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Zusammenfassung

Der transepitheliale Transport von Bikarbonat (HCO;) innerhalb des
intestinalen Epitheliums beeinflusst die pH-Homoostase und ist bei
entziindlichen Darmerkrankungen dysreguliert. In einer Kooperation wurde
deshalb die HCOs;-Homoostase bei chronischer Entziindung innerhalb des
murinen Kolon untersucht. Der Na'/H'-Austauscher 3 (NHE3) hatte keinen
Einfluss auf die beobachtete erhohte luminale Alkalisierung des entziindeten
proximalen Kolon. Diese ist nicht mit einer Transporter-vermittelten erhohten
HCOs'-Sekretion, sondern durch eine verstirkte parazellulire HCO;-
Durchléssigkeit der Schlussleisten erkldrbar. Ein basolateraler HCO; -
Importweg in murinen Kolonkrypten erfolgt durch die iiberwiegend exprimierte
Na'/HCOj; -Kotransporter Isoform NBCe1-B. Die Protein Kinase C (PKC) spielt
bei der Regulation des Ionentransportes eine Schliisselrolle. Ziel der
Untersuchungen war es daher, den Einfluss der PKC auf den NBCel-B
mediierten HCOj-Transport auf zelluldrer Ebene wéhrend der Stimulation
muriner Kolonkrypten zu untersuchen. Die PKCa, 6 und y Isoformen wurden in
unmittelbarer Ndhe des NBCel-B lokalisiert und deren Phosphorylierung und
Translokation wurde nach Stimulation mit Carbachol, Forskolin und Phorbol-
12-myristat-13-acetat (PMA) gemessen. Eine Inhibition der PKC hat weder die
Funktion, noch die Oberflachenexpression des NBCel-B veridndert, bewirkte
jedoch bei paralleler Stimulation mit Forskolin oder Carbachol eine verringerte
NBCel-B Membranexpression. Der NBCel-B mediierte Protonenfluss war PKC
abhingig, an der Wiederherstellung der pH-Homoostase nach Azidifikation
beteiligt und wurde durch Forskolin stark erh6ht. Zusammengefasst erfolgt eine
Translokation und Phosphorylierung von PKC Isoformen nach cholinerger und
cAMP-vermittelter Stimulation in murinen Kolonkrypten und die PKC ist fiir

eine erhohte NBCel-B Transportrate und Oberflichenhdufigkeit notwendig.
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Abstract

It is generally known that transepithelial transport of bicarbonate (HCO5') within
the intestinal epithelium affects pH homeostasis and is dysregulated during
chronic inflammation of the gut. We therefore examined the HCO;™ homeostasis
of the inflamed murine colon. The Na'/H" exchanger 3 (NHE3) did not affect
the increased luminal alkalization rates, which were observed for the inflamed
proximal colon. Within the colon, the enhanced leakage of HCO;™ did not lead to
an increased HCO; secretion, but resulted in an increased paracellular tight
junctional permeability. One important basolateral HCO; import pathway in
murine colonic crypts is maintained by the predominantly expressed Na"/HCO;’
cotransporter isoform NBCel-B. The Protein kinase C (PKC) plays a key role in
the regulation of ion transport but however, the regulatory mechanisms,
regarding NBCel-B modulation are unknown. Therefore, this thesis is trying to
clarify the contribution of the PKC in affecting the regulatory mechanisms
involved in NBCel-B mediated HCO; transport in murine colonic crypts. First,
the location of PKCa, 06, and y isoforms was investigated in close proximity to
the NBCel-B and stimulation with forskolin, carbachol, and phorbol-12-
myristate-13-acetate (PMA) lead to PKC phosphorylation and translocation.
Then, PKC inhibition alone neither altered NBCel-B function, nor changed it’s
surface expression, but concurrent stimulation with forskolin or carbachol
decreased NBCel-B membrane abundance. NBCel-B mediated proton flux was
PKC dependent and contributed to pH homeostasis after acidification of murine
colonic crypts. In addition, the NBCel-B dependent proton flux was strongly
increased by forskolin, and became minimized after inhibition of PKC. In
summary, we found that the translocation and phosphorylation of PKC isoforms
occured after cholinergic and cAMP mediated stimulation of murine colonic
crypts. Furthermore, the experimental results show that both the enhanced

NBCel-B transport rate and surface abundance is PKC dependent.
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1 Einleitung

Die  verschiedenen = Segmente des  Gastrointestinaltraktes  erfiillen
unterschiedliche Aufgaben, damit iiber Absorption und Sekretion der Nihrstoff-,
Elektrolyt- und Wassertransport erfolgen kann (193). Dariiber hinaus wird iiber
den Transport von Protonen (H") und HCO5 der luminale und intrazellulidre pH
(pH;) reguliert (5, 316). Durch das Neutralisieren luminaler Sduren und die
Bildung einer protektiven Mukusschicht werden die Integritéit des intestinalen
Epitheliums und ein optimales luminales Milieu fiir den Transport von
Elektrolyten und Nihrstoffen gewihrleistet (317, 348, 394). Ist allerdings der
Transport von Ionen dysreguliert, triagt dies neben einer verdnderten Darmflora
(181), Umweltfaktoren und genetischem Polymorphismus (113) und der
Dysregulation des Immunsystems (31) zur Pathogenese von chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen (CED) bei. In Deutschland leiden momentan
mehr als 300.000 Menschen an Morbus Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (CU).
MC ist eine chronische Entziindung des Magen-Darm-Trakts, bei der
schubweise segmentale Entziindungen im gesamten Darmbereich, jedoch
hauptséchlich im Ileum und im Kolon auftreten konnen und séamtliche Schichten
der Darmwand betroffen sind. Bei CU 1ist die Entziindung auf die
Darmschleimhaut (Mukosa und Submukosa) des Kolon beschrinkt. Die genauen
Ursachen von MC und CU sind unbekannt und die Krankheiten sind nicht
heilbar. Neben der kolonischen Absorption von Natriumchlorid (Na*CI") und
Kaliumchlorid (K*CI) erfolgt die CI-Resorption und CI/HCO;-Sekretion, die
bei sekretorischer Diarrhd die Absorptionsraten ibersteigt, wodurch eine
dysregulierte Sekretion auftritt (19, 120, 193). Im Vergleich zu anderen
intestinalen Segmenten weist das Kolon relativ hohe HCOj -Transportraten auf
(394) und bei CED kommt es zu einem verdnderten Bikarbonattransport und
einer dysregulierten luminalen HCOj'-Sekretion (104, 222, 394). Durch das

gestorte  Verhiltnis von S#ure-Basen-Aquivalenten wird wiederum die



Absorptionsfihigkeit des Kolon beeinflusst (127, 128) und die kolonische
Funktion der Wiederaufnahme von Elektrolyten gestort. Eine physiologische CI
-Resorption und HCO;-Sekretion ist jedoch Voraussetzung fiir den
parazelluldren, passiven Wassertransport entlang des osmotischen bzw.
elektrochemischen Gradienten (177, 393). Als Ursache fiir den dysregulierten
Ionentransport wird héufig sowohl eine verdnderte Expression der
Untereinheiten beteiligter Transporter (57, 133, 407), als auch eine verdnderte
Expression der Transporter beschrieben (19, 26, 344), wodurch dessen
Funktionalitdt und/oder Regulation beeintrichtigt werden kann. Die Modulation
der HCO;5-Sekretion durch die Protein Kinase C wurde innerhalb des murinen
Duodenum (358), Jejunum (264) und des Pankreas von Meerschweinchen (151)
beschrieben. Fiir den Diinndarm konnte die Beteiligung von Natrium Bikarbonat
Kotransportern (NBCs) als wichtige Mediatoren des basolateralen HCOj; -
Transports nachgewiesen werden (67, 281, 327), die in der Niere ebenfalls fiir
die Sidre-Basen- und Elektrolythomdostase wichtig sind (332). Friihere
Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe =zeigten zudem, dass die Sekretagoga
Forskolin und Carbachol innerhalb des murinen Kolon den elektrogenen
Natrium Bikarbonat Kotransporter NBCel-B stimulieren, woran vermutlich
PKC-abhingige Signalwege beteiligt sind (17, 18, 404). Obwohl die basolaterale
Aufnahme von HCO; in intestinale Epithelzellen den intrazelluliren pH
reguliert und als der limitierender Faktor der transepithelialen HCOj;'-Sekretion
angesehen wird (5, 171, 315, 316), sind die regulatorischen Eigenschaften der
PKC bei der intestinalen basolateralen HCO5 -Aufnahme durch den NBCel-B

innerhalb des murinen Kolon wenig erforscht.

Ein weiterer Aspekt des dysregulierten Ionentransports bei CED stellt die
Regulation sogenannter Schlussleisten dar, die zwischen benachbarten
Epithelzellen lokalisiert sind und parazelluldre Diffusionsbarrieren bilden. Eine
gestorte Integritit des gastrointestinalen Epitheliums bei chronischer

Entziindung ist mit einer verdnderten Expression der Komponenten von
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Schlussleistenkomplexen und einer erhohten parazelluldren Durchldssigkeit von
Ionen korreliert (90, 131, 370, 408). Bestandteile der Schlussleisten sind
Claudine und Occludine, die als Transmembranproteine innerhalb der
Schlussleistenkomplexe  exprimiert werden, und malgeblich dessen
Barriereeigenschaften beeinflussen (115, 192, 215). Die unterschiedliche
Expression von Claudinen und Occludinen moduliert die Permeabilitit bzw.
Anionen- und Kationenselektivitiat der Schlussleisten (191, 192). Diarrho ist mit
einer Storung der Sdure-Basen-Homdoostase und mit einem erhohten luminalen
Anteil von CI' und HCOj5™ assoziiert (108, 156, 345, 383). Die Bedeutung der
verinderten Zusammensetzung der Schlussleistenkomplexe auf die Sédure-

Basen-Homdostase des intestinalen Epithels wurde aber bisher nicht untersucht.

1.1 Elektrolyttransport im Kolon

Die Absorptionsfihigkeit des Kolon von elektrolytreicher Fliissigkeit beruht auf
der Absorption von Natriumchlorid (Na*Cl’), sowie der Aufnahme von Kalium
(K") und kurzkettiger Fettsiuren (SCFA) (166, 193, 371). Die absorbierende
Kapazitit des Kolon ist mit bis zu zwei Litern pro Tag sehr effizient, da ca. 90%
der Fliissigkeit und der darin enthaltenen Salze, welche das Kolon passieren,
aufgenommen werden (88). Unter physiologischen Bedingungen absorbiert das
Kolon Na" und CI', wohingegen K" und HCOs sezerniert werden (43). Die
Absorption bzw. Sekretion von Wasser erfolgt passiv iiber die Homoostase von
osmotischen Gradienten durch die aktive Bewegung von Na' und Cl* oder
HCO; durch die Epithelzellen (177). Die Funktion der basolateralen Na*/K"-
ATPase liefert dabei die elektrochemische Triebkraft (79, 185, 223, 312). Durch
das resultierende negative Potential und das chemische Ungleichgewicht werden
die Aufnahme von Kationen, insbesondere von Na® und die Abgabe von
Anionen und K" begiinstigt. Allerdings sind aufgrund der geringen Permeabilitit

der Lipiddoppelschicht Ionentransporter fiir dessen Bewegung erforderlich.



Innerhalb des Dickdarms sind Kolonkrypten und das Oberflichenepithel zwei
spezialisierte ~ Kompartimente, die einen Expressionsgradienten von
Ionentransportern und Kanilen entlang der Krypten-Villus-Achse aufweisen
(386). Die meisten immunhistochemisch gefirbten ,,Cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator (CFTR)-Kanile, die bei der Sekretion
von CI" und HCOj beteiligt sind, wurden in Krypten des Diinn- und Dickdarm
lokalisiert (82, 174, 356). In Zellen der Kryptenbasis werden zudem bei der
Absorption beteiligte Transporter, wie des bei der elektrogenen Na'-Absorption
beteiligten epithelialen Na'-Kanals (ENaC) kaum exprimiert, weshalb
angenommen wird, dass die Kryptenbasis die sekretorische Funktion des
Kolonepithels  iibernimmt (108, 132, 284, 386). Die apikalen
Absorptionsmechanismen fiir Na*, Cl" und K*, sowie die Sekretion von CI” und
HCO;5 sind von basolateralen Transportmechanismen abhingig und fiir die
Homoostase des pH;, der Volumenregulation und des elektrochemischen
Gradienten essentiell (15, 91). Bei der Aufnahme von Na'Cl" wird zwischen

elektroneutraler und elektrogener Absorption unterschieden.

1.1.1 Elektroneutrale Na*Cl" Absorption

Bei Nagetieren findet ein GroBteil der elektroneutralen Na*Cl" Absorption im
Austausch fiir Protonen (H") und HCO; in Oberflichenepithelzellen und
Krypten des distalen Diinndarm, sowie innerhalb der apikalen Membran des
Kolon statt (193, 247, 283, 312, 329). Die apikale, elektroneutrale Aufnahme
von Na" und CI' im Kolon wird hauptsichlich durch das Zusammenspiel des
Na'/H" Austauschers 3 (NHE3; SLC9A3) und des C1/HCO; Austauschers DRA
(SLC26A3) bewerkstelligt, die in der apikalen Membran der Enterozyten
exprimiert werden (234, 309, 310). Innerhalb des Dickdarms findet parallel zu
der elektroneutralen Absorption von Na* und CI” die luminalen Basalsekretion
von HCOj3 und Protonen statt (247), weshalb hauptsidchlich DRA und NHE3 als
Mediatoren der Na"Cl-Absorption angesehen werden (19, 193). Die basolaterale



Na'/K"™-ATPase generiert durch den Natrium-Export einen Na'-Gradienten,
woraufhin Na® apikal iiber NHE3 importiert wird und gleichzeitig durch den
Efflux von H', das subapikale Zytoplasma alkalisiert wird (312). Der steigende
pH; aktiviert den luminalen C1/HCOj; -Austausch durch DRA und folglich den
CI'-Import und HCO;5-Export (177, 193, 196). NHE3 und DRA haben eine
Stochiometrie von jeweils 1:1, weshalb die Ladungsverteilung auf beiden Seiten
der Membran nicht verindert wird und somit elektroneutrale Na*Cl-Absorption
erfolgt. Eine Ubersicht der Ionentransportern, die bei der elektroneutralen

Na'CI'-Absorption beteiligt sind, ist in Abb. 1 dargestellt.

Luminal
H+

. | L A3 /
o / Nat
H,0 <—> HCO; + H* / /\v

+CO, : K*
e

Na* K*
Serosal

Abbildung 1: Beteiligte Ionentransporter bei der elektroneutralen Na*CI -
Absorption des murinen Kolon

1.1.2 Elektrogene Na'Cl'-Absorption

Schon friih wurde die elektrogene Absorption von Na“ und CI als

hauptsidchlicher Aufnahmemechanismus des distalen humanen Kolon sowie bei
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Kaninchen und Nagetieren beschrieben (188, 220, 280). Die elektrogene
Absorption ist auf den oberen Teil der Krypten des distalen Kolon begrenzt
(132, 188, 386) (siche Abb. 2). Es wurde schon frith gezeigt, dass die apikale,
elektrogene Na'-Absorption iiber den spannungsabhingigen, Amilorid-
sensitiven,  epithelialen = Na'-Kanal =~ ENaC  gegen einen  hohen
Konzentrationsgradienten erfolgt (301, 347, 362, 402). Der transepitheliale
Widerstand des Kolon ist hoher als bei anderen gastrointestinalen Segmenten
und die transepitheliale Spannung iibersteigt -20mV, was die Triebkraft fiir die
Aufnahme von Na® gegen einen hohen Konzentrationsgradienten liefert (177).
Na* kann dadurch iiber ENaC in die Enterozyten aufgenommen werden, was die
luminale Membran depolarisiert, wodurch Cl-Ionen iiber den Cl'-Kanal CFTR
in die Zelle gelangen. Das Schliisselprotein fiir den Na™-Export (und K*-Import)
tiber die basolaterale Membran und die damit verbundene Aufrechterhaltung des
elektrochemischen Gradienten ist, wie bei der elektroneutralen Na'Cl -
Absorption, die basolaterale Na'/K'-ATPase (185), die entlang der gesamten
Krypten-Villus-Achse exprimiert und Na*-abhingig ist (79). Uber den Export
von 3 Na® und den Import von 2 K erhilt die Na'/K*-ATPase ein negatives
Potential der Zelle (193). Durch die ENaC- und CFTR-mediierte hypertonische
Elektrolytabsorption entsteht ein osmotischer Gradient, wodurch Wasser para-
und transzellulédr tiber Aquaporine in die Epithelzellen aufgenommen werden
kann. Die parazellulire Cl-Aufnahme trigt ebenfalls zur elektrogenen Na'Cl -
Absorption bei, allerdings ist der Anteil der parazelluldren Cl'-Absorption durch
den parazelluldren Gewebewiderstand begrenzt (124). Bei der elektrogenen und
elektroneutralen Absorption von Na'Cl ist der genaue basolaterale CI-
Exportweg noch unklar, erfolgt aber vermutlich durch die Beteiligung
basolateraler Cl-Kanile, K+/Cl'—K0transp0rter und/oder durch CI/HCOs -
Austausch (6, 132, 193, 284, 387).



Luminal

H* Cl- / HCO,
ENaC CFTR
K* l
Nat Cl-
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K —
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Abbildung 2: Beteiligte Ionentransporter bei der elektrogenen Na*CI’
Absorption des murinen Kolon

1.2 Anionentransport und Transporterexpression des Kolon

Die HCOj'-Sekretion des Kolonepithels beeinflusst das luminale Millieu (121),
ist essentiell fiir die Wundheilung (106), die korrekte Mukussekretion (117), um
die Mukosa vor luminaler Sdure und vor bakterieller Infektion zu schiitzen (176,
294). Durch die luminale HCOj-Sekretion, die als biologischer pH-Puffer
fungiert, werden die durch das Mukusgel diffundierenden H'-Ionen unter der
Bildung von CO, und H,O neutralisiert (5, 202, 316).

Anhand von Mausmodellen wurde gezeigt, dass CFTR fiir die basale und
stimulierte HCOj5'-Sekretion im murinen Diinndarm essentiell ist (75, 313, 328).
Allerdings konnen diese Erkenntnisse nicht direkt auf den Dickdarm iibertragen
werden, weil eine unterschiedliche Transporterexpression zwischen den

intestinalen Segmenten besteht. Im murinen Kolon ist im Vergleich zu
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Segmenten des Diinndarms eine verringerte Anzahl von CFTR-Kanilen
lokalisiert worden (174). Dennoch weist das Kolon im Vergleich mit anderen
Segmenten des Gastrointestinaltrakts eine hohe HCOj'-Sekretion auf (394). Im
murinen Kolon ist die basale HCO;-Sekretion von der Verfiigbarkeit von
luminalem CI' und serosalem HCO; abhingig, sensitiv gegeniiber dem
Anionenaustauscher Inhibitor 4,4"-Diisothiocyano-2,2 -stilbenedisulfonic acid
(DIDS) und weist nahezu gleiche CI'- und HCOj-Absorptionsraten auf (372).
Die apikale Basalsekretion von HCOj5 erfolgt somit wahrscheinlich zum gréten
Teil durch DRA, der stark im Kolon exprimiert ist (348), und dessen
Fehlfunktion zu Chloriddiarrhé fiihrt (156), was die wichtige Funktion dieses
Austauschers bei der Cl'-Riickresorption zeigt. Parallel wurde eine cAMP-
induzierte, Cl-unabhédngige elektrogene HCO;5'-Sekretion durch die parallele
apikale HCO;/CI-Leitfidhigkeit des CFTR-Kanals beobachtet, die durch den
CFTR Inhibitor Glibenclamide verhindert wurde (108, 193, 372). Allerdings ist
eine cAMP-abhingige HCO;-Sekretion auch im Kolon CFTR-defizienter
Miuse gemessen worden (19, 395). Die cAMP-induzierte HCO;5 -Sekretion des
mittleren Kolonepitheliums ist daher nur partiell von der apikalen CFTR-
Leitfdhigkeit abhédngig. Es wird angenommen, dass der grof3te Anteil der HCO; -
Basalsekretion, als auch der Agonist-stimulierten HCOj'-Sekretion des murinen
Kolon durch DRA erfolgt, weil SLC26A3-defiziente Maiuse eine stark
verringerte HCO; -Sekretion zeigten und DRA-mRNA, sowie mDRA-
Transkripte stark im Kolon exprimiert werden (19, 234, 396). Fiir den
kolonischen CI/HCOj;-Austausch durch DRA und die im Zusammenspiel mit
NHE3 parallel erfolgende Riickresorption von Na'Cl™ bei gleichzeitiger
Basalsekretion von HCOj ist die basolaterale Versorgung mit HCO; durch
Natrium-Bikarbonat Kotransporter notwendig (30, 119, 171, 193). Wihrend der
stimulierten kolonischen HCO;-Sekretion wird Bikarbonat basolateral iiber
einen oder mehrere Na'/HCOj; -Transporter importiert (17, 119, 404). Parallel
kann Bikarbonat intrazellulir iiber die Karboanhydrase II durch CO,-Hydration



generiert werden (127, 343), wobei die anfallenden Protonen iiber NHE3 aus der
Zelle transportiert werden (85). Fiir die elektrogene CFTR-mediierte CI-
Sekretion wird die basolaterale CI-Aufnahme zum groBten Teil durch den Na'-
K*"-2CI" Kotransporter (NKCC1; SLC12A2) bewerkstelligt (109, 140, 309). Es
wurden jedoch bei NKCCI1-defizienten Miusen vergleichbare elektrogene CI -,
elektrogene HCO;- und elektroneutrale HCOj-Sekretionsraten innerhalb des
Kolon nach Stimulation mit cAMP beobachtet (20, 377). Dies deutet auf
alternative basolaterale Cl-Aufnahmemechanismen hin, bei denen vermutlich
die Anionen Austauscher Isoform 2 (AE2; SLC4A2) und basolaterale
Na*/HCO;™ Kotransporter beteiligt sind und die CFTR-mediierte CI/HCO; - und
die HCO'-Sekretion iiber DRA unterstiitzen (6, 118, 284, 377, 409). Die
hauptsichlich bei der CI'- und HCO;-Sekretion beteiligten Transporter sind in
Abb. 3 dargestellt.

Luminal

Serosal HCO,"

Abbildung 3: Beteiligte Transporter bei der Anionensekretion im murinen
Kolon.



Neben dem aktiven Cl-abhingigen und Cl-unabhingigen HCOj-Transport
wird HCOj5™ innerhalb des Kolon im Austausch mit SCFA sezerniert (19, 348,
365, 372). Um die verschiedenen Aufgaben zu erfiillen, besteht eine
unterschiedliche Transporterverteilung innerhalb des proximalen, mittleren und
distalen Kolon, was zu einer divergenten Absorption und Sekretion fiihrt. Bei
der elektroneutralen Na'Cl-Absorption ist der Na'/H" Austausch durch NHE3
und der CI/HCO;-Austausch durch DRA funktionell gekoppelt (247),
allerdings bestehen innerhalb des Kolon stark variierende Expressiongradienten
der beiden Transporter und deren Koexpression wurde von Talbot & Lytle nur
im mittleren Kolon nachgewiesen (348). Dadurch scheint die gekoppelte,
elektroneutrale Na'CI-Absorption iiber NHE3 und DRA auf dieses Segment
beschrinkt zu sein. Innerhalb des proximalen Kolon wird DRA nur geringfiigig
exprimiert, wihrend NHE3 stark vertreten ist (348). Die hohe Expression von
NHES3 bei geringer Expression von DRA im proximalen Kolon sorgt durch die
starke H'-Extrusion und stark reduzierte HCO;-Sekretion fiir ein saures
Mikroklima, was die Absorption von negativ geladenen SCFA im Austausch fiir
HCOj; in diesem Segment begiinstigt (348). Das dafiir benttigte HCO5™ konnte
durch die starke Expression des NBCel-B innerhalb des proximalen Kolon
(174) bereitgestellt werden. Innerhalb des proximalen Kolon erfolgt vermutlich
elektroneutrale Na’-Absorption iiber NHE3 in Verbindung mit der Aufnahme
von SCFA (19, 248, 348, 371). Fiir das distale Kolon wurde im Gegensatz dazu
eine hohe Expression von DRA, aber kaum NHE3 gefunden, was durch die
Absorption von Cl" und simultaner hoher HCOj; -Sekretion eine Alkalisierung
der mukosalen Oberfliche vermuten ldsst, was der Azidifizierung durch
generierte Protonen als Folge der mikrobiellen Fermentation entgegen wirkt (27,

156, 348).
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1.2.1 Stimulation der Anionensekretion

Erfolgt eine Stimulation, die den intrazelluliren cAMP, cGMP, Ca**-Level
erhoht, wird in allen Darmabschnitten die Elektrolytabsorption inhibiert und
parallel die elektrogene Sekretion von HCO; und CI' cAMP-, cGMP- und Ca*'-
abhingig stimuliert Anionensekretion aktiviert (30, 132, 177, 193, 312, 313).
Die elektroneutrale Na"Cl” Absorption wird durch cAMP iiber die Inhibition von
NHE3 gehemmt und gleichzeitig wird die Anionensekretion durch eine Protein
Kinase A (PKA)-mediierte Phosphorylierung von CFTR aktiviert (10, 223, 406).
Die stimulierte, CFTR-mediierte Cl'-Sekretion sorgt fiir eine negative luminale
Potentialdifferenz, woraufhin Na* parazellulir sezerniert wird und dadurch die
Sekretion von Fliissigkeit erfolgt (177). Luminale Sdure sowie die Stimulation
mit Carbachol, cAMP und Ca®* fiihrte zu einer erhohten Membranassoziierung
von CFTR und NBCel bei gleichzeitiger Internalisierung von NHE3 (175).
Diese synchronisierte Transporterverteilung spricht fiir eine erhohte HCO; -
Sekretion tiber CFTR/NBCel und eine verminderte Fliissigkeitsabsorption, bei
der NHE3 beteiligt ist (175). Vermutlich inhibiert der gestiegene pH; durch
akkumuliertes HCO;3; neben der verringerten NHE3-Expression den Siure-
aktivierten ~NHE3, wodurch die Na’- und folglich auch die
Flissigkeitsabsorption stark verringert wird (396). Zyklisches GMP inhibiert
ebenfalls NHE3 (68) und aktiviert CFTR {iiber eine cGMP-abhingige Protein
Kinase II (129). Eine Erhohung der intrazelluldren Ca**-Konzentration durch
Carbachol fiihrt durch eine PLCy-mediierte Inhibition von NHE3 zu einer
gesenkten elektroneutralen Na'-Absorption (406). Die elektrogene Na'-
Absorption wird durch cAMP durch eine CFTR-mediierte Inhibition von ENaC
herunterreguliert (220) und die cAMP-induzierte Inhibition der elektroneutralen
Na*CI'-Absorption ist ebenfalls CFTR-abhiingig (76). Dies zeigt, dass Inhibition
der Absorption und Aktivierung der Sekretion nicht separiert sind, weil fiir den
inhibitorischen Effekt von cAMP auf die Na'Cl-Absorption CFTR bendtigt
wird.
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DRA-defiziente Miuse zeigten innerhalb des mittleren Kolon allerdings keine
cAMP-induzierte HCOj'-Sekretion durch Forskolin, wohingegen die CFTR-
Leitfdhigkeit fir CI° unbeeintrichtigt war (396). Dies spricht fiir eine
Sekretagoga-induzierte HCO;'-Sekretion, an der DRA maBgeblich beteiligt ist,
CFTR hauptsichlich die CI'-Sekretion mediiert und dadurch die fiir den DRA-
vermittelten CI/HCO; -Austausch benotigten Cl'-Ionen bereitstellt (19).

Die kolonische HCO;'-Sekretion wird durch cAMP (18, 77, 372, 395), cGMP
(313) und cholinerge Stimulation (17, 404) erhoht. Parallel zu der stimulierten
apikalen HCO;-Sekretion wird die Aktivitit von NBCs durch Forskolin (18)
und Carbachol (17) gesteigert und beide Sekretagoga erhohen die
Oberflichenexpression des NBCel (404).

1.3 Regulation der pH-Homoostase

Die Integritdt der gastrischen Mukosa ist in Anwesenheit starker luminaler Sdure
von einer intakten Epithelzellschicht abhéngig und die Aufnahme von Basen
bzw. HCO; durch den basolateralen Na"/HCOs -Kotransport, in die durch das
luminale Millieu azidifizierten Oberflichenzellen, ist fiir die Regulation des pH;
essentiell (148, 271). Die Anwesenheit von luminaler Sdure induziert zudem
eine starke Membranexression von CFTR und NBCel, wohingegen NKCCI1
internalisiert wird, was auf eine verstiarkte HCOs'-Sekretion schlieen liasst, um
einer luminalen Azidifizierung entgegen zu wirken (174). Intrazelluldres HCO5
reguliert den pH;, indem es unter der Bindung von Protonen zu Kohlensiure
(H,CO3) hydratisiert wird und anschlieBend zu CO, und H,O dissoziiert. Neben
der basolateralen Aufnahme kann HCO; intrazellular reversibel durch
Karboanhydrasen iiber die Hydration von CO, generiert werden (238). CAI und
CAII sind im Zytoplasma von murinen Kolonenterozyten und CAIV in dessen
apikaler Membran exprimiert (46). Die Protonenextrusion ist ebenfalls ein
Mechanismus, um den pH; zu regulieren. Es wurde kiirzlich gezeigt, dass die

NHE-Isoformen 1 und 2 in der Basalregion von Kolonkrypten und NHE3 in
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kolonischen Oberflichenzellen hauptsichlich fiir den H-Export verantwortlich
sind (327). Die bei der Generation von HCO;™ entstehenden H" werden durch
Na'/H" Austausch iiber die basolaterale Membran exportiert und die Inhibition
der CA oder NHEI fiihrte zu einer verringerten basalen und stimulierten HCO; -
Sekretion (172). NHE3-defiziente Miuse zeigten aber im Gegensatz zu NBCel -
defizienten Maiusen nur eine milde Azidose (309, 319), weshalb davon
ausgegangen wird, dass der NBCel maBigeblich an der Aufrechterhaltung des
pH; beteiligt ist. NBCel-A und NBCel-B regulieren den pH;, indem
importiertes HCO;™ einer Azidifizierung entgegen wirkt und die Zellhomoostase
erhalten wird (1, 47, 290, 292). Innerhalb des murinen Kolon wird jedoch
hauptsidchlich die NBCel-B Isoform exprimiert (404). Untersuchungen des
intrazelluldiren pH zeigten, dass die Erholung von Kolonkrypten nach einer
Ansduerung von der Verfiigbarkeit von HCO; abhédngt aber teilweise auch

Amilorid-sensitiv ist (18).

1.4 Natrium Bikarbonat Kotransporter

Na'/HCO; -Kotransporter spielen bei der Regulation des pH; und fiir die apikale,
intestinale HCO5'-Sekretion eine entscheidende Rolle (47, 66, 134, 174, 175,
194, 315, 333, 404). NBC sind DIDS-sensitive Mitglieder der
Transporterfamilie 16slicher Carrier und Membranproteine (SLC), werden durch
das SLC4A Gen codiert und beeinhalten die elektroneutralen ClI/HCO;'-
Austauscher (AE1-4; SLC4A1-4), die elektrogenen Na'/HCO; -Kotransporter
NBCel (SLC4A4) und NBCe2 (SLC4A5), die elektroneutralen, Amilorid-
sensitiven und Na'-gekoppelten HCO; -Transporter NBCnl (SLC4A7), NBCn2
(SLC4A10) und die Na+—abh'eingigen CI/HCO;5 -Austauscher NDCBE (3, 41,
212, 289, 290). Die elektroneutralen (NBCn) und elektrogenen (NBCe)
Na'/HCO; Kotransporter werden mit einer Stochiometrie des Na'/HCOjs-

Kotransports von 1:1 bzw. 1:>1 klassifiziert (49, 136). Genauere Angaben iiber
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die Transportstochiometrie der NBCs und dessen Regulation und sind unter

Anhang H beschrieben.

Fiir die apikale, intestinale HCO; -Sekretion ist die Verfiigbarkeit von HCO;5
durch den basolateralen Bikarbonat-Import iiber den elektrogene SLC4A4
wichtig (17, 66, 174, 175, 315, 404). Bei Sdugetieren gibt es 3 ndher untersuchte
Varianten des elektrogenen SLC4A4 (NBCel-A, B und C) (3, 212). Diese
Splice Varianten des elektrogenen NBCel unterscheiden sich durch ihren N-
oder C-Terminus, verfiigen aber iiber eine konservierte Transmembranregion (2,
41). Die ersten 41 N-terminalen Aminosiduren (AS) des NBCel-A sind bei der
NBCel-B Isoform durch eine Sequenz bestehend aus 85 AS ersetzt. Der N-
Terminus der NBCel-C Variante ist identisch mit der des NBCel-B,
unterscheidet sich aber durch die C-terminale AS Sequenz bei der 46 AS des
NBCel-B durch 61 AS des NBCel-C ersetzt sind (41). Vor kurzem
identifizierte NBCel-D und NBCel-E Transkripte wurden aus dem
reproduktiven Gewebe von Miusen isoliert und unterscheiden sich von NBCel-
A und NBCel-B durch das Fehlen einer Sequenz von neun AS des
zytosolischen N-Terminus (212), allerdings wurde bisher weder dessen

Expression auf dem Proteinlevel, noch dessen Funktion beschrieben.

1.4.1 Lokalisation des NBC

Erstmals wurde 1983 ein basolaterales elektrogenes Na*- und HCO; -abhiingiges
Kotransportsystem beschrieben, das die renale HCO; -Resorption vom Lumen
uns Blut mediiert (47). Ahnliche Na*/HCOs-abhingige Basentransporter
wurden in Zellen des Gastrointestinaltrakts nachgewiesen, die unter
physiologischen Konditionen jedoch als Basenimporteure fungieren (7, 315).
Die funktionale Existenz von Na'/HCOj;-Kotransportern im Diinndarm von
Ratten wurde erstmals 1993 gezeigt (168). Insbesondere das Duodenum ist
aufgrund des Eintritts von Magensiure permanent einer starken Azidifikation

ausgesetzt und verfiigt im Vergleich zu anderen Segmenten des GI Trakts iiber

14



die hochste NBC Expression (315). Die basolaterale Expression der
elektroneutralen Isoform NBCnl wurde bei Miusen innerhalb des Duodenum
und Kolon nachgewiesen (67). Der NBCnl wurde im Duodenum als wichtiger
HCOj -Importmechanismus identifiziert, was allerdings fiir das Kolon nicht
bestdtigt werden konnte (67, 327). Satt dessen wurde die Beteiligung des
basolateral exprimierten, kolonischen NBCnl bei der korrekten Entfaltung der
Mukusschicht nachgewiesen (327). Der NBCel-A ist hauptsidchlich in der
basolateralen Membran des proximalen Nierentubulus exprimiert und mediiert
dort mit einer Stéchiometrie von 3 HCO; : 1 Na* den Gro8teil des HCO;5™ Efflux
aus dem Lumen ins Blut (290, 318, 398), wohingegen die NBCel-C Variante im
Gehirn exprimiert wird (49, 219).

Der Na'-HCOj -Kotransporter NBCel-B ist die hiufigste Splice Variante und
wurde in einer Vielzahl von Geweben nachgewiesen, insbesondere in der
Bauchspeicheldriise, im Gehirn und im Intestinaltrakt (174, 218, 290, 291, 404).
NBCel-B akkumuliert in der Bauchspeicheldriise mit einer Transportrate von 2
HCO; : 1 Na' intrazellulir HCO; (136, 169), was fiir die luminale Sekretion
bestimmt ist. Die vorherrschende NBCel Isoform in murinen Kolonkrypten ist
die NBCel-B Variante (404). Der NBCel-B mediiert den -elektrogenen
Transport von 2 HCO; und 1 Na® (271) und ist der hauptsichliche
Mechanismus fiir den basolateralen HCOj;-Import in Epithelzellen (202).
Segmentspezifische Untersuchungen zur NBCel-B-Lokalisation zeigten eine
hohe Expressionsrate im Duodenum, Ileum und in der oberen Kryptenregion des
proximalen Kolon (174), wobei ein Expressiongradient des NBCel-B von
proximal nach distal innerhalb des murinen Kolon vorhanden war. Barmeyer et
al. zeigten ebenfalls eine hohe Expression von NBCel-B-Transkripten innerhalb
des proximalen Kolon und ein etwas geringeres Vorkommen im distalen Kolon
(28). Arbeiten iiber den Agonist-stimulierten I, des distalen Kolon zeigten, dass
trotzdem eine hohe Anionensekretion in diesem Segment hauptsidchlich durch

HCOj5-Sekretion erfolgt, DIDS-sensitiv ist und von der basolateralen
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Verfiigbarkeit von Na* und HCOj;™ abhiingt (397, 409). Die geringe Expression
des elektroneutralen NBCnl und des elektrogenen NBCel-A wurden ebenfalls
in 1solierten Kolonkrypten nachgewiesen (182, 404), allerdings ist der NBCel-B
die vorherrschende Isoform, wenn die gesamte Krypte beriicksichtigt wird. Zwar
kann nicht ausgeschlossen werden, dass andere Na'’/HCO; Kotransporter bei
den Beobachtungen dieser Arbeit eine Rolle spielen, allerdings zeigten humane
Expressionsanalysen nur sehr geringe PCR Signale fiir NBCel-A (NBCe2;
SLC4A5), NBCnl (SLC4A7) und Cl -abhédngige NBC innerhalb des Kolon (86).

Von diversen Arbeitsgruppen konnte die Relevanz der Protein Kinase C als

wichtiger Modulator des Ionen- und HCO; -Transports nachgewiesen werden

(17, 122, 299, 353, 358).

1.5 Protein Kinase C

Protein Kinasen beeinflussen eine Vielzahl zelluldrer Prozesse wie z.B. die
Regulation der epithelialen Barriere (99, 173) und des Ionentransports (39, 59,
274, 275, 349). Die Familie der PKCs umfasst Phospholipid abhingige Enzyme,
welche den Transfer einer Phosphatgruppe von Adenosintriphosphat (ATP) auf
die Hydroxy-(OH)-Gruppe von Serin- und Threoninresten anderer Proteine
katalysieren. Bisher sind 12 PKC Isoformen identifiziert worden, die in vier

Gruppen unterteilt sind (272).

Die strukturelle Gemeinsamkeit aller PKC Isoformen ist eine N(H,)-terminale
regulatorische Domine und eine C(OOH)-terminale katalytische Region (239).
Die N-terminale Region inhibiert durch die Bindung der C-terminalen Region
die katalytische Aktivitdt (239). Der C-terminale Teil enthélt die Kinase
Domine (C4) und die ATP Bindungstelle (C3) (155). Konventionelle, neue und
atypische PKC Isoformen besitzen eine von der Cl Domine N-terminal
lokalisierte Pseudosubstratsequenz, welche die Bindung von Substraten der PKC

autoinhibitorisch blockiert (158, 170, 180, 256).
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Die katalytische Aktivitdt der konventionellen Isoenzyme PKCa, BI, BII und y
wird durch die Verfiigbarkeit der Kofaktoren 1,2-Diacylglycerin
(DAG)/Phorbolester und Ca®* bestimmt (180). Die regulatorische Domine
konventioneller PKC Isoformen enthilt neben einer C1A- und C1B-Doméne,
die als DAG-/PMA-bindende Motive fungieren, eine C2 Domine, die Ca**-
abhingig Phospholipide bindet (162, 255, 341). Dieser konservierten C2
Doméne fehlt hingegen innerhalb der Gruppe der neuen PKCH, €, m und 6
Isoformen ein Sadurerest, der fiir die Ca**-Sensitivitit verantwortlich 1st, weshalb
die neuen PKC Isoformen nur Phorbolester fiir dessen Aktivierung benotigen
(341). Die atypischen PKC Isoformen { und vA sind weder Ca®* noch DAG
sensitiv, enthalten eine atypische Cl-Domiéne die Phosphatidylserin oder
Ceramid bindet, aber enthalten keine C2-Domidne (341). Atypische PKC
Isoformen werden durch PIP; aktiviert, wodurch die Inhibition durch eine
Arginin-Pseudosubstratsequenz aufgehoben wird (170). Die vierte Gruppe
umfasst die wenig erforschten Protein Kinase N (PKN) und PKC-dhnlichen
Isoformen PKN1, PKN2 und PKN3 (272).

Es ist allerdings nur wenig iiber die PKC-vermittelte Regulation des murinen
NBCel-B und den Einfluss auf die apikale HCO;5 -Sekretion bekannt. Arbeiten
iiber die stimulierte HCO;'-Sekretion des Intestinaltraktes untersuchen fast
ausschlieBlich den apikalen CI/HCO;5; Austauscher DRA und den ClI/HCOj5 -
Kanal CFTR, obwohl die Beteiligung der PKC bei der Regulation des HCO; -
Transportes mehrfach bestitigt wurde (9, 151, 231) und die PKC bei der
Regulation des Ionentransportes und des Transportertraffickings eine wichtige
Rolle spielt (39, 151, 184). Durch unsere Arbeitsgruppe wurde die Beteiligung
von konventionellen und neuen PKC Isoformen bei der cholinergen Stimulation
des NBCel in murinen Kolonkrypten nachgewiesen (17), es ist aber nur wenig
tiber die Beteiligung der PKC bei der cAMP-mediierten Modulation des
murinen NBCel-B bekannt. Fiir die cAMP-abhingige Stimulation des NBCel-
B ist eine PKA-mediierte Phosphorylierung des COOH-Terminus des NBCel-B
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wichtig (138). Somit konnte der HCO; -Transport durch den NBCel-B neben
einer PKC-abhingigen modulierten Oberflichenexpression auch durch die

Regulation der NBCel-B Aktivitit verdndert werden.

Fragestellung:

In einer Kooperationsarbeit soll anhand von TNFa-iiberexprimierenden Méusen,
die eine chronische Entziindung des Ileokolon entwickeln, zuerst auf der
Organebene das Bikarbonat-Gleichgewicht und die epitheliale Barriere des
proximalen Kolon untersucht werden. Um zu kldren, ob Ionentransporter bei
dem verwendeten Mausmodell dysreguliert sein konnten, wird die mRNA
Expression der Transporter DRA und PAT]I, die bei der Regulation des Siure-
Basen-Gleichgewichts beteiligt sind, sowie der EinfluB von NHE3 auf das
Sadure-Basen-Gleichgewicht innerhalb des Kolon untersucht. Mit Hilfe der
Ussing Kammer, *H-Mannitol- und Dilutionspotentialsmessungen sowie der
Immunhistochemie wird die luminale Alkalisierung, die stimulierte HCO; -
Sekretion, parazelluldre Permeabilitit, lonenselektivitit und die Lokalisation der
Bestandteile von Schlussleistenkomplexen innerhalb des proximalen Kolon von

TNF**RE Miusen bestimmit.

Weiterfiihrend soll auf zellulirer Ebene die PKC-vermittelte kurzfristige
Regulation des NBCel-B und dessen Einflul auf die HCO;-Homoostase
untersucht werden. Weil der NBCel-B innerhalb des murinen Kolon exprimiert
wird (404) und hauptsidchlich in Krypten lokalisiert ist (18), wurden isolierte
native Kolonkrypten fiir die Untersuchung der NBCel-B Aktivitit und
Expression verwendet, die eine Untersuchung der Sekretagoga-vermittelten
Modulation des NBCel-B in nativen Kolonkrypten direkt nach der Stimulation
ermoglichen. Neue PKC Isoformen sind bei der Regulation der epithelialen CI'-
Sekretion beteiligt, indem die Expression des basolateralen Na'/K'/2Cl
Kotransporter (NKCC1) verringert wird (59, 105, 250, 349). Um festzustellen,
ob dieser PKC-abhingige Regulationsmechanismus auch fiir den NBCel-B
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vorliegt, wird die Oberfldchenexpression des NBCel-B in Anwesenheit von
Carbachol, Forskolin und PKC Inhibitoren mit Hilfe der
Oberfldachenbiotinylierung untersucht. Unter Verwendung immunhistologischer
Farbungen soll vorab untersucht werden, ob verschiedene PKC Isoformen in
unmittelbarer Nihe des NBCel-B  lokalisiert sind. Uber die
Oberflachenbiotinylierung wird die Phosphorylierung und Translokation
konventioneller und neuer PKC Isoformen nach Stimulation mit Forskolin,
Carbachol und PMA beobachtet und die pH-sensitive Mikrofluorometrie soll
zeigen, welchen Einfluss die Inhibition der PKC auf die Stimulation des

NBCel-B durch Forskolin in nativen Kolonkrypten hat.
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Abstract

The colonic mucosa actively secretes HCO; ™, and several lines of evidence point to an important role of Na*/HCO;~
cotransport (NBC) as a basolateral HCO;~ import pathway. We could recently demonstrate that the predominant NBC
isoform in murine colonic crypts is electrogenic NBCe1-B, and that secretagogues cause NBCe1 exocytosis, which likely
represents a component of NBC activation. Since protein kinase C (PKC) plays a key role in the regulation of ion transport by
trafficking events, we asked whether it is also involved in the observed NBC activity increase. Crypts were isolated from
murine proximal colon to assess PKC activation as well as NBC function and membrane abundance using fluorometric pH;
measurements and cell surface biotinylation, respectively. PKC isoform translocation and phosphorylation occurred in
response to PMA-, as well as secretagogue stimulation. The conventional and novel PKC inhibitors G66976 or G66850 did
not alter NBC function or surface expression by themselves, but stimulation with forskolin (107> M) or carbachol (10™* M) in
their presence led to a significant decrease in NBC-mediated proton flux, and biotinylated NBCe1. Our data thus indicate
that secretagogues lead to PKC translocation and phosphorylation in murine colonic crypts, and that PKC is necessary for
the increase in NBC transport rate and membrane abundance caused by cholinergic and ¢AMP-dependent stimuli.
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Introduction modulation of other signal transduction pathways [15,16], and an
influence on transporter/channel trafficking [20,21]. Although
basolateral HCO;3 ™ uptake in the intestinal epithelium by specific
transporters is believed to be essential for intracellular pH
T . , . regulation and further functions of HCO3™, and also rate-limiting
stoichiometry, expression pattern, and regulation [1]. NBCel-B is for transepithelial HCO,™ transport, the role of PKC i the

more widely distributed, and is thought to act as a basedoading 00 of intestinal HGO, ™ uptake has not been studied in
mechanism in the gastrointestinal epithelium together with detail

NBCnl te enable cellular pH regulation and transepithelial
HCOg3™ transport [2 4]. NBCel-A, on the other hand, is
primarily found in the kidney, where it mediates HCO; ™
reabsorption in concert with apical Na*/H™ exchanger NHE3 [1].

Early on, the importance of physiclogically relevant regulatery
pathways has been investigated, and these studies have revealed a
differential regulation of NBCel-A and NBCel-B by cholinergic
and cAMP-dependent stimulation [2,5 8]. These differences have
been attributed to the regulatory properties of the respective
variant arising from the primary structure [9 11], but also to cell-

type specific factors [5,10], underlining the importance of data . .
derived from experiments using native tissue rather than pathways, maling the ‘resullts from renal cells not readiy
heterologous expression systems. transferable to the gut epithelium. In the latter, the relevance of
Protein kinase C (PKC) has been shown to modulate HCO5~ PKC in regulating basolateral base-loading transporters like NBC
is largely unknown.
‘We could previcusly demonstrate that cholinergic stimulation of
NBC in isclated murine colonic crypts is partially reversible by

Electrogenic Na*/HCOs™ cotransporter NBCel exists in 2
basolaterally localized variants (SLC4 family members NBCel-A
and NBCel-B) with major differences in their transport direction,

In renal cells, early functional data indicates a stimulatory effect
of PKC on Na*/HCOs ™ cotransport: In cultured proximal tubule
cells pre-treated with ethylisopropyl amiloride, ?Na uptake is
significantly enhanced in the presence of phorbol ester and
HCO;™ [22]. Similarly, flucrometrically measured Na™/HCO3~
cotransporter activity was stimulated by PMA in isolated proximal
tubules [23]. The question thus arises whether PKC also activates
NBC in the gut. It has to be kept in mind, however, that Na*/
HCOj™ cotransporter regulation displays fundamental differences
between the kidney and the gastrointestinal tract for other

transport in various experimental systems [12 18]. The described
short-term functions of PKC are complex and isoform-specific and
involve direct effects on transperters and channels [13,19], the
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treatment with PKC inhibitors [8]. However, it is not clear
whether PKC is involved in the cAMP pathway, which
differentially regulates NBCel [2,6], and/or in subcellular
redistribution [24,25] of the transporter in the intestine. We
therefore set off to study the regulation of NBCel by protein
kinase C in native colonic tissue.

Materials and Methods

Materials

The polyclonal anti-NBCel antibody K1A directed against the
cytoplasmic COOH-terminus common to the NBCel-A and
NBCel-B subtypes was generously supplied by Walter Boren
[24,26). The ant-PKC-2,-6 and-e antibedies, the corresponding
blocking peptides as well as the anti-phespho-PKC antibodies were
from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) 12-2-
cyancethyl)-6,7,12,13-tetrahydre- 1 3-methyl-5-oxo-5H-indolo (2,3-a)
pyrrolo (3,4-c)-carbazole (G6-6976), and 2-[1-(3-dimethylaminopro-
pyl)-1H-indol-3-yl]-3-(1 H-indol-3-yl}-maleimide (G&-6850; bisindo-
Iylmaleimide I) were from Merck (Darmstadt, Germany). Alexa Fluor
488 goat anti-rabbit IgG, Alexa Fluor 488 geat anti-mouse IgG,
Nigericin, and  2,7-biscarboxyethyl-5(6)-carboxyfluorescein
(BCECF/AM) were all from Invitrogen (Life Technologies, Darm-
stadt, Germany), and the anti-B-actin-antibody was from Abcam
{Cambridge, UK). Forskolin, carbachol, and phorbol-12-myristate-
13-acetate (PMA) were from Sigma (Tautkirchen, Germany).
Sulfosuccinimidyl-2-(biotinamido)ethyl-1,3-dithiopropionate  (Sulfo-
NHS-S8-Biotin} was purchased from Pierce Biotechnology, Rock-
ford, IL, USA. All other chemicals were either obtained from Sigma
or from Merck at the highest grade available.

Animals

C57BL/6 mice were kept in the animal facility of Hannover
Medical School under standardized light and climate conditions,
had access to water and chow ed &bitum, and were used for the
experiments at the age of 3 months. All experiments followed
approved protocols and guidelines from the Medical School of
Hannover (Permit Number: AZ 2012/10} and the local anthorities
for the regulation of animal welfare (Niedersachsisches Land-
esministerium fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit).

Preparation of colonic crypts

After COg narcosis, mice were sacrificed by cervical dislocation
{in accordance with the German law for animal protection
[TierSchG §4 Abs. 1)), keeping GOy exposure as short as possible
to minimize the effect on acid/base transporters. Subsequently,
crypts were isolated as previously described [24] from a 3 4 cm
proximal colonic segment filled with and incubated in EDTA-
containing buffer (in mM: 127 NaCl, 5 KCI, 1 MgCly, 5 sodium
pyruvate, 10 HEPES, 5 EDTA, 1% BSA, and 5 glucose, pH 7.4,
gassed with 100% Og) at 37°C for 12 min, harvested after gentle
agitation, immersed in ice cold buffer A and stored on ice until use.

Microfluorometry

Intracellular pH (pH;) was measured in BCECF-loaded crypts
using a video imaging system exactly as previously described
[8,24]. After intracellular acidification with an NH,*-prepulse
protocol by subsequent perfusion with buffers G, D and B (see
Table S1), pH; recovery rates were measured in the presence of
the intended compounds and 700 pM dimethylamiloride (DMA),
which we have shown to entirely inhibit Na*/H" exchange activity
in murine colonic crypts. Calibration of the 440- to 490-nm ratio
was performed using the high K'-nigericin method [8].
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Cell surface bictinylation

Isolated murine colonic crypts were immersed in buffer B (37°C,
pH 7.4) and treated with PMA, secretagogues and/or PKC
inhibitors according to the experimental protocol, incubated twice
with biotinylation buffer (in mM: 154 NaCl, 10 borate, 7.2 KCl,
and 1.8 CaCl, pH 9.0, | mg/ml Sulfo-NHS-SS-Biotin), washed
and lysed as previously described [24]. Biotinylated protein was
retrieved using streptavidin beads (NeutrAvidin, Thermo Fisher
Scientific, Rockford, IL, USA).

Immunoblotting

A previously validated amount of each fraction yielding signals
within a linear range of optical density suitable for semi-
quantification was loaded, and size fractionated as described by
Hillesheim et al. [27]. Western blots were loaded with anti-NBCel
antibedy (1:500 in TBS-Tween) or anti-B-actin-antibody (1:2500
in TB3-Tween) and incubated overnight at 4°C. The secondary
antibedy (goat anti-rabbit IgG conjugated to horseradish perox-
idase, KPL, Gaithersburg, MD, USA} was diluted (1:10.000 for
anti-NBCel) in TBS-Tween and incubated for 1 h at room
temperature. The antigen-antibody complexes on the membranes
were visualized with a Western blotting detection reagent
(Amersham Pharmacia Biotech), and the image was captured on
Hyperfilm (Amersham Biosciences, GE Healthcare, Miinchen,
Germany). ODI (optical density integrated) was determined as
described [24], and normalized to the internal B-actin control.

Immunohistochemistry

To estimate the distributien of PKC isoforms in relation to
NBCel, the mid colon of C57B/6 mice was prepared. NBCel was
visualized on cryosections stained with the K1A-antibody exactly
as previously described [24]. For the PKC isoforms, mid-colon
preparations were embedded in paraffin, sectioned with a Microm
HM335E microtome (Microm, Walldorf, Germany) at 2 pm
thickness, and deparaffinized. For improved antibody binding,
slides were boiled in DAKO Target Retrieval Solution at pH 9 at
96°C for 20 min. After a 6 h blocking period with 10% goat
serum, slides were incubated for 24 h at 4°C with the anti-PKC
(2,8,€) antibodies (1:100) in antibody diluent (5% goat serum in
FBST), followed by the secondary antibodies (Alexa Fluor 488
goat anti-rabbit IgG or Alexa Fluor 488 Donkey anti-mouse IgG
1:1000, 1 h at room temperature). The slides were then washed
four times and embedded in DAKO fluorescent mounting
medium. Images were acquired using an Olympus BX 60
microscope (camera: Olympus CX 50) and processed with Image]
(NIH, Bethesda, MD; http://rsb.info.nih.gov/ij/).

Statistical analysis

Results are given as means = SE. Proton fluxes were calculated
by multiplying the initial steep pH; slope after the re-additicn of
Na*, which was determined by regression analysis, with the total
buffering capacity at the initial pH;, including the intrinsic
buffering capacity (B) and, in addition, the COg-dependent
buffering capacity for GOp/HCGO;™ -containing solutions. Stu-
dent’s t-test in its paired and unpaired form, where appropriate,
was used for pair-wise tests, and ANOVA was used for multiple
comparisons (ANOVA for correlated samples in the biotinylation
experiments), and Tukey’s HSD (Honestly Significant Difference)
Test as a post-hoc test. A p-value less than 0.05 was considered
statistically significant.

March 2014 | Volume 9 | Issue 3 | e92275



Results

In this study designed to investigate the role of PKC during
>cretagogu ociated activation of Na*/HCO;, ™ cotransportel
(NBC), we first asked how PKC 1soforms are subcellularly
localized in murine colon, and whether PKC activation by
forskolin and carbachol occurs in isolated crypts. To this end, we
stained murine colonic sections with antibodies against NBCel as
well as conventional and novel PKC isoforms (o, 8, ). As observed
previously, NBCel was found in the basolateral membrane, with
some signal in the cytoplasm likely representing inactive NBCel in
the resting state [24]. All PKC isoforms were expressed in the
cytoplasm of the epithelial cells, with a somewhat stronger
expression in surface cells, and an accentuation of PKC -o and -
g expression in the vicinity of the apical membrane (Figure 1.
Since all PKC isoforms tested were present in crypt cell cytoplasm,
an Interaction with NBC, which is expre olateral
crypt membrane [2,24], is theoretically conceivable.

PKC activation occurs in parallel with its translocation to the
membrane, and we thus performed experiments to verify whether
this can be observed in our model. In a first approach, cell surface
biotinylation with a general PKC antibody was carried out
(Figure 2). In a second set of experiments, the effect on PKC-o and
PKC-¢ phosphorylation was studied using an antibody directed
ainst the phosphorylated PKC 1soforms (Figure 3). As expected,
direct PKC activation by PMA induced PKC translocation to the
membrane, as well as increased PKC phosphorylation. Interest-
ingly, however, the secretagogues forskolin and carbachol also led
to an increase in PKC translocation and phosphorylation. PKC-o
phosphorylation by secretagogues was completely reversed by
Go6850 (bisindolylmaleimide I), while for PKC-g, only PMA-
induced PKC phosphorylation, but not the secretagogue effect was
significantly diminished. This may indicate a differental function
of these conventional and novel PKC isoenzymes in secretagogue
vs. phorbol ester dependent stimulation,

Next, we sought to investigate the role of PKC during
secretagogue-dependent NBC! regulation in colonic crypts. We
had previously shown that carbachal-induced NBC activation is
abolished by G66850 and G66976, with a non-significant trend
towards a weaker effect of G66976 [8], which only inhibits
conventional PKC isoforms [28]. Following up on these data, we
fluorometrically measured NBC activity with and without forskolin
stimulation and PKC inhibitors, respectively. Na /HCO3™
cotransporter activity was fluorometrically de
murine colonic crypts [2,8]. Na'/H" exchange (NHE) was
p|'|4'll‘l‘[‘lii(‘,ﬂl(]gi(ﬁl")’ h?Pi\rlir?d lli{ﬂg a d(]ﬁf (]F (‘ﬁfrnHl‘lylf;u‘n“()ridr
which is inhibitory for all NHE isoforms present in the colon [8].
Similar to carbachol, Gia6850 and Go6976 both completely
d the stimulatory effect of forskolin, indication that PKC is
involved in PKC stimulation by both secretagogues (Figure 4.
There was trend towards lower flux values during stimulation with
forskolin in the presence of PKC inhibitor vs. inhibitor alone.

Since NBC is regulated by membrane trafficking [21,24,29,30],
and this mode of regulation has been reported to involve PKC
signaling in the case of different basolateral membrane transport
proteins [21,31,32], we analyzed NBCel membrane abundance in
response to secretagogues. Having previously shown that forskolin
and carbachol elicit their stimulatory effect on NBC at least
partially via an increase in membrane expression [24], we
mvestigated whether PKC 1is involved in secretagogue-induced
NBC exocytosis. Preincubation with Gé6850 or G6976 alone did
not alter NBC membrane expression, but caused a significant
reduction of biotinylated NBC after stimulation with forskelin or
carbachol (Figure 5).

d in the b

mined in isolated

reve
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ini of NBCe1 and PKC
isoforms in murine colonic tissue sections. NBCe1 (A) is expressed
in the basolateral membrane of colonic crypts. Cytoplasmatic expres-
sion was observed for PKCu (C), 6 (E) and ¢ (G) isoforms, with an
apparent slight accumulation of the signal in the vicinity of the cell
membrane for PKC = and PKC & Control experiments without the
secondary antibody (NBCe1, B) and blocking peptides (PKC isoforms, D/
F/H) showed no specific signal. Size of the scale bar is 50 pm.
doi:10.1371/journal.pone.0092275.g001

Discussion

The effect of PKC on Na'/HCO;™ cotransport is time-
dependent and complex, and its Investigation in various experi-
mental systems has yielded controversial results. In the case of
renal NBC, e, g., phorbol ester exerts a stimulatory effect in renal
cells [22,23], but inhibits PKC activity in hkfhuman kid-
ney)NBCe I-transfected  Xenopus oocytes [33]. Having previously
reported PKC involvement in cholinergic NBC stimulation in
native colonic tissue [3], we now suuglll to follow up on this
observation, and set oft to study the role of PKC in short-term
modulation of NBC activity and membrane expression. Since
NBC is mostly crypt-localized [2], we used isolated crypts for
fluorometric and biotinylation experiments.
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Figure 2. PKC translocation in response to PMA and secreta-
gogues. PKC membrane expression as assessed by surface biotinyla-
tion and probing with a general PKC antibody significantly increased
after exposure to PMA (100 nM), forskolin (10 5 M), or carbachol
(10~* M, 10 min each), which was paralleled by a decrease in cytosolic
PKC expression [ODI: optical density integrated; *p<<0.05 vs. unstimu-
lated, n= 6 preparations from separate mice in each group, ANOVA for
correlated samples followed by Tukey's HSD (Tukey’s honestly
significant difference test), values expressed as % of the unstimulated
control for cytosol and membrane, respectively].
doi:10.1371/journal.pone.0092275.g002

Given the stimulatory effect of secretagogues on colonic NBC,
we first investigated PKC translocation, which was enhanced, and
phosphorylation by these compounds. Interestingly, only the
phosphorylation of PKC-eo, but not of PKC-g¢ induced by
secretagogues was sensitive to PKC inhibition. This may be
explained by several published observations: The phosphorylation
of PKC-g appears to be more complex, with different PKC
isoenzymes involved, and the phosphorylation state of conven-
tional vs. novel PKC differentially contributes to its degradation
probability [34,35]. Furthermore, PKC-g¢ phosphorylation in-
creases during mTORCI activation after secretagogues and PMA,
while PKC-o0 may even be degraded in response to these stimuli
[36-39]. We believe that the differences between PKC-o and -
regarding (auto-) phosphorylation-, degradation-, and regulation
pathways contribute to the observed results. Our findings possibly
point to a more prominent role of PKC-g than PKC-o during
secretagogue-dependent PKC stimulation. This would represent a
parallel to the studies from the group of Jeffrey Matthews, who
reported PKC-g-dependent internalization of NKCC  [40].
Together with our immunohistochemical data, we can conclude
that PKC isoforms are present in the vicinity of NBC in the
basolateral membrane, and are translocated and phosphorylated
upon phorbol ester- and secretagogue exposure.

Having found that not only the known PKC activator
carbachol, but also cAMP-dependent stimulation with forskolin
can lead to PKC translocation and phosphorylation, we next
fluorometrically assessed NBC activity after exposure to forskolin
and/or PKC inhibitors. NBCel-B is expressed at significant levels
in murine colon [24], and although we cannot entirely exclude the
contribution of other acid/base transporters, we have previously
accumulated molecular and functional evidence that the Na* and
HCO3™ dependent, DMA-insensitive pH; recovery we measure in
crypts after imposing an acid load is mediated — at least
predominantly — by NBCel-B [2,8]. Indeed, forskolin stimulation
of NBC: was reversed by PKC inhibition, which we had previously
demonstrated for cholinergic stimulation [8]. While the group of
Ira Kurtz had shown that the PKA-dependent phosphorylation
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Figure 3. PKC phosphorylation in response to PMA and
secretagogues. Phosphorylation was assessed in crypt lysates using
the respective antibody recognizing the phosphorylated isoform. All
compounds caused an increased in phosphorylated PKC-a. (A) and PKC-
£ (B; preincubation 10 min. 37°C; **:p<0.05, *:p<(0.05 vs. unstimulated).
When G66850 (5 pM) was added 10 min prior to stimulation, the effect
of stimulation on p-PKC-o was completely reversed (A; #:p<0.01,
*p<C0.05). PKC-¢ phosphorylation, however, was only inhibited in the
case of PMA (100 nM), but not secretagogues (B; #:p<<0.01, *:p<<0.05;
n= 6 preparations from separate mice in each group, ANOVA for
correlated samples followed by Tukey’s HSD).
doi:10.1371/journal.pone.0092275.g003

site. Thr*® is important for cAMP-dependent stimulation of
NBCel-B [10], these experiments indicate that not only cAMP-
induced exocytosis represents an additional important component
of NBCel-B regulation [24], but that PKC is also a prerequisite
for functional NBC activation elicited by forskolin. This adds to
the complex and diverse regulatory roles of PKC, which mediates
inhibitory cffects on anion transport, such as the onc of substance
P on HCOs™ secretion in pancreatic ducts [17], but also
stimulatory effects, such as phorbol ester stimulation of duodenal
bicarbonate secretion in guinea pigs i vivo [18].

Given the importance of subcellular redistribution for NBC
regulation [24], we hypothesized that membrane trafficking is part
of the mechanism by which PKC inhibition reverses secretagogue
stimulation of NBC. Apart from NBC, PKC is known to also
modulate the membrane abundance of another major basolateral
anion import mechanism in the intestine, namely Na*/K"/2C1™-
cotransporter [41], which represents the main import pathway for
Cl™ destined for secretion. In the colonic epithelial cell line T84,
phorbol ester down-regulates basolateral Na*/K*/2C1™ cotran-
sporter [42] by reducing NKCC1 surface expression via PKC-g
[40]. To evaluate this mode of regulation for NBC, we performed
cell surface biotinylation experiments with carbachol-, forskolin-
and PKC inhibitor-preincubation and found, unexpectedly, that
PKC inhibition not only blocks secretagogue-induced exocytosis
[24], but causes a significant reduction in NBC membrane
abundance. Our experimental setup does not allow us to
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from an acid load. A: Average pH; trace (n=>5) illustrating the pH; recovery protocol, where crypts were adidified with an NH, “prepulse” to a pH of
6.4+0.2 in Na*-free buffer (TMA-Cl) and let to recover after Na* re-addition in the presence of 700 pM DMA to block all Na*/H" exchanger isoforms. In
the absence of CO,/HCO; ", no significant pH; recovery was observed, but in its presence, there was a steady pH; increase representing Na*/HCO; ™~
cotransport (NBC; [2,8]). B: Left side: Incubation with Go6976 (5 pM, 10 min prior to stimulation, light grey bars) or G66850 (5 pM, 10 min prior to
stimulation, dark grey bars) did not alter the control proton flux rates (solid bars; p=n.s)). Right side: Stimulation with forskolin led to the previously
observed significant stimulation of NBC (10.2+0.8 vs. 53*+0.4 mM/min; *:p<<0.05). Preincubation with either of the PKC inhibitors completely
reversed this effect (n=>5-7 experiments from separate mice, p=n.s,, ANOVA for independent samples followed by Tukey's HSD).
doi:10.1371/journal pone.0092275.g004

differentiate between membrane insertion and —retrieval, but this
finding indicates that PKC is an eclemental component of

in part compensated for by a functional activation of NBC itself by
forskolin [2].

secretagogue-dependent NBC regulation, and that its inhibition
may block the NBC membrane turnover to an extent that leads to
decreased membrane expression. In the functional studies (Fig. 4,
there was only a trend towards lower NBC activity, so these two
measures do not fully quantitatively correlate. The reason may be

that the decrease in NBCel membrane expression that occurs in
the presence of PKC inhibitors despite secretagogue stimulation is

In two clegant studies, the group of Irina Gritchtchenko
delineated cholinergic regulation of NBC subtypes transfected into
livary gland cell line, and the role of PKC in this process
[21,30]. They observed an initial functional activation followed by
NBCel endocytosis within the 5-15 minutes after stimulation, and
interpreted this as a mechanism to adapt salivary secretion to a
new steady-state [30]. In a follow-up study which separated the

A lysate beads B lysate beads
NBCe1 #8 == mn s = NBCe1 . e
GoeB850 - + + + - + + + Goe6976 - + + -+ + +
Forskolin - - + - - - + - Forskoln - - *+ i
Carbachol = - - + - - - + Carbachol = - -~ .
—~ 120 — 140

) )

T 100 s 120 *x
S 80 * < 100

o o 80

] 60 * @

2 g 60

= 40 = a0

o o

Q 20 Q 20

L = 0

Goe6850 - + + + Goe6976 = + +
Forskolin - - e - Forskolin - + -
Carbachol - - - + Carbachol - - +

Figure 5. NBCe1 membrane expression during secretagogue stimulation and PKC inhibition with G66850 or G66976. In cell surface
biotinylation experiments, neither G66850 (A; 5 pM) nor G66976 (B; 5 uM; continuous incubation for 20 min [+] vs. vehicle [-]) caused changes in
NBCe1 surface expression. When forskolin (107> M) or carbachol (10" M) were added after 10 min, NBCe1 surface expression significantly decreased
(40 and 59% for Go6850, and 8 and 31% for G66976, respectively; n=5-7 preparations from separate mice in each group, *p<.0.05, ANOVA for
correlated samples followed by Tukey's HSD).

doi:10.1371/journal pone.0092275.g005
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NBC and PKC isoforms/subtypes, they reported that PMA
caused endocytosis of NBCel-B, and that carbachol-dependent
redistribution of NBCel into early endosomes is mediated by
PKC-a, B, v and novel PKC-¢ [21]. Our appreach using primary
isolated crypts permits us to observe the primary events directly
after stimulation, but due to their limited viability, we do not know
whether the initial exocytosis and activity increase is also followed
by redistribution to an intracellular compartment. Our results
indicate that PKC is highly relevant for the stimulation-associated
NBC exocytosis that leads to the activity increase after secreta-
gogue exposure, with PKC inhibition causing a strong redistribu-
tion into an intracellular compartment.

One important question is whether other HCO4™ transporters
are relevant. NBCnl, which is essential for duodenal acid-base-
balance [3,43], is also expressed in the colon [3]. The localization
within the crypt-villus-axis, however, seems to be distinct, with
NBCel being expressed in the upper part of the crypt, and
NBCnl in the lower part (unpublished). We have previcusly
reported very low PCR expression levels for NBCnl as compared
with NBCel in isolated crypts [24], with the caveat that expression
of different gene products is difficult to compare due to e. g
different primer efficiencies. In a more recent paper, NBCel and
NBCnl levels in the scraped colonic mucosa were comparable [3],
which may be due to the fact that other structures such as blood
vessels where NBCnl has been described are present in this
preparation. Despite the undisputable presence of NBCnl in the
lower colonic crypt, where it may serve a specialized function,
there is thus substantial evidence indicating that NBCel is the
predeminant transporter when the entire crypt is taken into
account. This was done in the present study by using isolated
crypts for the bictinylation experiments, and regions of interest
covering the bulk of the crypt in the fluorometric experiments. In a
comparative expression study of SLC4 gene family members in
human tissues, Damkier et al. reported a significant PCR signal for
NBCel, and a very low signal for NBCe2, NBCnl, and Cl-
dependent NBC in the colon [44], the expression pattern overall
being comparable to the existing data from rodents. Overall, the
existing functional and molecular data gives us several clues that
NBCel is important as a Na'/HCOs™ cotransporter in the
murine colonic crypt, and there is no clear indication so far that
the importance of other Na'/HCO;3 ™ transporters comes close.
However, we cannot entirely exclude a functional role of other
Na*/HCOj;~ transporters in our chservations.

How exactly PKC exerts its regulatory effects on NBCel on a
molecular level remains to be clarified. The question arises
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ORIGINAL ARTICLE

Increased Epithelial Permeability Is the Primary Cause for
Bicarbonate Loss in Inflamed Murine Colon

Marina Juric,®* Fang Xiao, MD,* Salah Amasheh, PhD," Oliver May,* Kristin Wahl,* Heike Bantel, MD,*
Michael P. Manns, MD,* Ursula Seidler, MD,* and Oliver Bachmann, MD¥*

Background: Bicarbonate loss into the lumen occurs during intestinal inflammation in different species. However, candidate pathways like CFTR or
DRA are inhibited in the inflamed gut. This study addressed the question whether and how inflammation-associated increased intestinal permeability may
result in epithelial HCO; loss.

Methods: Murine proximal colon was studied because it does not express functional DRA but is inflamed in the tumor necrosis factor « overexpressing
mouse model (TNF24RE) T uminal alkalization, *H-mannitol fluxes, impedance spectroscopy, and dilution potentials were measured in Ussing chambers,
whereas expression and localization of tight junction—associated proteins were analyzed by Western blots and immunohistochemistry.

Results: Luminal alkalization rates and *H-mannitol fluxes were increased in TNF4RE proximal colon, whereas forskolin-stimulated I, was not
altered. Epithelial resistance was reduced, but subepithelial resistance increased. The epithelial lining was intact, and enterocyte apoptesis rate was not
increased despite massively increased Thl cytokine levels and lymphoplasmacellular infiltration. Measurement of dilution potentials suggested a loss of
cation selectivity with increased anion permeability. Western analysis revealed a downregulation of occludin expression and an upregulation of both
claudin-2 and clandin-5, with no change in ZO-1, E-cadherin, claudin<4, and claudin-8. Immunchistochemistry suggested cotrect occludin localization
but reduced tight junction density in TNF#2ARE gurface epithelium.

Conclusions: Inflammation during TNF-« ovetexpression leads to increased epithelial permeability in murine proximal colon, decreased tight
junctional cation selectivity, and increased HCO; loss into the lumen. Inflammation-associated colonic HCOS loss may occur through leaky tight

junctions rather than throngh HCO; secreting ion transporters.
(Inflamm Bowel Dis 2013,19:904-911)

Key Words: tight junction, claudin, occludin, large intestine

he ability of the colonic epithelium to control surface and

Iuminal pH is critical for many aspects of the epithelial interface
barrier and transport function, including the absorption of short
chain fatty acids, mucus production, and bacterial colonization
and proliferation.! * Acid-base homeostasis is altered during intes-
tinal inflammation, which is often the cause of acute and chronic
diarrheal diseases and has been associated with increased luminal
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HCO, content in humans* and animal models.” Particularly, severe
and chronic intestinal inflammation occurs in inflammatory bowel
disease (IBD), and early studies have attempted to define the impact
of chronic colonic inflammation on luminal pH. Because of the
technical complexity, gastrointestinal pH profiles have only been
measured in small numbers of patients suffering from IBD using
a radiotelemetry capsule, and most of the more recent studies have
demonstrated higher values in the colon of patients with IBD than
in the healthy controls (*’; for review, see Nugent et al®).

Intestinal inflammation and proinflammatory cytokines
weaken the epithelial barrier by various mechanisms, including
altered tight junctional anatomy.® Tight junctions (TJs) are formed
by multiprotein complexes including, e.g., occludin, tricellulin,
clandins, and junctional adhesion molecules, which restrict the free
moverment of ions across the epithelium. The continued exploration
of barrier components has revealed that not all of them are “tight-
ening”'® Although claudin-2 is selective for cations,’ several other
claudins promote or regulate amion permeability.'* '* Intestinal
inflammation influences the TJ composition, reducing the expres-
sion of “tightening” claudins and occludin, leading to strand
breaks,'® or upregulating the pore-forming claudin-2.!78

HCO; movement into the intestinal lumen occurs in
a highly segment-specific and tightly regulated fashion'® * and

Inflamm Bowel Dis  Volume [9, Number 5, Aprl 2013
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HCO3-Leakage in Inflamed Murine Proximal Colon

represents a major mechanism for luminal pH control ™ During

chronic colitis, HCO; could potentially reach the lumen through
the paracellular pathway, which plays a minor role in the healthy
epithelium.>* However, the significance of TJ modification for
acid—base balance in the inflamed mtestine has not been studied,
and it is not known whether specific changes to components of the
epithelial barrier by the inflammatory process can lead to HCO,

losses. One major obstacle to such studies is the influence of
inflammation on active HCO, transporters, predominantly lumi-
nal CI"/HCO, transporters from the Slc26 family. The proximal
colon of rats was shown to lack DRA (downregulated in ade-
noma, Slc26a6), which is the primary pathway for basal HCO,

output into the colonic lumen in the absence of nutrients,**** and
murine proximal colon was found to be similar (Xiao et al*® and
this study). The expected rates of HCO, transport across the
apical membrane of the proximal colonic epithelium under resting
conditions should be negligible, which makes this segment ideal
to test the hypothesis that changes to the epithelial barrier during
intestinal inflammation cause HCO, leakage.

MATERIALS AND METHODS

Animals

TNFAARE mice (TNF™2GK)?T wwere bred on a CS7TBL/6J
background at the animal care facility at Hannover Medical
School under standardized conditions. Sex-matched and age-
matched heterozygous mice (TNFYAARE) and their healthy lit-
termates (TNF**) at the age of 6-8 months were used for the
experiments. Mice were killed by CO, narcosis and subsequent
cervical dislocation. Animal care and experimentation were
approved by and carried out in accordance with the Medical
School of Hannover and the local authorities for the regulation
of animal welfare (Niedersichsisches Landesamt fiir Verbrau-
cherschutz und Lebensmittelsicherheit).

pH-Stat Titration of HCO, Secretory Rates
and I

Experiments were carried out exactly as described pre-
viously.*® Excised proximal colon was stripped of external muscle
layers, mounted into Ussing chambers, and bathed with equios-
molar solutions, pH 7.4 (serosally [in mM]: 108 NaCl; 25 NaH-
COs; 3KCL 1.3 MgS80Qy; 2 CaCly; 2.25 KH PO, ; 8.9 glucose; 10
sodium pyruvate, gassed with 95% (./5% CQO,; and luminally
with 154 mM NaCl, gassed with 100% O,). Neural activity and
prostaglandin generation were blocked with 1 wM tetrodotoxin
and 3 wM indomethacin (serosal). HCO, secretory rates were
determined by pH-stat titration and electrical parameters recorded
under open circuit conditions. I, was calculated from recording
tissue resistance (R} and potential difference (PD) in 2-minute
intervals.

Fluxes of [*H] Mannitol
To assess tissue permeability, bilateral [*H] mannitol fluxes
were measured as previously described®® in isolated proximal

colonic TNFHAARE and TNF mucosa, with bilaterally identical
CO,/0,-gassed solutions (as described for the serosal solution
above, except for 9 mM lactose in the mucosal bath and 1 mM
mannitol in both}, under short circuit conditions. After 30-minute
equilibration, 74 KBq/mL *H-mannitol (Perkin Elmer, Waltham,
MA) was added either to the serosal or the mucosal bath, and
samples were taken as quadruple in 15-minute intervals for
90 minutes.

Dilution Potentials

The permeability of sodium and chloride ions was
measured with a modified dilution potential technique.* In brief,
pieces of stripped proximal colon were mounted into Ussing
chambers and equilibrated in our basal solution with mannitol
instead of glucose on the luminal side (see pH-Stat titration).
The mucosal solution was then substituted with a 54 mM NaCl-
containing selution, whereas osmolarity was maintained with
108 mM of mannitol. Electrical parameters were recorded in
30-second intervals for 30 minutes before and after the substi-
tution. Ion permeability ratio (Py,/Pc1) was calculated from the
dilution potential by using the Goldman-Hodgkin—-Katz equa-
tion. Using Ohm’s law, the total conductance G was calculated.
The absolute permeabilities of seodium (Py,) and chloride
(Pc) were obtained by using a simplified Kimizuka—Koketsu
equation.

Impedance Spectroscopy

Tissues were mounted in Ussing chambers, and one path
impedance spectroscopy was performed to discriminate between
epithelial (R, and subepithelial (Ry) resistance exactly as
described previously.® To adjust mucosal surface area from
TNF7AARE and TNF™, images of hematoxylin/eosin-stained par-
affin sections were analyzed with the processing software Image
J (NIH, Bethesda, MD; http://rsb.info.nih.gov/ij/). Villus height
and crypt depth of the epithelium and the thickness of the sub-
epithelial tissue layers were measured. The number of villi and
crypts were counted. On average, 10 adjacent sections were ana-
lyzed. The ratio of mucosal-to-serosal surface area was deter-
mined, representing apical epithelial area and subepithelial area
corresponding to the opening area of the Ussing chamber.

See Additional Materials, Supplemental Digital Content 1,
http://links. Iww.com/IBD/A121 for quantitative real-time PCR,
measurements of apoptosis, Western blot analysis, immunofluo-
rescence, and statistical analysis.

RESULTS

Characterization of Proximal Colonic
Inflammation in the TNFAARE Colitis Model

As a model of chronic intestinal inflammation, TNF+AARE
mice and their wild-type (WT) littermates were used. These mice
develop a Crohn’s disease-like phenotype with ileocolitis and
pronounced arthritis®*’ (Fig. 1A). A significant separation of
the weight curves after 16 weeks for both male and female mice
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FIGURE 1. Phenotype and weight development of TNFAARE mice. Het-
erozygous TNFHAARE mice display a fuzzy fur and signs of arthritis (A).
From the 16th week of life, the body weight of TNFV/AARE males and
females (e and W) is significantly lower compared with TNF*"* males
and females (o and ), respectively (B); n = 4-17 per data point.

was observed (Fig. 1B). In analogy to human inflammatory
bowel disease,” ** it was previously established that heterozy-
gous animals not only suffer from a pronounced intestinal
absorptive defect but also display a reduced net secretory
response.’

Histologically, mild-to-moderate colonic inflammation
with a proximal-to-distal gradient was observed (Fig. 2A, B).
The inflammatory infiltrate (consisting mostly of B and T lym-
phocytes, Fig. B and C, Supplemental Digital Content 2, http:/
links lww.com/IBD/A122) partially extended into the submucosa,
but no gross ulceration was present. There was no indication of
disrupted continuity of the epithelium, which could have repre-
sented a bias for transport and permeability studies. TUNEL (Ter-
minal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling)
staining did not reveal obvious differences in the frequency of
apoptotic cells (Fig. 2C), which was further substantiated by a cas-
pase 3/7 activity assay (Fig. 2D). In line with the histologic signs
of inflammation, the content of the inflammatory cytokines tumor
necrosis factor (TNF) o and interleukin 13 was markedly elevated
on a messenger RNA (mRNA) level (Fig. 2E, F). The results of
Figures 1 and 2 therefore substantiate the presence of a mild non-
erosive colitis with chronically strongly elevated Th1 cytokines in
the proximal colon.

Basal Luminal Alkalization Rates in the
Proximal Colon of TNFAARE Mice and Analysis
of Active Transport Involvement

Luminal HCOj3 output in the isolated proximal colonic
mucosa was low, consistent with previous results,”® due to virtual
absence of DRA (Figs. 3A, C and 4A). However, basal alkaliza-
tion rates were significantly higher in TNF*AARE than in WT
proximal colon (Fig. 3A, C) without a difference between male
and female animals. The I, was not significantly different
(Fig. 3B, D), suggesting that electrogenic C1~ secretion was not
disturbed. To exclude that chronic inflammation leads to an upre-
gulation of ClI"/HCO; exchangers, DRA (Slc26a3), and PATI
(Slc26a6), mRNA abundance was measured by semiquantitative

906 | wwwibdjournalorg

real-time PCR. The expression of both was very low in murine
proximal colon (Fig. 4A, B). No differences in anion exchanger
expression between WT and heterozygous mice were detected
with all reference genes used (Fig. 4C, D). This suggested that
neither alterations in electrogenic HCO3 secretion nor luminal
Cl"/HCO; exchangers were involved.
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FIGURE 2. Histology and cytokine RNA expression in the proximal
colon of TNFARE mice. Compared with TNF** (A), mild-to-moderate
inflammation can be observed in the proximal colon of TNFAARE mice
(B), leaving the epithelial lining intact. There is no sign of a higher
apoptotic rate as assessed by TUNEL staining (C, n = 4) and a caspase
3/7 assay (D, n = 4). TNF-o. mRNA expression of TNFY/2ARE animals (m)
is 23.1-fold, 21-fold, and 19.6-fold increased compared with villin,
actin, and RSP9 as a control gene, respectively (E). Interleukin 15
(IL-1B) mRNA is 4.8-fold (villin) and 4.1-fold (actin and RSP9) higher
expressed compared with TNF** (F) {1}, mRNA expression value taken
as 1, n=6)
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FIGURE 3. Time course of basal HCOy output (A) and |5 (B) in the
proximal colon of TNFAARE mice, Basal HCO; output of TNF*/2ARE mice
(m) is significantly higher compared with TNF** animals (0, A and C).
No significant differences are found in basal and forskolin-stimulated
I (Algc) among the 2 groups (B and D, n = 6/5).

Epithelial Permeability and Barrier Selectivity
in the Inflamed Proximal Colon

To assess permeability changes in the proximal colon of
TNF2ARE mice and their normal littermates as a potential cause of
HCO; leakage, *H-labeled mannitol flux rates were measured in
isolated proximal colonic epithelium. Indeed, higher fluxes were
observed in TNF/2ARE tissue (Fig. 5A), which indicates increased
paracellular permeability for small uncharged solutes. Impedance
spectroscopy, which allows the differentiation of epithelial (Rgpi)
and subepithelial (Ry,;,) resistances, demonstrated a markedly lower
Repi (Fig. 5B). In contrast, R, was elevated, probably because of
subepithelial thickening (Figs. 2B and 5B and Fig. A, Supplemental
Digital Content 2, http:/links.lww.com/IBD/A122).

Next, we measured dilution potentials in heterozygous
compared with healthy colonic epithelia during isoosmolar
dilution of the apical NaCl concentration by 50% (see Materials
and Methods section). Interestingly, the dilution potential was
significantly altered in heterozygous animals, reflecting a cal-
culated shift in the permeability ratio toward CI~ (Table 1).
Using the measured conductance and the modified Kimitsu-
ka-Koketsu equation, the Na* permeability, which was overall
higher, was found to be unchanged (Fig. 5C). This suggested
a decrease in cation selectivity of the inflamed proximal colonic
mucosa.
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FIGURE 4. RNA expression of the apical CI~/HCO; exchanger DRA and
PAT1 in the proximal and distal colon of TNFAARE mice. To illustrate the
heterogeneity of DRA, ACT values of proximal and distal colonic mRNA
are shown. DRA mRNA is significantly higher expressed in the distal
colon, where it additionally differs significantly between TNF*/*(0) and
TNF+AARE (m) mice (A). PAT1 at a very low expression level does nei-
ther differ between the 2 colonic segments nor the 2 groups (B).
Independently of the control gene, the expression level of both ex-
changers does not differ between TNF*/3ARE and TNF/* mice in the
proximal colon (C and D) (mRNA expression value of the control group
taken as 1, n = 6).

Expression and Localization of TJ-associated
Proteins

The influence of proinflammatory cytokines on the differ-
ential expression of TJ components has been documented in
several studies®*** and could explain the observed permeability
changes. To investigate whether an altered abundance of the dif-
ferent proteins can be observed in inflamed versus healthy mice,
the expression of occludin and representative members of pore-
forming (claudin-2) and tightening (claudin-5, claudin-4, and
claudin-8) claudins as well as adherens junction components
was assessed. Occludin, which was suggested as a general indi-
cator for TJ integrity and which was shown to be strongly regu-
lated by TNF-o,, was downregulated in TNF*2ARE proximal
colonic tissue. Localization of occludin, however, was unchanged
in heterozygous versus WT animals, but disturbed strand mor-
phology was present, with an apparent reduction in TJ density
than in WT mucosa (Fig. 6C, D). Although claudin-2 was upre-
gulated on a protein level, analysis of the tightening claudins gave
a mixed image, with an upregulation of claudin-5 and no change
of claudin-4 or claudin-8. The adherens junction-associated
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FIGURE 5. Permeability studies in the proximal colon of TNFAARE mice.
As an indication for paracellular permeability, TNF*2ARE (W) proximal
colon displays a significantly higher *H-mannitol flux rate compared
with TNF*+ (0, A, n = 4) colon. Impedance spectroscopy measure-
ments (B, n = 8) reveal furthermore a significantly lower epithelial
resistance (Rep) and coevally significantly elevated subepithelial
resistance (Rqyp) in TNFHAARE tissue. Additionally, dilution potentials (C,
n = 7/8) show not only an overall higher permeability of Na* versus
CI~ but also a significantly higher permeability for CI~ ions in TNF*/
AARE proximal colon compared with the control group.

proteins E-cadherin (E-Cad) and zona occludens protein 1 (ZO-1)
were not changed (Fig. 6A, B).

DISCUSSION

Intestinal inflammation results in disturbed barrier function
and a dysregulation of electrolyte transport.>'*® However, changes
in epithelial pH homeostasis because of altered permeability and
paracellular leakage have not been studied. The experiments pre-
sented here demonstrate the existence of a higher paracellular per-
meability and loss of cation selectivity in otherwise mildly and
chronically inflamed proximal colonic mucosa, leading to enhanced
HCOJ leakage into the proximal colonic lumen.

We and others have previously investigated the impact of
intestinal inflammation on epithelial HCO; transport.”**” Zhang
et al’’ injected mice with an anti-CD3 monoclonal antibody and
measured ileal I and HCO;' secretion in the Ussing chamber. In
this acute inflammation model, the authors found a shift from

electroneutral C17/HCO; exchange to a predominantly electro-
genic anion secretion with an increased intracellular cAMP con-
tent but no expressional changes for CFTR. Similarly, the
chronically inflamed ileum and mid-distal colon of TNFAARE het-
erozygotes displays reduced Cl -dependent HCOj secretion,
which is due to the loss of DRA.>® A downregulation of this
exchange process was also found in the colon of these mice,*
the HLA-B27/P2m transgenic rat, the interleukin 10 knockout
mouse with spontaneous colitis, and in patients with ulcerative
colitis.*® Although these studies had established a dysregulation of
pH regulating ion transporters during intestinal inflammation, the
importance of barrier changes for intestinal pH homeostasis
remained unresolved because the experimental design did not
permit to separate active transport from paracellular leakage.
Recent studies have reported a pronounced segmental
heterogeneity for ion transporter expression,” leading to signifi-
cant variability within even the same organ, such as the colon, and
different species.” In particular, the proximal murine colonic
mucosa displays very low rates of luminal alkalization,*” and
DRA expression in this segment is almost negligible.”* We there-
fore chose the murine proximal colon of TNF-o. overexpressing
mice (which develop an ileocolitis and in which the proximal
colon is more affected than the distal colon) for the present study,
assuming that it would permit us to measure the passive leakage
of HCO3 without the influence of an inflammation-associated
decrease in DRA-mediated C17/HCO; exchange. Indeed, luminal
alkalization occurred at almost negligible rates in WT mucosa,
compared with the 10-fold higher rates in the ileal and mid-distal
murine colonic mucosa,” paralleled by a very low DRA expres-
sion, which was unchanged with respect to mRNA abundance in
TNF/2ARE mice (Fig. 4). Luminal alkalization rate was signifi-
cantly increased in proximal colonic mucosa of TNFAARE hetero-
zygotes, which was in contrast to the decreased HCO; output
rates in the mid-distal colon.*® I, however, was not significantly
altered by the inflammatory state in the proximal colon, neither
the basal nor the forskolin-stimulated value. The crypt-expressed
CFTR anion channel (or any other channel) is therefore not
responsible for the higher luminal alkalization rates. In addition,
CFTR expression levels were unchanged. We speculated that
another potential reason may be less luminal acidification by the
apical Na™/H" exchanger NHE3, which has been shown to be
dysfunctional despite normal expression and localization in mod-

erately severe murine and human intestinal inflammation.®"***"

TABLE 1. Results of Dilution Potentials in the Proximal Colon of TNFAARE Mice

DP, mV P(Na*)/P(C17), 10~° cm/sec J(Na"), pEg/cm?/h J(C17), pEg/cm?/h
TNF** —8.00 + 0.24 2,62 = 0,08 6.43 + 037 246 =021
TNF*AARE =5.06 = 0.01 1.80 = 0.07 6.41 = 0.13 359 £ 0.16
P <0.001 <0.001 n.s. <0.001

Data represent mean =+ standard error of the mean. DP, dilution potential; J, flux: n.s., not significant; P, permeability.
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FIGURE 6. Expression of TJ-associated proteins and localization of
zona occludens protein 1 (ZO-1, magenta), occludin (Ocln, green), and
claudin-2 (Cldn-2, green} in the proximal colon of TNFAARE mice.
Densitometric analysis of the original Western blots (A, n = 4/6) shows
a significant upregulation of claudin-2 (Cldn-2) and claudin-5 (Cldn-5)
in TNF/AARE tissye. Although claudin-4 (Cldn-4), claudin-8 (Cldn-8),
e-cadherin (E-Cad), and zona occludens protein 1 (ZO-1) remain
unchanged, occludin (Ocln) expression is found to be reduced in the
inflamed colon (B). In TNF** (C) and to TNFY2ARE animals (D), ZO-1
and Ocln are expressed in the same apical region of every enterocyte
(merge). Occludin seems not to be differentially localized but TJ
density appeared to be lower. Cldn-2 localization is restricted to the
lower part of the crypt in both groups. Bar = 25 pm.

However, NHE3 mRNA expression was also equal in
TNFAARE and TNF™* mice, and luminal application of fully
NHES3 inhibitory concentrations of the specific NHE3 inhibitor
S1611 did not affect luminal alkalization rates in the chambered
proximal colon (Fig. A and B, Supplemental Digital Content 3,

http:/links.Iww.com/IBD/A123), indicating that this transporter
is quiescent under the conditions of our experiments. The likely
reason for this is the complete absence of CO, in the lumen
(which would diffuse into the enterocytes, acidify them, and
stimulate NHE3), the absence of any other acidifying substances
in the luminal bath (such as short chain fatty acids), and there-
fore an inactivation of NHE3 exchange by the high pH; in
colonic surface cells under the given experimental conditions.
Thus, transporter-mediated events do not explain the observed
higher alkalization rates in TNFAARE heterozygote mucosa.

In addition to disturbed electrolyte transport, changes in
intestinal epithelial barrier function have been described in many
experimental models of bowel inflammation, sometimes preceding
inflammation.”***! Cytokines can directly influence barrier com-
ponents.”” As a major inflammatory messenger, TNF-o has been
shown to downregulate claudin-1, upregulate claudin-2,* and
degrade occludin mRNA in a micro-RNA-dependent manner.**
Occludin was shown to regulate macromolecule flux across the
intestinal epithelium,”® which may explain our observation of
increased *H-mannitol permeability during TNF-z overexpression
but also that of increased HCO; leakage.

Because of the cation selectivity of small and large
intestinal mucosa, paracellular permeation of anions occurs at
a much lower rate than cations, i.e., Na*, in healthy mucosa. A
paracellular passage of HCO; ions may occur when the charge
selectivity for cations is decreased, which is what we found. We
therefore searched for the reason for the decrease in cation selec-
tivity. Expression of WT and mutated claudins in Madin-Darby
canine kidney cells under an inducible promoter first clearly dem-
onstrated that claudins can mediate charge selectivity of the para-
cellular pathway for ions. When the charge of selected
extracellular amino acids was reversed, ion selectivity increased
Na' (claudin-4) or switched the preference from Na' to C1™ per-
meability (claudin-15)."" When claudin-2 is overexpressed in
Madin-Darby canine kidney monolayers, paracellular permeabil-
ity increased 5.6-fold compared with the vector control, with
relative cation selectivity.'' Several studies have linked claudins
to increased C1™ permeability, but whether this occurs through an
increase in paracellular permeability or through upregulation of
transcellular transport was not clearly determined in most of
them.'* " Recently, claudin-10a and claudin-17 have been char-
acterized as being anion selective,*® but claudin-10a is expressed
at extremely low levels in the proximal colon (data not shown),
and claudin-17 mRNA is absent in the colon*” and is also not
upregulated in the inflamed intestine (J.-D. Schulzke, personal
communication, August 2012), In our study, the observed
changes in claudin expression pattern included increased expres-
sion of tightening as well as “pore-forming™ components and no
obvious explanation for the decrease in cation selectivity. How-
ever, it is known that claudins are expressed in rodent colon,
which have not been studied for their ion permeation properties
in detail but do pose additional pathways for cations and/or
anion.”*** We did find a strong downregulation in occludin
expression (as mentioned above), and the immunohistochemistry
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revealed a normal localization of the TJ components in the zones of
cell-cell contacts but a coarser architecture in the TNFAARE hetero-
zygote mucosa. Given the complexity of the TJ, it may be that in
the present case, not a single protein directly confers increased
HCO; permeability but that expressional changes of other, even
tightening components alter TJ regulation and increase permeabil-
ity for HCO, , as it has been suggested for renal cells.”

‘What may be the clinical implications of our findings? On
a local level, the increased HCO; leakage will change mucosal
surface pH and likely affect the mucosa-associated hydrogenotro-
phic gut flora™ and luminal flora,* alter the microbial fermenta-
tion, and influence colonic health. Alterations of gut flora
compesition have indeed been observed during intestinal inflam-
mation,” and are believed to be involved in IBD pathogenesis.”
The functional downregulation of both Na*/H* and CI~/HCO,
exchangers of the surface epithelium, in combination with
increased HCO; leakage, observed even in this mild nonerosive
inflammatory state as observed in the TNFA4RE nroximal colon,
will completely alter the segmental surface cell pH profiles and
luminal bulk pH in the different colonic segments and thus be one
of the reasons for alteration of gut microbiome during intestinal
inflammation, with possible detrimental consequences. The sec-
ond consequence of paracellular HCO; leakage in the inflamed
intestine may be a very considerable loss of base equivalents from
the systemic circulation. It is likely that this leakage occurs wher-
ever intestinal epithelium is inflamed, although, as discussed
above, this will be difficult or eve impossible to prove in intestinal
segments with significant active HCO, transport masking addi-
tional HCO; leakage. Because inflammation also downregulates
DRA-mediated C17/HCO, exchange, this loss of HCO; is in part
compensated, but for the price of losing C1~. A third consequence
of paracellular HCO; leakage will be the loss of acidic microcli-
mate in those segments of the gut where it is present and neces-
sary to drive proton-coupled nutrient uptake, such as in the
jejunum and ileum, or nonionic diffusion of weak acids, such as
short chain fatty acids in the proximal colon.

In summary, we describe an enhanced luminal alkalization
associated with a TJ defect in chronic intestinal inflammation,
which 1s likely to have a significant effect on epithelial pH
homeostasis, making it an important pathophysiological factor in
inflammatory bowel disease.
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3 Diskussion

3.1 HCOj;5-Transport und epitheliale Integritit des entziindeten Kolon

Bei CED treten signifikante Defekte in der Barrierefunktion und erhohter
transzelluldrer Transport auf (305, 306, 331). Neben einer verringerten
elektrogenen und elektroneutralen Na'Cl-Absorption wird ein geringerer
epithelialer Gewebewiderstand als Ursache fiir die gesenkte Salz- und

Wasserabsorption des entziindeten Kolon vermutet (302, 314).

Um herauszufinden, welche pathophysiologischen Umstinde innerhalb des
murinen Kolon vorliegen, wurde zunichst untersucht, ob ein dysregulierter
Transport bzw. eine veridnderte Barrierefunktion bei chronischer intestinaler

AARE .. . .
+/ Miuse entwickeln chronische

Entziindung vorliegt. Heterozygote TNF
Entziindungen im Duodenum, Ileum, proximalen und distalen Kolon, was sie zu
einem guten Modell fiir die Untersuchung chronischer Entziindungen im
Intestinaltrakt macht. Vorherige Arbeiten {iiber die HCOj;-Sekretion im
entziindeten Kolon zeigten eine verringerte HCO;5-Sekretion des Ileum und
mittleren Kolon von TNFYAARE

abhingig war (394). Es konnte eine normale Aktivitidt von ENaC, NHE3, CFTR,

Maiusen, die von luminal verfiigbarem CI

NBC aber eine stark verringerte Expression von DRA festgestellt werden (394,
396), was die Herabregulation von DRA als essentiellen Mediator der HCOj5'-
Sekretion im Kolon bestdtigt. Innerhalb des proximalen Kolon wird DRA im
Gegensatz zum mittleren und distalen Kolon kaum exprimiert (348), weshalb
dieses Segment fiir die Untersuchung der epithelialen Barriere und dessen
Durchléssigkeit fir HCO; verwendet wurde. In einer Kooperation wurde
deshalb vorerst auf Organebene die intestinale Permeabilitit des proximalen

entziindeten Kolon von TNF**RE

Miusen, die Expression der Bestandteile von
Tight Junctions und apikaler CI/HCO; Austauscher, sowie die basale und

stimulierte HCOj5'-Sekretion untersucht.
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Die Versuche der Kooperationspartner zeigten, dass das proximale Kolon von
TNF"***" Miusen in Ussing Kammer Experimenten unter Verwendung der “H-
Mannitol-Messung und der Bestimmung von Dilutionspotentialen verglichen
mit ihren gesunden Geschwistern eine hohe luminale Alkalisierung, einen
erhohten HCOj'-Verlust des Epithels, eine erhohte parazellulire Permeabilitit
sowie eine verringerte Kationenselektivitit aufweist. Es wurde keine
Verdnderung des basalen oder stimulierten I, gemessen, weshalb ein
abnormaler Anionentransport durch CFTR oder andere Transporter als Ursache
ausgeschlossen werden kann. Um herauszufinden, ob eine NHE3-mediierte
Protonenextrusion die erhohte luminale Alkalisierung verursacht, wurde in
Ussing Kammer Experimenten die luminale Alkalisierung des proximalen
Kolon von TNF”**** Miusen in Anwesenheit des NHE3 Inhibitors S1611 unter
CI'-freien Bedingungen gemessen (die verwendete Methode der Ussing Kammer
ist unter Anhang C beschrieben). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine
Inhibition von NHE3 durch S1611 keinen EinfluB auf die luminale
Alkalisierungsrate hatte. Stattdessen wurde eine herabregulierte Occludin-
Expression bei gleichzeitig erhohter Expression der Claudine-2 und -5 durch die
Kooperationspartner gemessen. Immunhistochemische Firbungen lassen
vermuten, dass eine Dyslokation von Occludinen nicht stattfindet aber eine

+/AARE

reduzierte Verteilung der Schlussleisten bei TNF Miusen auftritt.

Durch die abnormale Zusammensetzung der Tight Junctions aufgrund der
verdnderten Expression der enthaltenen Proteine konnte die verringerte Dichte
der Tight Junctions und die erhohte epitheliale Durchlédssigkeit fiir HCO;™ erklirt
werden. Zeissig et al stellten anhand von Biopsien von Patienten mit CED
ebenfalls eine verdnderte Struktur der Tight Junctions, eine erhohte Expression
von Claudin-2 und einen reduzierten epithelialen Widerstand fest (408). Der
erhohte Bikarbonatverlust des Epithels konnte somit die beobachtete luminale
Alkalisierung des proximalen Kolon verursachen. Weil eine saure Umgebung

fiir die Protonen-gekoppelte Absorption von SCFA in diesem Segment wichtig
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ist (348), konnte dessen Absorption beeinflusst werden, wodurch die luminale
Alkalisierung zusitzlich verstirkt werden konnte, weil weniger HCO; im

Austausch fiir SCFA sezerniert werden kann.

Der apikale Bikarbonat-Export ist von der intrazelluliren Verfiigbarkeit von
HCO;5 und partiell von der Aktivitdt des basolateralen elektrogenen NBCel
abhingig (16, 119, 172, 193, 404). Nachdem gezeigt worden ist, dass
wahrscheinlich ein verstidrkter Bikarbonatverlust innerhalb des chronisch

AARE .. .. . .
+/ Miusen fiir die erhohte

entziindeten murinen proximalen Kolon bei TNF
luminale Alkalisierung verantwortlich ist, sollte nachfolgend auf zelluldrer
Ebene die kurzzeitige Stimulation der Aktivitit und Expression des murinen
kolonischen NBCel-B durch Forskolin und Carbachol unter Beriicksichtigung
der regulatorischen Funktion der PKC in dieser Arbeit untersucht werden. Eine
Beschreibung der verwendeten Materialien und Methoden befindet sich im
Anhang A bis Anhang C. Die Mechanismen der Regulation von PKC Isoformen

sind komplex, weshalb zuerst dessen Phosphorylierung und Aktivierung niher

beschrieben wird.

3.2 Aktivierung der PKC durch Forskolin, Carbachol und PMA

Um die Relevanz der PKC bei der Regulation des murinen NBCel-B zu
untersuchen, wurde zunichst durch immunhistochemische Fiarbungen bestitigt,
dass sich sowohl die konventionelle PKCa, als auch die neuen PKCo und PKCeg
Isoformen in unmittelbarer Ndhe des basolateral lokalisierten NBCel-B im
murinen Kolon befinden. Innerhalb dieser Arbeit wurde nachfolgend gezeigt,
dass nach der Stimulation mit Forskolin, Carbachol und PMA sowohl eine
verstirkte Phosphorylierung von PKCa und PKCeg, als auch die Translokation
von PKC Isoformen zur Plasmamembran erfolgt, was Voraussetzung fiir deren
enzymatische Aktivitit ist (96, 179). Nach Vorinkubation mit dem Inhibitor
G06850, der die Aktivitit konventioneller und neuer PKC Isoformen blockiert,
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wurde eine verringerte PMA-, Carbachol- wund Forskolin-induzierte
Phosphorylierung der PKCa Isoform gemessen. Unter gleichen Bedingungen
fiihrte jedoch nur eine Inkubation mit G66850 und PMA zu einer signifikant
verringerten Phosphorylierung der PKCeg Isoform. Die Stimulation mit Forskolin
und Carbachol fiihrte hingegen zu einer gesteigerten Phosphorylierung von
PKCg, was durch die Applikation von G66850 nicht inhibiert worden ist. Diese
Ergebnisse lassen unterschiedliche Effekte der Sekretagoga- und Phorbolester-
induzierten Stimulation der verschiedenen PKC Isoformen vermuten und
sprechen fiir eine bedeutende Rolle der neuen PKCe Isoform. Tuo et al.
untersuchten die HCOs'-Sekretion bei Méausen und fanden, dass die cAMP-
stimulierte duodenale HCOj; -Sekretion durch eine einstiindige Vorinkubation
mit PMA PKCe-abhiéngig potenziert werden konnte, jedoch keinen Effekt auf
die Carbachol-induzierte HCO5'-Sekretion hatte (358), was ebenfalls fiir eine
bedeutende Funktion der PKCe Isoform spricht. Die unveridnderte
Phosphorylierung von PKCe nach Stimulation mit Forskolin und Carbachol in
Anwesenheit des Inhibitors G06850 konnte durch die Beteiligung des
mammalian target of rapamycin (mTOR) und iber die divergenten

Degradationsprozesse der PKC Isoformen erklirt werden.

Es wird angenommen, dass die 3-Phosphoinositide-dependent kinase 1 (PDK1)
bei der initiellen Phosphorylierung aller PKC Isoformen beteiligt ist, was neben
der Translokation fiir die Aktivierung der PKC als essenzieller Schritt angesehen
wird (24, 130, 190, 242, 255). Die Phosphoinositid 3-Kinase (PI3K) kann iiber
G-Protein gekoppelte Rezeptoren und Forskolin aktiviert werden und
phosphoryliert membranstidndiges Phosphatidylinositol (38, 81, 342, 355, 368),
wodurch Phosphatidylinositol-3,4-Diphosphat (PIP,) und Phosphatidylinositol-
3,4,5-Triphosphat (PIP;) als sekundire Botenstoffe freigesetzt werden (256,
300), die wiederum die Kinaseaktivitit der PDK1 regulieren (33, 368, 392) und
zudem die PLC aktiviert (21, 103), was die PIP,-Hydrolyse zu DAG und IP;
stimuliert (287). Dadurch konnte iiber die Sekretagoga-vermittelte Stimulation
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der Zelle sowohl die initielle Phosphorylierung der PKC Isoformen, als auch die
z.T. fiir die weitere vollstindige Aktivierung der PKC Isoformen benétigte
Generation von DAG ausgelost werden. Eine ausfiihrliche Beschreibung iiber
die Phosphorylierung und Aktivierung der PKC Isoformen sind im Anhang D. 1
und Anhang D. 2 aufgefiihrt.

3.2.1 Phosphorylierung und Aktivierung der PKC durch mTOR

Parallel zu der initiellen PDK1-mediierten Phosphorylierung der PKC Isoformen
ist allerdings die Aktivierung des mammalian target of rapamycin complex 1
(mTORC1) und mTORC?2 fiir die weitere Phosphorylierung und Aktivierung
von PKC Isoformen wichtig (102, 165, 266, 267, 303, 413), wobei die mTOR
Komplexe ebenfalls PI3K-abhiingig reguliert werden (143, 197, 198, 401). Eine
ausfiihrlichere Beschreibung der Regulation von mTOR, bei der PKC Isoformen

beteiligt sind, ist im Anhang D. 3 beschrieben.

Phorbolester, Forskolin und Carbachol induzieren die Phosphorylierung von
mTOR bzw. mTOR Substraten iiber unterschiedliche Mechanismen, die
grofitenteils wiederum von neuen PKC Isoformen und der Beteiligung von Akt
abhingig sind (58, 73, 98, 164, 183, 240, 244, 254, 330). Dadurch konnten diese
Agonisten der PKC insbesondere eine PKCB- und PKCeg-abhingige
Phosphorylierung und Aktivierung von Akt auslosen, was wiederum die
Aktivitat des mTORCI steigert und eine verstdarkte Phosphorylierung von PKC

Isoformen auslosen konnte.

Die Stimulation durch Sekretagoga erhoht die Aktivitdt von mTOR in humanen
Zellen (98, 183) und verringert die Akt/PRAS40/TSC2-vermittelte mTORCI-
Inhibition (siehe Anhang D. 3), wodurch eine verstirkte Phosporylierung und
Aktivierung der PKCa (Ser657), PKCb (Ser662) und PKCe (Serm) Isoform durch
mTORC1 ausgelost werden konnte (266, 413). FEine PKC-abhingige
Aktivierung von mTOR durch Forskolin und Carbachol konnte eine verstérkte
Phosphorylierung, insbesondere neuer PKC Isoformen auslosen. Rybin et al.
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zeigten, dass die Kinaseaktivitit der PKCO Isoform wiederum fiir die
Phosphorylierung von PKCe wichtig ist (297), weshalb die Phosphorylierung
der PKCe¢ Isoform nach Stimulation mit Forskolin und Carbachol, welche die

Aktivitdt der PKCo Isoform erhohen, potenziert werden konnte.

Trotz der Inhibition der PKCe Isoform durch G66850 konnte dadurch nach
cholinerger und cAMP-induzierter Stimulation eine verstirkte Phosphorylierung
des hydrophoben Motivs von PKCe an Ser’”, was durch den in dieser Arbeit
verwendeten Antikorper detektiert wird, eine gesteigerte Menge der
phosphorylierten PKCeg Isoform verursachen, was in dieser Arbeit beobachtet
worden ist. Hinzu kommt, dass die PKCeg Isoform sowohl durch mTORCI1, als
auch mTORC?2 phosphoryliert wird (102, 266, 413), was ebenfalls fiir eine
bedeutende Rolle und verstirkte mTOR-bedingte Phosphorylierung und
Aktivierung der PKCe Isoform im Vergleich mit anderen PKC Isoformen

vermuten lasst.

3.2.2 Degradation von PKC Isoformen

Im Gegensatz zu PKCe wurde nach der Stimulation mit Forskolin und
Carbachol in Anwesenheit von Go66850 eine verringerte Menge der

phosphorylierten PKCa Isoform in dieser Arbeit detektiert.

Eine kurzzeitige Inkubation mit Agonisten fithrt zu der Aktivierung von PKC
Isoformen, nach ldngerer Inkubation jedoch zu deren Herunterregulation. Nach
einer Phorbolester-induzierten initiellen Aktivierung der PKCa, 6 und & Isoform
erfolgte bei Nagetieren die Konjugation der PKC Isoformen mit Ubiquitin und
eine Proteasom-abhidngigen Degradation (100, 216, 233, 338). Dieser
Ubiquitin/proteasomale Abbau erforderte weder die Internalisierung noch die
Dephosphorylierung der PKCa Isoform, wohingegen ein zweiter Mechanismus
durch die endosomale Internalisierung konventioneller PKC Isoformen und eine
Proteasom-unabhéngige Dephosphorylierung und Degradation iiber Lysosome

und der Beteiligung von Proteinphosphatasen erfolgt (205, 217). Der Abbau der
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PKCoa durch Proteasome und Lysosome kann parallel in intestinalen
Epithelzellen stattfinden und durch einen einzigen PKC-Agonisten ausgelost
werden (205). Im Gegensatz zu den konventionellen PKC Isoformen scheint die
Degradation der murinen PKCe Isoform nur Proteasom-abhiingige statt zu
finden, wobei eine aktive Kinase bzw. vollstandige Phosphorylierung von PKCg
benétigt wird (216). Diese unterschiedliche Degradation konnte dazu fiihren,
dass im Vergleich zu PKCe eine geringere Anzahl von phosphorylierten PKCa
Proteinen bei Stimulation mit Sekretagoga und paralleler Inhibition mit G66850
detektiert worden ist. Der in dieser Arbeit verwendete pPKCa Antikdrper

detektiert das hydrophobe Motiv (Ser®”’

) und die Degradation von PKCa konnte
insbesondere in  Anwesenheit von GO66850 und PMA mit einer
Dephosphorylierung dieser C-terminalen Region korreliert sein. PKCa aktiviert
perinukledr die PLDI1, weshalb vermutlich die eigene Inaktivierung beeinflusst
wird (159, 160). Frithe Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen zeigten bereits, dass
konventionelle PKC Isoformen Agonist-induziert die eigene

Dephosphorylierung initiierten konnen (145, 200).

Eine neue Studie zeigt, dass eine Aktivierung des mTORCI1 in humanen und
murinen Zellen iiber eine erhohte Expression proteasomaler Untereinheiten die
Kapazitit fiir die Proteindegradation steigern kann (412). Neue PKC Isoformen
regulieren die Phosphorylierung der Aktivierungsschleife konventioneller PKC
Isoformen (297) und eine Depletion der PKCe Isoform oder der mTORC?2
Komponente Rictor erhohte die Degradation anderer PKC Isoformen in
humanen Epithelzellen (32). Insbesondere die neuen PKC6 und PKCeg Isoformen
sind bei der Regulation von mTOR beteiligt (244, 330) und konnten dadurch
Einfluss auf die proteasomale Degradation haben, die insbesondere bei
konventionellen PKC Isoformen erfolgt (205). Die parallele Applikation des
Inhibitors neuer PKC Isoformen G66850 und PMA hat in dieser Arbeit eine
starke Reduktion der phosphorylierten PKCe Isoform verursacht, weshalb

dessen Inhibition und/oder eine verdnderte Aktivitdit von mTOR bzw. gesteigerte
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Proteindegradation eine gesenkte Phosphorylierung von PKCa ausgeldst haben

konnte.

Stahelin et al. fithrten Studien iiber das Membran-Targeting und die
Aktivierung konventioneller und neuer PKC Isoformen durch und fanden
konformative Unterschiede und wechselnde Affinititen der Cl1 Domine
verschiedener PKC Isoformen gegeniiber DAG (339). Die neuen PKC
Isoformen sind nicht Ca’*-abhingig, weisen jedoch aufgrund einer
modifizierten C1 Domine eine erhohte Affinitit fiir DAG auf (95, 123). Fiir
PKCe wurde im Gegensatz zu anderen Isoformen eine vergleichsweise starke
Affinitit zu DAG und eine erhohte Flexibilitit der C1A und C1B Doméne
festgestellt (340). Dadurch ist die C1 Domédne der PKCe Isoform fiir DAG
schneller zuginglich, was eine schnellere Translokation von PKCe¢ zur
Plasmamembran und folglich eine schnellere Reaktion auf DAG zur Folge
hat. Somit konnte eine Agonist-induzierte Aktivierung neuer PKC Isoformen
schneller erfolgen und dadurch im Vergleich mit konventionellen PKCs eine
gesteigerte Phosphorylierung von PKCeg stattfinden. Friithere Ergebnisse
unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass nach der Stimulation mit Forskolin eine
maximale Menge des biotinylierten NBCel-B nach 20-miniitiger Inkubation
gemessen werden konnte, was durch die Stimulation mit Carbachol bereits
nach 10 Minuten erfolgte (404) und durch eine unterschiedliche Kinetik bei
der PKC-abhingigen cholinergen bzw. Forskolin-induzierten Translokation
des NBCel-B bedingt sein konnte. Eine andere Studie zeigte, dass PKCa
entgegengesetzte Affinititen der Cl1A und C1B Domine fiir DAG bzw.
Phorbolester aufweist, wihrend fiir die C1A/B Dominen der PKCy Isoform
jeweils gleich hohe Affinitdten fiir DAG/Phorbolester nachgewiesen wurde
(11). Zudem beschreibt A. Newton die Moglichkeit, dass wenn eine hohe
Affinitdt von Phorbolestern oder eine hohe Ca®*-Konzentration vorliegt, PKC
Isoformen allein durch die Bindung von Ca®* an der C2 Domine oder von

DAG an der Cl1 Domine an die Membran rekrutiert werden und die

44



Pseudosubstratsequenz freisetzen konnten, was die PKC Isoformen jedoch
sensitiv gegeniiber Dephosphorylierung und Degradation macht (256).

Die divergenten Affinititen zu ihren Bindungspartnern lassen
unterschiedliche = Reaktionskinetiken,  Substratbindungsaffinititen  und
eventuell verschiedene Translokationseigenschaften der PKC Isoformen
vermuten. Weitere Ausfiihrungen iiber die DAG-induzierte Regulation von
PKC Isoformen und dessen Interaktion mit diesen Signalwegen sind unter

Anhang D. 6 und Anhang D. 7 beschrieben.

3.3 Regulation des NBCel-B durch Sekretagoga und PKC

Bei der Agonist-stimulierten HCO;5 -Sekretion ist die Aktivitéit des elektrogenen
NBCel-B parallel zu CFTR erhoht, was die Wichtigkeit des NBCel bei der
basolateralen Bereitstellung von HCOj™ fiir die stimulierte apikale Sekretion
unterstreicht (16, 17, 172). In Kolonkrypten von CFTR-defizienten Miusen
zeigten Bachmann et al., dass im Vergleich mit gesunden Tieren eine gesenkte
NBCel-B Aktivitit vorhanden ist, die durch Forskolin unabhingig von der
apikalen HCO; -Sekretion gesteigert werden konnte (18). Nachfolgende
Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigten innerhalb des murinen Dickdarms,
dass die Sekretagoga Forskolin und Carbachol den NBCel stimulieren und eine
PKC-abhingige cholinerge Modulation der NBCel Oberfldchenexpression und
Aktivitdt, vermutlich durch die Regulation von Exozytose und Endozytose,
stattfindet (17, 18, 404). Allerdings sind in der Niere gegenldufige Ergebnisse
iber die Sekretagoga-induzierte NBC-Regulation erzielt worden (296), was die

Spezies- bzw. organspezifische Regulation verdeutlicht.

Erstaunlicherweise zeigen die Ergebnisse der Oberfldchenbiotinylierung dieser
Arbeit, dass die Inhibition der PKC durch G66850/G66976 (Inkubationszeit
jeweils 20 Minuten) in Anwesenheit von Forskolin und Carbachol nicht nur die
Sekretagoga-vermittelte  erhohte  Oberflichenexpression des NBCel-B

verhindert, sondern auch eine verringerte Membranhdufigkeit des NBCel-B
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verursacht. Mit Hilfe mikrofluorometrischer Messungen wurde ein gesteigerter
Na'-, CO,/HCOs -sensitiver und DMA-unabhingiger Protonenfluss wihrend der
Erholung nativer muriner Kolonkrypten von einer Azidifikation nach
Stimulation mit Forskolin gemessen, was einer verstirkten Aktivitdt des
NBCel-B entspricht. Die Applikation von Inhibitoren konventioneller (G66796)
bzw. konventioneller und neuer (G66850) PKC Isoformen hat die erhohte
NBCel-B Funktionalitit nach Stimulation mit Forskolin jeweils vollstindig
gehemmt und zeigt die PKC-abhingige Modulation der NBCel-B Aktivitit
durch Forskolin. Bachmann et al. fanden dagegen heraus, dass die gesteigerte
Aktivitit des NBCel-B nach cholinerger Stimulation nur teilweise durch die
Blockierung konventioneller PKC Isoformen durch G66976 aber vollstindig
tiber G66850 gehemmt wurde, der zusdtzlich neue PKC Isoformen inhibiert
(17). Dies zeigt, dass der murine NBCel-B auf unterschiedliche Weise durch
Forskolin und Carbachol reguliert wird und neue PKC Isoformen maBgeblich
beteiligt sind. PKC Isoformen sind allerdings bei der Regulation der Ca**- und
cAMP-Konzentration involviert und die Signalwege des Ca’*-mobilisierenden
Sekretagoga Carbachol bzw. die cAMP-Generation durch Forskolin interagieren
miteinander, weshalb eine Unterscheidung zwischen der Ca’*- bzw. cAMP-
abhingigen Regulation des NBCel-B schwierig ist. Eine Beschreibung dieser
Signalkaskaden befindet sich unter Anhang D. 5. Ein weiterer moglicher
Regulationsmechanismus des NBCel-B konnte durch die Interaktion mit

Karboanhydrasen erfolgen, was unter Anhang D. 4 beschrieben ist.

Von diversen Arbeitsgruppen wurde die Beteiligung der PKC bei der
Modulation der Membranexpression von Ionentransportern nachgewiesen (112,
208, 275, 335, 337, 373) und ein veridnderter Ionentransport wird bei der
Pathophysiologie sekretorischer Diarrhd als entscheidend beschrieben (193).
Agonisten modulieren die verschiedenen PKC Isoformen auf unterschiedliche
Weise. Song et al. beschreiben, dass 100uM Carbachol bei intestinalen Zellen

speziell die PKCe Isoform aktiviert, die malgeblich an der basolateralen
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Endozytose beteiligt ist (335, 336). Untersuchungen an humanen Intestinalzellen
zeigten, dass PMA parallel die PKCa, 6 und € Isoformen aktiviert, aber nur eine
Neuverteilung von PKCe und PKCa an die Membran erfolgte, wihrend PKCo
innerhalb des Zytosols verblieben ist (334, 349). Andere Arbeitsgruppen zeigten
eine PMA- und Carbachol-mediierte Endozytose des basolateralen NBCel und
NKCCI1 unter spezieller Beteiligung neuer PKC Isoformen in humanen
Kolonozyten, Nierenzellen von Hunden und murinen Speicheldriisenzellen (250,
274, 276, 349). Nach Perry et al. konnte die PMA- und Carbachol-vermittelte
Endozytose 5-15 Minuten nach Stimulation eine Neuverteilung und Anpassung

des NBCel-B an das neue FlieBgleichgewicht darstellen.

PMA verursachte eine schnelle Stimulation der basolateralen Endozytose,
gefolgt von einer verlangsamten Riickkehr zum Basalzustand (335). Im
Gegensatz zu Carbachol verhinderte PMA allerdings auch die Wiederherstellung
der funktionellen Aktivitdt des basolateralen NKCCI1, vermutlich durch die
PKC-vermittelte Regulation einer erneuten Expression des NKCCI1 (59, 105).

Die Stimulation der basolateralen Endozytose durch PMA wurde durch die
Inhibition neuer PKC Isoformen (durch G66850) blockiert und war mit der
Translokation der PKCe Isoform und der Beteiligung von F-Actin und des F-
Actin verbindenden Protein myristoylated alanine-rich C kinase substrate
(MARCKYS) korreliert (335). MARCKS wird neben der PKCe Isoform jedoch
auch durch die konventionelle PKCa Isoform phosphoryliert (363), was die
Neuverteilung von MARCKS von der Plasmamembran zum Zytosol und dessen
Verbindung mit F-Actin beeinflusst (147) und wiederum die Einstiilpung der
basolateralen Membran und die Endozytose reguliert (335). Song et al.
beobachteten einen PMA-induzierten und vermutlich PKCa-abhéingigen
verringerten transepithelialen Widerstand (334), der durch die PKCa- und
PKCe-bedingte Neustrukturierung von F-Actin/MARCKS bedingt sein konnte.
Die Beteiligung konventioneller und neuer PKC Isoformen bei der Modulation

des Zytoskeletts wird auch durch den mTORC?2 gezeigt, der die konventionelle
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PKCa Isoform (Thr**) (165, 303) und die neue PKCe (S™) Isoform (165, 243)
phosphoryliert und bei der Regulation des Aktin-Zytoskeletts involviert ist (245,
303). Die Regulation der Endozytose und die Remodelierung des Zytoskeletts
erfolgten dadurch wahrscheinlich PKCe- und PKCa-abhidngig. Die PKC-
abhingige Regulation von Endozytose und Exozytose konnte aber
stimulationsspezifisch iiber unterschiedliche Mechanismen erfolgen, die von der
Aktivierung konventioneller und/oder neuer PKC Isoformen abhéngig sind. Dies
wiirde auch erkldren, weshalb die Inhibition der verschiedenen PKCs

unterschiedliche Auswirkungen auf die Internalisierung von Transportern hat.

Die besondere Rolle der neuen PKC Isoformen bei der Regulation des NBCel-B
durch Sekretagoga wird durch die Verwendung des Inhibitors konventioneller
PKC Isoformen (G66976) verdeutlicht, der innerhalb dieser Arbeit nur eine
partielle Inhibition der NBCel-B Expression durch Forskolin bzw. Carbachol
(8% bzw. 31%) verursachte. Erfolgte eine Inkubation mit G66850, der
konventionelle und neue PKC Isoformen inhibiert, wurde die
Oberflichenexpression des NBCel hingegen um 40% bzw. 59% verringert. Die
Biotinylierungsergebnisse der unterschiedlichen phosphorylierten PKC
Isoformen dieser Arbeit sprechen parallel fiir eine wichtige Rolle der PKCg
Isoform und die Beteiligung der neuen PKC Isoformen als wichtige
Signalmolekiile wurde bei der Entwicklung unterschiedlicher Typen der Colitis
beschrieben (224, 251).

PMA verursachte die Endozytose des NBCel-B und Carbachol fiihrte nach
anfanglich gesteigerter NBCel-B Aktivitit zu einer PKC-abhingigen
Neuverteilung des NBCel-B in NBCel-transfizierten Speicheldriisenzellen
(274, 277). Die in dieser Arbeit verwendeten nativen Kolonkrypten erméglichen
im Gegensatz zu den hédufig verwendeten NBCel-transfizierten/exprimierenden
Zelllinien die Untersuchung der Sekretagoga-vermittelten Modulation des
murinen kolonischen NBCel-B in nativen Kolonkrypten direkt nach der
Stimulation. Frithere Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe von Yu et al. zeigten an
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nativen Kolonkrypten, dass die Inhibition der Endozytose durch Colchicin und
Chlorpromazin zu einer erhohten NBCel-B Haufigkeit aufgrund eines
blockierten Recyclings des Transporters fiihrt, ohne die Aktivitit des NBCel-B
zu verdandern, wobei eine Inhibition der Aktin-Polymerisation keinen Einfluss

hatte (404).

Mit der in dieser Arbeit verwendeten Methode der Oberfliachenbiotinylierung
lasst sich allerdings nicht feststellen, ob eine gesteigerte Endozytose und/oder
gesenkte Exozytose des NBCel-B nach der Stimulation mit Sekretagoga erfolgt.
Die mikrofluorometrische Untersuchung des Na*- und CO,/HCOs -abhiingigen,
DMA-unabhingigen Protonenflusses bei Stimulation mit Forskolin und 10
miniitiger Vorinkubation mit G66850/G66976 zeigten im Vergleich mit den
Kontrollwerten keine signifikant verringerte NBCel-B Aktivitdt, was gegen eine
verstirkte Internalisierung des NBCel-B spricht. Allerdings konnte eine
Forskolin-vermittelte,  gesteigerte = NBCel-B  Aktivitit die  gesenkte
Funktionalitdt infolge einer verringerten Membranexpression des NBCel-B in
Anwesenheit von Sekretagoga und PKC Inhibitoren z.T. kompensieren. Durch
Sekretagoga erfolgt wahrscheinlich die PKC-abhingige Exozytose und
Aktivitdtssteigerung des NBCel-B, wohingegen eine Inhibition der PKC eine

intrazellulidre Neuverteilung des NBCel-B verursacht.

3.3.1 Autoinhibition des elektrogenen Na'/HCO; Kotransporter

McAlear et al. beobachteten 2006, dass die NBCel-B und NBCel-C Isoform
nur ca. 20% bis 30% der Aktivitit des NBCel-A aufweisen und fanden, dass der
N-Terminus des NBCel-A eine autostimulatorische Doméne besitzt (230). Im
Gegensatz dazu fungiert der N-Terminus der NBCel-B und NBCel-C
Kotransporter als autoinhibitorische Doméne (203). Folglich unterscheiden sich
Aktivitdat und Regulation der verschiedenen NBCel Splice Varianten. Die
Autoinhibition des NBCel-B erfolgt im Ruhezustand aufgrund einer Bindung
des Gertlistproteins with no lysine protein kinases 1 (WNK) an 4-Ste20-related
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proline-alanine-rich ~ kinases (SPAK), welche NBCel und CFTR

phosphorylieren und dessen Membranexpression verringern (399, 400).

3.3.2 Aktivierung des NBCel durch IRBIT und Freisetzung von Ca*

Eine Agonist-vermittelte Aktivierung der membranstindigen Phospholipase C
fihrt tiber die Hydrolyse des Phospholipids Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat
(PIP;) zur Freisetzung von DAG und Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) (40, 235,
270, 389). In sekretorischen Zellen bindet das Inositol-1,4,5-triphosphate
receptor binding protein released with IP; (IRBIT) kompetitiv an IP5-Rezeptoren
(IP;R) des endoplasmatischen Retikulums (ER) und inhibiert die IP;R-
vermittelte Freisetzung von Ca>*, wenn kein zytoplasmatisches IP; vorhanden ist
(12). Fiihrt ein Agonist durch PIP,-Hydrolyse zur Generation von IP3, bindet es
an die IP;-Rs, was eine Dissoziation von IRBIT, die Offnung der IP;Rs und die
Freisetzung von Ca®* aus dem ER zur Folge hat (33, 236, 237, 326). Die
Stimulation mit cAMP durch Forskolin fiihrte PKA-abhédngig zu einer
Phosphorylierung der IP;Rs, was eine schnellere Freisetzung von IRBIT und der
Aktivierung von Transportern verursachte (270). IRBIT bindet darauthin an den
N-terminalen Rest 37-65 des NBCel-B und rekrutiert die Protein Phosphatase 1
(PP1), welche durch Dephosphorylierung die Autoinhibition durch WNK/SPAK
authebt, die Transportrate erhoht und eine verstirkte NBCel-B und CFTR-
Membranexpression bewirkt (157, 203, 326, 399, 400). Die Stimulation der
Sekretion iiber IRBIT/PP1 agiert somit als Antagonist der WNK/SPAK
mediierten Autoinhibition (269, 399, 400). Von verschiedenen Arbeitsgruppen
wurde bestitigt, dass IRBIT die Aktivitit des NBCel-B und NBCel-C, jedoch
nicht die der NBCel-A Isoform erhoht (203, 326, 400). Dies liegt vermutlich an
einer N-terminalen Bindungsstelle des NBCel-B und NBCel-C fiir IRBIT, die
der NBCel-A Isoform fehlt (326).
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3.3.3 Regulation des Anionentransports durch IRBIT

IRBIT ist zwischen verschiedenen Spezies hoch konserviert und die humanen
und murinen orthologen Gene stimmen zu 100% iiberein (13). IRBIT reguliert
die Funktion des NBCel-B (326), NHE3 (150), NKCCI1 (351), CFTR (400) und
erhoht die Offnungswahrscheinlichkeit des CFTR-Kanals (157, 400).

Durch die Aktivierung von CFTR und NBCel-B wird die luminale HCO;-
Sekretion durch eine verstirkte Aktivierung und Oberflichenexpresssion der
Transporter erhoht (270, 326, 400). Allerdings zeigten Yang et al., dass die
Aktivierung von NBCel-B und CFTR unterschiedliche IRBIT-Doménen
erfordert, was divergente Mechanismen der Regulation vermuten lédsst (400).
Die elektrogenen NBCel-B/C, die elektroneutralen NBCnl, 2 und der Na**-
abhingige CI/HCOj-Austauscher (NDCBE; SLC4AS8) haben N-terminale
Bindungsstellen fiir IRBIT und werden z.T. durch IRBIT aktiviert (48, 157).
Hong et al. zeigten, dass eine konservierte AS-Sequenz des NBCel-B und die
CFTR-R- und STAS-Domine fiir dessen Aktivierung durch PIP,/IRBIT benotigt
wird (157). IRBIT besitzt wiederum mehrere N-terminale Serin/Threonin-
Phosphorylierungsstellen, die fiir die Interaktion von IRBIT mit den IP;Rs (12)
bzw. mit NBCel-B (326) wichtig sind und die unterschiedliche regulatorische
Spezifitit von IRBIT erkliren konnten. Allerdings ist iber die

phosphorylierenden Kinasen bisher wenig bekannt.

Park et al. zeigten in murinen sekretorischen Zellen, dass IRBIT cAMP- und
Ca”*-Signalwege synchronisiert, indem die cAMP-mediierte Aktivierung der
PKA die IP;Rs phosphoryliert, wodurch IP; leichter an die IP;Rs bindet, IRBIT
von den Rezeptoren dissoziieren und die Ca**-Freisetzung durch die IPs;Rs

erfolgen kann (270).

3.3.4 Regulation der Ca**-Freisetzung und von IRBIT durch PKC

Bisher wird die Regulation von Ionentransportern durch IRBIT als ein

eigenstindiger Signalweg angesehen und die Beteiligung der PKC innerhalb
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dieser Signalkaskaden wird kaum beschrieben, obwohl schon frith gezeigt
wurde, dass die wihrend des IRBIT-Signalweges beteiligten IP;-Rs durch die
PKC phosphoryliert werden konnen (225, 369).

Cholinerge Stimulation bewirkt die Aktivierung Gy /G,;-gekoppelter M3
Rezeptoren in der Plasmamembran (50, 97). Die freigesetzte G,-UE aktiviert die
PLCB, die PIP, zu DAG und IP; hydrolysiert (40, 388), worauthin IP; durch die
Bindung an die IP;Rs des ER Ca’" freisetzt (237).

Aber erst kiirzlich wurde an HEK-Zellen festgestellt, dass eine PLC.-mediierte
DAG-Generation in der Plasmamembran des ER spezifisch die PKCa und PKCo
Isoformen aktiviert und eine PKC-mediierte Phosphorylierung der IP;Rs die
Sensitivitidt von IP; zu den IP;Rs des ER reguliert (161), was die Ca®*- und
IRBIT-Freisetzung moduliert. Interessant ist dabei, dass durch Agonisten in der
Plasmamembran der Zelle iiber freigesetzte Go,-Proteine membranstindige ACs
aktiviert werden konnen, wodurch 16sliches cAMP generiert wird (161, 388).
Das losliche cAMP bindet an das exchange protein directly activated by cAMP
(Epac) des endoplasmatischen Retikulums (125, 293), wodurch es aktiviert wird
(279) und iiber Rapl, spezifisch die Aktivitidt der PLC, innerhalb der Membran
des ER aktiviert (195, 259, 260). Carbachol aktiviert iiber mAchR M3 die PLCg
(101). Im Gegensatz zu der Stimulation mit Forskolin wiirde Carbachol
allerdings die PLCP der Plasmamembran und die PLCe innerhalb der Membran
des ER aktivieren. Damit erfolgt eine Kompartimentierung zwischen der DAG-
Generation in der Plasmamembran der Zelle durch die Aktivierung der PLCg
und der Stimulation der PLC, des ER, was mit unterschiedlicher Intensitit
verschiedene PKC Isoformen stimulieren und insbesondere die Translokation
von PKCd an die Membran des ER und die PKCo-vermittelte Phosphorylierung
der IP;Rs initiieren konnte (161).

PKCd desensibilisiert die IP;Rs fiir IP; und kann somit negativ die Ca**-

Freisetzung und Aktivierung von Ionentransportern durch IRBIT in HEK-Zellen
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regulieren (161). Die biphasische stimulierte Ca**-Freisetzung aus dem ER und
den Mitochondrien, die vorerst sehr schnell und anschlieBend PKC-abhingig
herunterreguliert wurde, konnte durch Inhibition der PKC verstiarkt und
Aktivierung der PKC inhibiert werden (241). Somit regulieren PKC Isoformen
die Sensitivitit der IP;Rs fiir IP; und damit die IP;R-mediierte Ca2+—Freisetzung
aus dem ER und den Mitochondrien sowie die Freisetzung von IRBIT. IP;Rs
besitzen unterschiedliche PKA und PKC Phosphorylierungsstellen (367),
weshalb die Freisetzung von IRBIT und dessen Modulation des NBCel-B auch

durch PKC-Isoformen reguliert wird.

Die Stimulation mit Carbachol konnte vorerst durch die PLCB-vermittelte DAG-
und IP;-Generation in der Plasmamembran und die folgende Freisetzung von
Ca”" aus dem ER eine schnelle PKC-abhingige Aktivierung des NBCel-B u.a.
Transporter verursachen. Allerdings konnte durch die simultane Stimulation des
PLCe-Signalweges des ER eine PKC-bedingte Phosphorylierung der IP;Rs die
Ca2+-Freisetzung, Aktivitdt der PKC und die reduzierte Membranexpression von
Transportern durch IRBIT auslosen. Hui et al. vermuten, dass konventionelle
PKC Isoformen bei der PLCB-Signalkaskade und insbesondere neue PKC
Isoformen bei der Regulation des PLCe/IP;R-Signalweges beteiligt sind (161).
Dies konnte erkldren weshalb Carbachol, im Gegensatz zu Forskolin, die
Funktionalitit des NBCel-B sowohl abhingig von konventionellen, als auch
von neuen PKC Isoformen verdndert (17) und insbesondere neue PKC

Isoformen bei der Regulation der Transporterexpression beteiligt sind.

3.3.5 Regulation der Anionensekretion durch intrazellulirs Chlorid

Die Stimulation der HCO;5 -Sekretion mit Forskolin und Carbachol unter CI -
freien Bedingungen zeigte, dass eine CFTR-mediierte HCOj;-Sekretion
innerhalb des murinen mittleren Kolon vorhanden ist, jedoch nur eine geringe
durch Carbachol induzierte und CFTR-unabhingige HCO;-Sekretion im

distalen Kolon erfolgt (19). Als mogliche Ursache wird vermutet, dass die
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Leitfahigkeit des CFTR-Kanals fir HCO; in Abwesenheit von Cl° erhoht
werden kann (19, 268, 322). Uber die intrazellulidre Cl-Konzentration kann der
WNK/SPAK-Signalweg reguliert werden, wodurch die CFTR-mediierte HCOj5 -
Leitfahigkeit und -Sekretion aktiviert und der apikale CI/HCO;5; Austausch
inhibiert werden kann (268). Eine Deaktivierung von WNK/SPAK fiihrt
zugleich zu einer erhohten basolateralen NBCel-B Membraninsertion und
Aktivitit (siehe 3.3.1), was durch den resultierenden verstirkten HCO; -Import
die  CFTR-mediierte = HCO;-Sekretion  unterstiitzen  wiirde.  Neuere
Untersuchungen zeigen zudem, dass die intrazelluldre Cl-Konzentration die
Funktion des NBCel-B, NBCe2-C und NBCel-A zusitzlich steigern konnte
(323). Der NBCel-B wurde in HeLa-Zellen exprimiert und wihrend des
autoinhibitorischen Basalzustands nur geringfiigig durch intrazelluldres CI
beeinflusst, wohingegen die Aktivitit des durch IPs;-Generation/IRBIT
aktivierten NBCel-B durch geringe intrazellulire Cl-Konzentrationen
zusitzlich gesteigert werden konnte (323). Dabei sind GXXXP-Motive
innerhalb des N-Terminus der NBCel-Isoformen fir die Cl'-Sensitivitit
verantwortlich, die auch bei CFTR, NKCC1 und vielen SLC26-Transportern
vorhanden sind (323). Somit konnte zum Einen die CI-Konzentration iiber
WNK/SPAK die Leitfihigkeit des CFTR-Kanals fiir HCO5; erhéhen und die
IRBIT-mediierte Aktivitit des NBCel-B steigern und regulieren. Zum Anderen
vermuten Shcheynikov et al., dass iiber die CI'-Sensitivitiat die Aktivitit des
IRBIT-regulierten NBCel-B und des CI/HCOj-Austausches synchronisiert
werden konnte. Kiirzlich publizierte Erkenntnisse in murinen Astrozyten zeigen,
dass die Regulation der Transkription und Oberflichenexpression des NBCel

ebenfalls durch die intrazellulidre Ionenkonzentration erfolgen kann (307).

Die Regulation von CFTR und des NBCel-B durch intrazelluldres CI" und die
PKC-abhingige Endozytose des NKCC1 konnte die nur kurzzeitig erhohte CI -
Sekretion nach Stimulation mit Carbachol (404), die von einer verstirkten

HCOj-Sekretion gefolgt ist, erkldren: Weil durch eine Carbachol-mediierte
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transiente Erhohung der NKCC1 Aktivitdt der basolaterale Cl-Import steigt,
erfolgt vorerst die CFTR-bedingte apikale Cl'-Sekretion. Die schnell folgende
PKC-abhingige Endozytose/Internalisierung des NKCCI1 reduziert die
intrazellulidre Verfiigbarkeit von CI'. Parallel wird die NBCel Expression und -
Aktivitit durch Carbachol, den reduzierten NBCel-B-inhibierenden
WNK/SPAK-Signalweg und die geringere intrazellulire Cl-Konzentration
erhoht. Zudem wird die CFTR-Leitfdahigkeit fir HCO5; erhoht und dadurch
verstirkt HCOj apikal sezerniert.

Die Protein Kinase C beeinflusst neben der Regulation des NBCel-B
malgeblich den Anionen- und Elektrolyttransport durch die Regulation und/oder
die Interaktion beteiligter Transporter, was unter Anhang E, Anhang F und

Anhang G beschrieben ist.

4 Fazit

/AARE .
* Miusen

Innerhalb des chronisch entziindeten proximalen Kolon von TNF
wurde eine erhOhte parazellulire Durchlissigkeit des Kolonepitheliums
festgestellt, was auf eine pathophysiologische Veridnderung von Bestandteilen
der Schlussleistenkomplexe und nicht auf einen dysregulierten Ionentransport
zuriick zu fiithren ist. Auf zellularer Ebene zeigen die Ergebnisse eine
Sekretagoga-induzierte, PKC-abhingige Modulation der Oberflichenexpression
und Aktivitit des murinen kolonischen NBCel-B als wichtigen

Regulationsmechanismus des basolateralen HCO; -Transports und der apikalen

HCOs-Sekretion.

5 Therapeutische Anwendung

Die Regulation des elektrogenen NBC ist auch fiir die Aufrechterhaltung von
extraintestinalen physiologischen Funktionen und die Signaltransduktion von

essentieller Bedeutung. Deshalb werden nachfolgend einige Beispiele
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aufgefiihrt, fiir die eine therapeutische Regulation der NBC Aktivitit

pathophysiologische Auswirkungen verringern konnte.
Hypertension

NBCel-A mediiert ca. 80% der HCO;'- Reabsorption in der Niere und einen
nicht unerheblichen Anteil der Na'-Reabsorption. Eine Reduktion der Na'
Reabsorption der Niere reduziert das Volumen der extrazelluldren Fliissigkeit,
was den Blutdruck ebenfalls verringert (290). Eine moderate Inhibition des
NBCel-A konnte die Na'-Reabsorption soweit reduzieren, dass der Blutdruck
verringert wird, wobei die ebenfalls geringere HCO;-Reabsorption durch
Protonenpumpen des distalen Nephrons kompensiert werden konnte, wodurch

ein stabiler arterieller pH aufrechterhalten werden konnte.
Glaukom

Ein erhohter Augeninnendruck ist einer der wichtigsten Risikofaktoren fiir ein
Glaukom. Humane rezessive Mutationen des NBCel fiihren zu einer geringeren
Proteinexpression und konnen ein bilaterales Glaukom verursachen (366), was
mit einem erhohten intraokkularen Druck assoziiert ist. Eine geringere
Expression des NBCel in der Retina kann zudem die visuelle Funktion negativ
beeinflussen (154). Eine therapeutische Aktivierung des NBCel im Auge konnte
den Augeninnendruck senken und eine gestorte neuronale Signaltransduktion

wiederherstellen.
Migrane

Es wurde eine mogliche Assoziation einer Basenpaardeletion auf dem C-
Teminus des NBCel und Migrine beobachtet. Ein Verlust der NBCel
Funktionalitdt in Astrozyten kann eine Dysregulation des synaptischen pH
verursachen, wodurch Migrine entstehen kann (346). Der pathophysiologische

Mechanismus von Migrine mit Aura konnte eine Hyperexzitabilitit (des
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zerebralen Cortex) darstellen (126). Neuronale Exzitation bewirkt eine
Depolarisation von Gliazellen, die Séaure sezernieren, woran der NBCel beteiligt
ist (56). Normalerweise fiihrt diese extrazelluldre Azidose zu einer geringeren
Erregbarkeit benachbarter Neurone, da exzitatorische N-Methyl-D-Aspartat
(NMDA)-Rezeptoren durch Protonen blockiert werden (69). Es wird
angenommen, dass eine defekte NBCel Expression zu einer NMDA-mediierten,
neuronalen Hyperaktivitit filhren kann, weil eine vollstindige Depolarisation

einer groeren Anzahl von Gehirnzellen erfolgt (320).

5.1 Ausblick

Innerhalb dieser Arbeit wurde auf zellulirer Ebene eine Forskolin- und
Carbachol-induzierte ~ erhohte ~ Phosphorylierung  und  Transpokation
konventioneller und neuer PKC Isoformen festgestellt. Die Agonist-induzierte
Stimulation der PKCs reguliert wiederum die  Aktivitit und
Oberflachenexpression des NBCel-B und anderer basolateraler sowie apikaler
Ionentransporter, die an der intestinalen Anionensekretion beteiligt sind.
Dadurch haben die unterschiedlichen Isoformen der Protein Kinase C
essentiellen regulatorischen Einfluss auf die intrazellulire und luminale pH

Homoostase und die Integritit der gastrointestinalen Epithelzellen.

Bei der PKC-abhingigen Regulation des NBCel-B spielen die unterschiedlichen
Mechanismen der PKC Phosphorylierung und Aktivierung eine entscheidende
Rolle, weshalb die Regulation der PKC durch die mTOR Komplexe vermutlich
essentiell ist. Obwohl fiir die initielle Aktivierung aller PKC Isoformen die PI3K
als essentiell beschrieben worden ist und die Aktivierung des NBCel-B PKC-
abhéngig erfolgt, fanden Yu et al heraus, dass eine PI3K-unabhingige
gesteigerte NBCel-B Oberflichenexpression durch Carbachol und Forskolin
erfolgt und die Basalexpression des NBCel-B durch den PI3K-Inhibitor
LY?294002 nur partiell verringert wurde (404).
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Es existieren derzeit kaum Untersuchungen iiber den Einfluss der mTOR
Komplexe auf die Regulation des Ionentransports im murinen Intestinaltrakt und
ein GroBteil der bisherigen Erkenntnisse iiber die mTOR Komplexe wurde
anhand von Herzmuskelzellen gewonnen. Interessant wire die Untersuchung der
NBCel-B Aktivitit und Oberflichenexpression in Anwesenheit des mTORCI1
Inhibitors Rapamycin und LY294002 in Kombination mit Inhibitoren
konventioneller/neuer PKC Isoformen, um heraus zu finden welche PKC
Isoformen mTORCI1/2-abhingig die Aktivitit und/oder die Expression des
NBCel-B in murinen Kolonkrypten regulieren. Die Verwendung des PKCp-
spezifischen Inhibitors Enzastaurin konnte zeigen, ob durch die Inhibition der
PKCBI/II Isoformen die mTORCI1-abhédngige Phosphorylierung und Aktivierung
neuer PKC Isoformen in murinen Kolonkrypten beeinflusst wird und ob das die
NBCel-B Aktivitit und Expression verdndert. Des Weiteren konnte unter
Verwendung von mTOR/PKC- und PI3K-Inhibitoren in Ussing Kammer
Experimenten dessen Einflu} auf die intestinale Anionen- und HCO;'-Sekretion

bestimmt werden.

Zudem konnten weitere Untersuchungen iiber die PKC-abhingige IRBIT-
mediierte Regulation des NBCel-B kldren, ob dieser Signalweg separat oder
synchron zu der mTOR-abhingigen Aktivierung verschiedener PKC Isoformen

verlduft.
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Anhang A Material

Gerite

Ag/AgCl Elektroden EPOS5

Automatic temperature controller TC-344B

Binokular Leia wild M32

Einschwei3gerit ES 3001

Elektrophorese Kammer

Feinwaage Kern ABS

Fine Science Tool Dumont # 7, Vannas Scissors

Fine Science Tool No 11051-0

GeneAmp PCR System 2400

Heizbad Typ 1002

Heizrithrer MR 3001 K

Kamera Coolsnap ES
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World Precision Instruments,

Inc., Berlin, Germany

Warner Instruments, Hamden,

CT, USA
Zeiss, Germany

GEHO Pack Service GmbH,

Germany
Bio-Rad, Germany

Gottl. Kern & Sohn GmbH,

Germany

World Precision Instruments,

Inc., Berlin, Germany

World Precision Instruments,

Inc., Berlin, Germany

Applied Biosystems GmbH,

Germany

Gesellschaft fiir Labortechnik

GmbH, Germany

Heidolph Instruments,

Germany

Roper Scientific, Ottobrunn,

Germany



Mikroskop Zeiss Axiovert 200
Mini Trans-Blot Cell
pH Meter PHMO92

PowerPac Basic fiir Elektrophoresekammer

Protein transfer membrane Amersham Hybond-P

Reagenzglasschiittler IKA Vortex

Reagenzglasschiittler Promax 1020

Roller mixer SRT9D

Rotilabor Silikonschlauch 3 mm

Schiittler Roto-Shake Genie Model SI-S 1102
Thermomixer 5437

Thermomixer comfort

TIM 854 Titration Manager

Tischstativ STH 650

Tissue Lyser LT

Tragbares pH Meter pH 3301
Umwilzpumpe Pump P-1

Visichrome High Speed Polychromator System
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Visitron Systems, Germany
Bio-Rad, Germany
Radiometer Copenhagen, DK
Bio-Rad, Germany

GE Healthcare, Germany
Omnilab, Germany

Heidolph Instruments,

Germany

Bibby Scientific Limited, UK
ROTH, Germany

Scientific Industries, USA
Eppendorf, Germany
Eppendorf, Germany

Radiometer Amalytical, Hach

Lange, Germany
Omnilab, Germany
Quiagen, Germany
WTW GmbH, Germany
Pharmacia Biotech, UK
Visitron

Systems  GmbH,

Puchheim, Germany



Visichrome Lamp Power Supply

Visichrome Power Module

Vortex Mixer Model 7-2020

Waage Kern 572-35

Wasserbad Model ED-5

Zentrifuge 5415 D
Zentrifuge Centrifuge MC 6

Zentrifuge Hermle Z 233 M-Z

Zentrifuge universal 16R

Verbrauchsmaterial

Amersham ECL Western
Blotting Detection Reagent
Amersham Hyperfilm ECL
DAPI 32670

DMA

DNA-Exitus-Plus

Einwegspritzen 1 /2 /10 ml
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Visitron  Systems GmbH,

Puchheim, Germany

Visitron  Systems GmbH,

Puchheim, Germany
Neolab, Germany

Gottl. Kern & Sohn GmbH,

Germany

Julabo Labortechnik GmbH,

Seelbach, Germany
Eppendorf, Germany
Sarstedt, Germany

Hermle Labortechnik,

Germany

Hettich Zentrifugen, Germany

GE Healthcare, Germany

GE Healthcare, Germany
Invitrogen

Sigma Aldrich
Applichem

Braun



Eppi Caps 0,5/1,5/2 ml
Falcon-Tube 50/ 15ml

Gummiringe @ 0,625 cm®

Latex Handschuhe, Labortiicher
Menzel Deckgléser 24 x 32mm
Menzel Gliser Superfrost Plus
NeutrAvidin Agarose Resin
Nigericin Natrium Salz

Page Ruler

pH Elektrode PHC 3006-9

Lange, Germany
Pipettenspitzen 1ul, 10 ul, 100 ul, 1 ml, 5 ml

Polycarbonate Membrane 3,0 um, 25 mm

RNA-Later

Serologische Pipetten 1/5/10/ 20 ml
Taq DNA Polymerase

Tube 14 ml

Bariumhydroxid
Bovine-serum-albumin (BSA)

Bromphenolblau

92

Eppendorf
Sarstedt

Zentrale

Forschungswerkstidtten, MHH
Kimberly-Clarke

Menzel Gliser

Thermo Scientific

Thermo Scientific, Germany
Applichem

Fermentas

Radiometer Analytical, Hach

Sarstedt, Eppendorf, ROTH

GE Water &  Process

Technologies
Sigma

Sarstedt
Quiagen
Grainer bio-one
Merck

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich



Ca-Glukonat

Chemikalien

DMA

DTT

EDTA

Essigsdure 100%
Ethanol 100%
Forskolin

Glukose

Glycin

G0 6850/ Go 6976
HEPES

Histoacryl

IUPAC Pufferlosung pH 4,0/ 7,0
K,HPO,

KCl

KCIl.Ag-30
K-Glukonat
KH,PO,

Methanol 100%

MgCl,-Hexahydrat
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Applichem

Sigma Aldrich
Applichem
Applichem
ROTH

J.T. Baker
Sigma Aldrich
Applichem
Applichem
Calbiochem
Applichem
Braun

Hach Lange
Merck
Applichem
Hach Lange
Applichem
Merck
ROTH

Applichem



MgSO, Heptahydrat Applichem

NaCl Applichem

NaHCO;5 Sigma Aldrich

Na-Pyruvat Sigma Aldrich

Salzsdure 100% / 25% ROTH

SDS ROTH

S1611 Sanofi-Aventis Deutschland
GmbH

Tetrodotoxin ToCRIS Bioscience

TMA-CI Applichem

TRIS HCL pH 6,8 Ultra Pure

TRIS Applichem

Tween 20 Sigma Aldrich

B-Mercaptoethanol Applichem
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Anhang B Puffer und Losungen
Losungen fiir die Fluorometrie

Tabelle 1: Verwendete Puffer fiir die Fluorometrie. Die Osmolaritit aller
Losungen betrug 290-300 mOsm/1 bei einem pH von 7,4. TMA: Tetramethyl-
ammonium, HEPES: (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid),
TRIS: Tris(thydroxymethyl)-aminomethane, BSA: Bovine serum albumin.

Konzentrationsangaben in mM/1.

EDTA Puffer A Puffer B Puffer C Puffer C

Puffer
NaCl 127 120 100 60 0
Na-HCO; |0 0 20 20 0
Choline- 0 0 0 0 20
HCOy
NH,Cl 0 0 0 40 0
TMA-CI 0 0 0 0 100
HEPES 10 14 14 14 14
TRIS 0 7 7 7 7
KH,PO, 0 3 3 3 3
K>HPO, 0 2 2 2 2
MgSO, 0 1,2 1,2 1,2 1,2
Ca™*- 0 1,2 1,2 1,2 1,2
gluconate
Glukose 5 20 20 20 20
KClI 5 0 0 0 0
Mg(Cl, 1 0 0 0 0
Natrium- 5 0 0 0 0
Pyruvat
EDTA 5 0 0 0 0
BSA 1% 0 0 0 0
Begast mit | 100% O, 100% O, 95% 95% 95%

0,/5% CO, | O,/5% CO, | 0,/5% CO,
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Losungen fiir die Immunhistochemie

Tabelle 2: Verwendete Antikorper fiir die Immunhistochemie.

Antikorper

Quelle

Rabbit anti-NBCel (K1A)

Walter Boron

Rabbit anti-PKCa (C-20): sc-208

Santa Cruz Biotechnology, inc.

PKCa Blocking Peptide (C-20): sc-
208 P

Santa Cruz Biotechnology, inc.

Mouse anti-PKCd (G-9): sc-8402

Santa Cruz Biotechnology, inc.

PKCd Blocking Peptide (G-9): sc-
8402 P

Santa Cruz Biotechnology, inc.

Rabbit anti-PKCeg (C-15): sc-214

Santa Cruz Biotechnology, inc.

Alexa Fluor 488 goat anti rabbit Invitrogen
Alexa Fluor 488 goat anti mouse Invitrogen
Anti- B -Actin / Anti-Villin Abcam
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Losungen fiir die Oberflachenbiotinylierung

Tabelle 3: Verwendete Puffer fiir die Oberflichenbiotinylierung. Der N* Puffer

enthielt

zusitzlich folgende

Protease-Inhibitoren:

Leupeptin  (40ug/ml),

Pepstatin A (20pg/ml), DTT (ImM), Benzamidin (4mM), Antipain (10pug/ml).

Konzentrationsangaben in M/1.

Borat Quenching | ., Sample | Blot Running
Puffer Puffer N Puffer Puffer | Puffer Puffer
NaCl 0,154 0,12 0,154
(154mM) | (120mM) | (154mM)
borate 0.010
(10mM)
0,0072 0,003
KCl ’ ’
(7,2mM) (B3mM)
0,0018 0,00108
1 b b
CaCl, (1,8mM) | (1,08mM)
TRIS 0,025 0,048 0,025
(25mM) (48mM) | (25mM)
TRIS pH 6,8 1,5
0,06
HEPE ’
5 (60mM)
0,005
Na;EDTA (5mM)
0,005
EGTA ’
(5mM)
SDS 0,1% 12% 10% 0,1%
Triton X-100 1%
Glycerin 60%
Glvein 0,039 0,25
y (39mM) | (250mM)
Bromphenol- 0.06%
blau
Methanol 20%
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Anhang C Methoden
Priaparation muriner Kolonkrypten

Nach Narkose der Maus mit CO, und folgender zervikaler Dislokation wurde ein
4-5 cm langes Stiick des proximalen Kolon herausgeschnitten, invertiert und mit
auf 37°C vorgewdrmter und 100% O, begaster EDTA-Pufferlosung gefiillt. Das
so priparierte Gewebestiick wurde in einem 10 ml Falcon-Tube, das ebenfalls
EDTA-Pufferlosung enthielt, fiir 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Durch leichtes
Schwenken wurden anschlieBend die Krypten separiert und jeweils 1 ml der
Kryptensuspension in Eppendorf-Caps iiberfiihrt. Nach kurzer Zentrifugation
wurde die EDTA-Pufferlésung durch eiskalten Puffer (Fluorometrie: Puffer A,
Oberfldachenbiotinylierung: Puffer B) ersetzt, die Krypten resuspendiert und fiir

die weitere Verwendung auf Eis gelegt.

Oberflichenbiotinylierung

Murine Kolonkrypten wurden wie oben beschrieben isoliert und in Puffer B bei
37°C mit den Sekretagoga Forskolin, Carbachol und PMA fiir 20 Minuten
inkubiert. AnschlieBend wurden die Krypten zweimal mit eiskaltem PBS
(enthielt 0,1 mM CaCl, und 0,1 mM MgCl,) und einmal mit Borate Puffer (154
mM NaCl, 10 mM borate, 7,2 mM KCl und 1,8 mM CaCl,, pH 9,0) gewaschen.
Es folgte eine 30-miniitige Inkubation mit Biotinylierungspuffer (I mg
sulfosuccinimidyl-2-(biotinamido)ethyl-1,3-dithiopropionate ~ (Sulfo-NHS-SS-
Biotin; Pierce Biotechnology, Rockford, IL) in Borate Puffer) auf Eis, wobei der
Puffer nach 15 Minuten durch frischen ersetzt worden ist. Nach der
Biotinylierung wurde die Integritdt der Krypten mit Trypan blau getestet und die
verbleibenden Krypten mit eiskaltem Quenching Puffer (25 mM TRIS, 120 mM
NaCl und 1,08 mM CaCl,, pH 7,4) gewaschen. Nach zwei Waschschritten mit
eiskaltem PBS erfolgte eine 5-miniitigen Lyse durch Inkubation der Krypten in
N* Puffer (60 mM HEPES, 154 mM NaCl, 3 mM KCI, 5 mM Na;EDTA und 3
mM EGTA, pH 7,4) mit 0,1% SDS, 1% Triton X-100, 40 pg/ml
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Phenylmethylsulfonylfluorid, 20 pg/ml Leupeptin, 20 pg/ml Pepstatin A, 20
pg/ml Antipain, 1 mM DTT und 4 mM Benzamidin bei 4°C auf einem Orbital
Schiittler (Eppendorf, Hamburg, Germany). Nach Zentrifugation bei 10.000g fiir
10 Minuten wurden 50ul des Uberstandes als Lysat-Fraktion abgenommen und
der Rest zweimal mit jeweils 200ul Streptavidin Beads (NeutrAvidin, Pierce)
fir jeweils eine Stunde inkubiert, um eine optimale Biotinylierung des NBCel
zu erreichen. Nachfolgend wurden die Beads durch eine zweiminiitige
Zentrifugation bei 2500g von dem Uberstand getrennt, dreimal kurz mit N*
Puffer gewaschen und iiber Nacht bei -80°C eingefroren. Fiir die Vorbereitung
der Beads-Fraktion fiir das Immunoblotting wurden diese in 200 pul Sample
Puffer fiir 5 Minuten auf 95°C erhitzt und geschiittelt, damit sich die Beads
ablosen. Fiir die Separation der Proteine von den Beads erfolgte eine 5-miniitige
Zentrifugation bei 500 rpm. Der Uberstand der beiden Beads-Fraktionen wurde

anschlieBend zusammengefiihrt.

Vorbereitung des Sammel- und Tenngels

Die Auftrennung der gewonnenen Proteine erfolgte auf 10% Acrylamid
Sammel- bzw. Trenngelen, die mit Hilfe von Gelkammern (Bio-Rad, Germany)
zwischen zwel Glasplatten gegossen wurden. Fiir das Trenngel wurden 7,9 ml
H,0, 6,7 ml 30 prozentiges Acrylamid, 5 ml 1,5 M TRIS-HCL pH 8,8, 0,2 ml
10% SDS und 0,2 ml 10% Ammoniumpersulfat gemischt und durch die Zugabe
von 8ul TEMED polymerisiert, woraufhin das Trenngel schnell in die
Gelkammer pipettiert wurde. Um ein Austrocknen des Trenngels wihrend der
weiteren Schritte zu verhindern, wurde das gegossene, auspolymerisierte
Trenngel mit 100% Isopropanol {iiberschichtet. AnschlieBend wurde das
Sammelgel mit folgender Zusammensetzung vorbereitet: 4,1 ml H,O, 1 ml 30%
Acrylamid, 0,75 ml IM TRIS-HCL pH 6.8, 60 ul 10% SDS, 60 ul 10%
Ammoniumpersulfat und 6 pl TEMED. Die Isopropanolschicht des Tenngels
wurde durch Spiilen mit Wasser entfernt. Nach der Zugabe von TEMED wurde

das Sammelgel mit einer Pipette auf das Trenngel aufgetragen und der Kamm
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fiir die 10 Probentaschen vorsichtig in das noch fliissige Sammelgel gedriickt.
Nach Polymerisation des Sammelgels wurde der Kamm entfernt und das fertige
Gel mit H,O iiberschichtet. Vor Beginn der Elektrophorese wurden die Gele in
die Elektrophoresekammer (Bio-Rad, Germany) gebracht und mit Running
Puffer bedeckt.

Vor der Auftrennung der Proteine wurden 5 ul der Lysat-Fraktion mit 20 ul H,O
und 25 ul Sample Puffer gemischt, die Beads-Fraktion 1:1 mit Sample Puffer
versetzt und alle Proben fiir 10 Minuten bei 37°C inkubiert, damit die Proteine
wihrend der Elektrophorese besser durch die Gelmatrix laufen. AnschlieBend
wurden 5 pl der Lysat-Fraktionen und 50 ul der Beads-Fraktionen in die
Taschen des Sammelgels pipettiert. In die beiden dulleren Taschen des Gels
wurden 5 pul Bandenmarker gegeben, damit die molekulare GroBle der
enthaltenen Proteine durch die folgende Auftrennung bestimmt werden konnte.
Bei der anschlieBenden denaturierenden Gelelektrophorese dissoziieren die
aufgetragenen Proteine in ihre Untereinheiten und das Detergenz SDS bildet
einen negativ geladenen Proteinkomplex mit den Proteinmolekiilen, wodurch
die in der Probe enthaltenen Proteine entsprechend ihrer molekularen Grof3e
aufgrund der angelegten Spannung durch das Polyacrylamidgel in Richtung der
Anode wandern und so aufgetrennt werden konnen. Vorerst erfolgte die
Elektrophorese mit einer angelegten Spannung von 70 Volt fiir ca. 25 Minuten,
bis die Proteinbanden das Sammelgel durchlaufen hatten, woraufthin die
Auftrennung mit 100 Volt fiir eine Stunde vorgesetzt wurde. Weil die angelegte
Spannung den verwendeten Running Puffer stark erwidrmte, wurde die gesamte

Elektrophorese bei 4°C im Kiihlraum durchgefiihrt.

Immunoblotting

Nach der Auftrennung der Proteine wurden diese durch eine weitere
Elektrophorese horizontal auf eine Nitrozellulose-Membran (Amersham
Hybond, GE Healthcare, Germany) transferiert, die zuvor mit Methanol aktiviert

worden ist. Hierfiir wurden das Trenngel und die Nitrozellulose-Membran mit
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folgender Anordnung in einer Kunststoffarretierung fixiert: Schwamm / 3
Filterpapiere / Gel / Membran / 3 Filterpapiere / Schwamm. Die Halterung
wurde in die Blottingkammer gestellt, mit Blotpuffer bedeckt und der
Proteintransfer bei 150mA fiir 1,75 Stunden bei 4°C auf einem Magnetriihrer
durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die Membran zweimal fiir 5 Minuten in PBS
(+ 0,1% Tween 20) gewaschen, fiir eine Stunde mit 5% Milchpulverlosung (in
PBST) bei Raumtemperatur blockiert und erneut zweimal fiir 5 Minuten in
PBST gewaschen. Fiir die Inkubation mit dem priméren Antikorper rabbit anti
NBCel (K1A, Konzentration 1:500 in PBST) wurde die Membran in
Plastikfolie eingeschweif3t und auf einem Schiittler (Roto-Shake Genie, Model
SI-S 1102, Scientific Industries, USA) iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Die
iberschiissige Antikorperlosung wurde durch Waschen in PBST (6 x 5 Minuten)
entfernt und mit dem sekundéiren Antikorper (goat anti-rabbit IgG konjugiert mit
Horseradish Peroxidase, KPL, Gaithersburg, MD, USA, Verdiinnung 1:10.000
in PBST) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur bei volliger Dunkelheit inkubiert.
Nach sechs weiteren Waschschritten fiir jeweils fiinf Minuten in PBST folgte
die Inkubation der Membran fiir eine Minute in Entwicklungslosung (Amersham
ECL Western Blotting detection Reagent, GE Healthcare, Germany) in einer
Dunkelkammer. Nach Abtupfen der Entwicklungslosung wurde die Membran
auf ein gleich groBes Stiick Filmfolie (Amersham Hyperfilm ECL, GE
Healthcare, Germany) gelegt, fiir eine Minute in einer lichtundurchlédssigen
Kassette  belassen und der  Antigen-Antikorper-Komplex — mittels
Chemilumineszenz sichtbar gemacht.

Fir die Quantifizierung des biotinylierten NBCel in der Beads- und
Membranfraktion wurden nur Experimente herangezogen, in denen die Summe
der beiden Beadsfraktionen und des Uberstandes einen prozentualen Anteil des
Lysates von 85 — 115% betrug. Um die Biotinylierung intrazellulédrer Proteine zu
bestimmen, wurden Anti-B-Aktin (1:15000 in PBST) und Anti-Villin (1:10000
in PBST) als Referenzproteine detektiert.
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Immunhistochemie

Prédparationen des proximalen Kolon von C57B1/6 Miusen wurden in Paraffin
eingebettet, mit einem Mikrotom (Microm HM 335E Microtom, Walldorf,
Germany) in 2 pm dicke Sektionen geschnitten und auf Objekttriger
aufgebracht. Die Schnitte wurden anschlieBend deparaffiniert (2 x 5 Minuten in
100% Xylol, 1 x 5 Minuten in 96% Ethanol (ETOH), 1 x 5 Minuten in 70%
ETOH, 1 x 5 Minuten in 50% ETOH) und fiir 10 Minuten in H,O gestellt. Um
eine verbesserte Bindung der verwendeten Antikorper (AK) zu gewihrleisten,
wurden alle Schnitte in DAKO Target Retrieval Solution bei einem pH von 9
bei 96°C 20 Minuten lang gekocht. Nach einem Waschschritt von 5 x 4 Minuten
in Phosphat buffered saline + 20% Tween 20 (PBST) erfolgte eine 6 stiindige
Inkubation mit 10% goat serum in PBST, um unspezifische AK-Bindungen zu
vermeiden. Die Objekttriger wurden anschlieBend mit den priméren
Antikorpern anti-PKC a, 0, ¢ (Verdiinnung 1:100 in 5% goat serum in TBST)
und anti-NBCel (K1A, Verdiinnung 1:250 in 5% goat serum in TBST) fiir 24
Stunden bei 4°C inkubiert und nochmals 5 x 4 Minuten lang in PBST
gewaschen, um ungebundene AK zu entfernen. Die Inkubation mit den
sekundidren AK (Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG und Alexa Fluor 488
donkey anti-mouse, jeweils 1:1000 in 4°,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)-
Losung (1pg/ml in 5% goat oder donkey serum in PBS) verdiinnt) erfolgte fiir
eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln. Nach einem letzten Waschschritt
(5 x 4 Minuten in TBST) wurden die Objekttriger mit DAKO Mountain
Medium (Invitrogen) eingedeckelt und bei 4°C gelagert. Die optische
Auswertung erfolgte mit einem Olympus BX 60 Mikroskop und einer Olympus
CX 50 Kamera. Die Bildbearbeitung wurde mit der Software ImageJ (NIH,
Bethesda, MD; http://rsb.info.nih.gov/ij/) durchgefiihrt.
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Fluorometrie

Die Messung des intrazelluldire pH wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff (2°,7-
Bis-("2-Carboxyethyl)-5-(and-6)-Carboxyfluorescein) BCECF Acetoxymethyl-
ester (AM) durchgefiihrt. Dieser gelangt durch Diffusion in die Zellen, wo
Esterasen das Acetoxymethylester abspalten, wodurch der Farbstoff BCECF
freigesetzt wird und vitale Zellen nicht verlassen kann. 1ml der isolierten
Kryptensuspension wurde mit einer Konzentration von 10uM BCECF fiir 15
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden ca. 30ul
Kryptensuspension auf einen Glasobjekttriger pipettiert und nach einer Minute
so viel wie moglich von der Fliissigkeit abgesaugt. Die Krypten wurden
anschlieBend mit einer Polykarbonatmembran (25mm Durchmesser, 3um
Porengrofe, Osmonics, Minnetonka, MN) in einer spezialangefertigten
Perfusionskammer (Zentrale Forschungswerkstitten der medizinischen
Hochschule Hannover, Hannover, Germany) auf dem Glasobjekttriger fixiert
und auf einer beheizbaren Vorrichtung eines inversen, trinokularen Mikroskops
(Zeiss Axiovert 200, Carl Zeiss, Jena, Germany) montiert. Die Perfusion der
Kolonkrypten erfolgte mit auf 37°C vorgewédrmten Losungen, die mit Ausnahme
der Kalibrationslosungen entweder mit 95% O, / 5% CO, oder 100% O, begast
wurden. Uber eine auf das Mikroskop aufgeschraubte Kamera (CoolSnap ES,
Roper Scientific, Ottobrunn, Germany) wurden alle 2-10 Sekunden Bilder der
Kolonkrypten wihrend der abwechselnden Exzitation mit 440nm und 490nm
Licht von einem Monochromator (Visichrome, Visitron Systems, Puchheim,
Germany) mittels Metafluor Software (Universal Imaging, Downington, PA)
digitalisiert. Die pH Kalibration von 6,6 und 7,4 erfolgte am Ende jedes
Experiments mit der ,high K'-nigericin“ Methode. Nigericin ist ein
kanalbildendes Ionophor was dazu fiihrte, dass der intrazellulire pH der
Kolonkrypten den pH der Perfusionslosung annimmt. Uber den genau
definierten pH der verwendeten Kalibrationslosungen konnte der pH wihrend

des gesamten Experimentes anhand der gespeicherten 440- 490-nm Ratio
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berechnet werden. Im Vorfeld jedes Experimentes wurden hierfiir mit Hilfe der
Metafluor Software Regionen der Kolonkrypten markiert und deren pH-
Verinderung nach Subtraktion des Hintergrundes gespeichert.

Nachdem die Perfusionskammer mit den fixierten Kolonkrypten auf dem
Mikroskop montiert worden war, erfolgte eine ca. 10 miniitige
Equilibrationsphase wihrend der Perfusion mit Na'Cl". Dies sorgte fiir ein
Auswaschen von iiberschiissigem BCECF-AM und einer Adaption der
Kolonkrypten. Anschlieend wurden die Krypten mit der ,,ammonium prepulse
Technik azidifiziert, wobei nach der Equlibrationsphase fiir ca. 5 Minuten eine
Perfusion mit Ammoniumchlorid (NH4CI') erfolgte. Durch die Aufnahme von
Ammoniak (NHj3) in die Zellen erfolgte vorerst eine transiente Alkalisierung der
Kolonkrypten durch die Bindung intrazelluldrer Protonen an NHj3, wodurch der
Anteil von Hydroxidionen (OH) kurzzeitig steigt. Der folgende Wechsel auf die
Perfusion mit ammoniumfreier Losung bewirkte einen raschen Ausstrom von
NH;, wobei Protonen intrazellulidr freigesetzt werden, was zu einer raschen
intrazelluldren Ansduerung der Kolonkrypten fiihrte. Je nach Experiment wurde
nach der Azidifikation mit NH,Cl die Erholung des pH durch die Perfusion mit
CO, oder O, begaster NaCl Losung gemessen, die 700um 5-(N, N-
Dimethyl)amilorid (DMA) enthielt. DMA inhibiert die Na'/H" Austauscher
(NHE) und die Erholung des intrazelluldren pH ist in Anwesenheit von CO, auf
die Aktivitit der Na'/HCO; Kortransporter NBCel zuriick zu fiihren. In mit O,
begaster Na"Cl" Losung kann sich hingegen kein HCOj;™ innerhalb der Losung
bilden, worauthin die Transportaktivitidt der NBCel durch die Abwesenheit von
HCOs5 blockiert ist.

Ussing Kammer

Die Methode der Ussing Kammer wurde von Hans H. Ussing entwickelt und
ermoglicht die Messung des aktiven lonentransports bei vitalen Epithelien. Sie
besteht aus zwei Kammern, zwischen denen das Gewebe nach der Prédparation

zwischen zwei Plexiglashilften eingespannt wird. Die iiber Schliuche mit den
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Plexiglashilften verbundenen Reservoire repridsentieren die luminale, bzw.
serosale Seite des Gewebes. Die Reservoire bestehen aus Doppelwandgefif3en,
die mit einem Wasserbad verbunden waren, wodurch die Temperatur der
Ringerlosungen auf 37°C erwidrmt wurde. Beide Kammern verfiigten iiber eine
separate Gaszufuhr, die serosal zu 95% aus O, und 5% CO, (Karbogen) und
luminal aus 100% O, bestand. Durch die Begasung der Losungen erfolgte eine
stetige Zirkulation der Losungen, wobei der entstehende hydrostatische Druck in
beiden Kammerhilften gleich sein musste. Durch den Ionentransport iiber das
Epithel entsteht ein transepitheliales Spannungspotential (V,) das iiber
Silberchlorid (AgCl) Elektroden, die auf beiden Seiten des Epithels iiber
Kaliumchlorid (KCI) Agarbriicken mit der Ringerlésung verbunden waren, als
Potentialdifferenz gemessen werden konnte. Uber ein weiteres Elektrodenpaar,
das so weit wie moglich vom Epithel entfernt angebracht wird, konnte ein
Kurzschlussstrom (I.) appliziert werden (Amplitude S50pA; Impulsdauer
100ms), der die Potentialdifferenz iiber dem Gewebe kurzzeitig ausgeglichen
hat, wodurch der transepitheliale Widerstand (R;) mittels des Ohmschen Gesetz
berechnet werden konnte. Der gemessene Kurzschlussstrom (I.) entspricht dem
elektrogenen Ionentransport (= Summe der Ionenstrome von Iy, + Ixy + I, +
Incos- - Ixs) und liegt bei Méausen ca. bei —30;,1A/cm2 (78). Der gemessene
Stromfluss, die transepitheliale Potentialdifferenz, sowie der Widerstand des
Gewebes wurde durch eine Voltage/Current Clamp (K. Mussler, Aachen,
Germany) in Kombination mit einer computergestiitzten Software (Clamp,
Version 9.10, K. Mussler, Aachen) angezeigt und aufgezeichnet. Bei der
Aufzeichnung der Parameter im Messmodus ,,Open Circuit® wurde die
Potentialdifferenz nicht beeinflusst, sondern kontinuierlich gemessen. Mittels
pH-Titration wurde innerhalb der Ussing Kammer die luminale HCOj-
Sekretion des eingespannten Gewebes gemessen. Mittels einer pH-Elektrode
konnte die luminale Alkalisierung der Kammerfliissigkeit registriert, durch

Gegentitration von Schwefelsdure (H,SO,) ausgeglichen und dadurch der
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luminale pH auf 7,4 gehalten werden. Der Kurzschlussstrom (I.) wurde durch
den transepithelialen Gewebewiderstand (R,) und die Potentialdifferenz (PD)

berechnet, die alle 2 Minuten gemessen worden sind.
Priaparation des proximalen Kolon

Nach Betdubung der Maus mit 100% CO, und folgender zervikaler Dislokation
wurde das proximale Kolon (Ldnge ca. 2-3 cm) entfernt und sofort in eiskalte,
mit O, begaste Ringerlosung gegeben. Das Entfernen der seromuskulédren
Schicht beschidigt die Submukosa und fiithrt zur Prostaglandinsynthese, was die
intrazellulire Freisetzung von cAMP und Ca®* stimulieren und die Messungen
beeinflussen kann. Die verwendete Ringerlosung fiir die Priparation enthielt
deshalb 1uM Indometacin, was als Cyclooxygenasehemmer den initiierenden
Schritt der Prostaglandinsynthese inhibiert. Mit Hilfe eines Stereomikroskops
wurde das Segment ldngs aufgeschnitten und mit der mukosalen Seite nach
unten aufgespannt. Wihrend der folgenden Dissektion der seromuskulédren
Schicht erfolgte eine stetige Kiihlung mit Eis. Nachdem die seromuskulidren
Schichten entfernt worden sind, wurde das Gewebestiick um Quetschungen zu
vermeiden mit Gewebekleber (Tissuetek) auf einem Gummiring (Durchmesser
0,528cm) fixiert und zwischen zwei Plexiglaskammern in der Ussing Kammer

eingespannt.
Messung der HCOj'-Sekretion unter Cl'-freien Bedingungen

Die luminale Seite des eingespannten proximalen Kolon wurde vorerst mit 154
mM Na'Cl'-Losung, begast mit 100% O,, und die serosale Seite des Gewebes
mit modifizierter Ringerlosung ([mM] 108 NaCl, 25 NaHCO;, 3 KCL, 1,3
MgSO,, 2 CaCl,, 2,25 KH,PO,, 8,9 Glukose, 10 Natriumpyruvat), begast mit
Karbogen (95% O, / 5% CO,), umspiilt. Um den Einfluss verbleibender
Neurone auf das Messergebnis zu eliminieren und die Epithelintegritit zu
erhalten, enthielt die serosale Losung 10° M Tetrodotoxin, 3 x 10° M

Indomethacin  und 10 mM  Pyruvat. Nach einer 30-miniitigen
106



Equilibrationsphase wurde die basale HCO; Sekretion fiir 30 Minuten durch ein
pH-stat System (Titramaster 85, Hach Lange, Germany) bei einem luminalen pH
von 7,4 gemessen. Um die HCO;5-Sekretion unter Cl-freien Bedingungen in
Anwesenheit des NHE3 Inhibitors S1611 zu messen, wurde nach der
Bestimmung der basalen HCO; -Sekretion die luminale 154 mM Na*Cl'-Losung
durch 154 mM Na'-Glukonat-Losung ersetzt, mit 10uM des NHE3 Inhibitors
S1611 versetzt und nach einer 20 miniitigen Equilibrationsphase die HCOj;'-
Sekretion erneut gemessen. Wihrend des gesamten Versuchs wurde 2,5 mM

Schwefelsidure (H,SO,) als Titrant verwendet.
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Anhang D Regulation der PKC

Die Regulation resorptiver und sekretorischer Prozesse und der beteiligten
Ionentransporter ist mannigfaltig und komplex. Sekundire Botenstoffe,
Phosphorylierungen, subzelluldre Umverteilung der Transporter, Regulation von
Transkription bzw. Expression und die Regulation iiber Protein-Protein-
Interaktionen sind mogliche Mechanismen (59, 139, 227, 228, 312). Die
Regulation unterschiedlicher Isoformen der Protein Kinase C bietet ein enormes
Potential der Modulation und wird wiederum durch verschiedene intrazellulédre
Signalwege reguliert. Es ist groBtenteils noch unklar, welche Signalkaskaden
dabei beteiligt sind und ob diese additiv, gegenldufig oder snychron verlaufen.
Weil die diversen Mechanismen der PKC-Phosphorylierung und Aktivierung
den intestinalen Anionentransport iiber eine regulierte Funktion des NBCel-B
und anderer Transporter modulieren koOnnten, werden folgend die
regulatorischen Funktionen beteiligter Proteine und Signalwege auf die Protein

Kinase C und deren Einfluss auf relevante Signalwege ausfiihrlich beschrieben.

Anhang D. 1. Enzymatische Aktivierung der PKC Isoformen

Fiir die initielle Aktivierung konventioneller, neuer und atypischer PKC
Isoformen wird die Phosphorylierung eines Threonin- oder Serinrestes der C-
terminalen Aktivierungsschleife durch PDK1 angenommen (24, 62, 72, 96, 130,
278). Alle PKC Isoformen konnen einen Komplex mit PDK1 bilden (130) und
die Untersuchung von PDK1” Zellen zeigte, dass PDK1 die Stabilitit von
konventionellen, neuen und atypischen PKC Isoformen reguliert (24). PDK1
gehort ebenfalls zur Familie der Protein Kinasen und besteht aus der N-
terminalen Serin/Threonin Kinase Domédne und der C-terminalen Pleckstrin
homology (PH) Domine, welche eine hohe Affinitit zu Phosphoinositiden
aufweist (83, 242), weshalb der Bestandteil der Phospholipiddoppelschicht
Phosphatidylinositol fiir eine Aktivierung der meisten PKC Isoformen wichtig

ist. Neben der C-terminalen Phosphorylierung der Aktivierungsschleife sind
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zwei weitere Phosphorylierungsstellen bei der Regulation der Aktivitdat von PKC
Isoformen involviert (272). Das hydrophobe Motiv ist in der nicht katalytischen
Region lokalisiert (272) und einige Kinasen enthalten als dritte
Phosphorylierungsstelle das Turn Motiv, welches die Proteinkonformation
stabilisiert, indem es das hydrophobe Motiv vor Dephosphorylierung schiitzt
(149, 266, 413). Dabei formt die aC-Helix eine hydrophobe ,,Tasche* die fiir die
Interaktion der Aktivierungsschleife mit dem hydrophoben Motiv wichtig ist
und ebenfalls die Konformation des Proteins stabilisiert (114). Fiir
konventionelle und die neue PKCe Isoform wird nach der Phosphorylierung
durch PDK1 eine Autophosphorylierung der hydrophoben Region als moglicher
Mechanismus angenommen, damit die Proteine aktiviert werden (37, 60, 96,
207, 255, 267, 352). Bei konventionellen und neuen PKC Isoformen wird
angenommen, dass neben der Phosphorylierung der Aktivierungsschleife durch
PDK1 zwei mammalian target of rapamicin Komplexe (mTORCI1/2) fiir die
Phosphorylierung des hydrophoben und des Turn Motiv verantwortlich sind (60,
165, 244, 266, 267, 303, 413). Eine mTOR-abhiingige Phosphorylierung des
Turn Motiv konnte die Autophosphorylierung des hydrophoben Motiv auslosen
(256).

Die unterschiedlichen Phosphorylierungen aktivieren und stabilisieren die
enzymatische Kinaseaktivitit der PKC Isoformen. Damit die Kinasen ihre
Zielproteine phosphorylieren konnen, reicht die Aktivierung und Stabilisierung
allerdings nicht aus, da die PKC Isoformen durch die Bindung eines
Pseudosubstrates bis zur Aktivierung durch Phospholipide inaktiv bleiben (158).
Es wird vermutet, dass bei der Rekrutierung der neuen PKC Isoformen erst die
Bindung von DAG oder Phorbolester an der Cl1A/B-Domiéne (54) das
Pseudosubstrat freigibt (255, 256). Konventionelle PKC Isoformen benétigen
fir diese Konformationsinderung additional die Ca**-abhingige Bindung der
C2-Domiéne mit Membranphospholipiden (71, 89), damit die Freisetzung des

Pseudosubstrates aus der Substrat-bindenden katalytischen Region erfolgt, was
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die vollstindige Aktivierung von PKC Isoformen verursacht (255, 341). Die
Phosphorylierungen der Kinasen sind somit fiir die katalytische Kompetenz der
Enzyme essentiell (96), aber erst die nachfolgende Bindung von DAG und/oder
Ca** an der Membran aktiviert die Kinasen, weshalb dessen Translokation

ebenfalls entscheidend ist (158, 179).

Anhang D. 2. Phosphorylierung der PKC durch mTOR

In den frithen 90er Jahren wurde eine Inhibition der Phosphorylierung und
Aktivierung einiger Kinasen durch das Immunsuppressivum Rapamycin
beobachtet (74, 282). Als Ursache wurde die durch Rapamycin inhibierte
Funktion des mammalian target of rapamycin complex 1 (mTORCI) als
Serin/Threonin Kinase hydrophober Proteinregionen nachgewiesen (146, 298).
Der mTORCI1 spielt bei der Regulation konventioneller und neuer PKC
Isoformen als Kinase der hydrophoben Region eine wichtige Rolle, weil die
Phosphorylierung der PKCa (Ser®’), PKCS (Ser®?) und PKCe (Ser’*") Isoform
Rapamycin-sensitiv ist (266, 413). Die Phosphorylierung von PKC3 (Ser®®) war
zudem von der atypischen PKCC Isoform abhéngig (413). Die Phosphorylierung
hydrophober Regionen erwies sich allerdings z.T. als nicht sensitiv gegeniiber
Rapamycin. Es wurde daraufhin gezeigt, dass ein Rapamycin-insensitiver
mTOR Komplex 2, bestehend aus der dem mTORCI fehlenden Rictor- und
anderen Komponenten, existiert (303). Dieser mTORC2 phosphoryliert das
hydrophobe und das Turn Motiv konventioneller PKCa. (T hr®®) und BII (T hr®*)
Isoformen, der Protein Kinase B (PKB/Akt) (Sm) (102, 165, 303) und reguliert
das Aktin-Zytoskelett (245, 303). Es wurde gezeigt, dass mTORC2 jedoch
ebenfalls PKCe (S”*’) phosphoryliert und die PKCe Isoform zugleich Bestandteil
der mTORC2-Komponente Rictor ist (165, 243, 303, 304). Erstaunlicherweise
fiihrte ein Knockdown der essentiellen mTORC2 Komponente Rictor zu einer

verringerten Phosphorylierung der PKCa, BI, BII und € Isoform (165).
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Anhang D. 3. Regulation und Interaktion der mTOR Komplexe

Der PI3K/PDKI1-Signalweg reguliert neben der Aktivierung unterschiedlicher
PKC Isoformen die Serin/Threonin Kinase Akt (Protein Kinase B; PKB),
welche die Phosporylierung (Ser****) und Aktivierung des mTORC] beeinflusst
(164, 199, 254, 256). Firr die maximale Aktivierung ist eine weitere
Phosphorylierung von Akt notwendig, was durch mTORC2 PKCg-abhingig
erfolgt (165, 243, 303). Die Aktivitdit von mTORC1 wird durch Akt reguliert,
indem Akt das proline-rich Akt/PKB Substrate 40kDa (PRAS40) phosphoryliert
und dessen inhibierenden Effekt auf die Kinase-Domine des mTORCI1 aufhebt
(143, 379). Okhrimenko et al. zeigten, dass auch die Expression von Akt von der
PKCe¢ Isoform abhingig ist (261), die wiederum durch mTORC2 phosphoryliert
und aktiviert wird (243). Neben der modulierten Kinaseaktivitit des mTORCI1
tiber PRAS40 reguliert Akt die Phosphorylierung des Tuberdsen Sklerose
Komplex 2 (TSC2), wodurch dessen inhibitorischer Effekt auf den mTORCI,
aufgehoben wird (167, 213, 221, 411). Ein hereditarer Funktionsverlust des
inhibitorischen TSC2 fiihrt aufgrund einer Hyperaktivitit des mTORC1 zu
tuberdser Sklerose, potenziert die Ca**-Freisetzung durch Ca**-Kanile des ER

und ist mit der Kanzerogenese assoziiert (163, 232, 273).

In Lymphozyten wurde unter Basalbedingungen eine z.T. PKC-abhingige
Phosphorylierung von Akt (Ser*””/Thr’*®) beobachtet, die Stimulation mit PMA
fiihrte hingegen zu einer PKCp-spezifischen Phosphorylierung von Akt
(Ser*”/Thr'®) (29). Die PKCP Isoform kann Akt zelltypabhingig direkt
473

phosphorylieren (Ser
PMA/PKCB-induzierte Phosphorylierung der mTORCI1-Komponente Raptor

) und aktivieren (178). Carriere et al. zeigten die

(58). In humanen Nierenzellen konnte die Aktivierung des mTORC1 durch
PMA ebenfalls PKC-abhiingig aber unabhiingig von Akt erfolgen (111, 152).
Die Regulation der PKCB Isoform spielt bei der Regulation der mTORCI-
Aktivitdt eine wichtige Rolle, weil neueste Untersuchungen zeigen, dass eine

anhaltende Aktivierung konventioneller PKC Isoformen den mTORCI-
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Signalweg aktiviert und eine dysregulierte Uberexpression von PKCP die

Tumorgenese begiinstigt (265).

Anhang D. 4. Interaktion der PKC mit Karboanhydrasen

Einen weiteren Modulationsmechanismus des HCO; -Transportes konnte die
Interaktion von Bikarbonattransportern mit Karboanhydrasen (CA) darstellen.
Neben der Expression von DRA ist die Expression der apikalen CA IV und der
zytoplasmatischen CAI und CAII fiir den intestinalen Austausch von Cl und
HCO; im murinen Kolon wichtig (46, 108, 156). HCO;5 -Transporter konnen
Komplexe mit CAs bilden, was als ,Bikarbonat-Transportmetabolon®
bezeichnet wird und fiir den AEI1, PATI, NBCel, NBCnl, jedoch nicht fiir
DRA nachgewiesen worden ist (231). Es wurde gezeigt, dass PKC die
Interaktion des Anionenaustauschers PAT1, der stark innerhalb des Diinndarms,
aber nur geringfiigig im Kolon exprimiert wird (45, 380, 381), mit der CAII
inhibieren und die HCOj -Transportrate von PAT1 verringern kann (9). Dabei
phosphoryliert PKC die Sulfate transporter and anti-sigma factor antagonist
(STAS)-Domine von PAT1, wodurch die CAII nicht mehr binden kann und ins
Zytoplasma diffundiert. Dadurch wird die lokale HCOj;-Konzentration in
unmittelbarer Ndhe von PATI1 verringert und dessen Transportrate gesenkt.
Nahezu alle Mitglieder der SLC26 Familie verfiigen iiber die STAS-Doméne
(321), weshalb eine PKC-mediierte Phosphorylierung auch andere 16sliche
Membranproteine regulieren konnte. Die NBCelA-C Varianten besitzen
ebenfalls zwei Abschnitte innerhalb ihrer Primarstruktur, die CA binden konnen
(139). Mehrere Arbeiten mit Oozyten von Froschen zeigten, dass die
Transportkapazitit des NBCel bei Koexpression mit einer katalytisch aktiven
CAI IT und III erhoht war (8, 34, 308). Von Bachmann et al. wurde gezeigt,
dass CAs bei der cholinergen Stimulation des NBCel-B beteiligt sind (17). Die
CAIl hatte jedoch keinen Effekt auf den NBCel-A (214). Die an der
extrazelluldren Oberfliche gebundene CAIV hat ebenfalls Einfluss auf den
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Ionen- und Wassertransport, wird stark im Dickdarm von Nagetieren exprimiert
(110) und schon frithe Untersuchungen zeigten, dass die Na*Cl-Absorption bei
Nagetieren sensitiv gegeniiber dem CA-Inhibitor Acetazolamid ist (42). Es
wurde zudem beobachtet, dass CO, die Na'Cl-Absorption stimuliert, was
ebenfalls durch die Inhibition der CA blockiert worden ist (42, 65, 84, 361).
Vermutlich bildet die luminale CAIV aus den durch NHE3 und DRA
exportierten Protonen und HCO;5;™ Kohlensiure, die zu CO, und H,0 dissoziiert
und von den Zellen aufgenommen wird. Das intrazelluldire CO, wird wiederum
durch die CAIl zu HCO; und H hydratisiert, iiber NHE3 und DRA sezerniert
und stimuliert dariiber die Na'Cl-Absorption. Weil das extrazellulire
Bikarbonat durch die CAIV zu CO, und H,O gespalten wird, sinkt die
osmotische Konzentration im Darmlumen, was neben der Na"Cl'-Absorption die
Wasseraufnahme in die Darmmucosa erleichtert. Wenige Arbeiten zeigten an
murinen Zellen, dass auch die Bindung der extrazelluliren CAIX an den NBCel
dessen Aktivitit erhoht (263) und die CAIX bei intestinaler Entziindung
herunterreguliert ist (46). Des Weiteren wurde die murine duodenale HCO; -
Basalsekretion durch inhibierte CAs verringert (238) und die stimulierte HCO; -

Sekretion im Duodenum ist zum Teil von der CAII abhéngig (206).

Anhang D. 5. Einfluss der PKC auf Ca**- und cAMP-Signalwege

Die Stimulation der Zelle mit Carbachol und Forskolin hat unterschiedliche
Auswirkungen bei der Aktivierung der PKC. Allerdings sind die Signalkaskaden
des Ca**-freisetzenden Sekretagoga Carbachol bzw. der cAMP-Generation
durch Forskolin nicht voneinander getrennt und beteiligte Mechansimen sind
z.T. wiederum PKC-abhingig, was die Untersuchung beider Botenstoffe bei der
Regulation der PKC erschwert. Der Ca**/cAMP Signalweg aktiviert PKC
Isoformen, die wiederum sowohl inhibitorische, als auch stimulierende Effekte
auf die unterschiedlichen Adenylylcyclasen (AC) haben konnen (144). Shen et
al. zeigten 2012, dass nach cholinerger Stimulation M3-Rezeptor-abhingig
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PKC-mediierte Phosphorylierungen der AC2 erfolgen, diese aktivieren und den
cAMP-Level erhohen (325). Eine AC2-mediierte cAMP-Generation wurde von
derselben Arbeitsgruppe auch durch den PKC Aktivator PMA beobachtet und
bei intestinalen Epithelzellen von Ratten wurde festgestellt, dass PMA eine
Steigerung des intrazelluliren Ca**-Levels verursachte, die durch den PKCS$-
spezifischen Inhibitor Rottlerin abgeschwécht wurde (350). Die Freisetzung von
Ca™ aus dem ER aktiviert Ca**-Kanile in der Plasmamembran, was den
intrazelluliren Ca**-Level zusiitzlich steigert. Bei schwacher Stimulation
wiederholen sich diese Mechanismen, was eine Ca®’-Oszillation bewirkt,
wohingegen durch starke Stimulation ein erhohter intrazellulirer Ca®*-Level

verursacht wird.

Die partielle Beseitigung des intrazelluliren Ca** im Herzmuskel wird durch die
sarkoplasmatische Retikulum (SR) Ca**-ATPase (SERCA2) bewerkstelligt, die
durch das Transmembranprotein Phospholamban reguliert wird (229).
Phospholamban besitzt N-terminale Phosphorylierungsstellen, die durch die
PKC, PKA und die Ca®**/Calmodulin-aktivierte Kinase II (CaMKII)
phosphoryliert werden koénnen und eine Aktivierung der Ca**-Pumpe auslosen,
wodurch die intrazellulire Ca®>* Konzentration fillt (61). Eine neue Studie zeigt,
dass die zellulire Ca’*-Oszillation von der PKCo-mediierten Phosphorylierung
der Ca**-Rezeptoren abhingig ist (403). Untersuchungen iiber store-operated
Ca®* channels (SOCs) der Plasmamembran, die durch die Entleerung
intrazelluldrer Ca**-Speicher in glatten Muskelzellen aktiviert werden, zeigte,

dass die PKCd Isoform spezifisch an dessen Aktivierung beteiligt ist (116).

Es wird angenommen, dass sowohl Endozytose, als auch Exozytose iiber die
Freisetzung von intrazellulirem Ca®" gesteuert wird, wobei Calmodulin (CaM)
und Synaptotagmin als Ca**-Sensoren fungieren (252, 391). Die Regulation von
verschiedenen Synaptotagmin-Isoformen iiber deren direkte PKC-vermittelte
Phosphorylierung wurde nachgewiesen (153, 288). Dies zeigt, dass PKC

Isoformen sowohl direkten, als auch indirekten Einfluss auf die Regulation des
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zelluliren Ca®*- und cAMP-Levels haben konnen, was wiederum die eigene

Aktivierung beeinflusst.

Anhang D. 6. Regulation der PKC durch PMA

Es bestehen stark divergente Forschungsergebnisse iiber die Auswirkungen
aktivierter PKC Isoformen. Insbesondere bei konventionellen PKC Isoformen
kann eine verlidngerte oder starke Stimulation mit Phorbolestern die Degradation
auslosen (55). Song et al. fanden heraus, dass bei intestinalen Epithelzellen eine
geringe PMA-Konzentration (10nM) die basolaterale Endozytose zeitabhingig
erhohte und ein Maximum nach 60 Minuten erreicht wurde, wihrend eine
erhohte PMA-Konzentration (100nM) eine maximal verstirkte Endozytose
schon nach 30 Minuten ausgelost hat (335). Eine wichtige Beobachtung war
zudem, dass der langsame Metabolismus kiinstlicher Phorbolester, wie der des
hiufig verwendeten 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat (TPA) (258) und die
sehr hohe Affinitit von PMA zu der C1-Domiéne der PKC (339) im Vergleich
mit DAG eine unterschiedliche Aktivierung von PKCa und PKCd verhinderte
(161). Messungen der Kinaseaktivititen zeigten erstaunlicherweise, dass eine
signifikante Stimulation der humanen PKCa bzw. PKCe Isoform erst zwei
Stunden bzw. 30 Minuten nach der Behandlung mit PMA messbar war (334).
IuM PMA stimulierte die Endozytose der NBCel-A und NBCel-B Isoformen
in Speicheldriisenzellen (274). In Xenopus Oozyten wurde dagegen beobachtet,
dass 10nM PMA die Aktivitit des exprimierten NBCel-A inhibierte, ohne
dessen Oberflachenexpression zu verdndern (275). Carbachol verursachte wie
PMA in Speicheldriisenzellen die PKCa, B, v und & abhingige Endozytose des
NBCel-A und NBCel-B (274), die Endozytose des NBCel-A in Xenopus
Oozyten fand allerdings PKCe-vermittelt statt (276).

Verschiedene Studien zeigen, dass diverse Mechanismen die Phosphorylierung
und Dephosphorylierung von PKC Isoformen beeinflussen konnen. PMA und

DAG aktivieren die Sphingomyelinase, die durch die Hydrolyse von
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Sphingomyelin in der Membran intrazelluldres Ceramid akkumuliert (107, 186,
189). Ceramid und die ebenfalls durch Phorbolester-aktivierte Phospholipase D
(PLD) wurden als inhibitorische Regulatoren der PKCoa und B Isoform
identifiziert (35, 36). Bei aktivierter = Ceramid-Synthese = wurden
Phosphorylierung der PKCa und PKCBII Isoformen teilweise aufgehoben (186),
wohingegen Ceramid die atypische PKC( Isoform direkt aktiviert (52). Gysin et
al. beschreiben zudem, dass eine Aktivierung der PKCoa Isoform durch

657 .
verursachen kann und dieses

Phorbolester eine Konversion von Ser
hydrophobe Motiv teilweise nicht phosphoryliert wird (141, 142). Allerdings
konnen die verschiedenen PKC Isoformen auch untereinander Einfluss auf die
gegenseitige Phosphorylierung haben. Die Phosphorylierung neuer PKC
Isoformen wird zum Beispiel durch atypische PKC(C) Isoformen kontrolliert
(413) und es wurde auch eine direkte Phosphorylierung atypischer PKC
Isoformen durch PKCe gezeigt (295). Beobachtungen von Rybin et al. zeigten
jedoch auch, dass die Phosphorylierung des hydrophoben Motiv von PKCg

wiederum von der Kinasefunktion von PKC6 abhiingig war (297).

Bei der Untersuchung der PMA-vermittelten Endozytose und Degradation der
PKC sowie der Aktivierung verschiedener PKC Isoformen werden
unterschiedliche Phorbolester in wechselnden Konzentrationen verwendet, die
mit der Verwendung diverser Zelllinien und Expressionsmodellen divergente
und z.T gegenldufige Ergebnisse liefern. Viele Erkenntnisse iiber die
Degradation der PKC Isoformen wurden anhand von PKC-iiberexprimierenden
Zellen gewonnen, was allerdings zu alternativen Mechanismen der PKC-

Inaktivierung fithren kann (217).

Anhang D. 7. Negative Riickkopplung der PKC

Lee et al. beobachteten 2011, dass die persistente Stimulation mit PMA die
PI3K-Aktivitit iiber die Phosphorylierung der regulatorischen PI3K-p85a-UE
durch die Protein Kinase D (PKDI1) inhibiert wird (201). In intestinalen
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Epithelzellen wird PKD1 PMA- und Angiotensin II (ANGII)-vermittelt durch
PKC Isoformen phosphoryliert (Ser’*/Ser™®) und aktiviert (70, 375, 376).
Interessant ist dabei die Entdeckung von Perry et al., wobei die Aktivitit und
Expression des NBCel-A durch geringe Konzentrationen (10°M) des Ca**-
freisetzenden Peptidhormons ANGII PKCeg-abhingig reduziert worden ist,
allerdings hohere Konzentrationen (IO'IOM) die Aktivitit des NBCel-A
gesteigert haben (275, 276). Die Agonist-mediierte Inhibition der PI3K durch
PKD1 ist somit PKC-sensitiv. Ni et al. zeigten, dass auch die Stimulation G-
Protein gekoppelter Rezeptoren in intestinalen Epithelzellen die PKD1 aktiviert
und den PI3K/Akt-Signalweg negativ regulieren kann (257). Dabei wurde
beobachtet, dass eine Inhibition der PKC-aktivierten PKDI1 die
Phosphorylierung von Akt durch den Gg-Protein gekoppelten Rezeptor Agonist
ANGII stark erhohte und zudem eine verlingerte Aktivierung von Akt durch
PI3K-Aktivierung/PIP;-Generation verursacht wurde (257). Dies zeigt, dass
durch starke und/oder konstante Stimulation der PKC eine negative Regulation
von PIK3/Akt tiber die PKC-aktivierte PKD1 erfolgt. Die reduzierte PDKI1-
Aktivitidt durch Inhibition der PI3K konnte eine PKC-abhingige negative
Riickkopplung darstellt und eine persistente Aktivierung der PKC verhindern.
Neben der Agonist-induzierten Degradation bereits aktivierter PKC Isoformen
konnte eine verringerte initielle Phosphorylierung der PKC durch PKDI1-
Inhibition des PI3K/Akt/PDKI1-Signalweges die weitere Aktivierung der PKC
reduzieren. Dies konnte wiederum die Oberfliachenexpression und Aktivitidt des
NBCel-B, und anderer an der Iluminalen HCO;-Sekretion beteiligten

Anionentransporter beeinflussen.
Anhang E Regulation der Anionensekretion durch PKC

Einige Studien beschreiben die Inhibition der cAMP-stimulierten

Anionensekretion durch die PMA-aktivierten neuen PKCe und PKC9 Isoformen
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mit z.T. gegenldufigen Effekten der konventionellen PKC Isoformen (55, 334,
349).

Die unterschiedliche Regulation von Ionentransportern und der PKC durch
Forskolin, Carbachol und PMA haben ebenfalls verschiedene Auswirkungen auf
die apikale Anionensekretion. Sowohl cAMP, als auch Carbachol verursachen
eine erhohte apikale Membranexpression von CFTR bei parallel verringerter
NHE3-Expression und verstirkte Rekrutierung der Anionentransporter NKCC1
und NBCel in der basolateralen Membran (175). Forskolin erhoht den
intrazelluldren cAMP Level, was die apikale CI'-Leitfdhigkeit durch CFTR und
parallel die basolaterale Leitfidhigkeit fiir K" im Kolon erhoht (132, 382). K*
Kanile, die durch Ca® und cAMP aktiviert werden, hyperpolarisieren die
basolaterale Membran durch Extrusion von K*, was die Triebkraft fiir die
luminale Cl'-Sekretion durch CFTR ermoglicht (44). Forskolin verursacht eine
konstante Anionensekretion, wohingegen Carbachol nur eine transiente
Erhohung des I, auslost (286). Die beobachtete unterschiedliche Regulation des
basolateralen NKCC1 nach der Stimulation mit Forskolin, Carbachol und PMA
1st PKC-abhingig, mit der Aktivierung neuer PKC Isoformen und einer erhéhten

basolateralen Endozytose korreliert (59, 105, 250, 349).

Anhand von humanen Kolonozyten wurde bereits Anfang der 90er Jahre
beobachtet, dass eine Vorinkubation mit dem PKC Aktivator PMA die
Carbachol- und cAMP-stimulierte Anionensekretion PKC-anhingig verringerte
(39, 382). Die Stimulation mit Phorbolester fiihrte nach einer kurzzeitigen
Erhohung der intestinalen CI'-Sekretion zu einer verldngerten Inhibition (55, 59,
92, 384). Weitere Untersuchungen zeigten, dass PMA die cAMP-stimulierte
apikale CI'-Sekretion intestinaler Epithelzellen durch eine gesenkte basolaterale
PKC-abhiingige K'-Leitfihigkeit (23), verringerte Funktion und Expression des
NKCC1 (226, 228) und iiber eine erhohte PKC-abhingige basolaterale
Endozytose und Internalisierung des NKCCI1 inhibiert (250, 349). Zudem ist die

118



PKA-mediierte Aktivierung von CFTR von der Phosphorylierung der PKC
abhingig (10, 210, 311, 390).

Vermutlich sind neben konventionellen und neuen PKC Isoformen auch
atypische Isoenzyme bei der Modulation der Transporterexpression beteiligt.
PKC1 phosphoryliert und aktiviert das zytosolische Protein Ezrin in intestinalen
Epithelzellen, woraufthin Ezrin als Geriistprotein  Actinfilamente mit
Membranproteinen verbindet und die Protein Kinase A rekrutiert (374). Die
Aktivierung  konventioneller PKC Isoformen ist ebenfalls mit der
Phosphorylierung von Ezrin korreliert (4, 253). Die Endozytose und
Degradation von anderen organischen Anionen- und Glukosetransportern war
ebenfalls von der DAG-induzierten Translokation der neuen PKCg Isoformen

abhéngig (208, 357, 410).

Anhang F PKC-abhingige Interaktion von CFTR, DRA und NHE3

Viele Arbeiten bestdtigen den CI/HCO; Austauscher DRA und den CFTR-
Kanal als hauptsichliche Mediatoren der apikalen Anionensekretion (19, 30,
193, 372, 394, 396). Die indirekte Regulation der CFTR-mediierten
Anionensekretion durch PMA-aktivierte PKC Isoformen wurde Mitte der 90er
Jahre bestitigt (25, 209, 324, 354, 364). Frithe Untersuchungen an kolonischen
Epithelzellen zeigten, dass die Uberexprimierung von PKCa die Expression von
CFTR, sowie die cAMP- und Ca**-induzierte CI-Sekretion verhinderte (87) und
eine PKC-abhidngige Regulation der Leitfihigkeit und Stabilitit des CFTR-
Kanals in pankreatischen Zellen stattfindet (390).

DRA interagiert mit dem CFTR-Kanal iiber Geriistproteine (PDZ-Dominen)
und die Bindung der STAS-Domiine von DRA an die CFTR-R-Domine, was die
Offnungswahrscheinlichkeit des CFTR-Kanals um das 6-fache erhoht (187). Die
dadurch gesteigerte apikale Cl'-Sekretion durch den CFTR-Kanal sorgt fiir die

Bereitstellung von luminalem Chlorid, was den CI/HCO; Austausch durch
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DRA unterstiitzt. Die Bindung zwischen DRA und CFTR wird durch eine PKA-
mediierte Phosphorylierung der CFTR-R-Doméne reguliert, die wiederum von
PKC-abhingigen Phosphorylierungen der regulatorischen CFTR-R-Domiéne
abhingig ist und iiber PKA-induzierte Phosphorylierungen die Bindung der
regulatorischen Doméne an andere Doménen des CFTR-Kanals ermoglicht (10,
63, 64, 311). Dabei zeigte sich, dass die simultane Aktivierung der PKC durch
PMA und der PKA durch cAMP zu einer verstirkten Interaktion der
regulatorischen Domine mit anderen Doménen von CFTR fiihrte (311). Die
Interaktion von PDZ mit DRA erleichtert dessen endosolmale Membraninsertion
(211) und DRA wird durch intrazellulires Ca™, jedoch nicht durch PKC oder
PKA inhibiert (196). Eine Aktivierung von CFTR inhibiert sowohl die
elektroneutrale Na'-Absorption durch NHE3, als auch die elektrogene Na'-
Absorption durch ENaC (193). Von Lee-Kwon et al. wurde beschrieben, dass
eine erhohte intrazellulire Ca**-Konzentration durch Carbachol die Na*CI-
Absorption inhibiert, eine rapide PKCo-abhédngige Inhibition von NHE3 zur
Folge hat und die durch Carbachol aktivierte PKCa Isoform wahrscheinlich die
Endozytose von NHE3 stimuliert (80, 93, 204, 405).

PKC Isoformen sind auch bei der Interaktion von CFTR und NHE3 beteiligt.
Die durch Ezrin verankerte PKA initiiert die Phosphorylierung des Na'/H"
exchanger regulatory factor 1 (NHERFT1) (378), der als Kofaktor bei der cAMP-
und cGMP-mediierten Regulation der Salz- und Wasserabsorption, sowie
Sekretion im Intestinaltrakt durch die Regulation von NHE3 und CFTR eine
wichtige Rolle spielt (53, 94). Es wurde gezeigt, dass PKCg an den Rezeptor fiir
aktivierte C Kinasen (RACK1) bindet, der zusammen mit NHERF1 die cAMP-
induzierte Interaktion von CFTR und NHE3 bzw. die Inhibition von NHE3
reguliert (14, 209, 210, 385).

Somit wird die Aktivierung, Expression von CFTR und Interaktion von

CFTR/DRA, CFTR/NHE3 und die Aktivitit und Oberflachenexpression des
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NBCel, der das fiir die apikale Sekretion benotigte HCO5;™ importiert, von PKC

Isoformen reguliert.

Anhang G Regulation der Elektrolytabsorption durch die PKC

ANGII ist ein wichtiger Regulator der Aldosteronproduktion und fiihrt in der
Nebenniere zu einer PKC-vermittelten Aktivierung der PKD und einer erhohten
Aldosteronproduktion (51, 262). Aldosteron stimuliert innerhalb des murinen
distalen Kolon die elektrogene Na'-Absorption durch ENaC (193, 285) und
innerhalb des proximalen Kolon die elektroneutrale Na*Cl-Absorption und K-
Sekretion (359, 360). Die PKC-abhingige Aldosteronproduktion reguliert somit
indirekt die elektroneutrale und elektrogene Absorption von Na'/Cl. Die
Sekretagoga Forskolin und Carbachol verursachen eine Aktivierung von PKC
Isoformen und es ist bekannt, dass erhohte cAMP- und Ca**-Konzentrationen
die Na*/CI'-Absorption inhibieren (22, 193). Dies ist allerdings nicht der einzige
regulatorische Signalweg, weil eine ANGII-vermittelte Regulation des
intestinalen NHE3 unabhéngig von Aldosteron nachgewiesen wurde (249). Es
wire aber interessant zu untersuchen, ob die Sekretogoga-mediierte Regulation
der Na'CI'-Absoption und die Inhibition verschiedener PKC Isoformen durch
deren Einfluss auf die PKD-vermittelte erhohte Aldosteronproduktion bedingt

1st.

Anhang H Regulation der Transportstochiometrie des NBC

Es wurde eine unterschiedliche Transportstochiometrie des pankreatischen
NBCel (NBCel-B) und des renalen NBCel (NBCel-A) gefunden, wenn diese
in verschiedenen Zelllinien exprimiert wurden (136). Bei einer Expression in
renalen proximalen Tubuluszellen der Maus zeigten beide Transporter eine
Stochiometrie von 3:1 (HCOs;/Na®). Wurden hingegen NBCel-A/B in
pankreatischen Zellen exprimiert, betrug ihre Stochiometrie 2:1 (HCO;/Na")
(136). Der Effekt einer verianderten Stochiometrie von 3:1 zu 2:1 in NBCel-A-
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transfizierten murinen Nierenzellen wurde durch eine PKA-abhingige
Phosphorylierung von Ser> des NBCel-A beobachtet (137). NBCel-B

1026) wie

Transporter besitzen eine identische PKA-Phosphorylierungsstelle (Ser
der NBCel-A, jedoch zusitzlich eine Thr*’-Phosphorylierungsstelle des N-
Terminus. Gross et al. zeigten jedoch, dass eine Phosphorylierung von Thr*’ des
N-Terminus des NBCel-B in pankreatischen Zellen die cAMP-induzierte
Membranleitfahigkeit erhoht ohne die Stochiometrie von 2:1 zu verdndern
(135). Bei einer Expression des NBCel-B in renalen Zellen fiihrte hingegen die
PKA-mediierte Phosphorylierung von Ser'’** des NBCel-B zu einer verinderten
Stochiometrie von 3:1 zu 2:1 (135). Als mogliche Ursache wurde von Gross et
al. angefiihrt, dass in der Niere moglicherweise einzigartige Komponenten fiir
eine 3:1 Stochiometrie vorhanden sind und die Transportrate des NBCel
Zelltyp-abhingig ist (136, 137, 139). Miiller-Berger et al. zeigten 2001, dass
Na’/HCO; Kotransporter aus der Niere von Ratten, die in Xenopus Oozyten
exprimiert wurden, ihre Stochiometrie infolge erhdhter intrazellulirer Ca**-
Konzentration hingegen von 2 HCOs : 1 Na* zu 3 HCO; : 1 Na* konvertieren
und so den HCO;-Transport steigern konnen (246). Die Protein Kinase C
konnte als Kinase von Serin- und Threoninresten bei der cAMP- und Ca**-
bedingten Phosphorylierung eine Rolle spielen. Bisher ist allerdings nicht
bekannt, ob und unter welchen Bedingungen der NBCel-B in humanen Zellen

in vivo durch die PKC direkt phosphoryliert und ob das die NBCel-B

Transportstochiometrie veridndert.
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