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1 Einleitung

1 Einleitung

180 Liter. Jeden Tag.

Die Nieren sind der Hauptmotor fur die Aufrechterhaltung des Wassergleichgewichts
im menschlichen Korper. Der Mensch besteht zu 60 % aus Wasser, sein Blutplasma
sogar zu 95 %. Ungefahr 300 mal am Tag durchstromt die gesamte Blutmenge eines
Menschen seine Nieren, insgesamt etwa 1500 Liter. Dabei wirken die Nieren wie
Filter, welche die Blutzellen zuruckhalten und aus dem Plasma den Primarharn
bilden. Das Blut wird im Glomerulus filtriert und die menschlichen Nieren bilden etwa
180 Liter Plasmafiltrat an einem Tag (Smith 1951).

Dieses Plasmafiltrat - auch Primarharn genannt - wird auf seinem Weg durch die
Tubuli (Nierenkanalchen) zum Sekundarharn und besitzt bei Abgabe an die
Harnblase nur noch 1 % seines Volumens. Neben der Filtration von Wasser konnen
im Glomerulus auch Molekile aus dem Blut filtriert oder aktiv sezerniert werden. Die
Nieren regulieren somit neben dem Wasserhaushalt auch die renale Ausscheidung
von Stoffwechselprodukten, therapeutisch eingesetzten Wirkstoffen und deren
Abbauprodukten, harnpflichtigen Substanzen wie Harnstoff, Harnsaure und Kreatinin
und den Elektrolythaushalt des Korpers.

Nicht nur durch ihre Wasserfiltration kommt den Nieren eine besondere Bedeutung
bei der Regulation des Blutdrucks zu. Uber das Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System beeinflussen sie diesen ebenfalls. Bei zu geringem Blutvolumen und somit
Hypotonie verschlechtert sich die Versorgung der Organe, was zu Organversagen
fihren kann. Bei Abfall des Blutdrucks bzw. des Blutvolumens wird Vasopressin aus
der Neurohypophyse ausgeschuttet und vermittelt die vermehrte Wasser-
ruckresorption in den Nieren - das Blutvolumen steigt. Ein weiterer Mechanismus ist
die Ausschittung von Renin in den Nieren. Dadurch erhoht sich der
Gefallwiderstand vor allem in den Vasa efferentia. Der Druck in den
Kapillarschlingen ist die treibende Kraft fur die Filtration in Nieren und so kann die
Filtration in den Nierenkorperchen trotz verminderter Nierendurchblutung
aufrechterhalten werden. Hypertonie kann Organe und Blutgefalie schadigen und zu
Folgeerkrankungen fuhren (Child 1938). Bei steigendem arteriellen Mitteldruck wird
durch Druckdiurese in den Nieren und somit vermehrte Flissigkeitsausscheidung der

Blutdruck gesenkt.
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Die renale Wasserruckresorption unterliegt der Steuerung durch Vasopressin,
welches am V2-Rezeptor im Sammelrohr der Niere bindet und dort antidiuretisch
wirkt. Inadaquate Vasopressinausschuttung fuhrt zu Ubermaliger
Wasserrlickresorption und Hyponatriamie. Dieser Effekt kann bei bei
Krebserkrankungen, Herzinsuffizienz, fortgeschrittener Nierenfunktionsstérung,
chronisch erhohtem Blutdruck, dem Schwartz-Bartter-Syndrom und unter
Behandlung mit Lithium auftreten. Chronische Hyponatriamie kann zu Apathie,
Konzentrationsstorungen, Erinnerungsschwache, Desorientiertheit und
verlangsamter Reaktionsgeschwindigkeit flihren, akute Hyponatriamie zu
Bewusstseinstribung bis hin zum Koma. Besonders bei Herzinsuffizienz steht
Hyponatriamie in engem Zusammenhang mit Morbiditdt und Mortalitat.
Konventionelle Therapien der Hyponatriamie bewegten sich bisher zwischen
Behebung des Volumenmangels und Behandlung mit Demeclocyclinhydrochlorid
oder Lithium. Beide induzieren einen leichten nephrogenen Diabetes insipidus. Doch
diese Therapieansatze sind wegen potentieller Toxizitat und inkonsistenter Effizienz
nur unzureichend und spezifische Therapieansatze fehlten lange. Mit der
Entwicklung und Zulassung (in Europa am 3. August 2009) von Tolvaptan - eines
selektiven Vasopressinantagonisten am V2-Rezeptor - ist zum ersten Mal ein direkter
Einfluss moglich.  Klinische Studien konnten zeigen, dass Tolvaptan
Therapiesicherheit bei nur geringen Nebenwirkungen wie Mundtrockenheit und
Durstgefuhl bietet (Schrier et al. 2006).

Tolvaptan bindet an den V2-Rezeptor in der basolateralen Membran der
Sammelrohrzellen und verhindert somit den Einfluss von Vasopressin auf die Zellen.
Bindet Vasopressin selbst an den V2-Rezeptor, |16st es eine Signalkaskade aus, an
deren Ende der vermehrte Einbau von Aquaporin-2 (AQP2) in die apikale Membran
der Sammelrohrzellen und die erhoéhte Rickresorption von Wasser aus dem
Primarharn stehen - daher wirkt Vasopressin antidiuretisch. Somit wirkt Tolvaptan
direkt diuretisch, ohne den Elektrolythaushalt zu beeinflussen. Das unter
Vasopressin-Einfluss stehende AQP2 ist eines der 13 bisher im Menschen
entdeckten Aquaporine. Aquaporine sind zellulare Wasserkanale. Da Wasser im
gesamten Organismus eine wichtige Rolle spielt, sind Aquaporine in jedem Gewebe

zu finden und gewahrleisten in den Nieren deren hohe Wasserruckresorption.
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1.1 Aquaporine

Aquaporine lassen sich einteilen in orthodoxe Aquaporine, welche ausschlieldlich
Wasser leiten (AQPO; 1, 2, 4, 5); Aquaglyceroporine, die neben Wasser auch kleine
ungeladene Molekule - wie Harnstoff oder Glycerol - leiten (AQP3, 7, 9, 10) und
unorthodoxe Aquaporine (AQPS6, 8, 11, 12) - diese besitzen eine noch nicht genauer
klassifizierte Funktion (Zardoya 2005; Gonen und Walz 2006; Gorelick et al. 2006).
Die in den Nieren exprimierten Aquaporine setzen sich aus allen drei Gruppen
zusammen. Von den 13 humanen Aquaporinen werden acht Aquaporine im
Nierengewebe exprimiert (AQP1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 11) (Nielsen 2002). Dies zeigt
bereits die enorme Bedeutung der Niere fir den Wasserhaushalt im Korper. Tabelle
1.1 gibt einen Uberblick iber ihre Funktion und mdgliche Beteiligung an

Erkrankungen.

Tabelle 1.1: Lokalisation, Funktion und evtl. Beteiligungen der menschlichen Aquaporine
an Erkrankungen. Diese Tabelle beschrdnkt sich auf in den Nieren exprimierten Aquaporine (King et
al. 2004, Nielsen et al. 2002, King et al. 2001, Manley et al. 2000, Verkman 2000, Borgnia et al. 1999,
Yasui et al. 1999, Ishibashi et al. 1997, Ma et al. 1997, Deen et al. 1994, Preston et al. 1994, Fushimi
et al. 1993, Nielsen et al. 1993).

Isoform | Lokalisation/Funktion beteiligt an
AQP1 Erythrozyten, Niere, Gehirn, Auge, Lunge, Katarakt, Tumoren, Sjogren-
Endothel / Harnkonzentrierung, Syndrom

Blutosmolaritat, Augen-innendruck

AQP2 | Niere, Innenohr (?) / Harnkonzentrierung Nephrogenem Diabetes
insipidus, kongestiver Herz-
insuffizienz, Morbus Meniére

AQP3 Niere, Lunge, Auge, Kolon, Haut / Harnkon- Hauttumoren
zentrierung, Epithelbefeuchtung, Wundheilung

AQP4 | Gehirn, Niere, Lunge, Auge Hirnédemen
zerebrale Wasserhomdostase, Neuromyelitis optica

Harnkonzentrierung, Augeninnendruck

AQP6 | Niere / Sduresekretion (?)

AQP7 | Niere, Spermien, Adipozyten Adipositas
renale Glycerolabsorption, Unfruchtbarkeit
Spermienbeweglichkeit, Fettmetabolismus

AQP8 Pankreas, Leber, Niere / H,O,-Transport (?)

AQP11 | Niere / Nierenentwicklung (?) in k.0.-Maus: polyzystischer
Niere
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Die wichtigsten Aquaporine fur die Resorption von Wasser aus dem Primarharn sind
AQP1, AQP2, AQP3 und AQP4. AQP1 ist in Segmenten des proximalen Tubulus
und des absteigenden Astes der Henle'schen Schleife lokalisiert (Nielsen et al.
1993c, Sabolic et al. 1992) und fir den Hauptteil der renalen Wasserrlckresorption
(90%) verantwortlich. AQP2, AQP3 und AQP4 werden in den Hauptzellen des
kortikalen, aufderen und inneren meduléaren Sammelrohrs exprimiert (Fushimi et al.
1993) (Abb. 1.1). AQP2 findet sich dort in der apikalen Plasmamembran sowie in
subapikalen Vesikeln (Nielsen et al. 1993a) und unterliegt der Regulation durch
Vasopressin Uber den V2-Rezeptor (Nielsen et al. 1995a, Sabolic et al. 1995,
Yamamoto et al. 1995). AQP2 spielt eine Rolle bei klinischen Defekten wie Polyurie
und nephrogenem Diabetes insipidus (Kwon et al. 2001, Loonen et al. 2008, Nielsen
et al. 2002, Schrier 2008).
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Abbildung 1.1: Schema der AQP-Expression in der Niere. (modifiziert nach: King et al. 2002)
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1.2 Nephrogener Diabetes insipidus

Mutationen in den Genen fir den V2-Rezeptor oder AQP2 flihren zu nephrogenem
Diabetes Insipidus (NDI). Der Haupteffekt von V2-Rezeptor-Mutationen besteht in
der totalen oder partiellen Abwesenheit des V2-Rezeptors in der Plasmamembran
der Sammelrohrzellen. Dadurch entsteht eine Resistenz gegenuber Vasopressin und
dies fuhrt zu Polyurie (erhdhtes Harnvolumen), Polydipsie (Ubersteigertes
Durstempfinden) und Asthenurie (verringerte Harnkonzentration) unterschiedlicher
Auspragung (Bichet 1996). Therapeutisch wird neben ausreichender Wasserzufuhr
eine kochsalz-, kalium- und eiwei3arme Diat empfohlen, sowie die Gabe von Thiazid-
Diuretika zusammen mit anti-inflammatorischen, nicht-steroidalen Wirkstoffen wie
Amilorid und/oder Indometacin um die bei NDI entstehende Hypernatriamie
auszugleichen.

Im AQP2-Gen liegen 5 % der NDI verursachenden und es sind Uber 30 verschiedene
Mutationen bis heute bekannt. Viele der Mutationen liegen im C-Terminus des AQP2,
was dazu fuhrt, dass diese AQP2-Varianten in andere zellulare Kompartimente
sortiert werden (de Mattia et al. 2004; Kamsteeg et al. 2003, Kuwahara et al. 2001,
Marr et al. 2002, Mulders et al. 1998, Procino et al. 2003).

NDI kann auch erworben werden. Der erworbene NDI kann zum Beispiel durch
langerfristige Behandlung von bipolaren Stérungen mit Lithium verursacht sein.
Lithium reduziert die Expression von AQP2 und AQP3 im Sammelrohr (nach 28
Tagen Lithium-Behandlung reduzierte sich die AQP2-Menge auf 30 %). Es wird
vermutet, das Lithium die V2-Rezeptor-abhangige Adenylatzyklase 6 (ACG6) inhibiert.
Diese Inhibition fuhrt zu einer relativen Vasopressin-Resistenz, Polyurie und NDI bei
20 bis 30 % der mit Lithium behandelten Patienten (Christensen et al. 1985, Kwon et
al. 2000, Marples et al. 1995). Bei erworbenem NDI werden Thiazide und Amilorid
eingesetzt, welche auch die Expression von AQP2 erhohen sollen (Bedford et al.
2008, Kim et al. 2004). Auch Wirkstoffe, welche auf das Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System wirken, werden genutzt: Captoprii (ACE-Hemmer) und
Spironolacton (Mineralokortikoid-Rezeptor Blocker). Auch sie erhohen die Menge an
AQP2 innerhalb der Zellen des Sammelrohrs (Nielsen et al. 2006).

Aus der intensiven Forschung zur selektiven Beeinflussung der Wasserpermeabilitat

des Sammelrohrs und der enormen Bedeutung des Wasserhaushaltes fir die
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grundlegenden Lebensfunktionen lasst sich erschlieen, wie wichtig Erkenntnisse im

Zusammenspiel von Vasopressin und AQP2 in den Zellen des Sammelrohres sind.

1.3 Aquaporin 2

Vor allem in der Einstellung der Wasserhomdostase bei Saugetieren konnte ein
starker Einfluss von AQP2 festgestellt werden: Mutationen im AQP2-Gen oder
Expressionsreduktion bei Ratten flihrten zu einem schweren NDI (Kwon et al. 2000,
Marples et al. 1995). AQP2 ist durch den Einfluss des Vasopressin ein wichtiger
Parameter bei der kurzfristigen Beeinflussung der Wasserpermeabilitat (Nielsen et al.
1995a, Sabolic et al. 1995, Yamamoto et al. 1995) und somit von grof3em klinischen
Interesse. Abbildung 1.2 zeigt die Vorgange in den Sammelrohrzellen mit und ohne
Vasopressin am V2-Rezeptor. In Abbildung 1.2 A ist vereinfacht der Ruhezustand
der Zellen dargestellt. AQP2 wird exprimiert, nach Abschnurung in Golgi-Vesikeln zur
apikalen Zellmembran transportiert. Dort befinden sich also Speichervesikel mit
AQP2, welche im subapikalen Bereich der Zellen verbleiben. In Abbildung 1.2 B ist
die Signalkaskade dargestellt, welche Vasopressin auslost. Bindet Vasopressin, wird
die Konzentration an cAMP, einem second messanger, in der Zelle erhoht. Dies
fuhrt, Gber die Aktivierung von Proteinkinasen, zur Phosphorylierung verschiedener
Proteine. Proteinkinase A (PKA) phosphoryliert den C-Terminus von AQP2 in den

Speichervesikeln und initiiert das Trafficking zur apikalen Membran.
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Abbildung 1.2: A: Vereinfachtes Schema der Basalexpression von AQP2 in den

Sammelrohrzellen der Niere. B: Vereinfachtes Schema der Signalkaskade nach Vasopressin-
Einwirkung auf die basolaterale Membran der Sammelrohrzellen der Niere. ER: Endoplasmatisches

Retikulum; V2R: Vasopressin-Rezeptor 2; AC: Adenylatzyklase, (modifiziert nach Nielsen et al.. 2002).

Es qilt als gesichert, dass die Phosphorylierung des AQP2 ein maldgeblicher
Ausloser fur den vermehrten Einbau des AQP2 in die apikale Zellmembran ist. Dazu
werden AQP2-Speichervesikel (Kachadorian et al. 1975, Wade et al. 1981) an die
Membran rekrutiert und verschmelzen mit dieser (Abb. 1.2 B). Diese Antwort auf
Vasopressin ist 5 bis 30 Minuten nach Bindung des Vasopressin an den V2-Rezeptor
zu beobachten (Kuwahara und Verkman 1989, Wall et al. 1992). Die
Phosphorylierung von AQP2 als Initialisierung seines Traffickings erhoht die
Wasserpermeabilitdt des Sammelrohrs und ist fur die Physiologie der Niere von

groldem Interesse.
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1.4 Trafficking von AQP2

Trafficking, also sortieren und gezielter Transport von Proteinen zur Zellmembran
wird auf zwei verschiedenen Wegen bewerkstelligt. Unreguliert verlauft der
sogenannte konstitutive Weg, wahrend durch verschiedene Stimulationen der
regulierte Pfad initiiert wird. Auch AQP2 unterliegt diesen beiden Wegen fur seinen
Transport zur apikalen Zellmembran in der Niere. Vesikular gespeichertes AQP2 wird
unter basalen Bedingungen nur zu einem sehr geringen Teil in die apikale
Zellmembran integriert (Katsura et al. 1996). Das konstitutive Trafficking von AQP2
spielt daher eine eher untergeordnete Rolle fur die Wasserruckresorption im
Sammelrohr.

Der regulierte Pfad des AQP2 Traffickings hingegen Dbeeinflusst die
Wasserdurchlassigkeit der Sammelrohrzellen. Diese Induktion beginnt mit Bindung
von Vasopressin an den V2-Rezeptor der basolateralen Zellmembran. Der V2-
Rezeptor ist ein Gs-Protein-gekoppelter Rezeptor. Nach Bindung des Vasopressin
stimuliert das G-Protein die membrangebundene Adenylatzyklase in der Nahe des
V2-Rezeptors und diese stellt aus ATP cAMP bereit. cAMP aktiviert direkt
Proteinkinase A. Proteinkinase A phosphoryliert Ser256 am C-Terminus von AQP2 in
den Speichervesikeln und initiiert den Transport dieser zur apikalen Zellmembran
(Katsura et al. 1997). Dass AQP2 gespeichert in den intrazellularen Vesikeln vorliegt
und nach Initilerung durch Vasopressin zur Zellmembran translokalisiert, ahnelt dem
Trafficking des Glukosetransporters GLUT4. GLUT4 wird in Adipozyten, nach
Bindung von Insulin an Insulinrezeptoren, von seinen intrazellularen
Speichervesikeln zur Zellmembran transportiert (Watson und Pessin 2001). Auch die
Endozytose von AQP2 ist dahnlich wie die des GLUT4 und verlauft Clathrin-vermittelt
(Strange et al. 1988, Brown et al. 1988, Robinson et al. 1992).

An der Signalkaskade, welche Vasopressin ausldst, sind viele Zellkompartimente
und Proteine beteiligt. Einige Proteine, welche an der Translokation der AQP2-
Speichervesikel nach Aktivierung des V2-Rezeptors durch Vasopressin beteiligt sind,
wurden bereits identifiziert: AKAPs (A kinase anchoring proteins), welche PKA an
AQP2-tragende Membranen anbinden und anscheinend erst die Phosphorylierung
des AQP2 ermoglichen (Klussmann und Rosenthal 2001). Auch Phosphodiesterase
4 wurde an AQP2-Vesikeln detektiert und scheint lokal cAMP-Level Uber die

Beeinflussung der gebundenen PKA zu modulieren (Stefan et al. 2007). Teile des
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Zytoskeletts wie G-Aktin und Tropomyosin-5 sind Bestandteile eines AQP2-
bindenden Proteinkomplexes (Noda et al. 2004, 2005, Noda und Sasaki 2006).
Dynactin und Dynein sind in Assoziation mit AQP2-Vesikeln detektiert worden und
vermitteln entlang der Mikrotubuli den Transport der Vesikel (Marples et al. 1998).
VAMP-2 (Vesicle-associated membrane protein 2) wurde an AQP2-Vesikel assoziiert
detektiert (Nielsen et al. 1995) und Syntaxin-4 wird mit der Endozytose von AQP2 in
Verbindung gebracht (Valenti et al. 1998) (Abb. 1.4). SNARE-Proteine (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive-factor attachment receptor) kolokalisieren ebenfalls mit
AQP2-Vesikeln (Nielsen et al. 1995, Franki et al. 1995), wahrend Hsc70 und Hsp70
direkt an AQP2 binden und sein Trafficking regulieren (Lu et al. 2007).

,.-r Micratubule
Dynein AQFP3
. | = Dynactln
*/ ATP tul f ATP qﬁ”ﬁ
Pmteln ) 3
P-(-;E

Kinaze A
CAMP ¢ 5 'IJAC

AM
%D s ()'(? AQP2 Anm Hm!“ng, 1‘.\--/ Gﬁ

Pratein Kinase A AQP?

sl
Gas R
“Chyosin-1 b

intrazellular } AQP4

extrazellular

VAMP-2
NSF.
Syntaxin-4 75

AQP2 =4

Abbildung 1.4: Signalkaskaden und einige Molekiile beteiligt an der Regulation des AQP2-
Traffickings. A: Signalkaskade aus V2-Rezeptor, AC (Adenylatzyklase), PKA phosphoryliert AQP2 am
Ser256. B: Teile des Zytoskeletts (Dynein, Dynactin, Myosin-1) sind Bestandteil des Trafficking-
Apparates. C: der Mechanismus des Dockens und Verschmelzens der AQP2-Vesikel kénnte durch
Vesikel-Rezeptoren (VAMP-2, Syntaxin-4) vermittelt werden. (Modifiziert nach Nielsen et al. 2002)

All diese Proteine sind direkt oder indirekt beteiligt am Transport der AQP2-
Speichervesikel zur apikalen Zellmembran nach Vasopressin-Einwirkung und
Phosphorylierung des AQP2 am Ser256 (Katsura et al. 1997). Doch noch immer ist
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ungeklart, welchen Effekt die Phosphorylierung des AQP2 auf molekularer Ebene
auslost. Bisher bekannt ist nur ihr Einfluss auf die Exo- und Endozytose im AQP2-
Trafficking und es ist klar, dass ohne die Phosphorylierung am Ser256 eine
Translokation des AQP2 als Reaktion auf Vasopressin nicht stattfinden kann (Moeller
et al. 2009).

1.5 Rolle der Phosphorylierung des AQP2 am Ser256

Durch Mutationsanalysen in verschiedenen Nierenzelllinien konnte die Relevanz der
Phosphorylierung an Ser256 fur das Trafficking von AQP2 nachgewiesen werden.
Mutiert man Ser256 zu Alanin, kann dieses AQP2-S256A nicht durch PKA
phosphoryliert werden. AQP2-S256A andert seine Lokalisation nach Vasopressin-
Einwirkung nicht (Katsura et al. 1997, van Balkom et al. 2002). Dahingegen liegt das
zu AQP2-S256D mutierte Protein, welches die phosphorylierte Form vorspiegelt,
konstitutiv in der apikalen Plasmamembran vor - unabhangig vom cAMP-Level (van
Balkom et al. 2002). Phosphoproteomanalysen (eine Kombination aus
Phosphopeptid-anreicherung und Massensprektrometrie nutzend) konnten zeigen,
dass Ser256 nicht die einzig phosphorylierte Aminosaure ist, Ser261, Ser264 und
Thr269 konnten ebenso phosphoryliert detektiert werden, die Bedeutung dieser
Phosphorylierungsstellen ist jedoch noch unklar (Hoffert et al. 2006). Nicht nur die
Phosphorylierung von AQP2 durch Kinasen ist von Bedeutung flir seine zellulare
Lokalisation, auch Phosphatasen scheinen eine wichtige Rolle einzunehmen. Hemmt
man die Serin-/Threonin-Phosphatasen 1 und 2A durch Okadainsaure, so wird selbst
nach Inhibierung der PKA die Translokation von AQP2 und sein Einbau in die
Plasmamembran gesteigert (Valenti et al. 2000). All diese Ergebnisse verschiedener
Arbeitsgruppen legen nahe, dass es einen direkten Einfluss eines
Interaktionspartners basierend auf der Phosphorylierung geben koénnte. Direkte
Interaktionspartner des AQP2, welche zwischen der unphosphorylierten und der
phosphorylierten Form des Proteins differenzieren und ausschlieRBlich mit der
phosphorylierten Form interagieren, waren ein wichtiges Bindeglied zwischen

phosphoryliertem AQP2 und dessen physiologischen Effekten.
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1.6 Vorarbeiten

Es wurden 2007 von Lu et al. mit Hsc70 und Hsp70 direkte Bindungspartner von
AQP2 entdeckt. Mit solchen Erkenntnissen kann das Trafficking von AQP2 weiter
aufgeklart werden, doch die genaue Rolle der Phosphorylierung - was durch sie
nachfolgend ausgelost wird - bleibt weiter unklar. Einen Interaktionspartner des
AQP2 zu identifizieren, welcher an das am Ser256 phosphorylierte AQP2 bindet,
konnte diese Licke schliefen und einen Einblick in eine allgemeine Funktion von
Phosphorylierungen geben. Um diesen Aspekt zu analysieren, wurde im Vorfeld
dieser Arbeit ein Yeast-2-Hybrid-Screening durchgefuhrt, bei dem der C-Terminus
S256D-mutierten AQP2s als Kdder eingesetzt wurde (Abb. 1.5). Bei einem Yeast-2-
Hybrid-Screening werden die zwei Halften eines Transkriptionsfaktors auf DNA-
Ebene mit verschiedenen Proteinen fusioniert. Eine Halfte bildet ein Fusionsprotein
mit dem so genannten bait (Koder), dem Protein, fur welches ein Bindungspartner
identifiziert werden soll. Die andere Halfte bildet Fusionsproteine mit modglichen

Bindungspartnern (prey, Opfer).

Prey: humane Nieren cDNA Bibliothek (3.5 x 108 unabhangige Klone)

Bibliothek-klon

Bait construct:

C-term.
Protein Sossl)
kinase A
KSLQERLAVLKGLEPDTDWEEREVRRRQDVELHSPQSLPRGSKA .
256

Abbildung 1.5: Yeast-2-Hybrid-Screening: schematische Darstellung der Erstellung von bait
und prey, um Bindungspartner fiir den C-Terminus von AQP2-S256D zu finden.

In den Vorarbeiten bestand das bait aus einer Peptidsequenz des AQP2 C-Terminus,
dessen S256 zu D256 verandert wurde. Damit reprasentierte es phosphoryliertes
AQP2. Als prey wurde eine Bibliothek humaner Nieren-cDNA eingesetzt (Abb. 1.5).

11
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Dabei wurde flir ein Protein eine Bindung an den C-Terminus des AQP2-S256D
nachgewiesen: Aha1.

1.6.1 Ahal

Aha1 erhielt seinen Namen abgeleitet von seiner bisher bekannten einzigen
Funktion: activator of hsp90 ATPase activity. Zuerst als p38 bezeichnet, wurde
schnell deutlich, dass dieses in Eukaryoten ubiquitar exprimierte Protein eine
Funktion als Cochaperon besitzt - es stimuliert die ATPase Aktivitat des

Hitzeschockprotein 90 nach direkter Bindung an dieses (Mayer et al. 2002).

Abbildung 1.6: Kristallstruktur von Aha1 aus Plasmodium falciparum (Vernimont et al. 2010,
Quelle: RCSB Protein Data Bank).

Aha1 liegt vorwiegend cytosolisch vor, doch es wird weiterhin vermutet, dass es auch
am endoplasmatischen Retikulum assoziiert ist und mit diesem voribergehend
interagiert. Sevier und Machamer fanden 2001 Aha1 in dem Pellet microsomaler
Membranen von HelLa-Zellen und spekulierten auf Prazipitation des Aha1. Durch die
Einwirkung von Triton X-100 auf diese Aha1l-haltigen Pellets konnten sie Aha1
allerdings aus diesen entfernen und schlussfolgerten, Teile des Ahal lagen
membrangebunden vor.

Durch die Arbeitsgruppe um Enno Klussmann, unserem Kooperationspartner am
FMP Berlin, konnten AQP2-Vesikel aus MDCK-II-Zellen prazipitiert werden. In diesen
wurde Aha1l detektiert (Abb. 1.7). Versuche in MDCK-II-Zellen zeigten, dass Aha1

nach Vasopressin-Einwirkung in der Zellmembran detektiert werden kann (Abb. 1.8).
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Abbildung 1.7: Western-blotting der Vesikel-Prézipitation aus MDCK-II-Zelllysat. Eingesetzt
wurden Protein-G-Sepharosebeads mit Antikérper gegen AQP2 bzw. Glycin beladen. Detektiert wurde

nach Elektroblot mit einem Antikérper gegen Ahaf.

unbehandelt

+ Vasopressin

Abbildung 1.8: Konfokale Laserscanmikroskopie-Aufnahmen einer Immunofluoreszenz in

MDCK-II-Zellen. Griin: Aha1; rot: AQP2, gelb: Kolokalisation von Aha1 und AQP2.
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Die Expression in diversen Geweben (z.B. Gehirn, Herz, Skelettmuskulatur, Niere
und in geringen Mengen in Leber und Plazenta), die eventuelle Assoziation mit dem
ER und die Ergebnisse aus den Vorversuchen machten Ahal zu einem
interessanten Ziel weiterer Forschung. Ahal kann die Licke zwischen der
Phosphorylierung des AQP2 und den bereits bekannten Trafficking-Parametern

schliefen und somit einen direkten Interaktionspartner des AQP2 darstellen.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Intrazellulares Trafficking von AQP2 ist seit Jahren Gegenstand der Forschung -
besonders im Hinblick auf die Funktion der Niere, sowie der generellen Bedeutung
intrazellularen Traffickings fur den zellularen Stoffwechsel. Generelle Informationen
uber beteiligte Proteine - sei es Uber direkte Protein-Protein-Bindung, sei es uber
Wechselwirkungen uber weitere Proteine - kdnnten im gesamten Forschungsbereich
des Protein-Traffickings Auswirkungen haben. Ein Ziel dieser Arbeit ist die
Etablierung von Methoden zur Untersuchung von Protein-Protein-Wechselwirkungen
im Arbeitskreis. Bindungs-Assays fur Aha1l und AQP2 kénnen direkt Aussagen zu
einer moglichen Bindung von Ahal an den C-Terminus des AQP2 liefern. Die
Untersuchung der Auswirkungen des Aha1l auf das Trafficking von AQP2 ist ein
weiterer Aspekt dieser Arbeit. Um das intrazellulare Trafficking von AQP2 direkt
untersuchen zu kdnnen, muss eine eukaryotische Zellkultur mit Nierenzelllinien im
Arbeitskreis aufgebaut und genutzt werden.

Die Auswirkungen eines Proteins innerhalb des eukaryotischen zellularen Systems
lassen sich mit RNAi-Technologie analysieren. Daher besteht ein Teil der Arbeit
darin, die RNAi-Technologie im Arbeitskreis zu etablieren und speziell fir Aha1 zu

entwickeln und zu optimieren.
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2 Material

2 Material

2.1 Enzyme, Kits, Chemikalien und Verbrauchsmaterial

AGFA Healthcare, Mortsel, Belgien

Fixierer G354 und Entwickler G153

Alomone labs, Jerusalem, Israel

primar-Antikdrper gegen AQP2 (rabbit)

Amersham Biosciences, GE Healthcare, Minchen

Hyperfilme, ECL plus Western Blotting Detektion System, PVDF-Blottingmembran
Hybond™-P, Thermo Sequenase™ Primer Cycle Sequencing Kit

Beckman Coulter, Krefeld

Ultrazentrifugenréhrchen Polycarbonat

Biochrome AG, Berlin

DMEM-Medium, Penicillin/Streptomycin, Fotales Kalberserum, Trypsin/EDTA-LOsung
Biontex, Martinsried

Metafectene Transfektionsreagenz

Bio-Rad, Munchen

Bio-Rad Proteinassay Reagenz

Fermentas, St. Leon-Rot

dNTPs, Restriktionsendonukleasen mit Reaktions-Puffern, T4-Ligase, A-DNA
Genaxxon BioScience, Ulm

Albumin Fraction V, Ampicillin-Natriumsalz, dNTPs, SDS, TEMED, 10x PCR-Puffer
Greiner bio one, Frickenhausen

Verbrauchsmaterial der Eukaryotenzellkultur

Invitrogen, Darmstadt

Sekundarantikorper, fluoreszenzmarkiert

Jackson Immuno Research Europe Ltd, Suffolk, UK

Goat Anti-Mouse IgG-Antikorper

Sekundarantikorper, fluoreszenzmarkiert (2.8)

Macherey-Nagel, Duren

Nucleotrap®, Nucleobond®PC500

Merck, Darmstadt

APS, Titrisol® Natriumhydroxid, Titrisol® Salzsaure
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MP Biomedicals, lllkirch, Frankreich
Ethidiumbromidtabletten

MWG-Biotech, Ebersberg

Oligonukleotide, IRD 800-gekoppelte Sequenzierprimer
National Diagnostics, Atlanta, USA

SequaGel® XR, SequaGel® Complete Buffer Reagent
New England Biolabs, Frankfurt am Main
Restriktionsendonukleasen, T4-Ligase

Peglab Biotechnologie, Erlangen

peqGold Protein-Marker |, peqGold prestained Protein-Marker Ill
Promega, Mannheim

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Kit
Qiagen, Hilden

Ni-NTA-Agarose, Faktor Xa, Faktor X;-removal resin
Roche, Mannheim

Anti-GFP (Mischung zweier monoklonaler Antikorper aus der Maus), complete
EDTA-free protease inhibitor cocktail tablets

Roth, Karlsruhe

Rotiphorese®-Gel40, Roti®-Blue 5x Konzentrat, Rotiphorese® Blau R, alle weiteren
hier nicht aufgefuhrten Chemikalien

Santacruz, CA, USA

primar-Antikorper, sekundar-Antikoérper (2.8)

Sarstedt, Nurnbrecht

Labor-Verbrauchsmaterial (Plastikwaren)

Schleicher & Schuell, Dassel

Whatman Chromatographie Papier 3MM
Sigma-Aldrich Corporation, Minchen

APS, Mineraldl, Polyethylenglycol 3350

Stratagene, Wadbronn

E. coli XL 1 Blue MRF"-Bakterienzellen
Sudlaborbedarf, Gauting

Hi Yield® PCR Clean-Up & Gel-Extraction Kit
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2.2 Gerate

Beckman Coulter, Krefeld

Ultrazentrifuge Optima™ XL-80 K; 50.2 Ti Rotor Festwinkel
Biacore international SA, Uppsala, Schweden

Das Biacore 3000

Binder, Tuttlingen

APT.line™ C150

Bio-Rad, Miinchen

Elektroblot Trans-Blot® SD semidry transfer cell

Cawo Photochemisches Werk, Schrobenhausen
Entwicklungsmaschine Cawomat 2000 IR; ABS-Kassette
Clemens, Waldbuttelbrunn

PCR-Cycler Dualblock Peglab Primus HT2 und MWG Primus 25 mit HT Manager
Software

Eppendorf, Hamburg

BioPhotometer, Mikrozentrifuge 5415R

Greiner, Frickenhausen

Glasgerate

Heraeus Instruments, Osterode

Laborzentrifuge Multifuge 1S-R mit Rotoren 75002006/75002000, Biofuge pico,
herasafe 12 Sterilbank

Herolab, Wiesloch

UV-Transilluminator UVT-20 S/M

Infors, Minchen

Inkubator Minitron mit integriertem Schattler

Intavis Bioanalytical Instruments AG, Kdln
AutoSpot-Roboter ASS 222

Leica, Wetzlar

konfokales Laserscan-Mikroskop TCS SP

LI-COR Biosciences, Bad Homburg

Sequenzierer LI-COR DNA Sequencer Model 4200, BaselmagIR V.4.2. Software
Mettler-Toledo, Giessen

Pipetten RAININ Classic™
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New Brunswick Scientific, Wesseling-Berzdorf

Tiefkuhlschrank Innova U535

Peqglab, Erlangen

SDS-PAGE-Kammer PerfectBlue® vertikales Doppelgelsystem Twin S
Raytest, Straubenhardt

Gel-Dokumentations-System Raytest IDA

Roche, Mannheim

Lumi-Imager F1

Savant Instruments, Farmingoale, USA

Vakuumzentrifuge DNA Speedvac® DNA110

SCHOTT Instruments, Mainz

Digital-Labor-pH-Meter Lab 850

SG Wasseraufbereitung und Regenerierstation, Barsbuttel
Reinstwasseranlage

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Hochdruck-Homogenisator French Press cell disrupter FA-078 mit French Press
Zelle FA-032, Cryo 1 °C Freezing Container (Nailgene)

Zeiss, Jena

konfokales Laserscan-Miskoskop LSM 510
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2.3 Verwendete Plasmide

Plasmide fiir Escherichia coli

Xma}l 287
Awrl 287
Sacl 281
Mcol 266
MNarl 4046 E“’F‘é' 2?'4}1’?292
EcoRV 3856 am
\ Xhal 298
\ Pstl 314
al 3617 —_—
S \ ) y Hindill 322
lacl reg
"'H-\.\-\ N
Bell 3420\\
pTrcI94
4176bp
T—~ampR
- S
Mdel 2?01/ \
Boll 1516
|
PER322 origin Alwnl 21132
Abbildung 2.1: pTrc99A
1ac prom
lac prom /
Marl 4309 b
\ BamH
Hpal 4175 . -
EcoRV 4119 ¥mal 945
2 Smal 947
@ Accl 951
Apal 3880 *hol 955
- Motl 961
pCEX4T-1
4369bp ¥ — _amp prom

amp marker

\ \Pstl 1923

PBR322 origin
Alwhl 2644

Abbildung 2.2:  pGEX4T-1
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Plasmide fur Saugerzelllinien

Mdel 2325
Bglll 610 yho| 514
PBR322 origin
\ Sacl 621
. Pstl 539
Accl 641
Xr‘nal 657
Smal 559
BamHI 651
;—IRE reg

T—ires_emcv reg

pIRES—EGFP
5308bp

f1 origin

SW40ER reg
\ R““-«EGFP reporter
neoR/kank
P
Narl 3333~ ", ~ : Notl 1977
Clal 31?3,;—#‘7 \ ¥bal 1987
Stul 31_54 / Hpal 2096
Sfil 3108
SW40 origin
ampR-promoter
Abbildung 2.3: PIRES-EGFP
MNdel 235
CMV-promaoter
PBR222 origin \\ Balll 610
¥hol 614
/ AN acl 621
Hindlll 623
& % EcoRI 630
Arcl 841
Fpnl 650
Xmal 657
smal 839
BamH| 661
pmaxFP-Creen-I
4712bp
= Motl 1381
f1 origin
. ~ ¥bal 13291
SWV40ER reg
\ \/ T~ Hpal 1500
neoR/kank” —— -
" f-
Clal 2577 —— .~ N
Sty 2558 ™~ ampR-promoter

SM 2512 5v40 origin

Abbildung 2.4: pmaxFP-Green-N
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V40 pr-:-m\
Stul 4458\
Smal 4434 \ SV 40 prom amp prom
Aval 4432, SV40 origin / Motl 407
\\\ / //Hindlll 463
] BamHI 516
Xmal 44§ ;Q/
Avrl 4432 ,‘
Psil 4198— }
Balll 1105
lacZ_a rnpnr‘tnr ZKpnl 1115
m EcoRl 1119
pSilencer 4,1-CMV neo *B 17 prom
4944bp —
Tlac prom

Mrul 3563——"

S

\\pBR322 origin

Alwll 1991

Abbildung 2.5: pSilencer™4.1-CMVneo

2.4 Oligonukleotide (Sequenzierprimer)

Die Sequenzierprimer wurden am 5°-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff IRD 800

markiert. lhre Sequenz entspricht der Sequenz, welche der Hersteller des Vektors

empfiehlt.
psilencer_sense 5’ -AGGCGATTAAGTTGGGTA-3'
psilencer_antisense 5’ -CGGTAGGCGTGTACGGTG-3"'

2.5 Verwendete Escherichia coli - Stamme

DH5a F- @80/acZAM15 A(lacZY A-argF)U169 recA1 endA1 hsdR17(rk-,
mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 A- Hanahan, 1983

XL1-Blue MRF* recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F* proAB
laclgZAM15 Tn10 (Tet,)] von Stratagene

BL21(DE3)pRep4 F ompT hsdSB (rs'mg’) gal decm (DE3) pRep4 (Neo)
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2.6 Verwendete Zelllinien

HEK?293 HEK293, Niere / Mensch, erhalten vom Institut flr
Physiologie, CAU Kiel
HEK293-AQP2wt HEK293, Niere / Mensch, exprimiert AQPwt, erhalten vom

FMP Berlin

HEK293-AQP2wtHA HEK?293, Niere / Mensch, exprimiert AQPwt mit einem HA-

tag an einem extrazellularen loop des AQP2, erhalten vom

FMP Berlin

MDCK CCL-34 MDCK (NBL-2) Niere / Hund, LOT: 58078518 (ATCC®)

2.7 Verwendete siRNA-Oligonukleotide

Kontroll-siRNA (MWG)

sense 5/ [Cy5] [AGGUAGUGUAAUCGCCUUG] [TT]

RNA DNA

antisense 5’ [Cy5] [CAAGGCGAUUACACUACCU] [TT]

RNA DNA

siRNA aha1 (Dharmacon)

sense 5’ [AUUGGUCCACGGAUAAGCU] . [TT],.
antisense 5’ [AGCUUAUCCGUGGACCAAU] .., [TT]
siRNA aha2 (Dharmacon)

sense 5’ [GUGAGUAAGCUUGAUGGAG] . [TT],.
antisense 5’ [CUCCAUCAAGCUUACUCAC] [TT]

RNA DNA

In der Arbeit wurden siRNA aha1 und siRNA aha2 als Mischung eingesetzt und

werden im Folgenden als si1&2 bezeichnet.

siRNA anti-Aha1 (MWG)

sense 5’ [Cy3] [AAAUCUCGCGGCCUUAAUGA] [TT]

RNA DNA

antisense 57 [UCAUUAAGGCCACGAGAUUU] [TT]

RNA DNA

Diese siRNA-Oligonukleotide wurden nach Holmes et al. 2008 erstellt und werden

daher in dieser Arbeit als siRNA-holmes bezeichnet.

22



2 Material

Oligo 1 (invitrogen)
sense 5’ [CCACUUGUAAGAUCACUCUUAAGGA]

Oligo 2 (invitrogen)

Oligo 3 (invitrogen)

sense 5

RNA [TT] DNA
antisense 5’ [UCCUUAAGAGUGAUCUUACAAGUGG],,  [TT],.
sense 5/ [ACUGGACGGAGAGAGAUGCUUCAAA],.  [TTI,,
antisense 5’ [UUUGAAGCAUCUCUCUCCGUCCAGU],_.  [TT],.

[UCGCAAAGGGAAACUUAUCUUCUUU], . [TT],,
[AAAGAAGAUAAGUUUCCCUUUGCGA] [TT]

antisense 5’

RNA

2.8 Verwendete Antikorper

Primarantikorper:

ma-GFP

ra-Aha1-N

ra-Aha1-C

ga-AQP2 (C-17)

ra-AQP2 (H-40)

ra-AQP2 (A002)

ma-GAPDH

Mischung zweier monoklonaler Antikérper (Maus) gegen
GFP (0,4 ug/ul) (Roche, Mannheim)

polyklonaler Antikérper (Hase) gerichtet gegen AS-
Sequenz AKWGEGDPRWIVEERADAT am N-Terminus
von Aha1 (0,4 ug/ul)

polyklonaler Antikdrper (Hase) gerichtet gegen AS-
Sequenz LEADRGGKFHMVDGNVSGEF am C-Terminus
von Aha1 (0,4 pg/pl)

polyklonaler Antikdrper (Ziege) gegen einen Teil des C-
Terminus humanen AQP2s (0,2 ug/ul) (Santacruz, CA,
USA)

polyklonaler Antikorper (Hase) gegen AS 232-271 des
humanen AQP2 (0,2 ug/ul) (Santacruz, CA, USA)
polyklonaler Antikdrper (Hase) gegen AS 254-271 des
murinen (Ratte) AQP2 (Alomone labs, Jerusalem, ISR)
polyklonaler Antikorper (Maus) (Calbiochem, Merck,
Darmstadt)
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ra-HA (HA.11)

Sekundarantikorper

ga-rabbit

ga-mouse

da-goat

polyklonaler Antikérper (Hase) gegen die AS-Sequenz
CYPYDVPDYASL (Convance, Princeton, USA)

polyklonaler  Antikérper  POD-konjugiert (0,4 pg/ul)
(Jackson Immunoresearch, Suffolk, UK)

polyklonaler  Antikdrper  POD-konjugiert (0,4 pg/ul)
(Jackson Immunoresearch, Suffolk, UK)

polyklonaler Antikérper POD-konjugiert (Esel) (4 pg/ul)
(Santacruz, CA, USA)

Fluoreszenz-markierte Sekundarantikorper

da-rabbit-Cy2

da-rabbit-Cy3

da-goat-Cy5

ca-rabbit-Alexa488

da-goat-Alexa568

polyklonaler Antikorper, Cyanin2 konjugiert (Jackson
Immunoresearch, Suffolk, UK)

polyklonaler Antikérper, Cyanin3 konjugiert (Jackson
Immunoresearch, Suffolk, UK)

polyklonaler Antikorper, Cyanin5 konjugiert (Jackson
Immunoresearch, Suffolk, UK)

polyklonaler Antikérper (Ziege), Alexa Fluor® 488
konjugiert (2 pg/pl) (Invitrogen, Darmstadt)

polyklonaler Antikorper (Esel), Alexa Fluor® 568 konjugiert
(2 pg/ul) (Invitrogen, Darmstadt)
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2.9 Puffer und Losungen

Alle Puffer und Losungen wurden vor der Verwendung sterilfiltriert (0,2 um
Porenweite) oder autoklaviert (20 min, 121°C, 1 bar). Fur Verdunnungen wurde
autoklaviertes Wasser verwendet, welches Uber Umkehrosmose, Filtration und

anschliefendes Autoklavieren gereinigt wurde.

2.9.1 Molekularbiologische Methoden

Agarose-Gelektrophorese von DNA

50x TAE-Puffer 10x Ladepuffer orange
2M Tris/Acetat pH 8,0 0,4 % Orange G
0,06 M EDTA 30 % Glycerol
0,1M EDTA
Ethidiumbromidlésung
10 mg Ethidiumbromid
1,0 ml Aqua bidest.

Bakterien-Ndhrmedien

LB-Medium Antibiotika in LB-Medium und LB-Agar
10 g/l Trypton 100 pg/ml Ampicillin
10 g/l NaCl 50 ug/ml Kanamycin
5 g/l Hefeextrakt
LB-Agar
15 g/l Bacto™Agar
in LB-Medium
1,6x LM-Medium TSS-Lésung
15 g/l Trypton 15 ml 1,5x LB-Medium
15 g/l NaCl 4 ml PEG (3350) 50%
7,549/ Hefeextrakt 0,4 ml 1 M MgCl,
1 ml DMSO
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DNA-Sequenzierung
10x TBE-Puffer

0,89 M Tris

0,89 M Borsaure

0,02 M Nax-EDTA
pH 8,3

2.9.2 proteinbiochemische Methoden
SDS-PAGE
4x Trenngelpuffer 4x Sammelgelpuffer
0,4 % SDS 0,4 % SDS
1,5M Tris-HCI, pH 8,8 0,5M Tris'HCI, pH 6,8
1x Kathodenpuffer 4x SDS-Probenpuffer (reduzierend)
192 mM Glycin 8 % SDS
0,1 % SDS 1M Tris-HCI, pH 6,8
25 mM Tris-HCI, pH 8,3 04 M DTT

clear native-PAGE

6x native-Probenpuffer
60 % Glycerol
0,1 % Bromphenolblau

Ponceau S-Féarbelésung
1%
3 % Eisessig

Poncheau S
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40 % Glycerol
0,02 % Bromphenolblau

1x Kathodenpuffer
192 mM Gilycin
25 mM Tris-HCI, pH 8,8

Gel-Férbelésung
45 % Methanol
9 % Eisessig
45,8 % Wasser
0,2 % Blau R



2 Material

Gel-Entfarbelésung
10 % Eisessig
30 % Methanol
60 % Wasser

Western-blotting

5x Transferpuffer 1x Transferpuffer

192 mM Glycin 20 % 5x Transferpuffer
25 mM Tris'HCI, pH 8,3 20 % Methanol
1% SDS 60 % Wasser
10x TBS 1x TBST
1,5M NaCl 0,5 % Tween20
0,1M Tris-HCI, pH 7,4 in 1x TBS
MTBST Ablésepuffer
3% Milchpulver 62,5 mM Tris-HCI pH 6,7
in 1x TBST 100 mM 2-Mercapto-
ethanol
2% SDS
ELISA
PBS-CM Blockier-, Inkubationspuffer
0,1 mM CaCl, 1% BSA
1,0 mM MgCl, in PBS-CM
in 1x PBS

Koimmunpréazipitation

Zelllysepuffer
20 mM KoHPO4
150 mM NaCl
5mM EDTA
5mM EGTA
pH 7,4 (HCI)
frisch: Proteaseinhibitor

und 1 mM PMSF
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fir nicht-nativen Aufschluss zusatzlich:
0,5% Triton-X-100 oder
0,5 % Dodecyl-R-D-Maltosid

Immunofluoreszenz
Forskolinlésung
10 mM Forskolin

in Ethanol

Permeabilisierungspuffer
0,1 % Triton-X-100
in 1x PBS

Mountingmedium
25 % Gilycerol
10 % Mowiol 4-88
0,1M TrisHCI, pH 8,5

Affinitdtschromatographie
Zelllysepuffer E. coli
20 mM KoHPO4
150 mM NaCl

20 mM Imidazol
2mM 2-Mercapoethanol
2 mM Benzamidin
pH 8,0

frisch 1 mM PMSF zugeben

Waschpuffer GST-tag
1x PBS
0,1 % Triton X-100
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Fixierpuffer
3 % Paraformaldehyd
in 1x PBS

Blockierpuffer
3 % BSA (Fraktion V)
in 1x PBS

Waschpuffer (1xPBS)
137 mM NaCl
2,7 mM KCI
10 mM Na,HPO4
2mM NaH2PO4
pH 7,4 (HCI)

Wasch- und Elutionspuffer His-tag
100-400 mM Imidazol
in Zelllysepuffer

Elutionspuffer GST-tag
50 mM Tris'HCI pH 8,0
10 mM red. Glutathion

frisch zugesetzt
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Proteinase-Behandlung
Faktor Xa Reaktionspuffer
20 mM Tris-HCI

50 mM NaCl
1 mM CaCl,
pH 6,5 (HCI)
Zellkultur
Kulturmedium
DMEM mit

5-10 % FCS
1% P/S-L6ésung

Transfektionsmedium
DMEM mit
1% P/S-L6ésung

Extraktionspuffer (nativ)
440 mM Saccharose
75 mM KzHPO,4
2 mM EDTA
0,1 mM PMSF
pH 7,2
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Kryomedium
80 % DMEM
10 % DMSO
10 % FCS

Selektionsmedium
400 pg/ml G418

in Kulturmedium
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Isolierung und Reinigung von DNA

Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Einzelklone oder eine bereits existierende Dauerkultur wurden in LB-Medium mit
Selektionsantibiotikum Uberfuhrt und dber Nacht (10-16 h) bei 37 °C unter Schutteln
inkubiert. Die Kultur wurde bei 13.000 x g pelletiert und das erhaltene Zellpellet fur
die Plasmidpraparation verwendet. Fur 5 ml Kulturen wurde das Wizard-Plus-
Purifcation-Kit® entsprechend der Herstellervorschrift verwendet. Abwandlungen von
der Herstellervorschrift waren das Verzichten auf die Zugabe alkalischer Protease
und die Eluierung der isolierten Plasmid-DNA mit 50 pl Wasser, statt der
angegebenen 100 pl. Fir 50-100 ml Kulturen wurde das NucleoBond® Midi-
Praparationskit verwendet.

Extraktion von DNA aus Agarosegelen

DNA-Fragmente wurden mit einem Skalpell aus dem Agarosegel geschnitten und mit
dem Hi Yield® Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit entsprechend der
Herstellerangaben aus Agarosegelen extrahiert. Zur Elution wurde zwischen 15 und
30 ul Wasser eingesetzt. Wenn eine Aufkonzentrierung von Noéten war, wurde diese

mit der SpeedVac® durchgefiihrt.

PCR-Produkt-Aufreinigung
Mit dem Hi Yield® Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit konnten auch die PCR-
Produkte aufgereinigt werden. Die Durchfuhrung war entsprechend der

Herstellerangaben.
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3.1.2 Agarose-Flachbett-Gelelektrophorese
Die Agarosekonzentration wurde abhangig von den zu erwartenden Fragmentgroen
gewahlt:
= 800 bp 1 % Agarose
500 bis 1000 bp 2 % Agarose
<500 bp 3 % Agarose

Die Agarose wurde in TAE-Puffer resuspendiert und in der Mikrowelle geschmolzen.
Vor dem Ausgiellen wurde 1 ul 1% Ethidiumbromidlésung pro 50 ml Agaroseansatz
zugegeben (0,2 pg/ml). Als Laufpuffer wurde TAE-Puffer verwendet. Die Proben
wurden mit 1/10 Volumen 10x Ladepuffer versetzt und bei 100 V elektrophoretisch
getrennt. Pst I-verdaute A-DNA diente als Grolkenmarker. Detektiert wurde unter UV-

Licht mit einer Anregungswellenlange von 366 nm.

3.1.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinsauren in Losung wurde photometrisch bei A = 260 nm
bestimmt und wie folgt berechnet:

c [Mg/ul] = Azso nm * f * Verdlinnung

f=0,02 bei Oligonukleotiden, Einzelstrang-DNA

f=0,04 bei Plasmiden, Doppelstrang-DNA

Zusatzlich wurde durch Absorptionsmessung bei 230 nm auf Verunreinigung durch
Kohlenhydrate und bei 280 nm auf Verunreinigung durch Proteine getestet. Das
Verhaltnis von Azso nm/A230 nm fuUr reine DNA liegt Uber 2. Das Verhaltnis von

A260 nm/A2s0 nm fur reine DNA liegt Uber 1,8.

3.1.4 Restriktionsverdau von DNA

Der Verdau mit Endonukleasen wurde in 10 pl-Ansatzen durchgefuhrt. 0,5-2 uyg DNA
wurden mit 1 U Enzym/ ug DNA mindestens eine Stunde inkubiert. Die Wahl von
Puffer und Inkubationsbedingungen erfolgte nach Herstellerangaben. Bei
Temperaturabweichungen und inkompatiblen Pufferbedingungen wurde in mehreren

Schritten gearbeitet.
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3.1.5 Ligation

Zur Ligation betrug das molare Verhaltnis zwischen Vektor und insert 1:4. Es wurde
in einem Ligationsansatz von 10 ul gearbeitet. 50-100 ng Vektor pro Ligation wurden

mit 1 pl T4-Ligase im entsprechenden Puffer tber Nacht bei 16°C inkubiert.

3.1.6 Transformation kompetenter Escherichia coli Zellen

Herstellung kompetenter E. coli Zellen: PEG-DMSO-Methode (nach Chung et al.
1989)

Eine einzelne E. coli-Kolonie wurde in 6 ml LB-Medium inklusive des entsprechenden
Antibiotikums Uberfuhrt und bei 37°C und 180 U/min Uber Nacht inkubiert. 1 ml der
Uber-Nacht-Kultur wurde in 100 ml LB-Medium gegeben und bis zu einer ODggp von
0,3 bis 0,4 unter Schutteln bei 37°C inkubiert. Diese Bakteriensuspension wurde in
zwei Falcon Rohrchen fur mindestens 10 min auf Eis gehalten. Anschliel3end wurden
die Zellen abzentrifugiert (2000 x g, 4°C, 10 min). Der Uberstand wurde verworfen
und die Pellets in jeweils 5 ml eiskalter TSS-Lésung aufgenommen, vorsichtig durch
leichtes Schutteln resuspendiert und vereinigt. Erneut wurde die Suspension
zentrifugiert (2 000 x g, 4°C, 10 min), der Uberstand verworfen, das Zellpellet in
10 ml eiskalter TSS-Losung resuspendiert und fur 10 min auf Eis gehalten. Die

kompetenten Zellen wurden zu je 100 pl aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Standardtransformation von E. coli Zellen: PEG-DMSO-Methode

Der Ligationsansatz konnte direkt zu gerade auftauenden kompetenten Zellen
gegeben werden. Die Zellen wurden 30 min auf Eis gehalten. Anschlieend fur 1 min
bei 42°C inkubiert und nochmals fir 10 min auf Eis gehalten. Es wurden 600 pl LB-
Medium hinzugegeben und der Ansatz fur 60 min bei 37°C unter Schutteln inkubiert.
Im Anschluss wurden die Zellen gesammelt (13000x g, 15s), 600 yl des
Uberstandes verworfen und der Riickstand in den verbliebenen 100 pl resuspendiert.
Diese Mischung wurde dann auf LB-Agarplatten mit dem selektiven Antibiotikum

ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
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Schnelltransformation von E. coli Zellen
50 ng Plasmid wurden zu 100 pl kompetenten E. coli Zellen gegeben und diese
Mischung 15 min auf Eis gehalten. Der Transformationsansatz wurde auf Agarplatten

mit Selektionsantibiotikum ausplattiert und bei 37°C Uber Nacht inkubiert.

3.1.7 Klonierungsarbeiten

Der folgende Teil der verwendeten Plasmide lag bereits im Arbeitskreis vor: pTrc99A-
10xHis-hAha1, pGEX4T-1-hAha1, pIRESneo-EGFP-mAQP2wt, plIRESneo-EGFP-
MAQP2-S256A und pIRESneo-EGFP-mAQP2-S256D. Sie wurden im Arbeitskreis
beziehungsweise beim Kooperationspartner FMP Berlin erzeugt. pmaxFP-Green-N

wurde von der Firma Amaxa bezogen.

Die Konstrukte fur dauerhaft in Saugerzellen exprimierte ShRNA (short hairpin RNA)
wurden im Rahmen dieser Arbeit generiert. Mit pSilencer™4.1-CMVneo lasst sich in
Saugerzelllinien shRNA exprimieren, welche innerhalb der Zelle zu siRNA
prozessiert wird. Da die inserts, welche fur shRNA kodieren, kurz sind (65 Basen),
wurden sie als Einzelstrange im Arbeitskreis synthetisiert. Abbildung 3.1 zeigt die
DNA-Sequenz der synthetisierten Einzelstrange. Die Sequenzen bestehen aus den
terminalen Schnittstellen fir BamH | und HinD IlI, gefolgt von den 25 Basen langen
siRNA-kodierenden Abschnitten. In der Mitte der synthetisierten Oligonukleotide liegt

die Sequenz, welche nach Transkription der DNA einen loop bildet.

Oligo 2
5°-GATCCACTGGACGGAGAGAGATGCTTCAAATTCAAGAGATTTGAAGCATCTCTCTCCGTCCAGTA-3*
3“-GTGACCTGCCTCTCTCTACGAAGTTTAAGTTCTCTAAACTTCGTAGAGAGAGGCAGGTCATTCGA-5*

Oligo 3
5¢-GATCCTCGCAAAGGGAAACTTATCTTCTTTTTCAAGAGAAAAGAAGATAAGTTTCCCTTTGCGAA-3*
3“-GAGCGTTTCCCTTTGAATAGAAGAAAAAGTTCTCTTTTCTTCTATTCAAAGGGAAACGCTTTCGA-5¢

| | |

BamH | loop HinD Il

Abbildung 3.1: DNA-Sequenzen der inserts in pSilencer™4.1-CMVneo. Fett hinterlegt sind

die Sequenzabschnitte, welche fiir siRNA-Oligonukleotide kodieren.
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Diese komplementaren Einzelstrange wurden zu Doppelstrangen angelagert. Dafur
wurden je 2 ug Einzelstrang-DNA mit DNA-annealing-solution (im pSilencer4.1-
CMVneo-kit enthalten) auf 50 pl aufgefullt und 3 min bei 90°C inkubiert. Der Ansatz
wurde abgekuhlt, bei 60 °C (der annealing-Temperatur der Einzelstrange) ein
Plateau von 5 min gehalten und weiter bis auf 30°C herunter gekuhlt.

Dieser Schritt wurde auf einem 3 % Agarosegel Uberprift und anschlielend die
Oligonukleotide in mit BamH | und HinD Ill geschnittenem linearen pSilencer™4.1-
CMVneo ligiert. Nach Transformation (3.1.6) von E. coli (DH5a) wurden Kolonien
gepickt, die isolierte Plasmid-DNA (3.1.1) sequenziert (3.1.9) und zur stabilen

Transfektion von Saugetierzellen (3.3.4) verwendet.

3.1.8 DNA - Sequenzierung

Die DNA wurde nach der Didesoxy-Kettenabbruch-Methode unter Verwendung von
ddNTPs sequenziert. Die Probenvorbereitung fur die Sequenzierung erfolgt mit Hilfe
des Thermo Sequenase™ Primer Cycle Sequencing Kits.

Es wurde ein Mastermix hergestellt mit 1 - 2 pmol DNA, 1 ul Fluoreszenz-markierter
Primer und mit Wasser zu einem Endvolumen von 13 pl aufgeflllt. In PCR-Gefalen
wurden je 1,5 ul der ddNTPs/dNTPs-Mischung vorgelegt und mit je 3 ul des
Mastermixes versetzt, diese Reaktionsansatze wurden mit einem Tropfen Mineral Oil
Uberschichtet und in den Thermocycler gesetzt. Fur die Amplifikation wurde das

folgende Cycler-Programm verwendet.

Tabelle 3.1: PCR-Programm fiir die DNA-Sequenzierung nach Didesoxy-Kettenabbruch-
Methode.
Temperatur | Zeit
Denaturierung 95 °C 120 s
20 Zyklen:

Denaturierung 95 °C 30s

Primer-Anlagerung 55 °C 30s

Extension 72 °C 60 s

Kuhlung bis zur weiteren Verarbeitung | 4 °C o0

34



3 Methoden

Die PCR-Ansatze zur DNA-Sequenzierung wurden mit 5 pl Formamid-Puffer versetzt
und von dieser Mischung jeweils 1 yl auf ein 6 % Polyacrylamidgel geladen. Die
Elektrophorese erfolgte mittels des Licor DNA Sequencers 4200 bei 1500 V, als
Laufpuffer diente TBE-Puffer. Die Auswertung erfolgte am nachsten Tag mit der

BaselmagIR V 4.2. Software.

Tabelle 3.2: Zusammensetzung des 6 % Polyacrylamidgels fiir die Auftrennung der mit
Didesoxy-Kettenabbruch-Methode erzeugten DNA-Abschnitte.

30 ml | SequaGel XR 7,5 %

7,5 ml | SequaGel Complete buffer reagent

400 ul | DMSO

300yl | 10 % APS

3.2 E. coli Zellkultur

3.21 E. coli - Dauerkulturen

Zur Lagerung von Plasmiden wurden Dauerkulturen angelegt. 500 uyl einer

Flussigkultur wurden mit 1 ml 80 % Glycerol versetzt und bei -80°C gelagert.

3.2.2 Expression von Proteinen in E. coli

Aus Einzelklonen angeimpfte frisch transformierte E. coli BL-21 wurden in 5 ml LB-
Medium mit Selektionsantibiotikum gegeben und bei 37 °C inkubiert. Nach 10-12 h
wurde sie mit Medium auf 50 ml erweitert und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Um in
grolkeren Mengen Protein zu erhalten, wurde eine 1-2 | Kultur angeimpft und bis zu
einer ODgg von 0,6-0,9 bei 37 °C inkubiert. Bei dieser ODgyp wurde die
Proteinexpression, wenn notig, induziert (fur pTrc99A mit 100 uyM IPTG).
Anschlieend wurde die Kultur bei 30 °C weiter inkubiert, bis eine ODgypy von 2
erreicht wurde. Die Zellen wurden pelletiert (10.000x g, 4 °C, 20 min) und

anschlie3end lysiert.
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3.2.3 Aufschluss von E. coli-Zellen

Zu Beginn dieser Arbeit wurden E. coli mittels acid washed glassbeads mechanisch
zerkleinert. Da die Effizienz dieser Methode sehr gering ist, wurden sie im Weiteren
stets mit Hilfe einer French-Press aufgeschlossen. Bei ca. 1380 bar wurden
resuspendierte E. coli-Zellen in je 2 Durchgangen lysiert. Es wurde ausschlieBlich bei
4 °C gearbeitet.

3.3 Zellkultur von eukaryotischen Zellen

MDCK-II-Zellen (NBL-2, ATCC-Nummer: CCL-34™)

Die MDCK-II-Zelllinie wurde aus Epithelialgewebe der Niere eines weiblichen Cocker
Spaniel 1958 durch S.H. Madin and N.B. Darby abgeleitet. Sie besitzt noch immer
eine ahnliche Morphologie wie epitheliale Zellen und wachst stark adharent. lhre
Verdopplungszeit betragt 14-21 h (Madin und Darby 1958).

HEK-293

Die HEK-293 Zelllinie leitet sich aus menschlichen Nierenzellen ab. 1973
transformierte F. Graham humane embryonale Nierenzellen mit durch Scherkraft
fragmentierter DNA von Adenovirus Typ-5. Eine der wenigen dabei erhaltenen
transformierten Zellklone fuhrte zur Etablierung der 293-Zellinie. Es handelt sich um
eine semi-adharente Zelllinie. lhre Verdopplungszeit betragt 24-36 h (Graham et al.
1977)

Die Kultivierung beider Zelllinien erfolge bei 37 °C, 5% CO; und Feuchtigkeits-
sattigung. Sie wurden in Zellkulturflaschen mit Beschichtung in DMEM mit 5-10 %
FCS, 100 U/ml Penicillin und 100 ug/ml Streptomycin gehalten. Alle verwendeten
Lésungen wurden vor Verwendung sterilfiltriert oder autoklaviert und auf 37 °C

vorerwarmt.

3.3.1 Passagieren von Zellen

Beide Zelllinien wachsen adharent. Bei optischer Konfluenz wurde das Medium
entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen. HEK-293-Zellen liel3en sich bei Zugabe
frischen Mediums mit diesem resuspendieren. MDCK-II-Zellen mussten zur Ablosung
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15 min mit Trypsin-EDTA-Ldsung (0,1 ml/cm? Zellrasen) bei 37 °C inkubiert werden.
Um die Reaktion anschlielend zu stoppen, wurde Trypsin-EDTA durch Zugabe von
Medium 1:10 verdunnt und die Zellen resuspendiert. In der gewunschten

Verdunnung wurden die Zellen in neue Kulturgefalle passagiert.

3.3.2 Dauerkulturen anlegen und auftauen

Anlegen von Dauerkulturen (Kryokonservierung)

Optisch  konfluente  Monolayer wurden nach Ablosen der Zellen in
1 ml/10cm? Zellrasen Kryomedium resuspendiert und in Kryorohrchen aliquotiert.
Diese wurden in einem Cryo 1°C Freezing Container (Nalgene) mit einem
Temperaturgradienten von 1 °C/h auf —-80°C geklUhlt und anschlieBend zur

Dauerlagerung in die Gasphase eines Flussigstickstofftankes Uberfuhrt.

Auftauen von Dauerkulturen

Kryokulturen wurden bei 37°C im Wasserbad zlgig aufgetaut und die
Zellsuspension sofort mit Kulturmedium zehnfach verdunnt, um die zellschadigenden
Effekte des im Kryomedium enthaltenen DMSO zu minimieren. In Zellkulturflaschen
Uberfuhrt wurden die Zellen vor der Verwendung fur Versuche mindestens zweimal

passagiert.

Bestimmung der Zellzahl

Die zu bestimmende Zellsuspension wurde 1:4 mit 0,4 %  Trypanblaulésung
gemischt und nach 3 min Inkubation bei 37 °C die lebenden Zellen in einer Fuchs-
Rosenthal-Kammer unter dem Mikroskop ausgezanhlt. Die Zellzahl/ml ergab sich aus

dem Mittelwert vier groRer Quadrate und dem Kammerfaktor.

Beschichtung mit Poly-L-Lysin

Glasdeckglaschen (rund, 12 mm Durchmesser) wurden zur besseren Zellhaftung mit
Poly-L-Lysin beschichtet. Je 130 pl 1x Poly-L-Lysin-Losung (25 pg/ml) wurden auf
jedes Deckglaschen gegeben. Nach 60 min Einwirkzeit wurde die Ldosung entfernt

und nach Trocknung die Deckglaschen verwendet.
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3.3.3 Transiente Transfektion

Damit sich die Zellen zum Zeitpunkt der Transfektion in der exponentiellen
Wachstumsphase befanden, wurden optisch konfluente Zellen am Vortag der
Transfektion abgelést und 1:10° Zellen/cm? ausgesaht. Plasmid-DNA bzw. siRNA
wurden mittels kationischer Lipide (Metafectene, Promega) in die Zellen eingebracht.
Zuvor wurde das Medium gegen serumfreies Medium gewechselt, da Serum die
Transfektionseffizienz herabsetzen kann. Plasmid-DNA wurde 50 pM eingesetzt,
siRNA 5-100 nM. Experimente mit HEK-293-Zellen wurden 24, 48 bzw. 72 Stunden
nach der Transfektion ausgewertet. MDCK-II-Zellen zeigten Empfindlichkeit
gegenuber den Transfektionslipiden und so wurde nach 4-8 Stunden das Medium
gegen frisches Kulturmedium ausgetauscht. Experimente mit MDCK-II-Zellen wurden
24 Stunden nach der Transfektion ausgewertet. Als Kontrolle der
Transfektionseffizienz fir siRNA Oligonukleotide diente Cy3-markierte siRNA, fur
Plasmid-DNA pmaxFP-Green-N (amaxa) und mAQP2EGFP-kodierende Plasmid-
DNA.

3.34 Stabile Transfektion von MDCK-II-Zellen

Aufgrund der allgemein schlechten Transfektionseffizienz bei MDCK-II-Zellen wurden
diese Zellen flr weitere Versuche als stabil transfizierte Zelllinien hergestellt.

MDCK-II-Zellen wurden wie bei der transienten Transfektion beschrieben vorbereitet
und mit Plasmid-DNA transfiziert. Die Selektion begann 24 Stunden nach der
Transfektion. Die Zellen wurden passagiert und in starker
Zellsuspensionsverdunnung (1:100-1:10000) mit dem Selektionsmedium erneut
ausgesaht. Sowohl pSilencer™-4.1CMVneo als auch pIRESEGFPneo tragen eine
Neomycin-Resistenzkassette und so wurde G418 als Selektionsantibiotikum
eingesetzt. Nach Ermittlung der optimalen Konzentration wurden 400 ug G418 je
ml Medium eingesetzt. Sichtbare Klonkolonien wurden gepickt. Dazu wurden
Metallringe durch Silikonfett abgedichtet und um die Klonkolonien der Petrischalen
gelegt. Die Kolonien konnten dann passagiert und in 24-well-Platten einzeln
ausgesaht werden. Zellen mit pIRESEGFPneo konnten anhand der Fluoreszenz des
EGFP detektiet werden. Die Selektion wurde fortgesetzt bis im
Fluoreszenzmikroskop ausschliellich Zellen sichtbar waren, welche auch EGFP-

Fluoreszenz  zeigten. pSilencer™4.1CMVneo enthdlt kein Gen fiir ein
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Fluoreszenzprotein. Bei Zellen, die mit pSilencer™

4.1CMVneo transfiziert wurden,
wurden mehrere Passagier- und Verdunnungszyklen durchgefihrt und der
Knockdown mittels Western-blotting Uberpruft.

Stabil transfizierte MDCK-II-Zellen wurden einer Periode ohne Selektionsdruck
unterworfen, um ausschliefdlich Zellen mit integriertem Plasmid zu erhalten. Danach
wurden sie weiter in Medium mit G418 gehalten, sonst entsprach ihre Kultivierung

der untransfizierter Zellen.

3.3.5 Aufschluss eukaryotischer Zellen

Nachdem Zellen abgeldst und in Medium resuspendiert waren, wurden sie pelletiert
(10.000 x g, 4 °C, 10 min). Je nach Zellmenge wurde in wenig PBS resuspendiert
und die Zellmembran mittels mehrfachem Einfrieren und Auftauen (-80 °C /37 °C)
lysiert. Zwischen den einzelnen Gefrierphasen wurde das Lysat mehrfach durch eine

Kanule (0,4 mm Durchmesser) resuspendiert und dabei Scherkraften unterworfen.
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3.4 Proteinbiochemische Methoden

Alle proteinbiochemischen Arbeiten wurden (wenn nicht ausdricklich anders
beschrieben) bei 4 °C oder auf Eis durchgefuhrt.

3.4.1 Proteingehaltsbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von Losungen wurde das Bio-Rad®
Proteinassay Reagenz gemal} den Herstellervorschriften verwendet. Dabei wurden
0,8-8 ul Proteinprobe mit Wasser auf 800 ul aufgeflllt und mit 200 yl Bio-Rad-
Reagenz versetzt. Die Ansatze wurden grindlich gemischt und nach 5 min
Inkubation bei Raumtemperatur bei einer Wellenlange von 595 nm vermessen. Als

Kalibrierstandards dienten unterschiedliche Mengen an BSA.

3.4.2 BCA-Assay

Das BCA Protein Assay-Kit (pierce) wurde herstellergemafy mit 10 ul Proteinlésung
durchgefuihrt und die entstandenen gefarbten Lésungen bei 562 nm gegen den
jeweiligen Probenpuffer als Leerwert vermessen. Als Standard dienten verschiedene

Konzentrationen von BSA im jeweiligen Probenpuffer.

3.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche SDS-PAGE dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrem
Molekulargewicht. Es wurden ein Sammelgel mit 5 % Acrylamid/Bisacrylamid und
Trenngele mit 10-15 % Acrylamid/Bisacrylamid verwendet. In Tabelle 3.3 sind
Volumina fur zwei Minigele angegeben. Die Proteinproben wurden mit SDS-
Probenpuffer versetzt und inkubiert. Sollten Membranproteine untersucht werden,
wurde 45 min bei 40°C inkubiert, fur die Untersuchung cytosolischer Proteine 15 min
bei 95°C. Als Molekulargewichtsmarker dienten der prestained peqGOLD Protein-
Marker Ill (Grolienbereich 19-118 kDa) oder der unstained peqGOLD Protein-
Marker | (GroRenbereich 14-116 kDa). Nach dem Auftragen der Proben wurde die
Elektrophorese bei 30 mA/Minigel durchgefuhrt. Nach Beendigung des Laufes

wurden die Trenngele entweder direkt gefarbt oder fur Western-blotting verwendet.
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Die Anfarbung der SDS-Gele erfolgte mittels Coomassie-Brilliant-Blau (Rotiphorese®
Blau R) fur 1 h, die Entfarbung fand Uber Nacht statt.

Tabelle 3.3: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele bei SDS-PAGE
Trenngel Sammelgel
10 % 12,5 % 5%
Aqua dest. 5ml 4 ml 2,4 ml
4x Trenngelpuffer 3 mi 3 mi
4x Sammelgelpuffer 1 ml
Acrylamid-Losung 4 ml 5 mi 0,6 ml
TEMED 10 pl 10 pl 6 ul
10 % APS 80 pl 80 pl 25yl
3.4.4 Clear native PAGE (CNP)

Native Gelelektrophorese wurde in den selben Apparaturen wie SDS-PAGE
durchgefuhrt. Die Zusammensetzung der diskontinuierlichen Gele zeigt Tabelle 3.4.
Die CNP ist ein Trennsystem fir native Proteinkomplexe, bei welcher auf
denaturierende ionische Detergenzien wie SDS im Laufpuffer und Gel verzichtet
wird. Die Triebkraft fur die gerichtete Migration der Komplexe zur Anode entsteht
allein durch die Eigenladung der Proteine. Proteine mit einem pl < 7,0 wandern zur
Anode und werden somit aufgetrennt, wahrend Proteine mit einem pl > 7,0 in den
Kathodenpuffer wandern und verloren gehen. Alle Proteine, die mittels CNP
untersucht werden sollten, besitzen einen theoretischen pl < 7,0 (Wittig und
Schagger 2008). Die Probenvorbereitung verlief ebenfalls nativ: Eukaryotische Zellen
wurden nach der Ernte aufgeschlossen und homogenisiert (3.3.5), anschliel3end
zentrifugiert (1000 x g, 10 min, 4 °C). Das Pellet wurde in PBS pH 7,4 (mit oder ohne
0,5 % n-Octyl-B-d-glucopyranosid) aufgenommen und bei 8 °C fur 45 min schuttelnd
resuspendiert, wahrenddessen wurden die Membranproteine solubilisiert. Nach einer
weiteren Zentrifugation (100.000 x g, 60 min, 4 °C) wurden Pellet (Zellkerne, grolRere
Membranfragmente) und Uberstand (solubilisierte Membranproteine) getrennt bei -
80 °C gelagert.
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Zur Verwendung in der CNP wurden diese Proben mit nativem Probenpuffer versetzt
und mindestens 30 min bei 37 °C inkubiert. Anschlieend konnten sie auf die Gele

aufgebracht werden. Der Gellauf erfolgte bei 4 °C.

Tabelle 3.4: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele der CNP
Trenngel Sammelgel
8 % 4 %
30 % Acrylamid-Lésung 2,9 ml 0,8 ml
60 % Glycerin-Losung 5,3 ml 2,0 ml
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 2,8 m
0,5 M Tris'HCI pH 6,8 1,5 ml
Aqua dest. 1,7 ml
TEMED 55 ul 30 pl
10 % APS 44 pl 24
3.4.5 Western-Blotting

Mit Hilfe des Western-blots und anschlieRender Immundetektion konnten einzelne

Proteine spezifisch nachgewiesen werden.

Proteintransfer

Beim Western-blotting werden die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine aus dem
Gel auf eine PVDF-Membran per Elektrotransfer Uberfihrt und immobilisiert. Die
Membran wurde auf Gelgrof3e zugeschnitten und in Methanol aktiviert. Ebenfalls auf
GelgrofRe zugeschnittene 6 Whatmanpapiere wurden zusammen mit der aktivierten
Membran in Transferpuffer inkubiert. In einer semidry-Zelle wurden die Membran und
das SDS-Gel zwischen Whatmanpapieren aufgeschichtet. Der Proteintransfer auf die
PVDF-Membran erfolgte bei 2,5 mA/cm? fiir eine Stunde.
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Ponceau S-Farbung

Der Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran wurde mittels Ponceau-Rot
Uberpruft. Nach 5 min Inkubation wurde Farbstoffiberschuss vorsichtig mit Wasser
entfernt. War das Elektroblotten erfolgreich, so konnten Proteinbanden visuell

detektiert werden.

Immundetektion geblotteter Proteine

Nach Immobilisierung der Proteine wurden unspezifische Proteinbindungsstellen der
PVDF-Membran blockiert. Dazu wurde sie mit MTBS-T-Puffer inkubiert.
Anschlieltend wurde die Blockierldsung verworfen und die Membran mit dem Primar-
Antikorper in MTBST-Puffer fur 1 h bei Raumtemperatur unter leichtem Schutteln
inkubiert. Unspezifisch gebundener Antikdrper wurde durch dreimaliges Waschen mit
TBST-Puffer, jeweils 15 min, entfernt. Mit dem HRP-konjugierten Sekundar-
Antikdrper in MTBST-Puffer wurde 1 h bei Raumtemperatur unter leichtem Schutteln
inkubiert. Nach erneutem Waschen mit TBST-Puffer fir jeweils 15 min wurde mittels
Chemilumineszenzreaktion detektiert. Das ECL Plus Western Blot Detektion System
wurde nach Herstellerangaben angewendet. Die Chemilumineszenz wurde durch

1™ (Software: LumiAnalyst)

Belichtung von ECL-Hyperfiimen oder im Lumi-Imager F
detektiert, die Belichtungsdauer richtete sich hierbei nach der gewunschten Intensitat
der Banden. Die Chemilumineszenz der Membranen wurde durch das Programm

LumiAnalyst™in Form von Biochemical light units (BLU) quantifiziert.

3.4.6 Peptidspotmembran-Assay

Peptidsequenzen von AQP2 mit einer Lange von je 25 Aminosauren wurden durch
automatisierte Synthese mit einem AutoSpot-Roboter ASS 222 auf Whatman 50
Zellulosemembranen  synthetisiert  (Abteilung Peptidchemie, FMP  Berlin).
Seitenkettenschutzgruppen wurden durch Zugabe von Trifluoressigsaure in
Dichlormethan  entfernt. = N-terminal  beginnend  wurden  25mere  auf
Zellulosemembranen synthetisiert (mit jeweils 20 Uberlappenden Aminosauren). Im
Anschlu® wurden die Membranen nach einem einstiundigen Blockierschritt im
Blockierbuffer (MTBST) mit gereinigten Proteinen flr die Dauer von einer Stunde bei
Raumtemperatur oder bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. AnschlieRend wurde nach drei

Waschschritten mit TBST die Immundetektion durchgeflhrt.
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Die parallele Synthese von Peptiden an Zellulosemembranen wird als SPOT-
Synthese (Frank 2002, Wenschuh et al. 2000) bezeichnet, da die Synthese der
einzelnen Peptide auf kleine kreisformige Bereiche der Membran (Spots) begrenzt ist.
Die Peptide sind durch den C-Terminus mit der Membran verbunden. Um
hydrophobe Peptide auf der Membran flr wassrige Losungen zuganglich zu machen,
wurde die Membran fir 10 min mit Methanol behandelt und anschlielend drei mal
10 min mit TBST gewaschen. Die Blockierung freier Proteinbindestellen auf der
Membran erfolgte durch Inkubation mit MTBST fur 3 h bei Raumtemperatur.
AnschlieBend erfolgte die Inkubation der Membran mit 10 pg/ml des zu
untersuchenden Proteins in MTBST Uber Nacht bei 4 °C unter leichtem Schwenken.
Nach drei Waschschritten, fur jeweils 10 min mit TBST, folgte die Inkubation mit dem
ersten Antikdrper ra-Aha1-N beziehungsweise ra-Aha1-C und die weitere Detektion
wie unter 3.4.5 (Immundetektion) beschrieben.

Um die Membranen ein zweites Mal zu verwenden, wurden die gebundenen Proteine
durch zweistliindige Inkubation mit Ablésepuffer von der Membran geldst, die

Membranen in Aqua dest. gespult und getrocknet im Kihlschrank gelagert.

3.4.7 Recyclen von PVDF-Membranen

Um PVDF-Membranen nach der einmaligen Durchfihrung eines Western-blottings
mit einem anderen Primarantikdrper detektieren zu kdnnen, wurden Membranen von
Immunglobulinen befreit. 50 ml Stripping-Puffer wurden unter Schutteln 30 min auf
70 °C vorgewarmt und kurz vor Zugabe der Membran mit 150 mg DTT versetzt. Die
Membran wurde 30 min bei 70 °C inkubiert, drei mal mit TBST gewaschen und

erneut einem Western-blotting, beginnend mit dem Blockierschritt, unterzogen.

3.4.8 Indirekte Immunofluoreszenz

Zellen wurden auf Glasdeckglaschen (beschichtet mit Poly-L-Lysin) angezlchtet. Zur
Aktivierung der Proteinkinase A wurde mit 20 uM Forskolin 30 min bei 37 °C inkubiert.
Nach waschen mit PBS wurden die Zellen 15 min bei Raumtemperatur fixiert (3 %
Paraformaldehyd in PBS) um zellulare Strukturen zu erhalten. Die Reaktion wurde
durch Inkubation mit Ammoniumacetat (650 mM in PBS) beendet. Permeabilisiert
wurde nach 2-fachem Waschen mit PBS durch Einwirkung von Triton-X-100 (0,1 %
in 1x PBS) fur 5 min bei Raumtemperatur. Erneutes Waschen mit PBS (zwei mal
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kurz, drei mal 10 min) schloss sich an. Um die unspezifischen Bindestellen flr
Antikorper abzusattigen, wurden die Zellen mit Blockierlosung 1 h bei leichtem
Schwenken inkubiert. Die Primar- und Sekundarantikorper wurden in Blockierlésung
vorbereitet und je 40pul auf ein Deckglaschen gegeben. Nach jeder
Antikoérperinkubation (1 h bei 37 °C, feuchtgehalten) wurden die Deckglaschen drei
mal mit PBS gewaschen und mit je einem Tropfen Molwiol (Roth) auf Objekttrager
aufgebracht. Die Praparate wurden uber Nacht bei 4 °C liegend ausharten gelassen
und danach weiter bei 4 °C gelagert. Die Auswertung erfolgte mittels konfokaler

Laserscanmikroskopie.

3.4.9 Konfokale Laserscanmikroskopie

Konfokale Laserscanmikroskopie wurde an immunodetektierten Zellen oder mit GFP-
Fusionsproteinen transfizierten Zellen durchgefuhrt. Die Proben wurden in xy-Modus
detektiert. FUr den z-Achsen-Scan wurden Bereiche von 10-15 um gewahlt - dies
entspricht dem mittleren Zelldurchmesser der mikroskopierten Zellen. Alle
Abbildungen in dieser Arbeit zeigen exemplarisch reprasentative Bilder, die aus

mindestens drei unabhangigen Experimenten resultierten.

3.4.10 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Fur die Lokalisation der Proteinen in der Zellmembran wurden Zellen in
beschichteten 12-well-Platten gezuchtet. Zur Aktivierung der Proteinkinase A wurde
mit 20 uM Forskolin 30 min bei 37 °C inkubiert. Die well-Platten wurden auf Eis
gestellt, das Medium von den Zellen gesaugt und alle weiteren Arbeiten im 4 °C-
Raum durchgefihrt. Je well wurde mit 500 pl Blockierlésung fir 45 min inkubiert um
unspezifische Proteinbindungsstellen abzusattigen. Der Primar- und Sekundar-
antikorper wurde in Blockierlosung vorbereitet und je 600 pl in ein well gegeben.
Nach jeder Antikorperinkubation (3 h bei 4 °C, schwenkend) wurden die 12-well-
Platten ausgeleert und drei mal mit PBS-CM und anschlieliend 1-mal mit TBST
gewaschen. Da der Sekundarantikorper an POD gekoppelt war, wurden 400 ul TMB
je well zur Entwicklung verwendet (fur 10 min bei 37 °C) und diese Reaktion mit 1 M
HCI (200 ul/well) gestoppt. Von den nunmehr je 600 pl wurden 200 pl vorsichtig in

eine 96-well-Platte transferiert und in einem Plattenreader bei 400 nm vermessen.
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3.4.11 Koimmunprazipitation

Mit spezifischen Antikdrpern kdnnen Proteine aus Losungen prazipitiert und somit
angereichert werden. Dazu koppelt man den Antikdrper an Protein-G-Sepharose und
inkubiert diese mit der Proteinlosung. Protein-A und Protein-G besitzen eine hohe
Affinitat zur Fc-Domane der meisten Saugerimmunglobuline. Nach der Bindung an
Protein-G steht der F,,-Teil der Immunglobuline fur die Antigenbindung weiter zur
Verfligung. Besteht eine stabile Protein-Protein-Interaktion, kénnen die
Bindungspartner koprazipitiert werden. Alle Schritte wurden bei 4 °C durchgefluhrt.
Zellen wurden nach Aufschluss mit Lysispuffer und Homogenisierung mittels Kanulen
abzentrifugiert (12000 x g, 10 min). Der Uberstand wurde mit Protein-G-Sepharose
(20 pg/ml Uberstand) und Antikdrper (2 ug/ml Uberstand) versetzt und tber Nacht
unter Schwenken inkubiert. Nach Entfernen den Uberstandes wurde die Sepharose
vier mal mit je 400 pl Lysepuffer gewaschen (30 s bei 1000 x g abzentrifugiert) und
anschlielend mit SDS-Probenpuffer aufbereitet. Der SDS-Probenpuffer enthielt

danach alle angereicherten Proteine.

3.4.12 Ni**-NTA Affinitdtschromatographie

Uber einen N-terminalen 10xHis-tag konnten rekombinant exprimierte Proteine aus
E. coli aufgereinigt werden. Durch Zelllyse (3.3.2) erhaltene Proteinldsung wurde mit
Ni?*-NTA-Agarose versetzt (1 ml/l Zellkultur) und (ber Nacht bei 4 °C unter
Schwenken inkubiert. Nach diesem Bindeschritt wurde die Suspension auf eine
Saule mit Filterfritte gegeben und mit Imidazol-haltigem Puffer gewaschen, bzw. das
Protein daraus eluiert:

waschen mit 15-fachem Saulenvolumen 50 mM Imidazol-Waschpuffer His-tag

waschen mit 10-fachem Saulenvolumen 100 mM Imidazol-Waschpuffer His-tag

waschen mit 10-fachem Saulenvolumen 150 mM Imidazol-Waschpuffer His-tag

Elution mit 0,5-fachem Saulenvolumen 400 mM Imidazol-Elutionspuffer His- tag
Die Reinheit der Proteinlosung wurde mittels SDS-PAGE (3.4.3) uberprift, die

korrekte Identitat durch Western-blotting. Der Proteingehalt der Eluate wurde mittels
Bradford-Assay (3.4.1) ermittelt.
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3.4.13 Glutathion-Affinitdtschromatographie

Uber einen N-terminalen GST-tag konnten rekombinant exprimierte Proteine aus
E. coli aufgereinigt werden. Durch Zelllyse (3.3.2) erhaltene Proteinldsung wurde mit
Glutathion-Sepharose 4B versetzt (1 ml/l Zellkultur) und 1h bei 4°C unter
Schwenken inkubiert. Nach diesem Bindeschritt wurde die Suspension auf eine
Saule mit Filterfritte gegeben und mit verschiedenen Puffern gewaschen, bzw. das
Protein eluiert:

waschen mit 20-fachem Saulenvolumen Waschpuffer GST-tag

resuspendieren der Sepharose in einfachem Saulenvolumen Waschpuffer GST-tag

waschen mit 30-fachem Saulenvolumen Waschpuffer GST-tag

vier mal Elution mit einfachem Saulenvolumen Elutionspuffer GST-tag

Die Reinheit der Proteinldosung wurde mittels SDS-PAGE (3.4.3) uberprift, die
korrekte Identitat durch Western-blotting. Der Proteingehalt der Eluate wurde mittels
Bradford-Assay (3.4.1) festgestellt.

3.4.14 Dialyse

Um die rekombinant hergestellten Proteine weiterverwenden zu kdnnen, musste der
Puffer der Lésung an den folgenden Versuch angepasst werden. 1-2 ml der
Proteinlésung wurden in einen Dialyseschlauch (MWCO 8.000-10.000) gegeben und
bei 4 °C unter Ruhren mehrfach mit dem neuen Puffer inkubiert:

1 I neuer Puffer fur 1 h

1 I neuer Puffer fur 1 h

1 | neuer Puffer Uber Nacht

3.4.15 Faktor Xa-Verdau

Um den 10xHis-tag an rekombinant exprimierten Proteinen wieder entfernen zu
konnen, wurde Faktor Xa eingesetzt. Faktor Xa ist eine Protease des
Blutgerinnungssystems, welche Proteine nach der spezifischen Erkennungssequenz
lle-Glu/Asp-Gly-Arg schneidet und somit in der Gerinnungskaskade Thrombin aus

Prothrombin freisetzt. Da der Expressionsvektor ebenfalls diese Erkennungssequenz
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zwischen dem His-tag und dem zu exprimierenden Protein kodiert, ist es moglich, die
Histidin-Reste mit Hilfe des Faktor Xa abzuspalten.

0,05-1,0 U Faktor Xa wurden fur 10 uyg Protein eingesetzt, welches sich im Faktor
Xa-Reaktionspuffer befand, und auf das 6-fache Volumen mit Faktor Xa-
Reaktionspuffer aufgeflllt. Nach einer Inkubation Uber Nacht bei 4 °C wurde die
Reaktion abgebrochen und deren Effizienz auf SDS-PAGE (3.4.3) Gberprft.

3.5 Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung von zwei miteinander zu vergleichenden Parameter
fand der zweiseitige T-Test Anwendung. Der p-Wert fur signifikante Unterschiede

wurde auf p = 0,05 festgelegt.
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4  Ergebnisse

4.1 Bindet Ahal direkt an AQP2?

Durch die Vorarbeiten im Yeast-2-Hybrid-Screening (1.6) wurde vermutet, dass Aha1
an den C-Terminus des AQP2-S256D bindet. Die Arbeitsgruppe um Enno
Klussmann am FMP Berlin konnte Ahal an AQP2-Vesikeln detektieren. Des
Weiteren konnte Aha1, nach der Delokalisation der AQP2-Vesikel nach Vasopressin-
Einwirkung auf MDCK-lI-Zellen, ebenfalls an der Zellmembran gefunden werden.
Daher stellte sich die Frage nach einer direkten Bindung von Ahal an AQP2 in
seiner am Ser256 phosphorylierten Form. Um in vitro Interaktionen und Bindungen
zwischen Proteinen zu untersuchen, werden verschiedene Verfahren eingesetzt.
Klassisch sind inzwischen unter anderem Peptidspotmembran-Assays und
Koimmunoprazipitation. Um Proteinkomplexe - auch auf Protein-Protein-Bindungen
oder -Interaktionen beruhen kénnen - nachzuweisen, wird native-PAGE genutzt. Auf
diese Weise wurden bereits Membranproteinkomplexe identifiziert (Wumeier et al.
2009).

41.1 Assays mit Lysaten AQP2 exprimierender eukaryotischer

Zelllinien

Da AQP2 exprimierende HEK-293-Zellen (transient transfiziert) relativ leicht erzeugt
werden konnten, wurden diese zur Gewinnung AQP2-haltiger Zelllysate genutzt. In
E. coli rekombinant erzeugtes AQP2 ist nicht allen posttranslationalen Modifikationen
unterworfen (Arya et al. 2008). In eukaryotischen Zellen hergestelltes Protein weist
alle auch im Menschen vorhandenen Modifikationen auf.

Die HEK-293-Zellen wurden unter nativen Bedingungen aufgeschlossen (3.4.4). Das
Zelllysat wurde zum einen auf clear native PAGE-Gele (3.4.4) aufgetragen und zum
anderen einer Koimmunprazipitation unterzogen um eine direkte Bindung zwischen
Aha1 und AQP2 zu untersuchen.
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Clear native PAGE

Die Detektion von Aha1 oder AQP2 im Western-bloting der CNP-Gele in Abbildung
4.1 zeigt Banden, welche der GroRRe der einzelnen Proteine entsprechen (38 kDa fur
Ahal und 24 kDa fur AQP2-Monomere). In keinem der Versuche konnten durch
Western-blotting und Detektion mittels spezifischer Antikdrper gegen Aha1 oder
AQP2 Banden in Hohe eines Fusionsproteins (ca. 60 kDa) aus beiden Proteinen

detektiert werden.

AQP2 Ahal
12 1 2
' ® & 33KDa

l
24 kDa T

Abbildung 4.1: Clear native-PAGE: Lysate von AQP2 exprimierenden HEK-293-Zellen

wurden mit SDS-PAGE aufgetrennt und per Western-blotting mit Antikérpern gegen AQP2 (links) und
Aha1t (rechts) detektiert. Je Tasche wurden 10 ul Lysat aufgetragen. 1: HEK-293-Zelllysat ohne
Detergenz aufgeschlossen, 2: HEK-293-Zelllysat mit 0,5 % n-Octyl-B-d-glucopyranosid

aufgeschlossen.

Koimmunprazipitation

Durch Koimmunprazipitation lassen sich Protein-Protein-Interaktionen nachweisen.
Ausgehend von der einfachen Immunprazipitation, bei welcher Proteine mittels
spezifischer immobilisierter Antikdrper aus Losungen isoliert und somit angereichert
werden kdnnen, nutzt man dies, um auch Interaktionspartner mit anzureichern. Hier
wurden spezifische Antikdrper gegen AQP2 eingesetzt und mit Lysaten von HEK-
293-Zellen, welche transient mit AQP2-S256A und AQP2-S256D transfiziert worden
waren, inkubiert. AQP2 wurde prazipitiert, was durch die Banden in Abbildung 4.2 A
(Taschen 1-4) fur AQP2 gezeigt ist. Die obersten Banden in den Taschen 1-6

entstanden durch den immobilisierten Antikorper auf der Protein-G-Sepharose.
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Abbildung 4.2 B zeigt gro’e Mengen Aha1 in den Zelllysaten (Taschen 7-9, Abb. 4.2
B) vor der Immunprazipitation. Hier ist auch das typische Bandenmuster des Aha1
gut zu erkennen: es sind nach Immundetektion mit einem fur Aha1 spezifischen
Antikdrper 2 Banden zu sehen. Eine entspricht mit 38 kDa dem Molekulargewicht, die
zweite erscheint bei 50 kDa und ist noch nicht genauer charakterisiert. Die Proben
nach der Immunprazipitation, welche aus den immobilisierten Antikorper-AQP2-
beads bestehen (Taschen 1-4, Abb. 4.2 B), zeigen kaum Signal fur Aha1 - es ist
genauso intensiv wie fur die Zelllysate aus Zellen ohne AQP2 (Taschen 5/6, Abb. 4.2
B). Sowonhl in Zelllysaten, welche AQP2-S256A enthielten, als auch in Zelllysaten mit
AQP2-S256D konnte unter den gewahlten Bedingungen kein Aha1l mit AQP2

koimmunprazipitiert werden.

AQP2 detektiert Ahal detektiert
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9
e — - - —— —
[ -
L 1 1 | ]
A B

Abbildung 4.2: Immunprézipitation von AQP2 aus Lysaten (Solubilisierung mit Dodecyl-R-D-
Maltosid) von AQP2 exprimierenden HEK-293-Zellen. Zelllysate und durch SDS-Probenpuffer
abgeldste Proteine nach der Immunprézipitation wurden mit SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-
blotting mit spezifischen Antikérpern gegen AQP2 (A) und Ahal (B) detektiert. 1/2:
Immunprézipitation — mit  Lysaten AQP2-S256D  exprimierender  HEK-293-Zellen, 3/ 4:
Immunprézipitation  mit  Lysaten AQP2-S256A  exprimierender = HEK-293-Zellen, 5/ 6:
Immunprézipitation mit HEK-293-Zellen ohne AQP2, 7: Zelllysate AQP2-S256D exprimierender HEK-
293-Zellen, 8: Zelllysate AQP2-S256A exprimierender HEK-293-Zellen, 9: Zelllysate von HEK-293-
Zellen ohne AQP2 = Negativkontrolle (5 ul Ansatz/Tasche)
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4.1.2 Rekombinante Expression und Aufreinigung von
Ahal

Um in vitro die mogliche Bindung von Aha1 an AQP2 untersuchen zu kénnen, wurde
Aha1 rekombinant in E. coli exprimiert. Die bisher bekannte posttranslationale
Modifikation an Aha1 ist seine Acetylierung an Lys3 und Lys212. Da E. coli in der
Lage ist, Proteine posttranslational zu acetylieren, stellte dies ein einfaches und
effizientes Expressionssystem dar. Um das Protein anschlieRend aus dem von E. coli
exprimierten Proteingemisch isolieren zu konnen, wurde mit Affinitats-Tags

gearbeitet.

Der Glutathion S-transferase- oder GST-tag

Dieser Anker hat ein Molekulargewicht von 25 kDa und wurde das erste Mal 1993
beschrieben (Davies et al. 1993). Er zahlt zu den grol3en tags (tags mit Uber 60
Aminosauren). In vielen Fallen erhoht der tag Stabilitat und Loslichkeit des Proteins
und wird haufig in Wechselwirkungsstudien zwischen DNA/Protein sowie
Protein/Protein verwendet. GST-Fusionsproteine kdnnen in Bakterien, Hefen,

Insektenzellen und Saugerzellen exprimiert werden.

~ .
50 kDa

37 kDa -

A B

Abbildung 4.1: Exemplarische Auswertung einer rekombinanten Expression von GST-Ahat in
E. coli und Aufreinigung lber Glutathion-Sepharose. Je 10 ul der Fraktionen wurden unabhéngig ihres
Proteingehaltes im SDS-PAGE aufgetrennt (A) und per Western-blotting Aha1 detektiert (B).

A: SDS-PAGE; 1: Séulendurchlauf; 2: Waschschritt; 3-5: Elution mit Glutathion (10 mM); 6-8: Elution
mit Glutathion (20 mM)

B: Western-blotting; 1: S&ulendurchlauf; 2: Waschschritt; 3:Elution mit Glutathion (10 mM); 4: His-
Ahat
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Auf SDS-Gelen und in Western-blotting waren nach der Aufreinigung mittels
Glutathion-Sepharose keine Proteine mit dem erwarteten Molekulargewicht von
63 kDa nachweisbar. In SDS-Gelen konnten Banden bei 50 und 37 kDa detektiert
werden, in Western-blotting erschienen nach Detektion von Aha1 durch einen
spezifischen Antikérper Doppelbanden bei ca. 35 kDa und 75 kDa (Abb. 4.1).

Der Poly-Histidin- oder His-tag
Dieser tag ist 6-10 Aminosauren lang und damit unter 1 kDa grof3 (Hochuli et al.

1987). Der His-tag wird gewohnlich zur Proteinaufreinigung eingesetzt.

1 2 3 4 5 6 7
: i e

*,ﬁ -“.' 38 kDa

Abbildung 4.2: Exemplarische Auswertung im SDS-PAGE einer rekombinanten Expression
von 10xHis-Aha1 in E. coli und der IMAC-Aufreinigung lber Ni2+-NTA-Agarose.
1: Durchfluss; 2: Waschschritt 50 mM Imidazol; 3: Waschschritt mit 100 mM Imidazol; 4-7: Elution mit

400 mM Imidazol. Je 5 ul der Fraktionen wurden aufgetragen.

Abbildung 4.2 zeigt das Bild einer SDS-PAGE nach einer erfolgreichen Aufreinigung
von rekombinant exprimiertem Aha1. Im Anschluss an die Aufreinigung wurde ein
Verdau durch Faktor Xa versucht, da sich zwischen dem rekombinanten Aha1 und
dem His-tag eine Schnittstelle fur diese Protease befand. Nach Einsatz
verschiedener Mengen Faktor Xa und unterschiedlichen Inkubationsbedingungen
(Variation von Zeit und Temperatur) konnte ausschliel3lich im Miniaturansatz (10 pg
Aha1, 4 °C Uber Nacht) ein partieller Abverdau des tags erzielt werden. Vollstandig
umgesetzt wurde 10xHis-Aha1 in keinem der Versuche. Abbildung 4.3 zeigt das
SDS-Gel eines Verdaus von 10 yg 10xHis-Aha1 und selbst bei 1,0 U Faktor Xa auf
10 ug Aha1 tber Nacht wurde nur ein Teil des 10xHis-Aha1 vom His-tag befreit.
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Abbildung 4.3: Exemplarisches SDS-Gel eines Verdaus von 10 ug 10xHis-Aha1 mittels
unterschiedlicher Mengen Faktor Xa (iber Nacht bei 4 °C. Je Tasche wurden 10 ul des Verdau-Mixes

aufgetragen.

Um die Zuganglichkeit der Faktor Xa-Schnittstelle zu erhéhen, wurde der Einsatz von
Faktor Xa auch bei noch an Ni**-NTA-Agarose gebundenem 10xHis-Aha1 versucht.
Die durch den Verdau mit Faktor Xa entstandenen 10xHis-Aha1-Eluate wurden auf
die Effizienz des Verdaus untersucht. Abbildung 4.4 zeigt SDS-Gel und Western-
blotting eines solchen Verdaus. Im SDS-Gel ist kaum Protein zu erkennen. Im
Western-blotting ist fur zwar flr den Verdau eine zweite Bande unterhalb der 10xHis-
Aha1-bande zu erkennen, doch da die Immundetektion um vieles sensitiver ist, zeigt
dies die geringe Ausbeute an Aha1 ohne His-tag. Es wird bei direkt an Ni**-NTA-
Agarosebeads gebundenem 10xHis-Aha1 mehr Aha1 ohne His-tag detektiert, als bei
Verdauen von bereits eluiertem 10xHis-Aha1, doch insgesamt ergaben die

Experimente keinen ausreichenden Verdau durch Faktor Xa.

54



4 Ergebnisse

39 kDa 39 kDa

A B

Abbildung 4.4: Auswertung eines Faktor Xa-Verdaus von an Ni**-NTA-Agarose gebundenem
10xHis-Aha1. Je 5 ul der Fraktionen bzw. SDS-Probenpuffersuspensionen wurden im SDS-PAGE
aufgetrennt (A) und per Western-blotting Aha1 detektiert (B - hier mit invertierten Farben abgebildet).

1: Waschschritt vor Verdau, 2: Ni2+-NTA-Agarose nach Inkubation mit Faktor Xa, 3: Uberstand der
Ni2+-NTA-Agarose nach Inkubation mit Faktor Xa, 4: Uberstand nach Entfernung des Faktor Xa (Xa

removal kit quiagen), 5: Xa removal beads

Auch Versuche mit hoheren Mengen 10xHis-Aha1 und adaquat erhohten Mengen
Faktor Xa fuhrten zu unvollstandigem Verdau. Der Einsatz von Faktor Xa

unterschiedlicher Hersteller flihrte nicht zu zufrieden stellenden Ergebnissen.
Aufgrund dieser Ergebnisse - keine erfolgreiche Expression von GST-Aha1, aber

einer guten Expression und Aufreinigung des 10xHis-Aha1 - wurde Aha1l im

Folgenden als 10xHis-Aha1 eingesetzt und der His-tag nicht entfernt.
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4.1.3 In vitro Bindungsassays von 10xHis-Ahal an AQP2

Mit rekombinantem 10xHis-Aha1 stand ein Werkzeug zur Verfligung die putative

Bindung von Aha1 an AQP2 ausserhalb zellularer Systeme zu untersuchen.

Peptidspotmembran-Assay

Whatman-Paper gekoppelte Peptide (25mer), welche der Sequenz des C-Terminus
von hAQPwt, hAQP2-S256D und hAQP2-S256A entsprechen, wurden mit 10xHis-
Aha1 inkubiert. Gebundenes 10xHis-Aha1 wurde durch ra-Aha1-C detektiert und die
Chemilumineszenz der Spots mit Lumianalyst (Roche) semiquantifiziert. Abbildung
4.6 zeigt die Sequenzen der Peptidspots und die dazugehdrigen Chemilumineszens-
Signale der Peptidspotmembran. Die intensivsten Signale sind bei den Spots der
Reihen 7 erkennbar. Schwachere Signale erscheinen in den Reihen 8. Ausgehend
vom intensivsten Signal in der densitomentrischen Auswertung (Spot 3 Reihe 7
hAQP2wt C-Terminus) wurden alle weiteren Spots prozentual in Relation gesetzt.
Die mittleren Signalstarken der Spot-Reihen sind in der dritten Spalte dargestellt. Die
starkste Bindung von 10xHis-Aha1 ist in Reihe 7 fur den C-Terminus von hAQP2wt
zu sehen. Insgesammt war die Bindung von 10xHis-Aha1 an den Wildtyp von hAPQ2
in diesem Assay am starksten. Die mittlere Signalstarke fir 10xHis-Aha1 an hAQP2-
S256D ist um 6,25 % geringer als die fir hAQP2wt. An hAQP2-S256A bindet 10xHis-
Aha1 in diesem Assay am schwachsten. Die mittlere Signalstarke der Spots liegt
12,5 % unter der fur hAQP2wt.
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A B C D
hAQP2wt C-Terminus
1 S-A-K-S-L-Q-E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E
2 S-L-Q-E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R
3 E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-S
4 A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-S-V-E-L
5 K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-S-V-E-L-H-S-P
6 E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-S-V-E-L-H-S-P-Q-S-L
7 T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-S-V-E-L-H-S-P-Q-S-L-P-R-G - ! ‘ #  mittlere BLU 95 %
8 E-E-R-E-V-R-R-R-Q-8-V-E-L-H-S-P-Q-S-L-P-R-G-S-K-A ® I & @ mittlere BLU 81 %
A B C D
hAQP2-S256D C-Terminus
1 S-A-K-S-L-Q-E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E
2 S-L-Q-E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R
3 E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-D
4 A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-D-V-E-L
5 K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-D-V-E-L-H-S-P
6 E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-D-V-E-L-H-S-P-Q-S-L
7 T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-D-V-E-L-H-S-P-Q-S-L-P-R-G & B  ittlere BLU 82 %
8 E-E-R-E-V-R-R-R-Q-D-V-E-L-H-S-P-Q-S-L-P-R-G-S-K-A £ t '. - mittlere BLU 83 %
A B C D
hAQP2-S256A C-Terminus
1 S-A-K-S-L-Q-E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E
2 S-L-Q-E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R
3 E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A
4 A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A-V-E-L
5 K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A-V-E-L-H-S-P
6 E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A-V-E-L-H-S-P-Q-S-L
7 T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A-V-E-L-H-S-P-Q-S-L-P-R-G *® ﬁ " mittlere BLU 80 %
8 E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A-V-E-L-H-S-P-Q-S-L-P-R-G-S-K-A mittlere BLU 74 %

Abbildung 4.6: Auswertung eines Peptidspotmembran-Assays. Whatman-Paper gekoppelte
Peptide (25mer), welche der Sequenz des C-Terminus von hAQPwt, hAQP2-S256D und hAQP2-
S256A entsprechen, wurden mit 10xHis-Aha1 inkubiert. Gebundenes 10xHis-Aha1 wurde durch ra-
Aha1-C detektiert und die Chemilumineszenz der Spots mit Lumianalyst (Roche) semiquantifiziert.
Spalte 1: Sequenzen der Peptide auf der Peptidspotmembran, Spalte 2: Chemiluminenszenzsignale
der Peptidspotmembran, Spalte 3: Mittelwerte der Signalstédrken der Peptidspotreihen in % bezogen
auf das stérkste Signal in Spot C7 (*) auf der Peptidspotmembran mit hAQP2wt.
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4.1.4 Oberflachen-Plasmon-Resonanz (SPR)
Spektroskopie

SPR-Spektroskopie-Messungen wurden in Kooperation mit Dr. Henning Rosenfeld
(GKSS Geesthacht) durchgefuhrt. SPR ist eine Biosensortechnologie, die auf der
Detektion von Massenanderungen in einem evaneszenten Feld beruht. Biomolekule
wie Lipide, Proteine, Peptide und Nukleinsduren konnen auf der Oberflache von
Sensorchips in  einer Miniaturflusszelle immobilisiert werden. Mogliche
Interaktionspartner werden Uber die Oberflache dieses Sensorchips gespult und

Wechselwirkungen mit den immobilisierten Molekilen werden detektierbar (Abb. 4.7).

Flussrichtung

v

/
7

Glasplatte Goldschicht

Laserstrahl Glasprisma Reflektierter Strahl
Abbildung 4.7: Schematische Darstellung des Aufbaus einer SPR-Apparatur.

Das verwendete Biacore 3000 misst Anderungen des Brechungsindex in
Resonanzeinheiten (RU), 1 RU entspricht 0,0001 Grad Anderung des reflektierten
Laserstrahls und einer Massenanderung von 1pg/mm? und so kann
Proteinabsorption an die Oberflache gemessen werden. Abbildung 4.8 stellt
schematisch den typischen Kurvenverlauf einer RU-Detektion wahrend einer
Messung mittels SPR dar. Die Basislinie steigt bei Bindung an die Oberflache des
Chips an und sinkt nach Ende der Injektion wieder ab. Gezielte Dissoziation lasst das
Signal auf die Basislinie zurtickkehren.

Es wurde ein L1-Chip verwendet, an dessen lipophile Anker (innerhalb einer

carboxymethylierten Dextranschicht) Liposomen aus Phosphatidylcholin (PC) und
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Phosphatidylethanolamin (PE) (8:2 w/w) angelagert wurden. Die Flussrate betrug
10 pl/min. Rekombinantes 10xHis-Aha1 wurde mit 2,5 pg/ul in Flusspuffer (10 mM
HEPES, 150 mM NaCl pH 7,4 und 0,5 % Surfactant P20) eingesetzt.

Steady state is reached. The association
rate equals the dissociation rate.

increase provide
signal (RU) A kinetic data /

1000 \ Dissociation

bound analyte

Data from the curve

500

DESeliNg

- il i — i
0 >
0 200 400 600 time (s)

sl running buffer

injection of the analyte

Ml rogeneration

Abbildung 4.8: Schematische Darstellung eines ,Sensogrammes* (Klimka et al. 2005).

ausgehend von einer stabilen Basislinie steigt das Signal durch Bindung an der Oberfldche nach der
Injektion an und erreicht ein neues Gleichgewicht. Nach Injektionsstopp beginnt die
Dissoziationsphase und das Signal nimmt ab. Dauert die Dissoziation zu lange (durch stark bindende

Molekiile), erfolgt ein Desorptionsschritt, bevor weitere Messungen stattfinden kénnen.

Mithilfe der SPR wurde untersucht, inwieweit Aha1, welches an AQP2-Vesikeln
detektiert wurde (Vorergebnisse des FMP Berlin, AG Klussmann, 1.6), an die
Vesikellipide gebunden vorliegen kdnnte. Dazu wurden die Liposomen aus PC und
PE mit 10xHisAha1 inkubiert. Abbildung 4.9 A zeigt den Verlauf einer Messung von
10xHis-Aha1: zu Beginn (bis ca. 1225 s) ist die Basislinie fur den L1-Chip bei ca.
20000 RU zu sehen. Ab 1125 s fand die Beschichtung mit Liposomen statt und das
Signal erhohte sich von 20000 auf ca. 26000 RU.

Die Abnahmen des Signals bei 2012 s und 2177 s kommen durch Zugabe von NaOH
zustande. NaOH wird eingesetzt, um eventuell auftretende Lipidmultilayer zu
beseitigen. Bei 2294 s wurde 10xHis-Aha1 zugegeben und das Signal erhdhte sich
um 235 RU (von 26318,8 RU auf 26553,9 RU).
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Abbildung 4.9 B zeigt auRerdem den Messabschnitt der 10xHis-Aha1 Zugabe
genauer. Deutlich zu sehen ist der typische Kurvenverlauf einer Bindung in der SPR.
10xHis-Aha1 bindet also unter diesen Bedingungen an Liposomen. Der Abfall der

Kurve ab 2536 s entstand durch den Desorptionsschritt mittels NaOH.

A 45000
40000 -
35000 +

30000 +

25000 | I U |

Signal (RU)

20000 Lo :

15000 ‘ — ‘ ‘ -
0 500 1000 1500 2000 2500

B 26900 4 .-~ !
26700 - |
26500 -

26300 -

26100 -

Signal (RU)

25900 -

25700 -

25500 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
2250 2300 2350 2400 2450 2500

Zeit (s)

Abbildung 4.9: Oberflachenplasmonresonanzmessung. A: Sensogramm der Biacore-3000-

Messung von 10xHis-Aha1 (ber einem mit Liposomen aus Phosphatidylcholin (PC) und
Phosphatidylethanolamin (PE) (8:2 w/w) beschichteten L-1-Chip, Flussrate: 10 ul/min, markiert:

Bereich des Ausschnittes in B; B: Ausschnitt der Injektion von 10xHis-Aha1 bei selbiger Messung.
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4.2 Einfluss von Ahal auf das intrazellulare Trafficking

von AQP2 - Untersuchungen nach RNA-Interferenz

RNA-Interferenz

RNA-Interferenz ist ein gut untersuchter naturlicher Mechanismus zur Abwehr von
Viren, Kontrolle von Transposons und posttranslationaler Regulation (Zamore et al.
2001, Tuschl 2001). Entdeckt in Pflanzen (Napoli et al. 1990) wurde dieser
Mechanismus zu einem wertvollen Werkzeug in genomischen Untersuchungen an
C. elegans, D. melanogaster und Pflanzen. Dieser Mechanismus beruht auf der

Reaktion der Zelle auf doppelstrangige RNA.

dsRNA

AT Dicer Virus
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1 DNA \A
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Abbildung 4.10:  Schema der durch dsRNA induzierten Kaskade. Endo- oder exogene
doppelstréangige RNA (dsRNA) wird durch Dicer (eine Helikase) in kurze phosphorylierte RNA (siRNA)
zerschnitten und anschlieBend in RISC (RNA induced silencing complex) eingebaut. Dort entwunden
und zum Einzelstrang abgebaut, bildet sie den ,Kéder” fiir komplementdre RNA-Einzelstrénge. Diese
kénnen mRNA oder virale Einzelstrang-RNA sein. ATP=Adenosintriphosphat, siRNA=small interfering
RNA.
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Abbildung 4.10 zeigt schematisch den Ablauf der RNA-Interferenz innerhalb lebender
Zellen. Doppelstrangige RNA wird in der Zelle durch eine Helikase (Dicer) in kurze
(21 bp) sogenannte siRNA (small interfering RNA) geschnitten und phosphoryliert.
Diese siRNA wird in den Proteinkomplex RISC (RNA induced silencing complex)
integriert und dort entwunden. Einer der Strange wird durch eine Endonuklease
zerschnitten und in RISC verbleibt eine Einzelstrang-RNA und bindet mit dem
Proteinkomplex den sogenannten aktivierten RISC. Der aktivierte Komplex wird nun
komplementar Einzelstrang-RNA binden. So konnen virale RNA, RNA-Transposons
oder mRNA in verschiedenen Zellkompartimenten von RISC gebunden werden. Die
gebundenen Einzelstrange unterliegen dem gleichen Mechanismus, welcher zur
Aktivierung von RISC fuhrte und werden zerschnitten. Dies fuhrt zum Abbau viraler
RNA, vermutlich auch zur Reduktion von Transposon-Aktivitat und kann auf RNA-
Ebene die Proteinbiosynthese verringern. Der Einsatz von RNAi war einige Zeit auf
Pflanzen, C. elegans und D. melanogaster beschrankt, denn die Nutzung von dsRNA
fuhrte in Saugerzelllinien zum Zelltod. Erst mit der Entdeckung, dass kinstliche RNA-
Molekule - siRNA-Oligonukleotide - ebenfallsSRNAi auslosen ohne allerdings Zelltot
auszuldsen (Elbashier et al. 2001, Caplen et al. 2001), eroffnete das Feld auch fur
Saugerzelluntersuchungen. Seither wird RNAi fur funktionelle Genomanalysen
eingesetzt und hat die antisense-Technologie in vielen Aspekten ersetzt. Um
funktionelle Untersuchungen zu einem Protein durchzufuhren, ist es von Vorteil, ein
System ohne dieses Protein zu etablieren. In Mausen kann ein Knockout des fur das
Protein kodierenden Gens erzeugt werden. Dies ist ein langwieriger Prozess und
nicht in jedem Labor durchfiihrbar. Labortierhaltung und -handhabung unterliegen
strengen Richtlinien. Zelllinien von Saugetieren wiederum lassen sich leicht
kultivieren, bieten aber keine Maoglichkeit eines Knockouts. Hier kann RNAI
eingesetzt werden, um durch Reduktion des Proteins eine Aussage zu seiner

Funktion zu erhalten.

Da die rein proteinbiochemischen Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit zu
keiner weiteren Verifizierung der Hinweise aus den Vorarbeiten fUhrten, wurde der
funktionelle Aspekt von Aha1 in den Fokus der Experimente gertickt. RNAI, durch
siRNA-Oligonukleotide induziert, bot die ideale Moglichkeit, um an den im Rahmen
dieser Arbeit im Arbeitskreis etablierten Zellkulturen HEK-293 und MDCK-II die

Auswirkungen eines Aha1-Knockdown zu untersuchen.
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4.2.1 Einschatzung der Transfektionseffizienz

Um die Transfektionseffizienz flir siRNA-Oligonukleotide und Plasmid-DNA
abzuschatzen, wurden Zellen mit Cy3-markierten siRNA-Oligonukleotiden oder GFP

kodierenden Plasmiden transient transfiziert und mittels konfokaler

Laserscanmikroskopie (3.4.9) analysiert.

Abbildung 4.11:  konfokale Laserscanaufnahmen von transfizierten HEK-293-Zellen. A und B:
HEK-293-Zellen transient transfiziert mit Cy3-markierter siRNA, in rot die siRNA zu erkennen. C: HEK-
293-Zellen transient transfiziert mit pIRESmAQP2wt (griin: mAQP2wt). Zellkernfarbung: DAPI

F0.O0 FILAN [l

A

Abbildung 4.12:  konfokale Laserscanaufnahmen von transfizierten MDCK-II-Zellen. A: MDCK-

lI-Zellen transient transfiziert mit pmax-FP-N-Green (griin: GFP). B: MDCK-II-Zellen transient
transfiziert mit pIRESneoEGFPmMAQP2wt (griin: mAQP2wt). C: MDCK-II-Zellen transient transfiziert
mit pIRESneoEGFPmMAQP2-S256D (griin: mAQP2-S256D). Zellkernfarbung: DAPI

Die exemplarischen Abbildungen 4.11 und 4.12 zeigen, dass sowohl in HEK-293-,
als auch MDCK-II-Zellen ausreichende Transfektionseffizienz vorlag. siRNA-
Oligonukleotide konnten in konfokalen Laserscans in jeder Zelle detektiert werden,

Plasmid-DNA nach Versuchsoptimierung in HEK-293-Zellen in ca. 20 % und in
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MDCK-II in ca. 10 bis 15 % aller Zellen. Plasmid-DNA-Transfektion gilt als komplex
und besonders in MDCK-II schwer durchzuflihren und die Transfektionsrate liegt
haufig nur bei 6 %. Mit den im Rahmen dieser Arbeit erzielten Transfektionsraten war

eine gute bis sehr gute Effizienz erreicht.

4.2.2 siRNA-Oligonukleotide

Um die RNAIi-Technik erfolgreich anwenden zu koénnen, mussten siRNA-
Oligonukleotide eingesetzt werden, deren Sequenz und Beschaffenheit nachweisbar
die Unterdrickung der Neuexpression des Zielproteins Aha1l erlaubte. Fir die
vorliegende Arbeit wurden insgesamt drei siRNA-Kandidaten der Firmen MWG,
Invitrogen und Dharmacon getestet.

siRNA Zielsequenzen sollten bestimmte Merkmale erfullen (Elbashir et al. 2002):
optimalerweise liegen sie 75-100 bp hinter dem Startkodon des Gens des
Zielproteins, sie sollen einen GC-Gehalt von 50 % besitzen und im besten Fall der
Sequenz AA(19N)TT entsprechen. N steht dabei flr ein beliebiges Nukleotid. Firmen,
welche siRNA-Oligonukleotide vertreiben, bieten inzwischen die Design-Ubernahme
an und haben - basierend auf den einfachen Vorgaben - komplexe Algorithmen
entwickelt, um die optimale Zielsequenz zu ermitteln. Die in dieser Arbeit
verwendeten siRNA-Oligonukleotide wurden basierend auf Elbashir et al. 2002
(siRNA 1&2 der Firma Dharmacon), Holmes et al. 2008 (siRNA holmes der Firma
MWG) und den Algorithmen der Firma Invitrogen (Oligo 1, Oligo 2 und Oligo 3)
erstellt. Fur die Uberpriifung des Aha1-Knockdown wurden optisch konfluente HEK-
293- und MDCK-II-Zellen mit siRNA-Kandidaten transient transfiziert und kultiviert.
Nach 24 bzw. 48 Stunden wurden die Zellen lysiert und nach Auftrennung durch
SDS-PAGE in Western-blotting auf Aha1-spezifische Signale untersucht.

Obwohl siRNA grundsatzlich mit hoher Spezifitat die Expression des Zielproteins
herunterreguliert, kdbnnen mitunter durch die siRNA-Behandlung weitere Proteine in
ihrer Expression beeinflusst werden (Off-target Effekte) (Hannon und Rossi 2004,
Huppi et al. 2005). Exemplarisch werden deshalb vom Zielprotein verschiedene
Proteine auf ihre Expression hin getestet. In dieser Arbeit wurde GAPDH als Marker
fur Off-target Effekte und den allgemeinen Zellzustand detektiert. GAPDH ist ein
housekeeping Protein, welches in hohen Konzentrationen in nahezu jedem Zelltyp

vorhanden ist. Die Effektivitat der siRNA auf Aha1 wurde mittels Western-blotting
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Uberpruft, und mit der in Zellen, welche mit unspezifischer (keine RNAi ausldosend)
Kontroll-siRNA behandelt wurden, verglichen.
Nachfolgend sind Ergebnisse der verschiedenen siRNA-Experimente und deren

densitometrische Auswertung mittels Lumianalyst (Roche) dargestellt.

siRNA-Oligonukleotide 1&2

MDCK-lI-Zellen wurden mit 30 nM siRNA 1&2 oder Kontroll-siRNA transient
transfiziert und 24, 48 bzw. 72 Stunden nach der Transfektion lysiert. Die Proteine
wurden mit SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-blotting Aha1l detektiert.
Abbildung 4.14, 4.15 und 4.16 zeigen die Signale fur Aha1 und GAPDH im zeitlichen
Verlauf. In Abbildung 4.17 sind die densitometrischen Auswertungen der Signale fur
Aha1 und GAPDH dargestellt. Die starkste Verringerung der Aha1 Expression ist fur
24 h nach der Transfektion zu sehen. Zu diesem Zeitpunkt war die Aha1 Expression
auf 32 % der mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen reduziert. 48 h nach der
Transfektion stieg die Aha1-Menge auf 65 % der mit Kontroll-siRNA transfizierten
Zellen und 72 h nach der Transfektion war kein Knockdown mehr zu beobachten.
GAPDH blieb nahezu unbeeinflusst.

Kontroll-siRNA SiRNA 1&2

h <«—— Ahal

— <+«— GAPDH

Abbildung 4.14:  Knockdown von Aha1 durch transiente Transfektion von MDCK-II-Zellen mit

30 nM siRNA 1&2. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt
und per Western-blotting Aha1 detektiert (5 ug Gesamtprotein/Tasche).
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Kontroll-siRNA SiRNA 1&2

-.-, <+«—— Ahal

<+<—— GAPDH

Abbildung 4.15:  Knockdown von Aha1 durch transiente Transfektion von MDCK-II-Zellen mit

30 nM siRNA 1&2. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt
und per Western-blotting Aha1 bzw. GAPDH detektiert (5 ug Gesamtprotein/Tasche).

Kontroll-siRNA SiRNA 1&2

P ——

<+—— GAPDH

Abbildung 4.16:  Knockdown von Aha1 durch transiente Transfektion von MDCK-II-Zellen mit

30 nM siRNA 1&2. 72 h nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt
und per Western-blotting Aha1 bzw. GAPDH detektiert (5 ug Gesamtprotein/Tasche).
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Abbildung 4.17:  Ubersicht iiber den zeitlichen Verlauf des Knockdowns von Ahaf.
Zusammenfassung der densitometrischen Auswertungen der Daten aus den Abbildungen 4.14, 4.15.

und 4.16 mittels Lumianalyst (Roche), Aha1-Menge in Zellen, welche mit Kontroll-siRNA transfiziert
wurden = 100 % (n=1).

Nach den Ergebnissen fur siRNA 1&2 24 h, 48 h und 72 h nach der transienten
Transfektion mit siRNA wurden alle weiterfUhrenden Experimente 24 h nach der
Transfektion mit siRNA durchgefihrt. In Abbildung 4.18 sind 14 unabhangige
Experimente zu siRNA 1&2 zusammenfassend densitometrisch ausgewertet.
Verwendet wurden ausschlielllich die Experimente, welche unter gleichen

Bedingungen durchgefiihrt wurden (30 nM siRNA, RNAi-Uberpriifung 24 h nach
Transfektion).
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Abbildung 4.18:  Knockdown von Ahat: Mittelwerte der relativen Proteinmengen (Kontroll-
SiRNA = 100%) von Aha1 und GAPDH 24 h nach Transfektion von 30 nM siRNA 1&2 gegen Ahaft.

Densitometrisch anhand von Western-blotting ermittelt. Die Fehlerbalken zeigen den S.E.M. (n=14).

siRNA-Oligonukleotide Oligo 1, Oligo 2 und Oligo 3

MDCK-lI-Zellen wurden mit 30 nM siRNA Oligo1-3 oder Kontroll-siRNA transient
transfiziert und 24 Stunden nach der Transfektion lysiert. Die Proteine wurden mit
SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-blotting Aha1 detektiert. Abbildung 4.19 A
und B zeigen exemplarisch die Signale fur Aha1 und GAPDH. In Abbildung 4.20 sind
die densitometrischen Auswertungen der Signale fir Aha1 aus 14 unabhangigen
Experimenten dargestellt. Die starkste Verringerung der Aha1l Expression ist fir
Oligo 3 zu sehen. Diese siRNA reduzierte die Aha1l Expression auf 52 % der mit
Kontroll-siRNA transfizierten Zellen. Oligo 2 konnte die Aha1 Expression verglichen
mit Kontroll-siRNA transfizierten Zellen auf 59 % reduzieren und Oligo 3 auf 72 %.
GAPDH blieb nahezu unbeeinflusst.
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Olige 1 Olige 2 Oligo 3

B

Abbildung 4.19:  Knockdown von Aha1 mit siRNA Oligo 1-3. MDCK-II-Lysate wurden 24 h nach

Transfektion mit 30 nM siRNA per SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-blotting detektiert. A: Aha1
detektiert, B: GAPDH detektiert, jeweils Doppelbestimmung (5 ug Gesamtprotein/Tasche).
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Abbildung 4.20:  Knockdown von Aha1: Mittelwerte der relativen Proteinmengen (Aha1-Menge
in Zellen, welche mit Kontroll-siRNAtransfiziert wurden = 100%) von Aha1 24 h nach Transfektion von

30 nM siRNA Oligo 1-3 gegen Aha1. Densitometrisch anhand von Western-blotting ermittelt. Die
Fehlerbalken zeigen den S.E.M. (n=14).
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siRNA-Oligonukleotid holmes

MDCK-II-Zellen wurden mit 30 nM siRNA holmes oder Kontroll-siRNA transient
transfiziert und 24 Stunden nach der Transfektion lysiert. Die Proteine wurden mit
SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-blotting Aha1 detektiert. Abbildung 4.21
zeigt exemplarisch die Signale fur Aha1l und GAPDH. In Abbildung 4.22 sind die
densitometrischen Auswertungen der Signale fur Ahal und GAPDH aus 14
unabhangigen Experimenten dargestellt. Die Expression von Aha1 konnte durch

siRNA holmes nur auf 77 % reduziert werden. GAPDH blieb nahezu unbeeinflusst.

i Y e —
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R —— e e e — GAPDH

Abbildung 4.21:  Knockdown von Aha1 mit siRNA holmes. MDCK-II-Lysate wurden 24 h nach

Transfektion mit 30 nM siRNAe per SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit ra-Ahat detektiert (5 ug
Gesamtprotein/Tasche).
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Abbildung 4.22:  Knockdown von Ahat: Mittelwerte der relativen Proteinmengen (Kontroll-
SiRNA = 100%) von Aha1 und GAPDH 24 h nach Transfektion von 30 nM siRNA holmes gegen Aha1.

Densitometrisch anhand von Western-blotting ermittelt. Die Fehlerbalken zeigen den S.E.M. (n=14).

Vergleich der siRNA-Oligonukleotide

Abbildung 4.23 zeigt zusammenfassend den Aha1 Knockdown der verschiedenen
siRNA Kandidaten. Daraus lasst sich ableiten, dass Oligo 2 und Oligo 3 verglichen
mit den anderen getesteten siRNA Kandidaten die Aha1l Expression signifikant
reduzierten. Die p-Werte der Mittelwerte in zweiseitigen t-Tests (jeweils verglichen

mit den Mittelwerten der GAPDH-Mengen) fur die verschiedenen Oligonukleotide:

siRNA 1&2 0,4205
siRNA Oligo 1 0,4025
siRNA Oligo 2 0,0493
siRNA Oligo 3 0,0285
siRNA holmes 0,4562

Nur Oligo 2 und Oligo 3 zeigten eine signifikante Reduktion der Aha1-Menge. Oligo 2
reduzierte Aha1 auf 60 %, Oligo 3 auf 50 %. Folglich wurden sie fur weitere Versuche

verwendet.
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Abbildung 4.23:  Knockdown von Ahat: Mittelwerte der relativen Proteinmengen (Kontroll-

SiRNA = 100%) von Aha1 im MDCK-II-Zellen 24 h nach Transfektion mit den verschiedenen siRNA-
Kandidaten (30 nM). Die Fehlerbalken zeigen den S.E.M. (n=14).

4.2.3 ELISA

Um den Einfluss des Aha1-Knockdowns auf das AQP2-Trafficking zu untersuchen,
wurden HEK-293-Zellen ohne AQP2 und HEK-293-Zellen mit AQP2wt - mit einem
HA-tag an einem extrazellularen loop versehen (von der Arbeitsgruppe um Enno
Klussmann, FMP Berlin, zur Verfugung gestellt) - mit 30 nM siRNA Oligo 2 und
Oligo 3 transient transfiziert. Die Halfte der Zellen wurde vor der Durchfihrung des
ELISA mit Forskolin stimuliert. Abbildung 4.24 A zeigt die quantitative Auswertung
der ELISA-Signale bei 400 nm. Nach Forskolinstimulation von Zellen, welche mit
Kontroll-siRNA transfiziert wurden, erhdhte sich das Signal fur AQP2 in der
Zellmembran auf ungefahr das 4-Fache des Basalwertes. Nach Transfektion mit
siRNA Oligo 3 erhdhte sich das Signal in gleichem Male. Bei Zellen, welche mit
siRNA Oligo 2 transfiziert waren, betrug die Signalstarkeanderung nach Forskolin
das 13-Fache. Die HEK-293-Zellen wurden anschliel’end lysiert, mit SDS-PAGE
aufgetrennt und im Western-blotting die Aha1-Menge detektiert. Abbildung
4.24 B und C zeigen sowohl eines der Western-blotting-Resultate, als auch deren
semiquantitative Auswertung. In den HEK-293-Zellen, welche im ELISA zum Einsatz
kamen, wurde durch Oligo 2 siRNA die Aha1-Menge auf ca. 70 % und durch und
Oligo 3 siRNA auf ca. 50 % reduziert.
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Abbildung 4.24:  ELISA an HEK-293-Zellen.

A: HEK-293-Zellen, welche HA-AQP2 (HA-Epitop extrazelluldr présentiert) exprimierten, wurden mit
30 nM siRNA transfiziert (dunkelgrau: Oligo 2, hellgrau: Oligo 3). 24 h nach Transfektion wurde die
Halfte der Ansétze mit 20 uM Forskolin flir 30 min stimuliert. Der anschlieBende Sandwich-ELISA (ber
diesen Zellen wurde mit einem Antikérper gegen HA durchgefiihrt. Signalstérke der mit Kontroll-siRNA
transfizierten Zellen ohne Forskolinstimulation = 100 %. Gemessene Basalwerte fiir Zellen ohne
AQP2 wurden von allen Messwerten abgezogen.

die Zellen wurden anschlieBend lysiert, in SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-blotting Ahat
detektiert. B: Abbildung einer Immundetektion von Aha1. 1/ 2: Zellen mit Kontroll-siRNA transfiziert,
3-5 Zellen mit Oligo 2 transfiziert, 6 /7: Zellen mit Oligo 3 transfiziert. C: Densitometrische Auswertung
des Western-blottings. Fehlerbalken zeigen den S.E.M. (n = 6).
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4.2.4 siRNA-Plasmid

Wie in Abbildung 4.23 gezeigt, konnten nur Oligo 2 und Oligo 3 signifikant die
Expression von Aha1 reduzieren (p-Wert Oligo 2 = 0,0493, p-Wert Oligo 3 = 0,0285).
Die Knockdown-Raten dieser beiden Oligonukleotide nicht ausreichend und unter der
Effizienz, welche andere Gruppen durch siRNA-Oligonukleotide erzielen konnten
(Grinweller et al. 2003). Die transiente Transfektion mit siRNA-Oligonukleotiden
bildete also keine Basis zur Untersuchung des funktionellen Einflusses von Aha1 auf
das Trafficking von AQP2.

Da nur bei immer ahnlichem Aha1-knockdown Aussagen zur Funktion von Aha1 im
AQP2-Trafficking gemacht werden kénnen, wurde der Versuch unternommen, eine
siRNA stabil in MDCK-II-Zellen exprimieren zu lassen. Neben der Nutzung von
SiRNA zur Induktion von RNAi wurden im Laufe der Weiterentwicklung der siRNA-
Technologie Ergebnisse zu Plasmiden veroéffentlicht, welche funktionelle siRNA oder
shRNA (short hairpin RNA) in Saugerzellen exprimieren (Sui et al. 2002, Lee et al.
2002, Paul et al. 2002, Paddison et al. 2002, Brummelkamp et al. 2002). siRNA
exprimierende Plasmide bieten den Vorteil, die Expression von Zielgenen fur
Wochen oder gar Monate zu beeinflussen (Brummelkamp et al. 2002), wahrend
siRNA-Oligonukleotide maximal 10 Tage Wirkung zeigen. Erzeugt man mit siRNA
exprimierenden Plasmiden eine stabile Zelllinie, lasst sich dieser Effekt noch
verlangern und Experimente mit Zellen gleicher, stabiler und lang anhaltender
siRNA-Expression durchflihren.

In dieser Arbeit wurde pSilencer™4.1-CMVneo (Vektorkarte Abb. 2.5) verwendet.
Dieser tragt eine Neomycin-Resistenzkassette und bietet mit dem CMV-Promotor
(aus dem Cytomegalie-Virus) vor der multiple cloning site eine hohe Expressionsrate.
In pSilencer™4.1-CMVneo wurden inserts, welche fir shRNA kodieren ligiert (3.1.7
und Abb. 3.2). Deren Sequenz entsprach den Vorgaben des Herstellers kombiniert
mit den Sequenzen der erfolgreichsten siRNA-Oligonukleotide (Oligo 2 und Oligo 3,
Invitrogen, Abb. 4.25). Wird shRNA in den Zellen exprimiert, wird diese durch Dicer in
siRNA umgewandelt (Abb. 4.25) und I6st RNAi aus (Abb. 4.10).
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UcC
Oligo 2 5 -GAUCCACUGGACGGAGAGAGAUGCUUCAAA U 1;

3'-GUGACCUGCCUCUCUCUACGAAGUUU p GA G

: Uc
Oligo 3 5 -GAUCCUCGCAAAGGGAAACUUAUCUUCUUU U %g
3 ' -GAGCGUUUCCCUUUGAAUAGAAGAAA 3 , G

Oligo 2 5'-GAUCCACUGGACGGAGAGAGAUGCUUCAAAUU-3"
3'-GUGACCUGCCUCUCUCUACGAAGUUU-5"

Oligo 3 5\ _GAUCCUCGCAAAGGGAAACUUAUCUUCUUUUU-3 '
3\ -GAGCGUUUCCCUUUGAAUAGAAGAAA-5

Abbildung 4.25:  A: aus den inserts in pSilencer™4.1-CMVneo gebildete shRNA fiir Oligo2 und
Oligo3. B: die durch Dicer innerhalb der Zelle gebildeten siRNA fiir Oligo2 und Oligo3. Unterstrichen

jeweils die Aha1-mRNA antisense-Sequenz.

MDCK-II-Zellen wurden mit Plasmid-DNA (50 pM) transfiziert und nach 24 h
Selektionsdruck durch G418 (400 ug/ml Medium) unterworfen. Transfektion mit
linearisierter Plasmid-DNA fiihrte in keinem der Experimente zu einem Uberleben der
Zellen unter Selektionsdruck. Einzig mit zirkularer Plasmid-DNA transfizierte MDCK-
[I-Zellen bildeten unter Selektionsdruck Klonkolonien. Sichtbare Kolonien wurden
gepickt und vereinzelt. Nachdem diese Kolonien die Flache einer 10 cm Petrischale
optisch konfluent bewuchsen, wurden die Zellen passagiert und ein Teil per SDS-
PAGE und Western- blotting mit untransfizierten MDCK-II-Zellen bezlglich der Aha1-
Menge verglichen. Fir Oligo 2 und Oligo 3 wurden stark reduzierte Aha1-Mengen
detektiert (Abb. 4.26), GAPDH blieb nahezu unbeeinflusst - einzig der erhdhte Stress
der Zellen durch das Selektionsmedium ist in einer leichten Erhéhung des GAPDH-

Levels wiederzufinden.
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Abbildung 4.26:  Knockdown von Ahat durch stabile Transfektion. A: MDCK-lI-Zellen 6

Wochen nach der Transfektion mit pSilencer™4.1-CMVneoOligo2 und pSilencer™4.1-CMVneoOligo3
lysiert, mit SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-blotting Aha1 bzw. GAPDH detektiert. (5 ug
Gesamtprotein/Tasche); B: relative Proteinmengen (Kontroll-siRNA = 100%) von Aha1 densi-

tometrisch anhand des Western blots ermittelt (n = 1).

Diese erfolgreich transfizierten Zellen, welche einen starken Knockdown des Aha1
um 85 % zeigten, wurden - nach einer Phase ohne Selektionsantibiotikum - weiter
unter Selektionsdruck kultiviert. Die Kultivierungsphase ohne Selektionsdruck sollte

gewahrleisten, dass Zellen, welche das Plasmid nicht in ihr Genom integriert hatten,
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das Plasmid verlieren und bei erneutem Einsatz von G418 abgetdtet werden. Dies
fuhrt zu einer Population von Zellen, welche das Plasmid in |hr Genom integriert
haben. Um diese Zellen in Immunofluoreszenzversuchen zum AQP2-Trafficking
einzusetzen, wurden sie abschlieliend noch einmal mittels Western-blotting Gberpruft,
damit ein Knockdown sicher gewahrleistet war.

Die erneute Immundetektion zeigte, dass die Aha1-Menge in den Zellen wieder
angestiegen war und nahezu den Level mit Kontroll-siRNA transfizierter Zellen
erreichte (Abb. 4.27). Die hervorragenden Knockdown-Ergebnisse konnten nicht

aufrechterhalten werden.
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mit Kon- mit Oligo2  mit Kon- mit Oligo3
troll-siRNA  siRNA troll-siRNA  siRNA

Abbildung 4.27:  Knockdown von Ahat durch stabile Transfektion. MDCK -lI-Zellen 8 Wochen
nach der Transfektion mit pSilencer™4.1-CMVneoQOligo2 und pSilencer™4.1-CMVneoOligo3 wurden
lysiert, mit SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-blotting Ahat1 bzw. GAPDH detektiert. 1 / 3:
MDCK-II-Zellen mit pSilencer™4.1-CMVneo-Kontroll transfiziert, 2 / 4: MDCK-lI-Zellen mit
pSilencer™4.1-CMVneoOligo2/3 transfiziert (6 ug Gesamtprotein/Tasche).
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4.2.5 Etablierung stabil EGFPMAQP2wt und EGFPmMAQP2-

S256D exprimierender Zelllinien

Aufgrund der Instabilitat der mit pSilencer™4.1-CMVneo transfizierten Zellen im
Bezug auf ihre Aha1-Expression, wurden weitere stabile MDCK-II-Zellen entwickelt.
Diese sollten dauerhaft N-terminal mit EGFP-fusioniertes mAQP2wt und mAQP2-
S256D exprimieren. An diesen Zellen sollte nach Transfektion mit siRNA-
Oligonukleotiden die Auswirkung des Aha1 auf das Trafficking von AQP2 untersucht
werden.

Dazu wurden die MDCK-II-Zellen mit p/RESneocEGFPmMAQP2wt beziehungsweise
pIRESneoEGFPmMAQP2-S256D (je 50 pM) transfiziert und nach 24 h einem
Selektionsdruck unterworfen. Wie schon in den Transfektionsexperimenten mit
pSilencer™4.1-CMVneo konnten ausschliel3lich mit zirkularer Plasmid-DNA Kolonien
unter Selektionsdruck durch G418 beobachtet werden. Linearisierte Plasmid-DNA
fuhrte zu einem Absterben der MDCK-II-Zellen unter Selektionsdruck. Unter
Fluoreszenzanregung sichtbare Kolonien wurden gepickt und vereinzelt. Nachdem
genug Zellen zur weiteren Untersuchung gebildet worden waren, wurde der Erfolg
der Transfektion und Selektion mit Western-blotting und konfokaler
Laserscanmikroskopie uberpruft.  Abbildung  4.28  zeigt  exemplarisch
Fluoreszenzaufnahmen der stabil EGFP-mAQP2wt exprimierenden Zelllinien.
Deutlich ist, dass die Expression zwischen Zellen unterschiedlich stark ausgepragt
ist, doch in jeder Zelle EGFP-mAQP2wt exprimiert wird. Die Fluoreszenz zeigt
EGFP-mAQP2wt punktuell Uber die gesamte Zelle verteilt. Diese Punkte erscheinen
groRer als die Fluoreszenz von transient transfiziertem mAQP2wt (Abb. 4.29), bei
welchem zwar ebenfalls punktuelle Signale erkennbar waren, doch insgesamt eine
feinere Verteilung des Proteins in MDCK-II-Zellen detektiert wurde. EGFP-mAQP2wt
in stabil transfizierten MDCK-II-Zellen findet sich fast ausschlieRlich im Zytosol.

Die Aufnahmen nach Stimulation der Zellen mit 20 uM Forskolin (Abb. 4.28 A und B1

/ B2) zeigen, dass EGFP-mAQP2wt in diesen MDCK-lI-Zellen nicht translokalisiert

wurde.
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B2

Abbildung 4.28:  Konfokale Laserscan-Aufnahmen von stabil EGFP-mAQP2wt exprimierenden

MDCK-II-Zellen. A Zellen unstimuliert, B: nach 30 min Stimulation mit 20 uM Forskolin, Aufnahme im
2,5x-Zoom; B2: z-Achsenscan der Zellen aus B1. griin: EGFP-mAQP2wt.

Abbildung 4.29:  Konfokale Laserscan-Aufnahmen von transient mit mAQP2wt transfizierten
MDCK-II-Zellen. griin: mAQP2wt.
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Abbildung 4.30 zeigt exemplarisch Fluoreszenzaufnahmen der stabil EGFP-mAQP2-
S256D exprimierenden Zelllinie. Die Nahaufnahmen zeigen die Lokalisation von
EGFP-mAQP2-S256D in MDCK-II-Zellen. Die Fluoreszenz zeigt EGFP-mAQP2-
S256D punktuell Uber die gesamte Zelle verteilt. Diese Punkte erscheinen grofRer als
die Fluoreszenz fur transient transfiziertes mAQP2-S256D (Abb. 4.32). EGFP-
MAQP2-S256D in stabil transfizierten MDCK-II-Zellen findet sich fast ausschlief3lich
im Zytosol. Besonders deutlich war jedoch - wie in den transient mit mAQP2-S256D
transfizierten MDCK-II-Zellen (Abb. 4.31) - ein verstarktes Signal fir mAQP2-S256D

in Zellkernnahe.

C

Abbildung 4.30:  Konfokale  Laserscan-Aufnahmen  von  stabil EGFP-mAQP2-S256D

exprimierenden MDCK-II-Zellen. A: Aufnahme von zwei stark EGFP-mAQP2-S256D exprimierenden
MDCK-II-Zellen, umgebende Zellen exprimieren schwécher, B1: Aufnahme von zwei EGFP-mAQP2-
S§256D exprimierenden MDCK-II-Zellen, 2,5x Zoom B2: z-Achsenscan der Zellen aus B1. griin: EGFP-
mAQP2wt.
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4 Ergebnisse

Abbildung 4.31:  Konfokale Laserscan-Aufnahmen von transient mit mAQP2-S256D
transfizierten MDCK-II-Zellen. griin: mAQP2-S256D.

Die EGFP-AQP2-Fusionsproteine konnten auch im Western-blotting nachgewiesen
werden. Abbildung 4.31 zeigt die Detektion mit einem gegen AQP2 und einem gegen
GFP gerichteten Antikorper. Beide Detektionen zeigten eine Bande bei ungefahr
63 kDa. Die fur AQP2 im Western-blotting so charakteristischen Banden des
glykosylierten APQ2 waren in den Zellen, welche EGP-AQP2 exprimieren, kaum

mehr detektierbar.
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A B

Abbildung 4.31:  Western-blotting der MDCK-II-Zellen 8 Wochen nach der Transfektion mit
PIRESneo-EGFP-mAQP2wt und plRESneo-EGFP-mAQP2-S256D. Die Zellen wurden lysiert, mit
SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieBend im Western-blotting AQP2 bzw. EGFP detektiert. A: AQP2-
Detektion, B: EGFP-Detektion. 1: MDCK-II-Zellen mit EGFP-mAQP2wt, 2: MDCK-II-Zellen mit EGFP-
mAQP2-S§256D, 3: HEK-293-Zellen mit mAQP2wt ohne GFP (25 ug Gesamtprotein/Tasche).
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Protein-Protein-Interaktionen oder Protein-Protein-Bindungen stellen wichtige
Bindeglieder in Stoffwechselprozessen in Zellen dar. Gerade im Bereich des
intrazellularen Traffickings wurde die Bindung oder Interaktion zwischen Proteinen
erforscht und viele Ergebnisse spiegeln die enorme Bedeutung dieser Vorgange
wieder.

Intrazellulares Trafficking von Membranproteinen ist ein essentieller Teil auch der
Aufrechterhaltung der zellularen Eigenschaften. Sowohl fur die Einzelzelle, als auch
fur deren Kommunikation mit anderen Zellen oder die Funktion des Zellverbandes als
Organ, ist die Komposition der Zellmembran ausschlaggebend. Dies wird auch an
der Vielzahl der Erkrankungen deutlich, welche aus Mutationen von Vesikeltransport-
Komponenten resultieren, zum Beispiel Alzheimer, Schadel- und
Gesichtserkrankungen und Huntington-Chorea (Kins et al. 2006, Fromme et al. 2007,
Smith et al. 2007).

Intrazellulares Trafficking lasst sich in Endozytose und Exozytose einteilen.
Endozytose ist ein Vesikel-vermittelter Prozess um extrazellulare Makromolekile,
Membranlipide und Membranproteine aufzunehmen. Der bestuntersuchte
Endozytoseweg ist der Uber Clathrin vermittelte (Brodsky et al. 2001). Viele
Membranproteine interagieren dazu mit Clathrin, Adapter Proteine binden an Clathrin
und so entstehen Vesikel.

Dynamin 16st die Vesikel von der Membran und auch hier werden Protein-Protein-
Interaktionen vermutet (Takahashi et al. 2009). Selbst das uncoating solcher Vesikel
verlauft Uber Protein-Protein-Interaktionen.

Exozytose bringt Membranproteine und Membranlipide zur Zellmembran.
Membrandomanen in polarisierten Zellen besitzen verschiedene Protein-
ausstattungen, aber unterscheiden sich auch in ihrer Membranlipid-
zusammensetzung. Vor allem in polarisierten Zellen, wie sie im Epithel vorliegen, ist
durch die strikte Trennung von apikaler und basolateraler Membrandomanen ein
gezielter Vesikeltransport erforderlich. Dies ist auch flr wieder internalisierte
Membranabschnitte zu gewahrleisten. COPI und COPII (coat protein | und Il)
umlagern Vesikel, welche vom endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat
transportiert werden (Spang 2008). Auch am Vesikeltransport vom Golgi-Apparat zu

diversen Zellkompartimenten sind Protein-Protein-Interaktionen oder -Bindungen
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beteiligt. Vor allem Motorproteine flr den Vesikeltransport wie Dynein scheinen Uber
Protein-Bindungen direkt an die Vesikel zu binden und selbst wiederum an Proteine
des Zytoskeletts (Song und Mandelkow 1993). In MDCK-II-Zellen - einem gangigen
Model fur Nierenepithelien - konnte gezeigt werden, dass FAPP-2
(Phosphatidylinositol-four-phosphate adapter protein 2) fur die spezifisch apikale
Sortierung von AQP2-Vesikeln verantwortlich ist (Yui et al. 2009).

Vesikularer Transport unterliegt einem generellen Dogma: er ist vektoriell. Ein von
einer Donormembran erzeugter Vesikel wird nur mit einer ahnlichen Zielmembran
verschmelzen. Diese Vorgange werden durch SNARE-Proteine vermittelt, welche
sowohl auf dem Vesikel, als auch auf der Zielmembran vorhanden sind (Spang 2008).
GTPasen der ARF/SAR-Familie (ADP ribosylation factor/Secretion-associated and
Ras-related) vermitteln die Bildung von Vesikeln oder deren Interaktion mit
Membranen. Clathrin umgibt am Trans-Golgi gebildete Vesikel und auch fur diesen
Prozess sind interagierende Proteine wie Adapter Protein1, 3 und 4 beteiligt. Anhand
der bisher identifizierten Proteine, welche sowohl am allgemeinen Vesikeltransport,
als auch speziell am Trafficking von AQP2 beteiligt sind, ist zu sehen, wie wichtig der
Einfluss von Protein-Protein-Wechselwirkungen oder -Bindungen fir diese Vorgange
ist.

In dieser Arbeit wurde mit Aha1 ein weiterer Kandidat fur die Beeinflussung des
intrazellularen Traffickings untersucht. Ob Aha1l an AQP2 bindet, oder indirekt
Einfluss auf das Trafficking von AQP2 nimmt, wurde mit gangigen Assays zu Protein-

Protein-Bindung oder Protein-Protein-Interaktion analysiert.

5.1 Bindet Ahal direkt an AQP2

Eine Methode, die gangigerweise fur die Untersuchung von Proteinkomplexen
eingesetzt wird, ist die native Geleletrophorese. Dabei werden Proteine nicht
denaturiert, sondern in ihrer nativen Konformation bewahrt und nur ihrem pl nach auf
Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Dies ermoglicht die Detektion von aneinander
gebundenen Proteinen mittels Western-blotting an der gleichen Stelle im Gel.

Die nativen Gele in dieser Arbeit zeigten im Western-blotting jedoch ausschlieflich
die charakterisitischen Banden fur Aha1 oder AQP2. Keine gemeinsame Bande bei

ca. 66 kDa konnte detektiert werden. Somit deuten die Ergebnisse des Western-
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blotting der nativen Gelelektrophorese nicht auf eine stabile Bindung zwischen Aha1
und AQP2 hin. Doch wie fur die Koimmunprazipitation muss zur Auftrennung von
AQP2 in nativen Polyacrylamidgelen selbiges aus den Membranen gelost werden.
Dies geschah mittels Dodecyl-3-D-Maltosid. Dieses Detergens ist ein flr
Membranproteine haufig verwendetes Solubilisierungsmittel und eines der
Detergentien, welches nur geringe Auswirkungen auf Experimente hat. Doch ein
Einfluss des Detergens auf Bindungen und Interaktionen kann nicht komplett

ausgeschlossen werden.

Ein oft beschrittener Weg, Bindungen zwischen Proteinen zu untersuchen, ist eine
Koimmunprazipitation. Bei cytosolischen Proteinen kann dies unter nativen
Bedingungen durchgefihrt werden, denn das Protein, welches an seinen
immobilisierten Antikorper bindet, ist im Cytosol frei zuganglich. Auch eventuell an
dieses Protein gebundene Proteine lassen sich koprazipitieren, wenn sie cytosolisch
vorliegen. Anders stellen sich die Versuchsbedingungen bei einem oder mehreren
Membranproteinen dar. Da AQP2 stets in einer Membran verankert ist, kdnnen zwar
die AQP2-Vesikel Uber einen Antikdrper gegen AQP2 prazipitiert werden, doch soll
AQP2 selbst ohne Vesikel prazipitiert werden, um direkte Bindungspartner zu
identifizieren, muss es solubilisiert vorliegen. Dies ist durch Detergentien erreichbar.
Die Koimmunprazipitation wurde an Lysaten von HEK-293-Zellen durchgeflhrt,
welche endogen Aha1 exprimieren und zusatzlich mit Plasmiden fur AQP2-S256A
und AQP2-S256D transfiziert worden waren. Eingesetzt wurde zuerst das klassische
Triton X-100. Bei der Koimmunprazipitation mit Triton X-100 konnte kein Aha1 an
AQP2-Prazipitaten detektiert werden. Lediglich die Anreicherung von AQP2
verglichen mit den eingesetzten Zelllysaten konnte gezeigt werden.

Sevier und Machamer fanden 2001 Aha1 in dem Pellet microsomaler Membranen
von Hela-Zellen und spekulierten auf Prazipitation des Aha1. Durch die Einwirkung
von Triton X-100 auf diese Aha1-haltigen Pellets konnten sie Aha1 allerdings aus
diesen entfernen und damit vermuteten sie, Teile des Aha1l Ilagen
membrangebunden vor (Sevier und Machamer 2001).

Doch auch der Einsatz des besonders milden Dodecyl-3-D-Maltosid, um eventuell
durch Triton X-100 beeinflussbare Interaktionen zwischen Aha1 und AQP2 nicht zu
storen, fuhrte zu keiner nachweisbaren Koprazipitation von Aha1 mit AQP2. Der

stérende Effekt der Detergentien kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, denn
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selbst milde Detergentien beeinflussen Protein-Protein-Wechselwirkungen und
solubilisierte Membranproteine liegen nicht vollstangig in ihrer nativen Form vor
(Ostuni et al. 2010). Wie bereits fur die native Gelelektrophorese festgestellt, konnte
unter Nutzung eines Detergens keine Bindung zwischen AQP2 und Aha1 festgestellt
werden. Inwieweit der Einsatz von Detergentien allgemein die Zuganglichkeit des
AQP2 fur Ahal erschwert, oder die putative Bindung zwischen AQP2 und Aha1
durch Detergentien direkt gestort wird, konnte nicht genauer erruiert werden.

Lu et al. untersuchten 2007 die mdgliche Bindung von Hsp und Hsc70 an AQP2 und
nutzten Lysate AQP2 exprimierender LLC-Zellen, welche sie mit Protein-A-Beads
und einem Antikdrper gegen AQP2 inkubierten. In dieser Veroffentlichung konnte
trotz Einsatz von 0,5% Nonidet P-40 und 0,1% Triton X-100 eine
Koimmunoprazipitation von AQP2 und Hsp und Hsc70 detektiert werden.

Dies legt nahe, dass eine putative Bindung zwischen Aha1 und AQP2 entweder sehr

schwach ware, oder eventuell von zusatzlichen Faktoren abhangig ist.

Um die direkte Bindung zwischen Aha1 und AQP2 genauer zu untersuchen, wurde
rekombinant Aha1 hergestellt. Das in E. coli exprimierte Aha1 sollte entweder Uber
ein GST-tag oder ein 10xHis-tag aufgereinigt werden. Ausschlieldlich die
rekombinante Expression von 10xHis-Aha1 lieferte verwendbares Aha1l in guten
Ausbeuten (bis zu 4 mg/ | E. coli Kultur).

Der His-tag kann aufgrund seiner Ladungen Auswirkungen auf Assays haben. Daher
wurde versucht, den tag abzuspalten. Eine Schnittstelle fur Faktor Xa befand sich
zwischen dem tag und Aha1. Diese Versuche jedoch fuhrten nicht zum erfolgreichen
Verdau von 10xHis-Aha1 und so wurde dieses Protein zusammen mit dem 10xHis-

tag in Assays eingesetzt.

Mit 10xHis-Aha1 wurden weitere Bindungsassays durchgefuhrt.

Overlay-Assays an Peptidspotmembranen, bei welchen 25 Aminosauren lange
synthetische Peptide kovalent an Membranen gebunden vorlagen. Diese
entsprachen dem C-Terminus des hAQP2. Es wurde sowohl die Sequenz des
hAQP2wt, als auch des hAQP2-S256D und hAQP2-S256A zu Peptidspots
verarbeitet. Inkubation mit 10xHis-Aha1 und anschliefende Immundetektion von
Aha1 zeigte, dass 10xHis-Aha1 an einige der Peptidspots gebunden hatte (4.1.3).

10xHis-Aha1 band an alle drei hAQP2-Variationen. Die Peptid-sequenzen, an welche
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10xHis-Aha1 band, prasentierten Ser256 als 10. bzw. 13. Aminosaure der Peptide -
beginnend von der Membran. Stellt Ser256 die 13. Aminosaure im Peptid dar, folgen
weitere 12 Aminosauren. An diesen Peptidsequenzen zeigte sich die beste Bindung
von 10xHis-Aha1. Wird das Ser256 in Position 10 der Peptidsequenz prasentiert,
bildet dieses Peptid die vollstandige Endsequenz des C-Terminus von hAQP2. An
diesen Peptiden fiel die Bindung von 10xHis-Aha1 etwas schwacher aus. Insgesamt
am schwachsten war die Bindung an 10xHis-Aha1 fur hAQP2-S256A. Etwas besser
band 10xHis-Aha1l an hAQP2-S256D. Die starkste Bindung konnte an hAQP2wt
detektiert werden. Die beste Bindung konnte also fur die Peptidsequenz HyN-
TDWEEREVRRRQSVELHSPQSLPRG-COOH ermittelt werden. Der vollstandige C-
Terminus ist noch um die Aminosauren SKA langer. Im Peptidspotmembran-Overlay
zeigte sich, dass diese 3 Aminosauren die Bindung von 10xHis-Aha1 an das Peptid
verringern (4.1.3, Abb. 4.6).

Im Peptidspotmembran-Overlay konnte als einziger Methode in dieser Arbeit eine
Bindung von Aha1l an AQP2 nachgewiesen werden. Unabhangig von anderen
Proteinen oder Membranlipiden band 10xHis-Aha1 an eine 25 Aminosauren lange
Peptidsequenz des C-Terminus von AQP2. Auffallend ist, dass an den Peptidspots,
welche nahezu die gleiche Sequenz aufweisen, denen jedoch die Aminosauren PRG
am C-Terminus noch fehlen, keine Bindung von Aha1 auftrat. Entweder ist das
Ser256 nicht weit genug am C-terminalen Ende des Peptids, oder die PRG-Sequenz

ist essentiell flr diese Bindung.

Da bereits bekannt war, dass Aha1 in Zellen zu einem Teil membrangebunden
vorliegt (Sevier und Machamer 2001), wurde rekombinant in E. coli exprimiertes
10xHis-Aha1 in der Oberflachenplasmonresonanzmessung eingesetzt. Hierbei sollte
die Bindung von Aha1 an Membranlipide untersucht werden.

Die Oberflachenplasmonresonanzmessung ergab eine deutliche Bindung von
10xHis-Aha1 an die auf der Goldschicht immobilisierten Liposomen (4.1.4).
Bestehend aus Phosphatidylcholin (PC) und Phosphatidylethanolamin (PE) (8:2)
(w/w) reprasentierten die Liposomen zwei Hauptbestandteile der Zellmembran. Die
Oberflachenplasmonresonanzmessungen zeigten, dass Aha1 bereits an leere (kein
Protein enthaltende) Liposomen bindet. Die am GKSH produzierten Liposomen
besitzen eine mittlere GroRe von 122 nm, Aha1 ist ungefahr 6,4 nm lang (Wernimont,

A.K. et al., PDB). Vergleicht man die Grof3e der Liposomen mit der von Aha1, ergibt
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sich ein Faktor von 19. Vergleicht man hingegen die RU-Werte der SPR-Signale von
Liposomen und 10xHis-Aha1, ergibt sich ein Faktor von 25,5. Daraus wird ersichtlich,
dass 10xHis-Aha1 fast ebenso gut an die Liposomen binden, wie diese an den L1-
Chip. Die Dissoziation des Aha1 von den immobilisierten Liposomen konnte nur mit
massiven Mitteln wie NaOH-Einspritzung erreicht werden (4.1.4). Die feste Bindung
von 10xHis-Aha1 an diese Liposomen zusammen mit den Ergebnissen der
Vorversuche am FMP Berlin bestatigt die Membranassoziation des Aha1.

Versuche mit in Liposomen integriertem AQP2 - sowohl AQP2wt, als auch AQP2-
S256A und AQP2-S256D - waren winschenswert, um auch in diesem Assay zu
ermitteln, ob 10xHis-Aha1 an AQP2 bindet.

Diese Hinweise erklaren allerdings zum Teil die Delokalisation von Aha1 nach
Einwirkung von Vasopressin in MDCK-II-Zellen. Liegt Aha1l membranassoziiert vor
und ist lipidgebundener Bestandteil der AQP2-Vesikel, wird es zusammen mit diesen
zur apikalen Zellmembran transportiert. Zusammen mit den Hinweisen aus den
Peptidspotmembran-Assays (4.1.3, Abb. 4.6), welche eine Bindung von 10xHis an
hAQP2 zeigten, ergibt sich die Vermutung, Aha1 kdnnte sowohl membrangebunden
an den AQP2-Speichervesikeln vorliegen, als auch eine schwache Bindung mit dem
C-Terminus von AQP2 eingehen.

Zellulare Prozesse werden massiv von Proteinkinasen gesteuert. Diese werden
durch ein erhdhtes cAMP-Level innerhalb der Zellen aktiviert. Die Steigerung der
Menge an cAMP in Sammelrohrzellen erfolgt physiologisch nicht nur nach
Einwirkung von Vasopressin am V2-Rezeptor, sondern unter anderem auch durch
Adrenalin am a4-Rezeptor (Schmitz et al. 1981), Prostaglandin E2 am EP2-Rezeptor
(Breyer und Breyer 2001) und Dopamin am D1-Rezeptor (Sanada et al. 2006).

Diese verschiedenen Einflisse aktivieren durch Erhéhung des cAMP-Levels relativ
unspezifisch die Kinasen innerhalb der Sammelrohrzellen. Dass PKA nicht der
einzige Faktor beim Trafficking von AQP2 ist, zeigen die bisher ermittelten Proteine,
die Einfluss auf diesen Vorgang nehmen. Jedoch bleibt die Phosphorylierung des
AQP2 am Ser256 ein zentraler Schalter fur das intrazellulare Trafficking des AQP2.
PKA kann jedoch auch aktiviert werden, wenn im Korper keine Notwendigkeit der
AQP2-Translokation vorliegt. Fuhrte pauschal die Aktivierung von PKA zum Einbau
von AQP2 in die apikale Membran der Sammelrohrzellen, wurde dies nicht direkt von
Vasopressin abhangen. Es ist daher eine allgemein akzeptierte Theorie, dass direkte

AQP2-Bindungspartner diese Phosphorylierung beeinflussen kdénnten. Da 10xHis-
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Aha1 in dieser Arbeit sowohl an Membranphospholipide, als auch an Peptide des C-
Terminus von AQP2 gebunden detektiert werden konnte, kann Aha1 einen solchen

Einfluss darstellen.

5.2 Beeinflusst Ahal das intrazellulare Trafficking von
AQP2

Im Rahmen der Fragestellung dieser Arbeit sollte der funktionelle Aspekt von Aha1
innerhalb des Traffickings von AQP2 auch weiter in vivo untersucht werden. Die im
Arbeitskreis bereits etablierte Knockout-Technik in Saccharomyces cervisiae konnte
jedoch zu diesem Zweck nicht angewendet werden, da in S. cervisiae exprimiertes
AQP2 nicht die selben posttranslationalen Modifikationen wie in Eukaryoten erhalt.
Der Knockout von Proteinen in eukaryotischen Zellen ist aufgrund des diploiden
Chromosomensatzes keine Option. Dahingegen bietet sich die RNAi-Technik fur
eukaryotische Zellsysteme an. Dabei kann zwar kein vollstandiger Knockout des
Proteins erreicht werden, doch eine Reduktion der Proteinmenge (Knockdown) um
ca. 70 % ist moglich. Sowohl eukaryotische Zellkultur, als auch RNAi wurden im

Rahmen dieser Arbeit als neue Techniken im Arbeitskreis etabliert.

Ein wichtiger Teil dieser Arbeit war, eukaryotische Zellkultur erstmalig aufzubauen
und als Grundlage fir weitere Versuche zu etablieren. Sowohl die Dauerkultivierung
der Zelllinien HEK-293 und MDCK:-II, als auch deren lipidvermittelte Transfektion mit
RNA-Oligonukleotiden bzw. Plasmid-DNA wurde erfolgreich durchgefuhrt. Dabei
wurde deutlich, dass die Transfektionseffizienz fur HEK-293-Zellen deutlich héher als
fur MDCK-II-Zellen lag. Vor allem die Transfektionsrate fur siRNA-Oligonukleotide lag
bei nahezu 100 % (Abb. 4.11). Fur Plasmid-DNA konnte eine Transfektionsrate von
20 % erreicht werden, welche der durchschnittlichen Transfektionsrate in HEK-293
Zellen entspricht, wenn kationische Lipide als Transfektionsvermittler eingesetzt
werden. Hohere Transfektionsraten fur HEK-293-Zellen sind nur durch
Elektroporation zu erzielen.

Fir MDCK-II-Zellen wurden Versuche zur Transfektionseffizienz mit circularer
Plasmid-DNA durchgefuhrt und eine mittlere Transfektionsrate von 10 % erreicht. Da

MDCK-II-Zellen zu den schwer transfizierbaren Zellen gehoren, stellte diese Zelllinie
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eine besondere Herausforderung dar. Transfektionsraten fiur die Einbringung eines
Membranfusionsproteins mit C-terminalem GFP durch das auch in dieser Arbeit
verwendetete Transfektionsreagenz Metafectene® waren bereits bekannt und
bewegten sich zwischen 4 und 6 % (Information des Transfektionsreagenz-
Herstellers). In der vorliegenden Arbeit konnte durch Modifikation des
Transfektionsvorganges eine mittlere Transfektionsrate von 10 % erreicht werden
(Abb. 4.12). MDCK-II-Zellen schienen eine Empfindlichkeit gegenuber den gebildeten
Lipid-DNA-Komplexen zu besitzen. 24 Stunden nach der Transfektion zeigten sich
viele aus dem Zellrasen geloste MDCK-II-Zellen und die Farbung mit Trypanblau-
Lésung zeigte eine geringe Uberlebensrate der MDCK-II-Zellen nach der
Transfektion. Wurde 4 Stunden nach der Transfektion das Medium gegen frisches

ausgetauscht, Uberlebten deutlich mehr Zellen den Transfektionsprozess.

Die RNAI-Technik wurde im Rahmen dieser Arbeit im Arbeitskreis ebenfalls etabliert.
RNAIi Zielsequenzen sollten bestimmte Merkmale erfullen (Elbashir et al. 2002):
optimalerweise liegen sie 75-100 bp hinter dem Startkodon des Gens des
Zielproteins. An diesem Abschnitt binden UTR-bindende Proteine und Translations-
Proteinkomplexe und dies kann die RNAIi behindern. Sie sollten einen GC-Gehalt von
ca. 50 % besitzen und im besten Fall der Sequenz AA(19N)TT entsprechen. Die
gewahlte RNAi-Zielsequenz muss vor ihrem Einsatz auf ihre Spezifitat hin untersucht
werden um Off-target-Effekte zu minimieren. Die in dieser Arbeit verwendeten
siRNA-Oligonukleotide wurden basierend auf Elbashir et al. 2002 (siRNA 1&2 der
Firma Dharmacon), Holmes et al. 2008 (siRNA holmes der Firma MWG) und den
Algorithmen der Firma invitrogen (Oligo 1, Oligo 2 und Oligo3) erstellt. Die optimale
Konzentration der siRNA-Oligonukleotide wurde ermittelt und unter gleichbleibenden
Bedingungen die Effizienz der einzelnen Oligonukleotide untersucht. Dazu wurden
Zellen mit 30 nM siRNA transfiziert. 24 Stunden nach der Tranfektion wurden die
Zellen lysiert und die Aha1-Menge ermittelt. Die Ergebnisse der Experimente mit
verschiedenen siRNA-Oligonukleotidsequenzen zeigten bei zwei der Oligonukleotide
eine ausreichende Reduktion von Aha1 in den Zellen. Oligo 2 und Oligo 3 wiesen die
beste Effizienz auf und wurden in den weiteren Experimenten eingesetzt.

siRNA-Oligonukleotide sind doppelstrangige kurze RNA Stlcke, welche haufig nur
einen kurzen Uberhang aus DNA besitzen. Dieser soll einen Schutz gegen

Nukleasen in der Zelle darstellen und verbessert die Erkennung durch RISC. Der
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Standard-Uberhang besteht aus TT am 3’-Ende der RNA-Sequenzen. Dieser ist -
verglichen mit einem UU-Uberhang - relativ kostenglinstig herzustellen und bietet
vermutlich den besten Schutz vor Nukleasen (Elbashir et al. 2001). Verwendet man
vor der Transfektion solcher siRNA-Oligonukleotide allerdings Vollmedium fir die zu
transfizierenden Zellen, enthalt dieses bereits genug Nukleasen, um einen Grolteil
der siRNA-Oligonukleotide zu zerstoren. In dieser Arbeit wurde daher 4 Stunden vor
den Transfektionen das Vollmedium gegen Medium ohne f6tales Kalberserum
ausgetauscht und somit nukleasefrei gehalten. Die Nukleasen innerhalb der Zellen
jedoch blieben unbeeinflusst. Anhand der Uberpriifung der Transfektionseffizienz
(4.2.1) konnte gezeigt werden, dass siRNA-Oligonukleotide durch lipidvermittelte
Transfektion mit sehr guter Effizienz in die Zellen gelangte (Abb. 4.11). Da die
Fluoreszenzmarkierung der dazu genutzten siRNA-Oligonukleotide jedoch erhalten
bleibt, wenn diese abgebaut werden, sagt die reine Transfektionseffizienz nichts Uber
die Halbwertszeiten innerhalb der Zellen aus. Die Schwankungen im Aha1l-
Knockdown durch siRNA-Oligonukleotide haben also verschiedene Ursachen. Neben
ihrer Instabilitat innerhalb der Zellen kénnen auch Schwankungen in der
Transfektionseffizienz nicht ausgeschlossen werden. Auch die Bildung von Lipid-
siRNA-Komplexen vor der Transfektion ist ein storanfalliger Prozess.
Erschutterungen oder zu schnelle Handhabung der Losung kdnnen diese Komplexe
wieder zerstoren und damit die Menge an transfizierbaren siRNA-Oligonukleotiden
verringern. Die in dieser Arbeit maximal erreichte Reduktion der Aha1 Expression
durch siRNA Oligonukleotide betrug 55 %. Es ware winschenswert, diesen Effekt
durch weitere Optimierung der Methode und Testung zusatzlicher Zielsequenzen zu

steigern.

Mit den Zelllinien HEK-293, sowie HEK-293-AQP2wt und HEK-293-AQP2wt-HA
wurden ELISA durchgefuhrt, um den Einfluss des Aha1-Knockdowns durch die
effektivsten siRNA-Oligonukleotide Oligo 2 und Oligo 3 auf das AQP2-Trafficking zu
untersuchen. HEK-293-AQP2wt und HEK-293-AQP2wt-HA wurden von der
Arbeitsgruppe um Enno Klussmenn (FMP Berlin) zur Verfigung gestellt. HEK-293-
AQP2wt exprimieren AQPwt, wahrend HEK-293-AQP2wt-HA AQP2wt mit einem HA-
tag an einem extrazellularen loop versehen exprimieren. HEK-293-Zellen und HEK-
293-AQP2wt dienten hierbei als Kontrolle, da sie entweder kein AQP2 exprimieren,

oder dieses extrazellular durch den verwendeten Antikorper nicht detektierbar ist.
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Der Effekt der Aha1-Menge auf das AQP2-Trafficking konnte durch einen Vergleich
der Signalstarke vor Forskolinstimulation und danach ermittelt werden. Nach
Forskolinstimulation von Zellen, welche mit Kontroll-siRNA transfiziert wurden,
erhohte sich das Signal fur AQP2 in der Zellmembran auf ungefahr das 4-Fache des
Basalwertes. Nach Transfektion mit siRNA Oligo 3 erhdhte sich das Signal in
gleichem Male. Bei Zellen, welche mit siRNA Oligo 2 transfiziert waren, betrug die
Signalstarkeanderung nach Forskolin das 13-Fache (Abb. 4.24). Die HEK-293-Zellen
wurden anschlieend lysiert, mit SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-blotting die
Aha1-Menge detektiert.In den HEK-293-AQP2-HA-Zellen, welche im ELISA zum
Einsatz kamen, wurde durch Oligo 2 Aha1 auf ca. 50 % reduziert. Die Reduktion
durch Oligo 3 war schwacher (Abb. 4.24). Je weniger Aha1 in den Zellen vorlag,
desto starker war das durch Forskolin induzierte Trafficking an die Zellmembran und
damit das Signal im ELISA. Wie gezeigt werden konnte, wirkt sich die Reduktion der
Aha1-Menge verstarkend auf das Trafficking von AQP2 zur Zellmembran aus.
Weniger Aha1 in den HEK-293-Zellen fuhrte zu vermehrtem Einbau des AQP2 nach
Stimulation der Zellen mit Forskolin (4.2.3). Der Einfluss von Aha1 auf das AQP2-

Trafficking kdnnte also hemmender Natur sein.

Die mit siRNA-Oligonukleotiden ermittelten besten Zielsequenzen fur RNAi an Aha1
wurden eingesetzt, um in MDCK-II-Zellen stabil siRNA exprimieren zu lassen.

Mit pSilencer™4.1-CMVneo lasst sich in Saugerzelllinien shRNA exprimieren,
welche innerhalb der Zelle zu siRNA prozessiert wird. pSilencer™4.1-CMVneo tragt
eine Resistenzkassette gegen Neomycin und so wurden MDCK-lI-Zellen, welche mit
pSilencer™4.1-CMVneo-Kontroll bzw. pSilencer™4.1-CMVneoOligo2 oder
pSilencer™4.1-CMVneoOligo3 transfiziert waren, unter G418-Selektionsdruck
gesetzt. Die so selektierten MDCK-II-Zell-Klone zeigten nach Lyse und SDS-PAGE
im Western-blotting eine Reduktion der Aha1-Menge um 63 beziehungsweise 83 %
gegenuber Kontroll-shRNA exprimierender Zellen (Abb. 4.26). Diese Zellen wurden
im Rahmen der weiteren Selektion ohne Selektionsantibiotikum gehalten, um bei
anschlieBendem Wiedereinsetzen der Selektion die Zellen mit nicht ins Genom
integriertem Expressionsplasmid abzutoten und ausschliel3lich die Zellen zu erhalten,
welche siRNA gegen Ahal exprimieren. AnschlieRende Uberpriifung der Aha1-
Expression in Western-blotting zeigten eine erneute Zunahme des Aha1 in den

Zellen. Trotz des Einsatzes hoher Mengen an Selektionsantibiotikum wurden Zellen,
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welche keine shRNA exprimierten, nicht abgetotet, sondern verblieben und teilten
sich sogar.

G418 ist ein Neomycinsulfat-Analogon, welches inzwischen zum Standard bei der
Selektion eukaryotischer Zellen gehort. Die hohen Konzentrationen, in welchen es
eingesetzt wird (200-1600 ug/ml) beeinflussen die Funktion der 80S-Ribosomen
Untereinheit und damit der Proteinsynthese in eukaryotischen Zellen.

Es ist bereits bei Prokaryoten unter Selektionsdruck beobachtet worden, dass selbst
Zellen ohne Resistenzkassette auf Medien mit Selektions-Antibiotika wachsen
konnten. Die scheint an einer besonders dichten Koloniebildung zu liegen, welche
die inneren Zellen vor dem Antibiotikum schitzt (Stewart und Costerton 2001). Es
wurde also versucht, durch Passagieren und Resuspension mit G418-haltigem
Medium Einzelzellen zu erzeugen und diese auch vereinzelt in 12-well-Platten zu
setzen. Dies fluhrte beim Hauptteil der Zellen zum Absterben. Die Zellen, welche
erneut Kolonien bildeten, wurden weiter kultiviert und erneut Lyse und SDS-PAGE
unterzogen und die Aha1-Menge im Western-blotting bestimmt. Es zeigte sich, dass
diese Klone keine verringerte Aha1-Menge im Vergleich zu mit pSilencer™4.1-
CMVneo-Kontroll transfizierten Zellen aufwiesen - der Knockdown scheint instabil
gewesen zu sein.

Es konnten keine MDCK-II-Zelllinien entwickelt werden, welche stabil geringere
Aha1-Mengen bilden als MDCK-II-Zellen.

MDCK-II-Zellen exprimieren endogen kein AQP2. Fur jedes Experiment musste also
mit AQP2-kodierender DNA transient transfiziert werden. Dies bedeutete haufig
Kotransfektion von Plasmid-DNA und siRNA-Oligonukleotiden. Die
Transfektionseffizienz in MDCK-II-Zellen liegt selbst bei optimalem Erfolg bei 10 %
aller Zellen und die Aussage einer Population, bei welcher 90 % durch das
Experiment unbeeinflusst bleiben, ist nicht mdglich. Daher wurde versucht, MDCK-II-
Zellen stabil mit Plasmiden zu transfizieren, welche fur mAQP2wt und mAQP2-
S256D kodieren.

Nach Transfektion, Zugabe des Selektionsantibiotikums und Ausdinnen der
Zellpopulation bildeten sich Klone. Die gepickten Klonkolonien wurden vereinzelt und
erneut zu Monolayern herangezichtet. Das Wachstum zu diesem Zeitpunkt war stark
verlangsamt, Zellteilung konnte kaum beobachtet werden. 4 Wochen nach der
Vereinzelung normalisierten sich Zellwachstum und Zellteilung langsam wieder auf

die Werte untransfizierter MDCK-II-Zellen. Zu diesem Zeitpunkt wurden Zellen
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kryokonserviert und erneut aufgetaut, um ihre Stabilitit zu testen. Die so
entstandenen Zelllinien zeigten nach 5-7 Wochen eine bereits 1977 von Graham
beschriebene Wachstumskrise. Dies entspricht einer Passagezahl von 13 bis 15 und
wurde bei allen Zellen beobachtet. AnschlieRend konnten die erhaltenen Zelllinien
als stabil eingestuft werden. Die Expression der EGFP-getaggten Proteine wurde
wahrend des gesamten Prozesses regelmaldig Uberpruft.

Die Entwicklung von MDCK-II-Zellen, welche stabil GFP-getaggtes mAQP2wt
beziehungsweise GFP-getaggtes mAQP2S265D exprimieren, wurde im Rahmen
dieser Arbeit erfolgreich durchgefuhrt (Abb. 4.28, 4.30, 4.32).

EGFP-mAQP2wt lag innerhalb der Zellen vor allem in cytosolischen Vesikeln vor
(Abb. 4.28). EGFP-mAQP2-S256D lag ebenfalls vermehrt in cytosolischen Vesikeln
vor, allerdings befanden diese sich starker in der Nahe der Zellmembran (Abb. 4.30).
In MDCK-II-Zellen an Ser256 phosphoryliertes AQP2 liegt fast ausschlieBlich in der
apikalen Zellmembran vor (van Balkom et al. 2002). Nicht-phosphoryliertes AQP2wt
befindet sich nur in Speichervesikeln im subapikalen Bereich der Nierenzellen. Zur
genaueren Charakterisierung dieser Phosphorylierungsstelle fur PKA wurden von
Nishimoto et al. 1999 Antikorper gegen Ser-256-phosphoryliertes AQP2 eingesetzt
und es konnte gezeigt werden, dass die durch Vasopressin induzierte
Translokalisation von AQP2 aus den intrazellularen Speichervesikeln in die apikale
Zellmembran mit der Phosphorylierung des Ser256 zusammenhangt. Christensen et
al. fanden 2000 mit Hilfe phosphospezifischer Antikorper phosphoryliertes AQP2
nicht nur in der apikalen Zellmembran, sondern auch in den intrazellularen Vesikeln.
In einer spateren Untersuchung an AQP2-S256A und AQP2-S256D, welche die
nicht-phosphorylierte bzw. phosphorylierte Form simulieren, konnte verifiziert werden,
dass mindestens 3 der Monomere eines AQP2-Tetramers am Ser256 phosphoryliert
vorliegen muassen, damit AQP2 zur apikalen Zellmembran transportiert und
eingebaut wird (Kamsteeg et al. 2000). van Balkom et al. untersuchten 2002 die
Lokalisation von AQP2wt, AQP2-S256A und AQP2-S256D in MDCK-lI-Zellen unter
basalen Bedingungen und nach Stimulation durch Forskolin. AQP2wt befand sich
sowohl in intrazellularen Speichervesikeln, als auch zu einem sehr geringen Anteil in
der apikalen Zellmembran. Nach Einwirkung von Forskolin reicherte sich AQP2wt in
der apikalen Zellmembran an. AQP2-S256A befand sich unter basalen Bedingungen
ausschlieBlich in intrazellularen Speichervesikeln und wurde auch nach

Forskolineinwirkung nicht zur apikalen Zellmembran transportiert. AQP2-S256D
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hingegen fand sich bereits unter basalen Bedingungen fast ausschliellich in der
apikalen Zellmembran und zu einem geringen Teil im subapikalen Raum.

Die in dieser Arbeit erzeugten EGFP-mAQP2wt-MDCK-II-Zellen zeigten unter
basalen Bedingungen eine ahnliche EGFP-AQP2-Lokalisation, wie
Veroéffentlichungen fur AQP2wt und GFP-AQP2wt aufweisen (van Balkom et al. 2002,
deMattia et al. 2005). Nach Behandlung mit Forskolin anderte sich diese Lokalisation
jedoch nicht, wahrend AQP2wt und GFP-AQP2wt vermehrt in der apikalen
Zellmembran von MDCK-lI-Zellen zu finden ist (deMattia et al. 2005).

Marr et al. allerdings fanden 2002 bereits in unstimulierten MDCK-II-Zellen GFP-
AQP2wt in der apikalen Zellmembran und deuteten dies als Einfluss des N-
terminales GFP, welches eventuell das Trafficking beeinflusst. Zumindest zeigt dies,
dass GFP-AQP2wt korrekt gefaltet vorlag.

In MDCK-lI-Zellen, welche stabil EGFP-mAQP2-S256D exprimierten, konnte EGFP-
MAQP2 Uber die gesamte Zelle verteilt in grofReren vesikularen Strukturen detektiert
werden. Die transiente Transfektion von mAQP2-S256D lieferte ein ahnliches Bild,
doch durch die Immundetektion ergibt sich in den Zellen eine schwache Fluoreszenz
des Sekundarantikbrpers in der gesamten Zelle. Gemeinsam st den
Fluoreszenzsignalen von transient transfiziertem mAQP2-S256D und stabil
exprimiertem EGFP-mAQP2-S256D die Hauptlokalisation in Zellkernnahe (Abb. 4.28
und 4.30). Dies konnte auf einen Verbleib der GFP-AQP2-Fusionsproteine im Golgi-
Apparat hindeuten. Ahnliche Immunofluoreszenzaufnahmen gibt es auch fiir AQP2
mit NDI-verursachenden Mutationen (Giel 2004).

AQP2-S256D wurde in bisherigen Veroffentlichungen in Zelllinien konstitutiv in der
apikalen Zellmembran detektiert und nicht intrazellular (van Balkom et al. 2002). Die
Lokalisation von EGFP-mAQP2-S256D in der vorliegenden Arbeit ausschlief3lich
innerhalb der Zelle deutet auf einen Einfluss durch das N-terminale GFP hin, welches
vermutlich - ahnlich wie bei Marr et al. 2002 das korrekte Trafficking hin zur
Zellmembran behindert.

Die stabil EGFP-mAQP2-S256D exprimierenden MDCK-lI-Zellen missen weiteren
Untersuchungen unterzogen werden, um die genaue Lokalisation des AQP2-S256D
zu bestimmen. Marker fur Zellorganellen durch Immunofluoreszenz detektieren und
eine eventuelle Kolokalisation mit ihnen zu bestimmen, konnte darlber Auskunft

geben.
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Stabil EGFP-mAQP2wt exprimierende MDCK-II-Zellen zeigten in dieser Arbeit eine
erwartete Lokalisation des Proteins, doch seine Translokation zur Zellmembran nach
Forskolinstimulation konnte noch nicht erreicht werden. Dies ware zur
Weiterverwendung dieser Zellen erforderlich. Die entwickelten Zelllinien stellen eine

wichtige Grundlage weiterer AQP2-Trafficking-Untersuchungen dar.

5.3 Fazit

Basierend auf dem verstarkenden Effekt des Aha1-Knock-downs auf das Trafficking
des AQP2 im ELISA und der besseren Bindung des 10xHis-Aha1 an AQP2wt als an
AQP2-S256D ergibt sich folgende Hypothese:

In Vasopressin-unstimulierten Sammelrohrzellen kdnnte Aha1l membrangebunden an
AQP2-Vesikeln vorliegen und ebenfalls an den C-Terminus von AQP2 gebunden
sein. Diese Bindung wird eventuell durch Aktivierung der PKA nach Vasopressin-
Einwirkung gelost und AQP2 am Ser256 phosphoryliert. Dies konnte erklaren,
weshalb 10xHis-Aha1 schlechter an AQP2-S256D-Peptidspots band, als an
AQP2wt-Peptidspots.

Da Aha1 als Cochaparon von Hsp90 ubiquitar in jedem Gewebe exprimiert wird,
konnte dieser Mechanismus sehr allgemeiner Natur sein und eventuell auch andere

Membranproteine betreffen.
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Die bereits hersgestellten MDCK-II-Zelllinien sind weiter zu charakterisieren. Sowohl
in Hinsicht auf die Lokalisation der EGFP-AQP2-Proteine, als auch hinsichtlich ihrer
Eigenschaften verglichen mit MDCK-II-Zellen. Ihr anschlieender Einsatz zur
weiteren Erforschung der Wechselwirkung zwischen AQP2 und Aha1 konnte noch
tiefere Einblicke in das intrazellulare Trafficking von AQP2 geben. Eine weitere
Zelllinie, welche stabil EGFP-AQP2-S256A exprimiert, ware in diesem
Zusammenhang zu entwickeln, um die gesamte Bandbreite der Wechselwirkungen

ermessen zu konnen.

Der Erzeugung von MDCK-lI-Zelllinien mit stabilem Aha1-Knockdown bietet grofl3e
Moglichkeiten zur Untersuchung des Einflusses von Aha1l - nicht nur im Bezug auf
das intrazellulare Trafficking von AQP2. Dieser Ansatz sollte weiterverfolgt werden.

Parallel kénnten die Zielsequenzen fur RNAI in der Aha1l-mRNA weiter optimiert
werden und mit diesen sowohl als Oligonukeotid, als auch in der Generierung der

stabil exprimierenden MDCK-II-Zelllinien gearbeitet werden.

Weiter konnten Oberlachenplasmonresonanzmessungen mit Liposomen, welche mit
AQP2 beladen sind, klaren, ob die Bindung von Aha1 an Liposomen in Anwesenheit
von AQP2 verstarkt wird. Dabei sollten sowohl AQP2wt als auch AQP2-S256A und
AQP2-S256D in Liposomen gebracht werden. Kontrukte zur Expression und
Aufreinigung dieser Proteine sind teilweise bereits im Arbeitskreis vorhanden und

auch die Technik der Beladung von Liposomen ist im Arbeitskreis etabliert.

Die Peptidspotmembran-Overlay-Assays lieferten erste Anhaltspunkte zur
Aminosauresequenz, welche fur die Bindung von Ahal an AQP2 erforderlich ist.
Durch Aminosaureaustausch innerhalb der Peptidsequenzen der Spots kdnnte diese

Aussage verifiziert werden.
Aha1 als ubiquitares Protein kdénnte mit anderen Proteinen Wechselwirkungen

ausbilden - die Bindung an Hsp90 ist bereits gut untersucht. Es ware denkbar, Aha1

in Hinsicht auf dieses Potential genauer zu untersuchen.
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In den Nieren ist AQP2 fur einen Teil der Wasserrtckresorption verantwortlich. AQP2
findet sich in den Nieren in der apikalen Plasmamembran sowie in subapikalen
Vesikeln und unterliegt der Regulation durch Vasopressin Uber den V2-Rezeptor.
Bindet Vasopressin, wird eine Kaskade in Gang gesetzt, an deren Ende AQP2 am
Ser256 phosphoryliert und AQP2-Vesikel zur apikalen Membran transportiert
werden. Es gilt als gesichert, dass die Phosphorylierung des AQP2 ein mafdgeblicher
Ausloser fur den vermehrten Einbau des AQP2 in die apikale Plasmamembran ist.
Doch noch immer ist ungeklart, welchen Effekt die Phosphorylierung des AQP2
genau auslost.

In dieser Arbeit wurde mit Aha1l ein mdglicher Interaktionspartner des
phosphorylierten AQP2 untersucht. Aus Vorarbeiten war bekannt, dass Aha1
membrangebunden vorliegt und an AQP2-Speichervesikeln assoziiert ist. Ein Yeast-
2-Hybrid-Screening deutete auf eine direkte Bindung des Aha1 an phosphoryliertes
AQP2. In vitro Bindungsassays, bei welchen AQP2 aus Zelllysaten gewonnen wurde
und Detergenzien ausgesetzt war, konnten keine Bindung zwischen Aha1 und AQP2
detektieren.

Die in vitro Untersuchungen der Bindung zwischen rekombinante in E. coli
exprimiertem 10xHis-Aha1 und synthetischen Peptiden des C-Terminus von AQP2
zeigten eine direkte Bindung Aha1 an AQP2. Diese Bindung trat am starksten fur den
Wildtyp des AQP2 auf.

Im Rahmen diese Arbeit wurde die Kultur eukaryotischer Zelllinien (HEK-293 und
MDCK-II) etabliert und genutzt, um in vivo die Interaktion von Aha1 und AQP2 zu
untersuchen. Da beide Zelllinien endogen kein AQP2 exprimieren, wurden diese
nach Bedarf transfiziert. Besonders erfolgreich war hierbei die Steigerung der
Transfektionseffizienz fur die schwer zu transfizierenden MDCK-II-Zellen. Fur die in
vivo Untersuchung der Interaktion von Aha1l und AQP2 wurde ebenfalls die RNAI-
Technik im Arbeitskreis etabliert und auf Aha1 angewendet. Eine Verringerung der
Aha1-Menge um 50 % wurde erzielt. Diese verringerte Menge an Aha1 zeigte in
ELISA-Assays, dass Aha1 einen hemmenden Effekt auf das intrazellulare Trafficking
von AQP2 besitzen konnte.

In Vasopressin-unstimulierten Sammelrohrzellen kdnnte Aha1l membrangebunden an
AQP2-Vesikeln vorliegen und ebenfalls an den C-Terminus von AQP2 gebunden
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sein. Diese Bindung wird eventuell durch Aktivierung der PKA nach Vasopressin-
Einwirkung gelost und AQP2 am Ser256 phosphoryliert. Dies konnte erklaren,
weshalb 10xHis-Aha1 schlechter an AQP2-S256D-Peptidspots band, als an
AQP2wt-Peptidspots.

Zur Verbesserung der Knockdown-Stabilitat wurde die RNAi-Technik von siRNA-
Oligonukleotiden auf stabil von einem Vektor exprimierte siRNA erweitert. Dieser
wurde in MDCK-II-Zellen eingebracht. Die Erzeugung von Zelllinien, welche
dauerhaft diese siRNA exprimieren, konnte nicht erreicht werden.

Jedoch gelang es, MDCK-II-Zelllinien zu erzeugen, welche stabil EGFP-mAQP2wt
exprimieren, Ebenfalls entstanden MDCK-II-Zelllinien mit stabiler Expression von
EGFP-mAQP2-S256D. Diese beiden Zelllinien stehen fur weiterfUhrende
Untersuchungen des AQP2-Traffickings zur Verfugung.
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AQP2 is known to provide a major portion of the water retention in the kidneys. It is
located in the apical plasma membrane and subapical storage vesicles. Vasopressin
is the effector of the water permeability of collecting tube primary cells. When
vasopressin binds to the V2-receptor in these cells AQP2 is phosphorylated at
Ser256. On this, AQP2 storage vesicles are recruited to the apical membrane. How
the phosphorylation of AQP2 is mediating this translocation is still to be investigated.
During this thesis a putative interaction partner for AQP2 was analyzed - Aha1.
Preliminary work showed that Aha1 is membrane associated and it was be found at
AQP2 vesicles. Yeast-2-Hybrid-Screening revealed that Aha1 directely binds to the
C-terminus of phosphorylated AQP2.

In vitro analysis of this binding between Ahal and AQP2 demonstrated a direct
binding of recombinant His-Aha1 at peptides representing the C-terminus of AQP2.
The strongest binding was determined for wildtype AQP2.

In vitro binding assays with detergent solubilized AQP2 did not give hints for binding
of the two proteins.

During this thesis eucaryotic cell culture was established in the research group. HEK-
293 and MDCK-II cells were used to adress the interaction between Aha1 and AQP2
in vivo. Both cell lines do not express AQP2 endogenously. Hence, cells were
transfected with AQP2 if needed and after optimization very high transfection rates
for the hard to transfect MDCK-Il were achieved in this thesis.

Likewise the RNAI technique was established in the course of this thesis. RNAi for
the knockdown of Aha1 with oligonucleotide siRNA reached 50 % reduction of Aha1
in MDCK-II cells. Using ELISA this reduction of Aha1 revealed that Aha1 seemes to
have an inhibiting effect on the trafficking of AQP2.

To enhance the stability of the knockdown of Ahal the RNAIi technique was
transfered from oligonucleotide siRNA to a stable siRNA expressing plasmid.

This plasmid used for transfection of MDCK-II cells. Yet it was not possible to
produce a MDCK-II cell line out of that.

However MDCK-II cell lines that stably express GFP fused wildtype AQP2 and GFP
fused APQ2-S256D were accomplished in this thesis. These two cell lines can be

used to further investigate the intracellular trafficking of AQP2.
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E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-D-V-E-L-H-S-P-Q-S-L
T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-D-V-E-L-H-S-P-Q-S-L-P-R-G
E-E-R-E-V-R-R-R-Q-D-V-E-L-H-S-P-Q-S-L-P-R-G-S-K-A
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AQP2-S256D C-Terminus
Spot Sequenz

Al
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8

Bl
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8

Cl
c2
C3
C4
C5
Cé6
C7
C8

D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8

S-A-K-S-L-Q-E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E
S-L-Q-E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R
E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A
A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A-V-E-L
K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A-V-E-L-H-S-P
E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A-V-E-L-H-S-P-Q-S-L
T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A-V-E-L-H-S-P-Q-S-L-P-R-G
E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A-V-E-L-H-S-P-Q-S-L-P-R-G-S-K-A

S-A-K-S-L-Q-E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E
S-L-Q0-E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R
E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A
A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A-V-E-L
K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A-V-E-L-H-S-P
E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A-V-E-L-H-S-P-Q-S-L
T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A-V-E-L-H-S-P-Q-S-L-P-R-G
E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A-V-E-L-H-S-P-Q-S-L-P-R-G-S-K-A

S-A-K-S-L-Q-E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E
S-L-Q-E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R
E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A
A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A-V-E-L
K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A-V-E-L-H-S-P
E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A-V-E-L-H-S-P-Q-S-L
T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A-V-E-L-H-S-P-Q-S-L-P-R-G
E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A-V-E-L-H-S-P-Q-S-L-P-R-G-S-K-A

S-A-K-S-L-Q-E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E
S-L-Q-E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R
E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A
A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A-V-E-L
K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A-V-E-L-H-S-P
E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A-V-E-L-H-S-P-Q-S-L
T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A-V-E-L-H-S-P-Q-S-L-P-R-G
E-E-R-E-V-R-R-R-Q-A-V-E-L-H-S-P-Q-S-L-P-R-G-S-K-A
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10.2 Ubersicht iiber die im Rahmen dieser Arbeit

verwendeten Plasmide

Name

Herstellung

pTrc-10xHis-Aha1

AK Prof. Beitz

pGEX4T-1-Aha1

AK Dr. Enno Klussmann

pmaxFP-Green-N amaxa
pSilencer™4.1-CMVneoOligo2 diese Arbeit
pSilencer™4.1-CMVneoOligo3 diese Arbeit

pIRES-EGFPneo-mAQP2wt

AK Prof. Beitz

pIRES-EGFPneo-mAQP2-S256D

AK Prof. Beitz
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