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2 Abstrakt
Der Na*-K"-2CI'-Kotransporter (NKCC2) der dicken aufsteigenden Henle-Schleife (thick

ascending Ilimb; TAL) ist essentiell fur die Harnkonzentrierung und den
Elektrolythaushalt. Das antidiuretische Hormon ADH aktiviert den Transporter Uber
Stimulation seiner luminalen Translokation und Phosphorylierung an konservierten N-
terminalen Threoninresten (T96, T101, and T114). Wahrenddessen wird NKCC2 in
Lipid rafts eingeschlossen. Eine Deaktivierung des Transporters erfolgt Uber seine
Dephosphorylierung und Internalisierung. Hierbei fungiert die Clathrin-abhangige
Endozytose als eine der Hauptrouten. In der vorliegenden Arbeit wurde der Hypothese
nachgegangen, dass die aktivierende, N-terminale Phosphorylierung von NKCC2 uber
Hemmung seiner Clathrin-abhangigen Internalisierung den Transporter in der
Plasmamembran stabilisieren konnte. Eine Charakterisierung der Verteilung von
NKCC2 in der apikalen Membran von TAL-Zellen zeigte eine anteilige Ko-Lokalisaton
mit Clathrin in Non-raft Regionen, wahrend der phosphorylierte Transporter sich
vorwiegend in durch Flotillin-1 markierten Lipid rafts befand und kaum mit Clathrin ko-
lokalisiert war. Eine pharmakologische Inhibition der Clathrin-abhangigen Endozytose
mittels Chlorpromazin in kultivierten TAL-Zellen fuhrte zur signifikanten Steigerung der
NKCC2-Oberflachenexpression und untermauerte somit die Rolle dieser
Internalisierungsroute im Kontext der NKCC2-Funktion. Die Untersuchung von N-
terminalen phospho- sowie dephospho-NKCC2 Mutanten mittels Ko-Immunprazipitation
und GST-pull-down Assays deuteten darauf hin, dass die Phosphorylierung des
Transporters seine N-terminale Bindung mit Clathrin inhibiert. Weitere Evidenz daflr
wurde durch Stimulation von ADH-defizienten Brattleboro-Ratten mit dem ADH-Agonist
dDAVP erbracht: die durch dDAVP induzierte Phosphorylierung von NKCC2 ging mit
einer Abschwachung seiner Assoziation mit Clathrin einher. Zusammenfassend weisen
die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass die N-terminale
Phosphorylierung von NKCC2 seine Clathrin-abhangige Internalisierung und somit

seine Oberflachenexpression und Funktion moduliert.



Abstract
The Na'-K'-2CI-cotransporter (NKCC2) of the thick ascending limb (TAL) plays an

essential role in the urinary concentration and renal salt handling. Vasopressin
stimulates NKCC2 activity by inducing its apical trafficking and phosphorylation at
functionally relevant N-terminal residues (T96, T101, and T114 of rat NKCC2). The
phosphorylated and thereby activated transporter is chiefly distributed in lipid raft
membrane  microdomains, whereas its deactivation is associated with
dephosphorylation and  clathrin-mediated internalization.  Whether NKCC2
phosphorylation state affects its trafficking or surface expression was unclear.
Therefore, the aim of this study was to evaluate effects of NKCC2 phosphorylation on
its clathrin-mediated endocytosis. Evaluation of the topographic NKCC2 distribution in
the apical membrane of TAL cells using antibodies that regnognize native NKCC2 or its
phosphorylated form showed substantial co-localization of both signals with Lipid rafts
markers such as flotillin-1 and a partial co-localization of native NKCC2 with clathrin in
Non-raft membrane regions was detected. Pharmacological inhibition of clathrin-
mediated endocytosis with Chlorpromazin in cultured TAL cells rapidly increased
NKCC2 surface expression, suggesting an essential role of this internalization route for
the transporters’ membrane turnover and function. Co-immunoprecipitation and GST
Pulldown assays using N-terminal NKCC2 mutants mimicking its constitutive
(de)phosphorylation, suggested that the N-terminal phosphorylation of the transporter
may attenuate its association with clathrin-coated pits. Stimulation of NKCC2
phosphorylation in vivo by treating AVP-deficient Brattleboro rats with the V2 receptor
agonist, dDAVP, reduced the interaction of the transporter with clathrin and increased
its surface expression, thus providing further evidence for an interference between
NKCC2 phosphorylation and its internalization rate. In summary, the results of this
study suggest that N-terminal phosphorylation of NKCC2 attenuates its clathrin-
mediated internalization and facilitates therefore its function by stabilizing the

transporter in the luminal membrane.



3 Zielsetzung
Der nierenspezifische Na'-K'-2CI-Kotransporter (NKCC2) der dicken aufsteigenden

Henle-Schleife spielt die Schlusselrolle bei der Harnkonzentrierung und Regulation der
renalen Salzausscheidung. Inaktivierende Mutationen im NKCC2 Gen sind ursachlich
fur die antenatale Form des Bartter-Syndroms und gehen mit einer schweren Storung
der Harnkonzentrierung, einer Hypokalamie und metabolischer Alkalose einher. Die
pharmakologische Hemmung von NKCC2 durch Verabreichung von Furosemid oder
Bumenatid wird klinisch fir Behandlung von Odemen und Herzinsuffizienz breit
eingesetzt. Die physiologische Regulation des Transporters erfolgt hauptsachlich auf
dem endokrinen Weg, wobei das antidiuretische Hormon (ADH) als ein potenter
Stimulus der NKCC2-Funktion identifiziert wurde. Auf der zellularen Ebene hangt die
Aktivitat von NKCC2 primar von der Oberflachenexpression seiner aktiven,
phosphorylierten Form ab. ADH und andere regulatorische Faktoren beeinflussen diese
Regelgroflen und steuern somit die NKCC2 Funktion. So steigert ADH die
Oberflachenexpression von NKCC2 durch Stimulation des Einbaus von NKCC2-
enthaltenden exozytotischen Vesikeln in die luminale Membran. Gleichzeitig erfolgt die
ADH-abhangige Phosphorylierung des Transporters durch Stimulation der dafur
zustandigen Kinasen. Diese Effekte werden hauptsachlich durch die ADH-abhangige
Steigerung des intrazellularen cAMP-Spiegels und Aktivierung der Protein Kinase A
vermittelt. Die Oberflachenexpression von NKCC2 resultiert aus einem Gleichgewicht
zwischen dem exozytotischen Einbau in die Plasmamembran und der endozytotischen
Internalisierung des Transporters. Wahrend die molekularen Komponenten des
apikalen NKCC2-Traffickings in vorangegangenen Studien detailliert beleuchtet wurden,
sind die Mechanismen seiner Internalisierung nur in wenigen Ansatzen untersucht
worden. Potentielle Zusammenhange zwischen der NKCC2-Phosphorylierung und
Trafficking wurden ebenfalls bis dato nicht untersucht. In der vorliegenden Arbeit wird
die Hypothese uUberpruft, dass NKCC2 in  Abhangigkeit von seinem
Phosphorylierungsstatus hauptsachlich dber den Clathrin-abhangigen Weg sowohl
konstitutiv, als auch hormonell-gesteuert internalisiert wird. Das Ziel der vorliegenden
Arbeit ist daher die eingehende molekulare Charakterisierung der NKCC2-

Internalisierung sowie der Regulation dieses Vorganges durch ADH.



4 Einleitung

4.1 Anatomie und Funktion der Niere

Im Saugerorganismus spielt die Niere eine wichtige Rolle in der Regulation des
Wasser- und Elektrolythaushalts, des Blutdrucks sowie der Homobostase des Saure-
Basen-Haushalts. Des Weiteren kommt der Niere eine entscheidende Rolle in der
Ausscheidung harnpflichtiger Substanzen sowie bei einigen endokrinologischen
Funktionen zu. Im Rahmen des Calciumhaushalts produzieren die Nieren Calcitriol, die
aktive Form des Vitamin D3 [1, 2]. Die renale Synthese und Freisetzung von Renin ist
fur die Funktion des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) und damit fur die
Volumenregulation entscheidend [3-9]. Daruber hinaus produziert die Niere
Erythropoetin, welches der humoralen Stimulation der Blutbildung dient [10].

Die Nieren enthalten die harnbildenden Strukturen, zu denen die Nephrone und die
Sammelrohre gehoren, ebenso wie die harnsammelnden Strukturen, zu denen man die
Nierenkelche und das Nierenbecken zahlt. Letzteres mundet in den Harnleiter, der am
Hilum aus der Niere austritt und zur Harnblase absteigt.

Betrachtet man eine einpapillare Niere, wie sie zum Beispiel bei Ratten vorkommt,
lassen sich im Langsschnitt durch die Niere zwei Anteile unterscheiden: Die Rinde
(Cortex renalis) und das Nierenmark (Medulla renalis). Die Rinde umgibt das
Nierenmark. Dieses hat die Form einer Pyramide, welche sich papillenformig in das
Nierenbecken zieht und aus einem Aulenstreifen, Innenstreifen und der Papille
besteht. Die Cortex renalis lasst sich in Rindenlabyrinth und Markstrahlen unterteilen.
Grolde Sauger, inklusive Menschen, besitzen paarig angelegte multipapillare Nieren.
Bei diesen werden die miteinander verwachsenen Rindenteile als Columnae renales
bezeichnet.

Die mikroskopisch-anatomische Baueinheit der Niere ist das Nephron. Jedes Nephron
enthalt die Filtereinheit, bestehend aus einem Nierenkorperchen mit Bowman-Kapsel
und ein sich daran anschlieBendes Tubulussystem. Diesem folgt das
Sammelrohrsystem.

Das Nierenkorperchen befindet sich in der Kortex renalis und besteht aus einem
Konglomerat aus Kapillarschlingen. Die Kapillarschlingen des Nierenkorperchens
werden vom viszeralen Epithel der Bowman-Kapsel, den Podozyten, Uuberzogen. Das
Epithel des parietalen Blattes der Bowman-Kapsel ist ein einschichtiges Plattenepithel

und geht in den proximalen Tubulus Uber. Das Kapillarknauel des Nierenkorperchens
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einschlieBlich der Podozytenbedeckung bildet eine Filtrationsbarriere. Diese besteht
aus der Schlitzmembran der Podozyten, dem GefalRendothel der Kapillaren und der
dazwischen gelegenen Basalmembran. Negativ geladenes Podocalyxin und
Proteoglycane sortieren die zu filtrierende Substanz nach ihrer Ladung und tragen
somit bei der AbstoBung von negativ geladenen Proteinen bei, wahrend die
Schlitzmembran die Produkte nach ihrer GroRe sortiert (maximal 70 kD). Der
Primarharn ist dementsprechend ein nahezu proteinfreies Plasmafiltrat. Die
Geschwindigkeit der Filtration pro Zeit wird als glomerulare Filtrationsrate (GFR)
bezeichnet und wird typischerweise Uber die Ausscheidungsrate des harnpflichtigen
Kreatinins errechnet. Kreatinin wird fast komplett filtriert und nur zu einem
vernachlassigbaren Teil im Tubulussystem resorbiert.

Der filtrierte Primarharn wird nach Bildung im Glomerulum in das Tubulussystem
geleitet. Dem Glomerulum schlief3t sich unmittelbar das proximale Konvolut an, welches
in den Intermediartubulus Ubergeht. Dieser enthalt die dinnen Anteile der Henle-
Schleife mit ihrem in das Nierenmark absteigenden sowie den aufsteigenden Schenkel
mit dem TAL (Abb. 1). Es folgt der distale Tubulus mit den Zellen der Macula densa und
dem gewundenen Konvolut (distal convoluted tubule; DCT). Der DCT mundet uber den
Verbindungstubulus (connecting tubule; CNT) ins Sammelrohr (collecting duct; CD)
welches den Harn aus mehreren Nephronen sammelt und ins Nierenbecken ableitet.
Wahrend der Passage der Nierentubuli wird der Primarharn durch Resorptions- und
Sekretionsvorgange zum Endharn aufkonzentriert, sodass schlussendlich ca 1 Liter
Urin mit harnpflichtigen Substanzen Uber die ableitenden Harnwege ausgeschieden
werden.

(Die wesentlichen Inhalte dieses Abschnittes sind den Lehrbichern Benninghoff 2003

und Welsch 2006 entnommen)
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Abb. 1: Nephron als funktionelle Einheit der Niere. Dargestellt ist die Topographie eines Nephrons in

Innere Medulla

den einzelnen Nierenzonen einer multipapillaren Saugerniere. Schematisch sind das Glomerulum mit der
Bowman-Kapsel, das Tubulussystem und ein ableitendes Sammelrohr dargestellt. Das Tubulussystem
gliedert sich in den proximalen Tubulus mit Pars convoluta und Pars recta, den intermediaren Tubulus mit
den dinnen ab- und aufsteigenden Schenkeln der Henle-Schleife mit der Macula Densa, das distale

Konvolut, Verbindungstubulus und das Sammelrohr.

Der proximale Tubulus besteht aus der Pars convoluta und der Pars recta und ist mit
einem kubischen Epithel ausgestattet. Hier werden zwei Drittel der filtierten Elektrolyte
und des Wassers, sowie fast alle Aminosauren ruckresorbiert. Der NaCl-Transport wird
hier primar durch den luminalen Na*/H*-Austauscher und Na*PO,*-Kotransporter
gewahrleistet. Der Antrieb des Natriumtransports wird durch die basolaterale Na*/K*-
ATPase erzeugt [11], wahrend die Wasserresorption hauptsachlich durch den
Wasserkanal AQP1 vermittelt wird [11]. Die Funktion des proximalen Tubulus unterliegt
einer engen endokrinen Kontrolle durch mehrere Hormone wie z.B. Adrenalin,
Angiotensin |l oder Parathormon [11]. Eine weitere wichtige Funktion des proximalen

Tubulus ist der transmembrandse Transport von im glomerularen Filter nicht
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zuruckgehaltenen Verbindungen mittels Megalin- und Cubilin-vermittelter Endozytose
[12].

Im TAL werden 20-30% des filtrierten NaCl uber den NKCC2 absorbiert. Da der TAL
keine Wasserkandle exprimiert, wird hier die NaCl-Resorption von der
Wasserresorption entkoppelt. Dieser Vorgang wird als ,Einzeleffekt® des
Harnkonzentrierungsmechanismus bezeichnet und fuhrt zur progressiven Verdinnung
des Harns entlang dem TAL [13]. Daher wird der TAL auch als Verdinnungssegment
bezeichnet. Der NKCC2 wird durch das Diuretikum Furosemid gehemmt und ist
deshalb von groRRer klinischer Bedeutung. Die Aktivitat des Transporters wird Uber das
antidiuretische Hormon (ADH; Vasopressin), Parathormon und einige andere Hormone,
die ihre Effekte Uber Steigerung des intrazellularen cAMP-Spiegels ausuben,
entscheidend reguliert [11, 14]. Abgesehen von der transzellularen NaCl-Aufnahme wird
im TAL ein wesentlicher Anteil an filtriertem Ca?* und Mg?* parazellular riickresorbiert
[14].

Der darauf folgende DCT gewahrleistet die Ruckresorption von 5-10% des filtrierten
NaCl und spielt somit eine wichtige Rolle bei der Feinregulation der Salzausscheidung
[14]. Der transzellulare NaCl-Transport wird hier luminal durch den Thiazid-sensiblen
NaCl-Transporter (NCC) vermittelt. Des Weiteren werden im DCT transzelluldr Ca** und
Mg®* wieder aufgenommen. SchlieRlich bestimmt die Transportaktivitait von NCC die
Salzbeladung des nachgeschalteten Sammelrohrs und spielt somit eine Rolle fur den
Na'/K*-Austausch in diesen Segmenten. Der DCT ist dadurch in die Bilanzierung der
renalen Kaliumausscheidung indirekt eingebunden [14, 15].

Die Sammelrohre sind schliellich fur die regulierte Ruckresorption von Wasser im
Rahmen der Harnkonzentrierung zustandig. Hier werden unter ADH-Kontrolle die AQP2
Wasserkanale in die luminale Plasmamembran der Hauptzellen eingebaut. Da das
Sammelrohr ein mit Salzen und Harnstoff angereichertes Interstitium durchflief3t, erfolgt
hier ein kontinuierlicher Wasserentzug uber Osmose und so die Harnkonzentrierung
[13]. Wasser und Elektrolyte werden schliel3lich Uber die renalen Gefalde ins Blutplasma
aufgenommen. Die Schaltzellen des Sammelrohrs erfullen verschiedene Aufgaben in
der Regulation des S&aure-Basen-Haushalts. Je nach Bedarf werden hier H*-lonen oder

HCO3J -lonen sezerniert um einen stabilen pH-Wert im Plasma aufrechtzuerhalten.
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Abb. 2: Schematische Darstellung von Transportprozessen im Rahmen der Harnkonzentrierung
(modifiziert nach [13]). Im linken Bildabschnitt ist die Henle-Schleife dargestellt wahrend der rechte
Abschnitt die Vorgénge im Sammelrohr wiedergibt. Im TAL findet aktive Resorption von Na* und CI” durch
den NKCC2 statt. Durch gleichzeitig fehlende Wasserresorption wird der Harn im Tubulus verdiinnt bzw.
hypoosmolar. Gleichzeitig reichert sich im Interstitium des dufleren Nierenmarks Kochsalz an. Dadurch
wird ein hyperosmolares Milieu erzeugt. Dieser NKCC2-abhangige Vorgang ist eine Voraussetzung fir
die weiteren Schritte der Harnkonzentrierung und wird als single effect bezeichnet. Eine weitere
osmotische Anreicherung des medullaren Interstitiums erfolgt Uber den passiven Austausch von NaCl
und Harnstoff im dinnen absteigenden Schenkel der Henle-Schleife sowie durch eine intensive
Ruckresorption von Harnstoff im Sammelrohr. Eine Resorption von Wasser findet im diinnen
aufsteigenden Schenkel der Henle-Schleife Giber den konstitutiv exprimierten AQP1 sowie in Hauptzellen
des Sammelrohrs Uber den durch ADH gesteuerten luminalen AQP2 und die konstitutiven basolateral

gelegenen AQP3 und AQP4 statt. Die beschriebenen Transportvorgange sind mit Pfeilen gegenzeichnet.

Die resorptive Leistung des Nephrons hangt vorrangig von seiner GFR ab. Die GFR
wird unter anderem durch den juxtaglomerularen Apparat (JGA) reguliert. Seine drei
Komponenten, die granulierten Renin-produzierenden glatten Muskelzellen des Vas
afferens, die Macula Densa-Zellen und das extraglomerulare Mesangium, sind
morphologisch und funktionell miteinander verbunden und interagieren vermutlich
miteinander. Die spezialisierten Zellen der Macula Densa sind im kortikalen TAL
lokalisiert und haben einen engen Kontakt mit dem zugehdrigen Glomerulum und dem
Vas afferens Uber die extraglomerularen mesangialen Zellen. Diese Zellen besitzen
luminal den NKCC2, gewahrleisten aber vermutlich weniger den transzellularen

Transport, sondern erfullen die Aufgabe eines Sensors fur die Chloridkonzentration des
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vorbeifliellenden Harns. Veranderungen der luminalen Salzbeladung an der Macula
Densa fuhren so zu einer Adenosin-vermittelten Reaktion der afferenten Arteriole [16,
17]. Dieser Vorgang wird als tubuloglomerulares Feedback (TGF) bezeichnet [18]. Als
langfristige Antwort wird auch die Synthese der Cyclooxygenase 2 (COX-2) in Macula
Densa-Zellen moduliert. COX-2 ist ein Enzym welches die Prostaglandin E2 (PGEZ2)-
Synthese aus Arachidonsaure katalysiert [19, 20]. PGE2 kann dann die resorptive
Leistung des distalen Nephrons und die Regulation der Reninsekretion modulieren [19,
20]. Diesem Mechanismus kommt neben dem TGF vermutlich eine Bedeutung bei
Blutdruck- und Volumenregulation zu. Ein Abfall des Blutdrucks und eine verminderte
Durchblutung des Glomerulums fuhrt generell zu einer Steigerung der Sekretion von
Renin aus den granulierten Zellen. Renin aktiviert nachfolgend das RAAS-System.
Dessen Produkt, Angiotensin 2 (Ang Il) [21-23], fihrt im proximalen Tubulus und im
distalen Nephron zu einer verstarkten Natriumresorption, was eine Erhdhung des
Intravasalvolumens zur Folge hat [22, 24]. Am Vas afferens und in den peripheren
Gefallen fuhrt Ang Il zusatzlich zu einer Vasokonstriktion. Diese fuhrt zu einer
Kompensation des Blutdruckabfalls Uber Erhdhung des peripheren GefalRwiderstands
und somit zu einer Erniedrigung der GFR.

Bei den zahlreichen Funktionen, die die Niere erflllt, ist die Aufrechterhaltung des
Elektrolyt- und Volumenhaushalts fir das Uberleben der Sauger von zentraler
Bedeutung. Der Harnkonzentrierungsmechanismus spielt hierbei eine wichtige Rolle.
Einer der entscheidenden Mitspieler in diesem Vorgang ist der NKCC2-Kotransporter
im TAL.

4.2 Der dicke aufsteigende Schenkel der Henle-Schleife (TAL)

Der TAL kann in einen kortikalen und einen medullaren Teil unterteilt werden. Die
beiden Abschnitte haben zwar die gleiche Ausstattung mit lonentransportern und
lonenkanalen, zeigen allerdings verschieden ausgepragte Antworten auf endokrine
Stimuli [25]. Der kortikale Abschnitt des TAL enthalt auRerdem die spezialisierten Zellen
der Macula Densa. Der TAL resorbiert annahernd 25% des filtrierten NaCl. Das Epithel
des TAL leistet den aktiven transzellularen NaCl-Transport bei gleichzeitiger
Undurchlassigkeit fur Wasser. Auf der basolateralen Seite besitzt die TAL-Zelle
reichlich Na'/K*-ATPase, welche als treibende Kraft fiir die Aktivitat des sekundar-
aktiven luminalen Transporters, NKCC2, sorgt. Fur die Aufrechterhaltung des

elektrochemischen Gleichgewichts besitzt die TAL-Zelle auch Kanéle fir K* und CI,
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namlich den luminalen rat outer medullary potassium channel (ROMK) sowie die
basolateralen Chloridkanale CIC-Ka und CIC-Kb mit deren funktionell wichtigen
Untereinheit Barttin [26, 27]. Parazellular werden hier Ca** und Mg** resorbiert. Dieser
Vorgang wird durch Tight Junctions und den hier integrierten Claudinen ermdglicht [28].
Die transzellulare NaCl-Resorption schafft hierbei ein transepitheliales Potential,
welches im Wesentlichen die parazellulare Resorption von divalenten Kationen (Ca2+
und Mg®*), aber auch von Na* erméglicht [29] (Abb. 3).

Lumen Interstitium

NKCC2

Abb. 3: Salzresorption im TAL [30]. Angetrieben durch die basolaterale Na'/K*-ATPase wird Natrium
gemeinsam mit K* und CI" durch NKCC2 (iber die apikale Zellmembran in die Zelle des TAL transportiert.
K" wird Uber die apikale Membran durch den ROMK Kaliumkanal wieder aus der Zelle heraus
transportiert. Die zwei Chloridkanale, CIC-Ka und CIC-Kb, und deren funktionell-relevante B-Untergruppe

Barttin (8) sorgen fir die basolaterale Ausschleusung von CI'. Diese Transportvorgdnge schaffen ein

lumenpositives Potential, welches die parazellulare Resorption von Kationen (Ca2+, Mg”) ermdglicht.

4.3 Der Na'-K'-2CI'-Kotransporter

Die Familie der elektroneutralen Kationen-Chlorid-Kotransporter beinhaltet bei Saugern
neun Mitglieder [31, 32] und kann in zwei Hauptaste eingeteilt werden, die Na*-K*-CI'-
Kotransporter (SLC12A1-3) und die K'Cl-Kotransporter (SLC12A4-7) [31, 32]. NKCC2
und NCC (SLC12A1 und SLC12A3) zeigen eine nierenspezifische Expression und sind
wesentlich in die Ruckresorption des filtrierten NaCl involviert [31, 32]. Das dritte Gen
dieser Gengruppe, SLC12A2, kodiert fur den NKCC1, welcher eine ubiquitare

Expression in Epithelzellen aufweist und in zahlreiche zellulare und systemische
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Vorgange inklusive Osmoregulation und Volumenregulation involviert ist [32]. Die vier
K*Cl™-Kotransporter-Gene SLC12A4-7 sind in mehreren Gewebearten wie z.B. dem
peripheren Nervensystem zu finden und spielen hier eine Rolle Dbei
Zellvolumenregulation und dem transepithelialen Salztransport. Welche Substrate von
SLC12A8 und SLC12A9 transportiert werden und welche physiologische Rolle die
beiden Transporter spielen, ist bis jetzt noch unbekannt [33]. Inaktivierende Mutationen
der renalen Na'(K)"Cl-Kotransporter fiihren zu seltenen monogenen Erkrankungen mit
Beeintrachtigung der Harnkonzentrierung bzw. der Elektrolyt- und Volumenhomoostase
[32]. Hierbei ist vor allem das Bartter-Syndrom | zu nennen, welches bei inaktivierenden
Mutationen von SLC12A1 verursacht wird [33-35]. Das pranatale Bartter-Syndrom | ist
durch ein polyformes Krankheitsbild mit Dehydration durch Erbrechen und Polyurie
sowie Nephrokalzinose gekennzeichnet. Aufgrund der Auswirkungen auf den
Volumenhaushalt bei einer gestorten Funktion des NKCC2 bewirkt das Bartter-Syndrom
| eine Hypokaliamie und hypochloramische metabolische Alkalosen. Diese gehen mit
erhohten Renin- und Aldosteronspiegeln bei niedrigen bis normalen Blutdruck-Werten
einher [32]. Im Bartter-Mausmodell mit einem NKCC2-Knockout beobachtet man in der

Regel einen frihen letalen Verlauf der Tiere [36].

4.3.1 Struktur von NKCC2

Die Primarstruktur der NKCC2 von Ratte, Kaninchen, Maus und Mensch wurde in den
neunziger Jahren (iber Homologien mit dem Na’-K'-Cl-Kotransporter NKCC1 aus der
rektalen Druse des Hais festgelegt [37]. NKCC2 ist ein membranstandiges Protein mit
einem Molekulargewicht von 160 kD und besitzt eine fur die SLC1A12A-Genfamilie
ubliche 12-Transmembrandomanen-Topologie (Abb. 4). Der intrazellulare NH»-
Terminus von NKCC2 enthalt die meisten bis jetzt bekannten regulatorischen
Phosphorylierungsstellen, wahrend der COOH-Terminus relevante Motive fur die
Sortierung und das Trafficking des Transporters aufweist [36].

Es konnte gezeigt werden, dass alternatives Splicing von Exon 4 des SLC12A1-
Transporters zur Translation von drei verschiedenen Isoformen des Transporters fluhrt,
namlich NKCC2-A, NKCC2-B und NKCC2-F [36]. Diese Isoformen unterscheiden sich
in der Aminosauresequenz der zweiten Transmembrandomane, die vermutlich im
lonenkanalbereich liegt. Funktionell zeigen NKCC2-A, NKCC2-B und NKCC2-F eine

unterschiedliche Affinitat zu den drei zu transportierenden Elektrolyten Na*, K" und CI.
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AuBerdem unterscheiden sich ihre Expressionsmuster entlang dem TAL [38-41]. Es
konnte gezeigt werden, dass im medullaren Teil des TAL, in dem hauptsachlich die
Isoform F zu finden ist, der Salztransport im Vergleich zu kortikalen Anteilen mit einer
hohen Expression an NKCC2-B geringer ist. Hinzu kommt, dass die Expressionsstarke
von NKCC2-A und NKCC2-B in der Macula Densa bei hohen oder niedrigen
Salzkonzentrationen variieren kann und diese Isoformen somit an Adaptionsprozessen

der Macula Densa beteiligt sind [42].

SLC12A1/NKCC2

T101Lp ™~F T114
o

T96 P '\

NH, COOH

Abb. 4: Topologie von NKCC2 aus der SLC12-Familie (modifiziert nach [32]). SLC12A1/NKCC2
besteht aus 12 Transmembrandomanen, die in dieser Abbildung schematisch dargestellt und von 1-12
durchnummeriert wurden. Es findet sich ein N- (NH;) und ein C-terminaler (COOH) intrazellularer
Terminus. An den N-terminalen Threoninen T96, T101 und T114 finden sich die Phosphorylierungsstellen
(P). Zusatzlich zeichnet NKCC2 ein nach extrazellular ragender Loop aus, welcher mit einer Glycocalix

besetzt ist.

4.3.2 Regulation der NKCC2-Aktivitat

Die funktionellen Eigenschaften von membranstandigen lonenkanalen und
Transportern werden durch eine Reihe von Parametern bestimmt. Zu diesen gehdren
unter anderem die Modulation der Expression an der Zelloberflache und die Regulation
der Transportaktivitat. Hierfur notwendige StellgroRen sind die Biosynthese,
intrazellulares Trafficking und Phosphorylierung [43-48]. Diese Wege koénnen durch
endokrine Stimuli wie Glukagon, Parathormon oder das RAAS reguliert werden [46, 47,
49-53]. Die With-no-lysine-Kinasen (WNK-Kinasen) modulieren die Funktion der CCC-
Transporter, zu denen auch NKCC2 zahlt, Gber Phosphorylierung an konservierten N-
terminalen Threoninen und Serinen [44, 54-57]. Die katalytische Wirkung der WNK-

Kinasen wird durch andere Kinasen wie die homologe SPS-related proline/alanine-rich
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kinase und die oxidative stress responsive kinase 1 (SPAK bzw. OSR1) vermittelt [40,
44,49, 58, 59].

4.3.3 NKCC2-Phosphorylierung

Die NKCC2-Phosphorylierung ist eine wichtige posttranslationale Modifikation, die die
Aktivitat des Transporters entscheidend beeinflusst [40, 43, 44, 46, 56, 58, 60-62].
Unsere und andere Arbeitsgruppen konnte zeigen, dass die Aktivierung von NKCC2 mit
der Steigerung seiner Phosphorylierung einhergeht [40, 47-49, 51-53, 56, 58, 63].

In den letzten Jahren wurde eine Reihe an regulatorischen Phosphoakzeptoren am N-
Teminus von NKCC?2 identifiziert [40]. Einige dieser Akzeptoren, z.B. die Threoninreste
T96, T101 und T114, wurden als Substrate fur SPAK und OSR-1 identifiziert.

Eine katalytisch-inaktive, trunkierte Splice-Variante der SPAK-Kinase kommt
hauptsachlich in der Niere vor und wird deswegen als nierenspezifische (kidney-
specific; KS) KS-SPAK bezeichnet [44]. In der Niere wird KS-SPAK vorwiegend im TAL
exprimiert und Ubt hier dominant-negative Effekte auf die Interaktion von NKCC2 mit
den Kkatalytisch aktiven SPAK und OSR1 aus [44, 49] (Abb. 5). Eine weitere
aktivierende Phosphorylierung von NKCC2 an Serin 126 wird durch die Protein Kinase
A (PKA) und AMP-aktivierte Protein Kinase (AMPK) geleistet [40, 51]. Die
Phosphorylierung des Transporters an mehreren Stellen wirkt offenbar synergistisch fur
seine Aktivierung [40, 60].

Weit weniger ist derzeit bekannt uber die Mechanismen der NKCC2-
Dephosphorylierung. Die Dephosphorylierung des strukturell verwandten NCC erfolgt,
zumindest teilweise, unter Beteiligung der Calcineurinphophatase (Cn), allerdings sind
die genauen Mechanismen der Cn-NCC-Interaktion noch nicht charakterisiert [64].
Vorarbeiten aus unserer Arbeitsgruppe weisen darauf hin, dass die NKCC2-
Dephosphorylierung ebenfalls durch Cn vermittelt werden kann. Abbildung 5 spiegelt

schematisch den Stand der Kenntnis Uber die Phosphoregulation von NKCC2 wider.
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Abb. 5: Modell der Phosphoregulation von NKCC2 (modifiziert nach [44]). WNK-Kinasen
phosphorylieren und aktivieren die nachgeschalteten Kinasen OSR1 und SPAK, welche NKCC2 direkt
phosphorylieren und somit aktivieren kénnen. Im TAL spielt OSR1 fir die Aktivierung von NKCC2 eine
bedeutende Rolle. Die verkirzte, katalytisch inaktive Isoform von SPAK (KS-SPAK) inhibiert die
Phosphorylierung des Transporters dominant negativ. Calcineurin (Cn) ist als Phosphatase in die
Dephosphorylierung von NKCC2 involviert.

4.4 Zellulares Trafficking von NKCC2

Die Oberflachenexpression von NKCC2 wird durch zellulare Traffickingvorgange
bestimmt. Eine wichtige Bedeutung nehmen die Vorgange der konstitutiven Exozytose
und Endozytose sowie das Recycling von NKCC2 ein [25, 50, 65-67] (Abb. 6).

Wie jedes membranstandige Protein kann NKCC2 theoretisch Uber verschiedene
Endozytoserouten internalisiert werden. Die konstitutive Endozytose ist dabei als
Endozytose ohne hormonelle Stimulation definiert. Hierbei werden ca. 30% des
internalisierten NKCC2 rezykliert, der Rest wird auf lysosomalen Weg degradiert [25,
67]. Molekulare Mechanismen, die bei diesen Vorgangen eine Rolle spielen, sind

Gegenstand aktiver Forschung [65].
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Abb. 6: Vereinfachte Darstellung der intrazelluliren Wege eines transmembransténdigen Proteins.
Die Proteine der Transmembrantransporter werden im TransGolgi-Netzwerk synthetisiert und Uber
intrazellulare Transportsysteme in apikale Bereiche der Zelle transportiert. Von hier kénnen sie je nach
Bedarf in die Plasmamembran eingebaut werden. Werden sie hier nicht mehr benétigt, kdnnen sie
endozytotisch (E) wieder in die Zelle aufgenommen werden. Es folgt entweder ein Recycling in die
Plasmamembran oder ein lysosomaler Abbau (L).

4.4.1 Apikales Trafficking

Die Mechanismen der apikalen Sortierung von NKCC2 sind mittlerweile gut verstanden
worden. [68]. Die Oberflachenexpression von NKCC2 wird unter anderem durch durch
kurzfristige Anpassungen der Bilanz der intrazelluldren cAMP- und Ca?*-Spiegel
bestimmt [51, 69]. Bei kurzzeitigen Effekten fuhrt eine Steigerung des cAMP-Spiegels
zur Aktivierung der Protein Kinase A (PKA) und einer schnellen Rekrutierung der
apikalen NKCC2-enthaltenden Vesikel in die Plasmamembran [69]. Die meisten
NKCC2-aktivierenden Hormone wie ADH oder PTH erhdhen den intrazellularen cAMP-
Spiegel in den Zellen des TAL [46, 48, 51, 53, 61]. Im Gegensatz dazu inhibiert ein
Anstieg des Ca®*-Spiegels die NKCC2-Funktion auf eine noch nicht im Detail geklarten
Weise [14]. In den letzten Jahren ist allerdings der calcium-sensing receptor als ein
wichtiges Element dieser Ca**-Signaltransduktion erkannt worden [14].

Der C-Terminus von NKCC2 enthalt ausserdem mehrere konservierte Dileucin-Motive,
welche als Sortierungssignale fur das anterograde Trafficking fungieren [70]. Die
Glykosylierung des Transporters spielt hierbei eine essentielle Rolle [70, 71].

Es wurden in den letzten Jahren einige Proteine identifiziert, die die apikale

Translokation des Transporters modulieren. Das Secretory carrier membrane protein 2
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und die Aldolase-p inhibieren die exozytotische Insertion von NKCC2 in die
Plasmamembran [70], wohingegen die Fusion von NKCC2-enthaltenden
zytoplasmatischen Vesikeln mit der Plasmamembran Uber N-ethylmaleimide-sensitive
factor attachment protein receptor (SNARE)-Proteine [50, 69] wie Vesicle-associated
membrane proteins (VAMP) VAMP1 und VAMP2 vermittelt wird [69].

Die apikale Translokation wird ebenso durch eine Insertion des Transporters in Lipid

rafts und durch bestimmte Lipid raft-vermittelte Interaktionen begunstigt [53].

4.4.2 Subzellulédre Verteilung von NKCC2 in Lipid rafts

Lipid rafts sind 50 bis 200 nm groRe Domanen innerhalb der Plasmamembran, die mit
Cholesterin, Glycosphingolipiden und Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-verankerten
Proteinen angereichert sind. [72, 73]. Auch Flotilline konnten in Lipid rafts
nachgewiesen werden [72, 74-76]. Flotilline haben bei Saugetieren als Gerustproteine
(scaffolding proteins) vielfaltige Aufgaben wie neuronale Regeneration, Zellproliferation
oder Endozytose. Neben Flotillin zeichnen sich GM1 und Tamm-Horsfall-Protein (THP)
als etablierte Marker fur Lipid rafts aus [76].

Simons et al. haben das Prinzip der Subkompartimente innerhalb der Plasmamembran
mit den organisierten Domanen der Lipid rafts beschrieben, welche bei Endozytose,
Signaltransduktion und vielen anderen Membranfunktionen wie Protein-Protein- oder
Lipid-Protein-Interaktionen eine Rolle spielen [77-79]. In diesen Doméanen lassen sich
membranstandige Proteine nachweisen, die bereits im Golgi-Apparat gemeinsam mit
anderen funktionell verwandten Membranproteinen verpackt werden [53, 80] und dann
in die Plasmamembran eingebaut werden.

Auch viele membranstandige Transportproteine der Niere sind mit Lipid rafts strukturell
und funktionell assoziiert [53, 65, 68, 72, 73]. Welker et al. konnten zeigen, dass sich
NKCC2 innerhalb der Plasmamembran in Lipid rafts befindet. NKCC2 hat eine relativ
kurze Halbwertzeit in der apikalen Membran von ca. 1 Stunde [25, 45, 50, 69, 81]. In
der immunhistochemischen Visualisierung befindet sich NKCC2 innerhalb der
Plasmamembran hauptsachlich in den Lipid rafts [50, 81] konnte und mit den Lipid raft-
Markern GM1 und THP ko-markiert werden [53, 72]. Die Lipid rafts spielen fur die
Regulation der Oberflachenexpression und damit fur den Aktivitdtszustand von NKCC2
eine wichtige Rolle, da die funktionellen Eigenschaften von NKCC2 unter anderem uber
die Oberflachenverteilung in der Plasmamembran reguliert werden. So wird NKCC2

nach Stimulation mit ADH vermehrt in die Lipid raft-Fraktionen eingebaut [53, 72], nach
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Zerstorung der Lipid rafts durch Methyl-B-Cyclodextrin (MBCD) vermindert sich die
Oberflachenexpression von  aktiviertem, phosphoryliertem NKCC2 in der
Plasmamembran deutlich [53, 72, 73]. Auch die Phosphorylierung von NKCC2 wird
moglicherweise durch dessen Prasenz in Lipid rafts begunstigt. Hierbei konnten die mit
NKCC2 in Lipid rafts ko-lokalisierten Proteine eine Rolle spielen. So wurde gezeigt,
dass die genetische Depletion von THP in Mausen zu einer verminderten
Phosphorylierung und Aktivitat von NKCC2 fuhrt [46].

Ebenso konnte vor kurzem gezeigt werden, dass Annexin A2 mit NKCC2 in Lipid rafts
ko-lokalisiert ist und dessen anterogrades Trafficking stimuliert [68]. Dabei interagiert
Annexin A2 mit dem N-Terminus von NKCC2, wobei diese Interaktion von den
Phosphorylierungszustanden beider Proteine abhangig ist [68]. Der C-Terminus von
NKCC2 scheint fur die konstitutive apikale Sortierung des Transporters verantwortlich
zu sein, wahrend die regulierten Traffickingvorgdnge eher von den N-terminalen,
phosphorylierungsabhangigen Interaktionen des Transporters mit Annexin A2 abhangig

sind.

4.4.3 Clathrin-vermittelte Endozytose

Clathrin kann in allen eukaryontischen Zellen gefunden werden und ist an der
strukturellen Beschaffenheit von Membranen und am zellularen Transport von
Proteinen beteiligt. Bei der Endozytose von NKCC2 bilden sich mit Clathrin besetzte
Vesikel, die sogenannten Clathrin-coated pits, die von der Zellmembran abgeschnurt
werden und NKCC2 enthalten [50, 65].

Das Clathrin-Molekul hat die Form einer Triskele und beinhaltet ein Konstrukt aus drei
schweren Ketten, welche je eine leichte Kette von ungefahr 35000 Dalton bindet [82].
Die Verbindung der drei schweren Ketten erfolgt an deren C-terminalen Enden. Die N-
terminalen Enden dieser Dreierstruktur sind Bindungsstellen fur vielfaltige
Adaptermolekule [83]. Die hexagonale Struktur eines Clathrinkafigs kommt durch den
Zusammenschluss von 36 Triskelen zustande und hat einen Durchmesser von 50 bis
100 nm [82].

Ein endozytotisches Vesikel enthalt jedoch nicht nur Clathrin. Hinzu kommen
akzessorische Proteine wie die Adapterproteinkomplexe (AP) AP1-4, AP180 und Epsin,
welche die Bindung der Clathrinmoleklle an die Zellmembran sowie die Interaktionen
der Clathrin-coated pits mit den zu internalisierenden Molekulen vermitteln [84]. AP2

z.B. ist an der Bindung von Clathrinvesikeln an die Membran beteiligt, indem es sowohl
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an die schweren Ketten des Clathrins als auch
an Membranlipide und Membranproteine bindet und damit eine Fusion erleichtert.
Dynamin ist ein weiterer Bestandteil dieses Funktionskomplexes. Es gehort zur
Superfamilie der Multi-Domanen-GTPasen und ist fur die Abspaltung des Vesikels von
der Plasmamembran verantwortlich [84, 85].

In der Niere ist Clathrin ubiquitar verteilt. Besonders intensiv konnte es in den
Fuldfortsatzen der Podozyten im Glomerulum, entlang der gesamten Plasmamembran
im proximalen Tubulus sowie in der apikalen Membran des distalen Tubulus und des
Sammelrohrs nachgewiesen werden [86]. Die Clathrin-vermittelte Endozytose ist der
am besten charakterisierte Weg der Wiederaufnahme von Membranproteinen. Far
diesen konnte bereits ein Zusammenhang mit einigen apikalen Transportern der Niere
wie NHE3 oder dem epithelialen Na**-Kanal (ENaC) gezeigt werden [65].

Aufgrund der vorangegangen Arbeiten kann man davon ausgehen, dass auch die
Internalisierung von NKCC2 unter anderem Uber Clathrin und Dynamin vermittelt wird
[25, 50, 65], denn eine Blockade der Clathrin-/Caveolin-vermittelten Endozytose mittels
MBCD oder Chlorpromazin erhdhte die Oberflachenexpression von NKCC2 [65].

4.4.4 VPS10p-Rezeptoren/Sortiline

In den letzten Jahren wurden die VPS10p-Rezeptoren (Vacuolar protein sorting) als
essentielle Komponenten der zellularen Trafficking-Maschinerie anerkannt. Zu der
VPS10p-Rezeptorfamilie zahlen funf Mitglieder, SORLA (Sorting protein-related
receptor with type A repeats), Sortilin, SorCS1, SorCS2 und SorCS3 (Sortilin-related
receptors of central nervous system). Funktionell sind diese Rezeptoren am besten im
zentralen Nervensystem charakterisiert, wo sie eine bedeutende Rolle fur das Turnover
(Halbwertzeit) des B-Amyloidprecursors spielen und somit in die Pathogenese des
Morbus Alzheimer involviert sind [87]. Ein gemeinsames Merkmal aller Mitglieder ist
eine VPS10p-Domane an ihrem N-Terminus.

In der Niere konnte eine substanzielle Expression von SORLA und Sortilin
nachgewiesen werden [59]. Sortilin und SORLA sind strukturell sehr ahnliche Proteine.
Beide enthalten eine grol3e nach extrazellular bzw. luminal ragende Domane mit einem
N-terminalen  Propeptid, eine  Transmembranregion und einen  kurzen
zytoplasmatischen C-Terminus aus 40-80 Aminosauren [87]. Dieser beinhaltet typische
Motive fur die Interaktion mit zytosolischen Adapterproteinen [87]. Der N-Terminus dient

als Bindungsstelle fur verschiedene Liganden im Rahmen des zellularen Trafficking und

24



beeinflusst dadurch die Oberflachenexpression von membranstandigen Proteinen [57,
59, 88]. Bei Sortilin besteht der N-Terminus ausschlieBlich aus der VPS10p-Domane
wohingegen SORLA noch weitere Module am N-Terminus aufweist [87].

Die Charakterisierung von SORLA-Knockout Mausen gab Hinweise darauf, dass
SORLA mit der zellularen Verteilung und Funktion von in die Phosphoregulation von
NKCC2 involvierten Enzymen interferiert [59]. Eine genetische Deletion von SORLA
war mit einer beinahe vollstandigen Abwesenheit der phosphorylierten NKCC2-Form
und einer veranderten zellularen Verteilung der NKCC2-aktivierenden SPAK-Kinase
assoziiert [59]. Die Oberflachenexpression von NKCC2 sowie vom strukturell
verwandten NCC war allerdings durch die SORLA-Depletion nicht beeinflusst. Die
renale Rolle von Sortilin wurde noch nicht hinreichend beleuchtet. Publizierte Daten
weisen allerdings auf seine potenzielle Beteiligung am intrazellularen Trafficking von
CCC hin [57, 88]. Die Arbeitsgruppen um Zhou et al. und Ellison et al. konnten
nachweisen, dass Sortilin bei der Degradation des NCC-Transporters eine Rolle spielt.
Die Komplexbildung von Sortilin mit NCC stellt hierbei ein Signal fur die Degradation
von NCC-tragenden fruihen Endosomen dar [57, 88] (Abb. 7), wobei die Bindung von
NCC an Sortilin durch WNK4 vermittelt wird [57]. Der NKCC2 ist dem NCC-
lonentransporter strukturell sehr ahnlich, die Rolle der Sortiline fur das zellulare
Trafficking von NKCC2 im TAL ist jedoch bislang unbekannt. Diese soll daher im

Rahmen dieser Arbeit naher charakterisiert werden.
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Abb. 7: Schema des lysosomalen Abbauweges von membranstandigen Proteinen. Synthese von

Sortilin

Sortilin im Trans-Golgi-Netzwerk. Sortilin (braun) wird in die apikalen Bereiche der Zelle transportiert und
dann in die Wand eines sich bildenden Vesikels eingebaut. Ebenfalls zu erkennen ist wie ein Protein

(grain) durch die Bildung eines Vesikels unter Beteiligung eines Clathrin-AP2-Komplexes (violett) von der
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Zellmembran abgeschnirt und in ein frlthes Endosom aufgenommen wird. Durch die Markierung des
frihen Endosoms mit Sortilin wird das Endosom fir den lysosomalen Abbau markiert. Sortilin wird zur

weiteren Verwertung wieder zurlick in das Trans-Golgi-Netzwerk transportiert.

4.5 Endokrine Regulation von NKCC2

Die NKCC2-Aktivitdat wird durch Calcitonin, Glukagon und durch Prostaglandine
reguliert. [11, 89] (Abb. 8). Unter diesen zahlreichen endokrinen und parakrinen Stimuli
spielt ADH in der Regulation von NKCC2 eine besonders wichtige Rolle [43, 51, 58, 61,
90].
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Abb. 8: Vereinfachte Darstellung der endokrinen Stimulation von NKCC2. Die NKCC2 Aktivitat wird
durch zahlreiche endokrine und parakrine Faktoren sowie durch das vegetative Nervensystem
beeinflusst. ADH, Parathormon, Glucagon, Calcitonin und Adrenalin wirken hierbei stimulierend auf den
lonentransport, wahrend Prostaglandine, Dopamin, Stickstoffmonoxid (NO) und Endothelin-1 hingegen

hemmend auf die Transportrate wirken.

ADH ist ein Peptidhormon, welches im Hypothalamus gebildet und im
Hypophysenhinterlappen gespeichert wird. Im Rahmen der Volumenregulation gibt es
zweierlei Stimuli fur die Freisetzung von ADH. Zum einen befinden sich im
Hypothalamus Osmorezeptoren welche bei Anderung der osmotischen Verhéltnisse im
Korper die Freisetzung von ADH aus der Hypophyse veranlassen. Die zweite

Moglichkeit stellen vendse Volumenrezeptoren im rechten Vorhof des Herzens dar.
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Diese registrieren einen intravasalen Volumenmangel und veranlassen daraufhin Uber
eine B-adrenerge Stimulation die Ausschuttung von ADH aus der Hypophyse. Im TAL
aktiviert ADH den V2-Rezeptor-G-Protein-Adenylatzyklase-Komplex und bewirkt Uber
eine cAMP-Freisetzung und PKA-Aktivierung einen vermehrten Einbau von NKCC2 aus
zytoplasmatischen Vesikeln in die Plasmamembran [25, 52, 91]. Diese Fusion der
Vesikel mit der Plasmamembran wird durch die Familie der SNARE-Proteine vermittelt.
Diejenigen SNARE-Proteine, die in den Vesikeln zu finden sind werden als VAMP
bezeichnet und interagieren mit Proteinen in der Zielmembran, den SNAP-Proteinen
(Synaptosome-associated proteins). Ortiz et al. konnten im TAL VAMP Typ 2 und 3
nachweisen. Diese zwei Untertypen scheinen in den durch cAMP stimulierten Einbau
von NKCC2 in die Plasmamembran involviert zu sein [69]. Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass NKCC2 als Effektor der ADH/cAMP-Kaskade verstarkt in die Lipid raft-
Fraktionen der Membran mit Hilfe von Annexin A2 eingebaut und anschliel3end
phosporyliert wird [53, 68]. Die ADH-abhangige Phosphorylierung steht demnach in
funktionellem Zusammenhang mit dem Aktivitatszustand von NKCC2, indem es zu
einer gesteigerten NKCC2-Transportaktivitat fuhrt und die Harnkonzentrierung
potenziert [47, 92, 93].
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5 Material und Methoden

5.1 Tierexperimentelle Arbeiten

5.1.1 Versuchstierhaltung und Behandlung

Die Grundsatze der Charité Universitatsmedizin Berlin zur Sicherung guter
wissenschaftlicher Praxis sind in dieser Arbeit eingehalten worden. Nach den
Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes wurden Tierversuche nach Genehmigung
des LAGESO Berlin durchgefuhrt. Die Versuchstiere wurden mit freiem Zugang zu
Wasser und einer Standarddiat in geschlossenen klimatisierten Rdumen mit einem 12
h-Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. In allen Tierexperimenten wurden ausschlieflich
mannliche, adulte Tiere im Alter von 10-14 Wochen verwendet. Alle Tierversuche

wurden mit einer Mindestanzahl von N=4 durchgefuhrt.

5.1.2 Brattleboro-Ratten

Brattleboro-Ratten kdnnen durch eine spontane Mutation im Vasopressingen kein ADH
sezernieren und somit ihren Urin nicht konzentrieren. Dadurch produzieren sie bis zu
200ml/d Urin verglichen mit ca 15-20 ml/d bei als die Wildtyp-Ratten [94]. Durch diese
Eigenschaft werden Brattleboro-Ratten als ein weit verbreitetes Tiermodell zur
Untersuchung des zentralen Diabetes insipidus verwendet. Durch das Vasopressin V2-
Rezeptor-Analogon dDAVP kann der intakte periphere Signaltransduktionsapparat
stimuliert werden [95]. Aufgrund der Aktivierung der renalen V2-Rezeptor
Signalkaskade wird die apikale Translokation von NKCC2 reguliert [63].

Die Brattleboro-Ratten, die in dieser Arbeit untersucht wurden, stammen aus der
lokalen Zucht (Institut fir Vegetative Anatomie, Charité, Universitatsmedizin Berlin) und
wurden in der Versuchstiereinrichtung der Charité (FEM) unter Standardbedingungen
gehalten. Zur Induktion des kurzzeitigen (30 min) NKCC2-Transports wurde den Tieren
dDAVP (107 M in Renal Epithelial Growth Cell Medium/Promocell) intraperitoneal
injiziert. Die Kontrollgruppe erhielt stattdessen 0,9% Kochsalzlésung (Vehikel). 30 min
nach der Applikation wurden die Tiere beider Gruppen getdtet und und es erfolgte eine
Perfusion Uber die Aorta abdominalis zur Fixierung der Nieren fur immunhistologische

Untersuchungen.
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5.1.3 Sortilin Knockout-Méaduse

Die Sortilin-Knockout-Mause erhielten wir aus dem Labor von Prof. Thomas Willnow,
Max-Delbrick-Centrum Berlin. Die weitere Aufzucht erfolgte in den Tierstallen der
Charité.

5.1.4 Gewebeverarbeitung und Gewebepréparation

5.1.4.1  Perfusionsfixierung und Gewebeaufbereitung zur Immunhistochemie

Zur morphologischen Untersuchung der Nieren erfolgte bei Tieren jeder Gruppe (N=6
pro Gruppe) eine Perfusionsfixierung. Dazu wurden die Tiere zunachst mittels Isofluran
vornarkotisiert. Als Hauptanasthetikum wurde Nembutal (0,06 mg/g Korpergewicht)
intraperitoneal verabreicht. Der Bauchraum wurde eroffnet, die Aorta abdominalis
freiprapariert, abgeklemmt und distal der Abgange der Arteriae renales eroffnet.
AnschlielRend wurde ein ausgezogener Polyethylenschlauch retrograd in das Gefal
eingefuhrt, mit einem Faden fixiert und mit dem Perfusionssystem verbunden. Nach
Freigabe des Blutflusses durch das Ldosen der proximalen Klemme und das Eroffnen
der Vena cava inferior zum Druckausgleich erfolgte die Perfusion der Nieren retrograd
Uber die Aorta abdominalis. Zur Entfernung des Blutes aus dem Gefallsystem des
Tieres wurde fur 30 sec eine Vorspulldsung (300 mosmol Sucrose/PBS) eingeleitet.
Anschlielend erfolgte die eigentliche Fixierung mittels 5 min Perfusion mit 3%
Paraformaldehyd (PFA) in PBS. Die Perfusionsfixierung wurde von PD Dr. Kerim Mutig
durchgefuhrt.

5.1.4.2 Entnahme von Nierengewebe

Zur Entnahme der Nieren wurden die Ratten in einer Glasglocke mit Ather
vornakotisiert und anschlie®end durch Genickbruch getdtet. Anschlielend wurde der
Bauchraum der Tiere entlang der Linea alba eroffnet. Nach Freipraparation der Nieren
wurden diese entnommen, geschnitten und die medullaren getrennt von den kortikalen

Anteilen unter EiskUhlung prapariert.

5.1.4.3  Herstellung von Kryostatschnitten

Perfusionsfixierte Nieren wurden fur die Herstellung von Cryogewebe zum
Gefrierschutz Uber Nacht bei 4°C in einer 800 mosmol Sukrosel6ésung/PBS eingelegt
oder fur die Herstellung von Paraffingewebe Uber Nacht in 300 mosmol
Sukrose/PBS/0,02% Natriumacid bei 4°C nachfixiert. Cryogewebe wurde am Folgetag
mit 2-Methylbutan schockgefroren, auf Styroporplattchen fixiert und bei -80°C gelagert.
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Das Gewebe wurde fur die Paraffineinbettung in 0,02% Natriumazid/PBS bis zur
Einbettung gelagert.

Unfixiertes Gewebe kann durch Einfrieren gehartet und damit schneidbar gemacht
werden. Das Cryogewebe wurde mit Sukrose auf der Halterung unseres LEICA
CM3050S-Gerats fixiert und mit einem Gefriermikrotom wurden 7 pm dunne
Gefrierschnitte angefertigt, auf vorbeschichteten Objekttragern fixiert und bei -20°C
gelagert.

5.1.4.4  Herstellung von Paraffinschnitten

Die Paraffineinbettung des Gewebes erfolgte automatisiert durch die Kinderpathologie
der Charité Berlin (CCM). Das Paraffingewebe wurde dafur vor dem Schneiden fur
mindestens zwei Stunden bei -20°C gelagert. Zum Anfertigen von Paraffinschnitten
wurde ein Rotationsmikrotom verwendet. Dieses besteht aus einer Haltevorrichtung, in
die das Paraffin-Blockchen eingespannt wird, einem Messer und einer Mechanik zur
Steuerung der Schnittdicke. Der Block wird bis unmittelbar unter die Schnittebene des
ebenfalls fest eingeschraubten Messers gebracht. Danach beginnt man die
gewunschten Schnitte von 4 bis 7 Mm Dicke zu schneiden. Der Schnitt schiebt sich
dabei auf das Messer. Von dort wird er mit einem angefeuchteten Pinsel abgehoben
und in ein Warmwasserbad Ubertragen. Hierdurch wird der Schnitt gestreckt und von
Falten befreit. Dann werden die Schnitte auf saubere und fettfreie Objekttrager
aufgezogen. Die Objekttrager werden in Kuvetten sortiert und bis zum Farben in einem

37°C warmen Brutschrank zum Trocknen und zur besseren Haftung aufbewahrt.

5.1.4.5 Herstellung von Ultrakryostat-Schnitten

Perfusionsfixierte Nieren wurden in Blocke mit einer Kantenlange von 1mm geschnitten
und in 2,3 molarer Sucroselosung, welche als Gefrierschutz fungiert, Uber Nacht
inkubiert. Der Gewebeblock wurde auf einem Aluminiumpin fixiert und die
Uberschussige Sucroseldsung mit einem Filterpapier entfernt. Das Praparat wurde dann
in flissigem Stickstoff schockgefroren und hierauf in der Cryoultra-Kammer (LEICA
EMFCS) eines Ultramikrotoms (Reichert Ultracut S) fixiert, welches auf -80°C abgekuhlt
wurde. Hierin wurden zuerst die Kanten der Gewebeblocke getrimmt und hierauf
Schnitte mithilfe eines Glasmessers angefertigt. Dies geschieht bei -80°C bis -120°C.
Mithilfe einer Pick-up-Losung (2,3molare Sucrose, 2% Methylcellulose, beides in
gleichen Teilen) werden die Schnitte aufgefangen und auf die beschichtete Seite eines

Grids aufgebracht. Es ist darauf zu achten, dass diese von nun an nicht trocknen
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durfen. Das Grid wurde nun 3x 5 min in PBS gewaschen und fur 30 min wurden in 5%
Milch/PBS die unspezifischen Bindungen geblockt. AnschlieRend folgte die Inkubation
in Mikrotiterplatten mit Primarantikdrper/Milch Gber Nacht bei 4°C.

Danach wuschen wir 3x 5 min mit PBS und inkubierten die Grids 60 min bei RT mit
goldmarkierten Antikorpern. Es folgten nochmal drei Waschschritte mit PBS, daraufhin
eine Fixierung mit 2,5% Glutaraldehyd fur 5 min, ein Waschschritt mit Aqua dest und
die Kontrastierung in einer 4% Uranylacetat-Losung (4°C, 4 min). Zuletzt wurde
Uberschussige Flussigkeit mit einem Filterpapier vom Grid entfernt und schlieBlich bis

zur elektronenmikroskopischen Auswertung in einer dafur vorgesehen Box gelagert.

5.1.4.6  Konventionelle Epon-Einbettung

FUr Semidunnschnitte und Ultradlinnschnitte wurden Gewebeproben in Epon 812
eingebettet. Das Gewebe wurde nach der Perfusion in 1,5% PFA/Pikrinsaure in 0,1M
Na-Kakodylatpuffer mit Sucrose (angepasste Osmolaritat 300 mOsmol) Uber Nacht
nachfixiert. Die Gewebeschnitte wurden in PBS gewaschen und zu ca. 2x1 mm grof3en
Gewebeblocke zugeschnitten, die anschlieRend erneut in PBS gewaschen und
daraufhin osmiert wurden (1% Osmiumtetroxid, 0.08% Kaliumhexacyanoferrat, 0,1M
Natrium-Kakodylatpuffer bzw. Phosphatpuffer) wurden. Durch eine aufsteigende
Ethanolreihe (30, 50, 80 und 96%) wurden die Proben entwassert. Die Gewebeblocke
wurden dann jeweils 60 min in Propylenoxid/Epon im Verhaltnis 2:1, 1:1 und 1:2
inkubiert und Uber Nacht in reinem Epon belassen. Am nachsten Tag wurden sie mit
frischem Epon eingeblockt und fur 2 Tage bei 60°C im Warmeschrank auspolymerisiert.
Alternativ. wurden Gewebeblocke mit 2% wassriger Osmiumtetroxidlosung fur 2 h
osmiert. Die Analyse der Gewebeschnitte erfolgte schlielBlich am Transmissions-

Elektronenmikroskop (EM).
5.1.5 Gewebeaufbereitung fiir biochemische Analysen

5.1.5.1  Gewebeaufbereitung flir Immunoprézipitation

Nach Aufnahme der Nierenmarkscheiben in Puffer erfolgte die Homogenisierung durch
einen Ultraturrax-Mixer und Aufschluss der Zellen mittels eines
Ultraschallhomogenisators. Zur Entfernung der Zellkerne und nicht lysierter Zellreste
wurden diese bei 4°C und bei 800 G fur 15 min zentrifugiert. Der hierbei entstandene

Uberstand entspricht dem Proteinlysat, das anschlieRend weiterverarbeitet wurde.
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5.2 Zellkultur

5.2.1 Zelllinien
Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden im Brutschrank bei einer konstanten
Temperatur von 37°C und unter 5% CO; kultiviert (Tabelle 1). Alle Zellversuche wurden

mit einer Mindestanzahl von N=4 unabhangigen Experimenten durchgefuhrt.

Tab. 1: Auflistung aller verwendeten Zelllinien

Bezeichung Spezies Zelltyp Medium Zusitze

rbTAL Ratte medullarer TAL RECGM 1% Pen/Strep

TK188 Human Fibroblasten DMEM 10% fotales
Kalberserum
(FKS), 1%
Pen/Strep

HEK293 Human Embryonische Alpha-MEM 2mM  L-Glutamin,

Nierenzellen 5%FKS

RECGM = Renal Epithelial Cell Growth Medium von Promo Cell
DMEM = Dulbecco's Modified Eagle's Medium von PAN Biotech
MEM = Modified Eagle’s Medium von PAN Biotech

5.2.2 Biochemische Aufbereitung der Zellkultur

Kultivierte Zellen wurden zweimal in PBS gewaschen und dann in 100pl
Homogenisierungspuffer (250mM Sucrose, 10mM Triethanolamin, Complete Protease
Inhibitor, Cocktail-Tablette Firma Roche) oder RIPA-Puffer (10mM Tris-HCI, 150mM
NaCl, TmM Na2EDTA, 1% Na-Desoxycholat, 2,5mM Sodium Pyrophosphat, 1 Tablette
Complete) abgekratzt. Die Zellen wurden stets auf Eis gelagert; danach per Ultraschall
aufgeschlossen und der Ansatz zentrifugiert (4°C, 15 min). Das erhaltene Proteinlysat
wurde mittels SDS-PAGE analysiert.

5.2.3 Spezifische Vorbehandlung der Zellkulturen

5.2.3.1  Stimulation mit Chlorpromazin oder Sphingomyelinase
Kultivierte TAL-Zellen wurden fur 30 min mit Chlorpromazin (10ug/ml) in Renal
Epithelial Growth Cell Medium (Promocell) bei 37°C inkubiert.
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Um Lipid rafts durch Sphingomyelinasegabe zu zerstoren, wurden kultivierte TAL-Zellen
mit PBS gewaschen und fur 1 h mit Sphingomyelinase (100 mU/ml; Sphingomyelinase,
Fa. Sigma) in Renal Epithelial Growth Cell Medium (Promocell) bei 37°C inkubiert.

Die kultivierten TAL-Zellen wurden nach Behandlung mit Chlorpromazin oder

Sphingomyelinase mittels RipFlip-Methode weiterbehandelt.

5.3 Proteinanalytische Methoden

5.3.1 Verwendete Antikérper

Die in dieser Arbeit eingesetzten Antikorper fur Western Blot und immunhistochemische
Analysen waren gut charakterisiert und hinsichtlich ihrer Spezifitat validiert (Tab.2 und
Tab.3). Die eingesetzte Konzentration von jedem Antikorper musste spezifisch fur jeden

Versuch ermittelt werden. Alle Versuche wurden mit einer Mindestanzahl von N>3

durchgefuhrt.

Tab. 2: Ubersicht eingesetzter Primarantikérper

Antikorper Wirt Hersteller

Clathrin heavy chain Maus BD Transduction Labaratories

Sortilin-1 Maus R&D Systems

Sortilin-1 Ziege Laboreigene Herstellung

NKCC2 2.1 Meerschweinchen C. Lytle — nicht kommerziell

NKCC2 T4 Maus Laboreigene Herstellung

pNKCC2 pt2 Kaninchen Freundlicherweise zur Verfligung
gestellt von Prof Ellison, Portland,
OH

Caveolin-1 Maus Santa Cruz Biotechnology

Flotillin-1 Maus BD Bioscience

Tab. 3: Ubersicht eingesetzter Sekundarantikérper

Antikorper Hersteller Katalog-Nummer Verdiinnung
Cy'™2 donkey anti rabbit Jackson Immuno  730-225-159 1:300

IgG Research Laboratories

Cy™3 donkey anti mouse Jackson Immuno  711-165-153 1:300

IgG Research Laboratories

Cy™3 donkey anti goat Jackson Immuno  705-154-147 1:300

IgG Research Laboratories

Cy™3 donkey anti guinea Jackson Immuno 706-165-148 1:300

pig 19G

Research Laboratories
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5.3.2 Immunhistochemie

Die in Paraffin eingebetteten Nierengewebeproben wurden in Xylol entparaffiniert, dann
durch eine absteigende Ethanolreihe (100% bis 70%) je 5 min rehydriert. Die Antigene
wurden durch Kochen der Proben fur 6 min in 1x Citratpuffer (7,56g Zitronensaure,
48,2g Natriumcitrat) demaskiert. Die Deckglaschen wurden in PBS gestellt um ein
Austrocknen zu verhindern. Gefrierschnitte wurden 30 min in 0,5% Triton® X-100 in
PBS inkubiert, um Lipide zu entfernen und dadurch die Antikérperbindung zu
erleichtern.

Paraffin- und Gefrierschnitte wurden anschliefend 30 min in Blockiermedium (5%
Milchpulver/PBS) bei RT inkubiert, um unspezifische Antigene zu blockieren und somit
Hintergrundsignale zu minimieren. Darauf folgte die Inkubation mit dem
entsprechenden Primarantikorper. Der Primarantikdrper wurde in Blockiermedium
verdunnt und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Zur Entfernung nicht gebundener Antikdrper
wurden die Schnitte in PBS gewaschen. Fluoreszenzmarkierte Sekundarantikorper
(Cy2- oder Cy3-konjugiert), ebensfalls in Blockiermedium verdunnt, wurden fur 1 h bei
RT aufgetragen. Nach dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte eine Blaufarbung der
Zellkerne durch 10 min Inkubation mit 4,6-Diamino-2-Phenylindol (DAPI). Anschlie3end
wurde erneut mit PBS gewaschen. Die Schnitte bzw. Deckglaschen wurden mit
PBS/Glycerin eingedeckelt. Die Auswertung der Fluoreszenzmarkierungen erfolgte mit

dem Konfokalmikroskop Zeiss LSM 5 Exiter (Carl Zeiss Microlmaging GmbH).
5.3.3 Elektronenmikroskopie

5.3.3.1  Préparation von Plasmamembran Sheets mittels RipFlip-Methode

Die RipFlip-Methode dient dazu, Plasmamembranen bzw. deren Strukturen wie zum
Beispiel endozytotische Vesikel elektronenmikroskopisch darzustellen. Als Objekttrager
dienten so genannte Netztrager oder Grids (2300G) aus Kupfer, welche einen einen
Durchmesser von 2-3 mm und eine definierte Anzahl von Gitterlinien besitzen. Wie eng
die Gitterlinien auf den Grids gestaltet sind, wird in einer mesh-Zahl (Maschen)
angegeben, also den Gitterlinien pro inch. So kann die mesh-Zahl fur die zu
untersuchenden Objekte angepasst werden und dient zusatzlich der Orientierung. Die
zu untersuchenden Zellen wurden in Zellkulturpetrischalen auf Deckglaschen bis zu
einer Konfluenz von 70-90% gezuchtet. Die Grids werden 30 min in Poly-L-Lysin-
Losung mit der beschichteten Seite auf 40pul-Tropfen inkubiert und so ein Film erzeugt,

an dem die Zellen spater haften. Bis zur weiteren Verwendung werden die Grids bei RT
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auf Filterpapier gelagert. Die Deckglaschen wurden aus den Petrischalen genommen
und die darauf gewachsenen Zellen fur 7-10 min mit 0,5% PFA/PBS vorfixiert.
Zwischen allen Schritten wurde darauf geachtet, dass die Zellen nicht austrocknen und
dementsprechend der Zeitraum zwischen Absaugen und Benetzen so kurz wie moglich
gehalten wurde. Es folgte ein dreimaliges Waschen mit PBS. Plastik-Deckglaschen
werden in 0,1% BSA/PBS gewaschen, hierauf die Grids gelegt und die Zell-Coverslips
mit der bewachsenen Seite 15 min auf die Grids aufgebracht. Es folgt ein kurzes
manuelles Andricken und schliedlich Abreilen des Coverslips, an denen nun die Grids
kleben. Um die Grids nun vom Coverslip zu l6sen, wurden diese in Hepes gelegt und
darauf in 2% PFA/Hepes eingebracht und in dieser Losung 20 min fixiert. Es folgte ein
Waschschritt in PBS. Zur Immunogoldmarkierung der Zellen wurden Gold-markierten
Antikdrpern verschiedener Grolken (5 nm, 6 nm, 10 nm) verwendet. Zur Blockierung
unspezifischer Hintergrundsignale erfolgte erst eine Inkubation in 0,1% BSA/PBS (10
min) und dreimaliges Waschen in PBS. Die Primarantikorper wurden in einer validierten
Konzentration auf die Grids aufgetragen und Uber Nacht bei 4°C oder 60 min bei RT
inkubiert. Es folgte die Inkubation mit einem spezifischen Gold-markierten
Sekundarantikorper fur 30 min. Nach dreimaligem Waschen mit dH20 wurden die Grids
zur selektiven Kontrastierung fur 1 min in 0,3% Tanninsaure/dH20 gelegt zweimal 5min
in dH20 gewaschen. Folgend wurden die Grids 10 min in 2% Uranylacetat/dH20
inkubiert. Jene wurden dann noch zweimal in dH20 gewaschen, auf Filterpapier
getrocknet und bis zur elektronenmikroskopischen Untersuchung in dafur

vorgesehenen Boxen gelagert.

5.3.4 Immunpriézipitation

FUr die Immunprazipitation wurden der polyklonale NKCC2-Antikorper sowie die als
Negativkontrolle fungierenden Immunglobuline gleichen lIsotyps (rb 1gG) (Dianova
GmbH) unter Verwendung des Dynabeads® Antibody Coupling Kits (Invitrogen Dynal
AS) kovalent an die Dynabeads® M-270 Epoxy gebunden. Als Ausgangsmaterial fiir die
Immunprazipitation wurde entweder frisch enthommene und in [IP-Puffer
homogenisierte aulere Medulla von Rattennieren (siehe 4.1.5.2) verwendet. Jeweils 1
ml Proteinlysat wurde zu den Antikdrper-beladenen Beads gegeben und rotierend bei
4°C uber Nacht inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Beads mit |IP-Puffer (250nM
Sucrose, 10mM Triethanolamin (TEA), 1x Complete Proteaseinhibitor, 50ml Aqua dest)

und NaCl in aufsteigender Konzentration (150, 300 und 450 mM) fur je 5 min wurden
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die am Antikérper gebundenen Immunkomplexe in jeweils 30 ul 4x Laemmli-Puffer
(252mM Tris HCI, 40ml 40% Glycerin, 8% SDS, 40mg 0,04% Bromphenolblau, 20ml
20% B-Mercaptoethanol) eluiert. Zur weiteren Analyse wurden diese Proben mit Hilfe
einer SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt (siehe 4.3.5.1) und anschlieRend ein
Immunblot durchgeflhrt (siehe 4.3.5.2).

5.3.5 SDS-PAGE und Western Blot

5.3.5.1  SDS-PAGE (Natrium-Dodecyl-Sulfat-Poly-Acrylamid-Gel-Elektrophorese)

Das Verfahren der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient dazu, die
in den zu untersuchenden Proben enthaltenen Proteine ihrer Grof3e nach aufzutrennen.
Hierfir wurden standardmafig 40ug Proteinlysat mit 4x Laemmli-Puffer versetzt und zur
vollstandigen Denaturierung tber 5 min auf 95°C erhitzt. Das in Laemmli-Puffer geloste
anionische Tensid SDS sorgt dafur, dass Wasserstoffbrickenbindungen sowie
Sekundar- und Tertiarstrukturen in den Proteinen aufgebrochen werden. Zusatzlich
erzeugt das SDS eine negative Ladung der Proteine. Durch die einheitliche Ladung
werden die Proteine dann nur noch nach ihrer GroRe aufgetrennt. Dieser Vorgang
erfolgte in Polyacrylamidgel. 10% Trenngel (7ml Acylamid, 7ml Gelpuffer, 2,5ml
Glycerol, 4ml Aqua dest, 10ul Temed) wurde polymerisiert und ein 3,7% Sammelgel
(1Tml Acrylamid, 2ml Gelpuffer, 5ml Aqua dest, 10ul Bromphenolblau, 10ul Temed)
hinzugegeben. Im Sammelgel befinden sich Taschen, in die dann die Proben
hineinpipettiert wurden. Die elektrophoretische Trennung der Proteinproben in
Elektrophoresepuffer (30g 0,25M Tris-Base, 144g 1,92M Glycin, pH 8,3, 11 Aqua dest)
erfolgte zunachst bei 100V. Mit Eintritt der Lauffront in das Trenngel wurde die
Spannung auf 115V flr ca. 1,5 h bei RT erhoht. Als Molekulargewichtsstandard wurde
der Precision Plus Protein™ Dual Color Standard (Bio-Rad Laboratories GmbH)

eingesetzt.

5.3.56.2 Immunoblotting

Beim Immunoblotting werden die aufgetrennten Proteine aus der SDS-PAGE vom
Elektrophorese-Gel auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen und so zur weiteren
quantitativen Analyse mit spezifischen Antikdrpern sichtbar gemacht. Hierfir wurden
nach dem Semi-Dry-Prinzip zwei Filterpapiere, die Nitrozellulosemembran und das
Elektrophoresegel in gekuhltem Transferpuffer (48 mM Tris, 39 mM Glycin, 0,0375%
SDS, 20% Methanol) getrankt und zwischen Kathode und Anode in der
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Elektrophoresekammer gepackt. Der Blot-Vorgang erfolgte bei 90mA fur 90 min. Zur
Qualitatskontrolle des Blotting wurden die Nitrozellulosemembranen mit 0,5% Ponceau-
Rot angefarbt und durch Aqua dest wieder entfarbt. Um einen unspezifischen
Hintergrund durch Antikdrperreaktionen zu minimieren, inkubierte man die
Nitrozellulosemembran fur 30 min in Blockiermedium (5% Milch/PBS). Um die
aufgetrennten Proteine darzustellen, wurde die Membran Uber Nacht bei 4°C mit
Primarantikorper, in Blockiermedium geldst, inkubiert. Ungebundene Antikdrper wurden
durch dreimaliges Waschen in 5% Tween/PBS entfernt. Danach erfolgte die Inkubation
mit an Meerettichperoxidase (HRP)-konjugierten Sekundarantikorpern fur 1 h bei RT
und dreimaliges Waschen mit 5% Tween/PBS. Zur Visualisierung der immunreaktiven
Banden wurde die Membran fir 1 min mit Luminolreagenz (Amersham™ ECL™
Western blotting detection reagents, GE Healthcare) benetzt. Luminol wird durch die an
die Sekundarantikdrper gebundene Peroxidase oxidiert und durch Lichtemission in
einen energetisch gunstigeren Zustand versetzt. In dieser Zeit fuhrte die
Meerettichperoxidase zu einer durch Wasserstoffperoxid induzierten Oxidation von
Luminol. Autoradiographiefiime (FUJIFILM Super RX, Fujifilm Europe GmbH) wurden in

der Dunkelkammer belichtet und entwickelt. Alle Proteine wurden auf $-Aktin normiert.

5.3.6 Expression von GST-Fusionsproteinen und GST-Pulldown

Fur die Herstellung von rekombinanten N- und C-Terminus-Mutanten von NKCC2
wurden E.coli-Rosetta-Kulturen (Merck Millipore) mit Expressionsplasmiden transfiziert
und in 500 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin gegeben. Die Proteinexpression
wurde mit 0,2 mM Isopropyl-1-thio-B-D-Galactopyranosid (IPTG) induziert. Nach einer
15-stiindigen Inkubation bei RT wurden die Bakterien durch Zentrifugation (4500 xG, 10
min) sedimentiert. Der Aufschluss der Bakterien erfolgte in Lysepuffer (50mM Hepes,
200mM NaCl, 10mM CacCl;, 1x Complete Proteaseinhibitor) fur 1 h bei RT und
anschlielfende Ultraschallbehandlung. Zellreste und unldsliche Bestandteile wurden
mittels Zentrifugation (13.000 xG, 10 min, 4°C) entfernt.

Das durch die Zentrifugation entstandene Lysat wurde abpippetiert und
weiterbehandelt. Das Pellet wurde verworfen. Fir die affinitdtschromatographische
Aufreinigung der rekombinant hergestellten Proteine wurde das Bakterienlysat mit 250l
Glutathion-beschichteten Magnet Beads (Thermo Fisher Scientific Inc.) versetzt. In
einer 12-stindigen Inkubationszeit bei 4°C band dann die Glutathion-S-Transferase

(GST) der Fusionsproteine (NKCC2 N- oder C-Terminus) aus dem Bakterienlysat an
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das Glutathion auf den Beads. Anschlieliend wurden die Beads mit den gebundenen
rekombinanten Proteinen dreimal mit Lysepuffer gewaschen, um ungebundene
Proteine zu entfernen.

Parallel zur Inkubation der Proteine mit den Beads wurden HEK239-Zellen in
Zellkulturschalen gezuchtet. Nach 48h wurden die Zellen in eisgekuhltem Lysepuffer mit
1% Triton X-100 versetzt und mittels Ultraschall aufgeschlossen. Das nach der
Zentrifugation (1000 xG, 15 min) erhaltene postnukleare Poteinlysat wurde auf die
Beads mit an diesen gebundenen Fusionsproteinen gegeben und Uber Nacht bei 4°C
drehend inkubiert. Nach Abnahme des Lysats wurden die Beads dreimal mit Lysepuffer
gewaschen und die gebundenen Proteinkomplexe mit 4x Laemmli-Puffer eluiert.
Anschlielend wurden die Eluate mit Hilfe von SDS-PAGE und Immunoblotting

analysiert.
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6 Ergebnisse

6.1 Topographische Verteilung von NKCC2 und phospho-NKCC2 in

der apikalen Plasmamembran des TAL
Zur Evaluation der Fragestellung, ob die Phosphorylierung von NKCC2 dessen
Oberflachenexpression und Verteilung in der apikalen Plasmamembran beeinflusst,
wurde zunachst die Verteilung von NKCC2 und seiner phosphorylierten Form in der
apikalen Membran von kultivierten TAL-Zellen mittels der RipFlip-Technik untersucht.
Abbildung 9 demonstriert typische Membranfragmente, die mit Hilfe der RipFlip-
Methode gewonnen und mittels Raster- bzw. Transmissions-Elektronenmikroskopie
(EM) visualisiert wurden. Die Plasmamembran des TAL wies in der hochauflosenden
EM Regionen mit verschiedenen Elektronendichte-Eigenschaften auf, welche sich als
dunklere oder hellere Domanen verschiedener Grofden darstellten (Abb. 9-12). Die
elektronendichten  Domanen innerhalb der Plasmamembran  entsprechen
wahrscheinlich den an Cholesterin und Glyko- und Sphingolipiden angereicherten Lipid
rafts, wahrend die helleren Regionen Non-raff-Regionen der Plasmamembran
darstellen konnten. Dass es sich bei den in der EM dunkler erscheinenden Inseln um
Lipid rafts handelt, konnte mittels Immunogoldmarkierungen durch die etablierten Lipid
raft-Marker Flotillin-1 und THP verifiziert werden. Die entsprechenden Signale fanden
sich ausschlieBlich in den elektronendichten Regionen der Plasmamembran (Abb. 10-
12). Immunogoldmarkierung von NKCC2 bzw. phospho-NKCC2 zeigte, dass sowohl
der Transporter also auch seine phosphorylierte Variante sich vorwiegend in dunkleren

Domanen der Plasmamembran befinden (Abb. 11).
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Abb. 9: Elektronenmikroskopische Darstellung von Plasmamembran-Fragmenten aus kultivierten
TAL-Zellen. Praparation von apikalen Membranfragmenten von kultivierten TAL-Zellen mittels RipFlip-
Technik.  Ubersichtsaufnahme eines nativen Membranfragments mittels Raster-EM  (A).
Ubersichtsaufnahme eines nativen Membranfragments mittels Transmissions-EM (B). Der
MalRstabsbalken entspricht 0,2 mm.

Abb. 10: Markierung von Lipid rafts durch die Lipid raft-Marker Flotillin-1 und THP mittels
Immunogoldmarkierung in der apikalen Membran von kultivierten TAL-Zellen. Praparation von
apikalen Membranfragmenten von kultivierten TAL-Zellen mittels RipFlip-Technik mit anschlieender
Immunogoldmarkierung. Die Lipid raft-Marker Flotillin-1 (A, Pfeile, 6 nm) und THP (B, Pfeile, 6 nm)
befinden sich hauptsachlich in den elektronendichten Regionen der apikalen Plasmamembran und
definieren hier die Lipid raft-Domanen. Der MaR3stabsbalken entspricht 100 nm.
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Abb. 11: Transmissions-elektronenmikroskopische Darstellung von NKCC2 und phospho-NKCC2
in der apikalen Plasmamembran von kultivierten TAL-Zellen. Praparation von apikalen
Membranfragmenten von kultivierten TAL-Zellen mittels RipFlip-Technik mit anschlieRender
Immunogoldmarkierung. Das NKCC2-Signal (A, Pfeile, 5 nm) sowie das phospho-NKCC2-Signal (B,

Pfeile, 5nm) befindet sich vorwiegend in den elektronendichten Doméanen der apikalen Plasmamembran.
Der Malstabsbalken entspricht 100 nm.

A g B

Abb. 12: Lokalisation von phospho-NKCC2 in den Lipid raft-Domanen der apikalen
Plasmamembran in kultivierten TAL-Zellen. Praparation von apikalen Membranfragmenten von
kultivierten TAL-Zellen mittels RipFlip-Technik und anschlieBender Immunogoldmarkierung.
Immunogolddoppelmarkierung von phospho-NKCC2 (A, kurze Pfeile, 5 nm) und Flotillin-1 (A, lange
Pfeile, 10 nm) sowie die Doppelmarkierung von phospho-NKCC2 (B, kurze Pfeile, 5 nm) und THP (B,
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lange Pfeile, 10 nm) zeigten eine Ko-Lokalisation des Transporters mit den beiden Lipid raft-Markern. Der
MaRstabsbalken entspricht 100 nm.
In den vorangegangenen Arbeiten aus unserem Institut konnte gezeigt werden, dass

eine Zerstorung von Lipid rafts in kultivierten TAL-Zellen durch Statine oder Methyl-3-
cyclodextrin das apikale Trafficking von NKCC2 inhibiert [53, 72]. Um die Relevanz der
Lipid rafts fur die Oberflachenexpression des phosphorylierten und somit aktivierten
Transporters zu Uberprufen, wurde in der vorliegenden Arbeit die pharmakologische
Zerstorung von Lipid rafts durch die kurzzeitige Applikation von Sphingomyelinase (30
min) im Zellkulturmedium durchgefuhrt. Dies fuhrte zu einer substanziellen
Verringerung der elektronendichten Domanen innerhalb der Plasmamembran von TAL-
Zellen und einer signifikant  verminderten  Oberflachenexpression  von
phopsphoryliertem NKCC2 (-58%, p>0,05) (Abb. 13).
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1005 Abb. 13: Effekte der Lipid raft-Zerstérung mittels
Sphingomyelinase auf die Oberflaichenexpression
| von phopsho-NKCC2 in kultivierten TAL-Zellen.
g 80 . Praparation von apikalen Membranfragmenten von
T ol [ L] Vehikel kultivierten TAL-Zellen mittels RipFlip-Technik mit
2 u Sphingo- anschlieender Immungoldmarkierung und
& | myelinase elektronenmikroskopischer Auswertung. Nach der
é’ ® * * p<0,05 Sphingomyelinase-Behandlung zeigte sich eine
Z Lol signifikante Verringerung der Oberflachenexpression
von phospho-NKCC2 (B, Pfeile, 5 nm) verglichen mit
- der Vehikel-Behandlung (A, Pfeile, 5 nm). Der
C o ' MaRstabsbalken entspricht 100 nm.

Im Einklang mit den Daten aus unserer Arbeitsgruppe [53, 72] sprechen die hier
dargestellten Ergebnisse daflr, dass Lipid rafts eine wichtige Rolle in der
Aufrechterhaltung der Oberflachenexpression von NKCC2 spielen. Da das

phosphorylierte NKCC2 sich fast ausschlieBlich in Lipid rafts befindet, konnte die
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Phosphorylierung eine Rolle bei der Verteilung des Transporters zwischen Lipid rafts
und Non-raft-Membrandomanen spielen. Diese Hypothese erhielt zusatzlich
unterstutzende Evidenz in einer kurzlich veroffentlichten Arbeit aus unserem Institut mit
meiner Co-Autorenschaft: wir konnten zeigen, dass das apikale Trafficking und der
Einschlufd von NKCC2 in Lipid rafts von seiner Phosphorylierung abhangig sind [68]. Im
Folgenden wird der Zusammenhang zwischen dem Phosphorylierungsstatus von

NKCC2 und seiner Internalisierung naher beleuchtet.

6.2 Mechanismen der NKCC2-Internalisierung

Gegenwartig werden verschiedene Mechanismen der NKCC2-Internalisierung
diskutiert: die Caveolae-abhangige Endozytose, die Clathrin-vermittelte Endozytose
sowie die Rolle von Lipid rafts bei der Internalisierung [50]. Um die fur die NKCC2-
Internalisierung relevanten Routen besser zu charakterisieren, wurde zunachst die
renale Verteilung von Caveolin-1, einer zentralen Proteinkomponente der Caveolae,
sowie von Clathrin als Korrelat des Clathrin-vermittelten Wegs in Bezug auf deren Ko-
Lokalisation mit NKCC2 untersucht.

6.2.1 Caveolae-vermittelte Endozytose

Caveolin-1 wurde als Strukturprotein der Caveolae mit zellularen Trafficking-Vorgangen
einschlieBlich der Internalisierung von membranstandigen Proteinen in Verbindung
gebracht. In vorangegangenen Arbeiten wurde eine potentielle Beteiligung der
Caveolae-abhangigen Endozytose an der Regulation der Oberflachenexpression von
NKCC2 diskutiert [50]. Die bisherigen Daten zur renalen Verteilung von Caveolin-1
waren jedoch nicht aufschlussreich und zum Teil kontrovers. Um festzustellen, ob der
TAL eine signifikante Expression von Caveolin-1 aufweist, wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit die renale Verteilung von Caveolin-1 immunhistochemisch
untersucht. Wahrend Glomerulum, Sammelrohr, Gefalde und interstitielle Zellen eine
reichliche Prasenz von Caveolin-1 aufwiesen, konnte im TAL kein signifikantes
Caveolin-1-Signal nachgewiesen werden (Abb. 15). Im Einklang mit den immun-
histochemischen Daten konnten Caveolae elektronenmikroskopisch im Sammelrohr,
nicht aber im TAL visualisiert werden (Abb. 14).
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Abb. 14: Transmissions-elektronenmikroskopische Darstellung von Caveolae in Sammelrohr-
Zellen und Abwesenheit von Caveolae in TAL-Zellen. Praparation von Rattennieren mittels EPON-
Technik und elektronenmikroskopische Darstellung. Nachweis einer Caveola an der basolateralen
Membran des Sammelrohrs (A, Pfeil), wohingegen im TAL weder luminal noch basolateral Caveolae

nachweisbar sind (B).

Caveolin-1

Medulla

Caveolin-1

Kortex

Abb. 15: Immunhistochemische Doppelmarklerung von Caveolin-1 und NKCC2 in der Rattenniere.
(A-C) Doppelmarkierung von Caveolin-1 (grtin) mit NKCC2 (rot) im auReren Nierenmark der Rattenniere.
Caveolin-1 wird im Interstitium und im Gefalendothel, jedoch nicht im NKCC2-positiven TAL exprimiert
(A-C). (D-F) Im Kortex der Rattenniere zeigt sich die Expression von Caveolin-1 im Glomerulum und
Interstitium, jedoch nicht im TAL (D). Die Zellkerne wurden mit DAPI blau angefarbt (C, F). Der
MaRstabsbalken entspricht 20 um.

44



Auch in kultivierten TAL-Zellen war Caveolin-1 nicht nachweisbar (Abb. 16, B), wahrend
kultivierte humane Fibroblasten im gleichen RipFlip-Experiment eine reichliche

Oberflachenexpression von Caveolin-1 zeigten (Abb. 16, A).

A —_— B
Abb. 16: Immunogoldmarkierung von Caveolin-1 in humanen Fibroblasten und fehlende
Expression von Caveolin-1 in der apikalen Plasmamembran von kultivierten TAL-Zellen.
Praparation von apikalen Membranfragmenten von kultivierten humanen Fibroblasten und TAL-Zellen
mittels RipFlip-Technik mit anschlieRender Immunogoldmarkierung. In humanen Fibroblasten konnte eine
deutliche Expression von Caveolin-1 nachgewiesen werden (A, 10 nm), wahrend in den kultivierten TAL-

Zellen kein Nachweis von Caveolin-1 gelang (B). Der Maf3stabsbalken entspricht 100 nm.

Die Abwesenheit von Caveolin-1 und Caveolae im TAL konnte somit durch
verschiedene Techniken sowohl in vivo als auch in der Zellkultur Uberzeugend
demonstriert werden. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die Caveolae-vermittelte

Endozytose bei der Internalisierung von NKCC2 keine Rolle spielt.

6.2.2 Clathrin-vermittelte Endozytose

Als nachstes wurde die renale Verteilung von Clathrin und dessen Ko-Lokalisation mit
NKCC2 bzw. phospho-NKCC2 in TAL- und MD-Zellen der Rattenniere mittels
Konfokalmikroskopie evaluiert. Clathrin zeigte eine ubiquitdre Expression entlang des
Nephrons (Abb. 17). Doppelmarkierungen von Clathrin und NKCC2 demonstrierten
deren partielle Ko-Lokalisation in apikalen Zellkompartiment von TAL- und MD-Zellen
(Abb. 17). Im Gegensatz dazu war die Ko-Lokalisation von Clathrin und phospho-
NKCC2 sowohl in TAL- als auch in MD-Zellen kaum nachweisbar (Abb. 17).
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Clathrin

Abb. 17: Immunhistochemische Doppelmarkierung von Clathrin mit NKCC2 und phospho-NKCC2
in TAL und MD. (A-C) Die Doppelmarkierung von Clathrin (grin) und NKCC2 (rot) zeigt in der
Fluoreszenzmikroskopie im medullaren TAL eine substantielle Ko-Lokalisation von Clathrin mit NKCC2
(C). (D-F) Die Doppelmarkierung von Clathrin (griin) mit phospho-NKCC2 (rot) zeigt hingegen kaum Ko-
Lokalisation (F). (G-L) Die Markierungen zeigen den kortikalen TAL mit den spezialisierten Zellen der MD
(abgegrenzt durch Linien). (G-l) Die Doppelmarkierung von Clathrin (grin) und NKCC2 (rot) zeigt eine
substanzielle Ko-Lokalisation im TAL (l). In der MD zeigt sich im Vergleich eine geringere Expression von
Clathrin und eine geringere Ko-Lokalisation mit NKCC2 (l). (J-L) Die Doppelmarkierung von Clathrin
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(griin) mit phospho-NKCC2 (rot) zeigt eine deutlich geringere Ko-Lokalisation beider Signale sowohl in
TAL als auch in der MD (abgegrenzt durch Linien). Der MaRstabsbalken entpricht 20 um.

Die Ergebnisse der Konfokalmikroskopie konnten in kultivierten TAL-Zellen durch die
RipFlip-Methode bestatigt werden. Bei der Einzelmarkierung mit einem Clathrin-
Antikorper lieRen sich Clathrin-coated pits in der apikalen Memban von TAL-Zellen
darstellen (Abb. 18).
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smissions-elektronenmikroskopische Darstellung von Clathrin-coated pits mittels

Abb. 18: Tran

Immunogoldmarkierung von Clathrin in der apikalen Plasmamembran kultivierter TAL-Zellen.

Ci o

Praparation von apikalen Membranfragmenten von kultivierten TAL-Zellen mittels RipFlip-Technik mit
anschlieBender Immunogoldmarkierung. Die Immunogoldmarkierung von Clathrin zeigt Clathrin-coated
pits in verschiedenen Stadien der Ausbildung: eine Clathrin-positive Plattform der apikalen Membran (A,
Pfeile, 10 nm) sowie eine vesikulare Clathrin-positive Struktur (B, Pfeile, 10 nm). Der Mal3stabsbalken

entspricht 100 nm.

Immunogold-Doppelmarkierungen von NKCC2 und Clathrin in der apikalen Membran
von kultivierten TAL-Zellen mittels RipFlip-Technik demonstrierten eine moderate Ko-
Lokalisation beider Signale, wahrend eine Ko-Lokalisation von phospho-NKCC2 und

Clathrin in einem parallelen Experiment kaum nachweisbar war (Abb. 19).
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Abb. 19: Ko-Lokalisation von Clathrin mit NKCC2 und phospho-NKCC2 in der apikalen
Plasmamembran kultivierter TAL-Zellen. Praparation von apikalen Membranfragmenten von
kultivierten TAL-Zellen mittels RipFlip-Technik mit anschlieBender Immunogoldmarkierung. Die
Doppelmarkierung von Clathrin (A, lange Pfeile) mit NKCC2 (A, kurze Pfeile, 5 nm) ergibt eine partielle
Assoziation in der apikalen Plasmamembran in den elektronendichten Regionen. Die Doppelmarkierung
von Clathrin (B, lange Pfeile, 10 nm) mit phospho-NKCC2 (B, kurze Pfeile, 6 nm) zeigt dagegen keine
signifikante Ko-Lokalisation beider Signale. Der Mal3stabsbalken entspricht 100 nm.

6.2.2.1  Hemmung der Clathrin-vermittelten Endozytose

Um die funktionelle Bedeutung der Clathrin-abhangigen Endozytose bei der Regulation
der NKCC2-Oberflachenexpression zu evaluieren, wurde eine akute Hemmung (30
min) der Clathrin-vermittelten Endozytose in kultivierten TAL-Zellen mittels
Chlorpromazin-Behandlung durchgefuhrt [65]. Die Auswertung der Immunogoldsignale
in der apikalen Plasmamembran zeigte eine starke Verringerung von Clathrin-positiven
vesikularen Strukturen in den mit Chlorpromazin behandelten Zellen verglichen mit der
Vehikel-Kontrolle — ein Hinweis darauf, dass die Ausbildung der Clathrin-coated pits
durch die Behandlung erfolgreich gehemmt werden konnte (Abb. 20). Die
Oberflachenexpression von NKCC2 stieg nach der Chlorpromazin-Behandlung
signifikant an (+130%, p<0,05) (Abb. 21), wahrend die Phosphorylierung von NKCC2
sich signifikant reduzierte (-112%, p<0,05) (Abb. 22).
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Abb. 20: Verteilung von Clathrin in der Plasmamembran nach Hemmung der Clathrin-vermittelten
Endozytose mittels Chlorpromazin in kultivierten TAL-Zellen. Praparation von apikalen
Membranfragmenten von kultivierten TAL-Zellen mittels RipFlip-Technik mit anschlieRender
Immunogoldmarkierung. Mit Vehikel behandelte Zellen zeigen eine Konzentrierung des Clathrin-Signals
in elektronendichten Regionen der Plasmamembran entsprechend den sich ausbildenden Clathrin-coated
pits (A). Nach Behandlung mit Chlorpromazin zeigt Clathrin eine diffuse Verteilung (B). Der
MalRstabsbalken entspricht 100 nm.

Abb. 21: Oberflachenexpression von
NKCC2 nach Hemmung der Clathrin-
vermittelten Endozytose mittels
Chlorpromazin in kultivierten TAL-

2 160 - . Zellen. Préaparation von apikalen
= 140 - . Vehikel Membranfragmenten von kultivierten TAL-
& 120 1 T . Zellen mittels RipFlip-Technik mit
@ 100 1 I:I Chlorpromazin - 5nschlieRender Immunogoldmarkierung.
S 28 | * p<0,05 (A-C) Im Vergleich zur Kontrolle (A, Pfeile,
Z 40 - 6 nm) fuhrte die Behandlung der Zellen mit
20 Chlorpromazin zur Steigerung der
0 Oberflachenexpression von NKCC2 (B,
C Pfeile, 6 nm). Quantifizierung des NKCC2-

Signals nach Vehikel- bzw Chlorpromazin-
Behandlung (C). Der MaRstabsbalken
entspricht 100 nm.

49



Ve i
¥ s/ :
~,‘;A/ S -
o < »
W< i ‘
9 Q"QA/AI.. r'd y
b
s P i -
e K | %
y ’ ‘/5 ‘ ; ‘ ol
} x - e
# r'e # -
A F - LICE B o CWul
—_ Abb. 22: Oberflachenexpression von
i\i 250 phospho-NKCC2 nach Hemmung der
% Clathrin-vermittelten Endozytose
5 200 . Vehikel mittels Chlorpromazin in kultivierten
N TAL-Zellen. Praparation von apikalen
§ 150 1 I:I Chlorpromazin  Membranfragmenten von kultivierten TAL-
Z 100 - Zellen mittels RipFlip-Technik mit
% _’Ii * p<0,05 anschlieBender Immunogoldmarkierung.
8 5o =+ (A-C) Die Behandlung der Zellen mit
5 Chlorpromazin vermindert die
0 Oberflachenexpression von phospho-
C NKCC2 (B, Pfeile, 6 nm) im Vergleich zur

Kontrolle (A, Pfeile, 6 nm). Quantifizierung
des phospho-NKCC2-Signals nach
Vehikel- bzw Chlorpromazin-Behandlung
(C). Der MaRstabsbalken entspricht 100
nm.

Die Akkumulation des NKCC2-Signals in der apikalen Plasmamembran nach der
kurzzeitigen pharmakologischen Hemmung der Clathrin-abh&ngigen Endozytose spricht
fur eine bedeutende Rolle dieser Endozytoseroute in der Regulation der NKCC2-
Oberflachenexpression. Die parallele Reduktion der NKCC2-Phosphorylierung nach der
Chlorpromazin-Behandlung weist auf eine kompensatorische Anpassung der Aktivitat

der fur NKCC2 relevanten Phosphokinasen bzw. Phosphatasen hin.

6.2.2.2 Physikalische Interaktion von NKCCZ2 mit Clathrin-coated pits

Desweiteren wurde die Rolle der NKCC2-Phosphorylierung fur die Clathrin-abhangige
Endozytose naher untersucht. Der Einschluss von membranstandigen Proteinen in die
Clathrin coated pits wird typischerweise Uber AP2 vermittelt [66]. Daher wurden
zunachst die zytoplasmatischen N- und C-terminalen Segenzen von NKCC2 auf die
Prasenz von AP2-Bindungsmotiven untersucht, um deren potentielle Uberlappung mit
konservierten Phosphorylierungsstellen zu ermitteln. Hierbei konnte ein kanonisches
YXXO-Motiv fur die Bindung mit AP2 im NKCC2 N-Terminus (YENF) sowie zwei
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solcher Motive im C-Terminus identifiziert werden (YRQV, YMAW). Obwohl das N-
terminale  AP2-Bindungsmotiv  keine direkte Uberlappung mit bekannten
Phosphorylierungsstellen zeigte, konnte die Phosphorylierung des Transporters
theoretisch Uber entsprechende Veranderungen in der Konfiguration des N-Terminus
die Interaktion mit Clathrin-coated pits beeinflussen. Die C-terminalen AP2-
Bindungsmotive konnten hierbei fur die konstitutive, phosphorylierungsunabhangige
NKCC2-Internalisierung zustandig sein. Im nachsten Schritt wurde die Assoziation des
Transporters mit Clathrin-coated pits mittels Ko-Immunprazipitation verifiziert. Hierbei
konnte Clathrin bei der Immunprazipitation von NKCC2 aus Rattennierenhomogenaten

als ein Bindungspartner fur den Transporter nachgewiesen werden (Abb. 23).
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Abb. 23: Ko-Immunprazipitation von NKCC2 und Clathrin aus Nieren-Homogenat. Die erhaltenen
Eluate wurden mittels Western Blot analysiert. Dabei wurde NKCC2 nachgewiesen und Clathrin als ko-
immunprazipitierendes Protein von NKCC2 detektiert. Die untersuchten Proteine fehlten in der IgG-
Kontroll-immunprazipitation (IgG-IP), konnten aber in den Durchflussproben (DF) bzw. in dem

ursprunglichen Gewebehomogenat der dueren Medulla detektiert werden (OM, outer medulla).

Um die Effekte der NKCC2-Phosphorylierung an verschiedenen N-terminalen
Bindungsstellen auf deren Interaktion mit Clathrin-coated pits zu Uberprufen, wurden
verschiedene phospho- bzw. dephospho-NKCC2-N-terminale Mutanten als
rekombinante GST-Fusionsproteine fur GST-pull-down Assays hergestellt. GST-pull-
down Assays mit dem unveranderten N- bzw. C-Terminus von NKCC2 als Bait zeigten,
dass Clathrin an beide Termini bindet. Der Einsatz von N-terminalen NKCC2-Mutanten,
die deren Phosphorylierung (T/S->D) oder Dephosphorylierung (T/S->A) an relevanten
Aminosauren (T96, T101, T114 und S126) simulieren sollten, wies darauf hin, dass die
Phosphorylierung von NKCC2 dessen N-terminale Interaktion mit Clathrin inhibiert
(Abb. 24). Diese Daten stehen im Einklang mit der Hypothese, dass die NKCC2-

51



Phosphorylierung die Internalisierungsrate von NKCC2 modulieren kann und somit den

Transporter in der apikalen Plasmamembran stabilisieren konnte.
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Abb. 24: GST-pull-down Assay von rekombinanten NKCC2-Termini. Darstellung mittels Western
Blot. Der zytoplasmatische N- und C- Terminus von NKCC2 wurden als rekombinante GST-
Fusionsproteine exprimiert und an Gluthation-Beads gebunden. Zusatzlich wurden N-terminale Mutanten
hergestellt, welche entweder Phosphorylierung (T/S->D) oder Dephosphorylierung (T/S->A) simulieren.
Rattennieren wurden lysiert und mit den Fusionsproteinen inkubiert und die gebundenen
Proteinkomplexe eluiert. Die Western Blot Analyse zeigt, dass Clathrin sowohl mit dem N- als auch mit
dem C-Terminus von NKCC2 interagieren kann. Die N-terminale Bindung von Clathrin an NKCC2 scheint
durch die Phosphorylierung der Transporters abgeschwacht zu sein, da die entsprechenden phospho-N-

terminalen Mutanten keine signifikante Interaktion mit Clathrin zeigten.

6.2.3 Regulation der NKCC2-Endozytose durch das antidiuretische Hormon

Die exozytotische Insertion von NKCC2 in die apikale Membran unterliegt der
Regulation durch ADH. Um die Effekte von ADH auf die NKCC2-Internalisierung zu
beleuchten, wurden kultivierte TAL-Zellen kurzzeitig (30 min) mit einem Vasopressin
V2-Rezeptor-Analogon (dDAVP) behandelt. Hier bewirkte dDAVP (107 M in
Zellkulturmedium) eine Steigerung der Oberflachenexpression von phospho-NKCC2
(+53%) mit gleichzeitiger Verringerung der Ko-Lokalisation von NKCC2 mit Clathrin
(Abb. 25, 26).
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160 * Abb. 25: Gesteigerte Oberflichenexpression
von phospho-NKCC2 nach Stimulation mit
I:I Vehikel dDAVP in der apikalen Plasmamembran
kultivierter TAL-Zellen. Praparation von
. dDAVP apikalen Membranfragmenten von kultivierten
R TAL-Zellen mittels RipFlip-Technik mit
p<0,05 anschlieBender Immungoldmarkierung. (A-C)
Verglichen mit der Kontrolle (A, Pfeile, 6 nm)
fuhrte die 30 min Behandlung der kultivierten
TAL-Zellen mit dDAVP zur gesteigerten
Oberflachenexpression von phospho-NKCC2
(B, Pfeile, 6 nm) in der Plasmamembran im
Vergleich zum Vehikel (A, Pfeile).
Quantifizierung des phopho-NKCC2-Signals
C nach Vehikel- und dDAVP-Behandlung (C).
Der Mafistabsbalken entspricht 100 nm.
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Abb. 26: Verminderte Ko-Lokalisation von NKCC2 mit Clathrin nach kurzzeitiger dDAVP-
Behandlung in der apikalen Plasmamembran von kultivierten TAL-Zellen. Praparation von apikalen
Membranfragmenten von kultivierten TAL-Zellen mittels RipFlip-Technik mit anschlieRender
Immunogoldmarkierung. Verglichen mit der Kontrolle (A) fuhrte die 30 min Behandlung der kultivierten
TAL-Zellen mit dDAVP einer verminderten Ko-Lokalisation von NKCC2 (kurze Pfeile, 5 nm) mit Clathrin

(B, lange Pfeile, 10 nm) in der Plasmamembran. Der Mal3stabsbalken entspricht 100 nm.
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Weiterhin wurden die kurzzeitigen Effekte (30 min) von dDAVP (1ug/kg Korpergewicht)
auf die Interaktion zwischen NKCC2 und Clathrin mittels Ko-Immunprazipitation aus
Nierenhomogenaten von Brattleboro-Ratten untersucht. Es konnte eine signifikante
Abschwachung der Assoziation zwischen NKCC2 und Clathrin nach der dDAVP-
Stimulation festgestellt werden (A, -71%, p<0,01) (B, -62%, p<0,01) (Abb. 27).
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Abb. 27: Effekte von dDAVP auf die Interaktion zwischen NKCC2 und Clathrin in medullédren
Homogenaten. Ko-Immunprazipitation und Darstellung mittels Western Blot. Immunprazipitation
von NKCC2 und Nachweis von Clathrin als ko-immunprazipitiertes Produkt mittels Western Blot (A).
Immunoprazipitation von Clathrin und Nachweis von NKCC2 als ko-immunprazipitiertes Produkt mittels
Western Blot (B). Quantifizierungen der Clathrin/NKCC2-Signalverhaltnisse (C) bzw. der
NKCC2/Clathrin-Signalverhaltnisse (D) als Aquivalent der Interaktion zwischen den beiden Produkten.

Die Daten entsprechen Mittelwerten +/- SD.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass ADH nicht nur eine Steigerung der apikalen
NKCC2-Insertion, sondern auch eine Verringerung von dessen Internalisierung
bewirken konnte. Der letztere Effekt konnte auf eine gesteigerte NKCC2-
Phosphorylierung mit der daraus resultierenden Hemmung der Clathrin-abhangigen

Endozytose zurtuckgefuhrt werden.
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6.3 Die Rolle von Sortilin bei der Internalisierung von NKCC2
Mitglieder der VPS10p-Rezeptor-Familie konnen das intrazellulare Trafficking von
NKCC2 und NCC modulieren. Zwei Mitglieder dieser Familie, namlich SORLA und
Sortilin, sind in der Niere exprimiert. Sortilin wurde bereits bei der Regulation des
intrazellularen Traffickings von NCC beschrieben [57]. Aufgrund der strukturellen
Ahnlichkeit zwischen NKCC2 und NCC wurde im Rahmen dieser Arbeit die Rolle von
Sortilin in der Regulation des NKCC2-Traffickings uberpruft.

6.3.1 Verteilung von Sortilin in der Niere und Interaktion mit NKCC2

Die Verteilung von Sortilin in der Niere wurde bisher nur in Teilaspekten untersucht [57].
Deswegen haben wir zunachst eine immunohistochemische Lokalisationsstudie
durchgefuhrt. In der Mausniere wurde eine partielle Ko-Lokalisation von Sortilin mit
NKCC2 im apikalen Zellkompartiment von TAL-Zellen detektiert (Abb. 28). Weiterhin
konnte die bereits beschriebene Expression von Sortilin im DCT bestatigt werden. Der
verwendete Antikorper produzierte kein Signal in den Sortilin-defizienten Tieren, welche
hier als Negativ-Kontrolle fungierten (Abb. 28, 29).
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Abb. 28: Ko-Lokalisation von Sortilin mit NKCC2 im TAL in Wildtyp- und Sortilin-Knockout-Tieren.
(A-C) Die Konfokalmikroskopie zeigt eine vorwiegend apikale Verteilung vom Sortilin (griin) im TAL und
dessen partielle Ko-Lokalisation mit NKCC2 (rot). Der Stern in (B) markiert den vergrof3erten TAL (C) und
demonstriert die anteilige Ko-Lokalisation von Sortilin und NKCC2 (C). (D-F) Im Sortilin-Knockout-Modell
konnte kein Sortilin im TAL nachgewiesen werden (D, F). Der Stern in (E) markiert den vergréerten TAL
in (F). NKCC2 wird in den Knockout-Tieren in gleicher Intensitat wie im Wildtyp-Modell exprimiert (B, E).
Der Malstabsbalken entpricht 20um.
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Abb. 29: Ko-Lokalisation von Sortilin und NKCC2 in DCT und TAL in Wildtyp- und Sortilin-
Knockout-Mausen. Die Trennlinie markiert DCT und TAL. (A-C) Die Konfokalmikroskopie zeigt im
Wildtyp-Modell eine apikale Verteilung von Sortilin (griin) im DCT, im TAL wird deutlich weniger Sortilin
exprimiert. Im TAL kann eine partielle Ko-Lokalisation von Sortilin und NKCC2 (rot) nachgewiesen
werden. (D-F) Eine Negativkontrolle erfolgt mittels Sortilin-Knockout-Modell, hier kann keine Sortilin-
Expression nachgewiesen werden. Die Zellkerne sind mittels DAPI blau angefarbt (A-E). Der
MaRstabsbalken entpricht 20um.

Bei der Immunprazipitation von NKCC2 aus Rattennierenhomogenaten wurden Sortilin
und Clathrin als ko-immunprazipitierende Produkte detektiert (Abb. 30). Dieses
Ergebnis wies auf eine Interaktion zwischen NKCC2 und Sortilin hin, welche bei der
Clathrin-abhangigen NKCC2-Internalisierung eine Rolle spielen konnte.
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Abb. 30: Assoziation von NKCC2 mit Sortilin und Clathrin in der Ratten-Niere. NKCC2 wurde aus
Homogenaten von Rattennieren immunoprazipitiert und die erhaltenen Eluate mittels Western Blot

analysiert. Dabei wurde NKCC2 nachgewiesen und Sortilin sowie Clathrin als ko-immunprazipitierende
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Proteine von NKCC2 detektiert. Alle untersuchten Proteine fehlten in der IgG-Kontroll-immunprazipitation

(IP IgG), konnten aber in den Durchflussproben detektiert werden (DF NKCC2 und DF IgG).

Die Evaluierung von kultivierten TAL-Zellen zeigte eine starke endogene Expression

von Sortilin in der apikalen Plasmamembran des TAL (Abb. 31).
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Abb. 31: Transmissions-elektronenmikroskopische Darstellung von Sortilin mittels
Immunogoldmarkierung in der apikalen Plasmamembran von kultivierten TAL-Zellen und Sortilin-
Nachweis in Wildtyp-Mausen. Praparation von apikalen Membranfragmenten von kultivierten TAL-
Zellen mittels RipFlip-Technik mit anschlieBender Immunogoldmarkierung. Es zeigt sich eine homogene
Expression von Sortilin in der apikalen Plasmamembran des TAL (A, Pfeile, 5 nm). Der Mal3stabsbalken
entspricht 100 nm. Im Western Blot wurde die Expression von Sortilin in TAL-Zellen nachgewisen (B).
Nierenhomogenate dienten als Positivkontrolle (B). Ladungskontrolle mittels B-Aktin.

Trotz dieser Hinweise auf eine Rolle von Sortilin bei der Regulation des NKCC2-
Traffickings ergab die Untersuchung der Oberflachenexpression von NKCC2 in Sortilin-
defizienten Mausen keinen signifikanten Unterschied verglichen mit den
Kontrollmausen (Abb. 32).
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Abb. 32: Elektronenmikroskopische Darstellung von NKCC2 mittels Immunogold-Markierung in
der apikalen Plasmamembran von Wildtyp- und Sortilin-1 Knockout-Ratten. Die Nieren wurden im

LR-White-Medium eingebettet, geschnitten und anschlieBend elektronenmikroskopisch untersucht.

57



NKCC2 ist hauptsachlich in der apikalen Plasmamembran der TAL-Zelle exprimiert (A, B, Pfeile, 6 nm).
Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied in der Oberflachenexpression von NKCC2 in Vehikel (A) und
Knockout-Tieren (B). Der Mal3stabsbalken enstpricht 100 nm.

Es wurde aulierdem die Expression von Sortilin in kultivierten TAL-Zellen mittels des si-
RNA-vermittelten Knockdowns unterdrickt und Effekte dieser Manipulation auf die
endogene NKCC2-Expression evaluiert. Auch hier konnten keine Sortilin-abhangigen

Veranderungen der NKCC2-Proteinmenge festgestellt werden (Abb. 33).
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Abb. 33: Hemmung der Sortilinexpression auf RNA-Ebene mittels si-RNA in kultivierten TAL-
Zellen. Darstellung mittels Western Blot. Nach si-RNA-Behandlung der kultivierten TAL-Zellen zeigt sich
eine deutliche Reduktion der Sortilin-Expression, wahrend die NKCC2-Expression unverandert bleibt.

Ladungskontrolle mittels B-Aktin.

Somit scheint Sortilin, trotz seiner Ko-Lokalisierung und Interaktion mit NKCC2, keine

bedeutende Rolle in der Regulation des Transporters zu spielen.
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7 Diskussion

Die Niere erfullt im Saugerorganismus vielfaltige Aufgaben, wobei die
Volumenregulation einen wichtigen Baustein in der Physiologie dieses Organs darstellt.
Innerhalb des Tubulussystems erflllt der dicke aufsteigende Teil der Henle-Schleife
essentielle Aufgaben im Rahmen der Harnkonzentrierung. Der transzellulare Transport
von Natrium und Chlorid erfolgt hier Uber den luminalen NKCC2-Kotransporter. Die
endokrine Kontrolle durch ADH moduliert seine Funktion. Auf der zellularen Ebene wird
die Aktivitat von NKCC2 posttranslational durch zellulares Trafficking und durch
Phosphorylierung gesteuert [60, 96]. ADH stimuliert Uber die Freisetzung von cAMP
das apikale Trafficking von NKCC2 und steigert damit Oberflachenexpression und
Funktion des Transporters [69]. Die exozytotische Insertion des Transporters aus
apikalen Vesikeln in die Plasmamembran ist hierbei erkannt [50, 63]. SNARE-Proteine
wie VAMP2 und VAMP3 [69, 97] sowie Annexin 2 wurden als ADH-abhangige
Komponenten der exozytotischen Traffickingmaschinerie identifiziert. Im Gegensatz
dazu sind die Schritte der Internalisierung von NKCC2 weniger gut verstanden [47, 53,
65]. Die Phosphorylierung von NKCC2 kann hier mdoglicherweise auf
Internalisierungsschritte modulierend einwirken. Membranstandige Lipid rafts, die
NKCC2 beherbergen, kdnnen weiterhin fir seine Funktion eine Rolle spielen und mit
der Internalisierung in Zusammenhang stehen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es
daher, das zellulare Trafficking des Kotransporters mit dem Fokus auf Mechanismen

seiner Endozytose naher zu charakterisieren.

7.1 NKCC2 befindet sich vorwiegend in Lipid Raft-Domanen

Die Oberflachenexpression von NKCC2 wird durch das Verhaltnis zwischen seinem
apikalen Trafficking und seiner Internalisierung bestimmt. Uber die RipFlip-Methode und
transmissionselektronenmikroskopische Auswertung konnten wir in dieser Arbeit eine
Ko-Lokalisation von NKCC2 mit dem GPI-verankerten Marker THP in der apikalen
Plasmamembran des TAL nachweisen. Der etablierte Lipid raft-Marker Flotillin-1 trug
weiterhin dazu bei, die elektronendichten cholesterinreichen Raft-Regionen der
Plasmamembran anhand von kultivierten TAL-Zellen zu identifizieren und diese gegen
proteinreiche Membrandomanen ("Proteininseln™) abzugrenzen; solche
Membrandomanen koénnen anteilig Raft-Domanen einschliessen [73, 77, 98]. Diese

Ergebnisse stehen im Einklang mit vorangegangenen Arbeiten unserer Gruppe, welche
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zeigen konnten, dass EM-topographisch NKCC2 innerhalb der Plasmamembran in
Rafts angereichert vorliegt [72]. Die Ko-Lokalisation von NKCC2 mit THP in Rafts hat
offenbar einen die Aktivitat des Transporters begunstigenden Einfluly [27]. Generell
konnen GPIl-verankerte Proteine offenbar dazu beitragen, regulatorische Scaffolding
platforms unter Beteiligung von Raft-Lipiden zu organisieren [73, 77, 99]. Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit stutzen diese Hypothese und liefern weitere Evidenz dafr,
dass der Einbau von NKCC2 in Lipid rafts seine Oberflachenexpression und Funktion
beeinflusst [46, 53, 75]. Zur naheren Charakterisierung der Bedeutung der Lipid rafts fur
die Funktion von NKCC2 dienten die Versuche mit Sphingomyelinase an kultivierten
TAL-Zellen. Die enzymatische Spaltung von Sphingomyelin zur Zerstérung von Lipid
raft-Membrandomanen und wurde bereits fur die Behandlung von TAL-Zellen etabliert
[100]. Weitere Daten unserer Gruppe zeigten, dass die Behandlung von kultivierten
TAL-Zellen mit Sphingomyelinase bei verringerter Dichte von Lipid rafts eine
verminderte Oberflachenexpression des phosphorylierten NKCC2 im TAL erbrachte
[72]. Die Unterdrickung der Lipid rafts erbrachte eine inhibitorische Wirkung auf das
ADH-induzierte apikale Trafficking des Transporters [53]. Die EM-topographische
Verteilung von phosphoryliertem, aktivem NKCC2 zwischen den elektronendichten
Raft-Domanen und Non-raff Regionen der Plasmamembran wurde ebenfalls
untersucht. Phospho-NKCC2 war fast ausschlieBlich in den Raft-Domanen lokalisiert.
Wahrscheinlich erfolgt die Phosphorylierung von NKCC2 nach seinem Einbau in die
apikalen Lipid rafts [68]. Eine Cholesterin-Depletion fuhrte zuvor auch funktionell zu
einer deutlichen Reduktion der NKCC2-Aktivitat [53]. Das apikale Trafficking von
NKCC2 ist weiterhin von einer Interaktion des Lipid raft-Proteins Annexin 2 mit NKCC2
in seiner N-terminal de-phosphorylierten Konformation abhangig [98].

Aus den vorliegenden Ergebnissen wird im Einklang mit vorher publizierten Studien
deutlich, dass sowohl der Einbau von NKCC2 in Lipid raft-Membrandoméanen als auch
der regulatorische Schritt der Phosphorylierung die aktive Form von NKCC2 in der

luminalen TAL-Membran bestimmen.

7.2 Die Clathrin-vermittelte Endozytose ist der Hauptweg fur die

NKCC2-Internalisierung
Die Clathrin-abhangige Endozytose wurde als Hauptinternalisierungsweg fur viele

membranstandige Proteine beschrieben [50, 65, 68, 101]. Vorangegangene Arbeiten
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erbrachten bereits Evidenz dafur, dass NKCC2 ebenfalls durch diesen Weg aus der

Plasmamembran internalisiert wird [65].

7.2.1 Caveolin-1 ist nicht im TAL exprimiert

Neben diesem Weg wurden auch Lipid raft-abhangige und Caveolin-abhangige
Endozytosewege beschrieben, die bei der Internalisierung des Transporters eine Rolle
spielen konnen [65]. Die vorliegende Arbeit konnte allerdings eine Expression von
Caveolin-1 im TAL nicht nachweisen. Da Caveolin-1 ein wichtiges Strukturprotein der
Caveolae ist, fehlten im Einklang mit der Abwesenheit von Caveolin-1 im TAL auch die
Caveolae in diesem Nephronsegment. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen
somit darauf hin, dass die Caveolin-abhangige Endozytose fur die Internalisierung von
NKCC2 nicht bedeutsam ist.

7.2.2 NKCC2 zeigt eine Ko-Lokalisation mit Clathrin

Im Gegensatz dazu konnten die Daten, die eine Clathrin-abhangige Endozytose von
NKCC2 beschreiben [50, 65], durch diese Arbeit bestatigt und in neuen Aspekten
beleuchtet werden. Die Immunogoldtechnik zeigte eine Ko-Lokalisation von NKCC2 mit
Clathrin in den Protein-Inseln der apikalen Plasmamembran von kultivierten TAL-Zellen.
Aulerdem konnte mittels Ko-Immunprazipitiation eine Interaktion dieser beiden

Proteine gezeigt werden.

7.2.3 NKCC2 zeigt eine N- und C-terminale Interaktion mit Clathrin

Um den Internalisierungsmodus von NKCC2 detaillierter zu charakterisieren, wurde die
Aminosauresequenz des Transporters bioinformatisch ausgewertet. Hierbei wurden
potentielle Bindungsstellen fir AP2 im N- sowie im C-Terminus identifiziert. Da der
Einschluss von membranstandigen Proteinen in die Clathrin coated pits in der Regel
Uber AP2 vermittelt wird [66], konnte NKCC2 hiernach Uber seine zytoplasmatischen
Termini mit Clathrin-coated pits interagieren. Weitere Evidenz hierfur erbrachte der
GST-pull-down Assay. Hier konnte sowohl die N- als auch die C-terminale Interaktion
von NKCC2 mit Clathrin nachgewiesen werden. Die Verwendung von N-terminalen
NKCC2-Konstrukten, die durch entsprechende Mutationen bekannter, wichtiger
Phosphorylierungsstellen eine konstitutive Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung
des Transporters simulieren, wies darauf hin, dass die Phosphorylierung von NKCC2
seine N-terminale Interaktion mit Clathrin vermindern oder ganzlich verhindern konnte.

Diese Daten sind im Einklang mit den vorangegangenen Studien am strukturell
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ahnlichen NCC zu sehen, die eine wichtige Rolle der N-terminalen NCC-
Phosphorylierung fur dessen Oberflachenexpression demonstrierten [56]. Die Clathrin-
abhangige Endozytose von NCC scheint hiernach hauptsachlich Uber dessen N-
terminale Interaktion mit AP2 vermittelt zu werden. Die alternative, C-terminale
Interaktion von NKCC2 mit Clathrin konnte die Internalisierung des Transporters
allerdings unabhangig von seiner N-terminalen Phosphorylierung dennoch Uber AP2
ermoglichen. Somit waren bei der N-terminalen Phosphorylierung von NKCC2 keine
grundsatzlich bestimmenden, sondern eher modulierende Effekte auf dessen

Oberflachenexpression zu erwarten.

7.2.4 Die Phosphorylierung von NKCC2 vermindert die Interaktion mit Clathrin

Im Einklang mit dieser Vermutung konnten wir hier eine moderate Assoziation des N-
terminal phosphorylierten Transporters mit Clathrin coated pits durch Immunogold-
Markierung und Immunprazipitation nachweisen. Diese Interaktion war jedoch
substantiell schwacher als die entsprechende des dephosphorylierten Transporters mit
Clathrin. Die in vorigen Arbeiten postulierte Lipid raft-abhangige Endozytose konnte
neben der Clathrin-abhangigen Route an der Internalisierung des phosphorylierten
Transporters beteiligt sein und die Clathrin-abhangige Endozytose somit ergénzen [65].
Das Zusammenspiel dieser beiden Wege wahrend der Regulation der NKCC2-
Oberflachenexpression ist momentan noch wenig beleuchtet und erfordert weitere
Untersuchungen. Es konnte jedoch bereits gezeigt werden, dass durch die Zerstérung
der Lipid rafts die Endozytoserate von NKCC2 ohne Reduktion der zellularen

Gesamtmenge von NKCC2 deutlich abnimmt [65].

7.2.5 Die Hemmung der Clathrin-abhangigen Endozytose steigert die
Oberflachenexpression von NKCC2
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde zur naheren Charakterisierung der Clathrin-
abhangigen Endozytose von NKCC2 ihre Hemmung mittels Chlorpromazin
durchgefuhrt. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe bestatigen die dominante Rolle der
Clathrin-abhangigen Endozytose und sind im Einklang mit frdheren Egebnissen [73,
102]. Die Oberflachenexpression von NKCC2 in der apikalen Plasmamembran des TAL
im Zellkulturansatz war dementsprechend nach der kurzzeitigen Hemmung der
Ausbildung von Clathrin-coated pits um das Doppelte gesteigert. Parallel dazu zeigte

sich eine deutlich verringerte Phosphoprylierung von NKCC2. Dieser Effekt konnte eine
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kompensatorische Deaktivierung des Transporters zum Schutz vor osmotischem Stress

bzw. Zellschwellung darstellen.

7.3 Die ADH-abhangige NKCC2-Phosphorylierung inhibiert seine

Internalisierung

Die Aktivitatssteigerung uber Phosphorylierung N-terminaler Threonin- bzw. Serinreste,
entscheidende posttranslationale Modifikation der Kotransporter NKCC2 und NCC, ist
etabliert [61]. Eine schnelle Zunahme der NKCC2 Phosphorylierung wurde als Antwort
auf die extrinsische Stimulation der ADH-V2 Rezeptor-Achse in vivo und in kultivierten
Zellen dokumentiert [53]. Parallel dazu bewirkt ADH eine Steigerung der
Oberflachenexpression von NKCC2 [12, 29]. Die ADH-abhangige Steigerung des
intrazellularen cAMP-Spiegels mit konsekutiver Aktivierung der PKA und Insertion von
NKCC2-enthaltenden Vesikeln in die apikale Plasmamembran des TAL wird hierbei als
der Hauptmechanismus fur die Steigerung der NKCC2-Oberflachenexpression
betrachtet [48, 98, 103].

7.3.1 Die ADH-induzierte Phosphorylierung von NKCC2 hemmt kurzzeitig dessen
Clathrin-abhédngige Internalisierung
Jedoch weisen einige Studien darauf hin, dass das Ausmal} der ADH-Wirkung auf die
Oberflachenexpression von NKCC2 einzig durch diese exozytotische Komponente nicht
erklart werden kann [25, 50]. ADH sollte hiernach zusatzlich zur Stimulation der
apikalen Translokation von NKCC2 auch dessen Internalisierung hemmen [25, 50]. Der
Mechanismus, der zur Stabilisierung des Transporters in der apikalen Plasmamembran
fuhrt, war bislang allerdings weitgehend unklar. Die Internalisierung und Degradation
des NCC im distalen Konvolut war durch seine N-terminale Phosphorylierung an den
konservierten Threoninen deutlich verlangsamt [98]. Die Bindungsstudien im Rahmen
der vorliegenden Arbeit wiesen ihrerseits entsprechend darauf hin, dass die
Phosphorylierung von NKCC2 seine Clathrin-abhangige Endozytose inhibieren konnte.
Um die physiologische Bedeutung dieser Ergebnisse zu uberprifen, wurden in der
vorliegenden Arbeit die Zusammenhange zwischen der NKCC2-Phosphorylierung und
seiner Interaktion mit Clathrin in vivo an Vasopressin-defizienten Brattleboro-Ratten
untersucht. Die deutliche Abschwachung der Interaktion zwischen NKCC2 und Clathrin

nach einer kurzzeitigen Stimulation von Brattleboro-Ratten mit dDAVP spricht dafur,
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dass die ADH-vermittelte Steigerung der Oberflachenexpression von NKCC2 auch mit
einer gewissen Hemmung seiner Internalisierung einhergeht. Diese Schlussfolgerung
wurde durch die Experimente an kultivierten TAL-Zellen im Rahmen dieser Arbeit
untermauert. Ahnlich wie in den Experimenten an Brattleboro-Ratten konnte auch in
Zellkultur gezeigt werden, dass eine kurzzeitige Behandlung mit dDAVP zu einer
Steigerung der NKCC2-Phosphorylierung und gleichzeitig einer Abschwachung seiner

Assoziation mit Clathrin fiuihrte.

7.3.2 Potentielle Mechanismen der phospho-abhdangigen Regulation der NKCC2-
Internalisierung

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stutzen somit umfassend, dass bei der ADH-
vermittelten Stimulation der Funktion von NKCC2 kurzzeitig die Stabilisierung des
phosphorylierten Transporters in der apikalen Plasmamembran von Bedeutung ist.
Allerdings scheint - im Gegensatz zum NCC - die Phosphorylierung von NKCC2
dennoch in der langfristigen Perspektive keine grundlegenden Effekte auf seine
Oberflachenexpression und Gesamtmenge auszulben [43, 53, 61]. Die Analyse von
Mausmodellen mit konstitutiv erhohter (SPAK-defiziente Mause) oder erniedrigter
NKCC2-Phosphorylierung  (SORLA-defiziente Mause) zeigte namlich keine
substanziellen Veranderungen der Oberflachenexpression oder Gesamtmenge von
NKCC2 [49], [59]. Daher ist davon auszugehen, dass die ADH-vermittelte
Phosphorylierung von NKCC2 keine langfristigen Veranderungen der NKCC2-
Oberflachenexpression in der Plasmamembran verursacht; lediglich kurzfristig
modulierende Effekte der Oberflachenexpression sind daher offenbar Funktion der
Phosphorylierung.

Die hier durchgefuhrten Bindungsstudien weisen weiter darauf hin, dass NKCC2 sowohl
uber seinen N- als auch Uber seinen C-Terminus mit Clathrin interagieren kann. Es
ware also maoglich, dass der Transporter unabhangig von seiner N-terminalen
Phosphorylierung auch Uber eine C-terminale Assoziation mit Clathrin-coated pits
konstitutiv internalisiert werden kann, wahrend die N-terminale,
phosphorylierungsabhangige Internalisierungsroute den dynamischen, kurzzeitigen
Anpassungen seiner Oberflachenexpression dienen konnte. In diesem Kontext konnte
die ADH-abhangige NKCC2-Aktivierung sowohl Uber eine Steigerung seiner
Membraninsertion aus den zytoplasmatischen Vesikeln als auch Uber eine

phosphorylierungsabhangige Verringerung seiner Internalisierungsrate erfolgen. Das
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Gleiche konnte im Prinzip fur alle NKCC2-aktivierenden Hormone gelten, die in TAL-
Zellen die cAMP/PKA-abhangige Signalkaskade stimulieren. So wurden auch
Parathormon und Glukagon in der Vergangenheit als aktivierende, endokrine Stimuli
identifiziert. Diese Hormone konnen ebenfalls eine kurzfristige Phosphorylierung von
NKCC2 stimulieren [47, 61]. Die Kinasen, die die Phosphorylierung von NKCC2 cAMP-
abhangig gewahrleisten, sind allerdings in ihrer ldentitat noch nicht endgultig geklart.
Vorangegangene Arbeiten aus unserem Institut zeigten allerdings bereits, dass SPAK
und OSR1 Kinasen hierbei aktiviert werden [49].

7.3.3 ADH stimuliert die Umverteilung von NKCC2 in Lipid Rafts

Insgesamt scheint anhand der experimentell induzierten Wirkung von ADH auf den TAL
die Phosphorylierung hinsichtlich der Oberflachenexpression von NKCC2 auf mehreren
Wegen effektiv zu sein. ADH stimuliert die Umverteilung von NKCC2 von Non-raft-
Regionen der Plasmamembran in die Lipid rafts und induziert gleichzeitig die
Phosphorylierung von NKCC2. Die Verringerung der Interaktion zwischen NKCC2 und
Clathrin kdnnte zum Teil so auch durch die raumliche Trennung beider Proteine in der
apikalen Plasmamembran zustande kommen, da Clathrin grundsatzlich ein Non-raft
Protein ist und nicht gleichzeitig in Rafts verschoben wurde. Die Umverteilung des
Transporters in Lipid rafts scheint auch seine Phosphorylierung zu begunstigen, obwonhl
die dafur verantwortlichen Mechanismen noch wenig verstanden sind. Fruhere Arbeiten
zeigten, dass bestimmte Proteine der Lipid rafts, wie THP, die Phosphorylierung und
Funktion von NKCC2 modulieren kdonnten [46].

7.4 Die Rolle von Sortilin beim zellularen Trafficking von NKCC2

Die multifaktorielle Rolle von Sortilin im Rahmen von neurologischen und
kardiovaskularen Erkrankungen wurde bereits eingehend studiert. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass Sortilin als genetischer Risikofaktor in neurodegenerativen
Erkrankungen wie Morbus Alzheimer impliziert ist [104]. Auch bei kardiovaskularen
Erkrankungen konnte in der Vergangenheit die Bedeutung des Sortilin-vermittelten
Traffickings belegt werden. So korrelieren zirkulatorische Lipoproteine eng mit der

Sortilin-Expression in Hepatozyten [104].
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7.4.1 Sortilin vermittelt die Degradation von NCC in der Niere

Hinsichtlich der renalen Bedeutung von VPS10p-Domane-Rezeptoren wurden bereits
die in der Niere exprimierten Mitglieder dieser Familie, SORLA und Sortilin, mit der
Regulation der distalen Salztransporter in Zusammenhang gebracht [57, 59]. Hierbei
soll Sortilin unter anderem die WNK4-abhangige Internalisierung und Degradation von
NCC vermitteln [57]. Hier wurde nun untersucht, ob Sortilin auch in die Regulation der

NKCC2-Endozytose involviert sein konnte.

7.4.2 Die Deletion von Sortilin hat keinen Effekt auf die Oberflichenexpression
von NKCC2
Trotz der Ko-Lokalisation zwischen NKCC2 und Sortilin im TAL von Wildtypmausen und
deren Interaktion bei der Ko-Immunprazipitation, wurden bei der Analyse von Sortilin-
Knockout-Mausen keine Effekte der Sortilin-Deletion auf die Oberflachenexpression
oder Gesamtmenge von NKCC2 detektiert. Um weitere Einblicke in die Rolle von
Sortilin in TAL-Zellen zu gewinnen, wurde die Expression des Rezeptors mittels des si-
RNA-vermittelten Knockdowns in kultivierten TAL-Zellen unterdrickt. Dabei konnten
ebenfalls keine signifikanten Effekte auf die zellulare Menge von NKCC2 festgestellt
werden. Obwohl diese Daten eine Rolle des Sortilins in der renalen Regulation von
NKCC2 nicht vollstandig ausschlielen, scheint dieser Sortierungsrezeptor von keiner

wesentlichen Bedeutung fur das NKCC2-Trafficking bzw. -Turnover zu sein.

Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit fur eine
substantielle Rolle der Clathrin-abhangigen Endozytose in der Regulation der
Oberflachenexpression von NKCC2. Die N-terminale Phosphorylierung des

Transporters scheint daruber hinaus seine Internalisierung graduell zu hemmen.
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8 Schlussfolgerung

Der nierenspezifische Na*-K*-2CI-Kotransporter (NKCC2) vermittelt die transzellulare
Ruckresorption vom Natriumchlorid in der dicken aufsteigenden Henle-Schleife (thick
ascending limb; TAL) und ist essenziell fur die Harnkonzentrierung und
Volumenregulation. Die  Aktivitat des  Transporters hangt von  der
Oberflachenexpression seiner aktiven, phosphorylierten Form ab. Das antidiuretische
Hormon ADH aktiviert den Transporter Uber Stimulation seiner luminalen Translokation
sowie Uber Steigerung seiner Phosphorylierung an konservierten N-terminalen
Threoninresten (T96, T101, und T114). Im Rahmen seines apikalen Traffickings wird
NKCC2 in die cholesterin- und lipidreichen Mikromembrandomanen der apikalen
Plasmamembran, die Lipid rafts, eingeschlossen. Die Internalisierung des Transporters
findet hauptsachlich Uber die Clathrin-vermittelte Endozytose statt. Die genauen
Mechanismen der Internalisierung von NKCC2 sind jedoch bislang nur unzureichend
charakterisiert worden. Um neue Einblicke in die Regulation der Oberflachenexpression
und Funktion von NKCC2 im TAL zu erlangen, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine
nahere Charakterisierung der Mechanismen der NKCC2-Endozytose unternommen und
die Effekte der NKCC2-Phosphorylierung auf die Internalisierung des Transporters
beleuchtet. Die Verteilung des NKCC2 zwischen Lipid rafts und Non-raft
Membranregionen wurde durch hochauflésende Immunogold-basierte EM des
Transporters mittels der RipFlip-Technik charakterisiert. Hierbei wurde das
phosphorylierte NKCC2 vorwiegend in Lipid raft Domanen detektiert und zeigte in Non-
raft Regionen nur eine geringe Ko-Lokalisierung mit Clathrin. Diese Experimente
wurden durch funktionelle Studien mit pharmakologischer Zerstérung der Lipid rafts
Domanen in kultivierten Zellen erganzt. Hierbei konnte die in vorangegangenen
Arbeiten postulierte Rolle der Lipid rafts fur die NKCC2-Funktion bestatigt werden. Die
prominente Bedeutung des Clathrin-vermittelten Internalisierungswegs fur die
Regulation der Oberflachenexpression von NKCC2 konnte in der vorliegenden Arbeit
morphologisch und funktionell belegt werden. Alternative endozytotische Routen wie die
Caveola-vermittelte Internalisierung konnten ausgeschlossen werden. Bei der
Charakterisierung des Mechanismen der Clathrin-vermittelten NKCC2-Endozytose
konnte sowohl eine N- als auch eine C-terminale Assoziation von NKCC2 mit Clathrin-
coated pits gezeigt werden. Bindungs-Assays mit N-terminalen NKCC2-Konstrukten,

die seine konstitutive Phosphorylierung oder Dephosphorylierung simulierten, deuteten
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darauf hin, dass die Phosphorylierung des Transporters seine N-terminale Interaktion
mit Clathrin inhibieren konnte. Diese Vermutung wurde durch Experimente an
kultivierten TAL-Zellen sowie an Brattleboro-Ratten untermauert. Eine kurzzeitige
Stimulation der NKCC2-Phosphorylierung mit einem V2-Rezeptor-spezifischen ADH-
Analogon dDAVP verringerte die Ko-Lokalisation und Interaktion von NKCC2 mit
Clathrin in beiden experimentellen Modellen. In Anbetracht der Rolle von Sortilin, einem
Mitglied der VPS10p-Doméane Rezeptor-Familie, bei der Internalisierung des strukturell
mit NKCC2 verwandten NCC wurde im Rahmen dieser Arbeit zusatzlich untersucht, ob
Sortilin an der Clathrin-vermittelten NKCC2-Endozytose beteiligt ist. Trotz einer
anteiligen Ko-Lokalisation zwischen NKCC2 und Sortilin im apikalen Bereich von TAL-
Zellen sowie einer Interaktion zwischen den beiden Proteinen bei deren Ko-
Immunprazipitation lieferte die Charakterisierung von Sortilin-Knockout Mausen sowie
Sortilin-Knockdown Experimenten an kultivierten TAL-Zellen keine Evidenz fur eine
Rolle von Sortilin bei der Regulation der Oberflachenexpression von NKCC2.

Insgesamt wurden in der vorliegenden Arbeit neue Aspekte der Regulation von NKCC2
durch  phosphorylierungsabhangige = Modulierung  seiner  Clathrin-vermittelten

Internalisierung charakterisiert.
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