Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung 1
2 Literaturiibersicht 3
21 ZystiSChe FIBroSe (CF)........coviiiiiieieeeie e 3
2.1.1  Pathologische Veranderungen bei Jugendlichen und Erwachsenen mit CF ..... 3
2.1.2 Pathologische Veranderungen bei Neugeborenen und Sauglingen mit CF ...... 5
2.1.3  Strukturelle Verdnderungen des unteren Respirationstrakts bei Feten,
Neugeborenen und Sauglingen mit CF ...........cccoooviiiiiriieecieceee s 7
22 Der Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator CFTR .................... 8
2.2.1  Funktion von CFTR als lonenkanal ...............coecveieinineniciieiineneeeececee 8
2.2.2 Einfluss von CFTR auf andere lonenkandle .............c..cceoeirenenenenicnincncnns 8
2.2.3 Einfluss des lonentransports auf den Mukus des Respirationstraktes .............. 9
2.2.4 Einfluss des lonentransports auf die Mukusschicht des Dickdarms................. 10
225 Expressionsmuster von CFTR beim Menschen.............ccocceeveiiininnnncnieennne. 11
2.26 Expressionsmuster von CFTR bei der Organentwicklung des unteren
Respirationstraktes und des Darms beim Menschen.............cccccccceeevrecneenen. 12
2.2.6.1  Organentwicklung der Lunge...........cceecueeeiieiiiiniiencieecie e 12
2.26.2 Organentwicklung des Intestinaltrakts .............cccocervieriiiiininnienence 13
226.3 Prénatale Expression von humanem CFTR im unteren Respirationstrakt
und dem Dickdarm ... 14
23 Pathogenese der CF im Zusammenhang mit CFTR und dem epithelialen
Natriumkanal ENaC ............ccocooiiiiiiicceeeeeeceeee e 16
231 Mutation des CFTR-GENS ..........ccccouiuiriminieiiinteeee ettt 16
2.3.2 Auswirkung der CFTR-Mutation auf die Klinik der CF...............ccccocevininnenen. 18
2.3.3 Pathophysiologie der CF in den luftfihrenden Wegen.............ccccooveveninnnne. 19
2.3.4 Pathophysiologie der CF im Darm.............cccoeeueevuieniieeiieenieeieeeee e 20
2.3.5 ENaC und CF - eine kontroverse DiSKUSSION............cccccceveruereeieincnenienieene 20
24 Therapieansatze der CF..............ccovovieeiieiiicieeieeceesee et see e e e 21
Bibliografische Informationen E

http://d-nb.info/1235768139 digitalisiert durch 1

BLIOTHE



http://d-nb.info/1235768139

INHALTSVERZEICHNIS

Vi

241

242

243

244

245
25

251

252
26

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8
4.8.1
482
483
4.8.4

4.8.5
486

Mutationsunabhangige, symptomatische Behandlung der Lungenerkrankungen

CFTR-ModUIAtOrEN ........ooiiiiiieiiiiiiii e 22
Gentherapie der CF ..........ccooiiiiiiiieiieicceee et e 25
Weitere TherapieanSatze ..................ccooiiiiiiiiiiiici 25
Soziale Aspekte bei der Therapie der CF.............cccoooiiiiiiiiii 26
Tiermodelle flr CF .........cccoooiiiiiiiiiiic e 27
CF-Mausmodelle............ccoiiiiiiiiiiiiiiicc e 28
CF-Schweinemodelle ............cccociiiiiiiiiiiieiieee e 29

CFTR und seine mdgliche Rolle in der Organentwicklung des

Respirationstrakts ...........cccooiiiiiiiiiiiii e 31
Arbeitshypothese, Ziele und Versuchsaufbau .33
Material und Methoden 35
Studiendesign UNd TIEre ............ccooiriiiiiiiiiiiieece e 35
Eigenschaften der RNA und Extraktion der totalRNA ..............ccccoovierieinienns 37
Konzentrationsmessung der totalRNA..............ccooeiiiiiiiiie s 39
Qualitative Kontrolle der totalRNA.................cccoviiiii 40
Reverse Transkription der totalRNA zu cDNA ... 40
Funktionsweise der PCR und RT-qPCR..........cccccceiiiiiiieiiecceeeeeeeee e 41
Primer DESIGN ....cc.eeoiiiiiiiiiiiiieteeee sttt 43
Etablierung der Primersysteme ............ccccccoiiiiiiiiiiiniiiinceeenee 47
Schmelzkurvenanalyse mittels SYBR-Green RT-qPCR ...........ccccoovevieeniienns 47
Aufreinigung des RT-qPCR Produktes.............ccccooiiiiiininiiiiniiiiccce 48
Sequenzierung des RT-gPCR Produktes .............cccccoienieniininenieniccneeen 49
Funktionstest der Sonden und Ausschluss von Kreuzreaktion mit genomischer
DINA ettt bbbt b ettt s et n e 49
Erstellen einer cDNA-Verdinnungsreihe..............coccoviiniieceeniecsieeciie s 51
Ermittlung der optimalen Annealing-Temperatur ................cccccceviiniiiienenene 52



INHALTSVERZEICHNIS

487

4.9

4.10
4.1
412
4.13
4.14
4.15
4.16
417

5.1
5.2

53

54

55

6.1

6.1.1
6.1.2
6.1.3
6.1.4

6.2

Test auf Effizienz der RT-QPCR mittels Tagman-RT-gPCR  mit
VerdinnUNGSTEINE................ouiueuieiicceceeeeeeeeeeeee et eenes s 53

Messung des gewebespezifischen Expressionsievels von pCFTR und

PSCNNTB ...t eenen e 54
Ermittlung der stabilsten housekeeping Gene mittels GeNorm........................ 54
Statistische Auswertung der MRNA-EXPression..................ccococueveveeevveeenenn. 55

Anfertigung von Paraffinblécken aus den formalinfixierten Gewebeproben .....56

Anfertigung von Leerschnittpraparaten....................ccoeeeoveeeeeeeeesesesrnn, 57
Ubersichtsfarbung der GewebesChRitte. ................oveeveevveeeereeeeeeeeeeeeeer, 58
Funktionsweise der Immunhistochemie.................ccccocuviiiceieenicirceeeen 59
Immunhistologische FArbUNG ............cceueiiiiiiieicceceeceee e 60
Auswertung der immunhistologischen Schnittpréparate .................................. 64
Untersuchungsergebnisse 65
Ct-Werte der einzelnen Gene in den untersuchten Proben ............................. 65

Pré- und postnatale relative mRNA-Expression der untersuchten Gene in der
TrACHEA.........oiiic et 71

LUNGE ...ttt ettt ettt ettt ee e s ee e eae s en e 75
Pré- und postnatale relative mRNA-Expression der untersuchten Gene im
DICKAAIM.......oviiiiii ettt 79
Zellulére Lokalisation des pCFTR-Proteins ............ccccoeveveieeeeveeeieeeeeeeee. 81
Diskussion 84

Vergleich der pré- und postnatalen zeit- und gewebeabhangigen Expression

von pCFTR und hCFTR im Respirationstrakt und Dickdarm............................ 85
Expressionsmuster von pCFTR in der Trachea im Vergleich zu hCFTR.......... 85
Expressionsmuster von pCFTR in der Lunge im Vergleich zu hCFTR............. 86
Expressionsmuster von pCFTR im Dickdarm im Vergleich zu hCFTR............. 89

Zusammenfassender Vergleich der pCFTR-Expression in der pranatalen
Entwicklung mit dem hCFTR im Respirationstrakt und im Dickdarm ............... 90

Vergleich der pré- und postnatalen zeit- und gewebeabhéngigen Expression
von pENaC im Vergleich zu hENaC ............cccocoviiiiiniiiiiceceecee 92

Vil



INHALTSVERZEICHNIS

6.3

6.4
6.5

10

1

12
121
12.2

13

14

15

16

Vill

Zusammenhénge zwischen der Expression der untersuchten Gene und der

Organentwicklung im unteren Respirationstrakt und dem Dickdarm............
MethodenkKritiK............ocuiiiiiiiiii e
AUSDICK. ...

Zusammenfassung

Summary

Abbildungsverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Literaturverzeichnis

Anhang

Alter, GroRe, Gewicht und Konservierungstechnik der verwendeten Tiere.....

Verwendete Chemikalien und Geréate sowie deren Hersteller......................

Publikationsliste

Finanzielle Férderung

Danksagung

Selbststdndigkeitserklarung




