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1 Einleitung

1.1 Die Niere als Schaltstelle des Stoffwechsels

Die Niere erfiillt essenzielle Funktionen fiir den Organismus und ist neben der Elimination
harnpflichtiger Stoffe fir die Homdostase von Elektrolyten und Wasser verantwortlich.
Dadurch reguliert sie unter anderem das Extrazellularvolumen und nimmt Einfluss auf den
Blutdruck (Crowley and Coffman 2012). Dariiber hinaus ist sie, neben Lunge und Leber, an der
Aufrechterhaltung eines ausgeglichenen Saure-Basen-Haushalts beteiligt. Um diesen
vielfaltigen Aufgaben kontrolliert nachzukommen, produziert die Niere Hormone und

Botenstoffe und ist Wirkpunkt einer Vielzahl dieser Stoffe (Klinke 2005).

Die herausragende Stellung der Niere zeigt sich auch darin, dass 20% des Herzzeitvolumens
die Nieren passieren. Ein GroRteil des Blutflusses beschrankt sich hierbei auf die starker
durchblutete Nierenrinde (Abbildung 1A und B). Dort sind die meisten Glomeruli zu finden.
Die menschlichen Nieren bestehen aus circa 2 Millionen, die murine Niere aus 13000
Glomeruli (Cullen-McEwen, Kett et al. 2003). In den Glomeruli werden beim Menschen pro
Tag insgesamt 150 bis 180 Liter Primarharn filtriert, welcher anschlieRend entlang des

Nephrons modifiziert wird (Schmidt 2010) (siehe 1.2.2).

1.2 Anatomie der Niere

1.2.1 Makroskopischer Aufbau der Niere

Makroskopisch ldsst sich die menschliche Niere in sieben bis neun Lobi Renales einteilen, die
von der dulReren Nierenrinde in das Mark hineinreichen. Das Mark ist pyramidenformig
angeordnet, wobei die Spitze stets in das Nierenbecken hineinragt (Abbildung 1A). Die
Nierenrinde ist circa einen Zentimeter breit und ist einerseits an der Aullenseite der Niere zu
finden, setzt sich aber als Columna Renalis auch zwischen den Markpyramiden fort (Lillmann-

Rauch 2019).
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Abbildung 1: Anatomie der humanen und murinen Niere im Vergleich

A: Schematische Darstellung der humanen Niere im Langsschnitt. Der Ubersichtlichkeit halber sind nur vier statt
der eigentlich sieben bis neun Lobi angedeutet. Die Markpyramiden sind blau hinterlegt. Die Tubulusflissigkeit
gelangt aus den Papillen der Lobi in das Kelchsystem des Nierenbeckens. B: Horizontalschnitt einer murinen Niere
im Durchlicht. Die murine Niere hat nur einen Lobus. Die Gliederung in Schichten erfolgt analog zu der humanen
Niere und ist hier eingezeichnet: Cortex, auBerer Streifen des duReren Marks (outer stripe of outer medulla,
0OSOM), innerer Streifen des dulReren Marks (/nner Stripe Of Outer medulla, ISOM), inneres Mark (inner medulla,
IM). Die Abgrenzung der Schichten ergibt sich aus den darin vorkommenden Tubulusabschnitten. A: nach
(Lallmann-Rauch 2019).

Die Niere der Maus ist im Vergleich einfacher aufgebaut, da sie nur aus einem Lobus besteht,
also eine Markpyramide besitzt (Abbildung 1B). Diese Markpyramide konfluiert durch eine
breite Basis mit der Nierenrinde und reicht zentral ebenfalls bis in das Nierenbecken. Dabei
werden dufleres und inneres Mark unterschieden, wobei das duRere Mark in einen
AulRenstreifen (outer stripe of outer medulla, OSOM) und einen Innenstreifen (inner stripe of

outer medulla, ISOM) unterteilt wird (siehe Abbildung 1B) (Liebelt 1998).

1.2.2 Mikroskopischer Aufbau - das Nephron als Funktionseinheit

Das Nephron stellt die funktionell-histologische Untereinheit der Niere dar. Es besteht aus
einem Glomerulus, in dem der Primarharn filtriert wird und dem sich anschlieRenden
Tubulussystem, welches letztendlich in das Kelchsystem des Nierenbeckens miindet
(Abbildung 2) (Lillmann-Rauch 2019). In der Terminologie wird das Sammelrohr (CD, collecting
duct) uneinheitlich behandelt. Entwicklungsgeschichtlich zdhlt es nicht zum Nephron und ist
anatomisch gesehen deshalb davon zu trennen. In vielen Disziplinen, die das Nephron

vornehmlich funktionell betrachten, wird das CD zum Nephron gezahlt (LGllmann-Rauch



2019). Auch in dieser Arbeit wird diese funktionelle Einteilung verwendet. Eine weitere
Unterscheidung erfolgt zwischen kortikalem (cCD, cortical collecting duct) und medulldrem CD
(mCD), (LGllmann-Rauch 2019). Die Versuche dieser Arbeit wurden an unverzweigten cCD

durchgefihrt.

Glomerulus DCT CNT

PT

Cortex

Abbildung 2: Schematische Darstellung eines Nephrons

Die Grafik zeigt den schematischen Aufbau eines kompletten Nephrons. Im Glomerulus entsteht durch Filtration
des Blutes der Priméarharn, welcher anschliefend die unterschiedlichen Abschnitte des Nephrons passiert. Durch
viele Modifikationen im Verlauf des Nephrons entsteht der Endharn, der Gber das Sammelrohr (CD) in das
Nierenkelchsystem abgeleitet wird. 0SOM= AuRerer Streifen des duBeren Markes (outer stripe of outer medulla),
ISOM= Innerer Streifen des dulReren Markes (inner stripe of outer medulla), IM= Inneres Mark (inner medulla),
PT= Proximaler Tubulus, TL= diinne Henle-Schleife (thin limb), TAL= dicke aufsteigende Henle-Schleife (thick
ascending limb), DCT= distaler Tubulus (distal convoluted tubule), CNT= Verbindungsstiick (connecting tubule),
CD= Sammelrohr (collecting duct).

Die beim Menschen circa 150 bis 180 Liter filtrierter Primdrharn gleichen in ihrer
Zusammensetzung dem proteinfreien Blutplasma. Entlang des Nephrons findet eine starke
Veranderung und Anpassung der luminalen Flissigkeit bis hin zum finalen Urin statt. Es wird
ein Gleichgewicht zwischen Ausscheidung und Einbehalt von lonen, anderen Molekiilen und
Wasser erreicht. Dabei werden einige wichtige Elektrolyte und organische Stoffe aktiv
rickresorbiert, andere Stoffe werden aktiv sezerniert (Klinke 2005). Zudem ist die Fahigkeit
der Niere hervorzuheben, den Urin entweder konzentrieren oder sogar verdiinnen zu kénnen.
So kann die Wasserausscheidung dem diskontinuierlichen Trinkverhalten angepasst und die

Plasmaosmolalitat weitestgehend konstant gehalten werden (Klinke 2005, Brandes 2019).



Im proximalen Tubulus (PT, proximal tubule) (Abbildung 2) findet vor allem ein
Massentransport von lonen und Wasser statt (Tabelle 1) (Brandes 2019). Hier werden groRe
Anteile der filtrierten lonen gegen relativ geringe Gradienten rlickresorbiert. Die geringen
Konzentrationsgradienten bedingen sich daraus, dass lonen und Wasser in nahezu gleichem
Malle transportiert werden. Eine weitere Aufgabe im PT ist es, Giftstoffe und auch

Medikamente aktiv durch spezielle Transporter zu sezernieren (Klinke 2005, Brandes 2019).

In der wasserundurchlassigen dicken aufsteigenden Henle-Schleife (TAL, thick ascending limb
of Henle) (vgl. Abbildung 2) werden weitere lonen riickresorbiert. Vor allem aber ist die Henle-
Schleife wichtig fiir die Konzentrierung des Urins, da hier Salz und Wasser getrennt werden
und mit Hilfe eines Gegenstromprinzips ein osmotischer Gradient mit zunehmender

Osmolalitat in Richtung Mark aufgebaut wird (Brandes 2019).

Im distalen gewundenen Tubulus (DCT, distal convoluted tubule) und CD (Abbildung 2) findet
die Feineinstellung des Wasser- und Elektrolytgehalts des Urins statt. Im Vergleich zu PT und
TAL findet hier Salztransport gegen hdhere Gradienten unter héherem Energieverbrauch und
unter direkter hormoneller Kontrolle, jedoch in deutlich geringerem Umfang statt (siehe
Tabelle 1) (Schmidt 2010). Unter hormoneller Kontrolle durch antidiuretisches Hormon (ADH)
und unter Ausnutzung des osmotischen Gradienten, der durch das Gegenstromprinzip der
Henle-Schleife aufgebaut wurde, kann im CD Wasserriickresorption stattfinden oder Wasser
vermehrt ausgeschieden werden (Brandes 2019). Fiir das CD sollen die Transportvorgange im

Einzelnen und genauer im nachsten Abschnitt aufgeschliisselt werden.

Na* 60% 25% 6-10% 0-1% 0,5%-5%
Cl- 55% 35% 9% 0-2% 0,5%-5%
H,0 60% 20% 19% 0-3% 0,5%-7%

Tabelle 1: Fraktionelle Resorption und fraktionelle Ausscheidung von Salz und Wasser entlang des Nephrons.
Im proximalen Tubulus (PT) findet eine sehr starke Resorption von Elektrolyten und Wasser gegen geringe
Gradienten statt. Die Henle-Schleife ist vor allem fiir die Konzentrierung des Harns wichtig. Die hormonelle
Einstellung der fraktionellen Ausscheidung von Salz und Wasser findet vor allem im distalen Konvolut (DCT),
Verbindungstubulus (CNT) und Sammelrohr (CD) statt. Die prozentualen Angaben beziehen sich auf die filtrierte
Menge. Nach: Klinke 2005, Palmer and Schnermann 2015, Pearce, Soundararajan et al. 2015, Layton, Vallon et
al. 2016, Brandes 2019



1.3 Elektrolyttransport im Sammelrohr (CD)

Im CD wird die Tubulusflissigkeit aus bis zu elf vorgeschalteten Nephronen zusammengefiihrt
(Lallmann-Rauch 2019). Sie wurde bis dahin schon weitgehend verdndert, praktisch alle
Aminosduren, Glukose und viele Elektrolyte wurden riickresorbiert und nur ungefdhr ein
Zehntel des filtrierten Wassers sind noch im Tubuluslumen zu finden (Pearce, Soundararajan
et al. 2015). Der Transport im CD hat daher einen eher geringen Umfang, ist jedoch hormonell
reguliert und sehr variabel in seiner Auspragung (Tabelle 1) (Pearce, Soundararajan et al.
2015). Nach abschlieBender Feineinstellung des Salz- und Wasser-Haushalts wird der Harn im
Nierenbecken den ableitenden Harnwegen zugeleitet. Durch sich stetig weiter vereinigende
CD minden beim Menschen letztlich eine Millionen Nephrone liber einige papillennahe CD in
das Nierenbeckenkelchsystem (Klinke 2005). Die vorherrschenden Zelltypen im CD sind
Hauptzellen (PC, principal cells). Dazwischen sind immer wieder Schaltzellen (IC, intercalated
cells) eingestreut, wobei hier drei verschiedene Typen unterschieden werden: IC A, IC B und

IC non A/non B (Abbildung 3) (Roy, Al-bataineh et al. 2015).

1.3.1 Transportvorginge der Hauptzellen (PC)

Die PC sind die Hauptakteure im Na*-Transport des CD. Die basolateral gelegene Na*/K*-
ATPase transportiert drei Na* aus der Zelle heraus und schleust zwei K* in das Zellinnere. Der
so entstehende elektrochemische Gradient fir Na* erlaubt die Resorption durch den
epithelialen Na*-Kanal (ENaC, epithelial Na* channel), welcher luminal, also harnseitig, in den

PC vorzufinden ist (Abbildung 3 oben) (Pearce, Soundararajan et al. 2015, Brandes 2019).

Luminale K*-Kandle (ROMK, renal outer medullary K* channels) ermoglichen K*-Sekretion,
wobei jedoch der luminale Einstrom von Na* den luminalen K*-Ausstrom Uberwiegt. Zusatzlich
erlauben basolaterale K*-Kandle die Hyperpolarisation der basolateralen Membran im
Vergleich zu der durch Na*-Einstrom depolarisierten luminalen Membran (Abbildung 3). Durch
diese asymmetrische Potenzialverteilung (iber die Zellmembran ergibt sich ein
transepitheliales elektrisches Potenzial (Vie), welches in diesem Falle lumennegativ ist. Ve ist
wiederum selbst eine elektrische Triebkraft flir weitere Transportvorgange zwischen den

Zellen.
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Abbildung 3: Transportprozesse im Sammelrohr

Links: Tubuluslumen - ,Harnseite”, rechts: basolaterales Kompartiment - ,Blutseite”. Die Abbildung zeigt eine
Hauptzelle (PC, oben) und die beiden verschiedenen Typen der Schaltzellen (IC A, IC B, weiter unten). Die
Hauptzellen transportieren tber den ENaC Na* Uber die luminale Zellmembran. Dieser Transport ist angetrieben
durch die basolaterale Na*/K*-ATPase. K* verldsst die Zelle luminal Uber den ROMK. Das entstehende
lumennegative Potenzial dient als Triebkraft fir CI-, das parazellular Uber die Tight Junction (TJ) aus dem Harn
resorbiert werden kann. In den Schaltzellen Typ A erfolgt vor allem die Sekretion von H*, zum Teil im Austausch
gegen K*. Durch die Carboanhydrase Il (CA Il) gebildetes HCOs  wird Gber den Anionenaustauscher 1 (AE1)
basolateral im Austausch gegen Cl- aus der Zelle geschleust. Cl- verlasst die Zelle iber einen Cl-Kanal (CIC). In den
Schaltzellen Typ B wird HCO3 luminal Gber Pendrin gegen ClI- getauscht, welches ebenfalls iber den Cl--Kanal
basolateral die Zelle verlisst. Uber die Carboanhydrase wird H* gebildet, welches die Zelle basolateral iiber die
H*-ATPase verlasst. (Wagner, Devuyst et al. 2009, Eladari and Hubner 2011, Hadchouel, Busst et al. 2011, Eladari,
Chambrey et al. 2012, Pearce, Soundararajan et al. 2015, Roy, Al-bataineh et al. 2015, Hou 2016)



1.3.2 Transportvorginge der Schaltzellen (IC)

Neben den PC sind auch die IC an Transportprozessen beteiligt (Schuster and Stokes 1987).

Diese sind vor allem fiir die Sdure-Basen-Homoostase verantwortlich.

Die IC A sind dabei vorrangig fir die Sekretion von H* zustandig, welche entweder tber die H*-
ATPase oder bei K* Mangel durch die H*/K*-ATPase im Austausch gegen K* erfolgt (Abbildung
3) (Brandes 2019). Um H*-lonen sezernieren zu kdnnen, bendtigt es die Carboanhydrase (CA).
Dieses Enzym katalysiert die Reaktion von CO; + H,0 zu Kohlensaure, die dann zu HCO3 + H*
dissoziiert. Das dabei anfallende HCOs’, welches in den IC A (iber die apikal liegende CA II
gebildet wurde, wird dann basolateral Uber einen ClI/HCOs Austauscher (AE1, anion
exchanger I) gegen Cl ausgetauscht (Abbildung 3) (Asensio Sanchez, Perna Monroy et al. 2004,
Mohebbi, Perna et al. 2013, Roy, Al-bataineh et al. 2015). So kann effektiv eine Ansauerung

des Urins vollzogen und H* aus dem Korper eliminiert werden.

Die IC B sind fir die Sekretion von HCO3 verantwortlich. Diese geschieht apikal Gber den
ClI'/HCO3 Austauscher Pendrin (Brown, Hirsch et al. 1988, Royaux, Wall et al. 2001, Wall,
Hassell et al. 2003). Das HCOs wird fir diesen Transport ebenfalls durch die CA Il gebildet
(Abbildung 3). Die Triebkraft fir diesen Transport kommt durch die basolateral exprimierte
H*-ATPase zustande. Dort werden H* lonen in das Plasma befordert (Abbildung 3) (Brown,
Hirsch et al. 1988, Pech, Zheng et al. 2008, Wagner, Devuyst et al. 2009). Fehlt dem
Organismus der apikale Transporter Pendrin (Pendred-Syndrom, Mutation im SLC26A4-Gen,
OMIM  Phenotypnummer 274600, Genlocusnummer 605646), zeigen sich unter
Normalbedingungen keine Manifestationen an der Niere (Royaux, Wall et al. 2001, Kopp and
Bizhanova 2011, Kopp 2014, Wemeau and Kopp 2017). Fallt jedoch vermehrt HCO3™ an, zeigen
sich schwere metabolische Alkalosen. Basen kdénnen dann nicht mehr Uber den Urin

ausgeschieden werden (Kim, Verlander et al. 2005, Roy, Al-bataineh et al. 2015).

1.3.3 Chloridtransport im Sammelrohr (CD)

Es wurde lange davon ausgegangen, dass die blutdrucksteigernde Wirkung von einem
erhohtem NaCl-Gehalt der Nahrung vor allem auf das Na* zurlickzuflihren sei. Es zeigte sich
aber, dass eine erhohte Na*-Aufnahme zusammen mit anderen Anionen, z. B. Citrat, den

Blutdruck nicht steigerte. Offensichtlich kommt also der regulierten Cl-Resorption eine



besondere Rolle im CD zu (Kurtz and Morris 1984, Whitescarver, Ott et al. 1984, Kurtz, Al-

Bander et al. 1987). Dafiir sind zwei Wege beschrieben.

Einerseits zeigen Erkenntnisse, dass IC Typ B transzelluldr CI- resorbieren kénnen. Uber
Pendrin kann CI in die Zelle gelangen und letztlich basolateral (iber einen Cl-Kanal die Zelle
verlassen (Abbildung 3). Dieser Transport wdre im Gegensatz zu dem der Hauptzellen nicht
elektrogen (Schuster and Stokes 1987, Leviel, Hiibner et al. 2010, Eladari, Chambrey et al.
2012, Mohebbi, Perna et al. 2013). Dies lasst auch Pendrin als einen moglichen Einflussfaktor
des arteriellen Blutdrucks in Erscheinung treten (Kurtz, Al-Bander et al. 1987, Verlander, Kim

et al. 2006).

Neben diesem recht neuen transzelluldren Weg wird Cl vor allem parazelluldr resorbiert. Die
Triebkraft fiir diesen Transport ist das lumennegative Vie, welches durch transzellulare Na*-
Resorption der Hauptzellen erzeugt wird (vgl. 1.3.1). So kann ClI" parazellular resorbiert werden
(Abbildung 3) (Pearce, Soundararajan et al. 2015, Hou 2016). Dazu bedarf es einer passiven
Leitfahigkeit des parazellularen Weges fiir ClI". Andererseits muss das transportierende Epithel
gegeniber anderen lonen abgedichtet sein. Dies wird durch Zellmembranen und die
Schlussleisten gewahrleistet (TJ, Tight Junction, Zonula occludens) (vgl.1.4), welche die

Zellzwischenraume verschliefen konnen (Brandes 2019).

1.4 Der parazelluldre Transportweg, Tight Junctions (TJ) und Claudine

TJ definieren und trennen apikale und basolaterale Zellkompartimente (Farquhar and Palade
1963). Diese Funktion ist fiir den epithelialen Transport sehr wichtig, da durch die TJ
zusammen mit dem Zytoskelett gewadhrleistet ist, dass die polare Verteilung der
Transportproteine wie z. B. ENaC luminal und Na*/K*-ATPase basolateral aufrechterhalten
wird. Neben abdichtenden bzw. elektrisch isolierenden Eigenschaften ermoglichen sie
auBerdem einen kontrollierten Transport von lonen (Gunzel and Yu 2013). Anfangs
unterschied man dabei ausschlieBlich zwischen undichten (/leaky) und dichten (tight) T)

(Schultz 1972). Diese einfache Aufteilung ist allerdings unzureichend.

Die Claudine, eine Familie von TJ-Proteinen, vermitteln typische Eigenschaften wie Dichtigkeit

oder spezifische Permeabilitdt (Furuse, Fujita et al. 1998, Gunzel and Yu 2013).



Claudine besitzen vier Transmembrandomadnen mit zwei extrazellularen Schleifen und
intrazellular gelegenem N- und C-Terminus (Abbildung 4D). Die beiden extrazelluldren
Schleifen dienen der Interaktion und sind fiir die Eigenschaft der TJ essenziell. Dabei kann die
Interaktion zwischen den einzelnen Claudinen auf zwei Weisen erfolgen. In cis-Interaktion sind
zwei Claudine in der Schlussleiste derselben Zelle in Kontakt, in trans-Interaktion mit
Claudinen einer benachbarten Zelle (Abbildung 4C) (Furuse, Sasaki et al. 1999, Mitic, Unger et
al. 2003, Van ltallie, Mitic et al. 2011). Die Claudine sind in einen TJ-Komplex eingebunden.
Dieser enthalt zusatzlich Occludin (Furuse, Hirase et al. 1993) und Proteine, die die TJ im
Zytoskelett verankern (z. B. JAM und ZO-1 in Abbildung 4C) (Ebnet, Suzuki et al. 2004, Gunzel
and Fromm 2012)
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Abbildung 4: Schematische Tight Junction Darstellung

A: Schema eines dichten , tight” Epithels mit mehrreihigen Tight Junction (TJ) Strangen, wie es im Sammelrohr
(CD) zu finden ist. B: Schema eines durchlassigen , leaky” Epithels mit nur einem TJ-Strang. C: Schema einer TJ in
den Zellmembranen (blau) zweier benachbarter Zellen. Neben Occludin (grau, oben) sind verschiedene Claudine
(rot, griin) gezeigt. Diese interagieren mit Claudinen derselben Zelle (cis), sowie mit Claudinen der benachbarten
Zelle (trans). Junction-Adhesion-Molecules (JAM) und ZO Proteine integrieren die Claudine in das Zytosklelett
(dunkelblaue Aktinfilamente). Sie binden Claudin am C-Terminus. Dort kdnnen auch verschiedene Kinasen
binden. Insgesamt sind noch viele weitere Proteine am Aufbau der TJ beteiligt. D: Schema eines Claudins mit
intrazellularem N- und C-Terminus sowie vier Transmembrandomanen und zwei extrazelluldren Schleifen.

Die Claudinfamilie umfasst aktuell 28 Claudine mit einer molekularen Masse von 20-28 kDa
(Furuse, Fujita et al. 1998). Das gewebespezifische Zusammenspiel unterschiedlicher Claudine
vermittelt letztendlich gewebetypische parazelluldre Transporteigenschaften. Neben der
Claudinkomposition bestimmt auch die Anzahl der Schlussleistenkomplexe die Dichtigkeit des
Epithels (in Abbildung 4C sind exemplarisch 3 TJ-Komplexe dargestellt) (Claude and
Goodenough 1973).



In letzter Zeit haben Claudine grofRe klinische Bedeutung erlangt, da sie an zahlreichen
humanen Erkrankungen beteiligt sein kénnen (Sawada, Murata et al. 2003, Mineta,
Yamamoto et al. 2011). Unter anderem sind sie in der Karzinogenese und Tumorprogression
in den Fokus geriickt. Sie sind entscheidend fiir die Bestimmung des extrazellularen Milieus
von Tumoren (Agarwal, D'Souza et al. 2005, Kojima, Yamaguchi et al. 2013, Osanai, Takasawa
et al. 2017). Auch spielen sie in der Dermatologie eine wichtige Rolle, da sie an der Bildung
und Aufrechterhaltung der natiirlichen Barriere der Haut beteiligt sind (Basler and Brandner
2017). Zudem zeigte sich auch, dass TJ und somit Claudine direkt in zellulare Funktionen wie
Proliferation, Differenzierung und Apoptose einzugreifen scheinen (Matter and Balda 2003,
Chiba, Osanai et al. 2008, Akasaka, Sato et al. 2010, Kwong and Perry 2013). AulRerdem sind
inzwischen einige sogenannte Claudinopathien bekannt. Das Fehlen bestimmter Claudine
durch Mutation fihrt zu charakteristischen monogenetischen Erkrankungen. Bei Verlust der
renalen Claudine 16 oder 19, welche typischerweise in der TAL vorkommen, manifestiert sich
die Familiare Hypomagnesiamie mit Hyperkalziurie und Nephrokalzinose (FHHNC, familial
hypomagnesiamia with hypercalciuria and nephrocalcinosis, OMIM  Phenotypnummer:
248190, Gen-/Locusnummer: 610036) (Yamaguti, Neves et al. 2017, Alparslan, Oncel et al.
2018, Lu, Zhao et al. 2018). Fir Mutationen im Claudin-10 Gen sind Salzverlustsyndrome
beschrieben (Breiderhoff, Himmerkus et al. 2012, Milatz 2019).

1.4.1 Claudine im Sammelrohr (CD)

In dieser Arbeit liegt der Fokus auf den Claudinen im CD. Um die Feineinstellung des Elektrolyt-
und Wasserhaushaltes vornehmen zu kdénnen, ist im CD ein sehr dichtes Epithel mit
transepithelialen Widerstanden von mehr als 100 Qcm? (O’Neil RG 1982, O'Neil RG 1984)
anzutreffen. So kann geregelter transzelluldrer wie auch parazelluldrer Transport erfolgen.
Aktuell geht man davon aus, dass Claudin-3,-4,-7,-8,-10,-18 und -19 im CD zu finden sind
(Abate, Comella et al. 1989, Kiuchi-Saishin, Gotoh et al. 2002, Li, Huey et al. 2004, Ziemens,

Sonntag et al. 2019).

Claudin-3 gilt generell als abdichtendes Claudin, welches die transepithelialen Widerstiande
erhoht und dafir sorgt, dass kein ungerichteter parazelluldrer Transport oder backflow, also
Transport von basolateral nach apikal erfolgen kann (Milatz, Krug et al. 2010). Fiir Claudin-7
konnte in Zellkultur gezeigt werden, dass es die Leitfdhigkeit fir ClI- erhoht (durch

Hyperphosphorylierung (Tatum, Zhang et al. 2007)) und somit prinzipiell fir ClI-Transport in
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Frage kommen kann. Eine Claudin-7 defiziente Maus zeigte ebenfalls einen schweren renalen
Salzverlust und Hypovolamie (Tatum, Zhang et al. 2010). Dem entgegen steht die Erkenntnis,
dass sowohl eine Uberexpression als auch ein Knockdown von Claudin-7 in Zellkultur die
Cl-Permeabilitat (Pc) senken (Hou, Gomes et al. 2006, Alexandre, Jeansonne et al. 2007).
Weitere Daten aus Zellkultur zeigen vor allem eine Erhéhung des transepithelialen
Widerstandes (Ri) und eine Abnahme der P¢ als auch der Permeabilitat fiir Na* (Pna) (Fan,
Tatum et al. 2019). Somit bleibt es schwierig allein Claudin-7 fir den parazellularen CI-
Transport im CD verantwortlich zu machen. Auch Claudin-19 ist ein wichtiger Teil des CD, wird
jedoch hauptsachlich in medulldaren und weniger in kortikalen Segmenten exprimiert. Es
scheint einen hoheren Rt zu unterstiitzen und moglicherweise eine Kationenselektivitat zu

vermitteln (Ziemens, Sonntag et al. 2019).

Es bleiben vor allem Claudin-4 und -8, welche ebenfalls im CD exprimiert sind. Eine
unspezifische, sprich globale Claudin-4-Defizienz (KO, knockout), flihrte zu einer
Hydronephrose,  hochstwahrscheinlich  infolge  einer  urothelialen  Hyperplasie.
Interessanterweise zeigte sich nach globalem KO mehr Claudin-3 und -7 in der TJ, wahrend die
generelle Expression der beiden Claudine sich nicht veranderte (Fujita, Hamazaki et al. 2012).
In Zellkultur zeigten Hou et al., dass Claudin-4 mit Claudin-8 interagiert, um sich in der TJ
anzuordnen und beobachteten einen Verlust des Rt und der P¢ (Hou, Renigunta et al. 2010).
Passend dazu wurde beobachtet, dass durch Claudin-8 Defizienz auch Claudin-4 nicht mehr in

der TJ nachgewiesen worden konnte (Gong, Wang et al. 2015).

Zusammenfassend sind Claudin-3,-4,-7,-8,-10,-18, und -19 im CD exprimiert (Kiuchi-Saishin,
Gotoh et al. 2002, Li, Huey et al. 2004, Ziemens, Sonntag et al. 2019) und bestimmen die

parazelluldren Eigenschaften.
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1.5 Regulation des Salz- und Wasserhaushaltes im Sammelrohr (CD)

1.5.1 Antidiuretisches Hormon (ADH)

Die Homoostase des Wasserhaushalte, bzw. die Regulation der Ausschiittung des dafir
zustandigen Hormons ADH (Brandes 2019) geschieht vor allem {iber zwei Mechanismen. Zum
einen wird das Extrazellularvolumen bzw. das intravaskuldre Volumen Uber Volumen- und
Barorezeptoren der GefdaRe bestimmt (Gauer-Henry-Reflex (Brandes 2019)). Zum anderen
kommt es bei Zunahme der Plasmaosmolalitdt durch osmosensitive Neurone im
Hypothalamus zu Durstgefiihl und tiber die Hypophyse zur vermehrten Ausschiittung von ADH
(Bourque, Oliet et al. 1994, Verbalis 2007). Die Effekte von ADH sind vielfaltig. Im CD der Niere
wird unter Einfluss von ADH Uber den V2-Rezeptor (V2R) in den Hauptzellen Aquaporin 2 (AQP
2) (bzw. AQP 3,4 in der basolateralen Membran) (Abbildung 5) in die Membran eingebaut, um
transzellulare Wasser-Riickresorption zu ermdglichen (Nielsen, Chou et al. 1995, Knepper
1997, Knepper and Inoue 1997). So kann die Niere zwischen 0,5 und 20 Liter Wasser pro Tag

ausscheiden und fiir einen ausgeglichenen Wasserhaushalt sorgen.

12



I Claudin-4

Lumen \ Blut
PC

ROMK

- - -

J K
ENaC

Na* — > ‘: S '\f ( ® © (;

MR- Rezeptor

Aldosteron

p —

o~ V2R <
G- G“
AQP 2 7~
v
K . Adenylatcyklase
. »
. »
H,0 cAMP
SR 5 0 AQP 4 '

\l AQP 3

Abbildung 5: Hormonelle Regulation des transzelluldren Transportes der Hauptzellen

Die Abbildung zeigt zwei Hauptzellen (PC) aus dem Sammelrohr (CD). Oben ist die Wirkung von Aldosteron, unten
von Antidiuretischem Hormon (ADH) gezeigt. Aldosteron wirkt (iber den intrazelluldren
Mineralokortikoidrezeptor (MR, violett) und verstérkt die Expression des ENaC sowie der Na*/K*-ATPase (gelbe
Pfeile). Zudem wird SGK1 (serum- and glucocorticoid-regulated kinase 1, gelb) vermehrt exprimiert. Uber die
Phosphorylierung von Nedd4-2 (nicht gezeigt) wird dadurch der Abbau von EnaC aus der Membran gehindert.
Zudem wird der K*-Einstrom gefordert. Dazu werden With-No-Lysine Kinases (WNK, grau) phosphoryliert, welche
dadurch ihre inhibitorischen Eigenschaften auf den ROMK (rot) verlieren. Im unteren Zellmodell ist gezeigt, wie
ADH (iber den V2-Rezeptor (V2R) wirkt und tiber die Adenylatcyklase die cAMP-Konzentration der Zelle erhéht.
Dies fiihrt unter anderem zu einer verstadrkten Aktivitat der Proteinkinase A (PKA), welche letztlich Aquaporin 2
(AQP 2) aus Vesikeln durch Verschmelzung in die luminale Membran einbaut. Dadurch kann transzelluldrer
Wasser-Transport erfolgen (Boone and Deen 2008, Pearce, Soundararajan et al. 2015).

1.5.2 Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Der Salzhaushalt wird vor allem (ber das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System streng
reguliert, welches einen der Haupteinfllsse auf den arteriellen Blutdruck darstellt (Guyton,
Coleman et al. 1972). Die drei Haupttrigger fir die Freisetzung von Renin sind vor allem ein
fallender arterieller Blutdruck, eine erhéhte sympathische Aktivitdt und eine veranderte
Zusammensetzung der Tubulusflissigkeit im Sinne eines erniedrigten NaCl-Gehaltes an der
Macula Densa (Tobian, Tomboulian et al. 1959, Blaine, Davis et al. 1970, Assaykeen, Castellino

etal. 1971, Davis and Freeman 1976). Die jeweils gesteigerte Freisetzung von Renin fihrt Gber
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Angiotensin | und Il letztlich zur Freisetzung von Aldosteron (McKenna, Island et al. 1978,
Fraser, Brown et al. 1979). Aldosteron ist als Endstrecke des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System (RAAS) verantwortlich fiir den vermehrten Einbau des ENaC in die Membran der PCim
CD. Dadurch wird Na* im Austausch gegen K*, das Gber den ROMK luminal die Zelle verlassen
kann, rlckresorbiert (Abbildung 5). Somit reguliert Aldosteron einerseits die Na*-Resorption
aber auch die K*-Exkretion. Hyperkalidmie ist ein weiterer starker Ausloser fir
Aldosteronfreisetzung aus der Nebenniere (Verrey 2000). Langfristig fiihrt Aldosteron auch zu
einer vermehrten Expression und Membranstandigkeit der Na*-K*-ATPase, die Antriebskraft
dieses Transportes ist (gelbe Pfeile Abbildung 5) (Vinciguerra, Mordasini et al. 2005). Seine
Wirkung entfaltet Aldosteron Gber den Mineralkortikoidrezeptor (MR) (Abbildung 5) (Schmidt
2010, Pearce, Soundararajan et al. 2015). Eine Hemmung der Aldosteronfunktion an den PC
wird durch natriuretische Peptide (z. B. ANP, atrial natriuretic petide) vollzogen, welche bei
vermehrter Vorhofdehnung sezerniert werden und das Extrazellularvolumen senken (Guo, Alli
et al. 2013). Weitere durch Aldosteron getriggerte Effekte auf den ROMK werden durch With-
No-Lysine-Kinases (WNK) vermittelt (Abbildung 5 , siehe auch 1.5.3) (Hou, Rajagopal et al.
2013).

Neben einem Einfluss auf die PC des CD scheint Aldosteron auch die Stoffwechselvorgadnge in
den IC zu steuern. Dabei wird der luminale K*-Kanal BK vermehrt exprimiert, was eine
vermehrte K*-Exkretion in hyperkalidmischen Zustanden bedingt (Palmer and Frindt 2007).
Zudem konnte gezeigt werden, dass sich die Expression von Pendrin durch den Einfluss von
Aldosteron erhoht (Pech, Zheng et al. 2008, Mohebbi, Perna et al. 2013). Umgekehrt sinkt die
Aktivitat und die Expression von ENaC durch einen Verlust von Pendrin (Kim, Pech et al. 2007,

Leviel, Hiibner et al. 2010, Hadchouel, Busst et al. 2011).

Neben den beschriebenen von Aldosteron regulierten transzellularen Transportprozessen gibt
es Hinweise, dass Aldosteron auch den parazellularen Weg reguliert. Fir Darmepithel konnte
gezeigt werden, dass Aldosteron die Expression von Claudin-8 erhéht und somit einen Reflux
von Kationen verhindert (Amasheh, Milatz et al. 2009). Zudem konnte gezeigt werden, dass
unter Aldosteroneinfluss WNK4 vermehrt phosphoryliert vorliegt (siehe 1.5.3) (Yamauchi, Rai

et al. 2004).
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1.5.3 With-No-Lysine Kinases (WNK)

Neben den zuvor beschriebenen hormonellen Regulationswege haben die Serin-Threonin-

Kinasen WNK in letzter Zeit immer mehr an Bedeutung gewonnen.

WNK besitzen eine Bindungsstelle fiir CI nahe des katalytischen Zentrums, die eine Regulation
der WNK vornehmen kann (Lytle and Forbush 1996, Ponce-Coria, San-Cristobal et al. 2008,
Piala, Moon et al. 2014). Sie dienen so als intrazellulare ClI-Konzentrationssensoren (Chen, Lo
et al. 2019). Die zytosolische ClI-Konzentration hangt direkt vom Cl-Transport und der
extrazelluldaren Cl*-Konzentration ab. Darliber hinaus ist sie abhdangig vom Membranpotenzial.
Das K*-Gleichgewichtspotenzial ist in den meisten Zellen der bestimmende Faktor fiir das
Membranpotenzial. Durch erniedrigte extrazelluldre K*-Konzentration und damit
hyperpolarisierte Zellmembranen wird die intrazellulare Cl-Konzentration erniedrigt, was
zumindest in Zellkulturen eine erhohte Aktivitat der WNK zeigte (Terker, Zhang et al. 2015,
Terker, Zhang et al. 2016).

WNK4 wird unter anderem im DCT und CD exprimiert (Wilson, Disse-Nicodeme et al. 2001).
Durch eine  Mutation von WNK4 kommt es zum  Krankheitsbild des
Pseudohyperaldosteronismus 1l. Bei dieser Erkrankung liegt eine Hypertension und
Hyperkalidgmie vor (Gordon 1986). Die Hyperkaliamie wird dabei gut durch eine Reduktion der
K*-Sekretion im CD durch den von WNK4 beeinflussten ROMK erklart (Abbildung 5) (Wilson,
Disse-Nicodeme et al. 2001). Der Mechanismus der erhdhten Salzresorption und dadurch
entstehenden Hypertonie dagegen scheint durch eine gesteigerte Na*-Cl-Kotransporter-
Aktivitat im Rahmen einer gain-of-function Mutation bedingt zu sein (Wilson, Disse-Nicodeme
et al. 2001, Yang, Angell et al. 2003). So kommen Kahle und Wilson zu dem Schluss, dass die
WNK als Regulator zwischen K*-unabhangiger Na*Cl-Resorption im DCT und der Na*-
Resorption im Austausch gegen K* durch die Hauptzellen des CD fungieren (Bindels 2003,
Kahle, Wilson et al. 2003).

Hinzu kommt, dass WNK auch mit dem parazellularen Transport in der Niere in Verbindung
gebracht werden. WNK fanden sich an den TJ, fiihrten aber bei Uberexpression zu keinen

strukturellen Veranderungen an den TJ (Choate, Kahle et al. 2003, Kahle, Gimenez et al. 2004).

Funktionell zeigte sich interessanterweise nach Uberexpression von WNK4 ein erniedrigter Rie

und eine erhohte P¢ (Kahle, Macgregor et al. 2004). Passend dazu wurden Claudin-1,-2,-3 und-
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4 durch WNK4 in-vitro phosphoryliert (Wilson, Kahle et al. 2003, Yamauchi, Rai et al. 2004,
Ohta, Yang et al. 2006). Dies legt posttranslationale Regulationsmechanismen der Claudine

durch WNK nahe.

1.5.4 Medikamentdse Ansatzpunkte im Sammelrohr (CD)

Da im CD zahlreiche blutdruckdefinierende Transportprozesse ablaufen (siehe 1.3), ist das CD

auch ein wichtiger Ansatzpunkt von Medikamenten.

Ein wesentliches am CD wirkendes Medikament ist Amilorid. Es ist in Literatur und Praxis
bekannt, dass Amilorid diuretisch wirkt, indem es den ENaC im CD hemmt und somit vermehrt
Na* und sekundar auch H,0 ausgeschieden werden (Abbildung 6). Die Ausscheidung von K*
sinkt dementsprechend ab (siehe zu Transportprozessen auch 1.3.1), was dieses Diuretikum

zu einem sog. K*-sparenden-Diuretikum macht (Loffing and Korbmacher 2009).

Thiazide (wie zum Beispiel Hydrochlorothiazid (HCT)) sind ebenfalls Diuretika und seit langem
im klinischen Alltag erprobt. lhre Funktion beruht dabei auf einer Hemmung des
Na*-Cl-Kotransporters im DCT. Neuerdings konnte experimentell jedoch gezeigt werden, dass
auch die elektroneutrale Na*Cl-Resorption durch die IC im CD durch Thiazide gehemmt
werden kann (Abbildung 6) (Leviel, Hlibner et al. 2010, Eladari and Hubner 2011), wobei unklar

bleibt, welchen Angriffspunkt Thiazide dabei nutzen.
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Abbildung 6: Hemmstoffe des transzelluldren Transportes

Zur Erklarung der Transportvorgange siehe 1.3 und Abbildung 3. Amilorid hemmt den ENaC, Hydrochlorothiazid
(HCT) hemmt experimentell gezeigt den elektroneutralen Transport der Schaltzellen Typ B (IC B) (Loffing and
Korbmacher 2009, Eladari and Hubner 2011)

1.5.5 Die Claudin-4 defiziente (KO) Maus

Claudin-4 gilt als eine der kritischen Strukturen der P¢i (Hou, Renigunta et al. 2010). Der globale
KO fihrt zu einer letalen Hydronephrose, die auf eine urotheliale Hyperplasie zuriickgefiihrt
wird (Fujita, Hamazaki et al. 2012). Es konnte eine lebensfdhige Maus etabliert werden, die
einen auf das CD und den CNT beschrankten KO besitzt (Gong, Yu et al. 2014) (zur Methodik
siehe dazu 2.1.3).

Phanotypisch zeigte sich bei KO eine Hypochloridamie. Diese wurde durch einen hohen
renalen Verlust von Cl- ausgel6st, dessen fraktionelle Exkretion 1,79-fach erhéht war (Gong,
Yu et al. 2014). Weiterhin waren auch die fraktionelle Exkretion von Na* um das 1,52-fache
gestiegen und das Urinvolumen bei gleichem osmotischem Druck des Urins erhoht. Dies
wurde als sekundarer Verlust von Wasser aufgrund des Salzverlustes interpretiert. Die GFR

war in KO im Vergleich zu Kontrollen nicht unterschiedlich. Der arterielle Blutdruck war in KO
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erniedrigt und die Tiere hatten eine erhohte HCOs Plasmakonzentration bei normwertigem

pH-Wert entsprechend einer kompensierten metabolischen Alkalose (Gong, Yu et al. 2014).

Um die Transportkapazitdten der KO-Maus noch weiter zu fordern und untersuchen zu
konnen, wurde eine Niedrig-Na*-Diat (NND) gefiittert und erneut eine Analyse durchgefiihrt.
Der Blutdruck der KO verringerte sich weiter und das Koérpergewicht war erniedrigt. Zudem
zeigte sich ein erhohter Hamatokritwert. Die Plasmakonzentration von Aldosteron war in den
KO erhoht. Dies zeigte laut Gong et al., dass die Salzresorption im distalen Nephron durch
hohere Aldosteronkonzentration kompensiert werden musste (zur Aldosteronwirkung siehe

1.5.2) (Gong, Yu et al. 2014).

Dankenswerterweise stand diese Maus auch fir die Versuche in dieser Arbeit zur Verfiigung.
Die phantoypischen Verdanderungen zeigen eine wichtige Rolle von Claudin-4 in der
Salzresorption an. Die KO-Maus sollte in dieser Arbeit genutzt werden, um die Rolle von

Claudin-4 in der parazelluldren Salzresorption im CD elektrophysiologisch zu untersuchen.

1.6 Zielsetzung

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es:

- die Eigenschaften des parazellularen Weges im CD der Maus zu beschreiben und

zu charakterisieren.
- die Beteiligung von Claudin-4 an diesem Transportweg aufzuklaren.
- eventuelle Regulationsmechanismen aufzuzeigen.

Dazu stand die bereits beschriebene KO-Maus (2.1.3) zur Verfiigung. Die
Untersuchungen sollten am nativen CD durchgefiihrt werden und hierzu sollte die
elektrophysiologische Messung parazelluldarer Eigenschaften im CD etabliert und

optimiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Alle fur die Losungen verwendeten Chemikalien entsprachen dem héchsten Reinheitsgrad und
wurden, falls nicht anders erwahnt, iber folgende Firmen bezogen: Merck KGaA (Darmstadt),
Carl Roth GmbH und Co. KG (Karlsruhe), Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Miinchen) und Roche
Diagnostics GmbH (Mannheim). Die Chemikalien wurden mittels Feinwaage (Modell Vicon,
Acculab, Massachusetts, USA) abgewogen. Zum Loésen der festen Chemikalien in Lésung wurde

ein Magnetriihrer (RCT basic, IKA*-Werke GmbH, Staufen) verwendet.

2.1.2 Losungen

2.1.2.1 Perfusionslésungen

Fir alle L6sungen wurde Aqua dest. als Losungsmittel verwendet. Der pH-Wert der Lésungen
wurde mittels Prazisions-pH-Meter (Knick Elektronische Messgerate GmbH, Berlin)

gemessen und mit NaOH oder HCl auf 7,4 eingestellt.

Kontrolllésung (Standard)
Stoff Molmasse [g/mol] Konzentration [mmol/I]
NacCl 58,44 145
KH2PO4 136,09 0,4
K2HPO4 * 3H,0 228,23 1,6
Glucose 180,16 5
MgCl, * 6H,0 203,3 1
Ca-Gluconat * 1H,0 448,4 1,3

Tabelle 2: Kontrolllsung
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30-Na*Cl-Lésung

Stoff Molmasse [g/mol] Konzentration [mmol/I]
NacCl 58,44 30
KH2PO4 136,09 0,4
K2HPO4 * 3 H,0 228,23 1,6
Glucose 180,16 5
MgCl, * 6 H20 203,3 1
Mannitol 182,17 230
Ca-Gluconat * 1 H,0 448,4 1,3

Tabelle 3: 30-Na*Cl-L6sung

Kontrolllésung (MgSQa4)

Stoff Molmasse [g/mol] Konzentration [mmol/I]
NaCl 58,44 145
KH2PO4 136,09 0,4
K2HPO4 * 3H,0 228,23 1,6
Glucose 180,16 5
MgS04 * 7 H,0 246,48 1
Ca-Gluconat * 1H,0 448,4 1,3

Tabelle 4: Kontrolllésung MgSO,

Niedrig-Cl-Losung

Stoff Molmasse [g/mol] Konzentration [mmol/I]
NaCl 58,44 5
KH2PO4 136,09 0,4
K2HPO4* 3 H,0 228,23 1,6
Glucose 180,16 5
MgSOs * 7 H,0 246,48 1
Na-Gluconat 218,13 140
Ca-Gluconat * 1 H,0 448,4 8

Tabelle 5: Niedrig-Cl--Inkubationslésung
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2.1.2.2 Weitere Lésungen

Basislosung
Stoff Molmasse [g/mol] Konzentration [mmol/I]
NaCl 58,44 140
KH2PO4 136,09 0,4
K2HPO4 * 3 H,0 228,23 1,6
MgS04 * 7 H,0 246,48 1
Na-Acetat * 3 H,0O 136,08 10
o-Ketoglutarat (K-1750) 146,1 1
Ca-Gluconat * 1 H,0 448,4 1,3

Tabelle 6: Basislosung

Inkubationslosung
Stoff Menge (mg/100 ml)
Basislésung 100 ml
Glycin 37,5
Trypsin Inhibitor 4,8
DNAse | 2,5

Tabelle 7: Inkubationslosung

Sortierlosung

Stoff Menge (mg/100 ml)

Inkubationslésung 100 ml

Albumin (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg) 50

Tabelle 8: Sortierlosung

Sowohl die Inkubationsldsung als auch die Sortierlosung wurden steril filtriert (Filtropur S 0,2
Sarstedt, Nimbrecht) verwendet. Die Osmolalitat wurde gemessen (Micro-Osmometer Model
210, Fiske Associates Inc., MA, USA) und es wurde stets eine plasmaisotone Osmolalitdt von

285-295 mosm/kg angestrebt und wenn nétig durch Zugabe von Mannitol erreicht.
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2.1.3 Versuchstiere

Samtliche Versuche wurden an Maus-Nieren durchgefihrt. Als Versuchstiere dienten
zwischen acht und dreizehn Wochen alte Mause, von denen einige einen CD-spezifischen
Claudin-4-KO hatten. Dies bedeutet, dass sie in bestimmten Zellen, hier den PC des CD, keine

Expression von Claudin-4 zeigten (siehe auch 1.5.5).

Dankenswerterweise wurden die Mauslinien von unserem Kooperationspartner Professor J.
Hou (Washington University, Division of Biology and Biomedical Sciences, St. Louis, USA)

generiert und zur Verfigung gestellt (Gong, Yu et al. 2014).

Es wurde das Rekombinationssystem Cre/loxP verwendet. Exon 1, das einzige Exon von
Claudin-4, wurde dabei mit loxP-Erkennungssequenzen fiir die Cre-Rekombinase aus
Bacteriophagen versehen. Tiere mit auf diese Weise ,gefloxtem” Claudin-4 (Cldn4 fl/fl)
dienten als Kontrolltiere (KT). CD-spezifische KO-Mause entstanden durch Kreuzung mit einer
AQP 2-Cre-Mauslinie (The Jackson Laboratory, USA), d. h. einer Maus, die auf einem Allel die
Cre-Rekombinase mit endogenen Promotoren und Enhancern des AQP 2 Gen exprimiert. AQP
2 wird in der Niere nur in den Hauptzellen des CD exprimiert, so dass die Gewebespezifitat
gewdhrleistet war. Ein KT-Weibchen wurde mit einem KO-Mannchen verpaart
(Kreuzungsschema Abbildung 7), um in der Tochtergeneration nach Mendel im Schnitt gleich

viele KO- und KT-Tiere zu generieren.

KO (Mannchen) KT (Weibchen)

cre/+ Cldn 4 fl/fl +/+ Cldn 4 fl/fl

SN S SR
2 \L\ S~ — s
el \ - /& o > % /5‘ '\\ / TR
— | P 8 e~ =
il ////\//’ //554\/ e T
. X - I —
~ _— \ —— \ B o iR TR
— -1 = = [T~

L R < 5
cre/+ Cldn 4 fl/f— cre/+ Cldn 4 fI/fT +/+ Cldn 4 /1l

— +/+ cldn’ 4Tl/fl

Abbildung 7: Kreuzungsschema Kontroll-Weibchen und Claudin-4 defizientes Mannchen
KO: Claudin-4-Defizienz, KT: Kontrolle

Die Tiere wurden in isoliert-ventilierten Kafigen im Victor-Hensen-Tierhaus der Christian-
Albrechts-Universitat zu Kiel gehalten. Sie hatten freien Zugang zu Wasser und Futter und

wurden unter einem zwolfstiindigen Tag-Nachtzyklus gehalten.
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Eine Genehmigung zur Zucht, Haltung und Durchfiihrung der Versuche lag vor. Alle
Experimente wurden nach deutschem Recht und mit Genehmigung des Ministeriums fir
Energiewende, Landwirtschaft, Umwelt und landliche Raume des Landes Schleswig-Holstein
sowie unter standiger Beratung und Kontrolle des Tierschutzbeauftragten der Universitat Kiel

durchgefiihrt (siehe 7.1).

2.1.4 Diaten

Neben Ublichen Standarddiaten fir Mauszuchten erhielten einige Tiere Uiber sieben bis neun
Tage NND (Tabelle 9). Der Na*-Anteil lag bei weniger als 0,03 % (Standard 0,19 %) bei einem
Cl-Anteil von 0,18 %. Die beiden verschiedenen Didten werden im Folgenden als Standard-

Na*-Diat (SND) und Niedrig-Na*-Diat (NND) bezeichnet.

Standard-Na* Diat 0,19% 0,19% 0,97% 0,9% 0,21%

Niedrig-Na* Didt <0,03% 0,18% 0,97% 0,9% 0,21%

Tabelle 9: lonengehalt der der Didten zur Mauszucht

Die Niedrig-Na*-Diat (NND) enthielt deutlich weniger Na*. Alle anderen fiir die Experimente relevanten lonen
waren in beiden Diaten in dhnlicher Menge vorhanden. Die Produkte wurden bezogen tber: ssniff Spezialdidten
GmbH, Soest.

2.2 Methoden

2.2.1 Genotypisierung

Allen Mausen wurden wenige Tage nach Geburt eine Gewebeprobe (Schwanzende und
Ohrlécher) entnommen, um eine Genotypisierung vorzunehmen und somit zu bestimmen, ob
es sich um eine KO- oder KT-Maus handelt. Zusatzlich wurden von allen Tieren im Experiment
eine Gewebeprobe (Schwanzstiick) bei -80°C asserviert. Alle Daten wurden durch eine weitere
Genotypbestimmung bei den entsprechenden Mausen abgesichert. Die Genotypisierung

erfolgte mit der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR).

2.2.1.1 Isolation der DNA

Die Gewebeprobe wurde mit 500 pul Lysispuffer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA),
50 pl Sodiumdodecylsulfat-Lésung (SDS) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) und 50
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ul Proteinase K (20 mg/ml) (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg) versetzt und Uber
Nacht im Thermoshaker (eppendorf AG, Wesseling-Berzdorf) bei 56 °C und 350 U/min

inkubiert.

AnschlieBend wurde die Probe fir funf Minuten bei 13.000 U/min zentrifugiert (Zentrifugen
Modell Multifuge und Biofuge (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA)) und der
Uberstand in einem 1:1 Verhiltnis mit 100 % Ethanol suspendiert, um die DNA zu fillen. Es
folgte die erneute Zentrifugation, das Abpipettieren und Verwerfen des Uberstandes. Die DNA
haftete nun am Rand des Reaktionsgefalles. Die DNA wurde mit 70 % Ethanol gewaschen,

getrocknet und mit DNase-freiem Wasser gel6st und bei -20 °C gelagert.

2.2.1.2 PCR

Die PCR ist eine Methode, um DNA in-vitro zu vervielfaltigen. Dabei wurde mit Hilfe zweier
Primer (0IMR7130: CTCTGCAGGAACTGGTGCTGG, olMR7131: GCGAACATCTTCAGGTTCTGC
GG, Eurofins genomics Germany GmbH, Ebersberg) eine Sequenz repliziert, die spezifisch fur
die Cre-Rekombinase war, d. h. es entstand nur bei KO-Mausen ein PCR-Produkt, da KT zwar

Cldn4 fl/fl fur die Cre-Rekombinase negativ waren (siehe 2.1.3).

Flr die PCR wurde folgender Ansatz verwendet:

Substanz Menge
pro Probe
(in p)

DreamTaq Puffer (MBI Fermentas Inc., Harrington, USA) 3

dNTP 10 mM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) 2,4

DreamTaq 5U/ul (MBI Fermentas Inc., Harrington, USA) 0,15

Primer 7130 1:10 (100 pg/ul, Eurofins genomics Germany GmbH, Ebersberg) | 0,625

Primer 7131 1:10 (100 pg/ul, Eurofins genomics Germany GmbH, Ebersberg) | 0,625

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) 0,325
MgCl, 25 mM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) 0,6
Nukleasefreies H,0 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) 18,73

Tabelle 10: Ansatz der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
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AnschlieBend wurden 2ul der Probe (vgl. 2.2.1.1) mit 23 pl des Ansatzes zusammengeflgt,
gemischt, zentrifugiert und in das Eppendorf Mastercycler epgradient—S-PCR-Gerat
(eppendorf AG, 50389 Wesseling-Berzdorf) geladen.

Flr die PCR wurde folgendes Schema genutzt:

94°C 94°C 94°C
05:00 |00:15 62.5°C 72°C /00:15 1o 72°C 72 2°c
00:45 01:30 10:00
00:30 00:30
12x > < 25x

Abbildung 8: Schema der Genotypisierungs Polymerase-Ketten-Reaktion
Temperatur in °C sowie Dauer der einzelnen Phasen in Minuten angegeben, unten: Anzahl der
Wiederholungszyklen

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe einer Agarose-Gelelektrophorese. Es wurden Gele,
bestehend aus 1,8 g Agar (Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe), 100 ml TRIS-Borat-EDTA-
Puffer und 5 pl SYBR DNA gel stain (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA),
verwendet. Die Probe nach PCR wurde mit jeweils 5 pl Loading-Buffer (Promega GmbH,
Walldorf) beladen und in die Taschen im Gel geflllt. Parallel wurde ein PCR Marker
aufgetragen (PCR Markers, Promega GmbH, Walldorf). AnschlieBend erfolgte die elektrische
Auftrennung Gber 50 min mit 120 V (Spannungsquelle Consort E835 — Consort, Turnhout,
Belgium) in einer Elektrophoresekammer (Mini-PROTEAN II, Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen)

Die Auswertung der Gelelektrophorese erfolgte optisch unter UV-Licht und mit
Bilddokumentation. Bei KO erschien eine Bande, die 673 Basenpaare (bp) groR war (Abbildung
9).
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Abbildung 9: Gel nach PCR zur Genotypisierung
Es wurden sechs Proben und ein GréRenstandard (links) aufgetragen. Die beiden Proben aus KO-Mausen zeigen
eine Bande zwischen 750 bp und 500 bp. Das Produkt soll theoretisch 673 bp grof sein.

2.2.2 Gewinnung von kortikalen Sammelrohren (cCD)

2.2.2.1 Euthanasie und Entnahme der Nieren

Zur finalen Narkotisierung wurden die Mause in eine Narkosekammer gesetzt. Uber eine
Gasmischeinheit (Dragerwerk AG & Co. KGaA, Moislinger Allee 53-55, 23558 Liibeck) wurde
die Zuluft mit 5 % Isofluran (Forene® — Abbott GmbH, Wiesbaden) versetzt. Nach sicherem

Eintreten der Narkose erfolgte die zligige Dekapitation der Maus.

Anschliefend wurde das Abdomen mit einem medianen Schnitt eroffnet. Die Praparation der
Nieren im retroperitonealen Fettgewebe erfolgte stumpf mittels zweier Pinzetten. Nachdem
die GefalRzugdnge getrennt wurden, konnten die Nieren entnommen werden. Die Nieren
wurden dekapsuliert und in koronarer Schnittfihrung mit einer Skalpellklinge #21 (C. Bruno

Bayha GmbH, Tuttlingen) in maximal 0,5 mm diinne Scheiben geschnitten.
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Abbildung 10: Grafik einer rechten Niere (anteriore Ansicht)

Eingezeichnet ist die Schnittflihrung - es entstehen bis zu maximal 0,5 mm dicke Nierenscheiben, die dann in
Sortierlosung auf Eis aufbewahrt wurden. Die Pole der Nieren wurden verworfen, da dort bei eingezeichneter
Schnittfihrung nur sehr kurze Tubuli entstanden.

2.2.2.2 Manuelle Isolation von Sammelrohren (CD)

Fiir die manuelle Isolation von cCD wurden die Nierenscheiben in Sortierlésung auf Eis
aufbewahrt. Um eine Aggregation und Anhaftung von cCD an Behiltnissen und Pipetten zu
verhindern, enthielt die Sortierlésung 50 mg Albumin/100 ml (vgl. Tabelle 8). Lagerung und
Nutzung der Nieren fir Experimente Uberschritten 120 min ab dem Todeszeitpunkt der Maus

nicht.

Zur Dissektion wurde eine Nierenscheibe in eine mit Sortierlosung gefiillte Kulturschale
Uberfihrt und unter Wasserkiihlung (4 °C) mit einem Stereomikroskop (MZ16
Stereomikroskop, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar) betrachtet. Mit zwei feinen
Dissektionspinzetten (Dumont #5, Manufactures D’Outils Dumont SA, Schweiz) wurden aus
den Nierenscheiben Blindel von Nierentubuli entnommen. Fir die cCD-Praparation handelte
es sich dabei um Markstrahlbiindel. Nach und nach wurden alle anhaftenden nicht benétigten
Nierentubuli entfernt, sodass ein einzelnes cCD isoliert werden konnte. Die Unterscheidung
der verschiedenen Nierentubuli erfolgte anhand histomorphologischer Kriterien. Fiir die

Perfusion wurden cCD ausschlieBlich aus dem Kortex der Nieren isoliert.
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Abbildung 11: Nierenscheibe (A) und kortikales Sammelrohr (cCD) (B)

Mikroskopische Betrachtung A: IM= Inneres Mark, ISOM=Innerer Streifen des duReren Markes, OSOM= AuRerer
Streifen des duBeren Markes, Cortex= Nierenrinde, Dissektion von Tubulus-Biindeln aus diesen Scheiben, B: cCD
manuell dissiziert, ca. 600 um lang. Vor der Verzweigung ware es moglich, dass c¢CD zu kiirzen, um es
anschlieBend zu perfundieren.

2.2.3 In-vitro Tubulusperfusion

Die in-vitro Tubulusperfusion ist eine Technik, um frisch entnommene Nierentubuli mit
verschiedenen Salzlésungen (vgl. 2.1.2.1) zu perfundieren. Mit Hilfe dieser Technik kénnen
elektrophysiologische Eigenschaften gemessen und epitheliale Transportprozesse in den

jeweiligen Abschnitten der Niere untersucht werden.

2.2.3.1 Perfusionssystem

Das Perfusionssystem wurde nach dem von Professor Greger beschriebenen System
modifiziert (Greger and Hampel 1981). Die Perfusion von cCD unterscheidet sich von der
Perfusion anderer Nierentubuli, weshalb es notig war, einige Anpassungen am
Mikroperfusionssystem vorzunehmen. In Abbildung 12 st das Schema eines
Perfusionssystems gezeigt. Es bestand aus vier ineinander gelagerten Glaspipetten. In die
Konstriktionspipette wurde das cCD eingespannt, weshalb der innere Durchmesser an der
Engstelle dieser Pipette etwas kleiner war als der aulRere Durchmesser eines cCD. Er betrug
circa 20-22 um (Abbildung 12). Die Pipette wurde vor den Experimenten mit Kontrollldsung
gefillt und konnte manuell Uber eine Glasspritze und ein Schlauchsystem druckreguliert
werden. Somit konnten die Enden der cCD in die Pipette eingezogen und gehalten werden.
Um den Anfang der cCD abzudichten, wurde aufien eine weitere grofRere Pipette aus etwas

dickerem Glas (Sylgaardpipette) installiert und mit Sylgaard-Silikon6l (Viskositat: 1000 mm?/s
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(cSt), BSR-Line, Deutschland) gefullt. Nach Einspannen eines CD konnte so ein abdichtender
Olfilm Uber die Schnittstelle von CD und Konstriktionspipette gefahren werden. In
Vorversuchen zeichnete sich ab, dass Silikon6l mit einer Viskositdt von 1000 mm?/s (cSt) statt
5000 mm?/s (cSt) geeigneter war, um das CD abzudichten. Durch seine geringere Viskositat
floss das Ol bei Vorschub der Sylgaardpipette von selbst (iber die Schnittstelle von CD und
Konstriktionspipette. Dies ersparte eine Druckmanipulation des Silikondls und ggf. eine
mechanische Irritation des perfundierten CD. So war es moglich, eine grofRere Zahl von cCD

bei guten abdichtenden und isolierenden Eigenschaften zu erzielen.

Innen lag die doppelldaufige Mikroperfusionspipette. Die beiden unabhangigen Lumina dienten
der Messung der elektrischen Spannung und der Injektion eines Strompulses zur
Widerstandsmessung. Darliber hinaus konnten direkt nacheinander zwei verschiedene
Salzlésungen in das Innere des cCD perfundiert werden. Dazu wurde in einen Schenkel der
Perfusionspipette eine weitere kleinere Flissigkeitsaustauschpipette vorgeschoben, um
direkt an der Spitze andere Salzlésungen einbringen zu kdnnen. In den anderen Schenkel der
Perfusionspipette wurden zwei sehr feine Polyethylenschlduche (neolLab, Heidelberg) fiir Zu-
und Ablauf der Salzlésungen in diesem Schenkel sowie ein Silberdraht vorgeschoben. Uber
diesen Draht wurden Strompulse aus einem Pulsgenerator (Elektronikwerkstatt des
Physiologischen Institutes, CAU Kiel) Gber die Perfusionspipette in das CD-Lumen appliziert.
Zudem wurde Uber eine 1 M KCl/Agar-Briicke eine Messelektrode angeschlossen, die
elektrisch mit dem CD-Lumen verbunden war. Ein Druckgeber, der in der institutseigenen
Werkstatt hergestellt wurde, erlaubte es Dricke von 300-1000 mmH,0 auf die
FlUssigkeitsaustauschpipette sowie den Zulauf des anderen Schenkels zu auszuliben. Somit
konnte kontinuierlich Flussigkeit mit einem konstanten Druck perfundiert werden. Die Enden
der Pipetten wurden mit einem Glasschneidstift (Schreibdiamant mit Holzgriff, neoLab Migge
GmbH, Heidelberg) zugeschnitten und mit Haftvermittler (Heliobond, lvoclar vivadent GmbH,
Ellwangen) abgedichtet, um einen Druckverlust an der dem cCD abgewandten Seite zu

verhindern.

Die Gegenseite bzw. das Ende des CD wurde durch eine weitere Glaspipette gehalten, wobei
das CD dabei nicht geschlossen wurde, sondern offen in der Halteseite miindete. Damit wurde

eine elektrische Isolation des offenen Sammlrohrendes erreicht.
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Abbildung 12: Schema des Perfusionssystems

Die Abbildung zeigt den schematischen Aufbau des verwendeten Perfusionssystems, ein Foto des
Perfusionsarbeitsplatzes ist in Abbildung 14 dargestellt. Auf der rechten Seite ist das Perfusionssystem zu
erkennen. AuRen ist die mit Silikondl (grau) gefiillte Sylgaardpipette, welche den eingespannten Anfang des
Sammelrohres (CD) abdichtet und elektrisch isoliert. Die Konstriktionspipette halt das CD durch geringen
Unterdruck fest. Die doppellumige Perfusionspipette in der Mitte wurde zur Perfusion in das CD vorgeschoben.
Uber den Silberdraht im ersten Schenkel wurden die elektrischen Pulse eingeleitet. Uber die
Flussigkeitsaustauschpipette im zweiten Schenkel der Perfusionspipette konnten luminal noch andere
Flussigkeiten appliziert werden. Hier wurde zu Anfang der Experimente Kontrolllésung und spater mit Amilorid
und Hydrochlorothiazid (HCT) versetzte Kontrolllosung perfundiert. Oben im Bild ist ein Spannungsmessgerat
dargestellt, das die transepitheliale Spannung (Vi) liber den zweiten Schenkel der Perfusionspipette im Bezug
zum basolateralen Bad misst. Auf der linken Seite ist die Haltepipette dargestellt, ebenfalls eine Pipette mit
Konstriktion (zur Herstellung der Pipetten siehe Abbildung 13), um das CD am Ende zu stabilisieren bzw. zu halten
und ihn so elektrisch zu isolieren. Das offene Ende erlaubt die kontinuierliche Perfusion auch innerhalb der
Haltepipette, die zu diesem Zweck einen deutlich groReren Innendurchmesser als die Konstriktionspipette
aufwies. In der Mitte ist ein Foto eines CD wahrend der Perfusion gezeigt. Die Darstellung ist nicht
malstabsgetreu.

Alle beschriebenen Pipetten wurden aus Glaskapillaren (Borosilikatglas, Sylgaard aus
Sodaglas, Hilgenberg GmbH, Malsfeld) an einer Mikroschmiede (Werkstatt MPI fir Biophysik,
Frankfurt) geformt. Die Kapillaren wurden dazu mit einem Silber- oder Platindraht unter
Rotation seitlich erhitzt und durch ein kleines vorher angebrachtes Gewicht mit der
Schwerkraft ausgezogen, bis sie die gewlinschten Durchmesser und Langen erreichten. In
Abbildung 13 ist beispielhaft gezeigt, wie bei der Konstriktionspipette nach Ausziehen und

Schmieden einer diinnen Spitze schlieBlich eine Verengung (Konstriktion) hergestellt wurde.

AnschlieBend wurden die Pipetten in der nach unten geneigten Pipettenhalterung
ineinandergeschoben und befestigt. Uber seitlich angebrachte Schrauben konnten die

Pipetten zueinander zentriert werden.
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Abbildung 13: Bearbeitung der Konstriktionspipette

Von links: Eine schon gezogene und dadurch verjlingte Pipette wird nach Entfernen der Zuglast mit Hilfe eines
Platindrahtes erhitzt (Mitte) und zieht sich an dieser Stelle zusammen. So kann ein benétigter Innendurchmesser
von 10-24 um erzeugt werden.

Das Perfusionssystem wurde mit Hilfe eines Mikromanipulators (Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar) rechts neben einem invers eingebauten Mikroskop (Axiovert 10 - Carl Zeiss, Jena)
angebracht (Abbildung 14). Spiegelbildlich wurde ein &hnliches System mit nur einer
Konstriktionspipette als Haltepipette angebracht. In den Mikroskoptisch konnte ein auf 37 °C
beheiztes Bad eingebracht werden, welches Uber einen Zulauf und einen Ablauf verfligte, um
es mit frischer Perfusionslésung zu fiillen (Abbildung 14). Die Spitzen der Pipetten reichten bis
in die Losung, in der sich auch das CD zur Perfusion befand. So war es moglich, ein
basolaterales Kompartiment im Bad sowie ein luminales im Inneren des CD getrennt
voneinander mit verschiedenen Losungen zu perfundieren. Der gesamte Arbeitsplatz war
durch einen Faraday’schen Kéfig (Eigenbau Mechanikwerkstatt, Physiologisches Institut, CAU
Kiel) elektrisch abgeschirmt (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Perfusionsarbeitsplatz

Auf den beiden Fotos ist der Perfusionsarbeitsplatz gezeigt. Oben ist die Ubersicht, unten ist eine etwas
vergroBerte Ansicht gezeigt. In der Mitte ist das Perfusionsbad mit den Schlduchen fiir eine konstante
Badperfusion erkennbar. Rechts davon ist das Perfusionssystem auf einem Mikromanipulator montiert. Die
Haltepipette ragt von der linken Seite in das Bad und ist hier nicht zu erkennen (verdeckt). Ein Stereomikroskop
mit angeschlossener Kamera vervollstandigt das Setup und ermdoglicht die kontrollierte Arbeit am
Perfusionsplatz.
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2.2.4 Elektrophysiologie der Messungen am Perfusionsarbeitsplatz

Mit dem Perfusionssystem (schematische Darstellung siehe Abbildung 12, Foto des
Perfusionsarbeitsplatzes Abbildung 14) war es moglich, elektrophysiologische Eigenschaften
des CD zu messen. Zur besseren Darstellung wurde eine Messverstarker verwendet (FD223,
World Precision Instruments GmbH, Friedberg). Ein Schenkel der Perfusionspipette war dafir
Uber eine Agarbriicke (1 M KCL, 2,5 % Agar) an eine Ag/AgCl-Pellet-Elektrode (RC-3- World
Precision Instruments, USA) angeschlossen. Als Referenz diente eine weitere Elektrode,
welche im basolateralen Bad angebracht war und ebenfalls Gber eine Agarbriicke mit einer
Ag/AgCl-Pellet-Elektrode verbunden war. Beide Elektroden waren Uber einen Verstarker an
einen analogen Schreiber (Flatbed Recorder Type BD12, Kipp & Zonen B.V. - Delft,

Niederlande) angeschlossen, der die Spannung auf Papier aufzeichnete.

Uber den zweiten Schenkel der Perfusionspipette wurden Strompulse von 13 nA in das CD-
Lumen geleitet (Spannungspuls von 6,5 V bei 500 MQ Vorwiderstand) (Abbildung 12). Unter
Berlcksichtigung der Leitfahigkeit der Losung, des Durchmessers sowie der Lange des CD
konnte damit der Rt mit Hilfe der Kabelgleichung (constant field equation) berechnet werden

(Greger 1981) .

Bei asymmetrischen Losungen (luminal Kontrolllésung, basolateral 30-NaCl-Lésung) wurden
die gemessenen Spannungen um das Liquid-junction-Potenzial der verschiedenen
Elektrolytlosungen korrigiert. Dieses elektrische Potenzial entsteht, wenn zwei Lésungen mit
unterschiedlichen Elektrolytzusammensetzungen aufeinandertreffen (Barry and Lynch 1991,

Ng and Barry 1995).

Die Lange und der innere Durchmesser der Tubuli wurden anhand von Fotos der Tubuli
ermittelt, die wahrend der Experimente aufgenommen wurden. Dazu wurden die Programme
MetaFluor (Molecular Devices GmbH, Bismarckring 39, 88400 Biberach an der Rif§), sowie
Image J (Wayne Rasband, National Institutes of Health (NIH), Bethesda, Maryland, USA)

genutzt.

2.2.4.1 Berechnungsgrundlage der elektrophysiologischen Eigenschaften

Die Messung der transepithelialen Spannung (Vi transepithelial voltage) erfolgte

kontinuierlich wahrend des Experiments. Die Systemnull wurde vor und nach der Messung
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ohne eingespanntes CD erhoben. So konnte ggf. eine leichte durch die Agar-Briicken bedingte

Drift der Nulllinie ausgeglichen werden.

22411 Transepithelialer Widerstand

Fiir die Berechnung des Rte war es notig, Strom wie beschrieben zu injizieren. Dabei verhalt
sich ein CD ahnlich einem Axon beziehungsweise einem Kabel, an dem die Spannung mit der
Lange abfallt. Die durch den Strompuls generierten Spannungsanderungen AV:ie wurden um

den Leerwert des Systems (AVie ohne CD) korrigiert. Dazu wurde folgende Formel genutzt:

AVte = AVte gesamt AVte Leerwert

Zur Berechnung von Rt wurde dann die Kabelgleichung genutzt (Greger 1981, Greger 1981,
Greger and Hampel 1981) .

AV,
Ry = 2 |moA3 —=

t hL
anh(5)

(o]

Dabei steht g fiir den spezifischen Widerstand der Perfusionsldsung. L beschreibt die Lange
des CD. A beschreibt die Tubuluslangskonstante (hier: CD-Ldngskonstante), welche aus

folgender Formel hervorgeht:

_ AVmry,®
Ire

Hier steht r fliir den inneren Radius des CD.

2.2.4.1.2 Aquivalenter Kurzschlussstrom

Der dquivalente Kurzschlussstrom (I’s) ist ein Indikator flr den transepithelialen Transport. Er
ist aquivalent zu dem maximalen Strom unter Kurzschlussbedingungen (Spannung auf 0 V

geklemmt), wird jedoch aus Vie und Rie mit Hilfe des ,,Ohmschen Gesetzes” berechnet.
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2.2.4.1.3 Na*-Cl-Permeabilitdtsverhatnis

Das Verhaltnis von Pc und Pna (Pci/Pna) eines CD konnte mit Hilfe der Gleichung von Goldmann,

Hodgkin und Katz aus einem Diffusionspotenzial (DP) berechnet werden. (Goldman 1943)

RT Z PCI[C +]Dl.rf+z Pﬂ.I[A-]'m
E,==In|= e : E,=E,_—E

F n m ! m in out

Z Pc,[c*]-m*rZI P, (Al

Hier beschreibt En das Gleichgewichtspotenzial aus ein- und auswarts gerichtetem Potenzial
(Ein und Eout) bei entsprechenden Konzentrationen verschiedener Kationen [C*] und Anionen
[A]. R ist die allgemeine Gaskonstante, F die Faraday-Konstante und T die absolute
Temperatur (in Kelvin). Die Konzentrationsunterschiede fiir die Entstehung eines DP wurden
durch Austausch der Badlésung gegen isoosmotische 30-NaCl-Losung erzeugt (siehe
2.2.4.2.1). Zuvor wurde der transepitheliale Transport durch Amilorid (Sanofi-Aventis,
Deutschland GmbH, Frankfurt) und HCT (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen) geblockt.
Dadurch spielten in diesem Fall nur die parazelluldren Eigenschaften fiir die lonen Na* sowie

Cl- eine wesentliche Rolle. Die Formel kann dann wie folgt vereinfacht werden:

E = RTln(PNa[Na+]bl + Pei[Cl7]ap
" PNa[Na+]ap + PCl[Cl_]bl

T F

Da der transzelluldre Transport, wie bereits erwdhnt, gehemmt wurde, entspricht das

transepitheliale Potenzial unter diesen Bedingungen dem DP.

22.4.1.4 Absolute Permeabilitaten

Es ist auch moglich, die absoluten parazellularen Permeabilitdten fiir lonen zu berechnen.
Dazu wurde eine vereinfachte , Kimizuka-Koketsu Gleichung” verwendet (Van Itallie, Rahner
et al. 2001, Gunzel and Yu 2009, Plain Reyes 2015) unter der Einbeziehung von Rt unter

Amilorid und HCT bzw. dem entsprechenden Leitwert G:

p C RT 1
Na — Ur =5
F2 INaCl e (1 + HEL
Na

Die absolute Pc konnte berechnet werden, indem man das Ergebnis der Pya mit dem Kehrwert

des Pna/Pc multiplizierte.

35



Png

P = PNa(P_Cl -

2.2.4.2 Messprotokolle

Alle Experimente wurden nach einem zu Anfang festgelegten Protokoll durchgefiihrt. In
Vorversuchen wurden die Protokolle etabliert. Dabei wurde auf Durchfihrbarkeit,
Realitatsnahe und hohe Qualitat der Messungen Wert gelegt. Gemessen wurden die Lange
des CD zu verschiedenen Messzeitpunkten, der innere Radius und AV fiir die Berechnung von
Rte und I'sc sowie das DP. Aus diesen Daten konnten alle anderen elektrophysiologischen
Werte wie vorgehend beschrieben berechnet werden. Folgende Protokolle stellten sich dabei

als fur die Fragestellung passend und messtechnisch moglich heraus:

22421 Messungen nach Gabe von Didten

Das CD wurde in das System eingespannt und basolateral wie auch luminal mit Kontrolllésung
perfundiert. In Abbildung 15 ist eine original Schreiberaufzeichnung gezeigt. Sobald sich ein
stabiles Vie eingestellt hatte, wurde ein Foto des CD zur Messung von Lange und Innenradius
gespeichert (Messzeitpunkt 1, Abbildung 15). AnschlieRend wurde luminal die Kontrolldsung
durch 50 uM Amilorid sowie 100 uM HCT enthaltende Kontrolllésung ersetzt, die eine
Hemmung der transepithelialen Transportprozesse bewirkte (Messzeitpunkt 2, Abbildung 15).
Dann wurde die basolaterale Losung durch die 30-NaCl-L6sung getauscht, wodurch das DP
zustande kam (Messung (DP), Abbildung 15). Nach basolateralem Auswaschen der 30-NaCl-

Losung mit Kontrollosung erfolgte die dritte Messung (Messzeitpunkt 3, Abbildung 15).
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Abbildung 15: Originalexperiment (Kontrolle, Niedrig-Na*-Diat)

Transepitheliales Potenzial (Vie) in mV versus Zeit in s; das zundchst Lumen-negative Potenzial bricht bei luminaler
Gabe von Amilorid und Hydrochlorothiazid (HCT) ein (1). Ein deutlich Lumen-positives Diffusionspotenzial (DP)
entsteht unter 30-NaCl-Losung basolateral. Die angegebenen Konzentrationen beschreiben den NaCl-Gehalt der
Lésungen. Zu den Messzeitpunkten (1, 2, DP und 3) wurden Liange sowie Innenradius des CD fotografisch
festgehalten.

22422 Niedrig-Cl*-Inkubation

Fiir diese Versuchsreihe wurde die Kontrolllésung zur Cl-Reduktion leicht modifiziert und
Magnesiumsulfat (MgS0.) statt Magnesiumchlorid (MgCl,) eingewogen. Da die
Niedrig-Cl-Losung moglichst wenig Cl- enthalten sollte, war dies notig, um symmetrische
Messbedingungen zu schaffen. Auch hier wurde nach kurzer Aquilibrierungsphase luminal
eine mit 50 uM Amilord versetze MgSOa-Kontrollésung perfundiert, um den ENaC zu hemmen.
Danach folgte entweder Niedrig-Cl-L6sung oder MgSQOs-Kontrolllésung basolateral. Mit der
jeweiligen Losung wurde der CD fir 15 Minuten inkubiert. AnschlieRend folgte eine
flinfminlitige Phase, in welcher MgS0s-Kontrolllésung basolateral appliziert wurde und somit

die Losung der Inkubationszeit ausgewaschen wurde. Schlielich wurde das DP mit der 30-
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NaCl-Lésung erzeugt (Messung (DP), Abbildung 16). Zuletzt erfolgte eine Auswaschung mit
MgSQOs-Kontrolllosung. In Abbildung 16 sind die Messzeitpunkte und das DP anhand einer

originalen Schreiberaufzeichnung dargestellt.
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Abbildung 16: Originalexperiment der Cl--Inkubation (Kontrolle, Inkubation Kontrolllosung)

Transepitheliales Potenzial (Vie) in mV versus Zeit in s; die angegebenen Konzentrationen beschreiben den NaCl-
Gehalt der Losungen. Zu den Messzeitpunkten (1-7 und Diffusionspotenzial (DP)) wurden Lange sowie
Innenradius des CD fotografisch festgehalten.

2.2.5 Datenanalyse

Die Analyse der Daten erfolgte mit Hilfe von Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corporation,
Redmont, WA, USA) und GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, La Jolla, CA 92037 USA). Als
Signifikanzniveau wurde ein p<0,05 festgelegt. Der Standardfehler des Mittelwertes (SEM) ist
als Fehlerindikator in die Diagramme eingefiigt. Zum Vergleich von KO- und KT-Mausen
dienten der gepaarte, zweiseitige t-Test, beim Vergleich von mehreren Gruppen ein

einseitiger ANOVA mit Tukey post-hoc-Test.
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2.2.5.1 Ausschlusskriterien

Die cCD zeigten sich in der Perfusion als relativ fragil und anfallig. Im Gegensatz zu TAL, welche
sich in der Perfusion als relativ robust zeigen, entstanden bei vielen cCD schon durch
minimalste Manipulation, zum Beispiel mit den Dissektionspinzetten, kleine Leckagen, welche
einen Kurzschluss zwischen Tubluslumen und dem basolateralen Kompartiment zur Folge
hatten. Diese waren an einem stark abfallenden bzw. von Beginn an sehr niedrigem Rt zu
erkennen. Daher war es notig, einen zu geringen Rt als Ausschlusskriterium fir die
Auswertung festzulegen, um keine falsch niedrigen Widerstande in der Auswertung der
Versuche miteinzubeziehen. In den Experimenten dieser Arbeit wurden daher alle Tubuli, die
einen Ree < 50 Qcm? zeigten nicht in der Auswertung beriicksichtigt. Ebenso wurde ein Verlust
zwischen erster und zweiter Messung von > 50 Qcm? als Ausschlusskriterium festgelegt, um
keine cCD in der Auswertung zu berlicksichtigen, die im Verlauf des Experimentes ein Leck

entwickelten.

Weitere Kriterien zum Ausschluss waren eine zu geringe Lange (< 250 um, zu groBer Einfluss
des Widerstandes der Haltepipette) und ein zu groRer Innendurchmesser (> 17 um, z. B.
ausgeldst durch zu hohen Perfusionsddruck). Beides wiirde zu einer Uberschitzung des Ree

(siehe 2.2.4.1.1) fGhren.
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3 Ergebnisse

3.1 Salztransport liber das Epithel des kortikalen Sammelrohres (cCD)

Zunachst sollen die elektrophysiologischen Eigenschaften des c¢CD anhand der Daten
beschrieben werden, die unter Grundbedingungen an KT-cCD erhoben wurden. Dabei konnte
in einer Gruppe von 20 perfundierten KT-cCD (Abbildung 17) ein lumennegatives Vie von im
Mittel -7,0 + 1,3 mV (Abbildung 17A) festgestellt werden. Rte belief sich auf 117,9 + 10,6 Qcm?
(Abbildung 17B) und der I'sc betrug -65,2 + 13,2 pA/cm? (Abbildung 17C).

3.1.1 Amilorid und Hydrochlorothiazid verdndern transepitheliale Spannung,
transepithelialen Widerstand und 3&dquivalenten  Kurzschlussstrom von

mikroperfundierten kortikalen Sammelrohren

AnschlieBend wurde der transzellulare Transport mit Hilfe von Amilorid und HCT gehemmt
(dazu siehe auch 1.5.4). Der Effekt dieser Diuretika im cCD konnte somit experimentell
beobachtet werden. Ve ging auf -0,9 + 0,4 mV (Abbildung 17A) zurlick und war statistisch nicht
mehr von 0 verschieden. Die Inhibition der transzellularen Transportwege, vor allem des
elektrogenen Na* -Transportes fiihrte messbar zu einem Anstieg von Ree auf 150,6 + 11,2 Qcm?
(Abbildung 17B). Daraus resultierend sank I'sc als Mall des elektrogenen Transportes

auf - 6,3 2,4 uA/cm? (Abbildung 17C).
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Abbildung 17: Elektrophysiologische Eigenschaften vor und nach Applikation von Amilorid und
Hydrochlorothiazid in Kontrollen unter Standard-Na*-Diat

A: Transepitheliale Spannung (Vi) in Kontrollen (KT). Zu sehen ist ein Abfall im Betrag von Vi nach Gabe von
Amilorid & Hydrochlorothiazid (HCT), B: Transepithelialer Widerstand (Rte) in KT. Erhohter Rte unter Amilorid und
HCT, C: dquivalenter Kurzschlussstrom (I'sc) in KT. Nach Hemmung des transzelluldren Salztransportes durch
Amilord und HCT reduziert sich der Betrag des I’ der als MaR fiir den transzelluldren Transport gilt deutlich.
n=20; * p< 0,05, vor und nach Amilorid und HCT

3.1.2 Parazelluldrer Weg im kortikalen Sammelrohr (cCD) zeigt Anionenselektivitat

Unter Hemmung des transzelluldren Transportes konnten anschlieBend die parazellularen

Eigenschaften der cCD charakterisiert werden.

Die bestimmten DP (Abbildung 18) werden als Verhaltnis (Pc/Pna) angegeben. Dabei steht 1
flir ein ausgeglichenes Verhaltnis der Permeabilititen der jeweiligen lonen, also keiner

lonenselektivitat.

Das Pc/Pna (Abbildung 17B) betrug 1,30 + 0,06, wobei auch Werte kleiner als 1 gemessen
wurden, die auf eine Kationenpermeabilitat hinweisen. Im Schnitt zeigten die cCD jedoch ein
Anionen-praferierendes Verhalten. Die absoluten Permeabilitaten wurden dabei mit Py, 33,7

+4,7 x 103 cm/h und P 40,5 + 3,9 x 103 cm/h errechnet (Abbildung 17C).
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-

Abbildung 18: Diffusionspotenziale und Permeabilitdten fiir die lonen Na* und CI- im kortikalen Sammelrohr
(cCD) in Kontrollen unter Standard-Na*-Dit

A: Diffusionspotenzial (DP) in Kontrolle (KT). B: Permeabilitatsverhaltnis (Pc/Pna) in KT. Pc/Pna betrug 1,30 und
zeigte damit eine bessere Durchlassigkeit fiir Cl-anstatt von Na*, C: Absolute Permeabilitaten in KT. Die absoluten
Permeabilitdten beziehen den transepithelialen Widerstand (R:.) des Epithels in Anwesenheit der Diuretika mit
ein, n=20

3.1.3 Korrelation von transepithelialer Spannung (Vi) und Permeabilitdtsverhaltnis

Interessanterweise konnte eine lineare Korrelation zwischen Vie am Anfang des Experimentes,
d. h. unter ungehemmten Transportvorgdngen und dem Pc/Pna beobachtet werden

(Abbildung 19).
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Abbildung 19: Korrelation von transepithelialer Spannung und Permeabilitatsverhaltnis in Kontrollen
Lineare Regressionsgrade Y=-0,037*X+1,046, R 0,543, Sy.x: 0,2009, Vi.= transepitheliale Spannung,
Pc/Pna= Permeabilitatsverhiltnis

42



Je negativer das durch den aktiven Na*-Transport generierte Potenzial desto

anionenselektiver war der gemessene parazellulare Weg.

3.2 Elektrophysiologische Eigenschaften bei Claudin-4-Defizienz (KO)

Zusatzlich zu der Gruppe der KT-Maduse wurden auch insgesamt 21 Experimente mit cCD aus
KO-Mausen durchgefiihrt, um den Effekt des fehlenden Claudin-4 auf die
elektrophysiologischen Eigenschaften beobachten zu kénnen. Dabei zeigten sich dhnliche
transzelluldare Eigenschaften wie in den KT. In Abbildung 20 sind die Werte der KT aus
Abbildung 17 zur Ubersicht noch einmal aufgezeigt. Sowohl Vie -6,4 + 1,2 mV (Abbildung 20A),
der Rte 105,2 + 8,2 Qcm? (Abbildung 20B) und auch der I'sc -66,5 + 13,9 pA/cm? (Abbildung 20C)

zeigten keine signifikanten Abweichungen zum Messzeitpunkt vor Gabe der Hemmstoffe.

3.2.1 Amilorid und Hydrochlorothiazid (HCT) verdndern transepithelialen Widerstand (R:.)

in Claudin-4 defizienten kortikalen Sammelrohren (cCD) nicht

Nach luminaler Applikation von Amilorid (50 uM) und HCT (100 uM) verringerten sich die
zuvor negative Vie und der I'sc im Betrag analog zu den Beobachtungen in den KT-Mausen.
Vie lag nach Amilorid/HCT Gabe bei 0,4 + 0,6 mV (Abbildung 20A). Der I'sc war 5,4 + 5,9 pA/cm?
(Abbildung 20B). Anders als bei den KT kam es allerdings nur zu einem sehr geringen Anstieg
vom Rte unter Amilorid/HCT und in Anwesenheit der Inhibitoren war Rie bei KO mit

112,5 + 7,9 Qcm? signifikant geringer (Abbildung 20C).
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Abbildung 20: Elektrophysiologische Eigenschaften vor und wahrend Applikation von Amilorid und
Hydrochlorothiazid in Kontrollen und Claudin-4-Defizienz

A: Transepitheliale Spannung (Vi) von Kontrollen (KT) und Claudin-4-Defizienz (KO) im Vergleich jeweils vor und
nach Applikation von Amilorid/Hydrochlorothiazid (HCT). Die Wirkung von Amilorid besteht auch in KO. B:
Transepithelialer Widerstand (R¢) in KT und KO, je vor und nach Amilorid/HCT Gabe. Ein Anstieg im Re in KO
wurde nicht beobachtet. C: &quivalenter Kurzschlussstrom (I'sc) in KT und KO im Vergleich vor und nach
Amilorid/HCT Gabe. Der Iy zeigt einen deutlichen Abfall nach Gabe von Amilorid/HCT. KT n= 20; KO n=20, * p<
0,05.

3.2.2 Claudin-4 defiziente kortikale Sammelrohre (cCD) verlieren Selektivitat fiir CI-

Wihrend in den KT vornehmlich eine Selektivitat fir Cl festgestellt werden konnte, zeigte sich
in den KO keinerlei Selektivitat mit Pc/Pna 1,02 £ 0,03. (Abbildung 22B). Die KT-Werte aus
Abbildung 18 sind auch in diesem Fall zum Vergleich mit aufgetragen. Auch die gemessenen
DP zeigten diesen Unterschied in der parazelluldren Selektivitdt sehr deutlich (Abbildung 22A).
Waéhrend sich in KT ein DP von 3,8 + 0,8 mV zeigte, wurde dies in den KO mit 0,2 + 0,6 mV

gemessen (Abbildung 22A). In Abbildung 21 sind original Schreiberaufzeichnungen gezeigt.
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Wahrend in KT eine deutlicher Positivausschlag nach Applikation von 30-NaCl-Lésung zu
beobachten war, zeigten KO kaum einen Ausschlag (negativ nach Liquid-Junction Korrektur,
siehe auch 2.2.4). Die absoluten Permeabilititen der KO betrugen Pna 45,8 + 3,0 x 103 cm/h

und Pq 46,60 * 3,30 x 103 cm/h, d.h. es erhéhte sich im Vergleich zu KT vor allem die Pna
(Abbildung 22C&D).
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Abbildung 21: Originalexperiment Kontroll- und Claudin-4 defizientes-Sammelrohr unter Standard-Na*-Diat

Die Abbildung zeigt zwei Schreiberaufzeichnungen von Vi wahrend der Perfusion eines Kontroll-cCD (KT) und
eines Claudin-4 defizienten cCD (KO). Links: KT, von links nach rechts: Zu Beginn stellt sich ein transepitheliales
Potenzial von circa -10 mV ein, nach Applikation von Amilorid zusammen mit Hydrochlorothiazid (HCT) (grauer
Balken) ist dieses Potenzial neutralisiert. Durch die basolateral eingespiilte 30-NaCl-Lésung (orangener Balken)

entsteht ein in diesem Falle deutlich positives Diffusionspotenzial (DP); Rechts: KO, deutlicher Amilorideffekt
(grauer Balken), das DP durch 30-NaCl-Losung (orange) ist nur minimal positiv.
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Abbildung 22: Parazelluldre Eigenschaften von Claudin-4 defizienten und Kontroll-Sammelrohren im
Vergleich.

A: Diffusionspotenzial (DP) von KT und KO. Deutlicher Unterschied im DP in KO. B: Permeabilitatsverhaltnis
(Pci/Pna). In KT ist Cl-Selektivitat erkennbar, in KO ist keine Selektivitat fiir CI- mehr erkennbar. C&D: Absolute
Permeabilitdten fiir Na* (Pna) (C) und CI-(Pc) (D), jeweils KT und KO. Auffallig ist vor allem die erhohte Py, in KO,
was zu dem ausgeglichen (Pq/Pna) beitragt, andererseits ist auch eine tendenzielle Erhohung der P¢ zu sehen, d.
h. der unspezifische Leitwert ist in KO héher. KT n=20, KO n= 20, * p< 0,05

Auch wenn man die gemessenen KO als Einzelpunkte im Vergleich zum anfanglich
gemessenen Vi auftragt (wie KT in Abbildung 19), zeigt sich keine Korrelation, sondern nur

leichte Schwankungen um 1 lber die gesamte Bandbreite von Vie (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Auftrag von transepithelialer Spannung und Permeabilitdtsverhdatnis in Claudin-4 defizienten
Tieren

Geradengleichung: Y = -0,004900 * X + 1,165, Sy.x: 0,2339, Vie= transepitheliale Spannung, Pc/Pn.=
Permeabilitatsverhaltnis
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3.3 Effekt von Niedrig-Na*-Diit (NND) auf elektrophysiologische

Eigenschaften

Die Messungen wurden in einer salzarmen Stoffwechsellage wiederholt. Die zu
untersuchenden Mause erhielten dazu fir sieben bis neun Tage eine NND, um (ber
Salzmangel die physiologische hormonale Regulation, vor allem Uber Aldosteron, zu
stimulieren. Die elektrophysiologischen Kennwerte waren in den anschlieRenden Messungen
deutlich verandert. Wieder sind die Werte der vorherigen Abbildungen zur besseren

Vergleichbarkeit erneut mit in den Abbildungen dargestellt.

Abbildung 24 zeigt exemplarisch zwei Original-Experimente.

KT Niedrig-Na*-Didt KO Niedrig-Na*-Diat
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Abbildung 24: Originalexperiment einer Kontrolle und eines Claudin-4 defizienten Sammelrohres unter
Niedrig-Na*-Diat

Schreiberaufzeichnungen von V. wahrend der Perfusion (flr Standard-Na*-Diat vgl. Abbildung 21) Links:
Kontrolle (KT), Wirkung von Amilorid/Hydrochlorothiazid (HCT) und deutliches positives Diffusionspotenzial (DP)
nach basolateraler Applikation von 30-NaCl-L6sung. Rechts: Claudin-4-Defizienz (KO), transepitheliales Potenzial
mit circa -30 mV sehr ausgepragt, das DP ist gering.

Sowohl die KT (-15,7 + 2,0 mV) als auch die KO (-23,0 £ 3,2 mV) zeigten unter der Diat ein
deutlich negativeres Vie (Abbildung 25A). Der Iy, als MaR fir den transzelluldren Transport
war im Gegensatz zur Normaldidt ebenfalls erhdéht (KT: -171,9 + 28,6 pA/cm? und
KO: - 261,3 + 35,3 pA/cm?) (Abbildung 25B). Der Ri vor Amilorid/HCT-Gabe war unter der
NND sowohl in KO als auch KT nur sehr geringflgig niedriger (KT: 106,1 + 7,4 Qcm? und
KO: 96,5 + 12,8 Qcm?) (Abbildung 25C).
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3.3.1 Amilorid und Hydrochlorothiazid (HCT) enthiillen hohen parazelluldren

transepithelialen Widerstand (R:.) der Claudin-4 defizienten (KO) Sammelrohre (CD)

Im Vergleich zur Normaldidat war die Wirkung der Hemmstoffe nach Stimulation des
transzelluldren Transportes durch NND deutlich starker ausgepragt. Interessanterweise war
aber der Rte unter NND in den KO vor Hemmung eher niedriger und nach Hemmung des
transzelluldaren Transportes durch Amilorid und HCT im Vergleich zur Kontrolldidt stark erhoht.
Unter NND stieg in den KO der parazelluldre Rt also an, da unter diesen Bedingungen der

parazellulare Weg weitgehend den Rt bestimmt (Abbildung 25D).

Gemessen wurden in den KO unter Amilorid/HCT 192,1 + 15,6 Qcm? (Abbildung 25D). Der
Wert in KT war unter Amilorid 143,5 + 10,4 Qcm?.
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Abbildung 25: Elektrophysiologische Eigenschaften von kortikalen Sammelrohren bei Claudin-4-Defizienz und
in Kontrollen unter Niedrig-Na*-Diat im Vergleich mit Standard-Na*-Diat
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A&B: Transepitheliale Spannung (Vie) & dquivalenter Kurzschlussstrom (I'sc) in Kontrollen (KT) und Claudin-4
defizienten (KO) kortikalen Sammelrohren (cCD) unter Niedrig-Na*-Diat (NND) und Standard-Na*-Didt (SND) im
Vergleich. Vi ist unter Salzmangel deutlich negativer. Vor allem in Zusammenschau mit dem |’y wird deutlich,
dass mehr Salz transportiert wird als unter SND. Diese Beobachtung ist sowohl im KT als auch im KO klar zu
erkennen. Tendenziell transportieren die Tiere noch mehr. C&D: Transepithelialer Widerstand (R¢e) in KT und KO
unter den verschiedenen Diadten. Der R ist je vor (C) und nach (D) Gabe von Amilord und Hydrochlorothiazid
(HCT) gezeigt. Vorher sind sehr ahnliche R in allen Gruppen ersichtlich. Nach Hemmung des zelluldren
Transportes kann der parazelluldre R betrachtet werden. Dieser ist unter SND im KO niedriger. Nach Gabe von
NND in KO féllt dieser allerdings deutlich gréRer aus. KT SND n= 20, KO SND, n= 20, KT Niedrig-Na*-Diat n= 24,
KO NND n=18, * p< 0,05

3.3.2 Niedrig-Na*-Diat (NND) hat keinen Einfluss auf die parazelluldre Selektivitat

Auch unter NND wurde nach Amilorid/HCT Applikation ein DP erzeugt und gemessen
(Abbildung 26A). Die KT zeigten dabei ein DP von 3,2 + 0,6 mV wahrend in den KO -0,6 + 0,4 mV
gemessen wurden. Daraus gehen die lonenselektivitaten von Pc/Pna 1,24 + 0,05 in den KT und

Pc/Pna0,97 £ 0,02 in den KO hervor (Abbildung 26B).

Dies zeigt, dass die NND keinen Einfluss auf die Cl-Selektivitat in KT hatte und sich ebenfalls

nicht auf die Unselektivitat der KO auswirkte.

Die absoluten Permeabilitaten fielen aufgrund des deutlich héheren R der KO geringer aus

(Abbildung 26C und D).
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Abbildung 26: Diffusionspotenziale, Permeabilitatsverhdltnisse und absolute Permeabilititen der
verschiedenen Experimentalgruppen

A: Diffusionspotenzial (DP) nach den verschiedenen Diaten in Kontrollen (KT) und Claudin-4 defizienten (KO)
kortikalen Sammelrohren (cCD). Die DP sind durch die Niedrig-Na*-Didt (NND) quasi nicht verandert. KT zeigen
im Gegensatz zu KO deutliche positive Ausschlage. B: Permeabilitdtsverhiltnisse (Pc/Pna) der verschiedenen
Didten in KT und KO im Vergleich. Die KT zeigen eine Cl~Selektivitat, die durch die NND nicht beeinflusst wurde.
Auch die KO behalten unter NND die parazelluldre Unselektivitat bei. C&D: Absolute Permeabilitdten nach Didten
im Vergleich. Diese Werte sind nur in Zusammenschau mit den Werten fiir den transepithelialen Widerstand (Rte)
(Abbildung 25D) sinnvoll zu betrachten, da der R einen groRen Effekt auf die Permeabilitdten hat. Je hoher der
Rte ist, desto kleiner die absolute Permeabilitdt. Auffallend sind die sehr niedrigen Permeabilitaten in KO unter
NND. Dort wurde aber auch ein hoher Rt beobachtet (vgl. Abbildung 25D). KT Standard-Na*-Didt (SND) n= 20,
KO SND n= 20, KT NND n= 24, KO NND n= 18, * p< 0,05.

Wenn man nun fir beide Genotypen die Selektivitditen gegen das anfangliche Vi auftragt,
sieht man auch fur die KT-Maus immer noch die Anionenselektivitat. Die Korrelation zwischen

Vie und Selektivitat war aber nicht mehr vorhanden (vgl. Abbildung 27).
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Abbildung 27: Auftrag von transepithelialer Spannung und Permeabilitatsverhaltnis in Kontrollen und
Claudin-4 defizienten Sammelrohren unter Niedrig-Na*-Diat

Vie= transepitheliale Spannung, Pc/Pna.= Permeabilitatsverhaltnis, Geradengleichung Kontrolle (KT) Niedrig-Na*-
Diat (NND): Y = -0,0084*X + 0,9699, Sy.x:0,1503 und Geradengleichung Claudin-4-Defizienz (KO) NND: Y =
0,0013*X + 1,002, Sy.x: 0,0966

3.4 Inkubation mit Niedrig-Cl-Losung verandert die lonenselektivitat

In einer weiteren Messreihe sollten vor allem regulatorische Mechanismen des parazellularen
Transportes untersucht werden. Dazu wurden c¢CD aus KO- und KT-Ma&usen isoliert und in das
Perfusionssystem eingespannt. Nach kurzer Aquilibrierungsphase wurden 50 uM Amilord
luminal appliziert. Jedes cCD wurde anschliefSend flir 15 Minuten mit einer Niedrig-Cl*-Losung
(5 mM NacCl) oder einer angepassten Kontrolllosung (145 mM NaCl) unter Perfusion inkubiert.
Anschlieend erfolgte ein Auswaschen der Losungen mit Kontrollldsung Gber 5 Minuten ehe

das DP erzeugt und gemessen wurde. Insgesamt wurden folgende Experimente durchgefiihrt:

Genotyp NaCl Gehalt Anzahl Experimente
KT 5 mM NacCl n=10
KO 5 mM NacCl n=10

Tabelle 11: Einteilung der Experimentalgruppen

Die Tabelle zeigt die vier Gruppen der Experimente und die zugehorige Anzahl der Experimente (n), insgesamt
wurden sechsundvierzig kortikale Sammelrohre (cCD) in vier verschiedenen Gruppen perfundiert. KT: Kontrollen,
KO: Claudin-4-Defizienz



3.4.1 Transzellulare Eigenschaften vor Inkubation zeigen dhnliche Ausgangsbedingungen

In allen vier untersuchten Gruppen zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in
Vte, Rte Und |'s¢, bevor die Inkubation mit den verschiedenen Losungen begann (Abbildung 28).
Auch gepoolt (KT und KO zusammen) ergeben sich keine Unterschiede (KT -11,5 + 3,6 mV,
KO-9,2 £ 1,4 mV) und die Werte sind etwas negativer, aber vergleichbar zu den Werten in

den vorherigen Experimenten.
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Abbildung 28: Elektrophysiologische Eigenschaften vor Beginn der Inkubation

A: Transepitheliale Spannung (V) in Kontrollen (KT) und Claudin-4 defizienten (KO) kortikalen Sammelrohren
(cCD) vor Inkubation. B: Aquivalenter Kurzschlussstrom (I'sc) vor Inkubation C: Transepithelialer Widerstand (Re)
vor Inkubation, ohne Amilorid/Hydrochlorothiazid. Fiir n siehe Tabelle 11.

3.4.2 Veranderungen im transepithelialen Widerstand (R:) nach 15 Minuten Inkubation

Nach insgesamt 15 Minuten Inkubation mit entweder Niedrig-Cl-Lésung oder Kontrollldsung
stellten sich Unterschiede im R der KT dar (Abbildung 29). Der Rte war nach Inkubation mit
5 mM Niedrig-Cl-Lésung niedriger (127,0 + 12,2 Qcm?) im Vergleich zum Ree unter Inkubation

mit Kontrollldsung 145 mM NacCl (208,2 + 22,6 Qcm?), obwohl zum Messzeitpunkt in beiden

52



Fillen bereits wieder Kontrollbedingungen herrschten (5 min Re-Aquilibrierung). In KO konnte

dies nicht beobachtet werden.
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Abbildung 29: Transepithelialer Widerstand nach Inkubation

Die Vorbehandlung mit Niedrig-Cl-Lésung fiihrte in Kontrollen (KT) zu einer Senkung des transepithelialen
Widerstandes (Rt). In den Claudin-4 defizienten (KO) kortikalen Sammelrohren (cCD) hatte die Cl-Konzentration
wahrend der Inkubationszeit keinen Einfluss. In der Tendenz waren die Widerstande in KO wieder niedriger als
die in KT, auch wenn in diesem Experiment mit mehrfacher Testung keine Signifikanz erreicht wurde. * p<0,05.

3.4.3 Niedrig-Cl-Inkubation erhoht die CI-Permeabilitdt (P¢) in Abhangigkeit von
Claudin-4

Nachdem die Inkubationslésungen udber fiinf Minuten ausgewaschen waren (Re-
Aquilibrierung), wurde das DP mit der 30-NaCl-Lésung erzeugt. Dieses wurde gemessen und
wiederum in die lonenpermeabilitait umgerechnet. In Abbildung 30 sind zwei
Originalexperimente aus der KT-Gruppe nach Inkubation mit 145 mM Kontrolllésung und

5 mM Niedrig-Cl-L6sung im Vergleich zu zwei Experimenten in KO gezeigt.
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Abbildung 30: Originalexperimente Niedrig-Cl--Inkubation in Kontrolle und Claudin-4 defizienter Maus

Die vier Abbildungen zeigen Aufzeichnungen aus Experimenten der Inkubationsmessungen. Oben: Kontrolle (KT)
mit Inkubation von Kontrolllésung (links) und Niedrig-Cl-Losung (rechts). Links: 145mM Kontrollldsung mit
Amilorid und Hydrochlorothiazid (HCT). Applikation von 30-NaCl-Lésung (orangener Balken) erzeugt eine positive
Diffusionspotenzial (DP) -Anderung. Rechts: Inkubation mit 5mM Niedrig-CI-Lésung (griiner Balken) bewirkt ein
DP unter 30-NaCl-Lésung (orange), das im Vergleich zur Kontrollinkubation deutlich positiver ausfallt (vgl. dazu
Abbildung 31A). Unten: Gleiches Experiment in Claudin-4-Defizienz (KO). Unter Kontrollinkubation zeigt sich ein
geringes positives DP (links), auf der rechten Seite ist nach Niedrig-Cl-Inkubation keine Steigerung des DP zu
erkennen (vgl. dazu Abbildung 31A).

Es stellte sich heraus, dass Pc (Abbildung 31D) erhoht war, nachdem durch die Niedrig-Cl-
Lésung ein Cl-Mangel simuliert wurde (KT 145 mM Kontrolllésung: P 29,2 + 5,5 x 103 cm/h
und KT 5 mM Niedrig-Cl-Lésung: P 50,5 + 4,8 x 103 cm/h) (Abbildung 31D). Dies ging aus dem
deutlich positiveren DP der KT Inkubation mit Niedrig-Cl-Lésung hervor (DP KT 145 mM 1,5
0,8 mV und KT 5 mM 8,2 + 1,3 mV) (Abbildung 31A). Zudem stieg auch Pc/Pna deutlich an (KT
145 mM Kontrolllésung 1,12 + 0,06 und KT 5 mM Niedrig-Cl*-Lésung 1,75 £ 0,18) (Abbildung
31B).

Diese Beobachtung wurde nur in KT-cCD gemacht und nicht in den KO, welche kein Claudin-4
in den TJ der Hauptzellen exprimierten (KO 145 mM Kontrolllésung: Pc 40,1 + 3,9 x 103 cm/h
und Pc)/Pna 1,28 + 0,11 sowie KO 5 mM Niedrig-Cl-Lésung: P 50,6 + 7,3 x 102 cm/h und
Pc/Pnal,27 £ 0,10) (Abbildung 31B und D). Durch die somit ausgebliebene Verdnderung in den
KO durch Niedrig-Cl- -Inkubation ergeben sich Unterschiede zwischen KT und KO in DP
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(KT5mM 82 + 1,3 mV, KO 5 mM 3,3 = 1,3 mV) (Abbildung 31A) und Pc/Pna
(KT 5mM 1,75 + 0,18, KO 5 mM 1,27 + 0,10) (Abbildung 31B).
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Abbildung 31: Parazelluldare lonenpermeabilitdten nach Inkubation

A: Das Diffusionspotenzial (DP) ist in Kontrollen (KT) nach Niedrig-Cl-Inkubation deutlich positiver, in
Claudin-4-Defizienz (KO) entsteht dieser Unterschied nicht. B: Das Permeabilitdtsverhaltnis (Pc/Pna)
zeigt sich analog zu den DP in KT nach Niedrig-Cl-Inkubation verandert. C: Die Inkubation hat keinen
Einfluss auf die Permeabilitat von Na* (Pna) D: Nach Inkubation mit 5 mM Niedrig-Cl-Lésung ist die
parazelluldare Permeabilitat von Cl-(Pq) in KT erhoht. Dieser Effekt existiert nur in KT nicht in KO. Fir n
siehe Tabelle 12, * p < 0,05.

Da gleichzeitig der R in den KT nach Niedrig-Cl-Inkubation absank, ergibt sich daraus, dass
reduzierte basolaterale Cl-Konzentrationen direkt zu einem Anstieg der P¢ in KT flhrte

(Abbildung 31D).
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4 Diskussion

4.1 Methodische Limitationen

4.1.1 Homogenitat der Versuchstiere in Bezug auf Alter und Geschlecht

Alter und Geschlecht der Versuchstiere sind Variablen, die sich signifikant auf quantitative
Daten auswirken kénnen. Aus diesem Hintergrund waren grol3e Tierzahlen erforderlich, um
eine perfekte Zusammensetzung aller Versuchsgruppen zu erreichen. Dem steht das Interesse
gegeniber, moglichst wenige Tiere zu verbrauchen. Weiter spielen praktische Aspekte wie die
limitierte Anzahl von Experimenten pro Zeit auf Grund der Schwierigkeit des Experimentes an
sich und die erreichbare Messgenauigkeit eine Rolle. In dieser Studie sollten zunéachst
grundlegende qualitative und quantitative Auswirkungen des Fehlens eines wichtigen
Funktionsproteins im cCD der Niere untersucht werden. Auf eine hohe Auflésung zwischen
Altersgruppen und Geschlechtern wurde in diesem ersten Ansatz verzichtet. In den Versuchen
wurden sowohl weibliche als auch mannliche junge Mause verwendet. Die Daten wurden
gepoolt. Das Alter der Tiere war mit acht bis dreizehn Wochen ausgewogen, die Nierenreifung
abgeschlossen und die Seneszenz noch nicht erreicht (Schwartz, Zavilowitz et al. 1992). In der
Gruppe der SND waren die KO-Mause im Durchschnitt etwas alter, die Geschlechtsverteilung
war ausgeglichen. Die Gruppe unter NND zeigte untereinander zwischen KT und KO keine
signifikanten Altersunterschiede, jedoch waren etwas mehr weibliche Tiere in der KO-Gruppe.
Fur das CD sind Unterschiede zwischen mannlichen und weiblichen Tieren in der
Wasserhomoostase durch AQP 2 beschrieben (Cheema, Irsik et al. 2015, Nair, Yanhong et al.
2019). Auch im Salztransport bestehen geschlechtsspezifische Unterschiede, diese sind
jedoch in der TAL beschrieben (Wittner, Desfleurs et al. 1997). Prinzipiell wird in der
Grundlagenforschung darauf Wert gelegt, beide Geschlechter miteinzubeziehen (Zucker and
Beery 2010). Die Analyse der vorliegenden Daten getrennt nach Geschlechtern ergab, mit der
Einschrankung der Aussagekraft durch die relativ niedrige Anzahl der jeweiligen Experimente,

keinen Anhalt flir Unterschiede.

4.1.2 Claudin-4 defiziente Maus

Claudin-4 wurde mit Hilfe des Cre/loxP-Systems in allen Zellen mit aktivem AQP 2 Promotor

genetisch entfernt (siehe dazu 2.1.3) (Gong, Yu et al. 2014). Im CD exprimieren PC AQP 2, nicht
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jedoch IC (Li, Wang et al. 2017, He and Yang 2019). Prinzipiell bestehen TJ zwischen PC
untereinander, aber auch zwischen PC und IC sowie zwischen IC untereinander. Da IC kein
AQP 2 exprimieren und die Cre-Rekombinase daran gekoppelt war, wurde dort auch kein KO
von Claudin-4 durchgefiihrt. Insofern musste also Claudin-4 in allen TJ zwischen PC und
zwischen PC und IC fehlen. Uber die Auswirkung des KO auf Kontakte zwischen IC kann keine
sichere Aussage getroffen werden. Allerdings gibt es qualitative Hinweise darauf, dass die TJ
im gesamten CD der KO kein Claudin-4 mehr enthalten. Hierzu wurden von Lieske Jarck in
unserem Labor parallel zu der vorliegenden Arbeit Antikorperfarbungen von Claudin-4 im CD
durchgefihrt (Abbildungen siehe Dissertation Lieske Jarck, Physiologisches Institut der CAU
Kiel). In KT war ein dichtes TJ Netzwerk mit Claudin-4 zu sehen, was fiir die Expression in allen
Zellarten spricht. In KO zeigten einzelne Zellen zwar noch vermehrte intrazelluldare Farbung,
jedoch keine TJ-Strange. Da intrazellulares Claudin-4 keinen direkten Einfluss auf die
parazelluldaren Eigenschaften hat (Hagen 2017), ist davon auszugehen, dass der KO von

Claudin-4 funktionell sogar die TJ des gesamten CD erfasst hat.

4.1.3 In-vitro Tubulusperfusion

Die in-vitro Tubulusperfusion (hier CD-Perfusion) ist eine geeignete, wenn auch komplexe
Methode, um die epithelialen Transportvorgédnge in Nierentubuli zu untersuchen. Sie geht auf
Burg und Greger zurlick (Burg, Issaacson et al. 1968, Greger and Hampel 1981). Einer der
groBen Vorteile ist, dass man ganze Zellverbdnde in moglichst naturnahem Zustand
untersuchen kann. Als alternative Moglichkeit waren Transportvorgange auch in Zellkulturen
auf Filtern zu untersuchen, was technisch weniger anspruchsvoll ist. Jedoch fihrt die
Kultivierung zu einer gewissen Entdifferenzierung, was besonders eindriicklich auch am
héheren elektrischen R sichtbar ist. So entwickeln Primarkulturen Widerstande von 800
Qcm? (Gross, Minuth et al. 1986). Permanente Zellkulturen wie die M1 Zelllinie zeigen sogar
Widerstdnde von >2000 Qcm? (Steensgaard, Svenningsen et al. 2010). Zusatzlich geht die
Zellheterogenitat, also die eigentliche funktionelle Vielfalt, verloren, da sich in Kultur vor allem
PC entwickeln (Fejes-Toth and Naray-Fejes-Toth 1992). Damit stellt die in-vitro Perfusion den
Goldstandard fiir die grundlegende Charakterisierung des epithelialen lonentransportes in

einem Tubulussegment dar.
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4.2 Transzelluldare Transporteigenschaften im Sammelrohr

4.2.1 Transzellularer elektrogener Natriumtransport unter Standard-Natrium-Diat

(SND)

Soll Salzresorption durch die PC im CD stattfinden, wird Na* (iber den ENaC luminal in die Zelle
aufgenommen, wobei die basolaterale Na*/K*-ATPase als Triebkraftgenerator fungiert und
den basolateralen Na*-Transport gewahrleistet. K* kann die Zelle luminal verlassen. Dabei
stellt sich, wenn man das basolaterale (, blutseitige”) Kompartiment als Referenz nimmt, ein
lumennegatives transepitheliales Potenzial ein (Pearce, Soundararajan et al. 2015). Dieses
wurde hier als Vie gemessen. Die Messungen von Vie im KT unter SND zeigten durchweg
negative Werte, jedoch eine grol3e Variabilitat zwischen den einzelnen CD. Es wurden Werte
zwischen -20,8 mV und -0,5 mV gemessen, der Durchschnitt betrug -7,0 mV (Abbildung 17 A).
Der Rie lag zwischen 51,5 und 209,2 Qcm? (Durschnitt 117,9 Qcm?) (Abbildung 17 B) und zeigte
somit ebenfalls eine Variabilitdat. Der berechnete Isc als MaR fiir den elektrogenen zelluldren
Transport zeigte entsprechend Werte zwischen -175 und -8 pA/cm? (Abbildung 17 C).
Vergleichbare Streuungen wurden auch in den Ausgangsmessungen vor der Inkubation mit
Niedrig-Cl -Losung bzw. Kontrolllésung beobachtet, die ebenfalls unter SND erfolgten. Eine
Erklarung fur die Streubreite konnte, neben der Messtechnik, im individuell unterschiedlichen
Salzbedarf der Tiere bei normalem Salzangebot liegen. Diese physiologische Bandbreite wurde

im weiteren Verlauf der Experimente durch eine NND eingegrenzt.

Die in dieser Arbeit erhobenen Werte von Vi entsprechen den aus der Literatur bekannten.
In einer Zellkultur aus PC wurde ein Vievon im Schnitt -7,7 mV gemessen (Gross, Minuth et al.
1986). In der M-1 Zelllinie, die aus isolierten CD erzeugt wurde, zeigten sich eine
Potenzialdifferenz von jeweils -21,5 mV und -45,7 mV im Mittel (Stoos, Naray-Fejes-Toth et al.
1991). Experimente mit isolierten CD aus Kaninchen, die ebenfalls mit der in-vitro Perfusion
gemessen wurden, zeigten ein Vi von circa -8 mV (Muto, Ebata et al. 1994) bzw. -10,5 mV
(Sansom, Weinman et al. 1984). Auch die groRe Variabilitdt von Vi im CD ist aus Kaninchen

bekannt, dort wurden Werte von -30 mV bis zu +8 mV gemessen (O'Neil RG 1982).

Der Rie aus einigen Zellkulturen von PC ist nicht mit den hier gemessenen Werten in Einklang
zu bringen, da deutlich héhere Werte um die 2000 Qcm? gemessen wurden (Gross, Minuth et

al. 1986, Steensgaard, Svenningsen et al. 2010). Eine primére Zellkultur aus Ratten-CD zeigte
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wiederum Werte von 168 Qcm? und aus Kaninchen-CD 138 Qcm?, was sich mit den hier
erhobenen Werten deckt (Husted, Hayashi et al. 1988). In der Perfusion von CD aus Kaninchen
wurde ein Rie von 203 Qcm? beschrieben, ein Bereich, der sich mit den hier erhobenen

murinen Daten deckt, bzw. bestatigt werden kann (O’Neil RG 1982).

Der I'scist ein Parameter fiir den elektrogenen transzelluldaren Transport und beruht in seiner
Berechnung auch auf Vie und Ree. Ein I'sc von 55 pA/cm? wurde aus der schon erwéhnten Studie
aus isolierten Kaninchen-CD beschrieben und passt gut zu den hier ermittelten Werten (O’Neil
RG 1982). Eine primére Zellkultur aus PC zeigte allerdings nur einen |'sc von 2 pA/cm?, was
mehrere Griinde haben kann (Husted, Hayashi et al. 1988). Zum einen zeigten die Zellkulturen
auch nur ein Vie von um die -1 mV, zum anderen handelte es sich um papillare CD, die im
Gegensatz zu kortikalen CD nur wenig zum Na*-Transport beitragen. Eine weitere Studie aus
M-1 CD-Zelllinien zeigte ein I’sc von -28 uA/cm?, wobei ein zugehoriger Rte von um 1000 Qcm?

den relativ geringen I’sc erklart (Thomas, Deetjen et al. 2001).

Die Werte aus den KO-Tieren zeigten im Vergleich zu den KT dhnliche Messwerte flr Vte, Rte
und I'sc und es ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen KT und KO
(Abbildung 20). Einerseits scheint dies nachvollziehbar, da Claudine fiir die parazelluldren und
weniger die transzelluldren Transporteigenschaften verantwortlich gemacht werden (Furuse,
Fujita et al. 1998, Gunzel and Yu 2013). Andererseits konnte auch gezeigt werden, dass die
KO-Maus auch unter Normalbedingungen phanotypische Auffalligkeiten hat. Es wurden unter
anderem ein erniedrigter Blutdruck, sowie ein renaler ClI-Verlust festgestellt (Gong, Yu et al.
2014). Somit wirde auch ein erhohter transzelluldrer lonentransport nicht unwahrscheinlich
erscheinen, um durch verstarkte Resorption von Salz und Wasser den erniedrigten Blutdruck
auszugleichen. Dies konnte anhand der hier erhobenen Daten unter SND allerdings nicht
festgestellt werden. Dazu passt wiederum, dass Gong et al. bei der KO-Maus unter SND keine
erhohten Plasmakonzentrationen von Angiotensin-Il oder Aldosteron feststellen konnten
(Gong, Yu et al. 2014). Dies legt die Vermutung nahe, dass die KO-Maus mogliche Salzverluste

nicht tiber den transzellularen Weg im CD kompensiert.

4.2.2 Effekt von Niedrig-Na*-Didt (NND) auf transzelluldre Transporteigenschaften

Im distalen Nephron und vor allem dem CD erfolgt die hormonell regulierte Einstellung des

Elektrolythaushaltes (Pearce, Soundararajan et al. 2015). Die NND sollte dazu dienen, die
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Transportprozesse im CD auch unter vermehrter Salzresorption und Aldosteronkontrolle zu
untersuchen. Dazu wurde fiir sieben bis neun Tage eine NND an die Versuchstiere verfittert

(Zusammensetzung der Didten siehe 2.1.4).

In KT und KO zeigte sich unter Na*-Mangel ein negativeres Vi als unter SND, und auch der
Betrag des |'sc war erhoht. Der Rt zeigte keine signifikanten Veranderungen zu den Werten
unter der SND. In den KO-Madusen waren Vi und |'sc tendenziell noch héher als in KT
(Abbildung 25), d. h. KO hatten keine Beeintrachtigung des stimulierten elektrogenen

Salztransportes.

Durch die Salzrestriktion wird das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System aktiviert (Lorenz,
Weihprecht et al. 1990, Crowley and Coffman 2012). Aldosteron ist der Hauptakteur, um den
ENaC zu aktivieren. Ein negativeres Vie entspricht einer erhéhten Aktivitat des ENaC, der Na*
elektrogen resorbiert (Pearce, Soundararajan et al. 2015). Auch die Erhéhung des I'sc unter
Aldosteroneinfluss ist bekannt (Wang, Luo et al. 2020). Die Perfusion von Kaninchen-CD, die
zuvor mit DOCA (Desoxycorticosteronacetat), einer Vorstufe von Aldosteron, behandelt
wurden, zeigten ebenfalls eine Zunahme im Betrag von Vi (Sansom and O'Neil 1985). Die
Konzentration von Aldosteron im Plasma wurde in dieser Arbeit nicht gemessen, die
gesteigerten transzelluldren elektrogenen Transportparameter lassen aber den Schluss zu,
dass die perfundierten cCD unter Aldosteronstimulation standen (Duong Van Huyen, Bens et

al. 1998) und die Diat damit erfolgreich war.

Die tendenziell noch héheren transzellularen Transportparameter im KO erscheinen nicht
verwunderlich. Schon unter SND konnte bei den KO-Tieren ein erniedrigter Blutdruck und eine
Hypochloramie festgestellt werden (Gong, Yu et al. 2014). Unter NND durfte sich dies noch
verscharfen. Daher erscheint ein, im Vergleich zum KT, noch einmal verstarkter transzellularer
Ricktransport von NaCl im KO-CD notwendig, um durch eine ausreichende Kreislauffiillung

den Blutdruck zu stabilisieren.
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4.2.3 Erkenntnisse durch Hemmung des transzelluldaren Transportes

Bevor die parazelluldaren Eigenschaften gemessen werden konnten, musste der transzellulare
Transport gehemmt werden. Dazu wurde luminal eine Losung mit 50 uM Amilorid und 100
UM HCT perfundiert. In KT und KO wurde daraufhin ein deutlicher Riickgang von Ve und I'sc
auf Werte um 0 beobachtet (Abbildung 20), und zwar sowohl unter SND als auch NND. Auch
flr Ree wurden Veranderungen beobachtet. Die Daten der SND-Messungen zeigten einen
Anstieg von Rte in KT, im KO konnte jedoch kein Anstieg gemessen werden (Abbildung 20 B).
Nach Futterung der NND zeigte sich in KT erneut ein Anstieg von Rt nach Gabe von Amilorid
und HCT, dahnlich dem Anstieg, der auch unter SND zu beobachten war. Der Rt der KO jedoch
steigerte sich enorm und war sowohl hoher als der von KO unter SND und auch als der KT

unter NND (Abbildung 25 D).

Die beobachteten Riickgange von Vie und I'sc sind auf die hemmende Funktion von Amilorid
auf den dafiir hochsensitiven ENaC zuriickzufiihren (Canessa, Schild et al. 1994). Daten aus
CD-Zellkultur decken sich mit den hier ermittelten Daten. Ein Vi von -59,5 mV im Mittel (nach
Aldosteroninkubation) wurde durch Amilorid auf durchschnittlich -6,7 mV gesenkt. Die
Konzentration betrug 1 puM. Fir Konzentrationen von 10 uM wurde ein noch grofRerer
Rickgang von Vi und wurden sogar positive Werte beschrieben (Gross, Minuth et al. 1986).
In dieser Arbeit wurde eine Konzentration von 50 uM Amilorid verwendet. Der Betrag von Vie
wurde sehr deutlich gesenkt und lag meist zwischen -1 und 0 mV, teilweise wurden ebenfalls
positive Werte beobachtet. Auch Daten aus der CD-Perfusion von Kaninchen decken sich mit
den hier erhobenen Werten und zeigen eine Hemmung der Na*-Resorption und der K*-
Sekretion. Zudem wird auch dort die Umkehr zu positiven Werten von Vi beschrieben (Stoner,
Burg et al. 1974). Die Konzentration von 50 uM wurde gewahlt, um eine moglichst
vollstandige Hemmung des ENaC zu erreichen. In CD-Zellkulturen konnte gezeigt werden, dass
eine Inhibition bei 0,22 uM Amilorid von flinfzig Prozent besteht (Letz, Ackermann et al. 1995).

Die hier gewahlte Konzentration kann somit als supramaximal angesehen werden.

Neben den Hauptzellen sind neueren Erkenntnissen zufolge auch Schaltzellen am
transzellularen Na*Cl-Transport beteiligt (siehe 1.3). Experimentell zeigte sich, dass dieser mit
100 uM HCT gehemmt werden konnte (Eladari and Hubner 2011). Daher wurden in den hier
durchgefiihrten Experimenten, zusatzlich zu Amilorid, auch 100 uM HCT luminal appliziert. Im

Unterschied zu der Na*-Resorption durch den ENaC ist dieser Transport zwar nicht elektrogen,
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ihm liegt aber eine bestimmte Permeabilitdit der Zellmembran fir lonen zu Grunde. Die
elektrophysiologischen Messungen des parazelluldren Weges erfordern jedoch idealerweise
eine Ausschaltung dieser Membranpermeabilitdt. Aus diesem Grund erschien eine Hemmung

fir die Bestimmung der parazelluldren Leitfahigkeiten sinnvoll.

Prinzipiell anzumerken ist, dass durch eine Hemmung des transzellularen Transportes
moglicherweise auch parazelluldre Eigenschaften verandert werden kénnen. In diesen ersten
akuten Messungen haben wir die parazellularen Eigenschaften jedoch moglichst direkt nach
Gabe der luminalen Inhibitoren gemessen und damit zumindest solche Regulationsprozesse
ausgeschlossen, die eine bestimmte Latenz, z. B. durch sekunddr bedingte

Proteinmodifikationen besitzen.

4.3 Parazelluldre Transporteigenschaften des kortikalen Sammelrohres (cCD)

4.3.1 Chloridselektivitat des Sammelrohres (CD) in Kontrollen (KT)

Nach der zuvor beschriebenen Hemmung des transzelluldren Transportes erfolgte der
Austausch der basolateralen Kontrolllésung mit einer 30 mM NaCl-Lésung um ein DP zu
erzeugen. Das daraus berechnete Pc/Pna lag bei 1,30 + 0,06 entsprechend einer
Anionenselektivitat. P und Pna zeigten eine groRe interindividuelle Variabilitat. Vereinzelt
wurden auch negative DP gemessen und eine dementsprechende Kationenselektivitat, z. B.

Pc/Pna 0,8 festgestellt.

Auch in der Literatur existieren Daten zur CD-Perfusion von Warden et al., welche (ber eine
Anionenselektivitat (Pna/Pa 0,55 bis 0,82) berichten (Warden, Schuster et al. 1988). In
Zelllinien, die aus CD etabliert wurden, zeigte sich ebenfalls eine geringe Anionenselektivitat
(Fan, Tatum et al. 2019). In anderen CD-Zellkulturen (M1 und mIMCD3, mouse inner medullary
collecting duct / Maus Inneres Mark Sammelrohr) zeigte sich die hier zum Teil beobachtete
Kationenselektivitat (Hou, Renigunta et al. 2010). Perfusionsdaten, die ebenfalls von einer

Kationenselektivitat berichten, sind nicht bekannt.

Zuletzt sollte auch die hier beobachtete Korrelation von Vie und Pc/Pna (3.1.3) beachtet
werden. Wenn unter Normalbedingungen eine Regulation in Abhangigkeit an Vi erfolgt und

bei geringem elektrogenen Na*-Transport Gber ENaC eine Kationenselektivitat vorliegt, ware
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auch an eine backflow-Kationenselektivitdt, im Sinne einer Na*-Sekretion nicht
ausgeschlossen. Morla et al. haben diese neuartige Sekretion des CD beschrieben (Morla,

Doucet et al. 2016).

Die Daten legen insgesamt nahe, dass das CD, im Gegensatz zur Darstellung in den
Lehrbiichern, nicht allein tiber eine rein statische parazelluldre P verfiigt. Vielmehr scheint
hier ein regulatorischer Ansatz auf der Ebene der TJ zu bestehen, die Balance zwischen Na*
Resorption, Cl-Resorption und K*-Sekretion dem individuellen Bedarf anzupassen. Das
Spektrum wirde dann, neben der klassischen Na*Cl-Resorption auch einen Rickstrom von
Na* und damit eine vorwiegende ClI-Resorption mit K*-Sekretion zulassen. Dies kénnte einer
hypochloramischen und hyperkaliamischen Elektrolytstérung entgegenwirken, die z. B. bei

Azidose auftritt.

4.3.2 Erkenntnisse durch Claudin-4-Defizienz (KO)

In den gleichen Messungen (4.3.1) mit KO-cCD zeigte sich ein niedrigeres DP. Pc/Pnalag bei
1,02 + 0,03. Dies entspricht einem unselektiven parazellularen Weg. Die Verringerung von
Pci/Pnaim Gegensatz zu KT wurde durch eine erh6hte absolute Pya verursacht. Pqzeigte keine
signifikante Abweichung. Der in diesem Abschnitt des Experimentes vorwiegend parazellular
bestimmte Ree ist bei der Betrachtung der absoluten Permeabilitdten wichtig, da er direkten
Einfluss auf jeweils beide GroRen hat. Der Rt war in KO verringert und betrug 112,5 + 7,85
Qcm? (zum Vergleich: KT Ree: 150,6 + 11,18 Qcm?). Aus dieser Perspektive hatte Claudin-4 in

der TJ also eine abdichtende Funktion gegentiber Kationen.

Bisher existieren keine weiteren Perfusionsmessungen von Claudin-4 defizienten CD, weshalb
nur ein Vergleich mit Daten aus Zellkultur moglich ist. In diesen fand meist eine
Uberexpression oder ein knockdown von Claudin-4 statt, der parazelluldre Verinderungen

nach sich zog.

Wie auch in den hier erhobenen Daten konnten Van Itallie et al. eine Veranderung von P,
zeigen. In einer Zellkultur mit niedrigem Rte und Na*-Selektivitat (MDCKII - Madin-Darby canine
kidney 11) wurde durch Uberexpression von Claudin-4 der Ri erhoht, sowie Pna gesenkt,
wihrend keine Anderung von Pc beobachtet wurde (Van Itallie, Rahner et al. 2001). Passend
dazu wurde hier durch KO Py, erhoht und ein erniedrigter Rie gemessen. Lashhab et al.

bestatigen diese Daten und beobachteten in MDCK | Claudin-4 knockdown Zellen zusatzlich zu
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dem erniedrigten TER und der erhdhten Pna auch noch eine erhéhte P¢ (Lashhab, Rumley et

al. 2019).

Hou et al. nutzten M1 und mIMCD3 Zellkulturen fir den knockdown von Claudin-4. Auch dort
wurden Anderungen der parazellulidren Eigenschaften festgestellt. Es zeigte sich jedoch ein
Anstieg des TER. Verantwortlich dafiir wurde eine Verminderung von P¢ diskutiert, wahrend

fiir Pna keine signifikante Anderung zu beobachten war (Hou, Renigunta et al. 2010).

4.3.3 Einfluss einer Niedrig-Na*-Didat (NND) auf parazelluldre Eigenschaften

Nach sieben bis neun Tagen NND und somit unter Aldosteroneinfluss wurden die
parazelluldaren Eigenschaften erneut gemessen. Die Frage war, ob die parazelluldre
Leitfahigkeit von Cl" verandert ist, um zusatzlich zur bekannten Steigerung der Na*-Resorption
auch die parazelluldre Resorption von Cl zu verstarken. In KT zeigten sich im Vergleich zu den
Messungen unter SND keine Verdanderungen der parazelluldren Eigenschaften. In den KO fiel
vor allem ein deutlich erhdhter R (unter Amilorid/HCT) von circa 200 Qcm? auf.
Dementsprechend waren die absoluten Pc und Pna erniedrigt. Der Unterschied in Pc/Pna
zwischen KT und KO bestand unter NND weiterhin (KT: 1,24 + 0,05; KO: 0,97 + 0,02). Aus

diesem Blickwinkel wiirde Claudin-4 der TJ unter NND also eine P¢ verleihen.

In der Literatur finden sich Hinweise, dass durch Aldosteron eine Phosphorylierung von
Claudin-4 herbeigefihrt wird und sich dadurch der Rt verringert sowie die Cl-Leitfahigkeit
erhoht (Le Moellic, Boulkroun et al. 2005). Diese Veranderungen der parazelluldren
Eigenschaften konnten hier in KT nicht nachvollzogen werden. Die Beobachtungen in KO
geben aber in gewisser Weise ein Spiegelbild wieder. Methodische Unterschiede bestehen
allerdings darin, dass dort nur die erste Stunde der Aldosteronwirkung beobachtet wurde,
wahrend hier eine 8- bis 9-tagige didtetische Aldosteronerhéhung erzeugt wurde. So konnten
Sansom et al. sogar eine generelle Senkung der parazellularen Leitfahigkeit nach 14-tagiger

Mineralkortikoidbehandlung in cCD feststellen (Sansom and O'Neil 1985).
Neben Aldosteron sind weitere Moglichkeiten der TJ-Regulation gegeben.

So konnte im Innenohr eine Translokation von Claudin-4 durch ADH beobachtet werden
(Runggaldier, Pradas et al. 2017). Durch einen niedrigen Blutdruck kénnte ADH auch unter

NND ausgeschiittet werden. Seine bislang vor allem bekannte Funktion im CD ist die Wirkung
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Uber den V2-Rezeptor, der zum Einbau von AQP 2 fihrt (Nielsen, Chou et al. 1995, Nielsen,
Frokiaer et al. 2002).

In mCD konnte fir Claudin-19 auch eine Relokation in intrazellulare Vesikel durch
verschiedene Osmolalitdten beschrieben werden (Ziemens, Sonntag et al. 2019). In dieser
Arbeit wurden zwar alle Losungen auf eine Osmolalitat von 300 mosm/| eingestellt, jedoch
kdnnen durchaus Unterschiede in der Urinosmolaritdt der Tiere zwischen SND und NND
bestanden haben, die eine weitere Veranderung der TJ nach sich gezogen haben (Gong, Yu et

al. 2014).

4.3.4 Einfluss einer Niedrig-Cl -Inkubation auf parazelluldre Eigenschaften in

Abhangigkeit von Claudin-4

In den Versuchen der Niedrig-Cl-Inkubation sollte untersucht werden, ob sich eine niedrige
Cl-Konzentration im Blut bzw. in der basolateralen Perfusionslésung auf die
Permeabilitatseigenschaften der TJ auswirkte. Die hier erhobenen Daten, insbesondere die
DP, wurden nach 15-minitiger Inkubation entweder mit Kontrolllésung oder Niedrig-Cl-
Losung ermittelt und werden daher nicht statistisch mit den anderen Daten dieser Arbeit

verglichen.

Vor der Inkubationsphase zeigten sich dhnliche Ausgangsbedingungen in allen Gruppen im
Hinblick auf Vie, I'sc und Ree (Abbildung 28). Uberraschenderweise konnte hier ein starker
Einfluss der Inkubation mit Niedrig-Cl-Losung in KT beobachtet werden, der in KO nicht
vorhanden war. KT-cCD, die mit Niedrig-ClI-Losung inkubiert wurden, zeigten ein deutlich
positiveres DP, entsprechend einer Anionenselektivitdt, als nach Inkubation mit
Kontrolllésung (Abbildung 31 A). Der Rt nach Inkubation war erniedrigt (Abbildung 29),
wahrend P¢ erhoht und Py, unverandert war (Abbildung 31C und D). Da diese Veranderungen
in KO-CD nicht beobachtet wurden (Abbildung 31B), konnte dies fiir eine Bereitstellung von
parazelluldrer Pqg in Abhédngigkeit von Claudin-4 sprechen. Als posttranslationale
Effektormechanismen kdmen z. B. die Translokation von Claudin-4 in die TJ oder die
Phosphorylierung von Claudin-4 in der TJ in Frage. Eine Veranderung durch Expression ist nach
nur 15-mindtiger Inkubation nicht zu erwarten. Interessant ist nun, welcher Signalweg die

Information der Cl-Konzentration in die TJ tragt.
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In der Literatur wurde beschrieben, dass die WNK eine Bindungsstelle fiir CI- nahe des
katalytischen Zentrums besitzen und so als Cl-Sensor fungieren kénnten (Ponce-Coria, San-
Cristobal et al. 2008, Chen, Lo et al. 2019). Theoretisch erscheint es sinnvoll auch im CD bei

niedrigem Cl*-Gehalt im Plasma P¢ zu erhéhen, um mehr Cl" zu resorbieren.

Die hier erzielten Ergebnisse geben somit Anhalt flr die Annahme, dass die basolaterale bzw.
plasmaseitige ClI-Konzentration die parazelluldaren Eigenschaften des cCD zusatzlich zu den
schon bekannten Einflissen auf zelluldare Transporter wie NKCC2 (Na*-K*-2 ClI-Kotransporter)
und den Na*-K*-Kotransporter reguliert (Ponce-Coria, San-Cristobal et al. 2008, Bazua-Valenti,
Rojas-Vega et al. 2018) und dass Claudin-4 an der Erzeugung dieser Anionenselektivitat

beteiligt ist.

In der Literatur ist beschrieben, dass WNK4 Claudin-4 phosphoryliert (Yamauchi, Rai et al.
2004). Die hier gemessene Permeabilitdtsveranderung konnte also Giber WNK4 erfolgt sein.
Dies wiirde die vorhandenen Daten bestatigen, die einen Cl-sensing-Mechanismus der WNK
vorschlagen (Chen, Lo et al. 2019). Auch die gemessenen Veranderungen der parazelluldren
Eigenschaften decken sich mit den Daten aus Zellkulturen, die nach induzierter Expression von
WNK4 sowohl einen niedrigeren Rt als auch eine erhdhte P zeigen (Kahle, Macgregor et al.

2004).

Die Erkenntnisse aus den Messungen ohne Inkubation unter SND (siehe 3.2.2) zeigen, dass
Claudin-4 eher abdichtende Funktion gegeniber Na* hat, was auch von einigen anderen
Autoren so beschrieben wird (Le Moellic, Boulkroun et al. 2005). Die hier nach Inkubation
gemessenen Veranderungen (erniedrigter Ri, erhohte absolute Pc, unverdanderte Pya,
Abbildung 29 & Abbildung 31C&D) lassen zusatzlich den Schluss zu, dass sich ein
kanalbildendes denn ein abdichtendes Geschehen abspielt. In der Literatur wird auch diese
Eigenschaft Claudin-4 zugeschrieben (Hou, Renigunta et al. 2010). Sollte WNK4 Claudin-4
phosphoryliert haben, ware zu Uberlegen, ob Claudin-4 im phosphorylierten Zustand eher
kanalbildende (gegeniber ClI) und im Normalzustand eher abdichtende Eigenschaften

(gegeniiber Na*) annehmen kann.

In dieser Arbeit wurden funktionelle Daten erhoben. Ein definitiver Nachweis, ob nach
15-minttiger ClI-Inkubation mehr Claudin-4 im phosphorylierten Zustand vorliegt, ware nur
mit Hilfe von zusatzlichen Methoden wie Antikérperfarbungen moglich gewesen. Ein

Antikorper gegen phosphoryliertes Claudin-4 war jedoch nicht verfligbar. Diskussionswiirdig
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ist zudem, ob die gemessenen Veranderungen durch Claudin-4 alleine bedingt werden. Es ist
naheliegend, dass die beobachtete Veranderung auch durch weitere posttranslationale

Regulationen an anderen Claudinen vermittelt wird.

Anzumerken ist, dass die Streuung der Daten in der Reihe der Inkubationsmessung relativ gro3
war, was auch an der geringeren Anzahl an Experimenten liegt. Zudem ist verwunderlich, dass
die Permeabilitat der KT-cCD, welche mit Kontrolllésung inkubiert wurden, bei Pc/Pna bei
1,12 £ 0,06 lag. Dies ist deutlich weniger Cl-selektiv als die KT in den Messungen ohne
Inkubation zeigten (Pc/Pna 1,30 £ 0,06). Zu diskutieren ware, ob auch die Inkubation mit der
Kontrolllésung einen Effekt auf die funktionellen Zustéande der TJ und Claudine haben kdnnte.
So konnte in KO-cCD nach Inkubation sowohl mit Kontrolllésung als auch Niedrig-Cl-Lésung
eine Anionenselektivitat beobachtet werden (Pc/Pna 1,28 + 0,11 und 1,27 *+ 0,10). So scheint
es, dass auch andere von Claudin-4 unabhangige Faktoren eine Anionenselektivitat vermitteln

kénnen und Claudin-4 zumindest nicht allein dafiir verantwortlich gemacht werden kann.

Kritisch hinterfragen kann man dabei den Cl-Gehalt von 145 mM in der Kontrollldsung statt
eigentlich 120 mM im humanen Plasma, da normalerweise 25 mM Bikarbonat als Anion zu
Na* vorliegen. Da in dieser Arbeit alle Losungen mit Phosphat gepuffert waren, wurden
145 mM NaCl eingesetzt, d.h. die Kontrollbedingungen entsprachen bereits einer
»Hyperchloramie”. Eventuell kénnte es sinnvoll sein, weitere Messungen mit einer durch

Bikarbonat gepufferten Losung durchzufihren.

4.4 Physiologische Relevanz

Diese Arbeit zeigt, dass der CD ein sehr heterogenes Epithel mit hoher Plastizitat ist. So wurde
hier eine grolRe interindividuelle Variabilitdt der transzelluldren Transporteigenschaften des
CD festgestellt. Neue Erkenntnisse bestatigen diesen Individualismus. So sind zum Beispiel
einige CD auf Na* Resorption ,spezialisiert”, andere wiederum resorbieren speziell Wasser
(Himmerkus, Svendsen et al. 2020). Auch parazellular zeigte sich eine groRe Bandbreite die
von Anionen- bis zu Kationenselektivitat reichte und eine Charakterisierung von ,dem einen”

CD unmoglich machte.

Der Rte in KO war niedriger. Die Pna der T) war erhoht, wahrend P¢ nicht signifikant abwich. So

scheint Claudin-4 hier unter Normalbedingungen eine abdichtende Funktion gegenlber
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Kationen anzunehmen. Diese Beobachtung wird durch Van Itallie et al. und Lashhab et al.

unterstitzt (Van Itallie, Rahner et al. 2001, Lashhab, Rumley et al. 2019).

Nach Niedrig-Cl*-Inkubation konnte in KT, nicht jedoch in KO, eine erhdohte P¢, sowie ein
erniedrigter Rie beobachtet werden, was wiederum fir Cl-Kanal-bildende Eigenschaften
spricht. Da diese nur in KT beobachtet wurden, scheint es, als seien diese von Claudin-4
abhangig. Hou et al. konnten durch knockdown von Claudin-4 in Zellkultur feststellen, dass P¢
erniedrigt und der TER erhéht war und Claudin-4 auch dort als Anionenkanal fungierte (Hou,

Renigunta et al. 2010).

Nimmt man die Ergebnisse zusammen, kann Claudin-4 die Anionenselektivitdt anscheinend
sowohl durch abdichtende Eigenschaften gegeniiber Na*, als auch durch
permeabilitatsvermittelnde, also kanalbildende Eigenschaften gegeniiber CI- erzeugen.
Letztlich erklart diese Beobachtung teilweise die ,uneinheitliche” Literatur bezlglich

Claudin-4. So vermittelt Claudin-4 sowohl eine Barriere-, als auch eine Kanalfunktion.

In diesem Zusammenhang ist die Interaktion von Claudinen zu nennen. Wie in (1.4)
beschrieben, interagieren Claudine derselben Zelle in cis und mit gegeniberliegenden Zellen
in trans Formation (Van Itallie, Mitic et al. 2011). Die trans Interaktion von Claudin-4 und -8 ist
in der Literatur beschrieben. Diese sei fur den beschriebenen Cl-Kanal verantwortlich (Hou,
Renigunta et al. 2010). Neben der sehr hohen Affinitat zwischen Claudin-4 und Claudin-8,
zeigte sich auch eine Affinitat von Claudin-4 fir Claudin-3 oder Claudin-7 (Hou, Renigunta et
al. 2010). Es ware durchaus moglich, dass die beobachteten Funktionen von Claudin-4, das
Abdichten gegeniiber Na* und das Offnen gegeniiber CI', von der Interaktion mit weiteren

Claudinen abhéangt.

Neben der Interaktion spielt auch der Phosphorylierungszustand von Claudinen eine Rolle.
WNK4 kann Claudin-4 phosphorylieren und P¢ verdndern (Yamauchi, Rai et al. 2004).
Zusatzlich fungiert WNK4 als Cl-Sensor (Chen, Lo et al. 2019), was eine Beteiligung in den
Experimenten der CI° Inkubationsreihe wahrscheinlich macht. So kdnnte auch eine

Phosphorylierung von Claudin-4 die beobachteten kanalbildenden Eigenschaften bedingen.

Die tendenzielle Erhohung des Transportes, vor allem aber der sehr hohe R der KO-Maus
unter NND, sprechen dafiir, dass das System durch den Verlust von Claudin-4 im KO ineffizient

ist. Dies zeigt die gewichtige Stellung von Claudin-4 im parazelluldren Transportsystem des CD.
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Schon unter SND konnte bei den KO-Tieren ein erniedrigter Blutdruck, eine Hypochloramie
und eine metabolische Alkalose festgestellt werden (Gong, Yu et al. 2014). Unter NND diirfte
sich dies noch verscharft haben. Daher wird verstarkter transzellularer Transport betrieben,

um Salz und Wasser im Koérper zu halten.

Wenn Claudin-4 wie zuvor beschrieben unter Normalbedingungen eine abdichtende Funktion
gegenlber Na*innehat und diese in KO wegfillt, kann es zu einem retrograden Verlust von
Na* und sekundar wohl auch von Wasser kommen. Vermutlich handelt es sich demnach bei
dem stark erhohten Rie um eine Beobachtung infolge sekundarer Hochregulation von
weiteren abdichtenden Claudinen, um Extrazellularvolumen und Blutdruck zu stabilisieren.
Durch diese Hochregulation wiirde zwar parazellularer Transport vermindert, jedoch wiegt
der mogliche backflow (Riickstrom Gber die TJ in das Tubuluslumen) von Na* wohl schwerer.
In Frage kommt Claudin-8, da eine Hochregulation durch Aldosteron im Darm zur
Verhinderung des backflows vorbeschrieben ist (Amasheh, Milatz et al. 2009). Diese hier
beobachtete Anpassung der TJ zeigt die Plastizitdt der TJ auf Expressionsebene bzw. der

Translokation von intrazellular vorliegenden Claudinen in die TJ auf.

4.5 Ausblick

Im Forschungsfeld der Claudine konnten in den letzten Jahren zahlreiche Aspekte aufgeklart
werden. Die einzelnen Claudine wurden detailliert charakterisiert und ihre Expression in
verschiedenen Epithelien gezeigt. Die Regulation und Plastizitat der TJ ist noch deutlich
komplexer und ein bislang noch unzureichend verstandenes Feld. In dieser Arbeit konnte die
Charakterisierung von Claudin-4 vorangetrieben und die CD-TJ charakterisiert werden, jedoch

bleiben auch offene Fragen.

Es wadre sehr hilfreich, die erhobenen funktionellen Daten mit Expressionsanalysen zu
korrelieren. Die Annahme, dass nach NND in KO sekundar abdichtende Claudine exprimiert
werden, scheint naheliegend. Antikorperfarbungen konnten zeigen, wie sich das TJ-Muster

durch die NND verandert.

Der Frage, ob eine Phosphorylierung von Claudin-4 die kanalbildenden Eigenschaften bedingt,

konnte nachgegangen werden, indem Farbungen auf phosphoryliertes Claudin mit der hier
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erfolgten Niedrig-Cl-Inkubation verknlipft werden. Auch weitere Claudine kénnten dann auf

ihren Phosphorylierungszustand hin untersucht werden.

Beachtenswert ist auch die These, dass WNK4 als molekularer Schalter zwischen einer NaCl
Resorption Uber den Na*-Cl-Kotransporter im DCT und der an eine K*-Sekretion gekoppelten
NaCl Resorption im CD fungieren kdonnte. So wiirde sich auch eine experimentell veranderte

K* Konzentration anbieten, die Funktion von WNK im CD weiter zu untersuchen.

Zuletzt konnten auch luminal niedrigere NaCl Konzentrationen angewendet werden, um auch

die Komponente von basolateral nach luminal des lonentransportes weiter zu untersuchen.
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5 Zusammenfassung

Im Sammelrohr (CD) der Niere findet die Feineinstellung der Ausscheidung von Elektrolyten
und Wasser statt. Erkrankungen des Menschen mit Elektrolytentgleisung, wie einige Formen
der metabolischen Azidose, der Hypokalidamie oder der arteriellen Hypertonie haben ihren
pathophysiologischen Ursprung in diesem Abschnitt des Nephrons.

Die Hauptzellen des Sammelrohr resorbieren luminales Na* durch den epithelialen
Natriumkanal (ENaC), angetrieben durch die basolaterale Na*/K*-ATPase und einen zelluldren
K*-Ausstrom. Hierdurch entsteht ein lumennegatives transepitheliales Potenzial. Dieses
Potenzial sorgt nach allgemeiner Lehrmeinung dafiir, dass das Anion ClI" einen parazelluldaren
Weg Uber die Tight Junctions (TJ) zwischen den Zellen einschlagen kann. Die Voraussetzung ist
eine selektive Leitfahigkeit der Tight Junctions fur CI".

Claudine sind Proteine der Tight Junctions, die fir deren Dichtigkeit und Selektivitat
verantwortlich sind. Im Sammelrohr ist unter anderem Claudin-4 exprimiert. Fir diese Arbeit
standen durch eine Kooperation mit der Washington Universitat in St. Louis (USA) Claudin-4
defiziente Mause (KO) zur Verfiigung, deren parazelluldre Eigenschaften des Sammelrohres
durch die in-vitro Perfusion untersucht wurde.

Nach Hemmung des transzellularen Transportes wurden lonendiffusionspotenziale erzeugt
und gemessen, die Rickschlisse auf die parazellulare Permeabilitat zulieBen. Kontrolltiere
zeigten hier vornehmlich eine Anionenselektivitdt, die in den Claudin-4 defizienten Tieren
nicht beobachtet wurde. Dies wurde auf eine abdichtende Funktion gegeniiber Na* von
Claudin-4 zurickgefihrt.

Die Regulation des parazellularen Weges geschieht liber die Expression, Translokation und
funktionelle Regulation von Claudinen. Im Gegensatz zu den Kontrolltieren erhéhte sich der
parazellulare Widerstand der Claudin-4 defizienten Maus unter einer salzarmen Didt (NND)
deutlich. Eine Erkldarung ware die Funktion von Claudin-4 als Chloridkanal oder die Funktion
anderer abdichtender Claudine, die nun in Abwesenheit von Claudin-4 in die Tight Junction
eingebaut werden.

Nach Inkubation mit chloridarmer Losung zeigte sich eine Erhhung der Anionenselektivitat
des parazelluldaren Weges, die nur in Claudin-4 exprimierenden Sammelrohren, nicht aber in
Claudin-4 defizienten Sammelrohren beobachtet wurde. Auch diese Beobachtung ware mit
einer Funktion von Claudin-4 als ein Chloridkanal vereinbar.

Faszinierender Weise scheint Claudin-4 sowohl an der Barrierefunktion, als auch an der
Bildung einer Cl-Permeabilitat beteiligt zu sein. Hier konnte erstmals gezeigt werden, dass dies
vom Funktionszustand des Sammelrohres abhangt und liber die CI" Konzentration beeinflusst
wird.
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7 Anhang

7.1 Versuchtiere

Die Tétung von Tieren zur Organentnahme wurde beim Ministerium fiir Energiewende,
Landwirtschaft, Umwelt, Natur und landliche Raume (MELUND) des Landes Schleswig-

Holstein angezeigt und von diesem unter der Nummer V 312-7224.121-2 genehmigt.
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