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Abstrakt

Hintergrund: Calcineurin-Inhibitoren wie Cyclosporin A (CsA) sind klinisch relevante und
effektive Immunsuppressiva, aber neurologische Nebenwirkungen, beispielsweise zerebrale
Krampfanfille, limitieren ihr therapeutisches Potenzial. Die  zugrundeliegenden
Pathomechanismen sind nicht hinreichend charakterisiert. Fiir die Regulation neuronaler
Erregbarkeit ist die intrazelluldre Chloridkonzentration ([Cl]i) von entscheidender Bedeutung, da
sie die Stérke und Polaritdt der GABAergen Transmission determiniert. Sekundér aktive Kationen-
Chlorid-Kotransporter wie der K'-Cl" Kotransporter 2 (KCC2) und der Na'-K"-2CI
Kotransporter 1 (NKCC1) bestimmen die [Cl]i. Phosphorylierung durch with-no-lysine Kinasen
(WNKs) und die STE20/SPS1-related kinase (SPAK) inhibiert den Cl-Exporter KCC2, aber
aktiviert den Cl'-Importer NKCC1. In der Niere wird die WNK-SPAK-Kaskade durch Calcineurin
supprimiert. Diese Arbeit verfolgt die Hypothese, dass Calcineurin ebenfalls als endogener
Regulator des WNK-SPAK-Signalweges 1im zentralen Nervensystem fungiert und
pharmakologische Calcineurin-Inhibition in neuronaler Cl'-Akkumulation und Ubererregbarkeit

resultiert.

Methoden: CsA-abhingige Effekte auf die neuronale Cl'-Homdostase wurden ex vivo in
kortikalen Hirnschnitten der Wistar-Ratte mittels intrazelluldrer Ableitungen und Messungen der
2-Photonen-Fluoreszenz-Lebenszeit  des CI'-Sensors MQAE  untersucht. Durch
Immunprézipitation wurden physische Interaktionen zwischen WNK2, SPAK, Calcineurin und
KCC2 bzw. NKCCI evaluiert. Effekte akuter und chronischer CsA-Applikation auf Expression,
Abundanz und Phosphorylierung dieser Produkte wurden im Gehirn der Wistar-Ratte durch
Immunhistochemie, qPCR und Western Blot charakterisiert. Korrelativ wurden Western Blots aus

Calcineurin AP (CnAB)- sowie SPAK-defizientem Hirngewebe der Maus angefertigt.

Ergebnisse: Die Applikation von CsA (10 uM, 1 h) fiihrte zu einer verldngerten ClI-Extrusionszeit
und gesteigerten [Cl]; in kortikalen Pyramidenzellen. Zwischen Calcineurin, WNK2, SPAK und
KCC2/NKCC1 konnten multiple Protein-Protein-Interaktionen nachgewiesen werden, die die
Ausbildung eines multimolekularen Komplexes um WNK2 als Scaffold suggerierten. Die
intraperitoneale CsA-Gabe (25 mg/kg KG, 1 h oder 14 d) fiihrte kurzfristig zur Steigerung der
aktivierenden S383-SPAK- Phosphorylierung sowie der inhibitorischen, SPAK-abhingigen
T1007-KCC2-Phosphorylierung. Auch die inhibitorische KCC2-Tyrosinphosphorylierung war
erhoht. Durch chronische CsA-Applikation steigerten sich S383-SPAK- und T1007-KCC2-
Phosphorylierung ebenfalls. Zusétzlich zeigte sich eine Reduktion der aktivierenden S940-KCC2-
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Phosphorylierung und Steigerung der NKCC1-Abundanz. In CnA-defizienten Mausen konnten
diese Ergebnisse reproduziert werden, wihrend sich in SPAK-defizienten Méusen reziproke

Verénderungen zeigten.

Schlussfolgerung: Diese Arbeit etabliert die Phosphatase Calcineurin als endogenen Regulator
der SPAK-Aktivitdit im zentralen Nervensystem von Nagetieren. Die pharmakologische
Calcineurin-Inhibition mit CsA aktiviert den WNK-SPAK-Signalpfad. Dies resultiert in
vermehrter hemmender KCC2- und aktivierender NKCC1-Phosphorylierung, was wiederum zu
intrazellulirer Cl'-Akkumulation und neuronaler Ubererregbarkeit fiihrt. Aus diesem neuen
Mechanismus der KCC2-Regulation durch Calcineurin ergeben sich translationale Perspektiven
fiir die Behandlung der CsA-vermittelten Neurotoxizitdt und epileptischer Erkrankungen mit

SPAK-Inhibitoren.
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Abstract

Background: Calcineurin Inhibitors, like cyclosporine A (CsA), are clinically relevant and
efficacious immunosuppressive agents, but neurologic side effects, such as seizures, limit their
therapeutic potential. Their underlying pathomechanisms are characterized insufficiently. The
intracellular chloride concentration [CI']; is crucial for the regulation of neuronal excitability
because it determines strength and polarity of GABAergic transmission. Secondary active
cation-coupled chloride cotransporters like the K'-CI co-transporter 2 (KCC2) and the
Na"-K*-2CI" co-transporter 1 (NKCC1) adjust [CI]i. Phosphorylation by with-no-lysine kinases
(WNKSs) and the STE20/SPS1-related kinase (SPAK) inhibits the chloride exporter KCC2, but
activates the chloride importer NKCC1. In the kidney, calcineurin suppresses the WNK-SPAK
cascade. This thesis tests the hypothesis that calcineurin similarly acts as an endogenous regulator
of WNK-SPAK signaling in the central nervous system. Pharmacologic calcineurin inhibition thus

should result in neuronal chloride accumulation and hyperexcitability.

Methods: CsA-induced effects on neuronal chloride homeostasis were investigated ex vivo in
cortical Wistar rat brain slices, deploying intracellular recordings and Two-Photon Fluorescence
Lifetime Imaging with the chloride sensor MQAE. Using co-immunoprecipitation, physical
interactions between WNK2, SPAK, calcineurin and KCC2 or NKCC1 were characterized. Effects
of acute and chronic application of CsA on expression, abundance and phosphorylation of these
products were evaluated by immunohistochemistry, RT-PCR and western blot. For correlation,

western blots were performed in calcineurin A (CnAp)- and SPAK-deficient mouse brain.

Results: Application of CsA (10 uM, 1 h) lead to a prolongation of chloride extrusion time and
raised [CI']i in cortical pyramidal neurons. Multiple interactions were detected between WNK2,
SPAK, calcineurin, and KCC2 or NKCC1, suggesting the formation of a multimolecular complex
around WNK2 as scaffold. Intraperitoneal application of CsA (25 mg/kg, 1 h or 14 d) raised the
activating S383-SPAK phosphorylation and the inhibitory, SPAK-dependent T1007-KCC2
phosphorylation. Additionally, the inhibitory KCC2 tyrosine phosphorylation was elevated short
term whereas a reduction of the activating S940-KCC2 phosphorylation and increased NKCCl1
abundance were present in the long term. These results were reproduced in CnAB-deficient mice

while SPAK-deficient mice showed reciprocal changes.

Conclusion: This study establishes the phosphatase calcineurin as endogenous regulator of SPAK
activity in the rodent central nervous system. Pharmacologic inhibition of calcineurin by CsA

activates the WNK-SPAK-signaling pathway. This results in increased inhibitory KCC2
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phosphorylation and activating NKCC1 phosphorylation, thus leading to intracellular chloride
accumulation and neuronal hyperexcitability. Translational perspectives for therapeutic
management of CsA-induced neurotoxicity and epileptic disorders can be derived from this

mechanism in the form of pharmacological SPAK inhibition.
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1 Einleitung

1.1 Neurotoxizitit nach Organtransplantation — ein relevantes Phinomen

Die Calcineurin-Inhibitoren (CNI) Cyclosporin A (CsA) und Tacrolimus sind nach Organ- oder
hidmatopoetischer Stammzelltransplantation (HSCT) eingesetzte Immunsuppressiva, welche die
immunologische Reaktion des Empfingers auf das Transplantat modulieren und so eine zelluldre
Abstoflung verhindern (1-3). CsA wurde erstmalig 1978 im Rahmen einer renalen
Allotransplantation angewendet und wird noch 2019 in der Liste der unentbehrlichen Arzneimittel
der World Health Organization aufgefiihrt (4, 5).

Trotz ihrer essentiellen pharmakologischen Wirkung ist die Calcineurin-Inhibition mit zahlreichen
unerwiinschten Arzneimittelwirkungen (UAW) assoziiert (6, 7). Klinisch bedeutsam sind neben
der ausgepragten Nephrotoxizitit auch neurologische UAW, welche sich unter anderem in Form
von neuropathischen Schmerzen, Tremor oder Krampfanfillen manifestieren konnen (7, 8). Die
Inzidenz neurologischer Komplikationen nach Organtransplantation oder HSCT wird abhéngig
vom transplantierten Gewebe mit 10-30 % angegeben (9, 10). Neu aufgetretene Krampfanfille
werden in 5-10 % der Patienten beschrieben und sind héufig auf akute toxische Effekte der
Calcineurin-Inhibition zuriickzufiihren (7, 11, 12). So identifizierten beispielsweise Navarro et al.
in einer Beobachtungsstudie mit 166 Patienten nach Herztransplantation die Immunsuppression
mit CsA als Ursache fiir die Hilfte der neu aufgetretenen Krampfanfalle im Beobachtungszeitraum
(12).

Als zugrundeliegender Pathomechanismus der CNI-Neurotoxizitdt wird die Dysregulation der
Blut-Hirn-Schranke durch arterielle Hypertonie und Verlust der zerebralen Autoregulation mit
konsekutivem vasogenem Hirnddem postuliert, wodurch sich die Exposition des zentralen
Nervensystems (ZNS) gegeniiber CNI erhoht (13, 14). Das Stromgebiet der Arteria cerebri
posterior im Bereich des dorsalen Telencephalons stellt hierbei den hdufigsten Manifestationsort
dar, weswegen der resultierende neurologische Symptomkomplex als posteriores, reversibles
Enzephalopathiesyndrom (PRES) bezeichnet wird (13, 15). Wiahrend im Rahmen des PRES
Prodrome in Form von Kopfschmerzen, Tremor und Pardsthesien auftreten konnen, sind
Krampfanfille, Sehstorungen und quantitative Bewusstseinsstorungen oftmals die ersten
klinischen Symptome, welche héufig eine Dosisreduktion der immunsuppressiven Therapie oder
den Wechsel auf ein anderes Priparat erfordern (13). In verschiedenen Studien wird die Inzidenz
des PRES von 0,5 % nach Organtransplantation bis zu 7 % nach HSCT beschrieben (16-18).
Ungeachtet der langen klinischen Erfahrung mit CNI und der Haufigkeit neurologischer
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Komplikationen unter CNI-Therapie sind die molekularen Pathomechanismen ihrer ZNS-
Toxizitdt nur unzureichend charakterisiert. Eine spezifische Therapie bendtigt daher neue

Erkenntnisse aus der Grundlagenforschung.

1.2 Calcineurin

Die immunsupprimierende Wirkung von CsA und Tacrolimus wird iiber die Hemmung der
Calcineurin-Phosphatase in T-Lymphozyten vermittelt, wihrend UAW oftmals auf Effekte der
Calcineurin-Inhibition in anderen Zelltypen zuriickzufiihren sind (19-22). Calcineurin ist eine
Calcium- und Calmodulin-abhingige  Proteinphosphatase aus der Gruppe der
Serin-/Threoninphosphatasen, zu denen auch die Proteinphosphatasen 1 (PP1), 2A und 2C zédhlen
(23, 24). Strukturell ldsst sich Calcineurin als ein Heterodimer (s. Abbildung 1), bestehend aus
einer katalytischen Doméne (Calcineurin A, CnA) und einer regulatorischen Domine
(Calcineurin B, CnB), beschreiben (25). CnA und CnB werden durch mehrere Gene kodiert, aus
denen die Isoformen CnAa (PPP3CA), CnAB (PPP3CB), CnAy (PPP3CC), CNB1 (PPP3R1) und
CNB2 (PPP3R2) hervorgehen.

Im ZNS von Saugetieren werden CnAca und CnAP reichlich in einer Vielzahl von Regionen
exprimiert (24, 26, 27). Kortikal sind diese katalytischen Calcineurin-Isoformen vor allem, aber
nicht ausschlieBlich, in Schicht III und VI Neuronen angereichert, wihrend CnAf zusétzlich
verstédrkt in Schicht V Pyramidenzellen vorkommt (26). Letztere bilden in ihrer Funktion als erstes
Motoneuron des Tractus corticospinalis eine entscheidende Schnittstelle fiir die Ubertragung
neuronaler Impulse auf die Skelettmuskulatur. Neben dem Cortex werden beide Isoformen auch
hippocampal und zerebelldr beinahe ubiquitdr exprimiert (26). Lediglich in den Purkinje-Zellen
des Cerebellums ist kein CnAa detektierbar (26). In dieser Arbeit wird CnAp im Fokus der
Betrachtung stehen, da vorausgegangene Studien (21, 22, 28) die Bedeutsamkeit dieser Isoform

fiir die Entwicklung CNI-induzierter UAW zeigen konnten (s. 1.2.2).

1.2.1 Struktur und Funktion von Calcineurin Af3

CnAQp besteht aus 521 Aminosduren (AS) und unterscheidet sich von den anderen CnA-Isoformen
durch seinen Prolin-reichen N-Terminus (29, 30). An diesen schlief3t sich die katalytische Doméne
(346 AS) mit je einem Zn*" und Fe** Ton im aktiven Zentrum an. Es folgen eine CnB- und eine
Calmodulin-bindende Doméne (26 AS bzw. 24 AS) sowie die C-terminale autoinhibitorische
Doméne (17 AS), die das aktive Zentrum von CnAp sterisch blockiert (29). Im inaktiven Zustand
wird CnAP zusétzlich durch Heterodimerisierung mit der regulatorischen CnB-Einheit inhibiert

(s. Abbildung 1) 31).
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Eine Erhéhung der intrazelluliren Ca®'-Konzentration aktiviert den Second Messenger
Calmodulin und fiihrt iber Modulation der stereologischen Konformation CnAp-Calmodulin-
Komplexes zur Disinhibition von CnAf (24). Zudem besitzt die inhibierende CnB-Untereinheit
zwei EF-Handmotive, die nach Bindung an Ca*" eine CnB-Konformationsénderung induzieren
(31). Insgesamt resultiert dies in einer Verdnderung der Calcineurin-Tertidrstruktur, wodurch das

aktive Zentrum freigelegt und die Phosphatase endgiiltig aktiviert wird (32).

C-Terminus

C-Terminus
N-Terminus

N-Terminus

Caz*+ CaM
H Katalyt.
Doméne
Inaktiver CnAB-Molekilkomplex Aktivierter CnAB-Molekllkomplex

Katalytisch CNB-bindend | Autoinhibitorisch

Abbildung 1: Struktur und Aktivierung von CnAp

Schematische Darstellung des CnAp-Molekiilkomplexes im inaktiven Zustand (links) und im aktivierten
Zustand (rechts). CnAP bildet ein Heterodimer mit dem inhibierenden Calcineurin B (CNB) aus. Im
inaktiven Zustand wird die katalytische Doméne zusétzlich durch die autoinhibitorische Doméne (AID)
blockiert. Ein Anstieg der [Ca?']; fiihrt zur Konformationsinderung von CnAf durch Aktivierung von
Calmodulin (CaM) sowie Bindung von Ca?" an CNB und resultiert in der Freilegung des aktiven Zentrums.
Calcineurin-Substrate wie NFAT (nuclear factor of activated T cells) konnen jetzt katalytisch
dephosphoryliert werden. Unten: Schematische Darstellung der CnAB-Sequenz. Angelehnt an Rumi-
Masante et al. (33).

Die Funktion von Calcineurin besteht in der Dephosphorylierung von phosphorylierten Serinen
oder Threoninen durch enzymatische Abspaltung des gebundenen Phosphatrests.
Phosphorylierung und Dephosphorylierung von Proteinen reguliert eine Vielzahl von
physiologischen und pathophysiologischen Prozessen in unterschiedlichen Zellen und Geweben,
beispielsweise die Aktivierung von T-Lymphozyten (34), die Salzresorption in der Niere (28), die
Entstehung von Herzhypertrophie (35) sowie die Regulation neuronaler Erregbarkeit (36). Die

Substratspezifitit von Calcineurin wird durch verschiedene Bindungsmotive in der
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Aminosdurensequenz von Zielproteinen der Phosphatase gewéhrleistet. Entsprechend der [IUPAC-
Nomenklatur der Aminosiuren (AS) benannt, ist PxIXIT (x = beliebige AS) als priméres und
LxVP als sekundires Calcineurin-Bindungsmotiv identifiziert worden, wobei die

pharmakologische Wirkung von CNI auf Blockade der Interaktion mit LxVP-Motiven basiert (37).

1.2.2 Pharmakologische Wirkung und Nebenwirkung von Cyclosporin A

Das zyklische Undekapeptid CsA ist ein spezifischer Inhibitor von Calcineurin (19). Nach
Bindung an das Immunophilin Cyclophilin A (CyPA) besetzt der CsA-CyPA-Komplex die LxVP-
bindende Furche der Calcineurin-Phosphatase, wodurch die Interaktion mit ihren Substraten
kompetitiv gehemmt wird (19, 37). In T-Lymphozyten fiihrt dies zu einer verminderten
Calcineurin-abhiangigen Dephosphorylierung des nuclear factor of activated T cells (NFAT) (38).
NFAT ist ein zytosolischer Transkriptionsfaktor, der nach Dephosphorylierung in den Zellkern
migriert und die Transkription proinflammatorischer Zytokine, wie zum Beispiel IL-2, IL-6 und
TNF-a initiiert, was in der Aktivierung der T-Zelle resultiert (38, 39). Dieser Prozess ist
maBgeblich fiir akute zelluldre AbstoBungsreaktionen nach Organtransplantation verantwortlich
und wird durch CNI unterbunden (s. Abbildung 2) (39). UAW von CsA werden hingegen haufig
durch die verringerte Calcineurin-Aktivitit in anderen Zellen als T-Lymphozyten verursacht. In
der Niere flihrt die Calcineurin-Inhibition zu einer strukturellen und funktionellen renalen
Schadigung mit Hyperkalidmie und arterieller Hypertonie (21, 22, 40). Die zugrundeliegenden
Pathomechanismen beinhalten die iiberméBige Aktivierung renaler Kationen-Chlorid-
Kotransporter (CCC). Der Na'-K"-2Cl-Kotransporter Typ 2 (NKCC2) sowie der Na'-CI-
Kotransporter (NCC) sind sekundir aktive Vertreter der CCC-Familie, die in der dicken
aufsteigenden Henle-Schleife und dem distalen Konvolut Salzionen aus dem Primérharn
riickresorbieren und so die Wasser- und Elektrolythomdostase regulieren (41). Phosphorylierung
dieser Transporter durch die Kinasen SPAK (STE20/SPSI-related proline-alanine-rich protein
kinase) und OSR1 (oxidative stress response kinase 1) steigert deren Transportaktivitit (42).
Calcineurin ist in die Dephosphorylierung und Inaktivierung von NKCC2 und NCC kritisch
involviert, sodass CNI zu deren gesteigerter Phosphorylierung sowie Funktion fiihren und eine
renale Salz- und Wasserretention verursachen (21, 22, 28). Auch im ZNS werden Calcineurin,
CCC-Isoformen und SPAK/OSR1 exprimiert, wo ihr Zusammenspiel in erster Linie die GABA-
(y-Aminobuttersdure) und Glycin-vermittelte synaptische Transmission moduliert und so die
neuronale Erregbarkeit steuert (36, 42-44). Im Folgenden wird daher auf Struktur, Funktion und

Regulation der beiden wichtigsten Vertreter neuronaler CCCs eingegangen.
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Abbildung 2: Pharmakologische Wirkung der Calcineurin-Inhibition

Schematische Darstellung des Wirkmechanismus von Cyclosporin A (CsA) und Tacrolimus (FK506) in
T-Lymphozyten. Die Calcium-/Calmodulin (CaM)-vermittelte Aktivierung von Calcineurin
dephosphoryliert den zytosolischen nuclear factor of activated T cells (¢(NFAT) und induziert seine
Translokation in den Nukleus. Dort initiiert er die Transkription von Genen proinflammatorischer Zytokine
(z.B. IL-2, IL-6 und TNFa). CsA und Tacrolimus binden intrazelluldr an Cyclophilin A (CyPA) oder das
FK506 bindende Protein 12 (FKBP12). Der jeweilige Komplex inhibiert Calcineurin und verhindert die T-
Zellaktivierung. Angelehnt an Williams und Gooch (39).

1.3 Neuronale Kationen-Chlorid-Kotransporter

Sekundir aktive CCCs der solute carrier 12 (SLC12) Familie vermitteln den Transport von CI°
und Kationen iiber die neuronale Plasmamembran. Die Energie fiir diesen Transport wird durch
die Na™-K'-ATPase bereitgestellt, welche transmembranire Na’- und K'-Gradienten in
Abhingigkeit von Adenosintriphosphat (ATP) generiert. Unter physiologischen Bedingungen sind
Na'-abhingige sekundidre Transportprozesse einwirtsgerichtet, wihrend K'-abhingige
auswiértsgerichtet sind. CCCs sind jedoch bidirektionale Transporter und konnen in Abhéngigkeit
der tatsdchlich vorliegenden Ionengradienten Transport in beide Richtungen vermitteln (45, 46).
Obwohl dieser Prozess elektroneutral ablauft, wird durch ihn ein osmotischer Gradient erzeugt,
wodurch konsekutiv ebenfalls eine Verschiebung von Wasser nach intra- oder extrazellulér erfolgt

(42). Wichtige Funktionen neuronaler CCCs beinhalten daher die Regulation des Zellvolumens
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und der CI'-Homoostase, letztere besitzt direkten Einfluss auf die zelluldre Erregbarkeit (46, 47).
Die intrazelluldre CI'-Konzentration ([CI'];) determiniert Polaritidt und Stirke der Transmission
durch Typ A GABA- (GABAa-) und Glycin-Rezeptoren, welche zur Gruppe der
ligandengesteuerten Cl-Kanéle gehdren (47, 48). Hohe [CI'); fithren zu einer Verschiebung der
Lage des CI'-Umkehrpotenzials (Ec;) und resultieren in weniger hyperpolarisierenden oder sogar
depolarisierenden synaptischen Antworten auf GABA und Glycin (s. Abbildung 4) (47, 48). Diese
beeintrichtigte synaptische Inhibition kann zu neuronaler Ubererregbarkeit bis hin zur

Entwicklung von zerebralen Krampfanfillen fiihren (49, 50).

1.3.1 Kalium-Chlorid-Kotransporter Typ 2

Der durch das Gen Slcl2a5 kodierte K*-Cl'-Kotransporter Typ 2 (KCC2) ist eine von vier KCC-
Isoformen (KCC1-4) in Sdugetieren und wird spezifisch in Neuronen des ZNS, jedoch nicht im
peripheren Nervensystem exprimiert (51). KCC2 besitzt zwolf a-Helix Transmembrandoménen
sowie die intrazelluldren N- und C-Termini mit zahlreichen Phosphorylierungsstellen, iiber die
seine Aktivitit und Membranstabilitdt reguliert werden (s. Abbildung 3) (51). Eine grofle
extrazelluldre Schleife des Transporters ist Ort extensiver Glykosylierung, wodurch die
tatsdchliche molekulare Masse bei ~140 kDa statt der errechneten Masse von ~125 kDa liegt (51).
Physiologisch vermittelt KCC2 den K'-gekoppelten Cl™-Transport nach extrazellulir entlang eines
K"-Gradienten.

Zwei distinkte Isoformen des Transporters (KCC2a, 1138 AS sowie KCC2b, 1115 AS), die sich
lediglich durch 23 AS im N-Terminus unterscheiden, entstehen durch Transkription zweier
alternativer erster Exons (52). Bedeutsam ist hierbei, dass KCC2a iiber ein N-terminales RFx(V/I)
SPAK-Bindungsmotiv verfiigt, wahrend dieses Bindungsmotiv der prddominant in adulten
Neuronen exprimierten KCC2b-Isoform fehlt (s. 1.4.2) (52-54). Im Gegensatz zu anderen KCC-
Isoformen ist KCC2 unter isotonischen Bedingungen aktiv und muss nicht erst durch hypotonen
osmotischen Stress aktiviert werden (55). Dies ermoglicht es dem Transporter unter
physiologischen Bedingungen eine niedrige neuronale [Cl7]; als Grundlage inhibitorischer
synaptischer Transmission zu etablieren. Dariiber hinaus vermittelt KCC2 den gréften Anteil der
neuronalen CI-Extrusion im Vergleich zu anderen Transportern und Ionenkanélen, wie z.B.

spannungsgesteuerten Cl'-Kanilen oder Anionenaustauschern (56).
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Abbildung 3: Struktur des KCC2-Transporters

Schematische Darstellung des membranstéindigen KCC2-Transporters. Die Isoformen KCC2a und KCC2b
unterscheiden sich im ersten Abschnitt des N-Terminus. Nur KCC2a besitzt das RFx(V/I)-Bindungsmotiv,
das eine direkte Interaktion mit der SPAK-Kinase ermoglicht. C-terminal angeordnete regulatorische
Phosphorylierungsstellen sind funktionsabhéngig farblich markiert. Angelehnt an Medina et al. (57).

Wihrend der postnatalen Entwicklung des Gehirns wird die Expression der KCC2b-Isoform stark
heraufreguliert, wéhrend ihre inhibitorische Threonin-Phosphorylierung reduziert wird (43, 58).
Die damit verbundene KCC2b-Aktivierung resultiert in einem groflen Anstieg der
CI'-Extrusionskapazitdt und etabliert eine niedrige [Cl]; in kortikalen Neuronen (58). Die bis zu
diesem Zeitpunkt depolarisierende Wirkung von GABA und Glycin kehrt sich hierdurch in die
adulte, inhibitorische Wirkung um (58). In Méusen wird dieser Prozess bis zum postnatalen Tag
(P) 15 vervollstandigt (58), in Ratten bendtigt er etwa zwei Tage langer (59, 60). Zur Evaluation
der Effekte von CsA auf die neuronale ClI-Homoostase werden in dieser Arbeit ausschlieBlich
Tiere verwendet, die diesen Prozess der kortikalen Reifung bereits abgeschlossen haben.

Die immense Wichtigkeit eines intakten KCC2-vermittelten Transports fiir die Aufrechterhaltung
basaler ZNS-Funktionen wird in Studien mit genetisch modifizierten Médusen deutlich. Ein
vollstdndiger KCC2-Knockout resultiert in nicht {iberlebensfahigen Tieren, die kurz nach der

Geburt an respiratorischem Versagen sterben (61). Ursache hierfiir ist eine gestorte

7
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Atemrhythmusgeneration im Prd-Botzinger-Komplex des Hirnstamms (61). Auch ein selektiv
KCC2b-defizientes Mausmodell, welches bei Geburt noch keinen Phénotyp aufweist, ist nicht
iiberlebensfahig (62). Innerhalb weniger postnataler Tage entwickeln die Méuse eine abnorme
Korperhaltung, Gangstérungen und spontane Krampfanfille, wodurch sie zwischen P12 und P17
versterben (62). Elektrophysiologische Messungen in kultivierten primaren Neuronen der KCC2b-
Knockout Maus zeigen, dass auch nach drei Wochen die neuronale [CI']; nicht signifikant abfillt,
was die funktionelle Notwendigkeit der KCC2b-Isoform fiir die Entwicklung der inhibitorischen
synaptischen Transmission veranschaulicht (63). Ein weiteres genetisch verdndertes Tiermodell
existiert in Form von KCC2-hypomorphen Mausen, die nur etwa 20% der reguliren KCC2-
Expression besitzen und nur einen milden Phanotyp aufweisen: Triger der hypomorphen Mutation
sind iiberlebens- und fortpflanzungsfihig und besitzen eine normale lokomotorische Aktivitit
(64). Dennoch zeigen sie ein Wachstumsdefizit und verstirktes édngstliches Verhalten (64). Eine
20%-ige Restaktivitit des Transporters erscheint also ausreichend, um zumindest die letalen
Effekte des vollstindigen KCC2-Funktionsverlusts zu kompensieren.

Diese Ergebnisse suggerieren, dass eine defiziente KCC2-Funktion auch im Menschen Ursache
fiir neurologische Erkrankungen mit pathologischer synaptischer Transmission sein konnte.
Tatsdchlich wurden Mutationen im Slc/2a5-Gen bei Patienten mit hereditiren Fieberkrdmpfen,
schwerer generalisierter Epilepsie und der autosomal-rezessiven malignen migrierenden
Partialepilepsie des Kindes nachgewiesen (65-67). Auch elektrophysiologische Studien an
humanen epilepsie- und tumorchirurgischen Hirnresektaten zeigten eine verminderte KCC2-
Funktion und depolarisierende GABAerge Transmission im Hippocampus und an den Ubergingen
von Tumor- zu gesundem Hirngewebe, was die Assoziation von beeintrachtigter neuronaler
Cl'-Homoostase und dem Auftreten neurologischer Storungen im Menschen verstirkt (56, 68).
Die speziesiibergreifende Beteiligung von KCC2 an der Entwicklung synaptischer
Ubererregbarkeit sowie die Zugehdrigkeit zur CCC-Familie, deren renal exprimierte Mitglieder
durch Calcineurin reguliert werden, machen die KCC2-Funktion unter Calcineurin-Inhibition zu

einem zentralen Betrachtungspunkt dieser Arbeit.

1.3.2 Natrium-Kalium-Chlorid-Kotransporter Typ 1

Ein weiterer wichtiger Vertreter neuronaler CCCs ist der durch das Sic/2a2-Gen kodierte Na*-K"-
2CI-Kotransporter Typ 1 (NKCC1) (69). Das humane Protein besteht aus 1212 AS und weist ein
Molekulargewicht von 131,3 kDa auf (70). Wie auch KCC2 besitzt NKCC1 zwolf a-Helix
Transmembrandoménen sowie intrazelluldire C- und N-Termini, wobei seine regulatorischen

Phosphorylierungsstellen im Gegensatz zu KCC2 N-terminal lokalisiert sind (s. 1.5) (54, 70).
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NKCCI1 vermittelt unter physiologischen Bedingungen den kationengekoppelten Transport von
Cl' nach intrazellulir in Abhéngigkeit eines durch die Na'-K'-ATPase aufgebauten
Na'-Gradienten (70). GroBe strukturelle Ahnlichkeit besteht zum renalen NKCC2-Transporter.
Sowohl NKCCI1 als auch NKCC2 koénnen durch die in der klinischen Praxis breit angewandten
Diuretika Bumetanid und Furosemid inhibiert werden, jedoch unterscheiden sich beide
Transporter stark in Bezug auf ihre gewebsspezifische Expression. Wihrend NKCC2
ausschlieBlich in der dicken aufsteigenden Henle-Schleife und der Macula densa der Niere
exprimiert wird und zur Na‘-Resorption, Harnkonzentrierung sowie dem Prozess des
tubuloglomeruldren Feedbacks beitragt (71, 72), findet sich NKCCI in einer Vielzahl
verschiedener extrarenaler Zelltypen. Beispielsweise wird NKCCl1 in zentralen Neuronen (60),
Plexus choroideus (73), glatter GefaBBmuskulatur (74), Zellen des Innenohrs (75) und den
intestinalen, interstitiellen Zellen von Cajal (76) exprimiert, woraus sich zahlreiche funktionelle
Implikationen  fiir die neuronale Erregbarkeit, Liquorsekretion, Funktion des
Gleichgewichtsorgans, Blutdruckregulation und Darmperistaltik ergeben. Wie NKCC2 und NCC
wird NKCCI1 durch SPAK/OSRI1-vermittelte Phosphorylierung aktiviert, welche durch zwei
N-terminal konservierte RFx(V/I)-Bindungsmotive ermdglicht wird (s. 1.5) (54). Die Sequenz
eines der beiden SPAK/OSR1-Bindungsmotive iiberlagert sich mit einem PP1-Bindungsmotiv,
was eine Kompetition zwischen aktivierenden Kinasen und inhibierender Phosphatase an dieser
Stelle suggeriert (77).

Die Bedeutung von NKCCI fiir die CI'-Homostase und neuronale Erregbarkeit des ZNS wird
kontrovers diskutiert. Wihrend der postnatalen Entwicklung des Gehirns wird die NKCCI-
Expression in kortikalen Neuronen stark herabreguliert, wodurch der sekundir aktive CI™-Import
reduziert wird (60, 78). Fiir die tatsdchliche Etablierung einer niedrigen [CI]; und effektiven
inhibitorischen Transmission ist vermutlich jedoch der gesteigerte, KCC2-vermittelte Cl-Export
bedeutsamer, wofiir die Erkenntnisse aus KCC2b-Knockout-Studien sprechen (s. 1.3.1) (63). Des
Weiteren konnten in verschiedenen Subtypen von Neuronen nach Inkubation mit dem NKCC1-
Inhibitor Bumetanid nur minimale Verdnderungen des Ec¢; im Vergleich zu Wildtyp- (WT)
Neuronen nachgewiesen werden, was einen generell niedrigen NKCCI1-vermittelten Transport
suggeriert (60, 79).

Die phénotypische Charakterisierung eines NKCCl-defizienten Mausmodells unterstreicht
zusitzlich die primdre Relevanz des Transporters in peripheren Nerven und extraneuronalen
Zellen (75, 80). NKCC1-Depletion fiihrt in diesen Méusen zu sensorineuraler Taubheit und
Gleichgewichtsstorung durch fehlende Expression im Innenohr, arterieller Hypotonie durch

verminderten Tonus der glatten GefaBmuskulatur sowie verlangsamter Darmperistaltik aufgrund
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gestorter Schrittmacherfunktion der Cajal-Zellen (75, 80). Wegen seiner vielfiltigen funktionellen
Bedeutung in unterschiedlichen Geweben wurde eine Funktionsverlustmutation von NKCC1 im
Menschen als embryonal letal angesehen (69). Kiirzlich konnten jedoch Sic/2a2-Mutationen in
zwel Patienten mit einem Syndrom aus sensorineuraler Taubheit und schwerer intestinaler
Dysfunktion als Ursache einer monogenetischen Erkrankung identifiziert werden, wodurch eine
prinzipielle Rekapitulation des in Tierversuchen beschriebenen Phénotyps erfolgte (81, 82). In
beiden Studien wurden keine ZNS-spezifischen Symptome berichtet.

Im Gegensatz zum Verlust der NKCCI1-Funktion stellt ein verstdrkter einwértsgerichteter
CI'-Transport durch gesteigerte NKCCI1-Abundanz oder -Phosphorylierung trotzdem einen
potenziellen Mechanismus der Entstehung synaptischer Ubererregbarkeit unter CNI-Therapie dar.
In der Pathophysiologie der Entstehung von Krampfanfillen nach Schéddel-Hirn-Trauma sowie
pharmakoresistenten, neonatalen Krampfanfillen besitzt die intrazelluldre Cl-Akkumulation
durch pathologisch gesteigerte NKCC1-Funktion einen zentralen Stellenwert (83-85). Dariiber
hinaus werden nierenspezifische UAW der Calcineurin-Inhibition durch die SPAK/OSRI1-
abhingige Uberaktivierung der renalen NKCC2- und NCC-Transporter vermittelt (21, 22, 28). Im
ZNS konnten CNI potenziell iiber einen dhnlichen Mechanismus zu NKCCI1-Aktivierung,
neuronaler Cl'-Akkumulation und synaptischer Ubererregbarkeit fiihren. Fiir die Evaluation der
CNI-induzierten Effekte auf die posttranslationale Regulation von NKCC1 und KCC2 im ZNS ist
die Kenntnis des WNK-SPAK/OSR1-Signalwegs daher von entscheidender Bedeutung.

1.4 Der WNK-SPAK/OSR1-CCC-Signalweg

1.4.1 WNK-Kinasen

Die WNK- (with no lysine [K]) Kinasen gehoren zur Familie der Serin-/Threoninkinasen und sind
in Sédugetieren durch die vier Isoformen WNK1-4 vertreten (86). Alle vier Isoformen werden in
kortikalen Neuronen exprimiert, wobei WNK2 in adulten Organismen die einzige ZNS-
spezifische Isoform darstellt (87). Der Name der WNK-Kinasen geht auf eine gemeinsame,
charakteristische Eigenart zuriick: Die katalytisch aktive Subdomaéne II, welche typischerweise in
anderen Serin-/Threoninkinasen die AS Lysin zur ATP-Bindung bendtigt, weist in ihrer Sequenz
kein Lysin auf (86), stattdessen ist dieses in der Subdomine I zu finden. Eine weitere Besonderheit
der WNK-Kinasen ist ihre direkte Regulation durch die intrazellulire Chloridkonzentration
([CT]i). Eine hohe [CI']i in ihrer Umgebung hemmt die Autophosphorylierung der Kinasen durch
Bindung an das aktive Zentrum und fiihrt zu einer verringerten katalytischen Aktivitdt (88, 89).
Aufgrund ihrer Cl-abhéngigen Funktion nehmen WNK-Kinasen in exprimierenden Zellen die
Rolle eines CI-Sensors ein und steuern Signalwege, die die Volumenregulation und Cl-
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Homoostase der Zelle beeinflussen (90). Die wichtigsten Substrate, welche als Bindeglied
zwischen WNK-Kinasen und membranstindigen Transportern fungieren, sind die beiden eng

verwandten Kinasen SPAK und OSR1 (91).

1.4.2 Die Kinasen SPAK und OSR1

SPAK und OSR1 sind im ZNS ubiquitir exprimierte Mitglieder der Familie der
Serin-/Threoninkinasen, die sich durch eine hohe Sequenzhomologie und evolutiondre
Konservierung auszeichnen (42). Neben einem fast identischen Molekulargewicht
(SPAK ~60 kDa, OSR1 ~58 kDa) weisen beide Kinasen weitere strukturelle Ahnlichkeiten auf.
Sie besitzen eine N-terminale Prolin-/Alanin-reiche Region, die als PAPA-Box bezeichnet wird
und fiir die subzelluldre Lokalisation der Kinasen relevant ist (54). AuBBerdem kénnen die beiden
Kinasen in der sich anschlieBenden katalytischen Domdne WNK-vermittelt an Threoninresten in
der sogenannten T-Schleife phosphoryliert und aktiviert werden (T243 bei SPAK, T185 bei OSR1)
(92). Auch die aktivititspotenzierende Phosphorylierung im Serin-Motiv (S383 bei SPAK, S325
bei OSR1) erfolgt durch WNK-Kinasen, wobei diese Phosphorylierung nicht zwingend notwendig
fiir die basale SPAK/OSRI1-Aktivierung ist (93). Beide Kinasen besitzen eine konservierte
C-terminale Region, die die Interaktion mit dem RFx(V/I)-Bindungsmotiv in WNK-Kinasen und
Substraten ermdglicht (54).

Allgemein betrachtet besteht die Funktion von SPAK/OSR1 in der WNK-abhédngigen Regulation
von Zellvolumen, transepithelialem Ionentransport und zelluldirer Cl-Homdostase durch
Phosphorylierung von CCCs der SLC12-Familie (s. Abbildung 4) (91, 94, 95). Hierbei ist der
Effekt der SPAK/OSR1-vermittelten Phosphorylierung reziprok: N(K)CC-Transporter werden
durch sie aktiviert, wihrend KCC-Transporter gehemmt werden (94). Stimuli, die den WNK-
SPAK/OSR1-Signalweg aktivieren, sind beispielsweise ein hyperosmotischer Extrazelluldrraum
oder eine niedrige [Cl'];, wéhrend ein hypotoner, kaliumreicher Extrazellularraum oder eine hohe
[CI']i inhibierend wirken (42). Durch den so induzierten Import oder Export von Ionen und Wasser
kompensieren Zellen osmotischen Stress, der ansonsten in ihrer Schwellung oder Schrumpfung
resultieren wiirde (96).

In Neuronen fiihrt die SPAK/OSR1-vermittelte Phosphorylierung von KCC2 und NKCC1 an ihren
C- bzw. N-terminalen Threoninen zu einer Erhohung der [CI]i und somit zu verdnderter
synaptischer Inhibition (s. Abbildung 4) (57, 94). KCC2 wird zusitzlich durch Serin- und
Tyrosinphosphorylierung reguliert, welche durch weitere Kinasen vermittelt sind (57). Eine
Ubersicht iiber die beteiligten Kinasen und Phosphatasen sowie Phosphorylierungsstellen gibt der
folgende Abschnitt.
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1.5 Die posttranslationale Regulation von KCC2 und NKCC1

Die Transportaktivitit von KCC2 und NKCC1 hingt von der Prasenz ihrer aktivierten Formen in
der Zellmembran ab. Hierbei spielt die Phosphorylierung durch den WNK-SPAK/OSRI1-
Signalweg eine entscheidende Rolle. Durch diesen Mechanismus werden Schwankungen der [CI];

sowie der Osmolaritét in kortikalen Neuronen kompensiert (s. Abbildung 4).

GABA,- GABAx
CIl- , Rezeptor Cl- Rezeptor

Juveniles/Ubererregbares Adultes kortikales Neuron
kortikales Neuron
................................................ Eq Vi,
T V., T .................................... Eq
GABA GABA
Depolarisation Hyperpolarisation

Abbildung 4: Neuronale Erregbarkeit in Abhéingigkeit von [Cl']i und CCC-Funktion

Oben: Ein juveniles oder pathologisch libererregbares Neuron (links) und ein adultes Neuron (rechts) sind
schematisch dargestellt. Die WNK-SPAK/OSR1-abhingige Phosphorylierung von NKCC1 und KCC2
reguliert die [Cl];. Unten: Durch intrazelluldre Cl-Akkumulation mit konsekutiver Verschiebung des CI-
Umkehrpotenzials (Eci) reagieren juvenile und iibererregbare Neurone mit einem pathologischen
depolarisierenden Cl-Ausstrom auf GABA. Das Membranpotenzial (Vm) vor GABAerger Stimulation
entspricht in beiden Schemata dem physiologischen Ruhemembranpotenzial. Ursache kann eine
verminderte KCC2- oder vermehrte NKCC1-Funktion sein. Angelehnt an Kahle et al. (44).

Zahlreiche Phosphorylierungsstellen des KCC2-Transporters wurden in vorherigen Studien
charakterisiert, wobei fiinf AS eine funktionelle Relevanz zugeschrieben wird (s. Abbildung 3):

T906, T1007, S940, Y903 und Y1087 (57). Eine Aktivierung des WNK-SPAK/OSR1-Signalwegs
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vermittelt die inhibitorische T906/T1007-Phosphorylierung (94). In embryonalen Stammzellen,
welche KCC2, SPAK und OSRI1 endogen exprimieren, flihrt der Knock-in von
phosphorylierungsinkompetenten SPAK/OSR1-Konstrukten (OSRI'83AI854/SPAK243AZ43AY 7y,
verminderter KCC2-T1007-Phosphorylierung, wodurch die basale KCC2-Transportaktivitdt im
Vergleich zum WT gesteigert wird (94). Kiirzlich verdffentlichte in vivo Studien unterstreichen
zudem die enorme Bedeutung der KCC2-Threoninphosphorylierung fiir die neuronale
Erregbarkeit in Sdugetieren (97-99). In Méausen fiihrt die phosphomimetische Substitution von
Glutamat anstelle von Threonin (T906E/T1007E) zu einem Kkonstitutiv inaktiven KCC2-

2EE_Miuse

Transporter und induziert einen epileptischen Phinotyp (97, 98). Homozygote Kcc
entwickeln generalisierte tonisch-klonische Krampfanfille nach taktiler Stimulation und weisen
eine verminderte neuronale Cl-Extrusionskapazitét auf (97, 98). In einem weiteren Mausmodell
fiihrt im Gegensatz dazu die Substitution von Alanin (T906A/T1007A), welche den
dephosphorylierten und somit aktivierten Zustand von KCC2 imitiert, zu einer friiheren
Etablierung hyperpolarisierender GABAerger Transmission (99, 100). Die Dephosphorylierung
der beiden Threonine 906 und 1007 erfolgt vermutlich durch PP1 sowie PP2A (101).

Die einzige bekannte aktivierende KCC2-Phosphorylierungsstelle S940 wird in Abhingigkeit von
Proteinkinase C (PKC) und PP1 reguliert (102). Die Phosphorylierung an S940 ist durch PKC-
Aktivatoren induzierbar, aktiviert KCC2 und stabilisiert ihn in der neuronalen Plasmamembran.
Die Dephosphorylierung von S940 fiihrt hingegen zu vermehrter Internalisierung und lysosomaler
Degradation des Transporters (103, 104).

Kontroverser diskutiert wird die KCC2-Tyrosinphosphorylierung, welche durch Tyrosinkinasen
wie die Src-Kinase (Sarcoma-Kinase) vermittelt wird (57). Lee et al. zeigten, dass vermehrte
Y903/Y1087-Phosphorylierung in lysosomaler Degradation von KCC2 in HEK293-Zellen und
kultivierten hippocampalen Neuronen resultiert (105). Im Gegensatz dazu beschrieben Wake et al.
eine Verminderung der Transportaktivitit nach Dephosphorylierung von Y903/Y1087 (106),
wobei einschrinkend erwédhnt werden muss, dass dies durch unspezifische Induktion von
oxidativem Stress mittels Wasserstoffperoxids erfolgte. Es ist also unklar, ob die verminderte
Tyrosinphosphorylierung Ausdruck einer reduzierten KCC2-Funktion ist oder einem
Kompensationsmechanismus entspricht. Fiir eine primir inhibitorische Funktion der KCC2-
Tyrosinphosphorylierung sprechen auflerdem die Ergebnisse aus Versuchen mit genetisch
modifizierten HEK293-Zellen. Die nicht phosphomimetische Substitution von Phenylalanin
anstelle der beiden Tyrosine (Y903F/Y1087F) resultiert in vermehrter KCC2-Abundanz sowie
verminderter Internalisierung und Degradierung (105). Allerdings ist dieser Effekt nicht durch

distinkte Phenylalanin-Substitution (Y903F oder Y1087F) reproduzierbar (105) und wurde bisher
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nicht mithilfe von genetisch modifizierten Tiermodellen bestdtigt. Zusammenfassend ist die
KCC2-Tyrosinphosphorylierung vermutlich eher inhibitorisch, auch wenn die Studienlage im
Vergleich zur Threonin- oder Serin-Phosphorylierung weniger eindeutig ist.

Auch fiir die Regulation der NKCCI-Funktion ist die Aktivitit des WNK-SPAK/OSRI-
Signalwegs von zentraler Bedeutung. SPAK/OSRI-vermittelte Phosphorylierung der N-
terminalen = T212/217-Stelle  aktiviert den  Transporter, wahrend PPIl-vermittelte
Dephosphorylierung inhibierend wirkt (42). Ein hyperosmolarer Extrazellulirraum sowie eine
niedrige [C1]; sind die wichtigsten Stimulatoren der regulierenden Kinasen (69). Die Interaktion

mit SPAK/OSR1 wird durch RFx(V/I)-Motive ermdoglicht (s. 1.3.2) (54).

1.6 Der WNK-SPAK-CCC-Signalweg in Drosophila melanogaster

Durch ihre einfache genetische Modifizierbarkeit und gute Eignung fiir Verhaltensexperimente
wird die Fruchtfliege Drosophila melanogaster als Modellorganismus fiir eine Vielzahl
biologischer Untersuchungen verwendet. Im Rahmen einer Kollaboration mit Aylin Rodan von
der University of Utah wurden fiir dieses Projekt Experimente an einem Drosophila-Modell
durchgefiihrt, auf die in der Diskussion Bezug genommen wird. Daher wird an dieser Stelle eine
kurze Ubersicht iiber strukturelle und funktionelle Ahnlichkeiten der fiir das Verstindnis
relevanten Proteine und Signalwege in Drosophila gegeben.

Drei orthologe Calcineurin-Isoformen (CanA1-3) sind in Drosophila beschrieben und auch die in
Sdugetieren bekannte Calcineurin-Funktion als Aktivator des Immunsystems ist evolutionér in
Drosophila konserviert (107, 108). Obwohl Transkriptionsfaktoren der NFAT-Familie nicht in
Invertebraten exprimiert werden, fiihrt die Calcineurin-Inhibition mit CsA oder Tacrolimus zu
einer erhohten Infektions-Suszeptibilitit in Fliegenlarven (107), was die prinzipielle Funktionalitét
von CNI in Drosophila suggeriert. Implikationen der Calcineurin-Inhibition fiir die neuronale
Erregbarkeit und die Aktivitdt des WNK-SPAK-CCC-Signalwegs wurden bisher in Drosophila
allerdings nicht beschrieben.

Neben Calcineurin ist auch eine rudimentire Form des WNK-SPAK-CCC-Signalwegs evolutiondr
in Drosophila konserviert, jedoch besitzen Fliegen nur singuldre Orthologe und keine distinkten
Isoformen der Kinasen und Transporter (109). WNK1-4 werden durch WNK, SPAK/OSR1 durch
Fray, NKCC1/2 durch NKCC und KCC1-4 durch KCC reprisentiert (109). Die basalen
Funktionen und Interaktionen dieser Orthologe sind prinzipiell vergleichbar mit denen in
Séugetieren. WNK vermittelt die Phosphorylierung von Fray, welches wiederum NKCC und KCC
phosphoryliert und so die zelluldre ClI'-Homdostase reguliert (90).
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Im Drosophila-ZNS existiert auBerdem ein GABA-Rezeptor-Ortholog in Form des ligand-gated
chloride channel complex (LGCC), welcher die von der [CI']i abhéngige GABAerge synaptische
Transmission vermittelt (110). Analog zu Sdugetieren erfolgt wihrend der ZNS-Entwicklung in
Drosophila ein Wechsel der GABAergen Transmission von exzitatorisch zu inhibitorisch (110).
Stirke und Polaritét der synaptischen Inhibition in adulten Fliegen sind ebenfalls von der KCC-
Expression und -Aktivitit abhidngig. Die genetische oder pharmakologische KCC-Inhibition fiihrt
in Drosophila zu einer beeintrachtigten GABAergen Inhibition mit konsekutiver Erniedrigung der
Krampfschwelle (110, 111). Dies legt nahe, dass die funktionelle Bedeutung des Transporters fiir
die neuronale Erregbarkeit in Drosophila vergleichbar mit der in Sdugetieren ist.

Aufgrund der strukturellen Konservierung der Phosphatase Calcineurin und des WNK-SPAK-
CCC-Signalwegs sowie der funktionellen Ahnlichkeit der von der [Cl]i und KCC-Funktion
regulierten GABAergen Inhibition, stellt Drosophila melanogaster ein niitzliches und prinzipiell
geeignetes Modell zur Evaluation phénotypischer Effekte der Calcineurin-Inhibition auf die

neuronale Erregbarkeit dar.

1.7 Ziel der Arbeit

Die pharmakologische Inhibition der Phosphatase Calcineurin mit den Medikamenten
Cyclosporin A oder Tacrolimus ist fester Bestandteil der Immunsuppression nach Organ- oder
Stammzelltransplantation. Durch Unterdriickung des NFAT-Signalweges in T-Lymphozyten
reduzieren Calcineurin-Inhibitoren die zielgerichtete Immunreaktion des Empfangers gegen das
Transplantat und verhindern so eine AbstoBung. Dieser Effekt wird jedoch mit zahlreichen
unerwiinschten Arzneimittelwirkungen erkauft, die auf die Calcineurin-Inhibition in anderen
Zellen als T-Lymphozyten zurlickzufiihren sind. Sowohl die Nephro- als auch die Neurotoxizitét
stellen hierbei klinisch besonders relevante Probleme dar und kénnen derzeit nur durch eine
Reduktion der Calcineurin-Inhibitor-Dosis oder den Wechsel auf andere Préparate behandelt

werden.

In den letzten Jahren wurden grofe Fortschritte in Bezug auf das Verstindnis der
nierenspezifischen Nebenwirkungen von Calcineurin-Inhibitoren gemacht. Zahlreiche Studien
konnten die Entstehung von arteriellem Hypertonus und Hyperkalidmie unter Therapie mit
Cyclosporin A oder Tacrolimus auf die Aktivierung von renalen Kationen-Chlorid-Kotransportern
zuriickfiihren. Insbesondere die vom WNK-SPAK/OSRI1-Signalweg vermittelte, gesteigerte

Phosphorylierung der Transporter, die in exzessiver Salzresorption und Wasserretention resultiert,

15



Einleitung

ist hierfiir relevant. Das Ziel dieser Arbeit ist es, zu evaluieren, ob #dhnliche Effekte der

Calcineurin-Inhibition auch im zentralen Nervensystem nachweisbar sind.

Im Mittelpunkt der Betrachtung steht hierbei der Kalium-Chlorid-Kotransporter Typ 2, der fiir die
physiologische Funktion der inhibitorischen synaptischen Transmission unentbehrlich ist. Durch
die FEtablierung einer niedrigen neuronalen Chloridkonzentration generiert er einen
transmembrandren Chlorid-Gradienten, durch den die Transmitter GABA und Glycin
hyperpolarisierend wirken konnen. Eine Verminderung seiner Funktion fiihrt zu neuronaler
Ubererregbarkeit und wird bei pharmakoresistenten Epilepsien und zahlreichen anderen

neurologischen Erkrankungen beobachtet.

Experimentell wird in dieser Arbeit der Einfluss der Calcineurin-Inhibition auf die neuronale
Chlorid-Homoostase durch elektrophysiologische Studien untersucht. Molekularbiologische
Versuche sollen Expression und posttranslationale Modifikationen von relevanten Transportern
und Kinasen abbilden. Calcineurin- und SPAK-defiziente Mausmodelle werden eingesetzt, um
weitere Einblicke in die Phosphoregulation neuronaler Kationen-Chlorid-Kotransporter zu
gewinnen. Anhand von Verhaltensstudien mit genetisch verédnderten Drosophila-Modellen wird
die SPAK-Inhibition als potenzieller Therapieansatz neurotoxischer Effekte der Calcineurin-

Inhibitoren diskutiert.

Grundlage fiir die Entwicklung und klinische Erprobung einer gezielten Therapie der
neurologischen Nebenwirkungen von Calcineurin-Inhibitoren ist die Identifizierung eines
molekularen Pathomechanismus. Die Forschung daran ist daher von Bedeutung fiir die
Transplantationsmedizin. Dariiber hinaus kann durch das Verstindnis der Pathophysiologie der
GABAergen Disinhibition ein Grundstein fiir die Entwicklung neuer antiepileptischer

Medikamente gelegt werden.
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2 Methodik

2.1 Tierexperimentelle Arbeiten

2.1.1 Wistar-Ratten und Cyclosporinbehandlung

Die in diese Arbeit einflieBenden Versuche erfolgten nach den Richtlinien des National Institute
of Health sowie unter Einhaltung des deutschen Tierschutzgesetzes und wurden vom Landesamt
fiir Gesundheit und Soziales Berlin genehmigt (T6tungsanzeige T0351/11, Tierversuchsantrag
G0220/12). Die Haltung der Tiere erfolgte in geschlossenen, klimatisierten Rdumen bei 22 °C bis
24 °C mit einem Tag-Nacht-Rhythmus von 12 Stunden. Die Tiere hatten Zugang zu Wasser und
Futter ad libitum. Fir die molekularbiologischen Experimente wurden adulte, ménnliche Wistar-
Ratten mit einem Alter von etwa 12 Wochen und einem Gewicht von mehr als 250 Gramm
verwendet. Die 2-Photonen-mikroskopischen sowie elektrophysiologischen Messungen wurden
an ménnlichen Wistar-Ratten zwischen postnatalem Tag (P) 17 und P31 durchgefiihrt. Fiir die
Versuche mit Knockout-Gewebe wurden Gehirnproben in Kooperation mit anderen

Arbeitsgruppen zur Verfiigung gestellt (s. 2.1.2).

Um die =zeitabhingigen Effekte von Cyclosporin A zu untersuchen, wurden zwei
Behandlungsreihen etabliert. Die akuttherapeutische Gruppe erhielt eine intraperitoneal (i.p.)
applizierte Einmaldosis (25 mg/kg KG) des auch fiir klinische Anwendung geeigneten Préparats
Sandimmun® (Cyclosporin A, Novartis), wihrend die Kontrollgruppe stattdessen Cremophor®
(Vehikel) erhielt. Eine Stunde nach Verabreichung erfolgte entweder die To&tung mit
anschliefender Organentnahme oder die Narkotisierung mit konsekutiver Aorta abdominalis
Perfusionsfixierung. Chronische Effekte wurden nach 14 Tagen tédglicher i.p. Gabe von
Sandimmun® oder Vehikel in gleicher Dosierung wie in der akuttherapeutischen Gruppe bewertet.

Die Totung erfolgte hierbei etwa 24 Stunden nach Applikation der 14. Dosis, das weitere

Prozedere war identisch mit dem der akuttherapeutischen Gruppe.

Zur immunhistochemischen Evaluation der chronischen Effekte von Cyclosporin A wurde
auBerdem eine weitere 14-tdgige Behandlung durchgefiihrt. Hierbei erhielten Tiere entweder

Sandimmun®

in therapeutischer (5 mg/kg KG) oder supratherapeutischer (25 mg/kg KG)
Dosierung. Die Kontrollgruppe erhielt Cremophor® (Vehikel). Tétung und Perfusionsfixierung

erfolgten etwa 24 Stunden nach Gabe der 14. Dosis.
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2.1.2 Calcineurin AB - und SPAK '~ Miuse

Calcineurin AP (CnAp)-defiziente Méause wurden am Institut fiir Padiatrie des Children’s Hospital
Medical Center (Cincinnati, Ohio, USA) durch J.D. Molkentin generiert. Das PPP3CB-Gen wurde
durch Deletion des Exons 2 ausgeschaltet (112). Fiir diese Arbeit wurden vier Gehirne ménnlicher
CnAp~~ Miuse sowie vier alters- und geschlechtsgepaarter WT-Kontrollen zur Verfiigung gestellt.

Der CnAB-Knockout wurde in dieser Arbeit experimentell durch Western Blot bestétigt.

SPAK-defiziente Méduse wurden in der Abteilung fiir Anédsthesiologie des Vanderbilt University
Medical Center (Nashville, Tennessee, USA) durch E. Delpire und K.B. Gagnon generiert. Das
SPAK-Gen wurde durch eine Duplikation des Exons 6 sowie Insertion einer Tyrosinase,
Neomycinresistenz und einer 5° Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase unterbrochen (95). Im
Rahmen einer Kooperation mit J.A. McCormick (Oregon Health and Science University, Portland,
Oregon, USA) wurden insgesamt siecben Gehirne SPAK-defizienter Méduse sowie Kontrollen
alters- und geschlechtsgepaarter WT-Méuse zur Verfligung gestellt. Der SPAK-Knockout wurde
experimentell durch J.A. McCormick et al. verifiziert (113) und in dieser Arbeit durch Western
Blot bestitigt.

2.2 Organentnahme und Gewebepraparation

2.2.1 Perfusionsfixierung und Gewebeaufbereitung fiir Imnmunhistochemie

Fiir die morphologische Untersuchung der Gehirne wurden ménnliche Wistar-Ratten der
entsprechenden Gruppen (WT oder 14 d CsA) einer Perfusion iiber die Aorta abdominalis
unterzogen (114). Hierzu wurden die Tiere mittels i.p. Applikation von Pentobarbital (Nembutal,
0,06 mg/g KG) narkotisiert. Darauthin erfolgten die Er6ffnung der Peritonealhdhle sowie die
Freipriaparation und das proximale Abklemmen der Aorta abdominalis, gefolgt von der Eroffnung
des Gefdlles distal des Abgangs der Nierenarterien. Ein Polyethylenschlauch wurde iiber die
Inzision eingefiihrt, mit einem Faden fixiert und mit dem Perfusionssystem verbunden. Der
Blutfluss wurde durch das Losen der proximalen Klemme und die Eroffnung der Vena cava
inferior zum Druckausgleich freigegeben. AnschlieBend erfolgte die Perfusion des Gehirns
retrograd iiber die Aorta abdominalis. Zundchst wurde eine  Vorspiillosung
(300 mosmol/l PBS/Sucrose; pH 7,35) fiir 30 Sekunden eingeleitet, um das Blut aus dem
Gefiallsystem des Tieres zu entfernen. Daraufhin erfolgte die eigentliche Fixierung durch die
Applikation von 3%-igem Paraformaldehyd in PBS (Fixierlosung) iiber fiinf Minuten. Wahrend

dieser Zeit betrug der Perfusionsdruck konstant 1,5 m Wasserséule.
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2.2.1.1 Herstellung von Paraffinschnitten
Das perfundierte Gewebe wurde iiber Nacht bei 4 °C in der Perfusionslosung nachfixiert und bis
zur weiteren Verwendung in 330 mosmol/l Sucrose/PBS-Losung mit 0,02% Natriumazid gelagert,
um das Wachstum von Mikroorganismen zu verhindern. Die Paraffineinbettung erfolgte am
Institut fiir Pathologie der Charité — Universititsmedizin Berlin, Campus Mitte. Paraffinblocke
wurden bei RT aufbewahrt und vor dem Schneiden fiir mindestens 2 Stunden bei -20 °C inkubiert,
um Schnittartefakte zu reduzieren. Mit einem Mikrotom (Leica RM 2125RT; Leica Mikrosysteme
Vertrieb GmbH) wurden 4 um starke Schnitte erzeugt, die bei 37 °C im Wasserbad gegléttet und

auf Objekttrager aufgezogen wurden.

2.2.2 Organentnahme fiir biochemische Versuche

Adulte, minnliche Wistar-Ratten wurden mittels Inhalation von Isofluran betdubt und durch
Dekapitation getdtet. Der Schidel wurde erdffnet und das Gehirn nach scharfem Absetzen von
Hirnstamm und frontalen Hirnnerven entnommen. AnschlieBend wurden die Hirnhdute durch
vorsichtiges Rollen auf gekiihltem, angefeuchtetem Filterpapier entfernt. Um die Aufbereitung fiir
unterschiedliche Experimente zu ermdglichen, wurden die beiden Hemisphédren durch einen

Mediansagittalschnitt scharf separiert.

2.2.2.1 Gewebeaufbereitung zur Genexpressionsanalyse
Das erhaltene Gewebe wurde in fliissigem Stickstoff schockgefroren, mit Morser und Stofel

gemahlen und mit TRIzol vermengt (s. 2.6.1).

2.2.2.2 Gewebeaufbereitung fiir Western Blot und Immunprézipitation
GroBhirnhemisphdren =~ wurden in den  entsprechenden = Homogenisierungs-  oder
Immunprézipitationspuffer (IP-Puffer, s. Tabelle 8) transferiert, mittels Ultra-Turrax dispergiert
und durch anschlieBenden Ultraschall (3x3 Impulse, Cycle: 70) homogenisiert. Zur Entfernung
nicht geloster Gewebereste wurde eine 15-miniitige Zentrifugation bei 800 x g und 4 °C
durchgefiihrt. Die Proteinfraktion befand sich in der wéssrigen Phase und wurde als Proteinlysat

weiterverwendet (s. 2.5.2 und 2.5.3)

2.2.3 Anisthesie und Praparationstechnik zur Herstellung kortikaler Hirnschnitte

Adulte, minnliche Wistar-Ratten wurden mittels Inhalation von Diethylether oder Isofluran bis
zum vollstindigen Verlust des Blinkreflexes narkotisiert und dekapitiert. Unmittelbar danach
erfolgte die moglichst schnelle und schonende Freipriaparation eines den sensomotorischen Cortex
beinhaltenden Gehirnblocks sowie der Transfer in eisgekiihlte, carbogenbegaste kiinstliche

Zerebrospinalfliissigkeit (ACSF, s. Tabelle 8). Nach etwa einer Minute wurden die Hirnblocke mit
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Cyanoacrylat-Kleber auf dem Teller des Vibratoms (HM650V, MICROM International, Walldorf)
fixiert und in carbogenbegaster ACSF (4 °C) koronar mit einer nominellen Dicke von 400 um
geschnitten. Fiir die Versuche mit dem 2-Photonen-Mikroskop wurde zum besseren Erhalt der
Morphologie in den oberfldchlichen Schichten der Schnitte ein anderes Vibratom (VT1200 S,
Leica Biosystems GmbH, Nussloch) verwendet, bei dem die Auslenkung der Klinge in Z-Richtung
kompensiert werden kann (Leica Vibrocheck™). Des Weiteren wurde hier die Schnittdicke auf
250 um reduziert. Jeder angefertigte Schnitt wurde zur Erholung fiir 30-45 min in ca. 33 °C
warmer, carbogenbegaster ACSF gelagert. Anschliefend erfolgte die Aufbewahrung bis zur
Messung in carbogenbegaster ACSF bei RT.

2.3 Elektrophysiologische Methoden

Alle Losungen (Osmolaritit 300-310 mosmol/l, pH 7,4) wurden wihrend des Versuchs mit
Carbogen (95% 02/ 5% CO2) begast. Kalibrierungslosungen fiir die 2-Photonenmikroskopie

wurden mit Kaliumglukonat auf eine Osmolaritit von 310 mosmol/l titriert.

2.3.1 Intrazellulire Ableitungen mittels scharfer Mikroelektroden

Messungen mit scharfen Mikroelektroden wurden nach dem Protokoll von Deisz et al. (56)
durchgefiihrt. 400 pm starke koronare, neokortikale Hirnschnitte (s. 2.2.3) wurden in eine
Submerged-Type Messkammer transferiert und mit ~5 ml/min 32°C warmer ACSF perfundiert.
Kortikale Schicht II/III Neurone wurden mit 1 M KCI (pH 7,2, 80-100 MQ) gefiillten, scharfen
Mikroelektroden aus Borsilikatglas penetriert, welche mit einem SECI10L Verstérker verbunden
waren. Fiir den Einschluss von Neuronen in die Messreihe wurden folgende Kriterien angewendet:
Reguldres Feuerverhalten, Aktionspotenzialamplitude >70 mV, Ruhemembranpotenzial <-60 mV
sowie Eingangswiderstand >10 MQ. Distale postsynaptische Potenziale (PSPs) wurden durch
einen in seiner Intensitéit konstanten, elektrischen Stimulus (2-20 V, 100 us, 0,2 Hz oder niedriger)
evoziert. Hierfiir wurde eine extrazelluldre, bipolare Elektrode innerhalb eines Abstands von
400 um zur apikalen Seite des Somas der gemessenen Zelle positioniert. Um IPSPs zu isolieren,
wurden AMPA/Kainat- (10 pM CNQX) und NMDA- (20 uM D-APV) Rezeptorantagonisten
appliziert.

2.3.1.1 Bestimmung der Chlorid-Extrusions-Zeitkonstante
Zur  Evaluation der Effekte von Cyclosporin A  auf neuronale Chlorid-
Ausschleusungsmechanismen wurden Hirnschnitte entweder fiir 1h in 10 uM CsA-haltiger ACSF
oder in DMSO-haltiger ACSF inkubiert und in die Messkammer transferiert. Intrazellulire

Messungen der IPSPa-Amplitude nach iontophoretischer Cl’-Beladung (1 nA, 1 min) iiber eine
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KCl-gefiillte scharfe Mikroelektrode wurden unter pharmakologischer Isolation des IPSPa
(s.2.3.1) durchgefiihrt. Hierbei wurde die konsekutive Verkleinerung der IPSPA-Amplitude nach
Beendigung der CI'-Beladung durch eine monoexponentielle Zerfallsfunktion beschrieben und die

Zerfallskontante t als MaB fiir die Chlorid-Ausschleusung verwendet (56).

2.4 2-Photonen-Fluoreszenzlebenszeit-Messungen mit MQAE

Mittels 2-Photonen-Fluoreszenzlebenszeit-Imaging (FLIM) und dem chloridsensitiven Farbstoff
1-(Ethoxycarbonylmethyl)-6-methoxyquinoliniumbromid (MQAE) kann die neuronale
intrazellulire Chloridkonzentration [Cl]; quantifiziert werden (115). In Anwesenheit von CI°
kommt es zur dynamischen Fluoreszenzausloschung (Quenching) der MQAE-Fluoreszenz durch
Zusammenstofle zwischen MQAE-Molekiilen und Cl-Ionen, wobei das MQAE-Molekiil intakt
bleibt. Daraus resultiert eine kiirzere MQAE-Fluoreszenzlebenszeit bei hoheren [Cl] und
umgekehrt eine langere MQAE-Fluoreszenzlebenszeit bei niedrigeren [Cl7]. Zur Umrechnung von

Fluoreszenzlebenszeiten in absolute [Cl'] wurde eine Kalibrierung (s. 2.4.1.2) durchgefiihrt.

2.4.1.1 Aufbau des 2-Photonen-FLIM Setups
FLIM-Messungen wurden mit dem 25%-Objektiv. (HCX IRAPO L 25x/ NA 0,95,
Wasserimmersion) des DMI6000 TCS SP5 2-Photonen-Mikroskops (Leica Mikrosyteme,
Mannheim) durchgefiihrt. In das FLIM-Setup wurde ein gepulster Chameleon XR Titan-Saphir-
Laser (Coherent Inc., Santa Clara, USA) eingekoppelt, der bei einer Wellenlédnge von 780 nm eine
Pulsrate von 90 MHz, eine Pulsdauer von <140 fs und eine Leistung von 1,5 W aufwies. FLIM-
Bilder wurden mit Spcm64 9.63 Software generiert und mittels SPCImage 6.0 Software

ausgewertet.

2.4.1.2 Kalibrierung mit Nigericin und Tributylzinnchlorid
Um die Beziehung zwischen MQAE-Fluoreszenzlebenszeit und [CI'] zu bestimmen, wurde ein
modifiziertes Kalibrierungsprotokoll basierend auf der Arbeit von Krapf et al. (116) etabliert.
Hierfiir wurden koronare, neokortikale Hirnschnitte mit Losungen definierter [CI] (s. Tabelle 8)
umspiilt und die resultierende MQAE-Fluoreszenzlebenszeit in Schicht V Pyramidenzellen
gemessen, um so eine Eichgerade zu generieren. Zum Equilibrieren der intra- und extrazelluldren
[CI'] sowie zur Konstanthaltung des pH-Wertes erfolgte die Messung in Anwesenheit des
CI'/OH-Antiporters Tributylzinnchlorid (TBT) und des K'/H'-lIonophors Nigericin. Der
transmembranére Cl-Gradient wurde durch TBT equilibriert, wahrend im Austausch OH™-Ionen
exportiert wurden. Verschiebungen des pH-Wertes wirkte der Austausch intrazelluldrer H -Ionen

gegen extrazelluldre K -Ionen durch Nigericin entgegen. Fiir jede der zu kalibrierenden [CI]
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wurden MQAE-behandelte Hirnschnitte fiir 20 min in ACSF mit 10 uM Nigericin und 40 uM
TBT inkubiert. Die mittlere Fluoreszenzlebenszeit in Schicht V Pyramidenzellen wurde nach 20-
miniitiger Perfusion mit der entsprechenden Kalibrierungslosung bestimmt. Fiir jeden Datenpunkt
wurden mindestens drei separate Schnitte verwendet und die jeweiligen Fluoreszenzlebenszeiten
gemittelt, um die Fluktuation der Messwerte zu minimieren. Die Beziehung zwischen der
Fluoreszenzlebenszeit eines Farbstoffs und der Konzentration seines Quenchers (in diesem Fall
CI) wird durch die Stern-Volmer-Gleichung beschrieben:

F, _
T 1=Kgx[Q]

Fystellt die Fluoreszenzlebenszeit eines Farbstoffs in Abwesenheit des Quenchers (0 mM CI°) dar,
wiahrend F die jeweiligen Fluoreszenzlebenszeiten in Anwesenheit des Quenchers in
verschiedenen Konzentrationen (hier 10 mM, 20 mM, 30 mM und 40 mM CI°) représentiert. [Q]
ist die Konzentration des Quenchers, Ksv die Stern-Volmer-Konstante. Wird (Fo/F) - 1 als
Funktion von [Q] dargestellt, ergibt sich ein linearer Zusammenhang. Die Steigung der

resultierenden Gerade entspricht Ksy und betrug 9,23 mol ™.

2.4.1.3 Messung der MQAE-Fluoreszenzlebenszeit unter CsA-Einwaschung

Zur Evaluation der akuten Effekte von Cyclosporin A auf die neuronale [CI']; wurden koronare,
neokortikale Hirnschnitte (s. 2.2.3) fiir 20 min bei 34 °C in ACSF mit 6 mM MQAE inkubiert
(117) und zur Kontrastverstarkung fiir 20-60 min bei RT in ACSF gewaschen. AnschlieBend
wurden sie in die Messkammer des 2-Photonen-Mikroskops iiberfiihrt, wo sie mit ~5 ml/min 34 °C
warmer ACSF perfundiert wurden. Die Messung der Fluoreszenzlebenszeiten in Schicht V
Neuronen des Neocortex erfolgte jeweils nach einer 10-miniitigen Equilibrierungsphase in der
Messkammer, nach Applikation von 10 uM CsA-ACSF iiber 60 min sowie 20 min nach dem
Auswaschen mit CsA-freier ACSF. Um auszuschlieBBen, dass eine ldngere Verweildauer in der
Messkammer die [CI]; erhoht, wurden parallel Kontrollexperimente mit ACSF-perfundierten
Schnitten ohne CsA durchgefiihrt, bei denen sich kein zeitabhingiger Anstieg der [Cl]; zeigte.
Generierte FLIM-Bilder wurden mit SPCImage analysiert.

2.4.1.4 Analyse mit SPCImage
Eine reprisentative Stelle des FLIM-Bildes mit hoher Anzahl registrierter Photonen (Amplitude
idealerweise >10°) wurde als Referenzpunkt gewihlt. Die geziihlten Photonen in Bezug zur Zeit
nach 2-Photonen-Stimulation wurden als monoexponentielle Zerfallsfunktion beschrieben. Nach

Vorbild dieser Zerfallsfunktion wurde das restliche Bild in eine sogenannte Zerfallsmatrix
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konvertiert, in der die fiir jeden Pixel errechneten Zerfallskonstanten t durch Fehlfarben
reprasentiert wurden. Klar als pyramidale Neurone identifizierbare Zellen wurden als Region of
Interest (ROI) definiert und die mittlere Zerfallskontante (entspricht F' in der Stern-Volmer-
Gleichung) in ns fiir jede ROI ermittelt. Die Berechnung der daraus resultierenden [CI'] erfolgte
mittels OriginLab 2019 Software per Integration der Messwerte in die Stern-Volmer-Gleichung

mit der durch Kalibrierung bestimmten Ksv von 9,23 mol™.

2.5 Proteinanalytische Methoden

2.5.1 Immunhistochemie

Fiir die konfokalmikroskopische Lokalisierung relevanter Proteine wurden in Paraffin eingebettete
GroBhirnhemisphiren zunichst in Xylol entparaffiniert und anschlieBend in einer absteigenden
Ethanolreihe (100%-70%) rehydriert. Zur Antigendemaskierung wurden die Schnitte flir 6 min in
Zitratpuffer (s. Tabelle 8) gekocht und zum Abkiihlen in PBS gestellt. Nach einem weiteren 5-
miniitigen Waschschritt in PBS erfolgte die Blockierung unspezifischer Antigene fiir 30 min in
5% Milch/PBS oder 5% BSA/PBS. Der jeweilige Primédrantikorper (s. Tabelle 3) wurde in der
zuvor ermittelten Konzentration mit dem besten Signal-Hintergrund-Verhéltnis im
Blockiermedium verdiinnt, aufgetragen und {iber Nacht bei 4 °C inkubiert. Ungebundene
Antikdrper wurden durch Waschen in PBS entfernt. Fluoreszenzgebundene Sekundirantikorper
(s. Tabelle 4) wurden im Blockiermedium 1:2000 verdiinnt und fiir 2 h bei RT auf den Schnitten
inkubiert. Zur Identifikation von Zellkernen erfolgte die 10-miniitige Inkubation mit dem DNA-
interkalierenden Farbstoff 4,6-Diamino-2-phenylindol (DAPI). Danach wurden die Pridparate
abermals mit PBS gewaschen sowie mit 67% Glycerin/33% PBS eingedeckelt.
Konfokalmikroskopische Bilder wurden mit dem 40x-Objektiv (EC-Plan-NEOFLUAR 40x/ NA
1,3, Olimmersion, DIC M27) des Zeiss LSM 5 Exciter Mikroskops (Carl Zeiss Microlmaging
GmbH, Jena) generiert und mittels ImageJ 2.0 Software hinsichtlich Lokalisation und Intensitét
der Signale ausgewertet. Die Generierung der mikroskopischen Aufnahmen erfolgte fiir Schnitte
desselben Experiments mit den gleichen Einstellungen innerhalb weniger Tage, um die

Vergleichbarkeit der Gruppen zu gewahrleisten.

2.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot

2.5.2.1 Bestimmung der Proteinkonzentration durch BCA-Test
Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Lysate wurde mit dem Micro BCA™ Protein Assay
Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Grundlage

des Assays ist die Biuret-Reaktion. Diese basiert auf der Reduktion von zweiwertigen zu
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einwertigen Kupferionen in der Gegenwart von Peptidbindungen und der daraus resultierenden
Bildung eines blau-violetten Farbstoffkomplexes mit Bicinchoninsdure (BCA). Die
Quantifizierung der Gesamtproteinmenge erfolgt hierbei iiber eine photometrische
Absorptionsmessung, da sich die Extinktion des entstandenen Komplexes bei 560 nm proportional
zur Proteinkonzentration verhilt (118). Als Standard wurde eine Eichgerade der Extinktion bei

unterschiedlichen BSA-Konzentrationen generiert.

2.5.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Postnukledre Proteinlysate wurden mit Homogenisierungspuffer (s. Tabelle 8) auf eine
Konzentration von 50 pg/ul titriert. Form und Ladung der Proteine wurden durch Zugabe von 4x
Laemmli-Puffer (s. Tabelle 8) sowie Erhitzen bei 65 °C fiir 15 min oder 95 °C fiir 5 min
vereinheitlicht. Dieser Reduktions- und Denaturierungsprozess unterbindet die Ausbildung von
Tertidr- und Quartérstrukturen und schafft die Grundlage fiir die molekulargewichtsabhéngige
Auftrennung der Proteine in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (119). Die
elektrophoretische Separation erfolgte in 10%-igen Polyacrylamidgelen (s. Tabelle 8) in der
Elektrophoresekammer Mini-PROTEAN Tetra Cell in Anwesenheit von Elektrophoresepuffer
(s. Tabelle 8). Die angelegte Spannung betrug initial 100 V und wurde bei sichtbarer Auftrennung
des eingesetzten Molekulargewichtsstandards auf 120 V erhoht.

2.5.2.3 Western Blot und Blockierung unspezifischer Antigene
Die Ubertragung der Proteine aus dem Trenngel auf eine Nitrocellulosemembran erfolgte in einer
Blotkammer in Anwesenheit von Transferpuffer (0,25 M Tris, 1,92 M Glycin, aqua dest.) iber 90
min bei 100 V (120). Die visuelle Erfolgskontrolle zur Beurteilung der GleichmifBigkeit des
Proteintransfers wurde mittels Ponceau-Rot Farbung (0,5% Ponceau S, 1% Essigsdure) und
Waschung in aqua dest. vollzogen. Die Blockierung freier Bindungsstellen der Membran erfolgte
durch 30-miniitige Inkubation bei RT im entsprechenden Blockiermedium. Fiir die Detektion
unphosphorylierter Proteine wurde hierzu 5%-ige Magermilch/PBS oder 5%-iges BSA/PBS
verwendet. Fiir phosphorylierte Proteine hingegen wurde 5% Magermilch/Tris-gepufferte
Kochsalzldsung mit 0,1% Tween® (TBST) oder 5% BSA/TBST eingesetzt, um exzessive

Hintergrundfarbung zu vermeiden.

2.5.2.4 Antikorper-Inkubation
Die Identifikation einzelner Proteine erfolgte durch Bindung spezifischer Antikorper. Hierzu
wurde zunidchst der jeweilige Primérantikdrper im Blockiermedium verdiinnt und auf die

entsprechende Membran gegeben. Phosphospezifische Antikoérper wurden zuvor fiir 1 h bei RT
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mit unphosphorylierten Peptiden der Epitopsequenz in zehnfacher relativer Konzentration
inkubiert, um die unspezifische Detektion nicht phosphorylierter Proteine auf der Membran zu
verringern. Die Inkubation fand iiber Nacht bei 4 °C statt. Am néchsten Tag wurden liberschiissige
Antikorperreste durch dreimaliges Waschen der Membran fiir je 5 min in PBST oder TBST
entfernt. AnschlieBend wurde die Membran mit einem gegen die Spezies des verwendeten
Primirantikorpers gerichteten, Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugierten Sekundirantikorper
fiir 1 h bei RT im jeweiligen Blockiermedium inkubiert und danach drei Mal mit PBS oder TBS
gewaschen. Fiir eine Liste der verwendeten Primér- und Sekundirantikérper s. Tabelle 3/

Tabelle 4.

2.5.2.5 Luminolreaktion und Chemilumineszenzdetektion
Die Visualisierung der antikdrpermarkierten Banden erfolgte mittels Freisetzung und Detektion
von Chemilumineszenz in der Luminolreaktion. Hierzu wurden die Membranen fiir 1| min mit

Luminolreagenz (ECL™

Western blotting detection reagents, GE Healthcare) inkubiert. In dieser
Zeit oxidierte die sekundérantikdrpergebundene HRP das Luminol und setzte dabei Photonen frei,
welche iiber Autoradiographiefilme detektiert wurden. Diese Filme wurden mit der
Entwicklungsmaschine AGFA Curix 60 unter Einsatz von Fixierer G354 und Entwickler G150
entwickelt. Nach dem Erwerb des ECL Chemocam Imagers mit integrierter lichtempfindlicher
CCD (charge-coupled device) -Kamera wurden Western Blots mit dem neuen System visualisiert.
Die densitometrische Evaluation erfolgte mittels Alphalmager 4.0 oder Imagel] 2.0 Software.

B-Aktin, Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase (GAPDH) oder a-Tubulin fungierten als

Beladungskontrolle.

2.5.3 Immunprizipitation

Antikorper gegen WNK2, KCC2, NKCCI1 und phosphoryliertes Tyrosin (pY) sowie die als
Negativkontrolle fungierenden Immunglobuline gleichen Isotyps wurden nach Angaben des
Herstellers mit dem Dynabeads® Antibody Coupling Kit (Invitrogen) kovalent an Dynabeads® M-
270 Epoxy gebunden. Postnukledre Wistar-Ratten Hirnlysate (10 pg/ul) wurden mit den
antikdrpergebundenen Beads liber Nacht bei 4 °C rotierend inkubiert. AnschlieBend erfolgten drei
Waschschritte mit IP-Puffer (s. Tabelle 8) gefolgt von einem Waschschritt mit erhohter
Salzkonzentration (300 mM NaCl in IP-Puffer). Die Beads wurden abschlieBend zum Ldsen der
prazipitierten Proteine in 1 x Laemmli-Puffer gekocht und die so erhaltenen Eluate mittels Western

Blot analysiert.
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2.6 Genexpressionsanalyse

2.6.1 RNA-Isolation aus Rattenhirngewebe

Die Gesamt-RNA-Isolation wurde mittels Guanidiumthiocyanat-Phenol-Chloroform-Extraktion
durchgefiihrt. Hierzu wurde gemorsertes Hirngewebe mit 500 ul TRIzol (Thermo Fisher
Scientific) versetzt und nach 5 min Inkubation bei RT durch Vortexen mit 100 ul Chloroform
vermengt. Zur Trennung der RNA von anderen zelluliren Bestandteilen erfolgte eine
Zentrifugation fiir 10 min bei 16.000 x g und 4 °C, wobei sich eine wissrige und eine organische
Phase bildeten. Die wassrige Phase, die die Gesamt-RNA beinhaltete, wurde in ein neues
Eppendorf-Gefal3 {iberfiihrt und zur RNA-Féllung fiir 10 min bei RT mit 250 pl Isopropanol
inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation fiir 20 min bei 16.000 x g und 4 °C wurde der
Uberstand verworfen und das erhaltene RNA-Pellet zunichst mit 500 pl 70%-igem Ethanol und
dann mit 250 pl 100%-igem Ethanol gewaschen. Zwischen den einzelnen Waschschritten erfolgte
jeweils eine Zentrifugation bei 7.500 x g und 4 °C mit erneutem Verwerfen des Uberstandes. Das
so erzeugte Pellet wurde im Thermoblock fiir 10 min bei 65 °C getrocknet und danach mit 20 pl
RNase freiem Wasser resuspendiert. Die Lagerung der Gesamt-RNA bis zur weiteren Verwendung

erfolgte bei -80 °C.

2.6.2 cDNA-Synthese

Die Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA erfolgte durch Messung der Extinktion bei
260 nm mittels Nanophotometer. Fiir die Synthese von stabiler cDNA durch reverse Transkription
wurden 2 pg Gesamt-RNA mit 0,7 ul Random Hexamer Primern versetzt und mit deionisiertem
Wasser auf 24 ul aufgefiillt. Durch eine 5-miniitige Inkubation bei 70 °C im Thermocycler wurde
die RNA denaturiert. 16 ul Master-Mix (0,5 ul RNase Inhibitor, 2 pl dNTPs, 8 pl BioScript-Puffer,
5 ul RNase-freies Wasser und 0,5 ul M-MLV Reverse Transkriptase) wurden bei RT hinzugefiigt.
Die darin enthaltene reverse Transkriptase ist eine RNA-abhidngige DNA-Polymerase, die
temperaturabhédngig die Gesamt-RNA in cDNA umschreibt. Die Proben wurden hierfiir 2 h lang
bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die reverse Transkription durch 10-miniitiges Erwdrmen

auf 70 °C gestoppt. Die erzeugte cDNA wurde bei -20 °C aufbewahrt.

2.6.3 Quantitative Real-Time PCR mit EvaGreen®

Die quantitative Real-Time PCR (qPCR) ist ein Verfahren zur Erfassung der Amplifikation einer
DNA-Zielsequenz in Echtzeit. Der hierbei eingesetzte Farbstoff EvaGreen® emittiert Fluoreszenz,
wenn er in DNA interkaliert, in Abwesenheit von DNA hingegen nicht. Aufgrund dieser

besonderen FEigenschaft ist die Fluoreszenzintensitit eines EvaGreen® qPCR-Ansatzes
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proportional zur Menge der generierten DNA, solange gentigend Farbstoff vorhanden ist. Da sich
die Anzahl der mit spezifischen Primern amplifizierten DNA mit jedem PCR-Zyklus verdoppelt,
wichst auch die Fluoreszenzintensitit exponentiell. Der Zeitpunkt, an dem die
Fluoreszenzintensitit erstmals signifikant iiber die Hintergrundfluoreszenz ansteigt, wird als Cycle
Threshold (Ct-Wert) definiert und auf den Ct-Wert eines Referenzgens (in dieser Studie GAPDH)
normalisiert. So erhaltene Werte konnen mit der AACt-Methode quantifiziert werden und lassen
Riickschliisse auf die Konzentration der urspriinglich isolierten RNA zu (121). Konkret beinhaltete
der Ansatz fiir die qPCR 20 pl, die sich wie folgt zusammensetzten: 10 ul vorverdiinnte cDNA,
2 ul 5x HOT FIREPol® EvaGreen® gPCR Mix Plus (ROX), 2 ul der entsprechenden Primer
(s. Tabelle 2) sowie 6 pul nukleasefreies Wasser. Alle Proben wurden dreifach gemessen und zu
jedem Primerpaar eine Negativkontrolle bestimmt, die statt des DNA-Templates nukleasefreies
Wasser enthielt. Die Messung erfolgte nach standardisiertem qPCR-Profil (s. Tabelle 1) im Fast
7900 Cycler und wurde mit SDS2.1 Software analysiert. Im Anschluss erfolgte eine

Schmelztemperaturanalyse, um eine unspezifische Amplifikation auszuschliefen.

Tabelle 1: gPCR-Profil

Teilschritt Temperatur Dauer Wiederholung
1 Initiation 50 °C 2 min -

2 Denaturierung 95°C 10 min -

3. Denaturierung 95°C 15 sec 40 Zyklen

4 Elongation 60 °C 1 min 40 Zyklen
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Tabelle 2: Verwendete qPCR Primer

Bezeichnung

KCC2 whole fwd
KCC2 whole rev

KCC2a_fwd
KCC2b_fwd
KCC2a/b_rev
NKCC1_fwd
NKCCI1 rev
OSR1 fwd
OSRI rev
FL-SPAK fwd
FL-SPAK rev
Wnk2 fwd
Wnk2 rev
GAPDH_fwd
GAPDH rev

Sequenz

57-CTA CGC AGG GGT CAT CAA GI-3’
5-TCA CCGTCT CATTTC CTT CC-3"
5-GCC GGC TCC CGA GGG AAG-3°
5“GCCACC ATG CTC AAC AAC CT-3°
5-TGA AGG GGC TGC TCT CCTTGG-3°
5-CAT GGA TTG TGG GTC AGG CT-3’
5-GCT CCT CCT CCT CTC ACG AA-3°
5-AAA GAC GTT TGT TGG CAC CC-3°
5-GCC CCT GTG GCTAGT TCA AT-3°
5-TGC CAG ACG AGT ATG GAT GA4-3’
5-CCA CAG CTC ATC TTT GAC CA4-3°
5-TGG AGG TAG CAT GGT GTG AA-3°
5-TGG GGT GCT GTA GAC CTT TC-3°
5-TGCACCACC AACTGC ITA GC-3°
5-GGC ATG GAC TGT GGT CAT GAG-3’
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2.7 Material

2.7.1 Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikorper sind hinsichtlich ihrer Reaktivitdt und Spezifitit fiir

Western Blot und Immunhistochemie gut charakterisiert. Die optimale Konzentration jedes

Antikorpers wurde spezifisch fiir jeden Versuch ermittelt.

Tabelle 3: Verwendete Primdrantikorper fliir Western Blot und Immunhistochemie

Protein Spezies Hersteller/Bezugsquelle  Katalog- Verdiinnung
nummer WB IH
a-Tubulin Maus Sigma-Aldrich T5168 1:1.000
B-Aktin Maus Sigma-Aldrich A5441 1:10.000
CnAB Kaninchen Millipore 07-068 1:200 1:50
GAPDH Kaninchen Abcam Ab181602 1:500
KCC2 Maus NeuroMab N1/12 1:1.000 1:500
pKCC2 (S940) Kaninchen Phospho Solutions P1551-940 1:1.000 1:500
pKCC2 (T906) Schaf MRC-PPU Reagents, S959C 1:200
Universitdt Dundee
pKCC2 (T1007) Schaf MRC-PPU Reagents, S961C 1:200
Universitdt Dundee
NKCC1 Maus Developmental Studies T4 1:1000 1:500
Hybridoma Bank
pNKCC1 Kaninchen Laboreigene Herstellung - 1:1000
(T212/T217) (122)
OSRI1 Schaf MRC-PPU Reagents, DU2887 1:300
Universitdt Dundee
SPAK Kaninchen Cell Signaling #2281 1:300
Technologies
pSPAK/OSR1 Schaf MRC-PPU Reagents, S670B 1:400 1:250
(S383/8325) Universitdt Dundee
pTyrosin Maus Santa Cruz Biotechnology  Sc-508 1:200
WNK2 Kaninchen Novus Biologicals 25910002 1:500

WB: Western Blot, IH: Immunhistochemie
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Tabelle 4: Verwendete Sekundirantikorper

Isotyp Hersteller Katalog- Verdiinnung
nummer WB IH

Cy™3 donkey anti mouse 1gG Jackson Immuno Research 715-165-150 1:300
Laboratories

Cy™3 donkey anti rabbit IgG Jackson Immuno Research 711-165-152 1:300
Laboratories

Cy™3 donkey anti sheep IgG Jackson Immuno Research 713-165-003 1:300
Laboratories

DyLight™ 488 donkey anti rabbit [gG  Jackson Immuno Research 711-485-152 1:300
Laboratories

Polyclonal swine anti rabbit HRP Dako P0399 1:2000

Polyclonal goat anti mouse HRP Dako P0447 1:2000

Polyclonal rabbit anti sheep HRP Dako P0163 1:2000

WB: Western Blot, IH: Immunhistochemie, HRP: Meerrettich-Peroxidase

2.7.2 Enzyme und zugehorige Agenzien

Tabelle 5: Enzyme und zugehorige Agenzien

Enzyme/Puffer Hersteller Ort
BioScript™ Reverse Transkriptase & Bioline GmbH Luckenwalde
Reaction Buffer (5%)
HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Solis BioDyne Tartu, Estland
Mix Plus (ROX)
RiboLock RNAse Inhibitor Fisher Scientific Schwerte
2.7.3 Kits
Tabelle 6: Verwendete Kits
Bezeichnung Verwendung Firma Ort

Dynabeads® Antibody Coupling
Kit Dynal AS

Kovalente Bindung von Invitrogen Life Technologies Darmstadt

Antikorpern an Beads GmbH

Micro BCA™ Protein Assay Kit

Bestimmung der Thermo Fisher Scientific Inc. ~ Hennigsdorf

Proteinkonzentration
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2.7.4 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 7: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien/Reagenzien

Hersteller/Bezugsquelle

Ort

Acrylamid/Bisacrylamid Rotiphorese® Gel 30

Carl Roth GmbH & Co. KG

Karlsruhe

Agar Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA, USA
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
Bovines Serum Albumin (BSA) ICN Biomedicals Inc. Costa Mesa, CA,
USA
Bromphenolblau Natriumsalz SERVA GmbH Heidelberg
Calciumchlorid Merck KGaA Darmstadt
Carbogen (95% O/ 5% CO») Linde Guildford,
GroBbritannien
Chloroform reinst Merck KGaA Darmstadt
Cremophor Merck KGaA Darmstadt
Cyanoacrylat Kleber B. Braun AG Melsungen
Cyanquixalin (CNQX) Tocris Bioscience Bristol,
GroBbritannien

Cyclosporin A Injektionslésung (Sandimmun)

Novartis AG

Basel, Schweiz

Cyclosporin A (Pulver) Santa Cruz Biotechnology GmbH Dallas, TX, USA
D-2-Amino-5-phosphonovaleriansidure (D-APV) Ascent Scientific Weston-Super-Mare,
GroBbritannien
D-Glukose Merck KGaA Darmstadt
4’,6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI) Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
Diethylether Mallinckrodt Baker Deventer,

Niederlande

Difco™ Skim Milk (Milch)

Becton, Dickinson and Company

Franklin Lakes, NIJ,
USA

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
Dinatriumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
dNTPs Bioline GmbH Luckenwalde
ECL-Lésung (Amersham™ ECL™ Western GE Healthcare GmbH Miinchen

Blotting Detection Reagents)

Entwickler G150 Agfa-Gevaert N.V. Mortsel, Belgien
Essigsdure Merck KGaA Darmstadt
Ethanol absolut Merck KGaA Darmstadt

Fixierer G354 Agfa-Gevaert N.V. Mortsel, Belgien
Glycerin Rotipuran® Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Glycin Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
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2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)- Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
ethansulfonsdure (HEPES)

Isofluran (Forene 100%) Abbott GmbH & Co. KG Wiesbaden
Isopropanol Merck KGaA Darmstadt
Kaliumacetat Merck KGaA Darmstadt
Kaliumchlorid Merck KGaA Darmstadt
Kaliumglukonat Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Kaliumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Magnesiumsulfat Merck KGaA Darmstadt
Methanol Merck KGaA Darmstadt
MQAE (1-(Ethoxycarbonylmethyl)-6- Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
methoxyquinoliniumbromid)

Natriumazid Merck KGaA Darmstadt
Natriumchlorid Merck KGaA Darmstadt
Natriumcitrat Merck KGaA Darmstadt
Natriumdihydrogenphosphat Merck KGaA Darmstadt
Natriumhydrogencarbonat Merck KGaA Darmstadt
Nembutal (Pentobarbital) Fagron Barsbiittel
Nigericin Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
Paraformaldehyd (PFA) Merck KGaA Darmstadt
PhosSTOP™ Phosphataseinhibitor Tabletten Roche Diagnostics GmbH Mannheim
Ponceau S Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
Proteinaseinhibitor cocktail tablets, complete Roche Diagnostics GmbH Mannheim
Proteinmarker Precision Plus Protein™ Bio-Rad Laboratories GmbH Miinchen
Color Standard

Random Hexamer Primer Bioline GmbH Luckenwalde
SDS (Natriumdodecylsulfat) Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Sucrose Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Bio-Rad Laboratories GmbH Miinchen
Tributylzinnchlorid (TBT) Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim
Triethanolamin (TEA) Merck KGaA Darmstadt
Tris Base (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) Merck KGaA Darmstadt
Tris HCI Merck KGaA Darmstadt
(Tris(hydroxymethyl)-aminomethanhydrochlorid)

Triton® X-100 Merck KGaA Darmstadt
TRIzol® Reagenz Thermo Fisher Scientific Hennigsdorf
Tween® 20 SERVA Electrophoresis GmbH Heidelberg
Xylol J.T. Baker Griesheim
Zitronensdure Merck KGaA Darmstadt
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Tabelle 8: Puffer und Lésungen

Bezeichnung Zusammensetzung

5% BSA/PBS 5 g BSA auf 100 ml 1x PBS-Puffer

5% BSA/TBST 1x TBS-Puffer, 0,1% Tween-20, 5% BSA

5% Milch/PBS 5 g Difco™ Skim Milk auf 100 ml 1x PBS-Puffer

5% Milch/TBST 1x TBS-Pufter, 0,1% Tween-20, 5% Milch

ACSF (in mM) NaCl (124), KCI (5), NaH2PO4 (1,25), MgS04 (2), CaCl2 (2), NaHCO3 (26), D-
Glukose (10) in aqua dest.

Aufbewahrungslosung 1x PBS/Sucrose mit 0,02% Natriumazid, 330 mosm/I

vor Paraffineinbettung

Elektrophoresepuffer 10x: 0,25 M Tris-Base, 1,92 M Glycin, 1% SDS, aqua dest. auf 1 1, pH 8,3
Fixierlosung 3% PFA/ 1x PBS
Gelpuffer 3 M Tris-Base, 0,3% SDS, aqua dest., pH 8,45

Homogenisierungspuffer

250 mM Sucrose, 10 mM TEA, Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablette,
PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablette, aqua dest., pH 8,45

IP-Puffer 50 ml: 5 ml 10xTBS, 250 ul Tween-20, Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablette,
PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablette, 45 ml aqua dest.

Kalibrierungslosungen KC1 (0/10/20/30/40), Kaliumglukonat (150/140/130/120/110), D-Glukose (10),

(in mM) HEPES (10) in aqua dest.

Laemmli 4x 252 mM Tris/HCl, 40% Glycerin, 8% SDS, 0,04% Bromphenolblau, 20% J3-
Mercaptoethanol, pH 6,8

PBS-Puffer 400 g NaCl, 12 g KH,PO4, 89 g Na,HPO4, 10 g KCIl auf 5 1 H,0

Ponceau S 0,5% Ponceau, 1% Essigsdure, aqua dest.

Sammelgel 1 ml Acrylamid, 2 ml Gelpuffer, 5 ml aqua dest., 100 pl APS, 10 pl Bromphenolblau,
10 pl TEMED

Trenngel 7 ml Acrylamid, 7 ml Gelpuffer, 2,5 ml Glycerol, 4 ml agua dest., 200 pl APS, 10 ul
TEMED

TBS-Puffer 10x: 24,2 g Tris-Base, 80 g NaCl, aqua dest. auf 1 1, pH 7,6

Transferpuffer 10x: 0,25 M Tris-Base, 1,92 M Glycin, aqua dest. auf 1 1

Vorspiilldsung 1x PBS/Sucrose, 300 mosm/1

Zitratpuffer 0,02 M Zitronenséure, 0,09 M Natriumcitrat; pH 6

2.7.5 Verbrauchsmaterial

Tabelle 9: Liste der Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller Ort
Autoradiographiefilm FUJIFILM Super RX Fujifilm Europe GmbH Diisseldorf
Borosilikat-Glaskapillaren Hilgenberg Malsberg
Dynabeads™ M-270 Epoxy Thermo Fisher Scientific Inc. Hennigsdorf
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Eppendorf Reaktionsgefifie (0,5 ml/1,5 ml/2 ml)

Sarstedt

Niimbrecht

Falcon Gefafie (15 ml/50 ml)

Becton, Dickinson and Company

Franklin Lakes, NIJ,
USA

Glasplatten fiir SDS-PAGE

Bio-Rad Laboratories GmbH

Miinchen

Kryogefalie (2 ml) Simport Beloeil, Kanada
Nitrocellulosemembran Porablot NCP (0,45 um)  Macherey-Nagel GmbH & Co. KG  Diiren
Objekttriger Super Frost® Plus R. Langenbrinck Labor- und Emmendingen
Medizintechnik

PCR Tubes Kisker Biotech Steinfurt
Pipettenspitzen (10 pnl/200 pl/ 1000 pl) Sarstedt Niimbrecht
gPCR 96 Well Platten (MicroAmp®) Applied Biosystems Darmstadt
Ultra Zentrifugenrdhrchen Beckman Coulter GmbH Krefeld
Whatman-Papier Whatman GmbH Dassel

2.7.6 Gerite

Tabelle 10: Verwendete Gerite
Bezeichnung Hersteller Ort
2-Photonen-Mikroskop DMI6000 TCS SP5 Leica Microsystems GmbH Wetzlar
Bipolare Elektrode SNEX200X Science Products Hofheim
Digitalisierer Digidata 1440A Molecular Devices Sunnyvale, CA, USA
ECL Chemocam Imager INTAS Science Imagine Gottingen

Instruments GmbH

Elektrophoresegerit Bio-Rad Power Pac 200 Bio-Rad Laboratories GmbH Miinchen
Elektrophoresekammer Mini-PROTEAN® Tetra Cell ~ Bio-Rad Laboratories GmbH Miinchen

Filmentwickler Curix 60

Agfa-Gevaert N.V.

Mortsel, Belgien

Heizblock Thermomixer compact Eppendorf AG Hamburg

Konfokalmikroskop Zeiss LSM 5 Exciter Carl Zeiss Microlmaging GmbH  Jena

NanoPhotometer Implen GmbH Miinchen

Kryo-Osmometer OSMOMAT® 030 Gonotec MeB3- und Regeltechnik  Berlin
GmbH

Paraffinmikrotom Leica RM 2125RT Leica Microsystems GmbH Wetzlar

PCR-Cycler PTC-220 DNA Engine Dyad™ Peltier MJ Research Inc. San Francisco, CA,
Thermal Cycler USA

pH-Meter Knick 766 Calimatic Knick Berlin

Plattenreader Asys Expert 96 Beckmann Coulter GmbH Krefeld

Real-time Cycler 7500 Fast Applied Biosystems Darmstadt

Rotor SW40Ti Beckmann Coulter GmbH Krefeld

Rotor TLA 100.4 Beckmann Coulter GmbH Krefeld
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Schwenktisch Biometra GmbH Gottingen
Semi-Dry Transferkammer Trans-Blot® SD Cell Bio-Rad Laboratories GmbH Miinchen
SDS-Gelgieflvorrichtung Bio-Rad Laboratories GmbH Miinchen
Temperaturkontrolleinheit SCTC 20 E Npi electronic GmbH Tamm
Tischzentrifuge Mikro 200R Hettich Laborapparate AG Bich, Schweiz
Titan-Saphir-Laser Chameleon XR Coherent Inc. Santa Clara, CA,
USA
Ultraschall (SONOPULS GM70; MS72) Bandelin electronic Berlin
Ultra-Turrax/Rotor-Stator-Homogenisator Diax 600 Heidolph Instruments Schwabach
Ultrazentrifuge Optima™ MAX-XP Beckmann Coulter GmbH Krefeld
Verstidrker SEC 10L Npi electronic GmbH Tamm
Vibratom HM650V Microm International GmbH Walldorf
Vibratom Leica VT1200 S Leica Biosystems GmbH Wetzlar

Vortexer Vortex-Genie 2, G-560

Scientific Industries Inc.

Bohemia, NY, USA

Waage BP210S Sartorius Gottingen
2.7.7 Software
Tabelle 11: Verwendete Software
Bezeichnung Verwendung Hersteller/Website
Alphalmager Densitometrie von Western Alpha Innotech Corporation, CA, USA
Blots
BLAST Datenbank fiir Nukleotid- und https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
Proteinsequenzen
ChemoStar Imager 2015 Erfassung von Western Blots ~ INTAS Science Imagine Instruments GmbH,
Gottingen
Image] 2.0 Densitometrie von Western National Institute of Health
Blots, Auswertung
Konfokalmikroskopie
Inkscape Vektorgrafik-Editor www.inkscape.org

Leica Application Suite X

2P-Mikroskopie

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Microsoft Office 2016 Textbearbeitung, Statistik, Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA
Tabellenkalkulation
OriginLab 2019 Statistik und Diagramme 2P- OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA

FLIM

pCLAMP™ 10.5 Datenerfassung Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA
Elektrophysiologie
Primer-BLAST Primerdesign https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Sequence Detection

Systems SDS 2.1

Auswertung von qPCR

GE Healthcare, Chicago, IL, USA

SPCImage 6.0

Auswertung 2P-FLIM

Becker & Hickl GmbH, Berlin

Spcm64 9.63

FLIM-Erfassung

Becker & Hickl GmbH, Berlin

Zen Version 8

Konfokalmikroskopie

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena

2.8 Statistik

Die statistische Analyse erfolgte mittels Microsoft Excel Office Professional Plus 2016 und

OriginLab 2019 Software. Zur Auswertung der Immunfluoreszenz-, qQPCR- und Western Blot

Experimente wurde die Normalverteilung der Messwerte angenommen und Signifikanzen mit

einem zweiseitigen Zweistichproben-t-Test determiniert. Fiir den statistischen Vergleich von mehr

als zwei Gruppen im Rahmen der 2P-FLIM-Versuche wurde die Normalitit zundchst mit dem

Shapiro-Wilk-Test untersucht. Da die Daten des Experiments nicht normal verteilt waren, wurde

zur Varianzanalyse der Kruskal-Wallis-Test verwendet und individuelle Gruppenunterschiede

post-hoc mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test fiir abhéngige Stichproben ermittelt. In allen

Tests wurden p-Werte < 0,05 als statistisch signifikant angenommen. Wegen des explorativen

Charakters der Studie erfolgte keine Anpassung des Signifikanzniveaus fiir multiples Testen.
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3 Ergebnisse

3.1 Cyclosporin A — Modulator der neuronalen Erregbarkeit

Ein Teil der Daten des Abschnitts 3.1.1 basiert auf den Versuchen von Herrn Sebastian Loyola
und wurde bereits in der 2014 an der Charité - Universititsmedizin Berlin von mir verfassten
Hausarbeit ,, Effects of pharmacological calcineurin inhibition on chloride homeostasis in rat
neocortex* beschrieben. Dieser Datensatz wurde von Prof. Rudolf Deisz nach Abschluss der

Hausarbeit erweitert und fiir die Darstellung in dieser Monographie zur Verfiigung gestellt.

In vorausgegangenen Studien konnten bereits pathophysiologische Mechanismen hinter der
Entstehung von Salzretention und arterieller Hypertonie unter CsA-Therapie nachgewiesen
werden (21, 28). So fiihrt die Calcineurin-Inhibition in der Niere unter anderem {iber Aktivierung
der SPAK-Kinase zu verénderter Phosphorylierung von Kationen-Chlorid-Kotransportern (CCC)
und stimuliert so die Riickresorption von Salz und Wasser im dicken Teil der aufsteigenden Henle-
Schleife sowie im distalen Konvolut (21, 22, 28). Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die
Hypothese generiert, dass analog zu renalen CCC-Isoformen auch die im ZNS exprimierten

Transporter KCC2 und NKCC1 durch CsA in ihrer Aktivitit beeinflusst werden.

3.1.1 CsA vermindert die neuronale Chloridausschleusung

Die neuronale Erregbarkeit wird mafigeblich durch Stirke und Polaritit der GABAergen
Transmission in Abhédngigkeit von der [CI]; bestimmt (44). Um prinzipielle Effekte der
Calcineurin-Inhibition auf den neuronalen Chloridtransport zu bestimmen, wurden intrazellulére
Ableitungen mit scharfen Mikroelektroden in kortikalen Schicht II/IIT Pyramidenzellen der adulten
Wistar-Ratte erfasst (s. Abbildung 5). Hirnschnitte wurden vor dem Versuch in ACSF mit CsA
(10 uM, 1 h) oder Vehikel (DMSO, 1 h) inkubiert. Zur Bestimmung der Chloridextrusionszeit
wurden Neurone durch Applikation eines einwartsgerichteten Stroms (1 nA, 1 min) tiber eine mit
1 M KCI gefiillte scharfe Mikroelektrode iontophoretisch mit Chlorid beladen. Anschlieend
wurden postsynaptische Potenziale durch extrazelluldre, elektrische Stimulation (0,33 Hz)
prasynaptischer Axone induziert. Die Abnahme der Amplitude des pharmakologisch isolierten,
schnellen inhibitorischen postsynaptischen Potenzials (IPSPa) bei repetitiver synaptischer
Stimulation reflektiert Anderungen der [CI]i und kann durch eine monoexponentielle Funktion
moduliert werden (56). Die daraus abgeleitete Zeitkonstante t erlaubt Riickschliisse auf die

Kinetik der Cl-Ausschleusung. Priainkubation mit CsA (10 uM, 1 h) verlidngerte T im Vergleich
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zu Vehikel-behandelten Neuronen (tvehike = 7,25 £0,34svs. tcsa = 10,91 £ 0,49 s) und

suggerierte eine verminderte Cl-Extrusion nach CsA-Inkubation.

A

*x*k

ag™

Vehikel CsA

Cl™-Injektion (1 nA, 1 min) 100 ms

10s
Abbildung 5: Bestimmung der Chloridausschleusungszeitkonstante

(A) Reprisentative Current-Clamp-Ableitungen in Schicht II/III Pyramidenzellen der Wistar-Ratte zeigen
IPSP4 vor und nach iontophoretischer Chloridbeladung (KCl-Elektrode, 1 nA, 1 min). Prainkubation mit
CsA (10 uM, 1 h) verldngerte T im Vergleich zu Vehikel-behandelten Neuronen (tven = 7,25 = 0,34 s vs.
Tcsa = 10,91 + 0,49 s, n = 18 Neurone [ Vehikel], n = 34 Neurone [CsA]). (B) Box-Plot-Diagramme zeigen
den Median + 25-75% Interquartilsabstand (IQR) der Zeitkonstanten der Normalisierung der IPSPa-
Amplitude nach iontophoretischer Chloridbeladung. Dicke horizontale Linien repridsentieren den
Mittelwert. *** p < 0,001, zweiseitiger Zweistichproben-T-Test.

3.1.2 CsA akkumuliert CI" in kortikalen Pyramidenzellen

Ob die beobachtete, CsA-induzierte Verminderung des auswirts gerichteten Chloridtransports
tatsidchlich zu einer intrazelluliren Cl-Akkumulation fiihrt, wurde nachfolgend tiberpriift. Zur
direkten Erfassung CsA-induzierter [Cl]i-Verdnderungen, wurde die Zerfallskonstante t der
Fluoreszenzlebenszeit des chloridsensitiven Farbstoffs MQAE (tmak) in kortikalen Schicht V
Pyramidenzellen der Wistar-Ratte unter Kontrollbedingungen, nach CsA-Einwaschung
(10 uM, 1 h) und nach CsA-Auswaschung (20 min, ACSF) bestimmt (s. Abbildung 6). MQAE
emittiert bei 2-Photonen-Stimulation Fluoreszenz in Abhingigkeit der umgebenden [Cl], wobei
sich im mikroskopischen Bild die chloridarmen Neurone gut vom chloridreichen
Extrazelluldrraum abheben. Hohe [CI] verkiirzen durch dynamisches Quenching die MQAE-
Fluoreszenzlebenszeit, wihrend niedrige [Cl'] sie verlangern (s. 2.4). Mittels Durchfiihrung von
Kalibrierungsexperimenten konnten die so erhaltenen MQAE-Lebenszeiten in absolute [Cl]
umgerechnet werden (s. 2.4.1.2). Nach Einwaschen von CsA erhohte sich die mittlere [CI']; in den
gemessenen Pyramidenzellen, wihrend sie nach Auswaschen mit ACSF wieder abfiel (6,32 + 0,38

mM [Kontrolle] vs. 13,19 £ 0,49 mM [CsA] vs. 8,22 = 0,5 mM [nach Wash-out]). Somit wurde
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ein reversibler CsA-induzierter [Cl]i-Anstieg in kortikalen Pyramidenzellen als Folge der

beeintrichtigten CI™-Extrusion nachgewiesen.

A B *%k% *k%*

0,4

Q00

Vehikel CsA Wash-out

0,2

Vehikel CsA Wash-out
Abbildung 6: 2P-FLIM in MQAE-beladenen Pyramidenzellen

(A) Repriasentative 2P-FLIM-Bilder stellen tvmoae (Anregung bei 780 nm) in kortikalen Schicht V
Pyramidenzellen der Wistar-Ratte unter Kontrollbedingungen, nach CsA-Einwaschung (10 uM, 1 h) und
nach CsA-Wash-out (20 min, ACSF) dar. Die ermittelten Werte werden farbkodiert visualisiert, wobei
blaue Farbtone ldngeren und rote Farbtone kiirzeren twmoar entsprechen. Nach Konvertierung in absolute
[CI] zeigte sich eine CsA-induzierte Erhohung des [Cl'];, die reversibel nach 20-miniitiger Auswaschung
war (6,32 £ 0,38 mM [Kontrolle] vs. 13,19 £ 0,49 mM [CsA] vs. 8,22 + 0,5 mM [nach Auswaschung]). (B)
Box-Plot-Diagramme zeigen den Median + 25-75% IQR der Zerfallsraten der MQAE-Fluoreszenz
(1/tmoak). Dicke horizontale Linien reprasentieren den Mittelwert. *** p < 0,001, Kruskal-Wallis-Test und
post-hoc Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test; n = 6.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass CsA die [Cl]i in kortikalen Neuronen
wahrscheinlich durch eine Verminderung der CI-Extrusion erhoht. Daraus resultieren potenziell
eine verminderte GABAerge Inhibition mit konsekutiv erhohter neuronaler Erregbarkeit. Die
Hypothese, dass die beobachteten Effekte aus einer verdnderten Funktion neuronaler CCCs
resultieren, bendtigte weitere experimentelle Exploration. Ebenso galt es zu iiberpriifen, welche

vorgeschalteten Signalwege potenziell durch Calcineurin-Inhibition beeinflusst werden.

3.2 WNK?2 als Interaktionspartner von CnAf, SPAK, KCC2 und NKCC1

Die Substratspezifitidt von Serin/Threonin-Phosphatasen wie Calcineurin wird durch verschiedene
Bindungsmotive in der Aminosdurensequenz von Zielproteinen der Phosphatase gewihrleistet
(s. 1.2.1). In einer Studie konnte PxIXIT als priméres und LxVP als sekundires Calcineurin-
Bindungsmotiv identifiziert werden, wobei der pharmakologische Effekt von CsA partiell iiber die
Inhibition LxVP-vermittelter Protein-Protein-Interaktionen vermittelt wird (37). Da weder KCC2

noch NKCCI allerdings derartige Bindungsmotive besitzen, wird ihre Dephosphorylierung
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vermutlich nicht durch eine direkte Calcineurin-Interaktion vermittelt. Die Interaktion der beiden

Transporter mit Calcineurin konnte jedoch iiber Geriistproteine vermittelt werden.

3.2.1 WNK?2 enthilt evolutionir konservierte Calcineurin-Bindungsmotive

Da aus der Literatur bekannt war, dass WNK-Kinasen als Gertistproteine fungieren kdnnen (123),
wurde zunéchst eine Analyse der N- und C-terminalen Aminoséurensequenzen der vier im ZNS
exprimierten WNK-Isoformen auf Calcineurin-Bindungsmotive durchgefiihrt. Hierbei wurde
WNK?2 als potenzieller Interaktionspartner fiir Calcineurin identifiziert (s. Abbildung 7), da
sowohl in von Nagetieren stammenden als auch in humanen Sequenzen evolutionér konservierte
LxVP- und PxIXIT-Motive gefunden wurden. Aufgrund der groen Ubereinstimmung mit PxIXIT
sowie der vollstindigen Konservierung zwischen den Spezies wurde DxIXIT ebenfalls als

Calcineurin-Bindungsmotiv angenommen.

Mensch: 321-HRDLKCDNIFITGPTGSVKI-340

Maus: 321-HRDLKCDNIFITGPTGSVKI-340
Ratte: 321-HRDLKCDNIFITGPTGSVKI-340
Mensch: 861-LPHPPGAPLAMPCRTIVPNA-880
Maus: 860-LPHPPGTPLAVPCQTIVPNA-879
Ratte: 860-LPHPPGAPLAVPCQTIVPNA-879
Mensch: 1856-ETPSRVGMKVPTISVTSFHS-1875
Maus: 1801-ETPSRAGVKVPTISITSFHS-1820
Ratte: 1805-ETPSRAGVKVPTISITSFHS-1824
Mensch: 2198-PGAAPTLSVPTPDPESEKPD-2217
Maus: 2130-PGATPALPVPIPDPESEKPD-2149
Ratte: 2044-PGVTPALPVPTPDPESEKPD-2063

Abbildung 7: Uberpriifung der WNK2-Aminosiurensequenz auf Calcineurin-
Bindungsmotive

N- und C-terminale WNK2-Sequenzen von Mensch, Maus und Ratte beinhalten die mutmalBlichen
Calcineurin-Bindungsmotive PxIXIT und LxVP (fett gedruckt); aufgrund der groBen Ubereinstimmung mit
PxIXIT sowie der Konservierung zwischen den verschiedenen Spezies wurde DXIXIT ebenfalls als
Calcineurin-Bindungsmotiv angenommen.

Dartiber hinaus sind SPAK, KCC2 und NKCC1 bekannte Substrate von WNK2 (87), was die
Formation eines multimolekularen Komplexes mit WNK2 als zentralem Geriistprotein analog zu
WNKI1 ermdglichen konnte. Sollte ein solcher Komplex gebildet werden, miissten die
interagierenden Proteine in Strukturen des ZNS kolokalisiert vorliegen, was mittels

Immunhistochemie iiberpriift wurde.
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3.2.2 Konfokalmikroskopische Lokalisation von KCC2, NKCC1, CnA und pSPAK
Immunhistochemische Farbungen von KCC2 und NKCC1 auf Paraffinschnitten des Gehirns der
adulten Wistar-Ratte ergaben ein unterschiedliches Verteilungsmuster der beiden Transporter.
Wihrend KCC2 primir in der Zellmembran kortikaler Pyramidenzellen lokalisiert war, zeigte sich
das starkste NKCC1-Signal in der Lamina choroidea des Plexus choroideus (s. Abbildung 8). Dies
bestdtigte die Ergebnisse vorausgegangener Studien: Postnatal wird die KCC2-Expression in
kortikalen Neuronen gesteigert, wihrend die NKCCI1-Expression reduziert wird (60). In der
apikalen Membran des Plexus choroideus trigt NKCC1 dagegen zur Liquorsekretion bei (73).

Abbildung 8: Lokalisation von KCC2 und NKCC1 im Cortex und Plexus choroideus

(A, B) Reprisentative konfokalmikroskopische Aufnahmen aus dem adulten Gehirn der Wistar-Ratte
(n=3) zeigen ein starkes KCC2-Signal in der Zellmembran kortikaler Schicht IV und V Neuronen (A;
weille Pfeile). Im Plexus choroideus (B) zeigt sich keine eindeutige Farbung. (C, D) In der NKCCI1-
Markierung zeigt sich eine andere Verteilung: Kein signifikantes Signal in kortikalen Neuronen, dafiir eine
deutlich sichtbare Anreicherung in der apikalen Membran von Ependymzellen der Lamina choroidea (D;
weille Pfeile). (A-D) Zellkerne wurden mit DAPI geféarbt. Der Mafistabsbalken entspricht 40 um.

Immunhistochemische Doppelmarkierungen von CnAf mit KCC2, NKCC1 und der aktivierten
Form von SPAK/OSR1 (pS383-SPAK/pS325-OSR1) wurden auf Hirnschnitten adulter C57BL/6-
Maiuse angefertigt (s. Abbildung 9), da die eingesetzten Antikorper gegen CnA und pS383-SPAK
im Mausgewebe eine deutlich bessere Immunreaktivitdt aufweisen als im Rattengewebe. CnAf
zeigte sich hierbei in kortikalen Pyramidenzellen mit KCC2 und pS383-SPAK/pS325-OSR1
sowie im Plexus choroideus mit NKCC1 und pS383-SPAK/pS325-OSR1 kolokalisiert.
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Abbildung 9: Kolokalisation von CnAp, KCC2, NKCC1 und pSPAK

(A-D) Reprisentative konfokalmikroskopische Aufnahmen aus dem adulten Gehirn der C57BL/6-Maus
(n = 3) zeigen Doppelmarkierungen von CnAf und KCC2 (A, B) sowie CnAp und pS383-SPAK (C, D) in
kortikalen Schicht IV und V Neuronen. Die drei markierten Proteine zeigen sich kolokalisiert mit einem
vorwiegend perinukledren, somatischen Signal. (E-H) Doppelmarkierungen von CnAf und NKCCI1 (E, F)
sowie CnAf und pS383-SPAK (G, H) im Plexus choroideus zeigen eine Kolokalisation der markierten
Proteine in der Lamina choroidea. (A-H) Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt. Der Malistabsbalken
entspricht 40 pm.
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3.2.3 WNK2, KCC2 und NKCC1 bilden multiple Protein-Protein-Interaktionen mit CnAp
und SPAK aus

Physische Interaktionen von KCC2, NKCC1, CnAf, SPAK, OSR1 und WNK2 wurden mittels
Co-Immunprizipitation untersucht. Hierzu wurden Primédrantikérper gegen WNK2, KCC2 und
NKCCI1 an Beads immobilisiert und mit Hirnlysaten der Wistar-Ratte inkubiert. Proteine, die mit
den Primérantikdrper-gebundenen Proteinen interagieren, konnen anschlieBend mittels Western
Blot der Eluate nachgewiesen werden. Unspezifische IgGs fungierten als Negativ-, Western Blots
der nicht prazipitierten Hirnlysate als Positivkontrolle. Konkret konnten durch diesen Versuch
multiple Interaktionen von WNK2, KCC2 und NKCC1 mit SPAK und CnAp detektiert werden
(s. Abbildung 10), was die Formation eines multimolekularen Komplexes um WNK2 suggerierte
(s. Abbildung 11). OSR1 interagierte nicht mit WNK2, KCC2 oder NKCC1, was auf die Rolle

von SPAK als Vermittler der CNI-induzierten Neurotoxizitat hinwies.

WNK2 Co-IP KCC2 Co-IP NKCC1 Co-IP

IP  IgG Lysat (kDa) P IgG Lysat (kDa) P IgG Lysat (kDa)
WNK2 L 20 kce2 160 NKCC1 160
SPAK 80 spak ‘ r W 60 SPAK 60

3 .
OSR1 B 60
} - OSR1 60 OSR1 B 0
- o g

CnAB ‘ ‘ 50 nag . 60 CnAB . 60

160

Abbildung 10: Co-Immunpriézipitation von WNK2, KCC2, und NKCC1

WNK2-, KCC2- oder NKCCl-antikdrpergekoppelte Beads wurden mit Hirnlysaten der Wistar-Ratte
immunprézipitiert. Die Abbildung zeigt reprdsentative Western Blots der erhaltenen Eluate unter
Verwendung spezifischer Antikorper gegen WNK2, KCC2, NKCC1, SPAK, OSR1 und CnAp zur
Detektion von Co-1P-Produkten. CnAf und SPAK wurden als immunprézipitierende Proteine von WNK2,
KCC2 und NKCCI1 detektiert, nicht jedoch OSR1. KCC2 konnte als Co-IP-Produkt von WNK2
nachgewiesen werden. Unspezifische IgG wurden als Negativkontrolle verwendet, parallel durchgefiihrte
Western Blots der Hirnlysate ohne IP fungierten als Positivkontrolle. Das Molekulargewicht der Proteine
ist auf der rechten Seite angegeben; n = 4 unabhéngige Experimente.
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Abbildung 11: Schema der abgeleiteten Interaktionen von WNK2, CnAf, SPAK und
KCC2a/b

Basierend auf den Ergebnissen der Co-IP ergeben sich physische (gestrichelte Linien) und funktionelle
Interaktionen (durchgezogene Linien) zwischen WNK2, CnA, SPAK und den beiden Isoformen KCC2a
und KCC2b. Mit WNK2 als zentralem Gertistprotein kann sowohl die Dephosphorylierung von SPAK
durch CnAp als auch die Phosphorylierung von KCC2a/b durch SPAK ungeachtet des Fehlens von SPAK-
Bindungsmotiven in KCC2b erméglicht werden. Der Effekt der Interaktion von KCC2 und CnAQp ist bisher
nicht beschrieben. Moglicherweise kann CnA die KCC2-Dephosphorylierung vermitteln.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass WNK2 als molekulares Scaffold potenziell die
Interaktionen zwischen CnAf, SPAK und neuronalen CCCs vermitteln kann, auch wenn diese
teilweise keine passenden Calcineurin- oder SPAK-Bindungsmotive aufweisen. Im néchsten
Schritt galt es, molekularbiologische Effekte der Calcineurin-Inhibition auf neuronale CCCs unter
verschiedenen Bedingungen abzubilden, um mogliche Ursachen der Entstehung erhohter

neuronaler [Cl']i unter CsA-Applikation zu definieren.

3.3 Akute Effekte der CsA-Behandlung in vivo

3.3.1 CsA-Kurzzeitbehandlung erhoht SPAK/OSR1- und KCC2-Phosphorylierung

Am Bedeutsamsten fiir die CI'-Extrusion in kortikalen Neuronen ist der KCC2-Transporter, dessen
Transportaktivitit durch Phosphorylierung regulatorischer Serine, Threonine und Tyrosine
gesteuert wird (s. Abbildung 3). Um kurzzeitige CsA-induzierte Effekte auf KCC2 in vivo
abbilden zu konnen, wurden Wistar-Ratten mit i.p. Injektion von Vehikel (Cremophor, 1 h) oder
CsA (25 mg/kg KG, 1 h) behandelt und Hirnlysate molekularbiologisch analysiert. Dariiber hinaus
erbrachten Western Blot-Analysen der SPAK/OSR1- und KCC2-Phosphorylierung den Nachweis
weiterer induzierter Verdnderungen durch einstiindige CsA-Applikation (s. Abbildung 12). Bei
konstanter SPAK- und KCC2-Abundanz waren im Vergleich zur Vehikel-Gruppe die aktivierende
S383/S325-SPAK/OSR1-Phosphorylierung (+47 %) und die inhibitorische, SPAK-abhingige
T1007-KCC2-Phosphorylierung (+78 %) signifikant gesteigert. Die aktivierende S940-KCC2-
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Phosphorylierung zeigte jedoch keine signifikanten Verdnderungen nach einstiindiger CsA-

Behandlung.
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Abbildung 12: Effekte der CsA-Kurzzeitbehandlung auf die Abundanz und
Phosphorylierung von KCC2 und SPAK/OSR1

(A) Postnukledre Hirnlysate der 1h mit Vehikel oder CsA behandelten Wistar-Ratte (25 mg/kg KG CsA,
n =5 pro Gruppe) wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot hinsichtlich der Abundanz und
Phosphorylierung von KCC2 und SPAK/OSR1 analysiert. Im Vergleich zur Vehikelgruppe zeigten sich
nach CsA-Gabe die SPAK- und KCC2-Abundanz sowie die S940-KCC2-Phosphorylierung nicht
signifikant verdndert. Dagegen waren die aktivierende S383/S325-SPAK-OSRI1-Stelle sowie die
inhibitorische pT1007-KCC2-Stelle vermehrt phosphoryliert. Als Beladungskontrolle wurde B-Aktin
verwendet (pT1007-KCC2 und pS-SPAK/OSRI1 liefen auf dem gleichen Gel und wurden auf dieselben
B-Aktin-Banden normalisiert). Das Molekulargewicht ist auf der rechten Seite der Blots vermerkt. (B) Die
Signalintensitdten wurden densitometrisch quantifiziert. Vehikel-Intensititen wurden auf 100%
normalisiert. Box-Plots zeigen Median = 25-75% IQR, Whisker entsprechen Quartil 1 oder 3 +IQR x 1,5;
*p <0,05; ** p <0,01; zweiseitiger Zweistichproben-T-Test.

3.3.2 CsA-Kurzzeitbehandlung erhoht KCC2-Tyrosinphosphorylierung

Da Antikorper gegen die phosphorylierten Tyrosine Y903 und Y1087 im KCC2 C-Terminus
weder kommerziell noch 1iiber eine Kollaboration verfligbar waren, wurde die KCC2-
Tyrosinphosphorylierung mittels Co-IP evaluiert. Dafiir wurden KCC2-Antikorper zundchst an
Beads immobilisiert und mit Hirnlysaten von Vehikel- oder CsA-behandelten Ratten inkubiert. Im
zweiten Schritt wurde ein Western Blot mit Eluaten der IP durchgefiihrt, wobei ein Antikérper

gegen phosphoryliertes Tyrosin (pY) sowie ein Antikdrper gegen KCC2 zur Detektion
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immunreaktiver Signale eingesetzt wurden (s. Abbildung 13). Durch spezifische Bindung von
KCC2 an die Beads erlaubt diese Methode, Riickschliisse tiiber die KCC2-
Tyrosinphosphorylierung zu ziehen, indem das pY-Signal auf Hohe des detektierten KCC2-
Signals (ca. 160 kDa) ausgewertet wird. In einem regulédren Western Blot ohne vorherige Co-IP
von KCC2 hitte der pY-Antikorper kein spezifisches Signal generieren konnen, da in den Lysaten
unzdhlige phosphorylierte Proteine detektiert worden wiren. Als Negativkontrolle wurden Eluate
vor dem Western Blot mit unspezifischen IgG gleichen Isotyps inkubiert, Western Blots der nicht
immunprazipitierten Hirnlysate fungierten als Positivkontrolle. Im Vergleich zur Behandlung mit
Vehikel resultierte die CsA-Behandlung in einer Steigerung des densitometrisch ermittelten
pY:KCC2-Signalverhéltnisses von 172%, was eine stark erhohte, vermutlich inhibitorische

KCC2-Tyrosinphosphorylierung suggerierte.
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Abbildung 13: Effekte der CsA-Kurzzeitbehandlung auf die KCC2-
Tyrosinphosphorylierung

(A) Reprisentative Western Blots von Eluaten nach Co-IP von KCC2 aus Hirnlysaten der mit Vehikel
(Cremophor) oder CsA (25 mg/kg KG, 1 h) behandelten Wistar-Ratte (n = 5 pro Gruppe). Immunreaktive
Signale wurden mit spezifischen Antikérpern gegen KCC2 oder phosphoryliertes Tyrosin (pY) generiert
und auf Hohe von 160 kDa detektiert. Unspezifische IgG wurden als Negativkontrolle verwendet, nicht
immunprézipitierte Hirnlysate fungierten als Positivkontrolle. (B) Densitometrische Evaluation des
pY:KCC2 Signalverhéltnisses. CsA-Behandlung erhoht pY:KCC2-Signalverhéltnis (+172% vs. Vehikel);
Box-Plots zeigen Median + 25-75% IQR, Whisker entsprechen Quartil 1 oder 3 + IQR x 1,5. ** p <0,01;
zweiseitiger Zweistichproben-T-Test.

Es ldsst sich also bereits nach kurzer Zeit ein Effekt von CsA auf die SPAK/OSRI-
Phosphorylierung sowie die KCC2-Tyrosin- und T1007-Phosphorylierung nachweisen, wihrend
Abundanz und S940-Phosphorylierung des Transporters unverdndert sind. Insgesamt sind diese
posttranslationalen Modifikationen vereinbar mit einer Beeintrdchtigung der neuronalen
CI-Extrusion aufgrund einer verminderten KCC2-Aktivitdt. Als Ursache kommt hierfiir die
SPAK/OSR1-Aktivierung durch verminderte Calcineurin-vermittelte Dephosphorylierung von
pS383/S325-SPAK/OSR1 in Frage. Dariiber hinaus kann die gesteigerte KCC2-
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Tyrosinphosphorylierung sowohl durch vermehrte Aktivitit von Tyrosinkinasen als auch durch
verminderte Aktivitit von Tyrosinphosphatasen bedingt sein, was in dieser Arbeit nicht untersucht

wurde.

3.4 Chronische Effekte der CsA-Behandlung in vivo

Die langfristige Wirkung der Calcineurin-Inhibition koénnte sich von der kurzzeitigen
unterscheiden, da Calcineurin nicht nur die Phosphorylierung seiner Substrate, sondern auch die
Expression NFAT-abhéngiger Gene reguliert. Darliber hinaus ist der klinische
Manifestationszeitpunkt von CNI-induzierten neurologischen UAW inhomogen. Symptome
konnen sich sowohl in der frithen postoperativen Phase nach Organtransplantation als auch Monate
nach Therapieinduktion entwickeln (7), was als Hinweis auf potenzielle Unterschiede in der
Pathophysiologie angesehen werden kann. Um also das gesamte Spektrum langfristiger CsA-
Effekte auf Expression, Abundanz und Phosphorylierung von KCC2, NKCCI1 und ihren
regulierenden Kinasen SPAK/OSR1 sowie WNK2 abzubilden, wurden Wistar-Ratten fiir 14 Tage
mit taglicher i.p. Injektion von Vehikel (Cremophor) oder CsA (25 mg/kg KG) behandelt und

mittels qPCR, Western Blot und Immunhistochemie untersucht.

3.4.1 CsA-Langzeitbehandlung stimuliert die SPAK-Expression

In der qPCR (s. Abbildung 14) mit isolierter RNA aus Hirngewebe zeigte sich ein CsA-induzierter
Anstieg der SPAK-Expression von 72% im Vergleich zur Vehikel-Behandlung. Keine
signifikanten Unterschiede der mRNA-Expression konnten fiir WNK2, OSR1, NKCC1, Gesamt-
KCC2 und die beiden KCC2-Splei3varianten KCC2a und KCC2b nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse suggerieren eine gesteigerte SPAK-Expression infolge chronischer CsA-Behandlung.
Ob dies auch zu einer tatsdchlichen Steigerung der SPAK-Abundanz fiihrt und ob es weitere
Auswirkungen auf Abundanz und Phosphorylierung der untersuchten Transporter und Kinasen

gibt, wurde mittels Western Blot {iberpriift.
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Abbildung 14: Effekte der CsA-Langzeitbehandlung auf die mRNA-Expression von WNK2,
SPAK/OSR1, Gesamt-KCC2, KCC2a/b und NKCC1
Evaluation der qPCR-Versuche mit isolierter RNA aus Hirngewebe der Wistar-Ratte nach 14-tagiger

Vehikel- oder CsA-Behandlung (n=5 je Gruppe). Ermittelte ACt-Werte wurden auf die GAPDH-
Expression normalisiert. Es ergibt sich ein signifikanter Anstieg der SPAK-Expression (+72% vs. Veh) bei
unverdnderter Expression von WNK2, Gesamt-KCC2, KCC2a/b, NKCC1 sowie OSR1 nach CsA-
Stimulation im Vergleich zur Vehikelgruppe. Box-Plots zeigen Median = 25-75% IQR, Whisker
entsprechen Quartil 1 oder 3 + IQR x 1,5. * p < 0,05; zweiseitiger Zweistichproben-T-Test.

3.4.2 CsA-Langzeitbehandlung inhibiert KCC2 und aktiviert NKCC1

Im Western Blot von Hirnlysaten der langfristig mit CsA oder Vehikel behandelten Wistar-Ratten
(s. Abbildung 15) zeigte sich trotz vermehrter mRNA-Expression keine gesteigerte SPAK-
Abundanz nach CsA-Behandlung. Ebenso war die Abundanz von KCC2 und WNK2 unveréndert,
die NKCC1-Proteinexpression jedoch im Vergleich zur Vehikelgruppe um 104% gesteigert. Auf
posttranslationaler Ebene induzierte die chronische Calcineurin-Inhibition multiple
Modifikationen. In CsA-behandelten Ratten war die aktivierende SPAK/OSR 1-Phosphorylierung
(pS383/pS325) um 75% gesteigert. Ebenso waren die WNKI1- und SPAK-abhingigen
inhibitorischen Threonine von KCC2 um 81% (pT906) bzw. 84% (pT1007) vermehrt
phosphoryliert. Die PKC-abhingige aktivierende KCC2-Serinphosphorylierung (pS940) wurde
durch chronische CsA-Applikation im Gegensatz zur Kurzzeitbehandlung auf 39% des
Vehikelniveaus supprimiert. Keine Verdnderung zeigte sich in der NKCCI1-Phosphorylierung
(pT212/217).
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Abbildung 15: Effekte der CsA-Langzeitbehandlung auf die Abundanz und
Phosphorylierung von WNK2, SPAK/OSR1, KCC2 und NKCC1

(A) Postnukledre Hirnlysate der Wistar-Ratte nach 14-tdgiger CsA- oder Vehikelbehandlung wurden
mittels SDS-PAGE und Western Blot hinsichtlich der Abundanz und Phosphorylierung von KCC2,
NKCCI1, WNK2 und SPAK/OSRI1 analysiert. KCC2 zeigte sich nach CsA-Behandlung bei nicht signifikant
verdnderter Abundanz vermehrt phosphoryliert an T906 (+81% vs. Veh) sowie T1007 (+84% vs. Veh) und
vermindert phosphoryliert an S940 (-61% vs. Veh). Die NKCC1-Abundanz war signifikant gesteigert
(+104% vs. Veh), die T212/217-Phosphorylierung jedoch unveréndert. Bei nicht signifikant verdnderter
SPAK-Abundanz war die SPAK/OSR1-S383/S325-Phosphorylierung gesteigert (+75% fiir pS383/S325-
SPAK/OSRI1 vs. Veh). Als Beladungskontrolle wurden -Aktin, a.-Tubulin oder GAPDH verwendet. Das
Molekulargewicht ist auf der rechten Seite der Blots vermerkt. (B) Die Signalintensititen wurden
densitometrisch quantifiziert. Vehikel-Intensitdten wurden auf 100% normalisiert. Box-Plots zeigen
Median + 25-75% IQR, Whisker entsprechen Quartil 1 oder 3 + IQR x 1,5. * p<0,05; ** p<0,01;
zweiseitiger Zweistichproben-T-Test.
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Sowohl die gesteigerte Phosphorylierung von T906/T1007-KCC2 als auch die verminderte S940-
KCC2-Phosphorylierung suggerieren eine Inhibition der neuronalen Cl-Extrusion durch
chronische CsA-Applikation. Additive Effekte konnten durch vermehrten Cl'-Import aufgrund der
gesteigerten NKCC1-Abundanz vermittelt werden, obwohl die aktivierende T212/T217-NKCCl1-
Phosphorylierung nicht gesteigert war.

Da die verabreichte CsA-Dosis (25 mg/kg KG) im supratherapeutischen Bereich lag, wurden
zusdtzlich vier Ratten fiir 14 d tdglich mit der therapeutischen Induktionsdosis (5 mg/kg KG 1.p.)
behandelt. Exemplarisch sollte so getestet werden, ob auch eine therapeutische CsA-Dosierung
suffizient ist, um Verdnderungen der KCC2-Phosphorylierung zu induzieren. Als Parameter
hierfiir wurde die Fluoreszenzintensitit des pS940-KCC2-Signals in der Zellmembran kortikaler
Pyramidenzellen  mittels = Immunhistochemie = und  Konfokalmikroskopie = bestimmt

(s. Abbildung 16).
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Abbildung 16: Fluoreszenzintensitit von pS940-KCC2 in Schicht V Cortexneuronen der
Wistar-Ratte nach 14-tigiger Vehikel- oder CsA-Behandlung

(A) Reprisentative immunhistochemische Markierung von pS940-KCC2 (griin) auf Paraffinschnitten des
Gehirns von 14 d mit Vehikel (Cremophor) oder CsA (5 oder 25 mg/kg) behandelten Wistar-Ratten (n = 4
pro Gruppe). Konfokalmikroskopisch zeigt sich eine Abnahme der S940-Phosphorylierung des KCC2-
Transporters in der Zellmembran kortikaler Schicht V Pyramidenzellen (Pfeile) in Abhéingigkeit der
applizierten CsA-Dosis. Zellkerne (blau) wurden mit DAPI gefarbt. MaBstabsbalken entsprechen 10 pm.
(B) Quantifizierung der pS940-KCC2 Signalintensitit in der neuronalen Zellmembran mittels Imagel
Software. Datenpunkte wurden auf den Mittelwert der Vehikel-Signalintensitit normalisiert. Box-Plots
zeigen Median + 25-75% IQR, Whisker entsprechen Quartil 1 oder 3 +IQR x 1,5. * p < 0,05 im Vergleich
zur Vehikelbehandlung; zweiseitiger Zweistichproben-T-Test.

Beide CsA-Dosierungen reduzierten im Vergleich zur Vehikelbehandlung die Signalintensitit von

pS940-KCC2 in der neuronalen Zellmembran (-31% fiir 5 mg/kg KG CsA und -35% fiir
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25 mg/kg KG CsA). Somit wurde prinzipiell demonstriert, dass die chronische CsA-Applikation

auch im therapeutischen Bereich posttranslationale Modifikationen von KCC2 induzieren kann.

3.5 Rekapitulation der Maximaleffekte der Calcineurin- und SPAK-Inhibition

mithilfe von globalen Knockout-Modellen

Aus den molekularbiologischen Ergebnissen der Kurz- und Langzeitbehandlung mit CsA konnten
Hypothesen fiir weiterfiihrende Experimente generiert werden. Wenn die CsA-induzierte
Erhohung der neuronalen [CI']; durch eine SPAK-Aktivierung mit konsekutiver KCC2-Inhibition
und NKCC1-Stimulation bedingt ist, sollten die beobachteten posttranslationalen Modifikationen
durch genetische Calcineurin-Depletion reproduzierbar und durch SPAK-Depletion umkehrbar
sein. Vorausgegangene Studien zur renalen Calcineurin-abhidngigen Regulation des
WNK-SPAK-CCC-Signalweges identifizierten die CnAB-Isoform bereits als SPAK-Inhibitor in
der Niere (21, 28). Um zu priifen, ob ein analoger Effekt im ZNS existiert, wurden flir die
nachfolgenden Experimente CnAB”~ Miuse verwendet, die iiber eine funktionierende CnAa-

Isoform verfiligen.

3.5.1 CnAB-Knockout reproduziert Effekte der chronischen CsA-Behandlung

Vor der experimentellen Evaluation des CnAp-defizienten Mausmodells wurde zunédchst eine
Bestitigung des Knockouts durchgefiihrt. Hierzu wurden Hirnlysate der CnAB”" Maus und von
entsprechenden WT-Kontrollen mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert
(s. Abbildung 17). Hierbei konnte die Abwesenheit von CnAp in Lysaten der CnAB” Miuse
anhand des Fehlens des spezifischen Signals auf Hohe von 60 kDa verifiziert werden.
Positivkontrollen mit WT Hirnlysaten lieferte ein starkes CnAB-Signal und bestétigte somit die

Spezifitit des Antikorpers.

WT CHABJ_ (kDa)
ChAR i e 4 I 60
GAPDH = & b, “ @ e 37

Abbildung 17: Verifikation des CnAB-Knockouts mittels Western Blot

Postnukledre Hirnlysate von WT und CnAp-defizienten C57BL/6-Mausen (n =4 pro Gruppe) wurden
mittels SDS-PAGE und Western Blot hinsichtlich der Abundanz von CnAf} analysiert. Im Gegensatz zum
WT lésst sich in CnAB-defizienten Mausen nach Markierung mit CnAB-Antikorper keine Bande auf Hohe
von 60 kDa erkennen. GAPDH konnte in jeder Lane detektiert werden, womit der CnAf-Knockout
experimentell verifiziert wurde.
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Im Western Blot von Hirnlysaten der CnAB”~ Maus und entsprechenden WT-Kontrollen lieBen

sich die Ergebnisse aus dem chronischen CsA-Behandlungsversuch weitestgehend reproduzieren
(s. Abbildung 18).
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Abbildung 18: Effekte des CnAB-Knockouts auf Abundanz und Phosphorylierung von
KCC2, NKCC1 und SPAK/OSR1

(A) Postnukleédre Hirnlysate von WT und CnA-defizienten C57BL/6-Méusen (n = 4 pro Gruppe) wurden
mittels SDS-PAGE und Western Blot hinsichtlich der Abundanz und Phosphorylierung von KCC2,
NKCCI1 und SPAK/OSR1 analysiert. KCC2 zeigte sich im Knockout bei nicht signifikant verdnderter
Abundanz vermehrt phosphoryliert an T1007 (+176% vs. WT), vermindert phosphoryliert an S940 (-67%
vs. WT) und nicht verdndert an T906. Die NKCC1-Abundanz war ebenfalls nicht signifikant verschieden,
die T212/217-Phosphorylierung im Knockout jedoch gesteigert (+225% vs. WT). SPAK/OSR1-Abundanz
und S383/S325-Phosphorylierung zeigten sich im Knockout beide gesteigert (+127% fiir SPAK/OSR1 und
+306% fiir pS383/S325-SPAK/OSRI1 jeweils vs. WT). Als Beladungskontrolle wurden B-Aktin oder
GAPDH verwendet. Das Molekulargewicht ist auf der rechten Seite der Blots vermerkt. (B) Die
Signalintensitdten wurden densitometrisch quantifiziert. WT-Signale wurden auf 100% normalisiert. Box-
Plots zeigen Median + 25-75% IQR, Whisker entsprechen Quartil 1 oder 3 + IQR x 1,5. * p <0,05;
** p <0,01; zweiseitiger Zweistichproben-T-Test.

Der CnAB-Knockout induzierte eine Erhdhung der SPAK-Abundanz (+127%) in Kombination
mit einer stark erhdhten aktivierenden SPAK/OSR1-Phosphorylierung (pS383/S325, +306%).
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Auch KCC2 und NKCCI wiesen bei unverdnderter Abundanz multiple posttranslationale
Modifikationen auf. Die SPAK-abhingige Phosphorylierung von NKCC1 (pT212/T217,
aktivierend, +225%) und KCC2 (pT1007, inhibitorisch, +176%) war im CnAp-Knockout
gesteigert, wéhrend die aktivierende, PKC-abhingige S940-KCC2-Stelle vermindert
phosphoryliert war (-67%). Das WNK1-vermittelt phosphorylierte T906-KCC2 zeigte sich im
CnAp-Knockout, anders als im chronischen CsA-Versuch, nicht vermehrt phosphoryliert. Eine
potenzielle Regulation durch das vom Knockout nicht erfasste, aber durch CsA inhibierte CnAa
erscheint somit denkbar. Insgesamt suggerieren diese Ergebnisse eine regulatorische Funktion von
CnAp als Aktivator von KCC2 und Inhibitor von NKCC1. Dieser Effekt kann potenziell tiber
Inaktivierung der SPAK-Kinase oder direkte Dephosphorylierung neuronaler CCCs vermittelt
sein. Die postulierte Umkehrbarkeit der observierten posttranslationalen Modifikationen durch

genetische SPAK-Depletion wurde im nichsten Schritt untersucht.

3.5.2 SPAK-Knockout aktiviert KCC2 und hemmt NKCC1

Analog zum CnA-defizienten Mausmodell wurde zundchst eine experimentelle Verifikation des
SPAK-Knockouts mittels Western Blot von Hirnlysaten angestrebt (s. Abbildung 19). In SPAK™"-
Maiusen lieB3 sich im Vergleich zu WT-Méusen keine der SPAK-Kinase entsprechende Bande auf
Hoéhe von 60 kDa erkennen. Da die OSRI1-Expression nicht durch den SPAK-Knockout
beeinflusst wird und der eingesetzte Antikdrper aufgrund der hohen Sequenzhomologie der
Kinasen auch OSRI1 detektiert, konnte OSR1 direkt unterhalb der fehlenden SPAK-Bande

nachgewiesen werden. Als Beladungskontrolle wurde B-Aktin in jeder Lane nachgewiesen.

WT SPAK™ (kDa)
SPAK : 60
B-Aktin - : 42

Abbildung 19: Verifikation des SPAK-Knockouts mittels Western Blot

Postnukledre Hirnlysate von WT und SPAK-defizienten C57BL/6-Méiusen (n=7 pro Gruppe) wurden
mittels SDS-PAGE und Western Blot hinsichtlich der Abundanz von SPAK analysiert. Im Gegensatz zum
WT lésst sich in SPAK-defizienten Méusen nach Markierung mit SPAK-Antikorper keine Bande auf Hohe
von 60 kDa erkennen. Bei ca. 58 kDa findet sich jedoch sowohl in WT als auch in SPAK-KO Méusen eine
OSRI1 entsprechende Bande, die aufgrund ihrer Sequenzhomologie ebenfalls durch den SPAK-Antikorper
erkannt wird. B-Aktin konnte als Beladungskontrolle in jeder Lane detektiert werden, womit der SPAK-
Knockout experimentell verifiziert wurde.

Die bisherigen biochemischen Versuche unter pharmakologischer und genetischer Calcineurin-

Inhibition legten eine Aktivierung der SPAK-Kinase und daraus resultierende Hemmung des

53



Ergebnisse

KCC2-Transporters auf posttranslationaler Ebene nahe. Inwiefern diese Effekte potenziell durch
SPAK-Inhibition modifizierbar sind, wurde anhand eines SPAK-defizienten Mausmodells
evaluiert (s. Abbildung 20). Im Western Blot war die SPAK-abhingige NKCCI1- und KCC2-
Phosphorylierung in SPAK-defizienten Mausen signifikant reduziert im Vergleich zu WT-Méusen
(-45% fiir pT1007-KCC2, -54% fiir pT212/T217-NKCC1). Keine Verdnderung zeigte sich bei der
Gesamtabundanz von NKCC1 und KCC2 sowie den in der Literatur als nicht direkt SPAK-
abhéngig beschriebenen pT906- und pS940-KCC2-Phosphorylierungsstellen.

Diese Ergebnisse bestitigten, dass SPAK die pT1007-KCC2- sowie pT212/T217-NKCCl1-
Phosphorylierung vermittelt, aber KCC2 nicht an pT906 oder pS940 phosphoryliert (54, 94, 123).
Des Weiteren stiitzten sie die Hypothese, dass die SPAK-Inhibition CsA-induzierte
posttranslationale Modifikationen neuronaler CCCs prinzipiell antagonisieren konnte und somit

einen potenziellen Ansatz fiir die Therapie der CNI-Neurotoxizitét darstellt.
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Abbildung 20: Effekte des SPAK-Knockouts auf Abundanz und Phosphorylierung von
KCC2 und NKCC1

(A) Postnukleédre Hirnlysate von WT und SPAK-defizienten C57BL/6-Mausen (n = 7 pro Gruppe) wurden
mittels SDS-PAGE und Western Blot hinsichtlich der Abundanz und Phosphorylierung von KCC2 und
NKCCI1 analysiert. SPAK-abhédngige KCC2- und NKCCI1-Phosphorylierungsstellen zeigten sich im
SPAK-Knockout vermindert phosphoryliert (-45% fiir pT1007-KCC2 und -54% fiir pT212/217-NKCCI1,
jeweils vs. WT) bei unverdnderter Abundanz der Transporter. Die Phosphorylierung der SPAK-
unabhéngigen pT906-KCC2- und pS940-KCC2-Stelle zeigte sich im Vergleich zum WT nicht signifikant
verdandert. Als Beladungskontrolle wurden 3-Aktin oder GAPDH verwendet. Das Molekulargewicht ist auf
der rechten Seite der Blots vermerkt. (B) Die Signalintensitéten wurden densitometrisch quantifiziert. WT-
Signale wurden auf 100% normalisiert (gestrichelte Linie). Box-Plots zeigen Median = 25-75% IQR,
Whisker entsprechen Quartil 1 oder 3 + IQR x 1,5. * p < 0,05; zweiseitiger Zweistichproben-T-Test.
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4 Diskussion

Das experimentelle Design der vorliegenden Arbeit stiitzte sich auf die Hypothese, dass die
neurologischen Nebenwirkungen der Calcineurin-Inhibition partiell durch eine verdnderte
Phosphorylierung von KCC2 oder NKCCI1 verursacht werden. Hierbei wurde das Konzept der
CNI-vermittelten SPAK-Aktivierung auf die Regulation der beiden Transporter in Neuronen
ibertragen. Die Ergebnisse dieser Studie liefern neue Einblicke sowohl in die physiologische
Regulation der neuronalen Cl'-Homdostase, als auch in die Pathogenese der CNI-abhingigen
Neurotoxizitit, welche groBe klinische Relevanz besitzt. Im Folgenden werden die Hauptaussagen
dieser Arbeit diskutiert und Implikationen fiir eine potenzielle, zukiinftige pharmakologische

Therapie der CNI-induzierten Neurotoxizitét erortert.

4.1 Modulation der neuronalen Erregbarkeit durch Calcineurin-Inhibition

Auswirkungen der einstiindigen CsA-Inkubation auf die neuronale Erregbarkeit kortikaler Schicht
II/III Neurone der Wistar-Ratte wurden elektrophysiologisch mittels intrazelluldrer Ableitungen
untersucht. Als pathologisches Korrelat des vorbeschriebenen neuromodulatorischen Effekts von
CsA (124) wurde eine verlidngerte Cl-Extrusionszeit nachgewiesen. Anhand von 2P-FLIM-
Messungen wurde demonstriert, dass dies tatsdchlich in einem Anstieg der [Cl]; auf etwa 13 mM
in kortikalen Neuronen resultiert. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit denen anderer Studien,
die eine CsA-induzierte epileptiforme Aktivitét in vitro beschreiben (125, 126) und kontribuieren
potenziell zur Entstehung des klinischen Phénotyps der CNI-Neurotoxizitit (7).

Allerdings existieren ebenfalls zahlreiche Arbeiten, die CNI eine neuroprotektive Wirkung
zuschreiben. So fiihrt die Gabe von CsA zu einer reduzierten Krampfanfallfrequenz und
verbessertem Uberleben in Ratten mit Pilocarpin- oder Kainat-induziertem Status epilepticus (127,
128). In Ischdmie-/ Reperfusionsstudien, bei denen ein ischdmischer Schlaganfall durch
zeitweilige Ligatur der arteria carotis interna induziert wird, fithrt die Prdinkubation mit CsA zu
einer Verkleinerung des resultierenden Infarktareals (129). Ebenso ist das Ausmal3 des kortikalen
Funktionsverlusts in experimentellen Modellen des traumatischen Hirnschadens kleiner, wenn mit
dem Setzen der Lésion eine zeitgleiche CsA-Applikation erfolgt (130). Dieser scheinbare
Widerspruch 1ldsst sich jedoch erkldren, wenn man die experimentellen Konditionen néher
betrachtet. Unter physiologischen Bedingungen induziert die Calcineurin-Inhibition neuronale
Ubererregbarkeit, was sich durch Modulation der CCC-Phosphorylierung mit Anstieg der [CIT;
erkldren ldsst. In den zuvor erwéhnten Status epilepticus-Modellen induziert der starke Anstieg

der [Ca®']; hingegen eine pathologisch hohe Calcineurin-Aktivitit mit Implikationen fiir die

56



Diskussion

Funktion des GABAAa-Rezeptors (131). Eine iiberschieBende Calcineurin-vermittelte GABAa-
Rezeptor-Dephosphorylierung flihrt zu verminderter GABAerger Transmission durch vermehrte
laterale Diffusion und Inaktivierung des Rezeptors, wodurch die neuronale Erregbarkeit
betriachtlich erhoht wird (131, 132). In diesem Fall kann die CNI-Applikation durch Restitution
der GABAA-Rezeptor-Phosphorylierung neuroprotektiv wirken (132).

AuBerdem beeinflusst CsA iiber zwei weitere Mechanismen den mitochondrialen
Energiestoffwechsel. Unter normoxischen Konditionen stért CsA die mitochondriale ATP-
Synthese und fiihrt zur sogenannten ischdmischen Prikonditionierung der Zelle, die in der Folge
durch verschiedene adaptive Mechanismen besser gegen Ischdmie- und Reperfusionsschiden
geschiitzt ist (133). Unter hypoxischen Bedingungen wirkt auBerdem die CsA-vermittelte
Inhibition von Cyclophilin D (CyPD) neuroprotektiv (134). Die CyPD-abhiingige Offnung der
sogenannten mitochondrialen Permeabilitdts-Transitions-Pore (MPTP) in Gegenwart pathologisch
hoher cytosolischer [Ca?'] fiihrt zu einer Uberladung des Mitochondriums mit Ca?* und seinem
irreversiblen Funktionsverlust (134). CsA-Applikation schlieSt die MPTP durch CyPD-Inhibition
und reduziert die mitochondriale Dysfunktion unter Hypoxie, wodurch die ischdmieinduzierte
Reduktion der intrazelluldren ATP-Konzentration deutlich geringer ausfallt (135).

Es ldsst sich also zusammenfassen, dass der Netto-Effekt der Calcineurin-Inhibition durch die
Versuchsbedingungen determiniert wird. Unter Konditionen mit pathologisch erhohter
Calcineurin-Aktivitidt kann die CNI-Applikation einerseits neuroprotektiv wirken, wéhrend sie
unter physiologischen Bedingungen neurotoxisch durch intrazelluldre CI'-Akkumulation wirkt.
Die Ergebnisse dieser Dissertation stehen daher nicht im Widerspruch zu Studien, die CsA einen
neuroprotektiven Nutzen zusprechen, sondern erweitern das Verstindnis der vielfiltigen

Implikationen von Calcineurin fiir die Regulation neuronaler Erregbarkeit.

4.2 WNK2-Scaffold-vermittelte Interaktion von CCCs, CnA und SPAK

Eine der zentralen Fragen dieser Arbeit war der molekulare Mechanismus der Modulation der
KCC2- oder NKCCI1-Aktivitdt durch CNI. Da die beiden Transporter keine konservierten
Calcineurin-Bindungsmotive besitzen, wurde die Moglichkeit einer Geriistprotein (Scaffold)-
vermittelten Interaktion von Calcineurin und CCCs evaluiert. Basierend auf publizierten Daten,
dass WNK2 als Scaffold an der Vermittlung der SPAK-NKCC1-Interaktion beteiligt ist (87),
wurde ein Screening der C- und N-terminalen AS-Sequenzen der WNK-Kinasen durchgefiihrt und
WNK?2 als einzige Kinase identifiziert, die iiber SPAK- und Calcineurin-Bindungsmotive verfiigt.

Die Immunprézipitationsexperimente zeigten multiple Interaktionen zwischen WNK2, CnAp,
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SPAK und KCC2 bzw. NKCC1 und wiesen somit auf die Formierung eines multimolekularen
Komplexes hin (s. Abbildung 10). Die Datenlage spricht dafiir, dass WNK2 als wichtiges
Gertistprotein fiir diese Interaktion fungieren kann. Schwankungen der [CI']; oder der Osmolaritit
konnten potenziell durch die rdumliche Annéherung regulatorischer Kinasen und Phosphatasen an
neuronale CCCs effektiver ausgeglichen werden. Es ldsst sich aulerdem spekulieren, dass die
Existenz der Ca*'-abhiingigen Calcineurin-Phosphatase in diesem Komplex Wechselwirkungen
von neuronaler Ca?*- und Cl'-Homdostase ermoglicht.

Fiir die Einordnung dieser Ergebnisse in den wissenschaftlichen Kenntnisstand sind die Ergebnisse
dreier Studien von grundlegender Bedeutung. Die SPAK-abhingige Phosphorylierung der
KCC2a-Isoform wird direkt, d.h. ohne weitere zwischengeschaltete Kinasen, vermittelt (94). Die
in adulten Neuronen priddominante KCC2b-Isoform besitzt aufgrund eines alternativen N-
Terminus im Gegensatz zu KCC2a kein SPAK-Bindungsmotiv (52), wird aber dennoch SPAK-
abhingig reguliert: In KCC2b-transfizierten HEK293-Zellen fiihrt die kompetitive SPAK-
Inhibition zu einer Steigerung der KCC2b-vermittelten Rubidium-Aufnahme (136). Neben WNK1
(s. unten) ist WNK2 prinzipiell als Geriistprotein zur Vermittlung der SPAK-KCC2b-Interaktion
kompatibel, da es in den Versuchen dieser Dissertationen mit beiden immunprézipitierte. Die
funktionelle Relevanz dieser Interaktion sollte in weiterfithrenden Experimenten, beispielsweise
durch Bestimmung der SPAK-abhingigen KCC2b-Phosphorylierung unter WNK2-Knockdown in
einer neuronalen Primérzellkultur, exploriert werden.

WNKI1 wurde in vorherigen Studien ebenfalls als potenzieller Vermittler der SPAK/KCC2b-
Interaktion in juvenilen, kultivierten Cortex- und Hippocampusneuronen evaluiert (123). Im
Hippocampus wurde sogar explizit der Komplex aus WNK1, SPAK und KCC2 als maB3geblich
fiir die Feinabstimmung der GABAergen Transmission beschrieben (137). Da hippocampale
Neurone WNK?2 im Gegensatz zu kortikalen und thalamischen Neuronen nur in vernachlédssigbar
geringer Abundanz exprimieren (87), ist es kaum verwunderlich, dass diese Studie keine WNK2-
Scaffold-Funktion fiir die Vermittlung der SPAK-KCC2b-Interaktion nachweisen konnte.
Basierend auf der Annahme, dass sowohl WNKI1 als auch WNK2 die SPAK-abhingige KCC2b-
Phosphorylierung begiinstigen, ldsst sich hypothetisieren, dass die distinkte WNK2-Expression
funktionelle Implikationen fiir die KCC2-Phosphoregulation in verschiedenen neuronalen
Zelltypen besitzt. In Neuronen, welche WNKI und WNK2 co-exprimieren, konnte
moglicherweise eine Kompetition zwischen beiden Kinasen um die Rolle des Scaffolds existieren.
Da der WNK2-abhingig formierte Molekiilkomplex neben einer Cl-sensitiven WNK-Kinase auch
die Ca®"-sensitive Calcineurin-Phosphatase beinhaltet, konnte die Cl'-Homdostase in WNK2-

2+]i

positiven Neuronen in Abhéngigkeit der [Ca“"]; reguliert werden, wihrend bisher keine Interaktion
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zwischen WNK1 und Calcineurin beschrieben wurde. Ein Anstieg der [Ca®'];

mit konsekutiver
Calcineurin-Aktivierung  wiirde in  WNK2-positiven Zellen zu einer verstirkten
Dephosphorylierung von SPAK und KCC2b fiihren und in vermehrter Cl"-Extrusion resultieren.
Dieser Mechanismus konnte den transmembranédren Cl-Gradienten, ergo die treibende Kraft der

GABAergen Inhibition, dynamisch an Schwankungen der [Ca*'];

koppeln und dem Entstehen
neuronaler Ubererregbarkeit entgegenwirken. Moglicherweise manifestieren sich  im
Umkehrschluss pathologische Effekte der Calcineurin-Inhibition stiarker in WNK2-
exprimierenden Neuronen. Fiir die Bestitigung dieser Hypothesen sind weitere Experimente
notwendig. So konnte die Bestimmung der SPAK- und KCC2-Phosphorylierung unter CsA-
Applikation in primédren Zellkulturen kortikaler und hippocampaler Neurone einen Hinweis auf
Unterschiede der CNI-Wirkung in Neuronen mit hoher oder niedriger WNK2-Expression liefern.
Zudem konnte erginzend die CsA-abhédngige Cl-Extrusionszeit in hippocampalen Neuronen
bestimmt werden, um unterschiedlich starke Effekte auf die neuronale Cl'-Homoostase im
Vergleich zu den Versuchen dieser Dissertation nachzuweisen.

Zusammengefasst wurde WNK2 in dieser Dissertation als molekulares Scaffold identifiziert,
welches potenziell sowohl die Interaktion von CnA mit SPAK und CCCs als auch die Interaktion
von SPAK und der KCC2b-Isoform in kortikalen Neuronen vermitteln kann. Physiologisch kdnnte
dieser Mechanismus Relevanz fiir die Regulation der neuronalen [Cl]i und Osmolaritét besitzen
und regulatorische Wechselwirkungen mit der [Ca®*']i ermdglichen. Ein &hnlicher
multimolekularer Komplex existiert in WNKI1 exprimierenden Neuronen vermutlich ohne
Beteiligung von Calcineurin, da WNKI1 keine entsprechenden Bindungsmotive besitzt. Durch
Kompetition beider Scaffold-Proteine konnte die Regulation der [Cl]; in WNK1 und WNK2 co-

2+]i

exprimierenden Neuronen dynamisch an Schwankungen der [Ca“”"]; gekoppelt werden. AuBBerdem

konnte die Ausprigung neuromodulatorischer Effekte von CNI in WNK2-exprimierenden

Neuronen akzentuiert sein.

4.3 Effekte der Calcineurin-Inhibition auf den WNK-SPAK/OSR1-CCC-
Signalweg
Als mogliche Ursache der beeintrachtigten neuronalen ClI'-Homoostase wurden in dieser Arbeit

multiple CsA-induzierte Verdnderungen der Expression, Abundanz und Phosphorylierung von

SPAK/OSR1, KCC2 und NKCCI1 identifiziert. Hierzu wurden Hirnlysate von kurzzeitig und
chronisch CsA-behandelten WT Wistar-Ratten sowie von CnA- bzw. SPAK-defizienten Méusen
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mittels qPCR, Immunprizipitation und Western Blot analysiert. Nachfolgend werden die

Ergebnisse im Einzelnen diskutiert.

4.3.1 Kurzzeitige CsA-Applikation

Die einstiindige i.p. Applikation von CsA in WT Wistar-Ratten war in dieser Arbeit suffizient, um
posttranslationale Modifikationen von SPAK und KCC2 zu induzieren. CsA-behandelte Ratten
wiesen im Western Blot bei nicht signifikant verdnderter SPAK-Abundanz eine vermehrte
aktivierende S383-Phosphorylierung auf. Vereinbar mit einer Aktivierung der SPAK-Kinase war
die vermehrte Phosphorylierung der SPAK-abhdngigen, inhibitorischen pT1007-KCC2-Stelle bei
konstanter KCC2-Abundanz. Als weiterer potenziell beteiligter Faktor konnte eine verstirkte
KCC2-Tyrosinphosphorylierung nachgewiesen werden. Keine signifikanten Verdnderungen
wurden fiir das aktivierende pS940 des KCC2-Transporters detektiert. Diese Ergebnisse
suggerieren eine kurzfristig induzierbare, multifaktorielle KCC2-Inhibition durch CsA-vermittelte
Aktivierung der SPAK-Kinase. Zudem kann auch die verdnderte KCC2-Tyrosinphosphorylierung
iiber einen in dieser Dissertation nicht erfassten Mechanismus die Inhibition des Transporters
vermitteln.

Zunichst lésst sich hieraus die prinzipielle Schlussfolgerung ziehen, dass auch bei intakter Blut-
Hirn-Schranke kurzfristige Effekte der Calcineurin-Inhibition im ZNS nachweisbar sind. Friihere
Studien stellten in Frage, ob CsA iiberhaupt in der Lage ist, die Blut-Hirn-Schranke zu
iiberwinden, da es nicht post-mortem in humanem Hirngewebe detektiert werden konnte (138) und
die CsA-Akkumulation im ZNS durch P-Glykoprotein-mediierte Extrusion stark limitiert wird
(139). Jedoch konnte CsA nach oraler und intraperitonealer Applikation sowohl im Gehirn von
lungentransplantierten Langschwanzmakaken (140) als auch in den Gehirnen von Wistar-Ratten
nachgewiesen werden (141). Diese Ergebnisse unterstiitzen die These, dass in dieser Dissertation
beschriebene posttranslationale Modifikationen nach CsA-Kurzzeitbehandlung direkte Folge der
Calcineurin-Inhibition im ZNS aufgrund einer prinzipiell vorhandenen Permeabilitdt der Blut-
Hirn-Schranke fiir CsA sind.

Funktionell betrachtet sollte die gesteigerte KCC2-Threonin- und Tyrosinphosphorylierung in
einer schnellen Inaktivierung und verstirkten Internalisierung des Transporters resultieren (s. 1.5).
Diese CsA-induzierten, posttranslationalen Modifikationen sind somit sowohl eine plausible
Erkldrung fiir den in 2P-FLIM-Experimenten beschriebenen Anstieg der [CI']; als auch fiir die
elektrophysiologisch bestimmte Verlingerung der Cl-Extrusionszeit in kortikalen Neuronen.
Zurlickzufithren ist die gesteigerte KCC2-T1007-Phosphorylierung am ehesten auf eine

Aktivierung der SPAK-Kinase durch verminderte Calcineurin-vermittelte Dephosphorylierung,
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die bereits in der Niere beschrieben wurde (21, 28). Theoretisch kdnnten jedoch auch SPAK-
unabhéngige Mechanismen, wie beispielsweise eine direkte Dephosphorylierung der pT1007-
Stelle durch Calcineurin, zu einer verminderten KCC2-Funktion unter CsA-Applikation beitragen.
Um diese Hypothese zu iiberpriifen, konnte weiterfithrend der Effekt der CsA-Anwendung auf die
pT1007-KCC2-Phosphorylierung in SPAK-defizienten Mdusen evaluiert werden. Sollte CsA auch
in diesem Versuch eine vermehrte KCC2-Threonin-Phosphorylierung induzieren, wiirde dies
einerseits eine direkte Regulation durch Calcineurin suggerieren und andererseits eine weitere

pathologische CNI-Wirkung auf molekularer Ebene demonstrieren.

4.3.2 Chronische CsA-Applikation und CnAB-Knockout

Im zweiwdchigen CsA-Behandlungsmodell wurden die Western Blot-Ergebnisse der einstiindigen
Behandlung reproduziert und erweitert. Korrelativ wurden aullerdem Western Blots von
Hirnlysaten CnA-defizienter Mause durchgefiihrt, um CsA-induzierte Effekte tatsdchlich auf die
Calcineurin-Inhibition und nicht auf eventuelle Off-Target-Effekte zuriickfiihren zu kénnen. Des
Weiteren wurde durch den selektiven Knockout die Bedeutung der -Isoform von Calcineurin fiir
die Phosphoregulation von SPAK, KCC2 und NKCCI1 charakterisiert.

Analog zu den Resultaten der Kurzzeitbehandlung wiesen CsA-behandelte Ratten und CnAp-
defiziente Maiuse eine gesteigerte aktivierende pS383-SPAK-Phosphorylierung sowie eine
vermehrte inhibitorische pT1007-KCC2-Phosphorylierung auf. Neben dem direkt durch SPAK
phosphorylierten pT1007 war auflerdem das vermutlich WNK1-abhédngige (123) pT906 nach
chronischer CsA-Applikation vermehrt phosphoryliert. Die einzige aktivierende pS940-KCC2-
Phosphorylierung war sowohl nach zweiwochiger CsA-Gabe als auch im CnAB-Knockout
deutlich reduziert, obwohl nach einstiindiger CsA-Applikation noch keine Verdnderung
nachweisbar war. Diese Ergebnisse suggerieren einerseits, dass die kurzfristig durch Calcineurin-
Inhibition induzierten posttranslationalen Modifikationen von SPAK und KCC2 langfristig
bestehen bleiben und nicht kompensiert werden. Andererseits fillt die ausgeprigte Reduktion der
S940-KCC2-Phosphorylierung durch langfristige pharmakologische und genetische Calcineurin-
Inhibition auf und bedarf einer tiefergehenden Betrachtung.

Eine direkte Regulation dieses Serins durch Calcineurin ist bisher nicht beschrieben und wére in
Anbetracht der Ergebnisse der chronischen CsA-Behandlung auch nicht plausibel. Wiirde
Calcineurin pS940-KCC2 direkt dephosphorylieren, so miisste die CNI-Applikation in einer
vermehrten S940-Phosphorylierung resultieren, stattdessen wurde sie durch zweiwochige CsA-
Gabe verringert. Aus vorausgegangenen Studien ist bekannt, dass Proteinkinase C (PKC) und

Proteinphosphatase 1 (PP1) die Phosphoregulation der S940-KCC2-Stelle direkt vermitteln
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konnen (102). Sowohl eine CsA-induzierte PKC-Inhibierung als auch PP1-Aktivierung kommen
somit als Ursache der verminderten S940-KCC2-Phosporylierung in Frage. Da Calcineurin jedoch
PP1 durch Inaktivierung des Proteinphosphatase 1-Inhibitors aktiviert (142), miissten CNI im
Folgeschluss Inhibitoren der PP1 sein und die S940-KCC2-Phosphorylierung vermehren. Dies
steht im Widerspruch zu den Ergebnissen der chronischen CsA-Applikation, womit nur eine
verminderte PKC-Funktion als logische Erkldrung verbleibt.

Interaktionen zwischen Calcineurin und PKC sind vielfdltiger Natur. Obwohl diese beiden
Enzyme hiufig um die (De)-Phosphorylierung der gleichen Serin- und Threoninreste
konkurrieren, konnen sie ihre Aktivitit gegenseitig stimulieren (143). Zum Beispiel ist die
Calcineurin-abhédngige PKC-Dephosphorylierung in Muskelzellen notwendig, um den Transport
der PKC in die Plasmamembran zu initiieren, wo sich ihre relevanten Substrate befinden (144).
Eine verringerte PKC-Funktion unter CsA-Applikation konnte potenziell durch Verdnderungen
von Trafficking, Phosphorylierung oder Expression der Kinase vermittelt sein und wiirde in einer
verminderten S940-KCC2-Phosphorylierung resultieren. Eine weiterfiilhrende Exploration der
Hypothese, dass CsA die PKC-Funktion reduziert, sollte sich daher mit Expression, Abundanz und
Phosphorylierung sowie subzelluldrer Lokalisation der Kinase unter Calcineurin-Inhibition
auseinandersetzen. Auflerdem sollte versucht werden zu definieren, welche PKC-Isoform relevant
fiir die S940-Phosphorylierung des KCC2-Transporters ist. Potente PKC-Inhibitoren stiinden fiir
die Konzeption weiterer Versuche zur Verfligung.

Neben der Evaluation des KCC2-Transporters wurden in beiden Modellen auch Abundanz und
Phosphorylierung von NKCC1 bestimmt. Im adulten Gehirn ist NKCCI1 fiir die physiologische
Regulation der neuronalen CI'-Homdostase deutlich weniger relevant als KCC2, allerdings ist eine
Steigerung der NKCCI1-Funktion durch verstirkte Expression oder Phosphorylierung ein
potenziell bedeutsamer Mechanismus, der zur Entstehung hoher neuronaler [CI']; beitragen kann.
Wihrend in dieser Dissertation die Abundanz des Transporters durch chronische CsA-Applikation
vermehrt wurde, war im CnA-Knockout-Modell stattdessen die aktivierende pT212/T217-
Phosphorylierung erhoht. Beide Beobachtungen sind mit einem verstarkten NKCC1-vermittelten
CI'-Import vereinbar, wobei vermutlich zwei Faktoren zur gesteigerten Phosphorylierung
beitragen: SPAK und PP1 sind Regulatoren der pT212/T217-NKCC1-Phosphorylierung. Wahrend
SPAK in dieser Arbeit sowohl durch pharmakologische, als auch durch genetische Calcinerin-
Inhibition aktiviert wurde, miisste PP1 laut vorausgegangenen Studien hingegen durch CsA
inhibiert werden (s. oben). Beide Effekte wiren plausible Erklarungen fiir die gesteigerte NKCC1-
Phosphorylierung. Auf Grundlage der diskutierten Ergebnisse wurde in Zusammenschau mit

relevanten anderen Studien ein Schema zu potenziellen Auswirkungen der Calcineurin-Inhibition
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auf den WNK-SPAK-CCC-Signalweg und die neuronale CI-Homoostase erstellt
(s. Abbildung 21).

Insgesamt sprechen die Ergebnisse der molekularbiologischen Versuche fiir eine multifaktorielle
Beteiligung von CsA an der Entstehung neuronaler Ubererregbarkeit. Zentraler Mechanismus ist
die Aktivierung der SPAK-Kinase, die durch KCC2-Inhibition eine Erhéhung der [Cl]i in
kortikalen Neuronen mit potenziell verdnderter synaptischer Inhibition verursacht. Zusétzlich
kann dieser Prozess durch die verminderte Aktivitit von PP1 und PKC unter langfristiger
Calcineurin-Inhibition aggraviert werden. Neben der verminderten KCC2-Funktion ist potenziell
auch die gesteigerte NKCCI1-Funktion an der Entstehung der neuronalen Cl-Akkumulation
beteiligt. Sowohl gesteigerte NKCC1-Abundanz als auch -Phosphorylierung kénnen potenziell die
[CI]; erhhen und wurden durch pharmakologische sowie genetische Calcineurin-Inhibition

generiert.
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Abbildung 21: Schema abgeleiteter funktioneller Interaktionen von Calcineurin bei der
Regulation von KCC2 und NKCC1 in kortikalen Neuronen

(A) Unter physiologischen Bedingungen kann Calcineurin (Cn) den KCC2- und NKCC1-Transporter auf
verschiedenen Wegen regulieren. Die Calcineurin-abhingige Dephosphorylierung der SPAK-Kinase fiihrt
zu reduzierter KCC2-Phosphorylierung am inhibitorischen pT1007, gleichzeitig werden die aktivierenden
pT212/217-Stellen des NKCC1-Transporters vermindert phosphoryliert. Die potenzielle Aktivierung von
Proteinkinase C (PKC) und Proteinphosphatase 1 (PP1) durch Cn resultiert in vermehrter S940-
Phosphorylierung an KCC2 und verminderter pT212/217-Phosphorylierung an NKCC1. Der zu erwartende
Gesamteffekt wire eine KCC2-Aktivierung sowie NKCCI1-Inhibierung mit konsekutiv niedrigem [CIT;.
Dariiber hinaus kann die direkte Dephosphorylierung und Inhibierung des GABAa-Rezeptors (GABAAR)
durch Cn helfen, iiber die Reduktion einwértsgerichteter Chloridstrome eine niedrige [Cl]; zu etablieren.
(B) Calcineurin-Inhibitoren (CNI) kehren den in (A) beschriecbenen Effekt um. Durch die verminderte
Inhibition der SPAK-Kinase und die verminderte Aktivierung von PP1 und PKC ergibt sich potenziell eine
KCC2-Inhibition und NKCC1-Aktivierung. Dies resultiert in einer hoheren [Cl]; und konterkariert den
Effekt der GABAs-Rezeptor-Aktivierung, da sich das Chloridumkehrpotenzial (E¢;) in Richtung weniger
negativer Werte verschiebt. (C, D) Potenziell zu erwartende Verdnderungen des Membranpotenzials V,
nach GABAerger Stimulation unter physiologischen Bedingungen (C) und unter Einfluss von Calcineurin-
Inhibitoren (D). Die Offnung des GABAa-Rezeptors fiihrt in Abhingigkeit von E¢; (gestrichelte Linie) zu
Hyperpolarisation oder Depolarisation.
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4.4 Modulation der CsA-Neurotoxizitit durch SPAK-Inhibition

Der letzte thematische Abschnitt dieser Arbeit evaluierte die Effekte einer genetischen SPAK-
Inhibition auf relevante KCC2- und NKCC1-Phosphorylierungsstellen. Im Western Blot von
Hirnlysaten SPAK-defizienter Méuse konnte im Vergleich zum WT eine verminderte
inhibitorische pT1007-KCC2-Phosphorylierung demonstriert werden, wéhrend Abundanz,
pT906- sowie pS940-Phosphorylierung des Transporters unverdndert waren. Dies bestitigt
Ergebnisse vorausgegangener Studien, dass SPAK pT1007-KCC2 direkt phosphoryliert, pT906-
KCC2 hingegen nicht. Auch das potenziell durch die Serin-/Threoninkinase SPAK
phosphorylierbare ~ S940-KCC2  war  unverdndert, was die Regulation dieser
Phosphorylierungsstelle durch andere Kinasen als SPAK, wie beispielsweise PKC, impliziert. Der
Nachweis einer reduzierten pT212/T217-NKCC1-Phosphorylierung ist ebenfalls im Einklang mit
der gut untersuchten SPAK-abhiangigen Regulation von NKCC1 und bestétigt die Effektivitét des
Knockouts. Auch wenn diese Versuchsreihe noch nicht unter Calcineurin-Inhibition durchgefiihrt
wurde, demonstriert sie den moglichen Benefit der SPAK-Inhibition fiir die neuronale CI-
Homoostase. Wenn die inhibitorische pT1007-KCC2-Phosphorylierung sowie die aktivierende
pT212/217-NKCC1-Phosphorylierung durch Disruption der SPAK-CCC-Interaktion reduziert
wird, dann sollte dies in einer Verminderung der neuronalen [Cl]; resultieren und in Konsequenz
die GABAerge Inhibition verstiarken. Zukiinftige Experimente konnten den protektiven Effekt der
SPAK-Defizienz durch CsA-Applikation in SPAK”" Miusen priifen. Hypothetisch sollten diese
Maiuse im Vergleich zum WT resistenter gegeniiber hyperexzitablen CsA-Effekten sein, was zum
Beispiel mittels Elektrophysiologie, Molekularbiologie und Verhaltensexperimenten untersucht
werden konnte.

Die neuroprotektive Wirkung genetischer und pharmakologischer SPAK-Inhibition auf die CsA-
induzierte Neurotoxizitdt wurde im Rahmen einer wissenschaftlichen Kooperation mit Aylin R.
Rodan von der University of Utah an einem Drosophila melanogaster Modell evaluiert. Die
Ergebnisse sind Teil des noch unverdffentlichten Manuskripts ,,Calcineurin facilitates KCC2
function by suppressing WNK-SPAK pathway to prevent neuronal hyperexcitability. (2020)*
(Zessin M et al., Publikation in Vorbereitung). Fiir eine Ubersicht zum WNK-Fray-KCC-
Signalweg in Drosophila, dem Ortholog des WNK-SPAK-CCC-Signalwegs, s. 1.6.

Als phénotypisches Mall der neuronalen Erregbarkeit fungierte in diesen Versuchen die
Bestimmung der sogenannten Bang sensitivity. Hierfiir wurden Fliegen in ein leeres Gefdl3
tiberfiihrt und fiir 10 s auf maximaler Stufe gevortext. In gesunden WT-Fliegen ist diese

mechanische Stimulation nicht suffizient, um einen epileptischen Anfall zu provozieren. Jegliche
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Reduktion der Krampfschwelle kann jedoch zu spontanen Anféllen fiihren, die als Periode der

Lahmung mit konsekutiver Hyperaktivitdt definiert sind (s. Abbildung 22).

0 uM CsA, Wildtyp 0 uM CsA, ket 50 uM CsA, kcch!

Abbildung 22: Bang sensitivity-Assay in Drosophila melanogaster

Screenshots aus Videosequenzen unmittelbar nach mechanischer Stimulation zeigen exemplarisch den
Effekt von 50 uM CsA-Applikation auf die neuronale Erregbarkeit von Wildtyp-Fliegen und Tragern der
hypomorphen kcc!-Mutation. WeiBe Pfeile markieren Fliegen mit Krampfanfall.

Initial zeigte sich eine signifikante, wenn auch verhidltnismadBig geringe Erhéhung der
Krampfanfallsquote in CsA-behandelten WT-Fliegen gegeniiber Vehikel-behandelten WT-
Fliegen. Dies kann darin begriindet sein, dass Drosophila einen partiellen KCC-Funktionsverlust
kompensieren konnen. Beispielsweise fiihrt die siRNA-vermittelte Reduktion der KCC-
Expression um 75 % nicht zur Verdnderung der basalen neuronalen Aktivitit im Drosophila-ZNS
(110). In der Folge wurde auch der genetisch modifizierte kcc”‘’-Stamm in die Experimente
eingeschlossen, der eine stark reduzierte KCC-Funktion mit inhdrent {ibererregbarem Phéanotyp
besitzt (111). Hiermit sollte die Hypothese gepriift werden, dass additive CsA-Effekte eine weitere
Verschlechterung des Phénotyps induzieren. Tatsdchlich fiihrte CsA zum einen zu einer
dosisabhingigen Steigerung der Bang sensitivity in kec¥!-Fliegen, zum anderen dekompensierten
einige Fliegen durch CsA-Gabe so sehr, dass sie bereits bei geringster mechanischer Stimulation
spontane Krampfanfille erlitten. Die neurotoxischen Effekte der Calcineurin-Inhibition konnten
somit auch in Drosophila reproduziert werden, was die Grundlage zur weiterfithrenden Evaluation
der SPAK-Inhibition darstellte.

Die pharmakologische SPAK-Inhibition mit dem in der Veterindrmedizin als Anthelminthikum
eingesetzten Medikament Closantel (145) zeigte hierbei einerseits neuroprotektive Effekte in der
Co-Administration mit CsA, induzierte gleichzeitig jedoch selbst eine erhohte Anfallsfrequenz in
Fliegen, die gar nicht mit CsA stimuliert wurden. Ursache hierfiir ist vermutlich die
vorbeschriebene inhdrente Neurotoxizitit von Closantel (146). Nichtsdestotrotz konnte ein

prinzipieller Benefit der SPAK-Inhibition auf die CsA-induzierte neuronale Ubererregbarkeit
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gezeigt werden. Dass eine spezifische SPAK-Inhibition keine neuronale Ubererregbarkeit
induziert, wurde im letzten Experiment dieser Versuchsreihe nachgewiesen. Durch Kreuzung von
heterozygoten Trigern einer Nullmutation des SPAK-Orthologs Fray mit hypomorphen
kecME/PHSI_Fliegen wurde ein Fliegenstamm generiert, der sowohl iiber eine stark reduzierte KCC-
als auch Fray-Funktion verfiigt. Eine CsA-Applikation produzierte in diesem Stamm keinen
Anstieg der Bang sensitivity. Somit wurde einerseits demonstriert, dass die CsA-induzierte
neuronale Ubererregbarkeit in Drosophila Fray-vermittelt ist und dass andererseits die gezielte
Hemmung der Fray-Funktion der Entwicklung neurotoxischer CsA-Effekte antagonisieren kann.
Im Gegensatz zur pharmakologischen Fray-Inhibition wurden keine negativen Effekte auf die
neuronale Erregbarkeit beobachtet. Ob die pharmakologische oder genetische SPAK-Inhibition
auch in Sdugetieren dhnliche neuroprotektive Eigenschaften besitzt, sollte in zukiinftigen Studien

evaluiert werden.

4.5 Methodische Limitationen

Jedes wissenschaftliche Experiment wird durch unterschiedliche Faktoren in seiner Aussagekraft
eingeschrinkt. Fiir die kritische Beurteilung der Ergebnisse dieser Dissertation wird an dieser
Stelle exemplarisch eine Ubersicht wichtiger methodischer Limitationen gegeben.

Durch intrazelluldre Ableitungen mit scharfen Mikroelektroden war es moglich, die Kinetik des
neuronalen CI-Transports per iontophoretischer Cl-Beladung aus KCl-gefiillten Elektroden zu
untersuchen. Ein Manko dieser Methodik ist jedoch die Perforation der Zellmembran durch die
Mikroelektrode mit potenziellen Implikationen fiir abgeleitete elektrische Potenziale. Wéhrend
grofle Perforationen zum vollstindigen Verlust des Membranpotenzials durch ungehinderte
Diffusion von Elektrolyten mit dem Extrazellulirraum fiihren und eine Messung unmoglich
machen, konnen kleine Perforationen Leckstrome um die Einstichstelle der Elektrode erzeugen
und die Messungen unbemerkt verfilschen. Dieser Faktor kann nur durch Verwendung einer
anderen Messmethode, beispielsweise dem sogenannten Gramicidin-perforated patch, reduziert
werden. Durch Addition des Ionophors Gramicidin zur Patch-Elektrodenlosung wird hierbei eine
selektive Permeabilitdt der intakten Zellmembran fiir monovalente Kationen im cell attached
Modus generiert, wodurch idealerweise die [Cl']; unverdndert bleibt. Diese Methode ist theoretisch
optimal zur Messung GABA-induzierter Potenzialverdnderungen, praktisch aber nicht trivial
umzusetzen. Die individuelle Effektivitit der Gramicidin-Wirkung schwankt zwischen
Experimenten und limitiert die Reproduzierbarkeit der Messungen. Bei guter Etablierung wére

diese Methode fiir zukiinftige Studien dennoch eine Aufwertung.
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Zentrale Limitation der molekularbiologischen Versuche und insbesondere der Co-IP-
Experimente ist die Spezifitit der verwendeten Antikorper. Ein idealer Antikorper miisste in der
Lage sein, nur ein einziges bekanntes Protein spezifisch zu binden, da selbst eine geringe
Kreuzreaktivitidt mit anderen Proteinen zu falsch positiven Resultaten fiihren kann. Dies konnte
im Fall der Co-IP mit der Durchfiihrung eines Pull-Down-Assays umgangen werden, bei dem die
Immobilisation eines Proteins an Beads nicht durch Antikorper, sondern genetisch eingebrachte
Tags wie beispielsweise das Poly-Histidin-7ag vermittelt wird. Da nur getaggte Proteine an die
Beads binden konnen, sind anschlieBend detektierte Protein-Protein-Interaktionen spezifischer als
die der Co-IP. Allerdings kann auch im Pull-Down-Assay nicht eindeutig beantwortet werden, ob
Interaktionen direkt oder indirekt liber weitere assoziierte Proteine vermittelt sind. Zudem stellt
das Einbringen eines 7Tags eine Verdnderung der Proteinprimirstruktur dar, wodurch
Bindungseigenschaften potenziell verdndert werden kdnnen. Bei einer weiterfiihrenden Evaluation
der WNK2-Scaffold-Funktion sollte trotzdem die Mdoglichkeit eines Pull-Down-Assays in
Betracht gezogen werden.

Auch die verwendeten Konzentrationen von CsA sind zu diskutieren. Wéhrend in den Versuchen
in vivo vorwiegend supratherapeutische CsA-Dosierungen von 25 mg/kg KG verwendet wurden,
um eine Akzentuierung der pathologischen Wirkung zu erzielen, konnten in zukiinftigen Arbeiten
die Effekte therapeutischer Dosierungen evaluiert werden. Die im chronischen
Behandlungsmodell bei 5 mg/kg KG CsA nachweisbare Reduktion der S940-KCC2-
Phosphorylierung suggeriert Effekte der Calcineurin-Inhibition auch im therapeutischen Bereich.
In vitro postulierte eine pharmakokinetische Studie eine Wirksamkeit von CsA bei ausgeschalteter
Blut-Hirn-Schranke bei Konzentrationen ab 0,2 uM (147). Die in dieser Dissertation verwendete
Konzentration lag mit 10 uM in einem Bereich {iber der hypothetischen Minimaldosis. Eine
Reproduktion der Versuche mit einer niedrigeren CsA-Dosis (z.B. 1,0 uM) wire wahrscheinlich
eher vergleichbar mit der CsA-Konzentration im ZNS von humanen Patienten und wiirde die

Ergebnisse dieser Arbeit hervorragend ergédnzen.
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4.6 Zusammenfassung und Ausblick

Die in dieser Dissertation vorgelegten Versuche beleuchten neue funktionelle Aspekte der
Calcineurin-vermittelten Regulation des KCC2-Transporters und etablieren einen molekularen
Pathomechanismus der Neurotoxizitdt von CsA. Durch seine Funktion als endogener Inhibitor der
WNK-SPAK-CCC-Kaskade  unterstiitzt = Calcineurin  die =~ KCC2-Aktivierung.  Die
pharmakologische Inhibition der Phosphatase resultiert dementsprechend in einer Aktivierung des
WNK-SPAK-CCC-Signalwegs mit konsekutiver Inhibierung des KCC2-Transporters und
ClI'-Akkumulation in kortikalen Pyramidenzellen. Durch SPAK-Inhibition koénnten die
neurotoxischen Effekte potenziell gemildert werden. Diese Thesen stiitzen sich auf die folgenden,
erstmalig beschriebenen Beobachtungen: 1) In kortikalen Pyramidenzellen bewirkt die CsA-
Applikation eine Erhéhung der [CI']i. Dies lésst sich auf eine verringerte ClI-Extrusionskapazitit
zuriickfiithren. 2) Calcineurin bildet mit SPAK, KCC2 und NKCC1 einen multimolekularen
Komplex um WNK2, wodurch sich direkte und indirekte Regulationsmoglichkeiten der [Cl];
durch die Ca?’-abhéngige Phosphatase ergeben. 3) Kurz- und langfristige CsA-Applikation fiihrt
im Gehirn der Wistar-Ratte zu einer Zunahme der aktivierenden SPAK-Phosphorylierung und der
SPAK-abhéngigen, inhibitorischen KCC2-Threonin-Phosphorylierung. Ein zweiter, vermutlich
durch Reduktion der PKC-Aktivitdt bedingter, Mechanismus reduziert zudem die aktivierende
KCC2-Serin-Phosphorylierung. 4) Diese posttranslationalen Modifikationen sind durch Inhibition
der B-Isoform von Calcineurin vermittelt, da sie durch CnAB-Knockout in Miusen reproduzierbar
sind. 5) Die genetische SPAK-Deletion reduziert die inhibitorische KCC2-
Threoninphosphorylierung, was eine KCC2-Aktivierung durch SPAK-Inhibition suggeriert.
Abbildung 21 zeigt das daraus abgeleitete Schema.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit ergeben sich Implikationen fiir eine potenzielle, zukiinftige
Pharmakotherapie neurologischer UAW unter CNI-Applikation. Hypothetisch konnte durch
Inhibition der SPAK-Kinase oder direkte Aktivierung des KCC2-Transporters der Cl-
Auswirtstransport in kortikalen Neuronen wiederhergestellt, eine physiologische niedrige [Cl];
restituiert und die zelluldre Erregbarkeit normalisiert werden. Da die Dysregulation der neuronalen
ClI'-Homoostase auch unabhdngig von der Calcineurin-Inhibition in der Pathogenese diverser
neurologischer Erkrankungen impliziert ist, wurden sowohl SPAK als auch KCC2 in
vorausgegangenen Studien bereits als potenzielle Ziele einer spezifischen Pharmakotherapie
evaluiert (101, 148).

Theoretisch besitzen direkte Aktivatoren des KCC2-Transporters das Potenzial, CNI-induzierte

neurotoxische Effekte zu antagonisieren und gleichzeitig eine neue Klasse antiepileptischer
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Medikamente zu begriinden. Jedoch konnten bisher trotz intensiver Forschungsbemiihungen keine
allosterischen KCC2-Aktivatoren synthetisiert werden. Lediglich auf das small molecule CLP257,
welches mutmaBlich iiber eine Verldngerung der Halbwertszeit von KCC2 in der Plasmamembran
zu einer verbesserten neuronalen Cl-Extrusion fiihrt (149), konnte in zukiinftigen Studien
zuriickgegriffen werden.

Die indirekte KCC2-Aktivierung durch Applikation von SPAK-Inhibitoren ist hingegen ein
vielversprechender Ansatz. Closantel besitzt analgetische Eigenschaften und ist in der Lage, die
neuronale [CI];i durch Restitution der KCC2-Aktivitdt zu senken (150). Im Einklang mit den
Ergebnissen der in dieser Dissertation diskutierten Drosophila-Experimente wird so der
prinzipielle Nutzen der pharmakologischen SPAK-Inhibition im Kontext einer fehlregulierten
neuronalen ClI'-Homoostase verdeutlicht. Ein grof3er Vorbehalt aus klinischer Sicht ist jedoch die
geringe therapeutische Breite von Closantel im Menschen. Fallberichte schildern schwerwiegende
toxische Effekte der akzidentellen Einnahme bis hin zur vollstindigen Erblindung innerhalb
weniger Tage (151). Die klinische Closantel-Applikation zur Therapie der CNI-Neurotoxizitét
erscheint somit unwahrscheinlich, wenngleich die Anwendbarkeit in Tierversuchen gegeben ist.
Langfristig gesehen stellt die Entwicklung eines spezifischeren SPAK-Inhibitors mit besserem
UAW-Profil eine mogliche therapeutische Option dar, von der mit CNI immunsupprimierte

Patienten profitieren kdnnten.
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