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1 Einleitung

1.1 Epithelphysiologie

1.1.1 Aufbau und Funktionen von Epithelien

Epithelien sind Zellverbande, die die inneren und dulReren Korperoberflachen auskleiden und
eine Vielzahl von Funktionen wahrnehmen.

Die Epithelzellen sind polar aufgebaut und lassen sich jeweils in ein apikales (bzw. luminales)
und ein basolaterales (der Basalmembran zugewandtes) Kompartiment einteilen. Sie haben
Barriere- und Schutzfunktionen [60] und sind in der Lage, chemische und elektrische
Gradienten aufzubauen [51]. Grundlage dieser Barrierefunktion ist der sogenannte
Haftkomplex, bestehend aus den Desmosomen, der Zonula adhaerens und der Zonula
occludens (tight junction) [80].

Mit Hilfe der chemischen und elektrischen Gradienten sind Epithelien in der Lage, durch

Sekretion und Absorption gezielt Stofftransport zu gewahrleisten (siehe Abb. 1).

%

\ N

Luminale tight junction Basolaterale

Membran Membran

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Epithels

Dargestellt ist der polare Aufbau mit Iuminaler und basolateraler Membran und der
Verschlusskontakt (tight junction). Als Pfeile sind chemische Konzentrationsgradienten (Echem) von
extra- nach intrazellular (grin) bzw. von luminal nach basolateral (blau) dargestellt. Das
Spannungsmessgerat oben zeigt Triebkréafte an, die sich als transepitheliale Spannung messen lassen.



1.1.2 Das Membranpotenzial

Aufgrund des polaren Aufbaus sind die Zellen in der Lage, uber die Membran
Konzentrationsgradienten fir geladene lonen aufzubauen und somit die Membran elektrisch
zu polarisieren. Der Motor dieses Prozesses ist die basolateral gelegene Na'/K*-ATPase, die
hohe chemische Gradienten fir Natrium und Kalium generiert. Aufgrund der selektiven
Permeabilitat der Membran fiir bestimmte lonen (z.B. K¥) in Form von lonenkanélen, entsteht
beim Versuch des lons, die Zelle durch diesen Kanal zu verlassen, eine elektrische Spannung
uber die Membran, die der chemischen Triebkraft in der gleichen Grol3e entgegengerichtet ist.
Es kommt somit zu keinem Nettofluss tber die Membran und es stellt sich das sogenannte
Gleichgewichts- oder Nernst-Potenzial ein, das sich fir jedes lon mit der folgenden Formel
berechnen I&Rt [51]:

61,54 mV ¢ (innen)
Z ¢ (aufien)

e

E =

Abbildung 2: Nernst-Gleichung

Das Gleichgewichtspotenzial E fiir einen lonengradienten tiber eine selektiv permeable Membran wird
aus dem Logarithmus der Konzentrationen ¢ dieses lons innerhalb und auferhalb der Zelle, der
Wertigkeit Ze des lons und der Konstante -61,54 mV (Ladung des lons, absolute Temperatur,
allgemeine Gaskonstant, Faradaykonstante, In10) berechnet.

Aufgrund der dominanten Kaliumleitfahigkeit der meisten Zellen, ergibt sich im Ruhezustand
zunachst ein Membranpotenzial von ca. -90 mV, was dem Gleichgewichtspotenzial von
Kalium entspricht. Werden Leitfahigkeiten fiir andere lonen (z.B. Na") zusétzlich in die
Zellmembran eingebaut, andert sich das Membranpotenzial und berechnet sich dann anteilig
aus den verschiedenen Gleichgewichtspotenzialen. Epithelzellen weisen die Besonderheit auf,
dass ihre luminale und basolaterale Membran elektrisch voneinander isoliert sind, sowie einen
unterschiedlichen Besatz an Transportproteinen und Kanalen aufweisen. Da diese Membranen
somit unterschiedliche Potenziale aufweisen kénnen, kann so insgesamt ein transepitheliales

Potenzial generiert werden.
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1.1.3 Transportmechanismen

Wesentliche Triebkréfte fur den epithelialen Transport sind chemische (z.B. unterschiedliche
lonenkonzentrationen luminal/basolateral) oder elektrische Gradienten (Membranpotenzial,
transepitheliales Potenzial).
Des Weiteren ist es von grofRer Bedeutung, ob der Transport durch die Zelle (transzelluldr)
oder durch den Spalt zwischen den einzelnen Zellen (parazelluldr) stattfindet.
Fur den transzelluldren Transportweg lassen sich dabei verschiedene Transportprozesse
abgrenzen (siehe Abb. 3):
e Kanalvermittelte Diffusion entlang eines Gradienten, zum Beispiel durch den
epithelialen Natriumkanal (ENaC)
e Primér aktiver Transport entgegen eines Gradienten unter Energieverbrauch (ATP),
zum Bespiel durch die vacuolare H*-ATPase
e Sekundar aktiver Transport, bei dem ein lon entlang eines Gradienten transportiert
wird und unter Ausnutzung der potenziellen Energie weitere Teilchen entgegen eines
Gradienten transportiert wird, zum Beispiel durch den Natrium-Kalium-2-Chlorid-
Cotransporter (NKCC2)

Nat
2cCl
K+

Na*

Abbildung 3: Transzellul&rer Transport

Beispielhaft sind dargestellt:  Erleichterte Diffusion fiir Natriumionen entlang eines
Konzentrationsgradienten Uber einen Kanal (a), priméar aktiver Antiport von Natrium und Kalium
entgegen ihrer Konzentrationsgradienten unter ATP-Verbrauch (b) und sekundar aktiver Transport
von Natriumionen entlang ihres Gradienten, sodass Kalium- und Chloridionen entgegen ihres
Gradienten transportiert werden koénnen (c). Die farbigen Dreiecke versinnbildlichen die
Konzentrationsgradienten der jeweiligen lonen.
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Der parazellulare Transport findet Uber die interzellular gelegenen tight junctions statt, die in
ihrer Dichtigkeit sehr variabel sind [80]. Integrale Bestandteile der tight junction sind
Claudine, die in der Lage sind, eine ladungsselektive lonenpore auszubilden [47, 80, 106]. Flr
diesen Transportweg gelten dieselben elektrochemischen Triebkréfte wie flir den
transzellularen. Ein Beispiel fur diesen Transportprozel3 ist die parazelluldre Absorption von

Magnesium- und Calciumionen in der dicken aufsteigenden Henle Schleife [33, 41, 44].

1.1.4 Claudine

Bei den Claudinen handelt es sich um eine heterogene Familie von 22-24 kDa grofRen
Transmembranproteinen, wobei sowohl gleiche Claudin-Subtypen als Homomer miteinander
interagieren, um den Verschlusskontakt auszubilden oder aber auch verschiedene als
Heteromer [41]. Durch diese Varianz in der Zusammensetzung sind die Claudine fir die
spezifische Permeabilitat des parazelluldren Weges verantwortlich (siehe Abb. 4). So konnte
an MDCK-Zelllinien gezeigt werden, dass die gebildeten Poren ladungs- und grolienselektiv
sind [32, 47, 80, 106].

Claudin-Subtypen haben eine differenzierte Verteilung zwischen verschiedenen Organen: So
sind die fiir uns relevanten Claudine 16 (friher Paracellin 1) und 19 fast ausschliellich in der
TAL der Niere beheimatet [22, 42], wobei einige Studien jedoch auch eine Expression vor

allem von Claudin 19 im DCT und CD nachweisen konnten [98].

Zavey

9

homomers

+

16

heteromers

¥

Abbildung 4: Schematische Darstellung eines Epithels

Dargestellt ist der polare Aufbau mit luminaler und basolateraler Membran und der
Verschlusskontakt (tight junction, grau). Tight junctions bestehen u.a. aus Claudinen, die cis- und
transseitig als Homo- und Heteromere auftreten. Der chemische Konzentrationsgradient (Echem)
von luminal nach basolateral ist blau dargestellt. Das Spannungsmessgeréat oben steht fiir elektrische
Triebkrafte, die sich als transepitheliale Spannung messen lassen. In dem hier gezeigten Fall erlauben
beide Triebkréafte zusammen mit der Selektivitat der tight junction einen Kationenfluss von luminal
nach basolateral.
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1.2 Nierenphysiologie

1.2.1 Histologische Gliederung

Die Niere nimmt eine zentrale Rolle als Stoffwechselorgan ein, da sie aufler als
Ausscheidungsorgan fiir wasserlésliche Stoffwechselprodukte auch malgeblich an der
Regulation des Elektrolyt- und Wasser- sowie des Sdure-Base-Haushaltes beteiligt ist [60].
Die Funktionseinheit der Niere ist das Nephron, das aus dem Glomerulus und den sich
anschlieBenden verschiedenen Segmenten des Nierentubulus besteht (siehe Abb. 5).

Der proximale Tubulus steht ganz im Dienste der Rickgewinnung des Grofiteils der im
Glomerulus filtrierten Elektrolyte und Wassers. Uber sekundar aktiven Transport wird
Natrium in Kombination mit Glukose, Aminosauren, Phosphat oder Protonen transzellular
resorbiert. Dadurch wird ein kleiner, jedoch effektiver osmotischer Gradient tber das Epithel
aufgebaut, der fur einen parazelluldren Massentransport von Wasser und Elektrolyten genutzt
wird, der als ,,solvent drag“ bezeichnet wird [51, 57]. Da dieser Abschnitt des Tubulus,
genauso wie der dinne Anteil der Henle Schleife, fiir unsere Untersuchungen nur eine
untergeordnete Rolle spielt, soll an dieser Stelle nicht weiter auf die einzelnen Transporter

und Prozesse eingegangen werden.

PT A DCT CNT
GM

TAL
CcD

TL

Abbildung 5: Schematischer Aufbau eines Nephrons:

An den Glomerulus (GM) schlief3t sich der proximale Tubulus (proximal tubule - PT) an, der sich im
Nierenmark zur diinnen Henle’schen Schleife (thin loop - TL) verjingt. Dem dicken, aufsteigenden
Teil (thick ascendend limb — TAL) folgen das distale Konvolut (distal convoluted tubule — DCT) und
der Verbindungstubulus (connecting tubule — CNT), Uber den jeweils mehrere Nephrone in ein
Sammelrohr (collecting duct — CD) miinden.
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1.2.2 Dicker aufsteigender Teil der Henle Schleife

Fdr uns von besonderem Interesse war der dicke Anteil des aufsteigenden Schenkels der
Henle Schleife (thick ascendend limb — TAL, siehe Abb. 5). In der TAL erfolgt ein aktiver
Transport von NaCl aus dem Lumen in das Interstitium. Da der aufsteigende Teil der Henle
Schleife im Gegensatz zum absteigenden wasserundurchléssig ist, wird aufgrund der NaCl-
Transportleistung und dem im Mark der Niere genutzten Gegenstromprinzip in diesem ein
papillenwarts zunehmender osmotischer Gradient aufgebaut [51], der unter anderem als
treibende Kraft fur die Wasseraufnahme im Sammelrohr genutzt werden kann. Gleichzeitig
sinkt die luminale Osmolalitat entlang dieses Nephronabschnittes, weswegen die TAL auch
als Verdinnungssegment bezeichnet wird. Die Haupttransportmechanismen in der TAL sollen
anhand der Abb. 6 verdeutlicht werden.

Beginn der TAL Ende der TAL
Na* Na*
cr | cr
Mgl+1< _____ -- Nla+
+ >—Cl
+8mV Claudin16 Ca? +J3 omv Claudin16 C
Luminal Basolateral Luminal Basolateral
(Urin) (Blut) (Urin) (Blut)

Abbildung 6: Transportsysteme der TAL

Die kontinuierliche sekundar-aktive Resorption von NaCl fuhrt zu Beginn der TAL zu einem Lumen-
positiven Potenzial von +8 mV. Gegen Ende der TAL herrscht dagegen ein hohes DiffusionsPotenzial
von bis zu +30 mV. In beiden Fallen wird das lumenpositive Potenzial zu Resorption der divalenten
Kationen Mg?* und Ca’" genutzt.

Der aktive Transport von Natrium und Chlorid geschieht in der TAL durch den in der
luminalen Membran befindlichen Natrium-Kalium-2-Chlorid-Cotransporters (NKCC2 oder
BSC1) [29, 57]. Triebkraft hierfiir ist die basolaterale Na'/K*-ATPase. Wihrend nun das
Kalium tber den luminalen Kaliumkanal (ROMK) rezirkulieren kann [13], ist das Chlorid in
der Lage, die Zelle Uber basolaterale Chloridkanédle vom Typ CLC-Kb zu verlassen [88]. Das
K*-Recycling zusammen mit der basolateralen Chlorid-Leitfahigkeit hyperpolarisiert die

luminale Membran und schafft somit ein lumenpositives Potenzial [51] von zundchst ca. +8
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mV. Dieses Potenzial ermdglicht parazellular die Absorption von Kationen, da die tight
junctions in der TAL sehr kationenpermeabel sind. So wird fir jedes transzellular
transportierte Natriumion ebenfalls eines tUber den parazelluldren Weg aufgenommen [36, 83].
Entlang der TAL sinkt die luminale NaCl-Konzentration ab, sodass letztlich der
transzellulare Transport wegen der sich selbst reduzierenden Triebkrafte sogar zum Erliegen
kommen kann. Aufgrund der hohen Kationenselektivitdt und des Konzentrationsgradienten
kommt es dafiir zur Ausbildung eines transepithelialen Gleichgewichtspotenziales, da Na*
parazelluldr zuriick ins Lumen stromen kann, bis sich elektrische und chemische Triebkréfte
wieder ausgleichen [31, 83]. Dieses Potenzial von bis zu ca. +30 mV stellt nun die Triebkraft
fir die parazellulare Absorption anderer Kationen wie Magnesium und Calcium dar. Sie
werden Uber diesen Mechanismus im Austausch gegen dquivalente Mengen Natriumionen
aufgenommen. Insgesamt werden in der TAL ca. 30% des Calciums und sogar ca. 70% des

glomerulér filtrierten Magnesiums aufgenommen [51].

1.2.3 Distales Konvolut

Im distalen Konvolut (distal convoluted tubule - DCT) wird vornehmlich NaCl ber den
elektroneutralen Natrium-Chlorid-Cotransporter (NCC) resorbiert [8, 57]. Hier befinden sich
allerdings auch Kanale, die fur die Feinregulation der Aufnahme von Calcium und
Magnesium zustandig sind. Fur das Calcium wird hier in der luminalen Membran der
Calcium-Kanal TRPV5 exprimiert, fur das Magnesium der TRPM6-Kanal [12, 20, 66, 104],
die beide unter hormoneller Kontrolle stehen [30, 102]. Calcium wird (ber einen basalen
Natrium-Calcium-Antiporter sowie eine Calcium-ATPase aus der Zelle transportiert [12], fir
den basolateralen Magnesiumtransport werden aquivalente Mechanismen angenommen [20].
Die basale Rezirkulation des Kaliums erfolgt tber Kaliumkanale des Typs Kir 4.1, die vom
KCNJ10-Gen kodiert werden [10, 56] (siehe Abb. 7).
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} —)J
=
. L K &’
Na*
cr %: ATP
K-I-
Na*
Ca2+
Ca?* —>
Na*
Luminal } ) Basolateral
(Urin) (Blut)

Abbildung 7: Transportsysteme des DCT

Auf der luminalen Seite werden der Natrium-Chlorid-Cotransporter (NCC), der Calciumkanal TRPV5
und der Magnesiumkanal TRPM6 exprimiert. Die resorbierten Calciumionen werden durch
basolaterale Natrium-Calcium-Antiporter sowie Calcium-ATPasen (hier nicht eingezeichnet) ins
Interstitium transportiert. Die Triebkraft flr den hier stattfindenden energieaufwandigen
transzellularen Natrium/Chlorid-Transport liefert die basolaterale Na*/K*-ATPase. Die Kaliumionen
rezirkulieren Uber Kir4.1 Kaliumkanéle. Der basolaterale Mechanismen des Magnesiumtransportes
sind nicht eingezeichnet.

1.2.4 Sammelrohr

Das Sammelrohr stellt die Endstrecke des Tubulus dar: Mehrere Verbindungstubuli
(connecting tubule - CNT) enden in ein gemeinsames Sammelrohr, welches von dem
Nierencortex bis hinunter ins Mark zieht. Hier kommen mehrere Zelltypen vor, die
Hauptzellen (principal cells - PC) und verschiedene Typen von Schaltzellen (intercalated
cells - IC) [60].

Es ist sinnvoll, zwischen kortikalem und medullarem Anteil des Sammelrohres zu
differenzieren, da sich der Zellbesatz von proximal nach distal verandert.

In den Hauptzellen befinden sich zwei wesentliche Transportsysteme (siehe Abb. 8): Zum
einen der ephiteliale Natriumkanal (ENaC) zum anderen das Aquaporin 2 (AQP2). Beide
spielen bei der Volumenregulation und Harnkonzentrierung eine mafigebende Rolle und
stehen unter starker hormoneller Kontrolle. Eine luminale Kaliumpermeabilitdt (Kanéle)
verbindet die Natriumresorption mit Kaliumsekretion und liefert die Triebkraft fir den

Natriumeinstrom durch Hyperpolarisation der luminalen Membran.
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Hauptzelle

ENaC A H,0
Luminal Basolateral
(Urin) Aldosteron (Blut)

Abbildung 8: Transportsysteme der Hauptzelle des Sammelrohres

Die Hauptzellen besitzen luminal zum einen den epithelialen Natriumkanal ENaC, dessen
Membraneinbau u.a. tber den zytoplasmatischen Aldosteronrezeptor reguliert wird, zum anderen das
Aquaporin AQP2, dessen Membraneinbau Uber den membranstandigen AHD-Rezeptor gesteuert wird.
Basolateral findet sich die Na*/K*-ATPase sowie AQP3, (iber das das resorbierte Wasser die Zelle
verlassen kann.

Uber die Schaltzellen des Sammelrohres findet in wesentlichem MaRe die pH-Regulation des
Urins statt. Bei den Schaltzellen gibt es 3 Spezies: Die A-Typ-, die B-Typ- und die Non-A-
non-B-Schaltzellen [92, 94]:

Die A-Typ-Schaltzelle (siehe Abb. 9) dient der S&uresekretion, sie exprimiert luminal die
vacuolare H'-ATPase (vVH'-ATPase), die aktiv Protonen sezerniert [89, 93]. Diese werden
von der im Zytoplasma lokalisierten Carboanhydrase Il (CA 1I) bereitgestellt, die die
Reaktion der Kohlensédure zu Proton und Bicarbonat (HCOj3) Katalysiert [6, 68]. Das
anfallende Bicarbonat wird basolateral im Austausch gegen Chlorid durch den
Anionentauscher 1 (AE1) ins Interstitium abgegeben, wobei das Chlorid durch einen Kanal
rezirkulieren kann [93]. Die von den A-Typ-Schaltzellen sezernierten Protonen binden den
Ammoniak als Ammoniumionen im Lumen.

In den B-Typ-Schaltzellen (siehe Abb. 9) sind die Transportproteine im Vergleich invertiert.
Diese Zellen sezernieren luminal Bicarbonat im Austausch gegen Chlorid Uber den
Anionentauscher Pendrin (PDS) [23, 93]. Auch hier ist im Zytoplasma wieder die
Carboanhydrase 11 lokalisiert. Die VH'-ATPase ist in diesen Zellen in der basolateralen
Membran zu finden, die dort die anfallenden Protonen ins Interstitium abgibt. Auch hier kann
das Chlorid durch basolaterale Kanéle aus der Zelle entweichen. Es wird aktuell diskutiert,
inwieweit der Anionentauscher Pendrin (ber die Chloridaufnahme zur Blutdruck- und
Volumenregulation beitragt [9, 35, 91, 93, 95].
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Abbildung 9: Transportsysteme der Typ-A/B-Schaltzellen des Sammelrohres

A-Typ Schaltzellen sezernieren luminal aktiv Protonen durch die vH*-ATPase und H*/K*-ATPase.
Das in der Carboanhydrase Typ Il (CA Il)-Reaktion entstandene Bicarbonat wird Uber den
basolateralen Anionenaustauscher 1 (AE1) an das Blut abgegeben.

Entgegengesetzt sezernieren Schaltzellen Typ B (rechts) tber Pendrin (PDS) luminal passiv
Hydrogencarbonat und pumpen aktiv das aus der CA Il-Reaktion entstandene Proton auf die
Blutseite.

Bei dem dritten Zelltypus handelt es sich um die Non-A-Non-B-intercalated cells (siehe Abb.
10), deren Funktion noch nicht vollstandig verstanden ist und deren Ausstattung mit
Transportproteinen in der Literatur noch Gegenstand der Diskussion ist. Bisher konnte apikal
die vH*-ATPase sowohl membranar als auch vacuolir nachgewiesen werden [18, 50, 61, 68,
94]. Zusatzlich findet sich in der luminalen Membran auch der Anionentauscher Pendrin [61,
94, 100]. Der basolaterale Transporterbesatz ist noch weitgehend unbekannt. VVon einigen
Arbeitsgruppen konnte ein Anionentauscher nachgewiesen werden [22], hierbei handelt es
sich allerdings nicht um den AEL [18, 50, 94]. Nach géangiger Meinung tragt dieser Zelltyp
zur Sekretion von Protonen ins Lumen bei [68, 94]. In immunhistochemischen
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Non-A-Non-B-intercalated cells eine hohe
Pravalenz im CNT und im initialen CD haben [68, 94].
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Abbildung 10: Transportsysteme der Non-A-Non-B-Schaltzelle im Sammelrohr

Fir die Non-A-Non-B-Schaltzelle konnte bisher eine luminale Ausstattung sowohl mit Pendrin als
auch der vH*-ATPase nachgewiesen werden. Zusétzlich finden sich im subapikalen Bereich zahlreiche
Vesikel mit vH*-ATPase. Basolateral wird ebenfalls ein Anionentauscher postuliert, hierbei handelt es
sich allerdings nicht um den AE1.

1.3 Die Claudin-16 Knockdown Maus

1.3.1 Unterdrickung der Claudin-16 Expression

In dem von uns benutzten Mausmodell ist die Claudin-16-Expression durch genetische
Manipulation stark herunterreguliert. Hierzu wurde das sogenannte gene-silencing angewandt,
wobei mit Hilfe von Lentiviren small interfering RNA (siRNA) in die Erbinformation
integriert wird, die die Expression von Claudin-16 auf translationeller Ebene hemmt [45].

Durch den Verlust von Claudin-16 verringert sich in der TAL die Kationenselektivitat der
tight junctions. So sinkt das Permeabiltiatsverhaltnis von Natrium zu Chlorid (P (Na*/CI")
von einem Normalwert von 2-4 um mehr als die Halfte [31, 38, 45, 101]. Dies hat in der
spaten TAL einen parazelluldaren Rickstrom zur Folge, bei dem NaCl entsprechend seinem
Konzentrationsgradienten vom Interstitium ins Lumen strémt. Dadurch kommt es zu einem
Zusammenbruch des lumenpositiven Potenzials von ehemals ca. +30 mV auf nunmehr nur
noch ca. +2 mV [38, 41, 45, 58]. Hiermit entfallt die wesentliche Triebkraft fur die Resorption
von Magnesium und Calcium, was zu einer deutlich erhohten Urinausscheidung dieser lonen
fihrt [38, 101]. Aufgrund dieses Defektes ist also die die Nettoresorption von NaCl ebenfalls
vermindert, sodass der distale Tubulus vermehrt mit diesem lonen belastet wird [38, 45].
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der funktionellen Auswirkungen des Knockdowns von
Claudin-16 in der TAL (vgl. Abb. 6)

Diese Abbildung zeigt eine schematische Darstellung der Transportprozesse in der TAL der Claudin-
16 Knockdown Maus (KD). Im linken Teil sind die Transportprozesse im friihen Anteil dargestellt. Die
transzelluldre Transportleistung ist nicht eingeschréankt und es kann ein lumenpositives
transepitheliales Potenzial von ca. +8 mV generiert werden, analog zur Situation in den WT. Im
spaten Teil der TAL ist das Diffusionspotential durch verminderte Selektivitat fur Natrium reduziert.
NaCl strémt zuriick ins Lumen und Mg?* und Ca®* werden vermindert resorbiert.

Nach kontinuierlicher, sekundér-aktiver NaCl-Resorption entlang der TAL sinkt die luminale
im Vergleich zur basolateralen NaCl-Konzentration ab (Siehe Abb. 11, rechter Teil). Da die
tight junction der KD in der TAL nicht mehr allein Kationen-selektiv ist, kénnen Na* und CI°
entlang ihres Konzentrationsgradienten vom basolateralen in das luminale Kompartiment
zuriickdiffundieren. Dieses bewirkt einen Zusammenbruch des transepithelialen Potenzials
(Vi) auf etwa + 2 mV. Hierbei handelt es sich um einen funktionellen Kurzschluss, in dessen
Konsequenz die transepitheliale Triebkraft fir die Resorption von Mg®* und Ca** verloren

geht.

1.3.2 FHHNC, der Bezug zur Klinik

Der Knockdown von Claudin-16 stellt ein Mausmodell fur die Krankheit familiare
Hypomagnesiamie mit Hypercalciurie und Nephrocalcinose (FHHNC) dar. Dabei handelt es
sich um eine sehr seltene, autosomal rezessiv vererbte, schwere Nierenerkrankung des
Menschen. Fir diese Erbkrankheit konnte eine starke Assoziation mit Mutationen im Claudin-
16- und im Claudin-19-Gen gezeigt werden [41, 53, 54, 58, 99]. Aufgrund der geringen
Préavalenz und der Breite der Mutationen ist der Phénotyp bei erkrankten Personen sehr
individuell. Allen gemeinsam ist jedoch der renale Verlust an Calcium und Magnesium, der
zur Hypomagnesiamie, beidseitiger Verkalkung des Nierenparenchyms (Nephrocalcinose)
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sowie deutlicher Neigung zur Ausbildung von Nierensteinen fiihrt. AuRerdem lieRen sich
Symptome wie Konvulsionen, Polydipsie, Polyurie, Karpopedalspasmen, Rachitis und
wiederkehrende Infektionen des Urogenitaltraktes nachweisen [11, 54, 72, 99]. Eine
Subgruppe an Erkrankten zeigte zuséatzlich eine Reihe von okularen Auffalligkeiten [53, 58],
welche auf den Defekt von Claudin-19 zurlckzufihren ist, das aufRer in der TAL auch dort
vorkommt [54]. Der Erkrankungsbeginn der FHHNC liegt bereits im frihen Kindesalter und
bei den meisten Patienten zeigt sich innerhalb weniger Jahre eine rapide Verschlechterung der
glomeruléren Filtrationsrate (GFR) [11, 54, 72]. Kritisch fur die Prognose dieser Erkrankung
ist die Nephrocalcinose, die im Krankheitsverlauf zur terminalen Niereninsuffizienz fuhrt,

was fur die Patienten Dialyse- oder Transplantationspflichtigkeit bedeutet [53].
1.4 Hormone und Regulationsmechanismen

1.4.1 Elektrolyt- und Wasserhaushalt

Die Niere nimmt eine zentrale Funktion im Flissigkeits- und Elektolythaushalt ein und wird
dabei eng hormonell kontrolliert: Im juxtaglomeruldren Apparat, einer Schnittstelle zwischen
Vas afferens und distalem Tubulus, wird der Salzgehalt des Urins gemessen [19, 60]. Uber
den tubuloglomeruléren Feedback Mechanismus wird die GFR des einzelnen Nephrons der
tubuldaren Transportfahigkeit angepasst. Bei Abfall des Blutdrucks, der GFR oder der
Salzkonzentration des Urins sowie bei sympathischer Aktivierung wird auBerdem das Enzym
Renin ausgeschuttet, das in einer proteolytischen Kaskade (siehe Abb. 12) zur Bildung von
Angiotensin 11 fuhrt [19, 51]. Dieses bewirkt tiber den Angiotensin 11-Rezeptor (AT1) eine
Vasokonstriktion, das Auftreten von Durst und Salzappetit, eine vermehrte NaCl-Absorption
im PT [59, 81], sowie eine erhohte AQP2-Aktivitat im CD [86]. Des Weiteren wird durch
Angiotensin Il die Freisetzung des Mineralokortikoids Aldosteron aus der Zona glomerulosa
der Nebenniere stimuliert. Aldosteron bewirkt in der Niere Uber zytoplasmatische Rezeptoren
eine vermehrte Produktion und Membraneinbau des ENaC in den Hauptzellen des CD mit
dem Effekt einer erhohten Natriumabsorption und Kaliumsekretion. Zusétzlich wird im
distalen Nephron die H*- und NH4"-Ausscheidung erhéht [8, 16, 21, 51, 57].



21

Juxtaglomeruldrer
Hypothalamus

. . Apparat
Angiotensinogen PP

Plasma-Osmolaritat Urin-[NacCl]

Blutdruck

v v Sympathikus

ADH S L EEE PR L Angiotensin | .
Renin
ACE
v

Angiotensin |

v
V2-Rezeptor /\

+ CD: AQP2-Einbau AT1-Rezeptor Nebenniere
© AL NaCI-R.ea.bsorpnon * PT: NaCl-Reabsorption
* Vasokonstriktion e

* Vasokonstriktion

* Salzhunger, Durst
Aldosteron

* CD: ENaC-Einbau
* (CD: Na*-Resorption
* CD: K*-Sekretion
* CD: H*-Sekretion

Abbildung 12: Schematische Ubersicht uber die Steuerhormone des Elektrolyt- und
Wasserhaushaltes und ihre Wirkungen

Die Ausschittung von Renin l6st eine proteolytische Kaskade aus: Renin spaltet Angiotensinogen zu
Angiotensin I, das durch das angiotensin-converting-enzyme (ACE) zu Angiotensin Il umgewandelt
wird. Angiotensin | fiihrt ebenfalls zu einer ADH-Ausschiittung aus der Hypophyse.

Ein weiteres wichtiges Steuerungshormon ist das Antidiuretische Hormon (ADH, auch
Vasopressin genannt), das aus dem Hypophysenhinterlappen ausgeschittet wird, wenn die
Osmorezeptoren des Hypothalamus einen Anstieg der Plasmaosmolaritat messen. ADH
bewirkt Gber den Vasopressinrezeptor (V2-Rezeptor) eine Vasokonstriktion, eine vermehrte
NaCl-Reabsorption in der TAL (vermehrter NKCC2-Einbau) [49], sowie den luminalen
Einbau von zusatzlichen AQP2-Proteinen in das Sammelrohr, was zu einer Steigerung der
Wasserresorption fiihrt [51]. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass ADH auch die ENaC-
Expression erhoht [16, 21, 57].

1.4.2 Die Niere und der Calcium- und Magnesiumhaushalt

Calcium muss als universeller second messenger und wichtiges lon in der Zellerregbarkeit in
der Extrazellularflissigkeit und im Plasma in engen Grenzen reguliert werden. Des Weiteren

ist es essentiell fir den Knochenstoffwechsel, wo es zusammen mit Phosphat als
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Hydroxylapatit die Knochenmatrix bildet. Die Regulation dieser beiden lonen ist daher stark
gekoppelt und steht unter der Kontrolle der Hormone Parathormon, Calcitriol (Vitamin D3)
und Calcitonin (siehe Abb. 13). Das aus den Nebenschilddriisen stammende Parathormon
wird bei sinkendem Plasmacalciumspiegel mittels des calcium-sensing-receptors
ausgeschittet und flhrt zu einer gesteigerten Mobilisierung von Calcium und Phosphat aus
den Knochen durch vermehrten Abbau. Gleichzeitig wird im PT die Phosphatresorption
vermindert und die Calciumabsorption in der Henle Schleife und im distalen Tubulus erhéht
[12, 51]. Im DCT geschieht dies durch die Aktivierung von TRPV5-Kanalen [30, 39] sowie
der Ca®*-ATPase und des Natrium-Calcium-Antiporters [12]. Die Ausschiittung von
Parathormon steigert auch die Synthese von Calcitriol, dieses erhoht die gastrointestinale
Aufnahme von Calcium Uber den TRPV6-Kanal [46], sowie die renale Calciumresorption,
ebenfalls Uber TRPV5 [40]. Des Weiteren wird durch Calcitriol im Knochen die
Mineralisation durch Hemmung der Osteoklasten und Stimulation der Osteoblasten geférdert
[51]. Calcitonin aus den C-Zellen der Schilddriise ist am ehesten als Gegenspieler des
Parathormons zu sehen. Es vermindert die intestinale Calciumaufnahme, starkt ebenfalls die
Knochenmineralisation und erhoht den renalen Calciumverlust. Allerdings bewirkt es
ebenfalls eine Phosphaturie [37].

Ein weiterer wichtiger Regulator des Phosphat- und Vitamin D-Haushaltes ist der von
Osteoblasten sezernierte Fibroblasten-Wachstumsfaktoren-23 (FGF-23). Dieser erhoht die
renale Phosphatausscheidung und vermindert die Calcitriol-Sekretion um eine konstante
Plasma-Phosphatkonzentration aufrechtzuerhalten [75].

Die Aufnahme von Magnesiumionen im distalen Tubulus wird gleichsinnig der
Calciumabsorption durch Parathormon, Calcitonin und Calcitriol gefordert [20]. Zusé&tzlich
konnte gezeigt werden, dass diese Hormonwirkung durch Aldosteron potenziert wird [20].
Allerdings sind hier die ultrastrukturellen Effektormolekile deutlich weniger gut erforscht als

beim Calciumtransport.
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Abbildung 13: Regulation des Calciumhaushaltes

Schematische Ubersicht tber die Auswirkungen (spitzer Pfeil = Steigerung, stumpfer Pfeil =
Inhibition) der drei zentralen Steuerhormone auf Niere, Knochen und Magen-Darm-Trakt. Der
calcium-sensing-receptor wurde mit CaSR abgekiirzt.

1.5 Renaler Ammoniak-Haushalt

Fur den Organismus ist es essentiell, im Aminosdurestoffwechsel anfallenden Ammoniak als
Ammonium renal auszuscheiden. So wird im PT basolateral Glutamin aufgenommen, aus
dem dann enzymatisch Ammoniak abgespalten werden kann. Die Protonen werden dann
hauptséchlich tGber den Natrium-Protonen-Antiporter NHE3 ins Lumen sekretiert [93]. In der
TAL wird Ammonium dann zum einen aktiv Uber den NKCC2 anstelle von Kalium
aufgenommen, zum anderen wird spekuliert, dass auch ein Transport Uber luminale
Kaliumkandle stattfindet sowie passiv tber den parazelluldaren Weg, wobei auch hier das
lumenpositive Potenzial die Triebkraft darstellt [27]. Das Ammonium wird dann basolateral
ins medulldre Interstitium abgegeben, um von den Zellen des &ulReren medulldren
Sammelrohres sekretiert zu werden [93]. Die basolaterale Aufnahme des Ammoniums in
diese Zellen ist momentan noch Gegenstand der Forschung, wobei mehrere potenzielle Wege
beschrieben wurden. So konnte eine Aufnahme von Ammonium uber den NKCC1 und die
Na'/K*-ATPase nachgewiesen werden [48, 87, 93]. Einige Arbeitsgruppen propagieren sogar
die Existenz eines K'/NH4 -Antiporters [6]. Das aufgenommene Ammonium wird dann zu
Ammoniak deprotoniert, der dann Uber die luminale Membran diffundieren kann, wobei

dieser Mechanismus durch die Rhesusproteine RhBG und RhCG erleichtert wird, die als Pore
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fiir ungeladene Gase dienen [93]. Es steht ebenfalls zur Debatte, ob die Rhesusproteine beim
basolateralen Transport ebenfalls involviert sind [4]. Im Lumen wird der Ammoniak durch die
von den A-Typ-Schaltzellen sezernierten Protonen ,,gefangen™ (sogenanntes Ammoniak-
trapping) [48]. Diese Aufgabe der Schaltzellen scheint der wesentliche Faktor zur Sekretion
des Ammoniaks zu sein, da fur die Hauptzellen, die nicht in der Lage sind, Protonen ins
Lumen zu verbringen, eine ebenfalls recht hohe Membranpermeabilitdt fir NH3;  gezeigt
werden konnte [105]. Grundsétzlich bleibt festzuhalten, dass die Transportmdglichkeiten von
Ammonium vielfaltig zu sein scheinen, jedoch fast immer Transporter beteiligt sind, die als
Hauptaufgabe eine Form des Kalium-Transports oder -Austausches vornehmen, da
Ammoniak aufgrund der dhnlichen MolekilgréRe und ebenfalls einfach positiven Ladung

dessen Platz an der Bindungsstelle einnehmen kann.

1.6 Niere im Alter

Da die von uns untersuchten Versuchstiere im Schnitt &lter als 80 Wochen waren, ist es
wichtig, altersspezifische Befunde von Knockdown-bedingten Pathologien abzugrenzen:

Im Alter nehmen sowohl renaler Blutfluss, glomerulére Filtrationsrate als auch
Kreatininclearance ab [62, 71]. Es kommt vermehrt zu interstitieller Fibrose, Verlust von
funktionellem Tubulusgewebe, Sklerosierung und Verlust von Glomeruli sowie zu
Arteriosklerose der NierengefaBe [3]. Zusatzlich geht die Regenerationsfahigkeit und
Entgiftungsfahigkeit des Nierengewebes zurtick [3, 71, 73].

Auf hormoneller Ebene konnte ein vermindertes Ansprechen auf Renin, ADH sowie
Aldosteron bei normalen Hormonkonzentrationen beobachtet werden, was zu einer
verminderten Fahigkeit zur Urinkonzentrierung flhrt [62, 67, 79]. So konnte z.B. fir AQP2
eine Expressionsverminderung um 50% gezeigt werden [79].

Auf ultrastruktureller Ebene konnten sowohl eine generelle Atrophie der Epithelzellen als
auch kompensatorische Hypertrophien, fokale Epithelzellnekrosen und eine Verdickung der
Basalmembran beschrieben werden [26].

Uber mikroskopische Auffalligkeiten bei den Zellen des Saure-Base-Haushaltes im Alter gibt

es leider kaum Erkenntnisse.

1.7 Fragestellung der Arbeit

Fur unsere Untersuchungen waren Ergebnisse zu jungen Mause des zuvor beschriebenen

Claudin-16-Knockdown-Modells der Ausgangspunkt. Diese Tiere waren im Schnitt 5-25
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Wochen alt und zeigten den typischen FHHNC-Phénotyp. So prasentierten die Tiere eine
erhdhte Calcium- und Magnesiumausscheidung mit dem Urin, eine Hypomagnesiamie und in
der von Kossa-Féarbung Zeichen der Nephrocalcinose. AuRerdem lieRen sich eine Hypotonie,
eine Hypokalidmie, ein azider Urin-pH sowie ein gesteigertes Plasma-Bicarbonat feststellen
[38, 45]. Auf hormoneller Ebene waren im Vergleich zu den WT hohere Spiegel an Vitamin
D3 und Aldosteron zu sehen. In radiologischen Untersuchungen konnten ebenfalls
Auffalligkeiten in der Knochenstruktur im Sinne reduzierter Knochendichte gezeigt werden
[45].

Aufgrund dieser festgestellten Auffalligkeiten in Bezug auf metabolische Parameter und den
Saure-Base-Haushalt war es nun unser Anliegen, diese Untersuchungen an wesentlich &lteren
Méusen (im Schnitt &lter als 80 Wochen) durchzufuhren. Zusétzlich sollte geprift werden, ob
es auf mikroskopischer Ebene in Bezug auf die Zellen der pH-Regulation und die
lonentransporter Auffalligkeiten gibt und wie diese im Vergleich zu den jlingeren

Versuchstieren kompensiert werden.



26

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Blutgasvollautomat
Dispergierer
Flammenphotometer
Glas-Teflon-Potter
Isofluran-Vaporisator
Kaltlichtquelle
Kryostat
Lumineszenz-Analysator
Messverstarker
Mikroskope:

e Fluoreszenz

e Tubulisortierung

e Operation

e Tubulusperfusion

Osmometer

Photometer

pH-Meter
Rotationstisch

Schuttelgeréat

Spannungsquelle

Spektrophotometer

ECOSYS Il — Eschweiler, Kiel, D

IKA Ultra-Turrax T25 — IKA, Staufen, D

EFOX 5053 — Eppendorf, Hamburg, D

Potter S (#853 202) — B. Braun, Melsungen, D
Drager-Vapor 19.n — Drager AG, Libeck, D

KL 1500 LCD - Leica, Wetzlar, D

CM3050S — Leica, Wetzlar, D

LAS-3000mini — Fuji Photo Film, Disseldorf, D
FD223 — WPI, Sarasota, FL, USA

Axiovert 200M — Carl Zeiss, Jena, D

MZ16 Stereomikroskop — Leica, Wetzlar, D

M8 Discussion Stereo Zoom Microscope Typ 355110 —
Wild Heerbrugg (Leica, Wetzlar, D)

Axiovert 10 — Carl Zeiss, Jena, D

Micro-Osmometer, Model 210 Fiske Associates,
Norwood, MA, USA

Tecan Genios Microplate Reader — Tecan Group,
Ménnedorf, CH

Prazisions pH-Meter — Knick, Berlin, D

Stuart Scientic Mini Orbital Shaker SO5 — Sigma-
Aldrich, Miinchen, D

REAX 2000 und REAX top — Heidolph

Instruments, Schwabach, D

(SDS-PAGE/Consort E835 - Consort, Turnhout,
Belgium, Western Blot)

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer —

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA



Spritzenwérmeinkubator
Thermoblock

Western Blot Kammer
Zentrallaboranalysator

2.1.2 Reagenzien
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Physiologie der CAU zu Kiel (Werkstatt), Kiel, D
Thermomixer comfort — Eppendorf, Hamburg, D
Mini Trans-Blot Cell — Bio-Rad, Miinchen, D
Hitachi Modular — Roche Diagnostics,

Mannheim, D

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, falls nicht anders angegeben, bei den
Firmen Sigma-Aldrich (D), Merck (D), Serva (D), Roche (D), Roth (D), Walter CMP (D),
Fluka (D) und Air Liquide (D) im hochsten chemischen Reinheitsgrad bezogen.

Liste spezieller Reagenzien:
BCECF

BGA

BGA Kalibrierlgsung 1

BGA Kalibrierlosung 2

BGA Spullésung
Calciumgluconat-1-hydrat

DAPI

Eindeckmedium

Kryoschnitt Gewebeeinbettmedium

GroRenstandard (Western Blot)

Isofluran

Kollagenase Typ Il

2',77'-bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)
carboxyfluorescein, Invitrogen AG, Carlsbad,
USA

Qualitatskontrolle Liquichek Blood Gas Control
Level 2— Bio-Rad, Miinchen, D

BGA 1 (#4061020) — Eschweiler, Kiel, D

BGA 2 (#4061030) — Eschweiler, Kiel, D

WASH 1 (#4061000) — Eschweiler, Kiel, D
D-Gluconséure Kalziumsalz (#7502.1) — Roth,
Karlsruhe, D

4’ 6-Diamidin-2’-phenylindoldihydrochlorid —
Roche Diagnostics, Mannheim, D

Molecular Probes SlowFade Gold — Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA

Tissue Freezing Medium, Jung (#020106926)
Leica, Wetzlar, D

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder
(#SM1811) — Fermantas, St. Leon-Rot, D

Forene — Abbott, Wiesbaden, D

PAN-Biotech, Aidenbach, D



Lumineszenz-Medium

PBS

Protease Inhibitor

2.1.3 Antikorper
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ECL Advanced Western Blotting Detection Kit
(#RPN2135) - GE Healthcare
(Amersham),Braunschweig, D

Dulbecco’s PBS (10x) without Ca2+ & Mg+
(#H15-011) — PAA Laboratories, Pasching, A
Tabletten complete, Mini, EDTA-free
(#04693124001) — Roche, Mannheim, D

Antikorper Bezugsquelle Ursprung Verdiinnung Verdiinnung
Immunhistochemie Westernblot
NKCC2 AG Bachmann, Meer- 1:4000 -
Anatomie, Berlin, D schweinchen
RB-ENaC AG Loffing, Anatomie,  Kaninchen 1:10000 -
Zurich, CH
vH'-ATPase Jeppe Praetorius, Kaninchen 1:800 1:2000
Aarhus, DK
AE1 Carsten Wagner, Kaninchen 1:3000 1:3000
Physiologie, Zirich, CH
AQP2 Alamone Labs, Kaninchen 1:1000 -
Jerusalem, IL
Pendrin Carsten Wagner, Kaninchen 1:500 1:3000

TRPVS (982)

CAll

Pan-Actin

Physiologie, Zirich, CH

Veit Flockerzi,
Homburg, D

Santa Cruz
Biotechnology, D

Sigma-Aldrich,
Miinchen, D

Kaninchen 1:500 -

Schaf 1:500 -

Kaninchen - 1:5000
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Verdiinnung Verdiinnung
Antikorper Bezugsquelle Ursprung Immunhistochemie Westernblot
Alexa Fluor 488 .
goat anti guinea InV|tro§§n,UC51rlsbad, Schaf 1:400 -
pig (#A11073) ’
Alexa Fluor 594 .
goat anti rabbit InV|tro§§n,UC51rlsbad, Schaf 1:400 -
(#A11037) ’
donkey anti Santa Cruz
. Biotechnology, Esel - 1:10000
rabbit (#sc-2313) Hedeilberg, D
donkey anti
guinea pig (#706- Dianovo, Hamburg, D Esel - 1:10000
035-148)
Alexa Fluor 594 .
Invitrogen, Carlsbad, Esel 1:400 i

donkey anti goat

A, USA
(#A-11058) CA, US



2.1.4 LOsungsrezepte

Dissektionslésung

Reagenz Molmasse | Konzentration
[g/mol] [mmol/l]
NaCl 58,44 140
KH,PO, 136,9 0,4
K,HPO4 x 3H,0 228,23 1,6
MgSQO,4 x 7TH,O 246,48 1
Na-Acetat x 3H,0 136,08 10
a-Ketoglutarat 146,1 1
Ca-Gluconat x 1H,0O 448,4 1,3

in H,O

pH Einstellung auf pH 7,4 mittels NaOH / HCI

Kontrolll6sung

Reagenz Molmasse | Konzentration
[g/mol] [mmol/1]
NaCl 58,44 120
KH,P0, 136,09 0,4
K,HPO, x 3H,0 228,23 1,6
Glucose 180,16 5
MgCl, x 6H,0 203,3 1
Na-Gluconat 218,13 25
Ca-Gluconat x 1H,0O 448,4 3
in H,O
pH Einstellung auf pH 7,4 mittels NaOH / HCI
Inkubationsldsung
Reagenz Konzentration
[mg/l]

Glycin 375
Trypsin-Inhibitor 48
DNAse | 25

in Dissektionsldsung
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Sortierlésung
Reagenz Konzentration
[mg/ml]
Albumin (BSA) 0,5
in Inkubationslosung
Aufreinigen mit Hilfe eines Sterilfilters
Enzymldsung
Reagenz Konzentration
[mg/mil]
Kollagenase Typ Il 1,0
Protease Typ XIV 1,0
In Inkubationslésung
Lyse-Puffer
Reagenz Konzentration
[mg/l]
0,5% wi/v Triton X-100
1 Protease-Inhibitor-Tablette je 10ml
in PBS
4x Probenauftragspuffer (nach Lammli)
Reagenz Konzentration
[mmol/l]
Tris / HCI 2
8% w/v SDS
0,004% w/v Bromphenolblau
40% v/v Glycerol
20% v/v R-Mercaptoethanol
in H,O
30 Minuten durchmischen und dabei 10 Minuten auf 55°C
erwarmen




4x Sammelgel-Puffer (SDS-PAGE)

Reagenz Konzentration
[mmol/l]
Tris / HCI 0,50
0,4% wi/v SDS
in H,O
pH-Einstellung auf pH 6,8 mitler NaOH / HCI
4% Sammelgel (SDS-PAGE)
Reagenz Volumen
[ml]
40% Acrylamid 1,0
4x Sammelgel-Puffer 2,5
H,0O 6,4
30ul TEMED
75ul 10% APS
4x Trenngel-Puffer (SDS-PAGE)
Reagenz Konzentration
[mmol/l]
Tris / HCI 1,5
0,4% wiv SDS
in H,O
pH-Einstellung auf pH 8,8 mitler NaOH / HCI
Trenngel (SDS-PAGE)
Reagenz Volumen [ml]
12,5% 8%
40% Acrylamid 6,25 4,00
4x Trenngel-Puffer 5,00 5,00
H,O 8,54 10,79

60pl TEMED

1501 10% APS
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10x Elektrodenpuffer (SDS-PAGE)

Reagenz Konzentration
[mol/l]
Glycin 1,92
Tris 0,25
1% w/v SDS
in H,O
Transferpuffer (Tank-Blot-Puffer)
Reagenz Konzentration
[mol/1]
Glycin 0,19
Tris 0,02
20% v/v Methanol
in H,O
pH 8,3 (nicht einstellen)
TBS-T (WesternBlot)
Reagenz Konzentration
[mol/1]
Tris / HCI 0,10
NaCl 0,15
0,05% v/v Tween/Polysorbat 20
in H,O
pH-Einstellung auf pH 7,6 mittels NaOH / HCI
Stripping-Puffer (Western-Blot)
Reagenz Konzentration
[mol/l]
Tris / HCI 0,1
2% wiv SDS

in H,O

pH-Einstellung auf pH 6,7 mitler NaOH / HCI
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Ammoniumchloridlésung

Reagenz Molmasse | Konzentration

[g/mol] [mmol/l]
NaCl 58,44 125
NH,CI 53,49 20
KH,P0, 136,09 0,4
K,HPO,4 x 3H,0 228,23 1,6
Glucose 180,16 5
MgCl, x 6H,0 203,3 1
Ca-Gluconat 448,4 1,3
in H,O

pH Einstellung auf pH 7,4 mittels NaOH / HCI

Niedrig-Chlorid-LAsung

Reagenz Molmasse | Konzentration
[g/mol] [mmol/l]
NaCl 58,44 20
KH,P0, 136,9 0,4
K,HPQ4 x 3H,0 228,23 1,6
Glucose 180,16 5
MgSO4 x 7TH,0O 246,48 1
Na-Gluconat 218,13 125
Ca-Gluconat x 1H,0O 448,4 8

in H,O

pH Einstellung auf pH 7,4 mittels NaOH / H,SO,
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Niedrig-Natrium-L6sung
Reagenz Molmasse | Konzentration
[g/mol] [mmol/l]

NMDG 195,2 140
NaCl 58,44 5
KH,P0, 136,09 0,4
K,HPO,4 x 3H,0 228,23 1,6
Glucose 180,16 5
MgCl, x 6H,0 203,3 1
Ca-Gluconat x 1H,0 448,4 1,3
in H,O

pH Einstellung auf pH 7,4 mittels HCI

2.1.5 Software

Fluoreszenzimmunhistochemie AxioVision 4.6 — Carl Zeiss, Jena, D
ImageJ — Wayne Rasband, Research Services
Branch, National Institute of Mental Health,
Bethesda, MD, USA

Fluorometrie MetaFluor Ratio Imaging Software - Molecular

Devices, Sunnyvale, USA

Tabellenkalkulation Excel 2003 — Microsoft, Redmond, WA, USA
OriginPro 7.5G — OriginLab, Northampton, MA,
USA

2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere

Untersucht wurden Claudin  16-Knockdown-Mé&use und ihre altersentsprechenden
Geschwistertiere. Die Versuchstiere wurden im Tierhaus des Physiologischen Institutes der
CAU Kiel geméR den geltenden Tierschutzbestimmungen gehalten, wo sie einen 12-Stunden-
Tag-Nacht-Rhythmus durchliefen. Der Zugang zu Flissigkeit und Nahrung erfolgte ad
libidum.

Zur ldentifizierung diente das transgenexprimierte GFP, das in fast allen Zellen der KD

exprimiert wird. Dieses kann dann durch Beleuchtung mit einer 480 nm Taschenlampe und
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einer Spezialbrille (520 nm Bandpass) sichtbar gemacht werden, was es moglich macht, KD

von WT zu unterscheiden.

2.2.2 Probengewinnung (Urin, Blut, Nieren, Nebennieren, Knochen)

Die Versuchstiere wurden nach Entnahme aus der Transportbox in eine Narkosekammer
umgesetzt, wo sie durch Verwendung des Inhalationsanésthetikums Isofluran in Narkose
versetzt wurden. Hierbei wurde initial eine Dosis von 5,0 vol% Isofluran verwendet. Die
Mause wurden dann auf den OP-Arbeitstisch transferiert, hier wurde die Narkose mit einer
Maske und einer korpergewichtsadaptierten Dosis von 2,5-3,0 vol% aufrechterhalten.

Es erfolgte zunédchst ein Einschnitt in die Haut im unteren Abdomen, mit Freilegung des
Peritoneums. Dieses wurde dann vorsichtig je in Richtung der unteren Extremitéten und tber
einen langen medianen Schnitt nach kranial er6ffnet. Daraufhin wurde der Blasenurin mit
einer Kanule (0,4 mm) und Spritze abgezogen. Die intestinalen Organe wurden so weit wie
maoglich aus dem Situs ausgelagert, sodass nun die Aorta und die vena cava unter
mikroskopischer Sicht mit feinen Pinzetten aus ihren bindegewebigen Strukturen
freiprépariert werden konnten. Dann wurde mit einer zuvor heparinisierten und leicht
abgeschragten Kantle (0,7 mm) und einer Spritze so viel Blut wie mdglich aus der vena cava
abgenommen. Danach erfolgten das Unterbinden der Aorta knapp oberhalb der Bifurkation in
die lliacalgefaBe mit einer Gefalkklemme und ein kleiner, senkrechter Einschnitt kaudal der
arteriae renales mit einer Federschere.

In diese Inzision wurde ein PE-Katheter eingefiihrt, der zuvor durch Hitzeeinwirkung auf
einen Innendurchmesser von ca. 0,05 mm ausgezogen und mit einer Skalpellklinge
abgeschragt worden war. Dieser Katheter war tber einen Schlauchadapter mit einer Spritze
verbunden, die 0,5 ml zuvor auf 38 °C erwédrmte Enzymldsung bestehend aus Kollagenase 11
und Protease XIV enthielt. Unter Fihrung einer Pinzette wurde dieser Katheter dann in die
Inzisionsstelle eingefuhrt und unter gleichmaRigem Fluss wurde dann die Enzymldsung in die
Nieren infundiert, wobei die zuvor er6ffnete vena cava als Wiederaustrittspforte diente. Als
Zeichen einer gelungenen Nierenperfusion zeigte sich hierbei dann deutliche Aufhellung des
Nierenparenchyms.

Als néchstes erfolgte dann die beidseitige Nephrektomie am Nierenhilus mit einfacher Schere.
Der Exitus der Versuchsmause trat noch wéhrend der Perfusion durch Entbluten (iber den
Einschnitt in die Vena cava ein. Zusatzlich wurde final ein Thoraxschnitt zur sicheren Tétung

durchgefihrt.
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Die entnommenen Nieren wurden zunachst in ein Zellkulturschélchen mit Inkubationslésung
abgelegt und dann mit zwei feinen Pinzetten von ihrer Nierenkapsel befreit. AnschlieRend
wurden sie horizontal mithilfe einer Skalpellklinge in ca. 0,2-0,5 mm dicke parallele
Scheibchen geschnitten, wobei die Nierenpole jeweils verworfen wurden.

Ebenfalls erfolgte zeitgleich die Entnahme der Nebennieren, die aufgrund ihrer sattgelben
Farbe leicht zu lokalisieren waren. AufRerdem wurde bei einer Reihe von Versuchstieren noch
zusétzlich der rechte femur exzidiert. Dies geschah durch Durchtrennung der muskuléren und
ligamentdren Strukturen und anschlielender Luxation des Huftkopfes sowie des

Kniegelenkes.

2.2.3 Metabolische Daten

2.2.3.1 Grole und Gewicht

Die Méause wurden vor der Narkoseeinleitung gewogen, auBerdem wurde post mortem die
Korperlange (Abstand von Nasenspitze zu Schwanzwurzel: NSW) mit Hilfe eines Bindfadens
und eines Millimetermalies ausgemessen. Des Weiteren wurden der BMI (engl. body-mass-

index) nach folgender Formel berechnet:

Gewicht [mg]
BMI =
NSW? [cm?]

Abbildung 14: Formel zur BMI-Berechnung

2.2.3.2 Blutgasanalyse

Die gewonnenen Blutproben wurden unverziglich nach der Entnahme je mit einer
Glaskapillare aufgezogen, um den Gasaustausch mit der Raumluft mdglichst gering zu halten
und einem Blutgasvollautomaten zugefihrt. Hierbei wurden in der BGA folgende Werte
gemessen:

e pH e pCO2 e HCO3Aktuell e BE

2.2.3.3 Uringasanalyse

Nach demselben Verfahren wurden in der Uringasanalyse folgende Werte bestimmt:
e pH e pCOoO2 e HCO3AKktuell
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2.2.3.4 Bestimmung des Hamatokrits

Eine geringe Menge des Vollblutes wurde in eine Mikro-Hamatokrit-Kapillare aufgezogen
und bei 12000 rpm 2 Minuten lang in einer Hamatokrit-Zentrifuge zentrifugiert.
Der Anteil der korpuskuldaren Elemente wurde mit einem Milimetermal3 ausgemessen und

durch die Grolie der Gesamtsdule geteilt.

2.2.3.5 Gewinnung von Plasma

Das Hamatokrit-Proberéhrchen wurde mit einem Glasschneider aufgetrennt und das Plasma
abgezogen. Weiter wurde das verbliebene Vollblut bei 13000 rpm 5 Minuten lang
zentrifugiert. Im Anschluf® wurde der Plasmalberstand abpipettiert. 180 ul wurden zur
Analyse gestellt, 22 pl wurden fiir die Analyse der Plasmaosmolalitat bereitgestellt. Das
verbliebene Plasma wurde bei -20 °C zur spéateren Verwendung tiefgefroren.

2.2.3.6 Gewinnung von Urinproben

Nach Abschluf? der Uringasanalyse wurden von dem verbliebenen Blasenurin 50 pl
abgezogen und mit destilliertem Wasser im Verhéltnis 1:6 verdinnt (300 pl) und fir die
weitere Laboranalyse bereitgestellt. AuRerdem wurden 50 pl Urin zur Bestimmung der

Plasmaosmolalitat abpipettiert. Der verbliebene Urin wurde ebenfalls tiefgefroren.

2.2.3.7 Bestimmung der Plasma- und Urinosmolalitat

Die gewonnenen Proben wurden in einem Osmometer mittels Gefrierpunkterniedrigung
analysiert. Das Gerat wurde vor jeder MeRreihe geeicht und die zu messenden Proben wurden
halbiert und jeweils im Verhaltnis 1:1 mit destilliertem Wasser verdiinnt, sodass jede Probe
jeweils doppelt bestimmt wurde und dann entsprechend des obengenannten

Verdinnungsverhaltnisses zurtickgerechnet wurde.

2.2.3.8 Laboranalyse von Plasma und Urin

Die zunichst bei -20 °C gelagerten Proben von Plasma und Urin wurden gekihlt ins
Zentrallabor des UKSH (Campus Kiel) verbracht und dort auf folgende Analyte untersucht:

e Natrium e Calcium e Harnstoff
e Kalium e Magnesium e Kreatinin

e Chlorid e Phosphat e Glucose
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Die Ergebnisse der Urinanalyse wurden mit dem Verdunnungsfaktor multipliziert.

2.2.3.9 Berechnungen metabolischer Parameter

Alle bestimmten Parameter im Urin wurden auf das im Urin ausgeschiedene Kreatinin nach
der folgenden Formel normiert, um die Konzentrierungsunterschiede auszugleichen und einen

Eindruck der renalen Ausscheidung zu gewinnen:

U, X im Urin [mriwl]

Ucrea Kreatinin im Urin [mrilol]

Abbildung 15: Formel zur Normierung auf Kreatinin

Zusétzlich wurden die fraktionellen Ausscheidungen (synonym: Fraktionelle Exkretion FE),
die den Anteil der mit dem Urin ausgeschiedenen Menge eines Stoffes an der glomerular

filtrierten Menge dieses Stoffes angeben, nach der folgenden Formel berechnet:

x im Urin [mliml] X Kreatinin im Plasma [ml}wl X 100%

FE,[%] = mmol mmol
x im Plasma [ I X Kreatinin im Urin | I ]

Abbildung 16: Formel zur Berechnung der Fraktionellen Exkretion

Abgegangener Faeces wurde eingesammelt und zunéchst bei -20 °C gelagert. Dann wurden
die Proben einzeln gewogen, fir einen Tag in einem Trockenschrank bei ca. 70 °C gelagert
und anschlieBend erneut gewogen. Dieser Vorgang wurde insgesamt noch zweimal
wiederholt, bis sich das Gewicht nicht mehr &nderte, sodass nun aus der Differenz der
Wassergehalt des Faeces berechnet werden konnte. Anschliefend wurden die Proben fir WT
und KD jeweils gepoolt, mit dem zehnfachen ihres Gewichtes an destilliertem Wasser
verdiinnt, zerkleinert und homogenisiert. Nach Zentrifugation 10 Minuten lang bei 7000 rpm
wurde der Flussigkeitsuberstand abpipettiert und in neue ProbengeféRe Uberfihrt. Dann
wurden die Proben flammenphotometrisch auf ihren Gehalt an Natrium, Kalium und Calcium

untersucht, wobei fur jeden Pool je funf Messungen vorgenommen wurden.
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2.2.3.10 Nebennieren

Die entnommenen Nebennieren wurden von Bindegewebe befreit, ebenfalls erst bei -20 °C

zwischengelagert und spéter ihr Gewicht auf der Feinwaage bestimmt.

2.2.3.11 Oberschenkelknochen

Ebenso wurden die Oberschenkelknochen der Méuse zunachst bei -20 °C gefroren, um spéater
dann von Resten von Muskel- und Sehnengewebe befreit zu werden. Dies geschah unter
wiederholtem Abkochen des Knochens in destilliertem Wasser in einer Mikrowelle bei ca.
100 °C, wobei das Gewebe dann mit einer feinen Pinzette manuell abgetragen wurde. Des
Weiteren wurden die Kniegelenke von etwaigen Resten des Bandapparates und Knorpels
befreit. Anschliefend wurden die Malle der gereinigten Knochen mit einer Schiebelehre
gemessen. Es wurden folgende Parameter bestimmt (siehe Abb. 17):
e Durchmesser des oberen Anteils des Kniegelenkes von lateral nach medial (Anstand
der Aufenseiten der Femurkondylen)
e Durchmesser des oberen Anteils des Kniegelenkes von frontal nach dorsal
e Gesamtlange des Knochens von der Spitze des trochanter major zur Unterseite der
Femurkondylen
Des Weiteren wurde das Gesamtgewicht der Oberschenkelknochen auf einer Feinwaage

bestimmt.

Abbildung 17: Messung des Oberschenkelknochens
Eingezeichnet sind die drei gemessenen Parameter

2.2.4 ldentifizieren und Separieren der Tubulussegmente

Die zuvor geschnittenen, perfundierten Nierenscheibchen wurden in ein 2 ml-Reagenzgefal
mit den verblieben 1,5 ml Enzymldsung des Kollagenase/Protease- Gemisches, das ebenfalls

auf 38 °C vorgewdarmt worden war, gegeben und initial bei 850 rpm 10 Minuten lang
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geschuttelt. Durch die fortgefiihrte enzymatische Verdauung losten sich hierbei die
Tubulussegmente aus ihrem bindegewebigen Verband und wurden als tritber Uberstand im
Gefald sichtbar.

Dieser Uberstand wurde nach 10 Minuten Schitteln und im AnschluB nach je 5 weiteren
Minuten Schutteln mit einer verkirzten und abgestumpften Pasteurpipette abgenommen und
je in ein weiteres Reagenzgefal3, in dem sich 1 ml Sortierlésung befand, gegeben. Das
abgenommene Volumen wurde durch vorerhitzte (38 °C) Inkubationslosug ersetzt. Die
ReaktionsgefaRe wurden dann zundchst auf Eis gelagert und es wurde abgewartet, bis die
Tubuli auf den Boden des GefaRes abgesunken waren, sodass der entstandene, mit
Proteolyseprodukten verunreinigte Uberstand dann nochmals abgezogen, verworfen und
durch Sortierlosung ersetzt werden konnte. Dieser Vorgang wurde bis zu siebenmal
wiederholt, sodass letztendlich bis zu acht Gefdle mit enzymatischen und durch
mechanisches Schiitteln dissezierten Tubuli bereitstanden.

Der Bodensatz wurde im Folgenden jeweils aufgewirbelt, um die Tubuli  wieder in
Suspension zu bringen, woraufhin je ca. 0,5 ml abgezogen und auf einem zuvor mit 3 ml
Sortierlésung geftllten Zellkulturschélchen verteilt wurden. Dieses wurde dann auf eine
wassergekihlte, Kaltlichtbelichtete Oberflache transferiert und stereomikroskopisch
betrachtet.

Fur unsere Arbeit waren von allen Tubulus-Segmenten nur TAL, CD und DCT von Interesse.
Diese wurden mit einer geschliffenen Dumont-Pinzette vorsichtig voneinander separiert.
Grundsatzlich waren die TAL stets recht leicht zu identifizieren (am dinnsten, lang, blass),
wohingegen bei der Auswahl der CD’s nur solche in Betracht gezogen wurden, die eine
Verzweigung aufwiesen, da dieses Merkmal exklusiv den CD’s vorbehalten ist. Das
klassische Pflastersteinrelief war bei alten M&usen nicht unbedingt ein zuverlassiger Marker
(siehe Abb. 39).

Bei den DCT wurden nur diejenigen in Betracht gezogen, die noch immer mit dem CNT oder
der TAL verbunden waren und anschlie}end von diesen abgeschnitten.

Des Weiteren wurden die Sammelrohre mit einer Digitalkamera durch das Objektiv hindurch

mit identischem Abstand und VergroRRerung fotografiert.
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2.2.5 SDS-Page und Westernblot

2.2.5.1 Probengewinnung

In einer Versuchsreihe wurden unter dem Mikroskop CDs fir die Proteinanalyse gesammelt.
Es wurden dabei ProbengefaRe mit jeweils 10 oder 20 mittelgroBen Sammelrohren bestiickt
und zunachst auf Eis gelagert. Sobald eine ausreichend Anzahl zusammengetragen worden
war, wurde nach Zentrifugation das Volumen an Uberstehender Sortierlésung auf maximal 20
pl reduziert. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 5 ul Laemmli-Puffer zu den Proben, die
dann 30 Minuten lang bei 65 °C unter kontinuierlichem Schiitteln bei 1400 rpm inkubiert

wurden.

2.2.5.2 SDS-Page/Westernblot

Westernblotanalysen wurden nach Standardprotokoll durchgefiihrt. Dazu wurden die unter
2.5.2.1 beschriebenen Proben durch Elektrophorese aufgetrennt (8% oder 12,5% Trenngele,
jeweils 4% Sammelgele). AnschlieBend wurden die Proteine mit Hilfe des Tankblot-
Verfahrens auf 0,4 um Nitrozellulosemembranen Gberfiihrt (500 mA, 75 min). Uberschiissige
Proteinbindungsstellen der Membran wurden durch Inkubation im Blockingpuffer (5%-
Magermilchpulver in TBS-T) 30 Minuten lang bei Raumtemperatur abgesattigt. Anschlie3end
wurden die Blotmembranen mit den entsprechenden Priméarantikdrpern (siehe 2.1.3) Uber
Nacht bei 4 °C unter leichtem Schtteln inkubiert.

Die Inkubation mit Sekundarantikdrpern (siehe 2.1.3) erfolgte dann nach ausgiebigem
Waschen 60 Minuten lang unter Raumtemperatur. Nach erneutem Waschen wurden die
Westernblots gemalR Herstellerangaben an einem Lumineszenzanalysator (LAS 3000,
Mitbenutzung des Gerats der AG Saftig, Biochemie, CAU Kiel) entwickelt. Nach erneutem
ausfuhrlichem Waschen und Strippen (30 °C, 50 °C im Strippingpuffer) wurde mit einem
Pan-Actin-Antikorper als zweitem Primarantikorper ebenfalls tiber Nacht bei 4 °C inkubiert

und dann analog weiterbehandelt und entwickelt.

2.2.5.3 Auswertung

Mit Hilfe des Probenstandards erfolgte die Zuordnung der GroRe der Proteinbanden.
Daraufhin wurden die Bilder der Membranen sowohl fir die zu untersuchenden Proteine als
auch fir das Housekeeping-Protein Actin mit der Gel-Analyzer-Funktion der Imagel-
Software quantitativ ausgewertet und dann miteinander ins Verhéltnis gesetzt, sodass nach

dieser Normierung auf das Actin die Proben (als relative Intensitiat) untereinander
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vergleichbar waren. Zur Auswertung wurden hier nur Proben herangezogen, bei denen
sowohl die Bande fiir das zu untersuchende Protein als auch die Bande flr das zugehdorige

Actin eindeutig zu identifizieren und zuzuordnen waren.

2.2.6 Histologische Verfahren

2.2.6.1 Immunfluoreszenz

2.2.6.1.1 Prinzip der Fluoreszenz-Immunhistochemie
Bei der Fluoreszenz-Immunhistochemie werden Zielproteine durch spezifische Antikorper
nachgewiesen. Wir nutzten fir wunsere Farbungen die indirekte Fluoreszenz-

Immunhistochemie (siehe Abb. 18).

Primérantikorper Sekundarantikdrper

®--&-

Fluoreszenzfarbstoff

egungslicht

Ab hites Licht
> >

Abbildung 18: Prinzip der indirekten Fluoreszenz-Immunhistochemie

Nach der Bindung eines Primarantikorpers an das Zielprotein wird das Préaparat mit einem
Sekundarantikdrper inkubiert. Dieser ist gegen den Primérantikérper gerichtet und beinhaltet einen
Fluoreszenzfarbstoff, der unter Anregungslicht ein Fluoreszenzsignal einer bekannten Wellenlange
emittiert

Fur unsere Untersuchungen wurden anhand der unter 2.2.4 genannten Kriterien CDs und
TALs gesammelt. Im weiteren Verlauf zeigte sich, dass hierbei fur die Immunfarbungen
besonders kleine Bruchstiicke und stark angedaute CDs von Vorteil waren. So wurden l&ngere
Tubuli auf eine GroRe von ca. 200-250 um zurechtgeschnitten. Die gesammelten Stiicke
wurden dann mit Hilfe einer abgeschragten Pasteurpipette (70°) aufgesogen und auf einem
Objekttrager (OT) transferiert. Pro OT wurde eine Menge von 7-10 Tubulusstiickchen
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angestrebt. Die TALs wurden ebenfalls auf eine Lange von ca. 600 um kleingeschnitten und
es wurde eine Menge von ca. 20 Zuschnitten pro OT aufgetragen. Diese wurden danach auf
Eis. Sobald eine ausreichende Menge an OT produziert worden war, wurden jeweils 20 pl
Paraformaldehyd (PFA) 4% auf die OT zur Fixierung gegeben. Im Anschluf? wurden diese
vorsichtig mit destilliertem Wasser mehrfach gespilt, um zum einen die PFA-Reste
abzuwaschen und zum anderen Salzkristallbildung aus den Riickstdnden der Sortierlésung zu

verhindern.

2.2.6.1.2 Immunfluoreszenz von Kryoschnitten

Neben der Farbung intakter isolierter Tubulussegmente wurden ebenfalls konventionelle
Kryoschnitte ganzer Nieren der Versuchstiere angefertigt.

Das Material fur diese Schnitte entstammte einer vorherigen Versuchsreihe mit Tieren
vergleichbaren Alters, bei denen intraoperativ in den linken Ventrikel 4% PFA zur
Perfusionsfixierung injiziert wurde. Die Nieren wurden dann enthommen, 1-2 mm dicke,
horizontale Schnitte angefertigt, die anschlieend in eine 10 mm breite Form aus Aluminium
gegeben und mit Einbettmedium aufgefillt wurden. Diese wurden mit flussigem Stickstoff
tiefgefroren und bei -80 °C aufbewahrt und mir dann bereitgestellt.

Aus den tiefgeklhlten Proben wurden jeweils 3 um dicke Schnitte hergestellt, wobei es von
besonderer Wichtigkeit war, dass die Schnittfliche so gestaltet war, dass die Medulla zentral
mit angeschnitten war.

Vor der eigentlichen Farbung wurden die Kryoschnitte unter leichtem Schitteln 10 Minuten
lang in einem 7:3 Gemisch aus Methanol und Aceton inkubiert.

2.2.6.1.3 Farbeprotokoll und verwendete Antikorper

Die OT mit isolieren Tubuli und Kryoschnitten wurden dann zun&chst in eine Kiivette
uberflhrt und auf einem Schditteltisch dreimal funf Minuten lang mit PBS-T (0,3 % Triton X-
100 in PBS) gewaschen.

Nach Abschluf} dieses Vorganges wurden die OT in eine andere Kiivette Uberflhrt, die dann
mit einem Uberstand an Zitronensaurelosung aufgefillt (0,01 mol/l, pH 6,0) und in einer
Mikrowelle 6-8 Minuten lang gekocht wurde.

Der Zitronenséure wurde daraufhin abgegossen und sobald die OT hinreichend ausgekiihlt
waren, wurden sie vorsichtig mit einem Papiertuch im Randbereich getrocknet und die
Primarantikorper mit einer Pipette hinzugefiigt.

Dabei wurden fir die Kryoschnitte und CD’s jeweils 100 pul PBS-T mit 1% BSA pro OT mit
je einem Antikorper gegen folgende Antigene aufgetragen:
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e AQP2 e VH"-ATPase e R-ENaC e AEl e Pendrin

In den 100 pl waren auBerdem 0,5 pl CAIl-Antikorper bei allen Farbungen als Zweitfarbung
enthalten (siehe hierzu Abschnitt 2.1.3.).

Fur die TAL wurde je ein OT mit NKCC2 gefarbt, aber jeweils ohne die Zweitfarbung mit
CAIlI-Antikorpern.

Bei den Kryoschnitten wurde neben den oben genannten sechs Antigenen auch noch der
Calcium-Kanal TRPV5 geféarbt.

Hierbei stellte sich heraus, dass es fir die Farbung essentiell war, die Reihenfolge des
Waschens und des Kochens in Zitronensaure umzukehren. So wurde hier dann erst gekocht
und dann gewaschen. AuRerdem wurde auch bei dieser Farbung auf die Zweitfarbung mit
dem CAII-Antikorper verzichtet.

Im néchsten Schritt wurde jeder OT mit einem Deckglas versehen und mit den
Primarantikdrpern Gber Nacht bei -4 °C in einer feuchten Kammer inkubiert.

Am néchsten Tag wurden die OT mit PBST gewaschen. Der Sekundarantikérper wurde in
einer Konzentration 1:400 aufgetragen und flr eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieRend erfolgte erneutes dreimaliges Waschen in PBST je 5 Minuten lang.

Dann wurden pro OT jeweils ca. 30 ul Eindeckmedium aufgetragen, in das zuvor im
Verhaltnis (1:2000) DAPI gegeben wurde, ein gegen Zellkernbestandteile gerichteter
Fluoreszenz-Farbstoff.

Auf das noch flissige Eindeckmedium wurde dann ein Deckglas aufgesetzt und die OT

wurden tber Nacht lichtgeschiitzt getrocknet.

2.2.6.1.4 Auswertung der Farbungen

Die Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen erfolgte durch Laserscanning-Mikroskopie
am Zeiss LSM 510 und der dazugehorigen Software. Zundchst wurden bei der
Durchmusterung des Préparates die jeweils bestgefarbten Tubuli ausgewéhlt, wobei
insbesondere darauf Wert gelegt wurde, dass die Farbung gleichméaRig und das Lumen sauber
abgrenzbar ist. Dann wurde bei kontinuierlicher Aufzeichnung diejenige Ebene eingestellt, in
der die Farbung die hdchste Intensitat aufwies, sodass das Programm daraufhin den Kontrast
daran automatisch anpassen konnte.

Mit der Crop-Funktion konnte die region of interest ausgewahlt, vergroRert und dann der zu
messende Bereich so eingestellt werden, dass die Tubuli in ihrem gesamtem Durchmesser

aufgezeichnet wurden.
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Von diesen wurden dann sogenannte stacks angefertigt. Dabei handelt es sich um eine Reihe
von ca. 20-30 Bildern von Schnitten durch den Tubulus, die im Anschluf? flissig
durchgemustert werden kdnnen.

Mit Hilfe dieser stacks war es nun moglich, in den Tubuli jeweils Zellen auszuwahlen, die
sich zur standardisierten Auswertung der Farbungen eigneten.

Kriterien waren hier zum einen, dass die Zellen moéglichst orthograd angeschnitten waren,
d.h., vom Lumen bis zur basolateralen Seite reichten und dass der Zellkern klar zentral

abgrenzbar war.

,,,,,

Abbildung 19: Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen

Diese Abbildung zeigt beispielhaft die Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen mittels LSM-
Software. Der obere Teil zeigt einen Tubulus mit Farbung gegen Pendrin. Es wurde eine Zelle
ausgewahlt und durch einen Vektor (roter Pfeil) markiert. Die Abbildung darunter zeigt die
Féarbeintensitat entlang eines Vektors. Es wird deutlich, dass diese sich polar verteilt, mit erhéhtem
Vorkommen jeweils im Bereich der Zellmembranen.

Es wurden dann sogenannte profiles der Zellen erstellt, dabei handelt es sich um
Histogramme der Verteilung der Immunfluoreszenzfarbung tber die Zelle (siehe Abb.19).
Dabei war die Starke der Farbung in intesity-units angegeben, mit méglichen Werten von 0
bis 250. Bei jeder Maus wurden je zwei bis vier Zellen aus zwei bis drei Tubuli ausgewertet,
sodass insgesamt, je nach Antikorper, eine Anzahl von 20-40 Zellen erfasst wurde. Die
Intensitdaten durften hierbei einen Wert von 250 nicht tberschreiten. Dies wurde durch die
oben genannte automatische Anpassung des Kontrastes vermieden.

Neben der graphischen Darstellung als Histogramm lieferte das Programm auch tabellarisch
die Zahlenwerte der Intensitaten. In diesen wurden dann die Zellgrenzen anhand des
maximalen Intensitatenanstieges festgelegt, wobei jeweils von der luminalen oder

basolateralen Seite ausgehend (je nach Vorkommen des jeweiligen Transporters) ein
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bestimmter Grenzwert an Intensitat, basierend auf den Erfahrungen der optischen Analyse,
bestimmt wurde.

Dies war relativ leicht moglich, da im Lumen und jenseits der basolateralen Zellgrenzen die
Intensitat nahezu O war, wohingegen in die jeweiligen Zellmembranen aufgrund des Einbaus
der Transporter sehr hohe Intensitaten aufwiesen. Fur die verschiedenen Antikdrper wurden

folgende Grenzwerte gewahlt:

e Pendrin: 30
e VH'-ATPase: 20
e [-ENaC: 35
e AEL 30
e NKCC2: 30

Hiernach wurden fir jede einzelne Zelle je fir den letzten 1um und die letzten 5Sum
ausgehend von der Zellgrenze in den tables die Werte fur Distanz in um und Intensitat
ausgeschnitten und in das Programm origin-pro 7.5G in eine Tabelle Ubertragen. Aus diesen
Tabellen wurden dann Graphen mit der Distanz auf der x-Achse und der Intensitat auf der y-
Achse erstellt, um dann mit der O als Basislinie die area under the curve (AUC) mittels
Integration zu berechnen.

AnschlieBend wurde der Wert fir den letzten 1 um durch den der letzten 5 um dividiert und
somit das Verhaltnis der Intensitaten gebildet, wobei der erste um ab der Zellgrenze die
Plasmamembran und ihre Bestlickung mit Transportproteinen reprasentiert und die letzten 5
pm das Zytoplasma. Das Verhéltnis dieser beiden Intensitatswerte diente als MaR fir den
membranstandigen Anteil der Transporter und Kanéle. Die ermittelten Werte wurden dann

tabellarisch in Microsoft Excel aufgelistet und statistisch analysiert.

Die AQP2-Farbungen der isolierten Tubuli waren mit dieser Methode nur unzureichend
auswertbar, da sich die Farbung groRtenteils intrazelluldr verteilte und die luminale Membran
nur abgeschwacht angefarbt wurde. Daher wurden bei dieser Farbung nur fur 4-6 Tubuli pro
Maus das Zahlenverhéltnis von Haupt- zu Schaltzellen durch Auszahlen bestimmt.

Fur die Kryoschnitte wurde zur Auswertung auf dasselbe etablierte Verfahren
zuriickgegriffen, um die Ergebnisse vergleichbar zu machen. Bei der Auswahl der Zellen ist
allerdings zu beachten, dass es sich hierbei um Schnitte ganzer Nieren handelte, sodass alle

Tubulusabschnitte vertreten waren, wohingegen es sich bei den isolierten Tubuli vornehmlich
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um kortikale Abschnitte handelte. Dieser Unterschied war insofern von Bedeutung, als flr
einige Transportproteine ihre Verteilung fir Cortex und Medulla getrennt betrachtet werden
musste.

Hier erfolgte die Auswertung von jeweils finf Zellen pro Versuchstier, wobei die Zellgrenzen

bei folgenden Intensitaten festgelegt wurden:

e Pendrin 50
e AEl 50
e VH'-ATPase kortikal 50
e VH'-ATPase medullar 50
¢ AQP2 30
e NKCC2 30
e [-ENaC 50
e TRPV5 30

Die Unterschiede in den Zellgrenzen lagen darin begrindet, dass sich das Férbeverhalten
isolierter Tubuli und von Kryoschnitten in Bezug auf Antikorperzuganglichkeit und vor allem
auf die Verfalschung durch Farbung des Hintergrundes unterschieden. Um diesen Einflissen
gerecht zu werden, wurden die Intensitaten fur die Zellgrenzen deshalb teilweise deutlich

hoher angesetzt.

2.2.7 Tubulusperfusion

Versuche an isoliert perfundierten Sammelrohren wurden zusammen mit Frau Dr. Nina

Himmerkus durchgefuhrt.

2.2.7.1 Vorbereiten der Sammelrohre

Einige Sammelrohre wurden fur die Perfusion ausgewahlt, wobei hier besondere
Anforderungen an ihre Qualitdt gestellt wurden: Der Querdurchmesser musste in einem
Bereich 15-20 um liegen, die Lange bei ca. 300-500 pum und der Tubulus musste in seiner
Génze intakt sein, sprich ohne etwaige LAcher oder Anzeichen enzymatischer Verdauung.

Tubuli, die diesen Kriterien entsprachen, wurden mit Hilfe der Transferpipette in eine
Lochplatte Ubertragen, in der jeweils 0,5 ml einer Losung mit 10 umol/l BCECF (2'-7'-

bis(carboxyethyl)-5(6)-carboxyfluorescein) in Sortierldsung vorgegeben waren.
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Die Zellen wurden ca. 20 Minuten lang mit dem pH-Indikator inkubiert, sodass eine
ausreichende Beladung gewahrleistet war. AnschlieBend wurden die Tubuli mit der

Transferpipette an den Perfusionsarbeitsplatz tibertragen.

2.2.7.2 Perfusionsarbeitsplatz

Bei dem Perfusionsarbeitsplatz handelt es sich um ein invertiertes Fluoreszenzmikroskop,
durch das ein Bad betrachtet wird, in das die Tubuli transferiert wurden. Dieses wird fur die
Dauer des Experimentes mit Kontrolllésung perfundiert. Der Badfluf? wurde kontinuierlich
bei 5-8 ml/min gehalten, die Badtemperatur bei 37 °C.

In das Bad wurde dann das Perfusionssystem eingefahren. Dies beinhaltet als Kernstlck eine
doppellaufige Perfusionspipette, mit einem Kerndurchmesser von ca. 10 pm. Uber beide
Schenkel ist es dann mdoglich, den Tubulus mit einer Versuchslosung zu perfundieren. Die
elektrische Messung wird weiter unten beschrieben.

Die Perfusionspipette wird von einer Konstriktionspipette umschlossen, die dazu dient, den
Tubulus anzusaugen und dann zu fixieren. Diese wurde an der Mikroschmiede mit einem
Innendurchmesser von ca. 22-23 um hergestellt. Umgeben werden diese beiden Bauteile zum
Schutz von der sogenannten Sylgard-Pipette.

Auf der anderen Seite des Bades befindet sich ebenfalls eine Pipette. Sie dient dazu, den
Tubulus auf der gegentiiberliegenden Seite des Systems im Bad zu fixieren.

Insgesamt erlaubt uns dieses System, einen eingespannten Tubulus je nach Bedarf luminal

und basolateral unabhéngig zu perfundieren (siehe Abb. 20).
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Abbildung 20: Schematische Darstellung des Perfusionssystems

Eine doppelldufige Perfusionspipette wird zur Perfusion in den Tubulus eingefuhrt (rechts). Durch
einen Schenkel erfolgen Strominjektionen (Injektionselektrode und Pulsgenerator mit Vorwiderstand
unten) und durch den anderen die Spannungsmessung (Badelektrode, Messelektrode und
Messverstarker oben). Beide Schenkel verfugen (ber die Mdglichkeit der Perfusion. Zum Ansaugen
und Fixieren des Tubulus dient eine Konstriktionspipette, von der die doppellaufige Perfusionspipette
umschlossen wird. Die Sylgard-Pipette dient vornehmlich dem Schutz des Systems. Auf der
gegeniiberliegenden Badseite (links) befindet sich die Haltepipette.

Durch die doppellédufige Perfusionspipette ist es mdglich, uber einen Schenkel das
transepitheliale Potenzial (A Vi) gegen die Badlosung zu messen und tber den anderen
Schenkel einer rechteckigen Stromimpuls bekannter GrolRe (lp) zu applizieren. A Vi wird
hierbei Uber einen MeRverstarker amplifiziert und durch einen Papierschreiber aufgezeichnet.
Aus diesen Werten I&Rt sich dann der transepitheliale Widerstand (Ry) berechnen.

Da sich der Tubulus bei dieser Versuchsanordnung wie ein Kabel verhélt, wird R nach

folgender Kabelgleichung berechnet [29]:

AV,

0

L
R,,= |mtpA3 tanh 7 [2 cm?]

Abbildung 21: Formel zur Berechnung des transepithelialen Widerstandes
p = spezifischer elektrischer Widerstand der Perfusionslosung, L = Tubuluslinge, 1 = Lingskonstante
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Die Langskonstante wird wie folgt berechnet [29]:

2
A= A‘i‘% firL/A > 3 [cm]

0

Abbildung 22: Formel zur Berechnung der Langskonstante
r = innerer Radius des Tubulus

Nach dem Ohm’schen Gesetz ist es dann mdglich, den aquivalenten Kurzschlussstrom (1”sc)

zu berechnen [29]:

I'sc =V /R [HA[cm?]

Abbildung 23: Formel zur Berechnung des Kurzschluf3stromes

Der I'sc stellt ein Mal? flr den elektrogenen Transport Uiber den Tubulus dar.

2.2.7.3 Intrazellulare pH-Messung mit Hilfe der Fluorometrie

Bei BCECF handelt es sich um einen ratiometrischen Fluoreszenzfarbstoff mit dessen Hilfe
sich der intrazellulare pH (pH;) der Tubuluszellen fluorometrisch bestimmen lat. BCECF
wird mit Licht der Wellenlange 490 nm und 440 nm angeregt. Die Intensitat des wieder
emittierten Lichtes ist fir die Anregungswellenldnge 490 nm pH-sensitiv, wéhrend die
Anregungswellenldnge 440 nm am isosbestischen Punkt des Farbstoffes liegt. Mit Hilfe der
Metafluor-Software wurden im 5-Sekunden-Takt Fluoreszenzbilder beider Wellenldangen
aufgenommen, welche anschlieRend weiter ausgewertet werden konnten.

Daflr wurden im Programm jeweils Zellen als region of interest markiert, deren pH;-Verlauf
wahrend der verschiedenen Experimente aufgenommen wurde (siehe Abb. 24). Dieser wurde
in Microsoft Excel in zeitlich definierten Abstdnden aufgezeichnet und anschlieRend
statistisch ausgewertet.

Es wurde versucht, jeweils mindestens von drei Versuchstieren pro Population zwei bis vier
Tubuli zu perfundieren, an denen dann jeweils mindestens 4 Zellen aufgezeichnet wurden,
sodass pro Versuch und Tierkollektiv eine Zahl n von nicht weniger als ca. 30 Zellen erreicht

werden konnte.
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Abbildung 24: Tubulusperfusion

Auf der linken Bildseite Originalaufnahme eines in die Konstriktionspipette eingespannten Tubulus.
Man beachte das deutlich erkennbare Tubuluslumen. Auf der rechten Seite Fluoreszenzmessung mit
BCECF. Dieser Stoff fluoresziert in Abhéngigkeit vom intrazelluléaren pH-Wert. Bereiche mit
niedrigen pH-Werten werden rot/gelb codiert, Bereiche mit hohen Werten blau/grin.

2.2.7.3.1 Fluorometrische Versuche

Die isoliert perfundierten Sammelrohre wurden jeweils 5-6 Minuten lang mit den folgenden

Versuchslosungen superfundiert (siehe Abb. 25):

Kontrolllésung von basolateral und luminal

20 mmol/l Ammoniumlésung von basolateral

20 mmol/l Ammoniumlésung mit 5 mmol/l Bariumchlorid von basolateral
5 mmol/l Natriumlésung von basolateral

5 mmol/l Chloridldsung von basolateral (unter 5% CO,-Begasung)

5 mmol/l Chloridldsung von luminal (unter 5% CO,-Begasung)

NH,* NH,* +
5mmol/l Na* 5mmol/I CI-

basolaterale
Zugabe

Smmol/I CI-

luminale
Zugabe

Abbildung 25: Perfusion isolierter Sammelrohre
Aufgezeigt ist die luminale und basolaterale Belastung eines Tubulus mit verschiedenen
Versuchslésungen
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2.2.7.4 Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten beim pH-Umschlag

In der Auswertung der Versuche wurde zusétzlich zur statistischen Auswertung der
Fluoreszenzquotienten und deren graphischer Auswertung jeweils beim Einwasch der
Versuchslosung die Zeitkonstante Tau fiir die pH Anderung bestimmt. Dies geschah mit
Hilfe der Software OriginPro 7.5G, indem die gemessenen Werte zunéchst als
Punktdiagramm gegen die Zeit dargestellt wurden (Abb. 27). Im Bereich der pH Anderung
1ait sich der Fluoreszenzquotient mit einer Exponentialfunktion beschreiben. Die MelRwerte
wurden durch eine entsprechende Naherungsfunktion beschrieben und aus dieser Funktion

wurde dann der Wert von Tau ermittelt.

t t
Ansduerung: F(t) =NXxe 7+Y Erholung: F(t) =NXx(1—-e 1) +Y

Abbildung 26: Exponentialfunktionen zur Beschreibung der Anderung des Fluoreszenzquotienten
als MaR fur die pH Anderung

F(t) Fluoreszenzquotient zum Zeitpunkt t; T Zeitkonstante Tau, N Effektgrofse; t Zeit; Y
Fluoreszenzquotient am Ende (Ansduerung) bzw. Anfang (Erholung) des asymptotischen
Kurvenverlaufs.

2,5
2,4
2,3
2,2

—4—Ansdauerung

2,1 + —i—Erholung

Fluoreszenzquotient

1,9 +

Zeit (s)

Abbildung 27: Naherungsfunktion durch MeRpunkte einer pH Anderung

Dargestellt als Fluoreszenzquotient gegen die Zeit. Blau: Ansduerung von einem Ausgangsquotienten
von 2,4. Rot: Erholung von der Ansduerung, ausgehend von einem Quotienten von 2. Die Werte fir
die Parameter der Gleichungen (Abb. 26) sind in diesem Fall T=2s; Y=2; N=0,4.
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2.2.7.5 Elektrische Messungen

Auler den Versuchen zur pH-Regulation fuhrten wir zusétzlich, wann immer es die Qualitét
der Tubuli zulie3, elektrische Messungen an den Tubuli durch. Durch die oben beschriebene
Methode zur Injektion eines Strompulses war es uns dann moglich, den &quivalenten
KurzschluRstrom (1"sc) tber die Membran zu berechnen. Dieser wurde mit den Ergebnissen

aus den Messungen an jungen Mé&usen verglichen.

2.2.8 Analyse und statistische Auswertung der Daten

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit den Programmen Microsoft Excel 2003
und OriginPro 7.5G. In allen folgenden Graphen und Tabellen sind jeweils die arithmetischen
Mittelwerte und die zugehorige Standardabweichung (SEM) angegeben. Diese erscheint in
den Graphen jeweils als Fehlerbalken. Mit n wird die jeweilige Anzahl an Versuchstieren
aufgelistet. Es wurde zur Signifikanzprifung ein ungepaarter, zweiseitiger Student-t-Test mit
einem 95%-Konfidenzintervall verwandt. Die Ma&use wurden hierbei nicht nach

Geschlechtern getrennt.
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3 Ergebnisse

In den folgenden Abschnitten werden jeweils die Ergebnisse fur unsere alten WT und KD, die
ausnahmslos élter als 80 Wochen waren, vergleichend tabellarisch und graphisch dargestellt.
Zum Teil werden diese Daten zusatzlich mit den metabolischen Daten junger Méause mit
einem Alter von 10-16 Wochen, die aus einer Serie aus dem Frihjahr 2007 stammen. Es
handelt sich dabei um Vergleichsdaten, die mir von Dr. Nina Himmerkus zur Verfigung

gestellt worden sind. Die einzelnen Populationen sind wie folgt farblich kodiert:

Bl O
| o

Signifikante Unterschiede zwischen den alten Populationen sind mit einem * gekennzeichnet,
auf Unterschiede zu den jungen Populationen an WT und KD wird in schriftlicher Form

Stellung bezogen.
3.1 Metabolische Daten

3.1.1 Kdorpermalde

Beim Korpergewicht zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen den KD und den
Wildtypen (p = 0,003). Ebenso war bei der Messung der Kdorperldnge ein signifikanter
Unterschied zwischen den Populationen (p < 0,001) festzustellen. Bei der Berechnung des
BMI war zwischen den Populationen jedoch kein signifikanter Unterschied (p = 0.37)

erkennbar.
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Abbildung 28: Gewichts- und Groélkenparameter der Versuchstiere
Aufgezeigt sind Kérpergewicht, BMI und Korperlange

In der Zusammenschau dieser Daten ist erkennbar, dass aufgrund des unverénderten BMI die

KD insgesamt Kkleiner als die WT sind, jedoch nicht magerer.
3.1.2 Symptome der FHHNC-Erkrankung

3.1.2.1 Magnesiumparameter

Die KD wiesen eine Hypomagnesidamie auf (p < 0.001, siehe Abb. 29). Diese ging einher mit
einer erhohten fraktionellen Ausscheidung von Magnesium durch die Niere. Da das Filtrat der
KD aufgrund der vorliegenden Hypomagnesidmie bereits weniger Magnesium enthielt, war
die Urinausscheidung zwischen KD und WT nicht signifikant verschieden (p = 0.359).

1,2 - *
1,0 - 20+ 60 -
= ] @ 16
2 08 g < 45
Eos > 124 .
& ~ "o 30
= 0,4 ‘o 8 =
o = L 15
0,2 D 4 1
0,0 - 0 0

Abbildung 29: Magnesiumparameter
Abgebildet sind Plasma-Magnesiumkonzentration, Urin-Magnesiumkonzentration mit Bezug auf das
Kreatinin sowie fraktionelle Magnesiumausscheidung.
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Im Vergleich mit den jungen Versuchstieren ist die Hypomagnesidmie sogar starker
ausgepragt (P Mg?®*: 0.84 + 0.02 mmol/I in WT und 0.69 + 0.02 mmol/l in KD, p < 0.001), da

die alten WT mit ihrer Plasmamagnesiumkonzentration anstiegen, die alten KD jedoch nicht.

3.1.2.2 Calciumparameter

Fur die Calciumkonzentrationen im Plasma war kein signifikanter Unterschied zwischen den
KD und den WT erkennbar (p = 0.32). Im Urin hingegen zeigten sich gemaR dem FHHNC-
Phénotyp die deutlichsten Differenzen: So war hier die Konzentration bezogen auf das
Kreatinin bei den KD mehr als siebenmal so hoch wie bei den WT (p < 0.001). Dies
entspricht den Ergebnissen der jiingeren Vergleichstiere.

Bei der fraktionellen Exkretion war entsprechend zwischen den Populationen ein
vergleichbarer Unterschied feststellbar (p = 0.003).

18 |
15

12

P Ca?* (mmolfl)
o
U Ca?*/ U Crea
[{=]

0,5 3
0,0 - 0 -

Abbildung 30: Calciumparameter
Abgebildet sind Plasma-Calciumkonzentration, Urin-Calciumkonzentration mit Bezug auf das
Urinkreatinin sowie fraktionelle Calciumausscheidung.

Es zeigt sich also, dass die Hypercalciurie auch bei den alten KD noch immer deutlich
vorhanden ist, diese jedoch anscheinend durch Kompensationsmechanismen in der Lage sind,
ihre Plasmakonzentration an Calcium auf einem, dem der WT &dquivalenten, Niveau zu halten.
Auch fiir den Calciummetabolismus zeigten sich Anderungen mit dem Alter:

Bei den jiingeren Tieren war das P Ca*" in den KD trotz Hypercalciurie tiberkompensiert und
mit 2.43 £ 0.02 mmol/l im Vergleich zu den WT mit 2,35 + 0.01 mmol/I leicht erhoht. Die
tubulare Calciumriickresorption nahm in beiden Gruppen mit dem Alter ab (FE Ca®*: 0,421 +
0.06 % in WT, 5,54 £ 0.46 % in KD).
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3.1.2.3 Phosphatparameter

Das Phosphat war im Plasma bei den KD gegenuber den WT nicht signifikant erniedrigt (p <
0.125).

Bei der fraktionellen Exkretion war zwischen den Populationen kein signifikanter Unterschied
feststellbar (p = 0.169), wobei auch hier ein Trend zur héheren Phosphatausscheidung bei den

KD vorlag.
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Abbildung 31: Phosphatparameter
Abgebildet sind Plasma-Phosphatkonzentration sowie fraktionelle Phosphatausscheidung.

Es 1aBt sich anhand der erhobenen Daten feststellen, dass es zu keiner exzessiv erhthten
Phosphatausscheidung und Mobilisierung kommt. Die Regulation von Calcium und Phosphat
ist chemisch und hormonell eng verzahnt (siehe Abschnitt 1.4.2): Eine solche Phosphaturie
waére insbesondere ein starker Hinweis auf einen erhohten Parathormonspiegel, da dieses die
tubuldre Phosphatabsorption hemmt. Ebenso wirde ein signifikant erhohter Plasmaspiegel auf
eine erhohte Mobilisation von Calciumphosphat aus dem Knochen durch Demineralisation
(ebenfalls durch Parathormon getriggert) hinweisen. Beides ist hier allerdings eindeutig nicht
der Fall.

Bei den Jungtieren zeigte sich ein deutlicheres Bild. Hier war das Phosphat mit 2,29 mmol/Il
zu 2,98 mmol/l bei den KD deutlich erniedrigt und die FE Phosphat mit 19,6 % zu 7,3 %

erhoht, jedoch auf niedrigerem Niveau.

3.1.2.4 Knochenparameter

Bei den gemessenen Knochenparametern konnten weder bei den Oberschenkeldurchmessern,
noch bei der Gesamtldnge oder dem Gesamtgewicht ein signifikanter Unterschied festgestellt

werden.
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WT KD p
n 8 9
Durchmesser KG f/d (mm) 279 = 0,060 2,74 + 0,064 0,317
Durchmesser KG I/m (mm) 309 + 0,062 3,17 + 0,100 0,264
Gesamtlange (mm) 16,16 + 0,19 16,17 = 0,14 0,493
Gewicht (mg) 63,58 =+ 3,79 59,63 =+ 1,556 0,166

Tabelle 1: Knochenparameter
Aufgefiihrt sind Durchmesser des Kniegelenkes von frontal nach dorsal (f/d) sowie von lateral nach
medial (I/m), die Gesamtlange und das Gesamtgewicht der Oberschenkelknochen.

Aufgrund des Calciumverlustes tber den Urin kommt dem Knochenstoffwechsel eine
besondere Bedeutung zu. Ein massiver Calciummangel oder eine vermehrte Mobilisierung
von Calcium aus dem Knochen zur Aufrechterhaltung der Plasmacalciumkonzentration
wirden eine verminderte Knochendichte im Sinne einer Osteoporose oder eine Behinderung
des Knochenwachstums nach sich ziehen. Fir beides konnten wir anhand der erhobenen
Daten keinen Hinweis finden. Mit Bezug auf das Korpergewicht (siehe 3.1.1) &Rt sich

festhalten, dass die KD bei normal ausgepragten Knochen insgesamt zierlicher sind.

3.1.3 Salz und Wasserhaushalt

Aufgrund der beeintrachtigten Kationenselektivitat in der TAL kdnnen Natrium- und
Chloridionen dort entlang ihres Konzentrationsgradienten ins Lumen zuruckdiffundieren
(siehe 1.3.1). In den folgenden Abschnitten sind deshalb Parameter gegenuibergestellt, die den

Salz- und Volumenhaushalt der Tiere beleuchten.

3.1.3.1 Hamatokrit und Osmolalitat

In der Plasmaosmolalitit waren keine Unterschiede zwischen den Populationen erkennbar (p
=0.499). Bei der Urinosmolalitat war eine signifikant hohere Konzentration an geldsten lonen
bei den KD nachweisbar (p = 0.021). Ebenso war beim Hamatokrit, der den Anteil der
korpuskuldren Elemente am Blut angibt, bei den KD ein signifikant erhohter Wert
nachweisbar (p = 0.041). Insgesamt waren die H&matokritwerte gegeniiber den Jungtieren
deutlich niedriger.
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Abbildung 32: Hamatokrit und Osmolalitaten
Abgebildet sind die Urin- und Plasmaosmolalitat sowie der Hamatokrit

3.1.3.2 Elektrolytkonzentrationen im Plasma

Bei den Plasmaelektrolyten waren fiir Natrium, Kalium und Chlorid keine signifikanten

Unterschiede erkennbar, hier zeigten sich beide Populationen unter diesen Bedingungen
ausgeglichen.

WT KD p

n 19 14

Plasma Na* (mmol/l) 159,37 + 0,68 158,14 + 1,00 0,1508
Plasma K* (mmol/l) 465 =+ 0,19 455 + 0,26 0,3769
Plasma CI" (mmol/l) 109,16 + 0,95 107,14 + 1,39 0,1115

Tabelle 2: Plasmakonzentrationen von Natrium, Kalium und Chlorid

Bei den jungeren Populationen waren die Konzentrationen von Natrium und Kalium jeweils
sowohl bei den KD als auch WT signifikant niedriger (Natrium: 149.26 + 0.43 mmol/l in WT
zu 150.86 = 0.42 mmol/l in KD, p < 0.001; Kalium: 4.10 = 0.08 mmol/l in KD zu 3.99 + 0.07

mmol/l in WT, p = 0.013).
3.1.3.3 Nierenfunktion

Als Nierenfunktionsparameter wurden die Plasmakonzentrationen von Kreatinin und

Harnstoff bestimmt. Allerdings war kein signifikanter Unterschied zwischen KD und WT
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festzustellen, beide Werte waren aber im Vergleich mit den jungen Populationen deutlich
angestiegen (Harnstoff: p < 0.001, Kreatinin: p < 0.001).
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Abbildung 33: Plasmakonzentrationen von Harnstoff und Kreatinin
Abgebildet sind die Konzentrationen von Harnstoff und Kreatinin im Plasma

3.1.3.4 Tubulare Parameter

3.1.3.4.1 Natrium, Kalium, Chlorid

Fir die Natriumwerte ist festzustellen, dass das Verhaltnis U Na* / U Krea bei den KD im
Vergleich zu den WT deutlich erniedrigt ist. Bei der fraktionellen Exkretion (FE) war
zwischen den Populationen aufgrund der groRen Streuung der Werte kein signifikanter
Unterschied feststellbar, allerdings war auch hier ein Trend zu einer hdheren Ausschépfung
der Natriumresorption bei den KD erkennbar. Im Vergleich mit den Jungtieren zeigten sich
sowohl flr das Verhaltnis als auch fir die FE deutlich gesteigerte Werte.

Fur das Kalium war sowohl fiir das Verhaltnis U K* / U Krea als auch fiir die fraktionelle
Exkretion kein signifikanter Unterschied zwischen KD und WT erkennbar. Im Vergleich mit
den Jungtieren zeigten sich sowohl flr das Verhaltnis als auch fir die FE deutlich gesteigerte
Werte.

Beim Chlorid tendierten die KD ebenfalls zu einem niedrigeren Verhaltnis von U CI" / U
Krea. Bei der fraktionellen Exkretion war zwischen den Populationen kein signifikanter
Unterschied feststellbar. Im Vergleich mit den Jungtieren zeigten sich sowohl fir das
Verhéltnis als auch fir die FE deutlich gesteigerte Werte.

Beim Quotienten aus der Natriumkonzentration und Kaliumkonzentration war dieser bei den
KD gegeniber den WT signifikant erniedrigt, was bedeutet, dass im Verhaltnis mehr Kalium

als Natrium im Urin der KD ausgeschieden wird.



62

WT KD p

n 19 14

Urin Na" (mmol/l) (alt) 1415 + 149 96,7 = 153 0.025
FE Na" (%) (alt) 184 + 0,35 143 + 0,51 0.251
Urin Na* (mmol/l) (jung) 749 + 97 81,7 + 11 0,3257
FE Na" (%) (jung) 033 + 0,05 0,46 + 0,09 0,1226
Urin K™ (mmol/l) (alt) 1947 + 173 1709 + 205 0.161
FE K" (%) (alt) 79,73 + 13,27 79,54 + 2255 0.497
Urin K* (mmol/l) (jung) 162,4 + 285 1322 + 105 0,1634
FE K" (%) (jung) 2484 + 4,14 26,72 + 2,68 0,3493
Urin CI" (mmol/l) (alt) 139,3 = 15 112,7 + 185 0.137
FE CI (%) (alt) 2,70 + 0,57 248 + 0,89 0.414
Urin CI" (mmol/l) (jung) 83,7 =+ 95 945 + 99 0,2195
FE CI" (%) (jung) 053 + 0,08 0,78 + 0,11 0,0366
Urin Na* / Urin K (alt) 0,75 + 0,05 0556 + 0.042 0.005

Tabelle 3: Tubulére Parameter fir Natrium, Kalium und Chlorid im Vergleich mit den Jungtieren

3.1.4 Saure-Base-Haushalt

Im Plasma waren fiir die erhobenen Parameter keine signifikanten Unterschiede zwischen WT

und KD erkennbar.
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WT KD p
n 19 14
PCO, (mmHg) 50,93 + 2,26 48,23 + 2,39 0,2232
pH 732 + 0,02 733 + 0,03 0,3195
HCOz;A (mmolll) 2564 =+ 125 2489 + 125 0,3483
BE (mmol/l) -1,42 = 1,35 -156 = 1,73 0,4760

Tabelle 4: Saure-Base-Parameter im Plasma

Ebenso waren im Urin die HCO3-Konzentration wie auch der CO,-Partialdruck bei KD und

WT nicht signifikant unterschiedlich.

Uberraschenderweise zeigte sich auch kein Unterschied mehr im Urin-pH, hier waren die

Werte fiir die WT &hnlich niedrig wie bei den KD. Bei den jungeren Mé&usen war der Urin-pH

der Kontrolltiere noch deutlich weniger sauer als der der KD (siehe Abb. 34).
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Abbildung 34: Altersverteilung der Urin-pH-Werte
Abgebildet sind die Urin-pH-Werte sowohl von alten als auch jungen KD und WT
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3.2 Mikroskopische  Morphologie und  Expression von

Transportproteinen

3.2.1 Tubulusmorphologie

Insgesamt wiesen die distalen Nephrone der alten Méuse deutliche Zeichen von Atrophie oder
Hypertrophie auf. Vor allem das distale Konvolut fiel durch aufgetriebene Zellen und starke
Gewundenheit auf (siehe Abb. 35). Es zeigte sich auch, dass diese morphologischen
Veranderungen beide Populationen betrafen. Da es uns nicht moglich war, dies zu
quantifizieren, haben wir diese Phanomene nur fotodokumentiert.

Bei den kortikalen Sammelrohren mit ihren Verzweigungen waren Kaliberspriinge zu sehen.
Die Sammelrohre zeigten z.T. nicht das typische Kopfsteinpflastermuster sondern Abschnitte
mit uniformen, glatten Aspekten.

Auch an den Schnittpréparaten zeigte sich das Alter der Tiere. Die vorhandenen Glomeruli
zeigten deutlich grofRere Durchmesser und das Verhaltnis Interstitium zu Nephron war im

Vergleich zu den jungen Ma&usen (beides hier nicht gezeigt) deutlich zugunsten des

Interstitiums verschoben.

Abbildung 35: Makroskopische Morphologie
Die Abbildungen zeigen jeweils auffallige Bereiche (weiler Pfeil) im DCT fiir KD und WT.
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3.2.2 Subzellulare Lokalisation und Proteinmenge der Transportproteine

3.2.2.1 Saure-Base-Transporter im kortikalen Tubulus

Fir das Sammelrohr fiel insbesondere in den kortikalen Anteilen der Tubuli auf, dass nicht
ein Verhéltnis Haupt- zu Schaltzellen von 2:1 wie in jungen M&usen vorlag. In unseren
Préparaten waren die Schaltzellen in vielen Abschnitten deutlich h&ufiger vertreten, was
allerdings auf beide  Populationen zutraf. Einige Abschnitte wirkten geradezu mit
Schaltzellen gepflastert (siehe Abb. 36). Eine genaue Quantifizierung Hauptzellen gegen

Schaltzellen wurde nicht vorgenommen.

Abbildung 36: Mikroskopische Tubulusmorphologie

Bildabschnitt A: Farbungen fir vH*-ATPase (griin) und Carboanhydrase Il (rot)

Bildabschnitt B Farbungen flr Pendrin (grin) und Carboanhydrase Il (rot)

Man beachte vor allem die Anzahl an Carboanhydrase-positiven Zellen, die der Anzahl der
Schaltzellen entspricht. Besonders auffallige Segmente sind mit weillen Pfeilen markiert.

Fir den Anionentauscher Pendrin, der sich in der luminalen Membran der B-Typ-Schaltzelle
befindet und dort Bicarbonat im Austausch gegen Chloridionen sezerniert, zeigte sich bei den
KD in den isolierten kortikalen Sammelrohren ein deutlich erhéhter Einbau in die Membran.
So war hier das Verhaltnis aus den Intensitaten des letzten 1 um zu den letzten 5 um ab
luminal signifikant hoher als in den WT (p < 0.001).

In den Kryoschnitten lieRen sich die Ergebnisse aus den isolierten Tubuli reproduzieren. So
war auch hier der Membranbesatz mit dem Transporter in den KD signifikant erhoht im
Vergleich zu den WT (p < 0.001).
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Abbildung 37: Pendrin in isolierten Tubuli und in Kryoschnitten

Auf der linken Bildseite sind jeweils flir die isolierten Tubuli (Bildteil A) und darunter fiir die
Kryoschnitte (Bildteil B) zwei Ausschnitte je fir KD und WT dargestellt. Pendrin ist in allen
Ausschnitten jeweils in griin angefarbt, in den Kryoschnitten ist zusatzlich die Carboanhydrase Il in
rot gefarbt.

In der rechten Bildhalfte ist graphisch das ermittelte Verhaltnis der Intensitaten dargestellt, daneben
findet sich ein Schema, das die Funktion der hier angefarbten Transporter aufzeigt.

In frisch isolierten kortikalen Sammelrohren wurden vornehmlich B-Typ- oder Non-A-Non-
B-Schaltzellen mit basolateraler Lokalisation der vH'-ATPase angetroffen und mit dem
Antikorper angeféarbt und anschlieend beurteilt. In diesen war der Einbau in die Membran in
KD mit einem Verhéltnis der Intensitaten signifikant héher als in den WT (p < 0.001).

In den Kryoschnitten lieRen sich die A-Typ-Schaltzellen mit luminaler Lokalisation der vH"-
ATPase besser anfarben und beurteilen. In den kortikalen Anschnitten lieR sich kein
Unterschied im Membraneinbau der vH*-ATPase zwischen KD und WT erkennen (p = 0.11).
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Abbildung 38: vH*-ATPase in isolierten Tubuli und in Kryoschnitten

Auf der linken Bildseite sind jeweils flr die isolierten Tubuli (Bildteil A) und darunter fur die
Kryoschnitte (Bildteil B) zwei Ausschnitte je fir KD und WT dargestellt. Die vH*-ATPase ist in allen
Ausschnitten jeweils in griin angefarbt, in den Kryoschnitten ist zusatzlich die Carboanhydrase Il in
rot gefarbt.

In der rechten Bildhalfte ist graphisch das ermittelte Verhaltnis der Intensitaten dargestellt, daneben
findet sich ein Schema, das die Funktion der hier angefarbten Transporter aufzeigt.

Fur die Gesamtproteinmenge an Pendrin zeigte sich auch im Westernblot eine signifikant
hohere Expression in den KD (p = 0.029).

Bei den Proteinmenge der vH*-ATPase in den kortikalen Abschnitten zeigte sich, dass hier in
den KD im Vergleich zu den WT die Expression deutlich vermindert war. So war die relative
Intensitat hier mit 0.78 £ 0.10 Einheiten mehr als doppelt geringer als in den WT mit 1.7 £
0.35 Einheiten (p = 0.03).
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Abbildung 39: Westernblot und Gesamtproteinmenge fiir Pendrin und vH*-ATPase

Diese Abbildung zeigt beispielhaft das Ergebnis eines Westernblots fiir den Anionenaustauscher
Pendrin (Bildteil A) sowie fiir die vH*-ATPase (Bildteil B). Auf der linken Bildseite ist der
Grolenstandard fur Proteine in kDa zu sehen, der die Zuordnung der Proteine aufgrund ihrer Grole
ermdglicht. Daneben finden sich die Banden fur jeweils eine Probe von KD und WT. Darunter
befinden sich die jeweils zugehdrigen Proben flir das Haushaltsprotein Alpha-Actin. Der rechnerische
Bezug auf das Actin macht die Proben dann untereinander vergleichbar. Auf der Rechten Bildseite
sind die Gesamtproteinmengen der beiden Transporter als Graphen aufgetragen.

Fur den AEL, der in den A-Typ-Schaltzellen in der basolateralen Membran Bicarbonat im
Austausch gegen Chlorid sezerniert, konnte in den isolierten kortikalen Sammelrohren
zwischen den Populationen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (p = 0.13).

Fur den AEL zeigte sich in den Kryoschnitten ebenfalls kein signifikanter Unterschied im
Membraneinbau zwischen KD und WT (p = 0.193).
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Abbildung 40: AE1 in isolierten Tubuli und in Kryoschnitten

Auf der linken Bildseite sind jeweils flir die isolierten Tubuli (Bildteil A) und darunter fur die
Kryoschnitte (Bildteil B) zwei Ausschnitte je flir KD und WT dargestellt. Der AE1 istin allen
Ausschnitten jeweils in griin angefarbt, in den Kryoschnitten ist zuséatzlich die Carboanhydrase Il in
rot gefarbt.

In der rechten Bildhalfte ist graphisch das ermittelte Verhaltnis der Intensitaten dargestellt, daneben
findet sich ein Schema, das die Funktion der hier angefarbten Transporter aufzeigt.

Fur den AEL lieB sich bei der Gesamtproteinmenge kein signifikanter Unterschied zwischen
KD mit 0.70 £ 0.05 und den WT mit 2.09 + 0.89 (p = 0.162) feststellen. Allerdings zeigte sich

ein Trend zu verminderter Expression in den KD.

3.2.2.2 Saure-Base-Transporter im medullaren Sammelrohr

Im medulldren Sammelrohr fanden sich in den Kryoschnitten flir das Pendrin sowie fur den
AEL1 nur eine geringe Expression und keine augenscheinliche Unterschiede in der Expression,
sodass hier keine weitere Quantifizierung vorgenommen wurde.

Die VH*-ATPase lieR sich im Mark primar luminal anfarben, es zeigte sich ein den Befunden
im Cortex entgegengesetztes Verhaltnis. So war hier in den KD deutlich mehr vH*-ATPase in
die Membran eingebaut als in den WT (p < 0.001).
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Abbildung 41: vH*-ATPase in medullaren Kryoschnitten

Auf der linken Bildseite sind zwei Ausschnitte je fiir KD und WT dargestellt. Die vH*-ATPase ist
jeweils in griin angefarbt, die Carboanhydrase Il ist in rot gefarbt.

In der rechten Bildhalfte ist graphisch das ermittelte Verhaltnis der Intensitaten dargestellt, daneben
findet sich ein Schema, das die Funktion der hier angefarbten Transporter aufzeigt.

3.2.2.3 Salz- und Wassertransporter im Sammelrohr

Es lielen sich keine signifikanten Unterschiede fiir den in der luminalen Membran der
Hauptzellen exprimierten R-ENaC in den isolierten Tubuli finden (p = 0.49). Insgesamt
befand sich in den kollabierten Tubuli wenig B-ENaC in der luminalen Membran.

Dieses Ergebnis lieR sich in den Kryoschnitten bei ebenso geringer Lokalisation in der
luminalen Membran reproduzieren, so war auch hier kein signifikanter Unterschied im

Verhaltnis der Intensitaten zu erkennen (p = 0.112).
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Abbildung 42: B-ENaC in isolierten Tubuli und in Kryoschnitten

Auf der linken Bildseite sind jeweils flr die isolierten Tubuli (Bildteil A) und darunter fur die
Kryoschnitte (Bildteil B) zwei Ausschnitte je fir KD und WT dargestellt. Der R-ENaC ist in allen
Ausschnitten jeweils in griin angefarbt, in den Kryoschnitten ist zuséatzlich die Carboanhydrase Il in
rot gefarbt.

In der rechten Bildhalfte ist graphisch das ermittelte Verhaltnis der Intensitaten dargestellt, daneben
findet sich ein Schema, das die Funktion der hier angefarbten Transporter aufzeigt.

Die AQP2-Farbungen lieRRen sich aufgrund der Verteilung der Farbungen in den isolierten
Tubuli nicht suffizient auswerten, da hier vor allem der luminale Bereich nur unzureichend
von den Antikdrpern erreicht wurde. Bei der rein fluoreszenzmikroskopischen Betrachtung
liel? sich kein Unterschied erkennen.

Im Gegensatz dazu liel sich AQP2 in den Kryoschnitten sehr gut anfarben und auswerten. Es
zeigte sich in der Verteilung kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Populationen, es war allerdings ein Trend zu vermehrtem Einbau in den KD gegeniiber den
WT (p = 0.063) zu erkennen.
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Abbildung 43: AQP2 in Kryoschnitten

Auf der linken Bildseite sind zwei Ausschnitte je fir KD und WT dargestellt. AQP2 ist jeweils in grin
angefarbt, die Carboanhydrase Il ist in rot gefarbt.

In der rechten Bildhalfte ist graphisch das ermittelte Verhaltnis der Intensitaten dargestellt, daneben
findet sich ein Schema, das die Funktion der hier angefarbten Transporter aufzeigt.

3.2.2.4 Befunde im DCT

Im DCT konnten wir die vH'-ATPase ebenfalls luminal nachweisen. Die quantitative
Verteilung diese lieR sich allerdings am vorhandenen Material mit unserer Methode nicht

spezifisch fir den DCT auswerten.

In den Kryoschnitten lieR sich zusétzlich der luminale Ca’*-Kanal TRPV5 anfarben und
auswerten. Hier zeigte sich ein signifikant vermehrter Membraneinbau in den KD gegenuber
den WT mit (p < 0.001).
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Abbildung 44: TRPV5 in Kryoschnitten

Auf der linken Bildseite sind zwei Ausschnitte je fir KD und WT dargestellt. TRPV5 st jeweils in griin
angefarbt, die Carboanhydrase Il ist in rot gefarbt.

In der rechten Bildhélfte ist graphisch das ermittelte Verhaltnis der Intensitaten dargestellt, daneben
findet sich ein Schema, das die Funktion der hier angefarbten Transporter aufzeigt.

3.2.2.5 Salztransportin der TAL

Fur den in der TAL befindlichen luminalen Transporter NKCC2 zeigte sich, dass in den KD
signifikant mehr Transportprotein in die Membran eingebaut war als in den WT (p < 0.001).
In den Kryoschnitten der TAL war ebenfalls ein erhdhter Einbau von NKCC2 in die
luminalen Membranen bei den KD gegeniiber den WT (p = 0.032) nachweisbar.
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Abbildung 45: NKCC2 in isolierten Tubuli und in Kryoschnitten

Auf der linken Bildseite sind zwei Ausschnitte je fir KD und WT dargestellt. NKCC2 ist jeweils in
grun angefarbt. In der rechten Bildhalfte ist graphisch das ermittelte Verhaltnis der Intensitaten
dargestellt, daneben findet sich ein Schema, das die Funktion der hier angefarbten Transporter
aufzeigt.

3.3 Ex wvivo Untersuchungen an isolierten Kkortikalen
Sammelrohren

Fur den Séure-Base-Transport ergaben sich Hinweise auf eine Verdnderung der
Transporterausstatung (insbesondere fiir die vH*-ATPase und Pendrin) zwischen den KD und
den WT. Wir fuhrten daher Messungen der intrazellularen pH-Homdostase in frisch isolierten

kortikalen Sammelrohren durch.

3.3.1 [pH]i-Verhalten unter extrazellularer Belastung mit Ammonium

NHs/NH," liegen in wassriger Losung nebeneinander vor. Wahrend NHs3 biologische
Membranen direkt passieren kann, gelangt NH;" anstelle von K* durch Kanile oder
Transporter in die Zelle (siehe Abb. 46A). Dies fiihrt nach Gabe von NHs/NH;" zu
charakteristischen [pH]i-Anderungen, die vor und nach Auswasch entsprechend von der Zelle

entsprechend kompensiert werden. Frisch isolierte und perfundierte kortikale Sammelrohre
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wurden auf ihre [pH]i-Anderungen hin untersucht, die durch eine voriibergehende Gabe von
20 mM NH4*/NH;3 bewirkt wurde.
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Abbildung 46: [pH]; unter extrazellularer Belastung mit Ammonium
A: In diesem Bildbereich sind schematisch ein Tubulusepithel und potentielle Zutrittswege flr
NH3/NH," in die Zelle dargestellt

B: Mittelwerte der Originalmessungen von Fluoreszenzquotienten im Zeitverlauf fiir KD (rot) und WT
(schwarz). Die Zellen werden in Anwesenheit von NHs/NH," azide. Nach Auswaschen von NH3/NH,"
kann die Zelle den urspriinglichen Wert wiederherstellen.

C: Saulendiagramm der [pH];-Anderungen zu den angegebenen Zeitpunkten im Experiment (Aratio).

D: Transmissions- und Fluoreszenzbild mit Schemazeichnung eines isoliert perfundierten kortikalen
Sammelrohres.

In diesem Versuch wurden jeweils 42 Zellen (z) von 14 bzw. 12 Tubuli (t) von jeweils 4 Mausen (m)
an KD und WT verwendet. (WT: m=4,t=14,z=42; KD: m=4,t =12,z =42)

Bei der Gabe eines basolateralen Ammoniumpulses zeigte sich, dass die KD beim Einwasch
zunéchst weniger stark alkalisieren als die WT, dann im Verlauf aber zum einen signifikant
stérker und vor allem auch schneller azidifizieren als die WT (siehe Abb. 46B).

Fur die Zeitkonstante Tau bei der initialen Azidifizierung zeigte sich dann auch folgerichtig
bei den KD mit 29 + 1 ein deutlich niedrigerer Wert als fur die WT mit 53 + 6 (p < 0.001).
Auch war die Alkalisierungsphase am Anfang des Pulses kiirzer und weniger ausgepragt.

Bei Auswasch, sprich Umschalten auf Kontrolllésung, war zu sehen, dass die Zellen zunéchst

noch starker azidifizieren, wobei hier die WT ebenfalls auf das Niveau der KD absanken.
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AnschlieBend wiesen beide Populationen von Tubuli eine ahnliche, langsame Regeneration
des Ausgangs-pH-Wertes auf.

Beim Auswasch war mit einem Tau (Fur die Alkalisierung, um den [pH]; wiederherzustellen)
von 40 £ 5 bei den KD und mit 35+ 4 bei den WT (p = 0.464) kein signifikanter Unterschied
erkennbar.

Die Reaktion l4Rt insgesamt auf einen unterschiedlich stark ausgepragten NH,'-

Einstrommechanismus schliefl3en.

Da Kaliumkanéle hierfur verantwortlich sein konnten, setzten wir daher Barium als einen
effektiven Blocker der Kaliumkanéle im Sammelrohr ein.

Wie in Abb. 47 zu sehen, hebt die gleichzeitige Anwesenheit von 5 mM Bariumchlorid den
im vorherigen Experiment gemessenen Unterschied auf. Das Signal ist unter diesen
Bedingungen mehr durch die NHs-Diffusion dominiert, d.h. die initiale Alkalisierung ist
ausgepragter und die Azidifizierung attenuiert, wenn auch nicht ganz aufgehoben. Die Zellen
der KD konnten unter diesen Bedingungen schneller regulieren als die der WT. Fir die
Geschwindigkeitskonstante ergab sich beim Auswasch ein Wert von 57 + 8 bei den WT und
von 35 % 5 bei den KD. Nach 5 Minuten Auswasch bestand immer noch ein leichter

Unterschied.
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Abbildung 47: [pH]; unter extrazellularer Belastung mit Ammonium unter Zugabe von
Bariumchlorid

Abgebildet sind der Fluororeszenzquotient sowie der 4 Fluororeszenzquotient (KD in griin, WT in
blau), leicht durchscheinend sind vergleichend die Werte des Versuchs ohne Bariumchlorid
erkennbar. WT: m=4,t=7z=21;KD:m=3,t=9,z=27)
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3.3.2 Natriumabhéangige [pH];-Regulation

Zweck dieses Experimentes war es, herauszufinden, inwiefern an der pH-Regulation
natriumabh&ngige Transportprozesse beteiligt sind, wie z.B. der NHE oder Natrium-
Bicarbonat-Transporter.

Dieser Versuch wurde im AnschluB an die Ammoniumpulsversuche durchgefiihrt. Deshalb
sind die Startwerte unterschiedlich (siehe 3.3.1). Trotzdem wurden beide Versuche
ausgewertet und in Abb. 48 als Quotient (links) und normalisiert auf den Startwert vor Gabe
von 5 mM Natrium-Ldsung dargestellt.

Sowohl KD wie auch WT sduerten bei verminderter extrazelluldrer Natriumkonzentration
intrazellular langsam an, wobei in der Kinetik keine Unterschiede zu erkennen waren. Es
ergab sich eine maximale Ansduerung bei den WT von -0,54 = 0,05 und bei den KD von -
0,55 £ 0,02. Fur die Geschwindigkeitskonstanten ergab sich fur die initiale Azidifizierung bei
den KD ein Wert von 33 £ 2 und firr die WT ein Wert von 38 £ 3 (p = 0.141).

Bei Auswasch der niedrigen Natriumkonzentration, d.h. als die natriumabhéangigen
Transportprozesse wieder anliefen, zeigte sich, dass die KD deutlich schneller wieder ihren
Ausgangswert erreichten, wohingegen die WT deutlich langer brauchten und erst langsam
wieder mit ihrem Quotienten anstiegen. Die Zellen der KD konnten die Saurebelastung somit
signifikant schneller ausgleichen. Die Zeitkonstanten ergaben entsprechend der schnelleren
Erholung fur die KD ein Wert von 20 + 2 und fiir die WT 39 £5 (p <0.001).

3.0 - 1.1-

ratio
normalized ratio

5mM Natrium 5mM Natrium

Abbildung 48: Natriumabhé&ngige [pH];-Regulation

In der linken Bildhalfte findet sich die Darstellung des Fluororeszenzquotienten, im rechten
Bildbereich wurde diese aufgrund der divergierenden Ausgangswerte auf den Startwert vor Gabe von
5 mM Natrium-Ldsung normiert (WT: m=4,t=6,z=18; KD: m=3,t=8,z=24).
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3.3.3 Schaltzell-spezifische [pH]i-Regulation

In einem n&chsten Schritt wollten wir die [pH]i-Homdostase in den Schaltzellen durch
gezielte Wegnahme von extrazellularem Chlorid untersuchen. Hierdurch wird den Chlorid-
Bicarbonat-Austauscher Pendrin (luminal in den B-Typ-Schaltzellen) und AE1 (basolateral in
den A-Typ-Schaltzellen) die Triebkraft genommen, die Zellen reichern intrazellular
Bicarbonat an und werden alkalisch. Bedingt durch die Materiallimitierung und
experimentelle Schwierigkeiten war die Testung luminal leider nicht erfolgreich.

Zunéchst zu dem inhomogenen Zellbild, auf das wir bei den vorherigen Versuchen nicht
weiter eingegangen sind, da die Zellen auf den Ammoniumpuls uniform reagierten.

Im falschfarbenen Bild der kortikalen Sammelrohren kann man, obwohl nicht konfokal,
durchaus die verschiedenen Zellpopulationen anhand ihres unterschiedlichen Ausgangs-[pH];
erkennen. Die Schaltzellen zeichneten sich durch leicht alkalischen [pH]; aus (siehe Abb. 49).
Nach basolateraler Wegnahme von Chlorid wurden genau diese noch alkalischer, ein Prozess
der auch in der Literatur beschrieben ist [6, 63, 100].

WT CCDs KD CCDs 40
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Abbildung 49: Durchfiihrung Schaltzell-spezifische [pH]i-Regulation

Abgebildet ist das von der Metafluor-Software ausgegebene falschfarbene Bild der kortikalen
Sammelrohre. Es ist jeweils pro Bild eine A-Typ-Schaltzelle (A-IC: rot) sowie eine als Nicht-
Schaltzelle (N: schwarz) deklarierte Zelle markiert. Im unteren Bildbereich ist das [pH]i-Verhalten
unter Wegnahme von basolateralem Chlorid gezeigt.

Der Versuch ist in Abb. 50 zusammengefasst, getrennt nach Regionen, die A-Typ-
Schaltzellen représentieren und Nicht-A-Typ-Schaltzellen.

Deutlich sieht man den héheren Ausgangs-pH; der A-Typ-Schaltzellen nicht unterschiedlich
zwischen den Genotypen. Unter Reduktion der extrazelluldren Chloridkonzentration zeigen
die WT A-Typ-Schaltzellen dann eine deutlichere Alkalisierung. Da die Aufnahmen nicht
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konfokal durchgefuhrt wurden, ist diese Alkalisierung abgeschwacht auch in den Nicht-A-
Typ-Schaltzellen zu beobachten.

Die Zeitkonstante Tau zeigte sich bei der initialen Alkalisierung der A-Typ-Schaltzellen fir
die KD mit 5.57 = 0.37 deutlich geringer als bei den WT mit 7.80 £ 0.52 (p < 0.01). Beim

Auswasch zeigten sich in der Kinetik kaum Unterschiede.

2.8 -
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50s
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Abbildung 50: Ergebnisse Schaltzell-spezifische [pH]i-Regulation

Abgebildet ist der Fluororeszenzquotient, in diesem Fall getrennt aufgetragen fur A-Typ-Schaltzellen
und Nicht-Schaltzellen jeweils flir KD und WT. Fir die maximale Alkalisierung ergaben sich folgende
AFluororeszenzquotienten: WT: 0,56 + 0,02; KD: 0,34 £ 0,02 (WT: m=5,t =16, A-IC =66, N = 58;
KD:m=2,t=9,A-IC=37,N=37)

3.3.4 Elektrische Messungen

Bei den elektrischen Versuchen war es uns fir die KD mdglich, bei 4 Versuchstieren n = 11
Tubuli zu messen, fiir die WT konnten wir bei 6 Tieren n = 10 Tubuli auswerten (siehe Abb.
51).

Bei der Berechnung des Kurzschluf3stromes zeigte sich, dass dieser mit 148, 87 + 32,44
HA/cm? deutlich héher ist als bei den WT mit 43,2 + 7,58 pA/cm? (p= 0,0007).



80

0 140 - 0
[ ]
I bl 1 = 1 =
1 . 120 -50{ 1 s
_2_ ] | | | |
]
8 100 - 1004 =
~ NE 80- . . “'E -150 -
E é 60| & . § 200.
4 ° . 4
>2 6 . ! e ° = ]
(0 _2
. 40- : s -250 -
-8 - 1 = 8 ] 4
. 204 . -300- .
| = ® ]
-10- 0 -350-

Abbildung 51: Kurzschlussstréme
Abgebildet sind Vi, R und I jeweils fiir KD und WT als Punktediagramm der Messwerte (WT: m =
6,t=10; KDm=4,t=11).

Dies entspricht einer signifikant hdheren elektrogenen transepithelialen NaCl-Resorption im

Sammlerohr im Vergleich zu den WT.
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4  Diskussion

4.1 Methodik

4.1.1 Metabolische Daten

Es war uns erfolgreich gelungen, mit zum Teil aufwendigen Prozessen viele signifikante
Unterschiede zwischen KD und WT aufzuzeigen. Allerdings waren im Arbeitsprozess, der zu
diesen Ergebnissen fuhrte, auch oftmals Einschrénkungen aufgetreten:

So wurden flr die hier vorliegenden metabolischen Daten die Tiere nicht auf metabolischen
Kéfigen untersucht, da vor allem die Erhebung von Daten an isolierten Tubuli und
Nierenschnitten im Vordergrund stand. Dieses VVorgehen ersparte den alten Tieren zwar den
zusétzlichen Stress auf metabolischen Kafigen, hatte jedoch den Nachteil, dass fur die
Analyse kein Urinminutenvolumen zur Verfiigung stand. Dies bedeutet, dass die GFR der
Versuchstiere nicht direkt bestimmen werden konnte. Fir Harnstoff und Kreatinin lagen im
Plasma gegeniiber den WT allerdings keine signifikant erhohten Werte vor. Im Senium sind
insgesamt hohere Kreatininwerte beschrieben [62], dies war fir beide Tiergruppen
gleichermal3en der Fall. Die tubulére Leistung wurde tber die Normierung der metabolischen
Werte auf das Urin-Kreatinin, bzw. Uber die fraktionelle Exkretion beurteilt.

Eine weitere Einschrankung war es, dass es uns aufgrund geringer Probenvolumina nicht bei
allen Tieren moglich war, die gesamte Palette der Analyte zu bestimmen. Allerdings wurde
bei keinem Messwert die Anzahl von 10 KD bzw. 18 WT unterschritten.

Um ein ausreichendes Probenvolumen fiir die Laboranalyse bereitzustellen und um mit den
Kaliumwerten nicht zu hoch zu liegen, haben wir die Urinproben im Verhdltnis 1:6 mit
destilliertem Wasser verdinnt. Dies fuhrte bei einigen Proben dazu, dass sich die
Konzentrationen der jeweiligen Analyte unterhalb der Bestimmungsgrenze befanden. Dies
betraf die Werte fiir Na*, CI", PO, und Glucose. Grundsatzlich waren WT haufiger betroffen,
da hier von vorneherein weniger konzentrierte Urine vorlagen. In allen Fallen wurden die
Bestimmungsgrenzen als Werte eingesetzt und verblieben in der Analyse. Dadurch &nderte
sich nichts an der Aussage gegeniiber der Analyse ohne diese Werte. Allerdings flihrte dies zu
einer Uberschatzung einiger Werte bei den WT. So wiéren beim Natrium, Chlorid und
Phosphat die eigentlichen, niedrigeren Werte sogar fur die von uns getroffen Aussagen noch

gunstiger, bzw. wirden den statistischen Unterschied jeweils unterstreichen und signifikanter
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machen. Die Bestimmung der Glukose im Urin diente dem Ausschluss einer Glukosurie, die
bei keinem der Tiere auftrat.

Des Weiteren konnten wir an vielen Stellen nur indirekt anhand der erhobenen Daten auf den
hormonellen Status der Tiere schliel}en, da wir keine Hormonkonzentrationen direkt bestimmt
haben.

Da die Versuchstiere ausnahmslos élter als 80 Wochen waren, zeigte sich eine deutliche
H&ufung an malignen Erkrankungen und deren Begleiterscheinungen wie Aszites und
intrabdominelle Lymphknotenkonglomerate sowie Spleno- und Hepatomegalie. Es wurde
versucht, die Tumoren anhand ihrer Makroskopie zuzuordnen und sie dann tabellarisch zu
erfassen. Die Anzahl und die Art der Tumorentitaten verteilten sich gleichmaRig auf beide
Populationen, es wurde lediglich ein WT mit einem destruierend wachsenden Nierentumor
von den Experimenten ausgeschlossen. Es ist daher nicht von einer signifikanten
Einschrankung der Aussagekraft der Proben auszugehen.

Es traten die folgenden Erkrankungen auf:

e Lymphome

e Gastrointestinale Tumore (Magen, Kolon)
e Ovarialtumore

e Uterustumore

e Lebertumore

e Samenblasentumore

4.1.2 Morphometrie

Unsere Daten in Bezug auf die Morphometrie der Knochen kdénnen ebenfalls nur indirekte
Hinweise auf das mogliche Vorliegen einer verminderten Knochendichte im Sinne einer
Osteoporose geben. Eine direkte Densitometrie der Knochen wurde von uns nicht
vorgenommen. Da sich aber die Knochen der KD weder in Grof3e noch in Gewicht von denen
der WT signifikant unterscheiden, konnten wir keinen Anhalt dafiir feststellen, dass es zu
einem Progress der in der Literatur beschriebenen verminderten Knochendichte bei jungen
KD kommt [45]. Trotz eines gestérten Calciumhaushaltes war bei den KD makroskopisch
keine Storung der Knochenbildung erkennbar, sodass die normwertigen Plasmaspiegel von
Calcium und Phosphat mutmaRlich nicht zu Lasten der Knochendichte aufrechterhalten

werden.
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Die Anderungen in der makroskopischen Struktur der Tubuli, sprich die Erhéhung des
Durchmessers und der Verlust des Pflastersteinreliefs, sind vermutlich am ehesten als
Alterserscheinungen zu werten, da sich diese strukturelle VVeranderung sowohl bei den KD als
auch bei den WT finden l&sst (siehe 3.2.1). Allerdings blieb der Eindruck, dass derartige
Verdnderungen bei den KD hdaufiger auftraten. Eine quantitative Auswertung dieses
Phédnomens war aufgrund des Fehlens von geeigneten Methoden nicht mdglich. Diese
makroskopischen Veranderungen konnten das Korrelat zu den Anderungen auf
mikroskopischer Ebene in Bezug auf das vermehrte Auftreten von Schaltzellen in den

kortikalen Segmenten der Kryoschnitte sein.

4.1.3 Proteinbiochemie

Bei unseren immunhistochemischen Farbungen ergaben sich Unterschiede zwischen den
isolierten Tubuli und den Kryoschnitten. Bei den Kryoschnitten erfolgte zeitgleich mit dem
Tod des Versuchstieres die Fixierung der Zellen durch PFA-Perfusion der Nieren. Zellen und
Tubuli sind anatomisch lokalisiert und aufgrund des Anschneidens fir die Antikorper

offengelegt. Allerdings lassen sich einzelne Tubuli hier kaum verfolgen.

Die isolierten Tubuli befanden sich wéhrend der Praparation mindestens drei bis vier Stunden
nach dem Tod des Gesamtorganismus in der Inkubationslésung bei 4 °C, sodass sie prinzipiell
noch mit einer Anderung ihrer Proteinexpression und Proteinlokalisation reagieren konnten.
Dies konnte durchaus einen Effekt auf schnell regulierbare Transporter wie die vH'-ATPase
[84] haben. Es ist sogar Gegenstand aktueller Diskussion, ob die Mdglichkeit besteht, dass die
vH'-ATPase aus der luminalen Membran in die basolaterale transloziert werden kann [93],
sprich ein Umbau von A-Typ- zu B-Typ-Schaltzelle mdéglich ist [92, 94, 103]. Bei den
isolierten Tubuli handelte es sich dafiir aber um einen intakten Zellverband, der (ber eine
grolle Ldange einzeln betrachtet werden kann. Andererseits war die Zugénglichkeit der
luminalen Membran aufgrund eines kollabierten Tubuluslumens z.T. flir gewisse Antikorper
deutlich eingeschrankt. So lie} sich z.B. im Vergleich zu den Kryoschnitten AQP2 in den
isolierten Tubuli nicht ausreichend, der Calcium-Kanal TRPV5 gar nicht anféarben.

Mit unserer Messmethode zur Auswertung der immunhistochemischen Féarbungen, bei der wir
die Farbungsintensitat des &ullersten um der Plasmamembran mit der des Restes der Zelle
verglichen, konnten wir ebenfalls zundchst nur qualitative, die intrazellulére Lokalisation
betreffende  Aussagen machen. Daher flhrten wir zur Quantifizierung die

Westernblotanalysen fir die einzelnen Transportproteine durch.
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Allerdings muss auch hier einschrankend festgestellt werden, dass alle unsere Ergebnisse
durch die Auswahl und Verfligbarkeit der benutzten Antikorper limitiert sind, da es nicht
maoglich ist, bei einem derart komplexen System die Gesamtheit aller Transportproteine

darzustellen.

4.1.4 Tubulusperfusion

Die isolierte Tubulusperfusion stellt an den Untersucher die héchsten technischen Anspriiche:
Es erwies sich stets als schwierig, intakte Tubuli einer gewissen Mindestldnge in das
Perfusionssystem einzuspannen ohne diese zu perforieren.

Zum Ende unserer Versuchsreihen waren wir zudem durch das zur Verfugung stehenden
Material aufgrund des raschen altersbedingten Versterbens zahlreicher Versuchstiere deutlich
eingeschrankt. Daher waren uns selektive Perfusionsuntersuchungen getrennt nach Typ-A-

und Typ-B-Schaltzellen nicht maoglich.

4.2 Auswirkungen der langfristigen Claudin-16-Defizienz im

Mausmodell

4.2.1 Nierenfunktion und Elektrolythaushalt in der alternden Maus

Diese Doktorarbeit beschreibt Unterschiede zwischen alten Mausen mit lebenslangem Defekt
in Claudin-16 und somit gestorter Funktion der TAL wund ihren entsprechenden
Geschwistertieren. Dies soll in den folgenden Abschnitten deshalb vornehmlich diskutiert
werden. Daruber hinaus zeigen die Daten immer wieder deutliche Unterschiede in
Nierenfunktion, Elektrolythaushalt und Nierenmorphologie zwischen den alten Tieren beider
Gruppen gegeniiber deutlich jingeren Versuchstieren, die im Rahmen einer Vorgangerstudie
untersucht worden waren.

Veranderungen dieser Art in der Nierenfunktion bei Mausen sind in der Literatur relativ
unterreprasentiert und wenig systematisch untersucht. Auf der anderen Seite werden sie im
Rahmen eines immer &lter werdenden Patientengutes aber auch interessanter, auch wenn die
Maus an sich mit ihrer kleinen Lebenserwartung hier wahrscheinlich nur ein suboptimales
Tiermodell fir den Menschen darstellt.

Die in den alten Tieren gemessenen Kreatinin- und Harnstoffwerte im Plasma waren gut
vereinbar mit den zu erwartenden Nierenfunktionseinschrankungen im Alter [62].

VergroRerte und plumpe Glomeruli sowie ein vermehrtes Tubulointerstitium als Hinweis auf
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sklerosierende Prozesse waren ebenfalls in beiden Gruppen zu finden [3]. In DCT und CNT
waren deutliche Zeichen von zellulérer Hypertrophie in den verbliebenen Nephronen zu
erkennen. Die im Vergleich verminderte Urinosmolalitdt bestétigte die eingeschrankte
Konzentrierungsfahigkeit.

Unsere Befunde deuteten auf einen durchgehenden Verlust tubuldrer Funktion mit
gesteigerten fraktionellen Exkretionen aller lonen hin. Die Veranderungen der
Konzentrationen an Natrium, Chlorid und Kalium koénnen ebenfalls auf ein veréndertes
Ansprechen der Niere auf die regulierenden Hormone Aldosteron und ADH zurlickzufiihren
sein [8, 69, 81]. Die FE Ca®" in unserer Untersuchung war bei den KD 2,2-fach hoher als in
den jiingeren Tieren und bei den WT sogar 5,6-fach. Van Abel et al. konnten nachweisen,
dass die mRNA Expression der fur den Kalziumtransport wichtigen Proteine TRPVS5 und
CalbindinD28K in 52 Wochen alten Mausen auf etwa zwei Drittel der Expression 10 Wochen
alter Méuse abgesunken war [1]. Da die Serumhormonkonzentration von Parathormon und
Calcitriol gleichzeitig zunahm, spricht vieles fiir eine verminderte Antwort auf diese
Hormone.

In der Literatur fanden sich, &hnlich wie fir die Azidifizierung des Urins, keine Hinweise

oder Erklarungen fir héhere Plasmamagnesiumkonzentrationen in dlteren Mausen.

4.2.2 Das FHHNC-Mausmodell in Alter

Patienten mit FHHNC zeigen auf Grund der Niereninsuffizienz eine deutlich eingeschrankte
Lebenserwartung [11, 54, 72].

Obwohl die Kernsymptome Hypercalciurie und Hypomagnesidmie bei den alten KD vorlagen
[38] erreichten die Tiere ein hohes Lebensalter. Allerdings ergab sich der Eindruck, dass ab
ca. 1,5 Lebensjahren die Sterberate bei den KD Uber der der WT lag. Allerdings haben wir
dies bei der kleinen Fallzahl nicht weiter statistisch ausgewertet.

Wir konnten jedoch zeigen, dass der Knockdown von Claudin 16, bzw. die Einschrankungen
im Elektrolythaushalt, zu einer Beeintrachtigung des Gesamtorganismus fuhrten. Schon fir
junge Méuse ist eine deutliche Gewichtsreduktion fir die KD beschrieben [38]. Die KD
waren auch bis ins hohe Alter kleiner und leichter als ihre WT-Geschwistertiere.

In den folgenden Abschnitten sollen die Faktoren beleuchtet und eingeordnet werden, die
gegebenenfalls zu dieser Einschrankung fuhren.
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4.2.3 Calcium- und Magnesium-Haushalt

Mit deutlicher Hypercalciurie sowie der Hypomagnesidamie lag der typische Phé&notyp der
FHHNC auch bei den alten KD vor [38]. Die Hypomagnesidmie scheint sogar aufgrund der
hoheren Plasma-Magnesiumwerte im Alter noch aggraviert zu sein. Diese Altersanpassung
scheint bei den alten KD gestort, bzw. nicht mdglich zu sein. Zusatzlich zu den oben
genannten Altersverdnderungen zeigten die KD im Alter immer noch im Vergleich zu den
WT eine stark gesteigerte Kalziumausscheidung mit dem Urin.

Wir konnten in den alten Mausen eine erhdhte Expression von TRPV5 in der luminalen
Membran der KD zeigen. In Vorarbeiten konnte dies bereits auf RNA-Ebene auch flr jingere
Tiere in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden [28]. Diese Heraufregulation dient sehr
wahrscheinlich dazu, einen Teil des Calcium-Verlustes auszugleichen.

Anhand der Knochenmakroskopie und der metrischen Parameter konnten wir keine Hinweise
auf vermehrtes Auftrete einer moglichen Osteoporose bei den KD feststellen.

Es wird in der Literatur beschrieben, dass der TRPV5-Kanal und das Calciumtransportprotein
Calbindin durch erniedrigte intra- und extrazellulare pH-Werte inhibiert wird [66, 104]. Auch
die Magnesiumabsorption im DCT scheint bei azidem Primérharn vermindert [20].

Es erscheint demnach sinnvoll, im DCT und im Cortex allgemein extreme Azidifizierung zu
vermeiden. Dies konnte z.B. durch einen erhohten Besatz von Bicarbonat-sezernierenden
Transportern wie dem Pendrin in diesem Bereich geleistet werden. Da gleichzeitig auch ein
niedriger Urin-pH die Entstehung von Nierensteinen bei hohen Urin-Kalziumkonzentrationen
verhindern hilft [97] erschien es wichtig, den Saure-Base-Transport entlang des Nephrons

naher zu beleuchten.

4.2.4 Saure-Base-Haushalt

Bei den jungen KD waren ein azider Urin-pH und ein erhohtes Plasma-Bicarbonat
aufgefallen. Ahnlich wie in anderen Tiermodellen mit ausgepragter Hypercalciurie (z.B. bei
der TRPV5-Knockout-Maus) wird angenommen, dass Uber die Aktivierung des im
Sammelrohr luminal gelegenen calcium-sensing-receptor (CaSR) eine Azidifizierung des
Urins und eine Polyurie induziert wird, um Steinbildung zu verhindern [77].

In unseren Daten von alten Tieren zeigte sich keine Retention von Bicarbonat oder Anzeichen
einer metabolischen Alkalose mehr, im Urin war kein signifikanter Unterschied mehr bei den
pH-Werten erkennbar, da vor allem die alten WT mit ihrem pH auf niedrigere Werte

deszendierten (siehe 3.1.4.).
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Zusétzlich zum pH in Blut und Urin und den entsprechenden Bicarbonat-Werten haben wir
auf molekularer Ebene die Expression und Verteilung verschiedener am Sdure-Base-
Transport beteiligter Proteine genauer untersucht:

Wir konnten sowohl in der Immunhistochemie als auch in der Proteinbiochemie eine
signifikante Heraufregulierung des Pendrin-Membraneinbaus in den kortikalen Sammelrohren
feststellen (siehe 3.2.2.1.).

Fur die vH™-ATPase war in den Kryoschnitten zu sehen, dass kortikal sogar tendenziell eher
weniger exprimiert war, wohingegen weiter distal, sprich in den medullédren Anteilen, der

Membraneinbau bei den KD deutlich gesteigert war (siehe 3.2.2.1).

Fur den AE1 konnten wir zwar keine signifikanten Unterschiede feststellen, allerdings war
sowohl in den Kryoschnitten als auch in den isolierten Tubuli ein Trend zu einem geringeren
Membraneinbau in den KD zu sehen. Dies mag auch ein Hinweis auf eine verminderte A-
Typ-Schaltzellaktivitat in den KD sein. Wobei allerdings gesagt werden muss, dass der AE1
in den Kryoschnitten nicht getrennt fir Mark und Medulla betrachtet wurde, da zumindest
augenscheinlich keine Unterschiede im Membranbesatz zu erkennen waren. Ob die
Regulation der AEL-Funktion Uber die Proteinmenge oder Uber die Transportaktivitat

geschieht, ist zurzeit noch Gegenstand der Diskussion [93].

Sehr viele kortikale Zellen, die positiv auf Pendrin waren, wiesen luminal auch die vH"-
ATPase auf und wir gehen davon aus, dass es sich um die bereits eingefiihrten Non-A-Non-B-
Schaltzellen handelt. Es wird in der Literatur beschrieben, dass diese Zellen im CNT der

Maus besonders haufig vorkommen und dort sogar Uber die Halfte der Schaltzellen
ausmachen [50, 61]. Im kortikalen Sammelrohr sind es immerhin noch bis zu 22%. In diesen
Zellen ist das Pendrin im Vergleich zu den B-Typ-Schaltzellen (in denen es eher vesikulér
vorkommt [61, 94]) verstarkt luminal lokalisiert, sodass sogar ein htherer Membraneinbau als
in der B-Typ-Schaltzelle auftreten kann [94].

In der Forschung gibt es allerdings auch Gruppierungen, die die Lehrmeinung vertreten, es
handele sich bei den verschiedenen Intercalated cells um unterschiedliche Funktionszustdnde
einund derselben Zellspezies [2, 51, 89, 93].

Unsere Befunde in Bezug auf die Verteilung der S&ure-Base-Transporter entlang des distalen
Nephrons sind bezuglich des Urin-pH also nicht schlissig: Wéhrend im CNT und im
kortikalen Sammelrohr vor allem mehr Bicarbonat sezernierende Zellen - in gewisser Weise -

aktiviert sind, scheint medullar vermehrt Sauresekretion stattzufinden.
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Wir vermuten daher, dass durch die veranderte Expression dieser Transportproteine
wesentliche Adaptionsprozesse beziiglich des Volumen- und Elektrolythaushaltes stattfinden,
die im né&chsten Abschnitt besprochen werden sollen und weniger Adaptionsprozesse im
Saure-Base-Haushalt.

4.2.5 Salz- und Wasserhaushalt

Fur die jungen KD war ein verdeckter NaCl- und Volumenverlust vorbeschrieben [38]
worden. In den alten Mausen fanden sich nun diverse Hinweis auf einen evidenten
chronischen Volumenmangel. Zwar waren die Plasmaelektrolyte ausgeglichen, jedoch waren
sowohl HKT als auch Urinosmolalitat erhéht im Vergleich zu WT. Unter diesem chronisch
bestehenden Elektrolytzustand waren die FE Na“ und FE CI nicht verindert, aber das
zugunsten des Natrium verschobene Verhiltnis von U Na*/U K" lieferte einen Hinweis auf
eine deutliche Aldosteronaktivierung mit verstarkter Natriumruckresorption tber ENaC und
Kaliumsekretion tber ROMK im Sammelrohr.

Fur den B-ENaC konnten wir zwar keine Unterschiede in der Membranverteilung feststellen,
jedoch kann der ENaC aufer uber die Anzahl der Kandle auch Uber die
Offenwahrscheinlichkeit des Kanals reguliert sein [21]. Hierfr sind in der Literatur Prozesse
beschrieben, die auf Proteasen und der Komposition der verschiedenen Untereinheiten
basieren und dazu fuhren, dass bei gleicher Anzahl an Kandlen der Natriumstrom um ein
vielfaches hoher ist [34]. Zusétzlich wurde eine Aktivitatsdnderung in Abhéangigkeit des pH-
Wertes beschrieben [33].

Dieser Mechanismus mit vermehrter Natriumriickresorption im Sammelrohr wurde schon fir
junge KD als Kompensation fur vermehrt distal anflutendes NaCl beschrieben [45]. Auch die
Stimulation der distalen A-Typ-Schaltzellen konnte auf Aldosteronstimulation
zuriickzufuhren sein, da Aldosteron bekanntermalen zusatzlich zu einer Azidifizierung des
Urins fuhrt [89, 96]. Die Ansduerung des Urins, von der man annimmt, dass sie dazu notig ist,
das Calcium in Losung zu halten [77, 93, 97], findet anscheinend also erst weiter distal im
Tubulus statt.

Wir vermuten, dass die verstarkte Expression von Pendrin in CNT und Kkortikalem
Sammelrohr weniger der pH-Regulation als vielmehr der Chlorid-Reabsorption und somit der
Volumenregulation dient [91]. Diese Funktion des Pendrins konnte bereits von diversen
Arbeitsgruppen nachgewiesen werden [9, 35, 91, 93, 95] und es konnte gezeigte werden, dass
der Chloridtransport im distalen Tubulus zum Grof3teil transzelluldr Uber Schaltzellen erfolgt
und nicht Gber die Hauptzellen [69, 78]. So konnten Verlander et al. und Wall et al.
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nachweisen, dass unter Bedingungen des chronischen Chlorid-Mangels Pendrin
heraufreguliert wurde [93, 76, 91, 95]. Dabei ist ein Chloridmangel sogar anscheinend ein
starkerer Trigger fur Gegenregulationsmalinahmen im Sinne eines Transportereinbaus als
Natriummangel [8, 33]. Die B-Typ-Schaltzellen sind bei Pendrinaktivierung sogar in der
Lage, Uber parakrine Signalwege den Natriumtransport Gber die PC zu aktivieren [33] sowie
den Chloridtransport mit einem Natriumtransport ber den NDCBE (natriumabhéngiger
Chlorid/Bicarbonat-Exchanger) zu koppeln [33].

Allerdings sind in Bezug auf den Stimulus der Pendrin-Regulation die bisher publizierten
Ergebnisse bei Weitem nicht einheitlich. So konnte z.B. bei einer akuten Anflutung von
Chlorid im distalen Nephron eine Reduktion des Pendrins gezeigt werden [93], wohingegen
von Quentin et alt. bei chronischem Chloridmangel eine Heraufregulation nachgewiesen
wurde, die nur vom Serumchlorid und nicht vom Urinchlorid abhéngig ist [76]. Auch wenn in
unserer Studie die Plasma-Chloridkonzentration im Vergleich zu den WT nicht signifikant
erniedrigt war, zeigt sie doch eine entsprechende Tendenz, so dass hier das Plasmachlorid
wahrscheinlich die groRere Rolle spielt, da aufgrund der geringeren NaCl Riickresorption in
der TAL [38] das luminale Chlorid-Angebot eventuell sogar erhéht sein sollte.

Es ist durchaus denkbar, dass die Non-A-Non-B-Schaltzellen hier eine wichtige Rolle spielen.
Aldosteron steigert in diesen Zellen den Membraneinbau von Pendrin anscheinend sogar
starker als in den B-Typ-Schaltzellen [90]. Es konnte in den Non-A-Non-B-Schaltzellen ein
Membranshuffle [68] sowie ein trafficking von Pendrin und der vH*-ATPase gezeigt werden
[61, 91], sodass es, passend zu unseren Befunden, sogar zu einer Polaritatsanderung der Zelle
kommen kann [61].

Eine weitere Ursache fur das vermehrte Aufkommen an Pendrin kénnte aber auch sein, dass
dies dazu dient, einer metabolischen Alkalose entgegenzuwirken, wie sie in den jungen KD
beschrieben wurde [38], da Pendrin bei einer derartigen Stoffwechsellage eine
Heraufregulierung erfahrt [9, 93]. Bei einem von uns postulierten intravasalen
Volumenmangel ist von erhéhten Spiegeln von Aldosteron und Angiotensin-11 auszugehen,
welche beide erwiesenermaBen das Pendrin stimulieren [33]. Es konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass es ohne Pendrin keine NaCl-Restriktion bei gesteigerten Aldosteronspiegeln gibt
[33]. Einen weiteren interessanten Aspekt im Zusammenspiel der verschiedenen
Transportproteine kdnnten die jungsten Ergebnisse von Pech et al. Darstellen, die zeigen, dass

Pendrin durch die luminale pH-Erhéhung die ENaC-Funktion steigern kann [70].
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In der TAL konnten wir einen signifikant vermehrten Membraneinbau von NKCC2 zeigen,
der sich dann auch in den Kryoschnitten reproduzieren liel3. Dies kénnte ein weiterer Hinweis
auf den uns vermuteten Verlust an Natrium und Chlorid und der daraus resultierenden
gestorten Volumenhom@ostase sein. Anscheinend findet bereits hier, am Ort des Defektes,
eine Gegenregulation statt.

Am Ende dieses Abschnitts sollen die Ergebnisse, die wir am isoliert perfundierten Tubulus
erhoben haben, in der Zusammenschau der bis jetzt diskutierten Veranderungen der

Transportvorgange im kortikalen Sammelrohr der alten KD betrachtet werden:

T ENaC ROMK T Pendrin T Pendrin

cr H HCO, ) HCO; AH
4
hd

B-Typ-Schaltzelle Non-A-Non-B-Schaltzelle A-Typ-Schaltzelle
(kortikal) (kortikal) (kortikal)
HCO; H cr
A 1
1 HCN2 I | NBC3 1 HCN2 1 HCN2 1 AEl
1 1 1 1 v

N

Abbildung 52: Transportvorgdnge an isoliert perfundierten Tubuli

In blau aufgezeigt sind die vermuten Transportwege fur Ammonium. Mit roten Pfeilen sind Herauf-
oder Herunterregulation von entsprechenden Transportproteinen gekennzeichnet, fir ENaC und
Pendrin sind diese elektrophysiologisch oder proteinbiochemisch nachgewiesen, fir HCN2, NBC3 und
AE1 aufgrund der Daten am isolierten kortikalen Sammelrohr hypothetisiert(gestrichelte Pfeile).

Wir konnten zeigen, dass allein bei den KD ein relevanter amiloridhemmbarer
Kurzschluf3strom vorliegt, welcher unmittelbar eine erhohte Aktivitit von ENaC und
Aldosteron nachweist (siehe Abb. 52) [21, 34]. Dieser entspricht sowohl vom Trend als auch
von der Grollenordnung (ca. funffach) demjenigen KurzschluBstrom, den wir bereits in den

jungen KD nachweisen konnten [38].
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Der auffalligste Befund in der pHi-Messung in den kortikalen Sammelrohren war die
vermehrte Durchlassigkeit der Zellen fur basolaterales Ammonium. Ammonium kann, im
Gegensatz zu Ammoniak, biologischen Membranen selbst nur recht schlecht passieren, kann
aber Transportwege fir Kalium nutzen, da es dem Kalium vergleichbare molekulare
Eigenschaften besitzt. Neben der Natrium-Kalium-ATPase [4, 48, 87, 93] kommt hierfur auch
der Kaliumkanal HCN2 (hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channel) in
Frage, der in Kkortikalen Sammelrohren auch bereits beschrieben wurde [17]. Die
Hochregulation sowohl der Natrium-Kalium-ATPase als auch des Kaliumkanals (siehe Abb.
52) konnen (ber eine Triebkrafterhéhung wiederum die Transportleistung der
Sammelrohrzellen steigern, ahnlich wie dies fur das EAST-Syndrom flir andere Kaliumkanale
beschrieben ist [10].

Die Messung der fiir uns eigentlich interessanteren B-Typ —Schaltzellen schlug aufgrund von
experimentellen Schwierigkeiten leider fehl, jedoch konnten wir nachweisen, dass im
kortikalen Sammelrohr AE1 funktionell eher herunterreguliert ist. Auf Expressionsebene
konnten wir hingegen genauso wie Mohebbi et al. keine Verénderungen feststellen [64].

Des Weiteren fanden wir Hinweise auf die Hochregulation eines basolateralen
natriumgekoppelten Transportweges mit einer deutlich beschleunigten pH-Regeneration in
Anwesenheit von Na* bei den KD (siehe 3.3.2). Hierbei nutzten wir den basolateralen NHE
zur intrazelluldren Azidifizierung durch Wegnahme des extrazelluldren Natriums und Umkehr
des Transporters. Die Azidifizierungsraten waren dabei zwischen WT und KD vergleichbar
was gegen eine direkte Beteiligung eines NHEs an dem Befund spricht. In der Literatur findet
sich fir basolateral und das kortikale Sammelrohr der Natrium-Bicarbonat-Austauscher
NBC3 als mdglicher Kandidat (siehe Abb.52) [55, 74].
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5 Zusammenfassende Betrachtung und Ausblick

Der Knockdown von Claudin-16 stellt ein Tiermodell fir die Krankheit FHHNC (Familiére
Hypomagnesiamie mit Hypercalciurie und Nephrocalcinose) dar. Den Erkrankten drohen
durch den renalen Verlust an Calcium und Magnesium schwerwiegende Entgleisungen der
Plasmaelektrolyte sowie eine terminale Niereninsuffizienz. Allerdings gelingt sowohl
manchen Patienten mit mildem Auspragungsgrad als auch den Knockdown-Mausen (KD) ein
Langzeit-Uberleben mit akzeptablen Einschrankungen. Daraus 4Bt sich auf entsprechende
Anpassungsmechanismen schliel3en.

Ausgangspunkt unserer Untersuchungen waren 5-25 Wochen alte KD, die typische
Symptome der FHHNC sowie eine metabolische Alkalose, Hypotonie, Hypokalidmie und
Azidurie zeigten. In dieser Arbeit untersuchten wir im Vergleich wesentlich é&ltere
Versuchstiere (> 80 Wochen) mit morphologischen, metabolischen und funktionellen
Techniken, um Kompensationsmechanismen im Bereich renal-tubuldrer Transportsysteme
aufzuzeigen. Wie die jungen Tiere waren auch die Knockdown-M&use signifikant kleiner und
leichter als ihre gesunden Geschwister. Daruber hinaus ergaben sich auf makroskopischer
Ebene keine Unterschiede und auch keine, tber das Altersmal3 hinausgehende Osteoporose.
Die metabolischen Daten wiesen weiterhin einen renalen Calcium- und Magnesiumverlust
sowie eine Hypomagnesidmie nach. Die Kaliumkonzentration sowie der Sure-Base-Haushalt
im Plasma waren ausgeglichen. Die Azidurie persistierte, allerdings boten nun auch die
gesunden alten Tiere einen ahnlich aziden Urin. Ein wichtiger Befund war der Verlust von
NaCl ber den Urin. Der im Vergleich konzentriertere Urin, ein verminderter Quotient
UNatrium/UKalium sowie ein erhdhter Hamatokrit wiesen auf eine chronische Hypovoldmie
und auf eine erhéhte Aldosteronkonzentration hin. Mittels Immunfluoreszenz konnten wir die
vermehrte  Membranexpression von  Transportproteinen  nachweisen, die einer
kompensatorischen Steigerung der NaCl und Ca?*-Resorption dienen. Hierzu gehorten die
erhéhte Expression des CI/HCO3™-Austauschers Pendrin, die vH*-ATPase, der Na*,K*,2CI -
Kotransporter sowie der Calciumkanal TRPV5 und der Kaliumkanal KCNJ16.

Die hier beschriebenen Veranderungen sind Ausdruck einer langfristigen metabolischen
Umstellung zur Aufrechterhaltung der Volumen- und Elektrolythoméostase und damit einer
Anpassung zur Verhinderung von moglichen Spatschaden. Hierbei scheint langfristig vor
allem die NaCl-Bilanzierung problematisch, und kénnte Ansatz fur therapeutische

Uberlegungen sein. Damit sollte diese Arbeit einen Beitrag zum Verstandnis der zwar
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seltenen, aber hdufig schwer verlaufenden FHHNC leisten, fiir die aktuell weiterhin nur

unzureichende symptomatische und keine kurativen Therapieansétze existieren.
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