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Abstract (Deutsch)

In den Hauptzellen des Sammelrohres der Nieren (Inner medullary collecting duct IMCD-
Zellen) wird Aquaporin-2 (AQP2) unter Kontrolle des antidiuretischen Hormons
(Argininvasopressin, AVP) aus intrazellularen Vesikeln in die Zellmembran verlagert und
ermdglicht durch Wasserrickresorption aus dem Primarharn die Kontrolle der
Wasserhomoostase. AVP bindet hierfir an den AVP-Rezeptor Typ 2 (V2R) und initiiert
eine intrazellulare Signalkaskade, die Uber das Signalmolekul zyklisches
Adenosinmonophosphat (CAMP) zu einer Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) und
Phosphorylierung von AQP2 unter anderem am Serin-Rest 256 (S256) flhrt.

Daneben fiuhrt die Aktivierung der cAMP-Signalkaskade zu einer Aktivierung des
Transkriptionsfaktors CRE (cAMP responsive Element). Wahrend die AQP2
Umverteilung innerhalb von Sekunden eintritt, bendtigt der zweite Mechanismus Stunden
bevor er eine Wirkung entfaltet.

In dieser Arbeit kann erstmals sowohl in vitro als auch in vivo ein neuer mittelfristiger
Regulationsmechanismus von AQP2 nachgewiesen werden. Bereits 30 Minuten nach
Stimulation mit AVP bzw. Forskolin (FSK), einem Reagenz, das die cAMP-Konzentration
erhoht, konnte eine mehr als sechzigprozentige Erhéhung der AQP2-Proteinmenge
festgestellt werden.

Als Mechanismus konnte eine Hemmung des proteosomalen Abbaus identifiziert werden.
Die cAMP-vermittelte Aktivierung der PKA ist Teil der Signalkaskade, die zu dieser
Wirkung fihrt, jedoch geschieht dies nicht Gber eine Phosphorylierung an S256. Weder
eine Hemmung der Transkription noch eine Hemmung der Translation heben die Wirkung
von AVP und FSK auf. Da eine Hemmung des proteosomalen Abbaus zu einer
gleichartigen Vermehrung der Proteinmenge fuhrt, ist zu vermuten, dass AVP und FSK
Uber die Aktvierung der PKA zu einer Hemmung des proteosomalen Abbaus von AQP2
fuhren.

Krankheiten, die mit einer Fehlregulation der Wasserhomfostase in Form von
Ubermafligem Wasserverlust (Diabetes insipidus) oder tiberméaRiger Wasserretention wie
bei fortgeschrittener Herzinsuffizienz, Leberzirrhose oder dem Syndrom der inadaquaten
ADH Sekretion (SIADH) einhergehen, sind nach wie vor eine klinische Herausforderung
aufgrund limitierter pharmakologischer Wirkstoffe. Die Erkenntnisse dieser Arbeit
konnten in Zukunft die Entwicklung spezifischer Therapeutika ermdéglichen, die gezielt in
den AQP2-Stoffwechsel eingreifen.



Abstract (English)

In the inner medullary collecting duct (IMCD) cells of the kidney, aquaporin-2 (AQP2)
translocates from intracellular vesicles to the apical plasma membrane following
hormonal stimulation by arginine-vasopressin (AVP). The membrane insertion facilitates
water resorption from tubular fluid (primary urine) and fine-tunes body water homeostasis.
AVP binds to the vasopressin type 2 receptors (V2R), initiating an intracellular signaling
pathway in which the activation of protein kinase A (PKA) by cyclic adenosine
monophosphate (CAMP) leads to the phosphorylation of AQP2, e.g., an increase in

serine-256 phosphorylation.

In addition, AVP causes activation of the transcription factor CRE (CAMP responsive
element) and increased transcription of the AQP2-encoding gene. While AQP2 transport

takes place in seconds, the activation of CRE and transcription takes several hours.

Using in vitro and in vivo models, the present study shows the presence of a third,
previously undescribed, mechanism of AQP2 regulation. An increase in cAMP
concentration in IMCD cells following stimulation by AVP or Forskolin (FSK), a direct
activator of adenylyl cyclases, led to an increase in AQP2 protein abundance by more

than 60 percent within 30 minutes.

As a mechanism explaining this observation, the inhibition of proteosomal degradation of
AQP2 was identified. The inhibition occurs as a result of AVP-mediated activation of PKA
and consequent inhibition of the proteasomal degradation of AQP2. The mechanism is
independent of phosphorylation of AQP2 at S256 and of translation and transcription of
the AQP2 gene.

Diseases resulting from inadequate water homeostasis leading to either excessive water
excretion (diabetes insipidus) or excessive water retention (end-stage congestive heart
failure, liver cirrhosis or SIADH (Syndrome of inappropriate antidiuretic hormone))
continue to present many clinical challenges due to a lack of pharmacological treatment
options. The findings of this study could aid the development of pharmacological
strategies for the treatment of water balance disorders by targeting the metabolism of
AQP2.



1 Einleitung

Die Motivation zur Erstellung dieser Arbeit war die Beobachtung, dass im Rahmen
anderer Versuchsreihen eine Stimulation von Sammelrohrzellen aus dem Nierenmark
(Inner medullary collecting duct IMCD) von Ratten mit Arginin-Vasopressin (AVP) bereits
nach einem kurzen Zeitintervall von etwa 30 Minuten zu einer signifikanten Erhéhung der
Proteinmenge des Wasserkanals Aquaporin 2 (AQP2) flhrte.

Bis zum Zeitpunkt der Versuchsreihe (2007-2009), die dieser Arbeit zugrunde liegt, war
eine Erhohung in diesem Zeitintervall nicht beschrieben und ein etwaiger Mechanismus
unklar. Es bestand somit auch die Méglichkeit, dass es sich um ein Artefakt handeln
konnte.

Gegenstand dieser Arbeit war zu Uberprufen, ob die Beobachtung reproduzierbar ist und
ob ein moglicher Mechanismus gefunden werden kann, der fiur die

Proteinmengenerhdhung urséchlich ist.

1.1 Die Nieren

Die Nieren gehdren zu den vielseitigsten Organen unseres Korpers. Primar dienen sie
der Ausscheidung von Stoffwechselendprodukten und Fremdstoffen Uber den Urin,
haben dartiber hinaus aber eine Vielzahl weiterer Funktionen, die tief in die Regulation
weiterer Organsysteme eingreifen. Neben hormonellen und metabolischen Aufgaben
sind sie vor allem fir die Homdostase und Regulation des Saure-/Base-, des Elektrolyt-
und des Wasserhaushaltes zusténdig. In den Nieren befinden sich Nierenkdrperchen
(Glomeruli), die fur die Filtrierung des Bluts zum Primarharn verantwortlich sind und
Tubulussysteme, die sich an die Glomeruli anschlie3en und deren Aufgabe Resorptions-
und Sekretionsprozesse sind. Eine funktionelle Einheit bestehend aus Nierenkorperchen
und anschlieBendem Tubulussystem wird als Nephron bezeichnet. Auch wenn das
Sammelrohr embryologisch nicht zum Nephron gehort, wird es in der Physiologie
funktionell als dazugehorig betrachtet, so dass es in dieser Arbeit der Einfachheit halber

dazu gerechnet wird. Pro Niere gibt es etwa eine Million Nephrone (1).

1.2 Regulation der Hom¢6ostase in den Nieren

Die Nieren sind aufRerordentlich stark durchblutet. Ca. 20% des Herzminutenvolumens

flieBen in Ruhe durch die Nieren. Dies entspricht ca. 1l/min, so dass man bei einem



durchschnittlichen Hamatokrit von 0,4 von einem renalen Plasmafluss von 600 ml/min
ausgehen kann. Hiervon werden wiederum ca. 20% in den Glomeruli abfiltriert. Somit
entspricht die glomerulare Filtrationsrate 120 ml/min. Innerhalb von 24 Stunden werden
So Uber 170 Liter Primarharn gebildet.

Aus diesem Primarharn resorbiert die Niere alle notwendigen kleinmolekularen Stoffe und
Wasser mit spezialisierten Kandlen zuriick. Die treibende Kraft fir die meisten
Transportprozesse an den Zellmembranen der Kanalproteine ist der aktive Transport von
Natrium und ein daraus entstehendes osmotisches und elektrostatisches Gefalle.

Die an den basolateralen Zellmembranen der Nierenepithelzellen gelegene Na*-K*-
ATPase tauscht unter Energieverbrauch intrazellulares Natrium gegen extrazellulares
Kalium aus, so dass uber der Zellmembran ein Natriumgradient sowie ein elektrischer
Gradient entsteht. Dadurch kdénnen Natrium-lonen durch spezialisierte Kanale ohne
Energieverbrauch aus dem Priméarharn in die Epithelzellen einstromen (2). Co-
Transporter, die neben Natrium noch andere Stoffe transportieren, nutzen den
Natriumgradienten, um Bestandteile des Primarharns, wie zum Beispiel Aminoséuren
oder Glucose, gegen einen Konzentrationsgradienten in die Zelle zu pumpen. In den
wasserpermeablen Anteilen des Tubulussystems diffundiert Wasser teils trans-, teils
paravasal mit dem resorbierten Natrium, einem lokal begrenzten osmotischen Gradienten
folgend (3).

Der durch die Glomeruli filtrierte und im Kapselraum der Bowmanschen Kapsel
befindliche Primérharn fliel3t von dort in den gewundenen Anteil des proximalen Tubulus
(proximales Konvolut). Etwa 70% des Natriums und des Wassers aus dem Priméarharn
werden in diesem Anteil des Tubulussystems resorbiert.

Der folgende Teil des Tubulussystems, die Henle-Schleife, besteht aus einem
wasserpermeablen, absteigenden Teil und einem aufsteigenden Teil, der
wasserimpermeabel ist. Hier werden im Gegenstromprinzip der Harn und das Interstitium
zunehmend konzentriert. Durch aktiven Natrium-Transport im aufsteigenden Anteil der
Henle-Schleife steigt die Osmolaritat des zwischen den Tubuli gelegenen Interstitiums,
was wiederum eine passive Diffusion des Wassers aus dem Primarharn im absteigenden
Teil der Henle-Schleife erméglicht. Hierdurch werden im absteigenden Teil der Henle-
Schleife weitere 10% FlUssigkeit des Primarharns resorbiert. Der bei all diesen
Prozessen wichtigste Wasserkanal ist AQP1, der sowohl an der apikalen als auch an der
basolateralen Zellmembran der Epithelzellen des absteigenden Teils der Henle-Schleife

konstitutiv exprimiert wird (4,5).



Die Konzentrationsfahigkeit der Niere ist enorm: so kann der Urin - in Situationen
systemischen Wasseriiberschusses — bis auf ein Sechstel der Osmolalitat des Blutes
verdunnt werden (50 mosmol/kg H20 anstelle von 300 mosmol/kg H20) und in
Situationen systemischen Wassermangels auf die vier- bis funffache Konzentration des
Blutes (1200-1400 mosmol/kg H20 anstelle von 300 mosmol/kg H20) konzentriert werden
(3).

Der osmotische Gradient dient auch im distalen Konvolut und vor allem im Sammelrohr,
in dem unter hormoneller Kontrolle die letzten 15-20% des urspriinglichen Volumens des
Primarharns in den Blutkreislauf zurickgefihrt werden, als treibende Kraft fur den
Wassereinstrom. Hier erfolgt die entscheidende Feinjustierung der Wasserhoméostase.
Der Wasserkanal, der im Sammelrohr unter hormoneller Kontrolle den Wassereinstrom
durch die wasserimpermeable Zellmembran ermdglicht, ist AQP2 (6).

Am Ende dieses Tubulussystems hat der Korper ca. 99% des urspringlichen
Flissigkeitsvolumens resorbiert, so dass die endgultige Harnausscheidung nur bei ca.
1,5-2 Liter/Tag liegt (7).

Eine krankhafte Funktions- und Regulationsstorung der Wasser-Rickresorption im
Sammelrohr kann einerseits zu Zustanden des systemischen Wasserverlustes (renaler
bzw. zentraler Diabetes insipidus, Schwangerschaftsdiabetes insipidus, dipsogener
Diabetes insipidus, oder erworbener Diabetes insipidus z.B. als Nebenwirkung einer
Lithium-Therapie) fuhren, andererseits zu Zustdnden unkontrollierter Wasser-
Ruckresorption, wie zum Beispiel im Rahmen einer fortgeschrittenen Herzinsuffizienz,

Leberzirrhose oder des Syndroms der inadaquaten ADH-Sekretion (SIADH) (8).

1.3 Aquaporine

Aquaporine (AQP) sind eine Familie von Kanalproteinen, die seit ihrer Erstbeschreibung
im Jahre 1992 viel zu unserem Verstandnis der Physiologie der Wasserhomdostase
beigetragen haben (9). Ihre wesentliche Funktion besteht im selektiven Transport von
Wassermolekillen durch die sonst wasserundurchlassige Zellmembran. Sie sind
hochgradig selektiv fir H20, so dass sie sogar Hydronium-lonen (HzO*) abstof3en. In ihrer
Struktur und Aminosauresequenz ahneln sich alle Aquaporine. Sie besitzen sechs a-
Helices, welche die Membran durchspannen und zwei kurze Helices, die sich in der Mitte

der Zellmembran treffen. C- und N-Terminus liegen intrazellular. Als Funktionseinheit in



der Zelle dienen Homotetramere eines Typs. Pro Aquaporinkanal kénnen 3*10° Molekiile

H20 pro Sekunde die Zellmembran passieren (10-12).

Extracellular

Intracellular

Abbildung 1.1 B&ndermodell der Struktur eines AQP1 (Sagittalschnitt).

Der N-Terminus ist blau und der Carboxy-Terminus rot dargestellt. Sechs membran-
durchspannende a-Helices umgeben zwei kurze Helices, die sich in der Zellmembran treffen
(cyan und orange). Der weil3e Pfeil zeigt den Wasserkanal an (10).

Die hohe Selektivitat der Aquaporine fur Wassermolekule ist zum einen in der geringen
GroRe der Kanalpore von 2,8 Angstrom, was etwa der GroRe eines Wassermolekiils
entspricht, und zum anderen in einer lonenblockade begriindet. Der geringe
Durchmesser der Pore verhindert, dass Molekule, die groRer als Wassermolektile sind,
Uberhaupt in den Kanal eindringen kénnen. Die lonenblockade vermeidet mithilfe eines
in allen Aquaporinen konservierten, positiv geladenen Arginins-195 an der Engstelle,
dass kleine Kationen in die Zelle eindringen kénnen. Die wichtigsten Kationen, deren

Eintritt in die Zelle es zu verhindern gilt, sind Protonen, da das transmembranare

6



Protonenkonzentrationsgefalle als elektrostatische Triebkraft fir den Transport anderer
lonen in vorangeschalteten Nephronabschnitten dient und der Saure-Base-Stoffwechsel
der Niere ganz wesentlich von der Undurchlassigkeit fur Protonen abh&angt. Den
Schlisselmechanismus zur Protonenblockade bilden die beiden in die Zellmembran
reichenden kurzen Helices. Sie formen einen starken Dipol, der zur Rotation der
Wassermolekile fuhrt. Durch diese Rotation wird verhindert, dass Protonen Uber die
Wasserstoffbriickenbindungen der Wasserstoffatome untereinander in die Zelle geleitet
werden (10).

Ungefahr die Halfte der Aquaporintypen sind neben Wasser fiir kleine, ungeladene
Molekile wie Glyercol oder Harnstoff durchlassig, so dass hier eine Unterscheidung in
multifunktionelle Porine oder Aquaglyceroporine erfolgt.

Der Unterschied zwischen selektiven Aquaporinen und multifunktionellen Porinen liegt in
der Aminosaure an Stelle 180. In Aquaporinen findet sich an dieser Stelle ein Histidin und
in Aquaglyceroporinen ein Glycin, so dass die engste Stelle in Aquaglyceroporinen etwa

1 A weiter ist als in Aquaporinen (10,13,14).

Bei Saugetieren sind bisher 13 (unterschiedliche) Aquaporintypen beschrieben — AQP 0-
12. Die Aquaporine befinden sich in allen Zellen, in denen Wasseraustausch stattfinden
muss. Dazu gehéren unter anderem Driisen-, Darmmukosa- und Nierentubuluszellen,
aber auch Erythrozyten, Gehirn- und Sinnesorganzellen, Kardiomyozyten und
Lungenepithelzellen (15,16).

Entlang des Nephrons werden neun Aquaporine (AQP 1-8 und AQP 11) exprimiert, wobei
die unterschiedlichen Typen unterschiedliche Lokalisationen und Funktionen aufweisen.
Eine wesentliche Rolle bei der Wasserrtickresorption spielen AQP 1-4 (Tab. 1.1). AQP 1
wird im proximalen Tubulus und dem absteigenden Teil der Henle-Schleife an den
apikalen Zellmembranen exprimiert und ist dort fir 80-90% der Wasserrtickresorption

(aus dem Primarharn) verantwortlich (17).

In den Hauptzellen des Sammelrohres befinden sich die Aquaporine 2, 3 und 4.
Aquaporine 3 und 4 kommen in der basolateralen Zellmembran vor und werden, so wie
die meisten anderen Aquaporine auch, konstant exprimiert. Eine hormonelle Kontrolle
der beiden Wasserkandle durch AVP scheint keine klinische Bedeutung zu haben. Die

AQP3 Expression wird zwar durch AVP reguliert, jedoch hat eine funktionshemmende



Mutation in AQP3 keine krankhafte Auswirkung (18-20). AQP4 wird nicht durch AVP
reguliert (7).

AQP?2 ist das Hauptziel der hormonellen Kontrolle durch AVP (s. Kapitel 1.4.3). So wird
sowohl die Expression als auch die Verlagerung aus intrazellularen Vesikeln in die
Membran reguliert. Durch diese Translokation (vornehmlich in die apikale Zellmembran)
wird die Zelle wasserpermeabel. So kann Wasser aus dem hypertonen Lumen des
Sammelrohres entlang eines osmotischen Gradienten, der tUber das Tubulussystem
aufgebaut wird, Uber die Zelle ins Blut riickresorbiert werden. Durch eine Regulation der
Menge an AQP2 in der apikalen Zellmembran hat der Kérper so die Méglichkeit das

Niveau der Wasserriickresorption zu steuern (21,22).

Als Teil eines komplexen Regulationsmechanismus ist AQP2 somit anfallig far
Stoérungen, die sowohl auf Ebene der Hormonproduktion und -sekretion als auch auf
Ebene der zellularen Antwort auf den hormonellen Reiz liegen kdnnen.

In Tierstudien konnte nachgewiesen werden, dass in den meisten Krankheiten, die mit
einer Fehlregulation der Wasserhomd@ostase einhergehen, Veranderungen der AQP2-
Menge gegeniber Problemen mit dem Transport des Proteins tUberwiegen (7). Umso
relevanter ist es, die einzelnen Schritte der hormonellen Regulation und der
intrazellularen Signalkaskade genau zu verstehen und insbesondere alle Faktoren zu
identifizieren, die Auswirkungen auf die Proteinmenge von AQP2 haben. In diesem Punkt
liegen die Bedeutung und Relevanz dieser Arbeit.

Mit diesem Wissen kdnnen Strategien entwickelt werden, um durch ein dezidiertes
pharmakologisches Eingreifen in den Regulationsmechanismus von AQP2 und dessen
Proteinmenge etwaige Storungen gezielt zu beheben und die unter 1.9 dargestellten
klinischen Bilder erfolgreicher zu behandeiln.

Tabelle 1.1 Ubersicht der in der Niere vorkommenden Aquaporine

Name Klasse Synonym  Nierenabschnitt Subzellulare Lokalisation auRerhalb  Funktion Symptome in
Verteilung der Niere Knock-out
Mausen
AQP 1 | AQP-CHIP  PT, AbTHS Apikale und Gehirn, Erythrozyten, Wasserriick- Reduziertes
CHIP-28 basolaterale Auge, Herz, Lunge, resorption aus Schmerzem-
Zellmembran Pankreas, Priméarharn, pfinden,
Skelettmuskel, Vagina Angiogenese, Polyurie

Zellwanderung




AQP 2 | AQP-CD HZSR Intrazellulare Ohr, Nebenhoden, Hormonell- Polyurie,
WCH-CH Vesikel, Vagina gesteuerte Gedeih-
Apikale und Wasserriick- stérungen
basolaterale resorption aus
Zellmembran dem Priméarharn
AQP 3 Il GLIP HZSR Basolaterale Erythrozyten, Auge, Wasseraustritt Gestorte
Zellmembran Kolon, Konjunktiven, aus den HZSR, Wundheilung,
Lunge, Haut, Vagina Regulation des reduzierte Haut-
Glycerolgehalts befeuchtung,
der Epidermis Polyurie
AQP 4 | MIWC HZSR Basolaterale Gehirn, Auge, Lunge, Wasseraustritt Seh-, Hor- und
WCH4 Zellmembran Muskel, Netzhaut, Haut,  aus den HZSR, Riechstorungen,
Magen Regulation des Polyurie
Wasserflusses
im ZNS

Klasse I: klassische Aquaporine, Klasse II: Multifunktionale Aquaporine, PT: proximaler
Tubulus, AbTHS: absteigender Teil der Henle-Schleife, HZSR: Hauptzellen des Sammelrohrs
modifiziert nach (22).

1.4 Regulation von AQP2

Das wesentliche Ziel der hormonellen und nicht-hormonellen Regulation von AQP2 ist
die Feinjustierung des Flussigkeitshaushaltes, um dem Korper die Mdglichkeit zu geben,
schnell auf Veranderungen in der Wasserhomoostase zu reagieren. Ausloser hierfur
kobnnen Umwelteinflisse, wie veranderte Temperaturen oder Luftfeuchtigkeit,
physiologische Faktoren, wie wechselnde Nahrungs- und Flussigkeitszufuhr oder
vermehrtes  Schwitzen  sein, aber auch pathologische Zustande, wie
gastroenterologische, renale, kardiovaskulare oder Infektionskrankheiten.

Fur die Mobilisierung von AQP2 ist AVP verantwortlich, Inhibitoren des AQP2-Systems
sind vor allem Dopamin, ATP und Prostaglandin E2. Zudem gibt es nicht-hormonelle

Einflusse (23).

1.4.1 Nicht-hormonelle Einflisse

AQP2 wird durch interstitielle Osmolalitéat reguliert. Brattleboro-Ratten haben eine
Mutation im AVP-Gen, die zum Funktionsverlust des Hormons fiihrt (24). Wenn diese
Ratten dursten und sich ihre Blutosmolalitat erhdht, schaffen sie es, ihren Urin trotz des

Mangels an AVP zu konzentrieren (25,26).



Fur diesen Effekt kénnte das tonicity-responsive enhancer-binding protein (TonEBP)
verantwortlich sein, da es im Zustand erhdhter Osmolalitéat zur gesteigerten Expression
kommt (27). Mutationen im zum TonEBP geho6renden tonicity-responsive element im
AQP2 Promoter fuhrten zu einer verringerten AQP2 Expression und Mause ohne
TonEBP zeigten eine Abnahme der AQP2-Menge (28,29).

1.4.2 Hormonelle Einflisse

Die Aktivierung von AQP2 erfolgt durch AVP und ist der wesentliche Schritt in der
Regulation der Wasserhomdostase. Die Signalkaskade und deren Auswirkungen werden
in den folgenden Kapiteln beschrieben.

Auch wenn APV das Hormon mit dem grof3ten Einfluss auf die Lokalisation von AQP2 ist,
hat die Forschung der letzten Jahre ergeben, dass vermutlich zahlreiche weitere
Hormone die AQP2-Aktivitat steuern:

Das RAAS-System via Angiotensin Il (ATII) und dessen AT Il Typ 1-Rezeptor scheint
die Wasserresorption steigern zu kénnen. Mause mit einem sammelrohr-spezifischen
ATIl Typ-la Rezeptor Mangel konnten den Primérharn nicht im gewohnten Male
aufkonzentrieren. Die Hauptwirkung von ATII scheint dabei in einer Induktion der AQP2-
Expression zu liegen und weniger in einer Steuerung des intrazellularen AQP2-
Transportes (30).

Auch fir Insulin wurde gezeigt, dass es Uuber die Aktivierung einer zyklischen
Adenosinmonophosphat- (cCAMP-) abhéngigen Signalkaskade die Transkription von
AQP2 steigert (31).

Oxytocin ist AVP strukturell sehr &hnlich. Nur zwei der Aminosauren unterscheiden sich
in diesen jeweils aus neun Aminosauren bestehenden Hormonen (32). In vitro kam es in
IMCD-Zellen von Brattleboro-Ratten nach Stimulation mit Oxytocin zu einer Verlagerung
von AQP2 in die Zellmembran und zu einer Induktion der Expression von AQP2. Diese
Wirkung, wenn auch insgesamt deutlich abgeschwéacht im Vergleich zu AVP, scheint
Oxytocin Uber den Vasopressin-2-Rezeptor (s.u.) zu vermitteln (33). Auch wenn die
Datenlage hierzu widerspruchlich ist, scheint Oxytocin auch in vivo als antidiuretisches
Hormon zu wirken (34).

Prostaglandin Ez inhibiert durch Stimulation von EP1- und EP3-Rezeptoren die Bildung
von cAMP, so dass AQP2 von der Zellmembran zuriicktransportiert wird und die unter

1.5.3 beschriebenen Veranderungen des Zytoskeletts eintreten (35,36).
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Die Aktivierung des Al Rezeptors durch Adenosin hemmt Wasserriickresorption im
Sammelrohr (37), genauso wie die Aktivierung des P2Y2-Rezeptors durch ATP, indem
hierdurch jeweils die AVP-Signalkaskade alteriert wird und PGE2-Produktion erhdht wird
(38).

ATP wirkt zusatzlich, genauso wie Dopamin, auf die intrazellulare Lokalisation von
AQP2, indem es dessen Endozytose und lysosomalen Abbau férdert (39).

Bradykinin (BK) kann Uber BK2-Rezeptoren, die im Sammelrohr lokalisiert sind, den
Transport von AQP2 hemmen (40).

Noch nicht zweifelsfrei bewiesen ist die Bedeutung von Stickstoffmonoxid (NO). Zum
einen hangt dessen Wirkung davon ab, Gber welchen Weg das Signal weitergeleitet wird,
zum anderen sind die Ergebnisse hier teils widersprichlich. Fungiert zyklisches
Guanosinmonophosphat (cGMP) als Signalmolekiil, so scheint durch Eingriff in den AVP-
Signalweg eine Hemmung des AQP2-Transports im Vordergrund zu stehen (41), kommt
es zu einer Erhéhung des cAMP durch NO, erhoht sich die Menge von AQP2 in der
Zellmembran (42).

Schlie8lich wurde fur Endothelin-1 im Mausmodell beobachtet, dass es durch
Aktivierung des Endothelin-B-Rezeptors zu einer Hemmung der AVP-vermittelten

Wasserrickresorption kommt (43).

1.4.3 Die AVP-Signal-Kaskade

Das Hormon Arginin-Vasopressin (AVP), auch unter dem Namen antidiuretisches
Hormon (ADH) bekannt, ist das bedeutendste Hormon fur die Regulation von AQP2. Es
wird in den Nuclei supraopticus und paraventricularis des Hypothalamus synthetisiert und
Uber Axone in den Hypophysenhinterlappen (Neurohypophyse) transportiert. Ein Anstieg
der Blutosmolaritat oder ein Abfall des Blutdrucks wird in Osmorezeptoren bzw.
Barorezeptoren des Hypothalamus detektiert. Hierdurch kommt es zur Ausbildung von
Aktionspotentialen, die zu den Axonterminalen der hypothalamischen Ganglienzellen
weitergeleitet werden und dort zu einer Freisetzung von AVP fihren mit dem Ziel die

Wasserriickresorption in der Niere zu erhdhen (3,44,45).

AVP bindet in der Niere an den Vasopressin-2-Rezeptor (V2R), der Uberwiegend
basolateral in den Hauptzellen des Sammelrohres exprimiert wird (46). Aul3erdem kann
AVP an zwei weitere Vasopressin-Rezeptorsubtypen ViaR und VbR binden, und wirkt
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dort vasokonstriktiv, thrombozytenaggregierend und ACTH-sekretionssteigernd. Diese
Wirkungen entfaltet AVP aulRerhalb des Sammelrohres (47,48).

Beim V2R handelt sich um einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor, der aus 7
transmembranaren Domanen besteht, die Uber je 3 extra- und intrazellulare Schleifen
verbunden sind. Der V2R aktiviert Uber das stimulierende G-Protein Gs die
Adenylylzyklasen 3, 5 und 6 (AC 3, 5 und 6). Hierbei handelt es sich um
membranstandige Enzyme, die aus Adenosintriphosphat (ATP) zyklisches
Adenosinmonophosphat (cCAMP) herstellen. cAMP dient als intrazellulares
Signalmolekdl. Eines der Zielmolekile von cAMP ist die Proteinkinase A (PKA). Folge
der Bindung von cAMP an die PKA ist eine Konfigurationsanderung, nach der sich aus
dem Enzym, das aus einem Dimer aus regulatorischen Untereinheiten (Rla, RIB, Rlla
oder RIIB) und zwei katalytischen Untereinheiten (Ca, CB, Cy oder PrKX) besteht, die
katalytischen Untereinheiten l16sen. Diese katalytischen Untereinheiten kbnnen nun unter
ATP-Verbrauch nahegelegene Substrate phosphorylieren und somit weitere Prozesse
starten. So verandert sich durch Konzentrationsénderungen des cAMP die Aktivitat der
PKA (49,50).

Nach Ausbleiben der AVP-Rezeptorstimulation sinkt durch Einfluss von
Phosphodiesterasen, z.B. der Phosphodiesterase 4D (PDE4D), die cAMP-Konzentration.
Diese flhrt zur Terminierung der Signalkaskade (51). Der V2R wird nach AVP-Stimulation
erstens ubiquitiniert, internalisiert und dem Proteasom zugefihrt (s.u.), zweitens
lysosomal abgebaut und drittens durch membranstéandige Metalloproteinasen gespalten
(52-54).
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Abbildung 1.2 Die AVP-Signalkaskade

1. Eine Aktivierung des Vasopressin-2-Rezeptors (V2R) durch Argininvasopressin (AVP)
fuhrt zur Stimulation der Adenylylzyklasen (AC) 3, 5 und 6 via ein stimulierendes G-
Protein (Gs). Die AC katalysiert die Umwandlung von Adenosintriphosphat (ATP) in
zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP). cAMP wiederum bindet an die
Proteinkinase A (PKA), was zu einer Dissoziation der katalytischen Untereinheiten (Ca
und CB) von den dimerisierten regulatorischen Untereinheiten (Rla oder RIB) flhrt. Die
katalytischen Untereinheiten kdnnen nun unter ATP-Verbrauch Substrate
phosphorylieren.

2. Die Phosphodiesterase PDE4D baut cAMP zu AMP ab und beendet so die
Signaltransduktion.

1.5 Intrazellularer Transport von AQP2

In den Hauptzellen des Sammelrohrs der Nieren besteht ein Gleichgewicht zwischen
Endo- und Exozytose von AQP2 in die Zellmembran (s.u.).

Nach hormoneller Stimulation durch AVP kommt es zu einer Anderung des
Phosphorylierungszustandes der Serin-Reste S256, S261, S264 und S269 des AQP2,
deren Auswirkungen in der Folge genauer dargestellt werden. Das Gleichgewicht
zwischen Exo- und Endozytose verschiebt sich zur Exozytose-ahnlichen Umverteilung
und die Menge von AQP2 in der apikalen Zellmembran erhodht sich. In dem Mal3e steigt
die osmotische Wasserpermeabilitat der apikalen Zellmembran und der Netto-

Wassereinstrom nimmt zu (55).
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An diesem Prozess ist eine Vielzahl unterschiedlicher Faktoren und nachgeschaltete
Prozesse beteiligt, von denen die fir meine Fragestellung Wesentlichen im Folgenden

genauer erlautert werden.

1.5.1 Vesikulare Speicherung

AQP2 wird in supranuklearen Vesikeln gespeichert, die neben vielen anderen Proteinen
auch Rabl11 exprimieren, so dass AQP2 vorwiegend in den subapikalen Rab11-positiven
Zell-Kompartimenten nachzuweisen ist. Uber Rabl1-FIP2 interagieren die AQP2-
tragenden Vesikel mit Myosin Vb (56). Eine der wesentlichen Funktionen von Myosin Vb
ist die subzellulare Verteilung von Recycling-Endosomen, indem es die Verbindung der
Endosomen zu Aktin (s.u.) herstellt (57). Diese Beobachtungen legen den Schluss nahe,
dass AQP2 weder im endoplasmatischen Retikulum, Golgi-Apparat, noch im trans-Golgi

Netzwerk oder Lysosom zu finden ist (58).

Auf den AQP2 exprimierenden Vesikeln lassen sich weiterhin sogenannte vesicle-
associated membrane proteins (VAMPS), konkret VAMP2 und VAMP3 nachweisen. Wie
in der von Jahn und Scheller 2006 dargestellten SNARE (soluble N-ethylmaleimide-factor
attachment protein target receptor)-Hypothese bilden die VAMPs (oder Synaptobrevine)
den vesikularen Anteil eines Mechanismus, der die Fusion von Vesikeln mit der
Zellmembran vermitteln — den SNARE-Komplex. SNARE-Proteine sind unter anderem
Syntaxin und synaptosome-associated proteins (SNAPs). Eine Interaktion der
vesikularen SNARE-Proteine (v-SNARE bzw. R-SNARE) und der membrandsen
SNARE-Proteine (t-SNARE bzw. Q-SNARE) fuhrt zur Bildung des SNARE-Komplexes
und der Fusion der Vesikel mit der Zellmembran (59).

Munc18 scheint diese Interaktion zu steuern. Hierbei handelt es sich um ein Protein, das
Syntaxin in einer bindungsunféahigen Konfiguration halt. Lost sich diese Bindung
zwischen Syntaxin und Munc18, kann Syntaxin mit den anderen SNARE-Proteinen
interagieren und die Fusion vermitteln (60). Im Stoffwechsel von AQP2 handelt es sich
bei den R-SNARE um VAMP2 und VAMP3 und bei den Q-SNARE um Syntaxin 3 und
SNAP23. Die negative Regulation erfolgt durch Muncl18b. Ein Funktionsverlust von
VAMP2, VAMP3, Syntaxin und SNAP23 fuhrt jeweils zu einer deutlichen Abnahme von
AQP2 in der Zellmembran der Zellen. Dieser Effekt konnte auch durch eine Stimulation
der Zellen mit Forskolin (FSK — s. Kapitel 3) nicht umgekehrt werden. Wird wiederum
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Munc18b ausgeschaltet, kann eine deutliche Zunahme von AQP2 in der Zellmembran
beobachtet werden (61).

1.5.2 Kompartimentalisierung durch Ankerproteine

Wie zuvor erwahnt wird die Funktion der PKA durch die Konzentration von cAMP
gesteuert. Auch wenn eine basale Aktivitdt von nicht-dissoziierten Proteinkinasen A
beschrieben ist (62,63), kommt es nach Trennung der katalytischen von den
regulatorischen Untereinheiten zu einer wesentlichen Aktivitatszunahme (64). Damit die
folgende Phosphorylisierungsaktivitat der katalytischen Untereinheiten zielgerichtet
ablauft und bereits geringe cAMP-Konzentrationsveranderung die gewinschte Wirkung
erzielen, muss eine raumliche N&ahe zwischen der PKA und dem Zielsubstrat bestehen.

Diese direkte raumliche Nahe wird durch Proteinkinase A-Ankerproteine (A-kinase
anchoring proteins; AKAP) sichergestellt. AKAPs sind Proteine, die darauf spezialisiert
sind, die Interaktion zwischen PKAs und ihren Substraten zu vermitteln. Hierflr besitzen
AKAPs eine Region, die sie mit der PKA verbindet. Abgesehen von dieser R-Bindungs-
Domane (RBD), die die N-terminale Dimerisierung/Docking Doméane an der
regulatorischen Untereinheit der PKA bindet und in allen AKAPs konserviert ist, handelt
es sich um eine sehr heterogene Gruppe mit mehr als 50, strukturell unterschiedlichen
Mitgliedern. Je nach Lokalisation und Aufgabe besitzen sie variable Regionen fir die
Interaktion mit anderen Signalproteinen wie ACs, PDEs, Phosphatasen, Substrate der
Kinasen, andere Kinasen und Ankerdomanen, mit denen sie mit einem zellularen
Kompartiment verbunden sind (65,66).

Fir die Regulation von AQP2 spielt das AKAP18d eine wesentliche Rolle, das auf
denselben intrazellularen Vesikeln nachgewiesen werden konnte wie AQP2 (67).
AKAP186 bindet neben der PKA die PDE4D3, die durch Hydrolyse des cAMP lokal, direkt
am Zielsubstrat eine Feinregulation der cAMP-Konzentration und somit der Aktivitat der
PKA ermdglicht (51). Durch diesen Mechanismus kann die Verlagerung von AQP2 in die
Zellmembran sehr genau gesteuert werden. Eine Trennung der PKA vom AKAP
verhindert den Transport von AQP2 in die Zellmembran (68—70).

Wie sich herausstellte, bindet nicht nur AKAP18d direkt an die AQP2-tragenden Vesikel,
sondern mindestens drei weitere AKAPs (AKAP220, AKAP-Lbc und STUB1). Diese sind
sowohl an der Regulation der Lokalisation als auch der Proteinmenge beteiligt (71,72).
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1.5.3 Das Zytoskelett

Das Zytoskelett ist ein Netzwerk aus Mikrofilamenten im Zytoplasma aller Zellen, das den
Zellen Formstabilitdt gibt und durch unzéhlige Interaktionen an vielen Signal- und
Steuerungsprozessen innerhalb der Zellen beteiligt ist. Es besteht aus drei
grundlegenden Komponenten: den Mikrotubuli, Mikrofilamenten (F-Aktin) und den
Intermediarfilamenten. Jede dieser Komponenten hat unterschiedliche Eigenschaften
und unterschiedliche Funktionen, insbesondere sind Mikrotubuli und das F-

Aktinzytoskelett an der Kontrolle von AQP2 beteiligt.

Mikrotubuli sind Polymere des Tubulins, sehr rigide Hohlzylinder mit einem Durchmesser
von ca. 25 nm, die typischerweise als individuelle Fasern auftreten. lhre Hauptaufgaben
liegen im intrazellularen Transport, in der Mitose und in der Fixierung der Organellen. Als
Motorproteine, die sich entlang der Schienen, die die Mikrotubuli bilden, bewegen, dienen
hierfur Kinesin und Dynein. Wobei ersteres fur den anterograden und zweiteres fir den
retrograden Transport zustandig ist. Dynein interagiert mit Dynactin, das die Verbindung
zwischen Dynein und den zu transportierenden Organellen bzw. Vesikeln herstellt
(73,74). Es konnte gezeigt werden, dass sowohl Dynactin als auch Dynein mit den AQP2
tragenden Vesikeln co-exprimieren (75). Eine direkte Dynein-Hemmung fuhrt dazu, dass
die antidiuretische Wirkung nach AVP Stimulation ausbleibt, so dass davon auszugehen
ist, dass die Mikrotubuli mit den dazugehdérigen Motorproteinen eine wesentliche Rolle

beim Transport von AQP2 an die Zellmembran spielen (76).

Aktinfilamente sind semiflexible, ca. 6 nm durchmessende Polymere, die als sehr variable
drei-dimensionale Netzwerke auftreten. Von allen Strukturen des Zytoskeletts sind sie die
dynamischsten und kdnnen sich sehr schnell auf aul3ere Reize hin verandern. Sie
bestimmen die Form der Zelle, sind fur Zellwanderung verantwortlich und regulieren
Transportprozesse. Das globulare Einzelmolekil wird G-Aktin genannt, das filamentare
Polymer F-Aktin (77). Die kleine GTPase RhoA stimuliert die Polymerisierung von G-Aktin
zu F-Aktin (78). Das Aktinnetzwerk scheint eine physikalische Barriere fur AQP2 tragende
Vesikel zu bilden. Durch AVP-Stimulation kommt es zu einer PKA-vermittelten
Phosphorylierung der GTPase RhoA an der Aminosaure S188, die deren Aktivitat hemmt.
Dies wiederum fuhrt zu einer Depolymerisation des F-Aktin zu G-Aktin und einem
Verschwinden der Barriere, was den Transport von AQP2 zur Zellmembran ermdglicht
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(69,79,80). Hierdurch wird nicht nur die reine Transportfunktion, sondern auch die

regulatorische Funktion des Zytoskeletts unterstrichen.

1.5.4 Phosphorylierungen von AQP 2

Lange galt die Aktivierung der PKA als der wesentliche Schritt in der cAMP-abhangigen
Regulation des Wasserkanals (81). Aktuelle Forschung zeigt, dass es auch PKA-
unabhangige Phosphorylierung und Mobilisierung von AQP2 gibt. So findet in mpkCCD
Zellen mit einem PKA-knock-out nichtsdestotrotz eine Phosphorylierung von APQ?2 statt
(82).

Es sind sieben Phosphorylierungsstellen im C-Terminus von AQP2 beschrieben, von
denen 6 jeweils an Serin-Resten und eine an einem Threonin-Rest liegen (83). Fur vier
dieser Stellen (S256, S261, S264, and S269) sind die Folgen der Phosphorylierung
weitestgehend erforscht, wobei jedoch neuere Forschungsergebnisse teilweise Uber
Jahre bestehende Einigkeit in Frage gestellt haben.

Die Phosphorylierung an S256 wurde lange als das Signal fur die Exozytose von AQP2
und als Voraussetzung flr eine Phosphorylierung an S269 und S264 betrachtet (84,85).
Neuere Forschung hat jedoch gezeigt, dass die Phosphorylierung an S256 eher eine
Bedeutung fur den Transport von AQP2 durch das endoplasmatische Retikulum und den
Golgi-Apparat hat und der Phosphorylierungsstatus an S256 die Endozytose steuert (23).
Nichtsdestotrotz akkumuliert eine AQP2-Mutante, bei der aul3er S256 alle potenziellen
Phosphorylierungsstellen des  C-Terminus  durch  Punkt-Mutationen  nicht-
phosphorylierbar gemacht wurden, nach Stimulation mit FSK in der Zellmembran (83).
Auch die Annahme, dass die Phosphorylierung von AQP2 an S256 ausschlief3lich durch
die PKA erfolgt, hat sich nicht bestatigt (82). So kdbnnen auch andere Kinasen wie die
Calmodulin-regulierte Kinase 2, die Serum-Glukokortikoid-regulierte Kinase 1 und die
Proteinkinase G S256 phosphorylieren (86,87).

Die Phosphorylierung an S269 wurde lange als Exozytose steigernd eingeordnet (88),
scheint aber wohl eher die Endozytose zu hemmen, indem es eine Interaktion einer PDZ-
Domain mit dem Liganden unterbricht. Es wird jedoch in jedem Fall das Vorkommen von
AQP2 in der Zellmembran erhoht (89,90).

Auch S264 wird durch AVP-Stimulation vermehrt phosphoryliert, die genaue Funktion
dieser Phosphorylierung ist noch unklar. Als Voraussetzung hierfiir scheint AQP2 an
S256 phosphoryliert sein zu mussen (82,83).
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In Ruhe ist AQP2-S261 dauerhaft phosphoryliert. Unter AVP-Einfluss kommt es zu einer
Dephosphorylierung und einer Internalisierung von AQP2 (91,92).

Eine AQP2 Mutante, die durch Punkt-Mutationen an allen der oben erwé&hnten
Phosphorylierungsstellen im C-Terminus nicht phosphorylierbar ist, unterliegt trotzdem

einem konstitutivem AQP2 Recycling (83).

Damit diese Wirkungen eintreten, missen nicht alle vier Untereinheiten des AQP2-
Homotetramers phosphoryliert sein. Es reicht, wenn die oben genannten Anderungen an

drei der Untereinheiten eintreten (12).

Viele Hinweise deuten darauf hin, dass die Interaktion der unterschiedlichen
Phosphorylierungsstellen eine genauere, feinere Regulation des Transports und Abbaus
von AQP2 ermdglichen. Im Verbund mit anderen posttranslationalen Modifikationen (s.u.)
kann der Korper durch die hormonelle Steuerung so ganz gezielt in die Lokalisation von
AQP2 eingreifen.
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Abbildung 1.3 Hormonelle Steuerung von AQP2 in den Hauptzellen des Sammelrohres.

Bei Hypoosmolalitat oder Blutdruckabfall, wird AVP durch die Neurohypophyse sezerniert und
bindet an den V2R. Die V2R Aktivierung fuhrt zu einer Dissoziation des dreiteiligen G-protein in
eine a Untereinheit (Gsa) und By Untereinheiten (Gsp und Gsy). GSa aktiviert die AC wodurch
cAMP entsteht. cAMP Erhdhung fuhrt zur Aktivierung der PKA, die sowohl vermehrte AQP2
Transkription durch Phosphorylierung des CREB Transkriptions-Faktor als auch die
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Verlagerung von AQP2 aus intrazellularen Vesikeln in die apikale Zellmembran veranlasst. Dies
ist mit Phosphorylierung von S256, S264 und S269 und Dephosprorylierung von S261
assoziiert. Entlang des osmotischen Gradienten tritt Wasser aus dem Priméarharn durch die
apikale Zellmembran in die Hauptzellen ein und verlasst die Zelle Uber die konstitutiv
exprimierten AQP3 und 4 in der basolateralen Zellmembran. In der Folge wird der Urin
konzentriert. Aktivieren Hormone wie PGE2, ATP oder Dopamin ihre Rezeptoren, wirken sie der
AVP-Stimulation Uber ihre Rezeptoren entgegen, indem sie u.a. eine Ubiquitinierung von AQP2
an K270 verursachen, was zur Internalisierung des Proteins und zum Abbau im Lysosom oder
Proteasom fuhrt. Im Zuge der Endozytose kommt es zur erneuten Phosphorylierung an S261,
diesmal durch die PKC. AC: Adenylatecyclase; AVP: Argininevasopressin; CREB: cAMP-
responsive element-binding protein; Dop: Dopamin; PKA: Proteinkinase A; PKC: Protein kinase
C; Ub: Ubiquitin; V2R: Vasopressinrezeptor Typ 2 (23)

1.5.5 Glykosylierung von AQP2

Viele verschiedene Proteine werden posttranslational durch kovalente Bindung von
Kohlenhydratgruppen zu Glykoproteinen umgewandelt. Als Bindungsstellen eignen sich
hierfir eine Amidgruppe in der Seitenkette des Asparagins (N-glykosidische Bindung),
oder das Sauerstoffatom in der Seitenkette von Serin oder Threonin (O-glykosidische
Bindung). Fur die N-glykosidische Bindung muss Asparagin (N) in einer Kombination mit
Serin (S) oder Threonin (T) vorliegen, die folgende Form hat: N-X-S/T. ,X* kann hierbei
jede Aminosaure auf3er Prolin sein (93).

Die Glykosylierung der Proteine findet im Lumen des endoplasmatischen Retikulums und
im Golgi-Komplex statt, wo enzymatisch gesteuert die Kohlenhydratgruppen von
langkettigen Lipidmolekilen auf wachsende Proteinketten Ubertragen werden. Die
Glykosylierungen haben unterschiedliche Funktionen, unter anderem versetzen sie
Proteine in eine bestimmte Faltung und helfen dabei, sie zu ihrem Bestimmungsort in der
Zelle zu steuern (94).

Auch AQP2 wird posttranslational glykosyliert. Die Zielaminosaure ist Asparagin-123, die
komplex N-glykosyliert wird. Aus dem 29 kD schweren nicht-glykosylierten Protein
konnen eine High-Mannose-Form, die 30 kD wiegt und komplex-glykosylierte Formen,
die 35-50 kD wiegen, entstehen. Ca. ein Drittel des intrazellular vorliegenden AQP?2 ist
glykosyliert.

Die genaue Funktion dieser Glykosylierungen ist noch unklar, auch weil in
unterschiedlichen Zellmodellen unterschiedliche Glykosylierungen erfolgen (95,96). Es
gibt aber Hinweise darauf, dass die Glykosylierung von AQP2 fur den Austritt des

Proteins aus dem Golgi-Apparat und den Transport zur Zellmembran notwendig ist (97).
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Eine der Mutationen in der rezessiven, vererbbaren Form des Diabetes insipidus ist
AQP2-T125M, bei der Threonin an Stelle 125 durch Methionin ausgetauscht wird. Somit
geht die Zielsequenz fur eine Glykosylierung verloren. Als Folge kann bei betroffenen
Patienten AQP2 nicht mehr in die Zellmembran transloziert werden (98).

1.6 Induktion der Proteinexpression

Die zellulare Wirkung der Hormone beschrénkt sich nicht nur auf die Wirkung auf das
bereits vorhandene Zielprotein und dessen Transport in der Zelle. Sie regulieren Uber
Steuerung der Transkription auch die Proteinexpression und dadurch die vorliegende
Proteinmenge.

Im Rahmen der Transkription werden die in den Genen der DNA gespeicherten
Informationen in RNA-Synthese umgesetzt. Die DNA dient hierbei als Matrize, die die
RNA-Polymerase nutzt, um Kopien der DNA in Messenger-RNA (mRNA) umzuwandein.
Die RNA-Polymerase sucht sich einen im DNA-Strang gespeicherten Promoter und setzt
an dieser Stelle an. Sie entwindet hiervon ausgehend die DNA-Doppelhelix und
synthetisiert einen zur DNA komplementaren RNA-Strang. Dies wird so lange
durchgefuhrt, bis die RNA-Polymerase auf ein Terminationssignal stof3t.

Im Bereich der Promoter gibt es bestimmte DNA-Motive, die nach Bindung von
Transkriptionsfaktoren die Aktivitat der RNA-Polymerase und somit die Menge der mRNA

dieses Gens erhoht.

Hormone konnen rezeptorvermittelt entweder direkt (lipophile  Hormone:
Schilddriisenhormone, alle Steroidhormone, 1,25-(OH)2-Cholecalciferol und die
Eicosanoide) oder indirekt Gber intrazellulare Signaltransduktion (hydrophile Hormone:
AVP und alle weiteren, nicht zuvor genannten, Hormone) auf die Transkription einwirken.
Lipophile Hormone kdnnen im Komplex mit ihrem intrazellularen Rezeptor direkt als
Transkriptionsfaktor fungieren, hydrophile Hormone aktivieren eine Signalkaskade an
deren Ende eine Aktivierung eines Transkriptionsfaktors stehen kann (94,99).

Fur AVP ist beschrieben, dass es die Transkriptionsrate von AQP2 und somit die
intrazellular nachweisbare mMRNA Menge erhoht (100,101).

Auch wenn AVP theoretisch noch zahlreiche andere Gene beeinflussen kann, scheint
jedoch eine hohe Selektivitat fur das AQP2-Gen zu bestehen (102). Wie oben bereits
beschrieben, erhéht AVP durch Bindung an den V2R die intrazellulare cAMP
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Konzentration. cAMP wiederum aktiviert das cAMP-responsive-element- binding protein
(CREB), das uber Bindung an das CcAMP-responsive-element (CRE) die
Transkriptionsrate des AQP2-Gens erhodht (103). Lange Zeit war es allgemein akzeptiert,
dass dies der wesentliche Mechanismus ist, der zu einer langfristigen Erh6hung der
AQP2-Menge nach hormoneller Stimulation fuhrt. In letzter Zeit wurden jedoch einerseits
zahlreiche andere Transkriptionsfaktoren identifiziert, die die AQP2-Transkription
beeinflussen (104), andererseits wurde beschrieben, dass nach langerer Stimulation mit
AVP die Aufgabe von CREB und CRE durch den PKA-unabhangigen nucleotide-
exchange-factor (GTP-Austauschfaktor) Epacl Ubernommen wird (105). Unabhangig
davon Uber welchen Transkriptionsfaktor Vasopressin die Transkription von AQP2
erhoht, ist die hierdurch ausgeloste Proteinmengenvermehrung frihestens nach
Stunden, mit einem Maximum nach frihestens einem Tag, nachzuweisen (106). Die
durch uns beobachtete Proteinmengenvermehrung nach 30 Minuten war nicht durch das

bisherige Wissen uber die Mechanismen der Transkription zu erklaren.

1.7 Steuerung der Translation

Der Zweck der Translation ist es, die in der mRNA kopierten Informationen der DNA in
die Bildung von Proteinen zu Uberfuihren. An der Proteinbiosynthese sind sowohl Proteine
als auch RNA — insgesamt mehr als 100 Makromolekile - in jeweils unterschiedlichen
Funktionen beteiligt. Ort der Translation ist das Ribosom, das selbst aus RNA und
Proteinen zusammengesetzt ist.

Die Translation muss zwei sehr schwer in Einklang zu bringende Qualitatserfordernisse
erfullen: sie muss einerseits sehr schnell sein, um den teilweise hohen Proteinumsatz zu
ermoglichen (s.u.) und sie muss exakt sein, damit die entstehenden Proteine auch
zuverlassig ihre Funktion aufnehmen koénnen. Pro Ribosom kdénnen ca. zwei
Aminosauren pro Sekunde verbunden werden. Da das gleiche Proteine parallel an
mehreren Ribosomen gleichzeitig synthetisiert wird, kann ein Vielfaches dieser Rate
erreicht werden. Etwa jede tausendste Aminosaure wird dabei fehlerhaft eingebaut. In
der Summe ergibt sich ein System, das innerhalb kirzester Zeit auch komplexe,
langkettige Proteine mit grofRer Prazision herstellen kann.

Im ersten Schritt werden die einzelnen Aminosauren an die korrespondierende
Transport-RNA angefligt (tRNA). Auch dieser Schritt ist hochprazise und nur etwa jede

tausendste Aminosaure wird an die falsche tRNA angekniUpft. Am entgegengesetzten
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Ende zum Bindungspunkt der jeweiligen Aminosdure an der tRNA befindet sich die
Anticodon-Schleife. Hier sitzt das Basentriplet, das Uber die Bindung mit einem, auch aus
drei Basen bestehenden, Codon der mRNA die Translation der Informationen der mRNA
in eine Aminosauresequenz sicherstellt.

Jedes Ribosom besitzt drei Bindungsstellen fur tRNA. An der Peptidyl-(P-)Stelle ist die
tRNA gebunden, die mit der Aminosaure verbunden ist, die verlangert werden soll. An
der Aminoacyl-(A-)Stelle bindet nun die tRNA, die die nachste Aminosaure fir die
Sequenz liefert. Es kommt zu einer Reaktion zwischen den beiden Aminosaureresten, an
deren Ende eine Verlangerung der Peptidkette mit Transfer der Aminosaure von der
tRNA an der P-Stelle auf die tRNA auf der A-Stelle steht. Die mRNA wird relativ zur tRNA
verschoben, so dass die tRNA von der A-Stelle weiter zur P-Stelle wandert und die tRNA
von der P-Stelle weiter zur Exit-(E-)-Stelle wandert, wo sie das Ribosom verlasst.

Die Interaktion zwischen mRNA und tRNA bestimmt somit, welche Aminosaure in die
Peptidkette eingebaut wird, wobei, laut Wobble-Hypothese, insbesondere die ersten
beiden Basen jedes Basentriplets die Bindung zwischen mRNA und tRNA bestimmen
und die dritte Base haufig wechselnd sein kann (94).

Eine Regulation der Translation erfolgt durch microRNA (miRNA): kurze Basenfolgen, die
durch Anheften an die mRNA nicht nur einen Spleildvorgang initiieren, sondern auch die
Translation entweder beschleunigen, hemmen oder sogar komplett verhindern (107).
Dieser Regulationsmechanismus wird durch viele unterschiedliche, unter anderem auch
hormonelle Faktoren, beeinflusst und ist Gegenstand aktueller Forschung (108,109).

Es ist sehr wenig Uber die Translationsregulation von AQP2 bekannt. Es konnte gezeigt
werden, dass in den Hauptzellen der Niere Desmopressin (ADAVP) die Transkription von
insgesamt neun miRNA-Molekulen erhoht und dass sich in der mRNA-Sequenz von
AQP2 Zielsequenzen fir vier miRNA-Molekile befinden (u.a. miR-32 und miR-137). Mit
dDAVP stimulierte Zellen, die zusatzlich mit miR-32 und miR-137 transfiziert werden,
zeigen eine deutlich verminderte Transkription und Translation von AQP2. Jedoch sind
weder miR-32 noch miR-137 unter den neun miRNA-Molekulen, die durch AVP reguliert
werden (110). Dieser Aspekt der fehlenden Kongruenz zwischen miRNA Molekilen, die
durch dDAVP Stimulation vermehrt transkribiert werden, und miRNA Molekulen, die die
Translation von AQP2 regulieren, ist beispielhaft daflr, dass die Translationsregulation

ein noch weitgehend unerforschtes Feld der AQP2-Forschung ist.
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1.8 Abbau der Proteine

Die Proteinmenge in den Zellen wird durch standige Neusynthese (s.0.) bei
gleichzeitigem Abbau im Gleichgewicht gehalten. Einige Proteine sind sehr stabil, so
dass der Kreislauf zwischen Synthese und Abbau sehr langsam ablauft, andere Proteine
haben eine sehr kurze Halbwertszeit und werden nach der Synthese schnell wieder
abgebaut. Stoffwechselproteine und Proteine mit einer Steuerungsfunktion haben eher
kurze Halbwertszeiten (z.B. ca. 11-12 Minuten fiur die Ornithin-Decarboxylase),
Strukturproteine wiederum haben sehr lange Halbwertszeiten (z.B. mehrere Jahre fur
Kollagen und die Lebenszeit des Organismus fur Crystallin) (94). Die Halbwertszeit von
Aquaporinen betragt wenige Stunden, was einen sehr aktiven und genauestens
regulierten Synthese- und Abbauprozess voraussetzt (111).

Proteine konnen entweder mono- oder oligoubiquitiniert im Rahmen der
Autophagozytose in Lysosomen verdaut werden oder sie werden polyubiquitiniert und
dem Proteasom zugefuhrt (112). Die Markierung mit Ubiquitin erfolgt durch eine
kovalente Bindung an Lysin-Reste, die durch die Enzyme E1, E2 und E3 vermittelt wird
(94).

Auch AQP2 wird aus der Zellmembran entfernt und durch unterschiedliche Mechanismen
abgebaut, ausgeschieden oder dem Protein-Recycling zugefihrt.

Die Entfernung aus der Zellmembran erfolgt entweder per Endozytose oder per
Exozytose. In der Exozytose wird AQP2 Uber multi-vesicular-bodies aus der apikalen
Zellmembran in den Urin sezerniert und dartiber ausgeschieden. Die physiologische
Bedeutung dieses Prozesses ist noch nicht erschlossen (113).

Die Endozytose von AQP2 erfolgt Clathrin-vermittelt und fiihrt entweder zum Abbau des
Proteins oder es wird durch das im AQP2-Vesikel befindliche Rabl1l und das Adapter-
Protein Rab11-FIP2 in das Protein-Recycling eingesteuert (56).

Eine Hemmung sowohl des lysosomalen durch Chloroquin als auch des proteosomalen
Abbauweges durch MG132 in IMCD-Zellen fihren zu einer Hemmung des AQP2-
Abbaus, so dass davon auszugehen ist, dass AQP2 sowohl Uber das Proteasom als auch
Uber das Lysosom abgebaut wird (92,114,115).

Die Ubiquitinierung von AQP2 an der Aminosaure Lysin 270 (K270) spielt hier eine
wesentliche regulatorische Rolle (116).

Der Abbau von AQP2 wird als Gegenstand der Diskussion in ebendiesem Kapitel

genauer erlautert.
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1.9 Klinische Bedeutung der AVP-AQP2 Signalkaskade

Der Diabetes insipidus ist eine Erkrankung, die mit einer stark erhéhten Diurese und somit
ebenfalls stark erhohtem Durstgefiihl einhergeht. Die betroffenen Patienten scheiden
grolRe Mengen (>2 I/m? Korperoberflache in 24 Stunden 2 >40-50 ml/kg Korpergewicht
pro Tag bei Erwachsenen) stark verdinnten (<250mmol/l) Urins aus. In Kklinisch
ausgepréagten Fallen kdnnen bis zu 20 | Urin ausgeschieden werden. Ursache hierfir ist
eine Storung in der Harnkonzentration (117-119).
Unterschieden werden vier Typen von Diabetes insipidus:
1. der Diabetes insipidus centralis, in einer angeborenen und erworbenen
(z.B. Schadel-Hirn-Traumata, intrakranielle Tumoren, Meningitis) Form,
der mit einer gestdrten Sekretion von AVP einhergeht,
2. der renale Diabetes insipidus, in einer angeborenen und erworbenen (z.B.
polyzystische Nierenerkrankung, Pyelonephritis, als Nebenwirkung bei ca.
20-50% der Patienten unter Lithium-Therapie) Form, der mit einem
gestorten Ansprechen der Sammelrohrzellen auf AVP einhergeht,
3. der dipsogene Diabetes insipidus, der durch stark erhohte
Flussigkeitsaufnahme zum Beispiel im Rahmen einer psychiatrischen
Erkrankung charakterisiert ist und
4. der reversible Diabetes insipidus der Schwangerschaft, der mit einem
relativen Mangel an ADH bedingt durch die plazentare Produktion von
Oxytocinase/Vasopressinase einhergeht (120-123).
Wahrend der zentrale Diabetes insipidus und der reversible Diabetes insipidus der
Schwangerschaft mit dem synthetischen AVP-Analogon dDAVP in der Regel gut
therapierbar sind, gibt es insbesondere flur die heterogene Gruppe der renalen Diabetes
Insipidus-Erkrankungen keine Therapie, die Zu einer wesentlichen
Beschwerdebesserung fuhrt. Fir erworbene renale Diabetes insipidus-Formen, zum
Beispiel im Rahmen einer Amyloidose, polyzystischen Nierenerkrankung oder
Medikamentennebenwirkungen (v.a. Lithium), steht der Versuch einer kausalen Therapie
der Grunderkrankung im Vordergrund. Dasselbe gilt fur Elektrolytverschiebungen wie
Hypokaliamien oder Hyperkalzamien. Gelingt dies nicht, wird genauso wie bei den erblich
bedingten Formen des renalen Diabetes insipidus vornehmlich supportiv therapiert.

Thiaziddiuretika, eine natrium- und eiweifarme Diat und nicht-steroidale Antirheumatika
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(NSAR) konnen die ausgeschiedene Urinmenge und somit die notwendige
Flissigkeitsaufnahme reduzieren (124,125).

Fir den besonderen Fall eines Lithium-induzierten renalen Diabetes insipidus steht eine
Therapie mit Amilorid zur Verfigung (126).

Das klinische Gegenbild zum Diabetes insipidus sind Erkrankungen, die mit einer
erhohten Wasserretention einhergehen. Laborchemisches Korrelat der Wasserretention
ist eine Hyponatriamie. Die Hyponatridmie ist die haufigste Elektrolytstorung
hospitalisierter Patienten (127).

Eine Erkrankung, die direkt in die AQP2 Regulation durch ADH eingreift, ist das Schwartz-
Bartter-Syndrom bzw. das Syndrom der inadaquaten ADH-Sekretion (SIADH), bei der -
losgekoppelt vom Kontrollmechanismus der Blutosmolalitat - eine zu grof3e Menge an
AVP sezerniert wird. Charakteristisch ist vor allem die mit der vermehrten
Wasserretention einhergehende Hyponatriamie, die auch prognostische Bedeutung hat.
Ursachen konnen sowohl traumatisch, entzundlich als auch medikamentds sein. Am
haufigsten tritt es jedoch als paraneoplastisches Syndrom insbesondere des kleinzelligen
Bronchialkarzinoms auf (8,128).

Eine Herzinsuffizienz fuhrt durch Senkung des Herzzeitvolumens oder durch periphere
Vasodilatation und dadurch Abfall des systemischen Blutdruckes sowohl zu einer
Erh6éhung der AVP-Sekretion als auch zu einer Zunahme der AQP2-Expression (129—
131).

Die zugrunde liegenden Mechanismen sind komplex. Neben AVP sind mit dem Renin-
Angiotensin-System und Obestatin noch weitere hormonelle Einfllisse beteiligt (132,133).
Es konnte aber auch gezeigt werden, dass das Nervensystem die AQP2 Expression in
einer Herzinsuffizienz beeinflusst (134,135). Sowohl pra-therapeutisch als auch
therapeutisch ist eine Hyponatriamie prognostisch flr schwere Verlaufe mit vermehrten
Hospitalisierungen und erhdhter Mortalitat (135).

Auch eine fortgeschrittene Leberzirrhose mit Aszites - exemplarisch fir alle Krankheiten,
die mit einer portalen Hypertension einhergehen - fihrt zu einer Fehlregulation von AQP2.
Durch Vasodilatation, insbesondere im Splanchnicus-Versorgungsgebiet, und Bildung
von Umgehungskreislaufen kommt es zu einem Abfall des systemischen Blutdrucks. Dies
fuhrt unter anderem zu einer nicht-osmotischen AVP-Sekretion und einer zunehmenden
Resorption freien Wassers. Auch hier bildet die folgende Hyponatridmie einen wichtigen

prognostischen Faktor fur einen schweren Krankheitsverlauf (136).
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Gemeinsamkeiten sowohl des renalen Diabetes insipidus als auch der Erkrankungen, die
mit einer vermehrten Wasserretention einhergehen, sind einerseits die fehlende
Verfugbarkeit von Medikamenten, mit denen man gezielt in die Regulation der
Wasserhomoostase eingreifen kann, andererseits, dass im Pathomechanismus der letzte
Schritt eine Fehlregulation von AQP2 ist. Um bei diesen Krankheitsbildern zielgerichtete
Medikamente entwickeln zu koénnen, ist es unerldsslich die genauen Details der
intrazellularen Signalkaskaden zu verstehen. Auf diesem Wege kdnnen dann etwaige

Angriffsstellen fir neue Therapeutika identifiziert werden.

1.10 Zielsetzung der Arbeit

Wie in der Einleitung dargestellt, unterliegt die Wasserhomoéostase einer komplexen
Regulation durch zahlreiche, miteinander verbundene Mechanismen, die auf den
Wasserkanal AQP2 in den Hauptzellen des Sammelrohres wirken. Stdrungen in diesem
System fihren zu unterschiedlichen Krankheitsbildern, die entweder mit zu viel oder zu
wenig Flussigkeit im Korper einhergehen und regelmallig mit Verschiebungen im
Elektrolythaushalt verbunden sind. Fir alle diese Krankheitsbilder existieren nach wie vor
keine Medikamente, die gezielt, selektiv und nebenwirkungsarm in die Steuerung von
AQP2 und damit in die Regulation des Wasserhaushaltes eingreifen.

Um derartige Medikamente entwickeln zu kdnnen, ist es notwendig, die Faktoren und
Schritte, die die Regulation ausmachen, im Detail zu verstehen, um maogliche
Angriffspunkte zu identifizieren und zu charakterisieren.

Die dieser Arbeit zugrundeliegende Beobachtung war, dass eine Stimulation von IMCD-
Zellen mit AVP bereits nach einem kurzen Zeitraum von 30 Minuten zu einer Erh6hung
der Proteinmenge von AQP2 fuhrt. Als die Versuche fiir diese Doktorarbeit durchgeftihrt
wurden, gab es fur diese Beobachtung keine Erklarung.

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, diese Beobachtung zu verifizieren, und zu
Uberprifen, welche Rolle die Auswirkungen der AVP-Stimulation spielen. Es galt zu
klaren, ob eine Anderung des Phosphorylierungs-Zustandes von AQP2 eintritt, welche
Bedeutung dem intrazellularen Signalmolekil cAMP und der Proteinkinase A zukommt
und ob eine Aktivierung einer der Schritte der Proteinbiosynthese fir diese Beobachtung

verantwortlich sind.
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Falls keine der bekannten AVP-Wirkungen die beobachtete Proteinmengenvermehrung
erklart und somit ein bisher nicht beschriebener Mechanismus zu ebendieser flhren

muss, sollte eruiert werden, welcher Mechanismus hierfur in Frage kommit.

27



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Software

Gerat
1092

4000QTRAP®

ArrayScan VTI HCS
reader microscope

Axiovert 25

Duomax 1030

Easyspence

ECx405 Select CW
ED124S

Eppendorf Research©
plus

EnSpire® 2300
Fireboy eco

KS 15 A control
LSM 510 META
Lumilmager™ F1
MicoFill

MicoFlo

Mikro 20
MiniProtean®

MiniStar Silverline

MS 3 basic

Art
Wasserbad

Massenspektrometer

Automatisches Mikroskop

Inverses
Fluoreszenzmikroskop
Plattformschuttler

Dispenser
Mikroplatten-Waschgerat
Analysenwaage
Einkanalpipette

Mikroplatten-Lesegeréat
Sicherheitsbrenner

Kompaktschttler

Konfokales Laser-
Scanning-Mikroskop
Gel-
Dokumentationssystem
Dispenser

Dispenser
Tischzentrifuge

Polyacrylamidgel-
Elektrophoresezelle
Mikrozentrifuge

Kleinschuttler

28

Anbieter

GFL Gesellschaft fir
Labortechnik mbH,
Burgwedel

AB SCIEX Germany
GmbH, Darmstadt
Cellomics, Thermo
Fischer Inc., Pittsburgh,
PA; USA

Carl Zeiss Microlmaging
GmbH, Jena

Heidolph Instruments
GmbH & Co.KG,
Schwabach

BioTek, Bad Friedrichshall
BioTek, Bad Friedrichshall
Sartorius AG, Gottingen
Eppendorf AG, Hamburg

PerkinElmer, Rodgau
INTEGRA Biosciences
GmbH, Fernwald

Edmund Buhler GmbH,
Hechingen

Carl Zeiss Microlmaging
GmbH, Jena

Roche Diagnostics,
Mannheim

BioTek, Bad Friedrichshall
BioTek, Bad Friedrichshall
Andreas Hettich GmbH &
Co.KG, Tuttlingen
Bio-Rad Laboratories
GmbH, Minchen

VWR International GmbH,
Dresden

IKA®-Werke GmbH &
Co.KG, Staufen



PerfectBlue Mini L
Pipetboy acu

RCT standard

RM 5

Rotator PTR-35
Safe 2020

SBC 52

Sonopuls HD 2070

Thermomixer comfort

Trans Blot SD

Universal 320 R

Agarosegel-
Elektrophoresekammer
Pipettierhilfe

Magnetrihrer
Rollenschiittler
Rotationsschittler
Sterilbank

Waage

Ultraschall-
Homogenisator
Thermoschittler 1.5 ml
Semi-dry Western Blot

Modul
Kuhlzentrifuge
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Vacusafe Absaugsystem INTEGRA Biosciences
GmbH, Fernwald

Software Anbieter

BioRender biorender.com

Excel 365 Microsoft Corporation, Redmond, WA;

USA

llustrator 24.2.1

USA

Adobe Systems Inc., San Jose, CA,

Inkscape 1.02

inkscape.org
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Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Photoshop CS6

USA

Adobe Systems Inc., San Jose, CA,

Powerpoint 365

USA
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Readcube Papers

Digital Science & Research Solutions
Inc., 625 Massachusetts Avenue;
Cambridge, MA 02139

Word 365

USA

Microsoft Corporation, Redmond, WA,
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2.1.2 Puffer und Lésungen

Art Zusammensetzung

Blockpuffer TBS-T + 1% BSA

Blockpuffer (IF) DPBS + 0.14% Fischhaut-Gelatine
DPBS 137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 1.5 mM

KH2PO4, 8.1 mM Naz2HPO4, pH 7.4

Fix-Puffer (IF)

2.5% PFA, 100 mM Natriumcacodylat,
100 mM Sucrose, pH 7.6

Laemmli-Puffer

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0.1%
Natriumdodecylsulfat

Lysepuffer 10 mM KH2POs4, 150 mM NaCl, 5 mM
EDTA, 5 mM EGTA, 0.5% Triton X-100,
1 mM Benzamidine, 0.5 mM
Phenylmethanesulfonylfluorid, 3.2 pg/mi
Trypsin Hemmer I-S, 1.4 pg/ml
Aprotinin; 1ml

Probenpuffer 4x 10 ml: 0.8 g Natriumdodecylsulfat, 4 ml

Glycerin, 0.308 g Dithiothreitol (DTT),
0.04 g Bromphenolblau, 5 ml Tris-HCI
pH 6.8

Sammelgelpuffer

0.75 M Tris-HCI, pH 8.8

SLB 10 mM KH2POs4, 150 mM NacCl, 5 mM
EDTA, 5 mM EGTA, pH 7.4

TBS-T 10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM Nacl,
0.05 % Tween-20

Transferpuffer 48 mM Tris, 39 mM Glycin, 1.3 mM

Natriumdodecylsulfat, 20% (v/v)
Methanol

Trenngelpuffer

0.625 M Tris-HCI, pH 6.8

Tris-AcetatEDTA-(TAE)- Puffer

40 mM Tris, 1 mM EDTA, 1.14% (v/v)

Eisessig

Die Puffer und Lésungen wurden mit entionisiertem Wasser hergestellt.

2.1.3 Reagenzien

Reagenz Hersteller
dbcAMP Biolog, Bremen
AVP Dr. M. Beyermann (Leibnitz-Institut fur

Molekulare Pharmakologie Berlin)

Actinomycin D

Calbiochem Darmstadt

Cycloheximid Calbiochem Darmstadt

Forskolin Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Schnelldorf

H89 Calbiochem Darmstadt

MG 132 Sigma Deisenhofen
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2.1.4 Antikorper

pg/ml)

Primarantikorper Spezies und Quelle
Verdinnung

AQP2 H27 Kaninchen 1:600 Hausintern (137)

AQP2 pS256 Kaninchen 1:250 Eurogentec Deutschland
GmbH, KdIn

AQP2 C-Terminus (C-20) Maus 1:1000 Santa Cruz
Biotechnology,
Heidelberg

AQP2 N-Terminus (N-20) Maus 1:1000 Santa Cruz
Biotechnology,
Heidelberg

Sekundarantikdrper

anti-Kaninchen F(ab)2-IgG | Esel, 1 : 20 000 Jackson

POD ImmunoResearch Europe
Ltd., Newmarket, Suffolk,
UK

anti-Ziege IgG POD Esel, 1 : 20 000 Jackson
ImmunoResearch Europe
Ltd., Newmarket, Suffolk,
UK

2.1.5 Zelllinien

Zelllinie Medium Bezugsquelle

HEK293 DMEM Deutsche Sammlung von

Humane embryonale 5% fetales Kélberserum Mikroorganismen und

Nierenzellen 1% Zellkulturen

Penicillin/Streptomycin GmbH (DSMZ),
(200 1U/ml bzw. 100 Braunschweig
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2.2 Methoden

2.2.1 Tierversuche

Die Versuchsprotokolle wurden vom Landesamt fur Gesundheit und Soziales, Berlin,
genehmigt. Die Tierhaltung entsprach den regionalen wund internationalen
Voraussetzungen. Erwachsene Mause (C57/BI6) wurden von Charles River Laboratories,
Germany GmbH, Sulzfeld, bezogen und erhielten eine standardisierte Ernahrung und
Leitungswasser. Die Mause wurden per Zufallsverfahren in zwei Gruppen eingeteilt:

1. Kontrollgruppe, die mit der Transportersubstanz DPBS fur 30, 60 und 120 Minuten
behandelt wurden und
2. Studiengruppe, die mit dDAVP (1 ng/g Koérpergewicht) fir 30, 60 and 120 Minuten

behandelt wurden.

Jede Gruppe bestand aus 5 Tieren. Am Ende der Experimente wurden die Tiere durch

eine Uberdosis Pentobarbital getotet, die Nieren entfernt und das Nierenmark prapariert.

2.2.2 Préaparation von primaren innermedullaren Sammelrohr- (IMCD-) Zellen

Puffer/Losung | Zusammensetzung Anbieter der Komponenten
DPBS-GN DPBS Life Technologies GmbH,
50 pg/ml Gentamicin Darmstadt
20 U/ml Nystatin Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Enzyml6sung | 1 mg/ml Hyaluronidase Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
2.2 mg/ml Collagenase, Biochrom AG, Berlin
CLSIl, Typ Il in DPBS-GN
IMCD-Medium | DMEM mit GlutaMAX Life Technologies GmbH,
#21885 Darmstadt Biochrom AG, Berlin
1% nichtessenzielle CytoGen GmbH, Sinn
Aminosauren 1% Ultroser G | Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
3.5 mg/ml Glukose Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
5.84 mg/ml NacCl Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
6 mg/ml Harnstoff Life Technologies GmbH,
50 pg/ml Gentamicin Darmstadt
Beschichtung | Typ IV Maus-Collagen 2 Becton Dickinson GmbH,
pHg/cm2 in 0.1% Essigsaure | Heidelberg
Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe
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Zur Praparation von IMCD-Zellen wurden die in der beidseitigen Nephrektomie
entnommenen Nieren in 4°C kaltes DPBS-GN uberfuihrt. Das innere Nierenmark wurde
unter sterilen Kautelen préapariert und in einer Gewebekulturschale mit wenig DPBS-GN
auf Eis gesammelt. Es erfolgte eine grobe Zerkleinerung mit Hilfe einer Rasierklinge, um
die Oberflache fur den Enzymverdau zu vergrofRern (137). Anschlieend wurde die
Gewebesuspension in ein Zentrifugenréhrchen mit Enzymlésung Uberfihrt und bei 220
U/min im Wasserbad bei 37°C fur 1.5 bis 2 h geschuttelt. Dem Verdau folgte eine
intensive Dissoziation der Zellsuspension mit einer Pasteurpipette. Enzyme wurde durch
Zentrifugieren (5 min bei 300xg, 16°C) und zweimaliges Waschen mit DPBS-GN entfernt.
Das entstandene Zellpellet wurde in IMCD-Medium aufgenommen, re-suspendiert und
auf Typ-lIV-Collagen-beschichteten Schalen- bzw. Zellkulturplatten ausgesét. Durch
Zusatz von dbcAMP wird eine stabile Expression von AQP2 erreicht. Am ersten und
jedem zweiten bis dritten weiteren Tag wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Die
Zellen wurden eine Woche nach der Préaparation verwendet. Als Vorbereitung auf das
Experiment erfolgte am Tag zuvor der Wechsel auf dbcAMP-freies Medium unter Zusatz
von 50 puM Indometacin, um die basalen cAMP-Spiegel zu senken.

2.2.3 Immunprazipitation

IMCD- und HEK 293-Zellen, die transient AQP2 exprimieren, wurden auf 60mm
Schalchen angezichtet. Es erfolgte die Behandlung mit Reagenzien, wie in den
einzelnen Experimenten ausgewiesen.

Fir die Immunopazipitation von AQP2 wurden die Zellen mit Lysepuffer fir 15 Minuten
auf Eis permeabilisiert. Die Zelllysate wurden aufgefangen und im Ultraschall-
Homogenisator mit 6 Impulsen (65% Amplitude) zerkleinert.

Zelltrimmer wurden per Zentrifugation entfernt (12,000 x g, 15 min, 4°C). 500 pl des
Zelluberstandes wurden mit Protein-A Sepharose inkubiert. Es folgte die Behandlung mit
polyklonalem anti-AQP2 Kaninchen Antiserum H27 (138). Es wurden 1 pl-Antikdrper pro
350 upg Sepharose-Kugelchen in 50 upl Lysepuffer angesetzt, eine Stunde bei
Raumtemperatur und anschlie3end tber Nacht bei 4°C rotiert. Die Kiigelchen wurden
zweimal mit 500 pl Lysepuffer gewaschen. Es wurden 120ul Laemmli-Puffer hinzugefugt
und der Probenansatz fir 10 Minuten gekocht.

33



2.2.4 Western Blot

Mit Hilfe der Western-Blot Technik wurden zellulare Proteine analysiert. Hierfir wurden
Zelllysate gewonnen und am Ultraschall-Homogenisator mit 6 Impulsen (65% Amplitude)
behandelt. Eine Abtrennung der Zelltrimmer erfolgte mit Hilfe einer Zentrifugation
(22.500xg, 4°C, 10 min). Die Proben wurden unter Zusatz von Probenpuffer 10 min bei
70°C erhitzt. In einem 12% Polyacrylamid-Gel (SDSPAGE) erfolgte die
elektrophoretische Auftrennung nach Grof3e mit einem anschlielenden Transfer auf
Polyvinylidendifluorid-Membranen (PVDF, Millipore GmbH, Schwalbach am Taunus)
mittels Semidry-Blot (51). Zur Bestimmung der ProteingroRen wurde ein Proteinmarker
mit vorgefarbten Standardproteinen (Precision Plus Protein Standards, Dual Color, Bio-
Rad Laboratories GmbH, Muinchen) genutzt. Zum Nachweis von AQP2 wurden
Antikorper, die gegen den C- (C-20, Santa Cruz) bzw. N-Terminus (N-20; Santa Cruz)
von AQP2 gerichtet sind, genutzt. Die Detektion erfolgte mit sekundaren anti-Ziege-
Meerrettichperoxidase-(POD)-gekoppelten Antikdrpern. An S256 phosphoryliertes AQP2
wurde mit phospho-spezifischen polyklonalen Kaninchenantikbrpern und den
entsprechenden Sekundarantikdrpern nachgewiesen. Die jeweiligen Ladekontrollen sind
in der Beschreibung der Ergebnisse aufgefihrt. Die Proteinmengen wurden
densitometrisch nach Lumineszenzreaktion mit Lumi-Light Western Blotting Substrate
(LumiAnalyst 3.0 Software, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) bestimmt.

2.2.5 Real-Time guantitative PCR

MRNA aus dem inneren Nierenmark von Mausen wurde mit TRIZOL (Invitrogen) nach
Anleitung des Herstellers isoliert. Um auszuschlieRen, dass genomische DNA in der
Probe verbleibt und so nach der in-vitro-Transkription die Menge an synthetisierter cDNA
verfalscht, folgte auf der Extraktionssdule eine 15-minitige Behandlung mit DNase |
(Invitrogen, Karlsruhe, 2,27 U/pl). Die mRNA wurde mit 30ul RNAse freiem Wasser eluiert
und die Konzentration photometrisch bestimmt (Gene Quant Il RNA/DNA Calculator,

Pharmacia Biotech, Freiburg).
Unter Zuhilfenahme eines cDNA-Synthese-Kits (SuperScript™ First-Strand Synthesis

System for reverse transcription-PCR, Invitrogen, Karlsruhe) erfolgte nun die reverse

Transkription.
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In einem 20ul Ansatz wurden ca. 0,8ug RNA, 0,5 pg Oligo dT Primer Mix und 10 mM
dNTPs 5 min bei 65°C erhitzt und anschlieRend auf Eis gestellt. Es wurden 20% 5x RT-
Puffer, 0,14 mM DTT, 1 pl RNAse-Inhibitor (Fermentas, St. Leon-Rot, 40 U/pl)
hinzugegeben und die Losung fur 2 min auf 42°C erwéarmt. Nach Zugabe von 1 pl reverser
Transkriptase (SuperScript™, 50 U/ul) erfolgte die reverse Transkription fur 50 min bei
42°C und abschlieRend fur 15 min bei 70°C.

Nach einer photometrischen Konzentrationsbestimmung der so erhaltenen cDNA erfolgte
die Abkuhlung auf Eis und schlief3lich Lagerung bei -20°C.

Zur Analyse des Zielgens AQP2 und des Referenzgens GAPDH wurden TagMan®-
Genexpressions-Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) verwendet.

Die Proben wurden in 15 pl-Doublets aufgetragen. Der Reaktionsansatz bestand aus
50% 2x TagMan® FAST Universal PCR Master Mix, 5% [v/v] 20x TagMan® Gene
Expression Assay Mix, 5% [v/v] 20x TagMan® Gene Expression Assay Mix [GAPDH], ca.
0,1 ug cDNA) und wurde durch Klebefolie vor Verdunstung geschiitzt. In 45 Zyklen mit 3
Sek Denaturierung bei 95°C und 30 Sek. Annealing und Elongation bei 60°C wurden die
Proben vervielfaltigt (7500 Fast Real-Time PCR System, Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). Neben den Reporterfluoreszenzfarbstoffen FAM (6-Carboxyfluoreszin,
Emission bei 518 nm [grin]) und VIC (geschutzter Markenfarbstoff von Applied
Biosystems fir GAPDH, Emission bei 550 nm [grin]) waren die Gensonden auch mit
einem Quencher, TAMRA (6-Carboxy-tetramethyl-rhodamin, Emission bei 582 nm
[gelb]), markiert. ROX (6-Carboxy-X-rhodamin, Emission bei 602 nm [orange]) diente
zum Herausrechnen eventueller Pipettierfehler als passiver Referenzfarbstoff. Die
Messung der Fluoreszenz erfolgte nach Anregung bei 488 nm (blau) am Ende jedes
Zyklus mit Hilfe der Applied Biosystems Sequence Detection Software. Fur Referenz-
und Zielgen wurden pro Probe Ct-Werte ermittelt. Die Ct-Werte geben denjenigen PCR-
Zyklus an, bei dem eine definierte Fluoreszenzschwelle in der exponentiellen Phase der
cDNA-Synthese Uberschritten wird. Die Auswertung und Datenquantifizierung erfolgten
mit Hilfe von Applied Biosystems Sequence Detection Software und Microsoft Excel unter
Verwendung der komparativen AACt-Methode (2-AACt) (139).
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2.2.6 Biotinylierung von Zelloberflachenproteinen

HEK-293 Zellen, die auf Zellkulturschalen mit 100 mm Durchmesser angesetzt wurden,
wurden mit 2,5ug Plasmid-DNA und 50pl Lipofectamine™ transfiziert und 24 Stunden
belassen. Die Zellen wurden zweifach mit PBS bei einem pH von 7,4 gewaschen. Es
erfolgte die Biotinylierung der Oberflachenproteine mit 4 ml einer Lésung, die 0.5 mg/mi
EZ-Link™ Sulpho-NHS-Biotin in PBS (pH 7.4) enthielt (30 Minuten auf Eis). Der Prozess
wurde durch den Austausch der Biotin-L6sung durch eine Stopp-L6sung (50 mM NH4CI
in PBS) beendet.

Die Zellen wurden 10 Minuten in der Stopp-L6sung inkubiert, dreimal mit PBS gewaschen
und mit 3 ml Lyse-Puffer versetzt (0.5 mM PMSF, 0.5 mM Benzamidin, 1.4 pg/ml
Aprotinin, 3.2 pg/ml Trypsin Hemmer, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1%, v/v, Triton X-100,
0.1% SDS und 50 mM Tris/HCI, pH 8.0). Die Inkubation erfolgte fir 30 Minuten.
Anschlieend wurden unldsbare Zellreste per Zentrifugation entfernt (20 Minuten bei
20000 g). Aus dem Uberstand wurden die biotinylierten Proteine w&hrend einer 90-
minutigen Inkubation mit 50ul NeutrAvidin™ Agarose-Kigelchen gesammelt. Die
Kigelchen wurden sedimentiert (5 Sekunden bei 17000 g), dreimal mit 1ml Waschpuffer
(500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5%, v/v, Triton X-100, 0.1%, w/v, SDS und 50 mM
Tris/HCI, pH 8.0) und einmal mit Waschpuffer 2 (1 mM EDTA, 0.5%, v/v, Triton X-100,
0.1%, w/v, SDS und 50 mM Tris/HCI, pH 7.4) gewaschen. Die Trennung der Proteine von
den Agarose-Kigelchen erfolgte mit 80 pl Laemmli-Puffer. Es folgte die Denaturierung
fur 5 Minuten bei 95°C mit anschlielender elektrophoretischer Auftrennung im 10%
Polyacrylamid-Gel (SDS-PAGE). AQP2 (C-20) und Cadherin (Membranprotein,
Ladekontrolle) wurden dann mittels Western Blot detektiert und densitometrisch

guantifiziert (LumiAnalyst 3.0 Software, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) (140).

2.2.7 Transfektion von HEK293-Zellen mit AQP2-Plasmid-DNA

Um ein AQP2-Konstrukt unter der Kontrolle des CMV-Promoters zu erhalten, wurde ein
Abschnitt von GFP-AQP2, das den CMV-Promoter beinhaltet, verwendet. Die GFP-
Sequenz wurde durch ein Fragment des Vektors pEGFP-N1, das den CMV-Promoter
ohne GFP enthalt, ersetzt. Es wurden die Restriktionsschnittstellen von EcoRI und ApalLl
genutzt.

AQP2-S256A wurde durch zielgerichtete Mutagenese mit dem Quickchange Il kit
(Stratagene, Heidelberg) generiert. Wild-Typ AQP2 diente als Vorlage.
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HEK293-Zellen wurden in Zellkultur-Schalen (Durchmesser 60 mm) auf mit Poly-
Lysinbromid-beschichteten Deckglaschen (12 mm) ausgesat. 48 Stunden spater erfolgte
die Transfektion mit 1ug Plasmid-DNA durch Nutzung von Transfectin (Biorad, Minchen).

Die Aufarbeitung der Zellen erfolgte nach einem Mediumwechsel 24 Stunden spater.

2.2.8 Immunfluoreszenzfarbung (IF) und Mikroskopie

Farbstoff Einstellungen

DAPI 364 nm, 2% Laserintensitat, Filter BP 385-470, Lochblende
135 pm

Cy3 543 nm, 10% Laserintensitat, Filter LP 560, Lochblende 182
um

HEK293-Zellen oder primare IMCD-Zellen wurden in Zellkulturschalen auf Deckglaschen
(12 mm) ausgesat (51,137). Die Zellen wurden mit unterschiedlichen Testsubstanzen
behandelt und anschlieBend mit DPBS gewaschen und mit Fix-Puffer (15 min, 23°C)
fixiert. Mit 0.1% Triton X-100 in DPBS (5 min, 23°C) wurden die Zellen permeabilisiert.
Eine Inkubation mit Blockpuffer (20 min, 37°C) hemmte die unspezifische
Antikdrperbindung. Sowohl Primar- als auch Sekundarantikérper wurden in Blocklésung
angesetzt und 45 Minuten bei 37°C inkubiert. Zwischen der Inkubation mit Primar- und
Sekundarantikdrpern erfolgte ein Waschschritt mit DPBS auf einem Schiittler dreimal far
jeweils 10 Minuten. AQP2 wurde mit spezifischen priméaren Antikdrpern (H27) und Cy3-
gekoppelten anti-Kaninchen Sekundarantikérpern (Dianova Hamburg) detektiert (21).
Eine Anfarbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (5 ng/ml). Nach abschlieiendem
Waschen wurden die Deckglaschen mit Immu-Mount (Shandon, Thermo Fischer
Scientific Inc., Waltham, MA; USA) auf Objekttrager fixiert und Uber Nacht bei 4°C
ausgehartet. Die Aufnahme der Bilder erfolgte am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop
LSM 510 META (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena; B. Wiesner, FMP) bei 100facher

VergroRerung mit einem Olimmersionsobjektiv (Plan-Neofluar 100x/1.3 Oil).

2.2.9 Statistik

Mit Prism5 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) erfolgte die statistische
Datenanalyse unter Nutzung des one-way ANOVA Testes mit Bonferonni-posthoc-
Testung. Werte fir P < 0.05 wurden als statistisch signifikant erachtet. Alle Werte
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wurden als Mittelwerte mit Standardabweichung des Mittelwertes (mean + SEM)

dargestellt.
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3 Ergebnisse und Auswertung

Diese Arbeit hatte als Ziel, zu Uberprifen, ob eine Erhdhung der Konzentration des
intrazellularen Signalmolekuls zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP) neben den
bereits bekannten Wirkungen der Verlagerung von Aquaporin 2 in die Zellmembran (55)
und die Erhdhung der Transkriptionsrate (100) des Proteins auch zu einer kurzfristigen
Proteinmengenvermehrung fihrt. Falls dies der Fall ist, sollte nhach einem Mechanismus

gesucht werden, der diesen Effekt erklaren kdnnte.

Inner medullary connecting duct (IMCD)-Zellen sind primar kultivierte Zellen aus den
Sammelrohren der Nierenpapillen von Ratten. Sie exprimieren den Vasopressin-2
Rezeptor (V2R) wund unterliegen somit der hormonellen Kontrolle durch
Argininvasopressin  (AVP). Als intrazellulares Signalmolekil dient zyklisches
Adenosinmonophosphat (cAMP), das durch die Adenylylzyklase (AC) aus
Adenosintriphosphat (ATP) gebildet wird. cAMP erhoht die Aktivitat der Proteinkinase A
(PKA), indem es eine Dissoziation der zwei katalytischen Untereinheiten der PKA von
den regulatorischen Untereinheiten vermittelt. Die freiwerdenden Kkatalytischen
Untereinheiten konnen nun Zielmolekile unter ATP-Verbrauch phosphorylieren (49).

Forskolin (FSK) ist ein Reagenz, welches ACs direkt stimuliert und so eine Erhéhung der

cAMP-Konzentration verursacht, ohne einen Rezeptor zu stimulieren (141).

3.1 Untersuchung des Einflusses von Forskolin und Argininvasopressin auf die
AQP2 Menge

Die Stimulation der IMCD-Zellen erfolgte mit AVP oder FSK. Hierfur wurden die Zellen
Uber 15 oder 30 Minuten mit AVP (100 nM) oder tber 15, 30, 45, 60 und 120 Minuten mit
FSK (10 uM) behandelt. Die genannten Konzentrationen von AVP und FSK wurden flr
alle folgenden Experimente beibehalten. Die Inkubationszeit mit AVP wurde auf maximal
30 Minuten beschrankt, da die anschlielende Internalisierung des V2R zu einer
Abnahme der hormonellen Stimulation und somit zu einem Abfall der cAMP
Konzentration fuhrt.

In Folge der Inkubation wurde das AQP2-Protein Uber den Antikérper H27, der an
Protein-A-Sepharose gebunden vorlag, durch eine Immunprazipitation gefallt. Das

prazipitierte Protein wurde mittels Western Blot aufgetrennt. Mit einem gegen den N-
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Terminus von AQP2 gerichteten Antikdrper wurde AQP2 qualitativ nachgewiesen und die
Proteinmenge semiquantitativ bestimmt. Die semiquantitative Mengenbestimmung
erfolgte durch densitometrische Analysen der Western Blots.

AQP2 liegt in der Zelle in unterschiedlichen Zustdnden vor. Es gibt eine nicht-glykosylierte
Form, die durch eine Bande bei 29 kD reprasentiert wird, eine mit Mannoseketten
versehene Form (High-Mannose-Form) bei 30 kD und eine komplex-glykosylierte Form,
die sich mit einem Gewicht von 35-50 kD darstellt. Bei der High-Mannose-Form handelt
es sich um eine Ubergangsform zur komplex-glykosylierten Form des Proteins (95).
Diese wird zwar im Western Blot sichtbar, liegt jedoch in der Zelle in deutlich geringerer
Menge vor als die anderen beiden Formen und wird daher in den Auswertungen der
Versuche vernachlassigt.

Nach der Behandlung mit AVP konnte ein signifikanter Anstieg der Proteinmenge von
AQP2 im Vergleich zu nicht behandelten Zellen festgestellt werden. Schon nach 15
Minuten zeigte sich ein dreiligprozentiger Anstieg der Menge nicht-glykosylierten
AQP2's, der sich nach 30 Minuten zu einem sechzigprozentigen Anstieg entwickelte. Die
Menge der komplex-glykosylierten Form erhdhte sich nach 15 Minuten auf 150 % und
nach 30 Minuten auf 180 % des Ausgangswertes.

In den Zellen, die mit FSK behandelt wurden, war der erste signifikante
Proteinmengenanstieg von AQP2 nach 30 Minuten zu verzeichnen. Wahrend sich die
Menge der nicht-glykosylierten AQP2 Form von einer Erhéhung um 50 % nach 60
Minuten auf mehr als eine Verdopplung nach 120 Minuten vergroR3erte, verdoppelte sich
die Menge der komplex-glykosylierten AQP2 Form bereits nach 30 Minuten und hatte
sich nach 120 Minuten verdreifacht.

Die Menge des zellularen Referenzenzyms Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH) veranderte sich weder unter der 30-mindtigen Behandlung mit AVP noch unter
der bis zu 2-stindigen Behandlung mit FSK.
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Abbildung 3.1 AVP und FSK erhdéhen nach 30 Minuten die AQP2-Menge in IMCD Zellen.

A. IMCD Zellen wurden mit AVP (100 nM) oder FSK (10 uM) fiir die genannten Zeiten behandelt.
Als Referenz dienten unbehandelte Zellen. AQP2 wurde immunprazipitiert und im Western Blot
nachgewiesen. Dargestellt ist ein reprasentativer Blot aus fiinf unabhangigen Experimenten. In
den verwendeten Zelllysaten wurde GAPDH als intrazellulares Kontrollprotein nachgewiesen.

B. Quantitative Auswertung der in A dargestellten Ergebnisse der AVP-Stimulation durch
densitometrische Analysen. Statistisch signifikante Unterschiede wurden markiert.

(n=5, *, p<0,05 und **, p<0,01)

C. Quantitative Auswertung der in A dargestellten Ergebnisse der FSK-Stimulation.

(n=5, *, p<0,05 und **, p<0,01)

3.2 Analyse des Einflusses von cAMP auf die Proteinmenge

Um sicher zu gehen, dass cAMP an der Vermittlung des beobachteten Effektes beteiligt
ist, wurden IMCD-Zellen zur Kontrolle unter denselben Bedingungen wie im
vorbeschriebenen Experiment mit zyklischem Dibutyryladenosinmonophosphat (dbcAMP
500uM) versetzt. dbcAMP st ein Analogon von cAMP, das die Zellmembran
durchdringen kann und es so ermdglicht, von extrazellular die intrazellulare cAMP

Konzentration kontrolliert zu erhéhen (142). Die Zellen wurden fir 60 Minuten stimuliert,
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um zu beurteilen, ob auch hier eine kurzfristige AQP2-Mengenveranderung auffallt.
Wiederum verglichen mit unbehandelten Zellen erhéhte sich die AQP2 Menge nach der
Behandlung mit docAMP auf das Dreifache der Ausgangsmenge.

Als Kontrollprotein wurde die Menge von 1gG ermittelt. Hier zeigte sich kein Einfluss von

dbcAMP auf die Proteinmenge.
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Abbildung 3.2 Die AQP2-Proteinmengenerhéhung steht in direkter Abhangigkeit zur cAMP-
Konzentration.

A. IMCD-Zellen wurden mit dbcAMP (500 uM; 60 min) stimuliert, AQP2 immunoprazipitiert und
im Western Blot detektiert. Dargestellt ist ein reprasentativer Blot aus funf unabhangigen
Experimenten.

B. Densitometrische quantitative Analyse der Ergebnisse des Western Blots. Statistisch
signifikante Unterschiede wurden markiert. (n=5, *, p<0,05)

3.3 Messung der intrazellularen AQP2-mRNA Menge

Es ist bekannt, dass cAMP Uber eine Induktion der Transkription die Menge der
produzierten mRNA und somit durch verstarkte Translation auch die Proteinmenge
erhoht (100). Misst man nun die AQP2-spezifische mRNA-Menge in einer quantitativen
Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction
gRT-PCR), so stellt man fest, dass sich diese nach Stimulation der IMCD-Zellen mit FSK
erhoht. Jedoch geschieht dies - wie erwartet und in der Literatur beschrieben (106) — erst
nach 60 Minuten. Zu diesem Zeitpunkt lasst sich 60 % mehr mRNA in der Zelle feststellen
als zu Beginn. Vier Stunden nach der Behandlung mit FSK hat sich die mRNA auf das
14-fache des Ausgangswertes vermehrt. Nach 30-minttiger Stimulation ist noch keine
signifikante Erh6hung der AQP2-mRNA Menge in der gRT-PCR nachweisbar.
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Abbildung 3.3 FSK erhoht mittelfristig die AQP2-mRNA Menge.

IMCD-Zellen wurden fir 15-240 Minuten mit FSK (10 uM) behandelt, lysiert und die mRNA isoliert.
AQP2-mRNA wurde durch eine gRT-PCR quantifiziert und mit unbehandelten Zellen verglichen.
Die quantitative Analyse von drei unabhangigen Experimenten, die jeweils in Duplikaten
durchgefihrt wurden, ist dargestellt, statistisch signifikante Unterschiede sind markiert.

(n=3, *, p<0,05, **, p<0,01)

Experiment durch Dr. Pavel |. Nedvetsky durchgefuhrt.

3.4 Analyse des Phosphorylierungsstatus von AQP2 an Serin256

Wie bereits beschrieben aktiviert die intrazellulare cAMP-Erh6hung die PKA-AKktivitat.
Eines der Zielmolekile der PKA ist AQP2, das unter anderem an der Aminosaure Serin
an Stelle 256 (S256) phosphoryliert wird (81). Es sollten nun die Spiegel von an S256
phosphoryliertem AQP2 (pAQP2-S256) unter dem Einfluss von AVP und FSK bestimmt
werden. Hierfur wurden IMCD-Zellen mit AVP fur 10, 15, 20, 30 und 60 Minuten und mit
FSK far 10, 20 und 30 Minuten stimuliert. Die Menge an pAQP2-S256 wurde
semiquantitativ bestimmt und mit dem basalen Niveau der pAQP2-S256 Menge
verglichen. Unter dem Einfluss der cCAMP-steigernden Reagenzien erhdhte sich auch der
Phosphorylierungsstatus von AQP2 (pAQP2-S256) signifikant. Nach 10-minutiger FSK-
Stimulation war bereits doppelt so viel Protein phosphoryliert wie in unstimulierten Zellen.
Dies setzte sich fort, bis nach 30 Minuten fast 10-mal so viel Protein phosphoryliert war
wie im Ausgangszustand. Dasselbe Bild zeigte sich nach AVP-Stimulation. Uber eine
Verdoppelung nach 10 Minuten und eine Versiebenfachung nach 20 Minuten stellte sich
eine Verzehnfachung der Menge des phosphorylierten Proteins nach 30 Minuten ein, die
nach 60 Minuten weiterhin vorzufinden war. Als intrazellulares Kontrollprotein diente bei

diesem Versuch Cadherin, dessen Menge und Konzentration unverandert blieb.
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Abbildung 3.4 Stimulation von IMCD-Zellen mit FSK und AVP fiihrt zu einer Zunahme der
Phosphorylierung von AQP2 an Serin 256

A. IMCD-Zellen wurden mit FSK (10 uM) und AVP (100 nM) fir die dargestellten Zeiten stimuliert.
Die Zellen wurden lysiert und Gesamt-APQ2 bzw. an S256 phosphoryliertes AQP2 wurden im
Western Blot nach Immunpréazipitation detektiert. Dargestellt ist ein représentativer Blot von vier
unabhangigen Experimenten.

B. Densitometrische Quantifizierung des in A. dargestellten Western Blots. Statistische
Signifikanz wurde markiert. (n=4, *, p<0,05, **, p<0,01)

3.5 Untersuchung des Einflusses der Proteinkinase A auf die intrazellulare AQP2

Anreicherung

Um den Einfluss der PKA auf die Effekte von FSK zu untersuchen, wurde die PKA-
Hemmung durch H89 durchgefihrt. H89 ist ein Kinasenhemmer, der die Aktivitat der PKA
auf 2 % im Vergleich zur Kontrollaktivitdt reduziert (143). IMCD-Zellen wurden in 4
Ansétzen erstens als Kontrolle unbehandelt gelassen, zweitens mit FSK versetzt, drittens
mit H89 und viertens mit H89 und FSK behandelt. Die semiquantitative Auswertung
ergab, dass die solitare Hemmung der PKA durch H89 (Ansatz 3) keine Auswirkung auf
die Proteinmenge von AQP2 hatte, dass jedoch die Behandlung mit H89 eine Erh6hung
der Proteinmenge durch FSK verhinderte (Ansatz 4). Im Gegensatz hierzu fihrte FSK-
Stimulation ohne gleichzeitige Hemmung der PKA durch H89 zu einer Erhéhung der
nachgewiesenen Menge an der nicht-glykosylierten AQP2 Form auf 160 % und der
komplex-glykosylierten Form auf 220 % des Vergleichswertes. Demzufolge hat die
Funktion der PKA elementare Wichtigkeit fir die Wirkung von FSK. Die Stimulation der
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PKA durch FSK nach cAMP Erh6hung scheint den Schliisselmechanismus in dem

beobachteten Prozess darzustellen.
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Abbildung 3.5 Der Kinasenhemmer H89 verhindert die durch FSK ausldsbare AQP2-
Mengenerhéhung.

A. IMCD-Zellen wurden mit FSK (10uM 30min), H89 (30uM 30min) oder einer Kombination aus
FSK (10uM) und H89 (30uM) fir 30 Minuten behandelt, lysiert, immunoprazipitiert und im
Western Blot detektiert. Dargestellt ist ein repréasentativer Blot von funf unabh&ngigen
Experimenten.

B. Densitometrische Auswertung und Quantifikation der in A. ermittelten Ergebnisse.

(n=5, *, p<0,05, **, p<0,01)

3.6 Etablierung von HEK293-Zellen als Zellmodell

Da eine Hemmung der PKA den Effekt von FSK aufhebt, sollte nun untersucht werden,
ob die Phosphorylierung von AQP2 an Serin 256, die PKA-vermittelt stattfindet, fir den
beschriebenen Effekt notwendig ist. Hierflr wurde eine Mutante von AQP2 hergestellt,
bei der an Stelle 256 das Serin durch Alanin (AQP2-S256A) ersetzt wurde.

Ein Austausch der Aminosdure Serin durch Alanin fihrt dazu, dass eine
Phosphorylierung durch die PKA an dieser Stelle nicht mehr méglich ist. Anders als Serin
besitzt Alanin im Aminosaurerest keine Hydroxylgruppe. Diese Hydroxylgruppe ist jedoch
Voraussetzung, um eine Phosphorylierung des Proteins durch eine Esterbindung mit
einem Phosphatrest zu ermdglichen.

Diese sollte nun in die Zellen eingebracht und die Proteinmengen der Mutante unter
Stimulation beobachtet werden. Hierflir zeigten sich IMCD-Zellen leider génzlich
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ungeeignet: Ahnlich wie alle primar kultivierten Zellreihen sind IMCD-Zellen aufgrund
ihrer Vulnerabilitéat schwierig zu transfizieren. Zudem missen zu ihrer Gewinnung Ratten
geopfert werden. Demzufolge wére es zur einfacheren Handhabung der Zellen und
Reproduktion der Ergebnisse sinnvoll Zellen zu finden, die dieselben Eigenschaften wie
IMCD-Zellen unter Stimulation aufweisen, jedoch leichter zu kultivieren und zu
transfizieren sind. Des Weiteren kann so die Zahl der Tiere, die geopfert werden mussen,
reduziert werden. Unter anderem wurden Human-Embryonic-Kidney-293 Zellen
(HEK293) getestet. Hierbei handelt es sich um Zellen, die nach Transformation von
menschlichen Nierenzellen mit Adenovirus DNA gewonnen wurden. Sie sind sehr einfach
zu kultivieren und zu transfizieren. Die Nummer 293 erklart sich dadurch, dass die Zellen
im 293sten Versuch des Entwicklers Frank Graham erstmals erfolgreich kultiviert wurden
(144).

HEK293-Zellen wurden mit AQP2 kodierender DNA transfiziert. Nach Behandlung der
Zellen mit FSK verhielt sich das AQP2-Protein genauso wie in primar kultivierten IMCD-
Zellen. AQP2 wurde an S256 phosphoryliert, verlagerte sich an die Zellmembran und
nach wenigen Minuten war eine signifikante Erhéhung der Proteinmenge nachweisbar.
Auch in vielen anderen Forschungsarbeiten wurden HEK293-Zellen als Zellmodell zur
Untersuchung der Signaltransduktion verwendet (56,67). In dieser Arbeit wurden sie fur

weitere Versuchsansatze genutzt.
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Abbildung 3.6 Die Menge von AQP2 verhalt sich nach FSK-Stimulation in HEK293-Zellen
genauso wie in IMCD-Zellen.

Mit AQP2 Wild-Typ transfizierte HEK293-Zellen wurden mit FSK (10uM) fur 30 Minuten behandelt
oder unbehandelt gelassen. Die Zellen wurden lysiert, immunoprézipitiert und AQP2 wurde im
Western Blot detektiert. Dargestellt ist ein représentativer Blot von funf unabhangigen
Experimenten. In den verwendeten Zelllysaten wurde IgG als intrazellulares Kontrollprotein
nachgewiesen. (n=5)
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3.7 Analyse des Verhaltens von AQP2 und einer nicht-phosphorylierbaren AQP2-

Mutante gebunden an einen nicht durch cAMP-beeinflussbaren Promoter

Fur den nachsten Versuchsansatz wurde ein AQP2-Konstrukt unter Kontrolle des
Cytomegalovirus-Promoters (CMV-Promoter) hergestellt, und zwar in der Wild-Typ und
in der AQP2-S256A-Form. Der CMV-Promoter wird, anders als der in vivo vorhandene
Promoter von AQP2, nicht durch die cAMP-Konzentration beeinflusst.

HEK293-Zellen wurden mit dem AQP2 Wildtyp oder der AQP2-S256A-Mutante
transfiziert und entweder fir 30 Minuten mit FSK stimuliert oder unstimuliert gelassen.
Die Zellen wurden lysiert oder durch Oberflachenbiotinylierung markiert und
anschlieBend ein Pull-Down-Experiment mit Proteinnachweis durchgefiihrt. Bei der
Oberflachenbiotinylierung werden alle Proteine, die sich an der Zelloberflache befinden
Uber eine kovalente Bindung mit Biotin verbunden. Mit Streptavidin kdnnen die
biotinylierten Proteine nun gezielt isoliert und anschlieRend mit proteinspezifischen
Antikorpern nachgewiesen werden.

Wie zu erwarten war, erhdhte sich in der semiquantitativen Auswertung - anders als bei
dem Wildtyp von AQP2 - die auf der Zelloberflache exprimierte Menge von AQP2-S256A
nach Stimulation nicht. Dies stimmt mit der Annahme Uberein, dass die AQP2 Mutante
nicht phosphoryliert werden kann und daher auch nicht an die Zellmembran transportiert
wird.

Anders sieht es bei den Lysaten der Zellen aus. Hier erhdhte sich die Proteinmenge der
Mutante &hnlich stark wie die des Wildtyps.

Um dies genauer zu quantifizieren, wurden die gleichen Zellen wie im vorherigen Versuch
fur 60 Minuten mit FSK stimuliert. Es zeigte sich eine Erhéhung der nicht-glykosylierten
Form auf ca. 160 % und der komplex-glykosylierten Form auf ca. 200 % des
Ausgangswertes. Dies war sowohl beim AQP2-Wildtyp als auch bei der AQP2-S256A-
Mutante zu beobachten.
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Abbildung 3.7 Stimulation mit FSK fuhrt zu einer Zunahme der Proteinmenge von AQP2-
S256A unter Kontrolle des CMV-Promoters in HEK293-Zellen

Nicht phosphorylierbare AQP2-S256A-Mutanten translozieren nach FSK Stimulation nicht
vermehrt in die Plasmamembran von HEK293-Zellen, sind jedoch in erhéhter Menge
intrazellular nachweisbar. Dieses Ergebnis zeigt sich trotz Bindung von AQP2 und AQP2-
S256A an den CMV-Promoter. Durchfihrung des Experimentes in HEK293-Zellen.

A. Transient AQP2 exprimierende HEK293-Zellen (Wildtyp-AQP2 oder die AQP2-S256A-
Mutante) wurden entweder unbehandelt gelassen oder mit FSK (10 puM, 30 min) stimuliert. Mit
Wildtyp-AQP2 transfizierte Zellen sind in der oberen Reihe dargestellt — links unbehandelt, rechts
stimuliert. Mit AQP2-S256A transfizierte Zellen finden sich in der unteren Reihe; unbehandelt
wiederum links, rechts stimuliert. Die Zellen wurden fixiert, permeabilisiert und AQP2 wurde
angefarbt (rot). Blau: in 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) gefarbte Zellkerne.

B. HEK293-Zellen wurden transfiziert und wie in A behandelt. Um AQP2 an der Zelloberflache
zu detektieren, wurden Oberflachenproteine mit Sulfo-NHS-SS-Biotin biotinyliert und mit
Streptavidin-Sepharose prézipitiert. Nach Proteinauftrennung in der SDS-PAGE wurde AQP2 im
Western Blot nachgewiesen. Dargestellt sind reprasentative Ergebnisse von vier unabhangigen
Experimenten.

C. Mit Wildtyp AQP2 und AQP2-S256A transfizierte HEK293-Zellen wurden unbehandelt
gelassen oder mit FSK (10pM, 60min) stimuliert. Die Zellen wurden lysiert, AQP2
immunoprazipitiert und durch das Wester Blot Verfahren detektiert. Dargestellt sind
reprasentative Ergebnisse von funf unabhangigen Experimenten.

D. Densitometrische Auswertung und Quantifikation der in C. ermittelten Ergebnisse.

(n=5, *, p<0,05, **, p<0,01)
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3.8 Untersuchung der Auswirkung einer Hemmung der Transkription auf die FSK-

induzierte AQP2-Mengenvermehrung

Um zusatzlich zu den oben beschriebenen Beobachtungen sicherzustellen, dass nicht
eine Erh6hung der Transkriptionsrate fur die Proteinmengenvermehrung verantwortlich
ist, wurden IMCD-Zellen mit Actinomycin D (10 pg/ml, 60 min) behandelt. Actinomycin D
ist eine Substanz, die durch Interkalation in die DNA zur Offnung des DNA-
Doppelstranges fuhrt und so die DNA-abhangige RNA-Polymerase der Zellen hemmt.
Dies verhindert die Transkription von DNA zu mRNA (145). Die Zellen wurden entweder
unbehandelt fir 60 Minuten mit FSK stimuliert beziehungsweise unstimuliert gelassen
oder sie wurden mit Actinomycin D behandelt und anschlielend stimuliert
beziehungsweise unstimuliert gelassen. Betrachtet man zunéchst die mRNA Menge,
erhoht sich diese bei mit FSK stimulierten Zellen ohne Hemmung der Transkription
signifikant auf 170 % des Ausgangswertes. Hemmt man nun die Transkription mit
Actinomycin D, ist keine Veradnderung der mRNA Menge nach FSK-Stimulation
feststellbar.

Auf Proteinebene verhielten sich die Zellen, in denen keine Hemmung der Transkription
stattfand, wie erwartet: in der semiquantitativen Auswertung des Western Blot zeigte sich
eine Proteinmengenerh6hung um 70 % beziehungsweise 90 % fir die nicht- und die
komplex-glykosylierte Form. Nach Actinomycin D Behandlung verdnderte sich die
Proteinmenge in den nicht stimulierten Zellen nicht. Nach Stimulation mit FSK erhéhte
sich die Proteinmenge der nicht-glykosylierten Form jedoch auf das 160 % und die der

komplex-glykosylierten Form auf mehr 200 % des Ausgangswertes.
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Abbildung 3.8 FSK erhoht in IMCD-Zellen die AQP2-Proteinmenge trotz Hemmung der
Transkription.

Actinomycin D hemmt durch Interkalation die AQP2 mRNA Synthese in IMCD-Zellen. Diese
Hemmung kann durch FSK Stimulation nicht Gberwunden werden. Auf Proteinebene ist die
Hemmung durch Actinomycin D nicht mehr nachweisbar. FSK Stimulation erhéht die
Proteinexpression trotz einer wirksamen Transkriptionshemmung durch Actinomycin D.

A. IMCD-Zellen wurden mit Actinomycin D (10ug/ml, 60min) behandelt, wie beschriftet mit FSK
(10uM, 60min) stimuliert, und nach Zelllyse und mRNA Isolation wurde durch eine gRT-PCR die
AQP2 mRNA Menge bestimmt. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen im stimulierten oder
unstimulierten Zustand, in denen ebenfalls die AQP2 mRNA bestimmt wurde.

Experiment durch Dr. Pavel I. Nedvetsky durchgefihrt.

B. IMCD-Zellen wurden, wie in A beschrieben, behandelt. Im Anschluss an die Lyse wurde anstatt
der mRNA-Isolation eine AQP2 Immunopazipitation durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte anhand
des Western Blot Verfahrens. Dargestellt ist ein reprasentativer Blot von vier unabhangigen
Experimenten.

C. Quantifizierung der in B bestimmten Effekte von Actinomycin D und FSK auf die AQP2
Proteinexpression in IMCD Zellen. Statistisch signifikante Werte in A und C wurden markiert.
(n=4, *, p<0,05)

3.9 Untersuchung der Auswirkung einer Hemmung der Translation auf die FSK-

induzierte AQP2-Mengenvermehrung

Als nachste Instanz der Proteinbiosynthese wurde tberprift, wie sich eine Hemmung der
Translation auf die Wirkung von FSK auswirkt. Hierzu wurde de-novo Proteinsynthese

mit Cycloheximid gehemmt. Cycloheximid ist ein Reagenz, das durch Bindung an das
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Ribosom die mRNA-gesteuerte Synthese neuer Proteine verhindert (146). Mit AQP2
transfizierte HEK293-Zellen wurden entweder mit Cycloheximid (10 pg/ml 90 min)
versetzt oder unbehandelt gelassen und mit FSK flr 60 Minuten stimuliert oder nicht
stimuliert. In der semiquantitativen Auswertung des Western Blots fiihrte eine
Behandlung der HEK293-Zellen mit FSK zu einer Erh6éhung der Proteinmenge auf 180
% bzw. 210 % der nicht- bzw. komplex-glykosylierten Form von AQP2. Nach Behandlung
mit Cycloheximid zeigte sich in ruhenden Zellen eine Abnahme der Proteinmenge auf
etwa 50 % des Wertes in unbehandelten Zellen. Dieses lasst sich dadurch erklaren, dass
die Proteinsynthese gehemmt ist, gleichzeitig jedoch Protein abgebaut wird. Werden die
mit Cycloheximid behandelten Zellen nun mit FSK stimuliert, zeigt sich semiquantitativ
ausgewertet ein deutlich signifikanter Anstieg der Proteinmenge. Die Stimulation fiihrt zu
einer Verdoppelung der Menge an nicht-glykosyliertem Protein und zu einer mehr als

Vervierfachung der Menge an komplex-glykosyliertem Protein.
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Abbildung 3.9 FSK erhoht in HEK293-Zellen die AQP2-Proteinmenge trotz Hemmung der
Translation.

Behandlung von HEK293-Zellen mit Cycloheximid fuhrt zu einer effektiven Hemmung der
Translation. Stimulation dieser Zellen mit FSK vermag die Reduktion der Proteinexpression
durch Translationshemmung aufzuheben.

A. HEK293-Zellen wurden mit Cycloheximid (10puM, 90min) behandelt und anschlieend mit FSK
stimuliert oder ruhend belassen. Die Zellen wurden lysiert, die Proteine in einer SDS-PAGE
aufgetrennt und AQP2 im Western Blot nachgewiesen. Dargestellt ist ein reprasentativer Blot von
vier unabhangigen Experimenten.

B. Die Quantifikation erfolgte densitometrisch. Statistisch signifikante Werte sind markiert.

(n=4, *, p<0,05; **, p<0,01)
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3.10 dDAVP erhdht nach 30 Minuten die AQP2 Menge in vivo

Die bisher beschriebenen Versuche wurden alle in vitro durchgefiihrt. Nun sollte Gberprift
werden, ob der cAMP-abhéangige Anstieg der AQP2 Menge auch in vivo nachweisbar ist.
Hierfir wurden Wildtyp C57/BI6 Mause mit dDAVP behandelt und 30, 60 oder 120
Minuten nach der Behandlung geopfert. Als Kontrolle wurden Mause unbehandelt
gelassen oder mit der dDAVP Transportersubstanz versetzt. Vergleicht man die
behandelten Mause mit unbehandelten Mausen, zeigt sich bereits nach 30 Minuten ein
signifikanter Anstieg der AQP2 Menge auf das mehr als Doppelte des Ausgangswertes.
Die Transportersubstanz hat keinerlei Einfluss auf die AQP2 Menge. Vergleichend zu der
Proteinmenge wurde die AQP2 spezifische mRNA Menge gemessen. Diese erhdhte sich

erst nach 2-stindiger Behandlung mit dDAVP auf 150 % des Vergleichswertes.
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Abbildung 3.10 dDAVP erhdht in vivo bereits nach 30 Minuten die AQP2 Proteinexpression.

Die AQP2 mRNA Menge vermehrt sich in vivo erst nach 120-minttiger Stimulation mit dDAVP.
Behandlung der Tiere ausschlief3lich mit der Transportersubstanz DPSB fiihrt zu keiner
Veranderung der Proteinexpression.
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A. Wildtyp C57/BI6 Mausen wurde peritoneal dDAVP injiziert (1ng/g Kérpergewicht), 30 Minuten
spater wurden die Mause geopfert und die AQP2-Level im Nierenmark wurden mit der Western
Blot Technik bestimmt. Gezeigt sind die reprasentativen Ergebnisse von zwei von insgesamt finf
Tieren.

B. Quantifizierte Auswertung von A. (n=5, **, p<0,01)

C. Quantitative Auswertung der AQP2-mRNA Menge im Nierenmark von C57/BI6 M&ausen (5
Tiere pro Gruppe). Wie in A beschrieben, wurden die Mause mit dDAVP behandelt, jedoch
diesmal fiir 30, 60 und 120 Minuten. Die AQP2-mRNA Menge wurde in einer gqRT-PCR bestimmt,
statistisch signifikante Werte sind markiert. (n=5, **, p<0,01)

Experiment durch Dr. Pavel |. Nedvetsky durchgefuhrt.

3.11 Analyse des Effektes einer Hemmung des Proteasoms

Die oben beschriebenen Ergebnisse legen nah, dass FSK und AVP durch Erhéhung der
intrazellularen cAMP—-Konzentration die Proteinmenge von AQP2 in der Zelle erhéhen.
Dies geschieht nicht auf der Ebene der Transkription und auch eine Erhdéhung der
Translationsrate als Ursache des Effektes konnte ausgeschlossen werden. Folglich wird
nicht mehr Protein produziert. Ein moglicher Mechanismus, der die Beobachtung erklaren
konnte, ist, dass weniger Protein abgebaut wird und sich so die intrazellulare
Halbwertszeit des Proteins erhoht.

AQP2 wird, wie viele Proteine, unter anderem lber das Proteasom abgebaut. Hierftr wird
AQP2 polyubiquitiniert und diese Polyubiquitinierung dient als Signal, um das Protein
mittels des Proteasoms abzubauen (116).

Es sollte nun besagter proteosomaler Abbau gehemmt werden, um zu Uberprifen, ob
dies moglicherweise eine vergleichbare Anreicherung von AQP2 in der Zelle verursacht.
Hierzu wurden IMCD-Zellen entweder unstimuliert gelassen oder fiir 30 Minuten mit FSK
inkubiert. Bei einem Teil der Zellen wurde FSK ausgewaschen und bei einem Teil der
gewaschenen Zellen folgte anschlieRend eine 120-minitige Behandlung mit dem
Proteasom-Inhibitor MG132 (10 uM) (147). Die FSK-Stimulation sorgte fir eine
signifikante Anreicherung von AQP2 auf das 1,5-fache der Ausgangsmenge. Nachdem
das FSK Uber 30 Minuten ausgewaschen wurde, sank die intrazellulare AQP2 Menge auf
ca. 80 % des Wertes in unbehandelten Zellen ab. Die folgende Behandlung mit MG132
erhohte die Proteinmenge wiederum auf ca. 150 % des Ausgangswertes in ruhenden
Zellen.

Die Menge des Kontrollproteins Cadherin veranderte sich unter all diesen Einflissen

nicht.
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Die Behandlung mit pharmakologischen Agenzien und eine extrazellulare Einflussnahme
auf intrazellulare Signalwege stellt immer eine Stresssituation fir Zellen dar. Um
nachzuweisen, dass die Reagenzien keine derartige Reaktion in den Zellen hervorrufen,
sondern nur physiologische Prozesse verstarken, beschleunigen oder verhindern, wurde
AQP2 in IMCD-Zellen unter Einfluss der Reagenzien mittels Immunfluoreszenz-
Mikroskopie nachgewiesen. Zusatzlich wurde eine Probe IMCD-Zellen ausschlief3lich mit
MG132 behandelt, um auszuschlieBen, dass MG132 einen Einfluss auf die
Zellarchitektur oder die Verteilung von AQP2 in der Zelle hat.

Wie beschrieben findet sich AQP2 in ruhenden Zellen in perinukledren Kompartimenten
(56). Eine Behandlung mit MG132 verandert die Lokalisation von AQP2 nicht, die
Proteinmenge erhoht sich jedoch deutlich. Nach FSK-Stimulation wird AQP2 in die
Zellmembran verlagert. Wascht man FSK nun aus, wird ein grof3er Teil des AQP2 in die
Zelle zuriickverlagert. Ein Teil verbleibt jedoch in der Zellmembran. Eine Behandlung der
Zellen mit MG132 im Anschluss an das Auswaschen verandert die Lokalisation wiederum
nicht: Ein Teil des Proteins befindet sich in der Zellmembran, ein Teil in perinuklearen
Kompartimenten. Die Proteinmenge ist jedoch wiederum sichtbar erhéht.
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Abbildung 3.11 Eine Hemmung des proteosomalen Abbaus von AQP2 mit MG132 flihrt zu
derselben Mengenvermehrung von AQP2 wie eine Stimulation der Zellen mit FSK.

A. IMCD-Zellen wurden entweder unbehandelt gelassen, fur 30 Minuten mit FSK behandelt, fur
120 Minuten mit MG132 behandelt oder fir 30 Minuten in FSK inkubiert, um nach einer 30-
minltigen Auswaschphase ebenfalls mit MG132 fiir 120 Minuten behandelt zu werden. Es zeigt
sich nach Hemmung des proteosomalen Abbaus dieselbe AQP2-Mengenvermehrung wie nach
FSK-Stimulation. Dargestellt ist ein reprasentativer Blot von drei unabhangigen Experimenten.
B. Sowohl eine Stimulation von IMCD-Zellen mit FSK als auch eine Hemmung des proteosomalen
Abbaus durch eine Behandlung mit MG132 filhren zu einer AQP2-Proteinmengenzunahme auf
ca. 150%. Quantifizierte Auswertung von A. (n=3, **, p<0,01)

C. IMCD-Zellen wurden, wie in A beschrieben, behandelt und mittels Immunfluoreszenz
dargestellt. Es zeigt sich, dass die Architektur und Integritéat der Zellen trotz der chemischen
Manipulation erhalten bleibt. In unbehandelten Zellen befindet sich AQP2 in perinuklearen
Kompartimenten und verlagert sich nach Stimulation mit FSK in die Zellmembran. Nach der
Auswaschung von FSK findet sich AQP2 nach wie vor in der Zellmembran, nur hat die
Proteinmenge - reprasentiert in der Farbintensitét - deutlich abgenommen. Durch die Hemmung
des proteosomalen Abbaus wird die intrazellulare AQP2-Menge erhoht, was sich in der
verstarkten Farbintensitat der Zellen im Vergleich mit unbehandelten Zellen zeigt. Nach FSK-
Stimulation findet auch hier eine Verlagerung von AQP2 in die Zellmembran statt, was zeigt, dass
die intrazellularen Transportmechanismen durch die Reagenzien nicht beeinflusst werden.
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4 Diskussion

4.1 AVP hemmt den proteosomalen Abbau von AQP2

Diese Arbeit zeigt, dass eine Erhéhung von intrazellularem cAMP eine Erhéhung der
Proteinmenge von Aquaporin 2 in renalen Hauptzellen zur Folge hat. Neuartig ist hierbei,
dass bereits nach 30 Minuten eine signifikante Proteinmengenerh6hung nachweisbar ist.
Dieser Effekt ist sowohl durch Forskolin (FSK), ein Reagenz, das direkt die
Adenylylzyklase stimuliert und somit cAMP erhoht (141), als auch durch das
korpereigene Hormon AVP und dessen V2R-selektives Analogon dDAVP auslésbar. Und

er ist sowohl im Zellmodell in vitro als auch in der Maus in vivo nachweisbar.

Es ist bekannt, dass eine intrazellulare cAMP Erhéhung durch Stimulation des V2R und
der PKA zu einer Phosphorylierung von AQP2 und dessen Verlagerung in die
Zellmembran fihren (85). Dies steigert die Wasserpermeabilitdt der Zellmembran und
ermdglicht dem Organismus die kurzfristige Aufrechterhaltung der Wasserhomdostase.
Zudem ist beschrieben, dass cAMP durch Bindung an das cAMP-responsive-element-
binding-protein (CREB) und dessen nachfolgende Bindung an das cAMP-responsive-
element (CRE) eine Zunahme der Transkription und dadurch eine gesteigerte Synthese
von AQP2 induziert (103). Dieses findet parallel zu der konstitutiven Synthese von AQP2
statt, die im Gleichgewicht mit der konstitutiven Degradation eine stabile Expression des
Proteins ermdglicht (111). Durch diesen Mechanismus wird sichergestellt, dass bei
langem Bestehen eines erhohten Wasserbedarfes des Organismus gentgend
Kanalprotein zur Verfigung steht, um eine suffiziente Wasserriickresorption zu

garantieren.

Als Antwort auf die AVP-Stimulation finden diese beiden Mechanismen zu definierten
Zeitpunkten statt. Wahrend die Insertion von AQP2 in die Plasmamembran Sekunden bis
wenige Minuten nach der hormonellen Stimulation stattfindet, bedarf es mindestens 60
Minuten und mehr bis eine messbare Erhohung der AQP2 spezifischen mRNA
nachweisbar ist. Aus dieser muss anschlieRend noch Protein synthetisiert werden, so
dass eine erste Proteinmengenerhdhung bedingt durch eine Steigerung der Transkription

und anschlieBender Proteinbiosynthese noch spater zu erwarten wére (106).
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Der in dieser Arbeit nachgewiesene AQP2-Anstieg ist vom Zeitpunkt des ersten
Einsetzens keinem der bekannten Regulationsmechanismen zuzuordnen und unterliegt

folglich einem neuen Mechanismus der AQP2-Regulation.

Eine Erh6hung der intrazellularen cAMP-Konzentration entweder durch G-Protein-
vermittelte AC-Stimulation nach dDAVP-Bindung am V2R oder durch direkte Aktivierung
der AC durch FSK fuihrt bereits nach 30 Minuten zu einem signifikanten Anstieg der AQP2
Menge (Abb.3.1). Dieses Phanomen zeigt sich sowohl in vitro als auch in vivo (Abb. 3.10).

Auch das cAMP-Analogon dbcAMP, das durch Penetration der Zellmembran direkt auf
die Zielproteine wirken kann und somit von aul3en gesteuert eine definierte intrazellulare
CAMP-Konzentration ermoglicht (142), fuhrt zu einem gleichartigen Anstieg der
intrazellularen AQP2 Menge (Abb.3.2), was nahelegt, das cAMP als intrazellulares

Signalmolekdl in diesem Prozess dient.

Diese Proteinmengenvermehrung tritt ein, bevor eine Induktion der Transkription und
Erhdéhung der AQP2-spezifischen mRNA nachweisbar wird. Erst nach 60 Minuten kommt
es zu einer nachweisbaren Erhéhung der AQP2 mRNA (Abb.3.3). In vivo zeigt sich eine
Vermehrung der mRNA-Menge sogar erst nach 120 Minuten (Abb. 3.10b). Dass eine
cAMP-vermittelte Induktion der Transkriptionsrate nicht fur die Vermehrung der
intrazellularen AQP2-Proteinmenge verantwortlich sein kann, unterstreicht die
Beobachtung, dass in HEK293-Zellen, in denen das AQP2-Gen unter Kontrolle des
cAMP-unempfindlichen konstitutiven CMV-Promoters steht, eine FSK-Stimulation tber
einen Zeitraum von 30 Minuten zu einer gleichartigen Erh6hung der Proteinmenge fihrt
(Abb. 3.7). Eine Hemmung der Transkription durch Behandlung der Zellen mit dem
Transkriptionshemmer Actinomycin D unterdriickt nachweislich die mRNA-Produktion
(145). Jedoch kommt es trotz Hemmung der Transkription weiterhin zu einem Anstieg der
Proteinmenge (Abb. 3.8).

CAMP koénnte durch Induktion der Translation eine Zunahme der Proteinmenge
hervorrufen. Eine Hemmung der Translation durch Cycloheximid (146) fihrt - wie zu
erwarten - zu einer Abnahme der Menge an AQP2 in den Zellen, da der Proteinabbau
weiterhin ungehindert stattfinden kann. Eine Stimulation mit FSK fihrt jedoch auch in

derartig vorbehandelten Zellen zu einem Anstieg der Proteinmenge (Abb. 3.9). Hieraus
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lasst sich ableiten, dass eine Induktion der Translation nicht das beobachtete Phanomen

erklart.

Da eine Steigerung der Proteinsynthese ausgeschlossen ist, gilt es nun zu untersuchen,
ob eine Hemmung des Proteinabbaus die Ursache sein konnte. AQP2 wird sowohl Uber
das lysosomale als auch Uber das proteosomale System abgebaut. Eine Hemmung des
Proteasoms durch MG132 (147) fuhrt zu einer gleichartigen Proteinmengenvermehrung
wie eine Stimulation der Zellen durch FSK. Dies geschieht sowohl in Zellen, die zuvor
einer FSK-Stimulation ausgesetzt waren, als auch in Zellen, die zuvor ohne Stimulation
belassen wurden (Abb. 3.11).

Wie in der Literatur beschrieben (81) ist eine Phosphorylierung von AQP2 nach
hormoneller Stimulation notwendig, um den Transport des Proteins in die
Plasmamembran zu veranlassen. Eine der hierftr wesentlichen
Phosphosylierungsstellen ist die Aminosaure S256. In dieser Arbeit konnte bestatigt
werden, dass sowohl FSK als auch dDAVP eine deutliche Zunahme der Menge an S256-
phosphoryliertem AQP2 (pS256-AQP2) verursacht. Mit zunehmender Dauer der
Stimulation nimmt die Menge an pS256-AQP2 zu (Abb. 3.4).

Die Phosphorylierung an S256 erfolgt unter anderem PKA-vermittelt (81). Wie in Abb. 3.5
dargestellt ist die Funktion der PKA ein essenzieller Bestandteil der zuvor beobachteten
Vermehrung der Proteinmenge. Eine Hemmung der PKA verhindert eine mittelfristige
FSK-induzierte Vermehrung der Proteinmenge.

Jedoch scheint die Phosphorylierung an S256 nicht der Mechanismus zu sein, Gber den
die PKA die proteinvermehrende Wirkung von FSK vermittelt. Eine Mutante von AQP2,
in der die Aminoséaure Serin an der Stelle 256 durch Alanin ersetzt wird (AQP2-S256A)
und die somit nicht mehr phosphorylierbar ist, zeigt dieselbe Erhhung der Proteinmenge
nach FSK-Stimulation wie der Wildtyp-Kanal (Abb. 3.7).

Somit lasst sich ableiten, dass die PKA den beobachteten Effekt vermittelt, dass dies

jedoch nicht durch eine Phosphorylierung an S256 erfolgt.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass eine Stimulation sowohl mit dDAVP als
auch mit FSK sowohl in vitro als auch in vivo zu einer schnellen Vermehrung der AQP2-

Proteinmenge fuhrt. Dies geschieht innerhalb von 30 Minuten und wird durch cAMP und
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die PKA vermittelt. Hierflr ist weder eine vermehrte Transkription noch eine vermehrte
Translation ursachlich. Eher scheint der Mechanismus auf posttranslationaler Ebene
durch eine Hemmung des proteosomalen Abbaus begriindet zu sein. Die durch cAMP
erhohte Aktivitat der PKA ist essenziell fir diese Beobachtung, jedoch entfaltet sie ihre

Wirkung nicht tGber eine Phosphorylierung an der Aminosaure Serin 256.

Dieser Versuchsreihe schlossen sich Folgeexperimente unserer Arbeitsgruppe an. In
diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass eine FSK induzierte cAMP-Erhdhung
durch Aktivierung der PKA tatsachlich zu einer Hemmung des proteosomalen Abbaus
von AQP2 fuhrte. Die PKA inhibiert die p38-mitogen-activated protein kinase (p38-
MAPK). Bereits in einer vorangegangenen Publikation wurde vermutet, dass p38-MAPK
fur die Phosphorylierung von AQP2 an S261 verantwortlich sein konnte (148), so dass
deren Hemmung zu einer reduzierten Phosphorylierung von AQP2 an S261 flhren

konnte. Dies bestatigte sich in den Experimenten.

Die Polyubiquitinierung von Proteinen fihrt zu deren proteosomalem Abbau (149). Es
konnte durch uns gezeigt werden, dass eine Abnahme der Phosphorylierung an S261 mit
einer Abnahme der Polyubiquitinierung von AQP2 und somit vermindertem
proteosomalem Abbau einhergeht. Auch eine Stimulation von IMCD-Zellen mit FSK fuhrt

zu einer Verminderung der Ubiquitinierung von AQP2.

Die Ergebnisse suggerieren, dass FSK durch eine Steigerung von cAMP zu einer
Aktivierung der PKA fihrt. Eine Phosphorylierung der p38-MAPK durch die PKA fuhrt zu
einer Abnahme der aktiven Form und somit einer Hemmung der p38-MAPK, wodurch
wiederum eine Abnahme der Phosphorylierung von AQP2 an S261 folgt. Abschliel3end
fuhrt dies zu einer Reduzierung der Polyubiquitinierung von AQP2, einer Hemmung des
proteosomalen Abbaus und somit einer Stabilisierung und Mengenzunahme des
Proteins. Diese Kaskade erklart, wieso es bereits 30 Minuten nach Stimulation von IMCD-
Zellen mit FSK oder dDAVP zu einer deutlichen Zunahme der AQP2 Menge unabhéngig
von einer Zunahme der Transkription oder Translation kommt.

Diese Erkenntnisse wurden im Oktober 2010 im Journal of the American Society of

Nephrology veroffentlicht. (92)
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Abbildung 4.1 Signalkaskade, die zur Verlangerung der AQP2 Halbwertszeit flihrt

Zum Zeitpunkt der Veroffentlichung standen diese Erkenntnisse zum Teil im Gegensatz
zu dem damaligen Expertenkonsens. In den Experimenten der Arbeitsgruppe von Hanne
Moeller und Robert Fenton zeigte sich im Tiermodell keine Veranderung der AQP2-
Proteinmenge nach kurzfristiger Stimulation mit dDAVP und auch keine Veranderung der
Halbwertszeit des Proteins (88,150). Die Ergebnisse und Schlussfolgerungen unserer
Arbeit wurden in der Fachliteratur zunachst tiberrascht aufgenommen. Insbesondere der
Zusammenhang zwischen der Phosphorylierung an Serin 261 und dem

Ubiquitinierungszustand von AQP2 wurde zur Diskussion gestellt (95).

In den folgenden Jahren wurden zahlreiche neue Erkenntnisse Uber die intrazelluléare
Signalkaskade und den Stoffwechsel von AQP2 gewonnen. Insbesondere der Einsatz
der Methoden der (Phospho-)Proteomik und der Systembiologie haben dazu gefihrt,
dass in breit angelegten Versuchsansatzen eine groRe Menge Wissen Uber die
Auswirkungen einer hormonellen Stimulation von dDAVP auf das Verhalten von
unterschiedlichsten Proteinen und deren mMRNA, inklusive AQP2, in den Zellen
gesammelt werden konnte (151).
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So konnte 2011 in einer Massenspektrometrie-Analyse durch Khositseth S et al.
nachgewiesen werden, dass in mpkCCD Zellen nach Stimulation mit AVP 188 der 3000
untersuchten Proteinen verandert exprimiert wurden. Unter lhnen auch AQP2.
Tatsachlich Uberstieg die Erhéhung der AQP2-Menge die der anderen untersuchten
Proteine noch deutlich (152). Wahrend in dieser Untersuchung noch die
Proteinmengenvermehrung durch Vermehrung der mRNA untersucht wurde, zeigten
Sandoval et al. zwei Jahre spater mit einer &hnlichen Methode, die jedoch auch die
Dynamik des Proteasoms in mpkCCD-Zellen mit einbezog, dass nicht nur die
Translationsrate von AQP2, sondern auch die Halbwertszeit des Proteins sich nach
Stimulation mit dDAVP erhohte (153).

Neben der Erh6hung der Transkriptionsrate ist die Verlangerung der Halbwertszeit von
AQP2 durch Veranderung des Ubiquitinierungsstatus nun als zweiter wesentlicher
Faktor, der zur mittel- bis langfristigen Erhéhung der Proteinmenge fihrt, anerkannt
(154).

4.2 Phosphorylierung und Ubiquitinierung von AQP2

Als wesentliches Signal der intrazellularen Signalkaskade, das die Halbwertszeit von
AQP2 verandert, gilt die Dephosphorylierung der Aminosaure Serin 261 (6), die auch in
unserer Arbeit als einer der wesentlichen Schritte in der Erhéhung der intrazellularen
Proteinmenge identifiziert wurde.

Das Wechselspiel zwischen einer Phosphorylierung an S256, S261, S269 und der
Ubiquitinierung an K270 erlaubt eine sehr exakte Regulation der Lokalisation von AQP2
als Reaktion auf eine hormonelle Stimulation. Eine Phosphorylierung an S256 nach
Stimulation mit FSK fihrt zum AQP2-Transport in die Zellmembran und zu einer Reifung
im endoplasmatischen Retikulum und Golgi-Apparat, eine Phosphorylierung an S269,
fuhrt zur Hemmung der Endozytose und eine Abnahme der Phosphorylierung an S261

fuhrt zur Reduktion der Ubiquitinierung und zum Verbleib in der Zellmembran (155).

In Experimenten von Tamma et al. befand sich eine dauerhaft an S256 phosphorylierte
Mutante AQP2-S256D in der Zellmembran. Eine Phosphorylierung an S261 (durch
AQP2-S261D simuliert) fuhrte aufgrund einer vermehrten Ubiquitinierung zur
intrazellularen Lokalisation von AQP2. Die Mutante AQP2-S256D-S261D, welche sowohl
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eine Phosphorylierung an S256 als auch an S261 simuliert, befand sich jedoch anders
als die AQP2-S261D Mutante nicht innerhalb der Zelle, sondern in der Zellmembran. Eine
dauerhafte Ubiquitinierung von AQP2, die durch die Mutante AQP2-K270R-Ub simuliert
wird, veranlasste wiederum eine Verlagerung in das Zytosol, selbst wenn sie als AQP2-
S256D-K270R-Ub vorlag. Tamma et al. beobachteten somit eine Gewichtung der
unterschiedlichen Regulationsmechanismen. Eine Phosphorylierung an S256
Ubersteuert die Phosphorylierung an S261, wird jedoch selbst wiederum von einer
Polyubiquitinierung an K270 tberwunden (91).

In einer spateren Arbeit konnten Moeller et al. 2014 zeigen, dass Polyubiquitinierung nicht
vollstdndig die Wirkung aller Phosphorylierungen antagonisiert, sondern, dass im
Gegenteil eine Phosphorylierung dominant gegentiber einer Polyubiquitinierung ist. In der
hier untersuchten Phosphorylierungsstelle handelt es sich jedoch um die bis zu diesem
Zeitpunkt noch wenig charakterisierte Stelle S269. Trotz Polyubiquitinierung an der direkt
benachbarten Aminosaure K270 verringert sich die Endozytoserate von AQP2 durch die
Mutation AQP2-S269D. Der Mechanismus, der hierfir die Ursache ist, bleibt unklar. Zwei
Theorien werden diskutiert. Erstens kénnte die Phosphorylierung von AQP2 an S269
dazu fuhren, dass der Wasserkanal in Regionen der Zellmembran lokalisiert ist, in denen
weniger Clathrin-vermittelte Endozytose stattfindet. Zweitens kdnnte eine Veranderung
der stereometrischen Eigenschaften des Proteins durch die Phosphorylierung in
unmittelbarer Nachbarschaft zur Polyubiquitinierung dazu fihren, dass Proteine mit einer

ubiquitin-binding-domain eine geringere Affinitat zu p269-AQP2 haben (90).

In den beiden zuvor beschriebenen Arbeiten wurden die Auswirkungen unterschiedlicher
Phosphorylierungsstellen am C-Terminus von AQP2 auf ihr Wechselspiel mit einer
Ubiquitinierung von AQP2 hin untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass die Wirkung
einer Phosphorylierung an S256 durch Ubiquitinierung tberwunden wird, wahrend eine
Phosphorylierung an S269 im Vergleich zur Ubiquitinierung dominant ist. Hier verdeutlicht
sich erneut die Differenziertheit der Regulationsmechanismen, die in den intrazellularen
Signalkaskaden beteiligt sind. Es sollte das Ziel zukunftiger Forschungsarbeiten sein, die
Rolle der vierten wichtigen Phosphorylierungsstelle von AQP2 — Serin 264 - in diesem
Regulationsmechanismus genauer zu untersuchen. Auch stellt sich die Frage, in welcher
Form die Phosphorylierungsstellen S269 und S261 interagieren. Wahrend eine

Phosphorylierung an S256 vornehmlich die Translokation in die Plasmamembran
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veranlasst, scheinen S261 und S269 den Verbleib in der Plasmamembran und die
Endozytose zu steuern. Ob die Auswirkung einer Phosphorylierung an S269 die Wirkung
einer Dephosphorylierung an S261 dominiert, sollte ebenfalls Gegenstand zukinftiger

Forschung sein.

Mit dem Wissen um die unterschiedlichen und teils gegensatzlichen Auswirkungen von
Phosphorylierungsstellen in Proteinen, die auch in enger rdumlicher Nahe zueinander
liegen, sind naturlich auch die Folgen der Anderung des Phosphorylierungszustandes der
Proteine interessant, die mit AQP2 interagieren: Deshpande et al. haben in einer
aktuellen phosphoproteomischen Untersuchung an IMCD-Zellen von Ratten aus einem
Gesamtkollektiv von 10,738 Phosphopeptiden 219 Proteine identifiziert, deren
Phosphorylierungszustand durch Stimulation mit Vasopressin verédndert wird. Zehn
dieser Proteine interagieren direkt mit AQP2 und es ist davon auszugehen, dass
Veranderungen am Phosphorylierungszustand dieser Proteine in die Regulation von
AQP2 eingreifen (156).

In unserer Arbeit (92) konnten wir nachweisen, dass eine Reduktion der
Phosphorylierung an S261 nach FSK-Stimulation mit einer Reduktion der
Polyubiquitinierung von AQP2 einhergeht. Die Ubiquitinierung von Proteinen markiert
diese fir die Endozytose und ist ein wichtiger Faktor in der Steuerung des Abbaus der
Proteine (116). Genauso wie die Phosphorylierung von AQP2 wird auch dessen
Ubiquitinierung unter Beteiligung unterschiedlicher Enzyme reguliert. Unterschiedliche
E3-Ubiquitin-Protein-Ligasen wie NEDD4/NEDDA4L, aber vermutlich auch BRE1B und
CULS ubiquitinieren AQP2 an der Aminosaure K270 (115,157). Auch die E3 ubiquitin-
protein ligase STUB1/CHIP kann AQP2 ubiquitinieren. Sie co-lokalisiert mit AQP2 und
ihre Proteinmenge vermehrt sich nach Stimulation von Nierensammelrohrzellen mit AVP.
Eine Fehlfunktion dieser Ligasen fuhrt zu einer Erhdhung der AQP2-Menge,

insbesondere in der apikalen Zellmembran (72,158).

Gegenspieler in diesem System sind Deubiquitinasen. Murali et al. konnten 2019 die
erste Deubiquitinase identifizieren, die mit AQP2 interagiert. Die Ubiquitin-spezifische
Protease 4 (USP4) kann die Ubiquitinierung von AQP2 reduzieren. Zellen mit einem

Funktionsverlust von USP4 zeigten eine vermehrte Ubiquitinierung von AQP2, eine
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Reduktion der Proteinmenge und einen vermehrten Nachweis des Proteins im Zytosol
(159).

Auch in anderen Organsystemen, wie zum Beispiel dem Nervensystem, sind die
Ubiquitinierung und die damit verbundenen Abbauprozesse von klinischer Bedeutung. In
vielen neurodegenerativen Erkrankungen konnten Ubiquitin-positive Protein-Aggregate
nachgewiesen werden, was die besondere Bedeutung der (Fehl-)Regulation des
Proteinabbaus in postmitotischen Neuronen unterstreicht (160). Auch die
Langzeitpotenzierung, als Form der synaptischen Plastizitat ein wichtiger Bestandteil von
Lernprozessen, hangt wesentlich von korrekt regulierten, intrazellularen
Proteinabbauprozessen ab. So fuhrt eine Hemmung des proteosomalen Abbaus zu

einem Verlust eben dieser synaptischen Plastizitat (161).

Ein sinnvoller Ansatz, der Uber die reine Wissensakkumulation zum eigentlichen Ziel der
wissenschaftlichen Forschung, namlich der Entwicklung neuer Therapeutika zur
Behandlung bisher schlecht kontrollierbarer klinischer Bilder, fihrt, scheint ein
zweigleisiger zu sein: Einerseits muissen in klassischen molekularbiologischen
Versuchsreihen die genauen Charakteristika der bekannten Signalkaskaden und die
Angriffspunkte an relevanten Steuerungsinstanzen genauer verstanden werden,
andererseits sollten in proteomischen und systembiologischen Versuchsansatzen
Stoffwechselregulationsstellen identifiziert werden, fur die sich eine genauere

Untersuchung lohnt.

4.3 Rolle der p38MAP-Kinase

Wir konnten in unserer Arbeit zeigen, dass die p38MAPK per Phosphorylierung durch die
PKA inhibiert wird. Bei Hemmung von p38MAPK sinkt die Phosphorylierungsrate von
AQP2 an S261 als Substrat der p38MAPK, was wiederum zu einer Abnahme der
Polyubiquitinierung von AQP2 fuhrt (92).

Yang et al. bestatigten, dass p38MAPK mit AQP2 co-lokalisiert und konnten durch
Berechnung bedingter Wahrscheinlichkeiten die p38MAPK (Isoform Mapk14) als eine der
Kinasen bestatigen, die AQP2 an S261 phosphorylieren (162). Ob p38MAPK AQP2
ausschliel3lich an S261 phosphoryliert, ist derzeit noch unklar. Es gibt Hinweise darauf,
dass AQP2 an S256 nicht durch die p38MAPK phosphorylierbar ist (162). Da die
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Phosphorylierung an S256 eine Voraussetzung fur die Phosphorylierung an S269
darstellt (163), lasst sich vermuten, dass die p38MAPK auch nicht an der
Phosphorylierung an S269 beteiligt ist. Hier besteht jedoch noch Forschungsbedarf, um
Auswirkungen eines moglichen pharmakologischen Eingriffs in die Aktivitat der p38MAPK

abschatzen zu konnen.

Auch wenn die p38MAPK nach aktuellem Wissen spezifisch fur die Aminosaure S261 ist,
ist sie jedoch nicht die einzige Kinase, die AQP2 an S261 phosphoryliert. Auch andere
MAPK wie extracellular signal- regulated kinases (ERK) sowie die cyclin-dependent

kinase 18 sind nachweislich dazu in der Lage (72,164).

Cheung et al. identifizierten die Protein Phosphatase 2C (PPC2) als Gegenspieler der
zuvor genannten Kinasen, indem sie AQP2-S261 AVP gesteuert dephosphoryliert.
Jedoch erzielt die PPC2 ihre Wirkung nicht nur direkt durch die Dephosphorylierung an
S261, sondern auch indirekt, indem sie die Aktivitat der ERK und moglicherweise auch
der p38MAPK moduliert (164).

Die Rolle der MAPK und auch der p38MAPK in der Entstehung von akutem und
chronischem Nierenversagen, Nierenfibrose, diabetischer Nephropathie und
Nierenkarzinomen ist vielfach untersucht. Unterschiedliche Autoren kommen jedoch zu
unterschiedlichen Ergebnissen, inwiefern eine Aktivierung der p38MAPK zu einer
Entzindung mit folgender Apoptose respektive zu Prozessen der Regeneration und
Zellheilung fuhrt (165,166).

Es spricht jedoch vieles dafir, dass p38MAPK Uber Aktivierung des Transkriptionsfaktor
NF-kB zu Zellalterung und Apoptose fuhrt (167,168).

Auch in der Entstehung des Lithium-induzierten renalen Diabetes insipidus scheint die
p38MAPK eine wichtige Rolle zu spielen. In IMCD Zellen fuhrte eine Behandlung mit
Lithium zu einer Aktivierung der ERK1/2 und der p38MAPK, was mit einer Zunahme der
Phosphorylierung an AQP2-S261, einer vermehrten AQP2-Degradation und einem
zunehmenden Wasserverlust einhergeht (123). Diese Erkenntnisse stimmen mit den
Ergebnissen von Kaiser und Edemir Uberein, die zeigen konnten, dass Lithiumchlorid
neben einer Reduktion der AQP2 mRNA auch eine Zunahme der lysosomalen

Degradation verursacht (169). Mdglicherweise handelt es sich hierbei jedoch um eine
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andere Signalkaskade als die in unserer Arbeit beschriebene, da wir einen Abbau Uber
das Proteasom beobachteten. Weiterfiilhrende Forschung, mit der Absicht gezielt auf die
Aktivitat der p38MAPK einzuwirken, kdonnte somit auch dabei helfen, den Lithium-
induzierten renalen Diabetes insipidus, eine haufige unerwiinschte Wirkung der Lithium-

Therapie bei bipolaren, affektiven Stérungen und Schizophrenien, zu kontrollieren.

In den vergangenen Jahren sind zunehmend die nicht-pathologischen, physiologischen
Aspekte der Signalkaskade, die Uber p38MAPK zu einer Steuerung der Ubiquitinierung
und so der Endozytose und Degradation von Proteinen fiuhrt, in den Fokus geruckt.
Neuere Erkenntnisse beleuchten, wie p38MAPK auch in anderen Transmitter- und
Regulationssystemen eine Rolle spielt. Der Gasotransmitter Hydrogensulfid scheint
beispielsweise seine Urin-konzentrierende Wirkung Uuber die cAMP-PKA-MAPK-
Signalkaskade zu entfalten (170). Auch fur die Glucocorticoide und die Sexualhormone
wird diskutiert, dass sie ihre Auswirkung auf die Wasserhomoéostase uUber Eingriffe in die
p38MAPK Signalkaskade erzielen (171,172).

In den Hauptzellen des Sammelrohres hilft die p38MAPK unter anderem dabei, die
Natrium-Konzentration stabil zu halten, indem sie den apikalen Na*-Einstrom durch den
epithelialen Natriumkanal (ENaC) bzw. den extrazellularen Transport Uber die Na*-K*-
ATPase steuert (173).

4.4 Medikamente mit Wirkung auf den AQP2-Stoffwechsel

Medikamente, die in den p38MAPK-Stoffwechsel eingreifen, sind wenige bekannt.

Empagliflozin ist ein selektiver Natrium-Glukose Co-Transporter Typ 2-(SGLT-2)
Inhibitor, der in der Therapie des Typ 2-Diabetes mellitus eingesetzt wird (174). Vorteilhaft
zeigt sich dabei insbesondere das kardio- und renoprotektive Wirkprofil, wodurch die
Gruppe der SGLT2-Inhibitoren auch fur die Therapie der Herz- und Niereninsuffizienz
interessant werden (175,176). Dapagliflozin wurde als erster Vertreter dieser Gruppe
durch die européische Arzneimittelkommission im November 2020 zur Behandlung der

Herzinsuffizienz zugelassen (177).

Chung et al. konnten im Tiermodell mit an Diabetes mellitus Typ 2 leidenden Ratten

nachweisen, dass eine 12-wdchige Behandlung mit Empagliflozin zur Hochregulierung
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des V2R bei gleichzeitiger Abnahme der AQP2-Menge fuhrt. Die Ergebnisse der
Experimente suggerieren als Ursache fur die Entkopplung der physiologischen
Wechselwirkung eine vermehrte Phosphorylierung an AQP2-S261 unter anderem durch
die p38MAPK mit den oben beschriebenen Folgen. Klinisch kommt es zu einer Zunahme
der Diurese und Abnahme der systemischen Volumenretention, wodurch sich die

vorteilhafte Wirkung bei Herzinsuffizienz-Patienten erklart (178).

Die Gruppe der Vaptane sind AVP-Rezeptor-Antagonisten, die zur Behandlung der
Hyponatridmie im Rahmen eines SIADH, einer Herzinsuffizienz oder einer Leberzirrhose
zugelassen sind. Durch ihre Wirkung am Rezeptor beeinflussen Vaptane alle
nachgeschalteten Signalwege (22). Auch zur Behandlung der autosomal dominanten
polyzystischen Nierenerkrankung (ADPKD) eignen sich die Vaptane. So zeigte in
klinischen Studien eine Tolvaptan-Therapie Vorteile gegentiber der Placebo-Kontrolle bei
Patienten mit ADPDK sowohl im Frih- als auch im Spatstadium der Erkrankung
(179,180). In phosphoproteomischen Analysen konnte nachgewiesen werden, dass auch
die Kinasen der MAP-Gruppe durch Vaptane in ihrer Aktivitat beeinflusst werden. Auch
hier kommt es zu einer Zunahme der Diurese (181). Die Grenzen der klinischen
Anwendung liegen in der Notwendigkeit der intensiven Kontrollen der
Natriumblutkonzentrationen, der Gefahren der Lebertoxizitdt der Medikamente und der
nach wie vor hohen Therapiekosten (179,180,182).

Bei der Suche nach anderen Wirkstoffen, die gezielt in den V2R-AQP2-Stoffwechsel
eingreifen, hat sich eine grof3e Schwierigkeit herauskristallisiert: die gut verstandene
Signalkaskade Uber cAMP und PKA ist keineswegs spezifisch fur die Hauptzellen der

Sammelrohre, sondern kommt ubiquitér in allen Organen vor.

Ansatze, insbesondere zur Steuerung der cAMP-Konzentration, gibt es viele. Hormone
wie Calcitonin, Glukagon, Sekretin und Serotonin, die Uber eigene G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren die cAMP-Konzentration beeinflussen, oder Phosphodiesterase-Hemmer,
die den cAMP-Abbau hemmen, zeigen jeweils im Zellmodell gute Wirksamkeiten, sind in
vivo jedoch entweder mit zu vielen Nebenbewirkungen behaftet oder die erhoffte klinische

Wirkung geht in den komplexen Prozessen des Gesamtorganismus verloren.

67



Einzig die Prostaglandin E2 Antagonisten Indometacin und die nicht steroidalen
Antirheumatika (NSAR) werden bereits in der Therapie des NDI eingesetzt, haben jedoch
bei eingeschrankter Wirksamkeit ein teilweise therapie-limitierendes Nebenwirkungsprofil
(183).

Wenn man die cAMP-PKA-Signalkaskade verlasst und versucht, alternative
Steuerungsmechanismen von AQP2 zu Dbeeinflussen, finden sich einige

vielversprechende Kandidaten.

Der PDE5-Hemmer Sildenafil verandert nicht die cAMP-, sondern die cGMP-
Konzentration. Auch durch cGMP gesteuerte Signalwege kommt es zu einer Vermehrung
von AQP2 in der Zellmembran, so dass Sildenafil als gut bekanntes Medikament mit
einem Uberschaubaren Nebenwirkungsprofil zur Therapie des angeborenen NDI in Frage
kommt (184). Eine kleine klinische Studie aus dem Jahr 2020 konnte jedoch an zwei
erwachsenen Patienten mit NDI keine Verbesserung der Wasserriickresorption aus dem
Primarharn feststellen (185), und auch in gesunden Probanden konnte diese Wirkung
nicht beobachtet werden (186).

Metformin als Aktivator der Adenosin-Monophosphat-Kinase fuihrt ebenfalls zur
Phosphorylierung von AQP2 und dessen Einbau in die Zellmembran (187). Auch
Metformin ist ein lange-eingesetztes und bekanntes Medikament. Bisher hat sich noch
keine eindeutige Kklinische Wirksamkeit gezeigt, jedoch sind bis dato auch keine

umfanglichen Studien erfolgt (183).

Fur die Statine wurde gezeigt, dass sie die Endozytose von AQP2 im Sammelrohr
hemmen und dadurch die Verfugbarkeit in der Zellmembran erhéhen (188). Der
antidiuretische Effekt konnte in einer kleinkalibrigen Studie mit gesunden Probanden

nachgewiesen werden (186).

Eine der groRen Schwachen der bisher verfigbaren Pharmaka, von denen einige hier
exemplarisch aufgefiihrt sind, ist die fehlende Selektivitat. Weder besteht eine Selektivitat
fur einzelne Signalkaskaden, noch besteht eine Selektivitat fir die Hauptzellen des

Sammelrohres. Hierdurch lassen sich zahlreiche und in der Regel therapielimitierende
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unerwtinschte Nebenwirkungen nicht verhindern. Haufig lasst sich die in vitro Wirkung

nicht in eine klinisch sichtbare in vivo Wirkung Gberfiihren.

Neben den bereits im Gebrauch befindlichen Vaptanen bieten Statine ein
vielversprechendes Wirkprofil. Sie fihren im Mausmodell zu einer Reduktion der Diurese
und einem Anstieg der Urin-Osmolaritat (22). In gesunden Probanden konnte ein
moderater antidiuretischer Effekt nach Behandlung mit Simvastatin erzielt werden (186),
jedoch bestétigte sich diese Beobachtung in einer doppel-blinden, randomisierten,
Placebo-kontrollierten Studie, in der die Wirkung von Atorvastatin auf Lithium-induzierten
NDI tUberpruft wurde, bisher nicht (189).

4.5 Aspekte der Entwicklung neuer Therapeutika

Grol3e Hoffnungen werden in die Entwicklung von Medikamenten gesetzt, die gezielt in
Protein-Protein-Interaktionen eingreifen. Kandidaten hierfir sind niedermolekulare
Verbindungen — ,kleine Molekule® -, die zellartselektiv in Signalkaskaden eingreifen
kénnen. Durch ihre geringe GrofRe von nur wenigen hundert Dalton kénnen Sie durch
Zellmembranen gelangen und auch unabhangig von Transportersystemen intrazellular
ihre Wirkung entfalten (190).

Proteine interagieren haufig durch relative grof3e Kontaktflachen. Hierin liegt eine der
Schwierigkeiten im Design von kleinen Molekilen (22). Einerseits missen die kleinen
Molekile gro3 genug sein, um ausreichend Kontaktflache zwischen den Proteinen
abzudecken, damit die Bindung gebrochen wird, andererseits missen sie klein genug
sein, um eine gute Membranpermeabilitdt zu gewahrleisten.

Als Alternative zu einer direkten Wirkung auf Proteininteraktion besteht die Mdglichkeit
einer allosterischen Modulation. Ein grof3er Vorteil allosterischer Modulation liegt darin,
dass die Liganden nicht die Eigenschaften der Bindungspartner imitieren missen, um
physiologische Bindungen zu beeinflussen oder zu brechen. Jedoch sind noch zu wenige
allosterische Bindungsstellen identifiziert, um zeitnah relevante Fortschritte in diesem

Bereich der Pharmaentwicklung erwarten zu kdnnen (191).

2011 wurde durch Christian et al. ein kleines Molekil beschrieben, das die Interaktion
zwischen der PKA und AKAP180 unterbrechen kann. Das Molekul 3,3'-diamino-4,4'-
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dihydroxydiphenylmethane (FMP-API-1) und sein Derivat FMP-API-1/27 binden an die
regulatorische Untereinheit der PKA und verhindern so eine Bindung der PKA an
AKAP1856. Weiterhin fuhrt FMP-API-1 zu einer Aktivierung der PKA (192).

In Mausen, in denen die AVP-Wirkung durch Tolvaptan-Behandlung aufgehoben wurde
(und somit ein NDI simuliert wurde), konnten FMP-API-1 und seine Derivate eine Urin-
konzentrierende Wirkung erzielen. Ando et al. schlossen, dass fur NDI-Formen, die mit
einer Funktionsstorung des V2R einhergehen, kleine Molekile somit einen
vielversprechenden Ansatz fir die Entwicklung neuer Therapeutika darstellen (193).
Auch wenn eine vermeintliche Gewebe- und Zellartselektivitit von FMP-API-1/27
beobachtet wurde, missen weitere Untersuchungen die Auswirkung von FMP-API-1 und
seinen Derivaten auf andere Organsysteme insbesondere das Herz beleuchten. Ob
Molekile, die neben einer erwiinschten Hemmung der AKAP-PKA-Interaktion zusatzlich
das ubiquitar vorkommende Enzym PKA aktivieren, als Grundlage fir die Entwicklung

neuer Therapeutika dienen, bleibt abzuwarten.

In modernen Hochdurchsatz-Screenings kénnen unzéhlige Molektle auf ihre chemische
Eignung flr einen bestimmten Zweck untersucht werden. Bogum et al. fihrten 2013 ein
Screening von 16’671 Molekulen durch. Nach mehreren Selektionsschritten konnten
schlussendlich zwei Molekdile identifiziert werden, die eine Umverteilung von AQP2 in die

Zellmembran inhibierten. (194)

Eines dieser Molekiile zeigt eine strukturelle Ahnlichkeit zum Antimykotikum Fluconazol,
so dass die Wirkungen von Fluconazol auf AQP2 weiter untersucht wurden. Anders als
die von Bogum et al. identifizierten Molekule verringert Fluconazol die Menge von AQP2
in der Zellmembran von IMCD Zellen nicht, sondern erhdht sie. Fluconazol verursacht
eine Hemmung der kleinen GTPase RhoA, was, wie zuvor beschrieben, zu einer De-
Polymerisation des F-Aktin und einer Verlagerung von AQP2 in die Zellmembran fuhrt
(69). Weiterhin verringert Fluconazol die Menge von pS261-AQP2 und somit dessen
Polyubiquitinierung. Uber diesen Mechanismus konnte die Zunahme der AQP2 Menge
erklart werden. Bei Méausen, die mit Fluconazol behandelt wurden, kam es zu einer
Abnahme der Urinausscheidung und einer Zunahme der Urin-Osmolalitat. Auch eine
Vorbehandlung mit Tolvaptan, wodurch ein NDI simuliert wird, verhinderte die Wirkung

von Fluconazol nicht.
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Damit steht Fluconazol potenziell als Therapeutikum fir NDI-Formen, die durch

fehlendes Ansprechen auf AVP gekennzeichnet sind, zur Verfigung (195).

Die Umnutzung (repurposing) von bereits zugelassenen Medikamenten bietet grol3e
Vorteile. Es muss keine neue, teure Entwicklung mit aufwandigen klinischen Studien

erfolgen und die Sicherheit der Praparate ist erprobt und bekannt (196,197).

Am Beispiel von Fluconazol - einem bis dato als Antimykotikum eingesetzten Medikament
- und dessen Wirkung auf AQP2 lasst sich aufzeigen, wie
e durch molekularbiologische Forschung potenzielle Angriffspunkte fir neue
Therapeutika identifiziert,
e durch Hochdurchsatz-Screening fur diese Angriffspunkte passende chemische
Verbindungen gefunden und
e durch kreatives Vergleichen mit bekannten und erprobten Molekilen zugelassene
Medikamente fur neue Indikationen umgenutzt werden kdnnen.
Naturlich beschrankt sich dies keineswegs auf die Umnutzung bereits zugelassener
Wirkstoffe, sondern ertffnet zahlreiche Mdoglichkeiten fir das gezielte Design neuer
Wirkstoffe.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein bis dato unbekannter Mechanismus nachgewiesen,
der mittelfristig die Menge von AQP2 in den Sammelrohrzellen der Niere erhdht. In darauf
aufbauenden Experimenten konnte gezeigt werden, welche Enzyme an dieser
Signalkaskade beteiligt sind. Die Erkenntnisse dieser Arbeit wurden durch zahlreiche
andere Arbeitsgruppen bestétigt und weiter im Detail erforscht.

Fluconazol, einer der vielversprechendsten Kandidaten fiir ein Therapeutikum des bisher
schwer zu behandelnden NDI, scheint seine Wirkung unter anderem durch die
Signalkaskade zu erzielen, die mit Hilfe dieser Arbeit identifiziert wurde.

Aus Kklinischer Perspektive lasst sich festhalten, dass nach wie vor, trotz intensiver
Grundlagenforschung und Entschlisselung vieler Aspekte und Faktoren des AQP2-
Stoffwechsels, wirksame Therapeutika zur Behandlung von Erkrankungen, die mit einer
Fehlregulation des Wasserhaushaltes einhergehen, fehlen. Zwar existieren Wirkstoffe
bzw. Substanzen, die im Zell- oder im Mausmodell nachweislich in die Regulation der
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Wasserhomoostase durch Erhéhung der Menge von AQP2 in der Zellmembran
eingreifen, jedoch gibt es bisher nur Fallbeschreibungen oder kleinkalibrige Studien, die
diese Wirkungen in Patienten Uberprifen. Eine Verbesserung der Lebensqualitat oder
der Symptome konnte nicht erreicht werden (198).

An dieser Stelle besteht zukinftig Handlungsbedarf. Erfolgsversprechende
Wirkstoffkandidaten mussen in grofR3eren Patientenkollektiven in klinischen Studien
erprobt werden und neue Wirkstoffe mussen entwickelt werden, um Patienten mit
Krankheiten wie dem nephrogenen Diabetes insipidus, fortgeschrittener Herzinsuffizienz,
Leberzirrhose oder dem Syndrom inadaquater ADH-Sekretion

Behandlungsmoglichkeiten anbieten zu konnen.
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