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EINLEITUNG 4

1 EINLEITUNG
1.1 Epithelien und Transportvorgange

Epithelien sind Zellverbande, welche innere und &uf3ere Oberflachen von Organen
bedecken. Auf diese Weise stellen sie eine Grenzflache zwischen der Innen- und der
AulRenwelt auf Organebene dar. Die einzelnen Epithelzellen werden dabei durch
spezielle Zell-Zellverbindungen zusammengehalten, so dass sie funktionell eine Ein-
heit bilden. Sie tragen zur Erhaltung des sog. ,Inneren Milieus” bei und ermdglichen
eine Konstanthaltung wichtiger Parameter in der Zelle, wie z.B. pH-Wert, osmoti-
scher Druck und lonenkonzentrationen. |Ihre beiden Hauptaufgaben sind daher ei-
nerseits die Barrierefunktion, andererseits aber der transepitheliale Transport von
Soluten und Wasser. Die Transportvorgange uber die Zellmembran erfolgen durch
Transportproteine wie Carrier und Kandle. Ein Beispiel fir einen solchen Transport
ist die primar aktive elektrogene Na'-Resorption. Bei aktivem Transport kann der
Transport des Stoffes transzellular und entgegen seinem elektrochemischen Gra-
dienten erfolgen. Der direkte Antrieb durch den Energielieferanten ATP charakteri-
siert den primar aktiven Transport. Ein Transport ist elektrogen, wenn Nettoladungs-

verschiebungen erfolgen.

Die priméar aktive Natriumresorption mit Beteiligung des epithelialen Na*-Kanals und
der Na'/K*-ATPase als Carrier findet sich z.B. im distalen Nephron und Sammelrohr
der Nieren, in den Ausfihrungsgédngen exkretorischer Driisen, wie Speichel- und
Schweil3drisen, und im distalen Colon. Die physiologische Funktion dieses Trans-
ports ist die Resorption von Natrium, gefolgt von weiteren Soluten und Wasser und
damit die Feineinstellung des Salz-Wasser-Haushalts im Organismus. Der epitheliale
Natrium-Kanal (ENaC) im distalen Colonepithel des Menschen transportiert Natrium
zunachst passiv auf der luminalen Seite in die Zelle, es folgt der primér aktive Natri-
umaustritt auf der serosalen Seite. Diese Natriumresorption wird durch das Neben-
nierenrindenhormon Aldosteron reguliert, welches am Mineralocorticoidezeptor bin-
det und den elektrogenen Natriumtransport stimuliert. Aldosteron induziert die Syn-
these und den Einbau von epithelialen Natrium-Kanalen (ENaC) in die luminale Zell-
membran und wirkt aktivierend auf die Na*/K*-ATPase und weitere Transporter [Ver-
rey et al., 1996].
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1.2 Der epitheliale Natriumkanal (ENaC)

Der epitheliale Natriumkanal (ENaC) gehort als Amilorid-sensitiver Natrium-Kanal der
ENaC-Deg-Familie der lonenkanale an. Die Kanale dieser Familie weisen eine starke
Homologie auf, unterscheiden sich aber in ihrer lonenselektivitat, in der Affinitat fur
die Blocker-Substanz Amilorid und in ihrem ,Gating“-Mechanismus. Die Natrium-
Kanale finden sich in vielen Organismen und erfullen dabei verschiedenste Funktio-
nen von der epithelialen Natrium-Resorption bis zur Rezeptorfunktion fir Neu-

rotransmitter im Nervensystem [Alvarez de la Rosa et al., 2000].

ENaC

N C

Abb.1: Schematische Darstellung der ENaC-Untereinheiten (links) und der
Kanalproteine des ENaC in der Stéchiometrie 2:1:1 (rechts) nach Firsov et
al., [1998]

An der Aldosteron-abhangigen epithelialen Natriumresorption wird schon seit Jahr-
zehnten intensiv geforscht. Aldosteron ist das Schlisselhormon im Natrium-Haushalt
und bewirkt vor allem im sog. Aldosteron-sensitiven distalen Nephron (ASDN) sowie
im distalen Colon eine Natrium-Resorption und eine Kalium-Sekretion, [Schild, 2004].
Das Hormon wird Uber das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System bei niedrigem Vo-

lumen, hoher K*- oder niedriger Na*-Konzentration, sowie in Stresssituationen durch
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erhohte ACTH-Freisetzung vermehrt aus der Zonula glomerulosa der Nebennieren-
rinde ausgeschittet. Die Regulation der ENaC-Aktivitat durch Aldosteron wurde zu-
nachst mit Hilfe elektrophysiologischer und biochemischer Versuche in Epithelien
von Amphibien und Saugetieren untersucht. Am Darm untersuchten Fromm & Hegel
[1978] die Effekte von Aldosteron auf die aktive Natriumresorption an narkotisierten
Ratten und fanden im spatdistalen Colon — nicht jedoch im proximalen Colon — eine
Zunahme der Na'-Resorption und des transepithelialen Potentials, die durch einen
Narkose- und OP-Stress-bedingten Anstieg der Plasmakonzentrationen von Aldoste-
ron und Corticosteron verursacht wurde [Fromm et al., 1983]. Desweiteren wurden
Versuche zur Natrium-Resorption in Colon und Rektum durchgefiihrt. Hier zeigte sich
ein minimaler Na*-Gradient im Rektum unter Aldosteron (2,2 mmol-I™") [Fromm &
Hegel, 1987]. Schliellich konnte von Fromm et al. [1993] der Zeitverlauf des Natri-
um-Transports am spéat-distalen Colon der Ratte mit Hilfe der Kurzschlussstrommes-
sung nach Ussing [Ussing, 1956] gezeigt werden. Nach achtstiindiger Inkubation mit
nanomolaren Konzentrationen von Aldosteron wurde ein maximaler Natriumflux er-
reicht. Mit Hilfe des spezifischen Inhibitors Amilorid wurde die Aldosteron-induzierte

elektrogene Natrium-Resorption bestimmit.

Die ENaC-Aktivitat im distalen Colon von Saugetieren wird durch den Mineralocorti-
coid-Rezeptor (MR) vermittelt [Barbry & Hofman, 1997; Garty & Palmer, 1997]. Daher
wurden viele funktionelle Experimente zur Aktion der Mineralocorticoide durchgefihrt
[Epple et al., 1995; Fromm et al., 1990]. Es liel3 sich zeigen, dass die Wirkung des
Aldosterons auf die Natrium-Resorption von den Ablaufen auf Transkriptions- und
Translationsebene abhéngig ist [Garty, 1994]. Dennoch konnten zu diesem Zeitpunkt
die Aldosteron-induzierten Proteine, die verantwortlich fur die akute Induktion der

Natrium-Resorption sind, nicht identifiziert werden [Spindler et al., 1997].

Die Klonierung des ENaC ermoglichte die Analyse des Zusammenhangs von Struk-
tur und Funktion und lieferte neue Erkenntnisse Uber die Regulation des Kanals. Die
Kanalpore besteht aus drei Untereinheiten, o, p und y [Canessa et al, 1993; Lin-
gueglia et al., 1994; Canessa et al., 1994]. Eine Stochiometrie von 2:1:1 der Unter-
einheiten wurde von unterschiedlichen Arbeitsgruppen beschrieben (Abb. 1) [Kosari
et al., 1998; Firsov et al., 1998; Eskandari et al., 1999]. Mit der Klonierung wurden
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die ENaC-Untereinheiten als SCNN1A, B und C der SCNN-Familie zugeordnet
[Meisler et al., 1994].

Es konnte gezeigt werden, dass die Pathophysiologie der hereditaren Krankheiten
Liddle-Syndrom und Pseudohyperaldosteronismus [Renard et al., 1995; Garty et al.,
1997; Hummler et al., 1999; Alvarez de la Rosa et al., 2000] auf Zunahme bzw. Ver-
lust der normalen ENaC-Funktion beruht. Diese Befunde bewiesen, wie wichtig die
adaquate Regulation des ENaC im Colon ist und dass Stérungen in der ENaC-
Regulation drastische Auswirkungen haben konnen.

Die Identifikation der drei Untereinheiten der ENaC-Kanalpore eroffnete auch ein
neues Feld auf der Suche nach dem molekularen Mechanismus der Aldosteronwir-
kung. Zwei unabhangige molekularbiologische Untersuchungen ergaben, dass en-
dogene Aldosteron-Stimulation die Expression der - und y-ENaC-mRNA im distalen
Rattencolon steigert [Lingueglia et al., 1994; Renard et al., 1995]. Die Annahme,
dass also die ENaC-Aktivitat durch die Aldosteron-abhangige transkriptionelle Kon-
trolle der B- und y-Untereinheit reguliert sein konnte, wurde Uberprift durch Experi-
mente zum zeitlichen Verlauf der ENaC-mRNA-Expression in distalem Rattencolon
[Asher et al., 1996]. Hierbei fand sich eine Hochregulation der - und y-ENaC-mRNA
in vivo erst 3 Stunden nach Aldosteronzugabe. In Kombination mit Literaturdaten
zum zeitlichen Verlauf der Natriumflux-Induktion durch Aldosteron wurde geschluss-
folgert, dass die Induktion der frihen Antwort auf Aldosteron unabhéngig von der 3-
und y-ENaC-mRNA-Expression sein muss. Obwohl dieser Vergleich von Daten aus
unterschiedlichen Laboren und verschiedenen experimentellen Bedingungen metho-
disch schwierig war, wurden diese Erkenntnisse allgemein akzeptiert [Verrey, 1999].
Auch wurde in diesen Studien noch nicht weiter zwischen den Abschnitten des dista-
len Colons differenziert. Der distale Abschnitt des Colons hatte sich als aul3erst sen-
sibel fir nanomolare Konzentrationen von Aldosteron erwiesen, wahrend der proxi-

male Anteil nur geringe Sensibilitat fur Aldosteron aufwies.

Epple et al. [2000] analysierten daraufhin die elektrogene Natrium-Resorption im
frih- (EDC, 6-7 cm ab ano) und spat-distalen Colon (LDC, zwischen Anus und Be-
ckenkamm) der Ratte. Es zeigte sich in den elektrophysiologischen Versuchen nach
achtstindiger Inkubation mit Aldosteron im spat-distalen Colon ein 10 mal héherer

Natriumflux als im frih-distalen Abschnitt in vitro. Danach wurde die mRNA-
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Expression der ENaC-Untereinheiten in EDC und LDC aus den Ussingkammer-
Praparaten untersucht. In LDC wurde die B- und y-ENaC-mRNA eine Stunde nach
Zugabe von Aldosteron induziert. Die zeitliche Korrelation der B- und y-ENaC-
Induktion wies also daraufhin, dass der frihe Aldosteron-Effekt auf die Natrium-
Resorption im distalen Colon der Ratte auf die transkriptionelle Hochregulation der -
und y-ENaC-Expression zurtickzufihren ist, da sich dies unter standardisierten in
vitro-Bedingungen, mit einer &hnlichen Aldosteron-Konzentration wie in vivo vorhan-
den, deutlich zeigen lie3. Dennoch konnte hier die Beteiligung anderer Mechanismen
an der Regulation der ENaC-Funktion nicht ausgeschlossen werden.

FUr das distale Nephron wurde zudem eine zentrale Bedeutung der Regulation durch
die Aldosteron-induzierte Serum- und Glucocorticoid- induzierte Kinase 1 (SGK1)
nachgewiesen. Es zeigte sich, dass C-terminale PY-Motive der Untereinheiten mit
WW-Domanen der Nedd4-Ubiquitin-Protein-Ligase-Familie interagieren und so die
Expression an der Membranoberflache gesteuert wird [Staub & Verrey, 2005]. Dieser
Regulationsmechanismus erwies sich aber fur das Colon als nicht relevant, da keine
Anderung von SGK1 im distalen Colon nach Na'-Depletion oder Aldosterongabe
nachgewiesen werden konnte [Coric et al., 2004, Lang et al., 2006].

1.3 Colitis ulcerosa

Die Colitis ulcerosa ist eine Erkrankung aus dem Kreis der entzindlichen
Darmerkrankungen und weist eine Inzidenz von 4/100000 pro Jahr auf. Die
entztindlichen Veranderungen mit Ulzerationen der oberflachlichen
Schleimhautschichten befinden sich zunachst im Rektum und breiten sich bei der
Halfte der Patienten kontinuierlich nach proximal aus. Die Colitis ulcerosa befallt
ausschlieBlich das Colon und greift nur sehr selten auf den Dunndarm Uber.
Leitsymptome sind blutig-schleimige Durchfalle sowie krampfartige
Abdominalschmerzen vor der Defakation (Tenesmen). Weitere Klinische
Erscheinungsformen sind Appetitverlust, Gewichtsverlust und Fieber. Extraintestinale
Symptome manifestieren sich z.B. in Form von Aphten, Erythema nodosum, Iritis,
Uveitis, Arthritis, ankylosierender Spondylitis und auch primér sklerosierender
Cholangitis. Als Komplikation kann sich ein toxisches Megacolon mit septischen
Temperaturen, Peritonitis und Perforationsgefahr entwickeln. Aus der chronischen
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schen Entzindung von Mucosa und Submucosa resultiert eine Verkirzung und Ste-
nosierung der betroffenen Darmabschnitte mit Verlust des Schleimhautreliefs und der
Haustrierung. Das Risiko einer karzinomatdsen Entartung korreliert bei der Colitis
ulcerosa mit dem Ausmalfd der Colonbeteiligung und der Dauer der Erkrankung. Das
kumulative Karzinomrisiko liegt nach 20 Jahren bei 8 %, nach 30 Jahren bei 18 %.
Patienten mit isolierter Proktosigmoiditis haben insgesamt eine gute Prognose mit
normaler Lebenserwartung. Die 20-Jahres-Uberlebensrate der Patienten mit Pancoli-
tis betragt > 80 %. Empfehlenswert sind regelmallige Kontrollcoloskopien und die
Therapie mit Mesalazin als Pravention karzinomattser Entartung. Die Colitis ulcero-

sa ist durch Proktocolektomie heilbar.

Dank neuerer Therapieschemata mit Mesalazin, Corticosteroiden und Immun-
suppressiva konnte die Behandlung der Erkrankung in den letzten Jahren effektiver
gestaltet werden. [Regueiro et al., 2006]. Dennoch bleibt die Therapie bislang nur
symptomatisch, da bis heute die Pathomechanismen dieser chronisch-entzindlichen

Darmerkrankung nicht bis ins Letzte verstanden werden.

Die Atiologie der Colitis ulcerosa ist bis dato ungeklart, es werden verschiedene
Hypothesen, wie eine Autoimmunerkrankung, eine Stdérung der Immunregulation
aufgrund genetischer Disposition oder die Auslésung durch Infektionen diskutiert. Die
Entziindung ist durch drei pathogenetische Phasen gekennzeichnet:

1. Unbekannte Ausldser aktivieren lymphatische Zellen der Darmwand (bei Coli-
tis ulcerosa vorwiegend TH2-Lymphozyten)

2. Bildung von Entzindungsmediatoren, z.B. Zytokine wie Tumornekrosefaktor
a, Interferon y und Interleukine

3. Ausbildung lokaler Gewebeschadigungen mit Erosionen, Nekrosen, Ulzeratio-

nen

Zur Zeit wird intensiv daran geforscht, die genaueren Pathomechanismen der Colitis
ulcerosa zu verstehen, insbesondere im Hinblick auf Barrierestérungen im Bereich
der Tight Junctions und ihrer Proteinbestandteile sowie bezuglich der Veranderungen
spezifischer Transportsysteme in chronisch entziindlichem Gewebe.
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1.4 Tumornekrosefaktor o und Interferon y

TNF-a z&hlt als Botenstoff zu der Gruppe der Zytokine und wirkt bei akuten Entzin-
dungsreaktionen zusammen mit den Akute-Phase-Proteinen im Organismus. Inter-
leukin-1 steuert seine Freisetzung aus Makrophagen, Lymphozyten und Mastzellen.
Im Hypothalamus stimuliert TNF-a die Freisetzung von Corticotropin-Releasing-
Hormon (CRH), in der Leber setzt es das C-reaktive Protein (CRP) frei. Mit den Anti-
korpern Infliximab und Etanercept kann die Freisetzung von TNF-a unterdriickt wer-

den.

IFN-y wird von zytotoxischen und Th1-T-Zellen sezerniert. Seine Hauptfunktion be-
steht in der Aktivierung von Makrophagen und in der Steigerung der Expression von
MHC-Klasse-ll-Proteinen in Akute-Phase-Zellen. Desweiteren hat IFN-y eine kom-
plexe Regulationsaufgabe in der Th2-Funktion. Insgesamt spielt das Zytokin in vielen
verschiedenen Arten der Immunantwort eine Rolle, so in der Hypersensibilitdtsant-
wort vom verzdgerten Typ, in Entziindung, Antikdrperproduktion und bei viralen In-

fektionen. In entztindlichen Darmkrankheiten wird es als erhéht nachgewiesen.

1.5 Gestorte Natrium-Resorption bei Colitis ulcerosa

Die entztndliche Darmerkrankung Colitis ulcerosa geht mit starken wassrigen, auch
blutig-schleimigen Diarrhoen einher. Ein wesentliches Charakteristikum der durch
Colitis ulcerosa geschadigten Mucosa ist das Fehlen oder die deutliche Reduktion
der Resorption von Natrium- und Chloridionen und Wasser [Hawker et al., 1980;
Rampton et al., 1984; Sandle et al., 1986], welches zur Ausscheidung eines erhéhten
Stuhlvolumens fuhrt. Mégliche Ursachen fir dieses Phanomen sind der Leckflux-
Mechanismus durch epitheliale Barrierestérung [Schmitz et al., 1999] und die gestor-
te aktive Resorption von lonen [Sandle et al., 1990]. Die Aktivierung der Sekretion
von lonen scheint hingegen weniger entscheidend zu sein, wenn auch die Konzen-
trationen von Prostaglandinen und pro-inflammatorischen Zytokinen typischerweise
bei Colitis erhéht sind [Sandle et al., 1990].
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Die Netto-Resorption von lonen im Dickdarm setzt sich aus verschiedenen Trans-
port-Systemen, welche parallel arbeiten, zusammen. Zum einen erfolgt eine elektro-
neutrale NaCl-Resorption Uber den Natrium/Protonen-Austauscher 3 (NHE3) und
den Chlorid/Bicarbonat-Antiporter (DRA) [Hoogerwerf et al., 1996; Yang et al., 1998].
Zum anderen erfolgt die Natrium-Resorption Uber die gekoppelte Aufnahme mit kurz-
kettigen Fettsauren und schliel3lich Uber den epithelialen Natrium-Kanal, der den be-
grenzenden Faktor fir aktive Natrium-Resorption im distalen Colon ausmacht [Garty
et al., 1997].

In der Pathogenese der Colitis ulcerosa wurde die Stérung des elektrogenen Natri-
um-Transports (Jna) Nachgewiesen. Vorherige Untersuchungen wiesen darauf hin,
dass die apikale ENaC B- und y-Untereinheit und die al-Isoform der Na'/K*-ATPase
in Colitis ulcersosa-Praparaten herunterreguliert werden [Greig et al., 2000]. Eine
Erklarung fiur diese Veranderungen ist, dass subepitheliale Immunzellen inflammato-
rische Mediatorsubstanzen freisetzen, die die epitheliale Transportfunktion ein-
schranken. Kurzlich wurde gezeigt, dass pro-inflammatorische Zytokine bei entztind-
lichen Darmerkrankungen den Chlorid/Bikarbonat-Antiporter (DRA) herunterregulie-
ren [Yang et al., 1998]. Damit war der Nachweis erbracht, dass Zytokine direkten
Einfluss auf Transportsysteme nehmen kénnen. Inwiefern auch andere Transportsys-
teme spezifisch durch Zytokine beeinflusst werden, wird in der Zukunft noch zu kl&-

ren sein.

1.6 Ziel dieser Arbeit

Der limitierende Faktor fur Natrium-Resorption im distalen Colon ist der Amilorid-
sensitive epitheliale Natrium-Kanal. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Mechanis-
men, welche an der Dysregulation der ENaC-Expression bei Colitis ulcerosa beteiligt
sind, ndher zu charakterisieren und die Funktionseinschrankung des ENaC bei Coli-
tis ulcerosa zu prufen. Bei Colitis ulcerosa lassen sich erhdhte Konzentrationen von
Entzindungsmediatoren wie den pro-inflammatorischen Zytokinen nachweisen. Die
Hypothese, dass pro-inflammatorische Zytokine wie Tumornekrosefaktor a und Inter-
feron y Einfluss auf die Aldosteron-bedingte ENaC-Expression nehmen, sollte in Kon-

trollgewebe und Colitisgewebe néher analysiert werden. Insbesondere war die Frage
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zu klaren, ob Zytokine direkte Auswirkungen auf spezielle Transportsysteme nehmen

konnen, und nicht etwa nur unspezifisch zu einer Barrierestorung fihren.

Als Material wurde hierflr prapariertes Epithel von chirurgisch entferntem entziinde-
ten Colon sigmoideum und von Kontroll-Sigmoid herangezogen. Elektrophysiologisch
wurde nun der aktive elektrogene Natrium-Transport (Jna) Nach achtstiindiger Inku-
bation mit Aldosteron gemessen und fir die durch Entzindung verédnderte und er-
hohte sub-/epitheliale Widerstands-Ratio korrigiert. Zudem wurde humanes Gewebe
mit den Zytokinen TNF-o und IFN-y in der Ussing-Kammer inkubiert und spater Al-
dosteron hinzugegeben, um die Effekte von erhdhten Zytokinkonzentrationen in Kon-

trollgewebe auf die ENaC Funktion separat zu prufen.

Weiterhin wurde in Northern Blots fur die Kontroll- und Colitispraparate die mRNA-
Expression der drei Untereinheiten des ENaC untersucht. In Western-Blots konnten
die einzelnen Veranderungen auf Proteinebene analysiert werden. Beide Ergebnisse
wurden entsprechend der Erh6hung des subepithelialen Proteingehalts in entztinde-
ter Mucosa durch einen Korrekturfaktor standardisiert. In der Immunhistochemie der
Praparate wurde mit Hilfe von spezifischen Antikbrpern gegen die a-, B- und y-
Untereinheit des ENaC die Induzierbarkeit durch Aldosteron in der mucosalen Ober-
flache nachgewiesen. In der Morphometrie wurden die Anzahl, die Lange und der
Durchmesser der Krypten in Kontroll- und Colitisgewebe bestimmt. Zur Untersu-
chung der Zytokineffekte auf den ENaC wurden die in der Ussingkammer préinku-
bierten humanen Praparate schlief3lich in Northern Blots analysiert.
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2 MATERIAL UND METHODEN
2.1 Elektrophysiologische Methoden: Prinzip

Im Kurzschlussstromexperiment nach Ussing kann aktiver Transport von passivem
elektrogenem Transport in Epithelien abgegrenzt werden [Ussing et al., 1956]. In die
Ussing-Kammer wird ein Darmstick wie eine trennende Membran zwischen zwei
Flissigkeitskompartimente eingespannt, welche eine Lésung gleicher Zusammen-
setzung enthalten. Alle au3eren Gradienten fur passiven Transport wie z.B. Tempe-
ratur- und lonenkonzentrationsunterschiede und der hydrostatische Druck werden
eliminiert, der messbare Transport kann daher nur aktiv sein. Durch Applikation eines
Kurzschlussstromes (Isc) Uber eine externe Spannungsquelle wird die Uber dem Epi-
thel durch aktive und passive Transportprozesse entstehende Potentialdifferenz
kurzgeschlossen, also auf 0 mV justiert. Damit wird der elektrochemische Gradient,
der die treibende Kraft flir passive Transportprozesse darstellt, ausgeschaltet. So
erfolgt kein passiver Netto-Teilchentransfer zwischen den beiden Kompartimenten,
die Nettotransporte sind aktiv. Der gemessene Strom entspricht der Summe aller ak-

tiven elektrogenen lonenverschiebungen.

2.2 Préaparate

2.2.1 Humanes Colon sigmoideum

Die Gewebestlicke von humanem Sigmaepithel stammten aus Operationsresektaten
von Patienten mit Colitis ulcerosa (engl.: Ulcerative Colitis, UC), die sich einer Colek-
tomie mit Pouch-Anal-Anastomose unterzogen hatten. Die als Kontrollen dienenden
Sigmaepithelien wurden aus Operationen von Sigma- und Rektumkarzinomen ge-
wonnen und aus dem nicht befallenen Tumorrand entnommen. Weder die Colitis-
noch die Karzinompatienten nahmen zum Zeitpunkt der Operation exogene Steroide
ein. Im Durchschnitt betrug das Alter der Colitis-Patienten 43 Jahre, das der Karzi-

nompatienten 64 Jahre.

Bei den Patienten wurden die in der Anasthesie der Charité — Campus Benjamin
Franklin Gblichen Narkotikakombinationen eingesetzt. Von der Einleitung der Anas-

thesie bis zur Entnahme des Operationsresektats vergingen 1,5 — 2 Stunden. Das
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entnommene Resektat wurde in einem Plastikschalchen zur Pathologie transportiert,
wo der zustandige Pathologe nach sorgféaltiger Inspektion ein Stiick des Resektats
herausschnitt. Dieses Gewebesttickchen wurde dann in ein Schalchen mit oxygenier-
ter Ringerlésung Uberfuhrt und auf Eis ins Labor transportiert. Dort wurde mit der

Préaparation zugig begonnen.

Die Untersuchungen wurden nur an Gewebsteilen durchgefiihrt, die makroskopisch
eine milde bis moderate Aktivitat der Colitis aufwiesen (Truelove I-ll), ulzerierte Ge-
biete wurden ganz vermieden. Bei den Karzinompatienten wurden die Gewebsteile
aus dem Sicherheitsabstand entnommen. Von der Entnahme des Resektats aus
dem Operationsgebiet bis zum Einspannen des Epithels in die Ussingkammer ver-
gingen insgesamt ca. 45 Minuten.

2.2.2 Praparation und Einspannen der Epithelien

Bei Ankunft der humanen Gewebestlicke im Labor folgte umgehend die Préparation.
Es wurde eine Technik verwendet, die in der Literatur als sogenanntes ,partielles
Strippen” bekannt ist.

Dabei wurde die Tunica muscularis propria entfernt, wie bei Nellans et al. [1974] be-
schrieben. Histologisch setzte sich somit das Praparat aus Lamina epithelialis, Lami-
na propria mucosae, Lamina muscularis mucosae und Tela submucosa mit dem ent-
haltenen Plexus submucosus (Meissner) zusammen (Abb. 2). Hierfir wurde das
Gewebe mit der Epithelzellschicht nach unten, also serosale Seite nach oben, auf
eine mit einer Plastikfolie bedeckte Silikonplatte gelegt und mit Stahlnadeln fixiert, die
schrag vom Rand her unterhalb der Tunica muscularis durch die gut sichtbare Sub-
mucosa und Mucosa in die weiche Unterlage gesteckt wurden. Die Fixierung der
Stahlnadeln geschah so, dass das Gewebe leicht gespannt war (Dehnungsfaktor ca.
1,5 in beide Richtungen). Es folgte nun die Abpraparation der Tunica muscularis von
der Tela submucosa, die vorsichtig vom Rand her begonnen wurde. Mit einer Pinzet-
te wurde die Tunica muscularis unter leichtem Zug angehoben und schliel3lich die
beiden Schichten mit dem Skalpell voneinander getrennt. Bei Colitis-entziindetem
Gewebe war dies zum Teil schwierig, da die einzelnen Schichten durch Fibrosierung
bereits miteinander verbacken waren; die richtige Ebene liel3 sich daher nicht immer
auf Anhieb finden. Mit einem Gewebekleber (Histoacrylkleber, Braun Melsungen AG,
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Melsungen) wurde nun nach Entfernen der Muscularis propria ein Kunststoffring (in-
nerer Durchmesser von 8,8 mm) auf die frei liegende Tela submucosa geklebt und
dieser dann in den Epithelcontainer eingesetzt.

Als Halterung des Epithels in der Messkammer diente ein Epithelcontainer, der sich
aus zwei runden Plexiglasscheiben zusammensetzte. In der Mitte befand sich jeweils
eine rundliche Offnung mit einem Durchmesser von 6 mm. In einer der beiden
Scheiben wurde der Rand der Offnung durch einen Silikonring (Wacker Silicone
RTV-E 604 A, Harter RTV-E 604 B, Mischungsverhaltnis 9:1, Wacker Chemie GmbH,
Minchen) begrenzt, Gber den der Kunststoffring mitsamt der aufgeklebten serosalen
Seite des Epithels gelegt wurde. Die andere Halfte des Epithelcontainers wurde dann
uber die mucosale Seite gelegt, wobei die beiden Plexiglashalften genau ineinander
passten. Dadurch konnte gewahrleistet werden, dass der Kleberand zwischen Epi-
thel und Kunststoffring au3erhalb des Silikonrings lag und die Messergebnisse durch
hierdurch verursachte Schaden nicht beeinflusst werden konnten. Die exponierte
Epithelflache in der Messkammer betrug 0,28 cm?. Der mit distalem Colon des Men-
schen bestickte Epithelcontainer wurde dann in die Messkammer (Aufbau siehe Ab-
bildung 3) eingesetzt. Es vergingen vom Beginn der Praparation bis zum Einsetzen

der Epithelien etwa 15 bis 20 min.

Epithel—»
Lamina propria mucosae

Muscularis mucosaes totaler
Submucosa C’O ] Plexus submucosus Strip
—
Muscularis propria CH > | Plexus myentericus part.
Strip

Abb. 2: Schematische Darstellung der Darmwand und der bei der Praparation ent-
fernten Gewebeschichten

Partieller Strip: Entfernung nur der Muscularis propria bei Erhaltung der Submucosa. Totaler
Strip: Entfernung auch der Submucosa und der &uf3eren Langsmuskelschicht der Muscularis
mucosae. Modifiziert nach Hegel et al. [1991].
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2.3 Versuchsstand

2.3.1 Messkammer und Warmetauscher

Die Messkammer mit ihren zwei symmetrischen Halften wurde durch das einge-
spannte Epithel getrennt und war das zentrale Element des Versuchsstandes. In der
Messkammer wurde das Epithel mit einer Badldsung umspult, der Kurzschlussstrom

appliziert und die elektrischen Parameter gemessen.

Zylinderformige Konstruktionen aus Acrylglas (Konstruktion der Forschungswerkstatt
der Charité — Berlin, Campus Benjamin Franklin) wurden hierbei als Kammerhélften
benutzt. Ihr Innenraum war konisch und die offene ,Kegelbasis* zeigte zum Epithel
hin. Vier kleine Kanale durchkreuzten jede Kammerhalfte. Durch die zwei Kanéle im
Dach der Kammerhalfte bestand Uber elastische Kunststoffschlauche Verbindung
zum Badl6ésungsreservoir und zum Warmetauscher. Die seitlichen Kanéle nahmen
die Spannungs- bzw. Stromelektroden auf. Die beiden Kammerhélften lie3en sich
exakt zusammenfigen, da auf der einen Seite der Kammer zwei Stahlstifte eingelas-

sen waren, denen auf der anderen Seite zwei Bohrungen entsprachen.

Bei dem Warmetauscher, der als Badlosungsreservoir diente, handelte es sich um
eine doppelwandige Glaskonstruktion, die zwei nebeneinander liegende Hohlzylinder
bildete. Die beiden Hohlzylinder liefen in dinnlumigen Kanélen zu, die dann Uber die
schon erwahnten Kunststoffschlauche mit der jeweiligen Messkammerhalfte verbun-
den waren. In den epithelnahen diinnlumigen Kanalen befanden sich zwei Offnun-
gen, die der Begasung der Badlésung mit 95 % O, und 5 % CO, dienten. AulRerdem
wurde hiermit eine Umwalzung der Badlosung erreicht. Die FlieBrichtung verlief da-
bei vom epithelfernen zum epithelnahen Kanal, von dort dann zum L&sungsreservoir
und schlie3lich wieder Uber den epithelfernen Kanal in die Messkammer. Ein kon-
stanter Gehalt an O, und CO, war dadurch in der Badlésung gegeben und auch die
hiervon abhangige Konstanz des pH-Wertes gewabhrleistet. AuRerdem bewirkte die-
ser Versuchsaufbau eine Minimierung der Dicke gering oxygenierter unbewegter
Schichten der Badl6sung. Diese héatten sonst zu friihzeitigen trophischen Schadigun-

gen des Epithels wahrend des in vitro Versuchs fihren kénnen.
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Durch den kontinuierlichen Umwalzungsfluss der Badlésung wurde daher eine dau-
erhafte Exposition mit Sauerstoff und den in der Badlésung enthaltenen N&hrstoffen
ermoglicht. Die Badlosung selbst wurde von einer Flissigkeit umspiilt, die wahrend
des gesamten Versuchs auf konstante 37 °C erwéarmt wurde. Diese befand sich in
einem Hohlraumsystem innerhalb des doppelwandigen Warmetauschers und war
Uber ein Schlauch- und Pumpensystem mit einem Warmebad (Fa. Haake, Berlin)

verbunden.
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Abb. 3: Versuchsstand mit Warmetauscher, Begasung und Umwalzung (sog. bubble
lift)

Wie eine ,Trennmembran“ ist das Epithel zwischen den beiden Kammerhalften der Ussing-
kammer eingespannt und wird von 37 °C warmer Badlosung umspilt. Die Erwarmung der
Badlosung erfolgt Giber einen komplexen Warmetauscher, wobei sich in der doppelten Wan-
dung des Hohlzylinders Wasser befindet, das Uber ein temperiertes Warmebad umgewalzt
wird. Die Zirkulation der Badldsung wird durch die aufsteigenden Gasblaschen aus 95 % O,
und 5 % CO, (bubble lift) aufrechterhalten.
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2.3.2 Elektrische Messanordnung

Die von Ussing und Zerahn 1951 beschriebene 4-Elektroden-Technik war Vorlage fur
die Anordnung der Messelektroden. Die Spannungselektroden wurden zur Messung
der transepithelialen Potentialdifferenz benutzt und waren so epithelnah wie maoglich
positioniert. Die Dicke der Flissigkeitsschicht zwischen Epithel und Elektrodenspitze
konnte so sehr gering gehalten werden (Abstand < 2 mm). Die Stromelektroden hin-
gegen waren so weit wie moglich in der Kammer vom Epithel entfernt und dienten
der Einspeisung des Klemmstroms. Der Abstand zum Epithel betrug hier ca. 20 mm.
Durch die groRRe Entfernung konnte weitgehend ein homogenes elektrisches Feld im

Bereich des Epithels erreicht werden.

Als Spannungselektroden wurden KCl-Kalomelelektroden verwendet (363 7S/120
Bezugselektrode, Fa. Ingold, Steinbach), als Stromelektroden dienten hingegen ge-
sinterte ringformige Ag/AgCl-Elektroden. Als stromleitende Ldsung wurde KCI-
Losung benutzt. Um eine Verbindung von der stromleitenden Losung zum Inneren
der Messkammer zu schaffen, wurden Verbindungsstucke in Form von Agarbriicken
(Zusammensetzung: Agar-Agar 30 g% und NaCl 1,8 g/dl) eingesetzt. Das eine Ende
der Bricken wurde durch die seitlichen Kanéle in die Messkammer vorgeschoben,
das andere Ende wurde wahrend des Versuchs in die gesattigte KCI-Losung ge-
taucht.

In vorgewahlten Zeitintervallen wurden die Stromimpulse aus der Messkammer an
einen PC uUber eine computergesteuerte Spannungsklemmeinrichtung weitergeleitet
(CVC 6, CVC 8, Fa. Fiebig, Berlin). Die Messungen wurden hier registriert und auf
dem Bildschirm sichtbar gemacht. Der Nettoionenflux, die transepitheliale Spannung
und der Gesamtwiderstand des Epithels wurden bestimmt. Desweiteren wurde auch
der Kurzschlussstrom Uber diese Apparatur appliziert. Herr Ing. grad. Detlef Sorgen-
frei vom Institut fir Klinische Physiologie der Charité — Campus Benjamin Franklin
hat die Software dazu entwickelt.

Die Messanordnung stellt sich wie folgt dar (Abb. 4):
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Abb. 4:  Elektrische Messanordnung der Kurzschlussstromversuche nach Ussing

Die epithelnah gelegenen Spannungselektroden messen die transepitheliale Spannung,
wahrend Uber die epithelfernen Elektroden der Kurzschlussstrom appliziert wird. Es entsteht
ein homogenes Feld iiber dem Epithel. Mit Hilfe der Ag/AgCl-Elektroden erfolgt der Uber-
gang zwischen elektrischer und ionaler Leitung. Modifiziert nach Hegel et al. [1993].

2.4 Versuchsablauf

2.4.1 Messung des Kurzschlussstroms

Die computergesteuerte Spannungsklemmeinrichtung bestimmte wahrend der Expe-
rimente jede Minute den Kurzschlussstrom, die transepitheliale Spannung und den
elektrischen Widerstand. Die Potentialdifferenz wurde hierzu auf 0 mV gebracht, in-
dem ein Strom entsprechender Grol3e nach einem Regelalgorithmus appliziert und
im selben Moment registriert wurde. Zur Bestimmung des transepithelialen
ohm’schen Widerstands wurden dem aktuellen Klemmstrom kurze rechteckige
Stromimpulse (berlagert, die die Spannung iiber dem Epithel d&nderten. Diese Ande-
rung wurde dokumentiert und der Widerstand nach dem Ohmschen Gesetz R = U/l
errechnet:
R'= dVpms/ disc

Der gemessene Kurzschlussstrom entsprach dem Anteil der aktiv elektrogen
transportierten Teilchen, da alle elektrochemischen und hydrostatischen Gradienten
fur passiven Transport ausgeschaltet waren (gleiche Zusammensetzung und

Fullhéhe der Badlosung auf beiden Seiten des Epithels). Der Kurzschlussstrom kann
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der Badlésung auf beiden Seiten des Epithels). Der Kurzschlussstrom kann als
Strom pro Flacheneinheit in pA-cm™ oder als Teilchenflux monovalenter Kationen
pro Flacheneinheit in pmol-h™.cm™ angegeben werden. Aus der Faraday-Konstan-

ten (F=96487 Coulomb/mol) ergeben sich die Umrechnungsfaktoren:

3000 1 _ o037+

Flux: ﬂ[umol-h‘l-cm‘z _ s
t-A 96487 A A
L[HA : Cm‘z] _96487 M _ 26,8-ﬂ
Strom: A 3600 t-A t-A
A  Flache
[ Stromstarke

M  Menge der transportierten lonen
t Zeit

Zwischen den einzelnen Messungen wurde keine externe Spannung angelegt, es

lagen also sog. open-circuit-Bedingungen vor.

2.4.2 Bestimmung des elektrogenen Na*-Transports

Es handelt sich hierbei um einen primér aktiven Transport, der hormonell reguliert
wird und im distalen Colon entscheidend zur Konzentration der Faeces beitragt. An
den hormonellen Regulationsmechnismen sind hauptsachlich die Mineralocorticoide
beteiligt, unter ihnen hat besonders das Aldosteron groéf3te Bedeutung. Aldosteron
bewirkt am Rektum und Sigma des Menschen bzw. am spat-distalen Colon von Na-
getieren eine dosisabhangige Dichte-Zunahme der Na'-Kanile in der apikalen
Membran und ebenso eine Induktion der Na'/K*-ATPase auf der basolateralen Seite.
Natrium wird dabei durch den apikal lokalisierten Na*-Kanal in die Epithelzelle aufge-
nommen. Dieser Einstrom geschieht durch das Konzentrationsgefalle fur Natrium,
welches durch die Na'/K*-ATPase auf der basolateralen Seite aufrechterhalten wird.
Das Konzentrationsgefalle fungiert hier als treibende Kraft. Insgesamt resultiert aus
diesen Teilkomponenten ein transepithelialer Natriumtransport, der unter Nettola-
dungsverschiebung verlauft und daher auch als elektrogen bezeichnet wird (Abb. 5).



MATERIAL UND METHODEN 22

Die elektrogene Cl™-Sekretion wurde kurz nach Einspannen des Epithels durch Zu-
gabe des Schleifendiuretikums Bumetanid in einer Konzentration von 10~ mol/l auf
der serosalen Seite gehemmt, da sie bei der Bestimmung des elektrogenen Natrium-
Transports ohnehin nicht von Interesse war. Dieses Vorgehen wurde aufgrund vor-
liegender Ergebnisse einer Arbeit von Sandle [1989] gewahlt. Er hatte gezeigt, dass
durch das Ersetzen von CI™ -lonen in der Badlosung durch Sulfationen der basale
Kurzschlussstrom um 50 % reduziert werden konnte und sich der elektrogene Natri-
um-Transport in vitro erheblich gesteigert hatte. Auch in friher durchgefiiherten Ver-
suchen bei uns zeigten sich am humanen Rektumepithel Uber Stunden stabil hohe
Kurzschlussstromwerte, die bei Bumetanid-Zugabe um mehr als 50 % gesenkt wer-
den konnten. Es liel3 sich folgern, dass es bei der Anordnung in vitro zu einer spon-
tanen elektrogenen Cl-Sekretion im unstimulierten Zustand kommt, die etwa 50 %

des Kurzschlussstroms ausmacht.

Zur Stimulation des elektrogenen Natrium-Transports wurde ca. 10 — 15 min nach
Einspannen des Epithels das Hormon Aldosteron in einer Konzentration von 3-107°
mol/l sowohl auf der mucosalen als auch auf der serosalen Seite der Badlésung zu-
gefiihrt. Nach 8 Stunden erfolgte dann die Zugabe von 10~* mol-I™* des K*-sparenden
Diuretikums Amilorid in beide Kammerkompartimente, welches einen spontanen Ab-
fall des Kurzschlussstroms nach sich zog. Die Differenz des Kurzschlussstroms kurz
vor und 10 min nach der Amilorid-Gabe ergab den aktiven elektrogenen Natrium-

transport, da nur der Na*-Transport durch Amilorid hemmbar war.

Fur die Versuche mit pro-inflammtorischen Zytokinen wurden ahnliche Ablaufe prak-
tiziert. Zunachst wurde das humane Epithel 2 Stunden lang mit IFN-y (1000 U/ml)
inkubiert. Es folgte die 6-stiindige Inkubation mit TNF-o. (100 ng-ml™). Die Gabe von
TNF-o und IFN-y (Geschenk der Fa. Schering, Berlin + 20 ul BSA jeweils) erfolgte
dabei grundsatzlich serosal. Nach dieser 8-stiindigen Inkubationsphase wurden
schlieRlich 3-107° mol-I™* Aldosteron zugegeben und wie oben beschrieben nach wei-
teren 8 Stunden durch die Gabe von Amilorid der elektrogene Na'-Transport be-

stimmt.



MATERIAL UND METHODEN 23

apikal basolateral
mukosal serosal
luminal interstitiell
Sy
g
=
+ +
Na Bl
K* nde B
DhRdE T 2K
z.B. Amilorid
K* " K
K+
ot

Abb. 5: Modell des elektrogenen Na*-Transports im Colon

Aldosteron bewirkt eine Zunahme der Dichte der epithelialen Na*-Kanéle, so dass Na* ver-
mehrt in die Zelle einstrémt. Die hierfur notwendige treibende Kraft, ein Konzentrationsgefal-
le, wird durch die basolateral lokalisierte Na*/K*-ATPase realisiert. Es entsteht ein transzellu-

larer, elektrogener Na'-Transport. Unter Gabe von 10 mol/l Amilorid kommt es zu einer
nahezu vollstandigen Blockade der epithelialen Na*-Kanale.



MATERIAL UND METHODEN 24

2.5 Losungen und Testsubstanzen der elektrophysiologischen Experimente

2.5.1 Badlésung

Die als Badlosung verwendete Standard-Ringer-Lésung [Schulzke et. al., 1986] be-

stand aus folgender Zusammensetzung:

Elektrolytkonzentrationen (in mmol-I™):

Na* 140,5
CI 123,8
K* 5,4
ca* 1,2
Mg?* 1,2
HPO, 2,4
H,PO, 0,6
HCO, 21,0

Substrate fiir das Epithel in mmol-I™* nach Windmiiller und Spéth [1978]:

D(+)-Glukose 10,0
B-OH-Butyrat 0,5
Glutamin 2,5
D(+)-Mannose 10,0

Durch die Begasung der Lésung mit 95 % O, und 5 % CO, betrug der pH-Wert 7,4
bei 37 °C. Die Osmolalitat der Losung lag bei 290 mosmol-kg ™.

Zur Vermeidung von Bakterienwachstum wahrend der 8 und mehr Stunden dauern-
den Versuche wurde der Badldsung 50 mg/l Azlocillin (SecuropenTM, Fa. Bayer, Le-
verkusen) zugesetzt. Einfliisse des Antibiotikums auf den Kurzschlussstrom wurden

in Vorversuchen ausgeschlossen.

Die folgenden Substanzen wurden benutzt und charakterisierten die Transport- und
Barriereeigenschaften des Epithels:
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2.5.2 Aldosteron

Aldosteron fuhrt nach dem Andocken am intrazellularen Steroidrezeptor zur Steige-
rung der Transkription und Translation des ENaC. Damit werden die Na'-Kanale in
der apikalen Membran vermehrt eingebaut, was zu einem gesteigerten Einstrom von
Na® in die Zelle fiihrt. Die Na'/K*-ATPase auf der basolateralen Seite gewahrleistet
das notige Konzentrationsgefélle fir Na* in die Zelle hinein. Es resultiert daher ein
verstarkter aktiver elektrogener Na*-Transport iiber das Epithel. Nach einer Stunde
Latenz ist bereits ein Anstieg des Transports sichtbar, nach 6-8 h ist das Maximum

erreicht.

Aldosteron wurde ca. 15 min nach Beginn der Messung in einer Konzentration von

3-10° mol/l serosal und mucosal zugefiigt.

Epithelzelle

Basolaterale

+
Apikale N2
Membran

Membran | ENaC

& § Aldosteron

Rezeptor

Abb. 6: Aldosteron, Wirkung am Rezeptor, Induktion Transkription und Translation
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2.5.3 Amilorid

Dieser Stoff aus der Klasse der K*-sparenden Diuretika hemmt hochselektiv die epi-
thelialen Na'-Kanéle in der Zellmembran. Die aktive elektrogene Na'-Resorption, die
sich aus dem passiven Na*-Einstrom apikal und dem aktiven Transport aus der Zelle
serosal durch die Na'/K*-ATPase zusammensetzt, kommt durch Amilorid zum Erlie-

gen.

Es kam eine 102 molare Lésung Amilorid-Hydrochlorid (Sigma Chemie GmbH, Dei-
senhofen) zum Einsatz. Zunachst wurde 1 ml der Badldésung abpipettiert, um ihn
durch 1 ml Amilorid-Lésung zu ersetzen. Von der Endkonzentration in der Badl6-
sung von 10~* mol-I™* ist bekannt, dass sie zu einer nahezu vollstandigen Hemmung

des aktiven Na*-Transports fiihrt [Benos, 1982].

2.5.4 Bumetanid

Diese Substanz blockiert selektiv den Na*/K*/2CI-Carrier [Geck, 1986]. Hierbei han-
delt es sich um einen sekundéar-aktiven Transporter, der entscheidend an der CI -
Sekretion beteiligt ist, da er im Darm auf der basolateralen Seite neben einem Na'-
und einem K*-lon zwei CI™-lonen entlang eines maRigen chemischen Gradienten in
die Zelle aufnimmt. Auf der apikalen Seite gelangen die Cl™-lonen nach luminal durch
einen Kanal, dessen Regulation durch intrazellulare second messenger wie cAMP,
cGMP und Calcium vermittelt ist. Man findet Na*K*2CI™-Carrier in vielen Geweben
[Binder & Sandle, 1987], so z.B. als NKCC1 im gesamten Dunn- und Dickdarm und
als NKCC2 im dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife, wo er jedoch apikal lo-
kalisiert ist. Die Chloridsekretion im Darm spielt eine wichtige Rolle in der Pathoge-
nese von Diarrhoen, da eine vermehrte luminale Chloridkonzentration osmotisch

wirksam ist und Wasser mitzieht.

Bumetanid (Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen) wurde in einer Konzentration von
10~% mol/l in Standardlésung ohne Substratzusatz gelést. Zum Erreichen einer Kon-
zentration von 107> mol/l in der Badlésung wurden 100 pl auf der serosalen Seite ap-
pliziert, da der Transporter im Colon basolateral lokalisiert ist. Durch diese Konzent-
ration konnte eine mehr als 95 %ige Hemmung des Chlorid-Transports erreicht wer-
den [Schlatter, 1983].
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2.5.5 TNF-o und IFN-y

Die pro-inflammatorischen Zytokine TNF-a. und IFN-y werden bei Colitis ulcerosa in
erhdhten Konzentrationen nachgewiesen. Sie sind an komplexen Mechnanismen im
Entziindungsablauf beteiligt. Neuere Therapieansétze bei Colitis ulcerosa mit TNF-a.-
Antikérpern wie Infliximab zeigten erste Erfolge. In den Versuchen wurde IFN-y in der
Konzentration 1000 U/ml und TNF-a in 100 ng-ml™ (beides Fa. Schering, Berlin) ein-

gesetzt. Die Zugaben erfolgten auf der serosalen Seite.

2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 Proteinextraktion aus humanem Colon sigmoideum

Hierbei handelt es sich um die gesamte Praparation von drei unterschiedlichen Pro-
teinfraktionen aus humanem Sigma, das zuvor im Ussing-Kammer-Experiment mit
Aldosteron und je nach Versuchsansatz mit den Zytokinen inkubiert worden war. Mit
der gesamten Praparation sind sowohl die gesamten Proteine sowie auch die memb-
ranstéandigen und zytosolischen Proteinfraktionen gemeint. Das Gewebe wurde hier-
zu mit Hilfe von Pottern in 900 ul Lysepuffer zerkleinert und zu einer maoglichst ho-
mogenen Flussigkeit verarbeitet. Anschlie3end wurden die Proben in Eppendorfrohr-
chen dberfuhrt und 3 mal gefroren und wieder aufgetaut. Zum Frieren wurde Stick-
stoff benutzt und zum Auftauen ein Heizblock bei 37 °C. Zur weiteren Zerkleinerung
des Gewebes wurde die Flissigkeit jeweils 10 mal in eine 20 G-Kanile sowie in eine
26 G-Insulinkanule aufgesaugt und wieder abgelassen. Es folgte ein erster Zentrifu-
gationsschritt der Proben, 5 min bei 200 g und Raumtemperatur. Der abzunehmende
Uberstand nach der Zentrifugation ergab das Gesamtlysat und wurde in ein neues
Eppendorfgefald tberfihrt. Nun wurde das Lysat fur 30 min nochmals zentrifugiert,
jetzt bei 43000 g und bei einer Temperatur von 4 °C. Der jetzt deutliche Uberstand
ergab die geldste Fraktion und wurde vorsichtig abpipettiert. Dem zuriickbleibenden
Pellet wurden 75 pl eiskalter Lysepuffer zugefuigt, so dass es sich wieder l6ste und
nun die sogenannte cold membrane fraction vorlag (membranstandiges Protein). Die
Proben konnten bei —80°C asserviert werden oder direkt im Anschluss zur Protein-

bestimmung verwendet werden.
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2.6.2 Proteinquantifizierung

Zur Proteinquantifizierung wurden Mikrotiterplatten benutzt. Zu den jeweils 10 pl Pro-
be (2,5 ul Probe + 7,5 ul Lysepuffer) wurden 190 ul Gebrauchslésung pipettiert. Ly-
sepuffer und eine Standardreihe mit vier verschieden konzentrierten BSA-L6sungen:
0,0-0,2-0,8-1,2 mg BSA/ml dienten als Kontrolle. Fur die Proben und die Kontrollen

wurden Doppelwerte angesetzt.

In jeder Vertiefung befanden sich insgesamt 200 pl

1 2 3 4
A 0,0 mg/ml BSA 0,0 mg/ml BSA Probe 1 Probe 1
B 0,2 mg/ml BSA 0,2 mg/ml BSA Probe 2 Probe 2
C 0,8 mg/mIBSA |0,8 mg/mlBSA |Probe 3 Probe 3
D 1,2 mg/ml BSA [1,2mg/ml BSA |Probe 4 Probe 4
E Lysepuffer Lysepuffer Lysepuffer Lysepuffer

Die gesamte Mikrotiterplatte wurde dann fir 30 min bei 37 °C im Brutschrank inku-
biert und danach auf Raumtemperatur abgekuhlt. Zur Proteinquantifizierung erfolgte
nun die Messung der Extinktion bei 562 nm mit dem Plattenlesegerat Spectra Classic
(Fa. Tecan, Crailsheim). Aus dem Mittel der Probenwerte wurde schliel3lich die Kon-
zentration der Proteine in den Proben ermittelt, allerdings mussten hierbei die Lyse-
puffer-Werte noch abgezogen werden. Aus den Standardwerten liel3 sich durch line-

are Regression eine Eichkurve bilden.

2.6.3 Polyacrylamidgel-Elektrophorese (PAGE)

In der PAGE werden Proteine in einem elektrischen Feld anhand ihrer Molekilgréfie
und Ladung aufgetrennt. Dabei ist die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine
durch das Polyacrylamidgel abhangig von der angelegten Spannung, den Pufferbe-
dingungen sowie von der Prozentigkeit des Polyacrylamidgels. Will man sehr grolRe
Proteine auftrennen, verwendet man niedrigprozentige Gele, fur kleinere Proteine
nimmt man entsprechend hdherprozentige Gele.

Um die Gele zu giel3en, wurden zwei Mini-Protean-Apparaturen (Bio-Rad Laborato-

ries GmbH, Minchen) vorbereitet. Die Gelkammern bestanden aus je zwei Glas-
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scheiben, die durch zwei 1,5 mm dicke Abstandshalter getrennt waren, und wurden
in die Apparaturen eingespannt. Das Trenngel wurde zur gewinschten Prozentigkeit
des Gels aus den verschiedenen Inhaltsstoffen zusammengemischt und dann zugig
ohne Luftblasen in die Gelkammern pipettiert. Durch die Beschichtung der Trenngele
mit 1 ml absolutem Alkohol konnte eine saubere Linie zwischen Sammel- und Trenn-
gel gewahrleistet werden. Nach 30 min Polymerisationszeit erfolgte das Abgiel3en
des Alkohols, das Sammelgel konnte nun vorsichtig bis zur Oberkante der kleinen
Glasplatte aufgeschichtet werden. Um die Vertiefungen fur die Aufnahme der Proben
zu schaffen, wurde luftblasenfrei ein Kamm eingesetzt. Nach 30 min Polymerisation
wurde der Kamm vorsichtig wieder gezogen und die Probentaschen jetzt mit reichlich
Elektrophoresepuffer gespiilt, so gelang es, eventuelle Gelreste aus den Taschen zu
entfernen. Die Gele konnten dann in die Elektrodenhalterung eingespannt und in die
Elektrophoresekammern eingesetzt werden, wobei die Kammer mit Elektrophorese-
puffer aufgefillt wurde.

Die Proteinproben wurden mit ¥ Vol. 5 x Laemmli-Puffer gemischt, anschlielend zur
Denaturierung fur 5 min bei 95 °C inkubiert und schlief3lich in die Probentaschen des
Polyacrylamidgels gegeben. Die Elekrophorese wurde nun gestartet bei konstanter
Spannung von 70-100 Volt und lief mindestens eine Stunde. (Zeit variabel je nach
ProteingréfRe und gewinschter Auftrennung der einzelnen Banden). Das Fortschrei-
ten der Elektrophorese konnte durch die Wanderung des Bromphenolblau-Farbstoffs

kontrolliert werden.

2.6.4 Western-Blot

a) Elektrotransfer

Mit dem Western-Blot kann man Proteine, die mittels Polyacrylamidgel-
Elektrophorese entsprechend ihrer Grof3e und Lage aufgetrennt wurden, auf einer
Nylonmembran fixieren, um anschlieBend spezifische Proteine mit dafir geeigneten
Antikérpern nachzuweisen. Der Transfer der Proteine aus der Gelmatrix auf diese
Nylonmembran erfolgte im elektrischen Feld. Zunéachst wurde eine Membran (Poly
Screen PVDF) passend zur Grol3e des Polyacrylamidgels zurechtgeschnitten und
diese dann 5 min. lang mit absolutem Alkohol benetzt. Nun wurden die Membran,
das Polyacrylamidgel, 2 Schwamme und zwei Whatman 3MM Filterpapiere fir 5 min
zur Equilibrierung in Transferpuffer gegeben. Das sog. ,Sandwich” in der Transfer-

kammer setzte sich nun wie folgt zusammen:
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Klares Panel (klare Plastikscheibe mit Lochern)
Schwamm

Whatman-Filter

Nylonmembran (NC)

Gel

Whatman-Filter

Schwamm

Schwarzes Panel (schwarze Plastikscheibe mit Lochern)

Das Sandwich wurde in die Elektrodenkammer eingesetzt, mit dem schwarzen Panel
zur Kathode. Beim Einsetzen der Elektrodenkammer in die Transferkammer wurden
noch ein Kidhlakku und ein Riuhrstaébchen dazugegeben und das Ganze schliel3lich
mit Transferpuffer angegossen. Die komplette Apparatur wurde danach auf einen
Magnetriihrer gestellt und an den Strom angeschlossen. Der Transfer der negativ
geladenen Proteine auf die positiv geladene Nylonmembran erfolgte fiir eine Stunde
bei 100 Volt (konstant, Strom = 0,2 — 0,4 A).

b) Immundetektion

Bei der Immundetektion weist man spezifische Proteine, die auf einer Nylonmembran
fixiert sind, mit Hilfe von Antikdrpern nach. Zunachst wurde die Nylonmembran dazu
kurz in PBS/Tween gespult und dann in einer Glasktvette mit 50 ml PBS/Tween/5 %
Magermilchpulver zwei Stunden bei Raumtemperatur zur Blockierung unspezifischer
Proteinbindungsstellen inkubiert. Nach den zwei Stunden wurde erneut mit
PBS/Tween gespult und anschlieRend tber Nacht in einer neuen Kivette mit 50 mi
PBS/Tween/5 % BSA/0,02 % NaAzid bei 4 °C auf dem Schuttler inkubiert. Am
nachsten Vormittag wurde die Membran dann mit dem ersten Antikérper (50 ml po-
lyklonaler Kaninchen-anti-human-Occludin-Antikérper, 1:10.000 in PBS/Tween/5 %
BSA/0,02 % NaAzid) inkubiert und zwei Stunden bei Raumtemperatur langsam ge-
schittelt. Es folgte zweimal 10 min Waschen in PBS/Tween und einmal 10 min Wa-
schen in TBS/Tween bei Raumtemperatur. Danach wurde die Membran in eine neue
Kuvette Gberfuhrt und mit 10 ul des mit Peroxidase konjugierten zweiten Antikorper in
10 ml TBST/1 % Blockierreagenz versehen. Die Inkubation mit dem zweiten Antikor-
per betrug anderthalb Stunden bei Raumtemperatur. Die drei Waschschritte mit

PBS/Tween bzw. TBS/Tween wurden wiederholt. Die Membran wurde dann fir exakt
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5 min in einer frischen Kivette mit 10 ml Lumi-Light-Lésung im Dunkeln inkubiert und
als nachstes zwischen zwei Transparentfolien platziert. Im LAS 1000 wurde schliel3-
lich das Licht, das bei der Spaltung des Lumi-Light-Substrats emittiert wurde, detek-
tiert und ein Rontgenfilm exponiert. Die Membran mit den zwei Transparentfolien

konnte im Dunkeln in einer Filmkassette aufbewahrt werden.

2.6.5 Extraktion von Gesamt-RNA aus Gewebestlicken

Ribonukleinsauren (RNA’s) sind lediglich einzelstrangig und weisen eine zusatzliche
2’-Hydroxylgruppe im Ribosering auf, weshalb sie fur hydrolytischen Abbau beson-
ders anfallig sind. Ribonukleasen (RNasen) brauchen im Unterschied zu Desoxyri-
bonukleasen (DNAsen) keine zweiwertigen Metallionen als Kofaktoren, um eine De-
naturierung herbeizufihren. Aus diesen Grinden sind RNA-Verarbeitungen &ul3erst
anfallig fir endo- und exonucleolytischen Abbau und ist die Praparation von RNA mit
auRerster Sorgfalt vorzunehmen. Neben einer sauberen Arbeitsweise muss daher
auch die Inaktivierung von RNasen gewahrleistet sein. Eine Denaturierung auch ex-
trem stabiler Proteine, wie z.B. RNasen, wird durch Guanidinthiocyanat (GCT) er-

reicht.

Nachdem die Ussing-Versuche beendet waren, wurden die verwendeten Gewebe-
stucke in ein steriles 12 ml-Polypropylen-Greiner-R6hrchen (Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen) Uberfuhrt und 6 ml einer Phenol-Guanidinthiocyanat-Losung (RNA-
zol™, Wak-Chemie Medical GmbH, Bad Soden) hinzugegeben. Es folgte die Homo-
genisierung der Gewebsstlcke mittels eines Dispergiergerates (Ultra Turrax, IKA-
Werke GmbH & Co. KG, Staufen). Nach 15-minutiger Inkubation auf Eis wurde dem
Homogenat 1,2 ml CHCI; zugefuhrt und erneut fir 5 min auf Eis inkubiert. Als nachs-
tes folgte eine Zentrifugation mit 11872 g tber 30 min. Die obere wassrige Phase
enthielt jetzt die RNA und wurde in ein weiteres Greiner-R6hrchen tberfuhrt. Nach
der Gabe von 1 Vol Isopropanol auf das Homogenat wurde das Gemisch bei — 80 °C
Uber Nacht gelagert, was die Fallung der RNA bewirkte. Am nachsten Tag folgte
dann ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 11872 g Uber 30 min. Am Grund des
Rohrchens bildete sich hier ein RNA enthaltendes Pellet. Nach dem vorsichtigen Ab-
gieRen des Uberstands wurde dem Pellet zum Waschen 5 ml einer 70 %igen ETOH-
Losung zugegeben gefolgt von erneutem Zentrifugieren, diesmal Uber 15 min mit

11872 g zur Sedimentation der Pellets. Wiederum wurde der Uberstand abgegossen,
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das Pellet dann bei Raumtemperatur kurz getrocknet und schlie3lich in 50-75 ul H,O
resuspendiert. Die Menge der Gesamt-RNA wurde anschlieRend photometrisch be-
stimmt (Gene Quant Il RNA/DNA Calculator, Pharmacia Biotech Ltd., Cambridge).

2.6.6 Denaturierende RNA Gelelektrophorese

Zur Trennung, ldentifizierung und Reinigung von Nukleinséduren gelten Agarosegel-
Systeme als Standardmethode. In einem elektrischen Feld werden die Nukleinséaure-
Molekule aufgetrennt. Die Geschwindigkeit der Molekile hangt dabei von ihrer Ge-
samt-Nettoladung und Grol3e, von der Stromstérke, den Pufferbedingungen und der
Agarose-Konzentration ab (Gele mit héheren Konzentrationen trennen kleinere RNA-
Molekiile.)

Fur das Erreichen einer guten Trennung mussten die RNA-Proben zunachst denatu-
riert werden. Dies wurde erreicht, indem sie vor der Gelbeladung mit %2 Vol 3 x RNA
Probenpuffer gemischt wurden und fir 15 min bei 65 °C inkubiert und dann bis zur
Gelbeladung auf Eis abgekuhlt wurden. In dieser Arbeit wurde ein 1,5 %iges denatu-
rierendes Agarosegel verwendet, wobei die Agarose zunéchst in 1 x Formaldehyd
Gel Puffer (Formaldehyde Gel Running Buffer 10 x, Eppendorf, Hamburg) durch Auf-
kochen geldst wurde. Bei < 60 °C wurde dann 2 %iges (v/v) Formaldehyd zugege-
ben, das Gel ins Gelschiff gegossen und die Vertiefungen fir die Proben durch das
Einsetzen eines Kamms gebildet. Nach der Abkihlung des Gels wurde das Gelschiff
horizontal in die Gelelektrophoresekammer eingesetzt und diese mit 1 x Formalde-
hyd Gel Puffer gerade das Agarosegel bedeckend aufgefllt. Nach der Entfernung
des Kamms wurden die denaturierten RNA-Proben in die Vertiefungen geladen. Fur
2 — 2% Stunden wurde jetzt eine Spannung von 4-5 V/cm angelegt. Anhand des
Bromphenolblau-Farbstoffs konnte das Fortschreiten der Elektrophorese kontrolliert

werden.

2.6.7 Northern Blot

Hierbei erfolgt die Identifizierung von RNA-Fragmenten mit Hilfe von markierten ein-
zelstrangigen oder doppelstrangigen Proben. Es werden dabei komplementéare Ziel-
sequenzen in einem komplexen Gemisch aus elektrophoretisch getrennten und im-
mobilisierten Ribonukleinsauren detektiert. Hier wurden radioaktive cDNA-Sonden

benutzt, die spezifisch an die mRNA fur die a-, p- und y-Untereinheit des ENaC und
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die GAPDH binden. Nach erfolgter Auftrennung im Agarosegel wurden die RNA-
Fragmente auf eine Nylonmembran transferiert. Die relative Position der Fragmente
blieb bei diesem Transfer erhalten. Dann erfolgte die Hybridisierung der Fragmente
mit der radioaktiv markierten Sonde und der Nachweis der gebundenen Sonde mit

einem Rontgen-Film oder alternativ mit einem Phosphor-Imager.

2.6.7.1 Kapillar-Transfer

Nachdem die Elektrophorese beendet war, wurde das Gel zuné&chst fir 30 minin 1 %
Glycin-Losung, dann fur 15 min in 0,05 mol/l NaOH vorsichtig bei Raumtemperatur
geschuttelt und schlief3lich fir mindestens 40 min in 20 x SSC equilibriert. In der Zwi-
schenzeit erfolgte das Zuschneiden der Membran entsprechend der Grof3e des Gels.
Die Membran wurde in destilliertem H,O kurz angefeuchtet und ebenfalls in 20 x

SSC equilibriert. Der Transfer erfolgte in folgender Apparatur:

Aufbau der Transferapparatur:  Gewicht
Papierhandtticher
3 x Whatmann 3MM
Nylonmembran
Gel (upside down)
Parafiimmaske
2 x Whatmann 3MM
Glas
Gestell
Wanne mit 20 x SSC
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Nach Beendigung des Transfers wurde die Membran zunachst in 2 x SSC gewa-
schen. Die Fixierung der RNA auf der Membran geschah dadurch, dass im UV-
Crosslinker (Hoefer UVC 500 UV-Crosslinker, Hoefer Pharmacia Biotech Inc., San
Francisco) eine kovalente Bindung an die positiv geladene Membran durch Bestrah-
lung mit UV-Licht (1200 pJ/cm?) hergestellt wurde. Die Nylonmembran und das Gel
wurden zur Kontrolle des Transfers unter UV-Licht angeschaut. Am Ende wurde die
Nylonmembran in destilliertem Wasser gewaschen und bei Raumtemperatur ge-

trocknet, so dass sie bis zur Hybridisierung aufbewahrt werden konnte.

2.6.7.2 Hybridisierung und Detektion

Die QuikHyb-L6sung (Fa. Stratagene) wurde fir 10 min bei 68 °C vorgewarmt und
die Membran im 50 ml Falcon-Tube mit 5 ml QuikHyb-L&sung (Minimum 50 pl/cm?)
fur 15 min bei 68 °C prahybridisiert. Als nachstes wurde die Sonde (1-10 ul) mit 50 pl
herring sperm DNA (10 mg/ml) fir 10 min bei 95 °C denaturiert und danach fir 5 min
auf Eis gestellt. Die Prahybridisierungslésung wurde nun verworfen und die Sonde
mit 5 ml QuikHyb-LAsung (frisch) zur Membran gegeben. Es folgte die Hybridisierung
fur 2 Stunden bei 68 °C. AnschlieRend wurde die Membran gewaschen und dafir bei
Raumtemperatur in 2 x SSC/0,1 % SDS fiir 2 x 15 min (Minimum 2,5 ml/cm?) und bei
60-65 °C in 0,1-0,5 x SSC/0,1 % SDS fir ebenfalls 2 x 15 min geschiittelt.

Es folgte ein kurzes Anfeuchten mit A. bidest, bevor die Membran fur 5 min bei
Raumtemperatur in 100 ml Waschpuffer geschiittelt wurde. Danach wurde sie bei
Raumtemperatur fir mehr als 60 min in 100 ml Blockierungsldsung und fur weitere
30 min bei Raumtemperatur in 50 ml Antikoérper-Losung geschuttelt. Schliel3lich wur-
de die Membran noch in 100 ml Waschpuffer fur 2 x 15 min. bei Raumtemperatur
und dann in 20 ml Detektionspuffer fir 5 min bei Raumtemperatur geschuttelt. Die
Membran wurde nun upside down fur 5 min bei Raumtemperatur im Dunkeln in 2 ml
Detektionslésung inkubiert. Die Uberschissige Flussigkeit wurde abgelassen und

jetzt im LAS-1000 detektiert (alternativ: Rontgenfilm 15 s — 15 min exponieren).
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2.6.8 Sondenherstellung fur Northern Blots mittels DIG-PCR

Als Sequenzen fur die Herstellung Digoxigenin-markierter Sonden fir Northern Blots
dienten cDNA Klone der a-, - und y-Untereinheit des Ratten-ENaC, welche von B.
Rossier (Institut fur Pharmakologie, Universitat Lausanne) zur Verfugung gestellt
wurden.

Als interner Standard diente die Detektion von Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydro-
genase-cDNA (GAPDH). Die PCR erfolgte in 30 Zyklen (GeneAmp PCR System
2400) nach den Herstellerangaben (Roche):

1l Template
5ul DIG Probe 2 (Boehringer)
5 pl 10 x PCR-Puffer (Roche)

2.5 ul 25mM MgCI2 (Roche)
2x25u Primer (je 25 pmol; 10 pmol/ul)
0,5 ul AmpliTaq (5 U/ul; Quiagen)

ad 50 pl H.O

Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei —20 °C gelagert.
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2.7 Molekularbiologische Methoden: Gerate, Chemikalien, Puffer und Losun-

gen

2.7.1 Gerate

Agarosegel Elektrophorese Kammern
Brutschrank
GeneAmp PCR System 2400

Heizblock

Hybridisierungsofen

Inkubator 1000, Uni max 1010
Luminiszenzbild Analysator (LAS 1000)
Magnetruhrer

Mini-Protean 3 Elektrophoresesystem
Mini Trans-Blot Transfer-Zelle
Plattenlesegerat Spectra Classic
Thermostat 5320

UV-Crosslinker

Wasserbad SW 21/TWB 5

Wippe

Zentrifugen

2.7.2 Materialien

Gel-Blotting-Papier

10 ml PPN Rdhrchen
Kryo-Rohrchen
Magnetriihrstédbchen
Microtestplatten

Nylon Membran

Pipetten

Poly Screen PVDF-Transfer Membran
Rontgenfilm X-OMAT AR
Rontgenfilm X-OMAT LS
Standardtips 10 pl, 100 pl, 2000 pl

Transparentfolien

Biorad, Miinchen

Heraeus, Hanau
PE-Applied-Biosystems,
Weiterstadt

Grant, Berlin

Unitherm, Karlsruhe
Heidolph, Kelheim

Fuji, DUsseldorf
Ika-Combimag, Miinchen
Biorad, Mlnchen

Biorad, Mlnchen

Tecan, Crailsheim
Eppendorf, KoIn

Pharmacia Biotech, Freiburg
Julabo, Selbach

Frobel Labor Technik, Lindau
Hermle Z233MK, Wehingen
Eppendorf 5414 C, Kdéln

Schleicher und Schuell, Dassel
Greiner, Frickenhausen
Brand, Wertheim

Merck, Berlin

Rotilabo, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Eppendorf, KdIn

NEN, Kdln

Kodak, Rochester, New York
Kodak, Rochester, New York
Eppendorf, Koln

Ahrend, Hannover
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2.7.3 Chemikalien

Acrylamid

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)
Anti-Kaninchen 1gG-POD-AK

BCA Protein Assay Reagenz A + B

Bromphenolblau

BSA (100 x)
Chloroform
Dimethylformamid
Ethidiumbromid
Ethanol

Formaldehyd

Glycerol

Glycin

Herring sperm DANN
Isopropanol
Lumi-Light Western Blotting Kit
Magnesiumchlorid
Methanol

Natronlauge
Natriumacetat
Natriumchlorid
Paraformaldehyd
PBS-Tabletten
Qiagen Plasmid Mini Kit
SBTI

SDS

SSC 20 x

Tris Base

Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8
Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8
Tris-HCI 1 M, pH 7,4
Triton X 100

Tween 20

Serva Heidelberg

Life Technologies, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen

Roche, Mannheim

Pierce, Rockford, lllinois
Amersham Phamacia Biotech
Braunschweig

BioLabs, Frankfurt am Main
Merck, Berlin

Merck, Berlin

Life Technologies, Karlsruhe
J.T. Backer, Deventer,Niederlande
Merck, Berlin

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Life Technologies, Karlsruhe
J.T. Backer, Deventer,Niederlande
Roche, Mannheim

Merck, Berlin

Merck, Berlin

Merck, Berlin

Merck, Berlin

Serva, Heidelberg

Merck, Berlin

Life Technologies, Karlsruhe
Qiagen, Hilden

Sigma, Taufkirchen

Merck, Berlin

Life Technologies, Karlsruhe
Calbiochem, Bad Soden
Biorad, Minchen

Biorad, Mlnchen

Life Technologies, Karlsruhe
Roche, Mannheim

Sigma, Taufkirchen
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2.7.4 Puffer und Losungen

5 % Magermilchpulver in PBS:

5% BSA in PBS:

Gebrauchslésung (Proteinquantifizierung):

10 x Puffer West:

Elektrophoresepuffer:

Transferpuffer:

PBST:

PBST/ 5 % Magermilchpulver:

BSA-Blockierungslosung:

5 g Magermilchpulver, PBS ad
100 ml

5 g BSA, PBS ad 100 ml

je Probe:

196 pl Pierce BCA Protein Assay
Reagenz A

4 ul Pierce BCA Protein Assay

Reagenz B

144 g Glycin
30,4 g Tris Base
ad 1 | Aqua bidest

100 ml Puffer West
10 ml 10 % SDS
ad 1 | Aqua bidest

100 ml 10 x Puffer West
100 ml Methanol
ad 1 | Aqua bidest

2 PBS-Tabletten auf 1 | Aqua bi-
dest

1 ml Tween

5 g Magermilchpulver
PBST ad 100 ml

5 % BSA
0,02 % Natriumazid in PBST
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Lysepuffer:

Fir 5 ml Lysepuffer frisch ergdnzen:

2.8 Histologische Methoden

2.8.1 Morphometrie

2 ml Tris HCI, pH 7,4
500 pl 1 M MgCl,

200 pl 0,5 M EDTA
120 ul 0,5 M EGTA
Aqua bidest ad 100 ml

5 ul 1000 x SBTI
100 pl 50 x PPI
50 pl 100 x PIC
5 ul Aprotinin

Nach Beendigung des Ussingkammer-Experiments wurde das gestrippte Colonge-

webe sofort in 10 %iger Formalin Pufferlosung fixiert. Zur Quantifizierung der Krypten

wurden die Praparate unter dem Lichtmikroskop und mit einer Digitalkamera sorgfal-

tig betrachtet und die Anzahl der Krypten pro serosale Flache bestimmt. Als nachstes

wurden identische Préparate fur mindestens 24 Stunden in Paraffin eingebettet und

mit Hamatoxylin und Eosin angefarbt. Von diesen Préparaten wurden anschlielend

die Lange und der innere Durchmesser der Krypten mit Hilfe des Mikroskops und

eines Computerprogramms (Analysis) gemessen und statistisch ausgewertet.

Abb.7:  Kryptendarstellung im Durchlichtmikroskop
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2.8.2 Cryoschnitte

Zur Préaparation der Cryoschnitte wurden die Gewebestiicke zunéchst in 30 %iger
Sucrose-L6sung inkubiert. Im Cryostat wurden die Colonpréaparationen bei 27 °C und
mit einer Dicke von 8 um geschnitten. Die Einbettung in Tissue Tek, eine Gewebefi-
xierungslosung, erfolgte auf Trockeneis. Die Praparate wurden fir die Querschnitte
senkrecht auf Tissue Tek fixiert. Dann wurden die Schnitte auf Objekttrager tber-

fuhrt, anschlie3end erfolgten die Immunfluoreszenzfarbungen.

2.8.3 Immunfluoreszenz

Die Objekttrager wurden zuerst in einen Objekttragerhalter gestellt und dieser in den
folgenden Farbeschritten von einer Kivette in die nachste gesetzt. Nach kurzem
Waschen in PBS wurden die Schnitte 15 min lang in Paraformaldehyd 4 %ig fixiert
und in 5 % Glycin inkubiert, dann wieder in PBS zweimal kurz gewaschen. Schliel3-
lich wurden die Praparate fir 10 min in 0,5 % Triton-X in PBS-L6sung gegeben und
permeabilisiert, nochmals in PBS gewaschen und dann fir 30 min bei Raumtempera-
tur mit 0,5 % Goat-Serum in PBS blockiert. Es folgte das Auftragen des ersten Anti-
korpers, also anti-ENaC-alpha, -beta und —gamma auf die Objekttrager, wobei jeder
Objekttrager immer nur einen Antikdrper erhielt. Es handelte sich hierbei um polyklo-
nale Anti-Rabbit-Antikdrper (Alpha Diagnostic International), die auf 1:50 in Blockier-
Lésung verdinnt wurden. Die Inkubation dauerte 60 min. Danach wurden die Schnit-
te zweimal in Blockierungslosung gewaschen und anschliel3end der zweite Antikor-
per vorsichtig aufgetragen, es handelte sich hierbei um goat anti-rabbit (Alexa Fluor
594 goat anti-rabbit 1IgG, Molecular Probes, Eugene, OR), Verdinnung 1:50 mit Blo-
ckierlésung. Die Inkubation erfolgte im Dunkeln fur 45 min. Wiederum wurden die
Praparate zweifach in Blockierungslosung gewaschen und dann kurz in Aqua dest.
und absolutem Ethanol abgespult. Zum Schluss wurden die Praparate mit ProTaqgs-
MountFluor (Fa. Biocyc, Luckenwalde) eingedeckt und mit einem Deckglaschen ver-
sehen. Die Schnitte mussten danach im Dunkeln bei Raumtemperatur ausharten und
waren im Dunkeln bis zu 4 Wochen haltbar.

Die Farbungen der Schnitte wurden mittels Fluoreszenzmikroskop (Olympus BX 60,
Olympus Optical Co. GmbH, Germany) analysiert.
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2.9 Statistik

Alle Ergebnisse wurden als arithmetischer Mittelwert zusammen mit der Standard-
abweichung des Mittelwertes (SEM) angegeben. Die Anzahl der Einzelversuche
wurde mit n bezeichnet. Zum Vergleich der Kollektive kam der zweiseitige t-Test
nach Student fur voneinander unabhéngige Stichproben zur Anwendung. Als signifi-

kant galt p < 0,05.
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3 ERGEBNISSE
3.1 Elektrogener Natrium-Transport in Colitis ulcerosa-Praparaten

Die Funktion des ENaC im humanen Colon sigmoideum wurde mittels Ussing Kam-
mer Technik untersucht. Es sollten auf diese Weise mdgliche Auswirkungen der

chronischen Entziindung auf die Transportfunktion des Epithels gezeigt werden.

Partiell gestripptes Epithel vom Colon sigmoideum wurde mit 3 nmol/l Aldosteron in
vitro in der Ussingkammer stimuliert und der elektrogene Na'-Transport ls. gemess-
sen. Nach achtstiindiger Inkubation wurde durch mucosale Zugabe von 10 mol/l
Amilorid die elektrogene Natriumresorption (Jna) bestimmt. In Abb. 8 ist der zeitliche
Verlauf von Isc im menschlichen Dickdarm bei Stimulation in vitro mit 3 nmol/l Al-
dosteron dargestellt, wobei nach einer Latenz von einer Stunde eine standige Zu-
nahme des Isc beobachtet werden konnte. Maximale Werte wurden nach 8 Stunden
Inkubationszeit erreicht. Die Grof3e von Jna entspricht dabei der Gréf3e des durch
Amilorid hemmbaren Kurzschlussstroms, d.h. der Differenz der Kurzschlussstrom-
werte unmittelbar vor und 10 min nach Amilorid-Zugabe. Die Epithelien, die ohne Al-
dosteronzugabe in der Ussingkammer geblieben waren, zeigten keinen signifikanten
Anstieg des Jna. Abb. 8 zeigt den Vergleich von Ig. bei t=0 h, 8 h und nach Applikati-
on von Amilorid. In den Kontroll-Epithelien fihrten 3 nmol/l Aldosteron zu einem star-
ken Anstieg des lsc von 10,2 + 1,2 pmol-h™.cm™, und der Abfall des Kurzschluss-
stroms lsc nach Amilorid-Gabe fiihrte zu einem Jyavon 6,9 + 1,2 umol-h™.cm? (n = 8).
Im entzindeten Gewebe der Colitis ulcerosa-Praparate konnte Aldosteron keinen

Anstieg von Jya (0,06 + 0,04 pmol-h™*-cm™; n = 7) bewirken.
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Abb. 8:  Wirkung von Aldosteron auf den ENaC

Dargestellt ist der Zeitverlauf des aktiven Natrium-Transports in humanem Colon sigmoi-
deum bei in vitro-Stimulation mit Aldosteron (n = 8). Die Kontrollgewebe zeigten einen steti-
gen Anstieg des Kurzschlussstroms durch Aldosteron. Nach 8 Stunden wurde der maximale
Natriumstrom durch die Blockierung des ENaC mit 100 umol/l Amilorid bestimmt. Die ent-
ziindeten Gewebe der Colitis ulcerosa zeigten keine signifikante Zunahme des Natrium-
stroms Jn, Nach Aldosterongabe.
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Abb.9: Kurzschlussstrom (lsc) von Colitis ulcerosa-Geweben. Vergleich des I, vor
und nach Inkubation mit Aldosteron

In den Kontrollen bewirkten 3 nmol/l Aldosteron eine starke Zunahme des Iy, die nach Appli-
kation von Amilorid (amil) wieder abfiel. Dieser Amilorid-sensitive Anteil des Natriumstroms
betrug 6,9 + 1,2 pmol‘h'l-cm'z. Im entzindeten Gewebe war der Natriumstrom auf 0,06 +
0,04 pmol-h™.cm reduziert (n = 8 Experimente fiir Kontroligewebe und n = 7 fir Colitisge-
webe, Mittelwerte + Standardabweichung, P < 0,05).

Da zusatzlich zum reinen Epithel auch nicht-epitheliale Gewebsanteile mit in die Us-
singkammer eingespannt werden, entstehen Widerstdnde zwischen den Span-
nungselektroden. Zur genauen Bestimmung des epithelialen Widerstands wurden die
Messwerte daher um die Widerstande der jeweiligen subepithelialen Gewebsanteile
korrigiert. Diese Korrektur ist fur die Widerstande der Badl6sung allgemein akzep-
tiert, ebenfalls muss der Kurzschlussstrom Isc jedoch um die Widerstande der sube-
pithelialen Gewebsanteile bei Praparationen des Darms korrigiert werden. Es ist be-

kannt, dass sogar nach Korrektur fur die Badldsung die wahre aktive Transportrate
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noch unterbewertet wird, um einen Faktor, der durch den Quotienten R' durch R®
darstellbar ist. RYR® war 1,16 + 0,02 (n = 10) in den Kontrollen und 3,09 + 0,27 (n =
11, P < 0,001) in den entzindeten Colitisgeweben. Dies bedeutet, dass der gemes-
sene Kurzschlussstrom lsc die echte Transportrate in Colitis ulcerosa-Préaparaten
mehr untertreibt als in den Kontrollen (ratio, 1:2,7). Dennoch kann auch die Korrektur
des I in Colitis ulcerosa-Praparaten nicht den hohen Stérungsgrad in Colitisgewebe
erklaren. Die korrigierten Jya-Werte betrugen 8.0 + 1,4 pmol-h.cm™ und 0.19 + 0,13

pmol-h™®.cm™? (P < 0,01 vs. Kontrolle).

3.2 Festlegung eines Korrekturfaktors hinsichtlich unterschiedlicher Ge-
websdicke des entzindeten Colonepithels fur molekularbiologische
Quantifizierung

Ein moglicher Faktor, der den Vergleich zwischen Kontrollepithel und Colitis ulcero-
sa-Epithel beeinflussen kann, ist die Zunahme der Dicke der subepithelialen Schich-
ten als Zeichen der Entziindung bei Colitis ulcerosa vor allem durch entziindungsbe-
dingtes Odem und Infiltration von Immunzellen. Diese Zunahme fiihrte zu einem ho-
heren subepithelialen Proteingehalt und damit zur Abschwachung spezifischer epi-
thelialer mRNA und Protein-Signale bei Colitis ulcerosa. Um dieses Phanomen der
Abschwachung auszuschalten, wurde die totale Membran-Protein-Fraktion pro expo-
nierter Gewebsoberflache in der Ussingkammer bestimmt. In dieser Berechnung fiel
ein signifikanter Unterschied in der Proteinmenge auf (329 + 26 pg-cm™ in den Kon-
trollen gegen 416 + 24 ug-cm™ in Colitis ulcerosa-Préaparaten). Nach dieser Berech-
nung ergab sich ein Korrekturfaktor von 1,26 + 0,03 (P < 0,001), der damit einen di-
rekten Vergleich von Signalen aus Northern- und Western-Blots zwischen Kontrollen

und Colitis ulcerosa mdglich machte.
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Zusammenhang zwischen Gewebsprotein und mucosaler Oberflache

Protein Protein pro | Krypten- |Innerer Krypten Mucosale n
pro Ge- |Gewebe- lange Krypten- pro sero- | Flache pro
webe Nassge- durchmes- |sale serosale
(ug-cm™@) |wicht (um) ser Flache Flache
(ug-mg™) (um) (mm?)
Kontrolle |329+26 (4,5+0,6 193+5 24615 (44+1 1,43 +0,03 4
(100%) (100%)
Colitis 416 +24 |51+0,9 126 +4 |21,3+13 (24t1 1,11+ 0,01 4
ulcerosa | (126%) (129%)
P Wert < 0,05 ns <0,001 |ns < 0,001 <0,01

Das gestrippte Colongewebe von Colitis und Kontroll-Patienten wurde aus der Us-
singkammer ausgeschnitten und gewogen. Es folgte die Praparation der totalen
Membranprotein-Fraktion wie im Methodenteil beschrieben. Aus diesen Werten wur-
de das Membranprotein pro Gewebe (pug-cm?) und das Protein pro Gewebe-
Nassgewicht (ug-mg™) bestimmt (n = 4). In der Morphometrie wurden die Unter-
schiede zwischen Kontroll- und Colitisgewebe bezuglich der Anzahl der Krypten pro
mucosaler Oberflache, der Kryptenldnge und des inneren Kryptendurchmessers ge-

messen (siehe Methodenteil).

3.3 Histologie und Morphometrie von Colitis ulcerosa-Praparaten

Zur morphologischen Beurteilung des Schweregrades der Entziindung wurden Ha-
matoxylin & Eosin-Farbungen an Dinnschnitten von Kontrollen und Colitis ulcerosa-
Préaparaten hergestellt und die Schichtdicke des Subepithels der Gewebestlicke aus
der Ussingkammer bestimmt und mit dem gemessenen subepithelialen Widerstand

korreliert.

Wie in den folgenden Abbildungen erkennbar, fiel bei entzindetem Gewebe eine
deutlich veranderte Morphologie auf. Es zeigte sich hierbei eine Veranderung der
Oberflachengeometrie, die sich vor allem in der Rarefizierung der Krypten und in ei-
ner Verminderung der Kryptenlange und des Kryptendurchmessers mit verminderter
Resorptionsflache manifestierte. GroRRere Lasionen wie Ulzerationen konnten bei

diesen Gewebsstlicken jedoch nicht beobachtet werden.
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Die subepithelialen Gewebsschichten (Lamina propria mucosae, Lamina muscularis
mucosae, Tela submucosa) der untersuchten partiell gestrippten Gewebe waren ver-
dickt. In Kontrollen konnte eine Schichtdicke von 494 + 89 um gemessen werden,
wahrend entzindete Praparate eine um das 2,5-fach vermehrte Schichtdicke von
1276 + 228 um (n = 7; P < 0.05) aufwiesen. Diese Veranderung der subepithelialen
Schichtdicke wurde dabei hervorgerufen durch ein mucosales Odem, Invasion und
Infiltration von Entziindungszellen, sowie durch Verdickung der Lamina muscularis
mucosae. Diese Verénderungen sind somit als strukturelles Korrelat zum subepithe-

lialen Widerstandsanstieg zu betrachten.

Abb. 10
Kontrollgewebe Colitis ulcerosa

Abb. 10 und 11: Histologische Bilder mit Darstellung der Krypten in der Morphometrie

Deutliche Rarefizierung der Krypten und deutlich verkiurzte Kryptenl&angen bei Colitis ulcero-
sa im Vergleich zu Kontrollgewebe.
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3.4 ENaC mRNA-Expression in Colitis ulcerosa-Praparaten

Im Anschluss an die elektrophysiologischen Versuche wurde die Gesamt-RNA aus
den Gewebsstucken isoliert und die mRNA der a-, - und y-Untereinheiten des ENaC

mittels Northern Blot Technik analysiert.

In Abb. 12 sind Northern-Blots zu sehen, welche die mMRNA der ENaC-Untereinheiten
a, B und y zeigen. Nach 8-stuindiger Inkubation mit Aldosteron konnte in den Kon-
trollgeweben eine Hochregulation der B- und y-Untereinheiten-mRNA gesehen wer-
den, welches nur durch eine direkte Induktion der Transkription zu erklaren ist. In der
Densitometrie zeigte sich in der Analyse von 6 — 7 Blots jedoch keine Anderung in
der mRNA der a-Untereinheit (111 % + 9 % des Kontroll-Signals). Im Gegensatz da-
zu ergab sich fur die mRNA der - und y-Untereinheiten eine deutliche Hochregulati-
on unter Aldosteron (bis zu 236 % + 18 % und 769 % + 85 % des entsprechenden

Kontrollgewebes).

Im entziindeten Colitis-Gewebe war die Expression der mRNA der a-Untereinheit
noch vorhanden (nicht signifikanter Unterschied zur Kontrolle), was einen Hinweis
auf das veranderte Oberflachenepithel liefert. Es fand jedoch keine Induktion der
MRNA von B- und y-Untereinheit durch Aldosteron bei Colitis-Gewebe statt, welches
einen scharfen Kontrast zu den Anderungen bei nicht entziindetem Colongewebe

darstellt.

Dies verdeutlicht, dass die Stérung des durch Aldosteron stimulierbaren Na®-
Transports mit einer gestdrten Hochregulation der - und y-Untereinheit einhergeht,
wahrend sich fur die a-Untereinheit eine adaquate Antwort auf die Stimulation mit

Aldosteron zeigte.
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Abb. 12: Northern-Blots: Induktion der ENaC mRNA in Colitis ulcerosa-Préaparaten

Repréasentative Blots: In Kontrollgeweben zeigte sich durch 3 nmol/l Aldosteron eine starke
Zunahme der B- und y-ENaC mRNA, wahrend die mRNA der a-Untereinheit unverandert
blieb. In Colitis ulcerosa-Praparaten war die a-ENaC-Untereinheit noch vorhanden, wahrend
die aldosteronabhangige B- und y-ENaC-Induktion vollstandig zum Erliegen kam (Repréasen-
tative Blots, n = 7 Experimente flur jede Gruppe). GAPDH diente als interner Standard.

3.5 ENaC-Protein-Expression in Colitis ulcerosa-Praparaten

Die Veranderungen der ENaC-Untereinheiten auf Proteinebene wurden mittels Wes-
tern Blot Technik analysiert (Abb. 13). Die Spezifitat der Western Blot Signale wurde
mit Hilfe der bei der Antikdrpersynthese verwendeten Immunisierungs-Peptide tber-
pruft. Die Ergebnisse aus der Densitometrie befinden sich in Abb. 13B (gepooltes
Material von n = 4 Patienten). Wieder wurden die Daten um den Faktor fur den er-
hohten Gesamt-Protein-Gehalt korrigiert. Das Muster der Protein-Expression dhnelte
dem Muster der mRNA-Expression. In der Membran-Fraktion der Kontroll-Gewebe
blieb die a-Untereinheit nach Inkubation mit Aldosteron unverandert wahrend ein
starker Anstieg der - und y-Untereinheiten des ENaC beobachtet werden konnte. In
der entziindeten Mucosa fehlte der Aldosteron-abhéngige Anstieg der B- und y-
Untereinheiten vollstandig, wahrend die a-Untereinheit konstant blieb, was sich durch

eine Reifung des Oberflachenepithels erklaren lasst.
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3.6 Immunhistochemie

Die Lokalisation der a-, B- und y-Untereinheiten wurde mittels spezifischer Antikorper
analysiert. In den Kontrollgeweben waren die B- und y-Untereinheiten stark durch
Aldosteron induzierbar, wahrend dies in Colitis-ulcerosa-Praparaten nicht der Fall
war (Abb. 14). Die a-Untereinheit hingegen blieb weiterhin exprimiert, auch in ent-
zundetem Colitis-Gewebe. Die Lokalisation aller Untereinheiten war dabei auf das
Oberflachenepithel begrenzt, in den Krypten wurden keine Signale sichtbar.

3.7 Expression des Mineralocorticoid-Rezeptors in Colitis ulcerosa-
Praparaten

Um sicherzustellen, dass nicht ein veranderter Mineralocorticoidrezeptor (MR) fur die
beobachteten Verdnderungen der ENaC-Untereinheiten auf mRNA- und Proteinebe-
ne verantwortlich war, wurde der Rezeptor mittels Western-Blots analysiert. Es konn-
te gezeigt werden, dass auch in Colitis ulcerosa-Praparaten der Rezeptor vergleich-
bar stark wie in der Kontrolle exprimiert wurde. Somit konnte eine verminderte Ex-
pression des MRs als Ursache fur die fehlenden Aldosteronwirkungen im entziinde-
ten Gewebe ausgeschlossen werden. In Abb. 14 sind die MR-spezifischen Banden

bei 116 KD sowohl in Kontroll- als auch in Colitis ulcerosa-Préaparaten dargestellt.
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Abb. 13: Induktion der ENaC-Untereinheiten in Colitis ulcerosa-Préaparaten

A: Western Blots
B: Densitometrie der Western Blots

Die Veranderungen der a-, B- und y-Untereinheiten wurden durch Immunoblots analysiert.
Hierbei konnten spezifische Signale der Untereinheiten durch den Einsatz entsprechend blo-
ckierender Impf-Peptide bestatigt werden. Es konnte eine starke Zunahme der - und y-
ENaC-Signale in der Membran-Fraktion der mit Aldosteron inkubierten Kontrollgewebe beo-
bachtet werden, aber nicht in Colitis ulcerosa-Préaparaten. Fir die a-Untereinheit wurden
keine signifikanten Unterschiede gefunden. Die a-ENaC-Signale waren in Kontrollgewebe

und in entziindetem Gewebe (Blots n = 4, gepooltes Material) gleichermal3en vorhanden.
Jeder Antikodrper markierte eine einzige Bande bei 72 — 76 KD.
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Abb. 14: Immunhistochemie mit Anfarbung und Western Blot-Analyse des Mineralo-
corticoid-Rezeptors

Aufteilung der o-, B- und y-Untereinheiten im Colon sigmoideum von Kontroll- und Colitis-
Patienten nach 8-stuindiger Inkubation mit Aldosteron. a-ENaC konnte in Kontroll- und Coli-
tisgewebe nachgewiesen werden, wahrend die Expression von - und y-ENaC nach Inkuba-
tion mit Aldosteron auf das Kontrollgewebe beschréankt war (Farbungen aus angrenzenden
Gebieten, n = 4).

Ebenso abgebildet ist die Expression des Mineralocorticoidrezeptors (MR), dessen spezifi-
sche Signale in Kontrollen und Colitis-Gewebe bei 116 KD nachgewiesen werden konnten
(gepooltes Gewebe, n = 4 in beiden Gruppen).
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3.8 Effekte von TNF-a und IFN-y auf humanes Colon sigmoideum

Der Einfluss der pro-inflammatorischen Zytokine TNF-o. und IFN-y wurde am
menschlichen Darmepithel untersucht. Diese Zytokine sind bei Colitis ulcerosa er-
hoht, und ihre Rolle bei der Stérung von Transportsystemen, wie z.B. dem elektroge-
nen Natrium-Transport sollte daher naher beleuchtet werden.

Pro-inflammatorische Zytokine wie TNF-a und IFN-y haben einen hemmenden Effekt
auf den Natriumstrom Jya. Nach der Inkubation des Gewebes mit IFN-y (1000 U/ml)
fur zwei Stunden und der folgenden serosalen Applikation von TNF-a (100 ng/ml) far
6 Stunden, wurde 8 Stunden mit Aldosteron (3 - 10~ mol/l) inkubiert (Inkubationszeit
insgesamt also 16 Stunden). In diesem Versuchsansatz zeigte sich bei Inkubation

mit den Zytokinen eine starke Reduktion des Jn, auf 47% + 8%.

Neben der deutlichen Reduktion des Natriumstroms in der Ussing-Kammer zeigte
sich auch in den Northern-Blots eine deutliche Abnahme der - und y-ENaC-mRNA.
In der Densitometrie ergab sich kein signifikanter Anstieg der - und y-ENaC mRNA
(104 % + 14 % und 92 % + 7 % der Kontrolle) nach Inkubation mit Aldosteron und
den Zytokinen (n = 4, gepooltes Material zur Gewinnung einer adaquaten Menge an
Gesamt-RNA). Wiederum wurde als wichtiges Kontrollexperiment auch die a-ENaC

MRNA betrachtet. Ihre Expression wurde durch die Zytokine nicht reduziert.

Zur Uberwachung, dass das Epithel wahrend der 18 Stunden Inkubation und Exposi-
tion mit Zytokinen in der Ussingkammer wahrend des Versuchsablaufs zu jeder Zeit
vital war, wurde kontinuierlich der transepitheliale Widerstand registriert. Es ergaben
sich hierbei konstante Werte von anfangs 103 + 3 Q-cm? bis 95 + 5 Q-cm? zum Ende

des Experiments (n = 16).
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Abb. 15: Induktion des ENaC bei Inkubation mit proinflammatorischen Zytokinen in
der Elektrophysiologie

Der Amilorid-sensitive Abfall des I als MaR fiir die ENaC-Induktion war bei der Prasenz von

TNF--a. (100 ng/ml) und IFN--y (1000 U/ml) in Kontrollgeweben auf 47 % + 8 % vermindert (P
< 0,05).
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Abb. 16: Northern Blots

Nach 8-stuindiger Inkubation mit Aldosteron war eine starke Zunahme der - und y-ENaC
MRNA sichtbar; dieser Effekt wurde durch die Zytokine dramatisch gehemmt.
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Abb. 17: Densitometrie der Northern Blots

Die Densitometrie zeigte eine Aldosteron-induzierte Zunahme der - und y-ENaC Signale auf
363 % + 61 % beziehungsweise 526 % + 39 % ohne Zytokine, jedoch keine signifikante Zu-
nahme (104 % + 14 % beziehungsweise 92 % + 7 %) bei Vorhandensein der Zytokine. Es
wurden keine signifikanten Unterschiede der a-ENaC Signale gefunden (in Prozent der Kon-
trollen, n = 4 in jeder Gruppe).



DISKUSSION 56

4 DISKUSSION
4.1 Storung des Natriumstroms Jy, bei Colitis ulcerosa-Praparaten

Im Verlauf des Darmrohrs von proximal nach distal gibt es verschiedene Mechanis-
men der Natrium-Resorption. Im proximalen Colon dominiert noch die elektroneutrale
Natriumresorption, wahrend die Natriumresorption tiber den ENaC in Richtung dista-
les Colon immer bedeutsamer wird. Unter physiologischen Bedingungen ist der
Transportmechanismus tUber den ENaC nur geringgradig ausgepragt und wird erst
durch die Wirkung von Aldosteron bei Diarrhoe und Elektrolytverlusten aktiviert wie in
dem Modell der Na'/H"-Antiporter 3 (NHE3)-defizienten Maus gezeigt wurde
[Schultheis et al., 1998]. Bei chronischer Stimulation durch Steroide konnte aktiver
Natrium-Transport bis in distale Dinndarmabschnitte nachgewiesen werden [Will et
al., 1980]. Auf diese Weise ist der Natrium-Transport ein wichtiger intestinaler Re-
sorptionsmechanismus, der als Reserve-Kapazitat zum Schutz vor Diarrhoe dient. In
dieser Arbeit wurde die ENaC-Dysregulation in Colitis ulcerosa-Praparaten unter-
sucht und wertvolle Informationen uUber die Pathomechanismen der ENaC-
Downregulation bei Colitis ulcerosa auf funktionaler und molekularer Ebene gewon-

nen.

Bei physiologischen Aldosteron-Konzentrationen (3-10~° mol/l) wurde der Natrium-
strom in vitro auf 8,0 pmol-h™.cm™ im Gewebe der Kontrollpatienten stimuliert. Im
Sigma-Gewebe der Colitis-Patienten konnte hingegen kein Anstieg des Natrium-
transports unter Aldosteroneinfluss beobachtet werden; der Natrium-Transport in
entztindetem Colitisgewebe war erheblich gestort. In vivo bedeutet das ein Zurtick-
bleiben der Natrium-lonen im Lumen, welches durch Bindung der Elektrolyte an
Wasser wiederum zu einem erhdhten Elektrolyt- und Wasserverlust durch Diarrhoe
fuhrt. Es lag daher die Frage nahe, wie stark sich der Verlust der aktiven, ENaC-
regulierten Natriumresorption im distalen Colon quantitativ auswirkt. Zur Beurteilung
des Ausmaldes der Diarrhoe kann die Menge des Ausscheidungsvolumens, das von
der aktiven Natriumresorption allein abhéngt, berechnet werden. Unter physiologi-
schen Bedingungen resorbiert ein 15 cm-Segment des distalen Colons 21 mmol Na*
pro Tag. Dies lasst sich aus dem Durchmesser des Colons von 2,3 cm und dem Nat-

riumstrom Jya von 8,0 pmol-h™.cm™, wie er bei hohen Aldosteron-Konzentrationen
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beobachtet wurde, bestimmen. Obwohl die Messung der absoluten Werte fir den
Durchmesser des Colons und den Natriumstrom Jy, Schwierig ist, deutet eine hypo-
thetische Rechnung darauf hin, dass die Resorption von 650 ml Stuhl-Volumen pro
Tag entlang eines 15 cm langen Mineralocorticoid-sensitiven distalen Colon-
Segments bei Dysfunktion der aktiven Natrium-Resorption verhindert wirde. Diese
Rechnung erfolgt unter Annahme einer Natrium-Konzentration in den Faeces von 32
mmol/l unter physiologischen Bedingungen und charakterisiert bei schwierig zu veri-
fizierenden Parametern das maximale Ausmal} des ENaC-abhéangigen Stuhlvolu-
mens. Auch wenn das effektive Volumen darunter liegt, so wirde der ENaC-

abhangige Anteil auf jeden Fall zur Diarrhoe bei Colitis ulcerosa beitragen.

4.2 Spezifitat der funktionellen Veranderungen in entziindeter Colitis-Mucosa

Wenn in einem entziindeten Gewebe die Transport-Funktionen dieses Gewebes
deutlich eingeschrankt sind, stellt sich die Frage, ob dieser Stdrung ein spezifisches
regulatorisches Phanomen zugrunde liegt oder ob es sich um die Folge von generel-
ler Gewebsschadigung handelt. Die letztgenannte Mdglichkeit kann ausgeschlossen
werden, falls andere aktive Transport-Funktionen wie die elektrogene Chloridsekreti-
on und der elektrische Widerstand als unverandert nachgewiesen werden kdnnen.
Dieses schien der Fall zu sein, da sowohl in aktuellen als auch in vorherigen Arbeiten
gezeigt wurde, dass der elektrische Widerstand wahrend der Ussingkammer-
Experimente konstant blieb und auch die maximale Kapazitat der Chloridsekretion im
Vergleich von Kontrollen und Colitis-ulcerosa-Gewebe nicht signifikant verandert war
[Schmitz et al., 1999]. Die Vitalitat der Colitis-Mucosa unter in vitro Bedingungen war
also ausreichend. Der Ausschluss dieser unspezifischen Storfaktoren stitzte die An-
nahme, dass die Reduktion des elektrogenen Natrium-Transports spezifisch ist.

Eine ahnliche Stdrung des elektrogenen Natrium-Transports konnte im Colitis ulcero-
sa-Modell der Interleukin-2-defizienten Maus nachgewiesen werden. Diese Stérung
zeigte sich bereits in einem frilhen Entziindungsstadium noch vor der Barrieresto-
rung des Epithels [Barmeyer, 2002]. Dass die Down-Regulation eines aktiven Trans-
ports schon ohne vorhandene Barrierestbrung des Epithels auftreten kann, ist ein
weiterer Hinweis fur ein spezifisches Wirken von inflammatorischen Mediatoren auf

die Expression von aktiven Transportern.
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4.3 Korrektur-Algorithmen der Northern- und Western-Blots fur die entzindli-
chen Veranderungen bei Colitis ulcerosa-Praparaten

Die Ergebnisse aus der Densitometrie von Northern-und Western-Blots wurden zuvor
als Rohdaten und nach der Korrektur fir subepitheliale Entzindungsveranderungen
prasentiert. Der Korrekturfaktor von 1,26 ergab sich durch den Vergleich der Prote-
inmenge in gesundem und entziindetem Colongewebe (bezugnehmend auf 1 cm?
serosale Flache). Da Northern- und Western-Blots mit identischen Probenmengen fur
beide Gruppen beladen wurden, hatte ohne Verwendung des Korrekturfaktors ein
entscheidender Fehler tUbersehen werden kdnnen. Es ware eine falsch schwache
Detektion in Colitis ulcerosa-Préaparaten aufgrund des Verdinnungsartefakts bei ho-
hem Anteil an subepithelialem Protein aufgetreten. Auch ohne Einrechnung des Kor-
rekturfaktors waren die Veranderungen in mRNA- und Protein-Expression in diesem
Fall signifikant gewesen. Trotzdem, im Hinblick auf diese inflammatorischen Veréan-
derungen des Protein-Gehalts, erscheint es fur die Zukunft sinnvoll, beim Vergleich
von entzindeter und nicht entziindeter Mucosa mit verschiedenen Proteinmengen

einen solchen Korrektur-Algorithmus anzuwenden.

Ein weiterer Korrektur-Algorithmus war notwendig fur den Vergleich von entziindeter
und nicht entziindeter Mucosa-Oberflache. Die Kryptenoberflache war aufgrund einer
Rarefizierung der Krypten in Colitis ulcerosa-Praparaten verglichen mit Kontrollmu-
cosa deutlich verkleinert [Truelove et al., 1956]. In der eigenen Analyse fand sich ein
Korrekturfaktor von 1,29. Diese Tatsache ist wichtig bei der Betrachtung von Para-
metern der epithelialen Barriere wie z.B. Widerstande in Colitis- und Kontrollgewebe,
ist aber im Vergleich der ENaC-Expression wahrscheinlich ohne Bedeutung, da der
ENaC nur im Oberflachenepithel exprimiert wird, wie in dieser Arbeit durch die Im-

munohistochemie nachgewiesen werden konnte.

Schon langer wurde diskutiert, ob der schnelle Zellersatz und Zellumsatz in entzin-
deter Mucosa zu einem weniger differenzierten Oberflachenepithel fihrt und daraus
eine verminderte Kapazitat fur aktive Resorption resultieren kénnte. Diese Hypothese
wurde durch die vorhandenen aktuellen Daten nicht gestitzt, da eine von den drei
ENaC-Untereinheiten, namlich die o-Untereinheit, in Colitis ulcerosa-Praparaten

nicht reduziert auftrat und weiterhin ahnlich stark wie in den Kontrollen detektiert
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werden konnte. Das Muster der geschitzten und weiter vorhandenen a-Untereinheit
ahnelt der Detektionsantwort nach Inkubation mit pro-inflammatorischen Zytokinen.
Auch hier wurde die a-Untereinheit unverandert exprimiert. Dies spricht daher mehr
fur einen Effekt, der durch inflammatorische Regulation ausgeldst wurde, nicht aber

allein durch weniger differenziertes Oberflachenepithel.

4.4 Regulation des Aldosteron-induzierten Natrium-Transports auf Transkrip-
tions- und Translationsebene

Bei gesundem humanem Colon sigmoideum zeigte sich auf mMRNA-Ebene bei in vitro
Inkubation mit Aldosteron eine starke Induktion der B- und y-ENaC-Untereinheiten.
Die Induktion des Transports war dabei abhéngig von Konzentration und Zeit, was
bereits in friheren Experimenten der Arbeitsgruppe an Ratte [Epple et al., 2000] und
Mensch [Epple et al., 1995] beobachtet worden war. Die maximale Antwort auf Al-
dosteron wurde nach 6-8 Stunden erreicht. Die - und y-Untereinheiten in der Memb-
ran-Fraktion zeigten einen hohen Grad an Korrelation auf mRNA- und Proteinebene.
Parallel zu dem verminderten Natrium-Transport im Ussing-Experiment fiel also das
Fehlen der Aldosteron-vermittelten Induktion der - und y-ENaC mRNA bei Patienten
mit Colitis ulcerosa auf. Dies wies auf eine mdgliche Ursache fir die gestorte Trans-

portfunktion auf Transkriptionsebene hin.

In den Western Blots konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die p- und y-
Untereinheiten im Kontrollgewebe durch Aldosteron induziert wurden, wéhrend die a-
Untereinheit konstant blieb. Dieses Ergebnis deckt sich mit der Literatur, in der die a-
Untereinheit als im Wesentlichen in der apikalen Membran exprimiert beschrieben
wird [Epple et al., 2000].

In Colitis ulcerosa-Praparaten konnte hingegen keine Aldosteron-induzierbare Zu-
nahme der B- und y-Untereinheiten detektiert werden. Es ist daher sehr wahrschein-
lich, dass dem reduzierten elektrogenen Na* Transport (Jya) eine verminderte Ex-
pression der - und y-Untereinheiten auf RNA- und Proteinebene und eine geringere

Aldosteron-vermittelte Induktion zugrunde liegt.
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Obwohl die transkriptionellen Mechanismen fur die Veranderungen der ENaC-
Expression bei Colitis ulcerosa verantwortlich zu sein scheinen, muss der Beitrag
dieses Mechanismus zum Entstehen der Diarrhoe bei Colitis noch mit anderen Pro-
zessen in Zusammenhang gesehen werden. In entziindetem Colon kommt es zu ei-
ner gravierenden Storung der epithelialen Barriere, welches ebenfalls durch pro-
inflammatorische Zytokine verursacht sein kénnte; entweder durch die Aktivierung
der Apoptose oder Uber direkte Promotoren-Effekte auf Tight Junction-Proteine wie
z.B. das Occludin [Mankertz et al., 2000]. Durch pro-inflammatorische Zytokine wie
TNF-a wurde der transepitheliale Widerstand in HT29/B6-Zellen vermindert und auch
die mRNA-Expression des Tight Junction-Proteins Occludin vermindert nachgewie-
sen. Dieser Barrieredefekt tragt direkt zur Malabsorption des Natriums durch vermin-
derte Transporter-Expression wie ENaC bei, da bereits resorbiertes Natrium durch
die beschadigte epitheliale Barriere bei verminderter Expression von Tight Junction-

Proteinen wie Occludin zurlck ins intestinale Lumen gelangen kann.

4.5 Effekte der Zytokine auf die Induktion des ENaC bei Colitis ulcerosa-
Praparaten

Die Zytokine TNF-a- und IFN-y hemmten sowohl die Aldosteron-abhéngige Induktion
des Natriumstroms als auch die - und y-ENaC-Expression im humanen distalen Co-
lon in vitro. Die Hemmung dieser beiden Untereinheiten fiel besonders im Vergleich
zu a-ENaC auf, weil sich die mRNA-Expression der a-Untereinheit nicht beeintrach-
tigt zeigte. Gleichzeitig blieb der epitheliale Widerstand wahrend des Ussing-
Versuchs konstant, welches gegen unspezifische Effekte wie z.B. den zytokin-
induzierten Verlust der Oberflachenzellen spricht. Hinzu kommt, dass die Down-
Regulation des Mineralocorticoid-Rezeptors in Colitis ulcerosa-Préaparaten ausge-
schlossen wurde und daher die gesehenen Effekte nicht durch das Fehlen dieses
Rezeptors erklarbar waren (siehe Ergebnisse). Zusammengenommen weisen beide
Ergebnisse auf einen direkten Einfluss der pro-inflammatorischen Zytokine auf die
ENaC-Expression hin, welches auch fir die Colitis-Mucosa eine Rolle spielen kdnn-
te. In Colitis ulcerosa-Praparaten lassen sich erhdhte Spiegel von Zytokinen nach-
weisen. Dass Zytokine aus TH1-Zellen auch auf andere Transporter und deren
Regulation einen direkten Einfluss haben kénnen, konnten Rocha et al. [2000] fur

den Natrium-Protonen-Antiporter NHE3 in humanen Caco-2/bbe Zellen und
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Natrium-Protonen-Antiporter NHE3 in humanen Caco-2/bbe Zellen und Rattendarm
nach Behandlung mit IFN-y nachweisen. Auch hier fuhrte ein Zytokin (IFN--y) zur

verminderten Expression eines Transporters.

4.6 Expression und Regulation der B- und y-Untereinheiten des ENaC

Um die Regulation der elektrogenen Natriumresorption auf molekularer Ebene zu
analysieren, wurde in der Arbeitsgruppe humane DNA mit ENaC-spezifischen Oligo-
nukleotiden amplifiziert. Die Sequenzanalyse ergab, dass das Amplimer den mut-

malfilichen Transkriptionsstart fur die B-ENaC mRNA enthalt.

TNF-a reduzierte die - und y-ENaC Promotor-vermittelte Reporter-Gen Expression.
Dies suggeriert, dass TNF-a die resorptiven Transport-Funktionen durch ein Eingrei-

fen in die Gen-Expression von Transport-Proteinen einschrankt.

Im Allgemeinen werden die transkriptionellen Effekte von Steroidhormonen tber so-
genannte ,Glucocorticoid-Response-Elements® (GRE) vermittelt. Sowohl fur Gluco-
corticoide als auch fur Mineralocorticoide konnte gezeigt werden, dass sie im distalen
Colon von Saugetieren und auch in der Niere die Expression von - und y-ENaC,
aber nicht die von a-ENaC erhdhen [Renard et al., 1995], [Asher et al., 1996], [Es-
coubet et al., 1997], [Stokes et al., 1998]. Desweiteren konnte nachgewiesen wer-
den, dass der humane a-Untereinheiten-Promotor durch Gluco- und Mineralocorti-
coide via eines einzigen GRE’s in der 5-Flankenregion des Gens stimuliert wurde
[Mick et al., 2001]. Dennoch, der Mechanismus der Steroid-Effekte auf - und y-

ENaC ist bis heute nicht genau identifiziert.

Fir die transkriptionelle Regulation der ENaC-Gen-Expression durch TNF-o wurde
eine putative Bindestelle fur den nuklearen Faktor-xB (NF-kB) im humanen ENaC-a-
Untereinheiten-Promotor beschrieben [Thomas et al., 1998]. Die Promotoren-
Fragmente fur - und y-ENaC, die in den Reporter-Gen-Assays benutzt wurden, ent-
halten einige potentielle Bindestellen, welche immer noch als funktionelles Ziel fur die

Wirkung des NF-«B bewiesen werden missen. Bis heute konnte keine direkte Inter-
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aktion zwischen GRE und NF-xB Bindestellen auf die ENaC-Promotoren-Aktivitat
beschrieben werden.

Neben der hemmenden Wirkung von TNF-a auf die Induktion des epithelialen Na*
Kanals ist insbesondere der Effekt auf die Barriere von entscheidender Bedeutung.
Mankertz et al. [2000] zeigten einen direkten Effekt von TNF-a auf die Expression
des Tight Junction-Proteins Occludin. TNF-o. und IFN-y verminderten den transe-
pithelialen Widerstand an HT-29/B6-Zellen und filhrten zu einer Abnahme der Ex-
pression der Occludin-mRNA in Northern Blots. Auch die Promotoren-Aktivitat des
Occludins wurde durch die beiden Zytokine allein, aber auch durch synergistischen
Effekt der beiden vermindert, welches auf eine Gen-Regulation der Veranderungen

der parazellularen Barriere hinweisen kdnnte.

4.7 Ausblick

In dieser Arbeit konnte eine Zytokin-abhangige Hemmung der Induktion des elektro-
genen Natrium-Transports in der entziindeten Mucosa von Colitis ulcerosa-Patienten
nachgewiesen werden. Damit liel3 sich ein direkter Effekt von Zytokinen auf einen
Transportmechanismus (aktiver Natrium-Transport) im distalen Colon nachweisen.
Die direkte Wirkung von pro-inflammatorischen Zytokinen auf Promotorsequenzen
eroffnet ein weites Feld der Erforschung von entziindlichen Effekten auf Transport

und Barriere.

In weiteren Arbeiten muss nun die Identifikation der intrazellularen Signal-
Transduktions-Mechanismen weiter vorangetrieben werden. Sowohl im ENaC-Gebiet
als auch auf Tight Junction-Ebene im Bereich von Occludin und Claudinen werden
nun weitere Untersuchungen mit pro-inflammatorischen Zytokinen folgen, welche die
Zusammenhange zwischen Barrierestorung und spezifischer Hemmung von Trans-
portvorgangen naher beleuchten sollen. Auf die weitere Entwicklung in diesem For-
schungsgebiet darf man in jedem Falle gespannt sein und hoffen, dass die komple-
xen Mechanismen, die an der Entstehung der Diarrhoe bei entztindlichen Darmer-
krankungen beteiligt sind, schon bald detailliert verstanden werden. Daraus kdnnten

schlielich effektivere Therapien flr die betroffenen Patienten entwickelt werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Colitis ulcerosa ist gekennzeichnet durch profuse wassrig-schleimige Durchfalle.
Als mogliche Ursachen hierfur sind die Reduktion von resorptiven Transportprozes-
sen, eine aktive lonensekretion sowie eine Stérung der epithelialen Barrierefunktion
denkbar. In dieser Arbeit wurde die aktive Na'-Resorption unter Beteiligung des epi-
thelialen Na'-Kanals (ENaC) in gesundem und Colitis ulcerosa-Gewebe untersucht,
die den Hauptmechanismus der Natriumresorption im distalen Colon darstellt. Die
Regulation des ENaC in Colitis ulcerosa-Praparaten wurde anhand von elektrophy-
siologischen, immunhistochemischen und molekularbiologischen Methoden charak-
terisiert. Ebenso wurden die Auswirkungen von pro-inflammatorischen Zytokinen auf

die Regulation des ENaC untersucht.

Zunachst wurde Colongewebe aus Operationspraparaten von Kontroll- und Colitispa-
tienten gewonnen und nach Pr&paration in die Ussingkammer zur Messung des
Kurzschlussstroms eingespannt. Nach 8 Stunden Inkubation mit Aldosteron wurde
der elektrogene Natrium-Transport bestimmt und durch Hemmung mit Amilorid quan-
tifiziert. Im gesunden Colongewebe stieg der Natrium-Transport unter Aldosteron
deutlich an, wéhrend in Colitis ulcerosa-Praparaten ein gestorter Natriumstrom re-
gistriert wurde. In Northern-Blots wurde dann die Gesamt-RNA aus den Gewebsstu-
cken isoliert und die mRNA-Expression der a-, - und y-Untereinheiten des ENaC
unter Aldosteron-Einfluss untersucht. In Kontrollgewebe zeigte sich eine deutliche
Induktion der B- und y-Untereinheiten, in Colitis ulcerosa-Préaparaten blieb dieser Ef-
fekt aus. Die a-Untereinheit war in Colitis ulcerosa-Praparaten nicht signifikant zur
Kontrolle verandert. Auf Proteinebene konnten &hnliche Phanomene gesehen wer-
den. In Western-Blots zeigte sich das gleiche Muster wie auf mRNA-Ebene: die Ex-
pression der a-Untereinheit blieb unverandert unter Aldosteron-Inkubation, die 3- und
y-Untereinheiten wurden in Kontrollgewebe deutlich starker exprimiert. In Colitis ulce-
rosa-Praparaten blieb die Antwort der B- und y-Untereinheiten auf Aldosteron aus.
Die a-Untereinheit blieb in der Mucosa enthalten, was einen Hinweis fiir die Reifung
des Epithels lieferte. Die Ergebnisse wurden mit Hilfe eines Korrekturfaktors, welcher
den Unterschied von epithelialem und subepithelialem Widerstand der Gewebe be-
ricksichtigte, korrigiert. Dies bertcksichtigte verdickte subepitheliale Gewebsanteile

der entziindlich 6demattsen Mucosa und der daraus resultierenden Verdinnung der
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Konzentration epithelialer Proteine. Die Betrachtung der Morphometrie der Gewebe
zeigte eine Rarefizierung der Krypten sowie die Verminderung von Kryptenlange und
-durchmesser in Colitis ulcerosa-Praparaten. In Immunfluoreszenzfarbungen zeigte
sich, dass die - und y-Untereinheiten in den Kontrollgeweben stark durch Aldosteron
induzierbar waren, wahrend dies in Colitis-Praparaten nicht der Fall war. Die o-
Untereinheit hingegen blieb exprimiert, auch in entziindetem Colitis-Gewebe. Fir alle

Untereinheiten jedoch galt, dass ihre Expression auf die Oberflache begrenzt war.

Die Expression der ENaC-Untereinheiten wurde weiter in Experimenten mit pro-
inflammatorischen Zytokinen betrachtet. Hierzu wurde humanes Colon sigmoideum
zunachst mit den Zytokinen inkubiert, bevor Aldosteron hinzugegeben, der elektro-
gene Natrium-Transport bestimmt und die mRNA-Expression der drei ENaC-
Untereinheiten untersucht wurde. Hierbei fand sich ein um ca. 50 % verminderter
elektrogener Natrium-Transport in zuvor mit einer hohen Konzentration von TNF-
o und IFN-y pra-inkubierten Geweben. Diese verminderte Stromantwort spiegelte
sich auch in der verminderten mRNA-Expression der - und y-Untereinheit wieder.
Somit basiert die Stérung des elektrogenen Na* -Transports auf einer durch Zytokine
hervorgerufenen spezifischen Hemmung der mRNA-Expression der - und y-
Untereinheit. Dies bedeutet, dass pro-inflammatorische Zytokine nicht nur an einer
Stérung der Barrierefunktion beteiligt sein kbnnen, sondern auch spezifische Trans-
portsysteme auf molekularer Ebene gezielt blockieren konnen. Da die Zytokine TNF-
a. und IFN-y bei Colitis ulcerosa erhoht gefunden werden, liegt der gestérten Na'-
Resorption bei Colitis ulcerosa mit hoher Wahrscheinlichkeit eine Zytokin-bedingte
Hemmung der Transporterexpression zugrunde. Diese Expressionshemmung der
ENaC-B- und y-Untereinheiten durch hohe Zytokinspiegel resultiert in einem Verblei-
ben der Natrium-lonen im Darmlumen und einer vermehrten Wasser- und Elektrolyt-
ausscheidung mit typischer wassriger Diarrhoe bei Colitis ulcerosa.

Zukunftige Untersuchungen werden Erkenntnisse Uber die intrazellularen Signal-
Transduktions-Mechanismen liefern. Weitere Analysen der Wirkung von pro-
inflammtorischen Zytokinen auf die Regulation des ENaC und der Tight-Junction-
Proteine konnten die Zusammenhange zwischen Barrierestérung und  direkt
gehemmtem spezifischen Transport klaren. Auf langere Sicht kbnnten sich daraus
neue Behandlungskonzepte mit gezielten Therapieansatzen fur Colitis-Patienten

entwickeln.
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6

VERZEICHNISSE

6.1 Abkurzungsverzeichnis

Ak
Aldo
Amil
ASDN
BSA

Flache (cm?)

Agqua

Antikorper

Aldosteron

Amilorid

Aldosteron-sensitives distales Nephron
Bovine Serum Albumin
Kontrollgewebe

Colitis ulcerosa
Dexoxyribonukleinséure

Early Distal Colon

Epithelialer Natrium-Kanal
Stromstarke (A)

Interferon gamma
Kurzschlussstrom

Natriumstrom pro Flacheneinheit
Kilodalton

Michaelis-Konstante

Late Distal Colon

Liter

mol/I

messenger RNA
Natrium-Kalium-Chlorid-Cotransporter
Polyacrylamid Gelelektrophorese
Phosphate Buffered Saline
Phosphate Buffered Saline/Tween
Polymerase Chain Reaction
Phosphatase Inhibitor

epithelialer Widerstand, bezogen auf serosale Flache (Q-cm?)
Ribonukleinséure

rounds per minute

subepithelialer Widerstand, bezogen auf serosale Flache (Q-cm?)
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Rt

RT
SBTI
SCNN
SDS
SGK1
SSC
TJ
TNF-a

elektrischer Widerstand des Gewebes pro Flacheneinheit
Raumtemperatur

Soybean Trypsin Inhibitor

Sodium channel nonvoltage gated

Sodium Dodecyl Sulfate

Serum- und Glucocorticoid- induzierte Kinase 1

2 M Sodium Chloride, 0,3 M Sodium Citrate, pH 7,0
Tight Junction

Tumor-Nekrose-Faktor alpha

Unit

Ultraviolett

Kammervolumen (1)

maximale Transportrate (umol - h™* - cm?)
Potentialdifferenz zwischen mucosaler und serosaler Seite des
Gewebes (mV)
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