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1. Einleitung

1.1 Epithelialer Transport
Epithelien sind Zellverbande an Grenzflachen unterschiedlicher Kompartimente eines
Organismus. Die Funktion eines Epithels scheint dabei zunachst paradox. Zum
Schutz des Individuums dient es vor allem als impermeable Barriere fur toxische
Substanzen und pathogene Erreger. Als wichtiger Knotenpunkt zur Umwelt erfolgt
jedoch ein reger Austausch von Substraten und Stoffwechselendprodukten [1, 2]. Die
Transportprozesse entlang eines Epithels unterliegen einer starken Selektivitat und
werden durch den Organismus vielschichtig reguliert. Grundsatzlich kénnen diese
Transportprozesse auf transzellularem (durch die Epithelzelle) oder parazellularem
Weg (zwischen den Epithelzellen) erfolgen. Gasférmige und lipophile Stoffe kénnen
die Phospholipidmembran der Zellen passiv Uberwinden und verteilen sich daher
entlang ihres Diffusionsgradienten. Hydrophile Stoffe und lonen werden durch die
Plasmamembran im jeweiligen Kompartiment zurtckgehalten und bedirfen
spezifischer Transportproteine oder Kanale. Als wesentliche Triebkréafte dienen dabei
chemische (Konzentrationsunterschiede) und elektrische (Membranpotential)
Gradienten Uber die jeweilige Plasmamembran. Transzellulare Transportprozesse
sind unter Verbrauch energiereicher Verbindungen wie Adenosintriphosphat
hingegen auch gegen elektrochemische Gradienten mdglich. Fur den parazellularen
Transport spielen Zell-Zell Kontakte eine wesentliche Rolle. Zu diesen Zell-Zell
Kontakten zahlen Adherens junctions, Tight junctions (TJ), Desmosomen und Gap
junctions. Sie sichern den mechanischen Kontakt und die Kommunikation zwischen

epithelialen Zellen.
1.2 Schlussleisten

1.2.1 Aufbau und Funktion von Tight junctions
Tight junctions sind gurtelférmige Proteinstrdnge zwischen benachbarten
Epithelzellen [3, 4]. An ihrer Zusammensetzung sind Claudine, Occludin, Tricellulin
und JAMs (engl.: junctional adhesion molecules) beteiligt. Sie sind Uber
Adapterproteine mit dem Aktinskelett der Epithelzelle verbunden und somit in der
Zellmembran fixiert. Die Mobilitat von Membranproteinen in der Plasmamembran ist
durch die TJs limitiert. Dies ist Voraussetzung fur eine Polarisierung von epithelialen

Zellen Uber asymmetrischen Besatz von Proteinen in der Zellmembran. Die



einzelnen Pole der Epithelzelle werden dabei als luminales sowie basolaterales
Kompartiment bezeichnet. Zudem bilden TJs eine parazellulare Barriere zwischen
benachbarten Epithelzellen aus. Diese Barriere kann, je nach Zusammensetzung der
TJ, vollig dicht oder aul3erst durchlassig sein und die parazellularen Eigenschaften

eines Epithels somit maRRgeblich beeinflussen.

1.2.2 Claudine
Als wesentliche Determinanten der parazellularen Eigenschaften von TJs gelten die
Claudine. In Saugetier-Organismen wurden bisher 27 verschiedene Proteine dieser
Proteinfamilie identifiziert. Sie zeichnen sich durch einen uniformen Aufbau mit vier
Transmembran-Domanen, zwei extrazellularen Schleifen sowie zytosolischen C- und
N-Termini aus (Abbildung 1) [5].

ECL1

Abbildung 1

Struktureller Aufbau eines Claudins.

Vier Transmembrandomanen (TMD) durchspannen die Plasmamembran. Zwei extrazelluléare
Schleifen (ECL) mit funktioneller Bedeutung liegen im Interzellularspalt. N- und C-terminales Ende mit
fakultativer C-terminaler PDZ-Domaéne liegen intrazellular.

Die erste extrazellulare Schleife ist flr die parazellularen Eigenschaften von
besonderer Bedeutung. Sie bestimmt die Permeabilitat der parazellularen Barriere
fur Anionen und Kationen durch den Gehalt an geladenen Aminosauren. Fir die
Interaktion von Claudinen benachbarter Zellen (Trans-Interaktion) scheint die zweite
extrazellulare Schleife wichtig zu sein. Einige Claudine weisen zudem eine

C-terminale PDZ-Domane auf. Diese Domane dient der Interaktion mit



Zellstrukturproteinen und der Verankerung in der Zellmembran. Neben den
Interaktionen von Claudinen benachbarter Zellen, treten auch Interaktionen von
Claudinen einer Zelle in der Plasmamembran auf (Cis-Interaktion). Claudine sind
somit funktionell niemals isoliert zu betrachten, da das parazellulare Maschenwerk
epithelialer Zellen eine Vielzahl von Interaktionen zwischen exprimierten Claudinen
ermaglicht.

Zum einfacheren Verstandnis erfolgt haufig eine Kategorisierung von Claudinen
anhand ihrer Auswirkung auf die Eigenschaften der parazellularen Barriere. So
werden ,abdichtende“ von ,porenbildenden® Claudinen unterschieden. Letztere
kébnnen weiterhin hinsichtlich ihrer lonen- und Wasserpermeabilitat stratifiziert
werden [6]. Die Expression von Claudinen ist heterogen und abhangig vom
untersuchten Gewebe. So zeigt sich auch in der Niere, je nach untersuchtem
Tubulussegment, eine unterschiedliche Expression der Claudine (Abbildung 2) [7, 8].
Diese differenzielle Expression ist Basis der parazellularen Eigenschaften und

abhangig von den jeweiligen Anforderungen an das entsprechende Epithel.
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Abbildung 2
Segmentspezifische Expression von Claudinen in der Niere.
Abbildung modifiziert nach Giinzel et al..

1.3 Aufbau und Funktion des proximalen Tubulus
Die Niere ist ein paariges Organ, das in seiner wesentlichen Organfunktion die
Homoostase des extrazellularen Milieus gewdahrleistet. Neben der exkretorischen
Funktion mit Aufrechterhaltung des Gleichgewichts fur Wasser, Elektrolyte und pH-

Wert, besitzt die Niere auch endokrine Funktionen im Rahmen des



Kalziumhaushaltes (Aktivierung von Vitamin Ds), der Blutproduktion (Synthese von
Erythropoetin) und des Blutdruckes (Renin-Angiotensin-Aldosteron-System).
Grundbaustein der Niere ist das Nephron. Funktionell kann das Nephron weiterhin in
das Glomerulum und Tubulussystem differenziert werden. Im Glomerulum entsteht
unter Anwendung eines effektiven Filtrationsdruckes ein Filtrat des Blutplasmas,
welches Primarharn genannt wird. Die Zusammensetzung dieses Primarharns ist
dabei im Wesentlichen von der Struktur des glomerularen Filters abhangig. Im
weiteren Verlauf entlang des Tubulussystems erfolgt eine Modifizierung sowie
Konzentrierung des initialen Filtrates. Nach Lokalisation sowie funktionellen
Gesichtspunkten kann somit eine weitere Stratifizierung des Tubulussystems in

Segmente und Subsegmente erfolgen (Abbildung 3).

DCT
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CNT

Cortex

CcD
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Abbildung 3

Schematische Darstellung eines juxtamedullaren Nephrons (Abbildung modifiziert nach Plain et al).

Im Glomerulum (GLOM) wird der Primarharn gebildet, welcher Uber ein angeschlossenes
Tubulussystem modifiziert wird. In sequentieller Abfolge kénnen gewundener (PCT) und gerader
proximaler Tubulus (PST), diinner absteigender (dTL), dunner aufsteigender (aTL) und dicker
aufsteigender (TAL) Teil der Henle-Schleife sowie der distale gewundene Tubulus (DCT),
Verbindungstubulus (CNT) und Sammelrohr (CD) unterschieden werden. Die unterschiedlichen
Anteile eines Nephrons kénnen zudem den makroskopischen renalen Strukturen zugeordnet werden
und erlauben somit eine Differenzierung in kortikale sowie juxtamedullare Nephrone. Neben der
Nierenrinde (Cortex) kann eine weitere Unterteilung des Nierenmarkes in inneres (IM) und auf3eres
Mark (OM) sowie dessen Innen- (ISOM) und AuRenstreifen (OSOM) erfolgen.



Der proximale Tubulus schlief3t sich direkt an das Glomerulum an und soll hier in
seiner Funktion néher erlautert werden. Anhand der Lage lassen sich drei
spezifische Subsegmente (S1-S3) des proximalen Tubulus unterscheiden. Das S1
Segment befindet sich post-glomerular im gebogenen Verlauf des proximalen
Tubulus und geht nahtlos in das ebenfalls kortikal gelegene S2 Segment Uber. Das
anschlieBende gerade S3 Segment reicht bis in den Aul3enstreifen des aul3eren
Markes. Hier grenzt es an den absteigenden dinnen Teil der Henle-Schleife.
Mikroskopisch zeichnet sich der proximale Tubulus durch eine immense
VergroRerung der Zelloberflache aus. Die luminale Membran ist durch einen
Birstensaum (Mikrovilli) vergroRert und bietet damit eine Oberflache von 40-80 m2,
Diese riesige Oberflache ist Sitz vieler sekundar aktiver Transportproteine. Die
basolaterale Membran weist ebenfalls starke Einfaltungen auf. Zytosolisch befindet
sich hier eine Vielzahl von Mitochondrien in unmittelbarer Nahe zur primér aktiven
Natrium-Kalium-ATPase. Entlang des proximalen Tubulus werden bereits circa 60%
des primar filtrierten Wassers sowie Natriumchlorids resorbiert. Diese massive
Resorption erfolgt zum einen Uber transepitheliale aber auch Uber parazellulare
Transportprozesse [2, 9]. Zu den wichtigsten transepithelialen Transportprozessen
zahlen die Natrium gekoppelten Symporter der luminalen Plasmamembran. Unter
physiologischen Bedingungen sichern sie unter anderem die bis zu 99-prozentige
Resorption von Glucose (SGLT1/2), eine bis zu 70-prozentige Resorption von
Phosphat (NaPilla/b) sowie die bis zu 90-prozentige Resorption von
Hydrogencarbonat (NHE3). Die elektrogenen, sekundar aktiven Transportprozesse
fuhren im postglomeruldren Teil des proximalen Tubulus zu einer leichten
Depolarisation der luminalen Membran. Diese resultiert in einem lumennegativen
transepithelialen Potential von bis zu -2 mV, welches die parazellulare Resorption
von Chlorid lonen antreibt [10]. Neben der transzellularen Chloridresorption tUber
Anionen-Austauscher folgen Chlorid lonen so ihrem elektrochemischen Gradienten
ins Interstitium. Die parazellulare Resorption von Chlorid in Verbindung mit
geringerem Substratangebot fur elektrogene luminale Transportprozesse fihrt im
spaten proximalen Tubulus zu einem leicht lumenpositiven Potential von +2 mV. Es
stellt die elektrische Triebkraft fir die parazellulare Resorption von Kationen. Die
Resorption von lonen generiert geringe osmotische Gradienten tber das Epithel des
proximalen Tubulus. Diese osmotischen Gradienten filhren zu einer immensen

Resorption von Wasser [2, 9]. Das Wasser wird dabei transzellular Uber



Wasserporen (Aquaporin 1) oder parazellular resorbiert. Auf parazellularem Weg
kann das Wasser zusatzliche lonen mit sich ziehen und somit eine weitere
Resorption von Elektrolyten ermoglichen. Dieses Phanomen wird als ,solvent drag®
bezeichnet und steigert die Leistung der basolateral exprimierten Natrium-Kalium-

ATPase von drei Natrium lonen pro ATP auf bis zu zehn Natrium lonen pro ATP

(siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4

Schematische Darstellung des transepithelialen sowie parazellularen Transports im proximalen
Tubulus.

Natrium gekoppelte Symporter fir Glucose (SGLT), Phosphat (NaPi) und Aminosauren depolarisieren
die luminale Membran und fuhren im frihen proximalen Tubulus zu einem lumennegativen Potential,
welches Chlorid lonen Uber die parazellulare Barriere treibt. Als wesentliche Triebkraft fir die Natrium
gekoppelten Symporter dient der elektrochemische Gradient Uber die luminale Membran, welcher
durch die basolateral lokalisierte Natrium-Kalium-ATPase (SPE) generiert wird. Die Resorption von
Hydrogencarbonat erfolgt unter Mitwirkung der Carboanhydrase und Sekretion von Protonen uber
einen Natrium gekoppelten Antiporter (NHE). Im spéaten proximalen Tubulus besteht durch
Uberwiegende Chloridresorption ein lumenpositives transepitheliales Potential, welches die
wesentliche Triebkraft fur die parazellulare Resorption von Kationen darstellt.

1.3.1 Claudin Expression im proximalen Tubulus
Die Expression der Claudine im proximalen Tubulus ist altersabhangig [11]. So
konnten die Claudine 6 und 9 nur wahrend der Embryonalentwicklung nachgewiesen

werden, wahrend im Erwachsenenalter die Claudine 2, 10a, 11, 12 und 17



beschrieben sind. Im Folgenden sollen die Claudine des adulten proximalen Tubulus
anhand wissenschaftlicher Erkenntnisse in ihrer Funktion naher charakterisiert

werden.

1.3.1.1 Claudin 2
Claudin 2 bildete in Uberexpressionsstudien eine parazellulare Pore (PorengroRe:
3 - 4 A) [12] mit Permeabilitat fiir Kationen und Wasser [13-17]. Experimente an
Claudin 2 defizienten Mausen [18] konnten die in vitro gewonnenen Erkenntnisse
Uber die parazellularen Eigenschaften dieses Claudins weiter festigen. So zeigte sich
auch in vivo eine Reduktion der Kationenpermeabilitat in Claudin 2 defizienten
Mausen, welche unter Salzbelastung zu einer deutlichen Steigerung der Natrium-
und Chloridexkretion fuhrte. Zudem zeigte sich eine Hyperkalziurie, welche zu der
Hypothese fiihrte, dass Claudin 2 ebenfalls in die parazellulare Kalziumresorption

des proximalen Tubulus involviert ist.

1.3.1.2  Claudin 10a
Claudin 10a ist eine Splicevariante des Claudin 10 mit Variation des ersten Exons
[19]. Funktionell zeigte sich bei Uberexpression von Claudin 10a im Zellmodell eine
Erhdhung der Anionenpermeabilitdt [20]. Dafir scheint die basische Aminosaure
Arginin an Position 32 und 59 in der ersten extrazellularen Schleife dieses Claudins

von besonderer Bedeutung zu sein.

1.3.1.3 Claudin 11
Wissenschaftliche Erkenntnisse fur Claudin 11 bestehen im Wesentlichen flr das
zentrale Nervensystem [21] sowie fir den Hoden [22]. Die maf3gebliche Beteiligung
von Claudin 11 an der Blut-Hoden-Schranke fiihrte zu der Hypothese eines Batrriere-
bildenden Proteins.

1.3.1.4 Claudin 12
Fur Claudin 12 lassen sich aufgrund der eingeschrankten Datenlage bisher keine
definitiven renalen Funktionen ableiten. Als eines von wenigen Claudinen weist es
keine PDZ-Domane auf. Im Darm ist Claudin 12 wesentlich an der Kalziumresorption

beteiligt und wird dort wie Claudin 2 durch aktiviertes Vitamin D3 reguliert [23, 24].



1.3.1.5 Claudin 17
Claudin 17 scheint die Permeabilitat der parazellularen Barriere flr Anionen
wesentlich zu beeinflussen. Funktionell zeigte sich fur dieses Claudin eine deutliche
Ladungsselektivitdt bei nur geringer GroRRenselektivitat. Die Integration von
Claudin 17 in die Tight junction ermoglichte zellexperimentell somit die Verschiebung

von kleineren organischen Anionen uber den parazellularen Spalt [25].

1.4 Die Kalziumhomoostase
Das divalente Kation Kalzium hat flr viele Funktionen des Organismus eine
herausragende Bedeutung [2, 26]. So vermittelt es als intrazellulares Signalmolekl
unter anderem die Aggregation von Thrombozyten, die Exozytose von
prasynaptischen Vesikeln oder die Interaktion von Aktin- und Myosin-Filamenten. Im
Knochen ist es Bestandteil von Hydroxylapatit und gewahrleistet damit einen stabilen
Aufbau der extrazellularen Matrix. Ein Uberschreiten des Loslichkeitsproduktes von
Kalzium und Phosphat resultiert in einem Ausfallen von Kalziumsalzen im Gewebe.
Diese pathologische Veranderung findet sich bei Erkrankungen wie Arteriosklerose,
Nephrokalzinose oder der uramisch kalzifizierenden Arteriolopathie. Die
Aufrechterhaltung eines konstanten Kalziumspiegels ist daher fir den vitalen
Organismus von essentieller Bedeutung. Das Zusammenspiel von Knochen, Darm
und Niere gewahrleistet die Kalziumhomoostase. Wéahrend der Knochen dabei im
Wesentlichen als schneller Kalziumspeicher mit einer Kalziummenge von bis zu 1 kg
fungiert, erfolgt eine langfristige Steuerung des Kalziumspiegels Gber Sekretion und
Resorption im Darm und der Niere. Dabei sind die einzelnen Organe durch die
Hormone Calcitonin, Parathormon (PTH), Vitamin Ds (Cholecalciferol) und FGF-23
(engl.: fibroblast growth factor 23) strikt reguliert. Dieses komplexe System
gewahrleistet konstante extrazellulare Kalziumspiegel von 2,5 mM bei einer taglichen
oralen Aufnahme von etwa 1 g Kalzium und einer fraktionellen renalen
Kalziumexkretion von etwa 0,5%. Die Beteiligung des proximalen Tubulus soll
hinsichtlich der Transportmechanismen und Regulationen in folgenden Abschnitten

naher beleuchtet werden.

1.4.1 Tubulidrer Kalziumtransport
Die Resorption divalenter Kationen aus dem Primarharn ist entlang des tubuléren

Systems auf transzellularem sowie parazellularem Weg realisiert [2, 9]. Hierbei spielt



der parazellulare Weg mit etwa 90-prozentiger Resorption aller filtrierten Kalzium
lonen entlang des proximalen Tubulus sowie der TAL die bedeutendere Rolle.
Wesentliche Triebkraft fur die parazellulare Resorption divalenter Kationen im
proximalen Tubulus ist das spate lumenpositive transepitheliale Potential. 65% des
filtrierten Kalziums und 30% des filtrierten Magnesiums konnen so bereits im
proximalen Tubulus resorbiert werden. Wissenschatftliche Arbeiten tber Claudin 2
und Claudin 12 stitzen die Hypothese einer kritischen Rolle selbiger Claudine fur die
proximal tubulare Kalziumresorption. Im Mausmodell zeigte sich eine Hyperkalziurie
nach Ausschaltung des Claudin 2 Gens [18]. Zusatzlich zeigte sich in weiteren
Versuchsreihen eine Reduktion der Claudin 2 Expression mit erhéhter fraktioneller
Exkretion (FE) von Kalzium bei erhdhter oraler Aufnahme von Natriumchlorid [27]. In
Enterozyten konnte unter Stimulation mit aktivem Vitamin Dz zudem eine Steigerung
der Expression von Claudin 2 und Claudin 12 beobachtet werden [23]. Der Nachweis
von Claudin 12 mRNA in Nierengewebe [8] und PCT [11] stUtzt somit die Hypothese
einer Vitamin D3 abhangigen Expression von Claudin 12 im proximalen Tubulus.

Die weitere parazellulare Resorption divalenter Kationen erfolgt im Verlauf der TAL.
Unter Ausnutzung eines lumenpositiven transepithelialen Potentials werden weitere
60% des filtrierten Magnesiums sowie 25% des filtrierten Kalziums parazellular
resorbiert. Die Beteiligung der Claudine 10b, 16 und 19 scheint hierbei von
essentieller Bedeutung zu sein [28].

Im distalen Tubulus ist die Kalziumresorption Uber ein transzellulares
Transportsystem realisiert. Uber luminal exprimierte Kationenkanile (TRPV5)
gelangen Kalzium lonen entlang ihres elektrochemischen Gradienten in die Zelle.
Unter transienter Bindung an Calbindin erfolgt ein gerichteter Transport der Kalzium
lonen an die basolaterale Membran, wo sie Uber primar aktive Kalziumpumpen
(PMCAL1b) oder sekundar aktive Natrium-Kalzium-Antiporter (NCX1) in das renale
Interstitium Uberfihrt werden. Rein quantitativ stellt dieser Transportvorgang mit 8%

jedoch den geringsten Teil der renalen Kalziumresorption dar.

1.4.2 Regulation des renalen Kalziumtransportes
Wie Dbereits zu Beginn von 1.4 beschrieben ist es notwendig, die
Kalziumkonzentrationen in den unterschiedlichen Kompartimenten eines Organismus
konstant zu halten. Die Ausscheidung oder Retention von Kalzium lonen in der Niere

tragt wesentlich zur Aufrechterhaltung dieser konstanten Kalziumspiegel bei. Uber



10

unterschiedliche Hormone (Tabelle 1) sowie Uber die Kalziumkonzentration selbst
kann der Funktionszustand der Niere mit dem Ziel einer Kalziumhomdostase

moduliert werden.

Hormon Knochen Niere Darm
Mineralisierung | Kalziumresorption Phosphatresorption | Kalziumresorption Phosphatresorption
PTH ) D )
Calcitriol J ™ J ™ ™
FGF 23 N
Calcitonin ™ NE NE
Tabelle 1

Hormone und ihre Wirkungen auf den Kalziumhaushalt.

Die kontinuierliche Messung der Plasmakalziumkonzentration dber den
Kalziumsensitiven Rezeptor CaSR (engl.: calcium sensing receptor) ist die
Grundlage der hormonell regulierten Kalziumhomdostase. Bereits eine geringe
Reduktion der ionisierten Kalziumkonzentration fuhrt in der Nebenschilddriise zur
Ausschittung von Parathormon (PTH). Neben einer Stimulation von Osteoklasten
mit akuter Freisetzung von Kalzium und Phosphat aus dem Knochen fihrt PTH zu
einer Steigerung der renalen Exkretion von Natrium und Phosphat. Die gesteigerte
Ausscheidung von Phosphat lonen erfolgt hierbei Uber Internalisierung und
Degradation des proximal tubularen Natrium-Phosphat-Symporters NaPi [29]. Diese
gegensatzliche Regulation aus gesteigerter ossarer Kalziumfreisetzung sowie
reduzierter renaler Phosphatresorption beugt einer Uberschreitung des
gemeinsamen Loslichkeitsproduktes vor und verhindert somit effektiv die intravitale
Bildung von Kalziumphosphatkristallen. Der diuretische Effekt einer gesteigerten
PTH-Sekretion beruht vorwiegend auf einer Hemmung des proximal tubuldren
Natrium-Protonen-Austauschers (NHE3) [30]. Die verminderte Resorption von
Natrium sowie Hydrogencarbonat lonen resultiert bei eingeschrankten
Kompensationsmechanismen  distaler = Tubulussegmente folglich in  einer
gesteigerten, osmotisch vermittelten Diurese.

Ein additiver Effekt des PTH zur Steigerung der Plasmakalziumkonzentration ist die
Stimulation der proximal tubuldren 1a-Hydroxylase. Uber Hydroxylierung von
hepatisch gebildetem Calcidiol zum aktiven Vitamin D3 (Calcitriol) erfolgt eine
langerfristige Steigerung der renalen sowie enteralen Kalziumresorption. Die

Steigerung der renalen Kalziumresorption ist dabei ahnlich zum PTH vornehmlich im
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distalen Tubulus realisiert. Neben einer vermehrten Integration von TRPV5-Kanalen
in die luminale Plasmamembran steigert Calcitriol die Expression zytosolischer
Kalzium-Transportproteine (Calbindin) mit folglich gesteigerter Resorptionskapazitat.
Im Knochen fuhrt Calcitriol zu einer Aktivierung der Osteoklasten mit resultierendem
Knochenabbau [31-33]. Dieser Effekt wird jedoch in vivo durch die inhibierende
Wirkung auf die Ausschittung von PTH aus den Nebenschilddrisen aufgehoben.

Da eine Uberschie3ende Aktivierung von Vitamin D3 Uber eine gesteigerte enterale
Kalziumresorption zu multiplen Gewebeverkalkungen fuhren kann, wird bei
adaquater Remineralisierung des Knochens mit dem FGF-23 ein wichtiger Inhibitor
dieser Aktivierung gebildet [34]. Die Bindung des osteoblastaren FGF-23 an dem
Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor 1 und den Co-Rezeptor Klotho fuhrt Gber
eine intrazellulare Signalkaskade schlie3lich zu einer verminderten renalen
Hydroxylierung von Vitamin Ds. Zudem vermittelt der FGF-23 analog zum PTH eine
Steigerung der renalen Kalziumresorption bei erhéhter Ausscheidung von Phosphat.
Erhohte Serumkalziumspiegel stimulieren ergdnzend die Freisetzung von Calcitonin
aus den C-Zellen der Schilddrise. Dieses Proteohormon hemmt die Aktivitat der
Osteoklasten und fordert den osteoblastaren Einbau von Kalzium in den Knochen. Im
proximalen Tubulus fuhrt Calcitonin zudem zu einer vermehrten Internalisierung von
luminal exprimierten Natrium-Phosphat-Symportern mit folgender Steigerung der
renalen Phosphatausscheidung.

Neben der Regulation Uber den Blutweg verfugt die Niere auch Uber autoregulative
Vorgange zur Aufrechterhaltung konstanter Kalziumspiegel. Dies ist vor allem fir die
TAL beschrieben. Uber Expression des CaSR erfolgt eine kontinuierliche Messung
der interstitiellen Kalziumkonzentration. Hohe interstitielle Kalziumspiegel fihren tber
Modulation der Claudin-Komposition in den Tight junctions zu Veranderungen des
parazellularen Weges mit einer verminderten Resorption von Kalzium [35, 36].
Regulative Vorgange zur Aufrechterhaltung der Kalziumhomdoostase modifizieren

somit transzellulare sowie parazellulare Resorptionsvorgange der Niere.

1.5 Mechanismen zur Regulation der Proteinfunktion
Die im vorherigen Abschnitt beschriebenen Mechanismen zur Aufrechterhaltung der
Kalziumhomadostase resultieren stets in einer Regulation zellularer Funktionsproteine
mit dem Ziel einer Anpassung an die aktuellen Bedingungen. Auf molekularer Basis

kann die Menge sowie die Funktion eines Proteins vielfaltig reguliert werden. Im
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folgenden Abschnitt soll daher kurz auf die prinzipiellen Méglichkeiten zur Regulation
der Proteinfunktion eingegangen werden (Abbildung 5). Unter Stimulation von
Promotoren auf der DNA (engl.: desoxyribonucleic acid) werden je nach Bedarf einer
Zelle Gene transkribiert. Bereits auf Ebene der mRNA kann eine Interaktion mit
mMiRNAs (engl.: micro RNA) zu einer vermehrten Degradation der transkribierten
MRNA fahren [37]. Funktionell fihrt diese Interaktion zu einer quantitativen
Reduktion an funktionellem Protein. Nach Translation der mRNA in eine
Aminosauresequenz und Proteinfaltung kann eine weitere posttranslationale
Modifikation des Proteins erfolgen [26]. Hierzu z&hlt unter anderem die Kopplung des
Proteins mit organischen oder anorganischen Gruppen im Rahmen einer
Glykosylierung, Ubiquitinilierung oder Phosphorylierung. Diese Reaktionen sind in
vielen Zellen Uber rezeptorvermittelte Signalkaskaden gesteuert. Unabhangig von
der Genexpression kann so eine weitere Aktivierung, Inaktivierung oder Degradation
von Zielproteinen erfolgen. Als weiterer wichtiger Regulationsmechanismus der
Proteinfunktion gilt das Membran-Trafficking [38] (engl.: Handel, im Sinne von
Transport zwischen einzelnen Zellkompartimenten). Dabei kdnnen Membranproteine
in kleinen intrazellularen Vesikeln nahe der Plasmamembran gespeichert werden,

welche nur unter bestimmten Bedingungen mit der Plasmamembran fusionieren.

Abbildung 5

Schematische Darstellung von Regulationsmdglichkeiten der Proteinfunktion.

Die Transkription erfolgt unter Stimulation spezifischer Promotoren (1). Die entstehende mRNA kann
durch alternatives Splicing modifiziert oder durch Bindung an miRNAs abgebaut werden. Nach der
Translation (2) gelangt das Protein an seinen Bestimmungsort (3) und kann dort weiter modifiziert
werden (4). Eine Minderung der Proteinfunktion ist ebenfalls Uber Internalisierung (5) von
Membranproteinen moglich. Dabei gelangen Proteine in submembranéare Vesikel und werden nur bei
Bedarf in die Membran integriert. Zudem kann die Proteinmenge Uber den Abbau von Proteinen (6) im
Proteasom oder Lysosom reguliert werden.
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1.6 Bestehende Zelllinien des proximalen Tubulus
Als Modell far den proximalen Tubulus stehen verschiedene kommerzielle
immortalisierte oder primare Zelllinien zur Verfigung. Die immortalisierten Zelllinien
stammen aus unterschiedlichen Organismen und wurden haufig fur Toxizitatsstudien
herangezogen. Verwendung fanden vor allem die Zelllinien LLC-PK1 (ATCC® CL-
101™) aus dem Schwein, OK (ATCC® CRL-1840™) aus dem Opossum und NRK-
52E (ATCC® CRL-1571™) aus der Ratte. Die parazellularen Eigenschaften dieser
Zelllinien waren a&ul3erst heterogen [39]. Neben einer starken Variation des
transepithelialen Widerstandes wurde in keiner dieser immortalisierten Zelllinien eine
stabile Integration von Claudin 2 in die Plasmamembran beobachtet. Zusatzlich zu
immortalisierten Zelllinien wurden priméare Zellkulturen des proximalen Tubulus fur
einige Versuchsreihen etabliert. Diese Primarzellen wurden zumeist tber Filtration,
Dichtegradienten-Zentrifugation [40-43], Durchflusszytometrie / FACS (engl.:
fuorescence activated cell sorting) [44] oder mechanische Isolation [45-47] aus
unterschiedlichen Organismen generiert. Die Pr&aparationsmethoden haben dabei
stets einen Kompromiss hinsichtlich der Ausgangsmenge an Zellmaterial und der

Spezifitat der isolierten Zellen dargestellt.

1.7 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit wurde der proximale Tubulus zunéchst hinsichtlich seiner
parazellularen Eigenschaften charakterisiert. AnschlieRend wurde der Einfluss von
Storfaktoren der Kalziumhomoéostase auf die parazellularen Eigenschaften des
proximalen Tubulus untersucht.

Die Hypothese war das Vorliegen einer Anderung der funktionellen Claudin
Expression im Dienste der Kalziumhomdoostase. Hierzu wurden Versuche an nativen
proximalen Tubuli und kultivierten Priméarzellen des proximalen Tubulus

durchgefuhrt:

Nativer proximaler Tubulus:

1. Bestimmung der grundlegenden parazellularen Eigenschaften des nativen
proximalen Tubulus im Verlauf seiner Segmente S1 bis S3
2. Bestimmung der Claudin Expression des proximalen Tubulus nach

unterschiedlicher diatetischer Kalziumzufuhr
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Kultivierte Primarzellen des proximalen Tubulus:

1. Bestimmung der parazellularen Eigenschaften sowie der Claudin Expression
eines epithelialen Verbandes kultivierter Primarzellen des proximalen Tubulus
2. Bestimmung der parazellularen Eigenschaften eines epithelialen Verbandes
kultivierter Primarzellen des proximalen Tubulus unter dem Einfluss einer

erhohten Kalziumkonzentration
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien
Die Chemikalien wurden in der reinsten Form bei den Firmen Sigma Aldrich
(St. Louis, US), Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D) und Merck und Co, Ink. (Whitehouse
station, US) bezogen. Alle weiteren Materialien werden separat mit jeweiligem

Hersteller und Produktnamen aufgefihrt.

2.1.2 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten C57BL/6J Mause (Charles River, Sulzfeld, D). Aufgrund
besserer mechanischer Dissezierbarkeit wurden fir die Tubulusperfusion lediglich
Mause mit einem maximalen Lebensalter von 8 Wochen eingesetzt.
Um den Einfluss des oralen Angebots von Kalzium und Phosphat auf die Claudin
Expression und den parazellularen Weg zu untersuchen, bekamen die Tiere fur eine
Woche Spezialfutter mit definierter Zusammensetzung fir Kalzium und Phosphat
(Tabelle 2).

Diat Kalzium-Gehalt Phosphat-Gehalt
Kontrolle 0,9% 0,6%
Niedrig Kalzium <0,06% 0,6%
Hoch Kalzium 5,0% 0,6%
Hoch Phosphat 0,9% 2,0%

Tabelle 2
Zusammensetzung des Spezialfutters (Anteil am Trockengewicht).
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2.1.3 Losungen und Reagenzien

2.1.3.1 Prdparation von Tubulussegmenten

#98b Basis-Lésung
Substanz Konzentration
mM
NacCl 140
KH,PO, 0,4
K,HPO, 1,6
MgSO, 1
Na-Acetat 10
a-Ketoglutarat 1
Ca-Gluconat 1,3
in H,O

pH Einstellung auf 7,4 mittels NaOH / HCI

Inkubations-Lésung

Substanz Konzentration

mg/100m|
Deferoxamin 6,6
DNAse | 2,5
Glycin 37,5
Trypsin-Inhibitor 4,8
in #98b

Aufreinigung durch Sterilfiltration

Sortier-Losung

Substanz Konzentration
mg/100m|/
Albumin 25

in Inkubations-Losung
Aufreinigung durch Sterilfiltration

2.1.3.2  Fluoreszenz-Immunhistochemie
PBS (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK), Standardpuffer (engl.:

phosphate buffered sialine)
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PBS-T

Substanz Konzentration

Triton 0,3% w/v
in PBS

10mM Citrat-Puffer

Substanz Konzentration
mM
Zitronensaure-Monohydrat 10
in H,0
pH: 6,0

e Fixiermedium Mowiol/Dabco (Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe, D)
e DNA-Fluoreszenzfarbstoff DAPI (Carl Roth GmbH + Co0.KG, Karlsruhe, D)

2.1.3.3 Semiquantitative RT-PCR

e RNeasy Micro Kit (Qiagen, Hilden, D)

¢ QuantiTect Reverse Transkription Kit (Qiagen, Hilden, D)

¢ QuantiFast SYBR Green Kit (Qiagen, Hilden, D)

e Agarose (Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe, D)

e TBE-Puffer (Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe, D)

e SYBR Safe (Life Technologies, Carlsbad, US)

e 6X DNA Loading Dye (Thermo Scientific, Waltham, US)

e Gene Ruler Low Range DNA Ladder (Thermo Scientific, Waltham, US)
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Western Blot
5x Laemmli-Puffer
Substanz Konzentration

Tris/HCI 312,5mM

SDS 10% w/v
Bromphenolblau 0,004% w/v

Glycerol 40% v/v

Dithiothreitol 520 mM

in H,0

30min durchmischen, 10min auf 55°C erwarmen

TBS-T
Substanz Konzentration
Tris/HCI 76,87 mM
NaCl 150 mM
Tween 0,05% v/v

in H,O
pH Einstellung auf 7,6 mit NaOH / HCI

10x Elektroden-Puffer

Substanz Konzentration
Glycin 1,92 M
Tris 250 mM
SDS 1% v/v
in H,O

keine Einstellung des pH

Tank-Blot-Puffer

Substanz Konzentration
Glycin 192 mM
Tris 20mM
Methanol 20% v/v
in H,O

pH: 8,3
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4x Sammelgel-Puffer

Substanz Konzentration
Tris/HCI 0,5M
SDS 0,4% w/v
in H,0
pH: 6,8

4x Trenngel-Puffer

Substanz Konzentration
Tris/HCI 1,5M
SDS 0,4% w/v
in H,O
pH: 8,8

6,5% Sammelgele

Substanz Volumen
ul
H,0 5770
4x Sammelgel-Puffer 2500
40% Acrylamid 1630
10% APS 75
TEMED 30
10% Trenngele
Substanz Volumen
ul
H,0 9790
4x Trenngel-Puffer 5000
40% Acrylamid 5000
10% APS 150

TEMED 60
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Ponceau-Rot

Substanz Konzentration
Ponceau S 9mM
Essigsaure 1% v/v

in H,0

keine Einstellung des pH

Amersham ECL Select Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare,

Chalfont St. Gilles, UK)

2.1.3.5 Tubulusperfusion

#2 Kontroll-Losung
Substanz Konzentration
mM
NaCl 145
KH,PO, 0,4
K,HPO, 16
Glucose 5
MgCl, 1
Ca-Gluconat 1,3
in H,O
pH Einstellung auf 7,4 mittels NaOH / HCI
#2a Minimal-Losung
Substanz Konzentration
mM
NaCl 145
KH,PO, 0,4
K,HPO, 1,6
Mannitol 5
MgCl, 1
Ca-Gluconat 1,3
in H,0

pH Einstellung auf 7,4 mittels NaOH / HCI
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#61 Niedrig Natriumchlorid-Losung
Substanz Konzentration
mM
NaCl 30
KH,PO, 0,4
K,HPO, 1,6
Glucose 5
MgCl, 1
Ca-Gluconat 1,3
Mannitol 230
in H,0

pH Einstellung auf 7,4 mittels NaOH / HCI

#170 Hoch Calciumchlorid-Lésung
Substanz Konzentration
mM
KCl 3,6
Glucose 5
cacl, 72,5
HEPES 3
Mannitol 75
in H,0

pH Einstellung auf 7,4 mittels KOH / HCI

#168 Hoch Magnesiumchlorid-L6sung
Substanz Konzentration
mM
KCl 3,6
Glucose 5
MgCl, 72,5
HEPES 3
Ca-Gluconat 1,3
Mannitol 71
in H,0

pH Einstellung auf 7,4 mittels KOH / HCI
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2.1.3.6 Zellkultur

#97 UK mpPTEC-L6sung
Substanz Konzentration
mM
NacCl 112
KH,PO, 0,4
K,HPO, 1,6
MgCl, 1
Na-Acetat 10
Glycin 2
CaCl, 1,3
NaHCO, 24
Glucose 10
in H,O

pH Einstellung auf 7,4 mittels NaOH / HCI

#97a UK glucosefreie mpPTEC-L6sung
Substanz Konzentration
mM
NaCl 112
KH,PO, 0,4
K,HPO, 1,6
MgCl, 1
Na-Acetat 10
Glycin 2
CaCl, 1,3
NaHCO; 24
in H,0O

pH Einstellung auf 7,4 mittels NaOH / HCI
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2.2 Methoden

2.2.1 Praparation von Tubulussegmenten
Nach Inhalationsanasthesie der Maus mit 5% Isofluran (Abbott GmbH,
Wiesbaden, D) in der Atemluft wurde eine beidseitig erweiterte mediane Laparotomie
mit fakultativer Punktion der Blase zur Gewinnung von Spontanurin durchgefthrt. Die
untere Hohlvene wurde zur Gewinnung einer Blutprobe und Er6ffnung des vendsen
Schenkels anschliel3end mit einer 1 ml Spritze und 22 G 1 % Zoll Kanile punktiert.
Die abdominale Aorta wurde in stumpfer Technik mit zwei Pinzetten prépariert und
suprailiakal mit einer Gefal3klemme versehen. Die infrarenale Aorta wurde mit Hilfe
einer Federschere senkrecht zum Gefal3verlauf eingeschnitten und oberhalb der
Inzisionsstelle durch ein Wattestabchen komprimiert. Eine 1 ml Spritze wurde mit
Enzymlésung (Collagenase 1l 1 mg/ml in Inkubations-Losung) befillt und in einer
Spritzenheizung auf 37° C erwarmt. Die Spritze wurde Uber einen Adapter mit einem
zuvor praparierten Perfusionskatheter verbunden. Mit diesem Polyethylenschlauch
(Durchmesser circa 0,1 mm) wurde die infrarenale Aorta kanuliert und eine
retrograde Perfusion der Nieren durchgefiihrt. Das deutlich sichtbare Abblassen des
Nierengewebes diente der optischen Kontrolle des Perfusionserfolges. Nach dem
Entfernen des Perfusionskatheters erfolgte umgehend die bilaterale Nephrektomie
und finale mediane Thorakotomie. Die Nierenkapsel wurde mit Hilfe von zwei
Pinzetten entfernt. Das dekapsulierte Nierengewebe wurde mit einer Skalpell-Klinge
in feine, transversale Schnitte (kleiner als 0,5 mm) zerteilt. Die Nierenpole wurden
verworfen und das gewonnene Material weiter enzymatisch verdaut. Zu diesem
Zweck erfolgte eine 10-minutige Inkubation in einem Thermomixer (Compact,
Eppendorf, Hamburg, D) bei 37° C und 850 Schittelbewegungen pro Minute. Nach
Ablauf des Zeitintervalls wurde 1 ml des tubulusreichen Uberstandes in ein 2 ml
Reaktionsgefal3 Uberfiihrt, welches 1 ml eisgekihlte Sortier-Losung enthielt. Der
mechanisch unterstitze enzymatische Verdau des Nierengewebes im Thermomixer
wurde nach Zugabe von 1 ml Inkubationslésung flr drei weitere finf mindtige Zyklen
fortgefuihrt. Die Uberstande wurden dabei stets in neue 1 ml Sortier-Losung fassende

ReaktionsgefalRe Uberfiihrt und auf Eis gelagert.

2.2.1.1 Material fiir die Zellkultur
Fur die Praparation der Zellkultur wurden Transwell Filtereinsdtze mit 0,33 cm?

groRer, 10 um dicker Polyestermembran und einer Porendichte von 4 x 106
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Poren/cm?2 bei einer Porengrd3e von 0,4 um verwendet (Corning Incorporated,
Lowell, US). Die Transwell Filtereinsatze wurden mindestens vier Stunden vor
Versuchsbeginn in 24-Loch-Platten eingesetzt, mit Zellkulturmedium versehen und in
einem Inkubator (B5060 EK COZ2, Heraeus, Hanau, D) bei 8% CO2 und 37° C
aquilibriert. Analog zu 2.2.1 wurden Tubulussegmente prapariert. Nach kurzem
Absinken der heterogenen Tubulussegmente in der gekihlten Sortier-Lésung wurde
der segmentarme Uberstand verworfen. Das restliche Volumen des 2 ml
ReaktionsgefaRes wurde mit einer Pipette resuspendiert. Die Identifikation
proximaler Tubulussegmente (Abbildung 6) erfolgte nach histomorphologischen
Kriterien unter einem Stereomikroskop (MZ16, Leica, Wetzlar, D). Die Isolation der
gewlnschten Tubulussegmente erfolgte unter Verwendung zweier geschliffener

Pinzetten sowie kontinuierlicher Kiihlung des Objekttisches auf 4° C.

Abbildung 6
Mikroskopisches Bild isolierter proximaler Tubuli.
Der Mal3stabsbalken entspricht 200 pm.

Um eine optimale Zellvitalitdt fur die anschlieBende Kultivierung sicherzustellen,
wurde die Zeit vom Tod des Versuchstieres bis einschlie3lich Tubulusfragment-
Isolation auf zwei Stunden limitiert. Die proximalen Tubuli wurden zum weiteren
Verdau mittels einer Transferpipette in ein Enzymgemisch dberfuhrt. Dieses
Enzymgemisch bestand aus Collagenase Il (2,2 mg/ml) und Hyaluronidase (2 mg/ml,
Serva, Heidelberg, D) in vorgewarmter Inkubations-Losung. FiUr den Verdau zu
kirzeren proximalen Tubulusfragmenten wurden die Tubuli 30 Minuten lang bei 850
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Schittelbewegungen pro Minute und 37° C in Enzymlosung inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit 37° C warmer Sortier-Losung und flunf minutiger
Zentrifugation bei 26,5 x g wurden die Fragmente in 200 pl Zellkulturmedium
resuspendiert und gleichméafRig (je 50 pl) in die luminalen Kompartimente von vier
Transwell Filtereinsatzen aufgeteilt. Nach Desintegration der einzelnen
Tubulusfragmente zu Einzelzellen und Auswachsen auf dem Filtereinsatz wurden die
proximalen Tubuluszellen als mpPTEC (engl.: murine primary proximal tubule
epithelial cells) bezeichnet. Fir jeden Versuchsansatz wurde jeweils ein zellfreier
Transwell Filtereinsatz als Leerwertprobe fur die elektrophysiologischen Messungen
mitgefuhrt.

In einigen Versuchsreihen hatte die Primarzellkultur die Besonderheit, dass neben
den eigentlichen Tubulusepithelzellen auf der Filtermembran auch ,basolaterale”
Zellen im Kulturansatz anwesend sein sollten. Diese basolaterale Mischkultur wurde
aus dem ersten tubulusreichen Uberstand des mechanisch-enzymatischen Verdaus
der Mausnieren generiert. Der tubulusreiche Uberstand wurde hierzu in Sortier-
Losung Uberfuhrt und nach kurzem Absinken des Zellmaterials dreimalig mit Sortier-
Lésung gewaschen. Die gewaschene Tubulussuspension wurde durch ein Gitternetz
mit 64 um Porengrof3e filtriert und anschlieend bei 26,5 x g fur funf Minuten
zentrifugiert. Das Zellmaterial wurde dann in Kulturmedium resuspendiert und in die

basolateralen Kompartimente der 24-Loch-Platte ausgesat.

2.2.1.2 Material fiir die semiquantitative RT-PCR
Als Ausgangsmaterial fur die semiquantitative Analyse der Claudin Expression
dienten analog zu 2.2.1.1 isolierte proximale Tubuli von C57BL/6J Mausen (2.1.2)
sowie mpPTEC. Die nativen proximalen Tubulussegmente wurden nach der Isolation
mit einer Transferpipette in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR tberfuhrt, in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80° C bis zur RNA-Extraktion gelagert. Die
mpPTEC wurden Uber sieben Tage zu einer konfluierenden, einlagigen Zellschicht
auf den 0,33 cm? groBen Transwell Filtereinsatzen (Corning/Sigma Aldrich,
St. Louis, US) kultiviert. Die Filtereinsatze wurden vom Medium befreit und mit je 1 ml
PBS gewaschen. Die Ablosung der Zellen vom bewachsenen Filter erfolgte durch
eine 30-mindtige Inkubation mit 100 pl Accutase (Sigma Aldrich, St. Louis, US) bei
37° C. Die freien Zellen wurden durch 10-mindtige Zentrifugation bei 106,2 x g und

37° C separiert. Der zellfreie Uberstand wurde verworfen. Nach einmaligem
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Waschen der Zellen mit 1 ml PBS wurden die Zellen in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bis zur RNA-Extraktion bei -80° C gelagert.

2.2.1.3  Material fiir den Western Blot
Als Ausgangsmaterial fur die semiquantitative Analyse der Claudin 2 Expression auf
Proteinebene wurden analog zu 2.2.1.1 isolierte proximale Tubuli eingesetzt. Diese
Tubuli wurden aus Mausen mit unterschiedlicher oraler Kalzium- und Phosphatzufuhr
isoliert (siehe 2.1.2). Sie wurden umgehend mit Laemmli-Puffer versetzt und
bei -80° C gelagert. Am Tag der weiteren Verwendung wurden die Proben fur funf

Minuten bei 95° C in einem Thermomixer hitzedenaturiert.

2.2.1.4 Material fiir die Tubulusperfusion
Fur die Tubulusperfusion wurden isolierte proximale Tubuli von C57BL/6J Mausen
verwendet. Die Tubulussegmente wurden in modifizierter Technik analog zu 2.2.1
prapariert. Modifizierend enthielten alle Losungen 100 pM Deferoxamin, um Eisen-
bedingte Schaden durch Kontamination mit Mausblut zu vermeiden. Die Praparation
der abdominalen Aorta wurde um eine subdiaphragmale Freilegung und
Unterbindung durch eine Gefal3klemme erweitert. Die auf 37° C vorgewarmte
Enzymldsung enthielt lediglich 0,5 mg/ml Collagenase Il (in Inkubations-Losung).
Nach Inzision und Kanulierung der infrarenalen Aorta wurde die untere Hohlvene
erdffnet und die Nieren unter leichtem Druck mit der Enzymlésung perfundiert. Die
bilaterale Nephrektomie wurde schnellstmdéglich durchgefihrt und die Nieren zum
Transport in Inkubations-Lésung gelagert. Fur die weitere Préparation wurden die
Nieren dekapsuliert, in 0,5 mm dicke Scheiben geschnitten und in Sortier-Losung
gelagert. Die mechanische Dissektion der einzelnen proximalen Tubulussegmente
aus den Nierenschnitten erfolgte mittels zweier geschliffener Pinzetten unter einem
Stereomikroskop (MZ16, Leica, Wetzlar, D). Eine Kategorisierung der proximalen
Segmentabschnitte erfolgte nach histomorphologischen Kriterien in  PCT
(engl.: proximal convoluted tubule), S2 und S3. Die Praparation der einzelnen
Segmentabschnitte erfolgte dabei fur PCT und S2 Segmente aus der Nierenrinde

und fir S3 Segmente aus der Grenzregion zwischen Nierenrinde und Nierenmark.

2.2.2 Zellkultur
Die Kultivierung der mpPTEC erfolgte in einem B5060 EK-COZ2 Inkubator (Heraeus,
Hanau, D) bei 37° C, gesattigter Luftfeuchtigkeit und 8% CO2. Das Kulturmedium
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(GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK) setzte sich wie in Tabelle 3 angegeben

Zusammen.
. DMEM
Basis:
Glucose 5,55 mM
Fetales Kalberserum 10%
Penicillin 100 U/ml
Strept i 100 [
Zusatze: P om.ycm hg/m
L-Glutamin 2mM
ITS X100 1%
Hydrokortison 50 nM
Tabelle 3

Zusammensetzung des mpPTEC-Kulturmediums mit Hydrokortison (Rotexmedica, Trittau, D).

Der Wechsel des Kulturmediums erfolgte alle 48 Stunden unter einer Sterilbank
(HERASAFE, Heraeus, Hanau, D). Luminal wurden 150 pl und basolateral 600 pl
Kulturmedium appliziert um eine optimale Versorgung mit metabolischen Substraten

zu gewabhrleisten und die Oxygenierung nicht zu beeintrachtigen.

2.2.2.1 Messung des transepithelialen Widerstands unter Kulturbedingungen
Der transepitheliale Widerstand wurde unter Kulturbedingungen bestimmt (EVOM2,
WPI, Sarasota, US), da diese Widerstandsmessung Ruckschlisse auf das
konfluente Wachstum einer Zellkultur erlaubt. Mittels spezieller Kammern (EndOhm,
WPI, Sarasota, US) war es moglich, die mit Medium bedeckten Zellen auf ihren
Filtern zu messen. Dazu wurde Uber Elektroden im luminalen- und basolateralen
Kompartiment des Filters ein Wechselstrom appliziert und die resultierende
Spannungsauslenkung erfasst. Fir den Kontakt von luminaler Elektrode und Medium
war hierzu ein minimales luminales Volumen von 150 pl erforderlich. Uber
Applikation des Ohmschen Gesetzes wurde im Gerat der Widerstand berechnet. Die
Werte wurden um den Leerwert korrigiert und nach Multiplikation mit der potenziellen
Wachstumsflache von 0,33 cm? dokumentiert. EVOM-Messungen wurden zur
Dokumentation des Zellwachstums ab dem vierten Tag nach jedem Wechsel des
Kulturmediums durchgefihrt. Filter die keinen minimalen Widerstand von 10 Qcm?2
nach einwoéchiger Kultivierung erreichten, wurden von folgenden Experimenten

ausgeschlossen.
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2.2.3 Elektrophysiologie
Die Elektrophysiologie ermdglicht die Untersuchung polarer, einschichtiger Epithelien
mit Bestimmung von transepithelialen Potentialen (Vi), transepithelialen
Widerstanden (Ree) und den daraus resultierenden aquivalenten
Kurzschlussstromen (Isc). Zur Bestimmung der parazellularen Eigenschaften eines
Epithels werden, unter Ausschaltung des transepithelialen Transportes, in ihrer
lonenzusammensetzung asymmetrische Losungen im luminalen und basolateralen
Kompartiment eingesetzt. Die resultierenden Gleichgewichtspotentiale werden als
Diffusionspotentiale (Vep) bezeichnet. Sie entstehen durch die unterschiedliche
Permeabilitdt der Tight junctions fir lonen. Unter Verwendung der Vep kdnnen
anschlieBend die Permeabilitdten fur unterschiedliche lonen berechnet werden. Sie

geben entscheidende Hinweise auf die Selektivitat der parazellularen Barriere.
2.2.3.1 Tubulusperfusion

2.2.3.1.1 Das Perfusions-System
Die Tubulusperfusion ist die Basis der elektrophysiologischen Analyse nativer Tubuli.
Grundlage dieser Untersuchungstechnik ist ein System konzentrischer Pipetten
(Abbildung 7) [48].
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Abbildung 7

Schematische Darstellung des Pipettensystems zur Tubulusperfusion.

1. Sylgard-Pipette 2. Konstriktions-Pipette 3. Doppellaufige Perfusions-Pipette 4. Flissigkeits-
Austausch-Pipette 5. Tubulus 6. Sylgard-Ol
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Das System ist in ein elektrisch abgeschirmtes Mikroskop (Axiovert 10, Zeiss,
Jena, D) mit digitalem Kamerasystem (RT SE, SPOT, Sterling Heights, US) integriert
und motorisiert steuerbar. In einer grof3en, in Langsrichtung steuerbaren Sylgard-
Pipette befindet sich die Konstriktions-Pipette. Uber ein angeschlossenes
Schlauchsystem ist es moglich an dieser Pipette einen Unter- oder Uberdruck zu
erzeugen. Das zu perfundierende Tubulussegment wird an der Engstelle (der
sogenannten Konstriktion) fixiert und gehalten. Fir proximale Tubuli lag der
Innendurchmesser dieser Konstriktions-Pipette bei circa 26 - 28 um. Die weiter innen
liegende Perfusions-Pipette ist doppellaufig angelegt und Uber einen Elektromotor in
der Langsachse beweglich. So ist es moglich das Lumen eines mit der Konstriktions-
Pipette fixierten Tubulus zu perfundieren. Ein Lauf der Perfusions-Pipette stand Uber
eine Agarbriicke (2,5% in 1 M KCI) und 1 M KCI-Ldsung in Verbindung mit einem
Differenzverstarker (messende Spannungselektrode). Zusatzlich beherbergte der
erste Lauf der Perfusions-Pipette die Flussigkeits-Austausch-Pipette (engl.: Fluid-
exchange). Der zweite Lauf der Perfusions-Pipette diente der Aufnahme eines Zu-
und Abflusses sowie einer Silberelektrode zur Applikation eines Stromimpulses. Uber
die Flussigkeits-Austausch-Pipette wurde in der Regel die luminale Perfusionslésung
appliziert. Zur Fixierung des hinteren Schenkels eines isolierten Tubulus wurde auf
der gegenuberliegenden Seite des Perfusionssystems eine Halte-Pipette angebracht,
an welcher analog zur Konstriktions-Pipette Unter- oder Uberdruck angelegt werden
konnte. Um konstante Bedingungen fir die Messungen und eine optimale Vitalitat
des Tubulus zu gewahrleisten, wurden die Experimente in einem temperierten Bad
(37° C) mit kontinuierlichem Losungswechsel (circa 9 ml/min) durchgefuhrt. Die
konstante Badtemperatur von 37° C wurde neben einer Badheizung uber ein
beheiztes Doppelschlauch-System realisiert. Fur die elektrischen Messungen stand
eine zweite Spannungselektrode (Referenzelektrode) liber eine Agarbriicke (2,5% in
1 M KCI) und 1 M KCI-L6ésung in Kontakt mit der Bad-L6sung. Das erfasste Signal
wurde durch einen Differenzverstarker (Werkstatt Physiologisches Institut der CAU
Kiel, Kiel, D) amplifiziert und tber einen Daten-Schreiber (BD41, Kipp and Zonen,
Delft, NL) ausgegeben.

2.2.3.1.2 Versuchsdurchfiihrung
Die entsprechend 2.2.1.4 isolierten proximalen Tubulussegmente wurden mit einer

Transferpipette in das beheizte Bad uberfuhrt. Das zu perfundierende Ende des
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Tubulussegmentes wurde tber Unterdruck in der Konstriktions-Pipette fixiert. Unter
kontinuierlichem Fluss Uber die Flissigkeits-Austausch-Pipette wurde der Tubulus
anschlieBend mit der Perfusions-Pipette perfundiert. Zur Erdffnung des
Tubuluslumens wurde mittels Druckgeber (Werkstatt Physiologisches Intitut der CAU
Kiel, Kiel, D) ein konstanter Druck von ca. 20 - 60 cm H20 appliziert. Bereits zu
Beginn der Messung wurde mit asymmetrischen, isoosmotischen L&sungen
gearbeitet. Die luminale LOsung #2a (Minimal-Losung) war so zusammengesetzt,
dass keine Substrate fur sekundar aktive Transportprozesse wie Hydrogencarbonat,
Glucose oder Aminosauren zur Verfugung standen. Die Badlosung #2 (Kontroll-
Lésung) hingegen beinhaltete 5 mM Glucose. Hinsichtlich der weiteren ionalen
Zusammensetzung waren beide Losungen identisch. Vie sowie die Anderung des
Potentials unter Applikation eines 13 nA Pulses (AVi) wurden ab erfolgreicher
Perfusion des Tubulus kontinuierlich auf Schreiberpapier aufgezeichnet
(Abbildung 8). Fur die Bestimmung des AVie wurde dazu der abgelesene Gesamt-

AVie um den Leerwiderstand (Leer-AVie) des Systems korrigiert.
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Abbildung 8
Exemplarische Darstellung der Bestimmung von Vi und AVee aus den Perfusionsdaten.
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AVie = Gesamt-AVie — Leer-AVie

Unter der Annahme, dass sich der Tubulus im Perfusionssystem wie ein elektrisches
Kabel verhalt, wurde der transepitheliale Widerstand unter Einsatz der Kabel-
Gleichung berechnet [49]:

R = 2 lSAVtet hL
te = p To an 1
Hierbei sind der spezifische Widerstand des Perfusates mit p und die L&nge des
Tubulus mit L angegeben. Die Langenkonstante A wurde mit folgender Formel

berechnet:

_ AVienr? . L>2
— Iop i A

Zur Bestimmung des Innenradius (in dieser Formel mit r angegeben) wurden nach
jedem Ldsungwechsel Bilder des perfundierten Tubulussegmentes angefertigt und
mittels Image J ausgemessen. Die mikrovillose Oberflache des proximalen Tubulus
wurde aufgrund ihrer durchlassigen Struktur nicht als fixe Einengung des Tubulus
betrachtet und bei dieser Messung vernachlassigt. Aus den beiden GrofRen Vi und
Ree liel3 sich unter Anwendung des Ohmschen-Gesetzes der entsprechende
Kurzschlussstrom berechnen, welcher die Summe aller lonenbewegungen tber das
Epithel abbildet:

Isc = Vte/Rte [LlA/CmZ]

Im Verlauf des Experimentes wurde die initiale Badlosung #2 durch die
Experimentallosungen #61, #168 und #170 ersetzt. Durch die angelegten
Diffusionsgradienten zwischen luminaler und basolateraler Lésung wurden so
Diffusionspotentiale (Vep) generiert. Sie sind von der Mobilitat der einzelnen lonen
sowie der Permeabilitat des parazellularen Weges abhangig. Die standardisierte
Bestimmung des eingestellten Gleichgewichtspotentials erfolgte 50 Sekunden nach
Applikation der Experimentalldsungen (Abbildung 9).
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Abbildung 9
Exemplarische Darstellung der Bestimmung von Diffusionspotentialen im Rahmen der

Tubulusperfusion.

2.2.3.1.3 Auswertung
Zwischen den Agarbriicken mit 1 M KCI-Lésung und den jeweiligen luminalen sowie
basolateralen Experimentalldosungen kam es zur Ausbildung von Potentialen an den
Flissigkeitsgrenzflachen (engl.: liquid junction potential, Vi). Besonders unter
asymmetrischen Messbedingungen filhrte dies zu einer systematischen
Verschiebung der erhobenen Messwerte (Vep) [50]. Alle erhobenen Vep wurden
daher um das entsprechende Vj korrigiert. Die korrigierten Diffusionspotentiale
dienten anschlieRend zur Kalkulation der relativen Permeabilitaten [49]. Hierzu diente

die Goldmann-Gleichung fur ein Gleichgewichtspotential Em:

o RT Pna X [Na+]a + Px X [K+]a + Pa X [Cl']l
m =—In

F Pna X [Na*]i + Pk X [K*]i + Pa X [Cl]a
Em... Membranpotential R... Allgemeine Gaskonstante (8,314 JK-mol?)
T... Absolute Temperatur in K F... Faraday-Konstante (9,65 x 10* Asmol?)
P... Permeabilitat des jeweiligen lons ees Innen

a... Aullen
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Unter der Annahme, dass sich in den Losungen #2, #2a und #61 lediglich Natrium
und Chlorid lonen befinden, kann die Goldmann-Gleichung umgeformt und die
relative Permeabilitat fir Natrium Gber Chlorid mit folgender Formel berechnet

werden:

Pna  [Cl] — e"[Cl]bl . FEm
Pa  eY[Na*]u + [Na*]o ¢ = RT

Fur die Berechnung der relativen Leitfahigkeiten von Kalzium und Magnesium
wurden die Diffusionspotentiale der Losungen #168, #170 gegenlber #2 bestimmt
(bilonische  Diffusionspotentiale). Hierzu wurden die fur Vi Kkorrigierten
Diffusionspotentiale in folgende Gleichung [51] eingesetzt:

Pe () (" + DO — e[CIJw) — (" + 1)(e*[Na*]u — [Na*])

PNa 4(e?u[Ca%* | — [Ca?*]bl)

Die Berechnung der absoluten Permeabilitdten erfolgte anhand einer Umwandlung
der Kimizuka-Koketsu [52] Gleichung:

RT 1
Pna = Gr—

e J (INa*]i+ p2 [T (INa*T + s [e1-T:)

RT 1
PNa = Grﬁ

[NaCl]ctrl (1 + g—i)

2.2.3.2 Ussing-Kammer Messungen an mpPTEC

2.2.3.2.1 Die Ussing-Kammer
Die elektrophysiologischen Messungen der mpPTEC wurden in der modifizierten
Ussing-Kammer von Willy van Driessche durchgefihrt (EP Devices, Bertem, BEL).
Dieses System (Abbildung 10) ermoglicht eine getrennte Perfusion von luminalem
und basolateralem Kompartiment durch passgenaue Fixierung bewachsener

Transwell Filtereinsatze.
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Abbildung 10
Originalbild und schematische Darstellung der modifizierten Ussing-Kammer nach Willy van
Driessche.

Der Zufluss zur modifizierten Ussing-Kammer erfolgte Uber eine Rollerpumpe
(ISM849, Ismatec, Wertheim, D) mit 6,8 ml/min. Eine konstante Temperatur von
37° C wurde Uber ein Heizsystem (2x SH-27B, 1x TC334B, Warner Instrument
Corporation, Hamden, US) realisiert. Vie wurde direkt Gber luminal und basolateral
positionierte  Spannungselektroden aus chloriertem Silberdraht mit Agarbriicken
(2,5% Agar in 1 M KCI) erfasst. Als Referenzelektrode wurde die basolaterale
Spannungselektrode festgelegt. Der Abstand der Spannungselektroden von der zu
messenden einlagigen Zellschicht wurde dabei moglichst klein gehalten. Uber zwei
weitere chlorierte Silberelektroden (Stromelektroden) wurden im Intervall von sieben
Sekunden fiir zwei Sekunden lumennegative Strompulse (linject) appliziert und die
resultierende Spannungsauslenkung (AV) erfasst. Alle Elektroden wurden mit einem
Pulsgenerator/Differenzverstarker (UPG3, AD Elektronik, Buchenbach, D)
angesteuert. Die graphische Ausgabe der Daten erfolgte Uber einen Datenschreiber
(BD11E, Kipp and Zonen, Delft, NL) mit einer Verstarkung von 100 mV/mV.

2.2.3.2.2 Versuchsdurchfiihrung
Die Ussing-Kammer Versuche wurden an sieben Tage kultivierten mpPTEC
durchgeftihrt. Die Evaluation des elektrogenen Glucose-Transportes erfolgte mit den
Losungen #97 und #97a. Das Ussing-Kammer System wurde mit einem
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Testwiderstand Uberpruft und die Lésungen mit 5% Carbogen begast. Bei stabilen
Elektrodenverhaltnissen mit einer Nulllinienverschiebung kleiner als 0,5 mV in flnf
Minuten wurde das Experiment begonnen. Nach initialer Anpassungsphase unter
Losung #97a wurde tber 3 pA Pulse (linject) die Gesamt-AVie bestimmt. AnschlieRend
wurde ein luminaler Wechsel auf die Glucose haltige Losung #97 durchgefuhrt. Die
transepithelialen Spannungen wurden kurz vor dem Wechsel (Ti) sowie 100
Sekunden nach Uberwinden des Totraumvolumens (T2) erfasst (Abbildung 11).

+

omVv

=

100s |

ATl00S

T,/ T2

luminal + 10 mM Glc

basolateral

Abbildung 11

Exemplarische Darstellung eines Ussing-Kammer-Versuches zur Messung eines elektrogenen
transepithelialen Glucose-Transportes.

Die Messzeitpunkte vor sowie 100 s nach luminalem Losungswechsel sind rot gekennzeichnet.

Fur die Messung von Diffusionspotentialen wurden ionale Konzentrationsgradienten
zwischen luminalem und basolateralem Kompartiment generiert. Hierzu erfolgte eine
Verwendung der Experimentalldésungen #2, #61, #168 sowie #170. Mittels Mannitol
wurden selbige Experimentalldsungen auf die vorbestehenden Kulturbedingungen
(320 mOsmol/kg) angepasst. Nach einem isolierten luminalen Wechsel der
Losungen wurde die Spannungsveranderung (Vep) 50 Sekunden nach Uberwinden

des Totraumvolumens dokumentiert (Abbildung 12).
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Exemplarische  Darstellung eines  Ussing-Kammer  Versuches zur Bestimmung von

Diffusionspotentialen.

Die Messzeitpunkte (50 s nach Uberwinden des Totraumvolumens) sind mit roten Linien sowie den
applizierten luminalen Losungen gekennzeichnet. Im basolateralen Kompartiment erfolgte lediglich die
Applikation von Kontroll-Lésung (#2).

2.2.3.2.3 Auswertung

Die erhobenen Gesamt-AVie Werte wurden um den Leerwert des Messsystems
(Leer-AVie) korrigiert. Das so erhobene AVie wurde unter Anwendung des Ohmschen
Gesetzes zur Kalkulation des transepithelialen Widerstandes verwendet (siehe

Formel) und mit der Filterflache A von 0,33 cm2 multipliziert.

AV < A

Rte _I
Inject

Der Kurzschlussstrom (Isc) sowie die absoluten und relativen Permeabilitdten wurden

unter  Bericksichtigung eines luminalen  Ldsungswechsels analog zur

Tubulusperfusion (siehe 2.2.3.1.3) berechnet.

2.2.4 Analyse der Claudin Expression mittels semiquantitativer RT-PCR

2.2.4.1 Prinzip
Zur semiquantitativen Expressionsanalyse von Genen auf RNA-Ebene wird die
Technik der RT-PCR (engl.: Real time polymerase chain reaction) genutzt. Nach

Extraktion der mRNA (engl:. messenger ribonucleic acid) aus dem Zellmaterial
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erfolgten die reverse Transkription in stabilere cDNA (engl.: complementary
desoxyribonucleic  acid) und anschlieBende  Amplifikation  gewlnschter
Nukleotidsequenzen. Uber Fluoreszenzsonden oder DNA-Doppelstrang bindende
fluoreszierende Farbstoffe ist es moglich, den exponentiellen Anstieg der replizierten
cDNA-Sequenz in Echtzeit zu verfolgen und somit Ruckschlisse auf die
Ausgangsmenge der eingesetzten cDNA zu erhalten [53, 54]. Fur die
semiquantitative Analyse werden Fluoreszenzsignale der Zielsequenzen mit denen
stabil exprimierter Gene (,Housekeeping genes®) [55] verglichen. Diese
Normalisierung erlaubt die Angabe relativer Expressionsraten ohne genaue Kenntnis

der initial eingesetzten Gesamt cDNA-Menge.

2.2.4.2 RNA-Isolation
Die Isolierung der mRNA erfolgte unter Einsatz des RNeasy Micro Kits
(Qiagen, Hilden, D) nach Angaben des Herstellers fur ,Microdissected Cryosections®.
Nach dem Auftauen des Probenmaterials wurden die Zellen durch den mitgelieferten
RLT-Puffer lysiert. Dieser RLT-Puffer erfordert die Zugabe von 1% v/iv
Mercaptoethanol. Durch Schitteln des lysierten Gemisches fir 30 Sekunden bei
2500 rpm wurde das Zelllysat homogenisiert. Die gewonnene RNA wurde nach
Zugabe von 70-prozentigem Ethanol an das Saulenmaterial (RNeasy MinElute
Spin Column) gebunden und nach mehreren Waschschritten mit 14 pl RNase freiem

Wasser eluiert.

2.2.4.3 Reverse Transkription
Die reverse Transkription diente dem Umschreiben extrahierter mRNA in
komplementare DNA (cDNA). Dies war notwendig, da der Vorgang der Polymerase
Kettenreaktion (PCR) eine DNA-Matrize (engl.: Template) bendétigt [56].
Die eluierte RNA wurde unmittelbar nach der Isolation gekihlt und mit dem
QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Hilden, D) nach Angaben des
Herstellers in cDNA umgeschrieben. Aufgrund der geringen Mengen an RNA und
semiquantitativem Ansatz des Experiments wurde auf eine photometrische
Mengenanalyse der extrahierten Nukleinsauren verzichtet und stattdessen das
gesamte Volumen (circa 10 pl) fir die reverse Transkription eingesetzt. Zum
Ausschluss einer Amplifikation genomischer DNA wahrend des Vorgangs der RT-
PCR wurden zudem Negativkontrollen (NRTC) generiert, bei denen das Enzym

Reverse Transkriptase durch RNase freies Wasser ersetzt wurde. Bei den
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eingesetzten Primern handelte es sich um variable Nukleotidsequenzen sowie
Desoxythymidin-Primer, welche spezifisch am Poly-A-Schwanz der mRNA binden.
Nach erfolgter Primerbindung und Elongation wurde die Probe zur Denaturierung der
fur die Transkription benétigten Enzyme fur drei Minuten auf 95° C erhitzt und dann

bei -80° C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.2.4.4 Semiquantitative Real-Time-PCR
Die semiquantitative RT-PCR wurde mit dem QuantiFast SYBR Green Kit
(Qiagen, Hilden, D) durchgefihrt. Durch Interaktion des Fluorophors SYBR Green
mit  doppelstrangigen  Nukleinsduren wurde ein  Fluoreszenzsignal — mit
Emissionsmaximum bei einer Wellenlange von 521 nm generiert. Das ebenfalls im
Kit enthaltene Flourophor ROX emittierte bei 610 nm und diente der Kalibration von
Konzentrationsunterschieden des Versuchsansatzes. Fir die Normalisierung der
Ergebnisse wurden die Gene [3-Actin sowie Elongations-Initiations-Faktor 3F (Eif3f)
herangezogen. Besonders Eif3f zeigte in Vorstudien eine stabile Expression
unabhangig vom untersuchten Gewebe [55]. Die verwendeten Primer (Tabelle 4)

wurden in einer Endkonzentration von 625 nM eingesetzt.

Gen Name Lange Tm GC-Gehalt Amplicon Sequenz
bp °C % bp
R-Actin betAct sense 25 61,0 48,0 98 gacaggatgcagaaggagattactg
betAct antisense 23 61,9 52,2 ccaccgatccacacagagtactt
Eif3f mur_Eif3f_left 19 56,7 52,6 81 attcacctcacggtggaca
mur_Eif3f_right 21 57,9 47,6 agggacacccattaaagtgct
$
Claudin 2 mur_CLDN 2_#1_IeS 20 59,0 55,0 75 gtagccggagtcatcctttg
mur_CLDN2_#1 ri 20 59,0 55,0 ggcctggtagcecatcatagt
Claudin 10a mur_CLDN 10a_#2_|§ 20 59,0 50,0 102 ccggecacatttcactatct
mur_CLDN10a_#2 ri 20 59,0 35,0 gcaaaaatggaaccgaaaaa
Claudin 11 mur_CLDN 11_#2_I? 20 59,0 55,0 111 ggacatcctcatccttccag
mur_CLDN11 _#2 ri 20 60,0 50,0 atgcaggggagaactgtcaa
Claudin 12 mur_CLDN 12_#1_I¢_a 22 60,0 41,0 113 ttggagaaacgctgattacctt
mur_CLDN12_#1 ri 21 59,0 52,0 gcaataccacacaggaaggac
Claudin 17 mur_CLDN 17_1':t2_l(.e$s 24 59,3 41,7 2 caaaggaatgttactgtgcctaga
mur_CLDN17_#2 ri 20 59,4 55,0 ccagggactgatgttggaag
Tabelle 4

Ubersicht der verwendeten Primer in der RT-PCR.

Primerpaare mit Kennzeichnung ® Gberspannen keine Exons. Zum Ausschluss einer Amplifikation von
genomischer DNA wurden in diesen Versuchsanséatzen additive Negativkontrollen (NRTC) generiert
und ausgewertet.
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2.2.4.4.1 Versuchsdurchfiihrung
Der Probenansatz wurde in ABI MicroAmp 96-Loch-Platten (Life Technologies,
Carlsbad, US) pipettiert, betrug 20 ul pro Loch und wurde in dreifacher Ausflhrung
angelegt. Zum Ausschluss einer Kontamination mit Fremdnukleinsduren wurden fur
alle Primer cDNA freie Kontrollen (NTC) durchgefihrt. In diesen Kontrollen wurde
das Volumen an cDNA durch RNase freies Wasser ersetzt. Zum Ausschluss einer
Amplifikation genomischer DNA bei nicht Exon lberspannenden Primerpaaren
wurden NRTC-Kontrollen durchgefiihrt. Die Reaktion der semiquantitativen RT-PCR
erfolgte in einem ABI 7500 Fast Real-Time-Cycler (Life Technologies, Carlsbad, US).
Das Temperaturprotokoll (Tabelle 5) richtete sich nach Angaben des Herstellers

(Qiagen, Hilden, D) und wurde lediglich um den Schritt der Schmelzpunkt-Analyse

erweitert.
Temperatur Zeit Vorgang
95°C 10min Hitzeaktivierung der Polymerase
95°C 15sec 407yklen D.enaturlerung .
60°C 30sec Annealing und Elongation
95°C 15sec Analyse der Schmelztemperatur
Tabelle 5

Temperaturprotokoll der RT-PCR.

Eine Anpassung der Annealing-Temperatur war auch bei deutlich niedrigeren
Schmelztemperaturen der verwendeten Primer nach Angaben des Herstellers nicht
notwendig. Zur weiteren Verifizierung der Amplifikationsprodukte wurden die
Probenansétze mit 6X DNA Loading Dye (Thermo Scientific, Waltham, US) versetzt,
in einem 2,5-prozentigen Agarosegel (in TBE-Puffer, Carl Roth GMBH + Co0.KG,
Karlsruhe, D) bei 120 V fur 47 Minuten elektrophoretisch aufgetrennt, mit einem UV-
Farbstoff (SYBR Safe DNA Gel Stain, Life Technonogies, Carlsbad, US) angefarbt
und mit Hilfe eines UV-Tisches (TCP 20M, Vilber, Eberhardzell, D) analysiert
(Abbildung 13).
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Abbildung 13

Darstellung eines digitalisierten Agarosegels zur Analyse der amplifizierten Produkte im Rahmen der
RT-PCR.

Die erwarteten ProduktgroRen betragen 102 bp fur Claudin 10a sowie 75 bp fir Claudin 2 (Pfeile). In
der Matrize-freie-Kontrolle (NTC) fiir Claudin 10a zeigt sich erwartungsgemanR kein Amplifikat. In den
Negativkontrollen fir Claudin 2 (siehe NTC sowie #42 NRTC) zeigen sich jedoch Banden mit geringer
GrolRe (Pfeilspitze). Diese Banden entsprechen einer Zusammenlagerung von Primern
(Primerdimere). GrolRenstandard: GeneRuler Low Range DNA Ladder (Thermo Scientific, Waltham,
us)

2.2.4.4.2 Auswertung
Die Auswertung der semiquantitativen RT-PCR erfolgte mit der ABI 7500 Software
(Life Technologies, Carlsbad, US). Hierflr wurde der Anstieg des Fluoreszenzsignals
mit dem Real-Time-Cycler quantifiziert und mit dem Fluoreszenzsignal des internen
Kalibrators ROX normalisiert (ARn). Die Amplifikation einer Nukleinsduresequenz

mittels PCR folgt dabei der Formel:
Xn:XOX(1+E)n

Bei idealer Effektivitat (E) von 100% verdoppelt sich mit jedem Zyklus (n) die Menge
an Ausgangsmaterial (Xo). Die Ausgabe der Daten erfolgte als Graph des kalibrierten
Fluoreszenzsignals entsprechend der abgelaufenen PCR-Zyklen. Durch den
Schnittpunkt dieses Graphen mit einer parallel zur x-Achse verlaufenden Geraden
(Threshold) im linearen Anstieg des Fluoreszenzsignals wurden die individuellen Cg-

Werte (engl.: Cycle of quantification) fur jedes Gen bestimmt (Abbildung 14).
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Abbildung 14

Exemplarische Darstellung der Bestimmung des Cycle of quantification (Cq) im Rahmen der RT-PCR.
Die farbigen Graphen zeigen den Anstieg des kalibrierten Fluoreszenzsignals (ARn) Uber die Zyklen
der PCR. Eine durch den Nutzer bestimmte horizontale Gerade (Threshold) schneidet diese Graphen
in der linearen Phase des exponentiellen Fluoreszenzanstieges. Der Threshold liegt dabei deutlich
Uber dem Emissionsniveau zu Beginn der PCR. Der Schnittpunkt des Threshold mit dem jeweiligen
Graphen definiert Gber den zugehdrigen x-Wert den Cq. In diesem Graphen zeigt sich ein sehr hoher
Cq-Wert fur die beiden Negativkontrollen (NTC, NRTC). Der Cq-Wert der analysierten Probe
(Claudin 2) ist somit nicht durch ein Fluoreszenzsignal einer Kontamination oder Bildung von
Primerdimeren zu erklaren.

Der Schnittpunkt Cq wird umso friher erreicht, je mehr Ziel-Gen-cDNA im initialen

Versuchsansatz vorhanden war. Dies resultiert in der adaptierten Formel:
Xcq = Xo X (1 + E)¢

In der semiquantitativen Analyse werden die Cq-Werte von Zielgenen mit denen von
stabil exprimierten Haushalts-Genen verglichen. Hierzu wurden die Replikate einer
Probe initial zu Mittelwerten zusammengefasst und die ACq-Werte von Ziel- und

Haushalts-Gen berechnet:
ACq = Cq [Ziel-Gen] — Cq [Haushalts-Gen]

Unter Annahme einer 100-prozentigen Effizienz der PCR kann nun aus den ACq-
Werten das Verhaltnis der Expression eines Ziel-Gens (Y) - zum jeweiligen
Haushalts-Gen (X) berechnet werden:
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Xcg  Xox (1+E)¢
Yeq Yo x (14 E)Ca

Yo YCq
— =k x 274Cq .k = — = konstant
Xo XCq

E = 2—ACq

Xo

Fir die Angabe der n-fachen Expression wurden die 2¢9-Werte einer Diatgruppe

arithmetisch gemittelt und in Relation zur Kontrollgruppe betrachtet:

%

=n
] Kontrollgruppe

2.2.4.4.3 Effizienzbestimmungen
Im Idealfall einer PCR findet eine Verdopplung des primer-umspannten DNA-
Materials mit jedem Zyklus (siehe Formel 2.2.4.4.2) statt. Die Effizienz in diesem Fall
betragt 100%. In der Realitat wird dieser Idealfall jedoch nur selten erreicht. Ein
Mangel an Substraten, sowie Hemmstoffe beeinflussen die Effizienz einer PCR in
unterschiedlichem Mal3e. Wird zum semiquantitativen Vergleich einer Genexpression
die Formel 22¢9 verwendet, mussen die Effizienzen beider PCR-Reaktionen
vergleichbar und nahe 100% sein. Eine Vergleichbarkeit der Effizienzen wurde in
dieser Arbeit bei einer maximalen Differenz von 10% angenommen. Fir die
Effizienzbestimmungen wurde Gesamtnierengewebe, sowie Hodengewebe aus
C57BL/6J-Mausen entnommen. Die RNA-Extraktion erfolgte analog zu den
Tubulussegmenten nach Angaben des Herstellers mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Hilden, D) (siehe 2.2.4.2). Der Gehalt an extrahierter RNA wurde dann mittels
Spektrophotometerie ermittelt. Die Generierung von cDNA erfolgte mit dem
QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Hilden, D) analog zu 2.2.4.3. Hierfur
wurden flr das Hodengewebe 1 pg und fir das Gesamtnierengewebe 417 ug RNA
eingesetzt. Zur Analyse der Effizienz der PCR-Reaktion bei den gegebenen
Bedingungen wurde eine Verdinnungsreihe der extrahierten cDNA Uber flnf
Dekaden angefertigt. Diese Proben wurden dann mit den jeweils verwendeten

Primerpaaren in einem ABI 7500 Fast Real-Time-Cycler analysiert und mit der ABI
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7500 Software (Life Technologies, Carlsbad, US) ausgewertet. Die erhobenen Cg-
Werte wurden den entsprechenden Verdinnungen zugeordnet. Diese Werte waren

die Grundlage eines Graphen mit logarithmisch angelegter x-Achse (Abbildung 15).

y =-3,2305x + 19,083 50 -
40 |
30 +
&
10 |
-8 -6 -4 -2 0
Verdiinnung 10*

Abbildung 15
Exemplarische Darstellung der Effektivitatsbestimmung einer Real-Time-PCR.

Uber die Steigung m einer Regressionsgeraden durch die erhobenen Cg-Werte
konnte die Effizienz der PCR-Reaktion unter Anwendung folgender Formel bestimmt
werden:

-1
E=10m —1
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2.2.5 Analyse der Claudin Expression auf Proteinebene
2.2.5.1 Immunfluoreszenz

2.2.5.1.1 Prinzip
Die Immunfluoreszenz dient dem Nachweis von Proteinstrukturen mittels Fluorophor-
gekoppelter Antikorper. Bei der indirekten Immunfluoreszenz bindet ein
Primarantikorper spezifisch an ein Epitop (antigene Struktur). Der speziesspezifische
Fc-Teil des Primarantikorpers wird im Anschluss von einem fluoreszierenden
Sekundarantikdrper gebunden. Wird der Fluorophor des Sekundarantikérpers nun
mit einer definierten Wellenlange angeregt, kommt es zur Emission eines
energiearmeren Lichts groRerer Wellenlange. Liegt dieses emittierte Licht im
sichtbaren Spektrum des menschlichen Auges, kann eine Beurteilung von

Lokalisation und Intensitat unter einem Mikroskop erfolgen.

2.2.5.1.2 Nierenschnitte von Didt-Mdusen
Fur die Immunfluoreszenz wurden perfusionsfixierte Nieren verwendet. Unter tiefer
Isoflurannarkose erfolgte zunachst eine Eroffnung des murinen Thorax mit
anschlieBender Kanulierung des linken Ventrikels. Unter Applikation von 5 ml 1%
Procain in PBS sollte zunachst eine Blutleere des Gefal3systems erreicht werden.
AnschlieBend wurden 15 ml 4% Paraformaldehyd (PFA) in PBS mit Procain
intravasal appliziert. Die Nieren wurden entnommen, dekapsuliert und transversal in
circa 0,8 mm breite Streifen zerteilt. Die Nierenpole wurden verworfen. Zur weiteren
Fixierung wurde das entnommene Gewebe fur zwei Stunden in der PFA-L6sung
inkubiert. Nach einer weiteren Inkubation in 20-prozentiger Saccharose-Lésung
(in PBS) Uber Nacht wurden die Nierenstlcke in speziellem Einbettmedium (Jung,
Leica Biosystems, Wetzlar, D) schockgefroren und bis zum Schnitt bei -80° C
verwahrt. Das Gewebe wurde bei -20° C mit Hilfe eines Kryostaten (CM3050, Leica
Biosystems, Wetzlar, D) in 3 um dunne Scheiben geschnitten und auf einen
beschichteten Objekttrager (Polysine Slides, Thermo Scientific, Waltham, US)
aufgebracht. Potentielle Antigene wurden durch finf mindtiges Kochen in einer
Mikrowelle (MM41580, Medion AG, Essen, D) in 10 mM Zitronensaure-Puffer
demaskiert. Nach dreimaligem Waschen in PBS-T wurden die Objekttrager mit den
jeweiligen Priméarantikdrper-Verdinnungen (Tabelle 6) in PBS-T und 1% BSA

(engl.: bovine serum albumin) versetzt und bei 4° C Uber Nacht in einer feuchten
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Kammer inkubiert. Am Folgetag wurden die Objekttrager erneut in eine Kivette
Uberfahrt und dreimalig in PBS-T gewaschen. Durch diesen Waschschritt wurden
Uberschissige Antikdrper entfernt. AnschlieBend wurden die Objekttrager in einer
abgedunkelten, feuchten Kammer fir eine Stunde bei Raumtemperatur mit den

Sekundarantikdrpern (Tabelle 6) inkubiert.

Antikorper Antigen Verdiinnung Wirtstier Markierung Firma
Primar Maus Claudin 2 1:300 Kaninchen Life Technologies
Sekundar Kaninchen IgG 1:400 Esel Alexa 488 Life Technologies
Tabelle 6

Ubersicht tiber die in der Immunfluoreszenz verwendeten Antikorper.

Zur Reduktion unspezifisch gebundener Antikorper wurden die Praparate erneut
dreimalig mit PBS-T gewaschen und in 1% DAPI in Mowiol/Dabco eingedeckt. Die
Auswertung der Praparate erfolgte an einem Axiovert 200M Mikroskop (Carl Zeiss,
Jena, D) mit LSM 510 Modul (Carl Zeiss, Jena, D). Zur Digitalisierung und optischen
Ausgabe der konfokalen Daten wurde die LSM Image Browser Software (Carl Zeiss,

Jena, D) in der Version 4.2.0.121 verwendet.

2.2.5.1.3 Zellkultur
Nach elektrophysiologischer Evaluation in der Ussing-Kammer wurden die einwdchig
kultivierten mpPTEC fixiert. Hierzu wurden die Filtereinsatze fur 24 Stunden bei 4° C
in PBS-T mit 0,4% PFA inkubiert. Die PFA-Losung wurde mit groéf3ter Sorgfalt
abpipettiert und die Filter dreimalig mit PBS-T gewaschen. Nach dem Waschen
wurde das luminale Volumen durch 50 pl PBS-T + BSA mit der jeweiligen
Primarantikdrper-Verdinnung (Tabelle 7) substituiert und fur 24 Stunden bei 4° C
inkubiert. Am Folgetag wurden die Filtereinsatze erneut dreimalig gewaschen und mit
dem Sekundarantikdrper sowie Phalloidin (Tabelle 7) in PBS-T inkubiert. Die
Inkubation erfolgte fur eine Stunde bei Raumtemperatur in  abgedunkelter

Umgebung.
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Antikorper Antigen Verdiinnung Wirtstier Markierung Firma
Primar Maus Claudin 2 1:300 Kaninchen Life Technologies
Maus Claudin 10 1:300 Kaninchen Life Technologies
Sekundar Kaninchen IgG 1:400 Ziege Alexa 633 Life Technologies
Phalloidin Aktin 1:1000 Alexa 488 Life Technologies
Tabelle 7

Ubersicht tber die verwendeten Antikérper und Fluoreszenzfarbstoffe fiir die Immunfluoreszenz-
Farbung der mpPTEC.

Nach erneutem dreimaligen Waschen wurden die Filter mit einem Skalpell aus der
Fassung gelést und auf einen Objekttrager aufgebracht. Die Filter wurden in
Mowiol/Dabco eingedeckt und zum Aushéarten 24 Stunden abgedunkelt gelagert. Fir
die Konfluenz-Analyse wurde das Fluoreszenz-Signal der Phalloidin-Farbung mit der
Kachel-Funktion eines AX 10 Mikroskops (Carl Zeiss, Jena, D) vollstandig digitalisiert
und zu einem spateren Zeitpunkt mit der ZEN 2012 Software (Carl Zeiss, Jena, D)
ausgewertet. Filter mit einer Konfluenz kleiner 90% wurden von anschlieRenden
Analysen ausgeschlossen. Die Analyse der Lokalisation und Intensitat des Claudin-
Signals erfolgte mit einem Axiovert 200M Mikroskop mit LSM 510 Modul (Carl Zeiss,

Jena, D) und der LSM Image Browser Software (Carl Zeiss, Jena, D).
2.2.5.2 Western Blot

2.2.5.2.1 SDS-PAGE
Die denaturierende Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) ermdglicht die Auftrennung von Proteinen nach ihrer Grole.
Natriumdodecylsulfat (SDS) als anionisches Molekul Uberdeckt die Eigenladungen
der Proteine und fuhrt zu einer negativen Gesamtladung des Proteins. Da je nach
Lange der Polypeptidkette alle zwei Aminosauren ein Molekll SDS gebunden wird,
nimmt die Anzahl negativer Ladungen mit der Grof3e des Proteins zu. Ebenfalls
kommt es zur Auflosung der Tertiarstruktur der Proteine. Wandern die Proteine nun
entlang eines elektrischen Feldes in einer physikalischen Matrix (Polyacrylamid-Gel),
werden sie je nach GrolRe auf ihrem Weg verzogert und so aufgetrennt. In dieser
Arbeit wurde die Mini-Protean Tetra Cell (BIORAD, Hercules, US) verwendet. Die
Polyacrylamid-Gele bestanden aus einem 6,5-prozentigen Sammelgel und einem
10-prozentigen Trenngel. Der mit Laemmli Puffer versetzte Probeninhalt wurde

vollstandig in die Sammelgel-Taschen pipettiert. Als Marker diente der PageRuler
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Plus (Thermo Scientific, Waltham, US). Das wahrend der Passage des Sammelgels
angelegte elektrische Feld bei einer Spannung von 90 V wurde von einer
Spannungsquelle (E865, Consort, Turnhout, BEL) generiert. Nachdem die
Bromphenolblau-Bande das Trenngel erreichte, wurde die Spannung auf 100 V

erhoht und die Gelelektrophorese fir weitere 90 Minuten fortgesetzt.

2.2.5.2.2 Blotting
Der Western Blot ist eine standardisierte Methode zum Transfer eines
gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteingemisches auf eine Membran. Die
Proteine sind somit einer Bindung mit Antikérpern zuganglich und kénnen uber
Chemilumineszenz-Reaktionen  quantitativ  analysiert werden. In diesem
Versuchsansatz wurde ebenfalls die Mini-Protean Tetra Cell (BIORAD, Hercules,
US) eingesetzt. Als Membran diente eine Nitrocellulose-Membran (NC 45, Serva,
Mannheim, D) mit 0,45 um PorengroRe. Die Membran wurde mit Filtern, Proteingelen
und Filzkompressen fir 15 Minuten in Tank-Blot-Puffer aquilibriert. Dann wurde die
Western Blot Kammer luftblasenfrei unter besonderer Beachtung der Reihenfolge
Kathode-Gel-Membran-Anode zusammengesetzt und mit Tank-Blot-Puffer befllt.
Der eigentliche Vorgang des Blottens wurde mit einer konstanten Stromstéarke von
500 mA idber 75 Minuten durchgefuhrt. Als Spannungsquelle diente erneut eine E865
(Consort, Turnhout, BEL). Zur Kontrolle des erfolgten Proteintransfers wurde die
Nitrocellulose-Membran mit Ponceau-Rot gefarbt. Die Membran wurde zugeschnitten
und aufgrund ihrer hohen Affinitdt zu Proteinen fir eine Stunde mit 5%
Magermilchpulver in TBS-T abgesattigt. Nach kurzem Waschen der Membran mit
TBS-T wurde diese mit der entsprechenden Primarantikorper-Verdinnung
(Tabelle 8) bei 4° C Uber Nacht auf einer bewegten Ablage (Select Bioproducts,
Edison, US) inkubiert. Am Folgetag wurde die Membran erneut mit TBS-T
gewaschen und fur eine Stunde mit der Sekundarantikorper-Verdinnung (Tabelle 8)

bei Raumtemperatur inkubiert.

Antikorper Antigen Verdiinnung Verdiinnungslosung Wirtstier Firma
Primar Maus Claudin 2 1:2000 1% BSA in TBS-T Kaninchen Life Technologies
Sekundar Kaninchen IgG 1:50000 1% BSA in TBS-T Ziege Life Technologies
Tabelle 8

Ubersicht Giber die verwendeten Antikérper zur Detektion des Zielproteins im Western Blot.
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Nach erneutem Waschen der Membran mit TBS-T erfolgte die Analyse am
Lumineszenz-Analysator (LAS 3000 mini, Fuji Photo Film, Disseldorf, D) mit dem
Amersham ECL Select Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare, Chalfont
St. Gilles, UK). Fur die Quantifizierung der erhobenen Ergebnisse wurde eine
Normalisierung mit dem stabil exprimierten Protein 3-Aktin durchgefuhrt. Dazu wurde
die analysierte Membran mit TBS-T gewaschen und fir eine weitere Nacht mit dem
Primarantikorper fur 3-Aktin (Tabelle 9) bei 4° C inkubiert. Die Membran wurde
anschlieBend gewaschen und fir eine Stunde bei Raumtemperatur mit dem
Sekundarantikdrper (Tabelle 9) inkubiert. Nach nochmaligem Waschen wurde die
Membran schliel3lich erneut am Lumineszenz-Analysator (LAS 3000 mini, Fuji Photo

Film, Dusseldorf, D) analysiert.

Antikorper Antigen Verdiinnung Verdiinnungslosung Wirtstier Firma
Primar Maus B-Aktin 1:1000 1% BSA in TBS-T Kaninchen Cell signaling
Sekundar Kaninchen IgG 1:50000 1% BSA in TBS-T Ziege Life Technologies
Tabelle 9

Ubersicht tiber die verwendeten Antikdrper zur Detektion eines konstant exprimierten Proteins
(3-Aktin) im Western Blot.

2.2.5.2.3 Auswertung
Zur Auswertung der digitalisierten Membranen wurden die Programme Image J
(1.47i, National Institutes of Health, US) und Excel (2010, Microsoft, US) verwendet.
Das jeweilige Molekulargewicht der spezifisch gebundenen Proteinbanden wurde mit
dem GroRRenstandard (PageRuler Plus, Thermo Scientific, Waltham, US) ermittelt
und mit Daten von Genecards.org verglichen. Nur die eindeutig dem gesuchten
Protein zuzuordnenden Banden wurden fir die semiquantitative Auswertung
herangezogen. Die digitalisierten Banden wurden mit Image J nach Grof3e und
Intensitat analysiert und fur den Hintergrund korrigiert (Abbildung 16). Die erhaltenen
prozentualen Flachenwerte des Claudin 2 Signals wurden dann in Excel 2010
(Microsoft, US) zu den entsprechenden prozentualen Flachenwerten des R-Aktin

Signals relativiert.



49

A B memm==— = = C
ﬁ‘ |Area
|| 1 5368.184
——— | | —— :> | 2 3162648
3 1488.113
Abbildung 16
Exemplarische Darstellung einer Western Blot-Analyse mit Image J.
A. Markierung der spezifischen Banden.
B. Analyse der Banden nach Intensitat und Grof3e sowie Korrektur von Bande 1 hinsichtlich des
bestehenden Hintergrundsignals.
C. Bestimmung der Flache unter dem Graphen (AUC).

2.3 Datenanalyse
Die statistische Analyse der Daten erfolgte unter Verwendung der GraphPad Prism 6
Software (Version 6.04, San Diego, US) sowie Excel 2010 (Microsoft,
Redmond, US). Alle Replikate einer Testeinheit (n) wurden unter Bildung des
arithmetischen  Mittels flir die jeweilige Stichprobe herangezogen. Als
Signifikanzniveau wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% festgelegt. Der
Vergleich einzelner Werte zweier unabh&ngiger Stichproben erfolgte mit dem
zweiseitigen, ungepaarten T-Test. Fir den Vergleich von drei oder mehr Stichproben
wurde bei Normalverteilung der einzelnen Stichproben eine Ein-Faktor-ANOVA
durchgefthrt. Fur die individuelle Analyse der Stichproben untereinander wurde
anschlieBend der Tukey Test eingesetzt. Nicht normalverteilte Stichproben (=3)
wurden mit dem nicht parametrischen Kruskal-Wallis Test analysiert. Eine Prifung
auf Varianzgleichheit erfolgte mit dem Barletts- und dem Brown-Forsythe Test. Bei
Varianzinhomogenitat erfolgte die Auswertung mittels korrigierten T-Tests nach
Bonferroni. Die Darstellung der Daten erfolgt in arithmetischen Mittelwerten mit den
jeweiligen Standardfehlern. Das Erreichen und Uberschreiten des Signifikanzniveaus

wurde mit einem * signalisiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Analyse der parazellularen Eigenschaften nativer proximaler
Tubuli
Um unterschiedliche Einflisse auf den parazellularen Weg des proximalen Tubulus
bestimmen zu konnen, war die Evaluation der parazellularen Eigenschaften des
nativen proximalen Tubulus notwendig. Zudem wurde die Expression von Claudinen
analysiert, da sie im Wesentlichen die parazellularen Eigenschaften eines Epithels

determinieren.

3.1.1 Tubulusperfusion
Fur die elektrophysiologische Evaluation nativer proximaler Tubuli wurden einzelne
Segmente des proximalen Tubulus mittels isolierter Perfusion untersucht. Die
Unterteilung der Segmente erfolgte nach Lokalisation und histomorphologischen
Kriterien in PCT, S2 und S3. Mikroskopisch zeigten S3 Segmente vom Ubergang des
AulRenstreifens der &ufReren Medulla ein annahernd kubisches Zellbild mit
prominenten Mikrovilli. Im Bereich der S2 Segmente kam es unter vergleichender
Betrachtung zu einem deutlichen Abflachen des Epithels sowie des luminalen
Burstensaumbesatzes. Die kortikal und oberflachennah dissezierten PCT zeigten

mikroskopisch einen gebogenen Verlauf mit leichten Einfaltungen (Abbildung 17).

Abbildung 17
Histomorphologie dissezierter Segmentabschnitte des nativen proximalen Tubulus.
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Die Einzelgruppen (PCT, S2 und S3) wurden aufgrund ahnlicher
elektrophysiologischer Eigenschaften nach Vorversuchen zu den Hauptgruppen
PCT-S2 (n=15) und S3 (n=9) subsummiert und analysiert. Fur die Segmente PCT-S2
zeigte sich wahrend der Perfusion kein relevantes transepitheliales Potential. Der
transepitheliale Widerstand betrug 13,02 + 1,81 Qcm?. S3 Segmente imponierten
hingegen mit einem lumennegativen Vi von -1,18 + 0,33 mV und deutlich héherem
Re (20,04 + 291 Qcm?). Dies resultierte in einem signifikant hoheren
Kurzschlussstrom mit -69,78 + 27,32 nA/cm? (Diagramm 1). Die Untersuchung der
beiden Hauptgruppen hinsichtlich ihrer parazellularen Eigenschaften zeigte starke
Unterschiede  hinsichtlich  der  lonenselektivitat ~mit  Ausbildung  von
Diffusionspotentialen unterschiedlicher Polaritat (Abbildung 18). Wahrend die
proximalen PCT-S2 Segmente mit Pnac von 058 + 0,02 eine deutliche
Anionenselektivitat aufwiesen, zeigten S3 Segemente mit Pnacivon 1,37 £ 0,08 eher
kationenselektive parazellulare Eigenschaften. Die Erhdhung der Kationenselektivitat
in den S3 Segmenten war hierbei vor allem auf eine Reduktion der Permeabilitat fur
Chlorid lonen zurtickzufuhren. Unterschiede in der Permeabilitat fir Kationen zeigten

sich entlang des nativen proximalen Tubulus hingegen nicht.

S3
omV =
omVv
luminal #2a
basolateral | #61 |

Abbildung 18

Exemplarische Schreiberaufzeichnung der isolierten Tubulusperfusion.

Fur das PCT-S2 Segment zeigt sich ein lumenpositives, fir das S3 Segment ein deutlich
lumennegatives Diffusionspotential unter basolateraler Applikation der Losung #61.
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Diagramm 1

Zusammenfassende Darstellung der elektrophysiologischen Eigenschaften von PCT-S2 (n=15) und
S3 (n=9) Segmenten.

3.1.2 Semiquantitative RT-PCR
Nach elektrophysiologischer Messung am proximalen Tubulus wurden die einzelnen
Segmentabschnitte (PCT, S2 und S3) mittels semiquantitativer RT-PCR untersucht.
Hierbei sollte analysiert werden, ob Unterschiede in der Claudin Expression der
einzelnen Segmente bestehen, welche die Reduktion der Permeabilitat fur Chlorid
lonen sowie den Anstieg des transepithelialen Widerstandes entlang des proximalen
Tubulus erklaren kénnten. Die einzelnen Segmentabschnitte (jeweils n=8) wurden

hierzu fur die Claudine 2, 10a, 11, 12 und 17 untersucht und zu Eif3f normalisiert
(Diagramm 2).

Claudin 2 Claudin 10a
6.0+ 5.0-

4.0

3.0

relativ zu Eif3f
relativ zu Eif3f
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Claudin 12

1.5

1.0

relativ zu Eif3f

0.5

0.0-

Diagramm 2
Expressionsprofil der Claudin mRNA in einzelnen Segmentabschnitten des proximalen Tubulus
(je n=8).

Im Verlauf des proximalen Tubulus zeigte sich ein Anstieg der Expression von
Claudin 2 und Claudin 12. Das Signifikanzniveau wurde hierbei insbesondere im
direkten Vergleich zwischen PCT und S3 Segmenten erreicht. Zusétzlich konnte eine
signifikante Steigerung der Claudin 12 Expression zwischen S2 und S3 Segmenten
detektiert werden. Die Expression von Claudin 10a war Uber alle Segmente stabil.
Die Claudine 11 und 17 zeigten insgesamt nur sehr geringe Expressionsraten. Die
erhobenen Cq-Werte konnten im verwendeten Messverfahren nicht mit hinreichender
Sicherheit von den Negativkontrollen abgegrenzt werden und wurden daher nicht zur
Auswertung herangezogen. Die Expressionsraten der einzelnen Claudine wurden
zudem in Relation zueinander betrachtet (Diagramm 3). Diese Darstellung tragt den
Verhaltnissen in nativen Tight junctions Rechnung, in der unterschiedlichste Claudine
miteinander interagieren und in ihrer Gesamtheit die parazellularen Eigenschaften
bestimmen. Die Verhéaltnisse von Claudin 2 zu Claudin 10a sowie Claudin 10a zu
Claudin 12 zeigten keine signifikanten Unterschiede. Fur das Claudin 2 zu
Claudin 12 Verhaltnis hingegen konnte eine signifikante Erniedrigung zwischen dem
PCT und dem S3 Segment nachgewiesen werden.



55

Claudin 2 Claudin 2
1.5+ 6.0 N
S ~
= -
(]
= -
T 1.0 T 4.0-
= ©
(T —
o o
3
] N
S 051 > 2.0-
— -
k] 5
[ e
0.0- 0.0-
Claudin 10a
o~
™
£
©
=
K]
[3)
=1
N
2
o
o
o
Diagramm 3

Expressionsverhéltnisse der mRNA einzelner Claudine von Segmenten nativer proximaler Tubuli
(je n=8).

3.2 Regulation des parazelluliren Weges unter Diit
Um den Einfluss einer kalziumarmen, kalziumreichen oder phosphatreichen Diat auf
die parazellularen Eigenschaften des proximalen Tubulus zu untersuchen, erfolgte
eine Expressionsanalyse von Claudinen auf RNA- und Proteinebene. Als
Ausgangsmaterial fir diese Analysen standen isolierte proximale Tubuli und fixierte
Nieren von Mausen unter definierter Diat zur Verfigung, welche im Rahmen einer
anderen Versuchsreihe generiert wurden. In dieser Versuchsreihe sollte die
Regulation des parazellularen Weges der dicken aufsteigenden Henle-Schleife
(engl.: thick ascending limb, TAL) untersucht werden [36]. C57BL/6J-Mause erhielten
dazu Uber eine Woche Spezialfutter mit definierter Zusammensetzung fur Kalzium
und Phosphat (siehe 2.1.2). Die Versuchstiere tolerierten das Experimentalfutter
unter den Versuchsbedingungen gut. Die laborchemischen Analysen zeigten unter
oraler Kalziumbelastung eine nur insuffiziente Kompensation der Versuchstiere mit
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deutlich erhdhter Plasmakalziumkonzentration trotz gesteigerter FE von Kalzium
(Tabelle 10). Als Zeichen einer supprimierten Freisetzung von PTH im Rahmen der
erhohten Kalziumkonzentration zeigte sich zudem eine reduzierte FE von Phosphat.
In der Phosphat Diat zeigte sich entsprechend eine Erhohung der fraktionellen
Exkretion von Phosphat. Als leichte Tendenz wurde eine Erniedrigung der
fraktionellen Exkretion von Kalzium bei erhéhter fraktioneller Exkretion von Phosphat
in der Niedrig Kalzium Diat festgestellt. Diese Tendenz erreichte zwar nicht das
Signifikanzniveau, konnte aber im Sinne einer PTH-Stimulation als physiologische

Anpassungsreaktion auf einen Kalziummangel zurlickzufiihren sein.

Diat Plasmakonzentration Fraktionelle Exkretion
n Kalzium Phosphat Kalzium Phosphat
mM mM % %

Kontrolle 7 [2,28+0,02 2,66 +0,25 0,5+ 0,09 16,0 + 1,80
Niedrig Kalzium| 5 [2,22+0,03 2,42+0,16 0,3+0,02 356+451 *
Hoch Kalzium 7 12,41 +0,04 * 2,89 + 0,28 20+0,37 * 6,4+128 *
Hoch Phosphat | 7 (2,31+0,05 3,37+0,21 | 0,4+0,05 59,2 +7,21 *

Tabelle 10

Plasmakonzentrationen und fraktionelle Exkretionen der diatetisch eingestellten C57BL/6J-Mause.
Signifikante Anderungen gegeniiber der Kontrollgruppe sind mit einem * markiert

3.2.1 Semiquantitative Expressionsanalyse mittels RT-PCR
In Voruntersuchungen an der TAL zeigten sich regulative Vorgdnge zur Anpassung
an eine erhohte orale Kalziumbelastung durch Alteration der Claudin Expression [35,
36]. Ob ahnliche Systeme auch im proximalen Tubulus bestehen, sollte zunachst
mittels semiquantitativer RT-PCR auf mRNA-Ebene untersucht werden. Proximale
Tubuli von C57BL/6J Mausen unter Spezialdiat (siehe 3.2) wurden hierzu auf ihren
Gehalt an Claudin 2, 10a, 12 und 17 mRNA hin analysiert und jeweils zu den
Haushaltsgenen 3-Actin und Eif3f normalisiert. Die Auswertung der semiquantitativen
RT-PCR ist fur die untersuchten Claudine in Diagramm 4 dargestellt. Eine Erhebung
der Cq-Werte mit sicherer Abgrenzung zu den Negativkontrollen konnte in isolierten
proximalen Tubuli fir die Claudine 2, 10a und 12 erfolgen. Claudin 17 wurde
hingegen so schwach exprimiert, dass eine sichere Abgrenzung der erhobenen Cgq-
Werte in der Datenanalyse von den NTC und NRTC nicht mdglich war. Es zeigte sich
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fur die mRNA Expression von Claudin 2, 10a und 12 in der erhobenen Stichprobe
(n=5 pro Diat) keine signifikante Anderung.

Claudin 2 Claudin 2

°e o @
== n [
g S o

0.104

relativ zu B-Actin
relativ zu Eif3f

0.054

Claudin 10a Claudin 10a
0.20+

0.15

0.104

relativ zu B-Actin
relativ zu Eif3f

0.05-

Claudin 12 Claudin 12
0.08+ 1.5-

0.06

0.04

relativ zu Eif3f

0.02

relativ zu B-Actin

Diagramm 4
Expressionsanalyse der Claudin 2, 10a und 12 mRNA in proximalen Tubuli (je n=5) nach einwéchiger
Diat.
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Um der Komplexitat der parazellularen Barriere als Interaktionsort unterschiedlichster
Claudine gerecht zu werden, wurde erneut das Expressionsverhaltnis der einzelnen
Claudine untereinander betrachtet (Diagramm 5). Hierbei zeigte sich in der Niedrig
Kalzium Diat eine Reduktion des Claudin 2 - Claudin 10a (0,58-fach) sowie des
Claudin 2 - Claudin 12 (0,87-fach) Quotienten im Vergleich zur Kontroll Diat. Die
Hoch Kalzium Diat wies im Vergleich zur Kontroll Diat eine signifikante Reduktion
des Claudin 2 - Claudin 12 (0,74-fach) Quotienten auf.
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Diagramm 5

Expressionsverhéltnisse der Claudin 2, 10a und 12 mRNA im proximalen Tubulus (je n=5) nach
einwdchiger Diat.
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3.2.2 Semiquantitative Expressionsanalyse mittels Western Blot
Die mittels semiquantitativer RT-PCR erhobenen indirekten Hinweise auf eine
veranderte Expression der Claudine wurden in einem weiteren Schritt auf
Proteinebene uberpruft. Mittels Western Blot erfolgte eine semiquantitative Analyse
der Expression von Claudin 2 in isolierten proximalen Tubuli der verschiedenen
Kalzium- und Phosphat-Diaten (Kontroll Diat n=7, Niedrig Kalzium Diat n=6, Hoch
Kalzium Diat n=7, Hoch Phosphat Diat n=7). Die Ergebnisse dieser Analyse sind in

Abbildung 19 zusammenfassend graphisch dargestellt.

A B

relativ zu R-Aktin

Abbildung 19

Darstellung der adaptiven Regulation der Claudin 2 Proteinmenge im Rahmen des Diatversuches.

A. Graphische Darstellung der semiquantitativen Analyse der Claudin 2 Expression mittels
Western Blot. (Kontroll Diat n=7, Niedrig Kalzium Diat n=6, Hoch Kalzium Diat n=7,
Hoch Phosphat Diat n=7)

B. Originaldaten einer analysierten Western Blot-Membran.

Es zeigten sich fur die Niedrig Kalzium sowie Hoch Phoshat Diat keine signifikanten
Anderungen der Proteinmenge von Claudin 2. In der Hoch Kalzium Diat (0,64 + 0,12)
konnte im Rahmen der Analyse jedoch eine signifikante Reduktion der Proteinmenge

an Claudin 2 im Vergleich zur Kontroll Diat (1,82 + 0,41) nachgewiesen werden.
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3.2.3 Immunfluoreszenzanalysen

Neben unterschiedlicher Expression kénnen membranstéandige Proteine einer
Internalisierung in submembrantdse Vesikel unterliegen. Diese adaptive raumliche
Umverteilung kann auf zellularer Ebene zu einem Funktionsverlust von Proteinen
unter gleichbleibender Proteinmenge fuhren. Ob Claudin 2 in den unterschiedlichen
Diattieren einem solchen ,Membran-Trafficking“ unterworfen ist, wurde mittels
Immunfluoreszenz-Technik naher untersucht (Abbildung 20 und Abbildung 21).
In kortikalen Abschnitten angefertigter Praparate zeigte sich unabhangig von den
diatetischen Bedingungen ein eher schwaches Fluoreszenzsignal fur Claudin 2. Die
grofdte Auspragung erreichte das kortikale Fluoreszenzsignal in diskontinuierlicher
Verteilung entlang der Schlussleisten der Bowman-Kapsel. In TJ von PCT und S2
Segmenten zeigte sich eine deutlich geringere Intensitdt eines punktformig
imponierenden Fluoreszenzsignals fur Claudin 2. Unter identischer Belichtungszeit
zeigte sich im AulRenstreifen des Nierenmarkes eine auffallige Zunahme der
Intensitat des Fluoreszenzsignals, welche rein morphologisch von einem linien- bis
schleifenférmigen, junktionalen Claudin 2 Signal entsprechend groRRerer Kontinuitét
begleitet wurde. Im Ubergangsbereich der absteigenden diinnen Schleifen des
Intermediartubulus zeigte sich das starkste Fluoreszenzsignal in allen untersuchten
Nephronabschnitten mit einem maanderartigen bis krausen, junktionalen
Erscheinungsbild. Ein zytosolisches Fluoreszenzsignal konnte in den analysierten
Schnitten nicht gesichert werden. Dedizierte Hinweise flir eine funktionelle
Regulation von Claudin 2 mittels Internalisierung in submembrandse Vesikel fanden
sich somit in den analysierten Schnitten nicht. Im Diatversuch zeigte eine
vergleichende Betrachtung kortikaler sowie medullarer Schnitte hinsichtlich Intensitat,
Lokalisation und Morphologie des Fluoreszenzsignals fur Claudin 2 zudem keine
relevanten Unterschiede zwischen den einzelnen Kalzium oder Phosphat Diaten.



Abbildung 20
Immunfluoreszenzfarbungen kortikaler (links) sowie medullarer (rechts) Schnittbilder far Claudin 2 in
der Ubersichtsaufnahme. Vergleichende Darstellung im Didtversuch.

(A. Kontroll Diat; B. Hoch Kalzium Diat; C. Niedrig Kalzium Diat; D. Hoch Phosphat Dit).
MafRstabsbalken entsprechen 20 pm.
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Abbildung 21

Detailaufnahmen von Immunfluoreszenzfarbungen fiir Claudin 2 in unterschiedlichen Segmenten des
Nephrons.

A. Glomerulum mit Abgang des S1 Segmentes

B. S2 Segment des proximalen Tubulus

C. Medullares S3 Segment des proximalen Tubulus

D. Ubergang des S3 Segmentes des proximalen Tubulus in die diinne absteigende Schleife des

Intermediartubulus.
Malstabsbalken entsprechen 20 um.
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3.3 Primarzellkultur

Die weitere Uberpriifung einer regulierten Claudin Expression im proximalen Tubulus
wurde in vitro an einer Zellkultur durchgefiuihrt. Dieses Modell bietet die Mdglichkeit
proximale Tubuluszellen gezielt (z.B. Uber hormonelle Stimuli) zu manipulieren. Die
resultierenden Effekte einer solchen Manipulation kdénnen zudem ohne
interferierende  Kompensationsmechanismen des Gesamtorganismus erfasst
werden. Der Ansatz als Primarzellmodell sichert unter optimalen Bedingungen eine
Konservierung aller Eigenschaften eines préparierten Zellmaterials in vivo.
Besondere Relevanz hat dies fir den Erhalt der elektrophysiologischen
parazellularen Eigenschaften eines Epithels.

Als Grundlage fur die Etablierung einer Primarzellkultur diente die Beobachtung,
dass proximale Tubulussegmente Uber einen Zeitraum von acht Tagen
kommunizierende  Kolonien auf unbeschichteten  Petrischalen  ausbilden
(Abbildung 22).

Abbildung 22

Auswachsen isolierter proximaler Tubulussegmente.

Isolierte Tubulussegmente desintegrieren in wenigen Tagen. Die einzelnen Zellen wachsen aus den
Enden von Tubulussegmenten aus und adharieren an den Petrischalen. Uber einen Zeitraum von acht
Tagen formieren sich so schlie3lich Zellkolonien, welche in peripheren Bereichen miteinander in
Kontakt treten.

MafRstabsbalken entsprechen 100 pm.

Da die einzelnen Tubuluszellen hierbei aus den Enden der Tubulussegmente
auswachsen, wurden die isolierten Tubulusfragmente fur die Zellkultivierung weiter
zerkleinert, um eine moglichst grof3e Oberflache fir das Auswachsen der proximalen
Tubuluszellen zu schaffen. Als mdgliche Optionen zur Zerkleinerung der einzelnen
Tubulusfragmente wurden orientierend mechanische sowie enzymatische Methoden
getestet. Hierzu wurden einzelne proximale Tubulussegmente entweder durch scharf

geschliffene Pinzetten mechanisch zerkleinert oder durch 30-minltige Inkubation in
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Collagenase Il (2,2 mg/ml) und Hyaluronidase (2 mg/ml) enzymatisch verdaut. Die
zerkleinerten Tubulussegmente wurden dann auf Transwell Filtereinsatzen ausgesat
und in regelmafligen Abstanden mittels EVOM evaluiert (Diagramm 6). Enzymatisch
verdaute proximale Tubulussegmente zeigten unter Kulturbedingungen einen steilen
Anstieg des transepithelialen Widerstandes. Das Maximum des Rt wurde bereits am
sechsten Tag erreicht. Mechanisch verdaute proximale Tubulussegmente zeigten
einen verzogerten Anstieg des transepithelialen Widerstands und erreichten ein
deutlich niedrigeres Maximum des R erst nach 16 tagiger Kultivierung. Im Hinblick
auf eine potentielle Entdifferenzierung der Primarzellen unter verlangerter

Kultivierung wurden folglich enzymatische Verdaumethoden fir das Zellmodell

eingesetzt.
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Diagramm 6
Vergleichende Darstellung von Rie-Messungen mechanisch sowie enzymatisch zerkleinerter
proximaler Tubulussegmente im zeitlichen Verlauf mittels EVOM.

Fir die Kultivierung proximaler Tubuluszellen gibt es in publizierten Versuchen keine
einheitlichen Angaben zur optimalen Zusammensetzung eines Kulturmediums.
Neben einem Basismedium (DMEM oder DMEM/F12) mit antimikrobiellen Pharmaka
wurden unterschiedliche Zuséatze beschrieben und fur die Kultivierung primérer
proximaler Tubuluszellen verwendet. Die Basismedien unterscheiden sich dabei
stark in ihrer Glucosekonzentration. DMEM weist in seiner Niedrig-Glucose-
Formulierung lediglich 5,55 mM Glucose auf, wohingegen in DMEM/F12 Glucose in
einer Konzentration von 25 mM vorliegt. Da sich Anderungen im transzellularen

Transport und der parazellularen Struktur humaner proximaler Tubuluszellen unter
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Kultivierung mit hohen Glucosespiegeln zeigten [57], wurde fir die Kultivierung der
mpPTEC lediglich DMEM in der Niedrig-Glucose-Formulierung verwendet.
Publizierte Zusatze fur die Kultur von proximalen Tubuluszellen sind Insulin,
Transferrin, Selen und Hydrokortison. lhre Relevanz sollte im Rahmen der
Etablierung des Zellmodells orientierend untersucht werden. Isolierte proximale
Tubulusfragmente wurden hierzu auf unbeschichteten Petrischalen in Basismedium
(DMEM 5,55 mM Glucose, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 10% FCS,
2 mM L-Glutamin) mit und ohne ITS X100 Zellkulturzusatz (1% v/v) ausgesét und
das Wachstum utber 30 Tage beurteilt. Unter Stimulation mit dem Zusatz ITS X100
zeigten sich im Beobachtungszeitraum deutlich gré3ere Zellkolonien. Diese konnten
unter Kulturbedingungen zudem friher Kontakt zu anderen Zellkolonien aufbauen
und blieben tber die Dauer des Beobachtungszeitraumes langer vital (Abbildung 23).
Fur das angestrebte Priméarzellmodell wurde daher aufgrund der potentiell schneller

erreichbaren Konfluenz der Zusatz ITS X100 verwendet.

Abbildung 23

Kultivierung von proximalen Tubulusfragmenten mit (B/D) und ohne (A/C) ITS X100.

Durch den ITS Zusatz gerieten die einzelnen Zellkolonien in der Ubersichtsaufnahme schneller in
Kontakt zueinander (B). Unter langerer Kultivierungsdauer von 18 Tagen zeigte sich eine deutliche
Desintegration der Kolonien. Diese war unter dem Zellzusatz ITS X100 weniger stark ausgepréagt (D).
MalRstabsbalken entsprechen 500 um.



66

Um den Einfluss von Kortikosteroiden auf die Kultivierung proximaler Tubuluszellen
zu untersuchen, wurden mpPTEC auf Transwell Filtereinsatzen tber sieben Tage mit
und ohne 50 nM Hydrokortison zusatzlich zum Basismedium kultiviert. Die Messung
des transepithelialen Widerstandes mittels EVOM zeigte in dieser Kleinen,
orientierenden Versuchsreihe einen erhdhten Widerstand in Filtern, welche additiv
mit Hydrokortison kultiviert wurden. So wurde am vierten Kultivierungstag der
Widerstand in Hydrokortison-freien Filtern mit 7,51 Qcm?2 + 0,41 im Vergleich zu
13,04 Qcm? + 1,63 bestimmt. Am sechsten Kultivierungstag war der transepitheliale
Widerstand in Hydrokortison-freien Filtern mit 13,53 Qcm? + 1,33 weiterhin unter dem
Niveau von Hydrokortison versetzten Filtern mit 19,8 Qcm2 + 1,16. Die Analyse der
unterschiedlichen Filter in der Ussing-Kammer konnte den unter Kulturbedingungen
gemessenen, erhdhten transepithelialen Widerstand in den mit Hydrokortison
versetzten Filtern trotz persistierender Tendenz nicht verifizieren. Wie in Tabelle 11
ersichtlich zeigten sich in dieser kleinen Stichprobe keine Hinweise auf Unterschiede

hinsichtlich Vie, Isc und Permeabilitaten.

Kultivierungszusatz Ree Ve I Pnasa
n Qcm? mV UA/cm?

Kein Hydrokortison | 4 12,38+1,68 0,26 +0,02 -4,8 +2,59 1,09 £ 0,06
50 nM Hydrokortison| 4 16,16 +1,42 0,3+0,01 -3,93+0,77 1,22 +0,03

Kultivierungszusatz Pna Pq Pca Pwg

n 107 cm/h 107 e¢cm/h 107 e¢cm/h 107 ecm/h
Kein Hydrokortison | 4 423,65+57,52 394,67 + 64,56 858,22 + 113,38 807,68 + 110,69
50 nM Hydrokortison| 4 331,15+27,96 273,99+ 30,48 688,22 +56,88 635,01 53,92

Tabelle 11
Vergleichende elektrophysiologische Analyse von mpPTEC mit und ohne 50nM Hydrokortison in der
Ussing-Kammer.

Da ein Anstieg des transepithelialen Widerstandes unter Kultivierung mit 50 nM
Hydrokortison auf Entdifferenzierung der Primarzellen zurtckzufihren sein kénnte,
wurden zusétzlich Immunfluoreszenzanalysen der kultivierten Filter durchgefihrt.
Hierbei wurde die Expression des fur den proximalen Tubulus typischen Claudin 2
naher untersucht. In Hydrokortison-freien Filtern fand sich lediglich in einem von acht

kultivierten Filtern ein junktionales Claudin 2 Signal. In Hydrokortison versetzten
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Filtern war dies in vier von acht Filtern der Fall. Dieses junktionale Signal war
unabhangig vom Zellzusatz von schwacher Intensitat und bei Ausbildung nur
diskontinuierlich auf den Filtern zu finden. Zusammenfassend ist der Effekt von
50 nM Hydrokortison auf die Primarzellkultur somit am ehesten als potentielle
Widerstandserhohung ohne wesentlichen Verlust der parazellularen proximalen
Tubuluseigenschaften zu charakterisieren. Die bessere Expression von Claudin 2
unter Stimulation mit 50 nM Hydrokortison war die Grundlage fir den Einsatz dieses

Zusatzes in der Primarzellkultur.

3.3.1 Eigenschaften der Primirzellkultur
Die wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben etablierte Primarzellkultur des
proximalen Tubulus ,mpPTEC“ wurde hinsichtlich ihrer elektrophysiologischen
Eigenschaften untersucht. Mit dieser Charakterisierung sollten solide Ausgangswerte
fur nachfolgende Experimente geschaffen werden. Als wesentliche Eigenschaft des
nativen proximalen Tubulus wurde hierzu der transepitheliale Transport von Glucose
im Primarzellmodell untersucht. mpPTEC auf acht Filtern wurden Uber sieben Tage
zu einer Gesamtkonfluenz von 98,86% + 0,05 kultiviert und anschlieRend in der
Ussing-Kammer gemessen. Nach einer kurzen Adaptationsphase unter
Kontrollbedingungen wurden luminal zusétzlich 10 mM Glucose angeboten und die
resultierende Verénderung in Vi erfasst. In diesem gepaarten Experiment zeigte sich
unter luminaler Applikation von Glucose eine signifikante Positivierung von Ve,
welche bei unverandertem Re in einer signifikanten Anderung des lIsc resultierte
(Diagramm 7). Hinweise fur einen typischen, natriumgekoppelten Glucose-Transport
des proximalen Tubulus mit resultierender luminaler Depolarisation zeigten sich bei

fehlender Negativierung von Vi somit nicht.
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Diagramm 7

Elektrophysiologische Untersuchung zum Nachweis eines elektrogenen, transepithelialen Glucose-
Transportes in mpPTEC (n=8).

Neben den transzellularen Eigenschaften wurden zudem die parazellularen
Eigenschaften der Primarzellen untersucht. Hierzu wurden mpPTEC auf sechs
Transwell Filtereinsatzen tber sieben Tage zu einer Gesamtkonfluenz von 97,96% +
0,03 Kkultiviert. AnschlieRend wurden die Filtereinsatze in der Ussing-Kammer
gemessen. Die Ergebnisse dieses Experiments sind in Diagramm 8 vergleichend
zum nativen proximalen Tubulus dargestellt. Wie aus dem Diagramm ersichtlich
wiesen die mpPTEC kein wesentliches transepitheliales Potential oder Isc auf. Der Rie
zeigte mit 24,52 Qcm2 + 1,79 vergleichbare Werte zum nativen S3 Segment
(20,04 Qcmz £ 2,91), welche sich jedoch signifikant Gber dem Niveau eines PCT-S2
Segmentes (13,02 Qcm? + 1,81) befanden. Parazellular zeigte sich im Vergleich zum
S3 Segment eine nochmals signifikant erhohte Kationenselektivitat mit einem Pnasci
von 1,9 + 0,24. Diese war bei vergleichbarer Permeabilitat fir Natrium lonen auf eine
Reduktion der Permeabilitat fir Chlorid lonen im Vergleich mit PCT-S2 Segmenten
zuriickzufihren. Die Leitfahigkeiten fur divalente Kationen zeigten in der
untersuchten Stichprobe keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu nativen
proximalen Tubuli, auch wenn die Permeabilitaten fir Kalzium und Magnesium in

den mpPTEC tendenziell reduziert erschienen.



Pnarci

69

ISC

Vie

0.5+

-0.54
-1.01
-1.54

Pci

o

o

<
y/wo .0l

T
[=]
[=
©

800+

PNa

500+

uwo . o}



70

PMg PCa
1000+ 1500-
800+
£ £ 1000+
€ 6004 F=
o (T}
(o] Lor ]
o 4001 o
-— - 500+
200+
0
v
&7
Q
Diagramm 8

Vergleichende graphische Darstellung der elektrophysiologischen Eigenschaften von mpPTEC (n=6)
und nativen proximalen Tubulussegmenten (PCT-S2 n=16, S3 n=12).

Neben der elektrophysiologischen Auswertung wurde die mRNA Expression der
Claudine 2, 10a, 11, 12, 17 in den mpPTEC untersucht. Mit dieser Analyse sollten
potentielle Unterschiede in der Claudin Expression aufgedeckt werden, welche die
erhohte Kationenleitfahigkeit in den mpPTEC erklaren kénnten. Zudem sollte dieses
Experiment die Auswirkungen einer ex vivo Kultivierung proximaler Tubuluszellen auf
die Claudin Expression objektivieren. mpPTEC wurden fiir diesen Versuch auf acht
Filtern Uber sieben Tage kultiviert und anschlieBend mittels RT-PCR untersucht.
Aufgrund von deutlich reduziertem Zellmaterial in einer analysierten Probe kamen
lediglich sieben mpPTEC (n=7) zur Auswertung. Wie in Diagramm 9 dargestellt
zeigte sich fur die Claudine 2, 10a und 12 eine signifikante Reduktion der Expression
im Vergleich zum jeweiligen Segmentabschnitt des nativen proximalen Tubulus.
Besonders deutlich zeigte sich dabei die Reduktion der Claudin 10a Expression.
Claudin 11 (n=4, nicht dargestellt) zeigte im Rahmen dieser Analyse eine relative
Expression von 0,02 + 0,002 zum Haushaltsgen Eif3f und war damit erstmalig in
proximalen Tubuluszellen nachweisbar. Wie auch im nativen proximalen Tubulus war
die Expression von Claudin 17 in mpPTEC sehr gering. Die erhobenen Werte
konnten nicht sicher von den Negativkontrollen abgegrenzt werden und wurden

daher nicht zur Auswertung herangezogen.
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relativ zu Eif3f
relativ zu Eif3f

Diagramm 9

Vergleichende graphische Darstellung der Claudin Expression von mpPTEC (n=7) und nativen
proximalen Tubulussegmenten (jeweils n=9).

Auch das Expressionsverhéltnis der einzelnen Claudine zeigte fur die mpPTEC
starke Veranderungen im Vergleich zum nativen proximalen Tubulus. Wie in
Diagramm 10 dargestellt war das Claudin 2 zu Claudin 10a Verhdltnis in den
mpPTEC signifikant erhdoht. Das Claudin 10a zu Claudin 12 sowie das Claudin 2 zu

Claudin 12 Verhaltnis waren hingegen signifikant erniedrigt.

Claudin 2 Claudin 10a Claudin 2

———
— ——
6.07 — 5.0 —

relativ zu Claudin 10a
relativ zu Claudin 12
relativ zu Claudin 12

Diagramm 10
Graphische Darstellung der Expressionsverhéltnisse einzelner Claudine in mpPTEC (n=7) und
Segmenten des nativen proximalen Tubulus (jeweils n=9)

Zu den Expressionsanalysen wurden fir alle angelegten Primérzellkulturen
Immunfluoreszenzfarbungen angefertigt. In diesen Farbungen sollte die Expression
und Lokalisation von Claudin 2 und Claudin 10 in den mpPTEC naher untersucht
werden. Die Immunfluoreszenzfarbung fur Claudin 2 war dabei in den mpPTEC sehr
unbestandig. In einigen Filtern zeigte sich ein junktionales Claudin 2 Signal wie in
Abbildung 24. Dieses Signal war jedoch sehr schwach und niemals Uber den ganzen
Filter zu beobachten. In vielen Filtern hingegen zeigte sich jedoch kein junktionales
Claudin 2 Signal, sodass eine Auswertung hinsichtlich Lokalisation und Intensitat
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nicht sinnvoll durchgefuhrt werden konnte. Fur Claudin 10 erfolgte eine Analyse der
Immunfluoreszenzfarbungen an 3 Filtern mit mpPTEC. Es zeigte sich hierbei kein
spezifisches junktionales Signal, sodass auf Basis der geringen Expression auf

weitere Farbungen verzichtet wurde.

Abbildung 24

Exemplarische Darstellung der Immunfluoreszenzfarbungen von Claudin 2 (griin) sowie des Aktin-
Zytoskeletts durch Phalloidin (rot) in mpPTEC.

MafRstabsbalken entsprechen 50 um.

3.3.2 Einfluss einer erhohten Kalziumkonzentration auf die Eigenschaften der
Primarzellkultur

Die direkten Auswirkungen einer erhdhten extrazellularen Kalziumkonzentration auf
die parazellularen Eigenschaften proximaler Tubuluszellen sollten ohne adaptive
Vorgange des Gesamtorganismus an mpPTEC untersucht werden. Hierzu wurden
jeweils sechs Transwell Filtereinsatze mit mpPTEC unter normaler
(Kalziumkonzentration: 1,9 mM) sowie erhdhter extrazellularer Kalziumkonzentration
(Kalziumkonzentration: 5 mM) Uber acht Tage kultiviert. Beide Versuchsgruppen
erreichten eine vergleichbare Konfluenz (97,96% + 0,03 unter 1,9 mM Kalzium;
98,2% £ 0,01 unter 5 mM Kalzium) unter den Versuchsbedingungen. Um potentielle
Unterschiede in den parazellularen Eigenschaften beider Versuchsgruppen
detektieren zu kobnnen, wurden die Filtereinsdtze in der Ussing-Kammer
elektrophysiologisch analysiert. Die Ergebnisse dieser Analyse sind vergleichend in
Diagramm 11 dargestellt. Hinsichtlich Vi, Rt, Isc und Permeabilititen zeigten sich

keine signifikanten Unterschiede in den Versuchsgruppen.
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Diagramm 11
Vergleichende graphische Darstellung der elektrophysiologischen Eigenschaften von mpPTEC nach
Kultivierung in 1,9 mM sowie 5 mM kalziumhaltigem Medium. (n=6)

Zusatzlich zur elektrophysiologischen Evaluation in der Ussing-Kammer wurden
Immunfluoreszenzfarbungen von Claudin 2 fur die unterschiedlichen

Versuchsgruppen angefertigt (Abbildung 25).

Abbildung 25

Vergleichende Darstellung der Immunfluoreszenzfarbungen von Claudin 2 in mpPTEC.
A. Bestes junktionales Signal unter 5 mM extrazellulérer Kalziumkonzentration.

B. Bestes junktionales Signal unter 1,9 mM extrazelluléarer Kalziumkonzentration.

C. Filter ohne junktionales Signal unter 5 mM extrazelluléarer Kalziumkonzentration.
D. Filter ohne junktionales Signal unter 1,9 mM extrazellularer Kalziumkonzentration.

Malstabsbalken entsprechen 20 um.
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Die unterschiedlichen Filtereinsatze zeigten hierbei wiederum ein sehr
unbestandiges Farbeverhalten. Ein junktionales Claudin 2 Signal war unter
Ausschopfung der methodischen Moglichkeiten in beiden Versuchsgruppen lediglich
in vier von sechs Filtern nachzuweisen. Dieses Signal war im Rahmen der
Detektionsgrenzen nur sehr schwach und diskontinuierlich in den einzelnen Filtern
sichtbar. Eine vergleichende Auswertung beziglich der Intensitat und Lokalisierung

war daher in den Versuchsgruppen nicht moéglich.

3.3.3 Effekt von Co-Kultivierung auf die Primarzellkultur

In einer weiteren Versuchsreihe wurden orientierend die Auswirkungen einer Co-
Kultivierung von mpPTEC mit einer basolateralen renalen Mischkultur untersucht.
Dieser Versuchsansatz bietet die Mdglichkeit die Niere als Gesamtorgan ex vivo
untersuchen und gezielt manipulieren zu koénnen. Interaktionen zwischen
unterschiedlichen renalen Zellen kdnnten mit diesem Zellmodell abgebildet werden.
Gerade fur den proximalen Tubulus ist diese Interaktion von besonderer Bedeutung,
da durch die immense Kalziumresorption im Interstitium grof3e Mengen freier
Kalzium lonen anfallen konnen. Damit es nicht zur Uberschreitung des
Loslichkeitsproduktes der Kalzium lonen im Interstitium und somit zur
Nephrokalzinose = kommt, muissen regulative Vorgange entweder die
Kalziumresorption oder die Pufferkapazitat des Interstitiums steuern. Fur diesen
Versuchsansatz wurden mpPTEC auf 12 Filtereinsatzen mit basolateraler Co-Kultur
kultiviert. Als Vergleichsgruppe wurden mpPTEC ohne basolaterale Mischkultur
generiert. Beide Versuchsgruppen wurden Uber sieben Tage unter identischen
Bedingungen ohne Zusatz von Kortikosteroiden kultiviert. Die mpPTEC mit Co-Kultur
erreichten mit 98,79% + 0,04 dabei eine vergleichbare Konfluenz zu den isoliert
gewachsenen mpPTEC mit 99,09% =+ 0,02. Die Messung des transepithelialen
Widerstandes unter Kulturbedingungen zeigte wie in Diagramm 12 ersichtlich
signifikant erhohte Werte fiur mpPTEC mit Co-Kultur.
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10 . mpPTEC + Co-Kultur

Diagramm 12
Messung des transepithelialen Widerstandes unter Kulturbedingungen mittels EVOM in isoliert
kultivierten mpPTEC (n=12) und mpPTEC mit renaler Mischkultur (n=12).

Ussing-Kammer Messungen beider Versuchsgruppen am siebten Kultivierungstag
konnten die erhdhten transepithelialen Widerstande in den mpPTEC mit Co-Kultur
(26,25 Qcm? £ 2,12) im Vergleich zu isoliert kultivierten mpPTEC (20,28 Qcm? + 1,9)
nicht bestatigen. In diesem Untersuchungsverfahren zeigte sich jedoch erneut eine
deutliche Tendenz, welche das Signifikanzniveau nicht ganz erreichte (p=0,056). Die
Evaluation eines transepithelialen Glucose-Transportes zeigte in mpPTEC mit Co-
Kultur (Diagramm 13) hinsichtlich Vi und Isc vergleichbare Werte zu isoliert
kultivierten mpPTEC (Diagramm 7). Bei fehlender luminaler Depolarisation war somit
kein elektrogener Glucose-Transport nachweisbar. Wahrend der Messungen zeigte
sich ein spontaner Abfall des transepithelialen Widerstandes Uber die Zeit. Die
Reduktion des transepithelialen Widerstandes war dabei lediglich von geringem

Ausmal’ und fuhrte im Verlauf zu einer Stabilisierung auf reduziertem Niveau.
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Diagramm 13
Elektrophysiologische Evaluation eines elektrogenen transepithelialen Glucose-Transportes in
mpPTEC mit basolateraler renaler Mischkultur (n=8) unter Nutzung der Ussing-Kammer.

Zusatzlich zum transepithelialen Glucose-Transport wurden die mpPTEC mit Co-
Kultur orientierend hinsichtlich der parazellularen Eigenschaften untersucht. Hierzu
wurden die Filter (mpPTEC n=3; mpPTEC mit Co-Kultur n=4) analog zu 2.2.3.2 in
der Ussing-Kammer analysiert. Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Diagramm 14
dargestellt. Zusammenfassend zeigte sich eine signifikante Steigerung der
Kationenselektivitéat unter basolateraler Co-Kultivierung von mpPTEC. Urséachlich
zeigte sich am ehesten eine Reduktion der Permeabilitat fir Chlorid lonen, welche
aufgrund des Umfangs der Stichprobe jedoch nicht das Signifikanzniveau erreichte.
Zudem zeigte sich in dieser Versuchsserie eine allgemeine Reduktion von Rt und
Pnaci. Beide Parameter erreichten selbst in isoliert kultivierten mpPTEC nicht das
Niveau vorheriger Versuchsreihen (siehe vergleichend Diagramm 8 und 11).
Hinsichtlich des  transepithelialen = Widerstandes zeigte sich in  der
elektrophysiologischen Messung eine Tendenz zur Steigerung unter Co-Kultivierung
von mpPTEC. Vergleichend mit anderen Versuchsreihen erreichten co-kultivierte
mpPTEC jedoch nur ein bekanntes Niveau fir Re. Die Permeabilitaten fir Kalzium
und Magnesium lonen zeigten sich in mpPTEC unter Co-Kultivierung verringert.
Beide Parameter erreichten jedoch nicht das Signifikanzniveau. Insgesamt muss bei
den Ergebnissen dieser Analyse bertcksichtigt werden, dass es sich lediglich um ein

Vorserienexperiment mit kleiner Stichprobe und limitierter Aussagekraft handelt.
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Diagramm 14

Vergleichende graphische Darstellung der orientierenden elektrophysiologischen Analyse von isoliert
kultivierten mpPTEC (n=3) zu mpPTEC mit Co-Kultur (n=4).
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4. Diskussion

4.1 Methodik

4.1.1 Versuchstiere
In den einzelnen Experimenten wurden C57BL/6J Mause mit identischem
genetischen Hintergrund verwendet. Fir die isolierte Perfusion wurden
gemischtgeschlechtliche Tiere im Alter von maximal acht Wochen verwendet. Die
Festlegung des Alters auf diesen begrenzten Zeitraum erleichterte die mechanische
Dissektion einzelner Tubulussegmente. Die Praparation der Zellkultur erfolgte
hingegen unter Einsatz eines enzymatischen Verdaus. Dies ermoglichte die
Verwendung deutlich alterer gemischtgeschlechtlicher Tiere (bis zu 14 Wochen). Im
Diatversuch wurden lediglich weibliche Tiere im Alter von 42 Tagen eingesetzt.
Insgesamt fuhrt dies zu einer Heterogenitat des Alters und des Geschlechts in der
Versuchstierauswahl. Schlussfolgerungen mit Beachtung mehrerer Ergebnisse
dieser Arbeit kdnnen somit nur vor dem Hintergrund dieser Storfaktoren getroffen
werden. Im direkten Vergleich der einzelnen Versuchsgruppen eines Experiments

sind diese Storgrof3en jedoch vernachlassigbar klein.

4.1.2 Elektrophysiologische Analysen mittels isolierter Perfusion oder

Ussing-Kammer

4.1.2.1  Tubulusperfusion
Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse sowie die Vitalitat der untersuchten
Tubulusfragmente in der isolierten Perfusion hangen entscheidend von der
Quialifikation des Untersuchers ab. Aus diesem Grund wurde dieser Teil der Arbeit in
Kooperation mit Dr. Nina Himmerkus durchgefuihrt. Bei dem verwendeten Protokoll
wurde aus methodischen Grinden auf ein Abdichten des untersuchten
Tubulusfragmentes mit Sylgard-Ol verzichtet. Eine Beeinflussung der erhobenen
Messwerte durch Leck-Strome ist somit nicht sicher auszuschlieRen. Bereits
publizierte Daten isoliert perfundierter proximaler Tubuli zeigen jedoch vergleichbare
Werte hinsichtlich des transepithelialen Widerstandes (etwa 13 - 20 Qcm?) [18, 58,
59]. Eine wichtige StérgroRe bei der Erhebung von Diffusionspotentialen sind
transepitheliale Transportvorgange. Die Unterbindung der Transportmechanismen

des proximalen Tubulus stellt gerade auf Basis der grolen Vielfalt eine
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Herausforderung dar [60, 61]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf den Einsatz
spezifischer  pharmakologischer Inhibitoren  verzichtet. = Eine = Hemmung
transepithelialer Transportvorgdnge erfolgte stattdessen durch ein vermindertes
luminales Substratangebot mit Verzicht auf Glucose oder Hydrogencarbonat. Als
einziges bekanntes Substrat verblieb lediglich Phosphat in einer Konzentration von
2 mM in der luminalen Perfusionslosung. Vergleichbare Arbeiten zur Messung der
parazellularen Permeabilitit des proximalen Tubulus Uber Diffusionspotentiale
nutzten ein weniger restriktives Vorgehen [18, 58]. In den Perfusionslosungen dieser
Arbeiten wurden zusatzlich zu Phosphat auch Glucose, Hydrogencarbonat sowie die
Aminosaure Alanin als Iluminale Substrate eingesetzt. Eine symmetrische
Bestimmung von Diffusionspotentialen, mit sequentiellem luminalen und
basolateralen Losungswechsel, konnte den Einfluss transzellularer
Transportvorgdnge abhéngig vom angebotenen Substrat veranschaulichen. Ein
Wechsel der luminalen Perfusionslésung konnte jedoch unter den angegebenen
Experimentalbedingungen nur zu Lasten der Zellvitalitat préparierter
Tubulussegmente durchgefihrt werden. Zudem zeigten sich auf Basis eines
veranderten Perfusionsdruckes Artefakte in der elektrophysiologischen Messung,
sodass ganzlich auf einen luminalen Losungswechsel verzichtet wurde. Insgesamt ist
eine Einflussnahme transienter transzellularer Transportvorgange auf die bestimmten
Diffusionspotentiale somit nicht sicher auszuschlieBen. Zur Minimierung dieses
Effektes wurde daher ein definierter Messzeitpunkt zur Bestimmung der
Diffusionspotentiale festgelegt. Die Basis des kurzen zeitlichen Abstandes zwischen
Applikation der Experimentallésung (50 Sekunden) und Messung des eingestellten
Gleichgewichtspotentials war die Annahme, dass es sich bei den zu messenden
Diffusionspotentialen um elektrophysikalische Phanomene handelt, welche sich nach
Erreichen des Lésungswechsels instantan ausbilden. Transzellulare
Transportvorgdnge gewinnen hingegen erst im weiteren Verlauf aufgrund der sich
initial andernden Konzentrationsgradienten und zellularer Gegenregulationen an
Relevanz. Die morphologischen Auswirkungen einer basolateralen Perfusion mit der
Experimentallosung #61 differierten je nach Ursprung der untersuchten
Tubulussegmente stark. PCT und S2 Segmente begannen unter basolateraler
Perfusion mit der isoosmolaren Losung #61 deutlich mehr zu schrumpfen als S3
Segmente. Dies konnte auf die starkere Expression von Natrium gekoppelten

Hydrogencarbonat-Symportern im frihen proximalen Tubulus zurickzufiihren sein
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[62]. Bei einer niedrigen extrazellularen Natriumkonzentration ist der
elektrochemische Gradient fur Natrium lonen Uber die basolaterale Membran deutlich
reduziert, was zu einem vermehrten Ausstrom von Natrium- und Hydrogencarbonat
lonen aus der Zelle fuhrt. Dieser Verlust von Osmolyten aus der Zelle kdnnte das
starkere Schrumpfen von PCT und S2 Segmenten erklaren. Die Auswirkungen
dieses Schrumpfungsprozesses auf die parazellularen Eigenschaften eines Epithels
und die erhobenen Diffusionspotentiale sind bisher nicht ausreichend dokumentiert.
Ein Einfluss auf die erhobenen Messwerte kann daher nicht mit hinreichender
Sicherheit ausgeschlossen werden. Die erhobenen elektrophysiologischen Daten
wurden retrospektiv zusatzlich einer qualitativen Analyse unterzogen. Hierzu erfolgte
eine mikroskopische Auswertung hinsichtlich Vitalitat, Lange und Morphologie des
untersuchten Tubulus. Als Hauptkriterien fir die Vitalitat eines untersuchten
Tubulussegmentes galten ein klares Zellbild sowie die Prasenz von Mikrovilli. S3
Segmente zeigten hinsichtlich der Vitalitdit eine starke Abhangigkeit von der
Untersuchungsdauer. Bereits 60 Minuten nach Praparation des Versuchstieres
zeigte sich mikroskopisch eine Transparenzminderung des Zytoplasmas mit
begleitender Zellschwellung als Indikator eines einsetzenden Zelltodes. In PCT sowie
S2 Segmenten konnten analoge Veranderungen erst im Intervall von Gber 120
Minuten nach Praparation des Versuchstieres beobachtet werden. Unter Kenntnis
dieser zeitlichen Abhangigkeit erfolgte die Tubulusperfusion in sequentieller Abfolge

mit initialer Analytik von S3 Segmenten.

4.1.2.2  Zellkultur und Ussing-Kammer
Die Messungen in der Ussing-Kammer erfolgten an kultivierten mpPTEC auf
Transwell Filtereinsatzen. Die Anwendung eines Einsatzes mit tragender
Filtermembran bot die Madoglichkeit epitheliale Zellverbdnde in ihrer polaren
Ausrichtung zu analysieren. Der artifizielle Ersatz der Basalmembran in vivo durch
eine Filtermembran in vitro ist dabei jedoch mit einigen Risiken verbunden. So ist die
Versorgung des epithelialen Zellverbundes durch Diffusion auf der basolateralen
Seite lediglich durch einzelne Poren mit definiertem Durchmesser und Lange
moglich. Zudem muss eine Adharenz der Epithelzellen auf der artifiziellen
Basalmembran aus Polyester sichergestellt werden. In einigen Vorarbeiten erfolgte
daher eine Beschichtung der Filtermembranen mit Kollagen [63, 64]. Jegliche

Beschichtung der Filtermembranen flhrt jedoch zu einer weiteren Einschrankung der
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basolateralen Diffusion durch Okklusion einzelner Filterporen. Die Polarisierung
kultivierter Zellen mit Ausbildung von Schlussleisten und Interzellularkontakten
konnte auf diese Weise gestort werden. Das Vorgehen bei dieser experimentellen
Arbeit erfolgte auf Basis bereits publizierter Daten zur Kultivierung von priméaren
proximalen Tubuluszellen auf Filtermembranen [45]. In den durchgefiihrten Studien
zeigten sich elektronenmikroskopisch weiterhin ausgebildete Schlussleisten sowie
kurze Mikrovilli. Lediglich diffus verteilte intrazellulare Mitochondrien deuteten auf
eine diskrete polare Reorganisation mit Anderung der Zytoarchitektur hin. Rein
funktionell zeigte sich in Vorarbeiten ein erhaltener elektrogener Glucose-Transport
sowie eine endozytotische Aktivitat des Epithelverbandes, sodass die Relevanz
dieser polaren Reorganisation aktuell von geringem Ausmald erscheint. Fur die
Messung der elektrophysiologischen Eigenschaften eines Epithels ist das Erreichen
eines konfluenten Wachstums von entscheidender Bedeutung. Zellfreie Bereiche auf
den bewachsenen Filtern fihren zur Ausbildung von relevanten Kurzschlusstromen
und in schweren Fallen zur ganzlichen Aufhebung der parazellularen Selektivitat. Zur
Sicherstellung eines konfluenten Zellwachstums erfolgte neben der Messung des
transepithelialen Widerstandes unter Kulturbedingungen zudem eine Analyse der
bewachsenen Filtermembranen mittels Fluoreszenzfarbung des Aktin-Zytoskeletts.
Als Fluoreszenzfarbstoff wurde hierzu Phalloidin eingesetzt. Der Vorteil einer
mikroskopischen Konfluenzanalyse gegenuber publizierten Verfahren mittels
Bestimmung der Durchlassigkeit von Fluoresceinisothiocyanat [65] liegt in der
genaueren Ortlichen Zuordnung von Epitheldefekten. Aussparungen im
Epithelverbund auf Basis von Praparationsartefakten (Abbildung 26) konnten so von
einer zu geringen Epithelzellzahl oder einem Zelltod differenziert werden. Als
absolutes Ausschlusskriterium galt ein epithelialer Bewuchs von weniger als 90% der
Flache einer préaparierten Filtermembran. Zudem wurden epithelialisierte
Filtermembranen mit einem transepithelialen Widerstand von weniger als 10 Qcm?2
nach siebentagiger Kultivierung von weiteren Analysen ausgeschlossen.
Besonders fir die elektrophysiologische Messung der mpPTEC in der modifizierten
Ussing-Kammer spielte erneut die Kultivierung auf Transwell Filtereinsatzen eine
entscheidende Rolle. Auf Basis des artifiziellen Ersatzes der Basalmembran durch
eine Polyestermembran kann lediglich die ungehinderte Diffusion des luminalen
Perfusates auf die Zellsicht gewahrleistet werden. Das basolaterale Perfusat muss

hingegen zuerst die 0,4 um grofRen Poren des Filters Gberwinden um in Kontakt mit
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den mpPTEC zu geraten. Durch das kleinere Volumen des luminalen
Kompartimentes der Ussing-Kammer zeigte sich in den Versuchsansatzen zudem
eine deutlich bessere Durchmischung mit schnellerem Auswaschen bei Applikation
luminaler Experimentallésungen. Basolaterale Ldsungswechsel unterliegen in
diesem System somit einigen konstruktionsbedingten Messungenauigkeiten. Die
Experimente dieser Arbeit wurden daher préaferentiell mit luminalem Wechsel der
Perfusionslosung durchgefiihrt. Basolaterale Losungswechsel im Anschluss an das
Experiment dienten lediglich dem Ausschluss eines interferierenden transzellularen
Transportes bei der Bestimmung von Diffusionspotentialen. Zelltrimmer und andere
Verunreinigungen kénnen ebenfalls die elektrophysiologischen Eigenschaften eines
Epithels verfalschen oder die Zuganglichkeit von Ldsungen zur Zellschicht
beeinflussen. Die Messungen von Vi und Rie erfolgten daher erst nach einer initialen
Anpassungsphase des Filters, in der durch bilaterale Perfusion Zelltrimmer und

andere Verunreinigungen vom Filter entfernt wurden.

Abbildung 26

Exemplarische mikroskopische Darstellung von interzellularen Kontakten bei der Kultivierung von
mpPTEC

In der Fluoreszenzfarbung des Aktin-Zytoskeletts mittels Phalloidin zeigten sich in einigen kultivierten
mpPTEC lediglich partiell ausgebildete Zell-Zell-Kontakte (Vergleich zwischen A und B). Die
entstandenen Interzellularspalten kdnnen in elektrophysiologischen Messungen zu erhéhten
Kurzschlussstromen fiihren und nur inadéquat in Konfluenzmessungen quantifiziert werden. Inwieweit
es sich bei diesen fingerférmigen Zell-Zell-Kontakten um Préparationsartefakte handelt ist unklar.
Morphologisch zeigte sich dieses Phanomen bei insgesamt reduzierter Zelldichte auf der untersuchten
Filtermembran.

Die MaRRstabsbalken entsprechen jeweils 100 um.
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Fur die Messung des transepithelialen, elektrogenen Glucose-Transportes in der
Ussing-Kammer wurden die Losungen #97 und #97a eingesetzt. Zwischen den
Losungen bestand ein osmotischer Gradient von 10 mOsmol. Dieser osmotische
Gradient kann bei asymmetrischer Perfusion der epithelialen Zellschicht zu
parazellularen Wasserverschiebungen fiihren, welche uber ,solvent drag“ und
Ausbildung von Diffusionspotentialen mit den erhobenen transepithelialen
Spannungen interferieren. Das Ausmal} dieser Interferenz ist dabei wesentlich von
den parazellularen Eigenschaften eines Epithels abhangig. Wéahrend es in Epithelien
mit parazellularer Praferenz fir Anionen (Pnaci < 1) uber Ausbildung von
Diffusionspotentialen zu einer Uberschatzung des elektrogenen, transepithelialen
Glucose-Transportes kommt, fuhren Diffusionspotentiale von Epithelien mit
parazellularer Praferenz von Kationen (Pnaci > 1) zu einer Reduktion erhobener
transepithelialer Spannungen. Dies kann folglich zu einer Unterschatzung des

elektrogenen, transepithelialen Glucose-Transportes fuhren.

4.1.3 Expressionsanalysen
Die Analyse der Expression von spezifischen Genen erfolgte in nativen proximalen
Tubuli sowie kultivierten proximalen Tubuluszellen. Die Detektion von mRNA mittels
RT-PCR Technik zeichnet sich dabei durch eine exzellente Sensitivitat aus. Da
selbst geringste Mengen an mRNA durch bindende Primer stark amplifiziert werden
konnen, ist dieses System jedoch auch anféllig fir Verunreinigungen. Gerade die
starke Expression von Claudin 2 im dinnen absteigenden Teil der Henle-Schleife
(siehe Abbildung 21 D) konnte so uber verbleibende Tubulusfragmente an
selektierten S3 Segmenten proximaler Tubuli die Messergebnisse beeinflussen.
Zudem machen die geringen Volumina bei den einzelnen Versuchsanséatzen das
System empfindlich gegenulber Pipettierfehlern [66]. Diese Ungenauigkeiten konnten
in dieser Arbeit durch die Verwendung des internen Kalibrator-Farbstoffes ROX und
Dreifachbestimmungen weitestgehend ausgeschlossen werden. Die geringere
Spezifitat der RT-PCR Reaktion ist auf den verwendeten Fluoreszenzfarbstoff SYBR
Green zuruckzufuhren, welcher lediglich unselektiv an doppelstrangige DNA bindet.
Diese unselektive Bindung kann bei Amplifikation von Nebenprodukten einer
PCR Reaktion zu falsch erhohten Intensitaten fuhren. In dieser Arbeit wurden daher
Negativkontrollen und Produktanalysen mittels Schmelzkurve und Gelelektrophorese

zum Ausschluss einer solchen Interferenz durchgefiihrt. Die Anwendung der 2-2Cd
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Methode zur Auswertung der Daten ist wie unter 2.2.4.4.2 und 2.2.4.4.3 beschrieben
nur bei vergleichbaren Effizienzen der unterschiedlichen PCR Reaktionen
mathematisch  legitim.  Zur  Evaluation dieses  Sachverhaltes  wurden
Effizienzanalysen aller untersuchten Primerpaare durchgefuhrt. In den detektierbaren
cDNA-Sequenzen variierten die Effizienzen dabei um weniger als 10%. Eine
unproportionale Amplifikation der untersuchten Nukleotidsequenzen war somit
ausgeschlossen.

Zur Analyse der Genexpression auf Proteinebene wurde die Technik des Western
Blots in semiquantitativem Ansatz durchgefuhrt. Die eingesetzte Proteinmenge war
mit circa 30 proximalen Tubulussegmenten in einem niedrigen Bereich. Durch die
Isolation definierter Tubulussegmente war das Untersuchungsmaterial aber keiner
weiteren Verdunnung unterworfen. Somit konnte der Signal-Rausch-Abstand im
Vergleich zu Gesamtnieren- oder Nierenrinden-Praparationen deutlich verbessert
werden. Neben der alleinigen Bestimmung der Proteinmenge sind mit dem Western
Blot auch regulative Vorgange zu erfassen. So kénnen je nach Lage des Epitops
eines verwendeten Antikérpers auch Phosphorylierungen oder proteolytische
Spaltungen des untersuchten Proteins detektiert werden [67].

Zur Analyse der Lokalisation von Claudin 2 und einem potentiellen Membran-
,1rafficking® wurde in dieser Arbeit die Technik der indirekten Immunfluoreszenz
eingesetzt. Dieses Verfahren profitiert von einer hohen Selektivitat der verwendeten
Antikdrper. Zudem ist die Praparation des Ausgangsmaterials in den Punkten
Fixierung und Schnittfihrung von besonderer Bedeutung. Die Auswertung der
Immunfluoreszenzfarbungen hinsichtlich Intensitdt und Lokalisation untersuchter
Proteine erfolgte unter identischen experimentellen Bedingungen (Belichtungszeit
und Belichtungsintensitat). Fur Fluoreszenzsignale mit einem Emissionsmaximum
nahe 460 nm fuhrt zudem die Autofluoreszenz des proximalen Tubulus durch den
hohen Gehalt an reduziertem Nicotinamidadenindinukleotid (NADH) zu einem
intrazellularen Storsignal [68]. Der fur die Fluoreszenzfarbung von Claudin 2
verwendete Sekundarantikérper (Emissionsmaximum: 488 nm) musste daher vor
einem gewissen Hintergrundsignal betrachtet werden. Im direkten Vergleich mit
einem alternativen Sekundarantikdrper (Emissionsmaximum: 633 nm) lieferte dieser

Antikorper jedoch ein Signal hoherer Intensitat.
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4.2 Eigenschaften des parazellularen Weges des proximalen Tubulus

4.2.1 Parazellulire Eigenschaften des nativen proximalen Tubulus
In dieser Arbeit wurden die segmentspezifischen parazellularen Eigenschaften des
proximalen Tubulus bestimmt. Entlang des Nephrons zeigte sich ein signifikanter
Anstieg des Widerstandes und der relativen Permeabilitat fur Natrium gegenlber
Chlorid (Pnaci). Die erhobenen Daten der Widerstandsmessungen im PCT-S2
Segment zeigten sich dabei vergleichbar mit bereits publizierten Messungen aus
diesem Segmentabschnitt [18]. Widerstandsmessung im S3 Segment von PT sind in
der Literatur bisher nicht erfolgt und entziehen sich daher einer objektiven
Uberprifung. Pnaci des proximalen Tubulus wurde bereits in unterschiedlichen
Arbeiten untersucht [11, 18, 58, 69-71]. In diesen Arbeiten wurden jedoch explizit
einzelne Segmentabschnitte analysiert, sodass zum aktuellen Zeitpunkt keine
vergleichbaren Studien mit Evaluation des gesamten proximalen Tubulus existieren.
Komplizierend erfolgte in publizierten Studien zudem eine sehr heterogene
Bezeichnung der untersuchten Segmentabschnitte, sodass ein direkter Vergleich mit

erhobenen Daten dieser Arbeit nicht immer mdglich war (siehe Tabelle 12).

Relative Permeabilitat von Natrium zu Chlorid
kortikal juxtamedullér
Arbeitsgruppe Organismus S2 S3 PCT PST PCT PST
Klietz A Maus 0,58+0,02 1,37+0,08 0,58+0,02
Muto S Maus 1,1+£0,02
Abuazza G Maus 0,89+0,08 0,89+0,08
KawamuraS  Kaninchen 0,45 0,77
Jacobson HR  Kaninchen 1,56 bis 0,31 2,04
Berry CA Kaninchen 1,24+0,1 2,92+0,37
Quigley R Kaninchen ca.0,5
Tabelle 12

Vergleich der elektrophysiologisch erhobenen Pnaci mit publizierten Daten anderer Studien [11, 18,
58, 69-71].

Ein Vergleich der aktuellen Daten zur relativen Permeabilitdt (Pna/ci) von murinen
PCT-S2 Segmenten mit bereits publizierten Studien zeigte hierbei ein besonders
Uberraschendes Ergebnis. Pnaci in unseren Messungen zeigte sich auf dem Niveau
Claudin 2 defizienter Versuchstiere [18]. Mittels Immunfluoreszenz und
Expressionsanalysen konnte jedoch eine deutliche Expression von Claudin 2 in PCT

und S2 Segmenten nachgewiesen werden. Die ermittelte Claudin 2 mRNA-Menge
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lag dabei sogar deutlich Gber dem Niveau von anderen Claudinen des proximalen
Tubulus. Als potentielle Ursache fir diesen Sachverhalt kame eine Analyse
unterschiedlicher Abschnitte von einzelnen proximalen Tubulussegmenten in
Betracht. In Arbeiten mit sequenzieller Analyse von PCT Segmenten zeigten sich
bereits signifikante Unterschiede von Pnaici bei einem Messpunktabstand von nur
einem Millimeter [71]. Die Daten dieser Arbeit préasentierten sich jedoch
ausgesprochen homogen, sodass Unterschiede in Pnaci entlang der perfundierten
Segmente sehr unwahrscheinlich erscheinen. Als weiterer wichtiger Datenpunkt
dieser Arbeit zeigte sich in der sequentiellen Analyse des proximalen Tubulus ein
Anstieg von Pnaci. Wahrend sich in PCT-S2 Segmenten eine deutliche Praferenz der
parazellularen Permeabilitat (Pnaci = 0,58 + 0,02) fir Chlorid lonen zeigte, kam es im
weiteren Verlauf des PT unter Reduktion der Permeabilitat fir Chlorid lonen zu
einem Anstieg des transepithelialen Widerstandes. In S3 Segmenten zeigte der
parazellulare Weg so eine Préaferenz fur Natrium lonen (Pnact = 1,37 + 0,08). Eine
vergleichende Betrachtung mit publizierten Daten isoliert perfundierter PST zeigte in
diesem Segmentabschnitt bisher deutlich niedrigere relative Permeabilitdten [58, 69]
(sieche Tabelle 12). Welche Rolle die Verwendung unterschiedlicher
Versuchstierarten hinsichtlich dieser disparaten Datenpunkte spielte, konnte
aufgrund eines Mangels an entsprechenden Publikationen nicht nachvollzogen
werden. Unter gemeinsamer Betrachtung der strukturellen sowie funktionellen Daten
dieser Arbeit scheint eine Zunahme der relativen Permeabilitat des PT in einer
sequentiellen Analyse jedoch konklusiv. So zeigte sich im Verlauf des PT eine
Steigerung der Claudin 2 und 12 mRNA Expression mit Verschiebung der Claudin
2/12 Ratio zu Claudin 12. Die segmentale Steigerung der Claudin 2 Expression im
PT konnte zudem in Immunfluoreszenzanalysen auch auf Proteinebene
nachvollzogen werden. Die deutliche Zunahme der Intensitat spricht hierbei fir eine
Zunahme der Proteinmenge an Claudin 2. Claudin 2 sowie Claudin 12 tragen nach
der Literatur potentiell zur parazellularen Kationen-Leitfahigkeit bei [13-16, 18]. Wie
bereits dargestellt war die Anderung der relativen Permeabilitat jedoch vor allem auf
eine Reduktion der Permeabilitat fir Chlorid lonen zuriickzufiihren. Die parazellulare
Permeabilitdt des PT fur Natrium lonen war erstaunlicherweise nicht verandert. Da
die Expression von Claudinen mit Anionenpréaferenz [20, 25] (Claudin 10a, 17) auf
mRNA-Ebene entlang des PT keine signifikanten Anderungen zeigte, ist die

Reduktion der Chloridpermeabilitat am ehesten durch Interaktionen der exprimierten
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Claudine untereinander zu erklaren. Dabei ist aktuell unklar inwieweit die einzelnen
Claudine des PT in cis- oder trans-Interaktionen treten kénnen und welche
funktionellen Konsequenzen sich daraus fur den PT ergeben. Alternativ ware
ebenfalls eine post-transkriptionale Regulation Gber microRNAs [37] mit Reduktion
der Proteinmenge an Claudin 10a oder 17 denkbar. Unter Beachtung der Daten
dieser Arbeit sowie der aktuell vertretenen Lehrbuchliteratur [72] ist somit eine
funktionelle Differenzierung des PT notwendig. Die initialen Segmente des PT
zeichnen sich hierbei durch einen hohen transzellularen Transport aus. Als
wesentliche Triebkraft der transzellularen Transportvorgange dient das
Ruhemembranpotential, welches Uber die vorwiegend basolaterale Expression der
Natrium-Kalium-ATPase und K*-Rezirkulation (ber entsprechende Kaliumkanéle
bereitgestellt wird. Sekundar aktive Transportprozesse kdnnen so unter Ausnutzung
des elektrochemischen Gradienten von Natrium lonen eine Resorption von luminalen
Substraten auch gegen bestehende Konzentrationsgradienten ermdéglichen. Die
Depolarisation der luminalen Membran Uber elektrogenen Transport von Glucose
und Aminosduren fuhrt schlieBlich zur Ausbildung eines lumennegativen
transepithelialen Potentials von bis zu -2 mV. Die deutlich gesteigerte parazellulare
Permeabilitat fur Chlorid lonen in PCT-S2 Segmenten kann unter Ausnutzung des
transepithelialen Potentials somit eine parazellulare Resorption von Chlorid lonen
(entlang des elektrochemischen Gradienten) fordern und die Ruckdiffusion von
Natrium lonen nach luminal reduzieren. Trotz erhOhter Permeabilitat der
Schlussleisten fur Chlorid lonen kommt es in initialen Segmenten des PT jedoch zu
keinem ganzlichen Ausgleich der luminalen und basolateralen Chloridkonzentration.
Die Ursache dieses Sachverhaltes ist aktuell unklar und bedarf weiterer Klarung.
Eine Maoglichkeit ware ein Uberwiegen der aktiven transzellularen Resorption von
Natrium lonen zusammen mit Hydrogencarbonat bei der lediglich geringen
parazellularen Triebkraft fir Chlorid lonen. Die luminale Chloridkonzentration steigt
somit im weiteren Verlauf des PT bis auf 135 mM an [61]. Der spate PT zeichnet sich
nach fast vollstandiger Resorption von Hydrogencarbonat, Aminosauren und
Glucose durch ein geringeres luminales Substratangebot aus. Das transepitheliale
Potential wird nicht langer durch elektrogene, luminale Transportprozesse, sondern
durch das etablierte Diffusionspotential der Chlorid lonen bestimmt. Das theoretisch
maximale Diffusionspotential von circa +7 mV [61] wird jedoch nicht erreicht. Eine

mogliche Ursache dafir zeigt die aktuelle Arbeit im Nachweis einer reduzierten
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Permeabilitat fir Chlorid lonen in S3 Segmenten durch vermehrte Expression von
Claudin 2 und 12.
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Abbildung 27

Konzeptionelle Darstellung des parazelluldren Transportes entlang des proximalen Tubulus.

A. Friher proximaler Tubulus:

Natrium gekoppelte Symporter und Antiporter fiihren zu einer transzellularen Resorption von Natrium,
Hydrogencarbonat, Glucose, Phosphat und Aminosauren und generieren so ein lumennegatives
transepitheliales Potential. Die parazellulare Barriere ist praferentiell permeabel flr Anionen und flihrt
so zu einer parazellularen Resorption von Chlorid lonen entlang des transepithelialen Potentials. Eine
Ruckdiffusion von Natrium lonen ins Tubuluslumen findet unter diesen parazellularen Eigenschaften
nur in geringem Ausmal} statt.

B. Spater proximaler Tubulus:

Auf Basis eines sich erschopfenden luminalen Substratangebotes wird der transepitheliale Transport
im spaten proximalen Tubulus im Wesentlichen vom lumenpositiven Chlorid Diffusionspotential
getragen. Bei erhohter parazellularer Permeabilitaét fir Natrium lonen erfolgt so eine weitere
parazellulare Resorption von Kationen entlang des transepithelialen Potentials. Bei fehlenden
Hinweisen transzellularer Transportvorgdnge divalenter Kationen im proximalen Tubulus scheint dies
zudem der Hauptmechanismus zur Resorption von Kalzium und Magnesium lonen zu sein.

Eine weitere Moglichkeit fur die Diskrepanz der erhobenen Daten zur bestehenden
Literatur konnte die Perfusion unterschiedlich gelegener Nephrone sein. Einige
Arbeiten zeigten starke Unterschiede in den parazellularen Permeabilitaiten von
superfiziellen und juxtamedullaren Nephronen [69, 71]. Da die distalen S3 Segmente
in dieser Arbeit ausschliel3lich aus Markstrahlen und aus der Rinden-Mark-Grenze
stammten, gehdren sie zu juxtamedullaren Nephronen. Die vorwiegend kortikal
praparierten PCT und S2 Segmente waren folglich superfiziell gelegenen Nephronen
zuzuordnen. Die Perfusion einiger S1 Segmente zeigte jedoch keine initial erhdohte
Pnaci, wie dies bei superfiziellen PCT in diesen Analysen [71] der Fall war. Die

Mdglichkeit zweier funktionell unterschiedlicher Nephrone lasst sich mit dieser Arbeit
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nicht ausschlie@en und bedarf néherer Evaluation. Als weiteren wichtigen
Unterschied zwischen PCT-S2 und S3 Segmenten fand sich neben den
parazellularen Eigenschaften ein deutlich erhohter Kurzschlussstrom in S3
Segmenten unter Experimentalbedingungen. Wahrend in PCT-S2 Segmenten ohne
luminales Angebot von Glucose, Hydrogencarbonat und Aminosauren kein
relevanter Isc messbar war, zeigten S3 Segmente unter gleichen Bedingungen einen
relevanten negativen Isc. Diese Daten weisen auf einen spezifisch im S3 Segment
vorhandenen elektrogenen transzellularen Transport hin. Da das luminale Perfusat
ein Phosphat gepuffertes System war, kdonnten Natrium gekoppelte Symporter
(NaPilla) ursachlich fir den erhdhten Isc sein. Publizierte Arbeiten zeigten jedoch eine
deutliche Abnahme Natrium gekoppelter Phosphattransporter entlang des
proximalen Tubulus [73, 74], sodass andere elektrogene Transporter im S3 Segment
eine Rolle spielen missen. Eine mdgliche Erklarung ware die Expression des
epithelialen Natriumkanals (ENaC), welcher bereits in anderen Arbeiten im

proximalen Tubulus nachgewiesen werden konnte [75].

4.2.2 Expressionsanalysen im Didtversuch
Im Diatversuch mit anschlieRender molekularbiologischer Aufarbeitung isolierter
proximaler Tubuli wurde tberprift, ob Claudine des PT in vivo an der funktionellen
Anpassung beteiligt sind. Unter Betrachtung der metabolischen Daten regulierten die
Versuchstiere der Stoérung durch die Diat entsprechend entgegen. Unter oraler
Phosphatbelastung zeigte sich eine physiologische Plasmaphosphatkonzentration
bei erhdhter fraktioneller Phosphatexkretion sowie tendenziell reduzierter fraktioneller
Kalziumexkretion. Im Didtversuch mit oraler Kalziumrestriktion zeigten sich dhnliche
Befunde. Am ehesten war diese Adaptation durch eine vermehrte Stimulation mit
PTH zu erklaren, welche unter oraler Kalziumrestriktion vor allem auf einer
reduzierten Aktivierung des parathyreoidalen CaSR [76] mit konsekutiv gesteigerter
PTH-Sekretion beruht. Unter erhdhter oraler Phosphatzufuhr scheint zudem eine
verzogerte Degradation der mRNA des Parathormons [77] sowie eine renale
Stimulation mit FGF-23 eine Rolle zu spielen. Dies fuhrte bei beiden
Versuchsgruppen somit letztlich am ehesten zu einer vermehrten Internalisierung
von proximal tubuldren Natrium-Phosphat-Kotransportern mit konsekutiv erhdhter
Phosphatausscheidung. Unter oraler Kalziumbelastung zeigte sich bei erhoéhter

Plasmakalziumkonzentration eine kompensatorische Steigerung der renalen
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Kalziumexkretion. Zur Pravention einer tubularen Uberschreitung des
Kalziumphosphat-Produktes fand sich in dieser Versuchsgruppe unter Reduktion der
CaSR-abhangigen parathyreoidalen PTH-Sekretion zudem eine signifikant reduzierte
renale Phosphatexkretion. Die Hyperkalziurie unter oraler Kalziumbelastung ist unter
anderem durch bekannte hormonell induzierte Regulationsmechanismen des
distalen Tubulus mit Internalisierung von TRPV5-Kandalen erklart [78]. Zudem fuhren
lokal erhohte renale Kalziumspiegel Uber direkte Stimulation des CaSR mit
konsekutiv erhohter Expression von Claudin 14 zur reduzierten parazellularen
Resorption vom Kalzium in der TAL [35]. Anhand der aktuellen Daten dieser Arbeit
wurden zudem weitere Regulationsmechanismen im Bereich des PT aufgezeigt.
Unter konstanter Expression der proximal tubulédren Claudin 2 mRNA zeigte sich eine
signifikante Reduktion der Menge an Claudin 2 Protein mit vollstandiger Integration in
die TJ. Als Ursache der reduzierten Proteinmenge an Claudin 2 ware somit eine
endogene Suppression mittels miRNA denkbar, wie sie bereits im Bereich der TAL
etabliert ist. Alternativ besteht zudem die Option einer beschleunigten
Proteindegradierung im Proteasom durch Polyubiquitinierung. Ob eine Vermittlung
dieser adaptiven Vorgange mit Anderung der parazellularen Claudinkomposition
letztlich Gber direkte Stimulation eines proximal tubular exprimierten CaSR [79] oder
aber Uber hormonelle Stimuli erfolgt, bleibt aktuell unklar. Unter Beachtung der
beschriebenen Eigenschaften von Claudin 2 als Kationen-préferierende Wasserpore
[18] kobnnte ein verminderter Gehalt dieses Claudins gerade im Bereich von
S3 Segmenten unter Applikation eines lumenpositiven transepithelialen Potentials
zur deutlichen Einschréankung der parazellularen Resorption von Natrium sowie von
divalenten Kationen [16] fuhren. Funktionell ergdbe sich somit ein weiterer
Mechanismus zur Préavention einer Hyperkalziamie oder Nephrokalzinose. Gegen die
Annahme einer direkten Modulation der Kalziumresorption Uber Steigerung oder
Senkung der Claudin 2 Expression im Sinne einer parazellularen ,Kalziumpore®
sprechen jedoch die Daten der Analytik des nativen PT. Trotz sequentieller Zunahme
der Claudin 2 sowie Claudin 12 mRNA Expression entlang des PT zeigte sich in
spaten S3 Segmenten keine gesteigerte Permeabilitdt fir Kalzium lonen. Ob eine
posttranskriptionale Regulation Gber miRNAs in diesem Rahmen ebenfalls relevante
Einflusse auf die Claudin 2 Expression entfaltet, ist aktuell unklar und bedarf weiterer
Versuchsreihen mit segmentspezifischer Quantifizierung der Claudin 2 Proteinmenge

mittels Western Blot. Unter oraler Kalziumbelastung ist somit unter Beachtung aller
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Daten vor allem mit einer Verminderung der proximal tubuldaren Natrium- und
Wasserresorption zu rechnen. Der multifaktoriell bedingte Natrium- und
Wasserverlust des PT beruht hierbei auf einer Kombination aus quantitativer
Reduktion von Claudin 2 mit zudem bestehender hyperkalziurisch inhibierter
parazellularer Resorption von Natrium lonen [80]. Diese Verdinnung des proximal
tubularen Urins konnte einer Uberschreitung des Kalziumphosphatproduktes mit
Bildung von Kalziumprazipitaten bereits im PT vorbeugen. Zudem konnten die
Kompensationsmechanismen in der TAL mit weiterer Reduktion der transzellularen
Natrium- und parazellularen Kalziumresorption [36] eine Aktivierung des
tubuloglomerularen Feedbackmechanismus bewirken. Die resultierende Reduktion
der glomeruldren Filtrationsrate wirde damit zusatzlich einer erhdhten

Kalziumexposition im PT vorbeugen.

4.3 Die Primarzellkultur als Modell des nativen proximalen Tubulus
Eine vergleichende Betrachtung der elektrophysiologischen Daten des aktuell
etablierten Primarzellmodells mit den Eigenschaften des nativen PT zeigte eine
starke Ahnlichkeit der mpPTEC zu nativen spatproximalen S3 Segmenten. mpPTEC
weisen bei vergleichbaren transepithelialen Widerstanden jedoch eine weitere
Steigerung von Pnaci unter deutlicher Reduktion der Permeabilitat fir Chlorid lonen
auf. Begleitend zeigte sich eine tendenzielle Reduktion der parazellularen
Permeabilitdt fir divalente Kationen. Expressionsanalysen zeigten als Ursache
dieser Befunde eine generelle Verminderung der Claudin mRNA Expression unter
besonderer Beteiligung von Claudin 10a mit Verschiebung des Claudin 2 zu Claudin
10a Verhéltnisses. Die ausgepragte Reduktion der Claudin 10a Expression unter den
angegebenen Kulturbedingungen bleibt zunachst unklar, kénnte jedoch zu einer
signifikanten Reduktion der parazellularen Anionenpermeabilitdt [25] beigetragen
haben. Ein bekanntes Phanomen von Primérzellkulturen unterschiedlichen
Ursprungs ist der partielle Verlust urspriinglich erhaltener Zellfunktionen tber die Zeit
in Kultur [81]. Dies konnte auch im Zellmodell der mpPTEC beobachtet werden.
Neben einer deutlichen Reduktion der Claudin Expression konnte im Vergleich mit
anderen Primarzellmodellen in elektrophysiologischen Analysen kein elektrogener
Glucose-Transport [45] nachgewiesen werden. Die Entwicklung eines signifikanten
lumenpositiven transepithelialen Potentials unter luminaler Applikation von Glucose

war bei bestehendem osmotischen Gradienten von 10 mOsmol und Praferenz der
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parazellularen Barriere fir Kationen somit am ehesten die Folge einer parazellularen
Elektrolytverschiebung im Sinne eines Diffusionspotentials. Eine klare Identifizierung
des Primarzellursprungs war neben der strikten histomorphologischen Selektion im
Rahmen der Tubuluspraparation [82] daher vor allem durch die typische Expression
von parazellularen Proteinen wie Claudin 2, Claudin 10a sowie Claudin 12 mdglich.
Insbesondere der Nachweis von Claudin 2 in der Immunfluoreszenz ist hierbei als
Alleinstellungsmerkmal der mpPTEC im Vergleich zu existenten immortalisierten
Zelllinien des proximalen Tubulus wie OK, LLC-PK1, NRK-52E und HK-2 anzusehen
[39]. Inwieweit die inkonsistente Darstellung von Claudin 2 in der Immunfluoreszenz
von mpPTEC als weiteres Zeichen einer vorzeitigen Dedifferenzierung zu werten ist,
bleibt bei fehlender Evidenz einer parazellularen Integration von Claudin 2 in anderen
Primérzellkulturen proximaler Tubuli zun&chst unklar. Die deutliche Reduktion der
Claudin Expression in mpPTEC mit Nachweis von Claudin 10 nahe der
Detektionsgrenze limitiert zudem die Bewertung regulativer Anderungen der
parazellularen Barriere. Die in vivo erhobenen Daten einer reduzierten Claudin 2
Expression unter Kalziumbelastung konnten somit in vitro auf Basis der
Immunfluoreszenz nicht nachvollzogen werden. Auch elektrophysiologisch zeigten
sich keine Hinweise auf einen direkten Einfluss einer erhdhten Kalziumkonzentration
auf die parazellularen Eigenschaften von mpPTEC. Diese Beobachtungen fihrten
letztlich zu der Hypothese, dass die in vivo beobachteten Veradnderungen der
Claudin 2 Expression unter oraler Kalziumbelastung nicht Uber eine direkte
Stimulation des proximal tubularen CaSR sondern durch hormonelle Einflisse
vermittelt werden. Die Erweiterung des etablierten Zellmodells um ein interstitielles
Zellkompartiment konnte in dieser Arbeit durch basolaterale Co-Kultivierung realisiert
werden. Bis auf eine geringe Steigerung des transepithelialen Widerstands in EVOM-
Messungen zeigten sich keine signifikanten elektrophysiologischen Veranderungen
unter Co-Kultivierung der mpPTEC mit einer basolateralen Mischkultur. Die
Diskrepanz der Widerstandmessungen unter Kulturbedingungen mit denen in der
modifizierten Ussing-Kammer war hierbei am ehesten auf ein Anhaften von
Zellbestandteilen an der basolateralen Flache der Filtermembran zuriickzufthren.
Diese Hypothese wird durch den zigigen Abfall des transepithelialen Widerstandes

nach dem basolateralen Flussigkeitswechsel gestutzt.
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4.4 Ausblick
Eine wesentliche Erkenntnis aus dieser Arbeit ist die funktionelle Heterogenitat des
proximalen Tubulus. Diese erfordert weiterfuhrende Studien an definierten
Subsegmenten des proximalen Tubulus bezlglich seiner hormonell modulierbaren
parazellularen  Eigenschaften. Ein  erneuter Diatversuch  konnte  Uber
subsegmentspezifische elektrophysiologische Analytik  die funktionellen
Auswirkungen einer reduzierten Claudin 2 Expression unter oraler Kalziumbelastung
ergrinden.  Strukturelle Analysen spezifisch isolierter proximaler Tubulus-
Subsegmente mittels RT-PCR und Western Blot kdonnten im Rahmen dieser
Versuchsreihe zudem die Sensitivitat hinsichtlich geringer Anderungen der Claudin-
Expression erhdhen. Die Hypothese einer hormonellen Regulation der parazellularen
Claudinkomposition in proximalen Tubulussegmenten bedarf einer weiteren
Untersuchung im Zellmodell. Zusétzlich zu etablierten immortalisierten Zelllinien kann
hierzu unter Beachtung der Sensitivitat auch das mpPTEC Primarzellmodell
eingesetzt werden. Neben einer reinen Analyse des parazellularen Claudin 2
Bestandes unter Exposition regulativer Hormone wie Calcitonin, Parathormon,
Calcitriol und FGF-23 konnten selbige Studien zudem die Hypothese einer

posttranskriptionalen Regulation der Claudin 2 Expression naher ergrinden.
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5. Zusammenfassung

Die Homoostase interstitieller Elektrolytkonzentrationen sichert die Funktion der
Einzelzelle im Organismus. Uber die Ausscheidung von Elektrolyten und Wasser
spielt die Niere eine Schlusselrolle in diesem Prozess. Bereits im proximalen Tubulus
erfolgt die trans- sowie parazellulare Resorption eines Grol3teils der glomerular
filtrierten Molekile. Die Einbeziehung des parazellularen Weges fihrt hierbei
abhangig von der Permeabilitat der parazellularen Barriere zu einer Okonomisierung
des transepithelialen Transportes (bis zu 10 Natrium lonen pro ATP). Die
parazellularen  Eigenschaften eines Epithels werden durch Integration
gewebespezifisch exprimierter Claudine in die Tight junctions bestimmt. Sie spielen
somit eine kritische Rolle fir die Funktion des proximalen Tubulus im Dienste der
Elektrolythomo6ostase.

Die Daten dieser Arbeit unterstiitzen die funktionelle Differenzierung des proximalen
Tubulus in Subsegmente mit divergenten parazellularen Eigenschaften. In
elektrophysiologischen Analysen zeigten initiale PCT-S2 Segmente bei einem
transepithelialen Widerstand von 13,02 + 1,81 Qcm? eine ausgepragte parazellulare
Anionenselektivitat (Pnaci von 0,58 = 0,02). Spate S3-Segmente zeichneten sich bei
deutlich erhéhtem transepithelialen Widerstand von 20,04 + 2,91 Qcm? durch eine
Reduktion der parazellularen Permeabilitat fir Chlorid lonen aus (Pci 648,6 + 112,5
103cm/h zu 261,5 + 41,8 103cm/h). Strukturell konnte als Ursache dieser Befunde
eine Steigerung der Claudin 2 sowie Claudin 12 Expression in spat proximalen
S3 Segmenten gefunden werden, welche zu einer Verschiebung der parazellularen
Permeabilitdt (Pnaci von 1,37 = 0,08) zu Gunsten von Kationen fihrte.
Elektrophysiologisch zeigten sich in spaten S3 Segmenten zudem Hinweise auf
einen elektrogenen Elektrolyttransport (Vie von -1,18 + 0,33 mV). Bei restriktivem
luminalen Substratangebot im Rahmen der Versuchsbedingungen stitzen diese
Daten die Existenz eines luminal exprimierten epithelialen Natriumkanals.

Die Regulation der parazellularen Eigenschaften eines Epithels unter oraler
Kalziumbelastung konnten bereits im dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife
nachgewiesen werden. Diese Arbeit erweitert das bestehende Wissen durch
Nachweis einer mRNA unabhangigen, quantitativen Regulation des proximal
tubularen Claudin 2 Bestandes. Die junktionale Reduktion von Claudin 2 unter oraler

Kalziumbelastung scheint im proximalen Tubulus jedoch funktionell keine direkten
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Auswirkungen auf die Kalziumpermeabilitit zu entfalten. Vielmehr scheinen
diuretische Effekte im Vordergrund zu stehen, welche Uber tubuloglomerulare
Ruckkopplung einer Préazipitation von Kalziumsalzen im Tubulussystem vorbeugen
konnten.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein Primarzellmodell ,mpPTEC* des proximalen
Tubulus auf Basis einer histomorphologischen Selektion etabliert werden.
Elektrophysiologisch zeigten sich mpPTEC hinsichtlich des transepithelialen
Widerstandes (Rt von 24,52 + 1,79 Qcm?2) vergleichbar zu spaten S3 Segmenten
des nativen proximalen Tubulus. Analog zu S3 Segmenten zeigten mpPTEC zudem
eine Restriktion der parazellularen Anionenpermeabilitdit (Pci von 1454 + 20,7
103cm/h). Im Gegensatz zum nativen proximalen Tubulus schien diese
Verschiebung der parazellularen Permeabilitéat (Pnaci von 1,9 £ 0,24) strukturell auf
einer Claudin 10 pradominanten Reduktion der Claudin Expression zu beruhen.
Claudin 2 zeigte weiterhin eine inhomogene Integration in die Tight junctions. Neben
immortalisierten Zelllinien unklaren renalen Ursprungs (MDCK 1l) stand somit
erstmalig ein Zellmodell des spaten proximalen Tubulus mit parazellularem Nachweis
von Claudin 2 zur Verfigung. Das Defizit eines transzellularen Glucose-Transportes,
als mogliche Folge einer einsetzenden Entdifferenzierung des Primarzellmodells, war
unter Beachtung des lediglich geringen Glucose-Transportes spat proximaler
Tubulussegmente von untergeordneter Bedeutung.

Die Auswertung parazellularer Regulationsmechanismen zeigte in mpPTEC keinen
direkten Einfluss einer erhdhten interstitiellen oder luminalen Kalziumkonzentration.
Die adaptive Reduktion des junktionalen Claudin 2 Bestandes in nativen proximalen
Tubuli konnte im Rahmen der Sensitivitdt des Primérzellmodells nicht nachvollzogen
werden. Die Befunde am nativen Tubulus stitzen jedoch die Hypothese einer
hormonell induzierten Regulation des proximal tubularen Claudin 2 Bestandes und
machen weitere Arbeiten unter Einbeziehung von Parathormon, Calcitonin, Calcitriol
und FGF-23 erforderlich.
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8. Anhang
8.1 Gerate
Daten-Schreiber BD41 & BD11E, Kipp and Zonen, Delft, NL
Inkubator B5060 EK-CO2, Heraeus, Hanau, D
Kryostat CM3050S, Leica, Wetzlar, D
Lasermikroskop Axiovert 200M + LSM 510 Modul, Zeiss, Jena, D
Lumineszenzdetektor LAS-3000mini, Fuji Photo Film, Dusseldorf, D
Mikroskop AX10, Zeiss, Jena, D
Osmometer Micro-Osmometer, Model 210- Fiske Associates, Norwood, US
pH-Meter Prazisions pH-Meter, Knick, Berlin, D
Real-Time-Cycler Applied Biosystems 7500fast, Life Technologies, Carlsbad, US
Stereomikroskop MZ16, Leica, Wetzlar, D
Sterilbank Hera Safe, Heraeus, Hanau, D
Thermomixer Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg, D
Vortex MS 3 digital, IKA, Staufen, D
Blotting-Kammer Mini Trans-Blot Cell, Bio-Rad, Miinchen, D
Zentrifugen Biofuge vito, Heraeus, Hanau, D

8.2 Tierversuchsantrag
Die Tierversuche wurden beim Ministerium flr Energiewende, Landwirtschaft,
Umwelt und landliche Raume (MELUR) des Landes Schleswig-Holstein angezeigt
und unter der Nummer V 312-7224.121-2 genehmigt.
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