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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Caveolen, cholesterin- und glycosphingolipidhaltige Einstiilpungen der Plasmamembran, sind an
wichtigen zelluldren Leistungen wie der Endozytose und Signaltransduktion beteiligt. Dartiber
hinaus haben sie einen Einfluss auf die Regulation des vaskuldren Tonus und der vaskuldren
Reaktivitit. Zwei Proteinfamilien, Caveolin und Cavin, sind fiir deren Ausbildung
verantwortlich, wobei Caveolin-1 (Cavl) und Cavin-1 die entscheidenden Strukturproteine von
Caveolen sind. Die genetische Inaktivierung von Cavl beeintrachtigt die Lungenfunktion und
beeinflusst das kardiovaskulire System. Uber die Rolle von Cavl in der Niere ist wenig bekannt.
Die vorliegende Arbeit verfolgt die Hypothese, dass Cavl eine Rolle beim renalen Wasser- und
Elektrolythaushalt spielt. Um der Fragestellung nachzugehen, wurden Wildtyp- (WT) Mause
beziiglich des renalen Vorkommens von Cavl untersucht und anschlieBend mit Cavl-
defizienten- (Cav1”") Mausen hinsichtlich der renalen physiologischen Eigenschaften, des Profils
der renalen Transporter und der renalen vaskuldren Kontraktilitdt verglichen. In WT-Nieren
konnte Cavl im Endothel, im spéten distalen Konvolut (DCT2) sowie in den Hauptzellen des
Verbindungstubulus (CNT) und des Sammelrohres (CD) nachgewiesen werden, wohingegen in
Cav1l”-Nieren kein Cavl nachweisbar war. Bei den Cavl”-Miusen zeigte sich eine gesteigerte
Urinausscheidung (+126%, p<0,05) in Kombination mit einer erhdhten fraktionellen Natrium-
Ausscheidung (+81%, p<0,05). Biochemische Analysen ausgewdhlter distaler Transporter und
Kanile zeigten eine um 40% verringerte Anzahl an phosporyliertem und dementsprechend
aktivem Na'-Cl'-Kotransporter (NCC) im distalen Konvolut der Cav1”- verglichen mit den WT-
Maiusen. Alle weiteren untersuchten Kanédle und Transporter wiesen keine Unterschiede
zwischen Cavl”- und WT-Nieren auf. Die Sensitivitit der isolierten, renalen interlobulédren
Arterien gegeniiber Phenylephrin war in den Cavl”-Nieren auf circa ein Viertel reduziert
(p<0,05). Zusétzlich zeigte sich eine signifikante Verringerung der maximalen Kontraktilitdt der

renalen Arterien in Cavl”-Miusen (-13%, p<0,05) hinweisend auf eine erhdhte Verfiigbarkeit
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an Stickstoffmonoxid (NO). Erklédrbar ist die womdglich erhohte Verfiigbarkeit an NO durch
eine gesteigerte Expression der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) in Cavl™-
Nieren (+213%, p<0,05). Als moglicher kompensatorischer Ausgleich fiir die stimulierte NO-
Komponente zeigte sich in Cavl”-Nieren eine Zunahme der Expression an alpha-adrenergen
Rezeptoren (+63%, p<0,05). Zellversuche an humanen Fibroblasten mit gestorter Caveolen-
Ausbildung aufgrund einer Cavin-Mutation zeigten ebenfalls eine intrazelluldre Anreicherung an
eNOS mit erhdhter NOS-Enzymaktivitdt, dargestellt durch die NADPH-Diaphorase Reaktion,
gegeniiber Kontroll-Fibroblasten. Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass Caveolen {iber den
Einfluss auf die NCC- und eNOS-Aktivitdt die renale Resorption von Elektrolyten und Wasser
beeinflussen konnten. Studien mit weiteren Charakterisierungen der funktionellen Effekte von
Cavl auf die renalen Transporter und Kandle konnen moglicherweise weitere Einblicke
gewidhren und zukiinftige klinische Einsatzgebiete bei Storungen des renalen Wasser- und

Elektrolythaushaltes er6ffnen.

1.1. Abstract

Caveolae, cholesterol- and glycosphingolipid-rich invaginations of the plasma membrane are
involved in multiple cell functions such as endo- and transcytosis as well as signal transduction.
Members of the caveolin and cavin protein families are essential for caveolae biogenesis.
Caveolin-1 (Cavl) and Cavin-1 are undispensable structural components of caveolae. Little is
known about their role in the kidney. In this study we tested the hypothesis that caveolae
interfere with renal salt and water reabsorption. For evaluation Wild-type (WT) and Cavl-
deficient (Cavl™) mice were studied for their kidney morphology, physiologic kidney
performance, profile of renal transporters and channels, as well as for their renal vascular
contractility. Renal epithelial expression of Cavl was limited to the late distal convoluted tubule

(DCT?2) and principal connecting tubule (CNT) and collecting duct (CD) principal cells in WT
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mice. Furthermore Cavl and caveolae were present in vascular cells. Evaluation of urinary
volume and electrolyte excretion showed an increase in urine flow (+126%, p<0.05) as well as
an increased fractional sodium excretion by 81% (p<0.05). Under water deprivation for 18h no
significant differences could be observed. By analysing key distal epithelial transporters and
channels under normal conditions a decrease in phosphorylated and thereby activated Na'-Cl-
cotransporter (NCC) by 40% was shown in the distal convoluted tubule of Cavl™” mice. All
other investigated transporters and channels revealed no significant differences by comparing
both mouse strains. Caveoale have been shown to regulate vascular tone and reactivity to
physiologic stimuli. The sensitivity of isolated, renal interlobular arteries to phenylephrine was
therefore studied in both strains. Compared to WT mice, sensitivity in Cavl™ was reduced to
25% (p<0.05). The maximal contractile response was significantly decreased in Cavl™ renal
arteries (-13%, p<0.05) along with increased abundance (+213%, p<0.05) of endothelial nitric
oxide synthase (eNOS). Renal expression of alpha-adrenergic receptors was enhanced (+63%,
p<0.05), possibly compensating for enhanced vascular nitric oxide (NO) availability. Cultured
human fibroblasts lacking caveolae (CGL4 fibroblasts) showed intracellular accumulation of
eNOS compared to WT fibroblasts which revealed its concentration at the plasma membrane.
Histochemical NADPH diaphorase reaction, reflecting NOS activity, correspondingly displayed
enhanced intracellular signal in CGL4 fibroblasts. Our results suggest that renal caveolae
promote renal water and salt reabsorption by modulating NCC-mediated Na'-Cl reabsorption

and eNOS activity.
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2. Manteltext

2.1. Darstellung des Forschungsstandes
2.1.1 Struktur und Funktionen von Caveolen

Caveolen wurden in den 1950er-Jahren zum ersten Mal mit Hilfe der Elektronenmikroskopie
beschrieben [1, 2]. Diese Strukturen stellen cholesterin- und glycosphingolipidhaltige
Einstiilpungen der Plasmamembran dar und besitzen im Mittel einen Durchmesser von 60 bis 80
nm [3]. Caveolen lassen sich zumeist an Endothelzellen und glatten Muskelzellen wiederfinden.
Dartiber hinaus besitzen auch einige Epithelzellen Caveolen [4, 5]. Caveolen sind an der
Endozytose, Transzytose und an diversen anderen Signaltransduktionen in der Zelle beteiligt [6-
8]. Fiir die Bildung von Caveolen ist die Expression von Caveolin, eine Proteinfamilie mit 3
Vertretern [Caveolin-1 (Cavl), Caveolin-2 (Cav2) und Caveolin-3 (Cav3)] [3, 9] notwendig,

wobei Cavl fiir die Ausbildung der Caveolen unerlaB3lich ist.

Cavl-Knockout (Cavl™)-Miuse besitzen keine Caveolen [10-14]. Der Phinotyp von Cavl™-
Mausen ist sehr komplex: Die Mause sind lebensfdhig und fruchtbar, zeigen allerdings eine
verkiirzte Lebensdauer auf. Des Weiteren zeigt sich ein Einfluss der Caveolindefizienz auf
verschiedene Organsysteme: unter anderem konnte fiir die Lunge eine vermehrte Fibrose wie
auch eine vermehrte endotheliale Zellproliferation nachgewiesen werden [15]. Bei Patienten,
welche an einer Lipodystrophie, Dyslipidamie oder einer Insulin-Resistenz erkrankt sind, konnte
ein Zusammenhang mit einer homozygoten Nonsens-Mutation des Cavl Gens aufgezeigt werden
[15]. Ferner zeigte sich ein Einfluss bei verschiedenen Karzinomen (u.a. Brustkrebs und
Metastasierung bei Adenokarzinomen der Lunge und des Pankreas) [16]. Eine Deletion von
Cav2 in Mausen hatte keinen Einfluss auf die Ausbildung von Caveolen [10-14]. Im
Muskelgewebe ist Cav3 entscheidend fiir die Caveolen-Entstehung. Cav3-Mutationen sowie der

Verlust von Cav3 fiihrten zu Dystrophien [17-19].

Dariiber hinaus wurde in den letzten Jahren eine weitere Proteinfamilie identifiziert, welche an
der Biogenese der Caveolen beteiligt ist. Deren Vertreter werden mit Cavin-1 bis -4 bezeichnet
[20]. Polymerase I and transcript release factor (PTRF), auch Cavin-1 genannt, ist ein
entscheidender Faktor fiir die Bildung der Caveolen. Bei PTRF-Knockout-Mausen kam es zu
einem kompletten Verlust der Caveolen sowie zu einer Verminderung der Protein-Expression
von Cavl-3, obwohl keine Verdnderungen auf der Caveolin-mRNA-Ebene zu beobachten waren

[21]. Unterschiedliche Mutationen, u.a. eine  homozygote Deletionsmutation und eine
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Insertionsmutation von humanem PTRF [22] stehen im Zusammenhang mit der kongenitalen

generalisierten Lipodystrophie Typ 4 (CGL4).

2.1.2 Caveolen und ihre Interaktion mit verschiedenen Stoffwechselprozessen

Caveolen sind an bedeutenden Stoffwechselprozessen beteiligt. Hierzu zdhlen unter anderem die
Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) iiber die Stickstoffmonoxid-Synthase (NO-Synthase,
NOS) und die Calcium-Signalvermittlung [15]. Dariiber hinaus wurde eine Interaktion von Cavl
mit einer Anzahl von Signalproteinen wie dem Insulin-Rezeptor, H-Ras und Tyrosinkinase Src

beschrieben [23].

Obwohl sich Caveolen in fast allen Organen von Sdugetieren wiederfinden lassen, konzentrierte
sich ein Grofteil der Untersuchungen bisher auf Funktionen der respiratorischen und
kardiovaskuldren Organe [24]. So wurde zum Beispiel die Pathogenese des Asthma bronchiale
und der pulmonalen Hypertension in Verbindung mit Caveolen gebracht [25]. Dariiber hinaus ist
bekannt, dass Caveolen einen Einfluss auf die Regulierung des vaskuldren Tonus, des

Herzrhythmus, der Atemfunktion sowie des Lipidstoffwechsels haben [10, 22, 26].

2.1.3. Caveolen und die Niere

Uber die Funktion der Caveolen in der Niere ist aktuell wenig bekannt. Vorangegangene
Veroftentlichungen erbrachten den Nachweis von Caveolen und Cavl in renalen Gefdllen sowie
im renalen distalen Epithelgewebe [27]. Dariiber hinaus erfolgte auch bereits eine
Phenotypisierung von Cavl-defizienten Maiusen. Es zeigte sich ein moderater Verlust an
Calcium, Magnesium und Kalium iiber den Urin. Auf der Grundlage dieser Ergebnisse entstand
der Eindruck, dass Caveolen an der renalen Regulation dieser Elektrolyte beteiligt sind [28, 29].
Man geht davon aus, dass der beobachtete Effekt des Elektrolytverlustes auf der Interaktion
zwischen Cavl und den basolateralen Calcium- und Kalium-Transporterproteinen beruht [28,
29]. Des Weiteren erfolgte eine Untersuchung an Vasopressin-defizienten Brattleboro-Ratten
(DI-Ratten) mit einem zentralen Diabetes insipidus [30]. Hier wurde ein Einfluss von Cavl auf
den Harnkonzentrierungsprozess postuliert. Bei der Stimulation der DI-Ratten mit dem
Vasopressin V2 Rezeptoragonisten Desmopressin zeigte sich eine eingeleitete apikale
Translokation von Cavl in den Hauptzellen des Sammelrohres. Der Bezug zwischen Caveolen

und der renalen Reabsorption von Wasser und Salzen ist allerdings aktuell noch nicht geklart.
2.1.4 Zielsetzung der Arbeit
Als Grundlage der Untersuchungen dienten Cav1™ - und Wildtyp- (WT) Miuse. Primér sollte die
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renale Verteilung von Caveolen bzw. von Cavl sowie deren Einfluss auf den Wasser- und
Elektrolythaushalt untersucht werden. Dabei sollten sowohl epitheliale wie auch endotheliale
Einfliisse von Cav1 untersucht werden. Bei einem vermuteten Einfluss von Caveolen/Cavl auf
die renale Regulation der Elektrolyte [28-30] sollten die Harnkonzentrierungseigenschaften der
beiden Mauslinien verglichen werden, sowohl bei Normalbedindungen wie auch bei einem
Durstversuch. Zur Abklarung der hieraus gewonnenen Ergebnisse sollten die Mause hinsichtlich
der Biosynthese der renalen Transporter charakterisiert werden. Bei einem bekannten Einfluss
der Caveolen auf die Regulation des vaskuldren Tonus und der vaskuldren Reaktivitdt [10, 26]
sollten die beiden Mauslinien beziiglich der durch Caveolen bzw. Cavl regulierten renal
vaskuldren Antwort untersucht werden. Humane PTRF-defiziente Fibroblasten (CGL4-
Fibroblasten) sowie humane Kontrollfibroblasten sollten zur Untersuchung zellulédrer
Mechanismen im Hinblick auf die Interaktion zwischen den Caveolen bzw. Cavl und der
endothelialen NO-Synthase (eNOS) dienen. Laut der aufgestellten Hypothese konnten Caveolen
und Cavl sowohl die epithelialen als auch die vaskuldren Kompenenten des

Harnkonzentrierungsmechanismus modulieren.

2.2. Material und Methoden

Die Versuche wurden in Ubereinstimmung mit den entsprechenden Leitlinien und Vorschriften
durchgefiihrt. Hierzu zéhlen unter anderem die Standards der Sicherung guter wissenschaftlicher
Praxis und die Richtlinien des National Institute of Health. Zudem wurde die Erlaubnis zur

Durchfiihrung der Tierversuche bei der lokalen Behorde eingeholt.

2.2.1 Material

2.2.1.1. Versuchstiere

Die durchgefiihrten Experimente an den Méusen erfolgten auf der Grundlage der Erlaubnis
durch das  Landesamt fir  Gesundheit und  Soziales Berlin (LAGESO,
Tierversuchsantragsnummer G0220/12). Die Maéause wurden am Max Planck Institut fiir
molekulare Zellbiologie und Genetik (Dresden) geziichtet und uns freundlicherweise von Herrn
Dr. Wunderlich zur Verfiigung gestellt. Die Generierung der Cavl”-Miuse wurde bereits vorab
publiziert [10]. Standardfutter und Leitungswasser stand den Médusen zur freien Verfligung im
Rahmen eines 12-stiindigen Tag-Nacht-Rhythmus. Die Maiause waren in geschlossenen,

klimatisierten Rdumen bei 22 bis 24 °C untergebracht.
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2.2.1.2 Zellmodelle

Die Untersuchungen erfolgten an humanen Kontrollfibroblasten und CGL4-Fibroblasten (aus
Patient F1:201, [22]), die uns freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Markus Schiilke-Gerstenfeld
iiberlassen wurden. Die Inkubation erfolgte in einem CO,-Inkubator (Binder C150, BINDER
GmbH, Tuttlingen) bei 37 °C mit 5% CO,. Als Kulturmedium wurde Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM, PAN-Biotech GmbH, Aidenbach) mit dem Zusatz von 15% fetalem
Kalbsserum (FKS, PAN-Biotech GmbH) und 1% Penicillin/Streptomycin (PAN-Biotech GmbH)

verwendet. Ein Mediumwechsel erfolgte alle 3 bis 4 Tage.

2.2.1.3 Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten Primér- und Sekundérantikorper fiir Western Blot und
Immunhistochemie/Immunfluoreszenz sind in den Tabellen 1 und 2 zusammengestellt. Die
Antikorper waren beziiglich ihrer Spezifitit validiert und gut charakterisiert. Die Antikorper
gegen an Serin 256 phosphoryliertem Aquaporin 2 (pS256-AQP2), den Na'-Cl-Kotransporter
(NCC), an Serin 71 phosphoryliertem NCC (pS71-NCC), den Na'-K"-2CI-Kotransporter Typ 2
(NKCC2), an Threonin 96 und 101 phosphoryliertem NKCC2 (pT96/pT101-NKCC2) und

Vasopressin V2 Rezeptor (V2R) wurden in vorangegangenen Studien [31-35] charakterisiert.

Tabelle 1: Verwendete Primérantikorper

. Hersteller Konzentration
Antigen Isotyp (IgG) Bezugsquelle Katalog-Nr. WB IF

AQP1 Kaninchen Alpha diagnostic AQP11 1:250
international

AQP2 Ziege Santa Cruz sc-9882 1:1000 1:500
Biotechnology

AQP4 Ziege Santa Cruz sc-9888 1:500
Biotechnology

Phospho-AQP2 (S256) [31] Kaninchen Radboud University 1:200
Nijmegen Medical
Centre

B-Actin Maus Sigma-Aldrich A5441 1:5000

eNaCa Kaninchen Biotrend ENACDbI1-A  1:100

eNOS Kaninchen Santa Cruz sc-654 1:500 1:200
Biotechnology

Cavl Kaninchen Santa Cruz sc-894 1:200 1:100
Biotechnology

Cd3l1 Maus DAKO M0823 1:100

Na'/K'ATPase (o) Kaninchen Millipore 05-369 1:300

NCC [32] Kaninchen Oregan 1:500 1:500
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Health&Science
University
Phospho-NCC (S71) [33] Kaninchen laboreigene 1:100
Herstellung
NKCC1/2 Maus Developmental T4 1:500
Studies Hybridoma
Bank
NKCC2 [34] Meerschweinchen laboreigene 1:300 1:2000
Herstellung
Phospho-NKCC2 (T96/T101)  Kaninchen laboreigene 1:1000
[34] Herstellung
Vasopressin V2 Rezeptor [35] Kaninchen laboreigene 1:500
Herstellung
WB: Western Blot, IF: Inmunofluoreszenz
AQP: Aquaporin, eNaC: epithelialer Natriumkanal, Cd: Cluster of differentiation
Tabelle 2: Verwendete Sekundérantikorper
Konzentration
Bezeichnung Hersteller Katalog-Nr.
Bezugsquelle WB IF
polyclonal rabbit anti goat IgG/HRP DAKO P0449 1:2000
polyclonal rabbit anti guinea pig DAKO PO141 1:2000
IgG/HRP
polyclonal goat anti mouse IgG/HRP DAKO P0447 1:2000
polyclonal swine anti rabbit IgG/HRP ~ DAKO P0399 1:2000
Cy™2 donkey anti rabbit IgG Jackson Immuno Research ~ 711-225-152 1:300
Laboratories
Cy™3 donkey anti goat IgG Jackson Immuno Research ~ 705-154-147 1:300
Laboratories
Cy™3 donkey anti mouse IgG Jackson Immuno Research  715-165-150 1:300
Laboratories
Cy™3 donkey anti guinea pig IgG Jackson Immuno Research ~ 706-165-148 1:300
Laboratories
Cy™3 donkey anti rabbit IgG Jackson Immuno Research ~ 711-165-152 1:300

Laboratories

WB: Western Blot, IF: Immunofluoreszenz, IgG: Immunglobulin G, HRP: Meerrettichperoxidase, Cy: Cyanin

2.2.2 Methoden

2.2.2.1 Tierversuche

Nach einer Akklimatisierungszeit im Tierstall der Forschungseinrichtung fiir experimentelle

Medizin (Berlin) erfolgte zur Durchfiihrung der Untersuchung der renalen physiologischen
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Eigenschaften die individuelle Unterbringung der 10 bis 14 Wochen alten Tiere in metabolischen
Kifigen fiir 24 Stunden. Der Urin der 12 Tiere (WT n=6; Cavl”™ n=6) wurde iiber dic 24
Stunden aufgefangen. Am Ende des Versuchs wurde eine Anidsthesie der Mause mittels Isofluran
eingeleitet. Nach anschlieBender zervikaler Dislokation wurde den Mausen Blut entnommen und

die Nieren asserviert.

Eine zweite Kohorte an Tieren, 5 WT- und 6 Cavl” -Maiuse, wurde einem Durstversuch iiber 18
Stunden zum Sammeln von Urin mit freiem Zugang zu Standardfutter in metabolischen Kéfigen

unterzogen.

Eine dritte Kohorte von 34 Miusen (WT n=18; Cavl™” n=16) im Alter zwischen 16 und 20
Wochen wurde beziiglich der Regulation des renalen vaskuldren Tonus und der Reaktivitit auf
vasoaktive Substanzen untersucht. Die Tiere wurden mittels Isofluran betdubt und dekapitiert.
AnschlieBend wurden die Nieren gewonnen, welche in einer eisgekiihlten Krebs-Henseleit
Losung (KHS; 118,6 mM NacCl, 4,7 mM KCl, 2,5 mM CaCl,, 1,2 mM MgSOs, 1,2 mM KH,POy,
25,1 mM NaHCO;3, 11,1 mM Glukose und 0,02 mM EDTA) fiir die Zeit der Priparation gehalten
wurden. Die Priparation der Arterien erfolgte in einer Prédparationslosung mit geringem
Calciumgehalt, um die Gefédlle zu schonen. Pro Tier konnten bis zu 4 renale Interlobulararterien

gewonnen werden.

Eine vierte Kohorte wurde flir die Analyse der renalen Morphologie eingesetzt. 4 WT- und 4
Cavl”-Miuse erhielten eine Anisthesie mittels intraperitonealer Injektion von Pentobarbital
(100 mg/kg Korpergewicht) und wurden anschlieend perfusionsfixiert [36]. Durch retrograde
Perfusion mit 3%igem Paraformaldehyd (PFA) in phosphatgepufferter Kochsalzlosung
(phosphate buffered saline (PBS); fir 10xPBS: 400 g NaCl, 12 g KH,PO4, 89 g Na,HPOy4, 10 g
KCl auf 5 1 H,O) iiber die Aorta abdominalis konnte das Kollabieren der Nierentubuli verhindert
und somit die natiirliche Morphologie der Niere erhalten bleiben. Nach der Nierenentnahme
wurden diese weiter aufgearbeitet. Hierbei kamen 3 verschiedene Methoden zum Einsatz: die
Kryokonservierung, die Paraffin-Einbettung und die Einbettung mit LR-White Harz. Die

Perfusionsfixierungen wurden von Herrn Prof. Dr. Bachmann durchgefiihrt.
Alle verwendeten Méuse waren ménnlich.

2.2.2.1.1 Herstellung von Kryostatschnitten

Zur Vermeidung von Gefrierartefakten wurden perfusionsfixierte Nieren iiber Nacht bei 4 °C in

Sucrosepuffer (pH 7,3-7,4; 800 mosmol Sucrose/PBS) eingelegt. Es erfolgte die anschlieBende
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Schockfrostung in stickstoffgekiihltem 2-Methyl-Butan und die Lagerung bei -80 °C. Mit Hilfe
eines Kryostaten (Gefriermikrotom Leica CM3050S, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar) wurden 5 bis 7 um diinne Gefrierschnitte des Kryogewebes angefertigt. Diese wurden

auf beschichtete Objekttrager aufgebracht und nach einer Lufttrocknung bei -20 °C gelagert.

2.2.2.1.2 Herstellung von Paraffinschnitten

Uber Nacht erfolgte eine Nachfixierung der perfusionsfixierten Nieren bei 4 °C in der
Perfusionslosung. Vor der Einbettung wurde das Gewebe in 330 mosmol Sucrose/PBS mit
0,02% Natriumazid gelagert. Am Institut fiir Pathologie der Charité-Universitdtsmedizin Berlin
am Standort Campus Mitte erfolgte die automatisierte Paraffineinbettung. Gelagert wurde das
Paraffingewebe anschlieBend bei Raumtemperatur (RT) oder 20 °C. Bevor die Anfertigung der
Paraffinschnitte eingeleitet werden konnte, wurde das eingebettete Gewebe flir mindestens 2
Stunden bei -20 °C gekiihlt, um dies im Anschluss besser schneiden zu koénnen. Im Verlauf
wurden 4 um dicke Schnitte mit einem Mikrotom (Leica RM 2125RT, Leica Mikrosysteme
Vertrieb GmbH) angefertigt. In einem 37 bis 40 °C warmen Wasserbad wurden die Schnitte

gestreckt und auf einen Objekttrager aufgezogen.

2.2.2.1.3 Epon-Einbettung

Zur elektronenmikroskopischen Untersuchung der renalen Morphologie wurde eine weitere
Fixierung der perfusionsfixierten Nierengewebe in 0,5% Glutaraldehyd/PBS {iber Nacht bei 4 °C
durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die weitere Einbettung nach Herstellerangabe mit dem Epoxy
Embedding Medium kit (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen) durchgefiihrt.
Ultradiinnschnitte =~ von  Nierengewebe  wurden mit Hilfe der  Transmissions-
Elektronenmikroskopie (Zeiss EM 905, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena und FEI Tecnai'™
G2, FEI Deutschland GmbH, Frankfurt am Main) untersucht.

2.2.2.1.4. Priaparation der Nierenhomogenate

Unfixiert entnommene Nieren wurden in Stiicke geschnitten und im Anschluss schockgefroren.
Zur weiteren Aufbereitung wurden die schockgefroreren Nierenstiicke mit Hilfe eines Pistills

und einem Morser in fliissigem Stickstoff fein gemahlen.

2.2.2.1.5 Analyse der Plasma- und Urinparameter

Die Untersuchung der Plasma- und Urinparameter erfolgte nach automatisierter photometrischer

Methodik (Cobas 8000, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim). Die fraktionelle Exkretion (Fe)
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(z.B. Fenarium = 100 x [(Natriumy, X Kreatininpjasma)/(Natriumppasma X Kreatininggin)]), das
Urinvolumen im Verhiltnis zum Korpergewicht, die Elektrolytausscheidung bezogen auf das
Korpergewicht pro 24 Stunden, das Kreatinin im Verhéltnis zum Korpergewicht, die Elektrolyte
im Verhiltnis zum Kreatinin wie auch das Natrium im Verhiltnis zum Kalium wurden

berechnet.

2.2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.2.1 Proteinisolierung aus Zellen und Miusenieren

Zur Gewinnung von Proteinen flir den Western Blot wurden die Zellen auf Petrischalen mit 10
cm Durchmesser kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen mit PBS
gewaschen. Jeder Petrischale wurde 1 ml Sucrosepuffer [250 mM Sucrose, 10 mM Trietholamin
und Proteaseinhibitor (1 Tablette auf 50 ml; cOmplete™, Roche, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH)] zugefiihrt. AnschlieBend wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers abgeldst und in
ein Eppendorf-Reaktionsgefal} iiberfiihrt. Die iiberfiihrten Zellen wurden fiir 5 Minuten bei 300 g
pelliert, der Uberstand abpipettiert und zum Zellpellet 100 ul Sucrosepuffer gegeben. Das Pellet-
Sucrosepuffer-Gemisch wurde 4 Mal fiir 70 Millisekunden mit Ultraschall lysiert. Es folgte eine
erneute Zentrifugation bei 800 g fiir 10 Minuten, um die Kerne und die restlichen, nicht lysierten
Zellbestandteile zu entfernen. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefif3
iiberfiihrt. Dieser konnte im Anschluss direkt weiterverwendet werden oder zur Lagerung bei -20

°C in fliissigem Stickstoff schockgefroren werden.

Zur Proteingewinnung wurden die Mausnierenhomogenate in Sucrosepuffer aufgetaut.
AnschlieBend erfolgte zum Erwerb eines Lysats eine Ultraschall-Behandlung (3 mal 3 Impulse).
Zur Entfernung der Zellkerne und der nicht lysierten Gewebereste wurde eine 10-miniitige
Zentrifugation bei 1000 g und 4 °C durchgefiihrt. Der gewonnene Uberstand entsprach dem
Proteinlysat und konnte entweder direkt weiterverarbeitet werden oder in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -20 °C gelagert werden.

2.2.2.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die absolute Proteinkonzentration wurde gemill der Bicinchoninsdure- (BCA) Methode mit
einem Pierce™ BCA Protein assay kit (Fisher Scientific GmbH, Schwerte) bestimmt. Bei dieser
Methode bilden Proteine und Kupfer (Cu®") in alkalischer Losung einen Komplex (Biuret-
Reaktion). Cu®" wird zu Cu” reduziert und bildet mit BCA einen violetten Farbkomplex [37].

Die Farbintensitit wird bei 562 nm mit einem Photometer bestimmt. Anhand einer mitgefiihrten

11
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Standardreihe kann die Proteinkonzentration der Zelllysate berechnet werden, um einheitliche

Ausgangskonzentrationen herzustellen.

2.2.2.2.3 Polyacrylamid-SDS-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Die Gelelektrophorese dient der Analyse von Proteinen und ermdéglicht die Aufteilung nach den
Molekulargewichten. Natriumdodecysulfat (SDS) denaturiert Proteine und 16st Protein-Protein-
Wechselwirkungen auf. SDS und Protein bilden einen negativ geladenen Komplex, der zum
Plus-Pol (Anode) wandert. Im Polyacrylamid-Gel trennen sich die Proteine nach ihrem
Molekulargewicht auf [37]. Fiir unsere Untersuchungen wurden 10%ige Polyacrylamidgele
verwendet. Die Zusammensetzung des Ansatzes ist in Tabelle 3 aufgefiihrt. Die Proteinproben
wurden mit Sucrosepuffer auf eine Konzentration von 50 ug eingestellt und unter Zusatz von 4-
fach konzentriertem Laemmli Probenpuffer (252 mM Tris/HCI, 40% Glycerol, 8% SDS, 0,04%
Bromphenolblau, 20% B-Mercaptoethanol; pH 6,8) fiir 15 Minuten bei 65 °C erwédrmt. Das
Erwidrmen der Proben ermdglicht die vollstindige Auflosung der Sekundéarstrukturen und die
Inaktivierung von Proteasen [37]. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 100 V fiir

2 bis 3 Stunden.

Tabelle 3: Zusammensetzung des 10%igen Polyacrylamidgels (fiir insgesamt 4 Gele)

Trenngel Sammelgel
Acrylamid 7 ml | Acrylamid 1 ml
Gelpuffer 7 ml | Gelpuffer 2 ml
Aqua dest. 4 ml | Aqua dest. Sml
Glycerol 2,5 ml | Bromphenolblau 20 pl
APS 200 ul | APS 100 pl
Temed 10 pl | Temed 10 pl

APS: Ammoniumperoxodisulfat, Temed: Tetramethylethylendiamin

2.2.2.2.4 Western Blot und Immundetektion

Nach elektrophoretischer Auftrennung wurden die Proteine des SDS-Gels auf eine
Nitrozellulosemembran im Semi-dry-Verfahren bei 90 mA pro Gel fiir 1 Stunde und 30 Minuten
geblottet. Die Uberpriifung der erfolgreichen Proteiniibertragung auf die Nitrozellulosemembran
erfolgte mit 0,1%iger Ponceaurot-Fiarbung, welche die Proteine reversibel farbt. Anschliefend
wurden die Membranen fiir 20 Minuten in 5%iger entfetteter Milch (skim milk) in PBS bzw. in

5%igem bovinen Serumalbumin (BSA) in PBS geblockt. Uber Nacht bei 4 °C oder fiir eine
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Stunde bei RT wurden die Membranen mit dem Primérantikérper inkubiert. Die verwendeten
Antikorper sowie deren Verdiinnung fiir die verschiedenen Western Blots sind in Tabelle 1
zusammengefasst. Nach mindestens 20-miniitigem Waschen in PBS-Tween und in PBS wurden
die Membranen fiir etwa 2 Stunden bei RT mit einem mit Meerrettichperoxidase (HRP)
gekoppelten Sekunddrantikérper (DAKO, Hamburg) inkubiert. Es folgte ein weiterer
Waschvorgang in PBS-Tween und PBS, ehe die Membranen mit 1 ml ECL-L6sung (Amersham,
GE Healthcare, Miinchen) fiir 1 Minute inkubiert wurden. Anschlieend erfolgte in der
Dunkelkammer die Exposition der Membran mit einem Rontgenfilm (Fujifilm Medical X-Ray
Film 100NIF, FUJIFILM Europe GmbH, Diisseldorf). Im Anschluss konnte der Rontgenfilm
entwickelt werden (Agfa Curix 60, Agfa HealthCare GmbH, Bonn). Bei allen Western Blots

wurde B-Aktin als Referenzprotein mitgefiihrt und zur Normalisierung der Daten verwendet.

Die belichteteten Rontgenfilme wurden unter Verwendung der Software Analyzer von Applied

Biosystems (Darmstadt) densitometrisch ausgewertet.

2.2.2.2.5 Immunfluoreszenzfirbung und Immunhistochemie

Die Paraffinschnitte wurden mittels Xylol fiir immunhistochemische Analysen entparafiniert.
Die Rehydrierung der Schnitte erfolgte {iber eine absteigende Ethanolreihe (100% bis 70%) und
zur Erhohung der Antigenverfiigbarkeit wurden die Schnitte im Anschluss fiir 6 Minuten in
Citratpuffer (0,02 M Citronensdure-Monohydrat; 0,08 M tri-Natriumcitrat-Dihydrat, pH 6)
gekocht.

Auf Deckglédschen kultivierte Zellen wurden mit 3%igem PFA fiir 10 Minuten bei 4 °C fixiert
und anschlieBend 3 Mal mit einfach konzentriertem PBS gewaschen. AnschlieBend wurden diese
ebenso wie Kryostatschnitte fiir 30 Minuten in 0,5% Triton X-100/PBS inkubiert. Uber diesen

Schritt konnte die Antigenverfiigbarkeit erhdht werden.

Der weitere Ablauf war fiir alle Gewebe und Zellen identisch. Es erfolgte eine 30-miniitige
Blockierung mit 5%iger skim milk in PBS zur Maskierung unspezifischer Bindungsstellen. Die
anschlieende Inkubation mit dem jeweiligen Primérantikorper, gelost in 5%iger skim milk in
PBS, erfolgte bei RT iiber 1 Stunde, gefolgt von einer Inkubation bei 4 °C iiber Nacht. Am
darauffolgenden Tag erfolgte zunédchst eine -einstiindige Akklimatisation bei RT mit
anschlieendem PBS-Waschvorgang. Es folgte eine Behandlung mit dem Spezies-spezifischen
Cyanin2- (Cy2-) oder Cyanin3- (Cy3-) gekoppeltem Sekundirantikérper (Jackson Immuno
Research Laboratories, Dianova, Hamburg) in PBS fiir 1 Stunde. Neben den Cyanin-gekoppelten

13
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Antikorper wurden auch HRP-konjugierte Sekundérantikorper (DAKO) verwendet. Zur
Anfarbung der Zellkerne erfolgte eine 10-miniitige Inkubation mit 4’,6-Diamino-2-Phenylindol
(DAPI, D9542, Sigma-Aldrich Chemie GmbH). Nach einem weiteren Waschvorgang mit PBS
wurden die Gewebeschnitte mit Glycerin eingedeckelt bzw. die Deckgldschen mit Fluoromount-
G (SouthernBiotech, BIOZOL Diagnostica Vertriecb GmbH, Eching) auf Objekttrager
aufgebracht. Zum Nachweis der Ko-Lokalisation von Cavl und NCC im DCT2 wurden die
beiden Proteine an konsekutiven Schnitten markiert und korrelativ ausgewertet. Die Analyse
erfolgte an einem konfokalen Laser-Scanningmikroskop (siehe 2.2.2.5.1). Die verwendeten

Antikorper und ihre jeweilige Verdiinnung sind in Tabelle 1 und 2 aufgefiihrt.

2.2.2.2.5.1 Konfokales-Laser-Scanningmikroskop

Unter Anwendung eines konfokalen Laser-Scanningmikroskops (LSM 5 Exciter, Carl Zeiss
Microscopy GmbH) mit Multilasersystem (Dioden-Laser, 405 nm; Ar-Laser, 488 nm; HeNe-
Laser, 543 nm und HeNe-Laser, 633 nm) konnte die Detektion der fluoreszenzmarkierten
Proteine erfolgen. Die Betrachtung der Priparate erfolgte durch ein 40x und 63x EC Plan
NEOFLUAR-Olobjektiv. Die Filter fiir die Extinktion-/Emission-Wellenlingen wurden wie
folgt eingestellt: 488 nm/ bandpass (BP) 505-550 nm fiir Cy2, 543 nm/BP 560-615 nm fiir Cy3
und 405 nm/BP 420-480 nm fiir DAPI. Dabei wurden von allen Farbungen repriasentative Zellen

und Gewebeabschnitte fotografiert, unter Beibehaltung gleicher Einstellungen.

Zur Auswertung der eNOS-Signalintensitit in den renalen GefiBen von WT- und Cavl™-
Maiusen (n=3 fiir jede Gruppe; mindestens 10 GefaBBportriats pro Maus) wurde die Software
ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) verwendet. Das aufgenommene
Hintergrundsignal iiber den Zellkernen diente als Schwelleneinstellung und wurde fiir die

jeweiligen Signalstufen abgezogen.

2.2.2.2.6 NADPH-Diaphorase Reaktion

Um Hinweise iiber die unterschiedliche Aktivitdit der NO-Synthasen zu erhalten, wurde die
NADPH-Diaphorase Reaktion zum Einsatz. Es erfolgte die Anwendung der Reaktion wie in [38]
beschrieben. Kontroll- und CGL4-Fibroblasten wurden mit einer 3%igen PFA-Ldsung fixiert
und anschlieBend mehrfach mit PBS gewaschen. Nach der Behandlung mit dem Detergens
(0,5% Triton X-100) und weiteren Waschschritten mit PBS erfolgte eine Aquilibrierung in 0,1 M
Phosphatpuffer (23 ml 0,5 M NaH,POs und 77 ml 0,5 M Na,HPO, in 400 ml HO).
AnschlieBend wurden die Zellen mit der Entwicklungslosung (0,5 mg Nitroblau-

Tetrazoliumchlorid, 5 mg NADPH, 15 pl Triton X-100 in 5 ml 0,1 M Phosphatpuffer) bedeckt
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und bei 37 °C inkubiert. Die Entwicklungszeit betrug 25 Minuten fiir ein optimiertes Signal-zu-
Hintergrund-Verhiltnis. Nach weiteren Waschvorgingen in Phosphatpuffer und PBS konnte die
Auswertung mittels eines mit einer SPOT 32 Kamera ausgestatteten Leica DMRB Mikroskops
(Leica Mikrosysteme Vertriecb GmbH) sowie der Software MetaView 3.6a (Diagnostic
Instruments; Universal Imaging Corporation, West Chester, PA, USA) durchgefiihrt werden.

2.2.2.2.7 Transmissionselektronenmikroskopie

2.2.2.2.7.1 Praparation von Plasmamembran-S/eets und Immunogoldmarkierung

Die elektronenmikroskopische Darstellung der Plasmamembran und deren Strukturen wird durch
die Anwendung der RipFlip-Methode ermdglicht [39]. Hierzu wurden konfluente Kontroll- und
CGLA4-Fibroblasten auf Deckgldschen fiir 15 Minuten in 0,5% PFA/PBS bei RT vorfixiert.
Gleichzeitig erfolgte die Vorbereitung der Netztrager (Grids , square mesh grids G2300N, Agar-
Scientific, Stansted, UK): Fiir 30 Minuten wurden diese in 0,8 mg/ml Poly-L-Lysin-Lésung
inkubiert, um die spidtere Haftung auf den Zellen zu ermoéglichen. Die Grids wurden

anschliefend mit Aqua dest. gespiilt und an der Luft getrocknet.

Es erfolgten mehrere Waschvorgénge mit PBS. Coverslips wurden mit der bewaschenen Seite
auf die Grids platziert. Bei RT erfolgte die Inkubation fiir 15 Minuten. Anschlieend wurden die
Coverslips mit einer Pinzette auf die Grids gedriickt, gefolgt vom Abreilen der Coverslips.
Durch diese Anwendung konnte ein Teil der apikalen Plasmamembran an den Grids haften
bleiben und die Zellen wurden aufgerissen, so dass die Innenseite der Plasmamembran fiir
weitere Untersuchungen zuginglich war. Eine Nachfixierung wurde fiir 20 Minuten mit 2%
PFA/HEPES (HEPES-Puffer: 25 mM HEPES, 25 mM KCl, 2,5 mM Magnesiumacetat, pH 7,2)
bei RT durchgefiihrt.

Nach erneutem Waschen mit PBS erfolgte zur Blockierung von unspezifischen Bindungsstellen
eine Inkubation in 0,1% BSA/PBS fiir 10 Minuten, gefolgt von einem erneuten Waschen in PBS.
Die Inkubation mit dem Primérantikérper (anti-Cavl, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,
Verdiinnung 1:50) erfolgte bei RT fir 60 Minuten. Die 10 nm Gold-konjugierten
Sekundérantikorper (Abcam, Berlin) wurden anschlieBend fiir 60 Minuten bei RT inkubiert, ehe
eine Fixierung mit 2% Glutaraldehyd/PBS fiir 20 Minuten erfolgte. Im Anschluss wurden die
Grids fiir die selektive Kontrastierung fiir 1 Minute mit 1% Tanninsdure in Aqua dest. und fiir 10
Minuten mit 1% Uranylacetat in Aqua dest. behandelt. Alle Schritte wurden nacheinander

durchgefiihrt, getrennt durch jeweils 3 Waschvorgidnge mit Aqua dest.. Zum Abschluss wurden
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die Grids getrocknet und mit Hilfe der Elektronenmikroskopie (Zeiss EM 905) ausgewertet.

2.2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.3.1 Isolation von RNA aus Mausgewebe

Das gemorserte Nierengewebe wurde mit 0,5 ml 7RIzo/™ Reagent (Invitrogen™, Fisher
Scientific GmbH) versetzt. Die Isolation der Gesamt-RNA erfolgte entsprechend der
Herstellerangaben von Invitrogen (Darmstadt) nach der Trizol/Isopropanol-Methode. Die
Bestimmung der Konzentration der RNA wurde mit einem Nanophotometer (Implen GmbH,

Miinchen) bei 260 nm durchgefiihrt.

2.2.2.3.2 Synthese von cDNA mittels reverser Transkription

Mittels einer reversen Transkriptase, einer RNA-abhdngigen DNA-Polymerase, erfolgte die
Umschreibung der RNA in eine stabilere ¢cDNA. Fiir die Synthese der cDNA wurde 1 pg
isolierte Gesamt-RNA mit 0,5 ug Oligo(dT);s Primer (Random Hexamer Primer, Bioline GmbH,
Luckenwalde) versetzt und dann mit nukleasefreiem Wasser auf 12 ul Gesamtvolumen
aufgefillt. Die 10-miniitige Inkubation bei 70 °C bewirkt die Denaturierung der RNA und die
gleichzeitige Hybridisierung der Oligo(dT);s Primer am 3'-Ende der mRNA. Die Zugabe von 10
mM dNTPs (Bioline GmbH), 10 units (U) RiboLock RNase Inhibitor (Fisher Scientific GmbH),
50 U BioScript Polymerase (Bioline GmbH) und der dazugehdrigen BioScript-Pufferlosung (4
ul, Bioline GmbH) erhoht das Gesamtvolumen der Ansétze auf 20 pl. Bei einer Inkubation der
Proben iiber 2 Stunden bei 37 °C erfolgte die Synthese der cDNA. Das Abstoppen der Reaktion
erfolgte {iber eine Inaktivierung der reversen Transkriptase durch ein 10-miniitiges Erhitzen auf

70 °C. Gelagert wurde die synthetisierte cDNA bei -20 °C.

2.2.2.3.3 Analyse der Genexpression mittels quantitativer real-time-PCR (qRT-PCR)

Die Erfassung der Amplifikation einer Zielsequenz in Echtzeit wird mit dem Verfahren der
quantitativen real-time-PCR erméglicht. Der Fluoreszenzfarbstoff EvaGreen® (Solis BioDyne,
Tartu, Estland) interkaliert hierbei in die doppelstringige DNA wihrend der Elongation der
PCR. Mit zunehmender Zyklenzahl steigt aufgrund der Proportionalitdt nicht nur die Anzahl
synthetisierter Amplifikate, sondern in gleichem Maf3e auch die Fluoreszenz. Der 20 ul Ansatz
beinhaltete 10 pl 1:10 verdiinnter cDNA, 2 ul 5xHOT FIREPol® EvaGreen®™ gPCR Mix Plus
(Solis BioDyne), 2 ul des Primers (Tabelle 4) sowie 6 pl nukleasefreies Wasser. Zusétzlich

wurde eine Negativkontrolle mitgefiihrt, welche anstelle des Templates nukleasefreies Wasser
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enthielt. Alle Proben wurden dreifach bestimmt. Die widhrend der qPCR freiwerdenden
Emissionen konnten mit Hilfe des Fast Real-Time PCR 7500 System (Applied Biosystems®,
Fisher Scientific GmbH) gemessen werden und die anschlieBende Datenanalyse erfolgte mit der
SDS 2.1 Software (Applied Biosystems®, Fisher Scientific GmbH). Der Dissoziationslauf,
welcher der Ermittlung der Schmelztemperaturen der Produkte diente, erlaubte den Ausschluss
von unspezifischen Amplifikationen. Mittels der AAC-Methode, normalisiert auf
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), konnte die Auswertung wie in [40]

beschrieben erfolgen. Zur Normalisierung der Daten diente das endogene Referenzgen GAPDH.

Tabelle 4: verwendete Primer

Richtung Sequenz

alpha 1A/D receptor fw CTGCCATTCCTCGTGAT

alpha 1A/D receptor rv GGCTGGAGCATGGGTATATG
GAPDH fw TGCACCACCAACTGCTTAGC
GAPDH rv GGCATGGACTGTGGTCATGAG

fw: forward, rv: reverse

Tabelle 5: gPCR-Programm

Temperatur Zeit Wiederholung
Initation 50 °C 2 Minuten
Denaturierung 95 °C 10 Minuten
Denaturierung 95 °C 15 Sekunden 40 Zyklen
Elongation 60 °C 1 Minute

2.2.2.4 Zellbiologische Methoden

2.2.2.4.1 Uberexpression von eNOS in Fibroblasten

Kontroll- und CGLA4-Fibroblasten wurden auf Deckgldschen mit DMEM und 15% FKS
geziichtet, um anschlieBend eine transiente Uberexpression der endothelialen NO-Synthase
durch Transfektion zu erzeugen. Die Transfektion des pcDNA3 Plasmids mit dem GFP-
markierten eNOS (Plasmid #22444; Addgene, Cambridge, MA, USA) erfolgte mittels jetPEI”
Transfektionsreagenz nach Anleitung des Herstellers (Polyplus, Illkirch, Frankreich). Die Zellen

wurden im Brutschrank bei 37 °C fiir 48 Stunden inkubiert bevor weitere Analysen folgten.
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2.2.2.5 Physiologische Methoden

2.2.2.5.1 Renale vaskulire Kontraktilitit

Zur Untersuchung der gewonnenen GefiaBlsegmente (siche 2.2.2.1) wurde ein automatisierter
Myograph (Modell 500A, DMT, Aarhus, Danemark) verwendet. Zur Untersuchung ihrer
funktionellen Eigenschaften wurden GefaB3eabschnitte von 2 mm Lénge auf einen 40 um diinnen
Draht aufgefddelt und in einer Kammer mit einer Umgebungstemperatur von 37 °C in einem
Gasgemisch von 95% O, und 5% CO; unter isometrischen Bedingungen untersucht. Die KHS
des Organbades hatte folgende Zusammensetzung: 119 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 1,2 mM
MgSO04*7H,0, 6,1 mM Glukose, 25 mM NaHCO;, 2,5 mM CaCl,*2H,0; pH 7.,4. Die
anschliefende Datenerfassung erfolgte iiber einen Powerlab 4/25 T (ADInstruments Ltd, Oxford,
UK). Anhand des Mulvany Normalisierungsverfahrens wurde die Ruhespannung festgesetzt. Der
Beginn der Untersuchung erfolgte bei einem inneren Gefadurchmesser von 80% des 1Cgo. Der
ICy00 entspricht dem Zustand, bei dem ein GefiaB3segment so gespannt wird, dass die Dehnung
einem transmuralen Druck von 100 mmHg entspricht. Es erfolgte keine Gabe einer
relaxierenden Substanz. Am Beginn des Versuchs wurde in jedem Gefill eine
Depolarisationskonstruktion durch die Gabe einer Losung mit 100 mM KCI erzeugt. Diese
Losung wurde nach Erreichen des Maximalwertes der Kontraktion wieder griindlich
ausgewaschen. Die Amplitude dieser KCl-Kontraktion wurde als Normierung aller folgenden,
durch vasoaktive Substanzen induzierte Kontraktionen verwendet. Eine kumulative Applikation
von Phenylephrin (PE) in ansteigender Konzentration (10™'° bis 3*10” M) diente zur Erstellung

der PE-Konzentrations-Antwort-Kurven (CRC) fiir die renalen Interlobararterien.

Die Messung der dilatativen Kapazitit der Gefdlle erfolgte in vorkontrahierten Arterien. Es
wurde PE in steigender Dosis verabreicht und das Gefdl zu etwa 50% der maximalen
Kontraktion kontrahiert. Die Endothel-abhingige Relaxation wurde anhand der CRC fiir
Acetylcholin (Ach; 10” bis 10° M) bewertet.

Die Rolle von NO fiir den GefdBtonus der renalen Interlobararterien wurde durch Inhibition der
NO-Synthase mittels N°-Nitro-L-Arginin Methylester (L-NAME) in einer Konzentration von
10* M (15 Minuten Inkubation) untersucht. Nach Vorkonstriktion mit PE wurde wieder eine
CRC fiir ACh erstellt. Die Endothel-unabhidngige Dilatation wurde mit Hilfe einer CRC fiir
Natrium-Nitroprussid (SNP; 10® bis 10 M), ebenfalls bei vorkontrahierten GefiBen, gemessen.
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2.2.3 Statistische Auswertung

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert mit der Standardabweichung (+/- SD) prisentiert. Die
Messwerte wurden unter der Annahme der Normverteilung mit Hilfe des Shapiro-Wilk Test und
dem Quantil-Quantil Diagramm (RStudio Version 1.0.143, RStudio, Boston, MA, USA) oder der
Varianzanalyse (ANOVA) ausgewertet.

Zum Vergleich von 2 Gruppen kam der unpaarige t-Test zum Einsatz: bei der Auswertung der
Plasma- und Urinparameter, der Western Blot, der Immunofluoreszenzfarbung und der qRT-
PCR. Die statistische Priifung der mittleren effektiven Konzentration (ECsg) erfolgte anhand des
unpaarigen Mann-Whitney-U-Tests. Der Verlauf der CRC wurde mit Hilfe eines ANOVA-
dhnlichen Testverfahrens fiir wiederholte Messungen mit einer nicht-Normalverteilung (Brunner
Test; das angewandte Programm ist online verfiigbar: The R-project, http://www.r-project.org)

erfasst. Die p-Werte unterhalb von 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.

2.3. Wesentliche neue Ergebnisse
2.3.1 Die renale Verteilung von Cavl und Caveolen

Dass Caveolen und damit Cavl als einer der essentiellen Faktoren fiir die Bildung der
Plamsamembraneinstiilpungen in den Nieren vorhanden sind, war bereits bekannt [27]. Cavl
konnte bisher sowohl im renalen Endothel sowie auch an der basolateralen Membran im
Verbindungstubulus (CNT) und im Sammelrohr (CD) nachgewiesen werden [27]. Mit Hilfe der
Immunhistochemie konnte nachgewiesen werden, dass Cavl auch im spdten distalen Konvolut
(DCT2) an der basolateralen Membran vorhanden ist. Der Nachweis gelang anhand der Ko-
Lokalisation von Cavl mit dem NCC unter der gleichzeitigen Darstellung der Nephronabschnitte

DCT2 und CNT bzw. DCT2, CNT und CD.

2.3.2 Plasma- und Urinauswertung von Cavl” Miusen

In den Stoffwechselkifiguntersuchungen zeigten die Cavl”-Miuse eine signifikant héhere Urin-
(+126%, p<0,05) und Natriumausscheidung (+142%, p<0,05) im Vergleich zu den WT-Méusen.
Dariiber hinaus war bei den Cavl”-Tieren das Natrium/Kreatinin-Verhiltnis (+94%, p<0,05),
die fraktionelle Natrium- (+81%, p<0,05) und Chloridausscheidung (+107%, p<0,05) gegeniiber
den WT-Miusen gesteigert. Diese Werte lassen auf einen abgeschwichten
Harnkonzentrierungsmechanismus schlieBen. Kein Unterschied konnte in Bezug auf die

Plasmaelektrolyt- und Kreatininwerte nachgewiesen werden.
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Allerdings konnten die Cavl’-Miuse unter Bedingung der Wasserdeprivation ihren
Urinkonzentrierungsdefekt kompensieren. Das Urinvolumen zeigte dann keinen signifikanten
Unterschied zwischen beiden Gruppen. Es konnten lediglich Trends in Richtung einer
gesteigerten Urinausscheidung und einer gesteigerten Ausscheidung von Natrium, Chlorid und

Calcium bei Cav1™"-Tieren beobachtet werden.

2.3.3 Epitheliale Effekte der Cavl-Deletion

Zur Ermittlung des Einflusses von Cavl auf die Epithelien wurde mit Hilfe des Immunoblot-
Verfahrens von Nierengewebe die Menge an verschiedenen Transportern und Kanélen
analysiert. Hierzu gehorten die luminalen Transporter NCC und NKCC2, die luminalen Kanile
AQP2 und eNaC, die basolateralen Transporter Na'/K -ATPase und NKCC1, der basolaterale
Kanal AQP4, der basolaterale Vasopressin V2 Rezeptor sowie der an der luminalen und
basolateralen Membran priasente Kanal AQPI1. Hier =zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen WT- und Cavl”-Nieren. Weiterhin wurden die phosphorylierten und
dementsprechend aktiven Proteinformen von NCC, NKCC2 und AQP2 analysiert. Der an Serin
71 phosphorylierte NCC zeigte sich in Cavl™-Nieren gegeniiber WT-Nieren um 40% verringert.
Hingegen konnte kein Unterschied hinsichtlich an Serin 256 phosphoryliertem AQP2 sowie an
Threonin 96 und 101 phosphoryliertem NKCC2 zwischen beiden Mausgruppen nachgewiesen

werden.

2.3.4 Endotheliale Effekte der Cavl-Deletion

Caveolen haben einen Einfluss auf den vaskuldren Tonus und dessen Reaktivitdt [10, 26]. Mit
Hilfe konstriktorischer und dilatativer Reaktionen auf verschiedene Substanzen erfolgte die

Analyse dieses Einflusses in renalen Interlobulararterien.

Hinsichtlich der Testung der konstriktorischen Eigenschaften kam eine um ein Viertel reduzierte
Sensitivitit gegeniiber PE in den Cavl”-GefiBen zum Vorschein. Die maximale Konstriktion
war in Cavl™-Arterien im Vergleich zu den WT-Arterien reduziert. Die Unterdriickung der NO-
Bioverfiigbarkeit mit Hilfe von L-NAME vor der Stimulation mit PE steigerte die vaskulére
Kontraktilitdt. Dieses Ergebnis ldsst eine erhohte Bioverfiigbarkeit an NO in Cavl-defizienten

Gefillen vermuten.

Des Weiteren wurde die Endothel-abhéngige und -unabhingige Dilatation unter Verwendung
von ACh bzw. SNP untersucht. Beide Genotypen zeigten &hnliche Endothel-abhingige

Dilatationsreaktionen auf ACh nach einer vorangegangen Konstriktion mit PE. Nach einer
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Vorinkubation mit L-NAME konnte dieser Effekt aufgehoben werden, wobei der L-NAME-
Einfluss in den Cavl”-Arterien ausgeprigter war als in denen der WT-Arterien. Die Endothel-
unabhingige Dilatationsreaktion, welche mit Hilfe von SNP untersucht wurde, brachte keinen

Unterschied der beiden Genotypen hervor.

In Kongruenz mit den oben geschilderten Ergebnissen bei den vaskuldren Versuchen unter einer
Vorinkubation mit L-NAME ergab das Immunoblotting der Nierengewebe einen deutlich
starkeren Nachweis an eNOS in Cavl™- gegeniiber WT-Nieren (+213%, p<0,05). Bekriftigt
wurde dieses Ergebnis mit dem Nachweis eines Zuwachses an immunoreaktivem eNOS-Signal
entlang des Cavl”-Endothels gegeniiber dem WT-Endothel in der konfokalen Laser-

Scanningmikroskopie (+133% in den Interlobararterien und +47% in den Vasa recta).

Zuséatzlich konnte unter Verwendung der gRT-PCR ein Zuwachs an alpha-adrenergen

Rezeptoren in Cav1™- im Vergleich zu WT-Nieren (+63%, p<0,05) nachgewiesen werden.

In Zusammenschau der Untersuchungen sprechen diese Ergebnisse fiir eine abgeschwéchte
Vasokonstriktion in Kombination mit einer vermutlich erhohten Bioverfiigbarkeit an NO unter
einer Cavl-Deletion. Dieser Mechanismus konnte die renale Harnkonzentrierung abschwichen

und somit als Erklarung fiir den renalen Volumenverlust dienen.

2.3.5 Zellversuche

Zur Ergidnzung der Tierversuche erfolgten zellulire Versuche mit Hilfe von Kontroll- und
CGLA4-Fibroblasten. Aufgrund einer Mutation von PTRF kommt es in CGL4-Fibroblasten nicht
zur Ausbildung von Caveolen und somit bietet sich die Mdoglichkeit, auf zelluldrer Ebene den
Einfluss der Caveolen auf eNOS zu untersuchen. Unter Anwendung der RipFlip-Methode konnte
bestétigt werden, dass CGL4-Fibroblasten an ihrer Plasmamembran keine Caveolen ausbilden.
Die Transfektion mit GFP-konjugiertem eNOS erbrachte in den Kontrollfibroblasten den
Nachweis der endothelialen NO-Synthase entlang der Plasmamembran, wohingegen in den
CGLA4-Fibroblasten die eNOS eher intrazelluldr zu finden war. Mittels der NADPH-Diaphorase
Reaktion gelang der indirekte Nachweis einer gesteigerten eNOS-Aktivitit in den CGL4-
Fibroblasten im Vergleich zu den Kontrollfibroblasten. Die Befunde suggerieren, dass ein
Verlust an Caveolen zu einer Zunahme der zytoplasmatischen eNOS-Fraktion und damit
womoglich zu einer vermehrten NO Biosynthese fiihrt [41]. Die Ergebnisse stehen im Einklang
mit den Tierversuchen und bestitigen die Interaktionen zwischen Caveolen und der NO-

Synthase.
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2.4. Klinische Anwendung und weiterfithrende wissenschaftliche Fragestellungen

Die Untersuchung der Funktion der Caveolen beziehungsweise von Cavl in der Niere war
bislang wenig fortgeschritten. In den vorangegangenen Publikationen erfolgte der Nachweis von
Caveolen und Cavl in renalen GefdBlen sowie im renalen distalen Epithelgewebe sowie eine
Phenotypisierung von Cavl-defizienten Méusen. Das Ziel der Arbeit war, neben der
Verifizierung dieser Ergebnisse, den Einfluss von Caveolen und Cavl auf die renale

Reabsorption von Wasser und Salzen niher zu untersuchen.

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass eine Deletion von Cavl einen Einfluss auf verschiedenen
Ebenen auf das renale Organsystem hat. Aufgrund der nachgewiesenen Polyurie und des
Salzverlustes im steady state-Versuch bei Cavl”-Miusen kann ein Einfluss von Cavl auf die

renale Reabsorption von Wasser und Salzen diskutiert werden.

Die nachgewiesene erhohte Natriumausscheidung in Cavl”-Méusen kann in Teilen durch den
moderaten Riickgang an pS71-NCC erkléart werden. Allerdings gilt es zu bedenken, dass bisher
kein Nachweis einer molekularen Interaktion zwischen dem apikalen NCC und dem
basolateralen Cavl erfolgte und die Ko-Expression der beiden Proteine auf einen kurzen
Abschnitt im DCT2 begrenzt ist. Um die Beeinflussung der renalen Harnkonzentrierung durch
die Caveolen bzw. Cavl besser zu verstehen, ist es wichtig die Effekte von Caveolen und Cavl

auf die renalen Kanile und Transporter noch ndher zu untersuchen.

Hierzu zdhlt sicherlich eine Charakterisieung der Interaktion zwischen Cavl und dem
epithelialen Natriumkanal (eNaC). In der vorliegenden Arbeit konnte kein quantitativer
Unterschied beziiglich des Vorhandenseins von eNaCa nachgewiesen werden. Ebenso zeigte
sich kein signifikanter Unterschied des Urin-Na'/K'-Verhiltnisses, was fiir eine
aufrechterhaltende Funktion des eNaC spricht. Allerdings gilt es zu bedenken, dass in einer
vorangegangen Arbeit in Cavl™”-Miusen entlang des distalen Nephrons eine Verinderung des
basolateralen Kaliumtransports beobachtet werden konnte [29]. Somit ist davon auszugehen,
dass ein erhaltenes Urin-Na'/K'-Verhiltnis allein nicht als ausreichende Grundlage fiir die

Erklarung einer erhaltenen eNaC-Funktion herangezogen werden kann.

Bei der Stimulation der Harnkonzentrierung mit Hilfe eines Durstversuchs zeigten sich
beziiglich des Verlustes an Elektrolyten und Wasser keine signifikanten Unterschiede zwischen
beiden Mauslinien. Somit ist davon auszugehen, dass ein Kompensationsmechanismus vorliegen

muss, der es erlaubt, in Abwesenheit von Cavl eine ausreichende Konzentrierung des Harns zu
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gewihrleisten. In Durstsituationen kommt es zu einem Anstieg an endogenem Vasopressin
(ADH), was dazu fiihrt, dass liber die Aktivierung des Vasopressin V2 Rezeptor (V2R) entlang
des distalen Nephrons und der Hauptzellen im CD die Salz- und Wasserriickresorption gesteigert
werden kann [34, 42, 43]. In den Untersuchungen zeigte sich kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der Expression von V2R. Ein Anstieg des ADH unter einem Wasserentzug und dem
daraus resultierenden Kompensationsmechanismus konnte womoglich eine Erklarung fiir das
erzielte Ergebnis sein, bedarf jedoch in der Zukunft weiterer Untersuchungen, um dies als

gesichert nachweisen zu kdnnen.

Die Untersuchungen der endothelialen Effekte der Cavl-Deletion zeigten unter anderem eine
Zunahme der Genexpression der alpha-adrenergen Rezeptoren in Cavl”-Nieren, was womdglich
als Kompensation fiir die vermutete erhohte Bioverfiigbarkeit an NO zu deuten ist.
Diesbeziiglich ist in zukiinftigen Studien allerdings noch zu kléren, ob sich die Menge an alpha-

adrenergen Rezeptoren auf der Proteinebene in renalen Gefdflen bestétigen lasst.

In vorangegangenen Publikationen wurde bereits diskutiert, dass Caveolen und Cavl mogliche
Ziele einer pharmakologischen Therapie sein konnten [44, 45]. Ziel zukiinftiger Studien konnte
es sein, die Ansdtze einer moglichen pharmakologischen Anwendung weiter voranzutreiben.
Dartiberhinaus konnten nachfolgende Studien eine weitere Charakterisierung der renalen
Caveolen/Cavl-Funktion durchfiihren. Die Ergebnisse zukiinftiger Studien konnten die
Grundlage einer Caveolen/Cavl-basierten pharmakologischen Therapie bei Stérungen des

renalen Wasser- und Elektrolythaushaltes darstellen.
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Caveolin 1 Promotes Renal Water
and Salt Reabsorption

. YanWilliére?, Aljona Borschewski?, Andreas Patzak? Tatiana Nikitina?, Carsten Dittmayer*,

. Anna L. Daigeler', Markus Schuelke?, Sebastian Bachmann® & Kerim Mutig®?
Received: 5 June 2017 Caveolin-1 (Cavl) is essential for the formation of caveolae. Little is known about their functional role
Accepted: 19 December 2017 . inthe kidney. We tested the hypothesis that caveolae modulate renal salt and water reabsorption.
Published online: 11 January 2018 : Wild-type (WT) and Cavl-deficient (Cavl—/—) mice were studied. Cavl expression and caveolae

. formation were present in vascular cells, late distal convoluted tubule and principal connecting tubule

: and collecting duct cells of WT but not Cavl—/— kidneys. Urinary sodium excretion was increased by

© 94% and urine flow by 126% in Cavl—/— mice (p < 0.05). A decrease in activating phosphorylation of

the Na-Cl cotransporter (NCC) of the distal convoluted tubule was recorded in Cavl—/— compared

© toWT kidneys (—40%; p < 0.05). Isolated intrarenal arteries from Cavl—/— mice revealed a fourfold

. reduction in sensitivity to phenylephrine (p < 0.05). A significantly diminished maximal contractile

. response (—13%; p < 0.05) was suggestive of enhanced nitric oxide (NO) availability. In line with

: this, the abundance of endothelial NO synthase (eNOS) was increased in Cavl—/— kidneys +213%;

: p<0.05)and cultured caveolae-deprived cells showed intracellular accumulation of eNOS, compared

* to caveolae-intact controls. Our results suggest that renal caveolae help to conserve water and

. electrolytes via modulation of NCC function and regulation of vascular eNOS.

: Caveolae are flask-like, 60 to 80 nm-size, cholesterol- and sphingolipid-enriched invaginations of the plasma
' membrane. They are typically found in endothelial and smooth muscle cells as well as in some epithelia'2
: Previous work has demonstrated their ability to provide plasma membrane reservoirs during mechanical stress
. such as osmotic swelling or axial stretching’. Apart from this role, caveolae have been implicated in multiple cell
. functions such as signal transduction, vesicular trafficking, endocytosis, and functional modulation of plasma
' membrane proteins"*. Major pathways such as nitric oxide release or calcium signaling have been associated with
. caveolae™. Caveolae have been implicated in regulation of vascular tone, cardiac rhythm, respiratory function,
. and overall lipid metabolism®~”.

: Caveolin-1 (Cavl) and Cavin-1 (also known as Polymerase I and Transcript Release Factor; PTRF) are essen-
- tial for the biogenesis of caveolae. Genetic deletion of either Cavl or PTRF in mice leads to impaired caveolae
. formation with resulting functional disorders primarily affecting blood vessels, lungs, and fat tissue>®*. Human
. PTRF mutations have been linked with congenital generalized lipodystrophy type 4 (CGL4) characterized by
. markedly reduced body fat mass, muscle weakness, and life-threatening cardiac arrhythmia’. Although caveolae
¢ are abundant in virtually all organs, previous studies were mainly focused on their functional relevance in the res-
: piratory and cardiovascular systems®. Caveolae have been implicated in the pathogenesis of pulmonary diseases
: such as asthma, obstructive disease, and fibrosis, as well as cardiovascular disease including pulmonary hyper-
. tension'. Less is known about the role of caveolae in the kidney, where earlier studies described the presence of
¢ Cavl and caveolae in the vasculature and distal renal epithelia’'. Phenotyping of Cav1-deficient mice (Cavl—/—)
. revealed moderate urinary loss of calcium, magnesium, and potassium, suggesting that caveolae may play a role
. in renal handling of these electrolytes'>'*. These effects are believed to depend on functional interactions of Cavl
. with basolateral calcium and potassium transport proteins'>"*. A recent study in vasopressin-deficient Brattleboro
* rats with central diabetes insipidus (DI) proposed a role for Cavl in the urinary concentration process; stimu-
. lation of DI rats with the vasopressin V2 receptor agonist desmopressin (IDAVP) induced a sustained apical
. translocation of Cavl in principal cells of collecting ducts'*. The functional significance of caveolae for renal
. reabsorption of salt and water, however, remained to be elucidated further'"'*, In this study we therefore utilized

Department of Anatomy, Charité-Universitdtsmedizin Berlin, Berlin, Germany. 2Department of Physiology, Charité-
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Cavl-deficient (Cavl—/—) mice to assess the contribution of caveolae to renal water and electrolyte handling.
Epithelial as well as endothelial functions of Cav1 in the kidney have been addressed.

Results

Renal distribution of Cavl and caveolae in WT and Cavl—/— mice. Inlight of the scarce informa-
tion available on Cavl distribution in the mouse kidney, we first analyzed overall Cav1 expression in the renal
parenchyma of WT mice. In an overview approach, anti-Cavl immunoperoxidase staining showed a significant
basolateral signal in a subpopulation of cortical distal tubules as well as in blood vessels such as the outer med-
ullary vascular bundles (Fig. 1a,b). Double immunofluorescence staining for Cavl and Na,K,2Cl-cotransporter
(NKCC2) of the thick ascending limb (TAL) showed that the entire TAL and macula densa were negative for
Cavl; beyond the macula densa, the transition between TAL and DCT showed that the initial distal convoluted
tubule (DCT1) was Cavl-negative as well (Fig. 1¢,d). On consecutive sections, co-staining of Cavl and Na,Cl-
cotransporter (NCC) demonstrated the onset of Cavl expression in the late portion of the DCT (DCT2), and a
stronger signal was also found in ensuing, NCC-negative connecting tubule (CNT) principal cells which were
identified by morphological criteria (Fig. 1e,f). Double immunofluorescence staining for Cavl and aquaporin
2 (AQP2) showed an additional, substantial Cav1 signal in the collecting duct (CD) principal cells (Fig. 1g,h).
Cavl—/— kidneys showed no significant Cavl signals in DCT2 or in CNT and CD principal cells (Fig. 2a,b).
Renal blood vessels showed a Cavl immunofluorescent signal in the arteries, arterioles, medullary vascular
bundles, and capillaries of WT kidneys. There was pronounced staining of the arteriolar smooth muscle layer,
and endothelia were positive throughout the vasculature, including glomerular capillaries, as revealed by dou-
ble immunofluorescence staining with the endothelial marker CD31 (Fig. 2c). Cav1 staining was absent from
the entire vasculature in Cavl—/— kidney (Fig. 2d). Ultrastructural analysis by transmission electron micros-
copy showed densely packed rows of caveolae along plasma membranes of vascular smooth muscle cells and
endothelia in WT, but none in Cavl—/— kidneys (Fig. 2e,f). Caveolae were also found attached to the basolat-
eral membrane of CNT and CD principal cells of WT, but not Cavl —/— kidneys (Fig. 2g,h). In line with this,
pre-embedding labeling of Cavl and detection by transmission electron microscopy produced a signal along the
basolateral membrane of principal CNT and CD cells in WT but not in Cavl—/— kidneys (Fig. 2i,j).

Urine and blood analysis of Cavl—/— mice. For steady state analysis, mice were placed in meta-
bolic cages to obtain 24 h urine samples. Plasma samples were obtained when mice were sacrificed for organ
removal. Analysis of plasma electrolytes and creatinine levels revealed no significant differences between WT
and Cavl—/— mice (Table 1). Urinary sodium excretion (+142%, p < 0.05), sodium/creatinine ratio (4+94%,
p <0.05), fractional sodium excretion (+81%, p < 0.05), fractional chloride excretion (4-107%, p < 0.05), as well
as urine volume (+126%, p < 0.05) were significantly increased in Cavl—/— compared to WT mice (Table 1).
There were no significant differences between WT and Cavl—/— mice with respect to potassium, calcium,
urea, and creatinine levels; although a strong trend towards augmented calcium excretion and a moderate trend
towards potassium wasting were observed. A parallel cohort of WT and Cavl—/— mice was subjected to water
deprivation for 18 to challenge their urinary concentrating ability. This experiment produced no statistical dif-
ferences in urinary electrolyte excretion between the strains, showing only trends towards increased urinary
volume and urinary levels of sodium, chloride, potassium and calcium in Cavl—/— mice (Table 2).

Epithelial effects of Cavl deficiency. Next, we tested effects of Cavl-deficiency on the abundance of
relevant distal transporters and channels by immunoblotting of whole kidney lysates. Protein levels of basolateral
and luminal transporters and channels, including Na*/K*-ATPase, NKCC1, aquaporin 1 (AQP1), NKCC2, NCC,
aquaporin 2 (AQP2), aquaporin 4 (AQP4), and the alpha subunit of the epithelial sodium channel (ENaCa),
as well as of the basolateral vasopressin V2 receptor (V2R) did not differ between WT and Cavl—/— kidneys
(Fig. 3a,b). Since the activities of AQP2, NKCC2 and NCC primarily depend on their phosphorylation at con-
served threonine- or serine residues'>-'7, we further applied antibodies recognizing their phosphorylated species.
AQP2 phosphorylation at $256 and NKCC2 phosphorylation at T96/T101 were not affected by Cav1-deficiency,
whereas NCC phosphorylation at S71 was significantly decreased in Cavl—/— compared to WT mice (—40%,
p <0.05; Fig. 3a,b).

Vascular effects of Cavl deficiency. Since caveolae have been implicated in the regulation of vascular
tone and reactivity, we evaluated contractile and dilatory responses in renal interlobular arteries obtained from
WT and Cavl—/— kidneys. Cumulative addition of phenylephrine (PE) to the bath solution revealed signifi-
cantly reduced sensitivity (ECsy: 422 +65nM in WT vs. 105+ 9nM in Cavl—/—, p <0.05) and reduced max-
imum contractile responses in Cavl—/— arteries compared to WT arteries (119 £ 6% in WT vs. 106 & 5% in
Cavl—/—, p <0.05; Fig. 4a). Pre-incubation of vessels with L-NAME to inhibit the production of nitric oxide
(NO) improved the contractile response to PE in Cavl—/— arteries, suggesting increased NO bioavailability
upon Cavl disruption (ECsy: 112441 nM, p < 0.05; Fig. 4a). Further, we tested endothelium-dependent and
independent relaxation responses using acetylcholine (ACh) and sodium nitroprusside (SNP), respectively. ACh
applied after preconstriction with PE produced similar relaxation responses in both genotypes, which could be
abolished by preincubation of the arteries with L-NAME (p < 0.05), but the effect of L-NAME was more pro-
nounced in Cavl—/— compared to WT arteries (p < 0.05), again suggesting increased NO levels in Cavl—/—
arteries (Fig. 4b,c). The endothelium-independent relaxation tested by cumulative application of SNP was not
different in WT and Cavl—/— arteries (Fig. 4d). In line with the increased response of Cavl—/— arteries to the
NOS-inhibitor L-NAME, immunoblotting of kidney lysates showed enhanced abundance of the endothelial nitric
oxide synthase isoform (eNOS) in Cavl—/— compared to WT kidneys (4213%, p < 0.05; Fig. 5a,h). This result
was corroborated by confocal microscopic evaluation of WT and Cavl—/— kidneys showing enhanced eNOS
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Figure 1. Renal distribution of caveolin 1 in wild-type mouse kidney. (a,b) Representative bright-field images
showing basolateral caveolin 1 (Cav1) distribution along renal distal epithelia (a) as well as a Cav1 signal in
medullary vasculature (b); immunoperoxidase/hematoxylin staining, interference contrast. (c,d) Double
immunofluorescence staining for Cavl and Na-K-2Cl cotransporter (NKCC2) shows the transition between
NKCC2-positive thick ascending limb (TAL) and NKCC2-negative early distal convoluted tubule (DCT1; bar);
TAL and DCT1 are Cavl-negative. (e,f) Immunofluorescence staining for Cav and, on a consecutive section, for
DCT-specific Na-Cl cotransporter (NCC) showing the transition between NCC-positive late DCT (DCT2) and
ensuing NCC-negative connecting tubule (CNT); moderate basolateral Cav1 signal is detected in DCT2 (arrows);
stronger Cavl signal is observed in CNT principal cells. (g,h) Double immunofluorescence staining for Cavl and
aquaporin 2 (AQP2) shows a moderate Cav1 signal in AQP2-negative DCT2 (arrows) and a stronger Cav1 signal
in CNT and collecting duct (CD) principal cells (bars indicate DCT2/CNT and CNT/CD transitions).
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Figure 2. Verification of caveolin-1 deficiency. (a,b) Representative confocal images of control WT (a; n=4) and
Cavl-deficient kidneys (b; n=4) after double immunofluorescence staining for Cav1 (green signal) and AQP2
(red signal) showing strong basolateral Cav1 labeling in WT CD principal cells identified by positive luminal
AQP2 signals (exemplified by arrows); no corresponding Cavl signal was detected in Cavl—/— kidneys (arrows).
(c,d) Double staining for vascular Cav1 signal (green; arterioles marked with asterisks) and endothelial marker
CD31 (red) in WT (c) and Cavl—/— kidneys (d); note strong Cav1 signal in WT but not in Cavl—/— vessels.
(e-h) Representative transmission electron microscopy images of WT (e,g) and Cav1-deficient kidneys (f,h)
documenting caveolae (arrows) in the plasma membrane of WT vascular smooth muscle (e) and CD principal
cells (g), and absence of caveolae in Cav1-deficient vascular smooth muscle (f) and CD principal cells (h). (i.j)
Pre-embedding labeling of WT and Cav1l—/— kidney sections for Cav1 detected by transmission electron
microscopy shows basolateral Cavl labeling of principal CD cells in WT (arrows) but not in Cav1 kidneys.
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Plasma parameters (mean + SD)

Na*, mmol/L 152.1+1.5 143.74+12.0
K, mmol/L 59+0.3 6.24+0.8
ClI~, mmol/L

Ca?*, mmol/L 1.88+0.05 1.90+0.03
Creatinine, mg/dl 0.11£0.01 0.10:£0.01
Urea, mg/dl 54.5+4.4 554474
Urinary analysis (mean + SD)

Body weight, g 283408 298408
Urinary volume, g/g body weight 0.023+0.005 0.05240.010%
Na* excretion, mmol/kg*24h 26+15 6.3+£1.5%
K+ excretion, mmol/kg*24 h 52+16 82+19
CI~ excretion, mmol/kg*24h 36409 7.7+21
Ca?* excretion, mmol/kg*24h 0.07+£0.01 0.16£0.06
Creatinine, mg/dl 412442 247451
Creatinine, mg/g body weight 0.009+0.002 | 0.011+0.001
Na'/creatinine ratio 337442 65.4+£12.1%
K*/creatinine ratio 66.4+10.7 85.1+£17.2
Cl " /creatinine ratio 459+4.6 80.6+19.0
Ca**/creatinine ratio 0.954+0.09 1.64+0.62
Renal function (mean=SD)

Fractional Na* excretion, % 0.22+0.03 0.40+0.06*
Fractional K* excretion, % 10.83+1.68 12.68+1.75
Fractional Cl~ excretion, % 0.42+0.04 0.8740.13*
Fractional Ca* excretion, % 0.49+0.05 0.86+0.28
Na't/K* ratio 0.574+0.12 0.78+0.06

Table 1. Physiological steady state parameters, WT vs. Cavl—/— mice. *p < 0.05.

Urinary analysis (mean + SD)

Body weight, g 28.5+0.7 29.24+0.7
Urinary volume, g/g body weight 0.028 +0.003 0.041 40.008
Na' excretion, mmol/kg *18h 42+1.1 59+09
K* excretion, mmol/kg *18h 72+12 81+1.0
CI excretion, mmol/kg *18h 6.9+1.1 80+14
Ca?* excretion, mmol/kg *18 h 0.07+0.02 0.1240.03
Creatinine, mg/dl 382+1.7 303+3.5
Creatinine, mg/g body weight 0.01140.001 0.01240.002
Na'*/creatinine ratio 45.1+£2.6 58.24+6.4
K*/creatinine ratio 75.31+6.6 81.24+6.5
Cl/creatinine ratio 72.7+5.1 79.3+12.7
Ca’*/creatinine ratio 0.72+0.14 1.234+0.24
Na*/K* ratio 0.63+0.07 0.73£0.07

Table 2. Physiological parameters of WT vs. Cavl—/— mice upon water deprivation. *p < 0.05.

immunoreactive signal in vascular endothelia including interlobar arteries and vasa recta (4+133% in interlobar
arteries and 4-47% in vasa recta; Fig. 5b-g). We further evaluated the renal expression of alpha-adrenergic recep-
tors by quantitative PCR and found a significant increase in Cavl—/— compared to WT kidneys (+63%, p < 0.05;
Fig. 5i) which may reflect a compensatory response to enhanced NO bioavailability. Together, these results point
to an attenuated vasoconstriction along with increased endothelial NO bioavailability under Cavl—/— deficiency.

Effects of CGL4-causing PTRF mutation in cell culture. Next, we utilized fibroblasts from patients
with a CGL4-causing mutation of PTRF (CGL4-fibroblasts) to study effects of caveolar disruption on the cel-
lular distribution of eNOS. To this end, CGL4- and wild type (WT) fibroblasts were transfected with eNOS.
Ultrastructural analysis of plasma membrane fragments obtained by the rip/flip method'® and labeled for
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Figure 3. Effects of caveolin-1 deficiency on epithelial parameters by immunoblotting. (a) Representative
immunoblots of WT (n=6) and Cavl-deficient (Cavl—/—; n=6) kidney lysates detected by antibodies to
Cavl, alpha subunit of Na/K-ATPase (Na*/K"), NKCC1/2 (antibody recognizes both NKCC isoforms), AQP1,
V2R, NKCC2, phosphorylated (p) NKCC2 (pT96/T101-NKCC2), NCC, pNCC (pS71-NCC), AQP2, pAQP2
(pS256-AQP2), alpha subunit of epithelial sodium channel (ENaC«) and aquaporin 4 (AQP4); 3-actin serves
as loading control below the respective blots; all molecular weight levels are approximate. (b) Densitometric
quantification of the immunoreactive signals normalized to the respective loading controls. Data is expressed as
the mean + standard deviation; *p < 0.05 (Student’s t test for normal distribution); original immunoblot scans
are available in Supplementary Data.
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Figure 4. Effects of caveolin 1-deficiency on arterial contraction and relaxation. (a) Phenylephrine (PE)
cumulative concentration response curves (1071° to 10~*mol/l) in WT (n=13) and Cavl-deficient mice
(Cavl—/—; n=12) with and without L-NAME pretreatment (n = 10 and n= 13, respectively). (b) Acetylcholine
(ACh, 10~ to 10~° mol/l) cumulative concentration response curves in WT (n=16) and Cavl—/— (n=14)
with and without L-NAME pretreatment (n= 10 and n =9, respectively). (c) Effects of L-NAME pretreatment
on the vascular tone during ACh application (calculated from data in Fig. 4b). (d) Sodium nitroprusside (SNP,
107 to10~** mol/1) cumulative concentration response curves for WT (n=18) and Cavl—/— (n=15). Data are
expressed as the mean values + standard deviations, *p < 0.05. *Indicates significant differences between groups
(ANOVA like Brunner Test for non-normal distribution), * Indicates significant differences between Cavl—/—
and Cavl—/—+L-NAME. (ANOVA, Student’s test for normal distribution and post hoc Mann Whitney test for
independent groups).

Cavl revealed abundant Cavl-positive domains in the plasma membrane of WT but not of CGL4-fibroblasts
(Fig. 6a,b). This result therefore confirms that the CGL4-causing mutation of PTRF is associated with impaired
formation of caveolae, as reported previously’. Transfecting the cells with GFP-tagged eNOS resulted in a sub-
stantial association of eNOS with plasma membrane in WT cells, whereas CGL4-cells showed predominantly
intracellular accumulation of eNOS (Fig. 6¢,d). Evaluation of NOS activity using the histochemical NADPH
diaphorase reaction produced stronger signal in CGL4-fibroblasts as compared to control cells (Fig. 6e,f). This
data suggests that depletion of caveolae enhances the cytoplasmic eNOS fraction, which probably facilitates NO
biosynthesis".

Discussion

The present results expand upon previous work on the renal distribution of Cav1 and caveolae and suggest that
Cavl-deletion may affect renal performance at multiple levels. High-resolution immunohistochemistry revealed
abundant Cavl expression in the renal epithelia and vasculature. The epithelial Cav1 signal was restricted to
the distal nephron epithelia comprising the late DCT and CNT/CD principal cells, which mediate reabsorp-
tion of divalent cations and participate in renal potassium handling?®?'. Previous evaluation of an alternative
Cavl-knockout mouse line reported significant urinary calcium and potassium losses in Cav1-deficient mice,
whereas in the present study only a trend towards enhanced urinary calcium and potassium excretion was
observed upon Cavl disruption'>'. We believe that the lack of statistical significance for calcium and potas-
sium values is due to relatively small sample sizes in our animal experiments (6 animals per group). The milder
phenotype of Cavl-deletion in our study may also be related to inherent differences between the distinct
knockout-strains™'>!>. Steady state polyuria and urinary salt loss in our Cavl—/— mice suggest that Cavl may
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Figure 5. Effects of caveolin 1-deficiency on eNOS and alpha-1 adrenergic receptors. (a) Representative
immunoblot of WT (n=6) and Cav1-deficient (Cavl—/—; n=6) kidney lysates detected by antibodies to
endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and 3-actin as loading control; indicated molecular weights are
approximate. (b,c) Representative confocal images of interlobar arteries showing increased endothelial eNOS
signal (green) in Cavl—/— (n=4) compared to WT kidneys (n =4). (d,e) Vasa recta also show an enhanced
eNOS signal in Cav1-/- kidney. Nuclei are counter-stained with DAPI (blue). (f,g) Quantification of confocal
eNOS signals in interlobar arteries (IA) and vasa recta (VR) by intensity. (h) Densitometric quantification

of eNOS immunoblots shown in A, normalized to loading controls. (i) Evaluation of alpha-1 adrenergic
receptor mRNA expression in WT vs. Cavl —/— kidneys using quantitative PCR. Data is expressed as the mean
values + standard deviations, *p < 0.05 (Student’s t test for normal distribution); WB - Western blot,

IF - immunofluorescence.
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Figure 6. Cellular distribution of eNOS and NADPH diaphorase activity in WT vs. CGL4 fibroblasts. (a,b)
Immunogold detection of Cav1 (a; 10 nm gold grains, arrows) in plasma membrane sheets obtained by rip/flip-
technique. Note that in CGL4-fibroblasts, membrane is virtually devoid of a Cav1 signal (B); scale bars 100 nm.
(c,d) Cellular distribution of transfected eNOS with a membrane-bound signal in WT (c, arrows) as opposed
to the more perinuclear signal in CGL4-fibroblasts (d, arrows); scale bars 10 um. (e,f) Enhanced NADPH-
diaphorase activity in CGL4-fibroblasts (f) suggests enhanced NOS activity in Cav1 deficiency; representative
results of three independent experiments.

further be involved in the renal reabsorption of salt and water. Analysis Na*/K*-ATPase, which can be function-
ally modulated by Cav1? revealed its unchanged renal abundance and further relevant salt and water transport
proteins of the proximal and distal nephron showed no major quantitative alterations upon Cavl-disruption,
except for a moderate reduction of phosphorylated NCC. Since the analyzed phosphorylation site (S71) is essen-
tial for NCC activation, this result may, at least in part, account for the urinary sodium loss'®. Mechanistic molec-
ular links between basolateral Cav1 and apical NCC are elusive, especially in view of their co-expression only in
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the relatively short late DCT portion. However, due to association of Cav1l with calcium reabsorption in the distal
nephron, its deficiency may trigger local or systemic compensatory mechanisms suppressing NCC in favor of
more efficient calcium reabsorption, as observed with pharmacologic inhibition of the transporter by thiazides
or during action of the parathyroid hormone*>*!. Apart from NCC, functional effects of Cav1-deficiency on
transporters and channels of principal CNT/CD cells deserve more precise characterization in future studies.
The present analyses did not reveal changes in ENaCa abundance upon Cav1 disruption and the urinary Na*/
K* ratio was not significantly changed, which suggested preserved ENaC function. However, in view of reported
functional changes of basolateral potassium transport along the distal nephron of Cavl—/— mice'?, the Na*/
K™ ratio alone is insufficient for robust assessment of ENaC function. Therefore, functional evaluation of ENaC
activity in the future would be helpful to clarify this issue. Interestingly, water deprivation for 18 h abolished
differences in urinary electrolyte excretion between WT and Cavl—/— mice suggesting that Cavl-deficiency
can be efficiently compensated upon challenge. Water deprivation elicits increases of endogenous vasopressin
(AVP) levels thereby promoting salt and water reabsorption via activation of V2R along the distal nephron and
in principal CD cells'”*>?. Since V2R expression was not altered in Cavl—/— mice, increased AVP levels upon
water deprivation with resulting V2R-dependent stimulation of distal transporters and channels may contribute
to compensation of Cav1-deficiency along with V1a receptor-induced vasoconstriction”’. Moreover, AVP has
been shown to interfere with both epithelial and vascular NO systems?’~%*.

Vascular effects of Cav1-deficiency were assessed in isolated renal arteries. Cav1-disruption was associated
with reduction of their contractile response to the o -agonist PE, unchanged relaxation after ACh application,
but stronger effect of L-NAME on vascular tone during ACh application. When assuming an increased NO bio-
availability in Cavl—/— animals, a stronger effect of ACh, which seems to act predominantly via NO release in
these arteries, should be expected. However, WT and Cavl—/— vessel presented similar and powerful responses
to cumulatively increasing concentrations of ACh. This data is in contrast to the markedly stronger relaxation to
ACh-bolus application reported in Cavl-deficient arteries of the same knockout strain®. This discrepancy may
be related to different types of protocols (bolus vs. cumulative application) as well as the varying types of the
arteries being studied in the present vs. previous work. The reduced sensitivity to PE supports the idea of an acti-
vated NO system in Cavl—/— mice, although preserved or even enhanced contractile response to o, -receptor
agonists have been previously reported in mesenteric arteries and aorta upon Cavl or PTRF disruption, respec-
tively>*. Physical and functional association of caveolae with adrenergic receptor subtypes was described in
cardiac myocytes®'~**. However, disruption of caveolae in isolated rat tail arteries using cholesterol depletion
did not affect their contractile response to adrenergic stimulation®. Therefore, the role of caveolae in mediating
adrenergic stimulation remains to be clarified. Our present data showing reduced PE-induced contractility in
Cavl-deficient renal arteries may reflect increased NO bioavailability with resulting attenuation of vasoconstric-
tion, rather than direct inhibition of the adrenergic system by caveolae disruption. In this light, increased expres-
sion of o, -adrenergic receptors in Cavl—/— kidneys observed in the present study may reflect a compensatory
reaction serving to balance enhanced NO bioavailability, although their abundance at the protein level in renal
vessels still needs to be studied. Compensatory mechanisms related with increased NO bioavailability would also
help to explain the moderately higher contractile tone of Cavl—/— arteries upon pretreatment with L-NAME in
experiments testing endothelium-dependent relaxation using ACh.

Inhibitory effects of caveolae or Cavl on the activity of NOS isoforms have been reported in a number of
previous studies®~*°. With respect to the kidney, an association between Cavl and eNOS has been proposed to
play a role in the pathogenesis of diabetic nephropathy***!. Nitric oxide derived from eNOS has further been
shown to promote diuresis through vascular and epithelial effects in the kidney®. Cav1 disruption may therefore
increase NO bioavailability, which in turn may contribute to the observed polyuria in the Cavl—/— mice. The
increased abundance of eNOS in Cavl—/— kidneys and reduced contractility of Cavl—/— interlobular arteries
observed in this study provide indirect evidence for enhanced NO release upon Cavl disruption. This would
also agree with the reported increase of NO release in Cav1-deficient aorta®. The underlying mechanisms may
include direct inhibition of eNOS activity by the protein network of caveolae as well as enhanced internalization
and degradation of eNOS via interactions with its trafficking factor NOSTRIN and Cav1 directing the enzyme to
caveosomes®**2, Regulation of eNOS activity appears to be closely linked to its cellular distribution*>*. Activating
Golgi-associated eNOS requires protein kinase B, whereas plasma membrane-associated eNOS responds to
changes in calcium-dependent signaling**4. Cytosolic localization of eNOS has been associated with its activa-
tion*>*. To extend information on caveolae-dependent eNOS regulation we have studied the cellular distribu-
tion of transfected eNOS in human fibroblasts carrying CGL4-causing PTRF mutation’. The resulting depletion
of caveolae was associated with perinuclear accumulation and reduced targeting of eNOS to the plasma mem-
brane which, we assumed, would indicate changes in its activity’>**. Indeed, indirect evaluation of NOS activ-
ity using histochemical NADPH diaphorase staining demonstrated enhanced endogenous NOS activity in the
caveolae-deficient CGL4-fibroblasts. This data further corroborates the role of caveolae in the regulation of eNOS
activity and is in line with other results of our study, documenting increased eNOS function in Cav1-deficient
kidneys.

Increased vascular NO production may have paracrine effects on adjacent transporting epithelia, primarily in
the medulla*”*%. Increased bioavailability of NO has been reported to attenuate salt reabsorption along the distal
nephron chiefly due to inhibition of NKCC2 activity****. However, NKCC2 abundance and phosphorylation were
not reduced in Cavl—/— kidneys. Therefore, changes in local NO production in Cavl—/— renal vessels were
likely not strong enough to induce significant paracrine effects on renal epithelia.

Caveolae have also been implicated in the regulation of detrusor contractility, which may have effects on
urine flow***!. However, manifestation of impaired detrusor function was evident only in old mice lacking Cav1l
(1-year-old), whereas young mice (up to 3-month-old) did not show significant changes®'. Therefore, alterations
of urinary bladder function in the mice used in the present study are unlikely.
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In summary, our study demonstrates that renal caveolae, which depend on Cavl expression, are involved
in the control of salt and water reabsorption. Absence of renal caveolae is associated with moderate salt loss
and enhanced urine flow. In the tubular compartment, a decrease in activating NCC phosphorylation upon
Cavl-deletion may explain diminished electrolyte reabsorption. In the vascular compartment, lack of caveolae
is associated with disinhibition of eNOS, resulting in increased NO bioavailability and decreased vascular con-
tractility, which aligns with impaired volume conservation. Since caveolins and caveolae have been recognized as
potential targets for pharmaceutical interventions®, our data may have clinical implications.

Methods
All methods were performed in accordance with the relevant guidelines and regulations, such as standards of
Good Scientific Practice and permissions of local authorities where applicable.

Animal experiments. Generation of Cav1-deficient mice has been described previously®. All animal experi-
ments were approved by the Regional Office for Health and Social Affairs Berlin (LAGESO permission: G0220/12).
For physiological evaluation of baseline kidney performance 10-14 weeks old male wild type (WT; n=6) and
Cavl—/— mice (n=6) were kept in metabolic cages for 24 h at chow and water ad libitum to collect urine sam-
ples. After the metabolic cages blood and kidneys were collected under ketamine/xylazine-anaesthesia and mice
were sacrificed by cervical dislocation. A parallel cohort of mice (5 WT and 6 Cavl—/— mice) was subjected to
water deprivation for 18 h at chow ad libitum and urine samples were collected in metabolic cages. Plasma and
urinary electrolytes were measured by routine automatic photometric methods (Cobas 8000, Roche Diagnostics)
and fractional excretion of electrolytes was calculated [for example FEy, = 100 X (Naiyory X Creayma)/
(N@yjysma X Creayinary) |; kidneys were removed and processed for biochemical analysis. For morphological
evaluation WT (n=4) and Cavl—/— mice (n =4) were anaesthetized by intraperitoneal injection of pento-
barbital sodium (100 mg/kg body weight) and kidneys were fixed by retrograde perfusion with 3% paraformal-
dehyde/PBS via the abdominal aorta, removed, and processed for cryo-sectioning, paraffin-embedding, and LR
White-embedding.

Evaluation of vascular contraction and relaxation. 16-20 weeks old male WT (n = 18) and Cav-
1—/— mice (n= 16) were sacrificed by cervical dislocation after short anaesthesia using isoflurane, kidneys
were removed and placed in ice-cold Krebs-Henseleit physiological solution (KHS; 118.6 mM NaCl, 4.7 mM
KCl, 2.5mM CaCl2, 1.2mM MgSO4, 1.2 mM KH2PO4, 25.1 mM NaHCO3, 11.1 mM glucose and 0.02mM
EDTA)*. Up to four renal interlobar arteries were obtained per animal for different treatment protocols and
mounted on a 40 um stainless steel wire in a small vessel myograph (model 500 A; DMT, Aarhus Denmark) at
95% 02/5% CO2 gas mixture and 37 °C. Arterial force was recorded using a Powerlab 4/25 T data-aquisition
system (ADInstruments, Castle Hill, New South Wales, Australia). The resting tension was set according to
Mulvany’s normalization procedure®’. The diameter was set to 80% of that calculated for a transmural tension
of 100 mmHg. The procedure was performed without using relaxing substances. Maximal contraction of arterial
vessels was induced by 100 mM KCI prior to each experiment and the obtained values were used as a standard
for comparative evaluation of other vasoconstrictors. Concentration response curves (CRCs) for renal interlobar
arteries were obtained by adding of cumulative doses of phenylephrine (10~1°-3.10~7M) to the bath solution.
To obtain relaxation responses, vessels were pre-contracted to 50% of the maximum, KCl-induced contraction
using phenylephrine at an appropriate concentration. The endothelium-dependent relaxation was evaluated
by means of CRC to acetylcholine (ACh: 107°~10-°M) applied on top of phenylephrine. To assess the role of
NO in the vascular tone, arteries were pretreated with N®-nitro-1-arginine methyl ester (I-NAME) 10~*M for
15 min before measuring the ACh concentration response curves during preconstriction with phenylephrine.
The endothelium-independent relaxation was investigated by CRC to sodium nitroprusside (SNP; 10-°-10~* M)
on top of phenylephrine.

Cell culture. CGL4-fibroblasts were derived from a patient with CGL4 and control wild type fibroblasts
were obtained from diagnostic samples for numeric chromosomal aberrations that showed no pathology”.
For immunoblotting, fibroblasts were grown to confluence in DMEM in the presence of 15% FCS and peni-
cillin/streptomycin on petri-dishes, washed with PBS, and harvested by mechanical scrapping in homogeni-
zation buffer (250 mM sucrose, 10 mM triethylamine and protease inhibitor [Complete; Roche, Mannheim,
Germany]). Overexpression of eNOS in CGL4- and WT fibroblasts was induced by transient transfection of
pcDNAS3 plasmid containing GFP-tagged eNOS (Plasmid #22444; Addgene, Cambridge, MA) using JetPEI
transfection reagent (Polyplus, Illkirch, France). After transfection, cells were incubated for 48 hours at 37°C.
For immunofluorescence, cells were grown on uncoated cover slips, washed with PBS, fixed in 4% PFA, and
evaluated by confocal microscopy.

Antibodies. The following primary antibodies were applied for immunofluorescence, immunohistochem-
istry, or immunoblotting: anti-AQP1 (Alpha diagnostic international, San Antonio, Texas, USA), anti-AQP2
(Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany), anti-phospho-aquaporin 2 (pS256), anti-3-actin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), anti-Cav1 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany), anti-NKCC1 (T4;
Developmental Studies Hybridoma Bank, University of lowa, USA), anti-vasopressin V2 receptor™, anti-eNOS
(Santa Cruz Biotechnology), anti-Na™/K*-ATPase (Millipore, Darmstadt, Germany), anti-NCC, anti-NKCC2,
anti-phospho-NKCC2 (pT96/pT101), and anti-phospho-NCC (pS71)*’.

Immunofluorescence and immunohistochemistry. Paraffin-embedded kidney sections were dewaxed
and boiled in citrate puffer (pH = 6) for 6 min to perform antigen retrieval. Cryo-sections and coverslips with
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fixed cultured cells were incubated in 0.5% Triton X-100 during 30 min for antigen retrieval. After a washing
in PBS, kidney sections or cultured cells were incubated with 5% skim milk in PBS to block unspecific pro-
tein interactions and respective primary antibodies were applied for 1 h at room temperature followed by over-
night incubation at 44 °C. By double-labelling the primary antibodies were applied consecutively, separated by a
washing step. Signals were generated using fluorescent Cy2- or Cy3-conjugated (Dianova, Hamburg, Germany)
or HRP-conjugated secondary antibodies (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) and evaluated using an LSM 5
Exciter confocal microscope (Carl Zeiss Microscopy GmbH) equipped with 40x/63 x EC Plan-NEOFLUAR
oil-immersion objectives (N.A. 1.3/1.4). Filters for Excitation/Emission were set to 488/BP 505-550 for Cy2 and
543/BP 560-615 for Cy3 (BP =bandpass). Evaluation of confocal eNOS signal intensities in renal vessels con-
ducted in kidney sections of WT and Cavl—/— mice (n =3 in each group, at least 10 vascular profiles per animal)
using Image]J software. Background values obtained over the nuclei served as threshold and were subtracted from
the respective signal levels.

Immunoelectron microscopy of plasma membrane sheets. Plasma membrane sheets for elec-
tron microscopic analysis were prepared. Briefly, CGL4- and WT fibroblasts were grown to confluence on
glass coverslips, fixed for 15min in 0.5% paraformaldehyde/PBS, washed in PBS, and subsequently inverted on
glow-discharged nickel electron microscopy grids coated with poly-L-lysine. Adherence of plasma membranes
to the grid surface was forced by applying a gentle pressure to the coverslip for 15s using a fine pair of forceps.
The coverslips were then lifted leaving portions of the upper cell surface adherent to the poly-1-lysine-coated grid
obtained as previously described!®*®. The grids with adherent membrane fragments were then transferred to buff-
ered 2% paraformaldehyde fixative solution for 20 min at room temperature and labeled with anti-Cav1 primary
antibody and 10-nm gold-conjugated secondary antibody (Abcam). Grids were then fixed in 2% glutaraldehyde
in PBS, contrasted with 1% aqueous tannic acid and 1% aqueous uranyl acetate, washed with distilled H,O, and
examined by transmission electron microscopy (Zeiss E905).

Ultrastructural analysis. For ultrastructural analysis of renal morphology perfusion-fixed WT and
Cavl—/— kidney were subjected to additional fixation in 0,5% glutaraldehyde/PBS overnight at+ 4 °C, pro-
cessed for embedding using Epoxy Embedding Medium kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), and analyzed by
transmission electron microscopy (Zeiss E905 or Technai™ G2). Cellular distribution of Cavl was analyzed
by the pre-embedding technique. To this end, 30 um thick cryostat sections from WT and Cavl—/— mice were
treated with 0.5% Triton X-100 for 30 min, blocked with 5% skim milk in PBS for 30 min, and incubated with
anti-Cav1 antibody for 1h at room temperature followed by overnight incubation at + 4°C. The corresponding
HRP-conjugated secondary antibody was used for signal generation and the sections were processed for embed-
ding in LR White resin, cut, and analyzed by transmission electron microscopy.

Immunoblotting. Kidneys and cultured cells were homogenized mechanically in buffer containing 250 mM
sucrose, 10 mM triethylamine and protease inhibitor (Complete, Roche, Mannheim, Germany) followed by short
sonication on ice. Nuclei were removed by centrifugation at 1000xg for 10 minutes at 4 °C and the supernatants
separated by polyacrylamide gel electrophoresis (50 pug protein/lane as determined by a BCA protein assay rea-
gent kit [Pierce]; 8 to 10% gel). After electrophoretic transfer to polyvinylidene fluoride membranes, blocking
was performed using 5% BSA/PBS or 5% milk/PBS and membranes were incubated with respective primary
antibodies for 1h at room temperature, followed by overnight incubation at 4 °C and subsequent exposure to
HRP-conjugated secondary antibodies for 2 h at room temperature. Inmunoreactive bands were detected by
chemiluminescence, exposed to X-ray films, and the signals evaluated densitometrically. All data was normal-
ized for expression of the housekeeping gene 3-actin detected by monoclonal mouse anti-3-actin antibody
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

NADPH-diaphorase activity assay. For histochemical demonstration of nitric oxide synthase (NOS) tis-
sue activity, the NADPH-diaphorase reaction was performed as described®. Briefly, 5 um cryostate sections were
incubated in 0.1 phosphate buffer containing nitro blue tetrazolium (NBT), b-NADPH, and Triton X-100. The
optimal exposure time was set at 25 min at 37 °C. The reaction was stopped by rinsing the coverslips in PBS and
the coverslips evaluated using a Leica DMRB microscope equipped with a SPOT 32 camera and MetaView 3.6a
software (Diagnostic Instruments; Universal Imaging).

mRNA Extraction, cDNA Synthesis and Quantitative PCR analysis. RNA from tissue or cell lysates
was extracted using TRIzol reagent (Invitrogen, Darmstadt, Germany) according to the manufacturer’s protocol.
cDNA was synthesized by reverse transcription (BioScript, Bioline, Luckenwalde, Germany) and quantitative
PCR was performed using HOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis BioDyne, Tartu, Estonia) and specific
primers for alpha 1 A/D receptor (forward primer: 5-CTG CCA TTC CTC GTG AT-3'; reverse primer: 5'-GGC
TGG AGC ATG GGT ATA TG-3’) or GAPDH in the Real Time PCR System 7500 (Applied Biosystems,
Darmstadt, Germany). All samples were analysed in triplicate. Quantification and normalization of the threshold
cycle (C,) was performed against GAPDH (AC,) with subtraction of the calibrator (AAC,) and the relative quan-
tification (comparative C, method) was performed by exponentiation, calculated using 2 to the power of *2C, as
described®.

Analysis of data. All results are expressed as the mean + SD. Data was analysed for normal distribution
using the Shapiro-Wilk test and Q-Q plot (RStudio, version 1.0.143) or ANOVA. Unpaired 2-tailed t tests were
used to compare two groups for immunohistochemical and immunoblot analysis. Statistical analysis of EC5, was
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performed by using an unpaired Mann-Whitney-Test and the courses of the concentration response curves were
tested by applying an ANOVA like test for repeated measurements in non-normal distributed data (Brunner-test,
The program is available: The R-project, http://www.r-project.org.). A P-value less than 0.05 was considered
significant.

References

1.

Anderson, R. G. The caveolae membrane system. Annu. Rev. Biochem. 67, 199-225 (1998).

2. Lajoie, P. & Nabi, I. R. Lipid rafts, caveolae, and their endocytosis. Int. Rev. Cell Mol. Biol. 282, 135-163 (2010).

3. Sinha, B. et al. Cells respond to mechanical stress by rapid disassembly of caveolae. Cell 144, 402-413 (2011).

4. Fridolfsson, H. N., Roth, D. M., Insel, P. A. & Patel, H. H. Regulation of intracellular signaling and function by caveolin. FASEB J. Off.
Publ. Fed. Am. Soc. Exp. Biol. 28, 3823-3831 (2014).

5. Drab, M. et al. Loss of caveolae, vascular dysfunction, and pulmonary defects in caveolin-1 gene-disrupted mice. Science 293,
2449-2452 (2001).

6. Razani, B. et al. Caveolin-1 null mice are viable but show evidence of hyperproliferative and vascular abnormalities. J. Biol. Chem.
276, 38121-38138 (2001).

7. Rajab, A. et al. Fatal cardiac arrhythmia and long-QT syndrome in a new form of congenital generalized lipodystrophy with muscle
rippling (CGL4) due to PTRF-CAVIN mutations. PLoS Genet. 6, 1000874 (2010).

8. Liu, L. et al. Deletion of Cavin/PTRF Causes Global Loss of Caveolae, Dyslipidemia, and Glucose Intolerance. Cell Metab. 8,310-317
(2008).

9. Le Lay, S. & Kurzchalia, T. V. Getting rid of caveolins: phenotypes of caveolin-deficient animals. Biochim. Biophys. Acta 1746,
322-333 (2005).

10. Thompson, M. A., Prakash, Y. S. & Pabelick, C. M. The role of caveolae in the pathophysiology of lung diseases. Expert Rev. Respir.
Med. 8, 111-122 (2014).

11. Breton, S, Lisanti, M. P,, Tyszkowski, R., McLaughlin, M. & Brown, D. Basolateral distribution of caveolin-1 in the kidney. Absence
from H+- -atpase-coated endocytic vesicles in intercalated cells. . Histochem. Cytochem. Off. J. Histochem. Soc. 46, 205-214 (1998).

12. Cao, G. et al. Disruption of the caveolin-1 gene impairs renal calcium reabsorption and leads to hypercalciuria and urolithiasis. Am.
J. Pathol. 162, 1241-1248 (2003).

13. Wang, L., Zhang, C., Su, X,, Lin, D.-H. & Wang, W. Caveolin-1 Deficiency Inhibits the Basolateral K+ Channels in the Distal
Convoluted Tubule and Impairs Renal K+ and Mg2+ Transport. J. Am. Soc. Nephrol. JASN https://doi.org/10.1681/ASN.2014070658
(2015).

14. Paunescu, T. G. et al. Vasopressin induces apical expression of caveolin in rat kidney collecting duct principal cells. Am. J. Physiol.
Renal Physiol. 305, F1783-1795 (2013).

15. Gamba, G. Regulation of the renal Na+- -Cl- cotransporter by phosphorylation and ubiquitylation. Am. J. Physiol. Renal Physiol. 303,
F1573-1583 (2012).

16. Borschewski, A. et al. Calcineurin and Sorting-Related Receptor with A-Type Repeats Interact to Regulate the Renal Na*~K*—2Cl~
Cotransporter. J. Am. Soc. Nephrol. JASN 27, 107-119 (2016).

17. Rieg, T. et al. Adenylate cyclase 6 determines cAMP formation and aquaporin-2 phosphorylation and trafficking in inner medulla.
J. Am. Soc. Nephrol. JASN 21, 2059-2068 (2010).

18. Wilson, B. S. et al. Markers for detergent-resistant lipid rafts occupy distinct and dynamic domains in native membranes. Mol. Biol.
Cell 15, 2580-2592 (2004).

19. Shaul, P. W. Regulation of endothelial nitric oxide synthase: location, location, location. Annu. Rev. Physiol. 64, 749-774 (2002).

20. Dimke, H., Hoenderop, J. G. J. & Bindels, R. . M. Molecular basis of epithelial Ca2+and Mg2+- transport: insights from the TRP
channel family. J. Physiol. 589, 1535-1542 (2011).

21. Terker, A. S. et al. Potassium modulates electrolyte balance and blood pressure through effects on distal cell voltage and chloride. Cell
Metab. 21, 39-50 (2015).

22. Quintas, L. E. M. et al. Alterations of Na+/K+ -ATPase function in caveolin-1 knockout cardiac fibroblasts. J. Mol. Cell. Cardiol. 49,
525-531 (2010).

23. Gesek, F. A. & Friedman, P. A. Mechanism of calcium transport stimulated by chlorothiazide in mouse distal convoluted tubule cells.
J. Clin. Invest. 90, 429-438 (1992).

24. Hoover, R. S., Tomilin, V., Hanson, L., Pochynyuk, O. & Ko, B. PTH modulation of NCC activity regulates TRPV5 Ca2+
reabsorption. Am. J. Physiol. Renal Physiol. 310, F144-151 (2016).

25. Mutig, K. et al. Vasopressin V2 receptor expression along rat, mouse, and human renal epithelia with focus on TAL. Am. J. Physiol.
Renal Physiol. 293, F1166-1177 (2007).

26. Pedersen, N. B., Hofmeister, M. V., Rosenbacek, L. L., Nielsen, J. & Fenton, R. A. Vasopressin induces phosphorylation of the thiazide-
sensitive sodium chloride cotransporter in the distal convoluted tubule. Kidney Int. 78, 160-169 (2010).

27. Barthelmebs, M., Krieger, J. P, Grima, M., Nisato, D. & Imbs, J. L. Vascular effects of [Arg8]vasopressin in the isolated perfused rat
kidney. Eur. J. Pharmacol. 314, 325-332 (1996).

28. Garcia, N. H., Pomposiello, S. I. & Garvin, J. L. Nitric oxide inhibits ADH-stimulated osmotic water permeability in cortical
collecting ducts. Am. J. Physiol. 270, F206-210 (1996).

29. Perez-Rojas, J. M., Kassem, K. M., Beierwaltes, W. H., Garvin, J. L. & Herrera, M. Nitric oxide produced by endothelial nitric oxide
synthase promotes diuresis. Am. J. Physiol. Regul. Integr. Comp. Physiol. 298, R1050-1055 (2010).

30. Swird, K., Albinsson, S. & Rippe, C. Arterial dysfunction but maintained systemic blood pressure in cavin-1-deficient mice. PloS
One9, €92428 (2014).

31. Fujita, T. et al. Accumulation of molecules involved in alphal-adrenergic signal within caveolae: caveolin expression and the
development of cardiac hypertrophy. Cardiovasc. Res. 51, 709-716 (2001).

32. Morris, J. B., Huynh, H., Vasilevski, O. & Woodcock, E. A. Alphal-adrenergic receptor signaling is localized to caveolae in neonatal
rat cardiomyocytes. J. Mol. Cell. Cardiol. 41, 17-25 (2006).

33. Xiang, Y., Rybin, V. O,, Steinberg, S. E. & Kobilka, B. Caveolar localization dictates physiologic signaling of beta 2-adrenoceptors in
neonatal cardiac myocytes. J. Biol. Chem. 277, 34280-34286 (2002).

34. Dreja, K. et al. Cholesterol depletion disrupts caveolae and differentially impairs agonist-induced arterial contraction. Arterioscler.
Thromb. Vasc. Biol. 22,1267-1272 (2002).

35. Garcia-Cardena, G. et al. Dissecting the interaction between nitric oxide synthase (NOS) and caveolin. Functional significance of
the nos caveolin binding domain in vivo. J. Biol. Chem. 272, 25437-25440 (1997).

36. Ju, H., Zou, R., Venema, V. ]. & Venema, R. C. Direct interaction of endothelial nitric-oxide synthase and caveolin-1 inhibits
synthase activity. J. Biol. Chem. 272, 18522-18525 (1997).

37. Michel, . B., Feron, O., Sacks, D. & Michel, T. Reciprocal regulation of endothelial nitric-oxide synthase by Ca2+ -calmodulin and
caveolin. J. Biol. Chem. 272, 1558315586 (1997).

38. Sato, Y., Sagami, I. & Shimizu, T. Identification of caveolin-1-interacting sites in neuronal nitric-oxide synthase. Molecular
mechanism for inhibition of NO formation. J. Biol. Chem. 279, 8827-8836 (2004).

SCIENTIFICREPORTS | (2018) 8:545 | DOI:10.1038/s41598-017-19071-6 13

44



Caveolin 1 Promotes Renal Water and Salt Reabsorption

www.nature.com/scientificreports/

39. Chen, Z. et al. Nitric oxide-dependent Src activation and resultant caveolin-1 phosphorylation promote eNOS/caveolin-1 binding
and eNOS inhibition. Mol. Biol. Cell 23, 1388-1398 (2012).
40. Komers, R. et al. Altered endothelial nitric oxide synthase targeting and conformation and caveolin-1 expression in the diabetic
kidney. Diabetes 55, 1651-1659 (2006).
. Arya, A, Yadav, H. N. & Sharma, P. L. Involvement of vascular endothelial nitric oxide synthase in development of experimental
diabetic nephropathy in rats. Mol. Cell. Biochem. 354, 57-66 (2011).
Schilling, K. et al. Translocation of endothelial nitric-oxide synthase involves a ternary complex with caveolin-1 and NOSTRIN. Mol.
Biol. Cell 17, 3870-3880 (2006).
43. Fulton, D. et al. Targeting of endothelial nitric-oxide synthase to the cytoplasmic face of the Golgi complex or plasma membrane
regulates Akt- versus calcium-dependent mechanisms for nitric oxide release. J. Biol. Chem. 279, 30349-30357 (2004).
44. Rizzo, V., McIntosh, D. P,, Oh, P. & Schnitzer, J. E. In situ flow activates endothelial nitric oxide synthase in luminal caveolae of
endothelium with rapid caveolin dissociation and calmodulin association. J. Biol. Chem. 273, 34724-34729 (1998).
Sénchez, . A. et al. Functional significance of cytosolic endothelial nitric-oxide synthase (eNOS): regulation of hyperpermeability.
J. Biol. Chem. 286, 30409-30414 (2011).
Sanchez, E A. et al. Functional significance of differential eNOS translocation. Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. 291, H1058-1064
(2006).
. Garvin, J. L., Herrera, M. & Ortiz, P. A. Regulation of renal NaCl transport by nitric oxide, endothelin, and ATP: clinical implications.
Annu. Rev. Physiol. 73, 359-376 (2011).
Turban, S., Wang, X.-Y. & Knepper, M. A. Regulation of NHE3, NKCC2, and NCC abundance in kidney during aldosterone escape
phenomenon: role of NO. Am. J. Physiol. Renal Physiol. 285, F843-851 (2003).
49. Garcia, N. H,, Plato, C. E, Stoos, B. A. & Garvin, J. L. Nitric oxide-induced inhibition of transport by thick ascending limbs from
Dabhl salt-sensitive rats. Hypertension 34, 508-513 (1999).
Karbalaei, M. S. et al. Impaired contractility and detrusor hypertrophy in cavin-1-deficient mice. Eur. J. Pharmacol. 689, 179-185
(2012).
. Lai, H. H., Boone, T. B., Thompson, T. C., Smith, C. P. & Somogyi, G. T. Using caveolin-1 knockout mouse to study impaired
detrusor contractility and disrupted muscarinic activity in the aging bladder. Urology 69, 407-411 (2007).
52. Patel, H. H., Murray, F. & Insel, P. A. Caveolae as organizers of pharmacologically relevant signal transduction molecules. Annu. Rev.
Pharmacol. Toxicol. 48, 359-391 (2008).
53. Viegas, V. U. et al. Angiotensin II type 2 receptor mediates sex differences in mice renal interlobar arteries response to angiotensin
1. J. Hypertens. 30, 1791-1798 (2012).
Mulvany, M. J. & Halpern, W. Contractile properties of small arterial resistance vessels in spontaneously hypertensive and
normotensive rats. Circ. Res. 41, 19-26 (1977).
Trimpert, C., van den Berg, D. T. M., Fenton, R. A., Klussmann, E. & Deen, P. M. T. Vasopressin increases 261 phosphorylation in
AQP2-P262L, a mutant in recessive nephrogenic diabetes insipidus. Nephrol. Dial. Transplant. Off. Publ. Eur. Dial. Transpl. Assoc. -
Eur. Ren. Assoc. 27, 4389-4397 (2012).
56. Mutig, K. et al. Demonstration of the functional impact of vasopressin signaling in the thick ascending limb by a targeted transgenic
rat approach. Am. J. Physiol. Renal Physiol. 311, F411-423 (2016).
. Saritas, T. et al. SPAK differentially mediates vasopressin effects on sodium cotransporters. J. Am. Soc. Nephrol. JASN 24, 407-418
(2013).
58. Dathe, C. et al. Annexin A2 mediates apical trafficking of renal Na*-K*-2Cl~ cotransporter. J. Biol. Chem. 289, 9983-9997 (2014).
59. Bosse, H. M., Bohm, R., Resch, S. & Bachmann, S. Parallel regulation of constitutive NO synthase and renin at JGA of rat kidney
under various stimuli. Am. J. Physiol. 269, F793-805 (1995).
60. Livak, K. ]. & Schmittgen, T. D. Analysis of relative gene expression data using real-time quantitative PCR and the 2(—Delta Delta
C(T)) Method. Methods San Diego Calif 25, 402-408 (2001).

4

it

4

I

4

g

4

=

4

Q

4

I

5

=4

5

-

5

L

5

@

5

3

Acknowledgements

We gratefully acknowledge expert technical assistance by Kerstin Riskowsky, John Horn, and Frauke Grams. We
further wish to thank Timur Kurzchalia (Max Planck Institute of Molecular Cell Biology and Genetics, Dresden,
Germany) for providing us with caveolin-deficient mice and Mauricio Sendeski (Dept. of Physiology, Charité
Universititsmedizin Berlin, Germany) for help in the physiological experiments, and Martin Thomson for
editing the manuscript. We thank the Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG BA700/22-1 and MU2924/2-1)
for financial support.

Author Contributions

Y.W. and A.B. conducted the most experiments and analyzed the results, A.P. and T.N. performed the physiological
studies and analyzed the results, C.D. and A.L.D. conducted ultrastructural studies, M.S. contributed to the results
interpretation, S.B. wrote the paper, and K.M. designed the study, analyzed the results, and wrote the paper.

Additional Information
Supplementary information accompanies this paper at https://doi.org/10.1038/s41598-017-19071-6.

Competing Interests: The authors declare that they have no competing interests.

Publisher's note: Springer Nature remains neutral with regard to jurisdictional claims in published maps and
institutional affiliations.

Open Access This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International
Cam ] jcense, which permits use, sharing, adaptation, distribution and reproduction in any medium or

format, as long as you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Cre-
ative Commons license, and indicate if changes were made. The images or other third party material in this
article are included in the article’s Creative Commons license, unless indicated otherwise in a credit line to the
material. If material is not included in the article’s Creative Commons license and your intended use is not per-
mitted by statutory regulation or exceeds the permitted use, you will need to obtain permission directly from the
copyright holder. To view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

© The Author(s) 2018

SCIENTIFICREPORTS | (2018) 8:545 | DOI:10.1038/s41598-017-19071-6 14

45



Lebenslauf

6. Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griunden in der elektronischen Version

meiner Arbeit nicht veroffentlicht.

46



Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griunden in der elektronischen Version

meiner Arbeit nicht veroffentlicht.

47



Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griunden in der elektronischen Version

meiner Arbeit nicht veroffentlicht.

48



Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griunden in der elektronischen Version

meiner Arbeit nicht veroffentlicht.

49



Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griunden in der elektronischen Version

meiner Arbeit nicht veroffentlicht.

50



Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griunden in der elektronischen Version

meiner Arbeit nicht veroffentlicht.

51



Publikationsliste

7. Publikationsliste

Williére Y, Nikitina T, Patzak A, Sendeski M, Bachmann S,
Mutig K: Renal Effects of Caveolin-1 Deletion [Abstract]

J Am Soc Nephrol 24, 2013:539A-540A

Williere Y*, Schindler H*, Saliba I*, Lebarrois H*, Hartig A*,
Aspioti M* ; Qption Migration? Europas Jugend auf der Suche
nach Perspektiven, Projekt Europa 2012/13.,

Hrsg. Studienkolleg-zu-Berlin, ISBN: 978-3-00-043349-8

Williere Y*, Borschewski A*, Patzak A, Nikitina T, Dittmayer C,
Daigeler AL, Schuelke M, Bachmann S, Mutig K,

Caveolin 1 promotes renal water and salt reabsorption

Kongressbeitrige

Poster

Thema: Epitheliale Effekte der Caveolin-1 Deletion in der Niere
Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Nephrologie, Hamburg
Poster

Thema: Renale Effekte der Caveolin-1 Deletion

Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir Nephrologie, Berlin
Poster

Thema: Renal Effects of Caveolin-1 Deletion

Kidney Week 2013, American Society of Nephrology,

Atlanta, GA (USA)

52

11/2013

01/2014

01/2018

10/2012

10/2013

11/2013



Danksagung

8. Danksagung

An erster Stelle mochte ich bei Herrn Prof. Dr. S. Bachmann fiir die Moglichkeit bedanken, dass
ich meine Promotionsarbeit in seinem Labor durchfiihren konnte und die damit verbundene
Vergabe der interessanten Aufgabenstellung, der Unterstiitzung bei der Durchfiihrung der Arbeit

und die kritische Durchsicht der Manuskripte.

Dartiberhinaus gilt ein besonderer Dank Herrn PD Dr. med. K. Mutig fiir die Betreuung und die
Unterstiitzung bei der Durchfiihrungen der Experimente, dem Schreiben unserer gemeinsamen

Publikation und des Manuskripts.

Des Weiteren gilt mein Dank allen Mitarbeitern der Arbeitsgruppe und des gesamten Instituts fiir
Vegetative Anatomie, welche mich auf meinem Weg begleitet haben. Besonders bedanken
mochte ich mich bei Dr. rer. nat. A. Borschewski fiir die Unterstiitzung bei der Durchfiihrung der
Experimente. Weiterhin gilt mein Dank Frauke Grams, Kerstin Riskowski, Elisabeth Schindler,
Petra Schrade und John Horn fiir die freundliche und exzellente technische Unterstiitzung im
Labor. Daneben danke ich der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. med. A. Patzak fiir die

Kooperation bei der Publikation.

Zu guter Letzt geht ein besonderer Dank an meine Frau, welche mich zu jeder Zeit bei der

Umsetzung der Arbeit unterstiitzt und motiviert hat sowie an meine Familie.

53



