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ZUSAMMENFASSUNG

Eine Hauptaufgabe der Niere ist die Regulation des Wasser-Salz-Haushaltes. Bei
Wassermangel oder Hypernatriamie wird Vasopressin (AVP) ausgeschiittet. Es
aktiviert V2-Rezeptoren und stimuliert dadurch die Konzentration des Urins in der
Niere. Im Sammelrohr bewirkt die V2-Rezeptor-Signalkaskade eine erhohte
Expression und Translokation des Wasserkanals Aquaporin2 (AQP2) zur apikalen
Plasmamembran. Uber diesen Kanal wird Wasser aus dem Primé&rharn in das
Interstitium rlckresorbiert, um dann wieder den BlutgefaBen zugefiihrt zu
werden. Stérungen im AVP-System kdénnen sowohl Hypo- als auch
Hypernatriamien verursachen. Brattleboro Ratten mit zentralem Diabetes
insipidus werden verbreitet als Modellorganismus zur Untersuchung der V2-
Rezeptor-Signalkaskade genutzt. Ihre Sammelrohrzellen besitzen zwar den
zellularen Signaltransduktionsapparat fir die AVP-vermittelte Translokation von
AQP2, aufgrund ihres systemischen AVP-Mangels zeigen sie jedoch eine
verminderte Expression von AQP2 an der apikalen Plasmamembran und 10-fach
erhdhte Urinvolumina.

Die hier vorliegende Arbeit belegt eine direkte und spezifische Rolle des
kalziumabhangigen Phosholipidbindeproteins ANXA2 und seines
Bindungspartners P11 bei der Translokation von AQP2. Dabei liefert sie eine
umfassende Lokalisationsstudie von ANXA2 in der Niere. Nach Aktivierung der
VV2-Rezeptor-Signalkaskade durch das AVP-Analogon dDAVP zeigt sie neben der
Expressionssteigerung von AQP2 auch die erhdhte Expression von ANXA2 und
liefert den ersten tierexperimentellen Nachweis der Ko-Translokation von AQP2,
ANXA2 und P11. Sie bestatigt und verifiziert die Komplexierung von ANXA2 und
AQP2, zeigt aber keine direkte Bindung zwischen den beiden Proteinen. Mittels
Peptid SPOT Arrays belegt sie jedoch eine direkte Bindung zwischen P11 und
dem C-Terminus von AQP2 und zeigte eine zusatzliche, direkte Bindung zwischen
einem Tetramer, bestehend aus zwei ANXA2 und zwei P11 Molekilen, mit dem
N-Terminus von AQP2. Diese Bindung ist abhangig vom Phosphostatus des
ANXA2. Phosphomimetisches Aspartat anstelle von Serin 26 verhindert die
Bindung, wobei phosphomimetisches Aspartat anstelle von Tyrosin 24 keinen
Einfluss darauf hat. Die Ergebnisse dieser Studie liefern neue Bausteine zur
Entschlisselung der AVP-Signalkaskade, die im Zuge der Urinkonzentrierung
aktiviert wird. Sie ist ein weiterer Schritt zur Entwicklung neuer Therapieansatze

zur besseren Behandlung von AVP-induzierten Osmolaritatsstérungen.



ABSTRACT

A major function of the kidney is the regulation of body water and electrolyte
balance. In case of water deprivation or hypernatremia, vasopressin (AVP) is
secreted to activate V2 receptors, and therefore stimulates the urinary
concentrating mechanism in the kidney. The V2 receptor signaling cascade in the
collecting duct leads to increased expression and translocation of the water
channel AQP2 (aquaporin2) to the apical membrane. Water from inside the
tubular system is reabsorbed by this channel to be delivered back to the
vasculature. A disrupted AVP system leads to hyponatremia or hypernatremia.
Brattleboro rats are broadly used as a model organism for the analysis of the V2
receptor signaling cascade. Though their collecting duct cells own the signaling
transduction machine due to a mutation, they are not able to secrete AVP.
Therefore, they show a reduced AQP2 expression at the apical membrane and
tenfold increased urine volumes.

This dissertation reveals a direct and specific role of the calcium and phospholipid
binding protein ANXA2 and its binding partner P11 in the translocation process of
AQP2. It provides a widespread localization study of ANXA2 in the kidney. During
activation of the V2 receptor signaling cascade via AVP analogon dDAVP it shows
not only increased expressions of AQP2 but also of ANXA2. For the first time it
proves the co-translocation of AQP2 ANXA2 and P11 in an animal model, under
these circumstances. It also confirms the complexation of ANXA2 and AQP2 but
does not find direct binding properties. However, using Peptide SPOT Arrays it
demonstrates direct linkage among P11 and the C-terminal end of AQP2 and also
an additional linkage among a tetramer composed of two ANXA2 and two P11
molecules and the N-terminal end of AQP2. This linkage is dependent on the
phosphorylation status of ANXA2. A phospho-mimicking aspartate residue at the
position of serine 26 prevents the binding, whereas a phospho-mimicking
aspartate residue at the position of tyrosine 24 does not interfere. These results
extend our knowledge regarding the intracellular signaling cascade involved in
AVP-mediated urine concentration and may facilitate the development of novel
mechanism-based pharmacological tools for the treatment of AVP-related
diseases.
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Einleitung

1. EINLEITUNG

Die Niere reguliert unter anderem den Elektrolyt- und Wasserhaushalt.
Wassermangel oder Hypernatriamie wird von Osmorezeptoren im Hypothalamus
registriert. Die Folge ist ein Durstgefiihl und das verstarkte Ausschitten von
Vasopressin (AVP). AVP bindet in der Niere an V2-Rezeptoren und initiiert somit
die Konzentration des Urins. Im Sammelrohr wird hierbei eine Signalkaskade
aktiviert, die den Wasserkanal, AQP2, in die apikale Plasmamembran
transportiert. Defekte im AVP-System kdénnen Osmolaritatsstérungen mit der
Folge von Hyper- bzw. Hyponatriamie verursachen. Beim Diabetes insipidus sind
Harnausscheidungen von 5 bis 25 Litern pro Tag und ein damit einhergehendes
starkes Durstgefthl dblich. Ist die zentrale Ausschittung von AVP gestort
(zentraler Diabetes insipidus), wird Desmopressin, ein synthetisches AVP-
Analogon, verabreicht. Es besitzt eine hdhere Wirkdauer als AVP und wird
deshalb nur zweimal am Tag appliziert. Flur Stérungen in der noch nicht
vollstandig aufgeklarten Signalkaskade im Sammelrohr (nephrogener Diabetes
insipidus) existiert gegenwartig, auBer der ausreichenden Zufuhr von Fllssigkeit,
keine adaquate Medikation.

Die Signalkaskade dient hauptsachlich dem Transport von AQP2-tragenden
Vesikeln aus zytosolischen Speicherkompartimenten zur apikalen
Plasmamembran. Der exakte Mechanismus dieses Transportes ist noch nicht
vollstandig geklart. ANXA2, welches kalziumabhangig an Phospholipide bindet,
ist als Vesikeltransporter in verschiedenen Endo- und Exozytoseprozessen
involviert [1-5] und flr die Translokation einer kleinen Auswahl von
Kanalproteinen unentbehrlich [6-10]. ANXA2 wurde auch im Multiproteinkomplex
um AQP2 detektiert und ist hier flir die apikale Translokation von AQP2 essentiell
[11, 12].

Diese Arbeit charakterisiert die Rolle von ANXA2 im Translokationsprozess von
AQP2.



Einleitung

1.1 ANATOMIE UND FUNKTION DER NIERE IM ELEKTROLYT- UND
WASSERHAUSHALT

Neben der Ausscheidung von harnpflichtigen Substanzen, der Steuerung des
Saure-Basenhaushaltes und der langfristigen Einstellung des Blutdruckes
reguliert die Niere den Elektrolyt- und Wasserhaushalt. Dazu filtert sie das
gesamte Blut zirka 30-mal am Tag. Das Blut gelangt Uber die Nierenarterie in die
Niere und wird dem Ko&rper uUber die Nierenvene gefiltert zurtickgeflhrt. Die
abgetrennten Bestandteile verlassen die Niere als Harn durch den Harnleiter
(Abb. 1b). Die Niere wird in einen Rinden- und einen Markbereich eingeteilt. Die
Grenze zwischen diesen Bereichen richtet sich nach den einzelnen Abschnitten
der Nephrone, der kleinsten funktionellen Einheit der Niere (Abb. 1a). Jeder
Mensch besitzt zwischen 331 000 und 1 000 000 davon pro Niere [13]. Das
Nephron besteht aus dem Nierenkdérperchen und dem Nierenkanadlchen. Im
Nierenkdrperchen wird das Blut gefiltert, wobei Bestandteile, die gréBer als 70
kDa sind, die Blut-Harn Schranke nicht passieren kénnen [14]. Im
Tubulussystem des Nierenkanalchens wird der Primarharn durch Resorptions-
und Sekretionsvorgange in Endharn umgewandelt. Dabei passiert er den
proximalen Tubulus, die dinne absteigende Henle Schleife, die dinne
aufsteigende Henle Schleife, die dicke aufsteigende Henle Schleife, die Makula
Densa, das distale Konvolut, den Verbindungstubulus und das kortikale sowie
medulldare Sammelrohr in der angegebenen Reihenfolge (Abb. 1a). Der Endharn
verlasst die Niere Uber das Nierenbecken und den Harnleiter. Der Wasser- und
Elektrolythaushalt wird durch Ausscheidung oder Retention von Elektrolyten
eingestellt. Natrium ist der haufigste Elektrolyt im Extrazelluldarraum und
bestimmt somit in erster Linie das Extrazelluldarvolumen. Seine Konzentration
wird von den Nieren konstant gehalten. Das heiB3t, erhéhte Zufuhr wird durch
erhéhte Ausscheidung ausgeglichen und Mangel durch verminderte Ausscheidung
kompensiert. Stérungen des Salz-Wasserhaushaltes sind haufig und mit
erheblicher Morbiditat und Mortalitéat verbunden. Der Pathomechanismus dieser

Stérungen beinhaltet eine Dysregulation des AVP-Systems.
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Abbildung a zeigt die Mikroanatomie eines Nephrons, der kleinsten funktionellen Einheit
der Niere. Die Lage der einzelnen Nephron Abschnitte bestimmt die Aufteilung der Niere
in Cortex, auBere und innere Medulla. Abbildung b zeigt die Anatomie einer Niere mit
zufihrender Arterie, abfUhrender Vene und Harnleiter. Die Aufteilung in Cortex und

Medulla ist gekennzeichnet. OM: duBere Medulla, IM: innere Medulla

Abbildung a ist von Kriz und Bankir [15], Abbildung b aus dem Anatomielehrbuch

Benninghoff [16] Gbernommen.
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1.2 DAS AVP - SYSTEM

Wassermangel oder Hypernatridmie werden von Osmorezeptoren im
Hypothalamus registriert. Die Folgen sind ein Durstgefihl und die verstarkte
Ausschittung von AVP. AVP ist ein Peptidhormon, das als Praprohormon im
Hypothalamus gebildet und bis zu seiner Ausschittung in Vesikeln der
Neurohypophyse gespeichert wird. AVP besitzt zwei Wirkungsorte flr die Salz-
Wasserregulation und die damit verbundene Blutdruckregulation. Bei
Volumenmangel flhrt die Bindung an V1a-Rezeptoren in peripheren GefaBen zur
Erhéhung des Blutdrucks. Die Bindung an V2-Rezeptoren in der Niere flihrt zur
Retention von Wasser und demzufolge zur Konzentrierung des Urins.

Der Urinkonzentrierungsmechanismus findet hauptsachlich in den
Nephronabschnitten dicke aufsteigende Henle Schleife und medulldres
Sammelrohr statt. Diese Abschnitte exprimieren den V2-Rezeptor [17] und
mindestens vier AVP regulierbare Transporter. Der Natrium-Kalium-2Chlorid-
Kotransporter (NKCC2) wird von der dicken aufsteigenden Henle Schleife, der
Wasserkanal (AQP2) von den Hauptzellen des Sammelrohrs und die beiden
Harnstofftransporter (UT-A1 und UT-A3) von den Hauptzellen des terminalen
Sammelrohrs exprimiert [18-25]. Die Aktivierung der V2-Rezeptoren fluhrt zur
Aktivierung und Einbau dieser Kandle in die apikale bzw. basolaterale
Plasmamembran [25-27]. In Abbildung 2 sind die Grundzige des
Urinkonzentrationsmechanismus dargestellt. NaCl wird verstarkt Uber den
aktivierten NKCC in der dicken aufsteigenden Henle Schleife aus dem
Tubuluslumen in das Interstitium transportiert. Da dieser Abschnitt
wasserundurchlassig ist, wird das Interstitium osmotisch aufgeladen. Das flhrt
zum Wassereinstrom aus der dinnen absteigenden Henle Schleife. Aufgrund der
engen raumlichen Beziehung und des spezifischen Wandaufbaus der
Haarnadelschleife wird so mittels Gegenstromprinzip ein osmotischer Gradient
entlang der Langsachse der Niere aufgebaut. Im Cortex liegt die Osmolalitat bei
300 mOsm/I, ahnlich der des Blutes. In der inneren Medulla kann sie bis zu 1200
mOsmol/l ansteigen. Harnstoff, welcher Uber die Harnstofftransporter UT-A1 und
UT-A3 aus dem Sammelrohr in das Interstitium transportiert wird, tragt erheblich
zum Aufbau des Gradienten bei [28, 29]. Wasser kann deshalb durch den AQP2-
Kanal aus dem Tubuluslumen in das Interstitium und weiter in BlutgefaBe

rickresorbiert werden [20]. So wird der Urin bei Wassermangel bis auf ein
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Vierfaches der Plasmaosmolalitat aufkonzentriert (von 300 mosmol/l auf bis zu

1200 mosmol/l).
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Abb. 2. Urinkonzentrierungsmechanismus

Die Grafik zeigt die Grundlagen des Urinkonzentrierungsmechanismus. Alle vier
dargestellten Kanale werden durch AVP aktiviert. NaCl (rot) wird hauptsachlich tGber den
NKCC2 Transporter aus dem Tubuluslumen ins Interstitium transportiert. Flir Wasser
(blau) ist dieser Nephronabschnitt undurchldssig. Der Ausgleich des durch NaCl
angereicherten Interstitiums erfolgt durch Wassereinstrom aus der diinnen absteigenden
Henle Schleife. Durch die enge raumliche Beziehung und den spezifischen Wandaufbau
der Haarnadelschleife, wird mittels Gegenstromprinzip ein osmotischer Gradient
aufgebaut. Im Cortex ist die Osmolalitat dhnlich der des Blutes. Bis zur inneren Medulla
steigt sie bis zu 1200 mOsmol/l. Harnstoff (grin) tragt maBgeblich zum Aufbau des
osmotischen Gradienten bei. Es verlasst das Tubuluslumen am Ende des Sammelrohrs.
So kann Wasser Uber AQP2 aus dem Tubuluslumen in das Interstitium rickresorbiert
werden. Durch die Aufnahme in BlutgefaBe wird es mit im Korper verteilt und der Urin
auf bis zu 1200 mOsmol/I aufkonzentriert.

Die Abbildung wurde aus dem Lehrbuch Benninghoff [16] ibernommen.
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1.3 AVP INDUZIERTE TRANSLOKATION VON AQP2 IM
SAMMELROHR

Die Bindung von AVP an den V2-Rezeptor im Sammelrohr bewirkt eine
Translokation von AQP2 zur apikalen Plasmamembran. Ist dieser Transport
gestort, kann keine Urinkonzentration stattfinden. Es entsteht die Erkrankung
des Diabetes insipidus. Bisher sind mindestens drei verschiedene

Regulationsmechanismen bekannt, die an diesem Transport beteiligt sind.

1.3.1 cAMP vermittelte Signalkaskade
AQP2 wird nach der Synthese in exozytotische Vesikel verpackt und in Rabll

positive Recyclingendosomen im apikalen Zytoplasma von ruhenden
Sammelrohrzellen gespeichert [30, 31]. Die Bindung von AVP an V2-Rezeptoren
stimuliert das G Protein Gy, welches die Adenylatcyclase 6 aktiviert (Abb. 3).
Diese katalysiert die Bildung von cAMP. Die erhéhten cAMP Spiegel aktivieren die
Proteinkinase A (PKA), die unter anderem AQP2 phosphoryliert [32-34]. Diese
Phosphorylierung ist essentiell flr die Fusion von AQP2-tragenden Vesikeln mit
der apikalen Plasmamembran. Erst wenn drei Proteine des Homotetramers
phosphoryliert sind, findet der Einbau des Wasserkanals in die Membran statt.
Wasser flieBt entlang des osmotischen Gradienten aus dem Urin durch die Zelle
in das umliegende Interstitium und die GeféaBe. Der Eintritt in die
Sammelrohrzelle wird Uber AQP2, der Austritt Uber AQP3 und AQP4
gewahrleistet. Der Abbruch des AVP Stimulus fluhrt zur sofortigen Clathrin-
vermittelten Endozytose von AQP2 in frihe, Early endosome antigen 1 (EEA1)-
positive, Endosomen. AnschlieBend wird AQP2 zurtck in die Recyclingendosomen
transferiert. Eine Teilmenge von AQP2 wird ubiquitiniert und durch Exozytose mit

dem Urin ausgeschieden [35].

1.3.2 Reorganisation des Zytoskeletts

Zielgerichtete Transporte werden durch spezifische Transportproteine entlang
des Zytoskeletts gesteuert. Der Transport von AQP2-tragenden Vesikeln bis zum
Speicherkompartiment im apikalen Zytosol wird von Mikrotubli zusammen mit
den Motorproteinen Dynein und Dynactin arrangiert [36-38]. Das Netzwerk aus
Aktinfilamenten im Randbereich der Sammelrohrzellen verankert die AQP2-

tragenden Vesikel im Ruhezustand. Wird jedoch die PKA durch die Signalkaskade
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aktiviert, phosphoryliert sie den Aktinzytoskelettregulator, RhoA, der dadurch
inaktiviert wird. Das fuhrt zur Depolymerisierung des Netzwerkes aus
Aktinfasern, die physiologische Barriere wird beseitigt und AQP2 tragende Vesikel
kénnen passieren [39-41]. Nach Abklingen des AVP-Stimulus polymerisieren die
Aktinfasern wieder. Wahrend des Recyclingprozesses sind sie fiir den Transport
von AQP2 aus EEA1l-positiven frihen Endosomen zu den Rabll positiven
Recyclingendosomen essentiell [41].
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Abb. 3. AVP Signaltransduktion, AQP2 Trafficking und transzellularer
Wassertransfer

AQP2 ist in Rabll Vesikeln gespeichert. Die Bindung von AVP an den V2-Rezeptor
aktiviert die AC und erhdhte cAMP Spiegel aktivieren die PKA. AQP2 wird im
Speicherkompartiment von PKA phosphoryliert. Das fihrt zur Translokation von AQP2 zur
apikalen Plasmamembran. Wasser flieBt transzellular, apikal durch AQP2 und basolateral
durch die konstitutiv exprimierten Kandle AQP3 und AQP4. Die Interaktion von
phosphoryliertem AQP2 mit MAL erhdéht dessen Aufenthaltsdauer an der
Plasmamembran. Unmittelbar nach der AVP Stimulation wird AQP2 Clathrin-vermittelt
endozytiert und in frilhe Endosomen transportiert. Die PI3-Kinase spielt eine wichtige
Rolle beim Transfer von AQP2 aus friihen Endosomen zurlick zum Speicherkompartiment.
Einige AQP2-Molekile werden in multivesikuldare Kérperchen transportiert. Dabei handelt
es sich hauptsachlich um ubiquitiniertes AQP2, welches durch Exozytose mit dem Urin
ausgeschieden wird. AC: Adenylatzyklase, AVP: L-Arginin Vasopressin, MAL: Myelin und
lymphozytenassoziiertes Protein, PI3-Kinase: Phosphoinositid-3-Kinase, PKA:
Proteinkinase A. Die Abbildung wurde von Takata et al. [42] Gbernommen.

LB
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1.3.3 Rolle der intrazellularen Kalziumoszillation

Die Aktivierung des V2-Rezeptors bewirkt neben der Initiation der Signalkaskade
Uber cAMP eine kurzfristige intrazellulare Erhdhung des Kalziumspiegels mit
anschlieBender Oszillation [43-46]. Der Anstieg des Kalziumspiegels wird aus
intrazelluldaren Reserven gespeist. Die Oszillation erfolgt durch den Einstrom von
extrazellularem Kalzium. Beides ist flir die apikale Translokation von AQP2
essentiell [47, 48]. Wie genau diese Kalziummobilisierung vonstattengeht, ist
unklar. Chou et al. weisen jedoch darauf hin, dass der (Ubliche
Phosphatidylinositolweg und die PKC nicht involviert sind [49]. Die erhéhten
Kalziumspiegel fuhren zur Aktivierung von Calmodulin und weiter zur
Phosphorylierung und Aktivierung des Motorproteins Myosin, welches am
Aktinfilament entlangwandert [48, 50-52].

Aktin und Myosin wurden als Mitglieder des Multiproteinkomplexes um AQP2
identifiziert [11]. Neben weiteren Zytoskelett-assoziierten Proteinen wurde auch
ANXA2 nachgewiesen. Es besitzt Aktinbindeeigenschaften, ist kalziumabhangig
und wurde bereits in verschiedenen Endo- und Exozytoseprozessen beschrieben
[5, 12, 53-56]. Aufgrund dieser Eigenschaften ist ANXA2 ein mdglicher Regulator

im Translokationsprozess von AQP2.

1.4 ANXA2 UND P11

Zwei Arbeiten postulieren eine Bedeutung von ANXA2 und dem ANXA2-
Bindepartner P11 im Translokationsprozess von AQP2. 2005 wurde ANXA2 im
Multiproteinkomplex um AQP2 beschrieben [11]. 2008 wurde gezeigt, dass eine
gestorte Interaktion von ANXA2 und P11 mit einer gestdrten Fusion von AQP2-
tragenden Vesikeln mit der Plasmamembran einhergeht [12]. Welche Rolle
ANXA2 und P11 im Translokationsprozess von AQP2 spielen, soll in dieser Arbeit

untersucht werden.

1.4.1 ANXA2 - ein Mitglied der Annexin Familie

ANXA2, auch bekannt unter Lipocortin II, Calpactin I oder p36, gehdrt zur
Familie der Annexine. Alle 12 im Menschen bekannten Familienmitglieder haben
die Eigenschaft, kalziumabhdangig an negativ geladene Phospholipide zu binden
[57]. Diese Funktion wird von einer konservierten Kernregion, dem C-Terminus,

ubernommen. Der C-Terminus ist aus vier sich wiederholenden Domanen
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aufgebaut (Abb. 4). Jede Domane besteht aus funf alpha-Helices, die durch kurze
Schleifen miteinander verbunden sind. An der konvexen Molekllseite befinden
sich Kalziumbindestellen, die bei ansteigendem intrazelluldaren Kalziumniveau
besetzt werden [58-60]. Kalzium fungiert als Brlicke zwischen negativ geladenen
Carbonyl- und Carboxylgruppen im Proteingeriist und der negativ geladenen
Phosphatgruppe von Phospholipiden [61-63]. Daher férdern erhohte
Kalziumspiegel die Bindung von Annexinen an Plasmamembranen oder Vesikel.
ANXA2 bindet bevorzugt an Cholesterin [64] und Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat [65, 66]. Der N-Terminus befindet sich auf der konkaven
Molekdllseite. Er ist variabel, flr jedes Familienmitglied spezifisch und fur die
unterschiedlichen Eigenschaften der Annexine verantwortlich. ANXA2 bildet tber
seinen N-Terminus Dimere aus. Zusatzlich beinhaltet er eine Bindestelle fur P11
[67]. Aktiviert durch Kalzium bindet ANXA2 also mit der konkaven Molekilseite
an Membranen, sodass die konvexe Molekllseite mit dem exponierten N-
Terminus von der Membran weg zeigt und fur weitere Interaktionen zur
Verfligung steht. Die Kalziumaffinitat wird durch die Phosphorylierung der
Aminosdure Y24 erheblich erhéht [58].

Domane IV

Domane II
9

. Domane III
Domane 1 .

Abb. 4. Kristallstruktur der Kernregion von Annexinen am Beispiel von Annexin
I

Die vier Domanen, die aus jeweils funf alpha Helices bestehen sind in unterschiedlichen
Farben dargestellt (1-rot, 2-blau, 3-griin, 4-violet). Gebundene Kalziummolekiile an der
konvexen Molekilseite sind durch griine Kreise gekennzeichnet. Der N-Terminus auf der
konkaven Seite ist flir jedes Annexin individuell. Im ANXA2 beinhaltet es die Bindestelle
fir P11. Die Abbildung wurde von Rosengarth et al. [68] Gbernommen.
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1.4.2 P11 (S100A10) - ein Mitglied der S100 Familie
P11, auch unter den Namen S100A10 oder Annexin 2 light chain bekannt, gehort

zu einer zweiten kalziumbindenden Familie, den S100 Proteinen. Im Menschen
sind derzeit 19 Mitglieder bekannt [69]. S100-Proteine sind zirka 10-15 kDa
kleine Moleklle, die im C- und N-Terminus eine EF-Hand &hnliche
Kalziumbindestelle besitzen. Die Familienmitglieder weisen untereinander eine
50%ige Homologie auf [70, 71]. Grundsatzlich sind die S100-Proteine inaktiv.
Erst die Kalziumbindung verursacht eine Konformationsanderung, die eine
Interaktion mit Effektorproteinen ermdéglicht. P11 ist das einzige Mitglied,
welches kalziumunabhangig ist. Durch Mutationen in der Kalziumbinderegion ist
es permanent in der aktiven Form arretiert und kann ohne Kalziumregulation
seine Zielproteine binden [72, 73]. S100-Proteine agieren stets in dimerisierter
Form. P11-Dimere besitzen zwei identische Bindestellen flir ANXA2, sodass ein
symmetrisch aufgebautes Heterotetramer, zusammengesetzt aus zwei P11 und
zwei ANXA2 Molekllen entstehen kann (Abb. 5) [58, 73-77]. P11, welches selbst
keine Membranbindeeigenschaften besitzt wird so eine Kopplung an Membranen
ermdglicht [78].

Abb. 5. ANXA2-P11-Tetramer
Die Abbildung zeigt ein P11 Dimer (blau und gelb) gebunden an den N-Terminus von
zwei ANXA2 Molekdilen (grin). Die Abbildung wurde von Rety et al. [73] Ubernommen.
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1.4.3 ANXA2-P11-Tetramer - Transportfunktion

Das ANXA2-P11-Tetramer bindet an das innere Blatt der Plasmamembran und an
Membran-gebundene Strukturen wie Endosomen und weitere
Transportkompartimente [79, 80]. Untersuchungen mit dem
Rasterkraftmikroskop haben gezeigt, dass die Membranbindung des ANXA2-P11-
Tetramers auf mindestens zwei Wegen stattfindet. Binden beide ANXA2-
Untereinheiten an dieselbe Membran, kann das P1l1-Dimer einen zusatzlichen
Bindepartner einbringen (Abb. 6a) [81]. Im Yeast two-hybrid screen wurde der
Natriumkanal Nav 1.8 bereits als solch ein Bindepartner von P11 identifiziert.
Diese Bindung ist notwendig fur den Transport des Kanals zur Plasmamembran
[6, 7]1. Ahnliches wurde fiir die Transient receptor potential Kanale (TRPV5 und
TRPV6), den pH-Detektor (ASICla) und den Serotonin-Rezeptor (5-HT1B)
beschrieben [8-10]. Entsprechend diesem Modell kénnte AQP2 als direkter
Bindepartner zur Plasmamembran transportiert werden.

Auch der Kaliumkanal TASK-1 wird durch die Bindung von P11 reguliert [82,
83]. Im Gegensatz zu den vorher genannten Proteinen wirken sich verringerte
P11-Spiegel positiv auf die TASK-1-Expression an der Plasmamembran aus. In
diesem Fall wird die Regulation sehr wahrscheinlich durch das P11-Dimer allein,
ohne die Bindung an ANXA2, Gibernommen [83].

Binden die beiden ANXAZ2-Untereinheiten an verschiedene Membranen, werden
diese in raumliche Nahe zueinander gebracht (Abb. 6b) [74]. Zusatzlich zu
negativ geladenen Phospholipiden bindet ANXA2 auch an Cholesterol und F-Aktin
und kann dadurch an dynamischen Prozessen wie Vesikelfusion und -trennung
teilnehmen. Es gehoért zum Aktin-reichen Komplex, der fir die Formation von
neuen Endosomen aus der Plasmamembran zustandig ist [4, 84] und bindet
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat in Bereichen wo Aktinpolymere mit der
Membran verankert sind. Annexine sind aber keine Fusionsproteine, sie
gewahrleisten lediglich die raumliche Nahe. Flr die Fusion sind wahrscheinlich
SNARE-Proteine zustandig [85, 86]. Nach diesem Modell kédnnten AQP2-Vesikel
zur Plasmamembran transportiert werden, um hier mit dieser zu fusionieren.
Grundsatzlich kann ANXA2 auch als Monomer zwei Membranen aggregieren.
Dabei nutzt es den N-Terminus [87]. Die Veroéffentlichung von Tamma et al. [12]
beschreibt aber die Interaktionsmdéglichkeit von ANXA2 mit P11 als essentiell flr
die Fusion von AQP2-tragenden Vesikeln mit der Plasmamembran, sodass die

Beteiligung von ANXA2-P11-Tetramer am wahrscheinlichsten ist.
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a b ﬁ Cholesterin
0 Phospholipid in Lipid Rafts
0 Phospholipid auRerhalb von Lipid Rafts
° Kalzium
P11
Bindung eines Liganden
(Kanal, Rezeptor)

—

Bindung an eine
zweite Membran

Abb. 6. Varianten der Membranbindung von ANXA2-P11-Tetramer

Abbildung a. zeigt die Bindung von beiden ANXA2 Untereinheiten an dieselbe Membran.
Der P11-Dimer ist frei und kdénnte einen weiteren Liganden, wie z.B. einen Kanal, binden.
Abbildung b. zeigt die Bindung von beiden ANXA2-Untereinheiten an verschiedene
Membranen. Grundsatzlich findet die Bindung von ANXA2 bevorzugt im Bereich von Lipid
rafts (Cholesterin und Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat angereicherte Bereiche) statt.
Die Abbildung wurde tGbernommen aus [88].

1.4.4 Regulation des Transports

ANXA?2 ist Bestandteil von Rab1l1-positiven Recyclingendosomen in Fibroblasten
und in Zellen aus dem Verbindungstubulus [89, 90]. Hier wirkt ANXA2 vermutlich
an Fusions- und Abschnirungsprozessen mit [91-93]. Werden ANXA2 oder P11
depletiert, verandert das die Verteilung und Morphologie von Rabl1-positiven
Recyclingendosomen und das Recycling des Transferrinrezeptors st
beeintrachtigt [90, 91]. Auch AQP2 ist in Rabl1-positiven Recyclingendosomen
lokalisiert. Da ANXA2 eine Rolle im Recyclingprozess des Transferrrinrezeptors
spielt, kébnnte AQP2 analog zu diesem Mechanismus recycled werden.

Zusatzlich ist ANXA2 auf exozytotischen Vesikeln prasent [94]. In einigen
beschriebenen Fallen sind ANXA2 und F-Aktin notwendig flr den Transport dieser
Vesikel zu Lipid rafts der apikalen Plasmamembran. Das sind cholesterinreiche
Mikrodomanen, die als Interaktionsplattformen der Moleklile dienen. Sie spielen
eine besondere Rolle bei der Signalweitergabe. Exozytotische Vesikel die Non-
raft-Regionen ansteuern sind F-Aktin und ANXA2 unabhangig [95].

Wie in den vorhergehenden Abschnitten beschrieben, gibt es Hinweise, die auf
eine Beteiligung von ANXA2 und/oder P11 am Translokationsprozess von AQP2
hindeuten [11, 12]. Die alleinige Aktivitat von P11 ist aber unwahrscheinlich.
Ungebundenes P11 wird polyubiquitiniert und abgebaut [96]. Nur im Komplex
mit ANXA2 wird das Polyubiquitinierungssignal maskiert und die Halbwertszeit
12
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von P11 gesteigert. Bisherige Erkenntnisse lassen also vermuten, dass ANXA2
entweder allein, oder im Komplex mit P11 an der Translokation von AQP2

beteiligt ist.

1.4.4.1 Regulation des Transports durch Kalzium

Die Aktivierung des V2-Rezeptors durch AVP verursacht einen Anstieg von
intrazellularem Kalzium in Form von aperiodischen Spikes [97, 98]. Das ist flr
die apikale Translokation von AQP2 essentiell [47, 48]. ANXA2 bindet
kalziumabhangig an Membranen [99, 100]. Verhalt es sich ahnlich wie Annexin
1, bewirkt seine Kalziumbindung auBerdem die Exposition des ansonsten im
Proteinkern verborgenen N-Terminus [101]. AQP2 tragende Vesikel bzw. AQP2
direkt kénnte an den exponierten N-Terminus binden und kalziumabhangig in
raumliche Nahe zur Plasmamembran gebracht werden. Auch eine Bindung an
das ANXA2-Pl1-Tetramer Uber P11 ist mdglich. P11 ist nicht wie seine
Familienmitglieder durch Kalzium regulierbar. Durch die dauerhafte Arretierung
im aktivierten Zustand ist es trotzdem jederzeit in der Lage, seine Zielproteine zu
binden. Da P11 zumeist gebunden an ANXA2 vorliegt, nimmt es eine
Brickenfunktion ein. Wenn also AQP2 oder AQP2-tragende Vesikel an P11
binden, werden sie an ANXA2 gekoppelt. Weil ANXA2 kalziumabhangig an
Membranen bindet wird auch AQP2 durch Kalziumoszillationen in raumliche Nahe

zur Plasmamembran gebracht.

1.4.4.2 Regulation des Transports durch Phosphorylierung

Daten aus Chromaffinzellen und Endothelien zeigen, dass die Phosphorylierung
und Dephosphorylierung von ANXA2 durch Kalzium und cAMP-abhangige
Signalwege antagonistisch reguliert wird. Der N-Terminus von ANXA2 besitzt drei
Phosphorylierungsstellen und ist ein Substrat von Serin-/Threonin- und
Tyrosinkinasen. Unter anderem phosphoryliert die Proteinkinase C (PKC) die
Serine 12 und 26 (Abb. 7) [102-104]. Die PKA phosphoryliert die Phosphatase
Calcineurin, die wiederum die Aminosaure S12 von ANXA2 dephosphoryliert
[105-107]. Wie S26 dephosphoryliert wird, ist unklar. Die Tyrosinkinase c-Src
(cellular und sarcoma) phosphoryliert das Y24 [108-110]. ANXA2 ist also
entweder an den Serinen (Kalziumsignalkaskade und PKC) oder am Tyrosin
(PKA/c-Src) phosphoryliert. Da die Bindestelle von P11 an ANXA2 zwischen
Aminosaure 1 und 14 liegt, sorgt phospho-S12 flr eine sterische Hinderung, die
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eine ANXA2-P11-Tetramerbildung unmdglich macht [104]. Diese
Phosphorylierung hindert ANXA2 nicht daran, an Membranen zu binden, sie stort
aber seine Eigenschaft, die Membranen zu aggregieren [111]. Trotzdem
postulieren diverse Studien, dass einige Exozytoseprozesse die Phosphorylierung
von ANXA2 durch PKC erfordern [112-116]. Wobei eine GefaBstudie den
Transport von ANXA2-P11 Tetramer aus dem Zytosol auch der gegensatzlichen
Y24 Phosphorylierung zuschreibt [117]. Dieselbe Phosphorylierung an
monomerem ANXAZ2 ist notwendig fur seine Bindung an Endosomen. Sie ist flr
den Transport von frihen zu spaten Endosomen essentiell [56]. Die Bindung
entsteht aufgrund von zwei Kopien der Aminosduren Y, X, X und F im N-
Terminus von ANXA2 [118-120]. Dieses Motiv ist essentiell flr die Interaktion
von ANXA2 mit den Clathrin-Adapterproteinen [121]. Phospho-Y24 verhindert die
Interaktion mit dem Clathrinkomplex und damit die Clathrin-abhangige
Endozytose [121]. Weiterhin flhrt die Phosphorylierung am Y24 des ANXA2-P11
Tetramers zum Verlust der Aktinbindefahigkeit [122].

Laut Literatur sind also ANXA2 und / oder P11 in verschiedenen Zelltypen fir die
Exozytose, die Endozytose und das Recycling von Bedeutung. Ein Konsens Ulber
den Phosphorylierungsgrat oder die genaue Form der beiden Proteine im
jeweiligen Prozess besteht aber nicht. Zusatzlich bewirkt die V2-
Rezeptoraktivierung sowohl eine Kalziumerhdéhung als auch die Aktivierung des
cAMP/PKA Signalweges. Beide regulieren ANXA2 in jeweils entgegengesetzte
Richtungen. So ist nicht vorhersehbar wie sich ANXA2 und /oder P11 in diesem

Zusammenhang verhalten.

PKA
PKC c-Src PKC

o uin 4 L 4

T eee
B 20 g el a—— e~ el C

Ll
12 24 26
i 5 el el il endus— C
bo
L ]
N-Terminus C-terminale Kernregion

Abb. 7. ANXA2-P11-Heterotetramer mit Phosphorylierungsstellen
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Die vier Kernregionen von ANXA2 sind in blau, der N-Terminis als schwarze Linie und P11
in grin dargestellt. Die PKC phosphoryliert den N-Terminus am S12 und S26, c-Src am
Y24. Gleichzeitig phosphoryliert die PKA Calcineurin, die S12 dephosphoryliert. Phospho-
S12 verhindert aufgrund von sterischen Beeintrdachtigungen die Bindung zwischen P11
und ANXA2. Die Abbildung des Tetramers wurde von Yonglitthipagon et al. iGbernommen
[123]. Die Phosphorylierungen, Kinasen und Phosphatasen wurden hinzugeflgt.

1.5 DIE BRATTLEBORO RATTE ALS TIERMODELL FUR DEN
ZENTRALEN DIABETES INSIPIDUS

Die Untersuchung der V2-Signalkaskade in Ratten oder Madusen ist mit einigen
Problemen behaftet. Beide haben von Natur aus ein sehr aktives AVP-System.
Sie konzentrieren ihren Urin schon im Ruhezustand vergleichsweise hoch. Daher
ist der Effekt einer zusatzlichen AVP-Gabe vermutlich gering. AuBerdem
oszillieren die AVP-Spiegel unter physiologischen Umstanden und zeigen eine
zirkadiane Rhythmik [124, 125].

In der Stadt Brattleboro zeigten 1961 einige Nachkommen des Long Evans
Inzuchtstammes eine Stérung im Urinkonzentrierungsmechanismus. Aufgrund
einer spontanen Mutation im AVP-Gen waren sie im Vergleich zu ihren
Geschwistern nicht mehr in der Lage hypothalamisches AVP zu sezernieren
[126]. Sie produzierten ungefahr 10-mal mehr Urin als ihre Geschwister [127].
Diese Brattleboro Ratten sind heute ein weit verbreitetes Tiermodell fir
Untersuchungen des zentralen Diabetes insipidus. Der  periphere
Signaltransduktionsapparat ist vorhanden und durch die Gabe von dDAVP (1-
Desamino-8-D-Arginin-Vasopressin) stimulierbar [128, 129]. dDAVP st ein
synthetisch hergestelltes Peptid, das sturkturverwandt mit AVP ist. Im Vergleich
zu AVP ist seine Affinitat flir V1-Rezeptoren sehr stark verringert [130-132]. Die
Gabe von dDAVP hat daher hauptsachlich Auswirkungen auf die V2-Rezeptor
aktivierte Signalkaskade in der Niere.

Deshalb eignen sich Brattleboro Ratten als hervorragendes Modell, um die
apikale Translokation von AQP2 gezielt zu stimulieren und die an diesem

Transport beteiligten Moleklle zu untersuchen.
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1.6 ZIELE

Defekte im AVP-System kdnnen Osmolaritatsstérungen wie Hyper- und
Hyponatriamie verursachen. Beim Diabetes insipidus ist der
Urinkonzentrationsmechanismus aufgrund einer defekten AVP-Signaltransduktion
gestort. Der Wasserkanal AQP2 ist unterexprimiert und kaum an seinem

Wirkungsort, der apikalen Plasmamembran, vorhanden.

Die Translokation von AQP2 aus dem Zytosol zur Plasmamembran ist flir die
Konzentration des Urins essentiell. Als Transportprotein wurde ANXA2 von Noda
et al. und Tamma et al. vorgeschlagen [11, 12]. Das ubergeordnete Ziel dieser
Arbeit ist die Charakterisierung der Rolle von ANXA2 im Translokationsprozess

von AQP2. Dazu wurden folgende Fragen untersucht:

1. Ist ANXA2 in vivo am Translokationsprozess von AQP2 beteiligt?

2. Bindet ANXA2 unspezifisch an AQP2-tragende Vesikel oder wird eine direkte
Protein-Protein-Interaktion zwischen ANXA2 und AQP2 ausgebildet?
Dient P11 als Adapterprotein zwischen ANXA2 und AQP2?

4. Spielt der Phosphostatus von ANXA2 eine Rolle bei der Interaktion mit AQP2?

Diese Arbeit soll einen weiteren Baustein zur Entschllsselung der AVP-
Signalkaskade bei der Urinkonzentrierung liefern. Die Aufklarung der
grundsatzlichen Mechanismen kann helfen Osmolaritatsstérungen besser zu

erkennen und zu behandeln.
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2. MATERIALIEN

2.1 ANTIKORPER

ANXA2 Ziege
ANXA2 Kaninchen
AQP2

Caveolin

DRAQ5

NKCC2

P11 (S100A10)

Materialien

santa cruz, Heidelberg, DE

santa cruz, Heidelberg, DE

santa cruz, Heidelberg, DE

santa cruz, Heidelberg, DE

ENZO LIFE SCIENCES GmbH, Lérrach, DE

im Labor hergestellt, Peptid gegen den N-
Terminus gerichtet

Acris, Herford, DE

2.2 CHEMIKALIEN UND REAGENZIEN

APS

10x Tangopuffer
2-Mercaptoethanol M3148-25ml,
5x Reaction Buffer BioScript

6x DNA loading Dye

Acrylamidgel Rotiphorese® Gel 30
3023.1

Bacto Agar

Bacto Trypton

Bacto Yeast Extract

Benzonase

BioScript

Bromphenol Blue Na-salt 15375,
Calciumchlorid CaCl2

Calf Intestine Alkaline Phosphatase
complete protease inhibitor cocktail
tablets

Difco TM Skim Milk 232100

dNTP Mix

Dulbecco's PBS (1x) ohne Ca & Mg
Dynabeads antibody coupling kit
Dynabeads® Protein G

Ethanol absolut

Roth, Karlsruhe, DE

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, DE
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, DE
Bioline GmbH, Luckenwalde, DE

Fermentas, St. Leon-Rot, DE

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE
BD, Heidelberg, DE

BD, Heidelberg, DE

BD, Heidelberg, DE

Sigma Aldrich, Hamburg,DE

Bioline, Luckenwalde, DE

SERVA GmbH, Heidelberg, DE
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, DE
Fermentas, St. Leon-Rot, DE

Roche Diagnostics Deutschland GmBH,
Mannheim, DE

BD, Heidelberg, DE

Quiagen, Hilden, DE

PAA Laboratories GmbH, Cdlbe, DE
Invitrogen, Darmstadt,DE

Invitrogen, Darmstadt,DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE
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Materialien

Forene (Isofluran)

Forskolin

GelRed™ Nucleic Acid Stain
GeneRuler™ DNA Ladder Mix
Glycerin

Glycin

HCI Hydrochloric Acid 37% rauchend
Lambda Phosphatase

Methanol

NacCl

Oligo(dT)18

Phusion, High-Fidelity DNA Polymerase
PMSF

PreScission Protease

Proteinmarker Dual Color

RNase Inhibitor Ribolock
Rotiphorese® Blau R

SDS/ Natriumlaurylsulfat 4360.1
SYBR® Safe DNA gel stain

T4 DNA Ligase

TagMan Fast Universal PCR Master Mix
(2x)

Temed N'N'N'N'
tetramethylethylenediamine,
Tris-Base

Tris-HCL

Triton® X-100

Tween® 20 rein 374470

Xylol

2.3 RESTRIKTIONSENZYME

Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden, DE
Enzo Life Science GmbH, Lérrach, DE
VWR International GmbH, Darmstadt, DE
Fermentas, St. Leon-Rot, DE

Roth, Karlsruhe, DE

Roth, Karlsruhe, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Santa Cruz,Heidelberg, DE

Merck, Darmstadt, DE

Merck, Darmstadt, DE

Bioline GmbH, Luckenwalde, DE

Biozym, Hessisch Oldendorf, DE

Sigma Aldrich, Hambung,DE

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, DE
Bio-Rad, Hercules, US

Fermentas, St. Leon-Rot, DE

Roth, Karlsruhe, DE

Roth, Karlsruhe, DE

Invitrogen, Darmstadt,DE

New England Biolabs GmbH,Frankfurt am Main,
DE

Applied Biosystems,Carlsbad, US

Bio-Rad, Hercules,US

Merck, Darmstadt, DE

Merck, Darmstadt, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE
SERVA GmbH, Heidelberg, DE
J.T. Baker, Griesheim, DE

Bam HI Fermentas, St. Leon-Rot, DE
EcorRI Fermentas, St. Leon-Rot, DE
NotI Fermentas, St. Leon-Rot, DE
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2.4 GERATE

Cryo Safe™ Cooler

Kryomikrotom

Elektrophoresegerat (Agarose-Gel)

Elektrophoresegerat (SDS Gel)

Elektrophoresekammer

Filmentwickler
Gefrierschrank -20°C
Gefrierschrank -85°C
Geldokumentationseinheit
Gelkammer

Glasplatten

Heizblock

Kreisschittler Certomat S
Kryostat, Leica CM 3050S
Kihlschrank 4°C
Lichtmikroskop

LSM 5 EXCITER
Mini-PROTEAN Tetra
Electrophoresis System
NanoPhotometer
osmotische Minipumpe
PCR Cycler

pH-Meter

Real-time Cycler
SDS-GelgieBvorrichtung
Semi-dry Blotter

Tischzentrifuge Micro 200R 2405
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer

Cell

Transmissionselektronenmikroskop

(EM902)
Waage

Materialien

Bel-Art, Wayne, US

Leika CM 3050S, Leika, Wetzlar, DE

Pharmacia LKB GPS 200/400, Amersham Pharmacia,
Freiburg, DE

Bio-Rad Power Pac 2.1,Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen, DE

Mini Protean® Tetra Cell 30W, Bio-Rad Laboratories
GmbH, Minchen, DE

Agfa Curix 60, PMA Bode, Hamburg, DE

Philipp Kirsch GmbH, Offenburg, DE

Nuaire, Zapf Instrument, Sarstedt, DE
Alphalmager® EC, Biozym, Hessisch Odendorf, DE
AgagelTM Standard, Biometra GmbH, Géttingen, DE
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, DE
Thermomixer comfort Eppendorf , Hamburg, DE

B. Braun Biotech International, Melsungen,DE

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar, DE
Philipp Kirsch GmbH, Offenburg, DE

Leika DMRB, Wetzlar, DE

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena, DE

Bio-Rad, Hercules,US

Implen GmbH, Miinchen, DE

ALZET model 2001, 5ng/h

Primus 96 plus, MWG Biotech AG, Ebersberg, DE
Knick 766 Calimatic, Knick, Berlin, DE

7900 Fast, Applied Biosystems

Bio-Rad Laboratories GmbH, Mliinchen, DE
Transblot® SD Cell 50W, Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen, DE

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, DE

Bio-Rad, Hercules,US

Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Jena, DE

BP210S, Sartorius, Goéttingen, DE
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2.5 KITS

Plasmidpraparation -Mini Invisorb® spin Plasmit Mini Two, STRATEC Molecular
GmbH, Berlin, DE

Plasmidpraparation -Maxi Nucleobond® AX 100, MACHEREY-NAGEL, Diren, DE

Agarosegelextraktion Invisorb® spin DNA Extraction Kit, STRATEC Molecular
GmbH, Berlin, DE

BCA Micro BCA™ Protein Assay Kit, Thermo scientific,

Schwerte, DE

2.6 KOMPETENTE E.COLI BAKTERIEN

Top1l0 Genotyp
F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15
AlacX74 nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697
galE15 galK16 rpsL(Str?) endAl A

Invitrogen, Darmstadt,DE

Rosetta(DE3)pLysS F ompT hsdSg(Rg” mg) gal decm A(DE3 [lacl lacUV5-T7
gene 1 ind1 sam7 nin5]) pLysSRARE (Cam®)
Merck Millipore, Schwalbach, DE

2.7 SOFTWARE / DATENBANKEN

7500 Fast System SDS Software 1.3.1 Applied Biosystems,Carlsbad, US

Alphalmager Biozym

Chromas 2.01 Technelysium Pty Ltd

Excel 2010 Microsoft, Redmond, US

NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
NCBI, BLAST http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Sequence Detection Systems SDS 2.1 Applied Biosystems,Carlsbad, US
Sequence Scanner v1.0 Applied Biosystems,Carlsbad, US
Serial Cloner 2.1 serialbasics.free.fr

UNICORN 5.2 GE Healthcare, Freiburg, DE
Word 2010 Microsoft, Redmond, US

ZEN 2008 Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Jena, DE
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2.8 SONDEN, PRIMER, VEKTOREN

Sonden

Spezies Nummer Name Farbstoff
Ratte Rn00571516 ANXA2 FAM/TAMRA
Ratte 4352338E GAPDH VIC/TAMRA
Maus MmO01150673 ANXA2 FAM/TAMRA
Maus 4352339E GAPDH VIC/TAMRA
Primer

pGEX_fwd_BamH1
pGEX_rev_NOT1
ANXA2_Y24D_fwd
ANXA2_Y24D_rev
ANXA2_Y26D_fwd
ANXA2_Y26D_rev
mpll_fwd_EcoRI
mpll_rev_Notl

U U1 U1 L1 L1 U1 U1 !

Vektoren
pGEX-6P-1
pCMV-Sport_mANXA2

"TTTTTTT TTC GGA TCC ATG TCT ACT GTC CAC GAA ATCC 3~
" ATCCACTGTGCGGCCGCCTTCAGTCATCCCCACCACACA 3’

" CCC CCA AGT GCC GAC GGG TCA GTC AAA CCC TAC ACC 3°

" GGT GTA GGG TTT GAC TGA CCC GTC GGC ACT TGG GGG 3°

" CCC CCA AGT GCC TAC GGG GAC GTC AAA CCC TAC ACC 3°

" GGT GTA GGG TTT GAC GTC CCC GTA GGC ACT TGG GGG 3°
"CGACAGACTCGAATTCATGCCATCCCAAATGGAGCA 3”7
"TACCAGTGCGCGGCCGCGCCTACTTCTTCCCCTTCTGCT 3°

GE Healthcare, Freiburg, DE

ImaGenes, Berlin DE

2.9 VERBRAUCHSMATERIALIEN

Deckglaser 24 x 60 mm

ECL Western Blotting

Detection Reagents

Eppendorf ReaktionsgefdBe
Falcon GefaBe

Glass plate, 10.1 x 7.3 cm (inner)
Glass plate, 10.1 x 8.3 cm w.
spacer 1.00 mm

Glutathione Sepharose Beads 4FF
Invisorb Spin DNA Extraction Kit
Invisorb Spin Plasmid Mini Two
Nitrozellulosemembran
NucleoBond® PC 500

R. Langenbrinck Labor- und Medizintechnik,
Emmendingen, DE
GE Healthcare, Freiburg, DE

Sarstedt, Nimbrecht, DE

Falcon Becton Dickson Labware, New Jersey, US
biostep® GmbH, Jahnsdorf, DE

biostep® GmbH, Jahnsdorf, DE

GE Healthcare, Freiburg, DE
Stratec Molecular GmbH, Berlin, DE
Stratec Molecular GmbH, Berlin, DE
MACHEREY-NAGEL, Diren, DE
MACHEREY-NAGEL, Dtren, DE
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Objekttrager

PCR Tubes
Pipettenspitzen
gPCR 96Well Platten

radiographischer Film

RNeasy Micro Kit

Semi-Micro Klvetten

Sterican Kanilen18 @ 0,45 x 25mm
26G x 1

Sterilfilter 0,45 um

Superdex high load 75 16/60

SuperFrost® plus-Objekttrager

TALON® His-Tag Resin Beads
Whatmanpaper

22

Menzel GmbH & Co. KG, Braunschweig, DE

Kisker Biotech, Steinfurt, DE

10 pl / 200 pl / 100 pl, Sarstedt , Nimbrecht, DE
MicroAmp® Fast optical 96Well Plate, Applied
Biosystems, Darmstadt, DE

Fujifilm Medical X-Ray Film 100NIF 4.7410 19236
FUJIFILM Europe GmbH, Disseldorf, DE

Quiagen, Hilden, DE

Bio-Rad, Hercules, US

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE

Merck Millipore, Schwalbach, DE

GE Healthcare, Freiburg, DE

R. Langenbrinck Labor- und Medizintechnik,
Emmendingen, DE

Clonetech laboratories inc, Mountain View, US
Camlab limited, Cambridge, UK
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3. METHODEN

3.1 TIEREXPERIMENTE

3.1.1 Versuchstiere und Behandlung

Alle Tierexperimente erfolgten nach den Vorschriften des National Institute of
Health und wurden von dem LAGESO Berlin genehmigt (G006-02/05 und
G0285/10). Die Tiere wurden unter kontrollierten Umweltbedingungen bei 22 bis
24°C, einem 12-stindigen Tag-Nacht-Rhythmus sowie einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 40 bis 60% gehalten. In dieser Arbeit wurden ausschlieBlich
mannliche Tiere im Alter von 12 Wochen und einem Gewicht von 250 g bis 300 g
untersucht. Zu Fragen des Urinkonzentrierungsmechanismus wurden Brattleboro
und Long-Evans Ratten analysiert. Sprague-Dawley Ratten wurden flr

Immunprazipitations-Experimente verwendet.

3.1.1.1 Brattleboro Ratten

Die Brattleboro Ratten wurden aus der lokalen Zucht genommen und in der
Tiereinrichtung der Charité (FEM-Berlin) mit freiem Zugang zu Wasser und der
Standarddiat gehalten. Die Tiere wurden in zwei Gruppen mit jeweils flnf
Mannchen aufgeteilt. Gruppe 1 wurde drei Tage lang mit dDAVP uber eine
osmotische Minipumpe (5ng/h) behandelt. Die Kontrollgruppe erhielt nur die 0,9-
prozentige Kochsalzlésung in der das dDAVP geldst war. Nach drei Tagen wurden
die Nieren flr biochemische Analysen entnommen oder flir die
immunhistologische Untersuchung perfusionsfixiert. Die Tierexperimente wurden,
wie bereits beschrieben, von Dr. med. Alexander Paliege durchgefihrt [133].

Insgesamt wurden 30 Tiere untersucht.

3.2 PROTEINANALYTISCHE METHODEN

3.2.1 Immunhistologie und Immunzytologie

3.2.1.1 Herstellung von Kryostatschnitten

Als Gefrierschutz wurden halbierte perfundierte Nieren U.N. bei 4°C in PBS /

800mOsm Sukrose eingelegt und in Stickstoff gekihltem Isopentan eingefroren.
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Die weitere Lagerung erfolgte bei -20°C. Fur eine immunhistologische Analyse
wurden 5 pm-dinne Schnitte im Kryostaten hergestellt und auf adhasiv

beschichtete Objekttrager fixiert.

3.2.1.2 Herstellung von Paraffinschnitten

Teile der perfusionsfixierten Nieren wurden G.N. in der Perfusionslésung bei 4°C
nachfixiert und danach in 300mOsm Sukrose / PBS / 0,02%Natriumacid (v/v)
gelagert. Die Paraffineinbettung erfolgte automatisiert in der Kinderpathologie
des CCM.

3.2.1.3 Farbung von immunhistologischen Praparaten

Die Lokalisation von Proteinen in einem Gewebe oder in einzelnen Zellen erfolgt
in der Immunhistologie bzw. Immunzytologie durch die Antigen-Antikdrper
Reaktion. Wie in Abb. 8 dargestellt bindet ein Antikdrper ein flr ihn spezifisches
Epitop. Zum optischen Nachweis dieser Interaktion wird ein zweiter Antikérper
mit gekoppeltem Fluorochrom, welcher gegen die Spezies des ersten Antikoérpers
gerichtet ist, eingesetzt. Die  Anregung des Fluorochroms mit
monochromatischem Licht bestimmter Wellenlangen flUhrt zur Emission
spezifischer Wellenlangen. Dieses Signal wurde mithilfe eines konfokalen
Laserscanningmikroskops aufgenommen. Um die Bindung der Antikdrper an
unspezifische Epitope zu vermeiden, wurde diese durch 5%-ige Magermilch
blockiert. Die Permeabilisierung der Plasmamembran, welche flr die
Zuganglichkeit der Antikdérper unumganglich ist erfolgte je nach Praparattyp
durch Kochen in Zitratpuffer oder durch TritonX Behandlung (Tab. 1).

Fluorochrom

H
A

1. AK

B/

Abb. 8. Schematische Darstellung der indirekten Methode der Protein-
lokalisation mittels Immunfluoreszenz
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Tab. 1. Schrittfolge zur Proteinlokalisation in Geweben und Zellen mittels
Immunfluoreszenz

Paraffinschnitte Kryostatschnitte
Entparafinieren Auftauen

Xylol 3x10 Min |Auftauen
Alkoholreihe ) )

- 6x5 Min |mit PapPen umranden
Absteigend
in PBS abspllen 1 Min in PBS abspllen 1 Min
Membranpermeabilisierung Membranpermeabilisierung
Kochen in 6 Min 0,5% TritonX 30 Min
Zitratpuffer pH 6
in PBS absplilen 1 Min in PBS waschen 3x5 Min
mit PapPen umranden
5% Magermilch in PBS 30 Min

1. Anktikdrper in 5%
Magermilch/PBS

in PBS waschen 3x5 Min
2. Antikdrper in 5%

30 Min RT, 4°C u.N

1h RT
Magermilch/PBS
in PBS waschen 3x5 Min
Kernfarbung mit DRAQ5 5 Min

eindecken in PBS/Glycerin (1:3)

3.2.2 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Zur Darstellung der Plasmamembran wurde die Transmissionselektronen-
mikroskopie eingesetzt. Wahrend die Auflésung im Lichtmikroskop bei maximal
200nm, bedingt durch die eingesetzte Wellenlange begrenzt ist, kann im

Elektronenmikroskop eine Auflésung von 0,1 nm erreicht werden.

3.2.2.1 Herstellung von Ultra-Kryo Schnitten

Als Gefrierschutz wurden perfusionsfixierte Nierenteile (i.N. bei 4°C in PBS / 2,3M
Saccharose eingelegt. Die weitere Lagerung erfolgte in fliissigem Stickstoff. Mit
einem frisch gebrochenen Glasmesser wurden im Ultra-Kryomikrotom bei -80°C
quadratische Bldéckchen mit einer maximalen Kantenldange von 1mm
zurechtgetrimmt. Aus diesen Bléckchen wurden 70 nm dinne Schnitte
hergestellt. Die Schnitte wurden auf Formvarbefilmte Dinnstegnetzchen
Uberfihrt und bei 4°C gelagert. Zum Schutz vor Austrocknung wurden sie vorher
mit 2% Methylzellulose und 2,3M Saccharose im Verhdltnis von 1:1

Uberschichtet.
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3.2.2.2 Immungoldmarkierung von Ultra-Kryo Schnitten

Die Lokalisation von Proteinen in einem Gewebe erfolgt in der
Elektronenmikroskopie durch die Antigen-Antikdrper Reaktion. Zum optischen
Nachweis ist der zweite Antikérper an kolloidales ein Gold gekoppelt. Die
Lokalisation der Goldgrana und damit der untersuchten Proteine wurde im
Transmissionselektronenmikroskop ermittelt. Um eine Bindung der Antikérper an
unspezifische Epitope zu vermeiden, wurden diese durch BSA blockiert. Die

Kontrastierung des Gewebes erfolgte mittels Uranylacetat (Tab. 2).

Tab. 2. Schrittfolge zur Proteinlokalisation in Geweben mittels
Immungoldfarbung

Vorgang Substanz Dauer
Entfernen von | 0,1 M PBS 3x5 Min
Methylzellulose/Saccharose
Blocken unspezifischer Epitope 0,1M PBS / 0,1% Glycin / 1%BSA | 30 Min
Inkubation mit Primarantikoérper Anti-ANXA2 aus Kaninchen 1 h RT,
4°C U.N.
Entfernung ungebundener Antikérper | 0,1M PBS / 0,1% Glycin / 1%BSA | 3x5 Min
Inkubation mit Sekundarantikérper 10nm Gold aus der Ziege gegen | 1 h
Kaninchen
Entfernung ungebundener Antikérper | 0,1M PBS / 0,1% Glycin / 1%BSA | 3x5 Min
Nachfixierung der Schnitte 2,5% Glutaraldehyd in 0,1M PBS 5 Min
Entfernung restlichen Glutaraldehyds | aqua dest 2x10 Min
Kontrastierung des Gewebes 4% Uranylacetat 4 Min, 4°C
Austrocknungsschutz Methylzellulose / Saccharose /| 4 Min, 4°C
Uranylacetat 2% / 2,3M / 0,4%
Trocknen U.N. RT

3.2.3 Herstellung von Nierenlysaten aus Ratten fiir Ko-

Immunprazipitationen

Sprague-Dawley Ratten wurden mit Isofluran narkotisiert und durch Genickbruch
getotet. AnschlieBend wurden beide Nieren entfernt, entkapselt und der Bereich
der inneren Medulla abgetrennt. Dieser Teil wurde in 2ml IP-Puffer
aufgenommen, mittels Ultra-Turrax und Ultraschall (5 Impulse, Starke 70)
homogenisiert und anschlieBend bei 4°C und 800xg fir 10min zentrifugiert. Das
im Uberstand befindliche Proteinlysat fiir die Ko-Immunprézipitationen wurde so

von Zellkernen und nicht aufgeschlossenen Zellen getrennt.

IP Puffer 50ml

TBS

0,5% Tween

1x Complete Protease inhibitor cocktail tablets
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3.2.4 Ko-Immunprazipitation

Mithilfe von Ko-Immunprazipitationen kdnnen Wechselbeziehungen von Proteinen
aufgedeckt werden. Dabei kommen Antikdérper zum Einsatz, die in einer Losung
ihr spezifisches Antigen binden und mitsamt seiner Interaktionspartner
prazipitieren. Um herauszufinden ob ANXA2 oder P11 mit AQP2 interagieren
wurden zuvor nach Anleitung des Dynabeads® antibody coupling kit (Invitrogen
Dynal AS; Oslo, Norwegen) 5 pl ANXA2-Ziege-Antikdrper bzw. zur Kontrolle 5 pl
gt-IgG an 5 mg Dynabeads® M-270 Epoxy, gekoppelt. Jeweils 500 pl des
Proteinlysates der inneren Medulla von Rattennieren (siehe 3.2.3) wurde auf
Kontroll- und ANXAZ2-Antikérper gekoppelte Beads gegeben. Die Inkubation
erfolgte im Uberkopfschiittler bei 4°C iber Nacht. Nach zweimaligem Waschen
der Beads mit IP Puffer (doppelte Salzkonzentration), wurden die gebundenen
ANXA2 Proteinkomplexe in je 30 pl 4x Laemmli Puffer eluiert.

Fir Inhibitionsstudien wurden synthetische Peptide aus dem Intrazelluldarbereich
von AQP2 eingesetzt (Tab. 3). Vor dem Vereinen des Proteinlysates mit den
gekoppelten Antikérpern wurde es mit 300 nmol der AQP2-Pepitide 1, 6 und 9
einzeln oder gemeinsam, fir eine Stunde bei 4°C im Uberkopfschiittler,
inkubiert.

Der Nachweis einer Immunprazipitation oder Ko-Immunprazipitation von ANXA2,
P11 und AQP2 erfolgte mit den spezifischen Antikérpern durch SDS-PAGE und
Westernblot (siehe 3.2.8, 3.2.9). Vom Eluat wurden jeweils 20 pl, zum Vergleich

jeweils 5 ul Input und 5 pl Nierenlysat aus der Rattenniere aufgetragen.

Tab. 3. AQP2-Peptide 1, 6 und 9

Die drei Peptide aus dem Intrazelluldrbereich von AQP2 wurden von Dr. M. Meyerman
aus der Arbeitsgemeinschaft Peptidsynthese vom FMP-Berlin, wie bereits beschrieben
[134], hergestellt.

Peptid Sequenz m/z HPLC-
Reinheit
1 M-W-E-L-R-S-I-A-F-S-R-A-V-L-A-E 1877.0 75.5%

6 L-Q-E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R 3091.7 70.0%
9 D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-S-V-E-L-H-S5-P-Q-S-L-P-R-G-S | 3031.5 88.5%

3.2.5 Expression von rekombinanten Proteinen

Fir die Expression von P11, ANXA2 und dessen Mutanten ANXA2_Y24D und

ANXA2_S26D, wurden verschiedene E.coli Stamme mit den unter 3.3.2
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hergestellten Plasmiden transformiert. Dabei zeigten Rosetta Zellen bei 30°C die
starkste Expression und wurden fur die folgenden Experimente eingesetzt. Der
verwendete pGEX-6P-1 Vektor ist flr die Proteinproduktion optimiert (Abb. 9).
Er kodiert flir das lacl Gen, welches den eigenen vor den Strukturgenen P11,
ANXA2, ANXA2_Y24D oder ANXA2_S26D liegenden tac Promotor supprimiert.
Eine Induktion mit IPTG hemmt lacl in seiner Funktion als Repressor. So kann
zunachst fir eine optimale Zelldichte gesorgt werden um daraufhin alle Zellen
gleichzeitig auf die Transkription der Strukturgene umzustellen. Bei einer
optischen Dichte von 0,5 bei 600 nm wurden zwei Liter einer Flussigkultur mit
transformierten Zellen mit 0,1mM IPTG behandelt. Nach einer Inkubationszeit

von 5h bei 30°C wurden sie bei 4000g fir 10min pelletiert und schockgefroren.

RNA -Polymerase

DNA-Strang SIperon

\ Promoter Operator Strukturgene
Regulator I

Repressor (inaktiv)

Repressor (aktiv)

Abb. 9. IPTG abhdngige Induktion von Strukturproteinen unter dem tac Operon
auf dem pGEX-6.1 Vektor

Der Tac Promotor auf dem pGEX-6P-1 Vektor wird durch den Repressor lacl unterdrickt.
IPTG Stimulation inhibiert die Bindung vom Repressor an das Operon. Die RNA
Polymerase bindet an den Promotor und liest das Strukturgen, hier am Beispiel von
ANXA2 gezeigt, ab. Die Abbildung wurde von http.//bio-abi.de ibernommen. Rot
beschriftete Bestandteile wurden erganzt.
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3.2.6 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Die unter 3.2.5 hergestellten Fusionsproteine sind durch die Fusion mit
Glutathion-S-Transferase (GST) von den restlichen bakteriellen Proteinen
einheitlich abgrenzbar. Dies ist eine wichtige Voraussetzung flr ihre
affinitatschromatische Aufreinigung. Um spater jedoch Effekte durch GST zu
vermeiden, wurde es im Laufe der Aufreinigung entfernt.

Alle Schritte wurden bei 4°C durchgefihrt, um einen Verdau der Proteine zu
vermeiden. Zusatzlich enthielt der Resuspensionspuffer verschiedene
Proteaseinhibitoren, DTT als Oxidationsschutz und Benzonase fur den Verdau von
Chromatin. Die in Suspension gebrachten Zellen wurden in einer French Press
aufgeschlossen, die Ld&slichkeit der Proteine durch Zugabe von 0,1% Tween
erhéht und unldsliche Bestandteile bei 17000xg abzentrifugiert. Um eine
bakterielle Kontamination zu vermeiden wurde der Uberstand mit den l6slichen

Proteinen durch einen 0,45 um Filter sterilfiltriert.

Resuspensionspuffer 100ml

1x PBS pH 7.5

0.5mM PMSF

2 Tabletten complete protease inhibitor
1imM DTT

1000 Units Benzonase

3.2.6.1 Affinitatschromatographie im Batch-Verfahren

Flr den ersten Aufreinigungsschritt wurde die unter 3.2.5 hergestellte Losung fir
eine Stunde mit 1,5ml Glutathion-Sepharose Beads bei 4°C inkubiert (Abb. 10).
In dieser Zeit bindet die Glutathion-S-Transferase (GST) der Fusionsproteine an
ihr Substrat, Glutathion, auf den Beads. Die Elution der rekombinanten Proteine
erfolgte U.N. fir 16 Stunden mit der PreScission Protease, die genau zwischen
GST und dem anschlieBenden Strukturprotein schneidet. Vorher wurde der
Resuspensionspuffer einschlieBlich der  Proteaseinhibitoren durch viermaliges
Waschen mit PreScissionpuffer entfernt. Durch Abnahme des Uberstandes und
weiteres sechsmaliges Waschen der Beads mit 750 pl Puffer A wurde das
geschnittene Protein geerntet. Die noch in der Ldsung befindliche His-getagte
PreScission wurde durch Inkubation mit 70 yl Talon Beads flr 15 Min bei 4°C

entfernt.
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Abb. 10. affinitdtschromatische Auftrennung von GST-Fusionsproteinen

Die Abbildung wurde von Promegas ,Protocols & Application Guide™ aus dem Abschnitt
~Protein purification Analysis® Ubernommen. Die rot markierte PreScissioin wurde
erganzt.

3.2.6.2 High pressure liquid chromatographie (HPLC)

Die Gelchromatographie dient der Auftrennung von Proteinen und anderen
Molekilen aufgrund von GroBenunterschieden. Dazu durchlauft ein
Proteingemisch in einem Laufpuffer, angetrieben durch Druck, eine Sdule mit
einer Matrix aus unterschiedlich groBen Poren. Kleine Proteine kénnen besser in
die Poren eindringen, sodass groBe Proteine die Saule schneller durchlaufen. Die
PorengrdBe der hier verwendeten Superdex 75 highload 16/60 Saule ist ideal um
Moleklle zwischen 3 kDa und 70 kDa voneinander zu trennen.

Die in der Affinitatschromatographie gewonnen Proben wurden mithilfe von
Amicon Ultra Zentrifugenfiltern auf unter 2ml Volumen konzentriert und dann auf
die Saule aufgetragen. Mittels der programmierten Software UNICORN 5.2 (Tab.
4), konnte die an das Chromatographiesystem angeschlossene Saule gesteuert
werden. Der Laufpuffer wurde kontinuierlich beim Verlassen der Saule mit UV
Detektoren analysiert. Anhand des so aufgezeichneten Chromatogramms war
abzulesen welche Fraktionen des aufgefangenen Laufpuffers das gewilnschte

Protein enthielten. Diese Fraktionen wurden in der Comassie-Blau-Farbung (siehe
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3.2.10) auf ihre Reinheit Uberprift und mit 20% Glycerin bei -80°C gelagert. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgte Uber das Molekulargewicht und den

Extinktionskoeffizienten im Nanodrop-Spektralphotometer.

Tab. 4. UNICORN Programm der HPLC

Equilibrierung: Laufpuffer | 156ml | 2ml/min Laufpuffer
Probenauftrag: < 2ml | 1ml/min 20 mM Hepes pH 7.0
Probenauftrennung: | Laufpuffer 150ml | 1ml/min 300 mM NaCl
Fraktionierung 1ml

3.2.7 Peptid SPOT Array

Peptid SPOT Arrays dienen zur Identifikation von linearen Peptiddomanen-
Bindemotiven [135]. Um herauszufinden ob solche Motive zwischen AQP2 und
ANXA2 bzw. P11 zu einer Bindung fuhren, wurden Peptide, die den gesamten
zytosolischen Bereich von AQP2 darstellen, auf eine Zellulosemembran
synthetisiert. Diese Membranen wurden mit den synthetisch hergestellten
Proteinen ANXA2, ANXA2_Y24D, ANXA2_S26D und P11 einzeln bzw. als
Tetramer in Kombination mit P11 inkubiert. Der Nachweis der Interaktion

erfolgte mit spezifischen Antikdrpern gegen P11 oder ANXA2 (Abb. 11).

Synthetisches

%-_ oo Protein //

Abb. 11. Interaktion von Peptiddomdnen mit Protein und immunchemischer
Nachweis.

Ein Peptid aus dem Bereich der Intrazelluldardomanen von AQP2, gekoppelt an eine
Zellulosemembran, interagiert mit einem synthetisch hergestellten Protein. Der Nachweis
dieser Interaktion erfolgt mit spezifischem Primer- und Meerrettichperoxidase (HRP)
gekoppeltem Sekundarantikorper. Die Darstellung der Peptid-SPOTs wurde von Weschuh
et al. [136] Ubernommen. Die Nachweiskaskade (synthetisches Protein bis HRP) wurde
erganzt.

3.2.7.1 Herstellung von Peptid SPOTs

Die AQP2 Peptid SPOTs mit folgenden Sequenzen (Tab. 5) wurden von Angelika
Ehrlich (FMP Berlin) synthetisiert. Die Herstellung erfolgte, wie vorher
beschrieben durch Auto-SPOT-Synthese auf Whatman 50 Zellulosemembranen
mithilfe eines AutoSpot-Roboters [137-139].
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Tab. 5.

AQP2 Ratte

B1 M-W-E-L-R-S-I-A-F-S-R-A-V-L-A-E

B2 G-H-V-S-G-A-H-I-N-P-A-V-T-V-A-S-L-V-G-S-H-V-S-F
B3 H-V-S-G-A-H-I-N-P-A-V-T-V-A-S-L-V-G-S-H-V-S-F-L
B4 T-D-E-R-R-G-D-N

B5 P-S-A-K-S-L-Q-E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E

B 6 L-Q-E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R
B7 A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-S-V-
B8 L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-S-V-E-L-H-S-P-
B9 D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-S-V-E-L-H-S-P-Q-S-L-P-R-
B10 E-E-R-E-V-R-R-R-Q-S-V-E-L-H-S-P-Q-S-L-P-R-G-S
AQP2 Maus

C1 M-W-E-L-R-S-I-A-F-S-R-A-V-L-A-E

C2 G-H-V-S-G-A-H-I-N-P-A-V-T-V-A-S-L-V-G-S-H-V-S-F
C3 H-V-S-G-A-H-I-N-P-A-V-T-V-A-S-L-V-G-S-H-V-S-F-L
C4  T-D-E-R-R-S-D-N

C5 P-S-T-K-S-L-Q-E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E
C6 L-Q-E-R-L-A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R
C7 A-V-L-K-G-L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-S-V-E-
C8 L-E-P-D-T-D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-S-V-E-L-H-S-
co D-W-E-E-R-E-V-R-R-R-Q-S-V-E-L-H-S-P-Q-S-L-P-

3.2.7.2 Bindungsstudien: rekombinante Proteine und Peptid SPOT Array

Die unter 3.2.7.1 generierten Membranen wurden kurz mit Ethanol aktiviert,

anschlieBend mit MilliQ und TBST gewaschen. Die unspezifischen Bindestellen

wurden flUr eine Stunde in 5% Magermilch / PBS geblockt. Die Inkubation mit

einer 0,2 pM Ldésung der synthetisch hergestellten
ANXA2_Y24D, ANXA2_S26D und P11 erfolgte G.N. bei 4°C. Die Inkubation der

Membranen mit einer Kombination aus P11 und den einzelnen ANXA2-Varianten

wurde erst nach einer einstindigen Bindezeit zur Tetramerbildung bei 4°C

vorgenommen. Nach Entfernung der ungebundenen Proteine durch dreimaliges

Waschen mit TBST erfolgte eine einstiindige Inkubation der Membran entweder

mit ANXA2- oder P11-Antikdrper in Blockpuffer. Der Nachweis einer Bindung

erfolgte durch Meerrettichperoxidase-gekoppelte Sekundarantikérper wie unter

3.2.9 beschrieben.

TBST: Tris buffered saline
50 M Tris

150 mM NacCl

0.05% Tween 20

pH 7.6
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3.2.8 Natrium-Dodecyl-Sulfat-Poly-Acrylamid-Gel-Elektrophorese
(SDS-PAGE)

Mit der SDS-PAGE Methode nach Laemmli et al. [140] kédnnen Proteine nach ihrer
GroBe aufgetrennt werden. Dazu wurden standardmaBig 30 pg Proteinlysat mit

einem 4x Laemmli Puffer versetzt und fir 5 Min auf 95°C erhitzt.

4x Laemmli Puffer

Tris/HCL 252mM
Glycerin 40%
SDS 8%
Bromphenolblau 0,04%
DTT 40mM
pH 6,8

Die Sulfatgruppen des anionischen Detergens, SDS, lagern sich an Proteine an
und Uberdecken somit deren natlrliche Ladung. Zusatzlich werden
Disulfidbriicken durch DTT reduziert. So entstehen aus kompakten Tertiar- und
Quartar-Strukturen langgestreckte Proteine, die negativ geladen sind und deren
Léange proportional zu ihrer GréBe ist (Abb. 12). Zur Auftrennung dieser Proteine
wird eine Gelmatrix auf Polyakrylamidbasis verwendet. Dazu wurde zuerst das
Trenngel, welches je nach GroéBe der aufzutrennenden Proteine 10% bis 12%
Akrylamid/Bisakrylamid enthielt, zwischen zwei Glasplatten gegossen und
anschlieBend mit einem 3,7%igem Sammelgel, in welchem Taschen fir die
Auftragung der Proteine frei gehalten wurden, Uberschichtet (Tab. 6).
Akrylamid/Bisacrylamid polymerisiert in Gegenwart des Radikaldonors
Ammoniumpersulfat (APS). TEMED katalysiert diese Reaktion. Nach Bettung des
fertigen Gels in Elektrophoresepuffer und Ladung der Proteinproben wurden diese
im elektrischen Feld erst im Sammelgel zu einer scharfen Bande aufkonzentriert
(ca. 120V) und im anschlieBenden Trenngel nach ihrer GréBe aufgetrennt (ca.
160V).

T

-
*

TN

//'/.

I

L

Abb. 12. Schematische Darstellung eines denaturierten Proteins, umlagert von
SDS Molekiilen.
Die Abbildung stammt aus [141].
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Tab. 6 Zusammensetzung der SDS-Gele

Gelpuffer Elektrophoresepuffer Sa(n;:y;:gel Tﬁg?/(?)el

3M Tris-Base 25mM Tris-Base Akrylamid/

0,3 % SDS 0,1%SDS Bisacrylamid | 0,5 ml 3,5mi

pH 8,45 192mM Glycin 37,5/ 1
Gelpuffer 1ml 3,5ml
Glycerin - 1,25 ml
Milli Q 2,5 ml 2 ml
APS 50 pul 100 pl
TEMED 5l 5l

3.2.9 Westernblot (Immunblot)

Mithilfe der Methode des Westernblots werden im Gel aufgetrennte Proteine auf
eine Membran Ubertragen, immobilisiert und durch spezifische Antikérper
nachweisbar. In einem Bad aus Blotpuffer wurde hierzu ein Sandwich aus
Whatmanpapier, einer  Nitrozellulosemembran, dem Gel aus der
Gelelektrophorese und einem weiteren Whatmanpapier zusammengestellt. Durch
Anlegen einer Spannung von 80mV im Semidry-Blot-System wurden die Proteine

vom Gel auf die Nitrozellulosemembran Ubertragen.

Blotpuffer
3g Tris

14,49 Glycin
10% Methanol

Die unspezifischen Bindungsstellen wurden durch 30-mindtige Behandlung der
Membran mit 5% Magermilch in PBS abgeblockt. AnschlieBend erfolgte die
Inkubation mit Primarantikdrpern und Meerrettich-Peroxidase gekoppelten
Sekundarantikérpern. Die ungebundenen Antikérper wurden jeweils durch
dreimaliges Waschen mit PBS/5%Tween entfernt, sodass die Zugabe von ECL
Western Blotting Detection Reagents nur in Bereichen mit gebundenen
Sekundarantikérpern zur Wasserstoffperoxid-abhangigen Oxidation von Luminol

fiihrte (Abb. 13).
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NH, O NH, O
NH H202 o _ ‘
- Ll + +
|le Peroxidase ) N, + Licht
O O
Luminol oxidiertes Luminol

Abb. 13. Chemilumineszenz-Reaktion
Schematische Darstellung der durch Oxidation generierten Chemilumineszenz von
Luminol in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid und der Meerretichperoxidase. Die
Abbildung stammt aus dem Produkt Booklet von ,Amersham ECL Western blotting
detection reagents and analysis system”.

Die maximale Lichtemission der so generierten Chemilumineszenz liegt bei
428nm und wurde durch Exposition von Hyperfilm ECL, einem blaulicht-
sensitiven autoradiographischen Film, in einer Filmentwicklungsmaschine
detektiert. Die Konzentration der jeweiligen Primar- und Sekundarantikérper

wurde im Abschnitt Materialien / Antikérper vermerkt.

3.2.10 Coomassie-Brillant-Blau Farbung

Mit dem Triphenylmethanfarbstoff, Coomassie-Brilliant-Blue, kénnen Proteine
unspezifisch nachgewiesen werden. Dazu wurden Gele mit elektrophoretisch
aufgetrennten Proteinen fir 10 Min in 40% Essigsaure / 10% Ethanol erhitzt. Die
denaturierende Wirkung der Essigsaure fuhrt zur Fixierung der Proteine.
Wahrend der anschlieBenden 20-mindtigen Inkubation mit 20 % Coomassie-
Brillant-Blau bei ca. 40°C interagiert der Farbstoff mit den basischen
Seitenketten der Aminosauren. Diese Komplexbildung stabilisiert die anionische
Form und dementsprechend blaue Farbe des Farbstoffs, sodass die
aufgetrennten Proteine als blaue Banden erscheinen. Erst die Entfarbung des
anfanglich homogen gefarbten Gels mit 10% Essigsdaure bei ca. 40°C macht
diese Banden sichtbar. Mit dieser Methode kann eine Sensitivitat von bis zu 25ng
Protein erreicht werden, da jede positive Ladung mit ca. 1,5-3 Farbmolekllen

interagiert.
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3.3 MOLEKULARGENETISCHE METHODEN

3.3.1 Genexpressionsanalyse

Der Nachweis eines bestimmten Proteins in einem Zelltyp Uber Westernblot oder
Immunhistochemie sagt nicht aus ob dieser Zelltyp das nachgewiesene Protein
auch selbst exprimiert. Um das herauszufinden kann die mRNA analysiert
werden, welche nicht nur Aufschluss Uber eine Expression im allgemeinen,
sondern auch Rilickschlisse auf Expressionsspiegel im Vergleich zu evtl.
unterschiedlich behandelten Zellen oder Tieren liefert. Fir diese Analyse wurde
die instabile RNA extrahiert, in cDNA umgeschrieben mittels Realtime-PCR

(Polymerase-Chain-Reaction) und TagMan-Sonden untersucht.

3.3.1.1 RNA Extraktion mittels Saulenaufreinigung

Die Extraktion von RNA aus Gewebe oder Zellen ist aufgrund der ubiquitar
vorkommenden RNasen anspruchsvoll. Um einen Verdau der RNA wahrend der
Praparation zu vermeiden muss mit RNase freien Materialien gearbeitet werden.
Hierzu wurden Nieren aus dDAVP-behandelten und -unbehandelten Brattleboro
Ratten direkt nach ihrer Entnahme schockgefroren und in flissigem Stickstoff zu
Pulver zermdrsert, bzw. mikrodissiziierte Tubuli, bereitgestellt von Markus Bleich,
pelettiert. Die RNA wurde mithilfe des RNA-Extraktionskits von Quiagen nach
Herstellerangaben gewonnen. Das Aufreinigungsverfahren beruht auf einer
Saulenmatrix aus Silizium, die negativ geladene RNA-Moleklile bindet. Die Zellen
bzw. das Gewebe wurde im Lysispuffer mittels Ultraschall aufgeschlossen. Das
Guanidinthiocyanat und beta-Mercaptoethanol im Lysispuffer flhrt zur
Denaturierung der sich im Lysat befindenden Proteine. Etwaige DNA-Fragmente,
welche an die Saule gebunden hatten, wurden durch einen DNase Verdau-Schritt
zerstort und herausgewaschen, sodass die Elution mit 50 ul MilliQ zu einer reinen
RNA Probe flihrte. Um eine Degeneration auszuschlieBen wurde die extrahierte

RNA im Agarosegel auf das Vorhandensein der 18S und 28S rRNA untersucht.

3.3.1.2 cDNA Synthese

Bei der Reversen-Transkriptase-PCR wird RNA in stabilere und amplifizierbare
cDNA umgeschrieben. Die hier verwendete reverse Transkriptase, BioScript, aus
dem Murinen Moloney Leukamie Virus ist RNA-abhdngig und benétigt flr die
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Initiation der Elongation einen DNA Primer. Der Oligo(dT):s Primer hybridisiert
mit dem poly-A-Schwanz am 3 Ende der extrahierten mRNA. Die BioScript
erkennt die RNA/DNA Hybride und schreibt den gesamten Pool an extrahierter
MRNA in einzelstarngige cDNA um (Abb. 14). Die exakten Konzentrationen der
einzelnen Reagenzien, sowie Inkubationszeiten und Temperaturen sind in Tab. 7.
dargestellt. Die synthetisierte cDNA wurde bei -20°C gelagert.

'Extension of primer on mENA
B e ™ e e e e e e T mBNA
Ranaom Famgr

Cilkgo 9T Primer, o
Ao Haxamer

5'!.'11'.|'IEIE-|5 af 15t cOMA stramd
T = cOEA

Abb. 14. Schematische Darstellung der Reversen-Transkriptase-PCR
aus dem User Guide des TagMan Fast Universal PCR Master Mix von Applied Biosystems

Tab. 7. Pipettierschema zur cDNA Synthese

1-5 ug total RNA
0,5 ug Oligo(dT) 18
auf 12l auffillen nukleasefreies Wasser
5min auf 70°C, Kalteschock auf Eis
10 Units RNase Inhibitor
1l DTT
1l 40mM dNTP mix (10mM each)
4 pl 5x Reaktionspuffer
auf 19,5 yl aufflillen | Nukleasefreies Wasser
0,5 pul BioScript
1h bei 37°C

Inaktivierung der Transkriptase bei 70°C flir 10 Min.
Kalteschock auf Eis

3.3.1.3 Quantitative Realtime PCR mit TaqMan Sonden
Die quantitative Realtime PCR ist eine PCR Methode, bei der die produzierte DNA

nach jedem Zyklus (in Echtzeit) quantifiziert wird. Die hierbei eingesetzte
TagMan Sonde besteht aus ssDNA und bindet die Zielsequenz spezifisch zwischen
Fwd und Rev Primer. Am 5 Ende der Sonde befindet sich ein Reporter und am
3"Ende ein Quencher. Bei intakten Sonden wird die Reporterfluoreszenz, durch
fluoreszenzfreie Energielibertragung (Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer,

FRET), vom Quencher unterdrickt. Wahrend der Elongationsphase wird die
Sonde durch die 5'-3'-Exonucleaseaktivitat der Polymerase abgebaut. Aufgrund

der fehlenden raumlichen Nahe wird die Reporterfluoreszenz nicht mehr
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gehemmt. Die Fluoreszenz nimmt dadurch proportional zur produzierten
Zielsequenz zu und wird am Ende eines jeden Zyklus vom Cycler detektiert. Die
in dieser Arbeit verwendeten ANXA2 Sonden beinhalten den Reporterfarbstoff
FAM und den Quencherfarbstoff TAMRA. Der Ablauf der Realtime PCR ist in Abb.
15, das Pipettierschema in Tab. 8 dargestellt.
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Abb. 15. Ablauf der Realtime PCR
Abbildung wurde von der Website von SHANGHAI HUAGUAN BIOCHIP CO.,LTD uber

Quantitative Realtime PCR modifiziert Ubernommen.

Tab. 8. Pipettierschema der TagMan Ansatze

pl/Ansatz
Sonde/Primer 0,75
GAPDH 0,75
H20 5,5
MM 7,5
DNA 0,5
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Als interne Referenz wurde in jeder Probe eine GAPDH Sonde verwendet. Anstatt
FAM dient hier VIC als Reporterfarbstoff. @ Aufgrund der unterschiedlichen
Extinktionsbereiche der beiden Farbstoffe (Abb. 16) kénnen diese gleichzeitig
nach jedem Zyklus detektiert werden. Die Auswertung der TagMan-Analyse
erfolgte durch die 7500 Fast System SDS Software und der AACt Methode [142].

1.200

FAM| VIC | TANRA |

1.000

0200

0.e00

0.400

D.200

o000 -
s00 220 240 = se0 =00 &20 &40 =N

Abb. 16. Extinktionsbereiche der Farbstoffe FAM, VIC und TAMRA
Verandert ibernommen aus dem Datenblatt von ABI PRISM®, 7700 Sequence Detection
System®© Copyright 2001 von Applied Biosystems.

3.3.2 Klonierung und Vektorwahl
Bevor die Proteine ANXA2, ANXA2_Y24D, ANXA2_S26D und P11 hergestellt

werden kdénnen, mussen die entsprechenden Sequenzen kloniert werden. Die
Klonierung dient der exponentiellen Vervielfaltigung von ausgewdahlten DNA-
Fragmenten. Dazu werden sie in Plasmidvektoren mit besonderen Eigenschaften
integriert. Fur diese Arbeit wurde der Vektor, pGEX-6P-1 gewahlt (Abb. 17). Da
er flir eine Ampicillinresistenz kodiert, kdnnen Bakterien, die den Vektor
aufgenommen haben von untransformierten Bakterien unterschieden werden.
Die Strukturgene werden von einem Tac Promotor reguliert, sodass durch
Induktion mit IPTG alle transformierten Bakterien gleichzeitig das jeweilige
Strukturgen produzieren. Durch Insertion der Strukturgene direkt hinter den

open reading frame der GST, produzieren die Bakterien ein Fusionsprotein.
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Daher kdénnen die rekombinant hergestellten Proteine spater Uber Glutathion

Beads aufgereinigt werden.

184 M2 Tac Promotor

e (258545 G51]
o 4
o

Lacl 4323...5414
-
pGEX-EP-1_mANXAZ xdna - 5383 nt 950 1974 ANXAD|
1

23,3251 Ampicillin

g
R

5
8
g

Abb. 17. pGEX-6P-1 Vektor mit integriertem ANXA2

Die Abbildung zeigt den pGEX-6P-1 Vektor mit integriertem Strukturprotein (rot) direkt
hinter dem open reading frame von GST (gelb) am Beispiel von ANXA2. Dazwischen
befindet sich die Schnittstelle fir die PreScission Protease (grin). Die Mutationsstellen
am Y24 und S26 sind schwarz hervorgehoben. Der open reading frame fir die beta-
Lactamase (Ampicillinresistenz), flir den Repressor Lacl und den Tac Promotor sind grau
unterlegt.

3.3.2.1 Primerdesign

Der erste Schritt zur Herstellung eines GST Fusionsproteins ist das Design von
Primern, welche zu einer spezifischen Amplifizierung des gewlinschten
Genabschnittes in der PCR fuhren. Fur die spatere Ligation dieses PCR Produktes
in den pGEX-6P-1 Vektor missen zusatzlich spezifische Restriktionsschnittstellen
eingefligt werden. Als Vorlage fur das Primerdesign fir ANXA2 wurde die NCBI
Referenzsequenz NM 007585.3, fir P11 die NM 009112.2 verwendet. Alle Primer
beinhalten eine Sequenz des kodierenden und des nicht kodierenden
Genabschnittes. Diese sind durch eine Restriktionsschnittstelle getrennt (Abb.
18). Im Fwd Primer wurde die Schnittstelle flr das Restriktionsenzym direkt vor
das Startcodon gesetzt, im Rev Primer direkt hinter die kodierende Sequenz.
Zusatzlich beinhaltet der Rev Primer vor der Restriktionsenzym- (RE)
schnittstelle ein Stoppcodon um eine korrekte Termination zu bewirken. Der Fwd
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Primer fir ANXA2 beinhaltet eine BamHI Schnittstelle, der fir P11 eine EcoRI
Schnittstelle. Die Rev Primer enthalten eine NotI Schnittstelle, welche durch den

Einbau von zwei zusatzlichen Nukleotiden in frame gebracht wurde.

Fwd Primer ANXA2: NCBI Referenzsequenz: NM 007585.3
TTTTTTTTTC GGATCC ATGTCTACTGTCCACGAAATCC
57 GST. .. |UTR ANXA2 | |[BamH1 | JANXA2 Start 37

Rev Primer ANXA2
ATCCACTGT GCGGCCGC CT TCAGTCATCCCCACCACACA
5° UTR ANXA2 | | Notl ANXA2 mit Stopp .. GST 3°

Fwd Primer P11: NCBI Referenzsequenz: NM 009112.2
CGACAGACTC GAA TTC ATGCCATCCCAAATGGAGCA
5" GST...|UTR P11 ECO RI | |P11 Start 37

Rev Primer P11
TACCAGTGC GCGGCCGC GC CTACTTCTTCCCCTTCTGCT
5° UTR AQP2 Not1l P11 mit Stopp ...GST 3°

Abb. 18. Darstellung der Primer-Sequenzen fiir die Expression der
Fusionsproteine ANXA2-GST und P11-GST

Die Restriktionsschnittstellen sind in rot, die UTR in grau und die kodierenden Sequenzen
in schwarz dargestellt. Das GST liegt N-terminal.

Um ein Protein herzustellen, das die natdrlich vorkommenden
Phosphorylierungen von ANXA2 imitiert, wurden Primer generiert, die sich Uber
den Bereich der beiden phosphorylierbaren Aminosauren, Y24 und S26
erstrecken. Im ersten Primer-Paar wurde das Kodon TAC, welches flr die
Aminosdure Tyrosin an Stelle 24 kodiert durch das Kodon GAC, welches flr die
Aminosauren Asparaginsaure kodiert ausgetauscht. Im zweiten Primer-Paar
wurde das Kodon TCA, welches flur die Aminosaure S26 kodiert, ebenfalls durch

GAC ausgetauscht. Um die Bindung dieser Primer an ihr Template trotz des
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inkompatiblen Kodons zu unterstlitzen, enthalten die Primer jeweils 12
spezifische Basenpaare vor und nach der Mutation (Abb. 19).

Die so generierten Primer wurden bei der Firma Metabion bestellt.

ANXA2: Aminosaurensequenz und Codons 20-31
Aminosaure 20 21 22 23 Y24 25 S26 27 28 29 30 31
132 CCC CCA AGT GCC|TAC GGG |TCA| GTC AAA CCC TAC Acc

Primer ANXA2_Y24D
Fwd: 5"CCC CCA AGT GCC |GAC| GGG |TCA GTC AAA CCC TAC ACC3’
Rev: 5"GGT GTA GGG TTT GAC| TGA |CCC|GTC GGC ACT TGG GGG 3°

Primer ANXA2_S26D
Fwd: 5"CCC CCA AGT GCC |TAC GGG |GAC| GTC AAA CCC TAC ACC 3°
Rev: 5"GGT GTA GGG TIT [GTC| TGA |GTA|GTC GGC ACT TGG GGG 3’

Abb. 19. Darstellung der Mutations-Primer fiir die Expression der
Fusionsproteine ANXA2_Y24D-GST und ANXA2_S26D
Das jeweils mutierte Codon ist in rot, das WT Codon in grau dargestellt.

3.3.2.2 PCR

Die PCR dient der exponentiellen Vervielfaltigung von genau definierten DNA-
Fragmenten, wobei die Produkte eines Zyklus die Matritze flr die folgenden
Zyklen darstellt. Die hier verwendeten Primer fir ANXA2 und P11 umspannen die
gesamte kodierende mRNA Sequenz.

Die PCR findet in einem Thermocycler statt, der die verschiedenen
Temperaturen, die fir jeden der drei PCR-Schritte unterschiedlich ist, generiert.
Bei 95°C denaturiert die dsDNA, sodass Primer, welche je nach ihrer Lange und
Komposition eine spezifische Bindetemperatur besitzen an die DNA binden
kdnnen. Die Polymerase verlangert den Primer wahrend der Elongationsphase
mit den bereitgestellten dNTPs nach Vorlage der Matritze. Als Template filr die
ANXA2 PCR wurde der pCMV-Sport_mANXA2 Vektor von ImaGenes verwendet.
Fur die P11 Synthese diente cDNA aus murinen Sammelrohrzellen als Vorlage.
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Das exakte Pipettierschema sowie eine Auflistung der PCR Programme sind in
Tab. 9 und Tab. 10 dargestelit.
In der vorliegenden Arbeit wurden die TagPolymerase flir Kontrollversuche und

die Phusion Polymerase mit Proofreadingfunktion flir Klonierungen verwendet.

Tab. 9. PCR Programme

PCR Programm Taq Phusion
1 Denaturierung 94°C 5 min 98°C 2 min
2 Denaturierung 94°C 1 min 98°C 40 sec
3 Primer_Annealing 60°C 30 sec 49°C 30 sec
4  Elongation 72°C 1 min 72°C 50 sec
5 Elongation 72°C 7 min 72°C 5 min
30 Zyklen von 2-4 35 Zyklen von 2-4

Tab. 10. Pipettierschema der PCR-Ansatze
Pipettierschema Taq Phusion
pl/Ansatz pl/Ansatz

MilliQ 12,4 12,9
HF Puffer 5 4
10mM dNTPs 2 0,4
MgCl2 2 -
Primer A 1,25 1
Primer B 1,25 1
Template 1 0,5
pFU 0,1 0,2

3.3.2.3 Overlap-Extension-PCR zur zielgerichteten Mutagenese

Flr die zielgerichtete Mutation von ANXA2, also flir den Austausch von Y24 oder
S26 zu D, wurden drei PCRs durchgefihrt (Abb. 20). In der ersten PCR wurde
der Fwd Primer von ANXA2 und der Rev Mutations-Primer verwendet (siehe
Primerdesign). So entstand ein ca. 110bp groBes Fragment welches die Mutation
beinhaltetete. In der zweiten PCR wurde der Rev Primer von ANXA2 und der Fwd
Mutations-Primer verwendet. Hier entstand ein ca. 635bp groBes Fragment, das
ebenfalls die Mutation beinhaltete. Aufgrund der komplementdaren Mutations-
Primer flihrte die Vereinigung der beiden PCR Produkte zur Hybridisierung. Das
Produkt diente als Template fir die dritte PCR in der mithilfe der Fwd und Rev
Primer das vollstéandige Genprodukt flir ANXA2_Y24D oder ANXA2_S26D
produziert wurde.
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Abb. 20. Schematische Darstellung der Overlap-Extension-PCR

Die Abbildung wurde von Gabriele Grabowski aus dem Laborjournal online ,, Mutieren, bis
der Thermocycler gliht", Ubernommen. Die Fwd und Rev Primer sind in blau, die
Mutations-Primer in rot dargestellt.

3.3.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient zur Auftrennung von DNA- oder RNA-
Fragmenten aufgrund ihrer MolekllgréoBe. Dazu wird ein Agarosegel mit TAE
Puffer Uberschichtet, die DNA mit glycerinhaltigem Ladepuffer vermengt und in
gelfreie Taschen geflillt. Das Glycerin sorgt flir ein Absinken der DNA auf den
Grund der Geltasche. Nach Anlegen einer elektrischen Spannung wird die negativ
geladene DNA von der Kathode angezogen, wobei kleinere Fragmente schneller
durch die Poren aus Agarosepolymeren gelangen als groBe. So wird die DNA
nach ihrer MolekllgréBe aufgetrennt. Die hier verwendeten Agarosegele
enthielten 1-2% Agarose und 0,01 % Vol SYBR Safe DNA gel stain. Mit Hilfe
dieses nukleinsaure-farbenden Stoffes sind die aufgetrennten DNA Banden auf
einem UV-Tisch sichtbar. Um die GréBe der einzelnen Banden abschatzen zu
kénnen wurde der GeneRuler von Fermentas, welcher DNA Fragmente mit

distinkter GréBe enthalt mit auf das Gel aufgetragen.

TAE Puffer (50x)

2429 Tris Base

57,1ml Eisessig

100ml 0,5molare EDTA-L&sung
(ph 8,0)
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3.3.2.5 Gelextraktion von PCR Produkten

Die Extraktion und Aufreinigung von Vektoren und PCR Produkten aus einem
Agarosegel erfolgte nach Herstellerangaben mit einem DNA Extraction Kit von

der Firma Stratec. Die Elution fand stets in MilliQ statt.

3.3.2.6 Restriktionsverdau von Plasmiden und PCR Produkten

Damit Bakterienzellen ein PCR Produkt aufnehmen und es vervielfaltigen bzw. in
Protein umschreiben, muss es zuerst in ein Plasmid integriert werden.
Kommerziell erhaltliche Plasmide enthalten meist eine muliple cloning site, die
Restriktionsschnittstellen flir verschieden RE enthalt, sodass ein PCR Produkt
gezielt integriert werden kann. Um spater bei der Ligation ein optimales
Verhaltnis von 3-5-mal mehr Insert im Vergleich zu Plasmid zu erzielen, wurden
0,35 pg PCR Produkt und pGEX-6P-1 Plasmid in einem separaten 30 pl Ansatz
mit den entsprechenden RE flir drei Stunden bei 37°C verdaut (Tab. 11). Der
(2x) Tango Puffer war fir alle RE geeignet, von denen jeweils 5 Units im
Doppelverdau eingesetzt wurden. Werden zwei Fragmente mit dem gleichen RE
Enzym geschnitten, so entstehen komplementdre Enden, die ligieren kénnen. Um
zu verhindern, dass Plasmide, die nur von einem der beiden RE geschnitten
wurden, spater religieren, wurden sie im Anschluss 30 Min bei 37°C mit Calf
Intestine  Phosphatase inkubiert. Diese katalysiert die Abgabe der

5 "Phosphatgruppe vom verdauten Vektor.

Tab. 11. Zuordnung der RE fiir den Doppelverdau von PCR Produkten und
Plasmiden

BamHI Notl EcoRI Notl
ANXA2 X X
ANXA2_Y24D X X
ANXA2_S26D X X
pGEX-6P-1 flir ANXA2 X X
P11 X X
pGEX-6P-1 fir P11 X X
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3.3.2.7 Ligation von Plasmiden und PCR Produkten

Da der verwendete Vektor ca. finfmal gréBer ist als das Insert, wurden flr die
Ligation gleiche Massenverhadltnisse von beiden gelelektrophoretisch
aufgereinigten Produkten verwendet (siehe 3.3.2.4; 3.3.2.5). Die
Inkubationszeit im 27 ul Ansatz mit 1 pl T4 Ligase im T4 Ligase Puffer betrug vier
Stunden bei RT oder G.N. bei 16°C. Als Ligationskontrolle wurde ein Ansatz mit
verdautem Vektor ohne Insert verwendet. So lasst sich nach Transformation von

Bakterienzellen die Frequenz der falschpositiven Klone abschatzen.

3.4 MIKROBIOLOGISCHE METHODEN

3.4.1 Herstellung kompetenter E.coli Stamme

Die in dieser Arbeit verwendeten E.coli Stdamme, Top.10 und Rosetta, besitzen
keinen kompletten Satz an Kompetenzgenen. Sie kdnnen aber mithilfe von
Kalziumchlorid chemisch kompetent gemacht werden. Dazu wurde ein
Verdinnungsausstrich auf Agarplatten ohne Selektion gemacht, jeweils flnf
Klone gepickt und in LB Medium vervielfdltigt. Bei einer optischen Dichte von
0.6-0.7 bei einer Wellenldange von 600 nm wurden die Zellen bei 2200xg und

pelletiert und in 100mM eiskaltem CaCl, eluiert.

3.4.2 Transformation von kompetenten Bakterien mit rekombinanten

Plasmiden

Es wurden 200 ul kompetente Zellen mit dem gesamten Ligationsansatz versetzt
und fir 30 Min auf Eis aufgetaut. Durch das CaCl, erhdéht sich die
Wahrscheinlichkeit der raumlichen Nahe von negativ geladener DNA und auBerer
Bakterienmembran. Der einminltige Hitzeschock bei 42°C verstarkt die
Molekllbewegungen. Wahrscheinlich  entstehen hierbei Poren in der
Bakterienmembran. Das fuhrt zur verstarkten Aufnahme von Plasmiden. Nach
einer zweiminutigen AbkUlhlzeit auf Eis wurden die Bakterien zusammen mit 200
Ml LB Medium ohne Selektion bei 37°C geschittelt. In dieser Zeit produzieren
transformierte Bakterien die auf dem pGEX-6P-1 Plasmid kodierte Beta-

Laktamase und entwickeln somit eine Resistenz gegen Ampicillin. Der gesamte
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Ansatz wurde anschlieBend auf ampicillinhaltigen Agarplatten ausgestrichen und
U.N. bei 37°C inkubiert.

LB Medium

5 g Bacto Hefe

10 g Bacto-Trypton

10 g NaCl

Flar Agarplatten 15 g Agar dazu

Fir Selektion 100 pg/ml Ampicillin dazu

Mit NaOH auf pH 7 einstellen und auf einen Liter auffillen

3.4.3 Plasmid Praparation

Fir die exponentielle Vervielfaltigung von rekombinant hergestellten Plasmiden
wurden einzelne Klone gepickt (siehe 2.4.2) und in einer G.N.-Kultur in
ampicillinhaltigem LB Medium vermehrt. Die anschlieBende Plasmidisolation
basiert auf der alkalischen Lyse der Bakterienzellen und der Bindung von
Plasmiden auf der Oberflache von Spin Filtern. Dabei sorgt Kaliumazetat fir ein
Prazipitieren von genomischer DNA, sodass spezifisch die Plasmid DNA gewonnen
wird. Sowohl die Mini- als auch die Maxipraparation wurden nach Anleitung der
Kits von Machery Nagel und Stratec durchgefihrt.

Die gewonnenen Konstrukte wurden durch den Sequenzierservice der Dr. Martin
Meixner GmbH in Berlin sequenziert. Die Auswertung dieser Daten erfolgten mit
der Sequence Scanner v1.0 Software und der Blast Funktion der Website, NCBI.
Alle Plasmide und DNA Konstrukte wurden mit der Serial Cloner 2.1 Software

verwaltet.

3.5 STATISTIK

Alle statistisch ausgewerteten Experimente wurden mindestens dreimal
durchgefihrt. Mithilfe von Microsoft Excel 2010 und SPSS wurde aus diesen
Einzelmessungen das arithmetische Mittel, die Standardabweichung und die
Signifikanz des Ergebnisses mittels t-Test fur unabhangige Stichproben oder
mittels Mann-Whitney-U-Test berechnet. Signifikante Ergebnisse mit p < 0,05

sind mit * gekennzeichnet.
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Arithmetisches Mittel:

)?= X1+X2+X3+...+Xn

n

Empirische Standardabweichung:

>
-1
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in %:
Kontrollgruppe = 100%

behandelte Gruppe * 100

Mittelwert Kontrollgruppe

in %:

Standardabweichung * Mittelwert in %

Mittelwert
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4. ERGEBNISSE

4.1 ANXA2 LOKALISATION IN DER NIERE

ANXA2 wurde bereits in Endothelien und verschiedenen nierenspezifischen
Zelltypen beschrieben [8, 118, 143-147]. Eine umfassende, speziesiibergreifende
Lokalisationsstudie von ANXA2 in gesunden Nieren existiert aber bisher nicht. In
dieser Arbeit wurde die Lokalisation von ANXA2 in der Niere von Mensch, Ratte

und Maus charakterisiert.

4.1.1 ANXA2 Lokalisation in renalen Gefa3en

Durch Inkubation von Paraffinschnitten aus Nierengewebe von Menschen und
Long-Evans Ratten mit dem Endothelmarker anti-Caveolin-1 [148, 149], wurden
alle nierenspezifischen GefaBe markiert. Diese Farbung ist in grin dargestellt
(Abb. 21). Die Markierung mit einem ANXA2-Antikérper, der bereits in
verschiedenen immunhisto- bzw. immunzytologischen  Untersuchungen
verwendet wurde [150-152], zeigte die Lokalisation von ANXA2. Diese Farbung
ist in rot dargestellt (Abb. 21). Durch histologische Auswertung der ko-
markierten Strukturen konnten ANXA2-positive GefaBabschnitte identifiziert
werden. Im Cortex sind die afferente Arteriole, die efferente Arteriole und die
Kapillaren im Glomerulum positiv fir ANXA2 (Abb. 21a-c, I-n). In der auBeren
Medulla sind die Arteriae arcuatae (Abb. 21d-f, 0-q), in der inneren Medulla die
Vasa recta und im Bereich der Nierenrinden-Markgrenze die Arteriae interlobares
positiv fir ANXA2 (Abb. 210-k, r-t). Die gleichen Ergebnisse wurden mit einem
zweiten ANXA2-Antikdrper generiert (hier nicht gezeigt).

Wie erwartet exprimieren fast alle renalen GefaBe ANXA2. Ausnahmen bilden die
groBeren Venen, Venae arcuatae und Venae interlobares. Diese Ergebnisse sind
im Menschen und der Ratte identisch. Eine Zusammenfassung ist schematisch in
Form einer Ubersicht aller ANXA2-positiven GefaBabschnitte der Niere in Abb. 22
dargestellt.
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Abb. 21. Lokalisation von ANXA2 in renalen Gefa3en

Doppelmarkierungen mit dem Endothelmarker anti-Caveolin-1 (grin) und anti-ANXA2
(rot) auf Paraffinschnitten aus humanem und Long-Evans Ratten Nierengewebe,
lokalisieren ANXA2 auf Endothelien. Im Cortex sind sowohl die afferente und efferente
Arteriole als auch die Kapillaren des Glomerulums positiv flir ANXA2 (a,l). In der auBeren
Medulla (OM) sind die Arteriae arcuatae positiv flir ANXA2 (d,0). In der inneren Medulla
(IM) sind die Arteriolae recta und in der Nierenrinden-Markgrenze die Arteriae
interlobares positiv flir ANXA2 (g,r).

Kapillaren

Arteriola afferens
Arteriola efferens

CORTEX

................. AL
A. arcuata ———

V. arcuata

Arteriola recta
Venula recta

A. interlobares
V. interlobares

L
C

Abb. 22. Schematische Ubersicht von ANXA2 in renalen GefiBen

Die schematische Darstellung der renalen GefaBe fasst die ANXA2-positiven Abschnitte
(rot) zusammen. Im Cortex sind sowohl die afferente und efferente Arteriole als auch die
Kapillaren des Glomerulums positiv fiir ANXA2. In der duBeren Medulla (OM) sind die
Arteriae arcuatae positiv und die Venae arcuatae negativ fir ANXA2. In der inneren
Medulla (IM) sind die Vasa recta positiv und im Bereich der Nierenrinden-Markgrenze sind
die Arteriae interlobares positiv, die Venae interlobares negativ fliir ANXA2.
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4.1.2 ANXA2 Lokalisation in renalen Tubulusabschnitten

Die verschiedenen renalen  Tubulusabschnitte wurden anhand von
Paraffinschnitten aus Nierengewebe von Menschen und Long-Evans Ratten mit
spezifischen Antikérpern markiert und durch zusatzliche morphologische Kriterien
identifiziert. Der Endothelmarker anti-Caveolin-1 markiert alle GefaBe [148, 149]
(Abb. 23b,p), anti-NKCC2 markiert die dicke aufsteigende Henle Schleife [153,
154] (Abb. 23e,h,s,v) und anti-AQP2 markiert das Sammelrohr [155, 156] (Abb.
23m,y). Eine zusatzliche Inkubation der Paraffinschnitte mit dem ANXA2-
Antikdrper zeigt die Lokalisation von ANXA2 (Abb. 23 rot). Im Cortex finden sich
neben ANXA2-positiven Kapillaren weitere ANXA2-positive Zellen. Hierbei handelt
es sich um Mesangialzellen. Weiterhin ist die &uBere Membran der
Bowmankapsel positiv fir ANXA2 (Abb. 23a-c, o0-q). In der auBeren Medulla
grenzen ANXA2-positive Abschnitte an NKCC2-positive Abschnitte an (Abb. 23d-
f, r-t). Hierbei handelt es sich um die dinne Henle Schleife. Auch die dicke
aufsteigende Henle Schleife ist positiv fir ANXA2 (Abb. 23g-k, u-w). Im Bereich
der inneren Medulla sind die Hauptzellen des Sammelrohrs ANXA2-positiv (Abb.
23l-n, x-z). Die gleichen Ergebnisse wurden mit einem zweiten ANXA2-Antikdrper
generiert (hier nicht gezeigt).

Die ANXA2-positiven Tubulusabschnitte sind im Menschen und der Ratte

identisch. Eine Zusammenfassung ist in Abbildung 25 dargestelit.
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Abb. 23. Lokalisation von ANXA2 in renalen Tubulusabschnitten
Doppelmarkierungen mit dem Endothelmarker anti-Caveolin-1 (b,p), dem Marker der
dicken aufsteigenden Henle Schleife anti-NKCC2 (e, h,s,v), dem Sammelrohrmarker anti-
AQP2 (I,x) und anti-ANXA2 (rot) auf Paraffinschnitten aus Nierengewebe von Menschen
und Long-Evans Ratten lokalisieren ANXA2 in unterschiedlichen nierenspezifischen
Zelltypen. Im Cortex (Abb. a-c, 0-q) sind Mesangialzellen und die auBere Wand der
Bowmankapsel positiv flir ANXA2. In der duBeren Medulla (OM) ist die diinne absteigende
und aufsteigende Henle Schieife (Abb. d-f, r-t) und die dicke aufsteigende Henle Schleife
(Abb. g-k, u-w) positiv fir ANXA2. In der inneren Medulla (IM) (Abb. I-n, x-z) sind die
Hauptzellen des Sammelrohrs ANXA2-positiv.

4.1.3 ANXA2 Expression in renalen Tubulusabschnitten

Zur Verifikation der Immunhistologie wurden die mRNA-Spiegel von ANXA2 in
renalen Tubulusabschnitten gemessen. Soweit morphologisch mdglich, sortierte
Dr. Nina Himmerkus - AG Prof. Bleich, verschiedene Abschnitte des renalen
Tubulussystems aus Nieren von C57 / Black 6 Mausen, per Hand. Die Ermittlung
der mRNA-Spiegel von ANXA2 erfolgte mittels Realtime PCR und TagMan-
Sonden. Als endogene Kontrolle wurde das Referenz-Gen GAPDH verwendet.
Abbildung 24 zeigt die ANXA2-Expression im Glomerulum, im proximalen
Tubulus, in der dicken aufsteigenden Henle Schleife, im distalen Konvolut und im
Sammelrohr im normalen (a) und im verringerten MaBstab der Y-Achse (b). Das
Glomerulum, in dem sich hauptsachlich Endothelien befinden, exprimiert ANXA2
am starksten. Im Vergleich zum proximalen Tubulus, der selbst kein ANXA2
exprimiert, weisen alle anderen untersuchten Abschnitte signifikante
Expressionen von ANXA2 auf. Die Zusammenfassung der Expressionsdaten und

der Histologie ist in Abbildung 25 dargestelit.
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Abb. 24. ANXA2 Expression in renalen Tubulusabschnitten
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Die ANXA2 mRNA-Expression wurden mittels TagMan-Analyse aus mikrodissiziierten
Tubulusabschnitten von C57/BI6 Mausen untersucht. Das Saulendiagramm fasst die
Ergebnisse aus drei Experimenten zusammen. Die ANXA2 mRNA-Spiegel sind prozentual
im Vergleich zur internen GAPDH Kontrolle zu sehen. Im Vergleich zum proximalen
Tubulus weisen alle anderen dargestellten Tubulusabschnitte signifikante ANXA-mRNA-
Spiegel auf. a) Ergebnisse der TagMan-Analyse im normlen b) im verringerten MaBstab
der Y-Achse. GLOM: Glomerulum, PT: proximaler Tubulus, TAL: dicke aufsteigende Henle
Schleife, DCT: distales Konvolut, CD: Sammelrohr

4.1.4 Zusammenfassung der Lokalisation von ANXA2 in den renalen

Tubulusabschnitten

Mittels Immunhistologie und Expressionsanalyse wurde eine umfassende
Lokalisationsstudie von ANXA2 in gesunden Nieren von Mensch, Ratte und Maus
durchgefihrt. Die immunhistologische Untersuchung detektierte ANXA2 in
Mesangialzellen, der auBeren Wand der Bowmankapsel, der Henle Schleife, der
Macula densa und dem medulldren Sammelrohr. Die Expressionsanalyse
bestatigte die glomerularen Zellen, die dicke Henle Schleife und das Sammelrohr.
Zusatzlich zeigte sie die ANXA2-mRNA-Expression im distalen Konvolut. Beide
experimentellen Ansatze lokalisieren ANXA2 also weitgehend in den gleichen
Tubulusabschnitten. In Abbildung 25 sind die Ergebnisse beider Ansatze
zusammengefasst. Da die ANXA2-Spiegel in der Expressionsanalyse aber von der
immunhistologischen Auswertung abweichen, bezieht sich die Farbintensitat auf
das tatsachliche Proteinvorkommen, also die histologische Auswertung. Rote
Farbung markiert eine starke, rosa Farbung eine schwache und weie Farbung
kein ANXA2-Vorkommen in den einzelnen Tubulusabschnitten.

Die Lokalisationsstudie zeigt, dass die ANXA2-positiven Tubulusabschnitte in
Mensch, Ratte und Maus identisch sind. Auch im Sammelrohr, in dem ANXA2 an
der Translokation von AQP2 beteiligt sein soll, ist es in allen drei Spezies

vorhanden.
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Abb. 25. Schematische Ubersicht von ANXA2 in renalen Tubulusabschnitten

Die schematische Darstellung fasst die Ergebnisse der histologischen Auswertung und
Expressionsanalyse von ANXA2 zusammen. Rot gefarbte Tubulusabschnitte zeigen eine
starke, rosa eingefarbte Abschnitte eine schwachere und weiBe Abschnitte keine ANXA2-
Expression. Im Cortex sind im Bereich des Nierenkdrperchens die duBere Wand der
Bowmankapsel und Mesangialzellen positiv fir ANXA2. Weiter distal gelegene Abschnitte
sind die Macula Densa und das distale Konvolut. Im Bereich der dauBeren Medulla (OM) ist
die dinne absteigende Henle Schleife, die dicke aufsteigende Henle Schleife und das
Sammelrohr positiv flir ANXA2. In der inneren Medulla (IM) sind diinne absteigende und
aufsteigende Henle Schleife und die Hauptzellen des Sammelrohrs ANXA2-positiv.
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4.2 MODELLORGANISMUS BRATTLEBORO RATTE

Die Brattleboro Ratte ist ein hervorragendes Modell um die apikale Translokation
von AQP2 gezielt mit dem AVP-Analogon dDAVP zu stimulieren und die am
Transport beteiligten Moleklile zu untersuchen. Die Tiere weisen aufgrund der
fehlenden AVP-Sekretion eine gestdrte Urinkonzentration auf. Sie scheiden mehr
als die 10-fache Menge an Urin im Vergleich zu Long-Evans Kontrollratten aus
[157]. Die fehlende Stimulation durch AVP verhindert nicht nur die Aktivierung
der V2-Rezeptor-Signalkaskade und damit den apikalen Transport des
Wasserkanals AQP2. Brattleboro Ratten exprimieren auBerdem nur ein Drittel der
in Long-Evans Kontrollratten Gblichen AQP2-Menge. Werden die Tiere mit dDAVP
stimuliert, wird die V2-Rezeptor-Signalkaskade und somit der
Urinkonzentrationsmechanismus aktiviert, die ausgeschiedenen Urinvolumina
sinken ab, und die AQP2-Abundanz steigt um das Dreifache an [158, 159].

Die in dieser Arbeit analysierten Tiere produzierten Urinvolumina von 80,8 ml +/-
33,2 ml in einem Zeitraum von 24 Stunden (Abb. 26). Nach einer Behandlung
mit dDAVP sanken die Werte auf 23,6ml +/- 7,9ml ab. Die Westernblot-Analyse
von Nierenhomogenaten aus der inneren Medulla dieser Tiere zeigte auch den
drastischen Anstieg in der AQP2-Expression, sowohl der glykosylierten Form (35-
40 kDa) als auch der nicht glykolysierten Form (29 kDa), nach Behandlung mit
dDAVP (Abb. 27).
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Abb. 26. Urinexkretion der Brattleboro Ratte

Die in dieser Arbeit untersuchten Tiere produzierten Urinvolumina von 80,8ml +/- 33,2ml
in einem Zeitraum von 24h. Nach einer Behandlung mit dDAVP sanken die
Sammelurinwerte auf 23,6 ml +/- 7,9 ml. Die Signifikanz wurde durch den Man Whitney
U Test ermittelt. p Value =0,03
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Abb. 27. AQP2 Expression von dDAVP-behandelten Brattleboro Ratten
Westernblot-Analysen aus innermedulldaren Nierenhomogenaten von Kontroll- und
dDAVP-behandelten Brattleboro Ratten, zeigen einen starken Anstieg der AQP2-
Expression nach drei Tagen. Dieser Anstig ist sowohl bei der nicht glykosylierten Form
(29 kDa) als auch bei der glykosylierten Form (35-40 kDa) zu beobachten. Als interne
Ladekontrolle wurde beta-Aktin verwendet.

4.2.1 ANXA2 Lokalisation in renalen Tubulusabschnitten der
Brattleboro Ratte

Vor den Untersuchungen zur Translokation von AQP2 wurde geprift, ob die
fehlende AVP-Sekretion der Brattleboro Ratten eine Auswirkung auf die
Lokalisation von ANXA2 in der Niere hat. Mittels Doppelmarkierungen auf
Paraffinschnitten aus der Niere von unbehandelten Brattleboro Ratten mit
Endothel- oder spezifischen Tubulusmarkern (Abb. 28 griin) und Antikdrpern
gegen ANXA2 (Abb. 28 rot), wurden ANXA2-positive Zellen detektiert. Sowohl
die afferente und efferente Arteriole, die Kapillaren im Glomerulum, die Arteriae
arcuatae, Vasa recta und Arteriae interlobares als auch Mesangialzellen, dicke
aufsteigende Henle Schleife und Sammelrohr waren positiv fir ANXA2. Das sind
die gleichen GefaB- und Tubulusabschnitte wie in Long-Evans Kontrollratten,
Mausen und Menschen (Abb. 21,23,24). Die Ergebnisse sind auszugsweise in
Abbildung 28 gezeigt.

Die fehlende AVP-Sekretion der Brattleboro Ratten verandert die allgemeine
Lokalisation von ANXA2 in der Niere nicht. Die Lokalisation ist in Brattleboro und

Long-Evans Kontrollratten sowie Mensch und Maus identisch.
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Abb. 28. Lokalisation von ANXA2 in der Niere von Brattleboro Ratten
Doppelfarbungen mit ANXA2 und Caveolin-1, NKCC2 oder AQP2 zeigen ausgesuchte
Beispiele der Lokalisation von ANXA2 auf Paraffinschnitten in der Niere von Brattleboro
Ratten. Im Cortex sind sowohl Caveolin-1 positive Kapillaren als auch Caveolin-1
negative Mesangialzellen positiv fir ANXA2 (a-c). b) Auch die Caveolin-1 positiven
Arteriae arcuatae sind ANXA2-positiv (d-f). In der duBeren Medula (OM) sind einige
NKCC2-positiven Abschnitte der dicken aufsteigenden Henle Schleife ANXA2-positiv (g-k)
und in der inneren Medula sind die AQP2-positiven Hauptzellen des Sammelrohrs ANXA2-
positiv (I-n).
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4.2.2 ANXA2 Expression in der inneren Medulla von dDAVP-

behandelten Brattleboro Ratten

Wenn ANXA2 am Transport von AQP2 beteiligt ist, konnte es ahnlich wie AQP2
reguliert werden. Brattleboro Ratten exprimieren nur ein Drittel der in Long-
Evans Kontrollratten Ublichen AQP2-Menge. Diese Expression lasst sich durch die
Gabe des fehlenden AVP, in Form von dDAVP, auf Normalwerte anheben
(Abb.27) [158, 159]. Ob dDAVP auch die Expression von ANXA2 stimuliert,
wurde anhand von Brattleboro Ratten, die mit dDAVP behandelt wurden,
untersucht. Die Ermittlung der mRNA Expression von ANXA2 erfolgte mittels
Realtime PCR und TagMan-Sonden. Als endogene Kontrolle wurde das
Referenzgen GAPDH verwendet. Abbildung 29 fasst die Ergebnisse von drei
Experimenten aus innermedullarem Nierengewebe zusammen. Unbehandelte
Tiere zeigten Werte von 100 +/- 31. Nach Behandlung mit dDAVP stieg die
Expression von ANXA2 auf 155 +/- 49.

Das AVP-Analogon dDAVP stimuliert also sowohl die Expression von AQP2 als

auch die Expression von ANXA2.
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Abb. 29. ANXA2 Expression in der inneren Medulla von dDAVP-behandelten
Brattleboro Ratten

Die TagMan-Analyse aus der inneren Medulla von Kontroll- bzw. dDAVP-behandelten
Brattleboro Ratten zeigt eine signifikant erhéhte ANXA2 Expression in behandelten Tieren
(Kontrollen: 100 +/- 31; dDAVP: 155 +/- 49). Die Signifikanz wurde durch den T-Test,
mit einem P-Wert von 0,013, ermittelt. Insgesamt wurden drei Sets mit jeweils 5
unbehandelten und 5 behandelten Tieren untersucht.
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4.3 TRANSLOKATION VON ANXA2 IM SAMMELROHR VON dDAVP-
BEHANDELTEN BRATTLEBORO RATTEN

Nicht nur die Expression, sondern auch der Transport von AQP2 in die apikale
Plasmamembran wird durch dDAVP stimuliert. Wenn ANXA2 an diesem Transport
beteiligt ist, sollte es selbst eine Translokation vollziehen. Bereits Tamma et al.
haben die Anreicherung von ANXA2 in der apikalen Plasmamembran, nach cAMP-
Stimulation in der Zellkultur, beschrieben [12]. Tierexperimentelle Daten sind
bisher aber nicht bekannt. Daher wurde die zelluldre Lokalisation von ANXA2 im
Sammelrohr von dDAVP-behandelten Brattleboro Ratten mittels Westernblot,
Immunhistologie und Elektronenmikroskopie untersucht.

FUr Westernblot-Analysen wurde der Bereich der inneren Medulla aus den Nieren
von unbehandelten und dDAVP-behandelten Brattleboro Ratten homogenisiert.
Mittels Zentrifugation entstanden Gewebelysate mit angereicherter
Plasmamembran oder angereichertem Zytosol. Die Detektion von ANXA2 erfolgte
mit einem Antikérper, der denaturiertes ANXA2 erkennt [151, 152, 160-165]. In
Abbildung 30a ist die Auswertung der Westerblots von unbehandelten Tieren mit
schwarzen, von dDAVP-behandelten Tieren mit weiBen Balken dargestellt. Nach
Behandlung verdoppelt sich die Abundanz von ANXA2 in der
Plasmamembranfraktion (PM) und verringert sich ungefahr um die Halfte in der
Zytosolfraktion (Cyt) (Abb. 30b). Das lasst die Translokation von ANXA2 aus dem
Zytosol in die Plasmamembran vermuten. Das Experiment wurde zwar dreimal
wiederholt, jedoch standen flr jede Gruppe nur drei Tiere zur Verfigung. Eine
statistische Auswertung war somit nicht mdglich und die Daten sind als

Tendenzen zu betrachten.
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Abb. 30. Proteinexpression und Lokalisation von ANXA2 in der inneren Medulla
von dDAVP-behandelten Brattleboro Ratten

a) Proteinlysate aus der inneren Medulla von Kontroll- (schwarzer Balken) bzw. dDAVP-
behandelten Brattleboro Ratten wurden in der Westernblot-Analyse auf ANXA2 Abundanz
untersucht. Homogenate mit angereicherter Plasmamembran (PM) zeigten eine
gesteigert ANXA2 Abundanz nach dDAVP Stimulation. Homogenate mit angereichertem
Zytosol (CYT) zeigten nach dDAVP Stimulation eine verringerte ANXA2 Abundanz. Die
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Tabelle in b) zeigt die gemittelten Werte aus drei Westernblots. Flr jede Gruppe standen
nur jeweils drei Proben zur Verfigung. Eine statistische Auswertung war deshalb nicht
madglich, sodass die Werte als Tendenzen zu betrachten sind.

Zur Verifikation der im Westernblot generierten Tendenzen wurden
immunhistologische Analysen durch Doppelmarkierungen auf Paraffinschnitten
von Nieren aus behandelten und unbehandelten Brattleboro Ratten durchgefiihrt.
Der AQP2-Antikdrper markiert die Hauptzellen des Sammelrohrs (Abb. 31 grin),
der ANXA2-Antikoérper lokalisiert ANXA2 (Abb. 31 rot). In Kontrolltieren sind
beide Proteine Uber den gesamten Bereich der Zellen verteilt (Abb. 31a,b). Nach
Behandlung mit dDAVP ist AQP2 stark in der apikalen Plasmamembran
angereichert (Abb. 31e) [166]. Parallel dazu wandert auch ANXA2 aus dem
Zytosol an die Plasmamembran (Abb. 31d). Die gleichen Ergebnisse wurden mit

einem zweiten ANXA2-Antikorper (sc-1924) generiert (hier nicht gezeigt).

BRATTLEBORO RATTE
AQP2 MERGE

Kontrolle
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Abb. 31. ANXA2 Translokation im Sammelrohr von dDAVP-behandelten
Brattleboro Ratten - Immunhistologie

Exemplarische Darstellung der Doppelmarkierungen mit ANXA2 (rot) und AQP2 (grin)
auf Paraffinschnitten von, Kontroll- und dDAVP-behandelten, Brattlebororatten. Nach
Stimulation mit dDAVP ist eine Ko-Translokation beider Proteine aus dem Zytosol zur
apikalen Plasmamembran zu beobachten. Insgesamt wurden 15 Kontroll- und 15 dDAVP-
behandelte Tiere untersucht.
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FUr elektronenmikroskopische Untersuchungen wurden Ultra-Kryo Schnitte, aus
innermedullarem Nierengewebe von behandelten und unbehandelten Brattelboro
Ratten analysiert. Der hier verwendete ANXA2-Antikdrper wurde bereits vorher
auf Ultra-Kryo Schnitten verwendet [162]. Die einzelnen ANXA2-Proteine sind
aufgrund der mit Goldklgelchen gekoppelten Sekundarantikdrper als schwarze
Punkte sichtbar. Abbildung 32 zeigt exemplarisch jeweils den Ausschnitt einer
Sammelrohrzelle mit apikaler Plasmamembran. In unbehandelten Tieren ist
ANXA2 gleichmaBig Uber die Zelle verteilt (Abb. 32a). Nach Behandlung mit
dDAVP ist es hauptsachlich an der apikalen Plasmamembran akkumuliert (Abb.
23b). Die gleichen Ergebnisse wurden mit einem zweiten ANXA2-Antikérper (sc-
1924) generiert (hier nicht gezeigt).

Alle drei experimentellen Ansatzen zeigen die Translokation von ANXA2 nach
Aktivierung der V2-Rezeptor-Signalkaskade im Tiermodell. ANXA2 wandert

zusammen mit AQP2 aus dem Zytosol an die apikale Plasmamembran.

BRATTLEBORORATTE
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Abb. 32. ANXA2 Translokation im Sammelrohr von dDAVP-behandelten
Brattleboro Ratten - Elektronenmikroskopie

Exemplarische Darstellung der apikalen Plasmamembran einer Sammelrohrzelle aus
Ultra-Kryo Schnitten von Kontroll- und dDAVP-behandelten Brattleboro Ratten.
Immungoldmarkierungen von ANXA2 sind als schwarze Punkte sichtbar. In Kontrolltieren
verteilt sich ANXA2 Uber die gesamte Zelle (a). Bei Brattleboro Ratten, mit dDAVP
behandelt wurden reichert sich ANXA2 an der Plasmamembran an (b).
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4.4 PROTEIN-PROTEIN INTERAKTION

Wahrend der Aktivierung des Urinkonzentrationsmechanismus ko-translozieren
ANXA2 und AQP2 in die apikale Plasmamembran (Abb.31). Wird ANXA2 inhibiert,
ist die Fusion von AQP2-tragenden Vesikeln mit der Plasmamembran gestért
[12]. Doch wie genau interagiert ANXA2 mit AQP2? Bisher haben sich nur zwei
Veroffentlichungen mit diesem Thema beschaftigt [11, 12]. Direkte
Interaktionsdaten wurden aber nicht generiert. Hier soll untersucht werden
inwiefern ANXA2 mit AQP2 eine Bindung eingeht. Dabei werden folgende Fragen
geklart:

Findet generell eine Interaktion zwischen ANXA2 und AQP2 statt und beruht
diese Interaktion auf einer direkten Protein-Proteinbindung? In vielen
Endozytose-, Exozytose- und Recyclingprozessen spielt der
Phosphorylierungsgrad von ANXA2 eine Rolle [56, 111-117, 121, 122]. Die
Phosphostellen werden antagonistisch durch Kalzium- und cAMP-abhdngige
Signalkaskaden reguliert [102-108, 110, 167]. Wird die V2-Rezeptor-
Signalkaskade aktiviert, werden beide Sighalwege angestoBen. Beide Signalwege
sind notwendig fir die apikale Translokation von AQP2 [47, 48, 168, 169]. Spielt
also der Phosphorylierungsgrad von ANXA2 flr die Interaktion mit AQP2 eine
Rolle?

Sollte ANXA2 mit AQP2 interagieren aber keine direkte Bindung auslben,
kénnten Adapterproteine beteiligt sein. Flir den Transport von anderen Kanalen,
wie z.B. des Natriumkanals, Nav 1.8, oder der Kalziumkandle TRPV5 und TRPV6
ist das Tetramer, bestehend aus zwei ANXA2 und zwei P11 Molekllen, essentiell
[6, 7, 81]. Im Yeast Two-Hybrid System wurde gezeigt, dass die Bindung des
ANXA2-P11-Tetramers an die oben genannten Kandle Uber P11 erfolgt. Ist also
auch P11 an der Translokation von AQP2 beteiligt? Und bindet P11 direkt an
AQP2, oder flhrt evtl. die Kombination aus P11 und ANXA2 zu einer direkten
AQP2-Bindung?

Far den Nachweis einer generellen Interaktion wurden Ko-
Immunprazipitationsexperimente durchgeftihrt. Eine direkte Bindung wurde
mittels Peptid SPOT Arrays detektiert. Hierzu wurden 10 Peptide, die den
gesamten zytosolischen Bereich von AQP2 darstellen, auf eine Zellulosemembran
synthetisiert. GroBe Domanen, wie z.B. der N-Terminus, wurden aufgeteilt, in

héchstens 25 Aminosauren lange und sich um finf Aminosdauren Uberlappende
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Peptide. In Abbildung 33 ist die Primdrsequenz aller Peptide dargestellt. Die

Zahlen markieren das jeweils farblich passende Peptid.

Abb. 33. Aufteilung der zytosolischen Domdnen von AQP2 in 10 Peptide

Die in verschiedenen Farben markierten Zahlen und die farblich passenden Linien
markieren den Bereich der 10 generierten Peptide aus dem gesamten zytosolischen
Bereich von AQP2. Die Aminosauresequenz von AQP2 wurde aus [170] Gbernommen.

Die Inkubation der mit AQP2-Peptiden gespotteten Membranen erfolgte mit den
synthetisch hergestellten Proteinen ANXA2, ANXA2_Y24D (imitiert
Phosphorylierung am Y24 [56]), ANXA2_S26D (imitiert Phosphorylierung am S26
[56]), P11 und der Kombination aus P11 und den ANXA2-Varianten. Die Bindung
der Proteine an eines der 10 Peptide wurde mittels Antikérpernachweis
detektiert. Dass die verwendeten Antikérper die synthetisch hergestellten
Proteine erkennen wurde im Vortest gezeigt (Abb.34). Hierzu wurden drei
Nitrozellulosemembranen mit jeweils einem Mikroliter einer mikromolaren Lésung
der synthetisch hergestellten Proteine P11, BSA, ANXA, ANXA2_Y24D und
ANXA2_S26D (von oben nach unten) betropft. Der Nachweis der Proteine
erfolgte auf der ersten Membran mit einem ANXA2-Kaninchen-Antikdrper, auf

der zweiten Membran mit einem P1l1-Kaninchen-Antikérper. AnschlieBend
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wurden alle drei Membranen mit einem an HRP-gekoppelten Sekundar-Antikérper
aus dem Kaninchen inkubiert. Der P11-Antikdérper erkennt P11, der ANXA2-
Antikdrper erkennt alle ANXA2-Varianten. Eine Kreuzreaktivitat war nicht

festzustellen und der Sekundarantikorper zeigte keine unspezifischen Bindungen.

ANXA2-rb P11-rb rb-HRP
P11 [ ®

BSA

ANXA2 [ = =

ANXA2_Y24D L4

ANXA2_526D

Abb. 34. Antikorpertest auf synthetisch hergesteliten Proteinen

Je 1 pl einer 1 pM Loésung der synthetisch hergestellten Proteine P11, ANXAZ2,
ANXA2_Y24D, ANXA2_S26D und zum Vergleich BSA, wurde auf drei
Nitrozellulosemembranen getropft. Membran 1 wurde mit einem ANXAZ2-Kaninchen-
Antikérper und Membran 2 mit einem P1l1-Kaninchen-Antikérper inkubiert. Der
Sekundarantikérper (Kaninchen-HRP) wurde auf alle drei Membranen gegeben. Der P11-
Antikérper erkennt das P11-Protein. Der ANXA2-Antikérper erkennt alle drei ANXA2-
Varianten. Eine Kreuzreaktivitét wurde nicht festgestellt und der Sekundarantikdrper
zeigt keine unspezifische Bindung. Der Antikoérpertest wurde in drei unabh&ngigen
Experimenten bestatigt.

4.4.1 Interaktion zwischen ANXA2 und AQP2

Die Protein-Protein Interaktion von ANXA2 und AQP2 wurde mittels Ko-
Immunprazipitation untersucht. Durch Verwendung eines AQP2-Antikérpers
konnte sowohl die glykolysierte Form bei 35-40 kDa (#) als auch die nicht
glykolysierte Form von AQP2 bei 29 kDa (*) immunprazipitiert werden (Abb. 35
Spur 1 oben). Auf demselben Blot war ANXA2 nachweisbar (Abb. 35 Spur 1
unten). Zusatzlich wurde eine ANXA2-positive Bande bei zirka 55 kDa detektiert.
Hierbei handelt es sich wahrscheinlich um ein ANXA2-Multimer. In der Kontroll-
Immunprazipitation, bei der unspezifische IgG-Antikérper verwendet wurden,
waren weder AQP2 noch ANXA2 nachweisbar (Abb. 35 Spur 2 oben und unten).
Spuren 3 und 4 zeigen beide Proteine in den jeweiligen Uberstidnden der AQP2-
und Kontroll-Immunprazipitation. Anhand des in Spur 5 aufgetragenen,
Nierenlysates aus der Medulla, ist die Hohe bei der die beiden Proteine im

Westernblot laufen, abzulesen.
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Abb. 35. Ko-Immunprazipitation von AQP2 und ANXA2

ANXA2 und AQP2 bilden einen Komplex, der mithilfe eines AQP2-Antikérpers prazipitiert
werden kann. AQP2 wurde aus dem medullaren Nierenlysat aus Sprague-Dawley Ratten
prazipitiert. Im Westernblot konnten zwei spezifische Banden mithilfe des AQP2-
Antikorpers nachgewiesen werden. Die 29 kDa Bande zeigt die nicht-glykolysierte (*), die
35-40 kDa Bande die glykolysierte (#) Form. Beide Banden fehlen in der IgG-Kontroll-
Immunprazipitation, sind aber in den Uberstinden (Input) und im Medulla-Lysat,
vorhanden. ANXA2 wurde sowohl als Monomer (37 kDa) als auch als Multimer (55 kDa)
ko-immunprazipitiert. In der Kontroll-Immunprazipitation waren beide Banden nicht
nachweisbar. In Spur 1-3 sind Banden bei zirka 30 kDa zu erkennen. Das entspricht
ungefahr der GroBe der leichten Ketten von IgGs. In diesem Experiment wurde flir das
Fischen und fir den Nachweis von AQP2 derselbe Antikérper verwendet. Daher flihrt der
Nachweis von AQP2 im Westernblot zur Detektion der AQP2-Antikoérper, die ihr
spezifisches Protein auf der Membran gebunden haben, als auch der Antikérper, die sich
in der Probe befanden, die gelelektrophoretisch aufgetrennt wurde. Das Experiment
wurde mindestens dreimal durchgefihrt.

Auch in der Immunprazipitation von ANXA2 wurde AQP2 ko-immunprazipitiert
(Abb. 36 Spur 1 oben und unten). Beide Proteine waren in der Kontroll-
Immunprazipitation nicht detektierbar (Abb. 36 Spur 2). Spur 3 und 4 zeigen die
Uberstande beider Immunprézipitationen. Die Laufhéhe von AQP2 und ANXA2 ist

in Spur 5, anhand des Nierenhomogenats aus der Medulla, abzulesen.
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Abb. 36. Ko-Immunprazipitation von ANXA2 und AQP2

ANXA2 und AQP2 bilden einen Komplex, der mithilfe eines ANXA2-Antikérpers prazipitiert
werden kann. ANXA2 wurde aus dem medullaren Nierenlysat aus Sprague-Dawley Ratten
prazipitiert. Im Westernblot wurden zwei spezifische Banden mithilfe des ANXA2-
Antikdrpers nachgewiesen. Die 37 kDa Bande zeigt das ANXA2-Monomer, die 55 kDa
Bande ein ANXA2-Multimer. Beide Banden fehlen in der IgG-Kontroll-Immunprazipitation,
sind aber in den Uberstdnden (Input) und im Medulla-Lysat vorhanden. AQP2 wurde
durch den ANXA2-Antikérper ko-immunprazipitiert, konnte in der Kontroll-
Immunprazipitation aber nicht nachgewiesen werden. Das Experiment wurde mindestens
dreimal durchgefiihrt.

ANXA2 und AQP2 lassen sich ko-immunprazipitieren (Abb.35,36). Ob sie direkt
aneinander binden ist damit nicht geklart. Um dieser Frage nachzugehen wurden
Peptid SPOT Arrays durchgefihrt (Abb. 37). Als Bibliothek dienten Peptide aus
dem Intrazellulérbereich von Ratten- und Maus-AQP2, gekoppelt an eine
Nitrozellulosemembran. Diese wurden mit synthetisch hergestelltemm ANXA2
Protein inkubiert. Selbst nach langen Entwicklungszeiten von 30 Minuten war
keine Bindung von ANXA2 an eines der 10 Peptide detektierbar.

ANXA2 und AQP2 kommen demzufolge in einem gemeinsamen Komplex vor. Eine

direkte Bindung zwischen den beiden Proteinen besteht aber nicht.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ratte
- ANXAZ2

Maus

Ratte
+ ANXAZ2

Maus

Abb. 37. Peptid SPOT Array mit AQP2 Bibliothek und ANXA2 Protein

Zehn Peptide aus dem Intrazellularbereich von Ratten- oder Maus-AQP2, gekoppelt an
eine Nitrozellulosemembran, wurden mit einer 0,2 pM Lésung von rekombinant
hergestelltem ANXA2 Protein inkubiert. Nach 30-mindtiger Entwicklung konnte keine
Bindung detektiert werden. Das Experiment wurde mindestens dreimal durchgefihrt.
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4.4.2 Interaktion zwischen phospho-ANXA2 und AQP2

Die Exozytose- und Bindeeigenschaften von ANXA2 werden unter anderem uber
Phosphorylierungen reguliert. Die V2-Rezeptor-Signalkaskade erhdht die cAMP
Spiegel und mobilisiert Kalzium. Der cAMP-Signalweg flhrt zur Phosphorylierung
von ANXA2 am Y24. Die Kalziummobilisierung verursacht die Phosphorylierung
von S12 und S26. Ob der Phosphostatus von ANXA2 auch eine Rolle bei der
Interaktion mit AQP2 spielt, wurde mittels Immunprazipitation und Peptid SPOT
Array analysiert. Abbildung 38 zeigt die Immunprazipitation von AQP2 (Spur 1
oben). Auf demselben Blot lieB sich auch das Multimer (55 kDa) und das
Monomer (37 kDa) von phospho-ANXA2_Y24 (Spur 1 unten) nachweisen. In der
Kontroll-Immunprazipitation, bei der unspezifische IgG-Antikdérper verwendet
wurden, waren weder AQP2 noch phospho-ANXA2 nachweisbar (Abb. 38 Spur 2
oben und unten). Phospho-ANXA2 kommt also in demselben Komplex wie AQP2

vor.

kDa

AQP2 - » -37  1:AQP2-TP
2:Kontroll-IP
AQP2 - T - -28

3:Input AQP2-IP

4:Input Kontroll-IP
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Multimer
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Abb. 38. Ko-Immunprazipitation von AQP2 und phospho-ANXA2
Phospho-ANXA2_Y24 und AQP2 bilden einen Komplex, der mithilfe des AQP2-Antikdrpers
prazipitiert werden kann. AQP2 wurde aus dem medulldaren Nierenlysat aus Sprague-
Dawley Ratten prazipitiert. Im Westernblot wurden zwei spezifische Banden mithilfe des
AQP2-Antikdrpers nachgewiesen. Die 29 kDa Bande zeigt die nicht-glykolysierte (*), die
35-40 kDa Bande die glykolysierte (#) Form. Beide Banden fehlen in der IgG-Kontroll-
Immunprézipitation, sind aber in den Uberstidnden (Input) und im Medulla-Lysat
vorhanden.

Durch den AQP2-Antikdérper wurde Phospho-ANXA2_Y24 sowohl als Monomer(37 kDa)
als auch als Multimer (55 kDa) ko-immunpréazipitiert. In der Kontroll-Immunprazipitation
war es nicht nachweisbar. Das Experiment wurde mindestens dreimal durchgefiihrt.
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Die Analyse einer direkten Bindung erfolgte mittels Peptid SPOT Arrays. Hierzu
wurden die AQP2 Bibliotheken mit ANXA2_Y24D, welches eine Phosphorylierung
am Tyrosin 24 imitiert, und ANXA2_S26D, welches eine Phosphorylierung am
Serin 26 imitiert, inkubiert (Abb. 39). Nach 30-mindtiger Entwicklung konnte
keine Bindung nachgewiesen werden.

Phospho-ANXA2_Y24 und AQP2 kommen demzufolge in einem gemeinsamen
Komplex vor. Eine direkte Bindung zwischen den beiden Proteinen existiert

jedoch nicht.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Y 24 D Maus
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Abb. 39. Peptid SPOT Array mit AQP2 Bibliothek und ANXA2_Y24D sowie
ANXA2_S26D Protein

Zehn Peptide aus dem Intrazellularbereich von Ratten- oder Maus-AQP2, gekoppelt an
eine Nitrozellulosemembran, wurden mit rekombinant hergestelltem ANXA2_Y24D oder
ANXA2_S26D Protein inkubiert. Nach 30-minttiger Entwicklung konnte keine Bindung
detektiert werden. Das Experiment wurde mindestens dreimal durchgefiihrt.

4.4.3 P11 Translokation im Sammelrohr von dDAVP-behandelten
Brattleboro Ratten

Obwohl ANXA2 und phospho-ANXA2_Y24 zusammen mit AQP2 in einem
gemeinsamen Komplex gezeigt wurden, konnte keine direkte Bindung zwischen
diesen Molekilen nachgewiesen werden. Es stellte sich daher die Frage, ob ein
Adapterprotein die Bindung vermittelt. Vor allem aus GefaBstudien ist bekannt,
dass sich ANXA2 und P11 zu einem Tetramer vereinen [96, 117, 171, 172].
Beide Proteine sind an der Translokation der Kanale Nav 1.8, TRPV5, TRPV6,
ASICla, und 5-HT1b beteiligt [6-10]. Zusatzlich beschreiben Tamma et al. [12]
die Interaktionsmdglichkeit von ANXA2 mit P11 als essentiell flir die Fusion von
AQP2-tragenden Vesikeln mit der Plasmamembran, sodass hier untersucht wurde
ob P11, ANXA2 und AQP2 auch in vivo kolokalisieren. Dazu wurden
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immunhistologische Analysen mittels Doppelmarkierungen auf Paraffinschnitten
von Nieren aus Brattleboro Ratten durchgefihrt. Sowohl ANXA2 als auch P11
wurden im Sammelrohr detektiert (Abb. 40). In unbehandelten Tieren waren
beide Proteine Uber den gesamten zytosolischen Bereich der Hauptzellen verteilt
(Abb. 40a-c). Nach Behandlung mit dDAVP fand eine Translokation von P11 aus
dem zytosolischen Bereich in die Plasmamembran statt (Abb. 40b,e). Parallel
dazu translozierte auch ANXA2 (Abb. 40a,d).

Die Ergebnisse zeigen die Ko-Translokation von P11 und ANXA2. Auch AQP2 wird
nach dDAVP-Stimulation aus dem Zytosol in die apikale Plasmamembran
umverteilt (Abb. 31) Alle drei Proteine sind demnach sowohl vor, als auch nach

der Stimulation kolokalisiert. P11 kdnnte also am Transport von AQP2 beteiligt

sein.
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Abb. 40. Ko-Translokation von P11 und ANXA2 im Sammelrohr von dDAVP-
behandelten Brattleboro Ratten

Exemplarische Darstellung der Doppelmarkierungen von ANXA2 (rot) und P11 (griin) auf
Paraffinschnitten von, Kontroll- und dDAVP-behandelten, Brattlebororatten. Nach
Stimulation mit dDAVP ist eine Ko-Translokation beider Proteine aus dem Zytosol zur
apikalen Plasmamembran zu beobachten. Insgesamt wurden 15 Kontroll- und 15 dDAVP-
behandelte Tiere untersucht.

4.4.4 Interaktion zwischen P11, ANXA2 und AQP2

P11, ANXA2 und AQP2 ko-translozieren nach einer Stimulation mit dem AVP-
Analogon dDAVP aus dem Zytosol an die apikale Plasmamembran der
Hauptzellen des Sammelrohrs. Ob und wie die drei Proteine miteinander

interagieren, soll hier untersucht werden. Die vorliegende Arbeit hat gezeigt,
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dass ANXA2 keine direkte Bindung mit AQP2 eingeht. Es ist jedoch bekannt, dass
ANXA2 und P11 einen Komplex, bestehend aus zwei ANXA2 und zwei P11
Molekilen, ausbilden [58, 73-77]. Denkbar ware also, dass P11 als
Adapterprotein fungiert. Um dieser Rolle gerecht zu werden, musste es entweder
direkt an AQP2 binden und somit eine Briickenfunktion Ubernehmen, oder
Konformationsanderungen wahrend der ANXA2-P11-Tetramerbildung kénnten zu
einer direkten Bindung an AQP2 flhren. Beide Mdglichkeiten wurden im
Folgenden mittels Peptid SPOT Array untersucht.

Flr die Analyse einer Bindung zwischen P11 und AQP2 wurde die AQP2-Bibliothek
mit synthetisch hergestelltem P11 inkubiert. Nach dreimindtiger Entwicklung
konnte eine direkte Bindung zwischen P11 und dem AQP2-Peptid 6 aus Ratte und
Maus nachgewiesen werden (Abb. 41). Diese Bindung war in der Negativkontrolle
nicht detektierbar

123 4 5 6 78 9 10

Ratte

-pl1
P Maus
Ratt
+ pl1 A4 ane
» ' Maus

Abb. 41. Peptid SPOT Array mit AQP2 Bibliothek und P11 Protein

Zehn Peptide aus dem Intrazellularbereich von Ratten- oder Maus-AQP2, gekoppelt an
eine Nitrozellulosemembran, wurden mit einer 0,2 puM Lbésung von rekombinant
hergestelltem P11 Protein inkubiert. Nach dreiminttiger Entwicklung wurde eine direkte
Bindung von P11 an Peptid 6 detektiert. In der Negativkontrolle, die mit Blockmedium
ohne P11 inkubiert wurde, war keine Bindung nachweisbar. Das Experiment wurde
zweimal durchgefihrt.

Fir die Analyse einer Bindung zwischen dem ANXA2-Pl11-Tetramer und AQP2
wurde die AQP2-Bibliothek mit einer Kombination aus synthetisch hergestelltem
P11 und ANXAZ2 inkubiert. Da die Literatur keinen Aufschluss darlber gibt, ob
eine bestimmte Phosphorylierung von ANXA2 fir die Ausbildung des Tetramers
noétig ist, wurde auch die Kombination ANXA2_Y24D-P11 und ANXA2_S26D-P11
auf ihre Bindefahigkeit fir AQP2 getestet (Abb. 42). Nach dreimindtiger
Entwicklungszeit zeigte die Kombinationen aus ANXA2 und P11, bzw. aus
ANXA2_Y24D und P11 eine direkte Bindung an Peptid 6 und Peptid 1. Die
Kombination aus ANXA2_S26D und P11 zeigte nur die Bindung an Peptid 6. In

der Negativkontrolle waren keine Bindungen nachweisbar. Peptid 1 umfasst die
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ersten 25 Aminosauren aus dem N-Terminus von AQP2. Peptid 6 beinhaltet die
Aminosauren 230-254 aus dem C-Terminus von AQP2 (Tab. 5).

Die Protein-Protein Interaktionsstudie zeigt also eine direkte Bindung zwischen
P11 und dem C-Terminus von AQP2. AQP2 bendétigt flir diese Bindung den
Bereich zwischen den Aminosauren 230 und 254. Die Kombination aus P11 und
ANXA2 bzw. P11 und ANXA2_Y24D bindet zusatzlich an den N-Terminus von
AQP2 im Bereich der ersten 25 Aminosauren. Ob P11, ANXA2 oder beide
zusammen diese Bindung ausliben, bleibt ungeklart. Da die Kombination aus
ANXA2 und P11 bzw. ANXA2_Y24D und P11 eine zusatzliche Bindung mit Peptid
1 eingeht, welche beide Proteine einzeln nicht zeigen, ist davon auszugehen,
dass ein ANXA2-P11-Tetramer und ein ANXA2_Y24-Pl1-Tetramer ausgebildet
wurde. Das heiBt die Phosphorylierung am Y24 hat keinen Einfluss auf die
Tetramerausbildung und spielt flir die Bindung an AQP2 keine Rolle. Im
Gegensatz dazu bindet die Kombination aus P11 und ANXA2_S26D nicht
zusatzlich an Peptid 1. Diese Phosphorylierung hemmt also entweder die

Ausbildung des Tetramers oder die Bindung an AQP2.
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Abb. 42. Peptid SPOT Array mit AQP2 Bibliothek und ANXA2-P11-Tetramer

Die AQP2-Bibliotheken wurden mit einer 0,2 uM Ldsung aus jeweils P11 und den
verschiedenen ANXA2 Varianten inkubiert. Nach dreiminitiger Entwicklung zeigten
sowohl die Kombination aus ANXA2 und P11 als auch ANXA2_Y24D und P11 eine direkte
Bindung mit Peptid 1 und 6. Die Kombination aus ANXA2_S26D und P11 zeigte eine
direkte Bindung mit Peptid 6 und die Negativkontrolle zeigte keine Bindung. Die
Inkubation mit ANXA2_S26D+P11 wurde zweimal, alle Ubrigen Experimente wurden
mindestens dreimal durchgefiihrt.
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4.5 VERIFIKATION UND BEWERTUNG DER PROTEIN-PROTEIN
INTERAKTION

Um die Bindungsstudien der direkten Protein-Protein Interaktion zu verifizieren
wurden Ko-Immunprazipitationen mit inhibitorischen Peptiden durchgeftihrt. Die
vorliegende Arbeit hat bereits mittels Peptid SPOT Array eine direkte Bindung,
zwischen P11 und AQP2-Peptid 6 bzw. zwischen dem ANXA2-P11-Tetramer und
AQP2-Peptid 1 und 6, gezeigt. Um herauszufinden ob diese Abschnitte von AQP2
tatsdchlich fir die Interaktion mit ANXA2 verantwortlich sind, wurden die Peptide
1, 6 und zum Vergleich Peptid 9 (Tab. 3) in Iéslicher Form synthetisiert und
jeweils als inhibitorische Peptide zu verschiedenen Ansdatzen von ANXA2-
Immunprazipitation gegeben. Abbildung 43 (Spur 1 oben) zeigt die
Immunprazipitation von ANXA2 durch einen phospho-ANXA2-Antikdrper. In
demselben Ansatz wird sowohl die glykolysierte, als auch die nicht glykolysierte
Form von AQP2 ko-immunprazipitiert (Abb. 43 Spur 1 unten). Durch Zugabe der
inhibitorischen Peptide andert sich die Menge des immunprazipitierten phospho-
ANXA2 nicht (Abb. 43 Spur 1-5 oben). Die Menge an ko-immunprazipitiertem
AQP2 verringert sich aber drastisch nach Zugabe von Peptid 1 (Abb. 43 Spur 2
und 5 unten). Peptid 6 hat keinen Einfluss auf die Ko-Immunprazipitation von
AQP2 (Abb. 43 Spur 3). Betrachtet man die Ergebnisse in Zusammenhang mit
den durchgeflihrten Peptid SPOT Arrays, so unterstitzen sie die Bindung
zwischen dem ANXA2-P11-Tetramer und dem N-Terminus (Peptid 1) von AQP2.
Die Bindung zwischen P11 und C-Terminus von AQP2 (Peptid 6) wurde mit dieser
Methode nicht bestatigt.

1 2 3 4 5
kDa
p-ANXA2 - 1:ANXA2-IP
Multimer -50  2:ANXA2-IP+Peptidil
3:ANXA2-IP+Peptid6
AQP2 -| 4:ANXA2-IP+Peptid9
=37  5:ANXA2-IP+Peptidi,6,9
AQP2 -

=25

Abb. 43. Hemmung der Ko-Immunprazipitation von ANXA2 und AQP2 mit
inhibitorischem AQP2-Peptid 1

Das Nierenlysat aus der Medulla-Praparation einer Sprague Dawley Ratte wurde in finf
Ansatze aufgeteilt. Die Nierenlysate aus Ansatzen 2-5 wurden vor der
Immunprazipitation mit 300 nmol der Peptide 1,6 und 9 einzeln oder gemeinsam
inkubiert. Der Nachweis von phospho-ANXA2 im Westernblot zeigt die gelungene ANXA2
Immunprazipitation. Die Ansatze 1, 3 und 4 zeigen eine vergleichbare Menge an AQP2.
Die Ansatze mit Peptid 1 zeigen im Vergleich dazu eine drastisch verringerte Menge an
AQP2. Das Experiment wurde dreimal mit 300 nmol und einmal mit 30 nmol Peptiden
durchgefiihrt. 30 nmol Peptid zeigte keinen Einfluss.
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Um die unterschiedlichen Ergebnisse aus Peptid SPOT Array und Ko-
Immunprazipitation mit inhibitorischen Peptiden zu bewerten, missen die
Eigenschaften beider Methoden dargelegt werden. Die Ko-Immunprazipitation
arbeitet mit den natlrlichen Interaktionspartnern. Sie kann aber keine direkten
Bindungen zeigen. Sie liefert lediglich den Nachweis, dass Proteine in einem
gemeinsamen Komplex vorkommen. Peptid SPOT Arrays sind genauer. Sie
kénnen die Bindung zwischen zwei Proteinen bis auf eine Aminosdure exakt
bestimmen. An dieser Interaktion sind aber nicht zwei korrekt gefaltete Proteine
beteiligt. Die Peptide auf der Nitrozellulosemembran sind hochstens 25
Aminosauren lang und liefern lediglich die  Primarstruktur eines
Proteinabschnittes. Daher koénnen artifizielle Bindungen entstehen. AuBerdem
kdnnen Bindungen, die eine korrekte raumliche Anordnung bendtigen, verborgen
bleiben. Mittels Peptid SPOT Array zeigt diese Arbeit eine direkte Bindung des
ANXA2-P11-Tetramers an den N-Terminus (Peptid 1) von AQP2. Der Einsatz von
Peptid 1 als inhibitorisches Peptid in der Ko-Immunprazipitation bestatigt diese
Bindung. Durch den Einsatz der beiden unterschiedlichen Methoden wurde die
Bindung zwischen natlrlich gefalteten Proteinen nachgewiesen und zusatzlich
die hierfir verantwortliche Primarsequenz von AQP2 ermittelt.

Weiterhin zeigt diese Arbeit im Peptid SPOT Array eine direkte Bindung zwischen
P11 und dem C-Terminus (Peptid 6) von AQP2. In der Ko-Immunprazipitation mit
inhibitorischem Peptid 6 wurde diese Bindung jedoch nicht bestatigt. Das kann
eine falsch-positive Bindung oder eine fehlende Eignung von Peptid 6 zur
Kompetition bedeuten. Da Peptid 6 die natlrliche, dreidimensionale Struktur von
AQP2 vermutlich nicht imitieren kann, beruht die im Peptid SPOT Array
detektierte Bindung zwischen P11 und Peptid 6 auf der Primarsequenz von Peptid
6. Wenn der Bereich von Peptid 6 im natirlich gefalteten Protein nicht fir P11
zuganglich ist, wirde es sich hier um eine artifizielle Bindung handeln, die in der
Ko-Immunprazipitation mit inhibitorischem Peptid nicht bestatigt werden kann.
Andererseits koénnte die fehlende Verifikation der Bindung zwischen P11 und
AQP2 auch daran liegen, dass die gegebenenfalls bestehende, natlrliche Bindung
so stark ist, dass Peptid 6 in der Ko-Immunprazipitation keine kompetitive
Wirkung aufbauen kann. Demzufolge wiirde sich die Bindung durch das Peptid 6
nicht Ié6sen und ware somit mit der gewahlten Methode nicht nachweisbar. In
diesem Fall kénnte die im Peptid SPOT Array detektierte Bindung zwischen P11
und dem C-Terminus von AQP2 (Peptid 6) der Wirklichkeit entsprechen.
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5. DISKUSSION

Die Niere gewahrleistet die Homdostase im Wasser-Salz-Haushalt. Die Menge
und Osmolalitat des ausgeschiedenen Urins wird durch AVP reguliert. Stérungen
des AVP-Systems kénnen sowohl Hypo- als auch Hypernatriamie verursachen.
Ein bewahrtes Tiermodell zur Untersuchung der V2-Rezeptor-Signalkaskade sind
die Brattleboro Ratten. Aufgrund einer Mutation sind sie nicht in der Lage, AVP zu
sezernieren. In ihrem Sammelrohr wird der Wasserkanal, AQP2, vermindert
exprimiert und die Translokation von vorhandenen, AQP2-tragenden Vesikeln aus
zytosolischen Speicherkompartimenten findet nicht statt. Beides fihrt zu einer
Unterreprasentation des Wasserkanals an seinem Wirkungsort, der apikalen
Plasmamembran. Sowohl die Expression als auch der Transport von AQP2
werden durch die Aktivierung der V2-Rezeptor-Signalkaskade gesteuert [157].
Um die Stérung der apikalen Expression von AQP2 genau lokalisieren zu kénnen
muss der Mechanismus der Expression und des Transports verstanden werden.

Diese Arbeit untersucht die Rolle von ANXA2 in diesem Zusammenhang.

ANXA2-Lokalisation in renalen Strukturen

ANXA2 wurde bereits in GefaBen [8, 143-145, 173-175], speziell auch in
NierengefaBen [176] und verschiedenen weiteren Strukturen der Niere
beschrieben. Eine umfassende, spezieslibergreifende Lokalisationsstudie
existierte aber bisher nicht. In dieser Arbeit wurden alle GefaBabschnitte der
Niere in Mensch und Ratte auf die Abundanz von ANXA2 untersucht. Wie
erwartet waren fast alle renalen GefaBe ANXA2-positiv. Die einzige Ausnahme
bildeten die groBen Nierenvenen, die Venae arcuatae und Venae interlobares. Sie
exprimieren kein ANXA2. Auch die einzelnen Nephronabschnitte wurden
systematisch auf ANXA2 untersucht. In Ratte, Maus und Mensch waren die
auBere Membran der Bowmankapsel und die Mesangialzellen innerhalb der
Glomeruli ANXA2-positiv. Das stimmt mit Ergebnissen aus kultivierten
Mesangialzellen [177] und humanem Nierengewebe Uberein [176, 178]. Wir
fanden die dinne und dicke Henle Schleife positiv flir ANXA2. Daten aus der
Zellkultur und humanem Nierengewebe unterstitzen diese Ergebnisse [176,
179]. Mittels Realtime PCR fanden wir eine ANXA2-Expression im distalen

Konvolut, die mittels Immunhistologie allerdings nicht nachweisbar war. Van de
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Graaf et al. haben aber bereits an MDCK-Zellen gezeigt, dass ANXA2 am
Transport von TRPV5 beteiligt ist. Dieser Kanal wird innerhalb des Nephrons
ausschlieBlich im distalen Konvolut und Verbindungstubulus exprimiert [180].
Auch Domoto et al. haben ANXA2 im distalen Konvolut nachgewiesen [176]. Dies
lasst vermuten, dass ANXA2 zwar im distalen Konvolut exprimiert wird, die
Konzentration aber so gering ist, dass sie mittels Immunfluoreszenz nicht
detektierbar ist. Im Vergleich zu anderen Strukturen der Niere ist ANXA2 hier
also nur wenig exprimiert. Auch die Hauptzellen des Sammelrohrs zeigten in
Mensch, Ratte und Maus die Expression von ANXA2. Das stimmt mit
massenspektrometrischen Daten aus Rattengewebe und PCR-Analysen aus
humanen Nieren Uberein [11, 176, 181, 182]. Im Vergleich zu den anderen
renalen Strukturen war die Proteinabundanz von ANXA2 im Sammelrohr am

starksten.

Beziehung zwischen AQP2- und ANXA2-Expression

Die Stimulation der V2-Rezeptoren im Sammelrohr von Brattleboro Ratten durch
das AVP-Analogon dDAVP bewirkt eine dreifache Erhéhung der AQP2-Abundanz
[158]. Parallel dazu zeigt die vorliegende Arbeit einen Anstieg der ANXA2-mRNA
um 50% und bestdatigt damit van Balkom et al. [182]. ANXA2 bindet
kalziumabhangig an die spezifische dreidimensionale Struktur der 3 -UTR der
eigenen [183] und weiterer mRNAs [184-188] und mediiert deren Transport in
das perinukleare Zytoplasma und ihre Verankerung am Zytoskelett. Daten von
Mitarbeitern aus unserem Labor zeigen auch die Bindung von ANXA2 an die
MRNA des NKCC2 in der dicken aufsteigenden Henle Schleife. Hinweisen, dass
ANXA2 die AQP2-mRNA bindet, wird derzeit im Labor nachgegangen. Durch eine
solche Bindung kénnte ANXA2 an der Expressionssteigerung von AQP2 durch
dDAVP-Stimulation beteiligt sein. Durch die Aktivierung der V2-Rezeptor-
Signalkaskade steigen die cAMP-Spiegel in den Hauptzellen des Sammelrohrs.
Uber das cAMP-response-element (CRE) im AQP2-Gen werden vermehrt
Transkripte gebildet [189-191]. Die ebenfalls durch dDAVP erhdéhte Menge an
ANXA2-Protein kdénnte die AQP2-mRNA binden und in das Zytosol zu den

Ribosomen transportieren.
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ANXA2 und P11 sind in vivo am Translokationsprozess von AQP2
beteiligt

Zeitgleich zur Expression vermittelt die AVP-Signhalkaskade den Transport von
AQP2-Proteinen zur apikalen Plasmamembran. Die stimulierten V2-Rezeptoren
aktivieren dabei das Protein G, das die Adenylatzyklase 6 zur Erhdhung der
cAMP-Spiegel anregt und die Aktivierung der PKA verursacht. Neben der
Phosphorylierung von AQP2 Ubernimmt die PKA multiple Aufgaben [32-34],
infolge derer AQP2 aus zytosolischen Speicherkompartimenten zur apikalen
Plasmamembran transportiert wird. Der Abbruch des AVP-Stimulus fihrt zur
sofortigen,  Clathrin-vermittelten Endozytose von AQP2  zurick zu
Recyclingendosomen. Daran sind Zytoskelettelemente und mit diesen assoziierte
Proteine  beteiligt. Den Transport vom Syntheseort bis zu den
Speicherkompartimenten im submembrandsen Bereich tUbernehmen Mikrotubuli
[36-38]. Da bisher kein Signalpeptid detektiert wurde, welches AQP2 in die
apikale Plasmamembran dirigiert, kdédnnten Transportproteine diesen Prozess
steuern. Der Multiproteinkomplex um AQP2 beinhaltet, neben Aktin, Myosin und
weiteren mit dem Zytoskelett assoziierten Proteinen, auch ANXA2 [11]. Wie alle
Annexine bindet es kalziumabhangig an Phospholipide [192]. Es wurde bereits
als Vesikeltransporter in verschiedenen Endo- und Exozytoseprozessen
beschrieben [1-5] und das Heterotetramer, bestehend aus zwei P11- und zwei
ANXA2-Molekllen, ist flir den Transport einer kleinen Auswahl von
Kanalproteinen essentiell [6-10]. Tamma et al. stimulierten kultivierte
Sammelrohrzellen mit dem cAMP-steigernden Agens, Forskolin [12]. Daraufhin
translozierten AQP2 und ANXA2 zur Plasmamembran. Daruber hinaus zeigten
ihre in vitro Daten, dass ohne eine intakte P11-Bindestelle auf ANXA2 AQP2-
tragende Vesikel nicht mit Membranen fusionieren. Die vorliegende Arbeit zeigt
die Ko-Translokation von ANXA2, P11 und AQP2 nach Stimulation mit dem AVP-
Analogon, dDAVP. Dies sind die ersten tierexperimentellen Daten, die eine Rolle

des ANXA2-P11-Tetramers im Transport von AQP2 demonstrieren.

Das ANXA2-P11-Tetramer und P11 binden direkt an AQP2

Die V2-Rezeptoraktivierung in Sammelrohrzellen verursacht eine intrazellulare
Kalziumoszillation [97, 98]. Die ist fur die apikale Translokation von AQP2
essentiell [47, 48] und erhdht die Bindungsaffinitdt von ANXA2 zu Membranen
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[99, 100]. Uber seinen N-Terminus ist ANXA2 als Monomer in der Lage, zwei
Membranen in raumliche Ndhe zueinander zu bringen [87]. Auch in Form des
Tetramers koénnen die beiden ANXA2-Untereinheiten verschiedene Membranen
binden und diese aggregieren [74]. Durch diese Fahigkeit und die zusatzliche
Affinitat zu F-Aktin ist ANXA2 an dynamischen Prozessen wie Vesikelfusion- und
Trennung beteiligt. Binden die beiden ANXA2-Untereinheiten des Tetramers an
die gleiche Membran, kann das Pl1-Dimer einen zusatzlichen Bindepartner
einbringen [81]. Das wurde fir den Transport von funf verschiedenen Kanalen
beschrieben [6-10]. Im Komplex um AQP2 wurde ANXA2 bereits zuvor
nachgewiesen [11, 12]. Spater zeigten Zwang et al., dass der C-Terminus von
AQP2 ausreicht um diesen Komplex auszubilden [193]. Die vorliegende Arbeit
bestatigt den Nachweis eines AQP2-ANXA2-Komplexes durch AQP2-Antikdrper
basierte Immunprazipitation und kann ihn auch in einer ANXA2-Antikdrper
basierten Immunprazipitation nachweisen. Eine direkte Bindung von ANXA2 an
AQP2 konnte ich jedoch mittels Peptid SPOT Arrays nicht feststellen. Analog zu
den oben zitieren Beispielen fanden wir allerdings eine direkte Interaktion
zwischen P11 und AQP2 (Abb. 44a). Der hierflir verantwortliche Bereich liegt im
C-Terminus von AQP2 innerhalb der Aminosduresequenz 230-254. Dies bestatigt
die Aussage von Zwang et al. [193], die den C-Terminus von AQP2 fir die
Interaktion mit ANXA2 verantwortlich machen. ANXA2 geht jedoch keine direkte
Verbindung mit AQP2 ein, sondern wird Uber das Adapterprotein P11 an den C-
Terminus von AQP2 gebunden. Uberraschenderweise konnte diese Arbeit
zusatzlich eine zweite Bindungsstelle am N-Terminus von AQP2 aufdecken, die
nur bei gleichzeitigem Einsatz von P11 und ANXA2 von diesen gebunden wird
(Aminosauren 1-16; Abb. 44b). Einzeln waren die Proteine nicht in der Lage
diese Bindung einzugehen. Vermutlich missen sie dazu als Tetramer vorliegen.
Ob ANXA2, P11 oder beide gemeinsam die Bindung an den N-Terminus von AQP2
vermitteln, bleibt hier offen. Entweder fihrt die Tetramerausbildung zu einer
Konformationsanderung, die eines der beiden Proteine dazu bemachtigt, AQP2 zu
binden, oder Teile beider Proteine vermitteln die Interaktion. Auf jeden Fall
bindet ANXA2 nicht im Zuge von Endo- und Exozytoseprozessen unspezifisch an
AQP2-tragende Vesikel. Es bindet vielmehr spezifisch Gber P11 den C-Terminus
und, als Tetramer, den N-Terminus von AQP2. Das lasst eine direkte

Verantwortlichkeit von ANXA2 flir die Translokation von AQP2 vermuten.
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Abb. 44, Schematische Darstellung der direkten Interaktion zwischen AQP2 und
P11 bzw. AQP2 und ANXA2-P11-Tetramer
Peptid SPOT Arrays und Ko-Immunprdazipitationen mit inhibitorischen Peptiden zeigen
eine direkte Interaktion zwischen dem C-Terminus von AQP2 und P11 (a) bzw. zwischen
dem N-Terminus von AQP2 und dem ANXA2-P11-Tetramer (b). Die grafische Darstellung
von P11 und ANXA2 ist aus [88] ibernommen.

Der Phosphostatus von ANXA2 spielt eine Rolle bei der Interaktion
mit AQP2

Die Bindungseigenschaften von ANXA2 koénnen durch sich gegenseitig
ausschlieBende Phosphorylierungen reguliert werden. ANXA2 besitzt drei
Phosphorylierungsstellen, zwei Serinreste und einen Tyrosinrest [102, 108]. Bei
der Frage, welcher Phosphorylierung welche Aufgabe zukommt, liefert die
Fachliteratur jedoch kontroverse Ergebnisse. Auf einem Molekil sind entweder
die Serinreste oder der Tyrosinrest phosphoryliert [194]. Eine Studie an
Endothelien macht die Phosphorylierung am Tyrosin flr den erfolgreichen Ablauf
von Exozytoseprozessen verantwortlich [117]. Andere Studien behaupten, dass
genau die gegensatzlichen Phosphorylierungen an den Serinen verschiedene
Exozytoseprozesse beglnstigen [112-116]. Generell bestimmt die Stelle der
Phosphorylierung, ob ANXA2 zusammen mit P11 ein Tetramer ausbilden kann,
oder ob das Tetramer durch sterische Hinderung zerfallt. Sammelrohrzellen, die
mit dDAVP stimuliert werden, zeigen ansteigende Kalziumkonzentrationen sowie
eine aktivierte PKA und eine aktivierte c-Src. Die PKA initiiert die
Dephosphorylierung des S12 von ANXA2 [105-107], wahrend die c-Src das Y24
phosphoryliert [108-110]. S26 wird gleichzeitig auf noch ungeklartem Wege
dephosphoryliert. Umgekehrt wird im Zuge einer negativen RUlckkopplung
Prostaglandin E2 (PGE2) freigesetzt. Das deaktiviert die PKA und aktiviert die
PKC [195]. Die PKC phosphoryliert die Serinreste 12 und 26 von ANXA2. Die
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Phosphorylierung am S12 bewirkt eine sterische Hinderung und den Zerfall des
Tetramers [104]. Die vorliegende Arbeit zeigt phospho-ANXA2_Y24 in einem
gemeinsamen Komplex mit AQP2. Eine direkte Bindung wurde aber nicht
nachgewiesen. Erst die Kombination aus den Konstrukten ANXA2_Y24D und P11
interagierte mit dem N-Terminus von AQP2. In Bezug auf diese Bindung ist also
kein Unterschied zwischen ANXA2 und dem phosphomimetischen Konstrukt
ANXA2_Y24D festzustellen. Daher ist zu vermuten, dass die Tetramerausbildung
keiner Phosphorylierung von ANXA2 bedarf, und dass die Phosphorylierung des
Y24 flr die Bindung des Tetramers an AQP2 nicht stérend, aber auch nicht
notwendig ist. Das Konstrukt ANXA2_S26D verhielt sich jedoch abweichend.
Zwar bildete es, wie die anderen ANXA2 Konstrukte, ebenfalls keine direkte
Bindung zu AQP2 aus, war aber auch in Kombination mit P11 nicht in der Lage,
an den N-Terminus von AQP2 zu binden. Das lasst zwei Schllisse zu. Zum einen
kénnte die Phosphorylierung am S26 die Ausbildung des ANXA2-P11-Tetramers
verhindern. Diese Mdglichkeit wird aber von Johnsson et al. ausgeschlossen
[103]. Daher stort die Phosphorylierung von ANXA2 am S26 wahrscheinlich die
Bindung des ANXA2-P11-Tetramers an den N-Terminus von AQP2.

a)
N C
AQP2 + AQP2 +
phospho-ANXA2_Y24-P11-Tetramer phospho-ANXA2_S26-P11-Tetramer

Abb. 45. Schematische Darstellung der Interaktion zwischen AQP2 und
phospho-ANXA2-P11-Tetramer

Peptid SPOT Arrays zeigen eine direkte Interaktion zwischen dem N-Terminus von AQP2
und dem Y24-phosphorylierten (griiner Punkt) ANXA2-Pl1l-Tetramer (a). Die
Phosphorylierung des ANXA2-Pl11-Tetramers am S26 (roter Punkt) verhindert die
Interaktion mit dem N-Terminus von AQP2 (b). Die grafische Darstellung des ANXA2-
P11-Tetramers ist aus [88] iibernommen.
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Spekulationen zur Rolle von ANXA2 bei der Translokation von AQP2

Im Folgenden wird beleuchtet, inwiefern die Erkenntnisse aus der vorliegenden
Arbeit die aktuelle Fachliteratur zur apikalen Translokation von AQP2 erweitern.
Abbildung 46 fasst zusammen, welche Aufgaben ANXAZ2 hierbei Ubernehmen
kénnte.

Bei Wassermangel oder Hypernatriamie wird verstarkt AVP ausgeschlttet,
welches an V2-Rezeptoren auf Sammelrohrzellen bindet. Die Adenylatcyclase 6
katalysiert die Bildung von cAMP. Das fihrt zur Aktivierung der PKA. Sie hat in
diesem Zusammenhang multiple Aufgaben. Langfristig ist sie flir die erhdhte
Expression des AQP2-Gens, welches ein CRE beinhaltet, verantwortlich [189-
191]. Parallel dazu steigt auch die Expression von ANXA2 an. Da ANXA2 an die
3'-UTR verschiedener mRNAs bindet, vermittelt es mdglicherweise auch den
Transport der AQP2-mRNA in das perinukledare Zytoplasma und verankert sie mit
dem Zytoskelett [184-188].

Im Ruhezustand befindet sich AQP2 hauptsachlich in Rabl1-positiven Vesikeln
des Speicherkompartiments [30, 31]. Das Netzwerk aus Aktinfilamenten arretiert
die AQP2-tragenden Vesikel. Da das ANXA2-P11-Tetramer an AQP2 bindet und
ANXA2 eine Aktinbindestelle im C-Terminus besitzt, konnte es die Interaktion
zwischen AQP2 tragenden Vesikeln und Aktin vermitteln [196]. Unter
physiologischen Kalziumkonzentrationen blindelt ANXA2 F-Aktin und fixiert
dadurch Vesikel am Ort [197-199].

Die durch cAMP aktivierte PKA phosporyliert AQP2 am S256 [32-34]. Das ist
essentiell flir seine apikale Translokation. AuBerdem férdert sie die Ausbildung
weiterer ANXA2-P11-Tetramere durch die Aktivierung der Phosphatase
Calcineurin [106]. Calcineurin entfernt den Phosphatrest am S12 von ANXA2, der
ansonsten die Komplexbildung von P11 und ANXA2 verhindert [105-107]. Die
Interaktion mit ANXA2 verdeckt das Polyubiquitinierungssignal auf P11 und
erhoht damit seine Halbwertzeit [96, 200]. Durch seine permanent aktive
Konformation ist P11 zwar jederzeit in der Lage, an den C-Terminus von AQP2 zu
binden. Ohne die Interaktion mit ANXA2 wird es jedoch schnell abgebaut. Das
bedeutet, dass die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Bindung von P11 an
den C-Terminus von AQP2 in vivo nicht langerfristig ohne die Ausbildung des
Tetramers vorkommen kann. Die Aktivierung der Signalkaskade férdert aber die
Tetramerbildung, wodurch sich die Anzahl der P11-Molekdlle erhéht, die an AQP2
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binden kdénnen. Um die in der vorliegenden Arbeit beschriebene zweite
Bindungsstelle auf dem N-Terminus von AQP2 zu besetzen, miissen eventuell
vorhandene Phosphatreste am S26 von den Tetrameren entfernt werden. Welche
Phosphatase das Ubernimmt, ist unbekannt.

Zeitgleich phosphoryliert die PKA den Aktinzytoskelettregulator, RhoA, und
deaktiviert ihn hiermit. Daraufhin depolymerisiert das submembrandse Netzwerk
aus Aktinfasern, die physiologische Barriere wird beseitigt, AQP2-tragende
Vesikel kdénnen passieren und werden durch die Bindung von ANXA2 an die
Plasmamembran in raumlich Nahe zu dieser gebracht [39-41]. Die
Verschmelzung der Vesikel mit der Membran wird dann wahrscheinlich von
Fusionsproteinen ibernommen [58].

Die Bindung des ANXA2-Pl11-Tetramers an Membranen férdert, méglicherweise
durch eine Konformationsanderung, die Phosphorylierung am Y24 [201]. Daher
sind viele ANXA2-Moleklle an der Plasmamembran Y24-phosphoryliert [56, 117,
202]. Neben weiteren Tyrosinkinasen kénnen c-Src und der Insulinrezeptor diese
Phosphorylierung vermitteln [203, 204]. Welche der Proteinkinasen in diesem
Zusammenhang die Phosphorylierung Ubernimmt, ist allerdings nicht bekannt.
Da c-Src aber durch Initiierung der V2-Rezeptor-Signalkaskade aktiviert wird,
ware sie ein potentieller Kandidat [205, 206]. Phospho-ANXA2_Y24 aktiviert
dann RhoA [203, 207], wahrscheinlich transportiert es den Zytoskelettregulator
sogar zur Plasmamembran [208], woraufhin sich das submembrantse Netzwerk
aus Aktinfasern wieder ausbildet. Gleichzeitig verhindert der Phosphatrest am
Y24 die Interaktion von ANXA2 mit dem Clathrinkomplex und damit die ANXA2-
und Clathrin- abhangige Endozytose von AQP2 [121].

Die Aktivierung der V2-Rezeptor-Signalkaskade beglinstigt also die Ausbildung
des ANXA2-Pl11-Tetramers und dessen, in dieser Arbeit beschriebenen
Interaktion, mit dem N- und C-Terminus von AQP2. Sie bewirkt die Lockerung
der physiologischen Barriere aus F-Aktin, die Verbindung von AQP2-tragenden

Vesikeln mit der Plasmamembran und verhindert die Endozytose von AQP2.

Bei Abklingen des AVP-Stimulus und Aktivierung der PKC wird apikales AQP2
sofort endozytiert [35]. Im Zuge der Urinkonzentrierung wird das Interstitium
der inneren Medulla osmotisch aufgeladen. Auf diese erhdhten Osmolaritaten
reagieren Interstitielle Zellen mit verstarkter Cox 2- (Cyklooxygenase-2)
Synthese [209-214]. Cox 2 katalysiert die Bildung von Prostaglandinen aus
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Arachidonsdure. Das verursacht erhdhte Spiegel von PGE2, welches die
basolateralen Rezeptoren, EP; und EP;, in Sammelrohrzellen aktiviert [215].
Infolge dessen wird die PKA deaktiviert und die PKC aktiviert [195]. Bei
fehlendem AVP-Stimulus liegt das Gewicht damit klar auf der Seite der PKC. PKC
phosphoryliert ANXA2 an den Serinresten 12 und 26. Gleichzeitig wird der
Phosphatrest am Y24 auf noch unbekanntem Wege entfernt. Wie die vorliegende
Arbeit zeigt, verhindert ein Phosphatrest am S26 von ANXA2, die Interaktion des
ANXA2-P11-Tetramers mit AQP2. Ein Phosphatrest am S12 von ANXA2 hingegen
bewirkt eine sterische Hinderung die zum Zerfall des Tetramers flhrt.
Monomeres ANXA2 in Abwesenheit eines Phosphatrestes am Y24 vermittelt dann
die clathrinabhangige Endozytose von AQP2, welches erst in frilhe Endosomen,
dann in Rabl1-positive Recyclingendosomen transportiert wird [121, 216]. Einige
wenige AQP2 Proteine werden ubiquitiniert und durch Exozytose mit dem Urin
ausgeschieden [35, 42].

Das heiBt, bei abklingendem AVP-Stimulus wird die PKC aktiviert. Sie
phosphoryliert ANXA2 an den Serinresten 12 und 26. Zeitgleich wird der
Phosphatrest am Y24 entfernt. Der Phosphatrest am S26 verhindert die
Interaktion zwischen ANXA2-P11-Tetramer und AQP2. Der Phosphatrest am S12
fihrt zum Zerfall des ANXA2-P11-Tetramers. Monomeres P11 wird abgebaut,
wobei das monomere ANXA2 ohne Phosphatrest am Y24 die clathrinabhdangige
Endozytose von AQP2-tragenden Vesikeln vermittelt. AQP2 liegt dann wieder
hauptsachlich vesikular im Speicherkompartiment vor bzw. wird ubiquitiniert und

abgebaut.
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Abb. 46. Spekulationen zur Rolle von ANXA2 bei der Translokation von AQP2

AC: Adenylatzyklase, AVP: L-Argnin Vasopressin, MAL: Myelin und
lymphozytenassoziiertes Protein, PI3-Kinase: Phosphoinositid-3-Kinase, PKA:
Proteinkinase A. Die Abbildung wurde von Takata et al. [42] Ubernommen, wobei die
aufgelisteten Bausteine der Legende dazu gefiigt wurden.

Ausblick

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen zum ersten Mal eine direkte und spezifische
Rolle von ANXA2 und P11 beim Transport von AQP2 im Sammelrohr. Diese
Erkenntnisse schaffen die Basis fiir weitere Arbeiten. Nach Aktivierung der V2-
Rezeptor-Signalkaskade steigt die Expression von AQP2 und ANXA2 an. Da
ANXA2 die 3'-UTR verschiedener mRNAs bindet und deren Transport in das
Zytoplasma vermittelt [184-188], sollte untersucht werden, ob ANXA2 auch den
Transport der AQP2-mRNA mediiert.

Da ANXA2, je nach Phosphorylierungsgrad, unterschiedliche Fahigkeiten besitzt,
ist es wichtig herauszufinden welche Proteinkinasen und Phosphatasen diese

Phosphorylierungen im Zusammenhang der apikalen Translokation von AQP2
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katalysieren. Die im vorherigen Abschnitt genannten Proteinkinasen c-Src und
PKC phosphorylieren ANXA2 in anderen Kontexten und wurden hier lediglich
spekulativ erwahnt. Ob sie tatsachlich eine Rolle in der V2-Rezeptor aktivierten
Translokation von AQP2 spielen, muss noch untersucht werden. Bis auf
Calcineurin, welches den Phosphatrest des S12 von ANXA2 in anderem Kontext
entfernt, sind keine weiteren Phosphatasen von ANXA2 bekannt. Auch diese
missen noch identifiziert werden. AnschlieBend ware die Regulation dieser
Enzyme zu untersuchen. Erst dann kann klar werden an welchem Ort in der Zelle
und bei welchem Schritt der Signalkaskade die Phosphorylierungen und
Dephosphorylierungen von ANXA2 stattfinden. Publizierte Daten liefern zwar
Hinweise darauf, dass ANXA2 zu Uberwiegendem Teil Y24-phosphoryliert an der
Plasmamembran vorliegt [56, 117, 202], in Sammelrohrzellen wurden aber
bisher keine Studien zum Phosphostatus von ANXA2 durchgefihrt. Die im
vorherigen Abschnitt vorgenommene Zuordnung der ANXA2-Formen und deren
Bindung an verschiedene Vesikel ist rein spekulativ. In welchem Kompartiment
ANXA2 tatsachlich als Monomer oder Tetramer vorliegt bzw. welchen
Phosphostatus es dort aufweist, muss erst durch experimentelle Daten ermittelt
werden.

Neben ANXA2 wurde auch ANXA6 im Multiproteinkomplex um AQP2 entdeckt
[11]. Zusatzlich wurde ANXA6 auf Clathrin-ummantelten Vesikeln und in
verschiedenen Transportprozessen beschrieben [119, 217-220]. Zwar behaupten
Tamma et al., dass die aktivierte V2-Rezeptor-Signalkaskade bei gehemmter
Ausbildung des ANXA2-P11-Tetramers keine erhdhte Wasserdurchlassigkeit der
Sammelrohrzellen erwirkten kann [12], aufgrund der Eigenschaften von ANXA6
sollte jedoch trotzdem Uberprift werden, inwiefern es redundant neben ANXA2

auftritt oder weitere Aufgaben beim Transport von AQP2 Ubernimmt.
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