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Abstract

Cardiogenic pulmonary edema (CPE) is a serious complication of acute left-sided heart
failure with a mortality rate of 15%. The major hallmark of CPE is the accumulation of
protein-poor extravascular fluid first in the lung interstitium and subsequently also in the
air space (“alveolar flooding”) leading to impaired gas exchange and respiratory failure.
In the intact lung active Na* and Cl-absorption protects the distal airspace from excessive
fluid accumulation. However, this physiological protection against alveolar flooding by
active alveolar fluid clearance (AFC) is lost in CPE. Previously, we have shown that
increased hydrostatic pressure not only blocks AFC, but also reverses transepithelial fluid
transport resulting in active fluid secretion (AFS), thus promoting CPE formation. Here,
we hypothesized that AFS and the resulting formation of CPE may be driven by the
basolaterally expressed Na*-K*-2Cl- cotransporter 1 (NKCC1), which can be
pharmacologically blocked by loop diuretics like furosemide.

Here, we analyzed CPE formation in response to hydrostatic stress (left atrial pressure
PLa elevation from 2.5 to 7 cmH20) in isolated perfused mouse lungs (IPL) of
heterozygous NKCC1-deficient (Slc12a2*-) mice or wildtype (WT) mice after furosemide
treatment. To assess the role of the With No Lysine Kinase 1 (WNK1), which regulates
NKCC1 activity by phosphorylation, CPE formation was analyzed in IPLs of heterozygous
WNK1-deficient (Wnk1*") mice. Furthermore, we examined the expression of NKCC1 in
vitro after stimulation with amiloride, an inhibitor of the epithelial Na* channel (ENaC)
previously proposed to stimulate AFS, and WNK463 which blocks WNK1.To explore a
potential role of NKCC1 also in permeability type PE as seen in the acute respiratory
distress syndrome, activation and expression of NKCC1 in A549 epithelial cells was
determined at basal conditions and after stimulation with Cytomix (TNF-a, IFN-y, IL-10)
and LPS.

In IPLs, wet-to-dry lung weight ratios (W/D) were increased in response to hydrostatic
stress in lungs of WT mice. Slc12a2*- lungs and furosemide-treated lungs showed
significantly reduced W/D as compared to control lungs. In parallel, W/D was reduced in
Wnk1*- as compared to WT mice in response to elevated Pia. In A549 cells, neither
stimulation with amiloride nor WNK463 resulted in detectable changes in protein
expression and phosphorylation of NKCC1. Similarly, NKCC1 phosphorylation did not
differ in response to Cytomix and LPS in A549 cells.

VI



Here, we identify an important function for NKCC1 in AFS and CPE formation. Our
findings provide a novel, extrarenal explanation for the rapid anti-edematous effects of
loop diuretics, and suggest that targeted inhibition of NKCC1 may alleviate, reverse or
delay the development of CPE. Partial loss of WNK1 similarly reduces CPE, presumably
by inhibiting NKCC1, pointing to an important role of WNK1 in AFS and their potential use

as therapeutic targets for the treatment of PE.



Zusammenfassung

Das kardiogene Lungenddem (CPE) ist eine schwerwiegende Komplikation des akuten
Linksherzversagens. Hauptmerkmal ist die Ansammlung Protein-armer extravaskularer
Flissigkeit im Interstitium und im Verlauf auch im Alveolarraum, die zu einem gestorten
pulmonalen Gasaustausch und respiratorischer Insuffizienz fuhrt. In der intakten Lunge
schitzt die alveolare Flissigkeitsresorption (AFC) durch aktiven Wasser- und lonen-
Transport den distalen Alveolarraum vor Gbermaliiger Flissigkeitsansammlung. Dieser
physiologische Schutz wird jedoch durch hydrostatischen Stress gehemmt. Unsere
Arbeitsgruppe konnte bereits zeigen, dass erhéhter hydrostatischer Druck nicht nur die
AFC blockiert, sondern auch den transepithelialen Flussigkeitstransport in eine aktive
alveolare Flussigkeitssekretion (AFS) umkehrt und damit die Bildung eines CPE férdert.
Diese Arbeit untersuchte, ob die CPE-Bildung und AFS durch den basolateral
exprimierten Na*-K*-2Cl-Kotransporter 1 (NKCC1) angetrieben werden konnten.
NKCC1 kann pharmakologisch durch Schleifendiuretika wie Furosemid inhibiert werden.
Die NKCC1-Aktivitat wird durch die With No Lysine Kinase 1 (WNK1) Uber
Phosphorylierung reguliert.

In isoliert perfundierten Lungen (IPL) heterozygot-defizienter NKCC1-Mause (Slc12a2"),
von Wildtypen (WT) nach Furosemidgabe sowie heterozygot-defizienter WNK1-Mause
(Wnk1*") wurde die Odembildung durch hydrostatischen Stress (Erhéhung des
linksatrialen Druckes PrLa von 2,5 auf 7 cmH20) untersucht. AuRerdem wurde die NKCC1-
Expression in vitro nach Stimulation mit Amilorid, welches den epithelialen Na*-Kanal
(ENaC) hemmt, und dem WNKZ1-Inhibitor WNK463 analysiert. Um dariber hinaus eine
mogliche NKCC1-Beteiligung am Lungentédem vom Permeabilitatstyp zu erproben,
wurde die NKCC1-Expression und -Aktivitdt in A549 Epithelzellen unter basalen
Bedingungen und nach Stimulation mit Cytomix (TNF-a, IFN-y, IL-18) und LPS bestimmt.
Die Feucht-Trocken-Quotienten des Lungengewichts (W/D) der WT-IPLs waren unter
hydrostatischem Stress erhoht. Die W/D der Slc12a2*--Lungen und der mit Furosemid
behandelten WT-Lungen waren im Vergleich zur Kontrolle signifikant reduziert. Auch die
W/D der Wnk1*--Lungen waren verglichen mit denen der WT vermindert. In A549-Zellen
fuhrte weder die Stimulation mit Amilorid noch mit WNK463 zu detektierbaren
Veranderungen in der Proteinexpression oder Phosphorylierung von NKCC1. Auch durch
Cytomix oder LPS &nderte sich die NKCC1-Phosphorylierung in vitro nicht.



Die vorliegende Arbeit weist die zentrale Rolle von NKCC1 bei der Bildung des CPE nach.
Die Ergebnisse liefern eine neue, extrarenale Erklarung fiur die schnelle antiddematdse
Wirkung von Schleifendiuretika und legen nahe, dass eine gezielte NKCC1-Hemmung
die Entwicklung des CPE lindern, umkehren oder verzogern kann. Daruber hinaus
reduziert auch der partielle WNK1-Verlust die CPE-Bildung, was die Rolle von WNK1 an
der AFS und ihren potenziellen Nutzen als therapeutischen Angriffspunkt des

Lungenddems hervorhebt.
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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Lungenddem

Als Lungenddem (pulmonales Odem) bezeichnet man die Akkumulation von Fliissigkeit
in den extravaskularen Kompartimenten der Lunge. Pathophysiologisch lasst sich das
pulmonale Odem in i) ein kardiogenes oder hydrostatisches Lungenddem und ii) ein nicht-
kardiogenes Lungenddem oder Permeabilitaitsbdem unterteilen, wobei die
Unterscheidung auf der Klinik des Patienten und den radiologischen Befunden
basiert (1). Eine Differenzierung der zwei Odemtypen ist essenziell, denn auch wenn sie
sich in der klinischen Symptomatik nicht immer voneinander abgrenzen lassen,
unterscheiden sie sich aufgrund ihrer verschiedenen pathophysiologischen
Mechanismen doch stark in der Therapie der Patienten. Das kardiogene Lungenddem ist
eine haufige und lebensbedrohliche Komplikation des akuten Linksherzversagens (2) und
damit das Resultat einer Erhohung des hydrostatischen Druckes in den
Lungenkapillaren. Die haufigste Ursache hierfir ist eine akute Dekompensation einer
bestehenden Herzinsuffizienz (3), zumeist durch einen akuten Myokardinfarkt. Ein
hydrostatischnes Odem kann jedoch auch als Folge einer Aortenstenose, bei
Klappendestruktion als Komplikation einer Endokarditis oder angeboren durch einen
Ventrikelseptumdefekt entstehen, die im Verlauf alle zu einer UbermaRigen
Volumenbelastung des linken Herzens fuhren, was schlie3lich in einem Blutriickstau in
den Lungenkreislauf resultiert. Die steigende Inzidenz der Herzinsuffizienz mit 5-10 Falle
pro 1000 Einwohner pro Jahr und eine Pravalenz von 1-2 % in der westlichen
Bevolkerung, die bei Gber 70-Jahrigen auf > 10 % steigt, werden in Zukunft sowohl in
alternden als auch in wachsenden Gesellschaften eine zunehmende wirtschaftliche
Belastung darstellen (4, 5). Hinzu kommt die weiterhin schlechte Prognose der akuten
Herzinsuffizienz: Eine Studie in den USA zwischen 1995 und 2004 ergab eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von weniger als 1 von 3 Patienten nach Hospitalisierung (6). Daher ist
die Erforschung der akuten und chronischen Herzinsuffizienz sowie ihrer Komorbiditaten
inklusive des kardiogenen Lungenddems wichtig, um eine Senkung von Morbiditat und
Mortalitat dieser Erkrankung durch die Entdeckung und Entwicklung neuer

therapeutischer Interventionen zu erreichen.



1 Einleitung

Das nicht-kardiogene Lungenddem vom Permeabilitdtstyp entsteht durch einen Anstieg
der Permeabilitat der Lungenkapillaren fir Flissigkeit und Proteine als Folge direkter
oder indirekter Schéden des GefaRendothels und/oder des Alveolarepithels. Am
haufigsten tritt es in Form des akuten Lungenschadens (ARDS - Acute Respiratory
Distress Syndrome) durch inflammatorische Prozesse im Rahmen einer Sepsis,
Pneumonie oder bei Aspiration von Magensaure auf, durch die es zu einem diffusiven,
alveolaren Schaden und einer Verletzung des Kapillarendothels kommt. Atiologisch
werden viele weitere Formen des Permeabilitatsodems unterschieden wie z.B. das
neurogene Lungenddem, das Hohenlungenddem (High Altitude Pulmonary Edema,
HAPE), das Reperfusionsddem oder der Transfusions-induzierte Lungenschaden
(Transfusion-related Acute Lung Injury, TRALI), die bei Verdacht auf ein ARDS
differentialdiagnostisch abgeklart werden sollten. Allen Formen ist jedoch gemeinsam,
dass sie eine schnelle klinische Diagnose und Therapie benétigen, da sie rasch und mit
schwerem Verlauf voranschreiten. Die Mortalitat des Permeabilitdtsddems variiert je nach
Atiologie und liegt beim ARDS in der Regel bei 40 % (7). In der Coronavirus disease 2019
(COVID-19)-Pandemie zeigte sich schnell, dass sich die schweren Verlaufe der viralen
Infektionskrankheit mit dem severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) Uberwiegend als Pneumonie-induziertes ARDS manifestieren (8). Das COVID-19
ARDS scheint eine noch hohere Mortalitéat als andere &tiologische ARDS-Formen zu
haben: Sie schwankt zwischen 26 % und 61,5 % und bei Patienten, die einer
mechanischen Ventilation bedirfen, sogar zwischen 65,7 % und 94 % (9). GroRRe
geografische Unterschiede in der Inzidenz des ARDS zeigten sich bereits vor der
COVID19-Pandemie: In Europa betrug sie 17,9 pro 100.000 Menschen pro Jahr,
wohingegen es in den USA zu 78,9 Neuerkrankungen pro 100.000 Menschen pro Jahr
kam. Das ARDS in seinen unterschiedlichen Formen ist nicht selten, wird aber teilweise
immer noch nicht schnell genug erkannt oder gar unterschatzt. Das weltweite Etablieren
einer allgemeinen therapeutischen Strategie kdnnte diese Zahlen einander angleichen

und minimieren (10).

1.1.1 Pathophysiologie des Lungentédems

Der Flussigkeitstransport zwischen zwei Kompartimenten Uber eine semipermeable

Membran ist abhangig von drei Faktoren: dem hydrostatischen Druck, dem onkotischen



1 Einleitung

Druckgradienten und der Membranpermeabilitat. Er wird durch die Starling-Gleichung

beschrieben.

Flissigkeitstransport = Ky X [(Px — P;) — 0y, (M1 - 11;)]

K¢ - Filtrationskoeffizient

Op - Permeabilitéat des Endothels fur Proteine
P Hydrostatischer Druck

Vg - Onkotischer Druck

k kapillar

7 interstitiell

Die Starling-Gleichung erklart, warum auch in der gesunden Lunge kontinuierlich
Flussigkeit filtriert wird und veranschaulicht, wie Verdnderungen des hydrostatischen
Druckes oder der Membranpermeabilitdt den Flissigkeitstransport beeinflussen kénnen.
Durch den hydrostatischen Druckgradienten (AP) wird eine Auswartsfiltration von
Flussigkeit forciert, da der kapillare Blutdruck (P, ) im Lungenkreislauf ca. 10 mmHg (11)
betragt, wahrend der hydrostatische Druck im Interstitium (P;) nahezu bei null liegt. Der
kolloidosmotische (onkotische) Druckgradient (Am) wirkt dem hydrostatischen
Druckgradienten entgegen. Onkotisch wirksame Teilchen innerhalb der Kapillare (m,)
wirken reabsorptiv. und entziehen dem Interstitium Flussigkeit. Die beiden
Druckgradienten gleichen sich Gber das kapillare Netz zwischen Arteriolen und Venolen
nahezu aus, jedoch Uberwiegt die Filtration in geringem MalRe. Die Menge der filtrierten
Flissigkeit ist jedoch nicht nur von der GroR3e dieser entgegengesetzten Druckgradienten
abhangig, sondern auch von der Permeabilitit der semipermeablen Membran fir
Flussigkeit (Kf) und Proteine (op). Aul3erdem spielt der Lymphabfluss eine
kompensatorische Rolle bei dem Abtransport von extravaskular akkumulierter Fllssigkeit
und kann diese dem vaskularen System in gewissem Malfe zurlckfihren (Abbildung
1-1).
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Normale Lunge

Distales respiratorisches Epithel \
Peribronchovaskularer Raum /

Perimikrovaskulares
Interstitium \ ~
/ Pneumozyt Typ | /
Kapillare
\ Alveolus
s Pneumozyten Typ Il
J
intakte /
endotheliale Barriere
Endothelzellen

Normaler hydrostatischer Druck

Abbildung 1-1:  Physiologie des mikrovaskuléren Flissigkeitstransport in der Lunge (modifiziert nach Lorraine B.
Ware, M.D. und Michael A. Matthay, M.D., NEJM, 2005)

In der normalen Lunge wird aufgrund der Differenz zwischen hydrostatischem und onkotischem Druck sowie in
Abhangigkeit der Permeabilitét des Kapillarendothels kontinuierlich Flissigkeit aus den GeféaRen in den interstitiellen
Raum filtriert. Uber die Lymphe kann die vom perimikrovaskuléren in das peribronchovaskulare Interstitium abflieRende
akkumulierte Flussigkeit drainiert und wieder in die Zirkulation zurtickgefuhrt werden (12). Innerhalb des Alveolus
verbleibt immer ein dinner epithelialer Flissigkeitsfilm (epithelial lining fluid = ELF) auf den Pneumozyten (alveolar
epithelial type | and Il cells, AT | und AT Il). Die ELF wird durch auf den Pneumozyten exprimierte lonentransporter
konstant gehalten.

Kardiogenes Lungenddem:

Durch Erkrankungen des Herzens, die zu einer Volumenuberlastung des linken
Ventrikels fuhren, kommt es zum Rulckstau des Blutes in die Gefal3e des kleinen

Kreislaufes mit einer daraus resultierenden Druckerh6hung im pulmonalen Gefal3system.
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1 Einleitung

Das Gleichgewicht des Flussigkeitstransports der Alveolarkapillaren verschiebt sich in
Richtung der Auswartsfiltration, kann zunéchst aber noch durch das Lymphsystem
kompensiert werden. Ubersteigt die hydrostatische Druckdifferenz die onkotische
Druckdifferenz zwischen Gefaf3en und Interstitium so weit, dass das Missverhaltnis der
beiden Druckgradienten zwischen kapillarem und alveoldarem Raum nicht durch das
Lymphsystem oder die anderen Stellschrauben der Starling-Gleichung ausgeglichen
werden kann, kommt es zur exzessiven Flussigkeitseinlagerung und Bildung eines
Odems (1, 13) (Abbildung 1-2 A):

Zunachst entsteht ein interstitielles Odem, bei dem der peribronchiale Raum mit 300-
400 ml des Auswartsfiltrats gefullt werden kann, bevor es durch weiter zunehmenden
intravasalen Druck zum Flussigkeitsubertritt in die Alveolen kommt (alveolar flooding).
Das interstitielle Lungendédem bildet sich zuerst im Bereich der Lungenbasis aus, da
dieser Bereich aufgrund der Schwerkraft starker durchblutet wird. Die dadurch
verlangerte Diffusionsstrecke und damit einhergehende schlechtere Oxygenierung fihrt
uber den von Euler-Liljestrand-Mechanismus zu einer Umverteilung der Lungenperfusion
in obere Areale. Der von Euler-Liljestrand-Mechanismus ist ein physiologischer Reflex
zur Reduktion pulmonaler Shunts in minderbelufteten Lungenarealen. Regionale Hypoxie
im Lungengewebe fuhrt dabei Gber die Vasokonstriktion pulmonaler Gefal3e zu einer
Umverteilung der Perfusion in besser beliftete Areale, was rontgenologisch an einer
Kranialisation! zu erkennen ist. Die interstitielle Flussigkeitseinlagerung ist radiologisch
weiterhin an peribronchialen Verdickungen (,cuffing“) und Kerley-A- und B-Linien?
diagnostizierbar, die als retikulares Verschattungsmuster imponieren (Abbildung 1-3 A).
Wenn die Kapazitat des interstitiellen Raums tberschritten wird, tritt Flissigkeit zusatzlich
in die Alveolen uber. Das alveolare Odem zeichnet sich entsprechend durch ein azinares
Verschattungsmuster aus, bei dem sich die luftgefullten BronchialrGume dunkel
gegenuber den hellen, konfluierenden und flussigkeitsgefillten Alveolen abgrenzen

(positives Bronchopneumogramm) (13, 14).

1 Rontgenologisch vermehrte GefalRzeichnung in apikalen Bereichen der Lunge durch Blutumverteilung bei
erhéhtem pulmonalen Venendruck z.B. bei dekompensierter Linksherzinsuffizienz.
2 Streifenschatten im Rontgenbild bei kardialer Stauung: Typ A in den Lungenoberfeldern, Typ B (am
haufigsten) in der Peripherie der Unterlappen (,markierte“ interlobuldre Septen) als Zeichen eines
interstitiellen Lungentdems.

5



1 Einleitung

Permeabilitatsddem:

Das ARDS - eine akut lebensbedrohliche Erkrankung der Lunge - ist durch die
Entwicklung eines Permeabilitaitsédems gekennzeichnet (15). Das Syndrom zeichnet
sich durch ein akutes Einsetzen oder eine rapide Verschlechterung der respiratorischen
Symptome; radiologisch nachweisbare, bilaterale Lungeninfiltrate, fir die eine
kardiogene Ursache in der Echokardiographie ausgeschlossen werden kann; sowie
einen Horovitz-Quotienten (PaO2® / FiO2*) < 300 mmHg aus. Nach der sogenannten
Berlin-Definition werden nach dem Ausmal’ der Reduktion des Horovitz-Quotienten die
drei Schweregrade mild (200 mmHg < PaO2/ FiO2 < 300 mmHg), moderat (100 mmHg <
PaO2/ FiO2< 200 mmHg) und schwer (PaOz2/ FiO2< 100 mmHg) unter Beatmung mit einem
positive end expiratory pressure PEEP = 5 cmH20 unterschieden (16), die mit

entsprechend steigender Mortalitat assoziiert sind.

Anders als beim kardiogenen Lungenddem sind im ARDS fiir die Odembildung nicht
primar die Starling-Kréfte ausschlaggebend, sondern Schaden in der alveolar-kapillaren
Barriere, die mit erhdhter Gefal3permeabilitat einhergehen (Abbildung 1-2 B). Durch
direkte und indirekte Lungenschéden stromt Protein-reiche Flussigkeit in das Interstitium
und die Alveolen ein, was u.a. einen Anstieg des interstitiellen onkotischen Druckes (ni)
nach sich zieht. Uber die geschadigte Barriere kann sich der ni immer mehr dem
intravasalen Protein-osmotischen Druck (nk) angleichen und den protektiv reabsorptiven
Druckgradienten, der in der gesunden Lunge einen Teil der hydrostatisch
auswartsfiltrierten Flussigkeit wieder dem GefaRRsystem zufiihren wirde, aufheben. Der
Flissigkeitseinstrom sowohl im interstitiellen als auch im alveolaren Raum und die
verminderte Reabsorptionsfahigkeit des alveoldren Epithels fiilhren zur Odembildung (7,
13). Die daraus resultierende Verlangerung der Diffusionstrecke und Verkleinerung der
Gasaustauschflache aufgrund der mit Wasser gefillten Alveolen fuhrt zu einer
zunehmenden Beeintrachtigung des Gasaustausches mit Hypoxamie, die sich beim
Patienten symptomatisch in Dyspnoe und Tachykardie &uf3ert. Zusatzlich kommt es bei
ARDS-Patienten durch eine Dysfunktion des Surfactants zu Atelektasen (17, 18) und

einer Erhéhung des Totraumvolumens, was zusammen mit dem von Euler-Liljestrand-

8 arterieller Sauerstoffpartialdruck
4 Volumenanteil von Sauerstoff am inspiratorischen Sauerstoffgemisch
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Mechanismus die Hypoxamie weiter verstarkt. Surfactant-Proteine sind in den Alveolen
u.a. wichtig fur die antibakterielle Immunabwehr, sowie die Stabilisierung der Surfactant-
Phospholipide, mit denen sie gemeinsam das Kollabieren der Alveolen wahrend der
Exspiration verhindern (17). Bei fortschreitendem ARDS wird das Endothel sowie das
Epithel der Blut-Luft-Barriere zunehmend durch inflammatorische Prozesse weiter
geschadigt (19). Durch den Barriereschaden kénnen neben Protein-reicher Flussigkeit
auch Immunzellen wie neutrophile Granulozyten aus dem vaskuldaren Raum in die
Alveolen einwandern. Zusammen mit aktivierten Alveolarmakrophagen konnen diese
durch Sekretion proinflammatorischer Zytokine die Chemotaxis und Aktivierung weiterer
Immunzellen férdern (Abbildung 1-2 B). Die Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine,
darunter Interleukin 1-8 (IL-18), IL-8, tumor necrosis factor-a (TNF-a) und transforming
growth factor-8 (TGF-B), hemmen die Funktion und Expression wichtiger lonen-
Transporter der alveolaren Epithelzellen und inhibieren damit den resorptiven

Flissigkeitstransport des Alveolarepithels (20).
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A Kardiogenes Lungenddem

B Lungenodem vom Permeabilitatstyp

Peribronchovaskulére \ Peribronchovaskulare
Odemflussigkeit Odemflissigkeit
Flussigkeitsgefilltes s Flussigkeitsgefiilites
Interstitium \ Alveblus Interstitium
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epitheliale Proteinarme _Proteinreiche \e
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Abbildung 1-2:  Pathophysiologie des mikrovaskuldren Flussigkeitstransport im Lungenddem (modifiziert nach

Lorraine B. Ware, M.D. und Michael A. Matthay, M.D., NEJM, 2005)

In der gesunden Lunge ist der epitheliale Flissigkeitsfilm streng reguliert. Die Flissigkeitsreabsorption aus den Alveoli
und die Flussigkeitsfiltration in die Lunge gleichen sich entlang des kapillaren Verlaufs nahezu aus. Steigt der
hydrostatische Druck in den Lungenkapillaren, nimmt die transvaskulare Filtrationsrate zu (A). Wenn der interstitielle
Druck der Lunge den der Pleura ubersteigt und das Flussigkeitsiiberangebot nicht von den Lymphgefaf3en abgefangen
werden kann, entstehen durch den Ubertritt der Flissigkeit in die Pleurahéhle Pleuraergiisse. Die Odemflissigkeit ist
aufgrund des intakten Endothels Protein-arm. Die Resorption alveoldrer Flussigkeit unterliegt dem aktiven Transport
von Natrium und Chlorid tber die Luft-Blut-Schranke. Apikale Transporter der alveolaren Epithelzellen Typ | (AT I) und
Typ Il (AT Il) reabsorbieren unter physiologischen Bedingungen lonen aus den Alveolen und erzeugen somit einen
Gradienten fir Wasser, welches passiv Uber Wasserkanéle oder parazellular zur vaskuldren Seite abflie3t. Im
kardiogenen Lungentdem ist dieser protektive Flussigkeitstransport gestért (21, 22) (rote Blitze, gestrichelte
Transportpfeile). Ein nicht-kardiogenes oder Permeabilitats-Typ Odem (B) tritt bei einer Permeabilitaserhéhung der
mikrovaskularen Membran durch direkte oder indirekte Lungenschéden (z.B. Acute Respiratory Distress Syndrome -
ARDS) auf, die zu einem Einstrom Protein-reicher FlUssigkeit in die Alveolen fihren, da durch den Barriereschaden
gréRere Molekiile wie Plasmaproteine nicht mehr im Gefaliraum zuriickgehalten werden kdnnen. Des Weiteren kommt
es zu einer Migration neutrophiler Granulozyten vom vaskularen in den alveoldren Raum. Alveolarmakrophagen
sezernieren proinflammatorische Zytokine, die eine Chemotaxis neutrophiler Granulozyten sowie die Produktion

8



1 Einleitung

weiterer Zytokine zusatzlich antreiben und dadurch die alveolare Flissigkeitsresorption durch eine verminderte
Expression oder Aktivitat der beteiligten lonenkanéle und —transporter im Alveolarepithel schwéchen (rote Kreuze,
gestrichelte Transportpfeile). Das Ausmal der Odemauspragung hangt davon ab, ob und wie stark das alveolare
Epithel geschadigt ist, sowie dessen Kapazitat, das Odem aktiv aufzulésen (12).

Radiologisch imponiert das Permeabilitatsddem als Schmetterlingsédem und zeigt im
Gegensatz zum kardiogenen Odem von Beginn an eine alveoldre
Flissigkeitsakkumulation (Abbildung 1-3 B), da pathognomonisch meist nicht nur das
Endothel der Lungenkapillaren geschadigt, sondern auch die Integritat des alveolaren

Epithels durch inflammatorische Prozesse gestort ist (1, 13).

Eine genaue Evaluation der Kklinischen Prasentation von Patienten mit
Permeabilititsodem im Rahmen des ARDS in Abgrenzung zum kardiogenen
Lungenddem ist - trotz teilweise schwieriger Unterscheidung der ahnlichen Klinik -

wichtig, da sich die Therapie und Prognose des Lungenddems bei kardialer und nicht-

kardialer Ursache voneinander in erheblichem Malf3e unterscheiden (12).

e,

Abbildung 1-3: Reprasentative Rontgen-Thorax-Aufnahmen (anterior-posteriorer Strahlengang) von Patienten mit
kardiogenem (A) und nicht-kardiogenem (B) Lungenddem (Reproduced with permission from
Lorraine B. Ware, M.D. and Michael A. Matthay, M.D., NEJM, 2005; Copyright Massachusetts
Medical Society)

(A) Patient mit akutem kardiogenen Lungenddem nach einem Myokardinfarkt. Typisch fiir diesen Odemtyp sind die
peribrochialen Verdickungen (Pfeilspitzen) sowie Kerley-B-Linien (Pfeile). Einige Bereiche zeigen bereits ein azinares
Verschattungsmuster, wahrend die Peripherie relativ ausgespart bleibt.

(B) Patient mit Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) durch eine von Streptococcus pneumoniae ausgeldste
Sepsis. Rontgenologisch zeigen sich charakteristisch, jedoch auch unspezifisch diffuse alveolare Infiltrate mit
unregelméRiger, bilateraler Verteilung und positivem Aerobronchogramm (Pfeile) als Zeichen einer Pneumonie (12).

1.1.2 Therapie des Lungentédems

Das Wissen Uber die Ursache eines akuten Lungenddems ist entscheidend fir dessen

Therapie: Wahrend beim hydrostatischen Lungenddem die Behandlung mit Diuretika und
9
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Nitraten (Senkung der Vorlast) sowie die Senkung der Nachlast im Vordergrund steht, ist
beim Permeabilititsédem v.a. die mechanische, Lungen-protektive Ventilation von
Bedeutung. Bei beiden Odemtypen muss die Therapie der Behandlung der
Grunderkrankung angepasst werden, z.B. beim kardiogenen Typ durch
Revaskularisation der Koronarien nach Myokardinfarkt oder durch Ersatz bzw.
Rekonstruktion der Klappen bei Mitralklappeninsuffizienz. Patienten mit nicht-
kardiogenem Lungentdem werden bei einer urséchlichen Pneumonie antibiotisch
behandelt (12), wahrend beim Lungenschaden durch S&ureaspiration auch eine
Bronchoskopie indiziert sein kann, um aspirierte Partikel aus dem Bronchialsystem zu
entfernen (23).

Derzeitig steht beim akuten Lungenddem die symptomatische Therapie im Vordergrund.
Die Erforschung kausaler Therapieansatze, die an den pathophysiologischen
Mechanismen der alveolaren und interstitiellen Flissigkeitsakkumulation angreifen,
konnte in der klinischen Anwendung die allgemein schlechte Prognose und relativ hohe

Mortalitdt des Lungenédems in der Zukunft verbessern.

Kardiogenes Lungentdem:

Die Flussigkeitsakkumulation in den Alveolen fuhrt durch lokale Hypoxadmie zum
Kardinalsymptom des kardiogenen Lungenddems: Dyspnoe. Die akute kardiale
Dekompensation birgt die Gefahr der respiratorischen Insuffizienz, da durch das
Lungenddem die pulmonale Diffusionskapazitdt sowie das Ventilations-Perfusions-
Verhaltnis gestort sind. Durch den beeintrachtigten Gasaustausch wird das pulmonal-
arterielle Blut schlechter oxygeniert und es kommt zur Hypoxamie. Symptomatisch tritt
bei Patienten z.B. eine Orthopnoe oder ein Asthma cardiale® auf. Die pulmonale
Flussigkeitsiiberladung lasst sich im Stadium des alveolaren Odems oder bei
Pleuraergiissen als feuchte Rasselgerdusche auskultieren. Die Verbesserung der aus
dem akuten Linksherzversagen resultierenden, charakteristischen klinischen Zeichen,
sowie der Symptome der Stauung stehen neben der Behandlung der Grundkrankheit als
therapeutische Ziele im Vordergrund (24, 25). Die Ausschwemmung des Odems wird
pharmakologisch tber die Nieren forciert. Diuretika erhéhen das Urinvolumen durch

5 Hustenanfalle mit Dyspnoe durch Verengung der Atemwege infolge des interstitiellen Lungenddems, die
v.a. nachtlich auftreten, da die Lungenstauung im Liegen begiinstigt wird.
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Inhibition luminaler lonentransporter und -kanale im Tubulussystem der Niere, tber die
das filtrierte Natrium rtickresorbiert wird. Die Diuretika werden nach ihrem spezifischem
Wirkmechanismus und -ort in verschiedene Gruppen unterteilt. Schleifendiuretika
hemmen den Na*-K*-2ClI-Kotransporter 2 (NKCC2) im dicken aufsteigenden Teil der
Henle-Schleife. Leitsubstanz der Wirkstoffgruppe ist Furosemid, weitere Vertreter sind
Torasemid und Bumetanid. Unter den verschiedenen Diuretikaklassen besitzen sie die
hdchste natriuretische Wirkung. Da die durch Diuretika gesteigerte NaCl Ausscheidung
massiv. Wasser (H20) mit sich zieht, haben Schleifendiuretika neben der
Ausschwemmung von Odemen auch eine antihypertensive Wirkung. Das osmotische
Wirkprinzip der Schleifendiuretika hat einen positiven Nebeneffekt auf die Alveolen: Der
von ihnen aufgebaute elektrochemische Gradient wirkt wasserziehend und verringert bei
intravendser Applikation in hohen Dosen das Extrazellularvolumen, wodurch der
Gasaustausch Uber die Blut-Luft-Schranke in der flissigkeitsgefillten Lunge optimiert
werden  kann.  Schleifendiuretika  aktivieren  aul3erdem  die intrarenale
Prostaglandinsynthese und wirken zusatzlich vorlastsenkend lber den verminderten
Tonus der Kapazitatsgefal3e (26). Furosemid wird als Standardtherapeutikum bei akut
dekompensierter Herzinsuffizienz eingesetzt (27) und fuhrt bei frihzeitiger vendser
Injektion innerhalb der ersten Stunde nach klinischer Prasentation in der Notaufnahme
zu einer signifikant geringeren In-Hospital Mortalitat (2,3 %) im Vergleich zu Patienten mit
verzogerter Behandlung (6,0 %) (28). Meta-Analysen zeigen zudem, dass Diuretika auch
bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz im Vergleich zur Placebogruppe die
Mortalitat bzw. die Verschlechterung des Krankheitszustands tendenziell senken und im
Vergleich zur active controlled trial (Kontrollgruppe mit vergleichbarer Standardtherapie)
die korperliche Leistungsfahigkeit verbessern (29, 30).

Permeabilitatsodem:

Patienten mit diesem Odemtyp versterben meist an einem Multi-Organ-Versagen oder
Sepsis-Syndrom bzw. ihrer zugrundeliegenden Erkrankung (31, 32). Daher steht die
Behandlung der Grundkrankheit, wie zuvor erwdhnt, an vorderster Stelle. Jedoch ist die
refraktare Hypoxie durch das Odem bereits per se eine lebensbedrohliche Komplikation,
die es frihzeitig zu behandeln gilt. Bei akuter respiratorischer Insuffizienz kann der
pulmonale Gasaustausch durch eine Beatmungstherapie in Bauchlage (33) mit PEEP

und einem reduzierten Atemzugvolumen (AZV) von maximal 6 mL/kg predicted body
11
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weight® verbessert werden (34). Symptomatisch und supportiv sollte die Therapie an die
Herz-Kreislauf-Funktion und den Flussigkeitshaushalt angepasst werden. Als Ultima-
ratio kann ein extrakorporales Lungenersatzverfahren die Lungenfunktion des Patienten
tubernehmen (35). Pathophysiologisch sind u.a. das alveolo-kapillare Leck, die
verminderte alveoléare Clearance und der Mangel an wirksamen Surfactant durch die
diffuse Entziindungsreaktion der Lunge wichtige pathophysiologische Ansatzpunkte, um
die Bildung von Atelektasen und eine daraus resultierende schwere Hypoxamie im ARDS
zu verhindern.

Bislang sind trotz guter vorklinischer Daten alle pharmakologischen Studien zum ARDS
in der Klinik gescheitert (36-38). Ein therapeutischer Ansatz war die Verwendung beta-
adrenerger Agonisten, da diese Uber drei Mechanismen ein Lungendédem beim akuten
Lungenschaden eindammen kodnnen: Sie stimulieren die alveolare
Flissigkeitsresorption, wirken anti-inflammatorisch und bronchodilatatorisch (39). Im
beta-agonist lung injury trial (BALTI), einer randomisierten Placebo-kontrollierten
klinischen Studie, reduzierte eine intraventse Salbutamolgabe bei ARDS-Patienten die
extravaskulare Lungenflissigkeit im Vergleich zur Placebo-Gruppe signifikant (40). Im
BALTI 2 wurde die Patientenrekrutierung jedoch nach Zwischenanalysen abgebrochen,
da die Mortalitdt der Salbutamol-Gruppe im Vergleich zur Placebo-Gruppe signifikant
erhoht war (34 % vs. 23 %) (37, 41). Von einer routinemafigen Behandlung mit dem 32-
Agonisten Salbutamol wird daher abgeraten. Auch die Anwendung des aerosolierten 32-
Agonisten Albuterol verbesserte das klinische Outcome von ARDS-Patienten nicht (42).
Positive Effekte erhoffte man sich ebenfalls durch die ARDS-Therapie mit Statinen, da
Simvastatin  im Mausmodell des Endotoxin-induzierten Lungenschadens eine
inflammatorische Reaktion reduzieren konnte (43). Die randomisiert-kontrollierte
klinische Studie zur Hemmung der Hydroxymethylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase’ beim
akuten Lungenschaden (HARP) untersuchte, ob Simvastatin das physiologische und
biologische Outcome bei Patienten mit akutem Lungenschaden verbessern kann. In der
bronchoalveolaren Lavage der Simvastatin-Gruppe war das proinflammatorische Zytokin
IL-8 signifikant reduziert. Tendenziell besserten sich in der Interventionsgruppe die

Oxygenierung, die Atemmechanik sowie nicht-pulmonale Organdysfunktionen (44). In

6 Rechnerisch vorhergesagtes, sog. Ideales Kdérpergewicht fiir die patientengerechte Einstellung der
Beatmung; Berechnung mittels Kérpergré3e und Geschlecht
7 Geschwindigkeitsbestimmendes Enzym der Cholesterinbiosynthese
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der HARP-2 Studie zeigte sich jedoch kein besseres klinisches Outcome von ARDS-
Patienten unter der Simvastatin-Therapie im Vergleich zur Placebo-Gruppe, da es weder
einen signifikanten Unterschied der Ventilations-freien Tage noch der 28-Tage-Mortalitat
zwischen den Gruppen gab (45). Zu ahnlichen Ergebnissen kam die Statins for acutely
injured lungs from sepsis (SAILS) Studie unter der Anwendung von Rosuvastatin (38) —
auch hier war die Zahl der Ventilations-freien Tage und die Mortalitat nicht reduziert.
Aufgrund der bisher fehlenden klinischen Erfolge ist die Suche nach einem kausalen
Therapieansatz weiterhin Gegenstand intensiver klinischer Forschung.

Fur das Outcome der Therapie des Lungentédems kdnnte der Flussigkeitstransport im
Alveolarepithel ein vielversprechendes Target sowohl beim kardiogenen als auch beim

Permeabilitatstyp sein.

1.2 Flussigkeitstransport im Alveolarepithel

Jede Zelle unseres Korpers ist auf die kontinuierliche O2-Versorgung angewiesen. Die
Lunge sorgt mit ihren rund 500 Mio. Alveolen (46) und einer Gasaustauschflache von 80-
140 m? fur dessen Aufnahme aus der Atemluft und die Abgabe des Kohlenstoffdioxids
(CO2) aus dem Blut. Dabei erfolgt die Diffusion der Gase uber die alveolarkapillare
Barriere. Diese 0,3 um dicke Schicht (47) aus respiratorischem Epithel, Endothelzellen,
einer gemeinsamen Basallamina (48) und dem Epithel-bedeckenden Flissigkeitsfilm

begrenzt die Alveoli als Septen.

Im epithelialen Anteil unterscheidet man zwei Zelltypen, die die Alveolen auskleiden:
Pneumozyten Typ | (alveolar epithelial cells type | = AT 1) sind gro3e, flache Zellen, die
mit 95 % den grofiten Teil der Oberflache bedecken (49) und eine minimale
Diffusionsstrecke fur den Gasaustausch bereitstellen. Die in anndhernd gleicher Zahl
vorkommenden Pneumozyten Typ Il (alveolar epithelial cells type Il = AT II) kleiden
hingegen nur 5 % der Blut-Gas-Schranke aus (49). Letztere sind kleine, kubische Zellen,
welche die grenzflachenaktive Substanz Surfactant synthetisieren, sezernieren und
recyceln. Surfactant setzt die Oberflachenspannung kleiner Alveolen herab, was ein
Kollabieren eben jener bei der Exspiration verhindert (50). AuRerdem fungieren AT Il
Zellen als Progenitorzellen, die der Regeneration des Alveolarepithels dienen, und

gewahrleisten den lonen- und Flussigkeitstransport zwischen Luft- und
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Blutkompartiment (51). Entgegen der ehemals passiv vermuteten Rolle der AT | Zellen
an der Flussigkeitshomoostase in der Lunge, spricht der Expressionsnachweis der
Natrium-Kalium-Adenosintriphosphatase (Na,K-ATPase), des epithelialen Natrium
Kanals (ENaC), des Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) und
weiterer Transportproteine in AT | Zellen fur deren Beitrag am alveolaren
Flissigkeitstransport (51-53). Die Barrierefunktion des Alveolarepithels wird durch Zell-
Zell-Kontakte, die tight junctions, Zonula adherens und Desmosomen realisiert, die die
Pneumozyten eng miteinander verkntpfen (54). Luminal sind die Alveolen von einem
dunnen Flussigkeitsfilm (Epithelial lining fluid = ELF) bedeckt, der die erste Barriere
zwischen der Lunge und der Umwelt darstellt (55). Da die Diffusion einen optimalen
Gasaustausch nur Uber geringe Distanzen erlaubt, muss das Volumen der ELF streng
kontrolliert werden (56). Daflr sorgt ein standiger Flissigkeitstransport, der je nach
Bedingungen ein- oder auswartsgerichtet ablauft und eng reguliert wird. Entscheidend in
der intakten Lunge ist die alveolare Flussigkeitsresorption (alveolar fluid clearance =
AFC), die durch aktiven Wasser- und lonentransport kontinuierlich Flissigkeit aus den
Alveolen Uber verschiedene lonenkandle in den interstitiellen Raum transportiert (57)
(Abbildung 1-4). Der apikale ENaC nimmt dabei eine zentrale Rolle unter den
Transportern der AFC ein, da er ~40-60 % des gesamten Na* aus den Alveolen
resorbiert (58-60). Die basolaterale Na,K-ATPase (61) baut den daflr notwendigen
Gradienten fir Na* auf. Zusatzlich zu ENaC tragen weitere apikale lonentransporter u.a.
die sodium-dependent glucose transporters (SGLTs) (62, 63) und sodium-coupled
neutral amino acid transporters (SNATS) (64) durch ihre aktive alveolare Na*-Resorption
dazu bei, dass ein osmotischer und elektrochemischer Gradient von apikal nach
basolateral aufgebaut wird. Er fuhrt dazu, dass H20 lber Aquaporin-5 Kanale (AQP5)
(65) und parazellulér in Richtung der Blutseite folgt. Zur Wahrung der Elektroneutralitat
wird CI passiv v.a. Uber CFTR (66, 67) oder parazellular aus dem Alveolarraum

absorbiert.

14



1 Einleitung

apikal

3 Na*  basolateral

K* 3 Na*

Abbildung 1-4:  Vereinfachtes Schema der alveolaren Flussigkeitsresorption (AFC) in der gesunden Lunge

Die Alveolarepithelzellen Typ | (AT 1) und Typ Il (AT IlI), die Uber tight juctions miteinander verbunden sind,
gewahrleisten den Flussigkeitstransport im alveolaren Epithel. In der gesunden Lunge Uberwiegt die AFC. An der
apikalen Seite der Zellen wird Na* aus den Alveolen hauptséchlich durch den Epithelialen Na*-Kanal (ENaC) resorbiert.
Basolateral erzeugt die Na,K-ATPase den entsprechenden Gradienten. ClI- und H20 folgen dem elektrochemischen
und osmotischen Gradienten von apikal nach basolateral entweder parazellular oder durch entsprechende CI- Kanéle
(cystic fibrosis conductance regulator CFTR) oder H20 Kanéle (AQP5).

Die Inhibition oder der Verlust einzelner oder mehrerer lonenkanale des regulierenden
Netzwerks alveolarer Flussigkeitstransporte kann zu einer verminderten AFC und damit

schlieBlich zur Bildung eines Lungenédems fuhren.

1.3 Gestorter Flissigkeitstransport

Traditionell wird die Pathophysiologie des kardiogenen Lungenddems mit Hilfe der
Starling-Gleichung beschrieben (1.1.1). Jedoch spielt auch die alveolare
Flissigkeitsregulation durch lonentransporter und Kanale eine kritische Rolle (61, 68).
Vorherige Arbeiten zeigten, dass die Bildung des kardiogenen Lungenddems durch
aktive Signalprozesse gefordert wird. Dabei scheint die Regulation der lonentransporter
entlang der Luft-Blut-Schranke einen entscheidenden Beitrag zur Pathophysiologie zu
leisten (21, 22). Unter physiologischen Bedingungen Uberwiegt beim
Flissigkeitstransport in der Lunge die alveolare Flussigkeitsresorption, die durch eine
Na*-Resorption v.a. Uber ENaC angetrieben wird. Eine Erh6éhung des linksatrialen
Druckes (PLa), die im Rahmen verschiedener Herzerkrankungen auftritt, steigert den
Druck im pulmonalen Gefafl3system und fiihrt zu einer vermehrten FlUssigkeitsfiltration

nach luminal. Eine erhdhte Stickstoffmonoxid (NO)-Produktion im vaskularen Endothel
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durch die druckbedingte Dehnung der kapillaren Endothelzellen hemmt zudem die
protektive AFC (22, 69). Das freigesetzte NO inhibiert die alveoldare Na*- und
Flussigkeitsresorption  des  epithelialen ENaC  durch  sowohl  cyclisches
Guanosinmonophosphat (cGMP)-abhéngige und cGMP-unabhangige Effekte (22, 70-
73). Erschwerend kommt hinzu, dass ein erhdhter hydrostatischer Druck aber nicht nur
die aktive alveolare Flussigkeitsabsorption hemmt, sondern vielmehr den
transepithelialen Flussigkeitstransport umkehrt, was zu einer effektiven alveolaren
Flussigkeitssekretion (alveolar fluid secretion - AFS) fihrt. Dies wurde in friheren
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe in einem Modell des kardiogenen Lungenédems
an isoliert perfundierten Rattenlungen, bei denen hydrostatischer Stress zunachst zu
einer Hemmung der ENaC-vermittelten epithelialen Na* Absorption und damit der AFC
fuhrte, nachgewiesen (21). Die abnehmende intrazellulare Na*-Konzentration durch
Hemmung des ENaC generiert dabei einen Gradienten flr den basolateralen Na*-Eintritt,
der nun die Triebkraft fir die AFS bildet. Die Hemmung des ENaCs spielt in diesem
Konzept eine Schlusselrolle, was durch Untersuchungen mit dem ENaC-Inhibitor Amilorid
im Modell des hydrostatischen Lungenddems bestatigt werden konnte. Amilorid fiihrte in
der Tat bereits unter Normalbedingungen (Pa = 5 cmH20) zu einer Umkehr des
pulmonalen Flussigkeitstransports und damit zu einer aktiven AFS (21).
Der apikale Cl-Kanal CFTR ermdglicht eine bidirektionale Transportrichtung von CI-
lonen uber das Alveolarepithel (74). Im Rahmen der AFC wirkt er einwartsgerichtet und
reabsorbiert Cl-lonen aus dem Alveolarraum. Die Bedeutung des Cl-Transports fir den
alveolaren Flissigkeitstransport und seine Rolle bei der Odembildung wurde von
Solymosi und Kollegen in weiteren Untersuchungen an isoliert perfundierten
Rattenlungen mit alveolarer Instillation bzw. vaskularer Perfusion CI- freier Flussigkeit
unter normalem oder erhéhtem hydrostatischen Druck nachgewiesen (21). Die Cl-freie
Instillation der Alveolen reduzierte die AFC nur bei normalen Druckwerten, wéhrend die
Cl-freie Lungenperfusion die AFS bei erh6htem PL.a hemmte. Dies weist darauf hin, dass
die AFS bei erhohtem Pra durch einen umgekehrten transepithelialen Cl-Transport
angetrieben wird, die Transportrichtung des CI- Uber den CFTR also in die Alveolen
gerichtet ist (21).
Eine Inhibition der Na,K-ATPase mit Ouabain hemmt sowohl die AFC unter
Normalbedingungen als auch die AFS bei erhohtem hydrostatischen Druck (21). Dies
zeigt, dass die Flussigkeitsakkumulation in den Alveolen beim hydrostatischen
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Lungenddem nicht nur passiv und durch parazellularen Transport erfolgt, sondern dass
sekundar aktive lonentransporter, die durch eben diese Na,K-ATPase angetrieben

werden, zur Lungenddembildung beitragen.

Zusammenfassend kommt es bei der Ausbildung eines kardiogenen Lungentdems
infolge eines erhdhten PLa durch einen funktionellen Verlust der ENaC-Kanéle zu einem
basolateralen Na*-Einstrom in die Zelle und durch eine Cl-angetriebene apikale AFS
Uber CFTR zu einem Cl-Gradienten von basolateral nach apikal (Abbildung 1-5). Die
veranderten lonengradienten, welche die AFS fur die Odembildung nach
Linksherzversagen antreiben, erfordern somit einen basolateralen Na*- und CI-Eintritt
durch einen sekundar-aktiven Transporter. Dieser lonentransport konnte Uber den Na*-
K*-2CI-Kotransporter 1 (NKCC1) reguliert sein (Abbildung 1-5). Bei erhthtem
hydrostatischen Druck (1PLa) wirde NKCC1 durch den einwéartsgerichteten,
basolateralen Na*- und Cl-Transport die aufgrund des ENaC-Ausfalls abnehmende
intrazellulare Na*-Konzentration wieder ausgleichen und die alveolar-gerichtete CI-
Sekretion Uber CFTR fordern. Somit trige der Kotransporter durch den Aufbau eines
osmotischen Gradienten und dem daraus resultierenden Flussigkeitsstrom entscheidend

zur kardiogenen Odembildung bei.

. apikal
2 PLA Kardiogenes cr

“ Lungenddem (me“wmm/m
CI-
tight ~~~———

junctions

3Na*  pagolateral

3 Na* K+

Na* K*2CI-

Abbildung 1-5:  Konzeptionsvorschlag des alveoléaren Flissigkeitstransports beim kardiogenen Lungenédem

Beim kardiogenen Lungenddem fuhrt der erhdhte linksatriale Druck (PLa) des Herzens zu einer Umkehr der alveoléaren
Flussigkeitsresorption (AFC) in eine alveolare Flussigkeitssekretion (AFS). Die Resorption des alveolaren Na* durch
apikale Transporter, insbesondere durch den epithelialen Natrium-Kanal ENaC, ist dabei vermindert. Es entsteht ein
Gradient fiur die basolaterale Na*-Aufnahme. Dadurch kehrt sich auch die Transportrichtung des cystic fibrosis
conductance regulator (CFTR) nach apikal um. Der basolaterale Na*-K*-2 Cl-Kotransporter (NKCC1) kénnte der
limitierende Schritt der apikalen Cl-Sekretion sein und wirde durch einen erhtéhten Pra aktiviert werden. Der
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osmotische Gradient wiirde zum Ubertritt von Wasser uiber die Epithelbarriere in den Alveolarraum und je nach Ausmaf
zum Lungenddem flhren.

Auch beim akuten Lungenschaden mit Permeabilititsddem tragt eine beeintrachtigte
alveolare Flissigkeitsreabsorption wesentlich zur Odembildung bei. So fiihrt die
Abnahme der Na*- und Cl-Transporter auf Gen- und Proteinebene in humanen AT II
Zellen zu einem verminderten vektoriellen absorptiven Flussigkeitstransport (75).
Ursachlich fur die Herunterregulierung der Transporter und Kanale ist vermutlich die
Inflammation beim ARDS bzw. je nach Ursache des ARDS z.B. eine virale Infektion bei
COVID-19 (76, 77) oder Influenza (78, 79). In der alveolaren, Protein-reichen
Odemfliissigkeit von ARDS Patienten konnten verschiedene proinflammatorische
Mediatoren, darunter IL-1[3, IL-8, TNF-a und TGF-B detektiert werden (75). Zusatzlich
sezernieren Alveolarmakrophagen proinflammatorische Zytokine, mit denen sie andere
Immunzellen z.B. neutrophile Granulozyten aktivieren und deren Chemotaxis sowie die
Produktion weiterer Zytokine stimulieren. Die freigesetzten inflammatorischen
Mediatoren hemmen den alveolaren Flissigkeitstransport, indem sie die Expression und
Aktivitat der verschiedenen lonentransporter beeinflussen. TNF-a, TGF-f und IL-1f3
reduzieren die Expression von ENaC, dessen verminderte Aktivitat die AFC reduziert (20,
80). Auch Hypoxie und Volutrauma?® kénnen lber die Herunterregulation der Aktivitat der
Na,K-ATPase den fur die AFC notwendigen transepithelialen Sodiumtransport
mindern (81). Das Zusammenspiel zwischen CFTR-Expression/-Aktivitat und
inflammatorischen Zytokinen ist weitaus komplizierter (20). Lee und Kollegen (75) zeigten
eine Abnahme der Expression und Aktivitdt von CFTR in AT Il Zellen unter der
Behandlung mit Odemfliissigkeit aus dem akuten Lungenschaden. In den submukosen
Drisen des Luftwegepithels aktivierten die proinflammatorischen Zytokine IL-13 und
TNF-a andererseits cAMP-abhéngig CFTR, was eine Sekretion von Flussigkeit stimuliert
(82). Eventuell lasst sich die entgegengesetzte Regulation von CFTR im akuten
Lungenschaden durch das Modell von Shamsuddin und Quinton (83) erklaren, das die
Organisation der kleinen Luftwege in absorptive und sezernierende Areale innerhalb
Akkordeon-ahnlicher Falten entlang des Atemweglumens beschreibt. Demnach kdnnte
der FlUssigkeitstransport in absorptiven Bereichen gehemmt sein, wéhrend

sezernierende Abschnitte weiterhin aktiv sind oder gar verstarkt werden (20). Des

8 Uberdehnung der Lunge durch Einwirkung hoher Atemzugvolumina
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Weiteren beeinflusst die inflammatorische Umgebung der Lunge im akuten
Lungenschaden auch die Expression und Aktivitat von NKCC1 (84, 85). Mause mit
fehlender NKCC1-Expression sind bei bakterieller Infektion mit Klebsiella pneumoniae
vor Bakteriamie und hypothermer Sepsis geschitzt und weisen eine verminderte
vaskulare Permeabilitat auf (84). Umgekehrt fuhrte die Infektion mit Leptospirosis in
einem Modell des Lungenddems von Andrade und Kollegen (85) bei Hamstern zu einer
Hochregulation der NKCC1-Expression und zu einer Abnahme der ENaC Expression mit
Dysregulation des Flussigkeitstransports in der Lunge. Beide Studien legen nahe, dass
auch beim Permeabilitatsddem eine Dysregulation des NKCC1-Kotransporters eine Rolle

bei der alveolaren Flussigkeitsakkumulation spielen kdnnte.

1.4 Na*-K*-2Cl-Kotransporter (NKCC)

Die elektroneutralen NKCC-Symporter gehéren zur SLC12 Familie der solute carrier
Membrantransporter. NKCCs transportieren sekundar aktiv 1 Na*, 1 K* und 2 CI- (1:1:2
Stochiometrie) Uber eine Membran. Dabei werden zwei Isotypen der Na*-gekoppelten
ClI-Transporter unterschieden: NKCC1 liegt enkodiert durch das SLC12A2 Gen auf
Chromosom 5 und NKCC2 (SLC12A1) auf Chromosom 15. Auf Proteinebene sind 58 %
ihrer Aminosauren identisch. NKCC1 ist mit 131,4 kDa etwas grof3er als NKCC2 mit einer
molekularen GroRRe von 121,3 kDa. Der GroRRenunterschied ergibt sich hauptsachlich
durch ein langeres Amino (N)-terminales Ende im NKCC1-Transporter, dies ist zugleich
der Teil des Proteins mit der geringsten Ubereinstimmung zu NKCC2. Der zytosolische
N-Terminus ist v.a. wichtig fur die Kotransport-Funktion. Er enthalt zwei Subdoméanen mit
einer Bindungsstelle fur Kinasen und einer Phosphorylierungsstelle zur Aktivierung des
Transporters. Die erste Subdomane interagiert mit zwei spezifischen Sterile 20 (Ste20)-
verwandten Kinasen: Ste20p-related Proline Alanine-rich Kinase (SPAK) und Oxidative
Stress responsive Kinase (OSR1). Diese konnen das NKCC-Molekul durch
Phosphorylierung der zweiten Subdomé&ne an verschiedenen Threonin (Thr)- und/oder
Serin (Ser)-Resten aktivieren. Weiterhin setzt sich der Transporter aus einem
transmembranadren Teil und einem Carboxy (C)-terminalen Ende zusammen. Der
transmembranare Teil des NKCC besteht aus 12 hydrophoben transmembranéren alpha-
Helices (TM) und einer grof3en extrazellularen Schleife zwischen TM7 und TM8. Diese
groRe extrazellulare Schleife kann posttranslational glykosyliert werden, was zu einer
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Erh6hung der zuvor beschriebenen Molekilmasse fuhrt (86). AuRerdem ist diese Schleife
essenziell fur die Membranexpression, die Transportaktivitdt und die Affinitat far
Schleifendiuretika (87). Die Bindung der lonen und Schleifendiuretika wird anderen
transmembranen Domanen zugeschrieben (88, 89). Das zytosolische C-terminale Ende
dient der Reifung, Dimerisierung (90) und dem Transport des Proteins an die
Plasmamembran. Die Dimerisierung von NKCC-Monomeren wird durch TM9 und TM12
ermoglicht (91).Uber die Dimerisierung des Proteins kann der C-Terminus erganzend zu
den Phosphorylierungsstellen des N-terminalen Endes Einfluss auf die Regulation der
Transporteraktivitat nehmen (92). Wie genau die Konformationsanderungen die
Proteinaktivierung beeinflussen, ist jedoch noch unklar (93). NKCC1 enthalt ein Di-Leucin
Motiv im Exon 21, das die basolaterale Zuordnung ermdglicht. Da im SLC1A1 Gen dieses
Motiv durch alternatives Splicing fehlt, wird NKCC2 an der apikalen Membran
exprimiert (88). Der Expressionsort in polaren Zellen bestimmt dabei, ob NKCC
sekretorisch oder absorptiv wirkt. Fir den Symport der Na*-, K*-, und Cl-lonen ist ein
funktionierendes Netzwerk weiterer Transportsysteme notwendig. Dazu zahlen Cl- und
K*-Kanéle sowie die Na,K-ATPase als treibende Kraft des lonentransports. Funktionell
dient die SLC12-Transporterfamilie der Regulation des Zellvolumens und der
intrazellularen  ClI-Konzentration (94-96). Beide Typen der Kationen-Chlorid
Transporterfamilie sind in der Lage, auch andere lonen zu transportieren. Hervorzuheben
ist dabei Ammonium (NHa4*), das anstelle von K* im Symport mit Na* und CI- Gber die
Membran transportiert werden kann, um in der Niere sowie intestinal den Saure-Basen-

Haushalt zu regulieren (86).

NKCC1 wird ubiquitéar auf der basolateralen Seite vieler flissigkeitsregulierenden
Epithelien, sowie Nerven-, Muskel- und Endothelzellen in Kolokalisation mit der Na,K-
ATPase exprimiert (95, 97) und auch als ,sekretorische® NKCC-Isoform bezeichnet (89).
NKCC1-Knockout-Mause sind trotz der vielen Funktionen des Transporters (Tabelle 1-1)
lebensfahig, weisen aber einen typischen Phanotyp auf und werden als mittelgradig

belastet eingestuft.
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Tabelle 1-1: Funktionen von NKCC1 (modifiziert nach Nicolas Markadieu und Eric Delpire, Eur J Physiol, 2014)
Lokalisation Funktion

Innenohr Horen und Balance

Sensorische Neuronen Filtern sensorischer Storfaktoren
ZNS-Neurone proepileptisch oder krampflsend
Epithelzellen der Speicheldriise Speichelproduktion

intestinale interstitielle Cajal-Zellen Peristaltik

vaskulare glatte Muskelzellen Gefaldtonus

Testes Spermatogenese

Epithelzellen der Atemwege Reifung der fetalen Lunge
Distales Kolon NH4* Sekretion

Am auffalligsten zeigt sich ein Verlust des NKCC1 in Form einer Taubheit und von
Gleichgewichtsstérungen der Tiere. In der Cochlea des Innenohres befindet sich in der
zentralen Scala media ein mehrschichtiges Transportepithel, die Stria vascularis. NKCC1
und die Na,K-ATPase werden auf der basolateralen Membran der Stria vascularis
exprimiert. Den Gradienten fiur den lonen-Einstrom erzeugt wiederum die Na,K-Pumpe.
NKCC1 vermittelt hier jedoch nicht wie in den meisten Epithelien die Cl-Sekretion,
sondern ist an der Sekretion von K*-lonen lber entsprechende apikale Kanale in die
Endolymphe der Scala media beteiligt. Die Ko-transportierten Na*- und Cl-lonen
rezirkulieren in die Zellen der Stria vascularis. Die daraus resultierende hohe K*-
Konzentration der Endolymphe (~150 mmol) erzeugt ein positives endocochleéres
Potential (+85 bis +100 mV) gegentiber den anderen beiden flussigkeitsgefillten Raumen
(Scala tympani und Scala vestibuli) der Cochlea. Wahrend der Schallausbreitung kommt
es zur Bewegung der Flissigkeit in der Scala media (Endolymphe), die eine Auslenkung
der Haarbiindel der Sinneszellen verursacht. Dies fiihrt zur direkten Offnung mechanisch
sensitiver Kationenkandle der transient receptor potential (TRP) Familie. Aufgrund des
elektrochemischen Gradienten kommt es in Folge zu einem depolarisierenden
Einwartsstrom von K*-lonen in die Haarzellen tber die Transduktionskanéle (88, 98).

Man bezeichnet diesen fur die Schallverarbeitung essenziellen Prozess als
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mechanoelektrische Transduktion. NKCC1-Knockout-Mause zeigen eine verminderte K*-
Sekretion der Striae vascularis in die Endolymphe, was deren Taubheit erklart (99, 100).
Auch der Einsatz von Schleifendiuretika, die nicht-spezifisch NKCC1 und NKCC2
hemmen, kann aufgrund der cochledren NKCC1-Expression zu ototoxischen Effekten bis
hin zur Taubheit fuhren (101, 102). AuBerdem zeigen die NKCC1-Knockout-Mause eine
ungewdhnliche, schnell wackelnde Kopfhaltung und bewegen sich kreisend fort. Dieser
Gleichgewichtsstorung  liegt ein  vergleichbarer  Prozess der  gestorten
mechanoelektrischen Transduktion in den Bogengédngen des Vestibularapparats

zugrunde wie durch die veranderte Zusammensetzung der Endolymphe im Hororgan.

In vaskularen Endothelzellen hdlt NKCC1 das Zellvolumen und die intrazellulare CI-
Konzentration ([CI]) aufrecht. Die basal hohe Kotransport-Aktivitat im Endothel bietet die
Moglichkeit, iber NKCC1 schnell auf eine Abnahme des intrazellularen Volumens und
niedrige [CI]i zu reagieren, um die vaskulare Integritéat zu gewéhrleisten (103). Akar et
al. (104) zeigten, dass die NKCC1-Aktivitat in vaskularen glatten Muskelzellen der Aorta
von Ratten durch Vasokonstriktoren wie Phenylephrin (Sympathomimetikum) oder
Angiotensin Il und Vasodilatatoren wie NO oder Nitroprussid entgegengesetzt reguliert
wird. In GefalBmuskelzellen aus der Aorta von Ratten aktiviert Phenylephrin NKCC1. Der
NKCC-Inhibitor Bumetanid reduzierte die Phenylephrin-induzierte Kontraktion der
Rattenaorta signifikant. Der kontraktile Zustand der glatten Gefal3muskulatur kdnnte also
zusatzlich an der NKCC1-Regulation beteiligt sein (105). Dass Veradnderungen der
NKCC1-Aktivitat einen Einfluss auf den Tonus der vaskularen glatten Muskulatur haben,
unterstutzt auch der beobachtete reduzierte mittlere arterielle Blutdruck in NKCC1-
Knockout-Mausen (106). Umgekehrt kann der Blutdruck auch die NKCC1-Aktivitat und -
Funktion regulieren (107): So wird in spontan hypertensiven Ratten unter der
Hypertonieentwicklung die Expression des normalerweise methylierten NKCC1-
Transporters in den glatten Gefalmuskelzellen durch Hypomethylierung gesteigert (108).
Auch wéhrend der postnatalen Entwicklung einer Hypertonie wird die NKCC1-Expression

epigenetisch hochreguliert (109).

Durch die breite Verteilung des NKCC1-Proteins in verschiedenen Geweben kommt es
zu einer Vielzahl weiterer Aufféalligkeiten in NKCC1-Knockout- M&ausen: In den
Azinuszellen der Speicheldriisen ist NKCC1 der Hauptmechanismus fur die basolaterale

Cl-Aufnahme. Seine Transportfunktion ist daher ein entscheidender Faktor der
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Speichelproduktion und Sekretion von Flussigkeit. Der funktionale Verlust von NKCC1
resultiert entsprechend in einer > 60%igen Reduktion des sezernierten
Speichelvolumens nach muscarinergen Stimuli (110).Des Weiteren zeigt sich bei
NKCC1-Knockout-Tieren in Ussing-Kammer-Experimenten zur Messung von
Kurzschlussstromen als MalR des Netto-lonentransports Uber Epithelzellen eine
Verringerung der durch cyclisches Adenosinmonophosphat (cyclic adenosine
monophosphate, CAMP) induzierten Kurzschlussstrome im Jejunum und Appendix (106),
sowie in der Trachea (111). Phanotypisch macht sich der NKCC1-Knockout im Intestinum
durch eine verminderte Flissigkeitssekretion und Peristaltik bemerkbar, welche zur

geringeren KG-Zunahme der Slc12a2/-Mause im Vergleich zu Wildtyp-Tieren fiihrt.

Eine weitere Schlusselrolle spielt der Symporter auch in der inhibitorischen synaptischen
Neurotransmission (88), da NKCC1 die [Cl]i sensorischer Neurone reguliert (112, 113).
Eine hohe ClI-Akkumulation in prasynaptischen Neuronen der Spinalganglien kann von
GABA-Rezeptoren genutzt werden, um durch Depolarisation die synaptische
Transmission zu inhibieren, z.B. um unwichtige sensorische Hintergrundinformationen
nicht wahrzunehmen (114). NKCC1 legt dabei die Richtung und Starke der GABA-

und/oder Glycin-vermittelten CI-Stréme fest.

Den Isotyp NKCC2 findet man hingegen nur in der Niere (115). Im dicken aufsteigenden
Teil der Henle-Schleife reabsorbiert der Transporter 20 % bis 30 % des primar filtrierten
Natriumchlorids (NaCl) (116). Da dieser Teil des Tubulussystems fiur H20 impermeabel
ist, fihrt NKCC2 zu einer Verdinnung des Urins im Tubuluslumen (117). NKCC2 wird
aulBerdem in der apikalen Membran der Macula densa des distalen Nephrons exprimiert
und dient so dem juxtaglomeruldren Apparat als NaCl-Sensor (118). Uber lokale
Mechanismen kann die Macula densa entsprechend die renale Filtration der tubularen
Na* Konzentration anpassen. Eine loss-of-function Mutation im SLC12A1 Gen, wie sie
beim Bartter-Syndrom auftritt, fuihrt durch eine gestérte Tubulusfunktion zu einem Salz-

und Wasserverlust, der sich in Polyurie, Hypotonie und Dehydratation auf3ert (119, 120).

Pharmakologisch konnen beide NKCC-Isotypen spezifisch und reversibel durch
Schleifendiuretika wie Furosemid und Bumetanid inhibiert werden (115). Kirzlich wurde
zudem auch ein selektiver NKCC1-Inhibitor entwickelt: ARN23746 (121). In préklinischen

Studien konnte das Schleifendiuretikum Bumetanid, welches in Deutschland nicht
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zugelassen ist, im Off-label Use positive Effekte bei den neurologischen Erkrankungen
Epilepsie, Autismus und Schizophrenie erzielen. Ein pathophysiologischer
Erklarungsansatz der aufgezahlten Krankheitsbilder ist die abnormale Funktionalitat von
NKCC1 im Gehirn und einer damit verbundenen Verédnderung neuronaler CI-
Konzentrationen (122). Die Suche nach einem Medikament, dass selektiv NKCC1
hemmt, ohne dabei durch eine Inhibition des Isotyps NKCC2 unerwinschte
Nebenwirkungen im Elektrolyt- und Wasserhaushalt zu verursachen, war daher
Gegenstand intensiver Forschung (123). Mit ARN23746 konnte zukuinftig klinisch ein
Medikament ohne diuretische Nebenwirkungen an der Pathophysiologie von
Krankheitsbildern ansetzen, deren Entstehung mit der Aktivitit von NKCC1

zusammenhéngt (121).

Erst vor kurzem wurde auch Uber Krankheiten berichtet, denen eine loss-of-function
Mutation oder ein kompletter Verlust des NKCC1-lonentransporters zugrunde liegt (124).
Da NKCC1 in so vielen unterschiedlichen Geweben exprimiert wird, fuhrt seine
Dysfunktion zu komplexen Symptomen, die bislang keiner eindeutigen Ursache
zugeschrieben werden konnten. Phanotypen wie Taubheit, Hypotonie und
Mukusobstruktion in der Lunge und dem Interstitium sind bereits aus dem NKCC1-KO-
Mausmodell bekannt (siehe oben) und sollten beim Menschen eine genetische Testung
veranlassen (124). Es gibt bislang zwar keine standardisierte Therapie fur Patienten mit
NKCC1-Mutation, dennoch konnte die Aufdeckung und Untersuchung weiterer Félle, in
denen NKCC1 krankheits-verursachend ist, die Erforschung von neuen

Behandlungsmoglichkeiten voranbringen.

1.4.1 Regulation des NKCC1-Transporters

Uber die transkriptionelle Regulation des SLC12A2 Gens ist relativ wenig bekannt (88).
SLC12A2 wird durch 28 Exons codiert, unter denen das Exon 21 durch alternatives
Splicing die Lokalisation in polaren Zellen bestimmt. SLC12A2 enthalt fir Haushaltsgene
charakteristische Promotorsequenzen (TATA, Spl, AP-2) (125, 126), die auch in
Zellprozesse wie Proliferation, Differenzierung, Apoptose und Karzinogenese involviert
sind (127). Die NKCC1 mRNA Expression kann sich unter verschiedenen
physiologischen Bedingungen verandern. In einer Studie zu intestinalen T84 Zellen des

Kolons wurde gezeigt, dass Hypoxie zu einer Abnahme der intestinalen Cl-Sekretion
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fuhrt, der eine genomische und posttranskriptionelle Herunterregulation des NKCC1-

Kotransporters zugrunde liegt (128).

Posttranslational gibt es zahlreiche Faktoren, die die NKCC1-Aktivitat beeinflussen.
Hierzu zahlen Anderungen des Zellvolumens, Hormone, Wachstumsfaktoren, die Oa-
Bedingungen und weitere Faktoren (129). NKCC1l kann sich zu Dimeren oder
Tetrameren formieren, um hochmolekulare Molekulkomplexe zu bilden (88). Die Bindung
dieser Komplexe an andere Mitglieder der Kationen-Chlorid-Kotransporter Familie,
Zytoskelettproteine oder Enzyme regulatorischer Signalkaskaden kann unterschiedliche
Auswirkungen auf die Transportaktivitat haben (129). Zu den wichtigsten und gleichzeitig
miteinander verknipften Stimuli einer NKCC1-Aktivierung zahlen die Zunahme der
extrazellularen Osmolaritat bzw. die Abnahme des Zellvolumens und die Abnahme der
intrazellularen Cl'-Konzentration (88). Eine Zunahme der extrazellularen Osmolaritat |asst
Zellen durch H20-Ausstrom zum Konzentrationsausgleich schrumpfen, wodurch
gleichzeitig aufgrund der abnehmenden Verdinnung die Konzentration des
intrazellularen Chlorids ansteigt. Beide Stimuli wirken entgegengesetzt auf NKCC1.
Wahrend die Volumenabnahme NKCC1 aktiviert, hemmt die steigende [Cl]i den
Transporter (130). Initial Gberwiegt die Hemmung des Transporters, denn die
regulatorische Volumenzunahme, die bei einer hohen intrazellularen Cl-Konzentration
zu erwarten ware, bleibt bei den meisten Zellen zuné&chst aus. Eine Volumenzunahme
tritt in der Regel erst ein, wenn die geschrumpfte, mit ClI- konzentrierte Zelle wieder in
einer extrazellular isoosmotischen Umgebung ist, die dann im Vergleich hypo-osmolar
erscheint. NKCC1 wird durch die nun abnehmende [CI]i wahrend der regulatorischen
Zellschwellung aktiviert und stellt letztlich wieder eine physiologische [CI]i her (88, 103,
130, 131). In rektalen Driisen von Haien als Prototyp Cl-sezernierender Epithelien wurde
der  Aktivitaitszustand des NKCC1-Proteins in  Verbindung mit dessen
Phosphorylierungsstatus untersucht. Durch die Stimulation mit cAMP-abhangigen
Sekretagogen?® oder die osmotische Veranderung des Zellvolumens wird die Aktivitat des
Transporters mittels reversibler Phosphorylierung an Ser- und Thr-Resten
gesteigert (132). Wie zuvor beschrieben (1.4) besteht das NKCC1-Molekiul aus 12

transmembranen Doménen, die den lonentransport ermoglichen (133). Die

9 Substanzen, die eine Sekretion stimulieren
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Phosphoakzeptoren Thri8, Thr® und Thr?%? im N-Terminus fungieren in den Tubuli von
Haifisch-Rektaldriisen als regulatorische Domanen des Symporters (134, 135). Darman
und Forbush (134) erforschten die Rolle jedes einzelnen dieser Phosphoakzeptoren,
indem sie Punktmutationen im SLC12A2 Gen von Haien in HEK-293 Zellen testeten. Sie
fanden heraus, dass Thr'® absolut notwendig fiir die Aktivierung des Kotransporters ist,
wahrend Thr'® und Thr2%? eher fur modulatorische Veranderungen, wie eine optimale
Sensitivitat und die vollstandige Aktivierung des NKCC1-Transporters wichtig sind (134).
Die Phosphoakzeptoren Thr'® und Thr'® aus Haien korrespondieren mit humanem
Thr?12 und Thr?l’ (135). NKCC1 besitzt zur Aktivierung neben den Phospho-Threoninen
auch Phospho-Serine (132, 136). Die Gruppe um Darman und Forbush geht davon aus,
dass der basolaterale NKCC1-Kotransporter in sekretorischen Zellen inaktiv ist, bis durch
Sekretagogen und Zellschrumpfung eine Phosphorylierungs-abhangige Aktivierung
erfolgt. Demnach bestehe ein kausaler Zusammenhang zwischen der Phosphorylierung
des Kotransporters und seiner Aktivitdat (134). Die Abnahme der Na*-K*-CI-
Transportaktivitdt in Riesentintenfisch-Axonen unter ATP-Depletion untermauert die
Phosphoaktivierung der NKCC-Transporter (137). In vielen Zellen erhdhen Agonisten der
Proteinkinase A (PKA) die NKCC-Kotransporter-Aktivitat Gber die Stimulation apikaler
Cl-Kanale, ohne dabei den Transporter direkt zu phosphorylieren (134). Wie man heute
weil3, ist die intrazellular abnehmende Cl-Konzentration jedoch der eigentliche Stimulus,
der zu einer NKCC1-Phosphorylierung fuhrt. Lange Zeit war nicht bekannt, durch welche
Proteinkinasen NKCCs phosphoryliert werden. Die Identifikation der Ste20-verwandten
Ser-Thr-Kinasen SPAK und OSR1 als Schlisselkinasen in der Phosphorylierung von
Kation-Cl-Transportern erfolgte erst 2002 durch Piechotta und Kollegen (138).
Nachfolgend konnte gezeigt werden, dass die Expression inaktiver SPAKs die NKCC1-
Aktivitat drastisch reduziert, was diese Kinasen mit der Aktivierung und Phosphorylierung
von NKCC1 in Verbindung bringt (139). Uber die Ste20-zugehorigen Kinasen SPAK und
OSR1, die wiederum zuvor durch With No Lysine Kinases (WNKs) phosphoryliert und
damit aktiviert werden, erfolgt die NKCC1-Aktivierung und -Phosphorylierung bei
Zellschrumpfung oder abnehmender intrazellularer Cl-Konzentration (132, 140, 141). Auf
die WNK-SPAK/OSR1-NKCC1-Aktivierungskaskade wird im Folgenden eingegangen.
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1.4.2 Die Rolle von WNK bei der NKCC1-Phosphorylierung

Die Regulation des Volumen-sensitiven NKCC1 erfolgt in Abhangigkeit zweier Protein-
Kinase Familien; den WNKs und den Ste20-verwandten Kinasen, die durch
Zellschrumpfung aktiviert und Zellschwellung inhibiert werden, um nachgeschaltete

Transportproteine zu regulieren (142).

Die vier WNK-Isotypen bilden eine Familie der Ser/Thr Protein-Kinasen. WNKs bestehen
aus einer N-terminalen Kinase-Doméane, einer autoinhibitorischnen Doméne zur
Suppression intrinsischer Kinaseaktivitat und Inhibition anderer Isoformen, Doméanen zur
Oligomerisierung sowie mehreren SPAK- und OSR1-Bindungsmotiven (143). Das
katalytische Lysin der Kinase-Domane, welches fir die ATP-Bindung und den
Phosphatgruppentransfer erforderlich ist, ist bei With No Lysine Kinasen atypisch
lokalisiert und gab der neuartigen Kinase-Familie ihren Namen (144). Aufgrund der
untypischen Anordnung der Kinase-Doméane kann jedoch CI- direkt an das katalytische
Zentrum binden und dort die Autophosphorylierung und Aktivierung der Kinase
blockieren. Die Stabilisierung der inaktiven WNKZ1-Konformation durch CI- macht die
Kinase somit zum intrazellularen ClI-Sensor (145). Neben WNK1 fungiert auch der Isotyp
WNK4 als CI-Sensor, wahrend WNK3 das Zellvolumen reguliert (96). Osmotischer
Stress oder Anderungen der Cl-Konzentration aktivieren die Ser/Thr Kinasen durch
Autophosphorylierung eines Serin-Restes (146). WNKs aktivieren sodann die Kinasen
SPAK und OSR1 und induzieren damit Signalwege, die den transepithelialen lonen-
Transports, die intrazellulare Cl-Konzentration (147) oder den Blutdruck (143) regulieren.
Die Aktivierung von SPAK und OSR1 erfolgt wiederum Uber die Phosphorylierung an
hoch konservierten Thr- und Ser-Resten der beiden Ste20-verwandten Kinasen (142).
Diese phosphorylieren letztlich die Threonin- und Serin-Reste von lonenkanalen wie z.B.
im regulatorischen N-Terminus von NKCC1 und nehmen so Einfluss auf die
Volumenregulation und intrazellul&re lonenkonzentration (148-150) (Abbildung 1-6). Das
Calcium-bindende Protein 39 (calcium binding protein-39 Cab39), auch mouse protein-25
(MO25) genannt, scheint als ,master regulator” ebenfalls eine Rolle bei der
Kotransporter-Aktivierung zu spielen, indem es ein stabilisierendes Gerdst fur die Ste20-
verwandten Kinasen bildet (151). In Anwesenheit von MO25 kann WNK4 zudem
unabhangig von SPAK/OSR1 direkt NKCC1 aktivieren (152).
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Osmotischer Stress

Na* K* 2CI-

Abbildung 1-6:  Vereinfachtes Schema der NKCC1-Regulation

Die WNK1 wird durch osmotischen Stress oder eine abnehmende intrazellulare Chloridkonzentration aktiviert. Sie
phosphoryliert sich selbst sowie die Kinasen SPAK und OSR1, die wiederum NKCC1 durch Phosphorylierung
aktivieren und so die Transportaktivitat des Kotransporters steigern (143).

WNKSs regulieren die Aktivitdt einer Vielzahl von Transportproteinen, darunter die
SLC12A Kationen-Cl-Kotransporter Familie, sowie der renale K*-Kanal ROMK1, ENaC,
CFTR und die Subtypen 4 und 5 der transienten Rezeptor-Potential-Kationenkanéle vom
Vanilloid-Typ (TRPV) (130). Aktivierende Mutationen in den Genen, die die WNK-
Kinasenl und 4  kodieren, filhren zum  Klinischen  Syndrom  des
Pseudohypoaldosteronismus (PHA) Typ Il (Gordon’s Syndrome) mit Hypertonus und

hohen K*-Konzentrationen im Serum. Umgekehrt fihrt ein heterozygotes WNK1-Defizit
bei Mausen zu einem Hypotonus, wahrend der homozygote WNK1-Verlust embryonal
letal verlauft (153). Zambrowicz und Kollegen (153) vermuten, dass eine inkomplette
WNKZ1-Inhibition auch beim Menschen einen signifikant antihypertensiven Effekt hatte,
da heterozygote WNK1-Mause trotz einer zweiten funktionellen Genkopie einen deutlich
verringerten Blutdruck vorweisen. Der erniedrigte Blutdruck sowie der weitestgehende
Verlust der druckabhangigen GefaRkontraktilitat in Wnk1*--Arterien heterozygoter

WNK1-Mause ist mit einer verringerten Phosphorylierung der WNK1 Substrate - SPAK
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und NKCC1 - assoziiert (154). Dies weist darauf hin, dass umgekehrt die Uberfunktion
von WNK bei arterieller Hypertonie ebenfalls Einfluss auf die Regulation der Transporter,
die durch WNKs reguliert werden, haben kdnnte. WNKs und die Substrate ihrer
Signalkaskade stellen daher neue Zielstrukturen fir die antihypertensive Therapie dar
(155). Thiazid-Diuretika, die den Na*-Cl-Kotransporter (NCC) im frihdistalen Tubulus der
Niere hemmen, sind aktuell Bestandteil der antihypertensiven Basistherapie der
arteriellen Hypertonie. Aber auch Schleifendiuretika, die das Substrat NKCC des WNK-
Signalwegs angreifen, konnen den Blutdruck verringern und weisen sogar mogliche
Vorteile z.B. ein zu bevorzugendes Nebenwirkungsprofil gegeniiber den Thiaziden auf
(156). Dennoch ist die Behandlung der unkomplizierten arteriellen Hypertonie mit
Schleifendiuretika derzeitig nicht empfohlen, da ihnen die Thiazide und Thiazidanaloga
bei intakter Nierenfunktion tberlegen sind (157). Bei eingeschrénkter Nierenfunktion oder
zusatzlicher Flussigkeitsiiberladung sind Schleifendiuretika in der Therapie der arteriellen
Hypertonie allerdings angezeigt (158). Weitere Studien sind notwendig, um
grundlagenorientiert die Krankheitsbilder, die pathophysiologisch mit dem WNK-
SPAK/OSR1-NKCC1-Sighalweg zusammenhéngen, zu erforschen und in Zukunft neue,

zielgerichtete Therapiemdoglichkeiten zu entwickeln.

Im kardiovaskularen und renalen System erfullen WNKs eine regulatorische
Kontrollfunktion zur Aufrechterhaltung der Homoostase bei Anderungen des
hydrostatischen Druckes (159). Die Assoziation von WNK 1- und 4-Mutationen mit
sowohl arterieller Hypertonie als auch Hypotonie (160), sowie die reduzierte myogene
Reaktion auf ai-adrenerge Rezeptoraktivierung bei Wnk1*-Mausen verdeutlicht
dies (154). Eine entsprechende homdostatisch-regulatorische Rolle bei Anderungen des
hydrostatischen Druckes durch WNKs an der alveolokapillaren Membran kénnte
dergleichen potenzielle protektive Effekte gegen das hydrostatische Lungenédem bei
Linksherzversagen haben; ein entsprechender Mechanismus ist bislang allerdings nicht
untersucht. Ob WNK im hydrostatischen Odem aktiviert wird und wie eine solche
Aktivierung ablaufen wiirde, ist ebenfalls noch unklar. Doch die Veranderungen der [Cl]i
oder des Zellvolumens aufgrund von auf die Lungenkapillaren einwirkendem, erhdhten
hydrostatischen Druck mit Beeintrachtigung des lonentransports Uiber das Alveolarepithel
sind ein naheliegender Ansatz, wie eine WNK-Phosphorylierung in diesem

Krankheitsmodell induziert werden kénnte.
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1.5 Ziel des Projekts

Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind in Deutschland die haufigste Todesursache'® (161).
Wenn im Rahmen einer akuten koronaren Ischamie, einer dekompensierten
Herzinsuffizienz, durch Arrhythmien oder akute Herzklappenkrankheiten die
linksventrikuléaren Fullungsdriicke plétzlich ansteigen, kann es zur
Flissigkeitsakkumulation in den Alveolen kommen. Die Bildung eines kardiogenen
Lungenddems ist eine akut lebensbedrohliche Komplikation der akuten Herzinsuffizienz.

Zunehmend rickt fur die Therapie des hydrostatischen Lungenddems die
pathophysiologische Rolle der Fllssigkeitsregulation durch alveolare
Transportmechanismen in den Vordergrund. Der Transporter NKCC1 wird in den
Alveolarepithelzellen exprimiert und arbeitet mit anderen Transportern wie ENaC, der
Na,K-ATPase und CFTR in einem aktiv regulierten Netzwerk zusammen, durch das unter
physiologischen Bedingungen eine intakte AFC aufrecht erhalten wird. Diese gewahrt
einen optimalen Gasaustausch uber die Diffusionsbarriere und eine kontrollierte
Regulation bei Veranderungen der Zellgrol3e oder lonenkonzentration. Beim kardiogenen
Lungenddem kehrt sich der Nettoflissigkeitstransport hingegen zur AFS um. Frihere
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass eine ENaC-Inhibition eine AFS
induziert (21). Ein wichtiger Regulator der Umkehr einer protektiven AFC in eine
dominierende AFS konnte der Transporter NKCC1 sein, der durch die basolaterale
Aufnahme von 1 Na*, 1 K* und 2 Cl-lonen der limitierende Schritt der alveoléar-gerichteten
Cl-Sekretion beim Lungenédem vom hydrostatischen Typ sein kdnnte. Die potenzielle
Rolle von NKCC1 in der Entwicklung des kardiogenen Lungenddems durch den Aufbau
eines osmotischen Gradienten konnte eine Erklarung fur extrarenale Effekte der
Schleifendiuretika in der Therapie des akuten Lungenddems bieten (162, 163). Die
Regulation von NKCC1 erfolgt maf3geblich durch WNKs sowie SPAK/OSR1 (138, 164,
165). Daher kénnte auch diesen Kinasen eine wichtige Rolle als Stellschrauben in der
Lungenddembildung zukommen.

Da das kardiogene Lungenddem klinisch teilweise schwer vom Permeabilitatstyp zu

10 338.001 Tote im Jahr 2020
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differenzieren ist, stellt sich zusatzlich die Frage, ob es auf Ebene des
Flissigkeitstransports eventuell Gemeinsamkeiten in deren Pathophysiologie gibt. Die
Aktivitat des NKCC1 in Abhangigkeit verschiedener Stimuli wurde bislang kaum
untersucht. Typisch fur die Odemfliissigkeit von ARDS-Patienten ist die Anwesenheit
proinflammatorischer Zytokine, die eine Dysregulation der alveolaren lonenhomdostase
vermitteln kénnen (20). Eine Regulation von Transportern des Flussigkeitstransports
entlang des Alveolarepithels durch das inflammatorische Umfeld im Lungenédem vom
Permeabilitatstyp ist vorstellbar und kann einen Fortschritt bei der Suche nach einer
kausalen Therapie des Permeabilitdtsddems darstellen, die unter der aktuellen Covid-19
Pandemie an groRer Bedeutung gewinnt. Daher sollen in der vorliegenden Arbeit

folgende Hypothesen untersucht werden:

1. Der Na*-K*-Cl-Transporter 1 fordert die Entstehung des kardiogenen
Lungenddems und dessen Inhibition oder Deletion wirkt protektiv der
pulmonalen Flussigkeitsakkumulation entgegen.

2. Die Aktivitat der With No Lysine Kinase fordert downstream Uber NKCC1-
Aktivierung/Phosphorylierung die kardiogen bedingte Lungenddembildung.

3. NKCC1 wird in vitro durch WNK1, ENaC-Inhibition oder inflammatorische

Stimulierung durch Phosphorylierung aktiviert.
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2 Methodik

2.1 Exvivo Experimente

2.1.1 Tiere

Die Tierexperimente wurden an weiblichen und mannlichen C57BL/6J Mausen (Charles
River Laboratories) mit einem Korpergewicht (KG) von 24-32 g, sowie Mausen der
NKCC1 (Slcl2a2)-Knockout (KO)- und WNK21-KO-Linie durchgefuhrt. Der Slcl2a2-
Mausstamm (FVB.Cg-Slc12a2™¢es/Mmjax) wurde durch Insertion des Zielvektors in das
Exon 6 des Slcl2a2 Gens auf Chromosom 18 generiert. Der homozygote Verlust von
NKCC1 (Slc12a2”) fiihrt zu Taubheit, Wachstumsretardierung, Gleichgewichtsstorungen
und Hyperaktivitdit. Des Weiteren weisen Slcl2a2/-Mause einen geringeren
Korperfettanteil auf und ihre Sterblichkeitsrate liegt bei 30 % innerhalb der ersten
Lebenswoche (106). Aufgrund der hohen Belastung der homozygoten KO-Mause
fokussierten sich die Zucht und die Untersuchungen im Sinne der 3R Prinzipien (reduce,
refine, replace) auf heterozygot-defiziente NKCC1-Mause (Slcl12a2*-) und ihren

korrespondierenden Wildtyp (WT), deren KG zwischen 21 und 36 g betrug.

Der WNK1-KO-Mausstamm (Wnk1”) wurde mittels Genfallenvektoren aus einem
C57BL/6J Hintergrundmausstamm generiert. Die Insertion des Zielvektors erfolgte in das
Intron 1 des WNK1 Gens auf Chromosom 6 (166). Homozygote WNK1-Mause (Wnk1+)
sind nicht (berlebensfahig, weshalb fiir die folgenden Experimente wiederum
heterozygote Tiere (Wnk1*") und deren entsprechende WT (KG 21-49 g) Kontrollen

verwendet wurden.

Alle Tierexperimente wurden nach den Richtlinien der Charité -Universitatsmedizin Berlin
unter der Beachtung der 3R Prinzipien durchgeftihrt und vom Landesamt fir Gesundheit

und Soziales (LAGeSo) unter der Registrierungsnummer T0279/13 genehmigt.

2.1.2 Modell der isoliert perfundierten Lunge (IPL)

Das Modell ermdglicht es, die Lunge isoliert vom Korperkreislauf unter kontrollierten
Ventilations- und/oder Perfusionsbedingungen zu untersuchen. Im vorliegenden
Vorhaben wurden so extrarenale Effekte des unspezifischen NKCC-Inhibitors Furosemid
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auf die Lunge bei kardialer Odembildung, sowie die Rolle des NKCC1-Transporters und
der WNK1-Kinase im kardialem Lungenédem durch Verwendung von Lungen

heterozygoter Knockout-Stamme untersucht.

2.1.3 Versuchsvorbereitung und Praparation des Versuchstiers

Bei dem To6tungsvorhaben T0279/13 handelt es sich um die Praparation des ex vivo
Modells der isoliert-perfundierten Lunge.** Mannliche und weibliche Mause wurden vor
der Praparation mit 10 mL/kg KG einer Mischung aus 100 mg/kg KG Ketamin und
20 mg/kg KG Xylazin (1:2:12 NaCl) durch intraperitoneale Injektion analgosediert. Nach
Euthanasie durch zervikale Dislokation in Vollnarkose wurden die Tiere sofort in
Ruckenlage in einer auf 37°C regulierten Kammer mit Wasserummantelung platziert
(Hugo Sachs Elektronik HAVARD Apparatus). Nach erfolgter Tracheotomie wurde die
Trachealkanule eingefuhrt und durch eine Ligatur fixiert. Die mechanische Beatmung
wurde kontinuierlich mittels des Maus Ventilators MiniVent Type 845 (Hugo Sachs
Elektronik HAVARD Apparatus) mit Raumluft (78 % Nz, 21 % Oz, 0,04 % CO3) bei einer
Atemfrequenz von 150/min durchgefiihrt. Der positiv endexspiratorische Druck (PEEP)
zur Verhinderung des Kollapses der Atemwege betrug 1 cm Wassersaule. Zur
Vorbereitung der Herzperfusion wurde der Brustkorb durch Schnitte entlang des
Sternums und unterhalb des Diaphragmas zunéchst weitrdumig mobilisiert und die
Rippenbdgen zu den Seiten hin aufgeklappt und fixiert. Die Pleurahéhlen wurden ohne
Verletzung der Lungen durch Aufschneiden des Diaphragmas eroffnet. Um eine
Gerinnung zu unterbinden, wurden 100 uL Heparin in das Herz injiziert. Nach
Uberprifung der Beatmung wurde die Aorta durchtrennt, um eine vollstandige
ventilations- und perfusionsseitige Trennung vom Kaorperkreislauf zu erzielen. Perikard
und Fettgewebe wurden entfernt und die grof3en intrathorakalen Gefal3e frei prapariert,
sodass die Pulmonalarterie mithilfe eines Fadens von der Aorta getrennt werden konnte.
Uber eine Inzision im Ausflusstrakt der rechten Herzkammer wurde der blasenfrei mit
Perfusionslosung geflllte pulmonalarterielle Katheter eingefiihrt und durch die
vorbereiteten Knoten fixiert. Ein zweiter Katheter wurde im Bereich des Apex des linken
Ventrikels eingesetzt (Abbildung 2-1). Nach Start der PULMODYN Data Acquisition

Software (HAVARD Apparatus) zur Uberwachung der hdmodynamischen Driicke in

11 Die Tierversuchsanzeige T0279/13 wurde am 17.10.2013 genehmigt.
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Pulmonalarterie und linkem Vorhof wurden die Lungen kontinuierlich durch eine
Rollerpumpe (ISM828, Ismatec™) mit 1 ml/min Perfusionslésung (37°C; pH 7,35-7,45),
bestehend aus Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, +Ca?*, Mg?*, Gibco) und 20 %
fetalem Kéalberserum (FCS) perfundiert. Sobald der Status einer Blutleere erreicht wurde
(Abfluss des linksventrikularen Katheters zeigte kein sichtbares Blut mehr) und sich ein
konstanter pulmonalarterieller Druck (Pra) einstellte, wurde der Zirkulationskreislauf
durch Verbindung des Schlauchs des linksventrikularen Katheters mit dem
Perfusatreservoir geschlossen (5-10 min). Der Ausgangsdruck des linken Atriums (PLa)
wurde auf 2,5 cmH20 durch Hohenjustierung des an den linksventrikularen Katheter
angeschlossenen Perfusatreservoirs eingestellt. Die Bildung eines kardiogenen
Lungenddems durch hydrostatischen Druck wurde durch Anheben dieses
Reservoirbehéalters mit resultierender Erhéhung des PiLa auf 7 cmH20 induziert. Der
unspezifische NKCC-Inhibitor Furosemid (500 pmol/L) wurde dem Perfusat einer
Versuchsgruppe nach Einstellung des entsprechen Pra hinzugegeben. Wahrend des
Experiments wurden die isoliert-perfundierten Lungen durchgehend tiberwacht und deren
Ppra und PLa kontinuierlich mittels Differential-Niedrigdruckumformer gemessen. Nach 30
min wurde das Experiment beendet und die linke Lunge fur die Ermittlung des Feucht-
Trocken-Quotienten (wet-to-dry lung weight ratio, auch wet/dry-ratio) als Indikator einer
Lungenddembildung gesammelt. Die rechten Lungen der NKCC1-Mause wurden in
flussigem Stickstoff eingefroren und fiir die Analyse der Protein- und RNA-Expression
verwendet. Um einen Anstieg der wet/dry ratios durch andere Ursachen, wie z.B. eine
Erhéhung des pulmonalarteriellen Druckes (Pra) auszuschlieR3en, wurde dieser Uber die

Dauer des Versuchs kontinuierlich Gberwacht und gegebenenfalls nachjustiert.
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= Trachealkanile

Perfusat-
Abfluss

Abbildung 2-1:  Versuchsaufbau der isoliert perfundierten Mauslunge

Die Ventilation der Lunge (blaue Pfeile) erfolgt durch den Mouseventilator MiniVent Type 845 (Hugo Sachs Elektronik
HAVARD Apparatus) tber eine Trachealkanile (rosa). Fir den extrakorporalen Kreislauf wurde ein Katheter in den
Truncus pulmonalis am Abgang der Pulmonalarterien eingefiihrt und ein Perfusat als Blutersatz verwendet. Der zweite
Katheter schlief3t im linken Atrium diesen Perfusionskreislauf (rote Pfeile). Die mit den Kathetern verbundenen,
flissigkeitsgefilllten Schlauche (gelb) sind Uber ein Perfusatreservoir (im Bild nicht gezeigt) am Ende des
Perfusatabflusses miteinander verbunden. Durch Anheben des Reservoirbehélters lasst sich der hydrostatische Druck
im linksatrialen Katheter erhéhen, wodurch die Induktion eines kardiogenen Lungenddems modelliert werden kann.
Uber die PULMODYN Data Acquisition Software (HAVARD Apparatus) lassen sich die hamodynamischen Driicke an
den Kathetern kontinuierlich Uberwachen, bis zum Ende des Experiments die Lunge zur Bestimmung der Feucht-
Trocken-Quotienten (wet-to-dry lung weight ratio bzw. wet/dry-ratio) entnommen wird.

2.2 Invitro Experimente

Fir Untersuchungen zur Regulation von NKCC1 in Zellkultur wurden Lungenepithelzellen
der Linie A549 verwendet, die urspringlich einem Adenokarzinom der Lunge eines 58-
jahrigen kaukasischen Mannes entstammen (167). In vitro wachsen sie als Monolayer
mit charakteristischer AT Il Morphologie (168) und werden vor allem fur Transportstudien

eingesetzt.

2.2.1 Zellkultur

Pulmonale Epithelzellen der humanen Adenokarzinom Zelllinie A549 wurden in T75-
Flaschen bei 37°C in befeuchteter Atmosphére und 5 % CO:2 in einem Standardinkubator
kultiviert. Als Medium wurde steril filtriertes Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

(DMEM-high glucose) unter Zusatz von 10 % FCS und 1 % Penicillin-Streptomycin-
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Losung (Pen/Strep) genutzt. Nach Erreichen einer Semi-Konfluenz von 80 % wurden die
Zellen unter sterilen Bedingungen subkultiviert, um weitere Passagen zu generieren.
Dafur wurden die Zellen nach dem Waschen mit 10 ml phosphatgepufferter Salzlésung
(PBS) durch Hinzugabe von 2 ml Trypsin (0,05 %) -Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
(0,53 mM) getrennt und vereinzelt. Nach 5-mindtiger Inkubationszeit bei 37°C waren die
Zellen dissoziiert und konnten nach Resuspension im Standardmedium in der
gewulnschten Verdunnung (1:3, 1:5, 1:10) erneut in einer T75-Flasche oder in 6-Well-

Kulturplatten fir die in vitro-Experimente ausgesat werden.

Zellzahlung: Fur die in vitro Experimente erfolgte vorbereitend die Quantifizierung der
Zellen mit Hilfe eines Hamozytometers. Die Dissoziation der adharenten
Lungenepithelzellen wurde nach dem obigen Protokoll durchgefiihrt. Lebensfahige Zellen
wurden durch fehlende Anfarbung mit Trypanblau lichtmikroskopisch gezahlt. Dafur
wurden 10 pL einer 1:1 Mischung der Zellsuspension mit 0,4 % Trypanblau in die
Zahlkammer pipettiert und die Zellen bezuglich ihrer Farbung quantifiziert. Tote Zellen
nehmen den Farbstoff durch die gestorte Zellmembran auf und farben sich blau. Blau
gefarbte Bestandteile wurden nicht gezéhlt. Aus dem bekannten Volumen und der
ermittelten Zellzahl ergab sich die Konzentration lebender Zellen pro ml in der

Suspension.

2.2.2 Stimulation der Zielzellen

Fur die in vitro Versuche wurden 50.000 Zellen/cm? auf einer 6-Well-Kulturplatte in 2 ml
Standardmedium ausgesat. Wahrend des Heranwachsens wurde das verbrauchte
Medium taglich gewechselt. Nach Erreichen einer Konfluenz (+1,2x106 Zellen) wurden
die Zielzellen fir 2 h in 500 pl FCS-freiem basalem Medium (DMEM + 1 % Pen/Strep) bei
37°C inkubiert, bevor die Behandlung durch die im Folgenden spezifizierten Substanzen
zur Untersuchung der Regulation des NKCC1-Kotransporters durchgefihrt wurde.

2.2.3 Regulation des Kotransporters NKCC1 tiber ENaC und WNK1

Um den Einfluss von ENaC und WNK1 auf die NKCC1-Aktivierung zu testen, wurden
kultivierte A549 Zellen fir 1 h mit 10 pM ENaC-Inhibitor Amilorid mit oder ohne 10 pM
WNK-Inhibitor =~ WNK463 stimuliert. Als Ldsungsmittelkontrolle wurde eine
Dimethylsulfoxid (DMSO)-Gruppe mitgefuhrt, da die genannten Substanzen in DMSO
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geldst wurden. Fur die Analyse der Anderungen in der Expression des totalen und
phosphorylierten NKCC1 (T-NKCC1, p-NKCC1) bzw. der NKCC1-mRNA wurden die
Zellen lysiert und die Proteine fir den Western Blot (2.3.1) bzw. die mRNA fur die qRT-
PCR (2.3.2) extrahiert.

2.2.4 Inflammatorische Stimulierung

Um die mogliche Regulation des NKCC1-Transporters beim akuten Lungenschaden zu
untersuchen, wurden A549 Zellen wie zuvor beschrieben (2.2.2) kultiviert und entweder
mit 50 ng/ml Zytokin Mix (Cytomix: TNF-a, IFN-y, IL-1), 100 ng/ml Lipopolysaccharide
(LPS) oder einer Kombination beider proinflammatorischer Stimuli fir 4 h inkubiert.
Veranderungen in der NKCC1-Protein- und RNA-Expression wurden nach Zelllyse
mittels Western Blot (2.3.1) bzw. gRT-PCR (2.3.2) untersucht.

2.3 Biochemische und molekularbiologische Methoden

2.3.1 Western Blot

Um Veradnderungen der Proteinexpression im Lungengewebe von Mausen oder
pulmonalen Epithelzellen der Line A549 zu analysieren, wurden die Proteine extrahiert.
Die Zellen wurden dafir nach beendeter Zellstimulation direkt in 200 pl eiskaltem
Radioimmunoprecipitation Assay (RIPA) Puffer lysiert. Das Lungengewebe der Maus
wurde zunachst in kleine Stiicke zerschnitten und in 500 ul RIPA Puffer mit einem
Dispergierer (IKA T 10 Basic Ultra Turrax) homogenisiert. Von den gesammelten
Zelllysaten wurde nach Zentrifugation (12.000 g, 10 min bei 4°C) der Uberstand
entnommen und die Proteinkonzentration mittels Bicinchonininsdure Assay (BCA)
bestimmt (Pierce™ BCA protein assay kit, Thermo Fisher Scientific). Die kolorimetrische
Quantifizierung erfolgte durch Messung der Absorption bei einer Wellenlange von 562 nm
in einem 96-Well Mikrotiterplatten-Photometer (Sunrise™, TECAN). Zur Reduktion des
Gel-Beladungspuffers wurden 10 pg Protein einer jeden Probe mit 6x Laemmli
Probenpuffer (BIO-RAD) gemixt (Endkonzentration 1x) und bei 95°C fur 5 min
denaturiert. FUr die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
zur Auftrennung der Proteine wurde das Mini-PROTEAN® Elektrophorese System
(BIO-RAD) verwendet. Die Auftrennung erfolgte bei 90 V fir 10 min im 5%igen
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Sammelgel (Tabelle 2-1) und fir weitere 60-90 min bei 120 V im 8- oder 10%igen
Trenngel (Tabelle 2-1). Unter Verwendung des Tank-Blot-Verfahrens wurden die
entstandenen Proteinbanden auf eine Nitrozellulose-Membran (BIO-RAD) unter
Anlegung einer 90 V Spannung fur 90 min bei 4°C ubertragen. Eine unspezifische,
reversible Anfarbung aller Proteine mit dem Saurefarbstoff Ponceau S (Sigma Aldrich)
diente der Uberprifung des Proteintransfers. AuRerdem konnten angefarbte Membranen
unter Zuhilfenahme des Proteinmarkers (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to
180 kDa, ThermoFisher) auf Hohe der Bandengr6Re 70 kDa vor dem Blocken durch
Schneiden geteilt werden, um die Inkubation der Membran mit den spezifischen priméren
Antikdrpern Anti-NKCC1 (ProteingrofRe 140 kDa) und Anti-B-Aktin (ProteingrofR3e 42 kDa)
im weiteren Verlauf parallel auf dem entsprechend abgetrennten Membranabschnitt
durchzufiihren. Auf das ,Stripping“ bzw. ,Reprobing“ der Membran konnte dadurch
verzichtet werden. Nach anschlieBendem Waschen wurden die unspezifischen
Bindungsstellen fir Proteine auf der Membran in Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)-
gepufferter Kochsalz-Losung (TBS) mit 0,1 % Tween 20 (TBS-T) und 5 %
Magermilchpulver fir 1 h bei Raumtemperatur (RT) geblockt. Die Blockierungslésung des
phosphorylierten Antikorpers setzte sich aus 5 % Rinderserumalbumin (bovine serum
albumin, BSA) in TBS-T zusammen. Die spezifischen primaren Antikérper (2.5.3) wurden
1:1000 in TBS-T mit 3 % BSA gelost und auf die geblockte Membran gegeben. Diese
wurde Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Anschliel3end wurde nach dreimaligem Waschen mit
TBS-T fur jeweils 5 min die Membran mit dem entsprechenden Meerrettichperoxidase
(horseradish, HSR) -gekoppelten sekundaren Antikorper (2.5.3) bei RT fur 1 h inkubiert.
Es folgten abschlielend erneut drei Waschschritte fir 5 min in TBS-T. Die
Immunodetektion der Zielproteine durch Chemilumineszenz (ECL Western Blotting
Detection Kit, Amersham) wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt und die
gefarbten Proteinbanden durch den Chemiluminescence- und Fluorescence-Imager
Celvin® S (Biostep®) erfasst. Die Proteinexpression der visualisierten Banden wurde
mithilfe der Software ImageJ quantifiziert.
Vor der erneuten Inkubation einer Membran mit neuen Antikdrpern z.B. zur Ladekontrolle
mussten bereits gebundene Antikérper von der Membran durch ,Stripping“ entfernt
werden. Dafir wurde diese fur 30 min bei RT in einem Stripping Puffer (CANDOR
Bioscience) inkubiert. Danach konnte die Membran, wie zuvor beschrieben, erneut
geblockt und mit einem Antikdrper inkubiert werden.
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Tabelle 2-1:  Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele

Sammelgel (2 ml) Trenngel (10 ml)
Reagenz 5% 8 % 10 %
30 % Acrylamid Mix 0,33 ml 2,6 ml 3,3ml
dH20 4,6 ml 4 ml
1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 2,5ml
0,5 M Tris/HCI, pH 6,8 0,25 ml
10 % SDS 20 ul 100 pl
10 % Ammoniumpersulfat (APS) 20 ul 100 pl
Tetramethylethylendiamin (TEMED) 2 pl 5ul

2.3.2 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR)

Veranderungen der Genexpression im Lungengewebe der Maus und in den
Lungenepithelzellen der Linie A549 wurden durch gRT-PCR untersucht. Zunachst
erfolgte die RNA-Isolation nach dem Protokoll des RNeasy mini Kit (Qiagen). Dafur
wurden die Zellen in 350 pl RLT Puffer lysiert. Das Lungengewebe der Maus wurde wie
zuvor beschrieben (2.3.1) in 500 yul RLT Puffer homogenisiert. Das Mikrovolumen-
Spektralphotometer NanoDrop™ Lite diente der Konzentrationsbestimmung der RNA
jeder Probe. Aus 500 ng der auf 50 ng/ul verdinnten RNA erfolgte im Anschluss die
Synthese der komplementédren DNA (cDNA) nach dem Protokoll des First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific). Fur die Bestimmung der Genexpression mittels
RT-gPCR wurde das QuantiFast SYBR Green PCR Kit (Qiagen) verwendet und nach
dem zugehdrigen Protokoll mit Hilfe des QuantStudio 5 Real-Time PCR System (Applied

Biosystems) durchgefiuihrt. Es wurden folgende Primer verwendet (Tabelle 2-2):
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Tabelle 2-2: Auflistung der Primer fur die quantitative Polymerase-Kettenreaktion in Echtzeit (QRT-PCR)

Slc12a2/NKCC1 (Maus) for 5- GGTTCTCCAAACTCACGG -3
rev 5- GTCTTGCCATCCTCTTCCTC -3
Slc12a2/NKCC1 (human) for 5'- CCGGCAGATCAGGTTAAATG -3
rev 5'- ACCATGCCATGTAGAGAGCAC -3
B-Aktin (Maus) for 5*-TCCATCATGAAGTGTGACGT -3
rev 5-GAGCAATGATCTTGATCTTCAT -3
B-Aktin (human) for 5-AGCGAGCATCCCCCAAAGTT -3

rev 5-GGGCACGAAGGCTCATCATT -3

Die Auswertung der gRT-PCR erfolgte Uber relative Quantifizierung (RQ). Dabei wurde
die Anderung des Zielgens NKCC1 zu einer internen Kontrolle -dem Haushaltsgen B-
Aktin- relativiert und als n-fache Expression gegentber diesem angegeben. Grundlage
der Berechnung war die AAC: (cycle threshold, Schwellenwert-Zyklus) Methode (169).

2.3.3 Genotypisierung

Fur die Genotypisierung der Slcl2a2-Mause wurden Ohrbiopsien oder Schwanzspitzen
verwendet. Die DNA-Extraktion erfolgte nach der HotSHOT (hot sodium hydroxide and
tris) Methode (170). Jede Probe wurde nach Zugabe von 250 pl 50 mM Natriumhydroxid
(NaOH) fur 30 min bei 95°C gekocht und nach Durchmischen mittels Vortexer fur 15 min
auf Eis gekuhlt. AnschlieBend wurden 250 ul 0,5 M Tris-HCI (pH 5,5) hinzugegeben und
kurz abzentrifugiert, um Ablagerungen zu sedimentieren. Nach Verdinnung der Proben
1:10 in dH20 wurden 2 pl fur die PCR eingesetzt. Weitere Komponenten des PCR-Mix
sind untenstehend aufgelistet (Tabelle 2-3).
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Tabelle 2-3: Komponenten des PCR-Mix zur NKCC1-Genotypisierung der verdiinnten DNA-Proben
PCR H20 2 ul

GoTaqg® Master Mix (Promega) 5 ul

Primer for (allgemein) 0,5 ul

Primer rev (WT/KO) 0,5 ul

Es wurden 0,5 uM der folgenden Primer (Tabelle 2-4) eingesetzt:

Tabelle 2-4: NKCC1-Primer zur Genotypisierung

Slcl2a2 allgemein GGAACATTCCATACTTATGATAGATG
Slcl12a2 KO GACAATAGCAGGCATGCTGG
Slcl2a2 WT CTCACCTTTGCTTCCCACTCCATTCC

Die extrahierte DNA wurde in einem Standard PCR Gerat (MJ Research PTC-200 Peltier
Thermal Cycler, Marshall Scientific) nach dem folgenden Programm (Tabelle 2-5)

amplifiziert.

41



2 Methodik

Tabelle 2-5: Amplifikationsprogramm der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) fiir den NKCC1-Primer
Initiale Denaturierung 94°C 5 min
Loop 1: 10x

Denaturierung 94°C 20 s
Annealing 65°C 15s
Elongation 68°C 10s
Loop 2: 28x

Denaturierung 94°C 15s
Annealing 50°C 15s
Elongation 72°C 10s
Finale Elongation 72°C 2 min

SchlieBlich wurde ein 2%iges Agarose Gel, das 1x GelRed® (Biotium) als
fluoreszierenden Nukleinséaurefarbstoff enthielt, mit jeweils 10 ul der amplifizierten DNA
beladen und diese durch Anlegen einer 100 V Spannung mit Tris Acetat EDTA (TAE) als
Laufpuffer aufgetrennt. Fur die Auswertung wurde die DNA mit einem UV-Transluminator
(Dark Hood DH-50, Biostep) dargestellt.

2.4 Statistische Analyse

Alle Ergebnisse wurden mit der Software GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Inc.)
statistisch ausgewertet. Der statistische Vergleich zwischen zwei bzw. mehreren
Gruppen erfolgte mithilfe des T-Tests fur unverbundene Stichproben, sowie einfacher
und zweifacher Varianzanalyse (englisch: one-way/two-way analysis of variance, kurz:
ANOVA). Signifikante Unterschiede galten bei p-Werten kleiner als 0,05. In allen
Abbildungen wird das arithmetische Mittel (X) + Standardabweichung (o) gezeigt.
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2.5 Materialien und Substanzen

2.5.1 Puffer
Puffer Komponenten
RIPA Lysepuffer 150 mM NacCl

50 mM Tris/HCI

1 % Nonidet P-40

0,1 % SDS

1x Phosphatase- und Protease-Inhibitor

pH auf 7,5 eingestellt

10x SDS PAGE Laufpuffer

0,25 M Tris
1,92 M Gylcin
1% SDS

pH auf 7,5 eingestellt

10x Transferpuffer

0,25 M Tris
1,92 M Gylcin
0,1 % SDS

(dem 1x Puffer wird 20 % Ethanol
hinzugeflgt)

10x TBS

0,05 M Tris
0,1 M NacCl

pH auf 7,4 eingestellt

50x TAE Puffer

2 M Tris
1 M Essigsaure

50 mM EDTA
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2.5.2 Stimulantien und Inhibitoren

Name Katalognummer Hersteller
Furosemid _ '
NKCC-Inhibitor F 4381 Sigma Aldrich
Amilorid Hydrochlorid Hydrat _ _
ENaC-Inhibitor A7410 Sigma Aldrich
WNK463

WNK1-Inhibitor HY-100626 MedChemExpress
Temozolomid

WNK1-OSR1-NKCC1-Signalweg- 14163 Cayman Chemical

Stimulans

2.5.3 Antikorper

Primare Antikdrper

Katalognummer

Hersteller

Anti-NKCC1 extrazellular (Hase) ANT-071 Alomone labs
Anti-phospho-NKCC1 -
Thr212/Thr217 (Hase) ABS1004 EMD Millipore
Anti-B-Aktin (Hase) ab179467 Abcam
Sekundarer Antikdrper Katalognummer Hersteller
Anti-Hase IgG HRP (Ziege) ab205718 Abcam
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2.5.4 Kommerziell erworbene Kits

Name Katalognummer Hersteller

Pierce™ BCA protein assay Kit 23227 Thermo Fisher Scientific
RNeasy® Mini Kit 74106 Qiagen

First Strand cDNA Synthesis Kit K1612 Thermo Fisher Scientific
QuantiFast® SYBR® Green PCR Kit | 20456 Qiagen

GoTaq® Master Mix M7122 Promega
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3 Ergebnisse

3.1 NKCC1-Expressionsmuster der Slc12a2-Mauslinie

Um im Folgenden die funktionelle Rolle des NKCC1-Kotransporters am alveolaren
Flussigkeitstransport und der kardial bedingten Bildung eines Lungentdems zu
untersuchen, wurden die folgenden Experimente in einer Slc12a2/NKCC1-Knockout-
Mauslinie durchgefuhrt. Aufgrund der hohen Belastung der homozygoten Slcl2a2”-
Méause durch deren korperliche Beeintrachtigungen, der damit einhergehenden geringen
Wurfrate mit einem Waurfanteil von nur 2 % in der Zucht (Abbildung 3-1), sowie der
erschwerten Praparation bei der Durchfihrung der IPL aufgrund deren verminderter

KorpergréRe wurden die Experimente an heterozygoten Slc12a2*--Mausen durchgefiihrt.
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Abbildung 3-1:  Verteilung der Genotypen der Slc12a2-M&use von 03/2019 bis 09/2019

N=149: WT=34,9 % (n1= 52), Heterozygote (Slc12a2*") = 63,1 % (n2= 94), KO (Slc12a2")=2,0 % (n3= 3)

Heterozygote Slcl2a2*--Mause weisen eine signifikant reduzierte NKCC1-Expression
auf Proteinebene (Abbildung 3-2 A), jedoch nicht auf Ebene der mRNA-Expression
(Abbildung 3-2 B) auf. Letzteres wird durch die Entwicklung der Mauslinie erklart, bei der
die Genabschaltung durch Insertion des Zielvektors in einem Exon statt im

entsprechenden Intron des Transporters erfolgte (2.1.1).
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Abbildung 3-2:  NKCC1-Expression in Slc12a2/NKCC1-Mausen

[
WT Slc12a2™"

Proteine und mRNA wurden aus den Lungen der Slc12a2*-M&use und ihrem korrespondierendem WT isoliert.
Veranderungen in der Expression des NKCC1-Proteins oder der mRNA wurden entsprechend durch Western Blot oder
gRT-PCR bestimmt. (A) In Slc12a2*-Mausen war die Expression des NKCC1-Proteins deutlich reduziert. (B) Die
Expression der NKCC1-mRNA zeigte hingegen keinen signifikanten Unterschied zwischen Slc12a2*--Tieren und deren
WT. Die Ergebnisse sind als X + o dargestellt. *p<0,05. Fur (A) und (B) wurde jeweils ein ungepaarter T-Test mitn =5

in (A) und n = 4 in (B) durchgefihrt.
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3.2 NKCC1 tragt zur Entstehung des kardiogenen Lungentdems bei.

Die Messung der wet/dry ratios isoliert perfundierter Mauslungen wurde als Mal3 fir die
Beurteilung der Flussigkeitsakkumulation im Sinne einer Odembildung in den Lungen
herangezogen. Durch Anheben des linksatrialen hydrostatischen Druckes (PLavon 2,5
auf 7,0 cmH20) wurde die Bildung eines kardiogenen Lungenddems im IPL-Modell
induziert. Dies fuihrte bei WT-Mausen zu einer deutlichen Erhdhung der wet/dry ratio.
Durch den unspezifischen NKCC-Inhibitor Furosemid (0,03 M), der zu Beginn des 30-
minutigen Experimentes in das Perfusat hinzugegeben wurde, konnte dieser Effekt bei
C57BL/6J Mausen signifikant vermindert werden. Heterozygote Slcl2a2*--Mause
zeigten ebenfalls eine signifikant geringere Auspragung des Lungenddems als ihre WT-
Kontrolle bei PLa= 7,0 cmH20 (Abbildung 3-3).
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Abbildung 3-3:  Hydrostatische Lungenddembildung in der IPL von Slc12a2*- und C57BL/6J Mausen mit und ohne
Furosemid

Nach 5 min basaler Perfusion und Ventilation wurde durch Erhéhung des linksatrialen hydrostatischen Druckes (P.a
von 2,5 auf 7,0 cmH20) ein kardiogenes Lungenddem in Lungen von WT- und Slc12a2*--M&usen induziert. Bei einem
Teil der WT-Lungen wurde die IPL unter pharmakologischer Intervention durch einmalige Zugabe von 0,03 M
Furosemid in das Perfusat zu Beginn des Experiments durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Lungen fir 30 min
kontinuierlich beatmet und mit HBSS + 20 % FCS (bzw. + 0,03 M Furosemid) perfundiert. Hydrostatischer Stress fuhrte
in allen Gruppen zu erhéhten wet/dry ratios im Vergleich zum Ausgangsdruck Pia = 2,5 cmH20. Die wet/dry ratios in
Slc12a2*--Mausen oder nach Behandlung mit Furosemid waren im Vergleich zur unbehandelten Wildtyp-Kontrolle bei
PLa = 7,0 cmH20 reduziert. Die Ergebnisse sind als X + o dargestellt. *p<0,05. Als statistischer Test wurde eine
zweifaktorielle Varianzanalyse (two-way ANOVA) durchgefihrt, n = 6 je Gruppe.

Sowohl nach pharmakologischer Hemmung durch Furosemid als auch bei Lungen von
Mausen mit partiellem NKCC1-Verlust bewirkt die verminderte NKCC1-Funktion eine
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deutlich geringere Entwicklung des kardiogenen Lungenddems. Dabei ist bereits ein
heterozygoter NKCC1-Verlust ausreichend, um die wet/dry ratios deutlich zu senken.
Zwischen der pharmakologischen Blockierung und dem unvollstandigen Knockout der
heterozygoten Slcl2a2+*-Mause besteht kein signifikanter Unterschied in der
Odemauspragung. Obwohl die Lungenddembildung in beiden Gruppen (WT + Furosemid
und Slc12a2*) im Vergleich zum WT bei erh6htem hydrostatischen Druck signifikant
geringer watr, fihrte die Anhebung des hydrostatischen Druckes auf P.a= 7,0 cmH20 zu
einer signifikanten Erh6hung der wet/dry ratios verglichen mit den korrespondierenden
wet/dry ratios bei PLa= 2,5 cmH20 (Abbildung 3-3).

3.3 Der heterozygote Verlust von WNK1 wirkt protektiv auf die Bildung des

kardiogenen Lungenddems ex vivo

Da WNKZ1 durch Phosphorylierung der Phosphokinasen SPAK und OSR1 entscheidend
an der Aktivierung von NKCCL1 beteiligt ist (171), wurde nachfolgend die kardial bedingte
Odembildung bei Wnk1*-Mausen und deren korrespondierenden WT bei
physiologischen PLa-Werten (2,5 cmH20) und erhdéhtem hydrostatischen Druck (PLa =
7,0 cmH20) untersucht. Eine Erhohung des PiLa fuhrte bei WT-Mausen zu einer
ausgepragten Akkumulation von Flissigkeit in den Lungen, gemessen als signifikant
erhohte wet/dry ratios. Heterozygote Wnk1*-Mause zeigten hingegen keinen
Unterschied der wet/dry ratios zwischen niedrigen (PLa = 2,5 cmH20) und erhdhten
hydrostatischen Dricken (PLa = 7,0 cmH20) (Abbildung 3-4). Entsprechend war die
Auspragung des Lungenédems bei hohen hydrostatischen Driicken in heterozygoten

Tieren im Vergleich zu den korrespondierenden WT signifikant reduziert (Abbildung 3-4).
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Abbildung 3-4:  Hydrostatische Lungentdembildung in IPL von Wnk1*--Mausen

Nach 5 min basaler Perfusion und Ventilation wurde durch Anheben des linksatrialen hydrostatischen Druckes (PLa =
7,0 cmH20) ein kardiales Lungenddem in Lungen von Wnk1*--M&usen und ihrem korrespondierendem WT induziert.
Fur 30 min wurden die Lungen kontinuierlich beatmet und mit HBSS + 20 % FCS perfundiert. Die in den entnommenen
Lungen ermittelte wet/dry ratio stieg in der WT-Kontrolle unter hydrostatischem Stress, wahrend in Wnk1*--M&ausen
die wet/dry ratios im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle signifikant reduziert waren. Die Ergebnisse sind als X + o

dargestellt. *p<0,05. Als statistischer Test wurde eine zweifaktorielle Varianzanalyse (two-way ANOVA) durchgefihrt,
n =6 je Gruppe.

3.4 Die Hemmung von ENaC durch Amilorid fuhrt nicht zur

Phosphorylierung von NKCC1 in vitro.

Hydrostatischer Stress aktiviert mechanosensitive lonenkanale im GefaRendothel,
wodurch die endotheliale NO-Produktion in den pulmonalen Kapillaren gesteigert
wird (69). Das entstehende Stickstoffmonoxid inhibiert den apikalen Natrium-Transporter
ENaC und hemmt so die alveolare Flussigkeitsresorption (22). Eine ENaC Inhibition in
Anwesenheit einer funktionierenden Na,K-ATPase konnte einen elektrochemischen
Gradienten fir Na* in die Zelle Uber andere Transporter generieren, z.B. den
basolateralen NKCC1-Kotransporter (21). Eine Phosphorylierung des NKCC1 ware nach
dem Konzept von Darman und Forbush (134), demzufolge der NKCC1-Kotransporter
unter basalen Bedingungen inaktiv ist, eine Grundvoraussetzung fir die in
vorangegangenen Untersuchungen beschriebene Amilorid-induzierte AFS (21). Um die
Maoglichkeit einer Amilorid-induzierten NKCC1-Phosphorylierung, die dann auch bessere
Moglichkeiten als die IPL zu weiteren mechanistischen in vitro Untersuchungen bieten

wurde, zu testen, wurden A549 Zellen fir 1 h mit Amilorid (10 uM) oder zusétzlich mit
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dem WNKZ1-Inhibitor WNK463 (10 uM) inkubiert. Unter ENaC Inhibition durch Amilorid
wurde ein Anstieg des aktiven, phosphorylierten NKCC1 (p-NKCC1) erwartet. Die
Zugabe von WNK463 sollte die Phosphorylierung von NKCC1 wiederum reduzieren.
Diese Hypothese konnte jedoch nicht bestéatigt werden. Bei der Quantifizierung des
Verhéltnisses von p-NKCC1 zu totalem NKCC1 (T-NKCC1) ergaben sich keine
Unterschiede im Expressionsmuster nach Stimulation mit Amilorid oder WNK463 im

Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen (Abbildung 3-5).
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Abbildung 3-5:  NKCC1-Phosphorylierung in A549 Zellen nach Stimulation durch Amilorid oder Amilorid+WNK463

A549 Zellen wurden fur 1 h mit 10 uM Amilorid (Amil) oder jeweils 10 uM Amilorid und WNK463 (Amil + WNK463)
inkubiert. Veranderungen der Expression der Proteine wurden durch Western Blot bestimmt. Als MafR der
Proteinphosphorylierung wurde p-NKCC1 in Relation zu T-NKCC1 bestimmt. Die Ergebnisse sind als X + o dargestellt.
Als statistischer Test wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) durchgefuihrt, n = 4 je Gruppe.
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3.5 Die NKCC1-Phosphorylierung andert sich in vitro durch Stimulation mit
Cytomix oder LPS nicht.

Um neben dem hydrostatisch bedingten Typ des Lungendédems auch eine mogliche
Beteiligung von NKCC1 am Permeabilititsddem zu testen, wurde das NKCC1-
Expressionsmuster unter inflammatorischen Bedingungen, die charakteristisch fur den
akuten Lungenschaden sind, untersucht. Proinflammatorische Zytokine sind wichtige
Regulatoren flir den aktiven lonentransport und die alveoléare Flissigkeitsresorption (20,
75, 172). Daher wurden A549 Zellen fur 4 h entweder mit LPS allein oder einem Zytokin-
Cocktail bestehend aus TNF-a, IFN-y und IL-18 (Cytomix), jeweils mit oder ohne LPS
inkubiert. Diese inflammatorische Stimulation &anderte die Expression des
phosphorylierten Proteins relativ zum totalen NKCC1 allerdings nicht, sodass eine
Aktivierung des Transporters durch Phosphorylierung unter diesen Bedingungen nicht
erfolgte. Des Weiteren fiihrte die Behandlung mit proinflammatorischen Mediatoren auch
zu keiner Anderung der NKCC1-mRNA-Expression (Abbildung 3-6).
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Abbildung 3-6:  NKCCZ1-Phosphorylierung und mRNA-Expression unter inflammatorischer Stimulation

A549 Zellen wurden fur 4 h mit einem Zytokin Cocktail (Cytomix) bestehend aus 50 ng/ml TNF-a, IFN-y und IL-13
(Cyto), 100 ng/ml LPS oder einer Kombination aus beidem (Cyto + LPS) inkubiert. Anderungen in der Expression der
Proteine oder der mRNA wurden durch Western Blot und gRT-PCR ermittelt. (A) Reprasentative Immunoblots zu T-
NKCC1 und p-NKCC1 wurden zundchst zur B-Aktin Kontrolle relativiert und anschlieBend diese Verhaltnisse
miteinander verglichen. Inflammatorische Mediatoren fiihrten zu keiner Phosphorylierung des Proteins NKCC1 und
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veranderten nicht dessen mRNA-Expression (B). Die Ergebnisse sind als X + o dargestellt. Als statistischer Test wurde
eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) durchgefiihrt, n = 3 je Gruppe.

3.6 Beitragsnachweis

Alle Experimente wurden im Institut fur Physiologie — Charité Universitatsmedizin Berlin
in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. W.M. Kibler durchgefihrt. Dr. Sarah Weidenfeld
Ubernahm die Einfihrung in das Projekt, sowie die Einweisung in alle durchgefihrten

Labortechniken.

Erste IPL-Daten an NKCC1-Mausen wurden durch Cecile Chupin und Dr. Sarah
Weidenfeld erhoben. Diese zeigten, dass es keine Unterschiede in der wet/dry ratio
zwischen mannlichen und weiblichen Tieren, unterschiedlichen Altersgruppen oder
C57BL/6J und Slcl12a2 WT gab. WNK1-Méause und deren Genotypisierung wurde durch
Dr. Lasti Erfinanda Fuaadi Dbereitgestellt. Entsprechende Primer und das

Genotypisierungsprotokoll sind dem Anhang zu entnehmen (siehe 7).
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4 Diskussion

Diese Arbeit identifiziert den Natrium-Kalium-Chlorid-Symporter NKCC1 als wichtigen
Regulator bei der Entstehung des kardiogenen Lungentédems. So fihrte der
heterozygote Verlust sowie die pharmakologische Hemmung von NKCC1 in einem
Modell des hydrostatischen Lungenddems an isoliert perfundierten Mauslungen zu einer
verminderten Lungentdembildung im Vergleich zu den entsprechenden WT-

Kontrolltieren.

WNK1-induzierte Signalkaskaden kdnnen NKCC1 durch Phosphorylierung aktivieren
und spielen daher vermutlich auch bei der Lungenddembildung eine entscheidende
Rolle. Dies zeigen die Ergebnisse der Maus IPL Untersuchungen, in denen ein
heterozygoter Verlust von WNK1 protektiv im Modell des hydrostatischen Lungenddems
wirkte. Der hydrostatische Stress bzw. dessen Auswirkungen auf die zellulare
Homoostase im Rahmen des akuten Linksherzversagens konnten Uber die WNK1-
SPAK/OSR1-NKCC1-Signalkaskade zum Antrieb der AFS fiihren. Dies soll im Folgenden

diskutiert werden.

Die Hypothese, dass eine ENaC-Hemmung durch Amilorid in vitro zu einer
Phosphorylierung des NKCC1-Transporters fuihrt, konnte im epithelialen Zellkultursystem
der Zelllinie A549 nicht bestatigt werden. Des Weiteren konnte eine vermutete NKCC1-
Phosphorylierung nach Stimulation mit den inflammatorische Mediatoren TNF-a, IFN-y,

IL-18 und LPS im in vitro Modell des Permeabilitatsédems nicht nachgewiesen werden.

4.1 NKCC1 fordert die Bildung des kardiogenen Lungentédems

Die lebensnotwendige Anreicherung des Blutes mit Sauerstoff sowie der Abtransport des
bei der Zellatmung entstehenden Kohlenstoffdioxids erfolgt Giber die Blut-Luft-Barriere in
den Alveolen und den sie umgebenden Lungenkapillaren. Dabei setzt sich die
Diffusionsstrecke der Gase aus den Endothelzellen der Kapillarwand, dem Interstitium,
dem Alveolarepithel und dem Flussigkeits-Surfactant-Film zusammen. Letzterer
Uberzieht die Alveole und ist eine Stellschraube in der Modulation der Lange der
Diffusionsstrecke. Fur einen optimalen Gasaustausch ist eine streng regulierte ELF eine

wichtige Voraussetzung. Dafir ist eine Vielzahl von lonentransportern verantwortlich,
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deren lonen-Absorption und -Sekretion die ELF aufrechterhalt. Des Weiteren schiitzen
diese Transporter die Lunge durch aktive Na*- und Cl-Absorption vor exzessiver
Flussigkeitsakkumulation in den Alveolen. Die Balance zwischen Flussigkeitssekretion
und -reabsorption wird von den alveolaren Epithelzellen streng reguliert. Die treibende
Kraft der alveolaren Flissigkeitsreabsorption (AFC) ist dabei die Na*-Aufnahme aus den
Alveolen in die Pneumozyten. Na* wird u.a. durch den apikal exprimierten Kanal ENaC
resorbiert und uber die basolaterale Na,K-ATPase aus der Zelle entfernt. Der aktiven
Na*-Reabsorption folgt eine apikale Cl"-Reabsorption tlber CFTR zum elektrochemischen
Konzentrationsausgleich. Der erzeugte osmotische Gradient eliminiert Uberschissige
Flissigkeit aus dem Alveolarraum in das pulmonale Interstitium und den vaskularen
Raum. Der Schutz vor einer alveolaren Flussigkeitsakkumulation durch die AFC fehlt im
kardiogenen Lungentdem, bei dem es durch akutes Linksherzversagen zu einer
Erh6hung des hydrostatischen Druckes in den Lungenkapillaren kommt. Dabei kommt es
nicht nur zu einer vermehrten Flussigkeitsfiltration, sondern es kehrt sich durch den
hydrostatischen Stress die aktive AFC auch in eine Cl-getriebene aktive AFS um (21).
Insbesondere verbleiben Na*-lonen durch eine druckbedingte ENaC-Hemmung in der
ELF, die den Alveolarepithelzellen aufliegt. Weiterhin transportiert der bidirektionale
CFTR die CI-lonen nun in entgegengesetzter Richtung im Sinne der Elektroneutralitat in
die Alveolen. Beides fuhrt osmotisch zur exzessiven Flussigkeitsakkumulation in der
Lunge. Die Voraussetzung einer solch nachgewiesenen aktiven AFS wéare aber der
basolaterale Eintritt von Cl-lonen, der aufgrund des Na*-Gradienten bei ENaC-Inhibition
und der Umkehr des Cl-Transportes durch den CFTR nach luminal am ehesten Uber
NKCC1 erfolgen konnte. Dann ware der NKCC1-Transporter ein wichtiger Antrieb fur die
Cl-getriebene AFS durch hydrostatischen Stress.

In isoliert perfundierten WT-Mauslungen fiihrte die Erhdhung des hydrostatischen
Druckes (von Pia = 2,5 cmH20 auf Pia = 7,0 cmH20) zur massiven Odembildung in der
Lunge. In dieser Arbeit wurden erstmals ein pharmakologischer Inhibitor und ein
genetisch defizientes Mausmodell parallel verwendet, um den Stellenwert des NKCC1-
Transporters an der kardiogenen Odembildung zu untersuchen. Der Einsatz des
Schleifendiuretikums Furosemid, welches klinisch zur Ausschwemmung von Odemen
benutzt wird, wirkte im Vergleich zur WT-Kontrolle protektiv auf die Lungenédembildung

unter hydrostatischem Druck. Die partielle NKCC1-Deletion in heterozygoten Slc12a2*--
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Mausen fuhrte ebenfalls zu einer starken Verminderung des kardiogenen Lungenddems
verglichen mit WT-Mausen bei PLa = 7,0 cmH20. Beide Ergebnisse unterstreichen die
wichtige Rolle des lonentransporters an der pulmonalen Flussigkeitsakkumulation beim
kardiogenen Odem. Die signifikant reduzierten wet/dry ratios der mit Furosemid
behandelten WT bei hydrostatischem Stress im Vergleich zur WT-Kontrolle lassen sich
im verwendeten Modell nicht durch eine renale Diurese erklaren, da Lungen und Herz
isoliert untersucht wurden und es sich somit bei der verminderten Lungenddembildung
um einen extrarenalen Effekt handeln muss. Die symptomatische Therapie des
Lungenddems mit Schleifendiuretika wirkt also nicht nur durch eine allgemeine
Wasserausschwemmung Uber die Nieren positiv entlastend auf Herz und Lungen,
sondern erreicht direkt in der Lunge flissigkeitseliminierende Effekte. Dies bedeutet
einen Paradigmenwechsel fir den pharmakologischen Wirkmechanismus einer

etablierten und klinisch haufig eingesetzten Substanzklasse — den Schleifendiuretika.

Generell werden Schleifendiuretika in der Therapie von Odemen, chronischer
Herzinsuffizienz, arterieller Hypertonie und Aszites verwendet (173). Deren dortige
Effekte werden bislang meist durch einen Anstieg der forcierten Diurese aufgrund der
NKCC2-Inhibition im aufsteigenden Teil der Henle-Schleife erklart. Aufgrund der
schnellen Linderung der Symptome des akuten Herzversagens nach intravendser
Applikation von Furosemid werden allerdings haufig neben der gesteigerten Diurese auch
extrarenale Effekte von Furosemid postuliert (174). So konnte bei Patienten mit akutem
Linksherzversagen als ursachlich fir den Abfall des linksventrikularen Fullungsdruckes
nach systemischer Gabe von Furosemid die vaskulare Wirkung des Schleifendiuretikums
identifiziert werden, da es zu einem Anstieg der vendsen Kapazitat fuhrt (175). In einer
Studie an hypervolamen Hunden mit ligierten Ureteren bewirkte Furosemid ebenfalls eine
rapide Reduktion des pulmonal-kapillaren Druckes und eine Zunahme der vendsen
Compliance (176), ohne dass dafir ein vermehrter Urin- und Elektrolytauswurf urséachlich
sein konnte. Die Tatsache, dass es keine aktuelleren Studien zu den extrarenalen
Effekten der Schleifendiuretika gibt, zeigt den Bedarf an Forschung zu dieser
Medikamentenklasse. Fur die Therapie des akuten Lungenversagens in der
Neugeborenen-Intensivmedizin gehdren Schleifendiuretika zu den am haufigsten
verwendeten Medikamenten. Furosemid wird haufig in der Behandlung von Sauglingen

mit chronischer Lungenerkrankung und klinischen Zeichen eines Lungenddems oder des
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symptomatischen, persistierenden Ductus arteriosus Botalli'? eingesetzt (177). Die
Vielzahl der extrarenalen Effekte durch Schleifendiuretika in unterschiedlichen
Organsystemen beruht auf der Hemmung des ubiquitar exprimierten NKCC1 (177). Die
IPL-Experimente im Mausmodell des akuten hydrostatischen Lungenddems zeigen, dass
der Einsatz des Schleifendiuretikums Furosemid einen wichtigen Beitrag zur Auflésung
des pulmonalen Odems leistet. Die parallele Verwendung eines Inhibitors und einem
genetisch defizienten Mausmodell fir NKCC1 weist hier erstmals direkt nach, dass
Schleifendiuretika bei der Anwendung im kardiogenen Lungenddem pharmakologisch
v.a. extrarenal Uber die Hemmung des NKCC1-Isotyps in der Lunge eine schnelle
pulmonale Entwéasserung forcieren.

Die akute Luftnot der Patienten mit kardiogenem Lungendédem kann durch
Schleifendiuretika verbessert werden. Der Beitrag der renalen (NKCC2) und extrarenalen
(NKCC1) Effekte am Therapieerfolg kann bislang nicht voneinander getrennt abgeschétzt
werden. Mithilfe spezifischer Inhibitoren kdnnten Unterschiede in klinischen Effekten bei
verschiedenen Krankheitsbildern untersucht und potenzielle Nebenwirkungen des
anderen NKCC-Isotypen vermindert werden. Die haufigsten Nebenwirkungen von
Furosemid beruhen vor allem auf dessen starker natriuretischer und wasserziehender
Wirkung aufgrund der NKCC2-Blockade in den Nieren, die zu einer Hamokonzentration,
Dehydratation, Hypotonie, Elektrolytverschiebungen und einer metabolischen Alkalose
fuhren kann (178). Eine alleinige NKCC1-Inhibition wirde diese unerwinschten
Wirkungen aufgrund der bislang unspezifischen Blockierung beider NKCC-Isotypen beim

kardiogenen Lungenddem vermutlich verhindern.

Der Einsatz einer Slc12a2/NKCC1-Knockout-Mauslinie ermdglichte es, spezifisch die
Rolle eines NKCC1-Verlustes auf die Lungenddembildung zu testen. Ein homozygoter
Verlust von NKCC1 in Slcl2a2/-Mausen aufRert sich in einem Phanotyp mit u.a.
sensoneuraler Taubheit aufgrund einer veranderten Sekretion der Endolymphe,
verminderter Speichelproduktion, Abnormalitaten in der Sinneswahrnehmung, Infertilitat
und einem leicht verminderten Blutdruck im Vergleich zu WT-Tieren (179). Da die
heterozygoten Mause im Vergleich eine geringere Belastung zeigten, einen gréfRReren

Anteil in der Zucht ausmachten und die NKCC1-Proteinexpression bereits in Slc12a2+--

12 Gefallverbindung zwischen Aorta und Truncus pulmonalis im fetalen Blutkreislauf, die normalerweise
nach der Geburt obliteriert
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Mausen signifikant vermindert war, wurden die Auswirkungen eines heterozygoten
NKCC1-Verlustes auf die Lungenddemformation untersucht. Die signifikante Reduktion
der wet/dry ratios durch eine partielle NKCC1-Deletion in heterozygoten Slcl2a2+--
Mausen im Vergleich zu WT-Méausen bei erhéhtem linksatrialen Druck (PLa= 7,0 cmH20)
unterstreicht die wichtige Rolle des lonentransporters an der pulmonalen
Flissigkeitsakkumulation  beim  kardiogenen  Lungenédem. Bei  normalem
hydrostatischen Druck ergaben sich keine Unterschiede der Feucht-Trocken-Quotienten
isoliert perfundierter Lungen zwischen WT-M&ausen mit oder ohne Furosemid-
Behandlung und Slc12a2*--Mausen. Das bedeutet, dass unter basalen Bedingungen
NKCC1 keinen entscheidenden Effekt auf den Flussigkeitstransport zu haben scheint und
eine Stimulation bzw. Aktvierung erst das Resultat des einwirkenden hydrostatischen
Druckes oder des veranderten apikalen Flissigkeitstransports ist. Unter basalen
Bedingungen dominiert die AFC den Flussigkeitstransport der Lunge. Ausschlaggebend
daflr ist vor allem die Na*-Resorption durch ENaC und andere apikale Transporter. Wir
konnten bereits zeigen, dass hydrostatischer Druck tiber eine ENaC-Inhibition den Na*-
Gradienten und durch die elektrochemisch daran eng gekoppelte Transportrichtung von
Cl-lonen auch die AFC in eine AFS umkehrt (21). Fur die Cl-getriebene AFS bei der
Bildung des kardiogenen Lungentdems ist ein basolateraler Cl-Eintritt notwendig, der
am ehesten tiber NKCC1 erfolgen konnte. Die signifikant reduzierte Odembildung nach
akutem Linksherzversagen in sowohl mit Furosemid behandelten als auch heterozygot
NKCC1-defizienten Mauslungen konnte durch eine reduzierte alveolare
Flissigkeitssekretion bedingt sein, wenn durch die NKCC1-Hemmung oder den
heterozygoten NKCC1-Verlust der fur die AFS notwendige basolaterale CI-Eintritt
vermindert ist. Der parallele Ansatz dieser Arbeit mit einem pharmakologischen Inhibitor
und einem genetischen Knockout-Modell ist hier besonders robust, da nicht spezifische
Effekte des Inhibitors wie auch Adaptationsvorgange an den KO in vivo effektiv mit an
Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit auszuschlief3en sind.
Vermutlich lassen sich die starken Effekte der partiellen Deletion oder Inhibition von
NKCC1 beim kardiogenen Lungentdem im IPL-Modell also durch eine Cl-getriebene
AFS mit der Notwendigkeit des basolateral aktivierten Kotransporters begrinden.
Unterstutzt wird dieser Erklarungsansatz durch IPL-Daten unserer Arbeitsgruppe von
Ratten, die zeigten, dass die AFS bei erhéhtem Pra durch NKCC1-Inhibition mittels
Schleifendiuretika komplett gehemmt und eine physiologische AFC wiederhergestellt
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werden konnte (21). Dass NKCC1 die alveoléare Flussigkeitssekretion fordert, wirde nicht
nur den pulmonalen Furosemid-Effekt erklaren, sondern wéare bedeutender Weise auch
eine Art Ruckversetzung in den ontogenetischen Zustand der fetalen Lunge: Das fetale
Lungenwachstum ist abh&ngig von pulmonaler Flissigkeitssekretion (180), an der
NKCC1 beteiligt ist (181). Die Transition des fetalen Lungenepithels von einer prapartalen
Flissigkeitssekretion der intrauterinen Lunge in eine peri- und postpartale
Flussigkeitsreabsorption der extrauterinen Lunge erfordert Anpassungen in der
Expression epithelialer lonentransporter, die entsprechend Gradienten fir
Flissigkeitstransporte erzeugen und die Lunge fur einen optimalen Gasaustausch von
Flissigkeit befreien (180). Kurz vor der Geburt werden daher Amilorid-sensitive
epitheliale Na*-Kanale (ENaCs) hochreguliert (182). Ist die ENaC-Aktivitat zur Geburt
vermindert, resultiert das im Atemnotsyndrom des Neugeborenen (183). Im kardiogenen
Lungenddem wird durch ENaC-Inhibition bei pathologisch erhdhten hydrostatischen
Dricken also genauso Flussigkeit Gber NKCC1 in den Alveolarraum sezerniert wie
intrauterin in der fetalen Lunge bei prapartal noch pulmonaler Abwesenheit von ENaC.

Unsere Ergebnisse zum Beitrag von NKCC1 an der Entstehung des kardiogenen
Lungenddems koénnten in der Klinik ein neues Bewusstsein fur dessen frihzeitige
Therapie und Eindammung schaffen sowie die Forschung nach einem selektiv
inhibierenden Therapeutikum mit NKCC1 als Zielstruktur oder dessen Signalweges

vorantreiben.

4.2 WNK1 ist an der Entstehung des kardiogenen Lungentdems beteiligt

In Epithelzellen sind Na*, K* und Cl-Kotransporter (cation-chloride cotransporters,
CCCs), zu denen auch NKCC1 zahlt, fur den Transport geldster Substanzen und H20
unverzichtbar, um eine physiologische Zusammensetzung der Korperflissigkeiten wie
z.B. des Blutes, des zerebrospinalen Liquors, der Endolymphe, des Spermas oder der
ELF aufrecht zu erhalten (184). Die Aktivitat der CCCs wird durch Anderungen der [CI];,
der extrazellularen Osmolaritdt und des Zellvolumens durch den WNK-SPAK/OSR1

Kinasen-Komplex moduliert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf der Grundlage der zuvor nachgewiesenen

funktionellen Rolle von NKCC1 beim kardiogenen Lungentdem und der bekannten
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NKCC1-Regulation durch WNKs die Rolle von WNK1 bei der Bildung des kardiogenen
Lungenddems in isoliert-perfundierten Lungen heterozygot-defizienter WNK1-Mause
(Wnk1*") untersucht. Der heterozygote Verlust von WNK1 wirkte bei erhohtem
hydrostatischen Druck protektiv auf die Lungenddembildung. So zeigten die Wnk1*--
Mause unter hydrostatischem Stress in der IPL nicht nur signifikant geringere wet/dry
ratios verglichen mit WT-M&ausen bei P.a = 7,0 cmH20, durch den partiellen WNK1-
Knockout kam es trotz der Erh6éhung des Pra von 2,5 cmH20 auf 7,0 cmH20 zu keiner
signifikanten Flussigkeitsakkumulation in den heterozygoten Mauslungen.

WNKs regulieren nicht nur die Funktionalitat und Expression von NKCC1, sondern auch
weiterer Transporter, die fir den zellularen Flussigkeitstransport wichtig sind (185).
WNK1 fungiert als zellularer Cl-Sensor, der bei Abnahme der [CI], extrazellularer
Hypertonizitat bzw. Zellschrumpfung die Kinasen SPAK und OSR1 phosphoryliert, die
wiederum die CCCs durch Phosphorylierung aktivieren oder deaktivieren (186)
(Abbildung 4-1). Die Cl-importierenden, Na*-getriebenen NKCCs sind in der
phosphorylierten Form aktiv (164), wahrend die K*-getriebenen Cl-sezernierenden KCCs
durch Phosphorylierung inhibiert werden (179, 184). Die am weitesten verbreitete Isoform

der KCCs ist der hauptsachlich basolateral exprimierte Transporter KCC1 (187).

Hypertonizitat Hypotonizitat

RvI Normales

Zellvolumen

/
/
;
/
/
;
/
/
¥
/
/
4 A

Na* =
Kacr cr

K+

Phosphorylierte CCCs Dephosphorylierte CCCs

Abbildung 4-1:  Die Rolle der Kationen-Chlorid-Kotransporter (CCCs) in der WNK-abhangigen Osmoregulation von
Zellen

WNKs sind die Hauptregulatoren der CCCs. WNK1 ist ein Sensor fir die Abnahme der intrazellularen
Chloridkonzentration oder fiir Hypertonizitat bzw. Zellschrumpfung und setzt diese Informationen in die Regulation der
CCCs durch den WNK1-SPAK/OSR1-Signalweg um. Cl-importierende Na*-getriebene CCCs (NCCs, NKCCs) werden
durch Phosphorylierung aktiviert, wahrend K*-getriebene Cl-sezernierende CCCs (KCCs) im phosphorylierten Zustand
inaktiv sind. Die Balance zwischen den wechselseitig regulierten N(K)CCs und KCCs ist unerlasslich fur die CI-
Homdoostase der Zellen und hat Uber den transepithelialen Wassertransport Auswirkungen auf das Zellvolumen. Die
Reaktion auf eine Zellschrumpfung bei extrazellularer Hypertonizitéat ist eine regulatorische Volumenzunahme
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(regulatory volume increase, RVI). Der NKCC1-abhéngige Na*, K* und CI- Einstrom wird durch Phosphorylierung
aktiviert und stellt zusammen mit dem nachstrémenden Wasser das Ausgangsvolumen der Zelle wieder her. Im
Gegensatz dazu stimuliert eine Zellschwellung unter hypotonem Stress die regulatorische Volumenabnahme
(regulatory volume decrease, RVD). Der WNK1-SPAK/OSR1-Signalweg verbleibt inaktiv und die CCCs sind
dephosphoryliert. Dies fiihrt zu einer KCC-Desinhibition mit einem K* und CI- Ausstrom, wahrend dephosphoryliertes
NKCC1 inaktiv ist. Wasser stromt aus der Zelle aus (186, 188).

Die entgegengesetzte Phosphoregulation der flussigkeitsregulierenden Transporter
NKCC1 und KCC1 durch WNK1 kénnte der Grund dafir sein, warum der WNK1-Effekt
einen grolReren Einfluss auf die pulmonale Flussigkeitsakkumulation im hydrostatischen
Odem hatte als der heterozygote NKCC1-Knockout oder die NKCC1-Hemmung mittels
Furosemid. Denn wahrend sich die wet/dry ratios in Slc12a2*--Mausen und WT mit
Furosemid zwischen einem PrLavon 2,5 cmH20 und 7,0 cmH20 signifikant unterscheiden,
es also trotz des protektiven heterozygoten Knockouts bzw. der pharmakologischen
NKCC1l-Hemmung zu einer geschwéchten aber dennoch  signifikanten
Lungenddembildung kam, blieb diese in der IPL mit Wnk1*--Mauslungen bei erh6htem
hydrostatischen Druck aus: Die wet/dry ratios in Wnk1*--Mausen bei P.a = 7,0 cmH20
sind im Vergleich zu denen bei normalem hydrostatischen Druck (PLa = 2,5 cmH20) nicht
signifikant erhoht.

Ist WNK1 nicht aktiv, wird NKCC1 nicht durch den WNK1-SPAK/OSR1-Signalweg
phosphoryliert und aktiviert. KCC1 bleibt jedoch durch die fehlende Phosphorylierung
aktiv (Abbildung 4-1). Fur das abgeschwachte kardiogene Lungenddem in heterozygoten
Wnk1*--Mausen koénnte diese komplexe, entgegengesetzt koordinierte Regulation
bedeuten, dass auf der einen Seite die verminderte NKCC1-Aktivitat zu einer geringeren
AFS mit geschwachter Odemausbildung fiihrt und zum anderen durch aktiviertes KCC1
im nicht phosphorylierten Zustand ein Gradient fur die AFC geschaffen wird, da KCC1
Cl- und K*-lonen aus den alveolaren Epithelzellen in das perimikrovaskulare Interstitium
ausschleust, denen H20 osmotisch folgt. So hatte der Einsatz von Bumetanid als
alternatives Schleifendiuretikum anstelle von Furosemid eventuell starkere Effekte bei
der hydrostatischen Odembildung im IPL-Mausmodell erzielt, denn wahrend Furosemid
ungefahr die gleiche Potenz fir NKCCs und KCCs hat, besitzt Bumetanid eine 500-fach
hohere Affinitat fir NKCCs und kann daher als spezifischer NKCC-Inhibitor wirken (189),
ohne dass die protektive basolaterale Cl-Ausschleusung durch KCCs gehemmt wird.

Die Beteiligung der WNK-SPAK/OSR1-NKCC1-Kaskade an pathologischen Prozessen

wurde bereits an einigen neurologischen Krankheitsbildern erforscht. Beispielsweise fuihrt
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ein ischamischer Schlaganfall durch Stérung des zellularen lonen-Gleichgewichts zu
einer pathologischen Zellschwellung im Gehirn. Die Inhibition der WNK-SPAK-CCC-
Kaskade kann die Zellschwellung durch Inhibition des NKCC-vermittelten loneneinstroms
und Stimulation des KCC-vermittelten lonenausstroms reduzieren (179). Das
zytotoxische Hirnddem nach einem ischamischen Schlaganfall aufgrund der Okklusion
der Arteria cerebri media ist entsprechend bei WNK3 KO-, heterozygoten SPAK- und
SPAK-KO-Mausen deutlich geringer ausgepragt als bei WT-Mausen (190). Beide Studien
verdeutlichen den wichtigen Beitrag der WNK-SPAK-CCC-Achse zur zellularen
Flissigkeitsregulation und unter pathologischen Veranderungen an der Entstehung

verschiedener Typen des Hirnddems.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Blockierung des WNK-SPAK/OSR1-CCC-
Signalweges im kardiogenen Lungenddem potenter sein konnte als die alleinige
Stimulation/Inhibition  der  nachgeschalteten CCCs der WNK-SPAK/OSR1-
Signalkaskade, da durch Inhibition des Signalweges simultan der NKCC-vermittelte CI-
Einstrom in die Zelle inhibiert und die KCC-vermittelte CI-Extrusion geférdert
wirde (179).

4.3 Amilorid fdhrt in vitro nicht zu einer vermehrten NKCC1-

Phosphorylierung

Die Endothelzellen der pulmonalen Gefal3e fungieren als Sensoren hdmodynamischer
Kréafte und bilden eine Signalbriicke in der Kommunikation zwischen dem auf die Kapillare
einwirkenden hydrostatischen Druck, dem Alveolarraum und der resorptiven Kapazitat
der Pneumozyten (22). Eine Erh6éhung des hydrostatischen Druckes im IPL-Modell fihrt
in mikrovaskularen Endothelzellen dber Phosphatidylinositol-3-OH Kinase (PI3K)-
abhangige Mechanismen zur NO-Bildung (69). Das freigesetzte NO hemmt die AFC
durch Inhibition des Amilorid-sensitiven Na*-Transports Uber cGMP-vermittelte und
cGMP-unabhéngige Signalwege (22, 73). Die Na*-Resorption in den Pneumozyten kann
demnach durch die druckforcierte, endotheliale NO-Produktion gehemmt werden,
wodurch der erhdhte hydrostatische Druck die protektive AFC in den Lungenkapillaren
einschrankt. Da die Kapazitat fir die Aufnahme von alveolarer Flussigkeit im vaskularen

Raum aufgrund des Linksherzversagens ab einem gewissen Punkt trotz einer
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gesteigerten Lymphdrainage und dem vermehrten Flussigkeitsabfluss aus dem
perivaskularen in den peribronchovaskularen Raum ausgelastet ist (vgl. Abbildung 1-2),
wirkt die Minderung der Resorptionskapazitat des alveolaren Epithels einer weiteren
perivaskularen Volumenzunahme entgegen (22), was aber im Umkehrschluss bedeutet,
dass die abnehmende AFC ihre Funktion als Odemschutz verliert. Die verminderte
Reabsorption bringt das Gleichgewicht des Flussigkeitstransports in eine Schieflage, so
dass die ELF nicht mehr optimal reguliert werden kann. Fur einen funktionierenden
Gasaustausch kommt erschwerend hinzu, dass sich durch erhohten hydrostatischen
Druck der transepitheliale Flussigkeitstransport von der normalerweise dominierenden
aktiven AFC in eine aktive AFS umkehrt. Ex vivo konnte unsere Gruppe daflir bereits
einen Amilorid-induzierten alveolaren Cl-Einstrom in den Alveolarraum nachweisen, der
die Entstehung des kardiogenen Lungentdems fordert (21). Die alveolare CI- und
Flissigkeitssekretion konnte wiederum durch NKCC1- oder CFTR-Inhibitoren verhindert
werden (21). Daraus entstand die Hypothese, dass im hydrostatischen Lungenddem die
druckbedingte Inhibition von ENaC zunachst zu einer NKCC1-Stimulation fuhrt, die dann
die Cl-getriebene AFS antreibt und in einer verstarkten alveolaren
Flissigkeitsakkumulation resultiert. Das hydrostatische Lungenédem kann in vitro nur
schwer bis gar nicht simuliert werden. Unser Ziel war es daher, in alveoléren Epithelzellen
durch ENaC-Inhibition eine Aktivierung von NKCC1 zu replizieren, um im Anschluss zu
untersuchen, ob die NKCC1-Phosphorylierung wie hypothetisiert WNK1-abh&ngig
ablauft. In der Lungenepithelzelllinie A549 kam es nach ENaC-Inhibition mittels Amilorid
jedoch zu keiner Aktivitatszunahme in Form einer Phosphorylierung des NKCC1-
Transporters. Auch die Inkubation der Zellen mit dem WNK-Inhibitor WNK463 fuhrte nicht
zu der erwarteten Verringerung der phospho-NKCC1-Expression. Die Ergebnisse
schlieRen eine Rolle von NKCC1 an der AFS dennoch nicht aus, zumal ja bereits durch
Solymosi et. al (21) die Amilorid-induzierte AFS in IPL von Ratten nachgewiesen wurde.
Vielmehr weisen sie darauf hin, dass Amilorid kein geeigneter Stimulus ist, um NKCC1
zu phosphorylieren, und dass — glaubt man Darman und Forbush (134), dass ein aktiver
NKCC1-Transporter phosphoryliert sein muss — dann entweder bereits unter basalen
Bedingungen oder zumindest unter hydrostatischem Stress in der Lunge eine Amilorid-
unabhangige Grundaktivierung von NKCC1 besteht. In vivo unterschieden sich die
wet/dry ratios aus den IPLs zwischen WT, WT + Furosemid und Slc12a2*- unter basalen
Bedingungen (PLa = 2,5 cmH20) nicht. In vitro hatte die alleinige Stimulation der A549-
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Zellen mit Amilorid keinen Einfluss auf die p-NKCC1-Expression. Es kann sein, dass die
NKCC1-Phosphorylierung auf Mechanismen oder Mediatoren beruht, die in diesem in
vitro Modell fehlen. Auch wenn NKCC1 bei normalem hydrostatischen Druck
phosphoryliert sein sollte, resultiert daraus in vivo kein fir die Lungenddembildung
flissigkeitsrelevanter lonentransport. Bestiinde eine basale NKCC1-Phosphorylierung,
hatte in vitro allerdings zumindest die WNK-Inhibition durch WNK463 einen Effekt auf die
Expression des phosphorylierten NKCC1 in den A549 Zellen haben sollen. Widerspricht
man dem Konzept der fur die NKCC1-Aktivierung notwendigen Phosphorylierung (134),
ware es alternativ denkbar, dass der durch ENaC-Inhibition erzeugte luminale Na*-
Gradient als Stimulus per se ausreichend fir einen basolateralen lonentransport tber
NKCC1 ist, ohne dass der Kotransporter phosphoryliert wirde. Dagegen spricht
allerdings, dass eine ATP-Depletion in den Axonen von Riesentintenfischen zu einer
signifikanten Reduktion des Bumetanid-sensitiven Cl-Transportes fihrte (137).
AulRerdem sorgte in isoliert perfundierten Rattenlungen die Hemmung der Na,K-ATPase
mittels Ouabain fur eine signifikant reduzierte AFS, die zuvor Uber eine Inhibition der
apikalen Na*-Aufnahme durch Amilorid induziert wurde (21). Die verschiedenen, teils
entgegengesetzten Ansatze zur NKCC1-Regulation im hydrostatischen Lungenddem
zeigen, wie eng die Phosphorylierung und die lonentransportaktivitdit von NKCC1
miteinander verbunden sind und sie trotzdem nicht gleichzusetzen sind. Da WNKs als
Schlusselkinasen fur die NKCC1-Phosphorylierung gelten (147, 186), ware es
interessant — wenn man die Theorie der basalen Grundaktivitat bzw. der unter
hydrostatischem Stress von Amilorid unabhangigen NKCC1-Aktivierung durch
Phosphorylierung in vivo weiterverfolgt —, ob die NKCC1-Phosphorylierung in Wnk1*--
Lungen im Vergleich zu WT-Lungen vermindert ist.
Die Lungentdembildung ist ein komplexer Prozess, der verschiedene Transporter und
Zelltypen miteinbezieht. Den Transporter ENaC oder die Kinase WNK1 als solitare
Faktoren in der NKCCL1-Aktivierung in vitro zu betrachten ist nachweislich unzureichend,
da funktionelle und méglicherweise auch strukturelle Interaktionen mit anderen Proteinen
und Zellen in der Regulation des Flussigkeitstransportes und Gasaustausches
beriicksichtigt werden missen. Die ENaC-Inhibition durch NO infolge hydrostatischen
Stresses fuhrt zu einer Abnahme der intrazellularen Na*-Konzentration, die mit einer
verminderten AFC einhergeht (22). Neben ENaC wird auch CFTR durch ein erhohtes
Zellvolumen oder hydrostatischen Druck aktiviert (191). Bei erhéhtem hydrostatischen
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Druck zeigte sich in Ussing-Kammer-Experimenten eine erhdohte CFTR-Aktivitdt an
Epithelmembranen aus Lungen des Krallenfrosches Xenopus. Dabei kam es sowohl bei
apikal oder basolateral erhohter Flussigkeitssdule, das heil3t unabhangig von der
Richtung des Druckgradienten zur CFTR-Stimulation (191). AufRerdem ist CFTR im
respiratorischen Epithel den permanenten Atembewegungen wahrend der Ventilation
ausgesetzt. Zhang und Kollegen (192) zeigten in Ussing-Kammer-Experimenten an
humanen Calu-3 Lungenepithelzellen, dass CFTR durch Membrandehnung aktiviert wird.
Die Fluktuation des Druckes in der Lunge zwischen normobaren Verhaltnissen der
Atemwege in Ruhe, hypobaren Verhaltnissen unter Belastung, beim Fliegen oder in
hohen Hohenlagen, sowie erhéhtem hydrostatischen Druck im Kapillarnetz der Alveolen
beim Lungenddem oder im submukésem Odem bei Asthma bronchiale beeinflusst daher
immer auch den mechanosensitiven CFTR Uber Dehnungsstress der epithelialen
Membran (192). Da der CFTR-abhangige CI-Transport im Lungenepithel andere
lonentransporter in ihrer Aktivitat beeinflusst, hat dessen mechanische Stimulation
vermutlich einen weitreichenden Einfluss auf den Fllssigkeitstransport in der Lunge.
Auch Ergebnisse unseres Labors zeigen, dass die CFTR-Phosphorylierung bei erhdhtem
hydrostatischen Druck gegeniber basalen Bedingungen gesteigert ist und durch einen
NO-Synthase-Inhibitor blockiert wird (21). Die Aktivitatssteigerung des bidirektionalen
CFTR unter hydrostatischem Stress gilt dabei aber nicht der Reabsorption, sondern der
Sekretion von Cl-lonen (191). CFTR beeinflusst tber die [CI]i die WNK1-Aktivitat und
damit indirekt auch NKCC1 (und KCC1). Es ist anzunehmen, dass durch die veranderte
Transportrichtung des CFTR zunéchst die [Cl)i sinkt und damit WNK1 aktiviert wird. Der
fur die AFS erforderliche basolaterale CI-Eintritt in die Zellen kénnte so durch NKCC1-
Transporter ermdglicht werden, die von den WNK-Substraten SPAK und OSR1 zur
Aktivierung phosphoryliert werden missen. Fiur die Umkehr der AFC in eine CI-
getriebene AFS beim kardiogenen Lungenddem kann neben der NO-bedingten ENaC-
Inhibition also ebenso die direkte Aktivitatssteigerung des CFTR durch hydrostatischen
Druck und nachfolgender Cl-abhangiger Signalwege ursachlich sein. Dieser Aspekt
wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. Zuklnftige Experimente kdnnten
untersuchen, ob eine CFTR-Stimulation erhdohte p-NKCC1-Level im Zellkulturmodell
nach sich zieht.
Hydrostatischer Stress kdnnte auch tber ENaC- und CFTR-unabhangige Mechanismen
in vivo eine NKCC1-Phosphorylierung induzieren. Die Vertreter der WNK-Familie sind als
66



4 Diskussion

Cl-Sensoren und Wachter der zellularen Homdostase bekannt, die auf eine sich
andernde [CI']i oder eine hyper- bzw. hypotone Umgebung der Zelle eine regulatorische
Volumenzunahme oder -abnahme der Zelle vermitteln. Radha Akella und Kollegen
zeigten (159), dass die Autophosphorylierung und Aktivierung der intrazellularen
Proteinkinasen WNK3 und WNK1 direkt durch hydrostatischen Druck induziert werden
kann. In der Kiristallstruktur ihrer unphosphorylierten inaktiven Kinasedomane kann
WNK1 neben Chloridkonzentrations- auch Druckanderungen wahrnehmen. Die
Aktivierung durch hydrostatischen Druck erfordert dabei eine Anpassung der
Konformation vom inaktiven Dimer zum Monomer mit
Autophosphorylierungskomponente (159). Unabhéngig von CFTR und ENaC sowie
deren Einfluss auf das Zellvolumen und die [Cl]i kdnnte also auch die direkte WNK1-
Aktivierung durch hydrostatischen Druck relevant fir die Entstehung des kardiogenen
Lungenddems tUber den WNK1-SPAK/OSR1-NKCC1-Signalweg sein.

Zuletzt kénnen neben der NKCC1-Phosphorylierung, die der vermutlich bedeutendste
Stimulus zur Transporteraktivierung ist (129), andere Prozesse ebenfalls regulierend auf
den lonentransport wirken. Hannemann und Flatman (193) untersuchten in HEK-293
Zellen, die NKCC1 und NKCC2 durch molekulare Klonierung aus Frettchennieren stabil
exprimierten, den Bumetanid-sensitiven K*-Transport sowie die Phosphorylierung der N-
Termini beider Transporter. Daflr wurden u.a. die Auswirkungen des Phosphatase-
Inhibitors Calyculin A und des Thyrosinkinase-Inhibitors PP1 auf die Phosphorylierung
und die Transportaktivitdt beider Kotransporter-Isotypen verglichen. Eine Kinase-
Inhibition reduzierte die NKCC-Phosphorylierung und den NKCC-lonentransport.
AulRRerdem wurde der Transport nur dann stimuliert, wenn die NKCC-Phosphorylierung
zunahm. Jedoch folgte nicht auf jede Phosphorylierung eine Stimulation des
lonentransports. Sie schlussfolgerten daraus, dass die Phosphorylierung des N-Terminus
nur die mogliche Kapazitat, also die reine Fahigkeit des lonentransports beeinflusst und
die tatsachliche Aktivitat im Sinne der Quantitdt des lonentransports auch von anderen
Faktoren abhangig ist (193). Eine Phosphorylierung ware demnach fir den
lonentransport notwendig, aber nicht ausreichend. Ausgehend von dieser Beobachtung
konnte der Effekt der NKCC1-Phosphorylierung durch Protein-Protein-Interaktionen z.B.
zwischen dem Kotransporter und Bestandteilen des Zytoskeletts tUberboten oder gar

aufgehoben und das Mal3 des lonentransports beeinflusst werden (129). Klein und
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O’Neill (194) zeigten, dass die Inhibition der Myosin!3-Leichtketten-Kinase in vaskularen
Endothelzellen mit dem Myosin light chain kinase inhibitor 7 (ML-7) sowohl die
Phosphorylierung der Myosin-Leichtketten als auch die Aktivierung des Na*-K*-2ClI
Kotransports Uber NKCC1 unter Hypertonizitat, das heil3t bei Zellschrumpfung,
verhindert. Wie bereits beschrieben phosphoryliert WNK1 als Reaktion auf eine
Zellschrumpfung bei extrazellularer Hypertonizitat u.a. NKCC1, um eine regulatorische
Volumenzunahme (RVI) Uber eine fur den transepithelialen Wassertransport relevante
ClI-Aufnahme in die Zelle zu realisieren. ML-7 hatte zwar keinen Einfluss auf diese durch
Zellschrumpfung induzierte Kotransporter-Phosphorylierung, wohl aber auf die
Transportaktivitat (194). Die NKCC1-Phosphorylierung spiegelt sich also nicht immer in
einer Anderung der Kotransporter-Aktivitat wider.

Eine NKCC1-Phosphorylierung konnte eine basale Transportaktivitat gewahrleisten, die
den Kotransporter dazu befahigt, hohe Bedarfsspitzen z.B. bei der Anpassung der [CI]i
oder der zellularen Volumenregulation durch Zunahme des lonentransports zu
bewaéltigen (193). Diese Anpassung konnte Phosphorylierungs-unabhangig durch das
Zytoskelett initiiert werden oder aber Signalwege umfassen, die an alternativen
Phosphorylierungsstellen angreifen. NKCC1 besitzt eine Vielzahl an verschiedenen Ser-
und Thr-Phosphoakzeptoren (129, 134, 135, 193), von denen bislang mindestens vier
Thr-Resten im N-Terminus von humanem NKCC1 (Thr?%3, Thr?%7, Thr?'2 und Thr?'’) eine
regulatorische Funktion bei der Transportaktivitat zugeschrieben werden kann (195). Der
WNK-SPAK/OSR1-Signalweg vermittelt Uber die Phosphorylierung eben dieser Thr-
Bindungsstellen eine erhdhte NKCC1-Aktivitat (195). In den in vitro Versuchen zur
Regulation von NKCC1 im hydrostatischen und inflammatorischen Zellkulturmodell
wurde ein Anti-phospho-NKCC1-Antikorper verwendet, der an phosphoryliertes
Thr?12/Thr?l” bindet. Wie stark der Anteil der vier Phosphoakzeptoren jeweils an der
NKCC1-Phosphorylierung durch die verwendeten Stimuli ist, ist nicht bekannt. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Thr?'? und Thr?l” im Zellmodell zum Lungenddem
nicht signifikant vermehrt phosphoryliert wurden. Eventuell ist der verwendete Antikdrper
fur nur marginale Expressionsanderungen in den Western Blots aber auch nicht sensitiv
genug. Warum Amilorid und WNK463 in vitro keinen Effekt auf die NKCC1-

Phosphorylierung hatten, muss letztlich also auch methodenkritisch betrachtet werden.

13 Motorprotein des Zytoskeletts, welches fir die Vorgange bei der Muskelkontraktion verantwortlich ist.
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Wie schnell oder langsam die NKCC1-Phosphorylierung in A549-Zellen ablauft, ist
ebenfalls nicht bekannt. Vielleicht wurde im in vitro Versuch also eine ungeeignete
Stimulationsdauer bzw. der falsche Zeitpunkt fur die Auswertung gewahlt. Schlief3lich
weil3 man auch nicht, wie grol3 der Effekt des einen hier untersuchten Mechanismus ist.
Zumindest erscheint es unwahrscheinlich, dass es nur einen gemeinsamen Signalweg
gibt. Viel eher werden in vivo parallel verschiedene Aktivierungswege ablaufen und auch
die Phosphorylierung wird nicht nur Gber ,den einen Weg“ vonstattengehen. Fir die in
vitro Versuche ist weiterhin nicht zu vernachlassigen, dass A549 Zellen naturlich ein
primitives Surrogat fir den alveolarepithelialen lonen- und FlUssigkeitstransport
darstellen und ihr Ursprung in Karzinomzellen liegt, die den normalen Aufbau des
Alveolarepithels nur unzureichend abbilden kdnnen. AbschlieRend kann man davon
ausgehen, dass sich die NKCC1-Transportaktivitat nicht allein durch die Verwendung
phosphospezifischer Antikdrper bei der Auswertung von Zelllysaten ableiten lasst und die
NKCC1-Phosphorylierung von vielen Aspekten des Versuchsaufbaus abhangt. Die
fehlenden Anderungen der NKCC1-Phosphorylierung durch Amilorid oder WNK463
wirden demnach nicht widerspiegeln, wie sich die Kotransporter-Aktivitat in vitro
verandert hat und eine Rolle von NKCC1 an der AFS und Lungenédembildung auch nicht
ausschlie3en. Die Untersuchungen zur NKCC1 Regulation im Lungenepithel sind also
bei Weitem noch nicht abgeschlossen und welche Mechanismen die Kapazitat und

Aktivitat des Kotransporters wie beeinflussen, muss weiter differenziert werden.

4.4 NKCC1 wird durch ARDS-assoziierte Zytokine in vitro nicht vermehrt
phosphoryliert.

Das Lungenddem vom Permeabilitatstyp zeichnet sich durch die Akkumulation Protein-
reicher Flussigkeit in den Alveolen aus und tritt vor allem im Rahmen von schweren
pulmonalen oder systemischen Infektionen auf. Eine gestérte bzw. unterbrochene
alveolar-kapillare Barriere, z.B. durch inflammatorische Prozesse, fiihrt zu einer erhdéhten
Permeabilitdt fur Proteine und der Unfahigkeit, Flussigkeit aus den Alveolen
abzutransportieren (196, 197). Urséachlich fur das Unvermogen des alveolaren Epithels,
den ,gefluteten Luftraum von dem UbermaR an Flissigkeit zu befreien, kann sowohl eine
erhohte parazellulare Permeabilitat aufgrund des Verlustes interzellularer Verbindungen
z.B. der tight junctions als auch eine Beeintrachtigung der epithelialen Transportkapazitat
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sein (196). Uber die gestorte Barriere konnen Immunzellen leichter in die Alveolen
einwandern. Zum einen kann das protektive Effekte haben, wenn durch die erhohte
Anzahl an Abwehrzellen Pathogene schneller eliminiert werden und dadurch die
pulmonale Infektion limitiert wird. Zum anderen induzieren die proinflammatorischen
Zytokine, die von zirkulierenden Immunzellen und eingewanderten Neutrophilen
sezerniert werden, Signalwege, welche die Funktionalitit und Expression
flissigkeitsregulierender lonentransporter beeinflussen (20). So reduziert TGF-B1 in
humanen AT Il Zellen die Amilorid-sensitive Na*-Aufnahme und vermindert die a-ENaC
MRNA- und Proteinexpression Uber eine Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) (198).
Auch IL-18 reduziert im Lungenepithel den lonen- und Wassertransport Uber eine p38
MAPK-vermittelte Abnahme der a-ENaC-Expression (199). Das proinflammatorische
Cytokine-induced neutrophil chemoattractant (CINC-1) in Ratten - ein Analogon des
human growth related oncogene (GRO/CXCL1) (200), welches strukturell mit dem IL-
8/CXCL8 verwandt ist (201) - hemmt den CI- und Nettoflissigkeitstransport in AT Il Zellen
Uber eine Verringerung der CFTR-Aktivitat und -Biosynthese. Die Inhibition von CINC-1
im Rattenmodell des akuten Lungenschadens vermochte entsprechend die protektive
AFC wiederherzustellen (202). Zu dem Einfluss von TNF-a auf die Amilorid-sensitive Na*-
Resorption und damit auch auf die AFC wurden hingegen widersprichliche Effekte
beschrieben: In einem Pseudomonas aeruginosa Pneumonie-Modell war die AFC Uber
TNF-a abhangige und Amilorid-sensitive Mechanismen hochreguliert (203), wahrend im
Gegensatz dazu in alveolaren Epithelzellen auch von einer herabgesetzten ENaC-
Aktivitat und Expression durch TNF-a berichtet wird (204). Lee und Kollegen (75) konnten
zeigen, dass die Odemfliissigkeit von Patienten mit akutem Lungenschaden die
Expression von ENaC und CFTR sowie deren Aktivierung in AT Il Zellen verringert und
zu einer Abnahme der AFC fuhrt. Eine andere Studie berichtete von einer Stimulation der
CFTR-abhangigen AFS durch IL-1f und TNF-a dber den cAMP-PKA-Signalweg in

submukosen Atemwegsdrisen (82).

Im Gegensatz zu dieser relativen Fulle von Studien zu den Auswirkungen
inflammatorischer Mediatoren auf ENaC und CFTR in der Lunge ist Uber entsprechende
Effekte auf den NKCC1-Transporter bislang wenig bekannt. Fur diese Arbeit wurde die
NKCC1-Phosphorylierung nach Stimulation durch LPS mit oder ohne den
proinflammatorischen Zytokinen TNF-a, INF-y, IL-1B untersucht. Das Glykolipid LPS ist
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eines der am meist erforschten Oberflachenmolekile gram-negativer Bakterien und l6st
beim Absterben der Bakterien als Endotoxin toxische Reaktionen beim Wirt aus (205).
Die Auswahl der Zytokine imitiert die Zusammensetzung der bronchoalveolaren
Lavageflissigkeit (BALF) von ARDS Patienten (206). Uberraschenderweise fiihrte die
Stimulation mit LPS und Zytokinen weder zu einer Anderung der NKCC1-Genexpression
noch zu einer vermehrten NKCC1-Phosphorylierung. Die in vitro Detektion von
Anderungen der mRNA und Proteinexpression ist von vielen Faktoren abhangig. Der
Zelltyp, das Zeitfenster, die Auswahl des Stimulus sowie mogliche Kostimulationen
zwischen den verschiedenen Zytokinen beeinflussen zusammen das Ergebnis. Vielleicht
blieben die erwarteten Ergebnisse im in vitro Versuch dieser Arbeit aus, weil in der ARDS-
Pathogenese der direkte Einfluss des Pathogens auf die lonentransporter der alveolar-
kapillaren Barriere entscheidender ist als die ausgeschitteten Entziindungsmediatoren
der Abwehrsysteme des Organismus. Daflr sprache, dass Lee und Kollegen (75) den
Effekt, den die Odemflussigkeit eines akuten, Sepsis-induzierten Lungenschadens auf
alveolare Epithelzellen hatte, nicht durch die Inkubation der Zellen mit einzelnen
Zytokinen replizieren konnten. So fuhrten die Zytokine allein zu keinen Veranderungen
der ENaC- und CFTR-Expression in AT Il Zellen, die unter der Inkubation mit
Odemflissigkeit aus dem akuten Lungenschaden jeweils signifikant verringert waren. Ein
direkter Effekt von Pathogenen auf die Aktivitdt von lonentransportern ist insbesondere
bei Viren bekannt. J.D. Brand et al. (207) zeigten in murinem respiratorischen und
alveolaren Epithel, dass das Influenza A Virus die ENaC- und CFTR-Funktion herabsetzt
und dass die lonentransporter-Dysfunktion nur Zellen mit aktiver Infektion betrifft. Sie
schlossen daraus, dass die lonenkanalaktivitdt unabh&ngig von parakrinen und anderen
exogenen Faktoren direkt durch das Influenza A Virus verringert wird. Vielleicht fehlte
dem hier verwendeten in vitro-Versuch das Zusammenspiel zwischen Immunzellen,
Pathogenen und Entzindungsmediatoren bzw. die tatsachliche Infektion mit einem
Pathogen, um die Phosphorylierung als Stimulation des NKCC1-Transporters im
Rahmen einer Wirtsreaktion hervorzurufen. Andererseits schliel3t auch die mangelnde
Phosphorylierung von NKCC1 durch die verwendeten Zytokine eine Beteiligung des
WNK-SPAK/OSR1-NKCC1-Signalweges beim Permeabilitdtsddem nicht aus, da (siehe
oben beim in vitro Modell des kardiogenen Lungentdems, 4.3) entweder der

lonentransport durch NKCC1 nicht zwingend der Phosphorylierung bedarf, oder bereits
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eine basale NKCC1-Aktivierung besteht oder NKCC1 beim ARDS uber Zytokin- und LPS-

unabhangige Mechanismen aktiviert werden kénnte.

Die Regulation des NKCC1-Transporters unter inflammatorischen Bedingungen ist
komplex und wenig erforscht. Fur die Regulation von NKCC1 durch inflammatorische
Mediatoren sprechen Untersuchungen in einem Hamstermodell des Leptospirose-
induzierten Lungenschaden, in denen eine erhthte NKCC1-Expression und eine
gleichzeitig verringerte a-ENaC Expression in den infizierten Lungen zu einer
verschlechterten Flussigkeitsregulation fuhrte (85). Die Abnahme des apikalen Na*-
Einstrom in die Epithelzellen und die Zunahme des basolateralen Na*-Einstrom aus dem
Interstitium in die Epithelzellen verringerten gemeinsam den osmotischen Gradienten fur
die Na* Ruckresorption und folglich die AFC in den mit Leptospirose infizierten
Lungen (85). Diese Erkenntnis weist Parallelen zu der Pathogenese des kardiogenen
Lungenddems auf, bei dem eine reduzierte ENaC-vermittelte Na*-Reabsorption den
Transport von H20 aus den Alveolen in das Interstitium verringert und damit auch den
osmotischen Gradienten fir die AFC reduziert (21).

Im zentralen und peripheren Nervensystem spielt NKCC1 eine bedeutende Rolle fir die
Einstellung der intrazellularen Chloridkonzentration ([Cl]) der Neurone (208). Die
folgenden Beispiele zeigen, dass im Nervensystem exprimierte NKCC1-Transporter
durch inflammatorische Signalwege in ihrer Aktivitdt beeinflusst werden kdnnen. Im
peripheren Nervensystem ist NKCC1 fur die hohe [CI]i im Vergleich zu zentralen
Neuronen verantwortlich (209). Ein Anstieg der [CI]i bei sich regenerierenden
sensorischen Neuronen beschleunigt deren Wachstumsrate in einem Modell des
peripheren Nervenschadens (210). Pieraut und Kollegen (211) zeigten, dass nach
peripherer Axotomie'* das Neuritenwachstum durch das proinflammatorische
Interleukin 6 (IL-6) vermittelt wird. Eine autokrine!® neuronale IL-6-Schleife flihrt zu einer
Zunahme  der  NKCC1-Phosphorylierung und nimmt durch  neuronale
Chloridakkumulation auf die Nervenreparatur Einfluss. Inflammatorisch stimuliertes
NKCCL1 ist durch seinen Einfluss auf die Cl-Homoostase daher fur die neuronale
Regeneration von Bedeutung. Im Gehirn reguliert NKCC1 im Rahmen der

regulatorischen Volumenerhéhung (regulatory volume increase, RVI) bei extrazellularer

14 jatrogene Durchtrennung eines Axons (Nervenzellfortsatz)
15 Sekretionsmodus, bei dem der sezernierte Faktor auf die sezernierende Zelle selbst wirkt
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Hypertonizitdt oder geringer [Cl]i das Gleichgewicht des zellularen Volumens durch
Erh6hung der intrazellularen K*- und Cl-Verhéltnisse (212). Dass NKCC1 im Gehirn auch
inflammatorisch stimuliert werden kann, zeigten Karimy und Kollegen (213) in einem
Modell zur intraventrikularen Blutung, die am h&ufigsten sekundar bei hAmorrhagischen
Schlaganféallen entsteht. Als Ursache fur den als Komplikation auftretenden post-
hamorrhagischen Hydrocephalus wurde eine inflammatorisch bedingte Hypersekretion
der zerebrospinalen Flussigkeit (cereborspinal fluid, CSF) aus dem Plexus choroideus
detektiert. Dabei fuhrt die intraventrikulare Blutung tber eine Toll-like receptor 4 (TLR-4)-
und NF-kB-vermittelte inflammatorische Reaktion zu einer Bumetanid-sensitiven CSF-
Hypersekretion. In der Tat aktiviert TLR-4 SPAK, welche anschlieend NKCCL1 in der
apikalen Membran des Plexus choroideus Epithels bindet, phosphoryliert und stimuliert.
Die beschriebene TLR4-SPAK-Stimulation mit CSF-Hypersekretion beim post-
hamorrhagischen Hydrozephalus, die letztlich NKCC1 aktiviert, kénnte analog auch in
der Genese des ARDS eine Rolle spielen. Eine inflammatorische NKCC1-Stimulation
durch Zytokine und Endotoxine konnte entsprechend die AFS im Lungenepithel
induzieren und so ein Permeabiliatsddem verursachen bzw. verstarken. Leider existieren
bisher keine Daten, ob und wenn ja durch welche proinflammatorischen Zytokine die
NKCC1-Aktivitat und -Expression im Lungenepithel beeinflusst wird.
Da neben den Lungenepithelzellen auch Endothelzellen eine hohe NKCC1-Expression
aufweisen (97) und diese ein fester Bestandteil der Blut-Luft-Schranke sind, kdnnte der
Kotransporter sowohl Uber den alveolaren Flissigkeitstransport als auch Uber den
Zusammenhalt der endothelialen Barriere Einfluss auf die Genese des
Permeabilititsbdems nehmen. Die inflammatorische Stimulation endothelialer
Transporter ware ein denkbarer Mechanismus, wie im akuten Lungenschaden die
kapillare Permeabilitat verandert wird.
Lan et. al zeigten, dass die vaskulare Hyperpermeabilitat im Mausmodell des durch
Ischdmie-Reperfusion-induzierten Lungenschadens durch die Gabe von Bumetanid
reduziert wird (214). Es ist bekannt, dass die Aktivierung von Neutrophilen Uber die
Dissoziation junktionaler Zellkontakte eine endotheliale Dysfunktion verursacht, die sich
in einer parazellularen Hyperpermeabilitat manifestiert (215). Die pharmakologische
NKCC1-Hemmung im Ischamie-Reperfusions-Modell verminderte die Verweildauer der
Neutrophilen (Sequestration) in den Lungenkapillaren und reduzierte auf3erdem die
Protein- und Zytokinkonzentration in der BALF, die Aktivierung des NFkB-Signalweges
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und den Schweregrad (reduzierte wet/dry ratios) des akuten Lungenschadens (214).
Auch in einem Modell des akuten Lungenschadens, in dem Mause mit Klebsiella
pneumoniae infiziert wurden, war die fir das ARDS typischerweise erhthte vaskulare
Permeabilitit nach genetischer Ausschaltung von NKCC1 in Slc12a2’-Mé&usen
vermindert (84). Das Klebsiella pneumoniae-Modell zeigt, dass NKCC1 die
Immunantwort beeinflussen kann, denn in Slc12a2” Mauslungen war die Kolonisation
mit Klebsiella pneumoniae massiv reduziert (84). Weiterhin schiitzte der KO des NKCC1
Transporters jene Mause nach einer pulmonalen Infektion durch Klebsiella pneumoniae
vor hypothermer Sepsis und Bakteridmie (84). Die intratracheale LPS-Applikation ist eine
haufig verwendete Methode, um einen inflammatorisch bedingten Lungenschaden zu
induzieren (216). In Slcl2a2’-Mausen waren die wet/dry ratios als Indikator zur
Beurteilung einer Lungenddembildung nach LPS-Instillation signifikant reduziert (84). Bei
C57BL/6J Mausen war die LPS-induzierte Erhéhung der wet/dry ratios durch die
intratracheale Applikation eines Bumetanid-Sprays zur pharmakologischen NKCC1-
Hemmung ebenfalls reduziert (217). Die LPS-induzierte Neutrophileninfiltration und
Zytokinproduktion in den Mauslungen war durch NKCC1-Inhibition mittels Bumetanid
deutlich verringert (217). Hung und Kollegen (217) sehen fur die inflammatorische
Reaktion nach LPS-Gabe NKCC1l-exprimierende Alveolarmakrophagen als
verantwortlich, da aktivierte NKCC1-Transporter zu einer Zellschwellung der
Alveolarmakrophagen fihren und damit deren proinflammatorische Wirkung und
Zytokinsekretion verstarken. Eine NKCC1-Inhibition beim akuten Lungenschaden héatte
dementsprechend eine antiinflammatorische Wirkung und kénnte nitzlich sein, um das

Ausmal eines ARDS zu mildern.

Die Bildung des Permeabilitaitsbdems ist ein Zusammenspiel vieler Zellen u.a. aus dem
Parenchym, verschiedenen Immunzellpopulationen und dem Endothel. Durch die
ubiquitaire NKCC1-Expression wird ein eindimensionaler Erklarungsansatz mit
Fokussierung auf nur einen Zelltypus - ob alveolare Epithelzellen, Endothelzellen oder
Alveolarmakrophagen — dem tatsé&chlichen multizellularen Geschehen im akuten
Lungenschaden nicht gerecht. Dass NKCC1 einen entscheidenden Einfluss auf die
alveolar-kapillare Barriere hat, ist aus den diskutierten Arbeiten abzuleiten. Die
Untersuchung der Auswirkungen von Inflammation auf alveolare Transportprozesse, die

endotheliale Barriere und die pulmonale Immunreaktion im Rahmen des ARDS bedarf
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daher weiteren Untersuchungen, um dieses Krankheitsbild in Zukunft besser zu

verstehen und vor allem auch besser behandeln zu konnen.

45 Limitationen

In der vorhergehenden Diskussion wurden bereits einzelne Punkte, die als limitierende
Faktoren bezlglich des Aufbaus, der Durchfiihrung oder der entstandenen Ergebnisse
bei deren Interpretation berlicksichtigt werden muissen, angesprochen.

Aufgrund der niedrigen Wurfrate der Slc12a2--Mause und dem damit einhergehenden
geringen Anteil der KO-Mause an der Zucht beschrankten sich die IPL-Experimente auf
den Vergleich heterozygoter Slcl2a2*--Mause mit korrespondierenden Wildtyp-
Kontrollen. Durch die Wachstumsretardierung und damit kleinere Korpergréf3e der
Slc12a2/--Mause (2.1.1) war die Katheterisierung der Pulmonalarterie kaum mdglich,
ohne diese dabei zu verletzen.

Im Zellkulturmodell des kardiogenen Lungenddems konnte wie bereits diskutiert die
alleinige ENaC-Inhibition ein ungeeigneter Ansatzpunkt fur die NKCC1-Aktivierung
gewesen sein. Da die NKCC1-Aktivitat auch von der Funktion und Transportrichtung des
CFTR-Transports abhangt und sowohl ENaC als auch CFTR durch NO-vermittelte
Signalwege reguliert werden konnen, wéare auch eine direkte Anderung der NKCC1-
Expression oder -Phosphorylierung durch Stickstoffmonoxid denkbar. Auch bei der
zuletzt angesprochenen inflammatorisch-vermittelten NKCC1-Regulation in vitro kdnnte
anstatt des isolierten LPS-Zytokin-Mix die BALF von ARDS-Patienten zur Stimulation
genutzt werden, um eine Organismus-nahere Wirtsreaktion abzubilden. Wie zuvor
ausfuhrlich diskutiert wurde, widerspricht die Tatsache, dass Amilorid oder LPS/Cytomix
den NKCC1-Kotransporter in vitro nicht phosphorylieren, nicht grundséatzlich einer Rolle
von NKCC1l beim hydrostatischen oder Permeabilitditsodem. Die Regulation der
Phosphorylierung und der Transportaktivitat von NKCC1 sind nur komplexer, als wir es
in unseren in vitro-Modellen abzubilden versuchten. Es reichte entsprechend nicht aus,
einen einzelnen lonentransporter als solitaren  Faktor beim  alveolaren
Flussigkeitstransport zu betrachten. Vermutlich interagieren verschiedene Transporter
der alveolarkapillaren Barriere funktionell Gber elektrochemische Gradienten und
eventuell auch strukturell Gber Protein-Protein-Interaktionen miteinander. Hierzu waren

insbesondere Untersuchungen zur NKCC1-Phosphorylierung in unseren IPL-Lungen
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interessant. Eine solche Untersuchung wird aber leider dadurch erschwert, dass die
diesbeztiglich gefragten Alveolarepithelzellen nur einen kleinen Teil des Gesamtgewebes
der Mauslungen ausmachen, den man im Western Blot bzw. bei der Phosphoproteomik-
Analyse nicht separat identifizieren kann.

Weitere Limitationen kdnnen sich durch das verwendete Zellkultursystem ergeben. Die
kultivierten Lungenepithelzellen der Linie A549 entsprechen morphologisch am ehesten
AT 1l Zellen (168), die jedoch flachenmalig nur 5 % der Alveolen auskleiden, wéahrend
die flachen und platten AT | Zellen 95 % der Alveolarflache bedecken (49). A549 Zellen
sind eine Karzinomlinie und dadurch als initiales Screeningtool fur das Alveolarepithel
natzlich, da sie Uber mehrere Subkulturen hinweg einen stabilen Phanotyp haben,
einfach zu kultivieren, reproduzierbar und relativ unlimitiert verfigbar sind (218, 219). Sie
weisen zwar einige Eigenschaften von AT Il Zellen auf, aber A549 Zellen kénnen zum
Beispiel keine Barriere bilden (220). Da die Karzinomzellen nicht alle Eigenschaften von
AT 1l Zellen abbilden, kénnen sie den physiologischen Zustand des Alveolarepithels in
vivo natirlich nicht vollstandig reproduzieren (219, 221, 222). Ursprunglich ging man
davon aus, dass der lonentransport hauptséachlich Uber AT 1l Zellen stattfindet.
Mittlerweile weil3 man aber, dass auch AT | Zellen durch ihre Expression von
Transportproteinen einen signifikanten Beitrag zur Flissigkeitsbalance und der Auflésung
von Odemen im Alveolarraum leisten (51). Fraglich ist, ob Experimente an hAELVi
(human Alveolar Epithelial Lentivirus immortalized) Zellen, welche Typ-1-&hnliche
Eigenschaften aufweisen und auch die essenziellen Eigenschaften der Luft-Blut-Barriere
reflektieren (220), zu den gleichen Ergebnissen fiilhren wirden wie mit A549 Zellen.
Allerdings  wiurde die Physiologie der  alveolaren Transport- und
Regulationsmechanismen am besten durch den Einsatz von Primérzellen mit einer
Kokultur aus AT | und AT Il widergespiegelt werden. Ebenfalls zu bedenken ist, dass
unser Modell lediglich die isolierten Regulationsmechanismen innerhalb der Epithelzellen
aufgreift und nicht die wichtige Kommunikation zwischen Lungenepithelzellen und
Endothelzellen (bzw. anderen parenchymatdésen oder inflammatorischen Zellen)
abbilden kann. Die Verwendung von Transwell® Zellkultureinséatzen wirde fur alveolare
Lungenepithelzellen im air liquid interface mit einem hohen basolateralen
Flissigkeitsspiegel und einem dunnen apikalen Flissigkeitsfilm eine Umgebung

schaffen, die dem in vivo-Zustand sehr nahekame und in Kombination mit
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mikrovaskularen Endothelzellen als Kokultur-System die Luft-Blut-Schranke in vitro gut

nachzubilden vermag (223).

Da weder Amilorid noch Cytomix/LPS zu einem Anstieg der NKCC1-Phosphorylierung in
den Lungenepithelzellen der Karzinomlinie A549 fihrten, sollte in der vorliegenden Arbeit
durch direkte Stimulation oder Inhibition der Ubergeordneten WNK1-Kinase wéhrend
einer einstindigen Inkubation der A549-Zellen mit jeweils einzeln 10 uM Temozolomid
(TMZ) und WNK463 uberprift werden, ob der WNK-SPAK/OSR1-Signalweg in der
verwendeten Zellkultur NKCC1 phosphorylieren kann. WNK463 inhibiert WNK1 und
hemmt damit ihre nachgeschalteten Signalwege. Das alkylierende Zytostatikum TMZ
aktiviert hingegen den WNK1/OSR1/NKCC1-Signalweg (224). Weil die Aufnahme von
reprasentativen Immunoblots des phospho-NKCC1 auch nach wiederholten Versuchen
nicht moglich war, zeigen die Ergebnisse der Western Blot Analysen des entsprechenden
Experimentes ausschlielich eine Quantifizierung des T-NKCC1 in Relation zu B-Aktin
Kontrolle und wurden daher nicht in diese Arbeit mitaufgenommen. Auch hier sind
entsprechende Limitationen wie unter anderen die Auswahl der Zelllinie oder die Dauer
der Inkubation mit TMZ bzw. WNK463 zu nennen. Mogliche Verdnderungen in der
Aktivitat des Kotransporters tber den beschriebenen Signalweg kénnen nur durch die
Relativierung der Proteinexpression des p-NKCC1 zu T-NKCC1 abgebildet werden, da
die T-NKCC1 Proteinexpression allein durch TMZ und WNK463 nicht beeinflusst wird. Zu
diesem Zeitpunkt lasst sich daher noch keine Aussage dartber treffen, ob TMZ Uber
WNK1 zu einer NKCC1-Aktivierung durch Phosphorylierung in A549 Zellen fuhrt bzw. die
WNKZ1-Inhibition mittels WNK463 eine Phosphorylierung des Transporters in der Lunge
unterbindet. Die Erforschung des WNK1-SPAK/OSR1-NKCC1-Signalwegs sollte auf das
Lungenepithel ausgeweitet werden und seinen potenziellen Beitrag am alveolaren

lonentransport untersuchen.
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Fur die Entstehung des kardiogenen Lungenédems durch akutes Linksherzversagen ist
der Kotransporter NKCC1 von entscheidender Bedeutung. Dies liegt vermutlich darin
begriindet, dass hydrostatischer Stress die protektive AFC in eine Odem-verstarkende
AFS umwandelt. Letztere wird durch einen von basolateral nach apikal gerichteten
Osmogradienten angetrieben, der wahrscheinlich durch aktivierte NKCC1-Transporter
auf der basolateralen Seite und apikale CFTR-Transporter aufgebaut wird. Der parallele
Ansatz aus einem pharmakologischen Inhibitor und einem genetischen NKCC1-KO-
Modell ist hier besonders robust, da er nicht-spezifische Effekte nahezu komplett
ausschliel3t. Dass in isoliert perfundierten Mauslungen bei erhéhtem PLa sowohl der
heterozygote NKCC1-Verlust als auch die NKCC1-Inhibition mit Furosemid die wet/dry
ratios signifikant zu reduzieren vermochte, beweist die funktionelle Rolle von NKCC1 bei
der Entstehung des kardiogenen Lungenddems. WNK1, die als CI-Sensor und
Osmoregulator fungiert, phosphoryliert und aktiviert Gber ihre nachgeschalteten Kinasen
SPAK und OSR1 den NKCC1-Kotransporter sowie auch KCC1 und andere Mitglieder der
CCCs. Bei Wnk1*--Mauslungen kam es bei erhohtem hydrostatischen Druck zu keiner
signifikanten Odembildung. Die Unterschiede der wet/dry ratios zwischen Slc12a2*- und
Wnk1*- kénnten am ehesten auf der WNK-SPAK/OSR1-Signalkaskade beruhen, durch
die nicht nur NKCC1 sondern auch andere Mitglieder der CCC-Familie reguliert werden.
Die Ergebnisse heben die klinisch bedeutende Rolle von NKCC1 als extrarenalen
Angriffspunkt von Schleifendiuretika in der Therapie des kardiogenen Lungenddems
hervor und bringen mit WNK1 ein neues pharmakologisches Target zur Odempravention
bzw. -behandlung in die Diskussion ein. Molekularbiologisch ist in Zukunft die Regulation
von NKCC1 durch WNK1 und hydrostatischen Stress im Alveolarepithel nachzuweisen,
um die funktionellen Ergebnisse aus den IPL-Experimenten auch vertieft auf ihrer

mechanistischen Ebene untersuchen zu kénnen.

Da sich die vorliegende Arbeit vor allem auf das kardiogene Lungentédem bezieht, sollten
die IPL-Experimente an Slcl2a2*--Mausen kinftig auch auf entsprechende
Untersuchungen in einem préaklinischen ARDS-Modell ausgeweitet werden, um mogliche
Anderungen der wet/dry ratios z.B. im LPS-induzierten akuten Lungenschaden in

Abh&ngigkeit von NKCC1 zu untersuchen. Da es bislang kaum Studien zur Regulation
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von NKCC1 durch Zytokine im Alveolarepithel gibt, sollten die bereits durchgefuhrten
Experimente nach Optimierung des Versuchsaufbaus, bezogen auf die Zelllinie, die
proinflammatorischen Stimuli und das untersuchte Zeitfenster, wiederholt werden.
AulRerdem scheint sich der WNK-SPAK/OSR1-Signalweg mit seiner Ubiquitat und
Regulation zahlreicher lonenkanéle und Transporter mehr und mehr zu einem zentralen
Dreh- und Angelpunkt der epithelialen und endothelialen Homdostase zu entwickeln.
Aufgrund unserer Ergebnisse kann man davon ausgehen, dass WNK1 relevant flr eine
hydrostatische Lungentdembildung ist. Ob eine WNK1-induzierte NKCC1-Aktivierung
auch im inflammatorischen Permeabilititsédem relevant sein kdnnte, ist bisher nicht
erforscht. Untersuchungen zur Funktion der WNK-SPAK/OSR1-Signalkaskade in der
gesunden oder erkrankten Lunge sind bislang kaum vorliegend und konnten zur
Entwicklung neuer vielversprechender Therapieansatze in der Behandlung des

kardiogenen und Permeabilitatsddems beitragen.
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7 Anhang

7 Anhang

Im Folgenden sind die von 2.3.3 abweichenden Punkte flr die Genotypisierung fir

WNK1-Mause unter freundlicher Bereitstellung von Dr. Lasti Erfinanda Fuaadi aufgelistet.

Tabelle 7-1: Kommerzielles Kit zur DNA-Extraktion und Polymerase-Kettenreaktion (PCR) von WNK1
Name ‘ Katalognummer ‘ Hersteller
REDEXxtract-N-Amp™ Tissue PCR Kit ‘ XNAT 100 ‘ Sigma-Aldrich

Es wurden 0,4 uM der folgenden Primer eingesetzt:

Tabelle 7-2: WNK1-Primer zur Genotypisierung

Wnk1l WT for 5- AACGTTAACTCAGCATGTGGAAGCA -3
rev 5- GACTGCCCAGTAGGAGGAGAGGC -3
Proteingrol3e: 772 bp

Wnk1 KO for 5'- TGAAACTTCCCAAGAGTCCGAGGGA -3
rev 5'- CCCGGCGCTCTTACCAAAGG -3

Proteingrol3e: 1498 bp

Wnk1+- zeigt beide Banden (772 und 1498 bp) auf dem Agarosegel nach Elektrophorese.

Tabelle 7-3: Amplifikationsprogramm der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) fiir Wnk1 WT
Initiale Denaturierung 94°C 3 min

30 Zyklen

Denaturierung 94°C 30s

Annealing 61°C 30s

Elongation 72°C 1 min

Finale Elongation 72°C 2 min
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Tabelle 7-4: Amplifikationsprogramm der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) fiir Wnk1 KO
Initiale Denaturierung 94°C 3 min

30 Zyklen

Denaturierung 94°C 30s

Annealing 55,5°C 2 min

Elongation 72°C 1min30s

Finale Elongation 72°C 2 min
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