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Die im Text verwendeten Abklrzungen :

(Abktrzungen in Abbildungen sind jeweils unter derAbbildung erklart)

ADP Adenosindiphosphat

AE Anionentauscher |l

ANP atrial natriuretic peptide

BCG Bacillus Calmette-Guérin

BNP brain natriuretic peptide

CAIl Carboanhydrase Il

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
CF zystische Fibrose

CFTR Zystische Fibrose Transmembranregulator
cGK-I cGMP-abhéngige Proteinkinase |
cGK Il cGMP-abhéngige Proteinkinase |l
cGMP zyklisches Guanysinmonophosphat
CNP C-type natriuretic peptide

db-cGMP | Dibutyryl-cGMP

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
E.coli Escherichia coli

EAST enteroaggregatives hitzestabiles Toxin
ETEC enterotoxische E. coli

GC-A Guanylatzyklase-A

GC-B Guanylatzyklase-B

GC-C Guanylatzyklase-C

GTP Guanysintriphosphat

IBS Irritated bowel syndrome

LT hitzelabiles Toxin von E. coli

min. Minute(n)

NO Stickstoffmonoxid

PDE Phosphodiesterase

pGC Rezeptorguanylatzyklase

PKA Proteinkinase A

RT-PCR |reverse Transkriptions-Polymerasekettenreaktion
sGC Losliche Guanylatzyklase

STa hitzestabiles Toxin von E. coli
STaR STa-Rezeptor, spater GC-C




2. Zusammenfassung

In der vorliegenden Dissertation konnte ich zeigdags in Pankreasgangzellen
und in Clarazellen der Lungdurch Guanylin eine Signalkaskade in Gang
gesetzt wird, in deren Folge es zu einer durch igehes
Guanosinmonophosphat (cGMP) regulierten, von destisghen Fibrose
Transmembranregulator (CFTR) abhéngigen Chloridt Brkarbonatsekretion
kommt. Im Verlauf der Arbeit baute ich einen elekinysiologischen Messplatz
auf und benutzte die Patch-Clamp Technik zur Chearskerung von
intrazellularen Signalkaskaden in kultivierten 2all Unterstitzung und
Fortbildung wurde mir durch die Mitgliedschaft inma@uiertenkolleg ,Zellulare

Regulation und Wachstum® an der Universitat desl&ades gewahrt.

2. Summary

In the present study | could demonstrate that duangctivates chloride
secretion in cells from the hepatopancreatic daawell as in pulmonary Clara
cells. The signal cascade involves the second engss cyclic guanosine
monophosphate (cGMP) and depends on the cystiositbriransmembrane
conductance regulator (CFTR). A patch-clamp sewap build up to perform
electrophysiological measurements on cultured .c8llgpport was provided by
the Graduiertenkolleg "Zellulare Regulation und W&tam" at the Saarland

University, Germany



3. Einleitung

3.1 Escherichia coli und Diarrh6

Die Diarrh6 ist eine weitverbreitete und besondergntwicklungslandern und
auf Reisen geflrchtete Krankheit. Die hieran erkiem Patienten klagen tber
wassrigen Durchfall und sind vor allem durch Elektiverlust und Exsikkose
bedroht. Einer der Haupterreger der Diarrhd ist das Familie der
Enterobakterien zahlende Bakterium Escherichia (&licoli). Es ist ein circa
1,5 x 4um grol3es plumpes Stabchen, das je nachrdumppe zusatzlich
begeil3elt sein kann. Von diesen Untergruppen sioer 170 verschiedene,
sogenannte Serotypen bekannt, die sich anhand iNfembranproteine
unterscheiden lassen. Obwohl mehrere von ihnematiirlichen Darmflora des

Menschen gehoren, gibt es einige fur den Mensch#rogene Serotypen.

3.1.1 E. coli - eine Familie mit mehreren Stammen

E. coli ist im klinischen Alltag ein sehr bedeutgamErreger, der die
verschiedensten Infektionserkrankungen intest{uater anderem Appendizitis,
Cholezystitis, Peritonitis) und extraintestinalgfhivor allem Harnwegsinfekte)
verursacht. Aul3erdem ist E. coli hierzulande ederHauptsepsiserreger (circa
15% aller Sepsen). Betrachtet man die von E. ceturgsachten intestinalen
Infektionen, zeigt sich, dass verschiedene Stammeterschiedliche

Erkrankungen verursachen kénnen.

Enterotoxische E. coli

Enterotoxische E. coli sind nicht nur die Hauptgerevon Reisediarrhd und
Gastroenteritis, sondern auch fir die Halfte aDarmerkrankungen in sub-
tropischen und tropischen Landern verantwortliéhrlich erkranken hier 200
Millionen Menschen an Diarrh6 und 380.000 Kindetenrb Jahren sterben an
den Folgen einer Infektion. Meist Uber verunreieggT rinkwasser und Nahrung

aufgenommen, gelangen die Bakterien in den Darnrt Deften sich die
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enterotoxischen E. coli mit speziellen Proteineamn dogenannten Adhasinen, an
die Zellen des Darmepithels und bewirken dann ab&i Toxine eine zellulare
Exkretion von Wasser und Elektrolyten. Dies sinanzeinen das hitzelabile
Toxin, das ahnlich dem Choleratoxin Uber eine Edmghdes intrazellularen
zyklischen Adenosinmonophosphat (cCAMP) wirkt undmzuanderen das
hitzestabile Toxin, das Uber die Aktivierung einenembranstandigen
Guanylatzyklase zu einem den Anstieg der intralzgkbm cGMP-Konzentration

fuhrt. Letzteres wird ein wesentlicher Bestanddeker Dissertation sein.

Enteropathogene E. coli

Enteropathogene E. coli fihren tber eine ZerstédergMikrovilli und anderer
Bestandteile des Zytoskelettes von Dunndarmepghelizu einer oft
langwierigen Diarrh6, von der hauptséchlich Kinded Sauglinge betroffen

sind.

Enterohamorrhagische E. coli

Diese Stamme werden wegen ihrer Verbreitung tUleNadhrung, insbesondere
uber Rindfleisch, und aufgrund moglicher Folgekiagiten besonders beachtet.
Ihr Virulenzfaktor ist im wesentlichen das Shigampxwelches dem von
Shigellen sezernierten Protein &hnelt und ein Hgsnol ist. Als
Folgeerkrankung der Kolitis mit meist blutiger Diad konnen schwere
Erkrankungen, wie das hamolytisch urdmische Syndrathdie thrombotisch-

thrombozytopenische Purpura auftreten.

Enteroinvasive E. coli

Eine Infektion mit enteroinvasiven E. coli fuhm ziner schleimig-blutigen
Kolitis, die Uber eine Penetration der Kolonschlesmt und die anschlieRende

intraepitheliale Vermehrung der Bakterien verursaahd.



Enteroaggregative E. coli

Diese Erreger verfligen Uber spezielle Adhasionsfakt die eine Aggregation
der Bakterien moglich machen und zu einer Veranugerder Epithelzellen

fihren. Zusatzlich produzieren auch sie ein Toxdas enteroaggregatives
hitzestabiles Toxin (EAST) heil3t.

3.1.2 Die pathogenen Wirkmechanismen von enteroteadhen E. coli

Die enterotoxischen E. coli (ETEC), kbnnen sich sogenannten Adhasinen an
die Zellen des Darmepithels haften und entgeheairser Eliminierung durch
die Peristaltik. Die Bakterien sezernieren zweiifiexdas hitzelabile (LT) und
das hitzestabile Toxin (STa). Durch diese werdenden Epithelzellen
intrazellulare Signalkaskaden in Gang gesetzt,sdidiel3lich zu Wasser- und

Elektrolytverlust flhren.

LT, das hitzelabile Toxin

Das hitzelabile Toxin heisst hitzelabil, weil es emer Erhitzung auf 60°C Uber
eine Dauer von 30 Minuten (min.) inaktiviert wiildls ist strukturell zweigeteilt:
wéahrend die sogenannte B-Untereinheit ein PentaomeitJntereinheiten ist und
uUber die Bindung an das membrangebundene Gangligdid  die
Internalisierung der sogenanntenUhltereinheit bewirkt, katalysiert die A-
Untereinheit in der Zelledie von Adenosindiphosphat (ADP) abhéngige
Ribosylierung des Regulatorproteing,,Gvelches Guanosintriphosphat (GTP)
bindet. Das so veranderte Regulatorprotein kanht mehr inaktiviert werden
und es kommt zu einer dauerhaften Aktivierung eiAdenylatzyklase. Der
Anstieg von intrazellularem cAMP bewirkt die Akterung von CFTR-
lonenkanélen und verursacht dadurch einen permamedhloridausstrom aus
der Zelle in das Darmlumen. Den Chloridionen fottgnn, durch Osmose

getrieben, Wasser und es resultiert eine sekret@iBiarrho.



Wahrend das hitzelabile Toxin ein relativ gro3e86(«kDa), und damit auch
immunogenes Proteist, besitzt STa, das erst nach tber 30 Minuterib@i°C

inaktiv wird, nur ein relativ geringes Molekulargent (~2 kDa). Da STa von
zentraler Bedeutung fur das Verstandnis dieser iArsie folgt nun eine kurze

Zusammenfassung seiner Entdeckungsgeschichte:

STa, das hitzestabile Toxin - die Geschichte des &uylins

Nachdem 1980 das neu entdeckte STa gereinigt wi@riswerden konnte
[Staples S et al. (1981),Nr.81], gelang es im weiel981 seine Aminosaure-
sequenz zu entschlisseln (siehe Tabelle 1) [ChanuB& Giannella R
(1981),Nr.12; Thompson M und Gianella R (1985),N}.8it Entdeckung des
Toxins kam unweigerlich die Frage auf: Wie entfada seine Wirkung? Der
Antwort hierauf kam man dann erst 1987 naher, atdwiann et al. [Waldmann
SA et Murad F (1987),Nr.92] herausfanden, dassQig®peptid STa an einen
spezifischen Rezeptor bindet. Dieser zundchst S&zziror (STaR) genannte
Rezeptor fand sich vorwiegend in der apikalen Meambwon intestinalen
Epithelzellen, dem typischen Angriffsort der E.i€bbxine. Zwei Jahre spéater
[Schulz S et al. (1990),Nr.74 und Schulz S et E9@),Nr.75] gelang es dann
auch die Sequenz dieses Rezeptors zu identifiziewmsh gentechnisch zu
charakterisieren. Anhand seiner Aminosauresequemmte man ihn einer
Gruppe von Proteinen, den Guanylatzyklasen zuordmehsomit wurde aus
dem StaR die membranstandige Guanylatzyklase-C {>@a man bereits
1988 festgestellt hatte, dass dieser Rezeptor iausbichen Geweben zu finden
ist, die gewohnlich keinen Kontakt mit dem Baktetaxin haben (unter
anderem Niere, Hoden, Leber und andere Epitheliefjorte LR et al.
(1989),Nr.24 und Forte LR et al. (1988),Nr.23] tiig Vermutung nahe, dass es
fur diesen Rezeptor auch einen endogenen Liganéeengmuss, also zum
Beispiel ein menschliches Hormon, das ihn aktivierst 1992 fand man im
Blut und im Urin ein Oligopeptid, das eine dem Sdlanliche, wenn auch

weniger potente Wirkung an der GC-C hervorruft. dei&orpereigene im Blut
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zirkulierende Substanz benannte man daraufhin dach Rezeptor Guanylin
[Currie MG et al. (1990),Nr.17], beziehungsweiggnsim Urin enthaltenes
Pendant Uroguanylin. Es gelang die Struktur desn@ues zu entschliisseln
und mit gentechnischen Methoden konnte man dasgeasuige Prohormon,
den biologischen Vorlaufer des aktiven Hormons, Riagyuanylin identifizieren
[Sauvage de FJ et al. (1992),Nr.71].

| Amnoemms  Cebooiema)

Guanylin PGTCEITCAYAACTTGSC
Uroguanylin NDDC CELTC CVNVACTGTCL
E.coiSTa N SS NY CCELTCC CNPACTTGTCY

Tabelle 2: Aminosauresequenz von humanem Guarytioguanylin und STa.

Mit Hilfe verschiedener Verfahren lie3en sich irr dlgezeit sowohl einige
guanylinproduzierende, als auch die GCe@thaltende Gewebe finden. Das
Hormon und der Rezeptor fanden sich aber nichtbeutMensch und anderen
Saugetieren, sondern auch bei Vogeln, Reptilienkiadhen. Da das im Darm
zu findende Guanylin von dérminalen Seite des Epithels an die GC-C bindet,
scheint hier das parakrin von einigen Darmepithielzesezernierte Guanylin
von entscheidender Bedeutung zu sein. Die genaweuBsng des im Blut
zirkulierenden Guanylins beziehungsweise seinersiiéen ist letztlich noch

weitgehend unklar.

3.2 Guanylin und STa setzten eine intrazellulare §nalkaskade in

Gang

Da Guanylin und STa Uber eine Bindung an der GG+€ Wirkung vermitteln,
stellte sich nun die Frage, wie die hierdurch alisge intrazellulare Kaskade
Im Einzelnen aussieht. Es zeigte sich, dass sthea®C-C binden, welche dann
wiederum ihrerseits die Umwandlung von Guanosihtghat (GTP) in cGMP

katalysiert und so einen intrazellularen cGMP-Aggtverursacht. Im weiteren
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Verlauf wird durch die erhohte intrazellulare cGMBnzentration die cGMP-
abhangige Proteinkinase 1l (cGK II) aktiviert, d@gann wiederum einen
lonenkanal phosphoryliert, den CFTR. Ist der CFTRgphoryliert und damit
aktiviert, stromen durch ihn Chloridionen aus del&€und es kommt zu einem
osmotisch bedingten Wasserausstrom. Netto regullso eine Chlorid- und

Wassersekretion.

S‘i' Darmlumen -

Intestinale Epithelzelle

Abbildung 1. STa aktiviert cGMP-abhangig den Chdkenal CFTR. (STa = hitzestabiles
Toxin von E. coli; GC-C = membranstandige Guatzylidase-C; cGK Il = cGMP-
abhangige Proteinkinase ).

Die GC-C wirkt also nach ihrer Aktivierung Uber einintrazellulare
Signalkaskade mit den wesentliche BestandteilerGG85K-11 und CFTR.

3.2.1 Die membrangebundene Guanylatzyklase C

Die Guanylatzyklasen sind Enzyme, die die Umwanglluan GTP zu cGMP
katalysieren.  Saugetiere  besitzen zwei verschiedefigpen von

Guanylatzyklasen: Zum einen die l6sliche GC (s@),aus 2 Untereinheiten
bestehendes heterodimeres Protein, welches einegidape besitzt und
intrazellular durch Stickstoffmonoxid (NO) aktiviewird. Zum anderen die
Rezeptor-GCs (pGCs), membrangebundene Protein@irtkezytosolische und
eine extrazellulare Doméane besitzen. Die erstere@erguanylatzyklasen, die
in Sdugergewebe identifiziert und charakterisiert werdonnten, waren die
Guanylatzyklase-A (GC-A) und die Guanylatzyklaséd8C-B) [Chang MS et
al. (1989),Nr.13]. Sie sind die Rezeptoren der naydialen natriuretischen
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Peptide, genauer des atrial natriuretic peptide HANNnd des brain natriuretic
peptide (BNP) sowie fir das vorwiegend im Gefalisystorkommende C-type
natriuretic peptide (CNP). Die Aminosduresequenzeer katalytischen
Doménen der verschiedenen Guanylatzyklasen zeigeareinander grof3e
Ahnlichkeiten, wenig Ahnlichkeit besteht dagegen den Kkatalytischen
Domanen der funktionell verwandten Adenylatzyklagdithilfe von Primern
gegen die katalytische Region konnte man mittetdPaddymerasekettenreaktion
weitere Mitglieder der Guanylatzyklasenfamilie andig machen, welche in
alphabetischer Reihenfolge fortlaufend mit GC-C Gi€-G benannt wurden
[Yuen PS et al. (1990),Nr.94]. Fur die GC-C kongezeigt werden, dass sie als
Rezeptor flr das hitzestabile Toxin von enterotthes E. coli fungiert [Schulz
S et al. (1990),Nr.74] und die entsprechenden esmg Liganden Guanylin
[Currie MG et al. (1992),Nr.17] und Uroguanylin [KiT et al. (1994),Nr.37]

wurden daraufhin ebenfalls identifiziert.

3.2.2 Die cGMP-abhangige Proteinkinase cGK-II

Saugetiere besitzen in ihren Geweben zwei verseheed'ypen von cGMP-
abhangigen Proteinkinasen. Zum einen die im Zytgstilste cGMP-abhangige
Proteinkinase (cGK-l), welche ubiquitar vorkommugine wichtige Rolle fr
die Regulation kardiovaskularer Funktionen unddéas Calciumgleichgewicht
in Thrombozyten spielt [Feil et al. (2005),Nr.20fum anderen die
membranstandige cGK-II, die hauptsachlich in derthefpalen Zellen von

Niere, Pankreas, Lunge und Intestinum vorkommt,sioeine Rolle bei der
Regulation epithelialer lonentransportmechanismprelt. Nach Ergebnissen
von Arancio et al. und El-Husseini scheinen beidéM&-abhangigen
Proteinkinaserauch an NO- und cGMP-vermittelten SignalkaskadeGehirn

beteiligt zu sein [Arancio O et al. (2001),Nr.1 uld-Husseini AE et al.

(1999),Nr.19]. Nur in Bindung an die Plasmamembkann die cGK-Il ihre

Wirkung auf membrangebundene Zielproteine wie dEmRC entfalten [Gardner
P et al. (1995),Nr.27]. Fur die Funktionsfahigkegtsonders wichtig ist die N-

13



terminale Myristylierung, durch welche das Protaim der Plasmamembran
verankert wird. [Vaandrager AB et al. (1998),Nr.91]

3.2.3 CFTR

Die zystische Fibrose (CF) ist eine Systemerkragkudie durch einen
Gendefekt eines Transmembranproteins ausgeltdst. widds betroffene
Transmembranprotein  wurde daraufhin ,cystic fibsostransmembrane
regulator®, kurz CFTR, genannt. Der CFTR ist einld@id-Kanal, der

vorwiegend in der apikalen Membran von Epithelzellees Verdauungs- und
Respirationstraktes lokalisiert ist. Der CFTR bkste aus zwei

Transmembranregionen und aus zwei Nukleotidbindlmggnen, sowie aus
einer Regulatordomane, die inmitten des Protei@syinmetrischen Halften mit
je einer Nukleotidbindungsdomane und einer Transbnanmegion verbindet.
Nachdem durch cAMP eine Phosphorylierung des CFTUBgel6st wurde
kommt es Uber den gedffneten Kanal zum lonenflu&; blei fehlender
Phosphorylierung blockiert ist. CFTR spielt in depithelien des Verdauungs-
und Respirationstrakts eine entscheidende Rolleden Anionensekretion
[Riordan JR et al. (1989),Nr.67]. CFTR fungiert zemen als Chloridkanal
[Fuller CM und Benos DJ (1992),Nr.26 und Schwieltevt et al. (1999),Nr.76]

und dient gleichzeitig als Regulatorprotein vortleglialen Natriumkanalen und
verschiedenen Transportern wie zum Beispiel demrilnaiBikarbonat-

Kotransporter und dem epithelialen Chorid-BikadeAustauscher [Lee MG
et al. (1999),Nr.46/47; Shumaker H et al. (199988f Der CFTR

Chloridkanal wird intrazellular Uber eine cAMP-ablgige Proteinkinase
aktiviert [Schwiebert EM et al. (1999),Nr.76]. Diesirde auch schon fir die
Bauchspeicheldriise gezeigt [Case RM und Argentl®E3),Nr.11], wo CFTR

in grof3en Mengen exprimiert wird [Trezise AE undcBwald M (1991),Nr.88].

Die Mdoglichkeit einer alternativen Aktivierung d€¥TR lUber cGMP konnte
fur den Pankreas jedoch bisher nicht gezeigt wef@ase RM und Argent BE
(1993),Nr.11].
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3.3Zystische Fibrose

Das auch als Mukoviszidose bezeichnete Leiden iesthdufigste auf einen
Gendefekt zurtckzufuhrende Erkrankung der kaukiasisc Rasse. In
Mitteleuropa kommt ein Erkrankungsfall auf 2500 Gieén.

Ursache

Die zystische Firbose (CF) wird autosomal-rezessverbt. Der Ort des
Defektes ist die Region 7g31.2 auf dem langen Armom \Chromosom 7.
Genprodukt dieser Region ist der CFTR. An CF Erkiarbesitzen fehlerhafte
CFTR-Proteine. Unter den vielen Mutationsmoglichiei dieser Genregion
sticht eine an Haufigkeit heraus: 70 % aller Erktargen liegt eine Deletion
von 3 Basenpaaren im Exon 10 zugrunde, die zu elfanten der Aminosaure
Phenylalanin an Position 508 des Proteins fuhrg daher als delta-508-

Mutation bezeichnet wird.
Krankheitsverlauf

Bereits kurz nach der Geburt zeigt sich bei einigen erkrankten Kinder der
sogenannte Mekoniumileus, ein Darmverschluss desgg&mrenen aufgrund
eines zahen, kittartigen Darminhaltes. Im Saugaftgs fihrt eine Schadigung
des Pankreas dann zu einem Malabsorbtionssyndrangh ddas es zu
Gedeihstbérungen und Wachstumsverzdogerung kommtnfélkle schon im

Sauglingsalter treten pulmonale Komplikationen binzin Form von

chronischen Bronchitiden und rezidivierenden Lumggmnindungen bis zur
Ausbildung einer schweren und irreversiblen Lundeemiilahung, dem
Emphysem. Die wiederkehrenden Entziindungen der végma sind verursacht
durch eine unphysiologische Zusammensetzung deswidgssekrets. Durch
die chronische Entzindung der Lunge kommt es zer &viderstandserh6hung

in den Lungengefden und dadurch zu einer fortgehden
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Rechtsherzbelastung. Im fortgeschrittenen Stadigideh die Kinder unter
Luftnot, sind abgemagert und minderwlchsig. Weitergarakteristische
Symptome der Erkrankung sind ein erhohter Salzlbedéwlge gesteigerter
Salzverluste Uber den Schweil3, sowie chronischezuBdtungen der
Nasennebenhdhlen. Auch die Ausfiihrungsgdnge defte Gainnen durch
zahflissige Sekrete verstopfen, der Gallertickstdut fdann in der Leber zu
chronisch entzindlichen Umbauvorgangen, die in d&itiére Leberzirrhose
muinden kénnen. Die mannlichen Patienten sind h&téigl.

Diagnose

Wegweisend fur die Diagnose ist die typische sazlymeckende Babyhaut, ein
bereits den Medizinern im Mittelalter bekanntes ladhtes Omen bei
Neugeborenen. Der klinische Verdacht wird durch eeirpositive
Familienanamnese erhartet. Eindeutig bestatigd wie Diagnose durch den
sogenannten Schweildtest: Die Storung der Schwei@drkiei Mukoviszidose,
kann durch chemische Analyse des Schweil3es diageostverden, da die
Chloridkonzentration im Schweil3 signifikant erhoist. Da das Gen der
Mukoviszidose in seiner Struktur aufgeklart isgdiésich dartber hinaus durch
Genanalyse auch die Anlagetragerschaft einer neatktankter Personen

feststellen.
Therapie

Eine kausale Behandlung der CF ist bislang nickabet. Durch konsequente
symptomatische Therapie lasst sich der Krankheimye aber positiv
beeinflussen. Hierdurch konnte Lebenserwartung is@ven auf Gber 40 Jahren

gesteigert werden.
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3.4 Pankreas

Der CFTR ist also einerseits ein zentraler Bestahder Pankreassekretion und
andererseits zellulares Erfolgsorgan einer guawgtmittelten Sekretion
[Quinton PM (1999),Nr.65]). Es stellt sich daherweangerlich die Frage:
Inwieweit ist Guanylin auch an der natirlichen ®&kin des Pankreas
beteiligt?

3.4.1 Aufbau und Funktion des Pankreas

Die langgestreckte, ungefahr 15 cm lange, im Oheibalokalisierte
Bauchspeicheldriise des Menschen liegt dorsal degemdaund produziert
wichtige Verdauungsenzyme, sowie zentrale Hormoee $toffwechsels. Fur
diese Aufgabe ist das Pankreas funktionell zweiljettn den endokrinen
Drisen werden Hormone gebildet und ins Blut seedrnin den exokrinen
Drisen werden die Verdauungssekrete gebildet unddas Duodenum
abgegeben. Dabei bildet das exokrine Drisengeweibe84n Prozent den
groReren Anteil der Bauchspeicheldrise und nur &det entfallen auf die
endokrinen DriUsen. Die restlichen 14 Prozent dega@masse werden von
Gangzellen, BlutgefalRen und extrazellularer Magebildet. Die endokrinen
Drisenzellen befinden sich in den innerhalb desafsgverstreut liegenden
Langerhansschen Inseln. Diese bestehen aus zwiipéel: die A-Zellen geben
das Hormon Glukagon und die B-Zellen das Hormosulin ins Blut ab.
Glukagon und Insulin wirken antagonistisch und fiegen den Kohlehydrat-,
Protein- und Fettstoffwechsel. In den exokrinen d@rizellen werden die
Bestandteile des alkalischen Verdauungssekrets Blauchspeicheldriise
gebildet. Es enthdlt neben Bikarbonat und Elektesly zahlreiche
Verdauungsenzyme (unter anderem die inaktiven Wfastvon Trypsin und
Chymotrypsin, sowie a-Amylase, Elastase, mehrere Carboxypeptidasen,
Aminopeptidasen, Lipasen und Nucleasen). Das Pasksezerniert circa 1

Liter Verdauungsflissigkeit pro Tag, die genaue d§f=nnterliegt hormoneller
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und neuraler Steuerung. Produziert wird das priniBmakreassekret in den
Azini. Die polar aufgebauten Azinuszellen zeigersabaneben dem Zellkern
dichtes raues endoplasmatisches Retikulum. DerakgpiRol besteht aus dicht
gepackten Zymogengranula, deren Inhalt ins Azimaslu abgegeben werden
kann. Von dort gelangt das enzymreiche Primarseitet mehrere Schaltstlicke
in die Ausfihrungsgange, wo es mit Bikarbonat urdktolyten aus den

Pankreasgangzellen angereichert wird, ehe es daen die Mundung des

Ductus pankreaticus, ins Duodenum abgegeben wird.

3.4.2 Die Pankreasgangzellen

Aufgabe der Pankreasgangzellen ist sowohl die ya&8eiterleitung des in den
Azini gebildeten Verdauungssekretes, als auch dlgefion eines alkalischen,
bikarbonatreichen Sekretes, welches den im Magegesaerten Darminhalt
neutralisiert. Diese Neutralisierung ist sehr wightla das pH-Optimum der
Verdauungsenzyme des Pankreas im alkalischen Beliegt. In dem sauren
Milieu des Magensaftes waren sie nahezu unwirk$dmgsiologischer Stimulus
der Sekretion ist, neben vagaler Innervation, @ie den endokrinen Zellen des
Duodenums postprandial gebildeten Hormone Seknetid Vasointestinales
Peptid, welche ihre sekretionsauslosende Wirkungr idine Erh6hung des
intrazellularen cAMPs vermitteln. Hierdurch komms eur gesteigerten
Bikarbonatsekretion in den Pankreasgangen. Aullzedr Ebene sind dazu

mehrere Einzelschritte notwendig:
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Pankreasgang

Abbildung 2: Der bislang bekannte Signalweg dero@t} und Bikarbonatsekretion von
Pankreasgangzellen ( PDE= Phosphodiesterase; A@nyhaicyclase; PKA=Proteinkinase
A; CA lI=Carboanhydrase 2; AE= Anionentauscher 2).

Durch den hormonell gesteuerten cAMP-Anstieg kona®st mittels cAMP-
abhangiger Phosphorylierung lber die ProteinkifagBKA) zur Offnung des
CFTR an der apikalen Membran der Zelle und Chloridnh stromen in das
Lumen des Pankreasganges. Diese Chloridionen wetdan im Austausch
gegen Bikarbonat tiber den Anionentauscher Il (AE§se RM und Argent BE
(1993),Nr.11] wieder in die Zelle aufgenommen urgdresultiert netto eine
Bikarbonatsekretion. Dabei ist der Anionentausdiektionell an den CFTR
gekoppelt [Lee MG et al. (1999),Nr.46/47]. Das hiebenttigte Bikarbonat
wird intrazellular mit Hilfe der Carboanhydrase (lDAgebildet [Mahieu | et al.
(1994),Nr.55].

3.4.3 Vorarbeiten Pankreas

Da der CFTR eine zentrale Rolle in der Elektrolgtedon des Pankreas
einnimmt [Trezise AE und Buchwald M (1991),Nr.88&Intersuchte ich in

Zusammenarbeit mit Prof. Cetflniversitdt Marburg) inwieweit auch hier eine
Regulation tber Guanylin stattfindet. Prof. Cetimduseine Mitarbeiter hatten
bereits menschliches Pankreasgewebe (liber eineplgk@P von Patienten mit
Pankreaskarzinom gewonnen) untersucht und es kaereigt werden, dass

Guanylin in gleichem Mal3e im Pankreas exprimiertiywvie im Intestinum.
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AnschlieBend gelang auch der Nachweis von GC-C ded weiteren
Bestandteilen der guanylinabhangigen Signalkaskaoeohl cGKIl, CFTR als
auch der AE werden in hohem Mal3e im Pankreas eigtim

Das bedeutet, hier wurde zum ersten Mal die im Dgununtersuchte GC-C
[Schulz S et al. (1990),Nr.74; Scheving LA und RUISYE (1996),Nr.72] auch
im Pankreasgewebe nachgewiesé&ie GC-C wurde vorwiegend in der
luminalen Membran von proximalen Pankreasgangzelied zentroazinaren
Zellen nachgewiseribenso konnte die cGKIl, die bisher als 86 kDa étnoim
Intestinum gefunden worden war [Lohmann SM et 399{),Nr.53], erstmals
Im Pankreas nachgewiesen werden

Guanylin wurde immunhistochemisch in den zentragaan Zellen und den
proximalen Pankreasgangzellen lokalisiert. Es fanch in sekretorischen
Vesikeln der Pankreasgangzellen. Dementsprechentht&koes auch im
Pankreassaft nachgewiesen werden.

Im Anschluss daran wurden die an Gewebeschnitteerlen Ergebnisse auch
an CAPAN-1 und CF-PAK-Zellen (siehe Material undtheden) wiederholt.

3.5 Lunge

Da bei der CF neben dem Pankreas auch die Lungéiielpunkt der
Erkrankung steht, fihrten wir weitere Untersuchumga Zellen der Lunge
durch.

3.5.1 Aufbau der Lunge

Die Lunge liegt zusammen mit dem Herz und den grdBefal3en im Thorax.
Je ein Lungenfliigel befindet sich rechts und limés Mediastinum. Der rechte
Lungenfliigel besteht aus 3 Lungenlappen, von denetgerum der Oberlappen
in 3 Segmente, der Mittellappen in 2 Segmente ued Wnterlappen in 5
Segmente gegliedert ist. Der linke Lungenfligel edgn besteht aus 2
Lungenlappen, von denen wiederum der Oberlapperb é&msgmenten und der

Unterlappen aus 4 Segmenten besteht. Sowohl diefl@die der beiden
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Lungenfllgel, als auch die Innenwand des Brustlodied mit einer Haut, dem

Lungen- und Rippenfell tiberzogen.

3.5.2 Innerer Bau von Lunge und Bronchien

Die Atemluft stromt durch Nase, Rachen und Kehlkopdie 10 bis 12 cm
lange Trachea, bevor sie sich Uber den linken wrdrdchten Hauptbronchus,
die Lappenbronchien und die Segmentbronchien inbeieen Lungenfltigel
verteilt. In den beiden Lungenfligeln teilen siae drol3en Bronchien wie die
Aste eines Baumes in immer kleinere Bronchien, Bienchioli auf. Die

Luftréhre und die Bronchien sind, bis auf die kéan Bronchien, mit einer
Schleimhaut ausgekleidet. Am Ende der kleinsten néien sitzen die
insgesamt etwa 300 Millionen Lungenblaschen, digeglen, deren Wande

insgesamt eine Flache von ungefahr 80 m2 bilden.

3.5.3 Funktion der Lunge: Atmung

Die Bronchien sind wie Leitungen, durch die diegeatmete Luft in die
Lungenblaschen transportiert wird. In den Alveoldiffundiert dann der
Sauerstoff der Atemluft ins Blut und im Gegenzufjutidiert Kohlendioxid aus
dem Blut in die Alveolarluft. Anschlie3end wird diehlendioxidreiche Luft in

umgekehrter Richtung wieder ausgeatmet.

Alveole

Pulmonalarterie]
(vendses Blut)

Lungenvene
(arterielles Blut)

Abbildung 3: Der alveolare Gasaustausch

Zusatzlich hat die Lunge noch andere mit der Atmuearknipfte Funktionen:
die Aufrechterhaltung eines konstanten pH-WertesBiat, die Stimmbildung

sowie die Abwehr verschiedenster Krankheitserreger.

21



3.5.4 Das Bronchialepithel

Das Bronchialepithel kleidet die luftleitenden Absitte des Atemtraktes aus.
Es ist eine physikalische Barriere gegentber sattd Umweltfaktoren und
dient der Aufrechterhaltung der pulmonalen Hom@estAulRerdem ist es aktiv
an der Erregerabwehr und dékalen Regulation der Immunantwort bei
Entzindungsreaktionen beteiligt [Rennard SI et 4&1991),Nr.66].
Morphologisch ist das Bronchialepithel durch ein hmeihiges,
hochprismatisches  Flimmerepithel gekennzeichnet,ssale Kinozilien
mundwarts schlagen und so das Noxen und Erregenhd&nde
Bronchialsekret in Richtung Mund transportieren.sBronchialepithel wird
durch die Basalmembran vom Lungenstroma getrenrd besteht aus
verschiedenen Zelltypen. Zum einen die hochprisuoaén kinozilientragenden
Zellen des Flimmerepithels mit circa 300 Zilien felle und einem direkten
Anschluss an das Lumen. Zum anderen die Bechanzellmit
polysaccharidhaltigen Schleimtropfchen im apikalddereich und die
BlUrstensaumzellen, die unreife Ersatzzellen fir rude gegangene
Flimmerepithel- und Becherzellen sind. Die Bechienebesitzen einen dichten
apikalen Birstensaum und sind Zellen mit mechanwd aohemosensitiver
Funktion. Weitere Zelltypen im Zellverband der Becbren sind Basalzellen,
neuroendokrine Zellen, dendritische Zellen, vergitez Lymphozyten,

sensorische Nervenfasern und die Clarazellen.

Der Elektrolyttransport in gesundem Bronchialepithd

Ein lonentransportein der basalen Membran bewegt je ein Natrium- und e
Kaliumion sowie zwei Chloridionen in die Zelle [ldike CM (1989),Nr.49].
Mit Hilfe der ebenfalls in der basalen Membran geleen Na/K-ATPase
werden Natriumionen aus der Zelle und im Austausalumionen in die Zelle
transportiert. Die verbleibenden Chloridionen werdiann tber den CFTR ins
Lumen beférdert. Diesefolgen dann passiv, durch Ladung und osmotischem

Druck angetrieben, Natriumionen und freies Wassérparazellularem Wege.
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Da der CFTR gleichzeitig die Aktivitat des apikal&matriumkanals, des
sogenannten ENaC, inhibiert, kommt es also insgezamm Ausstrom eines

NaCl-haltigen Sekrets.

luminal Bronchialepithelzelle

& Na*"/ K*
5%
{\’\O [Na/K/Cl-CoTransporter
& 2cL
Na*
Na/K-ATPase
____________ K
H.O

Abbildung 4: Elektrolyttransport in Zellen der dikn Luftwege (EnaC= ein Natriumkanal).

3.5.5 Clarazellen

Clarazellen sind zilienlose, nichtmukbése sekrettves Zellen, die
charakteristische Peptidgranula beinhalten. Siedehil bis zu 80% der
Epithelzellen der kleinen distalen Luftwege, genda, wo sich die
Mukoviszidose hauptsachlich manifestiert. Sie saeeen neben Enzymen auch

wichtige Glyko- und Lipoproteine.

3.5.6 Vorarbeiten Lunge

Analog zu den Arbeiten an Zellen des Pankreas gibtauch hier die
entscheidenden Vorarbeiten durch die kooperiereddbeitsgruppe von
Professor Cetin an der Universitat Marburg. Nachdiem mittels RT-PCR in
distalem Lungenparenchym von Mensch und Ratte leaiee Expression von
Guanylin, GC-C, cGKIl, CFTR und AE2 nachgewieserrdea konnte, liel3en
sich auch die entsprechenden Translationsprodukte Hiffe spezifischer
Antikorper im Westernblot darstellen. AnschlieRemglang es mittels
iImmunhistochemischer Verfahren die oben genanntie Ber Signalkaskade
zu lokalisieren. Mittels spezifischer Antikorperrkde man nachweisen, dass

sich Guanylin in Clarazellen befindet. Es ist innfgengranula apikal des
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Zellkerns zu finden. Mutmal3end, dass sich diesak€ems Lumen entleeren,
untersuchte man bronchoalveolare Lavagen und famd Guanylin in hoher
Konzentration. Da diese deutlich die im Blut geneees Konzentration
Ubersteigt, liegt der Verdacht nahe, dass Guamytin den Clarazellen ins
Lumen sezerniert wird. In weiteren immunhistochetmén Untersuchungen an
Clarazellen zeigte sich in ihrer apikalen Membrandembranstandige GC-C,
was eindeutig fir eine luminale und damit auto-idélmmgsweise parakrine
Aktivierung von Clarazellen spricht. Dementspreché&onnten auch mit dem
CFTR-lonenkanal, dem AE2 und der cGKIll die weitefBastandteile der
Signalkaskade ausschliel3lich an der apikalen Membdar Clarazellen

nachgewiesen werden.

3.6 Fragestellung:

Die Aufgabenstellung der vorliegenden Dissertatidoestand in der
elektrophysiologischen und damit funktionellen VWiererung der unter 3.4.3
und 3.5.6 beschriebenen Vorarbeiten mittels Patam@-Technik.
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4. Material und Methodik

4.1Zelllinien

4.1.1 Capan

Die Capan-Zellen sind humane Pankreasgangzellenudipriinglich aus der
Lebermetastase des Pankreasadenokarzinoms eingahrig@n Mannes
kaukasischer Rasse mit der Blutgruppe A-Rhesusfakisitiv etabliert wurden.

Der Patient war zuvor mit 5-Fluorouracil und BCéaedelt worden.

4.1.2 CFPAK

Die CFPAK-Zellen sind ebenfalls humane Pankreaszelbie wurden aus der
Lebermetastase eines duktalen Pankreasadenokaszgemionnen. Der Patient,
ein 26 jahriger Mann kaukasischer Rasse, litt zlishtan zystischer Fibrose.
Die Zellen sind also funktionell humane Pankreaggelten, besitzen aber die
haufigste Form der zystischen Fibrose, namlich ebeletion von drei

Nukleotiden die zum Verlust von Phenylalanin anifros508 fuhrt.

4.1.3 H441

Diese Zellen wurden aus dem Perikarderguld3 eineseinam papillaren
Adenokarzinom der Lunge leidenden Mannes gewonigia. entsprechen

funktional Clarazellen der Lunge.

4.2 Kulturbedingungen

Alle drei Zellreinen (CF-PAK, Capan-1 und H441) wen im Brutschrank
unter Kulturbedingungen von 37 °C, 100% relativaftteuchtigkeit und 5,5 %
CGO, in folgendem Medium kultiviert: DMEM(Dulbecco's Modified Eagle
Medium) und Ham’s F-12 Medium mit L-Glutamin genhison Verhaltnis 1:1.
Dazu kamen an Zusatzen 10% fotales KalberserumgciflanG (100 U/ml)

und Streptomycin (100 pg/ml). Die Zellen wurdere &l Tage gesplittet und das
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Medium wurde alle 2 Tage gewechselt. Abgelost warde Zellen mit einer
Mischung aus Trypsin (0,5 g/l) und EDTA (0,2 g/thiVerhaltnis 1:250
(Trypsin zu EDTA). Bezugsquelle der Ldsungen wae dtirma PAA
Laboratories aus D-35091 Colbe.

4.3 Patch-Clamp-Technik
Mit der von Sakmann und Neher im Jahre 1976 enwiiek Patch-Clamp-

Technik wurde es moglich lonenkanéle in Zellmembraau charakterisieren
[Neher E und Sakmann B (1976),Nr.58 und Hamill QRale (1981),Nr.31].
Diese Technik erlaubt es, Membranflecken von weniglse 1 pum?2 Flache
elektrisch auszumessen. Dazu wird der Membranfiieckh Unterdruck an die
Spitze einer fein ausgezogenen Glaskapillare angées@ie dabei entstehenden
Adhasionskrafte zwischen der Membran und der Gladvgargen fiir eine hohe
elektrische Abdichtung mit einem Widerstand von ais10 G2 . Mit einem
elektronischen Verstarker kann man das Membranpateawischen der
Messelektrode in der Pipette und einer Referenzeldd in der Messkammer
auf definierte Spannungen klemmen und gleichzeigig Strom registrieren, der
zur Aufrechterhaltung dieses Klemmpotentials nothginst.

Das Offnen und SchlieBen der lonenkanéle, dieisiddembranfleck befinden,
fuhrt dann zu einer Anderung des Membranwiderstauoidie damit zu einer Zu-

oder Abnahme des gemessenen Stromes.

4.3.1 Cell-Attached Konfiguration

Bei dieser Form der Messung kann man an einertamakelle die lonenstrome
uber einem elektrisch isolierten Membranfleck mes$&2abei lassen sich aber
der gesamte Zellmembranstrom und das Zellpotemithk bestimmen und man
hat keine Kontrolle Uber die intrazellulare lonenkentration. Die Cell-
Attached Konfiguration nutzt man daher unter analeren Einzelkanale zu

untersuchen, die zur Aktivierung einer intaktenlztalktur bedtrfen.
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Patchpipette

v lonenkanall

Zellken
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Abbildung 5: Die Cell-Attached Konfiguration

4

Abbildung 6: Die Whole-Cell Konfiguration.

4.3.2 Whole-Cell Konfiguration

Bei dieser Technik appliziert man einen kurzen krédtigen Unterdruck in der
Pipette und kann so die Membran der Cell-Attachedfi§guration aufbrechen
und einen Zugang zur gesamten Zelle gewinnen. \Weden die Potentiale und
Strome der ganzen Zelle beziehungsweise mehrekappgelter Zellen (Zell-
Cluster) gemessen. Mit dieser Methode kann marPdésntial einer Zelle auf
unterschiedliche Werte ,klemmen* und den Zellgestiratm bestimmen. Durch
den direkten Zugang zum Zellinneren ist es moglicar die Pipettenldsung die
lonenkonzentration zu beeinflussen. Es ist abdyeziicksichtigen, dass es auch

zum Auswaschen wichtiger zytoplasmatischer Substakemmen kann.
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4.4 Patch-Pipetten und Elektroden

4.4.1 Patch-Pipetten

Die Patch-Pipetten wurden aus Borosilikatglaskamth hergestellt, die einen
Innendurchmesser von 0,9 mm und eine Wandstarkeéd\y®mm besallen. Um
Pipetten6ffnungen mit einem Durchmesser von 1 pthweniger herstellen zu
koénnen, wurden die Glaskapillaren mit einem Velpk#ler [Hampel, MPI flr
Biophysik Frankfurt/Main, Deutschland] in zwei Stof bei unterschiedlicher
Hitze ausgezogen. Im Anschluss wurden die Gladkagi mit einem elektrisch
geheizten Platindraht unter mikroskopischer Siahltiefpoliert, um scharfe
Kanten und Verschmutzungen zu entfernen. Der etekie Widerstand der
Patch-Pipette betrug nach Fullung mit einer 140 K®I-L6sung zwischen 2
und 5 M. Der Wiederstand verhalt sich dabei antipropogiorzum
Offnungsradius der Patch-Pipette.

4.4.2 Elektroden

Als Mess- und Referenzelektrode dienten jeweilscéiorierter Silberdraht, die
Ag/AgCl-Elektrode. Da es bei den Messungen zur nee&ektivitat zu
Beeinflussungen der Referenzelektrode durch  Schwaydn der
Chloridkonzentration in der Badlosung kommen kamuarde diese in eine 140
mM NaCl-Lésung getaucht, die durch eine stromleieegarbricke von der

Badlosung getrennt war .
4.5 Apparativer Versuchsaufbau

4.5.1 Optische und mechanische Komponenten

Um eine Ubertragung mechanischer Schwingungen eus/ohgebung auf die
MeRanordung zu verhindern, wurde das Mikroskop monsan mit der
mechanischen Versuchsapparatur auf einer durch  kiftic
schwingungsgedampften Stahlplatte [Ealing, Vibratitsolation Systems,
Massachusetts, USA] befestigt. Ein um die Versygbaeatur gebauter
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Faraday-Kafig und ein gemeinsamer Massepunkt fér@tenden Gegenstande
innerhalb des Kafigs sorgten fir die notwendig&telche Abschirmung.

Die optische Kontrolle erfolgte mit einem inverddikroskop [Zeiss, Axiovert
135, Deutschland], an das eine Videokamera mit gizirigem Monitor
angeschlossen war. Die aus Plexiglas bestehendeaskitemern waren auf
dem Gleittisch des Mikroskops befestigt. Den Boden Messkammer bildete
ein angeklebtes Deckglas, das so fur optimale dpiDurchlassigkeit sorgte.
Angeschlossen an die Messkammer war ein Perfusisiess, das einen
Austausch der Badlosung innerhalb weiniger Sekundstaubte. Das
Perfusionssystem bestand aus sechs 100 ml-Spritiesenkrecht aufgehangen
Uber einen 6-Wege-Hahn mit dem Zulauf am Boden Messkammer in
Verbindung standen. Der Pegelstand der Badlosungt&odurch permanentes
Absaugen, mit Hilfe einer an der Oberkante der Neftker befestigten
Kanule, konstant gehalten werden. Der Patch-Clampfstarker war mit dem
daran befestigten Pipettenhalter auf einen Mikmmaator [Eppendorf,
Modell 5171, Deutschland] montiert, der eine genBaeegung der Pipette in
alle 3 Raumrichtungen erlaubte. Die geflllte P&gtette wurde in den
Pipettenhalter eingespannt und konnte mit déikromanipulator positioniert
werden. Bei den ersten Experimenten wurde die Bsitipnierung mit Hilfe
von Piezoelementen durchgefiihrt, welche die Pigattgsam, gleichméafig und
exakt an die Zelle heranfihren. Spéater wurde alis8tich der
Mikromanipulator genutzt. Der Druck in der Pipetk®nnte Uber einen
angeschlossenen Schlauch reguliert werden. Diesemit einen 4-Wege-Hahn
verbunden an dem wiederum eine Wassersaule unds&itauch inklusive
Mundstick angeschlossen waren. So konnte man éibendie Wassersaule
vordefinierten Druck auf das Pipetteninnere leg&nom Durchreissen des

Membranflecks wurden kurze Unterdruckpulse mit eiddundstlick appliziert.
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Abbildung 7: Schaltplan der optischen und mech&eiscKomponenten. (OP = Verstarker;
R: = Referenzwiderstand; £ Referenzstrom;,] = Messstrom; €= Referenzkapazitat;
A/D = Analog-Digital-Wandler).

Abbildung 7 zeigt den Versuchsaufbau. Im unterei der Abbildung ist die
flussigkeitsgeflllte Messkammer dargestellt. In ibefindet sich zweli
Elektroden: links die Patch-Pipette mit angesaugielle und rechts die
Referenzelektrode. Ganz links befindet sich diees@itische Darstellung des
Zulaufs, rechts die der Absaugpumpe. Oben ist dektresche Messkreis

schematisch wiedergegeben.

4.5.2 Elektronische Komponenten

Der Aufbau des elektrischen Messkreises ist oben Abbildung 7
wiedergegeben. Der invertierte Eingang (-) des @tpmrsverstarkers (OP) ist
uber einen Ruckkopplungswiderstand)(Bo mit seinem Ausgang verschaltet,
dass der Messstrom jl an diesem Eingang kompensiert wird. Der
Kompensationsstrom ¢Jl hat denselben Betrag, jedoch eine entgegengesetzt
Polaritat wie der urséachliche Strom,)Ildurch die Elektrode. Am Ausgang des
OP liegt die Spannung U 7 X R, an und kann als Messgrof3e weiterverarbeitet
werden. Widerstandsanderungen im Elektrodenstramknem Beispiel durch
Offnen von lonenkanalen in der Zellmembran lasseh als Anderungen der

Ausgangsspannung (U) messen.
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Abbildung 8: Schaltplan der Cell-Attached Konfigiwa (Rs = Widerstand fir die
Abdichtung zwischen Glas und Membran; Rm = Membrdarstand des Membranflecks;
Rk = Kanalwiderstand; Rz = Zellmembranwiderstand) € Kapazitat des Membranflecks;
Cz = Zellkapazitat; Em = Zellpotential).

Abbildung 9: Schaltplan der Whole-Cell Konfigurati(Rs = Widerstand fur die Abdichtung
zwischen Glas und Membran; Rz = Zellmembranwidacst&z = Zellkapazitat).

Die Abbildungen 8 und 9 zeigen die elektrischen aE&schaltbilder der
benutzten Patch-Clamp-Konfigurationen. Der Membidevstand des
Membranflecks (R) und der Widerstand flr die Abdichtung zwischeasalind
Membran (R) sind bei einer stabilen Ableitung konstant. Dader Cell-

Attached Konfiguration der Zellmembranwiderstand)(Bm ein Vielfaches
Kleiner ist als R, fallt fast die gesamte Spannung Uber dem Memlaenfb.

Somit kann R hier vernachlassigt werden. Das Offnen und SchlieBes
lonenkanals, das heil3t das Zu- oder Abschalteresd{mnalwiderstands (R

fuhrt zu diskreten Anderungen der Membranleitfabigkund somit zu einer
messbaren Anderung im Elektrodenstromkreis. In @anzzellableitung fehlt
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Rn, hier werden die Strome der gesamten Zelle bemgdweise mehrerer
gekoppelter Zellen gemessen. Das Zellpotentig) (lad die Zellkapazitat (¢
konnen hierbei bestimmt werden. Bei dem isolieambranfleck der Inside-
out-Konfiguration fehlen die elektrischen Zellkonmemten R C, und E,, da
dieser von der Zelle isoliert ist.

Der Serienwiderstand im Elektrodenmesskreis, demasentlichen von der
Konzentration und der Beweglichkeit der lonen sodem Spitzendurchmesser
der Patch-Pipette abhangt, wirkt als Spannungstéia er aber meist deutlich
geringer ist als der Abdichtungswiderstand, kanmeznachlassigt werden und

wurde nicht eingezeichnet.

4.5.3 Datenaufzeichnung

Die Daten wurden tber einen Patch-Clamp-Verstdri#tC-9 beziehungsweise
EPC-7, HEKA, Deutschland] mit dem dazugehorigenwostarker erfasst. Die
so gewonnenen Daten wurden dann Uber einen PC rvertiebeitet.
Gleichzeitig  erfolgte eine optische Kontrolle Ubem angeschlossenes
Oszilloskop. Die Daten wurden tber eine SchnitestiDAQ LAB-PC-1200,
National Instruments, USA] auf einen PC [handelshigl Pentium-PC MMX,
200 MHz, 64 MB RAM] gebracht und mit der dort inkeaten Software [NI-
DAQ 6.1, National Instruments, USA] erfolgte diefAeichnung der Daten mit
800 Datenpunkten pro Sekunde. AulRerdem wurden g tier Software alle
3s, eine je 800 ms dauernde Spannungsrampe W@h MY bis +40 mV,

ausgehend von einem Haltepotential von 0 mV, aigptiz

4.6 Statistische Datenauswertung

Zur Gewinnung statistisch tUberprufbarer Ergebnmigselen die Datenpunkte in
die Software ,Sigma Plot 4.0 [SPSS Inc.] expottiand ausgewertet.
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4.6.1 Vorzeichenkonvention

Die Vorzeichen der Klemmspannungen sind so fesgjedass sich ein positiver
Membranstrom dann ergibt, wenn Kationen von dewospitschen auf die

extrazellulare Membranseite wechseln.

4.6.2 Strom-Spannungskurve

Zur Erzeugung der Strom-Spannungskurve tragt mam Anplituden der
Einzelkanal- bzw. Zellstrome gegen die jeweiligeetdmspannung in ein
Koordinatensystem auf. Als Umkehrpotential bezeathman den Schnittpunkt
der Kurve mit der x-Achse also der Spannungswedemn der lonenstrom seine
Polaritat &ndert (Abbildung 10).

100 -
Spannun g (mV)

.

-120 -100 -80 -60 -40 -20 20 40 60
-100
-200

Abbildung 10: Eine Strom-Spannungskurve.

Stromstarke (pA)

4.6.3 Strom-Zeitverlauf

Die Abbildung des Strom-Zeitverlaufs verdeutliche d Anderung des
Membranwiderstands Uber einen bestimmten Zeitr&amu tragt man den utber
die Membran, beziehungsweise Uber die gesamte Hmlgenden Strom flr

einen jeweils konstanten Spannungswert gegen diedie(Abbildung 11).
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Abbildung 11: Ein Strom-Zeitverlauf.

4.6.4 Statistische Auswertung von Gesamtzellleitfédikeit und spezifischer
Leitfahigkeit
Hier wurde die durchschnittliche Anderung der Liifjkeit aller Experimente
einer Versuchsreihe gegen die Zeit aufgetragen. Aiglerbalken geben den
jeweiligen Standardfehler an. Setzt man die Ergseniin Bezug zur
Zellkapazitat (spezifische Leitfahigkeit = Leitfgkeit/Zellkapazitaterhalt man
die spezifische Leitfahigkeit. Unterschiede im Getzllwiderstand, die vor
allem durch die ZellgrolRe bedingt sind, werden kudie Berechnung der
spezifischen Leitfahigkeit eliminiert. Inwieweit ali hierbei beobachteten
Veranderungen signifikant waren, wurde mit dem gejea t-Test gepruft. Die
unterschiedlichen Signifikanzniveaus wurden dabeifalgt gekennzeichnet:
p<0,05=*;p<0,01=*;p<0,005=+; p <001 =++.

4.6.5 Einzelkanal- und Ganzzellleitfahigkeit

Unter symmetrischen lonenbedingungen konnten di@ktéu der Strom-
Spannungskurve fur nicht gleichrichtende Kanéale 8titdme durch eine Gerade
angepasst werden, die durch eine lineare Regresmoechnet wurde. Die
Steigung der Geraden stellt die Leitfahigkeit (iA/Y) des Einzelkanals,
beziehungsweise der gesamten Zelle dar und wirdPirosiemens (pS)
angegeben. Besteht Uber der Membran ein lonen-Ktrat®nsgradient so

ergibt sich kein linearer Zusammenhang zwischen dieff und
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Klemmspannung. Die entsprechenden Stromwerte kodben die Goldman-
Hodgkin-Katz-Gleichung (kurz Goldmann-Gleichung) geglichen werden

(siehe Formel).

4.6.6 lonenselektivitat

Liegt ein lonengradient Uber der Membran an, sonkaman aus dem
Umkehrpotential das Permeabilitatsverhaltnis daefobestimmen. Man hat so
ein Mald fir die Ilonenselektivitdit des Kanals. Daserhéltnis der

Permeabilitdtskonstanten kann flr einwertige loawes der Goldman-Gleichung

errechnet werden:

= Em Pre[ NaJa + Px[K]a + Pa[Cl]i
F PnNaji + P[K] + Pc[Cl]a

Ewm

In der Goldman-Gleichung sind die Anteile der varsdenen Arten von lonen
am Gesamtpotential nach dem Permeabilitatskoaftere P gewichtet. Im
Grenzfall P (K) >> P (Na) und P (K) >> P (Cl) gei¢ in die Nernst-Gleichung

fur Kalium tber.

£= R [Kl
zZF  [K]i
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4.7 Losungen

4.7.1 Standardldsungen

Standardlésung | NaCl| KCI | CaCl, | MgCl, | MgATP | Glucose| EGTA | HEPES | Na- | Na- Na-
lodid | Bromid | Methan-
sulfonat
|.Pipettenlésung | - 145 | - 1 2 10 0,1 10 - - -
pH 7,1
geeicht mit KOH
Il.BadlésungenpH 7,4 geeicht mit NaOH
a)Standardlésung| 140 | 4,7 | 1,3 1 - 10 - 10 - - -
NaCl
b)Austauschlésung- 47 11,3 1 - 10 - 10 140( - -
Nal
c)Austauschldsun( - 4,7 | 1,3 1 - 10 - 10 - 140 -
NaBr
d)Austauschlésung- 47 11,3 1 - 10 - 10 - - 140
Na-
methansulfonat

Tabelle 3: Zusammensetzungen der verschiedene®adjen, Angaben in mM.

4.7.2 Zugaben zu der Badl6sung

Losung

IBMX

Forskolin

HSTa

Guanyli

Glibenclamid

lonomycin

db-cGMP

IBMX+Forskolin

10 mM

10 pM

HSTa 100%

1,25 U/m

Guanylin

Glibenclamid

1,25 U/ml

lonomycin

db-cGMP

1mM

Tabelle 4: Die verschiedenen Zugaben zur Badldsung
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5.Ergebnisse

5.1 Pankreasgangzellen

Alle Experimente mit Pankreasgangzellen sind, biscdée Negativkontrollen,
an Zellen der Capan-1 Zelllinie durchgefuhrt word@uor Negativkontrolle
bediente ich mich der CF-PAK-Zellen die sich duethen funktionsunfahigen
CFTR-lonenkanal von den CAPAN-1 Zellen unterscheid®it Hilfe der
Whole-Cell Ableitung wurde der Uber der Zellmembrfiie3ende Strom
gemessen und Verdnderungen nach Applikation deeiljgen Substanzen
registriert. Zusatzlich wurde mit Hilfe sogenannt®pannungsrampen eine
Strom-Spannungskurve erzeugt, die den bei untadioth angelegter

Spannung flieBRenden Strom abbildet.

5.1.1 IBMX und Forskolin

Zuerst kontrollierte ich Uber 3 bis 5 Minuten dieMbranleitfahigkeit unter den
Ausgangsbedingungen. Im Anschluss daran flgte ieh Badlosung ein
Gemisch aus IBMX, einem Inhibitor der intrazell@érPhosphodiesterase, und
Forskolin, einem Aktivator der intrazellularen Ad&atzyklase, bei. Hiermit
wollte ich zeigen, dass es uber eine Erh6hung deazellularen cAMP-
Konzentration zu einer Aktivierung des CFTR komianach versuchte ich
dieses Gemisch wieder mit Badlosung auszuspulersaudie Reversibilitat der

Aktivierung zu demonstrieren.
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" Pankreasgang
CFTR
“(
or LN
cAMP
ATP  AMP
CAPAN-1-Zelle f
I aktiviert \/'nh/'bierr
Forskolin IBUX

Abbildung 12: IBMX hemmt die Phosphodiesterase (POritl Forskolin aktiviert die
Adenylatzyklase (AC). Somit kommt es Uber einerairgllularen cAMP-Anstieg indirekt
Uber die Phosphokinase A (PKA) zu einer Aktivieruleg CFTR.

Strom-Zeit-Verlauf

Der Strom-Zeitverlauf eines ausgewahlten Experie®aeigt hier den tber die
Zellmembran flieRenden Strom jeweils fur zwei ex&arnpch herausgegriffene
Spannungen, namlich 0 beziehungsweise -60 mV. Marihigen Minuten unter
Kontrollbedingungen (A) sient man die Zunahme desngssenen Stromes
zeitgleich mit der Applikation von IBMX (1 mM) unBorskolin (10 puM) (B).

Nach Auswaschen der Substanzen mit Badldsung nohemgemessene Strom
wieder vollstandig ab (C).

-60 mV

Stromstarke (pA)

1000

Zeit (s)

Abbildung 13:Der gemessene Stromfluss Uber die Zellmembran dpai©1-Zelle. A: zu
Beginn unter Kontrollbedingungen, B: nach Zugabe MX (1 mM) und Forskolin (10
KM) und C: nach Auswaschen des Gemisches mit IBM¥ Forskolin-freier Badlésung).
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Strom-Spannungskurve

Die Strom-Spannungskurve stellt zu jeder angele§@mnung den Strom dar,
der Uber die Membran flie3t. Jede Kurve ist dalbeeimem bestimmten, unten
genannten Zeitpunkt gemessen worden. Zunachdtrsigh den Verlauf unter
Kontrollbedingungen (A), dann den deutlichen Strosteeg nach Aktivierung

durch IBMX/Forskolin (B). Nach Auswaschen der Sabgen zeigt die Strom-
Spanungskurve die Reversibilitat der Aktivierung(@n

600
B
400 //
200 / A
c
Spannun: g (mV)
T T T ———— T !
-100 -80 -60__ cocafO 20 20 40
BRI
B 200
/L P
7 400
/’/
T =
o 600 =
2
S
/ 800 ]
£
]
-1000 - <

Abbildung 14:Die Strom-Spannungskurven der Capan-1-Zellen. gerun
Kontrollbedingungen, B: nach Zugabe von IBMX (1 mivid Forskolin (10 uM) und C:
nach Auswaschen des Gemisches mit IBMX- und Forrsier Badlosung.

Statistische Auswertung

Zusammenfassend wird hier gepruft, ob die in dieBeihe von Experimenten
gemessenen Verdnderungen statistisch signifikamd. siDie Balken

reprasentieren die Mittelwerte aller Experimenteer dAufsatz den

Standardfehler. Man sieht deutlich die Zunahme Lagtfahigkeit nach Gabe
von IBMX und Forskolin.
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Abbildung 15:Die Veranderung der Leitfahigkeit der Capan-1-Zel@ach Gabe von IBMX

(2 mM) und Forskolin (10 uM). Da mehrere Experingentir iiber 5 Minuten stabil blieben,
ist kein Signifikanzniveau fir 8 beziehungsweiseMifiuten angegeben.

Die folgende Abbildung zeigt diese Werte dann in laRen zur
Gesamtzellkapazitat und gibt so die spezifischetfdlegkeit an. Da die
Gesamtzellkapazitat hauptsachlich von der Zellgeifdgingt, sieht man anhand
der spezifischen Leitfahigkeit die Veranderung undaiyig von der Grol3e der
Zelle, beziehungsweise des Zellclusters.

200

50 A

spezifische Leitfahigkeit ( pS/pF)

T T T T T
o] 1 2 3 5

min. hach Gabe von IBMX und Forskolin

Abbildung 16: Die Veranderung der spezifischen féadiigkeit der Capan-1-Zellen nach Gabe
von IBMX (1 mM) und Forskolin (10 pM).

Diese Ergebnisse stimmen mit bereits bekanntennDaie Pankreasgangzellen

[Cheng HS et al.(1998),Nr.15; Becq F et al.(1992PNBecq F et al.(1993),
Nr.3/4] tiberein.
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5.1.2 Das Bakterientoxin STa

Weiterhin habe ich die Pankreasgangzellen mit dézestabilen Toxin der
enterotoxischen E.coli stimuliert. Nach Messungeurftandardbedingungen
gab ich dazu das STa-Toxin (1,25 U/ml) der Badlgsloei. Durch die
anschlieBende Veranderung der Gesamtleitfahigkert £ellen konnte ich
zeigen, dass STa an den Zellen eine Wirkung heritarnd diese Zellen somit
einen funktionstiichtigen STa-Rezeptor, wahrschaintlie membranstandige
Guanylatcyclase C, besitzen. Die Charakteristika demessenen Stromes
lassen eine  Aktivierung des CFTR-lonenkanals véemu Damit ist es
wahrscheinlich, dass die Zellen Uber eine CFTRvektnde Signalkaskade
verfugen. Auch hier konnten die Messungen nachhdiefendem Spilen mit

STa-freier Badlosung die Reversibilitat demonsémer

STa

Pankreasgang

CAPAN-1-Zelle

Abbildung 17: STa fuhrt Gber die membranstandigar@latzyklase-C (GC-C) in Capan-1-
Zellen zu einer Erh6hung des intrazellularen cGMB somit indirekt Gber die cGMP-
abhangige Proteinkinase Il (cGK-Il) zu einer Akéiing des CFTRs.

Strom-Zeitverlauf

Der Strom-Zeitverlauf zeigt den reversiblen Anstokgs gemessenen Stromes
nach extrazellularer Zugabe von STa. Nach kurzertiddperiode (1) zeigt sich
nach Gabe von STa (1,25 U/ml) (2) ein deutlichersthey des Uber die
Membran flieBenden Stromes. Nach Auswaschen dest&ubdurch die STa-
freie Badlésung (3) kommt es wieder zu einem Ruoggdes Membranstromes,

die Reaktion ist reversibel.
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Abbildung 18: Der gemessene Stromfluss Gber déméehbran der Capan-1-Zelle. 1: unter

Kontrollbedingungen, 2: nach Zugabe von STa (1,481Jund 3: nach Auswaschen mit STa-
freier Badlosung.

Strom-Spannungskurve

Hier zeigt die Stromspannungskurve den bei ausgésvaRheitpunkten Uber die
Membran flieBenden Strom in Abhéangigkeit zu der edmgfen Spannung,
jeweils vor (A), und nach Gabe von STa (B) sowiemnAuswaschen von STa
(C). Man sieht nach Zugabe von STa eine reversbieanme des Uber die
Membran flieRenden Stromes bei jeweils gleichem8pag.

200
100
Spannun: g (mV) e RIS é

-1 00/.,,7 ~60 -40 -20 20 40

w
8
Stromstérke (pA)

Abbildung 19: Die Strom-Spannungskurven der Cap&®ien. A: unter Kontroll-

bedingungen, B: nach Zugabe von STa (1,25 U/mf @nnach Auswaschen mit STa-freier
Badldsung.

Statistische Auswertung

Hier ist jeweils die Leitfahigkeit in Abhangigkeion der Zeit (0 bis 10 min.)
nach der Gabe von STa sowie anschlie3end die hggkféit in Bezug zur
Gesamtzellkapazitat dargestellt.
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Abbildung 20: Die Veranderung der Leitfahigkeit d&apan-1-Zellen nach Gabe von STa
(1,25 U/ml).
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Abbildung 21:Die Veranderung der spezifischen Leitfahigkeit @apan-1-Zellen nach Gabe
von STa (1,25 U/ml).

Es kann also eine signifikante und reversible Eunghdes Uber die Membran
flieBRenden Stromes durch die extrazellulare Gabe $ba gemessen werden.
Diese gewonnenen Ergebnisse stimmen weitgehendemén in den bisherigen
Veroffentlichungen an anderen Zellen [Chao AC €1.8P4),Nr.16] Uberein.
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5.1.3 Versuche zur Konzentration

Nachdem ich also eine Aktivierung des CFTR-loneakammit Hilfe des
Bakterientoxins STa darstellen konnte, galt es ahmimale aktivierende
Konzentration von STa herauszufinden. Dazu folgtandeine Versuchsreihe

mit abnehmenden Konzentrationen von STa.

Strom-Zeitverlauf

Exemplarisch ausgewahlt sieht man hier einen desasekraftigsten Versuche.
Man sieht den tber die Membran flieRenden StroreruBtandardbedingungen
(1), nach Gabe der STa-haltigen Losung in niedrigenzentration (0,0025

U/ml) (2) und nach Gabe der héher konzentriertea-B8dltigen L6ésung (0,0125
U/ml) (3).

; {

Stromstarke (pA)
o
o
|

Abbildung 22:Der gemessene Stromfluss Uber der Zellmembran aear1-Zelle. 1: unter
Kontrollbedingungen, 2: nach Zugabe von STa (0,0026l) und 3: nach Zugabe von STa in
hoherer Konzentration (0,0125 U/ml).

Zum Vergleich dazu noch der Strom-Zeitverlauf eiftlegperimentes mit der
Zugabe von STa in der gleichen Konzentration wiesund 2, namlich von
0,0125 U/ml. Auch hier zeigt sich nach kurzer Koli& (1) eine Aktivierung
durch Zugabe von STa (0,0125 U/ml) in die Badlos()g Das Verhalten des

anschlieRend zugegebenen Glibenclamid (3) wirdaweiten genauer erlautert.
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Stromstarke (pA)

Abbildung 23:Der gemessene Stromfluss Uber der Zellmembran aear1-Zelle. 1: unter
Kontrollbedingungen, 2: nach Zugabe von STa (0,0126l) und 3: nach Zugabe von STa
(0,0125 U/ml) und Glibenclamid (0,1 mM).

Strom-Spannungskurve

Die Strom-Spannungskurven zeigen den typischenaukréiner reversiblen
Erhéhung der Membranleitfahigkeit ausgel6st durcluarylin in einer

Konzentration von 0,0125 U/ml (B). Die Kurve vorrdektivierung (A) gleicht

der nach Hemmung durch Glibenclamid (C).

B

100 +
A
Spannung (mV) c

-100 -80 s 20 40

Stromstérke (pA)

Abbildung 24:Die Strom-Spannungskurve der Capan-1-Zelle. A:rudtatrollbedingungen,
B: nach Aktivierung durch STa (0,0125 U/ml) undnach anschlie3ender Inhibierung durch
Glibenclamid (0,1 mM) und STa (0,0125 U/ml).

Hier konnte ich also zeigen, dass mit einer Konagion von 0,0125 U/ml

noch eine Aktivierung moglich war, die Applikatimon 0,0025 U/ml dagegen
keinen Effekt mehr hatte.

45



5.1.4 Guanylin

Nachdem bestétigt war, dass die Zellen Giber alieeradigen Komponenten der
CFTR-aktivierenden  Signalkaskade  verfigen, machteh i einen

Stimulationsversuch durch die Applikation von Guany Nachdem eine
Reaktion gemessen werden konnte, habe ich dann nsthfuss mit reiner
Badlosung gespult, um das Guanylin auszuwaschen wmdso zu sehen

inwieweit die eingetretene Reaktion reversibel ist.

S pankreasgang o

CAPAN-1

Abbildung 25: In den Capan-1-Zellen fuhrt Guanyillrer die membranstandige
Guanylatzyklase-C (GC-C) zu einer intrazellular&MP-Erhdhung und somit indirekt Uber
die cGMP-abhangige Proteinkinase Il (cGK-Il) zuegiAktivierung des CFTRs.

Strom-Zeitverlauf

Hier sieht man nach kurzer Kontrolle (1) den rendes Anstieg des Uber die
Zellmembran flieRenden Stromes nach Zugabe von yhoa(l pM) zu der

Badlosung (2). Dieser nimmt nach Auswaschen mmtereBadlosung wieder ab

3).
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Abbildung 26: Der gemessene Stromfluss Gber déméehbran der Capan-1-Zelle. 1: unter

Kontrollbedingungen, 2: nach Zugabe von Guanylipkl) und 3: nach Auswaschen mit
guanylinfreier Badlésung.

Strom-Spannungskurve

Die abgebildeten Strom-Spannungskurven wurden wbetrollbedingungen

(A), nach Zugabe von Guanylin (B) und dem Auswascter Substanz (C)
aufgezeichnet.

Spannung (mV)

-100 -80 = -20 20 40

Stromstarke (pA)

Abbildung 27: Die Strom-Spannungskurven der Capa®ifien. A: unter

Kontrollbedingungen, B: nach Zugabe von Guanylipfa) und C: nach Auswaschen mit
guanylinfreier Badlésung.

Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung zeigt eine deutlichd kontinuierliche Zunahme
der Membranleitfahigkeit nach Gabe von Guanylip ).
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Abbildung 28:Die Veranderung der Membranleitfahigkeit der Cafiafellen nach Gabe von
Guanylin (0,1 pM).

Dies bestatigt sich auch wenn man diese in RelatimrfGesamtzellkapazitat
setzt.
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Abbildung 29:Die Veranderung der spezifischen Membranleitfahigiker Capan-1-Zellen
nach Gabe von Guanylin (0,1 pM).

5.1.5 Glibenclamid

Im nachsten Versuchsschritt wurde nun bei aktigrerZellen mit Hilfe des
CFTR-Inhibitors GlibenclamifiSheppard DN und Robinson KA (1997), Nr.78]
der bereits aktivierte CFTR-lonenkanal blockiertur€h das anschlieffende

Auswaschen des Glibenclamids sollte die Reversibiller Blockierung gezeigt
werden.
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Glibenclamid

T Pankreasgang ¢

CAPAN-1-Zelle

Abbildung 30: Die Gabe von Glibenclamid fuhrt, viier im Beispiel der Capan-1-Zellen,
direkt zu einer Inhibierung des CFTR.

Strom-Zeitverlauf

Der Strom-Zeitverlauf zeigt gut, wie der Uber delldhembran flieRende Strom
nach kurzer Kontrollperiode (1) durch AktivierungitnsTa (1,25 U/ml)
zunimmt (2,4 und 6) und nach Gabe von Glibenclaf®id mM) (3 und 5)
wieder abnimmt. Das untenstehende Experiment véicl#u dabei die
Reversibilitdt der Effekte. Die Abnahme des Membteomes durch die
Applikation von Glibenclamid war dabei von der aldrenden Substanz (STa,
Guanylin,db-cGMP oder IBMX/Forskolin) unabhéngig.
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Abbildung 31: Der gemessene Stromfluss Gber déméehbran der Capan-1-Zelle. 1: Unter
Kontrollbedingungen, 2/4/6: nach Gabe von STa (U28l) und 3/5: nach Gabe von STa
(1,25 U/ml) und Glibenclamid (0,1 mM).
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Strom-Spannungskurve

Die Kurve nach Blockierung mit Glibenclamid (C) gl& der mit reiner
Badlosung vor Aktivierung mit Guanylin (A) und zedamit eine Blockade der
Guanylin-aktivierten CFTR-lonenkandle. Die Kurve) (Beigt den Strom-

Spannungsverlauf nach Aktivierung mit STa.

B

100 +
A
Spannung (mV) c

-100 -80 - 20 40
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Abbildung 32: Die Strom-Spannungskurve der Capatelle. A: unter Kontrollbedingungen,
B: nach Aktivierung durch STa (1,25 U/ml) und Cch&abe von STa (1,25 U/ml) und
Glibenclamid (0,1 mM).

Statistische Auswertung

Dies zeigt auch deutlich die statistische Auswegtatier Experimente dieser
Versuchsreihe. Die spezifische Leitfahigkeit steigch Aktivierung mit
Guanylin (B) signifikant gegeniiber den Kontrollogglingen (A) und nimmt
nach Inhibierung des CFTRs durch Glibenclamid ebelesitlich wieder ab (C).
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Abbildung 33: Die maximale Membranleitfahigkeit despan-1-Zellen. 1: unter

Kontrollbedingungen, 2: nach Gabe von Guanylin (M) und 3: nach Gabe von Guanylin
(0,1 pM) und Glibenclamid (0,1 mM).
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Abbildung 34: Die maximale spezifischen Membraffééiigkeit der Capan-1-Zellen. 1: unter
Kontrollbedingungen, 2: nach Gabe von Guanylin (M) und 3: nach Gabe von Guanylin
(0,1 pM) und Glibenclamid (0,1 mM).

5.1.6 Dibutyryl-cGMP

Nachdem wir wussten, dass sowohl das Bakterient8Xia als auch Guanylin
eine Erh6hung des Uber die Zellmembran flieRendemmtes bewirken, sollte
dargestellt werden, dass dies durch eine cGMP-gip@nAktivierung des
CFTR-lonenkanals bewirkt wird und nicht tber dieadative cAMP-abhéngige
Aktivierung. Um dies zu zeigen, gab ich der Badhisibutyryl-cGMP (db-

cGMP) bei, ein membrangangiges Analogon des zelheg cGMPs. Zuvor
hatte sich bei Versuchen mit cGMP-reicher Pipefgumg die notwendige
Abdichtung zwischen Pipette und Zellmembran, dgesannte ,Megaseal“ als
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zu instabil erwiesen und ich musste daher den Wy die extrazellulare

Beigabe eines membrangangigen cGMP wahlen.

e Pankreasgang o

=
o

cr

9
y

CAPAN-1-Zelle

Abbildung 35: In den Capan-1-Zellen fuhrt db-cGMbeiidie cGMP-abhangige
Proteinkinase Il (cGK-II) zu einer Aktivierung d€$TRs.

Strom-Zeitverlauf

Nachdem sich stabile Versuchsbedingungen eingektglen (1), gab ich db-
cGMP (1 mM) der Badlosung bei (2). Wie in der ustehenden Abbildung
exemplarisch gezeigt, kommt es zu einer Zunahme Ulbes die Membran
flieRenden Stromes. Diese erhdhte Membranleitfanglst, wie sich nach

Auswaschen der Substanz mittels Badlosung zeigtrsidel (3).

Stromstarke (pA)
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Abbildung 36: Der gemessene Stromfluss Gber ddméehbran der Capan-1-Zelle. 1: unter
Kontrollbedingungen, 2: nach Gabe von db-cGMP (1)mit C: nach Auswaschen mit db-
cGMP-freier Badldsung.

Zeit (s)
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Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung verdeutlicht noch eihden signifikanten Anstieg
der Membranleitfahigkeit nach Gabe von db-cGMP.

Leitfahigkeit ( pS)

o@ﬁii@ﬁm

min. nach Gabe von db-cGMP

Abbildung 37: Die Veranderung der Membranleitfataiglkder Capan-1-Zellen nach Gabe von
db-cGMP (1 mM).
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Abbildung 38: Die Veranderung der spezifischen Meamkeitfahigkeit der Capan-1-Zellen
nach Gabe von db-cGMP (1 mM).

5.1.7 CF-PAK-Zellen

Mit den CF-PAK Zellen erfolgte anschliel3end einentfoll-Versuchsreihe. Wie
bereits erwahnt, besitzen diese Zellen keinen fanktdhigen CFTR-
lonenkanal. Erwartungsgemafl kommt es daher in keiter stabil und Uber

ausreichend lange Zeit laufenden Experimente zaneisignifikanten Anstieg
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des Uber die Membran flieRenden Stromes. Weder Aaglikation von STa
(1,25 U/ml), Forskolin (10 uM) oder Guanylin (1 mkBm es zu einem Anstieg
des uUber die Zellmembran flieBenden Stromes. Dastitdie Annahme
untermauert, dass der CFTR-lonenkanal das entssiaedZielorgan der durch

Guanylin ausgeldsten Membranleitfahigkeitserhéhshg

ola
Guanylin

CFTR Pankreasgang
(defekt)

SE—
cGMP T r\

or cAMP

CF-PAK-Zelle T wp AP

| aktiviert
Forskolin

Abbildung 39: In den CF-PAK-Zellen ist der CFTR guuind einer Mutation funktions-
untichtig.

5.1.8 lonenaustausch

Strom-Zeitverlauf
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Abbildung 40: Der gemessene Stromfluss Gber déméahbran der Capan-1-Zelle. 1:Gabe
von STa (1,25 U/ml), 2/8/14: Austausch der NaCtiBaung durch eine
natriumbromidhaltige Badl6sung, 4/10/16: AustausehNaCl-Badldésung durch eine
natriumiodidhaltige Badl6sung, 6/12/18: AustausehaCl-Badlésung durch eine
natriummethansulfonathaltige Badlésung und 3/514/4/3/15/17/19: Hier wurde wieder mit
der normalen NaCl-Badlosung gespult

Zur weiteren Charakterisierung des aktivierten hixamals tauschte ich die

natriumchloridhaltige Badlésung gegen Ldsungen niitatriumiodid,
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Natriumbromid und Natriummethansulfonat aus. Hieigte sich eine flr den

CFTR typische lonenselektivitat.

Natriummethansulfonat

Nach  Austausch der Badlosung gegen eine chlor@freund
methansulfonathaltige Losung konnte man sehen, das&ustausch zu einer
Verschiebung des Umkehrpotentials flhrt. Lag diesesChloridionen noch
nahe dem Nullpunkt, so verschob es sich bei Methifomat in den deutlich

positiven Bereich.

Strom-Spannungskurve

Die Strom-Spannungskurven mit Guanylin aktivier@apan-1-Zellen zeigen
die fir den CFTR erwartete Selektivitat fur Chlaoinen.

600 -
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-40 -20

-100

Stromstarke (pA)

Abbildung 41: Die Strom-Spannungskurve der durch @125 U/ml) aktivierten Capan-1-
Zellen. A: mit NaCl-Badlésung, C: nach AustauschctiNa-Methansulfonat als Badlésung
und B: nach erneutem Austausch mit NaCl als Badigsu

5.1.9 KT-5720

Bei dieser Versuchsreihe wurden die Zellen vor Wersuchen mit KT-5720,
einem spezifischen Inhibitor der Proteinkinase Arbehandelt. Auf diese
Weise wurde eine cAMP-abhangige CFTR-Aktivierungsgaschlossen.
Trotzdem lie3en sich die Zellen problemlos mit Gudianund den guanylin-
ahnlichen Substanzen in der bereits beschriebersseVaktivieren.
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Abbildung 42: In den Capan-1-Zellen inhibiert KTZW/die Proteinkinase A (PKA) und
verhindert somit eine Aktivierung des CFTRs via cRM

5.1.10 Messung der zellularen cGMP- und cAMP-Produion

Hier wurden die Capan-1-Zellen (100.000 Zellen/ywelit STa (1 U/ml und 10
U/ml), Guanylin (10 pM/ml) und Forskolin (10 pM/mipkubiert und im

Anschluss die cAMP beziehungsweise die cGMP-Konmaéoh bestimmit.

cAMP-Produktion

Abbildung 43 zeigt den jeweiligen Anstieg von izgeHularem cAMP 10
Minuten nach Inkubation mit Guanylin (1 uM), STalWiml) oder Forskolin (1
UM und 10 uM). Bei der Inkubation mit Guanylin udem Bakterientoxin STa
zeigt sich kein signifikanter cAMP-Anstieg im Veegth zur Kontrolle.
Dagegen kommt es in der Inkubation mit Forskolin eanem deutlichem
cAMP-Anstieg. Dieser Versuch verdeutlicht dass dadlen zwar Uber eine
funktionsfahige Adenylatzyklase verfligen, dieser aioeht durch Guanylin oder
STa aktiviert wird.
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Abbildung 43: Nach 10-minutiger Inkubation der CaydaZellen mit den an der x-Achse

aufgefiihrten Substanzen zeigt sich jeweils einrgokéedlicher intrazellularer cAMP-Gehalt
der Zellen.

cGMP-Produktion

Hier stellt die Abbildung 44 den entsprechendemamsllularen Anstieg von
cGMP nach Inkubation mit Guanylin (1 pM) und STalWinl und 10 U/ml)
dar. Nach der Inkubation zeigt sich dabei ein deh#r Anstieg der

intrazellularen cGMP-Konzentration im Vergleich Kontrollreihe.

CGMP (froliwel)
Ju
|

Abbildung 44: Nach 10-minutiger Inkubation der GaydaZellen mit den an der x-Achse

aufgefiihrten Substanzen zeigt sich jeweils einraokéedlicher intrazellularer cGMP-Gehalt
der Zellen.

Hier wird deutlich, dass es durch Guanylin und STlaeinem Anstieg der
intrazellularen cGMP-Konzentration kommt, eine aazg&llulare cAMP-

Erhéhung, wie zum Beispiel durch Forskolin, bewirldiese Substanzen aber
nicht.
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5.2 Ergebnisse Lunge

Die folgenden Versuchsreihen wurden an H441-Zalemacht, einer Zellreihe
die funktionell den Clarazellen entspricht. Die Exmente wurden jeweils
mittels Whole-Cell Ableitung an Einzelzellen odeteiken Zellclustern
gemacht. Ein Zellcluster ist hier ein Zellhaufem&bis 5 Zellen. Mit Hilfe der
Whole-Cell Ableitung wird der Uber der ZellmembrdhelRende Strom
gemessen und die Veranderungen nach Applikatiotinraser Substanzen
registriert. Zusatzlich wird mit Hilfe sogenann&pannungsrampen eine Strom-
Spannungskurve erzeugt, die den bei unterschiediiopelegter Spannung
flieRenden Strom abbildet. Da die Arbeits- und Gé&e@aschritte analog der
vorbeschriebenen in den Pankreasgangzellen sind] auf eine erneute

ausfuhrliche Beschreibung hier bewusst verzichtet.

5.2.1 IBMX und Forskolin

Zunéchst gab ich den H441-Zellen in ersten Versucpeobeweise das
IMBX/Forskolin-Gemisch  bei, was einen é&ahnlichen #ag der
Membranleitfahigkeit bewirkt. Wie bei den Capan4dll&n, so dass ich mit den
H441-Zellen die folgenden weiteren Versuche machdeifgrund eines
rechnerbedingten Datenverlustes fehlen leider then&Spannungskurven. Die

Ergebnisse entsprachen denen aus den ExperimartitBankreasgangzellen.

5.2.2 STa

Den Zellen der H441-Zellkultur wurde nach kurzer oBachtung unter

Kontrollbedingungen STa beigegeben.

Strom-Zeitverlauf

Wie die folgende Abbildung zeigt, wurde nach kurZsobachtung unter
Kontrollbedingungen (1), das Bakterientoxin STa2%1U/ml) zur Badlésung
hinzugefigt (2). Man sieht anschlieRend deutlich Aunahme des Uber die

gesamte Zellmembran flieBenden Stromes.
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Abbildung 45: Der gemessene Stromfluss Gber déméehbran der H441-Zelle. 1: unter
Kontrollbedingungen und 2: nach Gabe von STa (U/25l).

Statistische Auswertung

Diese Abbildungen zeigen die statistische Ausweytafler Versuche dieser
Reihe. Es zeigt sich signifikant, dass es nach abeSTa zu einem Anstieg
der Leitfahigkeit kommt.

Leitfahigkeit ( pS)

[N)

cai il

min. nach Gabe von STa

o

Abbildung 46: Die Veranderung der Membranleitfataiglder H441-Zellen nach Gabe von
STa (1,25 U/ml).

Aufgerechnet auf die jeweilige Zellkapazitat, zeigich der Anstieg der
spezifischen Leitfahigkeit.
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Abbildung 47:Die Veranderung der spezifischen Membranleitfahigiker H441-Zellen nach
Gabe von STa (1,25 U/ml).

5.2.3 Guanylin

Der nachste Versuchsschritt sollte dann zeigesiabdie durch STa ausgeloste
Zunahme der Gesamtzellleitfahigkeit auch durch @lmmuslosen lasst. Dazu
fugte ich der Badlosung in dieser Versuchsreihd kaczer Beobachtung unter
Kontrollbedingungen Guanylin bei. Wenn sich einealRR®n einstellte,
versuchte ich anschlieRend mittels Auswaschen dexing durch

Kontrolllésung die Reversibilitdt zu zeigen.

Strom-Zeitverlauf

Exemplarisch zeigt folgende Abbildung den Uber deimembran fliel3enden
Strom nach Gabe des Hormons Guanylin (1 pM) (2). dea Gber die
Zellmembran flieBRende Strom nach Spllen mit Badigsy3) in allen
Versuchen wieder das Ausgangsniveau erreichtjesRdaktion reversibel. Zu
Beginn erfolgten wie gewohnt eine kurze Zeit langessungen unter
Kontrollbedingungen (1).
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Abbildung 48: Der gemessene Stromfluss Gber déméehbran der H441-Zelle. 1: Unter
Kontrollbedingungen, 2: nach Gabe von Guanylin i) und 3: nach Auswaschen mit
guanylinfreier Badlésung.

Statistische Auswertung

Auch die statistische Auswertung der Experimenteseli Reihe zeigt einen
signifikanten Anstieg der Leitfahigkeit nach Galms\Guanylin.

Leitfahigkeit ( pS)

N

o

annnili]

min. nach Gabe von Guanylin

Abbildung 49: Die Veranderung der Membranleitfatgigkler H441-Zellen nach Gabe von
Guanylin (1 mM).

Die Leitfahigkeitsdnderung steigt auch in BezugdiafGesamtzellkapazitat.
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Abbildung 50: Die Veranderung der spezifischen Meankeitfahigkeit der H441-Zellen nach
Gabe von Guanylin ( 1mM).

5.2.4 Dibutyryl-cGMP

Nachdem ich zeigen konnte, dass sowohl das Baktexmm STa als auch

Guanylin eine Erh6éhung des Uber die ZellmembraeR8nden Stromes
bewirken, wollte ich weiterhin darstellen, dasssdi@rch eine cGMP-abhangige
Aktivierung des CFTR-lonenkanals bewirkt wird unidht der bereits bekannte
Signalweg tUber cAMP benutzt wird.

Dazu gab ich der Badlosung db-cGMP, ein membrarigéagAnalogon des

zelleigenen cGMPs, bei. Wie bereits zuvor bei dankiReasgangzellen hatten
sich auch hier Versuche mit einer cGMP-reichen tRp&sung als zu instabil

erwiesen und ich musste daher den Weg Uber diazetiulare Beigabe eines

membrangangigen cGMP wéahlen.

Strom-Zeitverlauf

Anhand des hier abgebildeten Strom-Zeitverlaufsnkaan gut sehen, wie der
Uber der Zellmembran gemessene Strom nach kurzetrddle (1) durch Gabe

von db-cGMP (1 mM) zunimmt (2). Nach Ausspulen dbscGMPs nimmt er

dann anschlief3end wieder ab (3).
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Abbildung 51: Der gemessene Stromfluss Gber déméehbran der H441-Zelle. 1: unter

Kontrollbedingungen, 2: nach Gabe von db-cGMP (1)maktl 3: nach Auswaschen mit db-
cGMP-freier Badldsung.

Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Experimente vetdditden signifikanten
Anstieg der Leitfahigkeit nach Gabe von db-cGMP.
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Abbildung 52: Die Veranderung der Membranleitfatgigkler H441-Zellen nach Gabe von
db-cGMP (1 mM).

Auch die spezifische Leitfahigkeit andert sichndiggant nach Gabe von db-
cGMP (1 mM).
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Abbildung 53: Die Veranderung der spezifischen Meamkeitfahigkeit der H441-Zellen nach
Gabe von db-cGMP (1 mM).

5.2.5 Glibenclamid
Hier sehen wir, wie sich die Gabe des CFTR-Inhisifavid N. Sheppard et

al.] Glibenclamid auf die Lungenzellen auswirkt.ZDavurden die Zellen mit
Guanylin (1 pM) zunéchst aktiviert und anschlieReshakch Zugabe des
Gemisches von Guanylin (1 uM) und Glibenclamid (@M) inhibiert.

Strom-Zeitverlauf

Der Strom-Zeitverlauf zeigt deutlich eine Zunahmes diber die Membran
flieRenden Stromes nach Gabe von Guanylin (2) umeheerneuten Rickgang
nach zusatzlicher Zugabe von Glibenclamid (3). U(it¢ wieder das Verhalten

unter Kontrolllésung.

Stromstarke (pA)

Zeit (s)

Abbildung 54: Der gemessene Stromfluss Gber ddméehbran der H441-Zelle. 1: unter
Kontrollbedingungen, 2: nach Gabe von Guanylin i) und 3: nach Gabe von Guanylin (1
KM) und Glibenclamid (0,1 mM).
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Statistische Auswertung

Auch diese Reihe von Experimenten wurde abschl@Bttistisch ausgewertet.
Hier sehen wir nach der Kontrollmessung (1) zuels Zunahme der

gemessenen Leitfahigkeit nach Gabe von Guanyling@&bplgt von der erneuten
Abnahme nach Zugabe von Glibenclamid und Guang)in (

Leitfahigkeit (nS)

|
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Abbildung 55: Die maximale Membranleitfahigkeit dé441-Zellen 1: unter

Kontrollbedingungen, 2: nach Gabe von Guanylin i) und 3: nach Gabe von Guanylin (1
KM) und Glibenclamid 0,1 mM).
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Abbildung 56: Die maximale spezifische Membranédiifjkeit der H441-Zellen 1: unter

Kontrollbedingungen, 2: nach Gabe von Guanylin (Jukd 3: nach Gabe von Guanylin (1
KM) und Glibenclamid (0,1 mM).

5.2.6 KT-5720

Bei dieser Versuchsreihe wurden die Zellen vor ¥emsuchen mit KT-5720,

einem spezifischen Inhibitor der Proteinkinase Ahdndelt. Auf diese Weise
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wurde eine cAMP-abhéngige Aktivierung des CFTR Ubdie PKA
ausgeschlossen.

Strom-Zeitverlauf

Die Zellen wurden mit KT-5720 (1 uM) vorinkubierdier sehen wir die
bekannte Zunahme des Uber die Zelle flieBRenderm®smach der Gabe von
Guanylin (1 uM) (2) trotz einer Inhibition der PKA.

-----
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Abbildung 57: Der gemessene Stromfluss Gber déméehbran der mit KT-5720 (1 puM)
vorinkubierten H441-Zelle. 1: unter Kontrollbedimgen und 2: nach Gabe von Guanylin
(1 uMm).

Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung zeigt dass es auclldreiVorinkubation mit KT-
5720 (1 puM) zu einem Anstieg der Membranleitfahigkeach Gabe von
Guanylin (1 uM) kommt.
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Abbildung 58: Die Veranderung der spezifischen Meankeitfahigkeit der mit KT-5720
(1 uM) vorinkubierten H441-Zellen nach Gabe von Biia (1 uM).
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Abbildung 59: Die Veranderung der spezifischen Meankeitfahigkeit der mit KT-5720
(1 uM) vorinkubierten H441-Zellen nach Gabe von Biia (1 uM).

5.2.7 Methansulfonat

Bei diesen Versuchen konnte man analog zu den BEiggEm bei den
Pankreasgangzellen sehen, dass der Austausch vtoridi©men in den
Lésungen mit  Methansulfonationen zu einer Versamgb des
Umkehrpotentials fiihrt. Lag dieses bei den obehestden Versuchen noch
nahe dem Nullpunkt, so verschob es sich nach demstafsch der lonen

durchschnittlich auf 35,3 + 3,4 mV. Damit zeigtehsihier eine gewisse
Selektivitat fur Chloridionen.
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6.Diskussion

6.1 Chlorid- und Bikarbonatsekretion im Pankreas

6.1.1 Bestandteile der Regulation
Dass der CFTR mal3geblich an der Sekretion der makrPankreaszellen

beteiligt ist, ist hinreichend bekannt und zeighsileutlich bei Patienten, die an
zystischer Fibrose erkrankt sind [Gaskin KJ et18B@),Nr.28 und Case RM
und Argent BE (1993),Nr.11]. Auf der Suche nachutegenden Hormonen
gelang der Arbeitsgruppe um Prof. Cetin (Marbumgireals der Nachweis von
Guanylin im Pankreassekret. Dabei liel3 sich einez€atration ahnlich derer
Im Intestinum nachweisen. Der Nachweis von Urogliargelang dagegen nur
in vernachlassigbar geringer Konzentration, wastnweiter verwundert, da
Uroguanylin sein pH-Optimum im sauren Bereich had somit im alkalischen
Pankreassekret kaum wirksam ware. [Hamra FK efl%4),Nr.33]. Neben
Guanylin lieBen sich auch die anderen Bestandtdde aus dem Darm
bekannten, durch Guanylin ausgeldsten, cGMP-vegl@tt Aktivierung des
CFTR nachweisen. Dies gelang sowohl in einzelnarkf@asgewebeschnitten
als auch in den Zelllinien Capan-1 und CF-PAK. Imzelnen liel3en sich
nachweisen: GC-C, cGK-ll, CFTR und AE2. Eine fuohkstichtige
Carboanhydrase Il liess sich in Pankreasgangzeihon verschiedentlich
nachweisen und ihr Vorkommen gilt daher als gesidi@ase RM und Argent
BE (1993),Nr.11]. Obwohl es bislang unklar ist, tilveelche Isoform des
Anionenaustauschers der Anionentausch stattfimdatht die hohe Menge des
im Pankreas gefundenen AE2 es sehr wahrscheiass der Austausch von
Chlorid und Bikarbonat tber den AEZ2 vollzogen wiveklcher funktionell an
den CFTR-lonenkanal gekoppelt ist [Case RM undeAtdBE (1993),Nr.11;
Ishiguro H et al.(1996),Nr.36]. In weiteren Untersungen wurde mit den
Granula der zentroazindren Zellen die vorwiegendeuell® der

Guanylinsekretion ausgemacht. Aber auch weitealdlss zu den proximalen
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Pankreasgangzellen finden sich sekretorische GaanitlGuanylin. Dass diese
Granula auch in das Pankreaslumen entleert wevdande durch den positiven
Nachweis von Guanylin im Pankreassaft gesichere Biembranstandige
Guanylatzyklase C konnte an der luminalen Membearzdntroazinaren Zellen
und der proximalen Pankreasgangzellen (das sindalSticke, intra- und
interlobulare Ausfliihrungsgange) nachgewiesen werdBne bisherigen
Untersuchungen bestéatigten damit eine vorwiegenda-pand autokrine
Aktivitdt des Guanylins. Das Guanylinsystem konatso im Pankreas dazu
genutzt werden die Sekretionsleistung des Pankaegsgstems individuell an
die Sekretionsleistung der jeweils distal davoregehen Azini anzupassen. In
der apikalen Membran von proximalen Pankreasgalegzé&onnte neben der
GC-C dann auch der CFTR-lonenkanal und die ihnvigkénde cGK-lI
[Lohmann SM et al.(1997),Nr.53; Vaandrager AB et (1898),Nr.91]
nachgewiesen werden. Ebenfalls an der luminalen bfia&m zeigte sich der
AE2. Der AE2 ist dabei in seiner Funktion von descNbarschaft zu einem
funktionsfahigen CFTR abhéangig. [Lee MG et al.(1988.45/46]. Durch den
Anionentauscher AE2 gelangt Chlorid im AustauschegeBikarbonat in die
Zellen. Das Bikarbonat wird intrazellular tGber diA-1l aus Wasser und

Kohlendioxid synthetisiert und ins Lumen sezerniert

6.1.2 Funktionelle Verifizierung der Signalkaskade

Der Nachweis der funktionellen Interaktion gelangtteis Patch-Clamp-
Technik an Capan-1-Zellen. Zuné&chst zeigte sichs die Pankreasgangzellen
durch eine Mischung aus Forskolin, einem Aktivater Adenylatcyclase, und
IBMX, einem Inhibitor der Phosphodiesterase, aktivi werden. Diese
Aktivierung geschieht tber eine Erh6hung des imtfairen cAMP und fuhrt
zu einer Zunahme der Ganzzellleitfahigkeit [Becqef al.(1993),Nr.3/4].
Gleiche Ergebnisse gelangen auch mit STa und Goarlg den weiteren
Versuchen konnte mit 0,0125 U/ml die geringste liakonzentration
ermittelt werden, die noch zu einer deutlich mes=mbaErhdhung der
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Gesamtzellleitfahigkeit fihrt. Zum Nachweis der iidgrung tber cGMP gab
ich der Badlésung das membrangangige cGMP-Analajauturyl-cGMP bei,
welche eine dem Guanylin vergleichbare GesamtiéliegkeitserhGhung
bewirkt. Die hier jeweils gemessenen Strome zeigeme leichte
Auswartsrektifizierungund die Strom-Spannungskurven verlaufen nahe dem
Nullpunkt durch die x-Achse, das heil3t ohne ankelgeSpannung fliest auch
fast kein Strom. Um eine Chloridselektivitat nacheisen, wurde das Chlorid
der Badl6sung gegen Methansulfonat ausgetauschtdamn erwartungsgeman
zu einer Verschiebung der Stromspannungskurve wundizer Abnahme der
Gesamitzellleitfahigkeit fuhrte. Durch Versuche @@itbenclamid liel3 sich die
Abh&ngigkeit der Zunahme der Leitfahigkeit vom CFTURtermauern. Spuilt
man mit dem CFTR-Blocker Glibenclamid [Sheppard DNd Welsh MJ
(1992),Nr.78], lasst sich der aktivierte Membramstr wiederholt reversibel
inhibieren. Ebenso kommt es bei den CF-PAK-Zelledenen ein
funktionsfahiger CFTR-lonenkanal fehlt, weder zuneei cGMP-vermittelten
(via STa / Guanylin / db - cGMP) noch zu einer cAM#mittelten (via
IBMX/Forskolin) Erhéhung der Gesamtzellleitfahigkdbdartber hinaus konnte
gezeigt werden, dass Guanylin und das Bakteriemt®Xa in Capan-1 Zellen zu
einer Erhdhung der intrazellularen cGMP-Konzentrafitihren, ohne dass sich
die intrazellulare cAMP-Konzentration andert. Umeglek flihrte dagegen eine
Inkubation mit Forskolin zu einer Erhohung der azellularen cAMP
Konzentration ohne dass sich die cGMP Menge andert.

Zusammenfassend belegen die Experimente Folgebdssn den Azinuszellen
und proximalen Pankreasgangzellen sezernierte @oariythrt Uber eine
Bindung an die GC-C zu einer intrazellularen cGMBRdaung, die dann Uber
eine cGKIl-abhangige Phosphorylierung und Aktiviegudes CFTR eine
Chloridsekretion ausldst. Nach Austausch des Gidagegen Bikarbonat an der
apikalen Membran Uber den Anionentauscher AE resultnetto eine

Bikarbonatsekretion.
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6.2 Guanylinabhangige Chlorid- und Bikarbonatsekreton in der

Lunge

6.2.1 Bestandteile der Regulation

Auf der Suche nach weiteren Organsystemen, die €iberguanylinabhangige
Signalkaskade reguliert werden, widmete man siah aher Lunge. Auch hier
sollte gezeigt werden, welche Rolle Guanylin bei Biektrolytsekretion spielt.
Die Bedeutung einer intakten und korrekt gestendelektrolytsekretion in den
Atemwegen zeigt auch hier die zystischen FibrosedBr CFTR in der Lunge
vorwiegend in den kleinen Atemwegen exprimiert wif@lopper CG
(1983),Nr.63; Lee MG et al.(1999), Nr.46/47] unteste man die dort
vorherrschenden Zellsorte, die Clarazellen. Diesschen bis zu 80% des
Epithels der terminalen Atemwege aus und sind igslaotz ihrer zentralen
Funktion fur die HomdOostase der luftleitenden Atesge noch wenig
untersucht. Bekannt ist, dass sie Peptidgranulahbéen, deren Inhalt sie ins
Lumen sezernieren. In einem ersten Arbeitsschiotinke man in operativ
gewonnen Lungenschnitten von Mensch und Ratte ImiR&-PCR-Analysen
Guanylin, GC-C, cGKIl und einen funktionstichtig€FTR (inklusive der
wichtigen Geristproteine EBP50/NHERF und E3KARP/NRE2) in den
Clarazellen nachweisen [Kulaksiz et al.(2002),N[.43udem gelang auch hier
der Nachweis des AE2, der wichtigsten Isoform dpithelialen Chlorid-
Bikarbonataustauscher. Alle oben genannte Ergebnigsrden anschliel3end
mittels Westernblot verifiziert. In weiteren Expegnten konnte man dann
Guanylin immunhistochemisch in den zilienlosen &elldes Epithels der
terminalen Atemwege, den sogenannten Clarazelferi;awebsschnitten von
Mensch und Ratte nachweisen. Das Guanylin befiaét in den Granula an
der apikalen, lumenwartigen Membran der Zellenr&#ttet man die bisherigen
Untersuchungen an Clarazellen, so sprechen digseirié@ Sezernierung der
guanylinhaltigen Granula ins Lumen [Stinson SF uondsli CG (1978),Nr.85].

Dies deckt sich mit der Beobachtung, dass die G&i€schliel3lich an der
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apikalen, zum Lumen hin gerichteten Seite der GHlan zu finden ist. Eine
geeignete Mdoglichkeit ein  Protein im Lumen nachzgem ist die
bronchoalveolare Lavage. Hierzu wird wahrend eBremchoskopie mit einer
FlUssigkeit gespult, welche dann im gleichen Admang abgesaugt und
anschlieBend untersucht wird. Hier konnte man imenaluntersuchten
Flissigkeiten Guanylin in einer so hohen Konzemmmnabhachweisen, die die des
im Blut zirkulierenden Guanylins weit Ubertrifft fan M et al. (1995), Nr.42].
Dies spricht deutlich fur eine zusatzliche, akiBezernierung des Guanylins aus
den Clarazellen ins Alvoelar- und Bronchiallumeras$éend dazu wurde die
membranstandige Guanylatzyklase-C, der CFTR-loneikand die cGK-lI
ausschlieBlich an der apikalen Zellmembran nachegam. Die
Funktionstichtigkeit des CFTR konnte mehrfach expentell gesichert
werden. So lieBen sich die fur die Funktion so wgen [Kleizen B et al.
(2000),Nr.39] Baugeristproteine EBP50/NHERF undKARP/NHERF-2
ebenfalls an der apikalen Zellmembran nachweisemclDsie wird der CFTR
im Zytoskelett der Zelle verankert und so an EZemem Bestandteil des
Zytoskeletts) und die Proteinkinasen gekoppelt.dzalgh zu seiner Funktion
als Chloridkanal fungiert der CFTR als Regulatos daionentauschers AE2,
der ebenfalls an der apikalen Membran lokalisiest und so die
Bikarbonatsekretion steuert [Lee MG et al. (199848/47]. Neben der
Chloridsekretion wird so auch die Bikarbonatausstirey reguliert und so die
physiologisch  erforderliche = Zusammensetzung des nd@nalsekrets
gewabhrleistet [Trout L und King M (1998),Nr.89].

6.2.2 Funktionelle Verifizierung der Signalkaskade

Durch die folgenden elektrophysiologischen Messuanggttels Patch-Clamp-
Technik konnte sichergestellt werden, dass die gamannten Bestandteile der
bereits bekannten Signalkaskade einer guanylintEiten und cGMP-
abhangigen Aktivierung des CFTRs auch in der beredkannten Art und
Weise interagieren. Fur diese Versuche eigneten k&sonders die H441-
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Zellen. Diese Zellen einer Zellkultur menschlichHgrsprungs entsprechen voll
funktionstiichtigen Clarazellen [Suske G et al.()99286]. Auch die an der
Zellkultur gewonnenen Ergebnisse entsprachen ddeeewebeschnitte. Gibt
man den H441 Zellen ein Gemisch aus IBMX und Fdimska die Badlosung,
welches Uber eine Blockade der Phosphodiesterasgh dBMX und einer
Aktivierung der Adenylatzyklase durch Forskolin ainer Erh6hung der
intrazellularen cAMP-Konzentration fuhrt, kommt asschlielend zu einem
messbaren Anstieg der Gesamtzellleitfahigkeit. gdeche reversible Zunahme
der Gesamtzellleitfahigkeit konnte dann sowohl n&dbe von Guanylin als
auch nach Gabe des E.coli Toxins STa gezeigt wer@abei ist das
Umkehrpotential bei einer Badlosung mit 140 mM Na@he dem Nullpunkt
und bei positiven Membranstromen zeigt sich der orBtr leicht
auswartsgerichtet. Die lonenselektivitat konnte kualgenden durch einen
Austausch der Badlosung gezeigt werden: ersetzt manler Badlésung
Natriumchlorid durch Natrium-Methansulfonat, sogtedich eine Verschiebung
des Umkehrpotentials von 0 mV auf 353 = 34 mV.eda
Chloridionenselektivitat ist ein weiteres Indiz féine Beteiligung des CFTR-
lonenkanals. Wie bereits in der vorhergehendenudliseihen liel3 sich auch
hier die Zunahme des Gesamtzellstromes mittels e@dilamid reversibel
blockieren. Da Glibenclamid den CFTR blockiert, swuder gemessene
lonenflul3 mit hoher Wahrscheinlichkeit Uber den ®FZustande gekommen
sein [Sheppard DN und Welsh MJ (1992),Nr.78]. Unverdeutlichen, dass die
CFTR-Aktivierung via cGMP und nicht Gber den cAMPhangigen Weg
geschieht, wurde in der nachsten Versuchsreihe tyshyhecGMP, die
membrangangige Form des cGMP, der Badlosung zugelig hierdurch
ausgeloste Zunahme der Gesamtzellleitfahigkeitcigteder durch Guanylin
ausgelosten vollkommen, was nahe legt, dass esbsgicklem intrazellularen
Aktivator des CFTR-lonenkanals um cGMP handelt.aZzlgeh flir cGMP als

second messenger spricht, dass es trotz einer &leclter Proteinkinase A mit
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KT5720 - und damit des cAMP-abhéangigen Signalwegaseiner Aktivierung
Uber Guanylin kommt. Daflr, dass diese tber cGHAld nicht tGber die cGK-I
erreicht wird, spricht zum einen die hohe Konzdmiman cGK-Il in den
Clarazellen, zum anderen ist in vielen untersuclzelisystemen die cGK-Il
schon als Aktivatorprotein des CFTR-lonenkanalsabek [Lohmann SM et
al.(1997),Nr.53; Vaandrager AB et al.(1998),Nr.92lisammenfassend konnte
also der bereits oben besprochene und aus mehaaderen Organsystemen
bekannte Signalweg einer guanylinabhangigen Chloridund
Bikarbonatsekretion Uber eine Aktivierung des CH®Renkanals via
intrazellularer cGMP-Erhohung auch fur die Clarkezelin der Lunge gezeigt
werden. Dieser auto- und parakrine Weg von lumm&eite her ist klar
abzugrenzen von einer moglichen basolateralen ktiag des CFTR-
lonenkanals Uber den Blutweg via cAMP und Proteiake A. Den Stellenwert
des guanylinabhangigen Regulationsweges der |okegigm ist hoch
anzusetzen, denn das Krankheitsbild der zystisdfibrose zeigt nur allzu
deutlich, was passiert wenn dieser Regulationsnmesimais versagt. Durch die
unphysiologische Zusammensetzung des Sekrets éenwdge kommt es zum
Ausbleiben des Sekretflusses mit einer mangelhaft@bwehr von
Krankheitserreger mit daraus resultierenden rembvwden Entziindungen, die
dann zum vorzeitigen Versterben der Patienten fuhbk@nnen. Es ist zu
wlnschen, dass weiterfihrende Erkenntnisse hiex Behandlungswege dieser

haufigen Generkrankung moglich machen.

6.3 Besonderheiten der Zellkultur

Nachdem die Arbeitsgruppe von Professor Cetin ibiersuchungen an
Gewebestiicken durchgefuhrt hatte, stellte sich [iage welche Zellen
beziehungsweise Zellverbdnde fir die experimentdleantwortung der
Fragestellung am geeignetsten sind. Die Capan-g&rzeind urspriinglich aus
der Lebermetastase eines Pankreaskarzinom isoliertlen. In mehreren
Untersuchungen konnte bis heute gezeigt werdes, diase Zellen funktionell
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Pankreasgangzellen entsprechen [Becq F et al.(M¥92) und somit fur die
Versuche geeignet sind. Ebenso war durch Voruntbtswgen sichergestellt,
dass diese Zellen alle wichtigen Merkmale der zensnchenden Signalkaskade
inklusive dem funktionsfahigen CFTR [Becq F e(18193),Nr.3/4] und dem
AE Il [Mahieu | et al.(1994),Nr.55] enthalten. Daesge Zellen nach einigen
Tagen Wachstum kleinere Zellhaufen, sogenanntetéZlbiiden, konnte so die
Funktionalitdt einer Zellkultur mit den Gegebenéritelektrophysiologisch
gekoppelter Zellen verbunden werden. Um nachzuweass die gemessenen
Zellstrome Uber einen aktivierten CFTR ausgelostiee, folgten Versuche mit
CF-PAK-Zellen, in denen der CFTR-lonenkanal aufgruaer A508-Mutation
funktionsunféhig ist. Diese Zellen besitzen als@rzwaile Bestandteile normaler
Pankreasgangzellen, eine Chloridsekretion tGberQ@ERR-lonenkanal ist aber
nicht moglich [Schoumacher RA et al.(1990),Nr.73duBrumm ML et
al.(1990),Nr.18]. Die mit den Zellkulturzellen eslten Ergebnisse sollen so das
physiologische Verhalten von gesunden Pankreasgiegzbeziehungsweise
Pankreasgangzellen bei zystischer Fibrose widegs|rieDa eine Patch-Clamp-
Untersuchung von humanen Gewebeschnitten praktisomglich ist, waren
die Untersuchungen der Zellreihen die Methode demhlW da sie den
physiologischen Bedingungen am nachsten kommenl $\éki die Zellen der
Zellkulturen aber dennoch von denen im physioldgsc Gewebeverband
unterscheiden, sollten die hier erzielten Ergelenthsrch weitere Experimente
verifiziert werden. Mogliche Stérfaktoren konntemshbesondere Unterschiede
Im Zellzyklus, sowie in der elektrophysiologisch&opplung der einzelnen
Zellen sein. So kommt es durch Substanzen wie Guar§Ta, Forskolin und
IBMX zu einer Zunahme der Gesamtleitfahigkeit der®asmald aber vor,
wéahrend und nach Aktivierung starken Schwankungeerliegt. Diese Varianz
ist wahrscheinlich auf eine unterschiedliche Dicller lonenkanéle in der

Zellmembran der Zellkulturzellen zurtickzufihren.
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6.4 Klinische Relevanz und Ausblicke in der Guanytiforschung

Hier zeigt sich eine starke Fokussierung der Fansghauf Erkrankungen des
Darmes, was zum einen daran liegt, dass hier zgtereMal das Modell der
guanylinabhangigen Signalkaskade nachgewiesen wdaante, zum anderen
scheint aber auch die guanylinabhangige Reguldtienden gré3ten Einfluss
zu haben. Die Vielzahl der sich ergebenden klireacMoglichkeiten in nahezu
jedem Organsystem macht aber auch deutlich, umfiivasinen zentralen und
entwicklungsgeschichtlich alten (die Signalkaskaae Guanylin vermittelten
CFTR-Aktivierung findet sich auch in entwicklungsghichtlich deutlich

alteren Spezies als den Menschen) Regulationsmiscmas es sich bei der

guanylinabhangigen CFTR-Aktivierung handelt.

6.4.1 Kolonkarzinom

Die vielen Untersuchungen an humanen Kolonkarziredkez (vor allem an den
Zellreihen T84 und CaCo?) zeigen, dass sowohl Rnmals auch Metastasen
des Kolonkarzinoms ahnlich wie die gesunde Darnesctilaut GC-C in hoher
Konzentration exprimieren [Carrithers SL et al.(49B8Ir.6; Carrithers SL et
al.(1996),Nr.7/8; Waldman SA et al.(1998),Nr. 9339 B et al.(1999),Nr.5].
Nun kann man per Autoradiographie fil-STa die GC-C sowohl in normalem
Kolonepithel als auch in den Karzinomzellen vonnfamius und Metastase
sowie in Adenomen nachweisen [Forte LR et al.(}9824; Krause WJ et
al.(1990),Nr.40 und Krause WJ et al.(1994),Nr.Ligse Ergebnisse konnten in
vielen Versuchen mit anderen Methoden (unter ami&&-PCR, Northernblot)
[Carrithers SL et al.(1994),Nr.6; Carrithers SLlak{1996),Nr.7/8; Waldman SA
et al.(1998),Nr. 93; Shailubhai K et al.(2000),N1.Bestatigt werden. Somit ist
es moglich ortsfremde Kolonepithelzellen zu idemgfren und mdgliche
Mikrometastasen frihzeitig zu entdecken. Hierzu han STa mit eine
Chelatgruppe gekoppelt, welche Metallionen aufnimjHariprasad G et
al.(2001),Nr.36/37]. Diese kann man mit Hilfe dengte-photon-emitting-

computer-tomographie (SPECT) nachweisen und sd ulieorzellen aufspuren.
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Da die Tumorzellen im Gegensatz zu den gesundeoni€pithelzellen die GC-
C nicht nur an der zum Darmlumen hin gerichteteiteSgesitzen, sondern die
GC-C hier tber die gesamte Zelloberflache vertsijtkann man sie von dem
gesunden Epithel unterscheiden. Dies gelingt goh rder intravendsen Gabe
eines STa-Derivats, weil sich dann das gesunde &athel mit seinen luminal
gelegenen Rezeptoren im Vergleich zu den entartéedlen kaum darstellt
[Urbanski R et al.(1995),Nr.91]. Setzt man nun raidioaktives Metallion®Cu
oder ®Ga ) ein, so ist auch eine PET-gesteuerte DeteldEmTumorzellen
mdglich. Betrachtet man den Krankheitsverlauf dedoKkarzinoms, so ware
gerade die Unterscheidung von physiologischem Kapdhel und lokaler
Dysplasie beziehungsweise Karzinom von groRem daser. Ein weiteres
Unterscheidungsmerkmal konnte man 1998 [Cohen MBal€1998),Nr.16]
herausarbeiten: Wahrend normale KolonepithelzeltgnRe Mengen von
Guanylin-mRNA produzieren, exprimierten die Karzimeellen keine
Guanylin-mRNA. Weitere Untersuchungen konnten zeigkass dies auch flr
Adenome und fir Uroguanylin gilt. Dass heil3t, innde&ellen des
Kolonkarzinoms und des Kolonadenoms findet sichhtnianndhernd soviel
Uroguanylin- und Guanylin-mRNA wie in gesundem Kuépithel [Shailubhai
K et al.(2000),Nr.77; Steinbrecher KA et al.(2000)32]. Die Ursache dieser
Guanylin-Downregulation in den entarteten Zellem lsslang unklar und
Gegenstand weiterer Forschung. Aber nicht nur deschieis von
Karzinomvorstufen ist so moglich, auch therapettischeinen Guanylin und
Uroguanylin einsetzbar. Geht man davon aus, das&elien des Intestinums
Guanylin und Uroguanylin sezernieren [Kita T e{(1899),Nr.38; Martin S et
al.(1999),Nr.56; Moro F et al.(2000),Nr.57 und RipihoJA et al.(2002),Nr.68],
so werden auch die entarteten Zellen tber ihre baaellen Gber Guanylin via
ihrer funktionstiichtigen GC-C reguliert. Ab einevwgssen Tumorgrof3e reicht
dann aber die Versorgung uber die Nachbarzelleht meehr aus und die

entarteten Zellen wachsen unabh&ngig von der GumaRggulation. Untersucht
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man nun wie die Tumorzellen reagieren, wenn marnhwieder Guanylin
zukommen lasst, zeigt sich eine deutliche WirkiBgy.Mausen die an multipler
intestinaler Neoplasie (MIN) erkrankt sind, fiuhm ©efekt des APC-Gens zu
einer Vielzahl kolorektaler Tumore. Gibt man diedéawsen oral Uroguanylin,
entwickeln sie an GrofRe und Zahl weniger Tumore dis Kontrollgruppe
[Shailubhai K et al.(2000),Nr.77]. Die orale Apmiion bietet sich besonders
an, da die GC-C im Darm vorwiegend an der lumin&etrte lokalisiert ist. Zum
Kontrollzeitpunkt zeigten sich im Versuch in dertrgiroguanylin behandelten
Gruppe nur 10 Prozent der Tumore der Kontrollgruppedem waren die
behandelten Mause in der Nahrungsaufnahme und demhsim weitaus
weniger beeintrachtigt. Andere Versuche zeigtergssddroguanylin in den
Tumorzellreinen T84 und CaCo? die weitere Proltiera verlangsamt [Pitari
GM et al.(2001),Nr.61; Pitari GM et al.(2003),Nr]6beziehungsweise
Apoptose [Liu L et al.(2001),Nr.52] auslost. Dergéaversuch mit Guanylin-
knock-out Mausen zeigte, dass das Fehlen von @Goaimy Kolon zu einer
Steigerung der Proliferationsrate fuhrt [SteinbercKA et al.(2002),Nr.84]. So
konnte in Zukunft die Behandlung mit einer guanghinlichen Substanz, wie
zum Beispiel mit dem hochpotenten STa bei Patrentg Kolontumoren eine
therapeutische Option sein. Guanylin selbst schetfe orale Therapieoption
aus, da es von Chymotrypsin inaktiviert wird undesoer oralen Gabe nicht
zuganglich ist. Zusatzlich ware eine unterstitzettuerapeutische Wirkung
durch Phosphodiesteraseinhibitoren denkbar, da g#eeigten und von
guanylindhnlichen Peptiden ausgeldsten WirkungelR@bhangig vermittelt
werden. In weiteren Versuchen konnte mittels STiae ebuppression von
Tumorzellen (T84-Zelllinie) erreicht werden, diernveiner funktionsfahigen
GC-C abhangt und cGMP-vermittelt ist. Hierin mageunanderem auch der
antiproportionale regionale Zusammenhang der Md#iid/lon ETEC und
Kolonkarzinom liegen [Pitari JM et al.(2003),Nr.6Hine weitere Vertiefung

der vorgestellten Ergebnisse kann unser Wissen Hh&stehung, Diagnostik
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und Therapie von Kolontumoren verbessern. Die bgslaerreichten
Erkenntnisse machen aber schon jetzt die Tumortieteknit neuen Techniken
madglich und kdnnten so in Zukunft wesentlich an Bekampfung dieser so

haufigen Neoplasie beteiligt sein.

6.4.2 Natriumhaushalt und Bluthochdruck

Schon frih entdeckte man GC-C und Uroguanylin in Miere [Forte LR et
al.(1988),Nr.23 und Hamra FK et al.(1993),Nr.32]duspéatere Versuche
zeigten, dass Nierenzellen sowohl Uro- als aucm@iramRNA und die GC-C
exprimieren. In der Untersuchung der weiteren Witkuzeigten die
anschlieBend durchgeflihrten Experimente, dass gnahgliche Substanzen
die renale Ausscheidung von Natrium, Kalium, Cldonnd Wasser forderten
[Lima AAM et al.(1992),Nr.50; Fonteles MC et al.@®),Nr.21; Greenberg RN
et al.(1997),Nr.30; Carrithers SL et al.(1999),Nr.8antos-Neto MS et
al.(1999),Nr.69; Fonteles MC et al.(2001),Nr.22; ntda-Neto MS et
al.(2003),Nr.70]. In mehreren Experimenten setzém miaraufhin Versuchstiere
einer oral gegebenen Salzmenge aus und konnt&eigeerung der intestinalen
und renalen Guanylin- und Uroguanylin-mRNA-Mengeolbachten [Potthast R
et al.(2001),Nr.64; Carrithers SL et al.(2002), 19r. Fukae H et
al.(2002),Nr.25]. AuRerdem liel3 sich durch diesersahe Kost die im Urin
ausgeschiedene Menge an Guanylin und Uroguanyliokg& H et
al.(2002),Nr.25] sowie die Menge an Natriumchldtiénnane RJ et al.(1975),
Nr.48] steigern. Diese Beobachtungen lieRen sicbhaan isolierten und
perfundierten Darmstiicken sowie Zellkulturen begtit [Kita T et
al.(1999),Nr.38; Potthast R et al.(2001),Nr.64; ir@ieecher KA et
al.(2002),Nr.83]. Es scheint also so, dass Uber idasBlut zirkulierende
Guanylin und Uroguanylin eine Verbindung zwischererll und Intestinum
gebildet wird und somit der Haushalt der Blutsalzed damit indirekt der
Blutdruck reguliert wird. In diesem ZusammenhangrdeuUroguanylin auch

schon - in Analogie zu den myokardialen Hormonere dbenfalls an
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Guanylatzyklasen binden, - als ,intestinal nattiarepeptid bezeichnet.
Versuche mit den phanotypisch unauffalligen Urogliarknock-out Mausen
konnten zeigen, dass die Mause die kein funktiag&hUroguanylin besalien,
nach einer Salzbelastung nicht anndhernd soviel &ascheiden konnten wie
gesunde Mause mit funktionsfahigem Uroguanylin fmr JN et
al.(2003),Nr.54], woraus dann auch ein hohererddligk der Guanyli-knock-
out Mause resultierte. Uberraschenderweise zei@teanylin-knock-out Mause
eine unveranderte Salzexkretion [Steinbrecher K&l.€2002),Nr.83; Lorenz JN
et al.(2003),Nr.54] und da auch Tiere, denen die@fehlt, Gber eine normale
Natriurese, Kaliurese und Diurese verfugen, liagt\dermutung nahe, dass die
Uroguanylinwirkung hier nicht Gber die GC-C verrmaittwird, sondern hier ein
weitere Signalkaskade existiert. Zusammenfassernstelben zum jetzigen
Zeitpunkt lediglich erst Hinweise inwieweit guamahnliche Peptide in den
Haushalt der Blutsalze und in die Regulation destdBlicks verwickelt sind,
aber in Zukunft kdnnen sie eventuell sogar therapehe Moglichkeiten bieten.
So wére zum Beispiel eine Behandlung des Bluthahdr mit uroguanylin-

ahnlichen Peptiden denkbar.

6.4.3 Colon irritable und Obstipation

Nach Untersuchungen an Patienten, die an einerhd&rcoli ausgeldsten
Diarrh6 leiden, zeigte sich, dass uUber STa auck Aiktivierung der glatten
Muskulatur des Darms ausgel6st wird und dadurcre eé#erkirzung der
Transitzeit resultiert. Der genaue Weg dieser A&ting ist bislang noch
unklar, ein therapeutischer Nutzen flr Patientenath einem Kolon irritable
mit obstipativer Komponente leiden, scheint abercklaus denkbar. In ersten
praklinischen Studien wird dies bereits an Tiegatestet. So kdnnen oral
verabreichte STa-Derivate eine neue Substanz zukéarBgfung von Kolon

irritable und Obstipation sein.
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6.4.4 Leberregeneration

In autoradiographischen Untersuchungen konnte neagem, dass eine sich
regenerierende Leber hohe Mengen an GC-C expriniees ist sowohl bei
einem toxischen Leberschaden als auch nach Hepatekt und Trauma der
Fall [Laney DW et al.(1994),Nr.45; Scheving LA uRdssel WE (1996),Nr.72].
In weiteren Versuchen sah man, dass die Regenestilugkeit der Leber bei
GC-C-knock-out-Mausen deutlich beeintrachtigt Stgnella RA und Mann EA
(2003),Nr.29]. So scheint Guanylin ein wichtigersBandteil der Regeneration
von neuem Lebergewebe zu sein. Inwieweit sich diegeReration im
Bedarfsfalle gtinstig durch guanylinahnliche Sulbstarbeeinflussen lasst, muss

aber noch weiter geklart werden.

6.4.5 Pankreas

Auch wenn bislang kaum Studien zur weiteren Erfonsg therapeutischer
Mdglichkeiten durch guanylindhnliche Peptide beinl@aaserkrankungen
durchgefuhrt beziehungsweise veroffentlicht wordgend, so kdnnen den
Ergebnissen dieser Arbeit nachfolgend vielleichiliéhe Forschungserfolge in
Detektion und Behandlung des Pankreaskarzinomeliewzerden, wie bereits
oben fur das Kolonkarzinom geschildert. Immerhindas Pankreaskarzinom,
das von den von uns untersuchten Pankreasgangzelkyeht, zur Zeit die
sechsthaufigste Todesursache unter den Tumorertkngek und hat unter den
60 haufigsten Malignomen mit der niedrigsten 5-8afberlebensrate die

schlechteste Prognose.

6.4.6 Zystische Fibrose und Asthma bronchiale

Nachdem durch diese Arbeit gezeigt werden konrdes cauch im Epithel der
Luftwege die lonensekretion durch Guanylin reguleird, ergaben weitere
Versuchen, dass auch bei Individuen, die kein fonktichtigen CFTR
besitzen, Guanylin einen CFTR-unabh&ngigen Anianemsauslost [Kulaksiz
H et al.(2002),Nr.43; Krause WJ et al.(1990),Nr.4Mher kdnnte die Gabe von
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guanylindhnlichen Peptiden eine Behandlungsoptiender medikamentosen
Therapie der zystischen Fibrose sein. Diese Medkaenkonnten von luminal
als Aerosol verabreicht werden, aber auch eine iétenl Wirkung durch
intravends verabreichte Substanzen konnte schoaeigjewerden. Zusatzlich
konnte man [Ohbayashi K et al.(1998),Nr.59; Ohbhyas und Yamaki K
(2000),Nr.60] zeigen, dass die Applikation von einerroguanylinhaltigen
Aerosol neben einer Bronchodilatation eine Verrmngg der mikrovaskularen
Durchlassigkeit des Bronchialepithels bewirkt. ShiMoei der Behandlung der
zystischen Fibrose als auch bei der Asthmatherispk dies gute Ansatze, die
zurzeit durch weitere Studien verifiziert und westgwickelt werdenDa die
Clarazellen als pulmonale Stammzellreihe auch maidpean der Entstehung
von Adenokarzinomen beteiligt sind [Linnoila Rl (),Nr.51] und in ersten
Versuchen die Arbeitsgruppe um Prof. Cetin bergisanylin in allen
Adenokarzinomschnitten immunhistochemisch nachgssmewerden konnte,
bietet der Nachweis von Guanylin als potentielleamdrmarker vielleicht in
Zukunft zuséatzliche Madoglichkeiten in der histolaghen Typisierung und

Detektion von Tumoren der Lunge.
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Ich danke Frau Prof. Irene Schulz flr die Betreudreger Arbeit seitens der
Universitat des Saarlandes und stellvertretendd&é& gesamte Physiologische

Institut.

AulRerdem mochte ich ihr fur die weitere FoOrderung Rahmen des

Graduierten-Kollegs der Universitat des Saarlanidegken.

Herrn Prof. Cetin und seinen Mitarbeitern schuldsh iDank fiur die

experimentellen Vorarbeiten und die Moglichkeit Heoperation.

Bei Frau Dr. Ines Anderie und Herrn Dr. Elmar Krausgedanke ich mich fir
konstruktive Hilfestellungen und Diskussionen imbhbeaalltag sowie fir die
freundschaftliche Unterstlitzung besonders in depemxentell weniger
erfolgreichen Phasen. Ebenso gilt mein Dank Frabin®aPlant fir die

Betreuung der Zellkultur.
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Zur Person

Geboren: am 15.12. 1974 in Bonn
Familienstand: ledig

Staatsangehorigkeit: deutsch

Konfession: romisch-katholisch

Eltern: Sibylle und Dr. med. Bernhard Honscheid

Fremdsprachen: Englisch und Spanisch
Schulische Ausbildung
1994  Abitur am Gymnasium am Olberg in KGnigswinter

Ersatzdienst

1994-1995: Betreuende Tatigkeit im Haus St. Elifale Bad Honnef, einem
Heim flr geistig behinderte Menschen.

Studium

Physikum im Marz 1998 in Homburg/Saar, 1. Staatsexaim Marz 2000 in
Homburg/Saar, 2. Staatsexamen im Marz 2002 in HogiSaar, 3.

Staatsexamen im Juni 2003 in Bonn.

Arztliche Tatigkeiten

Von August 2003 bis Oktober 2004 Arzt im PraktikimnKlinikum Siegburg.
Seit November 2004 Assistenzarzt der Gastroenigml& Hepatologie des
Klinikum Siegburg.
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