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Einleitung 6

1 Einleitung

Epithelien bedecken alle inneren und duferen Kdorperoberflachen, begrenzen Kompartimente in
unserem Korper und dienen so der Aufrechterhaltung der inneren Homdostase. Gleichzeitig sind
sie die Grundlage fiir einen kontrollierten Transport von Soluten und Wasser. Sie gewihrleisten
durch Resorption und Sekretion Stoffwechselfunktionen wie die Verdauung im Gastrointesti-
naltrakt, die Harnbildung in der Niere und die Sauerstoffaufnahme und Surfactantsekretion in der
Lunge.

Der Transport von Wasser und Soluten durch Epithelien kann prinzipiell auf zwei Wegen, trans-
und parazelluldr, erfolgen. Beim transzelluldren Transport bilden die apikale und die basolaterale
Zellmembran die zu liberwindende Barriere. Der parazelluldre Transport fiihrt durch den Inter-
zellularspalt, dessen Dichtheit vor allem durch die Tight Junction (lat.: Zonula occludens,

Schlussleiste) bestimmt wird'* "

. Es existieren nach gegenwirtigem Kenntnisstand bei Warm-
bliitern mehr als 26 verschiedene Tight Junction-Proteine, die sich in unterschiedlicher Kombi-
nation zusammenlagern konnen. Die parazelluldre Permeabilitit bzw. Abdichtung wird durch
das Expressionsmuster dieser Proteine und durch die ultrastrukturelle Ausdehnung der Tight

Junction bestimmt?.

1.1 Tight Junction-Proteine

Tight Junction-Proteine sind transmembranére Proteine, die nicht nur den Interzellularspalt ab-
dichten (lat.: occludere = verschlieBen), sondern gleichzeitig die Zellen miteinander verbinden
und Signale von ihnen empfangen'®. Morphologisch erscheinen sie als netzformiger Giirtel (lat.:
zonula)*'®, der sich aus perlschnurartigen Stringen zusammensetzt, und verlaufen um den apika-
len Bereich der Zelle' (Abb. 1.1). Zum einen korreliert die Breite des Schlussleistennetzes mit
der transepithelialen Permeabilitit' ', zum anderen bestimmen einzelne Tight Junction-Proteine
die spezifische Dichtheit bzw. Permeabilitit der parazelluliren Barriere. Je nach Grad der Ab-
dichtung unterscheidet man zwischen dichten und lecken Epithelien'®,

Bei dichten Epithelien ist die Schlussleiste weniger durchlissig als die apikale Zellmembran.
Dadurch erfolgt der Transport vorwiegend transzellulidr. Uber die abdichtende Schlussleiste kann

ein Gradient aufgebaut und erhalten werden. Bei lecken Epithelien kann kein nennenswerter
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Gradient aufgebaut werden, da die Schlussleiste permeabler ist als die apikale Zellmembran. Der

Transport findet transzelluldr und je nach Gradient auch parazellulér statt.

148

Paracellular space

Abb. 1.1: Der parazellulare Spalt mit netzférmiger Tight Junction
Quelle: Chiba H et al.'”

Nach dem heutigen Wissensstand werden vier unterschiedliche Typen transmembrandrer Tight
Junction-Proteine unterschieden: Occludin®?, Claudine®, Junctional Adhesion Molecule (JAM)*®
und Tricellulin®.

Occludin wurde 1993 als erstes Tight Junction-Protein mit einer GréB3e von etwa 65 kDa identi-
fiziert. Es besitzt vier transmembranire Doméanen®”. Nachfolgende Studien zeigten anhand von
Occludin-Knock-out-Méusen’® und Madin Darby Canine Kidney-Zellen (MDCK-Zellen)”, dass
ithm wahrscheinlich keine essentielle Barrierefunktion zukommt. Es wird aber diskutiert, ob es in
der Differenzierung gastrischer Epithelien’® und bei der interzellulidren Signaltransduktion eine
Rolle spielt”.

JAM-Proteine wurden erstmals 1998 charakterisiert’®>’

. Sie werden mit der Leukozyten-
Transmigration im Rahmen von entziindlichen Erkrankungen® und der Differenzierung von
Spermatiden wihrend der Spermatogenese in Verbindung gebracht™.

Tricellulin ist ein Tight Junction-Protein mit vier Transmembrandominen, welches vorwiegend
in trizelluldren Verbindungsstellen von Epithelzellen nachgewiesen werden kann. Mutationen
im Tricellulin-Gen konnen zu Taubheit fithren, wie von Riazuddin et al. 2006 beschrieben wor-
den ist”.

Claudin-1 und -2, die ersten beiden Mitglieder der Claudin-Superfamilie, wurden 1998 von Fu-

. 33 . . . . . . .
ruse et al. nachgewiesen’”. Inzwischen sind beim Menschen iiber 20 verschiedene Claudine mit
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einer GroBe von ca. 23 kDa bekannt*®. Bevor die Claudine einer Superfamilie zugeordnet wur-
den, waren einige von ihnen schon unter anderen Namen beschrieben®’; Claudin-3 als RVPI,
Claudin-4 als CPE-R, Claudin-5 als TMVCF, Claudin-11 als OSP'' und Claudin-16 als Paracel-
lin-1"°. Mittels Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie konnte die Architektur der Tight Junction
nédher beurteilt werden. Die paarig verlaufenden Tight Junction Strénge sind punktformig extra-
zelluldr verkniipft’®. In diesen Stringen konnten Claudine in verschiedenen Kombinationen als
Heteropolymere nachgewiesen werden werden®*.

Die einzelnen Proteine der Claudin-Familie weisen unterschiedliche funktionelle Charakteristika
auf. Claudin-1 beispielsweise verringert die parazelluldre Permeabilitdt und stellt fiir Molekiile
bis 600 kDa eine Barriere dar’®. Claudin-5 verhindert den parazelluliren Transport von nieder-
molekularen Soluten (< 800 D) ©” und monovalenten Kationen®’. Claudin-4 und -8 erh6hen die
kationenselektive Barriere’"**. Fiir Claudin-8 wurde kiirzlich gezeigt, dass es nicht nur fiir Alka-
limetallionen, sondern auch fiir divalente Kationen und Protonen eine abdichtende Funktion hat’.
Im Gegensatz zu den eben genannten Proteinen bildet Claudin-2 kationenselektive Poren®.
Auch Claudin-7 wurde als Cl -permeable Pore charakterisiert' und Claudin-16 bildet einen
Mg**-Kanal”*°. Alle drei erhdhen damit die parazellulire Permeabilitit.

Je nach Organ, Gewebe und dessen Funktion sind die Tight Junctions molekular unterschiedlich
zusammengesetzt. Claudin-1 und -3 wurden in Tight Junctions von Keratinozyten der Epidermis

lokalisiert®®®

sen*®** und Claudin-6 wird vorwiegend embryonal exprimiert*. Claudin-11 wurde besonders

. In der Tight Junction von Endothelien wurde insbesondere Claudin-5 nachgewie-

hoch konzentriert im Myelin und in Sertoli-Zellen des zentralen Nervensystems'> und des Ho-
dens™ sowie in der Stria vascularis des Innenohrs>® nachgewiesen. Claudin-19 wurde in Tight
Junctions von Schwann-Zellen peripherer Axone beschrieben®,

Claudine interagieren mit einigen zytosolischen Proteinen wie ZO-1, AF 6 und dem myosinbin-
denden Cingulin. Einerseits wird iiber diese Proteinverbindungen die Geriistmorphologie der
Tight Junction-Proteine aufrechterhalten, andererseits sind sie so mit dem Aktin-Zytoskelett der
Zelle verbunden, was vielfiltige Moglichkeiten fiir eine Signaltransduktion zwischen cytoplas-
matischen und membranstindigen Tight Junction-Proteinen darstellt*.

Mutationen in einzelnen Claudinen sind mit unterschiedlichen Krankheitsbildern assoziiert (Tab.
L1).
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Tabelle 1.1: Claudine und ihre pathophysiologische Bedeutung

Pathophysiologische Bedeu- Organ Claudin Referenz

tung/ Assoziation

NISCH-Syndrom Epidermis, Claudin-1 39

(neonatale sklerosierende Cholangiozyten

Cholangitis mit Ichthyosis)

Kolorektales Karzinom Colon, Rektum | Claudin-1 61
Kollagene Colitis Colon Claudin-4 12
(& Occludin)
Chron. entziindl. Endoneurale Claudin-5 49
demyelinisierende Polyneu- | Gefille
ropathie
Hepatozellulires Karzinom Leber Claudin-10 81
(Krankheitsverlauf)
Autoimmun- ZNS Claudin-11 11
demyelinisierende Erkran-
kungen des ZNS
Taubheit Innenohr/ Claudin-14 52,8
Cochlea Claudin-11
Hypomagnesiamie Niere Claudin-16 79
Selbstlimitierende Hyperkal- | Niere Claudin-16 65

zurie beim Kind

Diskutiert wird, ob Claudinen auch in der Diagnostik eine groflere Bedeutung zukommt. 2002
belegten Studien, dass Claudin-4 in der frithen bis mittlutealen Phase im Endometrium in 4- bis
12-fach hoherer Konzentration exprimiert wird. Lessey et al. formulieren dass es somit eventuell
als neuer Marker fiir die Empféngnisbereitschaft benutzt werden konnte'.

Es ist aulerdem bekannt, dass Viren und Bakterien Tight Junctions in ihrer Zusammensetzung
verdandern konnen. Claudin-3 und -4 beispielsweise sind Rezeptoren fiir Clostridium perfringens-
Enterotoxin (CPE), das Lebensmittelvergiftungen hervorrufen kann. Nachdem CPE am Claudin
gebunden hat, wird dieser Komplex von der Zelle internalisiert und stort die Tight Junction-
Funktion. Zusitzlich konnen einige Toxine wie vom enteropathogenetischem E. coli, Coryne-

bacterium diphteriae und Clostridium difficile iiber eine Verdnderung der Aktin-Organisation
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und Phosphorylierungsvorgénge die Tight Junction-Morphologie storen und durch den Barriere-

verlust zu einer starken Diarrhoe fiihren’’.

2004 beschrieben Yu et al., dass sich die Claudin-8-Expression in der Niere auf die Aldosteron-
sensitiven Tubulusabschnitte beschrinkt. Dasselbe gilt fiir Claudin-7, welches jedoch vorwie-
gend in der basolateralen Membran lokalisiert ist>” > *,

Diese Beobachtung warf die Frage auf, ob die Expression beider Claudine durch Aldosteron oder
einen Aldosteron-abhingigen Mechanismus beeinflusst wird’’. Schon Stelwagen et al. hatten
1999 die Glucokortikoid-abhingige Induktion des Occludin in Driisenzellen nachgewiesen™.
Forster et al. (2005) konnten diese Ergebnisse bestitigen, indem sie die Aldosteron-abhéngige
Induktion von Occludin in den kapilliren Endothelzellen des Gehirns in vitro demonstrierten®.
Dass moglicherweise auch Claudine von Aldosteron-vermittelten regulativen Prozessen betrof-
fen sind, zeigten Le Moellic et al. (2005). Sie konnten eine Aldosteron-induzierte Phosphory-
lierung von Claudin-4 in den Sammelrohrepithelien der Niere nachweisen.

Es stellte sich nun grundsitzlich die Frage, welche Auswirkungen die aldosteronabhingige In-

duktion des epithelialen Na" Kanals (ENaC) auf die Expression von Tight Junction-Proteinen im

Colon sigmoideum hat.

1.2 Aldosteron als regulierendes Hormon des Na'-Haushaltes

Aldosteron wird in der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde produziert. Es gehort zur Gruppe
C21-Steroide und besitzt als solches sowohl Mineralo- als auch — allerdings erst in unphysiolo-
gisch hoher Konzentration — Glukokortikoidwirkung®. Die Aldosteron-Sekretion wird iiber das
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) reguliert. Eine Schliisselposition in der Regula-
tion des RAAS nimmt der juxtaglomeruldre Apparat der Niere ein, dessen Rezeptoren sich in
den Seitenwinden der glomeruliren afferenten Arteriolen befinden®. Bei vermindertem intrava-
salem Volumen, verminderter Na'- oder erhohter K'-Blutkonzentration, steigt die Reninsekre-
tion®. Dieses proteolytische Enzym spaltet Angiotensinogen, wodurch Angiotensin I entsteht,
welches wiederum durch das ACE (angiotensin converting enzyme) zu Angiotensin II umgesetzt
wird. Angiotensin II stimuliert die Aldosteron-Synthethase in der Nebennierenrinde, welche die

drei letzten Schritte der Aldosteron-Biosynthese katalysiert. Es entsteht Aldosteron®”.

Aldosteron ist eines der Schliisselhormone bei der Regulation des Blutdrucks. Es wirkt am dista-

len Tubulus der Niere iiber eine Steigerung der Na'-Resorption und der K'-Sekretion. Der
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Transport beider Elektrolyte verlduft aneinander gekoppelt. An der basolateralen Membran er-
folgt er als primir aktiver Transport durch die ATP-abhiingige Na'-K'-ATPase. Diese pumpt
zwei K'-Ionen in die Zelle und drei Na'-Ionen vom Intrazellular- in den Extrazellularraum. So
entsteht ein elektrochemischer Gradient, der zur Diffusion von Na'-Ionen iiber den epithelialen
Na"-Kanal (ENaC) in die Zelle und von K -Ionen aus der Zelle iiber K'-Kénale an der apikalen

und basolateralen Membran fiihrt (Abb. 1.2).

luminale Seite

2%

¥iu¥® HNa-K'-ATPase
. ENaC
E K*-Kanal
— Tight-Junction

Bhnseite

Abb. 1.2: Mechanismus der epithelialen Resorption von Na* durch Aldosteron

Aldosteron wirkt {iber die Aktivierung des intrazelluldren Mineralokortikoid-Rezeptors (hMR).
Die Folge ist eine durch die vermehrte Transkription spezifischer Gene gesteigerte Biosynthese
von ENaC, der Na'-K*-ATPase sowie K'-Kanilen®’.

In der Niere ist dariiber hinaus ein primdrer Effekt der Aldosteronwirkung auf die Modifikation
bereits vorhandener Proteine gezeigt worden'®. Uber diesen Rapid response-Effekt induziert Al-
dosteron den ENaC und trigt somit beispielsweise zur Regulation der Orthostase bei. Bei Ande-
rung der Korperposition von der horizontalen in die senkrechte Lage wird vermehrt Aldosteron
ausgeschiittet. Die Bedeutung dieser Aldosteron-Ausschiittung konnte darin liegen, dass iiber die
Schaffung eines transzelluldren Gradienten eine Wasserresorption ins Interstitium erreicht und so
in Kombination mit weiteren physiologischen Komponenten einer Umverteilung von zuviel
Blutvolumen in die untere Extremitét vorgebeugt und die Zirkulation aufrecht erhalten wird. Im

Colon kann die Induktion des ENaC dagegen auf rein transkriptioneller Ebene erklért werden.
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1.3 Der epitheliale Na'-Kanal (ENaC)

ENaC wird in der apikalen Membran von Salz-resorbierenden Epithelien wie dem distalen
Nephron, dem distalen Colon und der Lunge exprimiert’*. Uber den Amilorid-sensitiven ENaC
lduft der erste und limitierende Schritt der Na'-Resorption. Pathologische Varianten des ENaC
sind zum Beispiel mit dem Liddle-Syndrom assoziiert, einer autosomal-dominant vererbten
Krankheit, bei der die Patienten eine Hypertension mit Hypokalidmie, niedriger Renin-Plasma-
Aktivitit und niedrigem Aldosteron-Serumspiegel zeigen®.

Zusiatzlich wurde ENaC in salzsensitiven Geschmacksrezeptoren des Menschen nachgewiesen
und es wird vermutet, dass er bei der Mechanozeption von Wirbeltieren eine Rolle spielt®”.
Schon 1987 stellten Fromm et al. im distalen Colon und Rektum der Ratte eine Abnahme der
luminalen Na'-Konzentration wihrend Aldosteron-Freisetzung unter Anisthesie bis auf 2.2
mmol/l, was einem Lumen-Plasma-Na'-Verhiltnis von 1:66 entspricht®. 1993 wiesen Fromm et
al. die Aldosteron-abhingige Regulation der Na‘-Resorption im distalen Colon der Ratte nach®’.
1995 demonstrierten Epple et al. die gleiche Wirkung nanomolarer Aldosteron-Konzentrationen
am humanen Rectum in vitro** und belegten anschlieBend, dass das Maximum des elektrogenen
Na'-Transportes nach 8 h Inkubation mit Aldosteron erreicht ist und dieser Effekt durch die Al-

dosteron-abhéngige Induktion von ENaC in der apikalen Zellmembran erzielt wird™.

ENaC besteht aus drei verschiedenen Untereinheiten a, B3, y, die in der Stochiometrie a3y, an-

. 1255524
geordnet sind™>”

. Bei der Regulation scheinen der - und der y-Untereinheit besondere Bedeu-
tung zu zukommen, da sie unter Aldosteronstimulation vermehrt synthetisiert werden®®*. Al-
dosteron bewirkt jedoch nur in der Lunge und im distalen Colon eine verstdrkte Expression der

beiden Untereinheiten des ENaC. In der Niere zeigt es keine Wirkung'".

Der molekularbiologische Regulationsmechanismus des ENaC ist Gegenstand intensiver Stu-
dien. Aktuelle Untersuchungen ergaben, dass Aldosteron zum einen iiber eine vermehrte
Transkription der ENaC-Untereinheiten den Aufbau des funktionellen ENaC im endoplasmati-
schen Retikulum induziert* und zum anderen iiber eine Aktivierung der SGK-1 die Endozytose
und den Abbau des in der Zellmembran lokalisierten ENaC hemmt®. Uber die einzelnen Schritte
der intrazelluldren Signaltransduktion bei ENaC-Induktion durch Aldosteron ist bis dato Folgen-
des bekannt: Der noch inaktive ENaC wird nach seiner Synthese im ER durch proteolytische

Spaltung im Golgi-Apparat aktiviert und anschlieBend in die Zellmembran integriert. Hier wird

er liber eine C-terminale spezifische PPXYX Ser/Thr-Sequenz an a-, B- und y-Untereinheit regu-
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liert. Nedd 4-2, eine E3-Ubiquitin-Protein-Ligase, bindet iiber seine WW-Doméne am PY
(PPXY)-Motiv der PPXYX-Sequenz und katalysiert iiber die Ubiquitinierung dieser C-termina-
len Sequenz erst die Internalisierung und dann den endosomalen Abbau des ENaC (Abb. 1.3)**’,
Mutationen dieser Sequenz wie beim Liddle-Syndrom fiihren zu einem verminderten Abbau des
ENaC und somit zu vermehrter Na"-Resorption und Bluthochdruck®'*2. Nedd 4-2 kann iiber die
SGK-1 durch Phosphorylierung inhibiert und somit der Abbau des ENaC verhindert werden.
Neben der Stimulation der SGK-1 durch Aldosteron und Glukokortikoiden regulieren Nedd 4-2
und SGK-1 sich auch gegenseitig’®. Ferner hemmen zytosolisch verénderte Ionenkonzentratio-
nen, wie erhdhte Mg”™ *° und Na'-Spiegel, die Aktivitit des ENaC, letztere iiber eine ADH-
vermittelte Phosphorylierung von Nedd 4-2 durch die PKA®* (Abb. 1.3).

Zur Zeit werden zahlreiche weitere Aldosteron-induzierte Signaltransduktionswege, die die Ak-
tivitdt des ENaC beeinflussen, untersucht. Als Beispiel sei hier die Transduktion {iber Phosphati-
dylinositol-3, 4, 5-triphosphat (PIP3) genannt. PIP3 bindet in Madin-Darby-Canine-kidney-cells
(MDCK) an der N-terminalen Endung der y-ENaC-Untereinheit und senkt den ENaC-
abhingigen Na'-Strom *'.

Neben Aldosteron und ADH werden diverse andere hormonale und nicht hormonale Mediatoren
als Regulatoren der ENaC-Aktivitit diskutiert. Zu der Gruppe der hormonellen Regulatoren ge-
hért vermutlich auch Insulin®®. Ein Beispiel fiir nichthormonale Einfliisse ist die inflammatorisch

bedingte Downregulation des ENaC iiber die Zytokine I1-1 und TNF a bei Colitis ulcerosa, die
Barmeyer et al. und Amasheh et al. 2004 7 darstellten.
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Ubiguitinieungy
Endozytose
Abbau

Aktivierung
(Proteolyse) ) WWZVNedd 4.2 @

Synthese
(inaktiv)

Aldosteron

Abb. 1.3: Regulation des ENaC durch Aldosteron: Intrazellulare Signaltransduktion
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1.4

Ziele

Da Na' im distalen Colon gegen einen sehr hohen Gradienten transportiert werden kann, stellte

sich die Frage, ob hierbei parallel zur Induktion der Na'-Resorption eine Regulation der parazel-

luldren Permeabilitét erfolgt. Es sollte daher untersucht werden, ob iiber Aldosteron-, ENaC-

oder Na -assoziierte Mechanismen die Expression von Tight Junction-Proteinen beeinflusst

wird.

Folgende Ziele wurden verfolgt:

1)

2)

3)

In vitro-Induktion des Epithelialen Na'-Kanals (ENaC) im Colon sigmoideum durch
3 nM Aldosteron

Methode: Ussing-Kammer; Messung des transepithelialen Widerstands, des elektro-

genen Na'-Transports (Jx,) und des Kurzschluss-Stroms (Isc)

Untersuchung der Auswirkung der Stimulation mit Aldosteron bzw. der ENaC-Induktion

auf die Expression und Lokalisation verschiedener Tight Junction-Proteine

Methode: Western-Blot und densitometrische Auswertung, konfokale Laserscan-

ning-Mikroskopie von Immunfluoreszenz-Gewebefdarbungen

Untersuchung der oben genannten Aspekte unter Stimulation mit Aldosteron bei soforti-

ger Inhibition des Na'-Fluxes durch Amilorid-vermittelte ENaC-Blockade

Methode: Western-Blot und densitometrische Auswertung, konfokale Laserscan-

ning-Mikroskopie von Immunfluoreszenz-Gewebefarbungen



Material und Methoden/ Material 16

2  Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gewebe

Die Experimente wurden mit humanem Colon sigmoideum durchgefiihrt. Die Proben stammten
von insgesamt 14 Patienten (7 ménnlich, 7 weiblich) mit Kolonkarzinom, die sich einer Sigmare-
sektion oder Hemikolektomie links unterziehen mussten. Verwendet wurde tumorfernes gesun-
des Gewebe. Die Resektate wurden von Pathologen begutachtet und makroskopisch tumorfreies
Gewebe mit einem Sicherheitsabstand von mehreren Zentimetern entnommen. Die Patienten
waren im Alter von 18- 68 Jahren, durften 7 Tage vor der Operation keine Glukokortikoide ein-
genommen haben und es durfte keine entziindliche Krankheit vorliegen, da sonst kein objektiver

Vergleich von Kontrollgewebe mit Aldosteron-stimuliertem Gewebe moglich gewesen wire.

2.1.2 Gerite

Agarosegel-Elektrophorese Apparatur
Duncer

GeneAmp PCR System 2400
Heizblock

Luminiszenzbild Analysator (LAS 100)
Magnetriihrer

Mini-Protean-3 Elektrophoresesystem
Mini Trans-Blot Transfer-Zelle
Plastikcontainer

Plattenlesegerit Spectra Classic
Power Pac 300

Schiittler

Silikonring

Biorad, Miinchen

Minikraft, Schweden

PE Applied Biosystems, Weiterstadt
Grant, Berlin

Fuji, Diisseldorf

Ika-Combimag, Miinchen

Biorad, Miinchen

Biorad, Miinchen
Forschungswerkstatt, CBF, Charité, Berlin
Tecan, Crailsheim

Biorad, Miinchen

Biometra, Gottingen

Forschungswerkstatt, CBF, Charit¢, Berlin
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Plattenlesegerét
Wasserbad SW 21/ TWB 5

Widerstandsmessgerit

Wippe
Konfokales Laser-Mikroskop

Zentrifugen

2.1.3 Chemikalien

Acrylamid

Agarose

Aldosteron

Amilorid
Ampli-Tag-Polymerase
Ammoniumpersulfat (APS)

Bromphenolblau

BSA (100x)

BSA-Standartlsg. (Proteinquantifizierung)
Chloroform

Complete Protease-Inhibitoren
DAPI

dATP, aTTP, dCTP, dGTP
Dithiothreitol 500 mM

2,5 mEach dANTP-Mix

EDTA 0,5M

Ethidiumbromid

Ethanol

Fluka-Wasser

Formaldehyd

Ussing-Kammer

Institut fir Klinische. Physiologie, CBF,
Charité Berlin

Tecan Spectra

Julabo, Selbach

Institut fiir Klinische. Physiologie, CBF,
Charité Berlin

Hermle Z233MK, Wehingen

Zeiss LSM, Zeiss, Oberkochen
Eppendorf 5414C, Koln

Beckmann Ti 70.1 Avanti J25

Serva, Heidelberg

Life Technologies, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Perkin-Elmer, Dreieich

Sigma, Taufkirchen
Amersham Pharmacia Biotech,
Braunschweig

BioLabs, Frankfurt am Main
Pierce, Bonn

Merck, Berlin

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

PE Applied Biosystems, Weiterstadt
Sigma, Taufkirchen

Roche, Mannheim

Serva, Heidelberg

Life Technologies, Karlsruhe
J. T. Backer, Deventer, Niederlande
Fluka Chemie, Buchs

Merck, Berlin
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Formaldehyd Gel Puffer
Formalin

Glycin

Goat-Serum

HotStar Taq DNA Polymerase Kit
Isopropanol

Lumi-Light Western-Blotting Kit
Magermilch

MgCl

Methanol

Na™-Azid

1-2 M NaOH

PCR-Puffer

Paraffin

PBS-Tabletten

BCA Protein Assay Reagenz
ProTags MountFluor
Protease-Inhibitoren

RNAzol B

SDS

20er-Skalpell Neox

SSC 20x

TEMED

Tris

2 M Tris, pH 8,8

Tween-20

Wasser

Western-Blot Transfer-Apparatur
X-Gal

Xylol

Eppendorf, Koln
Sigma-Aldrich, Steinheim
Serva, Heidelberg

Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe
Qiagen, Hilden

J. T. Backer, Deventer, Niederlande
Roche, Mannheim

Sucofin, Zeven
Perkin-Elmer,Dreieich
Merck, Berlin

Sigma, Taufkirchen

Merck, Berlin

Perkin Elmer,Dreieich
Merck, Berlin

Life Technologies, Karlsruhe
Pierce, Bonn

Biocyc, Luckenwalde
Roche, Mannheim
WAK-Chemie, Bad Soden
Merck, Berlin

Ansell, Sheffield

Life Technologies, Karlsruhe
Life Technologies, Karlsruhe
Merck, Berlin

Biorad, Miinchen

Sigma, Taufkirchen

Fluka, Seelze

Biorad, Miinchen

Life Technologies, Karlsruhe
Baker, Phillipsburg, USA
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2.1.4 Oligonukleotide

humClaudin-8 For (493)
humClaudin-8 Rev (494)
humClaudin-8 For (527)
humClaudin-8 Rev (528)

2.1.5 Antikorper

Claudin-1
Claudin-4
Claudin-5
Claudin-7
Claudin-8

v-ENaC

Occludin
Z0-1

2.1.6 Marker

Low Mass DNA Ladder

Molekulargewicht Standard A/ Hindll11

Molekulargewicht Standart 100bp
PageRuler Protein Ladder

2.1.7 Materialien

Eppendorf-Gefal3
Gel-Blotting-Papier
Gelbe Kaniilen
Histoacryl-Gewebekleber

Insulinnadeln

TATGATTCCCTGCTGGCTCTTTC
GGTGACTTCTTTCCGGTGTGATAA
CAGAGGATAATGGCAACCCAT
CATACACAACTACACATACTG

Zymed Inc., San Francisco
Zymed Inc., San Francisco
Zymed Inc., San Francisco
Zymed Inc., San Francisco
Zymed Inc., San Francisco
Alpha Diagnostic international,
San Francisco

Zymed Inc, San Francisco

Zymed Inc, San Francisco

Invitrogen, USA
Invitrogen, USA
Invitrogen, USA
Fermentas, USA

Eppendorf, Kdln

Schleicher und Schuell, Dassel
BD-Mikrolance, Madrid
Braun, Tuttlingen
BD-Plastikpak, Madrid
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Magnetriihrstibchen
Mikrotiterplatte

Nylon-Membran

Objekttrager

Parafilm

Pipetten

Poly Screen PVDF-Transfer Membran
Reaktionsrohrchen ( PCR) 0,2 ml
Rontgenfilm X-OMAT AR/LS
Spritze 20 ml

Transparentfolien

Whatman-Filter

2.1.8 Puffer und Losungen

BSA-Blockierungslosung: 5 %
0,02%
5% BSA in PBS: 5 g

5% BSA in PBS/ Tween+ 0,02% Na™-Azid: 5 g

100 ml
800
ImM EDTA-Puffer, pH 8,0 0,74g
1 1
Tropfenweise
Elektrophoresepuffer: 100 ml
10 ml

Merck, Berlin

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Menzel,Braunschweig

Pechiney Plastic Packaging, Memasha
Eppendorf, Kdln

NEN, Kéln

PE Applied Biosystems, Weiterstadt
Kodak, Rochester NY

BD Discardit, Spain

Tartan, EU

Polytrap 295 PE

BSA
Na'-Azid
in PBS/T

BSA
PBS ad 10 ml

Albumin Fraktion V
PBS/T
2,5% Na'-Azid

EDTA

in

Aqua bidest

1-2 molare NaOH-Lsg bis pH 8
Mit aqua bidest auf 2 | auffiillen

10 x Puffer West
10% SDS
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Ethidiumbromid-Ldsung:

Lammli:

Losung fiir Proteinquantifizierung:

(je Probe)

5% Magermilchpulver in PBS:

Membran-Lysepuffer:

PBS/T:

PBS/T/ 5% Magermilch:

10 mg
1 ml
2 g
1,54 g
3,0 ml
20l
10 ml
196 ul
4 ul
508
2 ml
500 ul
200 ul
120 ul
2 Stk
1 ml
5.8

Aqua bidest ad 1 1

Ethidiumbromid
Aqua bidest

SDS

Dithiothreitol 500mM
Tris-HCI pH 6,8 300nM
Bromphenolblau 1%
Glycerol

Pierce BCA Protein Assay
Reagenz A
Pierce BCA Protein Assay
Reagenz B

Magermilchpulver
PBS ad 100 ml

Tris HCL, pH 7,4

1 M MgCl,

0,5M EDTA

0,5 EGTA

Aqua bidest. Ad 100 ml

PBS-Tabletten
Tween-20
Aqua bidest ad 11

Magermilch
PBS/T ad 100 ml
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10 x Puffer West: 144 ¢ Glycin
304 ¢ Tris Base
Aqua bidest ad 11

Ringer-Losung (Ussing-Kammer): 113,6 mM NaCl
24 mM Na,HPO,
0,6 mM Na,H,PO4
54 mM KCL
Je 1,2 mM CaCl,+ MgCl,
Je 10 mM  D(+)-Mannose+ D(+)-Glukose
2,5 mM L-Glutamin

0,5 mM B-Hydroxybuttersédure

3x RNA Probenpuffer: 19,15 ml Aqua bidest
3,75 ml 10x Formaldehyd Gel Puffer
12 ml Formaldehydlésung 37%
36 ml Formamid
2 ml Glycerol
20 Wl Ethidiumbromidstammldsung

Sammelgel: 3,9 ml Sammelgel-Lsg
40 ol 10% SDS
40 ol 10% APS
4 ul TEMED

Sammelgellosung: 17 ml Acrylamid
25 ml Tris pH 6,8 (0,5M)
55,5 ml H,0 bidest

20x SSC: 175 g NaCl
882 g Naz;CsHs0,2H,0
800 ml H,O
Zitronensdure konz. ad pH 7,0-7,5
Aqua bidest ad 11
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TBS/ T:

Transferpuffer:

Trenngel 12,5%:

1 M Tris-HCI, pH 7.,6:

X-Gal-Losung:

500
4,5

100
100

5,1

2,8

1,9
100
100

121,1
800
60

20

ml

ml

ml

ml

ml

ml

mg

10x TBS
H,0

Tween

10 x Puffer West
Methanol
Aqua bidestad 11

H,O
Acrylamid-Lsg
2M Tris pH 8,8
10% SDS

10% APS
TEMED

Tris

Aqua bidest

HCI

HCI pH 7,6

Aqua bidest ad 1 1,

autoklavieren

5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-[|
D-Galactosid
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2.2 Methoden

Abb. 2.1 zeigt eine Ubersicht iiber die von uns vorgenommenen Untersuchungen:

a)Kontrollprobe b)+ Aldosteron

Mucosa (humanes Colon sigmoideum) jeweils
c)t+AldosterontAmilorid

Nachweis I 1 Nachweis
der Lokalisa- Elektrophysiol. Messungen Inkubation im Wasserbad der Expres-
tion (Ussingkammer) sion

[ Immunfluoreszenz-farbung } [ Proteinextraktion/-quantifizierung }

[Auswertung mittels konfokalen Laser-Mikroskop;] [ Westernblot & Densitometrie ‘]

Abb. 2.1: Ubersicht tiber die durchgefiihrten Experimente

2.2.1 Elektrophysiologie
2.2.1.1 Ussingkammer-Experimente

Nach partiellem 'Stripping' des Gewebes, dem Entfernen der Lamina muscularis propria, wurde
die Lamina propria mucosae in die Ussingkammern eingespannt. Das partielle 'Stripping' ermdg-
licht durch die Entfernung subepithelialer Bestandteile die exklusive Beurteilung des Epithels.

In der Ussingkammer nach Ussing et al. wurden alle elektrophysiologischen Messungen durch-
gefiihrt, da diese Methode die ideale Vorraussetzung fiir Kurzstrommessungen von Geweben in
vitro sowie der Quantifizierung von lonenpermeabilitiat (Leitfahigkeit bzw. Widerstand) und
aktivem Tonentransport (Kurzschlussstrom, Isc)® bietet. Die Mucosafliche, die elektrophysiolo-
gisch untersucht wurde, betrug 0,54 cm® oder 0,28 cm?”. Sie wurde iiber einen Silikonring ge-
spannt, mit einem Gewebeklebstoff an einem Plastikcontainer fixiert und anschliefend in die

Kammer eingesetzt. Das Gewebe wurde beidseitig von 10 ml Ringerlésung umspiilt und mit
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95% Sauerstoff und 5% CO, iiber eine Injektionsnadel begast. Die verwendete Ringer-Losung
war aus (mM) 140.5 Na', 5.4 K*, 1.2 Ca*", 1.2 Mg*", 123.8 CI', 21 HCO™, 2.4 HPO,*, 0.6
H,PO", 10 D(+)-Glucose, 0.5 B-OH-Butyrat, 2.5 Glutamin, 10 D(+)-Mannose und 50 mg/l Az-
locillin (Securopren TM, Bayer, Germany) zusammengesetzt. Gemall physiologischer Bedin-

gungen betrug ihr pH-Wert 7,4 und die Temperatur 37°C.
2.2.1.2 Messelektronik

Ein PC (Siemens, PCD 2) registrierte iiber einen Mehrkanal-AD-DA-Wandler die transepi-
theliale Spannung U°. Die Ermittlung des transepithelialen Widerstandes R' erfolgte iiber einen
Rechteckstrom, der von einem PC-gesteuerten Messverstérker iiber dem Epithel generiert wurde.
Durch Klemmen des Epithels auf 0 mV konnte der Kurzschlussstrom erfasst werden.

Die Registrierungs- und Steuerungs-Software ermoglichte die tabellarische Darstellung der Wer-
te nach individuell einzustellendem Rhythmus. Zu Beginn und Ende der Messung wurden die

Werte im 10-Sekunden-Takt und in der verbleibenden Zeit im 5-Minuten Takt erfasst.
2.2.1.2 Versuchsablauf

Vor jeder Messung wurden Asymmetriepotential und Badwiderstand ermittelt und anschlieBend
von den Messergebnissen subtrahiert. Nachdem das Gewebe in die Ussingkammer eingesetzt
worden war, wurden auf die mucosale und serosale Kammerseite der Hilfte der Proben je 10 pl
3-10® M Aldosteron appliziert und somit die physiologische Stimulation durch 3-10° M Al-
dosteron simuliert. Diese Konzentration stimmt mit den in vivo gefundenen Plasma-
Konzentrationen unter Stimulation iiber ein. Nach einer Messung von 8 h wurde der ENaC-
vermittelten Na -Transport durch Zugabe von 10~ M Amilorid auf die mucosale Seite gestoppt.

Einigen Kontroll- und mit Aldosteron-inkubierte Proben wurden gleich zu Beginn noch vor der
Aldosteron-Zugabe 10 M Amilorid auf die mucosale Seite zugegeben. So konnte der Effekt
einer Stimulation mit Aldosteron bei gleichzeitiger Inhibition des ENaC-bedingten Na'-Stroms

analysiert werden.

Zeitgleich zu den elektrophysiologischen Messungen wurde die Mucosa in je 80 ml Ringer-
Losung der gleichen Zusammensetzung in einem Wasserbad von 37° C inkubiert. Nach dem
gleichen Schema wurden Aldosteron und Amilorid appliziert. Das Gewebe wurde anschlieBend
fiir Western-Blots und Immunfarbungen verwendet. Die durch diese Methoden gewonnenen Er-

gebnisse konnten direkt mit den elektrophysiologischen Ergebnissen verglichen und ihnen zuge-
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ordnet werden, da das untersuchte Gewebe genau wie das Gewebe in den Ussingkammern be-

handelt worden war.
2.2.1.4 Messung von Spannung, Widerstand und Kurzschlussstrom

Uber das Ohmsche Gesetz konnte aus den transepithelialen Potentialdifferenzen (U; und U,), die
sich durch die mittels Rechteckgenerator eingestellten Strome (I; und I,) ergaben, der transepi-

theliale Widerstand errechnet werden:

U, =U,+Rxl, und U, =U, +Rx1,
_UI_UZ

|1_|2

—->R

Der Kurzschlussstrom (Isc) wurde als Quotient aus Spannung und Widerstand berechnet. Die
transepitheliale Spannung wurde direkt gemessen. Vom transepithelialen Widerstand wurde je-

weils der vor Versuchsbeginn gemessene Grundwiderstand subtrahiert.

2.2.2 Molekularbiologie

2.2.2.1 PCR

In Vorexperimenten wurde zunichst Claudin-8 in asservierten Colonproben nachgewiesen. Hier-
fiir wurde mittels reverser Transriptase aus mRNA erzeugte cDNA als Template verwendet. Da
die urspriingliche Menge der fiir ein Protein codierenden cDNA zu gering war um nachgewiesen
werden zu konnen, erfolgte ihre Amplifizierung um das Millionenfache mittels Polymeraseket-

tenreaktion (engl. Polymerase chain reaction = PCR).
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2.2.2.1.1 Amplifizierung

Die PCR wurde mit 5 pul 10 x PCR-Puffer, 3 ul 25 mM MgCl,, 0,2 ul Ampli-Tag-Polymerase,
2,8 pl 2,5 mM dNTP-Mix und je 1 pul 10 mM Forward- und Reverse-Primer sowie 32 ul Fluka-
Wasser angesetzt. Die cDNA-Strange wurden bei 95°C (1x 5 min, 1x 20 s) denaturiert. Es folgte
die Hybridisierung der Primer (Annealing) an die nun getrennten DNA-Strange bei einer Tempe-
ratur von 58°C (30 s) und die cDNA-Strangsynthese (Elongation) bei 70 °C (1 min, 7 min). Die-

ser Zyklus wurde 35 mal wiederholt.

2.2.2.1.2 Agarosegelelektrophorese

Zur Analyse der amplifizierten cDNA wurde diese mittels Gelelektrophorese nach Fragmentgro-

e aufgetrennt.
In die Kammern eines 1% Agarosegel wurden 10 pl der Proben gemeinsam mit 2 pl

6 x Probenpuffer appliziert. Die Trennung der cDNA-Fragmente erfolgte innerhalb von 60 min
bei einer Spannung von 65 V. Anschlieend wurden die cDNA-Fragmente unter Verwendung
von UV-Licht sichtbar gemacht. Hierbei kam es zum Leuchten von Ethidiumbromid, welches im

Elektrophoresepuffer vorhanden war und in die cDNA interkalierte.

Um die Wirkung von Aldosteron auf Proteinebene beurteilen zu konnen, d. h. zu beobachten, ob
und wie sich die Stimulation mit Aldosteron auf die Proteinexpression auswirkt, bot sich die
Western-Blot-Methode an. Zur Vorbereitung des Western-Blots wurden einzelne Komponenten
einer Proteinldsung gelelektrophoretisch aufgetrennt und schlielich auf eine Membran iiberfiihrt
(to blot engl. = abklatschen). AnschlieBend konnten einzelne Proteine mit spezifischen Antikor-

pern nachgewiesen werden.

Die einzelnen Schritte zur Beurteilung der Proteinexpression waren dabei wie folgt:



Material und Methoden/ Methoden 28

2.2.2.2 Proteingewinnung

2.2.2.2.1 Proteinextraktion aus dem Gewebe

Das Gewebe wurde zusammen mit 1 ml Membranlysepuffer und Protease-Inhibitoren in einen
Douncer gegeben und anschlieBend 15 min homogenisiert bis keine Gewebestiicke mehr sichtbar
waren. Die Zellsuspension wurde zur weiteren Zerkleinerung erst 10x durch eine gelbe Nadel
nach der Uberfiihrung in ein Eppendorf-GefiB3, dann weitere 10x durch eine Insulinnadel gezo-
gen. AnschlieBend wurde die Suspension 5 min bei 4°C mit 200 x g zentrifugiert, der Uberstand
in ein neues Eppendorfgefal iiberfiihrt und weitere 30 min mit 43000 x g bei 4°C zentrifugiert.

Der Uberstand, in dem sich die geldste Membranfraktion befand, wurde abgenommen. Das Pel-
let, in dem sich die konzentrierte und fiir diese Arbeit interessante membransténdige Proteinfrak-
tion, also auch Tight Junction-Proteine, befand, wurde in 100 ul eiskaltem Lysepuffer gelost und

anschlieBBend bei -80°C asserviert oder direkt der Proteinquantifizierung unterzogen.

1.2.2.3.4 Proteinquantifizierung

Das Prinzip der Proteinquantifizierung beruht auf einer Extinktionsmessung, deren Ergebnisse
mit den Extinktionen von vier Standardeichlosungen verglichen werden.

Dies erfolgte im Tecan Spectra-Plattenlesegerit mittels Pierce BCA (Bicinchonisdure) Protein
Assay Reagenz. Zum Erstellen der Eichkurve wurden die Extinktionen von vier unterschiedli-
chen Rinderserumalbumin (BSA)-Losungen in den Konzentrationen 0,0-0,2-0,8 und 1,2 mg
BSA/ ml als Standardlésungen gemessen.

Sowohl die zu bestimmenden Proteinproben als auch die Standardlésungen und Lysepuffer-
kontrollproben wurden auf eine Mikrotiterplatte pipettiert, dann 30 min bei 37°C inkubiert und
anschlieend auf Raumtemperatur abgekiihlt. Die Extinktionsmessung bei der Wellenldnge A
von 526 nm erfolgte dreimal. Aus den Messergebnissen wurden nach Abzug der Werte des Ly-

sepuffers die Mittelwerte bestimmt.
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2.2.2.3 Western-Blot

2.2.2.3.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Mit Hilfe der PAGE wurden Proteine bei Vorbehandlung mit SDS nach ihrer Molekiilgrofe auf-
getrennt. Dabei war die Geschwindigkeit der Protein-Trennung von der Dichte des Acrylamid-
gitters im Gel, der Zusammensetzung des Elektrophoresepuffers und der Hohe der angelegten
Spannung abhéngig. In dieser Versuchsreihe wurden die Proteine mittels des Ladmmli-Systems
mit Tris-Glycin-Puffer getrennt.

Die Losung fiir ein 12,5% Trenngel wurde in eine Mini-Protean-Apparatur pipettiert und mit
absoluten Ethanol bis auf 1 cm {iberschichtet, damit bei der Aushirtung eine glatte Oberfldche
erhalten blieb. Nach einer Polymerisationszeit von 30 min wurde das Ethanol abgegossen und
Reste davon vorsichtig mit Filterpapier abgesaugt. Anschlieend wurde das Gel mit der Sam-
melgel-Losung bis zur Unterkante der kleineren Glasplatte tiberschichtet und ein kleiner Plastik-
kamm zur Aussparung der Applikationskammern eingesetzt.

Nach einer Polymerisationszeit von weiteren 30 min wurde der Kamm vorsichtig gezogen und
die Taschen wurden mit Elektrophoresepuffer gespiilt. Die 1:3 mit Laemmli vermischten Proben
wurden mit Lysepuffer auf das gleiche Gesamtvolumen gebracht. Sie wurden anschlieSend
5 min bei 95°C im Heizblock denaturiert und in die Probentaschen des Polyacrylamidgels appli-
ziert. Als Marker diente 10 pl Protein Ladder (Fermentas). Die Elektrophorese lief unter kon-

stanter Spannung von 100 V ungefdhr 90 min.

2.2.2.3.2 Elektrophoretischer Transfer

Beim Blotten wurden durch eine angelegte Spannung die auf dem Gel aufgetrennten Proteine auf
eine Membran iibertragen und dort durch Protein-Membraninteraktion fixiert und immobilisiert.
Die Membran diente hierbei als Tragermatrix und auf ihr konnten nach mehreren Waschgéngen
und Inkubationen mit Antikérpern die gesuchten Proteine nachgewiesen werden.

Zum Blotten wurde eine Polyvinyldendifluoridmembran (PVDF) verwendet. Sie wurde 5 min
lang in absolutem Alkohol eingeweicht und anschlieBend genau wie das Polyacrylamidgel, zwei
Whatman MM Filterpapiere sowie zwei Schwidmme 5 min in Transferpuffer equilibriert.

Der Transfer erfolgte zwischen zwei Kunststoffgittern als ,,Sandwich* mit dem Aufbau:

= Schwamm

=  Whatman-Filter
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* Nylonmembran
= Gel
*  Whatmanfilter

= Schwamm

Dieser Autbau wurde im mit Transferpuffer gefiillten Puffertank so zwischen zwei Halteschie-
nen fixiert, dass die Membran zur Anode zeigte. Der Proteintransfer auf die Membran erfolgte

unter einer Spannung von 100 V und 0,2 bis 0,4 A in einer Stunde bei 4°C.

2.2.2.3.3 Immundetektion

Nach einer Reihe von Waschschritten und Antikorperinkubationen wurden die Proteine durch
Antikdrperbindung und Lumineszenzmarkierung nachgewiesen.

Nach dem Equilibrieren und Spiilen der Membran in PBS/Tween wurden die Proteine fiir min-
destens 2 h in 50 ml PBS/Tween + 5% Magermilch bei Raumtemperatur geblockt. Durch die
Inkubation mit Magermilch wurden {iberschiissige Proteinbindestellen der Membran gesattigt
und eine unspezifische Bindung von Nachweisreagenzien verhindert.

Anschliefend wurde die Membran ein weiteres Mal in PBS/Tween gewaschen und dann in
50 ml PBS/Tween + 5% BSA + 0,02% NaAzid auf einem Schiittler bei 4°C iiber Nacht inku-
biert.

Am néchsten Morgen erfolgte die Inkubation mit dem Protein spezifischen Primérantikdrper in
einer Verdiinnung von 1:10.000 in 50 ml PBS/ Twen + 5% BSA + ,02% NaAzid fiir 2 h bei
Raumtemperatur. Es wurden Antikdrper gegen Occludin, Claudin-1, -4, -5, -7 und -8 und v-
ENaC verwendet.

Nach Ablauf der zwei Stunden folgten zwei weitere Waschschritte mit PBS/Tween {iber jeweils
10 min, um tiiberschiissigen nicht gebundenen Antikorper zu entfernen, und eine anschlieBende
Equilibrierung mit TBS/Tween. Die Inkubation mit dem Primédrantikdrper-spezifischen Sekundé-
rantikdrper erfolgte mit 15 pl anti-rabbit-Antikoper in 15 ml TBST/ 1% Blocking-Reagenz bei
60-90 min Raumtemperatur auf dem Schiittler.

Nach drei weiteren Waschschritten mit 2x PBS/Tween und 1x TBST/ Tween wurden die Memb-
ranen genau 5 min in 10 ml LumiLight-Losung von Roche (5 ml Losungl und 5 ml Lésung 2)
im Dunkeln inkubiert. Durch Reaktion der einzelnen Substanzen der Losungen mit den speziell
markierten Sekundérantikdrpern kam es zur Chemiluminiszenz, welche die Visualisierung der
Proteinbanden mittels eines Luminiszenzbildanalysators LAS-1000 ermdglicht. Fiir densito-

metrische Analysen wurden die Bilder als Computerdateien gespeichert.
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2.2.2.3.4 Densitometrie

Anhand einer geeigneten Software (AIDA Raytest, Straubenhardt) erfolgte {iber die Analyse der

Signalstirke einzelner Banden die relative Quantifizierung der Proteinmenge einzelner Claudine.

2.2.24 Immunfluoreszenz-Mikroskopie

2.2.2.4.1 Immunfluoreszenzfirbung

Bei der Immunfluoreszenzfarbung wurden dhnlich wie beim Western-Blot proteinspezifische
Antikorper verwendet und schlielich iiber Fluoreszenz der Sekunddrantikdrper sichtbar ge-
macht. Die zu messende Signale lagen im Wellenlédngenbereich von 488 und 594 nm.

Zum Nachweis von Claudin-8 stellte die Firma Zymed Inc., San Francisco, CA, USA vier neue
nicht kommerziell erhéltliche Antikdrper zur Verfligung. In dieser Versuchsreihe wurde der An-
tikorper verwendet, der nach Blockierungsexperimenten durch andere spezifische Antikorper

kein Signal mehr zeigte.

Nach den elektrophysiologischen Messungen in den Ussingkammern wurden die Gewebeproben
den Containern entnommen und {iber Nacht bei 4°C in Formalin fixiert. Am darauf folgenden
Tag wurden die Préparate in Paraffin eingebettet, in 8 um-dicke Schnitte geschnitten und auf
Superfrost-Objekttrager aufgezogen. Nach Fixierung mit 4% Paraformaldehyd und 10 miniitiger
Permeabilisierung mit 0,5% TritonX erfolgte die 60 miniitige Inkubation in PBS + 0,5% Goat-
Serum bei Raumtemperatur und anschlieBendem Waschen in Blockierungslosung.

Fiir die Farbung wurden die Préparate mit Kombinationen aus Antikorpern gegen ZO-1, Occlu-
din, Claudin-1, -4, -5, -7, -8 oder y-ENAC-Antikorper, die im Verhiltnis 1:50 mit Blockierungs-
16sung verdiinnt waren, fiir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach jeder Inkubationszeit
folgte ein Waschdurchgang von 2x5 min in Blockierungsldsung.

SchlieBlich erfolgte als Voraussetzung fiir die Visualisierung die 45-miniitige Inkubation bei
37°C im Dunkeln mit Alexa Fluor anti-rabbit IgG oder Alexa Fluor 488 anti-mouse antibodies
(1:500 in Blockierungslosung). Als letztes wurden die Schnitte 5 min zur Markierung der Zell-

kerne mit DAPI im Dunkeln bei Raumtemperatur angefarbt.



Material und Methoden/ Methoden 32

Nach Spiilen mit Aqua dest. und absolutem Alkohol wurden die Objekttriger mit ProTags-

MountFlour eingedeckt und im Dunkeln bei Raumtemperatur gelagert.

2.2.2.4.2 Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Zur Visualisierung der nach dem Prinzip der Immunfluoreszenz gefarbten Schnitte wurde ein

konfokales Laserscanningmikroskop (LSM Meta510, Zeiss, Germany) verwendet.

2.2.2.5 Statistik

Statistische Auswertungen und die Erstellung von Tabellen erfolgten mit GraphPad PRISM
(Version 3.0, GraphPad Software Inc, CA, USA) und Microsoft Excel.

Alle Daten wurden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Fiir die
statistische Analyse wurde der Student’s t-Test verwendet, bei mehrfachen Tests mit Korrektur

nach Bonferroni. P < 0.05 galt als statistisch signifikant.
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3  Ergebnisse

3.1 PCR

Zunichst konnte im PCR-Verfahren die Anwesenheit von Claudin-8-cDNA im menschlichen
Colon nachgewiesen werden (Abb. 3.1), woriiber in der Literatur noch keine Daten zu finden
waren. Bedingt durch die Wahl der Primer wurden cDNA-Fragmente von einer Grofe von 494

bp und 695 bp amplifiziert.

Spur 1 Spur2 Spur

5

—
-t
e —
o—

Abb. 3.1: PCR-Nachweis von Occludin, Claudin-8 in humanem Colon. Spur 1: 100 bp-Marker;
Spur 2: Claudin-8: 695 bp-Fragment , Spur 3: Claudin-8 494bp-Fragment
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3.2 Elektrophysiologie
3.2.1 Induktion des epithelialen Na'-Transports

Die Mucosa-Priaparate des humanen Colon sigmoideum wurden 8,5 h in der Ussingkammer in-
kubiert. Die Hélfte der Proben wurde mit 3 nmol/l Aldosteron stimuliert, die anderen Proben

unter gleichen Bedingungen aber ohne Stimulation mit Aldosteron parallel als Vergleichs-und

Kontrollproben betrachtet (n=16).

Der Kurzschlussstrom (Isc) in den Kontrollproben blieb gleichmiBig konstant niedrig. In den mit
Aldosteron inkubierten Priparaten hingegen stellte sich nach einer Latenzzeit von 100 min. eine
Erhohung des Kurzschlussstromes mit einem konstanten Maximum nach ca. 400 min. ein (Abb.
3.2).

Um den Anteil der elektrogenen Na'-Resorption am Kurzschlussstrom zu ermitteln, wurde ein-
heitlich nach 8 h der ENaC-vermittelte Na'-Strom blockiert, indem 1 ml des ENaC-Blockers
Amilorid in der Konzentration 10~ mol/l auf der mukosalen Seite hinzufiigt wurde. Die Amilo-

rid-induzierte Isc-Differenz wurde als Jn, definiert.

v ° Aldosteronproben
o Kontrollproben
10 - P R ¢ — Aldosteronzugabe zu

T Aldosteronproben

- /{/ —  Amiloridzugabe
X E—i—i/%-—-@*ﬁh@-—ﬁ“%

0 100 200 300 400 500
time (min)

lec (Mol-h™ cm™)
b

Abb. 3.2: Induktion des ENaC im Colon sigmoideum — der Kurzschlussstrom lsc im Zeitverlauf.
Es zeigte sich ein starker Anstieg von Isc in der mit 3 nM Aldosteron-inkubierten Probe bei
gleich bleibendem Isc der Kontrollprobe. Nach ca 400 min war das Maximum des Isc erreicht.
Nach Zugabe von 100 uM Amilorid (t=8h) zeigte sich ein starker Abfall des Isc (n=16).
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In den mit Aldosteron-inkubierten Proben zeigte sich eine Induktion von Jna (8,0 + 1,6 umol -
h™' - ecm™?; n=10), wohingegen in den Kontroll-Proben keine Verinderung zu beobachten war

(0,014 0,01 pmol - h™" - cm %; n= 16) (Abb. 3.3).

-
.‘?
*

oo}

-.D-O‘J

J,. (umol-h™. cm?)
el

C —

control aldosterone

(=]

Abb. 3.3: Elektrogener Na*-Transport (Jna). Es zeigte sich eine starke Jya-Induktion durch Al-
dosteron (n=16, *p< 0,05), welche in der Kontrollprobe nicht nachweisbar war.

3.2.2 Der transepitheliale Widerstand wihrend der Induktion des ENaC

Wihrend der Inkubation war bei beiden Proben, Kontrolle und Aldosteron, eine konstante Ab-
nahme des transepithelialen Widerstandes zu beobachten. Der Zeitverlauf des transepithelialen

Widerstands ist in Abbildung 3.4 dargestellt. Die Hemmung des ENaC mit Amilorid nach Induk-
tion mit Aldosteron fiihrte zu einem schnellen Anstieg von 83 + 6 Q-cm? auf 98.5+ 7 Q-cm” .
Kontrollen zeigten nach Amiloridgabe keine signifikante Anderung (81,6 + 5,6 umol - h'- crn_z,

n=16).
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Abb. 3.4: Der transepitheliale Widerstand im Zeitverlauf wahrend der Induktion von ENaC.
Sowohl in der Kontroll-Probe(n==8) als auch in dem mit 3 nM Aldosteron inkubierten Gewebe

(n=8) zeigte sich ein Abfall des Widerstandes R nach 8 h. Nach Zugabe von 1 M Amilorid stieg

der Widerstand in der Aldosteron-stimulierten Probe.
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Abb. 3.5: Der transepitheliale Widerstand zum Zeitpunkt O h, 8 h und nach Amilorid-Gabe (a-
mil)(n=16, ***p< 0,05).
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3.2.3 Nachweis der y-ENaC-Untereinheit durch Immunfluoreszenzfirbung

Nach den elektrophysiologischen Messungen wurden mit den in der Ussingkammer untersuchten
Gewebeproben Immunfluoreszenzfarbungen der y-ENaC-Untereinheit durchgefiihrt, was einen
direkten Vergleich der Induktion von ENaC zwischen Kontroll- und Aldosteron-stimulierter
Probe erméglichte. Mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie konnte eine Induktion der -

ENaC-Untereinheit in der apikalen Zellmembran der Oberflichenzellen beobachtet werden. In

den Krypten war kein Signal nachweisbar (Abb. 3.6).

aldosterone

Abb. 3.6: Immunfluoreszenzfarbung der ~ENaC-Untereinheit).
Im Vergleich zur Kontrolle (ctrl) zeigt sich bei Aldosteroninkubation eine Zunahme des Signals
in der apikalen Zellmembran der Oberflachenzellen (Pfeil).

3.3 Nachweis von Tight Junction-Proteinen mittels Western-Blot

3.3.1 Western-Blot

Die zellmembranstindigen Proteine aus Aldosteron-inkubiertem Colon sigmoideum und Kon-

troll-Kolon wurden extrahiert und in gleichen Konzentrationen mittels spezifischer Antikorper
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im Western-Blot untersucht. Anhand der Bandenstirke konnte die Expression von Occludin und

Claudin-1, -4, -5, -7 und -8 zwischen beiden Geweben verglichen werden.

Hierflir wurde ein neuer nicht kommerziell erhéltlicher Claudin-8-Antikorper der Firma Zymed
verwendet, von dem 4 Chargen zur Verfiigung standen. Alle 4 Chargen wurden in Blockierungs-
experimenten getestet. Die Bandengrofe (23 kDa), die Reinheit der Bandensignale und die Aus-
fallbarkeit der Antikorper mittels Blocking-Reagenz diente als Kriterium zur Wahl der besten
Antikorper-Charge.

Fiir die Claudine waren Signale mit der Groe von 23 kDa, fiir Occludin von 56 kDa zu erwar-
ten. Im Vergleich mit der Kontrolle war bei dem in Aldosteron inkubierten Gewebe ein starkeres
Bandensignal und somit vermehrte Expression von Claudin-8 und Occludin zu beobachten.
Claudin-1, -4, -5 und -7 zeigten keine Signaldifferenz zwischen dem in Aldosteron-inkubierten
und dem Kontroll-Gewebe (Abb. 3.7).

ctrl aldo

Abb. 3.7: Western-Blot der TJ-Proteine Occludin (ocln) (n=5) und Claudin (cldn)-1, -4, -5, -7, -
8 (n=4-7).

In den mit Aldosteron (aldo) inkubierten Proben war im Vergleich mit den Kontrollproben (ctrl)
ein starkeres Bandensignal von Occludin und Claudin-8 zu sehen. Bei Claudin-1, -4, -5 und-7
war kein Unterschied festzustellen.
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3.3.2 Densitometrie

Durch eine densitometrische Analyse konnten die Ergebnisse der Western-Blots exakt quantita-
tiv ausgewertet und so die prozentualen Unterschiede der Stirke der Proteinexpression in Kon-
troll- und Aldosterongewebe ermittelt werden.

Die Mittelwerte der densitometrischen Ergebnisse bestitigten eine Zunahme des Claudin-8-
Signals auf 178.7425.4% des Kontrollsignals. Bei Occludin konnte eine Anstieg auf
235.8428.6% nachgewiesen werden (n=5).

Die densitometrische Auswertung zeigte aulerdem, dass bei Claudin-1 (113.1+11.8%), Claudin-
4 (93.349.0%), Claudin-5 (99.7+15.3%) und Claudin-7 (90.7+12.3%) keine signifikante Ande-

rung der Expression unter Aldosteronstimulation erfolgt war (n=4-7) (Abb. 3.8).

*
2504
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» 200- mAldosteron
g . 0 Kontrolle
S 150-
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occludin claudin-1 -4 -5 -7 -8

Abb. 3.8: Densitometrische Auswertung der Western-Blots

Eine starke Zunahme des Occludin- und Claudin-8-Signals unter Aldosteronstimulation bei
gleichbleibenden Signalen fir Claudin-1, -4, -5 und -7 (n= 4-7, *p<0,05) konnte ermittelt wer-
den.
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3.4 Lokalisation der Tight Junction-Proteine mittels Immunfluoreszenz-

farbung

Die elektrophysiologisch beurteilten Gewebeproben aus den Ussingkammern wurden mit Forma-
lin fixiert, in Paraffin eingebettet, die Schnitte im Immunfluoreszenzverfahren gefarbt und an-
schlieBend unter dem konfokalen Laser-Mikroskop beurteilt. Alle betrachteten Tight Junction-
Proteine, Occludin und Claudin-1, -4, -5, -7 und-8, wurden im Bereich des apikolateralen TJ-

Strangs der Mucosa-Epithel-Zellen nachgewiesen.

Occludin zeigte in der Kontrollprobe eine gleichméfige Verteilung in Krypten und Villi.

In der durch Aldosteron stimulierten Probe war eine stirkere Anfarbung von Occludin-Proteinen
als im Kontrollgewebe nachweisbar, was die Ergebnisse der Western-Blots bestitigte. Bei ge-
nauerer Betrachtung zeigte sich, dass die Zunahme des Signals auf die subjunctionalen Bereiche

der Oberflachenzellen limitiert war (Abb. 3.9).

Abb. 3.9: Detektion von Occludin in humanem Colon sigmoideum.

Dargestellt sind Kontrollgewebe (ctrl), Aldosteron-stimuliertes Gewebe (aldo) und eine Detail-
ansicht von Aldo (Pfeil). In der mit Aldosteron-stimulierten Probe war eine deutliche Zunahme
von Occludin im subjunctionalen Bereich von Oberflachenzellen zu vermerken (je n=5).

Claudin-8 konnte in den epithelialen Tight Junctions der Kontrollprobe nachgewiesen werden.
Nach Inkubation mit Aldosteron konnte ein verstérktes Signal fiir Claudin-8 in der apikolateralen

Strangregion der Tight Junction beobachtet werden (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: Immunfluoreszenzfarbung von Claudin-8
Im Vergleich zum Kontrollgewebe (ctrl) zeigte sich ein Anstieg von Claudin-8 nach Aldoste-
ronstimulation (aldo) in der apikalen Zellmembran des behandelten Gewebes (je n=4).

Claudin-1, -4, -5 und -7 wurden sowohl in der Kontrollprobe als auch nach Inkubation mit Al-
dosteron fokussiert in der Tight Junction nachgewiesen. Claudin-1, -4 und -5 zeigten keine An-
derung ihrer Lokalisation nach Stimulation durch Aldosteron. Fiir Claudin-7 jedoch konnte Zu-
mindest die Tendenz einer Translokation aus der Tight Junction in subjunctionalen Bereiche
festgestellt werden (Abb. 3.11).
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Abb. 3.11: Detektion von Claudin-1, -4, -5 und -7 im konfokalen Mikroskop
Bei allen vier Claudinen (cldn) war die Lokalisation der exprimierten Proteine nach 8 h Inkuba-
tion mit 3 nM Aldosteron(aldo) identisch mit der in den Kontrollproben (ctrl). (n=4-7)
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3.5 Kontrollexperimente: Effekt von Amilorid

In einem weiteren Ansatz wurde direkt zu Beginn des Ussingkammer-Experimentes 10* Amilo-
rid auf die mukosale Seite der Gewebeprobe appliziert und so von Anfang an eine Zunahme des
Jna inhibiert. Parallel zu den vorangegangenen Experimenten wurden jeweils eine Kontrollprobe
und eine mit Aldosteron stimulierte Probe im Western-Blot untersucht (je n=4), durch Immun-
fluoreszenzfarbung beurteilt und anschlieBend mit Proben, bei denen zu Beginn kein Aldosteron
appliziert wurde, verglichen.

Es konnte keine Verdnderung der Claudin-8-Proteinexpression im Vergleich mit der Kontroll-
probe festgestellt werden. Dasselbe galt fiir den transepithelialen Widerstand (unstimulierte Kon-
trolle: 111 + 6 Q-cm” vs.Aldosteron- inkubiertes Gewebe: 102 + 5 Q-cm®. Die unter Aldosteron-
Stimulation nachgewiesenen Anderungen der Proteinexpression und -lokalisation blieben folg-

lich unter Inhibition des iiber Aldosteron-induzierten Na'-Stroms aus (Abb. 3.12, 3.13 und 3.14).
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Abb. 3.12: Der transepitheliale Widerstand (R") wahrend der Induktion von ENaC durch Al-
dosteron bei seiner gleichzeitigen Hemmung durch Amilorid (amil) von Beginn der Messung.

Es konnte keine signifikante Anderung des transepithelialen Widerstandes im Vergleich zur Kon-
trolle festgestellt werden (jeweils n=6).
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Abb. 3.13: Western-Blot: Nachweis von Occludin, Claudin-1, -4 ,-5 ,und -8 nach Langzeit-
Inkubation (8h) mit Amilorid (amil) und Aldosteron und Amilorid (amil aldo) (n=4-7).
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Abb. 3.14: Densitometrische Auswertung der Western-Blots aus Abb.3.13
Ocln-occludin; Cldn-Claudin; amilo-Amilorid, aldo-Aldosteron
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4 Diskussion

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass Tight Junction-Proteine wiahrend der Induktion des
Epithelialen Na'-Kanals reguliert werden. Zeitgleich mit der Induktion des ENaC erfolgt eine
Regulation der Synthese von Tight Junction-Proteinen und ein Einbau in Tight Junction-Strange,
welche die Barriereeigenschaften des Epithels bestimmen. Da die kontinuierliche Hemmung des
ENaC durch Amilorid diesen Mechanismus verhindert, ist ein Na'-Einstrom in die Zelle Voraus-

setzung fiir den Regulationsmechanismus.

Diese Ergebnisse erweitern den Blick auf die physiologische Kaskade, die eine Stimulation mit
Aldosteron nach sich zieht, und betonen die Rolle der parazelluldren Komponente bei Resorpti-
ons- und Sekretionsvorgingen. Konsekutiv erfordern diese Ergebnisse die Diskussion folgender

Punkte:

e Einordnung der TJ-Expressionsdnderung als Folge der Aldosteron-Stimulation, der

ENaC-Induktion, des Na'-Stroms oder anderer Begleiteffekte.

¢ Diskussion mdglicher Signaltransduktionswege, iiber die die Expression der TJ-Proteine

unter Aldosteron reguliert wird.

e Physiologische Relevanz des verdnderten Expressionsmusters der betroffenen TJ-
Proteine bei ENaC-induziertem Na'-Strom unter Beriicksichtigung der einzelnen funkti-

onellen Charakteristika.
e Rolle der Lokalisation der einzelnen TJ-Proteine.

e Pathophysiologische und klinische Konsequenz.

4.1 Aldosteron-abhingige Induktion des epithelialen Na'-Kanals ENaC und
die parazelluliire Barriere

Die Stirke des transepithelialen Na'-Stroms wird iiber die Synthese des ENaC reguliert, der
durch Aldosteron induziert wird. Da von den drei Untereinheiten des ENaC, die in der Stochio-
metrie oB1y; dessen Struktur bilden, die B- und y-Untereinheit unter Aldosteron-Stimulation
verstarkt synthetisiert werden, kommt ihnen bei der Regulation des Jya wahrscheinlich eine be-
sondere Bedeutung zu wie Garty et al. 1996° und Epple et al. 2000 beschrieben”. Der ENaC ist

im Colon in der apikalen Membran des Oberflichenepithels lokalisiert™.
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In dieser Studie wurde die funktionelle Induktion von ENaC betrachtet, indem der Kurzschluss-
Strom gemessen und anschlieBend ENaC selektiv mit Amilorid blockiert wurde, um den von

ENaC vermittelten Jya von anderen Fluxen zu differenzieren.

Die Immunfluoreszenzfiarbung der y-ENaC-Untereinheit der Gewebeproben ergab eine starke
Zunahme des Signals in der apikalen Zellmembran. Dieses Ergebnis bestitigte die Induktion von
ENaC. Zu differenzieren blieb, ob der nachgewiesene ENaC-vermittelte Na'-Strom auch durch
eine parallel regulierte Veranderung der Tight Junction-Expression und -Lokalisation mitunter-

stiitzt wird.

4.2 Regulation der TJ-Proteine wihrend der Induktion von ENaC

Je nach Barrierencharakter wird zwischen dichter und durchlédssiger Tight Junction unterschie-
den'®. Im Colon sigmoideum findet sich eine dichte Epithelbarriere wie es fiir den distalen Ab-
schnitt von Organen mit tubuldren Resorptionsepithelien wie Colon und Niere charakteristisch
ist. Die apikale Zellmembran einer dichten epithelialen Barriere ist permeabler als ihr parazellu-
larer Spalt. Somit ist die Abdichtung des parazelluldren Spaltes eine wichtige Komponente in der
Regulation des transepithelialen Gradienten. Uber ihn kénnen Ionen und andere Molekiile selek-
tiv gehindert werden parazelluldr in das Lumen zu diffundieren. Gleichzeitig kann auch ihre Pas-

sage reguliert werden. Diese Physiologie bildet die Basis fiir alle resorptiven Vorginge.

Die Resorption wird {iber die individuelle Zusammensetzung der Tight Junction im parazellula-

ren Spalt aus verschiedenen Proteinen mit unterschiedlichen Barrierefunktionen mitreguliert.

Durch den ENaC-vermittelten Na'-Transport vom Lumen ins Interstitium wird ein negatives
transepitheliales Potential aufgebaut. Zum Ausgleich diffundieren Kationen wie K™ ins Lumen;
der Serum-K'-Spiegel sinkt. Dieser Vorgang kann nur ablaufen, wenn der durch den Na'-
Transport entstandene negative transzellulire Gradient aufrechterhalten wird. Eine Vorausset-
zung dafiir stellt die entsprechende Abdichtung des parazelluldren Spaltes durch die Induktion
spezieller TJ-Proteine dar. Wére diese nicht gegeben, wiirden die in das Interstitium transportier-

ten Na'-Ionen zum Ausgleich des negativen Gradienten ins Lumen rediffundieren.

Frithe Hinweise auf Wechselwirkungen zwischen Tight Junction-vermittelter parazelluldrer
Permeabilititsinderung und Aldosteron bzw. ENaC-abhingigem Na'-Strom fanden Hoffmann et
al. bereits 1990*. Sie konnten eine Abdichtung der parazelluliren Barriere im distalen Colon des

Kaninchens wihrend der Inkubation mit Aldosteron in physiologischer Glukokortikoid-
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konzentration von 0,1 uM feststellen. 1998 wiesen Stellwagen et al. einen dhnlichen Effekt der
Abdichtung der Tight Junction des Brustepithels beim Rind unter erhdhten Cortisolspiegeln
nach®. In einer nachfolgenden Studie beschrieben sie 1999 eine vermehrte Occludin-Expression
nach der Behandlung von Zellkulturen des gleichen Gewebes mit 1 pM Dexamethason fiir 24h**.
Parallel dazu demonstrierten 1999 Quaroni et al. die Expression von ZO-1 in der intestinalen
Zelllinien IEC-6 nach einwdchiger Inkubation mit 0,5 uM Hydrocortison®. 2003 konnten Rome-
ro et al. die verstiarkte ZO-1 und Occludin-Induktion in kapilliren Endothelzellen des Rattenge-
hirns unter Dexamethason nachweisen’? und 2005 beobachteten Forster et al, dass die Aktivie-
rung der Glucocorticoidrezeptors durch Hydrocortison in einer erhohten Occludin-RNA und -

Protein-Konzentration resultiert>®.

All diese Ergebnisse lieBen an eine mogliche Interaktion zwischen weiteren Tight Junction-
Proteinen und Aldosteron-getriggertem Na'-Strom denken. Eine Abdichtung des parazelluliren
Spaltes wire zum Beispiel ebenfalls durch die Induktion Na'- bzw. kationenselektiver Barrieren,
wie es Claudin-4 bzw. —8 sind, gegeben. Sie konnten verhindern dass die tiber ENaC resorbierten

N . ) )
Na'-Ionen ins Lumen rediffundieren.

In dieser Studie wurde der Frage nachgegangen, welche anderen Tight Junction-Proteine durch
eine Anderung von Expression und/oder Lokalisation zu einer Abdichtung des parazelluliren

Spaltes beitragen und so das physiologische Konzept von Aldosteron unterstiitzen kdnnten.

Unter Aldosteron konnte eine verstirkte Expression von Occludin und Claudin-8 festgestellt
werden. Ferner deutete sich eine Translokation von Claudin-7 in subjunctionale Bereiche an. Es
stellte sich die Frage, ob die Expression und Translokation der betroffenen Proteine direkt durch
Aldosteron oder durch andere parallel ablaufende Regulationsmechanismen wie z. B. iiber den

Na'-Strom reguliert werden.

Unter dieser Fragestellung wurden einige Kontrollexperimente durchgefiihrt, bei denen gleich zu
Beginn Amilorid appliziert wurde, welches Jna des tiber Aldosteron induzierten ENaC sofort
inhibierte. Unter diesen Bedingungen konnte weder eine verstirkte Expression von Claudin-8

und Occludin noch eine Claudin-7-Translokation festgestellt werden.

Es konnte somit nachgewiesen werden, dass die Stimulation durch Aldosteron allein keine direk-
ten Auswirkungen auf das Tight Junction-Muster hat. Das Ergebnis deutet auf einen sekundiren
eventuell Na'-getriggerten Regulationsmechanismus hin, da die erwihnten Auswirkungen auf

die Tight Junction bei Inhibition des ENaC-vermittelten Na'-Stroms durch Amilorid ausblieben.
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4.2.1 Occludin wihrend der Induktion von ENaC

Occludin ist das erste und mit 56 kDa gleichzeitig das grofite TJ-Protein {iber das berichtet wur-
de*?. Seine komplexe Rolle als Tight Junction-Protein wird seit Jahren diskutiert und ist Gegen-

stand zahlreicher Studien.

Die funktionelle Rolle des Occludins als Baustein der transepithelialen Barriere war zunéchst
umstritten. Schon 1999 demonstrierten Stelwagen et al. eine verstirkte Expression des Occludin
unter Dexamethason und Prolactin. Den stirksten Effekt erzielten sie iiber eine Kombination
beider Hormone®. Saitou et al. 2000 untersuchten Occludin-defiziente Mause und stellten fest,
dass sich die Barrierefunktion der Tight Junction durch die Abwesenheit von Occludin elektro-
physiologisch nicht verdndert. Gleichzeitig beobachteten sie jedoch ein signifikantes postnatales
Wachstumsdefizit der Méuse und histologische Verdnderungen in verschiedenen Geweben wie
chronische Entziindung und Hyperplasie des gastrischen Epithels, Kalzifizierung des Gehirns,
ein Verlust zytoplasmatischer Granulae in Speicheldriisen und Ausdiinnung der Compacta des
Knochens. Die mdnnlichen Occludin-defizienten Méuse waren ferner wegen testikuldrer Atro-
phien nicht in der Lage Nachkommen zu zeugen. Die Ergebnisse fiihrten zu der Uberlegung,
dass die Tight Junction einen Verlust der Barrierefunktion fiir andere elektrophysiologisch nicht
messbare Substanzen erlebt hatte und/oder Occludin in der intrazelluldren Signaliibertragung und

Differenzierung der Zellen eine Rolle spielt’.

2001 berichteten Hirase et al. dass eine Stimulation der Tight Junction durch Histamin und Ly-
sophosphatidyl-Séure eine Phosphorylierung von Occludin und die Zunahme der parazelluldren

Permeabilitit nach sich zieht*.

2005 untersuchten Schulzke et al. in einer Studie an Occludin-Knock-out-Méusen die Rolle von
Occludin als Barrierenbaustein der Tight Junction detaillierter. Sie fiihrten elektrophysiologische
Messungen mittels Impedanz-Wechselstromanalyse durch und konnten so zwischen epithelialem
und subepithelialem Widerstand differenzieren. Ferner untersuchten sie die trans- und die para-
zelluldre Leitfdhigkeit einzeln und beobachteten die Gewebe unter mechanischem Stress und
niedrigem Calcium-Spiegel. Die Ergebnisse zeigten, dass die Abwesenheit von Occludin keine
Auswirkungen auf die parazellulire Permeabilitit hat’® und bestitigten so die Ergebnisse der

Studie von Saitou et al. (2000)”.

Yu at al. untersuchten 2005 Occludin-defiziente Nierenzellen des Madin-Darby Kaninchens. Es
konnte nachgewiesen werden, dass eine Unterbindung der Occludin-Expression zu keiner Ver-

anderung der Tight Junction-Organisation wohl aber zur verdnderten Expression der einzelnen
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Tight Junction-Proteine fiihrt. Im Einzelnen zeigte sich eine verminderte Expression von Clau-
din-1 und -7 und eine erhdhte Expression von Claudin-3 und -4. Die Claudin-2-Expression blieb
unverandert. Diese Verdnderungen konnten jedoch nicht mit einer bedeutenden Rolle des Occlu-
dins als Tight Junction-Barriere in Verbindung gebracht werden”. Da die Stammzellen des MD-
Kaninchens schon Occludin-defizient geklont wurden, ist eine Kompensation der Occludin-

bedingten Barrierefunktion durch eine veridnderte Claudin-Expression wahrscheinlich.

Es wird vermutet, dass Occludin eine Rolle bei der Signaltransduktion apoptotischer Zellen auf
das Aktinzytoskelett spielt. So zeigten Occludin-defiziente Zellen eine verminderte Fahigkeit
apoptotische Zellen aus dem Zellverbund auszustoBen®. Dies konnte ein weiterer Hinweis dar-
auf sein, dass die Hauptfunktion des Occludin in der interzelluliren Kommunikation bzw. der
Kommunikation zwischen Zelle und Umwelt liegt. Insgesamt verdichten sich die Hinweise dar-
auf, dass Occludin zumindest in der direkten Regulation der parazelluldren Barriere keine

Schlisselrolle zukommt.

In der vorliegenden Studie konnte eine klare Zunahme des Occludin-Signals unter ENaC-
Induktion sowohl im Western-Blot als auch in der Immunfluoreszenzfarbung festgestellt werden.
Occludin wurde im Vergleich mit der Kontrollprobe vermehrt in subjunctionalen Bereichen
exprimiert. Diese Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen einer erst kiirzlich erschiene-
nen Studie von Forster et al. (2005), in der eine verstiarkte Occludin-Expression unter Inkubation
mit Glukokortikoiden in Kapillarendothelien des menschlichen Gehirns in vitro mit gleichzeitig

dreifach erhohtem transepithelialen Widerstand beschrieben wurde®®.

Die vermehrte Expression des Occludin unter Inkubation mit Aldosteron ist jedoch aufgrund des
oben erlduterten Erkenntnisstandes nicht notwendigerweise der Grund fiir die Erhohung des trans-
epithelialen Widerstandes, zumal Occludin nach Stimulation mit Aldosteron vermehrt subjuncti-

onal exprimiert wurde.

Die wahrscheinlich komplexe Rolle von Occludin als Bestandteil der Tight Junction und die Be-
deutung seiner vermehrten subjunktionalen Expression unter Aldosteron-bedingter ENaC-
Induktion bleiben ebenso wie seine Regulationsmechanismen in weiteren Studien zu untersu-

chen.
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4.2.2 Die Rolle von Claudin-8

2004 wiesen Li et al. die Expression von Claudin-8 entlang der Aldosteron-sensitiven Tubulus-
abschnitten, dem distalen Nephron, dem terminalen aufsteigenden diinnen Ast der Henle-
Schleife und im distalen Tubulus der Niere der Maus nach”’. Diese Tubulusabschnitte zeichnen
sich als die am hochsten elektrisch isolierten Segmente aus. Claudin-8, welches wie durch Yu et
al. beschrieben nicht nur eine Barriere fiir Alkalimetallionen sondern auch fiir divalente Kationen
und Protonen darstellt’, trigt zur Aufrechterhaltung des durch die Na'-Resorption gebildeten
negativen Gradienten und damit zur K'-Sekretion bei.

Diese Beobachtungen fiihrten zu der Frage, ob sich Aldosteron entweder auf die Expression von
Tight Junction-Proteinen wie Claudin-8 auswirkt oder ob dieses Aldosteron-unabhingig als
Claudin mit stark abdichtender Funktion in diesen sehr dichten Tight Junctions exprimiert wird.
In dieser Studie zeigten die Western-Blots und Immunfluoreszenzfarbungen eine verstiarkte Ex-
pression von Claudin-8 in der Tight Junction unter Aldosteron. Es konnte eine klare Zunahme

seiner Expression in der apikalen Zellmembran festgestellt werden.

Die Vermutung, dass die Expression von Claudin-8 in Aldosteron-sensitiven Abschnitten des
renalen Tubulussystems ein Hinweis auf eine Regulation ist, die mit Aldosteron zusammenhéngt,
ist somit bestétigt worden. Wie schon erwihnt und in den Kontrollexperimenten untersucht han-
delt es sich dabei aber wahrscheinlich nicht um eine direkte Induktion durch Aldosteron. Da sich
Aldosteron bei Blockade des durch ihn induzierten Na'-Stroms nicht auf das Tight Junction-
Expressionsmuster auswirkt, deutet sich hier ein parallel ablaufender Regulationsmechanismus

wie eine Triggerung durch den ENaC-abhiingigen Na'-Strom an.

Die abdichtende Wirkung von Claudin-8 gegeniiber Kationen in der Niere wurde bereits nach-
gewiesen’. Als ein weiterer mdglicher Mechanismus zur kationenselektiven Abdichtung wurde
die Translokation von porenbildenden Claudinen wie Claudin-2 diskutiert. Yu et al. berichteten
2003 von einer Abnahme des Claudin-2, die mit der erhohten Expression des Claudin-8 in
MDKC II-Zellen einhergeht®.

Dieser Mechanismus scheint im vorliegenden Fall jedoch keine Rolle zu spielen, da Claudin-2
im distalen Colon nicht exprimiert wird wie Biirgel et al. 2002 zeigten'?. Die Verstirkung der
parazelluldren Barriere kann demnach durch den direkt abdichtenden Effekt von Claudin-8 er-
klart werden wie es auch schon 2003 von Jeansonne et al. diskutiert wurde®’. Sie wiesen eine
Interaktion zwischen Claudin-8 und dem Multi-PDZ-Proteinl (MUPP1) nach, welche eine Re-
duktion der parazelluldren Leitfdhigkeit zur Folge hat. Der genaue Signaltransduktionsweg, liber

den Claudin-8 eine Abdichtung des parazelluldren Spaltes vermittelt, bleibt zu untersuchen.
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Dieser abdichtende Effekt wird moglicherweise durch die Translokation von Claudin-7, welches
als Na'-Pore fungiert und dessen Translokation in subjunktionale Bereiche unter ENaC- Indukti-

on sich andeutete, unterstiitzt.

4.2.3 Claudin 7: Lokalisation und Funktion

Claudin-7 ist Bestandteil von Tight Junctions in endodermalen Epithelzellen. Erst vor kurzem
charakterisierten Alexandre et al. (2005) Claudin-7, indem sie es in LLC-PK1-Zellen iiberexpri-
mierten und u. a. elektrophysiologisch untersuchten. Claudin-7 erhoht die parazelluldre Permea-

bilitdt von Na*. Ferner besitzt es eine Barrierefunktion fiir parazelluldren Cl-Strom'.

Li et al. 2004 wiesen nach, dass Claudin-7 parallel zu Claudin-8 in den Aldosteron-sensitiven
Tubulusabschnitten der Niere exprimiert wird. Es wurde in der gleichen Studie in der basolatera-
len Zellmembran des Tubulusendothels lokalisiert. Diese Lokalisation fiithrte zu der Vermutung,
dass in diesen Nierenabschnitten Claudin-7 einen rekrutierbaren Reservepool darstellt oder eine
andere noch unbekannte Funktion in der interzelluliren Signalgebung oder der Zell-

Matrixadhiision haben koénnte>’.

In dieser Studie konnte Claudin-7 in der basolateralen Membran von Oberflichen- und Krypten-
epithelzellen nachgewiesen werden. Nach Induktion des ENaC deutete sich eine Translokation in
subjunktionale Bereiche der Tight Junction an. Im Western-Blot war dabei keine Anderung der

quantitativen Priasenz von Claudin-7 festzustellen.

Eine Translokation von Claudin-7 in subjunktionale Bereiche der Tight Junction wiirde das Mo-
del von Alexandre et al. (2005) stiitzen. Das Verschwinden von Claudin-7 aus der Tight Junction
verhindert danach das Rediffundieren von Na” und erméglicht gleichzeitig die Diffusion von CI-
durch den parazelluldren Spalt entlang dem negativen Gradienten. Es konnte somit den Effekt

von Claudin-8 auf die Aldosteron-induzierte Na'-Resorption und K'-Sekretion unterstiitzen.

4.2.4 Lokalisation und Rolle von Claudin-1, -4 und -5

Claudin-1 stellt eine parazelluldre Barriere fiir Molekiile von einer Gréfle bis 600 Da dar. Es ist
Bestandteil der Epidermis®, der Lunge, von Endothelien und Osteoblasten®®. In dieser Versuchs-

reihe konnte Claudin-1 in der apikolateralen Membran der Epithelzellen des Colon sigmoideum
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nachgewiesen werden. Seine Lokalisation und Expressionsstirke blieb unter ENaC-Induktion
unverdndert. Claudin-1 scheint eine konstant abdichtende Funktion wéhrend der Zunahme des
Aldosteron-induzierten Na'-Stroms zu haben, wihrend iiber andere Tight Junction-Proteine, wie

Claudin-8, die Tight Junction-Barriere unter Na'-Induktion dynamisch reguliert wird.

Claudin-4 verstirkt die Na-selektive Barriere’’. In MDCK II-Zellen bewirkte seine Expression
einen Anstieg des transepithelialen Widerstandes um 300%°'. Claudin-4 wurde im Colon und u.
a. in Lungenepithelien® und der Stria vascularis™> des Innenohrs nachgewiesen. In einer neu er-
schienenen Studie untersuchten Le Moellic et al. (2005)® die Auswirkungen von Aldosteron auf
Claudin-4 im renalen Sammelrohr und konnten eine Aldosteron vermittelte Phosphorylierung
feststellen. Expressionsstirke und Lokalisation blieben hierbei unverdndert. Es wurde jedoch

125

eine verstirkte parazelluldre Permeabilitét fiir "~1 festgestellt und als mogliche Konsequenz der

Claudin-4-Phosphorylierung diskutiert.

Auch in dieser Versuchsreihe mit humanem Colon sigmoideum war eine unveranderte Expressi-
on und Lokalisation in der apikolateralen Membran von Epithelzellen nach Inkubation mit Al-
dosteron festzustellen. Die Ergebnisse decken sich somit mit denen Le Moellic et al. am Sam-
melrohr der Niere. Es scheint damit keine relevante Funktion in der Aufrechterhaltung des Al-
dosteron-induzierten negativen transmembraniren Potentials zu haben. Die These, dass Claudin-
4 in seiner Funktion als Na'-Barriere iiber eine vermehrte Expression eine entscheidende Rolle
bei der Abdichtung der Tight Junction spielt und dadurch die physiologische Funktion des ENaC
unterstiitzt, erscheint somit nicht wahrscheinlich. Es bleibt zu kldren, ob durch die Phosphorylie-
rung von Claudin-4 eine Konfigurationsédnderung stattfindet und es so in seiner Funktion veran-
dert wird. Es konnte {iber sie aber auch eine qualitative Verstirkung seiner abdichtenden Wir-
kung gegen Na'- oder andere Ionen erfahren. Eine weitere Mdglichkeit wire, dass Claudin-4
nach Phosphorylierung eine neue noch unbekannte Rolle in der Tight Junction beispielsweise in

der Signaltransduktion spielt.

Claudin-5 wird in Endothelien und Epithelien exprimiert. Schon Biirgel et al. wiesen 2002 seine
Expression im Colon sigmoideum nach'?. Claudin-5 wurde als Protein charakterisiert, das in der
Tight Junction die Durchldssigkeit fiir Molekiile mit einer Grof3e bis 433 kDa limitiert. In dieser
Funktion spielt es beispielsweise in der Physiologie der Blut-Hirn-Schranke der Maus eine grof3e
Rolle”’. In Transfektionsstudien wiesen Amasheh et al. (2005) eine selektive Verstirkung der

Barriere durch Claudin-5 in der humanen Epithelzelllinie Caco-2 nach®.
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In dieser Studie konnte keine Anderung der Expression und Lokalisation von Claudin-5 nach

Inkubation des Colon mit Aldosteron festgestellt werden.

4.2.5 Mogliche Regulationsmechanismen der Tight Junction wihrend der Induktion des

ENaC-abhiingigen Na'-Stroms

In den Kontrollexperimenten, in denen der ENaC-abhingigen Na'-Strom gleich zu Beginn der
Inkubationszeit mit Aldosteron durch den Kanalblocker Amilorid gechemmt wurde, konnten kei-
ne Verdnderungen des Tight Junction-Aufbaus festgestellt werden. Diese Ergebnisse sprechen
dafiir, dass die Proteinexpression der Tight Junction-Proteine nicht direkt durch Aldosteron, son-
dern durch zwischengeschaltete Na'-Strom-abhingige Mechanismen reguliert wird. Gegenwirtig
laufende Studien befassen sich mit der Betrachtung der Promoterebene von Tight Junction-
Proteinen wéhrend der Inkubation mit Aldosteron.

Grundsitzlich besteht die Moglichkeit, dass jedes der Proteine an der Aldosteron-abhéngigen
Signaltransduktionskaskade zur Regulation der ENaC-Aktivitit auch an der Regulation der Tight
Junction-Proteinaktivitit beteiligt ist. Am Beispiel von Claudin-4 demonstrierten schon Le Moel-
lic et al. das Phosphorylierung als ein mdglicher Regulationsmechanismus in Frage kommt.
Schritte, die die Expression und Lokalisation der Tight Junction-Proteine beeinflussen konnten,
wiéren demnach die Ubiquitinierung durch Nedd 4-2 und die Phosphorylierung iiber SGK-
Proteine oder durch Proteine der 14-3-3-Familie, die als Bestandteile der Signaltransdukti-
onskaskade zur Regulation des ENaC diskutiert werden. 14-3-3-Proteine phosphorylieren mehr
als 200 verschiedene Proteine des eukaryonten Organismus™. Jingst konnten Ichimura et al.
2005 nachweisen, dass 14-3-3-Proteine den ENaC-Abbau durch Nedd 4-2 in Kooperation mit
der SGK1 hemmen. Dies geschieht moglicherweise durch eine Unterbrechung der Ubiquitinie-
rung am PY-Motivs des ENaC*.

All diese Schritte konnten eine Rolle in der Regulation der Tight Junction-Proteinexpression
wihrend der Induktion des ENaC-abhingigen Na'-Stroms spielen, da sie unmittelbar an dessen
Induktion beteiligt sind. Ebenso konnten jedoch parallel ablaufende Prozesse wie verdnderte
Ionentransporte und -Konzentrationen, welche die Membrandepolarisation begleiten und mitbe-
wirken, ausschlaggebend sein. Dies konnte beispielsweise die Ca*"-oder Mg®"-Konzentration
betreffen. Rao et al. untersuchten 2004 eine mdgliche Abhingigkeit der ENaC-Aktivitdt von der
intra- und extrazelluliren Ca’’-Konzentration. Sie stellten fest, dass erhohte Ca*'*-

Konzentrationen mit einer verstirkte Expression von ENaC-Untereinheiten einhergehen. Gleich-
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zeitig wiesen sie mit Anti-Ubiquitin-Antikorpern die Ubiquitinierung des ENaC nach’’. Korb-
macher et al. berichteten 2004 dass fiir die Aktivitdt des ENaC die Anwesenheit von Mg>™ im
Zytosols notwendig sei. Sie fiihrten diese Beobachtung auf die Mg*"-Abhingigkeit einiger
Phosphatase-Inhibitoren zuriick, welche die Hemmung der Nedd 4- 2 aufrechterhalten und so
den vermehrten ENaC-Abbau verhindern®.

Die Mechanismen, liber die ENaC reguliert wird, sind bis zum heutigen Tage nur teilweise be-
kannt. Neben den genannten hormonellen Mechanismen gibt es andere Agentien, die den intra-
zelluldren cAMP-Spiegel erhohen, wie beispielsweise Vasopressin. Aber auch G-Protein-
gekoppelte Mechanismen, zytoskeletale Proteine, Ionen und Ionenkandle werden auf ihre Ein-
fliisse auf die Aktivitit des ENaC untersucht’’. Zum Verstindnis der Signaltransduktionswege,
tiber die parallel zur Regulation der ENaC-Aktivitdt eine Regulation der Tight Junction-

Abdichtung erfolgen konnte, bedarf es weiterer intensiver Studien.

4.2.6 Klinischer Background: Liddle-Syndom, Pseudohypoaldosteronismus und Muco-

viszidose

Fiir zwei pédiatrische Krankheitsbilder ist diese Studie unmittelbar von Bedeutung: Den Pseudo-
hypoaldosteronismus und das Liddle-Syndrom (Pseudohyperaldosteronismus).

Bei beiden Krankheitsbildern liegen Mutationen der ENaC-Untereinheiten vor und fiihren so zu
einer verdnderten Aldosteron-abhingigen Na'-Resorption *'”'**. Nach den Ergebnissen dieser
Studie ist davon auszugehen, dass die Zusammensetzung der Tight Junction, die Expression und
Lokalisation seiner einzelnen Proteine hiervon unmittelbar betroffen sind. Die Auswirkungen der
ENaC-Mutationen auf die Tight Junction bei diesen beiden Krankheitsbildern bleiben zu unter-

suchen.

Man unterscheidet zwei Formen des Pseudohypoaldosteronismus (PHA); den autosomal-rezessiv
vererbaren multisystemischen und den autosomal-dominanten renalen Typ. Exemplarisch wird
hier der renale Typ, der Pseudohypoaldosteronismus Typ I (PHA I), vorgestellt.

Beim PHA I handelt es sich um ein seltenes neonatales Salzverlustsyndrom, das mit Gedeihsto-
rungen verbunden ist. Obwohl die charakteristische Hyponatridmie und Hyperkalidmie mit me-
tabolischer Azidose eine erniedrigte Aldosteronaktivitit erwarten lassen sind seine biochemi-
schen Merkmale hohe Renin- und Aldosteron-Plasma-Konzentrationen (Pseudohypoaldostero-

nismus). Zugefiihrte Mineralokortikoide zeigen keine Wirkung. Die Therapie besteht aus einer
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Elektrolytsubstitution mit NaCl. Bei Patienten, die gegen diese Therapie resistent sind, sind leta-

le Verlaufe zu beobachten.

Beiden Formen des Pseudohypoaldosteronismus liegen unterschiedliche Mutationen von ENaC-
Untereinheiten, die diese teilweise verkiirzen, oder des Mineralkortikoid-Rezeptor hMR, die zu

21.76. 68 .. . . . .
7% zugrunde. Bei einigen Patienten wurde jedoch keine der beiden

dessen Inaktivierung fiihrt
Varianten festgestellt.

Yu et al. untersuchten daher 2004 unter Beriicksichtigung der scheinbar Aldosteron-abhingigen
Expression der Kationenbarriere Claudin-8 solche Patienten auf Mutationen des Claudin-8. Sie
konnten jedoch keine Mutation feststellen und die Hypothese der pathogenetischen Bedeutung
einer Claudin-8 Mutation fiir den PHA somit entkriften®.

Die Ergebnisse dieser Studie werfen ein neues Licht auf einen moglichen Kausal-
Zusammenhang zwischen Claudin-8, seiner abdichtenden Funktion und dem ENaC bzw. hMR-
Defekt bei PHA. Ohne Aldosteronwirkung kann ENaC nicht induziert werden, was nach unserer

Beobachtung eine Verstirkung der Na'-Resorption und somit Tight Junction-Abdichtung ver-
hindert. Auch eine Mutation des ENaC konnte den gleichen Effekt erzielen.

Das Liddle-Syndrom (syn. Pseudohyperaldosteronismus) ist eine hereditire autosomal-
dominante Erkrankung mit den Charakteristika Hypertonie, Hypokalidmie. Bei den betroffenen
Patienten werden eine supprimierter Renin-Plasma-Aktivitdt und ein niedriger Aldosteron-
Plasma-Aktivitidt gemessen. Die Patienten versterben unbehandelt haufig frithzeitig an den Fol-

gen der Hypertonie. Eine Behandlungsmdglichkeit bietet der Einsatz von Amilorid.

Beim Liddle-Syndrom wurden Mutationen im PY-Motiv des zytoplasmatischen C-Terminus der
B-und y-ENaC-Untereinheit festgestellt, die in diesem Fall jedoch die Nedd 4-2-vermittelte Inak-
tivierung des ENaC inhibiert und so zu dessen verstirkter Aktivierung fiihren’'. Eine durch die
verstirkte Na'-Resorption getriggerte Abdichtung der Tight Junction wiirde iiber die Stabilisie-
rung des elektrochemischen Gradienten unterstiitzend zur Symptomatik der scheinbar erh6hten
Aldosteron-Aktivitit beitragen. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind daher auch bei diesem

Krankheitsbild mit den bis dato bekannten pathogenetischen Daten stimmig.

Immer wieder wird auch ein Zusammenhang zwischen ENaC und der zystischen Fibrose disku-
tiert. Bei der Zystischen Fibrose (Mukoviszidose) handelt es sich um eine autosomal-rezessiv
vererbbare Multiorganerkrankung, die in einer erhdhten Salzkonzentration und Viskositit sdmt-

licher vom Korper sezernierten Fliissigkeiten resultiert. Die Mukoviszidose ist die haufigste an-
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geborene Stoffwechselerkrankung der weillen Bevolkerung und wird bislang hauptsichlich auf
verschiedene Mutationen des CF-Gens und einem daraus entstehenden abnormen ,,Cystic fibro-
sis transmembrane regulator (CFTR)-Kanal zuriickgefiihrt. Der CFTR-Kanal ist ein cAMP-
abhéngiger Cl -Kanal an der apikalen Zellmembran von Epithelzellen. Seine Aktivierung erfolgt
tiber Phosphorylierung durch die Proteinkinase A. Aus der Mutation des CFTR-Kanals folgt ein
verminderter oder fehlender Cl -Transport. Bei den Patienten findet man eine verminderte Cl -
und erhdhte Na'-Konzentration der mukdsen Sekrete mit konsekutivem Wasserentzug und Ob-
struktion verschiedenster Korperhohlen durch das viskdse Sekret.

Lange wurde eine Inhibition des ENaC durch CFTR diskutiert, die bei Mucoviszidose gestort ist
und eine verstirkte Na -Resorption bewirkt. Viele verschiedene Studien kamen zu kontroversen
Ergebnissen. 2005 untersuchten Barbry et al. erneut den Zusammenhang zwischen ENaC und
CFTR-Oozyten des Xenopus laevis und konnten keine CFTR-bedingte ENaC-Inhibition feststel-
len. Sie beobachteten einen inhibitorischen Effekt bei zu hohem Serienwiderstand und stellten
die Hypothese auf, dass positive Ergebnisse in vorausgegangenen Studien auf suboptimale Be-
dingungen wie eine Uberexpression des ENaC mit daraus resultierendem hohen Widerstand zu-

riickzufiihren seien®.

4.3 Schlussfolgerung

In dieser Studie konnte erstmals nachgewiesen werden, dass unter Aldosteron der transzelluldre
Na'-Transport nicht nur durch Steigerung der Na'-Resorption sondern zusitzlich durch einen

zweiten Mechanismus, die Abdichtung des parazelluldren Weges, gefordert wird.

Die These, dass unter Aldosteron-Stimulation eine Anderung des Expressionsmuster von Tight
Junction-Proteinen und ihrer Lokalisation in der Tight Junction zu beobachten ist, wurde besté-
tigt. Gleichzeitig wurde in dieser Studie gezeigt, dass die Zunahme der parazelluliren Barriere
der Tight Junction nicht direkt durch Aldosteron, sondern iiber die Induktion des ENaC-
abhingigen Na'-Transports reguliert wird. Da bei Inhibition des ENaC durch Amilorid keine
Verianderung von Expression und Lokalisation der betroffenen Proteine zu beobachten war, ist
davon auszugehen, dass der Effekt des ENaC eine entscheidende Rolle bei der Regulation der

Claudin-8-Expression spielt.
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Diese Beobachtungen decken sich mit dem physiologischen Konzept des Aldosteron. Durch eine
vermehrte Expression der Kationen-Barriere Claudin-8 sowie zusétzlich eine sich andeutende
gleichzeitige Translokation des Na'-Permeabilitit vermittelnden Claudin-7 aus der Tight Juncti-

on wird der elektrochemische Gradient aufrechterhalten und die K'-Sekretion erméglicht.

Die Rolle des ebenfalls unter dem Aldosteron-induzierten Na'-Strom vermehrt exprimierten
Occludin bleibt zu untersuchen. Einige Studien weisen darauf hin, dass es bei der inter- und in-

trazelluldren Signaltransduktion eine Rolle spielen konnte.

Durch diese neuen Ergebnisse ergeben sich neue Fragen, die zu kldren es weiterer Studien be-
darf. Wir wissen bisher wenig tiber die Regulationsmechanismen der Tight Junction. So bleiben
die Mechanismen der intrazelluldren Signaltransduktion, die den hier beschriebenen Ereignissen
im Detail zugrunde liegen, bis heute ungekldrt. Ebenfalls unklar bleibt, inwieweit sich eine
Langzeit-Inkubation mit Amilorid auf die Expression von ENaC auswirkt und ob ENaC unter
diesen Bedingungen iiberhaupt noch nachzuweisen ist. Im Fall einer Abwesenheit des ENaC
muss darauf geschlossen werden, dass ein weiterer noch unbekannter und ENaC-unabhéngiger
Regulationsschritt entscheidend ist. Um nach der Relevanz eines solchen weiteren Regulations-
schrittes zu suchen, wére auch eine genaue Beschreibung des Expressions- und Lokalisations-
musters der Tight Junction-Proteine unter Aldosteron-Inkubation bei gleichzeitigem Na ' -Entzug
interessant.

Einen weiteren Ansatz bildet die Untersuchung der Tight Junction wéhrend einer Membran-
depolarisation bzw. der Einfluss anderer Elektrolyte wie Ca”” und Mg®" auf die Abdichtung des
parazelluldren Weges.

In jedem Fall konnte die Beobachtung, dass die Tight Junction-Proteine als Barrierekomponente
durch Expressionsmuster aktiv den transzelluldren Transport unterstiitzen, einen weiteren Bau-

stein im Verstdndnis malabsorptiver Erkrankungen darstellen.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde die Verdnderung des Expressionsmusters und der Lokalisation
von einzelnen Proteinen der Tight Junction unter Stimulation mit Aldosteron untersucht. Al-
dosteron induziert neben der basolateralen Na'-K'-ATPase vor allem den apikalen epithelialen
Na'-Kanal (ENaC), woraus eine vermehrte Na'-Resorption resultiert. Die Voraussetzung fiir die
Effektivitit dieses Mechanismus ist dabei eine ausreichende Abdichtung des parazelluldren We-
ges, ohne die der transzelluldre elektrochemische Gradient zusammenbréche und das aktiv resor-
bierte Na" parazellulir wieder zuriick diffundieren wiirde.

Es ist bekannt, dass die beiden Tight Junction-Proteine Claudin-7 und Claudin-8 in den Aldoste-
ron-sensitiven Tubulusabschnitten der Niere spezifisch exprimiert werden. Diese Beobachtung
filhrte uns zu der Vermutung, dass ein Zusammenhang zwischen der Regulation dieser Tight
Junction-Proteine und Aldosteron bestehen konnte. Wir haben daraufhin die Arbeitshypothese
aufgestellt, dass iiber eine solche Regulation zugleich der Na'-Transport stimuliert und die oben
erklarte Abdichtung des parazelluldren Weges gesteigert werden konnte.

Als wichtigstes Ergebnis zeigte sich, dass das als Kationenbarriere fungierende Claudin-8 nach
der Induktion des Na'-Transports durch Aldosteron vermehrt in der Tight Junction nachweisbar
war und die Permeabilitit des parazelluliren Weges fiir Na' verminderte. Hierbei blieben die
Expression und die Lokalisation von Claudin-2, -4 und -5 unverindert. Das als Na'-permeabili-
tétssteigernd beschriebene Claudin-7 wurde ebenfalls unverdndert exprimiert, zeigte jedoch eine
Tendenz zur Translokation aus der Tight Junction heraus in subjunctionale Bereiche.

Erste Ergebnisse zur Signaltransduktion deuten darauf hin, dass die Regulation der Tight Juncti-
on-Proteine nicht direkt {iber Aldosteron erfolgt. In Experimenten, in denen mit Aldosteron sti-
muliert, der Na'-Strom jedoch durch den ENaC-Blocker Amilorid wihrend des gesamten Expe-
riments inhibiert wurde, traten die oben genannten Verdnderungen nicht auf. Die Ergebnisse
sprechen somit dafiir, dass die Regulation der Expression und der Lokalisation von Claudin-8
{iber den Effekt des ENaC-mediierten Na'-Einstroms in die Zelle erfolgt.

In dieser Studie konnte zum ersten Mal als neuer physiologischer Regelmechanismus nachge-
wiesen werden, dass der Aldosteron-induzierte Na -Transport auch iiber eine parazellulire Ab-
dichtung durch Verdnderung der molekularen Zusammensetzung der Tight Junction reguliert
wird. Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen wird die genaue Aufkldarung der Signaltransduk-

tion dieses Mechanismus sein.
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