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Abklrzungsverzeichnis

300-IMCD-Zellen bei 300 mosm/kg kultivierte Zelldes Sammelrohrs der inneren Medulla
600-IMCD-Zellen bei 600 mosm/kg kultivierte Zelldes Sammelrohrs der inneren Medulla
900-IMCD-Zellen bei 900 mosm/kg kultivierte Zelldes Sammelrohrs der inneren Medulla
ADH Antidiuretisches Hormon

AE-1 engl.: anion exchanger, £ Anionenaustauscher

ANOVA engl.: analysis of varianc&/arianzanalyse

AQP Aquaporin, = Wasserkanal

BSA bovines Serumalbumin

CCD engl: cortical collecting dugt= kortikales Sammelrohr

CD engl: collecting dugt= Sammelrohr

CNT engl: connecting tubuje= Verbindungstubulus

DCT engl: distal convoluted tubule Distaler Tubulus, Pars convoluta

DMEM engl: dulbecco’s modified eagles medjunZellkulturmedium

DMSO Dimethylsulfoxid

ENaC epithelialer Natriumkanal

FITC Fluorescein-isothiocyanat

GLOM engl: glomerulus= Nierenkdrperchen, Glomerulum

IMCD engl: inner medullary collecting duct Sammelrohr der inneren Medulla
LIP engl: liquid junction potential

NEA engl: non essential amino acids nicht essentielle Aminosauren

OMCD engl: outer medullary collecting duct Sammelrohr der &uf3eren Medulla
PBS engl: phosphat buffered salinehosphat-gepufferte Salzlésung

PBS-T engl: phosphat buffered saline & triton

PCT engl: proximal convoluted tubyle Proximaler Tubulus, Pars convoluta
PFA Paraformaldehyd

PST engl: proximal straight tubule= Proximaler Tubulus, Pars recta

RFU engl: relative fluorescence unit

TAL engl: thick ascending limb= dicke aufsteigende Henle-Schleife

te transepithelial

TJ engl: tight junction = Schlussleisten Zell-Zell-Kontakt

TL engl: thin limh = diinne Schleife als Teil der Henle Schleife

Z0-1,-2,-3 Zonula occludens Proteine-1, -2di8,die TJ am Zytoskelett veranker



1. Einleitung
1.1 Die Niere

Die Physiologie der Niere als zentrales Ausscheajdargan harnpflichtiger Substanzen ist fur die
nachfolgend beschriebenen Methoden und Experimenie entscheidender Bedeutung. Die hier
relevanten Grundlagen der zellphysiologischen Vioggésowie die mikroskopische Anatomie werden

deshalb im Folgenden kurz beschrieben.

1.1.1 Aufbau und Funktion

Makroskopisch kann man die Niere in Rindat.(Cortex) und Mark lat. Medulla) aufteilen,
Abbildung 1la). Das Mark wiederum bildet sogenannte Markpydami die im
Nierenbeckenkelchsystem minden. Von hier aus ldgeHarnleiter den Harn zur Harnblase ab. Die
menschliche Niere besitzt mehrere Markpyramidere dér Ratte besteht aus einer einzelnen

Markpyramide mit umgebender Rinde [41].

Die kleinste Funktionseinheit der Niere ist das INep. Es besteht aus einer Aneinanderreihung hoch
funktionaler epithelialer Tubuli (Abbildungp).

Das arterielle Blut fliel3t durch zufiilhrende Arteri@ das Nierenkdrpercheta(, Glomerulus). Hier
wird das Blut filtriert. Das Filtrat wird zunach&trimarharn genannt. Er stellt ein Ultrafiltrat des
Blutplasmas dar. Dieser Priméarharn fliel3t weitercduden proximalen Tubulus mit Pars convoluta
(engl. proximal convoluted tubule, PCilind Pars rectaefgl. proximal straight tubule, PETden
dunnen Teil der Henle-Schleifer(gl. thin limb, T), den dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife
(engl. thick ascending limb, TALden distalen Tubulusikgl. distal convoluted tubul®CT) und
schlieB3lich Uber den Verbindungstubul@ndl. connecting tubuléCNT) in das Sammelrohefgl.
collecting duct, CIp, das den Harn ins Nierenbeckenkelchsystem abfdhjt Jeden Tag werden ca.
180 Liter Primarharn filtriert. Davon werden allergs maximal nur etwas mehr als 1 %, also ca. 0,5-
2,5 Liter Endharn taglich ausgeschieden. Auf seilféeg durch das Nephron werden dem Primarharn
alle fur den Korper essentiellen Stoffe wie Glugogeninosduren und wichtige lonen wieder
entzogen. Auch das Wasser wird zu fast 99 % riokoest. Umgekehrt kbnnen mit dem Harn auch

lonen und fur den Korper giftige Stoffe ausgescarederden [32].



Medulla

Abbildung 1: Aufbau der Niere. aMakroskopisches Modell der Schnittflache der melhsicén
Niere mit sichtbarer Abgrenzung von Rinde (braurg Mark (gelb) bzw. der Markpyramiden; in
grin das Nierenbeckenkelchsystem mit Harnleiterdliezufiihrende A. renalis, in violett die V.
renalis dargestellt; im dreieckig gekennzeichn@&#atausschnitt das Nephron in sitwAusschnitt
aus a wie dargestellt: Nephron mit charakterisestiVerlauf der Tubuli; Beschriftung der
Nephronabschnitte mit englischen Abkirzungen: GLON§lomerulus, PCT = proximal convoluted
tubule, PST = proximal straight tubule, TL = thimlb, TAL = thick ascending limb, DCT = distal
convoluted tubule, CNT = connecting tubule, CD #eming duct

Bezogen auf den Feinbau der Nierenkanalchen uh&oset man ein zum Harn gerichtetes luminales
Kompartiment von einem zur Blutseite gerichtetesdi@teralen Kompartiment. Die Anordnung der
Zellen in dieser polaren Ausrichtung (siehe hieameh Abbildung2) ermdglicht einen gerichteten

Stofftransport.

Prinzipiell konnen 2 Teilkrafte fur den Transportengtzt werden: (1) Chemische

Konzentrationsgradienten, z.B. fur Natrium, fir dies Gradient nach intrazellular gerichtet ist und
Natrium von der luminalen Seite in die Zelle treibtler z.B. fur Diffusionsprozesse durch direkte
transepitheliale Konzentrationsunterschiede besteni@toffe und lonen. (2) Elektrische Triebkrafte
zum Transport geladener Teilchen entweder Gbebeigen Zellmembranen, also transzellulér, oder

parazellular Gber die Tight Junctions (TJs) (s.u.).

Die luminale Ausstattung der Zellen mit Kanalen ufidinsportern unterscheidet sich von der
basolateralen Seite. Die M&*-ATPase ist stets basolateral lokalisiert. Apikalvbluminal befinden
sich z.B. Symporter, die die elektrochemische kiatt des Natriums nutzen, um gemeinsam mit

Natrium z.B. Glucose zu resorbieren und durch diellez zu schleusen. Durch diesen



energieaufwendigen und sekundar aktiven transzednl Stofftransport sammeln sich auf der
basolateralen Seite resorbierte lonen und Stoffeli@ndadurch osmotisch wirksam werden und eine
konsekutive Wasserdiffusion nach sich ziehen. Wadsenn sowohl durch die Zellen via

Wasserkanéle, die Aquaporine (AQP) heil3en, als pachzellular durch die TJ vom luminalen in das
basolaterale Kompartiment gelangen. [41]. Auf desmapellularen Weg reil3t das Wasser hierbei
einen weiteren Anteil geloster Teilchen mit. Diesg des Transports, typisch fiir den proximalen

Tubulus, nennt man ausolvent drad32].

Die Mechanismen der transzellularen Resorption leoen sind teilweise elektrogen. Dadurch kann
zwischen luminalem und basolateralem Kompartimémé &pannung abgegriffen werden, die man
transepitheliales Potential €Y nennt. Eine Spannung also, die Uber das gesamteeEgemessen

werden kann und durch die Tatsache entsteht, #&iseraund selektiver Transport geladener Teilchen
durch die Zelle im Einzelnen erfolgt. Das trandeglitle Potential seinerseits treibt je nach Polung

weitere lonen zur parazellularen Diffusion vom eime das andere Kompartiment. [32].

Zusammenfassend kann man feststellen, dass dapdréarende Epithel der Nierentubuli also Gber 2
verschiedene Wege verfugt, Stoffe und Wasser zorlviesen: 1. Der transzellulare Weg. 2. Der
parazellulare Weg. Dabei werden Konzentrationssoteede und elektrische Potentiale als
Triebkrafte genutzt. Jeder einzelne Tubulusabsghmié er in Abbildungl benannt und dargestellt

ist, hat dabei ihm eigene, charakteristische Fonktiund Resorptionseigenschaften.
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Abbildung 2: Vereinfachtes Modell des epithelialen Transportvon NaCl-und H,O-Transport.
In orangegelb ist die N&*-ATPase dargestellt, in rot der Kaliumkanal, in gNatriumkanale un
Natriumsynporter, in blau Aquaporine (AQP). Pfeile symbolisie stets die Richtung des Transp:
bzw. der Diffusion. X bezeichnet einen elektroneutralen Stoff X, deretidtrochemische Triebkre
des Natriums zum transzellularen Transport r Zwischen den Zellen simdle TJ: dargestellt. Die
Reihenfolge der im Text nacheinander erklartenZisian epithelialen Transports ist in die
Abbildung von oben nach unten eingehalln der ersten Zelle ganz oben der elektrog
transzellulare Natrium- un8tofftranspol und durch basolaterale Anh&ufung die osmotis
Resorption von Wasser, transid parazellular. In der zweiten Zeist das Prinzip des elektrisch
Gradienten Uber das Epithel veranschaulicht. Datektrogene Natriumresorption entsteowohl
ein elektrischer Gradient fur negativ geladenecheih wie Chlorid, die aus dem Lumen «
parazellularen Weg auf die basolaterale Seite €1, als auch ein chemischer Konzentrationsgra,
der die parazellulare Diffusion unterstitzt. In ddtten ein Spannungsmesser abgebildet, der ¢
diesem Fall lumennegativenseptitheliale PotentiV, anzeigt.
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1.1.2 Tight Junctions

Tight Junctions (TJs) sind essentielle Zell-Zellrkakte, die die Integritat und Polaritat eines jede
Zellverbandes vermitteln und garantieren konnea. iSiponieren mikroskopisch als dicht an dicht
gurtelférmig um die Zelle herumlaufend®nula occludenglat. Verschlie3ender Girtel, Abbildung
3) und sind die am weitesten apikal gelegene Komptndes sogenannten Haftkomplexes (auch
Schlussleistenkomplex oder junktionaler Komplexjed®r versiegelt die Interzellularspalten in ein-

und mehrschichtigen Epitehlien sowie Endothelien.

a b

¥ basolateral

Abbildung 3: Morphologie der Tight Junctions. a: Veranschaulichung des Porencharakters der TJ:
Transmemembranproteine von beiden Zellen formeanfdrmige Strukturen und Uberbriicken den
Interzellularspalt [41]b: Schematische Darstellung der Anordnung der Tdelr® in verzweigten
Strangen; Aufsicht auf die auf3ere Zellmembran eroareiner anderen Zelle geltsten Zelle

Das Epithel kann dann zwischen luminalem und bés@leem Kompartiment eine Diffusionsbarriere
bilden. Beide Kompartimente ko&nnen dabei eine jBweitllig unterschiedliche chemische
Zusammensetzung aufweisen. TJs erlauben Dichtigkeihso wie selektive Durchlassigkeit und in
der Niere kommt ihnen diesbeziiglich eine ganz #sm@nBedeutung zu. Wie schon zuvor ausgefihrt
ist die Vorraussetzung fur den parazellularen Tparisdie Passage der TJs, die hier je nach
Tubulussegment sowohl versiegelnden als auch teteiCharakter haben kénnen. Dabei kdnnen sie
selektiv fur bestimmte lonen und Wasser durchlasdigr undurchlassig sein [41, 53]. Die Proteine
Claudin und Occludin sind die entscheidenden Transbnanproteine, die die Zellen im Bereich der
TJ untereinander verbinden. Abbildung 4 zeigt scitesoh morphologische Grundlagen dieser
Verbindung. Zwischen den Zellen bilden sich duPRtoteininteraktion Ketten und Strange von
Claudinen und weiterer assoziierter Proteine [11§, Bs konnte gezeigt werden, dass also zwischen

zwei Zellen nicht nur ein Gurtel von TJs bestemmdssn ein regelrechtes Netzwerk [7, 31, 53]. Zudem
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bestehtzwischen der Anzahl der vorhandener-Strange und denelektrischentransepithelialen

Widerstand (R) als Malf3 fur dieDichtigkeit eines Epithels ein enger Zusamment[9].

Claudin e :_
Occludinq’. /’
/1
. S h./_ ’ v

Abbildung 4: Molekularer Feinbau der Tight Junction. Der eigentlich im Verhaltnis zur Zel
schmale Saum der TJs ist hier der Detailgenauigiesithuldet vergrof3ert dargestellt. Man erk
trarsmembranére Proteine, die Claudine und Occludirge zweiextrazellulare Schleifen bilde
und miteinander interagieren. Die Matrixproteine-1, ZO-2 und ZGO8 vermitteln die Verankerur
mit den in grin dargestellten Aktinfilamenten desagkeletts. Witere Adhasionsproteine sind ¢
Ubersichtlichkeit halber weggelass

1.1.3 Claudine

Claudine sind derzeit in 2oformen bekannund kommen ubiquitdr iTJs vor Epithelien und
Endothelien vor, [15]. Sisind entscheidend fidie spezifische Funktion der ~ [16, 41, 53]. Die
Claudin-Ausstattung eine&ellverbande bestimmtdie parazellulare Durchlassigkeit und die Gr¢-
und Ladungsselektivitat [54Der molekulare Aufbau ist ilAbbildung 4 in der Ubersicht beres
gezeigt. Claudine sind Transmbranproteine, die aus zwei extrazellularen Sadieifeinel
intrazellularen Schleife sowie zytosolische- und C-Termini bestehen. Wareinander interagiere
die Claudine Uber ihre extrazellularen Schleifeiie BréRe- und Ladungsselektivitat beruht v
allem auf der hier lokalisierten Aminosauresequend ihrer -dimensionalen Anordnui [49, 54].
Die C-terminale PDZ3omane ermdglichtzusatzlich d@ Interaktion mit dem Zytoskelett v
Adapterproteine ZO-1, ZQ-und Z(-3, wie sie ebenfalls in Abbildungdargestellt sin.

Die Bildung von Strangeerfolgt durch Proteininteraktion der Claudine ueteander[53]. Dabei
kénnen in einem T&trang mehrere Subtypen von Claudinen vorkommerchAder intrzellulare
Kontakt zwischen Claudinen kann homomer oder aueterbmer erfolgen[31, 53]. Die
Claudinexpression kann erganzend auf Pr-Ebene vielfaltig reguliert werden. In erster Li
geschieht dies durch Phosphorylierungsvorgange.seDigviederum konnen durch zahlrei

physiologische und pathologische Stimuli ausgeAi@sten[53].
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Bowman Proximaler | Proximaler Dinne Dinne Dicke
Kapsel gewundener gerader absteigende | aufsteigende | aufsteigende Distaler Sammelrohr
(parietales Tubulus Tubulus Henle Henle Henle Tubulus
Blatt) Schleife Schleife Schleife
Claudin 117
Claudin 2307
Claudin 2IF.isH
Claudin 3107
Claudin 4(F) |Claudin AIIF). 3{1F)
Claudin 7%4F) Claudin 741R)
Claudin 8*') Claudin 8" Claudin g4IF. 207
Claudin 10507
Claudin 1019 Claudin 10107
Claudilgmlzs(”“'
Claudin 147(P<R) Claudin 14 3%
Claudin 167

Claudin 16°(PCR!

Claudin 16"

Claudin 1710F)

Claudin 181""'F3| Claudin 1812('F)
Claudin 19°(°CR)

Claudin 19"

Abbildung 5: Claudinprofil des murinen Nephrons.

Ubersicht der Nachweise verschiedener Claudineineinzelnen Nephrobschnitten vor
Mausenieren mit Angabe des jeweils verwendeten Weidverfahrens; IF = Immunfluoreszenz, isl
in situ Hybridisierung, PCR = Polymerase Kettenteak NB=Northern Blotting, X=-Gal Farbung;
*[31], *[12], * [25], " [40], ° [6, 52, °[1], " [13], ° [4], ° [34], *°[2], "135], 23], [38].

(Abbildung erarbeitet und freundlicherweise zurfilgung gestellt von Vera Wulfmeye
Physiologisches Institut der CAU Ki

Bezogen auflie Niere variiert die Claudinausstattung der Tddaeg des Nephrons, sodass jec
Nephronabschnitt ein bestimmtes Claudinprofil zudeet werden kann Abbildung 5). Das
Claudinprofil ist nicht gleichzusetzen mit dem Ftioksprofil des jeweiligen Abschnittes, jedoch

es entscheidend damit verkni[31].

Einige im Weiterenwichtige Claudine seien im Folgenden mit ihren bisher besbbner

Eigenschaften vorgestellt.

1.1.3.1 Claudin 8

Es wird angenommen, dass Claudin 8 ein Aenselektives Claudin ist, das abhangig vom Zel
entweder als Natriumbarrier®1, 55] oder Chloridpore [44, 54)eschrieben wurc In der Niere
kommt es vor allem in den distalen Nephronabsamittor. In Sammelrohrzellen bildet Claudi
gemeinsam mit Claudin 4 einen Komplex in der TJZ, den Chloridtransport rege[17, 54]. Die

AnionenSelektivitat verhinderin vivo den Rickstrom von Kationen, insbadere von Natriumn
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zurtick in das Lumen. Claudin 8 konnte im gesaritielosteron-sensitiven distalen Nephron und in

der dinnen absteigenden Henle-Schleife nachgewveseten [40, 54].

1.1.3.2 Claudin 19

Das Vorkommen von Claudin 19 konzentriert sich ier dNiere hauptsachlich auf die dicke
aufsteigende Henle-Schleife (TAL). Zu einem germegeAnteil wurde es bisher auch im distalen
Tubulus (DCT) beschrieben [17]. Auch im innermeéitdh Sammelrohr von Menschen-, Ratten- und
Mausenieren konnte es immunfluoreszenzmikroskopisciion nachgewiesen werden [38]. Die
Anwesenheit von Claudin 19 korreliert mit der epithlen Barrierefunktion und erhéht die
Dichtigkeit und Festigkeit eines Epithels. Dieséfield kann sowohl auf einer Kationen- als auch auf
einer Anionenbarrierefunktion beruhen [17]. Es Kenaul3erdem in einem vitro Modell gezeigt
werden, dass Claudin 19 in der TAL mit Claudin héiagieren muss, um dort korrekt in die TJ
eingefigt zu werden und volle Funktionsfahigkereshen zu kénnen. Beide Claudine haben dann
additive Effekte um die parazellulare Permeabifi@tNatrium gegeniber der von Chlorid zu steigern
[23].

1.1.3.3 Claudin 10

Claudin 10 existiert in 2 Isoformen, dem Claudiralthd dem Claudin 10b. In der Niere kommt
Claudin 10a im PT vor und Claudin 10b in der TAL. [€laudin 10a wird dabei als Anionen- und
Claudin 10b als Kationenpore diskutiert. Claudinutfierscheidet sich von anderen Poren-bildenden
Claudinen dahingehend, dass neben der Ladungs-aesgesprochene GrofRenselektivitadt besteht
[17]. Zusétzlich wird Claudin 10 auch in dunnen I8dkn gefunden, wobei noch nicht vollstandig

geklart ist, um welche Isoform es sich handelt [43]

1.1.4 Das Sammelrohr

Der fur diese Arbeit hinsichtlich seiner trans- uparazellularen Transportvorgange sowie seiner
Claudinexpression im Interesse stehende Nephrohaitsst das Sammelrohr. Das Sammelrohr ist
der letzte Nephronabschnitt, bevor der Endharnas Nierenbecken gelangt. Die Rickresorption
essentieller Stoffe ist in diesem Abschnitt wegebiend abgeschlossen. Transzelluléare
Transportvorgange Uberwiegen hier die parazellnlémed sind hormonell strikt reguliert [53]. Das
distale Nephron gilt als am starksten abgedicht#&bexchnitt des Nephrons, was im Einklang mit der
bisher postulierten parazellularen Barrierefunkiitsbesondere gegeniber Kationen und Wasser steht
[40].

In Abbildung 6 ist ein Zellmodell des Sammelrohesgestellt. Das Hauptaugenmerk liegt hierbei auf
der Sammelrohrhauptzelle. Die hier mit dargesteliéebenzellen sind der Vollstéandigkeit halber
abgebildet.

Die Hauptzelle resorbiert luminal Natrium durchtbpliale Natriumkanale (ENaC). Dabei folgt das
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Natrium dem durch die N&*-ATPase und Kaliumkanale aufrechterhaltenen elakteis Gradiente
in die Zelle. Basolateral wird das Natrium wiedeFF-abhangig in den Extrazellularraum gepun
Fur die im Lumen verbleibenden Chloridionen erg#fith ein lumennegatives transepithelic
Potential, welches selbige wiederum parazelluléribasolateran Seite treibt. Es besteht also €

gewisse parazellulare Permeabilitat fur Chl{32].

(. J
Hauptzelle )
Na* ENaC
K" ROMK K‘?
H,O AQP2
(__‘.‘h
cr > #'y—’ .
L ] -
Zwischenzelle Typ B
Cr i
ndrin HCO3
ZW|schenzeIIe TWp A
H * X\ =
HCO,*

l’_

Abbildung 6: Zellmodell Sammelrohr. Oben die Hauptzelle dargestellt, darunter die Zngszeller
vom Typ B und A. In gelb ist die I'/K*-ATPasedargestellt, zusammen mit einem Kaliumkans
rotbraun. In der Hauptzelle sind die drei wichtigeminalen Kanale mit dem entsprechenden Na
eingezeichnet. Die Protonenpum(-H*-ATPase befindet sich in der luminalen Membran dgr A-
und in der basakeralen Membran der Tyg- Zellen.Zusétzlich kommt jeweils ein spezifisct
Anionenaustauscher vor, Pendrin in Ty-Zellen und AE1 in Typ A-Zellen.

Wasser wird transzelluléiber Aquaporine (AQI reabsorbiertDie Sammelrohrhauptzelle ist r
wasserdwhlassig, wenn sie durch das Antidiuretische Horn{&DH) stimuliert wird. Bei
Wassermangel oder Hypotonie fiihrt das ADH zum mamdmen Einbau luminalétAQP2 sowie zu

erhohter Offenwahrscheinlichkeit epithelialer Natni Kanale ENaC). Die konsekutive Exansion
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des extrazellularen und somit auch des intravasdtdomens kann und soll zum Blutdruckanstieg

fuhren. In Abwesenheit von ADH erfolgt keine wei#tédNasserrtickresorption im Sammelrohr [32].

Die Zwischenzellen stehen, stark vereinfacht gesagDienst der Saure-Basen-Regulation. Es kann
sowohl eine protonengestitzte Harnanséuerung weé aine Harnalkalisierung durch Bikarbonat

erfolgen [32].

1.1.5 Mechanismen der Harnkonzentrierung

Die Niere verfugt Uber einzigartige Mechanismen Kamzentrierung des Harns und hat damit
entscheidenden Einfluss auf die Wasserhomoostasele® Harnkonzentrierung ist die Medulla des
Nierenmarks. Entscheidende Voraussetzungen fir dbetige Harnkonzentrierung sind ein
kortikomedullarer osmotischer Konzentrationsgrati@me Blutversorgung im Gegenstromprinzip,
eine Rezirkulation von Harnstoff sowie eine gereg&Vasserdurchlassigkeit des Sammelrohrs. So
kann die Urinosmolalitat beim Menschen zwischen0l2@sm/kg HO bei Antidiurese und 50
mosm/kg HO bei Wasserdiurese variieren [32]. Abbildung 7gkzesin Modell des Nephrons mit
Darstellung des kortikomedullaren osmotischen @ratein.

mosm/kg H,0

290

Abbildung 7: Nephronmodell mit Darstellung des korikomedullaren osmotischen Gradienten.
Beschriftung der Nephronabschnitte mit englischékifzungen: GLOM = glomerulus, PCT =
proximal convoluted tubule, PST = proximal straigifiiule, TL = thin limb, TAL = thick ascending
limb, DCT = distal convoluted tubule, CNT = connegttubule, CD = collecting duct; OSOM = outer
stripe of outer medulla, ISOM = inner stripe of@utnedulla, IM = inner medulla
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Die hohe Osmolalitdat im Nierenmark wird insbesoeddredingt durch Harnstoff und NaCl
Ruckresorption, in Kombination mit der regulierteWasserdurchlassigkeit der einzelnen
Nephronabschnitte. Der PT und der dinne absteigeisie der Henle-Schleife sind sehr
wasserdurchlassig und Wasser kann ungehindert ssineh Gradienten folgen. Im Mark sind die
dinne aufsteigende Henle-Schleife und der dicksteigende Teil der Henle-Schleife wasserdicht,
trotzdem findet hier ein massiver Stofftranspord imterstitium bzw. ins Blut statt, so dass die
osmotischen Gradienten aktiv (TAL) aufgebaut bzveiter multipliziert werden kénnen (dinner
Abschnitt der Henle-Schleife). Die Anordnung deutBefalRe, der sogenannten Vasa recta nach dem
Gegenstromprinzip verhindert ein Auswaschen desdi@ngen. Das Sammelrohr ist reguliert
wasserdurchldssig und nutzt unter der Kontrolle #@H den von der Henle-Schleife aufgebauten

osmotischen Gradienten zur Wasserriickresorption.

Je nach Urin-Konzentration besteht in der innereedilla ein sehr grof3er chemischer und
osmotischer Gradient von basolateral nach luminal e@s wird deutlich, wie wichtig die gerichtete

parazelluldre Barriere gegeniber lonen oder Wasseliesem Nephronabschnitt ist.

1.2 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Die Claudinexpression und der Einbau der Claudindié TJ werden fein reguliert und abgestimmt.
Im Rahmen meiner Arbeit habe ich Uberpriift, ob adih Osmolalitdt im Extrazellularmilieu der
Zellen einen regulierenden Effekt auf die Clauddes Sammelrohres haben kann, da Microarray-
Expressionsstudien der ,Arbeitsgruppe Nierenphgsiel‘ um Prof. Dr. med Schlatter und Dr. rer.
nat. Bayram Edemir der Uniklinik Miinster gezeigbéa, dass Osmolalitat und ihre Anderung in
primar kultivierten innermedullaren Sammelrohrzel{8MCD-Zellen) der Ratte einen Einfluss auf die
Expression multipler Gene hat, darunter auch aaifzdhlreicher Claudingene. Da eine Anderung in
der mRNA Expression von Claudinen, vorausgesetztnsiindet in einer tatséchlich veranderten
Proteinexpression, eng verknupft sein kann mit reindnderung der parazellularen
Transportcharakteristika eines Epithels, war dagefinmerk meiner Arbeit insbesondere auf den
parazellularen Transport gerichtet. Erganzt wurddie funktionellen Messungen durch
Immunfluoreszenzmikroskopie, um eine grobe Mengsdaditizung der relevanten Claudine und
deren zellulare Lokalisation in Bezug auf die TJerhalten. Grundlage fur alle Versuche ist die
Primarkultur von o.g. IMCD-Zellen, ihre Kultiviergnauf durchlassigen Filtermembranen, um ein
luminales und basolaterales Kompartiment zu ingtiersowie die Anpassung der Osmolalitat der
Kulturmedien auf 300, 600 und 900 mosm/kgOH sodass 3 Gruppen verglichen werden konnten
(300-IMCD-Zellen, 600-IMCD-Zellen, 900-IMCD-Zellen)Es ergaben sich folgende konkrete

Fragestellungen:
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Wie verandern sich der transepitheliale Widerstadds durch die Zellen generierte
transepitheliale Potential sowie die Fahigkeit Zstwofftransport?
Werden die Proteinexpression von Claudinen und Be®ehung zur TJ durch Variation in

der Osmolalitat moduliert?
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Alle benutzten Chemikalien waren von hoher Qualitht Reinheit und wurden bei den Firmen
SIGMA, Merck und Carl Roth bestellt.

2.2 Experimentallésungen

Tabelle 1: Experimentallésungen

Niedrig-Natrium-
Kontrolllésung edng v

Losung
300 mosm/kg mM mM
NacCl 145,0 30,0
KH,PO, 0,4 0,4
K,HPO, * 3H,0 1,6 1,6
Glucose 50 5,0
MgCl, * 6H,0 1,0 1,0
Ca-Gluconat * 1H,0O 1,3 1,3

Mannitol 230,0
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Der pH der jeweiligen Losung wurde mittels Zugaloem WaOH oder HCI auf 7,4 eingestellt. Die
Osmolalitat aller Losungen wurde kontrolliert (OSMAT©030, Gonotec) und gegebenenfalls mit
Mannitol angepasst, entsprechend dem korrespondiene Zellkulturmedium in dem die Zellen

kultiviert wurden.

Stoff Lésungsmittel Stammkonzentration mM

Amilorid DMSO 50

Die Stammkonzentration der Amilorid-Stammldsung aeufl:1000 mit der jeweiligen Kontroll- oder

Niedrig-Natriumlosung verdunnt. Die DMSO-Konzeniwatbetrug nicht mehr als 0,1 %.

2.3 Praparation der IMCD-Zellen

Die Préaparation der Nierenmedulla aus Rattennieyewie die Aufbereitung des Gewebes zur
Gewinnung von IMCD Primarzellen folgte im Wesertbon einem schon zuvor beschriebenen
Protokoll [42]. Abbildung 8 zeigt den schematiscidiiauf von der Praparation bis zum Kulturansatz

der IMCD Primarzellen.

2.3.1 Versuchstiere
Als Versuchstiere dienten Wistar- oder Sprague-BgvtSD-) Ratten beiderlei Geschlechts.
Auswahlkriterium war ein Gewicht von 200 bis 3000je Tiere hatten vor der Préparation freien

Zugang zu Wasser.

2.3.2 Préaparation Nierenmedulla

Die Ratten wurden mittels Isofluran-Narkose anasténe Uber eine Langslaparotomie erfolgte die
stumpfe Praparation des Retroperitoneums zur Ergig der groRen BauchgefaRe. Mittels
Kanulierung der Bauchaorta mit einer 10 ml Sprifzé G Kanule) wurden die Tiere exsanguiniert.
Beide Nieren wurden anschlieend sofort in stefikrhnik entnommen und in eiskaltes steriles PBS
(engl.: phosphate buffered saline PAA Laboratories GmbH) verbracht.
Die weitere Praparation erfolgte in einer SteribbgBterilbank HERASAFE, Heraeus). Die Nieren
wurden hier dekapsuliert und langs der Mitte aufgeiten, sodass die Papille auf einer der Halften
verblieb. Mit einer gebogenen Schere wurden did3veeihimmernden Anteile der inneren Medulla
herausgeschnitten und in einigen Tropfen sterileBS Rjesammelt. Die Gewebestlicke wurden
anschlieBend mit einer sterilen Rasiermesserklifgen zerkleinert und die entstehende
Gewebesuspension konnte mit einer steril gekiriteml Pipette in ein Eppendorf-Gefalz mit

vorbereiteter Enzymlésung tberfuhrt werden.
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Tag 0

RN

300 mosm/kg 600 mosm/kg 900 mosm/kg

Abbildung 8: Schema Préparation und Aufbereitung der IMCD Primarzellen. An Tag 0 wurden
die Nieren steril entnommen, die innere Medull&isénert und auf permeablen Filtereinsét
kultiviert. Ab Tag 1 erfolgte die Kultivierung umntdrei verschiedenen Osmolalitats

2.3.3 Enzyml6sung

Die Enzyml6sung wurde unmittelbar vor der PraparatieniCD-Zellen angesetzt. Dabei wurde
Volumen von 1 ml Enzymldsung fur ein Paar Ratter@meserwendet. Fir 1 ml Enzymldsung wurt
2 mg Hyaluronidasg&yp | (SIGMA) sowie 2,2 mg Collagenase TypBiochrom AG)eingewogen, in

1 ml PBS geldst uniin Anschlussmit einem 0,2 um Spritzenfilter steril filtriert.

2.3.4 Gewebeverdau

Die Gewebesuspension in Enzymlésung wurde bei §5@ ound 37 °C fir 90 Minuten i
Thermomixer (EppendorfpelassenNach der Halfte der Zeitalso nach 45 Minuten, wurde
Gewebeunter der Sterilbank it einer 1 ml Pipettenspitze durch Aufind Abpipettieren weite
homogenisierund danach fir die restlichen 45 Minuten unter ogenannten Bedingungen wei
verdaut.

Zur Beendigung der Verdauungsphase wurde die Erizgmb bei 2500 U/min fir 5 Minute
abzentrifugiert und als Uberstand verworfen. Disi®gension des Zellpellets erfolgte zunachst 2
in sterilem PBS. Nach diesen Waschschritten wurde dellpellet i angewarmtem Mediut
resuspendiert. Mit einer Zahlkammer (Neubauer Im@dd wurde die Gesamtzellzahl der Suspen

ermittelt. Daran orientiert wurden die Zellender gewtinschten Dichte ausgesAbbildung 8).
2.4 Zellkultur

2.4.1 Kulturflache
Zellen wurden auf Filtern (Costar Transwell Perne&upports, Corning Life Sciences, SIGMA) |
einer Flache von 0,33 émin unterschiedlichen Zelldichten vonngefah 100.000/crh [42],
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350.000/crfi [26] oder 600.000/cfm[26] ausgesat. Die unterschiedlich gewahlten Zehien hingen
malfigeblich von der unterschiedlichen ZellausberdePpaparation ab. Einige Zellen wurden parallel
in einer 24-well-Platte auf runden Deckglasern ikidtt. Alle Kulturflachen waren mit Kollagen
beschichtet. Die Kollagenbeschichtung erfolgteimeeDichte von 2 pg/chmit Maus Kollagen IV
(mouse Collagen IV, BD Biosciences). Fur die Bedthing der Filter wurde eine Arbeitsldsung mit
einer Konzentration von 13,2 pg/ml hergestellt,assd50 pl Volumen die entsprechend gewtnschte
Dichte von 2 pg/chmKollagen auf der 0,33 chgroRen Filterfliche garantierten. Die Verdiinnung
erfolgte mit 0,1% Essigsdure. Die Arbeitslésung deurvor Verwendung dber einen 0,2 pm
Spritzenfilter steril filtriert. Die Kollagenldsungurde entweder eine Stunde bei Raumtemperatur oder
uber Nacht bei 4°C auf der zu beschichtenden Fldoblassen und danach verworfen. Die
Kulturflache wurde anschlielend einmalig mit PBSvagchen. Fir andere Flachen wurde unter

Anpassung der Beschichtungsvolumina die gleicheegldsung verwendet.

2.4.2 Zellkulturmedium

Als Zellkulturmedium wurde DMEM (englDulbecco’s modified Eagles mediuAA Laboratories
GmbH) mit hohem Glucoseanteil (4g/L) verwendet. Mettusatze waren das definierte Serum
Ultroser G (CytoGen GmbH) in einer Konzentratiomvb %, NEA (nicht essentielle Aminosauren,
PAA Laboratories GmbH) 1%, L-Glutamin (PAA Labonaés GmbH) 1 %, Penicillin/ Streptomycin
(100 pg/ml, PAA Laboratories GmbH) 1%, sowie je magewlnschter Osmolalitat NaCl und
Harnstoff (Zellkultur geeignet, SIGMA). Fur normaldMEM wurde eine Osmolalitat von 300
mosm/kg HO angenommen. Die Osmolalitdt wurde mit je 100 miskridtoff und NaCl auf 600
mosm/kg HO sowie mit je 200 mM Harnstoff und NaCl auf 900smekg HO angehoben und mit
einem Osmometer (OSMOMAT®©030, Gonotec) kontrolliert

2.4.3 Kultivierung

Zellen wurden im Inkubator (C&nkubator HERAcell, Thermo Scientific) bei 37 °@di8% CQ6-7
Tage lang kultiviert. Taglich wurde das Medium ersié sowie gegebenenfalls der transepitheliale
Widerstand mit einem dafiir vorgesehenen Messsy$EMOM?, World Precision Instruments)
gemessen. Aldso-osmolare Bedingungen fir primére Kulturen von IMZ8llen wurden 600
mosm/kg HO vorausgesetzt [42]. Am Tag der Praparation (Tad\ltb. 8) wurden deshalb alle
Kulturen mit 600 mosm/kg DMEM kultiviert, ab dems&n Tag erfolgte die Aufteilung in Gruppen
mit 300, 600 und 900 mosm/kg DMEM (300-IMCD-Zelleg0-IMCD-Zellen, 900-IMCD-Zellen).
Zur ersten Beurteilung der Zellmorphologie und t#egritat des Zellverbandes wurden die auf
Deckglasern ausgeséten Zellen an Tag 6 oder 7ingtneKamera gekoppelten Mikroskop (Leica
M165C, Zeiss Axio Observer D.1) betrachtet und &ildur Dokumentation festgehalten.
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2.5 Ussing KammerVersuche

Die Ussing Kammer bietet die Moglichkeit, tsepitheliale Widerstande, Strome und Potential
messen [39]. Diedurchgefiihrte Versuche dienten so zur funktionellen Charaktensig det
kultivierten IMCD Zellen.

2.5.1 Konstruktion der Kammu

Die verwendete Ussing Kamme(EPDevices, Willy van Driessche) wurc speziell fur die
verwendeten Costar Filt&onstruier (Abbildung9). Der eingebaute Filter trennt eine obere von ¢
unteren Halbkammer, entsprechend einer luminaleh einer basolaterale®eite, die unabhang
voneinander mit Lésungen perfundiert werden konrDichtungsringe garantierten einen festen
des Filters in der Kammer. Deaauf dem Filter festgewachset#pithel fungierte als Trennflacl
zwischen luminaler und basolateraler bkammer auf Ebene des Filterbodens. Jede Halbka
verfligte Uber ein eigenes Zund Ablaufsystem. Die Zulaufschlauche wurden dutelizrohre(SH-
27B, Warner Instrumentsgekoppelt an eine TemperaturkontrollTC344B Dual Automatic
Temperature ControlleMVarner Instrument Corporati) geleitet, die saingestell waren, dass die
das Epithel erreichende Losung 37°C warm vZudem liel3 sich die Geschwindigkeit, mit der

Ldsungen durch das System flossen, Uber Stellsobrategulierer

4|u i 3Iu i
' Szu ;

Verstarker,

-f—=—» Spannungs-

* messgerat,

Stromquelle 5.6 : Schreiber
Pulsgenerator 1 : 1
4 :
2 :
6, 3o
N e B - - - -
4 ===

Abbildung 9: Schematscher Aufbau der Ussing Kammer

1 Filter mit Zellverband? Dichtungsring, der luminale und basolaterale Seteeinander abschirrr
3 Spannungselektroden, die luminlu) und basolaterab() die Spannung messen und z
Spannungsmelf3gerat leitédnStromelektroden, die die vom Pulsgenerator kommeSdeompulse
luminal (u) und basolaterab() applizieren5 Flissigkeitsleitungen, die den Zund Abfluss ¢u, ab)
auf der luminalen Seite regelFlussigkeitsleitungen, die den Zwnd Abfluss zu, ab) auf der
basolateralen Seite regeln.
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Jeweils 4 mit Dreiwegehéahnen verbundene Spritzenudgefahr 30 cm Uber der Ussing Kammer
angebracht waren, ermdglichten schnelle Losungssetclund einen kontinuierlich aufrecht
gehaltenen Fluss in beiden Halbkammern. Je einsMesl Stromelektrode wurden sowohl luminal
als auch basolateral in das System integriert. &@slen chlorierte Silberdrahtelektroden und fir die
Messelektroden zusatzlich Agarbriicken (2,5% Agaragd M KCI) verwendet. Ein Pulsgenerator
(Ussing Amplifier UPG3, AD Elektronik Buchenbachjizierte tGber die Stromelektroden alle 7 s fur
eine Dauer von 2 s einen Strompuls von 1 pA. Uler Messelektroden wurde die hierdurch
generierte und vom Gesamtwiderstand des Systemingigie Spannungsanderully. sowie die
vom Epithel selbst generierte Spannung ®&ffasst. Ein analoger Schreiber (Kipp und Zonen,
Schreibergeschwindigkeit 0,2 mm/s), der Uber eiWenstarker (100 mV/mV) in das Messsystem

eingegliedert war, zeichnete tber die gesamte hsslauer ¥ undAVauf.

2.5.2 Grundlage der Messtechnik
Epithelien mit polarer Ausrichtung der Zellen unithder Verbindung der Einzelzellen Uber TJs

untereinander, koénnen Uber elektrogene lonentatespein transepitheliales Potential JV
generieren [32] (Siehe auch Abbildulg

Im klassischen Ussing Kammer Aufbau wird die Spaigny,. experimentell auf 0 mV geklemmt, um
den Kurzschlussstroml der den lonentransport Gber das Epithel reflektmi messen. Um dem
Gewebe aber diese hohe Strominjektion zu erspkeam der aquivalente Kurzschlussstrogduch

mit dem Ohm’'schen Gesetz berechnet werden [39]. wird hierbei direkt gemessen und
kontinuierlich aufgezeichnet. Der in der Ussing-Kaen regelmafig und kurz applizierte Strom von 1
HA (s.0.) fuhrt zu einer Spannungsanderdng,, die proportional zum Gesamtwiderstand R des

Systems ist, der wie folgt berechnet wird:

AV Formel 1

R = Widerstand ir2, 4V = Spannungsanderung in V, | = Strompuls in A

Der abgelesene Wert fur den Widerstand wurde umvaen beschichteten Leerfilter generierten
Widerstand korrigiert und mit der Filterflaiche nmipliziert um den Flachenwiderstand, Rin Qcnr)

zu erhalten

Der errechnete Gesamtwiderstand des EpithelsléBst sich unter Einbeziehung der ebenfalls
abzulesenden und vom Epithel selbst generiertemribpa V. zur Berechnung des &quivalenten

Kurzschlussstroms g (in pA/cnt) nutzen.
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o Ve Formel 2
[sc - R_
te

Re = Widerstand inQ, Vi = transepitheliale Spannung in Vgd= aquivalenter Kurzschlussstrom in
A

2.5.3 Versuchsdurchfuhrung

Fur die Versuchsdurchfiuhrung wurde das Zellmodelere Hauptzelle des Sammelrohrs zugrunde
gelegt. Abbildung 10 zeigt ein Schema fir die tramsd parazellularen Transportwege, die flr
Hauptzellen des Sammelrohres angenommen werder(\gR] Abbildung 6). Der lonentransport in
diesem Teil des Nephrons lasst ein lumennegatia@sepitheliales Potential erwarten, das durch den
Natriumkanalhemmstoff Amilorid auf nahezu 0 mV gatit werden kann. Vor, zwischen und nach
den eigentlichen Messungen wurde regelmaflig erereeollagen-beschichteter Filter in die Kammer

eingesetzt um den Null-Wert und den LeerwiderstigglSystems zu bestimmen

= ~
H -‘

auptzelle
Na® ENaC 1
K* i ROMK ﬁ'
H,0 —==- AQP2
\

(__‘:I.
el T

Abbildung 10: Zell- und Transportmodell einer Hauptzelle des Satrwhrs. Symbole und
Farbkodierung wie in Abbildung 6.

Das Messprotokoll ist in Abbildung 11 anhand eifiginalschreiberaufzeichnung exemplarisch
dargestellt. Der in die Ussing Kammer eingespafiiter wurde zun&chst sowohl auf der luminalen
als auch auf der basolateralen Seite fur ca. lirufdn von der jeweiligen Kontrolllésung umspdlt.
Im Anschluss wurde in Kontrolllésung 50 uM Amiloradif der luminalen Seite zugegeben, um den
transzellularen Transport Gber den epithelialer’anal ENaC zu hemmen und den durch Amilorid
hemmbaren Stroml’ s. berechnen zu kdnnen. Ein in dieser Situation (itzex Epithel angelegter

Konzentrationsgradient fur NaCl fuhrt zu Potentigérungen, die durchparazelluléare
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lonenbewegungen von Naind C  durch die im Fokus stehendéi)s hervorgerufe werden,
sogenannte Dilutionseder Diffusionspotentia. Nach ca. 50 - 80 Spulung mit miloridhaltiger
Kontrollldsung auf der luminalen Seite wurde fueetalls50 - 80 szunachst auf der luminalen Se
die mit Amilorid versetztéNiedrig-Natrium LOsung ein- unevieder ausgewascheDas unmittelbar
nach Einwasch entstehend®ffusionspotential wurde nach kurzer StabilisieguabgelesenDer
Auswasch fandbis zum Wiedererlangen eines stabilen Potenterneut mit amiloridhaltige
Kontrollldsung statt. Fur weiter50 - 80s erfolgte die Anlage des NaCl Konzentrationsgrateie
auch auf der basolateralen Seite, wo ein spiegdilthiels Diffusionspotential abgelesen wer:
konnte.Nach basolateralem Auswasch der Nie-Natriumlésung wurde audaminal das Amiloric
ausgewaschen und am Ende konnte erneut das unterooatlingungen generierte Potential |
vitalen Epithels beurteilt werden. Eine Messung nach diedé¢essprotokoll dauerte pro Filt

ungeféahr 10-12 Minuten.
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Abbildung 11: Messprotokolanhand eineoriginalen Schreiberaufzeichnurigquminale Lésung
B=basolaterale Losung=Kontrolllésung,NN=Niedrig-Natriumlésung, +A =50 pMAmilorid
zugesezt).

Abbildung 12veranschaulicht dsAnalyseverfahren an einer OrigingllessaufzeichnuncV, wurde
zwischen NullwWert der Kammer mit Leerfilter und der Schreiberaithnung bestimmAV, wurde

wie eingezeichnet bestimmt.

Als Einschlusskriterium fur die Auswertung des gesmmen Filters wurde festgelegt, dass
luminale Diffusionspotential innerhalb v< 27 sund das basolaterale Diffsuionspotential inner|
von < 45 seinen Wert erreichen musste, im Verlauf nicht nehr als 20 % variieren durftDie flr
die basolaterale Seite geltende hofEinwaschdaueergibt sich aus der Tatsache, dass die LO

auf dieser Seite zunachst die Locher des Filteesviihden musst
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Zeitachse

Abbildung 12: Original-Aufzeichnung ener Messung mit Darstellung dasalyseverfahren

2.5.4 Permeabilitaten
Je nach lonenbeweglichkeit und Zusammensetzung Tdetasst sich mittels des abgelese

Diffusionspotentials eine Aussage uber die Pratedar TJ fur Anionen or Kationen treffe.

2.5.5 Liquid Junction Potentia

Der Systemaufbatiir die Bestimmung der Diffusionspotentiale mit msgetrisch anliegenden Ne-
Losungen fihrt zuso genannn ,Liquid Junction Potentialen* (LJP), die uberall d@ntstehe
kdnnen wo es Grenzflachen zwischen zwei Losungen miersehiedlicher Zusammensetzung
enthaltenen Elektrolyte gibDie Messwerte missen um die so entstehenden Spgamdorrigiert
werden. Relevante Variablen sind neben der lonenaktivitdthadie lonenmbilitat sowie die
lonenladung.

Im konkreten Fall betrifft dagmsbesonderdie beidenAgarbriicken der Messelektroden, bestet
aus 2,5 % Agar-gar in 1 M KCI und die vorbeiflieBenden Messlosund&ontrollldsung unc
jeweilige NiedrigNatrium Ldsung). Die perfundierende Losung stedawohl auf der luminalen a
auch auf der basolateralen Sein einem standigen Austausch mit der Agarbr und dem

enthaltenen KCI.

Die Grenzflache, die bei leckem Epithel potenteif Ebene des Filterbodens zwischeninaler und
basolateraler Messlésung ein LJP generieren kaanrdenals vom Epithel dicht bewachsgewertet,
so dass hier das ausgewertete Diffusionspotential, htnigedoch ein LJP entste

Das LJP lasst sich als theoretisch maximal moglidesswertabwichung berechnen und muss
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kombinierter Korrekturfaktor berticksichtigt werdddierfir wurde die Henderson Gleichung (aus

[20]) verwendet.

Yilail = a;2) *x u; * |z Formel 3
R*T Z Yilai1) *u; x|z
Apaie= — * *In
F Yilail — a;2) * u; = |z xila;2) *u; x|z

4,4t = Potentialdifferenz (LJP); R = Gaskonstante, T absolute Temperatur; F = Faraday
Konstante; d = Aktivitat von lon i in LOsung 1;;2= Aktivitdt von lon i in Losung 2;; &= absolute

Mobilitat von lon i; z= Ladungszahl von lon i.
Tabelle 2 zeigt die Werte, die fur die lonenmoétin aus der Literatur entnommen wurden [3, 45].

Tabelle 2: lonenmobilitaten bei 25 °C [3, 45]

lon Ladung | Mobilitat [10~° 2]
cr -1 7.91108
K* 1 7.62000
Na' 1 5.19684
Mg** 2 2.75082
H,POy -1 3.42900
HPO” -2 2.97180
ca’ 2 3.08458
Gluconat -1 2.51460
HCOy -1 2.51460

Da im zuvor beschriebenen Ussing Kammer Aufbau hamiund basolateral ein LJP zwischen
Agarbriicke und Messlésung entstehen kann, ergibtads Korrekturwert eine Kombination aus zwei

errechneten Werten.
Tabelle 3 zeigt die entsprechenden Werte, die &reAdswertung berlcksichtigt werden mussten.

Tabelle 3: LIP Korrekturwerte fur die verwendeten Experimentalldsungen

Korrekturwert, der vom Messwert subtrahiert wirdn

luminal basolateral luminal basolateral
Osmolalitédt | Niedrig-Natrium Kontrollldsung Kontrlilsung Niedrig-Natrium
300 1,79 -1,79
600 2,14 -2,14
900 2,39 -2,39
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2.5.6 Berechnung der Permeabilitaten fr Natrium und @Gdhlo
Die Berechnung von Permeabilitaten abgeleitet ven demessenen Diffusionspotentialen gelingt

unter Anwendung der modifizierten Goldmann-HodgKaiz Gleichung [16].

VxF
Pya _ [Cl], — eRT[CI], Formel 4

Po

V+F
eR+T [Na]; — [Na],

P, = Permeabilitat fir das lon i; V = Messwert fur sldDiffusionspotential in V; F = Faraday-

c _ , e e
Konstante 96485,%3', R = allgemeine Gaskonstante 8,31%, T = Temperatur, 310 K; [i]=
Konzentration des lons i auf der luminalen Seiilg,-{ Konzentration des lons i auf der basolateralen

Seite.

Auch die absoluten Permeabilitaten der TJ fiif tvad Cl lassen sich berechnen. Fiir die Berechnung
der absoluten Natriumpermeabilitdt,Pwurde die vereinfachte Formel nach Kimizuka-Kokets
verwendet [29, 30].

G (R * T)) Formel 5

Pyg = ——F2
Na " ax(1+pB)

Pna= Permeabilitat fur N&; G = Leitfahigkeit;a = Aktivitat von N&; g = Permeabilitétsquotien?;
Konstanten siehe auch Beschriftung zu Formel 4

Unter Berlcksichtigung der OberflachengréRe, wirdl$Leitfahigkeit auf diese bezogen.

1 Formel 6

G = —
Rye

R = transepithelialer Widerstand

Die Formel lasst sich also auch schreiben als

1 RxT 1 Formel 7
Prva = 5% 7 Pya\ "
te
aNa+*<1+(PLC;‘) >
Pna = Permeabilitat fur N&; Re = transepithelialer Widerstand;%‘ = zuvor berechneter
Cl

Permeabilitatsquotient; Konstanten siehe auch Bechg zu Formel 4
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Die Permeabilitat fur Chlorid dPlasst sich unter Kenntnis der Natriumpermeabili@th Kimizuka-

Koketsu wie folgt berechnen [30]:

Pcp =Pyng * B Formel 8

[= ? siehe hierzu auch Formel 5

I
Na

2.6 Elektrolytmessungen

An Tag 6 oder 7 der Kulturzeit wurden die Uberstidds Kulturmediums nicht verworfen, sondern
bei -20°C aufbewahrt, um sie fur Elektrolytmessunga verwenden. Dabei wurde der Gehalt von
Na'-, K*- und C&'-lonen im luminalen und basolateralen Medium flampietometrisch gemessen
(EFOX 5053 Flammenphotometer, Eppendorf). Die Wuaaede in luminaler und basolateraler
Konzentration der einzelnen lonen erlauben einesags Uber mdgliche Transportvorgange des
Zellverbandes. Dabei wurden die hoher osmolarenileidberstande verdiinnt, um im Messbereich

des Flammenphotometers zu bleiben.

2.7 Immunfluoreszenz

Die funktionellen Ergebnisse aus den Ussing Kamnwersuchen sollten um mdgliche
morphologische Korrelate an den TJs der IMCD Zed#egénzt werden. Hierzu wurden spezifische
Primarantikdrper gegen verschiedene Claudine odeflZverwendet, die durch fluoreszierende
Sekundarantikorper sichtbar gemacht werden konntem.ber weitere Eigenschaften urteilen zu
kénnen, wurden Ko-Farbungen durchgefiihrt, zum eimaih dem B-Aktin Zytoskelettmarker
Phalloidin, und zum anderen mit Antikérpern gege@P2® (Aquaporin 2) oder AE1l (Anion
Exchanger 1).

Als eine Referenz fur die in Primarzellkulturen &dten Proteine wurde eine Rattenniere
perfusionsfixiert, um an einem vivo Modell die Zellen des Sammelrohrs fur dieselbertdtne zu

charakterisieren.

2.7.1 Fixierung
Der Filter mit Primarkulturzellen wurde nach demslsg Kammer Versuch mit 50 pl 0,4 % PFA
(Paraformaldehyd in PBS) Uber Nacht bei 4°C fixiert

Die Organfixierung der Niere erfolgte am tief ndikierten Tier (5 Vol% Isofluran) Uber einen
Flankenschnitt und direkten Zugang zur linken Naréerie mittels Injektion von 4 % PFA (in PBS).
Die Ratte wurde zuvor exsanguiniert. Das Organ wuetdithommen, dekapsuliert und in Keile

geschnitten, die dann zum Nachfixieren fur 2-3 H % PFA Gberfuhrt wurden. Im Anschluss daran
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wurden die Keile in 20 % Saccharose-Lésung eingeldger Nacht darin belassen und in speziellem
Einbettmedium mit Frostschutz in Aluférmchen insigpem Stickstoff schockgefroren. Sie konnten
dann bei -80°C gelagert werden. Schnittpraparatelevubei -20°C im Cryostat (Leica CM 3050) in 3

pm und 10 pm Dicke angefertigt und auf polylysimdieshtete Objekttrager (OT) verbracht. Sie

wurden bei -20°C gelagert. Unmittelbar vor der Rkéad erfolgten zunachst zwei Antigen-

Demaskierungsschritte. Zuerst wurden die Schnitte diner Standkivette mit eiskaltem

Methanol/Aceton (7:3) bei -20°C fur 10 min inkullieNach einem Waschschritt mit destilliertem

Wasser wurden die auf OTs befindlichen Schnitt€itnatpuffer (10 mM Citronensduremonohydrat,

pH 6)> 5 min sprudelnd gekocht. Dadurch sollten die Agig fir die Antikrper besser zugénglich

gemacht werden.

2.7.2 Farbung der Filter und Nierenschnitte

Nach Waschschritten mit PBS und PBS-T (0,3 % TritorPBS, 3 x 10 min) wurden Filter und
Nierenschnitte mit dem Priméarantikbrper gegen daspeechende Protein tber Nacht in PBS-T mit 1
% BSA (Bovines Serumalbumin, Serva) bei 4°C inkdabifabelle 4 zeigt eine Liste aller
verwendeten Primarantikbrper. Vor der Inkubationt miem Sekundarantikérper wurde der
ungebundene Primarantikdrper abgewaschen (3 x ©Ommiti PBS-T). Der Sekundarantikdrper in
PBS-T verblieb fir 60 min bei Raumtemperatur undkalheit auf Filter und Nierenschnitten und

wurde anschlieRend abgewaschen (3 x 10 min mit PBS-

Tabelle 4: Liste der verwendeten Primarantikérper

Antigen Wirtstier Verdiinnung Herkunft

Ratte AE1 Kaninchen 1:500 AG Loffing, Zirich'
Ratte AE1 Meerschweinchen 1:200-1:500 |AG Loffing, Zirich?
Ratte AQP2 Kaninchen 1:100 Alomone Labs
Ratte Claudin 15 Maus 1:300 Hou, J°

Ratte Claudin 19 Kaninchen 1:300 Hou, J?

Ratte Claudin 8 Kaninchen 1:300 Hou, J?

Ratte Claudin 10 Maus 1:300 Hou, J°

Ratte Pendrin Kaninchen 1:500 AG Loffing, Ziirich*
Rattep-Enac 1b2 Kaninchen 1:10000 AG Loffing, Ziirith
Ratte ZO-1 Kaninchen 1:500-1:1000 AG Schlatter, Méfs
Ratte H+ATPase Kaninchen 1:800 AG Schlatter, Mufster,

! Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von derlA&ing (Anatomische Institut, Ziirich)
2Freundlicherweise zur Verfigung gestellt von J. fashington University Renal Division, St. Loui)MJSA)
® Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von der &6hlatter (Experimentelle Nephrologie, Uniklinikistinster)

Die Filtermembran wurde aus dem Einsatz herausghbround auf einen OT gelegt. Sowohl die

Filtermembran als auch die Nierenschnitte wurdeh @imigen Tropfen Eindeckmedium (Mowiol-
Dapko, Carl Roth, mit DAPI (1:1000), Fluka) undej@em Deckglas eingedeckt.
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In Tabelle 5 sind die markierten Sekundarantikoendgelistet.

Tabelle 5: Liste der verwendeten Sekundarantikorper

Antigen Wirtstier Verdinnung | Herkunft Anregung [nm]
Kaninchen IgG Ziege 1:500 Thermo Scientific | 633
Maus 1gG Ziege 1:500 Life Technologies | 488
Meerschweinchen Life Technologies
IgG Ziege 1:500 9 488
Maus 1gG Esel 1:500 Life Technologies | 594
Kaninchen 1gG Esel 1:500 Life Technologies | 488
1:1000- AG Schlatter,
B-Aktin® 1:2000 Miinstet 488
1:1000- AG Schlatter,
B-Aktin® 1:2000 Miinstet 594

! p-Aktin wurde mit Alexa Dye gekoppeltem Phalloidigeférbt, freundlicherweise zur Verfiilgung gestelit der AG
Schlatter (Experimentelle Nephrologie, Uniklinikuriindter)

2.7.3 Auswertung

Die Auswertung erfolgte zum einen konfokal an eifeamser-Scanning-Mikroskop (LSM 510, Zeiss)
entweder bei Anregungswellenlangen von 488 nm (Harteiler 488; Band Pass Filter 505-530)
oder 633 nm (Hauptfarbteiler 488; Nebenfarbteil8b @isible Long Pass Filter 650), wobei die
Schichtdicke der konfokal aufgenommenen Bilderda8betrug.

Jeder Filter wurde zunéchst in der Ubersicht aufswindigkeit und RegelmaRigkeit des Zellrasens
untersucht. Morphologische Farbungen wie 2z.B. dibkallBidin Farbung ermdglichten die
vergleichende Beurteilung von ZellgréRe und —foR@rbungen von Claudinen wurden in Bezug zur
interzellularen TJ als vesikular, submembranar otembranér eingestuft und unter den drei Gruppen
statistisch verglichen. Daflr wurde der Filter $altig durchmustert, um das hauptsachlich
vorliegende Verteilungsmuster mdglichst korrekt erfassen. Jede Primarkultur von IMCD-Zellen
besal? einen Anteil an innermedulléar ebenfalls vorkenden dinnen Schleifen (enghin limbs
TL). Deren Vorliegen wurde quantifiziert, indem ati$sesichtsfeldern ein Durchschnittswert fur die

von Schleifenzellen bewachsene Flache gebildetevurd

Die Claudin-19-Verteilung auf IMCD-Filtern wurde tzend der Lokalisation in Bezug zur

Zellmembran als vesikular, submembranar und mendbraharakterisiert. Jede dieser Kategorien
erhielt eine Zahl: 1 fur vesikular, 2 fur submemiinaund 3 fir membranar. Dabei wurde jeder Filter
in 4 Quadranten eingeteilt und jeder EigenschafPeozentwert zugeordnet, einer Prazision von 25 %
entsprechend. Anschlielend wurden den Filtern éScaugewiesen indem der Prozentsatz an

vesikularer Farbung mit 1, der der submembrand#éehung mit 2 und der der membranaren Farbung
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mit 3 multipliziert und danndiese Produktesummiert wurden Damit ergibt sich, dass je me

Claudin49 direkt in der Membran vorlie desto héher der errechneten Scéiehildung13.

25%
submembranar

1 2 3
{vesikular} | (submembrandr) | (membranar) Score

0% 25 % 75 % 0,25*2+40,75*3
=275

membranar

Abbildung 13: Auswertung der Claud-19-Lokalisationund Bildung eines Scores z
Vergleictbarkeit der Filter untereinanc

Im Nierenschnitt wurde der Fokus hauptséachlich @gief Sammelrohre gerichtet. Sie wurden u
anderem auf die Existerger in der Primarkultur nachgewiesenen Claudineersaotht. Auch da
Vorliegen und die Konfiguration anderer Clauc sollten eine néhere Charakterisierurder

innermedullaren Sammelroheemégliche..

2.8 FITC-Dextran- Messungel

Der mit Primérzellen bewachse¢ Filter wurde aufdie Durchgangigkeit fir Makromoleki
untersucht40 kDa Dextran mit daran gekoppeltem Fluoreszehgtaff Fluorescei-isothiocyanat
(FITC-Dextran 40 kDa,FD40S Sigm-Aldrich) wurde im luminalen Kompartiment des Filt
vorgelegt und dasAuftreten im basolateralen Kompartiment nach deftein Zeitabstéanden ¢

Fluoreszenzsignal detektiefEs wurde je eine -fach konzentrierte Stammldsung mit definie

FITC-Dextran Menge (1(3& DMEM) angefertigt. Die Konzentration der Arbeitsliig entsprach

demnach 1% Das entspricheiner25 uM Dextran-Lésung, bzw. c&2 uM FITC, wenn man vc

einer mittleren FITG<onjugation von 0,01 Mol FITC/Mol Glukosemolekiligga: 0,00-0,02) und
ca. 62 Glukosemolekilen pro 10.000 kDa Dextran etut:

Die Exzitationswellenlange fur FITC betragt 485 nm, Eiaissionswellenlange 535 r

2.8.1 Dialyse
Um freies FITC aus der Stammlosung zu eliminieremnirde diese in einem Dialyseschlat
(ZelluTrans 10 mm, Rothymgeben von entsprechenc Zellkulturmedium (DMEM) Uler Nacht

dialysiert.
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2.8.2 Versuchsdurchfuhrung

Die Fluoreszenz Messungen wurden vor der Messungitler in der Ussing Kammer durchgefihrt.
Nach dem Mediumwechsel wurden luminal zunachsti@da@dedium vorgelegt und mit 30 pl aus der
FITC-Dextran Stammldsung ergénzt, sodass lumimad €iTC-Dextran Konzentration von 1 mg/ml
vorlag. Im basolateralen Kompartiment wurden auidrder zu entnehmenden Probengrdfien anstatt
600 pl 800 pl als Ausgangsvolumen gewahlt. Zu deitpdnkten t =d min, t = o min UNd t = §o min
wurden aus dem basolateralen Kompartiment Proben 2@0 pl entnommen und sofort nach
Entnahme in einer 96-well Platte (Fluoronunc™/Lummia™, Nunc) in einem Tecan Genios (Tecan
Group Ltd.) Plattenlesegerat bei Dunkelheit analysiDie Fluoreszenzintensitat wurde als RFU
(engl.: relative fluorescence unjtsgemessen und konnte mit Hilfe einer Eichreihe wmder
Berucksichtigung der Volumenveranderung tber di¢ ideKonzentrationen von FITC bzw. Dextran

riickgerechnet werden.

2.8.3 Dextran Permeabilitat

Die Uber das Epithel transportierte Stoffmenge Bex$;; wurde nach Formel 9 berechnet.

Ac Formel 9
Joigr =77 *V

Ac in [nmol/l] bezeichnet den basolateralen Konzatitmsunterschied zweier Messzeitpunkte mit

dem Zeitabstandt in [s]; V ist das Volumen in [I], auf das siclchidie Konzentration bezieht.

Joirr War insgesamt so klein, dass die luminale Konadintn im Zeitraunmit als konstant angenommen
werden konnte. Unter Verwendung von Formel 9 |a&st die Permeabilitat als Geschwindigkeit der

Dextrandiffusion tiber das Epithel wie folgt bereghn

p — Joirr Formel 10
~AxAC

A ist die Flache in [cf}; Ac* bezeichnet den Konzentrationsunterschied zwistirainaler und

basolateraler Seite [nmol/cln

Die Dextranpermeabilitat Uber ein Epithel aus IMZEBllen wurde mit der Dextranpermeabilitat Gber
den jeweiligen Leerfilter verglichen. Fir jede Ogatitét wurde ein eigener Leerfilter einbezogen, da

die unterschiedlich osmolaren Kulturmedien auclergthiedliche Basis RFU-Werte aufwiesen.
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2.9 Statistische Datenanalyse
Als Analysesoftware wurde Excel 2010 (Microsoft,)ud GraphPadPrism 7.00 verwendet. Fur alle
statistischen  Stichprobenvergleiche wurde eine urmgwahrscheinlichkeit von 5% als

Signifikanzniveau festgelegt.

Aufgrund der insgesamt geringen Stichprobengro@einge fur alle experimentell erhobenen Daten
angenommen, dass sie aus einer normalverteiltemd@esamtheit gezogen wurden. In allen
normalverteilten Stichproben wurde das arithmegskhttel und der Standardfehler des Mittelwerts
gebildet. Die graphische Darstellung erfolgt in @d@mmen als Mittelwerte mit Standardfehler (SEM

= engl.:standard error of the mean

Um drei Gruppen untereinander zu vergleichen, wuedee ANOVA-Analyse verwendet, mit
anschlieBendem Tukey-Test als Post-hoc Test zumeklgrgleich verwendet. Zwischen zwei

Gruppen ein zweiseitiger 2-Stichproben-t-Test.

Zum statistischen Vergleich der Claudin-19-Verteguwurden die Gruppen mit einer nominalen
Statistik (Kruskal-Wallis-ANOVA) auf ihre Untersaie getestet. Diese Daten wurden als Box-

Whisker-Plot veranschaulicht.

Signifikante Unterschiede sind im Folgenden duradrbvindstriche zwischen den Gruppen sowie

durch die Angabe eines ,** gekennzeichnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss der Osmolalitat des Kulturmediums auf dieGrof3e und Morphologie der
Zellen

Zunachst wurden die Primarzellkulturen der innekdedulla auf grob aufféllige morphologisc

Unterschiede in untersucht. Dazu wurden die auf Glas ausgesaédien im Transmissionslicht

betrachtet und exemplarisch fotografiert. Es zeigieh unter allen Kulturbedingungen nach 7 Te

in Kultur polygonale, im dichten einschichtigen etband zusammenhéngende, epitheliale Ze

(Abbildung 14 ohne groRRe Unterschiede in Wachstum und AusseleenZellen zwischen de

Kulturen.

Abbildung 14: Transmissionsbilder nach 7 Tagen Kultur bei (a), 600 (b) und 900 (c) mosm/k
Abgebildet sind exemplarische Bildausschnitte fdimogen zusammenhéngende Zellverb
zeigen.

3.2Transepithelialer Widerstand der IMCD-Filterkulturen im Verlauf der Zellkultur

Um die Bildung eines intakten, konfluenterllverbandes zu beurteilen und zu dokumenti, wurde
der transepitheliale Widerstanigr sich ausbildendeZellverbénde taglicliokumentiel, Abbildung

15b. Hierbei egaben sich zum einen ein Anstides Widerstandgber die Dauer der Kulturzeit sow
signifikante Unterschiede zwischen den einzelnentudoedingunger Wahrend bei niedrige
Osmolalitat von 300 mosm/kg (3-IMCD-Zellen) ein Zellverband mit hohem Wideind und einem
Durchschnittswert von 578*cm? an Tag 6 beobachtet werden konnte, wurde bei 90nfhg zu
keiner Zeit ein Wert iiber 10Q*cm? generiert. Die durchschnittlichen Werte an Tag 6 9@0

mosm/kg (900-IMCDZellen) betrugen 36,Q*cm? und bei 600mosm/kg (60-IMCD-Zellen) 98,1
Q*cm? Abbildung 15a.
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Abbildung 15: Transepithelialer Widerstand. Durchschnittlich gemesseneéfiderstand, die isoliert
Betrachtung Uber die Zeit)Ylsowie am Experimentiertaa). Die tagliche Messung di
transepithelialen Widerstandes ist in (b) aufgetraAm 6. Tag der Zellkultur vor de
Ussingkammerexperimenten ergaben sich die in @igen Widerstande. Die Zahl300, 600 und
900 stehen hier jeweils fir 30MCD-, 600-IMCD- und 900-IMCD-Ze#n und beziehen sich auf
Osmolalitat des Zellkulturmediums in mosm,

3.3Elektrophysiologische Eigenschaften der IMCI-Filter-Zellen

Nach einerKulturzeit von 6 bzw. 7 Tagen wurden die konflubetwachsenen Filter in der Ussi

Kammer vermessemm genauen Einblick in die elektrophysiolothen Eigenschaften zu erlang

Die Ergebnisse umfassen die elektrophysiologiscBemndeigenschaften wie ¢ von den Zellen
generierte transepitheliale Potential,), den transepithelialen Widerstand,), den aquivalenten
Kurzschlussstrom (), den durch Amilorid hemmbaren StronAl's) sowie die aus de

Diffusionspotentialen abgeleiteten PermeabilitdterNe’- und Cl lonen. So gelingt auf dieser Ebe

eine Charakterisierung deranszellulare, ebenso wie eine indirekte Interpretation parazaer

Transportwege.Es zeigte sich, ds die genannten transind parazellularen KenngréfRen

epithelialen Transportes grof3tenteils von der Oshtéat im umgebenden Milieu der IMC-Zellen

abhéangig waren, Abbildung 1€in lumennegatives transepitheliales Potentg), das in aktiv
transportierenden Epithelien tber die transzekuResorption von N generiert wird, konnte nur b

300-IMCD-Zellen beobachtet werden. Zuséatzlich ergab sicKansisteiz mit dieser Beobachtur

ausschlieBlich fur diese IMC-Zellen der Hinweis auf einen durch Amilorid hemmédi

transzellularen Strom. Keine signifikanten Untersdh ergaben sich hinsichtlich des transepitheli
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Potentials (V) und des aquivalenten Kuchlussstroms ({y fir 600-IMCD-Zellen und 90-IMCD-
Zellen. Bei den IMCDZellen, die bei hoher Osmolalitat (900 mosm/kg)tikidrt wurden, kam e

unter Amilorid zur Entwicklung eines stérker negatil’ s, Abbildung 16d.

a b
1 - 500 - = ¥
= = = 450 T
0 n= 24 . n= 39 . n= 486 . -|-
300 600 900 400 l
1 - 350 -
o~ 300 -
2 £
(]
> * 250 I
E 5 <, 200 -
< 4
150 -
4 [ 100 -
= l 50 - -
0 , [
300 600 900
-6 - * * n=24 n=39 n=46
c d
41 20 - = 3
n= 24 n= 39 n= 46
2 .
15
0 — I
) 300 610-0 900 10 -
T4 =R
O O
g 6 < o0
3 -8 .5
=Y =5 -5 -
-10 -
a2 ] 1o
-14 - l -15 -
-16 - —_— % * -20 -

Abbildung 16: Kenngrol3en des epithelialen Transport. Durchschnittliche Werte fir das in ¢
Ussing Kammer bestimmte transepitheliale Pote() (a), den transepithelialen Widerstanc,)
(b), den Kurzschlussstrom {Jj (c) und den durch Amilorid hemmbaren StrAl' o) (d). Die Zahlen
300, 600 und 900 stehen hier jeweils fur-IMCD-, 600-IMCD- und 900MCD-Zellen und
beziehen sich auf die Ostalitat des Zellkulturmediums in mosm/
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Bei der Widerstandsmessungibpildung 16b) konnten die Befunde aus der Zellkultur beglaltar
Messung bestéatigt werdenntér Plasm-isotonen Bedingungen (300 mosm) kultivierte Zelteigten
den héchsten R(398 + 42Q*cm?). Dieser fiel bei steigender Osmolalitat auf ed-fach niedrigeres

Niveau von ungeféahr 27 + 2@*cm?”bei 900 mosm.

300 mosm kg’ 500 mosm kg'! 800 mosm kg ! 900 mosm kg !
T ., == i I*" ; . P -
= — . ‘ B Rl ——1 — e
= f.g;r_'___t - I:HTH = = | | h"‘_*_: - B= 7! ==
ﬁi i = m—" " : 'H _r" — =
=1 =t 2 : r ;
EERE= e ——— o e FEoeat s
== ‘F —=_ = 5 SESEEE
tLE P = ' B S — =5E
— —— o o P— — —
] EE==E === ——— S====¢
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Abbildung 17: Reprasentative Diffusionspotentiale (DP) einzelneFilter bei Applikation der
Niedrig-Natriumlésung auf der luminalen Seite Die Zahlen 30, 50 und 70 stehen hier fur
Konzentration von NaCl in mmol/l. Da bei ¢-IMCD-Zellen sowohl negative als auch positive C
gemessen werden konnten, sind hier exemplariscle2 &us der Gruppe der €-IMCD-Zellen
dargestellt. Zudem ist die unterschiedliche Scler-Verstarkung zu beachtebDie Zahlen 30, 50 un
70 stehen hier fur diedtizentration von NaCl in mmol/l. Da bei ¢IMCD-Zellen sowohl negativ
als auch positive DPs gemessen werden konntenhsnéxemplarisch 2 Filter aus der Gruppe
600-IMCD-Zellen dargestellt. Zudem ist die unterschiedli€lcareibe-Verstarkung zu eachten.

Auf parazellularer Ebene anderten sich in Abhangjigkon der Osmolalitat die Praferenzen fur'-
und Cl-lonen. Wahrend die TJs der -IMCD-Zellendurchlassiger fir Navaren, waren sie bei di
600-IMCD-Zellen fir beide lonen ahnlich permez und bei den 900-IMC[Zellen verschob sic
diese Permeabilitdt in Richtung der-lonen, abzulesen an der Polaritdt der Diffusiorspile,
Abbildung 17. Die parazellularen Eigenschaften der Zellen wurdeéarch hintereinande
durchgefuhrte Wechsel auf niedrige N-Konzentrationen ermittelt. i® Befunde wurden auf
Symmetrie gepruft Tatsachlich ergaben sich zwischen luminal undolateral gemesseneund
errechneten Werten fir das PermeabilitatsverhaRy. /P sowie flr die absoluten Permeabilitéd
Pna und R, (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Diffusionspotentiale und Permeabilitdter. Durchschnittliche Werte fir das in ¢
Ussing Kammer bestimmte Diffusionspotential (DP)Ayeplikation derNiedrignatriun-Lésung auf
luminaler (a) und basolateral@) Seite.Permeabilitatsverhaltnis von Natrium zu Chloring/Pc)) bei
luminalem (b)und bei basolaterale Wechsel (d)Die Zahlen 300, 600 und 900 stehen hier jeweil
300-IMCD-, 600-IMCD- und®0C-IMCD-Zellen und beziehen sich auf die Osmolalitat
Zellkulturmediums in mosm/kg.
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Abbildung 19: Absolute Natrium- und Chlorid-Permeabilitaten. AbsolutePermeabilitaten fU
Natrium (R) (@), (c) und Chlorid (¢)) (b), (d) luminal (a, b) sowie basolateral (c Die Zahlen 300,
600 und 900 stehen hier jeweils fur -IMCD-, 600-IMCD- und 900-IMCDZellen und beziehen sic
auf die Osmolalitat des Zellkurmediums in mosm/kg.

3.4FITC-Dextran Dichtigkeit der IMCD -Zellen
Als zusatzlicher Parameter um die Durchlassigkeit werschiedenen IMC-Kulturen zu messen
wurden FITCBextran Messungen durchgefiiBei den Filterndie auf ihre Permeabilitat fi40 kDa
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FITC-Dextran untersucht wurd, ergaben sich statistisdignifikante Unterschiede zwisch&600-
IMCD-Zellen und 900-IMCDZellen sowie zwischen 300-IMCRellen und 90-IMCD-Zellen
(Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werde). Die Permeabilitdt fir Makromoleki
ahm mit steigender Osmai@t zu, war nsgesamt abegeweils ein Bruchteil der gleichzeitig &

Leerfilter gemessenen Dextr&ermeabilité.

80
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Abbildung 20: Permeabilitdt der IMC D-Zellen fur Dextran. Die Zahlen 300, 600 und 900 stel
hier jeweils fur 300-IMCD-, 600MCD- und 900-IMCDZellen und beziehen sich auf die Osmola
des Zellkulturmediums in mosm/I

Fur 300-IMCD-Zellerergab sicteine 3000-fach niedrigere, fur die 600-IM@ilen eine 10C-fach
niedrigere und fir 900-IMC[Z<€llen eine 50-fach niedrigere DextraRermeabilitat im Vergleich 2z

den jeweils gemessenen Leerfilt

3.5Elektrolyt verschiebungen zwiscen luminalem und basolateralem Kompartimen
Sekundar-aktiver NaTransport von luminal nach basolateral, soeineentsprechere K* Sekretion
kann durch Konzentrationsunterscheide im luminalezw. basolateralen Kompartiment ¢
Zellkulturen nachgewiesewerden.Die Quantifizierung des Stofftransports differemtae IMCD-
Zellen gelang mittels flammerhotometrischer Elektrolyt- sowi€®smolalitdasmessung nach 24
Stunden Kultur (Tabelle 6)Wie schon in den Ergebnissen der Ussing Kar-Messungen
angedeutetkonnte das Zusammenspiel von Natriumresorption Katlum-Sekretion, wie es fi
Hauptzellen vor allem des kortikalen Sammelrohrgeaommen wird, nur bei 3-IMCD-Zellen
nachgewiesen werden. Nur hier kam es zu einem Iddalluminalen N*-Konzentratior(Abbildung
21a). Die luminale KKonzentration stieg in 3(- und 600-IMCDZellen deutlich an. 9(-IMCD-
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Zellen zeigten dagegen einen deutlichen niedrigekamzentrationsunterschied fur Kalit
(Abbildung 21b).

Tabelle 6: Elektrolytmessungen nach 24 Stunden Kultu

300 mosm/kg

[uminal basolateral

n
Mittelwert
sem

n
Mittelwert
sem

n
Mittelwert
sem 1.25 0.92 210 1.26 2.61 2.28

Angegeben sind die mittleren gemessenen Konzeoreatiin mmol/l bzw. mostkg, sowie der
Standardfehlem bezeichnet die Anzahl der jeweils gemessiProbenFarbkodierung der lonen w
in Abbildung 6.

a Konzentrationsunterschied | b Konzentrationsunterschied | ¢ Osmolalitatsunterschie
Natrium AcCnaiur [U-bI) Kalium (ACkajium lu-bl) (Aosmotaiita 1U-bI)
41 _ . 08, —  ——=x : |
3 1 0.7 - 1 7
6 B
2 06 - 1 ® 5
sy
= 1 S 05 g 47
o E 8 3 b
E 0 - E pu - £ 2
£ 300 600 900 = : 5 1
S 4 5 5
= =< 034 = 0 T
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Abbildung 21: Elektrolytverschiebungen nach 24 Stunden Kultu. Graphische Darstellung d
Konzentrationsunterschiedad) fir Natrium (a), Kalium (b) und die Osmolali{@&) zwischer
luminalem (lu) und basolateralem (bl) Kompartim
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3.6 Histomorphologische  Verteilungsmuster in IMCD- Filterkulturen und

Nierenschnitten

3.6.1 Z0-1

Als intrazellularer integraler Bestandteil der Tiginction lie? sich das Zonula occlud-Protein 1
(ZO-1) in den TJs der IMC[Zellen darstellenZO-1 ist unter andere@n der Verankerung der TJ ¢
Zytoskelett beteiligt (sieh&.1.z Abschnitt Tight Junctions der Einleitungh Abbildung 22 wird
deutlich, dass Intensitat und Linearitat der Fagoomt steigender Osmolalitsgunehmen, was ein

Hyperosmolalitatsassoziierten Hochregulation von -1 entspricht, [50].

Abbildung 22: ZO-1TJ Farbung bei 3(-IMCD- (a), 600-IMCD (b) und 900MCD-Zellen (c)

3.6.2 Claudin 19 in IMCDFilterkulturen und parallel gefarbten Nierensctar
Das eigentlich vornehmlich fir die TAL beschriebe@imudin 19 konntein allen IMCLC-Zellen

nachgewiesen werden.

Abbildung 23: Claudin 19 Farbung bei 3-IMCD- (a), 600-IMCD- (b) und 900MCD-Zellen (c) in
der Ubersicht.
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Abbildung 24: Claudin 19 Farbung bei 3-IMCD- (a), 600-IMCD- (b) und 900MCD-Zellen (c) in
der Vergrof3erung.

Bei der genaueren Betrachtung des interzellularerteilungsmusters zeigte sich, dass Claudin 1
300-IMCD-Zellen Uberwiegend membranar, in -IMCD-Zellen eher submembranér und in -
IMCD-Zellen lberwiegend vesikular vorlag. Das ist berdit Ubersichtsaufnahmen zu erken
(Abbildung 23) wird aber iDetailaufnahmen (Abbildung24) noch deutlicher. Bleudin 19 wurde
zusatzlich jedem Filter ein Rang zugeordnet, jehdam ob Claudin 19 eher membranar,
vesikular (1) oder submembranar (2) vorlag. Sorgekine erganzende se-quantitative Analys:
Abbildung 25 mit signifikanten Unterschieden zwischen den-IMCD-Zellen und jeweils den 6-

und 900-IMCD-Zellen.

i

Claudin-19-Score
"

Y

1+ L

0 I ) | ]
300 800 900
n=13 n=14 n=12

Abbildung 25: Darstellung der Claudin-19-Auswertung anhand eines Bohisker-Plots. Je
naher an 3 der Samausfiel, desto mehr Cldin 19 war membranér vorhanden. Mit steiger
Osmolalitat nahm die membranare Verfugbarkeit &ahtbarkeit des Clauc-19 ab und dercore
nahm wie abgebildet eher Werte u (einer vesikularen Lokalisation entspreche¢ an. Die Zahlen
300, 600 und 900 stehen hier jeweils fur-IMCD-, 600-IMCD- und 900MCD-Zellen und
beziehen sich auf die Osmolalitat des Zellkulturmeds in mosm/k¢
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Dass Claudirt9 immunhistochemisch auch im Sammelrohr der Ruitte® nachweisbar , zeigt

Abbildung 26 .Exemplarisch sieht man ein Sammelrohr der aul3eresaula

Abbildung 26: Claudind9 (rot) und AF-1 (grun) als SammelrohgfMarker”. Zu sehen ist ei
deutlich Claudin-19ositiv gefarbtes Sammelrohr der &ul3eren Medw@)ez€igt das Claud-19-
Signal in rot, (b) zeigt das AE-Signal in griin, (c) die Ubereinander gelegten Bi

3.6.3 Claudin 8
Claudin 8 lie3 sich ebenfalls allen IMCD-Primarkulturen nachweis€Abbildung 27. Es kam im
grob geschatzteintensitatsvergleich mit Claudin ljedochin deutlich geringerer Mengin der

interzellularen TJ vor.

Abbildung 27: Claudin 8 Farbung bei 3-IMCD- (a), 600-IMCD- (b) und 900MCD-Zellen (c) in
der Vergrof3erung.

Zudem war die Verteilung weniger klar zu charakieren und wurde deshalb nicto detailliert
ausgewertet. Die Lokalisation von Claudin 8 in Bpawf die TJ I&sst sich fur 3-IMCD-Zellen am

ehesten als teils membranar, teils submembrang&himisen, fir 60-IMCD-Zellen als tberwieger
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membrandr und fir 90MACD-Zellenals teils menmdanar und teils vesikular. Eine kle

Kategorisierung und Statistik gelang jedoch n

3.6.4 AQP2 und Claudin 10
Um die aus der inneren Medulla isolierten IMCD 2glhaher zu charakterisieren wurden sie auc

die Expression des fid@ammelrohrhauptzellenpischen Wasserkana®QP2 hin untersuct

Abbildung 28: Farbung vorAQPZ (rot) und Claudin 10 (grin) bei 300-IMCIa), 60-IMCD- (b)
und 900-IMCD-Zellen (c)Dabei sind b und c fokussiert auf Bereiche mit @ie-10-positiven
Zellen.

n= 28 n=37 n= 29

300 m Anteil TL IMCD-Zellen 600 m Anteil TL IMCD-Zellen 900 w Anteil TL = IMCD-Zellen

300 600
Anteil TL 6,63% 13,04% 14,68%
IMCD-Zellen 93,38% 86,96% 85,32%

Abbildung 29: Anteil der TL- Zellen an der IMCD-Primarkultur. Gezeigt sind jeweils die visue
geschatzten Anteile an Zellen der diinnen F-Schleife(TL) am Gesamtflachengehalt des Zellras
der IMCD-Zellen auf Filtern, die bei 300 mosm/kg (a), 600smgkg (b) und 900 mosm/kg (
kulitiviert worden sind.

AQP2 konnte nachgewiesen werden, zeigte jedoch einvearemgsgemal zytoplasmatise
Lokalisatian, da die Zellkulturen nicht mit ADH stimuliert wadgn. Nachweislich handelt es sich ¢
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bei den AQPZositiven IMCD Zellen tatséchlich um HauptzelleBei der AQP:-Farbung fielen
jedoch Bereiche auf, die sich nicht anfarben liek@enGegensatz zu IMC-Hauptzellen waren die:

Zellen gut mit Claudin 1@ntikorper zu farben und zeigtein ganz unterschiedliches-Muster.

Abbildung 30: Farbung vorAQPZ (rot) und Claudin 10 (griin) an 3 um Nierenschnigerer
Rattenniere. Zu sehen ist ein Ausschnitt im Berdighinneren Medulla, wwom Tubulussystermnur
Sammelrohre und Anteile der diinnen H-Schleife vorkommen. Nebeneinander von Sammelrol
zu erlennen an der deutlich positiven FarbungAQP2 (a, rot) und Teilen der diinnen He-
Schleife, die deutlich positiv fir Claudin 10 sifid griin). In ¢ das Ubereinander gelegte gezeigt.
(d) und (e) zeigen Querschnitte in VergroRerungoBRders in esen beiden Bildern l&sst sich
auffallige TIMorphologie der Zellen der diinnen He-Schleife nachvollziehen.

Die in Abbildung 28u sehenden, rallel gefarbten Claudin 10 positiven Zellen (grikgnnten unte
Abstimmung mit den parallel gefarbten NierensckenitiAbbildung 30) als Zellen at der diinnen
Henle Schleife identifiziert werden. Diese Zellemsdinneren Nierenmarks kamen in je
Primarkultur vor, zeigten allerdings eine unteredliche Haufigkeitsverteilung. Ihr Anteil lag besl|

zu 30 % der bewachsenen Flache und nahm mit nder Osmolalitdt des verwende
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Kultumediums deutlich zu. Ein statistisch signifiker Unterschied zeigte sich bei 300-IMCD-Zellen
gegenlber 600-IMCD-Zellen und 900-IMCD-Zellen, Aldioing 29. Aufféllig an der Morphologie der
Claudin 10-positiven Zellen waren die in Abbildug§ (c) gut zu erkennenden ,fingerformigen”
Zellauslaufer mit stark maandrierenden TJs. Dies#allige Morphologie lasst sich an den
Nierenschnitten (Abbildung 30, e) ebenfalls naclnehen.

Fur die ebenfalls Hauptzellen-spezifisciieUntereinheit des Natriumkanals ENaC gelang der
Nachweis mittels Immunoflurorezenzfarbung nichlanicht in den unter 300 mosm/kg kultivierten
Zellen, in denen funktionell ENaC nachgewiesen wer#onnte (Amilorid-hemmbarer I'sc). Die
Membranproteine AE-1, Pendrin und *-ATPase als Beispiele fiir Schaltzellen-spezifische
Transportproteine konnten nicht nachgewiesen, se W@ davon ausgehen, dass diese Zellpopulation

in den IMCD-Kulturen nicht vertreten war.

Das zusatzlich getestete Claudin 15 konnte nichif@D Zellkulturen nachgewiesen werden.
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4 Diskussion

4.1. Methodendiskussion

4.1.1 Aussagekraft der primaren IMCD-Zellkultur

Die IMCD-Primarkultur ist eine seit Gber 30 Jahmtablierte Methode, um Sammelrohrzellen der
Niere zu charakterisieren. Wahrend sich Ubersich&sn in den 1980er Jahren zunachst auf die
methodische Isolierung von Sammelrohrhauptzelldudsierten [14, 48], wurde anschlie3end auch
eine umfassende Charakterisierung der so geworME€D{Zellen auf Filtern veroffentlicht [26]. Es
zeigten sich reproduzierbare und konsistente Edeiten der so gewonnenen Zellkulturen. Eine
weitere Ubersichtsarbeit konnte zeigen, dass IM@Der, die auf Filtern ausgesat wurden, eine
polare Ausrichtung ahnlich der irivo-Bedingungen annehmen konnten [46]. Mit der Zeitdeudie
Praparationsmethode etwas modifiziert. Grundsditizlieruht die Praparationsmethode auf der
Beobachtung, dass IMCD-Zellen resistenter gegeniiipgrotonem Schock” [48] sind, als andere
Zellen der Papille [14, 48]. Wahrend in den friimefebeiten noch destilliertes Wasser als ,hypotoner
Schock” zur Selektion der robusteren Sammelroterekingesetzte wurde, verdnderte sich die
Methode dahingehend, dass speziell auf diesentBeRrzichtet wurde [42, 46]. Es ergaben sich
trotzdem Zellkulturen, die zu >95 % aus reinen Sainwhrzellen bestanden [26, 46, 48]. Die in
dieser Arbeit benutzte Préparationsmethode entspdec Vorgehensweise, wie sie Mamgt al
beschreiben [42].

Die Werte fir die mehrfach schon beschriebenentrelelysiologischen Eigenschaften wig, R/
und I'sc meiner IMCD-Primarkulturen waren mit denen der &itCharakterisierungen dieser Zellen
vergleichbar [26, 48]. Im Vergleich mit den Ergets@n von Ruhfust al.,die polare IMCD-Kulturen
bei 600 mosm/kg kultivierten und beobachteten, wungbesondere bei den Zellen mit 600 mosm/kg
Umgebungsosmolalitét ein bestandig niedrigergrg@messen, wobei die Zellen mit 300 mosm/kg

Umgebungsosmolalitéat &hnliche Werte fiiy &ifwiesen [46].

4.1.2 Reinheit der IMCD-Kultur

Bezuglich der Reinheit der IMCD-Kulturen ergab sithmeine IMCD-Kulturen keine zu >95 % aus
Sammelrohrzellen bestehende Zellpopulation, wigwi®r beschrieben wurde, [46, 48]. Insbesondere
augenscheinlich wurde dies durch die Immunfluonesf&irbung von AQP2 und Claudin 10
(Abbildung 28, Abschnitt 0). Hierbei fielen Zellewf, die sich aufgrund ihrer Negativitat fur AQP2
nicht dem Sammelrohr zuordnen lie3en. In Zusamnmensenit Immunfluoreszenzfarbungen von
Nierenschnitten (Abbildung 30) handelte es sich Zellen der diinnen Henle-Schleife, die in der
Papille jeder Niere ebenfalls vorkommen. Sie waremllen Kulturansatzen vorhanden. lhr Anteil
variierte und nahm mit steigender Osmolalitéat zr,rdaximale Anteil lag im Schnitt bei 15 % Flache

des Zellrasens auf einem Filter (Abbildu2§). Hier besteht ein mdglicher Zusammenhang zur
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Modifikation der Préaparationsmethode [42] wie sidbschnitt 4.1.1 beschrieben ist, konkret zu dem
Verzicht auf den ,hypotonen Schock” durch destiths Wasser, der urspriinglich zur Praparation
routinemafig appliziert wurde, um Zellen der dinkiemle-Schleife heraus zu lysieren, [14, 26, 48].
Die Ergebnisse der elektrophysiologischen Messungem somit unter dem Vorbehalt zu
interpretieren, dass nach dem Mehrheitsprinzip &laaptsachlich die Sammelrohrzellen in den
erhobenen Messwerten widergespiegelt sind, es wtddar bleibt, welchen Anteil und Effekt die

Zellen der dinnen Henle-Schleife an und auf ebsediatten.

4.1.3 Anwendungsseite der Osmolalitat

Die Fahigkeit der IMCD-Zellen, sich auf Kollagensoaichteten Filtern polar ahnlich wie winvo
auszurichten ist bisher gut untersucht und bestatgden [46]. Die Variation der Osmolalitat in der
Umgebung wurde in meiner Arbeit stets von beideiteSealso luminal und basolateral angewendet.
Dies simuliert eine imnvvo Situation, in der die Sammelrohrzellen keine Fegyntation der
Harnzusammensetzung mehr vornehmen mussen undnaerkee Polaritat, die es ermdglicht, mit
Osmolalitdtsunterschieden auf der luminalen unalbteralen Seite zurecht zu kommen. Eine diese
Tatsache berlcksichtigende Anwendung von untemdiittien Osmolalitaten luminal und basolateral
kann sicherlich einen weiteren Erkenntnisgewinfiefie. Die in meiner Versuchsdurchfihrung auf
beiden Seiten gleiche Umgebungsosmolalitat unteidehsich also von der wivo Situation und fuf3t
allein  auf dem angenommenen Vorhandensein moglich€smolalitats-Sensoren* in
Sammelrohrzellen, die dann komplexe zellphysiolduisregulatorische Vorgange in Gang setzen, die
schlieRlich in den erhobenen Messparametern abgresind. Ahnliches ist bereits fur dasnicity-
responsive enhancer binding protgfRonEBP) beschrieben, das maRRgeblich an der Registon
Sammelrohrzellen gegeniber hypertonem osmotischeessSim umgebenden Milieu beteiligt ist
[21].

4.2 Ergebnisdiskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte ich zeigen, dBMED-Zellen auf unterschiedliche osmotische
Umgebung mit ihren Transporteigenschaften reagieneihdas sowonhl fir den transzellularen als auch
fur den parazellularen Transportweg. 300-IMCD-Zeliigten als einzige nennenswerten amilorid-
hemmbaren elektrogenen Natriumtransport, dazu ddérchdten R und eine deutliche
Kationenselektivitat des parazellularen Weges. 1800D-Zellen hatten keinen elektrogenen
Natriumtransport, einen sehr niedrigen Rte undteaigine Anionenselektivitat der TJs. 600-IMCD-
Zellen nahmen eine Mittelstellung ein, glichen almsgesamt eher den 900-IMCD-Zellen. Bei dem
Versuch ein Korrelat dieser Verdnderung in der @iadExpression dieser Zellen zu finden, fiel
besonders Claudin-19 auf, dessen Lokalisation sth membransténdig in der TJ in 300-IMCD-
Zellen bis zu einer intrazellularen vesikularen tégung in 900-IMCD-Zellen erstreckte, d.h. je

niedriger die Umgebungsosmolalitéat desto mehr Ghatiél befand sich tatsachlich in den TJ.
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Im Folgenden wird nun auf mégliche Sensormechamisfitledie Osmolalitat, auf die Regulation von
Claudinen und auf Claudin-19 im Besonderen eingggianDes Weiteren soll die Veranderung im

Kontext der Physiologie des Sammelrohrs kurz diskiuiverden.

4.2.1 Osmosensing

Wie bereits in der Einleitung angefuhrt (siehe 4,.132]), sind die Zellen des Nierenmarks je nach
Funktionszustand der Niere deutlich ausgepragtdnw&ekungen der Osmolalitdt ausgesetzt und
mussen auch unter so hohen Osmolalitaten wie 12066nvikg (oder sogar noch hoher in der
Nagerniere) ihrer physiologischen Funktion nachk@mmOsmotischer Stress flihrt zu erheblicher
zellularer Belastung von Gegenregulationsmechamsomed kann bis zur Apoptose und Zelltod
fuhren [36]. Als Osmosensoren werden immer wiedechanosensitive lonenkanéle [33] diskutiert,
da Anderungen der Osmolalitat direkt auch das @klwmen und die mechanische Spannung der
Doppellipidschicht der Membran beeinflussen. Auchas#érkanale selbst, die natirlich in
Sammelrohrzellen eine besonders prominente Rollelesp werden als direkte Osmosensoren
beschrieben, [22]. In IMCD Zellen kommt neben deDHAregulierten AQP2, das hier nicht in den
luminalen Membranen vorhanden war, da keine Hormmugesetzt wurden, auch AQP3 und AQP4
basolateral vor [32]. Welche Kandle in den untelgen IMCD Zellen letztendlich die Rolle des
Osmosensors Ubernehmen, ist nicht geklart, jeddmheg in der Literatur bereits Hinweise auf die
weitere Signalverarbeitung und zellphysiologiscRagulationsmechanismen. Mdglich ist eine, Gber
den osmosensitiven Transkriptionsfaktor TonEBP [P®B] vermittelte verdnderte Expression
verschiedener Proteine, die die erhobenen tramgpaiblogischen Messparameter dann indirekt
beeinflussen. Fir TonEBP konnten bereits mehreree Gdentifiziert werden, deren Hochregulation
bzw. Herabregulation unmittelbar durch hypertongrssS beeinflusst werden [47], darunter auch z.B.
AQP2 [21]. Allerdings konnte speziell fir ENaC eimgperosmolalitétsinduzierte und gleichzeitig von
TonEBP unabhangige verringerte Expression gezeggten [10]. Da auch die IMCD Zellen, die
unter héherer Osmolalitat kultiviert wurden, mitr deNaC Expression deutlich niedriger lagen, ist
dieser Mechanismus fiir die gezeigten Ergebnissatesi ebenfalls in Betracht zu ziehen. Als
Ursache wird hier die Uber hyperosmolaren Stressemdoplasmatischen Retikulum induzierte
sogenannteinfolded protein respong@PR) diskutiert [10] und die daruber vermitte&ellantwort

z.B. in Form von Proteinmodifikation erklart.

4.2.2 Regulation des parazellularen Weges

Der elektrische Widerstand eines Epithels setzt sereinfacht aus dem Widerstand der einzelnen
Membranen (involviert im transzellularen Transpaorty parallel dazu dem parazellularen Widerstand
uber die TJ zusammen [18]. Unter den beschriebBeedimgungen und in Anwesenheit von Amilorid
wird R, dabei hauptsachlich vom parazellularen Weg bedtirdosatzlich wurde hier die Dichtigkeit

gegenuber Makromolekilen untersucht. Die IMCD-Zelleeigten insgesamt eine geringe
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Durchlassigkeit gegeniber dem Makromolekil 40 kD&=Dextran, 900-IMCD-Zellen zeigten
jedoch eine leichte, signifikant hohere Permedtjliparallel zu dem niedrigstene.RAuRerdem
ergaben sich sehr ausgepragte Unterschiede fllodémselektivitat mit Kationenpraferenz in 300-
IMCD-Zellen und Anionenpraferenz der TJ von 900-IDZellen. Die Claudine sind diejenigen TJ-
Proteine, denen bei der Regulation und Determinatier hier genannten Eigenschaften die grof3te
Bedeutung zukommt [17]. In der vorliegenden Arlieit vor allem die deutliche veranderte Claudin-
19-Lokalisation auf. Claudin 19 ist in 300-IMCD-¥s, die den hoéchsten Rund eine
Kationenselektivitat aufweisen signifikant vermetmeémbranar zu finden. Claudin-19 ist ein Barriere-
Claudin, wobei es sowohl flir Anionen als auch fi@tiBhen Barrierefunktionen dbernehmen kann
[17]. In der TAL ist Claudin 19 gemeinsam mit Claud6 malRgeblich an der parazellularen Natrium-
Selektivitat beteiligt [24]. Der Barrierefunktiorom Claudin 19 lassen sich also moglicherweise die
hohen Werte fur R sowie die niedrigen Werte fir die absoluten Natduund Chlorid-
Permeabilitdten zuschreiben. Mit reduzierter meméwar Claudin-19-Lokalisation sinkt im
Umkehrschluss also auch der transepitheliale Wialeds Tomas Berl beschrieb ebenfalls Effekte von
erhohter Osmolalitat auf IMCD Zellen, wobei er jeHcan plasma-isotone Bedingungen angepasste
Zellen in schnellem Wechsel hohen Osmolalitatesetate und umgekehrt [5]. Dabei fand er heraus,
dass Claudin-4 bei der Adaptation an hohere Ositidlth hochreguliert wird. Claudin-4 selber
wurde von mir nicht untersucht, fir Claudin-8, weds mit Claudin-4 eng assoziiert ist [25], konnte
ich jedoch keine signifikanten Unterschiede fe#leste zumindestens nicht, was die subzellulare
Lokalisation betrifft. Tatsachlich ist die Regutatider TJ Permeabilitat, Dichtigkeit und Selekdvit
zusatzlich auch durch posttranslationale Modifikiagin moglich, wie bereits fur Claudin-16 [27] und
Claudin-4 [37] beschrieben. Daraufhin wurde jedae@der Claudin-4 noch Claudin-8 untersucht, so
dass eine quantitative Erhohung dieser potentiaglioreenselektiven Claudine oder eine
posttranslationale Modifikation bei dem Shift dezlektivitat von 300-IMCD-Zellen, tber die 600-
IMCD-Zellen zu den 900-IMCD-Zellen durchaus eindIRspielen kénnten.

4.2.3 Physiologische Einordung und These der Umprogramumdg

Die Ergebnisse der elektrophysiologischen Untersnghim Hinblick auf den elektrogenen
Natriumtransport zeigen in Abhangigkeit von der elmgnden Osmolalitdt eine Regulierung der
KerngrofRen wie R Vi und I's. Dabei konnte in Zellen, die einer Umgebungsoslhitétazon 300
mosm/kg ausgesetzt waren, ein hoher transepiteeleéktrischer Widerstand, ein lumennegatives
transepitheliales Potential sowie ein durch Amdotiemmbarer I nachgewiesen werden. Das
impliziert das Vorhandensein des epithelialen Natkanals ENaC, der insbesondere cortical und in
der @uReren Medulla fur die Feinregulation der Hasammensetzung zustandig ist und im
Sammelrohr der auReren Medulla durch Hyperosmatdiirabreguliert wird [LOEXxpressionsstarke
der ENaC-Untereinheiten zeigen von kortikal naclduliér eine deutlich abnehmende Tendenz, [11].

Dies kbnnte bedeuten, dass die IMCD-Zellen, dieripotentiell hochosmolaren Milieu der inneren
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Medulla entnommen wurden, die Mdglichkeit besitzdhigenschaften von kortikalen bzw.
Sammelrohrhauptzellen der auf3eren Medulla, CCD-@M€D-Zellen €ngl.cortical collectind duct;
outer medullary collecting duct) im Sinne einer ,iogrammierung” anzunehmen. Ausloser dieser
-uUmprogrammierung” konnte die fir Verhéltnisse demneren Medulla niedrigere
Umgebungsosmolalitéat von 300 mosm/kg sein, die enaah der im Cortex stets konstant gehaltenen
interstitiellen Osmolalitat entspricht. Im Umkehnkess lasst sich anhand meiner Ergebnisse
nachvollziehen, dass hyperosmolarer Stress zu é#eeabregulation von ENaC fuhrt [10, 11].
Ubertragt man dies auf eiim vivo Modell, so spiegeln die 300-IMCD-Zellen Eigensc¢bafdes
kortikalen und auRermedullaren und die 900-IMCDlateimdglicherweise die des innermedullaren
Sammelrohrs wider. In Cortex und auf3erer Medulliadai Feinregulation der Harnzusammensetzung
durch ENaC und hoher Dichtigkeit, respektive holmzur Verhinderung von parazellularen Lecks
und strengerer transzellularer Regulation des t&aoports und in der inneren Medulla ohne aktiven
transzellularen Stofftransport. Unter Annahme di¢$égpothese ware in den 300-IMCD-Zellen eine
parazellulare Anionenselektivitat zu erwarten, da generierte transepitheliale Potential Chloridion
aus dem Lumen parazellular nach basolateral treiigde. Kontrar hierzu konnte im Rahmen dieser

Arbeit allerdings eine leichte Kationenselektivit@tchgewiesen werden.

Es ergaben sich keine Hinweise auf das Vorhandenrse& ENaC in 600- und 900-IMCD-Zellen, was
kongruent zu den Ergebnissen von Crambeml. zu sehen ist [10], die eine TonEBP-unabhangige
Herabregulation von ENaC beschreiben. Auchetail. konnten in einenn vivo-Modell zeigen, dass
einige Untereinheiten des ENaC im IMCD durch Wasstrktion und konsekutiver hoher
Umgebungsosmolalitéat herunter reguliert werden [Bjcch luminale Amiloridapplikation zeigte sich
sogar ein starker negativat'sc bei 900-IMCD-Zellen Dieses Phanomen konnte im Rahrder

Arbeit nicht ursachlich geklart werden.
4.2.4 Bedeutung der dinnen Schleifen fur die Ergebnisse

4.2.4.1 Dinne Schleifen als Leck

Es ist anzunehmen, dass die TL-Zellen (AbbildungAt&bildung 29) auf die Messergebnisse einen
Einfluss hatten. Dabei kann man zun&chst unter dsichtigung von Untersuchungen an isoliert
perfundierten TLs in unserer Arbeitsgruppe von fiorlell lecken Flachen im IMCD-Zellrasen
ausgehen. Unter Kontrollbedingungen zeigten die dhen mittleren Widerstandzon 15Q*cm?
und keine Kationen- bzw. Anionen-Praferenz (P = 1). Damit sind die Aussagen zu meinen
erhobenen Messparametern weiterhin richtig, werdber wahrscheinlich in ihrer Gré3e eher

unterschéatzt.

Zur genaueren Uberprifung, kann man anhand derhété@uswertung (Abbildung 29) z.B.

berechnen, welchen Anteil am Gesamtwiderstand dgedgehabt haben kdnnen. Dabei ergibt sich in
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300-IMCD-Zellen mit einem maximal hohen IMCD-Widensd (42 K*cm?) in Parallelschaltung ein
TL-Widerstand von 3%2*cm?, der in der Summe den gemessenen Durchschnittstade von 575
Q*cm? ergibt. Gehen wir auch fiir 600-IMCD- und 900-IM@RHen mindestens von diesem TL-
Widerstand aus, so errechnen sich WiderstandgdiMCD-Zellen von 1742*cm?(600-IMCD) und
50 Q*cm? (900-IMCD). Der Flachenwiderstand von IMCD-Zelleimmt also auch mit Einfluss von

TL-Zellen mit steigender Osmolalitéat der Umgebubg a

Néahern wir uns bei diesen Ausfihrungen den in deratur fir IMCD-Zellen bisher beschriebenen
Widerstéanden [46] um 110@*cm? an, so kénnen fir die TLs in 300-IMCD-Zellen aucin
rechnerisch hohere Werte um @6cm? angenommen werden. Dies wiederum koénnte ein Hiauef

die Osmoregulation auch dieser Zellen der inneredMa sein.

4.2.4.2 Dunne Schleifen als Claudin10b-abhangige katioriektee Zellen

Auch die Ergebnisse fir die parazellulare Selefiivder IMCD-Zellen kénnen durch die TLs

beeinflusst sein. Die erhobenen Messparameternasgee leichte Kationenselektivitat bei 300-
IMCD-Zellen und eine Anionenselektivitdt bei 900-0D-Zellen vermuten. Die 600-IMCD-Zellen

nahmen eine Mittelstellung ein. Auch diese Seld@itign sind dann als Summe aus den

moglicherweise kontraren Selektivitaten von IMCDdurL-Zellen zu bewerten.

Nehmen wir fUr die TLs eine Claudin10b-Ausstattumgl damit eine Kationenselektivitat und fur die
IMCD-Zellen eine Anionenselektivitat an, dann kaman wiederum unter Berlcksichtigung der
Flachenverteilung (Abbildung 29) errechnen, dassedhobenen Messwerte nur zu erreichen bzw. zu
messen sind, wenn die Anionenselektivitat von 3A@D-Zellen hoher ist als die von 900-IMCD-
Zellen, die Anionenselektivitdt also bei gleichblemd starker Kationenselektivitat der TLs mit
steigender Osmolalitat abnimmt. Ubertragen auf #ertikomedullaren osmotischen Gradienten
(Abbildung 7) ist diese Hypothese zumindest kongtugum ENaC-getriebenen kortikalen
parazellularen Chloridtransport. Wie zuvor bereitsgefihrt ist in der inneren Medulla kaum ENaC
exprimiert [10], sodass eine reduzierte Anionerdligdt in diesem hyperosmolarem Milieu

ebenfalls plausibel erscheint.
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5 Zusammenfassung

Die Niere als wesentliches Organ des Wasser- upttdiithaushaltes erflillt eine Reihe wichtiger
Funktionen. Insbesondere die enorme Filtrationsiegs und Produktion von 180 | Primarharn pro
Tag, von dem letztlich durch hocheffiziente undulegite Transportvorgange entlang des Nephrons
nur ein Bruchteil ausgeschieden wird, seien anedi&elle nochmals erwéahnt. Hierflr sind die
individuellen Eigenschaften eines jeden Nephronafiits entscheidend. Diese Eigenschaften
wiederum sind ein Produkt aus jeweiliger luminasewie basolateraler Zellausstattung und der
Zusammensetzung der interzellularen Tight Junct{@ds). Oder anders formuliert ein Produkt aus

transzellularen und parazellularen Transportvorgang

So gelingt unter anderem im Zusammenspiel zwis®ierentubuli und GefalRen auf Grundlage des
Gegenstromprinzips die Generierung eines Kkortikart@édn osmotischen Gradienten. Dieser
wiederum ermdglicht es der Niere, einen hypotonamHbei Wasserdiurese mit minimal 50 mosm/kg
zu produzieren, bei antidiuretischen Bedingunge®reivon maximal 1200 mosm/kg. Das bedeutet
insbesondere fiur die Zellen des inneren Nierenmairies grof3e Herausforderung. Sie sind wie kaum
andere Zellen des Organismus standig wechselndegebimgsosmolalitdten ausgesetzt. Dies fihrte
zu der Hypothese der Osmoregulation von funkti@melind morphologischen Eigenschaften dieser

Zellen.

Im Rahmen meiner Arbeit habe ich untersucht, welclignfluss Umgebungsosmolalitat auf
transportphysiologische Vorgédnge ebendieser inmuifigen Sammelrohrzellen haben kann. Hierzu
wurde das etablierte Zellmodell der IMCD-Primarkultgewéhlt. IMCD-Zellen wachsen als
polarisiertes Epithel auf Filtern, vergleichbar znrvivo Situation. Es wurden drei Gruppen von
IMCD-Zellen miteinander verglichen, die gewahltemggebungsosmolalitdten wurden auf 300, 600
und 900 mosm/kg festgesetzt. Als Ergebnis der mlphisiologischen Messungen konnte gezeigt
werden, dass sich zwischen den 3 Gruppen signtikddnterschiede bei der Erhebung des
transepithelialen  Widerstands, des transepitheliald®otentials und des &quivalenten
Kurzschlussstroms ergaben. Auch die parazelluldenmeabilititen fur Natrium und Chlorid
differierten signifikant voneinander. Bei 300 mokgkultivierte Zellen hatten Eigenschaften eines
transzellular transportierenden Epithels mit Gesrang eines lumennegativen transepithelialen
Potentials und eines hohen transepithelialen Waledes, was das Vorhandensein von ENaC bzw.
eines transzellularen Natriumtransports wahrsciobininacht. Sie ahnelten in ihren Eigenschaften
Zellen aus dem kortikalen Bereich des SammelroBmse parazellulare Chlorid-Praferenz bzw.
Anionen-Selektivitat wie es fur diese Zellen zu arien ware, liel sich im Rahmen dieser Arbeit nicht
nachweisen. Bei 900 mosm/kg kultivierte Zellen gerten kein transepitheliales Potential, einen

niedrigen transepithelialen Widerstand und héhemazellulare Durchlassigkeiten sowohl fr lonen
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als auch fir Makromolekile wie Dextran. Bei 600 mfsy kultivierte Zellen nahmen bezlglich der

beschriebenen Eigenschaften eine Mittelstellung ein

Eine Charakterisierung parazellularer Transportingg sollte verknlpft sein mit der Betrachtung der
Zusammensetzung der TJ, Uber die parazellularerspoat stattfinden und auch unterbunden werden
kann. Hierbei lag der Fokus auf den Claudinen aksentlicher Bestandteil fur GréRen- und

Ladungsselektivitat der TJ. Deshalb wurden die Erpente ergénzt um Immunfluoreszenzfarbungen
von Claudinen. Tatséchlich ergaben sich hier Untéesle fir Claudin-19, dessen membranarer
Einbau in die TJ von Zellen kultiviert unter 300 snokg abnahm bis zu einer deutlich vesikularen
Verteilung in Zellen kultiviert unter 900 mosm/kGlaudin-19 spielt, als vornehmlich abdichtendes

Claudin, hierbei wahrscheinlich eine wichtige Rdiks der Widerstandserhdhung unter 300 mosm/kg.

Die vorliegende Arbeit gibt also erste Hinweise aife Osmoregulation von Proteinexpression und
Transportfunktion in Zellen der inneren Nierenméamuhd nutzt dazu effektiv das Modell der IMCD-
Filter-Kulturen. Die in allen IMCD-Kulturen vorhaeden Zellen der dinnen Henle-Schleife, die
ebenso wie IMCD-Zellen in hochosmolarer Umgebungialeeren Medulla existieren, fihrten in der
Summe am ehesten zu einer Unterschatzung der erwolearameter. Es ergaben sich auRerdem

Hinweise auf eine Osmoregulation auch dieser Zellen
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7 Anhang

7.2 Tierversuchsantrag

Die Totung von Tieren zur Organentnahme wurde bédumisterium fir Energiewende,
Landwirtschaft, Umwelt und landliche Rdume (MELU&)s Landes Schleswig-Holstein angezeigt
und unter der Nummer V 312-7224.121-2 genehmigt.

Danksagung

Mein herzlicher Dank gilt an erster Stelle mein@trBuerin Dr. med. Nina Himmerkus und meinem
Doktorvater Prof. Dr. med. Markus Bleich. Ich darffiieein interessantes Thema, die stets geduldigen
und fachlich exzellenten Ratschlage, wertvolle kgttel mit Zeichnungen und mentale und
personliche Begleitung durch die lange Zeit des nm@tmnsverfahrens, von der reinen
Datenproduktion zum fertigen Schriftstiick. Ebenaole ich meinen Mit-Doktoranden, allen Master-
und PhD-Studenten, den anderen wissenschaftlichémichtwissenschaftlichen Mitarbeitern der AG
Nierenphysiologie des Physiologischen Instituts @akJ) Kiel fir die stetige gro3e Hilfsbereitschaft
untereinander und fur anregende Kichendiskussiongimesondere Wiebke Basse, Allein Plain, Vera

Wulfmeyer, Sandra Griissel, Carolin Sandmann undgedrihmann.

Ich bedanke mich ganz besonders auch bei meinem Namannes fur die emotionale Unterstiitzung,
das Verstandnis und die Nachsicht beim langwieriget anstrengenden Schreibeprozess dieser fur

meine berufliche und persdnliche Weiterentwicklgogwvichtigen Arbeit.



