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1.1 Die Elektrolytsekretion im Gastrointestinaltrakt

Eine der zentralen physiologischen Funktionen des Gastrointestinaltrakts stellt
die Elektrolyt- und Wassersekretion dar. Die sezernierte Flussigkeit stellt das
Medium dar, in dem sich der Verdauungsvorgang abspielt: auf der einen Seite
diffundieren darin die Verdauungsenzyme zu dem jeweiligen Substrat, auf der
anderen Seite gelangen die wasserloslichen Produkte zur absorbierenden
Oberflache des Epithels. Ein Grofteil der sezernierten Flussigkeit wird von
Magen, exkretorischem Pankreas und in Form von Galle produziert, ein
entscheidender Teil aber auch vom Darm selbst. Unter physiologischen
Bedingungen uberwiegt die Flussigkeitsabsorption, so dass ein Groliteil der

sezernierten Flussigkeit wieder reabsorbiert wird (6).

Das dominierende Elektrolyt bei der Sekretion ist CI, das von einer
parazellularen Na'-Sekretion begleitet wird (27). Die daraus resultierende
luminale Akkumulation von NaCl stellt den osmotischen Gradienten fur das
nachfolgende Wasser dar. Auch ein Teil der HCO3-Sekretion wird sekundar
durch aktive CI-Sekretion ermdglicht, indem CI" Uber apikale Austauscher mit
HCO3 zirkuliert (45).

Die wichtige Funktion der CI’-Sekretion wird deutlich bei Erkrankungen, bei der
sie gestort ist: So ist sie bei der Zystischen Fibrose vermindert, bei der

sekretorischen Diarrh6 erhoht (s. Kap. 1.4).

1.1.1 Der Mechanismus der Elektrolytsekretion

Der Mechanismus der Elektrolytsekretion Iasst sich in Bild 1.1, das schematisch
die Transportprozesse des Enterozyten darstellt, nachvollziehen. CI" wird
basolateral durch den Na'/K'/2CI-Kotransporter aus dem Blut in die Zelle
aufgenommen. Das Kolon verfugt darUber hinaus vermutlich mit dem
Na*/HCOs-Kotransporter in Verbindung mit einem basolateralen CI/HCOs
Austauscher Uber einen alternativen CI-Aufnahme-Mechanismus (85). Die
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Triebkraft fir den CI'-Transport via NKCC stammt aus dem grof3en nach innen
gerichteten Na'-Konzentrationsgradienten, der von der basolateralen Na'/K*-
ATPase aktiv aufgebaut wird. Man spricht daher von NKCC als einem sekundar
aktiven Cl-Transporter. Die Na'/K*-ATPase ist auferdem flr den Aufbau des
negativen Membranpotentials der Zelle verantwortlich, das eine Triebkraft fur
die CI-Sekretion darstellt. Durch die Na*/K*-ATPase findet eine Zirkulation des
von NKCC aufgenommenen Na® statt (6). In der basolateralen Membran
befinden sich auRerdem mindestens zwei K*-Kanale: der Ca®*-abhangige SK4
und der cAMP-abhangige K,LQT4, der sich gut durch Chromanole wie 293 B, in
geringerem AusmaR durch Barium hemmen |aRt. Die K*-Kanale ermdglichen
ein Recycling von K*, verhindern so eine Zelldepolarisation und erhalten damit
die elektrochemische Triebkraft fur die apikale CI-Sekretion (10). CI
akkumuliert infolge der basolateralen Aufnahme intrazellular Gber seinem
elektrochemischen Gleichgewicht und kann so bei Offnung apikaler CI-Kanale
nach aufl’en stromen. Der Hauptteil dieser apikalen CI’-Sekretion erfolgt durch
den cAMP-abhangigen CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator). CFTR steht in enger Beziehung zu dem apikalen Na*-Kanal ENaC:
Aktivierung von CFTR hemmt ENaC und umgekehrt. So wird auf elegante
Weise das Dilemma der Zelle gelost, wahrend Netto-Absorption durch apikale
und basolaterale NaCl-Aufnahme eine intrazellulare Akkumulation von Salz, ein
Schwellen der Zelle und ein mdgliches Platzen zu riskieren. Dieser
Mechanismus ermoglicht es der Zelle, eine Umkehr des Elektrolyt- und
Wassertransports von Absorption auf Sekretion zu bewerkstelligen (32). Im
Kolon weist der Transporterbesatz Besonderheiten auf, er andert sich entlang
der Krypten-Villi-Axe und mit ihm die funktionellen Eigenschaften: Aldosteron-
regulierte Na*-Absorption findet in den oberflachlichen Zellen durch EnaC statt,
im unteren und mittleren Kryptenteil hingegen die hormonell oder autokrin
regulierte cAMP-abhangige ClI'-Sekretion (27,32).
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CFTR ENaC
Apikal K* OA Cr Na* Na* Na*
H P~ :
N B 3 Uﬂ
H* A HCO, H* K* CITHCOy
* Na* HCO,
I —
Basolateral Ca?* K* K* 2CI Na* K* H*HCO; Na* Cl

SK4/K,LQT, NKCC1 Na/K-ATPase NHE NBC1 AE2

Bild 1.1: Die Transportprozesse im Enterozyten des Kolons (modifiziert

nach Greger) (32). Verdeutlichung des Mechanismus der CI'-Sekretion.

1.1.2 Regulation der Elektrolytsekretion

Der Mechanismus der CI-Sekretion beinhaltet ein Netzwerk aus verschiedenen
Regulationsmechanismen, die sowohl kurz- als auch langfristigen
Anforderungen an die Flussigkeits- und Elektrolytsekretion gerecht werden
mussen. Diese komplexen Kontrollmechanismen ermoglichen deren
Feineinstellung unter einer  Vielzahl von  physiologischen  und

pathophysiologischen Bedingungen (37).

Die Regulation des epithelialen Transports im Darm und anderen Epithelien

erfolgt Uber vier Hauptmechanismen (6):
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Erstens kann die Funktion der Transporter direkt durch zellulare Faktoren, sog.
second messenger beeinflusst werden. Bei der Regulation der CI-Sekretion

sind mindestens drei second messenger beteiligt (s. Bild 1.1) (32):

Der wichtigste unter ihnen ist das zyklische Adenosinmonophosphat, kurz
cAMP. Es wird gebildet indem ein Hormon an einen Ggs-Protein gekoppelten
Rezeptor bindet und durch Dissoziation von G-Proteinen die membranstandige
Adenylatzyklase aktiviert. Beispiele fur solche Hormone im Gastrointestinaltrakt
sind das vasoaktive intestinale Peptid (VIP), Prostaglandin E; oder Forskolin.
Die Adenylatzyklase katalysiert die Bildung von cAMP aus ATP unter
Abspaltung von Pyrophosphat. cCAMP bindet an die regulatorische Untereinheit
einer Proteinkinase und Uberfuhrt diese so in ihren aktiven Zustand. Diese
katalysiert die Phosphorylierung von Proteinen, wobei das Phosphat von ATP
geliefert wird. Umgekehrt werden die aktivierten Proteine durch
Dephosphorylierung mittels einer Proteinphosphatase wieder in ihren inaktiven
Zustand versetzt (57). Auf diese Weise werden im Gastrointestinaltrakt der
apikale CFTR-Kanal und der basolaterale K*-Kanal vom KvLQT1-Typ aktiviert
(63). AuRerdem erhdht cAMP vermutlich die Transkription der Transporter und

ubt somit auch einen langfristigen Effekt aus (s.u.).

Weiterer second messenger ist das zyklische Guanosinmonophosphat cGMP.
cGMP wirkt ahnlich wie cAMP stimulierend auf die CI-Sekretion. Es wirkt
vermutlich Uber Aktivierung der Proteinkinase Il (PKG II) oder Hemmung einer

Phosphodiesterase und daraus resultierendem cAMP-Anstieg.

Auch intrazelluldres Kalzium, [Ca®'], kann als second messenger fungieren.
Der basolaterale SK4 K'-Kanal unterliegt vermutlich diesem Weg der
Stimulation. Uber die Existenz Ca**-abhangiger apikaler Cl-Kanéle herrscht
noch Unklarheit (s. Kap. 1.4.1) (63).

Eine zweite Moglichkeit der Transporter-Regulation besteht in der kovalenten
Veranderung der Transportproteine. Ein Hauptmechanismus stellt hierbei die
Phosphorylierung durch Proteinkinasen, wie z.B. Proteinkinase A (PKA) oder C

(PKC), bzw. Dephosphorylierung durch Proteinphosphatasen dar (s.0.). So wird
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beispielsweise die Kanalfunktion von CFTR durch Phohsphorylierung mittels

Proteinkinase A sowie C reguliert (7).

Drittens wird die Aktivitat der Transporter durch die Anzahl der in die
Plasmamembran eingebauten Transporter reguliert, die durch Netto-Einbau
bzw. Ausbau verandert werden kann. Membranvesikel, die unterhalb der
Plasmamembran lokalisiert sind, enthalten vorgefertigte Transporter,
fusionieren auf einen Stimulationsreiz hin mit der Zellmembran und erhdhen so
sowohl die Anzahl der Transporter als auch deren maximale
Transportgeschwindigkeit. Umgekehrt kann die Zahl der Transporter durch
Endozytose verringert werden. Diese Art der Transporterregulation konnte

sowohl fur NKCC1 als auch CFTR gezeigt werden.

Viertens kann die Anzahl der Transporter auf dem Niveau der Genexpression
durch die Transkriptions- und/ oder Translationsrate der entsprechenden
Transporterproteine reguliert werden. Diese Form der Regulation zeichnet sich
im Gegensatz zu den vorherig beschriebenen durch eine sehr viel langsamere
Kinetik aus, da die Regulation hier auf der Stufe der Proteinneusynthese erfolgt.
Es ist noch relativ unklar, inwiefern dieser Mechanismus eine Rolle bei der

Regulation der CI'-Sekretion spielt.

Die einzelnen an der CI-Sekretion beteiligten Transporter verfigen

darUberhinaus Uber eigene spezifische Regulationsmechanismen (s. Kap. 1.3.).

1.2 Die Kolonkrypte und -zelle

Ein Grolteil dieser Arbeit - v.a. die zellphysiologischen Versuche - wurde am
Kolon der Maus durchgefuhrt, deshalb soll im folgenden auf die Besonderheiten

dieses Abschnittes des Gastrointestinaltrakts eingegangen werden.

1.2.1 Funktion von Kolon und Kolonzellen

Die Funktion des Kolons als letzter Abschnitt des Gastrointestinaltrakts besteht
in Absorption von Flussigkeit und Elektrolyten und damit Regulation des
Wasser- und Elektrolythaushalts, weiterer Verdauung der Nahrung durch

Garung mittels saphrophytischer Bakterien, Absorption von kurzkettigen
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Fettsauren sowie Produktion und Aufbewahrung des Stuhls flr die Defakation
(32).

Das Epithel der Kolonkrypten ist in der Lage, Flussigkeit sowohl zu sezernieren
als auch absorbieren (70). Im Ruhezustand findet in der Kolonkrypte eine
Aldosteron-kontrollierte Netto-Absorption statt (91). Erst unter Stimulation durch
Agonisten wie Adenosin, VIP und Prostaglandine, kommt es zur Sekretion
vermutlich durch Erhdéhung der Cl-Leitfahigkeit und/ oder Ca**-vermittelte

Aktivierung von K*- und evtl. CI'-Kanalen (27).

1.2.2 Struktur

Um den funktionellen aber auch mechanischen Anforderungen gerecht zu
werden, besitzt das Kolon eine spezifische Mukosa, ein Netzwerk aus
zirkularen und longitunalen glatten Muskelfasern, sowie ein intrinsisches und
autokrines Nervensystem. Die Mukosa ist im Vergleich zum Dinndarm relativ
einfach strukturiert, da sie nur aus Krypten, nicht aus Villi besteht. Sie setzt sich
aus verschiedenen Zelltypen zusammen, und zwar den Keimzellen in der
Kryptenbasis, chromaffinen Zellen, Becherzellen und Enterozyten (32). Die
Kolonkrypte ist somit kein homogener Zellverband, sondern besteht aus Zellen
in unterschiedlichen Reifestadien. Man spricht auch von der axialen
Heterogenitat der Kolonkrypte (27). In der Basis der Krypte befinden sich die
unreifen Keimzellen, die dann in Richtung Oberflachenepithel wandern und zum
Enterozyten heranreifen (70). Dieser Reifungsprozess wird von einer Anderung
der funktionellen Eigenschaften der Zellen begleitet: Hormonell oder autokrin
regulierte cAMP-abhangige CI-Sekretion findet im unteren und mittleren
Kryptenteil statt, in den oberflachlichen Zellen reguliert Aldosteron die Na'-
Absorption durch EnaC. Karbachol oder Acetylcholin aktivieren die CI*-

Sekretion entlang der gesamten Kryptenaxe (27,32).

Die Oberflache der Kolonschleimhaut wird von einem Schleim Uberzogen, der
von den Becherzellen produziert und dessen Zusammensetzung durch Wasser-

und Elektrolyttransport modifiziert wird (32).
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1.3 Die Transportproteine der Elektrolytsekretion

Im folgenden sollen die an der Elektrolytsekretion beteiligten wichtigsten

Transportproteine kurz im einzelnen dargestellt werden.

1.3.1 Der Na'/K*/2CI-Kotransporter (NKCC)

1970 beschrieben Wiley und Cooper zum ersten mal einen Na'/K'-
Kotransporter in roten Blutkorperchen, der sich durch Furosemid hemmen liel3.
Erst zehn Jahre spater konnten Geck et al. 1980 in einer bahnbrechenden
Veréffentlichung die grundlegenden Eigenschaften des Na*/K*/Cl-Kotransports
in Ehrlich Aszites Tumorzellen demonstrieren. Die weitere Erforschung der
Na*/K*/CI-Kotransporter gestaltete sich zu Beginn schwierig, da sie durch ihren
elektroneutralen Transport der patch-clamp-Methode nicht zuganglich sind, und
auch keine Erfolge mit subzellularen Praparationen erzielt werden konnten.
Erhebliche Fortschritte im Verstandnis von Funktion und Regulation wurden erst
gemacht, als 1994 die cDNA-Klonierung von NKCC aus der Rektaldrise des
Haifisches gelang und dadurch spezifische Antikdrper entwickelt werden
konnten (37).

Der Na'/K'/2CI-Kotransporter (NKCC) gehért zu der Superfamilie der
Kationen/Cl'-Kotransporter (CCC). Neben NKCC1 (CCC1) und NKCC2 (CCC2)
gehéren dazu auferdem der Na*/Cl-Kotransporter NCC (CCC3) und die K*/CI'-
Kotransporter KCC1, 2, 3 und 4. Nach der Inhibitor-Spezifitat werden sie in
Bumetanid-sensitive (BSC) und Thiazid-sensitive Kotransporter (TSC) unterteilt
(s. Tabelle 1.1) (37,103).
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Tabelle 1.1: Die Kationen/Cl'-Kotransporter (CCC)-Superfamilie. Unterteilung und

Organexpression (modifiziert nach Haas et al.) (37).

CCCs
/Kationen/CI'-|Kotranspwtero\
NKCC NCC/TSC KCC
Na*/K*/2CI'-Kotransporter Na*/2ClI- K*/2CI-Kotransporter
Kotransporter
NKCC1/BSC2 NKCC2/BSC2 KCC1 KCC2
Basolateral in Apikal in der  Apikal in Blase In Niere, In Neuronen
Sekretionsepi-  Niere (dicker und Niere Gehirn,
thel, ubiquitar;  aufsteigender (distaler Erythrozyten,
apikal im Ast der Henle-  Tubulus), evtl. Herz, Lunge,
Choroidplexus Schleife, Ddnndarm, Milz, Leber,
Macula Densa) Plazenta, Muskel, GI-
Prostata, Trakt, Plazenta
/ ‘ Kolon, Milz
A B F KCC3 KCC4
Kortex, Kortex, Medulla Muskel, Herz, Niere, Leber,
Medulla, Macula Niere, Gehirn  Lunge, Muskel,
Macula Densa Gehirn, Magen,
Densa Schilddruse,
Pankreas,
Plazenta

Die Na'/K*/Cl-Kotransporter werden in zwei Isoformen unterteilt:

NKCC1, auch Bumetanid-sensitiver Kotransporter 2 (BSC2) genannt, kommt
ubiquitar in vielen Zellen vor, wird aber v.a. in Sekretionsepithelien, aber auch in
Herz-, Skelettmuskel- und Nervenzellen exprimiert. Er ist in der Regel in der
basolateralen Zellmembran lokalisiert, nur im Choroidplexus kommt NKCC1

apikal vor.

Die zweite Isoform, NKCC2 oder BSCH1, ist nierenspezifisch und wird dort in der
apikalen Membran der Tubuluszellen des dicken aufsteigenden Astes der

Henleschleife und der Makula Densa exprimiert (31,37,51,81).
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1.3.1.1 Struktur und Kinetik

Die Molekularstruktur von NKCC1 gleicht der der anderen Kationen/ClI-
Kotransporter (s. Bild 1.2):

Eine 7-7,5 kb lange cDNA kodiert ein ca. 1205 Aminosauren langes Protein mit

einer Masse von etwa 130 kDa (47).

Die hydropathische Analyse der Aminosaurensequenz mit Hilfe des Kyte-
Doolittle Alogarhythmus zeigt, dass NKCC1 zwodlf transmembranare Domanen
besitzt, an deren Enden zwei gro3e hydrophile, intrazellulare Amino- bzw.
Carboxy-Termini hangen. Durch sekundare Strukturanalyse lassen sich zwei N-
verbundene Glykosilierungsstellen an der extrazellularen Schleife zwischen den
transmembranaren Segmenten 7 und 8 identifizieren. AuRerdem finden sich an
den Carboxy- und Aminotermini eine cAMP-abhangige Proteinkinase, acht
Stellen fur Phosphorylierung durch Protein Kinase C und elf fur Casein Kinase I
(78). Die Analyse mit dem Eisenberg Algorithmus ergibt 15 a-Helices
bestehend aus drei kugelféormigen Proteinen am Carboxy- und Aminoende,
zwei Oberflachenproteinen, und zehn membranumspannende Segmenten (25).
Durch gerichtete Mutagenese erwies sich die zweite transmembranare Domane
als zustandige Region fur die Kationen- und Bumetanid-Bindung, die vierte und
siebte fur die CI-Affinitat und die Regionen der siebten, elften und zwdlften

transmembranaren Domane fur die Bumetanid-Bindung (47).
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Bild 1.2: Sekundarstruktur von NKCC1 (modifiziert nach Haas) (37). Das
Protein besteht aus zwdlf transmembranaren Domanen und zwei grof3en
intrazellularen Amino- und Carboxy-Termini. Es ahnelt damit der Struktur anderer

Mitglieder der Kationen/Cl-Kotransporter Familie.

Die Stochiometrie von NKCC betragt in der Regel 1Na*:1K*:2CI". Damit handelt
es sich um einen elektroneutralen Transport, der folglich das Membranpotential

der Zelle nicht beeinflusst.

NKCC wird als sekundar aktiver Transporter bezeichnet, d.h. er nutzt den von
der Na'/K*-ATPase aktiv aufgebauten Na*-Gradienten, um CI" gegen seinen
elektrochemischen Konzentrationsgradienten zu transportieren. Von diesem
transmembranaren chemischen ClI’-Gradienten hangt es ab, ob die fur NKCC
verfugbare Netto-Energie Einwarts- oder Auswartstransport begunstigt. Unter
physiologischen Bedingungen findet in den meisten Zellen ein Netto-
Einwartstransport durch NKCC statt (37).

Es sei noch zu erwahnen, dass NKCC anstelle von K* NH;" transportieren

kann. Dies ist v.a. bei NKCC2 in der Niere von physiologischer Relevanz, wo
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NKCC eine mégliche Rolle in der NH4-Zirkulation und somit bei der
Saureausscheidung spielt. Von dieser Eigenschaft wird aber auch in

zahlreichen Versuchen Gebrauch gemacht (79).

1.3.1.2 Expression und Funktion

NKCC1 kommt ubiquitar in den meisten Zellen vor. Die Expression in den
Sekretionsepithelien des Gastrointestinaltrakts, v.a. in Speicheldrise, Magen
und Kolon ist am hochsten, namlich 30-50 mal so hoch wie in anderen Zellen
(31,95). In Niere, Skelettmuskel, Hoden, Lunge, Herz und Gehirn ist die
Expression hoch, in Jejunum, Trachea und Thymus dagegen niedrig. Gar nicht
exprimiert wird NKCC1 nur in Leber und Milz (25). Im Gastrointestinaltrakt weist
die lokale Expression von NKCC1 Besonderheiten auf, sie beschrankt sich auf
die Villi und die Kryptenbasis und bricht abrupt an der Spitze der Krypten ab
(24,27,32).

Das weit verbreitete Vorkommen von NKCC deutet auf seine wichtige Aufgabe
bei dem Erhalt der zellularen Homeostase hin: seine zentrale Funktion besteht
in einem elektroneutralen Salzeinwartstransport, dadurch wird Wasser
osmotisch nachgezogen. Er dient damit der Aufrechterhaltung von
intrazellularen lonenkonzentrationen, v.a. aber dem Aufbau einer intrazellularen

Cl'-Konzentration Uber dem elektrochemischen Gleichgewicht.

Die Rolle von NKCC in der Zellvolumenregulation ist noch nicht vollstdndig
geklart. Zellschrumpfung fuhrt in den meisten Zellen zu einer Aktivierung von
NKCC, indem es zur Phosphorylierung und Insertion von zusatzlichen
Transporterproteinen kommt. Mdglicherweise unterscheidet sich seine Funktion
bei der Zellvolumenregulation in den verschiedenen Zelltypen (79). Besonders
in nicht-polarisierten Zellen wie Muskelzellen und roten Blutkérperchen reagiert

NKCC1 besonders empfindlich auf Zellschrumpfung (25).

Aus seiner Funktion in der Regulation des Zellvolumens resultiert die Rolle von
NKCC in Wachstum und Entwicklung der Zellen. Fur die Zellteilung ist eine
gewisse Zunahme des Zellvolumens notwendig, die durch
loneneinwartstransport bewerkstelligt  wird. NKCC spielt hierbei

erwiesenermalien evil. zusammen mit NHE und Aminosaurenaufnahme eine
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Rolle. Das genaue Zusammenspiel sowie die Bedeutung von NKCC in der

DNA-Synthese ist noch weitgehend ungeklart (79).

In Salz- und FlUssigkeits-sezernierenden Epithelien wie Speicheldrise und im
Gastrointestinaltrakt ist NKCC1 ein wesentlicher Baustein der transepithelialen
CI'-Sekretion indem er die basolaterale Aufnahme von lonen, v.a. von CI,
bewerkstelligt, das dann apikal durch cAMP-abhangige Cl-Kanale sezerniert
wird (s. Kap. 1.1.1) (37,79).

NKCC2 wird ausschliel3lich in der Niere exprimiert. Die Funktion von NKCC2 in
den Zellen des dicken aufsteigenden Astes der Henle-Schleife und der Makula
Densa besteht in der Regulation des extrazellularen Flussigkeitsvolumens und
der Osmolaritat. Im salzabsorbierenden Epithel der Henle-Schleife dient
NKCC2 zusammen mit apikalen K*-Kanalen, basolateralen Cl'-Kanalen und der
Na’/K*-ATPase der NaCl-Rickresorption (37,51). AuRerdem ist er an der
Regulation der NH4'-Absorption beteiligt, da NKCC wie schon erwahnt die
Fahigkeit besitzt, anstelle von Na® NH4" zu transportieren (31). In der Macula
Densa spielt NKCC2 moglicherweise zusammen mit NKCC1 eine Rolle beim

tubuloglomerularen Feedback und der Reninsekretion (51).

1.3.1.3 Regulation und Inhibitoren

Die Regulation von NKCC ist eng mit der anderer Transporter verknupft, die an
der CI'-Sekretion beteiligt sind, insbesondere mit CFTR. Auf diese Weise kann
der Erhalt von Zellvolumen und -integritdt wahrend aktiver Salz- und
Wassersekretion gewahrleistet werden (37). Als Angriffspunkte fur die
Regulation gelten dabei die gleichen vier Hauptmechanismen wie in Kapitel
1.1.2 beschrieben:

Eine Aktivierung von NKCC kann durch zellulare Faktoren wie VIP, Adenosin,
Prostaglandine oder Forskolin erfolgen, die Uber Erhdhung von [cAMP]; wirken
(37). Welche Mechanismen dabei eine Rolle spielen ist u.a. Gegenstand dieser
Arbeit und soll deshalb im Kapitel 4.3 diskutiert werden.

Es qilt als gesichert, dass die NKCC1- und evtl. auch die NKCC2-Aktivitat durch
Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung mittels intrazellularer

Proteinkinase- und/ oder Phosphatase-Kaskaden reguliert wird (80,61,78). Da
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die verschiedenen Stimuli nicht additiv wirken, ist anzunehmen, dass die
Phosphorylierung den letzten gemeinsamen Schritt unterschiedlicher
Transduktionsmechanismen darstellt. Sie erfolgt an Serin- und Threonin-, nicht
jedoch an Tyrosin-Resten (37). Unklarheit herrscht noch Uber die Identitat der
hierflr zustandigen Proteinkinasen. Es wurden 20 Konsensus Sequenzen fur
Kinasen in der zytoplasmatischen Domane von NKCC identifiziert, darunter
Proteinkinase A (PKA) und C (PKC) sowie die Kasein-Kinase Il (CK2). Die Rolle
von PKA und PKC bei der Regulation von NKCC scheint erwiesen, ihre
Funktion ist jedoch verwirrend: je nach Zelltyp und Stimulus wurde Aktivierung,
Hemmung oder auch keine Beeinflussung beschrieben. Weder fiir CK2 noch fur
die diskutierte Myosin-Leichketten-Kinase gibt es bis jetzt gesicherte Daten
uber eine Funktion in der Regulation von NKCC (79). Gleichzeitig mussen als
Gegenspieler der Proteinkinasen Phosphatasen vorhanden sein, die fur die
Inaktivierung von NKCC durch Dephosphorylierung zustandig sind. Funktionell
sind sie teilweise charakterisiert, ihre genaue Struktur und Funktion liegen
jedoch noch im Dunkeln (37,79).

Unter bestimmten Bedingungen wird die NKCC-Aktivitat mdglicherweise durch
die Anzahl der in die Plasmamembran eingebauten Transporter reguliert (24).
So konnte unter Einfluss von cAMP-abhangigen Agonisten eine vermehrte
Bumetanid-Bindung an die basolaterale Membran festgestellt werden, als
mdglichen Hinweis auf einen vermehrten Transporter-Einbau von NKCC.
Gleichzeitig lasst sich eine verminderte Transporter-Dichte unter Einfluss von
bestimmten Stoffen feststellen, die die Endozytose fordern, wie z.B. der
Phorbolester PMA.

Es ist beschrieben, dass chronische Furosemid- oder Salzgabe zu einer
erhdhten mRNA- und Protein-Expression von NKCC2 fihrt. Ob dies einen

wesentlichen Regulationsmechanismus von NKCC darstellt ist jedoch nicht klar.

Ein weiterer moglicher Mechanismus der Regulation von NKCC stellt [CI]; in
Form eines negativen Feedbacks dar. Die Arbeitsgruppe von Forbush stellte
1992 die sog. ,Hypothese der [CI]i-Kopplung® auf. Diese besagt, dass eine

enge Kommunikation zwischen verschiedenen Transportmechanismen der
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apikalen und basolateralen Membran stattfindet, wobei [CI']; das entscheidende
Bindeglied darstellt. Unter apikaler CI-Sekretion soll dadurch eine konstante
[CI']i gewahrleistet werden. Die 10 bis 30-fache Zunahme der NKCC-Aktivitat
unter apikaler CI-Sekretion kann jedoch nicht alleinig durch die gesteigerte
Triebkraft resultierend aus den veranderten lonenkonzentrationen erklart
werden. Forbush et al. schlugen deshalb eine Aktivierung von NKCC durch
Phosphorylierung unter niedriger [CI]; vor. Tatsachlich konnte unter niedriger
[CI]; eine parallele Zunahme von NKCC-Aktivitat und Phosphorylierung des
Transporters festgestellt werden (30,79).

Dartber hinaus gibt es Hinweise, dass ein saurer pH; NKCC hemmt,
Veranderungen des extrazellularen pHs scheinen hingegen wenig oder keinen
Einfluss so haben (79).

Als weiterer Angriffspunkt der NKCC-Regulation werden die Proteine des
Zytoskeletts diskutiert. Sie sollen auf Veranderungen des Zellvolumens
reagieren und diese Antwort Uber das kortikale Zytoskelettnetzwerk von Aktin
und anderen Proteinen an die Transporter der Plasmamembran weitergeben
konnen (37). Dabei ist es denkbar, dass die Aktivierung von NKCC bei
Zellschrumpfung Resultat eines Zusammenspiels von Aktin, [CI]; und ATP-
abhangiger Phosphorylierung ist. Eine evtl. Rolle spielen auch die Myosin-
Leichtketten (MLCs), die bei Zellschrumpfung aktiviert werden (37). Der
Regulationsmechanismus Uber die Zytoskelett-Proteine dient somit vermutlich
der Regulation des Zellvolumens. Heitzmann et al. schlugen sogar vor, dass
Zellschrumpfung das Schlusselereignis in der Regulation von NKCC darstellt
(43).

Shumaker et al. untersuchten NKCC-Expression sowie dessen Funktion in
Abhangigkeit von exprimietem CFTR in kultivierten Drusenzellen des
Pankreas. Das Expressionsniveau von NKCC lag dabei in CFTR-transfizierten
Zellen etwa doppelt so hoch wie in Zellen ohne CFTR. Mit Hilfe der NH,'-
Technik wurde die funktionelle Aktivitat von NKCC gemessen, und auch hier
zeigte sich eine gesteigerte Aktivitat von NKCC in den CFTR-transfizierten

Zellen. Shumaker et al. folgerten aus diesen Ergebnissen, dass CFTR fur die
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Regulation von NKCC eine entscheidende Rolle spielen kdnnte und vermuteten

einen indirekten Regulationsmechanismus Uber [CI]; (88).

Effektive und spezifische, komplett reversible Hemmstoffe der NKCC-
Transporter stellen die 5-Sulfamoyl-Benzoinsaure Schleifendiuretika dar. In der
Reihenfolge der aufsteigenden Potenz und Spezifitdt sind dies Furosemid,
Bumetanid und Benzmetanid. Eine weitere Untergruppe der Schleifendiuretika
mit einem Tetrazolat an Position 1 stellen die Azosemide dar, die im Kolon
NKCC am effektivsten hemmen (69). Die halbmaximale Hemmkonzentration
ICso liegt bei ca. 20 pmol/l, wobei sich die Na'/K'/Cl-Kotransporter
verschiedener Organe in ihrer Sensitivitdt gegenuber Schleifendiuretika
unterscheiden (27). Auch wenn die Spezifitat der Schleifendiuretika zu NKCC
relativ hoch ist, so sind sie in hoherer Konzentration auch in der Lage, andere
Anionen Transporter wie den CI/HCO3-Austauscher, ClI-Kanale oder KCC zu

hemmen.

Die spezifische Hemmung von NKCC durch Schleifendiuretika hat ganz
wesentlich zu der Erforschung und dem Verstandnis von NKCC beigetragen.
Sie werden routinemallig eingesetzt, um NKCC-Fluxe zu identifizieren,
aullerdem spielten sie eine wichtige Rolle in der Identifikation des Proteins, in

der daraus folgenden Klonierung und der Interpretation der lonenbindungen.

Zur Aktivierung von NKCC koénnen alle Stoffe verwendet werden, die [cAMP];

erhohen. Im GI-Trakt kann dies durch VIP, PGE; oder Forskolin erfolgen.

1.3.2 CFTR

Der apikale CI'-Kanal CFTR stellt den Hauptweg der apikalen CI'-Sekretion dar.
Seit seiner Klonierung im Jahre 1989 (72) explodieren neue Erkenntnisse Uber
Struktur, Funktion und funktionelle Konsequenzen bei Vorliegen verschiedener

Mutationen regelrecht (12).

CFTR ist ein groles Protein, das als Dimer in der apikalen Membran vieler
Zellen vorliegt. Seine zwdlf membranumspannenden Regionen bilden die Pore,
aullerdem besitzt der Kanal zwei Nukleotidbindungsstellen sowie eine grolde

regulatorische Domane innerhalb der Zelle (102). Es konnte gezeigt werden,
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dass CFTR auch in der Lage ist, HCO3 zu transportieren, wenn auch in

geringerem Ausmal} als CI" (34,86).

Die Regulation von CFTR erfolgt in zwei Stufen: Zuerst wird die regulatorische
Domane von der cAMP-abhangigen Proteinkinase A (PKA) phosphoryliert,
gefolgt von Nukleotidbindung und -Hydrolyse an der Nukleotidbindungsstelle.
Beide Stufen sind notwendig fiir die Offnung des Kanals. Weiterer Angriffspunkt
der Regulation von CFTR ist der cAMP-abhangige Einbau von Kanal-
bestuckten Membranvesikeln, wobei dieser  Mechanismus  evtl.
gewebespezifisch ist (6). Folglich kommt es zu einer Aktivierung von CFTR
unter Einfluss samtlicher Agonisten, die zu einer Erhéhung von [cAMP]; fihren.
AulBerdem erfolgt eine sekundare Aktivierung von CFTR durch cGMP evtl.
mittels einer Typ Il cGMP-abhangigen Proteinkinase oder Aktivierung von PKA

unter hohen cGMP-Konzentrationen (88).

1.3.3 K'-Kanale

Bei den an der ClI-Sekretion beteiligten K'-Kanalen unterscheidet man zwei
Typen: der Ca?*-abhangige SK4 kann durch Clortrimazol oder Charybdotoxin
gehemmt und 1-Ethyl-2-Benzimidazolinone aktiviert werden (9). Der cAMP-
abhangige K,LQT; ist ein Kanal mit sehr kleiner Leitfahigkeit, der in vielen
Epithelien vorkommt. Er laldt sich durch das Chromanol 293 B und Barium
hemmen (10,101).

Die K*-Kanale sind in der basolateralen Membran lokalisiert und bewirken einen
aktiven K'-Auswartsstrom. Das durch NKCC aufgenommene K* kann so
rezirkulieren, so dass das negative Membranpotentials erhalten bleibt. Die K*-
Kanale bilden somit einen essentiellen Baustein der cAMP-abhangigen CI'-
Sekretion (66).
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1.4 Die Pathophysiologie der Elektrolytsekretion

1.4.1 Die Zystische Fibrose

Die Zystische Fibrose (CF) oder Mukoviszidose ist eine autosomal rezessiv
vererbte Krankheit, bei der eine Mutation des ,cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator® (CFTR)-Gens vorliegt, das den apikalen Cl-Kanal
kodiert. Es sind Uber 700 verschiedene Mutationen des CFTR bekannt, wobei
75% der Patienten eine Mutation aufweisen, die eine drei Basenpaar-Deletion
im Exon 10 betrifft, die in einem Verlust von Phenylalanin 508 (AF508) resultiert
(12,71). Dadurch kann CFTR nicht in seiner vollstandig glykosylierten Form
gebildet und in die Plasmamembran eingebaut werden, das mutierte Protein
bleibt im endoplasmatischen Retikulum bis es abgebaut wird (34). Die
Mukoviszidose betrifft ca. einen von 2000 Europaern, jeder 20. Kaukasier (5%)
ist heterozygoter Merkmaltrager (5). Sie ist damit die haufigste genetisch
vererbte Erkrankung in Europa. Angesichts dieser Haufigkeit von CF-
Heterozygoten wird seit langem ein genetischer Selektionsvorteil dieser
Population diskutiert. Bakteriell induzierte Diarrh6en wie die Cholera sollen bei
Heterozygoten einen weniger schweren Verlauf nehmen, und sie vor der Toxin-
vermittelten, oft lebensbedrohlichen Dehydratation schitzen. Dies konnte in der
Evolution einen genetischen Vorteil dargestellt haben und so zu der hohen
Inzidenz von CF gefuhrt haben (32).

Die klinischen Manifestationen resultieren primar aus der mangelhaften CI-,
Na’- und Wassersekretion, sekundar aus der verstarkten NaCl- und
Wasserabsorption durch fenlende Hemmung der Na*-Riickresorption. Dies fiihrt
dazu, dass ein zaher Schleim in Respirations- und Gastrointestinaltrakt
produziert wird, der zu Obstruktion, Dilatation und Infektion fuhrt (32).

Im Gastrointestinaltrakt manifestiert sich der CFTR-Defekt in Form von distalen
intestinalen Obstruktionen (DIOS) - beim Neugeborenen bei 10% der Patienten
in Form eines Mekonium-lleus, Maldigestion infolge einer progressiven
exkretorischen, spater auch endokrinen Pankreasinsuffizienz, Malabsorption,

abnormer Gallensaurensekretion, Leberzirrhose, hepatobiliarer Cholestase und
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Pankreatitis (5). In der Lunge kommt es durch die Sekretion eines besonders
zahen Schleims zu rezidivierenden, bakteriellen Infektionen, die das
Lungenparenchym zerstoren, fibrotisch umwandeln und in Form einer
respiratorischen Insuffizienz den limitierenden Faktor von Lebensqualitat und -
erwartung der Patienten darstellen. Die Patienten weisen eine erhohte
Salzkonzentration im Schweild auf, da in den Schweil3driisen anders als in den
anderen Organen die NaCl-Ruckresorption uber CFTR erfolgt. Dies dient
mittels des Schweildtests zur Diagnose der Zystischen Fibrose (12). Die
meisten mannlichen Patienten sind unfruchtbar, was auf eine Obstruktion und/
oder Atresie der Vas deferens und distale Epididymitis zurlckzufihren ist. Im
Gegensatz dazu ist bei den weiblichen Patientinnen eine Konzeption mdglich,
die Fruchtbarkeit ist allerdings durch unglnstige vaginale und zervikale

Bedingungen, die die Motilitat der Spermien hemmen, eingeschrankt.

Wahrend bis vor wenigen Jahrzehnten noch ein Grof3teil der CF-Patienten im
ersten Lebensjahr starb, liegt die Lebenserwartung heutzutage bei etwas uber
30 Jahren. Dieser Erfolg in Verbesserung von Lebensdauer und -qualitat ist
hauptsachlich auf eine verbesserte Therapie und gezieltere Behandlung
zuruckzufihren. Sie umfasst eine Pankreasenzymsubstitution, die Gabe neuer
Antibiotika, bessere Inhalationsmoglichkeiten mit wirksameren Medikamenten,
eine konsequente Physiotherapie sowie eine spezielle, fettreiche Ernahrung (5).
Neue Medikamente wie UTP zur Aktivierung mdoglicher alternativer CI-
Sekretionsmechanismen, Amilorid zur Hemmung der gesteigerten Na’-
Absorption oder Glyzerol und Natriumbutyrat zur Stabilisierung bzw. Einbau des

defekten AF508 Proteins sind in der Entwicklung.

Widerspruchliche Meinungen gibt es hinsichtlich der Frage, ob noch andere
apikale CI-Kanale neben CFTR an der CI-Sekretion im Darm beteiligt sind. Fur
deren Existenz gibt es funktionelle, molekulare und immunhistochemische
Hinweise sowohl im intakten Darmepithel als auch in intestinalen Zelllinien
(29,40,41,48). Diese Frage ist besonders interessant, da hiermit eine
Mdglichkeit bestinde die gastrointestinalen Symptome von Patienten mit
Zystischer Fibrose zu lindern. Trotz zahlreicher Versuche verschiedener

Arbeitsgruppen diese alternativen Anionen-Sekretionswege pharmakologisch
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zu aktivieren, blieb dies im CF-Intestinaltrakt zum Grol3teil erfolglos (34,49,86).
Méglicherweise wird die kiirzlich gegliickte Klonierung der Ca®*-abhéngigen CI-
Kanal-Familie zur weiteren Aufklarung beitragen. Von den bisher bekannten
vier menschlichen Isoformen wird zumindest eine davon, hCaCC1, im

Gastrointestinaltrakt exprimiert.

Die Hoffnungen, die in die Gentherapie gesetzt wurden, konnten bisher nicht
erfullt werden. Sowohl liposomale als auch adenovirale Vektoren erwiesen sich

als ineffektiv. lhre Wirkung war, wenn uberhaupt, nur von kurzer Dauer (34).

1.4.2 Die sekretorische Diarrh6

Eine Vielzahl von Bakterien produziert Enterotoxine, die tiefgreifende Wirkung
auf die CI'-Sekretion haben und zu einem Krankheitsbild fuhren, das unter dem
Begriff ~der sekretorischen  Diarrh6  zusammengefasst wird. Die
Reservekapazitat der intestinalen CI-Sekretion wird oft als
Abwehrmechanismus zum Ausspulen von pathologischen Mikroorganismen
verstanden, um so eine Invasion der Mukosa und ein Ausbreiten der

Erkrankung zu vermeiden (6).

Das Bakterium Vibrio cholerae stellt v.a. in den Entwicklungslandern eine
lebensbedrohliche Ursache von Diarrhd dar. Das von ihm produzierte
Choleratoxin aktiviert Uber seine A-Untereinheit die Adenylatzyklase und damit
die CI-Sekretion irreversibel (56). Infolgedessen verliert der Patient enorme
Fllssigkeits- und Elektrolytmengen von bis zu 20 Litern am Tag. Die Krankheit
ist jedoch in der Regel selbstlimitierend und kann gut mit ausreichender

Flussigkeits- und Elektrolytsubstitution behandelt werden.

Enterotoxische Stamme von Escherichia coli kdnnen zwei Enterotoxine
produzieren: Das hitzestabile Toxin STy, wirkt ahnlich wie das Choleratoxin, das
hitzelabile Toxin ST, fuhrt zu einer Erhéhung von [cGMP].. Sie sind haufige
Ursache fur die sogenannte Reisediarrho (8).

Ein weiterer haufiger Erreger von Durchfall ist Clostridium difficile, der v.a. im

Zusammenhang mit der Einnahme von Antibiotika auftritt. Durch seine beiden
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Toxine A und B, Freisetzung von Substanz P und Aktivierung der Mastzellen

kommt es zu einer schweren Entzindungsreaktion.

Andere Bakterien wie die Salmonellen erhdhen die CI'-Sekretion durch Invasion
des Epithels ohne dass es dabei zur Freisetzung von Toxinen kommt. Aus der
Hochregulation verschiedener Chemokine und Adhasionsmolekiile folgt eine
Migration von Neutrophilen. Die produzierten Prostaglandine rufen dann eine
autokrine Stimulation der intestinalen Sekretion hervor (28).

Auch Gallensduren wirken direkt auf die Epithelzellen, indem sie [Ca®);

erhdhen. Ist die Funktion des lleums infolge von Krankheit oder Resektion
eingeschrankt, gelangen sie ins Kolon, wo sie die Sekretion nennenswert

erhohen konnen (26).

Im Rahmen der sekretorischen Diarrhd konnen somit bakterielle Toxine,
Entzindungsmediatoren, Hormone oder Neurotransmitter zu einer
Fllssigkeitssekretion fuhren, die Uber cAMP-abhangige Stimulation der CI" und
HCOs3-Sekretion erfolgt. Diese stellt damit einen moglicher therapeutischen

Ansatz dar.

1.5 Experimentelles Modell und Fragestellung

Neueste Untersuchungen an einer CFTR-defizienten Pankreas-Zellinie zeigten
verminderte Expressionslevel und eine mangelhafte Aktivierung von NKCC1.
Dies flhrte zu der interessanten Hypothese, dass womdglich die Fehlfunktion
der basolateralen Anionenaufnahme-Mechanismen und nicht die des apikalen
CFTR Ursache des schweren Sekretionsdefekts im Pankreas von CF Patienten
darstellen konnte oder zumindest der Grund fur die fehlgeschlagenen
Stimulationsversuche alternativer apikaler CI-Sekretionsmechanismen sein
konnte (87,88,93).

Um die Regulation von NKCC in nativem CF-Epithel unabhangig von apikalem
CFTR und somit unabhangig von sekundaren Mechanismen wie apikaler CI'-
Sekretion, intrazellularen lonenkonzentrationen und Zellvolumen zu
untersuchen, wurde mangels spezifischer Hemmstoffe fir CFTR Zellen von CF

Knockout Mausen mit defektem CFTR-Allel verwendet. Dieses experimentelle
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Modell eroffnet die Moglichkeit, Expressionslevel, Transportraten und die
cAMP-abhangige Regulation von NKCC in ein und dem selben zellularen

System zu untersuchen.

Der gastroenterologische Phenotyp von CF Knockout Mausen ahnelt stark dem
von CF Patienten und ist durch defekte cAMP- und Ca®‘-abhiangige CI-
Sekretion, gesteigerte Na*-Absorption und Produktion von zahfliissigem Mukus
gekennzeichnet (34,35). 80% der homozygot mutierten Jungen sterben
zwischen dem zweiten und flnften Lebenstag an einem perforierten
Mekoniumileus, die Uberlebenden Tiere gedeihen schlecht und wiegen
typischerweise nur die Halfte ihrer gesunden Geschwister. Eine zweite
Zeitspanne mit hoher Mortalitat liegt etwa um den 21. Lebenstag, dem Zeitpunkt
der ersten alleinigen Nahrungsaufnahme. Altere Tiere leiden v.a. an intestinalen
Obstruktionen (5,35,71). Im Gegensatz zu den menschlichen CF Patienten
weist das Pankreas von CF Mausen keine oder nur eine geringe Pathologie auf
(34). Die CFTR (-/-) Mause zeigen aullerdem keinerlei oder kaum Komplikati-
onen im Respirationstrakt. Es wird vermutet, dass im Respirationstrakt der

Maus tatsachlich alternative, apikale ClI-Kanale existieren (20,34).

Ziel dieser Arbeit war es, genauere Aufschlisse Uber NKCC im nativen
intestinalen CF-Epithel zu bekommen. Die vergleichenden Versuche an
CFTR(+/+) und (-/-) Mausen zielten dabei auf folgende Fragen ab:

e Unterscheiden sich die mRNA Expressionslevel von NKCC in CFTR(+/+)
und (-/-) Mausen?
Dazu wurde die NKCC1-Expression in Magen, Duodenum, Jejunum, lleum,

Kolon und Niere mit Hilfe der semiquantitativen PCR untersucht.

e Wie verhalt sich die funktionelle Transporteraktivitat von NKCC in CF-
Epithelien unter Ruhebedingungen und wahrend cAMP-abhangiger

Stimulation?

Die NKCC-Aktivitat wurde zu diesem Zweck mit Hilfe der NH;"-Puls-Technik
in BCECF-gefarbten Kolonkrypten unter Standardbedingungen und unter

Applikation von 10 yM Forskolin gemessen.
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Es sollte damit zum einen geklart werden, inwiefern basolaterale Transport-
mechanismen in CF-Epithelien zu dem schweren Sekretionsdefekt beitragen

oder sogar dessen Ursache sind.

Gleichzeitig sollten neue Aufschlisse Uber die cAMP-abhangige Regulation von
NKCC gewonnen werden. Es wurden zusatzliche Versuche an Zellen normaler
Futtermause mit dem Chromanol 293B durchgefihrt, um festzustellen, ob eine
cAMP-abhangige Stimulation der NKCC-Aktivitat auch unter Hemmung
basolateraler K'-Kanale und somit fehlender cAMP-abhangiger CI-Sekretion

erfolgen kann.

Die Antworten sollten nicht nur zum besseren Verstandnis von physiologischen
lonentransport-Mechanismen der Cl-Sekretion im  Gastrointestinaltrakt
beitragen, sondern auch die Pathophysiologie der Zystischen Fibrose
hinsichtlich Funktion und Regulation der beteiligten Transporter beleuchten, um
so unter Umstanden der Zukunft neue therapeutische Mdglichkeiten bei der
Behandlung gastroenterologischer Erkrankungen wie der Zystischen Fibrose

oder der sekretorischen Diarrho zu eroffnen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien

In den folgenden Tabellen sind die verwendeten Substanzen, deren Abkurzung
bzw. Inhaltsstoffe und die Bezugsquelle aufgefuhrt. Samtliche Substanzen
waren vom hochsten erhaltlichen Reinheitsgrad. Die Chemikalien fur die
molekularbiologischen Versuche hatten mindestens den Reinheitsgrad ,zur

Analyse, ACS* oder ,fir die Molekularbiologie®.

Der Begriff ddH,0 steht fur bidestilliertes Wasser, das uber eine Milli-Q-Plus

Filteranlage gereinigt wurde.

Als autoklaviert bezeichnete Losungen und Materialien wurden fur 20 Minuten
bei 121 °C und 1 bar Uberdruck autoklaviert (Sanoklav).

2.1.1 Flussigchemikalien

Substanz Abkurzung/ Inhaltsstoffe Bezugsquelle
Aquaphenol Appligene
Bromphenolblau 0,4 % und Sigma,
1 % (W/v) Deisenhofen
Diethylpyrocarbonat DEPC Sigma
100 bp DNA Leiter Gibco BRL
dNTP-Mix 10 mM dATP, dGTP, dCTP, Boehringer
dTTP Mannheim
Dimethylsulfoxid DMSO Sigma/Merck
Essigsaure CH;COOH Merck, Darmstadt
Ethanol 70 % Apotheke
Ethanol absolut Apotheke
Ethidiumbromid-Ldésung Merck
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2 MATERIAL UND METHODEN

First Strand Buffer 5 x 250 mM TRIS/HCI, pH 8,3 Gibco BRL
375 mM KCI
15 mM MgCl;
Glyoxal 40 % Sigma
Guanidiniumisothiocyanat Fluka
Isopropanol Merck
2-Mercaptoethanol Merck/Fluka
Oligo(dT)12-1g-Primer 500 pg/ml Boehringer
Mannheim
PCR-Puffer 10 x 15 mM MgCly, pH 8,7 Qiagen
(genaue  Zusammensetzung
ist Firmengeheimnis)
Q-Losung 5 x Die Zusammensetzung ist Qiagen
Firmengeheimnis
Ready Red Chloroform:lsoamylalkohol Appligene

24:1

Reaktionspuffer 10 x

Restriktionsendonukleasen

New England Bio-

labs, Boehringer

Mannheim
RNA Leiter Gibco BRL
Salzsaure HCI Merck
Spezifische Primer: fir 18s rRNA Ambion, Austin,
forward Primer TX, USA
reverse Primer Gibco BRL
Steriles, bidestilliertes Ampuwa Fresenius
Wasser
Super Script || Rnase H M-MLV reverse Transkriptase, | Gibco BRL

200 u/pl

Taqg-Polymerase S u/pl Qiagen/Sigma
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TBE-Puffer 10 x 108 g TRIS-Puffer Merck
55 g Borsaure
4 ml0,5MEDTA, pH 8,0
Wasserstoffperoxyd 5 % H20, Merck

2.1.2 Feststoffe

Substanz Abkilirzung Bezugsquelle
Agarose DNA Typing Gibco BRL
Grade

Ammoniumchlorid NH4CI Merck

Azosemid Sanofi-Synthe-
labo, Berlin

2'-7'-biscarboxyethyl-5(6)- BCECF Molecular

Carboxyfluorescein-Azetoxymethylester Probes, Leiden,
Niederlande

Bariumchlorid BaCl, Merck

Bovines Serum Albumin, Zellkultur Grad | BSA Paesel und
Lorei, Frankfurt

Borsaure Merck

4 .4'Diisothiocyanostilbene-2,2"- DIDS Sigma

Disulfonsaure

Di-Kalium-Hydrogen-Phospat KoHPO4 Merck

Dithiothreitol DTT Gibco BRL

Ethylendiamintetraessigsaure EDTA, Sigma, Merck

C10H13N20gNas

Forskolin Sigma

Gluconsaurelacton Merck

Glucose Glc Merck

Hydroxy-Ethyl-Piperazinyl-Ethan- HEPES Merck

Sulfonsaure

Kalium-Chlorid KCI Merck

Kalium-di-Hydrogen-Phospat KH,PO4 Merck
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Kalium-Glukonat K-Glc Merck
Kalzium-Chlorid-Dihydrat CaCl; Merck
Kalzium-Glukonat Ca-Glc Merck
Magnesium-Chlorid-Hexahydrat MgCl, Merck
Magnesium-Sulfat MgSO,4 Merck
Natriumacetat C2H302Na Merck
Natrium-Chlorid NaCl Merck
Natrium-Glukonat Na-Glc Merck
Natriumhydroxid (Natronlauge) NaOH Merck
(Di-)Natrium-Phosphat NaPO4, NaHPO, |Merck
Natrium-Pyruvat Na-Pyruvat

Nigericin Sigma
Sarcosyl (N-Lauryl-Sarcosin) 10 % C15H2504SNa Sigma
Natrium-Dodicylsulfat 10 % SDS Sigma/Merck
Tetra-Methyl-Ammonium-Chlorid TMA-CI Sigma
Tetra-Methyl-Ammonium-Hydroxid TMA-OH Merck
Trinatriumdicitrat CsHsNazO7 2H,O | Merck
Tris-(Hydroxy-Methyl)-Aminomethan TRIS Merck
2.1.3 Gase

Substanz Abklirzung Bezugsquelle
100 % Sauerstoff, medizinischer Grad O, Aga
Kohlendioxid CO, Aga

2.1.4 Verbrauchsmaterialien

In dieser Tabelle sind die Verbrauchsmaterialien und die jeweilige Bezugsquelle

aufgelistet.

Material Typ Bezugsquelle

Deckglaschen 18 x 18 mm Menzel

Deckglaschen & 24 mm, rund Laboroptik,
Friedrichsdorf
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Einmalspritzen 2/5/10 und 20 ml Inject
Filter Millex-GS, 22 ym Millipore
Filterpipettenspitzen AGS
Gelelektrophorese-Kammern | DNA Mini Sub Cell Bio Rad
DNA Sub Cell
Kanulen 20G 174, 0,9 x40 mm Braun
Knopfkanulen
Klvette Vierfach-Mikroklvette aus | Beckman
Quarzglas
Ligatur Mersilone 3/0,45 cm Ethicon
Messkammer Bellco Glass, NJ,
Einsatz USA, handge-
fertigt in Uppsala
Objekttrager 76 x 26 mm Menzel
Pasteurpipetten 150 und 230 mm Hirschmann
Pipetten, sterile, serologische |5 und 20 ml Falken
Pipettenspitzen 10/100/1000 pl Eppendorf
Pipettenspitzen 5ml Roth

Polycarbonat-Membranfilter

25 mm, 3 ym Porengrolde

Osmonics Inc,
Minnetonka,
Minnesota, USA

Polypropylen-Rohrchen

2 ml Schraubdeckel-Rea-
genzgefalle

20 ml Ultrazentrifugenrdhr-
chen

30 ml Zentrifugenrohrchen
mit Standfufd und
Schraubdeckel

50 ml Zentrifugenréhrchen

Sarstedt

Reagenzgefalle

Dunnwandig 0,2 und 0,5 ml

Biozym

Reaktionsgefale

1,5 ml

Eppendorf
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Spritzen 3,5,10 und 20 ml Becton

Plastipak, Luer-Lock Dickinson

2.1.5 Gerate

In der folgenden Tabelle sind die verwendeten Gerate, Modellbezeichnungen

und Hersteller aufgefuhrt.

Gerat Typ Hersteller

Autoklav Sanoklav Eberle
Laborgerate-
technik

Einkanal-UV-Vis-Spektrometer Beckman  DU-
640

Feinwaage Kern

Fluoreszenz-Messystem mit Deltascan PTI

Photomultiplier

Arc Lamp

Arc Lamp Power Supply
Optical Chopper
Shutter Controller

2 Personal-Computern

Image Master VDS System Pharmacia
Biotech
Magnetrahrer Combimag RCO |IKA
Mikroskop PIM WPI Inc
Mikroskop Diaphot Nikon
Milli-Q-Plus-Filteranlage Millipore
lonen-Austausch-Material BioRad RG 501-
XG
Osmometer Roebling
pH-Meter pH 91, pH 96 WTW
Pufferumwalzpumpe Bio Rad
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Stabhomogenisator Ultraturrax
Stromquelle fur Gelelektrophorese E-C Apparatus
Corporation, St.
Petersburg,
Florida
Rollenpumpen Masterflex
Rotationsmischer 3300 Eppendorf
Thermo-Cycler Gene-Amp Perkin Elmer
2400/9600/9700
Vortex Retsch
Zentrifuge 3200 Eppendorf

2.1.6 Stammldsungen

Um die Herstellung der Praparations- und Messpuffer zu rationalisieren, wurden
insgesamt vier 10:1 konzentrierte Stammlosungen verwendet. Eine
Stammloésung enthielt die Puffersubstanzen HEPES/TRIS und die
Kaliumphosphatsalze (pH-Stammldsung), eine zweite das Kalziumglukonat und
Magnesiumsulfat (Cl-freie Loésung B), die Barium-Stammlésung enthielt
Bariumchlorid, Ca®*-CI-Dihydrat und Mg?*-CI'-Hexahydrat. Diese drei L&sungen
wurden bei 4 °C im Kuhlschrank aufbewahrt. In der Kalibrationsstammldsung
waren HEPES, Kaliumglukonat und Kaliumchlorid enthalten. Diese konnte bei

-18 °C im Gefrierfach gelagert werden.

2.1.7 Zur Praparation verwendete Tiere

Zur anfanglichen Testung des Versuchsaufbaus wurden Kolonkrypten von
normalen Mausen beiden Geschlechts mit einem Gewicht von 50-100 g von der
Firma Charles River verwendet. Die Tiere wurde mit einer Standard Diat far

Nagetiere geflttert und hatten freien Zugang zu Leitungswasser.

Die CF-Knockout-Mause stammten aus dem Labor von R. Ratcliff, W.H.
Colledge und M. Evans und waren dort in Form von CF Nullmutanten vorher
erzeugt und charakterisiert worden (71). Dabei wurde die Mutation in Form

eines doppelten Gen-Ersatzes erzeugt, der zur Mutation von AF508 sowie einer
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Reihe verschiedener anderer Mutationen im Exon 10 flhren sollte (sog.
Cambridge, kurz CAM-Mutation). Dazu wurde zuerst das normale Gen
unterbrochen, indem das Hypoxanthin Phoshoribosyl Transferase (HPRT)Mini-
Gen innerhalb des CFTR Exons 10 von embryonalen Stammzellen mutiert
wurde. Es wurde dann durch ein Konstrukt ersetzt, das in homologer
Rekombination zu einer Addition von 88 Aminosauren gefolgt von einem
Terminierungs-Codon nach dem Codon fur Arginin 487 von CFTR fuhrt. Die
HPRT-Funktion wurde wiederhergestellt. Diese Mutation unterbricht damit den
CFTR-Lokus im Exon 10. Zwei der veranderten Zelllinien wurden in C57BI/6
Blastozysten injiziert, so dass Chimera-Tiere entstanden. Diese Mause kdnnen
durch ihre Fellfarbe identifiziert werden, wenn die mutierten Stammzellen von
einer weillen Maus und die embryonalen Blastozysten von einer dunklen Maus
stammen. Die Chimera-Mause werden folglich gescheckt sein. Bei der
anschlielRenden Kreuzung entstehen in einem Verhaltnis von 1:2:1 homozygot
gesunde, heterozygote und homozygot mutierte Mause (34). Die homozygoten
CFTR(-/-) Nachkommen konnen mit Hilfe der Polymerase Kettenreaktion und
Southern Blot Analyse von Mauseschwanz-DNA identifiziert werden. Von den
so erzeugten CF-Knockout-Mausen kann kein Wildtypprotein hergestellt
werden, da keines der aus der geschadigten Region entstehenden RNA
Transkripte fur ein funktionstichtiges CFTR Protein kodiert.

Die Aufzucht der Mause fand im Tierstall des Biochemischen Instituts in
Tubingen unter standardisierten Licht- und Klimabedingungen statt. Die
Durchfuhrung der PCR zur Genotypisierung und Auslese der CFTR(-/-) Mause
erfolgte ungefahr vier Wochen nach der Geburt. Sie wurde von Heidi Rossmann
und Christine Neffs durchgefuhrt. Die Methode ist in der Veroéffentlichung von
Seidler et al. (86) unter ,Genotyping of progeny by polymerase chain reaction®
ausfuhrlich beschrieben. Zur PCR-Genotypisierung wurde die aus den
Mauseschwanzen mit Hilfe des QlAamp Gewebekits (Quiagen, Hilden)

gewonnene DNA verwendet.

Um intestinale Elektrolytverluste moglichst gering zu halten und ein optimales
Gedeihen der Mausejungen zu gewahrleisten, erhielten sie nach der Geburt

zusatzlich zur Muttermilch eine proteinreiche Nacktrattendiat, nach vier Wochen
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wurden sie auf eine faserfreie Diat (Special Diet Services, Cambridge, GB)
gesetzt. Die Kafige wurden mit ,Corncob“ (Mucedola, Settimo Milanese, lItalien)
ausgestreut und eine spezielle Polyethylen Glykol-haltige Elektrolyt-
Trinkflissigkeit (Kleanprep, Norgine, Marburg) zur VerflUgung gestellt. Die
Geburtenrate der CFTR(-/-) Mause lag unter der statistisch zu erwartenden,
was auf eine erhohte intrauterine Sterberate hinweist. Einige CFTR(-/-) Mause
starben in den ersten drei Tagen nach Geburt, die hochste Sterberate lag
allerdings um den zweiten Lebensmonat, so dass die Mause meist im Alter von
6-12 Wochen flur die Versuche herangezogen werden konnten. Zum Zeitpunkt
der Versuche wiesen die CF-Mause ein deutliches Wachstumsdefizit
gegenuber ihren normalen Geschwistern auf und sie fielen durch ein
aufgetriebenes Abdomen auf. Der Darm wirkte makroskopisch kleiner und
zarter, er wies allerdings keine lichtmikroskopischen Veranderungen auf. Die
wenigen Uberlebenden konnten nach der kritischen Zweimonatsgrenze gut
gedeihen und holten das anfangliche Wachstumsdefizit in den folgenden
Lebenswochen auf, so dass sie im Alter von 3-4 Monaten ein ahnliches

Aussehen und Gewicht wie inre normalen Geschwister aufwiesen.

Die CFTR(+/+) Geschwistertiere dienten in den durchgeflihrten Versuchen als

Kontrollpopulation.

Das Versuchsprotokoll wurde durch den Universitatstierarzt und das

Regierungsprasidium Tubingen gemal des geltenden Staatsrechts genehmigt.

2.2 Organentnahme und Zellpraparation

2.3 Extraktion, Reinigung und Analyse von mRNA

2.3.1 Allgemeine Bemerkungen zum Arbeiten mit RNA

Bei allen Arbeiten mit RNA muss darauf geachtet werden, Kontamination mit
Ribonukleasen (RNasen) zu vermeiden. RNasen sind ubiquitar vorhanden,
besonders aber auf der Haut anzutreffen. Deshalb mussen immer saubere

Handschuhe getragen werden. Glaswaren werden bei 180 °C mindestens vier
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Stunden lang gebacken, Plastikgerate mit Formaldehyd begast
(Zentralsterilisation des Klinikums) oder mit Diethylpyrocarbonat (DEPC)
behandelt, indem sie Uber Nacht in eine 0,1 %ige DEPC-L6sung eingelegt
werden. DEPC ist ein starker Ribonukleasen Inhibitor. Es gilt als kanzerogen
und muss mit groRer Vorsicht behandelt werden. Lésungen sollten unter dem

Abzug hergestellt werden.

1 ml DEPC wird mit 1 | ddH20 vermischt und unter Ruhren Uber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Um DEPC-Ruckstande vollstandig zu entfernen,
wird das behandelte Wasser anschlieBend zwei mal bei 121 °C und 1 bar
Uberdruck 20 Minuten lang autoklaviert. Das DEPC-behandelte Wasser dient
der Herstellung der verwendeten Puffer, die wenn moglich und ndtig, zum

Beispiel nach Einstellung des pHs, autoklaviert werden.

Alle Chemikalien haben den Reinheitsgrad .fur die Molekularbiologie®. Sie
werden ausschlieBBlich flir die Arbeit mit RNA verwendet und stets mit

Handschuhen geoffnet.

RNA, die spater in enzymatischen Reaktionen (z.B. in der reversen
Transkription) eingesetzt werden soll, wird nicht in DEPC-behandeltem,
sondern in autoklaviertem ddH20 aufgenommen, da bereits geringste DEPC-

Rickstande diese Reaktionen hemmen kdénnen.

2.3.2 Lyse der Zellen und Homogenisieren des Gewebes fur die RNA-

Extraktion

Die Lyse der Zellen und das Homogenisieren des Gewebes, sowie die ersten
Schritte der RNA-Extraktion sind fur die spatere Qualitat der RNA von
besonders grof3er Bedeutung. Auch wenn das Homogenisieren in der Losung D
erfolgt, die den starken RNase Inhibitor Guanidiniumisothiocyanat enthalt, sollte
so schnell wie mdglich und auf Eis gearbeitet werden, um eine Degradation der

RNA zu vermeiden.

Zu Beginn erfolgt die Herstellung der Losung D nach Chomczynski und Sacchi
(19):
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250 g 4 M Guanidiniumisothiocyanat werden in der Flasche des Herstellers mit
293 ml DEPC-behandeltem Wasser, 17,6 ml 0,75 M Natriumcitrat, pH 7,0 und
26,4 ml 10 % Sarcosyl versetzt und bei 65 °C Uber Nacht gelost. Die Losung
kann mindesten drei Monate bei Raumtemperatur gelagert werden. Vor

Gebrauch werden der Lésung 7,2 pl 2-Mercaptoethanol pro ml zugesetzt.

Beim Homogenisieren von Zellen wird die Zellsuspension bei 4 °C und 173 g
funf Minuten lang zentrifugiert. Der Uberstand wird griindlich abgesaugt und pro
1 x 107 Zellen 1 ml kalte Lésung D auf das Zellpellet gegeben. Um die Zellen zu
lysieren und genomische DNA zu scheren wird das Gemisch auf Eis gestellt

und 20 mal durch eine lange, dunne Kanule gepresst.

Zum Homogenisieren von Gewebe wird es mit zwei Skalpellen in so kleine
Stucke wie moglich geschnitten und gewogen. Pro Gramm Gewebe werden
10 ml kalte Lésung D hinzugefligt. Das Gemisch wird auf Eis gestellt, mit dem
Stabhomogenisator homogenisiert und anschlieBend zehn mal durch eine

lange, dunne Kanule gepresst.

Die homogenisierten Zellen oder Gewebe konne nun entweder sofort zur RNA-

Extraktion verwendet oder bei -80 °C gelagert werden.

2.3.3 Extraktion von Gesamt-RNA

Zur Extraktion der Gesamt-RNA wurde die von Chomczynski et al.
beschriebene Methode (19) modifiziert:

Dem Zell- bzw. Gewebehomogenat werden nacheinander 1/10 Volumen 2 M
Natriumacetat, 1 Volumen Aquaphenol und 1/5 Volumen Ready Red
hinzugefigt und nach jeder Zugabe jeweils funf Minuten geschuttelt.
Anschlie®end wird 30 Minuten bei 4 °C zentrifugiert: 2 ml Reagenzgefalle bei
10000 g, 30 und 50 ml Zentrifugenréhrchen bei 6000 g. Nach der Zentrifugation
befindet sich die RNA in der wassrigen Phase, wahrend sich DNA und Proteine
in der Interphase und der organischen Phase befinden. Die obere, wassrige
Phase wird vorsichtig abgenommen, erneut mit Aquaphenol und Ready Red
ausgeschuttelt und zentrifugiert. Wieder wird die obere Phase abgenommen,

dann allerdings mit 2/3 Volumen Aquaphenol und 1/3 Volumen Ready Red
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versetzt, um Phenolreste so grundlich wie moglich aus der wassrigen Phase zu
entfernen, wieder wird geschuttelt und zentrifugiert. Die wassrige Phase wird
mit 9/10 Volumen Isopropanol gemischt und mindestens eine Stunde auf
Trockeneis oder bei -20 °C Uber Nacht gefallt. Je nach Volumen wird in 2 ml
ReagenzgefalRen oder 20 ml Ultrazentrifugenréhrchen bei 18000 g und 4 °C
40 Minuten zentrifugiert. Es folgt das Waschen des RNA Pellets mit 70 %
eiskaltem Ethanol. Schlie8lich wird die RNA zehn Minuten lang unter Vakuum
getrocknet und in einem geeigneten Volumen ddH,O fir die RT-PCR

aufgenommen.

Die RNA wird bei -80 °C entweder in H,O oder besser als Ethanol-Fallung
gelagert.

2.3.4 Spektrometrische Konzentrationsbestimmung von RNA-Losungen

Zur Konzentrationsbestimmung wird die Absorption der heterozyklischen,
aromatischen Ringe der Purin- und Pyrimidinbasen im Bereich von 260 nm
ausgenutzt  (80). Doppelstrang-DNA,  Einzelstrang-DNA, @ RNA und
Oligonukleotide besitzen infolge des unterschiedlichen Ausmalies der
Basenstapelung verschiedene Extinktionskoeffizienten. Eine Extinktion von 1
entspricht bei Doppelstrang-DNA einer Konzentration von ca. 50 ug/ml, bei
Einzelstrang-DNA und RNA ca. 40 pg/ml und bei Oligonukleotiden ca. 20 pg/ml.
Zur Bestimmung sehr kleiner Nukleinsdure-Mengen ist die Methode nicht
geeignet. Die Messloésung muss zur Konzentrationsbestimmung im Einkanal-

UV-Vis-Spektrometer mindestens 1 pg/ml enthalten.

Um die Reinheit der DNA-LGsung abschatzen zu konnen, ist eine zweite
Extinktionsmessung bei 280 nm noétig, bei der die aromatischen Reste von
Proteinen stark absorbieren. Gereinigte DNA-LAsungen sollten ein Egso/E2s0-
Verhaltnis von 1,8 bis 2,0 aufweisen. Niedrigere Werte weisen auf eine
Verunreinigung mit Proteinen oder Phenol hin. Fur in ddH,O geloste RNA wird
im Allgemeinen etwas niedrigere Werte als fur in TE-Puffer geloste RNA

errechnet.
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RNA-L6sungen sind haufig zahflissig, so dass bei der Verdunnung fur die
photometrische Konzentrationsbestimmung haufig Pipetierfehler auftreten.

Mehrfachbestimmung sind angeraten, um verlassliche Messwerte zu erhalten.
Arbeitsvorschrift:

Die RNA-L6sung wird gewdhnlich 1:100 in ddH,O oder TE-Puffer verdinnt. Fur
die Leerwert-Bestimmung wird die Klvette mit 150 ul der Flissigkeit geflllt, in
der die RNA gel6st ist, und die Extinktion bei 260 und 280 nm im Einkanal-UV-
Vis-Spektrometer gemessen. AnschlieBend werden 150 pl der RNA-
Verdinnung in die Kulvette geflllt und die Extinktion bei den genannten
Wellenlangen gemessen. Vom jeweiligen Messwert zieht das Gerat den
Leerwert ab. Die tatsachliche Nukleinsdure-Konzentration in der

Ausgangsprobe wird wie folgt berechnet:
[dsDNA] = ODgs0 x 50 ug/ml x Verdliinnungsfaktor
[ssDNA/ RNA] = OD2gp x 40 pug/ml x Verdunnungsfaktor

[Oligonukleotide] = OD2gp x 20 pg/ml x Verdunnungsfaktor

2.3.5 Elektrophorese von RNA im Glyoxal-Gel

Die Elektrophorese von RNA dient der Uberpriifung der RNA Qualitat. Sie sollte
grundsatzlich zwei Bedingungen erfiillen: Die Trennscharfe sollte gut und die
RNA weitgehend vor Degradation durch RNasen geschitzt sein. Diese
Bedingungen erfullen sowohl Glyoxal- als auch Formaldehyd-Gele (80).
Glyoxal-Gele (16) sind im Vergleich mit Formaldehyd-Gelen etwas schwieriger
zu handhaben, laufen langsamer und bendtigen eine Umwalzung des Puffers
wahrend dem Lauf, um die Entstehung eines zu groRen pH-Gradienten
wahrend der Elektrophorese zu vermeiden. Andererseits sind die bendtigten
Reagenzien fir Glyoxal-Gele weniger toxisch und wenn anschlielend ein
Northern Blot durchgefihrt wird, ergeben sich scharfere Banden als bei
Formaldehyd-Gelen (67).
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Arbeitsvorschrift:

40 %ige Glyoxal-Lésung wird durch Filtration mit lonenaustausch Material so
lange deionisiert bis ein pH-Wert Uber 5,0 erreicht ist. Deionisiertes Glyoxal wird
in 56 pl Aliquots bei -80 °C gelagert.

Es wird eine 0,5 M Natriumphosphat-Stammlésung aus 0,5 M NaH,PO,4 und
0,5 M NayHPO,4 im Verhaltnis 1:1 gemischt. Aus 40 ml Natriumphosphat-
Stammlosung und 1960 ml ddH,O wird ein 10 mM Natriumphosphat-Puffer

hergestellt.

Der Glyoxalmix besteht aus 56 yl 40 % deionisiertem Glyoxal, 200 yl DMSO,
8 pl 10 % SDS und 8 pl 0,5 Natriumphosphat-Stammlésung.

AuBerdem wird eine 0,2 M Natriumacetat-Losung angesetzt, indem 0,2 M
Natriumacetat so lange mit 0,2 M Essigsaure versetzt wird, bis ein pH von 5,2

erreicht ist.

Die RNA wird mit Glyoxal und DMSO denaturiert, um Sekundarstrukturen
aufzulésen und eine Degradation durch RNase A zu verhindern. Die in 5 pl
geldste RNA (1 bis 30 pg Gesamt-RNA) wird mit 10,8 uyl Glyoxalmix vermischt
und eine Stunde bei 50 °C inkubiert. Als Molekulargewichtsstandard werden 1
bis 3 yul RNA Leiter mit DEPC-H,O auf 5 pl aufgeflllt und wie die Ubrigen
Proben behandelt.

Zur Trennung von RNA Spezies kleiner 1 kb Lange wird gewdhnlich ein
1,4 %iges Agarose-Gel verwendet, fir RNA Spezies grofler als 1 kb ein
1,2 %iges Gel. Es wird die entsprechende Menge Agarose abgewogen, mit
10 mM Natriumphosphat-Puffer auf 50 ml aufgegossen und gekocht bis sich die
Agarose vollstandig geldst hat. Nach Abkuhlen der Lésung auf 60 °C wird das
Gel in einen 25 cm langen Geltrager gegossen und ein passender Kamm

eingesetzt. Es bendtigt etwa 30 Minuten bis es erkaltet und fest geworden ist.

Die Kammer wird zunachst mit Wasser und Seife ausgewaschen, um eventuell
anwesende RNasen so grundlich wie moglich zu entfernen. 15 Minuten lang
wird 10 % H2O,, 5 Minuten DEPC-H,O, 15 Minuten 70 % Ethanol und
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abschlie3end wieder 5 Minuten DEPC-H,0O durch die Kammer gepumpt. Fir die

Elektrophorese wird die Kammer mit 10 mM Natriumphospat-Puffer gefilit.

Das Gel wird in die Kammer eingesetzt. Die glyoxalisierten Proben werden
durch kurzes Zentrifugieren gesammelt und auf Eis gestellt. 2 pl Ladepuffer
werden hinzupipetiert und die Proben in die Geltaschen geladen. Das 50 ml Gel
lauft bei 70 V eine Stunde lang. Nach dem Einlaufen der Proben in das Gel wird
der Puffer mit 20 ml/min umgewalzt. Wenn die Bromphenolblau-Bande 1 bis 2

cm vor Gel-Ende angelangt ist, wird die Elektrophorese beendet.

Um die rRNA-Banden unter UV-Licht sichtbar zu machen, wird es mit
Ethidiumbromid gefarbt. Hierfir muss die RNA zunachst durch eine 15-minttige
Inkubation in 0,1 M NaOH deglyoxalisiert werden. Um durch Ansauern das
Interkalieren der Ethidiumbromid Molekdle in die RNA-Helix zu verbessern, wird
das Gel zwei mal 15 Minuten lang in 0,2 M Natriumacetat, pH 5,2 geschuttelt.
Die eigentliche Farbung erfolgt 15 bis 20 Minuten in der Ethidiumbromid-
Farbelésung. Nach 15minutigem Entfarben in ddH,O wird das Gel unter
Fluoreszenzanregung mit UV-Licht mit dem Image Master VDS System

digitalisiert und Uber den eingebauten Thermosublimationsdrucker ausgegeben.

2.4 RT-PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion nach cDNA-Synthese durch

reverse Transkription)

Die RT-PCR ist eine beliebte Methode zur Analyse von Gen-Transkripten, da
sie eine hohe Sensitivitat aufweist, sehr schnell Ergebnisse erzielt werden
kénnen, und aullerdem die Mdglichkeit besteht, die erhaltenen PCR-Produkte
zu klonieren und zu sequenzieren. Die so klonierten cDNA-Fragmente konnen

zum Beispiel im Northern Blot als Sonde verwendet werden.

Zunachst wird RNA aus Gewebe oder Zellen isoliert (s. Kap. 2.3.2 und 2.3.3)
und als Matrize zur Synthese komplementarer DNA (cDNA) durch reverse
Transkription (RT) benutzt . Diese cDNA dient anschlielRend in der PCR als
Probe (77). Die Primer werden so ausgewahlt, dass eine bestimmte cDNA-
Region amplifiziert wird. Nach Denaturierung der cDNA und anschlieRender

Hybridisierung der Primer an die cDNA-Matrize (Annealing) folgt die
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Verlangerung der Primer durch eine thermostabile Polymerase, z.B. die Tag-
Polymerase (Extension). Durch zyklische Anwendung der Schritte
Denaturierung, Annealing und Extension gelingt die Amplifikation des

gewunschten cDNA-Fragments (11).

2.4.1 Primer-Design

Zur Auswahl der Primer wurde das Programm ,PRIMER®, ein Bestandteil der
Sequenzanalyse-Software Husar, EMBL (European Molecular Biology
Laboratories) Heidelberg, zu Hilfe genommen. Die Primer sollten folgende
Eigenschaften besitzen: eine Dimer-Bildung zwischen den beiden Primern und
eine Sekundarstruktur-Bildung innerhalb eines Primers sollte unwahrscheinlich
sein. Der GC-Gehalt sollte zwischen 40 und 70% liegen und dem der zu
amplifizierenden Sequenz ahnlich sein. Wenn moglich sollte die Stabilitat des
Primers am 5‘-Ende gréller sein als am 3‘-Ende. Die Schmelztemperatur Tp,
(berechnet nach der ,nearest-neighborhood“-Methode) der beiden Primer ist
ahnlich (maximaler Unterschied 1 °C) und liegt bei ca. 60 °C. Die Primer sind
jeweils 18-24 bp lang. Um nur ein einziges, spezifisches DNA-Fragment zu
amplifizieren, sollte die Primer-Sequenz in dem cDNA-Fragment nicht
wiederholt vorkommen und keine groBe Ahnlichkeit mit anderen Sequenzen
aufweisen. Deshalb wurde mit Hilfe der Alogorithmen ,BLASTN® und ,FASTA®
die Datenbanken des EMBL nach der Primer-Sequenz ahnlichen Sequenzen
durchsucht. Nur nach negativem Suchergebnis wurde der Primer in der PCR

eingesetzt. Die Primer-Synthese erfolgte durch die Firma Gibco BRL.

2.4.2 Reverse Transkription, RT

Bei der reversen Transkription wird mit Hilfe einer reversen Transkriptase aus
RNA die komplementare DNA (cDNA) synthetisiert.

Arbeitsvorschrift:

Es wurde ein 25 pl Reaktionsansatz hergestellt, in dem bis zu 4 pg Gesamt-

RNA revers transkribiert werden konnen.
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Folgende Komponenten wurden auf Eis in ein steriles 1,5 ml Reagenzgefal®

gegeben, gemischt und durch kurzes Zentrifugieren gesammelt:

Oligo(dT)12-1g-Primer (500 pg/ml) 1,25 pl
Gesamt-RNA 0,5-4 g

mit autoklaviertem ddH,O auf 15,5 ul aufflillen

Ein zusatzlicher Ansatz enthielt zwar alle RT-Reagenzien, aber keine Gesamt-
RNA (,Leer-Transkript‘), um spater in der PCR die Komponenten der RT-

Reaktion auf Kontamination tUberprufen zu kdnnen.

Das Gemisch wurde bei 70 °C 10 Minuten lang denaturiert, 2 Minuten auf Eis
abgekuhlt und durch kurzes Zentrifugieren gesammelt. Auf Eis wurde dem

Ansatz folgendes hinzugefligt:

5 x First Strand Buffer 5ul

0,1 MDTT 2 ul
10 mM dNTP-Mix 1,25 pl
Super Script Il 1 ul

Der Inhalt wurde gemischt und durch kurzes Zentrifugieren gesammelt.

Die reverse Transkription erfolgte 50 Minuten bei 42 °C. Nach 15minutiger
Inaktivierung bei 70 °C kann die cDNA-Probe nun sofort in der PCR eingesetzt
oder bei -20 °C gelagert werden.

2.4.3 PCR (Polymerase-Kettenreaktion)

Bei der PCR erfolgt die cDNA-Amplifikation exponentiell. Deshalb mussen
selbst kleinste Verunreinigungen von Reagenzien und Materialien mit PCR-
Produkt vermieden werden. Das Pipetieren des PCR-Ansatzes und die Analyse
des PCR-Produktes finden raumlich getrennt statt, wobei jeweils ein hierfir
reservierter Pipetten-Satz verwendet wird. Alle Reagenzien fir die PCR werden
in Aliquots gelagert. Steriles, bidestilliertes Wasser wird literweise verpackt

bezogen (Ampuwa, Fresenius). Reagenzien, die vermutlich mit PCR-Produkt
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kontaminiert sind, werden ausgetauscht, verunreinigte Gegenstande mit UV-
Licht bestrahlt oder mit 1 M HCI behandelt.

Arbeitsanweisung:

Fir einen 100 pl-Ansatz wurden folgende Komponenten in einem auf Eis
vorgekuhlten dinnwandigen 0,2 ml Reagenzgefald in der angegebenen
Reihenfolge gemischt. Der PCR-Mix wurde fiur alle Reaktionen, die unter
gleichen Bedingungen ablaufen sollen, gemeinsam in einem 1,5 ml
Reagenzgefal® angesetzt, gemischt und anschlieend auf die einzelnen

Reagenzgefalie verteilt.

Komponenten Volumen/Reaktion |Endkonzentration
PCR-Mix |10 x PCR-Puffer 10 ul 1x
5 x Q-Ldsung 20 yl 1 X
10 mM dNTP-Mix 2l 200 uM
10 pM forward Primer |4 ul 0,2 uM
10 uM reverse Primer |4 pl 0,2 uM
Ampuwa (steriles 54,5 pl + x pl -
Wasser)
cDNA Reverses Transkript |5 pl 0,5-4 ug/100 pl
aus RT
Enzym Taq DNA Polymerase |0,5 pl 2 u/pl

Die verwendeten Primersequenzen sind in Kap. 3.2.2 aufgefuhrt.

Neben der eigentlichen Reaktion wurden bei jeder PCR Negativ-Kontrollen
durchgefuhrt:

e Zur Prifung der PCR-Reagenzien auf Kontamination wurde die cDNA-Probe
durch Ampuwa ersetzt.
e Um die RT-Reagenzien auf Kontamination zu Uberprifen, wurde die cDNA-

Probe durch ,Leer-Transkript® ersetzt (s. Kap. 2.4.2).
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e Zur Prufung der bei der RT eingesetzten RNA auf Verunreinigung mit DNA,

wurde die cDNA-Probe durch die nicht revers transkribierte RNA ersetzt.

Sofort nach der Zugabe der Tag-Polymerase wurden die Proben in den
Thermo-Cycler gesetzt. Da der Deckel des Gerats beheizt ist, und so ein
Verdunsten der Proben verhindert wird, ist das Uberschichten mit Mineralél

nicht nétig. Im Folgenden wird ein Standard-Programm fir den Thermo-Cycler

dargestellt:

Denaturierung der cDNA zu Beginn 3 Minuten 94 °C
3-Schritt PCR:

Denaturierung 1 Minute 94 °C
Annealing* 1 Minute 54-70 °C*
Extension 1,5 Minuten 72 °C
Zahl der Zyklen 20-42

Verlangerung der PCR-Produkte am |10 Minuten 72 °C
Ende

* die optimale Annealing-Temperatur muss fur jedes Primer-Paar ermittelt
werden (s. Kap. 3.2.3)

Die Proben kdonnen nach Beendigung der PCR Uber Nacht bei 4 °C oder bei
-20 °C uber langere Zeit gelagert werden. Ein Aliquot der PCR-Reaktion diente

der Auftrennung mit der Agarose-Gelelektrophorese (s. Kap. 2.4.4).

Fand sich eine Bande in der erwarteten GrofRe, wurde der Rest der PCR-
Reaktion gefallt (s. Kap. 2.4.5) und mit Restriktionsendonukleasen verdaut (s.
Kap. 2.4.6). Die entstandenen Fragmente wurden in einem Gel

elektrophoretisch getrennt.

2.4.4 Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA-Fragmenten

Far die Auftrennung doppelstrangiger, linearisierter DNA-Fragmente eignen
sich Agarose-Gele. Standard-Agarose-Gele zwischen 0,5 und 1,8 % trennen
DNA-Fragmente zwischen 0,3 und 30 kb. Als Laufpuffer wurde 1 x TBE
verwendet, der gegenuber dem TAE-Puffer den Vorteil hat, dass er scharfere

Banden und hochauflosendere Gele liefert.
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Arbeitsanweisung

Fir 10 x TBE- Puffer wurden 108 g TRIS, 55 g Borsaure und 4 ml 0,5 M EDTA
pH 8,0 mit ddH,O auf einen Liter aufgeflllt. Zur Verwendung wurde der Puffer
1:50 mit ddH,0 verdunnt.

Folgende Tabelle stellt die Auflésung von Standard-Agarose-Gelen (2) dar:

Standard- Agarose (%) Gel-Auflésung fur lineare DNA-Fragmente (kb)
0,5 30-1

0,7 12-0,8

1,0 10-0,5

1,2 7-04

1,5 3-0,2

GieRen des Gels (1,5 %Gel):

Das Volumen der herzustellenden Agarose-Losung wurde der GrolRe des
jeweiligen Geltragers angepasst. Ein Geltrager flr die DNA Sub Cell Kammer
umfasste entweder 100 oder 200 ml. 1,5 bzw. 3,0 g Agarose wurden mit 1 x
TBE-Puffer auf 100 bzw. 200 ml aufgegossen und im Mikrowellenherd erhitzt
bis die Agarose vollstandig geldst war. Verdampfte Flussigkeit wurde mit ddH,O
ersetzt. Nach Zugabe von 2,5 ul Ethidiumbromid-Stammlésung pro 50 ml Puffer
lies man die Losung auf 60-70 °C abkuhlen, goss sie in den Geltrager, setzte
den gewlnschten Kamm ein und lies das Gel mindestens 30 Minuten erkalten
und fest werden. Das Gel wurde in die Kammer gesetzt, die mit 1 x TBE-Puffer

und 0,5 ug/ml Ethidiumbromid gefullt war.
Probenvorbereitung:

17 ul der Probe wurden mit 2 ul Gelladepuffer versetzt, so dass der
Gelladepuffer 1:10 verdinnt vorlag. Durch den Gelladepuffer wird die Dichte der

Probe erhéht und ihr Einsinken in die Geltasche ermoglicht. Er farbt die Probe
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und erleichtert damit das Auftragen auf das Gel. Die in ihm enthaltenen

Farbstoffe wandern mit reproduzierbarer Geschwindigkeit zur Anode.

1 ul der Molekulargewichtstandard-Leiter (1 pug) wurden mit 2 ul Gelladepuffer
versetzt und mit Ampuwa-H,O auf 20 pl aufgeflllt. Der Standardleiter und die

Proben wurden dann in die Taschen des Gels eingefillt.
Gel-Lauf und Dokumentation des Ergebnisses:

Die Elektrophorese erfolgte bei konstanter Spannung, wobei 10-20 V pro cm
Gel angelegt wurden. Wahrend des Laufs interkalieren Ethidiumbromid-
Molekule in die DNA-Helix. Mit UV-Licht der Wellenlange 312 nm wurde die
Fluoreszenz der gefarbten DNA angeregt. Mit Hilfe des Image Master VDS
Systems wurden die Banden digitalisiert und das Bild Uber einen Thermo-

sublimationsdrucker ausgegeben.

2.4.5 Aufkonzentrieren von DNA durch Ethanol-Fallung

Verdinnt vorliegende DNA kann auf zwei Arten aufkonzentriert werden. Bei der
einen Art kann mit Hilfe einer Speed Vac der Probe Wasser entzogen und damit
die Konzentration erhoht werden. Ein Nachteil dieser Methode ist, dass
verunreinigende Salze im gleichen Male wie die DNA konzentriert werden. Die
zweite Art stellt die Ethanol-Fallung dar (80), bei der man zwar mit einem
Materialverlust von 10 bis 20 % rechnen muss, verunreinigende Salze und

Proteine werden jedoch weitgehend entfernt.
Arbeitsanweisung:

3 M Natriumacetat wurde unter Kontrolle des pH-Wertes so lange 3 M

Essigsaure hinzugeflugt, bis ein pH-Wert von 7,0 erreicht war.

Der DNA-Probe wurden 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat und 2 Volumen
absoluten Ethanols zugeflgt. Der Ansatz wurde gemischt und die DNA bei
-20 °C Uber Nacht oder eine Stunde auf Trockeneis gefallt. Nach 40 Minuten
Zentrifugation bei 18000 g und 4 °C wurde der Uberstand abgesaugt, 1
Volumen eiskaltes Ethanols auf das Pellet gegeben und 15 Minuten bei

18000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut griindlich abge-
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saugt und das Pellet 10 Minuten unter Vakuum getrocknet. Abschliel3end wurde

die DNA in der gewlnschten Menge ddH,O aufgenommen.

2.4.6 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen vom Typ Il schneiden doppelstrangige DNA
spezifisch an palindromischen Sequenzen, die flir das jeweilige
Restriktionsenzym charakteristisch sind. Sie erzeugen dabei entweder 3'- oder
5-Uberhangende Enden einzelstrangiger DNA (sticky ends) oder glatte Enden
(blunt ends). Je nach Enzym variiert Pufferzusammensetzung und Temperatur,
bei denen die Reaktion bezlglich Spezifitdt und Geschwindigkeit optimal
ablauft.

Arbeitsvorschrift:

Folgende Komponenten wurden gemischt und durch kurzes Zentrifugieren

gesammelt:

Plasmid-DNA X Mg
Restriktionsenzym (10 u/pl) 2 u/ug Plasmid-DNA
Reaktionsenzym (10 x) 1/10 Endvolumen

Der Ansatz wurde mit ddH,O auf das gewlnschte Endvolumen aufgefullt

Sofern nicht anders vermerkt wurde die analytische Verdauung mit 0,2 bis 1 ug
in einem Gesamtvolumen von 15 pl durchgefuhrt. Der Verdau erfolgte 3 bis 12

Stunden bei der flr das jeweilige Enzym optimalen Temperatur.

2.4.7 Semiquantitative RT-PCR

Zur Analyse der Gen-Expression wird neben dem Northern Blot die
semiquantitative RT-PCR verwendet. Es wurde gezeigt, dass ihre Sensitivitat
weit grofler ist als die herkdmmlicher RNA-Blot Techniken (15,99). Dies eroffnet
die Moglichkeit, sehr seltene mRNA Spezies zu detektieren. Die sehr hohe
Sensitivitat dieser Methode fuhrt jedoch dazu, dass es schwierig wird,
quantitative Informationen mit Hilfe der RT-PCR zu erhalten. Vor allem die zwei
enzymatischen Reaktionen, die reverse Transkription der RNA in DNA (s. Kap.

2.4.2) und die Polymerase-Ketten-Reaktion (s. Kap. 2.4.3), stellen ein Problem
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dar. Die exponentielle Amplifikation des PCR-Produkts wahrend der PCR flhrt
zu gravierender Verstarkung von ursprunglich nur kleinen Fehlern. Trotzdem
kann die RT-PCR gute quantitative Ergebnisse liefern, wenn die Methode
entsprechend modifiziert wird (22,53). Im folgenden werden nur die Arbeitslaufe
beschrieben, die von der in Kapitel 2.4.3 beschriebenen PCR abweichen, und
die Besonderheiten erwahnt, die fir die semiquantitative Auswertung der PCR

besonders wichtig sind (76).

Reverse Transkription

Nach einer moglichst exakten photometrischen Konzentrationsbestimmung der
Gesamt-RNA Proben wurde die reverse Transkription (s. Kap. 2.4.2) angesetzt.
Es wurde darauf geachtet, dass die zu vergleichenden Proben genau gleich
behandelt wurden. Die Reverse Transkriptase wurde immer von der Firma
Gibco BRL bezogen und eine Versuchsreihe moglichst mit der gleichen Charge
Enzym durchgeflihrt, um auch geringfugige Aktivitdtsschwankungen zwischen
verschiedenen Enzymen oder Chargen zu vermeiden. Bevor die neu
synthetisierte cDNA in der PCR als Matrize eingesetzt wurde, musste die Probe

durch mehrfaches Aufziehen in der Pipette grindlich gemischt werden.

Polymerase-Ketten-Reaktion, PCR

Die Komponenten des PCR-Ansatzes entsprachen denen aus Kapitel 2.4.3. Die
cDNA-Proben wurden in dinnwandigen 0,2 ml Reagenzgefalen auf Eis
vorgelegt. Der PCR-Mix und die Tag-Polymerase wurden fur alle Proben
gemeinsam in einem 1,5 ml Reagenzgefal® auf Eis gemischt und anschliel3end

auf die Reagenzgefalde verteilt, die die cDNA-Matrize enthielten.

Das PCR-Programm fur den Thermo-Cycler entsprach mit einer Ausnahme

dem in Kapitel 2.4.3 beschriebenen:

Die PCR wurde ab dem Zyklus, nachdem die PCR-Produkte vermutlich zum
ersten mal auf einem Agarose-Gel nachweisbar werden, alle zwei Zyklen
unterbrochen. Bei jeder Unterbrechung wurden 12 ul Aliquots aus der PCR-
Reaktion entnommen, wahrend die Temperatur bei 72 °C gehalten wurde. Nach
der densitometrischen Auswertung der Banden konnte so die Kinetik der

Primer-Paare errechnet werden.
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2.4.8 Semiquantitative Auswertung der Banden
Theoretische und praktische Eigenschaften der PCR (modifiziert nach (22,53)):

Die Menge an PCR-Produkt nimmt wahrend der Reaktion exponentiell zu. Unter

idealen Bedingungen verdoppelt sie sich bei jedem Zyklus nach folgender

Gleichung:
N = Ng2" (1)
mit N = Anzahl an amplifizierten Molekulen
No = Anzahl der Molekile zu Beginn der Amplifikationszyklen
n = Anzahl der Amplifikationszyklen

Folgende Schemazeichnung stellt sich graphisch dar:

>
>

N (Molekiile)
N (Molekiile)

n (Zyklen) > N, (Molekiile) >

In der Praxis liegen meist nicht ideale Bedingungen vor, deshalb lasst sich der
PCR-Prozess durch folgende Gleichung beschreiben:

N=No(1+E)" (2
mit E = Amplifikationseffizienz
Bereits geringe Schwankungen der Amplifikationseffizienz (E) fuhren zu grof3en
Unterschieden, bezuglich der Menge an resultierendem PCR-Produkt. E ist
dabei von verschiedenen experimentellen Faktoren abhangig: von der
amplifizierenden Sequenz, der Primer-Sequenz, der Lange der zu

amplifizierenden Sequenz und von der Verunreinigung der Probe.

Die Menge zweier PCR-Produkte kann also nur verglichen werden, wenn ihre

Amplifikationseffizienzen sehr ahnlich sind.

Im Experiment findet zunachst eine Vervielfachung des PCR-Produktes nach
Gleichung (2) statt. An einem bestimmten Punkt im Verlauf der Reaktion wird

die Vermehrung jedoch zunehmend langsamer und schliel3lich bleibt die Menge
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an PCR-Produkt im Reaktionsgemisch gleich. Dieses Phanomen wird Plateau-
Effekt genannt. Der Verlauf einer typischen PCR-Reaktion sieht also

folgendermalien aus:

>
>

N (Molekiile)
N (Molekiile)

n (Zyklen) > N, (Molekiile) >

Dieser Plateau-Effekt kann folgende Grinde haben:

e Das PCR-Produkt hat eine Konzentration im Reaktionsgemisch erreicht, bei
der die Reassoziation mit dem Primer-Annealing konkurriert.

e Das molare Verhaltnis von Tag-Polymerase zu Probe fallt unter einen
kritischen Wert.

¢ Inhibitoren der Polymerase, wie zum Beispiel Pyrophosohate, akkumulieren.

e Eine weitere Komponente im Reaktionsgemisch wird limitierend.

Die Menge zweier PCR- Produkte kann also nur verglichen werden, wenn sich

die Reaktion in ihrer exponentiellen Phase befindet. In der Plateau-Phase ist

kein Vergleich moglich.
Schreibt man Gleichung (2) in ihrer logarithmischen Form ergibt sich
LogN=[Log (1 +E)ln+LogNo (3)

Tragt man Log N gegen die Zyklenzahl n auf, erhalt man wahrend der
exponentiellen Phase der Reaktion eine Gerade. In der Sattigungsphase der

Reaktion flacht die Kurve ab:

>

Log N (Molekiile)

n (Zyklen) >
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Die Quantifizierung von PCR-Produkten mit Hilfe von internen Standards
(18):

Um Unterschiede zwischen dem Inhalt verschiedener Reagenzgefal’e (durch
Ladefehler, Pipetierfehler etc. ) abschatzen zu kdénnen, wird eine Sequenz, die
in allen Proben gleich exprimiert ist, als Standard amplifiziert. Aus Gleichung (2)
ergibt sich fur den Vergleich zweier PCR-Produkte wahrend der exponentiellen

Phase der Reaktion

Nop / Nos = Np (1 + Es (1+E,)"  (4)

mit N, = Anzahl an amplifizierten Proben-Molekulen
Ns = Anzahl an amplifizierten Standardmolekulen
Nop = Anzahl der Proben-Molekile zu Beginn der Amplifikationszyklen
Nos = Anzahl der Standardmolekile zu Beginn der Amplifikationszyklen
E, = Amplifikationseffizienz der Probe
Es = Amplifikationseffizienz des Standards

=]
I

Anzahl der Amplifikationszyklen

Ist auRerdem E, = Es, und geht man davon aus, dass die optische Dichte
(integrierte optische Dichte, ODI) der Bande im Gel proportional zur Menge des
PCR-Produkts ist, dann kann das Verhaltnis Probe zu Standard wie folgt

berechnet werden:

Nop / Nos = ODI, / ODls (5)

mit ODI, = optische Dichte der Proben-Bande
ODlIs = optische Dichte der Standardbande

A

Standard
Probe

Log ODI

n (Zyklen) >

Das Verhaltnis der verschiedenen Proben zum Standard liefert schliel3lich eine

Aussage Uber das Verhaltnis der Proben zueinander.
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Auswertung einer semiquantitativen PCR:

Das Ethidiumbromid-gefarbte Gel wurde mit Hilfe des Image Master VDS
Systems digitalisiert und die Bilddatei gespeichert. Die integrierte optische
Dichte (ODI) der Banden wurde mit der Image Master Software bestimmt, und
die Werte in das Tabellenkalkulationsprogramm Excel importiert. Da der
Zusammenhang zwischen dem Interkalieren von Ethidiumbromid-Molekulen
und der Lange des DNA-Fragments linear ist, kann die optische Dichte
unterschiedlich langer PCR-Produkte so umgerechnet werden, dass die Werte
vergleichbar sind. Um die Primer-Kinetik graphisch darzustellen, wurde der
Logarithmus dieser Werte (Log ODI), wie oben schematisch gezeigt, gegen die
Zyklenzahl (n) aufgetragen. Liegen die wahrend dem exponentiellen Teil der
PCR fur Probe und internen Standard ermittelten Werte auf zwei parallelen
Geraden, dann sind die Steigungen der Gerade gleich und nach Gleichung (3)

und (4) auch die Amplifikationseffizienzen der Reaktionen, da

M=log (1 +E) (6)

mit m
E

Steigung

Amplifikationseffizienz der Reaktion

Aus Gleichung (6) folgt die Formel zur Berechnung der Amplifikationseffizienz:
E=e™-1 (7)

Praktisch wurde die Parallelitat der Amplifikationskurve von dem
interessierenden Gen und der Kontrolle nach der Durchfihrung jedes
semiquantitativen PCR Experiments abgeschatzt, indem fir beide eine
Regressionskurve nach der Methode der kleinsten Quadrate ermittelt wird
(exponentielle Trendlinie, Microsoft Excel). Dabei wurden die Koeffizienten C

und R der folgenden Gleichung berechnet:
y = Ce™ (8)

R, das fur parallele Kurven gleich ist, wurde fur das interessierende Gen und
die Kontrolle verglichen. Weichen die Werte um weniger als 10% voneinander

ab, ist ein Vergleich der optischen Dichte von Probenbande und Standardbande
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maoglich und sinnvoll. Das Verhaltnis ODI,/ODIs wurde errechnet und daraus

das Verhaltnis der Proben zueinander ermittelt.

Fir jedes Gen, dessen Expressionsniveau bestimmt werden sollte, wurden
mindestens drei unabhangige PCR Experimente durchgefuhrt, und fur jedes
Einzelexperiment das Verhaltnis ODIy,/ODIs bestimmt. Aus den Ergebnissen der
Einzelexperimente wurde der Mittelwert gebildet und der Standardfehler

berechnet.

2.5 Praparation und Anfarbung der Kolonkrypten

Die Praparation der Mause und anschlieliende Krypten-Isolierung erfolgte in

Anlehnung an die von Siemer et al. beschriebene Methode (89,90).

2.5.1 Vorbereitung

2.5.1.1 Verwendete Losungen

FUr die Praparation wurden eine EDTA-haltige Ldsung zum Isolieren der
Kolonkrypten und ein NaCl-Puffer zum Waschen und Aufbewahren der Krypten
bendtigt. Beide Losungen waren gekuhlt, der NaCl-Puffer wurde zusatzlich auf

Eis mit 100 % Sauerstoff begast. Sie waren auf einen pH von 7,4 eingestellt.

EDTA-haltige Losung (Calcium-Chelat-Losung, CC) nach Siemer (89,90):

127 mM NaCl
5 mM KCI
1 mM MgCl,
5 mM Glucose
5 mM Na-Pyruvat
10 mM HEPES
5 mM EDTA
1% BSA
Einstellung mit TRIS auf pH 7,4

NaCl-Puffer:
120 mM NacCl
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14 mM HEPES

7 mM TRIS

3 mM KH,PO4

2 mM K;HPO4
1,2 mM Ca-Gluconate
20 mM Glucose

2.5.1.2 Verwendete Materialien
5 ml-Spritze mit Knopfkantle, gefullt mit EDTA-haltiger Losung
Scherchen, Pinzette und Klemmchen

Ligatur

2.5.2 Praparation des Mausekolons

Nach CO,-Narkose und zervikaler Dislokation erfolgte eine Langslaparatomie
der Maus. Nach Aufsuchen des Zokums und Abpraparation des Mesenteriums
wurde ein drei bis vier Zentimeter langer Abschnitt des Kolon ascendens distal
der lleozdkalklappe exzidiert. Eventuelle ,Pellets® wurden ausgedrickt und der
Kolonabschnitt mittels der Knopfkanile mit eisgekihlter und O, begaster
Standard-HEPES-L6sung (s. Kap. 2.5.1.1) durchgespult. Vorsichtig wurde das
Kolon Uber die geschlossene Pinzette gestulpt, dann die Ligatur gegriffen und
durchgezogen. Nach Verknoten des distalen Endes des Kolonexplanats, konnte
das Kolon Uber den Knoten evertiert werden. Das offene Ende wurde mit der
Knopfkanule kanuliert, das Darmstiuck prall mit EDTA-haltiger Losung (s. Kap.
2.51.1) gefullt, dann mit dem Klemmchen knapp unterhalb der Kanule

abgeklemmt und mit dem freien Fadenende ligiert.

2.5.3 Krypten-Isolierung

Das Kolonpraparat wurde in ein 2 ml-Eppendorf-Gefaly gegeben und das Gefal
mit EDTA-haltiger Losung gefullt. Nach zehnminutiger Vibration bei 10 Hz auf
dem Rotationsmischer bei Raumtemperatur I6sten sich zunachst Schmutz und
oberflachliche Zellen. Das Praparat wurde in ein neues Gefall gegeben, wieder
mit der EDTA-haltigen Losung gefullt und erneut zehn Minuten vibriert. Die so

gewonnenen ersten zwei Fraktionen der Kolonkryptensuspension wurden
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verworfen. Ab der dritten Fraktion erfolgte die Vibration nur noch funf Minuten
lang, danach wurde die Fraktion in der Eppendorfzentrifuge bei langsamer
Geschwindigkeit pelletiert, die EDTA-haltige Losung abgesaugt und mit 1 ml
NaCl-Puffer aufgefullt. Die Krypten wurden unter dem Mikroskop kontrolliert,
und ihre Viabilitat durch Trypan Blau Abgrenzung getestet. Bei ausreichend
vorhandener Kryptenzahl wurde die Fraktion mit dem BCECF-Farbstoff gefarbt.
Weitere Krypten-Fraktionen wurden bis zur Verwendung in NaCl-Puffer auf Eis
gelagert.

2.5.4 Farbung

Zu 1 ml Kryptensuspension wurde 1 yl 5 mM BCECF-Acetomethylester pipetiert
und durch Schutteln vermischt. Es folgte eine 20-30-minutige Inkubation unter
Abdunklung bei Raumtemperatur. Der veresterte Fluoreszenzfarbstoff kann
aufgrund seiner Lipophilie durch die Zellmembran ins Zellinnere diffundieren
und wird dort durch zelleigene Esterasen gespalten. Dadurch wird der
eigentliche Farbstoff BCECF freigesetzt. Er kann die Zelle bei intakter Membran
nicht wieder verlassen, deshalb gilt die Qualitat der Anfarbung als ein Mal3 fur
die Viabilitat der Zellen (97).

2.6 Messung von pH;

2.6.1 Vorbereitung

2.6.1.1 Verwendete Losungen

Puffer

Alle verwendeten Messpuffer enthielten folgende Substanzen:

14 mM HEPES
1,2 mM MgCl,
1,2 mM CaCl,

1 mM BaCl,
20 mM Glukose
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Zum AnrlUhren der Messlésungen wurden 10:1 konzentrierte Stammldésungen
verwendet (s. Kap. 2.1.6). Diese konnten Uber langere Zeit im Kihlschrank oder

im Gefrierfach aufbewahrt werden.

Die einzelnen Ldsungen wurden dann am Versuchstag oder wenige Tage
vorher angerlihrt und bei 4 °C aufbewahrt. Zusatzlich enthielten sie folgende
Substanzen:

NaCl-Puffer (Standard-HEPES-Losung, STH)

120 mM NaCl
7 mM TRIS

Na*-freie L6sung

120 mM TMA-CI
7 mM TRIS

NH,Cl-haltige, Na*-freie Losung

NH4Cl-Konzentration (mM) TMA-CI-Konzentration (mM)
0,5 119,5

1 119

2,5 117,5

5 115

10 110

20 100

40 80

80 40

Kalibrationspuffer
100 mM K-Glc
40 mM KCI

Die Losungen wurden — entsprechend ihrer Pufferung — nach dem Anrihren mit
100 % O3 begast und auf 37 °C erwarmt. Der pH wurde eingestellt (in der Regel
7,4) und die Osmolaritat gepruft (Zielwert: 290-300 mosm).
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Zu den Kalibrationspuffern wurde unmittelbar vor der Messung 10 yM Nigericin,
2000:1 konzentriert in 100 % Ethanol, zugegeben. Der pH wurde hier auf 6,6
bzw. 7,4 eingestellt.

2.6.1.2 Inhibitoren und Stimulanzien

Alle verwendeten Substanzen wurden in Form von Stammlésungen 1000:1

bezogen, auf die Endkonzentration angerthrt und bei -18 °C gelagert.

Substanz Messkonzentration Losungsmittel
(Mol/l)

Azosemid 10™ DMSO

Forskolin 10° DMSO

DIDS 10" H.0

2.6.2 Versuchsablauf

2.6.2.1 Messkammer

Die Messkammer war aus oberflachenbehandeltem Edelstahl gefertigt; ihr
Durchmesser betrug 30 mm, die Hohe 5 mm. In der Mitte befand sich eine
zentrale Bohrung mit einem Durchmesser von 20 mm. Ein Schraubring von
26 mm und 6 mm Dicke diente der Befestigung der beladenen Kammer nach
unten hin. Mit einem flachen, 8 mm breiten Plastikring von 26 mm Durch-
messer wurde das eingelegte Deckglaschen nach unten hin abgedichtet, mit
einem 2 mm dicken, 16 mm breiten Gummiring des gleichen Durchmessers

erfolgte die Abdichtung nach oben hin.

Der handgefertigte Einsatz bestand aus einer Edelstahlplatte von 25 mm
Durchmesser und einer zentralen Bohrung von 11 mm. An einem 10 x 5 x 5 mm
grolien Metallquader waren zwei 35 mm lange Réhren mit 1 mm Durchmesser
so befestigt, dass die eine als Zu- und die andere als Ablauf fir die

Messlosungen benutzt werden konnten.
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2.6.2.2 Montage der Kammer

Zuunterst wurde ein Abdichtungsring in die Kammer eingelegt, darauf ein
Deckglaschen gelegt, mit 50 ul gefarbter Kryptensuspension beladen, mit einem
Polycarbonat-Membranfilter abgedeckt, einem Gummiring abgedichtet, der
Einsatz eingelegt und zuletzt mit einem Metallring festgeschraubt. Die
Messkammer wurde dann auf dem beheizten Stativ eines invertierten
Fluoreszenzmikroskopes befestigt. Das 25fach-Objektiv wurde eingestellt und
die Lichtquelle in die optimale Position gebracht. Nach Anschluss der Zu- und
Ablaufverbindungen wurden die Krypten mit einer konstanten Geschwindigkeit
von 3 ml/min perfundiert. Die Temperatur der Losungen wurde sowohl in den
Vorratsgefalien als auch auf dem Weg in die Messkammer und in der Kammer
selbst mit Hilfe eines Warmekreislaufes konstant auf 37 °C gehalten, um das
Messergebnis nicht durch Temperaturspringe zu verfalschen (64). Der
Anschluss der vorgewarmten und mit O, begasten Losungen an die Kammer
erfolgte Uber einen Umschalter, durch den rascher Pufferwechsel ohne

Unterbrechung des Flusses maoglich war.

2.6.2.3 Auswahl der zu messenden Krypte

Es wurde versucht, immer eine gesamte Krypte einzustellen, um so der in
Kapitel 1.2.2 beschriebenen funktionellen Heterogenitat der Zellen entlang der

Kryptenachse Rechnung zu tragen.

Es wurde eine Krypte ausgewahlt, die eine glatte Begrenzung und ein
sichtbares Lumen aufwies, keine Uberlappung mit benachbarten Krypten oder
Zellen zeigte und ein mdglichst homogenes BCECF-Signal abgab. Sie wurde
mit dem 40fach-Objektiv eingestellt und dann der Lichtweg vom Okular des
Mikroskops auf den Photomultiplier umgeschaltet. Durch das Okular des
Photomultipliers wurde das Messfeld mittels seitlicher Blenden so eingestellt,
dass der zellfreie Bereich minimal war. Die am Photomultiplier angelegte
Spannung betrug konstant 900 mV. Die Lichtemission der ausgewahlten Krypte
wurde kontrolliert: es sollten laut Herstellerangaben maximal 1,6 x 10°

counts/min gemessen werden. Uber das Verhaltnis der beiden emittierten
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Anteile liel® sich eine grobe Abschatzung fir den spateren Ausgangs-pH;

treffen, wobei sich Werte zwischen 4 und 6 als gunstig erwiesen.

2.6.2.4 Messung des Fluoreszenz-Signals

Die Zellen wurden abwechselnd mit 440+10 und 490+10 nm mit einer Frequenz
von 100/sec exzitiert. Das von der Krypte emittierte Licht wurde nach
Durchlaufen eines 510 nm dichronischen Spiegels, eines 530 nm Filters und
einer anpassbaren Blende von einem Photomultiplier aufgenommen. Das nach
Exzitation mit 440 nm emittierte Signal ist weitgehend pH-unabhangig, das nach
Exzitation mit 490 nm pH-abhangig. Das Verhaltnis dieser Emissionswerte
stellte im interessierenden pH-Bereich eine gute Naherung fir den
tatsachlichen pH dar. Die Datenaufnahme (1 Ratio-Wert pro Sekunde) und
-verarbeitung erfolgte durch die Software der Herstellerfirma (Photon
Technologies Inc., Wedel, Deutschland). Ein selbstgeschriebenes Programm
steuerte den Exzitations-Shutter, wodurch der Wechsel zwischen
kontinuierlicher und intermittierender Belichtung wahrend des Experiments
ermoglicht wurde. Dadurch konnte das sog. "Photobleaching" moglichst gering
gehalten werden. Am Ende des Versuchs erfolgte die Kalibration mittels der
"high-K*-Nigericin-Methode*, bei der durch den Einbau eines kinstlichen K*-H"-
Austauschers intra- und extrazellulare K'-Konzentration und pH angeglichen
werden (17). Es konnte gezeigt werden, dass das Verhaltnis Fluoreszenz/pH;

im interessierenden pH-Bereich linear war.

Die Hintergrundfluoreszenz wurde wiederholt gemessen und als

vernachlassigbar befunden.

2.6.2.5 Bestimmung der intrinsischen Pufferkapazitat

Die intrazellulare Pufferkapazitat (B;) ist definiert als die Menge an Saure (AA)
oder Base (AB), die dem Zytosol zugegeben werden muss, damit sich der
intrazellulare pH um eine Einheit andert. Es gilt also

AB AA

9)
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Die Pufferkapazitat wurde nach der Beschreibung von Boyarsky (13,14),
Townsley (98) sowie Roos und Boron (75) mittels der NH4'-Pulstechnik

bestimmt:

Zugabe von extrazellularem NH3/NH," fiihrt dazu, dass NH3 rasch ins Zellinnere
diffundiert und sich dort ein neues NH3/NH;"-Gleichgewicht einstellt. Absenken
der extrazelluldaren NH3/NH, Konzentration bewirkt die Freisetzung von
Protonen, da NH; in den Extrazellularraum diffundiert. Die freiwerdenden

Protonen werden nahezu vollstandig von intrazellularen Puffern aufgefangen,

deshalb entspricht

A[NH,]|, =AA (10)
Also

p = ANH, ) (11)

ApH.

1

[ANH,']; steht hierbei fir die Anderung der intrazellularen NH4*-Konzentration
nach plétzlicher Zugabe von NHsj, ApH; fur die entsprechende intrazellulare pH-

Anderung.

Das Dissoziationsgleichgewicht von [NH3/NH,4"]o liegt bei physiologischem pH
von 7,4 praktisch ganz auf der Seite von NH,;", deshalb kann man die
zugegebene NH3/NH;" - Konzentration mit [NH;']o gleichsetzen, und es gilt

nach Henderson-Hasselbalch
[NHs]o = [NH4]0 'lopHo_pKu (12)

NHs; kann wegen seiner Lipophilie frei durch die Zellmembran diffundieren,
deshalb ist

[NHS]OZ[NH3]1' (13)

Es wird angenommen, dass der intra- und extrazellulare pK, von NH," derselbe

ist, namlich 9,21.

57



2 MATERIAL UND METHODEN

Die intrazellulare NH4*-Konzentration kann folglich analog nach Henderson-

Hasselbalch ausgerechnet werden als

[NH]], = “[)]Z{Li =[NH,],-10>*""" (14)
Um Transportmechanismen, die zur intrazelluldren pH-Anderung nach NH,'-
Puls beitragen kénnen, weitgehend auszuschalten, erfolgte die Berechnung von
ApH; in Abwesenheit von Na® und HCOj3; - zur Ausschaltung eines HCOj3™-
Aufnahmesystems -, Anwesenheit von 5 mM Ba?* - zur Hemmung basolateraler
K*-Kanale - und 100 uM Azosemid — zur Hemmung von NKCC. ApH; wurde
ermittelt indem die Mittelwerte der pH;-Werte 100 Sekunden vor dem durch
NH4Cl-Zugabe verursachten pH;-Anstieg bzw. —Abfall von denen100 Sekunden
nach dem hochsten NH4Cl-induzierten pHi-Anstieg subtrahiert wurden. Es
wurde eine Pufferkurve erstellt mit einem B; von 55 mM/pH-Einheit bei einem pH;
von 6,6 und von 22 mM/pH-Einheit bei pH 7,4. Diese Pufferkapazitat wurde fur
die Berechnung der Protonenfluxe bei den entsprechenden pH-Werten
verwendet. Die Kurve ahnelt der in vielen anderen Zelltypen gemessenen

Pufferkurve und ist in Bild 3.7 dargestellt.

2.7 Auswertung der Messdaten und Statistik

2.7.1 Umrechnung der "ratio"-Werte in pH-Werte

Die im Photomultiplier gemessenen Intensitaten wurden Uber eine
Schnittstellenkarte direkt an den Computer Ubermittelt und von diesem weiter
aufbereitet. Die mit der "high-K*-Nigericin-Methode“ gewonnenen 440/490-
Ratio-Werte wurden mit Hilfe der Herstellersoftware zur Umrechnung der

ubrigen Messwerte in pH;-Werte herangezogen.

2.7.2 Weiterverarbeitung und Zusammenfassung der Messdaten

Die von der PTI-Software aufgenommenen Rohdaten fur die pH-Verlaufskurven
wurden als ASCIl (American Standard Code for Information Interchange)-File

abgespeichert, mit Hilfe von selbstgefertigten Makros nach Microsoft Excel
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(Microsoft Corporation) importiert und mit Hilfe von Plot It (Scientific
Programming Enterprises, Haslett, MI, USA) weiterverarbeitet. Bild 3.6 zeigt
beispielhaft die Rohdaten eines Versuchs. Die Versuche einer Gruppe wurden
dann ebenfalls mit Hilfe selbst gefertigter Makros interpoliert, um ein
gleichférmiges Zeitprotokoll zu erhalten. Zum Schluss erfolgte die grafische

Darstellung mit Angabe von Mittelwert und Standardfehler.

2.7.3 Berechnung der Fluxraten

Zunachst wurde der Ausgangs-pH errechnet, der aus den pH;-Werten des

geraden Kurvenverlaufs vor dem NH,4Cl-induzierten pH-Anstieg gemittelt wurde.

Aus der Pufferkurve wurde die Pufferkapazitdt fir den gefundenen

Anfangsspitzen-pH ermittelt.

Dann berechnete man den Kurvenabfall nach 5-miniitigem NH;"-Puls mit 40
mM NH4CIl, und zwar den initialen, steilsten und linearen Teil. Dies erfolgt

mittels einer linearen Regressionsanalyse nach der Formel

n— (X)X )X y)

A ae (15)
n(2(x7))—(Zx)

mit der Einheit ApH/sec an individuellen nicht-polierten pH;-Kurven.

Die Fluxrate J ergab sich nun nach Multiplikation mit der intrinsischen

Pufferkapazitat als

J= Lo Miminl (16)
AZ-60

2.7.4 Statistische Auswertung

Die Daten werden als Mittelwerte (M) + ,standard error of the mean® (SEM)
dargestellt. Letzterer errechnet sich aus Standardabweichung (Stabw) geteilt
durch Anzahl der Versuche (n). Die Ergebnisse wurden auf zwei Stellen nach

dem Komma gerundet.

Bei der Ermittlung der Expressionsniveaus von NKCC in den einzelnen

Organen wurden mindestens drei unabhangige PCR-Experimente durchgefluhrt,
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so dass Pipettierfehler oder -ungenauigkeiten, die wahrend der Reaktion
exponentiell amplifiziert werden, weniger ins Gewicht fallen. Das Verhaltnis
ODI,/ODIs wurde fur jedes Einzelexperiment in der exponentiellen Phase der
PCR-Reaktion wie in Kap. 2.4.8 beschrieben bestimmt. Dabei wurde die
Parallelitdt der halblogarithmisch aufgetragenen Amplifikationskurven von
Probe (NKCC) wund Standard (18s rRNA) Uberprift, indem eine
Regressionskurve nach der Methode der kleinsten Quadrate mit Hilfe der
exponentiellen Trendlinie (Microsoft Excel) ermittelt wurde. Nur wenn die
Steigung R der ermittelten Geradengleichung y= Ce™ von beiden Kurven um
weniger als 10% abwich konnte ein Vergleich angestellt werden. An einem
beliebigen X-Wert der exponentiellen Phase wird dann der Quotient ODI
NKCC1/18s rRNA gebildet. Da es sich hierbei um Relativ- und nicht
Absoltwerte handelt, kdbnnen zusatzliche Punkte durch Extrapolation ermittelt
werden fur den Fall, dass sich die beiden Geraden in keinem X-Wert
uberschneiden. Aus den einzelnen Ergebnissen wurde dann ein Mittelwert

bestimmt und der dazugehdrige Standardfehler berechnet.

Die Berechnung der funktionellen Transporter-Aktivitaten erfolgte in Form von
Relativwerten, d.h. der jeweilige Anteil an der Protonen-Fluxrate nach NHg4'-
Puls wurde im Verhaltnis zu einem vorangehenden Kontrollpuls gesetzt (s. Kap.
3.7.2). Wieder wurden Mittelwert und Standardfehler berechnet. Zur
Berechnung der statistischen Signifikanz wurde der Student's t-Test, und zwar
der ungepaarte t-Test zum Vergleich der Relativwerte bzw. der gepaarte t-Test
fur die Absolutwerte verwendet. Unterschiede wurden als signifikant

angesehen, wenn P<0,05 war.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Der Erfolg jeder Gesamt-RNA lIsolierung (Kap. 2.3) muss vor dem Einsatz in der
PCR durch photometrische Konzentrationsbestimmung, Berechnung des
Quotienten zwischen der Extinktion bei 260 nm und 280 nm (Eze0/E2s0) (Kap.
2.3.4) und durch ein mit Ethidiumbromid gefarbtes Glyoxal-Gel (Kap. 2.3.5)
uberpruft werden. Der Wert von Egso/E2sp sollte dabei zwischen 1,8 und 2,0
liegen, um Verunreinigungen durch Proteine, Salze und Ethanol

auszuschlielRen.

Die Konzentration der Gesamt-RNA wurde fur alle Proben aus Magen,
Duodenum, Jejunum, lleum, Kolon und Niere von CFTR(+/+) und CFTR(-/-)
Mausen bestimmt und dann so mit Wasser verdunnt, dass sie in einer
Konzentration von 4 ug in der reversen Transkription eingesetzt werden konnte.

Die verdinnten RNA-Proben wurden bei -80 °C gelagert.

Die in Wasser gemessenen Werte fur den Quotienten Ezs0/E2s0 lagen zwischen

1,7 und 1,8 und erfullten damit den erforderlichen Reinheitsgrad.

Das Glyoxal-Gel (nicht abgebildet) zeigte zwei scharfe Banden, die 28s und 18s
rRNA-Bande, wobei die 28s rRNA-Bande das ~1,5 bis 2fache der 18s rRNA-
Bande ausmachte. Die tRNA war als sehr schwache Wolke an der Lauffront
des Gels erkennbar. Dies konnte als Beweis fur eine intakte Gesamt-RNA

gewertet werden.

3.2 Expressionsniveau von NKCC1 in verschiedenen Organen von
CFTR(+/+) und CFTR(-/-) Mausen

Das Expressionsniveau eines Gens in unterschiedlichen Geweben kann mit
Hilfe der Methode der semiquantitativen PCR (Kap. 2.4.7) bestimmt werden.
Das Signal, das von der Bande des untersuchten Gens ausgeht, wird hierbei

ins Verhaltnis zum Signal einer internen Kontrolle gesetzt. Kleine Ladefehler,
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sogenannte ,tube to tube varieties®, fallen dadurch weniger ins Gewicht. Jede
Reaktion wird mindestens dreimal durchgeflihrt, so dass ,tube to tube varieties”
als Standardfehler angegeben werden konnen. Die exponentielle Phase der
Reaktion wird durch ,monitoring“ ermittelt, d.h. alle zwei Zyklen wird der PCR
eine Probe entnommen. Die PCR-Produkte werden im Agarose-Gel aufgetrennt
und die integrierte optische Dichte (ODI) der Ethidiumbromid-gefarbten Banden
ermittelt. Der Quotient aus ODI des interessierenden Gens und interner
Kontrolle im exponentiellen Bereich der Reaktion kann als Mal flr das relative
Expressionsniveau gewertet werden. Es erfolgt also keine absolute
Quantifizierung im Sinne einer Ermittlung der Kopienzahl des Gens zu Beginn
der Reaktion, sondern eine Bestimmung der relativen Expression im Vergleich
zu der konstant exprimierten internen Kontrolle. Mit Hilfe der semiquantitativen
PCR kénnen so minimale Expressionsunterschiede von 1,3 bis 1,7 je nach

Primer-Paar detektiert werden.

Um die relative Menge an NKCC1-mRNA in Magen, Duodenum, Jejunum,
lleum, Kolon und Niere von CFTR(+/+) und CFTR(-/-) Mausen zu ermitteln,
wurde das Expressionsniveau von NKCC1 deshalb in dieser Arbeit mit Hilfe der

semiquantitativen PCR bestimmt.

3.2.1 Wahl der internen Kontrolle

Als interne Ladekontolle wurde 18s rRNA verwendet. 18s rRNA wird in den
verschiedensten Gewebetypen in sehr konstanter Hohe exprimiert. Dies und die
Tatsache, dass bei der Amplifikation von 18s rRNA das PCR Produkt in allen
untersuchten Geweben der Maus in Zyklus 24 der Reaktion im Ethidiumbromid-
gefarbten Agarose-Gel als gerade sichtbare Bande erscheint, macht es zu einer
geeigneten Ladekontrolle bei Expressionsuntersuchungen, die von Gesamt-

RNA ausgehen.

3.2.2 Primer-Design

Die Primer fur die PCR von NKCC1 und 18s rRNA der Maus wurden mit Hilfe
der Husar-Sequenzanalyse-Software (EMBL, Heidelberg) wie in Kapitel 2.4.1

beschrieben konstruiert. Bei der Primerwahl fir NKCC1 wurde darauf geachtet,
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dass sich die Sequenz im ausgesuchten Bereich moglichst in den
verschiedenen Organen nicht unterscheidet. Die 18s rRNA Primer der Firma

Ambion konnen fur fast alle Saugertierspezies eingesetzt werden.
Im folgenden werden die fur die RT-PCR verwendeten Primer aufgelistet:

NKCC1 Maus, ID B0466D05'

forward Primer (22-mer):5° GGG CTA ATG AACAAC TTT CAG G 3
reverse Primer (22-mer):5° GGA GAA CCT GTC ATT ACAAGG C 3

Lange des PCR-Produkts: 641 bp

18s rRNA (fur alle Saugetiere), Ambion

forward Primer (20-mer):5° TCA AGA ACG AAA GTC GGA GG 3
reverse Primer (20-mer):5° GGA CAT CTA AGG GCA TCA CA 3
Lange des PCR-Produkts: 488 bp

3.2.3 Optimierung der PCR

Nach der reversen Transkription (Kap. 2.4.2) der mRNA in cDNA erfolgt die
Optimierung der PCR-Bedingungen fur jedes Primer-Paar. Dazu wird die
Zyklenzahl bestimmt, bei der die Reaktion exponentiell ablauft, also der Bereich
zwischen Detektion der ersten gerade sichtbaren Bande und Sattigung der
Reaktion. AuRerdem wird die optimale Annealing-Temperatur ermittelt, bei der

die Primer an die cDNA binden.

Fir NKCC1 liel3 sich der exponentielle Bereich zwischen 26 und 32 Zyklen
bestimmen fir 18s rRNA zwischen 24 und 30 Zyklen. Die optimale Annealing-
Temperatur lag fir NKCC1 bei 58 °C fir 18s rRNA bei 56 °C.

3.2.4 Auswertung

Die DNA-Fragmente der Gene konnten in der erwarteten Grofle auf dem
Ethidiumbromid-gefarbten Gel detektiert werden: ein 641 bp Fragment fir
NKCC1 und ein 488 bp Fragment fir die 18s rRNA.

' Die Sequenz ist mit der ID des EMBL-Datenbanksystems in Heidelberg bezeichnet.
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So wie in Kapitel 2.4.8 beschrieben, werden die Gele mit Hilfe des Image
Master VDS Systems, der dazugehdérigen Software und der Tabellenkalkulation

in Excel ausgewertet.

Bild 3.1 zeigt die Amplifikation von NKCC1 aus 4 uyg Gesamt-RNA des Kolons
einer CFTR(+/+) Maus (links abgebildet) und einer CFTR(-/-) Maus (rechte
Bildhalfte). In Bild 3.1C ist das Ethidiumbromid-gefarbte Gel zu sehen, in der
Mitte ist eine 100 Basenpaar-Leiter als Vergleichsparameter aufgetragen.
Daruber sind in Bild 3.1 A und B die zugehdrigen Diagramme abgebildet: Die
integrierte optische Dichte (ODI) der Banden von NKCC1 und 18s rRNA ist
gegen die Zyklenzahl der Kettenreaktion aufgetragen. Bei halblogarithmischer
Darstellung verlaufen die exponentiell ablaufenden Amplifikationsreaktionen
parallel. Der Wert ,R* wird Amplifikationseffizienz genannt. Er entspricht der
Steigung der Geraden und sollte in einem verwertbaren Experiment fur beide
Geraden um nicht mehr als 10 % voneinander abweichen. Dies ist in dem
dargestellten Versuch gegeben. In der exponentiellen Phase, d.h. in dem
Bereich, in dem die Geraden parallel verlaufen, wird fur einen beliebigen X-Wert
der Quotient ODI NKCC1/18s rRNA berechnet. Dieses Verhaltnis erlaubt eine
Abschatzung der Expressionsraten. Genauso wird das Expressionsniveau in
den ubrigen Organen bei CFTR(+/+) und CFTR(-/-) Mausen ermittelt.
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Bild 3.1: Quantifizierung von NKCC1 mRNA im Kolon einer CFTR(+/+) und
(-/-) Maus. (A) und (B) zeigen die Amplifikationskurven von NKCC1 und 18s rRNA
aus dem Kolon einer CFTR(+/+) (A) und einer CFTR(-/-) Maus (B). In (C) ist das
Gel zu sehen mit den Banden, deren optische Dichte (ODI) ausgewertet wurden:
auf der linken Seite sind die Proben aus dem Kolon einer CFTR(+/+) Maus, rechts
einer CFTR(-/-) Maus, in der Mitte eine 100 bp Leiter aufgetragen. Die
Numerierung gibt die jeweilige Zyklenzahl an. Um zu uberprifen ob die
Amplifikationseffizienz des NKCC1 und 18s rRNA PCR-Produkts &hnlich ist, wird
durch die MeRpunkte im exponentiellen Bereich der Reaktion eine
Regressionskurve mit y=Ce™* gelegt. Weichen die Werte fiir R um nicht mehr als

10 % ab, gelten die PCR Reaktionen als ahnlich effizient.
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Alle Werte werden dann im Saulendiagramm als Mittelwert aufgetragen. Dieses
Saulendiagramm ist fur alle Organe des Gastrointestinaltrakts und die Niere von
CFTR(+/+) und CFTR(-/-) Mausen in Bild 3.2 dargestellt.

NKCC1 /18s rRNA
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Bild 3.2: Relative mRNA Expression von NKCC1 im Vergleich zu 18s rRNA in
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Magen, Duodenum, Jejunum, lleum, Kolon und Niere von CFTR(+/+) und (-/-)
Mausen. Die Balken geben die Mittelwerte von ODI NKCC1/ODI 18s rRNA an, die
Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler. In die Berechnungen wurde nicht
die unterschiedliche Zyklenzahl von NKCC1 und 18s rRNA einbezogen, so dass

diese Werte als Relativ- und nicht als Absolutwerte zu verstehen sind.

NKCC1 wird im ganzen Gastrointestinaltrakt exprimiert, und zwar mit Abstand
am hochsten in Kolon und Magen. Die Expression nimmt dabei entlang der
Krypten-Villi-Axe nach oben hin ab und bricht an der Spitze der Krypte abrupt
ganz ab (25,31,95).

Die typische Verteilung der Expression von NKCC1 im Gastrointestinaltrakt lie®
sich bestatigen: bei den CFTR(+/+) Mausen war die relative mRNA Expression
von NKCC1 im Vergleich zu 18s rRNA mit Abstand am héchsten im Kolon
(0,59+0,2; n=4), gefolgt von Magen (0,13; n=1) und Jejunum (0,1+0,04; n=3),

66



3 ERGEBNISSE

dann lleum (0,07£0,01; n=3) und Niere (0,07; n=1) und zuletzt Duodenum
(0,04+0,01; n=2). Hierbei ist anzumerken, dass in die Berechnungen nicht die
unterschiedliche Zyklenzahl von NKCC1 und 18s rRNA einbezogen wurden, so

dass diese Werte als Relativ- und nicht als Absolutwerte zu verstehen sind.

In einer Zellinie aus Duktusepithel des Pankreas mit fehlendem CFTR stellten
Shumaker et al. verminderte Expressionlevel fir NKCC1 fest verglichen mit

normalem Duktusepithel (88).

In den durchgefuhrten Versuchen konnte tatsachlich ein Reduktion der NKCCA1
Expression im Gastrointestinaltrakt von CFTR (-/-) Mausen im Vergleich zu 18s
rRNA festgestellt werden. Im Gesamtkolon lag das relative Expressionsniveau
von NKCC1 bei 0,23+0,09 im Vergleich zu 0,5910,2 (n=4) in den CFTR(+/+)

Mausen.

Als die Ergebnisse jedoch auf Villin, ein zytoskelettales Protein der
Blrstensaummembran, bezogen wurden, konnte der Unterschied in der NKCC1
Expression in CFTR (-/-) und (+/+) Mausen nicht mehr festgestellt werden. Das
daraus resultierende Diagramm ist in Bild 3.3 dargestellt. Das relative
Expressionsniveau von NKCC1 im Kolon von CFTR(-/-) Mausen lag nun bei
0,7510,3.
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NKCC1 /18s rRNA, berechnet auf Villin
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Bild 3.3: Relative mRNA Expression von NKCC1 im Vergleich zu 18s
rRNA und Villin in Magen, Duodenum, Jejunum, lleum, Kolon und Niere
von CFTR(+/+) und (-/-) Mausen. Die Balken geben die Mittelwerte von ODI
NKCC1/ODI 18s rRNA berechnet auf Villin an, die Fehlerbalken

reprasentieren den Standardfehler.

Es wurde eine weitere Versuchsreihe angestellt, in der anstatt der NKCC1
Expression des Gesamtkolons, die der (wie in Kapitel 2.5.3 beschrieben)
isolierten  Krypten des proximalen Kolons im Vergleich zu den
Oberflachenzellen sowohl bei CFTR(+/+) als auch (-/-) Mausen gemessen

wurde. Das entsprechende Diagramm zeigt Bild 3.4.
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Wie erwartet lag die NKCC1 Expression in den Krypten deutlich hoher als in
den Oberflachenzellen. Die Expression im CFTR(-/-) Gewebe war etwas
niedriger als die von CFTR (+/+), dieser Unterschied war jedoch nicht statistisch

relevant (n=4-6 Mause).

3.3 Isolierung und Anfarbung der Krypten

Die Kolonkrypten wurden wie in Kapitel 2.5 beschrieben mit Hilfe eines EDTA-
haltigen Puffers aus ihrem Zellverband herausgelost. Um eine bestmdgliche
Qualitat der Krypten zu erreichen, sollte bei der Praparation des Kolons und der
anschlieBenden Kryptenisolierung so schnell wie mdglich gearbeitet werden.
Die Zeit fur die Isolierung mit EDTA-haltiger Losung konnte standardisiert
werden: nach den ersten 20 Minuten Vibration bei 10 Hz, in denen sich
hauptsachlich Schmutz und Oberflachenzellen |6sten, konnten in 5-minultigen
Abstanden funf bis sechs Kolonkryptenfraktionen gewonnen werden. Bei zu
langer Verdauung wurde die Qualitat der Krypten durch Zerfall und Zerstérung
der zellularen Integritat eingeschrankt. Der Erfolg der Praparation wurde unter

dem Lichtmikroskop in der 1000-fachen VergroRerung kontrolliert, um so
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geeignete Fraktionen zu gewinnen. Diese wurden mit Standard-HEPES-Puffer
gewaschen und bis zu ihrer Verwendung auf Eis gelagert.

Bild 3.5 zeigt eine Trypanblau-gefarbte, isolierte Krypte in der 1000-fachen
VergrolRerung eines konfokalen Laser Scan Mikroskops. Schon zu erkennen

sind der intakte Zellverband, die glatte Begrenzung und das Lumen der Krypte.

Bild 3.5: Kolon-
krypte in der 1000-
fachen Ver-
groBerung  eines
konfokalen Laser
Scan Mikroskops.
Zu erkennen sind
der intakte Zell-
verband, die glatte
Begrenzung und das

Lumen der Krypte.

Die geeigneten Fraktionen wurden mit dem Farbstoff BCECF 20 bis 30 Minuten
lang gefarbt (Kap. 2.5.4). Da die Qualitat der Anfarbung als Zeichen fur die
Viabilitdt der Zelle zu sehen ist, wurden die Krypten unter dem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet und eine einzelne ausgewahlt. Sie sollte eine
glatte Begrenzung, ein sichtbares Lumen, keine Uberlappung mit anderen
Krypten aufweisen und ein mdglichst homogenes BCECF-Signal abgeben.

Die auf diese Weise isolierten Kolonkrypten wiesen eine ausgezeichnete
Viabilitat auf.

3.4 Erstellung der Pufferkurve

Um die Fluoreszenz-Ratio-Werte in intrazellulare pH-Werte umzurechnen, ist es
notwendig, die intrazellulare Pufferkapazitat der Kolonkrypten zu kennen.

Sie wird wie in Kapitel 2.6.2.5 beschrieben errechnet.
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Bild 3.6 zeigt exemplarisch einen der Versuche, aus dem die darunter
abgebildete Pufferkurve (Bild 3.7) erstellt wurde mit einer Pufferkapazitat 3; von
55 mM/pH-Einheit bei einem pH; von 6,6, von 27 mM/pH-Einheit bei pH; 7,0 und
22 mM/pH-Einheit bei pH; 7,4. Die Kurve ahnelt damit der in vielen anderen
Zelltypen gemessenen Pufferkurve. Die errechnete Pufferkapazitat wurde in
den folgenden Versuchen fur die Berechnung der Protonenfluxe bei den

entsprechenden pH-Werten verwendet.

STH | [NH,']=40m | NH,"frei | 0,5mM | 1 mMm | 2,5mM | 5mM | 10 mM | 20 mM ‘

intrazellularer pH

6,2 } } } }
0 500 1000 1500 2000
Zeit (s)
Bild 3.6: Kurve zur Berechnung der intrinsischen Pufferkapazitit. Nach

NH,*-Puls und Ansauerung wird die Krypte in Abwesenheit von Na und HCO3
und Anwesenheit von 5 mM Ba®* und 100 uM Azosemid (zur Minimierung von
pH-Erholung oder NH;-Aufnahme durch spezifische Transporter) mit
aufsteigenden NHs/NH," Konzentrationen perfundiert. Aus den dadurch bewirkten
pH-Anderungen kann dann die intrinsische Pufferkapazitat wie unter 2.6.2.5

beschreiben nach Boyarski et al. berechnet werden.
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60 - Bild 3.7: Kurve der in-
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Pufferkurve.

3.5 pHi-Messung

Die Anfarbung der Krypten mit BCECF ermdglicht die Messung des
intrazellularen pHs, da der Farbstoff die Eigenschaft besitzt, bei Exitation mit
bestimmten Wellenlangen ein pH-unabhangiges und ein pH-abhangiges Signal
abzugeben. Das Verhaltnis der pH-abhangigen zur pH-unabhangigen
Lichtemission stellt im interessierenden Bereich eine gute Naherung fur den
intrazellularen pH (pH;) dar. Diese Fluoreszenz-Ratio-Werte werden am Ende
eines jeden Versuches durch Kalibrationskurven mit Hilfe der ,high-Kalium-

Nigericin-Methode* in pHi-Werte umgerechnet (Kap. 3.6).

Durch das Okular des Photomultipliers wurde die Krypte mittels Blenden
eingestellt und die Lichtemission gemessen (Kap. 2.6.2.4). Sie sollte bei kleiner
10° counts pro Sekunde fiir den pH-unabhangigen Teil (440 nm) und groRer 6 x
10* fur den pH-abhangigen Teil (490 nm) liegen. Das Verhaltnis von pH-
abhangigem zu pH-unabhangigem Signal (Ratio F490/F440) sollte zu Beginn

der Messung zwischen 4 und 6 liegen.
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Zu Beginn des Experiments erfolgte die Inkubation der Kolonkrypten in einer
NaCl-haltigen, HEPES-Tris-gepufferten; mit 100 % O,-begasten und auf 37 °C
gewarmten Losung (STH, Kap. 2.6.1.1).

Der durchschnittliche Anfangs-pH wurde bei allen Messungen ermittelt, indem
der Mittelwert des pHs der ersten ca. 100 Sekunden unter Standardbe-

dingungen bis zum anschlieRenden NH4"-Puls berechnet wurde.

Bei Normalmausen lag der Anfangs-pH bei 7,62+0,03; bei CFTR(+/+) Mausen
betrug er 7,48+0,03 bzw. 7,42+0,03 bei CFTR(-/-) Mausen.

3.6 Kalibration

Die Umrechnung der Verhaltnisse der Emissionswerte in pH-Werte erfolgte wie

in Kapitel 2.6.2.4 beschrieben mit der ,high-Kalium-Nigericin-Methode®.

Bild 3.8 zeigt beispielhaft die Rohdaten eines Versuches mit der
abschlieenden Kalibration bei pH 6,6 und 7,4. Bei der zuerst durchgefuhrten
Kalibration mit pH 6,6 stellte sich ein Gleichgewicht innerhalb kurzer Zeit ein,
bei pH 7,4 dauerte es hingegen bis zu 30 Minuten bis ein stabiler Wert erreicht

war.
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Bild 3.8: Kalibrationskurve nach zweifachem NH; -Puls. Am Ende eines jeden
Versuches erfolgt die Kalibration mit der "high-Kalium-Nigericin-Methode" wie in
Kapitel 2.6.2.4 beschrieben bei pH 6,6 und 7,4.

3.7 Messung der NKCC-Aktivitit mittels der NH;*-Puls-Technik

3.7.1 Die NH,"-Technik

Die Aktivitat von NKCC 1aRt sich mit der NH4"-Puls-Technik nachweisen und
quantifizieren. Da der Na*-2CI-K*-Kotransporter anstelle von Kalium auch NH;"
transportieren kann, lasst sich seine Aktivitat durch das Ausmald der
intrazelluldren Azifizierung durch NH4-Einwértstransport nach plétzlicher
Applikation von 40 mM NH,CI mittels BCECF-Fluoreszenz-Messung bestimmen
(83). Dabei lalt sich die NKCC-Aktivitat als der Natrium-abhangige, Azosemid-

sensitive Anteil von anderen Transportern unterscheiden (88):
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Nach anfanglicher Inkubation in O,-begastem und auf 37 °C gewarmtem STH-
Puffer werden die Krypten mit einer Ba-haltigen NaCl-Losung (Kap. 2.6.1.1)
perfundiert, die zusatzlich 40 mM NH;" enthdlt. Der pK des NHa/NH4"
Puffersystems ist 8,9 bei 37 °C, so dass bei physiologischem pH von 7,4 die
NH,"-Konzentration 30 mal so hoch ist wie die von NH3. NHj3 ist ein lipophiles
Gas und kann deshalb leicht ins Zellinnere diffundieren. Fur das wasserlosliche
NH," ist die Zellmembran hingegen viel undurchlassiger (70). Durch die NHs-
Diffusion in die Zelle kommt es zu einer schnellen initialen Alkalisierung der

Kryptenzellen, bis intra- und extrazellulares NH3 im Gleichgewicht stehen (88).

Bild 3.9 stellt dies schematisch in einem Diagramm dar.

STH | [NH,']= 40mM |

©

N
1
)

intrazellularer pH

0 200 400 600 800 1000 1200
Zeit [s]

Bild 3.9: Initiale NH;-Diffusion in die Zelle nach NH,*-Puls (nach Shumaker &
Soleimani, 1999) (88). Das lipophile NH; kann leicht in das Zellinnere
diffundieren und fiihrt so zu einer initialen Alkalisierung der Kryptenzellen bis sich
ein Gleichgewicht zwischen intra- und extrazellularer NH;-Konzentration

eingestellt hat.

Auf diese Weise wurde der pH in den durchgefihrten Versuchen anfangs auf
7,61+0,2 angehoben.
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Auf diese initiale Alkalisierung folgt dann eine Ansauerung, wobei der initiale
pH-Abfall (ApHi/t) ausschlieRlich auf einen Einwartstransport von NH;"
zuriickzufiihren ist, das anstelle von K* in die Zelle transportiert wird. Daran

sind neben NKCC auch HCOj3™-abhangige Transportmechanismen beteiligt.

Dieser Zusammenhang wird in Bild 3.10 schematisch dargestellt.

sTH | H=4omm ]

8,2 1

intrazelluldrer pH

> 0 2(I)0 4tl)o s(lm S(I)o 1oloo 12Ioo
Zeit (s)

Bild 3.10: NH,'-Einwértstransport (nach Shumaker & Soleimani, 1999) (88).

Nach anfanglicher Alkalisierung erfolgt eine Ansduerung, die ausschlief3lich auf

einen NH, -Einwartstransport zurlickzufiihren ist, das anstelle von K* in die Zelle

transportiert wird.

Wird die Ammonium-haltige LOosung durch Standard-Hepes-Puffer ersetzt,
diffundiert das intrazellulare NHs; aus der Zelle und lasst Protonen intrazellular
zuruck. Es kommt zu einer Ansauerung der Zelle, dem sogenannten Saure-Puls
(70). Dieser deutliche pH-Abfall ist in den Bildern 3.9 und 3.10 zu erkennen.

Anschlie®end erholt sich der pH langsam wieder auf sein Ausgangsniveau,

indem Protonen aus der Zelle und HCOg3' in die Zelle transportiert werden (43).

In Abwesenheit von Na® oder Anwesenheit von Azosemid wird die NH,*-
induzierte Ansauerung zu einem grofl3en Teil gehemmt, was darauf hindeutet,
dass der NH,-Einwartstransport hauptsachlich durch Na*-K*(NH;")-2CI -

Kotransport erfolgt. Azosemid hat sich als das Schleifendiuretikum heraus-

76



3 ERGEBNISSE

gestellt, das die hochste Spezifitat gegenlber der NKCC-Isoform im Kolon
besitzt (27,69).

Bild 3.11 zeigt einen Versuch, bei dem ein NH,4*-Puls von einem weiteren mit
zusatzlicher Azosemid-Applikation gefolgt wird. Deutlich zu erkennen ist die

wesentlich geringere Ansduerung nach NH;'-Puls unter Anwesenheit von

Azosemid.
| STH | [NH,*]= 40mM STH [NH,"]= 40mM + Azosemid
8..
78 4
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Bild 3.11: NH,'-Puls ohne und mit Hemmung von NKCC durch Azosemid.
Unter Anwesenheit von Azosemid wird die NH,'-induzierte Ansduerung zum
GroRteil gehemmt, was auf die Hauptrolle von NKCC beim NH,'-
Einwartstransport hinweist.

Die Rate der NH; -Aufnahme mit und ohne Azosemid wird durch exponentielle
Kurvenintegration berechnet und nach Umrechnung der Fluoreszenz
Verhaltnisse in pH-Werte in ApH/t angegeben. Zieht man die NH;*-Aufnahme
unter Azosemid von der gesamten NH;'-Aufnahme ab, so erhdlt man den

Azosemid-sensitiven Anteil, der der NKCC-Aktivitat entspricht.

In Anlehnung an die Versuche von Heitzmann et al. (43) wurde allen Losungen,
die zur Bestimmung der NKCC-Aktivitat dienten, 1 mM Barium zugegeben, um

so eine NH;"-Aufnahme durch basolaterale K'-Kandle zu verhindern.
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Aulerdem wurden CO./HCOgs'-freie Ldsungen verwendet, um eine pH;-

Erholung durch HCOg3-abhangige Transportmechnismen zu minimieren.

3.7.2 Berechnung der NKCC-Aktivitat in Form von Relativwerten

Samtliche Versuche wurden gepaart durchgefiihrt, d.h. die pH-Anderung nach
NH,"-Puls unter Azosemid wurde jeweils mit einem direkt vorangehenden NH,4"-
Puls unter Kontrollbedingungen verglichen. Es wurden folglich zwei bzw. bei
den Stimulationsversuchen drei Pulse hintereinander durchgefuhrt, nachdem
sich der pH nach dem NH;'-Puls auf das Ausgangsniveau erholt hatte. Der
Vergleich erfolgte somit an ein und der selben Krypte unter identischen

Versuchsbedingungen.

Es stellte sich heraus, dass sich die Raten der intrazellularen pH-Senkung nach
NH,-Puls unter Kontrollbedingungen von Versuch zu Versuch unterschieden.
Bei zwei oder drei hintereinander erfolgten Pulsen innerhalb eines Versuches

waren sie hingegen relativ konstant.

Deshalb wurde in der Gesamtauswertung die NKCC-Aktivitat nicht als
Absolutwert, sondern im Verhéltnis zum vorangehenden NH;'-Puls als

Relativwert berechnet. Der Kontrollpuls wurde mit dem Wert 1 gleichgesetzt.

In Bild 3.12 ist ein Versuch mit einer Dreifach-Serie von NH;"-Pulsen
dargestellt, um zu zeigen, dass die pH-Senkung innerhalb eines Versuches

unter Kontrollbedingungen weitgehend identisch ist.
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Bild 3.12: Dreifacher NH,"-Puls unter Kontrollbedingungen. Es soll gezeigt
werden, dass die Ansduerung nach NH4*-Puls innerhalb eines Versuches

weitgehend konstant ist.

Die basale NKCC-Aktivitat wurde unter Kontrollbedingungen entsprechend mit

0,58+ 0,03 (n=6) gemessen.

3.8 Messung der Aktivitat eines CI'/HCO;-Austauschers

Die Hemmung der Ans&uerung nach NH4'-Puls unter Azosemid ist nicht
vollstandig, es mul} folglich weitere Transportmechanismen geben, die an dem
NH,"-Einwartstransport beteiligt sind. Als mégliche Kandidaten kommen hierfir
HCOgj-Transporter oder am wahrscheinlichsten ein CI/HCOg3-Austauscher in
Frage. Mit 4,4 Diisothiocyanostilbene-2,2 Disulfonsaure, kurz DIDS, steht ein

potenter Hemmstoff fur diese Transporter zu Verfligung.

Um zu untersuchen, welchen Anteil HCOjz-Transporter an der Ansauerung
nach NH4"-Puls haben, wurden Versuche so wie mit Azosemid nun mit DIDS
durchgefuhrt (nicht abgebildet). Danach ergab sich der DIDS-sensitive Anteil
mit 0,35+ 0,05 (n=5) an der Gesamtaktivitat.
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Bild 3.13 fasst den Azosemid- und DIDS-sensitiven Anteil an der Ansauerung
nach NH4"-Puls in einem Diagramm zusammen. Es wird deutlich, dass sich die
Protonen-Fluxrate nach Ammonium-Puls hauptsachlich aus zwei Komponenten
zusammensetzt: einer Azosemid-sensitiven Fraktion, die der NKCC-Aktivitat
entspricht (0,58+0,07; n=8), und einer DIDS-sensitiven Fraktion, die die Aktivitat

eines CI-Basen-Austauschers widerspiegelt (0,35+0,05; n=5).
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Bild 3.13: Zusammensetzung der Protonen-Fluxrate. Die NH,-Auf-
nahme besteht hauptsachlich aus einem Azosemid- und einem DIDS-
sensitiven Anteil, die jeweils die Aktivitdt von NKCC bzw. von einem CI7/

HCOj3-Austauscher reprasentieren. **: p<0,01

3.9 cAMP-abhiangige Stimulation der NKCC-Aktivitat mit Forskolin

Forskolin fuhrt Uber Aktivierung der Adenylatzyklase zu einer Erhdhung von
[CAMP]; und damit zur Aktivierung einer Vielzahl von Transportern, darunter
neben dem apikalen CFTR auch der basolaterale NKCC1. Ob dabei direkte
Mechanismen wie cAMP-abhangige Proteinkinasen oder indirekte sekundare

Regulationsmechmanismen wie Anderung von Zellvolumen oder intrazellularer
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Anionenkonzentrationen die Hauptrolle spielen, ist Gegenstand zahlreicher

wissenschaftlicher Diskussionen (s. Kap. 1.3.1.3).

Um diesen Zusammenhang zu untersuchen wurden Experimente durchgefuhrt,
bei denen die NKCC-Aktivitat unter Stimulation durch 10 pyM Forskolin

gemessen wurde.

Bild 3.14 zeigt ein solches Experiment mit einem Kontrollpuls, anschlieRender

Forskolin-Stimulation und abschlieRender Azosemid-Hemmung.

stH | [NH/I= STH + Forskolin INHI=40 M+ ory ) Eorskolin | [NHe1=40mM +
40 mM Forskolin Forskolin + Azo
I
Q.
S
o
©
=)
©
N
o
6974
6,7 + \
6,5 $ $ } } }
0 500 1000 1500 2000 2500
Zeit [s]

Bild 3.14: Stimulation mit Forskolin und anschlieBende Azosemid-
Hemmung. Durch cAMP-abhangige Aktivierung von NKCC1 gelingt mit Forskolin
eine Steigerung der Protonen-Fluxrate, die im nachfolgenden Puls durch

Azosemid z.T. gehemmt wird.

Unter Forskolin-Stimulation nimmt der Protonenflux auf 1,53 + 0,42 zu, er fallt

bei anschliessender Azosemid-Hemmung auf 0,77 + 0,22 (n=7) ab.
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3.10 Messung der NKCC-Aktivitat bei CFTR(+/+) und (-/-) Mausen

Der apikale CI-Kanal CFTR stellt nicht nur den Hauptmechanismus fur die
apikale CI-Sekretion in vielen Epithelien dar, sondern er spielt auch eine
wichtige Rolle in dem komplexen Netzwerk der Transporterregulation der Zelle.
So steht er beispielsweise in enger Beziehung zu dem apikal lokalisierten Na’*-
Kanal EnaC, und auch eine Rolle bei der Regulation basolateraler Transporter
wird in verschiedenen Arbeiten vermutet (32,33,62,82,83).

Um zu untersuchen, ob die NKCC-Aktivitdt direkt durch cAMP-abhangige
Stimulation gesteigert werden kann, unabhangig davon, ob CFTR in der
apikalen Membran exprimiert wird, werden Stimulationsexperimente an
isolierten Kolonkrypten von CFTR(+/+) Mausen mit intaktem CFTR mit

Versuchen von CFTR(-/-) Mausen ohne exprimierten CFTR verglichen.

Wie in den vorangegangenen Experimenten wird der Na-abhangige,
Azosemid-sensitive Anteil des NH,"-Einstroms reprasentativ fiir die funktionelle
Aktivitat von NKCC in drei aufeinanderfolgenden Ammoniumpulsen unter
Kontrollbedingungen, nach  Forskolin-Applikation und  abschlieRender
Azosemid-Hemmung gemessen, und die Ergebnisse zwischen CFTR(+/+) und
CFTR(-/-) Mausen verglichen.
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Bild 3.15 zeigt exemplarisch ein solches Experiment an einer Kolonkrypte, die

von einer CFTR(-/-) Maus isoliert wurde.

[NH/]=
STH + Forskolin 40mM +
For + Azo

[NH,/]= . [NH/]=
, 931||-| 40 M STH + Forskolin A0mM +For

7,71

75 1

7,3 1

intrazellularer pH

71+

6,9 T

6,7 t 4 4 } }
0 500 1000 1500 2000 2500
Bild 3.15: Stimulation mit Forskolin an der Kolonkrypte einer CFTR(-/-)

Maus. Obwohl kein intakter CFTR in den Zellen vorhanden ist, kommt es zu einer

Stimulation der NH,'-Aufnahme unter Forskolin als Hinweis darauf, daR
basolaterale Transportmechanismen wie NKCC wunabhdngig von CFTR

stimulierbar sind.
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Bild 3.16 fasst alle Stimulationsversuche an CFTR(+/+) und (-/-) Mausen in

einem Diagramm zusammen.

**I

18 - B +/+ Kontrolle B
B +/+ Forskolin

DO +/+ Forskolin 20 —
0-/- Kontrolle

B)-/- Forskolin  —
O-/- Forskolin 20

relative NH," -Aufnahme

Kontrolle Azosemid-sensitiver Anteil (NKCC)

Bild 3.16: NKCC-Aktivitdt von CFTR(+/+) und CFTR(-/-) Mausen im Vergleich
unter Kontrollbedingungen, Forskolin-Stimulation und 20-miniitiger
Stimulation mit Forskolin. Die basale NKCC-Aktivitat ist in CFTR(-/-) Krypten
etwas niedriger. Sowohl in CFTR(+/+) als auch CFTR(-/-) Krypten ist die NKCC-
Aktivitat durch Forskolin stimulierbar, in CFTR(-/-) Krypten lasst sie sich durch

20-minltige Inkubation in Forskolin um ein weiteres steigern. *:p<0,05; **:p<0,001

Die absolute Protonen-Fluxrate lag in den Krypten der CFTR(-/-) Mause mit
1,4+0,16 mM/min niedriger als in CFTR(+/+) Mausen, wo sie 2,1+0,18 mM/min
betrug (Daten nicht dargestellt).

Auch die basale relative NKCC-Aktivitat war mit 0,24+0,05 (n=12) in CFTR(-/-)
Mausen etwas niedriger als 0,42+0,07 (n=7) in (+/+) Mausen. Dies war
allerdings mit p=0,069 nicht statistisch relevant. Unter Umstanden ist der

Unterschied auf die etwas niedrigeren Expressionslevel zurickzufuhren.
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Auf beiden Bildern ist jedoch zu erkennen, dass Forskolin zu einer deutlichen
Stimulation der NKCC-Aktivitat sowohl in den CFTR(+/+) als auch CFTR(-/-)
Mausen fuhrte. Die Stimulation mit 10 uM Forskolin steigerte die NKCC-Aktivitat
in CFTR(+/+) Krypten um 64,3 % auf 0,69£0,14 (p<0,05; n=7) und in CFTR(-/-)
Krypten um 87,5 % auf 0,45+0,09 (p<0,05; n=5). Daher kann die NKCC-
Aktivitat offensichtlich auch durch cAMP-abhangige Stimulation gesteigert
werden, wenn CFTR in der apikalen Membran nicht vorhanden ist. Dies steht
im Gegensatz zu mehreren anderen Untersuchungen, die keine Aktivierung der
CI'-Sekretion durch cAMP im CFTR(-/-) Intestinaltrakt feststellen konnten
(20,23,86).

Als ein weiterer Regulationsmechanismus von NKCC wird der Neueinbau bzw.
Ausbau von Transportermolekilen in die Membran diskutiert. Um dies zu
untersuchen wurden Versuche durchgefuhrt, bei denen die Krypten vor dem
Ammoniumpuls 20 Minuten lang in Forskolin inkubiert wurden, um so

maoglicherweise einen Neueinbau von NKCC zu bewirken.

Interessanterweise lie3 sich dadurch nur bei den CFTR(-/-) Mausen eine
signifikante Stimulation der NKCC-Aktivitat auf 0,72+0,12 bewirken, hingegen
bei den Krypten der CFTR(+/+) Mause kein Unterschied festzustellen war
(0,761£0,11; n=8-10 in jeder Gruppe). Die erniedrigte basale NKCC-Aktivitat in
den CFTR(-/-) Krypten kdnnte somit weniger auf einen absoluten Mangel an
NKCC1 Protein als vielmehr auf eine Herunterregulation der NKCC-Funktion
zurtuckzufihren sein. Diese Vermutung wirde auch zu dem annahernd

normalen Epressionsniveau von NKCC1 in CFTR (-/-) Krypten passen.

3.11 Messung der NKCC-Aktivitat unter Hemmung basolateraler K,LQT;
K*-Kanile mit 293 B

Es gibt Anhaltspunkte daflr, dass die CFTR-Aktivierung durch cAMP zu einer
Koaktivierung von basolateralen K,LQTs K*-Kanélen flihrt. Dieses Phinomen
ist auch im Kolon beschrieben, wo nach Zugabe von Forskolin die apikalen CI'-
Leitfahigkeit sofort zunimmt, gefolgt von einer etwas verspateten Zunahme der

basolateralen K'-Leitfahigkeit. Es konnte gezeigt werden, dass diese K'-
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Leitfahigkeit K,LQT4 K*-Kanalen zugeschrieben werden kann. K,LQT; (KCNQ1)
ist ein basolateraler K*-Kanal mit sehr kleiner Leitfahigkeit, der weit verbreitet in
Epithelien aber auch anderen Geweben vorkommt. Im Kolon bewirkt er
zusammen mit KCNE3 einen unmittelbaren aktiven K*-Auswartsstrom. Er halt
damit die Triebkraft flur die apikale CI-Sekretion aufrecht. Unter
pharmakologischer Hemmung kommt es folglich zum Zusammenbrechen der
cAMP-abhangigen CI-Sekretion (6,32). Fur die Hemmung von K,LQT; eignet
sich das Chromanol 293 B (10).

Um auszuschlieen, dass eine vermeintliche NKCC-Stimulation unter Forskolin-
Applikation indirekt durch Aktivierung basolateraler K*-Kanale zustande kommt,
wurden Stimulationversuche unter K'-Kanal Hemmung durch 293 B
durchgefuhrt.

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Bild 3.17 im Vergleich zu den
Ergebnissen bei CFTR(+/+) und CFTR(-/-) Mausen graphisch dargestellt.

In Anwesenheit von 100 uM 293B, das dem Chromanol-sensitiven K*-Kanal
vollstandig hemmt (55), war die NKCC-Aktivitdt deutlich vermindert. Die
Steigerung der Azosemid-sensitiven Fluxrate unter Forskolin lie sich jedoch
auch unter 293 B feststellen, namlich um das 1,6-fache von 0,31+0,05 (n=5) auf
0,49+0,06 (n=4; p<0,05). Dies zeigt, dass der Stimulationseffekt von cAMP auf
die NKCC-Aktivitat auch unter 293 B-sensitiver K*-Kanal Blockade erhalten
bleibt.
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rel. Azosemid-sensitive Fluxrate
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Bild 3.17: Stimulation
mit Forskolin bei
CFTR(+/4), CFTR(-/-)
Mausen und Normal-
mausen mit 293 B.
Sowohl bei CFTR(+/+),
CFTR(-/-) Mausen, als
auch unter Applikation
von 293 B lasst sich die
relative Azosemid-
sensitive Fluxrate, die die
NKCC-Aktivitat  repras-
entiert, deutlich steigern.
*:p<0,05

87




3 ERGEBNISSE

3.12 Zusammenfassung der Ergebnisse

Zusammenfassend konnte Folgendes gezeigt werden:

1.

88

NKCC wird im gesamten Gastrointestinaltrakt exprimiert, und zwar mit
Abstand am hoéchsten im Kolon. Dabei liegt die Expression bei den CF
Mausen unter denen ihrer gesunden Geschwister. Bezieht man in die
Berechungen jedoch das zytoskelettale Protein Villin mit ein, verschwindet
dieser Unterschied. In isolierten Kolonkrypten unterscheiden sich das

Expressionsniveau von CFTR(+/+) und (-/-) Mausen nicht wesentlich.

Es konnte eine Pufferkurve fur Kolonkrypten der Maus erstellt werden, die
sich mit einer Pufferkapazitat g; von 55 mM/pH-Einheit bei pH; von 6,6, von
27 mM/pH-Einheit bei pH; 7,0 und 22 mM/pH-Einheit bei pH; 7,4 nicht

wesentlich von der in anderen Zelltypen unterscheidet.

Der Ausgangs-pH in CFTR(+/+) Krypten lag mit 7,48+0,03 leicht GUber dem
von CFRT(-/-)Krypten mit pH 7,42+0,03.

Die absolute Protonen-Fluxrate betrug in den Krypten der CFTR(-/-) Krypten
1,4+0,16 mM/min und lag damit etwas niedriger als in CFTR(+/+) Mausen

mit einer Fluxrate von 2,1+0,18 mM/min.

Die basale relative NKCC-Aktivitat war mit 0,37+0,08 in (-/-) Krypten etwas
niedriger als 0,58+0,03 in (+/+) Krypten.

Forskolin fuhrte sowohl in den CFTR(+/+) als auch CFTR(-/-) Krypten zu
einer deutlichen Stimulation der NKCC-Aktivitat. Die Stimulation mit 10 yM
Forskolin steigerte die NKCC-Aktivitat in CFTR(+/+) Krypten um 34 % und in
CFTR(-/-) Krypten um 61,4 % auf 0,60+0,11. Die NKCC-Aktivitat kann also
offensichtlich auch durch cAMP-abhangige Stimulation gesteigert werden,

wenn CFTR in der apikalen Membran nicht vorhanden ist.

Nach 20-minutiger Stimulation mit Forskolin liel3 sich bei den CFTR(-/-)
Mausen eine weitere Stimulation der NKCC-Aktivitat bewirken, wohingegen

bei den Krypten der CFTR(+/+) Mause kein Unterschied festzustellen war.
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8. Auch unter Hemmung basolateraler K*-Kanale durch 293 B lieR sich die
NKCC-Aktivitat von 0,31+0,05 auf 0,49+0,06 durch Forskolin steigern.
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4 DISKUSSION

Ziel der vorliegenden Arbeit war es den Na'K'2Cl-Kotransporter im
Gastrointestinaltrakt von CFTR-Knockout-Mausen zu untersuchen und mit den
Gegebenheiten im Verdauungstrakt von normalen Mausen zu vergleichen. Zum
einen wurden dazu die Expressionslevel von NKCC1 in Magen, Duodenum,
Jejunum, lleum, Kolon und Niere mit Hilfe der semiquantitativen PCR bestimmt,
des weiteren wurde die funktionelle Aktivitdit des Kotransporters unter
Ruhebedingungen und wahrend cAMP-abhangiger Stimulation mit Hilfe der

NH,"-Technik in BCECF-gefarbten Kolonkrypten gemessen.

Im folgenden sollen erst die verwendeten Methoden, die semiquantitative PCR,
die Isolierung der Kolonkrypten mit Hilfe eines EDTA-haltigen Puffers, die
Messung des intrazellularen pHs mittels des Fluoreszenzfarbstoffes BCECF
und die NH4"-Technik zur Messung der NKCC-Aktivitat, diskutiert werden bevor
die Ergebnisse interpretiert werden und in den Kontext der derzeitigen

wissenschaftlichen Erkenntnisse eingefligt werden.

4.1 Diskussion der Versuchsmodelle

4.1.1 Die semiquantitative PCR

Die Polymerase-Ketten-Reaktion, kurz PCR, dient dazu, ausgewahlte Bereiche
einer RNA so zu amplifizieren, dass man anschlieend in der Lage ist, sie
durch Gelelektrophorese zu analysieren. Mit ihr steht eine schnelle, verlassliche
und sensitive Moglichkeit zur Verfigung, um die Expression eines Gens zu
untersuchen und in einem gewissen Rahmen auch quantitative Aussagen zu
machen (42). Die in dieser Arbeit eingesetzte semiquantitative Methode stellt
eine Kombination aus verschiedenen experimentellen Ansatzen dar (18,22,52).
Um auswertbare Ergebnisse zu erzielen und diese anschliefend richtig

interpretieren zu kbnnen mussen dabei folgende Punkte beachtet werden:
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Zunachst muss eine geeignete interne Kontrolle gewahlt werden. Hierfur
bietet sich wie in Kapitel 3.2.1 erlautert die 18s rRNA an, die in allen

untersuchten Geweben in gleich hoher Konzentration exprimiert wird.

Ein groRes Problem bei der Auswertung der semiquantitativen PCR stellt
der anfangliche exponentielle Verlauf der Reaktion und die anschliellende
Plateaubildung im sogenannten Sattigungsbereich der Reaktion dar (s. Kap.
2.4.8). Durch den exponentiellen Verlauf kdnnen schon kleine Ladefehler zu
einer groben Fehleinschatzung des Expressionsniveaus fuhren. Wegen der
Plateaubildung muss durch ,Monitoring“ (d.h. Entnahme von Aliquots z.B.
alle zwei Zyklen) versucht werden, die exponentielle Phase der Reaktion
abzugreifen. Um am Ende eine quantitative Aussage machen zu kénnen,
muss die Amplifikationseffizienz von interessierendem Gen und Kontrolle
identisch sein, d.h. die Amplifikationskurven mussen bei halblogarithmischer

Darstellung parallel verlaufen (s. Bild 3.1).

Die Quantifizierung der Signale erfolgte in dieser Arbeit durch Messung der
Ethidiumbromid-Inkorporation, indem die integrierte optische Dichte (ODI)
der Banden ermittelt wurde (68). Da durch diese Methode Banden erst in
der Spatphase der exponentiellen Amplifikation erfasst werden, muss die
Reaktion moglichst ab dem Zeitpunkt aufgezeichnet werden, an dem die
erste gerade sichtbare Bande auf dem Gel erscheint. Nur so erhalt man
mindestens zwei oder besser drei bis vier Punkte, die Dbei
halblogarithmischer Darstellung auf einer Gerade liegen, bevor die Plateau-
Phase erreicht wird. Die Amplifikationskurve des in einem separaten
Reagenzgefal® angesetzten Kontrollgens wird in allen Diagrammen um
einen definierten Wert entlang der x-Achse verschoben um die Reaktion des
interessierenden Gens und der Kontrolle an einem Punkt der Reaktion
vergleichen zu konnen und so das Expressionsniveau zu berechnen. Wenn
dies nicht moglich ist miussen zusatzliche Punkte durch Extrapolation
ermittelt werden. Dies ist deshalb legitim, weil sich dadurch nur die
berechneten Absolutwerte, die lediglich virtuelle Grélken darstellen, nicht

aber das Verhaltnis der berechneten Werte zueinander andern.
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e Um eine quantitative Aussage zu machen, erfordert die PCR immer eine
Kontrolle der erhobenen Daten durch mindestens ein, besser zwei weitere
Experimente. Pipettierfehler oder -ungenauigkeiten, die wahrend der
Reaktion exponentiell amplifiziert werden koénnen, fallen so weniger ins
Gewicht. Alle Versuche dieser Arbeit wurden mindestens drei mal
durchgefuhrt und anschlieBend Mittelwert und Standardfehler berechnet (s.
Bild 3.2).

Die beschriebene Methode der semiquantitativen PCR ist somit daflir geeignet,
Expressionsunterschiede einer mRNA Spezies — hier NKCC1 - in
verschiedenen Zellen oder Geweben zu detektieren und miteinander zu

vergleichen.

4.1.2 Isolierung von Kolonkrypten mittels einer EDTA-haltigen Losung

Far die Praparation und Isolierung der Kolonkrypten wurde eine EDTA-haltige

Ldsung verwendet, wie sie von Siemer et al. beschrieben wurde (89,90).

Um der Traumatisierung der Krypten entgegenzuwirken, wurden der EDTA-
haltigen Ldsung zur Isolierung der Kolonkrypten 1% Rinderserum-Albumin
zugesetzt in der Hoffnung, dass dies die Integritdt und Funktionalitat der
Krypten fordere. AulRerdem wurde die EDTA-haltige Losung unmittelbar nach
erfolgreicher Isolierung der Krypten durch ein- bis zweimaliges Waschen mit
eisgekuhltem und O,-begastem Standard-HEPES-Puffer weitgehend entfernt.

Bis zu ihrer Verwendung wurden die Krypten-Fraktionen dann auf Eis gelagert.

Die isolierten Kolonkrypten verfigen uber den deutlichen Vorteil, dass ihr
Zellverband, und zwar sowohl der epitheliale Charakter, der Kontakt zu
Nachbarzellen, als auch das Zytoskelett erhalten bleiben, und sie somit die
physiologischen Gegebenheiten des Kolons widerspiegeln. Gleichzeitig wird es
dadurch schwierig evil. Unterschiede zwischen den einzelnen Zellen
festzustellen. Wie in Kapitel 1.2.2 beschrieben besteht die Kolonkrypte nicht
aus einem homogenen Zellverband, sondern aus Zellen unterschiedlicher
Reifestadien mit unterschiedlicher Transporter-Expression und folglich

unterschiedlicher Funktion. Durch den Einbezug der ganzen Kolonkrypte in die
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Messung erhalt man so zwar einen Durchschnittswert der gesamten Funktion
der Krypte, jedoch keine Aussage Uber die Beteiligung der einzelnen Abschnitte

an der Gesamt-Aktivitat.

FUr die durchgefuhrten Untersuchungen der NKCC-Aktivitat stellte sich die
Methode der Kryptenisolierung mittels der beschriebenen EDTA-LAsung als die
am besten geeignete heraus. Moglichen Einschrankungen der Viabilitat konnten
durch die anschlieBende Farbung mittels des Fluoreszenzfarbstoffes BCECF
kontrolliert werden, da das von den Krypten abgegebene Fluoreszenzsignal als
direktes Mal} fUr die Viabilitat der Zellen angesehen werden kann. Die Viabilitat
der Krypten konnte auch in molekularen und funktionellen Untersuchungen
bestatigt werden. Es wurden nur Kolonkrypten mit homogenem Fluoreszenz-
Signal, glatter Begrenzung und sichtbarem Lumen fur die Messungen
ausgewahlt. Durch den intakten Zellverband der Krypte war es mdglich, die
Transporter-Aktivitat unter Bedingungen zu untersuchen, die den

physiologischen Gegebenheiten im Kolon moglichst nahe kommen.

4.1.3 Messung von pH; mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes BCECF

Die Messung des intrazellularen pHs mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes
BCECF wurde in einer Vielzahl von Arbeitsgruppen beschrieben und erfolgreich
angewandt (3,87,100).

Nach Isolierung und Waschung der Krypten wurden die geeigneten Fraktionen
mit dem Fluoreszenzfarbstoff BCECF gefarbt, mit dessen Hilfe es moglich ist,
den intrazellularen pH zu messen. Dabei wurde das Signal einer einzelnen
Krypte mikrofluorometrisch bestimmt, wahrend die Krypte mit verschiedenen
Ldsungen perfundiert wurde (s. Kap. 2.6.2). BCECF besitzt bei 490nm einen
pH-abhangigen und bei 440nm einen pH-unabhangigen Exzitationsbereich, aus
denen im linearen Bereich zwischen pH 6,3 und 7,7 durch Kalibration mit der
,high-K*-Nigericin-Methode das Verhaltnis gebildet werden kann, um es
anschlie3end in pH-Einheiten umzurechnen (s. Kap. 2.6.2.4). Diese Methode ist
im Gegensatz zu pH-Messungen mit Mikroelektoden nichtinvasiv und erlaubt

Messungen mit hoher zeitlicher Auflésung.
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Ein Problem der mikrofluorometrischen Messungen mit BCECF stellt die
Phototoxizitat des Lichtes und das sog. ,Photobleaching” des Farbstoffes dar.
Das Licht, das zur Exzitation verwendet wird, schadigt die Zelle entweder direkt
oder durch Bildung freier Radikale. Unter ,Photobleaching” verseht man das
Ausbleichen des Farbstoffes durch zu lange Belichtung oder zu grol3e
Lichtintensitat. Um diesen beiden Effekte entgegenzuwirken, wurden
verschiedene Mallnahmen getroffen: Zum einen wurde die Lichtintensitat durch
einen Graufilter abgeschwacht, und statt dessen im hoheren Spannungsbereich
des Photomultipliers gearbeitet. Des weiteren wurde der ,Shutter des
Melsystems mittels eines von Georg Lamprecht aus unserer Arbeitsgruppe
geschriebenen Programmes gesteuert, so dass flexible Belichtungszeiten und -
intervalle moglich waren. Durch Optimierung des Versuchsprotokolls und
Modifikation der obigen Parameter gelang eine deutliche Reduzierung der

einstrahlenden Lichtenergie und somit der unerwiinschten Effekte.

4.1.4 Die NH, -Puls-Technik als Methode zur Bestimmung der Na*/K*/2Cl"-
Kotransport-Aktivitat

NKCC ist in der Lage, NH," anstelle von K" zu transportieren. Diese
Eigenschaft wird bei der NH;'-Puls-Technik ausgenutzt (s. Kap. 3.7). Die
Aufzeichnung der NKCC-Aktivitat mit Hilfe des Fluoreszenz-Farbstoffs BCECF
hat gewisse Vorteile gegenuber anderen Methoden, hat aber auch ihre Grenzen
(100). Der Hauptvorteil ist das ,On line Monitoring® der relativen
Transportaktivitat. Die Krypten bleiben wahrend der Messung in ihrer Integritat
und Funktion intakt, d.h. sie sind weiterhin in der Lage, Wasser und
Natriumchlorid zu sezernieren. Ein weiterer Vorteil ist die Moglichkeit des
einfachen und spezifischen Nachweises der NKCC-Aktivitat durch Zusatz von
Schleifendiuretika: Die langsame Ansduerung der Zelle nach NH;"-Puls |4t
sich durch Azosemid abschwachen und reprasentiert wie in Kapitel 3.7 erlautert
die NH4"-Aufnahme durch den Na*-2CI-K*-Kotransporter. Diese Hemmung ist
jedoch nicht vollstandig, deshalb mul} es andere Transportmechanismen

geben, die zur pH-Anderung beitragen (43).
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Zum einen gibt es Faktoren, die der Ansauerung entgegen steuern: Daflr
kommen sowohl HCOj-transportierende Mechanismen als auch Na*-H'-
Austauscher in Frage. Von NHE (hier wahrscheinlich NHE1) ist allerdings
bekannt, dass er auch NH," transportieren kann (70). Damit konnte er also
auch an einer Ansauerung der Zelle beteiligt sein, allerdings in einem deutlich

geringeren Ausmalf} als NKCC.

Auf der anderen Seite existieren verschiedene Faktoren, die zur Ansauerung
beitragen: Der mdgliche EinfluR der Na*-K*-ATPase kann durch Applikation von
Ouabain untersucht werden, und so konnten Ramirez et al. feststellen, dass
Ouabain die Ansauerung um ca. ein Drittel abschwacht. In Segmenten der
Niere konnte die Arbeitsgruppe auBerdem einen NH,'-Transfer mittels
basolateraler K*-Kanale durch deren Hemmung mit Barium nachweisen (70).
SchlieBlich testeten sie ein madgliches HCOj3;-Aufnahme-System unter
24 mmol/l HCO3/5% CO,. Auch hier liel3 sich eine Beteiligung an der lang-
samen Ansauerung der Zelle nachweisen. In Kap. 3.8 sind die Versuche
beschrieben, die durchgefuhrt wurden, um mogliche HCOj-Transporter zu
testen. |hr Anteil an der langsamen Anséuerung nach NH4"-Puls wurde mittels
des Hemmstoffes  4,4'Diisothiocyanostilbene-2,2’'Disulfonsaure  (DIDS)
bestimmt. Er betrug 0,35 + 0,05 %. Folglich stellen die Na*-K*-ATPase, Barium-
sensitive K'-Kandle und ein HCOj;-Aufnahme-System neben NKCC die
Mechanismen fiir die Ansauerung der Zelle nach NH,*-Puls dar. Die beiden erst

genannten transportieren dabei wie NKCC NH," anstelle von K.

In den Experimenten dieser Arbeit wurde versucht, diese Maoglichkeiten
auszuschlieen, indem CO,/HCOg3-freie Lésungen verwendet wurden, denen
1 mM Barium zugegeben wurde. AuRerdem wurde die NKCC-Aktivitat als der
Azosemid-sensitive Anteil der langsamen Ansduerung bestimmt. In den
verwendeten Konzentrationen hemmt Azosemid die NKCC-Isoform des Kolons
sehr spezifisch, eine Hemmung anderer Transporter wie CI'-HCO3-Austauscher

und K*-CI'-Symporter erfolgt erst in héheren Konzentrationen.

Trotzdem kann die Azosemid-sensitive NH4"-Aufnahme nicht als absoluter Wert

fur die NKCC-Aktivitat gesehen werden (100): Die Zellhomeostase wird durch
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die Perfusion mit 40 mM NH," verdndert. So kann es wahrend der Messung
durch verschiedene kurz- und langfristige Regulationsmechanismen zu einer
Veranderung der Triebkrafte kommen. Deshalb kann nur der initiale pH-Abfall

fur die Berechnung der NKCC-Aktivitat herangezogen werden.

Wie in Kapitel 1.2.2 erwahnt besteht die Kolonkrypte aus einem inhomogenen
Verband aus Zellen unterschiedlicher Reifestadien mit unterschiedlichen
Eigenschaften. In den durchgefuhrten Experimenten wurde nach Moglichkeit
die ganze Krypte in die Messung mit eingeschlossen. Trotzdem kann es
moglicherweise zu Unterschieden in der Reaktion auf den NH4"-Puls kommen,
je nachdem, ob einmal ein groflierer Teil der Kryptenbasis oder der Oberflache

in der Messung mit inbegriffen war.

4.2 NKCC bei Zystischer Fibrose

Bei der zystischen Fibrose lasst sich die CI" und HCOgs-Sekretion nicht
stimulieren (46,86). Es existieren zahlreiche immunhistochemische, molekulare
und funktionelle Hinweise auf die Existenz alternativer Anionen-Sekretions-
Mechanismen  (29,41,48), zahlreiche Versuche von verschiedenen
Arbeitsgruppen diese im  Verdauungstrakt bei fehlendem CFTR
pharmakologisch zu  aktivieren schlugen jedoch fehl (34,49,86).
Aulerordentliche Bedeutung kam deshalb den Experimenten von Soleimani et
al. an einer Tumorzellinie des Pankreas zu, die das Expressionsniveau von
NKCC1 und NBC1 in Abwesenheit von CFTR mit CFTR-transfizierten Zellen
verglichen und eine eindrucksvolle Verminderung dieser basolateralen
Aufnahmemechanismen in Abwesenheit von CFTR feststellten (87,88). Damit
ware eine mogliche Erklarung geliefert worden, warum jegliche Versuche,
apikale Transportmechanismen in CF-Epithelien zu stimulieren, angesichts
mangelnder basolateraler Anionen-Aufnahme-Mechanismen scheitern muliten.
Die verminderte NKCC1-Expression konnte zusatzlich zu der im CF-Epithel
beobachteten gesteigerten Na’-Absorption beitragen (62), da im Kolon der
Maus unter Hemmung von NKCC1 eine erhéhte Na’-Absorption beobachtet

werden konnte.
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Es bestand deshalb groRes Interesse zu untersuchen, ob sich eine verminderte
Expression basolateraler Aufnahmemechanismen auch im nativen Epithel des
Gastrointestinaltrakts von CFTR(-/-) Mausen nachweisen ladt. Innerhalb dieser
Arbeit wurden deshalb zum einen die NKCC1-Expressionslevel einer CFTR-
Kockout-Mauselinie mit denen ihrer normalen Geschwister in verschiedenen
Abschnitten des Gastrointestinaltrakts mittels semiquantitativer PCR verglichen.
Des weiteren wurden Krypten aus dem proximalen Kolon dieser beiden

Mauselinien isoliert und die NKCC-Transportraten miteinander verglichen.

Es liel3 sich eine reduzierte Expression von NKCC1 im CFTR(-/-) Kolon im
Vergleich zum CFTR(+/+) Kolon feststellen. Unter Einbezug von Villin, einem
zytoskelettalen Protein der Bilrstensaummembran, verschwand dieser jedoch.
Dies konnte auf strukturelle Veranderungen im Gewebe der CF Mause

hindeuten.

Auch in isolierten Kolonkrypten lag das Expressionsniveau von NKCC1 bei den
CFTR(-/-) Mausen leicht unter dem ihrer gesunden Geschwister, dies war

jedoch statistisch nicht signifikant.

Die NKCC-Aktivitat wurde wie in Kapitel 3.7 beschrieben fluorometrisch
gemessen. Die basale Transportrate war relativ gering, was moglicherweise an
dem hohen Anfangs-pH lag. Aul3erdem wurde allen Losungen 1 mM Barium
zugesetzt, um einer NH;-Aufnahme durch basolaterale K'-Kanale
entgegenzuwirken, und dies mag durch Schwellung der Zellen ein weiterer
Grund flr die niedrigen Transportraten gewesen sein. Nichtsdestotrotz waren
die Bedingungen bei Messungen an CFTR(-/-) und (+/+) Krypten gleich und
stimmten in etwa mit den gemessenen Expressionsleveln Uberein. Die NKCC-
Aktivitat fiel in den CFTR(-/-) Krypten etwas geringer aus als in den Krypten der
normalen Geschwister, und zwar deutlicher als dies nach den leicht erniedrigten
Expressionsleveln zu erwarten gewesen ware. Trotzdem fallt die Einschrankung
der funktionellen Transporter-Aktivitat gering aus und steht in keinem Verhaltnis
zu dem dramatischen Unterschied, der in der Tumorzellinie des Pankreas ohne

und mit transfiziertem CFTR beschrieben wurde (88).
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Diese Diskrepanz zwischen den Resultaten dieser Arbeit an nativem CF-
Gewebe und den Ergebnissen von Soleimani et al. an einer CFTR-defizienten
Tumorzellinie (88) sind moglicherweise darauf zuruckzufuhren, dass in den CF-
Epithelien des Verdauungstrakts doch noch betrachtliche Mengen an CI" und
HCO3; auf anderem Weg als via CFTR ins Lumen transportiert werden, auch
wenn derzeitig keine Agonisten bekannt sind, die diesen Prozel3 zu steigern
vermogen. Kultivierte Tumor Zellinien besitzen unter Umstanden mangels
vorhandener lonengradienten  keinen  bedeutenden transepithelialen
lonentransport, so dass CFTR-Expression zu einer Veranderung des
intrazellularen und transepithelialen lonentransport Szenarios fuhren koénnte.
Interessanterweise stellten Slotki et al. bei der Untersuchung der NKCC-
Aktivitat in HT-29 und CFPAC Zellen mit bzw. ohne viral transfiziertem CFTR
eine hohe NKCC-Aktivtat in HT-29 und eine niedrige in CFPAC Zellen fest,
unabhangig von CI'-Kanal Aktivitat und CFTR Expression (92). Folglich wurden
an derselben CFPAC Tumorzelllinie gegensatzliche Ergebnisse in

verschiedenen Arbeitsgruppen erzielt.

In CF Epithelien scheint daruber hinaus die Regulation mehrerer anderer lonen-
Transportprozesse defekt zu sein (84). Dabei scheint weniger die basale
Aktivitat als vielmehr die cAMP-abhangige Regulation beeintrachtigt zu sein.
Auf diese Weise unterbleibt in CF-Gewebe die cAMP-abhangige Hemmung des
apikalen Na’-Kanals Enac (96), ebenso wie die Na'-Absorption im Jejunum
(21), die Aktivierung des ORDIC-Kanals (50) und die VIP-abhangige K*-Offnung
(58).

Die Messungen der NKCC-Expressionslevel und -transportraten scheint in den
nativen Kolonkrypten somit eher die pathophysiologischen Gegebenheiten der
Zystischen Fibrose widerzuspiegeln als die einer CFTR-defizienten

Tumorzellinie mit anschlielend artifiziell eingefugtem CFTR.

4.3 Regulation von NKCC durch intrazellulares cAMP

Unter gesteigerter Salz- und Wassersekretion im Gastrointestinaltrakt missen

nicht nur apikale Cl'-Kanale aktiviert werden, sondern auch die Transportrate
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von basolateralen Anionen-Aufnahme-Mechanismen mufd erhoht werden, um
so die intrazellularen lonenkonzentrationen v.a. von CI' aufrecht zu halten
(37,65). Die NKCC1-Isoform stellt in den Enterozyten dabei den dominierenden
basolateralen Aufnahmemechanismus fur CI" dar (37). Trotzdem [aRt sich bei
NKCC1 Knockout Mausen eine beachtliche Restfunktion der Anionen-Sekretion
feststellen (36) und es konnte gezeigt werden, dass mit dem Na’/HCOs™-
Kotransporter in Verbindung mit einem basolateralen CI/HCO3; Austauscher
wahrscheinlich ein alternativer Mechanismus der CI-Aufnahme im Kolon zur
Verfligung steht (85).

Eine zentrale Rolle bei der Koordination von apikalen und basolateralen
Transportmechanismen spielt die Erhohung von [cAMP]; durch Agonisten wie
das Vasoaktive Intestinale Peptid (VIP), Adenosin, Prostaglandine oder
Forskolin (s. Kap. 1.3.1.3). Es ist jedoch noch weitgehend unklar, Uber welche
Mechanismen eine solche koordinierte CI'-Sekretion zwischen apikalem CFTR
einerseits und basolateral lokalisiertem NKCC und K*-Kanalen andererseits
vonstatten geht. Es wird sowohl eine indirekte Beeinflussung von NKCC in
Form einer sekundaren Reaktion auf die apikale CI-Kanal-Aktivierung als auch
eine direkte Aktivierung von NKCC durch eine cAMP-abhangige Proteinkinase
Kaskade diskutiert (39). Im Folgenden sollen die verschiedenen maoglichen
Mechanismen kurz vorgestellt und diskutiert werden, um dann die Ergebnisse

dieser Arbeit in diesen Kontext einzufligen und zu interpretieren.

cAMP fuhrt bekanntermalen durch PKA-vermittelte Phosphorylierung zur
Aktivierung des apikalen CFTR CI-Kanals. Folglich ware eine Steigerung der
Transportrate von NKCC durch eine simple Erhdhung der elektrochemischen

Triebkraft in Folge der erniedrigten [CI']; denkbar.

In verschiedenen Zelltypen wurde eine Aktivierung von NKCC durch hypertone
Zellschrumpfung beschrieben (44). NKCC konnte somit sekundar als Reaktion
auf den cAMP-vermittelten Salz- und Wasserverlust der Zelle aktiviert werden
(39,65). Eine besondere Rolle bei der Ubermittiung von Volumenanderungen
der Zelle konnte dabei dem Zytoskelett zukommen. Es konnte gezeigt werden,

dass unter Phalloidin, einem F-Aktin-Stabilisator, CI.19A Zellen mit
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funktionierender CI-Sekretion keine oder nur eine geringe cAMP-anhangige

Stimulation von NKCC aufweisen (65).

Eine zentrale Rolle in der Aktivierung von NKCC spielt die zytoplasmatische CI'-
Konzentration. Hohes [CI]; fuhrt moglicherweise durch allosterische Hemmung
zu einer Herabsetzung der NKCC-Aktivitat. Es ist daher durchaus denkbar,
dass die beobachteten Reaktionen auf Volumenanderungen auf eine

veranderte [CI']; zurickzufuhren sind (65).

Es konnte beobachtet werden, dass die NKCC-Aktivitat mit dem
Phophorylierungszustand des Proteins in Zusammenhang steht (37,38,79).
Mdglicherweise fuhrt also cAMP Uber eine Proteinkinase Kaskade zu einer
Phosphorylierung und damit zu einer direkten Aktivierung von NKCC
unabhangig von CFTR (60,65). Vor kurzem wurden volumen-sensitive
Proteinkinasen entdeckt, die die Verbindung zwischen der cAMP-abhangigen
Sekretion und der Phosphorylierung basolateraler Anionentransporter darstellen
konnten (59,73).

SchlieBlich wird als weiterer Mechanismus der EinfluBnahme von cAMP auf
NKCC die Zunahme der Bumetanid-Bindungsstellen als evtl. Hinweis auf die
Zahl der funktionalen Kotransporter in der Zellmembran diskutiert (37,39,65,79).
Eine erhohte Kotransporter-Aktivitat ist aber vermutlich nicht unbedingt an eine
erhohte Anzahl von NKCC in der Membran gebunden (65).

Das vorangegangene macht deutlich, dass die Aktivierung von NKCC in
Zusammenhang mit apikaler CI-Sekretion nicht allein durch die simple
Zunahme der elektrochemischen Triebkraft erklart werden kann; vielmehr muss
ein  komplexes Zusammenspiel multipler Regulationsmechanismen mit

unterschiedlichen SignalUbertragungswegen vorliegen (65,100).

Eine Mdglichkeit, die Bedeutung des cAMP-abhangigen CI-Effluxes an der
Regulation von NKCC durch cAMP zu untersuchen, stellt die Ausschaltung der
apikalen CI-Sekretionsmechanismen dar (65). Mangels eines effizienten und
spezifischen CFTR-Inhibitors wurden zu diesem Zweck vergleichende
Untersuchungen an Kolonkrypten von CFTR(+/+) Mausen mit funktionierendem
CFTR und CFTR(-/-) Mausen mit defektem CFTR angestellt. In letzteren wurde
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dadurch der Einfluk von apikalem CFTR, sowie sekundaren Faktoren wie
Zellschrumpfung und erniedrigter [CI]; weitgehend ausgeschlossen. Der Effekt

von erhohtem [cAMP]; wurde durch Applikation von 10 uM Forskolin untersucht.

Wie erwartet fUhrte die Applikation von Forskolin in den Krypten von normalen
Mausen zu einer Zunahme der Azosemid-sensitiven NH,;*-Aufnahme, die wie in
Kapitel 3.7 beschrieben die NKCC-Aktivitat reprasentiert. Uberraschender
Weise konnte jedoch in gleicher Weise eine Stimulation an den CFTR(-/-)
Krypten beobachtet werden. Ahnliche Beobachtungen wurden von anderen
Arbeitsgruppen gemacht: Heitzmann et al. beschrieben die Stimulation der
NKCC-Transportrate in den Kolonkrypten von Ratten (43). Von Matthews et al.
wurde die NKCC-Aktivitat zwischen der intestinalen Zelllinie HT29, die keinen
cAMP-regulierten CI-Efflux besitzt, und dessen Subklon Cl.19A, in dem CFTR
durch Behandlung mit Natriumbutytat in die Zellmembran eingebaut wurde,
verglichen. Bei beiden Zelllinien konnten sie eine Aktivierung von NKCC in
Form einer Zunahme der ®*Rb-Aufnahme feststellen (65). Im Nasenepithel von
CF-Patienten konnten Haas et al. nachweisen, dass eine Zunahme der [°H]-
Bumetanid-Bindung unter Isopropanol, einem f-adrenergen Agonisten, und

unter Einflul3 eines cAMP-Analogons zu beobachten war (39).

All diese Ergebnisse untermauern die Vermutung, dass es einen cAMP-
abhangigen Aktivierungsmechanismus von NKCC geben mul3, der unabhangig

von CFTR und damit unabhangig von apikaler CI'-Sekretion ist.

Bei dieser direkten cAMP-abhangigen Aktivierung konnen verschiedene
Faktoren eine Rolle spielen: Es lieien sich 20 Konsensus Sequenzen flr
Kinasen an den Carboxy- und Aminotermini von NKCC identifizieren, darunter
Proteinkinase A (PKA) und C (PKC) sowie die Casein-Kinase Il (CK2).
Pharmakologische Hemmung deutet auf eine Rolle von PKA, PKC, MLCK und
Ca?*/CaM unter RVI hin (54). Gleichzeitig miissen Proteinphosphatasen fiir die
Dephosphorylierung von NKCC verantwortlich sein. Durch spezifische
Inhibitoren konnte die Rolle von Ser/Thr Proteinphosphatasen vom Typ 1
(PP-1) und Typ 2A (PP-2A) und/ oder Typ 3 (PP-3) unter Ruhebedingungen

nachgewiesen werden (54). Moglicherweise spielt auch [Ca®']; bei der
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Aktivierung von NKCC eine Rolle (54,100). Der in Kapitel 1.3.1.3 erwahnte
Zusammenhang zwischen NKCC-Aktivitat und Phosphorylierungszustand des
Proteins legen eine Aktivierung durch eine cAMP-abhangige Proteinkinase-
bzw. Phosphatase-Kaskade nahe. Vor kurzem wurden volumen-sensitive
Proteinkinasen entdeckt, die als Verbindungsglied zwischen cAMP-abhangiger
Sekretion und Phosphorylierung basolateraler Anionen-Transporter denkbar

waren (59).

Gleichzeitig ist nicht auszuschlieBen, dass es neben dem Mechanismus der
direkten cAMP-abhangigen Aktivierung noch einen weiteren gibt, der NKCC
sekundar als Antwort auf apikale CFTR-Aktivierung also abhangig von CI'-Efflux

und damit verbundener Anderung des Zellvolumens und [CI]; stimuliert.

In Anlehnung an die Versuche von Matthews et al., die eine vermehrte [*H]-
Bumetanid Bindung als moglicher Hinweis auf eine erhdhte Anzahl eingebauter
Kotransporter in der Membran der intestinalen Zellinie CIL.19A und HT29
beobachteten, wurde zusatzlich zu den Stimulationsexperimenten mit Forskolin
untersucht, inwiefern sich eine langere Forskolin-Inkubation von ca. 20 Minuten
auf die NKCC-Aktivitat auswirkt, um so den mdglichen Einflu® von Transporter-
Neueinbau aus submembrandsen Vesikeln zu testen. Im Gegensatz zu den
Ergebnissen von Matthews et al., die erhdhte [3H]-Bumetanid Bindungsstellen
nur in dem CI.19A Subklon mit eingebautem CFTR feststellten, erhdhte eine 20
minutige Stimulation mit Forskolin die NKCC-Aktivitat interessanter Weise nur in
den Kolonkrypten der CFTR(-/-) Mause, und zwar auf das Niveau, das in den
normalen Krypten nach 5 Minuten gemessen wurde. Dies lasst vermuten, dass
die erniedrigte NKCC-Grundaktivitat in CFTR(-/-) Krypten hauptsachlich auf

posttranskriptionale Ereignisse zurtickzuflhren ist.

Um auszuschlieRen, dass Forskolin tber Aktivierung von basolateralen K-
Kandlen zu einer Anderung intrazelluldrer lonenkonzentrationen oder
Zellvolumen fuhrt, die dann wiederum die NKCC-Aktivitdt erhoht, wurden
Versuche mit dem K'-Kanal Hemmstoff 293 B durchgefiihrt. Hierunter sank
zwar die basale NKCC-Aktivitat, die Aktivierung durch Forskolin blieb jedoch
erhalten.
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Zusatzlich zu den beschriebenen Versuchen wurden Experimente von
Mitarbeitern unseren Labors durchgefiihrt (4), in denen Volumina der Krypten
durch konfokales Querschnitts-Scanning (43) und Anderungen von [CI]; mittels
des Fluorenszenz-Farbstoff MQAE unter Forskolin-Stimulation in CFTR(+/+)
und (-/-) Krypten gemessen wurden, um so eine Aktivierung von NKCC durch
diese indirekten Mechanismen unter cAMP in den (-/-) Krypten auszuschliel3en.
Der Krypten-Querschnitt nahm in den (+/+) Krypten unter Forskolin-Stimulation
und gleichzeitiger Anwesenheit von Azosemid um 9,8+1,5% deutlich ab,
hingegen in den (-/-) Krypten kein Unterschied festzustellen war. Bei den
Messungen der [CI]; lie sich eine Zunahme der MQAE-Fluoreszenz unter
Forskolin und Azosemid in den CFTR(+/+) Krypten als Hinweis auf eine
Abnahme der intrazellularen CI'-Konzentration feststellen, wohingegen in den

(-/-) Krypten kein Unterschied zu sehen war.

Diese Ergebnisse verdeutlichen folglich zwei Dinge: Erstens, zeigen sie, dass
die cAMP-abhangige Regulation von NKCC auch in Abwesenheit von apikalem
CFTR intakt ist. NKCC konnte somit im aktivierten Zustand zu einem zellularen
Ungleichgewicht von lonenkonzentrationen beitragen, das wiederum einige der
Beobachtungen in CF-Zellen erklaren kdnnte. Andererseits scheint es damit
unwahrscheinlich, dass eine schwere Fehlfunktion von NKCC zu der

fehlerhaften Sekretion in CF-Epithelien beitragt.

Zweitens zeigt die deutliche Steigerung der NKCC-Aktivitat in CFTR(-/-) Zellen
in Abwesenheit sekundarer Mechanismen wie Zellschrumpfung und
Anderungen von [CI];, dass Zellschrumpfung nicht die gemeinsame Endstrecke
der NKCC-Aktivierung sein kann, wie es von Heitzmann et al. vorgeschlagen
wurde (43). Vielmehr missen erhéhte [CAMP]; NKCC auf einem direkteren Weg
aktivieren. Ein moglicher Aktivierungs-Mechanismus konnte dabei eine PKA-
vermittelte Phosphorylierung darstellen, fur die mehrere stark konservierte
Konsensus Stellen in der zytoplasmatischen Domane des Transporters
nachgewiesen wurden (1,74). Es liegen jedoch noch keine Erkenntnisse
darliber vor, ob diese Konsensus Stellen tatsachlich von der Proteinkinase A
phosphoryliert werden, ob dies Uberhaupt Auswirkungen auf die Transporter-

Aktivitat hat, welche zusatzlichen cAMP-abhangigen Mechanismen zur
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vollstandigen Aktivierung von NKCC beitragen und wie ihr genaues

Zusammenspiel aussieht.

Folglich lalt sich die cAMP-abhangige NKCC-Aktivierung weder aus simpler
Veranderung chemischer Gradienten noch durch sekundare Mechanismen der
Anionen-Sekretion wie Zellschrumpfung oder veranderte lonengradienten
erklaren. Die Daten legen vielmehr nahe, dass eine Rezeptoraktivierung
wahrscheinlich zu Signaltransduktionsmechanismen fuhrt, die gleichzeitig
sowohl apikale Transportmechanismen fur die Ingangsetzung des
Sekretionsprozesses als auch basolaterale Transporter flr die Gewahrleistung
des zellularen Homeostase aktivieren. Diese Ergebnisse stimmen sowohl mit
denen von Heitzmann et al. an der Ratte uberein (43), als auch mit Versuchen
an Parietalzellen des Kaninchens unseren eigenen Labors, in denen sich eine
Aktivierung des Na'/H*-Austauschers kurze Zeit nach Sekretagoga-induzierter
Stimulation zeigte (3,94). Die selben Ergebnisse konnten dartber hinaus in
Untersuchungen unseren Labors an NBC bestatigt werden: es zeigten sich
ahnliche Ergebnisse wie bei NKCC sowohl was Expressionslevel als auch die

funktionelle Transporter-Aktivitat angeht (4).

Die genaue Charakterisierung mutmaflicher Proteinkinasen und Phosphatasen
wird eine der grol3en Herausforderungen der Zukunft bei der Erforschung der
Na*/K*/CI-Kotransporter darstellen (37).

Die zuklnfige Erforschung der Regulationsmechanismen basolateraler
Anionen-Tranportproteine unter Stimulation apikaler Sekretion kdnnte neue
Optionen zur Behandlung der sekretorischen Diarrhd eroffnen. Die gezeigten
Ergebnisse zeigen die Intaktheit der basolateralen ClI-Aufnahme-Mechanismen
im nativen CF-Gewebe als absolute Voraussetzung flr eine maogliche

Aktivierung alternativer CI'-Sekretionsmechanismen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die basolaterale ClI-Aufnahme stellt den limitierenden Faktor fUr intestinale
Sekretion dar. Untersuchungen an einer CFTR-defizienten Zellinie lieRen eine
defekte Regulation mit verminderten Expressionsleveln der basolateralen
Anionen-Aufnahme-Mechanismen Na*/HCOs;- und Na'/K'/2Cl-Kotransporter
vermuten, die damit Teil des schweren Sekretionsdefekts bei der Zystischen
Fibrose darstellen kdnnten. Deshalb wurden in dieser Arbeit sowohl die NKCC
MRNA Expression als auch die Transporter-Aktivitat und deren Regulation
durch [cAMP]; im Gastrointestinaltrakt von CFTR(+/+) und CFTR(-/-) Mausen

untersucht.

Zur Bestimmung der NKCC1 Expressionslevel in Magen, Duodenum, Jejunum,
lleum, Kolon und Niere wurde die Methode der semiquantitativen PCR mit
18s rRNA als interne Kontrolle verwendet, die Na'/K'/2CI-Transportraten
wurden fluorometrisch in BCECF-gefarbten Kolonkrypten gemessen, zur cAMP-

abhangigen Kotransporter Stimulation diente 10 uM Forskolin.

Das mRNA Expressionsniveau von NKCC1 lag in allen untersuchten Organen
des Gastrointestinaltrakts bei den CFTR(-/-) Mausen niedriger als bei ihren
gesunden Geschwistern, unter Einbezug des zytoskelettalen Proteins Villin
verschwand dieser jedoch. In isolierten Kolonkrypten bestand ein geringer, aber
statistisch nicht signifikanter Unterschied des NKCC1-Expressionniveaus
zwischen CF Mausen und ihren gesunden Geschwistern. Ebenso war die
basale Transporter-Aktivitat in den CFTR(-/-) im Vergleich zu den CFTR(+/+)
Kolonkrypten leicht reduziert. Forskolin fuhrte zu einer Steigerung der NKCC-
Aktivitat sowohl in den CFTR(+/+) als auch (-/-) Krypten, und zwar um das
2,1fache in den CFTR(+/+) und das 1,9fache in den (-/-) Krypten. Ein ahnlicher
Effekt konnte unter Applikation des K*-Kanal Hemmstoffs 293 B in den Krypten

normaler Mause gemessen werden.

Zusammenfassend lassen sich leicht reduzierte NKCC1 Expressionslevel und

Transportraten bei jedoch erhaltener cAMP-abhangiger Aktivierung der
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Transportaktivitat im Gastrointestinaltrakt der CFTR(-/-) Mausen feststellen.
Damit ist eine schwere Fehlfunktion und -regulation basolateraler Anionen-
Aufnahme-Mechanismen als Teil des Sekretionsdefekts der Zystischen Fibrose
im Gastrointestinaltrakt unwahrscheinlich. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten
auf eine direkte, von Zellvolumen und [CI]; unabhangige Aktivierung von NKCC
im Kolon durch [cAMP]; hin.

Die Intaktheit der basolateralen Anionenaufnahmemechanismen stellt die
Grundvoraussetzungen fur eine maogliche Aktivierung der Anionensekretion
Uber putative alternative Sekretionsmechanismen im Gewebe von Zystische
Fibrose Patienten dar. Der Zukunft kénnten damit mdgliche Angriffspunkte bei

der Behandlung der Mukoviszidose eroffnet werden.
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