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3. Diskussion 

 

3.1 Tight Junctions 

3.1.1 Expression und Lokalisation von Tight Junction-Proteinen 

Als transmembranäre, in den Tight Junction-Strängen gelegene Tight Junction-Proteine 

konnten bisher Occludin, Proteine der JAM Familie, Tricellulin und Claudine nachgewiesen 

werden. Seit der ersten Beschreibung von Claudinen im Jahre 1998 sind einige 

Charakteristika von TJ-Proteinen beschrieben worden. Der erste Abschnitt der vorliegenden 

Arbeit befasste sich insbesondere mit der funktionellen Charakterisierung von Claudin-2, -5, 

und –16, sowie der Lokalisation einzelner Tight Junction Proteine. 

 

3.1.2 Rolle von Claudin-2, -5, und -16 

MDCK- und Caco-2-Zellen wurden in dieser Arbeit als Expressionsmodell für die 

Charakterisierung von Tight Junction Proteinen genutzt. Zunächst wurden in Western Blot 

Experimenten und durch Immunfluoreszenzfärbungen die endogenen Expressionsmuster von 

Tight Junction-Proteinen bestimmt. Durch Immunfluoreszenzfärbungen konnte gezeigt 

werden, dass Claudin-1, welches in den niederohmigen MDCK-C11-Zellen deutlich stärker 

nachweisbar war, subjunktional lokalisiert und somit nicht für die parazelluläre Barriere 

verantwortlich ist. Daraufhin wurde die Funktion von Claudin-2 charakterisiert. 

Claudin-2 ist in Epithelien vieler Organe nachweisbar, z.B. in der Leber, im 

Gastrointestinaltrakt, im Gehirn und in den Niere [Rahner et al., 2001, Wolburg et al., 2001]. 

Den Verdacht, dass Claudin-2 für eine erhöhte parazelluläre Durchlässigkeit verantwortlich 

ist, wurde in weiteren Studien geäußert. Enck et al. identifizierten in der Niere der Maus 

Claudin-2 ausschließlich im proximalen Anteil, was im Zusammenhang mit der 

physiologischen Durchlässigkeit dieses Organsegments diskutiert wurde [Enck et al., 2001]. 

Parallel zur vorliegenden Arbeit wurden erste Ergebnisse über die Wirkung von Claudin-2 auf 

den Rt in MDCK Zellen publiziert [Furuse et al., 2001]. Nach Transfektion von hochohmigen 

MDCK-Zellen mit Claudin-2-cDNA zeigte sich ein Abfall des Rt ohne Änderung der Zahl der 

TJ-Stränge. Furuse et al. folgerten, dass Claudin-2 eine Wasserpore bildet. Dieser Aussage  
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konnte in der vorliegenden Arbeit entgegnet werden, dass Claudin-2 Kationenkanäle bildet. 

Ein stichhaltiger Beweis für eine spezifische Permeabilität für Wasser steht jedoch aus. 

Flux-, Dilutions- und biionische Potentialmessungen sowie Impedanzspektroskopie zeigen in 

der vorliegenden Arbeit, dass Claudin-2 parazelluläre Ionenkanäle bildet, welche zwar für 

Moleküle größer 182 Da impermeabel sind, aber eine selektive Durchlässigkeit für kleine 

Kationen besitzen. Diese relativ spezifischen Eigenschaften ähneln denen der klassischen 

Ionenkanäle und bestätigen initiale Beschreibungen von kationenselektiven Tight Junctions 

[Morena et al., 1974]. Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzmikroskopie zeigten zudem, dass 

Claudin-2 isoliert in der Schlußleiste vorkommt (in Colokalisation mit Occludin) und daher 

seine Funktion eher auf einem direkten (Ionenkanal) als auf einem indirekten Weg (z.B. durch 

intrazelluläre Signaltransduktion) ausübt.  

 

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der Beobachtung, dass Marginalzellen der Stria 

vascularis keine Claudin-2-Expression zeigten, während die für die Abgrenzung der 

Endolymphe von der Perilymphe des Innenohrs durch die Expression der nachgewiesenen 

abdichtenden Tight Junction-Proteine Claudin-1, -3, -4 und –5 erklärbar ist.  

 

Der direkte Nachweis der Abdichtung der Barriere durch Claudin-5 konnte ebenfalls durch 

stabile Transfektion, hier von Caco-2 Zellen, erbracht werden. Zum Zeitpunkt der 

Untersuchungen herrschte zunächst die Ansicht vor, Claudin-5 sei endothelspezifisch (Morita 

et al., 1999). Spätestens seit der beschriebenen Klonierung aus cDNA der humanen 

Colonzelllinie HT-29/B6 konnte dieses Claudin jedoch auch dem Epithel zugeordnet werden.  

In der vorliegenden Arbeit führte nach erfolgreicher Transfektion eine Expression von 

Claudin-5 in Caco-2 Zellen zu einem Anstieg des transepithelialen Widerstandes (Rt) und zu 

einer Abnahme des Mannitol-Fluxes. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass Claudin-5 

innerhalb der Tight Junction eine abdichtende Funktion hat und dadurch die parazelluläre 

Permeabilität abnimmt. Im Gegensatz dazu führt eine Claudin-5-Expression bei „dichten“ 

Epithelien (MDCK-C7-Subklone) zu keiner Änderung der Barriereeigenschaften. Somit kann 

Claudin-5 eine Barriere bis zu einem gewissen Grad abdichten. In den C7-Subklonen, welche ein 

„dichtes“ Epithel repräsentieren, konnte dagegen kein abdichtender Effekt von Claudin-5 

beobachtet werden. 
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Parallel zu den vorliegenden Studien wurde der Beitrag von Claudin-5 zur Barriere auch an  

der Blut-Hirn-Schranke beschrieben (Nitta et al., 2003). Hier führte ein Knockout von 

Claudin-5 bei Mäusen zu einem selektiven Verlust der Blut-Hirn-Schranke. Durch das Fehlen 

von Claudin-5 war die Blut-Hirn-Schranke für Moleküle bis zu einer Größe von 800 Da 

permeabel geworden. Die Tiere starben zehn Stunden nach der Geburt (Nitta et al., 2003; 

Matter et al., 2003). Wie die vorliegende Arbeit zeigt, wären darüber hinaus auch epitheliale 

Barrierestörungen der Claudin-5-defizienten Tiere naheliegend.  

 

Etwa 70% des Magnesiums werden in der Henle-Schleife resorbiert (Konrad et al., 2004). 

Claudin-16 besitzt hier eine Schlüsselrolle (Simon et al., 1999). Veränderungen des Claudin-

16, die mit einer veränderten Funktion einhergehen, können sich somit nicht nur auf die lokale 

Magnesium-Resorption, sondern auf die gesamte Magnesiumserumkonzentration  und den 

Magnesiumhaushalt des Organismus auswirken. 

Gegenwärtig sind 30 verschiedene, in Zusammenhang mit FHHNC stehende Claudin-16-

Mutationen bekannt (Simon et al., 1999; Weber et al., 2000; Blanchard et al., 2001; Weber et 

al., 2001; Wolf et al., 2002; Tajima et al. 2003; Müller et al., 2003; Kang et al., 2005; Müller 

et al., 2006). Der molekulare Mechanismus, mit dem diese Mutationen die Funktion 

beeinflussen, wird in der vorliegenden Arbeit aufgezeigt. 

Zunächst konnten die Mutationen in zwei Kategorien eingeteilt werden: Zur ersten Gruppe 

gehören Varianten, welche aufgrund eines veränderten intrazellulären Transports die 

Zellmembran nicht erreichen; in der vorliegenden Arbeit wurden aus dieser Gruppe G121R 

und T233R funktionell näher untersucht. Die zweite Gruppe besteht aus Mutanten, welche die 

Zellmembran erreichen; hier wurden die Mutanten H71D, L75P, G128A und R146T 

analysiert. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Dr. Walter Hunziker des Epithelial 

Cell Biology Laboratory, Institute of Molecular and Cell Biology, Singapur, konnte die 

Expression und Lokalisation des WT Claudin-16 und der genannten Varianten in MDCK-C7-

Zellen untersucht werden.  

WT Claudin-16 und die Varianten H71D, L75P, G128A und R146T konnten in Tight 

Junctions lokalisiert werden. In einer parallel veröffentlichen Arbeit konnte dagegen in LLC-

PK1-Zellen G128A und R146T nicht in der Tight Junction nachgewiesen werden (Hou et al., 

2005). Dies könnte durch ungleiche Tight Junction-Protein-Expressionswege der verschie- 
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denen Zelllinien bedingt sein. Unterschiede zwischen MDCK- und LLC-PK1-Zellen in Bezug 

auf Transport und Lokalisation endogener Membranproteine sind bekannt (Folsch et al., 

1999). Die Varianten T233R und G121R konnten zunächst lediglich in den Lysosomen 

nachgewiesen werden. Nach Gabe eines Endozytose-Inhibitors konnte die Variante T233R in 

die Tight Junction integriert werden. Folgend wird T233R zuerst an die Plasmamembran 

transportiert und akkumuliert dann nach erfolgter Endozytose in Lysosomen. G121R hingegen 

konnte nach Gabe von 4-PBA, welches die Entfaltung und Expression in der Zellmembran 

erleichtert (Ulloa-Aguirre et al., 2004), an der Zelloberfläche detektiert werden. G121R 

scheint die Lysosomen also nicht über die Plasmamembran mit nachfolgender Endozytose zu 

erreichen, sondern direkt vom Golgi-Komplex aus oder über Endosomen. Dies lässt in diesem 

Fall einen Defekt im Faltungsprozess mit folgender veränderter Struktur des Proteins 

vermuten. 

 

Nach Expression in MCDK-Zellen zeigte sich beim WT Claudin-16 im Gegensatz zu den 

Cldn-16-Varianten H71D, L75P, G128A, G121R, R146T und T233R ein erhöhter 

Magnesiumflux, während bei Dilutionspotentialen und Widerständen kein signifikanter 

Unterschied zu detektieren war. Dies steht in Einklang mit der Studie von Hou et al. an LLC-

PK1-Zellen (Hou et al., 2005), deren Permeabilität aus Dilutionspotentialen errechnet wurde. 

Im Vergleich zu den Claudin-16 exprimierenden LLC-PK1-Zellen der genannten Studie lag 

der Magnesiumflux der mit dem WT Claudin-16 transfizierten MDCK-Zellen in dieser Arbeit 

deutlich niedriger (5.7 ± 0.5 × 10-3 cm/h vs. 10.7 ± 0.06 × 10-6 cm/s, entspricht 38.7 × 10-3 

cm/h). Zur Erklärung kann hier wieder auf bekannte unterschiedliche Expressionswege und 

Funktionen der Membranproteine in den verschiedenen Zelllinien (Folsch et al., 1999) 

verwiesen werden. Im Vergleich dazu führten die mit den unterschiedlichen Varianten 

transfizierten MDCK-C7-Zellen zu keiner Erhöhung der Permeabilität für Mg2+. Dies lässt 

den Schluss zu, dass der parazelluläre Magnesiumtransport durch die hier untersuchten 

Punktmutationen im Claudin-16-Protein, die der FHHNC assoziiert sind, gestört wird. Die extra- 

zellulären Schleifen des Claudin-16-Moleküls scheinen essentiell für die Funktion des 

Proteins zu sein. Vor allem negativ geladene Aminosäuren werden in Verbindung mit der 

parazellulären Resorption von divalenten Kationen wie Mg2+ und Ca2+ gebracht (Simon et al., 

1999; Hou et al., 2005). Tatsächlich betreffen die bisher gefundenen, der FHHNC assoziierten  
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Mutationen jedoch keine negativ geladenen Aminosäuren. Dies gilt auch für die hier 

untersuchten Zellklone. Variante H71D besitzt in der ersten extrazellulären Schleife anstelle 

des positiv geladenen Histidins ein saures Aspartat. Die Änderung der Ladung könnte zu 

veränderten elektrostatischen Wechselwirkungen führen. Dies könnte auch der Fall sein beim 

R146T-Zellklon, der sich in der zweiten extrazellulären Schleife befindet. Hier wird die 

positiv geladenen Aminosäure Arginin durch Tryptophan ersetzt.  

In den Varianten L75P und G128A verändert sich die Ladung nicht, da hier neutrale durch 

andere neutrale Aminosäuren ersetzt werden. Hier könnte es zu einer veränderten 

Konformation der Proteine kommen. Unterstützt wird diese Annahme durch das veränderte 

NaCl-Dilutionspotential von L75P. 

Die beiden Zellklone G121R und T233R liegen in vivo in der Zellmembran nicht in 

ausreichender Menge vor. Hier erreichten sie nur durch pharmakologische Behandlung in 

vitro die Zellmembran und wurden dann dort exprimiert. Auch die Expression an der 

Zelloberfläche wirkte sich nicht auf den Magnesiumflux aus. Die Mutation G121R liegt in der 

dritten transmembranären Domäne, wobei die neutrale Aminosäure Glycin durch den positiv 

geladenen Baustein Arginin ersetzt wird. Im T233R-transfizierten Zellen, welcher intrazellulär 

am COOH-Ende des Proteins lokalisiert ist, ist die alkoholische Aminosäure Tryptophan 

durch das positiv geladene Arginin ersetzt. Hier konnte gezeigt werden, dass diese Variante 

auf die Bindungsdomäne für ZO-1 angewiesen ist [Müller et al., 2003].  

 

3.2 Regulation des Na
+
-Transports im distalen Colon 

3.2.1 Physiologische Regulation des ENaC 

An der Ratte wurde ein Maximum des aldosteroninduzierten elektrogenen Natriumtransports 

nach 8-stündiger Inkubation mit Aldosteron in vivo beschrieben [Fromm et al., 1993]. 

Zunächst herrschte jedoch Uneinigkeit darüber, welchen Einfluss die Transkription des Kanals 

an der frühen Induktion der ENaC-Stimulation durch Aldosteron hat [Barbry et al., 1997], da in 

einem Vergleich von Zeitverläufen der mRNA-Expression von ENaC-Untereinheiten mit aus 

der Literatur entnommenen Zeitverläufen des Natriumtransports der durch Aldosteron 

induzierte Natriumtransport früher einsetzte als die Expression der Untereinheiten [Asher et  
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al., 1996]. In der vorliegenden Arbeit konnte nun erstmals an identischen Gewebeproben die 

funktionelle und molekulare Regulation analysiert werden. 

Am gesunden humanen Colon sigmoideum zeigte sich auf mRNA-Ebene bei Inkubation mit 

Aldosteron eine starke Induktion der β- und γ-Untereinheiten des ENaC in vitro. Die 

Induktion des Transports war dabei abhängig von Konzentration und Zeit, was bereits in 

früheren Experimenten der Arbeitsgruppe an Ratte [Epple et al., 2000] und Mensch [Epple et 

al., 1995] beobachtet werden konnte. Der maximale Transport wurde nach 6-8 Stunden 

erreicht. Die Regulation der β- und γ-Untereinheiten zeigten einen hohe Übereinstimmung auf 

mRNA- und Proteinebene. Parallel zu dem verminderten Natrium-Transport im Ussing-

Experiment war die Induktion der β- und γ-ENaC mRNA bei Patienten mit Colitis ulcerosa 

gestört.  

 

3.2.2 Gestörte Regulation bei Entzündung 

Bei chronischer Stimulation durch Steroide konnte ein aktiver Natrium-Transport bis in 

distale Dünndarmabschnitte festgestellt werden [Will et al., 1980]. Auf diese Weise ist der 

Natrium-Transport ein wichtiger intestinaler Resorptionsmechanismus, der als Reserve-

Kapazität zum Schutz vor Diarrhöe dient. In dieser Arbeit wurde die ENaC-Dysregulation im 

Colon bei Colitis ulcerosa gezeigt und entscheidende Informationen über die 

Pathomechanismen der Hemmung des ENaC durch proinflammatorische Cytokine gewonnen. 

Der Na+-Transport in entzündetem Colitisgewebe war erheblich gestört. In vivo bedeutet dies 

einen Verbleib der Natrium-Ionen im Lumen, was wiederum in einer vermehrten Elektrolyt- 

und Wasserausscheidung resultiert. Es stellt sich die Frage, wie stark sich der Verlust des 

Diarrhoe-Reserve-Mechanismus der aktiven Natriumresorption quantitativ auswirkt. Zur 

Beurteilung des Ausmaßes der Diarrhoe kann die Menge des Ausscheidungsvolumens, das 

von der aktiven Natriumresorption allein abhängt, berechnet werden. Unter physiologischen 

Bedingungen resorbiert ein 15 cm-Segment des distalen Colons 21 mmol Na+ pro Tag. Dies 

lässt sich aus dem Durchmesser des Colons von 2,3 cm und dem elektrogenen Na+-Transport 

(JNa) von 8 µmol ⋅ h−1 ⋅ cm−2, wie er bei hohen Aldosteron-Konzentrationen beobachtet wurde, 

bestimmen. Obwohl die Messung der absoluten Werte für den Durchmesser des Colons und 

den Natriumstrom JNa schwierig ist, deutet eine hypothetische Rechnung darauf hin, dass die  
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Resorption von 650 ml Stuhl-Volumen pro Tag entlang eines 15 cm langen 

Mineralokortikoid-sensiblen distalen Colon-Segments bei Dysfunktion der aktiven Natrium-

Resorption verhindert würde. Diese Rechnung erfolgte unter Annahme einer Natrium-

Konzentration in den Faeces von 32 mmol/l unter physiologischen Bedingungen und hängt 

sicherlich von nur schwierig zu verifizierenden Parametern ab, sie charakterisiert jedoch das 

maximale Ausmaß. Auch wenn das effektive Volumen darunter liegt, es würde auf jeden Fall 

zum Ausmaß der Diarrhöe bei der Colitis ulcerosa beitragen. 

 

In der vorliegenden Arbeit konnte zunächst eine Störung des elektrogenen Na+-Transports im 

Colitis ulcerosa-Modell der Interleukin-2-defizienten Maus nachgewiesen werden. Diese 

Störung zeigte sich bereits in einem frühen Entzündungsstadium noch vor der eigentlichen 

Barrierestörung des Epithels [Barmeyer, 2003]. Die Hemmung eines aktiven Transports schon 

ohne manifeste Barrierestörung des Epithels ist ein weiterer Hinweis für ein spezifisches 

Wirken von inflammatorischen Mediatoren auf die Expression von aktiven Transportern. 

In Western- und Northern-Blots konnte gezeigt werden, dass die β- und γ-Untereinheiten im 

Kontrollgewebe durch Aldosteron induziert wurden, während die α-Untereinheit konstant 

blieb. Dieses Ergebnis passt auch zu den aktuellen Daten in der Literatur, in der die α-

Untereinheit als im Wesentlichen in der apikalen Membran exprimiert beschrieben wird 

[Epple et al., 2000]. 

Bei der Colitis ulcerosa konnte keine Zunahme der β- und γ-Untereinheiten durch Aldosteron 

induziert werden. Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass dem reduzierten elektrogenen Na+ 

Transport (JNa) eine verminderte Expression der β- und γ-Untereinheiten auf RNA und 

Proteinebene und eine geringere Aldosteron-vermittelte Induktion zugrunde liegt. 

 

Die Zytokine TNFα und IFN-γ hemmten sowohl die aldosteronabhängige Induktion des Na+-

Stroms als auch die β- und γ-ENaC-Expression im humanen distalen Colon in vitro. Die 

Hemmung dieser beiden Untereinheiten fiel besonders im Vergleich zu α-ENaC auf, weil 

diese unverändert blieb. Gleichzeitig blieb der epitheliale Widerstand während des Ussing-

Versuchs konstant, was gegen unspezifische Effekte wie z.B. den Zytokin-induzierten Verlust  
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der Oberflächenzellen sprach. Zusammengenommen wiesen beide Ergebnisse auf einen 

direkten Einfluß der proinflammatorischen Zytokine auf die ENaC-Expression hin. Dass 

Zytokine aus Typ-1-T-Helfer- Zellen auch auf andere Transporter und deren Regulation einen 

direkten Einfluß haben können, konnten Rocha et al. [2000] für den Natrium-Protonen-

Antiporter NHE3 in humanen Caco-2/BBE Zellen und am Rattendarm nach Behandlung mit 

IFN-γ nachweisen. Hier führte IFN-γ zur verminderten Expression eines Transporters. TNF-α 

reduzierte die β- und γ-ENaC-promotorvermittelte Reporter-Gen Expression. Dies zeigt, dass 

TNF-α die resorptiven Transport-Funktionen durch ein direktes Eingreifen in die 

Genexpression von Transportproteinen einschränkt. 

Im Allgemeinen werden die transkriptionellen Effekte von Steroidhormonen über 

Glucocorticoid-Response-Elements (GRE) vermittelt. Sowohl für Glucocortikoide als auch 

für Mineralokortikoide konnte gezeigt werden, dass sie im distalen Colon von Säugetieren 

und auch in der Niere die Expression von β- und γ-ENaC, aber nicht die von α-ENaC erhöhen 

[Renard et al., 1995, Asher et al., 1996, Escoubet et al., 1997, Stokes et al., 1998]. Weiter 

konnte herausgefunden werden, dass der humane α-Promotor durch Gluco- und 

Mineralocorticoide via eines einzigen GRE’s in der 5’-Flankenregion des Gens stimuliert 

wurde [Mick et al., 2001].  

Für die transkriptionelle Regulation der ENaC-Gen-Expression durch TNF-α wurde eine 

putative Bindestelle für den nuklearen Faktor-κB (NF-κB) im Promotor der humanen ENaC-

α-Untereinheit beschrieben [Thomas et al., 1998]. Die Promotor-Fragmente von β- und γ-

ENaC, welche in Reporter-Gen-Assays verwendet wurden, enthalten einige potentielle 

Bindestellen, welche immer noch als funktionelles Ziel für die Wirkung von NF-κB 

nachgewiesen werden müssen. Bis heute konnte keine direkte Interaktion zwischen GRE und 

NF-κB Bindestellen auf die ENaC-Promoteraktivität beschrieben werden. 

Neben der hemmenden Wirkung von TNFα 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 TNFα auf die Expression des Tight Junction-

Proteins Occludin. TNFα und IFNγ verminderten den transepithelialen Widerstand an HT-

29/B6-Zellen und führten zu einer Abnahme der Expression der Occludin-mRNA in Northern 

Blots. Auch die Promoter-Aktivität des Occludins wurde jeweils durch die beiden Zytokine  
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allein, aber auch durch einen synergistischen Effekt dieser beiden Mediatoren vermindert, was 

auf eine Genregulation der parazellulären Barriere-Strukturen deutete. 

 

3.2.3 Regulation der Tight Junction 

Aus dem Na+-Transport vom Lumen ins Interstitium über den Epithelialen Na+-Kanal (ENaC) 

resultiert ein negatives transepitheliales Potential. Zum Ausgleich diffundiert K+ ins Lumen; 

der Serum-Kaliumspiegel nimmt ab. Dieser Vorgang resultiert aus der Aufrechterhaltung des 

durch den Na+-Transport entstandenen negativen transzellulären Gradienten. Voraussetzung 

hierfür ist die parazelluläre Abdichtung durch TJ-Proteine. Wäre diese nicht gegeben, würden 

die in das Interstitium transportierten Na+-Ionen zum Ausgleich des negativen Gradienten ins 

Lumen diffundieren. Eine Regulation der Barriere während der ENaC-Induktion wurde in der 

vorliegenden Arbeit untersucht.  

Bereits 1999 konnten Quaroni et al. die Expression von ZO-1 in der intestinalen Zelllinie IEC-

6 nach einwöchiger Inkubation mit 0,5 µM Hydrocortison nachweisen [Quaroni et al., 1999]. 

Darüber hinaus konnte eine verstärkte Expression von ZO-1 und Occludin in kapillären 

Endothelzellen des Rattenhirns durch Dexamethason gezeigt werden [Romero et al., 2003]. 

Förster et al. zeigten daraufhin, dass die Aktivierung der Glucocorticoidrezeptors durch 

Hydrocortison zu einer erhöhten Occludinexpression führt [Föster et al., 2005]. In der 

vorliegenden Arbeit wurde die TJ-Proteinexpression im parazellulären Spalt des distalen 

humanen Colons nach Inkubation mit Aldosteron analysiert. Es konnte eine verstärkte 

Expression von Occludin und Claudin-8 festgestellt werden. Es stellte sich jedoch die Frage, 

ob die Expression und Translokation der betroffenen Proteine direkt durch Aldosteron oder 

durch andere parallel ablaufende Regulationsmechanismen wie z.B. über den Na+-Strom 

reguliert werden könnten. Dementsprechend wurden Kontrollexperimente durchgeführt, bei 

denen gleich zu Beginn Amilorid appliziert wurde und somit eine Induktion des JNa verhindert 

wurde. Eine verstärkte Expression von Claudin-8 und Occludin konnte in diesen 

Versuchsansätzen nicht nachgewiesen werden. Stimulation durch Aldosteron führte demnach 

zu keiner direkten parazellulären Abdichtung. Die Ergebnisse deuteten auf einen sekundären, 

eventuell durch Na+ vermittelten Regulationsmechanismus hin. 

Untersuchungen an der Occludin-Knock-out-Maus zeigten, dass die Abwesenheit von 

Occludin keine Auswirkungen auf die parazelluläre Permeabilität hat [Saitou et al., 2000,  
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Schulzke et al., 2000]. Yu at al. untersuchten 2005 Occludin-defiziente MDCK-Zellen. Es 

konnte nachgewiesen werden, dass eine Unterbindung der Occludin-Expression zu keiner 

Veränderung der TJ-Organisation wohl aber zur veränderten Expression der einzelnen TJ-

Proteine führt. Im Einzelnen zeigte sich eine verminderte Expression von Claudin-1 und -7 

und eine Zunahme von Claudin-3 und -4. Die Expression von Claudin-2 blieb konstant. Diese 

Veränderungen konnten jedoch nicht mit einer direkten Rolle des Occludin als TJ-Barriere in 

Verbindung gebracht werden [Yu et al., 2005]. In der vorliegenden Arbeit konnte eine 

Zunahme der Occludin-Expression während der ENaC-Induktion festgestellt werden.  

Die verstärkte Expression ist jedoch nicht notwendigerweise der Grund für die Erhöhung des 

transepithelialen Widerstandes, zumal Occludin darüber hinaus nach Stimulation mit 

Aldosteron nur subjunktional verstärkt nachweisbar war. Die wahrscheinlich komplexere 

Rolle von Occludin als Bestandteil der Tight Junction und die Bedeutung der vermehrten 

subjunktionalen Expression unter ENaC-Induktion bleiben ebenso wie seine 

Regulationsmechanismen in weiteren Studien zu untersuchen. 

2004 wurde die Expression von Claudin-8 entlang der aldosteronsensitiven 

Tubulusabschnitte, dem distalen Nephron, dem terminalen aufsteigenden dünnen Ast der 

Henle-Schleife und im distalen Tubulus beschrieben [Li et al., 2004]. Diese Tubulusabschnitte 

zeichnen sich durch starke Barriereeigenschaften aus. Claudin-8 trägt als kationenselektive 

Komponente zur Aufrechterhaltung des Natriumgradienten bei. In diesem Zusammenhang 

stellte sich die Frage ob Aldosteron entweder die Expression von TJ-Proteinen wie Claudin-8 

induziert oder ob Claudin-8 aldosteronunabhängig als Claudin mit stark abdichtender 

Funktion in diesen sehr dichten TJs exprimiert wird. 

Die abdichtende Wirkung des Claudin-8 gegenüber Kationen in der Niere konnte 

nachgewiesen werden [Jeansonne et al., 2003]. Einen weiteren möglichen Mechanismus zur 

kationenselektiven Abdichtung stellt eine Translokation von porenbildenden Claudinen wie 

Claudin-2 dar. Yu et al. berichteten 2003 von einer Herabregulation des Claudin-2, welche 

mit der vermehrten Expression des Cldn-8 in MDCK-II-Zellen einherging. Dieser 

Mechanismus war für den in der vorliegenden Arbeit gezeigten Mechanismus jedoch von 

sekundärer Bedeutung, da Claudin 2 im distalen Colon nicht exprimiert wird [Bürgel et al.,  
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2002]. Daher liegt nahe, daß die Verstärkung der parazellulären Barriere durch den direkt 

abdichtenden Effekt von Claudin-8 zu erklären ist. 

Die vorliegende Arbeit zeigte eine unveränderte Expression von Claudin-1, -4, und -5 nach 

Induktion des Epithelialen Na+-Kanals im Colon sigmoideum auf; Claudin-1 stellt eine 

parazelluläre Barriere für Moleküle von einer Größe bis 600 Da dar. Es ist Bestandteil vieler 

Epithelien wie der Epidermis und der Lunge, von Endothelien und Osteoblasten [Tebbe et al., 

2002, Turksen et al., 2004]. Claudin-1 konnte in der apikolateralen Membran der 

Epithelzellen des Colon sigmoideum nachgewiesen werden. Cldn-1 scheint dabei eine 

konstant abdichtende Funktion während der Zunahme des Aldosteron-induzierten Na+-Stroms 

zu besitzen, während über andere TJ-Proteine wie Cldn-8 die TJ-Barriere unter Natrium-

Induktion dynamisch reguliert wird. 

Claudin-4 induziert eine Verstärkung der Na+-selektiven Barriere. In MDCK-II-Zellen 

bewirkte die Expression einen Anstieg des transepithelialen Widerstandes um 300% [Van 

Itallie et al., 2001]. Claudin-4 wurde im Colon und u.a. im Lungenepithel [Turksen et al., 

2004], sowie der Stria vascularis des Innenohrs nachgewiesen [Florian et al., 2003]. In einer 

Studie untersuchten Le Moellic et al. [2005] die Auswirkungen von Aldosteron auf Claudin-4 

im renalen Sammelrohr und konnten eine aldosteronvermittelte Phosphorylierung feststellen. 

Expressionsstärke und Lokalisation blieben unverändert. Es wurde jedoch eine verstärkte 

parazelluläre Permeabilität für 125I festgestellt und als mögliche Folge der Claudin-4-

Phosphorylierung diskutiert. 

Auch unsere Untersuchungen am humanen Colon sigmoideum ergaben eine unveränderte 

Expression und Lokalisation von Claudin-4 in der apikolateralen Membran von Epithelzellen 

nach Inkubation mit Aldosteron. Die Ergebnisse decken sich somit mit denen Le Moellic et al. 

am Sammelrohr der Niere [Le Moellic et al., 2005]. Die These, dass Claudin-4 in seiner 

Funktion als Natrium-Barriere über eine vermehrte Expression eine entscheidende Rolle bei 

der Abdichtung der TJ spielt und dadurch die physiologische Funktion des ENaC unterstützt 

erscheint nach unseren Ergebnissen nicht wahrscheinlich. Eine weitere Möglichkeit wäre 

jedoch, dass es durch Phosphorylierung eine weitere uns noch unbekannte Rolle in der TJ, 

beispielsweise in der Signaltransduktion, spielt. 

Bezüglich zweier Krankheitsbilder ist unsere Studie von unmittelbarer Bedeutung: 

Pseudohypoaldosteronismus und Liddle-Syndrom (Pseudohyperaldosteronismus). Beiden  



Diskussion         140 
 

Krankheitsbildern liegen Mutationen der ENaC-Untereinheiten zugrunde, welche zu einer 

veränderten aldosteronabhängigen Na+-Resorption führen [Sartorado et al., 2004, Pradervand 

et al., 1999, Huey et al., 2004]. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie lassen darauf 

schließen, daß auch die Zusammensetzung der Tight Junction hiervon betroffen ist.  

Zwei Formen des Pseudohypoaldosteronismus werden unterschieden; der autosomal-rezessiv 

vererbte multisystemische und der autosomal-dominante renale Typ. 

Pseudohypoaldosteronismus Typ I (PHA I) ist die renale Form des Pseudohypo-

aldosteronismus. Es handelt sich um ein seltenes neonatales Syndrom, welches mit hohen 

Renin- und Aldosteron-Plasma-Konzentrationen sowie Hyponatriämie und Hyperkaliämie mit 

metabolischer Azidose verbunden ist, und bei dem zugeführte Mineralkortikoide keine 

Wirkung zeigen. Die Therapie beruht auf einer Elektrolytsubstitution mit Natriumchlorid. Bei 

therapieresistenten Patienten zeigen sich letale Verläufe.  

Beiden Typen des Pseudohypoaldosteronismus liegen unterschiedliche Mutationen von 

ENaC-Untereinheiten oder des Mineralkortikoid-Rezeptors zugrunde [Sartorado et al., 2004, 

Pradervand et al., 1999]. Bei einigen Patienten konnte jedoch keine der beiden Varianten 

nachgewiesen werden. Bei einer Reihe dieser Patienten wurde nach Mutationen des Claudin-8 

gesucht, hier konnte jedoch keine Mutation festgestellt und die Hypothese der 

pathogenetischen Bedeutung einer Claudin-8 Mutation für den PHA entkräftet werden [Huey 

et al., 2004]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit werfen jedoch ein neues Licht auf einen 

möglichen Zusammenhang zwischen Claudin-8, dessen abdichtender Funktion und dem 

ENaC bzw. hMR-Defekt bei PHA. Ohne Aldosteronwirkung wird ENaC nicht induziert, was 

eine Verstärkung der Na+-Resorption und somit der TJ-Abdichtung verhindert.  

Beim Liddle-Syndom (Pseudohyperaldosteronismus) konnten Mutationen im PY-Motiv des 

zytoplasmatischen C-Terminus der β- und γ- ENaC-Untereinheit festgestellt werden, welche 

die Nedd 4-2-vermittelte Inaktivierung des ENaC verhindern und so zu einer verstärkten 

Resorption führen [Furuhashi et al., 2005]. Eine durch die verstärkte Natriumresorption 

getriggerte Abdichtung der TJ würde über die Stabilisierung des elektrochemischen 

Gradienten unterstützend zur Symptomatik der scheinbar erhöhten Aldosteron-Aktivität 

beitragen. Unsere Ergebnisse stehen daher auch in Einklang mit den bei diesem 

Krankheitsbild bekannten Befunden. 
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Zusammenfassung 

 
Die vorliegende Arbeit beschreibt die funktionelle Charakterisierung von Tight Junction-

Proteinen, die Analyse der Induktion des Epithelialen Na+-Kanals (ENaC), die Rolle der 

Untersuchungsobjekte bei physiologischen und pathophysiologischen Vorgängen und den 

Nachweis der synergistischen Regulation von Transport und Barriere im Colon sigmoideum. 

 

In Bezug auf die Charakterisierung der Tight Junction-Proteine konnte eine Porenfunktion 

von Claudin-2, eine abdichtende Funktion von Claudin-5 und eine Mg2+-Permeabilität von 

Claudin-16 nachgewiesen werden. Darüber hinaus wurde die molekulare Grundlage der 

dichten Barriere der Marginalzellen der Stria vascularis aufgeklärt. Für eine Reihe von 

Varianten von Claudin-16, welche im Zusammenhang mit familiärer Hypomagnesämie mit 

Hypercalcurie und Nephrocalcinose (FNHHC) stehen, wurde eine direkte Dysfunktion im 

Epithelzellmodell nachgewiesen.  

 

Die Analyse der Regulation des epithelialen Na+-Kanals im distalen Colon der Ratte zeigte, 

dass Aldosteron bereits initial die Transkription der β- und γ-Untereinheiten des ENaC 

induziert. Die Verwendung identischer Gewebepräparate für die funktionelle und molekulare 

Analyse ermöglichte den Nachweis, dass die ENaC-Regulation im distalen Colon auf rein 

transkriptioneller Ebene erklärt werden kann. Darüber hinaus konnte eine Hemmung der 

Induktion des ENaC in der entzündeten Colonmucosa von Colitis ulcerosa-Patienten 

nachgewiesen werden. Im gesunden Colon von Ratte und Mensch wurde ein direkt 

hemmender Effekt von proinflammatorischen Zytokinen auf die ENaC-Induktion aufgezeigt. 

 

Schließlich konnte ein direkter funktioneller Zusammenhang zwischen der Regulation des 

Ionentransports und der parazellulären Abdichtung gefunden werden: Während der Induktion 

des elektrogenen Na+-Transports verhindert eine verstärkte Abdichtung des Interzellularspalts 

den parazellulären Rückfluss von Na+ und trägt somit zu einer erhöhten Effizienz des Na+-

Transports bei. 
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Abkürzungsverzeichnis 

 

°C Grad Celsius 

bp Basenpaare 

cDNA complementary DNA 

Cldn Claudin 

Da Dalton 

DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid 

DNA Desoxyribonucleinsäure 

ENaC Epithelialer Na+-Kanal 

ER endoplasmatisches Reticulum 

FHHNC familiäre Hypomagnesämie mit Hypercalcurie und Nephrocalcinose 

Isc short circuit current; Kurzschlussstrom 

IFN-γ Interferon-gamma 

J Flux 

JNa Elektrogener Na+-Transport; Na+-Flux 

kb Kilobasen 

kDa Kilodalton 

MDCK Madin-Darby canine kidney 

min Minute 

ml Milliliter 

mM Millimol pro Liter 

µg Mikrogramm 

µl Mikroliter 

mv Mikrovilli 

n.s. nicht signifikant 

ng Nanogramm 

nm Nanometer 

Ocln Occludin 

PBS Phosphate Buffered Saline 

PCR Polymerase Chain Reaction; Polymerasenkettenreaktion 


