Die hyperosmotische Induktion von
Entzindungsreaktionen in humanen
Bronchialepithelzellen —

Ein Modell fiir die Cystische Fibrose

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Naturwissenschaften

vorgelegt beim Fachbereich Chemische und Pharmazeutische Wissenschaften
der Johann Wolfgang Goethe-Universitat

in Frankfurt am Main

von
Stefan Marcel Loitsch

aus Wiesbaden

Frankfurt am Main 2006



vom Fachbereich Chemische und Pharmazeutische Wissenschaften der

Johann Wolfgang Goethe-Universitat als Dissertation angenommen.

Dekan: Prof. Dr. Harald Schwalbe
Gutachter: Prof. Dr. Dieter Steinhilber
Prof. Dr. Joachim Bargon

Prof. Dr. Theodor Dingermann

Datum der Disputation: 11.12.07



Meiner Familie gewidmet



Inhaltsverzeichnis

1 EINLEITUNG

1.1 Die cystische Fibrose

1.2 Geschichte der cystischen Fibrose

1.3 Struktur und Expression des CFTR-Gens

14 Genetik und Physiologie der Mutationen des CFTR-Gens

1.5 Der Heterozygotenvorteil - Ursachen fiir das haufige Auftreten der CFTR-
Mutationen

1.6 Die Funktion des CFTR-Proteins
1.6.1 CFTR ist ein Chloridkanal
1.6.2 Regulation des CFTR-Chloridkanals

1.7 CFTR als multifunktionelles Protein: ein Chloridkanal und Regulator anderer
Kanale und Transporter
1.71 CFTR reguliert den epithelial sodium channel ENaC
1.7.2 CFTR reguliert den outwardly rectifying chloride channel ORCC
1.7.3 CFTR reguliert den renal outer medullary potassium channel ROMK
1.74 CFTR reguliert epitheliale Kanale fir Wasser, die Aquaporine
1.7.5 CFTR beeinflusst den Transport von HCOj3

1.8 Die Rolle von CFTR in der Lungenerkrankung
1.8.1 Die klinische Manifestationen der Lungenerkrankung
1.8.2 Infektion oder Inflammation — was beginnt zuerst?
1.8.3 Die Entstehung der Lungenerkrankung bei CF
1.8.3.1 Abwehrmechanismen der Lunge
1.8.3.2  Die mukoziliare Clearance
1.8.3.3  Die Bedeutung der Atemwegsflissigkeit bei CF:
Die Hochsalzhypothese
1.8.3.4  Die Bedeutung der Atemwegsflissigkeit bei CF:
Die Niedrigvolumenhypothese

1.8.4 Die Regulation des Wasser- und lonenhaushalts ist in CF-Zellen gestort

1.9 Experimentelles Modell und Fragestellung

11
11
12
13
14
15

17
17
18
19
19
20

22

24
25

29



Inhaltsverzeichnis

2 MATERIAL UND METHODEN

21 Material
211 Allgemeine technische Gerate
21.2 Gerate und Materialien fiir die Zellkultur
213 Gerate und Materialien fiir die Molekularbiologie und Biochemie
214 Chemikalien
215 Enzyme
2.1.6 Kits und Reagenzien
21.7 Bakterienstdmme
21.8 DNA-Vektoren
2.1.9 Antikoérper
2.1.10  Oligonukleotide

2.2 Methoden

221
2211
2212
2213

2214

222
2221
2222
2223
2224
2225

2226

2227
2228

223
2231
2232
2233

Arbeiten mit Bakterien
Anzucht von Bakterien
Anlegen von Glycerinkulturen
Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien: Alkalische Lyse
(,Mini-prep*)
Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien mit Hilfe von
lonenaustauschersaulen
Arbeiten mit humanen Zellen
Zelllinien
Subkultivierung eukaryotischer Zellen
Einfrieren humaner Zelllinien
Auftauen humaner Zelllinien
Praparation bronchialer und nasaler Epithelzellen fir die Isolation
von mRNA
Differentialzytologie der Zellen aus bronchialen und nasalen
Birstungen

Praparation bronchialer Epithelzellen fiir die primare Zellkultur

30

30
30
30
30
31
33
33
34
34
34
34

35
35
35
35

36

37
40
40
40
41
42

42

43
44

Kultivierung primarer bronchialer Epithelzellen an der Luft-Medium-Grenzflache

(,Air-Liquid Interface®; ALI)
Quantifizierung der mMRNA-Expression
RNA-Isolierung
Photometrische Konzentrationsbestimmung von RNA

Reverse Transkription

46
46
46
47
48



Inhaltsverzeichnis 1

224 RT-kompetitive Multiplex PCR 49
2.2.4.1 Erstellung interner Standards fiir eine kompetitive PCR 49
2.24.2  Agarose-Gelelektrophorese von DNA 51
2.2.4.3  Reinigung von PCR-Produkten 52

™
2244  Klonierung von PCR-Fragmenten mit dem TOPO TA Cloning -Kit 53
2245 Hitzeschock-Transformation von E. coli 54
2246 Klonierung, Transformation und blau-weil} Selektion 54
2247  RT-kompetitive Multiplex-PCR 55
2.2.4.8 Densitometrische Quantifizierung 57

225 IL-6 und L-8 ELISA 58

2.2.6 Proteinanalysen 60
2.2.61 Proteinisolierung 60
2.2.6.2 Gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine 60
2.2.6.3 Western Blotting 62

227 Durchflusszytometrische Bestimmung der Zellgrésse 63

3 ERGEBNISSE 66
31 Kultivierung primédrer humaner Bronchialepithelzellen 66
3.1.1 Die Gewinnung und Kultur primarer humaner Bronchialepithelzellen 66
3.1.2 Die Charakterisierung der Kultur primarer humaner Epithelzellen 68
3.2 Etablierung eines RNA-Quantifizierungsverfahrens fiir geringe Probenmengen 71

3.21 Kompetitive PCR 71

3.2.2 Amplifikationskinetik der Kompetitoren 73

3.2.3 RT-Kompetitive Multiplex PCR 74

3.24 Bestimmung der mRNA Expression Uber das Verhaltnis von Kompetitor und

Zielsequenz. 75

3.25 Die RT-Kompetitive Multiplex PCR korrigiert Schwankungen der eingesetzten
RNA-Menge. 76
3.2.6 Semiquantitative Bestimmung der CFTR mRNA-Expression in Bronchial- und

Nasalbirstungen 78

3.3 Bronchialepithelzellen reagieren auf osmotische Belastungen mit einer
Regulation der Expression der mRNA der Osmolyttransporter BGT-1, TAUT und
SMIT 80



Inhaltsverzeichnis v

3.4 Hyperosmotischer Stress induziert die Expression und Sekretion von IL-8 83
3.4.1 Die hyperosmotische Induktion der Expression und Sekretion von IL-8 ist
dosisabhangig 83
3.4.2 Die hyperosmotische Induktion der Expression und Sekretion von IL-8 ist
zeitabhangig 85
3.4.3 Die hyperosmotisch induzierte IL-8 mRNA-Expression wird durch p38 MAP-Kinase
vermittelt 87
3.5 Reaktive Sauerstoffspezies als Signalvermittler der hyperosmotischen Induktion
von IL-8 89
3.5.1 Antioxidantien supprimieren die Induktion der IL-8-Sekretion durch
hyperosmotischen Stress 89
3.5.2 Antioxidantien supprimieren die Induktion der IL-8-mRNA-Expression durch
hyperosmotischen Stress 91
3.5.3 Antioxidantien supprimieren die Aktivierung von p38 MAP-Kinase durch
hyperosmotischen Stress 93
3.6 Veranderungen des Zellvolumens sind verantwortlich fiir die hyperosmotisch
induzierte Inflammation 94
3.6.1 Die hyperosmotische Induktion der Sekretion von IL-6 und IL-8 ist abhangig vom
Zellvolumen 94
3.6.2 Hyperosmotische Belastungen mit Mannitol und NaCl, nicht jedoch Harnstoff,
fuhren zu einer Abnahme des Zellvolumens 96
3.6.3 Die hyperosmotische Aktivierung von p38 MAP-Kinase in Bronchialepithelzellen ist
abhangig vom Zellvolumen 97
4 DISKUSSION 100
4.1 Die Kultivierung primarer humaner Bronchialepithelzellen 100
411 Die Adharenzoptimierung 100
4.1.2 Propagierung und Differenzierung primarer humaner Bronchialepithelzellen 101
4.1.3 Die Kultivierung an der Luft-Medium-Grenzflache 104
4.2 Grundlagen quantitativer PCR-Verfahren 105
421 Der Einsatz von Standards in der quantitativen PCR 107
422 Die Quantitative PCR mit internen Standards 107
423 Die kompetitive PCR 110
424 Die RT-Kompetitive Multiplex—PCR (RCMP) 111
4241 Die RCMP kontrolliert die initiale RNA-Menge

111



Inhaltsverzeichnis V

4.2.4.2 Die Verwendung Einsatz von cDNA-Kompetitoren 112
4243 Die RCMP vereinfacht die densitometrische Quantifizierung der
PCR-Produkte 113
4.4 Induktion der Expression und Sekretion von IL-8 durch hyperosmotischen
Stress: Inflammation ohne Infektion 117

4.5 p38 MAP-Kinase wird durch hyperosmotische Belastungen aktiviert und ist an

der Induktion der Interleukin-8 mRNA-Expression beteiligt. 119
4.6 Reaktive Sauerstoffsspezies als Signalvermittler der hyperosmotischen Induktion
von IL-8 121

4.7 Verdnderungen des Zellvolumens sind verantwortlich fiir die hyperosmotisch

induzierte Inflammation 122
5 ZUSAMMENFASSUNG 126
6 ABKURZUNGEN 128
7 LITERATUR 129
8 ANHANG 148
8.1 Veroffentlichungen aus dieser Arbeit 148
8.2 Sonstige Veroéffentlichungen 148
8.3 Forderung und Danksagung 151

8.4 Lebenslauf 152



Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die cystische Fibrose

Die Mukoviszidose oder cystische Fibrose (Cystic Fibrosis, CF) ist eine
Erkrankung, die durch eine Fehlfunktion des sekretorischen Epithels aller
exkretorischen Drusen charakterisiert ist. Sie wird autosomal rezessiv vererbt
und ist die haufigste angeborene Stoffwechselerkrankung in der westlichen
Welt. Ausgelést wird sie durch Mutationen im Gen des cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator (CFTR). In der europiden Bevolkerung
ist etwa jeder 25. Erwachsene ein Kklinisch asymptomatischer Trager des
defekten Gens (Heterozygotie-Frequenz). Folglich kommt auf 2000-3000
Neugeborene ein Kind mit cystischer Fibrose (Homozygotie-Frequenz) (Boat et
al., 1989).

Folge des genetischen Defekts ist eine Storung des Elektrolyttransports. Ein fur
die zellulare Chloridpermeabilitdt verantwortliches Membranprotein wird nicht
oder nur funktionsuntlichtig gebildet. Die exokrinen Drlsen sezernieren ein
wasserarmes, meist hochviskoses Sekret. Dieser Defekt betrifft vor allem die
Epithelzellen des Respirationstrakts, einschliesslich der submukdsen
Drusenzellen, die Zellen des Pankreasgangsystems und die Zellen des
Darmepithels. Es handelt sich somit um eine Multiorganerkrankung mit den
Leitsymptomen einer chronisch obstruktiven Lungenerkrankung, einer
exokrinen Pankreasinsuffizienz und einem deutlich erhdhten Salzgehalt im
Schweil}. Wahrend vor 1945 die Mehrzahl der Patienten noch im ersten
Lebensjahr starb, ist ihre mittlere Lebenserwartung inzwischen auf fast 30 Jahre

gestiegen.

1.2 Geschichte der cystischen Fibrose

Mutationsfrequenzanalysen lassen vermuten, dass die haufigsten zur
cystischen Fibrose flUhrenden Mutationen erstmals vor ca. 50 000 Jahren
aufgetreten sind (Bertranpetit und Catafell, 1996). |hr Ursprung liegt im
arabisch-vorderasiatischen Raum (Morral et al., 1994), wobei mit ziemlicher
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Sicherheit die ethnische Gruppe der Belutschen als Urprungspopulation in
Frage kommt (Dawson und Frossard, 2000). Die Belutschen lebten zu der in
Frage kommenden Zeit auf dem persischen Hochplateau inmitten eines
Voélkerwanderungswegs. Von dort aus konnte sich die cystische Fibrose sehr
schnell durch Wanderjager nach Europa ausbreiten, wo erste Mutationen wohl
vor 30-40 000 Jahren im Jungpalaolithikum auftauchen.

Anekdotische Schilderungen aus dem Mittelalter lassen vermuten, dass
zumindest einige der charakteristischen Symptome der cystischen Fibrose
schon frih erkannt und mit der Mortalitat der Krankheit in Verbindung gebracht

wurden. So beschreibt eine alemannische Folklore:

Wehe dem Kinde, dessen Stirn salzig schmeckt, wenn du sie kuf3t. Es ist

verhext und wird bald sterben.

Die ersten wissenschaftlichen Schilderungen gehen auf das spate 16.
Jahrundert zurtck. 1595 beschreibt Pieter Pauw, ein Professor fur Anatomie
und Botanik aus Leiden (Niederlande) erstmals die Lasionen der
Bauchspeicheldriise bei einem ,verhexten® Kind (Busch, 1990). Sein
Autopsiebericht  schildert ein 11-jahriges Madchen als mager, mit
geschwollenem, verhartetem und weisslich schimmernden Pankreas. 1606
beschreibt Alonso y de los Ruyzes de Fonteca, ein Professor der Medizin aus
Henares (Spanien), den salzigen Geschmack eines Fingers, mit dem man die
Stirn eines ,verhexten® Kindes beruhrt hat. Tatsachlich ist diese fruhe
Beobachtung auch in der heutigen Zeit ein wesentliches Diagnosemerkmal der
cystischen Fibrose - die Bestimmung des Elektrolytgehalts des Schweiles.

Im 19. und im frihen 20. Jahrhundert werden andere typische krankhafte
Veranderung beschrieben, wie der Mekoniumileus, eine Verlegung der
Darmpassage (lleus) im Endteil des Dunndarmes durch festes eingedicktes
Kindspech (Mekonium) und die Steatorrhea, eine Anreichreung von Fetten im
Stuhl, die auf die gestdrte Funktion des Pankreas zurlickgeht (Rokitansky et al.
1842; Landsteiner, 1905; Garrod and Hurtley, 1912).
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Die Symptome der Lungenerkrankung wurden 1936 von Fanconi et al.
beschrieben und als “cystische Fibromatose mit Bronchiektasen® bezeichnet.
Als separates Krankheitsbild beschrieb 1938 Dorothy Andersen die
pathologischen Veranderungen am Pankreas als ,cystische Fibrose des
Pankreas®. Es dauerte noch einige Jahre, bis man zu der Erkenntnis kam, dass
die unterschiedlichen Erscheinungsformen an Darm, Pankreas und Lunge auf
eine einzige Krankheit zurickzufuhren sind, bei der weitgehend alle exokrinen
Drisen mit mukoider Sekretion betroffen sind. Diese Krankheit bezeichnete
man als Mukoviszidose; ein Name der nur noch im deutschsprachigen Raum
verwendet wird, wahrend sich international der Begriff ,cystic fibrosis"
durchgesetzt hat.

Di Sant'Agnese (1953) wies nach, dass Natrium und Chlor im Schweild der
Patienten konstant erhoht sind. Diese Ergebnisse erwiesen sich als
richtungweisend fir die nachsten Jahrzehnte, bis Paul Quinton 1983 die
Erkrankung auf einen Defekt der Chloridsekretion zuruckfuhrte. Diese
Vermutung wurde spater bestatigt, als es gelang, das Gen zu klonieren, das bei

der cystischen Fibrose defekt ist.

1.3 Struktur und Expression des CFTR-Gens

Die autosomal rezessive Vererbung der cystischen Fibrose, wurde erstmals
1946 beschrieben (Anderson und Hodges, 1946). 1985 wurde das CF-Gen mit
Hilfe von Kopplungsanalysen mit polymorphen DNS-Markern in der Bande
7931.2 auf dem langen Arm von Chromosom 7 lokalisiert (Tsui et al., 1985). Ein
Meilenstein der so genannten reversen Genetik war 1989 die Isolation des
Gens durch die Arbeitsgruppen von Tsui, Riordan und Collins (Kerem et al.,
1989; Riordan et al., 1989; Rommens et al., 1989). Es erstreckt sich tber 250
kb DNA und besteht aus 27 Exons, die eine mRNA von 6,5 kb kodieren. Der
offene Leserahmen ergibt ein Protein von 1480 Aminosduren mit einem

kalkulierten Molekulargewicht von 167 kDa.
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Die Analyse des vorhergesagten Translationsprodukts flihrte zu der Erkenntnis,
dass das Gen fur ein Transmembranprotein kodiert. Aufgrund der Verbindung
des genetischen Lokus mit Storungen des Salztransports wurde es cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) genannt. Das CFTR
tatsachlich an den Stérungen im Transport von Chlorid beteiligt war, zeigten
Transfektionsversuche, bei denen die Transfektion mit Wildtyp-CFTR die
Chloridtransportstorungen von CF-Zellen korrigierte oder komplementierte
(Drumm et al., 1990; Rich et al., 1990). Kurze Zeit spater zeigte sich, das CFTR
selbst ein cAMP-regulierter Chlorid-Kanal ist (Anderson et al., 1991a; Bear et
al., 1992).

CFTRcDNA

6500 bp
ATG TAG
TT 1T 17 O [ ITIT 7 T [ |

Exon 123 4 56a6b 7 89 pglo 11 12 13 14a14b151617a17b18 19 20212223 24

= o fa, b
L
s

%

3

CFTRProtein F508

Abb. 1: Topologie von CFTR: Das CFTR-Gen erstreckt sich Uber 250 kbp DNA und besteht aus
27 Exons, die eine mRNA von 6,5 kb kodieren. Der offene Leserahmen ergibt ein Protein mit
1480 Aminosauren. Das Protein besteht aus finf Domanen: den membraniberspannenden
Transmembrandomanen TMD1 und TMD2, den Nukleotidbindedomanen NBD1 und NBD2,
sowie der regulatorischen oder R-Domane. Im Bereich der Aminosauren Asparagin 894 und
Asparagin 900 zu Beginn der TMD2 finden sich Konsensussequenzen fir eine N-
Glykosylierung, deren Umfang das Molekulargewicht zwischen 135 und 200 kDa schwanken
lasst. Die haufigste Mutation bei cystischer Fibrose ist eine Deletion von drei Basenpaaren in
Exon 10. Dies flhrt zu einer Deletion von Phenylalanin an Position 508 der

Aminosauresequenz. Diese Deletion betrifft die Nukleotidbindedomane 1 des Proteins.
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1.4 Genetik und Physiologie der Mutationen des CFTR-Gens

Die Entdeckung des CFTR-Gens durch die Arbeitsgruppen um F. Collins, L.-C.
Tsui und J. Riordan beruhte unter anderem auf der Entdeckung einer Deletion
von drei Basenpaaren bei etwa 70% der damals untersuchten CF-Patienten, die
so genannte AF508-Mutation. Inzwischen sind etwa 1450 pathogene
Sequenzvarianten des CFTR-Gens bei dem Cystic Fibrosis Genetic Analysis
Consortium (http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr) gemeldet.

Die pathogenetisch wichtigste CFTR-Mutante, die weltweit fur mehr als die
Halfte aller Mukoviszidosefalle verantwortlich ist, ist AF508-CFTR. Bei dieser
Mutation handelt es sich um eine Inframe-Deletion von 3 Basenpaaren im Exon
10 des CFTR-Gens. Dies fuhrt zu einer Deletion von Phenylalanin in der NBD1
an Position 508 des CFTR-Proteins (Abb. 1).

Die AF508-Mutation ist eine so genannte Klasse-llI-Mutation. Diese Klasse
beinhaltet Proteine, bei denen der Reifungsprozess gestort ist. Im Falle von
AF508-CFTR ist die Prozessierung des Proteins fehlerhaft, so dass es nicht
seinen Bestimmungsort, die Apikalmembran erreicht. Die heterologe
Expression von AF508-CFTR zeigte bereits 1990, dass ein Defekt in der
Prozessierung und des intrazellularen Transports vorliegt (Cheng et al. 1990;
Gregory et al.,, 1991). AF508-CFTR wird nach der Translation und N-
Glykosylierung mit mannosereichem Oligosaccharid am endoplasmatischen
Retikulum (ER) nicht weiter prozessiert (Lukacs et al., 1994), sondern
polyubiquitinyliert und unter Beteiligung des Proteasomenkomplexes vollstandig
abgebaut (Jensen et al., 1995; Ward et al., 1995).

Entscheidend fur die Qualitatskontrolle sind dabei sowohl ER-standige als auch
zytosolische Proteine. Von der zytosolischen Seite tritt das neu synthetisierte
CFTR in Kontakt mit Hsp70, einem Chaperon, das bei der Faltung zytosolischer
Proteine assistiert (Yang et al., 1993), sowie mit den HSP40-Proteinen Hdj-1,
Hdj-2 und CHIP als Ko-Chaperonen. Die Interaktion mit Hdj-2 hat ihren
Hoéhepunkt mit der Translation von NBD-1 und nimmt nach Synthese der R-
Domane deutlich ab (Meacham et al., 1999 und 2001). Ebenfalls an der Faltung
von CFTR beteiligt ist das cytosolische Chaperon HSP90 (Loo et. al., 1998).
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HSP90 scheint dabei dem Abbau entgegenzuwirken, wahrend Hsc70 und seine
Ko-Chaperone den Abbau favorisieren.

Im endoplasmatischen Retikulum interagiert CFTR mit Calnexin, einem Kalzium
bindenden Membranprotein mit Kontakt zur luminalen Seite des ER (Pind et al.,
1994). Calnexin ist Teil der Qualitatskontrolle der Zelle und bewirkt, dass nur
richtig gefaltete Proteine das ER verlassen (Ou et al., 1993). Es erkennt als
Lectin die zunachst basale Glykosylierung von Proteinen. Nach
Deglykosylierung durch Glucosidase | und Glucosidase Il I0st sich die Bindung
mit Calnexin. Falsch gefaltete Proteine werden anschlieRend wieder
monoglykosiliert und erneut von Calnexin gebunden (zur Ubersicht: Parodi,
2000). So zeigt sich auch eine wesentlich starkere Interaktion von Calnexin mit
AF508-CFTR gegenuber Wiltyp-CFTR (Pind et al., 1994). Nur unvollstandig
glykosyliertes und inzwischen ubiquitinyliertes CFTR wird dann unter
Beteiligung  von Sec61, einer  wesentlichen Komponente  des
Proteintranslokationssystems dem zytosolischen Proteasom und somit dem
Abbau zugefuhrt (Bebok et al., 1998).

Unter bestimmten Bedingungen gelingt es jedoch auch AF508-CFTR die
Qualitatskontrolle der Zelle zu uUberwinden und vollstandig glykosyliert in die
Apikalmembran ausgeliefert zu werden. Dies geschieht bei AF508-CFTR
exprimierenden Zellen durch Erniedrigung der Temperatur auf unter 30 °C
(Denning et al., 1992), oder durch eine Behandlung der Zellen mit Butyrat
(Cheng et al., 1995) oder Glycerol (Sato et al., 1996).

1.5 Der Heterozygotenvorteil - Ursachen fiir das haufige Auftreten
der CFTR-Mutationen

Das haufige Auftreten der cystischen Fibrose in der kaukasischen Bevolkerung
beschaftigt die Genetiker schon seit geraumer Zeit. Die weltweit am haufigsten
auftretenden Mutationen AF508 (66,0%), G542X (2,4%), G551D (1,6%) und
N1303K (1,3%) kénnen nur durch Einwirken einer positiven Selektion erhalten

werden. Die populationsgenetischen Daten sprechen flr eine Heterosis, einen
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Heterozygotenvorteil, als Ursache fir die hohe Frequenz der CF-Mutationen
und einen Founder-Effekt flur die Verteilung zumindest der drei haufigsten
Mutationen (Morral et al., 1993; Morral et al., 1994; Rendine et al., 1997). Ein
Founder-Effekt beschreibt die Ausbreitung einer Mutation ausgehend von einer
Person.

Worin der Heterozygotenvorteil besteht, ist zurzeit noch ungewiss. Am
wahrscheinlichsten ist die Hypothese, dass Heterozygote eine verminderte
Chloridsekretion als Antwort auf bestimmte bakterielle Toxine zeigen. Dies
bedingt eine verbesserte Resistenz und Uberlebenswahrscheinlichkeit bei
besonders im Kindesalter auftretenden intestinalen Infektionen. So konnte man
zeigen, dass ein thermostabiles Enterotoxin von Escherichia coli in CF-Zellen
keine Chloridsekretion induziert (Chao et al., 1994). Diese Chloridsekretion ist
bei Gesunden fur das Auftreten von Diarrhoen verantwortlich. Unterstitzt
werden diese Befunde durch die Tatsache, dass Mause mit CF-Mutationen eine
vermehrte Resistenz gegenuber dem Choleratoxin aufweisen (Gabriel, et al.,
1994).

Weitere Hypothesen besagen, dass CFTR einen Rezeptor darstellt, der fur die
Erkennung, endosomale Internalisierung und Degradation von Pseudomonas
aeruginosa in Atemwegsepithelzellen (Pier et al. 1997) und Salmonella typhi in
Darmepithelzellen verantwortlich ist (Pier et al., 1998).

Die Unsicherheiten Uber den Heterozygotenvorteil bei mutietem CFTR sind
letztendlich ein Spiegel fir das momentane Unvermdgen, eine festumrissene

Bedeutung und Funktion von CFTR zu bestimmen.

1.6 Die Funktion des CFTR-Proteins
1.6.1 CFTR ist ein Chloridkanal

Welche Funktion CFTR besonders im Atemwegsepithel hat, wird zum Teil
durch die Analyse des Proteins deutlich (Abb. 2). Als Membranprotein wird
CFTR am endoplasmatischen Retikulum synthetisiert. Nach der Umwandlung in

eine transportkompetente Form wird es zum Golgi-Apparat und anschliel3end
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zur Apikalmembran transloziert. Dort bildet CFTR einen Anionenkanal mit einer
niedrigen Leitfahigkeit von 10 pS und einer lonenselektivitat fur Bromid >
Chlorid > lodid > Fluorid (Bear et al., 1991). Seine Aktivitat wird Uber
Wechselwirkungen mit  anderen  Proteinen,  Phosphorylierung  und
Dephosphoryliereung gesteuert. Die bereits erwahnte Stimulierung Uber cAMP
ist dabei von besonderer Bedeutung, da CFTR der einzige apikale Chloridkanal
ist, der cAMP-stimulierbar ist.

Homologievergleiche der Primarstruktur von CFTR erlaubten die Vorhersage
einer symmetrischen Struktur, die sich aus 5 Domanen zusammensetzt
(Riordan et al, 1989). Das CFTR-Protein besteht aus zwei hydrophoben
transmembranen Doméanen (TMD1 und TMD2), die aus jeweils sechs
Segmenten bestehen, die die Plasmamembran durchdringen. Den beiden
Transmembrandoméanen folgt jeweils eine hydrophilere Domane, die
Nukleotidbindedomanen NBD1 und NBD2. Zwischen den TMD-NBD Motiven
befindet sich eine groRe Domane, die durch Exon 13 kodiert wird und
regulatorische oder R-Domane genannt wird. Sie enthalt neun der zehn
Konsensussequenzen flr eine Proteinkinase A-Phosphorylierung und 7
madgliche Proteinkinase C-Phosphorylierungsstellen.

Aufgrund der Struktur der TMD-NBD Motive wird CFTR in die Superfamilie der
ABC-Transporter eingeteilt (Anderson und Welsh, 1992;). Diese ABC-
Transporter wurden nach einer stark konservierten ATP-binding cassette
benannt, die sich auch in den Nukleotidbindedomanen 1 und 2 befindet.
Lediglich die R-Domane stellt unter den bekannten ABC-Transportern eine
Ausnahme dar.

Die Nukleotidbindedomanen NBD1 und NBD2 binden und hydrolysieren ATP
(Hwang et al., 1994). Die Hydrolyse von ATP wird durch eine Phosphorylierung
von CFTR eingeleitet und findet an zwei hochkonservierten Walker A- und
Walker B-Motiven statt. Die Hydrolyse von ATP an der NBD1 initiiert die
Offnung des Kanals, wahrend die Hydrolyse an der NBD2 den Kanal schlieft
(Carson et al., 1995).
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Abb. 2: Modell des CFTR in der Membran. CFTR ist in der Apikalmembran lokalisiert. Die
hydrophoben Transmembrandoméanen TMD1 und TMD2 bilden die Kanalpore. Die
zytosolischen Domanen NBD1, NBD2 und R-Domane dienen der Regulation des Kanals. Die
Nukleotidbindedomanen NBD1 und NBD2 binden und hydrolisieren ATP und GTP und
regulieren damit die Offnung (iber NBD1) oder SchlieBung des Kanals (iiber NBD2).
Voraussetzung fir die Hydrolyse von ATP oder GTP ist die Phosphorylierung der R-Domane.
Der Phosphorylierungsstatus bestimmt die Aktivitdt des Chloridkanals tiber Anderungen der
Offnungswahrscheinlichkeit, der Offnungsrate und der Affinitat fir ATP.

Die beiden Transmembrandomanen TMD1 und TMD2 besitzen jeweils 6
Transmembransegmente und bilden den lonenkanal. Aminosauren der
Transmembransegmente 6 und 12 haben Kontakt mit der lonenpore
(McDonough et al., 1994; Cheung & Akabas, 1996). Die lonenselektivitat wird
dabei von Aminosauren am zytosolischen Rand des 6.

Transmembransegments kontrolliert (Anderson et al., 1991b).
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1.6.2 Regulation des CFTR-Chloridkanals

Wie bereits erwahnt, erfordert die Offnung des CFTR-Chloridkanals zunéchst
eine Phosphorylierung und anschlieRend die zytoplasmatische Verfugbarkeit
von hydrolysierbarem ATP. Dephosphoryliertes CFTR ist inaktiv, wahrend die
Aktivitat der CFTR-Chloridkanale von verschiedenen Phosphorylierungsgraden
abhangt.

Aktiviert werden CFTR-CI-Kanale durch die Erhéhung intrazellularen cAMPs
und eine nachfolgende Phosphorylierung durch Proteinkinasen wie der
Proteinkinase A (Anderson et al., 1991c), der Proteinkinase C (Bargon et al.,
1992), der Ca*/Calmodulin-abhdngigen Proteinkinase (CAMK) der cGMP-
abhangigen Proteinkinasen Typ | und Il (Picciotto et al., 1992; French et al.,
1995), sowie der Tyrosinkinase p60c-src (Fischer et al., 1996). Andererseits
unterliegt CFTR einer Kontrolle durch Proteinphosphatasen, die den Kanal
dephosphorylieren und dadurch  deaktivieren. Dazu gehdren die
Proteinphosphatasen 1 (PP1), 2A (PP2A), 2B (PP2B) und 2C (PP2C)
(Tabcharani et al., 1991; Berger et al., 1993; Hwang et al., 1993; Travis et al.,
1997; Luo et al., 1998;).

Die entscheidende Rolle bei der Regulation von CFTR spielt die
Phosphorylierung durch die cAMP-abhangige Proteinkinase A. Sie bewirkt eine
deutliche Erhohung der Offnungswahrscheinlichkeit und Offnungsrate des
Kanals (Mathews et al., 1998), sowie der Affinitat fur ATP (Ramjeesingh et al.,
1997). Neun der zehn PKA-Phosphorylierungstellen von CFTR liegen innerhalb
der R-Domine. Eine vorausgehende Phosphorylierung durch die Ca*'-
abhangige Proteinkinase C fuhrt zu einer substantiellen Verstarkung der
Aktivierbarkeit durch die Proteinkinase A (Tabcharani et al., 1991). Dies erklart
die zu beobachtende Stimulation der Chlorid-Sekretion nach einem Anstieg der
zytosolischen freien Ca®**-Konzentration und weist auf eine wichtige
modulierende Rolle der PKC bei der Aktivierung von CFTR hin. Es gibt dartber
hinaus Befunde, die eine PKC-Phosphorylierung sogar als Voraussetzung fur
die Aktivierbarkeit durch PKA nahe legen (Jia et al., 1997). Im Fokus der

aktuellen Forschung ist auch die Rolle der cGMP-abhangigen Proteinkinase II.
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Dieser membranstandigen Isoform der PKG wird eine Rolle bei der der
Aktivierung von CFTR in Enterocyten zugeschrieben (Vaandrager et al., 1998),
was auch die Stimulation des CFTR-Chloridflusses nach einer Einwirkung von
bakteriellem Enterotoxin erklaren konnte (Guba et al., 1996).

Die wichtigste CFTR regulierende Phosphatase flr das Atemwegsepithel
(Travis et al., 1997) und das Pankreasgangepithel (Becq et al., 1993) ist die
Proteinphosphatase 2C. Im Herzmuskelgewebe (Hwang et al., 1993) und in
Schweilddrisengangen (Reddy wund Quinton, 1996) ist jedoch die

Proteinphosphatase 2A von vorherrschender Bedeutung.

1.7 CFTR als multifunktionelles Protein: ein Chloridkanal und

Regulator anderer Kanile und Transporter

Neben seiner Funktion als cAMP-abhangiger Chlorid-Kanal, ist CFTR ein
multifunktionelles Protein, das an der Regulation einer ganzen Reihe anderer
lonenkanadle und Transporter beteiligt ist. Dies fuhrt bei einem Ausfall des
Proteins zu sekundaren Effekten, die vielleicht sogar wichtiger flir die
Entstehung der Lungenerkrankung sind als die Einschrankung des

Chloridtransports.

1.71 CFTR reguliert den epithelial sodium channel ENaC

Von besonderer Bedeutung ist dabei die Regulation des Natrium-Transports,
auf die auch spater noch patophysiologisch eingegangen wird. Der epitheliale
Natrium-Kanal (epithelial sodium channel; ENaC) ist verantwortlich fur die
Absorption von Natrium in epithelialen Zellen. Dieser Kanal kolokalisiert mit
CFTR in der Apikalmembran vieler polarisierter Epithelzellen, so z.B. in den
Epithelien der Atemwege, des Gastrointestinaltrakts und der Niere (Schwiebert
et al., 1999). Studien zur Pathogenese der cystischen Fibrose an frisch
isolierten Atemwegsepithelien ergaben eine Hyperaktivierung von ENaC in
Abwesenheit von CFTR (Kunzelmann et al.,, 1995; Mall et al.,, 1998). Die
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Vermutung, dass CFTR ENaC inhibiert, konnte mit Hilfe von
Koexpressionsstudien in Fibroblasten (Stutts et al.,, 1995) und Xenopus-
Oocyten (Kunzelmann et al., 1997; Hopf et al, 1999) bestatigt werden.

CFTR interagiert direkt mit ENaC, was anhand von Untersuchungen mit Hilfe
von Koimmunoprazipitationen (Ji et al., 2000) und dem Hefe-Zweihybrid-
System (Kunzelmann et al., 1997) gezeigt wurde (siehe Abb.3). Einschrankend
muss gesagt werden, dass diese Interaktion vermutlich Uber das Zytoskelett
zustande kommt (Ismailov et al., 1997). Das vereinfachte Bild einer direkten
Protein-Protein Interaktion wird zusatzlich durch die Tatsache erschwert, das
die Modulation anderer lonenkanale durch CFTR sowohl cAMP-abhangige als
auch cAMP-unabhangige Komponenten in sich birgt (Wei et al., 1999; Ji et al.,
2000).

Alternativ oder erganzend wird ein indirekter autokriner Mechanismus postuliert,
bei dem cAMP zu einer Aktivierung der CFTR-abhangigen Ausschuttung von
ATP fuhrt (Abb. 3). Extrazellulares ATP fuhrt dann zu einer Hemmung von
ENaC. Ob nun die direkte Wechselwirkung oder der Transport eines regulativen
Molekuls im Vordergrund der Hemmung von ENaC steht, wird zurzeit diskutiert.
Letztendlich unterstlitzen beide Mechanismen die frilhe Beobachtung, dass im
Atemwegsepithel von CF-Patienten eine erhdhte Na'-Leitfahigkeit gegeniiber

Gesunden zu finden ist

1.7.2 CFTR reguliert den outwardly rectifying chloride channel ORCC

Zu einer weiterfuhrenden Einschrankung des Chlorid-Transports gehdrt eine
Storung der Regulation der outwardly rectifying chloride channels (ORCC), die
eine eigene Klasse von Chlorid-Kanalen bilden. ORCCs werden unter anderem
im respiratorischen Epithel, dem Kolonepithel, den Pankreasgangzellen und
Schweil’drisen exprimiert. Sie sind gekennzeichnet durch eine nicht-lineare
Strom-Spannungscharakteristik mit zunehmender Leitfahigkeit bei einem vom

Zellinneren nach aulen gerichteten Stromfluss.
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Bei einer Stérung der Funktion von CFTR lassen sich die ORCCs nicht mehr
durch cAMP-abhangige Proteinkinase A (PKA) und Proteinkinase C (PKC)
induzieren (Schoumacher et al., 1987; Li et al., 1988; Hwang et al., 1989; siehe
Abb. 3). Dies fuhrt bei CF zu einer Abnahme der Chloridsekretion. Korrigiert
man CF-Epithelzellen durch Transfektion mit Wildtyp-CFTR, normalisiert sich
die Chloridsekretion dieser Zellen und die Aktivierbarkeit durch PKA wird
wiederhergestellt (Egan et al., 1992). Umgekehrt lassen sich ORCCs nicht mehr
durch PKA aktivieren, wenn man Epithelzellen von Gesunden mit Glibenclamid,
einem spezifischen CFTR-Kanalblocker behandelt (Schwiebert et al., 1995).

Wie diese Regulation erfolgt, ist umstritten. Eine zurzeit diskutierte Hypothese
beruht wie auch bei ENaC auf einem autokrinen Mechanismus. Wahrend
extrazellulares ATP zu einer Inhibierung von ENaC fuhrt, wird ORCC dadurch
aktiviert (Schwiebert et al., 1995). Diese Aktivierung geschieht wahrscheinlich
uber die Bindung von ATP an einen Purin-Rezeptor der Plasmamembran, der
ORCC dann uber eine direkte Interaktion oder Uber eine G-Protein-vermittelte
Signaltransduktion o6ffnet. Die dazu bendtigte Sekretion von ATP in den
Extrazellularraum ist abhangig von CFTR, wobei momentan unklar ist, ob CFTR
nicht sogar selbst ATP transportieren kann. Zusammen mit ORCC ist CFTR fur

den Hauptanteil des epithelialen Chloridtransports verantwortlich.

1.7.3 CFTR reguliert den renal outer medullary potassium channel
ROMK

In diversen Studien kam man zu dem Ergebnis, das die Expression von CFTR
Kaliumstrome in verschiedenen Zelltypen beeinflusst (Loussouarn et al., 1996;
McNicholas et al.,, 1996). Viele ins Zellinnere gerichtete Kaliumstrome sind
basolateral lokalisiert, scheinen jedoch bei CF keine Abnormalitaten
aufzuweisen. Ahnliche Kandle wurden jedoch kirzlich auch in der
Apikalmembran des sekretorischen Nierenepithels und des Kolon entdeckt
(Loussarn et al., 1996). Besonderes Interesse erregten dabei einige Mitglieder
der ROMK-Familie. Diese Familie besteht aus ATP-sensitiven Kaliumkanalen,

die zumindest in der Niere eine wichtige Rolle fur die Kalium-Homobostase
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spielen. Ein Mitglied dieser Familie ROMK1 (Kir1.1) konnte auch in der Lunge
identifiziert werden (Ho et al., 1993; Zhou et al., 1994). Kir 1.1a und CFTR
scheinen als Komplex einen Kaliumkanal zu bilden, der die Leitfahigkeit von
Kir1.1 und die ATP-Abhéangigkeit von CFTR aufweist und sich von dem CFTR-
Kanalblocker Glibenclamid hemmen lasst (Ruknudin et al., 1998). Werden
ROMK2 und CFTR in Xenopus laevis-Oocyten koexprimiert, lassen sich die
ROMK2-Kaliumstrome durch Glibenclamid hemmen. Fur diese Hemmung ist
eine funktionell aktive NBD1-Domane notwendig (McNicholas et al., 1996;
McNicholas et al., 1997). Auch bei der Regulation von ROMK wird ein

autokriner Regulationsmechanismus postuliert (Abb. 3).

1.7.4 CFTR reguliert epitheliale Kanale fiir Wasser, die Aquaporine

Wasser ist das bei weitem am haufigsten auftretende Molekul in der Biologie
und flr den reibungslosen Ablauf biologischer Prozesse von zentraler
Bedeutung. Bis vor einigen Jahren wurde angenommen, dass Wasser
vorwiegend Uber passive osmotische Vorgange die Lipidphase der Membran
uberquert. Studien die sich mit Aktivierungsenergien und Transportraten
beschaftigten, wie auch der Einsatz von Inhibitoren, wiesen auf einen eher
aktiven proteingetriebenen Prozess hin. Inzwischen wurden die dafir
zustandigen Proteine charakterisiert, die Familie der Aquaporine AQP0-AQP9.
Zumindest AQP3 wird von CFTR reguliert (Schreiber et al., 1999). AQP3 ist
basolateral lokalisiert, was eine direkte Wechselwirkung mit CFTR ausschliesst.
Es zeigte sich jedoch eine funktionelle Kopplung des Chlorid-Transports mit
dem Transport von Wasser (Schreiber et al., 2000), der auf die NBD1 von
CFTR zurlckzufuhren ist (Abb. 3). Auf diese Weise scheint CFTR fur den
Wasserhaushalt der Zelle verantwortlich zu sein und damit auch fur die

Entstehung des Flissigkeitsfilms auf der Oberflache des Atemwegsepithels.
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Abb. 3: CFTR als multifunktionelles Protein. Regulation der Leitfahigkeit anderer

Membrankanédle: ORCC: outwardly rectifying chloride channel
ENaC: epithelial Na* channel
ROMK: renal outer medullary potassium channel
AQP3: Aquaporin 3

CFTR reguliert verschiedene lonenkanale und Wassertransporter. Diese Regulation geschieht
zum Teil Uber direkte Wechselwirkungen, so z.B. mit ENaC und ROMK, aber auch Uber eine
autokrine Regulation, die auf der CFTR-abhangigen Sekretion von ATP basiert. Es ist
umstritten, ob CFTR selbst ein ATP-Transporter ist, oder die Regulation eines anderen

Transporters Ubernimmt.

1.7.5 CFTR beeinflusst den Transport von HCO5’

Es zeigte sich bereits 1968, dass die Sekretion von HCOj3; in den
Pankreassekreten von CF-Patienten praktisch nicht zu detektieren war (Hadorn
et al.,, 1968). Ca. 85% der CF-Patienten entwickeln eine Pankreasinsuffizienz.
Aber auch bei Patienten, die keine Pankreassuffizienz aufwiesen, zeigte sich

eine abnorm geringe Ausschittung von Pankreasenzymen, die auf eine
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Stérung der HCOj-abhangigen Flussigkeitssekretion zurlckfihren war
(Kopelmann et al., 1985). Der Pankreas ist ein Organ, das sehr viel HCOj3
sezerniert, wahrend die CI° -Sekretion vergleichsweise gering ist. So ist
anzunehmen, dass eine Dysfunktion des HCO3 Transports von wichtiger, wenn
nicht zentraler Bedeutung fur den Krankheitsverlauf ist. Diese Annahme wird
durch eine Arbeit von Choi et al (2001) unterstitzt, bei der Nierenzellen mit 17
verschiedenen CF-assoziierten CFTR-Mutanten transfiziert wurden. Mutanten
die mit der Pankreasinsuffizienz (Pl) assoziiert sind, verursachten eine
Reduktion des HCOs; Transports auf weniger als 14% des Niveaus der
Kontrollzellen. Mutanten die mit der Pankreassuffizienz (PS) assoziiert sind,
hatten eine mehr als doppelt so hohe HCO3™ Transportsrate. Von besonderer
Bedeutung war jedoch, dass 7 der 9 PI-Mutanten keine Beeintrachtigung der CI
-Leitfahigkeit aufwiesen. CFTR ist nicht nur fir den Transport von Chlorid von
Bedeutung, sondern auch fur den Transport von HCOs. Verschiedene
Mutationen konnen die separaten Funktionen des Chlorid- oder HCOgj'™-
Transports unabhangig voneinander beeinflussen. Paul Quinton, der die
Chloridsekretionsstérung 1983 als erster beschrieb, aullerte daraufhin die
Vermutung: “...we may have been focusing on the wrong ion.“ (Quinton, 2001).

Die HCO3™ -Sekretion ist ein zweistufiger Prozess. Er beinhaltet die basolaterale
Aufnahme Uber einen Na’/HCOj; -Kotransporter (NBC) und die eigentliche
Sekretion, an der Natrium-unabhangige CI/HCO3; -Austauscher (anion
exchanger; AEs), Natrium-abhangige CI/HCO3 -Austauscher (NCBESs) beteiligt
sind. Die Bedeutung von CFTR mag hier durch die Tatsache unterstrichen
werden, dass die apikale Sekretion von HCO3; vorwiegend mit einem
Austausch gegen Chlorid vonstatten geht. Zum anderen ist CFTR an der
Regulation von NBC1 beteiligt (Shumaker et al., 1999). Da eine direkte
Interaktion zwischen dem apikal lokalisierten CFTR und dem basolateralen
NBC1 auszuschliessen ist, nimmt man folgenden Mechanismus an. Die
treibende Kraft fur den HCOj3™ -Transport ist eine cAMP-vermittelte Stimulation
von CFTR. Der anschliefende Austritt von Chlorid flhrt zu einer Depolarisation
des Membranpotentials, was seinerseits zur Stimulation des elektrogen
angetriebenen Na+/ HCOj3™-Kotransporters NBC1 fuhrt (Soleimani et al., 2001).
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HCOj3; ist der wohl wichtigste Puffer in intrazellularen und extrazellularen
Flussigkeiten, unter denen sich auch die epithelialen Sekrete der Lunge
befinden. Veranderungen der HCO3;™ - Konzentration in diesen Sekreten fuhren
zu pH-Veranderungen, die wesentliche Abwehrfunktionen beeintrachtigen
kénnen. So werden z.B. die viskoelastischen Eigenschaften von Mucinen vom

pH beeinflusst (Holma und Hegg, 1989).

1.8 Die Rolle von CFTR in der Lungenerkrankung

1.8.1 Die klinische Manifestationen der Lungenerkrankung

Die pulmonale Manifestation der zystischen Fibrose ist gegenwartig fur 90% der
krankheitsspezifischen Mortalitat verantwortlich. Die Lungenerkrankung aufert
sich typischerweise durch chronischen produktiven Husten, bronchiale
Obstruktion, und rezidivierende Pneumonien. Wahrend im Kindesalter
vorwiegend Staphylococcus aureus nachgewiesen wird, stellt mit Erreichen des
Erwachsenenalters Pseudomonas aeruginosa den haufigsten Erreger dar. Mit
fortschreitendem Verlauf kommen krampfartiger Husten, Thoraxdeformationen
und Belastungshypoxie hinzu. Dies flihrt zu Gewichtsverlusten und mangelnder
Belastbarkeit.

Im Spatstadium kommen eine Ruhehypoxie, Tachykardie, Zyanose und
Ruhedyspnoe hinzu. Zunehmend kann es zu einem Pneumothorax, Atelektasen
und Bronchiektasen kommen. Die chronische Besiedelung der Lunge mit P.
aeruginosa fuhrt immer haufiger zu Infektexazerbationen.

Die zystischen Fibrose kennzeichnet sich durch eine chronische
Entzindungsreaktion mit stark erhdhtem Gehalt proinflammatorischer Zytokine
wie IL-8, IL-1p und TNFa (Khan et al., 1995; Balough et al., 1995). Von
besonderer Bedeutung ist IL-8, das verantwortlich ist fir den massiven
Einstrom neutrophiler Granulozyten in die Lunge. Die neutrophilen

Granulozyten sind Teil der unspezifischen Immunabwehr. Sie eliminieren
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eingedrungene Erreger vorwiegend durch die Freisetzung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) und Proteasen (Elastase, Cathepsin G etc.). Bei der
zystischen Fibrose gelingt es den neutrophilen Granulozyten jedoch nicht, die
eingedrungenen Erreger zu eliminieren.

Zu den fur das Bronchialepithel schadlichen Auswirkungen bakterieller Toxine
kommt dann die Belastung durch die granulozytaren Abwehrstoffe hinzu, da
Proteasen und ROS das Bronchialepithel schadigen. Einige Autoren vermuten
sogar, dass die Zerstorung des Bronchialepithels vorwiegend auf die
neutrophilen Granulozyten zurtckzufihren ist und nicht auf die eingedrungenen

Erreger (Venaille et al., 1998).

1.8.2 Infektion oder Inflammation — was beginnt zuerst?

Es besteht eine allgemeine Ubereinkunft, dass vorwiegend die recht friih
eintretenden Infektionen den Verlauf der Krankheit durch eine Zerstérung der
Lunge bestimmen (Ratjen und Ddring, 2003). Dennoch existieren
unterschiedliche  Vorstellungen Uber den Beginn der chronischen
Lungenentzundung. Es bestehen keine Zweifel daruber, dass eine Infektion der
CF-Lunge mit einer starken Inflammation einhergeht. Es existieren jedoch
unterschiedliche Ansichten zu der Frage, ob eine Inflammation nicht schon vor
der eigentlichen Infektion stattfindet.

FUr diese Ansicht gibt es zahlreiche Hinweise. In einer viel zitierten Arbeit
zeigten Khan et al. (1995) das vermehrte Auftreten von Neutrophilen und
erhdhte Werte fur IL-8 in der bronchoalveolaren Lavage in 7 von 16
Kleinkindern mit CF, ohne das ein bakterieller Infekt nachgewiesen werden
konnte. Inzwischen gibt es weitere Hinweise in diese Richtung, aber auch
Ergebnisse, die diesen widersprechen. Grundsatzlich wurde zu bedenken
gegeben, dass ein Nachweis von Bakterien auch falsch-negative Ergebnisse
aufweisen kann, so das eine tatsachliche Besiedlung oder Infektion der Lunge
ubersehen wird. Diese Bedenken konnten bislang nicht ausgeraumt werden.

Tirouvanziam et al. (2002) konnten jedoch an Explantaten fetaler CF-Lungen,
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die in immundefiziente SCID-Mause implantiert wurden, eindeutig zeigen, dass
ein massiver Einstrom von Neutrophilen nur in Lungenexplantaten von CF-
Patienten stattfindet, wobei eine Infektion ausgeschlossen wurde. Die initialen
inflammatorischen Vorgange in der CF-Lunge scheinen somit nicht von einer
Infektion abzuhangen und sind auf die eingeschrankte Funktion von CFTR
zurtckzufuhren.

Versuche in vitro zeigten, dass in Bronchialepithelzellen von Gesunden das
antiinflammatorische  Zytokin IL-10 zu finden ist, nicht aber die
proinflammatorischen Interleukine IL-6 und IL-8 (Bonfield et al., 1995). CF-
Epithelien hingegen sezernierten IL-6 und IL-8, aber kein IL-10. IL-10 kann im
Tiermodell eine durch P. aeruginosa ausgeloste Entzindungsreaktion
verringern (Chmiel et al., 1999), wahrend es bei IL-10-knockout-Mausen zu
einer verstarkten Entzindung bei einer Infektion mit P. aeruginosa kommt
(Chmiel et al., 2002).

Da es auch hier Arbeiten gibt, die keine Unterschiede zwischen Gesund und CF
beobachten, kann die Hypothese einer intrinsischen Entzindung noch nicht
definitiv bestatigt werden, obwohl die allgemeine Ubereinkunft dazu tendiert.
Dies ist auch damit zu erklaren, dass die Bedeutung einiger Cytokine, wie z. B.
IL-10, fur die Entstehung der Lungenerkrankung bei CF sehr kontrovers
diskutiert wird.

1.8.3 Die Entstehung der Lungenerkrankung bei CF

1.8.3.1 Abwehrmechanismen der Lunge

Fur die Entstehung der Lungenerkrankung bei CF ist es zunachst erforderlich,
die Abwehrmechanismen der Atemwege zu kennen. Die Atemwege stellen eine
Grenze zwischen Umwelt und Organismus dar. Ein erwachsener Mensch
inhaliert taglich etwa 17 kg Luft mit den darin enthaltenen Mikroorganismen,
Antigenen und partikularen Substanzen. Trotzdem sind die Atemwege bei

Gesunden ab den Bronchien 2. Ordnung praktisch keimfrei. Um dies
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gewahrleisten zu koénnen, verfugt die Lunge Uber ein aulerst komplexes

Abwehrsystem (Abb. 4). Zu diesem Abwehrsytem gehdren:

die Filterfunktion der Nase und der oberen Atemwege,
die Hustenclearance,

die mukoziliare Clearance,

das nichtadaptive Immunsystem und

das adaptive Immunsystem
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Sezernierte antimikrobielle
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Unter 10 kDa:
- Defensine

- Cathelizidine
-NO

Uber 10 kDa:

- Surfactantproteine
- SLPI

- Lysozym

- Laktoferrin

- Fibronektin

- Phospholipase A2
- Histonproteine

- Komplement

- Mukus

Abb. 4: Schematische Darstellung des Abwehrsystems des Respirationstrakts nach Bals et al.,

1999.

1.8.3.2 Die mukoziliare Clearance

Die mukoziliare Clearance stellt den Hauptteil

mechanischen

Abwehrsystems der Lunge dar (Sade et al., 1970). Sie arbeitet parallel mit der
Filterfunktion der oberen Atemwege und der Hustenclearance. Die Atemwege

werden von zilienbesetzten, sowie sekretorischen Epithelzellen ausgekleidet.
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Dieses Epithel wird von einem ca. 25 uM dicken Flussigkeitsfilm bedeckt (Abb.
5), der aus einem periziliaren Sol und einem mukdsen Gel besteht (Lukas und
Douglas, 1994). Dieser Flussigkeitsfiim wird im englischen Sprachraum als
airway surface liquid (ASL) oder epithelial lining fluid (ELF) bezeichnet. Im
Folgenden wird der FlUssigkeitsfilm als ASL bezeichnet. In die ASL ragen die
Zilien der Epithelzellen. Das mukose Gel stellt eine Barriere fur Pathogene dar.
Pathogene koénnen sich jedoch an das Gel anheften, das durch eine
koordinierte Zilienbewegung aus den Atemwegen heraustransportiert wird. Das
periziliare Sol ist vergleichsweise statisch und unterliegt einem nur geringen
Nettotransport. Seine Funktion dient der Unterstlitzung des Transports des
mukdsen Gels. Es ist flissiger als das Gel. Man nimmt an, dass die Spitzen der
Zilien bei einem Vorwartsschlag in Kontakt mit dem Gel treten und sich gefaltet
im Sol zurlckziehen, um den Schlagzyklus zu beenden (Vishwanath and
Ramphal, 1985).

Abb. 5: Zilien des Bronchialepithels. Im oberen Bildrand erkennt man das mukdse Gel. Unten
sieht man den Zilienapparat der von dem fliissigeren Sol der Atemwegsflissigkeit umgeben
wird (Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme; VergroRerung 12 000 x; aus: Konrad
Morgenroth: Das Surfactantsystem der Lunge. S39; Verlag Walter de Gruyter).

Die Viskositat des perizilidren Sols, als auch seine Schichtdicke sind dabei von
entscheidender Bedeutung fur die Aufrechterhaltung der Funktion der

mukoziliaren Clearance. Ist die Schichtdicke des periziliaren Sols zu hoch,
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erreichen die Zilien das Gel nicht mehr und der Nettotransport des Gels nimmt
ab. Umgekehrt beeinflusst eine zu geringe Schichtdicke des Sols die
Ruckwartsbewegung der Zilien, die dadurch im Gel verbleiben. Es kommt zu
einer Vorwarts- und einer Ruckwartsbewegung des Gels wahrend eines
Schlagzyklus und der Nettotransport nimmt ebenfalls ab. Aber auch die
Hydratation des mukdsen Gels ist fur die Effektivitat der Clearance von
Bedeutung, denn das Gel darf weder zu viskos noch zu flussig sein.

Die Bildung und Zusammensetzung der Atemwegsflissigkeit wird im
Wesentlichen durch die absorptive oder sekretorische Aktivitat des
Atemwegsepithels gesteuert (Boucher, 1994a und b). Die
Transporteigenschaften fur Wasser und lonen sind dabei von entscheidender
Bedeutung.

Trotz der Bedeutung der Atemwegsflussigkeit fur die Abwehr der Lunge und
ihren Einfluss auf die Pathogenese von CF und anderen Lungenerkrankungen,
existiert momentan keine allgemein akzeptierte Vorstellung ihrer
Zusammensetzung oder Entstehung. Dies ist im wesentlichen auf zwei
Schwierigkeiten zurtickzufihren: zum einen bereitet es Probleme einen nur 25
uM dicken Flussigkeitsfilm in vivo zu untersuchen, zum anderen ist es bis heute
nicht gelungen, ein Modell zu etablieren, an dem sich der Flussigkeitsfiim in
vitro untersuchen lasst.

Dennoch haben sich zwei Hypothesen entwickelt, die die Physiologie des
Atemwegsflussigkeitsfiims  vorwiegend Uber die pathophysiologischen
Veranderungen bei CF zu erklaren versuchen: Die Hochsalz-Hypothese der
Gruppe um Michael J. Welsh und die Niedrigvolumen-Hypothese der Gruppe
um Richard C. Boucher.

1.8.3.3 Die Bedeutung der Atemwegsflissigkeit bei CF: Die
Hochsalzhypothese

Die Hochsalzhypothese von M.J. Welsh geht davon aus, dass das Epithel der
oberen Atemwege eher die lonenkonzentration als das Volumen der

Atemwegsflussigkeit reguliert (Quinton, 1994; Zabner et al., 1998) und stellt die
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Funktion von CFTR als Anionenkanal heraus (Smith et al., 1996; Zabner et al.,
1998). Ein fehlendes oder defektes CFTR bedingt eine verminderte
transepitheliale Leitfahigkeit und Reabsorption von Chlorid-lonen, wie z. B. in
Schweilydrisen (Quinton 1993 und 1996). Dies fuhrt zu einem Anstieg der

A) Hochsalz-Hypothese

+
Na* Cr Na™ CI
H.0 H20

ENa Apikal
c Ht_u.g\ —
a CFT

i HJL q.WJ .

Basolateral
Na*-K*-Pumpe Na*-K*-Pumpe

B) Niedrigvolumen-Hypothese

Na~ CI'  H20 cr

Ao AR
CF

| ;
*N : ‘
Na'-K*-Pumpe Na'-K*-Pumpe

Abb. 6: Die Hochsalzhypothese (A) von m. Welsh geht von einer héheren Salzkonzentration in
der Atemwegsflussigkeit von CF-Patienten aus, wahrend die Niedrigvolumenhypothese (B) von
R. Boucher eine Volumenreduktion der Atemwegsflissigkeit bei vergleichbarer Tonizitat

postuliert.
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Salzkonzentration in der ASL (Abb. 6 A). Die Hypertonizitat der ASL
beeintrachtigt dann die Funktion kdrpereigener, antibiotischer Wirkstoffe, wie
z.B. die antibiotische Wirksamkeit von Defensinen (Goldman et al., 1997),
Lysozym und Lactoferrin (Travis et al., 1999). Mehrere neue Untersuchungen
stehen jedoch im Widerspruch zu dieser Hypothese. Unter  Verwendung
einer neuen nicht-invasiven in  vivo - Fluoreszenzmessung zeigte sich
kein Unterschied zwischen der ASL von Gesunden und der von CF-Patienten in
Bezug auf ihre Salzkonzentration (Jayaraman et al., 2001b). Zum anderen
konnte eine wesentliche Grundlage der Hochsalzhypothese widerlegt werden,
indem gezeigt wurde, dass die ASL nicht Uber osmotischen Druck,
Oberflachenspannung oder Kapillarkrafte ausgebildet wird, sondern durch

aktiven lonentransport (Tarran et al., 2001).

1.8.3.4 Die Bedeutung der Atemwegsflussigkeit bei CF: Die

Niedrigvolumenhypothese

Die Niedrigvolumen-Hypothese von R.C. Boucher basiert auf der Funktion von
CFTR bei der Sekretion von CI’, sowie auf dem Einfluss von CFTR auf andere
lonenkanale. Wie bereits beschrieben (siehe 1.7.1), ist CFTR ein negativer
Regulator des Amilorid-sensitiven epithelialen Na*-Kanals (ENaC) (Grubb et al.,
1994; Stutts et al.,, 1997). Ein fehlendes oder defektes CFTR fuhrt zu einer
Hyperabsorption von Na*, wobei CI” Uber alternative Kanale folgt. Damit steigt in
der Zelle die Elektrolytkonzentration an, was im Weiteren zu einem Einstrom
von Wasser fuhrt. Das Wasser stammt im Wesentlichen aus der ASL und wird
entweder transzellular oder aber uUber die kurzlich entdeckten apikalen
Aquaporine (siehe 1.7.4) in die Zelle eindringen. Das dadurch reduzierte
Volumen der gegenuber der basolateralen Flussigkeit isotonen ASL fuhrt zu
einer geringeren Beweglichkeit des Mucus (Matsui et al.,, 1998) und zu
Mucusplaques, die vermutlich bevorzugte Anheftungspunkte fur Erreger wie P.
aeruginosa darstellen (Abb. 6 B).

Es erscheint einleuchtend, dass die Hohe der Sol-Phase der ASL in engen

Grenzen reguliert werden muss, um die mukoziliare Clearance gewahrleisten
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zu kénnen. Das entscheidende Kriterium ist dabei die Lange der Zilien. Sie
mussen bei jedem Schlag in das Gel eindringen und es weitertransportieren.
Danach vollenden sie den Schlagzyklus, indem sie sich unabhangig vom Gel in
der Solphase zurlickziehen. Ist das Volumen der ASL bei einem CF-Patienten
erniedrigt, so ist es den Zilien nicht mehr mdglich, sich nach dem Schlag in das
Sol zuruckziehen. Sie bleiben weiterhin mit dem Gel in Kontakt, so dass das
Gel bei jedem Schlagzyklus hin und her transportiert wird. Es kommt zu keinem
Nettotransport der Gelphase mehr und der Mucus verbleibt in der Lunge.

Unterstutzt wird die Niedrigvolumenhypothese durch Untersuchungen anderer
Arbeitsgruppen, die an primaren Zellkulturen die Isotonizitat der ASL bestatigen
konnten (Jayaraman et al., 2001a; Jayaraman et al., 2001b). Auch in
Tierversuchen an cftr-knockout-Mausen konnte eine Isotonizitat der ASL sowie
eine Reduktion des Volumens der ASL nachgewiesen werden (Tarran et al.,
2001). Als Kritik an der Niedrigvolumenhypothese wird angeflihrt, dass sie
keine ausreichende Erklarung fur die Anfalligkeit der CF-Lunge flur eine

Infektion mit P. aeruginosa bietet.

1.8.4 Die Regulation des Wasser- und lonenhaushalts ist in CF-Zellen
gestort

Als Grundlage sowohl der Niedrigvolumen-Hypothese als auch der Hochsalz-
Hypothese wird trotz aller Gegensatze eine Stérung der Regulation des
Wasser- und lonenhaushalts der Epithelzellen angesehen, die in einer
abnormal veranderten Zusammensetzung der Atemwegsflussigkeit resultiert.

Die Stérung des Wasser- und lonenhaushalts fuhrt nicht nur zu
Einschrankungen der Produktion der Atemwegsflissigkeit, sondern
beeintrachtigt auch die Regulation des Wasser- und lonenhaushalts der Zelle
an sich. So konnte an verschiedenen CF-Modellen gezeigt werden, dass die
Regulation des Zellvolumens bei CF infolge osmotischer Belastungen gestort ist
(Valverde et al., 1995, Valverde et al., 2000; Seidler et al., 2001; Vazquez et al.,
2001; Cho et al., 2004; Davies et al., 2005). Wenn aulRere Bedingungen zu

Schwankungen der Osmolaritat der Atemwegsflissigkeit fuhren, mussen
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Epithelzellen diesen Veranderungen entgegenwirken. Im Falle des
Bronchialepithels muss ein fortwahrender Verlust von Wasser kompensiert
werden, der alleine Uber die proximalen Atemwege bis zu 700 ml pro Tag
betragen kann. Osmotische Belastungen sind fir das Bronchialepithel von
daher eher die Regel als Ausnahme. Den Bronchialepithelzellen kommt dabei
nicht nur die Regulation der Atemwegsflissigkeit zu, sondern auch der
Regulation ihres eigenen Wasser- und lonenhaushalts.

Epithelien regulieren ihr intrazelluldres osmotisches Milieu Uber einen
vektoriellen lonentransport, der auf das externe basolaterale Reservoir zugreift.
Dieser einwarts gerichtete lonentransport wird malfigeblich von der
intrazellularen Chlorid-Konzentration bestimmt (Dowd und Forbush, 2003), die
im Falle des Defektes eines Chlorid-Transporters wie CFTR beeintrachtigt ist.
Hierbei kommt zum einen der Ausfall von CFTR als Chloridkanal zum tragen,
zum anderen aber auch die durch den Ausfall von CFTR bedingte
Fehlregulation des Chloridkanals ORCC (siehe 1.7.2). Osmotische Belastungen
regulieren sowohl CFTR selbst (Baudoin-Legros et al., 2000) als auch ORCC,
wobei ORCC an der Volumenregulation in Erythrocyten beteiligt ist (Egee et al.,
2000).

An der Volumenregulation sind neben dem Chlorid vor allem Wasser, Natrium
und Kalium beteiligt. Unterliegt eine Zelle einer osmotischen Belastung, darf die
Funktion von CFTR als Regulator von Wasser- und lonenkanalen nicht
unterschatzt werden. So ist CFTR ein Regulator des Aquaporins AQP3 (siehe
1.7.4), das ebenfalls durch hyperosmotische Belastungen aktiviert wird (Herrlich
et al., 2004) und eine bedeutende Funktion in der Kontrolle epidermaler
Wasserverluste Ubernimmt (Ma et al.,, 2002). Auch ENaC wird von CFTR
reguliert (siehe 1.7.1) und durch osmotische Belastungen aktiviert (Ji et al.,
1998). Die Beteiligung von CFTR an der Volumenkontrolle der Zelle kann
demnach sowohl Uber seine Funktion als Chlorid-Kanal, als auch uUber seine
Funktion als Regulator anderer lonenkanale erklart werden.

Die fur die Volumenkontrolle der Zelle so bedeutenden lonen Chlorid, Natrium
und Kalium bilden die Gruppe der so genannten anorganischen Osmolyte. In

hoher Konzentration koénnen die anorganischen Osmolyte zu einer
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Deaktivierung und Destabilisierung von Proteinen fluhren. Die organischen
Osmolyte stellen Substanzen dar, die zwar osmotisch wirksam sind, jedoch
auch in hohen Konzentrationen keine nachteilige Wirkung auf die zellularen
Proteinfunktionen austben (Burg et al., 1994). Organische Osmolyte werden
von daher auch als ,kompatible* Osmolyte bezeichnet. Zu ihnen gehdren
Betain, Taurin und Myo-Inositol (Burg et al., 1994). Sie werden zum einen mit
der Nahrung aufgenommen, kdnnen aber auch vom Korper selbst synthetisiert
werden. In Folge einer hyperosmotischen Belastung, werden sie durch ihre
jeweiligen Transporter von der Zelle aufgenommen. Dazu gehéren der Na+-
Myo-Inositol-Kotransporter SMIT (Kwon et al., 1992), der ebenfalls Na+-
abhangige Betain-Transporter BGT-1 (Yamauchi, et al., 1992), und der Na+-
Taurin-Kotransporter TAUT (Uchida et al., 1993). Sie gewahrleisten Uber die
Aufnahme der entsprechenden Osmolyte durch die Zelle, eine Anpassung ohne
die biochemischen Funktionen einzuschranken. Die Osmolyttransporter sind in
verschiedenen Geweben beschrieben worden, bislang jedoch noch nicht in der
Lunge. Generell ist die Perzeption und Abwehr osmotischer Belastungen in
Bronchialepithelzellen nicht geklart. Das Verstandnis dieser Vorgange ist jedoch
notwendig, um erklaren zu konnen, wie die Zusammensetzung und Dicke der
Atemwegsflussigkeit durch das Atemwegsepithel gesteuert wird.

Daruber hinaus konnten auch inflammatorische Vorgange in der CF-Lunge mit
den Stdérungen des Wasser- und lonenhaushalts bei CF erklart werden.
Wahrend die molekularen Grundlagen der cystischen Fibrose, sowie der
spatere pathophysiologische Verlauf der Lungenerkrankung recht gut
untersucht sind, wird der Beginn der Lungenerkrankung kontrovers diskutiert.
Es gibt zurzeit kein zufrieden stellendes Modell, das zu erklaren vermag, wie
der molekulare Defekt des CFTR-Proteins zu der chronischen Inflammation mit
episodischen Infektexazerbationen (bergeht. Neben Anderungen des
Zellvolumens konnen Veranderungen des lonenhaushalts jedoch auch
inflammatorische Vorgange ausldésen (Shapiro und Dinarello, 1995 und 1997,
Hashimoto et al., 1999). Beide Arbeitsgruppen beschrieben dabei eine
hyperosmotische Induktion von IL-8, das in der CF-Lunge in hoher

Konzentration vorliegt und als Chemoattraktor von neutrophilen Granulozyten
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fur die Entstehung der Lungenerkrankung bei CF von zentraler Bedeutung ist
(siehe 1.8.1).

Wenn Storungen des lonenhaushalts auch in Bronchialepithelzellen eine
inflammatorische Antwort auslosen, konnte dies eine Erklarung dafur bieten,
wie der Ausfall eines lonentransporters zu einer chronischen Inflammation
fuhren kann. Des Weiteren wirde es eine mdgliche Erklarung flr das Auftreten

einer Inflammation ohne zugrunde liegende Infektion bieten.
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1.9 Experimentelles Modell und Fragestellung

Neben den Arbeiten mit immortalisierten Bronchialepithel-Zelllinien, sollte die
primare Kultur humaner Bronchialepithelzellen etabliert werden. Das Material
sollte aus Resektaten gewonnen werden, die im Rahmen von Lungen-
Teilresektionen als Restmaterial zur Verfligung standen. Neben der Erstellung
der Kulturen, war es erforderlich deren bronchoepithelialen Charakter zu

demonstrieren.

Aufgrund der limitierten Mengen an primarem Untersuchungsmaterial, musste
eine Optimierung der herkdbmmlichen PCR-Verfahren vorgenommen werden.

Dazu wurde ein so genanntes kompetitives PCR-Verfahren weiterentwickelt.

An den Kulturen primarer Bronchialepithelzellen sollte Uberprift werden, ob die
bislang nur in anderen Geweben nachgewiesenen Osmolyttransporter BGT-1,
TAUT und SMIT auch in der Lunge exprimiert werden. Zur Charakterisierung
der Osmoregulation in Bronchialepithelzellen sollte die Expression der
Osmolyttransporter infolge hyper- und hypoosmotischer Belastungen bestimmt

werden.

Eine mogliche Erklarung fur die inflammatorischen Vorgange in der CF-Lunge,
konnte der bereits erwahnten Stérung des lonen- und Wasserhaushalts der CF-
Zellen liegen. An immortalisierten Zelllinien und primaren humanen
Bronchialepithelzellen sollte Uberpraft werden, ob eine hyperosmotische
Belastung zu einer inflammatorischen Antwort ohne zugrunde liegende Infektion
fuhrt. Als Parameter dient dabei die Expression und Sekretion von IL-8, dem bei
der Entstehung der Lungenerkrankung bei CF eine herausgehobene Bedeutung
beigemessen wird.

Des Weiteren sollte geklart werden, welche Mechanismen an einer

Inflammation infolge osmotischer Belastungen beteiligt sind.
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2 Material und Methoden

21 Material

211 Allgemeine technische Gerate

Autoklav Modell 2540ELV, Systec Wettenberg

pH-Meter Calimatic 761, Knick, Berlin

Zentrifugen Megafuge 1.0 R, Kendro, Langenselbold

Biofuge 13, Kendro Langenselbold

Magnetheizrihrer Ikamag Ret, |ka Labortechnik, Staufen

Schuttler KL2, Buhler, Tubingen

Wasserbad Modell F3, Haake, Karlsruhe

Waage PT1200, Sartorius, Géttingen

21.2 Gerate und Materialien fur die Zellkultur

Lichtmikroskop Axiovert 25, Hund, Wetzlar

Inkubationsschranke Nunc Cellstar, Nunc, Wiesbaden

Sterilwerkbank LaminAir HB2448, Kendro, Langenselbold

Durchflusszytometer FacsCalibur, Becton Dickinson, Heidelberg

Zytozentrifuge Cytospin™ 3-Zentrifuge Shandon Southern
Products Ltd., Astmoor, Cheshire, England

Neubauer-Zahlkammer Fein Optik, Blankenburg

Plastikmaterialien Nunc, Wiesbaden

Zellkulturmembraneinsatze Transwell-COL, Corning Costar, Wiesbaden
Stickstofftanks

213 Gerate und Materialien fur die Molekularbiologie und Biochemie
Autoradiographiekassette Amersham, Braunschweig
Blotting-Apparatur Mini Trans-Blot Transfer Cell, Bio-Rad,

Minchen
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Geldokumentationssystem

Geldokumentationsoftware

Gelkammer fur SDS-Page
Horizontal-Gelkammer
Filme

Mikrowellengerat
Photometer
Spannungsgerat
Thermocycler
ELISA-Reader
ELISA-Auswertungsoftware

214 Chemikalien

Acrylamid-Bisacrylamid-Losung (40%; 29:1)

Agar

Serum Albumin Fraktion V

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Amphotericin B
Ampicillin
Bromphenolblau
Chloroform
Choleratoxin

Collagen Typ |

Dinatriumhydrogenphosphat

DMSO (Dimethylsulfoxid)
DTT (1,4-Dithiothreitol)

EDTA (Ethylen-diamin-tetra-acetat)
EGF (epidermal growth factor)

Epinephrin

Essigsaure konz.

DocuGel V, Scanalytics Inc., Fairfax, USA
Zero-D-Scan, Scanalytics Inc., Fairfax, USA
One-D-Scan, Scanalytics Inc., Fairfax, USA
Minigel-System, Aladin, San Fransisco, USA
Model A2 Gator, Owl, Portsmouth, USA
Hyperfilm ECL, Amersham, Freiburg

Bosch, Stuttgart

Genequant Il, Pharmacia, Freiburg

Power Pack P25, Biometra Goéttingen
Trio-Thermoblock, Biometra, Goéttingen
Tecan Sunrise, Tecan, Munchen

Magellan, Tecan Software GmbH, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Biochrom AG, Berlin
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma, Minchen
Sigma, Minchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Pan-Biotech, Aidenbach
Promocell, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
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Ethanol
Ethidiumbromid
Gelatin —Hydrolysat
Giemsa-Losung
Glycerin

Glycin

Harnstoff

Hefeextrakt

HEPES

HGF (hepatocyte growth factor)
Hydrocortison

Interleukin 8, rekombinant
Isoamylalkohol

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat

KGF (keratinocyte growth factor)
Magnesiumchlorid

Mannitol

May-Grinwald-Losung
Milchpulver

Methanol

Natriumacetat

Natriumchlorid
Natriumdeoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat
Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
NP40

Natriumhydroxid

Riedel de Haen, Seelze
Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Merck Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma, Miunchen
Becton Dickinson,
Heidelberg

Promocell, Heidelberg
Pan-Biotech, Aidenbach
Promocell, Heidelberg
R&D Systems, Wiesbaden
Roth, Karlsruhe

Riedel de Haen, Seelze
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Pan-Biotech, Aidenbach
Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Riedel de Haen, Seelze
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
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Penicillin
Phenol
Phenylmehtylsulfonylfluorid (PMSF)

N, N, N, N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Retinolsaure
Rinderhypophysenextrakt
Schwefelsaure, konzentriert
Streptomycin

Transferrin

Tris

Trilodothyronin

Triton X-100

Trypton

Tween-20

21.5 Enzyme

Taq Polymerase rekombinant
Topoisomerase

Superscript I

Trypsin

Rnase A

2.1.6 Kits und Reagenzien

QIAGEN Midi Plasmid Purification Kit
TOPO TA Cloning Kit

PCR Purification Kit
Streptavidin-HRP-Konjugat
TMB-Substratlosung

ECL Western Blotting Detection Reagent

Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma, Minchen
Promocell, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Promocell, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Promocell, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Becton Dickinson,
Heidelberg

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Promega, Mannheim

QIAGEN, Hilden
Invitrogen, Karlsruhe
Qiagen Hilden
Roche, Mannheim
Dako, Hamburg

Amersham, Braunschweig
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RNAZzol B WaK-Chemie,
Bad Homburg

21.7 Bakterienstamme

Es wurden folgende Bakterienstamme verwendet:

TOP10 (TOPO TA Cloning, Invitrogen) — F- mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC)
F80lacZDM15 DlacX74 recA1 deoR araD139 D(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR)
endA1 nupG, chemisch kompetent

TOP10F* (TOPO TA Cloning, Invitrogen) — F° {laclq Tn1l0 (Tetr)} mcrA
D(mrrhsdRMS- mcrBC) F80lacZDM15 DlacX74 recA1 deoR araD139 D(ara-
leu)7697 galU galK rpsL (Str) endA1 nupG, chemisch kompetent

21.8 DNA-Vektoren

Es wurden folgende DNA-Vektoren verwendet:

pCR2.1-TOPO Invitrogen, Karlsruhe
pCRII-TOPO Invitrogen, Karlsruhe

219 Antikorper

Es wurden folgende Antikorper verwendet:

Maus anti-human IL-8-Antikdrper R&D Systems, Wiesbaden
Maus anti-human IL-8-Antikdrper, biotinyliert R&D Systems, Wiesbaden
Maus anti-human IL-6Antikorper R&D Systems, Wiesbaden
Maus anti-human IL-6-Antikorper, biotinyliert R&D Systems, Wiesbaden
Anti-Phospho-p38 MAP-Kinase (Thr180/Tyr182) CST, Frankfurt
Peroxidase gekoppelter Anti-Rabbit IgG Amersham, Freiburg

21.10 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von Invitrogen bezogen.
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2.2 Methoden

2.21 Arbeiten mit Bakterien

2211 Anzucht von Bakterien

Fir die Kultur von Bakterien wurde in der Regel Luria-Bertani-Medium (LB-
Medium) verwendet. Dieses wurde nach seiner Herstellung autoklaviert, um
eine Infektion mit anderen Mikroorganismen zu vermeiden. Nach dem Abkuhlen
wurde der FlUssigkeit ein Selektionsmarker in Form eines Antibiotikums
zugesetzt. Sollten LB-Platten hergestellt werden, wurde wie oben beschrieben
verfahren, nur wurden dem Medium vor dem Sterilisieren 15 g/l Agar-Agar
zugegeben, das nach dem Abkuhlen die Verfestigung des Mediums
sicherstellte. Fur eine erforderliche Blau-Weil3-Selektion wurden eine halbe
Stunde vor dem Ausplattieren der Bakterien 40 ul einer 40 mg/ml X-Gal-Lésung
und 40 pl einer 100 mM IPTG-L6sung pro Platte ausgestrichen. Fur die Anzucht
der Bakterien wurden generell mehrere Reinkulturen einzelner Kolonien
angelegt.

Verwendete Losungen:

Luria-Bertani-Medium (LB-Medium)
10 g/l Bactotrypton
5 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl

in A. bidest I6sen, pH 7,0 einstellen.

2.21.2 Anlegen von Glycerinkulturen

Um rekombinante Bakterien fur langere Zeit zu lagern, ist eine Aufbewahrung in
10% Glycerin bei —70°C erforderlich. Dafur wurden 100 ul 100%iges Glycerin in
einem Eppendorfgefald vorgelegt und 900 ul frische Bakterienkultur zugegeben.

Mit Hilfe eines Vortex-Schuttlers (Bender & Hobein, Zurich, Schweiz) wurde die
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Suspension gut durchmischt und in flissigem Stickstoff schockgefroren.

Anschlieend konnte die Glycerinkultur bei —70°C aufbewahrt werden.

2.21.3 Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien: Alkalische Lyse
(,,Mini-prep“)

1,5 ml einer stationaren Bakterienkultur wurden 30 Sekunden bei 13.000 rpm in
einer Tischzentrifuge (Eppendorf, Hamburg) zentrifugiert. Die weiteren
Zentrifugationen erfolgten ebenfalls bei 13.000 rpm und Raumtemperatur. Das
Medium wurde anschlieRend abgesaugt und das Sediment in 100 ul Lésung |
gelost, so dass die Zellwande aufgebrochen wurden. Die Zugabe von 200 pl
frisch angesetzter Losung Il bewirkte eine Erhohung des pH-Wertes, wodurch
die chromosomale DNA denaturiert. Das in der Lésung Il enthaltene SDS
ermoglichte zusatzlich das Ablosen DNA-assoziierter Proteine. Danach wurde
die Probe gevortext und 10 Minuten auf Eis gelagert. Mit 150 pl Losung llI
wurden chromosomale DNA und Proteine gefallt. Nach 10-minutiger
Zentrifugation wurde der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal tiberfiihrt. Mit
einem Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisch wurden letzte in Ldsung
befindliche Proteine extrahiert. Nach Zugabe von 500 pl Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol (25:24:1; v:v:iv) wurde vorsichtig invertiert. Nach 2-minutigem
Zentrifugieren wurde die obere (wassrige) Phase in ein neues Gefald tUberflhrt.
Dabei wurden maximal 350 pl pipettiert, um eine Mithahme der Interphase zu
vermeiden. Zur Fallung der Plasmid-DNA wurden zu dieser Losung 700 pl
100%iger Ethanol gegeben und vorsichtig invertiert. Nach 20-minUtiger
Zentrifugation wurde das erhaltene DNA-Pellet mit 500 pl eiskalten 70%igen
Ethanol gewaschen. Nachdem der Alkohol komplett abgesaugt war, wurde das
Pellet getrocknet. Die DNA wurde in 50 pyl TE + RNase A (20 pg/ml; Promega,

Mannheim) aufgenommen.
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Verwendete Losungen:

Losung |
25 mM Tris-HCI
50 mM Glucose
10 mM EDTA
0,4 mg/ml Lysozym
Substanzen in A. bidest |I0sen und pH 8,0 einstellen.
Ldsung lI
0,2 N NaOH
1 % (wlv)  SDS
Lésung llI
3 M Kaliumacetat
11,5 % (v/v) Eisessig
TE-Puffer

10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA

Substanzen in A. bidest I6sen und pH 7,5 einstellen.

2.21.4 Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien mit Hilfe von

lonenaustauschersaulen

Fir die Praparation hochreiner Plasmid-DNA oder von Plasmiden mit geringer
Kopienzahl wurden Kits der Firmen QIAGEN benutzt. Diese Kits verwenden
anstelle der Phenol-Chloroform-Ausschuttelung lonen-Austauschersaulen flr
die Aufreinigung der Plasmid-DNA, basieren aber ebenfalls auf einer
alkalischen Lyse. Durch die Herstellung optimaler Salzkonzentrationen und pH-
Werte wird die Plasmid-DNA in einer equilibrierten lonenaustauscher-Saule

gebunden, gereinigt und anschlieRend von ihr eluiert. Auf diese Weise kdnnen
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degradierte RNA, zellulare und Nukleinsaure-assoziierende Proteine von der

Plasmid-DNA entfernt werden. Die Fallung erfolgt mit Alkohol (Isopropanol).

Nachfolgend wird die Plasmid-Praparation mit Hilfe des Kits der Firma QIAGEN
beschrieben. Es werden lonenaustauschersaulen unterschiedlicher GroRe
angeboten, deren Einsatz sich nach dem Kulturvolumen und der Kopienzahl der
Plasmide richtet. Im Weiteren beziehen sich die Angaben auf eine QIAGEN-
Midi Praparation (QIAGENSaule 100), die Angaben in Klammern beziehen sich
auf eine QIAGEN-Maxi Praparation (QIAGEN-Saule 500).

Es wurde eine Vorkultur ca. 8 Stunden in LB-Medium mit Zusatz eines fur die
Selektion notwendigen Antibiotikums angezogen. Nach dieser Zeit wurde sie in
25 ml Medium fur Plasmide mit hoher Kopienzahl bzw. in 100 ml fir Plasmide
mit geringer Kopienzahl (100 ml bzw. 500 ml) Uberimpft und Uber Nacht bei
37°C und 225 U/min geschlittelt.

Die Zellen wurden durch eine Zentrifugation mit 3.000 x g fur 15 Minuten bei
4°C sedimentiert. Das entstandene Sediment wurde in 4 ml (10 ml) P1-Puffer
resuspendiert und anschlieBend mit 4 ml (10 ml) P2-Puffer versetzt. Dann
wurde 4-6-mal invertiert und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Zugabe von 4 ml (10 ml) gekuhltem P3-Puffer wurde die Probe ebenfalls
invertiert und 15 Minuten auf Eis gelagert. Wahrend dieser Zeit wurde
wiederholt invertiert. AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation bei 20.000x g
und 4°C fir 30 Minuten. Der Uberstand wurde durch einen angefeuchteten
Faltenfilter filtriert.

Die QIAGEN-Saule wurde mit 4 ml (10 ml) Puffer QBT equilibriert. Daraufhin
wurde die Probe auf die Saule gegeben und 2-mal mit 10 ml (30 ml) QC-Puffer
gewaschen. Eluiert wurde die DNA mit 5 ml (15 ml) QF-Puffer. Mit 0,7 Vol.
Isopropanol wurde die DNA gefallt und 30 Minuten bei 15.000x g und 4°C
zentrifugiert. Das Sediment wurde mit 2 ml (5 ml) 70%igem Ethanol gewaschen
und anschlieend luftgetrocknet. Die DNA wurde je nach Sedimentgrofle in ca.

100 pl TE oder A bidest aufgenommen.
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Verwendete Losungen:

P1-Puffer:
50 mM Tris-HCI
10 mM EDTA

100 pg/mi RNase A

in A bidest I6sen und pH 8,0 einstellen.

P2-Puffer:
0,2 N NaOH
1 % (w/iv) SDS
P3-Puffer:
3 M Kaliumacetat

in A. bidest I6sen und pH 5,5 einstellen.

QBT-Puffer:
750 mM NaCl
50 mM MOPS
15 % (v/v)  Isopropanol

0,15 % (w/v)  Triton X-100

in A. bidest I6sen und pH 7,0 einstellen.

QC-Puffer:
1 M NaCl
50 mM MOPS
15 % (v/iv)  Isopropanol

in A. bidest I6sen und pH 7,0 einstellen.

QF-Puffer:
1,25 M NaCl
50 mM Tris-HCI
15 % (v/iv)  Isopropanol

in A. bidest I6sen und pH 8,5 einstellen
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TE-Puffer
10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA

in A. bidest I6sen und pH 8,0 einstellen.

2.2.2 Arbeiten mit humanen Zellen

2.2.21 Zelllinien

Die in vitro-Versuche wurden vorwiegend an einer Epithelzelllinie bronchialen
Ursprungs vorgenommen. Die humane Zelllinie 16HBE140- (Dr. D.C. Gruenert,
University of California San Francisco) reprasentiert eine SV40-transformierte
Zelllinie, die das Bronchialepithel sehr gut reflektiert. Im Gegensatz zu den
meisten anderen Zelllinien bronchialen Ursprungs dedifferenzieren und
depolarisieren diese Zellen nicht mit steigender Passagenzahl. Dies ist ein
wichtiges Kriterium fur Untersuchungen an apikal exprimierten lonenkanalen,
wie im vorliegenden Fall bei CFTR.

Die Zellen wurden in wassergesattigter Atmosphare unter 5% CO:2 bei 37°C
kultiviert. Medien und Losungen wurden auf 37°C vorgewarmt. Die Zellen
wurden in DMEM/Ham’s F12-Medium kultiviert, welches mit 25 mM HEPES
(Fa. Gibco, Eggenstein), 10% fotales Kalberserum (GIBCO, Eggenstein), 100

U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin supplementiert war.

2.2.2.2 Subkultivierung eukaryotischer Zellen

Die Passagierung der Zellen erfolgte routinemafig nach Erreichen der
Konfluenz. Dazu wurde das Medium entfernt und die Zellen einmal mit PBS-
def-Losung gespdult, um inhibierende Einflisse von Serumbestandteilen auf die
Trypsinaktivitat zu verhindern. Nach Absaugen der PBS-def-Lésung wurden die
Zellen ca. 5 min mit Trypsin/EDTA bei 37°C bis zur Abrundung der Zellen

(mikroskopische Kontrolle) inkubiert. Die Trypsin-Reaktion wurde durch Zugabe
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von serumhaltigem Medium gestoppt, die Zellen durch mehrfaches Aufsaugen
mit der Pipette vereinzelt und die Zellzahl pro Milliliter mit der Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. Die Zellen wurden bei 500 g zentrifugiert, in Medium

aufgenommen und auf Zellkulturflaschen verteilt.

Verwendete Losungen:

PBS-def-Losung (ohne Calcium und Magnesium)

130 mM NaCl
7 mM Na2HPO4
3 mM KH2PO4

in A. bidest I6sen und pH7,4 einstellen.

Trypsin-EDTA-LOsung:
0,05 % (w/v)  Trypsin
0,02 % (w/v) EDTA
Lésen in PBS-def-Losung.

2.2.2.3 Einfrieren humaner Zelllinien

Zellen in exponentieller Wachstumsphase (gegebenenfalls trypsiniert) wurden
bei 500 x g fir 10 min abzentrifugiert, der Uberstand wird abgenommen und
das Zellsediment in gekdhltem Einfriermedium aufgenommen. Die Zellen
werden bei einer Zelldichte von 5-10 x 10° Zellen/ml in Aliquots zu 1 ml
langsam auf -80°C gekuhlt. Die langerfristige Lagerung erfolgt bei -196°C Uber

flussigem Stickstoff.

Einfriermedium:
70 % (viv)  Medium (DMEM/Ham’s F12)
20 % (viv) FCS
10 % (viv)  DMSO (Dimethylsulfoxid)
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2224 Auftauen humaner Zelllinien

Die gefrorene Kryokultur wird bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und in ein 50
ml-Reaktionsgefal® Uberfuhrt. Nach der Zugabe von 20 ml vorgewarmtem
Wachstumsmedium werden die Zellen mit 500 x g (10 min) abzentrifugiert, in
insgesamt 20 ml frischem Medium aufgenommen und bei 37°C im Brutschrank
kultiviert.

2.2.2.5 Praparation bronchialer und nasaler Epithelzellen fur die

Isolation von mRNA

Die Praparation nasaler Epithelzellen wurde mit Hilfe von sterilisierten Curaprox
LS Interdentalblrsten (Curaden AG, Teningen) vorgenommen. Die Bursten
wurden vor dem Einsatz mit gekihltem DMEM/Ham’s F12 Medium mit 10%
FCS benetzt. Die Nasenspitze wurde danach etwas nach oben geschoben, so
dass man unter optischer Kontrolle in die untere Nasenmuschel eindringen
konnte. Dort befinden sich die ersten Zilien-besetzten Epithelzellen.
Anschlie®end wurde die Burste mit sanftem Druck 5-6-mal hin- und herbewegt,
herausgezogen und in eiskaltem Medium ausgeschwenkt. Auf diese Weise
wurde jeder Nasenfligel 1-3-mal geburstet. Danach wurden die Zellen bei 500
g fur 10 min abzentrifugiert. Das Zellsediment wurde in 10 ml eisgeklhltem
DMEM/Ham’s F12-Medium aufgenommen. 1 ml wurde fur eine
Zellzahlbestimmung mit anschlieBender Differentialzytologie (siehe 2.2.2.6)
abgenommen. Die Zellen in den verbleibenden 9 ml wurden 10 min bei 500 g
und 4°C zentrifugiert und standen nun fiur eine RNA-Isolierung (siehe 2.2.3.1)
zur Verfugung. Die Probanden wurden vorher aufgeklart. Eine entsprechende

Genehmigung der Ethikkommission liegt vor.

Die Praparation bronchialer Epithelzellen wurde im Rahmen fiberoptischer
Routinebronchoskopien durchgefuhrt. Die Burstung erfolgte mit Hilfe eines

durch das Bronchoskop vorgeschobenen Standardkatheters, der an der Spitze
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mit 2 mm langen Nylonborsten versehen war. Unter optischer Kontrolle wurden
so mehrere Bronchien 2. Ordnung geburstet. Die Bursten wurden dabei
mehrmals in eiskaltem DMEM/Ham’s F12-Medium ausgeschwenkt. Nach einer
Zentrifugation bei 500 g fur 10 min wurden die Zellen in 10 ml eisgekuhltem
DMEM/Ham’s F12-Medium aufgenommen. Auch hier wurde 1 ml fUr eine
Zellzahlbestimmung mit anschlieBender Differentialzytologie (siehe 2.2.2.6)
abgenommen. Die Zellen in den verbleibenden 9 ml wurden 10 min bei 500 g
und 4°C zentrifugiert und standen nun fur eine RNA-Isolierung (siehe 2.2.3.1)
zur Verflgung. Auch fir diese Untersuchungen liegt eine Genehmigung der

Ethikkommission vor.

2.2.2.6 Differentialzytologie der Zellen aus bronchialen und nasalen

Biirstungen

FUr die Differentialzytologie der nasalen und bronchialen Burstungen wurden
die Zellen eingefarbt und nach Zelltypen getrennt lichtmikroskopisch
quantifiziert. Dazu wurde zunachst das Probenvolumen bestimmt, um die
Gesamtzellzahl ermitteln zu kénnen. Die Auszahlung der Zellen erfolgte mit

einer Neubauer-Zahlkammer. Zu diesem Zweck wurden 10 pl der Probe mit 10

ul einer 0,5%igen Trypanblau Losung versetzt. Nach einer 10-minutigen
Inkubationszeit wurden die Zellen unter Berucksichtigung der Zellvitalitat
ausgezahlt. Lebende Zellen erscheinen hyalin, wahrend tote und nekrotische
Zellen eine dunkelblaue Farbung aufweisen (Gassen und Schrimpf, 1999). Fir
die Differentialzytologie wurden 50 000 Zellen in einer Cytospin™ 3-Zentrifuge
(Shandon Southern Products Ltd., Astmoor, Cheshire, England) bei 100 g fir 5

min punktuell auf einen Objekttrager zentrifugiert.

Nach einer Trocknungszeit von 10 min erfolgte eine 5-minttige Fixierung mit
Methanol/Aceton (1:1; v/v). Im Anschluss wurden die Praparate flir 10 min bei
Raumtemperatur getrocknet. Die Farbung erfolgte mittels einer kombinierten
Giemsa/May-Grunwald-Farbung. Zu diesem Zweck wurden die Objekttrager fur

5 min in einer 5% Giemsa-Ldsung (5 ml Giemsa/95 ml 1 x PBS-Puffer) inkubiert
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und fir weitere 10 min in einer unverdinnten May-Grinwald-Losung (Fa.
Merck) gefarbt. Nach jedem Farbeschritt wurden die Praparate mit 1 x PBSdef-
Puffer gewaschen und 5 min getrocknet.

Die Auswertung der Praparate erfolgte nach Standardkriterien (Heckner und
Freund, 2001) an mindestens 500 Zellen unter dem Mikroskop in 1200-facher
VergroRerung (Olimmersion). Zur Auswertung gelangten Epithelzellen,
Makrophagen, T-Lymphozyten, neutrophile, eosinonphile und basophile
Granulozyten. Die Ergebnisse von jeweils zwei Praparaten pro Fraktion wurden
gemittelt. FUr die weiteren Versuche wurden nur Proben verwendet, die zu
mehr als 90% aus Epithelzellen bestanden. Der sehr hohe Anteil an
Epithelzellen resultiert aus mehreren Spullungen, die vor den Bdurstungen

durchgefuhrt wurden.

2.2.2.7 Praparation bronchialer Epithelzellen fiur die primare Zellkultur

Die Isolierung primarer Zellen erfolgte aus Resektaten die im Rahmen von
Lungen-Teilresektionen anfielen. Das Material wurde von Hr. PD Dr. med. M.
Zegelmann und Hr. Dr. med. A. Doermer (Klinikum Nordwest, Frankfurt) zur
Verfugung gestellt. Die Proben, in der Regel Mittel- oder Unterlappen, wurden
frisch im Operationssaal Ubernommen und standen nach den Untersuchungen
der Pathologie als Restmaterial zur Verfligung.

Primare Bronchialepithelzellen wurden mit den bereits bei der Nasalburstung
verwendeten Curaprox LS™ Interdentalbiirsten gewonnen. Die Zellen wurden
zunachst in Zellkulturflaschen kultiviert, die mit Collagen Typ | beschichtet
wurden. Dazu wurde ein 0,01%ige Collagen I-Lésung mit 10 mM Essigsaure in
A. bidest verwendet. Die Zellkulturgefale wurden mit 100 pl dieser Lésung pro
Quadratzentimeter Oberflache versetzt, d.h. mit 10 ug Collagen I/cm?. Nach
einer Inkubation Uber Nacht bei 37°C, wurden die Zellkulturgefalde zweimal mit
Medium gewaschen und waren dann bereit fur die Kultur. Die Zellen wurden in
Bronchial Epithelial Cell Growth Medium™ (BECG-Medium; Promocell.
Heidelberg) kultiviert, einem modifizierten LHC 8-Medium (Lechner & Laveck,
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1985). Da die Zellausbeuten mit diesem Medium gering blieben, wurde die
Medienzusammensetzung modifiziert.

Die Strategie bei der Kultur primarer Zellen sollte zunachst eine Vervielfaltigung
sein. Dies erreicht man mit einer

des Materials Steigerung der

Proliferationsrate. FUr die eigentlichen Versuche sollten idealerweise
differenzierte Zellen verwendet werden, weil sie die natlrlichen Bedingungen
am besten reflektieren. Diese beiden Anforderungen konnen von einem
einzigen Medium nicht optimal erflllt werden. Aus diesem Grund wurden ein
Expansionsmedium und ein Differenzierungsmedium erstellt (siehe Tab. 2.1).
Fir das Expansionsmedium wurden zusatzliche Supplemente benutzt, die
einen positiven Einfluss auf die Proliferation von Atemwegsepithelzellen
besitzen. Dazu gehorten der “keratinocyte growth factor” (KGF; Housley et al.,
1994), ,hepatocyte growth factor” (HGF; Singh-Kaw et al., 1995) sowie der
.epidermal growth factor®, der im BECG-Medium bereits enthalten war, dessen
Menge jedoch erhdht wurde.

FUr das Differenzierungsmedium wurde die Menge dieser Wachstumsfaktoren

reduziert. Daflir wurden Retinolsdure und Choleratoxin zugegeben. Die

Medienzusatze sind im Einzelnen:

Promocell BECG- Expansions- Differenzierungs-

Medium Medium Medium
Reagenz Menge Menge Menge
HEPES 28 mM unverandert unverandert
EGF 0,5 ng/mi 5 ng/ml 0,5 ng/mi
KGF - 10  ng/ml 0,5 ng/ml
HGF - 5 ng/ml 0,5 ng/ml
Insulin 5 pg/ml unverandert unverandert
Hydrocortison 0,5 pg/ml unverandert unverandert
Epinephrin 0,5 pg/ml unverandert unverandert
Rinder Hypophysenextrakt |0,4 pg Protein/ml unverandert unverandert
Triiodothyronin 6,5 ng/mi unverandert unverandert
Transferrin 10  pg/ml unverandert unverandert
Retinolsaure - - 100 pg/mi
Choleratoxin - - 10 ng/ml
Penicillin 50 U/ml unverandert unverandert
Streptomycin 50  pg/ml unverandert unverandert
Amphotericin B 0,5 pg/ml unverandert unverandert

Tab. 2.1: Zusammensetzung der verwendeten Medien fur die Kultur primdrer humaner
Bronchialepithelzellen. Das Promocell BECG-Medium wurde zur Optimierung der Anzucht
modifiziert. Zur Verwendung kam zunachst ein Expansionsmedium zur Propagation. Spater

wurde ein Differenzierungsmedium eingesetzt
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2.2.2.8 Kultivierung primarer bronchialer Epithelzellen an der Luft-
Medium-Grenzflache (,,Air-Liquid Interface®; ALI)

Fur die weiteren Studien wurden die primaren Bronchialepithelzellen auf
Collagen Typ I-beschichtete Transwell Clear-Membraneinsatze (Corning
Costar) ausgesat und bei 37°C mit 5% CO; kultiviert. Die Membraneinsatze
sind charakterisiert durch eine permeable Polytetrafluorethylen-Membran mit
einer PorengréRe von 0,4 um und einer Wachstumsflache von 1,1 cm? Sie
befinden sich als Membraneinsatze in normalen 12-Well-Zellkulturschalen.
Durch die Membran, auf der die Zellen ausgesat werden, wird die Kammer in
einen oberen (apikalen) und einen unteren (basolateralen) Bereich aufgeteilt.

Nach dem Aussaen der Zellen wurden die Zellen fur die nachsten 24 h sowohl
apikal auch basal mit Proliferations-Medium versorgt (,submerged culture®).
Nach 24 h wurde das Medium auf der apikalen Seite entfernt, und das basale
Medium auf 400 pl reduziert. Die Zellen wurden bis zu ihrer Verwendung an der
Luft-Medium-Grenzflache kultiviert (die so genannte “air-liquid-interphase”; ALlI).
Der Mediumwechsel wurde alle zwei Tage vorgenommen. Nach Erreichen der
Konfluenz wurde anstelle des Proliferations-Mediums das

Differenzierungsmedium verwendet.

2.2.3 Quantifizierung der mMRNA-Expression

2.2.3.1 RNA-Isolierung

Samtliche Gewebeproben wurden unmittelbar nach ihrer Entnahme oder in
ihren ZellkulturgefalRen zweimalig mit eiskaltem PBS gewaschen. Die RNA der
verwendeten Zellen wurde mit Hilfe von RNAzol™ B (WAK-Chemie, Bad
Homburg) nach Herstellerangaben isoliert. Diese Extraktionsmethode basiert im
Wesentlichen auf der Methode von Chomczynski et al. (1987).

Primares Zellmaterial aus Bronchial- und Nasalbirstungen (bis zu 2 X 10°

Zellen) wurde in 300 pl RNAzol™ B aufgenommen. Bei Verwendung von
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Zellkulturen wurden 5 x 10° Zellen mit 500 ul RNAzol™ B versetzt. Das Material
wurde dann mittelfristig bei —80°C gelagert oder direkt weiterverarbeitet. Zur
Entfernung von Proteinen wurden 1/10 Volumenanteil Chloroform zugegeben,
fur 15 min bei 4°C inkubiert und bei 14.000 rpm in einer Mikrozentrifuge fur 15
min zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase der Phenol/Chloroform-Extraktion
wurde mit einem Volumenanteil eines Gemischs aus Phenol (H,O-gesattigt, pH
4,5-5), Chloroform und lIsoamylalkohol (25:24:1, v/v/v) vermischt. Danach
wurden die Proben gevortext, 15 min bei 4°C inkubiert und bei 14.000 rpm fur
15 min in zentrifugiert. Um die RNA auszufallen, wurde der Uberstand mit
einem Volumenanteil Isopropanol versetzt, fur 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert und wiederum zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Sediment mit der RNA mit 70%igem Ethanol (v/v) gewaschen. Nach einer
Zentrifugation mit 8000 rpm fiir 5 min wurde der Uberstand verworfen und das
Sediment fur 5 min bei Raumtemperatur luftgetrocknet und in einem geeigneten

Volumen A. bidest gelost.

2.2.3.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von RNA

Zur photometrischen Konzentrationsbestimmung RNA nach Maniatis et al.
(1982) wurde die UV-Absorption der Nukleinsaurelésung bei 260 nm und bei
280 nm bestimmt. Die Messung erfolgte gegen das jeweilige Losungsmittel mit
Hilfe des GeneQuant® Il DNA/RNA Calculators und einer Mikrovolumen-Kiivette
der Fa. Pharmacia. Die Messergebnisse wurden l6sungsmittelkorrigiert und
gaben Aufschluss Uber die Konzentration und die Reinheit der
Nukleinsaurelosung. Die Reinheit der isolierten RNA lasst sich aus dem
Quotienten der gemessenen Absorptionen Azsonm/Azsonm €rmitteln und sollte
zwischen 1,6 und 2 liegen. Proben, die dieses Kriterium nicht erfullten wurden

verworfen.
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2.2.3.3 Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription nutzt man die Eigenschaft des Enzyms Reverse
Transkriptase, aus einer RNA-Vorlage eine komplementare DNA (cDNA) zu
synthetisieren. Die Reverse Transkriptase bendtigt fur ihre in 5°-3’-Richtung
verlaufende cDNASynthese ein kurzes DNA-Oligonukleotid als Startermolekl,
einen so genannten Primer, der ein freies 3'-OH-Ende besitzt und
komplementar zur RNA sein muss. Die verwendeten Primer waren 500 ng
randomisierte Hexamere (random hexamers, Fa. Promega). Als Enzym wurde
die ‘Superscript™ || Reverse Transcriptase’ (Invitrogen; Karlsruhe) verwendet.

Pro Ansatz wurden auf Eis zusammengegeben:

1-5 Mg Gesamt-RNA
1 gl random Hexamere(500 ng/pl)
mit A. bidest wurde auf 12 pl aufgefullt

Dieser Ansatz wurde fir 10 min auf 70° C erhitzt und dann sofort auf Eis
gestellt.

Hinzugeflugt wurden:

4 pul 5xReverse Transkriptase Puffer
2 ul 0,1 MDTT

1 pl dNTPs (10mM)

1 Ml Reverse Transkriptase (200 U/ul)

Die Reverse Transkription wurde fir 60 min bei 42°C durchgefiihrt. Danach
wurde fur 10 min auf 70° C erhitzt und anschlieRBend auf 4°C abgekuhlt. Die

Ansatze wurden bis zu ihrer weiteren Verwendung bei —20°C gelagert.
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224 RT-kompetitive Multiplex PCR

2.241  Erstellung interner Standards fiir eine kompetitive PCR

Fir die Amplifikation der cDNA von GAPDH, CFTR, IL-6, IL-8 und den Osmolyt-
Transportern BGT-1, SMIT und TAUT wurden 1-4 ul eines RT-Ansatzes in 50
ul-PCR-Ansatzen eingesetzt. Zur Kontrolle dienten weitere Ansatze mit 0,2 ug
nicht-transkribierter RNA und 0,2 ug DNA aus humanem Vollblut, die
freundlicherweise von Dr. Horst Donner aus der Abteilung Endokrinologie der
Universitatsklinik Frankfurt zur Verfugung gestellt wurden. Zur weiteren
Verwendung kamen nur Primerkombinationen, die keine Amplifikate von DNA
oder nicht-translatierter RNA ergaben.

Nach initialem Denaturieren der cDNA bei 94°C flr 4 min schlieBen sich 35
Zyklen an mit 94°C flr 45 s, 58°C fur 30 s und 72°C flr 1 min. Die Ansatze
enthielten 1,5 U EURO-Tag-Polymerase und 1x Eurotag-Puffer (Fa.
Eurogentec), 0,2 mM/ANTP und 50 pmol/Primer, wobei entweder ein
Primerpaar der Konstellation A/B oder ein Primerpaar der Konstellation A/CB
verwendeten wurde. Ein Primerpaar A/CB wird eingesetzt, um einen internen
Standard (Kompetitor) entsprechend der Methode nach Celi et al. (1993) zu
erstellen (Abb. 2.1). Das Primerkonstrukt CB istam 5°-Ende identisch mit
Primer B. Das 3-Ende, das den eigentlichen Primer darstellt, erkennt eine
Sequenz, die in festgelegtem Abstand stromabwarts der Zielsequenz fur Primer
B liegt. Dadurch ergibt sich praktisch eine Deletion der dazwischenliegenden
Basen. Sowohl die Wildtyp-cDNA als auch der Kompetitor, lassen sich mit den
Primern A und B amplifizieren, sind jedoch durch ihre unterschiedliche GroRRe

voneinander unterscheidbar.
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Primer A
Reamplification of initial [
PCR product with primer A
and primer CB

~ oy
Result: a product with

J/ Primer CB
target sequences
for primer A and i

primer B containing
Primer A J/

a short deletion
-

Reamplification with
primer A und primer B

~
Primer B

Abb. 2.1.: Erstellung interner Standards nach einer Methode nach Celi et al., 1993. Ein zu
A und CB

istam 5°-Ende identisch mit Primer B. Das 3'-Ende, das den

modifizierendes PCR-Produkt wird mit
Das Primerkonstrukt CB

einem Primerpaar reamplifiziert.

eigentlichen Primer darstellt, erkennt eine Sequenz, die in festgelegtem Abstand stromabwarts

der Zielsequenz fir Primer B liegt, die Basen zwischen C und B werden dadurch deletiert.

Die fur die Erstellung der internen Standards, oder Kompetitoren verwendeten

Primer waren:

GAPDH

GenBank: M33197

GAP-286 (A) ATC TTC CAG GAG CGAGAT CC

GAP-788 (B) ACC ACT GACACG TTG GCAGT

GAPIST (CB) ACC ACT GAC ACG TTG GCA GTA GTA GAG GCA GGG ATGATGT
CFTR

GenBank: M28668

CFTR-1543 (A)
CFTR-1899 (B)
CFTR-IST265 (CB)

ATT ATG GGA GAA CTG CAG CCT
GCC ATC AGT TTA CAG ACA CAG

GCC ATC AGT TAA CAG ACA CAG GAC CTC CAC TCA GTG TGATTC

BGT-1
GenBank: L42300

BGT1-1462 (A)
BGT1-1722 (B)
BGT1-IST259 (CB)

GAA GTG GTC TGC ATAAGC TGG
GAC GAA GAG TGG GAC ACA GAC

GAC GAA GAG TGG GAG ACA GAC TAC ACATAG ACGTTG TTG TA

SMIT
GenBank: L38500

SMIT-1215 (A)
SMIT-1829 (B)
SMIT-IST565 (CB)

GGA GTT AAT GAT TGT GGG GA
TCT GCA GGT TAC CAA CAG AT
TCT GCA GGT TAC CAA CAG ATG GAA TGA TGT GGT TGATGG T
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TAUT

GenBank: U09220

taurtrans-1507 (A) TGG ATG AAG TAC AGC TGG GCT

taurtrans-1860 (B) CAT CAT GGT CTC CAC AAT GA

taurtr-IST340 (CB) CAT CAT GGT CTC CAC AAT GAA GAG TTG TAAGGT GTG GCT C
Interleukin 6

GenBank: M38669M28130

IL-6-301(A) CAC TGG CAG AAAACAACC TG

IL-6-662-(B) GGA CTG CAG GAACTC CTT AA

IL-6-IST-319 (CB) GGA CTG CAG GAACTC CTT AAGGTTCTGTGC CTG CAG GTT C
Interleukin 8

GenBank: M28130

IL-8-1532 (A) ACA AGA GCC AGG AAG AAACC

IL-8-2895 (B) CTC TCT TCC ATC AGA AAG CT

IL-8-1ST238 (CB) CTC TCT TCC ATC AGA AAG CTC ACT CTC AATCACTCTCACT

Fir die resultierenden PCR-Produkte ergaben sich folgende Fragmentlangen:

Wildtyp in bp Kompetitor in bp
CFTR 377 265
GAPDH 502 427
SMIT 614 565
TAUT 353 293
BGT-1 260 211
IL-6 361 319
IL-8 277 238

Die Kompetitoren wurden anschliefend in T-Vektoren kloniert (TOPO TA-
Cloning Kit, Invitrogen) und in kompetente Bakterienstdmme transformiert und
vervielfaltigt. Die Plasmide wurden nach Bestimmung der Konzentration
sequenziert (Fa. Sequiserve, Vaterstetten, Deutschland). und standen dann far
die RT-kompetitive Multiplex PCR zur Verfugung.

2242 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

In der Agarose-Gelelektrophorese konnen DNA-Fragmente nach ihrer GroRe
aufgetrennt werden. Je nach Grofde der zu trennenden Fragmente werden

unterschiedliche Agarose-Konzentrationen flr das Gel bendtigt: Fur die in der
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vorliegenden Arbeit verwendeten PCR-Produkte von ca. 200-700 bp Lange
wurden 2%ige Agarose-Gele verwendet.

Die entsprechende Menge von Agarose wurde in TBE-Puffer in der Mikrowelle
gelost. Nachdem die Losung etwas abgekuhlt war, wurden 0,5 l
Ethidiumbromid (Stammmlésung: 2 mg/ml) pro 50 ml Gellésung zugesetzt und
das Gel in einer horizontalen Gelkammer (Model A2 Gator, Owl, Portsmouth,
USA) mit einem Probenauftragskamm gegossen. Nach dem Gelieren wurde
das Gel mit TBE-Puffer als Laufpuffer Uberschichtet. Die DNA-Proben wurden
vor dem Auftragen im Verhaltnis 6:1 mit Auftragspuffer-Puffer versetzt. Die
Elektrophorese erfolgte bei 100 V, bis der Farbstoff des Auftrags-Puffers die
Mitte der Laufstrecke erreicht hatte. Die DNA-Banden waren unter UV-Licht
durch den inzwischen die Doppelstrange der DNA interkalierenden Farbstoff
Ethidiumbromid sichtbar. Sie wurden mit dem DocuGel V-System der Fa.
Scanalytics digitalisiert und konnten anschliessend mit dem Programm Zero-D-

Scan™ (Fa. Scanalytics) densitometrisch ausgewertet werden.

1 x TBE-Puffer:
90 mM Tris-HCI
90 mM Borsaure
2 mM EDTA
in A. bidest losen und pH 8,0 einstellen. TBE-Puffer wird als 10-fache

Stammldsung angesetzt und bei RT gelagert.

Auftragspuffer-Puffer:
50 % (v/v)  Glycerin
0,5 % (w/v)  Bromphenolblau

2.24.3 Reinigung von PCR-Produkten

Im Anschlu an die PCR wurden die PCR-Produkte flir eine nachfolgende
Ligation aufgereinigt, indem Primer, Nukleotide, Tag-Polymerase und Salze mit

Hilfe des PCR Purification Kits™ der Fa. Qiagen entfernt wurden.
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Die DNA wurde an eine QIAquick-Saule gebunden, nachdem ein Volumenanteil
des PCR-Reaktionsansatzes mit funf Volumenanteilen Puffer PB gemischt und
auf die Saule appliziet wurde. Die Saule wurde auf ein 2 ml
Zentrifugationsgefald gesteckt und 30-60 s zentrifugiert. Der Durchlauf wurde
verworfen. Die Saule wurde mit 0,75 ml Puffer PE gewaschen und nochmals 60
s zentrifugiert. Dieser Durchlauf wurde ebenfalls verworfen und die Saule
erneut mit maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert, um den Waschpuffer
vollstandig zu entfernen. Die Saule wurde in ein neues 1,5 ml
Zentrifugationsgefal® Uberfuhrt und die aufgereinigte DNA mit 20-30 uyl H20
eluiert. Alle Puffer wurden ohne nahere Konzentrationsangaben des Herstellers

geliefert.

™
2244 Klonierung von PCR-Fragmenten mit dem TOPO TA Cloning -

Kit

Fur das Klonieren von PCR-Produkten wurde das TOPO-Cloning Kit
(Invitrogen) verwendet. Hierbei wird die terminale Transferaseaktivitat der Tag-
Polymerase genutzt, welche wunabhangig von der DNA-Matritze ein
Desoxyadenosin an das 3’-Ende des Amplikons anhangt. Der linearisierte
TOPO-Vektor besitzt entsprechend Desoxythymidiniberhdnge, so dass eine
Ligation uber ,klebrige Enden® erfolgen kann. Zusatzlich wird bei dieser
Methode der Klonierung die gewdhnliche T4 DNA-Ligase durch eine DNA-
Topoisomerase ersetzt. Diese ist an den Enden des Vektors kovalent gebunden
und kann die Ligationszeit erheblich verkirzen. Fur den Ansatz wurden

folgende Komponenten verwendet:

2-4 yl PCR Produkt
1 ul  Salz Lésung (1,2 M NaCl; 0,06 M MgCI2)
1 ulI TOPO Vektor

Die TOPO-Reaktion wurde mit Wasser auf 6 pl aufgefullt und fir 5-30 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert.
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2245 Hitzeschock-Transformation von E. coli

2 Jl des Ligations-Ansatzes wurden zu 50 pul auf Eis aufgetauten chemisch
kompetenten Zellen gegeben. Chemisch kompetente E. coli Stdmme sind
Bestandteile des TOPO-TA-Cloning Kits der Firma Invitrogen. (siehe 2.2.4.4) Es
wurden hierbei die Stamme TOP10 und TOP10F’ verwendet. Sie wurden nach
den Angaben des Herstellers behandelt. Nach einer 30 minutigen Inkubation
auf Eis erfolgte der eigentliche Transformationschritt Uber einen 30 Sekunden
dauernden Hitzeschock bei 42°C. AnschlieRend wurden die Zellen fir 2 min auf
Eis abgekuhlt und anschlieRend mit 250 pl vorgewarmten SOC-Medium
versetzt und fur 1 h bei 37°C in einem Schuttelinkubator bei 230 upm inkubiert.
50-150 ul der Suspension wurden auf vorgewarmte LB-Amp-Platten mit X-Gal
und IPTG ausgestrichen und bei 37°C tber Nacht inkubiert.

2.24.6 Klonierung, Transformation und blau-weil Selektion

Die Durchfihrung der Klonierung wurde gemal Herstellerprotokoll
durchgefuhrt. Zur Detektion der Transformanten wurde ein blau-weil3 Screening
durchgefuhrt.

Die Insertionsstelle des PCR-Fragments liegt innerhalb des lacZa-Gens, das

auf dem pCRTM2.1-TOPO Vektor codiert ist. Bei Religanden des Vektors ist das
lacZa-Gen vollstandig und die a-Untereinheit der (-Galactosidase wird
exprimiert. Dieses Enzym spaltet X-Gal, das in die Zelle aufgenommen wird. Als
Resultat der Spaltung entsteht ein blauer Farbstoff, der die gesamte Kolonie
einfarbt. Bei erfolgreicher Insertion des PCR-Fragmentes in den Vektor kann
die B-Galactosidase nicht exprimiert werden und die Kolonien dieser Zellen
bleiben weild. Diese weillen Kolonien werden fur weitere Versuche gepickt und

in Antibiotika-haltigem Medium kultiviert bzw. konserviert.
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2.24.7 RT-kompetitive Multiplex-PCR

Die PCR-Bedingungen wurden fur jedes Experiment mit Hilfe von “master-
mixes“ standardisiert. Dazu wurden ein Standard-Mastermix und ein PCR-
Mastermix erstellt. Der Standardmastermix enthielt die jeweils erforderlichen
Kompetitoren (siehe unten). Aus der initialen Verdlinnung wurden serielle 1:3-
Verdunnungen erstellt, so dass 5-6 ReaktionsgefalRe mit abnehmender

Kompetitorkonzentration vorlagen. Der PCR-Mastermix enthielt 50 mM KCI, 10

PCR-Mastermix Standard -Mastermix

mit cDNA, Primern, Nukleotiden, Serielle 1:3-Verdiinnungen der Kompetitoren
Polymerase und Puffer

fur 5 Reaktionen

PCR mit:

49 pl des PCR-Mastermix und

1 ul der verschiedenen Standard-Mastermix-
Verdlinnungen

Abb. 2.2: Pipettierschema der RT-kompetitiven Multiplex-PCR. Angelegt werden serielle 1:3
Verdlinnungen einer Mixtur verschiedener interner Standards (Kompetitoren). Von diesen wird
auf jeweils ein Probenrohrchen 1 pl pipettiert. Fir die PCR-Reaktion setzt man einen Mastermix
an der dann auf die verschiedenen Rohrchen mit den Kompetitoren verteilt wird. Somit

kompetieren identische Mengen cDNA mit abnehmenden Mengen an Standard.
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mM Tris-HCI, 1,5 mM MgCl,, und 0,5 mmol/L dNTPs und die erforderlichen
Mengen an Primern (siehe unten) in einem Gesamtvolumen von 50 ulL/PCR-
Ansatz. In einen Ansatz von 250 uL fir 5 PCR Reaktionen wurden 2,5-10 pnl
cDNA und 20 Tag-Polymerase gegeben. Diese wurden verteilt auf 5
Reaktionsgefale in denen jeweils 1 ul der 5 verschiedenen 1:3-Verdinnungen
des Kompetitor-Mastermix vorgelegt waren (siehe Abb. 2.2). Somit ist die
Menge an cDNA in jedem Reaktionsgefald konstant, wahrend die
Standardkonzentrationen durch die serielle Verdinnung variiert.

Flr semiquantitative Bestimmungen werden nur Proben verglichen, die mit
demselben Standard-Mastermix gemessen wurden. Die verwendeten Standard-

Mastermixe waren:

CFTR-Standard-Mastermix:
GAPDH-Kompetitor 4 x 10° Kopien/pl
CFTR-Kompetitor 2 x 10° Kopien/pl

Osmolyttransporter-Standard-Mastermix:

GAPDH-Kompetitor 10° Kopien/pl
SMIT-Kompetitor 2 x 10* Kopien/pl
TAUT-Kompetitor 0,6 x 10* Kopien/pl
BGT-1-Kompetitor 0,6 x 10* Kopien/pl

IL-8-Standard-Mastermix:
GAPDH-Kompetitor 4 x 10° Kopien/ul
IL-8-Kompetitor 2 x 10° Kopien/pl

IL-6/IL-8-Standard-Mastermix:

GAPDH-Kompetitor 2 x 10° Kopien/pl
IL-6 Kompetitor 2 x 10° Kopien/pl
IL-8-Kompetitor 6 x 10* Kopien/pl
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Die verwendeten Primerkonzentrationen fiur die RT-Kompetitive Multiplex PCR

waren:

Primerkonzentrationen des CFTR-PCR-Mastermix:
GAPDH-Primer: 6 pmol / 50 ul Reaktionsansatz je Primer
CFTR-Primer: 20 pmol / 50 pl Reaktionsansatz je Primer

Primerkonzentrationen des Osmolyttransporter-PCR-Mastermix:

GAPDH-Primer: 6 pmol / 50 ul Reaktionsansatz je Primer

TAUT-Primer: 25 pmol / 50 ul Reaktionsansatz je Primer
SMIT-Primer: 15 pmol / 50 ul Reaktionsansatz je Primer
BGT-1-Primer: 15 pmol / 50 ul Reaktionsansatz je Primer

Primerkonzentrationen des IL-8-PCR-Mastermix:
GAPDH-Primer: 6 pmol / 50 ul Reaktionsansatz je Primer

IL-8-Primer: 30 pmol / 50 ul Reaktionsansatz je Primer

Primerkonzentrationen des IL-6/IL-8-PCR-Mastermix:

GAPDH-Primer: 5 pmol / 50 ul Reaktionsansatz je Primer
IL-6-Primer: 30 pmol / 50 ul Reaktionsansatz je Primer
IL-8-Primer: 12 pmol / 50 ul Reaktionsansatz je Primer

Nach der Amplifikation wurden 10 ul jedes Ansatzes mit DNA-Auftragspuffer
versetzt, gelektrophoretisch aufgetrennt, mit Ethidiumbromid gefarbt und einer
densitometrischen Quantifizierung unterzogen. Als Molekulargewichtsmarker

diente die 100 bp ladder der Fa. Invitrogen (Karlsruhe).

2.24.8 Densitometrische Quantifizierung

Die Gele wurden fur 15 min mit Ethidiumbromid gefarbt und anschlieend fur 15

min entfarbt. Die gefarbten Banden wurden mit dem DocuGel V-System der Fa.
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Scanalytics digitalisiert und konnten anschlieRend mit dem Programm Zero-D-
Scan™ (Fa. Scanalytics) densitometrisch ausgewertet werden. Mit Hilfe der
ermittelten Werte wurde das Verhaltnis der Signalstarke der Banden von
Kompetitor zu Templat bestimmt und gegen die Kompetitor-Konzentration
geplottet. Ist das Verhaltnis Kompetitor/Wildtyp gleich 1, liegen Kompetitor und
Wildtyp-mRNA in aquivalenter Menge vor. Die Konzentrationen der einzelnen
mRNAs wurden Uber eine lineare Regression ermittelt und gegen GAPDH

standardisiert.

2.2.5 IL-6 und L-8 ELISA

Mit Hilfe eines enzyme—linked immunosorbent assay (ELISA) wurde die IL-6-
und IL-8-Sekretion im Zellkulturiberstand der Bronchialepithelzellen quantitativ
erfasst. Hierfur wurde eine 96-well-Mikrotiterplatte mit 100 pl/well
Beschichtungspuffer, dem 2 pg/ml Maus-anti-IL-8 oder anti-Maus-IL-6
Antikoérper (R&D Systems, Wiesbaden) zugesetzt waren, Uber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Die Platte wurde dreimal mit Waschpuffer gewaschen. AnschlielRend
wurden die noch unbesetzten freien Bindungsstellen mit 300 pl/well
Blockierungspuffer 1 Stunde bei Raumtemperatur abgesattigt. Nach
dreimaligem Spulen der Platte mit Waschpuffer wurden 100 pl/well des
Zellkulturiberstandes sowie der Standardverdinnungsreihe (rekombinantes
humanes IL-8, oder rekombinantes humanes IL-6; beide R&D Systems,
Wiesbaden) in die Vertiefungen pipettiert. Die Platte wurde 2 Stunden bei RT
inkubiert, dreimal mit Waschpuffer gewaschen und 100 pl/well des in
Waschpuffer verdinnten Sekundarantikérpers (100 ng/ml rekombinantes Maus-
anti-Human IL-8 biotinyliert oder 150 ng rekombinantes Maus anti-Human IL-6
biotinyliert; beide R&D Systems, Wiesbaden) auf die Mikrotiterplatte gegeben.
Nach weiteren 2 Stunden Inkubation bei RT wurde die ELISA-Platte wiederum
dreimal gewaschen, bevor 100 ul/well Streptavidin-HRP-Konjugat (500U/ml;
Roche, Mannheim) fur 20 min zupipettiert wurden. Nach erneutem Waschen
wurden je 100 pl TMB Substratiésung (Dako-TMB; DakoCytomation, Hamburg)
zugegeben und die ELISA-Platte bei 37 °C fur 15-30 min bis zur gewunschten

Intensitat inkubiert. Die Reaktion wurde mit 100 pul stop solution abgebrochen.
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Entstandene Farbkomplexe wurden anschlielend an einem Tecan Sunrise
ELISA-Reader (Tecan, Minchen) bei 450 nm vermessen. Die Auswertungen
der Messungen wurden mit der Software Magellan (Tecan Software GmbH,
Hannover) durchgefuhrt.
Verwendete Lésungen:
Beschichtungspuffer fir IL-6 ELISA

50 mM NaHCO;

2 pug/mi monoklonaler Maus-ant-IL-6-Antikorper

in A. bidest gelost und pH-Wert von 9,6 eingestellt

Beschichtungspuffer fur IL-8 ELISA
50 mM NaHCO3
2 pg/mi monoklonaler Maus-ant-IL-8-Antikdrper

in A. bidest gelost und pH-Wert von 9,6 eingestellt

PBS-Puffer
137 mM NaCl
2,7 mM KCI
10 mM Naz2HPO4
2 mM KH2PO4

in A bidest geldst und pH 7,4 eingestellt.
Waschpuffer fur ELISA
0,05 % (viv)  Tween 20

in PBS geldst.

Blockierungspuffer

2 % (viv)  Gelatine-Hydrolysat
in PBS gelodst.
Stoplosung

3 N H2SO4
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2.2.6 Proteinanalysen

2.2.6.1 Proteinisolierung

Etwa 300.000 Zellen wurden in jedes Well einer 6-Well-Platte gegeben und
uber Nacht in DMEM/Ham’s F12-Medium mit 0,5% fetalem Kalberserum
inkubiert. Nach der Behandlung wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem 1 X
PBS-def-Puffer gewaschen. Zur Proteinisolation wurden die Zellen mit 100 pl
kombiniertem SDS-Lysis-/Auftrags-Puffer in den Schalen lysiert. Vor der
gelelektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteine fir 5 min auf 95°C

erhitzt und anschlieend kurz zentrifugiert.

Verwendete Losung:

Kombinierter SDS-Lysis- und Sample-Buffer:
1,5 M Tris-HCI

2 % (w/v) SDS
10 % (v/iv)  Glycerol
50 mM DTT
0,1 % (w/v) Bromphenolblau
Tris-HCI wurde in A. bidest geldst. Anschliel3end wurde ein pH-Wert von

6,8 eingestellt und die Ubrigen Substanzen geldst.

2.2.6.2 Gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine

Zur Analyse von Proteingemischen wurden die Proteine in einer SDS-
Gelelektrophorese nach ihrer Grol3e aufgetrennt. Die Auftrennung der Proteine
erfolgte in denaturierenden 10% SDS-Polyacrylamidgelen (SDS-PAGE) nach
Laemmli (1970). Das Trenngel enthielt 5 ml der Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung,
3,75 ml 4 x Tris/HCI/SDS pH 8,8, 6,25 ml Wasser und 50 pl einer 10%igen (w/v)
Ammoniumperoxodisulfat-Losung (APS). Fur die Polymerisation wurden 10 pl
TEMED zugegeben.
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Zur Verbesserung der Bandenscharfe wurde das Trenngel mit 1 ml Isopropanol
uberschichtet. Nach dem Auspolymerisieren wurde das Isopropanol durch
mehrmaliges Waschen mit Wasser entfernt. Danach erfolgte die Zugabe des
Sammelgels. Das Sammelgel enthielt 0,65 ml Acrylamid/Bisacrylamid, 1,25 ml
4 x Tris/HCI/SDS pH 6,8, 3,05 ml Wasser und 25 pl 10 %ige APS-Losung. Zum
Auspolymerisieren wurden 7,5ul TEMED zugegeben. Nach der vollstandigen
Auspolymerisation des Gels wurde die Gelvorrichtung in eine
Elektrophoresekammer mit 1 x Elekrophorese-Puffer nach Laemmli gegeben.

Zur Probenvorbereitung wurden die Proteinproben im kombinierten SDS-
Lysis/Auftrags-Puffer fur 10 min bei 90°C denaturiert. Nach dem Auftragen der
Proben in die Taschen des Gels erfolgte die Elektrophorese mit zunachst 120
V. Nachdem die Laufmittelfront das Trenngel erreicht hatte wurde auf 160 V
erhoht. Als Proteinstandard diente der Kaleidoscope Prestained Standard

(Biorad, Mlnchen).

Verwendete Losungen:
30 % Acrylamid/0,8 % Bisacrylamid
30 % (w/v)  Acrylamid
0,8 % (w/v) Bisacrylamid

4 x Tris/HCI/SDS pH 6,8
0,5 M Tris
04 % (wh) SDS
Tris und SDS wurden in A. bidest geldst. Anschlielend wurde mit HCI ein
pH-Wert von 6,8 eingestellt.

4 x Tris/HCI/SDS pH 8,8
1,5 M Tris
2 % (w/v) SDS
Tris und SDS wurden in A. bidest geldst. AnschlieRend wurde mit HCI ein

pH-Wert von 8,8 eingestellt.



Material und Methoden 62

Elekrophorese-Puffer nach Laemmli
25 mM Tris
250 mM Glycin
0,5 % (w/v) SDS
in A. bidest gelost. AnschlieRend wurde mit HCI ein pH-Wert von 8,8

eingestellt.

2.2.6.3 Western Blotting

Der Transfer der Proteine vom Gel auf eine Membran wurde nach etablierten
Standardverfahren durchgefuhrt. Die Gele wurden fur 15 min in Blotting-Puffer
inkubiert. Die Transfer-Membran aus Polyvinylidendifluorid (PVDF) wurde 5 s in
Methanol gegeben und dann ebenfalls fir 5 min Blotting-Puffer geschwenkt.
AnschlielBend wurden die Proteine aus dem Gel mit Hilfe eines Nassblot-
Verfahrens auf die PVDF-Membran Ubertragen (Mini Trans-Blot Cell, Bio-Rad,
Munchen). Der Transfer erfolgte in eisgekihltem Blotting-Puffer bei 80 V fur 45
min.

Anschlieend wurde die Membran fir 10 min in TBS-T-Puffer gewaschen und 1
h mit 5% Milchpulver in TBS-T-Puffer geblockt. Nach dreimaligem Waschen mit
TBS-T Puffer erfolgte eine Inkubation Uber Nacht bei 4°C mit einer 1:1500
Verdinnung des primaren Antikoérpers (Anti-Phospho-p38 MAP Kinase
(Thr180/Tyr182), Cell Signalling Technologies, Frankfurt) in TBS-T-Puffer mit
5% BSA (Serum Albumin Fraktion V, Roth, Karlsruhe). Nach dreimaligem
Waschen in TBS-T-Puffer wurde nun far 1 h mit einer 1:2000 Verdlinnung des
sekundaren Antikdrpers (Peroxidase gekoppelter Anti-Rabbit 1gG, Fa.
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) in TBS-T-Puffer inkubiert. Danach
folgten vier 5-minutige Waschschritte in TBS-T.

Fir die Detektion wurden die ECL Western blotting detection reagents 1 und 2
(Amersham, Freiburg) in gleichem Verhaltnis gemischt und eine Minute mit der
Membran inkubiert. Nach dem Absaugen der Flussigkeit wurde die Membran
mit einem Film belegt (Hyperfim ECL, Amersham, Freiburg) und dann

entwickelt.
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Verwendete Losungen:

Blotting Puffer nach Towbin

25 mM Tris-HCI
192 mM Glycin
10 % (viv)  Methanol

Die Substanzen wurden in A. bidest gelost. AnschlieRend wurde ein pH-

Wert von 8,3 eingestellt.

TBS-T — Puffer (Tris buffered saline + Tween 20)
20 mM Tris-HCI

137 mM NaCl
0,2 % (viv)  Tween 20
Die Substanzen wurden in A. bidest geldst. Anschliellend wurde ein pH-

Wert von 7,6 eingestellt.

227 Durchflusszytometrische Bestimmung der ZellgroRe

Fir die durchflusszytometrischen Messungen wurde ein FACSCalibur™-
Durchflusszytometer der Fa. Becton Dickinson verwendet. Es erlaubt eine
zuverlassige Charakterisierung von Zellen aufgrund ihrer Streulicht- und
Fluoreszenzeigenschaften.

Das Durchflusszytometer besteht aus mehreren Komponenten. Dazu gehdren
ein Flussigkeitssystem, ein optisches System, Signaldetektoren und Konverter,
sowie ein Computer mit der Software flr die entsprechenden Auswertungen.
Das Flussigkeitssystem fuhrt die Zellen Uber Kapillare einzeln durch ein
Lasersystem. Dies geschieht mit Hilfe einer hydrodynamischen Fokussierung.
Nachdem die Zellen aus dem Probenrdhrchen mit Druckluft in die
Probeneinspritznadel gelangen, der so genannte Probenstrom, werden sie von
einem Hullstrom umgeben, der aus einer entgasten Losung besteht

(FACSFlow™). Proben- und Hiillstrom werden dann in die Flusskammer
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uberflhrt. Durch die Form der Flusskammer und den vorherrschenden Druck
passieren Proben- und Hullstrom die Flusskammer in Form einer laminaren
Stromung, ohne sich miteinander zu vermischen. Gleichzeitig werden die Zellen
innerhalb des laminaren Stroms nacheinander aufgereiht und kdnnen quasi
einzeln dem Laserlicht des optischen Systems ausgesetzt werden.

Das optische System des verwendeten Durchflusszytometers besteht aus
einem Argon-lonen- und einem Helium-Neon-Laser und mehreren Detektoren.
Mit den an zwei verschiedenen Stellen angebrachten Detektoren konnen zwei
Kategorien optischer Eigenschaften des Probenmaterials erfasst werden: das
Streulicht und die Fluoreszenz. Bei dem Streulicht unterscheidet man eine
Lichtbrechung in Richtung des Laserstrahls (Vorwartsstreuung; forward light
scatter, FSC), und eine Lichtbrechung, die orthogonal zur Richtung des
Laserstrahls und des Flissigkeitsstroms ist (Seitwartsstreuung; side scatter,
SSC). Das Seitwartsstreulicht gibt dabei Auskunft Gber die Granularitat und
Komplexitat der Zellen. Das Vorwartsstreulicht hingegen hangt von der Grole
der Zellen ab und erlaubt damit eine Bestimmung der Zellgroe.

Das Streulicht unmarkierter Zellen basiert auf einer so genannten
Autofluoreszenz der Zellen. Bei Anregung der Zellen mit dem Laserlicht werden
Elektronen auf ein hoheres Energieniveau gehoben. Wenn sie auf ihr
ursprungliches Niveau zuruckfallen, wird Energie in Form von Photonen frei und
als emittierte Photonenkonzentration von Photodetektoren gemessen. Die in
den jeweiligen Fluoreszenzkanalen detektierte Fluoreszenzintensitat stellt ein
relatives Mass fur die Zahl der emittierten Signale dar.

Aufgrund der unterschiedlichen Lichtwellenlangen der Laser (Wellenlange des
Argon-lonen-Lasers: 488 nm; Wellenlange des Helium-Neon Lasers: 633 nm)
bzw. der Auswahl verschiedener Fluorochrome mit unterschiedlichen
Emissionsspektren, konnen Grun- (FL1), Orange (FL2) und unterschiedliche
Rotfluoreszenzintensitaten (FL3, FL4) Gber die Photodetektoren erfasst werden.
Die gesammelten Signale werden digitalisiert und an einen Computer
ubertragen. Die Bearbeitung der Rohdaten erfolgte mit dem Analyseprogramm
Cell-Quest.
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Die Messung des Zellvolumens erfolgte nach einer Modifikation der Methode
nach Feranchak et al. (2001). Dazu wurden subkonfluente Zellen zunachst
trypsiniert und zentrifugiert. Das Zellsediment wurde in isotones
Zellkulturmedium aufgenommen, so dass eine Konzentration von 107 Zellen/ml
erreicht wurde. In diesem Medium wurden die Zellen fur 45 min bei 37°C
geschiittelt. AnschlieBend wurden je 10° Zellen in Réhrchen Uberfiihrt, die 10 ml
isotones oder hypertones Medium enthielten. Nach einer Inkubation von 90 min
bei 37°C auf einem Schuttler wurden die Zellen direkt fur die Messungen am

FACS eingesetzt. Flr jede Messung wurden 20 000 Zellen verwendet.
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3 Ergebnisse
31 Kultivierung primarer humaner Bronchialepithelzellen
3.1.1 Die Gewinnung und Kultur primarer humaner

Bronchialepithelzellen

Die Gewinnung humaner Bronchialepithelzellen wurde an Lungen-
Teilresektaten vorgenommen, die von Patienten stammten, die sich einem
thoraxchirurgischen Eingriff im Klinikum Nordwest in Frankfurt unterzogen
haben. Nach den erforderlichen klinischen Untersuchungen, standen die
Resektate als Restmaterial zur Verfliigung.

Die Gewinnung der Bronchialepithelzellen erfolgte durch eine cytologische
Biirstung mit Curaprox LS™ Interdentalbiirsten. Die gewonnenen Zellen
wurden zunachst in einem kommerziell erhaltlichen Medium kultiviert, dem
Bronchial Epithelial Cell Growth Medium™ der Fa. Promocell. Dieses Medium
wurde zur Verbesserung der Zellausbeuten modifiziert.

Zunachst wurde ein Expansionsmedium erstellt, das sich von dem
Originalmedium hinsichtlich seiner Supplementierung unterschied. Hierbei
wurde ein Schwerpunkt auf proliferationsfordernde Supplemente gelegt, die im
Bronchialepithel wahrend einer Reepithelisierung nach Lasionen gebildet
werden. So wurden zusatzlich zu der Originalformulierung 10 ng/ml KGF und 5
ng/ml HGF zugesetzt. Die Menge an EGF wurde von 0,5 ng/ml auf 5 ng/ml
erhoht.

Um das Wachstum primarer Bronchialepithelzellen in beiden Medien
vergleichen zu konnen, wurden frisch isolierte Zellen in beiden Medien
ausgesat (n=4). Nach jeweils 24, 48, 72 und 96 h wurden die Zellen trypsiniert
und mittels einer Neubauer-Kammer ausgezahlt. Die Zellen wiesen keinerlei
morphologische Unterschiede auf und zeigten bei der Verwendung beider
Formulierungen  das  typische  kopfsteinplasterartige  (,cobblestone®)

Erscheinungsbild von Bronchialepithelzellen (Abb. 3.1). Die Zellzahlen ergaben
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1.Tag

Abb. 3.1: Wachstum eines Monolayers primarer humaner Bronchialepithelzellen mit einem
modifizierten BECG-Medium Proliferationsmedium in Verlauf von 10 Tagen. Die Zellen zeigen

das typische kopfsteinplasterartige Erscheinungsbild (cobblestone shape).

nahezu eine Verdopplung der Zellausbeute nach 96 h durch das modifizierte
Expansionsmedium gegentber dem Promocell BECG-Medium (Abb. 3.2). Die
Supplementierung mit proliferationsférdernden Wachstumsfaktoren, die in vivo
vom Bronchialepithel selbst gebildet werden, fihrt somit zu einer signifikanten

Verbesserung der Proliferationsrate der Bronchialepithelzellen.
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Abb. 3.2: Vergleich des Wachstums primarer humaner Bronchialepithelzellen in Promocell
BECG-Medium gegeniber dem modifizierten BECG-Medium (Proliferationsmedium) (n=4). Die
Verwendung des modifizierten BECG-Mediums flihrt zu einer signifikanten Steigerung der
Zellausbeuten. Die Supplementierung des modifizierten BECG-Mediums wurde hinsichtlich

proliferationsférdernder Eigenschaften erfolgreich verandert.

Nach der Expansion sollten die Zellen differenziert werden. Dazu wurde ein
Differenzierungsmedium  verwendet. In diesem wurde der Anteil
proliferationsfordernder Supplemente auf ein erforderliches Mass reduziert. Die
Menge an EGF, HGF und KGF wurde auf jeweils 0,5 ng/ml reduziert. Zusatzlich
wurde das Medium mit 100 pg/ml Retinolsdure und 10 ng/ml Choleratoxin
supplementiert. Retinolsaure und Choleratoxin dienen der zusatzlichen

Unterstutzung der Differenzierung der Bronchialepithelzellen.
3.1.2 Die Charakterisierung der Kultur primarer humaner Epithelzellen
An der Organbildung der Lunge sind unterschiedliche Keimblatter beteiligt. Die

Epithelzellen, die im Rahmen der Burstung eines Bronchus oder einer

Bronchiole gewonnen werden, kénnen deshalb in unterschiedlichem Mafl} mit
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anderen Zellpopulationen verunreinigt sein. Dies sind im besonderen
Fibroblasten, Muskelzellen oder Zellen mesodermalen Ursprungs. Obwohl die
Kulturbedingungen praferentiell das Wachstum von Bronchialepithelzellen
begunstigen, muss eine Verunreinigung mit diesen Zellen ausgeschlossen
werden.

Eine Verunreinigung mit Fibroblasten ist lichtmikroskopisch Uberprufbar.
Eventuell auftretende Fibroblasten wurden in der vorliegenden Arbeit durch eine
kurzzeitige Trypsinierung erfolgreich entfernt. Fibroblasten I6sen sich in einer
0,25%igen Trypsinldsung bereits nach 3-5 Minuten von ihrem Substrat ab.
Humane Bronchialepithelzellen sind nach dieser Zeit noch adharent. Die
Tryspinlosung mit den Fibroblasten wurde dann entfernt. Die
Bronchialepithelzellen im Kulturgefal® wurden zweimal mit Medium gespult und

dann wieder mit Medium weiterkultiviert.

Abb. 3.3: Expression von Cytokeratin 18 in Kulturen primarer Bronchialepithelzellen. Darstellung

mittels konfokalen Lasermikroskops.

Der epitheliale Charakter der Zellen sowie eventuelle Verunreinigungen mit

Muskelzellen oder Zellen mesodermalen Ursprungs wurden
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immunhistochemisch Uberprtft. Diese Untersuchungen wurden von Dr. med.
Christian von Malllinckrodt und Prof. Dr. Andreas Zimmer mit Hilfe eines
konfokalen Mikroskops durchgefuhrt.

FUr die Charakterisierung des epithelialen Ursprungs der Zellen wurde ein
Antikérper gegen Cytokeratin 18 verwendet. Cytokeratin 18 gehoért zu den
Intermediarfilamenten und bildet einen Bestandteil des Cytoskeletts von
Saugerzellen. Die Cytokeratine sind charakeristisch fur epitheliale Zellen.
Cytokeratin 18 wird nur in der apikalen Zellschicht des Bronchialepithels
gebildet. Zur Untersuchung gelangten Zellen, die fur mindestens zwei Wochen
in Differenzierungsmedium kultiviert worden waren. Abb. 3.3 zeigt exemplarisch
die flachenhaft positive Detektion von Cytokeratin 18 in den kultivierten Zellen.
Es handelt sich folglich um humane Bronchialepithelzellen. Weitere
immunhistochemische Untersuchungen bestatigten die epitheliale Zuordnung
der Zellen. Antikorper gegen Vimentin wurden verwendet, um eine
Verunreinigung mit mesodermalen Zellen detektieren zu konnen (ohne Abb.).
Fir die Charakterisierung von Muskelzellen wurden Antikorper gegen Desmin
verwendet (ohne Abb.). In beiden Fallen ergab sich kein positiver Befund, so
dass von einer reinen Kultur epithelialer Bronchialepithelzellen ausgegangen

werden kann.
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3.2 Etablierung eines RNA-Quantifizierungsverfahrens fiir geringe

Probenmengen

3.21 Kompetitive PCR

In der vorliegenden Arbeit soll die Expression verschiedener Gene in Zellinien
und Primarkulturen von humanem Bronchialepithel, als auch in frischen
Gewebeburstungen des Bronchial- und Nasenepithels bestimmt werden. Da bei
Primarkulturen und Gewebebilrstungen die Ausgangsmenge an Zellmaterial
sehr beschrankt ist, konnten Verfahren wie das Northern Blotting oder ein
Ribonuklease Protection Assay (RPA) nicht angewendet werden. Zudem wird
zumindest eines der zu detektierenden Gene in nur geringer Kopienzahl
exprimiert. Aus diesem Grund wurde eine Quantifizierung mit Hilfe der PCR
gewahlt. Das dabei zunachst verwendete Verfahren basierte auf einer
kompetitiven PCR, die gegenuber der herkdmmlichen PCR deutlich praziser ist
(Zimmermann und Mannhalter, 1996).

Bei der kompetitiven PCR wird das zu bestimmende Target mit einer bekannten
Menge eines exogen zugesetzten Standards (Kompetitor) in einem
Reaktionsansatz amplifiziert. Aus dem Verhaltnis der Signale der Target- und
Standard-abgeleiteten PCR-Produkte kann dann die initiale Target-Menge
berechnet werden.

Die Standards in der vorliegenden Arbeit sind Deletionsmutanten der
Targetsequenz, die mit denselben Primern wie das Target amplifiziert werden
konnen. Target- und Standard-abgeleitete PCR-Produkte sind nach
gelelektrophoretischer  Auftrennung durch ihre Grdsse voneinander
unterscheidbar. Die Standards wurden nach einem Verfahren von Celi et al.,
(1993) erstellt, in TA-Vektoren ligiert und in Bakterien vervielfaltigt. Bekannte
Mengen dieser Standard-Plasmide wurden in serieller Verdinnung auf 5
Reaktionsgefasse verteilt. Die Zugabe von gleichen Teilen der Mastermixtur mit
PCR-Puffer, Nukleotiden, Taqg-Polymerase und Target-cDNA sorgt fur
standardisiert unterschiedliche Verhaltnisse von Standard und Target.
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Abb. 3.4: Ethidiumbromidgefarbte Gelelektrophorese der Produkte einer kompetitiven PCR fiir
CFTR. 3 pg RNA von unbehandelten 16HBE140--Zellen wurden in 20 yl RT-Ansatz revers
transkribiert. In den PCR-Ansatzen wurden jeweils 1 ul der RT-Reaktion und aufsteigende
Mengen an Standard-Plasmid pCFIST (Kompetitor) eingesetzt. Mit zunehmender Menge an

Kompetitor nimmt die Produktmenge von CFTR ab.

Ein Beispiel fur eine kompetitive PCR von CFTR zeigt Abb. 3.4 Der Vergleich
der Target- und Standard-abgeleiteten PCR-Produkte ergibt verschiedene
Verhaltnisse, da unterschiedliche Mengen an Standard eingesetzt wurden, aber
konstante Mengen an cDNA.

Mit zunehmender Konzentration des Standards bzw. Kompetitors nimmt die
Produktmenge des zu bestimmenden Targets, in diesem Falle CFTR, ab. Die
Konzentration, bei der die Produktmengen von CFTR und Kompetitor identisch
sind, wird Aquivalenzpunkt genannt. Am Aquivalenzpunkt kann die initiale
Menge an Targetmolekilen abgelesen werden, da die Konzentrationen des
Kompetitors bekannt sind.

Fir die korrekte Bestimmung des Aquivalenzpunkts muss dabei jedoch
gewabhrleistet sein, dass Standard und Target mit vergleichbarer Effizienz
amplifiziert werden. Aus diesem Grund ist es erforderlich, die

Amplifikationskinetik der beiden Produkte zu bestimmen.
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3.2.2 Amplifikationskinetik der Kompetitoren

Trotz der Verwendung identischer Primer, konnen kurzere PCR-Produkte
gegenuber langeren mit einer hoheren Syntheseeffizienz amplifiziert werden
(Chelly et al. 1990; McCulloch et al. 1995). Bei der Verwendung verkurzter
Kompetitoren, wie im Falle der vorliegenden kompetitiven PCR, kann dies zu

Fehleinschatzungen bei der Quantifizierung fuhren.
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Abb. 3.5: Zyklusabhangigkeit einer Koamplifikation des 377 bp langen Wildtyp-CFTR mit dem
265 bp langen, korrespondieren Kompetitor pCFIST. Beide Produkte weisen eine identische
Amplifikationskinetik auf. Die Abbildunng ist exemplarisch fur 4 unabhangige Versuche.

Zur Bestimmung der Amplifikationskinetik von Kompetitor und Zielsequenz
wurde der jeweilige Kompetitor mit der Zielsequenz koamplifiziert. Zwischen
Zyklus 14 und 40 der Amplifikation wurde alle 2 Zyklen eine Probe entnommen,
gelelektrophoretisch aufgetrennt und quantifiziert. Abbildung 3.5 zeigt
exemplarisch, die Amplifikationskinetiken von CFTR und dem Kompetitor
pCFIST. Sind die Amplifikationskinetiken identisch, verlaufen die Geraden

parallel. Sind sie nicht identisch laufen sie auseinander oder kreuzen sich. Im
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Falle von CFTR und seinem Kompetitor sind die Amplifikationskinetiken
identisch. Diese Versuche wurden fir alle in dieser Arbeit verwendeten
Kompetitoren durchgefuhrt. Zur Verwendung kamen nur Kompetitoren, die mit

derselben Kinetik wie die Zielsequenz amplifiziert wurden.

3.23 RT-Kompetitive Multiplex PCR

Ein Problem konventioneller PCR-Quantifizierungsmethoden ist die Tatsache,
dass die Menge an initial eingesetzter RNA oder cDNA nicht kontrolliert werden
kann (Dostal et al. 1994; Auboef und Vidal 1997). Dies gilt auch fur die
kompetitive PCR. Theoretisch sollte dieses Problem durch die Koamplifikation
mit einer internen Referenz geldst werden kdnnen, da das Verhaltnis zwischen
dem zu bestimmenden Produkt und dem Referenzprodukt unabhangig von der

initalen RNA-Menge sein sollte.

— 1:3 Verdiinnungen der Kompetitoren —p M

GAPDH

~
GAPDH-Comp —p| e R ——————
CFTR ol

CFTR-Comp —P

Abb. 3.6: Ethidiumbromidgefarbte Gelelektrophorese der Produkte einer RT-kompetitiven
Multiplex PCR fiir CFTR und GAPDH. Serielle 1:3 Verdiinnungen der Standardmixturen wurden
mit identischen Mengen revers transkribierter RNA von 16HBE140-Zellen koamplifiziert.

Aus dieser Uberlegung heraus wurde die RT-kompetitive Multiplex PCR

entwickelt (Loitsch et al.,, 1999). Dieses Verfahren basiert auf einer
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herkdbmmlichen kompetitiven PCR mit dem Unterschied, dass in einem
Reaktionsansatz die Expression mehrerer Gene gleichzeitig bestimmt werden
kann. Abb. 3.6 zeigt ein Beispiel der Kombination eines kompetitiven Systems
fur CFTR und eines kompetitiven Systems fur GAPDH.

3.24 Bestimmung der mRNA Expression uber das Verhaltnis von

Kompetitor und Zielsequenz.

Ein kritischer Punkt der kompetitiven PCR ist die densitometrische Auswertung
der Ethidiumbromid-gefarbten Amplifikationsprodukte nach der
gelelektrophoretischen Auftrennung. Langere Amplifikationsfragmente sind
entsprechend intensiver gefarbt als kirzere Fragmente (Apostolakos et al.
1993). Aus diesem Grund sollten bei einer kompetitiven PCR die
densitometrischen Ergebnisse fur Zielsequenz und Kompetitor um einen Faktor
korrigiert werden, der die Langenunterschiede berucksichtigt. Dieser Faktor ist
fur jede Kombination von Target und Kompetitor identisch. Er beeinflusst jedoch
den Aquivalenzpunkt.

Im Rahmen einer RT-kompetitiven Multiplex PCR werden zwei solcher
Kombinationen miteinander verglichen. Dies ist exemplarisch dargestellt fur
GAPDH und CFTR in Abb. 3.7. Da ein Verhaltnis zwischen GAPDH und CFTR
ermittelt wird, sind Vergleiche zwischen verschiedenen Proben unabhangig von
diesem Verrechnungsfaktor. Dies gilt jedoch nur flr eine RT-kompetitive

Multiplex PCR, die flr semiquantitative Bestimmungen herangezogen wird.
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Abb. 3.7: Auswertung der Ethidiumbromid-gefarbten Amplifikationsprodukte einer RT-
kompetitiven Multiplex PCR. Das errechnete Verhaltnis der Bandenintensitdt von Kompetitor zu
Zielsequenz wird gegen die Konzentration von zugegebenem Kompetitor aufgetragen.
Exemplarisch fir CFTR und den Kompetitor pCFIST (A) und GAPDH gegen den Kompetitor
pGAPIST (B). Ist das Verhaltnis Kompetitor/Zielsequenz gleich 1, liegen beide in aquivalenter
Menge vor. Die Konzentration der mMRNA kann dann auf der Ordinate abgelesen werden.

3.25 Die RT-Kompetitive Multiplex PCR korrigiert Schwankungen der
eingesetzten RNA-Menge.

Wie bereits erwahnt, besteht ein Problem konventioneller PCR-
Quantifizierungsmethoden darin, dass die Menge an initial eingesetzter RNA
oder cDNA nicht kontrolliert werden kann (Dostal et al. 1994; Auboef und Vidal
1997). Ob dieses Problem durch die Koamplifikation mit einer internen Referenz
geldst werden kann, wurde im folgenden Versuch Uberpruft.

Theoretisch sollte das Verhaltnis zwischen dem zu bestimmenden Produkt und
dem Referenzprodukt unabhangig von der initalen RNA-Menge sein. Dies

bedeutet, das unterschiedliche Mengen an revers transkribierter RNA bei der
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RT-Kompetitiven Multiplex PCR zu konstanten Verhaltnissen von GAPDH zu
CFTR fuhren sollten.

Aus diesem Grund wurden jeweils 6 reverse Transkriptionen mit 1, 2 oder 4 ug
RNA aus 16HBE140-Zellen angesetzt. Danach erfolgte eine RT-kompetitive
Multiplex PCR, bei der CFTR mit einem so genannten housekeeping Gen, in
diesem Fall GAPDH, koamplifiziert wurde. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.1
zusammengefasst. Sie bestatigen die Vermutung, dass mit Hilfe der RT-
kompetitiven Multiplex PCR Schwankungen der initialen RNA-Menge
ausgeglichen werden koénnen, da das Verhaltnis von GAPDH zu CFTR
unabhangig von der eingesetzten RNA-Menge war. Die Ergebnisse zeichneten
sich  weiterhin durch eine hohe Reproduzierbarkeit aus. Die
Variationskoeffizienten der 6 Bestimmungen fur eine RNA-Menge betrugen

maximal 7,4%.

Verhiltnis GAPDH/CFTR
Initiale | Il 1] \") v Vi Mittelwert SD VKin %
RNA-Menge
1png 28,8 30,9 30,9 31,5 31,2 25,8 29,9 2,2 7,4
2 g 28,5 29,7 29,7 31,2 28,7 26,7 29,1 1,5 5,2
4 nug 26,7 30,9 30,2 30,6 26,4 29,7 29,1 2,0 6,7

Tabelle 3.1: Die mit Hilfe der RT-kompetitiven Multiplex PCR ermittelten Ergebnisse sind
unabhangig von der eingesetzten Menge an RNA. Die Koamplifikation des zu bestimmenden
Gens mit einem so genannten housekeeping Gen als interner Referenz korrigiert
Schwankungen der initialen Beladung mit RNA oder cDNA. (SD: Standardfehler; VK:
Variationskoeffizient)
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3.2.6 Semiquantitative Bestimmung der CFTR mRNA-Expression in
Bronchial- und Nasalburstungen

Die Ausbeute an Zellen aus Nasalburstungen betrug zwischen 0,5 und 5
Millionen Zellen. Trypanblaufarbungen ergaben einen Anteil von 44-68%
lebender Zellen. Proben, die mit Blut verunreinigt waren, wurden nicht
verwendet. Die Ausbeute an Zellen aus den Bronchialburstungen lag zwischen
0,5 und 3,4 Millionen Zellen. Der Anteil lebender Zellen lag bei 53-72%. Nach
der Differentialzytologie wurden nur solche Proben verwendet, bei denen der
Anteil an Epithelzellen mehr als 92% ausmachte, wobei die kernlosen
Erythrozyten in der Auszahlung nicht berlcksichtigt wurden. Nach der Isolation
der mRNA ergaben sich Ausbeuten zwischen 0 (in einer Probe) und 3 ug
Gesamt-RNA. Um die Menge an isolierter Gesamt-RNA bestimmen zu kénnen,
wird ein groRer Teil der Probe verbraucht. Teilweise war es erforderlich, dass
gesamte Material einzusetzen, wobei dann keine Gesamt-RNA mehr fur die RT-
kompetitive Multiplex PCR ubrig war.

Hier zeigt sich ein Vorteil der RT-kompetitiven Multiplex PCR. Da das Verhaltnis
von GAPDH zu CFTR auch bei unterschiedlicher initialer Beladung mit RNA
konstant bleibt (siehe Tab. 3.1), ist eine Bestimmung der initialen RNA-Menge
nicht immer erforderlich. Proben die ein geringes RNA-Pellet (>1 mm)
aufwiesen, wurden nicht quantifiziert, sondern komplett fur die reverse
Transkription verwendet. Proben mit grolerem RNA-Pellet wurden quantifiziert,
da in der verwendeten reversen Transkription hdchstens 5 ug Gesamt-RNA
eingesetzt werden durfen. Erst die Kombination intern endogener und intern
exogener Standards ermoglicht eine kompetitive PCR ohne exakte Bestimmung
der initialen RNA-Menge, bei gleichbleibender Exaktheit.
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Verhéltnis CFTR/GAPDH

Bronchialblrstung

53
80
192
100
36
24
97
143

N[O |W|IN|—

Nasalblrstung

77
193
105

50

64

QD WN|—

Tabelle 3.2: Die Expression von CFTR-mRNA in Epithelien, die mit Nasal- und
Bronchialblrstungen gewonnen wurden. Die RT-kompetitive Multiplex PCR eignet sich auch bei
beschrankten Mengen an Probenmaterial, das mit herkdmmlichen Quantifizierungsmethoden

nicht bestimmbar ist.

Die RT-kompetitive Multiplex PCR wurde mit einer Standardmixtur aus pCFIST
und pGAPIST durchgefuhrt. Der Mastermix mit der Probe wurde auf 5-7
ReaktionsgefalRe mit seriellen 1:3 Verdinnungen der Standardmixtur gegeben.
Die Ergebnisse (Tab. 3.2) zeigen, dass sich die RT-kompetitive Multiplex PCR
auch bei beschrankter Menge an Probenmaterial eignet. Bei allen dargestellten
Bronchialburstungen war die Menge an Gesamt-RNA so gering, das sie nicht
bestimmt werden konnte. Dennoch lieBen sich GAPDH und CFTR gut
amplifizieren. Insgesamt scheint die Expression von CFTR in den Bronchien
zweiter Ordnung und der unteren Nasenmuschel in derselben Gréfdenordnung
zu liegen. Dies wurde im Allgemeinen erwartet, da das Epithel der unteren
Nasenmuschel und das Bronchialepithel als weitgehend identisch angesehen
werden. Dennoch st die Expression von CFTR innerhalb dieser

Grollenordnung recht variabel.
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3.3 Bronchialepithelzellen reagieren auf osmotische Belastungen
mit einer Regulation der Expression der mRNA der
Osmolyttransporter BGT-1, TAUT und SMIT

Zellen, die einer hyperosmotischen Belastung ausgesetzt sind, unterliegen in
der Regel einer Abnahme des Zellvolumens. Dabei geht Wasser verloren und
es kommt in Folge zu einer Zunahme der intrazellularen lonenkonzentration.
Diese Zunahme der intrazellularen Osmolaritat fuhrt zu strukturellen
Veranderungen der Zelle aber auch zu substantiellen Einschrankungen
biochemischer Prozesse. Humane Zellen reagieren darauf mit der Aufnahme
oder intrazellularen Synthese osmotisch wirksamer Substanzen, die chemisch
inert sind. Somit wird ein osmotisches Gleichgewicht geschaffen, ohne das
dadurch eine mit der Regulation von Transportern der organischen Osmolyte
Betain (Betain-GABA Transporter; BGT-1), Taurin (Taurin Transporter; TAUT;
TTR) und myo-Inositol (Sodium Myo-Inositol-Transporter; SMIT). Durch die
Aufnahme dieser Osmolyte bei hypertonem Stress ermdglichen Zellen ihr
Uberleben, indem sie ihr Volumen regulieren, ohne dass biochemische
Prozesse oder die strukturelle Integritat durch etwa hohe intrazellulare
Salzkonzentration beeintrachtigt werden. Ob die Osmolyttransporter in
Bronchialepithelzellen exprimiert werden und dort auch reguliert werden, war

bislang nicht bekannt und sollte geklart werden.

Primare Bronchialepithelzellen wurden zunachst, wie unter 2.2.2.7 beschrieben,
kultiviert. Nach 3 Wochen Kultivierung an der Luft-Medium-Grenzflache wurden
die Zellen mit DMEM-NaCl unterschiedlicher Osmolaritat behandelt. Bei dem
verwendeten DMEM-NaCl handelte es sich um eine spezielle Formulierung, die
bei der PAN Biotech GmbH in Auftrag gegeben wurde. Dieses Medium wurde
ohne NaCl angefertigt, so dass die gewunschte Osmolaritat durch die Zugabe
von NaCl eingestellt werden konnte. Bei der Herstellung hypoosmotischer
Medien ist diese Vorgehensweise gegenuber einfachen Verdinnungen des

Mediums mit Aqua bidest vorzuziehen. Die Konzentration von NaCl in DMEM
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betragt normalerweise 109 mM. Die hyperosmotische Behandlung erfolgte mit
218 mM, die hypoosmotischen mit 55 und 83 mM NaCl.

Bei dem verwendeten DMEM-NaCl fur die primaren Bronchialepithelzellen
wurde auf fetales Kalberserum verzichtet. Es wurde mit Wachstumsfaktoren
supplementiert wie unter 2.2.2.7 fir das Differenzierungsmedium beschrieben.
Fir die Behandlungen der auf Zellkultureinsatzen wachsenden Zellen wurde
das basale Primarkulturmedium durch isotones, serumfreies und
supplementiertes DMEM ersetzt. Die Medien unterschiedlicher Osmolaritat
wurden apikal appliziert. Diese Bedingungen sollten den Verhaltnissen in vivo
weitgehend entsprechen, da osmotische Belastungen am Bronchialepithel
theoretisch nur auf der apikalen Seite auftreten, wahrend die osmotischen

Bedingungen basolateral als weitgehend stabil anzusehen sind.

Hypoton Hypoton Isoton Hyperton
55 mM 83 mM 109 mM 218 mM NaCl

Abb. 3.8: Primare Bronchialepithelzellen reagieren auf osmotischen Stress mit der Regulation
der Expression der mRNA der Osmolyttransporter SMIT, TAUT, und BGT-1. Die Zellen wurden
auf Membraneinsatzen kultiviert. Zur Behandlung wurde basal ein isotones Medium verwendet
und apikal ein Medium, dessen Tonizitat ber die NaCl-Konzentration eingestellt wurde. Nach 6
h Behandlung wurde die mMRNA-Expression der verschiedenen Osmolyttransporter mit Hilfe der

RT-kompetitiven Multiplex PCR bestimmt.

Nach einer Inkubation von 6 h zeigte sich eine deutliche Zunahme der mRNA-
Expression aller drei Osmolyttransporter durch eine hypertone Belastung (Abb.

3.8). Die Transkriptmenge von BGT-1 stieg dabei auf das 81-fache der isotonen
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Kontrolle (Abb. 3.9). Bei hypotonen Belastungen war BGT-1 nicht mehr
detektierbar. Die Reaktion von SMIT und TAUT auf osmotische Belastungen
sind demgegenuber geringer, aber immer noch hochsignifikant. Hypotone
Belastung fuhrt bei beiden Transporten zu einer Reduktion der Transkriptmenge
auf etwa 50% des isotonen Kontrollwerts. Die hypertone Belastung fuhrt zu
einer Verdopplung der Transkriptmenge von TAUT, wahrend die

Transkriptmenge von SMIT um das 9-fache zunahm.
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Abb. 3.9.:. Expression der Osmolyttransporter BGT-1, TAUT (TTR) und SMIT in primaren
humanen Bronchialepithelzellen in Abhangigkeit der extrazelluldaren Osmolaritat. Die Zellen
wurden fur 6 h mit hypotonem (55 mM und 83 mM NaCl), isotonem (109 mM NaCl) oder
hypertonem (218 mM NaCl) Medium inkubiert. Die steady-state Expression der IL-8 mRNA
wurde mit Hilfe der RT-kompetitiven Multiplex PCR nach gelelektrophoretischer Auftrennung (C)
quantifiziert. Angegeben sind Mittelwerte + Standardfehler (je n=3). Signifikanz gegenuber den

Kontrollen: unter P < 0,05.

Mit Hilfe einer Sequenzierung wurden die PCR-Produkte fur die
entsprechenden Osmolyttransporter identifiziert und verifiziert und damit
erstmals in Bronchialepithelzellen charakterisiert. Bronchialepithelzellen
scheinen damit derselben osmotischen Strategie zu folgen, die auch fur andere

Zellen beschrieben wurde. Antikorper gegen die Osmolyttransporter stehen fur
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eine weitergehende Charakterisierung zurzeit nicht zur Verfligung. Aufgrund der
Expressionsdaten liegt die Vermutung nahe, dass Betain das Hauptosmolyt im

Bronchialepithel darstellt.

3.4 Hyperosmotischer Stress induziert die Expression und

Sekretion von IL-8

Fir diese Versuche wurden 16HBE140- Zellen und primare
Bronchialepithelzellen verwendet. 16HBE140- Zellen entstammen dem
humanen Bronchialepithel. Sie wurden durch eine Transfektion mit dem SV40
T-Antigen immortalisiert und besitzen wesentliche morphologische und
funktionelle Eigenschaften primarer Zellen (Cozens et al., 1994). Die Kulturen
weisen das fur Bronchialepithelzellen typische kopsteinpflasterartige
Erscheinungsbild auf, differenzieren, polarisieren und bilden dabei tight
junctions und Zilien aus. Sie entwickeln nach der Differenzierung einen
transepithelialen Widerstand, der sie fir lonentransportstudien besonders
geeignet erscheinen lasst.

Diese Eigenschaften sind eine wichtige Grundlage fur die Untersuchung
osmotischer Belastungen, da die Verschiebungen im lonenhaushalt der Zelle im
Wesentlichen von dem Vorkommen und der Aktivitdt von lonenkanalen

bestimmt wird.

3.41 Die hyperosmotische Induktion der Expression und Sekretion

von IL-8 ist dosisabhangig

Eine von neutrophilen Granulozyten dominierte Inflammation der Atemwege ist
die wesentliche Komponente der Lungenerkrankung bei cystischer Fibrose. In
der bronchoalveolaren Lavage von CF-Patienten finden sich signifikant erhéhte
Mengen proinflammatorischer Zytokine, von denen Interleukin-8 als

Chemoattraktor fir Neutrophile von besonderer Bedeutung ist. Uberprift
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werden soll nun, ob Stérungen des lonenhaushalts prinzipiell fir die

inflammatorischen Vorgange verantwortlich sein kénnen.
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Abb. 3.10: Hyperosmotischer Stress induziert eine dosisabhangige Sekretion und mRNA-
Expression von IL-8 in 16HBE140- Zellen. A: Die Zellen wurden fir 24 h mit isotonem oder
hypertonem Medium (Zugabe von zusatzlich 50-150 mM NaCl) inkubiert. IL-8 wurde in den
Zellkulturiberstanden mit Hilfe eines ELISA gemessen. B: Die Zellen wurden fir 6 h mit
isotonem oder hypertonem Medium inkubiert. Die steady-state Expression der IL-8 mRNA
wurde mit Hilfe der RT-kompetitiven Multiplex PCR nach gelelektrophoretischer Auftrennung (C)
quantifiziert. Angegeben sind Mittelwerte + Standardfehler (je n=3). Signifikanz gegeniber den
Kontrollen: *P < 0,01; **P < 0,001.

Um diese Hypothese zu untersuchen, wurde die Sekretion und Expression von
Interleukin-8 in Bronchialepithelzellen untersucht, die einem osmotischen Stress
ausgesetzt wurden. Dazu wurden 16HBE140-Zellen in DMEM/Ham’s F12 mit
10% fetalem Kalberserum kultiviert. 14 Tage nach Erreichen der Konfluenz
wurde dem Zellkulturmedium NaCl in aufsteigender Konzentration (Kontrolle,
50, 100 und 150 mM) zugegeben. Nach 8 h Inkubation wurde mit Hilfe eines
ELISA immunoreaktives IL-8 in den Zellkulturiberstanden bestimmt. Abbildung

3.10 A zeigt, dass hyperosmotischer Stress eine signifikante Zunahme der IL-8-
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Konzentration in den Uberstdnden verursacht. Die Zunahme der IL-8-
Konzentration ist linear abhangig von der zugegebenen Konzentration an NaCl.
Nun sollte geklart werden, ob auch die Expression der IL-8 mRNA durch einen
hyperosmotischen Stress induziert wird. Nach einer Zugabe von 50 bis 150 mM
NaCl zu dem Zellkulturmedium wurden die Zellen 6 h inkubiert. Die steady-state
Menge an IL-8 mRNA wurde anschlieRend mit der RT-kompetitiven Multiplex
PCR bestimmt (Abb. 3.10 C). Es zeigte sich eine signifikante, dosis-abhangige
Zunahme der Expression von Interleukin-8 durch eine hyperosmotische
Belastung (Abb 3.10 B), mit einem mehr als 25-fachen Anstieg gegenuber den
Kontrollwerten bei 150 mM NaCl (p<0,001).

3.4.2 Die hyperosmotische Induktion der Expression und Sekretion

von IL-8 ist zeitabhangig

In ahnlicher Weise wurde auch die Zeitabhangigkeit der Induktion von IL-8
durch hyperosmotischen Stress untersucht. 16HBE140-Zellen wurden mit
isotonem (Kontrolle) oder hypertonem Medium (Zugabe von 100 mM NaCl)
behandelt. Hyperosmotischer Stress verursachte einen zeitabhangigen Anstieg
von IL-8 in den Zellkulturiberstanden (Abb. 3.11 A). Die Ausschuttung von IL-8
war bereits nach 2 h erhoht und stieg linear an bis zu der 7-fachen Menge des
Kontrollwerts nach 12 h.

Die Behandlung der Zellen fir die Bestimmung der Expression der IL-8-mRNA
war identisch. Bereits nach 2 h war die Expression der IL-8 mRNA um das ca.
5-fache des Kontrollwerts erhoht und stieg an auf einen Maximalwert nach 6 h,
der gegenuber der Kontrolle 17-fach hoher war (Abb. 3.11 B und C). Danach
reduzierte sich die Induktion der IL-8 mRNA-Expression wieder, blieb aber
weiterhin signifikant erhdht gegenltber den Kontrollen. Nach 24 h betrug die
hyperosmotisch induzierte IL-8 mMRNA Expression immer noch das 5-fache des

Kontrollwerts.
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Abb. 3.11: Hyperosmotischer Stress induziert eine zeitabhangige Sekretion und mRNA-
Expression von IL-8 in 16 HBE140-Zellen. Die Zellen wurden in Medium mit oder ohne Zugabe

von 100 mM NaCl inkubiert. A: IL-8 wurde in den Zellkulturiiberstanden mit Hilfe eines ELISA

gemessen. B: Die steady-state Expression der IL-8 mRNA wurde mit Hilfe der RT-kompetitiven

Multiplex PCR nach gelelektrophoretischer Auftrennung (C) quantifiziert. Angegeben sind

Mittelwerte + Standardfehler (je n=3). Signifikanz gegenliber den Kontrollen: *P < 0,05; **P <

0,01; ***P < 0,001.



Ergebnisse 87

3.4.3 Die hyperosmotisch induzierte IL-8 mMRNA-Expression wird
durch p38 MAP-Kinase vermittelt

Nachdem sich gezeigt hatte, dass hyperosmotischer Stress eine Induktion der
MmRNA-Expression und Sekretion von IL-8 verursacht, wurde untersucht, welche
Faktoren an der SignalUibermittlung beteiligt sind.

Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen durch Protein-Kinasen bzw.
Phosphatasen spielen bei der Signaltransduktion von der Zellmembran in den
Zellkern eine entscheidende Rolle. Zu diesen Kinasen gehért die Familie der
MAP-Kinasen. Die Aktivierung der MAP-Kinasen durch extrazellulare
Hypertonizitat wurde bereits fur verschiedene Zelllinien aufgezeigt (Han et al.
1994; Itoh et al. 1994; Matsuda et al. 1995). Um die Rolle der MAP-Kinasen in
der Regulation von IL-8 durch hyperosmotischen Stress zu klaren, wurde der
Einfluss verschiedener spezifischer Inhibitoren auf die IL-8-mRNA-Expression
untersucht.

Benutzt wurde dazu SB-203580, ein spezifischer Inhibitor der p38 MAP-Kinase
und PD-98059, ein spezifischer Inhibitor von MEK1, der die Aktivierung der
MAP-Kinase ERK1/2 inhibiert. Die Zellen wurden mit den jeweiligen Inhibitoren
fur 1 h vorinkubiert. Da beide Inhibitoren in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelost
wurden, wurden sowohl die Kontrollen, als auch die Proben auf eine einheitliche
Konzentration von 0,1% DMSO eingestellt. Nach der Vorinkubation erfolgte
eine Stimulation mit oder ohne hyperosmotisches Medium (Zugabe von 150
mM NaCl) fur 6 h in Anwesenheit ansteigender Konzentrationen der jeweiligen
Inhibitoren.

Es zeigt sich eine deutlich signifikante, dosisabhangige Inhibierung der
hyperosmotisch induzierten IL-8 mRNA-Expression durch 5, 10 oder 25 uM des
p38 MAP-Kinase Inhibitors SB203580 (Abb. 3.12). 5 uM SB-203580 flhrten zu
einer etwa 50%igen Reduktion der IL-8 mRNA-Expression gegenuber der
hyperosmotischen Behandlung, 25 uM SB-203580 reduzierte die IL-8 mRNA-
Expression sogar um etwa 75%. Dies lasst auf eine Beteiligung der p38 MAP-

Kinase an der Signaltransduktion von hyperosmotischem Stress schliel3en.
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Abb. 3.12: Effekt von MAP-Kinase-Inhibitoren auf die Induktion der IL8-mRNA-Expression durch
hyperosmotischen Stress in primdren humanen Bronchialepithelzellen. A: Die Zellen wurden 1 h
vorinkubiert mit SB-203580, einem Inhibitor der p38 MAP, oder PD-98059, einem Inhibitor von
ERK1/2. Bis auf die Kontrollen wurden 150 mM NaCl zugegeben. Die IL-8-mRNA-Expression
wurde mit Hilfe der RT-kompetitiven Multiplex PCR nach gelelektrophoretischer Auftrennung (B)
quantifiziert. Signifikanz gegentber den Kontrollen: *P < 0,001; **P < 0,0005.

Demgegenuber konnte keine Reduktion der IL-8-mRNA-Expression durch den
MEK1-Inhbitor PD-98059 beobachtet werden. Eine Beteiligung von ERK1/2 an
der Induktion von IL-8 durch hyperosmotischen Stress scheint folglich
ausgeschlossen werden zu kdnnen, obwohl ERK1/2 durch hyperosmotischen

Stress aktiviert werden kann (Ragette et al. 1997) und an der Regulation der IL-
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8 mRNA-Expression durch andere Stressfaktoren beteiligt ist (Chen et al. 1999;
Marie et al. 1999).

3.5 Reaktive Sauerstoffspezies als Signalvermittler der

hyperosmotischen Induktion von IL-8

3.5.1 Antioxidantien supprimieren die Induktion der IL-8-Sekretion

durch hyperosmotischen Stress

Um zu Uberprufen, ob Sauerstoffradikale an der Signaltransduktion beteiligt
sind, wurde der Einfluss von Antioxidantien auf die hyperosmotische Induktion
der mRNA-Expression und der Sekretion von IL-8 untersucht. Dazu wurden
16HBE140-Zellen fuir 1 h mit oder ohne Antioxidantien prainkubiert. Verwendet
wurden Antioxidantien verschiedener Substanzklassen. Dies waren im
Folgenden: 20 mM DMTU (1,3-dimethyl-2-thiourea), 0,5 % DMSO
(Dimethylsulfoxid), 500 uM DTT (Dithiothreitol) und 500 uM 3-Mercaptoethanol.
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Abb. 3.13: Wirkung von Antioxidantien auf die Induktion der IL-8-Sekretion durch
hyperosmotischen Stress in der Zelllinie 16HBE140-. Die Zellen wurden 1 h mit verschiedenen
Antioxidantien (20 mM Dimethylthiourea (DMTU); 0,5% Dimethylsulfoxid (DMSQO), 500uM
Dithiothreitol (DTT) oder 500 uM R-Mercaptoethanol (3-ME) vorbehandelt. Bis auf die Kontrollen

wurden dem Medium anschliefend 75 mM NaCl zugegeben. Nach 6 h Inkubation wurde IL-8 in

den Zellkulturiberstdnden mit Hilfe eines ELISA bestimmt (n=4). Signifikanz gegentber den
Kontrollen: *P < 0,01; **P < 0,005.
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Nach der Prainkubation wurden die Zellen fur 6 h mit 75 mM NaCl mit oder
ohne die Antioxidatien inkubiert. IL-8 wurde in den Zellkulturiberstanden mit
Hilfe eines ELISA bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.13 als Mittelwerte +
Standardabweichung dargestellt (n=4). Es zeigte sich, dass alle Antioxidantien
zu einer signifikanten Reduktion der hyperosmotisch induzierten IL-8 Sekretion
fuhren. Es ist zu vermuten, dass reaktive Sauerstoffspezies im Rahmen einer
osmotischen Belastung auftreten und an der Induktion der IL-8-Sekretion
beteiligt sind.

Um den dosisabhangigen Einfluss der Antioxidantien auf die Sekretion von [L-8
zu Uberprifen, wurde mit primaren humanen Bronchialzellen gearbeitet, die 2
Wochen postkonfluent an der Luft-Medium Grenzflache inkubiert wurden.
Dimethylsufoxid (DMSO) ist ein bekannter Hydroxylradikalfanger ((OH), der sich
durch seine hohe Membrangangigkeit auszeichnet (Trice und Pinals, 1985). Die
primaren Bronchialepithelzellen wurden fir 1 h mit DMSO in aufsteigender
Konzentration (0,2-1% (v/v)) vorbehandelt. Anschlief3end folgte eine Inkubation
von 24 h mit oder ohne Zusatz von NaCl (100 mM). Die Messung von IL-8 in
den Zellkulturiberstanden mit Hilfe eines ELISA zeigte eine signifikante
dosisabhangige Reduktion der hyperosmotisch bedingten IL-8-Produktion durch
DMSO (Abb. 3.14 A). DMSO in einer Konzentration von 1% flhrte zu einem
fast vollstandigen Rulckgang der hyperosmotisch-bedingten IL-8-Sekretion
(P<0,0001), hatte jedoch keinen Einfluss auf die basale Ausschuttung von IL-8.
Dies ist ein indirekter Hinweis auf die Beteiligung von Sauerstoffradikalen an
der Signaltransduktionskaskade bei osmotischem Stress.

Um diese Ergebnisse zu bestatigen, wurde ein weiteres Antioxidans eingesetzt,
das einer anderen Stoffklasse entstammt. 1,3-Dimethyl-2-Thiourea (DMTU) ist
ebenfalls ein bekannter fir Hydroxylradikalfanger. Auch DMTU (2,5-25 mM)
fuhrte zu einer signifikanten dosisabhangigen Reduktion der IL-8-Sekretion
(Abb. 3.14 B). 25 mM DMTU fuhrten zu einer geringeren Reduktion der
hyperosmotisch bedingten IL-8-Sekretion als 1% DMSO, fuhrten jedoch zu

einer Reduktion der basalen Ausschuttung von IL-8.
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Abb. 3.14: Der Effekt von Antioxidantien auf die Induktion der IL-8-Sekretion durch
hyperosmotischen Stress in primaren humanen Bronchialzellen. Die Zellen wurden 1 h mit 0,2-
1% DMSO (A) oder 2,5-25 mM DMTU (B) vorinkubiert. Bis auf die Kontrollen wurden dem
Medium anschlieRend 100 mM NaCl zugegeben. Nach 12 h Inkubation wurde IL-8 in den
Zellkulturiiberstanden mit Hilfe eines ELISA bestimmt (n=3). Angegeben sind Mittelwerte +
Standardfehler (je n=3). Signifikanz gegenlber den Kontrollen: *P < 0,005; **P < 0,001; ***P <
0,0001.

3.5.2 Antioxidantien supprimieren die Induktion der IL-8-mRNA-

Expression durch hyperosmotischen Stress

Hier wurde untersucht, ob Antioxidantien nicht nur die hyperosmotisch
induzierte Sekretion von IL-8 induzieren, sondern bereits die IL-8 mRNA-
Expression beeinflussen. Die primaren humanen Bronchialepithelzellen wurden
wie bereits erwahnt, fur 1 h mit DMSO und DMTU in aufsteigender
Konzentration vorbehandelt. AnschlieBend folgte eine Inkubation von 4 h mit
oder ohne Zusatz von NaCl (100 mM). Die Messung der IL-8-mRNA-Expression
erfolgte mit der RT-kompetitiven Multiplex-PCR (Abb. 3.15 C).

Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der hyperosmotisch induzierten IL-8-
MRNA-Expression durch die Antioxidantien DMSO und DMTU (Abb. 3.15 A
und B). Auch hier hatten 25 mM DMTU einen geringeren Effekt auf die
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hyperosmotisch-induzierte IL-8 mRNA-Expression als 1% DMSO, reduzierten
aber im Gegensatz zu DMSO die basale Expression von IL-8 (Abb. 3.15 B).
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Abb. 3.15: Wirkung von Antioxidantien auf die Induktion der IL-8-mRNA Expression durch
hyperosmotischen Stress in primdren humanen Bronchialzellen. Die Zellen wurden fir 1 h mit
0,2-1% DMSO (A) oder 2,5-25 mM DMTU (B) vorinkubiert. Bis auf die Kontrollen wurde dem
Medium anschlieBend 100 mM NaCl zugegeben. Die IL-8-mRNA-Expression wurde mit Hilfe
der RT-kompetitiven Multiplex PCR nach gelelektrophoretischer Auftrennung (B) quantifiziert
(n=3). Angegeben sind Mittelwerte + Standardfehler (je n=3). Signifikanz gegenuber den
Kontrollen: *P < 0,005; **P < 0,001; ***P < 0,0001.
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3.5.3 Antioxidantien supprimieren die Aktivierung von p38 MAP-
Kinase durch hyperosmotischen Stress

Die hyperosmotisch induzierte IL-8-mRNA Expression wird durch die Aktivitat
der p38 MAP-Kinase kontrolliert. Deshalb sollte uUberpriaft werden, ob
Antioxidantien einen Einfluss auf die Aktivierung von p38 MAP-Kinase durch
hyperosmotischen Stress besitzen.

Dazu wurde eine Zeitkinetik ermittelt, die die Aktivierung der p38 Map-Kinase
durch osmotischen Stress darstellt. Humane Bronchoialepithelzellen wurden
mit 100 mM NaCl behandelt, die dem Medium zugegeben wurden. Nach 5, 10,
15, 20 und 30 min wurde Gesamtprotein isoliert. Die Proteine wurden
gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf Membranen transferiert. Mit Hilfe eines
Antikoérpers wurde die dual phosphorylierte Form der p38 MAP-Kinase auf den
Membranen detektiert. Es zeigte sich keine nennenswerte basale
Phosphorylierung der p38 MAP-Kinase in 3 identischen Versuchen. Die
Phosphorylierung nahm durch die Salzbehandlung zeitabhangig zu, bis 20 min
nach der Behandlung ein Maximum erreicht wurde (Abb. 3.16 A). Die
Phosphorylierung der p38 MAP-Kinase war jedoch nach 30 min noch deutlich
gegenuber dem Kontrollwert erhoht.

Die folgenden Versuche wurden demnach einer 20-minutigen Salzbehandlung
ausgesetzt. Humane Bronchialepithelzellen wurden flr eine Stunde mit DMSO
vorbehandelt. Danach erfolgte die Zugabe von NaCl (100 mM). Nach 20 min
wurde das Gesamtprotein isoliert, gelelektrophoretisch aufgetrennt und
geblottet. Danach erfolgte eine Detektion mit einem phosphospezifischen
Antikérper gegen p38 MAP-Kinase. Dieser Antikdrper erkennt nicht die native
p38 MAP-Kinase, sondern nur die aktivierte Form, die an Threonin180 und
Tyrosin182 dual phosphoryliert ist. Abb. 3.16 B zeigt eine dosisabhangige
Reduktion der hyperosmotisch-induzierten Phosphorylierung von p38 MAP
Kinase durch DMSO.
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Abb. 3.16: A) Zeitabhangige Aktivierung der p38 MAP-Kinase in primdren humanen
Bronchialepithelzellen durch hyperosmotischen Stress (100 mM NaCl). B) DMSO inhibiert
konzentrationsabhangig die Aktivierung der p38 MAP-Kinase in primdren humanen
Bronchialepithelzellen. Die Zellen wurden fir 1 Stunde mit DMSO vorinkubiert. Danach erfolgte
eine additive Behandlung mit 100 mM NaCl fur 20 min. Die Bilder sind exemplarisch far 3

unabhangig voneinander durchgefiihrte Versuche.

3.6 Veranderungen des Zellvolumens sind verantwortlich fiir die

hyperosmotisch induzierte Inflammation

3.6.1 Die hyperosmotische Induktion der Sekretion von IL-6 und IL-8
ist abhangig vom Zellvolumen

Werden Zellen einem osmotischen Stress ausgesetzt, verandert sich ihr
Zellvolumen. Hyperosmotischer Stress fuhrt zu einer Abnahme des
Zellvolumens, wahrend hypoosmotischer Stress zu einem Anschwellen der
Zelle fuhrt. Im Hinblick auf das Bronchialepithel sind diese Vorgange von
besonderem Interesse, da Uber die Atemwege bis zu 700 ml Flussigkeit pro Tag
verloren gehen, wobei die Atemwegsflissigkeit standig regeneriert werden
muss.

Hierbei spielt CFTR in der Regulation des Wasser- und lonenhaushalts eine

besonders wichtige Rolle. Es zeigt sich, dass CF-Zellen gerade in der
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Regulation ihres Zellvolumens eingeschrankt sind (Valverde et al., 1995;
Seidler et al., 2001; Cho et al., 2004). Im folgenden Versuch sollte untersucht
werden, ob die hyperosmotische Induktion der IL-8-Sekretion eine Folge der
Hyperosmolaritat per se ist, oder abhangig von daraus resultierenden
Veranderungen des Zellvolumens.

Dazu wurden drei verschiedene Substanzen verwendet. Mannitol und NaCl
konnen die Zellmembran nicht passieren. Eine hypertone Belastung mit diesen
Substanzen flhrt zu einer Abnahme des Zellvolumens. Fur Harnstoff jedoch ist
die Zellmembran permeabel. Hyperosmotische Belastungen mit Harnstoff
fihren zu einer erhdhten Osmolaritat in der Zelle wie auch bei NaCl und

Mannitol, jedoch zu keiner Veranderung des Zellvolumens.
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Abb. 3.17: Die hyperosmotisch induzierte Sekretion von IL-6 (A) und IL-8 (B) ist abhangig vom
Zellvolumen. 16HBE140- Zellen wurden fir 6 h mit NaCl (N), Mannitol, (M) oder Harnstoff
(Urea; U) behandelt. Die Substanzen wurden in einer Osmolaritdt von 100 und 200 mosm
eingesetzt. NaCl und Mannitol verursachen eine Abnahme des Zellvolumens, Harnstoff nicht.
Bei gleicher Osmolaritdt kommt es nur bei NaCl und Mannitol zu einer Induktion der Sekretion
von IL-6 und IL-8. Diese Induktion ist dosisabhangig. Angegeben sind Mittelwerte
+Standardfehler. Signifikanz gegenitber den Kontrollen: * P < 0,005; ** P < 0,0005; *** P <
0,00006.
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Subkonfluente 16HBE140- Zellen wurden fir 12 h mit 100 und 200 mosm NacCl,
Mannitol oder Harnstoff behandelt. Danach wurden die Konzentration von IL-6
und IL-8 in den Zellkulturiberstanden mit Hilfe eines ELISA gemessen. Es
zeigte sich ein signifikanter Anstieg sowohl der Sekretion von IL-6, als auch der
Sekretion von IL-8 durch die Behandlung mit NaCl und Mannitol. Harnstoff
verursachte keinen Anstieg der IL-6- und IL-8-Sekretion gegenuber den
Kontrollen. Der Anstieg der Sekretion von IL-6 und IL-8 durch NaCl und
Mannitol wies eine Konzentrationsabhangigkeit auf. Es zeigt sich weiterhin,
dass die durch NaCl und Mannitol hervorgerufene Induktion sowohl bei IL-6 als
auch bei IL-8 die gleiche Auspragung aufweist. Dies lasst vermuten, dass die
Induktion beider Interleukine abhangig von der Osmolaritdt und nicht der
Molaritat beider Substanzen ist.

Da sich bei Harnstoff, trotz identischer Osmolaritat, keine Induktion der
Interleukin-Sekretion zeigt, ist die hyperosmotisch induzierte Sekretion von IL-6
und IL-8 folglich nicht von der Osmolaritat an sich abhangig, sondern von den

dadurch verursachten Veranderungen des Zellvolumens.

3.6.2 Hyperosmotische Belastungen mit Mannitol und NaCl, nicht

jedoch Harnstoff, filhren zu einer Abnahme des Zellvolumens

Die Volumenveranderungen, die durch Mannitol, NaCl und Harnstoff
hervorgerufen werden, wurden durchflusszytometrisch Uberprift (siehe 2.2.7).
16HBE140-Zellen wurden trypsiniert und nach einer Adaptierungszeit von 45
min entweder isoosmotischem oder hyperosmotischem Medium ausgesetzt.
Die Hyperosmolaritat wurde mit 150 mosm NaCl, Mannitol oder Harnstoff
eingestellt. Abb. 3.18 A zeigt, dass sowohl NaCl, als auch Mannitol nach einer
Behandlung von 90 min zu einer Abnahme des Zellvolumens flhren, Harnstoff
hingegen nicht. Dies bestatigt die voraus gegangenen theoretischen
Uberlegungen. Als Messparameter fir das Zellvolumen diente das

Vorwartsstreulicht (Vorwartsstreuung; forward light scatter; FSC). Das
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Vorwartsstreulicht ist abhangig von der ZellgroRe und kann somit flr
semiquantitative Analysen des Zellvolumens verwendet werden (Feranchak et
al., 2001).

Das Seitwartsstreulicht (Seitwartstreuung; sideward light scatter, SSC) zeigt die
Granularitat der Zellen an. Wie Abb. 3.18 B zeigt, fuhrt keine der verwendeten
Substanzen zu einer signifikanten Anderung der Granularitat der Zellen nach 90

min.
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Abb. 3.18: Durchflusszytometrische Bestimmung des Zellvolumens nach Behandlung von
16HBE140-Zellen mit 150 mosm NaCl, Mannitol und Harnstoff fir 90 min. Das
Vorwartsstreulicht (forward light scatter; FSC) gibt Auskunft iber das Zellvolumen (A), wahrend
das Seitwartssteulicht (sideward light scatter; SSC) Auskunft Uber die Granularitat der Zellen
gibt (B). Mannitol und NaCl fihren nach 90 min zu einer Zellvolumenabnahme, Harnstoff
hingegen nicht. Keine der Substanzen fihrt zu einer signifikanten Veranderung der Granularitat

der Zellen. Die Bilder sind exemplarisch fur 3 unabhangig voneinander durchgefihrte Versuche.

3.6.3 Die hyperosmotische Aktivierung von p38 MAP-Kinase in

Bronchialepithelzellen ist abhangig vom Zellvolumen

Da die hyperosmotische Induktion von IL-8 abhangig von der Aktivierung der
p38 MAP-Kinase war und die Sekretion von IL-8 eher auf eine osmotisch
bedingte Zellvolumenabnahme als durch die Osmolaritdt per se

zuruckzufihrten war, wurde an 16HBE140-Zellen Uberprift, ob die p38 MAP-
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Kinase ebenfalls Uber Zellvolumenveranderungen beeinflussbar ist. Hinweise
darauf ergaben sich durch die Versuche von Roger et al. (1999), die eine
Abhangigkeit der Phosphorylierung der p38 MAP-Kinase von hyperosmotisch
bedingten Anderungen des Zellvolumens in Nierenzellen der Ratte nachweisen
konnten.

Die 16HBE140-Zellen wurden mit oder ohne 300 mosm Mannitol, NaCl oder
Harnstoff behandelt. Nach 30 min wurde Gesamtprotein isoliert. Die Proteine
wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf Membranen transferiert. Mit
Hilfe eines Antikorpers wurde die dual phosphorylierte Form der p38 MAP-
Kinase auf den Membranen detektiert. Es zeigte eine geringe basale
Phosphorylierung der p38 MAP-Kinase bei 3 identischen Versuchen. Die
Behandlung mit NaCl und Mannitol fuhrte zu einer deutlichen Zunahme der

Phosphorylierung der p38 MAP-Kinase, wahrend die Behandlung mit

K N M U

<+« p38

Abb. 3.19: Zellvolumen-abhangige Aktivierung der p38 MAP-Kinase in hyperosmotisch
behandelten 16HBE140-Zellen. Die Zellen wurden fir 30 min mit 300 mosm Mannitol (M), NaCl
(N), oder Harnstoff (Urea; U) behandelt. NaCl und Mannitol fiihren zu einer Abnahme des
Zellvolumens und zu einer Aktivierung der p38 MAP-Kinase. Harnstoff fihrt zu keiner Abnahme
des Zellvolumens und auch zu keiner Aktivierung der p38 MAP-Kinase. Die Aktivierung der p38
MAP-Kinase ist folglich eher auf die osmotisch bedingte Anderung des Zellvolumens, als auf die
Osmolaritat an sich zurtickzufiihren. Die Bilder sind exemplarisch fir 3 unabhangig voneinander

durchgefiihrte Versuche.
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Harnstoff, keine Uber die basale Aktivierung hinausgehende Phosphorylierung
verursachte. Da nur NaCl und Mannitol zu einer Abnahme des Zellvolumens
fuhren, legen die Ergebnisse nahe, dass die Aktivierung der p38 MAP-Kinase in
erster Linie von den hyperosmotisch bedingten Veranderungen des

Zellvolumens abhangen und nicht von der Osmolaritat an sich.
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4 Diskussion

4.1 Die Kultivierung primarer humaner Bronchialepithelzellen

Die Etablierung der Kultur humaner Bronchialepithelzellen an unserem Institut
ermdglicht erstmals Untersuchungen an einem in-vitro-Modell des humanen
Bronchialepithels, anstelle der Verwendung immortalisierter Zellinien. Die
Gewinnung des Materials erfolgte aus Lungenteilresektaten unmittelbar nach
der Resektion. Die Verwendung spezifischer Kulturbedingungen, wie der
Verwendung serumfreier, supplementierter Kulturmedien, sowie die
Beschichtung der Kulturoberflachen mit adharenzoptimierenden Komponenten
dient zum einen der selektiven Aussaat reiner Bronchialepithelzellen, als auch
deren Propagation und Differenzierung. Die anschlieRende Charakterisierung
der kultivierten Zellen zeigte deren bronchoepithelialen Charakter. Sie
zeichneten sich aus durch das charakteristische kopfsteinpflasterartige
Erscheinungsbild, sowie durch die immunhistochemische ldentifizierung von
Cytokeratin 18, das einen Marker der apikalen Zellschicht des Bronchialepithels
darstellt.  Verunreinigungen der Kultur mit  Fibroblasten  konnten
lichtmikroskopisch nach 2-3 Passagen nicht mehr nachgewiesen werden.
Verunreinigungen mit Muskelzellen oder Zellen mesodermalen Ursprsprungs
konnten durch die immunhistochemische Untersuchung mit Antikbrpern gegen

die Marker Vimentin und Desmin ausgeschlossen werden.

411 Die Adharenzoptimierung

Primare Bronchialepithelzellen adharieren im Gegensatz zu immortalisierten
Bronchialepithelzelllinien nur in geringem Mal3e an reine Plastikoberflachen. Far
die  Kultur primarer Bronchialepithelzellen  beschichtet man die
Plastikoberflachen der Kulturgefalle deshalb mit Kollagen, Fibronektin oder
Laminin. Kollagen, Fibronektin und Laminin sind neben Heparansulfat-
Proteoglykanen  natirlich  vorkommende  strukturelle  Molekule  der
extrazelluldren Matrix (ECM) (zur Ubersicht: Edwards und Streuli, 1995; Lin und
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Bissell, 1993). Die Epithelzellen der oberen Atemwege adharieren an diese
ECM-Molekile im bronchopulmonalen Interstitium und der Basalmembran.

Fur die Kultur bronchialer Epithelzellen wird die Beschichtung der
Plastikoberflachen mit Kollagen bevorzugt. Die Verwendung von Kollagen ist
hinsichtlich seiner Adharenzeigenschaften gegenuber primaren
Bronchialepithelzellen der Verwendung von Fibronektin oder Laminin
vorzuziehen. Kollagen ist nicht nur fur eine optimale Adharenz, sondern dartuber
hinaus auch fur die erfolgreiche Differenzierung der primaren
Bronchialepithelzellen zu mukosekretorischen, zilienbesetzten Zellen ex vivo
erforderlich (Jetten et al., 1987; Rearick et al., 1987; Wu et al., 1990).

Kollagen induziert dabei Signale, die durch diverse Zelladhasionsmolekule
vermittelt werden (Rosales et al., 1995), unter denen die Integrine von
besonderer Bedeutung sind (Clark und Brugge, 1995). Die Beteiligung von
Integrinen flhrt zu einer Aktivierung von Protein-Tyrosinkinasen (PTKs) wie z.B.
der focal adhesion kinase (FAK) und der Familie der Src-Kinasen, dem
Phosphatidylinositol-3°-Kinase-Weg (King et al., 1997) und MAP-Kinasen (Chen
et al., 1994; Schlaepfer et al., 1994). Die kollagen-abhangige Regulation dieser
Signaltransduktionskaskaden bildet die Grundlage der spateren Propagation
und Differenzierung der Bronchialepithelzellen. Die Beschichtung der
KulturgefalRe mit Kollagen dient somit der Simulation einer Basalmembran und
ermdglicht annaherungsweise physiologische Bedingungen, unter denen
Kollagen zusammen mit den anderen Strukturproteinen eine essentielle Rolle
bei der Reepithelisierung der Lunge nach entsprechenden

Gewebsschadigungen zugerechnet wird (Peter et al., 1990).

41.2 Propagierung und Differenzierung primarer humaner

Bronchialepithelzellen

Fir die Kultur primarer Bronchialepithelzellen ist die Verwendung serumfreier
Medien erforderlich. Anfanglich wurde dazu ein kommerziell erhaltliches

Medium verwendet, das Bronchial Epithelial Cell Growth Medium™ der Fa.
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Promocell (Heidelberg). Dieses Medium orientiert sich an den Rezepturen der
Medien LHC-8 und LHC-9 von Lechner & Laveck (1985).

Rinder- oder humane Seren fuhren zu einer dosisabhangigen Reduktion der
Proliferation primarer humaner Bronchialepithelzellen, wahrend gleichzeitig das
Wachstum von Fibroblasten begunstigt wird. Robinson et al. (1984)
quantifizierten die Kontamination der Kultur humaner Bronchialepithelzellen
durch Fibroblasten auf 10-20 % bei der Verwendung von 10 % humanem
Serum. Mit abnehmendem Serumgehalt wird das Wachstum der
Bronchialepithelzellen deutlich gesteigert, wahrend das Wachstum der
Fibroblasten abnimmt und die Fibroblastenkontamination unter serumfreien
Bedingungen nahezu vollstandig gehemmt wird.

Neben einer selektiven Komponente kommt dem Verzicht auf Serum aber auch
eine qualitative Bedeutung bei. Ein weiterer unerwiunschter Nebeneffekt der
Verwendung von Serum flur die Kultur humaner Bronchialepithelzellen ist die
Forderung der Plattenepithelmetaplasie (Lechner et al., 1984). Sie
kennzeichnet sich durch eine Erhdhung der Membranvernetzungen, eine
irreversible Hemmung der DNA-Synthese, eine Abnahme der Wachstumsrate
und eine VergrolRerung der Zelloberflache. Im Wesentlichen ist flr diese
Metaplasierung der im Serum vorhandene Thrombozytenwachstumsfaktor
TGF-B verantwortlich. Er scheint nicht nur den Metaplasierungsgrad der
Bronchialepithelzellen zu erhéhen, sondern fordert zudem die Proliferation der
Fibroblasten.

Durch den Verzicht von Serum entfallen jedoch auch darin enthaltene
wachstumsfordernde Inhaltsstoffe. Sie werden in der Regel supplementiert.
Wesentlich flr eine gleichbleibend hohe Zellvermehrungsrate ist die
Supplementierung mit Faktoren, wie Insulin, EGF und Hydrokortison, wahrend
die initiale Beschleunigung des Zellauswuchses bioptischer Explantate die
Zugabe von Rinderhypophysenextrakt, T3, Adrenalin und Retinolsaure erfordert
(Lechner et al.,, 1984). Retinolsdure und Adrenalin verhindern zudem die
Metaplasierung. Lechner und LaVeck zeigten, das die Wirkung der
Supplemente komplexen Interaktionen unterliegt. So ist der
Rinderhypophysenextrakt inaktiv, wenn kein EGF vorhanden ist. T3 fordert den
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Zellauswuchs nicht, wenn nicht sowohl der Rinderhypophysenextrakt als auch
EGF im Medium anwesend sind.

Siegfried und Nesnow (1984) bestatigten diese Ergebnisse. Ohne die
Supplementierung des Mediums mit EGF, Insulin und Hydrokortison, erfolgte
kein Auswuchs der Kulturen. Fehlten nur ein oder zwei dieser Supplemente,
reduzierte sich die Effizienz des Mediums um 50 bis 60 %. Besonders EGF
sollte in geringen Konzentrationen immer im Medium vorhanden sein. In
hdherer Konzentration fordert EGF die Zellvermehrungsrate, es muss jedoch
bertcksichtigt werden, dass es ab 10 ng/ml die Differenzierung der Zellen und
deren Wachstum inhibiert (Gray et al., 1996; Wu et al., 1997). Unter der in der
Literatur haufig verwendeten Konzentration von bis zu 25 ng/ml sind
differenzierte Zellen nicht zu erwarten. Aus diesem Grund wurden in der
vorliegenden Arbeit  fur das Expansionsmedium 5 ng EGF/mIMedium
verwendet.

Ebenfalls proliferationsfordernd wirken auf alveolare Typ IlI-Zellen der
Keratinozyten-Wachstumsfaktor (keratinocyte growth factor; KGF; Panos et al.,
1993) sowie der Hepatocyten-Wachstumsfaktor (hepatocyte growth factor,
HGF; Panos et al., 1993; Shiratori et al., 1995). Aus diesem Grund wurden dem
Expansionsmedium 5 ng/ml HGF und 10 ng/ml KGF zugegeben. Die
Supplementierung des Expansionsmediums mit einer hdheren Konzentration an
EGF, sowie die zusatzliche Verwendung von KGF und HGF ergab eine
deutliche Steigerung der Zellausbeuten gegenuber der Verwendung des
Promocell-Originalmediums (siehe 3.1.1).

FUr das Differenzierungsmedium wurden die Konzentrationen fur EGF, KGF
und HGF reduziert um ihren proliferationsférdernden Einfluss einzudammen.
HGF und KGF wirken sich in geringerer Konzentration positiv auf die
Differenzierung von Atemwegsepithelzellen aus. Dabei vermag KGF in
alveolaren Typ IlI-Zellen die Expression der Surfactant-Proteine A und D
aufrechtzuerhalten, deren Bildung mit zunehmender Kulturdauer ansonsten
zum Erliegen kommen wirde (Mason et al., 2002). Zusatzlich wurden im
Differenzierungsmedium Choleratoxin und Retinolsaure supplementiert, die

beide einen fordernden Einfluss auf die Differenzierung epithelialer Zellen
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besitzen (Rosenfield et al.,, 2002; DelLuca, 1991) und die Ziliogenese
bronchoepithelialer Zellen (De Jong et al., 1994)

41.3 Die Kultivierung an der Luft-Medium-Grenzflache

Die biphasische Kultivierung primarer humaner Bronchialepithelzellen an der
Luft-Medium-Grenzflache (air-liquid culture) ist eine wesentliche Voraussetzung
fur deren mucoziliare Differenzierung und wurde bei allen Kulturen verwendet.
Eine Ausnahme bildete lediglich die apikale Zugabe osmotisch veranderter
Medien. De Jong et al. (1994) kultivierten Bronchialepithelzellen sowohl
biphasisch an der Luft-Medium-Grenzflache als auch monophasisch mit
apikaler Mediumzugabe. Unter den monophasischen Bedingungen waren
elektronenmikroskopisch Prozentriolen, Basalkorper oder funktionsfahige Zilien
nicht detektierbar. Unter biphasischen Bedingungen waren nach 21 Tagen
funktionelle Zilien zu beobachten und es differenzierte sich ein mucoziliares
Epithel. Die fur die Ziliogenese unter monophasischen Bedingungen
erforderliche Retinolsdure war unter biphasischen Bedingungen nicht
erforderlich. Es wird allgemein angenommen, dass nur in vitro ein
Substratgradient fur die Ziliogenese und Differenzierung erforderlich ist, da die
Differenzierung und Ziliogenese in vivo auch in der fetalen Lunge stattfindet,

also unter monophasischen Bedingungen.
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4.2 Grundlagen quantitativer PCR-Verfahren

In der vorliegenden Arbeit wurde ein PCR-Verfahren erstellt, das die Expression
von Genen in niedriger Kopienzahl oder aber in Proben mit geringer RNA-
Menge ermdoglicht. Geringe Ausgangsmengen an RNA wiesen vor allem die
Primarkulturen von  humanem  Bronchialepithel als auch frische
Gewebeburstungen des Bronchial- und Nasenepithels auf. Besonders die
Primarkulturen ergaben fur vergleichende Versuche mit n=3 nur etwa 0,5-1,5 ug
Gesamt-RNA/Probe, wahrend die Gewebeblrstungen zwischen 0,5 und 5 ug
variierten.

Die RT-kompetitive Multiplex-PCR erlaubte zuverlassige Bestimmungen und
basierte auf einer Weiterentwicklung kompetitiver PCR-Verfahren, die
gegenuber der herkdbmmlichen PCR deutlich praziser sind (Zimmermann und
Mannhalter, 1996). Folgende Grundlagen dienten der Erstellung der RT-
Kompetitiven Multiplex-PCR

Theoretisch ist die PCR eine Kettenreaktion, bei der das Produkt des
vorangegangenen Amplifikationszyklus als Matrize flr den nachsten Zyklus
dient. Daraus resultiert ein exponentieller Anstieg des Reaktionsprodukts. Die
exponentielle Natur des Amplifikationsprozesses verursacht jedoch einige
Schwierigkeiten bei der Quantifizierung von Nukleinsduren, so dass einige
Autoren die Quantifizierung von RNA mit Hilfe der PCR skeptisch betrachten
(Hengen, 1995). Wahrend der Amplifikation verdoppelt sich die Menge an
Reaktionsprodukt theoretisch in jedem PCR-Zyklus:

(1) N=Np 2"
N = Anzahl der amplifizierten Molekule
No= initiale Anzahl an Molekilen
n = Anzahl der PCR-Zyklen

Ein  entscheidender Faktor fur die quantitative PCR st die

Amplifikationseffizienz (E). Damit wird der Anteil des Templats beschrieben, der
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in jedem PCR-Zyklus repliziert wird. Da E durch eine gro’e Anzahl von
Faktoren beeinflusst wird, ist E experimentell immer kleiner als das Ideal (E=1)

und fuhrt zu folgender Beschreibung der Akkumulation von PCR-Produkten:

(2) N=No (1+E) oder
log N =log Ny +log (1+E)"

Bei der Darstellung von Log N gegen die Anzahl der PCR-Zyklen (n) ergibt sich
eine lineare Kurve, deren Schnittpunkt mit der y-Achse den Logarithmus der
initialen Molekilmenge (Log No) und deren Anstieg (1+E)" reprasentiert. Bei
Ermittlung von E aus dem Anstieg der linearen Kurve kann Ng direkt ermittelt

werden.

Gleichung (2) ist jedoch nur gultig, wenn die Syntheseseffizienz E konstant ist.
Dies trifft nur auf die exponentielle Phase der PCR zu. Zu Beginn der PCR-
Reaktion erhoht sich die PCR-Produktmenge noch exponentiell, und E liegt
nahe 1. Dabei ist nur die Menge an Templat limitierend. Spater werden andere
Faktoren limitierend wie z.B. die verfUgbare Menge an Primern oder
Nukleotiden und die Abnahme der Polymeraseaktivitat. Dies fuhrt zu einer
Abnahme der Syntheseeffizienz und die Reaktion erreicht eine Plateauphase.

Eine Quantifizierung von Nukleinsduren ist folglich nur in der exponentiellen
Phase der PCR madglich. Der Eintritt in die Plateauphase kann in der Praxis nur
schwer kontrolliert werden. Aus Gleichung (2) wird klar, dass das Erreichen der
Plateauphase im Wesentlichen von der initialen Molekilmenge No und der
Syntheseeffizienz E abhangt. Bei der herkdmmlichen PCR kann jedoch weder
die Syntheseeffizienz (Siebert und Larrick 1992) noch die initiale Molekilmenge
kontrolliert werden (Apostolakos et al. 1993). Aus diesem Grund wurden
verschiedene Standardisierungen entwickelt, die diese Probleme kontrollieren

sollten.
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4.21 Der Einsatz von Standards in der quantitativen PCR

Zur Kalibrierung quantitativer PCR-Verfahren wurden in den letzten Jahren
verschiedene Standardisierungen entwickelt. Einige Autoren entschieden sich
dabei fir die simultane Messung eines Referenz- oder Kontrollgens im selben
Reaktionsgefal® (interne Standardisierung) oder in parallelen Reaktionsgefalien
(externe Standardisierung) (Chelly et al., 1990; Mohler und Butler, 1991;
Noonan et al., 1990 Trapnell et al., 1991). Haufige Beispiele fur Referenz- oder
Kontrollgene sind dabei die Gene fur Aktin (Trapnell et al., 1991) oder die
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) (Rosenfeld et al., 1992;
Yoshimura et al. 1992; Loitsch et al. 1999), deren Expression unter den meisten
Bedingungen als konstant angesehen wird.

Die externe Standardisierung weist mehrere Nachteile auf. Schwankungen der
Syntheseeffizienz (E) zwischen parallelen Reaktionsgefalen sowie die initiale
Molekiulmenge (No) konnen nicht ausreichend kontrolliert werden. Selbst
geringe Schwankungen in den Reaktionsbedingungen werden somit um ein
Vielfaches verstarkt. Die Quantifizierung bleibt auch hier auf die exponentielle
Phase der PCR beschrankt.

Interne Standards bieten eine partielle Losung dieser Probleme. Interne
Standards konnen die erwahnten Referenzgene sein (endogener oder
naturlicher Standard) oder ein Standard, der kunstlich hergestellt wird und in
der Regel mit denselben Primern amplifiziert wird wie das endogene Target

(exogener Standard).

4.2.2 Die Quantitative PCR mit internen Standards

Das Ziel der quantitativen PCR ist naturlich, aus der Menge des PCR-Produktes
direkt die initiale absolute Anzahl der zu amplifizierenden Molekule (No) oder die
relativen Unterschiede in den Ausgangsmengen an Ny in verschiedenen Proben
zu ermitteln. Die Angabe der relativen Unterschiede zwischen verschiedenen

Proben ist dabei fur die meisten experimentellen Fragestellungen ausreichend.
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Bei dem Einsatz von endogenen internen Standards werden Standard und
Target im gleichen Reaktionsgefal® amplifiziert. Die Menge an amplifizierten
Targetmolekilen (N;) und endogenem Standard (Ns) wird folgendermalien

beschrieben:

(3) Nt = Not (1 + E)" ; Ns = Nos(1 + E)"
Not = Initiale Anzahl an Targetmolekulen
Nos = Initiale Anzahl an Standardmolekulen
Nt = Menge an amplifizierten Targetmolekilen
Ns = Menge an amplifizierten Standardmolekulen
E: = Effizienz der Targetamplifikation

Es = Effizienz der Standardamplifikation

aus der Kombination von (3) ergibt sich

(4) N/Ns = No(1+ E)"Nos (1+ Es)"

Die Gleichungen (3) und (4) weisen auf ein Problem hin. Die Menge an
amplifizierten Moleklilen von Target (N;) und Standard (Ns) sollte nach
Madglichkeit vergleichbar sein. Eine Variable daflr ist die initiale Anzahl an
Molekilen fir Standard (Nos) und Target (Not). Es zeigt sich in der Praxis, dass
die simultane Bestimmung von Genen, die in hoher Kopienzahl exprimiert
werden, und von Genen, die in niedriger Kopienzahl exprimiert werden oft nicht
mdglich ist. Ein Gen, das in hoher Kopienzahl vorliegt, ist oft schon in der
Plateauphase, wahrend das Gen mit niedriger Kopienzahl noch gar nicht
detektierbar ist.

Eine weitere aus der Gleichung (3) und (4) hervorgehende Ursache fur die
Unterschiede zwischen N; und Ns sind Unterschiede in der Syntheseeffizienz
von Standard (Es) und Target (E:). Es ist nicht ungewdhnlich dass die
Verwendung verschiedener Primerpaare bis zu 1000-fache Unterschiede in der

Sensitivitat hervorrufen kann (He et al., 1994).
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Fir Gleichung (4) qilt prinzipiell, dass bei bekannter initialer Konzentration der
Standards die relative initiale Konzentration der Targets auch bei
unterschiedlichen Amplifikationseffizienzen von Target und Standard ermittelt
werden. Gunstiger ist es jedoch, mit gleichen Amplifikationseffizienzen zu

arbeiten (E; = Es). Dadurch vereinfacht sich Gleichung (4):

(5) Not/Nos = Ni/Ns = Ad/As
A: = Menge an PCR-Produkt der spezifischen cDNA
As = Menge an PCR-Produkt des Standards

Die Verwendung von Gleichung (5) zur absoluten Quantifizierung der initialen
Anzahl von Targetmolekulen setzt voraus, dass die Amplifikationseffizien E in
jeder einzelnen PCR ermittelt wird. Diese aufwendige Praxis wird haufig durch
den Vergleich der PCR-Produktmenge in verschiedenen Proben ersetzt. Diese
semiquantitative oder vergleichende PCR ist fur die meisten experimentellen
Fragestellungen ausreichend.

In der vorliegenden Arbeit sollte u.a. die Expression des CFTR-Gens bestimmt
werden. N; ware also die Menge an amplifizierten CFTR-Molekulen, wahrend Ng
die Menge an amplifizierten Standardprodukten des Referenzgens GAPDH ist.
Der Einsatz unterschiedlicher Primerpaare fur CFTR und GAPDH fuhrt zu
unterschiedlichen Amplifikationseffizienzen fur Target (E;) und Standard (Es).
Dies limitiert die Vergleichbarkeit verschiedener Proben. Des Weiteren liegt die
CFTR-mRNA in nur geringer Kopienzahl vor. Im menschlichen Bronchialepithel
finden sich nur 0,1 — 1 Kopie pro Zelle (Trapnell et al., 1991). Die mRNA von
GAPDH liegt jedoch, abhangig vom Zelltyp in einigen 100 bis 1000 Kopien vor.
Somit unterscheiden sich Ng: und Nos voneinander. Um dieses Problem zu
|0sen, ware eine zusatzliche exogen interne Standardisierung erforderlich, bei
der gegenuber der endogen internen Standardisierung die Syntheseeffizienzen
fur Target (Et) und Standard (E) in der Regel identisch sind. Dazu bedient man

sich kompetitiver Quantifizerungssysteme.
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4.2.3 Die kompetitive PCR

Bei der kompetitiven PCR wird eine bekannte Anzahl von Kopien eines
exogenen internen Standards zusammen mit dem Target koamplifiziert. Der
Standard wird so konzipiert, dass zwischen Standard und Target mindestens
die Primerbindungsstellen identisch sind. Standard und Target konkurrieren im
gleichen Reaktionsgefal® um die Faktoren, die den Amplifikationsprozef}
limitieren. Eine Verdlinnungsreihe wird entweder vom zu quantifizierenden
Target oder vom Standard angefertigt und einer konstanten Menge der jeweils
anderen Komponente zugesetzt. Die resultierenden PCR-Produkte von
Standard und Target mussen in den nachfolgenden Nachweisreaktionen
entweder aufgrund ihrer  GroRendifferenz, einer  unterschiedlichen
Restriktionsstelle oder durch eine spezifische Hybridisierungsreaktion
voneinander unterscheidbar sein.

Eine grundlegende Voraussetzung fur die kompetitive PCR sind identische
Amplifikationseffizienzen von Standard und Templat. Erst dann kann die initiale
Anzahl von Targetmolekulen (Not) durch den Vergleich der relativen Menge der
amplifizierten Reaktionsprodukte Standard (As) und Target (A¢) entsprechend
Gleichung (5) bestimmt werden.

Dabei wird der Logarithmus des Quotienten A/As als Funktion des Logarithmus
der initialen Anzahl an Standardmolekulen (Nos) dargestellt. Die initiale Anzahl
an Targetmolekilen wird aus dieser Kurve unter der Annahme extrapoliert, daf
Not in dem Punkt gleich Ngs ist, in dem beide PCR-Produkte equimolar
vorliegen. Der Quotient des Logarithmus der beiden PCR-Produkte (log A/As)
ist dabei 0. Dieser Quotient bleibt im Verlauf der gesamten Amplifikation,
sowohl wahrend der exponentiellen Phase, als auch wahrend der Plateau-
Phase gleich. Damit ist eine Quantifizierung auch dann moglich, wenn die PCR-
Reaktion die Plateauphase erreicht hat (Pannetier et al., 1993; Cottrez et al.,
1994; Morrison und Gannon, 1994;).
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424 Die RT-Kompetitive Multiplex—-PCR (RCMP)

Die RT-kompetitive Multiplex PCR ist eine WeiterfiUhrung der kompetitiven PCR.
Dabei werden mehrere kompetitive PCRs in einem Ansatz amplifiziert. Es
handelt sich folglich um eine kompetitive PCR mit exogen interner und endogen
interner Standardisierung.

Der Einflu der initialen Kopienzahl und der Syntheseeffizienz von Target (Not
und E;) und Referenzgen (Nos und Es) fuhrt in der Regel zu unterschiedlichen
Mengen an Amplifikaten zwischen den verschiedenen Target/Kompetitor-
Systemen (N; und Ng). Diese Unterschiede wurden durch die Verwendung
verschiedener Mengen an Primern (GAPDH: 5 pmol/Primer; CFTR: 30
pmol/Primer) nivelliert. Damit wird gewahrleistet, das GAPDH friher in die
Plateauphase eintritt als CFTR. Die Amplifikation wird fortgesetzt, bis CFTR
dieselbe Menge an Amplifikaten erreicht hat. Vorausgesetzt, dass kein anderer
Faktor die PCR limitiert, wird die Plateau-Phase der einzelnen
Target/Kompetitor-Systeme Uber die Primerkonzentration eingestellt. Diese
Vorgehensweise ist nur mit einem kompetitiven Quantifizierungssystem
maoglich, da das Verhaltnis von Target und Kompetitor wahrend des gesamten
Amplifikationsprozesses unverandert bleibt.

Damit sind zwei Probleme der konventionellen RT-PCR gelost:

1. mRNAs mit hoher oder niedriger Kopienzahl konnen mit der hier
beschriebenen Methode koamplifiziert werden.

2. Die semiquantitative Quantifizierung ist unabhangig von den

Syntheseeffizienzen von Target und Referenzgen.

4241 Die RCMP kontrolliert die initiale RNA-Menge

Theoretisch sollte bei der RT-kompetitiven Multiplex PCR das Verhaltnis
zwischen einem Referenzprodukt, wie z.B. GAPDH, und dem zu bestimmenden
Produkt, wie z.B. CFTR, unabhangig von der initialen Menge an RNA sein.

Fiihrt man diese Uberlegung weiter, ware es nicht erforderlich die initiale
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Beladung mit RNA zu bestimmen, solange man garantieren kann, dass die
reverse Transkription nicht Uberladen wird.

Dies wurde ein Problem l6sen, das bei der Arbeit mit primarem Material oder
Primarkulturen oft auftaucht. So ist die RNA-Ausbeute von Zellen die mit Hilfe
von Biopsien oder Nasal- und Bronchialblrstungen gewonnen wurden sehr
gering. In der Regel gewinnt man nur 0,5 ug RNA pro Burstung. Vergleichbar
geringe Mengen erreichte man auch bei der Kultivierung der primaren humanen
Bronchialepithelzellen. Diese Menge an RNA ist als Sediment gerade noch mit
dem Auge wahrnehmbar, reicht jedoch nicht aus, wenn eine
spektrophotometrische Bestimmung der RNA-Menge und eine anschliel3ende
RT-PCR vorgenommen werden muss. Wenn die Quantifikation mit der RT-
kompetitiven Multiplex-PCR tatsachlich unabhangig von der initialen Menge an
RNA sein sollte, dann koénnten geringe RNA-Mengen ohne vorherige

Quantifikation der mMRNA-Menge verwendet werden.

Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurden jeweils 6 reverse Transkriptionen
mit unterschiedlichen Mengen an RNA vorgenommen. Die Auswertung der
anschlieRenden RT-kompetitiven Multiplex PCR ergab fir die verschiedenen
RNA-Mengen hochgradig reproduzierbare Ergebnisse fur das Verhaltnis von
GAPDH zu CFTR (Tab. 3.1). Diese Ergebnisse bestatigen die Vermutung, dass
die RT-kompetitive Multiplex PCR Schwankungen der initialen Beladung mit
RNA ausgleichen kann. Herkdmmliche PCRs kénnen, wie bereits erwahnt, die
initiale Beladung nicht kontrollieren (Dostal et al., 1994, Auboef und Vidal 1997).
Dazu bedarf es einer gleichzeitigen exogen und endogen internen
Standardisierung. Mit der RT-kompetitiven Multiplex-PCR ist es erhalt man
hochreproduzierbare Ergebnisse auch mit limitierten Untersuchungsmaterialien

wie Nasal- und BronchialbuUrstungen sowie primaren Zellkulturen.

4.24.2 Die Verwendung Einsatz von cDNA-Kompetitoren

Einige Autoren benutzen als Kompetitoren cDNA-Fragmente (RT-kompetitive

PCR), die nach der reversen Transkription zugegeben werden (Auboeuf und
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Vidal, 1997). Andere setzen cRNA-Fragmente ein (Wang et al., 1989; Becker-
André und Hahlbrock, 1989), die wahrend der RNA-Isolation oder der reversen
Transkription zugegeben werden (kompetitive RT-PCR).

Durch die Verwendung von cRNA-Kompetitoren kann die Effizienz der reversen
Transkription kontrolliert werden. Die reverse Transkription ist eine nicht zu
unterschatzende Fehlerquelle bei der Quantifizierung von mRNA mit Hilfe der
RT-PCR. lhre Effizienz kann zwischen 5% und 90% schwanken (Simmonds et
al., 1990; Henrard et al., 1992). Nicht-kompetitive RT-PCR Verfahren
kontrollieren diese Schwankungen durch endogene mRNA-Targets (zur
Ubersicht: Orlando et al., 1998). Diesen Vorteil nutzt die RT-kompetitive
Multiplex PCR gegenuber der kompetitiven PCR. GAPDH bietet eine Kontrolle
uber die initiale Eintragsmenge an RNA oder cDNA und kontrolliert theoretisch
die Effizienz der reversen Transkription. Dazu muss angenommen werden,
dass sich Unterschiede in der Transkriptionseffizienz auf das Referenzprodukt
GAPDH und das zu bestimmende Produkt, z.B. CFTR in gleicher Weise
auswirken. Dadurch kann auf die Verwendung von cRNA-Kompetitoren

verzichtet werden.

4.2.4.3 Die RCMP vereinfacht die densitometrische Quantifizierung der
PCR-Produkte

Zur Detektion und Analyse der Amplifikationsprodukte steht eine Vielzahl von
Methoden zur Auswahl (Jenkins, 1994; Reischl und Kochanowski, 1995). Bei
dem Einsatz von Standards, die sich um eine definierte Langendifferenz von
der Targetsequenz unterscheiden, wird von den meisten Autoren eine
Gelelektrophorese  mit  anschlieRender  Ethidiumbromid-Farbung  und
densitometrischer Quantifizierung verwendet.

Dabei ist zu beachten, dass Ethidiumbromid, wie die meisten anderen
Farbstoffe, in Abhangigkeit von der Lange der Nukleotidkette eingebaut wird.
Die Targetsequenzen in der kompetitiven PCR ergeben somit starkere Signale

als deletierte Kompetitoren (Apostolakos et al., 1993). Die densitometrisch
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ermittelten Ergebnisse sollten in der Regel um einen Faktor korrigiert werden,
der den GroRenunterschieden von Target und Kompetitor entspricht.

Dies ist bei der RT-kompetitiven Multiplex PCR nicht notig, da hierbei ein
Verhaltnis zwischen GAPDH und z.B. CFTR gemessen wird. Die
Korrekturfaktoren sind fir jedes Target/Kompetitorsystem konstant und sind bei
einem vergleichenden System unerheblich.

Die Dauer der Ethidiumbromid-Farbung und -Entfarbung sollte ebenfalls
standardisiert werden, da sie die Titrationskurve der Verhaltnisse von
Kompetitor und Target beeinflusst. Abhangig von der Farbung ergibt sich ein
mehr oder weniger starker Hintergrund. Dieser beeinflusst die Steigung der sich
ergebenden Gerade, lasst den Aquivalenzpunkt jedoch unverandert (ohne Abb.;
Dostal et al., 1994). Somit ist der Einfluss von Schwankungen in der

Farbereaktion der Produkte in kompetitiven Systemen minimiert.

4.3 Identifizierung der Osmolyttransporter BGT-1, SMIT und TAUT

in primaren Bronchialepithelzellen

In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss osmotischer Belastungen auf
inflammatorische Vorgange in Bronchialepithelzellen Uberprift werden. Dazu
wurde evaluiert, inwieweit Bronchialepithelzellen eine ahnliche Abwehrstrategie
gegenuber osmotischen Belastungen entwickelt haben, wie sie auch fir die
Zellen anderer Gewebe beschrieben wird.

Osmotische Belastungen verandern das Zellvolumen der betroffenen Zellen. So
kommt es infolge einer hyperosmotischen Belastung zu einer initialen Abnahme
des Zellvolumens, die mit einer kompensatorischen Volumenzunahme
beantwortet wird, um die Integritat der Membran zu gewahrleisten. Man
bezeichnet diese kompensatorische Reaktion als ,regulatory volume increase”
(RVI).

Der RVI beinhaltet unter anderem eine Aufnahme von NaCl (Abb.4.1) durch die
Zusammenarbeit eines Na’-K*-2CI—Cotransporters (NKCC), eines CI-HCO3™-

Austauschers (anion exchanger; AE) und eines Na'-H'-Austauschers (Na*-H"-



Diskussion 115

exchanger; NHE) (Larson & Spring, 1987; Levinson, 1992; Okada, 1997; Hara
et al., 1999). Die Regulation des Zellvolumens mit Hilfe dieser so genannten
anorganischen Osmolyte wirde jedoch in kirzester Zeit zu einer Deaktivierung
und Destabilisierung von Proteinen flhren.

Dem entgegen wirkt die Aufnahme von Wasser, welches tUber Aquaporine in die
Zelle gebracht wird. Die Wasseraufnahme reicht jedoch nicht aus, um die

Deaktivierung der Proteine zu vermeiden.

Hyperosmotischer Stress

H+
NHE NKCC

AQP Na* Na*2CI'K*  Cr
N
H,O
—y
2K
Na+/K+-ATPase 3Na* Na* und Beta_in
Taurin
Osmolyttransporter Myo-Inositol

Abb. 4.1: Schema der Transportmechanismen einer Zelle in Antwort auf eine
hyperosmotischen Belastung. An der Antwort sind sowohl lonentransportsysteme, als auch
Osmolyttransporter beteiligt. Diese Transportmechanismen gewahrleisten eine Kompensation
der initialen Abnahme des Zellvolumens. AE: Anionenaustauscher; AQP: Aquaporine; NHE:

Natrium-Protonen-Austauscher; NKCC: Natrium-Kalium-Chlorid-Cotransporter.

Aus diesem Grund nimmt die Zelle so genannte organische Osmolyte auf.
Diese organischen Osmolyte sind osmotisch wirksam, beeintrachtigen die
biochemischen Eigenschaften der Zelle jedoch auch in hohen Konzentrationen

nicht (Burg et al, 1994). Sie weisen im Gegenteil sogar eine
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proteinstabilisierende Wirkung auf. Zu diesen Osmolyten gehdéren Betain,
Taurin und Myo-Inositol, die durch die Transporter BGT-1, SMIT und TAUT

aufgenommen werden konnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die mRNA-Expression der
Osmolyttransporter BGT-1, SMIT und TAUT in primaren humanen
Bronchialepithelzellen gezeigt. Die PCR-Produkte fur die entsprechenden
Osmolyttransporter wurden zur weiteren Identifikation und Verifizierung kloniert
und sequenziert. Antikdrper gegen die Osmolyttransporter sind zurzeit nicht
verfugbar.

Die beschriebenen Osmolyttransporter konnten bislang in mehreren Geweben
auf molekularer Ebene charakterisiert werden. Die mRNAs von BGT-1, SMIT
und TAUT wurden in einer Vielzahl von Organen detektiert, so u.a. in Niere
(Handler und Kwon, 1993; Burg, 1994; Kwon und Handler, 1995), Leber (Weik
et al., 1998; Peters-Regehr et al. 1999) und Gehirn (Kwon et al., 1992; Smith et
al., 1992; Borden et al., 1995). In Darmepithelzellinien und Dinndarm wurden
bislang nur die mRNA des Taurintransporters und die Aufnahme von Taurin
nachgewiesen (Tiruppathi et al., 1992; Satsu et al., 1997 und 1999).

Das Expressionsprofil der drei Osmolyttransporter ist in den verschiedenen
Geweben sehr unterschiedlich. Jedes Gewebe scheint ein anderes so
genanntes Hauptosmolyt zu verwenden. Das mit Hilfe der RT-kompetitiven
Multiplex-PCR  ermittelte  Expressionsprofil  fir  Bronchialepithelzellen
verdeutlicht, dass alle drei Osmolyttransporter in isoosmotischem Medium
exprimiert werden und in unterschiedlicher Menge vorliegen. SMIT und TAUT
weisen ein hoheres basales Expressionslevel als BGT-1 auf. Die
hyperosmotische Induktion der drei Osmolyttransporter weist daraufhin, dass
Betain das Hauptosmolyt in Bronchialepithelzellen ist, da die Induktion der
MRNA-Expression von BGT-1 deutlich ausgepragter war als die Induktion der
MRNA-Expression von SMIT oder TAUT.

Einschrankend muss jedoch erwahnt werden, dass die Beurteilung von
Expressionsprofilen nur Vermutungen uber die Natur des Hauptosmolyts in

Bronchialepithelzellen zulasst. Die ldentifizierung des Hauptosmolyts kann nur
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uber Transportstudien erfolgen, die mit den entsprechend markierten
Osmolyten Betain, Taurin und Myo-Inositol durchgefihrt werden.

Dennoch zeigen die Untersuchungen der mRNA-Expression der
Osmolyttransporter, dass Bronchialepithelzellen die Osmolyttransporter
exprimieren und nach einer hypoosmotischen Belastung herunterregulieren
bzw. nach hyperosmotischer Belastung deutlich induzieren konnen.
Bronchialepithelzellen konnen osmotische Belastungen perzeptieren und
versuchen sie mit Hilfe einer osmotischen Abwehrstrategie zu beantworten, die
auch fir Niere (Handler und Kwon, 1993), Gehirn (Borden et al., 1995) und
Darm beschrieben wurde (Satsu et al., 1997 und 1999).

4.4 Induktion der Expression und Sekretion von IL-8 durch

hyperosmotischen Stress: Inflammation ohne Infektion

Die Hochsalz-Hypothese und die Niedrigvolumen-Hypothese kehren trotz ihrer
Gegensatzlichkeit die Rolle von CFTR als lonenkanal und als Regulator
anderer lonenkanadle heraus. Wie es infolge dessen zu einer chronischen
Inflammation mit episodischen Infektionen kommen kann, ist zurzeit nicht
befriedigend zu erklaren.

Eines der Hauptanliegen der vorliegenden Arbeit war deshalb die Beantwortung
der Frage, ob osmotische Belastungen von primaren Bronchialepithelzellen die
Expression und Sekretion von IL-8 beeinflussen konnen. Dies wurde fur einige
Zelllinien bereits beschrieben (Shapiro und Dinarello 1995 und 1997;
Hashimoto et al., 1999). IL-8 ist sowohl fur die Inflammation als auch fur die
Infektion der Atemwege bei CF Uber seine Funktion als Chemoattraktor flr
Neutrophile von besonderer Bedeutung (Khan et al., 1995; Balough et al.,
1995).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine hyperosmotische
Belastung mit NaCl die Expression und Sekretion von IL-8 in
Bronchialepithelzellen induziert. Diese Induktion ist sowohl zeit- als auch

dosisabhangig, wobei die Sekretion von IL-8 linear bis zu der 7-fachen Menge
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des Kontrollwerts nach 12 h anstieg, wahrend die Expression nach 6 h ein
Maximum erreichte das gegenuber der Kontrolle 17-fach erhéht war. Danach
folgte ein Ruckgang der IL-8 Expression bis auf das 5-fache des Kontrollwerts
nach 24 h.

Der Ruckgang der IL-8 Expression nach Erreichen des Maximalwerts bei 6 h
konnte durch eine Adaptierung der Zellen an die osmotische Belastung
begrundet sein. So fuhrt eine hyperosmotische Belastung zu einer Abnahme
des Zellvolumens. Dieses Schrumpfen der Zelle wird durch diverse zellulare
Gegenmalinahmen wie dem regulatorischen Volumenanstieg (regulatory
volume increase; RVI) wieder kompensiert.

Die Ergebnisse zeigen, dass hyperosmotische Belastungen zu einer Zeit- und
Konzentrations-abhangigen Induktion der Expression und Sekretion von IL-8
fuhren. Damit ware eine mogliche Verbindung der Stérung des lonenhaushalts
bei CF zu der Inflammation der Atemwege aufgezeigt. Zudem bieten die
vorliegenden Ergebnisse auch eine Erklarung fur die in einigen Studien
beschriebene intrinsische Entziindung, die in Abwesenheit einer detektierbaren
Infektion beschrieben wird (Khan et al., 1995; Tirouvanziam et al., 2002).
Hinsichtlich der von der Gruppe um Richard Boucher favorisierten
Niedrigvolumenhypothese, ware anzunehmen, dass besonders die
Hyperabsorption von Natrium (Kunzelmann et al., 1995; Mall et al., 1998), die
auf eine fehlende Inhibition durch CFTR zurUckzufuhren ist, zu einer
intrazellularen Akkumulation von Natrium fihrt. Die daraus resultierende
Zunahme der intrazellularen lonenstarke wiederum ahnelt den Vorgangen die
intrazellular durch hyperosmotische Belastungen hervorgerufen werden und
konnte eine Erklarung dafur bieten, weshalb CF-Zelllinien in geringerem Masse
auf hypoosmotische Belastungen (Valverde et al., 1995 und 2000; Seidler et al.,
2001; Vazquez et al., 2001 Cho et al., 2004) reagieren.
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4.5 p38 MAP-Kinase wird durch hyperosmotische Belastungen
aktiviert und ist an der Induktion der Interleukin-8 mRNA-

Expression beteiligt.

Um den Signaltransduktionsweg der hyperosmotischen Regulation von IL-8 zu
beleuchten, wurde der Einfluss verschiedener mitogen-aktivierter
Proteinkinasen (MAP-Kinasen) untersucht. MAP-Kinasen sind Serin/Threonin-
Kinasen und fungieren als zentrale Mediatoren der Signalvermittlung. Die MAP-
Kinase Familie besteht aus vier verschiedenen Gruppen: der extracellular
signal-regulated kinases 1 und 2 (ERK1/2; p42/44 MAPK), der c-JUN NH,-
Kinase (JNK; auch Stress-aktivierte Proteinkinase, SAPK), der p38 MAP-Kinase
(auch CSBP) und der Big MAP-Kinase 1 (BMK1; auch ERKS5) (Cano und
Mahadevan, 1995; Cobb und Goldsmith, 1995; Abe et al. 1996). Obwohl sie
strukturell verwandt sind, werden sie durch verschiedene Stimuli aktiviert und
phosphorylieren unterschiedliche Substrate. Die Aktivierung der MAP-Kinasen
durch hyperosmotische Belastungen konnte flr verschiedene Zelllinien
aufgewiesen werden (Han et al., 1994; Itoh et al., 1994; Matsuda et al., 1995).
Die grundlegenden Mechanismen dieser Aktivierung sind jedoch nicht bekannt.
Die p38 MAP-Kinase wird durch eine duale Phosphorylierung von Threonin-
und Tyrosin-Resten aktiviert. Die fur die hyperosmotisch bedingte
Phosphorylierung der p38 MAP-Kinase verantwortlichen Threonin- und Tyrosin-
Kinasen sind bislang noch nicht charakterisiert. Es ist jedoch bekannt, dass
osmotischer Stress zu einer Tyrosin-Phosphorylierung (Krump et al., 1997;
Szazi et al., 1997) und zu der Aktivierung diverser Mitglieder der Familie der
Src-Kinasen fuhrt (Krump et al., 1997; Qin et al., 1997; Kapus et al., 1999).

Die Src-Kinasen wurden als geeignete Kandidaten fir die Aktivierung der p38
MAP-Kinase bei osmotischen Belastungen angesehen. Bislang konnte jedoch
noch keine Abhangigkeit gezeigt werden. PP1, ein selektiver Inhibitor einiger
Src-Kinasen, hat keinen Einfluss auf die hyperosmotisch bedingte
Phosphorylierung der p38 MAP-Kinase (Krump et al., 1997). Auch die
Aktivierung der c-JUN NH2-Kinase JNK ist unabhangig von den Src-Kinasen
Syk und Lyn (Qin et al., 1997).
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Die Beteiligung der p38 MAP-Kinase an der hyperosmotischen Induktion von IL-
8 konnte in verschiedenen Zelllinien aufgewiesen werden (Shapiro und
Dinarello, 1997; Hashimoto et al., 1999; Nemeth et al., 2002). Auch in den
primaren humanen Bronchialepithelzellen zeigte sich eine deutlich signifikante
Reduktion der IL-8 mRNA Expression durch Inhibition der p38 MAP-Kinase SB-
203580. Diese Inhibition war dosisabhangig und begann schon ab einer
Konzentration von 5 uyM (Loitsch et al., 2000). Dies ist von besonderer
Bedeutung, da der Inhibitor SB-203580 ab einer Konzentration von 10 uM auch
die Proteinkinase B (PKB) inhibiert und somit nicht mehr spezifisch wirkt (Lali et
al., 2000).

Weiterhin zeigte sich, dass p38 MAP-Kinase durch hyperosmotischen Stress
selbst phosphoryliert und damit aktiviert wird. Diese Aktivierung war
zeitabhangig und erreichte ein Maximum nach 20 min um dann langsam wieder
auf den Kontrollwert zurtickzukehren. Dieser transiente Charakter der p38
MAP-Kinase-Aktivierung durch hyperosmotische Belastungen wird auch von
Roger et al. (1999) beschrieben, der ebenfalls zeigen konnte, dass die
Aktivierung der p38-MAP-Kinase wohl auf die Veranderungen des Zellvolumens
und nicht auf die Hyperosmolaritat an sich zurlickgeht.

Die Beteiligung von ERK1/2 an der Induktion von IL-8 durch hyperosmotischen
Stress wurde durch die Verwendung des MEK1-Inhbitors PD-98059 Uberpruft.
ERK1/2 wird durch hyperosmotischen Stress aktiviert (Ragette et al. 1997) und
ist an der Regulation der IL-8 mMRNA-Expression durch andere Stressfaktoren
beteiligt ist (Chen et al. 1999; Marie et al. 1999). Dennoch ergab sich kein
Hinweis einer Beteiligung von ERK1/2 an der Induktion der IL-8-Sekretion durch
osmotischen Stress in Bronchialepithelzellen. Demgegeniber stehen Befunde
von Németh et al. (2002), die neben der Beteiligung von p38-MAPK, eine
entsprechende Beteiligung von ERK1/2 an der hyperosmotischen Induktion von
IL-8 in den immortalisierten Darmepithelzelllinien HT-29 und Caco-2
nachweisen konnten. Es ist zu vermuten, dass Bronchialepithel und

Darmepithel hier unterschiedliche Signaltransduktionswege verwenden.
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4.6 Reaktive Sauerstoffsspezies als Signalvermittler der

hyperosmotischen Induktion von IL-8

Die Ergebnisse zeigen weiterhin, dass an der hyperosmotisch bedingten
Induktion der mRNA-Expression und Sekretion von IL-8 reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) beteiligt sind. Mehrere Antioxidantien aus
verschiedenen Stoffklassen konnten die hyperosmotisch induzierte Sekretion
von IL-8 inhibieren. Die Hydroxylradikalfanger DMSO und DMTU wiesen den
groldten Einfluss auf und zeigten in weiterfihrenden Versuchen auch einen
Dosis-abhangigen Einfluss auf die Reduktion der hyperosmotisch induzierten
Expression von IL-8.

Zahlreiche Untersuchungen stimmen mit diesen Ergebnissen Uberein. Reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) vermdgen die Produktion von IL-8 in
Bronchialepithelzellen zu stimulieren (DeForge et al., 1993). Des Weiteren
werden ROS als wichtige sekundare Signalmediatoren einer stetig wachsenden
Anzahl von Stimuli beschrieben. So sind ROS an der zellularen Antwort auf
Wachstumsfaktoren (Sundaresan et al, 1995, Lo et al, 1995),
polyungesattigten Fettsauren (PUFA; Maziere et al., 1999) und verschiedenen
inflammatorischen Cytokinen (Feng et al.,, 1995; Tanaka et al., 1997;
Vlahopoulos, et al., 1999) beteiligt.

Es gibt noch keinen direkten Nachweis einer Zunahme von ROS infolge
hyperosmotischer Belastungen. Dennoch existieren eine ganze Reihe indirekter
Hinweise. So induziert die hyperosmotische Belastung von Zellen der Blut-Hirn-
Schranke der Ratte eine Zunahme einiger Enzyme, die fur die Abwehr von
Sauerstoffradikalen verantwortlich sind, wie der Katalase, der Superoxid-
Dismutase und der Glutathion-Peroxidase (Shukla et al., 1993). Des Weiteren
wird die Aktivitat der Phospholipase A2 in vielen verschiedenen Zelltypen
hyperosmotisch induziert (Hoffmann und Pedersen, 1998), was zu einer
gesteigerten Synthese von Prostaglandinen und freien Radikalen fuhrt, die im
Rahmen der Interkonversion von Prostglandinen entstehen (Bagchi et al.,

1997). Auch viele der organischen Osmolyte besitzen eine zusatzliche
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Funktion in der Abwehr oxidativer Schadigungen (Nakamura et al., 1993; Hong
et al., 2000).

Da p38 MAP-Kinase an der hyperosmotischen Induktion von IL-8 beteiligt ist,
wurde der Einfluss von DMSO auf die Aktivierung der p38 MAP-Kinase
untersucht. Da die hyperosmotisch-bedingte Phosphorylierung der p38 MAP-
Kinase nach 20 min ein Maximum aufwies, wurden die Zellen nach einer 60-
minutigen Vorinkubation mit DMSO, far 20 min mit 100 mM NaCl behandelt.
DMSO fuhrte zu einer zeitabhangigen Reduktion der hyperosmotisch-bedingten
p38 MAP-Kinase Phosphorylierung. ROS sind in der Signaltransduktions-
Kaskade folglich vor der p38 MAP-Kinase einzuordnen. Zusammengefasst lasst
sich sagen, dass die hyperosmotisch-bedingte Induktion der Expression und
Sekretion von IL-8 Uber eine ROS-vermittelte Aktivierung der p38 MAP-Kinase
reguliert wird.

In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass ROS
eine Aktivierung der p38 MAP-Kinase induzieren (Guyton et al., 1996), wobei
die p38 MAP-Kinase sogar als eine wesentliche Komponente intrazellularer,
redox-sensitiver Signalwege angesehen wird (Ushio-Fukai et al., 1998). ROS
sind auch wesentlich fur die hyperosmotisch bedingte Aktivierung der Src-
Kinase Syk in B-Zellen (Qin et al., 1999), auch wenn die Src-Kinasen nicht zu
der hyperosmotisch-bedingten Aktivierung der MAP-Kinasen beizutragen

scheinen.

4.7 Veranderungen des Zellvolumens sind verantwortlich fiir die

hyperosmotisch induzierte Inflammation

Die Stérung des Wasser- und lonenhaushalts bei der cystischen Fibrose fuhrt
nicht nur zu Einschrankungen der Produktion der Atemwegsflissigkeit, sondern
beeintrachtigt auch die Regulation des Wasser- und lonenhaushalts der Zelle
selbst. So konnte an verschiedenen CF-Modellen gezeigt werden, dass die
Regulation des Zellvolumens bei CF infolge osmotischer Belastungen gestort ist
(Valverde et al., 1995, Valverde et al., 2000; Seidler et al., 2001; Vazquez et al.,
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2001; Cho et al., 2004; Davies et al., 2005). Wenn aulRere Bedingungen zu
Schwankungen der Osmolaritat der Atemwegsflissigkeit fluhren, missen
Epithelzellen diesen Veranderungen entgegenwirken. Im Falle des
Bronchialepithels muss ein fortwahrender Verlust von Wasser kompensiert
werden, der alleine Uber die proximalen Atemwege bis zu 700 ml pro Tag
betragen kann. Osmotische Belastungen sind fir das Bronchialepithel von
daher eher die Regel als Ausnahme. Den Bronchialepithelzellen kommt dabei
nicht nur die Regulation der Atemwegsflissigkeit zu, sondern auch der
Regulation ihres eigenen Wasser- und lonenhaushalts.

Da die Regulation des Zellvolumens bei CF-Zellinien eingeschrankt ist, und
auch die Regulation der p38 MAP-Kinase vom Zellvolumen kontrolliert wird
(Roger et al., 1999), wurde Uberpruft, ob die hyperosmotische Induktion der IL-6
und IL-8 Sekretion abhangig von Veranderungen des Zellvolumens ist. Die
Behandlung mit NaCl, Mannitol und Harnstoff mit gleicher Osmolaritat zeigte,
das nur NaCl und Mannitol zu einer Volumenabnahme der Zelle fuhren.
Harnstoff kann die Zellmembran passieren und verandert trotz gleicher
Osmolaritat das Zellvolumen nicht. Nur NaCl und Mannitol verursachten eine
Induktion der Sekretion inflammatorischer Zytokine. Die Induktion der Sekretion
von IL-6 und IL-8-ist folglich eher von osmotisch bedingten Veranderungen des
Zellvolumens abhangig, als von der Hyperosmolaritat an sich.

Dennoch mussen die Versuche uber den Einfluss von NaCl, Mannitol und
Harnstoff auf das Zellvolumen kritischer betrachtet werden. Harnstoff kann
biologische Membranen passieren und hat mit Sicherheit keinen Einfluss auf
das Zellvolumen. Eine Behandlung mit hyperosmotischem NaCl und Mannitol
wird neben dem Einfluss auf das Zellvolumen aber eine zusatzliche Stérung
des lonenhaushalts verursachen, die infolge Harnstoff vermutlich nicht auftritt.
Rein Zellvolumen-abhangige Prozesse sind auch bei dieser von den meisten
Arbeitsgruppen favorisierten Vorgehensweise nur mit Einschrankungen zu
interpretieren. Die hyperosmotische Induktion der Sekretion von IL-6 und IL-8
ist sicherlich nur zum Teil abhangig vom Zellvolumen. Betrachtet man die
zeitabhangige Induktion der IL-8 mRNA-Expression (siehe 3.4.2; Abb. 3.11 B),

so fallt auf, dass die Induktion nach 6 h ein Maximum des 20-fachen des
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Kontrollwerts erreicht und nach 24 h auf das 5-fache des Kontrollwerts abfallt.
Der initiale Anstieg ist mit hoher Wahrscheinlichkeit auf Veranderungen des
Zellvolumens zuruckzufuhren. Da diese in der Regel nach 6 h kompensatorisch
ausgeglichen sind, muss die persistierend hohe IL-8 mMRNA-Expression nach 24
h Ursachen haben, die unabhangig vom Zellvolumen sind.

Nach wie vor ist unklar, auf welche Weise eine Zelle osmotische
Veranderungen perzeptiert. Diskutiert werden: 1) Zellvolumenveranderungen
die sich Uber mechanische Veranderungen der Membran oder mechanische
Veranderungen des Exo- oder Zytoskeletts auswirken kbénnen, 2)
Verdnderungen der cytoplasmatischen lonenstarke, 3) eine Anderung der
Hydratisierung von Proteinen sowie 4) physikochemische Veranderungen des
Membran-Bilayers (ber Protein-Lipid-Interaktionen (zur Ubersicht: Poolman et
al.,, 2002; Davies et al., 2005). Zellvolumenveranderungen koénnen an
adharenten Zellen Uber mechanische Reize aufgenommen werden, die durch
Integrine und die focal adhesion kinase (FAK) weitergeleitet werden (Lunn und
Rozengurt, 2004). Dieses mechanische Modell wurde bei Bronchialepithelzellen
dazu fUhren, dass nicht nur der eigene Wasser- und lonenhaushalt gemessen
werden kann, sondern auch die Zusammensetzung der Atemwegsflissigkeit.
Fiur die cystische Fibrose kann die Storung der Regulation des Zellvolumens
einen Verlust beider Funktionen erklaren. Die vorhandenen Daten zeigen
weiterhin, dass entzundliche Prozesse durch eine Stérung des lonenhaushalts

Uber Veranderungen des Zellvolumens hervorgerufen werden kénnen.
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Abb. 4.2 : Schema der Signaltransduktion der hyperosmotischen Induktion von
Sekretion und Expression von IL-8 in Bronchialepithelzellen. Die Induktion wird
vermittelt von einer Aktivierung der p38-MAP-Kinase, die von Veranderungen
de Zellvolumens und reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) abhangig ist. Ob die
Veranderungen des Zellvolumens ursachlich fur die Bildung reaktiver

Sauerstoffspezies sind, ist unbekannt.



Zusammenfassung 126

5 Zusammenfassung

FUr die geplanten Untersuchungen wurde eine eigene Methode fur die Kultur
primarer humaner Bronchialepithelzellen etabliert. Die Bronchialepithelzellen
wurden aus Lungenteilresektaten durch eine cytologische Burstung gewonnen.
Die verwendeten Kulturschalen wurden mit Kollagen beschichtet. Als
serumfreie  Kulturmedien wurden ein  Expansionsmedium und ein
Differenzierungsmedium verwendet. Dabei enthielt das Expansionsmedium
proliferationsfordernde Supplemente, was zu einer deutlich gesteigerten
Zellausbeute gegenuber der Verwendung handelsublicher Medien flhrte. Im
Differenzierungsmedium wurden Supplemente verwendet, die fur die
Differenzierung und Ziliogenese bronchialer Epithelzellen erforderlich sind. Die
Kultur erfolgte an einer Luft-Medium-Grenzflache, die fir Bronchialepithelzellen
eine physiologische Umgebung darstellt. Die Charakterisierung der Kulturen
zeigte keine Verunreinigungen mit Fibroblasten, Muskelzellen oder Zellen
mesenchymalen Ursprungs. Das charakteristische kopfsteinplasterartige
Erscheinungsbild, sowie der immunhistochemische Nachweis von Cytokeratin

18 belegten den bronchoepithelialen Charakter der Kulturen.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit der RT-kompetitive Multiplex-PCR (RCMP)
eine Technik entwickelt, mit deren Hilfe die Expression von Genen in niedriger
Kopienzahl oder aber in Proben mit geringer RNA-Menge nachgewiesen
werden kann. Geringe Ausgangsmengen an RNA wiesen vor allem die
Primarkulturen von humanem  Bronchialepithel, als auch frische
Gewebeburstungen des Bronchial- und Nasenepithels auf. Die RCMP basiert
auf einer kompetitiven PCR und kombiniert eine exogen interne und endogen
interne Standardisierung. Damit wurde die mRNA-Expression von bis zu vier
Genen in einem Ansatz analysiert. Die RCMP 16st dabei mehrere Probleme
herkdmmlicher PCR-Verfahren:

1. mRNAs mit hoher oder niedriger Kopienzahl konnen in einem Ansatz

koamplifiziert werden.
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2. Die semiquantitative Quantifizierung ist unabhangig von den
Syntheseeffizienzen von Target und Referenzgenen.

3. Die RCMP kontrolliert Schwankungen der initialen RNA-Menge.

4. Die Unabhangigkeit der RCMP von der Kenntnis der initialen RNA
Menge erlaubt auch die Bestimmung von Probenmaterial in dem nur
geringe mMRNA-Mengen vorhanden sind.

Damit eignet sich die RCMP besonders fur Expressionsstudien Materialien wie
Bioptaten, Nasal- oder Bronchialburstungen, sowie den Kulturen primarer

Bronchialepithelzellen.

Mit Hilfe der RCMP wurden erstmals die mRNA der Osmolyttransporter BGT-1,
SMIT und TAUT in Bronchialepithelzellen nachgewiesen. Nach Behandlung mit
hyperosmotischen Medien wurde die mRNA-Expression dieser Transporter
stark induziert. Bronchialepithelzellen perzeptieren osmotische Belastungen
und versuchen, ihnen entgegenzuwirken.

Hyperosmotische Belastungen konnen in Bronchialepithelien zu einer
Inflammation ohne zugrunde liegende Infektion flihren. Dabei wird zeit- und
dosisabhangig sowohl die Sekretion als auch die Expression von IL-8 induziert.
An dieser Induktion ist die p38 MAP-Kinase beteiligt.

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind sowohl an der Induktion der IL-8
Sekretion und Expression beteiligt, als auch an der Aktivierung der p38 MAP-
Kinase.

Weiterhin zeigte sich, dass die Induktion der Sekretion von IL-6 und IL-8
abhangig von osmotisch bedingten Anderungen des Zellvolumens ist. Auch hier
wird bereits die p38 MAP-Kinase durch das Zellvolumen reguliert.

Die Ergebnisse legen ein mdgliches Modell fur die initialen Vorgange in der CF-
Lunge nahe. Die Veranderungen des lonenhaushalts bei der cystischen
Fibrose, sowie die eingeschrankte Zellvolumenkontrolle bei CF-Zelllinien,
weisen darauf hin, dass ein defektes CFTR-Protein zu einer von neutrophilen
Granulozyten dominierten Inflammation flhren kann, ohne das die Lunge

bereits mit Erregern besiedelt wurde.
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6  Abkurzungen

AE Anionenaustauscher (anion exchanger)

ASL Atemwegsfllssigkeit (airway surface liquid)

ATP Adenosintriphosphat

cAMP cyclisches Adenosin-3’,5’-monophosphat

BGT-1 Betain/GABA-Transporter

CF cystische Fibrose; Mukoviszidose

CFTR cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
DEPC Diethyl-Pyrocarbonat

DMSO Dimethylsulfoxid

DMTU 1,3-Dimethyl-2-Thiourea

DTT 1,4-Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamin-Tetraessigsaure

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

ENaC epithelialer Natrium-Kanal (epithelial sodium channel)
FSC Vorwartsstreulicht (forward light scatter)

GTP Guanosintriphosphat

h Stunden

HEPES N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N’-(2-ethanolsulfonsaure)
NBD Nukleotidbindedomane

NHE Natrium-Protonen-Austauscher (Na'/H" exchanger)
NKCC Natrium-Kalium-Chlorid-Cotransporter

ORCC outwardly rectifying chloride channel

PKA Proteinkinase A

ROMK renaler sekretorischer K*-Kanal

(renal outer medullary potassium channel)
SMIT Natrium-Myo-Inositol-Kotransporter

(sodium-myo-inositol cotransporter)

SSC Seitwartsstreulicht (sideward light scatter)
TAUT Taurin-Transporter
TEMED N,N,N",N’-Tetramethylendiamin

TMD Transmembrandoméane
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