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Abkirzungen

BAC kinstliches Bakterienchromosom (engl. bacterial artificial chromosome)

BAL Bronchoalveolére Lavage

BALT Bronchienassoziiertes lymphatisches Gewebe (engl. bronchus-associated lym-
phoid tissue)

BPIF engl. bactericidal/permeability-increasing fold-containing

CaCC Kalzium-aktivierbarer Chloridkanal (engl. calcium-activated chloride channel)

CF Zystische Fibrose (engl. cystic fibrosis)

CFTR engl. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator

CLCA Chloridkanal Regulator, Kalzium-aktivierbar
(engl. chloride channel regulator, calcium-activated)

COPD chronisch-obstruktive Lungenerkrankung (engl. chronic obstructive pulmonary
disease)

DSS Dextran Natriumsulfat (engl. dextran sulfate sodium)

ENaC Epithelialer Natriumkanal (engl. epithelial Na channel)

h human (zum Menschen gehdrend)

HEXXH Zink bindende Motivsequenz mit der Aminosaurensequenz: Histidin (H), Glu-
taminséure (E), zwei beliebige Aminosauren (X), Histidin (H)

IAD engl. inflammatory airway disease

IL Interleukin

kDa Kilodalton

KO knock-out

Lu-ECAM-1 engl. lung-endothelial cell adhesion molecule-1

m murin (zur Maus gehdrend)

MGNC engl. Mouse Gene Nomenclature Committee
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n-CLCA

PCR

RNA

ROA

SH3GLB1

SMG

ODF2L

Th2

VWA

WT

amino-terminale CLCA Doméne

Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
Ribonukleinsaure (engl. ribonucleic acid)

engl. recurrent airway obstruction

engl. SH3-domain GRB2-like endophilin B1

Submukosale Driise (engl. submucosal glands)

engl. outer dense fiber of sperm tails 2-like

T-Helferzelle vom Subtyp 2

von Willebrand Faktor A

Wildtyp



Diversitat der CLCA-Genfamilie

1. Einleitung

Tiermodelle sind ein wertvolles Element der biomedizinischen Forschung. Sie helfen, die Funk-
tion einzelner Gene sowie teils auch komplexe Krankheitsprozesse zu verstehen. Sie werden
genutzt, um Wirkungen und Nebenwirkungen von Pharmaka zu analysieren, um Toxizitat oder
Infektiositat hervorzusagen oder abzuschatzen und neuartige Therapien zu testen. Ublicher-
weise werden dafur Nagetiere, insbesondere Mduse, genutzt: aufgrund ihrer GroRe sind sie
leicht héndelbar und in fiir das Studiendesign ausreichenden Zahlen zu halten, sie weisen eine
kurze Generationszeit auf, haben viele Nachkommen, sind leicht zu transportieren und kosten-
gunstig. Inzuchtstdamme erlauben eine genetisch identische, und damit standardisierte Popula-
tion. Weiterhin sind die Versuchs- und Haltungsbedingungen kontrollierbar und kénnen ent-
sprechend der Fragestellung gezielt manipuliert werden. Das Genom der Maus ist weitestge-
hend entschlisselt und zahlreiche etablierte gentechnische Methoden erlauben die gezielte Mo-
difikation ihrer Gene und lassen die Generierung neuer, u.a. humanisierter Tiermodelle zu, die
an eine spezifische Fragestellung angepasst sind. Ein groRer Teil der Gene ist bei Mensch und
Maus vergleichbar, da 85 Prozent der Protein-codierenden Regionen bei beiden Spezies iden-
tisch sind (Makalowski et al., 1996). Neben den Nagetieren werden auch andere Tierarten, ab-

héngig von der Fragestellung, als Modelle fiir den Menschen genutzt.

Jedoch gibt es zahlreiche Beispiele dafiir, dass Méduse und andere Spezies den Menschen nicht
immer in allen Aspekten identisch modellieren kénnen (Uhl and Warner, 2015). Aufgrund einer
speziesspezifischen Biochemie und Physiologie kommt es beispielsweise zu Unterschieden in
der Absorption, Verteilung, Metabolisierung und Exkretion von Substanzen (Martinez, 2011;
Shanks et al., 2009). Das scheint ein Grund daftr zu sein, dass im Nagermodell nur in 43 Pro-
zent der Félle die Toxizitat von Stoffen fur den Menschen korrekt vorhergesagt werden konnte
(Olson et al., 2000). Auch sind zahlreiche immunologische Unterschiede zwischen Maus und
Mensch bekannt, wie beispielsweise das im Gegensatz zur Maus weitestgehend nicht ausge-
pragte bronchienassoziierte lymphatische Gewebe (BALT) bei gesunden Menschen, das Fehlen
von Defensinen in Leukozyten der Maus oder die unterschiedliche Anzahl von Defensinen in
den Paneth-Zellen beider Spezies (Mestas and Hughes, 2004). Auch spiegelte sich die Expres-
sionsantwort von Genen auf entziindliche Erkrankungen des Menschen nicht in Mausmodellen
wider (Seok et al., 2013). Weiterhin ruft ein identischer Gendefekt nicht immer in allen Spezies
einen vergleichbaren Ph&notyp hervor. Méuse, die den gleichen cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (cftr)-Gendefekt wie Menschen tragen, entwickeln nicht den fir die
Zystische Fibrose (engl. cystic fibrosis, CF) charakteristischen Lungenphdnotyp (Semaniakou
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et al., 2018). Dahingehend genetisch veranderte Schweine hingegen entwickeln die typischen
Lungenveranderungen. Ein weiteres Beispiel ist die Duchenne-Muskeldystrophie. Mutationen
im Muskelstrukturprotein kodierenden Dystrophin Gen fiihren beim Menschen zur Atrophie
der Skelettmuskulatur (Bonilla et al., 1988). Auch Hunde und genetisch veranderte Schweine
zeigen bei diesem genetischen Defekt den gleichen Phanotyp (Klymiuk et al., 2013; McGreevy
et al., 2015). Katzen mit diesem Gendefekt entwickeln jedoch eine Muskelhypertrophie
(Gaschen et al., 1992) und Mausmodelle wiederum zeigen nur eine milde Klinik (McGreevy et
al., 2015).

Die zum Teil nicht ausreichende Modellierbarkeit des Menschen in Tiermodellen und die damit
einhergehende mangelnde Vorhersagbarkeit fir bzw. die Ubertragbarkeit auf den Menschen
wird von Wissenschaftler*innen, Behdrden und auch von der Bevolkerung mit Sorge betrachtet
(Horrobin, 2003; Shanks et al., 2009; Uhl and Warner, 2015; Wall and Shani, 2008). Der Nut-
zen von Tieren als Model fiir den Menschen lasst sich anzweifeln und die generelle, unkritische
Akzeptanz von Tiermodellen l&sst nach. Speziesspezifische Unterschiede auf genetischer, mo-
lekular-funktioneller und pathophysiologisch-klinischer Ebene und deren mégliche Auswir-
kungen auf die Auspragung eines Phanotyps mussen bekannt sein, um einschétzen zu kénnen,

ob ein Tiermodell fiir eine bestimmte Fragestellung geeignet ist.

Die Evolution hat die jeweiligen Arten ber Millionen Jahre gepragt und selbstverstandlich
Unterschiede hervorgebracht, die einen Einfluss auf den Modellcharakter der jeweiligen Spe-
zies fir den Menschen haben. Die postgenomische Ara mit der wachsenden Entschliisselung
des Genoms in den zahlreichen Spezies hilft, die genetischen Grundlagen in den Spezies mit-
einander zu vergleichen und besser zu verstehen, um ein geeignetes Modell fir die jeweilige
Fragestellung zu finden oder vorhandene, alternativliose Modelle praziser interpretieren zu kon-

nen.

In dieser Arbeit wurde die CLCA-Genfamilie (engl. chloride channel regulators, calcium-acti-
vated), die eine besondere Signifikanz bei Atemwegsentziindungen zu besitzen scheint, in aus-
gewahlten Modell-Spezies untersucht, um Unterschiede und Gemeinsamkeiten zum Menschen
zu identifizieren. Dies soll dabei helfen, fiir spatere spezifische Fragestellungen das geeignete
Modell zu finden oder verfligbare Modelle und ihre Unterschiede zum Menschen besser zu

verstehen.
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Die CLCA-Genfamilie und ihre mdgliche Bedeutung bei Atemwegserkrankungen

Mitglieder der CLCA-Genfamilie werden als Modulatoren, Biomarker und sogar als therapeu-
tisches Ziel von bedeutsamen humanen respiratorischen Erkrankungen wie Asthma, chronisch-
obstruktiver Lungenerkrankung (engl. chronic obstructive pulmonary disease, COPD) sowie
Mukoviszidose (synonym: CF) diskutiert (Patel et al., 2009). Diese komplexen Erkrankungen
sind unter anderem durch eine Uberproduktion von Mukus mit Verlegung der Atemwege ge-
kennzeichnet, was ein bedeutsamer Pathomechanismus und eine der haufigsten Todesursachen
darstellt (Zhou-Suckow et al., 2017). VVon den zahlreichen Mitgliedern der CLCA-Familie wird
insbesondere CLCA1, welches von Muzinproduzierenden Zellen des Respirationstrakts sezer-
niert wird, stark in den Atemwegen von Patienten, die an den Lungenerkrankungen wie Asthma
oder COPD leiden, exprimiert (Gibson et al., 2005; Gruber et al., 1998a; Hauber et al., 2005;
Zhou et al., 2001).

Atemwegserkrankungen mit Dyskrinie

Respiratorische Erkrankungen wie Asthma oder COPD zéhlen zu den Atemwegsentziindungen
mit einer der hochsten Morbiditéts- und Mortalitatsraten weltweit. Sie verursachen neben dem
individuellen Leid und dem massiven Einfluss auf die Lebensqualitat der Patienten hohe medi-
zinische und soziotkonomische Kosten aufgrund der hohen krankheitsbedingten Fehlzeiten in
der Schule oder bei der Arbeit sowie der reduzierten Produktivitét von erkrankten Mitarbeiten-
den (https://www.rki.de/DE/Content/Gesundheitsmonitoring/Themen/Chronische_Erkrankun-
gen/lungenerkrankungen/lungenerkrankungen_node.html.; Juli 2019). Neben der Entziin-
dungsreaktion, die bei beiden Erkrankungen auftritt, ist die Becherzellhyper- und metaplasie
mit Mukusuberproduktion und Verlegungen der Atemwege mit Schleim ein gemeinsamer Pa-
thomechanismus. Auch die Mukoviszidose ist durch eine Entziindung der Atemwege mit Dys-
krinie gekennzeichnet, was flr den GroRteil der Mortalitaten bei dieser Krankheit verantwort-

lich ist.

Asthma

Das Asthma bronchiale (Asthma) ist eine chronische Erkrankung der unteren Atemwege, wel-
che durch Entzlindung, Dyskrinie, bronchiale Hyperreaktivitat und Obstruktion der Atemwege
gekennzeichnet ist (Holgate, 2008). Circa 235 Millionen Menschen leiden weltweit an dieser
Lungenerkrankung mit anfallsartig auftretender Atemnot (https://www.who.int/features/factfi-

les/asthma/en/; Juli 2019). Es zeichnet sich eine steigende Pravalenz ab, so dass man davon
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ausgeht, dass 2025 weitere 100 Millionen Menschen betroffen sein werden. Etwa 338.000 Men-
schen starben weltweit 2015 an diesen Lungenveranderungen (https://www.who.int/
fea-tures/factfiles/asthma/en/; Juli 2019), welche eine komplexe, multifaktorielle Erkrankung
mit einem heterogenen Krankheitsbild darstellt. Die Ursache scheint ein Zusammenspiel von
Um-weltfaktoren wie Luftverschmutzung, Allergenen, mit Wirtsfaktoren wie Infektionen,
Ernah-rung, Ubergewichtigkeit und mit genetischen Faktoren wie das Vorhandensein und die
Auspra-gung von Asthmaempféanglichen Genen und Loci zu sein (Dharmage et al., 2019). In
der Regel beginnt die Erkrankung im Kindesalter, aber sie kann auch wéhrend des gesamten
Lebens auf-treten (Dharmage et al., 2019). Allergie und Atopie sind hdaufig bei

Patient*innen, die an Asthma leiden, vorhanden.
Chronisch-obstruktive Lungenerkrankung

Die chronisch-obstruktive Lungenerkrankung (engl. chronic obstructive pulmonary disease,
COPD) soll fur circa 3 Millionen Todesfélle pro Jahr verantwortlich sein und stellt die viert
héaufigste Todesursache weltweit dar (https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/ detail/
chronic-obstructive-pulmonary-disease-(copd); Juli 2019). Dieser Volkskrankheit kommt eine
zunehmende Bedeutung zu. Wissenschaftler*innen prognostizieren, dass COPD 2030 die in-
fektitse Lungenentziindung weltweit als dritthdufigste Todesursache abldst (Diaz-Guzman and
Mannino, 2014). Ahnlich dem Asthma ist die Erkrankung durch eine chronische Bronchitis mit
Mukustiberproduktion sowie Emphysemen gekennzeichnet. Sie wird im Gegensatz zum
Asthma meist bei alteren Patient*innen Gber 50 Jahre diagnostiziert und die Atemnot tritt bei
Belastung auf. Hauptursache der COPD, die einen progredienten Verlauf mit persistierender
Obstruktion zeigt, ist das Rauchen, aber auch genetische Faktoren spielen bei der Pathogenese
eine Rolle (Diaz-Guzman and Mannino, 2014).

Mukoviszidose

Im Gegensatz zu den zuerst beschriebenen Lungenerkrankungen beruht die Mukoviszidose auf
einem von vielen moglichen genetischen Defekten in einem einzelnen Gen, dem CFTR-Gen,
welcher zu einem fehlenden oder defekten Chloridkanal fiihrt (Riordan et al., 1989). Diese mo-
nogene Erbkrankheit ist die hdufigste autosomal-rezessiv vererbte todlich verlaufende Erkran-
kung in der hellhautigen Bevolkerung und trifft etwa 70.000 Menschen weltweit. Uber 2.000
Mutationen sind beim Menschen schon beschrieben (Gentzsch and Mall, 2018). 1938 lag die
Lebenserwartung von Erkrankten bei durchschnittlich sechs Monaten (Riordan et al., 1989),
wahrend heutzutage die mittlere Uberlebenszeit bei etwa 40 bis 53 Jahren liegt. Es handelt sich

um eine Multiorganerkrankung, die den Respirations-, den Intestinaltrakt, das Pankreas, die
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Leber, die Haut sowie den ménnlichen Geschlechtstrakt betreffen (Aitken, 1995). Durch die
gestorte Chloridsekretion kommt es zu einer Akkumulation eines viskdsen Mukus und einer
anschlieenden Besiedlung der Lunge mit Bakterien, wie Pseudomonas aeruginosa, welche
eine Pneumonie zur Folge hat (Tummler and Kiewitz, 1999). Der progressive Lungenphanotyp
ist fur (ber 95 Prozent der Todesfélle verantwortlich. Weiterhin kénnen Patient*innen an einer
Pankreasinsuffizienz, intestinaler Obstruktion und Malabsorption und Gallengangszirrhose lei-
den (Aitken, 1995). Bei mé&nnlichen Patienten kann als angeborene Anomalie beidseits das Vas

deferens fehlen.

Tiermodelle fir Atemwegserkrankungen mit Dyskrinie

Fur Asthma und COPD sowie in der CF-Forschung wird die Maus Gberwiegend als Modelltier
eingesetzt (Aun et al., 2017; Ghorani et al., 2017; Scholte et al., 2004). Aber auch andere Spe-
zies werden als vielversprechende Modelle diskutiert und genutzt. Allgemein wird zwischen
spontanen Modellen, bei denen die Erkrankung natirlich auftritt, sowie induzierten Modellen

und genetisch generierten Modellen unterschieden.

Méuse entwickeln sowohl unter Laborbedingungen als auch in der Natur oder als Haustier
spontan kein Asthma (Rosenberg and Druey, 2018). Haufig werden induzierte Modelle in der
biomedizinischen Forschung eingesetzt, sogenannte allergen challenged models (Rosenberg
and Druey, 2018). Hierbei werden Mé&use mit gangigen Allergenen wie Ovalbumin, Bestand-
teilen von Pilzen oder Hausstaubmilben sensibilisiert, mit nachfolgender intranasaler Allergen-
challenge. Aber auch Interleukin (IL)-13 wird in ahnlicher Weise daflr genutzt (Wills-Karp et
al., 1998). Als Folge entwickelt sich eine starke T-Helferzell- vom Subtyp 2 (Th2)-Antwort in
den Atemwegen mit Hyperreaktivitat, einer pulmonéren Infiltration mit eosinophilen Gra-
nulozyten sowie einer verstarkten Zytokinexpression von IL-4, -5, und -13 (Rosenberg and
Druey, 2018). Weiterhin zeigen die Mdause eine Becherzellhyperplasie und Mukusuberproduk-
tion. Auch genetisch veranderte Méause, die in Folge einer Uberproduktion von bestimmten
Zytokinen wie IL-5, -13 oder Eotaxin einen Asthmaphanotyp entwickeln, bzw. die aufgrund
einer Deletion der entsprechenden Zytokine oder deren Rezeptoren nicht auf eine Provokation
mit Allergenen ansprechen, werden als Modelle fiir Asthma genutzt (Rosenberg and Druey,
2018).

Als weitere Modelle fiir das Asthma des Menschen werden neben der Maus auch Haustiere
diskutiert (Williams and Roman, 2016). Bei der Katze tritt spontan eine Atemwegserkrankung
auf, die in ihrem pathologischen Phénotyp und ihrer Pathogenese ahnlich dem Asthma beim

Menschen ist (Williams and Roman, 2016). Das feline Asthma ist wie beim Menschen mit einer
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Hyperreaktivitat der Atemwege gekennzeichnet (Reinero, 2011). Es zeigt ebenso eine eosino-
phile Atemwegsentziindung, eine Hyperplasie des respiratorischen Epithels der Bronchien und
Bronchiolen, eine Hypertrophie der glatten Muskulatur sowie eine Mukusakkumulation (Shibly
et al., 2014; Williams and Roman, 2016). Der Th2-dominierte Phanotyp des felinen Asthmas
kann auch experimentell durch die wiederholte Gabe von Allergenen des Hundszahngras oder
der Hausstaubmilbe induziert werden (Norris Reinero et al., 2004). Die Ahnlichkeit zum
Asthma des Menschen und die Verfuigbarkeit eines experimentell induzierbaren Modells neben
der naturlich vorkommenden Erkrankung machen die Katze zu einem attraktiven Tiermodell

fiir das Verstandnis der humanen Erkrankung (Williams and Roman, 2016).

Die equine inflammatory airway disease (IAD) und die recurrent airway obstruction (RAO)
des Pferdes sind chronisch-entziindliche Atemwegserkrankungen, die in einigen Aspekten dem
menschlichen Asthma &hneln, und ebenfalls als Modelle fur die milde bzw. schwere Form des
Asthmas diskutiert werden (Bond et al., 2018).

Experimentell induzierte Tiermodelle werden auch fir die Erforschung von COPD eingesetzt.
Hierfur werden hauptsachlich Maus, Meerschweinchen und Ratte genutzt (Ghorani et al.,
2017). Der COPD Phanotyp wird durch Induktion mit Zigarettenrauch, intratrachealer Gabe

von Lipopolysacchariden oder intranasaler Applikation von Elastase ausgelost.

Als Modell fir die monogene Erbkrankheit Mukoviszidose wird unter anderem mit gentech-
nisch veranderten Tiermodellen gearbeitet, bei denen unterschiedliche Mutationen des huma-
nen CFTR-Gens gespiegelt wurden (Semaniakou et al., 2018). Am haufigsten mit Gber 14 ver-
schiedenen Modellen wird die Spezies Maus genutzt. Die jeweiligen CF-Mausmodelle zeigen
zum Teil eine unterschiedliche Teilexpression von CFTR mit verschiedenen Uberlebensraten
(Semaniakou et al., 2018). Jedoch zeigt keines der Modelle mit manipuliertem CFTR-Gen einen
dem Menschen vergleichbaren entziindlichen Lungenphénotyp (Scholte et al., 2004). Als mog-
liche Erklarung wird unter anderem das Vorhandensein einer alternativen Chloridleitféhigkeit,
die Kalzium-aktivierbar ist, in den Atemwegen der Maus angenommen (Clarke et al., 1994).
Eine Uberexpression der R-Untereinheit eines epithelialen Natriumkanals (ENaC), welcher bei
der Pathogenese von CF ebenfalls eine Rolle spielt, fhrt zwar wie bei den humanen CF-Pati-
ent*innen zu einer Mukusakkumulation in den Atemwegen der Maus (Mall et al., 2004), aber
dieser Phanotyp wird nicht durch die eigentliche Atiologie ausgeldst. Das Markenzeichen aller
CF-Mausmodelle ist ein Darmphanotyp vergleichbar dem des Menschen mit Becherzellhyper-
plasie, Mukusakkumulation und Kryptdilatation, welcher zu schweren intestinalen Obstruktio-

nen fiihrt (Semaniakou et al., 2018). Im Gegensatz zum Menschen zeigen CF-Mausmodelle
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wahrscheinlich aufgrund einer deutlich geringeren Expression des CFTR-Proteins im murinen

Pankreas nur eine milde Pankreaspathologie (Gray et al., 1995).

In der Mukoviszidoseforschung ist das Schwein in den letzten Jahren verstarkt in den Fokus
geruckt. Die GroRe, die Anatomie, die Physiologie und die Biochemie sind denen des Menschen
sehr ahnlich, was insbesondere flir den Atmungstrakt zutrifft (Rogers et al., 2008a). Die Se-
quenz der Aminosauren des porzinen CFTR-Proteins weist eine 93-prozentige Ubereinstim-
mung mit der des Menschen auf (Semaniakou et al., 2018). Weiterhin ist das Schweinegenom
nahezu vollstandig entschliisselt und effiziente gentechnische Methoden wurden entwickelt, um
Krankheitsmodelle zu generieren (Aigner et al., 2010). Die ersten gentechnisch verénderten
CF-Schweinemodelle, welche im Gegensatz zur Maus auch den respiratorischen Phanotyp von
humaner CF widerspiegeln, sind in der Europaischen Union und den Vereinigten Staaten von
Amerika verfugbar (Klymiuk et al., 2012; Meyerholz et al., 2010a; Meyerholz et al., 2010b;
Ostedgaard et al., 2011; Rogers et al., 2008b; Stoltz et al., 2010). Neugeborene CF-Schweine
zeigen eine intestinale Obstruktion mit einer 100-prozentigen Prévalenz, was auch ihre Haupt-
todesursache darstellt. Weiterhin entwickeln die Tiere &hnlich den CF-Erkrankten eine Pan-
kreas- und Leberpathologie. Auch weisen mannliche CF-Tiere Malformationen des Vas de-
ferens auf. Gestaltsdnderungen der luftfihrenden Wege finden sich bei neugeborenen CF-Fer-
keln, die auch beim Menschen beschrieben sind (Klymiuk et al., 2012; Meyerholz et al., 2010a).
Eine chirurgische Therapie des Mekonium-lleus kann die Lebenszeit der CF-Schweine verlan-
gern. Dann entwickeln die alterwerdenden Tiere eine dhnliche Lungenpathologie wie CF-Pati-
ent*innen mit Mukusakkumulation und Lungenentziindung (Stoltz et al., 2010). Weiterhin
wurden Frettchenmodelle generiert, die einen Lungen-, Darm- und Pankreasphanotyp ver-
gleichbar zum Menschen zeigen (Semaniakou et al., 2018). Ein gentechnisch verandertes Rat-
tenmodell zeigte einen intestinalen Phanotyp und angeborene tracheale Malformationen sowie
pathophysiologische Verédnderungen ahnlich dem Menschen (Tuggle et al., 2014). Die Tiere

entwickeln aber keine progressiven Lungenverédnderungen.

Die CLCA-Familie

Die ersten Mitglieder der CLCA-Genfamilie wurden beim Rind vor tber 20 Jahren entdeckt
(Cunningham et al., 1995; Elble et al., 1997). Seitdem sind zahlreiche Orthologe und weitere
Homologe in anderen Spezies wie dem Menschen und der Maus beschrieben worden (Patel et
al., 2009). Zwei postulierte biomedizinische Funktionen pragten initial den Forschungsdrang

um diese Familie: zum einen die Funktion der Genprodukte als Adhdsionsmolekiile bei der
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Tumormetastasierung (Elble et al., 1997) und zum anderen die Funktion als Kalzium-aktivier-
barer Chloridkanal (CaCC) in unterschiedlichen Epithelien (Cunningham et al., 1995). Da die
ersten untersuchten CLCA-Proteine in vitro eine Kalzium-aktivierbare Chlordleitfahigkeit aus-
I6sten, wurden sie zundchst als potentielle molekulare Kandidaten fiir die zum CFTR bekannte
alternative Chloridleitfahigkeit gesehen, welche ein groRes therapeutisches Potential bei CF
besal3 (Gruber et al., 2000). Weitere Untersuchungen zeigten aber, dass sich die Mitglieder
aufgrund ihrer Proteinstruktur in komplett sezernierte Proteine und in Proteine mit einer einzi-
gen carboxy-terminalen Transmembrandomaéne einteilen lassen (Elble et al., 2006; Gibson et
al., 2005; Mundhenk et al., 2006; Patel et al., 2009). Beiden Strukturklassen ist gemeinsam,
dass das Vorlauferprotein in eine grof3ere, abhédngig vom Homolog und Glykosylierungsstatus
circa 80 bis 110 Kilodalton (kDa) groRe amino-terminale und einer kleinere, circa 35 kDa grof3e
carboxy-terminale Einheit gespalten wird. Diese Strukturen lassen eine Funktion als Kanal per

se nicht zu, und flihrte zum derzeitigen Namen: chloride channel regulator, calcium activated.

Zahlreiche Studien zeigten, dass einige Mitglieder eine Rolle bei respiratorischen Erkrankun-
gen mit Dyskrinie spielen. So konnte eine Uberexpression vom humanen CLCA1 in den Atem-
wegen von Patient*innen mit Asthma und COPD nachgewiesen werden (Hauber et al., 2005;
Hauber et al., 2003; Hoshino et al., 2002; Toda et al., 2002; Wang et al., 2007a; Wang et al.,
2007b). Auch in der Flissigkeit von bronchoalvealdren Lavagen (BAL) von an Asthma er-
krankten Menschen wurde das Protein im Vergleich zu gesunden Menschen in gréfReren Men-
gen nachgewiesen (Gibson et al., 2005). Eine vermehrte Expression von CLCA1 konnte auch
im Respirationstrakt von CF-Patient*innen gefunden werden (Hauber et al., 2003). Lungenpro-
ben von COPD-Patient*innen wiesen auch erhéhte Expressionswerte von zwei weiteren Ho-
mologen Vertretern des Menschen, ndmlich CLCA2 und -4, auf (Patel et al., 2009).

Auch genetische Analysen zeigten eine Verbindung von CLCA Polymorphismen mit der Aus-
pragung entzindlicher Atemwegserkrankungen (Patel et al., 2009). Genetische Veranderungen
in einer Region des humanen Chromosom 1 mit dem Genlocus der CLCA-Genfamilie zeigten
einen Zusammenhang mit der Lungenfunktion von COPD-Patientenkohorten (Palmer et al.,
2003; Silverman et al., 2002). Haplotyp-Analysen von Einzelnukleotid Polymorphismen wie-
sen eine Verbindung des humanen CLCAL mit Asthma und COPD auf (Hegab et al., 2004;
Kamada et al., 2004). Auch wurden genetische Variationen im CLCA-Genlocus und im
CLCA4-Gen, die mit dem intestinalen Schweregrad bei CF-Patient*innen assoziiert waren, ent-
deckt (Kolbe et al., 2013; Ritzka et al., 2004). Somit werden Polymorphismen im CLCA-Gen-
lokus, insbesondere des CLCA1-Gens, als ein Faktor fir die Empféanglichkeit von Erkrankun-

gen mit Dyskrinie diskutiert.
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Auch in Asthma- und CF-Mausmodellen wurde CLCAL, welches identisch zum Menschen von
muzinproduzierenden Zellen exprimiert wird (Leverkoehne and Gruber, 2002), vermehrt in der
BAL-Flussigkeit oder im Gewebe nachgewiesen (Gibson et al., 2005; Leverkoehne et al.,
2006). Sowohl ein knockdown der Clcal (alias gob-5) -Genexpression als auch der Einsatz von
Anti-CLCA1 Antikorpern verbesserte den Lungenphanotyp im Hinblick auf eine reduzierte
Atemwegsentziindung und verminderte Becherzellmetaplasie in Asthma-Mausmodellen
(Nakanishi et al., 2001; Song et al., 2013). Obwohl es in der CLCA-Familie, insbesondere bei
CLCAL, aufféllige Gemeinsamkeiten zwischen Mensch und Maus gibt, existieren auch zahl-
reiche Unterschiede zwischen den Spezies, mit zum Teil widerspriichlichen Ergebnissen in ex-

perimentellen Studien.

Die CLCA-Familie besteht aus einer speziesspezifisch unterschiedlichen Anzahl an Mitglie-
dern, welches ein Hindernis bei der Aufklarung ihrer Bedeutung bei den respiratorischen Er-
krankungen und ihrer Funktion darzustellen scheint. So besitzt der Mensch vier CLCA-Gene
wohingegen in der Maus acht vorliegen (Patel et al., 2009). Das humane CLCA3-Gen stellt
vermutlich ein Pseudogen ohne Funktion dar (Gruber and Pauli, 1999), wohingegen seine Or-
thologen bei der Maus funktionell sind und im Respirationstrakt exprimiert werden (Elble et
al., 2002; Gruber et al., 1998b; Leverkoehne et al., 2002). Weiterhin bestehen Unterschiede in
der Expression von CLCA4 zwischen Mensch und Maus (Bothe et al., 2008). Wahrend CLCA4
im Respirationstrakt des Menschen nachgewiesen wurde (Agnel et al., 1999; Mall et al., 2003),
sind die Mausorthologe ausschlieBlich im Darmtrakt exprimiert (Al-Jumaily et al., 2007; Bothe
et al., 2008). Eine postulierte Funktion der Regulation der Mukuszellmetaplasie durch CLCAL,
welches ein entscheidendes pathologisches Charakteristikum bei Atemwegserkrankungen mit
Dyskrinie ist, konnte beim Menschen, aber nicht bei der Maus gezeigt werden (Alevy et al.,
2012). Es wird diskutiert, dass homologe CLCA-Vertreter bei der Maus im Gegensatz zum
Menschen redundante Funktionen haben und sich gegenseitig kompensieren kénnen (Alevy et
al., 2012). Somit scheint die Ubertragbarkeit der Erkenntnisse zwischen den Spezies in gewis-
sen Aspekten eingeschrankt. Um die Rolle einzelner CLCA-Mitglieder sowie ihre Ubertrag-
barkeit aus Tiermodellen auf den Menschen besser zu verstehen, ist es essentiell, Gemeinsam-

keiten und Unterschiede zwischen den Spezies zu kennen.

Ziel dieser Arbeit war daher die Charakterisierung der CLCA-Genfamilie in den als Tiermodel-
len fur respiratorische Erkrankungen wie Mukoviszidose oder Asthma relevanten Spezies
Maus, Schwein und Katze im Hinblick auf ihre Struktur auf Genomebene, ihre Proteinstruktur
und -prozessierung sowie ihr zelluldres Expressionsmuster im Atmungstrakt. Des Weiteren

sollten flr den Menschen postulierte Funktionen von CLCAL in der Spezies Maus untersucht
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werden. Sdmtliche Ergebnisse wurden mit Daten des Menschen verglichen. Insgesamt sollten
Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen den Spezies aufgeklart werden, um die diesbe-
zugliche Eignung der einzelnen Spezies als Modelle fur die Erforschung der CLCA-Familie

und ihrer Translatierbarkeit auf dem Menschen abschétzen zu konnen.

Ein erweitertes Ziel dieser Untersuchungen bestand auch darin, die Eignung und Ubertragbar-
keit der einzelnen Tiermodelle fir menschliche Atemwegserkrankungen mit Blick auf die
CLCA-Genfamilie zu beleuchten. Da diese Genfamilie sehr bedeutsam fir mehrere Lungen-
krankheiten des Menschen zu sein scheint, wird damit auch ein weiterer Beitrag geleistet, Mog-
lichkeiten und Grenzen von Tiermodellen durch Aufklarung molekularer Speziesunterschiede

besser zu verstehen.
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2. Offene Fragen und Hypothesen

Die CLCA-Genfamilie war bislang in den Spezies Mensch und Maus intensiv im Hinblick auf
ihre Genomstruktur, ihre Proteinstruktur und -prozessierung sowie ihr gewebliches und zellu-
lares Expressionsmuster erforscht worden (Patel et al., 2009) und bedeutsame Unterschiede
zwischen den beiden Spezies wurden bereits identifiziert (siehe Einleitung). Nahezu unbekannt
war jedoch die CLCA-Familie beim Schwein. Einzig der porzine Vertreter CLCAL war bekannt
und in vitro auf seine Eigenschaften bei der Induktion einer Chloridleitfahigkeit untersucht
worden (Gaspar et al., 2000; Loewen et al., 2002a; Loewen et al., 2004; Loewen et al., 2002Db).
Diese in vitro Untersuchungen zeigten Unterschiede zwischen der Art und Regulation der in-
duzierten Chloridleitfahigkeit zum Menschen und somit erste Differenzen zwischen den Spe-

zies auf.

Die Anzahl der CLCA-Mitglieder beim Schwein, ihre genomische Struktur, ihre Proteinstruk-
tur und —prozessierung sowie das jeweilige zelluldre Expressionsmuster waren bislang unbe-
kannt. Bezlglich der CLCA-Genfamilie der Katze lagen keinerlei Daten vor. Eine Vergleich-
barkeit zum Menschen oder der Maus, insbesondere auf die Expression der CLCA-Mitglieder

im Respirationstrakt, war in beiden Spezies somit nicht umfassend moglich.
Hypothesen 1 und 2:

In den Spezies Schwein und Katze finden sich CLCA-Orthologe zum Menschen, die auch im

Respirationstrakt exprimiert werden, und dort moglicherweise krankheitsrelevant sind.

Die CLCA-Genfamilie unterliegt einer speziesspezifischen Evolution, wonach zwischen den

Spezies Mensch, Maus, Schwein und Katze bedeutsame Unterschiede bestehen.

Beziiglich der Rolle der CLCA-Mitglieder bei respiratorischen Erkrankungen kommt CLCAL
die groRte Bedeutung zu (Patel et al., 2009). Zahlreiche Funktionen sind bislang fir CLCA1
postuliert worden. Namensgebend war die Beobachtung, dass CLCAL in vitro eine Kalzium-
abhéngige Chloridleitfahigkeit induziert (Gruber et al., 1998a). Die Mitglieder stellen jedoch
keine Chloridkanéle per se dar, sondern modulieren den Kalzium-abhéngigen Chloridkanal
TMEM16A (Sala-Rabanal et al., 2015). CLCAL ist beim Menschen als Signalmolekul ftr die
Mukuszellformation und Mukusproduktion identifiziert worden (Alevy et al., 2012). Des Wei-
teren ist das humane CLCAL in der Lage, Alveolarmakrophagen zu aktivieren (Ching et al.,
2013) und scheint Eigenschaften einer Metalloprotease zu haben (Pawlowski et al., 2006).
Auch wird diskutiert, dass CLCAL ahnlich den Muzinen ein wichtiger struktureller Bestandteil
des Mukusschicht ist (Rodriguez-Pineiro et al., 2013).
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Bislang wurde der Einfluss von CLCA1 auf die Mukuszellformation bei der Maus untersucht.
Es zeigte sich aber, dass die Maus nicht das geeignete Modell ist, diese CLCA1 Funktion zu
untersuchen (Alevy et al., 2012). Unklar war, ob die anderen postulierten Funktionen auch vom
murinen CLCAL erfillt werden und in dieser Spezies moglicherweise untersucht werden kon-

nen.
Hypothese 3:

Die Maus als Modell ist nicht geeignet, alle postulierten Funktionen von CLCA1 beim Men-

schen zu untersuchen.

Eine speziesspezifische Evolution einer Genfamilie kann durchaus zu einer Anderung der
Funktionsweise der Proteine in den jeweiligen Arten fiihren. Bei einer fehlenden Expression in
einem Gewebe einer Tierart kann die Funktion des Proteins in dem Organ auch nicht vorliegen.
Bzw. kann eine Uberlappende Expression von mehreren Mitgliedern einer Genfamilie in dem-
selben Gewebe einer Spezies zu einer Uberlappenden oder redundanten Funktionsweise der
Proteine fuhren, die bei anderen Spezies mit einem unterschiedlichen Expressionsmuster nicht

vorliegen muss.
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3. Publikationsliste dieser kumulativen Habilitationsschrift

Insgesamt sind 13 peer reviewed Publikationen in englischsprachigen Fachzeitschriften Teil

der vorliegenden Habilitationsschrift, davon sechs mit eigener Erst- oder Letztautorenschaft.

Die Publikationen sind in der Reihenfolge ihrer Erstnennung in dieser Habilitationsschrift wie

folgt aufgelistet. AulRerdem werden die Einzelbeitrage der beteiligten Autoren angegeben.
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4. Zusammenfassung der Ergebnisse

Das CLCA-Genom, die Proteinstruktur und -prozessierung der CLCA-Mitglieder im

Speziesvergleich (Publikationen P1-P7)

Im ersten Teil dieses Projekts wurde die CLCA-Familie zwischen den relevanten Spezies auf
Genomebene miteinander verglichen. Hierbei wurde zum einen auf in den Datenbanken (Gen-
Bank und ensemble) befindliche Sequenzen der CLCA-Gene zuriickgegriffen. Zum anderen
wurden auf kinstlichen Bakterienchromosomen (engl. bacterial artificial chromosome, BAC)
die porzinen CLCA-Gene lokalisiert und die entsprechenden BACs wurden dann sequenziert
(1P).

Die Analyse der Genome zeigte, dass sich die CLCA-Genfamilie in allen untersuchten Spezies
konserviert zwischen den flankierenden Genen outer dense fiber of sperm tails 2-like (ODF2L)
und SH3-domain GRB2-like endophilin B1 (SH3GLB1) befindet (P1, P2). Dies ist nicht nur bei
Saugetieren der Fall, sondern findet sich auch konserviert beim Huhn wieder (P2). Ausgehend
von den vier menschlichen CLCA-Genen lassen sich die CLCA-Mitglieder der einzelnen S&u-
getierspezies in vier Cluster eingruppieren (P1, P2). Die Anordnung der CLCA-Homologe im
CLCA-Genlokus der einzelnen Spezies ist identisch. Auch besteht das CLCA-Cluster 1 und 2
in jeder untersuchten Spezies ausschlief3lich aus einem CLCA-Mitglied, jedoch gibt es durch
Duplikationen und Inaktivierungen von Genen bedeutsame speziesspezifische Unterschiede in
der Anzahl der Gene der CLCA-Cluster 3 und 4 (P2). Beim Menschen liegt das CLCA3-Gen
inaktiv als Pseudogen vor (Gruber and Pauli, 1999). Der Mensch besitzt wie weitere Primaten-
spezies ein zusétzliches Exon durch eine aktive splice acceptor Stelle im Intron 8 (P2). Dieses
kryptische Exon besitzt vorzeitige Terminationscodone, weitere befinden sich in anderen Teilen
des humanen CLCA3-Gens. Auch beim Schwein liegt das CLCA3-Gen als Pseudogen vor (P1),
jedoch scheint der Mechanismus der Inaktivierung nicht auf einem kryptischen Exon mit vor-
zeitigem Terminationscodon zu beruhen (P2). Beim Schwein finden sich stattdessen zahlreiche
Stopcodone und Frameshift Mutationen im CLCA3-Gen. Die Katze hat ebenfalls ein einziges
CLCA3-Gen, jedoch ist dieses im Gegensatz zu Mensch und Schwein aktiv (P2). Die Maus
besitzt hingegen drei aktive Gene im CLCA-Cluster 3 (P2, (Patel et al., 2009).

Im CLCA-Cluster 4 findet sich beim Menschen ein CLCA-Mitglied (P1, P2), welches funkti-
onell ist (Agnel et al., 1999). Auch die Katze hat ein CLCA4-Gen (P2), wohingegen beim
Schwein und bei der Maus durch Duplikationen zwei bzw. drei CLCA4-Gene vorliegen (P1,
P2).
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Somit gibt es Unterschiede in der Anzahl der CLCA-Gene und deren Funktionalitat zwischen
den Spezies (Tabelle 1).

Eigenschaften des Mensch Maus Schwein Katze
CLCA-Genoms (Patel et al., (Patel et al., (P1) (P2)
2009) 2009)
Anzahl der CLCA-Gene ‘ 4 8 5 4
Vorhandensein von Pseudogenen Ja Nein Ja Nein
Vorhandensein von Duplikationen ‘ Nein Ja Ja Nein
Anzahl mutmalilich funktioneller 3 8 4 4
CLCA-Gene

Tabelle 1: Tierartvergleichende Betrachtung des CLCA-Genoms

Weiterhin wurden einzelne CLCA-Gene zwischen den Spezies verglichen. Die Gene bestehen
in jeder Spezies aus 14 Exone mit gemeinsamen Exon-Intron Strukturen (P1-P4) und weisen
somit in ihrem genomischen Aufbau zwischen den Spezies eine groRe Gemeinsamkeit auf, mit
Ausnahme des bereits oben erwéhnten CLCA3-Gens (P2). Weiterhin wurde im porzinen
CLCA4b-Gen bei einigen Schweinen verschiedener Rassen eine einzigartige Deletionsmutation
in der SpleilRakzeptorstelle entdeckt, die zu einem alternativen Spleif’en mit vorzeitigen Termi-
nationscodon und verkdirzten vorhergesagten offenen Leserahmen fuihrt (P4). Diese Schweine

exprimieren kein Protein, zeigen aber auch keinen offensichtlichen Phanotyp (P4).

Zwischen den Spezies war die Nomenklatur der CLCA-Genfamilie lange Zeit inkonsistent und
damit verwirrend. Dies hatte zur Folge, dass direkte Orthologe nicht leicht gefunden werden
konnten. Die ersten entdeckten Vertreter beim Rind wurden nach ihrer vermuteten Funktion
benannt: ein Homologe wurde calcium-activated chloride channel (CaCC) (Cunningham et al.,
1995) genannt, wahrend der andere als lung-endothelial cell adhesion molecule-1 (Lu-ECAM-
1) beschrieben wurde (Elble et al., 1997). Mit der Entdeckung weiterer Mitglieder in verschie-
denen Spezies wurde ein erster Versuch unternommen, die Namensgebung zu strukturieren und
zu vereinheitlichen (Gruber et al., 2000). So erhielten alle Mitglieder zunachst den Namen chlo-
ride channel, calcium-activated, da erste in vitro Experimente die Funktion eines Chloridkanals
per se vermuten lieRen (Gruber et al., 1998a). Die Spezies wurde mit einem Prafix versehen
wie h fir human, oder m fir mouse, und homologe Vertreter chronologisch nach Ihrer Entde-
ckung beziffert. Jedoch fihrte dies dazu, dass der direkte Orthologe von hCLCA1 mCLCA3
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genannt wurde und mCLCAL der direkte Orthologe von hCLCA3 war. Weitere Untersuchun-
gen zeigten, dass die Proteine keine Kandle per se darstellen kdnnen, sondern vielmehr andere
Chloridkanéle regulieren, so dass die Familie in chloride channel regulator, calcium-activated
(CLCA) umbenannt wurde (Gaspar et al., 2000; Gibson et al., 2005; Mundhenk et al., 2006).
Im Zuge dieses Projektes wurden die neuentdeckten porzinen und felinen Mitglieder direkt nach
ihren menschlichen Orthologen benannt (P1-P6), damit eine direkte Zuordnung gewahrleistet
ist. Weiterhin wurde auch die murine Nomenklatur mit dem Mouse Gene Nomenclature Com-
mittee (MGNC) harmonisiert und an die des Menschen angepasst (P7), so dass nun eine ein-

heitliche, vergleichbare Nomenklatur dieser Genfamilie vorliegt.

Auf Proteinebene werden alle bislang untersuchten CLCA-Vertreter posttranslational in eine
abhangig von der Spezies circa 80 bis 90 kDa amino-terminale und eine circa 30 bis 40 kDa
carboxy-terminale Untereinheit gespalten (Gruber et al., 2000; Patel et al., 2009). Weiterhin
lassen sich die Proteine von Mensch und Maus anhand ihrer Proteinstruktur in zwei Gruppen
einteilen (Patel et al., 2009): 1) Proteine, die komplett extrazellular sezerniert werden, wie das
humane und murine CLCA1- Protein sowie die Proteine des CLCA 3-Clusters, und 2) Proteine,
deren amino-terminales Spaltprodukt von der Zelle abgegeben wird, wohingegen das carboxy-
terminale Spaltprodukt an der Plasmamembran aufgrund einer Transmembrandoméne verbleibt
wie die Proteine des Cluster 2 und 4. Im nédchsten Schritt erfolgten in silico Analysen und in
vitro Experimente, die exemplarisch aufzeigen sollten, ob die CLCA-Proteine beim Schwein
und bei der Katze den gleichen Regeln unterliegen und sich analog eingruppieren lassen. Auch
die CLCA-Proteine bei Schwein und Katze weisen eine posttranslationale Spaltung auf (P1-
P6). Das CLCAL- und CLCA3-Protein bei Schwein und Katze enthalten keine Transmembran-
domanen (P1, P2, P6), wohingegen die CLCA2- und CLCA4-Proteine am carboxy-terminalen
Ende eine Transmembrandoméne besitzen (P3, P4, P6). Somit lassen sich die Proteine auch in

diesen Spezies analog zu denen des Menschen und der Maus einordnen (Tabelle 2).
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CLCA Cluster Mensch Maus Schwein Katze
(Patel et al., 2009) (Patel et al., 2009) (P1, P3-5) (P2, P6)
CLCAl sezerniert sezerniert | sezerniert sezerniert
CLCA2 ™ ™ ™ ™
CLCA3 trunkiert 3al: sezerniert trunkiert sezerniert

3a2: sezerniert

3b: sezerniert |

CLCA4 ™ 4a: TM 4a: TM ™
4b: TM 4h: TM
4c: trunkiert

Tabelle 2: Tierartvergleichende Betrachtung der CLCA-Proteine
(TM — Transmembrandomane)

Weiterhin konnten typische Strukturelemente der CLCA-Proteine wie eine Spaltungsstelle, die
amino-terminale CLCA Doméne (n-CLCA) und die von Willebrand Faktor A (vVWA) Domane
(Patel et al., 2009) in allen hier untersuchten CLCA-Aminosauresequenzen gefunden werden
(P1-P6). Somit sind diese Elemente nicht nur zwischen den Spezies, sondern auch zwischen
den einzelnen CLCA-Homologen hochkonserviert, was eine ahnliche Funktion der CLCA-Pro-

teine vermuten lasst.

Zusammengefasst wurde festgestellt, dass der CLCA-Genlokus bei Saugetieren in seiner
Grundeinheit aus vier CLCA-Genen besteht und konserviert an einem Ort im Genom zu finden
ist (P1, P2). Durch speziesspezifische Duplikationen und Inaktivierungen im CLCA-Gen 3 und
4 liegt aber eine unterschiedliche Anzahl an CLCA-Genen in den jeweiligen Spezies vor. Kein
Modelltier besitzt die gleiche Anzahl an funktionellen CLCA-Genen wie der Mensch (Tabelle
1). Die einzelnen orthologen CLCA-Gene und -Proteine sind in ihrem Aufbau und Prozessie-
rung zwischen den Spezies nahezu identisch. Eine grof3e Ausnahme bildet hier aber das CLCA3-
Gen (P2).

Expressionsmuster der CLCA-Mitglieder in den Atemwegen im Speziesvergleich (Publi-

kationen P1-P8, P12)

Im weiteren Untersuchungsverlauf wurde das gewebliche und zelluldre Expressionsmuster ein-
zelner CLCA-Mitglieder in den Spezies Schwein (CLCAL, 2, 4a und 4b), Katze (CLCAL, -2, -
3 und -4) sowie Maus (CLCA?2) auf Ribonukleinsdure (engl. ribonucleic acid, RNA)-Ebene
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mittels konventioneller oder quantitativer Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain
reaction, PCR) sowie auf Proteinebene immunhistochemisch oder per Westernblot untersucht
und mit denen des Menschen verglichen.

Das porzine CLCA1-Mitglied findet sich wie bei Mensch (Gruber et al., 1998a) und Maus
(Leverkoehne and Gruber, 2002) bevorzugt im Respirations- und Intestinaltrakt und wird dort
von Becher- und anderen Muzinproduzierenden Zellen exprimiert (P1). Es findet sich auch
extrazellular als Bestandteil des Mukus. Weiterhin konnte das Protein in den grofien Ausfiih-
rungsgangen des Pankreas, der Leber sowie der Gallenblase nachgewiesen werden (P1). Eine
solche Expression ist bislang bei Mensch oder Maus nicht beschrieben (Gruber et al., 1998a;
Leverkoehne and Gruber, 2002). Es kann sich hierbei tatsdchlich um eine speziesspezifische
Expression handeln, aber auch auf technische Griinde oder dem jeweiligen Studiendesign zu-
rickzufihren sein. Bezogen auf den Respirationstrakt ist das Expressionsmuster zwischen
Schwein, Mensch und Maus aber identisch (Tabelle 3). CLCAL wurde auch bei der Katze in
muzinproduzierenden Zellen des Atmungstraktes sowie extrazellular nachgewiesen (P6). Wei-
terhin zeigten Katzen mit felinem Asthma eine verstarkte Expression des Proteins im Mukus
der Atemwege (P6). Im Unterschied zu den anderen Spezies wird dieser CLCA-Vertreter aber
nicht in submukosalen Driisen (engl. submucosal glands, SMG) des Respirationstraktes expri-
miert (P6).

CLCAZ2 wurde beim Schwein, wie zuvor bei der Maus (Braun et al., 2010) und beim Menschen
(Connon et al., 2004) beschrieben, in den Keratinozyten der Haut nachgewiesen (P5). Im Re-
spirationstrakt wird das Protein auRerdem in den SMGs des Respirationstraktes exprimiert (P8).
In diesen Zellen wird CLCAZ2 auch beim Mensch und bei der Maus exprimiert (P8). Die Anzahl
der CLCA2-positiven SMGs variiert aber abhdngig von der Spezies: in der Maus fanden sich
mehr positive Zellen als beim Schwein und beim Menschen (P8). Einzig konnte bei der Maus
das CLCAZ2-Protein in bestimmten bronchialen Epithelzellen inklusive dort befindlicher
Mukuszellen an der bronchialen Bifurkation nachgewiesen werden (P8). Dieses Expressions-
muster stellt einen bedeutsamen speziesspezifischen Unterschied in der Expression dar. CLCA2
wurde bei der Katze ebenfalls in den Keratinozyten der Haut gefunden (P6). In den Atemwegen
wurde CLCAZ2 zwar im Ganzorganlysat auf RNA-Ebene geringfligig nachgewiesen, aber nicht

auf zellularer Eben mittels in-situ Hybridisierung oder Immunhistologie (P6).

Das CLCA3-Gen ist bei Mensch und Schwein offenbar ein Pseudogen, dessen genomische Se-
quenz zahlreiche vorzeitige Stopcodone aufweist und in den beiden Spezies durch unterschied-

liche Mechanismen inaktiviert wurde (siehe auch Punkt 2, P2). Bei der Maus finden sich durch
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Duplikationen drei homologe Vertreter. Es wurde in anderen Studien gezeigt, dass CLCA3al
und 3a2 ein breites Expressionsmuster in zahlreichen Geweben aufweisen. Sie wurden in sek-
retorischen Epithelzellen, Endothelzellen und Keratinozyten nachgewiesen (Gruber et al.,
1998b; Leverkoehne et al., 2002; Roussa et al., 2010). Der dritte CLCA3-Homologe CLCA3b
fand sich insbesondere in glatten Muskelzellen und Endothelzellen (Elble et al., 2002).

In der Katze findet sich wie bei Mensch und Schwein nur ein CLCA3-Gen, welches aber aktiv
ist. Dieses CLCA-Mitglied wird bei der Katze im Osophagus und im Respirationstrakt gefun-
den (P2). Es wird in den Plattenepithelzellen des Osophagus sowie vereinzelt in zillierten Bron-
chialepithelzellen und in den mukdsen Anteilen der SMGs entlang des Respirationstraktes ex-
primiert (P2).

Beim Mensch ist die Expression von CLCA4 auf RNA-Ebene im oberen Respirationstrakt wie
der Nasenschleimhaut und der Trachea (Agnel et al., 1999; Mall et al., 2003) sowie im Gastro-
intestinaltrakt und zahlreichen anderen Geweben wie Harnblase, Speicheldriise, Gehirn, Hoden,
Prostata und Uterus beschrieben (Agnel et al., 1999). Auf Proteinebene liegen derzeit noch

keine Daten vor.

Im Gegensatz zum Menschen finden sich bei der Maus drei homologe CLCA4-Vertreter. Das
Expressionsmuster von Clca4c ist bislang noch unbekannt, Clcada und 4b sind aber im Magen-
darmtrakt auf RNA-Ebene beschrieben worden (Al-Jumaily et al., 2007; Bothe et al., 2008;
Evans et al., 2004). Des Weiteren wurde die RNA von Clcada in der Milz, der Niere und dem
Auge nachgewiesen (Evans et al., 2004). Clcada ist auf Proteinebene in Enterozyten exprimiert,
wurde aber nicht im Respirationstrakt gefunden (Bothe et al., 2008). Auch fand sich Clcadb
nicht im Respirationstrakt (P12).

Das Schwein hat im Gegensatz zum Mensch und zur Maus zwei homologe CLCA4-Vertreter
(P1). Auf RNA-Ebene konnte CLCA4a im oberen Respirationstrakt, im Magendarmtrakt, dem
Auge und dem Uterus verortet werden (P3). Das Protein konnte hingegen ausschlief3lich in
respiratorischen Epithelzellen des oberen Atmungstraktes und in Enterozyten des Diinndarmes
belegt werden (P3). Das CLCA4b-Protein wurde nur in Kryptepithelzellen des Dinn- und
Dickdarms gefunden (P4). Somit besetzen die beiden CLCA4-Vertreter beim Schwein unter-
schiedliche zelluldre Nischen im Darmtrakt (P4), im Atmungstrakt ist nur das CLCA4a-Protein,
aber nicht das CLCA4b-Protein exprimiert. Bei der Katze wird CLCA4 ausschlieflich im
Darmtrakt, aber nicht in den Atemwegen exprimiert (P6).
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Die Expression von CLCA1 weist im Gegensatz zu den anderen CLCA-Mitgliedern ein nahezu
identisches zelluldres Expressionsmuster in den Atemwegen der untersuchten Spezies auf (Ta-
belle 3). Einzig fehlt im Gegensatz zu den anderen Spezies das CLCA1 Protein in dem SMGs

der Katze.

CLCA- Mensch Maus Schwein Katze
Cluster

CLCAl1 Muzinproduzierende  Muzinproduzierende  Muzinproduzierende = Muzinproduzierende

Zellen (Becherzellen
und submukosale
Drisen) (Hoshino et
al., 2002)

Zellen (Becherzellen
und submukosale
Drisen)
(Leverkoehne and
Gruber, 2002)

Zellen (Becherzellen
und submukosale
Drisen) (P1)

Zellen (nur Becher-
zellen)
(P6)

CLCA2 | Submukosale Driisen | Submukosale Driisen | Submukosale Driisen | Nicht auf zellulére
(P7) und bronchiale (P7) Ebene nachgewiesen
Epithelzellnische (P6)
(P7)
CLCA3 Pseudogen —inaktiv = Clca3al/3a2: sekre- = Pseudogen —inaktiv  Zillierte bronchiale
(Gruber and Pauli, torische Epithelzel- (P1) Epithelzellen,
1999) len, Endothelzellen submukosale Driisen
(Gruber et al., 1998b) (mukaser Anteil)
Clca3b: glatte Mus- (P2)
kelzellen, Endothel-
zellen (Elble et al.,
2002) |
CLCA4 | Nasenschleimhaut, Clca 4a und 4b: nicht = CLCAA4a: Respirato- = Nicht im Atmungs-

Trachea (Agnel et al.,
1999; Mall et al.,
2003); zellulare
Nachweis bislang
n.u.

im Atmungstrakt ex-
primiert; (Bothe et
al., 2008), (P12)
Clca4c: n.u.

rische Epithelzellen
des oberen Atmungs-
trakts (P3)
CLCA4Db: Nicht auf
Proteinebene expri-
miert (P4)

trakt exprimiert (P6)

Tabelle 3: Tierartvergleichende Betrachtung der CLCA-Expression im Respirationstrakt
(n.u. — nicht untersucht)

Untersuchungen postulierter Funktionen von CLCAL im Mausmodell (Publikationen

P7-P13)

Die physiologische und pathophysiologische Funktion der CLCA-Familie bzw. einzelner Mit-
glieder ist noch lange nicht verstanden. Seit der Entdeckung der Familie kam es sogar zu Para-

digmenwechseln beziglich ihrer Funktionsweise. Die ursprungliche Hypothese, dass es sich
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um CaCC handelt, musste verworfen werden (Gibson et al., 2005; Mundhenk et al., 2006). Es
konnte aber gezeigt werden, dass das humane CLCAL den Kalzium-abhangigen Chloridkanal
TMEM16 A moduliert (Sala-Rabanal et al., 2015). Weiterhin wurde eine zentrale Rolle bei der
Entstehung der respiratorischen Mukuszellmeta- und hyperplasie beim Menschen gezeigt
(Alevy et al., 2012). Es stellte sich aber heraus, dass die Maus kein geeignetes Modell ist, diese

Funktion zu untersuchen (Alevy et al., 2012).

Die nachstehenden Forschungsergebnisse nehmen die Maus als Modell fiir weitere potenzielle
Funktion von CLCAL in den Blick. Zum einen wurde eine mogliche Modulation der Kalzium-
aktivierbaren Chloridleitfahigkeit durch CLCAL im Tiermodell Maus getestet (P9). Dazu wur-
den CLCA1-knock-out (KO)-Mé&use mit Wildtyp (WT)-M&usen unter naiven Bedingungen so-
wie nach IL-13 Challenge u.a. im Hinblick auf den lonentransport in den Atemwegen unter-
sucht. Es ergaben sich dabei keinerlei Unterschiede zwischen KO- und den WT-Tieren. Wei-
terhin hatte der CLCA1-KO keinen Einfluss auf die Muzinzellhyperplasie und die Regulation
respiratorischer Muzingene. Die Daten sprechen somit gegen die Rolle des murinen CLCAL1-
Proteins bei der Modulation einer Kalzium-abhangigen Chloridleitfahigkeit. Weiterhin unter-
stitzen sie die Erkenntnis, dass in der Maus die Rolle von CLCAL bei der Entstehung der re-

spiratorischen Mukuszellmeta- und hyperplasie nicht erforscht werden kann.

Im néchsten Schritt wurde die Hypothese, dass es sich bei CLCAL um ein Strukturprotein des
Mukus handelt, im CLCA1-KO Modell unter naiven sowie unter Challenge-Bedingungen ge-
testet (P7). Hierbei wurde der Mukus des Dickdarms als System gewéhlt, welches am besten
untersucht ist und durch Dextran Natriumsulfat (engl. dextran sulfate sodium, DSS) -Gabe ma-
nipuliert werden kann. In keinem der durchgefuhrten Experimente lieRen sich Unterschiede
zwischen CLCA1-KO- und WT-Méausen feststellen, somit sprechen die Ergebnisse gegen

CLCAU1 als funktionell essenziellen Bestandteil des Mukus.

Ein wesentliches strukturelles Element sémtlicher CLCA-Proteine ist eine konservierte Hydro-
lase-Domaéne dhnlich denen der Metalloproteasen (Pawlowski et al., 2006). Experimentell
konnte durch gezielte Mutation des HEXXH-Motivs dieser Doméne gezeigt werden, dass die
posttranslationale Spaltung des CLCA1-Proteins des Menschen verhindert wird (Pawlowski et
al., 2006). Auch dieser Aspekt wurde hier fiir den orthologen Vertreter der Maus und des
Schweins untersucht (P10). Mutationen im HEXXH-Motiv dieser Spezies verhinderten eben-
falls die posttranslationale Spaltung. Erweitert konnte sogar gezeigt werden, dass das CLCA1-

Protein der Maus eine Zink-abhéngige Metalloprotease mit autokatalytischer Aktivitét darstellt
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(P10). Kirzlich zeigten auch in vivo Daten aus der Maus, dass CLCAL eine Metalloprotease-

aktivitat besitzt und dadurch die Ausdehnung des Mukus beeinflusst (Nystrom et al., 2018).

Zusétzlich wird CLCAL als Regulator von Entziindungsmediatoren diskutiert. Das humane
CLCAZ1 ist in der Lage, als Signalmolekil Makrophagen des Atmungstraktes zu aktivieren und
eine proinflammatorische Antwort hervorzurufen (Ching et al., 2013). Auch dieser Ansatz
wurde im letzten Teil dieser Forschungsarbeit sowohl in vitro als auch in vivo in der Maus
untersucht (P11 — P13). Identisch zu seinem humanen Orthologen moduliert CLCAL bei der
Maus Alveolarmakrophagen und fiihrt zur Expression von leukotaktischen Zytokinen (P13).
Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass CLCAL diese Wirkung nicht auf Knochenmarks-
makrophagen austibt. Eine Modulation von Zytokinen wurde auch in vivo gezeigt. Bei CLCAL-
KO-Méusen konnte sowohl im DSS-Colitis Modell (P11) als auch in einem Staphylokokken-
Pneumonie Modell (P12) eine differentielle Regulation von leukotaktischen Zytokinen nach-
gewiesen werden. Im Lungenmodell wurde auch ein Einfluss auf die Leukozytenrekrutierung
aufgedeckt (P11). Die in vitro und die in vivo Daten zeigten somit, dass die mogliche Funktion
einer Makrophagenaktivierung durch CLCAL und deren Einfluss auf Entziindungsmediatoren
in der Maus untersucht werden kann. Beim Menschen konnte inzwischen die VWA Domaéne als
verantwortlicher Teil des CLCAZ1-Proteins fur die Makrophagenaktivierung identifiziert wer-
den (Keith et al., 2019).

Zusammenfassend zeigte sich, dass nur bestimmte, aber nicht alle postulierte Funktionen von
CLCAZ1 in der Maus dargestellt werden kdnnen (Tabelle 4).
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Postulierte Funktion fur CLCAL Mensch Maus
Modulation einer Kalzium-akti- Ja (Gruber etal., Ja —in vitro (Winpenny
vierbaren Chloridleitfahigkeit 1998a; Hamannet  etal., 2002)
al., 2009; Nein — in vivo (P9)
Yurtsever et al.,
2012) |
Mukuszellformation Ja (Alevy et al., Nein — in vivo (P9,
2012) (Alevy et al., 2012)
Struktureller Mukusbestandteil n.u. | Nein- in vivo (P7)
Metalloprotease Ja (Pawlowski et Ja—invitro (P10)
al., 2006)
Modulation der Zytokinexpression Ja (Ching et al., Ja—invitro (P13)
2013) | Ja-invivo (P11, P12)

Tabelle 4: Postulierte Funktionen von CLCA1 und deren Darstellbarkeit beim Mensch
und bei der Maus (n.u. - nicht untersucht)

Unklar bleibt zunéchst, ob die jeweilige Funktion in der Maus wirklich nicht existiert oder ob
durch eine redundante Funktion zum Beispiel eines anderen CLCA-Mitglieds der Maus, diese
Funktion im CLCA1-KO-Modell nicht offenbart wird. Unabhéngig von der Antwort ist das in
vivo Modell Maus in der jetzigen Form zwar nicht geeignet, postulierte Funktionen wie die
Modulation einer Chloridleitfahigkeit, der Mukuszellformation oder eines strukturellen Be-
standteils des Mukus zu untersuchen. Fir die Analyse der Funktion von CLCA1 als Modulator

der Zytokinexpression scheint die Maus jedoch geeignet zu sein.
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5. Ubergreifende Diskussion

Ein geeignetes Tiermodell fir die Untersuchung der Funktion eines Genprodukts und dessen
Bedeutung bei Erkrankungen missen abhéangig von der Fragestellung bestimmte Kriterien wie
eine vergleichbare Funktion und Expression des Proteins und Einflussnahme auf den Pathome-
chanismus und Phanotyp erftllen. Nur dadurch kann eine Translatierbarkeit auf den Menschen
und der Nutzen fiir die biomedizinische Forschung gewahrleistet werden. Die CLCA-Familie,
deren Mitglieder eine bedeutsame, aber bislang noch nicht ganz aufgekléarte Rolle bei respira-
torischen Erkrankungen wie Asthma, CF und COPD einzunehmen scheinen, wurde bislang
beim Menschen und bei dem klassischen Modelltier Maus untersucht (Patel et al., 2009). Teils
erhebliche Unterschiede in vielen Aspekten der CLCA-Familie zwischen den beiden Spezies
scheinen einen Einfluss auf die Eignung der Maus als Modelltier zu haben (Alevy et al., 2012).
Die hier vorliegende umfassende Forschungsarbeit zeigt, dass sowohl die Spezies Schwein und
als auch die Spezies Katze, die beide ebenfalls als Modelltiere fiir humanmedizinische Atem-
wegserkrankungen eingesetzt und diskutiert werden, CLCA-Mitglieder in ihren Atemwegen
exprimieren (P1-P6, P8). Das Familienmitglied CLCA1 weist dabei die meisten Gemeinsam-
keiten zwischen den Spezies auf, wahrend sich die anderen Mitglieder der Familie im Spezies-

vergleich als &duRerst divers darstellen.

CLCAL ist zwischen den untersuchten Spezies am starksten konserviert.

Das CLCA1-Gen ist eins von zwei Genen dieser Familie, das in jeder bislang untersuchten Spe-
zies als nur ein Homolog vorliegt (P2). Dies spricht fiir eine hohe Konservierung auf genomi-
scher Ebene mit einer geringen evolutiondren Dynamik. Diese Tatsache scheint auch auf die in
den Spezies offenbar identische Proteinstruktur als komplett I6sliches Molekil mit einer n-
CLCA und einer VWA Domane und grofi3tenteils auf das Expressionsprofil zuzutreffen. Wie
beim Menschen (Hoshino et al., 2002) und bei der Maus (Leverkoehne and Gruber, 2002)
konnte das CLCA1-Protein auch beim Schwein (P1) und bei der Katze (P6) in Becherzellen
des Respirationstraktes und als Bestandteil des extrazellularen Mukus der Atemwege nachge-
wiesen werden. Die identische genomische Organisation und Proteinstruktur von CLCA1 sowie
das nahezu deckungsgleiche Expressionsprofil im Respirationstrakt deuten auf eine identische
Funktion des Proteins im Atmungstrakt von allen hier einbezogenen Spezies hin. Die Uberex-
pression und massive Sekretion in den Atemwegen bei Erkrankungen wie Asthma sind beim
Mensch (Gibson et al., 2005), der Maus (Gibson et al., 2005) und der Katze (P6) ebenfalls
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ahnlich, was eine vergleichbare Rolle bei den Atemwegserkrankungen vermuten lasst. Jedoch
deckte diese Studie auch deutliche Speziesunterschiede in der Expression auf: im Gegensatz
zur Katze wird CLCAL bei den anderen drei Spezies auch in muzinproduzierenden SMGs des
Atmungstraktes exprimiert (P6). Somit gibt es in bestimmten Spezies trotz der hohen Uberein-
stimmung auf Genomebene und in der Proteinstruktur eine gewisse Variabilitat in der zelluldren
Expression. Dieser Unterschied muss bei der Nutzung der Katze als Modell berticksichtigt wer-
den. Insbesondere muss in Betracht gezogen werden, dass auch CLCA3 bei der Katze in diesen
Zellen exprimiert wird (P2), und eine mdglicherweise Uberlappende oder redundante Funktion
beider Vertreter im Atmungstrakt einen Phanotyp bei der Katze anders als beim Menschen be-
einflussen konnte (siehe auch unten: CLCA3 und CLCA4 weisen eine hohe evolutionare Dyna-

mik mit speziesspezifischen abweichenden Expressionsmuster im Atmungstrakt auf.).
CLCAZ2 ist zwar auf genomischer Ebene und in seiner Proteinstruktur zwischen den

Tierarten ahnlich, zeigt aber abweichende Expressionsprofile im Atmungstrakt.

CLCAZ2 ist das zweite Gen in der Familie, welches bei allen untersuchten Spezies als nur ein
Vertreter wie CLCA1 vorhanden ist (P2). Auch die Proteinstruktur des Genproduktes scheint
zwischen den Spezies identisch. Im Gegensatz zu CLCAL ist sie aber durch eine Transmemb-
randomane am carboxy-terminalen Teil gekennzeichnet. CLCA2 wird hauptséachlich in Plat-
tenepithelzellen der Haut beim Menschen und bei der Maus exprimiert (Braun et al., 2010;
Connon et al., 2004). Dieses Expressionsmuster fand sich auch in den hier zugrundeliegenden
Arbeiten bei Schwein (P5) und Katze (P6). Die offenbar identische Proteinstruktur und Expres-
sion in der Haut lassen zumindest in diesem Gewebe eine vergleichbare Funktion in den Spezies
erwarten. Jedoch zeigte diese Arbeit deutliche Unterschiede in der Expression von CLCA2 im
Respirationstrakt, welches einen extremen Einfluss auf die Eignung der Spezies als Modell ha-
ben kann. In allen Spezies wurde CLCAZ2 auf RNA-Ebene im Atmungstrakt nachgewiesen (P5,
P6, P8). Jedoch konnte nur in den Spezies Mensch, Maus und Schwein (P8), aber nicht in der
Katze (P6), die SMGs des Atmungstraktes als exprimierende Zelltypen bestimmt werden. Wei-
terhin wurde ausschlieBlich bei der Maus das Protein in respiratorischen Epithelzellen wie auch
muzinproduzierenden Zellen an einer bestimmten Stelle der bronchialen Bifurkation gefunden
(P8), nicht jedoch beim Menschen (P8), beim Schwein (P8) und bei der Katze (P6). Dieses
soweit nur bei der Maus beobachtete Expressionsmuster konnte durchaus einen Einfluss auf die
Auspragung eines Phanotyps und damit den Nutzen der Spezies als Modell haben (siehe unten
Die Diversitat der CLCA-Familie im Respirationstrakt hat wahrscheinlich Konsequenzen flr

die Wahl eines geeigneten Tiermodells fiir menschliche Erkrankungen.).
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CLCA3 und CLCA4 weisen eine hohe evolutiondre Dynamik mit speziesspezifischen ab-

weichenden Expressionsmustern im Atmungstrakt auf.

Im Gegensatz zu CLCA1 und CLCA2 zeigt das CLCA3-Gen im Genom der einzelnen Spezies
eine starke Variabilitat: wahrend es beim Menschen (Gruber and Pauli, 1999) und beim
Schwein (P1) als abgeschaltetes Pseudogen ohne funktionelle Bedeutung des Genprodukts vor-
liegt, fand sich bei der Katze ein offenbar funktioneller Vertreter dieses Gens (P2). Bei der
Maus wurde es sogar mehrfach dupliziert, so dass insgesamt drei Homologe im Genom vor-
handen sind, die alle ein funktionelles Genprodukt zu haben scheinen (Patel et al., 2009). Das
feline CLCA3 wurde in muzinproduzierenden SMGs des Atmungstraktes sowie vereinzelt in
respiratorischen Epithelzellen in dieser Arbeit gefunden (P2). Bei der Maus sind ihre CLCA3
Vertreter auch in diesen Zelltypen beschrieben worden (Gruber et al., 1998b). Weiterhin war
ein CLCA3-Homolog der Maus in glatten Muskelzellen des Atmungstraktes nachgewiesen
worden (Elble et al., 2002). Die unterschiedliche Anzahl an CLCA3-Homologen und der unter-
schiedliche Funktionsstatus sprechen somit flr eine hohe Speziesdiversitat, die sich auch in der
Expression im Atmungstrakt widerspiegelt. Im Hinblick auf CLCAS3 ist das Schwein dem Men-
schen am &hnlichsten, wohingegen durch die Expression von ein oder sogar mehreren CLCA3-
Homologen bei Katze und Maus wahrscheinlich ein erheblicher Einfluss auf den Phanotyp vor-

stellbar ist.

Neben CLCAS3 wies diese Arbeit auch CLCA4 als dul3erst dynamisches Gen nach (P2). Mensch
und Katze besitzen jeweils nur einen Vertreter, wéhrend diese Gene beim Schwein mit zwei
Homologen und bei der Maus sogar mit drei Homologen dupliziert vorliegen. Eine Expression
von CLCA4 im Respirationstrakt wurde im Gegensatz zum Menschen bei der Katze nicht ge-
funden (P6). Auch wurde keine Expression von CLCA4-Vertretern bei der Maus im Atmungs-
trakt beschrieben (Bothe et al., 2008), wahrend beim Schwein nur ein CLCA4-Homolog in
respiratorischen Epithelzellen nachgewiesen wurde (P3, P4). Wie CLCA3 ist CLCA4 durch
eine hohe Diversitat zwischen den Spezies gekennzeichnet. Obwohl die Katze wie der Mensch
nur einen CLCA4-Vertreter aufweist, ist das Schwein im Hinblick auf die Expression im

Atmungstrakt dem Menschen ahnlicher.

Die entdeckten Mutationen im CLCA4b-Gen in einem Teil der Schweinepopulation mit fehlen-
der Proteinexpression scheint ebenfalls Ausdruck der hohen evolutiondren Dynamik in diesem
CLCA-Cluster mit bei anderen Tierarten nicht beobachtetem Effekt zu sein (P4). Welche evo-
lutiondren Kréfte zu der Abschaltung dieses Gens beim Schwein flihrten und mit welchem bi-

ologischen Nutzen und eventuell sogar Vorteil, miissen weitere Untersuchungen zeigen.
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Die Diversitat der CLCA-Familie im Respirationstrakt hat wahrscheinlich Konsequen-

zen fur die Wahl eines geeigneten Tiermodells fir menschliche Erkrankungen.

Somit ist keine der untersuchten Spezies im Hinblick auf das CLCA-Genom mit einer anderen
identisch und die einzelnen Mitglieder des CLCA-Familie unterliegen einer unterschiedlichen
evolutiondren Dynamik. Dies hat einen erheblichen Einfluss auf die Expression innerhalb des
Atmungstraktes der einzelnen CLCA-Mitglieder mit einer mdglichen Uberlappenden und
durchaus vorstellbaren, redundanten Funktion in den einzelnen Spezies. Eine Uberlappende
Funktion der verschiedenen CLCA-Mitglieder ist denkbar, da neben der Expression im glei-
chen Gewebe zahlreiche funktionelle Strukturelemente wie die n-CLCA Domane oder die VWA
Doméne in allen CLCA-Vertretern, wie schon beim Menschen und bei der Maus gezeigt (Patel
et al., 2009), konserviert sind. Die funktionelle Bedeutung der n-CLCA Domane fiir eine Akti-
vierung einer Chloridleitfahigkeit (Yurtsever et al., 2012) bzw. der VWA Domaéne fir die In-
teraktion mit Makrophagen konnte in vitro gezeigt werden (Keith et al., 2019). Experimentell
konnte auch nachgewiesen werden, dass CLCA2 wie CLCA1 eine Mukuszellmetaplasie bei der
Maus induzieren kann (Patel et al., 2006). Somit kann mdglicherweise CLCA2 bei der Maus
durch seine Expression in bronchialen Epithelzellen, einschlieRlich muzinproduzierenden Zel-
len im Gegensatz zu den anderen Spezies (P8), die Funktion von CLCAL im Atmungstrakt
ubernehmen, und die Maus als Modelltier fir die Erforschung zumindest dieser Funktion ein-

schréanken.

Aber auch die Expression von CLCA3-Homologen kann zu einem &hnlichen Szenario fihren.
Dies muss insbesondere bei gentechnischen Strategien wie der Generierung von KO-Tieren
beriicksichtigt werden bzw. bei der Interpretation der Daten, die in solchen Modellen generiert
werden. Solche Unterschiede miissen auch bei Vergleichen, die den Einfluss von CLCA-Pro-
teinen auf spontan auftretende Erkrankungen wie dem felinen Asthma und dem humanen
Asthma untersuchen, bertcksichtigt werden. Bei beiden Entitaten wird CLCAL zwar massiv im
Mukus der Atemwege gefunden (P6, (Gibson et al., 2005). Jedoch muss weiterhin die Expres-
sion von CLCA3 bzw. die fehlende Expression von CLCA4 in den Atemwegen der Katze im
Vergleich zum Menschen bei der Interpretation von Ergebnissen und der Ubertragbarkeit auf

den Menschen beachtet werden.

Sowohl auf Genomebene wie auf Expressionsebene im Atmungstrakt zeigt zusammenfassend
das Schwein die meisten Gemeinsamkeiten mit dem Menschen, so dass diese Spezies zunéchst
als das beste Modell erscheint. Einzig die Duplikation vom CLCA4-Gen unterscheidet das

Schwein vom Menschen (P1). Bei gesunden Tieren wird zwar wie beim Menschen nur einer
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der beiden CLCA4-Vertreter im Atmungstrakt exprimiert (P3, P4), aber gleichwohl kann eine
de novo Proteinexpression des anderen CLCA4-Mitglieds unter stimulierten Bedingungen wie
in pathologisch verdnderten Atemwegen nicht ausgeschlossen werden. Dies kdnnte einen Ein-
fluss auf den Phéanotyp und die Vergleichbarkeit mit dem Menschen haben. Zwar haben Katze
und Mensch als einzige hier untersuchte Spezies die gleiche Anzahl an CLCA-Genen, jedoch
stellen die Expression des CLCA3-Gens bzw. die fehlende Expression des CLCA4-Gens in den
Atemwegen der Katze bedeutsame Unterschiede zum Menschen dar und kdnnten einen erheb-
lichen Einfluss auf den Wert dieses Tiermodells haben. Die Maus weist mit Abstand die meisten
Unterschiede in der CLCA-Familie zum Menschen auf. Diese Unterschiede konnten fur die
fehlende Reproduzierbarkeit einiger gezeigter CLCA-Funktionen beim Menschen bei der Maus
verantwortlich sein (siehe auch Die Aktivierung von Alveolarmakrophagen durch CLCA1 kann

im Gegensatz zu anderen postulierten Funktionen im Mausmodell untersucht werden.).

Die Aktivierung von Alveolarmakrophagen durch CLCAL kann im Gegensatz zu ande-

ren postulierten Funktionen im Mausmodell untersucht werden.

In der Literatur sind mehrere Ansatze beschrieben, welche Funktion CLCAL im Atmungstrakt
ubernehmen konnte. Die Stimulation von Alveolarmakrophagen durch CLCAL in vitro mit
nachfolgender Modulation der Zytokinexpression zeigte hier in der Maus (P13) deutliche Pa-
rallelen zum Menschen (Ching et al., 2013). Diese Zytokinmodulation mit Beeinflussung der
Extravasation von neutrophilen Granulozyten konnte ebenfalls in vivo im CLCA1-KO-Modell
bestatigt werden (P12).

Des Weiteren kann CLCAL in vitro sowohl beim Menschen als auch bei der Maus eine Kal-
zium-aktivierbare Chloridleitfdhigkeit induzieren (Gruber et al., 1998a; Hamann et al., 2009;
Winpenny et al., 2002). In dieser Arbeit konnte im CLCA1-KO-Modell eine Modulation dieser
Leitfahigkeit jedoch nicht bestatigt werden (P9). Somit ist dieses Mausmodell flr die Untersu-
chung dieser Funktion ungeeignet. Auch die postulierte Funktion der Mukuszellformation war
in vivo im CLCAL1-KO-Modell nicht nachweisbar (P7). Eine tberlappende Funktion anderer
CLCA-Mitglieder in der Maus, wie oben beschrieben, kénnte hierfir verantwortlich sein und

den Nutzen des Modells Maus fir diese Funktionen erheblich einschranken.

Erstaunlicherweise scheint das Tiermodell Maus trotz der offensichtlichen Unterschiede zum

Menschen geeignet zu sein, zumindest in Ansétzen die Funktion der Modulation der Zytokin-
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expression in den Atemwegen zu untersuchen. Somit kénnen auch Tierarten mit groRen Diffe-
renzen zum Menschen wie die Maus fir Teilaspekte der CLCA-Forschung durchaus als Modell
ihren Nutzen bei der Erforschung der CLCA-Familie haben, solang Unterschiede bekannt und
berucksichtigt sind. Eine pauschale Ablehnung eines Modells aufgrund von offensichtlichen

Speziesunterschieden in der CLCA-Familie ist daher nicht moglich.

Die evolutionare Dynamik in der CLCA-Familie erlaubt Spekulationen tber ihre Funk-

tion.

Unterschiede in der Anzahl der Gene einer Familie sowie in der Expression und in der Funkti-
onalitat zwischen den Spezies sind insbesondere bei Molekilen bekannt, die eine immunologi-
sche Rolle spielen (Mestas and Hughes, 2004). Verschiedene Spezies haben sich in unterschied-
lichen Umgebungen entwickelt und sich mit unterschiedlichen Erregern und Antigenen ausei-
nandergesetzt. Dieser starke und variable evolutiondre Druck fiihrt verstandlicherweise zu ei-
nem anderen Repertoire an immunologischen Faktoren. Zum Beispiel weisen Defensine als
Teil des angeborenen Immunsystems nennenswerte Unterschiede zwischen Mensch und Maus
auf. Die neutrophilen Granulozyten des Menschen wie auch zum Beispiel des Kaninchens oder
der Ratte, aber nicht die der Maus exprimieren a-Defensine (Eisenhauer and Lehrer, 1992;
Mestas and Hughes, 2004; Risso, 2000). Paneth-Zellen der Krypten des Dinndarms exprimie-
ren beim Menschen nur zwei unterschiedliche Defensine, wahrend bei der Maus Uber 20 ge-
funden wurden (Mestas and Hughes, 2004; Ouellette and Selsted, 1996). Auffallende Gemein-
samkeiten finden sich auch zwischen der CLCA-Familie und der Familie der bactericidal/per-
meability-increasing fold-containing (BPIF)-Proteinen. Wie bei der CLCA-Familie liegen bei
Mensch und Maus mit 11 bzw. 14 Genen eine unterschiedliche Anzahl von Mitgliedern vor,
welche aber in jeder Spezies in einem konservierten Genlocus lokalisiert sind (Bingle et al.,
2011a; Bingle et al., 2004). BPIFA4 fehlt bei der Maus, wahrend es bei Primaten, der Katze
und bei Rindern nachgewiesen wurde (Bingle et al., 2011b). Beim Menschen finden sich aber
Mutationen in dem Gen, die zu vorzeitigen Stopcodone ohne Bildung eines funktionellen Pro-
teins fihren. Mitglieder wie BPIFAZ2E, -5 und -6 werden nur bei Nagern exprimiert (Bingle et
al., 2011b). Auch werden die BPIF-Proteine unter anderem im Respirationstrakt exprimiert und
scheinen eine Rolle bei der angeborenen Immunitét zu spielen (Bingle and Bingle, 2011). Die
auffallenden Gemeinsamkeiten in den Speziesunterschieden zwischen der CLCA-Familie und

bekannten Proteinen der angeborenen Immunitét lassen Spekulationen zu, dass die CLCA-Pro-
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teine auch eine dhnliche Funktion haben kdnnten (P13). Diese Annahme konnte durch experi-
mentelle Daten der Aktivierung von Makrophagen durch CLCA1 beim Menschen (Ching et al.,
2013; Keith et al., 2019) und in dieser Studie auch bei der Maus bestatigt werden (P12, P13).

Weitere Untersuchungen muissen diese Spekulationen uberpriifen.
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6. Ausblick

Da Erkrankungen oder andere Stimuli der Atemwege die Expression der Gene verandern kon-
nen, missen die CLCA-Proteine auch unter solchen Bedingungen speziestibergreifend unter-
sucht und miteinander verglichen werden. Folgende Fragen sollten anschlieBend an diese Ar-
beit beantwortet werden: Wie verandert sich das Expressionsprofil der CLCA-Gene in den
Krankheitsmodellen? Welche Gemeinsamkeiten und welche Unterschiede treten im Vergleich
zum Menschen zu Tage? Welchen Einfluss kénnte ein verandertes Expressionsprofil auf den
Phénotyp im jeweiligen Modell haben? Welche Auswirkungen hétte dies fur die Translation

der Ergebnisse auf den Menschen? Und ist sogar die Priifung therapeutischer Ansétze denkbar?

Im Hinblick auf ein mogliches Uberlappendes Funktionsmuster und daraus resultierende kom-
pensatorische Effekte der CLCA-Mitglieder, missen die Funktionen der einzelnen homologen
Vertreter miteinander verglichen werden. Aktivieren andere CLCA Mitglieder, die in den
Atemwegen exprimiert werden, in ahnlicher Weise wie CLCA1 Makrophagen? Oder vermit-

teln sie andere Funktionen, die fiir die CLCA-Familie diskutiert werden?

Neben der Makrophagenaktivierung ist die Induktion einer Mukuszellmetaplasie eine postu-
lierte Funktion von CLCA1 mit besonderer Bedeutung flr die Lungenerkrankungen mit Dys-
krinie. Da von den untersuchten Spezies das Schwein dem Menschen im Hinblick auf die
CLCA-Familie und ihrer Expression im Atmungstrakt am &hnlichsten ist, sollte kinftig in die-
sem Modell in vivo untersucht werden, ob CLCA1, wie flir den Menschen postuliert, eine ent-
scheidende Rolle bei der Mukuszelltransformation in den Atemwegen spielt. Dies kann in ei-
nem porzinen CLCA1-KO-Modell belegt werden. Sollte eine identische Funktion im Schwei-
nemodell reproduziert werden, kann das Modell flr die Testung von Therapeutika, die in eine

mogliche CLCA1 vermittelte Becherzellmetaplasie eingreifen, genutzt werden.

Neben der Erforschung der CLCA-Familie im Modell fiir den Menschen sollte die Bedeutung
von CLCAZ1 bei spontan auftretenden Erkrankungen, die fiir die Tiermedizin relevant sind, na-
her ergriindet werden. So sollte geklart werden, ob genetische Variationen im CLCA1-Gen ei-
nen Einfluss auf den Phénotyp des felinen Asthmas haben, und ob CLCAL1 als Biomarker oder
sogar therapeutisches Ziel bei felinem Asthma oder anderen Tierkrankheiten wie der RAO der

Pferde genutzt werden kann.
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7. Zusammenfassung

Diversitat der CLCA-Genfamilie zwischen ausgewéhlten Sdugerspezies und Auswirkungen auf

die Wahl eines Tiermodells
Dr. Lars Mundhenk

Tiermodelle sind bei der Aufklarung von Krankheiten sowie der Entwicklung von Therapien
ein oft noch unerlasslicher Teil biomedizinischer Forschung, sowohl zum Wohl von Menschen,
als auch von Tieren. Jedoch ist eine Ubertragbarkeit tier-basierter Ergebnisse auf den Menschen
sowie auch von einer Tierart auf die andere oft nur eingeschrankt moglich, vor allem aufgrund
spezies-spezifischer genetischer Unterschiede. Die Evolution hat eine komplexe Diversitat zwi-
schen den Arten hervorgebracht, die auch einen mafigeblichen Einfluss auf den méglichen Nut-
zen eines Tiermodells fir spezifische Fragestellungen beim Menschen nehmen kann. Gemein-
samkeiten und Unterschiede zwischen den Spezies wurden traditionell durch die vergleichende
Pathologie als eine Teildisziplin der Tierpathologie auf makroskopischer und histologischer
Ebene analysiert und bewertet. Diese Ebenen kénnen in der postgenomischen Ara mit der zu-
nehmenden Entschliisselung der Genome zahlreicher Spezies und der Molekularisierung der
Pathologie wesentlich ergénzt werden. Neue, umfassende genetische und molekulare Analyse-
maoglichkeiten erlauben es, im Vorfeld Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen den Spe-
zies zu identifizieren und fir die jeweilige Fragestellung abzuwagen, was wesentlich zur Aus-
wahl eines moglichst passenden Modelltiers beitragt. Unterschiede lassen sich zwar so nicht
vollstandig ausraumen, jedoch besser vorhersagen und verstehen. Dies tragt im Sinne des 3R
(Replace, Reduce, Refine; engl. fur ersetzen, reduzieren, verbessern) -Prinzips auch dazu bei,

eine frihzeitige Auswahl des bestgeeigneten Modells zu treffen.

In dieser Habilitationsschrift, die auf 13 Einzelzeitschriftenbeitrdgen basiert, erfolgte eine bei-
spielhafte, tierartenubergreifende Charakterisierung der CLCA-Genfamilie, welche unter ande-
rem eine wichtige Rolle bei chronischen Atemwegserkrankungen wie Asthma und Mukoviszi-
dose zu spielen scheint. lhre Diversitadt wurde in den ausgewdahlten Spezies Maus, Schwein,
Katze und Mensch auf genomischer und molekularer Ebene untersucht und zwischen diesen
verglichen. Das Ziel der Arbeit bestand darin, tierartliche Unterschiede aufzuklaren, die fir eine

Ubertragung von Erkenntnissen zwischen den Arten relevant sein kénnten.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen auf vielfach tberraschende Weise, dass die Maus als das
am héufigsten genutzte Modelltier die grofiten Unterschiede zum Menschen aufweist im Hin-

44



Diversitat der CLCA-Genfamilie Zusammenfassung

blick auf Anzahl, Expressionsmuster und viele andere versuchsentscheidende Aspekte der ana-
lysierten Gene im Atmungstrakt. Dagegen zeigte das Schwein die groRten Ubereinstimmungen
mit dem Menschen, wenn auch nicht in allen Aspekten. So zeigte das Schwein als einzige der
hier untersuchten Spezies eine Duplikatur des CLCA4-Gens mit zwei separaten Genprodukten.
Zusétzlich zu den genomischen Analysen und den molekularen Expressionsdaten wurde das
CLCAZ1-Protein, welches innerhalb der Familie die wichtigste Modulatorrolle bei Atemweg-
serkrankungen einzunehmen scheint, funktionell bei der Maus untersucht und mit bekannten
Funktionen beim Menschen verglichen. Diese Ergebnisse bestatigen, dass die Maus ungeeignet
ist, die mutmaBliche Funktion von CLCAL als Aktivator einer Chloridleitfahigkeit, bei der
Mukuszellformation oder als struktureller Bestandteil des Mukus beim Menschen zu modellie-
ren. Einzig die Funktion von CLCAL im Rahmen der unspezifischen Immunitét konnte anschei-

nend in der Maus abgebildet werden.

Die Arbeit konnte somit in zahlreichen Details zeigen, dass erst das Schwein, dann die Katze
und erst danach die Maus viele Aspekte der CLCA-Genfamilie im Menschen spiegelt. Die Er-
gebnisse werden dazu beitragen, bei Modellstudien fir Atemwegserkrankungen die Unter-

schiede zwischen den Arten besser zu verstehen und bei Anwendung zu respektieren.
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8. Summary

Interspecies Diversity of the CLCA Gene Family and its Effects on the Choice of an Animal
Model

Dr. Lars Mundhenk

Animal models are still indispensable in elucidating the pathogenesis of diseases and in the
development of new therapeutic approaches, both for the benefits of humans and animals. How-
ever, the translatability of results from animal models to humans or other species is often lim-
ited, mainly due to species-specific, genetic differences. Evolution has promoted a complex
diversity between species, which can also have an impact on the possible relevance of an animal
model for specific questions in humans. Similarities and differences between species have tra-
ditionally been analyzed and evaluated at a macroscopic and histological level in comparative
pathology as a sub-discipline of veterinary pathology. In the post-genomic era, these levels can
be supplemented and augmented in value by decoding genomes of numerous species and by
the molecularization of pathology. State of the art comprehensive genetic as well as molecular
analyses enable the identification of similarities and differences between species in advance
and to balance them for the respective scientific question. This can also contribute significantly
to the selection of the most suitable model. Although species-specific differences cannot be
entirely eliminated, they can, however, be predicted more precisely and understood more com-
prehensively. In accordance with the 3R (Replace, Reduce, Refine) principle, this also allows

for the selection of the most suitable model at an early stage.

In this habilitation thesis, based on 13 contributions to peer reviewed journals, the CLCA gene
family, which seems to play an important role in chronic respiratory diseases such as asthma
and cystic fibrosis, was exemplarily characterized in different species. Their diversity was in-
vestigated and compared at genomic and molecular levels in the species mouse, pig, cat, and
human. This work aimed at elucidating species-specific differences possibly relevant in trans-

lating findings between species.

Surprisingly, the results show that the mouse, as the most commonly used animal model, differs
most from humans — in terms of number of CLCA homologs, expression patterns, and many
other experimentally critical aspects of the genes analyzed in the respiratory tract. In contrast,
pigs showed the greatest similarities to humans, albeit not in all aspects. For example, it was
the only species showing a duplication of the CLCA4 gene with two separate gene products. In

addition to genomic analyses and molecular expression data, the CLCAL protein, which appears
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to play the most important modulator role in respiratory diseases within the CLCA family, was
functionally investigated in mice and compared to known functions in humans. The results con-
firm that the mouse is not suitable in modeling the function of CLCAL as an activator of chlo-
ride conductivity, in mucus cell formation, or as a structural component of the mucus in humans.

Solely the function of CLCAL in non-specific immunity may be modeled in mice.

This work demonstrates in numerous details that primarily the pig, then the cat and lastly the
mouse mirror many aspects of the CLCA gene family in humans. These results will facilitate a
more in-depth understanding of and adherence to species-specific differences in the implemen-

tation of respiratory model studies.
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