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1. Einleitung

1.1 Epithelien

Epithelien stellen Grenzflachen zwischen verschiedenen Kompartimenten dar. Sie
bekleiden die inneren und die aulleren Oberflachen des Korpers, wie die des
gastrointestinalen und urogenitalen Traktes, der Lunge und der Epidermis. Die
Innenflache der Blutgefalie ist mit einer Sonderform von Epithel bedeckt, dem Endothel.
Je nach Lokalisation sind die Epithelien unterschiedlich gestaltet: ein- bis mehrschichtig,
ein- bis mehrreihig, hochprismatisch, platt, zilien- oder mikrovillitragend. Epithelien sind
Verbande aus Einzelzellen. Die Zellen liegen auf der Basalmembran und sind
untereinander verankert. Durch den Zusammenschluss der einzelnen Zellen entsteht

eine funktionelle Einheit.

1.1.1 Aufbau und Funktion von Epithelien

Epithelien sind polare Zellen mit einer apikalen und einer basolateralen Membran.
Apikal (luminal / mukosal) stehen die Zellen je nach Organ unmittelbar in Kontakt zum
Beispiel mit Stuhl oder Urin. Die basolaterale (interstitielle / serosale) Seite umfasst die
basale Kontaktflache mit der Basalmembran und die laterale Flache zu den
benachbarten Zellen. Auf dieser Seite befindet sich das Interstitium mit den Lymph- und

Blutgefalien.

Epithelien erfullen zwei Hauptfunktionen: 1. Barriere und 2. gerichteter Transport. Zur
Stabilisierung des inneren Milieus sind beide Funktionen unerlasslich. Die
Barrierefunktion ist notwendig, um Kompartimente, die sich in der physikalischen und
chemischen Zusammensetzung (pH, Druck, Substratkonzentration) teilweise erheblich
voneinander unterscheiden, abzugrenzen. Physiologische Beispiele fur funktionell
besonders  wichtige Epithelschranken sind die Blut-Hirn-Schranke,  Blut-

Hoden/Nebenhoden-Schranke und die Blut-Nieren-Schranke.



Epithelien gestatten zugleich aber auch die Passage von Substanzen durch die
Zellschicht. Grundlage fur den gerichteten Transport ist die Polaritat des
Epithelverbands und die Abdichtung des Spaltes zwischen den Zellen, um eine passive
Diffusion von Soluten und Wasser zu verhindern. Die Polaritat entsteht infolge der
charakteristischen Verteilung der Membranproteine wie lonenkanale, Pumpen und
Transporter auf beiden Seiten des Epithels, wodurch unidirektionaler Transport im
Sinne der Resorption (von apikal nach basolateral) oder Sekretion (von basolateral

nach apikal) ermdglicht wird.
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Abb. 1: Schematische Darstellung einer Epithelzelle und der Zell-Zell-Verbindungen. KI. Bild: Tight
Junction Strange. Quelle: Physiologie des Menschen, Schmidt Thews Lang Springer Berlin; 28. Auflage

1.1.2 Epithelialer Wassertransport in vivo

1988 gelang zum ersten Mal der Nachweis spezifischer integraler Membranproteine, die
fur den Wassertransport in und durch die Zelle verantwortlich sind [1]. Diese
Membranproteine wurden zunachst CHIP genannt und spater in Aquaporine (AQP)
umbenannt. Zur Zeit sind 13 AQP im Saugetier bekannt [2]. Fur Wasser besteht
prinzipiell die Mdglichkeit, entweder transzellular oder parazellular die Epithelschicht zu
uberwinden. Beide Transportwege tragen zusammen zu einem FlUssigkeitsaustausch

von ca. 200 L pro Tag im menschlichen Organismus bei [3].



In der menschlichen Niere wird pro Tag ca. 180 L Plasma filtriert, aber nur 0.5 bis 3 L
Urin ausgeschieden. Die glomerulare Filtrationsrate (GFR) entspricht in etwa dem
10fachen des Extrazellularvolumens und dem 60fachen des Plasmas. Es ist daher
notwendig, einen Groldteil des Filtrats Uber Resorption wieder dem systemischen
Kreislauf zurtickzufihren. Aus dem Primarfiltrat werden essentielle Solute gemeinsam
mit Wasser isoosmolar resorbiert. Den grof3ten Anteil der Resorptionsleistung hat der
proximale Tubulus (ca. 60% der GFR) und die Henle-Schleife (ca. 20% der GFR). Im
medullaren Sammelrohr findet eine Feinjustierung der Urinzusammensetzung statt. Die
Hauptzellen resorbieren Natriumchlorid (NaCl) und sezernieren Kalium (K*) unter dem
Einfluss von Aldosteron. Die Zwischenzellen nehmen K* auf und sezernieren H*. Die
transzellulare Wasserpermeabilitat und hiermit die Wasserresorption wird durch das
antidiuretische Hormon (ADH bzw. Vasopressin) in einem Bereich zwischen <1% und
15% der GFR geregelt.

1.2 Tight Junctions

1.2.1 Struktur und Funktion der Tight Junctions

Parazellular lassen sich drei unterschiedliche Zellverbindungen finden: Adherens
Junctions / Zonula adhaerentes, Nexus / Gap Junctions und die am weitesten apikal
angeordnete Tight Junctions (TJ) / Zonula occludens (Abb. 1). Erstere befinden sich
unterhalb der TJ und sorgen fur den mechanischen Zusammenhalt des Zellverbands.
Gap Junctions sind direkt kommunizierende Zellverbindungen. Bei den TJ handelt es
sich um spezialisierte Zell-Zell-Kontakte, die sich funktionell und morphologisch von

anderen Zellverbindungen unterscheiden.

Die TJ stellen eine selektiv-permeable Barriere dar, die die Zelle netzformig umspannt,
Hierdurch wird das interzellulare Kompartiment am luminalen Rand unterteilt (Abb.1).
Im Bereich der TJ nahern sich die benachbarten Zellen, so dass dieser Spalt, normal
ca. 20-30 nm breit, dabei obliteriert [4]. Lichtmikroskopisch sind die TJ nicht darstellbar.
Elektronenmikroskopisch fusionieren die gegenuberliegenden Zellmembranen an der
Stelle, wo die TJ lokalisiert sind und imponieren als punktuelle Verdichtungen [5, 6]. In
Gefrierbruchschnitten lassen sich parallel angeordnete und miteinander vernetzte

Strange erkennen, deren Anzahl je nach Epithel variieren [7].



TJ erflllen verschiedene Funktionen im Epithel: der Erhalt der Polaritat, die Regulierung
des parazellularen Transports und die Signalubertragung. Zur Aufrechterhaltung der
Polaritat der Epithelzelle verhindern die TJ die freie Diffusion der membranstandigen
Proteine innerhalb der Lipiddoppelschicht. Damit verbleiben die am epithelialen
Transport beteiligten lonenkanadle, Pumpen und Transporter auf der apikalen und
basolateralen Seite der Plasmamembran. Diese spezifische Verteilung gewahrleistet
den gerichteten epithelialen Transport. Die Passage von lonen und Molekullen Uber ein
Epithel kann auf zwei Wegen erfolgen, transzellular und parazellular. Beim ersteren

fuhrt der Transport durch die apikale Zellmembran, das Zytoplasma und die
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basolaterale Membran. Der parazellulare Transport erfolgt unter Umgehung der Zelle im

Interzellularraum statt, der durch die TJ reguliert wird.

Abb. 2 Aufbau der Tight Junctions. A: Modell der Tight Junctions. Quelle:

http://www.nastech.com/nastech/junctions_biology. B: Molekulare Struktur der Tight Junction Proteine.

Inzwischen ist bekannt, dass die TJ sich aus verschiedenen Proteinen

zusammensetzen: Claudin, Occludin, Junction Adhesion Molekil (JAM) und dem

Claudin Occludin Tricellulin
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kurzlich entdeckten Tricellulin [8, 9]. Die Membranproteine zweier benachbarter Zellen
interagieren untereinander [10, 11]. Das Protein JAM mit zwei transmembranaren
Schleifen ist allein nicht in der Lage, TJ-Fibrillen zu bilden [12, 13]. Beim Occludin
handelt es sich um ein transmembranares Molekul von ca. 65 kDa. Die Prasenz von
Occludin allein erklart jedoch nicht die Struktur und die Funktion der TJ. Denn Endothel-
und Sertolizellen enthalten kein Occludin und bilden dennoch TJ-Fibrillen aus [14-16].
Mause, in denen Occludin ausgeschaltet wurde, zeigen weder morphologische noch
elektrophysiologische Veranderung der TJ [17].

Einen maligeblichen Einfluss auf die Eigenschaft der TJ als Barriere haben die
Claudine, dabei scheint nicht allein die Gesamtmenge der vorkommenden Claudine von
Bedeutung zu sein, sondern die Zusammensetzung und das Verhaltnis der einzelnen
Claudinsubtypen innerhalb der TJ-Strange [18]. Claudine verfligen Uber spezifische
Proteininteraktionssequenzen (PDZ-Doméanen) am C-Terminus, worlber sie mit
weiteren zytoplasmatischen Proteinen mit PDZ-Doméanen interagieren konnen, die mit
dem Zytoskelett verbunden oder an der SignalUbertragung beteiligt sind. Beispiele sind
Zonula occludens-1, -2, -3 (Z0O-1, Z0O-2, Z0O-3), Membran-assoziierte Guanylatkinase
(MAGIs) und Multi-PDZ-Domane Protein 1 (MUPP1). Uber die zytoplasmatischen,
peripheren Proteine Cingulin und Zonula occludens-1, -2, -3, mit einer Molekularmasse
zwischen 100 und 220 kDa, entsteht ein direkter Kontakt mit Zytoskelettflamenten wie
Aktin [19, 20] (Abb. 2 und 3). ZO-1 scheint ebenfalls an der Regulation von
Transkription und Zellproliferation beteiligt zu sein, indem es Uuber den

Transkriptionsfaktor ZONAB die Expression vom Protoonkogen ErbB-2 moduliert [21].

Verschiedene pathologische Zustande gehen mit einer gestdrten TJ-Funktion einher.
Der Verlust der Barrierefunktion und der Zellpolaritat sind mit der autosomal-dominanter
Polyzystischer Nierenerkrankung (ADPKD) oder Karzinogenese und Metastasierung
assoziiert. Ein morphologisch wichtiger Schritt in der Tumorprogression ist der Verlust
der epithelialen Architektur und die zunehmende Auflosung des Zellverbandes. Beides
wird urch die TJ aufrechterhalten. Die epitheliale-mesenchymale Transition (EMT)
beschreibt modellhaft die maligne Transformation, wobei Zellen den epithel- und
organspezifischen Phanotyp verlieren [22]. Auf diesem Weg gewinnen die veranderten
Zellen bindegewebige Erscheinung. Das retrovirale Onkogen Raf-1 induziert unter

Downregulation von Claudin-2 eine Signalkaskade, die Uber EMT in der Leberzelllinie



der Maus zum Hepatoblastom flhrt [23]. Aktuell werden Claudine als Biomarker in der
Tumordiagnose und  Therapie  diskutiert [24-27]. Durch  Kenntnis der
gewebsspezifischen Lokalisation der Claudine ist eine epitheliale Zuordnung von
Metastasen unbekannten Ursprungs maoglich [28]. Beim Prostata- und Mammakarzinom
wurde gezeigt, dass die Claudin-2-Expression bis unterhalb der Detektionsgrenze
erniedrigt ist. In 2% der Magenkarzinome und 25% der kolorektalen Karzinome ist
Claudin-2 exprimiert [29] bzw. hochreguliert [30].

1.2.2 Claudine

Zur Zeit sind 24 homologe Isoformen der Claudine bekannt [31]. Es sind ca. 23 kD
groRe Proteine, die vom Aufbau dem Occludin sehr &hnlich sind, aber keine Ahnlichkeit
bezlglich der Aminosauresequenz mit Occludin aufzeigen (Abb. 2) [32]. Tabelle 1 listet
die Claudine nach der Lokalisation, der Eigenschaft die parazellulare Permeabilitat zu
erniedrigen (dicht) oder zu erhdhen (leck) und deren klinische Bedeutung auf. Claudin-1
und -2 waren die ersten identifizierten Mitglieder dieser Familie. Beide sind eng
verwandt und zeigen 38% Homologien in ihrer Aminosauresequenz [13, 33]. Wenn
Claudin-1 und -2 jeweils isoliert in Fibroblasten ohne genuine TJ eingebracht werden,
entstehen TJ Strange, die sich morphologisch nicht von nativen TJ unterscheiden [33].
Uber die funktionelle Rolle der einzelnen Claudine werden zunehmend mehr

Erkenntnisse gewonnen.

Der Transport durch die TJ im Organismus erfolgt passiv entlang eines
elektrochemischen Gradienten, der zuvor durch energieabhangige Transportprozesse
aufgebaut wurde. Die parazellulare Passage findet selektiv statt und wird dynamisch
reguliert. Die Up- und Downregulation einzelner Claudine als Anpassungsreaktion auf
physiologische und pathologische Anderungen externer Gegebenheiten spiegelt die
dynamische Funktion der TJ wider. Die Dichtigkeit der Barriere wird durch die Hohe des
transepithelialen Widerstands (Repi) widergegeben. Anhand von Rep lassen sich
niederohmige lecke von dichten Epithelien mit hohen Repi unterscheiden [14, 34].
Ubersteigt die parazellulére die transzelluléare Durchlassigkeit, wird das Epithel als leck
bezeichnet und umgekehrt als dicht. An Abschnitten des Nierentubulus lasst sich die
physiologische Relevanz dieser Eigenschaft besonders gut nachvollziehen (Tab. 1). Im

proximalen Tubulus mit hoher transzellularer Transportrate ist Repi klein, im Gegensatz
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zum hohen Rep in distalen Segmenten, in denen die Aufrechterhaltung des aufgebauten

Gradienten zwischen Lumen und Interstitium im Vordergrund steht. Die TJ verhindern

die Ruckdiffusion von Soluten zwischen den Zellen und unterstiitzen somit den Aufbau

eines elektrochemischen Gradienten. Lange Zeit galt, dass die TJ in erster Linie eine

Abdichtungsfunktion erfillen und wenig durchlassig sind. Eine ganze Reihe von

Arbeiten haben inzwischen bestatigt, dass die molekulare Zusammensetzung und die

heterogene Expression der Claudine die detaillierte Funktion der TJ bestimmen [35-37].

Wahrend grofRe organische Molekule zurickgehalten werden, konnen kleinere lonen

die Schranke passieren.

Tab. 1: Lokalisation und klinische Bedeutung der Claudine.

Polyzystische Niere

Claudin Vorkommen Charakteristik  Klinische Bedeutung Literatur
1 dist. T, SR dicht Dehydration [38, 39]
2 selektiv prox. T leck siehe Tab. 2
3 prox. T, Henle, SR nicht eindeutig Toxin-Rezeptor [40]

4 prox. T, SR, Lunge nicht eindeutig ;/r\ZI)I(iig;r:{s%szZtroern-Syndrom [35]
5 Endothel dicht Velokardiofaziales Syndrom [36, 41]
6 embryonal, SR Ko-Rezeptor flr Hepatitis C [42, 43]
7 prox. T, SR, Lunge leck Nierenzellkarzinom [44]
8 prox. T, Henle,Lunge dicht Morbus Crohn [45]
9 Embryonal, Leber Ko-Rezeptor Hepatitis C [37, 42]
10 prox. T leck Hepatozellulares Karzinom [46]
11 Hoden Blut-Hoden-Schranke [47, 48]
12 Darm Kalziumabsorption [49]
13 nur in Maus [27]
14 Innenohr auto-rez. Taubheit [50]
15 Darm Megaintestinum [51]
16 Henle leck fam. Hypomagnesamie [52]
17 Haut [53]
18 Lunge, Magen dicht Magenkarzinom [54]
19 Henle, dist. T, SR dicht fam. Hypomagnesamie [55]
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20-24

dist. = distal, prox. = proximal, SR = Sammelrohr, T = Tubulus

Eine Beteiligung an der parazellularen lonenleitfahigkeit wurde erstmals fur Claudin-16
berichtet [52]. Die Uberexpression von Claudin-1, -4, -8, -11 und -15 fUhrt zu einem
Anstieg von Re, und Permeabilitatssenkung [34, 38, 56-58], wahrend die
Uberexpression von Claudin-2, -6 und -7 zu einem Abfall des Repi und damit zu einem
Permeabilitatsanstieg flihren [58, 59]. Aus funktionellen Studien an kultivierten
Zellmodellen ist bekannt, dass Claudin-5 das Epithel abdichtet [36]. Claudin-3 und -4
kommen dagegen sowohl in dichten wie auch in lecken Epithelien vor und lassen sich
daher nicht eindeutig zuordnen. Sie fungieren als Rezeptor fur das Enterotoxin vom

Durchfallerreger Clostridium perfringens [40, 60].
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Abb. 3: Parazellulare "wassrige" Poren. Quelle: Van ltallie and Anderson. 2004. Physiology 19 :331-338.

Als porenbildende Claudine sind bisher Claudin-16 [61] und Claudin-2 [62] bekannt. Die
Beschaffenheit einer solchen Pore ist spekulativ (Abb. 3). Bisher wurden drei
transportbezogene Eigenschaften beschrieben: 1. elektrische Konduktivitat, 2.
Ladungsselektivitat und 3. GrolRenselektivitat [18, 63, 64]. Die Ladung der Innenseite
der Pore legt die Ladungsselektivitat fest. Verschiedene Arbeiten mit anderen
Claudinen haben gezeigt, dass die selektive Permeabilitait des Epithels durch
chemische Veranderungen der Claudine modulierbar ist. Wenn anionische Reste am
Claudin-15 modifiziert werden, entsteht eine Anionenpraferenz. Durch mutagene

Anderungen der Nettoladung der ersten extrazellularen Schleife am Claudin-4
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verschwand die Kationenselektivitat [58]. Claudine sind in der Lage Polymere
miteinander auszubilden. Wahrend Claudin-3 sowohl mit Claudin-1 als auch -2

heteropolymere Komplexe bildet, ist das zwischen Claudin-1 und -2 nicht méglich [13].

1.2.3 Struktur und Funktion von Claudin-2

Die Barriereeigenschaft wird primar bestimmt durch die An- oder Abwesenheit von
einzelnen TJ-Proteinen aus der Claudin-Familie. Den potentesten Effekt auf die
parazellulare Permeabilitat besitzt Claudin-2 [62]. Claudin-2 ist wie andere Mitglieder
der Claudin-Familie ein integrales Membranprotein mit vier transmembranaren
Doménen und zwei extrazellularen Schleifen (Abb. 2). Der in den Parazellularraum
hineinragende Anteil ist funktionell von besonderem Interesse, da er direkt mit Soluten
im Parazellularraum in Beruhrung steht. Daher sind Claudine die vielversprechendsten
Kandidaten, um die unterschiedliche Permeabilitat der Epithelien zu erklaren. Endogen
befindet sich Claudin-2 in zahlreichen epithelialen Organen wie Leber und Niere (Tab.
2), jedoch nicht in Lymphgewebe und Haut [26, 65].

Claudin-2 ist in der Lage, eine parazellulare Pore zu bilden. Durch die Expression von
Claudin-2 wird ein dichtes Epithel in ein leckes transformiert unter Abfall des
transepithelialen Widerstands [62, 66]. Die physiologische Bedeutung fur die Funktion
wird hervorgehoben durch die organ- und gewebsspezifische Expression.
Charakteristischerweise lasst sich eine hohe Claudin-2-Expression in den lecken,
proximalen Segmenten der rohrenformigen Epithelien der exkretorischen Drusen, des
Darms und der Niere finden [67, 68]. Claudin-2 beeinflusst entscheidend die
parazellulare lonendurchlassigkeit. Amasheh et al. zeigten, dass Claudin-2 Poren bildet,
die selektiv die Passage von kleinen Kationen ermoglichen [62]. In unserem Labor
durchgefuhrte Flux-Studien zeigen eine Durchlassigkeitsgrenze fur ungeladene
Molekule wie Mannitol von maximal 182 Da. Die lonenleitfahigkeit betragt in
absteigender Reihenfolge: K™ = Na® > N-Methyl-D-Glucamin (NMDG") > Cholin® >> CI
= Br .der Proteine [68]. Das neonatale Urothel mit einem niedrigen Repi enthalt zugleich
auch einen 4fach hoheren Anteil an Claudin-2 im Vergleich zu adulten proximalen
Tubuli. Fur urotheliales Epithel wurde eine Downregulation von Claudin-2 wahrend der
Ausdifferenzierung zu reifem Urothel mit einem hohen Repi gezeigt, was die Funktion

von Claudin-2 unterstreicht [69]. Eine Stérung der Abdichtungsfunktion durch das
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porenbildende Protein fuhrt klinisch zur Diarrhoe. In Darmbiopsien von Patienten mit

Colitis ulcerosa ist die Claudin-2-Expression um das 10fache erhoht [70].

Tab. 2: Expression und klinische Bedeutung von Claudin-2

Claudin Lokalisation Klinische Bedeutung Literatur
Niere (ht’)chste Vorkommen) koIIagene Kolitis [70, 71]

Claudin-2 Magen, Leber, Pankreas Morbus Crohn [45]
Darm, Mamma, Auge, Schilddriise, kolorektales Karzinom [26, 29]
Prostata, Lunge, Gehirn

1.2.4 Tight Junctions und der parazellulare Wassertransport

Die Literatur zum Thema parazellularer Wassertransport reicht bis in die 70er und 80er
Jahre zurtck [72-76]. Nach wie vor ist die Frage ,Sind die Tight Junctions durchlassig
fur Wasser?“ umstritten. Die Aussagen variieren stark. Auf der einen Seite steht der
lange akzeptierte ,solvent drag“ Mechanismus, wobei Solute mit dem transportierten
Wasser mitgenommen werden. Auf der anderen Seite lassen sich Aussagen finden,
wobei TJ als Barriere im transepithelialem Wassertransport fungieren [77]. Abhangig
vom Autor wird der Anteil des parazellularen Wassertransports zwischen 0 [78, 79] und
100% angegeben [80-82]. Funktionelle Studien weisen daraufhin, dass die TJ Poren
enthalten, die groRen- und ladungsselektiv sind. Obwohl einige Autoren von ,wassrigen
Poren®, also wassergeflillte Poren im stationaren Zustand sprechen [13, 56, 83, 84]
(Abb.3), konnten Kovbasnjuk et al. [78] mit optischen Methoden keinen parazellularen

Wassertransport feststellen.

Hinweise auf einen funktionellen Zusammenhang zwischen Claudin-Expression und
HomoOostase des Wasserhaushalts liefern zwei Arbeiten im Tiermodell. Claudin-1
defiziente Mause und transgene Mause, die Claudin-6 Uberexprimieren, zeigen
auffallige Permeabilitatssteigerung fur Wasser [39, 43]. Durch Mangel an Claudin-1
sterben die Mause innerhalb eines Tages postpartal infolge des Defektes in der

epidermalen Barriere.

Die Untersuchung des Wassertransports ist experimentell schwierig. Die methodischen

Madglichkeiten zur direkten Messung und Visualisierung des Wassertransports sind
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limitiert [85]. Die bisher in der Literatur zu findenden Methoden sind:

- analytische Kalkulation [82, 86]

- radioaktive Markierung von Wasser D,0 [87]

- Elektronenmikroskopie der Passage von ultrastrukturell darstellbaren Markern [76]
- konfokale Mikroskopie von fluoreszenz-markierten Substanzen [88]

- konfokale Laser Scanning-Mikroskopie des Zellvolumens [77]

- indirekte Messung von Abnahme der Perfusionsflissigkeit [79]

- optische Systeme [89]

Bei diesen Messungen wurde versucht, direkt experimentell zwischen trans- und
parazellularem Wassertransport zu unterscheiden. In der vorliegenden Arbeit wurde
eine andere Methode angewandt: Zunachst wurde der gesamte transepitheliale
Wassertransport gemessen. Anschlielend wurde der Einfluss einer Veranderung der
TJ-Zusammensetzung durch die stabile Transfektion mit Claudin-2 cDNA auf den

epithelialen Wassertransport untersucht.

Die Uberwiegende Zahl der bisherigen Untersuchungen wurde ohne Berucksichtigung
des Aufbaus der TJ durchgefiihrt. Die Kenntnisse der molekularbiologischen Details der
TJ sowie deren physiologische Bedeutung sind erst in den letzten Jahren
hinzugekommen. Zum Zeitpunkt dieser Arbeit liegen keine publizierten Daten Uber den
funktionellen Einfluss von Claudin-2 auf den parazellularen Wassertransport vor. Die
Klarung des Beitrags von Claudin-2 zum parazellularen Wassertransport tragt
entscheidend fur das allgemeine Verstandnis des Netto-Wassertransports in Epithelien
bei.

In der vorliegenden Dissertation wird eine neuartige Messmethode zur direkten
quantitativen Bestimmung des epithelialen Wassertransports entwickelt und etabliert.
Mit dieser Methode wird der Wassertransport unter Berucksichtigung der
molekularbiologischen Zusammensetzung der TJ untersucht. Fur die Versuche wurden
Madin-Darby Canine Kidney-Zellen (MDCK)-Zelllinien verwendet. MDCK sind
Sammelrohrzellen aus der Hundeniere, die konfluent zu einem Monolayer wachsen.
MDCK wurde nach SH Madin und NB Darby benannt, die 1958 erstmalig Zellen aus

einer weiblichen Hundeniere isolierten [90]. Die Zellen sind besonders geeignet als
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Untersuchungsmodell fir einschichtige Epithelien, da sie zuverlassig konfluent wachsen
und TJ ausbilden. Uber die Messung des transepithelialen Widerstands Repi kann die
parazellulare Dichtigkeit der TJ beurteilt werden. Die MDCK-Zellreihen C7-Wildtyp (wt)
und C11-wt unterscheiden sich morphologisch und funktionell. MDCK-C7-wt
reprasentiert die hoherohmigen Hauptzellen der Niere (Repi >1000 Q-cm?), wahrend

C11-wt die niederohmigen Zwischenzellen darstellt (Repi ~ 50 Q-cmz) [91].

MDCK-C7-wt exprimiert endogen kein Claudin-2, wahrend MDCK-C11-wt stark Claudin-
2 exprimieren. Die Wassertransportmessungen wurden mit zwei Subklonen der MDCK-
C7-Zelllinie (C7-cld2M, C7-cld2H) und Zellen der MDCK-C11-Zelllinie durchgefuhrt.
Bei C7-cld2M handelt es sich um einen stabil transfizierten Klon mit Claudin-2 der Maus
und bei C7-cld2H mit humanem Claudin-2. Als Kontrolle diente jeweils der Klon, der nur
einen leeren Plasmidvektor enthielt. Wahrend die MDCK-C11-wt-Zelllinie aufgrund der
Claudin-2 Expression niedrige Werte flr Repi aufweist, wurde bei der C7-Zellreihe erst

durch die Transfektion mit Claudin-2 der Repi erniedrigt.
1.3 Ziele der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Aufklarung des Beitrags von Claudin-2 auf den
transepithelialen Wassertransport. Da fur diese Fragestellung keine geeignete
Messmethode zur Verfigung stand, wurde zunachst eine neue Messmethode zur
Messung des epithelialen Wassertransports entwickelt, etabliert und optimiert. Im
Anschluss wurden Versuchsreihen zur Bearbeitung der Fragestellung unter Vergleich
von niederohmigen MDCK-C11-Zellen, hochohmigen MDCK-C7-wt-Zellen und MDCK-

C7-Zellen, in denen Claudin-2 stabil transfiziert wurde, durchgefihrt:

1. Messung des epithelialen Wassertransports unter dem Einfluss eines

osmotischen Mannitol-Gradienten

2. Messung des epithelialen Wassertransports unter dem Einfluss eines Natrium-

Gradienten

3. Messung des epithelialen Wassertransports unter Kombination beider

Gradienten
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Acrylamid

Agar

Ammoniumpersulfat (APS)

Anti-Claudin / Occludin AK Zymed

BCA Protein Assay Reagenz A+B Pierce

Bromphenolblau (Laemmli)

Dichlormethylsilan 2% (1,1,1-
Trichlorethan)

DMSO Dimethylsulfoxid
Dulbecco’s Minimum Essential Medium
EDTA0,5M

EGTA 0,5 M, TmM

Ethanol

Glycin

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-
Ethansulfonsaure

HgCl

KCI

Lumi-Light Western-Blotting Kit
Magnesiumchlorid

Methanol

NaCl

Natrium-Butyrat

Penicillin

Paraformaldehyd
PBS-Tabletten

SBTI

SDS

Serva, Heidelberg

Oxoid Ltd, Hamshire, England
Sigma, Taufkirchen

San Francisco, CA, USA
Rockford, lllinois, USA
Amersham Phamacia Biotech,

Braunschweig
Merck, Berlin

SERVA Elektrophresis GmbH Heidelberg
Biochrom, Berlin

Serva Heidelberg

Serva, Heidelberg

J.T.Backer Deventer, Niederlande
Serva, Heidelberg

BIOMOL Feinchemikalien GmbH
Hamburg

Sigma, Taufkirchen

Merck, Berlin

Roche, Mannheim

Merck, Berlin

Merck, Berlin

Merck, Berlin

Sigma, Taufkirchen

Biochrom, Berlin

Merck, Berlin

Life Technologies, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen

Merck, Berlin
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Silber(l)-Sulfadiazin 98%
Streptomycin

TEMED

Tris

Triton X 100
Trypsin/EDTA

Tween 20

2.2 Materialien

Elektroden
Kryo-Rohrchen
Zellkulturplatte 8-Well
Magnetruhrstabchen
Nylon Membran
Objekttrager

Pipetten

Poly Screen PVDF-Transfer Membran

Zellkulturflaschen
Zellschaber
Kunststoff-Zellfilter

2.3 Gerate

Agarosegel-Elektrophorese Kammern
Fluoreszenzmikroskop BX 60
Luminiszenzbild Analysator (LAS 1000)

Magnetrahrer

Mini-Protean 3 Elektrophoresesystem
Mini Trans-Blot Transfer-Zelle
Inkubator 1000, Uni max 1010

Heizblock

Plattenlesegerat Spectra Classic

Merck. Berlin

Biochrom, Berlin

Life Technologies, Karlsruhe
Merck, Berlin

Roche, Mannheim
Biochrom, Berlin

Sigma, Taufkirchen

Mettler-Toledo GmbH, Urdorf, Schweiz
Brand, Wertheim

Nunc, Rosklide, Danemark
Merck, Berlin

Roche, Mannheim

Menzel, Braunschweig
Eppendorf, KoIn

NEN, Koln

Nunc, Roskilde, Danemark
Costar, Corning, NY
Millipore Corp., MA, USA

Biorad, Munchen
Olympus, Hamburg

Fuji, Dusseldorf
Ika-Combimag, Munchen
Biorad, Munchen

Biorad, Minchen
Heidolph, Kelheim
Grant, Berlin

Tecan, Crailsheim
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Power Pac 300 Biorad, Minchen

Speed Vac Uniequip, Martinsried
Ussing-Kammer Inst. Klin. Physiologie, Charité, Berlin
Zentrifugen Hermle Z233MK Wehingen

Wippe Frobel Labor Technik Lindau
Widerstandsmessgerat Inst. Inst. Klin. Physiologie, Charité, Berlin
Wasserbad SW 21/ TWB 5 Julabo, Selbach

Zentrifugen Hermle Z233MK Wehingen

Zentrifuge Eppendorf 5414 C, Koln

Zentrifuge Beckman Ti 70.1 AvantiJ25, Unterschleissheim Lohhof
Rollerpumpe Ismatec, Zurich, Schweiz
Wasserbad Haake, Berlin

Objektiv  Fujinon TV Zoon Lens SoftImaging System GmbH, Minster
E6X14AM Colorview12

Leuven-Clamp

ADDI-Data APCI-3120 analog Interface

pH-Meter 761 Knick, Berlin

Begasungsbrutschrank, B 5060 EC/CO2 Heraeus, Hanau

2.4 Puffer und Lésungen

5% Magermilchpulver in PBS 5 g Magermilchpulver
PBS ad 100 ml
5% BSA in PBS: 5gBSA
PBS ad 100 mi
Pierce BCA (je Probe): 196 ul Protein Assay Reagenz A
4 yl Protein Assay Reagenz B
Transferpuffer: 100 ml 10 x Puffer West

100 ml Methanol

Aqua bidest ad 1|
Elektrophoresepuffer: 100 ml 10 x Puffer West

10 ml 10% SDS

Aqua bidest ad 1|
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PBS/Tween/5% Magermilchpulver: 5 g Magermilchpulver
PBS/Tween ad 100 ml

PBS/Tween: 2 PBS-Tabletten
1 ml Tween
Aqua bidest ad 1|
10 x Puffer West: 144 g Glycin

30,4 g Tris Base

Aqua bidest ad 1|
BSA-Blockierungslésung: 5 % BSA

0,02 % Natriumazid

in PBS/Tween
Membran-Lysepuffer: 2ml Tris HCI, pH 7,4

500 pl 1M MgClI2

200 pl 0,5M EDTA

120 yl 0,5M EGTA

Aqua bidest. ad 100 ml

zu erganzen fur je 5 ml frischen 5 ul 1000 x SBTI

Lysepuffer: 100 pl 50 x PPI
50 pl 100 x PIC
5 ul Aprotinin

2.5 Zellkultivierung

Die fur diese Arbeit verwendeten Zellklone MDCK-C7-wt und C11-wt stammten aus der
Arbeitsgruppe Oberleithner, Institut fir Physiologie der Universitat Munster. Sie sind
ursprunglich aus kommerziell verfigbaren MDCK-Zellen der American Type Culture

Collection (ATCC) hervorgegangen.

Die MDCK-Zellen wurden unter physiologischen Standardbedingungen bei 37 °C im
begasten Brutschrank bei einem Carbogen-Gasgemisch aus 95% Luft und 5% CO,
kultiviert. Die Zellen wuchsen in Zellkulturflaschen mit Dulbecco's Minimum Essential
Medium (MEM) unter Zugabe von 10% fotalem Kalberserum (FKS), 100 U/ml Penicillin
und 100 mg/ml Streptomycin. Das Nahrmedium wurde alle 3 Tage gewechselt. Alle 10

Tage erfolgte das Passagieren mittels Trypsin sowie Neuaussaat der Zellen.
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Lichtmikroskopisch wurde das Wachstum des Zellrasens kontrolliert. Fur die
Experimente  wurden  Millicell®-HA-Filter ~ (PorengroRe 0.45 pum, effektive
Transportfliche 0.6 bzw. 4.2 cm? eingesetzt. Dazu wurden die konfluenten Zellen von
der Kulturflasche auf Zellfilter Uberfuhrt. Nach Zugabe von 0.05% Trypsin-EDTA
Ldsung, l6sten sich die Zellen vom Boden der Flasche und wurden anschlieRend auf
Zellfilter ausgesat. Pro Filter wurde eine Zellsuspension verwendet, die die gleiche
Zellzahl enthielt (2-106). Am 7. Tag nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellfilter
fur die Versuche entnommen. Testung auf Infektion durch Mycoplasmen (VenorGeM®

Mycoplasma PCR Detection Kit) wurden regelmafig durchgefihrt.
2.5.1 Claudin-2 transfizierte MDCK-Zellen

Fir die Wassertransportmessungen verwendete Zellen enthielten entweder das
Claudin-2 der Maus (C7-cld2M) oder humanes Claudin-2 (C7-cld2H). Verwendet
wurden Zellen zwischen der sechzigsten und achtzigsten Passage. Als Kontrolle diente
die Zellreihe, die den leeren Plasmidvektor (eukaryontischer Expressionsvektor
pcDNA3.1 bei C7-cld2M, CMV4-Vektor bei C7-cld2H) enthalt (C7-vec) [62]. Die
Plasmidvektoren sowohl der Kontrolle als auch des Claudin-2 Klons enthielten das
Resistenzgen fur das Aminoglykosid Geneticin (G418). Das Aminoglykosid Geneticin
(G418) wurde dem Nahrmedium fur C7-cld2 und C7-vec (800 pg/ml) hinzugegeben, um

die Zellen zu selektieren, die erfolgreich transfiziert wurden.
2.6 Entwicklung des Messstandes

Die von dem Physiologen Hans Ussing beschriebene Versuchsanordnung dient als
heutiger Standard bei der Untersuchung transepithelialer Transportprozesse [92]. Das
Prinzip lasst sich kurz darstellen: Zwischen zwei Kammern wird ein durchlassiges
zellbewachsenes Filtersystem eingelassen, wodurch das System zweigeteilt wird in ein
apikales und ein basolaterales Kompartiment. Auf beiden Seiten herrschen die gleichen
physikalischen Bedingungen bezuglich Druck, Temperatur und Zirkulation. Das Ussing-
System diente bei dieser Arbeit als prinzipielle Orientierung. Anhand dessen wurden
schrittweise Modifikationen vorgenommen, um eine neue Messapparatur zu entwickeln,

welches fur die zu bearbeitende Fragestellung geeignet war.
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2.6.1 Konstruktion eines neuen Kammersystems

Fir die Versuche wurde eine modifizierte Ussing-Kammer verwendet. Die Glasrohrchen
wurden durch zwei Steigréhrchen ersetzt, die sich in einer mit FlUissigkeit geflllten
Plexiglaskammer befand (Zellkammer, Abb. 4). Beide Kammern waren vollstandig
durch den eingesetzten Zellfilter unterteilt in ein apikales und ein basolaterales
Kompartiment. Um wasserdichten Verschluss sicherzustellen wurden O-formige
Dichtungsringe an beiden Seiten des Filters platziert. Von jeder Kammer fuhrte die
geschlossene und seitengetrennte Zirkulationsschleife durch ein Glasréhrchen
(Durchmesser 8.5 mm, Innenlange 80 mm). Mithilfe einer Rollerpumpe (Pumpe) konnte
eine kontinuierliche Zirkulation des Mediums gewahrleistet werden, die verhinderte,
dass wahrend des Messvorgangs unmittelbar am Filter lokale Konzentrationsgradienten
entstehen. Die Uberpriifung des Effektes erfolgte mit dem Farbstoff Methylen-Blau. Die
Perfusionsrate wurde konstant bei 20 ml/min aufrechterhalten. Die Temperatur wurde
uber ein Wasserbad kontrolliert, das mit einer optisch durchsichtigen
Warmeisolationsbox verbunden war. In der kontinuierlich mit Wasser durchspulten

Warmeisolationsbox waren die Glasrohrchen eingelassen.

Direkt Uber dem Epithel befanden sich Agarbricken (1,8 g % NaCl = 3 g / 100 ml) fur
die Registrierung der epithelialen Spannung Uepi. Die Elektroden zur Detektion der
Spannung standen in einer Losung aus 3% KCI, in der sich die Agarbricken befanden.
Seitlich in der Kammer befanden sich die Agarbricken zur Einspeisung von Strom, die
mit einer Stromquelle verbunden waren. Zur Bestimmung des transepithelialen
Widerstands Rep wurde ein Rechteckstrom von + 20 pA appliziert. Der Rep wurde im
Minutentakt registriert und mithilfe der Software (Ing. grad. D. Sorgenfrei) als
fortlaufende Graphik dargestellt. Widerstand und Spannung wurden nach Ussing-
Technik kontinuierlich mit Leuven-Clamp gemessen und Uber ein Computerinterface
aufgenommen. Der Flussigkeitspegel wurde videooptisch anhand der Position des
Meniskus innerhalb der Glasrohrchen detektiert (Abb. 4).

22



Wasserbad

Wiarmeisolationshox

Meniskus
Monitoring via
Software

Glasrdhrchen

Pumpe

Dichtungsringe

Zellkammer

Zellfilter

Spannung-Agarbriicke

Strom-Agarbriicke

Voltmeter

KCI

Stromquelle

Abb. 4: Schematische Darstellung des Versuchsstands. Erlauterung der Elemente (in Kursiv) siehe Text.
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Abb. 5: Foto des Versuchsstands. Rechts sind die Meniski auf beiden Seiten des Epithels (apikal =

rechts, basolateral = links) zu Beginn des Versuchs und nach 120 min dargestellt.

2.6.2 Versuchsablauf der Wasserflux-Messung

Das System wurde vor dem Versuchsbeginn auf Temperatur, Perfusionsrate und
Trockenheit Uberpruft. Die Wasserzylinder und die Kammern wurden vor jedem
Versuch mit Aqua dest. durchspult und getrocknet. Anschliefend wurden die
Glasrohrchen mit 2% Dichlormethylsilan dunnschichtig silanisiert, um Ablesefehler
infolge der Hysterese an der Grenzschicht Glas/Lésung zu minimieren. Die verwendete
Losung wurde jeweils ein Tag zuvor angesetzt und kuhl gelagert. Am Versuchstag
wurde Glucose hinzugefiigt. Zur Aquilibrierung wurde die Lésung erwarmt und
anschliefend im Brutschrank ca. 20 min begast. Unmittelbar vor dem Versuch wurde
ein Zellfilter aus der Inkubationsschale entnommen und nach vorsichtigem Abtupfen
des Restmediums eingesetzt. Beide Kammersysteme wurden simultan auf optisch
kontrollierten Gleichstand gefullt. Nach Einschaltung der Transportpumpe vergingen

insgesamt 10 min zur Stabilisierung des Zellkammersystems.
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Der Wassertransport wurde insgesamt Uber 2 h gemessen, wobei alle 15 min
abgelesen wurde. Aus den Differenzen der FlUssigkeitspegel wurde der Transport

bestimmt. Die Sensitivitat des Systems betrug 1 pl.

Die Zellen wurden vom 7. bis zum 10. Tag nach der Aussaat auf Filtern fur die
Untersuchungen genutzt. Voruntersuchungen hatten gezeigt, dass die Zellen ab dem 6.

Tag einen konfluenten Zelllayer ausbilden.

2.6.3 Ermittlung der Versuchszeit an vitalen Zellen

Nachdem die technischen Voraussetzungen erflllt sind, wurde in Vorversuchen die
Durchfuhrbarkeit der geplanten Experimente mit vitalen Zellen auf Zellfiltern Uberpruft
(Daten nicht aufgeflihrt). Die Vitalitat der Zellen konnte indirekt Uber einen konstanten
Repi und durch Stimulation mittels Forskolin am Ende des Versuchs beurteilt werden.
Forskolin ist ein Wirkstoff aus dem Harfenkraut (Coleus forskonhlii). Es aktiviert die
Adenylatzyklase und erhdht den intrazellularen Spiegel von  zyklischem
Adenosinmonophosphat (cAMP), wodurch eine Chloridsekretion ausgeldst wird.
Reagierten die Zellen auf die Stimulierung, so fallt der Repi unmittelbar ab. Da die Zellen
zuverlassig eine Vitalitat uber eine Zeit von 100 min erwiesen, wurde die Versuchszeit

der durchgefuhrten Experimente auf 90 min beschrankt.

2.6.4 Anderung der Zusammensetzung der Standardlésung

Die fur herkdbmmliche Ussing-Versuche verwendete laborinterne Standardlésung
erforderte eine kontinuierliche Begasung zur Konstanthaltung des pH-Wert. Da die
Begasung zur Verwirbelung der Flussigkeitsoberflache fuhrte und ein genaues Ablesen
des FlUssigkeitsspiegels erschwerte, wurde eine modifizierte Losung verwendet. Die
Bicarbonat-Pufferung (NaHCO3) wurde durch HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-

Ethansulfonsaure)-Puffer ersetzt.

Die modifizierte Losung fur Versuche mit Mannitol setzte sich zusammen aus (in mM):
113.6 NaCl, 10 D-Glukose, 10.59 HEPES, 2.4 Na;HPOQO,4, 0.6 NaH,PO4, 5.4 KCI, 1.2
MgCl,, 1.2 CaCly, titriert auf ein pH = 7.4 mit 1M NaOH. Die Lésung mit erhéhter Na*-
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Konzentration hatte folgende Zusammensetzung (in mM): 130.7 NaCl, 10 D-Glucose,
10.59 HEPES, 2.4 Na;HPO,4, 0.6 NaH2PO4, 5.4 KCI, 1.2 MgCl,, 1.2 CaCl,, 3.3 NaOH,
pH = 7.4, Osmolaritat 314.99 mosmol/kg. Die erniedrigte Na* Lésung hat die gleiche
Zusammensetzung mit Ausnahme der NaCl-Konzentration, diese betrug 33.6 mM. Der
Na’-Gradient betrug median 88.45 mosmol. Alle Losungen fir elektrophysiologische

Versuche wurden auf 37°C gebracht.
2.6.5 VergroRRerung der Transportflache und digitale Aufzeichnung

Um ein moglichst exaktes Aufzeichnen der Transportrate zu gewahrleisten, wurde das
Ablesen der Messwerte im Verlauf von manuell auf ein Software-unterstutztes

digitalisiertes Verfahren umgestellt.

Zur Maximierung des Transporteffektes wurden in den ersten Untersuchungen grolde
Zellfilter verwendet. Die effektive Transportflache betrug hier 4.2 cm® Da die
Handhabung (Zellkultur, Widerstandsmessung in der Kulturphase) der grof3en Filter
sich als schwierig erwies und die Messwerte der kleinen Filter durch die
zwischenzeitlich verbesserte Ablesetechnik vergleichbar waren mit denen der grof3en

Filter, wurde im weiteren Verlauf die Experimente auf kleinen Zellfiltern durchgefuhrt.
2.7 Vorexperimente an MDCK-Zellen

2.7.1 Uberprufung des Einflusses der modifizierten Versuchslésung auf die
Zellkultur

Die Vitalitat der Zellen in der modifizierten Versuchslésung wurde in herkdmmliche
Ussing-Kammern unter Versuchsbedingungen uberpruft. Am Ende der Versuchszeit
wurde durch Zugabe von Forskolin die Stimulierbarkeit des Epithels getestet. Uber die
gesamte Versuchsdauer von 90 min wurden konstante Rep, gemessen. Die Zellen
waren uber die 90 min hinaus noch stimulierbar nach basolateraler Zugabe von

Forskolin.

2.7.2 Wachstumsvergleich zwischen kleinen Filtern und grofRen Filtern
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Unter dem Lichtmikroskop wurde wahrend der Kulturphase das konfluente Wachstum in
Monolayer in Zellkulturflaschen kontrolliert, bevor die Zellen auf Zellfiltern ausgesat
wurden. Der transepithelialer Widerstand wurde regelmalig am Zellfilter gemessen.
Zusatzlich wurden Immunfluoreszenzfarbungen der Zellen auf Zellfiltern durchgefihrt

und das einschichtige Wachstums unter dem konfokalen Mikroskop beurteilt.

2.7.3 Induktion des Vektors mit Natrium-Butyrat

Butyrat, eine kurzkettige Fettsaure, wird zur Induktion vom pcDNA-Promotor eingesetzt
[93]. Um zu testen, ob mit Butyrat die Claudin-Expression erhéht und damit in Folge Reyi
gesenkt werden kann, wurden die Zellen mit Butyrat behandelt. Dabei wurde 10 mM
Na-Butyrat im erwarmten Kulturmedium geldst und die Zellen mit diesem Medium fir 10
h inkubiert. Der Rep wurde stundlich dokumentiert. C7-cld2M und C7-vec wurden jeweils
Butyrat zugesetzt und die Wirkung gegen Kontrollen ohne Butyratzugabe verglichen.
Unter Butyrat nahm in der Gruppe C7-vec der Ry ebenfalls signifikant ab. Da ein
toxischer Effekt vermutet wurde und kein zusatzlich gunstiger Effekt bezuglich der
Claudin-Expression erkennbar war, wurden die folgenden Versuche ohne Butyrat
durchgefihrt.

2.7.4 Aquaporin-Inhibition

In den Hauptzellen der Sammelrohre der Niere, von denen die C7-Zellreihe der MDCK-
Zellen abstammen, sind am Wassertransport apikal AQP2 und basolateral AQP3 und 4
beteilig [94]. Silber—Sulfadiazin ist ein neuer potenter Inhibitor der AQP [95]. Um den
Einfluss von AQP auf den transepithelialen Wassertransport auszuschalten, wurde
Silber-Sulfadiazin verwendet. Bei Verwendung von chloridfreien Lésung zur
Verhinderung des Ausfallens von Silber-Sulfadiazin, liel3 sich die Substanz nicht |6sen.
Um Silber-Sulfadiazin in Losung zu bringen, wurde es daher zuvor in Dimethylsulfoxid
(DMSO) geldst. DMSO dient aufgrund seiner Loslichkeit in Wasser als Losungmittel fir
die Substanz. Es kam darunter zu einem rapiden Abfall des Repi, was auf die bekannte

toxische Wirkung von DMSO zurlckzufuhren ist.

Quecksilberverbindungen sind bisher die bekanntesten Inhibitoren der AQP. Nachteile

sind jedoch die Toxizitat und die unterschiedliche Hemmwirkung auf einzelne AQP.

27



Versuche mit Quecksilberchlorid (HgCl,) zeigten einen rapiden Abfall des epithelialen
Widerstands innerhalb weniger Minuten (Daten nicht aufgefuhrt), so dass von einem
weiteren experimentellem Einsatz Abstand genommen wurde. Zum aktuellen Zeitpunkt

sind keine weiteren Substanzen als spezifische Inhibitoren der AQP bekannt.

2.8 Experimente mit Mannitol- und Natrium-Gradienten

2.8.1 Experimente mit Mannitol-Gradient

Mannitol ist ein epithelial nicht-permeables Molekil mit osmotischen Eigenschaften. Die
Wirkung des osmotisch-induzierten Wassertransports wurde fur C11-wt, C7-cld2M, C7-
cld2H und C7-vec untersucht. Dabei wurde die hdohere Konzentration abwechselnd
sowohl apikal als auch basolateral appliziert. Der transepithelialer osmotische Gradient

mit Mannitol betrug 100 mM.

2.8.2 Experimente mit Natrium-Gradient

Um den Effekt des Kationen-gekoppelten Wassertransports zu testen, wurde ein
Gradient fiir Natriumionen (Na®) angelegt. Das Na® ist bei Claudin-2-exprimierenden
Zellen parazellular permeabel und bewegt sich daher entlang des chemischen
Konzentrationsgradienten. Zur Uberpriifung des experimentellen Aufbaus und der
prinzipiellen Durchfiihrbarkeit wurde in Vorversuchen zunachst die Wirkung des Na*-
Gradienten mit erniedrigter Konzentration auf der basolateralen Seite untersucht. Die
osmotische Differenz wurde hierbei nicht ausgeglichen. AnschlieRend wurde die
Wirkung des entgegengerichteten Na’-Gradienten mit einer erniedrigten Na'-
Konzentration auf der apikalen und der héheren auf der basolateralen Seite des
Epithels  untersucht. Alle  Versuche mit Na'-Gradient wurden  unter
Kurzschlussbedingung durchgefuhrt, um sekundar induzierte elektrische Gradienten zu
verhindern. Dabei wurde die durch die lonenbewegung aufgebaute Potentialdifferenz A
Uepi durch externe Stromeinspeisung entgegengeregelt, so dass U, auf 0 gehalten

wurde.

2.8.3 Experimente mit Mannitol- und Natrium-Gradient

28



Bei diesen Versuchen wurde die entstandene osmotische Differenz infolge der
Ungleichverteilung von Natriumionen durch Mannitol aquiosmolar ausgeglichen. Um
den Effekt des Na'-gekoppelten Wassertransports zusatzlich zu verstarken, wurde ein

zusatzlicher Gradient mit 100 mM Mannitol apikal angelegt.
2.9 Elektrophysiologie

Der transepitheliale Widerstand Repi wird in Q-cm? angegeben. Firr alle Werte wurde der
Mittelwert errechnet und der Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben. Der
Kurzschlussstromwert und der transepitheliale Widerstand bezogen auf die Flache
wurden automatisch wahrend des gesamten Versuchs Kkontinuierlich registriert
(Standard PC with ADC-DAC cards). Stromimpulse von 10 pA und 1 s Dauer wurden in
25 s Abstande appliziert, um den Repi zu ermitteln. Der Leerwert der Zellkammer mit
Zellfilter und der Leerwert der Losung wurden vor jedem Versuch neu bestimmt und

vom Messwert abgezogen.
2.9.1 Widerstandsmessung

Die etablierte Kurzschlussstromtechnik ist eine standardisierte In-vitro-Technik zur
Messung des aktiven lonentransports (Kurzschlussstrom Isc) und die lonenpermeabilitat
(Leitfahigkeit) [92]. Ein PC mit einem Mehrkanal-AD-DA-Wandler steuert einen
Messverstarker, der einen Rechteckstrom generiert. Der Wandler bestimmt die
transepitheliale Spannung Ue, und den Zustand der Elektroden in ,offen oder
,kurzgeschlossen®. Um den Kurzschlussstrom ls; zu erfassen, wurde Ugp, auf den Wert
0 im kurzgeschlossenen Kreis geklemmt. Die automatisierte Registrierung der Daten
erfolgte Uber eine neu entwickelte Software (Ing. grad. D. Sorgenfrei). Badwiderstand
und Filterwiderstand ohne Zellen sowie Asymmetriespannung der
Spannungselektroden wurden vor dem Versuch gemessen und vom Messwert
abgezogen. Der Rechteckgenerator speist Strome |1 und |, auf beiden Seiten des
Epithels in das Kammersystem. Nach dem Ohm’'schen Gesetz wurde der
transepitheliale Widerstand Re, errechnet aus den Potentialdifferenzen U; und U

uberm Epithel:

U1=Uepi+RX|1 und U2=Uepi+RX|2
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Repi = (U1 - U2) / (|1 - |2).

Dabei wurde die transepitheliale Spannung U, direkt gemessen. Der Kurzschlussstrom

ergab sich aus dem Quotient:

lsc = Uepi/ Repi

2.10 Molekularbiologie

2.10.1 Nachweis der Proteinexpression mittels Western-Blot-Analyse

Der Nachweis der Membranproteine Occludin, Claudin-1, 2, 3, 4 und 5 erfolgte mittels

Western-Blot-Analyse. Die Reihenfolge der einzelnen Schritte war dabei:

- Membranproteinextraktion, Proteinquantifizierung, Gelelektrophorese
- Western-Blot

- Immundetektion

Zur Gewinnung der Membranproteinfraktion wurden Proteine aus Zellmonolayer,
angezichtet in Kulturflaschen, extrahiert. Die Zellen wurden nach AbgieRen des
Mediums mit PBS gewaschen und mit eiskalten Lysepuffer (20 mM Tris, 5 mM MgCl,, 1
mM EDTA, 0.3 mM EGTA, Proteinaseinhibitoren, Complete, Boehringer, Mannheim,
Germany) lysiert. Nach dem Abschaben der Zellen von dem Flaschenboden wurde die
Zellsuspension zur Homogenisierung durch eine 26 G Insulinnadel 20 mal
durchgezogen und in ein Eppendorfréhrchen Gberfiuhrt. Die Suspension wurde 5 min bei
200 g und 4°C zentrifugiert. Das Zelllysat, das dem Uberstand entspricht, wurde
separiert und 30 min bei 43000 g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet mit den enthaltenen

Membranproteinen wurde im frischen eiskalten Lysepuffer resuspendiert

Proteinquantifizierung

Die Proteinkonzentration der Membranproteinfraktion wurde durch Messung der

Lichtabsorption bei 562 nm Wellenlange mithilfe des Plattenlesers (Tecan Spectra,
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Osterreich) quantifiziert. Dazu wurde das BCA (Bicinchonisdure) Protein Assay
Reagenz (Pierce, Rockford, IL, USA) verwendet. Eine Standardreihe von BSA-
Ldosungen bekannter Konzentration und Lysepuffer wurde zur Erstellung einer
Eichkurve eingesetzt und diente als Kontrolle. Der Wert des Lysepuffers wurde vom
Probenmittelwert abgezogen. Die Mikrotiterplatte mit den Proben wurde 30 min bei
37°C im Brutschrank inkubiert und wieder auf RT abgekuhlt. Die Proben wurden

anschlielend bei -80°C konserviert.

Polyacrylamid-Gelelektrophorese — PAGE

Die isolierten Proteine wurden mit Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) nach
Ladung und Molekulgrofde aufgetrennt. Die dabei angelegte Spannung bestimmt die
Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine durch das Gel. Die Substanzen des 12,5%
Trenngels wurden vermischt, in ein Mini-Protean-Apparartur (Biorad) pipettiert und zum
Polymerisieren 30 min stehengelassen. Anschlielfend wurde das Sammelgel Uber das
Trenngel aufgetragen und ebenfalls 30 min polymerisieren lassen. Durch Einbringen
von Kammen ins Sammelgel entstanden Geltaschen zur Beladung mit Proteinproben.
Die 25 pl Probe enthielt 20 ul Protein und 4 ul Bromphenolblau. Vor Beladung des Gels
wurden die Proben 5 min bei 95°C denaturiert. Das Gel wird in Elektrophoresekammern
eingesetzt, die mit Elektrophoresepuffer aufgefullt wurden. Unter konstanter Spannung
von 100 V st die Elektrophorese nach ca. 60 min beendet, wenn das

Bromphenolblaufarbelésung noch ca.1 cm vom Gelrand entfernt ist.

Western-Blot

Die aufgetrennten Proteine im Gel wurden auf Membranen als Tragermatrix geblottet,
auf dessen Oberflache sie immobilisiert sind. Eine zuvor fur 5 min in Alkohol getrankte
Polyvinyldendifluoridmembran (PVDF) wird zusammen mit dem Polyacrylamidgel, zwei
Schwammen sowie zwei Whatman 3MM Filterpapiere 5 min lang in Transferpuffer
equilibriert. AnschlieRend wurden die Komponenten des ,Sandwiches® nach folgendem

Schema zusammengeschichtet:

* Schwamm
* Whatman-Filter
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* Nylonmembran
* Gel
* Whatman-Filter

* Schwamm

Das Sandwich wurde zwischen zwei Panels platziert und in das Transferkammersystem
eingesetzt. Das System wird mit Transferpuffer aufgefullt und mit Kuhlakku und
Ruhrstabchen vervollstandigt. Wahrend des Transfers befand sich der gesamte Aufbau
auf einem Magnetrihrer. Der Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Membran

geschah mittels einer extern angelegten Spannung von 100 V und 0.2-0.4 A fir 1 h.

Immundetektion

Die Claudin-Detektion erfolgte mittels Antikdrperbindung und Lumineszenzmarkierung.
Der 1. Antikorper bindet an die zu detektierenden Proteine Claudin und Occludin. Der 2.
Antikdrper entspricht einem Anti-Antikdrper, da es gegen den 1. Antikdrper gerichtet ist.
Erst die Bindung des Anti-Antikérpers an den Primarantikérper ermoglicht den
Lumineszenznachweis. Alle primaren Antikorper waren vom Zymed Laboratories Inc.
(San Francisco, CA, USA).

Die Membran mit den Proteinen wurde in einer Losung (50 ml PBS/Tween/5 %
Magermilchpulver) Uber mindestens 2 h bei RT ,blockiert, um restliche
Proteinbindestellen der Membran zu besetzen und unspezifische Bindung der
Nachweisreagenzien zu verhindern. AnschlieRend wurde die Membran bei RT in
PBS/Tween gespult und in 50 ml PBS/Tween + 5 % BSA + 0,02 % Natriumazid weitere
2 h inkubiert. Die Inkubation mit dem Erst-Antikérper (polyklonaler Anti-human oder
Anti-Maus Antikérper 1:10.000) erfolgte 2 h bei RT in 50 ml PBS/Tween/5 % BSA/0,02
% NaAzid. Es folgten 2 Waschgange mit PBS/Tween und 1 Waschgang mit
TBS/Tween. Die Membran wurde mit 10 pl des mit Peroxidase konjugierten Zweit-
Antikorpers in 10 ml TBST/1 % Blockier-Reagenz inkubiert fir 90 min bei RT inkubiert.
Nach den drei Waschschritten wie zuvor wurde die Membran in einer Klvette fur exakt
5 min in 10 ml Lumi-Light-LOsung inkubiert. Die Lumineszenz-L6sung fuhrt zur Emission
von Licht durch die Peroxidasereaktion an dem Zweit-Antikdrper und ermoglicht somit
die Visualisierung der Proteinbanden auf der Membran. Die Lumineszenzsignale

wurden mit einem Luminiszenzbildanalysator (Luminescence imaging LAS-1000,
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Fujifilm, Japan) und Quantifikations Software (AIDA, Raytest, Germany) quantifiziert.
Fur die Densitometirie wurden die Bilder als Computerdatei abgespeichert. Die Blots

wurden zur Archivierung auf Rontgenfilmen abgebildet.
2.11 Immunfluoreszenz-Farbung von Zellen auf Zellfilter

Fir die Fluoreszenz-Farbung wurden Occludin, Claudin-1 und Claudin-2
immunspezifisch nachgewiesen. Die Immunfluoreszenzanalyse und die bildliche

Dokumentation erfolgten wie von Weiske et al. 2001 beschrieben [96].

Konfluent bewachsene HA-Zellfilter wurden mit phosphatgepufferter physiologischer
Kochsalzlésung (PBS) zweimal gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellfilter 15 min
lang bei 35C° mit PFA 4 % (12 g Paraformalaldehyd in 300 ml PBS erwarmen auf 60-
70°, dann abkuhlen lassen und pH 7,4 einstellen) fixiert. Die Zellfilter wurden nochmals
mit PBS plus Mg/ Ca?* zweimal gewaschen. Glycin wurde auf beiden Seiten der
Membran zugegeben und fur 5 min belassen. Danach wurde die Membran nochmals
gewaschen mit PBS. Die Filter wurden mit dem Skalpell herausgeschnitten und in 8-
Well Zellkulturplatte gelegt. Nach Permeabilisierung in PBS mit 0,5 % Triton X-100 (1,5
ml 0.5 %Triton-x auf 300 ml PBS |6sen mit Ruhrer) bei RT fur 10 min erfolgte wieder ein
Waschschritt mit PBS. Es folgte eine 60minutige Blockierung bei RT mit 5 % Goat-
Serum (1,5 ml Goat Serum auf 30 ml PBS). Die Inkubationszeit mit dem 1. Anti-
Claudin-Antikérper in einer Konzentration von 20 pl / ml bei RT betrug 30 min. Es wurde
eine Doppelfarbung mit Anti-Occludin-Antikorper durchgefuhrt. Anschlie3end folgte die
Behandlung mit dem 2. Antikdrper (Alexa Fluor 488 goat anti-mouse und Alexa Fluor
594 goat anti-rabbit 2 ul/ml und die Markierung mit DAPI. Am Ende der Farbeschritte
wurden die Filter mit Aqua dest. und Alkohohl gewaschen. Die Filter wurden mit
ProTagsMountFlour eingedeckt zwischen Deckglaschen gelegt und im Dunkeln
aufbewahrt. Auf diese Weise halten sich die Zellen 4-6 Wochen und lassen sich unter
dem konfokalen Fluoreszenzmikroskop (Zeiss LSM510) beurteilen. Die Bildaufnahme

erfolgte unter Anregung mit Licht der Wellenlange 543 nm und 488 nm.

Zur Darstellung der Expression und der Bestimmung der Lokalisation des klonierten

Claudin-Proteins wurden Doppelmarkierungen mit Claudin-2 und Occludin durchgefthrt.
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Da Occludin nur in den TJ exprimiert wird, ist die Uberlagerung der Signale von

Claudin-2 und Occludin ein Hinweis fur den korrekten Einbau von Claudin-2 in den TJ.

DAPI-Farbung

Zur Nachweis der eindeutigen membranstandigen Lokalisation der TJ-Proteine wurde
gleichzeitig eine DAPI-Farbung durchgefuhrt. Der blaue Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4,6-
Diamidin-2-Phenylindol-Dihydrochlorid) bildet mit DNA stark leuchtende Komplexe.
Dadurch lassen sich gleichzeitig die Zellkerne darstellen, wodurch eine Differenzierung
zwischen Kernsignale und Membransignale moglich wird. Das Occludin wird in die TJ-
Strange eingebaut. Im Falle der erwunschten Kolokalisation der Claudine im TJ
uberlagern sich die Farbsignale von Occludin (grin) mit Claudin (rot) resultierend in

Orange.

2.12 Statistische Analyse

Alle Ergebnisse sind als arithmetischer Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts
(SEM) dargestellt. Die Anzahl der Einzelversuche wurde mit n bezeichnet. Die
statistische Analyse wurde mittels doppelseitiger t-test nach Student fur unabhangige
Stichproben durchgefuhrt. P < 0.05 gilt als signifikant (n.s. = nicht signifikant, * p < 0.05,
**p <0.01, ™ p <0.001).
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3. Ergebnisse
3.1 Claudin-Expression

Die Expression der TJ-Proteine und insbesondere die Expression von Claudin-2 in den
transfizierten Zellen wurden mit Western-Blot analysiert. Dartber hinaus erfolgte mittels
Immunhistochemie und konfokalen Laser Scanning Mikroskopie die Detektion von
Occludin und Claudin-2, um die Lokalisation der detektierten Proteine auf Zellebene

und den korrekten Einbau von Claudin-2 in die TJ der transfizierten Zellen zu zeigen.

Western-Blot

In der Kontrollgruppe C7-vec von beiden transfizierten Zelllinien (C7-cld2M, C7-cld2H)
war keine Expression von Claudin-2 detektierbar. Dagegen enthielt C11-wt und die
beiden Klone C7-cld2M und C7-cld2H ein sehr deutliches Signal fur Claudin-2 (Abb. 5
und 6). Die nachgewiesenen Proteine zeigten eine Bande bei ca. 22 kDa, das dem
Molekulargewicht des Claudins entspricht. Occludin zeigte eine typische Doppelbande
mit einer GréRe zwischen 55 und 67 kDa.
C7-vec C7-cld2m

Occludin _—
Claudin-1 —
Claudin-2

Claudin-3 _

Claudin-4 e

Claudin-5 e

Abb. 6: Western-Blot-Analyse. Expression von Occludin und Claudin-1 bis -5 in der Kontrollgruppe C7-
vec und der transfizierten Zelllinie C7-cld2M.
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C7-vec C7-cld2H C7-vec C7-cld2M C11-wt
— 24 kDa

- ' Claudin

— 17 kDa

Abb. 7: Western-Blot-Analyse. Expression von Claudin-2 in der Kontrollgruppe C7-vec und der
transfizierten Zelllinie C7-cld2H und den C11-wt-Zellen.

Immunfluoreszenzfarbung

Nach der Immunfluoreszenzfarbung (siehe Kap. 2.11) wurde mittels konfokaler
Mikroskopie die Kolokalisation von Occludin (grtin) und Claudin-2 (rot) in der TJ-Region
in beiden Zellgruppen untersucht. Eine Uberlagerung der Farbsignale (orange)
entsprach einer Kolokalisation der detektierten Proteine. Wahrend bei den transfizierten
Zellen C7-cld2M eine Kolokalisation von Claudin-2 mit Occludin vorlag, wurde bei der
Kontrolle C7-vec kein Claudin-2 nachgewiesen. Die Kernsignale in der DAPI-Farbung

(nicht abgebildet) zeigten ein einschichtiges Zellwachstum.

Im Seitenanschnitt (Z-Scan) konnte die Hohenlokalisation der Signale naher beurteilt
werden. Dabei wurde eine Kolokalisation beider Proteine in der TJ ebenfalls bestatigt
(Abb. 8). Ein ahnliches Ergebnis wurde mit Zellen erzielt, die mit humanem Claudin-2

transfiziert wurden.
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C7=-cld2

Abb. 8: Konfokale Laser Scanning Mikroskopie von der Kontrollgruppe C7-vec und der transfizierten
Zelllinie C7-cld2M. Aufsicht (groRes Bild) und Seitenansicht (rechteckige Bilder oberhalb und rechts).

Occludin (griin), Claudin (rot), Uberlagerung und Kolokalisation (orange).

3.2 Elektrophysiologie

Um den Einfluss der Claudin-2-Expression auf den transepithelialen Widerstand Repi der
Zellen zu analysieren, wurden die Widerstande der Zellfilter vor und wahrend des
Versuchs gemessen und die Mittelwerte ermittelt. In Abb. 8 und 9 sind die
transepithelialen Widerstande von C7-cld2M und C7-cld2H den Werten der

korrespondierenden Kontrolle C7-vec und C11-wt gegenubergestellt.
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Wahrend C11-wt den niedrigsten Repi aufzeigte (39.8 £ 1.9 Q-cm?, n = 18), wies die
Kontrollgruppe C7-vec einen hoheren Repi (2975.4 + 223 Q-cm?, n = 8) auf als die
Claudin-2-exprimierenden C7-cld2M (1382.8 + 114.8 Q-cm?, n = 13) (Abb. 9).

3500 - . % %
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e 2500 -
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$ 1000 -
= 50 -
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C7-vec C7-cld2M C11-wt

Abb. 9: Die transepithelialen Widerstédnde der Kontrollgruppe C7-vec und der transfizierten Zelllinie C7-
cld2M im Vergleich zu C11-wt.

In der gleichen Reihenfolge stellten sich die Werte fiir C7-cld2H (328.1 + 39.2 Q-cm? n
= 13), C7-vec (3748.4 + 171.8 Q-cm? n = 8) zu C11-wt (79.5 + 2.2 Q-cm?, n = 6) dar
(Abb. 10). Dabei war das Verhaltnis flir Rep zwischen der Kontrolle C7-vec und der
Gruppe mit humanem Claudin-2 (C7-cld2H) mit Faktor 11.4 gréRer als das Verhaltnis
zwischen C7-vec und C7-cld2M mit murinem Claudin-2 (Faktor 2.2).

38



4500 -+ gl

4000 -
T 3500 -
£
S 3000 -
&
— 2500 |
E 2000 -
n
5 1500 -
S 1000 -
500 -
O =)

C7-vec C7-cld2H C11-wt

Abb. 10: Die transepithelialen Widerstéande der Kontrollgruppe C7-vec und der transfizierten Zelllinie C7-
cld2H im Vergleich zu C11-wt.

3.3 Wassertransport
3.3.1 Mannitol-Gradient

In den ersten Experimenten wurde der Wassertransport durch einen osmotischen
Gradienten induziert. Unter der Wirkung des osmotischen Mannitol-Gradienten fiel der
gemessener Wert fiir Wassertransport (ul-h™'-cm) bei den niederohmigen C11-wt (17.3
+ 0.6 pl-h™-cm™, n = 19) héher aus als C7-vec (6.8 + 0.9 pl-h™-cm?, n = 8) bzw. C7-
cld2M (5.6 + 0.8 pl-h™-cm™?, n = 13). Es bestand jedoch kein signifikanter Unterschied
zwischen den mit murinem Claudin-2 transfizierten C7-cld2M und der Kontrollgruppe
C7-vec (Abb. 11). Der Wassertransport erfolgte in beiden Richtungen je nach
Ausrichtung des Gradienten entweder apikal-basolateral oder basolateral-apikal und

zeigte keinen Unterschied.

39



200 5

o 18 -

§ 16 -

e 14 A

= 12+ n.s

10 - o

2

%) 8

c

S 6 -

-

@ 4

8 9 -

=

0 - U
C11-wt C7-vec C7-cld2M

Abb. 11: Wassertransport induziert durch einen osmotischen Mannitol-Gradienten. Vergleich zwischen
der Kontrollgruppe C7-vec, der transfizierten Zelllinie C7-cld2M und C11-wt.

In der nachsten Versuchsreihe wurde der Wassertransport von C7-cld2H, C7-vec
denen von C11-wt und C7-wt gegenubergestellt (Abb. 12). Da sich der Wassertransport
unabhangig von der Transportrichtung gleichwertig verhielt, wurde die hohere Mannitol-

Konzentration einheitlich apikal appliziert.

Die Zellen C7-cld2H (21.1 + 1.0 pl-h™-cm? n = 7), die das humane Claudin-2
exprimierten, zeigten hohere Werte fir den gemessenen Wassertransport als die
Kontrollgruppe C7-vec (10.6 + 1.1 pl-h™-cm?, n = 7) und der Wildtyp C7-wt (7.9 + 1.3
pl-h™-cm? n = 7). Die hochsten Transportwerte fur Wasser wurden fur C11-wt (21.0 +
2.0 ul-h™-em?, n = 7) und C7-cld2H (21.1 £ 1.0 pl-h™-cm™, n = 7) gemessen, gefolgt
von der Kontroligruppe C7-vec und dem korrespondierenden Wildtyp C7-wt. Die
Differenz zwischen C7-vec und C7-cld2H war hoch signifikant (*** p < 0.001). Dagegen

bestand kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen C7-wt und C7-vec (p =
1.68).
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Abb. 12: Wasserflux induziert durch osmotischen Mannitol-Gradienten. Vergleich zwischen der
Kontrollgruppe C7-vec, der transfizierten Zelllinie C7-cld2H und C11-wt.

3.3.2 Natrium-Gradient

Zur Klarung der Wirkung von Na* auf den parazellularen Wassertransports wurde ein
Na*-Gradient angelegt. Wie bereits unter 2.8.2 (S. 29) erlautert, erfolgte zunachst am
C7-cld2M die Untersuchung mit der hoheren Na*-Konzentration auf der apikalen Seite.

Dabei wurde die entstandene osmotische Differenz nicht ausgeglichen.
Die Untersuchung zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied im Wasserflux

zwischen der Vektorkontrolle C7-vec (6.5 + 0.3 pl-h-cm?, n = 11) und dem Klon C7-
cld2M (6.4 + 0.5 pl-h™-cm™, n = 10) (Abb. 13).
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Abb. 13: Wasserflux induziert durch kationischen Natrium-Gradienten. Vergleich zwischen der
Kontrollgruppe C7-vec und der transfizierten Zelllinie C7-cld2M.

3.3.3 Natrium-Mannitol-Gradient

Im nachsten Ansatz wurde der durch die hdéhere Na'-Konzentration auf der
basolateralen Seite induzierte osmotische Gradient zunachst durch 160 mM Mannitol
ausgeglichen. Der Effekt des lonengradienten wurde nun zusatzlich kombiniert mit

einem osmotischen Gradienten durch Zugabe von 100 mM Mannitol auf der Seite der
hoheren Na*-Konzentration.

Hierunter kam es zu einem deutlichen Effekt bei den Zellen C7-cld2H (38.2 £ 5.0 pl-h
.cm?, n = 11). Der Wassertransport unterschied sich von C7-cld2H zu C7-vec (10.2 +
1.5 pl-h™-cm?, n = 8) um Faktor 3.7 (*** p < 0.001). Dabei zeigte sich, dass der
Wassertransport von C7-cld2H vergleichbar war mit C11-wt (48.6 + 2.5 pl-h™-cm™, n =
11,* p < 0.05) (Abb. 14). Wie bereits zuvor unter Mannitol-Gradienten wurde auch hier
beim kombinierten Natrium-Mannitol-Gradienten kein signifikanter Unterschied

zwischen C7-wt (12.6 + 1.1 pl-h™-cm™, n = 8) und C7-vec festgestellt (p = 0.20).
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Abb. 14: Wassertransport unter kombiniertem Natrium-Mannitol-Gradienten.
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4. Diskussion

Die epitheliale Wasserresorption ist ein essentieller physiologischer Vorgang zur
Aufrechterhaltung des Flussigkeitshaushalts im menschlichen Organismus. Der Fokus
lag bisher Uberwiegend auf der Aufklarung von Mechanismen, die in der Zellmembran
lokalisiert sind (SGLT, AQP). In den bisherigen Arbeiten Uber den parazellularen
Wassertransport fanden die molekularen Gegebenheiten der TJ keine ausreichende
Berucksichtigung. Kovbasnjuk et al. berichteten 1998, dass die TJ der MDCK-Zellen
nicht durchgangig sind fur Wasser [78]. Die zitierte Arbeit erfolgte jedoch damals zu
einem Zeitpunkt, als molekulare Einzelheiten der TJ noch nicht vorlagen. Candia et al.
berichteten 2006 wahrend der Messung des transzellularen Wasserfluxes an Ussing-
Kammern, dass ein unbekannter Anteil des Wasseraustauschs parazellular stattfinden
konnte [97]. Claudin-2 ist ein vorwiegend in lecken Epithelien exprimiertes TJ-Protein,
welches eine parazellulare Pore mit Eigenschaften eines Kanals ausbildet. Mit der
neuen Kenntnis uber die Struktur und Funktion der Claudine stellt sich erneut die Frage,
wie und in welchem Ausmal} ein parazellularer Wassertransport stattfindet. In der
vorliegenden Arbeit wird anhand einer fir diese Fragestellung entwickelten und

etablierten Messvorrichtung gezielt dieser Frage nachgegangen.

In dieser Arbeit fand ein experimenteller Vergleich zwischen Zellen statt, die sich
bezlglich der Proteinzusammensetzung der TJ durch ein einziges Claudin, dem
Claudin-2, unterscheiden. Es konnte gezeigt werden, dass Claudin-2 exprimierende

Zellen einen hoheren transepithelialen Wassertransport aufweisen als Kontrollzellen.

4.1 Optimierung des Versuchsaufbaus

Das Ussing-System ist eine standardisierte Methode zu Untersuchung von epithelialen
Transportprozessen. Eine Reihe von Modifikationen war erforderlich, um die
quantitative Erfassung des Wassertransports auf der Basis der Ussing-Kammer zu
ermdglichen. Dabei wurde die Auflésung des Systems Schritt fur Schritt auf das
erforderliche Niveau optimiert. Zunachst wurde die effektive Transportflache vergroRert.
Spater erfolgte dann eine Maximierung der Auflosung Uber Verringerung des
Querschnittes der Glasrohrchen. Hierdurch  wurde gleichzeitig auch die

Verdunstungsflache minimiert. Die Zirkulation der Perfusionsldsung findet mithilfe der
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Rollerpumpe statt. Von Anfang an wurde an der synchronen Messung auf beiden
Kammerseiten festgehalten, da auf diesem Weg eine doppelseitige Kontrolle moglich ist
und ein anderweitiger Flussigkeitsverlust ausgeschlossen wurde. Zwischen jedem
Versuch wurde das System sorgfaltig gereinigt und getrocknet, da minimale
Flissigkeitsreste das Messergebnis verfalschen wirden. Ein optisch durchlassiges
Medium war unerlasslich fur die Ausmessung des Flussigkeitsmeniskus. Um
periodische Schwankung der Pumpleistung auszuschlief3en, wurde bei der Messung die
relative minimale Position des Meniskus unter niedrigster Forderrate genommen. Da
eine kontinuierliche Umwalzung des Mediums in den Kammern stets gegeben war, ist

ein Effekt durch ,unstirred layer zu vernachlassigen [97].
4.2 Expressionsstudien an Zellkultur

MDCK-Zellen dienen als Standardzellmodell fur Untersuchung von Epithelien. Sie
bilden zuverlassig einen Monolayer, der fur die Erfassung der epithelialen
Transportprozesse Voraussetzung ist. MDCK-C7-wt stammt aus dem Sammelrohr der
Hundeniere. Native Zellen, wie die in der Arbeit verwendeten C7-wt, exhibieren einen
hohen transepithelialen Widerstand. C7-Zellen reprasentieren die hdoherohmigen
Hauptzellen der Niere (Repi = 1000 Q-cm?) wahrend MDCK-C11-wt die niederohmigen
Zwischenzellen darstellen (Repi ~ 50 Q-cm?) [91]. In der Niere sind Hauptzellen
resorptiv, die Zwischenzellen sekretorisch tatig [98]. In der Western-Blot Analyse wurde
in MDCK-C7-wt kein Vorkommen von Claudin-2 nachgewiesen. Dieser Befund stimmt
mit Untersuchungen an in vivo Praparaten der Niere Uberein [46]. Mit der Expression
von Claudin-2 sank der Repi in diesen Zellen der beiden Klone C7-cld2M und C7-cld2H
deutlich ab im Vergleich zur Kontrollgruppe C7-vec. Dabei war der Rep von C7-cld2H
um Faktor 11.4 niedriger und der Wassertransport unter dem Mannitol-Gradienten um
Faktor 2.0 und unter dem kombinierten Mannitol-Natrium-Gradienten um Faktor 3.7
hoher als die Kontrolle. Der epitheliale Widerstand als kennzeichnender Parameter flr
die Permeabilitat des Epithels lasst indirekt Rickschllisse bezuglich der Starke der

Claudin-2-Expression an den hier untersuchten Zellen C7-cld2M und C7-cld2H zu.

Da die Transfektion mit dem leeren Vektor und die Expression des Vektors
moglicherweise Zelleigenschaften verandert, wurde die Vektorkontrolle C7-vec

ebenfalls mit den C7-Zellen vom Wildtyp (C7-wt) verglichen. Dazu wurde der
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Wassertransport von C7-wt fir Versuche mit Mannitol-Gradienten und Natrium-
Mannitol-Gradienten jeweils parallel gemessen, um zu verifizieren, dass die
Vektorexpression keinen Einfluss auf die Funktion der C7-Zellen des Wildtyps hat.
Hierbei zeigte sich in beiden Versuchsreihen, dass kein signifikanter Unterschied

zwischen C7-vec und C7-wt bestand.

Uberexpressionsstudien von Claudinen finden gegenwartig in Zelllinien statt, die bereits
endogen TJ-Proteine exprimieren. Um zu gewahrleisten, dass ausschliel3lich die Zellen
zum Messergebnis beitragen, die tatsachlich das transfizierte Protein enthielten, fand
eine Selektion statt. Dazu diente das Aminoglykosid Geneticin (G418). Sowohl der leere
Vektor in der Kontrollgruppe als auch der Claudin-2 Vektor enthielten das Gen fur die
Antibiotikaresistenz. Durch Zugabe von G418 in das Medium beider Zellkulturen wurde
das Wachstum der nicht transfizierten Zellen unterdrickt. Die Uberlebenden Zellen
stellen somit die Fraktion der erfolgreich transfizierten Zellen dar. Au3erdem verhindert
G418, dass der Vektor ausgeschleust wird. Trotz dieser Vorkehrung ist die
Interpretation der Ergebnisse aus Studien an Zellen mit Proteiniberexpression nicht
unproblematisch [57, 99]. Zur Untersuchung von Claudin auf die parazellulare
Permeabilitat wird in der Regel ein Claudin in einer Einzelzellschicht Uberexprimiert.
Umgekehrt kdnnen einzelne Claudinisoformen gezielt ausgeschaltet werden durch
knock-out [39]. Die epitheliale Veranderungen werden mittels Fluxstudien und
elektrophysiologische Techniken evaluiert. Es ist jedoch denkbar, dass die Manipulation
und Veranderungen der Zellen einen metabolisch  belastenden und
pathophysiologischen Einfluss haben konnten. Daher wurde die Entwicklung der Zellen
insbesondere wahrend der Wachstumsphase anhand des Re; regelmafig verfolgt. Die
messbaren Parameter des Zellklons reflektieren das resultierende Verhalten aller
parazellular beteiligten Proteine zu einem bestimmten Zeitpunkt. Fur eine korrekte
Interpretation ist daher die Beurteilung der anderen TJ-Proteine und deren Interaktion
untereinander notwendig. Es ist nicht bekannt, ob die Uberexprimierten Claudine andere
Komponente der TJ ersetzen oder sich erganzend den endogenen TJ Strukturen
hinzufiigen. Am Beispiel von Claudin-8 zeigten Angelow et al., dass die Uberexpression
zu einer reduzierten Genexpression und zur Downregulation von Claudin-2 fuhrt [57].
Es wird anstelle von Claudin-2 in die Membran eingebaut, wodurch die Zahl der
Kationenporen abnimmt und die epitheliale Kationen-Barriere verstarkt wird [100]. Hier

konnte die Beeinflussung der Expressionsmuster anderer bekannter Claudine
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ausgeschlossen werden [62]. Im Falle von Claudin-2 wird berichtet, dass die Anzahl der
TJ-Strange infolge einer Uberexpression nicht verandert ist [66]. Die Expression
anderer Claudine ist ebenfalls unverandert [62]. Daher kann davon ausgegangen
werden, dass der Wassertransport ein auf Claudin-2 zurlckzufihrender Effekt ist. Es ist
dennoch mdglich, dass das eingeflhrte Protein Uber andere bisher unbekannte
Mechanismen die Funktion der endogenen TJ-Proteine beeinflusst und die
resultierende parazellulare Leitfahigkeit erhoht [62]. Ferner ware denkbar, dass die
Claudin-2-Expression die Expression der AQP verandert. Kawedia et al. berichteten,
dass durch das gezielte Ausschalten von AQPS5 in Zellen der Speicheldrusen, die
parazellulare Permeabilitat abnimmt. Dabei wurde eine reduzierte Expression der Tight

Junction Proteine Claudin-7, -3 und Occludin festgestellt [101].

4.3 Claudin-2 und Wassertransport

Claudine sind die wesentlichen Determinanten des parazellularen Transports. In den
Strangen paaren sich jeweils zwei Claudine aus den adherenten lateralen Membranen
zu einem homo- oder heterotypischen Dimer [10]. Der Zwischenraum innerhalb der
Dimere entspricht diesen Poren (Abb. 3). Claudin-2 induziert die Bildung von Poren. Im
Fall von Claudin-2 stellen sie lonenkanale dar, die selektiv kleine Kationen durchlassen.
Claudin-2 bestimmt somit wesentlich die parazellulare Kationenpermeabilitat. Die
parazellulare Leitfahigkeit erhdht sich durch Claudin-2 auf das 5.6fache, aber bleibt
unverandert fur Mannitol (MW 184 Da), Laktulose (MW 342.5 Da ) und Dextran (MW 4
kDa) [62]. Die GroRenbarriere fur ungeladene Molekule betrug maximal 182 Da. Daher

war eine parazellulare Passage von Na* jedoch nicht fiir Mannitol méglich.

Es ist allgemein akzeptiert, dass Wasser transmembranar direkt durch die
Lipiddoppelschicht oder via spezialisierte Proteine passieren kann. Dabei unterliegt die
Passage durch die Lipidbarriere weniger einer Regulation im Vergleich zum Transport
via Membranroteine [97]. Verkman et al. argumentierten, dass die Passage von Wasser
durch die Lipidschicht im Vergleich zu proteinvermittelten Transport Uber APQ
wesentlich geringer ist aufgrund einer hoheren Aktivierungsenergie [102]. Der
transepithelialer Wassertransport im Organismus erfolgt passiv. Die treibende Kraft ist
ein elektrochemischer Gradient, der durch die Aktivitat von membranaren Transportern

generiert wird [78]. Im Nephron findet man Claudin-2 in der Bowman-Kapsel, im
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proximalen Tubulus und in der dinnen absteigenden Henle-Schleife [46]. Die aulierst
selektive Expression von Claudin-2 unterstreicht den funktionellen Beitrag des Proteins
zur parazellularen Leckheit des Epithels. Kennzeichnenderweise ist Claudin-2 in
niederohmigen C11-wt Zellen exprimiert, jedoch nicht in hochohmigen C7-wt. Der
Wasserflux in C11-wt Zellen betrug das 2.7fache der C7-wt unter dem Mannitol-
Gradienten. Eine naheliegende Ursache konnte die Expression von Claudin-2 sein.
Weitere Untersuchungen zum Wassertransport bei C11-wt gibt es bisher nicht. Es
existieren extensive Arbeiten, die die Mechanismen des transzellularen
FllUssigkeitstransports untersuchen [103-105]. Neben AQP wurde fur weitere
membranare Transportproteine wie der Glucosetransporter GLUTS, Natrium-Glucose-
Symporter (SGLT) und ein spezifischer Chloridkanal (CFTR) auch ein Wassertransport
berichtet [106-108]. SGLT ist ein gut untersuchtes Beispiel fur transzellulare
Wassertransport, der auch unabhangig vom Gradienten stattfindet [109, 110].
lonenkanale wie der CFTR sind in der Lage, auf getrennten Wegen Elektrolyte und
Wasser durch den Kanal zu transportieren, die sich unterschiedlich inhibieren lassen
[111, 112].

4.4 Beeinflussung und Regulation des Wassertransports

Als Antrieb flir den parazellularen Wassertransport dienten in dieser Arbeit ein
osmotischer und ein ionaler Gradient. Mannitol ist ein kleines ungeladenes
Zuckeralkohol und dient als Standardmarker fur den parazellularen Transport, da es
weder membrangangig ist noch transzellular transportiert wird. Aus der Arbeit von
Amasheh et al. 2002 war bekannt, dass die TJ-Barriere der mit Claudin-2 transfizierten
Zellen nicht permeabel sind fir Mannitol [62]. Daher wurde Mannitol als Substanz fur
den osmotischen Gradienten eingesetzt. Klinisch findet Mannitol aufgrund seiner
osmotischen Wirkung als Osmodiuretikum Einsatz. Es wird im menschlichen Korper
nicht metabolisiert. Physiologisch wird es nach intravenoser Applikation renal filtriert

und weder sezerniert noch resorbiert.

Da ein osmotischer Ausgleich des Gradienten durch Diffusion von Mannitol bei den
Versuchen in dieser Arbeit nicht zu erwarten ist, folgt Wasser passiv zum Ort der
héheren Mannitolkonzentration. Unter einem osmotischen Gradienten von 100 mM

Mannitol nahm der messbare Wassertransport zu je niedriger der transepithelialer
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Widerstand der Zellen ausfiel. Obwohl C7-cld2M und C7-cld2H beide im Western-Blot
ein Signal fur Claudin-2 zeigten, konnte nur fur die deutlich niederohmigeren C7-cld2H

ein signifikanter Wassertransport festgestellt werden.

Da die durch Claudin-2 induzierte parazellulare Pore eine selektive Permeabilitat fur
Kationen besitzt, stellte sich die Frage, ob durch einen Kationengradienten ein
Wassertransport induziert werden kann. Die Vorstellung dabei ist, dass durch die
passive Diffusion von permeablen, osmotischen Soluten Wasser Uber den ,solvent
drag“ Mechanismus mittransportiert wird [72]. Da unter physiologischen Bedingungen in
der Niere Na* ausschlieRlich resorbiert wird Gber transzelluldre Mechanismen, besteht
fur das Na* dem chemischen Gradienten folgend nur die parazelluldre Route, um auf
die apikale Seite zu gelangen. Um den prinzipiellen experimentellen Aufbau und die
Durchfihrbarkeit zu Uberprufen, fanden die ersten Versuche zunachst an grofden
Zellfiltern mit C7-cld2M statt. Dabei zeigte sich, dass sehr negative Potentiale
entstehen, die in den groRen Kammern aufgrund technischer Probleme nicht auf 0 mV
geklemmt werden konnten. Daher wurden fur die weiteren Versuche mit C7-cld2H
wurden ausschlieRlich kleine Filter verwendet. Der deutlich niedrigere Repi von C7-cld2H
im Vergleich zu C7-cld2M war ausschlaggebend, weshalb fir weitere Experimente
ausschlieBlich C7-cld2H verwendet wurde. Wegen des bekannten Zusammenhangs
zwischen Rep und der Permeabilitat des Epithels, konnte vermutet werden, dass der
niedrigere Repi infolge einer hoheren Expression von Claudin-2 zu erklaren ist. Da fur
C7-cld2H bereits unter Mannitol ein deutlicher Wassertransport zu verzeichnen war,
wurde ein zusatzlicher Mannitol-Gradient apikal appliziert, um den messbaren Effekt
maximal zu steigern. Der Wassertransport unter der Wirkung des kombinierten
osmotisch-kationischen Gradienten betrug fur C11-wt, C7-vec und C7-cld2H im Mittel
das 1.7fache des Wertes unter Mannitol allein. Unidirektionale Wasserfluxe von basal
nach apikal wurden gemessen unter KurzschlieBen des Stromkreises beider
Epithelseiten. Auf diese Weise wurde ein passiver elektrischer Gradient ausgeschaltet,
der mit der Sekretion von geladenen Na* sekundar entsteht. Ein solcher Gradient wiirde
als zusatzlicher Antrieb fir weitere elektrogene Transportprozesse dienen. Mit jedem
passierten Na® wird auf der Gegenseite Uber die Strombriicken ein lon, das

gegengerichtet geladen ist, eingespeist.

Insgesamt zeigen die Versuche dieser Arbeit, dass die Expression von humanem
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Claudin-2 in hochohmigen MDCK-C7-Zellen eine deutliche Steigerung des
Wasserfluxes bewirkt. Ob das Wasser direkt parazellular transportiert wird, oder die
Expression von Claudin-2 die Expression anderer zellularer Proteine wie z.B. der AQP

verandert, vermag aufgrund der bisherigen Ergebnisse nicht postuliert werden.

4.4.1 Einfluss von ADH auf den Wasserflux

Das antidiuretische Hormon (ADH), auch Vasopressin genannt, ist ein Peptidhormon.
Physiologisch bewirkt ADH den Einbau von AQP2 in die Zellmembran, wodurch eine
Wasserresorption im distalen Tubulus und im Sammelrohr der Niere ermoglicht wird.
Um einen zusatzlichen Effekt von ADH auf den Wassertransport an C7-cld2M zu testen,
wurden Vorversuche durchgefuhrt. Es konnte keine Wirkung von ADH im hier
beschriebenen Versuchsaufbau verzeichnet werden (Daten nicht aufgefuhrt). Aus der
Literatur ist bekannt, dass ADH keinen Effekt auf die parazellulare Permeabilitat ausubt.
Der Flux von Sucrose, Insulin oder Mannitol anderte sich unter Wirkung von ADH nicht
[113].

4.4.2 Aquaporine und deren Inhibition mit Quecksilberdichlorid und Silber-
Sulfadiazin

Bisher bekannte renal exprimierte AQP sind AQP1, 2, 3, 4, 6 und 7 [114, 115]. Das
AQP1 ist konstitutiv im proximalen Tubulus und in der absteigenden Henle vorhanden,
sowohl apikal als auch basolateral, wahrend kein AQP1 in der aufsteigenden Henle und
im Sammelrohr immunologisch nachgewiesen wurde [116]. Es soll bis zu 90% zur

Reabsorption des glomerularen Filtrates beitragen [107].

Eine Beteiligung der AQP am gemessenen transepithelialen Wassertransport ist
wahrscheinlich. In den Hauptzellen der renalen Sammelrohre kommen AQP2, 3, 4 und
in den Zwischenzellen AQP6 vor. Dabei befindet sich AQP2 apikal und AQP3 und 4
basolateral. AQP2 und 4 sind selektiv fir Wasser, wahrend AQP3 und 6 auch
permeabel fur kleinere Solute sind wie Glycerol (AQP3) und eventuell Chlorid (AQP6)
[2, 117]. Die Permeabilitat fur Wasser ist je nach AQP ebenfalls unterschiedlich [118].
Obwohl die C7-Zellinie den Hauptzellen und die C11-Zellinie den Zwischenzellen

ahneln, ist bisher nicht untersucht, welche AQP in den jeweiligen MDCK-Zellen nativ
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vorhanden sind. Bis auf das uber ADH induzierbare AQP2, unterliegen alle AQP eher
der transkriptionale Regulation. Zusatzlich kann die Hypertonizitat des Kulturmediums
ebenfalls den transzellultéaren Transport beeinflussen. Die Exposition von MDCK-Zellen
in hypertone Medien aus Raffinose oder NaCl fuhrte zur Upregulation der Expression
von AQP3 [94]. Eine andere Arbeit zeigte, dass der Transporter flr Taurin, ein
intrazellulares Osmolyt, das zur Volumenregulation beitragt, auf der Ebene der mRNA
hochreguliert wird, wenn MDCK-Zellen in hypertone Medien kultiviert werden [119].
Obwohl diese Effekte durch den experimentellen Zugang in dieser Arbeit nicht
ausgeschlossen werden konnen, ist der signifikante Unterschied im gemessenen
Wassertransport zwischen den Claudin-2-transfizierten Zellen und der korrelierenden
Vektorkontrolle vermutlich auf die Funktion von Claudin-2 zuriuckzufuhren, das
parazellular nicht nur eine Pore fur kleine Kationen bildet, sondern auch flir Wasser

permeabel ist.

Um die Beteiligung von AQP an dem gemessen Wasserflux zu evaluieren, wurden
Versuche mit einem bekannten AQP-Inhibitor, Quecksilberdichlorid (HgCly),
durchgefuhrt. Die Substanz wurde zunachst ab Versuchsbeginn zur Badldsung
hinzugegeben. Da die bereits in der Literatur ausfiihrlich dokumentierte Toxizitat [97,
120] bereits innerhalb 3-5 min zu einem rapiden Abfall des Repi auf nicht messbare
Werte flhrte, wurde in den nachfolgenden Versuche HgCl, erst nach 30 min
hinzugegeben. Auch hier zeigte sich die Toxizitatswirkung unmittelbar nach Zugabe.
Selbst ein messbarer Anstieg des Wasserfluxes unter HgCl, ist vor dem Hintergrund,
dass ein Verlust der Vitalitat der Zellen bewirkt wird und sich einzelne Zellen aus dem

Monolayer herauslosen konnten, nicht eindeutig interpretierbar.

Auf der Suche nach neuen Inhibitoren fir Versuche an lebenden Zellen, die eine
gunstigere Hemmwirkung besitzen und gleichzeitig weniger toxisch sind, fand sich eine
einzige Arbeit mit Silberverbindungen [95]. Nach Zugabe von Silber-Sulfadiazin sank
der epithelialer Widerstand ebenfalls rapide ab. Die Ermittlung des Rep gestattet die
Kontrolle der Membranintegritat und damit indirekt der Vitalitat der Zelle. Der Abfall von
Repi ist am ehesten auf den zytotoxischen Effekt von DMSO in der erforderlichen
Konzentration zur Lésung des Inhibitors zurlckzufuhren. Dies war auch der Fall, wenn
DMSO allein zur Versuchslosung gegeben wurde. DMSO gehért zu den dipolaren

Lésungsmitteln. Es wird aufgrund seiner chemischen Eigenschaften zur Lésung von
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organischen Substanzen verwendet [121]. Die zytotoxische Wirkung beruht unter
anderem auf der Eigenschaft von DMSO biologische Membran zu penetrieren und

zusatzlich die Membranpassage anderer toxischer Molektle zu fordern [122].

Die dritte Gruppe an AQP-Inhibitoren sind quartenare Tetraethylammonium-Verbindung
(TEA) [123]. Positive Inhibition wurde fur AQP1, 2 und 4 berichtet [124, 125]. Es lassen
sich jedoch auch Arbeiten finden, die eine inhibitorische Wirkung auf AQP nicht
nachweisen konnten [126, 127]. Aufgrund der diskrepanten Datenlage wurde diese
Substanzgruppe nicht getestet. Ein Nachteil, der potentiellen AQP-Inhibitoren
gemeinsam betrifft, ist, dass eine Inhibition nicht fir alle AQP nachweisbar ist und die
Auspragung der Inhibition ebenfalls in Abhangigkeit vom Subtyp der AQP variiert. Da
eine Inhibition der AQP nicht mdglich ist, sollte in weiteren Versuchen geklart werden,
ob die Expression von Claudin-2 in C7-Zellen einen Einfluss auf die Expression der

AQP hat. Diese Untersuchungen wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht vorgenommen.

4.5 Parazellulare Pore

Uber Struktur, Funktion und Regulation von parazelluldren Poren ist zurzeit wenig
bekannt. Bisher dienen in erster Linie Modelle zur Erklarung von Poreneigenschaften
[56, 83]. Drei Parameter charakterisieren die Beschaffenheit einer parazellularen Pore:
GroéRe, Form und die elektrostatische Interaktion. Uber verschiedene denkbare Wege
lassen sich diese Eigenschaften modifizieren: Downregulation von geladenen
Claudinen, Einfuhrung von neutralen Claudinen und die sterische Modifikation der
extrazellularen Claudin-Schleifen Uber Phosphorylierung des intrazellularen COOH-
Terminus. Eine weitere Dimension ist die zeitliche dynamische Anderung der
Poreneigenschaften. Auf diese Untersuchungsmoglichkeiten wurde in dieser Arbeit
nicht naher eingegangen. Sie stellen jedoch weitere experimentelle Ansatze dar, die
helfen koénnen, Details des parazellularen Transports aufzuklaren. Auch die
Gesamtanzahl der funktionsbereiten Poren muss berlcksichtigt werden. So kann zum
einen die Anzahl der verfigbaren Poren pro Flache verandert sein oder ein Teil der
Poren befindet sich in einem geschlossenen Zustand. Unter dem Mechanismus des
gating werden Konfigurationszusténde von Proteinen verstanden, die zu einem Offnen
oder Schliefen der Pore fuhren. Der Wechsel zwischen den Zustédnden kann

ligandengesteuert (z.B. muskularer Acetylcholin-Rezeptor) oder
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membranspannungsabhangig (z.B. Natriumkanal) erfolgen. Bisher liegen keine
Angaben Uber einen mdglichen gating-Mechanismus oder Uber die Dichte der Claudin-2
Poren vor. Ein wesentlicher Unterschied zwischen konventionellen membranaren und
junktionalen Poren ist die raumliche Anordnung. Erstere sind senkrecht in die
Zellmembran eingelassen und durchqueren die Lipiddoppelschicht. Letztere dagegen
ordnen sich parallel zur lateralen Membran an ohne die Phospholipidschicht zu
durchbrechen. Durch die Paarung der sich gegenuberliegenden TJ-Proteine kdnnen
dimere und oligomere Poren entstehen [10]. Auch im Falle von Claudin-2 ware eine
solche Konfiguration moéglich. Fir Claudin-2 wurde bisher eine Paarung mit Claudin-3
nachgewiesen, aber nicht mit Claudin-1 [10]. Méglicherweise wurde durch die Claudin-
2-Expression das Paarungsmuster der nativen TJ-Proteine oder die Expression anderer
TJ-Proteine ebenfalls beeinflusst und hierdurch die parazellulare Permeabilitat im

Vergleich zur Vektorkontrolle verandert.

4.6 Wasserpermeabilitditsmessung

Die vorliegende Arbeit stellt den ersten Ansatz dar, den transepithelialen
Wassertransport unter Modulation des parazellularen Weges zu messen. Weitere
Versuche sind fur eine Beurteilung des einflussnehmenden Anteils von AQP und
anderer Claudine notwendig. Ozu et al. [89] demonstrierten, dass in Abwesenheit von
AQP der Wassertransport parazellular lokalisiert ist. Zusatzlich wurde die These
unterstutzt, dass Wasserdurchlassigkeit nicht notwendigerweise mit elektrischer
Leckheit (Repi) korreliert.

Mit dem hier etablierten technischen Aufbau sind Wasserflux-Messungen am vitalen
Epithel moglich. Die Ergebnisse dieser Arbeit konnen Anregungen zu weiteren
experimentellen Untersuchungen geben. Bei fehlender Moglichkeit zur Inhibition der
AQP ware die Verwendung von AQP-freien Epithelien denkbar. Ebenfalls notwendig ist
die Aufklarung, ob die Claudin-Expression die Expression der AQP beeinflusst. Die
Kenntnis der genauen Mechanismen des parazellularen Wassertransports kann klinisch
dazu beitragen, die Rehydratationstherapie zu verbessern und deren Effektivitat zu
steigern. Das detaillierte Verstandnis Uber die Steuerbarkeit der Passage von

Molekulen interzellular kann pharmakologisch genutzt werden, um Substanzen gezielt
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durch physiologische Schranken wie die Blut-Hirn-Schranke, Blut-Hoden-Schranke zu

schleusen.

54



5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde untersucht, ob die Expression von Claudin-2,
einem TJ-Protein, das in vivo bevorzugt in lecken Epithelien exprimiert wird und einen
parazellularen Kanal fur kleine Kationen bildet, einen Einfluss auf den Wassertransport
an einer Nierenzelllinie (MDCK-Zellen) hat. Dazu wurde Claudin-2 stabil in MDCK-C7-
Zellen transfiziert, die ein Modell fur ein dichtes Epithel darstellen und endogen kein
Claudin-2 exprimieren. Der Wassertransport an diesen Zellen wurde mit
Vektorkontrollen (C7-vec), die nur den leeren Vektor enthielten, mit den Wildtypzellen
(C7-wt) und mit MDCK-C11-Zellen (C11-wt), die ein leckes Epithel reprasentieren und

endogen stark Claudin-2 exprimieren, verglichen.

FUr diese Untersuchungen wurde ein Messaufbau entwickelt und etabliert, um den
Wassertransport quantitativ. zu erfassen. Die vorliegende Arbeit zeigt folgende

Ergebnisse:

1. Der Messaufbau besteht aus einer modifizierten Ussing-Kammer und einem digitalen
optisch-elektrischen Kombinationssystem, welches sowohl den transepithelialen
Widerstand der Zellen als auch den Wassertransport anhand der Position des
FlUssigkeitsmeniskus erfasst. Es ermdglicht somit eine quantitative Messung des

Wassertransports an vitalen Epithelien unter physiologischen Bedingungen.

2. Der Wassertransport in lecken Epithelien bzw. MDCK-C11-wt ist hoher als in dichten
Epithelien, reprasentiert durch die MDCK-C7-Zellen.

3. Die Expression von Claudin-2 in hochohmigen C7-Zellen bewirkt eine deutliche
Senkung des transepithelialen Widerstandes. Dabei war der Einfluss von humanem

Claudin-2 deutlich starker als der von murinem Claudin-2.

4. Der Wassertransport kann durch einen osmotischen Gradienten induziert werden und
durch einen Gradienten fur Natrium zusatzlich verstarkt werden. Der Wassertransport in
den mit humanem Claudin-2 transfizierten Zellen ist deutlich hdher als in den

Vektorkontrollen oder Wildtyp-Zellen.
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Furuse et al. demonstrierten an MDCK-Zellen, dass durch die Einfihrung von Claudin-2
ein dichtes Epithel in ein leckes Epithel umgewandelt wird [66]. Amasheh et al. belegten
durch Fluxversuche, dass Claudin-2 einen parazellularen Kationen-selektiven Kanal
induziert. Dieser Kanal konnte auch den parazellularen Transport von Wasser
ermdglichen. Der durch Claudin-2 vermittelte parazellulare Na*-Transport ist in der
Lage, den osmotisch induzierten Wassertransport zusatzlich zu steigern. Folglich kann
vermutet werden, dass Claudin-2 am epithelialen Wassertransport beteiligt ist und der
Kationen-selektive parazellulare Kanal auch einen Durchtritt von Wasser ermoglicht.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass durch die Expression von Claudin-
2 der transepitheliale Wassertransport gesteigert wird. Diese Steigerung ist vermutlich

auf eine Erhdhung der parazellularen Permeabilitat fur Wasser zurtckzufuhren.
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6. Abkirzungsverzeichnis, Abbildungen und Tabellen
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Western-Blot-Analyse. Expression von Occludin und Claudin-1 bis -
5 in der Kontrollgruppe C7-vec und der transfizierten Zelllinie C7-
cld2M.

Western-Blot-Analyse. Expression von Claudin-2 in der
Kontrollgruppe C7-vec und der transfizierten Zelllinie C7-cld2H und
den C11-wt-Zellen.

Konfokale Laser Scanning Mikroskopie von der Kontrollgruppe C7-
vec und der transfizierten Zelllinie C7-cld2M. Aufsicht und
Seitenansicht. Occludin (griin), Claudin (rot), Uberlagerung
(orange).

Die transepithelialen Widerstande der Kontrollgruppe C7-vec und
der transfizierten Zelllinie C7-cld2M im Vergleich zu C11-wt.

Die transepithelialen Widerstande der Kontrollgruppe C7-vec und
der transfizierten Zelllinie C7-cld2H im Vergleich zu C11-wt.
Wasserflux induziert durch osmotischen Mannitol-Gradienten.
Vergleich zwischen der Kontrollgruppe C7-vec, der transfizierten
Zelllinie C7-cld2M und C11-wt.

Wasserflux induziert durch osmotischen Mannitol-Gradienten.
Vergleich zwischen der Kontrollgruppe C7-vec, der transfizierten
Zelllinie C7-cld2H und C11-wt.

Wasserflux induziert durch kationischen Na*“Gradient. Vergleich
zwischen der Kontrollgruppe C7-vec und der transfizierten Zelllinie
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Wassertransport unter Na-Mannitol-Gradient.

Lokalisation und klinische Bedeutung der Claudine

Expression und klinische Bedeutung von Claudin-2
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