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Mukoviszidose, auch zystische Fibro-
se („cystic fibrosis“, CF) genannt, ist die 
häufigste letale Funktionsstörung inner-
halb der kaukasischen Bevölkerung, von 
der etwa eines von 2500 Neugeborenen 
betroffen ist [8, 14]. Dieser Erbkrankheit 
liegt ein gestörter Ionentransport vor-
nehmlich durch die fehlregulierte Funkti-
on des Ionenkanals CFTR („cystic fibro-
sis transmembrane conductance regula-
tor“) zugrunde. In den Epithelien der Pa-
tienten kommt es zusätzlich zur fehlenden 
Cl−-Sekretion über den defekten CFTR 
auch zu einer drastisch erhöhten Na+-
Absorption über den amiloridsensitiven 
epithelialen Na+-Kanal (ENaC; [4, 13, 
16]). Durch diese Na+-Hyperabsorption 
wird den oberflächlich gelegenen Epithe-
lien vermehrt Wasser entzogen, wodurch 
sich in den Atemwegen der Patienten ein 
zäher Schleim bildet. Dieser hochvisko-
se Mukus kann nur noch schwer von den 
Flimmerhärchen abtransportiert wer-
den und bietet demzufolge einen idealen 
Nährboden für die Besiedlung mit Bak-
terien wie Pseudomonas aeruginosa oder 
Staphylococcus aureus [17]. Daher kommt 
es bei CF-Patienten zu immer wiederkeh-
renden Entzündungen der unteren Atem-
wege, bis hin zur Zerstörung von Lungen-
gewebe und Lungenversagen, welches die 
häufigste Todesursache bei CF-Patienten 
darstellt [7].

Durch eine Inhalationstherapie mit 
dem synthetischen Diuretikum Amilo-
rid oder dessen stärker wirkendem Ana-
logon Benzamil kann die Na+-Absorption 
über ENaC gehemmt und somit der Was-
sergehalt des Mukus in den Atemwegen 
von CF-Patienten wesentlich erhöht wer-
den [11]. Eine Reihe klinischer Testreihen 
ergab, dass die Inhalation von Amilorid 
die nasale Potentialdifferenz der CF-Pa-
tienten deutlich reduzieren kann und so 
eine kurzzeitige Verbesserung der Symp-
tome eintritt [11, 19]. Diese Potenzialdiffe-
renz dient als leicht messbarer Parameter 
und korreliert direkt mit der Rate der ba-
salen Na+-Absorption in respiratorischen 
Epithelien und somit mit der hauptsäch-
lichen Problematik dieser Krankheit [12].

Die Inhalation mit Amilorid oder 
Benzamil vermag die Linderung der 
Symptome allerdings nur über einen 
kurzen Zeitraum aufrecht zu erhalten. Da-
her war es in diesem Projekt vorgesehen, 
die drastisch erhöhte Natriumabsorption 
über ENaC in den Atemwegen mittels der 
wirkungsvollen Antisense-Technologie zu 
unterbinden. Während dem Wirkmecha-
nismus vieler Arzneimittel die funktio-
nale Blockierung der betroffenen Zielpro-
teine zugrunde liegt, greift die Antisense-
Technik schon früher ein, indem die Bil-
dung bzw. die Expression dieser Proteine 
unterbunden und so eine gerichtete Ma-

nipulation der relevanten Gene ermögli-
cht wird.

Eine Vielzahl verschiedener Applika-
tionen von Antisense-Oligonukleotiden 
(AON) werden bereits während klinischer 
Studien für die Behandlung von verschie-
denen Krankheiten wie z. B. Krebs, Vi-
rusinfektionen und Immundefekten er-
probt [1, 2, 3, 21]. AON sind kurze synthe-
tische DNA-Moleküle (etwa 15–18 Basen-
paare), welche die Expression des Zielpro-
teins durch den Abbruch der Translation 
verhindern. Aufgrund der hierdurch er-
zielten sehr effizienten Reduzierung der 
Na+-Absorption mit AON wird eine neue 
Perspektive eröffnet, um die Na+-Hyper-
absorption bei CF-Patienten zu unterdrü-
cken.

Material und Methoden

Zellkultur

Für die Untersuchungen im Rahmen 
dieses Projekts wurden Primärkulturen 
aus menschlichen Gewebeproben des 
Nasenepithels gewonnen, wobei operativ 
entferntes Gewebe von CF- und Nicht-
CF-Patienten von verschiedenen Kliniken 
und niedergelassenen Ärzten zur Verfü-
gung gestellt wurde. Die Patienten wur-
den im Vorfeld über das geplante For-
schungsvorhaben informiert und erklär-

Redaktion
P.K. Plinkert, Heidelberg

HNO 2009 
DOI 10.1007/s00106-009-1957-5
© Springer Medizin Verlag 2009

�HNO 2009  | 



ten sich zur Weiterverwendung der ent-
nommenen Gewebeproben für wissen-
schaftliche Zwecke ausdrücklich bereit. 
Die Studie wurde von der Ethik-Kom-
mission der WWU Münster genehmigt.  
Als Gewebeproben dienten Nasenpolypen 
und Gewebe aus den Nasennebenhöhlen 
oder aus der Nasenmuschel.

Die Aufbereitung der Gewebeproben 
wurde in Anlehnung an die bereits etab-
lierte und veröffentlichte Methode zur 
Primärkultivierung epithelialer Nasen-
zellen durchgeführt [5, 16]. Für transepi-
theliale Messungen wurden die Zellen auf 
Kollagenfiltern (Ø 14 mm, Fa. MP Biome-
dicals, Heidelberg) und für proteinbioche-
mische oder fluoreszenzoptische Untersu-
chenden zunächst auf kollagenbeschich-
teten (0,15 mg/ml) Gewebekulturschalen 
ausgesät. Die primärkultivierten Epithel-
zellen bilden nach etwa 7–10 Tagen kon-
fluent wachsende, polarisierte Einzelzell-
schichten (Monolayer). Für fluoreszen-
zoptische Untersuchungen wurden die 
Zellen auf kleinen kollagenbeschichte-

ten Glasdeckgläschen (Ø 12 mm) subkul-
tiviert.

Ussing-Kammer-Messungen

Diese Methode erlaubt durch die Mes-
sung des aktiven epithelialen Ionentrans-
ports die Barriere- und Transportfunkti-
onen von Epithelien näher zu charakteri-
sieren. Die Barrierefunktion des Epithels 
wird durch Erfassen des transepithelia-
len Widerstands (RT) bestimmt, welcher 
sich auf die Epithelfläche bezieht. Der 
vom Epithel erzeugte Strom wird durch 
einen entgegengesetzten Strom kompen-
siert, wodurch die transepitheliale Span-
nung VT gleich Null wird und der tran-
sepitheliale Kurzschlussstrom („short-cir-
cuit current“, ISC) als Maß für den elektro-
genen Transport bestimmt werden kann.

Für die Messungen wurden konflu-
ent bewachsene Kollagenfilter in die Us-
sing-Kammer eingespannt und unmittel-
bar danach über ein Schlauchsystem mit 
etwa 37°C warmer Ringerlösung (130 mM 

NaCl, 5 mM KCl, 1 mM CaCl2, 2 mM Mg-
Cl2, 5 mM Glukose, 10 mM HEPES) per-
fundiert. Alle elektrophysiologischen Pa-
rameter wurden während einer Messung 
auf 1 cm2 normalisiert und kontinuier-
lich aufgezeichnet. Um den Effekt der 
AON-Applikation auf funktionaler Ebe-
ne zu charakterisieren, wurden die Filter 
im Vorfeld auf ihre ENaC-spezifischen 
Parameter in der Ussing-Kammer über-
prüft. Zur Bestimmung des amiloridsen-
sitiven ENaC-Stroms (IENaC) wurde dem 
Monolayer nach Erreichen stabiler Wer-
te eine 100 µM Amiloridlösung appli-
ziert. Um den amiloridsensitiven Anteil 
des Stroms am Natriumgesamtstrom zu 
ermitteln, wurde anschließend eine na-
triumfreie Ringerlösung appliziert (NaCl 
ersetzt durch 130 mM Tetramethylammo-
niumchlorid). Im nachfolgenden Schritt 
wurden die gemessenen Filter mit den 
entsprechenden Oligonukleotiden trans-
fiziert und nach einer Inkubation von et-
wa 36 h erneut gemessen.

Transfektion humaner 
Nasenepithelzellen

Die primären Nasenepithelzellen wurden 
mit AON transfiziert (0,15 µg AON pro 
14 mm Kollagenfilter, „Effectene® trans-
fection reagent“, Fa. Qiagen GmbH, Hil-
den), welche komplementär zu einem 
kurzen Bereich der mRNA der α-ENaC-
Untereinheit sind. Als Kontrolle wurden 
Monolayer anstatt mit AON mit Sense-
Oligonukleotiden, welche nicht an die 
mRNA der α-ENaC-Untereinheit bin-
den, transfiziert. Ziel war es auszuschlie-
ßen, dass allein die Transfektion von DNA 
eine inhibierende Wirkung auf den ENaC 
hat. In weiteren Kontrollversuchen wur-
den Monolayer mit einer äquivalenten 
Menge H2O anstatt AON transfiziert, um 
zu überprüfen, ob die gewählte Transfek-
tionsmethode störende Einflüsse auf die 
ENaC-Expression hat.

Proteinbiochemische Methoden

Zur Proteingewinnung wurden die pri-
mären Nasenepithelzellen in den Gewe-
bekulturschalen mit Lysispuffer lysiert 
(1 mM Tris; 15 mM NaCl; 0,2 mM EDTA; 
2% Triton X-100; Protease-Inhibitoren 
wurden direkt vor einer Präparation hin-
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Abb. 1 8 Verlauf einer repräsentativen Messung zur Erfassung der AON-Effektivität in Nicht-CF-Na-
senepithelzellen. Typischer Verlauf des ISC primär kultivierter Monolayer von humanen Nicht-CF-Na-
senepithelzellen. a ISC vor der Transfektion mit AON. b Nach erfolgter AON-Transfektion und erneuter 
Messung ist der amiloridsensitive Stromanteil deutlich verringert
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zugegeben) und die Proteinkonzentration 
der Proben anschließend mit Hilfe eines 
Bradford-Tests photometrisch bestimmt. 
Die Auftrennung der Proteine nach ihrem 
Molekulargewicht erfolgte durch eine dis-
kontinuierliche SDS-Polyacrylamid-gele-
lektrophorese unter denaturierenden Be-
dingungen. Anschließend wurden die 
Proteine durch eine Western-Blot-Ana-
lyse mit primären Anti-α-ENaC (Anti-
α-ENaC, Fa. Dianova, Hamburg, 1:2500 
in 5% Magermilchpulver/1× TBST) und 
sekundären Antikörpern (IgG goat an-
ti-rabbit-alkalische Phosphatase, Fa. San-
ta Cruz, Heidelberg, 1:10.000 in 5% Ma-
germilchpulver/1× TBST) spezifisch de-
tektiert und anschließend kolorimetrisch 
nachgewiesen.

Fluoreszenzoptische Methoden

Um die zelluläre Aufnahme und Vertei-
lung der AON zu überprüfen, wurden auf 
Glasdeckgläschen kultivierte primäre Na-
senepithelzellen mit fluoreszeinmarkier-
ten AON transfiziert und anschließend 
unter dem Mikroskop (LSM 510 Meta, 
Fa. Zeiss, Jena) mit einem Fluoreszenzfil-
ter bei einer 100-fachen Vergrößerung mit 
dem Programm AxioVision (Version: 4.6, 
Fa. Zeiss, Jena) aufgenommen und ausge-
wertet.

Statistische Analysen

Für statistische Analysen wurden die Er-
gebnisse als Mittelwert ± Standardabwei-
chung angegeben. n ist die Anzahl der 
verwendeten Präparationen und ent-
spricht der Anzahl der Patienten. Statisti-
sche Vergleichsanalysen wurden mit dem 
Student’s-t-Test (Origin 6.1, Fa. Origin-
Lab, Northampton, USA) durchgeführt, 
wobei ein Signifikanzlevel von p≤0,01 als 
hochsignifikant (**) gesetzt wurde.

Ergebnisse

Die Applikation von Amilorid verursach-
te eine deutliche Inhibierung des Kurz-
schlussstroms in den primären CF- und 
Nicht-CF-Nasenepithelzellen. Durch die 
AON-Transfektion fiel diese Reaktion 
auf Amilorid jedoch deutlich geringer 
aus. (. Abb. 1). Die statistische Analy-
se der durchgeführten Experimente zeigt, 
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Antisense-Oligonukleotide zur Therapie der Mukoviszidose.  
Inhibition der ENaC-vermittelten Natriumabsorption in humanen  
Nasenepithelzellen

Zusammenfassung
Hintergrund.  Der Erbkrankheit Mukoviszi-
dose („cystic fibrosis“, CF) liegt neben einer 
reduzierten Chloridsekretion über den „cystic 
fibrosis transmembrane conductance regu-
lator“ (CFTR) auch eine Na+-Hyperabsorption 
über den amiloridsensitiven epithelialen Na+-
Kanal (ENaC) zugrunde. Mutationen des CFTR 
sind ursächlich für die Bildung eines zähflüs-
sigen Mukus und eine gestörte mukoziliäre 
Reinigung im respiratorischen Trakt.
Material und Methoden.  Innerhalb dieses 
Projekts sollte die Inhibierung der Na+-Hyper-
absorption durch Antisense-Oligonukleotide 
(AON) erreicht werden. Für funktionale Un-
tersuchungen wurden Monolayer humaner 
Nicht-CF- und CF-Nasenepithelzellen mittels 
Ussing-Kammer-Messungen analysiert. Zur 
Charakterisierung der AON-Wirkung auf Pro-

teinebene wurden Western-Blot-Analysen 
durchgeführt.
Ergebnisse.  Die AON-Transfektion verrin-
gerte die Na+-Absorption über den ENaC in 
Nicht-CF- und in CF-Zellen deutlich. Außer-
dem zeigten Western-Blot-Analysen eine Re-
duzierung des ENaC-Proteins in den mit AON-
transfizierten Nicht-CF-Zellen.
Schlussfolgerung.  Die Reduktion der ENaC-
vermittelten Na+-Absorption mit spezifischen 
AON eröffnet eine neue Perspektive, die 
krankhafte Na+-Hyperabsorption bei CF-Pati-
enten gezielt zu regulieren.

Schlüsselwörter
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Antisense oligonucleotides for therapy of cystic fibrosis. Inhibition 
of sodium absorption mediated by ENaC in nasal epithelial cells

Abstract
Background.  The genetic disease cystic fi-
brosis (CF) is characterised by reduced chlo-
ride secretion mediated by the cystic fibro-
sis transmembrane conductance regula-
tor (CFTR) and Na+ hyperabsorption through 
amiloride-sensitive epithelial sodium chan-
nels (ENaC). Mutations in CFTR cause the ac-
cumulation of thick mucus and dysfunc-
tion of mucociliary clearance in the respira-
tory tract.
Material and Methods.  In this project it was 
investigated whether Na+ hyperabsorption is 
inhibited by the use of antisense oligonucle-
otides (AON). For functional analyses mono-
layers of human non-CF and CF nasal epithe-
lial cells were measured in modified Ussing 

chambers. To analyse the AON effects on the 
protein level Western blotting analyses were 
carried out.
Results.  AON transfection significantly inhib-
its Na+ absorption via ENaC  in non-CF and 
CF cells. Furthermore, Western blot analyses 
demonstrate a suppression of the ENaC pro-
tein in AON transfected human non-CF cells.
Conclusion.  The inhibition of ENaC associat-
ed Na+ absorption by specific AON could of-
fer a new perspective for the regulation of 
the Na+ hyperabsorption in CF patients.
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on · ENaC · Antisense oligonucleotides
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dass die AON-Transfektion der Nicht-
CF-Monolayer in einer messbaren Un-
terdrückung der ENaC-spezifischen Pa-
rameter resultiert. Vor der Transfektion 
betrug der durchschnittliche prozentu-

ale Anteil des IENaC 69,71±2,97% (n=35) 
des ISC, nach der Transfektion machte 
dieser jedoch nur noch einen Anteil von 
23,5±5,44% (n=12) am ISC aus. Folglich 
verringerte sich die Na+-Absorption über 

den ENaC durch die AON-Transfekti-
on um durchschnittlich 66% (. Abb. 2). 
Die Transfektion primärer Nasenepithel-
zellen aus Gewebe der CF-Patienten zeigte 
ebenfalls, dass die AON den amiloridsen-
sitiven Stromanteil deutlich verringern. 
Die Messung der primären Nasenepithel-
zellen (. Abb. 3) zeigte einen erhöhten 
IENaC-Anteil von 79,29% am ISC. Nach er-
folgter AON-Transfektion machte dieser 
jedoch nur noch einen Anteil von noch 
15,5% aus. Somit wurde der IENaC durch 
die Transfektion der AON in CF-Nasen- 
epithelzellen um 80,46% inhibiert.

Der bei einer CF-Präparation erwar-
tete erhöhte amiloridsensitive Strom 
konnte, wahrscheinlich aufgrund der In-
vitro-Kultivierung, nicht für alle Präpa-
rate erhalten werden, weshalb eine klas-
sische Na+-Hyperabsorption nicht in al-
len Fällen nachzuweisen war. Durch die 
statistische Auswertung der durchgeführ-
ten Messungen konnte jedoch gezeigt 
werden, dass die AON die Na+-Absorp-
tion über den ENaC gerade in primären 
CF-Nasenepithelzellen sehr effektiv um 
durchschnittlich 75,1% verringern konn-
ten (n=4, . Abb. 4).

Um auszuschließen, dass die Anwe-
senheit von DNA bzw. die Transfektion 
an sich Einfluss auf den amiloridsensi-
tiven Na+-Transport über den ENaC hat, 
wurden Kontrollversuche mit Sense-Oli-
gonukleotiden (reverse-komplementär zu 
den zuvor beschriebenen AON) und äqui-
valenten Mengen an H2O (anstatt AON) 
durchgeführt. Auch hier wurden die Mo-
nolayer zunächst in der Ussing-Kammer 
auf ihre ENaC-spezifischen Parameter 
untersucht und nach einer anschließen-
den Transfektion erneut gemessen. Bei 
der Transfektion mit Sense-Oligonukle-
otiden zeigte sich, dass diese keinen Ein-
fluss auf den amiloridsensitiven Strom ha-
ben, da die Antwort auf Amilorid kaum 
verändert vorlag.

Durch statistische Auswertungen er-
gab sich, dass die Monolayer vor der 
Transfektion einen IENaC von 56,03±1,98% 
(n=3) aufwiesen, nach der Transfektion 
lag dieser bei 54,89±3,31% (n=3) und war 
nicht signifikant verändert (nicht gezeigt). 
Ebenso zeigten die Messungen mit H2O-
transfizierten Monolayern keinen verän-
derten amiloridsensitiven Strom nach der 
Transfektion. So wurde vor der Trans-
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Abb. 2 9 Statisti-
sche Auswertung der 
AON-Messungen an 
Nicht-CF-Nasenepi-
thelzellen. Die Statis-
tische Darstellung des 
IENaC vor und nach er-
folgter AON-Transfekti-
on. Vor der Transfekti-
on (−AON) konnte ein 
IENaC von durchschnitt-
lich 69,71±2,97% 
gemessen werden 
(n=35). Nach der Trans-
fektion (+AON) war 
dieser auf 23,5±5,44% 
reduziert (n=12)
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Abb. 3 8 Verlauf einer repräsentativen Messung zur Erfassung der AON-Effektivität in CF-Nasenepi-
thelzellen. Typischer Verlauf des ISC primär kultivierter Monolayer von humanen CF-Nasenepithelzel-
len. a ISC vor der Transfektion mit AON. b Nach erfolgter AON-Transfektion und erneuter Messung ist 
der amiloridsensitive Stromanteil deutlich verringert

� |  HNO 2009

Originalien



fektion ein amiloridsensitiver Strom von 
durchschnittlich 68,62±6,01% gemessen. 
Nach der Transfektion betrug dieser im 
Durchschnitt 69,51±3,5% und war daher 
nicht signifikant verändert (n=3, nicht 
gezeigt).

Um die Wirkung der ENaC-spezi-
fischen AON nicht nur auf funktionaler 
Ebene, sondern auch auf der Ebene der 
Proteinexpression zu untersuchen, wur-

den Western-Blot-Analysen mit Gesamt-
protein aus AON-transfizierten und nicht-
transfizierten primären Nicht-CF-Na-
senepithelzellen durchgeführt. Durch die 
Immundetektion mit ENaC-spezifischen 
Antikörpern konnte in beiden Ansätzen 
eine Bande im Bereich von 90–100 kDa 
detektiert werden, wobei die Proteinmen-
ge in AON-transfizierten Zellen deutlich 
verringert war (. Abb. 5). Durch eine 

densitometrische Auswertung der Pro-
teinmengen in AON-transfizierten und 
nichttransfizierten Zellen mit dem Pro-
gramm ImageJ zeigte sich, dass die Pro-
teinmenge in AON-transfizierten Zellen 
mit durchschnittlich 46,5% deutlich nied-
riger war.

Um die zelluläre Aufnahme und Lo-
kalisation der AON durch die Transfekti-
on in den Nasenepithelzellen zu beurtei-
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Abb. 4 8 Statistische Auswertung der AON-Messungen an CF-Nasenepi-
thelzellen. Statistische Darstellung des IENaC vor und nach erfolgter AON-
Transfektion an CF-Nasenepithelzellen. Durch die AON-Transfektion konnte 
der IENaC um durchschnittlich 75,1% verringert werden (n=4)
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Abb. 5 8 Western-Blot-Analysen von AON-transfizierten und nichttransfi-
zierten primären Nasenepithelzellen. Aus primären Nasenepithelzellen iso-
liertes Gesamtprotein wurde zuvor in einem SDS-Gel aufgetrennt und an-
schließend auf eine PVDF-Membran transferiert. Der im Verlauf der Immun-
reaktion verwendete ENaC-spezifische Antiköper detektierte in den einzel-
nen Proben eine Bande im Bereich von 90–100 kDa. Die Bandenintensität ist 
in den AON-transfizierten Proben (+AON) im Gegensatz zu den nichttransfi-
zierten Proben (−AON) deutlich verringert

Abb. 6 9 Fluoreszenzop-
tischer Nachweis der AON 
in primären Nasenepithel-
zellen. Auf Glasdeckgläs-
chen kultivierte primäre 
Nicht-CF-Nasenepithelzel-
len wurden mit fluoreszein-
markierten AON (5’Fam-
AON) transfiziert (+AON) 
und nach anschließender 
Fixierung im Vergleich zu 
nichttransfizierten Zellen 
(−AON) unter dem Mikro-
skop fluoreszenzoptisch 
untersucht. Die rechten Bil-
der zeigen die zytoplasma-
tische Verteilung der trans-
fizierten 5’Fam-AON in den 
Zellen durch eine starke 
hell-grünliche Fluoreszenz. 
Die Fixierung mit 0,05% 
Glutaraldehyd machte es 
zudem durch Autofluores-
zenz möglich, die Grenzen 
der Zellen gut einzuschät-
zen und von den 5’Fam-
AON abzugrenzen
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len, wurden darüber hinaus fluoreszenz-
optische Untersuchungen durchgeführt. 
Dazu wurden auf Glasdeckgläschen kul-
tivierte primäre Nasenepithelzellen mit 
fluoreszeinmarkierten AON (5’Fam-
AON) transfiziert und nach anschlie-
ßender Fixierung im Vergleich zu nicht-
transfizierten Zellen am Mikroskop flu-
oreszenzoptisch untersucht (. Abb. 6). 
Die transfizierten 5’Fam-AON sind in 
der Zelle durch eine starke hellgrüne Flu-
oreszenz sehr gut sichtbar (Pfeile), befin-
den sich im ganzen Zytoplasma der Zelle 
und zeigen dort eine Art granuläre Ver-
teilung. Aufgrund dieser Beobachtungen 
lässt sich feststellen, dass die AON durch 
die Methode der verwendeten Transfek-
tion leicht in die Zellen aufgenommen 
werden.

Diskussion

Das humane respiratorische Epithel stellt 
ein für In-vivo-Untersuchungen sehr 
schwer zugängliches Gewebeareal dar. In 
diesem Zusammenhang bietet das Ate-
mepithelgewebe im Gebiet der Nasen-
schleimhaut einige Vorteile, da dieses re-
lativ leicht zugänglich ist und morpholo-
gisch und zellphysiologisch den tiefer lie-
genden Bereichen des respiratorischen 
Traktes gleicht [10]. Demzufolge stellen 
Primärkulturen aus diesen Bereichen ein 
gutes Modellsystem zur Erforschung des 
gesamten Respirationstrakts dar. Außer-
dem bieten Primärkulturen einen wei-
teren Vorzug gegenüber immortalisierten 
Zelllinien, da sie sich aufgrund ihrer ver-
minderten Fähigkeit zur Zellteilung nur 
wenig modifizieren und die erhobenen 
Daten daher gut mit denen der In-vivo-
Situation verglichen werden können [15].

Die menschliche Erbkrankheit Muko-
viszidose wird durch Ionentransportstö-
rungen hervorgerufen, wobei der epitheli-
ale Natriumkanal ENaC eine wesentliche 
Rolle spielt, da dieser eine extrem gestei-
gerte Na+-Absorption aufweist [6, 16]. Die 
Mechanismen, welche den veränderten Io-
nentransport und v. a. die Regulation der 
Na+-Hyperabsorption in den Atemwegen 
der Patienten hervorrufen, sind bislang 
noch nicht völlig aufgeklärt, jedoch konnte 
im Mausmodell gezeigt werden, dass allein 
die Na+-Hyperabsorption die klinischen 
Symptome einer CF auslösen kann [13].

Der Einsatz von Antisense-Oligonuk-
leotiden bietet durch spezifische Basen-
paarung an die Zielnukleinsäure im Zel-
linneren eine gute Möglichkeit, gezielt 
die Genexpression zu unterbrechen. Aus 
diesem Grund erscheinen diese Mole-
küle ideal zur Studie bestimmter Gen-
funktionen als Ziel therapeutischer Ein-
satzmöglichkeiten bei Erkrankungen, de-
nen eine vermehrte Genexpression oder 
Überfunktion zugrunde liegt [9, 18, 20], 
wie es bei der Mukoviszidose der Fall 
ist. Die Ergebnisse dieses Projekts zei-
gen deutlich, dass durch die Transfekti-
on mit spezifischen AON die amilorid-
sensitive Na+-Absorption in den Nasene-
pithelzellen von Nicht-CF-Patienten und 
v. a. auch von CF-Patienten effektiv blo-
ckiert werden kann. Dass diese Inhibie-
rung des Na+-Transports spezifisch re-
guliert abläuft, zeigen die Ergebnisse der 
durchgeführten Kontrollexperimente. 
Die spezifische Reduktion der Na+-Ab-
sorption über ENaC stellt v. a. eine er-
folgreiche Inhibierung der Na+-Hyper-
absorption bei CF-Patienten in Aussicht. 
Dadurch ergeben sich neue Perspektiven, 
diese Anwendung in einer In-vivo-Studie 
direkt am Patienten zu verifizieren.

Fazit für die Praxis

Da die oberen Atemwege leicht durch 
Inhalation zugänglich sind, könnte die 
Verwendung der AON auf diese Weise  
für die Behandlung der CF getestet 
und eingesetzt werden. Durch die en-
orme Spezifität der AON sind keine Ne-
benwirkungen zu erwarten. Während 
einer denkbaren präklinischen Erpro-
bung könnte daher die nasale Potenzi-
aldifferenz (nPD) gemessen werden, um 
die Veränderungen der Na+-Absorption 
durch die AON zu bestimmen. Die AON, 
welche nachweislich eine sehr hohe Spe-
zifität und Effizienz in der primären Zell-
kultur aufweisen, könnten mittels eines 
Nasensprays den oberen Atemwegen 
von zunächst freiwilligen Probanden 
und anschließend auch CF-Patienten zu-
gänglich gemacht werden, um den Ef-
fekt auf die nPD zu messen. Eine star-
ke Verminderung der nasalen nPD kurz 
nach Verabreichung der AON würde eine 
stark reduzierte Na+-Absorption bewei-
sen.
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