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1. Abkürzungsverzeichnis 

ABC-Transporter 

Proteinkinase B          AKT 

anoctamin 1          Ano1  

Adenosin 5´tri (di) phosphate        ATP/ADP 

calcium-activated chloride channel        CaCC 

zyklisches AMP          cAMP 

zystische Fibrose          CF 

cystic fibrosis transmembrane conductance regulator     CFTR 

casein kinase 2         CK2 

Dexamethason, dexamethasone        Dexa  

Ethylendiamintetraessigsäure        EDTA  

epithelialer Natriumkanal         ENaC  

endoplasmatic reticulum-associated degradation pathway     ERAD 

Glukokortikoide, glucocorticoids        GC  

Glukokortikoidrezeptor         GR 

Guanosintriphosphatase         GTPase 

Horseradish peroxidase        HRP  

mukoziliäre Clearance         MCC  

mitochondrial ribosomal protein s18a       Mrps18a 

Natrium-Kalium-Adenosintriphosphatase       Na,K-ATPase 

nukleotidbindende Domäne        NBD  

N-myc downregulated gene 1        NDRG1 

Neural precursor cell expressed developmentally downregulated gene 4-like  NEDD4L 

Natrium-Kalium-Cotransporter        NKCC1 

periziliäre Flüssigkeitsschicht, periciliary liquid layer      PCL 
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PSD 95/SAP 90, Disc large, Zonula occludens-1     PDZ 

Phosphoinositid-3-Kinase         PI3K 

FYVE finger-containing phosphoinositide kinase      PIKfyve  

Proteinkinase A/B/C         PK- A/B/C 

cytoplasmatische regulatorische Domäne       R-Domäne 

Respiratory distress syndrome       RDS 

real time quantitative polymerase chain reaction      RT-qPCR 

serine/threonine-protein kinase, serum and glucocorticoid-regulated kinase 1 SGK1 

transmembrane domain         TMD 

transmembrane member 16A        TMEM16A 
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4. Einleitung 

Glukokortikoide (GC) haben vielfältige Einflüsse auf physiologische Regulationskaskaden. So wird 
durch GC u.a. der Ionentransport im respiratorischen Epithel reguliert. In distalen Atemwegen wirken 
sich GC stimulierend auf den epithelialen Natriumkanal (ENaC) aus. Hierdurch kommt es intrauterin 
zur Umstellung des initial sekretorischen Phänotyps des fetalen respiratorischen Epithels zum 
Überwiegen absorptiver Vorgänge. Als Folge nimmt die intraluminale Flüssigkeit innerhalb der fetalen 
Atemwege ab und die Diffusionsstrecke des Sauerstoffs wird verringert. Dies stellt sich als Resultat 
parallel ansteigender maternaler GC-Serumlevel dar und bildet somit einen bedeutenden Teil der 
perinatalen Transition der fetalen Lunge zum postnatal gasaustauschenden System. Vor Beginn der 
Transition überwiegt die Aktivität eines sekretorischen apikalen Chloridkanals, dem cystic fibrosis 
conductance regulator (CFTR). Als Gegenspieler zum ENaC gewährleistet der CFTR einen 
transepithelialen Flüssigkeitsstrom in das Lumen des respiratorischen Systems mit daraus 
resultierender Initiierung eines Proliferations- sowie Differenzierungsreizes auf das Lungengewebe. 
(Harding und Hooper 1996; Larson et al. 2000) 

Die Lunge lässt sich hinsichtlich Funktionalität als auch Anatomie in unterschiedliche Kompartimente 
unterteilen. Man spricht vom gasaustauschenden sowie vom luftleitenden Kompartiment; ebenso 
unterscheiden sich die jeweiligen Bereiche hinsichtlich Zellverbandsstruktur und Ionenkanalbesatz. Die 
bisher veröffentlichten Daten zum Einfluss von GC auf pulmonale Ionentransporte bezogen sich meist 
auf distale Bereiche, wohingegen wenig über die Wirkung von GC auf die in den proximalen 
Atemwegen ablaufenden Transportprozesse bekannt ist. Im Hinblick auf die Anwendung von GC zur 
Induktion der Lungenreifung bei drohender Frühgeburt oder als anti-inflammatorisches Medikament 
stellt sich die Frage, ob und in welcher Form es zu einer Beeinflussung des proximalen pulmonalen 
Ionentransportes kommt. Beachtet man, dass die mukoziliäre Clearance (MCC), die 
Selbstreinigungsfunktion der Lunge, sehr stark von einem Gleichgewicht der periziliären 
Flüssigkeitsbewegungen als Folge gerichteter perimembranöser Ionentransporte abhängt, nimmt die 
Bedeutung der Frage nach den Auswirkungen eines gängigen Therapeutikums neben der Erlangung 
größeren Verständnisses für physiologische Prozesse weiter zu. Daher beschäftigt sich diese Arbeit mit 
den Auswirkungen von GC auf den Ionentransport des proximalen respiratorischen Epithels im Hinblick 
auf den CFTR und hiermit vergesellschafteter intrazellulärer Signalwege. 

 

4.1 Der CFTR und seine Rolle im epithelialen Chloridtransport  

Die Funktionalität diverser schleimhautauskleidender Epithelien ist abhängig von einem aufeinander 
abgestimmten Gleichgewicht absorbierender wie auch sezernierender Vorgänge. Der CFTR ist an der 
apikalen Plasmamembran der Epithelzelle einiger solcher Epithelien zu finden. So z.B. im Pankreas, den 
Schweißdrüsen, dem Dünndarm, dem Nierenepithel sowie den Atemwegen. 

In den Atemwegen generiert im sekretorisch aktiven Epithel eine basolaterale Na, K-ATPase einen den 
ebenfalls basolateralen Na-K-2Cl-Cotransporter (NKCC) antreibenden Natriumgradienten. Die dadurch 
ansteigende intrazelluläre Chloridkonzentration sowie eine aufgrund des basalen Kaliumausstroms 
hyperpolarisierte Membran bilden die Triebkraft für den extrazellulär gerichteten Ausstrom der 
Chloridionen über Chloridkanäle der apikalen Membran, wie dem CFTR. Dem daraus entstehenden 
osmotischen Gradienten folgt Wasser transzellulär ins Lumen. (Cassin et al. 1986; Olver und Strang 
1974; Barker et al. 1995a)  
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Abbildung 1: Flussdiagramm Ionenströme im Atemwegsepithel. Bei der Sekretion kommt es durch eine über einen basalen 
Na+-Gradienten angetriebenen NKCC zum Ansteigen von [Cl-]iz wodurch die Triebkraft für den nach intraluminal gerichteten 
Cl--Efflux durch den CFTR bereitgestellt wird. Den Ionen folgt Wasser transzellulär. Kommt es aufgrund apikal vorhandener 
ENaC jedoch zum Na+-Einstrom in die Zelle, kann kein Cl--Ausstrom erfolgen und der intraluminale Ionenverlust bewirkt eine 
Absorption. 

 

Im Falle einer überwiegenden Aktivität des ENaC wird die durch die Na, K-ATPase aufgebaute 
Triebkraft genutzt, Natriumionen über die apikale Membran in das Zellinnere zu transportieren. Dieser 
Prozess wirkt aufgrund des ebenfalls trans- und parazellulär folgenden Wassers absorbierend und 
somit reduzierend auf das intraluminale Flüssigkeitsvolumen. 

 

4.2 Die Struktur und Regulation des CFTR 

Der CFTR ist ein membrangebundener Proteinkomplex mit den Eigenschaften eines Adenosin 
5´triphosphat (ATP)-abhängigen Chloridionenkanals. (Anderson et al. 1991a; Anderson et al. 1991b; 
Kartner et al. 1991) Kodiert durch einen Bereich auf Chromosom 7, entsteht nach posttranslationaler 
Modifikation das CFTR-Protein. Der funktionsfähige Kanal besteht aus zwei Untereinheiten mit je sechs 
kanalbildenden Transmembrandomänen (TMD), zwei Nukleotidbindungsdomänen (NBD) sowie 
zytoplasmatischer regulatorischer Domäne (R-Domäne) als Bindeglied zur Interaktion mit 
regulierenden Proteinen. Diese R-Domäne kann durch Proteinkinasen phosphoryliert und der Kanal 
somit aktiviert werden. Außerdem enthält der CFTR weitere Bindedomänen für Protein-Protein-
Wechselwirkungen. So besteht über den C-Terminus die Möglichkeit zur Interaktion mit über die PDZ-
Domäne regulierend wirkender Proteine. Hierbei handelt es sich um sequenzspezifisch 
proteinbindende Domänen zur Signalübertragung in der intra- als auch interzellulären 
Kommunikation. (Nourry et al. 2003) PDZ stellt ein Akronym aus den drei Proteinen dar, an welchen 
diese Domäne erstmals beschrieben werden konnte (PSD95/SAP90, Discs large, Zonula occludens-1). 
Aufgrund der Homologie der beiden NBDs und damit bestehender großer Ähnlichkeit zu anderen ABC-
Transportern, wird der CFTR dieser Transporterfamilie zugeordnet. (Hyde et al. 1990; Deeley und Cole 
1997) 
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Abbildung 2: Struktur des CFTR. Der CFTR setzt sich zusammen aus zwei Untereinheiten, die jeweils aus sechs 
Transmembrandomänen (TMD) geformt werden. Anhängig befinden sich an jeder TMD zwei Nukleotidbindungsdomänen 
(NBD) sowie eine zytoplasmatische regulatorische Domäne, über die eine Steuerung der Aktivität des CFTR ermöglicht wird. 
Über C-terminale Strukturen bestehen weitere Interaktionsmöglichkeiten mit intrazellulären Strukturen. (Sheppard und 
Welsh 1999)  

 

Der CFTR durchläuft auf dem Wege zum zellmembranständigen funktionsfähigen Protein eine 
komplexe posttranslationale Modifikation. (Patrick und Thomas 2012) Im Rahmen dieser 
Prozessierung kommt es zu hydrophoben Anlagerungen nahe des C-Terminus der NBD. Diese sind 
essentiell für die Reifung und Stabilität des Proteins. (Gentzsch und Riordan 2001) So gelangen lediglich 
20-40% erfolgreich gefaltetes und glykosyliertes Wildtyp-Protein in heterologen Zellsystemen (HeLa-
Zelllinie) an die Zelloberfläche. Bis zu 75% werden davor im ERAD System (ER-associated degradation 
pathway) abgebaut. (Ward und Kopito 1994) In CFTR-exprimierenden Zelllinien wie Calu-3 sowie T84 
werden hingegen nahezu 100 % erfolgreich auf der Zellmembran exprimiert. Diese Unterschiede 
gehen vermutlich auf eine zwischen den Zelltypen divergierende Ausstattung an der Proteinreifung 
beteiligter Proteine zurück. (Varga et al. 2004) 

Beim CFTR handelt es sich um einen nahezu vollständig anionselektiven Chloridkanal mit geringem 
Einzelkanalstrom sowie linearer Strom-Spannung-Beziehung. Die Offenwahrscheinlichkeit ist 
bestimmt durch ein eng abgestimmtes Netzwerk aus Proteinkinasen und Phosphatasen, welche an den 
vielen Konsensus-Phosphorylierungsstellen der R-Domäne und den ebenfalls dort befindlichen 
geladenen Aminosäuren ansetzen. (Hyde et al. 1990; Sheppard und Welsh 1999) Nach erfolgter 
Phosphorylierung sowie bei Anwesenheit von ATP an der NBD und dort erfolgter ATP-Hydrolyse öffnet 
sich der Ionenkanal. Somit stellt ATP einen essentiellen Cofaktor für die Funktionsfähigkeit des Kanals 
dar. Die Phosphorylierung an der R-Domäne des intrazellulären Teils des CFTR erfolgt durch die 
Proteinkinase A (PK-A) und die Proteinkinase C (PK-C). (Valdivieso und Santa-Coloma 2013) Die PK-A 
stellt dabei die bedeutendste Kinase hinsichtlich der Regulierung der Aktivität des CFTR als 
Chloridionenkanal dar. Die PK-C allein vermag, verglichen mit den Stromflüssen nach Aktivierung durch 
die PK-A, lediglich 15 % des CFTR-Stroms hervorzurufen. (Berger et al. 1993) Bei Blockierung der PK-C-
abhängigen Phosphorylierung zeigt sich jedoch, dass die PK-A alleine den CFTR in heterologen 
Zellsystemen nicht aktivieren kann. (Jia et al. 1997) Jia et al. interpretieren daher eine konstitutive 
Phosphorylierung des CFTR durch die PK-C als Voraussetzung für eine durch die PK-A ausgeführte 
Aktivierung des CFTR-abhängigen Chloridstroms. Der Abbau des CFTR von der Zelloberfläche erfolgt 
durch Ubiquitinylierung mittels Ubiquitinligasen, wie der Neural Precursor Cell Expressed, 
Developmentally Downregulated 4-Like (NEDD4L), gefolgt von anschließender Degradierung im 
Proteasomen-Komplex. (Ward et al. 1995) 
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4.3 Die (Patho-) Physiologie des CFTR 

Der CFTR spielt über einen osmotisch bedingten transepithelialen Flüssigkeitstransport eine Rolle in 
der Regulierung der Viskosität diverser Körpersekrete aus Pankreas, Schweißdrüsen, Dünndarm, Niere 
sowie dem respiratorischen Epithel. Je nach beteiligtem Organ hat dies Einfluss auf die Funktionalität 
der Verdauung, Hormonsekretion, Temperatur- und Salzhaushaltregulation sowie auf den 
Gasaustausch. Beim respiratorischen Epithel scheint der CFTR bereits an der Entwicklung pulmonaler 
Strukturen beteiligt zu sein. Die Höhe der CFTR-Expression ist entwicklungsabhängig reguliert. Im 
Epithel der fetalen Atemwege liegt die höchste Expressionsdichte im ersten und zweiten Trimenon der 
Gravidität vor, gefolgt von einem Rückgang im dritten Trimenon. (Trezise et al. 1993; Tizzano et al. 
1993; Tebbutt et al. 1995; Broackes-Carter et al. 2002) In der postnatalen Lunge hingegen ist die 
Expression des CFTR nahezu einzig auf submuköse Drüsen der luftleitenden Atemwege beschränkt. 
(Engelhardt et al. 1992; Engelhardt et al. 1994) So ist die Lunge während der fetalen Entwicklung 
intraluminal mit aktiv durch das Lungenepithel sezernierter, vor allem chloridhaltiger Flüssigkeit 
gefüllt. (Jost und Policard 1949; Alcorn et al. 1977; Adamson et al. 1969) Studien lassen vermuten, dass 
die CFTR-Expression während der Lungenentwicklung durch eine Steigerung des intraluminalen 
Flüssigkeitsdrucks einen Proliferations- wie auch Differenzierungsreiz auf das pulmonale Epithel 
ausübt. (Harding und Hooper 1996; Larson et al. 2000) Bei fetalen Lämmern wurde gezeigt, dass eine 
Drainage der pulmonalen intraluminalen Flüssigkeit und damit einhergehende Aufhebung des 
intraluminal erzeugten Drucks eine fehlende Ausdifferenzierung des Lungenepithels sowie eine 
Hypoplasie der Lunge zur Folge hat. (Alcorn et al. 1977) 

Kommt es jedoch durch eine intrauterine Okklusion der fetalen Trachea oder durch eine verstärkte 
CFTR-Expression nach viralem Gentransfer in utero zur Zunahme der intraluminalen Flüssigkeit, führt 
dies zu einer gesteigerten pulmonalen Zellproliferation sowie vermehrten Differenzierung des 
respiratorischen Epithels. (Paepe et al. 1998; Harrison et al. 1996) Dieses Prinzips bediente man sich 
im Tiermodell der kongenitalen Zwerchfellhernie, einem schwerwiegenden Krankheitsbild, welches in 
einer Lungenhypoplasie mit unzureichender Differenzierung des respiratorischen Epithels resultiert. 
Die intrauterine Überexpression des CFTR verbesserte die Alveolarisierung, möglicherweise durch 
Steigerung der intrauterinen Flüssigkeitssekretion und Erhöhung des intraluminalen Drucks. (Larson 
und Cohen 2006; Larson et al. 2000) Diese Studien legen eine zentrale Bedeutung der intrauterinen 
Chlorid- und Flüssigkeitssekretion und der daraus resultierenden Druckverhältnisse bei der fetalen 
Lungenentwicklung nahe.  

Des Weiteren bildet jene Flüssigkeit zu einem großen Anteil das Fruchtwasser, welches den Feten in 
utero umgibt und als Schutz bei Bewegungen dient. Im Laufe der intrauterinen Entwicklung erfahren 
die Ionentransportvorgänge des Atemwegepithels, zeitgleich zum Anstieg fetaler GC-Serumlevel, eine 
Veränderung. Distale Alveolarepithelien werden durch eine gesteigerte ENaC-vermittelte 
Natriumabsorption sowie durch einen Rückgang der CFTR-vermittelten Chloridsekretion zu 
überwiegend Flüssigkeit absorbierenden Zellen. Diesen Mechanismus nutzt man für die 
Lungenreifeinduktion bei drohender Frühgeburt. Treten Störungen der pränatalen 
Elektrolytbewegungen auf, kann z.B. das Atemnotsyndrom des Frühgeborenen (RDS, postnatal 
respiratory distress syndrome), eine sogenannte feuchte Lunge mit eingeschränkter 
Diffusionskapazität aufgrund reduzierter Gasaustauschfläche sowie verlängerter Diffusionsstrecke, die 
Folge sein. (Kindler et al. 1993) 

Auch die Selbstreinigungsfunktion der Lunge ist angewiesen auf ausgeglichene Flüssigkeits- 
bewegungen über das Lungenepithel. Aus den CFTR-abhängigen Transportmechanismen resultiert der 
Aufbau eines periziliären Flüssigkeitsfilms (PCL). (Tarran et al. 2006; Tarran et al. 2002) Dieser dient 
der Lunge als Partikelvektor. Der korrekte zweigeschichtete Aufbau des PCL ermöglicht es den 
zilientragenden Zellen des Atemwegepithels die in der obersten Schicht gelösten Partikel durch 
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oralwärts gerichteten Zilienschlag hinauf zu befördern. Bei Fehlregulationen kommt es aufgrund eines 
ineffizienten Abtransports zu chronischen Entzündungen. (Livraghi und Randell 2007) Auch Pilewski et 
al konnten zeigen, dass im Falle einer eingeschränkten CFTR-Funktion und einer damit verbundenen 
Hyperabsorption von Natriumchlorid durch den ENaC der periziliäre Salz- und Wassergehalt abnimmt 
und hierdurch die MCC in ihrer Funktion beeinträchtigt wird. (Pilewski und Frizzell 1999) 
Hinzukommend scheint Prednison schon in kleiner Dosis die Transportfähigkeit des Mukus zu 
reduzieren. (Oliveira-Braga et al. 2012) Auch in diesem Zusammenhang sind bisher wenige Daten über 
die Auswirkungen von GC verfügbar. 
 
Defekte im CFTR-Gen äußern sich letztendlich in einer Abnahme der CFTR-Einzelkanalaktivität oder in 
einer verminderten Oberflächenexpression des membrangebundenen Kanals, der Ursache der 
zystischen Fibrose (CF), einer autosomal-rezessiven Erkrankung. (Riordan et al. 1989) Bei der 
häufigsten Mutation im CFTR-Gen, deltaF508, fehlt aufgrund einer Deletion von drei Nukleotiden an 
der Stelle 508 die Aminosäure Phenylalanin. (Riordan et al. 1989) Das Protein kann nicht korrekt 
gefaltet werden, weshalb es nach der Proteinqualitätskontrolle im ERAD-System durch das Proteasom 
abgebaut wird. (Lukacs und Verkman 2012) Aufgrund der daraus resultierenden verminderten CFTR-
Aktivität kommt es zu einer erhöhten intraluminalen Sekretviskosität und daraus folgender 
Organfehlfunktion. (Farrell et al. 2008) Neben deltaF508 gibt es zahlreiche weitere Mutationen im 
CFTR-Allel wie Frameshift-, Stopp-, und Substitutionsmutationen, aus denen in der Gesamtheit eine 
geminderte Funktionalität resultiert. (Kerem et al. 1989) Auch durch eine Überaktivierung des CFTR 
können sich Pathologien entwickeln. So kommt es intestinal bei der Cholera durch bakterielle 
Exotoxine zu wässrigen Durchfällen. Dieses Enterotoxin sorgt über die Blockade der GTPase zu einer 
überschießenden Aktivität der Adenylatzyklase und daraus hervorgehend zu einer ungeregelten 
Zunahme an intrazellulärem cAMP. Durch diesen second messenger wird der CFTR kontinuierlich 
aktiviert, wodurch sich anhaltende wässrige Durchfälle einstellen, die bei unzureichendem Ausgleich 
des Flüssigkeitsverlustes v.a. bei Kindern rasch zum Tode führen können. (Cassel und Pfeuffer 1978)  
 

4.4 alternative Chloridkanäle 

Aufgrund von Beobachtungen, dass CF-Patienten sowie CF-knockout-Tiere nahezu keine 
makroskopischen Auffälligkeiten in der initialen Lungengerüstarchitektur besitzen, geht man davon 
aus, dass es neben dem CFTR weitere Chlorid-sezernierende Ionenkanäle im respiratorischen Epithel 
geben muss. Auf diesem Wege muss der intraluminale Flüssigkeitsdruck gewährleistet werden, ohne 
den eine suffiziente Reifung der Lunge nicht ablaufen kann. (Barker et al. 1995b; Clarke et al. 1994) So 
findet die Ionenkanalfamilie der Calcium-activated chloride channel (CaCC) im Zusammenhang mit 
einem epithelialen Chloridkanal Erwähnung. Der transmembrane member 16A, auch Anoctamin 1 
genannt (TMEM16a/Ano1), als Vertreter dieser Familie, konnte in sezernierenden Epithelien, so auch 
dem respiratorischen Epithel, nachgewiesen werden. (Huang et al. 2009; Oh und Jung 2016) Ferner 
scheint es auch bei Fehlen der TMEM16A-Funktion zu einer eingeschränkten MCC zu kommen. 
(Ousingsawat et al. 2009; Rock et al. 2009) Mehr Beachtung gewann der TMEM16A durch die 
Beobachtung, dass nach einem knockout des TMEM16A bei voll funktionsfähigem CFTR eine 
Tracheomalazie, unvollständige Knorpelspangen sowie instabile Atemwege die Folgen waren. 
 

Im Hinblick auf die vielfältigen Prozesse an denen der CFTR bzw. dessen korrekte Funktion gekoppelt 
ist, ist es das Ziel dieser Arbeit, der Frage nachzugehen, welchen Einfluss GC auf die Aktivität des CFTR 
ausüben und welche Regulationskaskaden z.B. im Proteinkinasenetzwerk dem unterliegen. Aus dem 
Verständnis der physiologischen Grundlagen dieser Transitionsregulation könnten Schlüsse zur 
Verbesserung der Behandlung von Lungenerkrankungen mit Schwerpunkt auf eine Fehlregulation der 
Flüssigkeitshomöostase gezogen werden. 
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4.5 Methodik – Etablierung der Methode 

Etablierung einer primären Trachealzellkultur 

Zur Gewinnung der primären Zellkultur erfolgten die Präparation von Rattentracheae sowie eine 
Kultivierung der Zellen auf kollagenbeschichteten Membraneinsätzen, sogenannten SnapWells. Die 
gewonnenen Zellverbände wurden für elektrophysiologische Messungen in der Ussing-Kammer 
genutzt. Zur Unterscheidung verschiedener Ionenkanäle wurden spezifische Aktivatoren sowie 
Inhibitoren verwendet. Aus parallelen Zellkulturansätzen wurde mit Hilfe von RNA-Kits mRNA 
gewonnen. Die Menge an mRNA konnte nach Umschreibung in cDNA mit Hilfe der RT-qPCR 
quantifiziert werden. Mittels Western Blot wurden Phosphorylierungszustände von betrachteten 
Kinasen bzw. Ligasen untersucht, um Rückschlüsse auf den Aktivierungsstatus zu ermöglichen. Die 
statistischen Analysen wurden mit GraphPad Prism durchgeführt. Die genauen Protokolle finden sich 
ausführlich in den jeweiligen beiden Publikationen. Registriernummer des Versuchsvorhabens: 
Landesdirektion Leipzig, T36/13 vom 21.12.2012. 

Das erste Ziel meiner Arbeit bestand in der Etablierung einer verlässlichen Methode zur Gewinnung 
einer primären Atemwegszellkultur. Als Modell bedienten wir uns der Ratte, da Studien eine größere 
Ähnlichkeit in der zellulären Zusammensetzung des Atemwegsepithels zum Menschen, verglichen mit 
sonst geläufigen Mausmodellen, gezeigt haben. (Widdicombe et al. 2001) Zusätzlich wurde die 
Genauigkeit der Messungen optimiert, indem ausschließlich drei Knorpelspangen oberhalb der Carina 
und drei Knorpelspangen unterhalb des Larynx verwendet wurden, um eine Mischkultur zu vermeiden. 
Dabei bediente ich mich unterschiedlicher publizierter Präparations- und Kulturanleitungen. 
(Kaartinen et al. 1993; Stutts et al. 1985; Yamaya et al. 1992; Lee et al. 1984; Bukowy et al. 2011; 
Widdicombe 1990) Die Kultivierungsbedingungen wurden in mehreren Aspekten variiert und 
optimiert. So musste u.a. die Zusammensetzung beschriebener Kulturmedien verändert werden, da 
diese z.B. Ethylendiamintetraacetat (EDTA) als Mediumzusatz verwendeten. Die Anwesenheit von 
EDTA hemmte jedoch die Enzymaktivität bei der enzymatischen Dissoziation des Gewebes. Die 
verwendete DNAse benötigt Magnesiumionen als essentiellen Cofaktor, welche jedoch durch EDTA als 
Komplexbildner cheliert werden. Darüber hinaus stellte sich der Zellverdau über 21 h bei 4 °C auf 
einem Wippbrett als optimal heraus. Ohne die kontinuierliche Durchmischung des Ansatzes schien es 
den Enzymen nicht möglich, den Zellverband suffizient von der trachealen Matrix zu lösen. Außerdem 
zeigten sich die abgelösten Zellen als Aggregate und es kam zu keinem suffizienten Adhärieren der 
Zellen auf den Membranen. Um eben dieses Anwachsen zu optimieren, wurden die 
Kultivierungsmembranen mit Kollagen beschichtet, wodurch ein effizienteres Wachstum erreicht 
werden konnte. (Widdicombe 1990) 

 

Elektrophysiologische Messung der Kanalaktivität 

Die Messung der Elektrolytbewegungen über das Epithel erfolgte mit Hilfe der Ussing Kammer. In 
einem Multi-Kanal-Kammersystem konnten bis zu 8 Epithelien parallel gemessen werden. 
Angeschlossen an eine variable Gleichstromquelle ist es möglich, anhand der Veränderungen von 
Potentialdifferenzen, Widerständen und Strömen sowie über die Zugabe unterschiedlicher 
Aktivatoren und Inhibitoren Rückschlüsse auf die Ionentransportvorgänge des Epithels zu erzielen.  
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Abbildung 3: Schema der Ussing Kammer. Durch das eingespannte Epithel in apikaler-basaler Ausrichtung wird die 
Kompartimentierung in vivo nachempfunden. Über Messungen von Strom, Spannung sowie Widerständen nach 
Veränderungen der Elektrolytzusammensetzung oder nach Hinzugabe spezifischer Inhibitoren/Aktivatoren sowie 
Veränderungen der anliegenden Gleichstromquelle können Aussagen über die Ionenkanalaktivität getroffen werden. 

 

Untersuchung der mRNA-Expression 

Zur Klärung der Wirkung von GC auf die mRNA-Expression bediente ich mich der RT-qPCR. Bei diesem 
Verfahren wird in Abhängigkeit zur amplifizierten Menge einer zuvor aus mRNA synthetisierten cDNA 
mit Hilfe von SYBR-Green eine Fluoreszenzintensität induziert. Mit Hilfe einer in der Konzentration 
vordefinierten cDNA-Verdünnungsreihe konnte diese Fluoreszenz zur Quantifizierung der cDNA- und 
damit auch der mRNA-Menge genutzt werden. Als Referenzgen verwendeten wir Mrps18a, ein 
mitochondriales ribosomales Protein, dessen Expression, verglichen mit anderen bekannten 
Referenzgenen, nicht durch die experimentellen Bedingungen beeinflusst wurde. (unveröffentlichte 
Ergebnisse der Arbeitsgruppe) Die gemessene cDNA-Konzentration ist somit proportional zur vorher 
aus der Zellkultur gewonnenen mRNA. 

 

Analyse der Proteinphosphorylierung 

Entgegen des ersten Vorhabens konnten keine Messungen der CFTR-Protein-Expression mittels 
Western-Blot durchgeführt werden, da sich keiner der zum Zeitpunkt der Experimente kommerziell 
verfügbaren Antikörper als spezifisch genug herausstellte, um eine verlässliche Protein-
Expressionsmessung zu gewährleisten. 

Mit Hilfe von Western Blots, die den Phosphorylierungsstatus bestimmter Proteine über primäre 
Antikörper bekannter Phosphorylierungssequenzen messen, erfolgte die Aktivitätsermittlung einiger 
Proteinkinasen wie der serum/glucocorticoid regulated kinase1 (SGK1), der Proteinkinase B (PKB/AKT) 
sowie der NEDD4L. Sekundäre Antikörper, konjugiert mit Meerrettich-Peroxidase (horseradish 
peroxidase – HRP) erlaubten über Chemilumineszenz eine Bestimmung der Proteinexpression bzw. des 
Phosphorylierungsstatus. 
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6.1 Hintergrund und Ziel: 

Ionenbewegungen über das Atemwegsepithel bilden die Grundlage einer definierten 
Zusammensetzung intraluminaler pulmonaler Flüssigkeit. Ein perinataler Anstieg maternaler und 
damit einhergehend fetaler Glukokortikoid (GC)-Serumlevel ist vergesellschaftet mit einer 
Veränderung im epithelialen Ionentransport der Lunge. So erfährt das respiratorische Epithel in einer 
perinatalen Anpassungsreaktion eine Transition fetaler Fruchtwasserproduktion hin zu überwiegend 
flüssigkeitsabsorbierenden Vorgängen. In den distalen Abschnitten spiegelt sich dies in einer 
Aktivierung flüssigkeitsabsorptiv wirkender epithelialer Natriumkanäle (ENaC) wider. Vor Beginn der 
Transition überwiegt ein sekretorisch aktiver, apikaler Chloridkanal, der cystic fibrosis transmembrane 
conductance regulator (CFTR). Als Gegenspieler zum ENaC gewährleistet der CFTR einen 
transepithelialen Flüssigkeitsstrom in das Lumen des respiratorischen Systems. Diese Prozesse 
ermöglichen den pulmonalen Gastaustausch sowie die Bereitstellung eines periziliären 
Flüssigkeitsfilms, welcher die postnatale mukoziliäre Clearance (MCC) gewährleistet. Während bereits 
gezeigt werden konnte, dass GC den ENaC vor allem in distalen Atemwegsepithelien in Expression und 
Aktivität steigern (Thome et al. 2003; Venkatesh und Katzberg 1997), gibt es bisher nur wenige Daten 
zum Einfluss von GC auf den CFTR. 

Das Ziel dieser Arbeit ist es, der Frage nachzugehen, welchen Einfluss GC auf die Aktivität des CFTR 
ausüben und welche Regulationskaskaden z.B. im Proteinkinasenetzwerk dem unterliegen. Dazu 
wurden die Unterschiede im Ionentransport wie auch in der RNA- bzw. Proteinexpression des CFTR 
unter Beeinflussung kinaseabhängiger Signalwege untersucht. 
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6.2 Ergebnisse 

 (die Ergebnisse beziehen sich, solange nicht anders erwähnt, auf das proximale 
 respiratorische Epithel der Ratte) 

1. GC haben keinen Einfluss auf die epitheliale Barrierefunktion (TEER). 

2. GC steigern sowohl cAMP- als auch spezifisch CFTR-abhängige Ionenströme. 

3. Die CFTR-mRNA-Expression wird durch GC reduziert.  

4. Die Hemmung der Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K) beeinflusst die basale CFTR-Aktivität nicht. 

5. Die Hemmung der PI3K negiert jedoch die GC-induzierte Steigerung der CFTR-Aktivität. 

6. Die PI3K-Inhibition beeinflusst basale sowie GC-induzierte cAMP-abhängige Ionenströme 

7. Die SGK1-Aktivität wird durch GC gesteigert, was durch eine Hemmung von GC-Rezeptoren 

(GR), als auch durch eine direkte Inhibierung der SGK1 verhindert wird. 

8. Eine Aktivierung sowie eine Hemmung der SGK1 beeinflusst jedoch die GC-vermittelte 

Erhöhung der CFTR-Aktivität nicht. 

9. Eine Hemmung der PKB/AKT hemmt den basalen sowie den GC-stimulierten CFTR-abhängigen 

Ionentransport. 

10. Die GC-induzierte Zunahme der AKT-Phosphorylierung und die damit einhergehende 

Steigerung der AKT-Aktivität wird sowohl durch eine GR-Blockade als auch durch eine AKT-

Inhibition verhindert. 

11. GC steigern die NEDD4L-Phosphorylierung und inhibieren dadurch die Ubiquitinligase. 

12. Die GC-induzierte NEDD4L-Phosphorylierung wird durch eine GR-Blockade als auch durch eine 

AKT-Inhibition verhindert. 

13. Eine Hemmung der SGK1 hat keinen Einfluss auf den GC-stimulierten Phosphorylierungslevel 

der NEDD4L.  

14. GC erhöhen die CFTR-Aktivität in Calu-3 Zellen innerhalb von 30 Minuten. 

15. Die mRNA-Expression des CFTR bleibt nach 30-minütiger Inkubation mit GC unverändert. 

16. GC steigern die mRNA-Expression des TMEM16A/Ano 1. 

Zusammenfassend kann durch die vorliegende Arbeit gezeigt werden, dass es durch GC zu einer 
Zunahme des CFTR-abhängigen Ionentransportes kommt und dass dieser aktivitätssteigernde Einfluss 
von der PI3K sowie der AKT abhängig ist, während die SGK1 nicht wesentlich in diesen 
Wirkmechanismus involviert zu sein scheint. Es ließ sich nachweisen, dass es durch GC zu einer 
gesteigerten Phosphorylierung von AKT, SGK1 sowie NEDD4L kommt, woraus eine Aktivitätssteigerung 
der AKT und der SGK1 sowie ein Rückgang in der NEDD4L-Aktivität resultieren. Eine AKT-Inhibition 
verhindert die zunehmende NEDD4L-Phosphorylierung, während eine Inhibition der SGK1 keinen 
Einfluss auf den NEDD4L-Phosphorylierungsstatus zeigt. Des Weiteren ergibt sich ein stimulierender 
Einfluss von GC auf die CFTR-Aktivität innerhalb von 30 Minuten. Im Gegensatz zum Ionentransport 
zeigten GC keinen Einfluss auf den Epithelwiderstand und damit die Barrierefunktion der Zellkultur. 
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7. Diskussion 

 

Die Grundlage zur Untersuchung eines möglichen Einflusses von GC auf die Ionenkanalaktivität im 
proximalen Atemwegsepithel stellt eine primäre Zellkultur des respiratorischen Epithels der adulten 
Ratte dar. Dieses Tiermodell wurde aufgrund von histologischen Untersuchungen des Atemapparates 
unterschiedlicher Tiermodelle gewählt, welche gezeigt haben, dass das zumeist genutzte Mausmodell 
in den Zellverteilungsmustern wenig Ähnlichkeit zum Menschen besitzt. Die Histologie der 
Atemwegsepithelien der Ratte ähnelt viel mehr dem humanen Vorbild. (Widdicombe et al. 2001)  

Zu Beginn meiner Arbeit erfolgte der Ausschluss einer GC-bedingten Änderung des basalen 
Epithelwiderstandes in der Zellkultur. Würde z.B. die Ausprägung interzellulärer tight junctions 
beeinflusst werden, wie es berichtet wurde (Sekiyama et al. 2012), hätte es durch Dexamethason zu 
einer Zunahme des Epithelwiderstandes, verglichen mit der Kontrollgruppe, kommen müssen. Daraus 
folgt, dass GC keinen Einfluss auf die Integrität und damit auf die transzelluläre Permeabilität des 
Zellverbandes proximaler respiratorischer Epithelien haben. Daher kann davon ausgegangen werden, 
dass die erhobenen Messungen am ehesten auf Veränderungen der Kanalaktivitäten basieren. 

Die Ergebnisse hinsichtlich der hier untersuchten Ionenbewegungen über das respiratorische Epithel 
deuten eine Unterteilung des Atemapparates in zwei Kompartimente an. Das proximale Epithel des 
Bronchialbaumes sowie der Trachea steigert im Gegensatz zum alveolaren Epithel seine 
Chloridsekretion als Antwort auf GC. Dieser Unterschied in der Reaktivität spiegelt sich auch in der 
funktionellen Unterteilung in luftleitendes sowie gasaustauschendes Gewebe wider. Hinsichtlich der 
physiologischen Aufgaben des Atemwegsepithels erscheinen die Ergebnisse schlüssig. So wird das nach 
GC-Anstieg dominierend absorptive Verhalten des respiratorischen Epithels in distalen Atemwegen 
wie den Alveolen genutzt, um peripartum intraluminales Fruchtwasser zu absorbieren und somit den 
einsetzenden alveolären Gasaustausch zu unterstützen. (Bland 2001) Die proximalen luftleitenden 
Atemwege jedoch würden die ihnen zugehörige Aufgabe nicht erfüllen können, wenn auch dort 
parallel zum fetalen pränatalen GC-Anstieg der sezernierende Aspekt des Epithels verloren ginge. So 
könnte die Befeuchtung des inspiratorischen Luftstromes nicht mehr suffizient stattfinden. Es käme zu 
einer Störung in der Zusammensetzung der periziliären Flüssigkeitsschichten (PCL), mit der Folge einer 
eingeschränkten MCC mit insuffizientem Abtransport gelöster Pathogene und Partikel. (Pilewski und 
Frizzell 1999; Tarran et al. 2006) Denkbar wären daraus resultierende akute wie auch chronische 
Atemwegsinfektionen sowie chronische Umbaureaktionen des pulmonalen Gewebes aufgrund des 
anhaltenden inflammatorischen Reizes. (Livraghi und Randell 2007; Zhou-Suckow et al. 2017) 
Hinsichtlich einer iatrogenen Einschränkung der MCC durch erhöhte Viskosität der PCL aufgrund von 
Sauerstoffapplikation oder Beatmung ohne Befeuchtung gibt es widersprüchliche Ergebnisse. 
Franchini et al zeigten in ihrer Studie keinen signifikanten Einfluss einer Befeuchtung des Sauerstoffs 
bei einer Fallzahl von 18 Probanden sowie low flow Sauerstofftherapie, wohingegen andere Studien 
ergaben, dass sich bei angefeuchteter high flow Sauerstofftherapie oder invasiver Beatmung mit 
Befeuchtungseinrichtung, im Vergleich zur Kontrollgruppe, eine verbesserte MCC mit verbesserter 
Zilienfunktion einstellt. (Franchini et al. 2016; Chalon et al. 1972; Salah et al. 1988) Die Expression des 
CFTR-Gens, gemessen anhand der CFTR-mRNA-Menge, zeigt sich trotz der beschriebenen 
funktionellen Unterschiede in der CFTR-Aktivität jedoch weiterhin supprimiert durch GC, unabhängig 
von der Herkunft des Epithels, was einen Einfluss von GC auf posttranslationalem Level vermuten lässt. 
Bestätigend zeigten Prota et al., dass GC auf posttranslationalem Level durch Regulation der Chaperon-
Interaktionen das CFTR-Protein Trafficking und damit die CFTR-Membranexpression erhöhen, 
während zeitgleich die CFTR-Gen-Expression reduziert wurde. (Prota et al. 2012)  
In diesem Zusammenhang wurden Kinasen mit bekanntem Einfluss auf epitheliale Transportprozesse 
untersucht. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die PI3K eine bedeutende Rolle in der Regulation des 
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CFTR einnimmt. Hierbei scheint die PI3K, zumindest im proximalen respiratorischen Epithel, keine Rolle 
in der Regulation der basalen CFTR-Aktivität zu spielen. Dies steht im Widerspruch zum Rückgang der 
basalen CFTR-Aktivität in Calu-3 Zellen nach PI3K-Inhibition. Hieraus lässt sich vermuten, dass 
zelltypspezifische Regulationsschritte in die Aktivierungskaskade des CFTR eingebunden sind. So 
könnten noch weitere Kinasen wie z.B. die PIKfyve (Gehring et al. 2009), CK2 (Luz et al. 2011) oder auch 
P2Y2-Rezeptoren involviert sein. (Faria et al. 2009; Mendes et al. 2011) In der Literatur wird über 
weitere Kinasen downstream der PI3K mit Einfluss auf epitheliale Ionenflüsse berichtet.  

Die SGK1 jedoch, durch GC in ihrer Aktivität gesteigert (Lang und Stournaras 2013), beeinflusst die 
CFTR-abhängigen Cl-Ströme im proximalen Epithel der Atemwege nicht. So war die GC-induzierte 
Aktivitätszunahme wie auch die erhöhte basale CFTR-Aktivität nach SGK1-Hemmung unverändert 
nachweisbar. Die Wirkung des verwendeten SGK1-Inhibitors wurde mittels NRDG1-Phosphorylierungs-
Assay bestätigt. Durch eine Hemmung des GC-Rezeptors (GR) konnte die SGK1 ebenso inhibiert 
werden. GC stimulieren daher zwar die SGK1, jedoch ohne eine daraus resultierende Veränderung der 
CFTR-Aktivität. Im Gegensatz zu diesem Ergebnis zeigen Arbeiten an Xenopus Oozyten, dass durch 
Coexpression der SGK1 die CFTR-Aktivität gesteigert werden konnte. (Wagner et al. 2001; Sato et al. 
2007) Caohuy et al (Caohuy et al. 2009) bestätigen in CFPAC-1 Zellen, einer Zelllinie aus dem 
Adenokarzinom des Pankreasgangepithels eines CF Patienten (deltaF508), dass GC die CFTR-Protein- 
und Oberflächenexpression sowie die Kanal-Halbwertszeit steigern, eine Inhibition der SGK1, des GR 
oder der PI3K diesen Effekt jedoch negieren. Übereinstimmend damit scheint eine GC-vermittelte 
Steigerung der SGK1 eine gesteigerte deltaF508- sowie Wildtyp-CFTR-Membranexpression in 
CFBE41o- Zellen zu induzieren, indem der endozytotische Abbau inhibiert wird. (Rubenstein et al. 
2011; Bomberger et al. 2014) In den dargestellten Messungen zeigte die SGK1 keinen Einfluss auf die 
CFTR-Aktivität. Jedoch wurde in unserer Arbeit auch nicht die Oberflächenexpression oder das CFTR-
Trafficking, sondern die Kanalaktivität bestimmt. Die Menge eines Kanals ist dabei nicht gleichzusetzen 
mit der daraus resultierenden Offenwahrscheinlichkeit bzw. der Ionenkanalaktivität. Andere Studien, 
die sich mit den gegensätzlichen Ergebnissen aus SGK1-Aktivitätsmessungen auseinandergesetzt 
haben, vermuten, dass zelltypspezifische Ausstattungen mit z.B. Anchoring-Proteinen eine Ursache 
darstellen könnten. (Wilson et al. 2010; Snyder et al. 2002) 

Im Gegensatz zur SGK1 ist die AKT unverzichtbar für die Aktivität des CFTR sowie für die 
aktivitätssteigernde Wirkung der GC. Es konnte nicht nur gezeigt werden, dass der GC-stimulierte 
CFTR-Ionenstrom sowie die basale CFTR-Aktivität durch AKT-Inhibition stark reduziert werden, 
sondern auch, dass GC zu einer Zunahme der Ser473-Phosphorylierung führen und dadurch zu einer 
Aktivitätszunahme der AKT. Eben diese Phosphorylierung lässt sich durch den Akt-Inhibitor AKT1/2 
blockieren. Dementsprechend wirkt sich auch eine GR-Hemmung mit Mifepristone reduzierend auf 
den Phosphorylierungsstatus der AKT aus. Eine potentiell unspezifische Wirkung des AKT1/2 auf die 
SGK1 (Mansley und Wilson 2010) kann vernachlässigt werden, da eine SGK1-Inhibition selbst keinen 
Einfluss auf der CFTR-Aktivität zeigte.  

NEDD4L, ein weiterer Kandidat im regulatorischen Netzwerk um den CFTR, führt durch 
Ubiquitinylierung von Membranproteinen zu deren Abbau. (Staub et al. 1997; Li et al. 2007; Goulet et 
al. 1998) In Calu-3 Zellen konnte gezeigt werden, dass GC zu einer gesteigerten Phosphorylierung der 
NEDD4L und damit zur Reduzierung der Aktivität im Ubiquitinylierungsprozess führen. Durch die 
Phosphorylierung kommt es zur Anlagerung des regulatorischen Proteins 14-3-3 an die NEDD4L, 
woraufhin die Bildung eines für den Abbau von Proteinen essentiellen Enzym-Substrat-Komplexes 
verhindert wird. (Nagaki et al. 2006) Übereinkommend mit den Ussing Kammer Messungen, verhindert 
die GR-Blockade den Effekt von GC auf die NEDD4L-Phosphorylierung. Hinsichtlich des ENaC konnte 
bereits gezeigt werden, dass eine NEDD4L-Phosphorylierung zu einer Zunahme der ENaC-
Oberflächenexpression führt, indem der endozytotische Abbau reduziert wird. (Snyder et al. 2002; 
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Debonneville et al. 2001) Über den Zusammenhang von NEDD4L und CFTR gibt es unterschiedliche 
Angaben. In CF-Pankreaszellen nimmt die Expression von deltaF508 nach NEDD4L-Knockdown zu, 
(Caohuy et al. 2009) wohingegen weder Überexpression noch Knockdown der NEDD4L in Xenopus 
Oozyten bzw. in CFBEwt-Zellen zu einer Beeinflussung der wtCFTR-Oberflächenexpression oder der 
Chloridströme führt. (Koeppen et al. 2012) Die Autoren dieser Veröffentlichungen vermuten, dass 
NEDD4L über positive wie auch negative Regulatoren einen indirekten Einfluss auf die CFTR-
Oberflächenexpression und Aktivität ausübt. (Koeppen et al. 2012) Genauer berichten die Arbeiten 
von einem Anstieg in der CFTR-Kanaldichte, jedoch ohne parallelen Anstieg der CFTR-Aktivität, 
während nach NEDD4L-knockdown die CFTR-Ströme ohne Zunahme der Kanaldichte ansteigen. So 
scheint sich die Inhibierung der NEDD4L nur im Netto-Ionentransport auszuwirken. Letztendlich 
erhärtet sich die zuvor aufgestellte Hypothese, dass die Menge an exprimierten CFTR an der 
Zelloberfläche nicht direkt in Zusammenhang zur messbaren Aktivität des CFTR gebracht werden kann. 

Erwähnenswert ist auch die Tatsache, dass sowohl die AKT, als auch die SGK1 bekannt dafür sind, 
NEDD4L durch Phosphorylierung zu inhibieren. (Snyder et al. 2002; Debonneville et al. 2001; Lee et al. 
2007) Eine Inhibierung der AKT führt dementsprechend auch zu einer Abnahme der CFTR-Aktivität, 
übereinstimmend mit der Hypothese, dass es nach einer AKT-Inhibition zu einem vermehrten CFTR-
Abbau kommt. Andererseits wenn die SGK1 die NEDD4L in ihrer Aktivität beeinflussen kann, wäre zu 
erwarten, dass eine SGK1-Inhibition die CFTR-Aktivität beeinflussen würde. Unsere Ergebnisse stützen 
daher einer PI3K/AKT-abhängige Stimulation der CFTR-Aktivität durch GC, welche möglicherweise über 
Inhibition der NEDD4L wirkt. Eine direkte Interaktion zwischen CFTR, NEDD4L bzw. NEDD4L und AKT 
konnte in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden und bedarf weiterer Experimente. 

Abschließend konnten ein signifikanter Anstieg der CFTR-Aktivität in der Ussing Kammer innerhalb von 
30 Minuten nach GC-Applikation nachgewiesen werden. Interessanterweise konnte eine gesteigerte 
Aktivität der AKT in A549 Zellen schon nach zwei Minuten nachgewiesen werden, welche durch eine 
Inhibierung der PI3K verhindert wurde. (Kayahara et al. 2005) Es konnte auch ein Anstieg der 
Phosphorylierung der AKT, der NEDD4L sowie NDRG1 innerhalb von 30 Minuten nach GC-Applikation 
gezeigt werden, wohingegen die CFTR mRNA -Expression unverändert blieb. In der Zusammenschau 
sehe ich die Hypothese gestärkt, dass es sich beim GC-vermittelten Anstieg der CFTR-Aktivität um eine 
Regulation auf nicht-genomischer Ebene handelt. Innerhalb einer Zeitspanne von ≤ 30 Minuten von 
Applikation bis zum Wirkbeginn der GC sollte nicht von genomischen Effekten ausgegangen werden, 
da für die Regulation der nukleärer Expressionseffekte nach bisherigem Kenntnisstand eine gewisse 
Latenzzeit notwendig ist. (Falkenstein et al. 2000; Kino et al. 2011) So sieht Urbach et al einen 
Zusammenhang in der Hemmung der schnellen GC-Wirkung durch Inhibierung der Adenylatzyklase. 
(Urbach et al. 2006; Urbach et al. 2002) Ferner wird vermutet, dass GC über membranständige G-
Protein gekoppelte GC-Rezeptoren mit der Adenylatzyklase interagieren. Ähnliches ist für die ebenfalls 
steroidalen Östrogene bekannt, für die membranständige Östrogen-Rezeptoren als GPCR am 
endoplasmatischen Retikulum beschrieben wurden. (Tasker et al. 2006) 

Zusammenfassend eröffnet diese Arbeit die Möglichkeit zum weitergehenden Verständnis der 
physiologischen Regelkreise hinsichtlich der Einhaltung einer Flüssigkeitshomöostase sowie der 
Umstellung eines Gleichgewichtes auf neue Aufgaben im respiratorischen Epithel. Ein wachsendes 
Verständnis über den Einfluss von GC auf die tracheale Chloridsekretion und MCC könnte hinsichtlich 
therapeutischer Fragestellungen bei chronisch entzündlichen Atemwegserkrankungen aufgrund des 
häufig damit einhergehenden Einsatzes von GC in der Akut- wie auch in der Erhaltungstherapie an 
Bedeutung gewinnen. So konnte letztendlich gezeigt werden, dass GC einen kinaseabhängigen 
stimulierenden Einfluss auf die CFTR-Aktivität und somit auf die Chloridsekretion im luftleitenden 
respiratorischen Epithel besitzen. 
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9. Anmerkungen zur Originalpublikation – Darstellung des eigenen Beitrags 
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Cystic Fibrosis Conductance Regulator (CFTR) by Dexamethasone" basiert in hauptsächlichem Maße 
auf meiner eigenständigen Arbeit. 
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