alyp Kon). Nachdem Erreichen ei-
nes neues Stromplateaus wurde der CFTR Inhibitor GlyH-101 (GlyH; 40 uM; apikal) appliziert,
wodurch ein kleiner Stromabfall zu verzeichnen war. Die erneute Applikation von HD in An-
wesenheit von GlyH (5 cm Fliissigkeitssdule; schwarzer Balken) resultierte in einem stirkeren
HD-induzierten Stromabfall (Alyp GlyH).B Statistischer Vergleich der HD-induzierten Effekte
(Alyp) von 5 cm bzw. 10 cm Flissigkeitssdule. In Gegenwart des CFTR Inhibitors GlyH
(schwarze Balken) war der HD-induzierte Effekt signifikant groBer als unter Kontrollbedingun-
gen (Kon; weille Balken; **: p < 0,01).

Da sowohl bei 5 cm als auch bei 10 cm Fliissigkeitssdule der HD-induzierte Effekt mit GlyH

ausgeprigter war, konnte somit eine Beteiligung des CFTR an dem HD-induzierten Effekt im

Lungenepithel von Xenopus aufgezeigt werden.
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3.6 Beteiligung der Membranfluiditat an der Dehnungs-induzierten
hCFTR Aktivierung

Die Verankerung von Ionenkanilen in der Plasmamembran ist ein wichtiger Faktor, um eine
effiziente Wahrnehmung und Ubertragung von mechanischen Stimuli zu gewihrleisten (Jaa-
louk und Lammerding 2009; Zanini und Gopfert 2013). Dieser Mechanismus der Wahrneh-
mung von mechanischen Stimuli kann mit Hilfe des Bilayer-Modells erkldrt werden (sieche
Einleitung 1.3; Hamill und Martinac 2001; Hamill 2006). Durch die Deformation der Plas-
mamembran wird der Reiz zu den Ionenkandlen weitergeleitet und durch eine Konformati-
onsdnderung o6ffnet sich der Kanal (Gullingsrud und Schulten 2004). Die Verankerung der
Kanile in der Membran kann unter anderem durch deren Zusammensetzung, die Membranflu-
iditét ist ein Faktor, mit dem sich die Zusammensetzung der Membran bemessen ldsst, beein-
flusst werden (Tillman und Cascio 2003). In dieser Arbeit wurde der Einfluss der Membran-
fluiditit auf die Dehnungs-induzierte hCFTR Aktivierung untersucht und dafiir wurde die

Membranfluiditdt der Xenopus Oozyten sowohl erhdht als auch verringert.

3.6.1 Erhohung der Membranfluiditat mit Methyl-B-Cyclodextrin

Fiir die Erhohung der Membranfluiditdt wurde in dieser Arbeit das Pharmakon Methyl-f-
Cyclodextrin (MBCD) verwendet, welches Cholesterol aus der Zellmembran verdringt
(Ilangumaran und Hoessli 1998), wodurch die Membran fluider wird. Die hCFTR-
exprimierenden Oozyten wurden zunéchst fiir 60-120 min in 5 mM MBCD inkubiert. An-
schlieBend wurde in TEVC-Experimenten die hCFTR Aktivitét elektrophysiologisch gemes-
sen.

Zu Beginn der Messung wurde die hCFTR Expression mit F/I iiberpriift, wodurch der Iy an-
stieg (1. F/I: 917 = 164 nA; n = 9; N = 3; Abb. 38A). Im Anschluss daran wurde der Deh-
nungsstimulus (110 nl Injektion der intrazelluldr analogen Losung) appliziert. Der darauffol-
gende zweite F/I-induzierte Effekt (2. F/I: 1380 + 231 nA) war signifikant grofler gegeniiber
dem 1. F/I (p<0,01).

Der identische Messablauf wurde mit unbehandelten (ohne MBCD) hCFTR-exprimierenden
Oozyten wiederholt (Abb. 38B). Auch bei diesen Experimenten war der 2. F/I
(1763 £266 nA; n=9; N = 3) nach dem Dehnungsstimulus (110 nl Injektion) grofer als der
1. F/T (861 =132 nA). Der statistische Vergleich der beiden normalisierten F/I-induzierten
Effekte (2. F/I / 1. F/T) ergab, dass sich MBCD-inkubierte Oozyten (1,60 = 0,10) und unbe-
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handelte Oozyten (2,11 + 0,14) signifikant in ihrer F/I Antwort unterschieden (p < 0,01; Abb.
38C). Folglich verminderte sich die Dehnungs-induzierte hCFTR Aktivitit durch eine Erho-
hung der Membranfluiditét.

Da die Membranfluiditét fiir die Verankerung von Ionenkanélen in der Plasmamembran mit
verantwortlich ist (Tillman und Cascio 2003), wére es mdglich, dass eine Erhohung der
Membranfluiditdt die Expression des hCFTR beeinflussen konnte. Dies wiirde bedeutet, dass
die reduzierte Dehnungs-induzierte hCFTR Aktivitit bei MBCD-inkubierten Oozyten nicht
auf einer verringerten Dehnungssensitivitit, sondern auf einer verminderten Anzahl des CFTR
Kanals zuriickzufiihren ist. Wenn es aber keine Beeintrdchtigung der hCFTR Expression gibt,
dann sollte es keine Unterschiede in der F/I-vermittelten Stromstimulation und Wiederholbar-
keit der F/I-Effekte bei MPBCD-inkubierten Oozyten und unbehandelten Oozyten ohne Deh-
nungsstimulus geben. Daher wurde in parallel durchgefiihrten Kontrollexperimenten mit un-
behandelten und MBCD-inkubierten Oozyten der F/I-induzierte Effekt zweimal, ohne Deh-
nungsstimulus, bestimmt (Stromspuren nicht gezeigt, nur statistische Auswertung in Abb.
38C). Die statistische Analyse der 2. F/I / 1. F/I-Werte zeigte keinen signifikanten Unter-
schied zwischen unbehandelten (0,39 + 0,06; n = 5; N = 2) und MBCD-inkubierten Oozyten
(0,47 £0,04; p > 0,05, n=5; N = 2; Abb. 38C). Demnach verinderte eine Erhohung der
Membranfluiditit die Wiederholbarkeit der F/I-induzierten Aktivierung des hCFTR nicht.
Dies bedeutet, dass durch die Anderung der Membranfluiditit die Expression des hCFTR

nicht beeintrachtigt wurde.
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Abb. 38: Die Erhéhung der Membranfluiditit von Xenopus Oozyten durch Methyl-§-
Cyclodextrin reduzierte die Dehungs-induzierte hCFTR Aktivitiit.

Sowohl in Methyl-B-Cyclodextrin (MBCD; 5 mM)-inkubierten Oozyten (A) als auch in unbe-
handelten Oozyten (B) fiihrte die zweite Forskolin/IBMX-Applikation (F/I; 5/100 pM; 2. F/I)
nach dem Dehnungsstimulus (110 nl Injektion) zu einer héheren Stromstimulation im Vergleich
zu dem ersten F/I-Effekt (1. F/I). C Die statistische Auswertung der normalisierten
F/I-induzierten Effekte (2. F/I / 1. F/I) aus A und B zeigte einen signifikanten Unterschied zwi-
schen unbehandelten (-MBCD; +110 nl) und MBCD Oozyten (+MBCD; +110 nl; **: p <0,01).
Im Gegensatz dazu waren die normalisierten F/I-Effekte von unbehandelten (-MBCD) und
MBCD Oozyten (+MBCD) ohne Dehnungsstimulus (-110 nl; lediglich zweimal
F/I-Applikation) nicht signifikant verschieden (Stromspuren nicht gezeigt; ns: p > 0,05).

3.6.2 Verringerung der Membranfluiditat mit wasserloslichem Cholesterol

Um die Membranfluiditit von Xenopus Oozyten zu verringern, wurde der Cholesterol-Gehalt
der Membran erhdht, indem die Oozyten in wasserloslichen Cholesterol (400 pM) fiir 60-
120 min inkubiert wurden (Carattino et al. 2007). Im Anschluss daran wurde in TEVC-
Experimenten der F/I-induzierte Effekt vor (1. F/I) und nach (2. F/I) dem Dehnungsstimulus
(110 nl Injektion) bestimmt (Abb. 39A). Dieser Messablauf wurde parallel mit unbehandelten
(ohne Cholesterol) hCFTR-exprimierenden Oozyten durchgefiihrt (Abb. 39B). Der Vergleich
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der normalisierten F/I-induzierten Effekte (2. F/I / 1. F/I) ergab einen signifikant kleineren
Wert von Cholesterol-inkubierten Oozyten (1,39 = 0,12; n = 9; N = 3) im Vergleich zu unbe-
handelten Oozyten (2,11 £ 0,14; n = 9; N = 3; Abb. 39C). Daraus kann geschlussfolgert wer-
den, dass die Verringerung der Membranfluiditit bzw. eine Versteifung der Zellmembran, zu
einer Abnahme der Dehnungs-induzierten hCFTR Aktivitédt fiihrte.

In Kontrollexperimenten wurde zweimal nacheinander die F/I-induzierte Stromstimulation
ohne Dehnungsstimulus (keine Injektion) von unbehandelten und Cholesterol-inkubierten
Oozyten bestimmt (Stromspuren nicht gezeigt, nur statistische Auswertung in Abb. 39C). Die
statistische Analyse der normalisierten F/I-induzierten Effekte (2. F/I/ 1. F/I) zeigte keinen
signifikanten Unterschied zwischen unbehandelten (0,39 £0,06;n=5; N=2) und Cho-
lesterol behandelten Oozyten (0,44 + 0,013; n=5; N=2; p > 0,05; Abb. 39C). Diese Ergebnisse
zeigten, dass eine Verringerung der Membranfluiditit keinen Einfluss auf die Wiederholbar-
keit der F/I-induzierten hCFTR Aktivierung hatte. Dies bedeutete, dass die Verringerung der
Membranfluiditit keine Anderungen der Expression des hCFTR bedingte.
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Abb. 39: Die Verringerung der Membranfluiditit von Xenopus Oozyten durch
wasserlosliches Cholesterol reduzierte die Dehnungs-induzierte hCFTR Aktivitit.

In Cholesterol-inkubierten Oozyten (400 uM; A) und in unbehandelten Oozyten (B) war der
zweite Forskolin/IBMX (F/I; 5/100 uM)-Effekt (2. F/I) nach dem Dehnungsstimulus (110 nl In-
jektion) hoher als der erste F/I-Effekt (1. F/I). C Der statistische Vergleich der normalisierten
F/I-Effekte (2. F/I/ 1. F/I) mit Dehnungsstimulus (+110 nl) aus A und B zeigte einen signifikan-
ten Unterschied zwischen unbehandelten (-Cholesterol) und Cholesterol-inkubierten Oozyten
(+Cholesterol; **: p < 0,01). Im Gegensatz dazu waren die normalisierten F/I-Effekte von un-
behandelten (-Cholesterol) und Cholesterol-Oozyten (+Cholesterol) ohne Dehnungsstimulus
(-110 nl) nicht signifikant verschieden (ns: p > 0,05).

3.6.3 Korrelation zwischen Zellvolumen und hCFTR Aktivitat bei Oozyten

mit veranderter Membranfluiditat

In den zuvor beschriebenen Ergebnissen (sieche Ergebnisse 3.6.1 und 3.6.2) wurde gezeigt,
dass sowohl eine Erh6hung als auch eine Verringerung der Membranfluiditdt zu einer Ver-
minderung der Dehnungs-induzierten hCFTR Aktivitét fiihrte. Urséchlich hierfiir konnte eine
Verdnderung der Zellschwellungsfahigkeit der Oozyten mit verdnderter Membranfluiditét in

Folge des Dehnungsstimulus sein. Um dies zu tiberpriifen, wurden Xenopus Oozyten jeweils
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vor und nach dem Dehnungsstimulus (110 nl Injektion) fotografiert, um anschlieBend die
Volumenzunahme bestimmen zu konnen. Die Oozyten wurden daflir zuvor entweder fiir
60-120 min in MBCD (5 mM) bzw. Cholesterol (400 uM) inkubiert oder als Kontrolle in ORi
gelagert. Nach der Volumenzunahme wiesen die MBCD-inkubierten Oozyten (+8,4 + 0,9%;
n = 11) und Cholesterol-inkubierten Oozyten (+6,6 = 1,3%; n = 10) keine signifikanten Ver-
dnderungen im Zellvolumen zu den unbehandelten Kontroll-Oozyten (+7,5 £ 1,1%; n = 11;
p > 0,05) auf. Dies wurde nochmals mit Hilfe eines Punktediagramms deutlich, indem die
Zellvolumina der drei Behandlungsansitze gegen die entsprechenden normalisierten
F/I-Effekte (2. F/I / 1. F/I) aus den oben beschriebenen TEVC-Messungen (sieche Ergebnisse
3.6.1 und 3.6.2) aufgetragen wurden (Abb. 40). Nach dem Dehnungsstimulus (110 nl Injekti-
on) war kein signifikanter Unterschied in der Volumenzunahme von Oozyten mit verénderter
Membranfluiditit erkennbar (p > 0,05), wohl aber bei der hCFTR Aktivitdt (2. F/I / 1. F/I;
p<0,01; Abb. 40). Eine Verringerung der Dehnungs-induzierten hCFTR Aktivitit bei
MBCD- und Cholesterol-Oozyten (siche Abb. 38 und Abb. 39) war daher nicht auf eine Ver-

dnderung des Zellschwellungspotentials dieser Oozyten zuriickzufiihren.
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Abb. 40: Korrelation des Zellvolumens und der Dehnungs-induzierten hCFTR Aktivitit
von Oozyten mit verinderter Membranfluiditit.

Die Zellvolumenzunahme durch den Dehnungsstimulus (110 nl) unterschied sich zwischen
Oozyten mit erhohter (Methyl-B-Cyclodextrin: MBCD; graues Viereck) bzw. verringerter (Cho-
lesterol; schwarzes Dreieck) Membranfluiditdt nicht signifikant von unbehandelten Kontroll-
Oozyten (Kontrolle; weile Raute; ns: p > 0,05). Im Gegensatz dazu war die Dehnungs-
induzierte hCFTR Aktivitat (2. F/I/ 1. F/I) sowohl bei MBCD- als auch bei Cholesterol-Oozyten
signifikant verringert gegeniiber den Kontroll-Oozyten (**: p <0,01).
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3.7 Beteiligung des Zytoskeletts an der Dehnungs-induzierten
hCFTR Aktivierung

Neben der Membranfluiditdt ist die Interaktion mit dem Zytoskelett ein wichtiger Faktor fiir
die Verankerung von Ionenkanilen in der Zellmembran (Mazzochi et al. 2006). In der Litera-
tur gibt es Hinweise darauf, dass der CFTR mit Elementen des Zytoskeletts ein dynamisches
Interaktom bildet und diese Verbindung fiir die Regulation, das Trafficking und den Abbau
des CFTR Proteins (Edelman 2014) wichtig ist. Daher wurde im Folgenden iiberpriift, ob eine
Interaktion zwischen dem hCFTR und dem Zytoskelett essentiell bei der Wahrnehmung der
Membrandehnung und der Dehnungs-induzierten hCFTR Aktivierung ist. Um diese Beteili-
gung zu priifen, wurde sowohl das Mikrotubuli- als auch Aktin-Zytoskelett pharmakologisch

modifiziert, um eine Stabilisierung oder Destabilisierung dieser Strukturen zu erreichen.

3.7.1 Das Mikrotubuli-Zytoskelett

Destabilisierung des Mikrotubili-Zytoskeletts

Eine Destabilisierung der Mikrotubuli von hCFTR-exprimierenden Oozyten wurde durch eine
60-120-miniitige Inkubation in Colchicin (50 uM) herbeigefiihrt. Colchicin hemmt die Poly-
merisierung der Mikrotubuli, da es freie Tubulin-Untereinheiten bindet (Heidemann und
Kirschner 1975; Machu 1998). In TEVC-Messungen erfolgte eine zweimalige Applikation
von F/I (5/100 uM) mit einem Dehnungsstimulus (110 nl Injektion) bei Colchicin-inkubierten
(n = 11; N = 3; Abb. 41A) und unbehandelten (n = 11; N = 3; Abb. 41B) Oozyten. Der Ver-
gleich der normalisierten F/I-Effekte (2. F/I / 1. F/I) zwischen unbehandelten (2,98 + 0,49)
und Colchicin-inkubierten Oozyten (3,45 +0,47) ergab keinen signifikanten Unterschied
(p >0,05; Abb. 41C). Demnach wurde durch die Destabilisierung der Mikrotubuli die Deh-
nungs-induzierte hCFTR Aktivitét nicht veréndert.

Da die Mikrotubuli an dem Transport von Ionenkandlen zur Plasmamembran beteiligt sind,
sollte im Folgenden ausgeschlossen werden, ob die Behandlung mit Colchicin zu einer Ver-
ringerung des F/I-vermittelten Stroms fiihrt oder sich auf die Wiederholbarkeit der F/I-Effekte
auswirkt. In parallelen Kontrollexperimenten (ohne Dehnungsstimulus) wurden daher unbe-
handelte und Colchicin-inkubierte Oozyten zweimalig mit F/I stimuliert (Stromspuren nicht
gezeigt). Die 2. F/I / 1. F/I-Werte unterschieden sich nicht signifikant voneinander (Colchi-
cin: 0,35 = 0,08; n = 6; N = 2; Kontrolle: 0,39 + 0,08; n = 5; N = 2; p > 0,05; Abb. 41C). Da
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sich diese Werte nicht unterschieden, beeinflusste die Behandlung mit Colchicin die hCFTR
Expression nicht.

Dariiber hinaus war in DEPC-Oozyten, die ebenfalls 60-120 min in Colchicin inkubiert wur-
den, keine Anderung des Iy durch die Injektion (110 nl) oder die Applikation von F/I zu be-
obachten (Abb. 41D).
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Abb. 41: Die Destabilisierung der Mikrotubuli hatte keine Auswirkungen auf die
Dehnungs-induzierte hCFTR Aktivitit.

Sowohl bei Colchicin-inkubierten (50 uM; A) als auch bei unbehandelten Oozyten (B) war die
zweite Forskolin/IBMX (F/I; 5/100 puM)-induzierte Stromstimulation (2. F/I) nach dem Deh-
nungsstimulus (110 nl Injektion) groBer als die Erste (1. F/I). C Die statistische Analyse der
normalisierten F/I-Effekte (2. F/I / 1. F/I) der Messungen mit 110 nl Injektion (+110 nl) ergab
keinen Unterschied zwischen Oozyten mit intaktem (-Colchicin) und destabilisierte Mikrotubuli
(+Colchicin; ns: p > 0,05). Die normalisierten F/I-Effekte der Kontrollexperimente (ohne Deh-
nungsstimulus; -110 nl) wunterschieden sich ebenfalls nicht signifikant voneinander
(ns: p>0,05). D Die in Colchicin-inkubierten DEPC-Oozyten zeigten keine Anderungen des
Transmembranstroms (Iy;) durch die 110 nl Injektion oder die F/I-Applikation.
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In den zuvor beschriebenen Experimenten wurde kein Einfluss von Colchicin auf die Deh-
nungs-induzierte Aktivitdt des hCFTR beobachtet. Dies konnte mdglicherweise daran liegen,
dass Colchicin nicht membrangéngig ist und daher gar nicht in die Oozyte gelangte. Um dies
als Fehlerquelle auszuschlieen, wurde nachfolgend der Versuchsverlauf modifiziert und
32 nl einer 1 mM Colchicin-Losung (finale Konzentration von 40 uM Colchicin pro Oozyte)
60-120 min vor den TEVC-Messungen direkt in die Oozyten injiziert. Als Kontrolle dienten
Oozyten, die mit der dquivalenten Menge des Losungsmittels von Colchicin, ddH,O, injiziert
wurden. Der Versuchsablauf war identisch mit den vorherigen Colchicin-
Inkubationsexperimenten und umfasste die Applikation von F/I vor (1. F/I) und nach (2. F/T)
dem Dehnungsstimulus (110 nl Injektion). Die statistische Auswertung der normalisierten
F/I-Eftekte (2. F/1 / 1. F/) zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen Oozyten mit
intakten (2,94 + 0,32; n = 7; N = 2) und destabilisierten Mikrotubuli (2,91 + 0,43; n = 7,
N=2; p>0,05; Abb. 42). Diese Ergebnisse standen im Einklang mit den Ergebnissen der
Colchicin-Inkubationsexperimenten und unterstiitzen die Aussage, dass eine Destabilisierung

der Mikrotubuli die Dehnungswahrnehmung des hCFTR nicht verdndert.
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Abb. 42: Die Destabilisierung der Mikrotubuli, induziert durch die Injektion von
Colchicin, verinderte die Dehnungs-induzierte hCFTR Aktivitiit nicht.

Die normalisierten F/I-Effekte (2. F/I / 1. F/I) von gedehnten Oozyten (+110 nl) mit intakten
(-Colchicin) und destabilisierten Mikrotubuli (40 pM Colchicin; +Colchicin) zeigten keinen
signifikanten Unterschied (ns: p > 0,05).
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Stabilisierung des Mikrotubuli-Zytoskeletts

Nachfolgend wurde mit dem Pharmakon Paclitaxel der Abbau der Mikrotubuli inhibiert,
wodurch eine Stabilisierung der Tubulinfilamente induziert wurde (Jessus et al. 1988; Verde
et al. 1991). Die hCFTR-exprimierenden Oozyten wurden vor den TEVC-Messungen entwe-
der fiir 60-120 min in 10 uM Paclitaxel inkubiert (Abb. 43A) oder als Kontrolle der Deh-
nungs-induzierten hCFTR Aktivitit nicht mit Paclitaxel behandelt (Abb. 43B). Der statisti-
sche Vergleich der normalisierten F/I-Effekte (2. F/I / 1. F/I) von unbehandelten (2,26 + 0,14;
n = 11; N = 3) und Paclitaxel-inkubierten Oozyten (1,42 = 0,07; n=11; N = 3) ergab einen
signifikanten Unterschied (p < 0,01; Abb. 43C). Dies bedeutet, dass die Dehnungs-induzierte
hCFTR Aktivitét durch eine Stabilisierung der Mikrotubuli verringert wurde.

In Kontrollexperimenten (ohne Dehnungsstimulus) wurde durch die zweimalige
F/I-Applikation ein moglicher Effekt von Paclitaxel auf die hCFTR Expression und Wieder-
holbarkeit der F/I-induzierten Stimulation untersucht (Stromspuren nicht gezeigt). Bei Oozy-
ten mit intakten (ohne Paclitaxel: 0,39 + 0,08; n = 5; N = 2) und mit stabilisierten Mikrotubuli
(mit Paclitaxel: 0,39 + 0,08; n = 6; N = 2) wurde kein signifikanter Unterschied der beiden
normalisierten F/I-Effekte ermittelt (p > 0,05; Abb. 43C). Die Stabilisierung der Mikrotubuli
hatte dem zufolge keine Auswirkungen auf die wiederholte Aktivierung des hCFTR durch
F/I.
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Abb. 43: Die Stabilisierung der Mikrotubuli durch Paclitaxel verringerte die Dehnungs-
induzierte hCFTR Akvititit.

A Bei Paclitaxel-inkubierten Oozyten (10 uM) und auch bei unbehandelten Oozyten (B) war die
zweite F/I-induzierte Stromstimulation (2. F/I) nach dem Dehnungsstimulus (110 nl Injektion)
hoher als die Erste (1. F/I). C Die statistische Analyse der normalisierten F/I-Effekte
(2. F/1/ 1. F/I) mit Dehnungsstimulus (+110 nl) ergab einen signifikant kleineren Wert bei
Paclitaxel-inkubierten Oozyten (+Palclitaxel) im Vergleich zu unbehandelten Oozyten
(-Paclitaxel; **: p<0,01). Im Gegensatz dazu unterschieden sich die normalisierten F/I-Effekte
von Oozyten mit intakten (-Paclitaxel) und stabilisierten Mikrotubuli (+Palclitaxel) ohne Deh-
nungsstimulus (-110 nl) nicht signifikant voneinander (ns: p > 0,05).

Die Verringerung der Dehnungs-induzierten Aktivitit des hCFTR durch Stabilisierung der
Mikrotubuli wurde in Experimenten bestitigt, bei denen Paclitaxel vor den TEVC-Messungen
in die Oozyten injiziert wurde (finale Konzentration von 10 uM Paclitaxel pro Oozyte). Denn
auch hier war der normalisierte F/I-Effekt (2. F/I / 1. F/I) von Paclitaxel-inkubierten Oozyten
(1,37 £ 0,13; n = 7; N=2) signifikant verringert im Vergleich zu unbehandelten Kon-
trolloozyten (3,71 £ 0,53; n=6; N=2; p <0,01; Abb. 44).
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Abb. 44: Die durch Paclitaxel induzierte Mikrotubuli-Stabilisierung reduzierte den
Dehnungs-induzierten Effekt des hCFTR.

Die durch die Injektion von Paclitaxel (10 uM; +Paclitaxel; +110 nl) herbeigefiihrte Stabilisie-
rung der Mikrotubuli reduzierte die Dehnungs-induzierte hCFTR Aktivitit (2. F/I/ 1. F/I) signi-
fikant gegeniiber unbehandelten Oozyten (-Palcitaxel; +110 nl; **: p <0,01).

Korrelation zwischen Zellvolumen und hCFTR Aktivitat bei Oozyten mit
veranderten Mikrotubuli

Es wurde zuvor gezeigt, dass eine Destabilisierung der Mikrotubuli die Dehnungs-induzierte
hCFTR Aktivitit nicht verdnderte, aber dass eine Stabilisierung der Mikrotubuli die Deh-
nungssensitivitdt des hCFTR verringerte (siche Ergebnisse 3.7.1). Eine mdgliche Ursache
konnte in der Zellschwellungsfahigkeit der Oozyten mit stabilisierten Mikrotubuli liegen. In
TEVC-Experimenten wurde beim Einstechen der Glaskapillaren in Paclitaxel-behandelte
Oozyten bemerkt, dass die Oozyten fester und steifer waren im Vergleich zu unbehandelten
Oozyten. Dies legt die Vermutung nahe, dass die Stabilisierung der Mikrotubuli zu einer Ver-
steifung der Oozyte fiihrte, sodass der Dehnungsstimulus nicht mehr addquat von der Oozyte
wahrgenommen werden konnte. Um dies zu iiberpriifen wurden Xenopus Oozyten jeweils vor
und nach dem Dehnungsstimulus (110 nl Injektion) fotografiert und anschlieend die Volu-
menzunahme bestimmt. Das Volumen von Oozyten mit intakten Mikrotubuli (Kontrolle) stieg
nach dem Dehnungsstimulus (110 nl Injektion) um 8,2 + 1,1% (n = 21). Eine &dhnliche Volu-
menzunahme war bei Oozyten mit destabilisierten Mikrotubuli errechnet worden (Colchicin:
9,2 + 1,8%; n =9). Die dhnliche Zellschwellungsfahigkeit konnte daher eine Erklarung fiir die
nicht signifikant verschiedenen normalisierten F/I-Effekte (2. F/I / 1. F/I) der Kontrolle
(2,98 £ 0,49; Abb. 45) und der Colchicin-behandelten Oozyten (3,45 £+ 0,47) aus den TEVC-
Experimenten sein (siche Abb. 42). Interessanterweise waren bei Oozyten mit stabilisierten
Mikrotubuli (Paclitaxel) sowohl das Zellvolumen (7,8 = 1,7%; n = 9; p <0,05) als auch der
2.F/1/ 1. F1-Wert (1,42 £0,07; p < 0,01) signifikant verringert gegeniiber den entsprechen-
den Werten der Kontroll-Oozyten (2,26 + 0,14). Anhand des Vergleiches zwischen Zellvolu-
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men und hCFTR Aktivitdt lie sich eindeutig eine Korrelation beider Parameter erkennen:
Eine Reduzierung des Zellschwellungspotentials der Oozyten mit stabilisierten Mikrotubuli,
ging mit einer Verringerung der hCFTR Aktivitit in Folge des Dehnungsstimulus
(110 nl Injektion) einher.
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Abb. 45: Korrelation des Zellvolumens und der Dehnungs-induzierten hCFTR Aktivitit
von Oozyten mit verinderten Mikrotubuli.

Bei Oozyten mit destabilisierten Mikrotubuli (graues Quadrat; Colchicin) gab es keinen Unter-
schied im Zellvolumen und in den normalisierten F/I-Effekten (2. F/1/ 1. F/I) gegeniiber unbe-
handelten Kontrollen (weille Raute; ns: p > 0,05). Dagegen war bei Oozyten mit stabilisierten
Mikrotubuli (schwarzes Dreieck; Paclitaxel) sowohl das Zellvolumen (**: p <0,01) als auch der
2. F/1/ 1. F/1-Wert (*: p < 0,05) signifikant verringert.

3.7.2 Das Aktin-Zytoskelett

Destabilisierung des Aktin-Zytoskeletts

Fiir die Destabilisierung der Aktinfilamente in Xenopus Oozyten wurde Cytochalasin D ver-
wendet, welches die Polymerisierung von Aktin inhibiert (Cooper 1987). Dafiir wurden
hCFTR-exprimierende Oozyten fiir 60-120 min in 10 uM Cytochalasin D inkubiert und an-
schlieBend in TEVC-Experimente auf ihre Dehnungs-induzierte hCFTR Aktivitdt iiberpriift
(Abb. 46A). Auch unbehandelten Oozyten wurden vor (1. F/I) und nach (2. F/I) dem Deh-
nungsstimulus (110 nl Injektion) mit F/I (5/100 uM) stimuliert (Abb. 46B). Der statistische
Vergleich der normalisierten F/I-Effekte (2. F/I / 1. F/I) erbrachte keinen signifikanten Unter-
schied zwischen unbehandelten (2,98 + 0,49; n = 11; N = 3) und Cytochalasin-inkubierten
Oozyten (2,62 + 0,36; n = 11; N = 3; p > 0,05; Abb. 46C). Daher kann geschlussfolgert wer-
den, dass die Destabilisierung der Aktinfilamente die Dehnungswahrnehmung des hCFTR
nicht beeinflusst.

Da auch Aktinfilamente an dem Einbau und der Verankerung von lonenkanélen in der Plas-

mamembran beteiligt sind, wurden in Kontrollmessungen (ohne Dehnungsstimulus) die nor-
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malisierten F/I-Effekte beider Experimente (Kontrolle und Cytochalasin D) untersucht
(Stromspuren nicht gezeigt). Die normalisierten F/I-Effekte (2. F/I / 1. F/I) zwischen Oozyten
mit intakten (0,40 + 0,09; n = 5; N = 2) und destabilisierten Aktinfilamenten (10 pM Cytocha-
lasin D: 0,38 = 0,12; n = 5; N = 2) war nicht signifikant verschieden (p > 0,05; Abb. 46C).
Aus diesen Ergebnissen ldsst sich schlieffen, dass die Destabilisierung der Aktinfilamente
keine Beeintridchtigung der hCFTR Expression und der Wiederholbarkeit der F/I-induzierten
Stromstimulationen zur Folge hatte. Zusétzlich dazu war in DEPC-Oozyten, die ebenfalls
60-120 min in 10 uM Cytochalasin-inkubierten, keine Anderung des Iy durch die 110 nl In-
jektion sowie durch die F/I-Applikation zu beobachten (n = 10; N = 3; Abb. 46D).
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Abb. 46: Die Destabilisierung der Aktinfilamente veriinderte die Dehnungs-induzierte
hCFTR AKktivitiit nicht.
A In Cytochalsin D (10 pM)-inkubierten und in unbehandelten Oozyten (B) fithrte die zweite
Forskolin/IBMX (F/I; 5/100 uM)-Applikation (2. F/I) nach dem Dehnungsstimulus (110 nl In-
jektion) zu einer hoheren Iy-Stimulation als die erste Applikation (1. F/I). C Die normalisierten
F/1-Effekte (2. F/1/ 1. F/I) der Messungen aus A und B zeigten keinen signifikanten Unterschied
zwischen unbehandelten (-Cytochalasin; +110 nl) und Cytochalasin-inkubierten Oozyten
(+Cytochalasin; ns: p > 0,05). Auch in Experimenten ohne Dehnungsstimulus (-110 nl) unter-
schieden sich die 2. F/I / 1. F/I-Werte von unbehandelten (-Cytochalasin) und Cytochalasin-
inkubierten Oozyten (+Cytochalasin) nicht signifikant voneinander (ns: p > 0,05). D In
DEPC-Oozyten mit destabilisierten Aktinfilamenten fiihrte sowohl die 110 nl Injektion als auch
die F/I-Applikation zu keiner Anderung des Iy;.
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Um zu gewihrleisten, dass Cytochalasin in die Zelle gelangte und dort die Aktinfilamente
destabilisieren konnte, wurde der Messverlauf mit einer F/I-Applikation vor (1. F/I) und nach
(2. F/T) der 110 nl Injektion mit Oozyten, die entweder mit 32 nl Cytochalasin (20 uM pro
Oozyte) oder DMSO (Losungsmittel von Cytochalasin) injiziert wurden, wiederholt. Die Er-
gebnisse unterschieden sich nicht zu den oben beschriebenen Messungen mit Cytochalasin-
Inkubation (siche Abb. 46). Die Analyse der normalisierten F/I-Effekte (2. F/I / 1. F/I) ergab
keinen signifikanten Unterschied zwischen unbehandelten (2,94 + 0,32; n = 7; N = 2) und
Cytochalasin-inkubierten (2,60 + 0,28: n = 7; N = 2; p > 0,05; Abb. 47) Oozyten. Diese Er-
gebnisse zeigten zum einen, dass es keinen Unterschied zwischen der Cytochalasin-
Inkubation oder der Cytochalasin-Injektion gab. Zum Anderen wurde bestitigt, dass die De-

stabilisierung der Aktinfilamente keinen Einfluss auf die Dehnungs-induzierte hCFTR Aktivi-

tat hatte.
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Abb. 47: Die Destabilisierung der Aktinfilamente der Oozyte hatte keine Verinderung der
Dehnungs-induzierten hCFTR Aktivitit zur Folge.

Die Injektion von Cytochalasin D (20 uM pro Oozyte) fiihrte zu einer Destabilisierung der Ak-
tinfilamenten. Der normalisierte F/I-Effekt (2. F/I / 1. F/I) von Cytochalasin-injizierten Oozyten
(+Cytochalasin; +110 nl) unterschied sich nicht signifikant von unbehandelten Oozyten
(-Cytochalasin; +110 nl; ns: p > 0,05).
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Stabilisierung des Aktin-Zytoskeletts

Um zu iiberpriifen, ob die Stabilisierung des Aktin-Zytoskeletts an der Dehnungs-induzierten
hCFTR Aktivitdt beteiligt ist, wurden Experimente mit Phalloidin durchgefiihrt. Phalloidin
bindet filamentoses Aktin (F-Aktin) und verhindert so den Umbau von F- zu G-Aktin (Cooper
1987). Des Weiteren ist bekannt, dass Phalloidin nicht gut membrangingig ist (Matthews et
al. 1997). Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit Phalloidin direkt in die Oozyten injiziert.
Die Injektion von Phalloidin (40 puM pro Oozyte) erfolgte 60-120 min vor den TEVC-
Messungen (Abb. 48A). Als Kontrolle dienten Oozyten, die mit dem identischen Volumen
(32 nl) von ddH,O (Losungsmittel von Phalloidin) injiziert wurden (Abb. 48B). Die
F/I-induzierte Stromstimulation wurde vor (1. F/I) und nach (2. F/I) dem Dehnungsstimulus
(110 nl Injektion) ermittelt. Der normalisierte F/I-Effekt (2. F/I / 1. F/I) von Phalloidin-
behandelten Oozyten (0,27 + 0,10; n = 11; N = 3) war signifikant kleiner im Vergleich zu
unbehandelten Oozyten (2,54 + 0,41; n=11; N=3; p <0,01; Abb. 48C). Dies bedeutete, dass
eine Stabilisierung der Aktinfilamente die Dehnungs-induzierte hCFTR Aktivitét reduzierte.

In Experimenten ohne Dehnungsstimulus (Stromspuren nicht gezeigt) unterschieden sich die
normalisierten F/I-Effekte (2. F/I / 1. F/I) von Phalloidin- (0,47 + 0,08; n = 5; N = 2) und
ddH,O-injizierten Oozyten (0,40 £ 0,09; n = 5; N = 2) ohne Dehnungsstimulus nicht signifi-
kant voneinander (p > 0,05; Abb. 48D), sodass Phalloidin keine Auswirkungen auf die Wie-
derholbarkeit der F/I-Effekte hatte. Des Weiteren zeigten DEPC-Oozyten, die mit Phalloidin
injiziert wurden, keine Anderungen des Iy in Folge des Dehnungsstimulus (110 nl Injektion)

und der F/I-Applikation (Abb. 48D).
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Abb. 48: Die Stabilisierung der Aktinfilamente durch Phalloidin verringerte die
Dehnungs-induzierte hCFTR Aktivitiit in Xenopus Oozyten.

A Bei Phalloidin-injizierten Oozyten (40 uM) war die zweite Forskolin/IBMX (F/I; 5/100 pM)-
induzierte Stromstimulation (2. F/I) nach dem Dehnungsstimulus (110 nl Injektion; 2. F/T) klei-
ner als der erste F/I-Effekt (1. F/I). B Im Gegensatz dazu war der 2. F/I bei unbehandelten
Oozyten hoher als der 1. F/I. C Anhand der statistischen Analyse der Experimente aus A und B
waren die normalisierten F/I-Effekte (2. F/I / 1. F/I) von Oozyten mit stabilisierten Aktinfila-
menten (+Phalloidin; +110 nl) signifikant verringert gegeniiber Oozyten mit intakten Aktin-
Zytoskelett (-Phalloidin; +110 nl; **: p < 0,01). Es gab keinen Unterschied in der F/I-Antwort
bei den beiden Oozyten-Behandlungen (-Phalloidin und +Phalloidin) ohne den Dehnungsstimu-
lus (-110 nl; ns: p > 0,05). D Bei DEPC-Oozyten mit stabilisierten Aktinfilamenten wurde keine
Anderung des Iy durch Injektion oder F/I-Applikation sichtbar.

90
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Korrelation zwischen Zellvolumen und hCFTR Aktivitat bei Oozyten mit
veranderten Aktinfilamenten

Nachfolgend wurde das Zellschwellungspotential von Oozyten mit intakten und verdnderten
Aktin-Zytoskelett bestimmt und in Relation zu den normalisierten F/I-Effekten (2. F/I/ 1. F/T)
aus den TEVC-Experimenten gesetzt (Abb. 49). Durch die Injektion von 110 nl intrazellulér
analoger Losung stieg das Zellvolumen von unbehandelten Oozyten um 9,9 + 1,5% an
(n=10). Die Erhohung des Zellvolumens bei Cytochalasin D-behandelten Oozyten
(6,0 £1,5%; n = 8) war etwas, aber nicht signifikant verringert gegeniiber Kontroll-Oozyten
(p>0,05). Da die Zellschwellungsfihigkeit beider Oozytenbehandlungen identisch war,
konnte dies auch eine Erkldrung fiir die nicht signifikant verschiedenen 2. F/I / 1. F/I-Werte
der Kontrolle (2,98 + 0,49) und Cytochalasin D-behandelten Oozyten (2,62 + 0,36; p > 0,05)
sein. In TEVC-Experimenten wurde beim Anstechen der Phalloidin-injizierten Oozyten be-
merkt, dass diese fester und steifer gegeniiber den unbehandelten Oozyten waren. Diese Tat-
sache konnte sowohl eine Erkldrung fiir die signifikant geringere Volumenzunahme
2,9+ 1,3%; n = 8; p < 0,01) als auch fiir die signifikant reduzierte Dehnungswahrnehmung
(2. F/1/ 1. F/1: 0,27 £ 0,10; p < 0,01) dieser Oozyten sein. Anhand dieser Ergebnisse lie sich
daher ein Zusammenhang zwischen Volumenzunahme und Dehnungs-induzierter Aktivitdt

des hCFTR bei Oozyten mit verdnderten Aktin-Zytoskelett feststellen.
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Abb. 49: Bei Oozyten mit verinderten Aktinfilamenten korrelierte die Volumenzunahme
mit der Dehnungs-induzierten hCFTR Aktivitiit.
Bei Oozyten mit destabilisierten Aktinfilamenten (graues Quadrat; Cytochalasin D) unterschied
sich sowohl die Volumenzunahme als auch die Dehnungs-induzierte hCFTR Aktivitdt
(2. F/1/ 1. F/1) nicht signifikant von Kontroll-Oozyten (weile Raute; ns: p > 0,05). Im Gegen-
satz dazu war bei Oozyten mit stabilisierten Aktinfilamenten (schwarzes Dreieck; Phalloidin)
das Zellvolumen und der 2. F/I / 1. F/I-Wert signifikant verringert gegeniiber unbehandelten
Kontroll-Oozyten (**: p <0,01).
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Die ATRL hCFTR Mutante

Der C-Terminus des hCFTR bildet eine Verkniipfungsstelle zwischen CFTR-Kanal und Ak-
tinfilamenten (Short ef al. 1998; Edelman 2014). Mittels zielgerichteter Mutagenese wurden
in dieser Arbeit die letzten drei C-terminalen Aminosiduren des hCFTR-Proteins deletiert
(ATRL hCFTR; siehe Material und Methoden 2.5.2). Diese ATRL hCFTR Mutante wurde
heterolog in Xenopus Oozyten exprimiert und in TEVC-Experimenten auf ihre Dehnungs-
wahrnehmung untersucht. In Kontrollexperimenten (ohne Dehnungsstimulus) wurden die
ATRL hCFTR-exprimierenden Oozyten zweimal mit F/I (5/100 uM) stimuliert (Abb. 50A).
Hierbei war der zweite F/I-induzierte Effekt (2. F/I) kleiner als der erste Effekt (1. F/I), was
sich einen normalisierten F/I-Effekt von 0,41 = 0,10 (n = 10; N = 4) ergab. In parallel durch-
gefiihrten Experimenten mit dem Dehnungsstimulus (110 nl Injektion; Abb. 50B) war der
2. F/T groBer als der 1. F/I (2. F/1/1.F/1:2,23 £0,29; n=10; N = 4). Diese Ergebnisse lassen
schlussfolgern, dass die ATRL hCFTR Mutante Dehnungs-sensitiv war.

Identische Experimente wurden mit dem WT hCFTR durchgefiihrt (Stromspuren nicht ge-
zeigt), um eine mogliche Verdnderung der Dehnungswahrnehmung des ATRL hCFTR zu
ermitteln. Fiir die statistische Analyse wurden die 2. F/I/ 1. F/I-Werte der ATRL hCFTR Mu-
tante und des WT hCFTR miteinander verglichen (Abb. 50C). Der 2. F/I / 1. F/I-Wert des
ATRL hCFTR mit Dehnungsstimulus war signifikant kleiner im Vergleich zum WT hCFTR
(3,61 £0,45; n=11; N =4; p <0,01). Dariiber hinaus unterschied sich der 2. F/I / 1. F/I ohne
Dehnungsstimulus der ATRL hCFTR Mutante nicht signifikant von dem des WT hCFTR
(0,59 £ 0,03; n=6; N = 1; p > 0,05). Diese Ergebnisse zeigten, dass bei der ATRL hCFTR
Mutante eine verringerte Dehnungswahrnehmung zu beobachten war. Dies weist darauf hin,

dass die C-terminale Verbindung des hCFTR fiir die Perzeption der Dehnung wichtig ist.
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Abb. 50: Die Deletion der C-terminalen TRL-Sequenz des hCFTR fiihrte zu einer
Reduzierung der Dehnungs-induzierten hCFTR Aktivitit.

A Bei der ATRL hCFTR Mutante fiihrte die wiederholte Applikation von Forskolin/IBMX (F/I;
5/100 uM) zu einer kleineren zweiten Stromstimulation (2. F/I) gegeniiber dem 1. F/I-Effekt
(1. F/T). B Demgegeniiber war der 2. F/I nach dem Dehnungsstimulus (110 nl Injektion) groBer
als der 1. F/I. C In der statistischen Analyse wurden die normalisierten F/I-Effekte (2. F/I /
1. F/T) der ATRL hCFTR Mutante (schwarze Balken) mit (+110 nl) und ohne Dehnungsstimulus
(-110 nl) mit den Werten von parallel durchgefiihrten WT hCFTR Experimenten (weille Balken;
Stromspuren nicht gezeigt) verglichen. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen
WT und ATRL hCFTR mit Dehnungsstimulus (**:p < 0,01). Allerdings waren die 2. F/I /
1. F/I-Effekte zwischen WT und ATRL hCFTR ohne Dehnungsstimulus (-110 nl) nicht signifi-
kant verschieden (ns: p > 0,05).

In weiteren Experimenten wurde der Effekt des Dehnungsstimulus auf den vorstimulierten
ATRL hCFTR untersucht. Zu Beginn der Messung wurde F/I (5/100 uM) appliziert, wodurch
der Ins um 427 + 56 nA anstieg (Alpr; n = 9; N = 3; Abb. 51B). Die anschlieende Applikation
des Dehnungsstimulus (110 nl Injektion) fiihrte zu einer zusétzlichen transienten Stromstimu-
lation (Alp/iimjeki: 1588 £ 189 nA; p < 0,01). Der identische Versuchsablauf wurde an
WT hCFTR-exprimierenden ~ Oozyten  wiederholt  (Alg;: 422 £ 104  nA;
Alp/imieke: 2556 £389 nA; n = 9; N = 3; Abb. 51A) und auch hier wurde ein zusitzlicher Ef-
fekt des Dehnungsstimulus auf den vorstimulierten hCFTR beobachtet. Der Vergleich der
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Alppimiek)-Werte zeigte einen signifikant kleineren Wert bei der ATRL hCFTR Mutante
(p < 0,05; Abb. 51C).
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Abb. 51: Der Effekt des Dehnungsstimulus auf den vorstimulierten ATRL hCFTR war im
Vergleich zum Wildtyp hCFTR verringert.

A Der Dehnungsstimulus (110 nl Injektion) fiihrte bei Wildtyp (WT) hCFTR-exprimierenden
Oozyten nach nach Vorstimulation mit Forskolin/IBMX (F/I; 5/100 uM; Alg;) zu einer zusitzli-
chen Stromstimulation (Alg/tmjert). B Bei ATRL hCFTR Oozyten induzierte die 110 nl Injektion
ebenso einen zusitzlichen Effekt auf den vorstimulierten hCFTR. C Der Alpiimje-Effekt des
WT hCFTR war im Vergleich zum ATRL hCFTR signifikant erhoht (*: p < 0,05), wobei sich
die Algs-Werte nicht signifikant voneinander unterschieden (ns: p > 0,05).

Zusammengenommen zeigten diese Experimente, dass die ATRL hCFTR Mutante Dehnungs-
sensitiv war. Allerdings war die Dehnungswahrnehmung im Vergleich zum WT hCFTR sig-
nifikant verringert. Daher kann geschlussfolgert werden, dass die C-terminale TRL Amino-
sdauresequenz und deren Verbindung zu Zytoskelettelementen wichtig fiir die Dehnungs-

induzierte Aktivitit des hCFTR ist.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit eine Dehnungs-induzierte Aktivitét des
CFTR sowohl im in vitro Modell der Xenopus Oozyten als auch im nativen pulmonalen
Epithel von Xenopus gezeigt werden. Zudem konnte eine Beteiligung der Membranfluiditét
und des Zytoskeletts als zugrunde liegende Mechanismen fiir eine Dehnungs-sensitive Aktivi-
tdit des hCFTR in Xenopus Oozyten nachgewiesen werden. Besonders die C-terminale Ver-
bindung zwischen dem hCFTR und den Aktin-Zytoskeletts scheint fiir die Mechanosensitivi-
tat des hCFTR essentiell zu sein.
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4. Diskussion

Der CFTR mit seiner Funktion als Anionenkanal spielt eine wesentliche Rolle bei der Elekt-
rolyt— und Fliissigkeitshomdostase in der Lunge (Li und Naren 2010). Im Zuge der Atembe-
wegungen ist der CFTR in den pulmonalen Epithelzellen mechanischen Kréften, wie Deh-
nung und SK, ausgesetzt (Wirtz und Dobbs 2000). In einer Studie aus dem Jahr 2010 wurde
die Dehnung der Membran als ein addquater Stimulus fiir die Regulation der CFTR Aktivitdt
beschrieben (Zhang et al. 2010). Basierend auf den Hinweisen einer mechanosensitiven Akti-
vierung des CFTR, wurde in der vorliegenden Arbeit die Dehnungs- und SK-vermittelte Ak-
tivierung des humanen CFTR untersucht. Des Weiteren wurde die Dehnungs-induzierte
CFTR-Aktivierung in einem nativen pulmonalen Epithel verifiziert. Ein weiteres Ziel dieser
Arbeit war die Charakterisierung der zugrunde liegenden Mechanismen der Dehnungs-
induzierten CFTR Aktivierung. Um diese Fragestellungen zu bearbeiten wurden zwei unter-
schiedliche Untersuchungssysteme verwendet: 1) das Expressionssystem der Xenopus Oozy-
ten und 2) das native Lungenepithel von Xenopus. Zu Beginn dieser Diskussion wird die Eig-
nung der Oozyten als Expressionsmodell bzw. der Lunge fiir alveolare lonentransportprozesse
erldutert. Nachfolgend werden die Ergebnisse dieser Arbeit in den aktuellen wissenschaftli-

chen Kontext eingeordnet.

4.1 Xenopus als Modellorganismus?

Fiir die Losung fundamentaler Fragen innerhalb der Medizin und Biologie besteht die Not-
wendigkeit von Modellorganismen, wie beispielsweise des Afrikanischen Krallenfrosches

Xenopus laevis.

4.1.1 Die Xenopus Oozyten als Expressionssystem

Die Grundlage fiir die Verwendung von Xenopus Oozyten als Expressionsmodell stellt die
Pionierarbeit von Gurdon und Kollegen aus dem Jahr 1971 dar (Gurdon et al. 1971). Seither
werden die Oozyten als heterologes Expressionssystem fiir bakterielle, pflanzliche und tieri-
sche Proteine eingesetzt (Gurdon und Wickens 1983; Sigel und Minier 2005). Xenopus Oozy-
ten bieten den Vorteil, dass sie ganzjahrig verfiigbar sind. Allerdings sind saisonale Schwan-
kungen der Oozyten-Qualitit zu beobachten (Lafaire und Schwarz 1986), die mit einer hohen

biologische Variabilitit der bioelektrischen Parameter verbunden ist (Stuhmer 1992; Weber
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1999b; Sobczak ef al. 2010). Die Kultivierung der Oozyten ist relativ anspruchslos und bedarf
keiner sterilen Zellkultur. Aufgrund des groBen Durchmessers (1,0 - 1,3 mm; Dumont 1972)
sind die Oozyten experimentell gut zuginglich. Xenopus Oozyten sind mit allen wichtigen
Faktoren fiir Wachstum und Proteintranslation ausgestattet und somit unabhéngig von ihrer
Umgebung. Dariiber hinaus ermdglicht die grole Anzahl an Ribosomen eine hohe translatio-
nale Kapazitét, was die Synthese von Proteinen aus fremder RNA ermoglicht (Sigel und Mi-
nier 2005). Des Weiteren bieten Oozyten den Vorteil der geringen Anzahl endogener Ionen-
kandle und anderer Transportmechanismen (Weber 1999b), was fiir elektrophysiologische

Untersuchungen von Ionenkanélen optimal ist (Wagner et al. 2000).

4.1.2 Die Xenopus Lunge als Modell fur alveolare lonentransportprozesse

Die Xenopus Lunge ist einfach und sackformig aufgebaut (Meban 1973; Hyatt et al. 2007)
und im Anschluss an die flachige Préparation (siche Abb. 4) ist diese optimal geeignet fiir
funktionelle Untersuchungen des pulmonalen lonentransports in der Ussing-Kammer. Diese
Art Untersuchung kann mit einer Sdugerlunge nicht durchgefiihrt werden, da der komplexe
Aufbau und die starke Verzweigung eine flichige Prdparation verhindern (Fronius 2012).
Daher beschrinken sich die meisten Studien zu elektrophysiologischen Untersuchungen des
pulmonalen Ionentransports bei Sdugern auf die oberen Atemwege (Trachea bis zu den Bron-
chiolen; Tsang et al. 1993; Hollenhorst et al. 2012). Eine Alternative bietet die Kultivierung
von isolierten Alveolarzellen. Dies hat allerdings den Nachteil, dass sich die Kultivierungsbe-
dingungen auf die Expression von Transportproteinen auswirken konnen (Jain et al. 2001;
Fronius 2012). Demgegeniiber, verbleiben die Zellen innerhalb der Xenopus Lunge in ihrer
natiirlichen Umgebung und die urspriinglichen Zell-Zell-Verbindungen bleiben erhalten. Dar-
iiber hinaus besitzt die Xenopus Lunge sowohl morphologische als auch funktionelle Ahn-
lichkeiten mit dem Alveolarepithel von Sdugetieren. Der Aufbau der Blut-Luft-Schranke mit
threm Drei-Schichten-Design (three-ply design) bestehend aus Alveolarepithel, Basallamina
und Endothel der Blutgefille, stellt eine Gemeinsamkeit dar (Meban 1973). Im Gegensatz zu
den Alveolarepithel der Séuger findet man in der Xenopus Lunge lediglich einen Zelltyp, die
Pneumozyten (Meban 1973). Diese vereinen morphologische und funktionelle Eigenschaften
der ATI und ATII Zellen (Meban 1973; Fischer et al. 1989). Des Weiteren zihlt die Xenopus
Lunge zu den Na' resorbierenden Epithelien, mit dem apikal lokalisierten ENaC und der
basolateralen Na'/K"~ ATPase (Fischer et al. 1989; Kim 1990; Erb und Althaus 2014). Dar-

{iber hinaus wurden verschiedene K" Kanile sowohl in der apikalen als auch in der basolate-



Diskussion 97

ralen Membran der Xenopus Pneumozyten nachgewiesen (Illek et al. 1990; Richter et al.
2014; Richter 2014). Zusétzlich dazu verfligt die Xenopus Lunge auch iiber verschiedene
CI -leitende Transportmechanismen, einschlieBlich NKCC und CI'/HCO;  Anionenaustau-
scher (Berger et al. 2010). Zudem wurde sowohl der immunhistochemische als auch der funk-
tionelle Nachweis fiir die Expression des CFTR in der apikalen Membran erbracht (Sommer
et al. 2007). Zusammengenommen stellt die Xenopus Lunge ein geeignetes Modelsystem fiir
die Untersuchungen pulmonaler Ionentransportprozesse in der modifizierten Ussing-Kammer

dar.

4.2 Der Einfluss von SK auf die Aktivitat des humanen CFTR

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals der Einfluss von SK auf die Aktivitit des hCFTR
untersucht. SK entsteht durch das Vorbeistromen der Luft beim Ein- und Ausatmen und ist
der hauptsidchliche mechanische Stimulus in den luftleitenden Atemwegen (Fronius 2012).
Die Erhohung der Perfusionsgeschwindigkeit ist bereits eine etablierte Strategie, um experi-
mentell SK zu erzeugen und somit heterolog exprimierte Ionenkanéle, z. B. den ENaC, me-
chanisch zu aktivieren (Carattino et al. 2004; Althaus et al. 2007; Fronius et al. 2010). Die SK
in Hohe von 1,3 dyn/cm® ist physiologisch relevant, da diese wihrend der Ruheatmung bei
Menschen auftritt (Tarran et al. 2006). In den hier durchgefiihrten Experimenten wurde die
hCFTR Aktivitdt nicht durch die Applikation von SK beeinflusst. Es war weder eine direkte
Stromstimulation in Folge der SK-Applikation zu beobachten (siche Abb. 11) noch unter-
schieden sich die F/I-induzierten Stromstimulationen mit und ohne SK-Applikation vonei-
nander (siche Abb. 12). Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass SK nicht der addquate
mechanische Stimulus fiir die Regulation der hCFTR Aktivitit ist. Es wird vermutet, dass
groBBe extrazellulire Doménen der Ionenkandle fiir die SK-Wahrnehmung bendtigt werden.
Diese Hypothese wurde bereits fiir den SK-sensitiven ENaC formuliert (Fronius und Clauss
2008; Shi et al. 2013) und die jiingsten Ergebnisse aus dem Institut fiir Tierphysiologie bele-
gen diese Hypothese (Knopp 2014). Mit Hilfe des Online-Tools UniProt wurde eine topologi-
sche Analyse des hCFTR Proteins durchgefiihrt (http://www.uniprot.org/uniprot/P13569).
Hiermit wurde ersichtlich, dass die sechs extrazellularen Matrizen des hCFTR aus 59 Amino-
sduren zusammengesetzt sind und somit lediglich 4% des Gesamtproteins (1480 Aminoséu-
ren) einnehmen. Dies konnte daher eine Erkldrung fiir das Fehlen der SK-Sensitivitdt des

hCFTR sein.
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4.3 Zellvolumenregulation und CFTR

Fiir alle Zellen ist es essentiell ihr Volumen zu regulieren, um unterschiedlichen osmotischen
Herausforderungen (Zellschrumpfung oder —schwellung) wihrend des Wachstums, der Tei-
lung und der Migration, entgegenzuwirken (Voss et al. 2014). Die Zellvolumenregulation
erfordert Anderungen der intrazelluldren Ionenkonzentration, denn dadurch wird ein osmoti-
scher Gradient angetrieben, der fiir den Wassertransport unabdingbar ist (Pasantes-Morales et
al. 2006; Hoffmann et al. 2009). Um den Einfluss der Zellschrumpfung auf die Aktivitit des
hCFTR zu untersuchen, wurden hCFTR-exprimierende Oozyten in hyper-osmotischer Losung
inkubiert. Dadurch verringerte sich das Oozytenvolumen innerhalb von 20 min um bis zu
13,6 £ 1,5% (siche Abb. 14). Diese Zellschrumpfung hatte allerding keinerlei Auswirkungen
auf die hCFTR Aktivitét (siche Abb. 13). Hier kann daher geschlussfolgert werden, dass die
durch die Zellschrumpfung vermittelte Kompressionskraft (Andres und Gopfert 2014; Prager-
Khoutorsky et al. 2014) nicht der addquate mechanische Stimulus fiir die hCFTR Aktivierung
ist. In Studien mit hyper-osmotischen geschrumpften Xenopus Oozyten wurde gezeigt, dass
durch die hypertone Behandlung der Einstrom von Ionen aktiviert wird (Saitou et al. 2000;
Zhang et al. 2000), um mit dem damit verbundenen Wassereinstrom der Zellschrumpfung
entgegenzuwirken. Diesen Prozess bezeichnet man als regulatorische Volumenerhohung (re-
gulatory volume increase: RVI) und wird vermittelt iiber Na'/H" Austauscher, NKCC Co-
Transporter und iiber Na" Kanile (Hoffmann et al. 2009), die auch endogen in der Xenopus
Oozyte vorkommen (Weber 1999a; Guizouarn et al. 2004). Eine Aktivierung des CFTR, die
mit der Sekretion von CI” und folglich Wasser verbunden ist, wére daher kontraproduktiv fiir
die RVI. Somit fiigen sich die ermittelten Daten dieser Arbeit, dass die hCFTR Aktivitét nicht
durch die hypertone Behandlung verdndert wird, gut in diesen Kontext ein.

Bei dem entgegengesetzten Prozess, der regulatorischen Volumenverringerung (regulatory
volume decrease: RVD), werden intrazelluldre K™ und CI™ Ionen und folglich Wasser sekre-
tiert (Hoffmann et al. 2009). Obwohl die Volumenregulation in den vergangenen Jahren in-
tensiv erforscht wurde, konnten die beteiligten Cl -Kanéle noch nicht identifiziert werden
(Furst et al. 2002; Sardini et al. 2003; Hoffmann et al. 2014). Erste Hinweise fiir eine Beteili-
gung des CFTR an der Zellvolumenregulation konnten allerding bereits erbracht werden.
Mehrere Studien zeigten, dass das Fehlen des CFTR in murinen Darmkrypten (Valverde ef al.
1995) und Nephronen (Barriere et al. 2003) sowie in humanen Trachealzellen (Vazquez et al.
2001) die RVD infolge einer hypotonischen Behandlung negativ beeintrachtigen. Ein zusitz-

licher Punkt ist, dass Hypotonizitdt immer auch eine mechanische Kraft generiert, die wiede-
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rum in einer Dehnung der Zellmembran resultiert (Bryan-Sisneros et al. 2003; Zhang et al.
2010). Bisher gibt es lediglich eine Studie, die erste Hinweise darauf liefert, dass der CFTR
ein mechanosensitiver lonenkanal sein kdnnte (Zhang et al. 2010). Um den Einfluss der Zell-
volumenerhohung auf die Aktivitdt des hCFTR zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit
hCFTR-exprimierende Oozyten in hypo-osmotischer Losung inkubiert. Dabei konnte festge-
stellt werden, dass die osmotische Zellschwellung eine Erhohung des Oozytenvolumens bei
Oozyten mit Vitellinhiille (7,5 £ 1,8%; siehe Abb. 17) und bei devitellinisierten Oozyten
(14,9 £ 2,7%; siche Abb. 18) ausloste. Die Schwellungsfihigkeit bei devitellinisierten Oozy-
ten war somit hoher als bei intakten Oozyten mit Vitellinhiille. Die Vitellinhiille gilt als Be-
standteil der Extrazelluliren Matrix der Oozyten, ist somit fiir die Formgebung der Zelle ver-
antwortlich (Hedrick und Nishihara 1991) und limitierte die Schwellungsfahigkeit von Xe-
nopus Oozyten in dieser Arbeit. Durch die osmotische Erh6hung des Oozytenvolumens wurde
die F/I-induzierte hCFTR Aktivitdt, von Oozyten mit (siche Abb. 16) und ohne Vitellinhiille
(siche Abb. 19), erhoht. Daher gilt die Membrandehnung, die durch die Zellschwellung ver-
mittelt wird, als ein addquater mechanischer Stimulus fiir die hCFTR Aktivierung. Somit deu-
ten diese Ergebnisse auf eine Beteiligung des CFTR an der RVD hin. Des Weiteren fiigen
sich die Ergebnisse dieser Arbeit in den wissenschaftlichen Kontext ein, denn eine mechani-
sche Regulation der CFTR Aktivitdt konnte durchaus denkbar sein. Fiir die Embryonalent-
wicklung der Sdugerlunge ist eine Cl -vermittelte Fliissigkeitssekretion essentiell (Olver et al.
2004). Die CI” Sekretion in utero generiert einen osmotischen Druck, der die Lunge dehnt und
somit die Lungenentwicklung stimuliert (Olver ef al. 2004). Dies konnte auf einer Beteiligung
des CFTR hindeuten und ferner darauf, dass mechanische Krifte eine Rolle bei der Regulati-
on der CFTR Aktivitit und folglich bei der CI” Sekretion wihrend der Lungenentwicklung.
Diese Vermutung wird durch mehrere Studien unterstiitzt, die bei einer fehlenden oder ab-
normalen CFTR Aktivitdt eine Storung der Lungendifferenzierung und —entwicklung nach-
weisen konnten (Ornoy et al. 1987; Long et al. 2004; Larson und Cohen 2005). Da es Hin-
weise darauf gibt, dass die ordnungsgeméfe Lungenentwicklung und —funktion sowohl auf
mechanischen Stimuli als auch auf der Aktivitit des CFTR beruhen (Ornoy et al. 1987; Long
et al. 2004; Olver et al. 2004; Larson und Cohen 2005), kann die Hypothese aufgestellt wer-
den, dass der CFTR an der Vermittlung von mechanischen Kréften beteiligt ist und die me-
chanosensitive Regulation essentiell fiir eine normale Lungenfunktion ist. Innerhalb dieser
Arbeit wurde der Einfluss von Membrandehnung auf die Aktivitit des hCFTR im in vitro

Modell der Xenopus Oozyten und im nativen Epithel der Xenopus Lunge untersucht. Die im
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Rahmen dieser Dissertation erzielten Ergebnisse zur Dehnungs-induzierten hCFTR Regulati-

on sollen im Folgenden diskutiert werden.

4.4 Membrandehnung reguliert die Aktivitat des CFTR in vitro

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Dehnungs-induzierte Aktivierung des CFTR CI” Ka-
nals im Xenopus Oozyten in vitro Model nachgewiesen. Fiir die Applikation von Dehnung bei
hCFTR-exprimierenden Oozyten wurde, neben der osmotischen Zellschwellung, noch eine
weitere Methode gewéhlt: die Injektion verschiedener Volumina einer intrazellulidr analogen
Losung. Auch durch diese Vorgehensweisen wurde das Volumen der Oozyten erhdht und
diese Volumenerh6hung korrelierte mit der hCFTR Aktivitit (siche Abb. 21). Dies steht daher
im Einklang mit den osmotischen Schwellungsexperimenten dieser Arbeit. Beide Strategien
zur Volumenerh6hung — osmotisch oder durch Injektion — erhohten die hCFTR Aktivitdt. In
diesen Oozyten-Experimenten gab es jedoch keine direkte hCFTR-vermittelte Stromstimula-
tion in Folge der Volumenerhdhung bzw. des Dehnungsstimulus. Es war aber zu beobachten,
dass die Injektion der intrazelluldren Losung eine schnelle, transiente Stromstimulation bei
hCFTR-exprimierenden Oozyten und bei DEPC-Oozyten induzierte (siche Abb. 20). Dieser
Effekt wurde bereits in anderen Studien untersucht (Bryan-Sisneros et al. 2003; Hamill 2006)
und ldsst sich endogenen Dehnungs-aktivierten Kationenkanidlen zuschreiben (stretch-
activated cation channels: SACs; Weber 1999b). Die Injektions-vermittele Volumenerh6hung
der Oozyten war reversibel und blieb lediglich {iber einen Zeitraum von 15 min stabil (siche
Abb. 22) Dies ist auf den Prozess der RVD zuriickzufiihren, wodurch der Zellschwellung
entgegengewirkt wird. Sowohl bei der osmotischen (sieche Abb. 16 und Abb. 19) als auch der
Injektions-induzierten Membrandehnung (sieche Abb. 20 und Abb. 23) wurde eine erhdhte
Stromantwort durch die Applikation von Forskolin und IBMX (F/I) beobachtet. Demgegen-
iiber zeigten die Experimente, in denen der hCFTR durch F/I vorstimuliert wurde, eine unmit-
telbare Stromstimulation infolge der Membrandehnung (sieche Abb. 24). Dies deutet darauf-
hin, dass der hCFTR eine gewisse Grundaktivitit benotigt, um auf den Dehnungsstimulus zu
reagieren. Die Grundaktivitit konnte auf einer Bindung/Hydrolyse von ATP (Gout 2012) oder
auf einem bestimmten Phosphorylierungslevel (Dahan et al. 2001) beruhen, die durch die
Applikation von F/I in Oozyten induziert wird. Eine Studie an humanen Atemwegsepithelzel-
len (Calu-3-Zellen) zeigte eine erhohte CFTR Aktivitit in Folge eines Dehnungsreizes
(Zhang et al. 2010). In patch-clamp Experimenten im inside-out Modus wurde der CFTR

durch Unterdruck aktiviert und beruhend auf diesen Beobachtungen formulierten die Autoren
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die These, dass fiir eine mechanosensitive Aktivierung des CFTR keine zytosolischen Fakto-
ren, wie ATP oder Proteinkinasen, bendtigt werden (Zhang et al. 2010). Es gilt allerdings zu
bedenken, dass weder in den Experimenten von Zhang und Kollegen noch in den hier durch-
gefiihrten Experimenten der Phosphorylierungszustand des CFTR bekannt war. In den Expe-
rimenten der vorliegenden Arbeit war in den TEVC-Experimenten keine Grundaktivitit des
hCFTR vor dem Dehnungsreiz zu verzeichnen (siche Abb. 16; Abb. 19; Abb. 20 und Abb.
23). Im Gegensatz dazu konnte in der Studie von Zhang et al. eine CFTR-Grundaktivitdt be-
reits vor der Dehnungs-Applikation beobachtet werden konnte (Zhang et al. 2010), was fiir
einen phosphorylierten CFTR in dem inside-out Membranfleck sprechen wiirde. In Uberein-
stimmung mit den Experimenten dieser Arbeit, beobachteten Zhang und Kollegen ebenfalls
eine erhohte Dehnungs-induzierte CFTR-Antwort in Anwesenheit von cAMP-stimulierenden
Substanzen (Zhang et al. 2010). Die Daten der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass
der hCFTR nicht direkt durch Membrandehnung aktiviert werden kann, wenn dieser nicht
vorstimuliert ist. Wurde aber eine gewisse Grundaktivitdt mit F/I erzeugt, wird aus dem

hCFTR ein mechanosensitiver lonenkanal.

4.5 Die Dehnung des pulmonalen Epithels von Xenopus durch hyd-

rostatischen Druck aktiviert den CFTR

Die Dehnung-induzierte CFTR Aktivierung wird auch gestiitzt von den Ussing-Kammer-
Experimenten mit dem nativen Lungenepithel von Xenopus. In diesen Experimenten wurde
der Dehnungsstimulus durch die Applikation von HD induziert. Frithere Studien am Institut
fiir Tierphysiologie zeigten, dass die apikale Applikation von HD in einem Abfall des
transepithelialen Strom resultierte, die auf eine Aktivierung verschiedener lonenleitfdhigkei-
ten zurlickzufiihren war (Bogdan et al. 2008; Richter et al. 2014). In Gegenwart des CFTR
Blockers GlyH-101 (Muanprasat et al. 2004) war der HD-induzierte Stromabfall vergroBert
(siche Abb. 37), was auf eine HD-induzierte CFTR-Aktivierung hindeutet. Zudem konnte
eine Grundaktivitdt des CFTR in den Xenopus Lungenpréparaten gezeigt werden, da die Ap-
plikation von GlyH-101 zu einem leichten Stromabfall fiihrte (sieche Abb. 37). Diese Ergeb-
nisse unterstlitzen daher die Vermutung, dass eine CFTR-Grundaktivitdt benotigt wird, um
die CFTR-Aktivitdt durch den Dehnungsstimulus zu erhéhen. Die apikale Applikation von
HD mit einer Fliissigkeitssdule von 5 cm bzw. 10 cm reprédsentieren physiologisch relevante
GroBenordnungen (Fredberg und Kamm 2006; Fronius 2012). In der Studie von Zhang et al.
wurde eine erhohte CFTR-Aktivitdt mit 5 mmHg in Calu-3-Zellen beobachtet (Zhang et al.
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2010). Dieser Wert entspricht ca. 7 cm Fliissigkeitssdule und deckt sich daher mit den Werten
dieser Studie. Um zu priifen, ob die Dehnung des Lungenepithels von Xenopus etwaige Scha-
digungen des Gewebes induziert, wurde wihrend der Ussing-Kammer-Experimente der
transepitheliale Widerstand (Rt) bestimmt. Weder die Applikation von 5 cm noch 10 cm
Fliissigkeitssdule hatte einen Einfluss auf den Ry (sieche Abb. 34). Daher kann man schluss-
folgern, dass die hier verwendeten mechanischen Stimuli (5 cm und 10 cm Flissigkeitssiule)
die Integritit des nativen pulmonalen Epithels von Xenopus nicht verdnderten. Diese Daten
sind im Einklang mit einer fritheren Studie, in der die Applikation von HD (5 cm) ebenfalls
keine Anderungen es Ry zur Folge hatte (Richter 2014).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine mechanosensitive Regulation der CFTR Aktivitét.
Neben der Vermutung, dass die mechanosensitive CFTR Aktivitdt an der Lungenentwicklung
beteiligt ist, bietet sie eine Erkldrung fiir die Ergebnisse einer kiirzlich erschienenen Studie
von Solymosi und Kollegen. Sie zeigten, dass der CFTR zur Bildung von kardiogenen Lun-
genddemen bei Ratten, Mdusen und Kaninchen beitrdgt (Solymosi et al. 2013). Kardiogene
Lungenddeme sind assoziiert mit einem erhohten hydrostatischen Stress in der Lunge, der aus
dem erhohten Druck in der linken Herzarterie resultiert (Mutlu und Sznajder 2005). Des Wei-
teren zeigte diese Studie, dass eine Erhohung des linken arteriellen Drucks um 15 cm Fliissig-
keitssdule eine CFTR Aktivitit induzierte (Solymosi ef al. 2013). Die erhohte CFTR Aktivitét
fithrte zu einer vermehrten Cl™ Sekretion und somit zu einer verstarkten Fliissigkeitsinfiltrati-
on in den alveolaren Raum (Solymosi ef al. 2013). Dieses Beispiel untermauert die Relevanz
einer Druck/Dehnungs-induzierten CFTR Regulation im pulmonalen Epithel und in Epithe-

lien allgemein.

4.6 Mogliche Mechanismen der Dehnungs-induzierten hCFTR Akti-

vierung

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zur mechanosensitiven Aktivierung des hCFTR de-
cken sich mit den Ergebnissen aus einer fritheren Studie (Zhang et al. 2010) und bestitigen
eine Dehnungs-sensitive Regulierung der CFTR Aktivitdt. Allerdings wurde bisher der zu-
grundeliegende Mechanismus der Mechanosensitivitit des CFTR noch nicht detailliert unter-
sucht. Basierend auf dem Wissen anderer mechanosensitiver lonenkanile, ist die Verankerung
in der Plasmamembran ein entscheidender Faktor dafiir, wie effizient eine Kraft auf den Io-
nenkanalwirken kann (Jaalouk und Lammerding 2009; Zanini und Gopfert 2013). Die Veran-

kerung von Ionenkanéilen ist dabei von zwei Faktoren abhingig:
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1) Von der Membranfluiditit, die von der Zusammensetzung, speziell dem Anteil von
Cholesterol in der Plasmamembran, bestimmt wird. Diese Annahme bildet die Grund-
lage des Bilayer-Modells, welches die Aktivierung der Ionenkanile iiber die Deforma-
tion der Plasmamembran durch die Einwirkung von mechanischen Stimuli beschreibt
(Markin und Martinac 1991; Martinac 2004; Ursell et al. 2008).

2) Von der Verkniipfung zwischen Ionenkandlen und Elementen des Zytoskeletts. Die
Elemente des Zytoskeletts sind Teil des Mechanotransduktionsprozesses und gemaf
dem Tethered-Modell, wichtig fiir die Detektion und Weiterleitung der mechanischen
Stimuli (Markin und Martinac 1991; Hamill und Martinac 2001; Martinac 2004).

Die Beteiligung beider Modelle an der Dehnungs-induzierten hCFTR Aktivierung wurde in

dieser Arbeit untersucht und die Ergebnisse werden in den folgenden Abschnitten diskutiert.

4.6.1 Beteiligung der Membranfluiditat an der Dehnungs-induzierten
hCFTR Aktivitat

Das Bilayer-Modell besagt, dass die Verankerung von Ionenkanidlen in der Plasmamembran
wichtig fiir die Ubertragung mechanischer Stimuli ist (Jaalouk und Lammerding 2009; Zanini
und Gopfert 2013). Wichtig fiir die Komposition der Plasmamembran ist vor allem Cho-
lesterol, was hauptsdchlich die biophysikalischen Eigenschaften der Plasmamembran (Memb-
ranfluiditit, Druck innerhalb der Membran) bestimmt (Tillman und Cascio 2003). Eine Ande-
rung des Cholesterol-Anteils ist mit einer Verdnderung des lateralen Drucks innerhalb der
Plasmamembran verbunden, der durch die Lipid-Lipid- oder Lipid-Protein-Interaktion ent-
steht (Tillman und Cascio 2003). In friiheren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass der
laterale Druck die Aktivitit von mechanosensitiven Ionenkandlen beeinflussen kann (Spencer
et al. 1999; Hamill und Martinac 2001; Perozo et al. 2002; Levitan et al. 2010). Des Weiteren
ist bekannt, dass der CFTR in sogenannten MembranfloBen (/ipid rafts) lokalisiert ist (Ko-
walski und Pier 2004; Dudez et al. 2008), die eine hohe Cholesterolkonzentration aufweisen
(Pike 2004). Um in Anlehnung an das Bilayer-Modell zu iiberpriifen, ob die Wahrnehmung
des Dehnungsreizes durch den hCFTR {iber eine mdgliche Verdnderung der Plasmamembran
erfolgte, wurde in Xenopus Oozyten gezielt die Membranfluiditit durch Anderungen des Cho-
lesterol-Gehalts beeinflusst. Zum einen wurde durch das Entfernen von Cholesterol durch
Methyl-B-Cyclodextrin (MBCD; Ilangumaran und Hoessli 1998) die Membran der Xenopus
Oozyten fluider gemacht. Zum anderen wurde durch den Einbau von Cholesterol die Plasma-

membran der Oozyten versteift (Carattino et al. 2007). Sowohl die Erhohung als auch die
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Verringerung der Membranfluiditit resultierte in einer signifikanten Verringerung der hCFTR
Aktivitdt nach dem Dehnungsreiz (110 nl Injektion) gegeniiber unbehandelten hCFTR Oozy-
ten (siche Abb. 38 und Abb. 39). Urséchlich hierfiir konnte eine Verdnderung der Schwel-
lungsfahigkeit der Oozyten mit verinderter Membranfluiditdt gegeniiber unbehandelten
Oozyten sein. Da sich allerdings keine Unterschiede in der Injektions-induzierten Volumen-
zunahme zwischen unbehandelten Oozyten sowie mit erhohter bzw. verringerter Membranflu-
iditét zeigten (siche Abb. 40), scheidet eine verdnderte Schwellungsfahigkeit der Oozyten aus.
Eine weitere mogliche Erkldrung fiir die verminderte Dehnungs-induzierte hCFTR Aktivitét
konnte in der verdnderten Verankerung der hCFTR Proteine in der Plasmamembran liegen,
die aus einer Anderung des Cholesterol-Gehalts resultiert (Jaalouk und Lammerding 2009;
Zanini und Gopfert 2013). Dariiber hinaus konnte aber auch eine Verdnderung des lateralen
Drucks innerhalb der Plasmamembran eine Erklidrung fiir die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit liefern. Denn es ist bekannt, dass die Erh6hung des Cholesterol-Anteils innerhalb der
Membran in einer Verringerung des lateralen Drucks resultiert (Ilangumaran und Hoessli
1998; Tillman und Cascio 2003). Die Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass die Verdnderung
des Membrancholesterols keinen Effekt auf die Aktivierung des hCFTR mit F/I (ohne Deh-
nungsstimulus) hatte (sieche Abb. 38C und Abb. 39C), was in Einklang mit mehreren anderen
Studien steht (Lam et al. 2004; Wang et al. 2008). Dies impliziert, dass erst die Kombination
von Verdnderung des Cholesterolgehalts und dem Dehnungsstimulus, eine Auswirkung der
F/I-induzierten hCFTR Aktivitidt verursacht. Des Weiteren kann man annehmen, dass durch
die Erhdhung der Membranfluiditdt, durch den Cholesterol-Abbau, die Zelle weicher wird
und so verringert sich die Verankerung des hCFTR in der Membran. Dem gegeniiber wird
eine stirkere Verankerung durch den Einbau von Cholesterol in die Membran gewdhrleitet,
die mit einer Verringerung der Membranfluiditdt verbunden ist. Dies ist wiederrum mit einer
Versteifung der Zelle assoziiert. In beiden Féllen, weiche und starre Zelle, wurde eine ver-
minderte Dehnungs-induzierte hCFTR Aktivitit nachgewiesen (siche Abb. 38 und Abb. 39).
Es kann daher geschlussfolgert werden, dass die Kraftiibertragung von der Membran zu den
eingebauten hCFTR sowohl bei einer geringeren als auch eine stirkeren Verankerung nicht so
effizient erfolgt, wie bei unbehandelten Zellen. Diese Daten sprechen fiir eine Beteiligung der
Membranfluiditit an der Wahrnehmung und Ubertragung des Dehnungsreizes auf den
hCFTR, wodurch das Bilayer-Modell fiir die mechanosensitive Regulierung der hCFTR Akti-

vitét erstmalig nachgewiesen wurde.
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4.6.2 Die Zytoskelettelemente sind an der Mechanosensitivitat des
hCFTR beteiligt

Basierend auf dem Tethered-Modell ist bekannt, dass das Zytoskelett an dem Prozess der
Mechanotransduktion beteiligt ist (Petrov und Usherwood 1994; Ingber 1998; Hamill und
Martinac 2001; Jaalouk und Lammerding 2009; Peyronnet et al. 2014). Das Auftreten mecha-
nischer Stimuli fiihrt zur Neuordnung des Zytoskeletts. Diese Reorganisation des Zytoskeletts
wird liber Verkniipfungsstellen auf den Ionenkanal {ibertragen und resultiert letztlich in einer
Aktivierung des Ionenkanals (Zanini und Gopfert 2013). Bis zu den 1990er Jahren galten die
Zytoskelettelemente lediglich als Strukturproteine der Zellen und zu diesem Zeitpunkt gab es
keinerlei Informationen iiber einen moglichen Einfluss auf den transepithelialen Ionentrans-
port (Edelman 2014). In den darauffolgenden Jahren konnten erste Studien eine direkte Regu-
lation von Ionenkanélen durch die beiden Hauptkomponenten des Zytoskeletts, Aktinfilamen-
te und Mikrotubuli, zeigen (Edelman 2014). Im Hinblick auf den CFTR ist bekannt, dass das
Zytoskelett ein dynamisches Interaktom mit dem CFTR bildet, wodurch eine direkte Ver-
kniipfung des CFTR und dem Zytoskelett ermoglicht wird (Cantiello 1996; Chasan et al.
2002; Edelman 2014). Diese Verbindung ist essentiell fiir die cAMP-vermittelte Aktivierung
des CFTR (Prat ef al. 1995; Cantiello 1996; Prat et al. 1999), die Expression in der Plasma-
membran (Ganeshan et al. 2007), die Internalisierung sowie fiir das intrazellulire Trafficking
des CFTR (Mazzochi et al. 2006; Ganeshan et al. 2007; Edelman 2014). Aufgrund der Be-
deutung des Zytoskeletts fiir die CFTR Regulation wurde in dieser Arbeit die Beteiligung von
Zytoskelettelementen an der Dehnungs-induzierten hCFTR Aktivitdt untersucht. Fiir diese
Untersuchungen wurden Aktinfilamente und Mikrotubuli pharmakologisch sowohl abgebaut
(destabilisiert) als auch stabilisiert und etwaige Auswirkungen auf die mechanosensitive Ak-
tivitdt des hCFTR in TEVC-Messungen untersucht. Die Destabilisierung der Aktinfilamente
mittels Cytochalasin D (Cooper 1987) hatte weder eine Auswirkung auf das Schwellungspo-
tentials der Oozyten noch auf die Dehnungs-induzierte hCFTR Aktivitdt (siche Abb. 46 und
Abb. 49). Ahnliche Ergebnisse zeigten sich bei dem Abbau der Mikrotubuli mit Colchicin
(Heidemann und Kirschner 1975; Machu 1998; siche Abb. 41 und Abb. 45). Demgegeniiber
vermindert sowohl die Stabilisierung der Aktinfilamente (siche Abb. 48) als auch der Mikro-
tubuli (sieche Abb. 43) den Dehnungs-induzierten Effekt auf die hCFTR Aktivitit. Ursdchlich
hierfiir konnte die Verringerung der Schwellungsféhigkeit der behandelten Oozyten sein, denn
diese zeigten eine signifikant reduzierte Volumenzunahme in Folge der 110 nl Injektion im

Vergleich zu unbehandelten Zellen (siche Abb. 45 und Abb. 49). Diese Ergebnisse machen
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deutlich, dass fiir die Wahrnehmung und Weiterleitung des Dehnungsreizes auf den hCFTR
ein intaktes Zytoskelett notwendig ist. Die Verdnderungen der Aktinfilamente und Mikro-
tubuli (Destabilisierung und Stabilisierung) hCFTR-exprimierender Oozyten hatten keinen
Einfluss auf die wiederholte hCFTR Aktivierung durch F/I ohne den Dehnungsreiz (siche
Abb. 41, Abb. 43, Abb. 46 und Abb. 48). Diese Ergebnisse stehen somit im Gegensatz zu
mehreren Studien, die zeigten, dass eine Zerstorung der Zytoskelettelemente die cAMP-
vermittelte Aktivierung des CFTR komplett verringerte (Prat ef al. 1995; Cantiello 1996; Prat
et al. 1999).

4.6.3 Verknupfungsstellen zwischen dem hCFTR und dem Zytoskelett

In dieser Arbeit konnte das Zytoskelett als elementarer Bestandteil fiir die Wahrnehmung
mechanischer Reize auf den hCFTR identifiziert werden. Ein vielbeschriebener Verkniip-
fungspunkt zwischen dem CFTR und dem Zytoskelett befindet sich im C-Terminus des Pro-
teins (Monterisi et al. 2013; Edelman 2014). Die letzten drei Aminosiduren des hCFTR-
Proteins, Threonin (T), Arginin (R) und Leucin (L), bilden eine Bindestelle, um den hCFTR
an Zytoskelettproteinen zu verankern (Kunzelmann und Mehta 2013; Monterisi et al. 2013).
Diese C-terminale Region wird fiir eine effiziente Regulierung des CFTR bendtigt (Guggino
und Stanton 2006). Des Weiteren zeigte Haggie et al., dass die Deletion des CFTR
C-Terminus in einer verminderten Stabilitdt in der Plasmamembran resultierte (Haggie et al.
2004), was die Bedeutung des C-terminalen Ende des CFTR fiir die Verankerung in der
Plasmamembran untermauert. Die TRL-Sequenz enthélt ein PDZ-bindendes Motiv, das als
Bindestelle fiir andere Proteine gilt und {iber die Artgrenzen hinaus hochkonserviert ist (Wang
et al. 1998). Die PDZ-Doméne verbindet den CFTR mit anderen PDZ-tragenden Proteinen,
wie verschiedene Isoformen des Na'/H' Austausch Regulationsfaktors (Na'/H' exchanger
regularory factor: NHERF; Wang et al. 1998; Hegedus et al. 2003; Guggino und Stanton
2006). Die NHERF Isoformen 1 und 2 besitzen in ihrem C-Terminus ecine ERM-
Bindedoméne, die mit Ezrin (E), Radixin (R) und Moesin (M) interagieren konnen (Guggino
und Stanton 2006). Uber diese Verkniipfung werden NHERF-bindende Proteine, wie der
CFTR, an apikal lokalisierte F-Aktin-Stringe in polarisierten Epithelzellen gebunden (Short
et al. 1998; Guggino und Stanton 2006; Abb. 52).
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Abb. 52: Der C-Terminus des hCFTR ist mit den Aktin-Zytoskelett verkniipft.

Die drei C-terminalen Aminosduren des hCFTR Proteins (Threonin, Arginin, Leucin: TRL) sind
iiber eine PDZ-Domine mit anderen PDZ-tragenden Proteinen, wie Na'/H" Austausch Regula-
tionsfaktor (NHERF), verbunden. Uber das Strukturprotein Ezrin wird eine Verbindung zu
F-Aktin-Molekiilen hergestellt. Diese Abbildung wurde verdndert nach Guggino und Stanton
2006.

Da der C-Terminus des hCFTR ein Verkniipfungspunkt mit dem Aktin-Zytoskelett darstellt,
wurden in dieser Arbeit mittels zielgerichteter Mutagenese die finalen drei Aminoséduren des
hCFTR deletiert (ATRL). Diese ATRL hCFTR Mutante wurde anschlieBend in TEVC-
Experimenten auf ihre Dehnungs-induzierte hCFTR Aktivitdt iiberpriift. Der ATRL hCFTR
zeigte eine verringerte Stromstimulation durch F/I in Folge des Dehnungsstimulus (110 nl
Injektion) gegeniiber dem Wildtyp hCFTR (sieche Abb. 50). Zudem war auch der Effekt der
Membrandehnung auf den vorstimulierten ATRL hCFTR reduziert (siche Abb. 51). Anhand
dieser Ergebnisse ldsst sich die Bedeutung der C-terminalen TRL Aminosduresequenz fiir die
Dehnungs-induzierte hCFTR Aktivitdt erkennen. Durch das Entfernen der Verbindung zwi-
schen Aktinfilamenten und dem hCFTR kann der Dehnungsstimulus nicht mehr effizient ge-
nug auf den hCFTR weitergeleitet werden, wodurch die mechanosensitive Regulation der
hCFTR Aktivitdt vermindert wird.

Zusitzlich zu der C-terminalen hCFTR Verkniipfung mit dem Aktin-Zytoskelett, wurden
bereits andere Aktin-verwandte Proteine identifiziert, welche die Verankerung des CFTR in
der Plasmamembran regulieren kénnen. Uber die Vernetzungsproteine Filamine werden Ak-
tinfilamente direkt an die N-terminalen Reste des CFTR gebunden (Playford et al. 2010).
Interessanterweise ist bei zwei Mukoviszidose-verursachenden Mutationen, L15P und W19C,

die Interaktion zwischen Filamin A und dem CFTR gestort (Playford et al. 2010; Edel-
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man 2014). Dennoch ldsst sich {iber diese geschwichte Verbindung die Stabilitit und Expres-
sion des CFTR modulieren (Thelin et al. 2007; Playford et al. 2010).

In einer Studie von Schnizler und Kollegen wurde eine konservative Aminosduresequenz
identifiziert, die ein Bindemotiv von lonenkanélen mit Aktinfilamenten (a-Aktinin) reprisen-
tiert (Schnizler et al. 2009). Diese konservierte a-Aktinin-Bindestelle wurde bereits bei dem
NMDA-Rezeptor 1, dem purinergen P2X7 Rezeptor und beim ASIC la und 1b identifiziert.
Zudem wurde bereits gezeigt, dass diese lonenkanélen physikalisch mit a-Aktinin interagie-
ren konnen (Krupp et al. 1999; Kim et al. 2001; Leonard et al. 2002).

Um zu tiberpriifen, ob diese a-Aktinin-Bindestelle auch im hCFTR zu finden ist, wurde ein
Sequenzabgleich (sequence alignment mit Online-Tool http://www.uniprot.org) mit dem kon-
servierten Bindemotiv und der Proteinsequenz des hCFTR durchgefiihrt. Dieser Proteinse-
quenzvergleich identifizierte eine mogliche a-Aktinin-Bindestelle im hCFTR-Protein, die sich
zwischen der vierten und fiinften Transmembranhelix der ersten membranspannenden Domi-
ne des CFTR befindet (Abb. 53). Um eine Beteiligung dieser a-Aktinin-Bindestelle an der
Dehnungs-induzierten hCFTR Aktivitidt nachzuweisen, konnte mittels zielgerichteter Muta-
genese die Aminosdureabfolge verdndert werden und anschliefend in TEVC-Experimenten

die Dehnungssensitivitit gegeniiber dem Wildtyp hCFTR gepriift werden.

P1 ) CFTR_HUMAN 61  LASKKNPKLINALRRCFFWH Helix 1 RIIASYDPDNKEEH 120
NMDA_R1 N | == 2 | I — 0
P2X7 IR S A P S 0 A s geise st e s sipcspu s A SN 0
ASICla+b D et e i P 0
i ) CFTR_HUMAN 121 Helix2 HPATFGLHHIGMQMRIAMFSLIYKKTLKLSSRVLDKISIGQL 180
NMDA_R1 R e 0
P2X7 T e sz st e N e Rt B R Pt e B Bl B Ao B 0
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Abb. 53: Der hCFTR enthilt eine mogliche a-Aktinin-Bindestelle.

Die Sequenzvergleich des humanen CFTR (hCFTR, P13569) mit den konservierten a-Aktinin-
Bindemotiven des NMDA Rezeptors 1 (NDMA_R1), des purinergen P2X7 Rezeptors und der
la und 1b Untereinheit des ASIC (ASICla+b) zeigte eine mdgliche a-Aktinin-Bindestelle zwi-
schen der vierten und flinften Helix der ersten Transmembrandomine des hCFTR. Das rote
Kiéstchen hebt diese konservierte Aminosduresequenz hervor.
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4.6.4 Die Extrazellulare Matrix konnte an der Dehnungs-induzierten
hCFTR Aktivierung beteiligt sein

Ein weiterer zelluldrer Bestandteil, welcher neben der Membranfluiditit und dem Zytoskelett,
an der Detektion des Dehnungsstimulus beteiligt sein konnte, ist die Extrazelluldre Matrix
(EZM). Sie dient nicht nur der Formgebung der Zelle (Hedrick und Nishihara 1991), sondern
ist auch an der Wahrnehmung und Weiterleitung mechanischer Reize beteiligt (Schwartz
2010; Humphrey et al. 2014). Die Beteiligung der EZM an Mechanotransduktionsprozessen
wird durch das Tethered-Modell beschrieben (Markin und Martinac 1991; Hamill und Mar-
tinac 2001; Martinac 2004). Durch die Einwirkung von mechanischen Stimuli wird die EZM
verformt. Diese Verformung wird auf den Ionenkanal iibertragen, der sich dadurch offnet
(Bounoutas und Chalfie 2007; Humphrey ef al. 2014). Eine mdgliche Beteiligung der EZM an
der Dehnungs-induzierten hCFTR Aktivierung konnte durch den enzymatischen Verdau ein-
zelner EZM-Komponenten, beispielsweise Kollagen, Hyaluronan, Elastan, untersucht werden.
Dariiber hinaus sind glykosylierte Asparagine mogliche Verkniipfungspunkte zwischen lo-
nenkandlen und Komponenten der EZM (Uematsu et al. 2014). Diese Asparagine miissen
innerhalb einer bestimmten Konsensussequenz vorliegen, die ein Asparagin (N), eine beliebi-
ge Aminosdure, auBer Prolin sowie Serin (S) oder Threonin (T) beinhaltet (Gavel und von
Heijne 1990). Mit Hilfe der Aminosduresequenz des hCFTR-Proteins konnten in der vorlie-
genden Arbeit mittels einer topologische Analyse (http://www.uniprot.org, P13569) zwei
glykosylierte Asparagine in der vierten extrazelluldren Schleife des hCFTR identifiziert wer-
den (Abb. 54), die bereits auch in einer anderen Studie beschrieben wurden (Lubamba et al.

2012).

hCFTR 839 SIPAVTTWNTYLRYITVHKSLI Helix 7 WLLGNTPLQDKGISTHS

hCFTR 899 RENSYAVIITSTS Helix:8 RGLPLVHTLITVSKILHHKMLHSVLQ

Abb. 54: Innerhalb des humanen CFTR-Proteins gibt es zwei glykosylierte Asparagine.
Die zwei glykosylierten Asparagine (N, rot hinterlegt) befinden sich in der vierten extrazellulé-
ren Schleife der Aminosdure-Sequenz des humanen CFTR-Proteins (hCFTR). Die gelb-
markierten Bereiche reprasentieren die transmembranen Helix 7 und 8 des hCFTR.

Ob diese zwei Verkniipfungspunkte zwischen hCFTR und EZM wichtig fiir die Detektion
mechanischer Stimuli des hCFTR sind, konnte man experimentell nachweisen, indem mittels
zielgerichteter Mutagenese die glykosylierten Asparagine ausgetauscht wurden, beispielswei-
se gegen Alanin. Diese Aminosdure liegt aufgrund des fehlenden Stickstoffatoms deglykosy-

liert vor und kann daher keine Verbindung zu den Komponenten der EZM aufbauen. Diese
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Asparagin-Mutanten des hCFTR konnten anschlieend in TEVC-Experimenten auf ihre Deh-

nungssensitivitit untersucht werden.

4.7 Schlussfolgerung und physiologische Relevanz der Mechano-
sensitivitat des CFTR

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Dehnung und nicht Scherkraft eine mechano-
sensitive Regulierung der hCFTR Aktivitédt verursachte. Die Dehnungs-induzierte CFTR Ak-
tivitdit wurde sowohl in einem in vitro System (Xenopus Oozyten) als auch in einem nativen
pulmonalen Epithel nachgewiesen. Dies bestitigte, dass der CFTR ein mechanosensitiver
Ionenkanal ist. Zudem konnte in Ubereinstimmung mit dem Bilayer- und dem Tethered-
Modell gezeigt werden, dass sowohl die Membranfluiditit als auch ein intaktes Zytoskelett
essentiell fiir die Dehnungsregulierung der hCFTR Aktivitét sind.

Eine mechanosensitive Aktivierung des CFTR hitte weitreichende Auswirkungen auf ver-
schiedene physiologische Funktionen, wie beispielsweise die Zellvolumenregulation oder der
Regulation von anderen Ionenkandlen und Transportern. Denn all diese Prozesse setzten eine
normale Regulation der CFTR Aktivitdt voraus. Eine mechanosensitive Regulation der CFTR
Aktivitdt konnte eine wichtige Bedeutung fiir die normale fotale Lungendifferenzierung und
—entwicklung haben, da hierbei sowohl mechanische Stimuli (Olver et al. 2004) als auch die
CFTR Aktivitdt (Long ef al. 2004; Larson und Cohen 2005) essentiell sind. Dariiber hinaus
konnte ein mechanosensitiver CFTR die positiven Auswirkungen der Physio- und Atemthera-
pie bei Mukoviszidose-Patienten erkldren, die einen wichtigen Teil der Mukoviszidose-
Behandlung ausmachen (Mcllwaine 2007). Daher kann die Vermutung aufgestellt werden,
dass durch die Atemphysiotherapie die mechanischen Kréifte im pulmonalen Epithel erhoht
werden und dadurch die Restfunktion des CFTR gesteigert werden. Damit verbunden konnte
eine Erhohung der ClI” Sekretion die Beseitigung bronchialer Sekrete aus den Atemwegen
verbessern. Diese Hypothese wird bekriftigt durch die Experimente dieser Arbeit, dass zwei
hiufige CFTR Mutationen, AF508 und G551D, ebenso eine mechanosensitive Regulation
aufwiesen.

Trotz der Erkenntnis dieser Arbeit, dass der CFTR ein mechanosensitiver Ionenkanal ist,
miissen in zukiinftigen Studien alle Komponenten und Signalwege des CFTR-Mechanotrans-
duktionsprozesses aufgekldrt werden, um mdglicherweise neue Behandlungsstrategien fiir

Mukoviszidose-Patienten daraus ableiten zu konnen.
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7. Anhang
Tab. 8: Verwendete Abkiirzungen und ihre Bedeutung
Abkiirzung Bedeutung
AF508 CFTR Mutante, bei der Phenylalanin (F) an Position 508 des
CFTR-Proteins deletiert wurde
Al vermittelter Strom durch 110 nl Injektion der intrazelluldr analo-
H0nl gen Losung
AY Ot Forskolin/IBMX-vermittelter Strom
AT/ 1njeke Forskolin/IBMX und Injektions-vermittelter Strom
ATRL CFTR Mutante, bei der die letzten 3 Aminosduren Threonin (T),
Arginin (R) und Leucin (L) deletiert sind
1. F/1 erster Forskolin/IBMX-Effekt
2. F/1 zweiter Forskolin/IBMX-Effekt
2.F/1/1.F/1 normalisierter Forskolin/IBMX-Effekt
A Ampere
Abb. Abbildung
ABC ATP-bindende Kasette
ALF alveolar lining fluid
ALI acute lung injury
ANOVA analysis of variance
ARDS acute respiratory distress syndrome
ASL airway surface liquid
ATl und ATII Alveolare Typ [ und Typ II Zellen
ATP Adenosintriphosphat
BSA Bovines Serum Albumin
bzw. beziehungsweise
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ca.

zirka

Ca*'-frei ORi

Ca*'-freier Oozyten-Ringer

CaCC Ca”"-abhingige Cl” Kanile
cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
cDNA complementary DNA
cystic fibrosis transmembrane conductance regulator;
CFTR _
CI” Kanal
CNG cyclic nucleotid-gated
cRNA complementary RNA
d.h. das heif3t
ddH,0O doppelt destilliertes Wasser
DEG Degenerin
DEPC Diethylpyrocarbonat

DEPC-Oozyten

Oozyten, die mit DEPC-Wasser injiziert wurden

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure
dNTP Nukleotid-triphosphat
E. coli Escherichia coli

ENaC epithelialer Na" Kanal
ER Endoplasmatisches Retikulum
etal. et alteri (und andere)
EZM Extrazelluldre Matrix
F-Aktin filamentoses Aktin

F/1 Forskolin/IBMX
G-Aktin globuldres Aktin
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CFTR Mutante, bei der Glycin (G) an Position 551 des CFTR-

G351D Proteins durch Asparaginsdure (D) substituiert wurde
H,O Wasser

hCFTR humaner CFTR CI” Kanal

HD Hydrostatischer Druck

Hyper ORi Hyper-osmotischer Oozyten-Ringer
Hypo ORi Hypo-osmotischer Oozyten-Ringer

Im transmembraner Strom

Isc short-circuit current (Kurzschlusstrom)
kb Kilo-Basenpaare

KulORi Kultur-Oozyten-Ringer

1 Liter

LB-Medium lysogeny broth (Nahrmedium fiir Bakterien)
m Meter

M Molar

min Minuten

MSD membranspannende Domine

n Anzahl der durchgefiihrten Experimente
N Anzahl der verwendeten Donore
Na'/K" ATPase Natrium-Kalium-Pumpe

NBD Nukleotid-Bindedoméne

NKCC Na'/K'/ CI” Co-Transporter

NRS normal Ringer’s solution

ns nicht signifikant

ORi Oozyten-Ringer
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p Irrtumswahrscheinlichkeit

PCL periciliary liquid

PCR polymerase chain reaction

pH potentia hydrogenii, Wert flir die Konzentration von Protonen
PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

RNA Ribonukleinsdure

rNTP Ribonukleotid-triphosphat

rpm rounds per minute

Rr transepithelialer Widerstand
RVD regulatory volume decrease

RVI regulatory volume increase

SAC stretch-activated cation channels
sec Sekunde

SEM standard error of the means (Standardfehler des Mittelwertes)
SK Scherkraft

Tab. Tabelle

TEVC two-electrode voltage-clamp
TRP transient receptor potential

u.a. unter anderem

Ve Kommando-Potential

VILI ventilator induced lung injury
VM Membranpotential

A% Volt
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Vr transepitheliales Potential
WT hCFTR Wildtyp des humanes CFTR CIl -Kanals
z. B. zum Beispiel

Tab. 9: Mutagenese-Primer fiir die Generierung der hCFTR Mutanten

Anzahl der

CFTR Mutation Primersequenz (5° 2 3°)
Nukleotide

GCACCATTAAAGAAAATATCATCGGTG
TTTCCTATGATGAATATAG

AF508 46
CTATATTCATCATAGGAAACACCGATG

ATATTTTCTTTAATGGTGC

sense

antisense

GAATCACACTGAGTGGAGATCAACGA
GCAAGAATTTC

G551D 37
GAAATTCTTGCTCGTTGATCTCCACTC

AGTGTGATTC

sense

antisense

GAGACAGAAGAAGAGGTGCAAGATTA
GAGAGCAGCAT

ATRL 37
ATGCTGCTCTCTAATCTTGCACCTCTTC

TTCTGTCTC

sense

antisense

Die Mutagenese-Primer wurden mit dem Online-Tool Primer Design Tool (Agilent Technolo-
gies) erzeugt und anschlieBend durch die Firma Eurofins MWG Operon generiert.

7.1 Sequenzierungs-Ergebnisse der hCFTR Mutanten

Die erfolgreiche Mutagenese der hCFTR Konstrukte wurde durch den Sequenzvergleich mit
den Mutagenese-Primern (Tab. 9) durchgefiihrt.

7.1.1 AF508 hCFTR

AGACTGGAGCCTTCAGAGGGTAAATTAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTC
TCAGTTTTCCTGGATTATGCCTGGCACCATTAAAGAAAATATCATCGGTGTTTCCT
ATGATGAATATAGATACAGAAGCGTCATCAAAGCATGCCAACTAGAAGAGGACA
TCTCCAAGTTTGCAGAGAAAGACAATATAGTTCTTGGAGAAGGTGGAATCACACT
GAGTGGAGGTCAACGAGCAAGAATTTCTTTAGCAAGAGCAGTATACAAAGATGC

TGATTTGTATTTATTAGACTCTCCTTTTGGATACCTAGATGTTTTAACAGAAAAAG
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AAATATTTGAAAGCTGTGTCTGTAAACTGATGGCTAACAAAACTAGGATTTTGGT
CACTTCTAAAATGGAACATTTAAAGAAAGCTGACAAAATATTAATTTTGCATGAA
GGTAGCAGCTATTTTTATGGGACATTTTCAGAACTCCAAAATCTACAGCCAGACT
TTAGCTCAAAACTCATGGGATGTGATTCTTTCGACCAATTTAGTGCAGAAAGAAG
AAATTCAATCCTAACTGAGACCTTACACCGTTTCTCATTAGAAGGAGATGCTCCT
GTCTCCTGGACAGAAACAAAAAAACAATCTTTTAAACAGACTGGAGAGTTTGGG
GAAAAAAGGAAGAATTCTATTCTCAATCCAATCAACTCTATACGAAAATTTTCCA
TTGTGCAAAAGACTCCCTTACAAATGAATGGCATCGAAGAGGATTCTGATGAGCC
TTTAGAGAGAACGCTGTCCTTAGTACCAGATTCTGAGCAGGAG

Sequenzvergleich gegen den Mutagenese-Primer (AF508_Primer)

hCFTR_AF508 TTTCCTGGATTATGCCTGGCACCATTAAAGAAAATATCATCGGTGTTTCCTATGATGAAT 119
AF508_Primer —--—-—-———————me—o—— GCACCATTAAAGAAAATATCATCGGTGTTTCCTATGATGAAT 42

kkhkkkhkkhkhkkhkhhkhkhkhhkhkhkhkhkkhkhhkhkkhkhhkhkikhkhkkhkkkhkkkx*x

hCFTR_AF508 ATAGATACAGAAGCGTCATCAAAGCATGCCAACTAGAAGAGGACATCTCCAAGTTTGCAG 179
AF508 Primer ATAG-————— - e e 46

*k*k*k

7.1.2 G551D hCFTR

GAGCCTTCAGAGGGTAAAATTAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAGT
TTTCCTGGATTATGCCTGGCACCATTAAAGAAAATATCATCTTTGGTGTTTCCTAT
GATGAATATAGATACAGAAGCGTCATCAAAGCATGCCAACTAGAAGAGGACATC
TCCAAGTTTGCAGAGAAAGACAATATAGTTCTTGGAGAAGGTGGAATCACACTG
AGTGGAGATCAACGAGCAAGAATTTCTTTAGCAAGAGCAGTATACAAAGATGCT
GATTTGTATTTATTAGACTCTCCTTTTGGATACCTAGATGTTTTAACAGAAAAAGA
AATATTTGAAAGCTGTGTCTGTAAACTGATGGCTAACAAAACTAGGATTTTGGTC
ACTTCTAAAATGGAACATTTAAAGAAAGCTGACAAAATATTAATTTTGCATGAAG
GTAGCAGCTATTTTTATGGGACATTTTCAGAACTCCAAAATCTACAGCCAGACTTT
AGCTCAAAACTCATGGGATGTGATTCTTTCGACCAATTTAGTGCAGAAAGAAGAA
ATTCAATCCTAACTGAGACCTTACACCGTTTCTCATTAGAAGGAGATGCTCCTGTC
TCCTGGACAGAAACAAAAAAACAATCTTTTAAACAGACTGGAGAGTTTGGGGAA
AAAAGGAAGAATTCTATTCTCAATCCAATCAACTCTATACGAAAATTTTCCATTG
TGCAAAAGACTCCCTTACAAATGAATGGCATCGAAGAGGATTCTGATGAGCCTTT
AGAGAGAAGGCTGTCCTTAGTACCAGATTCTGAGCAGGGAGAGGCGATACTGCC
TCGCATCAGCGTGATCAGCACTGGCCCCACGCTTCAGGCACGAAGGAGGCAGTCT
GTCCTGAACCTGATGACACACTCAGTTAACCAAGGTCAGAACATTCACCGAAAGA
CAACAGCATCCACACGAAAAGTGTCA

Sequenzvergleich gegen den Mutagenese-Primer (G551D_Primer)

hCFTR_G551D AAAGACAATATAGTTCTTGGAGAAGGTGGAATCACACTGAGTGGAGATCAACGAGCAAGA 240
G551D_Primer -—-—-———————m e GAATCACACTGAGTGGAGATCAACGAGCAAGA 32

khkhkkkhkhhkkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhhkhkkhkhkkhkkhkk*x*x

hCFTR_G551D ATTTCTTTAGCAAGAGCAGTATACAAAGATGCTGATTTGTATTTATTAGACTCTCCTTTT 300
G551D_Primer ATTTC-—————— o e e e 37

*khkkk*k
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7.1.3 ATRL hCFTR

ATTAGAAGACTCTAAAACAAGCATTTGCTGATTGCACAGTAATTCTCTGTGAACA
CAGGATAGAAGCAATGCTGGAATGCCAACAATTTTTGGTCATAGAAGAGAACAA
AGTGCGGCAGTACGATTCCATCCAGAAACTGCTGAACGAGAGGAGCCTCTTCCGG
CAAGCCATCAGCCCCTCCGACAGGGTGAAGCTCTTTCCCCACCGGAACTCAAGCA
AGTGCAAGTCTAAGCCCCAGATTGCTGCTCTGAAAGAGGAGACAGAAGAAGAGG
TGCAAGATTAGAGAGCAGCATAAATGTTGACATGGGACATTTGCTCATGGAATTG
GAGCTCCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACCGAATTCATCGATATCTCG
AGAGATCTGGTTACCACTAAACCAGCCTCAAGAACACCCGAATGGAGTCTCTAAG
CTACATAATACCAACTTACACTTTACAAAATGTTGTCCCCCAAAATGTAGCCATTC
GTATCTGCTCCTAATAAAAAGAAAGTTTCTTCACATTCTAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAACCCCCCCCCCCCCCCTTGCACGGACCGACGCGTGCCC
GGGCTAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTGGGCGTAATCATGGTC
ATA

Sequenzvergleich gegen den Mutagenese-Primer (ATRL_Primer)

hCFTR_ATRL TTGCTGCTCTGAAAGAGGAGACAGAAGAAGAGGTGCAAGATTAGAGAGCAGCATAAATGT 300
ATRL_Primer --—-—-———————————— GAGACAGAAGAAGAGGTGCAAGATTAGAGAGCAGCAT-———-—-— 37

kkhkkkhkhkkhkkhkhhkkhkhkhkhkkhkhhkhkhkhkhkkhkhkhkhkkhkkkkkk*x

Tab. 10: Verwendete Grofienordnungen

Symbol Prifix Faktor
M mega 10°
k kilo 10°
c centi 107
m milli 107
1) micro 10°
n nano 107
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Tab. 11: Bezugsquellen der verwendeten Chemikalien

Substanz Firma Firmensitz
CFTRin-172 Santa Cruz Biotechnologie Heidelberg, Deutschland
Colchicin Sigma Taufkirchen, Deutschland
Cytochalasin D AppliChem Darmstadt, Deutschland
DMSO Sigma Taufkirchen, Deutschland
Forskolin MoBiTec Gottingen, Deutschland
GlyH-101 Merck Darmstadt, Deutschland
IBMX Sigma Taufkirchen, Deutschland
Methyl-f- . ‘

) Sigma Taufkirchen, Deutschland
Cyclodextrin
Paclitaxel Sigma Taufkirchen, Deutschland
Phalloidin AppliChem Darmstadt, Deutschland
wasserlosliches . ‘
Sigma Taufkirchen, Deutschland
Cholesterol
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