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1 Einleitung

1.1 Niere

1.1.1 Histologischer Aufbau

Zum Verstandnis der in den folgesrdKapiteln erlauterten Experimente und deren Ergebnisse
ist es zunachst von grof3er Bedeutung, den Aufbau deg Rliekennen.

Die Niere gliedert sich grob in Rinde und Mark, das wiederum in einzelne Pyramiden gegliedert
ist. Von diesen Einheiten aus Ringled Markpyramide gibt es in der menschlichen Niere meist
sechs bis acht und in der Ratte, welche als Versucliigate, nureine. Die Spitze einer
solchen Markpyramide nennt sich Papille und mindet im Nierenbeckemovans der Harn
Uber die ableitersh Harnwege nach aul3en gelafed).

Fur die Harnkonzenerung und die zahlreichen anderéufgaben der Niere stehen
Funktionseinheiten zur Verfigung: die Nephrone. Ein Nephron besteht aus einem
Nierenkoperchen lat. Glomerulum) und einer Aneinanderreihung unterschiedlich
funktionierender Nierenkanalcheat{ Tubuli renales)Die Endstreckeilsiet das Sammelrohr
(engl. collecting duct, CD)Es hat Verbindung zu etwa elf Nephronen und mindet im
Nierenbeckn (68).

Die Nierenkanélchen (Abbildung 1) bestehen vom Glomerulum bis zum Sammelrolenaus d
proximalenTubulus mit Pars convolutarigl. proximal convoluted tubule, PXInd Pars recta
(proximal dgraight tubule, PS); der dinnen ateigenden Schleifeefigl. decending thin limb
dTL), der aufsteigenden dinnen Schleifendl. ascending thin limbaTL), der dcken
aufsteigenden Schleiferfgl. thick ascending limb, TALdem distalen Konvoluiefgl. dstal
convoluted tubule, DQTund &em Verbindungstubulusefigl. connecting tubule, CNTPST,

dTL, aTL und TAL bilden die sogenannte Hetlehleife.

Ubergéange deeinzelnen Segmente gliedern Rinde und Mark. Glomeruli, PCT und DCT
befinden sich nur in deRinde. Das Mark wiederum kann weiia aul3eres Mark mit Auf3en

und Innenstreifenepgl. outer stripe of outer medulla, OSQd engl. inner stripe bouter
medula, ISOM und inneres Markengl. inner medulla, IMunterteilt werden. Der Ubergang
von OSOMin ISOM zeichnet sich durch den Wesel von PST in dTL aus, der von ISOM in
IM durch den Wechsel von aTL in TAL. Im ISOM sind also lediglich dTL weoihen
(Abbildung 1: Darstellung eines NephronZuséatzlich kbnnen Nephrone mit langen undzka

ScHeifen unterschieden werd¢8).



Ebenso verlaufen im inneren Mark-aind aufsteignde Gedl3schleifenlét. Vasa rectg die
fur das Gegenstromprinzip (s. Kapitel 1.1.4.1) und damit fir die Harnkonzangie

unerlasslich sin@23).

Glomerulum

&
&

Cortex

0SOM
*

o
} ISOM
M
aTL+ 4
Umkehrz
Abbil dung 1: Darstellung eines Nephrons

In den unterschiedlichen Farben sind die einzelnen Abseheiles Nephrons dargestellt sowie die einzelnen
Zonen (Cortex, OSOM, ISOM, IM) voneinander abgegrenzt. Das Nephron beginnt m&ldererulum, dem
sich PCT, PST, dTL, aTL, TAL, DCT, CNT und Sammelrohr anschlieen. Das Sammelrohr ist die Endstrecke

mehree Nephrone.

1.1.2 Epithelialer Transport der Tubulussegmente

Die einzelnen Segmente sind Teil der Funktionseinheit Nephron undefikudsdeidung
harnpflichtiger Substanzen, die Homdostase des Wassat Elektrolythaushalts, die
Blutdruckeinstellungdie Produktion von Hormonen und den Abbau von Peptidhormonen
verantwortlich. Sie spielen nicht zuletzt eine Rolle bei Syntheselemtungie z.B.
Gluconeogenese. Tubuli bestehen aus Epithelien, d.h. Zellverbande aus polar gebauten Zellen,
die als Oberflaloenepithelen grenzbildend zwischen dem Lumen (dem Inneren der Segmente)
nutzen. Die trarszellularen Transportvorgangautzen meist zuvor aktiv etablierte

Konzentratiosunterschiede und elektrische Gradienten(57), z.B. einen luminalen



Natriumkanal, der den Natriumgradienten durch die-KlaATPase nutztwie beispielhaft in
Abbildung 2an der oberen Zelle gezeigt. Dadurch entsteht ein lumennegatives Potential, das
auch messtechnisch erfasst werden kdyer. paraziulare Transport findet hierbei passiv
entlang eines Konzentrationsgradienten ddegeladene Teilchen zusatzliekektrisch durch
die Triebkraft der Ladungen statDie Zellen lassen sich wiederum in elaminales
Kompartiment und ein basolaterales Kmamiment diedern. Die Kompartimente sind durch
Schlussleisterefgl.tight junctions TJ) voneinander getrenrdieden paazellularen Trasport
z.B. durch Anionenselektiitat mitbestimmen Dadurchwerdenbei einem lumemegativen
Potential (Abbildung 2) Aminen reerbiert, aber Kationenur in sehr viel geringerem Mal3
sezerniertFir unseBeispielbedeutet dies, da€d” pamllel zu Nd resabiert, letzteres aber an
der Ruckdiffusion gehindertwird. Um die Selektivitit des pamdiularen Weges zu
untersuckn konren experimentell Konzentrationsgradten angelegt werden, die zur

Etablierung eines Diffusionspotentials fuhretgs wiederum gemessen werden kéin57).

transzellular
luminal Tightjunctions basolateral
parazellulir, +

j‘ﬁ‘
— "

Abbildung 2: Darstellung der epithelialen Transportmechanismen und deren elektrophysiologische
Messung

Epithelzllen im Verbund.Obere Zelle: transzellularer Transpb lber einen Konzentrationsuntetiede
nutzenden Kanal in der luminalen Membran eime Pumpe in der basolateralen Meanb Die Resorption von
Na* fuhrt zu einem lumennegativeéransepitheklen Potential.Uber dieanionenselektivd’J werden vermehrt

Anionen um nurin geringem Mal3e Kationen sezerniert.



Im Folgendenvird eine kurze Zusammenfassung denl&ionen der mzelnenSegmenteines
Nephronsmit besonderem Augenmerk auf den fur diese Arbeit relevanten -lameh

Wassertranspogegeben

1.1.21 Proximaler Tubulus

Im proximalenTubuluswird der im Glomerulum alifrierte Primérharn bereits grundlegend
modifiziert. Essentielle Metabolite wie z.B. Glucose und Aminosduren werden
zurickgewonnen, toxische Stoffe sezerniert und Wasser und Elekimalygzusoosmotisch

zu etwa 60%reabsorbiert. Die abschlieRend dasrkMerreichende luminale Flissigkeit besitzt
somt, was die Elektrolytzusammensetzung angeht, immoeh weitgehend plasmaéhnliche
Eigenschaftel(57).

1.1.2.2DiUnneSchleife

Die Zellen der diunnen Schleifen sind flach und besitzen wenige Mitochon@menSie
erlauben vornehmlich passivelranspotvorgdnge durch die Nutzung bestehender
Konzentrationsgradienten

Die dTL lasst sich entlang der medullavechse nochmalunterteilen. Die dTL der kortikate
Nephrone erreichen das innere M&8). Bei den dTL die in dielM absteigen findet im
proximalenTeil (die erste®0%)vornehmlichWassetransport stattAbbildung 3. Hieristder
Wasserkanal Aquaporin 1 (AQP1) edpiert. In den restlichentieferreichendei®0% findet
sehr gering&Vasserreabsorptiostatt (23), dafir wird hier bereitsder Chloridkanal CLEKa
(Bezeichnung in der RatteCLC-K1) exprimiert dTL besitzen zudenin der Nahe ds
Ubergangs von ISOM zu IMenHarnstoff Transporter UTA2 (65). Insgesamt zeigt die dTL
eine hohe Permeabilitat fir Harnstoffobeinoch nicht alle Transportmeahismengeklart
sind(76).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung von Transportmechanismen in der dTL

Die obere Zelledientals Bespiel fur die Zellerder proximalererd0% derdTL. Hier ist AQR exprimiert. Zu
beachten ist, dass der hier gezeldgéenstoff Transpot tber UT-Az nicht auf den ganzen 40% stattfindet sondern
nur am Ubergang ISOM zu IMwf welchem Weg der weitetdarnstdf-Transport stattfindetst nicht geklart.

Die untere Zelle steht fur die Zellen der letzten 60% der der dTL, in demka@sertranspoistattindet. Zu
beachten ist auch hier, dass GK@& nicht in den gesamten légn 60% vorkommt, sondemrst weiterdistal
auftritt.

Die aufsteigende diinne Schleffgbbildung 4 exprimiertahnlich zu dem letzten Teil der dTL
den Cl-Kanal CLC-Ka, ist jedoch waserundurchlassi@23). In der aTL gibt es keinen
Harnstoff Transporteraber dennoch eenhohe Permeabilitat fir Harnstdif6). Parazellular
wird Na" reabsorbierf100).

Cr CLCKa

Harnstoff >

S

Abbildung 4: Schemdische Darstellung von Transportmechanismen in aTL

Zelle aus dem Epithel der aTDer Ci-Transport transzellar sowie der parazellulare Naransportfolgen
Konzentrationsgradiente Auf welche WeisdHarnstofftransportiert wird, ist nicht geklér



Dunre Schleifen, Vasa recta und Sammelrohre stehen in einem engen rdumlichen und

funktionellen Zusammenhang

1.1.2.3Dicke aufsteigende Schleife

Die TAL wird auch als Verdinnungsegnt bezeichnet, da sie einerseitge die aTL
wasserdicht ist, aber nderersig,s durch aktiven NaCTransport die luminale Nacl

Konzentration deutlich erniedrigt. Sie spielt dadurch wiwhtige Rolle in der Konzentrierung

(57).

1.1.2.4Distales Konvolut
Das distad Konvolut spielt im Mechanismus der Harnkonzentrierung eine untergeordnete

Rolle. DurchNaClFReabsorptioriibernimmt Harnstoff die Hauptitelals Gmolyt(23).

1.1.2.5Sammelrohr

Der Verbindungstubulusind das kortikale und frihmedullare Sammelrohr @hneln sich vom
Aufbau (Abbildung5). Hier finden sichHauptzellen und Schalbzw. Zwischenzelle In der
inneren Medulla, auf der hier das Augenmerk liegt, fingieh kaum Schaltzellen(21), die
vornehmlich de& Homoostase des SadBaseHaushaldienen

Die Hauptzellersind fir die Regulation des Salmnd Wasserhabslts zustandig. Zahlreiche
Hormone wieAldosteron, AVP und Atriopeptitkdnnen hier regulatorisch angreifeDie
Hauptzellenm spaten distlen Tululus, Verbindungstubulusnd Sammelrohbesitzerfir die
Regulation des Salzhaushaltemen luminalen Na Kanal engl. epithelial Na-channel,
ENaQ), der durch Aldosteron, AVP und Atriopeptin gestegextie durch Amilorid gehemmt
werden kannEine Nd-/ K*-ATPase diendem AubaudesMembranpotentialas durch N&
Transport lumennegative Potential ermdglieimen Cl-Transport parazelluld67).

Im Verbindungstubulus und im Sammelrommdet sich der Wasserkanal Aquaipa2 (AQP2)

in der luminalen Membran. In beiden Segmenten sind AQP3 und AQP4 basolateral zu finden
(22). Die Wasserkanale lams sich durch AVP steuethauptsachlich AQP2)

Harnstofftransport findet im Sammelrohr ebenféiker Trasporterstatt. Hierfur stehen de
UT-A1und der UFA3 zur Verfiigung(12), dieebenélls durch AVP reguliert werdgid).
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Abbildu ng 5: Schematische Darstellung von Transportmechanismen im Sammelrohr

Die Sammelrohrzelleeigt die im Text erlauterten Transportmechanismen. Luminal befindet sich AQP2, wahrend
Wasser basolateral Giber AQP3 und 4 diffundidernstofttransport wird Gber UFAy3 erleichtert, wahrend der
Salzhaushalt Uber transzellulare *NReabsorption via ENa und parazelluldare GDiffusion reguliert wird.

Angetrieben wird dieser Transport durch die basolaterateNaATPase.

1.1.3 Claudine und Tight Junctions

Tight Junctions lat. Zonula occludens= Verschlusszone)dienen der Regulation des
parazellularenTransportwegs fir Wasser, hydrophile Molektle und lofg@h Sie bstehen
aus den Transmembranprotein@audin, Occludin Tricellulin, MarvelD3 (105 sowie
weiteren cytoplasmatischen Gerustproteinen und SignalprotééenDie Claudine(21-28
kDa) sind hierbeausschlaggebend fur die Abdichtung oDerchlasigkeitdes parazellularen
Weges. Einige spezialisierte Clauelsindin der Lage Poren zu bilden und die ékgivitat fur
einzelnelonen zu beeinflussgA0, 68, 95, 101). Die Familie der Gaudine besteht aus ssher
27 bekannten Typen(114), die unterschiedlice Eigenschaften und Lokalisation im
menschlichen Korpdresitzen40).

Die Claudinebestehen aus vier Transmembrandomg@Adabildung 6), zwea extrazllularen
Schleifen éngl. extracellular loop, EC). eing zytoplasmatische und einemaming bzw.
carboxyteminalen Ende (46). Die erste extrazellulare Schleif(c0 Aminosduren st
bestimmendur die lonenselektivitat unenthaltpositivoder ngativ geladeane Aminosauren

. SiebeinhaltetuRerdeneine konservierte Aminosausdbfolge, das GLWCCMotiv (46). Die
zweite extrazellulare Schleife besteht aus ca. 25 Aminosauren mit éiredaturn-helixf-
Motiv (engl. helix Spirale;engl. tum: Wendung) und isbedeutend flr die dansinteraktion

von Claudiner(46, 81). Claudinesind sowohlm der Lage Komplexe mit benachbarten Zellen



(transinteraktion) als auch Komplexe innerhalb einer Zelle zu bildes:ateraktion).
Verschiedene posttranslationale Modifikationen wie Palmitoylierung und Phosphorylierung
finden an dencytoplasmatischen @nénen statt. Fir die Palmitoylierung (an Cysteinen:
CXXC-Motiv) sind Auswirkung auf die Lokalisatignund fir die Phosphorylierung
Auswirkung auf @ lonenselektivitdt von Tightuhctions beschrieben wordef46). Des
Weiteren gibt es zahlreiche aere Reulationswege von Tightuhctions auf Ebene der

Transkription, durch Geristproteine oder Interaktionen miggardClaudinei40).

Tonenselekivitit

GLWCC-Motiv—

Trans-Interaktion

Helix-turn-
— helix-Motiv

Phosphorvlierung —

NH,

Palmitoylierung COOH

N-Terminus C-Terminus

Abbildung 6: Schematische Darstellung eines Claudins

Zu sehen sind die vier Transmembrandinen mes Claudins und die zwei extrazellularen (ECL1 und ECL2)
sowie die cytoplasmatische Schleife. Markiert simeben wichtigen, spezifischen Motivesowohl der N
Terminus,als auch der @erminus und Orte der Phosphorylierung und Palmitoylierurg,zdir Reulation

verwendet werden.

Tight Junctions werderinerseitklassifiziert in Porerbildende und Barrierdormende Tight
Junctions je nachdem, ob siken transepithelialen Widerstanerniedrigen (lonentransport)
odererhéhen(Abdichtung). Die ponebildenden TJ kdnnenwiederumnach ihrer Praferenz fur
Anionen oder Kabnen eingeteilt werdenSie kdnnen ebenfallsegulieren, bis zu welcher
GrolR3e Teilchen duhgelassen werddgd0).

Jenach Durchlassigkeit der Tightdctionswird unterschieden zwischéecken Bithelienwie

z.B. im proximalen Tubulus und dichten Epithaligie z.B. imSammelrohrDementsprechend



nimmtdie Expgession vorOccludin, zustandig fur TJ Stabiliték1, 20), sowievon ZO-1 und
Z0-2 als widtige Signaransduktorer§40) vom proximalen Tubulus bis Sammelrohr(34).
Occludin scheint hierbei direkt in Verbindung mit derKi@dmplexitat und dem zunehmesm
Widerstand zu stehen, wahrend -Z2Qund ZQ2 indirekt mit dem Einbau der TJs und der
Barrierefunktion in Zusammenhang zu stehen sche{Bdh Die Claudine lassen sich in
vornehmlich abdichteredund Anionen oder Kationenporen bilderdwufteilen(46).

In den folgenden Unterkagin wird n&her auf die in der Dissertatiantersuchten Claudine

und ihrebisher bekannten Eigenschaften eingegangen

1.1.3.1Claudin 2

Claudin 2 ist in der Niere im proximalen Tubulus und in der oberen Halfte der dinnen
absteigenden Schleife zu finddfs gehdrzu den Poretildenden Claudinen und erhoht die
Selektivitat fur Kationen40). Einzig fur Claudin 2 konnteigher eine Durchlassigkeitif
Wassermolekile gezeigt werd@b). Das Modell eine Claudin2-KnockoutMaus zeigt eine
Verringerung der NaLeitfahigkeit(73). WeitereDurchlassigkeit bestebinteranderen fir fiir
K*und C&* (115).

1.1.3.2Claudin 3
Claudin 3istin der aTL, der TAL.im DCT und im CD(46) lokalisiertund verhalt sib Barriere
formendunalhangig von der Ladung der Teilch€71).

1.1.3.3Claudin 4

Claudn 4-Expression findet sichn dTL (75), aTL und CD (46). In verschiedenen
Experiementen wurde Claudin 4 sowohl als Rdyidend fir CI (49) als auch als Barriere
formend fir Na beschrieber(104). Gleichzeitig scheint eine Beeinflussung von Claudin 4
durch Aldosterommit Erhéhung der GlIPermeabitat méglich (61). Zudemist bekannt, dss
Claudin 4 bei erhdhter Urinosmolalitat vermehrt in der Zellmembran zu find¢GdstOhne
die zusatzliche Expression vona@tin 8 scheinClaudin 4jedod nichtfunktionsfahigzu sein
(49).



1.1.3.4Claudin 7

Claudin 7 ist in dTLDCT, CNT und CD zu finde46). Die bisherigen Forschungsergebnisse
sind jedoch nicht einheitlich. In Zellkulturexperirmnten wurde Claudin “&inerseitsals
Barriereformend fiir Cl sowie Porerbildend fir Na (1) und anmlererseits als dagenaue
Gegenteilbeschrieber(44). Von Gunzel und Yu40) wird die Hypothese favorisiert, dass
Claudin 7 vornehmlich GlPoren bildet, da in DCT, CNT und CD der-Cransport als priméar
parazellular angenommen wird, im Gegensetz zum primar transzellularemrasesport
Claudin 7Knockout fihrt zu Verlustvon Nd, CI und K (103).

1.1.3.5Claudin 8

Claudin 8 kommt wie Claudin 7 in dTL, DCT, CNT und CD ¥46). Es hldet im CD einen
Komplex mit Claudin 4(49) und wird als Barriereformend fur Na (116) sowie als Poren
bildend fiir Cl beschriebemund ist somit anionenselektiClaudin8 kann zudenim distalen

Kolon durch Aldosteron hochreguliert werdg2).

1.1.3.6Claudin 10

Bei Claudin10 muss zunachst zwischen zwei Isoformen unterschieden werden: Claudin 10a
und Claudin 10b, wobeClaudin10a 4s anionerselektiv und ClaudidOb als kationenselektiv
beschrieben wurdél06). Nicht fiir alle Nephroabschnitteist bekannt welche der beiden
Isoformen vorzufinden istm PT findet sichClaudin10a(14). Fur dieTL is eine Expression

nur fur die aTL beschrieben, wolrechtvallig geklart ist welche Isoform vorliegf70). In der

TAL findet man eine sehr hohe Expression von Claddib, und aus Stlien aneinem Knock

Out Mausmodell ist bekannt, saClaudinlOb hier eine NaPorebildet(14, 70). Auch in DCT,

CNT und CD ist eine Claudin 10 Expression beschrieben worden, jedoch auch hier ohne

bekannte Zuordnunguzeiner der Isoforme(89, 46, 106).

1.1.3.7Claudn 16

Claudin 16 kommt in aTL und in TAlsowie DCT und kortikalem CDor (46, 110). Die
Eigenschaften von Claud16 sindbisher nicht vollstandig verstanden. Mutationen in Claudin
16 und auch 1%Uhren zuder autosomal rezessiven Krankheit FHHN&hgl familial
hypomagnesaemia with hypercalciuria and nephrocalcifoBas deutet autine Bedeutung
von Claudin 16bei der Rebsorption der divalenteKationen Ca" und Mgt hin (58, 97).
Experimentell konnte die Porenthilng fur divalente Kationen nicht eindeutig gezeigt werden
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(38, 45). Eine Moglichkeit der Regulation kdnnte dierenbildung fiir Na zur Ausbildung des
lumenpositiven Pentialssein welche zueiner Reabsorption der divalenten Katioriéhren
konnte (48, 93). In Claudin 16Knockout Mausen konnte ebenfalls eine Hyperkalziurie und
Hypomagnesidmie gezeigt werden, mllags leine Nephrokalzinose, was auf
Kompensationsmechanismen schlie3en Iasst. Isoliert perfundierte TAL idresekout Tiere
zeigten eine Reduktion der Mg und C&'- Permeabilitat, allerdings keine Veranderung der
Na‘-Permeabilita111). Eine weitere Moglichkeit ddrReguation kénnte die Veranderung der
Cl-Permeabilitatdurch Claudinl6 sein, welche wiederum die Reabsorption der divalenten
Kationen steiger{38). Es ist also nch nicht vollstandig geklart ob die Veranderung der
Permeabilitat fur Ng CI, Mg?* oder C&" fiir die Hyperkalziurie und Hypomagnesiaralieine
verantwortlichist oder vielleicht sogar mehrere dieser Prozesse eine Rolle syiiédelin 16
bildet einen Kmplex mit Claudin 19welcher durchinteraktion mit dem regulatorischen
Claudin 14modifiziert werderkann(33).

1.1.3.8Claudin 19

Claudin 19stin aTL, TAL und DCTlokalisiert(40, 58). Es bildet einen Komplex mit Claudi

16 und Mutationernvon Claudin 19uhren ebenfalls zu FHHN(S). Es ist Barrierdormend,
wobei nicht klar istob fiir Kationer(4) oder Anioner(48). Es scheint im Komplex mit Claudin
16 firdie Erhdhung der NaSelektivitat wchtig zu sein und somit fiir die Reabsorption der
divalenten Kationei@7, 48).

1.1.4Konzentrierungsmechanismen

1.1.4.1Harnkonzentrierung und d&egenstromprinzip

Je nachdenBedirfnissen des Korpers ist adreenschlicheNiere in der Lageden Urin bs zu
einer Osmolalitat (= Konzentration osmotisch wirksamener Teilchen pid.&) von 1300
mOsnYkg zu konzentriene oder bisauf 50mOsmkg zu verdiinnenRatten haben sogar eine
sehrviel hohere Konzentrierungsfahigkeit und kénnen den Urin deutlich @®€rrB0smkg
konzentrierenWird der Harn konzentriert spricht man vantidiurese, die Ausscheidung von
verdunntenJrin wird als Wasserdiurese bezeichri2ie Harnkonzentrierungnterliegteiner
strengen RegulationBereits im proximalen Tubulus wirder gol3te Td des Wassers
rickresorbiertallerdings findet die Feinregulatiosoweit bekannterst weiter distal inCNT
und CD statt. Um die Resorption von Wasser bis zu einemkbmizentration von 1300

mOsm/kg zu gewahrleistenwird von der Rinde biszur Rapille des inneren Marks ein
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kortikomedullarer osmotischer Gradient mit einer steigenden Osmolalitat vonQ@@kg in

der Rinde bis 1300 ®@smkg in der PapillenspitzaufgebautFur den Aufbau des osmotischen
Gradienten ist das Gegenstromprinzip von d@mwgendr Bedeutung(Abbildung 7) Bei
Durchfluss durch die Henl8chleife flie3t der Harn im absteigenden unaunfsteigenden Teil
entgegengesetzt. In der TAL findet emleive Nd-Cl-Reabsorptionstatt(Abbildung 7, rote
Pfeile), wahrend sie undurchs$sig fiit Wasser ist. Somit nimmt die Osmolalitat im Lumen ab
und im Interstitium zu. Im Gegensatz zum aufsteigendeil der Henle $hleife ist der
absteigende Teihit PSTund den ersten 60% der dTL wasserdurchl&gsidpildung 7, blaue
Pfeile) Durch die Erhohung der Osmolalitat im Interstitium gelangt das Wasser durch AQP1
dorthin. Da der Urin mit einer gewissen Geschwindigkeit durch die Hgctheife flielt,
kommt dieser an einem immer hypertoneren Interstitschlefenabwarts und an einem
Interstitium mit sinkender Osmolalitat schleifenaufwéarts vorbei, was eine sclsdtwe
Erhohung des kortikomedullaren osmotischen Gradienten ermdglicht. Es kommt also durch den
aktiven Transport in der TAL nicht nur zu einéngleich der Osmolalitat, sonde sogar zu

einer Erhohung. Dies wird Gegenstrdfultiplikation genanni57). Durch die Reabsorption

von Wassedistal derTAL erhoht sich die Harnstoffkonzentratiam Lumen. Im IMCD
befindliche UFA1 und UT-As bewirken einen Ubertritt von Harnstoff sninterstitium
(Abbildung 7, griine Pfeileundin Folgezum Austritt von Wasser aus dem absteigenden Teil
der HenleSchleife. Dadurch erniedrigt sich die dortige NaKbnzentration und NacCl tritt
innermedullar passiv auwder aTL augAbbildung 7, orangePfeile) wahrendHarnstoffdurch

die geringer Konzentration nach luminal diffundi¢&bbildung 7, griine Pfeile) Ist die
Durchlassigkeit fur NaCl hoch und fitarnstoff gering, ist de Aufbau eines Gradienten
madglich (23). Sokénnte sowohl innermedullar als auch in deReren Medulla die Erzeugung
eines osmotischen Gradienten erklart warde

Durch diesen kortikomedullaren osmotischen Gradienten und das Vorhandensein von AQP2
im Sammelrohr kommt esur Resorption von WasséAbbildung 7, blaue Pfeile)Jund zur
Feinregulierung der Urinosmolalitéd?).
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= H,0 = NaCl, aktiv = Geloste Teilchen
= Harnstoff » NaCl, passiv

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Harnkomentrierung

Schematisch®arstellung der Transportvorgange in den einzelnen Nealischnitten unter Antidiureseber
den AViotorfi in der TAL wird NaCl aktiv resorbiert (rote Pfeile) und derimarharn verdiinnt, wahrend das
Interstitium konzentriert wirdDurch die hoheKonzentraion anOsmolyta im inneren Nierenmark gelangt der
dTL Wasser vom Lumen ins Interstitiu(blaue Pfeile). Dadurch erniedrigt sich wiederum die Né@izentration
im Interstitium und NaCkannaus dem aTiLumen diffundieren (gelb@feile) wahrendHarnsoff durch seine
hohe Konzentration im Interstitium in die andere Richtung diffundiert @Rfeile). Auf diese Weise wird auch
im inneren Nierenmark ein osmotischer Gradient aufgetauSammelrohr kaniiber Einbau von AQP2 und

Harnstofftransporten die Resorption wn Wasser (blaue Pfeile) und Harnsi@ifliine Pfeile) reguliert erfgen.

Dieser Mechanismus der Gegenstrdfultiplikation, wie er in vielen Lehrbichern erklart ist,
konnte so allerdingnur flr das aul3ere Margezeigtwerden.Im inneren Mark schlugen
Modelle unter Annahme der bekannten Harnsi&fmeabilitat in aTlfehl (23).

Eine neuere Hypothese geht von einer wichtiged@®&itungder dreidimensionalen Struktur
von GefalRen und Tubuli in der inneren Medulla débbildung 8) Hierbei gbt es
Gruppierungen von CD, aTL und aufsteigenden Vasa recta (A¥iB). AVR umgebereinen
CDundCD und aTLliegen sichn interstitiellen Khotenpuikten(engl.interstitial nodal space
gegenuberwéahrend jeweils links und rechts eine AVR verlauft. IrsdieBereichen soll es zu
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eina Anreicherung von NaCl und Harnstédmmen, wéhe Uber die AVR in weiter kortikal
gelegene Gebiete transpertiweran und somit zur dortigen Konzentrierung fuhren. dTL und
DVR (engl. descending Vasa regtiegen aul3erhallder Gruppierungen von CD, aTL und
AVR. Es gibt viermal mehr AVR als DVRAVR und aTL liegen sowohl in der Nahe von €D
Gruppierungen alauchaul3erhlp (Abbildung8). Wichtigist, dass die letzten 60% der dTL,
welche sich &hnlib verhalten wie die aTlebenfalls bei den Clruppierungen vorkommen
und, dasskurz vor der Umkehrzone in die dTlanders als m zuvor erlauterten
Gegenstromprinzip ebenfalls NaCl ins Interstitium Ubergeht. Zudem gibt es in der Papille
Schlefen mit langeer transversaler Umkehrzone, aus denen ebenfalls Na@Giterstitium
ubertritt. Im Gegenda zum weit verbreiteten Moddihdet Harrstofftransport unddiffusion

in dTL und demBeginn der aTL lumenwarts und am Ende der aT4 Iimerstitium statt
(Abbildung7, griine Pfeilg

Dieses Modell ist zwar in der Lage eine hdohere Urinosmolatitétca.1200 nDsmkg (Ratte)

zu generren,erreichtdie maximale Harnkonzentrierungsfahigkaier nicht ansatzwiesund

ist auch nicht in der Lagéden entsprechenden axialen'Maradienten zu generieré23).

Eine vollstandige Erklarung fir die Konzentrierungsmechanismelerinneren Medulla ist

also bis jetzt nicht gefunden.
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aTL

= H,O = Geloste Teilchen

= Urea NaCl, passiv

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Tublianordnung in der inneren Medulla, modifiziert nach
Dantzler 2014(23)

Darstdlung A zeigt die Anordnung der Tubuli in einer sogenannten Clusterregion, ahevedTL (hellblauer
Kreis), AVR (dunkelrot ausgefullter Kreis) und CD (grofR3er, mittelblauer Kreis) vorkonweyei CD und aTL

sich gegenuberliegen und von zwei AVR eingeratverden (B)Ein CD in der Clusterregion isbn jeweils vier

AVR umgeben. Die @isterrgion ist in Aschwarz umrahmt. Auf3erhalb der Clusterregion befinden sich auch dTL

(dunkelblauer Kreisind DVR (hellrot ausgefllter Kreis), wobei es wesentlich meliRAls DVR gibt. In B ist
ein interstitieller Knotenpunkt aus der ClusterregiarsehenVom CD wird Harnstoff(grtiner Pfeil) und Wasser

(blauer Pfeil) reabsorbiert, wahrend die gegentbatidg aTL NaCl (gelber Pfeil) reabsorbiert. Diese geldsten

Teilchen werden dann durch die einrahmenden AVR nach kortikal transportiert.

1.1.4.2Hormonelke Regulation

In dieser Doktorarbeit wurde die Auswirkung von zwei Hormoneauf die
elektrophysiologiscan Eigenschaften von kultivierten Sammelrohrzeltietestet: AVP und
Aldosteron.

AVP ist ein Peptidhormondes Hypophysenhinterlappenand hat unter andeem
entscheidetien Einfluss auf i@ Wasserhomoostase. Es ibasunterschiedliche Namen:
Arginin-Vasoprasin (AVP), antidiuretische Hormon (ADHAdiuretinoder Vasopressin.
AVP wird bei Wassermangel aus dem Hypophysenhinterlappen ausgescitiiet
Wassermangel wird hierbei durch Osmorezeptoren im Hypothalamubadé&lumenverlust
durch Barorezeptoren im rechten Vorhof und Aortenbogen gemé@Sert-ir AVP gibt es
zwei verschiedene Rezeptoren V1 und V2. Uber V1 wirkt es vasokdossch (stellt die
Blutgefalie eng)iber V2 nimmt esl.a.Einfluss aufrenalen Salzund Wassertransport

AVP fihrt zu einem vermehrten Einbaan AQR2 im Sammelrohr und fuhdadurch = einer
vermehrten Wasseeabsorption unter Antidiure$25).

Die Harnstoff Transporter UTA1, -A2 und As werden ebefalls von AVP stimuliert (55, 107,
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109. So kommt es beWassermagel Uber die Ausschittung von AVP zur vermehrten
Harnstoffreabsorption, was wiederum die Osmolalitédnineren Nierenmark erhoht und somit
die Reabsorption von Wasser fordert (s. Kapitel 1.1.4.1)

NaClReabsorption UbdENaC(6), NCC (72) und NKCC2(59) werden ebenfallsdurch AVP
stimuliert

Des Weiteren wurde eine erhohte €&mealditat fir den CLCKa der &L unter
Vasopressinstimulatiogefunden(102).

Aldosteronspielt vor allem bei der Blutdruckregulart eine Rolle und wirdlurch das Renin
AngiotensinSystem und die Plasma Kaliumkonzentration reguli&T). Es fuhrt zu
vermehrten NaReabsgption durch Stimuhtionvon ENaC und NC86), zu einer erhdhten
K*-Sekretiondurch Steuerung der luminalen-Kanale m Sammelrohr (ROMK}sowie zu
einer Erhéhung der Zahl der NK*-ATPasen(43, 80).

1.1.4.3Zellulare Osmaeguation

Im inneren Nierenmarkerrscherextreme Bedingungéfir die Zellen, die sich der hypertonen
Umgebung anpassen muss@mne Anpasungsmechmasmen wirde es zum Schrumpfen der
Zellen durch Wasserverlust und schlieBlich zum Zelltod kommen. Eine weitere
Herausforderung stellt die hohe Nalbnzentration dar, die zu DNBRoppelstrangbrichen,
Oxidation von DNA und Proteinen sowie ZytositNMerandeungen fihren kann(25, 28,
117). Fur die Anpassum an dise Bedingungerspielen nicht nur die lonersondern auch
ungeladene Teilchenie Inositol, Sorbitol odeBetainals Osmolytesine Rolle(18).

Nicht nur dieZelle allein, sondern auch sl&pithel als Zellverba mussdem osmaschen
Druck standhalten. Hierfur wird ein dichtes Epitlvae es im Sammelrohr vorkomnpitenétigt.

Bei hyperonemHarn wird das Epithedurch vermehrten Einbau v@iaudin 4in dieTJdichter
(60).

Die oben bereits erwahe®ynthese der Osmolyte wird durch deanskrptionsfaktor TonEBP
(engl. TonicityresponsiveEnhancer Binding Protejnreguliert(29). Damit diesetbei hohen
Urinosmolalitatenn den Zellkern gelangen kanmird das osmoreguliert€ernprotein Nup88
(Nucleoporin 88pendtigt(3). Hier findet die Transkription und Bindung an die Bindungstellen
(engl. Toniciy-response Ehancgder Gene stafB).

Doch nichh nur OsmolytSynthese wird durch TonEBP gesteuert, sondern auah die
Harnstoff TransportetJT-A1 +3(74).

Es gibt éne Reihe von Stoffen undlechanismendie dieOsmoregulation tber TonEBP und
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seire  Anwesenheit im Zellkern zu hemmen scheinenHierzu gehore MG-132
(Proteasominhibitor), PKc-Inhibitor (Proteinkinase Anhibitor) oder Cyclosporin A10, 29).

1.14.4.Cyclosporin A

Cyclosporin A(CsA)ist ein Peptidgewonnen aus dem Pilz Tolypocladium inflatum, das u.a.
als Immunsupressivuur Vorbeugungon TransplantatabstoRungen genutzt wird. Es besitzt
zahlreiche Nebenwirkungen wie z.B. die Nephrotoxizidése kénnte neben anderen Griinden
auch an der Hemmung der Osmolalitatsanpassung im inneren Nierenmark lregger
Literatur werden verschiedeea Wege dkutiert (ber die Cyclosporin A in die
Osmolalitatsanpassung der Zellen im inneren Nierenmark dingbee in dieser Arbeit
durchgefuhrten Experimentmit Cyclosporin Abasieren auf seinemirekten Enfluss auf
TonEBP Es wurdehypothesiert, dss Cycleporin A dieTranslokation von TonEBP in den
Zellkern tUber die Hemmung deh&sphatase Calcineurin hemn(@8, 94) und somit direkt die

Osmolalitatsanpassung der Zellen verhindert.

1.2 Zellkulturmodell

In der Arbeit wuidenzwei Modelle fir die CharakterisierudgrTubuluszellen bzw. Segmente
in der inneren Medulla verwendet: Zum einen ein Kgdurmaodell, zum anderen ein
Tierversuchsmodell.

Fur diein vitro-Versuche am Zellkulturmodell wurdgmimarkdtivierte IMCD-Zellen €ngl.
Inner Medullary Collecting Dugtvon Rattengenutzt Hierbei handelt es sich ugine gut
etablierte Primarzellkultu(69, 87, 99), die mach Kultivierung elektrophysiologibcin der
UssingKammer untersuchwurde Die geringe Zeit in der Kultur von durchschnittli@fagen
ermdogliche ein nativesZellmodell mit mdglichst identischen Zelleigenschaften deer
Situationin vivo. Studien haben gezeigt, dass die Kultivierung altéffenbranen zu einer
polaren Ausrichtng der Zellen und der Ausbildung eingeschlossenen einschichtigen
Epithelverband (Monolayer)fiihrt (83, 87).
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1.3 Zielsetzungder Doktorarbeit

Das Ziel der vorliegeden Doktorarbeit war diefunktionelle Charakterisierungles
parazellularen Transportwegs der in der inneren Medulla gelegenen Nephronabschnitte. Zu
diesen Nephronabschnitten zahlen:

- absteigende dinne Schleifen

- aufsteigende diinne Schleifen

- Sammelrohre.
Hierfur stand der bereits beschriebenevitro Ansatz der IMCDKulturen sowie eirex vivo
Ansatz, bei dem frisch isolierte Tubuli perfundiert und etgitysidogischuntersucht wurden
zur Verfigung AuRerdem wurde die Beeinflussbarkeit despaliularen Tangportwegs durch
Veréanderung des Zellkulturmediumdyrch Hormone und Pharmaka (IMGRultur) sowie
durch Hydratationszustand bzw. Urinosmolalif@x viveUntersuchung) gemesseZur
Analyse moglicher Regulationsvorgange auf Proteinebene wurden Claudssansanalysen

mit Hilfe von Immunfluoreszenzfarbungen durchgefuhrt.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Die im Folgenden verwendeten Ch&alien stammen von den Firmen Merck KGaA
(Darmstadt,Deutschlanyl Carl Roth GmbH und Co. KG (KarlsruhBeutschlang, Serva
Electrophoresis GmbH (HeidelberBeutschlanyl Roche Diagnostics GmbH (Mannheim,
Deutschlanylund SigmaAldrich Chemie GmbH (Staheim,Deutschlanyl Bei anderweitiger

Herkunft wird die Firma geondert erwahnt.

2.2 L.0sungen

Tabelle 1: Kontrolllésung, 300 mOsm/kg

Kontrollldsung (300 mOsmkg)

Stoff Konzentration in mM
NacCl 145
KH 2PO4 0,4
K2HPO4 1,6
Glucose 5
MgCl2 1
Ca-Gluconat 1,3
Der pH-Wert wurde mit 1 N NaOH-L6sung auf 7,4 und die Osmolalitat durch
Zugabe von Mannitol auf 300 mOsnig eingestellt

Tabelle 2: Niedrig-NaCl-Losung, 300 mOsnikg

Niedrig-NaCl-Lésung (300mOsmkg)
Stoff Konzentration in mM
NaCl 30
KH 2POa4 0,4
K2HPO4 1,6
Glucose 5
MgCl2 1
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Mannitol

230

Ca-Gluconat

1,3

Der pH-Wert wurde mit 1 N NaOH-L6sung auf 7,4 und die Osmolalitat durch

Zugabe von Mannitol auf 300 mOsnig eingestellt

Tabelle 3: Kontrolllésung, 600 mOsnikg

Kontrollldsung (600 mOsmkg)

Stoff Konzentration in mM

NaCl 245
KH 2POa4 0,4
K2HPO4 1,6
Glucose 5

MgCl 1

Ca-Gluconat 1,3
Harnstoff 100

Der pH-Wert wurde mit 1 N NaOH-L6sung auf 7,4 unddie Osmolalitéat durch

Zugabe von Mannitol auf 600 mOsnkg eingestellt

Tabelle 4: Niedrig-NaCl-Lésung, 600 mOsm/ kg
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Niedrig-NaCl-Lésung (600 mOsnKg)

Stoff Konzentration in mM

NaCl 50

KH 2POa4 0,4

K2HPO4 1,6

Glucose 5

MgCl 1

Mannitol 300

Ca-Gluconat 1,3

Harnstoff 100

Der pH-Wert w

urde mit 1IN NaOH-L6sung auf 7,4 und die Osmialitat durch

Zugabe von Mannitol auf 600 mOsnkg eingestellt




Tabelle 5: Inkubationslésung

Inkubationslésung (600 mOsmkg)

Stoff Konzentration in mg/100 mi
Deferoxamin 6,6
DNAse | 2,5
Glycin 37,5
Trypsininhibitor 4,8

Die Stoffe wurden in Kontrollésung, 600 mOsmkg, geldst.

Tabelle 6: Sortierlosung

Sortierlésung (600 mOsmikg)
Stoff Konzentration in mg/100 mi
Deferoxamin 6,6
DNAse | 2,5
Glycin 37,5
Trypsininhibitor 4,8
Albumin 25
Die Stoffe wurden in Kontrollosung, 600 mOsmkg, gelost.

2.3 IMCD -Priméarz ellkultur

Die Methode der Kultivierungvurde vonPD Dr. Bayram Edemir, der ziiesen Zeitpunkt
(2013) am Nephrologischen Institut in Mlnster tatigar, tbernommer(Annalisa Ziemens,

personlitie Mitteilung.

2.3.1Versuchstiere
Far die Kultivierung der IMCEZellen wurden 206800g schwer&veibliche SpragueDawley

Ratten verwendet.

2.3.2Pr&paration des inneren Nierenmarks

Zu Beginn der Praparation wurden die Tiemarkotisiert (Isofluran, 5 Vol%) (Baxter
Deutschland GmbH, Unterschlei3heimgutschlanil und nachfolgend zigig dekapitiert.
Anschlie3end wurdeler Bauchraummit sterilem Operabnsbestck erdffnet, beide Nieren

entnommen und in eisgekiihltes PBS (engl.: phosphate buffered salineBibih GmbH,
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Aidenbach, Deutschlanyl tberfuhrt. Die weiten Praparationsschritte fandem ainer
Sicherheitswerkbank (HERA safe, Thermo Scientiitalthan, USA) statt. Nach Entfernung
der Nierenkapsel mit Hilfe zweier Pinzetten wurden die Nieren mé &asiermesserklinge
(C. Bruno Bayha GmbH, Tuttlingeeutschland)mit einem paramedianen Langsschnitt
gekilt und das weild erscheinendenere Nerenmarkentnommen. Hierauf folgte eine
mechanische Zerkleinerung dieser Nierenbestandteile mittels eia&FrzRasiermesserklinge
(Gebrtder Martin GmbH und Co. KG, Tuttlingdheutschlanylin einigen Tropfen PBS.

2.3.3Aufreinigung der Primarzellen

Eine Enzymbsung aus 2,2 mgl Kollagenase Il (PANBiotech GmbH, Aidenbach,
Deutschlaniyl und 2 mgihl Hyaluronichse Typ | (Sigmaldrich Chemie GmbH, Steinheim
Deutschlanyl wurde vor der Nierenmarkpréaparation unter der Sicherheitswerkstank
hergestellt.Hierfir wurden die Enzyme in 1 ml PBS gst und anschlie3end durch ein
Spritzenfilter (SarstedAG und Co.,Numbrecht,Deutschlanid mit 0,2 um Porengréi3e steril
filtriert.

Die im zuvor beschriebenen Arbeitsschritt zerkleinerten Markbestandteile wurder2iml
Reagnzgefall (Sarstedt AG und Co., Numbrecbegutschlanyl mit dieser Enzymldsung
pipetiert. Danad wurdedie Suspension mehrmalsirch auf und ab pipettiereasuspendiert
und nachfolgend bei 830/min und 37C im Thermomixer (Eppendorf Vertridbeutsctand
GmbH, Wesselinggerzdorf,Deutschlanfiiiber90 Minutenlangenzymatisch verdaudlle 30
Minuten wurde das Reagiegefal? kurz aus dem Thermomixer enthommen und die
Markbestandteile mit Hilfe erneutBesuspension zusatzlich mechanisch zer&tein

Nacd Ablauf der90Minuten wurde die ZellsuspensidMinutenlangbei 26,5 x gzentrifugiert
(Biofugevito, Heraeus instruments, Kendro Laboratory Products GmbH, HBeatschlanyl
und der Uberstand aus Bmzlosung verworfen. Dieser und dieiterenArbeitsschritte fanden
an der Sicherheitswerkbank statt. Das ZellpatatBoden des ReagzgefalRes wurdeitrd ml
37°C warmen sterilen PBS resuspendiert und erneut unter den gleichen Bedingungen
zentrifugiert. DieseWaschwrgangwurdezweimalwiederholtund filhrte zu einer Reduktion
der dinnen Schleifen, sodass am Enael giner grof3tenteils aus IMCl2ellen bestehenden

Zellsuspension ubrig blie37).
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2.3.4Beschichtung der Filter

Fur die Kultivierung der IMCEZellen wurden Polycarbonafilter (Costar Transwell
Permeable Suyports Corning Life Sciences, Sigmaldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschlany mit einer Flache von 0,33r@ und einer Porengrof3e von 0,4 pum 24 well
Mikrotiterplatten(Sarsted AG & Co., NimbrecHDeutschlanjlverwendet. Zur Verbesserung
der Zelladh&ion ander Filteroberflache wurdeliese mit Kollagen IV rfouse collagen IV
Becton Dickinen GmbH, Heidelbgy, Deutschlanyibeschichtet.

24 bis48 h vor Gebrauctvurde das zuvor bei80 °C gelagerte und iainer Konzentration von
0,81 mgml 0,05 M HCL gédste Kdlagen IV bei 4 °C langsam aufgetaut und gelagddie
gewilnschtéollagen IV-Dichte betrug 2 pg@im2und das bevorzugte auf die Filteroberflache
zu pipettierende Benetzungsvolumen 50 pl. Hieraus ergab sich eine gewilnschte
Endkonzetration von 13,2ug/ml. Zum Erreichen dieser Konzentration wurde die Kollagen
IV-Losung mit 0,1 prozentiger Essigsaure verdiumd zum Abschluss steril filtriert.

Die benetzterrilter wurden 1 h bei Raumtemperatunkubiert bevor dieKollagen IV-Losung
wieder abpipekert und de Filter zweimal mit je200 ul geril filtriertem PBSgewaschen
wurden. Bis zur Verwendung dEilter wurden dieMikrotiterplatten im Kuhlschrank bei 4 °C

gelagert

2.3.5Zellkulturmedium

Das zur Kultivierung verwendete Zellkultuegium setzte sit aus DMEM mit hohem
Glucoseanteile n g | . Dul beccods mRAA iLdborarodes Grabil,| Golbe, me d i |
Deutschlanyl und einigen Zusatzen zusammen. 500 ml DMEM enthielten 5 ml einer
Streptomycir/Penicillinlosung 100 pugml; PAA Labarabries GmbH, Célb, Deutshland, 5

ml nicht essentielle Aminoséauren (PAA Labaratories GmbH, Célbe, Germany) und 5 ml
Ultrose G (Pall GmbH, DreieichDeutschlanil welches nach der zugehdrigen Anleitung
vorbereitet wurde. Die Zuséatze wargwaril oder wurekn steril filtriert.

Die Osmolaltitat dieses Zellkulturediums betrugetwa 320 mOswkg. Zur Kultivierungvon
IMCD-Zellen bei600 mOsnkg wurde die Osmolaliat durchusatz vonl00 mM NaCl und

100 mM Harnstoff erhoht.

2.3.6Aussaat
Bevor die IMCDZellen ausgeséat werden kden, mugste zundchst mit Hilfe einer

Zahlkammer (Neubauer Improved, Paul Marienfeld GmbH und Co. KG, Lkadgshofen,
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Deutschlanyl ermittelt werden, wie viele Zellen in der Zellsuspension vorhanden waren. Es
wurden als Standard 500.000 Zellem? ausge.

Das hieraus ermittelte Mlamen der Zellsuspension wurde der Sicherheitswerkbank ins
apikale Kompartirant auf die Filteroberflache pipettiert. AnschlieRend erfolgte das Pipettieren
von 600 pl des Zellkulturmeédms in das basolaterale Kompartiment. sDapikaé

Kompartimentvurde mit Zellkulturmedium au800 pl aufgefillt.

2.3.7Kultivierung

Die Mikrotiterpatten mit den ausgesaten Zellen wurden im-GRubator (Hera cell, Heraeus,
Thermo Scientific Waltham, WBA) bei 37 °C und & CQ Uber 5 bis 6Tage kultiviert. Das
Zellkulturmedium wurdeunter der Sicherheitswerkbantéglich gewechselt Uber das

Wochenede blieben die Mikrogrplatten im C@Inkubator unberthrt.

2.3.8 TransepithelialeWiderstandsmessung

Zur Uberwachung des Zellwachstums und derfk@emz cer Zellen auf der Filteroberflache
wurden immer direkt im Anschluss an den Wechsel des ZellkultuamsdMessungees
transepithelialen Widerstands durchgefititt/OM?2, WPI, Berlin Germany;Abbildung 9).

Hierfir wurde die transepithelialeSpannunggemesse, die bendtigt wurde, um einen
festgesetzten Strom von 10 pA Uber die Filtermembran zu errei@ignMit Hilfe des
Ohmdéschen Gesetzes konntetwanderer aus der Wi ders
Durch vorherige Beobaalmg von IMCDZellkulturen galten 1000 Ohrals guter Richtwert

fur die Kontuenz der Zellen unter 300 mOsm/und Werteum 300 Ohm flr die Kotdenz

der Zellen unter 600 mOskg. Abbildung9 zeigt exemplarischir die IMCD-Kultur bei 300
mOsmkg die beschriebenen taglichen  WiderstandsmessungeRei den
Widerstandsmessungereeigte #&h bei allen Filtern ein zu Beginn langser
Widerstandsanstiegit zunehmend exponentiellem Vertaind anschlieRender Stagnation.
Unterschiedlich war der Zeitraum, in dem die Phasen abliefen. Einige Kulturen stagnierten in
der Widerstandszunahniereitsam 5. Tag mit dramatisch abfallenden WiderstandenGam
Tag(Abbildung9, rote Kurven)Der Widerstand dieser Kulturen war &xTag deutlich héher

als jener bei den Filtern ohne absinkende Widerstands diag.
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Abbildung 9: Widerstandsmessungen der 300 mOstkg-Kulturen

Die Abbildung zeigt defjeweiligenWiderstandsverlauf aller FilteFilter mit absinkenden Widerstanden sind rot
markiert, die anderen schwaier Leerwidergand isthier nicht von den Widerstanden abgezogen worden. Er
ber ug ca. 6 0 b iwsrde ke Messunddurchipefid(unBerbrochene Linien)

Filter unter 300 mOsrkg, derenWiderstande am Tager Messung um mindesten%5m
Vergleich zum Vortagabsanken, zeigten haufig Locher und waren im Wuchsmuster
unregémafig und mehrlagidAbbildung 9, rote Linie) Diese Filter wurden nicht in die
Auswerting der UssingkammerMessungen mit elezogen. Filter unter 600 mO#&wm

zeigten keine absinkenden Widerstande6aiag der Kultivierung.

2.3.9Applikation von Hormonen

Zur Beobachtung eventueller Einfliisse ViviP oder Aldosteromuf dieIMCD-Zellverbande
wurdendieseca. 24h vor der Duchfiihrung weiterer Experimensppliziert.

Aldosteron wurde einzig unter 300 mQ&in -Kulturbedingungen naher untersucht. Hierfur
wurde 1 pl einer 1,8 10°% M AldosteronStockBsungin Ethanol in das basolaterale
Kompartiment eines Filters pipettiert, sodass eine Konzentration von 3@drai¢ht wurde
AVP wurde unter den beiden vorhandarKulturbedingungeabenfalls basolaterapgiziert.
Die nach Pipettieren von 1 ul einer 6 uM A\lBsungin H>O herrschendeffektive AVP-
Konzentration betrug 10 nM.
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2.3.10Applikation von Cyclosporin A

Um den Einfluss von Cyclosporin A auf Regulationsnd Anpassungsvorgangan
verschiedene Osmdititszustdnde zu untersen, wurde unter den 600 mQg&m -
Kulturbedingungen bei einigen Filtern ca. B4or weiteren Messungen Cyclosporin A ins
basolaterale Medium pipettiert. Hier wurden zwei \@ghiedene Endkonzentrationen
untersucht. Zum einen 5 gl (4,1 uM) und zum anderen 50 ng/if41 nM) Cyclosporin A.
Hierftr wurden jewils 0,3 pl einer entsprechetaisentach hoher konzentrierté@yclosporin

A-LOsungin Ethanolbenotigt.

2.4 UssingKammer-Messungen
2.4.1Aufbau der Kammer

Die mit IMCD-Zellenbewachsenekrilter wurdenin eing modifizierten UssingKammer(EP
Devices, Bertem, Belgén untersucht Abbildung 10). Die Ussingkammer bietetdie
Mdoglichkeit im Epithelverband gewachsen&ellen elektrophysiolagch naher zu
charakterisierenSie besteh aus einer grofen Kammer aus Plexiglas, in die die Filter der
Priméarzellkulturen eingesetziverden koénnen Durch die Filtermembran sowie einen
Dichtungsring vird die Kammer in zwei Halften geteilt, egpikales ud ein basolaterales
Kompartiment. Beide Kmpartimente wrden durch eine Pumpe (ISM849, Ismatec, Wertheim,
Deutschlan)l die verschiedene LOsungen miiner Geschwindigkeit von 6,8 imhin
transportiertiber TygorSchlauche versorgt. Auf ihnrem Weg durch Shlauche wrden die
Lésungen durch ein Heizsystem (Solution Heater23B und Temperatur Controller T824b,
Warner Instruments, Hamden, Connecticut, US8&j eineTemperatur von 37C (in der
Kamme) erwarmt Uber eine Spritzenbank (60 +Bpritzen) mitDrei-WegeHamen konnten
unterschiedliche Losungen in das apikale und auch in das basolaterale Kompartiment geleitet
werden. Diese Spritzen befanden sich in einer Halterung etwa 40 cm uber der K&neser
entsprach etwad kPa Penisionsdruck Gleichzeitg gab es flibeide Kompartimente einen
Abfluss dereinen kontinuierlichehdsungsaustausch ermdglieht

Sowohl im apikalen als auch im basolateralen Kompartimbdiand sich eine
SpannungselektrodgAbbildung 10, Nummer 1), die méglichst nah an der Filtermembran
platziert wurde Uber dieses Elektrodenpaar wurde damsepitheliale Pential genessen.
Hierfur wurde die Spannung durch ein VoltmeterP&B, AD Elektronik, Buchenbach,
Deutschlanilgemessen und méntgprechendeNerstarkung durch ein Schreibgerat (BD11e,

Kipp und Zonen B.V., Delft, Mderlandg mit einem Vorschub von 0,2 mm/s aufgezeichnet.
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Zusatzlich befand sich jeweils eirsogenannteStrominjektionsletkrode (Abbildung 10,
Nummer 2 im apikalen und im basolateralen KompartiméHier einerPulsgenerator (UPG3,

AD Elektronik, BuchenbacH)eutschlands.o.) wurde Uber die Stranjektionselektrodealle

5 sein Stom von 1nA fur 1 sappliziert

Alle Elektroden ween mit einem Dichtungsring gut nach auf3en abgedichtet. Die
Spannungselektroden basten aus einer Agarbricke @%\gar in 1 M KCI), die tUber eine

1 M KCI-L6sung mit einem chlorierten Silberdraht in Verbindung stand. Die Agarbricke wurde
von den Losungemn jeweiligen Kompartiment der Kammer umspdlt. Der Silberdraht wurde
vor jeder Messung neu chloriert, ebenso warbei jeder Messung eine frische Agarbriicke
und eine frische KGCL6sung verwendet. Die Stromelektroden bestanden ebenfalls aus einem

chlorietten Silberdraht. Dieser wurde lediglich bei Abnutzung neu chloriert.

Abbildung 10: Schematischer Aufbau der Ussindkammer

(1) Spannungselektroden | @ '
(2) Strominjektionselektroden i “ ()

(3) Luminale Seite
(4) Basolaerale Seite
(5) Filter mit Menran und Monolayer °1uA

Transepitheliale SpannungicV

Injektionsstromquelle:

Zu- und Abfliisse 23> ————#'

2.4.2Versuchsdurchfiihrung

Vor und nach jeder Messungurde ein beschichteteseerfilter, auf dem keine Zellen
gewachsen waren, in die Kammer gesetzt, die Pumgestellt und die Kammer auf beiden
Sdten mit Kontrolllésung gefillt, um die Stabilitat der Messung bzw. der Elektroderifen
Akzeptiert wurdesin um+/- 1 mV (max.3 mV) stabileMNull-Wert

Nach Messung des Leerwerts wurde mit den Messungen der &ils der Primarzellkultur
begonner(Abbildung11). ZumWechselder Filter wurde die Pumpe kurz gestoppt. Nach der

Stabilisierung des transepithelialen Potentials wurde mit dem eigentlichen Versuch begonnen.
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Zun&hst wurde apikal50 pM Amilorid zugefuhrt, um eventuelle transepitheliale
Transportvorgdnge zu hemmen. Vass transepitheliale Potential #imschluss stabil, wurde
ebenfalls im apikalen Kompartiment auf NiedNgCHFLOsung mit Amilorid gewechselEs
entstand ein Diffusionspotentiahpbildung11, Pfeil). Der Messpunnkt war der Punkt, bei dem
die Pulsanderung schneller als die Anderung des DiffusionspotentialsNaein.ca. 150
Sekunden wurde wieder auf die mit Aonid versetzte Konbllldsung gewechselt und nach
erneuter Stabilisierung des Potentials auf die NieMa@+Losung basolateral gewechselt.
Hier zeigte sich eim langsamerdnderungdes Potential Nach etwa 150 Sekunden wurde
wieder zur Kontrollldsungeweclselt. Als letzér Schritt wurdelie Hemmung der epithelialen
Natriumkanéle wieder agéhobenund dafur naclweiterenetwa150 Sekunden auch apikal
wieder auf die nicht mit Amilorid verseat&z Kontrolllésung gewechselt.

Im Anschluss wurden die Zellerufaden Filtermembramefir Immunfluoreszenzfarbungen

fixiert.
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Abbildung 11: Auswertung der UssingKammer-Aufzeichnung

¥ : Kontrolllésung luminal undasolateral
E+A  : Kontrolllssung undAmilorid luminal, Kontrolllésung basolateral

-: Niedrig-NaClL6sung und Amilorid luminal, Kontrolldsung basolateral
-: Niedrig-NaCFLdsungbasolateralkontrollldsung und Amilorid luminal

: Ausmessung ¥
. AUSMESSUNPV e
= == Systemnull
=== ;. Wert zur Leerwiderstandsberechnungt * gekennzeichnet)

-3 : Diffusionspotential

2.4.3 Auswertung

Zunachst wurdeauf dem Schreiberpapidiber die Leerfiltermesungvor und nach der
Durchfihrung des Versuchs eine Verbindungsliale eigentlick O m\fLinie gezogen
(Abbildung 11, schwarze gestricheltdinie). Ausgehend von dieseririe konnte das
transepitheliale Potenti&e (Abbildung 11, gelbe Linie)sowiede Spannungse nder u

(Abbildung 11, orange Liniebei ApplikationdesStroms | von-1 pA gemessemverden Die
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Spannung wurde auf der luminalen Seite gemessen und autdiatbeale Seite bezogemit
Hife des Oh méschen Gesetzes wund der 2 Wwirdedeer me mb

flachenbezogeneansepitheliale Widerstandd®estimmt:

Y — b Y (1)

R.r gibt denflachenbezogeneWiderstand des Legiters an, der vom gesamten gemessenen
Widerstand abgezogen werden masB.r wurde als Mittelweraller zwischen den einzelnen

Experimenten gemessenkegerwidertséande berechnet

|

0 (2)

Aus dem atgezeichneten transepithelialen Potential und dem berechneten transepithelialen
Widerstand konnte der sogenanatpiivalenteKurzschlussstromdc (engl.: equivalentshort

curcuit currenj berechnet werden. Diesntspricht rechneriscldlem Strom (eigentlicker
Kurzschlussstrom)der hatte appliziert werden missen, damit ein transepitheliales Potential
von 0mV entstanden ware und somit keiparazellularenfransportvorgangstattgefunden
hatten(62).

Diese Berechnung erfolgte ebenfalls mit Hilfe desn@hs c hen Geset zes:

. w
v (3)

Derdurch Amilorid gehemn&Transporstroma &. amiwurdewie folgt berechnet:

Dee Je @ (4)

|G kist hierbei der epitheliale Transport vor der Hemmung awd:k derepitheliale Transport

nach dem Vorhandensein von Amilorid in der apikalen Kontrolllésung.
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Fur die Ausvertung des Diffusionspotentials in mV wurddie Abweichung des
transepithelialen étentiak direkt nach dem Lésungswechsalf NiedrigNaCl gemessen
(Abbildung 11, gruner Pfeil) Vi, Re U n dsc Wur@len unter Kotmollbedingungen nach
Amilorid-Applikation und zwischen den Messungen des Diffusionspotentials bestimmt.
Das Diffusionspotentiakurdeum das LiquidJunction Potential LIRorrigiert. Dieses entsteht
an den GrenzflachemwischenunterschiedlicleusammengeetztenSalzbsungen. In diesem
Fall zwisdhen 1 M KCI in den Agarbriickemd den verschiedeneExperimentidbsungen.
Das LJP wurdeinter Verwendung der Henders@heichung(7) und unter Bertcksichtigung
der lonenmobilitdten berechn@ 77, 112).

Anschliel3end wurde das LJP vom Diffusionpoter(ti#t) abgezogen:

(5)

Das LJP bei luminalerhdsungswechsel betrug nach Durchfiihrung der oben beschriebenen
Rechnungl,79 mV bei 300 mOsitkg -Bedingungen und 2,18V bei 600 mOsrtkg-
Bedingungen.

Fir dieBerechnug derPermeabilitaties Epithelsir Natriumionenund Chloridionen (Pua'/cr

) wurde eine Abwandlung der Goldmahiwdgkin-Katz-Gleichung verwend&B9):

b & oa Yo V ga Ysa O Uas
0

U 46 Yoa 0 Ugpa

VY

'Ofﬁ)éii'Qd‘ﬁT [ (6)

Ca| Ca

0o ao 0

Legende:R = 8,31451 ol 3 K; T = 310 K; F = 96485,3 @fol; basolateral (bl); luminal (IuPPcorrect[mV]

Bericksichtigt man nur die Permeabilitaten fur die Natriwmd Chloridionenkann durch

Umformung folgende Gleichurfgr das Verhaltnis Pna'/cr gewonnen werden:

Ca

0 a Q— odua (7)

C4

0 @ QT 0w

Legende:R = 8,31451 #ol? K; T = 310 K; F = 96485,3 @fol; basolateral (bl); luminal (lu)
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Die Permeabilitat der Natriumionen wurde tber Anwendung der KimikKkatsuGleichung
berechnet56, 82):

(8)

P p T QO

Legende:R = 8,31451 jhol3 K; T = 310 K; F = 96485,3 @fol; basolateral (bl); luminal (lu)

Bei der Variabla G hand# es sich hierbei um die Leitfahigkeit, die dem Kehrwert des
transepithelialen Widerstands darwendung deKontrollldsung beidseits entsprichind bei

a handelt es sich udie lonenaktivitavon N&. Diese wird wie folgt berechnet:

(9)

Bei ¢ handelt es sich um di®nzentrationin mol/l u istdler Aktivitatskoeffizienfir Na'.

Der Aktivitatskoeffizient ergab sich aus folgender Gleichung:

iirc - (10)

Die Permeabilitat fur die Chloridionen konnte ebenfalls mit Hilfe der vorherigen Formeln

berechnet werden:
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Nach der Auswertung des Diffusionspotentials und der Permeailithei luminalem
Loésungswechselwurden die gleichen Berechnungen bei basolateral&@sungswechsel
durchgefuhrtDie Reaktion der Zellen auf den basolateralen Wediasel unteranderem auf

Grund der Kollagenbeschichtung langsamer statt als beim luminalen Wechsel. Es wurde eine
Reaktiongeit von100Sekunden angenommen, weshalb das Ddfwgpotential konstant nach
dieser Zeit gemesseavurde (Abbildung11, 2. griner Pfeil)

Die Auswertung der basolateralen Seite wurde zwar durchgefihrt, wird im Ergebnisteil aber
nicht naher aufgefuhrt, ddurch de Kollagenbeschichtung kein direkter Kontakt dMCD-

Zellen zur jeweiligen Losung hergestellt wurde und auf Grund der grof3eren basolateralen
Kammer kein schneller Lésungswechsel méglich war. Es kam deshalb nur zu einem langsamen
Aufbau des DP, bei dem aingleichzeitig einsetzende Gegenregulation delten nicht
ausgeschlossen werden konnte. Auf Grund dieser Problematik in der Messtechnik wurden die

Ergebnisse des basolateralen Wechsels gigdmtitativ bertcksichtigt

2.4.4Fixierung

Abschliel3end wureh die Filter erneut in eine 24ell Mikrotiterplatte eingesetzt und luminal
sowie basolatat mit insgesamt 1 ml einer @@ PFALGsung in PBS fur 4C Uber Nacht
inkubiert. Die PFALA6sung wurde dann durch PBS ersetzt und die Filter bis zur Anfarbung

(max.2 Tage) bei 4 € aufbewabhrt.

2.5 Protokoll zur in vivo-Modulation des Wasserhaushalts

2.5.1Versuchstiere

42 Spragudawley-Rattenbeiderlei Geschlghts die zwischen 4 und 6 Wochen alt waren,
wurdenin drei Gruppen a 14 Tierélir 3 Tage auf einem metalischen Kafig(Tecniplast
Deutschland GmbH, Hohenpeilenbemeutschlanyl mit Gelnahrung (Tabelle 7 und
Abbildung 12) geflttert Die dra verschiedenernVersuchsgruppenvaren: Kontrollgruppe,

Furosemidgruppe und die Wasserbelastungsgruppe.
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Abbildung 12: Metabolische Kéafige

Die Abbildung zeigt die Versuchtstieder drei verschiedenen Versuchsgruppeihrend der Behandlung im
metabolischen KafigLinks eine Ratte aus der Kontrollgruppe, in der Mitte eine Ratte der Furosemidgruppe (im
Futtergang) und rechts eine Ratte aus der Wasserbelsgtupge Gut zu sehen ist die terschiedliche

Urinproduktion in den drei Versuchsgruppen.

Tabelle 7: Gelfutterzusammensetzungtr eine 100 g schwere Ratte

Kontrollgruppe Furosemidgruppe Wasserbelastungsgruppe
1 14 g pulverisiertes Futte 1 14 g pulverisiertes Rter 1 14 gpulverisierts Futter
(R/IM-H, sshiff (ssniff RIM-H) (ssniff RIM-H)
Spezialdiaten GmbH 1 20 ml Wasser 1 60 ml Wasser
Soest, Germany) 1 0,2gAgar 1 0,6 gAgar
T 20 ml Wasser 1 0,005 g Furosemid
1 0,29 Agar
Trinkwasser mit 10 mmol KCI un
140 mmol NaGLiter

Die Kontrollgruppe bekam eine niedrig normale Wassermenge pro Tag, die
Wasserbelastungsgrupeime drefiach hohereDie Furosemidgruppe erhi@f015 g Furosemid

pro 100 g einer FuttdrWassermenge, deren Wassergehalt mit der Kontrollgruppe identisch
war. Um den Elektrolythaushalt unter Gabe des Schleifendiuretikums nigieiseh zu
lasssen und nur die Konzentrierungsfahigkeit der Niere zafhessen, hatten die Ratten der

Furosemidgruppe freien Zugang zu Trinkwasser, das mit KCl und NaCl versetzt war.
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2.5.2Metabolische Daten
2.5.21 Ein- und Ausfuhr

Die Einfuhr von Ftter und Wasser wurde taglich auf das Gewicht der Ratte abgestimmt. Daf
wurde morgens als erstes die Ratte gewogen (Sartorius 3707, Sartorius AG, Gottingen,
Deutschlanyl Das Gesamtgewicht des Fustenr fir eine 100 g Ratte betrug fur die
Kontrollgruppeundfir die Fursosemidgrup@,2 g, fur die Wasserbelastungsgrupp® 4,

Uber dieses Gewicht und das Gewicht der Ratiewurde die Futtermenge am fir die

nachsten 24h bestimmt:

© Towa (13)

Bei der Furosemidgrupp&urde diezusatzlich pro Tag aufgenommealzwassermenge
bestimmt und zu der Wasseraufnahme tber das Futter addiert.

Fur die Ausfuhr wurden die Messbehéltnisse zum Auffangen des Urins und Kots vor dem
Einsetzen der Ratte in den Kafigwgmgen, um anschlie3end tber die Zunahme des Gewichts
der Beh#inisse die Ausfuhr zu bestimmen.

2.5.22 Urinosmolalitat

Nach 24und48 h wurde einel600m Probe degeweiligen24h-Urins entnommenNach 72h
wurde derUrin gesammeltund diesem zuséatzliched Urin aus der Blase der Ratte nach
Praparation hinzgefigt. Diesem Sammelurin wurddann ebenfallseine 1600 mi Probe
entnommen Die Urinproben wurden mit einer Minizentrifuge (Erich Eydam KG, Kiel,
Deutschlanyl 2 Minuten lang bei 2200 x gzentrifugiert um die nicht I6slichen Teilchen aus
dem Urin zu entfernenim Uberstand wurdemit Hilfe eines Osmometerscrfyoscopic
osmometerOsmomat 030, Gonotec GmbH, BerlDeutschlanjieine Doppelbestimmung der
Osmolalitat in mOsnkly durchgefiihrt Am Osmometer fathzuvor éne Zweipunkteichung fir

0 mOsmkg (deionsiertes HO) und fur 850 mOsnkg statt.

2.5.23 Kottrockengewicht

Nach 72h auf dem metabolischen Kafig wurdeon dem Kot der letzten 2W ca.drei bis funf

Kotkugelchen in ein 2 mleer gewogeneReageregefal? tberfuhrt und direkt im Anschluss
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gewogen (AE 163, Mettlefoledo GmbH, GielRerDeutschlanyl Das Reagemgefald wurde
unverschlossen an der freien Luft gelagertl in regelmalligen Abstdnden erneut gewogen.
Das Gewicht wurdébis es sich nicht weiteferdnder, notiert Aus dem so erhaltenen Feucht

und Trockengewicht wurde der Wasergehalt des Kots berechnet.

2.5.3Nierenpraparation
2.5.31 Durchfiihrung

Nachdendie Tiere ca. 7B im metabolischen Kafig unter ihriweiligenDiat verbracht haben,
wurden die Nieren mit einem speziellen Operationsverfahren entnommen und fur die
Tubulusdissektion vorbereitet.

Eine Spritzemit Enzyml6sung zur Andauung des Bindegewebesle bereits rechtzeitig vor

der Operation vorbereiteRie Enzymlosung bestand au$ Gng Kollagenase 1l und 1 ml der
Inkubationslosung. Uber einen Adapter war die Spritze mit einem Polyethylenschlauch (0,4
mm (25 M), Erich Eydam KG, KieDeutschlanylverbunden, dessen langerer Verlauf durch
Erwarmen auf einen Durchmesser entsprechenigeenarterie geformt worden war. Spritze
und Katheter waren frei von Luftblasen. Das Ende des Katheters war schriagemiSkalpell
angeschnitten worden, um das Einfuhren in die Nierenarterie zu erleichtern.

Zunachst wurde die Rattm einer Narkoseboxmit 5 Vol.-% Isofluran narkotisiert. Im
Anschluss wurdesie auf die Operationsflache gelegtus einer mit Alufolie umwielten
Korkplatte bestand Die Narkose wurde per Inhalationsmaskbestehend aus 2
ineinandergeschobenen Spritzeaufrechterhalten. i@ Korkplatte diente zur besseren
Fixierung von Hakenhaltern und Kanulen zum Weghalten der Organe bei der Préparation.
Zunachst wurde durch Kompression des Schwanzes mit einer Pinzette die
Schmerzwahrnehmung desefes geprift. Zeigte sich keiReaktionwurde mit der Operation
begonnen und die Narkose simhtig auf 3,7 Vol% gesenkt.

Zu Beginn der Operation wurde der Baumit Ol (Paraffinol, WaltelCMP GmbH und Co.

KG, Kiel, Deutschlanyl eingepinselt, um Fellhaare im spateren Operationsbereich zu
vermeaden. Das Tier lag in Ruckenlage bis Linksseitenlage. Es wurde ein Flankenschnitt links
durchgefihrt und die Leber, Milowie Darm mit Hakenhalten ausgebogenemStahldraht
sowie Klemmen und Kantlen (22 G 1 V4, Het8ass, Wolf GmbH, Tuttlingemeutschlad)

aus dem Operationsgebiet entfernt.

Die Niere selbst wurde mit einer Klemme, die Giber eine Kaniile in Position gehalten wurde, an

ihrer Fettkapsel in eine gerade Position gebracht. Die AnschlieRende Praparation fand unter
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einem Mikroskop statt (WILD M3, yip 355110, Wild Heerbrugg AG, Heerbgigchwei2).

Mit zwei Pinzetten wurde die Nierenarterie freigelegt und von umgebendem Gewebe befreit.
Es wurde insbesondere auf Verzweigungen geachtet. War die Nierenarterie soweit freigelegt
wurde ein dunner schwamrz&aden (Schlisselgarn, Ackerma@Biggngen AG, Augsburg,
Deutschlanyl unter Zuhilfenahme der Pinzetten um die Arterie gelegt. Die beiden Enden
wurden mit einer Klemme festgehalten und wiederum mit einer Kanile wurde diese
Konstruktion auf Zug fixiert undie Blutzufuhr zur Niere unterbunden.

Die Operation &nd zu zweit statt. Wahrend der Unterbindung der Blutzutulmde die
vorgeheizte 1 ml Spritze (Henl&ass, Wolf GmbH, TuttlingenDeutschlanyl einer
Spritzenheizung entnommetie Nierenarterie eingescliten und der Katheter angereicht.tMi

den Pinzetten wurde der Katheter in die Niere gefuhrt und festgehalten. Die Enzymldsung
konnte nun durch die Assistenz gespritzt werden. Auf Grund des eventuell grof3en Drucks
wurde der Adapter zwischen Spritze undh&er hierbei extra festgehalten. Zchst wurde

die eine Halfte der Enzymlosung gespritzt und abgewartet, ob die Loésung die gesamte Niere
erreicht. Dies war am Ausbleichen der Niere erkennbar. Blieb ein Teil der Niere nicht
perfundiert, so wurde versughurch Veranderung der Lage des Kaghe einen anderen Zweig

der Nierenarterie zu erreichen und der Rest der Enzyml6sung gespritzt. Der Vorgang zwischen
Unterbindung der Blutzufuhr und Spritzen der Enzymlésung wurde moglichst kurz gehalten.
Im Anschlusswurden Nierenarterie undvene durche&nnt und die Mre entnommen. Der
Blutverlustwar hier bereits flr den Tod der Ratte verantwort{Riozedere insgesamt unter 5
Minuten). Zusatzlichwurde vor dem Abstellen der Narkose der Thorax eroffnet.

Zur Bestimnung der Urinosmolalitat wurde zuleér Blasenurin mit einer 1 ml Spritze und
einer Kantle (27 G %, Henkgass, Wolf GmbH, Tuttlingemeutschlanylentnommen.

Die mit Enzymldsung perfundierte Niere wurde in einer Petrischalenunterf@ifte 10 mm,
Sargedt AG und Co., NumbrechDeutschlanyl mit Inkubationslésung zu einem zweiten
Arbeitsplatz transportiert und mit Pinzetten von ihrer Kapsel befreit. Anschliel3end wurde sie
mit einer Rasiermesserklinge in dunne Scheiben geschnitten,widigerum in eine
Petrischalenunterhélfte mit Inkubationslésung Gberfihrt wurden. Diese wurde auf Eis gelegt

und die Nierenscheiben standen zur Dissektion zu Verfigung.
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2.5.4Tubulusdissektion
2.5.41 Durchfiihrung

Von den in der Inkubationslosung liegenden Nierenscimittede vor der Dissektion zunachst
eine der dunnen Nierenscheibchen mit einer Pinzette in eine Petrischalenoberhalfte mit
Sortierlésung Uberfihrt. Diese Petrischalenoberhélfte wurde unter ein kbkrdseica MZ
16, Leica Microsystems GmbH, Wetzl&eutshlang gestellt.Die Dissektionsflache wurde
auf 4°C gekuhlt (von Wasser durchflossener Glassandwich, Kuhlgétaake F3, Thermo
Haake GmbH, Karlsruhé&eutschlanli um das Gewebe mdéglichst langtalvzu halten. Mit
zwei Pinzetten wurde unteinem Mikioskop ein Teil des #rtex, ein Teil des dulReren Marks
und ein Teil des inneren Marks prapariert. Diese Gewebsstiicke wurden in jewaitsleth
ml Reagengefald zunachst in flissigem Stickstoff schyefkoren und dann beB0 °C fur
eventuelle spatere Zweelkyelagert.

Die Dissektion fand ebenfalls unter diesem Mikroskop statt. Mit zwei Pinzéti@mufactures
D6Outi |l s Dumont ch8efd, wuldennm inngraneMark S&nmelrohre bzw.
dinne abund aufsteigende Schleifen prapariert. Um intakte Tubulirkalten, wurden sie
durch Spreizen des umliegenden Gewebeasb worsichtiges Feipraparierenmoglichst ohne
dabei selbst in Kontakt mit den Pinzetten zu komnfierigelegt Die Tubuli wurden fudas
entsprechende Experimentmit Hilfe einer Transferpipette in das Bad ds
Perfusionsarbeitsplatzes tUberfuhrt.

2.5.42 Dissektionskriterien

2.5.42.1 Sammelrohre

Fur die Experimente wurden lediglich Sammelrohre des inneren Marks verwendet. Die
Dissektionwurde ab dem Zeitpunkt der Entnahme der Nidrer einen Zéfaum vonetwa 3h
durchgefuhrt. Dieses Zeitfenster ergab sich aus einer Reihe an Vorversuchen, die zeigten, dass
die Tubuli nach3 h sowohl unter dem Mikroskop durchscheinend wirkten und arskster

einen Widerstandsverlust zeigten. Die Sammelrohre wandérand ihres charakteristischen

Aussehens eindeutig zu identifizieren.
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Abbildung 13: Perfundiertes Sammelrohr
PerfundierteSammelrdir: Gut zu erkennerinddas weite Lumen und der hohe Zytoplasmaardeilinsgesamt

zu einem gréReren Duimesser der Sammelnehim Vergleich zwnnen 8hleifen flhrt.

2.5.42.2 Dunne Schleifen

Auch fur die Experimente an den dinnen Schleifen wurden nur jene aus dem inneren
Nierenmark verwendet. Da die aufsteigenden dunredneBen lediglich im inneren Mark
vorkommen, musstei@ses Kriterium nur bei Pparation der absteigenden dinnen Schleifen
berticksichtigt werden. Bei diesen Experimenten zeigte sich, dass ein Dissektionszeitfenster
von 2 h nicht Gberschritten werden sollte. Die diinnen Schleifen zedgeachein schlechtes
strukturelles Aussehen urethen Widerstandsverlust.

Fur die Experimente war die Unterscheidung in abd aufsteigende dinne Schleife
entscheidend. Es gab zwei charaktesche MorphologiefAbbildung 14: Bei derdTL waren

die Zellkerne rundlich promim¢ und sal3en sich fast s@aghnartig gegeniber, sodass das
Lumen ein schlangenférmiges Ausseheskdm. Rei deraTL saflen die Zellkerne zumeist
weiter auseinander, waremeniger prominent und das Lumen eher schlauchférmig. Zudem
hingen an demTL haufiger (berreste der Vasa recta. @b Betrachtung des Ubergangs der
aufsteigenden dunnen in die aufsteigende dicke Schleife konnten die diinnen Schleifen mit den
weiter auseinaterliegenderzZellkernen als aufsteigende diinne Schleifen identifiziert werden.

In derLiteratur sind diese Chartdistika ebesobeschrieber(79).
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Abbildung 14: Dinne Schleifen
A) absteigende dinne Schleife (Skizzen + Kamerabild wahrend Perfusion): zu erkennen an dem zopfart

Aussehen im kollabierten Zustand und den lumiabuckelnderZellkernen f ) sowie dem geschlangelten
Lumen im perfundierten Zustand.

B) aufsteigedediime Schleife (Skizzen + Kamerabild wahrend Perfusion): zu erkennen an den ungleichr

verteilten, weniger vorbuckelnden ZeIIkerneﬁX und Resten derasa recta &)

(Skizzen: D. Nina Himmerkus)

Die Vasarecta, die ebenfalls bei der Dissektion zu find@men, waren meist ein wigrkleiner

und lieBen Erythrozyten im Lumen erkennen. Des Weiteren hatten sie keinen messbaren
Widerstand im Perfusionssystem und konnten somit auch eindeutig von den dinngenSchle
abgegrenzt werden.

2.5.5Tubulusperfusion
2.5.5.1 Aufbau

Fur die Tubulgperfusionwurde eine komplexeApparationverwendet.Kernstiick war ein
inverses MikroskogAxiovert 10, Carl Zeiss AG, Oberkochddeutschlanimit Kamera(RT
SE, SPOT,Sterling Heights,MI, USA) und entsprechender Softwaf(€POT Imaging
Microscopy ImagingSoftware Spot Imaging, Sterling Heights, MI, U$Aum die Vorgange
der Perfusiorzu beobachteand einzelne Bilder der Tubutu machenDie Tubuli wurden in
ein Badauf dem Mikroskoptischiberfihrt, indem Uber einen Zuund enen Alfluss ein
standigerFlusserzeugt werden konnte. Der Zuflusar Gber mehrere Hahne naivei 60 mi
Spritzen und mit zwei 20 miSpritzen verbunden, die so einzeln als Reservoir fur die
zuflieRende LOsung ausgewahlt werden konnten und zwischen delnigohin und her
gewechslt werden konnte. Die lsiingerdurchflossen einen beheizten Wassermantelschlauch
(Heizgerat F 25, JULABO GmbH, Seelbacl)eutschlanyl Der Mikroskoptisch wurde
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ebenfals beheizt (Eigenbau Physiologisches Institut) und so digefixentebei 37 °C
durchgéihrt.

Die einzelnen Tubulvurden in das eigentliche Perfusionssystem eingespaactidem sién

das Bad mit Hilfe einer Traferpipette Uberflhrivorden waren Dieses Perfusionssystem
wurde vorBeginn einer Versuchsreih@ @ner eigenerGlasMikroschmiede(EigenbauMPl
Biophysik, Frankfurthergestellundbestand von innen nach aul3eniasgesamvier Pipetten
(Abbildung 15): der FlussigkeitsAustausckPipette der Perfusionspipette der
Konstriktionspipette nd der Sylgardpipette.Die drei letztgenannten Pgiten waren in
einzelnen Halterungen befestigt udi@ Perfusionspipette und die Sylgardpipéi#&ensich

einzeln vor und zurlck fahren. Diylgardpipettevurde bei den durchfjéhrten Experimenten
zurlclgefahren undliente nur zum Schutz der inneren Pipeti2ie Konstriktionspipettevar

Uber ein Schlauchsystem mit einer 20 ml Glasspritze (Fortuna Optima, Poulten und Graf
GmbH, Wertheim Deutschlanyl verburden tiber die ein Untebzw. Uberdruck hergestell
werden konnte. Der Innendurchmesser der Konstriktionspipettbetrug bei der
Sammelrohrperfusion zwischen 20 und 22 um und bei der Perfusion der dinnen Schleifen
zwischen 15 und 16 um. Uber weitere Manipoten, auf denen dierGndhalterung devier
Pipdten angebracht war, konnte das ganze Perfusionssystem feinreguliert bewegt werden. Mit
Hilfe dieser Feinregulation und des Unterdrucks, wurde der transferierte Tubulus mit der
Konstriktionspipetteeingefangn und fir das Vorfakn der rfusionspipettén den Tubulus

in Position gehalten. Anschlieend wurde das andere Ende des Tubulus mikeiHdf
einzelnen Haltepipettixiert. Diese wurde &hnlich der anderdrei Pipetten hergestellt und
konnte nach Antingen in einer Haltemg ebenfalls Gber Maniputaen gesteuert werden.

Zur weiteren Versuchsdurchfiihrung wurde der Zufluss zum Bedffnet, um einen
kontinuierlichen Lésungswechsel zu erhalten. Degfisionspipettevar doppellaufig(engl.
doublebarreled), wodurchzwei Pefusionsmoglichkeite vorharden warenim A Ka da &1 | i e f
die FliissigkeitsAustauschPipettebis zur Spitze der Perfusionspipetiedim A K a 2 & | ein
kleiner PolyethylerSchlauch Uber zwei Abflusswege lief die Flussigkeit wieder aus dem
PerfusionssystemDiese Wege waren Uber Hatoi-H&hne zu regulieren und hatten
Verbindung zu einem Drucg&gulator, Uber den ein Druck zwischen 50 und 160610
angéegtwerden konnte, um einen automatisthkenstanten luminalen Fluss zu erhalten.

Zur Messung der elektrogbiologischen Eigenschafteler Tubuli befand sich sowohl im Bad

eine Agarbricke, die tber eine 1 M KIGdsung mit einer Silbehloridelektrode verbunden

war, als auch auf der luminalen ®ean der Perfusionspipette. Uber dieseei Elektroden

konnte dieSpannung sowie die Spanngégderung tber die Membran der Tubuli wahrend des
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Experi ments gemessen wKana2ivar mEeiner Sombuelle r dr a h

verbunden, dien regelmaligm Abstand dtwaalle 5s)einen13 nA Strompulsfir 1sabgb
und wie bereitsfir die UssingKammerMessungererwahnt (siehe Kapitel 2.4.2u einer
Spannungsanderun@Vi) fihrte. Die Parameter wurden (ber einen angesdness
Schreiber(FlachbettschreibeKipp und Zonen B.V., Delft, Mderlandg mit einem Vorschub
von0,2 mmé aufgezeichnet. W die erhaltenden Messwerte konmitein der transpitheliale
Widerstand und weitere in der nachfolgendesrséichsdurchfiihrung untersuclirarameer

berechnet werden.

Spannungselektrodeb

Haltepipette

Tubulus

/\

Abbildung 15: Aufbau des Perfusionssystems

Die Sylgargipette ist nicht eingezeichnet

2.5.52 Versuchsdurchfiuihrung

Nach Einspannenes Tubulusn das Perfusisssystem wude der Zufluss zum Bad gedffnet

Zu diesem Zeitpunkt befand sich eine Kontrollosung vonr@@mkg H.O im Bad und im
basolateralen Zufluss sowie luminal in derf@sionspipetteind deren Zufluss.

Sobald Spannung urSBbannungsanderung stabilnem, wurde zunachst der Widerstdddie

auf Grund von Erfahrungswertengaschatzt. Befand sich dieser in einem geschatzten Bereich
unter 1W x cm?, so wurde der Tubulus nicht fir ein Experiment verwendet und verworfen.
Zumeist varen Locher sichtbar odder Originalentnahmeeitlich zu weit zuiickliegend.

Wurde der Widerstand als angemessen eingesch&lal/ x cm?, begann das Experiment.
Zunachst wurde basolatemh Austausch der Kontrolllésung gegen eine NietraCFLosung

von glacher Osmolalitat drchgefiihrt und im Anschlussurdewiede auf die Kontrolllésung
gewechseltJeder Losungswechsel wurde auf dem Schre#dper gekennzeichnet und nach

jedem Experiment wurden der Leerwert sowie die Null des Systems kontralleertbeim
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Ablesen der Spammgséanderung und der Spannung eine Rpiielen. Nach jedem vollendeten
Lésungswechselurden die Perfusionund die Morphologie fotodokumentiert

2.5.53 Analyse

Fur die Auswertung wurden die Aufzeichnungen auf dem Schreiberpale Bilder der
Tubuli wéhrend der unterschiedlichen PerfusionsphaserdasdProgramm Imageh&natigt.

Mit Hilfe dieses Programmes war es mdgJidie Lange der Tubuli und ihre Durchrses auf

den Kamerabildern durch Angabe der Pixel, die einem hketer entsprechen (hier:@Pixel

1 100 pm), auszumessen und berechnen zu lassen.

Wie bei der Ussing<ammerMessungwvurdendie gleichen Werte bestimmt: transepitheliales
Potential e, die S$annungsdnderundVi, der transepitheliale Widerstand,R der
Kur zsc hl ydasDiffusiopotentiad DP und die einzelnen Permeabilitates, e

und Pna'rcr.

Das transepithelialePotential, die Spannungsanderung bei Strominjektion und das
Diffusionspotential bei basolateralem Wechsel zu einer NiddaglLosung konnten vom
Schreiberpapraunter Bertcksichtigung des eingestellente Verstarkerfalitmyslesen werden.
Von der Spanmgsanderung musste der Leerwadgs Systems abgezogen werdeas Heildt

die Spannungsanderung, die ohne Einspannen eines Tubulus bei Strominjektion vorhanden
war.

Nun konnte der trasepitheliale Widerstand mit Hilfe der Kabelgleichung berechnet werden:

. “©or ] Y (14)
Y —
O OAFE
} steht fur den spezifischen Widerstand der verwendetK ont r ol I | © sung. Di es

x cm. Lambda ist die Langskonstante in umj,der pro Sekunde injizierte Strom von 13 nA
und | die Lange in pm.

Der spezifische Widerstand wurde mit Hilfe einenduktivititsmessgerats (Cond 3110, WTW
Wissenschafith-Technische Werkstatten GmbG, WeilheinQeutschlanyl bei einer
Temperatur von 20C ausgemessen. Anhand aus der Literatur bekannter Leitwerte fir eine 0,1

molare KCIL6sung beunterschiedlichen Temperaturen wurde ein Korrekturfaktor von 0,726
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fur den yom Gerat gemessenen Wert bestinf24). Sowurde derspezifische Widerstand bei
37 °C, der Badtemperatur, berechnet.

Die Langskonstante wurde ebenfalls im Rahmen der Kabelgleichung berg&3)ne

(15)

Der Radius r ergab sich aus dem ausgemessenen Durchmesser.

NachdemOhmc hen Gesetz wur deshtrecghnekur zschl ussstrc
O(L)T (16)

Das Diffusionspotential DRt bei  basolateralem Wechsel, sowie die
Permeabilitdtsberechnungen van'®", Pva" und Ry folgten den gleichen Berechnungen wie
bei den UssingkammerMessungen und werden hier nictither ausgefuhrtsiehe Kapitel
2.4.3.
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Abbildung 16: Auswertung der Tubulusperfusion S EE
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2.5.54 Fixierung

Es wurder® SpragueDawley-Ratten finmmunfluoreszenzfarbungen verwendeRatten aus
jeder Versuchsgruppe. Hierfiuurden die vorbehandelten Tiere zunachgtisofluran 5 Vol-

% in einer Box narkotisiert. Die Menge des Narkosemittalsde bei der anschlieBenden
Narkose tUiber Maskeorsichig auf 3,7 Vol-% reduziert, um einAtemdepressioder Tiere zu
vermeiden.

Der Bauch der Tiere wurde mit Ol bestrichen, um die Fellhaare ausd\deeitseld zu halten.
Mithilfe eines medianen Langsschnitts wurde der Bauchraum eréffnet, die Aorta freigeleg
anschieRend mit Wattestdbchen von dartiber liegenden GewebebestandteileB. wrett
befreit.

Der Abgang der V. renalionder V. cava inferior, die direkt neben der Aorta verlauft, wurde
aufgesuchtOberhalb des Abgangs der A. renalis sinistradeutie Aortamit einer Klemme
verschlossen (Clippingyur Kontrolle diente hidei der Pulsationsstopp der Aorta nach dem
Clipping. Im Anschluss fand das Clipping der Aorta unterhalb der Abgdagé. renals
sinistrastatt.

Je nach Durchmesser der Aortarde diese mit einer Kanule unterschiedlicher Grofze (21 G 1
% oder 22 G 1 ¥YAaniiliert. An der Kanule war das Perfusionssystem angeschlossen. Dieses

Perfusionssystem bestand amgei 50 miSpritzen, dieauf einer Hoheon 2,5 m vom Boden
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und damit ca. 5, m vom Operationstisch entfernt angebracht wurtfen. den zwei Spritzen
ging jeweils ein Schlauch aus. Diese enddte einem gemeinsamen Endstick und konnten
Uber Dreiwegehahne einzeln reguliert werden. Bxagstiick war mieinerKanule verbunden.
Vor der Perfusion der Niere wurden die Schlauche gespilt und mit den Lésungeffrdilasen
vorgeflllt. Das Perfusionssystem leieit in einem Schenkel PBS #4dlProcain und im anderen
Schenkemit PBS + 40 PFA + 26 Procain.

NachKanulierung der Aorta wurde die V. cava inferior durchtreti@tNiere zunéchst mit PBS

+ 1% Procain gespii Im Anschluss folgte PBS + 4% PFA %4lProcain.

Auf Grund des mangelnden Clippings oberhddbrechten A. renalis, fand hauptsachlich eine
Perfuson der linken A. renalis und somit der linken Niere statt.

Die linke Niere wurde dem Bauchraum entnommen, voer ikapsel befreit und anschlieRend
in Scheiben von ca. 0,5 cm in Verlaufsrichtung der Nephrone geschnitten. Die Pole, die kein
inneres Nierenmé enthieltenwurden verworfen.

Die fertigen Scheiben wurden in ein mit PHAaltigerPerfusionslosung gefullt&&bhrchen (76

x 20 mm, Sarstedt AG und Co, Numbred&eutschlanyliberfihrtund firl him Kihlschrank

bei 4 °C belassen. AnschlieRend wurde Berfusionlésung gegen PBS28% Saccharose
getauscht und Uber Nacht im Kuhlschramkubiert Die Saccharoseding diente als
Frostschutzmittel fur die Nierenscheiben.

Am nachsten Tag wurden die Nierenscheiben in vorgeforiaué die Scheibengrofle
angepasste Aluschélchdltach hineingelegt AnschlieBend wurden die Aluschélchen mit
Eindeckmedium (Leica Jung Tisskesezing Medium, Leica Microsystems Nussloch GmbH,
Nussloch,Deutschlanyl aufgefillt, sodass die Nierenscheiben ziigh bedeckt waren. So
wurden die Nierenscheiben ernefitr 1 h belassen um ein Durchdringen mit en
Eindeckmedium zu ermdéglicheNachl hwurden die Aluschalchen in eanNierenschale mit

flussigem N schockgefroremnd anschliel3end be80 °Cgelagert

2.5.55 Herstellung der Kryoschnitte

Fur die Herstellung der Kryoschnitte wurdedie von Eindeckmedium umgebenden
Nierenscheiben mit Hilfezweier Pinzetten im auf 20 °C gekihlten Kammerraum des
Kryostats (Research Cryostagica CM3050, Leica Biosystems, Wetzl&eutschlanyl von

der Aluminiumschale befreit. Im Anschluss wurde die Nierenscheibe mit weiterem
Eindeckmedium auf einem Blockkfert und dieser im passenden Winkel zum Meas&tiert

Durch Vorschub des Blocksurden Nierenschnitte von 3 um Dicke hergestellt, mit Hilfe von
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Pinseln glatt gestrichen und auf Objekttrager aufgenommen.
Diese Kryoschnitte wurdenis zum Farbevorgangebi 20 °C gelagert.

2.6 Immunfluoreszenz

2.6.1 Extern vorbehandelte Versuchstiere

Neben den IMCDBKulturen und den Ratten aus dem Tierversuch wukigmoschnitte von
vorbehandelten Spragiizawley-Rattenauf ihre Claudinexpression untersuddiese wurden
freundlicherweise von A. Paliege ader Arbeitsgruppe Niererund Kreislaufforschungler
Charie Berlin zur Verfigung gestellDie genaue Behandlung der Versuchstiere wurde bereits
in Publikationen dieser Arbeitsgruppe beschriet@h92).

Es handelte sich um Kryoschnitte von Kontrolltieren ohne Behandlung, von Ratten die tber 3
Tage pe osmotischter Minipmpe 0,5 ndi dDAVP oder 12 mgl Furosemid bekommen
hatten Es standen Kryoschnitte vowier unterschiedlichen Tieren fir jede delrei
Behandlungsgruppen zur Verfiigung. Die Kryoschnitte wurden bis zum Farbevbejang

-20 °C gelagert.

2.6.2Farbung

Fur de Farbungen der Filter und der Kryoschnitte wsttern vorbehandelten Versuchstieren
sowie der Tiere aus dem selbst durchgefuhrtggrv@rsuch wurden verschiedene Erst

Antikorper verwendetdie in der Tabelle 8 aufgefiihrt sind.
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Tabelle 8: Erst-Antikdrper

Antigen: Wirt Verdinnung Herkunft des Antikdrpers
Claudin 2 Kaninchen 1:300 Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA
Claudin 3 Kaninchen 1:300 Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA
Claudin 4 Maus 1:300 Life Techndogies, Carlsbadalifornien,
USA
Claudin 7 Kaninchen 1:300 Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA
Claudin 8 Kaninchen 1:300 Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA
Claudin 10 Maus 1:300 Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA
Claudin 16 Kaninchen 1:300 Dr. Jiarghui Hou, Washington University
Renal Division, St. Louis, MO, USA
Claudin 18 Kaninchen 1:300 Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien,
USA
Claudin 19 Kaninchen 1:300 Dr. JianghuiHou, Washington University
Renal Division, & Louis, MO, USA
AQP 1 Ziege 1:300 Santa Cruz Biotechnology, In®allas,
Texas, USA
AQP 2 Kaninchen 1:100 Almone labs, Jerusalem, Israel
AE 1 Meerschweinchen 1:500 Dr. Carsten Wagner, Physiologisches Instit
UniversitatZurich, Schweiz

Fur die IMCD-Kulturen wurden als Ersantikdrper Claudin 7, 19 und AQP2, fur die extern
vorbehandelten Versuchstiere Claudin 4, 7, 10,186und 19owie flr die Tiere des eigenen
Tierversuchs Claudin 2, 3, 4,8, 10, 16und19 in Kofarbung mit AQP1 oder AEZerwendet
Die verwendeten Zweitantikorpesind in Tabelle 9 aufgelistet und wurdenum Teil in

Kombination verwendet
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Tabelle 9: Zweit-Antikorper

Zweit-Antikorper Wirt | Verdinnung Herkunft des Antikdrpers

Anti-mouseAlexa 488 | Ziege 1:400 Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien
USA

Anti -rabbit -Alexa 488 Esel 1:400 Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien
USA

Anti -goat-Alexa 488 Esel 1:400 Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien
USA

Anti-mouseAlexa 594 Esel 1:400 Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien
USA

Anti -goat-Alexa 594 Esel 1:400 Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien
USA

Anti -rabbit -Alexa 633 Ziege 1:400 Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Anti -guinea pigAlexa 488 | Ziege 1:400 Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien
USA

Die genaueren Farbevorgange werdeden folgenden Kapiteln beschrieben.

2.6.21 IMCD-Kultur

Die zur Fixierung verwendete PH&sung (siehe Kapitel 2.5.5.4)wurde aus den
Kompartimenten ds mit den Klturen bewachsenen Filteagpipettiert, die Kompartimente
mit 1 ml PBST (0,3%Triton in PBS aufgefullt und anschlie3end fur 10 min mit Hilfe eines
Kombischittlers (KE2, Edmund Buhler GmbH, Hechingddeutschand bei einer Drehzahl
von 50 pro Minute weiter von der PFA.6sung gereinigt. Dieser Vorgamngurde zweimal
wiederholt Das Triton diente als Detergens, um die Membran fir die Antikérper durchléassiger
zu machen.

Nach dem Waschewurde in das unterKompartiment je 200 yl PBS und in das obere
Kompartiment je 50 ul PBS mit 1% BSA €ngl. bovine serum albun)irund dem1.
Antikorper (Claudin 19,7 oder AQP2) pipettiert. Die Mikrotiertplatte wurde Uber Nacht im
Kihlschrank bei 4 °C gelagert. Am naahstTagwurden zunachst das PB® sowie die
Antikorperldsung abpipettiert und die Filtermembranen fir dreif@dinutenlangmit jeweils
frischem PBSI gewaschen AnschlieRend wurden jeweils 200 pl frisches PBSns
basolaterale und 50ul PBBEmit Phallodin (1 : 2000; Life technologies, Carlsbad, Kalrfem,
USA) und dem2. Antikdrper (anti-rabbit Alexa 633 in das luminale Komparitmempipettiert
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und furl h auf dem Kombischittler bei einer Drehzahl \&fihpro Minute vorLicht geschitzt
inkubiert.

Nach einstindiger Inkubation mit deth Antikdrper wurden die Filtermembraneerneut
gewaschen. NaclAbpipettieren der Losungerwurde die Filtermembran anschlieRend
vorsichtig mithilfe einer Schere, deren Schneide an dem Rand tmfé@mbranen entlang
gefuhrt wurde, vom Rest des Filters gel@se Filtermenbranwurde dabedurch einePinzette

so weitwie moglicham Rand festdelten, unnurwenige Artefakte auf der Filtermembran zu
erhalten. Die Filtermembranen wurdenit Hilfe einer Pinzette mit dem Zellbesatz nach oben
auf vorbereitete Objekttrager (Polysi Slides, Thermo scientific, Waltham, USA) abgelegt.
Damit sich dieFiltermembranen moglichst glatt auf de@bjekttragerausbreitetenwurden
diese auf kleine Tropfen PBS abggleind so arden Objekttrager gesaugt. Mit Hilfe von
Mowiol/Dabcound 0,5% Dap (-BiamjdiB-2-phenylindol; Fluka, Sigm&ldrich Chemie
GmbH, SteinheimDeutschlanyiwurden dieFiltermembranemit einem Deckglasingedeckt
Mowiol diente der Fixation des Deckplattchen und Dapi zur Anfarbung der Zellkerne. Zum
Ausharten wurden di®bjekttrager lichtgeschiitzt bis zum nachsten Tag gelagert und konnten

dann mit dem Mikroskop betrachtet werden.

2.6.22 Farbung vorKryoschnitten

Die Kryoschnitteder extern vorbehandelten Ratten und die der Tiere aus dem eigenen
Tierversuch wurden zunacét dreimal mit deionisiertem Wasser in einéérbekivette
gewaschen und anschlieendPBST in der Mikrowelle (MM41580, Medion AGEssen,
Deutschlanyifiir 5 Minutenlangauf hochster Stufe erhitzt und das PB3umindest einmalig

zum Kochen gebracht. Dach kihlten die Objekttrager fur weiter80 Minuten lang ahb.
AnschlielRend wurden sie in eine mit RBYeflllte neueFarbeklvette tberfihrt urdieimal

auf einem Kombischdittler (50 rpm) gewaschen.

Fur die Farbung mit dem Efsiitkdrper wurden die Schnittder Farbekivette enthommen
unddas PBST mit Papiertiicherso gut wie mdgliclum die Schnitte herumntfernt. Der Erst
Antikorper warin PBST mit 1% BSAangesetztTabelle8). Pro Objekttrager wurden nun 75

pl der AntikbrperL6sung auf die Kryoschnitte pipettiednschlie3endmit Deckplattchen
luftdicht abgedeckiund de Kryoschnitte Uber Nacht bei 4C°im Kihlschrankin feuchten
Kammern gelagert.

Am néchsten Tag wurden die Objekttrager erneut in einePB&T geflllte Farbekivette
gestellt und kurze Zeit gewartet, bis sich die Deckplattchen von alleine von den Objekttragern
geldst hatten. Dann wurden die Objekttrager in eine weitere mikTP@Sullte Farbekivette
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Uberfuhrt und die Kryoschnitte wie am Tagva dreimal fir10 Minuten lang mit jeweils
frischem PBST auf dem Schittler gewaschen.

Im Anschluss wurden die Objekttrager ebenfalls wieder mit Papiertiicimerdie Schnitte
herumvom PBST befreit und 100 pl eines in PBBE geltsten Zwe#Antikorpers auf die
Objekttrager pipettier{Tabelle 9). Die Objekttrager wurden ohne Deckplattchen in den
feuchten Kammerhchtgeschutzt fud h inkubiert.

Nach der einstiindigen Inkubationsphase wurden die Objekttrager ermdug iRarbekivés

mit PBST Uberfuhrt und lichtgeschiitzt unter einem Handtuch dreimal fur jev@Néinuten
langin jeweils frischem PBS auf dem Schittler bei gleicher Drehzahl gewaschen.

Im Anschluss wurden die Objekttrager ziigig mit Tichemdie Sanitte herumvom PBST
befreit, um die Zeit der mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten Zaikorper am Licht so
gering wie mdglich zu halten. Es wurde gewatiet dieGeweberollstandig getrocknet waren,
um die Haltbarkeit der Praparate zu verlangang anschlieR&hmit einer Pipette und leicht
gekurzter Pipettenspitze jeweils ein kleiner Tropfdowiol/Dabco undDapi (0,5 d/ml
Mowiol) auf die einzelnen Gewebeschnitte gegeben und luftdicht mit einem Deckplattchen
unter Verwendung von Handschuhsingedeckt.

Ab dem nachsten Tag standen die Praparate zur Auswertung zur Verfiigung.

2.6.3 Auswertung

Zur Auswertung der Claudinexpressionen wurden die Filter und die KryoscHniité 2
verschiedene Mikroskopangeschaut: ein konfokales Laserscanmikrpska das AX 10.

Das Laserscanmikroskop LSM 510enrgl. laser scanning microskopCarl Zeiss AG,
OberkochenDeutschlanyl besal®in eingebautes inverses Axiovert 200 M Mikroskop (Carl
Zeiss AG, OberkochenpPeutschlanyl Das konfokale Lasermikroskop ermdgliehes,
bestimmteokale Ebenen in hoh&uflosung anzuschauen. Hierfimurden2 Laser verwendet,
deren Licht von 488 nm ur@B3nmuber den Haptfarbteiler (HFT) mitichratischenSpiegel
auf die Schnitte leuchtet®as von den fluoreszenzmarkierten Antpé&rn emittierte Licht von
ca. 520 nm und 650 nm konnte den HFT passieren. Am Nebenfarbteiler wurden die beiden
Wellenlangen durctBandfilter (siehe Abbildung 17) getrennt und zu den entsprechenden
Detektoren duraelassen bzw. gespiegeltelDetektorBlende erlaubt dabei das Fokussieren
auf eineBildebene

Zusatzlich verfligte das LSM Uber die Mdglichkeéiber geeignete Filtersatzgéir Emission

und Exzitation und eine Fluoreszenzlampe (HB@giss MBQ 52 AC Carl Zeiss AG,
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OberkochenDeutschlanyidie Epifluoreszendirekt zu betrachteand zu beurteilen.

Das AX 10 verfugte Uber verschiedene Filtersatze fiur Exzitation und Emission, um das
getrennte Betrachten von DAPI bei 340 nm, Alexa 488 bei 488 nm und B&tbei 594 nm

zu ermoglichenDes Weiteren verflgte edér einen autmatisierten Mikrsokoptisch, der
erlaubte, den gesamten Bereich eines Schnitts odersFih hochauflosender Qualitat zu
fotografieren und zu einem Bild zusammenzusetzen.

Das AX10war zusitzlich mit einem ApoToméApoTome.2, Carl Zeiss AG, ligrkochen,
Deutschlan)l ausgestattet, mit dem optische Schnitte &hnlich zum LSM erstellt werden
konnten. Durch @ Gitter wude eine strukturierte Beleuchtung erzeugt. Aus Bildern unter
verschiedenen @&erpositionen wrde wiederumein Bild der Schntebere ohne Streulicht

berechneund dargestellt.

Detektor 2

Blende —;—

| Blende
BP505-530 we— 1

L___
O
{} LP < 650

—1  Detektor 1

Laser 1
NFT 633

Laser 2

HFT 488

Objektrv

Objekttriger

Abbildung 17: LSM -Schema

Mit den Pfeilen ist beispielhbfden Straldngang des Lhts verdeutlicht. Der Laser 1 gibt Licht mit ei
Wellenldnger von 633 nm ab, der Laser 2 mit einer Wellenlanger von 488 nm, welches das Prépara
Objekttrager erreicht und Fluoreszenzlicinterigt. Dieses Licht wird vor rEeichen derDetektoren dbr einel
Breitbandfilter, der Licht zwischen 505 nm und 530 durchlasst, sowie einen Langpassfilter, der Licht |
Wellenlange von tber 650 nm durchlasst, weiter aufgeteilt. Die Detektorblendglieht ein Fokussieren auét
zu beobabtenden Bildebne.
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Filtermembranen in einer dagigenund komplett konfluenteZellschicht gewachsen sein.
Dies wurdeam AX 10 undmit der Software ZEN (Carl Zeiss AG, OberkochBreutschlanyl

an Ubersichtafnahmender mit Phalloidin gefarbten Strukturen durchgefihrt.

Die Hltermembranen wurden aufedie Weise nach Lécherabgesuch{Abbildung 18, Filter

1). Artefakte die durch den Farbevorgang entstanden wdieden sich gut von natirlich
entstandenen Locheabgenzenund galten nicht als Auschlusskritenuur die Verwertung

der UssingKammerMessergebnisse. Filter miticht mit Zellen bewachsenen Bereichen
(Abbildung 18, Filter 2) wurden ausgeschlossen, ebenso Filier denen der transepitheliale
Widerstand iibe® 0 023 cwh? lag undbei denerkeine einlagige&ellschicht vorhanden war
AnschlieBend wurden die Filter in der Ubersichtsaufnahme auf den Anteil der diinnen Schleifen
untersucht. Sie waren als Nester anders gefarbter Gtenksichtba(Abbildung 18, Filter 3)

Bei allen Filtern mit einer einlagigen Zellschicht und keinen Lochern wurde die

Claudinexpression anschlieRend ausgewertet.
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Filter 1

Filter 2

Filter 3

Abbildung 18: Konfluenzanalyse

Auf der linken Seite der Abbildung simttei Filter nachdemScannen zur Konfluenzanalyse zu erkennen,
auf der rechten Seiteweils em vergroRerteAusschnitt dieseFilter.

Filter 1 zeigt ein Beispiel fur ein Artefakt durch die Benutzung von Pinzetten beim Festhalten des Filte
Der Pfeil (") zeigt auf den durch Kraft von auen bewirkten Randsaum.

Filter 2 zeigt eirFilter nach Absinken der Widerstnde. Zu sehen isin unstrukturiertes Wuchsmuster sow
natiirlich entstandene Lochef I

Filter 3 zeigt eirFilter durchsetzt miZellen vondiinnen Schleifen. Der Pfeif!() zeigt auf eines dieser
Nester. Die Intesnsitat der Bé@ngist hie deutlich abgschwacht. Das strukturierte Wachstum der im

Epithelverband gewachsenen Zellen ist hier gut erkennbar.
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2.6.3.1.2 Auswertungskriterien

Fiar die Auswertung der Claudinexpsaen wurde das konfokale Laserscanmikroskop

verwendetZuerst wurda dieFilter bei Beleuchtung mit Wellenlange 488 nm und 633 nm mit

den Augen in Schlagenlinien durchgemusterEs wurden Dichte und RegelméaRigkeit des
Claudinnetes beschrieben.

Fiur die geauere Beurteilung des Claudinnetzes wurden Kategorien der Verteilung der

Claudine festgelegt: membranar, submembranar und vesikular, die in aimgtedystem im
Hinblick auf ihre Haufigkeit bewerteturden(Tabelle10 und Abbildung19):

Tabelle 10: Expressionsmuster

Punkte

0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5

Haufigkeit in %

<125 012| 029 037| 050 062| O75 087

Abbildung 19: Expressionsmuster

Ausschnitt eines Claudin 19 gefarbten Filtanis den3 verschiedenen
Expressionsmsem:

1 Membranar f )
1 Submembranarj
1 Veskular #)

Die Intensitat der Claudinfarbungwurde ebenfalls durch ein Punktesystem festgehalten

(Tabellell):
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Tabelle 11: Intensitat der Claudinfarbung

Punkte 0 1 2 3 4

Intensitat sehr niedrig | niedrig | mittel | hoch | sehr hoch

Farbungen mit einer Intensitat von Nutaren zu schlecht erkennbar, als dass die Claudine
naher ausgewertet werden konnten.

Abschliel3endwurde der prozentuale Anteder Zelen dinnerSchleifen, dieselbst nach
vorheriger Aufreinigung in der Zellkultysiehe Kapitel 2.3.3yorhanden waren, aegeben.

Es wurden exemplarische Bilder mit dem LSM erstellt.

2.6.3.2 Extern vorbehandelte Versuchstiere

Die einzelnen Schnittevurden systematisch in Schlangenlinieimter Verwendung der
Fluoreszenzlampabgefahren, bevor die einzelnen Zonen der Niere betrachtet wiuBden
konnteein Gesamteindruck der Farbuedangtund Auffalligkeiten aul3erhalb des inneren
Nierenmarks nicht Giberseharerden

Im Anschluss wurde das gesamte Augenmerk auf das innereniii@re gelegt und auf
qualitative Unterschiede der Claudinexpression zwischen den drei Behandlungsgruppen
geschautEine quantitative Auswertung wurde nicht durchgefihrt, da geringedéhiede mit
dem blof3en Auge niclerkennbar waren

Es wurden exemplatche Bilder mit dem LSM erstellt. Zusétzlich wurde beispielhaft ein
Schnitt mit dem AX10 hochaufldsend abfotografiert und gescamitiidung 20).
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Abbildung 20: Claudin 19 gefarbter Nierenschnitt

Claudin 19 gefarbter Nierenschnitt: Die unerschiedlichen Zonen der Niere sind markiert. Mal3staim 1000

2.6.3.3 Tierversuch

An den Schnitten aus dem Tierverstahdlediglich eine Expressionsanalyse nachlidai@/en
Gesichtspunkteam AX10 mit ApoTome statt.

Zur Unterscheidung der Expression der Claudine in aTL und in dTL wurden zum einen
Ubergédnge von MaTL in die TAL aufgesucht, sowie das ISOM aufgesucht. Da im ISOM nur
dTL vorkommen und Ubergange von IMaTL in die TAL gut zu finden waren, war eine
Unterscheidung der TLs hier méglich und somit die Claudinexpression der jeweiligart TL

zuzuordmn.

2.7 Statistik

Samtliche Daten, die auf Signifikanz Uberpriuft wurden, wurden auf gleiche Art und Weise
untersucht.

Zunachst wurden sie durch den ShajWiok-Test auf Normalverteilung getestet. Alle nicht
normalverteilten Wertebei denen keimultiples Testen notwendig warvurden mit Hilfe des
Wilcoxon-RangsummerTests auf Signifikanz getesteta (¢ 0,05). Alle Werte die

normalverteilt warenwurden mit Hilfe des Leven€ests auf Varianzhomogenitat gepruft.
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Werte mit Varianzhomogenitat wurdemt demT-Test, Werte mit Varianzheterogenitat mit
dem WelchTest auf Signifikanz untersucha ¢ 0,05).Dies gilt ebenfalls nur fur die Daten,

bei denen kein multiples Testen notwendig vigei allen Daten, bei denen multiples Testen
notwendig war, wurdemormalherteilte und varianzhomogene Daten mit Hilfe der ANOVA
untersucht, wahrend nicht normalverteilte oder varianzheterogene Daten mit Hilfe des-Kruskal
Wallis-Test und anschlie3ender DuKorrektur untersucht wurdeuch hier wurdea mit

0,05 festgelegt.

Fir die statistischenTest s standen das RmagrANXT LABI,
Verfligung.
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3 Ergebnisse

3.1IMCD Zellen als in vitro-Modell des inneren Nierenmarks

In den Primarzellkultuversuchen wurde der Einfluss unterschiedlidhemolalitatenn vitro

au die elektrophysiologischen Eigenschaften der kultivierten IMZHDen sowie die
Auswirkung von AVP, Aldosteron und Cyclosporin A untersucht. Im Anschluss wurden die
Eypressionsmuster von Claudin 7 und 19 naher betrachtet.

3.1.1 Auswirkung plasmahypertoner Osmolaitét auf IMCD -Kulturen
3.1.1.1 Unterschiede wahrend der Kultivierung

Wie bereits im Materialund MethodesTeil erwéhnt, verhielten sich die IMGRellen bei der
Kultivierung unter 300 mOstkg- und 600 mOsitkg-Bedinguingen unterschiedlichDie
Kulturen werden im Folgenden als 300 mGisaituren und 600 mOs#Kulturen bezeichnet.
Die Widerstandskurve der 600 mOsfulturen verlief wesentlich flacheund zeigte keine
exponentiellePhasgAbbildung 21).

>
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Widerstandsmessung wiihrend Kultivierung Widerstandsmessung wiihrend Kultivierung
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Abbildu ng 21:Widerstandsmessung bei unterschiedlichen Kulturbedingungen

Grafik (A) zeigt denVerlauf de transepithelialen Widerstandenter 300 mOs#kg-Kulturbedingungen(132
Filter), wéahrenl Grafik (B) die transepithelialen Widerstd@aan einzelnen Tagen nach der Praparation bei 600
mOsnikg (58 Filter)zeigt. Gut zu beobachten ist, dass der transepitheliale Widerstgerd300 mOswkg starker
ansteigt Fehkrindikatoren sind bei 600 mOskg/fur die Skalierung zu gering und deshalthmisichtbar.

3.1.1.2 Elektrophysiologische Unterschiede

Auch bei den fnalenMessungen in der Ussiammer zeigten sich deutliche Unterschiede
im trans und parazellularemransporzwischen den beiden Kulturbedingundgébildung 2
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und ). Unter 300 nOsmkg gab es zudem zwei sich parazellular unterschiedlich verhaltende
Kulturgruppen (s.u.). Einen signifikanten Unterschied in den transzellularen Parametesn gab
zwischen diesen Gruppen nicht, wohl aber jeweils Unterschiede zu den 60GKudsran.

Der Unterschied in den Widerstden, der schowahrend der Kultivierung gemessen worden
war, zeigte sich auch bei den UssiigmmerMessungerfAbbildung23, B). Die Messungen
belegtenzudem, dass die kultivierten IBD-Zellen ein kaum vorhandenes transepitheliales
Potential hatteAbbildung23, C), bei den 300nOsmKulturen aber etwas lumennegativer als
bei den 600nOsmKulturen De r r e s u { war jedocazwidoben HedGruppennicht
mehr unterschiedlicfAbbildung23, D). Der grof3e Anteil voDl s@ami@a m sc (Abbildung23,

C und D) macht deutlich dass fast samtlichelektrogenenTransportvorgange durch
Blockierung des ENaC mit Amiloridnterbundenverden konnten

Der parazellulare Weg wurde mit Hilfe von Naliffusionspotentialen untersuchHier
zeigten sichwie bereits erwahnbeider Kultivierung unter 300 mOdkyg zwei sich korplett
gegensatzlich verhaltende Kulturgruppen, die zwischen INKDRuransatz und Ratte
variierten.Daher werden diese Gruppauch im Verlaukinzeln betrachtet.

Unter 300 mOsiikg -Bedingungen gab es eini¢falturen (Abbildung 22) die ein msitives
Diffusionpotential(n = 13) besaRen (1,67 0,42 mV) und einigemit einem negativen
Diffusionspotential (n = 9) von -10,04 ° 1,01 mV. Welche Kultur oder
Praparationsbedingungam Wesentliclen fur diese Eigenschaftemerantwortlich waren,

konntenicht geklartwerden
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300 mOsm/kg-Bedingungen | | 600 mOsm/kg-Bedingungen

C

B

Abbildung 22: Originalaufzeichnungen von DPs unterschiedlicher Osmolalitatsbedingungen

Diffusionspotential€Pfeil) derzwei verschiedenen Kulturgruppen unter 300 mgrBedingunger(A und B)

und ihrVergleich mit dem Diffusionspotential eines Filters bei 600 m@spBedingunger(C) sindabgebildet.

Zu beachten ist hier die unterschiedliche Skalierung der Schreiberpapshesondere bé (zum besseren
Verstandnis daher geteiltes Bild)er Ursprung des Bils ist der neue Bezugspunkt, auf den das Potential unter
Kontrollnedingungen wieder zuriickgeht.

Die 600 mOsnkg-Kulturen zeigten durchweg negatiéfusionspotentialeind esergab sich
ein deutlicherUnterschiedzu den Kulturenmit positivem DPbei 300 mOsm/kg Die
Spannungsanderung bei luminalem Wechsel auf eine Nibléi@}-Losung(Abbildung23, E)
war deutlich ausgepragter nach Kultivierung bei 600 mfgmUnter 300 mOsitkg-
Bedingungemnwarendie parazelluléan Wege hier wesentlickeniger anionenselektads unter
600mOsnikg (Abbildung23, F). Die parazellularen Eigenschaftéer Kulturen mit negativem
Diffusionpotentiallagen zwischen denen mit postivem Diffusiorgadial unter 300 mOskg
und denen unter 600 mOsm/kg, zeigten aber transzetlidgleichen Eigenschaften wae
Kulturen mit positivem DP unter 300 mO&y. Die Veranderungen waren parazellular also
abgeschwaécht sichtbar.
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Abbildung 23: Vergleich elektrophysiologischer Parameter unter verschiedenen Osmolalitatszustanden

Dargestellt sind das transepitheliale Potential (%), der transepiteliale Widerstand<RB), der berechnete
equivalene Kur z s ¢ hl &} det durchdmilodd hemmbare Kurzschlussstmgsmi (D), das um das
LJP korrgierte Diffusionspotential DRRect (E), die Permeabilitit vonCl- Gber Na* Pna'er (F), die
Natriumpermeabilitét &* (G) und die Chloridpermediiat P (H). Signifikannte Unterschiede sind durch Stern

und Klammer gekennzeichnet.

3.1.1.3 Immunfluoreszenzauswertung nach unterschiedlicher Kultivierung
Alle in der Elektrophysiologie ausgewerteten Filtaurden im Anschluss auf ihr
Claudinexpressinsmuster untersuchtAbbildung 24 zeigt ausgewahlte Ausschnitte
verschiedener Filter. Deutlich zu sehen ist dasmehrt membranareMuster unter 300
mOsnikg-Bedingungen sowohl bei der Claudin- s auchbei der Claudin 7Farbung.Bei
der Claudin 19-arkhung iberwiegtbei 600 mOsttkg ein vesikulares Mustehei der Claudin

7-Farbungein submembranés Expressionsmuster
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Claudin 19

Claudin 7

300 mOsm/kg 600 mOsm/kg

Abbildung 24: Immunfluoreszenzbilder nach unterschiedlicher Osmolalitdtsbehandlung

Bild (A) und (B) zeigen Ausschnitte Claudin 19 gefarbter Filter, wop%) bei 300 mOstkg und (B) bei 600
mOsnikg kultiviert wurden In der Reihe darunter zeigt Bil(C) einen Auschnitt eines mit 300 mOAm
kultivierten Filtess, der mit Claudin7 gefarbt wurde, wohingegedas Filter von Bild (D) 600 mOsnkg-
Bedingungen ausgesetzt war. Deutlich zu erkennen ist hier jeweils die Zunahme des submembranaren Anteils der

Claudinebei den htéherosmolaren Kulturbedingungen

In Abbildung 25 ist die Gesamtauswertung fur die Claudin 1®d 7Farbungen jeweils in
Gegenuberstellung der beiden untersuchten Kulturbedingunggammengestellind zeigt

einen signifikanten Unterschiedbei beiden Kulturen in Bezug auf dao¥andensein der
membranaren submembrandren und vesikularen  ClaudinexpressioDa die
Claudinexpressionsmuster sich insgesamt nicht zwischen den beiden 300- mOsm
Kulturgruppen unterschieden, wurden diese zusammengefasst.

Bei hohererOsmolalitatnimmt die membranare Verteilung deutlicugunsten debeiden
anderen Expressionsmustain wobei insgesamt das vesikulaExpressionsmuster in den

Claudin #Kulturen weniger zu sehen war.

63



A 100% B 100%

] - g

20% 80%
0% | 70%
0% 1 * 60% B membranir

50% | 50% submembranir
40% 4 40% * m vesikuldr

30% - 30%

20% 200 *p<0.05

10% - 10% -

wo N e

300 mOsm/kg 600 mOsm/kg 300 mOsm/kg 600 mOsm /kg
Claudin 19 Claudin 7

Abbildung 25: Expressionsmuster der Claudine bei unterschiedlicheKulturbedingungen

Die beiden Balkendiagramme zeigen jeweils den prozentualen Anteil membranaren, submembranaren und
vesikularenClaudinverteilungsmusters bei 300 und 600 m@grKulturbedingungen(A) fassthierbei jeweils
alle Claudin 19 gefarbten Filtemd (B) alle Claudin 7 gefarbten Filter zusamm@&ignifikanz zwischen den

jeweiligen Expressionsmustern ist hier auf Grundekaemplexitat nur durch * gekennzeichnet.

Bei Betrachtung der verschiedenen Filter unterschiedlicher Kulturbedingungen eh il
hoch signifikanterUnterschied in dem Vorhandensein von Zellen dinner Schleifen auf
(Abbildung 26) Er uUberwog deutlich bei den 600 mOshy kultivierten Filtern ohne

Veréanderung sonstiger Praparationsschritte oder Kulturbedingungen.

5 —x

g 30 T
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o é 25
=
ﬁ E 20 B300 mOsm-Kulturen
g % 15 - 600 mOsm-Kulturen
=% 10 n=22, 14
< *p <0.05
2 5
0

Abbildung 26: Anteil diinner Schleifen beiunterschiedlichen Kulturbedingungen
ProzentualeAnteil derZellen diinneSchleifen bei 600 und bei 300 mOgkg-Kulturbedingungenbieser ist

bei 600 mOsitkg fast doppelt so hoch wie unter 30@sMkg.
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3.1.2 Auswirkung von Aldosteron bei 300 mOsifkg

3.1.2.1 Auswirkung von Aldosteron auf die elektrophysiologischen Parameter
Unter 300 mOsiikg-Kulturbedingungen, ahnlich zu kortikalen Osmolalitatsverhaltnissen bzw.
unter simulierter Wasserdiureseyunse der Ehfluss des Nasparenden Hormons Aldosteron
getestet. DiKulturen unter 300 mOsfkg wurdenjeweils indie bereits bechriebenerzwei
Gruppen positiver und negativer D&lageteilt und getrenverglichen(Abbildung27).

Der Dlsc amiiohne und mit Applikation von Aldosteron war nach AldosteAgplikation nur
unwesentlich hbharnd dies nur bei der Gruppe mit postitivem DRs Hormon hatte keinerlei
Auswirkungen auf die Hohe der gemessenen DP als einfldalte parazellulare Selekttét

fur lonen.

m Kontrolle 300 nM Aldosteron
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Abbildung 27: Elektrophysiologische Parameter mit und ohne AldosterorApplikation

Die Abbil dung zei gt s(Dis@m)Anchilid Diffusiorspotetifleti NigdrigNaGtLosudg
in der Gruppe mit pagven DP (A) und negativen DP (B).

3.1.2.2 Einfluss von Aldosteron auf datudinexpressionsmuster

Die Filter, die im Kulturmedium 300 nM Aldosteron ausgesetzt worden waren, unterschieden
sich in der Claudingression nicht von jenen, die nur von Kulturmedium umgeben waren
(Abbildung 28)
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Abbildung 28: Einfluss von Aldosteron auf das Claudinexpressionsmuster

Die beidenSaulemliagramme zeigen jeweils den prozentualen Ardes membrandren, submembranaren und
vesikularen Claudinverteilungsmusters bei 300 mgrKulturbedingungen ohne Zusatz von Aldosteron
(Kontrolle) und mitZusatz von Aldosteror{A) fasst hierbei jeweils alle Claudin 19 gefarbten Filter (B)dalle

Claudin 7gefarbten Filter zusammels gab keine signifikanten Unterschiede

3.1.3 Auswirkung von AVP auf IMCD -Kulturen

3.1.3.1 Immunfluoreszenznachweis von AQP2

Zunachstwurden die IMCDKulturen auf das Vorhandensein von AVRezeptoren (MR)
sowievon AQP2uberpiift (Abbildung 29) Hierfir wurden die Zellen mit0O nM AVP im
basolaterale Kulturmediumfur 24 h inkubiert. h der Immunfluoreszerkonnteein deutlicher
Unterschied in der Expression von AQR&chgewiesen werded.h. rachAVP-Behandlung
zeigte sich diAQP2Farbung membranar, ohne die Behandlung hauptsachlidtulasi

ohne AVP mit AVP

Abbildung 29: Nachweis der AVRWirkung

(A) zeigt einen unbehandeltéilterausschnitt mit deutlicheAQP2-positivenintrazellularen Vesikelnwéahrend
in (B) ein Filterausschnitt nach 24imkubation mit 10 nM AVP und klarer Membraniiéing durch den AQR2
Antikdrperdargestellist.
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3.1.3.2 Auswirkung bei 300 mOsgky

3.1.3.2.1 Auswirkung von AVRuf die elektrophysiologischen Eigenschaften

Zunachst soll die @ppe der Filter mit positiven DPs betrachtet werdenzdigte sich ein
deutlicher Unterschieitn DP nach Applikation von 10 nM AVieses wurde lumenpositiver
(Abbildung30).

K+A K+A
Kontrolle 10 nM AVP

K+A

Abbildung 30: Originalaufzeichnungen zur Wirkung von AVP auf das DP

(A) zeigtein DP unter Kontrollbedingungen bei 300 m@isgrund (B) den Einfluss von AVP auf dieses.

Die elektrophysiologischen Parameter sindbbildung31 zusammengefasst.

Der Widerstandsowie Me, scUnd DIl s@ami (die letztendrei Parametesind in Abbildung 31
nicht gezeigtvarennicht unterschiedlich zwischen den Grupgdeas Diffusionspotential war
unter AVREInfluss deutlich positiverinsgesambestand bei dieser Gruppe von Filtern eine
leichte KationenselektivitdAbbildung 31, C). Die alleinigenWerte vorPna" und Ry hingegen
zeigten keinen signifikanten Unterschied, wobei allerdings ih den AVP beeinflussten
Kulturen geringfugichoher war und & geringfligig niedriger, was im Verhéltnis zueinander
die Signifikanz in Ra"/cr ausmacte AVP fiihrte also zu einelevmehrten Kationenselektivitat.
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Abbildung 31: Einfluss von AVP auf die elektrophysiologischen Parameter

Dargestellt sind der transepiteliale Widerstard &), das um das LJIP korrgierte Diffusionspotentiatdai:(B),
die Permeabilitat von Naiber Cl Pya'/ci (C), die Natriumpermeabilitity® (D) und die Chloridpermeabilit&c
(E). Signifikannte Uterschiede sind durch Stern und Klammer gekennzeichnet.

Wie in Kapitel 31.2gab es auch in diesen Versuchtieren eine Gruppe von Kulturen mit primar
negativen DP, die wieder getrennt betrachtet wurde.

Bei diesen Kulturen zeigtesich der gleiche Einflussyon AVP mit diesmal weniger
lumennegativem Potential natlormongabgAbbildung 32)
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A Kontrolle B 10 nM AVP

K+A K+ A K+A
Abbildung 32: Originalaufzeichnungendes DPs unter AVREinfluss

In (A) ist das DP ohne Hormoneinés dargestlt und in (B)eine Originalaufzeichnung eines Eils unte300
mOsnikg-BedingungemachEinfluss von AVP. Bei beiden Originalaufzeichnungen handelt es sich um Filter
aus den Gruppen mit primar negativem DP. Zu beachten ist hier die uredlistie Skakrung vor und zu
Beginn der DPMessungDer Ursprung des Pfeils ist der neue Bezugspunkt, auf den das Potential unter
Kontrollbedingungen zuriickgeht.

UnterEinfluss von AVPwurde das DP deutlich weniger negd#\bbildung33, B), d.h.die
bestehende leichte Anionenselektivitat (dargestelPalsa’) sank(Abbildung33, C).

Auch hierzeigte sich kein signifikanter Unterschied i@, Rva" und R (Abbildung33, A, D
und B), wobei der R jedoch niedriger war als in der zuvor beschriebenen Gruppe mit
postiven DPs.
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Abbildung 33: Einfluss von AVP auf die elektrophysiologischen Parameter

Dargestellt sind der transepiteliale Widerstang(R), das um das LJP korrgierfffusionspotential DByrect(B),
die Permeabilitét vo€l- iberNa* Peiina (C), die Natriumpermeabilitatg (D) und die ChloridpermeabilitatsP
(E). SignifikannteUnterschiede sind durch Stern und Klammer gekennzeichnet.

3.1.3.2.2 Unterschiede in der Immunfluoreszenz
Bei der Immunfluoreszenzauswertung wurden die Kulturen mit positiven und negativen DP
zusammen ausgewertet, da dagpressionsmuster hier nicht mder Richtung des

Diffusionspotentialkorrelierte

A 100%

o
90% 90%
80% 80%
70% - 70%
60% 60% B membranir
50% 50% . o
10% 40% submembranir
30% 30% W vesikular
20% 20%
10% - 10%
0, | 0o, _—

Kontrolle AVP Kontrolle AVP

Claudin 19 Claudin 7

Abbildung 34: Claudinexpressionsmuster

(A) zeigt die prozentuale Verteilung der Claudinverteilungsmuster bei Cldi8ligeféarbten Filtern, (B) bei
Claudin 7 gefarbten Filtern. Leglich der submembranéare Anteil von Claudin 19 unter AVP nahm signifikant ab.
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Die Auswertung der Expssionsmuster von Claudin 1fhd 7 (Abbildung 34) ergabkeine
signifikanten Unterschiede zwischen AVP behandeltend unbehandelten Filtermit
Ausnahme der submembranaren Verteilung von Claudin 19 unter. B\#3e ist hier

signifikant geringer (p = 0,04).

3.1.3.3 Auswirkung bei 600 mOgky

3.1.3.3.1 Beeinflussung der Elektrophysiologischen Parameter durch AVP

Nach Applikation von AVP unter 600 mOskg-Bedingungen zeigten sich vor allem
Veréanderugen in dertranszellularen igenschaften und im Natriumtranspor

Ein deutlich hohere Widerstand(Abbildung 35, ¢, b e r t igporavige berechnet) und der
deutlich geringere Transport transepitheliaAbpildung 35, @ s¢Uinterschied Gber
Potentialanderung sichtbar in griumter AVREinflusslie3en sich schon wahrend der Ugsin
KammerMessungen auf dem Schreiberpapier beobaditebildung 35)
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Abbildung 35: Originalaufzeichnung des AVREinflusses

Grafik (A) zeigt die Aufzeichnundpei einem Filter, dasinter ®0 mOsnkg ohne Hornoneinfluss kultiert
wurde Grafik (B) zeigt im Vergleich dazu den Einfluss des Hormons AVP R\ (orange Linie), das

transepitheliale Potentiald{gelbe Linie) undden durch Amilorid hemmbareinteil von Vi (griine Linie).

Abbildung 36 fasst die elektrophysiologisch gemessenen Parameter zusanmevurde

weniger negativbeide Werte unterschieden sich signifikant von Nl stiegan.Durch den
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fast doppelerhohtenwiderstand unter AVPbei gleichzeitiger Verringerungon Vi, nahm
der k&, und dementsprechend audlé. amiistarkab. Das DP war unter beiden Bedingungen
vergleichbar und es bestand in beiden Fallen Anionenselektiaegestellt alfci/na". Die
Betrachtung der Permeabilitaten fir die lonen zdiggresignifikanten Unterschiedn® und
Pci- sanken beide af\bbildung 36)
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Abbildung 36: Einfluss von AVP auf die elektrophysiologischen Parameter

Dargestellt sind das transepitheliale Potential (%), der transepiteliale WiderstandeRB), der berechnete
Kur zsc hl g(Esdertduran Amilbridl hemmbare Kurzschlussstidimgsmi(D), das um das LJP korrgierte
Diffusionspotential DRywect(E), die Permeabilitdt vo€l- GberNa* Pc/na' (F), die Natriumpermeabilitéat\g® (G)

und die Chloridpermeabilitatd® (H). Signifikannte Unterschiede sind durch Stern und Klammer gekennzeichnet.

3.1.3.3.2 Unterschiede in denmunfluoreszenz
In der Immunfluoreszenz zeigten sichitke signifikanten Untechiedeim Verteilungsmuster
von Claudin 19 und Claudin(Abbildung 37)
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Kontrolle AVP Kontrolle AVP
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Abbildung 37: Einfluss von AVP auf das Claudinexpressionsmuster

(A) zeigt die prozentuale Verteilung von Claudin 19 bei Kontrollbedingangnter 60 mOsnikg ohne
Hormoneinfluss und bei Einfluss von AVP. (B) zeigt diese prozentuale Verteilung im Vergleich der beiden
Kulturbedingungen fir Claudin 7.

Allerdings konnte eirmochsignifikanter Unterschie¢p = 0,0004)n dem Vorhandensein von
Zellen dunnefchleien beobachtet werden. Nach Behandlung mit AVP sank dieser von vorher
28° 2% auf 10° 3% (Abbildung 3§.

20 m Kontrolle
15 10 nM AVP

n=14,15
54 *p<0.05

Anzahl von Zellen
diinner Schleifen [%o]

Abbildung 38: Einfluss von AVP auf die Anwesenheit von Zellen dinneS&chleifen in der Kultur
ProzentualerAnteil der Zellen dunnerSchleifen unter Einfluss von AVP und ohne bei 600 m@®gm
Kulturbedingungen:Der Anteil der dinnen Schleifen sinkt fast bist auf das Niveau unter 300 fi@sm
Kulturbedingungergvgl. Abbildung26).

3.1.4 Auswirkung von Cyclosprin A

3.1.4.1 Einfluss von Cyclosporin A auf die elektrophysiologischen Parameter
Bei der Appikation von CsA unter 600 mOskg-Bedingungen zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede bei der geringeren Konzentration5¢ongml, dafir aber bei 5
pg/ml. Die Verédnderung des DP war schon wahrend der Versuchsdurchfuhrusehem
(Abbildung 39).
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A Kontrolle B 5 pg/ml CsA

K+A
Abbildung 39: Einfluss von CsA auf das DP

Originalaufzichnungener Messung deBP bei einem Filter, der mit CsA (B) und ohne Inkubationk@handelt
wurde:Das DP wurde durch Csregativer.

Bei Messung der elektrophysiologiscHearaneter(Abbildung 40)wurde e weniger negativ,
wobei beide Werte sich gifikant von Null unterschieden. {Runterschied sich nicht
wesentl ich von de nslngegenmwordelwknigérnegatie Aus di€&en
Grund war auch dél séamiisignifikant geringer.

Das DP unter 5 pgil CsA wurde um einiges negativerduRciina” anionenselektiver.

Unter 50 ngml CsA zeigte sich beid) scUindDl séamidie gleiche Tendenz wie unter 5 ngj/

Die anderen elektrophysiologischen Parameter ieReinen Zusammenhang zwischen
Konzentration und Hohe des Einflusses erkennen
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Abbildung 40: Einfluss von CsA auf die elektrophysiologischen Parameter

Das transepitheliale Potential &/ (A), der transepiteliale Widerstand.RB), der berechnete equivalente
Kurzschlussstron ¢ (C), der durch Amilorid hemmbare KuwehlussstronDl s§ ami (D), das um das LJP
korrgierte Diffusionspotential DRyrect(E), die Permeabilitat von Qlber Nd Pci/na' (F), die Natriumpermeabilitat
Pna' (G) und die ChloridpermeabilitatcP (H) sind dargestelltSignifikannteUnterschiede sind durch Stern und

Klammer gekennzeichnet.

3.1.4.2 Unterschiede in der Immunfluoreszenz

Bei der Claudin #Farbungzeigte sich in der Immunfluoreszenz kein Unterschiedawan den
verschiedenen Gruppen (AbbildyAal)

Die Claudin19-Expressionsmater wurden allerdings von 5 pgl CsA signifikant verandert
(Abbildung 41) Es zeigte sich ein zunehmend membranareseSgmmsmuster gegentuber 50
ng/ml CsA auf Ksten der vesikularen Verteilunguch gegeniber der Kawlle war der
veskulare Anteil von Claudin 19 erniedrighd der membranéare erhdbiter 50 nghl CsA
gab es keine signifikanten Unterschiede in Bezug zur Kontrollgrgppbildung 41und
Abbildung42).
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Claudin 19

B
Claudin 7
20 um 20 pm 20 pm

Kontrolle 50 ng / ml CsA 5 ng/ ml CsA

Abbil dung 41: CsA-Einfluss auf das Claudinexpressionsmuster

In Reihe (A) sind die Claudif9 gefarbten Filter in der Reihenfolge Kontrolle, 5@migCsA und 5 pgml CsA
dargestellt, in Reihe (B) Claudin 7 gefarbte Filter der versigmnen Kulturbedingungen.

100% — 100%
A ()% - B 00%
80% 80%
70% 70% B membranar
60% 60%

submembranir

40% 40%,
30% 30% m vesikulir
20% 20%
= - B B
m

0%

509% 30%

Kontrolle  50ng/ml 5 pg /ml Kontrolle  50ng /ml 5 pg/ml
CsA CsA oA CsA
Claudin 19 Claudin 7

Abbildung 42: Einfluss von CsA auf das Claudinexpressionsmuster

(A) zeigt die prozentuale Verteilung des membranaren, submembranaren und vesikuldren Verteilungsmuster von
Claudin 19 unter Kontraledingungen bei 600 mO#kg und unter Einfluss von 50 figl CsA sowie Sug/ml

CsA. In (B) ist diese prozentuale Verteilung fur Claudin 7 gefarbte Filter dargeStdinchen markiert
Signifikanz, wobei in diesem Falle degrsikulareund membranar@ntei von Claudin 19 unter 5 pgill CsA zu

beiden anderen Versuchsgruppemsigant war.

AbschlieRendvurde der Anteil deZellen dinner Schlesh unter CsAEinfluss untersucht.
Hierbei stellte sich heraus, dass dieseter der Behandlung mit 50 mg/ zunam, wahrend
die hohere Konzentration von CsA keinen Einfluss Hatdildung 43)
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Abbildung 43: Anteil von Zellen diinner Schleifen unter CsAEinfluss

Gezeigt ist der prozentuale Anteil &ellen von dinnen Schleifen auflen Filtern mit und ohne Einfluss

verschiedener CsKonzentrationen. Klammer und Stern zeigt Signifikanz.

3.2 Auswirkung unterschiedlicher medullarer Osmolalitaten in

vivo auf die Tubulusfunktion

Im Tierversuch wurden bei Ratten durdlerbehandlung untechiedliche osmotische Zustéande
des Nierenmarks erzeugt. Danach wurele vivo untersucht, welchen Einfluss diese

Vorbehandlung auf die Eigenschaften der Tubulusepithelien hatte.

3.2.1 Metabolische Parameter bei unterschiedlicher Diures

Die Wirkung der Vobehandlung wurdan vivo auf metabolischen Kafigen gemessen
(Abbildung 44).Raumklima Luftfeuchtigkeit, Tiergewicht und aufgenommene Futtermenge
wurden fir alledrei Versuchsgruppen konstant gehalten. Die Trinkmenge und die Urinmenge
waren bei der Furosedgruppe und unter Wasserbelasturgutlich erhéht Die
Urinkonzentratiorwar entsprechend erniedrig148° 164 mOsnikg (Kontrollgruppe), 897

42 mOsmkg (Furosendgruppe) und 357 11 mOsmkg (Wasserbelastungsgruppe). Die
exzessive Wasseraufnahme dexsgerbelasteten Tiere zeigte sich zusatzlich im Kotgewicht
und im Wassergehalt des KofBa die Tiere nicht immer die gesamte Futtermeimg8en,
wichen die Trinkmeng und die Futtermenge von dem im Methodenteil berechneten

Tagesbedarf ab.
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Abbildung 44: Metabolische Daten bei unterschiedlichen Diuresezustanden

Dargestellt sind die unterschiedlichen metabolischen Parameter, die wahrend und nach Behandlung der
Versuchstiere auf den Stoffwechsifigen erhoben worden sind. (A) zeigt das Raumklima, (B) die
Luftfeuchtigkeit, (C) das Tiergewicht, (D) die Futtermen(€), die Trinkwassermenge, (F) die Urinmenge, (G)

die Urinosmolalitéat, (H) die Kotmenge und (1) das Kottrockengewicht. Klammer und Béemzeichnen

Signifikanz.

3.2.2 Parazellulare Transporteigenschaften bei unterschiedlicher Diurese

3.2.2.1Dunne Schleifen

3.2.2.11 Absteigende diinne Schleifen

Bei der Perfusion der absteigenden dinnen Schleifen (dTL) zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen elektrophysiologischen Para(édtbidung 45)

Vi war in allen drei Quppen nicht signifikant von Null verschiedenSowohl bei der
Betrachtung vomV, dem Radius des dFLumens und Re zeigten sictkeineUnterschede
zwischen den Gruppen:dfag in den Gruppen durchschnittlich zwischen 14 undiVE6cm?.

Der Iacwar insgesamt sehr geringnterschied sichber nicht zwischen den Gruppen.
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Das DP war ebenfalls niedrig und lmgden drei Gruppedurchschnittlich wischen 0 und 1
mV, bei nur geingfiigig hoherer Anionenselektivitat
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Abbildung 45: Elektrophysiologische Untersuchung der dTL

Die elektrophysiologischen Parameter der absteigenden diinnen Schleifen sind hier zuséassied) zeigt
das transepitheliale Potential bei unterschiedlichem Diuresezustand, (B) den Radius des L@mdan, (
transepithelialen Wideratd, (D) den berecheten Kurzschlussstrom,EX das um dasLJP korrigierte
Diffusionspotential, £) die Permehilitat von CI- Uber Na", (G) die Permeabilitit von Naund #H) die
Permeabilitat von CIEs gibt in all diesen physiologischen Parametern keine signifikanten thigzhs zwischen
den Versuchsgruppen.

Um einen besseren Uberblick tiber die Verteilungs zu bekommen, wurden diese noch
einmalnach Osmolalitét sortiert aufgetrag@bbildung 46).
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Abbildung 46: Diffusionspotentiale der dTL in Abh&ngigkeit der Urinsosmolalitat

Auf der yAchse ist ds um da LJP korrigierte Diffusionspotential aufgetragen und dem gegenuiberges
der xAchse die Urinosmolalitat. Fir jede Ratte der dvi@irsuchsgruppen ist ein eigener Datenp

angegeben. Es zeigt keine Abhéngigkeit zwischen DP und Urinosiiiotalisdhen den Gruppen.

3.2.2.12 Aufsteigende dinne Schleifen
Bei der Auswertung der elektrophysiologischen Paramegggte sich ein signifikanter
Unterschiedm DP zwischen ér Kontrollgruppe und deVasserbelastungsgrup@&bbildung

47). Die Kationenselektivitat nahm unter Wasserbelastung zu.

Kontrollgruppe = Wasserbelastungsgruppe

A B

o

DP

I mV I_ 1 m\"_

Sl 50 508
luminal K K
basolateral K Na K K Na K

Abbildung 47: Originalaufzeichnung des DP der aTL

Die Aufzechnung des Schreiberpapiers wahren@r Perfusion eines Tubulus einer Ratte unter

Kontrollbedingungen (A) und einer Ratte unter Wasserbelastung (B) zeigt den deutlichen Unterschied im DP.

80



Bei den weiteren elektrophysiologisch gemessétaameter (Abbildung48) war Vi ahnlich
zu dem der dTL undur in der Kontrollgruppe signifikant von NuterschiedenDer Radius
der aTlLumina und R waren mit den Werten der dTL vergleichbare Rg hier im
Durchschnittin dendrei Grupperewischen 14 und 1%/3 cmz2.Im Igc.war wie auch bei den
dTL kein Unterschied zu erkennen

Das DP zeigte die grofdten Unterschiede ehes den drei Gruppen. Es wurdeit
abnehmender Osmolalitat negatiwverd damit kationenselektiverwahrendsich Pna" und Ry
nicht unterschiede(Abbildung 48)
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Abbildung 48: Elektrophysiologische Untersuchung der aTL

Die elektrophysiologischen Parameter defsteigenden diinnen Schleifen sind hier zusammessfef@) zeigt
das transepitheliale Potential bei unterschiedlichem Diuresezustandle(BRadius des Lumens, )(@en
transepithelialen Widerstnad, YDden berechneten Kurzschlussstrom, ) (Elas ums LJP kogierte
Diffusionspotential, (Fdie Permeabilittvon Nd tber Cl, (G) die Permeabilitéfiiir Na" und (H) die Permeabilitat

fur CI. Klammer und Stern zeigen die Signifikanz an.

Die DPwurdenwie zuvor bei den dTlin Abhangigkeit von der Osmolalitat néthbetrachtet
und jedes DP der Urinsosmolalitar ¢ewveiligen Ratte zugeordnet. Es zeigte siclisegensatz

zu den dTLeine deutliche Abhangigike Bei hoher Osmolalitéging die Kationenselektivitat
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verloren(Abbildung 49)
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Abbildung 49: DPs in Abhéangigkeit der Urinsosmolditat

Abhangigkeit des DPvon der Urinosmolalitdt Jede einzelne Ratte ist mit einem exign Datenpunkt

gekennzeichnet.

3.2.3 Claudinexpressionsanalysi den Nieren

3.2.3.1 ClaudirR-Expressionsmustemter Versuch 1

Abbildung B zdgt die Expression vorClaudin 2 im inneren Nierenmark unter ddrei
verschiedere Behandlungen der Versuchséiein IMCD und IMaTL ist keine Farbung von
Claudin 2 zu sehendTL-Abschnitte sind durch die gleichzeitige Expression von AQP1
charakterisiert (Abbildung 51).Td. zeigen im ISOM (icht abgebildgtundkurz nach Beginn
der inneren Medulla eine Claudinexpressiaa durch die Kofarbung mit AQP JApbildung

51) gezeigt Eskonnte kein Ubergang einaTL in eine TAL gesehen werden, bei dem in der
aTL eine Claudin ZExpresion zu sehen geweseavrire Claudin 2 wird also nur im oberen

Abschnittder dTL exprimiert und erscheint unter abriverschiedenen Behandlungen gleich.
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Abbildung 50: Claudin 2-Expressionin der inneren Medulla

Alle drei Bilder zeigereinen Ausschnitt aus der inneren Medulla. Es ist Claudin 2 gefarbt. Bei (A) handel
um ein Versuchstier unter Kontrollbedingungen, bei (B) unter Furosemidbehandlung und bei (!

Wasserbelstung. De Pfeile markieren die jeweiligen Tubuli.

Cldn 2 + AQP 1 Cldn 2 AQP 1

Abbildung 51: Claudin 2- AQP 1-Koférbung einer Ratte unter Kontrollbedingungen

Alle drei Bilder zeigen den gleichen Ausschnitt aus der inneren Medulla unter Kontrollbedingunig@). iBt
die Kofarbung von Claudin 2 (griin) und AQP 1 (rot) einer IMdTLsehenbei (B) die alleinige Claudin-

Farbung undei (C) die AQP 4Farbung. Dieser vegroRerte Auschnitt zeigt, wie die Tubuli indentifiziert wt
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3.2.3.2Claudin4-Expressionsmuster

3.2.3.21 unter Versuch 1

Die Clawlin 4-Farbung zeigt eine deutliche Expression im IMCD mit vermstiithformiger
lateralerFarbungbis zum Lumemundgut erkennbarer parazellula®bgrenzung sowie einigen
basolateralen VesikelrDas Muster erscheint nahezu kastenfornfgpbildung 53). IMTL
zeigen ebenfalls die spezifische Farbung.sisl sowohl Ubergange in TAL als auch die

Expression im ISOMAbbildung 52)zu sehemnd Claudin 4 somit inTe. und dTL exprimiert

Kontrolle | Kontrolle
Ubergang IMaTL in TAL ISOM

Abbildung 52: Ubergang IMaTL in TAL und IMATL im ISOM

(A) zeigt einen Ubergang einer IMaTibeine TAL am Ubergang des IM in den ISOM. (B) zeigt einen Ausschnitt
aus dem ISOM.

Das Musterin den IMTL erscheintlinienféormig bis leicht maandernd. Ein Unterschied

zwischen den Behandlungsgrappig nicht zu sehefAbbildung 53)
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Abbildung 53: Claudin 4-Expression in der inneren Medulla

Alle drei Bilder zeigen einen Aschnittaus der innereMedulla. Bei (A) handelt es sich um ein Versuch
unter Kontrollbedingungen, bei (B) unter Furosemidbehandlung und bei (C) unter Wasserbelastung. Es i
4 angefarbt. Ein Unterschied in der Claudirdrbung konnte niclgesehenverden.

3.2.3.22 unter Versuch 2

Es zeigt sichbei den Kontrolltieren und denen mit dDAVP und Fsemid extern
vorbehandelten Versuchstierdie gleiche Kastchenform der ClaudifExpressiorim IMCD
sowiedie leicht maandernde Form in den IMTL. Auch hier konnten die gleichen Kriterien wie
bei den Farbungen der Tierversuchsratiea Versuch 1 angewanderden, die Claudid-
Expression in IMaTL und IMdTL nahelegen. Es gab keinemetschied zwischen deirei
BehandlungsgruppeAbbildung 54)
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Abbildung 54: Claudin 4-Expression im IM vorbehandelter Tiere

Alle dreiBilder zeigen einen Ausschnitt aus der inneren Meduiter Cladin 4-Anfarbung Bei (A) handelt es
sich um ein Versuchstier unter dDAMENfluss, bei (B) uter Kontrollbedingungen und bei (C) unter
Furoemidbehandlung. Die Pfeilearkieren die jeweiligen TubulEs gibt keine qualitativen Unterschiede des

Claudin 4Expressionsmusters in den Behandlungsgruppen.

3.2.3.3Claudin #Expressionsmuster

3.2.3.31 unter Versuch 1

Es zeigte sich sowohl in IMZ undIMdTL eine Claudin 7Expression (grun). IMdTL waren
im oberen Teil AQP 1Abbildung %) kogefarbt. Zusatzlich waradTL im ISOM (Abbildung

57) gefarbt, Ubergange von IMaTL mit spezifisci@audinfarbung in TALwaren nicht zu
sehenDa diese Ubergéamggutzu finden sindjst davon auszugehen, dass Claudin 7 nicht in
aTL vorkommt.Die nur partiell vorhandenKo-FarbunggegenAQP1 lasg sich durchdie
AQP1 Expressiomur im oberen Teil der dTlerklaren wahrend ClaudiY den gesamten
Verlauf der dTL expgmiert wird.

Im IMCD zeigte sich wieder das typische kastchenféormige Claudinmuster mit Claudin 7
strichformig entlangder lateralen ZellkontakteIMdTL zeigten eineleicht maanderral
teilweiseumrahmende Farburapikal.

Es gab keinen Unterschied zwisohsdendrei Behandlungsgruppgi\bbildung55).
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Abbildung 55: Claudin 7-Expression in der inneren Medulla

Alle drei Bilder zeigen einen Aussditnausder innererMedulla. Bei (A) handelt esich um ein Versuchsti
unter Kontrollbedingungen, bei (B) unter Furosemidbehandlung und bei (C) unter Wasserbelastung. |
markieren die jeweiligen Tubuli. In weil3 ist die Claudir@rbung gezeigEs gibtkeinen Unteschied zwische
den drei Bebndlungsgruppen.

Cldn 7 + AQP 1 Cldn 7 AQP 1

Abbildung 56: Claudin 7- AQP 1-Kofarbung in der inneren Medulla

Alle drei Bilde zeigen den gleichen mit Claudin 7 und AQP 1 kogeféarbten Ausschnitt aus der inneren
bei Furosemidbehandlung. Bei (A) ist die Kofarbung, bei (B) die Claudin 7 und bei (C) die A@Q®ung z
sehen. Die Pfeile markieren die jeligen Tubuli. In giin ist Claudin 7 gefarbt, in rot AQP1.
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Abbildung 57: Claudin 7-Expression im ISOM

Ausschnitt aus dem ISOM einkrosemidbehandelten Ratte. Die spezifische Féarbung zeigt Claudin 7.

3.2.3.32unter Versuch 2

Die Claudin 7Expression der vorbehandelten Verssligne unterschied sich nicht von der
oben beschriebenen Expression der Tierversuchsrattiaggel 3.2.33.1): kastchenformige
Farbung im IMCD undm IMTL vermehrt randstandige und gelegeiitlleicht méandernde
spezifischeClaudin ZFarbung(Abbildung 58) Auch hier sind IMdTL und IMTL nicht sicher
unterscheidbar. Fehlendpezifische Farbung im Béch da Uberginge vonTAL zu den
angrenzenden aTL lassen auch hier auf eine Claudinexpression beschrankt auf IMdTL
schlie3en.

dDAVP Kontrolle Furosemid

Abbildung 58: Claudin 7-Expression im IM vorbehandelter Tiere

Alle drei Bilder zeigen einen Ausschnitt aus der inneren Medulla. Bei (A) handelt es sich um ein Ver:
unter dDAVREiInfluss, bei (B) unter Kontrollbedingungen und be) (@&ter Fursemidbehanding. Es hande
sich hierbei um eine ClaudinFarbung.
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3.2.34 Claudin 10Expressionsmuster

3.2.34.1 unter Versuch 1

Im IMCD war keine spezifsche Farbung von Qlain 10zu selen.

Die Betrachtung der dunnen Schleifen zeidteinen Unterschied zwischen deirei
Versuchsgruppen. In alletrei Behandlungsgruppemarenim inneren Mark aTL mit gleichre
stark ausgepragten und deutlich maanderreiegbungmusterzu erkenen. Die Zuordang
dieses Mustazu den aTL fand erneut untee@achtung des Ubergangs in dielLTgatt Ein

Blick in den ISOMzeigte keine spezifische Farbung in den dTL.

Kontrolle Furosemid Wasserbelatung

Abbil dung 59: Claudin 10-Expression in der inneren Medulla

Alle drei Bilder zeigen einen Ausschritt aus der inneren Medulla. Bei {A) handelt es sich um ein Ver:
unter Kontrollbedingngen, bei (B) unter Fasemidbeandlung undbei (C) unter Wasserbelastung. Zu sehen
die mit Claudin 10 gefarbten aTL.

3.2.3.42 unter Versuch 2

Claudin10 wurde bei den vorbehandeltéersuchstieremit Claudin 18kogefabt (Abbildung

60). In allendrei Versuchsgruppen konnte weder eine spezifische Farbung von Claudin 10 im
IMCD noch in IMdTL gefunden werden. IMaTL waren hingegen éwmilden Nierenschtten
dieser Tiere deutlich gefarbt mit stark médarne&m Muster(Abbildung 61) Auf die Clawin

16 Farbung wird in Kapitel.2.3.52 eingegangen.
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Abbildung 60: Claudin 10- und Claudin 16-Expression im IM vorbehandelter Tiere

Alle drei Bilder zeigen einen Ausschnitt aus der inneren Medulla. Bei (A) handelt es sich um ein Versuchs
dDAVP-Einfluss, bei (B) unter Kontrollbedingungen und bei (C) unter Furosemidbemandhgrin ist Cladin
10, in rot Claudin 16 gefarbt.

Kontrolle

Abbildung 61: Claudin 10-Expressionsmuster in IMaTL

Der Bildausschnitt zeigt das méandernde ClaudiMiBter in IMaTL bei dem Nierenschnitt einer Ratte, die

Kontrollbedngungen gedlten wurde.

3.2.35 Claudin 16Expressionsmuster
3.2.35.1unter Versuch 1
Die Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen von Claudin 16 ergab eine Fakbung

IMaTL (Ubergang in TAL war zu sehpmicht abgebildgt die sich in keiner der
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Behandlungsgruppen unterschigsbbildung 62) Das Muster war linienformig. Es konnte
keine Kdokalisation von Claudin 16 und AQP 1 gefunden werden sowie keine Farbung von
dTL im ISOM. Somit wird eine spezifische Farbung von Claudin I8MohTL ausgeschlossen.

IMCD zeigen keine Claudin X&xpression.

Kontrolle Furosemid Wasserbdastung

Abbildung 62: Claudin 16-Expression in der inneren Medulla

Alle drei Bilder zeigen einen Ausschnitt aus der inneren Medulla. Bei (A) handelt es sich um ein Versuchs
Kontrollbedingungenbei (B) unter Furgemidbehandlung und bei (C) unter WasserbelastungPeike zeige

auf die jeweiligen Tubuli. Die spezifische Farbung in weil3 zeigt Claudin 16.

3.2.3.52 unter Versucl2

Die Claudin 16-Farbung (s. Kapitel .2.3.42) zeigt keinen Unterschied zwischen den
Versuchsguppen: Es sind ebenfalls wie bei den Tierversuchsratten nur IMaTL mit
linienformigem Expressionsmuster gefart#bbildung 63zegt eine IMaTL mit Claudinl0
(gran) und Claudin 16 (rot) als Beispiel fur die Kofarbung der beiden Claudine in der IMaTL.
Claudn 10ist sowohlzusammen mit Claudin 16 ger Tight Junction lokalisiefgrin + rot =

orange)alsauch unabhangig von Clawmdl6 (grun).
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Cldn 10 + Cldn 16 Cldn 10

Abbildung 63: Claudin 10- und Claudin 16-Expression in einer IMaTL

Dargestelt ist eine Kofarbung von Claudin 10 (grin) @ledidin 16 (rot) eine IMaTL einer Ratte, die mit dDAV
behandelt worden ist. (A) zeigt die Kofarbung, (B) nur Claudin 10 und (C) nur Claudin 16. Es gibt
Unterschied zwischen den drei Behandlungsgruppen. In Abbildung A ist im oberenen Teil dunefhdgage
Farbungdie Kolokalisation der Claudine in der Tight Junctions sichtbar, im unteren Teil scheint Cla

unabhéngig von Claudin 16 exprimiert zu sein.

3.2.36 Claudin 19Expresgonsmuster

3.2.36.1 unter Versuch 1

Claudin 19Expression waebenfalls wischen allen Behandlungsgruppen gleigkbbildung
64). Sie fandsich im IMCD (k&stchenfdrmig, vermehrt basolatefasikel) und inIMTL , wo
sie vermehrt linienférmig auftrat und nur sehr selten schwach maaretsahn.

Das Vorhandensein von Claudin 19 in IMaTL wurde wie zumaor Ubergang in die TAL
festgemacht.Spezifische Farbung zeigte sich auch im ISOM und somit in IMdJér
Ubergang in die TAL sowie der ISOM sind hier nicht extra abgebildesi@aichnicht

wesenlich von denen in Kapitel.2.3.2unterscheiden.
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Abbildung 64: Claudin 19-Expression in der inneren Medulla

Alle drei Bilder zeigen einen Ausschnitt aus der inneren Medulla. Bei (A) handelt es sich um ein Ver:

unter Kontrollbedingungen, bei (B) unterrbaemidiehandlung ud bei (C) unter Wasserbelastung.

3.2.36.2 unter Versuch 2
Die Farbung salvergleichbarzu der oben beschriebenen Farbung der Nsetemtte der

Tierversuchsratteaus Versuch 1 augs zeigte sich ebenfalls kein Untdredzwischen den
Behandlungsgruppegibbildung 65)
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Abbildung 65: Claudin 19-Expression im IM vorbehandelter Tiere

Alle sechsBilder zeiga einen Ausschnitt aus der inneren Medulla. Wobei (D), (E) und (F) jewei
VergroRerung vorfA), (B) und (C) sind. Bei (A) und (D) handelt es sich um ein Versuchstier nach dE
Behandlung, bei (B) und (F) um ein Tier nach Kontredlingungn und bei €) und (F) um ein Tier unt
Furosemidbehandlung. Zu sehen ist hier die Farbung von Claudigsl§bt keine qualitativen Unterschit
zwischen den 3 Behandlungsgruppen.

3.2.3.7 Weitere Claudine

Abgesehen von den zuvor gezeigten Claudinfarbungen, wurden Ciuglinnd 18 gefarbt.

Hier konnte in der gesamten Niere keine spezifische Farauweaghtwerden.
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4 Diskussion

4.1 Methodendiskussion

4.1.1In vitro-Ansatz

4.1.1.1Gewinnung und Kultivierung der Priméarzellen

Die IMCD Kultur ist bereits seit deh980ern etablier(36) und gilt als anerkanntes Mittel,
Vorgange im Sammelrohr des inneren Mankkeaanfache Art zu untersuchen.

Die Gewinnung der Primaetikultur war gut duchfihrbarund die IMCD Kulturen zeigtemit

der Literatur vergleichbare Eigenschaftefuf Filtern kultivierte IMCDs hatten einen
Widerstand von ca. 58V 3 cmz2 (50) (87). Unterschieden werden madier zwischen den
Kulturen unteB00mOsm/kgund unter 600 mOsikg. Anders als in der Litetturbeschrieben
zeigten die 600 mOsiulturen niedrigere Widerstand8?).

Da die Kulturenmmer wieder neu generierteritharzellkultuen waren hatten sienicht die
absolu gleichen Eigenschaftamdverschiedene Grade der Déelienzerung(87).

In dieser ktorarbeit wurden die IMCEellen nach der Methode, die bei Maric et. al
beschrieben wurde, gewonn@®).

Ein Problem, bei der Gewinnung der IM&{lturen stellte die Reinheit dieser Kulturerr.da
Anders als in der Literatur beschrieb@v, 99), konntekeine Reinheit von mehr als @b
erreicht werden. Der Anteil der diinnen Schleifen laigche 15%unter Kontrollbedingungen

und wurde durchdie Kulturbedinungerbeeinflusst. So nahm dieser Anteil z.B. unter héherer
Osmolalitéat zu. Im Gegensatz zu friheren Praparationsmethoden wurden die Zellen be
Kul tivierung kSecihnoecnk AA hayupsogt elisBzehnzelrohrzeliea lalstér e

als die dunnen Schleifegegeniiberstehe(P9). Diese r A hy p ot dittedie Reinheit ¢ k fi
erhohe konnen, setzt abemuch die Zellen extremeren Bedimgen aus. Die alleinige
Zentrifugation zur Reduktion der diinnen Schleif@f) war alsonicht ausreichah um ihren
Anteil moglichst gering zu halten. Aus diesem Grund wurde der Anteil der dinnen Schleifen

mit ausgewedt undim Zusammenhang miten Versuchsergebnissen diskutier

4.1.1.3Expressionsanalyse

Bei der Expressionanalysst zu beachten, dass diese auf Ebene der Immunfluoreszenz
stattfand. Es konnten also keine Unterschiede auf ENéne und auf Ebene der

posttranslationalen Modifilation erkannt werdenmAber gerade fur Claudine sind aubfer
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Anderwngen beschrieben wordeio konnten zB. in einer Studie bei Claudin 10 im Jejunum
und Pankreas Unterschiede zwischen mRB¥pression und IF gezeigt werdé€bd). Fir
Claudin 4,7 (63) und 16(52) ist einePhosplorylierungbeschriebervorden

4.1.2Ex vivo Ansatz

Auf Grund der Grenzen des Zellkulturmodefi Bezug aufseine Vergleichbarkeit mit dém
vivo-Situation wurde eirex vivo-Ansatz durchgefuhrt. Hierfir wuden Tierversuchsratten
bereits vor Entnahme der Nieren unterschiedlichen Behandlungen ausgesetzt. Durch deren
zugige Entnahme und der direkt im Anschluss durchgefuhrten Experimente, bei denen Tubuli
disseziert, anscldR3end direktperfundiert und ebenfallslektrophysiologisch untersucht
wurden kann von der Beibehaltunggler physiologischem vivo Eigenschaften ausgegangen
werden(16).

4.1.2.1Der metabolische Kéfig

Der metabolische Kafig bietet zwar eine gute Mdglichkeit die Staffiwelparameter zu
kontrollieren, ist aber mit nichinerheblichem $&ss fur die iere verbunden(9). In den
vorliegenden Versuchen wardre verwendeten Tierdaaht tber6 Wochen alt Es ist bekannt

dass die Stressanfélligkeit akebhangj undbei jungeren Tieremeringer ist(32). Durch
Kontrolle des Gewichtes und des IBalerTiere sowie ruhigemedingungenfFutterung und
Erhebung der metabolischen Daten zu festen Zeitpunkten von der gleichen Person, konnte
unndotiger Stress vermiedemd inaddquate Reaktionen rechtzeitig erkameriden. Dennoch

ist eine Veranderung dertdfwechselparameter und ed Hormonlageder Tiere zu
berticksichtigenDurch absolute Gleichbehandlymipgesehen von der unterschiedlichen Diat
der Tiere und Durchfihrung der elektrophysiologischen Messungen riachiagen
Eingewdhnungszeisollte einVergeich der elektroplisiologschen Paranter moglich sein

Die Abstimmung des Gelfutters auf die taglichen Bedirfnisse der Tiere und die exakt auf das
Korpergewichtabgestimmt Menge fihrte aehr gut reproduzierbar&fersuchsbedingungen

mit unterschiedliche Osmdalitaten (s. Kapite3.2.1).

4.1.2.2Praparation undubulusperfusion

Bei der Tubuluspréaparation wurde@ischen Sammelrohren, IMdTL und IMaTL unterschieden.
Zur Unterscheidung wurden diekapitel 2.5.4.2.2verwendeten Kriterien genutzlie mit den

bereits in der Literatubeschriebenen Kriterien Gbereinstimm(ég).
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Die enfache Tubulusperfusion mit offenem Tubulusende erfordert eine Tubulusti@gme
stabile Spannugsmessung und Strominjektion ermoglicht. Ist das Tubulusende zu kurz oder
die Langskonstante zu grof3, geht ein dil der gemessenen Signale durch Kurasi@hhm
offenen Tubulusende verlor¢h?7). Fir die Sammebhre der IM wat zu grol3, sodass auf die
quantitative Auswertung der Dateverachtet werden mussteDie TL konnten mit
ausreichendeQualitat untersucht werden.

Die beiden CD und aTlgemessenesehr kleinen, abesignifikanten Unterschiede von Null

fur Vi, werden de systematischeuswertungsungenauigkeit zugeschriebdie daduch
entstanden ist,abs die Systemnull nicht immer ganz konstant gehalten werden konnte

4.2 Eigenschaften der IMCDPrimarzellkul tur unter Einfluss

verschiedenerOsmolalitaten und Hormone

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die parazellularen Eigeafien der Epithelien deim
inneren Mark vorkommenden Nephronabschnitte naher zu charakterisieren und wenn,maglich
Regulationswege aufzuklaren.

Wegen derschweren Zuganglichkieund Praparierbarkeit dieser Abschnitte wurde zunachst
auf eine bereits guttablierte Primarzellkulturzurtickgegriffen(69). Dabei standn zunachst

die Sammelrohrzellen im Vordergrund, wobei es sallerdingsum eine Mischkultur mit
Anteilen vonZellen diinneSchleifen handedt

Wenn man die Eigensaften der IMCDZellen unter600 mGnvkg Kulturbedingungen als
Ausgangsituation zu Grundeegt, lassen sictie Befunde wie folgt zusammenfassen:

- EineErniedrigung der Ospolaltitat auf 300 fosm/kg fihre zu einer sehr ausgepragten
Erh6hung von B, einem Verlust von Anionenselektivitat desg@zellularen Weges und
der Versdiebung der beiden l&udine 7 und 19 von submembranaren oder
intrazellularen Vesikeln in die TJ

- Die Zugabe von Aldosteron anderte keine der untersuchten Eigenschaften

- Die Zugabe von AVP unter 300 ngnkg-Bedingungen erhlide die
Kationenselektivit ancerte aber nicht defWiderstand oder das Expremssmuster
von Claudin 7 und 19

- Die Zugabe von AVP nter 600 m@mkg-Bedingungen erniedrigtden elektrogenen
transzellularen TransporDl séami), mMit gleichzeitiger Erh6hung voni R ohne die
lonenglektivitat des parazelldren Weges oder die Claudinexpression zu verandern

- Einehthere CsAKonzentratiorerniedrige den elektrogenen transzellularen Transport
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(DI sbami) ohne Erh6hung von (& aler mit Steigerung der Anionenselektivitat und
vermehrtmembraarer Lokalisation @n Claudinl9.

- Zusatzlich erniedriggn plasmaisotone Kulturbedingungen und AVP den Anteil der
dinnen Schleifen in der Mischkultur, wahrend CsA in niedriger Konzentration den
Anteil erhohe.

Diese Befundeverdenim Folgenden mit delLiteratur verglichen undiskutiert.

4.2.1 Plasmaisotone Bedingungen als Signal der Umdifferenzierung
InnermedullareSammelrohre sind in ihrer Umgebung normalerweise keinen 300 R@sm
ausgesetz{19). Solch niedrige Osmolalitat istur weiter kortikal zu finden. Betrachtet man
kortikale Sammelrohre im Vergleich zu innermedullaren, so falltdags diese einen hoheren
Widerstand(91), ein negativeres transepiliales Potential(98) und einehdéhere ENaG
Aktivitat (30) besitzen. Mit Ausnahme des hoheren ENa@nitteltenTransporéskonnte dies
auchim Vergleich zwischen deB00 mGm/kgKulturen, die eher kortikalen Bedingungen
ausgesegt waren, und den 600 ns@/kgKulturen, deren Osmolalitader medulléaren
Umgebung entspch, gefunden werde(s. Kapitel 3.1.1). In ausgedehnteren Experimenten
durchgefuhrin unserer Arbeitsgruppen Annalisa Ziemenkonnte auch der Unterschied im
ENaGvermittelteaTransport gezeigtverden (Doktorarbeit Annbisa Ziemens,personliche
Mitteilung). Einige der &ktrophysiologische Befunde koénnten somit auf einer
Differenzierung der innermedullaren Sammelrohrzellen zu Samihmzellen mit kortikalen
Eigenschaften beruhen.

Die Um oder Dedifferenzierung ist jeddt nicht vollstandig und Aldosteron, unter 300
mOs m/ k g, al so Akortikalenfi Bedingungen getes
transzellularen Transporteigechaften. ENaC war alswenn tdberhauptnur unwesentlich
stimdiert. In der Literatur sid dazu unterschiedliche Befunde zu finden. Wahramtdd(51)
eine Stimulierbarkeit vonIMCD-Primarzellen auf Filtern durch Aldosteron zeigen konnte,
fanden Frindt et al. nur edn geringefl ransport nach tagelanggtimulationdurch Aldosteron

in IMCD-Zellen (30). Unsee in-vitro IMCD-Kulturen scheinen ebenfalls Uber keinen
funktionellenMineralkortikoidrezeptor und die dazugelg® Signalkaskade zu verfliigeim
WesternblotAnalysen vonanderenIMCD-Kulturen konnte der Mineralokortikoidrezeptor
aberprinzipiell nachgewiesemwerden(15).

Fur die Zielsetzung dieser Arbeit war der parazellularg Wom besonderem Interessea hier

die Claudine maf3geblich an déermittiung der Eigenscligen beteiligt sind, wurden Claudin
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19 (bereits in der Doktorarbeit von Annalisa Ziemens naéeathet) und zusatzlich Claudin

7 naher untersuchtim die Befunde hohererdfund geringere Anionenselektivitat zu erklaren.
Claudin 19 wird allgemein als Baiere-formend beschrieben, wobei nicht klar, i§ir welche
lonendie Barriere selektiv ist4, 48). Es gehérsomit zu den Claudinen, die bei vermehrter
Expression den transepithelialen Widerstand erhohen und tatk&aidet es sich unter 300
mOsm/kgBedingungen vermehrt in der Membran. Claudin 7 verhalt sich &hnlich zu Claudin
19 undkommt ebenfalls bei niedger Osmolalitat vermehrt in der Membran vor. Zu seiner
Rolle in der Regulation des parazellularen Transportwegs gibt es keine einheitliche Meinung
(1, 40, 44, 103. Bei Betrachtung der alleinigen elektroptoysgischen Parameter wde von

den beschriebenerigenschaften nur die der Barriere fur @), wie schon fur Claudin 184,

48) beschriebenzu den Ergebnissen pass&®enkbar ist, dass die Widerstandserhéhung auf
die Barrierefunktion der beiden Claudéizurtckzufiihren ist uriie Permeabitatsveanderung
durch andee nicht untersuchte Claudine verursacht wurde.

Zusammenfassend werden die IMCD Kulturen durch die plasotane oder die medula

isotone Kulturbedingundeutlich abgrenzbar in zwei Funktionszustande versetzt.

4.2.2 Die Wirkung von AVP auf die baden Funktionszustande der IMCD-
Kultur

Neben der Wasserdurchlassigkeit des Sammelrohrs reguliert AVP zusétzlich unterstéitzend
transzellularen Salztngport. Im Sammelrohr wird ENa@bhéangiger Natriumtransport
stimuliert (6, 59, 91), ebenso aucklie TAL als Motor des Gegenstrommacisms. In der

TAL werdentranszellularer und parazellularer Natriumtrasrsgynchron hochregulie(dl).

Wie AVP die Claudine beeinflussist dabei aber nicht vollig klar. In der TAL wird die
Phosphorylierung von Claudin10b diskutigtt). Im enddymphatischa Sack s Innenbres
konnteunter AVP eine vermehrte Translokation von Claudin 4 in die Membran gezeigt werden
(89).

Wie in der TAL fuhrte die Stimulation mit AVP auch in den @@-Kulturen unter 300
mOsnikg zu einer Zunahmeder KationenselektivitdtHierzu passt das unbeeinflusste
Expressionsmuster vatliaudin 7 und 19wie im vorherigen Kapitel beschriehdbdie Claudine
scheinen in deKulturen eher Barrierformend zu seinndkeinenEinfluss auf die Sektivitat

zu habenDie submembranare Abnahme von Claudin 19 unter AWif@ bei gleichzeitig
fehlenderinzelneriZu- oderAbnahme der anderen Verteilungsmuster als nicht relevant fur die

Veranderungler Funktionaliat engeschatztAndeae Claudinez.B. Claudin 4, wurden nicht
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untersuchund Claudin 10 kommt in Sammelrohren nicht.vor

Die Messergebnissunter 600 mOsmg-Bedingungen lassen sich nicht durch die Literatur
erklaren. Im Gegensatz zu der beschriebenen Stimulation va® B\ 59, 91), nahm der
elektrogene transzellie TansportDl 6 s ¢ algRmstiég)dadurch an und. warauf Grund
der geringeren NaReabsorption weniger negativ.

Zu beachten ist hier, dass, wie bereits zuvor beschrieben, die -Kl@Oren keine
Reinkulturen waren, sondern #tihkulturen. AVP uter 6@ mOsmkg hatte eine deutlichen
Einfluss auf den prozentualen Anteil der diinnen Schleifen in der Kultur. Dieser nahm unter
AVP-Einfluss ab. Die diinnen Schleifen hatteimen niedrigeren Widerstarads die IMCD-
Zellen. Somit nahnder Widerstand unteAVP bei geringeer Anzahl von Zellen dinner
Schleifen zu.Die Veranderungen im elektrogenen transzellul&feansport lassen sich
hierdurch nicht erklaren.

4.2.3 CsA und Osmoregulation

Zunachst ist der Egatz von Cyclosporin unter der Annahme der Hengrdesosmosensitiven
Trangkriptionsfaktors TonEBP (88, 94) kritisch zu hinterfragen. Eine ausfuhHere
Literaturrecherche gab, andes als zun&achsvermutet Erkenntnisse Uber die Rolle von
Cyclosporin A im inneren Nierenmark unabhangig von TonEBRter anderem solldie
vermehrte Apoptose unter Csénabhéangig von Calcineurin und TonEBP 46i0).

Die Unterschiede im Hinblick auf die TonEBP abhé&ngige bzw. unabhangigenyvon CsA
werdender toxisch zu hohen Konzentration von CafgeschrieberCsA hattein niedigeren
Konzentratimen bei ebenfalls vollstandiger Calcineurinhemmurigede direkten Effekt auf
TonEBP(64).

CsA scheint also Gber die Hemmung der AQRhde (84) und der NaReabsorptior(64)
eine direkte Hemmung der Kaosztrieungsmechanismen undler Anpassung an
hyperosmolale Bedingungen zu bewirken, jedoch nur indirekt Gber TonEBP.

An den Kulturen warezwei Konzentationen getstet worden: 50 ngil und 5 pgml. Die
Konzentration von 50 ngil sollte bereits fur die Wkung wvon CsA ausreichen, arend die
Konzentration von 5 pgnl als toxisch beschrieben vde (64). Eine vermehrte Apoptose der
Zellen konnte nicht eindeutig beobaéeh waden Die Konfluenz war unter allendrei
Bedingungen gegebertine toxische Reaktion der Zellen auf CsAwird daher nicht
angenommenkur die Wirkung auf den elektrogenennsaelluléaren Transpo(Dl sami) lield

sich eine Konzentrationsabhangigkerahren, wobei die Hemmun fir die niedrigere
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Konzentration nicht signifikant war. CsA wird in der Literatur jedoch als Stimulator fir ENaC
beschrieben, wagen in dieser Doktorarbeit herausgefundeegebnissen widerspric(it08).

Wie bereits im Kapitel 4.2.1 beschriehapragieten die IMCDZellen auch aufAldosteron
nicht mit einer ENacStimulation. Die weitere Abnahme des elektrogenen transzelluléaren
Transpot unte CsA kdnnte an dexventuell doch tischen Konzentrationnd deren Einfluss
auf die Transportvorgandegen(64).

EineweitereHypothesdiir die ErklarungderMessergebnissvaredie Hemmung der NaK *-
ATPase(64), die denMotor fur die passive NaReabsorption bildet. Durch ihre Hemmung
konnte also der Gradie fur den Tansport mit ENaC vengert werden. Der verringerte
Transport positiver Ladung fllertviederum zum weniger lumennegativen Potential.

5 pgml CsA fuhrte parazellular zu einer vermehrten Anionenselektivjtaivobei die
Permeabilitat fir Naabnahmln der Literatur wird CsAzwar fiir einengestorten parazellularen
Transport verantwortlich gemach{66), CsA fuhrt hier jedoch in einerkortikalen
Sammelrohrkultur zweiner Erhéhung des transeipelialen Widerstands. Liu et al. fanden
passend dazeine erhohte Z€l Expression in der TJ. Die Selektivitat und Claudinexpression
wurde in dieser Studie nicht untersucht

Betrachtet man im Hinblick auf den veranderten pahalZeén Transport die Claline, so
zeigte sichhier Claudin 19unter5 pgiml CsA vermehrt membranar und weniger vesikuddn.
vermehrt in der T.Die Annahme, dass Claudin 19 bareieifdend wirkt (s. Kapitel 4.2)1kann
dadurch gestitzt werden, dasg &ta 5 ug ml CsA zwamicht signifkant zuahm, aber
tendenziellhbher warals unter KontrollbedingungerDie Hypothese beibehaltend, dass
Claudin 19 barrierdildend fur Anionen ist4, 48), scheint es nicht fur die Veranderungen in

der lonenselektivitat verantwortlich zu sein.

4.2.4 IMCD-Kulturen als Mischkultur

Die bis hierhin diskutierten Uberlegungen bfee primar den Sammelrohnteil der Kultur,

der unter allen Bedingungen den groten Teil der Kultur ausmachte. Die
elektrophysiologischen Eigenschaften der Kulturen sind wahrscheinlich ddreh
Sammelrohrzellen mit dem deutlich héheren Widerstand dorhimnel nur fir diese Zelle
wurde die ClaudirExpression dokumentiert. Der Einfluger Zellen dinnerSchleifen mit
ihrem geringen Widerstand urkeiner Selektvitdtler dTL bei unterschiedlicher Osmolalitat
(Pna'c ~ 1) und einer erhéhten Kationenselektit der aTLnurbei Wassrdurese (erniedrigte

luminale Osmolalitdt und Unterdriickung der AVP Ausschittunighrte wahrscheinlich
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lediglich zu einer Untersck#ung des WilerstandsDie erhohte Kationenselektivitat unter
niedrigerOsmolaltiatwird bei den 300 mOsmkg Kulturbedingingendadurch ausgeglichen
dassder Anteil der Zellen dinner Schleifen unter dieser niedrigen Konzentrdiotich
geringer warVermutlichsinddie Befunde fur die Sammelrohrzelldeshallettenuiet, jedoch
durch die KeKultur mit den Zellen diinner $&teifennicht qualitativ fehlinterpretiert

Generelist die Beurteilung der Befunde durch die Mischkultur erschwredtin den jewiligen
Kapiteln, falls relevant mit diskutiert Zusatzlich veranden, wie bereits oben erwahrdie
getesteten Kulturbéalgungen aber auch ihrerseits die Zusammensetzung der-KAQGDr.

Unter 600 mOsitkg-Bedingungenwaren fast doppelt so viele Zellen dinner Schleifen zu
finden wie bei 300 mOsftkg (s. Kapitel 3.1.1.3). Da die Praparation bei beiden
Kulturbedingungemleichablief, kann davon ausgegangen werden, dass im Durchschnitt gleich
viele Zellen dinneBchleifen vorhanden waren. Bis auf das Zellkulturmedium wurde an der
Kultivierung nichts verandert. Die Zellen wurden zuvor unter Verwagd/an PBS,daseine
Osmolalitd von ca. 300 mOsnkg besall gewonnen. Dies Osmolalitdt wurdelso fur die
Zellen der600 mOsmKulturen abrupt hochgesetziVie bereits in Kapitel 4.1.1.1 erwahnt,
wurden frihere IMCEKul t ur en dur ch ei ne migtA99)ywelchenoim e n Sc |
IMCD-Zellen besser uberstanden. Hier wiais Gegenteil der Falind unter 600 mOsixg
herrschtenhypertorere Bedingungn Anzunehmen ist, dass auch unter der digperen
Bedingung von 300 mOsky die dinen Schleifen weniger robust waren

Zu beachten ishuRerdemdass Wachstumsfaktoren, Hormone etc. sowie das Wachstum auf
Filtermembranen nicht der rmlichen Umgebung entsprieen und dies fur die
Sammelrohrzellen problematisch {&8). Die diinnen Schleifehaben in dieser unnattrlichen
Umgebung eventuell die ssererlJberlebensmoglichkeen.

Welcheder Faktorerdas Ubdeben oder die Proliferation d&ammelrohrzellen gegeniiber
den Zellen diinner Schleifenal3geblich beeinfesen und aus welchem Grund diese Faktoren
fur die Zellen dunnerSchleifennicht von gleiber Baleutung waen, wurde nicht naher
untersucht.

Unter Applikationvon AVP bei 600 mOsrk kames zu eineAbnahme der Zellen dinner
Schleifen in den KulturerAVP wird bei erhdhter Osmolalitéat im Korper freigesetzt und spielt
eine entscheidende Rolle ifrozess der Harnkonzeng&rung (96). Durch Einbau von
Aquapornen um Induzierung andereTransportwege(59) kénnte es in der Kultur den
osmotischen Stress auf die IME&2llen reduzieren und somit zu vermehReoliferationder
Sammelrohrzelle fihren.Aul’erdem kanreineintrazellulare Erhéhung von cAMP (wie Uber

den V2R) zellzustandsabhéngig Rroliferaion oder sogaru inremGegenteil fuhrerf113).
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Unter 50 nghl CsA wareine signifikante Erhdhung des Anteils an Zellen diinner Sehleu
sehen, wahrend diessich zwar unter ddrbheren Konzentration von 5 pugl abzeichnet,
aber nichtsignifikant war CsA kénnte die Anpassung der IME&®llen an die osmotischen
Bedingungen erschweren, da zwar urtederem die NaK*-ATPase gehemmind dalurch
zwar ATP gespd wird, der Transport von lonen allerdings fur die Anpassung an das
osmotische Mieu notwendig ist(29). Zudem verandestsich auchdie Tight junction
Morphdogie (66). Inwieweit die Anpassung an die Osmoldsté&randerung dadurch behindert
war, ist nichtabschlieRend geklarunter 5 pgil CsA kénnte der toxische Effd wiederum

(64) vermehrt Zellen dunner Schleifen treffen und somit d&MCD-Zellen einen
Proliferationswrteil bringen Durch mangelnde rfEennnisse aus der Litenar tber die
Wirkung von CsA auf diinne Schleifest dies spekulativ.

Die zum Teil widerspriichlichen Befunde der IMCD Kultundu die Uberlegung zu
Umdifferenzerungsvorgéngen machten die Untersuchung nativer Tubulussegmente

notwerdig.

4.3 Effekt verschiedener Diuresezustande auf die

Transporteigenschaften der diinnen Schleifen

Eine wesentliche Erkenntnis derifRarzellkulturversuche war die Bedeutung der TL im

Prozess der Harnkonzentrierui@je wurden aus eésem Grund isoliert uatsuch.

4.3.1 IMdTL sind primar unselektiv und exprimieren Claudin 2, 4, 7 und 19

Die Transportgenschaften von IMdTL wurden zumeist im Hinblick auf Wassand
Harnstofftransport ntersucht, da sie keine, mit Ausnahme der tieferen 60% der dTL,
Transpoter ocer Kanale fir NaClTransport besitzerDa die Morphologie der TL mit den
funktionellen Eigenschaften tbereinstim{m9)und fur die Identifikation derfd. und der dTL
klare morphologische Kriterien vorlagen, wird nicht davon ausgegangen, dassdmeatien

und untersuchtedTL den CIGKa exprimieten (26, 78, 79).

Imai et al. habefna durch Tubulusperfusionantersuchtind konnten einAbnahme von &'
entlang der dTL zeigefb3).

Bei unsererex vivoperfundertendTL konnten ebenfals nur eingeringer transpithelialer
Widerstandund ein geringes Diffusionpotentigemessen werden. Da die dTL der inneren
Medulla entnommen wurden, passt dies zu der in der Literatur beschriebenen geringen

Permeabilitd{53). Rielagin unseren Messungemvischen 14 und 1®/3 cm?2 unddie Tubuli
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waren nahezu unselektiviN®ici = 0,96. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der
elektrophysiologischen Parameter zwischen diem VersuchsgrupperAuf Grund der obn
besdiriebenen fehlenden Rolleder dTL im NaCFTransport, wurden hier aber auch keine
Veranderungen erwartet.

Ubereinstimmend hierztratenauch keine Veranderungen im Claudinexpressionsmasfer

Wie in der Literatur(40, 46) beschrieben, konnte Cldmm 2 4 (75) und 7 in den IMdTL
nachgewiesen werden. Farbungen von Claudin 8, welches ebenfalls in den ybi#dmmt

(46), sind nicht gelungen. Zusatzlich konnte Claudin 19 in TLs des ISOMs angefarbt werden,
was somit flr eine Lokalisation @T'L spricht da im ISOM die aTL bereits in TAL Gbergangen
sind Da es keine Unterschiede in den verschiedemesuéisgruppen gab, soliér nicht naher

auf die Claudine eingegangen werden.

4.3.2 Aufsteigende dinne Schleifen werden bei Wasserdiurese pagHular
kationenselektiver

aTL sind wasserundurchlassig und exprimieren den -RaAC(23). Obwohl Harnstoff
Transporterfehlen, ist hier die Permeabilitat fur atnstoff hoch(76). Des Weiteren wird
paraellular Nd reabsorbier{100. Messingen des transepithelialen Potentials in @hibe
Vorhandensein eines NaGlradienterzeigtenWerte die sich nicht voriNull unterschieden

(67), was gegen aktive elektrogene Transportvorgange spricht. Bei vorhandenem NaCl
Konzentrationsgradienten konnte eithemerpositives transepitiliales Potential gezeigt
werden(42).

Bei unseremx vivodurchgefilnten dektrophysiologische Messungen an isoliert perfundierten
aTL war Ve nur in der Kontrollgruppe von Null verschiedemnd zeigte sich hier
Ubereinstimmend mit der Literatur lumenpositiRe der drei Versuchsgruppetag im
Durchschnitt zwischen 14 dnl5W3 cm2u nd | &gening, éhalich den dTL. Dies
unterstreicht die fehlenden aktiven elektrogenen Transportprozesse.

Beim DP und bei Pna'icr konnten zwischen der Kontroligruppe und der
Wasserbelastungsgruppsowie der Furosemidgruppeund der Wasseelastingsgruppe
Unterschedegemessen werden. DP wuntiét abnehmender Osmolalitat negativer &Re'/ci
kationenselektiver

Das negativere DP unter Wasserbelastung und die vermehrte Kationenselektivitat konnten sich
auch durch das Konzentrierungsmodetklaren lassen.Die Versichstiere waren zwei

verschiedenen Zustanden ausgesetzt: Antidiurese und Wasserdiurese. Zur Redatation
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Wasserhaushalts und der Transportvorgange in der inneren Medulla stehen die Osmolyte NaCl
und Harnstoff zur Verfugung. UnteAntidiurese wird Harnstdf durch AVP gefordert
vermehrt rabsorbiert(13). Dadurchsteigtdie Osmolalitat iminneren Nierenmark und ider

IMdJTL wird vermehrt Wasser rabsorbiert Dadurch erhoht sich die Na®bnzentration im

Lumen von IMdTL und IMaTL und der Na@radientiber das Epithel der IMaTérhoht sich.

Unter Wasserdiurese wirdie Hanstof-Reabsorptionnicht durch AVP geftrderi13).
Harnstoff istim Interstitum dadurch niedriger ebewmswie die Osmolalitéat. Wasser wird
weniger reabsorbiert in IMATL undie NaCtKonzentration in IMaTL ist geringer. Der NaCl
Gradient unter Wasserdiuerese ist also kleiner als unter Antidiurese. Durch die Erh6hung von
Pna'icr, welche bé&Betrachtung der sponsiblen TubuliTubuli, die eine Erhéhung vornBicr
zeigten)auf einer Erhdhung vonE beruht (p < 0,05), wird der geringere Na®@ladient unter
Wasserdiurese kompensiert. Da sick"Perhoht, steigt durch die Parallelscitang die
Triebkraft fur @. Die Triebkraft fur transellularen CtTransportvia CICKa wird durchdas
lumennegative DP verstarkt und aufsteigende diinne Schleifen werden unter Wasserbelastung
parazellulakationenselektiver (Abbildung 66

Es zeigte siclhier ane deutliche Abhéarigkeit von der OsmolalitatUnter Antidiuresewurden

keine DPs mit hoher Negativitat gesehen, wahrend die Anzahl negativerer DPs mit steigender

Osmolalitat zunahm.

cr —lcLcKka >

Abbildung 66: IMaTL unter Wasserbelasung

Zelle einer IMaTL mit ihrenTransportvorgédngetinter Wasserbelastung kénnte die vermehrte parazellulédre Na
Reabsorptionmit dem dadurch generierten lumennegativen Potemtial transzellulare CReabsorption

erleichtern.
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Untersuchungeder Claudnexpressionsmustergaben keine bterschiede zwischen derei
Behandlungsgruppen. Claudin 4, 10, 16 unédréthtenin IMaTL nachgewiesen werden. Diese
Claudine konnte bereits in vorherigen Studien in IMaTL gefunden wer(h 46).

Dasichdie Auswertung der Claudinexpressionsmuster auf qualitative Unterschiede bezieht und
keine posttranslationale Modifikan oder Veranderungen BRNA-Ebene nachweist, ist eine
Beteiligung derClaudine an den elektrophysiologisch gemessevieranderungen nicht
auszuschlieBen und bedarf weiterer Untersuchungen. Hier kénnte insbesondere Claudin 10b

von Interesse sein, welchalskationenselektiv befirieben worden igtL4, 70).

4.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Die innere Medulla ist komplex und weig erforscht. Osmolalitdt selbst und Hormone
regulieen die Transporteigenschaften, Walk eine gschickte Kombination von
Zellkulturexperimentesowie Experimente am Tubulus und am Gesamttigtiere Aufklarung
bringenkénnen

Die durchgefuhrten Experinreée haben gezeigt, dass die Zellkultur eine gute Methode ist, um
einen Einblick in médthe Regulationsvorgange und Zelleigenschaften zu bekommen, diese
aber sehr anfallig fir Veranderungen der Kulturbedingungen ist. Die durbinigefi
Experimente sind voder Umdifferenzierung der IMCiZellen gepragt. Gleichzeitig zeigen

sie allerdings, dassowohl AVP als auch CsA einen Einfluss a @ransporteigenschaften
besitzn. Aus diesem Grundind weitere experimentelle Untersuchunger vivo an
Sammelrohren smvoll, um validere Erkenntnisse insbesondere tber den Einfluss von AVP zu
erhalten. Gleichzeitig wirdessich lohnen die Sammelrohre erneak vivomit veranderter
Messtechnik unter Wassamd Antidiurese zu untersuchen.

Des Wateren konnte durch die Taulusperfusion zwar die Bedeutung unterschiedlicher
diuretischer Zustande in Bezug auf die Transportvorgange in IMaTL gezeigt wesdstrgleer

bis jetzt unklar, inwieveit die Claudine eine Rolle spielen. Immunfluoreszenzfaggbnrsol3en
hierbei an ihreGrenzen. Fiur quantitative Untersuchungen kénnte die PCR sinnvoll sein.
Veréanderungen in der Phosphorylierung kdénnten ebenfalls Ziel weiterer Untersuchungen sein.
Gerade Claudin 10, welches zahlreich in der IMaTL zu finden istalsdationenselektiv
(Claudin 10b) beschrieben worden ist, dirfte flr weitere Untersuchungen interessant sein.
Zusammenfassendbieten die vorliegenden Daten und die Erfahrungen mit den
Versuclstechniken einen guten Ausgangspunkin dieRegulation der Tigt Jurctions, der

Zellen ind der Nephronabschnitte im inneren Nierennveekerzu untersuchen.
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5 Zusammenfassung

Die Niere als lebenswichtiges Organ hat eine Reihe von unterschiedlichen Funktionen. Eine
ihrer wichtigen Aufgaben ist diRegulation ds Elektrolyt und Wasserhashaltes. So ist die
Niere in der Lagedie Urinosmolalitd zwischen ca. 50 und 1300 mO&ig/zu regulieren.
Obgleich die Prinzipien der Harnkonzentrierung im auf3eren Nierenmark durch die
Mechanismen der Gegenstraviultiplikation eklart werden konnten, weden die
Mechanismen im inneren Nierenmark noch nicht vollstandig verstanden.

In der vorliegenden Doktorabeit wurden die Epithelien der Nephronabschnitte des inneren
Nierenmarks mit Hilfe einer Primé&rzellkultur umdck vivo am isolert perfunderten Tubulus
untersucht. Dabei wurdéer trangpitheliale Transport mit den Parametern Widerstand,
Potential und Diffusionspotential charakterisiert. Weiter wurde der Kurzschlussstrom und die
Kationen oder Anionenselektivitat bechnet.Das Hauptaugenmérlag dabei alidem noch
weniger erforschten parazellularen Transportweg. Da dies&iner Eigenschaft maf3geblich
von Claudinerbestimmtwird, wurde die Lokalisation verschiedener Claudilitativ in
Bezug auf die TJ mit Hiéf der Immunflioreszenz uersucht.

Die Priméarzellkulturerwurden auf permeablen Filtekultiviert und beidseits Osmolalitaten
ausgesetzt, die entweder der interstitrell@smolalitdt im Mark (600 mOsky) oder der
plasmaisotonen Osmolalitat deémde (0 mOsmKg, dasmaisotonfihnelten Eine niedrige
Osmolalitatfuhrte zu einer massiven Erhohurigs Widerstandesnd zu einer deutlichen
Reduktion der AnionenselektivitaDies wurde von einer Verschiebung der Claudine 19 und 7
von vesikularen Strukturen die Membrarbegleitet Aldosteron hate keinen Einfluss auf die
parazellularen Eigenschaften. Antidiuretisches Hormon ha#e nach Osmolalitat
unterschiedliche Auswirkungen awfiderstandund Selektivitat.

Die systematische Betrachtung aller Primarzellkulturenberdass esich im Gegenda zur
Literatur um keine rein&ammelrohrzellkultur handelte. Inseln mit Zellen dinner Schleifen
konnten anhand der charakteristischen Tighinctions identifiziert werdge wobei
plasmaisotone Kulturbedingungen und AVP den Antgr dinnenSchleifen in er
Mischkulturerniedrigten un€yclosporin Ain niedriger Konzentration den Anteil erhéhbie
Tatsache, dass eine Mischkultur vorlagiorderte eine kritische Interpa¢éion der DatenDie
dominierenden und hauptsachlich varianen Samnhrzellen ragierten aber definitiv auf
sinkende Umgebungsosmolalitat mit erhohiétderstandund geringerer Anionenselektivitat.

Die Widerstandszunahme ist dabei wahrscheinlich apgaon defTight junctionExpression

von Claudin 7 und 19jie Selekwitatsdnderungher von anderen Claudinen.
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Die ex viveUntersuchungen wurden an Nephronsegmenten von Ratten unterschiedlicher
Diuresezustande untersucht. Uber Gelfutter erhielten die Entweder eine niedrigormale
Wassermenge (Antidiures@ntrolle), eine dreifacherhohte Wassermenge (Wasserdiurese/
belastung) oder zuséatzlich Furosemid um dasrdtiteim des Nieremmarks auszuwaschen
(Furosemid).

Absteigende dunne Schleifen zeigteederPotentiahoch Selektivitat zwischen Kationen oder
Anionen.Es =igte sich kei Unterschied zwiscmedenDiureseguppen

Die aufsteigenden dinnen Schleifen zeigtene emermehrte Kationenselektivitatinter
Wassebelastung (Ra"/ci = 1,53 +£0,21) im Vergleich zurKontrollgruppe(0,99 + 0,02 und

auch nactFurosemid ken estendenzi# zu einer Anderung deiKationenselektivitaty,22 +
0,18. ClaudinExpressionsanalysean Nierenschnittpraparaten dieser Tiere sowie von Tieren
einer weiteren Vexuchsgruppe, die mit AVP bzw. Furosemid behandelt waelgten n der
Immunfluoreszenz furClaudin 2, 4, 7, 10, 16 und 19 keine Unterschiede zwischen den
Behandlungen.

Die vorliegenden Daten zeigen, dass der parazellulare Weg im Sammelrohr und imden di
aufsteigenden Heni8chleifen reguliert ist. Diese Regulatifindet wahscheinlich Gbe die
Modifikation von vorhandenen Claudinen posttranslational statt.

Da wnter Wasserbelastung im Gegensatz zur Antidiurese ein geringerer transepithelialer
Konzentationsgradient fir NaCl tiber das Epithel defsteigenden dinn&cthleifervorliegt,
konne die parazellulareAnhebungder N&-Permeabilitatzu einer Erleichterung dédaCF
Resorptioniber ein Diffusionspotentiah diesem Segment beitragen

Die vorliegende Arbeit zeigt die Bedeutung der verschiedésmolalitdtszustéde fir die
elektrophysiabgischen Eigenschaften der Zellen und Tubuli sowie die Notwendigkeit der

weiteren experimentellen Untersuchung.
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7 Anhang

7.1 Tierversuchsantrag

Die T6tung von Tieren zur Organentnahme wurde beim Ministerium fir Energiewende,
Landwirtschaft, Umwelt und landlicieaume (MELUR) des Landes Schleswdglstein

angezeigt und von diesem unter dNummer V3127224.1212 genehmigt

Der Versuch zu den verschiedenen Diuresezust
Tight Junctions im inner eV3lM224R2120(8L2/12Ni er e m

vom MELUR genehmigt.
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