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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Anatomie und Funktionen der Niere

Die Niere gilt als ein lebenswichtiges Ausscheidiorgan des Korpers (Lullmann-Rauch,
2009). Vor allem harnpflichtige Substanzen und kdinemde Stoffe wie Pharmaka werden
Uber die Niere ausgeschieden. Zugleich ist dieeNa&r der Regulation des Wasser-, Saure-
Basen- und Elektrolythaushalts im Korper beteili§ie sorgt somit trotz sich standig
andernder aufRerer Bedingungen fiur die Homoostase/drimens und der extrazelluléaren
Osmolaritat (Lullmann-Rauch, 2009; Schiebler, 2008obotta et al., 2009). Zudem
kontrolliert sie den arteriellen Blutdruck und hd#n pH-Wert des Blutes im Normalbereich
aufrecht. Weiterhin verfigt die Niere Uber endoé&rifrunktionen durch die Bildung
verschiedener Hormone und Gewebsfaktoren wie R&aigitriol, Erythropoetin sowie den
Prostaglandinen und ist gleichzeitig der Abbauamn ¥eptidhormonen (Klinke et al., 2010;
Sobotta et al., 2009).

Das Nierenparenchym wird in unterschiedliche Zoeimgeteilt: die aul3en gelegene, dunkel
gefarbte Nierenrinde (Cortex) und das innere, ibi¥ 9 Pyramiden angeordnete, hellere
Nierenmark (Medulla), welches nochmals in eine &fied innere Medulla untergliedert
wird. Die Grenzen zwischen den einzelnen Zonen ererdurch die unterschiedlichen
Tubulusabschnitte der Nephrone, den eigentlichenktianseinheiten der Niere, gebildet,
wobei jede Niere ungefahr 1,2 Millionen dieser Eibdn besitzt (Lullmann-Rauch, 2009;
Sobotta et al., 2009). Das Nephron selbst bestehtleam Nierenkdrperchen (Glomerulus mit
umgebender Bowman-Kapsel) und dem sich daran aeBehnlden unverzweigten
Tubulusapparat, der in ein Sammelrohr mindet (®&me2005). In den Nierenkorperchen
findet die Ultrafiltration des Blutplasmas stattolei taglich durchschnittlich 180 Liter
Primarharn (Glomerulusfiltrat) gebildet werden @®y$ et al., 2001; Sobotta et al., 2009).
Dabei verfugt die gréf3en- und ladungsselektive glutére Filtrationsbarriere, die Blut-
Harn-Schranke, Uber eine hohe Permeabilitat firséfasnd darin geldste niedermolekulare
Bestandteile, wohingegen Bestandteile mit einerf3@rtiber 70 kDa zurlickgehalten werden
(Chang et al.,, 1975a; Chang et al., 1975b; Ozgal.et2009). Dadurch verbleiben die
Blutzellen und ein Grofiteil der Proteine im BlutusA dem Kapselraum gelangt der
Primarharn in  das Tubulussystem. Ein Nierentubulust aus folgenden

hintereinandergeschalteten Segmenten aufgebaut:pdeximalen Tubulus, der diinnen ab-

1



1 Einleitung

und aufsteigenden Helne-Schleife, der dicken agkstelen Henle-Schleife, der Macula
densa, dem distalen Tubulus und dem Verbindungktspder schlie3lich zusammen mit 7
bis 9 weiteren Nephronen im Sammelrohrsystem, besttaus einem kortikalen und einem
medullaren Abschnitt, miindet (Kriz and Bankir, 19B8limann-Rauch, 2009; Sobotta et al.,
2009). Wahrend der Passage der Nierentubuli wirdRignmarharn, der tber den gleichen
Gehalt an niedermolekularen Substanzen wie dasplBima verfugt, durch sequentielle
Resorptions- und Sekretionsvorgange zum Endharkoaméntriert, sodass letztendlich
1-2 Liter/Tag Uberschissiges Wasser mit darin éeten niedermolekularen sowie
harnpflichtigen Substanzen in das Nierenbeckemgelaund lber die ableitenden Harnwege
ausgeschieden werden (Klinke et al., 2010; Sobettaal., 2009). Trotz der hohen
Filterleistung werden letztendlich der Blutprotesh@lt sowie das zirkulierende Blutvolumen
durch die Filterfunktion der Blut-Harn-Schranke umitbulare Reabsorption aufrechterhalten
(Briggs et al., 2001; Klinke et al., 2010).
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung eines Saugephrons.

Darstellung eines Nephrons mit Nierenkdrperchennaehfolgenden Tubulussegmenten sowie deren
Lokalisation in den verschiedenen Nierenzonen. tBlusg modifiziert nach Kriz und Bankir (Kriz
and Bankir, 1988).



1 Einleitung

Wahrend der Harnprozessierung sezernieren die dfigithder Nephronsegmente toxische
Substanzen wie Harnstoff, Pharmaka oder Xenobiatikdie Tubulusflissigkeit. Parallel
reabsorbieren die Tubuluszellen einen Grol3teilatdstrierten Wassers (99%) und viele fur
den Organismus wertvolle Bestandteile des Priméadawie Zucker, Aminosauren und
Elektrolyte, die dann dem Blutkreislauf zurtickgetilmerden. Dabei werden Elektrolyte und
Wasser nach Bedarf reabsorbiert oder sezerniert,latntendlich die Homoostase des
Volumens und der extrazellularen Osmolaritat heetiesn (Klinke et al., 2010; Rassow et al.,
2012; Sobotta et al., 2009). Da Natrium das Haeftedlyt im Extrazellularraum ist, fungiert
sein Gehalt als Stellgrof3e der Volumenregulatioobev sowohl positive als auch negative
Natriumbilanzen zu Volumenproblemen fuhren (Luft,99%). Natrium wird im
Nierenkorperchen frei filtriert. Um die Konzent@ti dieses Elektrolyts und somitas
Flissigkeitsvolumen im Korper konstant halten zunr€h, muss es innerhalb des
Nierentubulus fast vollstandig resorbiert werdeondass die Natriumkonzentration im
Endharn gegen Null tendiert (Rassow et al, 201Pabei divergieren die
Transporteigenschaften jedes einzelnen Tubulusaliseh fir Natrium aufgrund des
charakteristischen Vorkommens von verschiedeneenkenalen, Pumpen und Transportern
in der apikalen und basolateralen Epithelmembréin.dén Groliteil der Ruckresorption des
filtrierten Natriums sind dabei der Natrium-Protap&ustauscher Typ 3 (NHE3) und der
Natrium-Kalium-Chlorid-Kotransporter Typ 2 (NKCC&grantwortlich (Rose, 1994). Etwa
65-70% des filtrierten Natriums werden im proxinml&@ubulus resorbiert und die
Feinregulation der Natriumkonzentration wird dudid Ruckresorption im distalen Tubulus
und im Sammelrohr bewerkstelligt (Rose, 1994).

1.2 Natrium-Kalium-Chlorid-Kotransporter Typ 2

1.2.1 Wirkungsweise von NKCC2 im Kontext der TAL-Funktion

Die Hauptfunktion der dicken aufsteigenden Henlbl&ite ¢hick ascending limb of the loop
of Henle TAL) besteht in der Reabsorption von 25% des zwglomerular frei filtrierten
Natriumchlorids bei gleichzeitiger Undurchlassigkér Wasser. Auf diese Weise kommt es
zum Anstieg der Osmolaritat im Interstitium der féremedulla sowie zur Verdlinnung der
Tubulusflussigkeit (Bennett et al., 1968; Burg, @9Russell, 2000). Die Ruckresorption von
Natriumchlorid erfolgt in zwei Schritten, wobei Mam-, Kalium- und Chloridionen
zunachst Uber den elektroneutralen Natrium-Kaliume@d-Kotransporter Typ 2 (NKCC2)
aus dem Tubuluslumen in die TAL-Zelle transportveerden. Dabei erfolgt der Transport der
lonen entlang des elektrochemischen Natriumkonagoibrsgradients. Dieser Gradient wird

3
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durch die in der basolateralen Membran lokalisiéttgrium-Kalium-ATPase im zweiten
Schritt generiert, da sie das intrazellulare Natritiber die basolaterale Membran nach
extrazellular transportiert (Burg, 1976; Skou, 20(arallel verlasst Chlorid basolateral die
Zelle Gber den Chloridkanal CIC-Kb oder im Kotraogpmit Kalium (KCC4) (Kieferle et al.,
1994; Kobayashi et al., 2001; Mount and Gamba, (D& die Kaliumkonzentration in der
Tubulusflussigkeit wesentlich geringer ist, wird dieil des reabsorbierten Kaliums tber den
apikalen Kaliumkanal ROMKRenal outer medullary potassium channeieder ins Lumen
sezerniert (Giebisch, 1993; Wang et al., 1990). diglse Weise wird die kontinuierliche
Funktion von NKCC2 gewahrleistet, da das Fehleresilons den Transportprozess zum
Erliegen bringen wirde. Die funktionelle Verknupfudieser Kandle, vor allem zwischen
NKCC2 und ROMK, ist bedeutend fur den ElektrolytduWasserhaushalt (Scheinman et al.,
1999).

NKCC2 wird spezifisch im Epithel des TAL und in dbtacula densa (MD) exprimiert
(Kaplan et al., 1996; Obermuller et al., 1996) usd nicht nur fur die Funktion dieser
Nephronsegmente sondern letztlich auch fir die ktarpentrierung essentiell (Ares et al.,
2011; Russell, 2000). In den Zellen der MD wird rhiiife von NKCC2 die luminale
Chloridkonzentration ermittelt und entsprechendselieKonzentration werden der Tonus der
afferenten glomerularen Arteriole und somit die ngdoulare Filtrationsrate (Briggs and
Schnermann, 1987; Thurau and Schnermann, 1965)esdigi Reninfreisetzung aus den
juxtaglomerularen Zellen reguliert (Schnermann ket #976). Dieser tubuloglomerulare
feedbackMechanismus entspricht einer negativen RuUckkogdsohleife, die den
guantitativen Natriumchloridtransport zum distalgphron stabilisiert, wodurch letztendlich
die Ausscheidung von Natriumchlorid reguliert wif@chnermann and Levine, 2003). Im
TAL vermittelt NKCC2 die transepitheliale Reabsaopt eines Grof3teils des zuvor frei
filtrierten Chlorids und ist direkt oder indirekiirf den gesamten Natriumtransport Uber die
apikale Membran verantwortlich, da letztlich audr garazellulare Transport von Natrium,
Calcium und Magnesium an die NKCC2-Aktivitat gekefpast (Greger, 1985; Hebert and
Andreoli, 1986). Die Hemmung von NKCC2 verminderend ROMK-vermittelten
Kaliumtransport in die Tubulusflissigkeit und flhtztlich zu einer Hemmung der
Natriumchlorid Reabsorption und des parazellul@8mamsports von Calcium und Magnesium
(Hebert and Andreoli, 1984; Hebert et al., 1984yrdh das Vorhandensein von NKCC2 in
der apikalen Membran dieser polarisierten Zelleth der damit verbundenen Natriumchlorid-
Reabsorptionsfahigkeit sowie der Impermeabilitatr fiiVasser ist der TAL ein
Schlusselelement der Salz- und WasserregulatioNigee (Gamba, 2005; Russell, 2000).
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Fehlfunktionen in diesem Nephronsegment filhren 2Zgnifskanter Polyurie und
Dehydratation. Mutationen im NKCC2-kodierenden (&al2aloder ein Defekt an einem
an der Natriumchlorid Resorption beteiligten membtandigen lonenkanals (ROMK,
CIC-Kb), die die Funktionsfahigkeit von NKCC2 undandit die Urinkonzentration
beeintrachtigen, kbnnen sich bei Menschen im Bagy@mdrom manifestieren (Scheinman et
al., 1999). Diese autosomal-rezessive Erbkranksietturch einen massiven Elektrolytverlust
(Hyponatriamie, Hypochloramie, Hypokaliamie), maeiidrhe Alkalose und akute
Hypovolamie verbunden mit einem niedrigen artegielBlutdruck charakterisiert (Bettinelli
et al.,, 1992; Pressler et al., 2006; Simon andohjft1996; Starremans et al., 2003). Im
Gegensatz dazu fuhrt eine gesteigerte Aktivitat NEICC2 zu salzsensitivem Bluthochdruck
und einem hypertensiven Krankheitsbild (Jung et2f111). Trotz der grof3en Bedeutung von
NKCC2 fiur die Nierenfunktion sind die molekularenedhanismen der intrazellularen
Regulation des Kotransporters, insbesondere diaslokation und die Regulation mittels
Protein-Protein-Interaktionen, bis heute kaum ‘amdén (Gamba, 2005). Um diese
Mechanismen aufzuklaren, mussen molekulare Detamtem und mit NKCC2

interagierende Proteine identifiziert werden.

1.2.2 Expression, Struktur und Phosphorylierungen en NKCC2

NKCC2 kann in seiner Transportaktivitdt durch diehi8ifendiuretika Bumetanid und
Furosemid inhibiert werden (Hannaert et al., 2002) wird deshalb auch als Bumetanid-
sensitiver Kotransporter 1 (BSC-1) bezeichnet. Eehdgt zur Superfamilie der
elektroneutralen Kationen-gekoppelten Chlorid-Kosfgorter (SLC12A) (Russell, 2000). Die
Grundstruktur dieses Kotransporters, bestehend 1#8% Aminosduren, umfasst einen
174 Aminoséaure langen zytoplasmatischen N-Termibh2s[ransmembrandomanen und eine
lange zytoplasmatische C-terminale Region (ca. AR@inosauren) (Abb. 1.2) (Gamba,
2005). Obwohl NKCC2 nur von einem GeS8l¢l2a) kodiert wird, entstehen durch die
Kombination von unabhangigen alternativen Spleipssen mindestens 6 alternative
NKCC2-Isoformen, die speziesspezifisch exprimiedraen. Dabei fuhrt das differentielle
SpleiRen von Exon 4 zu den drei Isoformen A, B Bndlie sich in der Aminosauresequenz
der zweiten Transmembrandomé&ne und in Teilen dechdieRenden intrazellularen Schleife
von NKCC2 unterscheiden (lgarashi et al., 1995;neagnd Forbush, 1994; Plata et al.,
2001). Diese Isoformen divergieren dabei hinsichtli ihrer Transkriptions- und
Translationslevel entlang des TAL sowie in ihrendoaffinitdt und somit in den Transport-

charakteristika (Castrop and Schnermann, 2008; @emet al., 2002; Payne and Forbush,
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1994). Der zweite alternative Spleil3mechanismus fZilneinem vorzeitigen Stopp-Signal im
zytoplasmatischen C-Terminus und somit entstehte ekurze Isoform von NKCC2
(ca. 770 Aminosauren), die bisher nur in der Maashgewiesen werden konnte (Mount et
al., 1999; Plata et al., 1999). Es wird angenommdass die unterschiedliche Lokalisation im
Nephron sowie die verschiedenen kinetischen Eideriten der NKCC2-Isoformen an der
Feinregulation der Salzresorption im TAL beteibgtd (Castrop and Schnermann, 2008).

= — o1
S HEIRESRERE =N =0 =N = =8 Plasma-
= =2 =0 =0 = = s = N Z § = [ Z | = .
=2 =R =§ =1 =8 =% = =2 =8 =8 =} =@ m

T114

@>T101
® @,
S126 (®)

NH; COOH

Abbildung 1.2: Schematische Struktur von NKCC2.

Das NKCC2-Protein umfasst 12 Transmembrandomanem)gowie einen zytoplasmatischen N-
und C-Terminus. Etablierte Phosphorylierungsstellsind im Modell des NKCC2-Proteins
(Rattensequenz) als gelbe Kreise dargestellt. letfrung an Arest al (Ares et al., 2011).

Der zytoplasmatische C-Terminus von NKCC2 ist ire dReifung des Kotransporters
involviert, wobei er eine essentielle Rolle bei #errekten Expression und Glykosylierung,
sowie dem Austritt aus dem endoplasmatischen Ratikumit der anschlieRenden
Translokation tUber den Golgi-Apparat zur apikaleALdRegion spielt (Carmosino et al.,
2008; Zaarour et al., 2009). Somit ist er fur dimkion von NKCC2 notwendig. Dennoch
befinden sich die meisten der bisher bekanntenlasgischen Phosphorylierungsstellen von
NKCC2 im N-Terminus. Diese sind zwischen den veestdnen Spezies (Mensch, Ratte,
Maus) hoch konserviert und bei allen Isoformen MKCC2 identisch (Abb. 1.3)(Ares et al.,
2011; Richardson et al., 2011).

Es handelt sich dabei um die vier Threonine T9H, T 01 und T114 sowie die zwei Serine
S87 und S126 (NKCC2-Sequenz der Ratte; Gimenez Fambdush, 2003; Gimenez and
Forbush, 2005; Richardson et al., 2011). Versclmede&tudien zeigten, dass die
Phosphorylierung des Threonins T101 und des S&I#6 fur die Aktivitat von NKCC2
essentiell sind (Ponce-Coria et al., 2008; Richamdst al., 2011). Des Weiteren fuhrt die
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gleichzeitige Phosphorylierung von T96, T101 undi4d Zu einer Aktivitatssteigerung von

NKCC2 (Gimenez and Forbush, 2005) bzw. nicht-phospmetische Mutationen resultieren
in einer stark verminderten Transportaktivitat (BexCoria et al., 2008). Mutationen der
anderen beiden Stellen zeigen keine Effekte (Ateal.e 2011; Richardson et al., 2011),
deshalb sollen im Folgenden nur vier dieser Stefigher betrachtet werden (Abb. 1.2 und
1.3).

AulRerdem wurde gezeigt, dass die N-terminalen Rtorgperungen von NKCC2 nicht nur

dessen Aktivitat, sondern damit verbunden auches@&iranslokation zur Plasmamembran
regulieren (Gimenez and Forbush, 2003; Gimenez Forbush, 2005). Diese Ergebnisse
suggerieren, dass die Regulation sowie die inthdZeé Translokation des Kotransporters
durch spezifische regulatorische Proteine, die ®&inem N-Terminus interagieren,

kontrolliert wird.

NKCC2 96 101 114 126

Ratte 91- TYYLQ FGHN TMDAVPKIEY YRNTGSVSGP KVNRBLQEI -130
Maus 91- TYYLQ FGHNTMDAVPKIEY YRN TGSVSGP KVNRBL LEI -130
Human 95- TYYLQ FGHN TMDAVPKIEY YRNTGSI SGP KVNRFSL LEI -134

Abbildung 1.3: Darstellung der Phosphorylierungsstiben im N-Terminus von NKCC2.
Alignmentder Aminosauresequenz im Bereich der regulatagisddhosphorylierungsstellen im N-
Terminus von NKCC2. Die untersuchten Phosphoryfigestellen (rot) sind in Spezies konserviert.
Darstellung in Anlehnung an Ares al (Ares et al., 2011).

1.2.3 Regulation der Aktivitdt von NKCC2

Die Transportaktivitat und Biosynthese von NKCC2 hvaind der Reabsorption von
Natriumchlorid im TAL wird durch endo- und paraleirFaktoren beeinflusst (Attmane-
Elakeb et al., 2000; Gimenez and Forbush, 200Z&r&@t et al., 1993; Wang et al., 2001).
Vasopressin, Glukagon, Parathormon, Calcitonin Bratirenerge Agonisten sind bekannt
dafur, dass sie die Reabsorption von Natriumchlamd TAL Uber eine Steigerung des
intrazellularen cAMP-Gehalts stimulieren (Dublinestual., 1992; Greger, 1985; Hebert and
Andreoli, 1984).

Das am besten untersuchte stimulatorische HormoWasopressin (AVP, antidiuretisches
Hormon), das aus der Neurohypophyse Uber das Biidggstem in die Niere gelangt und
dort die Rickgewinnung von Wasser durch einen Agdtier Osmolaritat im Interstitium der
Nierenmedulla bewirkt (Gegenstromprinzip), wodutetetlich der Urin konzentriert wird
(Hebert et al., 1981a; Hebert et al., 1981b; Hebtdul., 1981c; Knepper et al., 199Bje
Wirkungsweise von Vasopressin wird tUber V2-Rezdptalung vermittelt (Mutig et al.,
2007) und fuhrt im TAL Uber eine Signalkaskade @uBrotein, Adenylatzyklase VI, cAMP-

7
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Freisetzung und Proteinkinase A innerhalb kirzeZeit zur Stimulation der NKCC2-
Transportaktivitat durch Phosphorylierung der ragudschen Stellen (Amlal et al., 1996;
Gimenez and Forbush, 2003; Lolait et al., 1992; déeat al., 2003; Mutig et al., 2007).
AulRerdem bilden sich wahrscheinlich makromolekulakomplexe aufgrund von
Interaktionen mit dem Zytoskelett und Adapter- so@ertstproteinen (Bacic et al., 2004).
Daruberhinaus bewirkt die kurzzeitige Stimulatioit Masopressin eine gesteigerte apikale
Oberflachenexpression des Kotransporters. Dabedemesubapikal angereicherte NKCC2-
tragende Vesikel zur luminalen Membran transpdrikeid in die Plasmamembran inseriert,
wobei sich NKCC2 in cholesterinreichen Membranmiamanen I(ipid Raftg anreichert
(Gimenez and Forbush, 2003; Meade et al., 2003séheet al., 1998; Welker et al., 2008).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine Langfraulation mit Vasopressin sogar die
Neusynthese von NKCC2 in TAL-Zellen steigert (Kitrag, 1999).

Neben Vasopressin kdnnen auch Hypotonizitat undr@mhangel die Aktivitat von NKCC2
regulieren, indem zunadchst der WNK-SPAK-OSR1-Siyegl aktiviert und dadurch die
Phosphorylierung der konservierten regulatorisch&tellen im N-Terminus des
Kotransporters gesteigert wird (Gimenez and Forb)03; Ponce-Coria et al., 2008;
Richardson et al.,, 2011). Auch in diesem Kontextrddert die Phosphorylierung von

NKCC2 mit dessen Transportaktivitat und somit reinsr Aktivierung.

1.2.4 Verteilung von NKCC2 innerhalb der Zelle

Der funktionelle Anteil der meisten Transmembramgre sowie deren Vorkommen in der
Plasmamembran werden durch die Balance zwischemw-Emid Exozytose determiniert,

wobei die Proteine aus verschiedenen intrazellnldeols stammen. Diese dynamischen
Prozesse werden unter dem Begriff Translokatiorarmusengefasst und finden mit Hilfe

spezifischer Vesikel (50-100 nm) statt. Auch NKC@#d durch Translokationsprozesse
reguliert. Dafur spricht, dass der Kotransportehhinur in der apikalen Membran lokalisiert
ist, sondern auch abundant in intrazellularen \&sikvorkommt, die sich im subapikalen

Bereich der TAL-Zelle befinden (Nielsen et al., 82Dabei sind im Normalzustand 45% des
Kotransporters in einer Entfernung von 140 nm zakaen Membran lokalisiert (Gimenez

and Forbush, 2003). Diese subapikale, in Vesikelgeeeicherte Fraktion wird bei Bedarf

recycelt. Im Gegensatz dazu haben unter normaletin@engen lediglich ca. 5% des

Kotransporters Kontakt zum TAL-Lumen (Gimenez awdbikish, 2003; Ortiz, 2006). Zudem

unterliegt der membranassoziierte NKCC2-Pool eirstéindigen Erneuerung durch
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konstitutive Exozytose- und Endozytosevorgange,evdiese kontinuierliche Translokation
von NKCC2 auf basalem Niveau stattfindet (Cacetes. £2009).

Dabei ist dieser geringe NKCC2-Anteil, der in dguikalen Membran lokalisiert ist,
vergleichbar mit der Verteilung von anderen apikaleansportern, die ebenfalls mittels
Translokation reguliert werden, wie der epithelidlatriumkanal (EnaC) und der Natrium-
abhangige Phosphat-Kotransporter (NaPi2) (Traebiedl|., 2001; Valentijn et al., 1998).
Diese Verteilung von NKCC2 innerhalb der Zelle diewahrscheinlich dazu, die
Natriumchlorid Reabsorption schnell und effizientch die Exozytose geringer Mengen des
intrazellularen NKCC2-Pools zu steigeie Neusynthese des aktiven Kotransporters wirde
fur die Zelle im Vergleich hierzu einen ineffiziemt Weg darstellen, um den Salztransport

kurzfristig zu erhdhen.

1.2.5 NKCC2 inLipid Rafts

In Vorarbeiten wurde durch die Arbeitsgruppe voomfPBachmann gezeigt, dass NKCC2
innerhalb der Plasmamembran in sogenannten Lipidmdmanen Rafty lokalisiert ist
(Welker et al.,, 2008). BeLipid Rafts handelt es sich um spezialisierte dynamische
Membranmikrodoménen, die reich an GlykosphingoBpidund Cholesterin sind. Sie
zeichnen sich im Gegensatz zum Grol3teil der Memblaich eine geringe Fluiditat und
einen hoheren Sattigungsgrad der Fettsauren ao®iiSiand Ikonen, 1997). Biochemisch
definiert sind sie als detergensresistente Membilkaogoméanen. Sie sind im
exoplasmatischen Teil der LipiddoppelschicBildyer) lokalisiert. Lipid Rafts dienen als
Plattformen, die bei der polaren Anordnung von Memproteinen sowie deren
Interaktionspartnern eine wichtige Rolle spielemm@&@s and Toomre, 2000). Sie sind in
diverse regulatorische Prozesse wie Signaltrangheki, Sortierungsprozesse, Recycling
und Turnover involviert (Brown, 2006; Lippincotti8gartz, 2004; Schuck and Simons,
2006). Zudem sind sie bei Proteintranslokationenisawen dem trans-Golgi-Apparat,
exozytotischen Vesikeln sowie den Recycling-Endamombeteiligt (Helms and Zurzolo,
2004; Lippincott-Schwartz, 2004Raftsund die darin vorkommenden Proteine kdnnen beim
zellularen Membranumbau mittels Endozytose ausRi@smamembran entfernt und durch
Exozytose in die Doppellipidschicht integriert wend Auch bei der lateralen Proteindiffusion
in der Plasmamembran sind sie von Bedeutung (lebak, 2004).

Die in Lipid Raftsinserierten Proteine verfiigen entweder Gber Transionandoménen oder
sie besitzen einen speziellen Glykosylphosphatdgiiol-Anker (GPI-Anker), der ein

Sortierungssignal fur die apikale Membran darst&lében NKCC2 sind auch andere renale
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transmembrane lonentransporter und Kanaleipnd Raftslokalisiert. Das gilt fir den mit
NKCC2 verwandten renalen Natrium-Chlorid-Kotrangpor (NCC), den epithelialen
Natriumkanal (EnaC), den Natrium-Protonen-Austaas¢NHE3) und die Natrium-Kalium-
Pumpe (Natrium-Kalium-ATPase) (Hill et al., 2002; dt al., 2001; Murtazina et al., 2006;
Shlyonsky et al., 2003; Welker et al., 2007). Desitéfen akkumulieren einige Proteine in
cholesterinreichen Fraktionen und gelten deshatb Lghid RaftMarker, beispielsweise
Flotillin-1 und das Tamm Horsfall Protein (THP) rsgginem GPI-Anker (Bickel et al., 1997;
Cavallone et al., 2001; Santamaria et al., 200%bdD scheint die Insertion inipid Rafts
nicht nur fur die Aktivitdt und Sortierung von NKQ(hysiologisch bzw. funktionell von
Bedeutung zu sein, sondern auch andere Proteidensinrer Funktionalitat von der Insertion
in Lipidmikrodomanen abhangig (Li et al., 2001; Naaina et al., 2006; Shlyonsky et al.,
2003).

Interessanterweise konnten Welledr al. zeigen, dass die Behandlung mit Vasopressin zu
einer Anreicherung von NKCC2 ihipid Raftsfuhrt (Welker et al., 2008). Des Weiteren
fuhrte eine Cholesterin-Depletion zu einer deuditiiReduktion der Vasopressin induzierten
NKCC2-Aktivitdt sowie zu einer Verminderung der fistokation des Kotransporters
(Welker et al., 2008). Basierend auf diesen Ergedmm wird angenommen, dass nicht nur die
Insertion in Lipid Rafts fur die Aktivitat von NKCC2 notwendig ist, sondermiiese
Membranmikrodoméanen auch verantwortlich fur die ié&rung von Proteinen sind, die mit
Membranen interagieren und dadurch die Translokatiod die Fusion von NKCC2-
tragenden Vesikeln mit der apikalen Plasmamembeamitteln.

Dennoch sind die prazisen Signalkaskaden, dieagterenden Proteine sowie die einzelnen
Translokationsschritte, die die Aktivitat und dietrazellulare Lokalisation von NKCC2
regulieren, bisher noch nicht identifiziert. Im Ragn dieser Arbeit sollten deshalb potentielle
regulatorische Interaktionspartner von NKCC2 inlebterinreichen Membranmikrodoménen
untersucht werden, um letztlich die Mechanismen @&erflachenexpression von dem

Kotransporter weiter zu charakterisieren.

1.3 Annexin A2 und P11

In Vorarbeiten in der Gruppe von Prof. Bachmann deumit einem Yeast-2-Hybrid
Verfahren Annexin A2 (ANXAZ2) als potentieller Inektionspartner fiir den N-Terminus von
NKCC2 identifiziert. Die Frage, ob ANXAZ2 tatsachiienit NKCC2 interagiert und welche
Rolle es wahrend der Regulation des Kotranspobersler Urinkonzentrierung spielt, soll in
dieser Arbeit untersucht werden.

10
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1.3.1 Struktur von ANXA2

ANXAZ2 ist eines von derzeit 12 bekannten Mitgliedder Annexin-Familie, die alle Gber die
Eigenschaft verfliigen, calciumabhangig an negatiladgme Membranphospholipide zu
binden und dadurch verschiedene membranabhéangigktiéinen austiben (Gerke et al.,
2005; Gerke and Moss, 1997; Rescher et al., 208Bn Annexinen ist eine konservierte
hydrophile C-terminale Kernregion gemeinsam, dieen Regel 30-35 kDa umfasst und aus
vier Doméanen besteht (ausgenommen Annexin 6 mit Bomanen) (Liemann and Huber,
1997; Smith and Moss, 1994). Jede dieser Anneximden ist wiederum aus fluafHelices
aufgebaut, die Uber kurze Schleifen verbunden &itdb. 1.4) (Liemann and Huber, 1997,
Rosengarth and Luecke, 2004). Der C-Terminus b#gthdie Bindungsstellen fur Calcium,
Phospholipide und filamentdses Aktin (F-Aktin) {(p&nko and Waisman, 2001; Hayes et al.,
2004; Hayes et al., 2009; Raynal and Pollard, 1994)

Im Gegensatz zum C-Terminus ist die N-terminale Boenflr die einzelnen Annexine
spezifisch und somit fur die unterschiedlichen Bimglseigenschaften mit Liganden und
Proteinen, Calciumaffinitaten, Phosphorylierunger drunktionen der Familienmitglieder
verantwortlich (Liemann and Huber, 1997; Raynal d&wallard, 1994). Posttranslationale
Modifikationen der 34 Aminosduren umfassenden Mitealen Domane von ANXA2 wie
Serin-  und Tyrosin-Phosphorylierungen und  Acetviiyen  stellen  wichtige
Regulationsmechanismen der Funktion von ANXA2 dgecker et al., 1990; Gerke et al.,
2005; Gould et al., 1986; Jost and Gerke, 199&a#lich bilden die ersten 12 Aminosauren
des N-Terminus eine amphiphatiscird-elix, die fir die Interaktion mit P11 (S100A10)
verantwortlich ist (Becker et al., 1990; Johnssbrale 1988).ANXA2 ist aufgrund seiner
Struktur sowie seiner Eigenschaftenverschiedene membranabhangige Prozesse invplvier
wie Interaktionen zwischen Membran und ZytoskeR#gulation des lonentransports durch
Membranen, Exozytose und Endozytose sowie Transtwkaon Vesikeln (Filipenko and
Waisman, 2001; Gerke et al., 2005; Gerke and M2882; Liu et al., 1997; Rescher and
Gerke, 2004). Weiterhin vermittelt es die Fusiomen Membranen, indem sie zueinander in
raumliche Nahe gebracht werden (Gerke and Mos<; R@scher and Gerke, 2004).

11
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Domane IV
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Abbildung 1.4: Kristallstruktur von ANXA2 mit gebun denen Calciumionen.

Strukturmodell des humanen ANXA2, in dem die vieerkdomanen in unterschiedlichen Farben
dargestellt sind. Jede Doméane besteht aus dikélices, die Gber kurze Schleifen verbunden sind.
Der N- sowie der C-Terminus des Molekils sind seawmd die gebundenen Calciumionen als griine
Kreise gekennzeichnet. Darstellung verandert naateRgarth und Luecke (Rosengarth and Luecke,
2004).

ANXAZ2 liegt bei geringem intrazellularem Calciumgédihvorwiegend im Zytoplasma gelost
vor. Unter diesen Bedingungen bindet nur eine kledMNXA2-Fraktion calciumunabhangig
Uber eine spezifische Sequenz im N-Terminus aneshalinreiche Membranmikrodoméanen
(Abb. 1.5A) (Gerke and Moss, 2002; Rescher and &erk004). Bei ansteigender
intrazellularer Calciumkonzentration werden diediahbindungsstellen im C-Terminus von
ANXA2 besetzt (Gerke and Moss, 2002; Raynal andaRbl 1994). Aktiviert durch das
Calcium transloziert ANXA2 zur Membran (Gerke anadd, 2002). Dabei vermittelt das
gebundene Calcium dann die effiziente Bindung demkegion von ANXA2 an die negativ
geladenen Phosphatgruppen der Phospholipide, also dee Plasmamembran,
Zellkompartimente oder Vesikel (Swairjo et al., 398wairjo and Seaton, 1994). Die Menge
an membrangebundenem ANXA2 steigt signifikant inw&senheit von Calcium, was
wahrscheinlich zu einer dichten Gruppierung von A2XMolekilen an der Membran fuhrt
(Abb. 1.5B) (Taveau et al., 1997). Auf diese Wédisanen einige Membrandoménen bzw. -
ordnungen stabilisiert werden. ANXA2 bindet dabe&vdrzugt an mit Cholesterin und
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat angereichelEmbranmikrodoménen, sogenannte
Lipid Rafts(Ayala-Sanmartin et al., 2001; Hayes et al., 20Rdscher et al., 2004; Valapala
and Vishwanatha, 2011). Zudem ist ANXAZ2 in die Fation vonLipid Raftsinvolviert,
beeinflusst deren Dynamik und verbindet sie mit o8ielett- und Gerist-Proteinen

12



1 Einleitung

(Babiychuk and Draeger, 2000; Chintagari et alQ@&Momon et al., 2012; Harder et al.,
1997; Oliferenko et al., 1999). Der exponierte N#imus von ANXA2 ist in die

calciumvermittelte Bindung zwischen der Kerndoménd der Membran nicht involviert und
steht somit fur weitere Interaktionen zur Verfuguaogter anderem fur die Bindung von frei
im Zytoplasma lokalisierten Proteinen wie P11 od&ir die Interaktion mit

Transmembranproteinen (Huang et al., 2004; Johnssaa., 1990; Mayer et al., 2008).
Zudem kann der N-Terminus von ANXA2 zusatzlich Herndoméane ebenfalls mit einer
Membran interagieren, wodurch die beiden gebundedembranen aggregiert werden

wirden und so eine anschliel3ende Fusion eingelesieten konnte (Zibouche et al., 2008).

Cholesterin
Phospholipid irLipid Rafts

Phospholipid imon-Rafts

[ ] O O.'--._._r‘—--—

Calcium

Abbildung 1.5: Modell der calciumunabhangigen und alciumabhdngigen Interaktion von
ANXA2 mit Membranen.

(A) In Abwesenheit von Calcium wird die Bindung voiNXA2 (rot) an die Membran Uber eine
spezifische Sequenz im N-Terminus des Proteinsdimeh hohen Gehalt an Membran-Cholesterin
(Lipid Rafty vermittelt. 8) Mit Erhéhung des intrazellularen Calciumgehad#igigt die Menge an
membrangebundenem ANXAZ2 signifikant, wobei die Meanaffinitat der Kerndoméane von ANXA2
calciumabhangig zunimmt. Der N-Terminus von ANXARfiir Interaktionen mit den entsprechenden
Liganden frei. Abbildung modifiziert nach Gerke uMdss (Gerke and Moss, 2002).

1.3.2 Komplex aus ANXA2 und P11

Das Protein P11, auch als Protein S100A10 oder ¥inn2 light chain bezeichnet, ist ein
bekannter Bindungspartner von ANXA2 (Rescher antk&e2008; Waisman, 1995). P11
gehdort zur S100-Proteinfamilie, die die grol3te @aumnerhalb der EF-Hand Superfamilie
von calciumbindenden Proteinen darstellt (Rescimel Gerke, 2008). Die Mitglieder der
S100-Familie sind 10-15 kDa kleine Polypeptide,idieN- und C-Terminus jeweils eine EF-
Hand-ahnliche Calciumbindungsstelle besitzen, diederum durch eine strukturlose
Verbindungsregion getrennt sind (Harder et al.,2)9Bie Bindung von Calcium fuhrt durch
eine Konformationsanderung der meisten S100-Pm®tainderen Aktivierung und ermoglicht
gleichzeitig die Interaktion mit Zielproteinen. Death werden die S100-Proteine als
Signalgeber betrachtet, die als Reaktion auf steigentrazellulare Calciumkonzentrationen
zellulare Zielproteine binden und deren Aktivitagulieren. Im Gegensatz dazu befindet sich

P11 aufgrund von Mutationen innerhalb der CalciumdBdomane permanent in einem
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aktivierten Zustand. Somit ist P11l in der Lage icahunabhé&ngig und ohne
Konformationsdnderung an seine Effektorproteinebmden (Donato, 2001; Kube et al.,
1992; Rety et al., 1999).

In der Zelle liegen S100-Proteine typischerweisedimerisierter Form als Homo- oder
Heteromer vor. Ein P11-Homodimer verfligt Uber zwdentische ANXA2-Bindungsstellen,
sodass ein Komplex gebildet werden kann, in dem zgintrales P11-Dimer mit zwel
ANXA2-Molekilen interagiert (Abb. 1.6) (Lewit-Bemty et al., 2000; Sopkova-de Oliveira
Santos et al., 2000). Auf diese Weise entstehsginmetrisches Heterotetramer, durch das
das zytosolische P11, das selbst Uber keine metmbenden Eigenschaften verfugt, an
Membranen gekoppelt werden kann (Zobiack et alQ120Dieser Mechanismus erfolgt
anndhernd calciumunabhangig, da die Bindung von dité1Calciumabhanggkeit fur eine
effiziente ANXA2-Membranbindung auf mikromolare Calmlevel herabsetzt (Gerke et al.,
2005; Waisman, 1995). Somit steigert P11 die Memddfanitat von ANXA2, wobei die
eigentliche Bindung an die Phospholipide tber ANXw&tmittelt wird. ANXA2 assoziiert
dabei vorwiegend mit dem zytosolischen Blatt denmideanen (Rescher and Gerke, 2004).
Die Membranbindung des Heterotetramers kann auf anterschiedlichen Wegen erfolgen
(Abb. 1.6) (Fritz et al., 2010; Rescher and Ge#@)8). Zum einen kdnnen beide ANXA2-
Untereinheiten an die kontinuierliche Membran eif@ampartiments binden. Auf diese
Weise kann P11 mit weiteren Bindungspartnern igieran und fungiert als Bricke, indem
es Transmembranproteine wie einige lonenkandle B&smamembran mit dem
phospholipidgebundenem ANXA2 koppéhbb. 1.6A) (Menke et al., 2004; Rescher and
Gerke, 2008). Dabei korreliert die Bindung der Rlrtereinheit mit dem Einbau dieser
Proteine in die Plasmamembran. Das P11-Dimer igienta beispielsweise mit den
membrangebundenen epithelialen Calciumkandlen TRRW& TRPV6 sowie dem
Natriumkanal Nav 1.8 Uber eine zytoplasmatische &wendieser Proteine, wobei die
Bindung zwischen ANXA2 und P11 nicht beeinflusstdMFoulkes et al., 2006; Okuse et al.,
2002; Poon et al., 2004; van de Graaf et al., 20830 diese Weise kann ANXAZ2 innerhalb
des ANXA2-P11-Kanalkomplexes mit Phospholipidereiagieren, wodurch der Transport
des gebundenen Transmembranproteins zur Plasmamarembrmittelt wird (Rescher and
Gerke, 2004). Diese Interaktion kann eine Rolleerhalb des Biosyntheseweges spielen oder
wahrend des Recyclings der Kanalproteine unter ikthing endosomaler
Recyclingorganellen zum tragen kommen. Bei der tamelVariante bindet jede ANXA2-
Untereinheit des Tetramers Uber seine Kerndomaneiram andere Membran. Auf diese

Weise gelangt P11 in das Zentrum des Komplexeshuingt die Membranen in rGumliche
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N&he zueinander (Abb. 1.6B) (Lambert et al., 199&bei interagiert ANXA2 aber nicht als
Fusionsprotein. Diese Funktion wird wahrscheinliabn SNARE-Proteinen tbernommen
(Creutz et al., 1978).

Neben der Bindung an negativ geladene Membranpléppte bindet ANXA2 als Monomer
oder in Form des Heterotetramers calciumabhangi@ydoskelettelemente, beispielsweise
filamentdses Aktin (F-Aktin) (Filipenko and WaismaB001; Gerke and Weber, 1984,
Ikebuchi and Waisman, 1990). Es kann die Formatmyenannter Aktitometsregulieren,
die neu gebildete Endozytosevesikel von der Zellbram ins Zellinnere transportieren.
Weiterhin ist es notwendig fur die Bildung von akéichen Komplexen, die in die
Abschnirung von Membranen und den anschlieRendamsport involviert sind (Merrifield
et al.,, 2001; Morel et al., 2009). Auf diese WeisieANXA2 mit dynamischen Membran-
Zytoskelettstrukturen assoziiert und spielt einelldRdei Vesikelfusionen sowie deren
Abschnirungen (Merrifield et al., 2001). Der akbh&ngige Transport sekretorischer Vesikel
zu Lipid Raftsin der apikalen Membran wird in epithelialen Zellebenfalls Gber ANXA2
vermittelt (Jacob et al., 2004). Zusammenfassendiéut ANXA2 als Gerlstprotein, das das
Aktinzytoskelett mit verschiedenen Membranmikrodoerd verknipft und es rekrutiert

verschiedene Faktoren fur Aktin-Umbauprozesse (@haaj et al., 2013).

“ LLM M%M fChoIesterin
.C,\ i

() Phospholipid irLipid Rafts

() Phospholipid imon-Rafts
YO

Interaktion mit Interaktion mit

Liganden anderer Membran
und/oder Zytoskelett

® Calcium

Abbildung 1.6: Modell des ANXA2-P11-Tetramers sowie dessen Binduran Membranen.

Mdgliche Konfigurationen des membrangebundenen ARA1-Komplexes, wobeA) zum einen
beide ANXA2-Untereinheiten (rot) Uber ihre Kerndoraéan dieselbe Membran binden. P11 (rosa) ist
frei und kénnte mit anderen Liganden interagie(@). Zum anderen konnen die beiden ANXA2-
Molekiile an verschiedene Membranen binden. Aufedi&gise werden die Membranen in raumliche
Nahe gebracht und die Fusion konnte vermittelt werdBevorzugterweise bindet ANXA2 an
Membranbereiche mit einem hohen Gehalt an Cholestexd Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
(Lipid Raftg. Abbildung in Anlehnung an Rescher und Gerke ¢Resand Gerke, 2008).

15



1 Einleitung

Zusammenfassend ist bekannt, dass ANXA2 an verdehén Protein-Protein-Interaktionen
beteiligt ist, die verschiedene Membranprozesseuliexgn, beispielsweise Membran-
Zytoskelett-Interaktionen, Translokationen von Wesi sowie den darin befindlichen
Proteinen und die Aggregation von Vesikeln an Mankompartimente, wobei schlie3lich
die Fusion der Membranen vermittelt wird (Gerke dMuks, 2002; Rescher and Gerke, 2004;
Tamma et al., 2008). Dabei interagiert ANXA2 entereith Form eines Monomers und bindet
Uber seinen N-Terminus direkt an Effektorproteimieroes liegt in einem heterotetrameren
Komplex mit einem P11-Dimer vor, wobei P11 die grekeine bindet und sie dadurch mit
der ANXA2-Untereinheit verbindet (Gerke and Web#985; Glenney and Tack, 1985;
Rescher and Gerke, 2008). Basierend auf diesenakibkastika wird angenommen, dass
ANXAZ2 die Translokation seiner interagierenden PBire¢ zu deren Zielmembranen reguliert.
Entsprechend dieser Modelle konnte ANXA2 direkt rodeirekt Gber P11 mit NKCC2
interagieren und aufgrund dessen an der Transtokaton NKCC2 zur Plasmamembran
beteiligt sein.

1.3.3 Lokalisation von ANXA2 in der Niere

Die Lokalisation von ANXA2 wurde mittels Immunhisteemie an humanen sowie an
Rattennieren durch diverse Arbeiten beschrieberheDwurde gezeigt, dass es in Zellen
verschiedener renaler Tubulusabschnitte exprinvignti (Abb. 1.7). Im Cortex waren vor
allem die Glomeruli stark positiv fir ANXA2. Danabeeigten die MD und der distale
Tubulus nur eine geringe Immunreaktivitat. In deeddlla konnte ANXAZ2 in der diinnen
Henle-Schleife sowie der dicken aufsteigenden H8gldeife und in den Hauptzellen des
Sammelrohrs detektiert werden (Kaminski, 2012; Tarehal., 2008; van de Graaf et al.,
2003). Zudem konnte ANXA2 in allen Gefal3endothetien Niere mit Ausnahme d&fenae
arcuatae und Vena interlobaresnachgewiesen werden (Hajjar et al., 1996; Hullinakt
1989). In der Niere ist ANXA2 somit weit verbreitahd dient dort unter anderem der
Regulation von Translokationsprozessen, Membramisghaon sowie der Epithelpolaritat
(Markoff and Gerke, 2005).

16



1 Einleitung

1 CTX OM IM

Verbindungs-
tubulus

ANXAZ2 - - N

Glomerulus

Kortex

B-Aktin

Distales
Konvolut

>

S

Proximaler
Tubulus

Sammelrohr
auRere Medulla
w

dicke aufsteigende
Henle-Schleife

+

¥

/’,
=
-

x-faches der Rattenniere
3 N

o

Niere CTX OM IM
ANXA2

el

diinne Henle-
Schleife

innere Medulla

Abbildung 1.7: Expression von ANXA2 in der Niere.

(A) Schema der ANXAZ2-Lokalisation in den verschiederg&egmenten des Nephrons, wobei die
Farbintensitat mit der Proteinexpression von ANX&at) korreliert. Darstellung modifiziert nach
Kriz und Bankir (Kriz and Bankir, 1988)BJ Western Blot Analyse bezlglich des Vorkommens von
ANXAZ in den verschiedenen Nierenzonen. CTX -Cart®M -aulRere Medulla, IM -innere Medulla.
(C) Expression von ANXA2 in der Gesamtniere von Ra#iewie in den Nierenzonen.

1.4 Fragestellung und methodischer Ansatz

Die dicke aufsteigende Henle-Schleife (TAL) der idispielt eine entscheidende Rolle bei
der Regulation der Natriumchlorid Homdéostase. Biddephronsegment reabsorbiert 25-30%
des filtrierten Natriumchlorids und erzeugt dadumdén kortikomedullaren osmotischen
Gradient, der fur die Urinkonzentrierung notwengig Da NKCC2 der bedeutenste apikale
Natriumtransporter im TAL ist, fuhren Defekte digsdransporters zu Stdérungen des
Urinkonzentrierungsmechanismus.

Seit der Erstcharakterisierung von NKCC2 in derkal@n Membran des TAL haben
nachfolgende Untersuchungen gezeigt, dass die ifktisles Kotransporters unter anderem
durch dessen Insertion in cholesterinreiche Memhiamdomanen l(ipid Raft9 moduliert
wird. Zudem ist fur die Funktion von NKCC2 dessaarislokation zu seinem Wirkungsort,
der apikalen Plasmamembran, essentiell. In diesemtekt ist bekannt, dass endokrine
Faktoren wie Vasopressin sowie ein Anstieg deszeftularen cAMP-Gehalts insbesondere
die Zelloberflachenexpression des Kotransporteds damit verbunden, seine Translokation
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beeinflussen. Jedoch sind die molekularen Mechamster beteiligten Signalkaskade sowie
die Identitat der Interaktionspartner und die Bedeg der Lipidumgebung in der apikalen
Membran bisher unzureichend erforscht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, Intaaigpartner von NKCC2 ihipid Raftszu
identifizieren und diese funktionell zu charaktenien. Fir die Suche nach
Interaktionspartnern war der zytoplasmatische Nxieus des Proteins von besonderem
Interesse, da diese Region hoch konserviert un@llei Isoformen identisch ist. Zudem ist
diese Domane wahrscheinlich an der Regulation desaKsporters durch viele zellulare
Faktoren beteiligt. Mit Hilfe vorFloating Assaysind Immunprézipitationen sollten NKCC2-
angereicherte Membranmikrodoméanen zunadchst biodobmicharakterisiert werden.
Anschlieliende massenspektrometrische Analysenstfaslie mit NKCC2 irLipid Rafts
assoziierten Proteine, die immunhistologisch urathemisch bestatigt werden sollten. Im
weiteren Verlauf sollten zellbiologische und tigpermentelle Analysen verwendet werden,
um die physiologische Relevanz der Interaktionswarflr die Funktion des Kotransporters
wahrend der Urinkonzentrierung zu untersuchen. Ba#ite zum einen betrachtet werden, ob
diese Proteine am Translokationsprozess von NKG£@illgt sind und zum anderen, ob sie
simultan zu NKCC2 irLipid Raftsangereichert werden.

Die Identifizierung neuer Interaktionspartner urad damit einhergehende tiefere Verstandnis
der Regulation der NKCC2-Aktivitdt bei der Urink@mrierung ist von grol3er Bedeutung
fur die Pathophysiologie von NKCC2-assozierten Khestsbildern und kann fir die

Entwicklung potenzieller Therapieansatze wichtigse
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2 Material und Methoden

2.1 Tierexperimentelle Arbeiten

2.1.1 Versuchstiere und Behandlung

Die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche erfoigyemald den Richtlinien dé&tional
Institute of Healthsowie unter Einhaltung des deutschen Tierschuétges und wurden von
der LAGESO Berlin genehmigt (Tétungsanzeige T0386Qrganentnahmeantrag 00124/96
und Tierversuchsantrag G0285/10). Die Haltung desrerl erfolgte in geschlossenen
klimatisierten R&umen bei 22 bis 24°C und einenstl2digen Tag-Nacht-Rhythmus. Dabei
verfugten die Tiere Uber freien Zugang zu Wasset buntter (Standarddiat). Im Rahmen
dieser Arbeit wurden ausschlie3lich mannliche, ecil? Wochen alte Tiere mit einem
Gewicht von 250 bis 300 g verwendet. Fur immunhisfigeche Darstellungen und

biochemische Untersuchungen wurden Sprague-Dawld\Buattleboro Ratten eingesetzt.

2.1.2 Brattleboro Ratten

Brattleboro Ratten entstanden durch eine spontangatddn im Vasopressingen aus einem
Long Evans Inzuchtstamm. Aufgrund dessen konnerkeiie AVP sezernieren und somit
ihren Urin nicht konzentrieren, wodurch sie 10-mmeghr Urin produzieren als die Wildtyp-
Ratten (Lee and Williams, 1972; Schmale and Ri¢ht@84). Heute werden Brattleboro
Ratten als ein weit verbreitetes Tiermodell zuragstichung des zentralen Diabetes insipidus
verwendet. Durch die Gabe des Vasopressin-Analog@esmopressin (1-Desamino-8-D-
Arginin-Vasopressin (dDAVP)) kann der intakte péaepe Signaltransduktionsapparat
stimuliert werden (Moses and Coulson, 1980). Aulgrwieser gezielten Aktivierung der
renalen V2-Rezeptor-Signalkaskade wird die Aktivéawie die apikale Translokation von
NKCC2 reguliert (Gimenez and Forbush, 2003; Meadal.e 2003; Welker et al., 2008).
Somit stellen Brattleboro Ratten ein geeignetes @lodur Untersuchung der an dieser
Translokation beteiligten Proteine dar.

Die Brattleboro Ratten stammten aus der lokalenhZwon Dr. Kerim Mutig (Institut fr
vegetative Anatomie, Charité - UniversitdtsmedizBerlin) und wurden in der
Versuchstiereinrichtung der Charité (FEM) unter n8&dbedingungen gehalten. Zur
Induktion des kurzzeitigen Transports von NKCC2 adeuden Tieren der V2-Vasopressin-
Rezeptor Agonist dDAVP (1 pg/kg Korpergewicht) apgeritoneal injiziert. Die
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Kontrollgruppe erhielt stattdessen 0,9%-ige Kodlésung (Vehikel). 30 min nach der
Applikation wurden die Tiere beider Gruppen getétetd die Nieren entweder flr
molekularbiologische sowie biochemische Analyseth@mmen, entkapselt und in innere
sowie aufRere Medulla und Cortex geteilt oder derélwurden narkotisiert und es erfolgte
eine Aorta abdominalisPerfusion (Schmitt et al., 2003) zur Fixierung ddieren fur

immunhistologische Untersuchungen.

2.2 Organentnahme und Gewebepraparation

2.2.1 Perfusionsfixierung und Gewebeaufbereitung fimmunhistochemie

Zur morphologischen Untersuchung der Nieren wurd@re jeder Gruppe eineforta
abdominalisPerfusion unterzogen (Schmitt et al., 2003). Dazuden die Tiere zunachst
mittels einer intraperitonealen Verabreichung voani$utal (0,06 mg/g Kdrpergewicht)
anasthesiert. AnschlieBend wurde der Bauchraumfnetdf die Aorta abdominalis
freiprapariert, abgeklemmt und distal der Abgangs Arteriae renaleseroffnet. Ein
ausgezogener Polyethylenschlauch wurde in das Gafgefuhrt, mit einem Faden fixiert
und mit dem Perfusionssystem verbunden. Nach Hreidas Blutflusses durch das Lésen der
proximalen Klemme und das Erdffnen déena cava inferiozum Druckausgleich erfolgte
die Perfusion der Nieren retrograd uberA@ta abdominalisZur Entfernung des Blutes aus
dem GefalRsystem des Tieres wurde fir 30 sec einsspUldsung (300 mosmol
Sucrose/PBS; pH 7,35) eingeleitet. AnschlieBendlgid die eigentliche Fixierung mittels
5-minutiger Perfusion mit 3%-igem Paraformaldehiy&A) in PBS (Fixierlésung) bei einem
konstanten Druck von 1,5 m Wassersaule. Die Perfgékierung wurde von Dr. Alexander
Paliege durchgefinhrt.

2.2.1.1 Herstellung von Kryostatschnitten

Perfusionsfixierte Nieren wurden zerteilt und ulkeacht bei 4°C in Sucrose-Puffer
(800 mosmol; pH 7,4) nachfixiert, um Gefrierartataku verhindern. Anschlieliend wurden
die Kryogewebe in stickstoffgekihltem 2-Methyl-Butachockgefroren und bei -80°C
gelagert. FUr immunhistochemische Analysen wurdernt fdilfe des Kryostaten
(Gefriermikrotom Leica CM 3050S; Leica Mikrosystewertrieb GmbH) 5-7 um dinne
Gefrierschnitte des Kryogewebes angefertigt, auscbiehtete Objekttrager aufgebracht,
luftgetrocknet und bei -20°C gelagert.
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2.2.1.2 Herstellung von Paraffinschnitten
Die Nachfixierung des perfundierten Gewebes flurafiaschnitte erfolgte tGber Nacht bei
4°C in der Perfusionslosung. Bis zur Einbettung dear die Gewebe in 330 mosmol
Sucrose/PBS mit 0,02% (v/v) Natriumazid gelagerie Butomatisierte Paraffineinbettung
erfolgte am Institut fur Pathologie der Charité [Be(CCM). Die Paraffingewebe wurden bei
4°C oder 20°C gelagert. Zur Herstellung von Pamaffinitten wurde das eingebettete
Nierengewebe fur mindestens zwei Stunden bei -26kRGbiert. AnschlieBend wurden mit
einem Mikrotom (Leica RM 2125RT; Leica Mikrosysteriwertrieb GmbH) 4 um starke
Schnitte angefertigt, die bei 37°C im Wasserbadrgelst und letztlich auf Objekttrager

aufgezogen wurden.

2.2.2 Gewebeaufbereitung fur biochemische Analysen

Fur die Praparation der Nieren wurden mannlichdatRtzoro bzw. Sprague-Dawley Ratten
mittels Isofluran betdubt, durch Genickbruch gedttder Bauchraum der Tiere get6ffnet und
beide Nieren entnommen. AnschlieBend wurden diereNi@pseln entfernt und die

medullaren sowie kortikalen Anteile unter Eiskutgyprapariert.

2.2.2.1 Gewebeaufbereitung zur Genexpressionsanatys
Anschlieend wurden die so erhaltenen Nierensegmenhockgefroren, in flissigem

Stickstoff mit Morser und Pistill feingemahlen ufinl die RNA-Isolation mit Trizol versetzt.

2.2.2.2 Gewebeaufbereitung fur Immunprazipitation und Lipid Raft-Praparation
Nach Aufnahme der medullaren Nierensegmente im ijgee Puffer erfolgte die
Homogenisation mit dem Ultra-Turrax und anschliel&an Ultraschall (2x 3 Impulse;
Cycle: 70). Zur Entfernung der Zellkerne und nilyisierter Gewebereste wurden diese durch
eine 15-mindtige Zentrifugation bei 800x g und 4pElletiert. Der zugleich erhaltene
Uberstand entsprach dem Proteinlysat und wurdehtieBend direkt weiterverwendet (siehe
2.3.5und 2.3.6).

Immunprézipitations (IP)-Puffer ~ TBS (0,075 M Triga&e, 0,44 M Tris HCI,
1,5 M NaCl; pH 7,4)
0,5% (v/v) Tweef0
1x Complete Protease Inhibitor Tablette /50 ml

Homogenisierungspuffer (pH 7,4) 250 mM Sucrose

10 mM Triethanolamin (TEA)
1x Complete Protease Inhibitor Tablette /50 ml

21



2 Material und Methoden

2.3 Proteinanalytische Methoden

2.3.1 Immunhistochemie

FUr immunhistochemische Analysen wurden Paraffingeh zunachst in  Xylol
entparaffiniert. Mittels einer absteigenden Ethegibke (100%-70%) wurden die Schnitte
rehydriert und fir 6 min in Zitratpuffer (0,02M Zinensaure, 0,09 M Natriumcitrat; pH 6)
gekocht, um die Verflugbarkeit der Antigene zu edroZum Abkuhlen wurden die Schnitte
in PBS gestellt.

Dagegen wurden Gefrierschnitte fiir 30 min in 0,5%)(Triton® X-100 in PBS inkubiert,
um Lipide zu entfernen und die Plasmamembran zufoperen, wodurch die
Antikorperpenetration erleichtert wird.

Alle Praparate wurden in PBS gewaschen und fur 80 mit Blockiermedium (5% (w/v)
Milchpulver in PBS) behandelt, um unspezifische t&rbindungen und somit
Hintergrundsignale zu minimieren. AnschlieBend weurder jeweilige Primarantikorper
entsprechend der ausgetesteten KonzentrationeBloukiermedium verdiinnt, aufgetragen
und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Zur Entfernungyeioundener Antikdrper wurden die
Gewebeschnitte in PBS gewaschen. Die fluoreszerkensn Sekundarantikdrper (Cy2-
oder Cy3-konjugiert) wurden ebenfalls in Blockiednen verdinnt und fir 1 h bei
Raumtemperatur (RT) auf den Schnitten inkubiere Blaufarbung der Zellkerne erfolgte
mittels 10-mindtiger Inkubation mit 4,6-Diamino-hé&hylindol (DAPI). Anschlie3end
wurden die Préaparate erneut mit PBS gewaschen utri@gBfb (v/v) PBS /67% (v/v) Glycerin
(pH 6,8) eingedeckelt. Die Auswertung erfolgte ohim Konfokalmikroskop Zeiss LSM 5
Exiter (Carl Zeiss Microlmaging GmbH), wobei dieh8dte hinsichtlich Signallokalisation
und Signalintensitat beurteilt worden.

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)
137 mM NacCl
11,4 mM Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
1,8 mM Kaliumhydrogenphosphat

2.3.2 Immunzytochemie

Zur Fixierung wurden die auf Deckglaschen kultiteer Zellen mit 3% (w/v) PFA/PBS fur
15 min bei 4°C oder mit eisgekuhltem 100%-igem Mathl fir 5 min bei -20°C behandelt.
Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zetlench Zugabe von 0,5% (v/v)
Triton® X-100 mit 1% (w/v) Bovinem Serum Albumin (BSA) inBB fir 10 min bei RT
permeabilisiert. AnschlieBend wurden die Zellen hmals mit PBS gewaschen und
unspezifische Bindungen durch eine Inkubation it (w/v) BSA in PBS blockiert. Der
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jeweilige Primarantikorper wurde mit Blockiermediw@rdinnt, aufgetragen und Uber Nacht
bei 4°C inkubiert. Nach wiederholtem Waschen mitSPBurden die in Blockiermedium
verdunnten, Cy2- bzw. Cy3-konjugierten Sekundakémnpier, sowie DAPI fir 1 h bei RT auf
den Zellen inkubiert. AbschlieRend wurden die Dé&gchen mit Hilfe von Fluoromount-G
auf Objekttrager aufgebracht und nach Trocknungdeih Konfokalmikroskop Zeiss LSM 5
Exiter analysiert.

2.3.3 Transmissionselektronenmikroskopie

2.3.3.1 Ultrastrukturelle Analyse derLipid Rafts
Die aus den Nierenhomogenaten mittels Dichtegréelientrifugation angereichertapid
RaftFraktion wurde pelletiert und mit 3% (w/v) PFA ulcb% (v/v) Glutaraldehyd Uber
Nacht fixiert. Am nachsten Tag wurde das Pellet 8% mosmol Sucrose/PBS mit
0,02% (v/v) Natriumazid (pH 7,4) gewaschen und % Agarose Typ 7 (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH) eingebettet. Nach der anschlieendentwdSserung mittels
Gefriersubstitution erfolgte die Infiltration mitR. White Medium Electron Microscopy
Sciences) AnschlieBend wurden mit Hilfe eines UltramikrommUItradinnschnitte
angefertigt, die mit spezifischen Primarantikorparkubiert wurden. Zur Detektion dieser
wurden Gold-gekoppelte (5 nm/10 nm) Sekundaramoreingesetzt. Die ultrastrukturelle

Analyse erfolgte mit dem Elektronenmikroskop Zd¢i84 906 (Carl Zeiss Jena GmbH).

2.3.3.2 Praparation von Plasmamembrargheets und Immunogoldmarkierung
Die Praparation von Plasmamembf@imeetdient der Visualisierung von Mikrodomanen in
der nativen Zellmembran (Wilson et al., 2004). tezlich wird ein zweidimensionales Bild
von der zytoplasmatischen Seite der Zelloberflaehzeugt, das der Untersuchung der
Proteinkomposition und -verteilung innerhalb deaghhamembran dient.
Zunachst wurden konfluente MMDD1 bzw. raTAL Zelleauf Deckgldschen mit
0,5% PFA/PBS fur 10 min bei RT préafixiert. Paralletfolgte die Aktivierung der
glimentladenen, kohlebeschichtetégar grids(Square mesh grids G2300N, Agar-Scientific)
mittels 30-mindtiger Inkubation in 0,8 mg/ml polytlysin. Danach wurden die Grids kurz in
Aqua dest. gespult und luftgetrocknet. Fur die hlsBende Préaparation der
PlasmamembraBheetswurden die Grids und die préafixierten Zellen in PES-Puffer
(25 mM HEPES, 25 mM Kaliumchlorid, 2,5 mM Magnesagstat; pH 7,2) getaucht und die
Coverslips wurden mit der Zellseite auf den Gridaziert. Nach einer 15-minttigen

Inkubation bei RT wurden die Coverslips mit Hilfmer Pinzette auf die Grids gedriuckt und
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nach 2-3 sec wieder angehoben und entfernt. Daliieb bein Teil der apikalen
Plasmamembran adhéarent auf den Grids haften, was Aufreilen der Zellen fuhrte.
Dadurch wurden die Membraninnenseiten der Zellegéaglich fur weitere Behandlungen.
Die erhaltenen Zellmembranfragmente wurden dann2@imin in 2% (w/v) PFA/HEPES
nachfixiert. Fur die anschlieBende Immunogold-Mamking wurden die Grids fur 5-10 min in
PBS uberfuhrt und die Blockierung von unspezifiscBendungsstellen erfolgte fir 5 min in
0,1% (w/v) BSA/PBS. Danach wurden die Membranfragime mit den jeweiligen
Primarantikérpern sowie den entsprechenden 5 nmr dde nm Gold-konjugierten
Sekundarantikorpern, die jeweils in einer 1:50 Varbling in Blockierungspuffer vorlagen,
far 60 min bei RT inkubiert. Nach der 20-minttiggahandlung mit 2% (v/v) Glutaraldehyd
in PBS wurden die Grids fur 1 min in 0,3% (w/v) Tiamsaure und fir 10 min in Uranylacetat
gegeben. Zwischen allen Schritten wurde dreimal Agiia dest. gewaschen. Zum Schluss
wurden die Grids/Membranfragmente getrocknet untlefai Elektronenmikroskopie (Zeiss
EM 906, Carl Zeiss Jena GmbH) analysiert.

2.3.4 Separation von Zytosol und Plasmamembran

Die in flissigem Stickstoff gemorserten Nierensegta@der konfluente Zellkulturen wurden
mit eisgekihltem Homogenisierungspuffer versetatiets Ultraschall aufgeschlossen und
fur 10 min bei 1000x g und 4°C zentrifugiert (si¢h2.2). Fir die Trennung von Zytosol und
Plasmamembran wurden 2 mg Protein des postnukledkdberstands mit
Homogenisierungspuffer auf 500 pl aufgefillt und BE&C mit 19.000x g fur 30 min
zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand enthielt idigazellulare Fraktion mit Zytosol und
kleinen Vesikeln (Zytosolfraktion - Zyt). Das P¢]ldas die Plasmamembran sowie adharente
vesikulare Strukturen enthielt, wurde erneut in f0tHomogenisierungspuffer resuspendiert
(Plasmamembranfraktion - PM). Fiir die SeparatianMembran in Tritoff X-100-6sliche
und -unlésliche Fraktionen wurde die PM-Fraktiort ¥ (v/v) Tritorf X-100 versetzt, 1 h
bei 4°C schwenkend inkubiert und anschlieend farn3n bei 100.000x g und 4°C
zentrifugiert (Optim&" MAX-XP Ultrazentrifuge, Beckman Coulf® Der Uberstand
enthielt die Tritof X-100-l6sliche §oluble Fraktion (TS). Das Pellet wurde im gleichen
Volumen Homogenisierungspuffer aufgenommen und peath der Tritof X-100-
unldslichen ihsoluble Membranfraktion (TI). Die Analyse der auf dieseeiddé generierten
Zellfraktionen erfolgte mittels SDS-PAGE und Westdlot (siehe 2.3.7.2 und 2.3.7.5),

wobei jeweils 20 pl jeder Fraktion aufgetragen veurd
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2.3.5Lipid Raft-Praparation

Die Praparation der cholesterinreichen Membranndiéneénen Kipid Raft9 erfolgte nach
Welker et al. (Welker et al., 2007). Als Ausgangsmaterial diedie &uRere Medulla von
Rattennieren, die zunachst in eiskaltem Homogemnisgspuffer aufbereitet wurde (siehe
2.2.2.2). Im Anschluss an die Homogenisation wulake postnukleére Proteinlysat fur 1 h bei
120.000x g und 4°C zentrifugiert (Festrotor: TLA 04 und Optimd" MAX-XP
Ultracentrifuge, Beckman Coulf8 um die Membranen zu isolieren. Das dabei gerterie
Pellet wurde in kaltem Homogenisierungspuffer s Triton® X-100 resuspendiert und fir
1 h bei 4°C drehend inkubiert. Durch diese Behamglluund die anschliel3ende
Ultrazentrifugation (120.000x g, 1 h, 4°C) wurdee detergensresistenten Membrandomé&nen
pelletiert und auf diese Weise von den anderen Manfiaktionen separiert (Brown, 2006).
Fur den folgendenFloating Assaywurde das Pellet in Homogenisierungspuffer mit
40% (w/v) Sucrose aufgenommen und mit 30% und 5%)(®ucroseldsung tberschichtet.
Innerhalb dieses diskontinuierlichen Sucrosegradiesammelten sich didipid Rafts
wahrend der 16-stindigen Dichtegradientenzentrifaga bei 35.000 rpm und 4°C
(Ausschwingrotor: SW40Ti und OptimaTM L-90K Ultrattdfuge, Beckman Coult&) im
Bereich niedrigerer Dichte zwischen 5% und 30% G&serin einer weil3-gefarbten, triben
Schicht. AnschlieRend wurde der Gradient von obachrunten abgenommen, wobei er in
1 mi-Fraktionen geteilt wurde. Zur Kontrolle del®ating Assaysvurden die in den einzelnen
Fraktionen enthaltenen Proteine mittels SDS-PAGIE \Western Blot (siehe 2.3.7) analysiert.
Die mit NKCC2-tragenderLipid Rafts angereicherten Fraktionen des Gradients wurden
vereinigt, mit Homogenisierungspuffer ohne Sucr@ed 12 ml aufgefullt und erneut
zentrifugiert (2 h, 35.000 rpm, 4°C; Ausschwingro®wW40Ti). Dadurch konnten diese
Vesikel pelletiert und gleichzeitig von der Sucragstrennt werden. Das erhaltene Pellet
diente zum einen als Ausgangsmaterial fur die Inpré@mpitation (siehe 2.3.6) und zum
anderen fur elektronenmikroskopische Untersuchunden Ultrastruktur derLipid Rafts
(siehe 2.3.3.1).

2.3.6 Immunprazipitation

Fur die Immunprazipitationen wurden der polyklon®&&KCC2-Antikorper (AB 3562P,

Millipore GmbH), der polyklonale ANXA2-Antikorpers¢-1924;Santa Cruz Biotechnology)
sowie die als Negativkontrolle fungierenden Immuoibglline gleichen Isotyps (Kaninchen
Gammaglobuline 011-000-002, Ziegen Gammaglobulir@-@0-002; beide Dianova
GmbH) unter Verwendung des Dynabéadstibody Coupling Kits (Invitrogen Dynal AS)
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kovalent an die Dynabeddsv-270 Epoxy gebunden. Die Immobilisierung des jitigren
Antikorpers an der Oberflache der Dynab&agisolgte nach Anweisung des Herstellers.

Als Ausgangsmaterial fir die Immunprazipitation deirentweder frisch entnommene und in
Immunprazipitationspuffer (IP-Puffer) homogenisterul3ere Medulla von Rattennieren
(siehe 2.2.2.2) oder die angereicherten NKCC2-trdge Lipid Rafts aus der &auf3eren
Medulla (siehe 2.3.5) verwendet. Jeweils 1 ml desdhlysats wurde zu den Antikorper-
beladenen Beads gegeben und rotierend bei 4°C Nihent inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen der Beads mit IP-Puffer und aufsteigenddzk8nzentration (150, 300 und
450 mM NaCl) fur je 5 min wurden die am Antikorpgebundenen Immunkomplexe in
jeweils 30 pl 4x Laemmli-Puffer eluieur weiteren Analyse wurden diese Proben mit Hilfe
einer SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt (si€h®.7.2) und anschlieend ein
Immunblot durchgefuhrt (siehe 2.3.7.5) oder eingdPnoteinbanden nach Farbung des SDS-
PAGE Gels mittels Massenspektrometrie analysiexhés2.3.8).

2.3.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und WesteBlot

2.3.7.1 Bestimmung der Proteinkonzentration mit deBCA-Methode
Die Proteinquantifizierung erfolgte mit dem Micr€€B™ Protein Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific Inc.) nach Herstellerangaben. Dieserokotetrische Proteinassay basiert auf der
Biuret-Reaktion. Dabei werden zweiwertige Kupfegandurch Peptidbindungen reduziert
und bilden mit 2,2 -Bichinoninsdure (BCA) einenleiten Chelatkomplex, dessen Intensitat
bzw. Absorption bei 560 nm €Ay sich proportional zur Proteinkonzentration vetti8imith
et al., 1985). Die Ermittlung der Gesamtproteinneeagolgte durch Messung der Extinktion
bei 560 nm am Plattenreader Asys Expert 96 (Becki@anltef) und mit Hilfe einer

Eichkurve, die mit Bovinem Serum Albumin (BSA) geeret wurde.

2.3.7.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Mittels der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese $SIRAGE) (Laemmli, 1970) wurden die
in den verschiedenen Proben enthaltenen Protertte iheem Molekulargewicht aufgetrennt
und die Proteinzusammensetzung bzw. die Reinheit Beoben analysiert. Zur
Vereinheitlichung von Form und Ladung der einzeliMwoiekile wurden die Proteine durch
Zugabe von 4x Laemmli-Puffer (252 mM Tris/HCI, 4086v) Glycerin, 8% (w/v) SDS,
0,04% (w/v) Bromphenolblau, 20% (v/v) [3-Mercapteeibl; pH 6,8) reduziert und zur
Denaturierung fur 15 min auf 65°C oder fur 5 mih @5°C erhitzt. Dadurch wurde neben den
Protein-Protein-Interaktionen (Quartarstrukturenghadie Ausbildung von Tertarstrukturen

unterbunden. Somit war die Beweglichkeit der untikesen Bedingungen vollstandig
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denaturierten Proteine im Gel proportional zum d&ehen Logarithmus ihrer Masse. Die
elektrophoretische  Auftrennung der  Proteinproben folgte in  10-12%-igen
Polyacrylamidgelen (Tabelle 2.1) in der Elektroprsmkammer Mini-PROTEARITetra Cell
(Bio-Rad Laboratories GmbH) unter Verwendung vorkEbphoresepuffer (0,1% (w/v)
SDS, 25 mM Tris, 192 mM Glycin; pH 8,3) zunachst b@0 V. Mit Eintritt der Lauffront in
das Trenngel wurde die Spannung auf 120 V erholst. Molekulargewichtsstandard wurde
der Precision Plus Protélfi Dual Color Standard (Bio-Rad Laboratories Gmblipesetzt.

Tabelle 2.1:Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel der TP

Sammelgel 2 Gele
Acrylamid/Bisacrylamid (RotiphoreSeGel 30) 835 pl
0,625 M Tris HCI (pH 6,8) 625 pl
10% Natriumdodecylsulfat (SDS) 50 pl
Aqua dest. 3,5 mi
10% Ammoniumperoxodisulfat (APS) 25 pl
Tetramethylethylendiamin (TEMED) 5 ul

Trenngel 12% 10%
Acrylamid/Bisacrylamid (RotiphoreSeGel 30) 4,5 mi 3,75 ml
0,75 M Tris HCI (pH 8,8) 5,625 ml 5,625 ml
10% Natriumdodecylsulfat (SDS) 113 ul 113 pl
Aqua dest. 1,0ml 1,75 ml
10% Ammoniumperoxodisulfat (APS) 80 pl 80 pl
Tetramethylethylendiamin (TEMED) 5,65 pl 5,65 pl

2.3.7.3 Coomassie-Farbung

Bei diesem Farbeverfahren lagert sich der Triphaegthanfarbstoff Coomassie Brilliant Blue
an die im Gel enthaltenen Proteine an und bildetreistabilen Protein-Farbstoff-Komplex.
Zur Farbung wurden die Gele nach der SDS-PAGEnemi40% Ethanol/ 10% Essigsaure/
50% Wasser-Gemisch und darin gelostem Farbemittelontassie Brilliant Blue
(Rotiphores@ Blau, Carl Roth GmbH + Co. KG) bis zur vollstarefigBlaufarbung des Gels
inkubiert. Gleichzeitig wurden die Proteine dured Behandlung mit Essigsaure und Ethanol
im Gel fixiert. AnschlielBend wurde mit 40% Ethand0%-iger Essigsaure entfarbt, bis der
Hintergrund des Gels klar und nur noch die Protmilen gefarbt waren. Mit Hilfe dieser
Methode konnen Proteinmengen ab 0,2 pg/Bande sichgemacht und anschliel3end

massenspektrometrisch analysiert werden (sieh&)2.3.
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2.3.7.4 Silberfarbung nach Heukeshoven und DernicK988)

Die Silberfarbung beruht darauf, dass die SilbemKomplexe mit Glutamat-, Aspartat- und
Cysteinresten bilden, welche durch alkalisches Rtehyd zu Silber reduziert werden
kénnen und somit im Gel sichtbar ausfallen. Diegagb&methode eignet sich aufgrund ihrer
hohen Sensitivitdt (50-100 pg Protein/Bande) zurch®armachung sehr geringer
Proteinmengen, die mittels Coomassie-Farbung rdeftéktierbar sind. Aufgrund der zum
Teil irreversiblen Fixierung der Proteine wahrender d Silberfarbung und der
proteinvernetzenden Wirkung der zur Entwicklung wamdeten Aldehyde ist keine
Massenspektrometrie dieser Proteine moglich. Dibufig der Gele erfolgte im Anschluss an
die SDS-PAGE in Anlehnung an das Protokoll von Hssiloven & Dernick (Tabelle 2.2)
(Heukeshoven and Dernick, 1988).

Tabelle 2.2:Protokoll der Silberfarbung nach Heukeshoven uachigk (1988).

Schritt Lésung Menge/Gel Inkubationsdauer
Fixierung iggﬁ; Ei?;ggure 100 ml 2h
Waschen 30% Ethanol 100 ml 10 min
Wasserung Agua dest. 100 ml 1 min
Inkubation 20 mg Natriumthiosulfat 100 ml 1 min
Wasserung Aqua dest. 2x 100 ml 2x 1 min
Farbung 0,15 g Silbernitrat 100 ml 1lh
Wasserung Aqua dest. 2x 100 ml 2x 1 min
Spilung 2,5 g Natriumcarbonat 100 ml 1 min
Entwicklung 20551 \l;l::g?rg/ﬁ:rg?mng}dehyd 100 ml 1-10 min
Abstoppen 0,05 M EDTA 100 ml 5 min
Wasserung Aqua dest. 2x 100 mi 2x 1 min

2.3.7.5 Immunblotting

Das Immunblotting dient der Identifikation sowierdguantitativen Bestimmung einzelner
Proteine innerhalb der Proteingemische. Bei die¥enfiahren wurden die elektrophoretisch
aufgetrennten Proteine aus dem Trenngel auf eit@dgilulosemembran (Porablot NCP,
Macherey-Nagel GmbH) transferiert und anschlieRemt Hilfe spezifische Anikorper
sichtbar gemacht. Der Proteintransfer stellt dgerdgliche Blotting dar und erfolgte mittels
Elektroblotting nach denSemi-DryPrinzip (Kyhse-Andersen, 1984). Dafur wurden zwei
Filterpapiere, die Nitrocellulosemembran und das!| Geit gekihltem Semi-Dry
Transferpuffer (48 mM Tris, 39 mM Glycin, 0,0375%v/¢) SDS, 20% (v/v) Methanol)

getrankt bzw. aquilibriert und zwischen Kathode ufidode plaziert. Der Blotvorgang
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erfolgte bei 90 mA/Gel fur 90 min. Zur Kontrolle rdé&leichmaligkeit der geladenen
Proteinmenge und des Blotvorgangs wurde die Membdarzzeitig mit Ponceau-Rot
(0,5% (w/v) Ponceau S; 1% (v/v) Essigsaure) gefarit zur Beurteilung mit Aqua dest.
entfarbt. Zur Blockierung unspezifischer Bindungsth wurde die Membran fir 30 min bei
RT mit 5%iger Magermilch/PBS auf dem Schdttler ibieut.

Die Identifikation einzelner immobilisierter Pratei erfolgte indirekt mit Hilfe von
Antikérpern und Chemilumineszenz. Dafur wurde zinséicder jeweilige Primarantikdrper
entsprechend seiner ausgetesteten KonzentrationBlogkiermedium verdinnt, auf die
Membran gegeben und tber Nacht bei 4°C inkubiergdbundene Antikorper wurden durch
dreimaliges Waschen mit 0,5% (v/v) Tw&R0/PBS (pH 7,5) entfernt. Danach wurde die
Membran mit dem  entsprechenden  Meerrettich-Persgi@ldRP)-konjugiertem
Sekundarantikérper (1:2000; Dako Denmark A/S; Déénfir 1 h bei RT inkubiert und
dreimal mit PBS gewaschen. Zur Visualisierung demunreaktiven Banden wurde die
Membran fir 1 min mit Luminolreagenz (AmershahECL™ Western blotting detection
reagents, GE Healthcare) inkubiert. In dieser Zairde das Luminol durch die an den
Sekundarantikérper gekoppelte Peroxidase im atiais Milieu oxidiert und dadurch in
einen energetisch niedrigeren Zustand versetziclideitig kommt es zur Emittierung von
Licht (Chemilumineszenz), welches Uber Autoradipyrafiime (FUJIFILM Super RX,
Fujiflm Europe GmbH) aufgenommen werden kann. Bigwicklung der Filme erfolgte mit
der Tischentwicklungsmaschine Curix 60 (Agfa-GetvakV.) sowie dem Fixierer G354 und
dem Entwickler G150 (Agfa-Gevaert N.V.). Fur diendéometrische Auswertung wurden die
entwickelten Filme eingescannt und mit der AlphajeraSoftware (Alpha Innotech
Corporation) analysiert. Zur Ladungskontrolle undoriHalisierung wurden [3-Aktin,
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDM). Gaubulin detektiert.

2.3.8 Massenspektrometrische Analyse

NKCC2-Immunprazipitate (siehe 2.3.6) aus angereiehd.ipid Raftsder renalen &uf3eren
Medulla (siehe 2.3.5) wurden mittels SDS-PAGE atngget. Die darin enthaltenen Proteine
wurden mit Coomassie angefarbt (siehe 2.3.7) undchdiel3end wurden einzelne
Proteinbanden aus dem Gel ausgeschnitten. Dies#iiGled wurden zunachst mechanisch
zerkleinert, in 50 mM Ammoniumhydrogencarbonat AQBcetonitril (1:1) fur 10 min bei
30°C gewaschen, in 50 mM Ammoniumhydrogencarborgitilibriert, mit Acetonitril
dehydriert und in einer Vakuum-Konzentrations-Ziéngre (Speed Va&ystem getrocknet.
Die enthaltenen Proteine wurden mit 0,02 pg TrygBiromega) bei 37°C und 500 rpm flr
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24 h verdaut, kurz abzentrifugiert und fur 10 nmm Witraschallbad inkubiert. Anschliel3end
wurden die Peptide unter Verwendung der ZigIdprechnologie (Millipore) sowie 50%
Acetonitril und 0,1% Trifluoressigsaure (TFA) enaund aufkonzentriert. Danach wurden
die Peptide direkt auf den MALDI-Probentrager (Bruloaltonik) eluiert, wobei 2,5 mg/ml
a-cyano-4-Hydroxyzimtsaure (CHCA) als Matrix dient®ie massenspektrometrische
Analyse wurde mit einer Matrix-assisted, laser-desorption/ionization timieflaght
Massenspektrometrie (MALDI-TOF MS) kombiniert mitiner MALDI-Lift fragment
Massenspektrometrie (MALDI-TOF/TOF MS) (Bruker [mdik) durchgefihrt. Kalibrierte
und annotierte Spektren wurden dann einer DatenBacke (Swiss-Prot) unterzogen, wobei
das Programm Bruker Bio-Tool 3.2 und die Mascot@a?enbank verwendet wurden. Dabei
wurden die experimentell generierten Daten der MALIDF MS und der MALDI-TOF/TOF
MS mit den kalkulierten Peptidmassen aller Eintrégeler Sequenzdatenbank verglichen.
Letztendlich wurden empirisch determinierte Faktorgerwendet, um jede Peptid-
Ubereinstimmung statistisch zu bewerten. Die Massektrometrie wurde in Kooperation
mit Frau Priv.-Doz. Dr. Vera Jankowski aus der Aidgruppe Experimentelle Nephrologie

und Hypertensiologie durchgefihrt.

2.3.9 Expression und Affinitatschromatographie vorGST-Fusionsproteinen

Fur die Uberexpression von rekombinantem ANXA2, Rt den N-Terminus-Mutanten
von NKCC2 wurdenE.coli Rosetta Zellen (Merck Millipore) mit den verschiada
pPGEX-6P-1-Expressionsplasmiden (siehe 2.4.2) toansért und in 500 ml LB-Medium mit
100 pg/ml Ampicillin gegeben. Als die Qg3 der Bakteriensuspension einen Wert von 0,5
erreicht hatte, wurde die Proteinexpression mit O0@M Isopropyl-1-thiop-D-
Galactopyranosid (IPTG) induziert. Nach einer lifndigen Inkubation bei RT und 225 rpm
wurden die Zellen durch Zentrifugation (4500x g, rih) sedimentiert. Der Aufschluss der
Bakterienzellen erfolgte in Lysepuffer mit 1 mg/ifsozym, 1% (v/v) Tritofi X-100 und

2 Units DNasel fur 1 h bei RT und anschlieBendernasthall (2x 3 Impulse; Cycle: 70).
Zellreste und unlésliche Bestandteile wurden nsttdlO-mindtiger Zentrifugation bei
13.000x g und 4°C entfernt.

Lysepuffer 50 mM HEPES (pH 7,5)
200 mM NacCl
10 mM Cadl
1x Complete Protease Inhibitor Tablette /50 ml

Fur die affinitatschromatographische Aufreinigungr dekombinant hergestellten Proteine
wurde das Bakterienlysat mit 250 ul Pierce GlutathMagnet Beads (Thermo Fisher
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Scientific Inc.) versetzt. Wéahrend der 12-stindigekubationszeit bei 4°C band die
Glutathion-S-Transferase (GST) der Fusionsproteinedas Glutathion auf den Beads.
Anschliel3end wurden die Beads mit den gebundernammgnanten Proteinen dreimal mit

Lysepuffer gewaschen, um ungebundene Proteinetizren.

2.3.10Peptid Spot Array

2.3.10.1 Proteolytische Spaltung und Saulen-Chromagraphie von Fusionsproteinen
Um unnatirlichen Dimerisierungen der rekombinarfeateine vorzubeugen, musste GST
proteolytisch entfernt werden. Daflr wurden dieG®T-Beads gebundenen Fusionsproteine
(siehe 2.3.9) Uber Nacht mit der ortsspezifischkenden PreScission Protease (GE
Healthcare GmbH) gespalten. Der Uberstand mit desclnittenen Strukturprotein wurde in
ein neues Reaktionsgefal tberfuhrt und mit 70 |dnT8eads (Clontech laboratories Inc.)
fur 15 min bei 4°C inkubiert, um die in der Losubgfindliche His-getaggte PreScission
Protease zu entfernen. Zur weiteren Aufreinigung dggnthetisierten Proteins wurde die
Hochdruck-Flussigkeitschromatographie (HPLC) eieggs Dafir mussten die in der
Affinitatschromatographie gewonnenen Proben unteins&z von Amicon Ultra-
Zentrifugenfiltern auf ein Volumen von 2 ml aufk@mtriert werden. Anschlie3end wurden
die Konzentrate auf eine Saule aufgebracht undC®matographie mit Hilfe der Software
UNICORN 5.2 reguliert. Die Probe durchlief dabengatrieben vom Laufpuffer (20 mM
HEPES, 300 mM NaCl; pH 7,0), die Saulenmatrix ($der 75 highload 16/60) und die
enthaltenen Proteine wurden entsprechend ihreregGadfyyetrennt. Beim Verlassen der Saule
wurden die Laufpufferfraktionen mit UV-Detektoremadysiert, um die Fraktionen zu
identifizieren, die ausschlie3lich das gewlnschitaeh enthielten. Die Konzentration wurde
mit Hilfe des Molekulargewichts und dem Extinktikogffizienten photometrisch
(NanoDrop ND-2000) bestimmit.

2.3.10.2 Herstellung und Durchfiihrung derPeptid Spots
Die Fusionsproteine bestehend aus GST und dem iiiles sowie den phospho- und nicht-
phosphomimetischen Mutanten von NKCC2 wurden dudegm Einsatz von 10 mM
Glutathion von den Glutathion Magnet Beads (siel#&92 eluiert. Jeweils 1 pl des Eluats
wurde punktuell auf die Nitrocellulosemembran atdggen und luftgetrocknet.
Unspezifische Bindungsstellen auf der Membran wurdarch Inkubation mit 5% (w/v)
Magermilch und 1% (v/v) Twe&R0 in TBS blockiert. Um potentielle Interaktionen
zwischen den gespotteten N-terminalen NKCC2 Mutambé Wildtyp ANXA2, P11 oder
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dem ANXA2-P11-Tetramer zu identifizieren, wurdere diorbereiteten Membranen mit je
0,1 uM des jeweils synthetisch hergestellten undfgeaainigten Proteins in
Blockierungspuffer Gber Nacht bei 4°C inkubiert.eDroteine, die sekundar an dipof
Arrays gebunden hatten, wurden mit den entsprechendeBlaokierungspuffer geldsten
Primar- und HRP-gekoppelten Sekundarantikorperniesaer Chemilumineszenzreaktion
nachgewiesen (siehe 2.3.7.5). Zwischen allen Inkosschritten wurde dreimal mit TBST
(50 M Tris, 150 mM NaCl, 0,05% Twe820; pH 7,6) gewaschen, um ungebundene Proteine
oder Antikérper zu entfernen. Als Positivkontrollemrden synthetisch hergestelltes ANXA2
und P11 auf die Membran gespottet. GST, GlutahrehBSA dienten als Negativkontrollen.

2.3.11 GSTPulldown

Fur den GSTRulldown wurden die verschiedenen, rekombinant hergesteMatanten des
NKCC2 N-Terminus Uber GST an die Glutathion MagBetds gebunden (siehe 2.3.9).
Parallel wurden HEK239 Zellen in 10 cm Zellkulturaten kultiviert und mit 10 pg DNA der
Expressionsplasmide kodierend fur ANXA2-GFP und -BEP unter Einsatz von 20 pl
JetPEI transfiziert (siehe 2.5.2). Nach 48 h wurden Zellen in eisgekihltem Lysepuffer
versetzt mit 1% (v/v) Tritoh X-100 und Ultraschall aufgeschlossen (siehe 2.5%5 nach
der Zentrifugation (1000x g, 15 min, 4°C) erhaltgrustnukle&are Proteinlysat wurde auf die
Beads mit daran gebundenen Fusionsproteinen (GEdppelte N-Termini von NKCC2)
gegeben und Uber Nacht bei 4°C drehend inkubieathNAbnahme des Lysats wurden die
Beads dreimal mit Lysepuffer gewaschen und die geéboen Proteinkomplexe mit
4x Laemmli-Puffer eluiert. AnschlieRend wurden dkiate mit Hilfe der SDS-PAGE und
Immunblotting analysiert (siehe 2.3.7.2 und 2.3.7.5

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Genexpressionsanalyse
2.4.1.1 RNA-Isolation mittels Trizol
Fur die Isolation der Gesamt-RNA nach der TrizoBi®panol-Methode wurden gemorsertes
Nierengewebe oder Zellen mit 0,5 ml Trizol verselich einer 5-minttigen Inkubation bei
RT wurde das Homogenat mit 100 pl Chloroform Uddcddet und die Phasen durch
Schitteln vermengt. Im Anschluss wurden die Prob®nmin bei 16.000x g und 4°C
zentrifugiert. Die in der oberen Phase enthalteresaGt-RNA wurde in einem neuen
Reaktionsgefal unter Zugabe von 250 pl Isopropi@mdO min bei RT inkubiert und durch
eine 20-mindtige Zentrifugation bei 16.000x g urfeC 4geféllt. Das erhaltene RNA-Pellet
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wurde zundchst mit 500 pl 70%-igem Ethanol und damait 250 pl 100%-igem Ethanol
gewaschen. Nach jedem Waschschritt erfolgte ein@nbitige Zentrifugation bei 7500x g
und 4°C und der jeweilige Uberstand wurde dekantiBas erhaltene Pellet wurde im
Thermoblock bei 65°C fur 10 min getrocknet. AbseRend wurde die RNA in 20 pl RNase-
freiem Wasser bei 65°C fur 10 min resuspendied. Bir weiteren Analyse wurde die RNA
bei -80°C gelagert.

Zur Qualitatskontrolle wurde ein Teil der isolient®NA auf ein Agarosegel aufgetragen,
elektrophoretisch aufgetrennt und auf das Vorhaseienklar abgegrenzter 28S und 18S
rRNA Banden untersucht, um Degradationen und Vefaigungen ausschliel3en zu kénnen.
Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde die Bktion bei 260 nm mit Hilfe eines
Nanophotometers (Implen) gemessen und das Lamberi€he Gesetz verwendet.

E=zgxdxc E = Extinktion
¢ = Extinktionskoeffizient (fur einzelstrangige DN38 pg/ml)
d = Schichtdicke der Kivette
¢ = Konzentration der Losung in der Kivette

2.4.1.2 cDNA Synthese mittels Reverser Transkriptio

Bei der Reversen Transkription wird RNA in stal@l@DNA mittels einer RNA-abh&ngigen
DNA-Polymerase, der Reversen Transkriptase, umgebamn. Daflr wurde 1 ug isolierter
Gesamt-RNA zunéachst mit 0,5 pg Oligo(gslprimer (Bioline GmbH, Luckenwalde) versetzt
und mit nukleasefreiem Wasser auf 12 pl aufgefidltr Denaturierung der RNA und
gleichzeitigen Hybridisierung der Oligo(d§) Primer am polyadenylierten 3'-Ende der
MRNA erfolgte eine 10-minttige Inkubation bei 70AschlielRend wurden die Ansatze auf
ein Gesamtvolumen von 20 pl durch Zugabe von 10 mNTPs (Bioline GmbH,
Luckenwalde), 10 U Ribolock Rnase Inhibitor, 50 ®cript Polymerase und dazugehérige
Pufferlosung (1x) aufgefullt. Zur cDNA Synthese den die Proben fir 2 h bei 37°C
inkubiert. Die Reverse Transkriptase wurde durciml@tiges Erhitzen auf 70°C inaktiviert

und somit die Reaktion abgestoppt. Die synthetsieDNA wurde bei -20°C gelagert.

2.4.1.3 QuantitativeReal-Time PCR mit EvaGreer?®
Bei der quantitativeiReal-TimePCR (gPCR) handelt es sich um ein Verfahren, bm die
Amplifikation der Zielsequenz in Echtzeit erfasstirdv Dabei interkaliert der
Fluoreszenzfarbstoff EvaGréen(Solis BioDyne) wéahrend der Elongation der PCR in
doppelstrangige DNA. Aufgrund der Proportionaligieigt mit zunehmender Zyklenzahl
nicht nur die Anzahl synthetisierter Amplifikatenstern ebenso die Fluoreszenz exponentiell.
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Der 20 pl Ansatz fur die gPCR beinhaltete 10 plOlverdinnter cDNA, 2 pl 5x HOT
FIREPof EvaGreefi gPCR Mix Plus (Solis BioDyne), 2 pl jedes Prim@80 nM) und 6 pl
nukleasefreies Wasser. Pro verwendetem Primerpdabelle 2.3) wurde eine
Negativkontrolle, die anstelle des Templates niddéaies Wasser enthielt, mitgefuhrt und
alle Proben wurden 3-fach bestimmt. Die wahrendq®&CR freiwerdende Emission wurde
mit dem Fast Real-Time PCR 7500 System (Appliedsttems) gemessen. Die Analyse der
Daten erfolgte mit der SDS2.1 Software (Applied $&tems). Zur Ermittlung der
Schmelztemperatur erfolgte anschlieRend eine Dissoa der wahrend der gPCR gebildeten
Amplifikate. Dabei durfte pro Gen und Probe nur Baak entsprechend der Produktlange zu
sehen sein, um unspezifische Amplifikationen augsgén zu kénnen.

gPCR-Profil

1. Initiation 50°C 2 min
2. Denaturierung 95°C 10 min
3. Denaturierung 95°C 15 sec
4. Elongation 60°C 1 min

40 Zyklen von 3-4

Tabelle 2.3:Liste der bei der gPCR verwendeten Primer.

Bezeichnung Spezies Gen (Basen) Nummer Sequenz® - Amplifikat
ANXA2_fwd Ratte  ANXA2 (506-624)NM_019905.1 TGGAGAAGGACATCATCTCTGA 119 bp
ANXA2_rev Maus ANXA2 (538-656)NM_007585.3 ATCCTGGTCAATCAGCTCGT
GAPDH_fwd Ratte = GAPDH (523-609\M_017008.4 TGCACCACCAACTGCTTAGC 87 bp
GAPDH_rev. Maus  GAPDH (498-584)M_008084.2 GGCATGGACTGTGGTCATGAG
NKCC2_fwd Ratte  NKCC2 (725-825NM_001270618.1TGTGAAGTTTGGATGGGTGA 101 bp
NKCC2_rev Maus NKCC2 (742-842NM_001079690.ICCGCTTCTCCTACAATCCAG

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der kmemativenAACt Methode (Livak and
Schmittgen, 2001). Zunachst wurde der Zyklus qtiar@rt, an dem die exponentielle Phase
beginnt, also die Fluoreszenz erstmalig signifikaimer die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt
(Ct-Wert). Dieser Ct-Wert wurde auf das endogendeiazgen Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) normalisia@t) und danach der Kalibrator subtrahiert
(AACt). Zur Bestimmung der relativen Quantifizierunr@Q) wurde die Potenz aus dem
Exponent AACt zur Basis 2 berechnet.

2.4.2 Klonierung

2.4.2.1 Klonierungs-PCR
Die Endpunkt Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) dieler exponentiellenin vitro
Amplifikation eines definierten DNA-Fragments, dam zwei spezifischen Primern begrenzt

wird. Da die PCR in dieser Arbeit fur die Erzeugutey zu klonierenden DNA-Fragmente
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eingesetzt wurde, musste zusatzlich zu der konwagiten Polymerase eine weitere mit
ProofreadingFunktion verwendet werden. Somit beinhaltete depbPCR-Ansatz folgende
Komponenten: 1 pl cDNA-Template, 2,5 ul jedes Prsmg10 pmol/ul), 1,5 ul
Dimethylsulfoxid (DMSO), 2 pl MgGI (50 mM), 2 ul dNTP-Mix (10 mM), 1 ul Tag DNA
Polymerase (5 U/ul; Stratec Molecular GmbH) mit R/5des 10x NEReaktionspuffers,
sowie 0,5 pl PhusiéhPolymerase (2 U/ml; New England Biolabs) mit pIPhusioff HF-
Puffer und 28,5 pl nukleasefreies Wasser. Die PQiRdevmit dem PTC-220 DNA Engine
Dyad™ Peltier Thermal Cycler (MJ Research Inc.) durchibef

PCR-Profil

1. Denaturierung 95°C 5 min
2. Denaturierung 95°C 30 sec
3. Annealing 61-55°C 45 sec
4. Elongation 72°C 1-2 min
5. Elongation 72°C 10 min
6. Kuhlen 4°C

40 Zyklen von 2.-4.

Fur die Erzeugung zielgerichteter Punktmutatiomeder DNA, die letztlich zum Austausch
bestimmter Aminosauren im Protein fuhren, wurderizander komplementare Primer
(mutagene Primer) bei deédverlap-ExtensiofPCR eingesetzt. In dieser Arbeit wurden
Threonin (T) oder Serin (S) zum einen gegen die as@ure Alanin (A) ausgetauscht, um
phosphomimetische Mutanten von NKCC2 zu erzeugam Znderen erfolgte ein Austausch
dieser Aminosauren zu Asparaginsaure (D), wodurchtiqphosphomimetische Mutanten
generiert worden. Alle verwendeten Primer wurdeneiner Konzentration von 10 uM

eingesetzt und von der Firma metabion Internatidiabezogen (Tabelle 2.4).
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Tabelle 2.4:Ubersicht tiber verwendete Klonierungs- und mutagenimer.
Die Restriktionsschnittsellen sind in rot und dasgils mutierte Codon in blau dargestellt.

Bezeichnung Gen-Nummer Sequenz 5°- 3°

ANXA2 pEGFP_fwdPstl NM_007585.3 TTTTTTTTTCTGCAGATGTCTACTGTCCACGAAATCC
ANXA2 pEGFP_revBamH] ACTGTGCTGAGGATCOCAGTCATCCCCACCACACAGGT
P11 pEGFP_fwdPstl NM_009112.2 TCGACAGACTCTGCAGATGCCATCCCAAATGGAGCA
P11 pEGFP_reBamHI GCTCCAGSGATCCTTCTTCCCCTTCTGCTTCATGT
ANXA2_ pGEX_fwd BamHI NM_007585.3 TTTTTTTTTGGATCCATGTCTACTGTCCACGAAATCC
ANXA2 pGEX rev Notl ATCCACTGTGCGGCCGECTTCAGTCATCCCCACCACACA
NKCC2_N-Terminus NM_

NKCC2_pGEX_fwdBamHI 001270618.1 CTCCAAAATGGATCCAGATTTTGGAAGATGTCAGTCA
NKCC2 pGEX_revEcoRI TCAGTCACGATGAATTCTCATCCAAACTTCACAACTCCA
P11 _pGEX_fwdEcoRI NM_009112.2 CGACAGACTGAATTCATGCCATCCCAAATGGAGCA
P11 pGEX_revNotl TACCAGTGGECGGCCGGCCTACTTCTTCCCCTTCTGCT
NKCC2- -fwd NM_ TATTACCTACAA TTTGGCCACAAC

NKCC2- -rev 001270618.1 GTTGTGGCCAAAGCTTGTAGGTAATA

NKCC2- -fwd NM_ TTTGGCCACAAC ATGGACGCCGTC

NKCC2- -rev 001270618.1 GACGGCGTCCAT:CGTTGTGGCCAAA

NKCC2- -fwd NM_ TACTACCGCAAC GGCAGTGTGAGC

NKCC2- -rev 001270618.1 GCTCACACTGCZ-CGTTGCGGTAGTA

NKCC2- ~fwd NM_ AAGGTCAACCGGCCG:CCCTGCAGGAGATC

NKCC2- -rev 001270618.1 GATCTCCTGCAG-CCGGCCGGTTGACCTT

NKCC2- ~-fwd NM_ TATTACCTACAA TTTGGCCACAAC

NKCC2- -rev 001270618.1 GTTGTGGCCAAN CTTGTAGGTAATA

NKCC2- ~fwd NM_ TTTGGCCACAAC ATGGACGCCGTC

NKCC2- Frev 001270618.1 GACGGCGTCCAT CGTTGTGGCCAAA

NKCC2- ~fwd NM_ TACTACCGCAAC GGCAGTGTGAGC

NKCC2- Frev 001270618.1 GCTCACACTGQU CGTTGCGGTAGTA

NKCC2- >fwd NM_ AAGGTCAACCGGCCGATCTGCAGGAGATC

NKCC2- rrev 001270618.1 GATCTCCTGCAIG CCGGCCGGTTGACCTT

2.4.2.2 Kolonie-PCR

Die Kolonie-PCR diente zum Nachweis einer erfolgmen Ligation (Gussow and Clackson,
1989) und wurde verwendet, um die nach der Klomigrund Transformation gewachsenen
Klone auf das Vorhandensein des jeweiligen Insartsiberpriifen. Daflr wurde je ein Klon
mit einer sterilen Pipettenspitze von der Agarplagepickt und in 10 pl nukleasefreiem
Wasser resuspendiert. 5 pl dieser Losung dientef@hplate in der PCR und wurden mit
folgenden Komponenten versetzt (25 pl Reaktionsansa 75 pl jedes Primers (10 pmol/ul),
0,75 pl DMSO, 1 upl MgGl (50 mM), 0,15 pl dNTP-Mix (10 mM), 0,15 pl Tagq DNA
Polymerase (5 U/ul; Stratec Molecular GmbH) und M)5des zugehoérigen 10x NH

Reaktionspuffers sowie 15 pl nukleasefreies WasBas verwendete PCR-Programm

entsprach dem der Klonierungs-PCR (siehe 2.4.2.1).
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Tabelle 2.5:Liste eingesetzter Primer.

Bezeichnung Vektor Sequenz 5°- 3°

pGEX 5' pGEX-6P-1 GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG
pGEX 3' CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG
CMV-F pEGFP-N1 CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG
EGFP-N CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG

2.4.2.3 Agarose-Gelelektrophorese und Gelextraktion
Bei der Agarose-Gelelektrophorese werden DNA- dRIFA-Fragmente durch das Anlegen
einer elektrischen Spannung (~10V pro cm Elektratietand) in der Gelmatrix der Grol3e
nach aufgetrennt. Diese Methode wurde zur anahgis@eurteilung von PCR-Amplifikaten
oder Vektoren bzw. zur praparativen Reinigung v@RFRProdukten oder Spaltprodukten
eingesetzt. Zunachst wurde die DNA mit 6x Ladepufi@25% (w/v) Bromphenolblau,
33% (v/v) 150 mM Tris, 60% (v/v) Glycerol; pH 7,8)ersetzt, in die Geltaschen des
1,5%-igen Agarosegels gegeben und elektrophoretsdbetrennt. Als Laufpuffer diente
TAE-Puffer (0,1 M Tris-Base, 0,28% (v/v) Eisesd)g5% (v/v) 0,5 M EDTA; pH 8,0). Zur
Visualisierung der DNA-Fragmente wurde das Agarekegr der Polymerisation mit dem
Nukleinsaure-farbenden Stoff GelR¥d(VWR International GmbH) versetzt. Die Detektion
erfolgte mit dem Alphalmag&rEC (Biozym) unter UV-Licht. Zur Ermittlung der estan
FragmentgrofRe wurde ein DNA-Standard (Gene RulerNA [DLadder Mix, Fermentas)
mitgefuhrt.
Die Aufreinigung bzw. Extraktion von Spaltproduktand Amplifikaten aus Agarosegelen
erfolgte mit dem Invisofd Spin DNA Extraction Kit (Stratec Molecular GmbHygh
Anleitung des Herstellers. Die Elution der DNA werdtets mit 25-50 pl nukleasefreiem

Wasser durchgefihrt.

2.4.2.4 Restriktionsverdau
Zur Herstellung eines Plasmids mit integrierterls@gquenz mussten das Insertionsfragment
sowie der Vektor zunachst mit zwei Restriktionsenddeasen behandelt werden (Tabelle
2.6). Dafur wurden 5 pl 10x Tango Puffer mit je p5edes Restriktionsenzyms und 44 ul
Insert oder 3 pl Vektor-DNA und 41 pl nukleasefreieWasser versetzt. Die
Restriktionsansatze wurden dann fur mindesten$6i I37°C inkubiert. Um eine Religation
des entsprechenden Plasmid-Rlckgrates zu verhirmem zu minimieren, wurde dieses
dephosphoryliert, indem direkt zu dem Restriktiossdz des jeweiligen Vektors 0,5 pl
Alkalische Phosphatase (Calf Intestine Phosphatgsgg¢ben wurden und eine 30-minutige
Inkubation bei 37°C erfolgte (Ullrich et al.,, 1977)Anschlieend wurden die
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Restriktionsansatze im Agarosegel elektrophoretisabfgetrennt, die gewilnschten
Spaltprodukte aus dem Gel extrahiert und fir dgation verwendet.

Tabelle 2.6:Genetische Konstrukte mit verwendeten Plasmiden.

Expressionskonstrukte Ausgangsplasmid Schnittstelte
ANXA2_pEGFP-N1 pEGFP-N1 Pst/BamH
P11 pEGFP-N1 pPEGFP-N1 Pst/BamH
ANXA2_ pGEX-6P-1 pGEX-6P-1 BamH/Not
NKCC2-N-Terminus_pGEX-6P-1 (1-525 bp) pGEX-6P-1 BamH/EcoR
NKCC2-N-Terminus_T96A pGEX-6P-1 NKCC2-N-Terminus_p&6P-1 BamH/EcoR
NKCC2-N-Terminus_T101A pGEX-6P-1 NKCC2-N-Terminu§&pX-6P-1 BamH/EcoR
NKCC2-N-Terminus_T114A pGEX-6P-1 NKCC2-N-Terminu§&pX-6P-1 BamH/EcoR

NKCC2-N-Terminus_T96A/T101A/T114A NKCC2-N-Terminus_T96A pGEX-6P-1 BamH/EcoR
_pGEX-6P-1

NKCC2-N-Terminus_S126A pGEX-6P-1 NKCC2-N-Terminu§gxX-6P-1 BamH/EcoR
NKCC2-N-Terminus_T96D_pGEX-6P-1 NKCC2-N-Terminus BpG6P-1 BamH/EcoR
NKCC2-N-Terminus_T101D_pGEX-6P-1 NKCC2-N-Terminu&Hx-6P-1 BamH/EcoR
NKCC2-N-Terminus_T114D_pGEX-6P-1 NKCC2-N-Terminu&pX-6P-1 BamH/EcoR

NKCC2-N-Terminus_T96D/T101D/T114D NKCC2-N-Terminus_T96A_pGEX-6P-1 BamH/EcoR
_PGEX-6P-1

NKCC2-N-Terminus_S126D_pGEX-6P-1 NKCC2-N-TerminusEX-6P-1 BamH/EcoR
P11_pGEX-6P-1 pGEX-6P-1 EcoR/Not

2.4.2.5 Ligation
Von den geschnittenen und aufgereinigten DNA-Fragerewurden je 2 ul Vektorriickgrat
und 13,5 pl Insert (siehe 2.4.2.4) mit 0,5 pl T4ANgase (5 U/ul) und 4 pl 5x T4 DNA
Ligase Puffer versetzt. Dieser Ansatz wurde fumiif auf Eis und anschlie3end fir 20 min
bei RT inkubiert.

2.4.2.6 Transformation kompetenter Bakterien mittes Hitzeschock
Der gesamte Ligationsansatz wurde zu 100 pl chémismmpetenten (Calciumchlorid-
Methode)E.coli Top10 Zellen (Invitrogen Life Technologies GmbHggben und fir 30 min
auf Eis inkubiert. Danach erfolgte flir 45 sec eintzéschock bei 42°C, um die
Plasmidaufnahme zu verstarken. Anschliel3end wuddeBakterien kurz auf Eis abgekihilt,
bevor 300 ul selektionsfreies LB-Medium zu dem Ansgegeben wurden. Im Anschluss
wurde die Suspension fur 30-60 min bei 37°C und @60 inkubiert, in Abhangigkeit vom
verwendeten Vektor auf eine LB-Agarplatte mit Amiliic (100 pg/ml) oder Kanamycin
(50 pug/ml) verteilt und Gber Nacht bei 37°C inkubi€&ewachsene Klone wurden mit Hilfe
der Kolonie-PCR (siehe 2.4.2.2) auf das Vorhandansen Vektoren mit korrekt

integriertem Insert untersucht.
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LB-Medium 1% (w/v) Trypton
1% (w/v) NaCl
0,5% (w/v) Hefeextrakt

LB-Festmedium enthalt zusatzlich 1,5% (w/v) Agar

2.4.2.7 Praparation der Plasmid-DNA und Sequenzieng

Jeweils ein, mittels Kolonie-PCR bestatigter, pesit Klon wurden von der LB-Agarplatte
gepickt, in 2 ml 100 pg/ml Ampicillin- bzw. 50 pgfémKanamycin-haltiges LB-
Flissigmedium Uberfihrt und Uber Nacht bei 37°C @@ rpm inkubiert. Aus der
Ubernacht-Kultur wurde die Plasmid-DNA mit Hilfe siénvisort® Spin Plasmid Mini Two
Kits (Stratec Molecular GmbH) nach Angaben des tefless isoliert und in 50-100 pl
nukleasefreiem Wasser eluiert. AnschlieBend wurge Sgquenzierung der Plasmid-DNA
vom SequenzierservicEMB Service in Molecular Biology Gmbldurchgefihrt. Die
Auswertung der Sequenzdaten erfolgte mit der Soé&wzhromas Lite Version 2.01 und dem
Basic Local Alignment Search TqQ&LAST) der Website NCBI.

2.5 Zellkultur und Transfektion

2.5.1 Zelllinien
Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurdan Brutschrank bei einer konstanten
Temperatur von 37°C und 5% G&ultiviert (Tabelle 2.7).

Tabelle 2.7:Ubersicht eingesetzter Zelllinien.

Name Herkunft Kulturmedium

DMEM mit L-Glutamin (PAN-
MMDD1 J. Schnermann (Yang etBiotech)
- mouse macula densa-derived 1 cells al., 2000) 10% fotales Kalberserum (FKS)

1% Penicillin-Streptomycin
renal epithelial growth medium

(Promo Cell)
1% Penicillin-Streptomycin

alphaMEM (Lonza)
ATCC® CRL-1573™ 2 mM L-Glutamin
5% FKS

raTAL N.R. Ferreri (Eng et al.,
- rat medullary thick ascending limb cells2007)

Hek293
- Human embryonic kidney cells

2.5.2 Transfektion von Expressionsplasmiden

Zur Erzeugung einer transienten Uberexpressiorfrdsionsproteine ANXA2-GFP bzw. P11-
GFP wurden MMDD1 Zellen in 3 cm Zellkulturschalenduauf Deckglaschen bis zu 50%
Konfluenz kultiviert. Die Transfektion der PlasniiNA erfolgte mittels JetPEI (Polyplus
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transfection) nach Herstelleranleitung. Fir die n¥faktion von beispielsweise 3 cm
Zellkulturschalen wurde ein Transfektionsmix hetghis der je 2 pg der zuvor klonierten
Plasmid-DNA (ANXA2_pEGFP-N1, P11 pEGFP-N1 oder plEA¥l; siehe 2.4.2), 4 ul

JetPEI und 200 ul 0,9%-ige NaCl-Losung beinhaltétéhrend der 15-mindtigen Inkubation
des Ansatzes bei RT wurden die Zellen mit 1 ml DMBEM 5% FKS uberschichtet.

AnschlieBend wurde das Transfektionsgemisch trapéese zu den Zellen gegeben. Nach
24 h wurde 1 ml des jeweiligen Zellkulturmediumgetiigt und die Zellen fir weitere 24 h

inkubiert, bevor zuséatzliche Stimulationen und Amsah folgten.

2.5.3 RNA-Interferenz

Small interfering RNA(SIRNA) fir ANXA2 (sc-29683, Santa Cruz Biotechogy) sowie
eine Negativkontrollescramblg (1027280, Qiagen) wiesen eine Ausgangskonzeoitran
25 uM auf und wurden bei -20°C gelagert. Fur dieedgung eines transient&mockdowns
von ANXA2 wurden raTAL Zellen in 3 cm Zellkultursalen und auf Deckglaschen bis zu
40-50% Konfluenz kultiviert und mit einem Gemischstehend aus 2,5 ul der jeweiligen
SiRNA und 200 pl OptiMEM unter Verwendung von 3 HiPerFect (Qiagen) transfiziert.
Nach einer 30-mindtigen Inkubation bei RT wurde d@asnsfektionsgemisch direkt auf die
vom Medium befreiten raTAL Zellen gegeben und fimis bei RT inkubiert. Anschliel3end
wurden die Zellen in 1 ml DMEM mit 5% FKS gehaltéhh spater wurde die Transfektion
wiederholt und nach weiteren 12 h wurden 2 ml rafllturmedium hinzugefiigt. Nach
einer Inkubationszeit von zusatzlichen 50 h wurddie Zellen mit unterschiedlich
konzentrierten Chlorid-L6sungen behandelt und anaity

2.5.4 Stimulation der Zellen

2.5.4.1 Hypotonischer Chloridmangel-Stress
Um die Auswirkung von unterschiedlichen Chloridgédra auf die Translokation von
ANXA2, P11 und NKCC2 zu untersuchen, wurden MMDDe&Ill&n zunachst mit den
jeweiligen DNA-Plasmiden transfiziert (siehe 2.502w. raTAL Zellen mit ANXA2 siRNA
behandelt (siehe 2.5.3). Die Zellen wurden entwedart der hypotonischen
Chloridmangellésung (25 mM NaHG0,96 mM NaHPQ,, 0,24 mM NaHPQ,, 5 mM KCI,
1,2 mM MgSQ, 1 mM CaC}, 5,5 mM Glucose) oder mit der Lésung mit normalem
Chloridgehalt (zusatzliche 100 mM NaCl) fur 1 hrailiert (Cheng et al., 2000).
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2.5.4.2 Behandlung mit PMA und Dynasore
Bevor transfizierte MMDD1 Zellen mit Phorbol-12-nistat-13-acetat (PMA), Dynasdte
oder DMSO behandelt werden konnten, wurden diesAdlir 30 min in serumfreiem DMEM
kultiviert. AnschlieBend wurden 500 nM PMA und/od& pM Dynasor® in serumfreiem
DMEM fur 30 min auf die Zellen gegeben. Zur Untetsung der Auswirkung dieser
Stimulationen auf die Translokation von endogenddCR2 bzw. Gberexprimiertem ANXA2

und P11 wurde danach eine immunzytochemische Fgrtburchgefiihrt (siehe 2.3.2).

2.5.5 Biochemische Aufbereitung der Zellkultur

In 3 cm Zellkulturschalen kultivierte Zellen wurdém 100 pl RIPA-Puffer abgekratzt und
durch Ultraschall (3 x 3 Impulse; Cycle: 70) sowie Wirkung des Detergens TritdeX-100
aufgeschlossen. Die Proben wurden fir 15 min b&02@ und 4°C zentrifugiert und das
erhaltene postnukleare Proteinlysat mittels SDS-PAGalysiert.

RIPA-Puffer 20 mM Tris-HCI (pH 7.5)
150 mM NacCl
1 mM NgEDTA
1% Tritor® X-100
1% Natriumdeoxycholat
2,5 mM Natriumpyrophosphat
1x Complete Protease Inhibitor Tablette / 50 ml

2.6 Statistik

Die Quantifizierung der Ergebnisse wurde mit Ex@élcrosoft Office) durchgefihrt. Alle
Versuchsergebnisse wurden als Mittelwerte (MW) an8iardabweichung (SD) angegeben.
Die Ergebnisse der verschiedenen Kohorten wurderHitie des zweiseitigen ungepaarten
Student'schen t-Test auf Signifikanz Uberprift. &aturde von einer Normalverteilung der
Daten ausgegangen und alle Versuche wurden mit Rimelestanzahl von n=4 durchgefuhrt.
Werte von p<0,05 wurden als statistisch signifiként und p<0,01 als hoch signifikant

definiert (**).

2.7 Material

2.7.1 Antikorper
Die in dieser Arbeit eingesetzten Priméarantikorg€abelle 2.8) fur Western Blot und

immunhistochemische Analysen waren gut charakesgtisind hinsichtlich ihrer Spezifitat
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validiert. Die eingesetzte Konzentration von jedAmtikdrper musste spezifisch fir jeden

Versuch ermittelt werden.

Tabelle 2.8:Auflistung verwendeter Primarantikdrper fir Immiotbng und Immunhistochemie.

Antigen Isotyp Hersteller Katalog- Verdinnungen
(IgG) Bezugsquelle nummer WB IF EIMi
Actin (B) mouse Sigma-Aldrich A5441 1:5.000
Annexin A2 rabbit Santa Cruz sc-9061 1:500 1:100 1:50
Biotechnology
Annexin A2 goat Santa Cruz sc-1924 1:500
Biotechnology
Clathrin heavy-chain mouse BD Transduction 610499 1:10.000
Laboratories
Flotillin-1 goat Everest Biotech Ltd. EB05449 200
Flotillin-1 mouse BD Transduction 610821 1:2.000 1:50
Laboratories
GAPDH rabbit Santa Cruz sc-25778 1:2.000
Biotechnology
GFP chicken Aves Biolabs GFP-1020 1:5.000
GFP mouse Roche 11814460001  1:10.000
GST rabbit Sigma-Aldrich 078K4876 1:2.000
Na+K+ATPased) rabbit Merck Millipore 05-369 1:300
NHE3 rabbit Biotrend NHE3 1-A 1:300
NKCC2 (2.1 & 2.2) guinea pig laboreigene Hersteju 1:500 1:50
NKCC2 -T4 mouse C. Lytle -nicht kommerziell 1:500
Phospho-NKCC2 rabbit laboreigene Herstellung 1:1.000 1:500
(T96/T101)
P11 rabbit Acris ABIN954651  1:400 1:100
ROMK (Kirl.1) rabbit alomone labs APC-001 1:300
THP rabbit J.R. Hoyer -nicht kommerziell 1:300 5a
Tubulin (o) mouse Sigma-Aldrich T5168 1:1000
Transferrin- rezeptor mouse Santa Cruz sc-32271 1:200 1:50
2 Biotechnology
WB: Western Blot (Immunblot), IF: Immunfluoreszeii&tMi: Elektronenmikroskopie
Tabelle 2.9:Ubersicht eingesetzter Sekundarantikorper.
Isotyp Hersteller Katalog-  Verdinnungen
nummer e IF
Cy™2 donkey anti chicken 1gG Jackson Immuno Re$ebaboratorie§30-225-155 1:300
Cy™2 donkey anti guinea pig 1gG Jackson Immuno BRes$el aboratorie06-225-148 1:300
Cy™3 donkey anti goat IgG Jackson Immuno Reseaatiotatories05-154-147 1:300
Cy™3 donkey anti guinea pig 1gG Jackson Immuno Res$el aboratorieg06-165-148 1:300
Cy™3 donkey anti rabbit IgG Jackson Immuno Resebatioratorie¥11-165-152 1:300
polyclonal swine anti rabbit HRP Dako P0399 1:2000
polyclonal rabbit anti goat HRP Dako P0449 1:2000
polyclonal rabbit anti guinea pig HRPako P0141 1:2000
polyclonal goat anti mouse HRP Dako P0447 1:2000

WB: Western Blot (Immunblot), IF: Immunfluoreszeii&tMi: Elektronenmikroskopie
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2.7.2 Enzyme und zugehdrige Agenzien

Tabelle 2.10:Liste eingesetzter Enzyme sowie zugehdriger PuffiedrAgenzien.

Enzyme/Puffer Verwendung Firma Ort

BamH Restriktionsverdau Fermentas GmbH St. Leon-Rot

BioScript cDNA-Synthese Bioline GmbH Luckenwalde

Calf Intestine Phosphatase (CIAP)  Dephosphoryligrun Sigma-Aldrich Chemie  Taufkirchen
Vektorriickgrat

EcoR Restriktionsverdau

Fermentas GmbH St. Leon-Rot

HOT FIREPoI® EvaGreen® qPCRAPCR
Mix Plus (ROX)

Solis BioDyne Tartu, Estland

NH4-Reaction Puffer (10x) PCR -3'-A-Uberhang

Stratec Molecular GmbH Berlin

Notl Restriktionsverdau

Fermentas GmbH St. Leon-Rot

Phusioff Polymerase (2 U/ml) PCHMProofreadind-unktion

New England Biolabs Frankfurt a.M.

Phusioff HF-Puffer (5x) PCRRroofreadind-unktion

New England Biolabs Frankfurt a.M.

PreScission Protease proteolytischer Verdau Gdititrare GmbH Minchen

Pst Restriktionsverdau Fermentas GmbH St. Leon-Rot
Reaction Buffer BioScript (5x) cDNA-Synthese BiaiGmbH Luckenwalde
RiboLock Rnase Inhibitor Schutz der RNA vor Abbau Thermo Scientific Schwerte

T4 DNA Ligase Ligation New Endland Biolabs FranltfarM.
T4 DNA Ligase Puffer Ligation New Endland Biolabs raRkfurt a.M.

Taqg DNA Polymerase (5 U/ul) PCR -3'-A-Uberhang

Stratec Molecular GmbH Berlin

2.7.3 Kits

Tabelle 2.11:Auflistung der eingesetzten Kits.

Bezeichnung Verwendungszweck

Firma Ort

Dynabead$ Antibody Coupling KitImmobilisierung von
Dynal AS Antikérpern an Beads

Invitrogen Life

Technologies GmbH Darmstadt

Invisorb® Spin DNA Extraction Kit DNA-Isolation aus Agarossg Stratec Molecular GmbH  Berlin

Invisorb® spin Plasmid Mini Two  Plasmidpraparation -Mini

r&@ec Molecular GmbH Berlin

Bestimmung der

. ™ . :
Micro BCA™ Protein Assay Kit Proteinkonzentration

Thermo Fisher Scientific

Henningsdorf
Inc.

Nucleobon® AX 100 Plasmidpraparation -Maxi Machery Nagel Enir
2.7.4 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2.12:Ubersicht verwendeter Feinchemikalien und Reagenzi
Chemikalien/Reagenzien Bezugsquelle Ort
Acrylamid/Bisacrylamid RotiphoreSeGel 30 Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe
Agar (Bactd") Becton Dickson NJ, USA
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Carl Roth GmbH + C&s K Karlsruhe

Ampicillin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH  Taufkirchen

3-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH  Tawutén

Biozym LE Agarose Biozym Scientific GmbH Oldendorf
Bovines Serum Albumin (BSA) ICN Biomedicals, Inc IQhUSA
Bromphenol Blue Na-salt SERVA GmbH Heidelberg
Coomassie Brilliant Blue (Rotiphoréslau) Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe
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1-Desamino-8D-Arginin-Vasopressin (dDAVP)

Sigma-Adth Chemie GmbH  Taufkirchen

4’ 6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI)

Sigma-Aldrichi@mie GmbH  Schnelldorf

Difco™ Skim Milk

Becton Dickinson & Company MD, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH aifkirchen

Dinatriumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH + Co. KG  arlgruhe
dNTPs Bioline GmbH Luckenwalde
ECL-L6sung (Amersham™ ECL™ Western Blotting GE Healthcare GmbH Minchen

Detection Reagents)

EDTA

SERVA Electrophoresis GmbHHeidelberg

Entwickler G150 Agfa-Gevaert N.V. Belgien
Essigsaure (Eisessig 100%) Merck KGaA Darmstadt
Ethanol absolut Merck KGaA Darmstadt
Fixierer G354 Agfa-Gevaert N.V. Belgien
Fluoromount-G SouthernBiotech AL, USA
Formaldehyd (37%) J.T. Baker Griesheim
GelRed™ Nucleic Acid Stain VWR International GmbH arinstadt
Gene Ruler™ DNA Ladder Mix (0,5 pg/ul) Fermentashbin St. Leon-Rot
Glutathion Calbiochem; Merck Millipore  Darmstadt

Glutaraldehyd (25%)

SERVA Electrophoresis Gmiteidelberg

Glycerin Rotipuraf Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe
Hefeextrakt Becton Dickson New Jersey, USA
HEPES Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe
Isofluran (Forene 100%) Abbott GmbH & Co. KG Wiedba
Isopropanol Merck KGaA Darmstadt
Kaliumchlorid Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe
Kaliumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH + Co. KG Karhe
Kanamycin Sigma-Aldrich Chemie GmbH  Steinheim
Magnesiumacetat Sigma-Aldrich Chemie GmbH  Steinheim
Magnesiumchlorid Stratec Molecular GmbH Berlin
Methanol Merck KGaA Darmstadt
2-Methyl-Butan Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe
Natriumazid Merck KGaA Darmstadt
Natriumcarbonat Merck KGaA Darmstadt
Natriumchlorid (NacCl) Merck KGaA Darmstadt
Natriumthiosulfat Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe
Natriumcitrat (tri-Natriumcitrat-Dihydrat) Merck K&A Darmstadt
Nembutal Fagron Barsbiittel
Paraformaldehyd (PFA) Merck KGaA Darmstadt
poly-L-Lysin Sigma-Aldrich Chemie GmbH  Steinheim
Ponceau S Sigma-Aldrich Chemie GmbH  Steinheim
Proteinaseinhibitor cocktail tablets, complete RobBtiagnostics GmbH Mannheim
Proteinmarker Precision Plus ProtélrDual Color Bio-Rad Laboratories GmbH Minchen
Standard

SDS/ Natriumlaurylsulfat Carl Roth GmbH + Co. KG risauhe
Silbernitrat Merck KGaA Darmstadt
Sucrose Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe
Tanninsaure Sigma-Aldrich Chemie GmbH  Steinheim
Temed N'N'N'N' tetramethylethylenediamin Bio-Radbeatories GmbH Minchen
Triethanolamin Merck KGaA Darmstadt
Tris Base (Tris(hydroxymethyl)aminomethane) MerdRaA Darmstadt
Tris HCI Merck KGaA Darmstadt
(Tris(hydroxymethyl)aminomethanhydrochlorid)

Triton® X-100 Merck KGaA Darmstadt

Trizol peqGOLD TriFast™

peQlab Biotechnologie GmbHErlangen
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Trypton (Bactd") Becton Dickson NJ, USA

Tweerf 20 SERVA Electrophoresis GmbHHeidelberg
Uranylacetat Merck KGaA Darmstadt
Xylol J.T. Baker Griesheim
Zitronenséaure Merck KGaA Darmstadt

2.7.5 Materialien und Chemikalien der Zellkultur

Tabelle 2.13:Liste verwendeter Medien und Reagenzien in dekélr.

Reagenzien Bezeichnung/Firma Ort

a-MEM Lonza Group Ltd Kdln

DMEM PAN-Biotech GmbH Aidenbach
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Chemie Taufghen
Dulbecco's PBS (1x) ohne Ca & Mg PAA Laboratoriesl®l Colbe
Dynasore (Dynamin Inhibitor I) Calbiochem; Merckllifiore Darmstadt
EDTA SERVA GmbH Heidelberg
Fetal Bovine Serum (FKS) PAN-Biotech GmbH Aidenbach
HiPerFect Qiagen GmbH Hilden
JetPEI Polyplus transfection NY, USA
L-Glutamine (200mM) PAN-Biotech GmbH Aidenbach
Opti-MEM® Invitrogen Life Technologies GmbH Darmstadt
Penicillin/Streptomycin PAN-Biotech GmbH Aidenbach
PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat) Calbiochem;rideMillipore Darmstadt
renal epithelial growth medium PromoCell GmbH Hdlicbrg
Trypsin 2,5% 10x Gibco, Invitrogen, Life Technolegi Darmstadt

2.7.6 Verbrauchsmaterial

Tabelle 2.14:Liste aller Verbrauchsmaterialien.

Material/Bezeichnung Hersteller Ort
Autoradiographiefilm FUJIFILM Super RX Fujifilm Eape GmbH Dusseldorf
Deckglaser Zellkultur (12 mm) Marienfeld GmbH & B& Lauda Kénigshofen
Eppendorf Reaktionsgefae (0,5 ml/1,5 ml/2 ml) tedlts Numbrecht

Falcon Geféal3e (15 ml/50 ml) Falcon Becton Dicksabware NJ, USA

Agar grids (square mesh grids 300mesh; G23d@&6r Scientific; Elektron TeChn0|OgyEssex, England

Glutathion Magnet Beads (Pierce) Thermo Fisherrgifie Inc. Henningsdorf
MicroAmp® optical adhesive film Applied Biosystems Darmstadt
KryogefalRe (2ml) Simport Beloeil, Kanada

Nitrocellulosemembran Porablot NCP (0,45 um) Maehdédagel GmbH & Co. KG, Duren

R. Langenbrinck Labor- und
Medizintechnik

Objekttrager Super FrdsPlus Emmendingen

PCR Tubes Kisker Biotech Steinfurt
Pipettenspitzen (10 pl/200 pl/1000 pl) Sarstedt mhiiecht
MicroAmp® Fast optical 96Well Plate Applied Biosgsis Darmstadt
Sterilfilter Minisarf® (0,2 pm) Sartorius Gottingen
Talon His-Tag Resin Beads Clontech laboratories Inc CA, USA
Ultra Zentrifugenfilter Amicon Thermo Fisher Sdiig Inc. Henningsdorf
Ultra Zentrifugenréhrchen Beckman Couft&mbH Krefeld
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Whatman-Papier (Gel Blotting Paper GB005) Whatmarb@ Dassel
Zellkultur 6 Well, 12 Well, 22mm Petrischale FaldBacton Dickson Labware NJ, USA
Zellkultur Flasche 75 cm2 Falcon Becton Dicksonwale NJ, USA
ZipTipcis Millipore MA, USA
2.7.7 Gerate
Tabelle 2.15:Liste verwendeter Geréate.
Gerat/Bezeichnung Hersteller Ort
Brutschrank Zellkultur (Binder Inkubator Serie CB1p Binder GmbH Tuttlingen
Chromatographieséaule Superdex 75 highload 16/60 Hedtthcare GmbH Minchen
Elektronenmikroskop Zeiss EM 906 Carl Zeiss JendBm Jena
Elektrophoresegerat Bio-Rad Power Pac 200 Bio-Rdxbtatories GmbH Munchen
Elektrophoresegerat Pharmacia EPS 600 (SDS-Gel) rniRlcé Biotech GmbH Freiburg
Elektrophoresegerat Pharmacia LKB GPS 200/400 PdaenBiotech GmbH Freiburg
Elektrophoresekammer Mini-PROTEAN etra Cell Bio-Rad Laboratories GmbH Minchen
Filmentwickler Curix 60 Agfa-Gevaert N.V. Belgien
Geldokumentationseinheit Alphalmafd&C Biozym Scientific GmbH Hessisch
Odendorf
Heizblock Thermomixer compact Eppendorf AG Hamburg
Konfokalmikroskop Zeiss LSM 5 Exiter Carl Zeiss Mitmaging GmbH Jena
Kryostat Leica CM 3050S (Kryomikrotom) I(_ser:]cSHMlkrosysteme Vertrieb Wetzlar
MALDI Probentrager Bruker Daltonik Bremen
MALDI Massenspectrometer: Bruker Ultraflex TOF OFBruker Daltonik Bremen
NanoPhotometer Implen GmbH Minchen
Paraffinmikrotom Leika RM 2125RT I(_;er;]csHMlkrosysteme Vertrieb Wetzlar
PCR-Cycler PTC-220 DNA Engine Dy&tPeltier MJ Research Inc. USA
Thermal Cycler
pH-Meter Knick 766 Calimatic Knick Berlin
Plattenreader Asys Expert 96 Beckman Cofil&mbH Krefeld
Real-time Cycler 7500 Fast Applied Biosystems Daanits
Rotor SW40Ti Beckman CoultétGmbH Krefeld
Rotor TLA 100.4 Beckman CoultétGmbH Krefeld
SDS-GelgieRRvorrichtung Bio-Rad Laboratories GmbH nietien
Semi-dry Blotter Transbl8tSD Bio-Rad Laboratories GmbH Minchen
steriler Arbeitsplatz Zellkultur Hera Safe HS 12/2 Heraeus Holding GmbH Hanau
Tischzentrifuge Mikro 200R Hettich Laborapparate AG ~ Béach, Schweiz
Ultraschall (SONOPULS GM70; MS72) Bandelin electoon Berlin
Ultra-Turrax / Rotor-Stator-Homogenisator Diax 600 Heidolph Instruments Schwabach
Ultrazentrifuge Optim&' MAX-XP Beckman CoultétGmbH Krefeld
Ultrazentrifuge Optim&”" L-90K Beckman Coult&rGmbH Krefeld
Waage BP210S Sartorius Géttingen
Zentrifuge Labofuge 400R Heraeus Holding GmbH Hanau
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2.7.8 Software

Tabelle 2.16:Ubersicht benutzter Software.

Bezeichnung Verwendungszweck Hersteller/Bezugsquell

Alphalmager Densitometrie von Western Blots Alpha Innotech Corporation; CA, USA
Geldokumentation

Bruker Bio-Tool 3.2 Massenspektrometrie http:/Keudaltonics-

biotools.software.informer.com/

Chromas 2.01 Auswertung von Sequenzierungen  Tegdiogl Pty Ltd

NCBI, BLAST Auswertung von Sequenzierungen http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Mascot 2.2 Suchmaschine Massenspektrometrie ttpailmatrixscience.com/

Sequence Detection Systems Auswertung von gPCR Applied Biosystems

SDS 2.1

UNICORN 5.2 Steuerung Gelchromatographie GE Health Freiburg

UniProtKB/Swiss-Prot Proteindatenbank http://wwwvipuat.org/

Zen Version 8 Konfokalmikroskopie Carl Zeiss Microlmaging Gmbtna
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3 Ergebnisse

3.1 NKCC2 alsLipid Raft-Protein —Assoziation mit Flotillin-1 und THP

Zur Bestatigung einer vorausgegangenen Studie belaiger Lokalisation von NKCC2 in
cholesterinreichen Membranmikrodomandnpid Rafty (Welker et al., 2008) wurden
zunachst immunhistochemische Doppelfarbungen aw#ffteschnitten von Rattennieren mit
demLipid RaftMarkerprotein Flotillin-1 (Bickel et al., 1997; 8@maria et al., 2005) sowie
dem Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-verankertétaftProtein THP (Cavallone et al.,
2001) durchgefiuhrt. Dabei konnten alle drei untelnsen Proteine in Vesikeln vor allem in
der apikalen Region der dicken aufsteigenden H8gldeife (TAL) nachgewiesen werden
und in diesem Bereich zeigte sich eine partielldoKalisation von NKCC2 mit THP und
Flotillin-1 (Abb. 3.1).

A

Abbildung 3.1: Immunhistochemische Lokalisation vorNKCC2 im TAL der Rattenniere.
Doppelmarkierungen von NKCC2 (2.1 Antikdrper; griumd denLipid RaftMarkern Flotillin-1 @)
bzw. THP B) (beide rot) auf Paraffinschnitten aus Nieren @prague-Dawley Ratten zeigten eine
apikale bzw. subapikale vesikuldre Verteilung alldrei Proteine im TAL sowie partielle
Kolokalisationen zwischen NKCC2 und deipid RaftProteinen. Die Zellkerne wurden mit DAPI
angefarbt (blau). Die Bilder wurden mit dem Konflmkékroskop aufgenommen. Der MalR3stabsbalken
entspricht 20 um.

Fur weiterfihrende Untersuchungen wurden Plasmaman3heets von TAL-Zellen
prapariert, immunmarkiert und elektronenmikroskobisinalysiert. Dabei wurden innerhalb
der Plasmamembran NKCC2-positive Mikrodomanen ifleigrt, in denen auch Flotillin-1
bzw. THP lokalisiert waren. Somit konnte die Koexgsion der betrachtetdnpid Raft-

Markerproteine mit NKCC2 in der apikalen Membranstiégt werden. Des Weiteren
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befanden sich die detektierten Proteine ausschifei$l den dunkler gefarbten Bereichen der
Sheets Diese lipidreichen Domé&nen varierten stark ineithGrof3e und bildeten Inseln
innerhalb der Plasmamembran, bei denen es sictstvéarscheinlich um sogenantitipid
Raftshandelt (Abb. 3.2). Dafir spricht auch, dassmmr-RaftMarker Transferrin-Rezeptor
(TFR) nicht innerhalb dieser dunkel gefarbten Bgrei lokalisiert werden konnte und
demzufolge nicht mit NKCC2 kolokalisierte.

. .
.

Cc TFR

Abbildung 3.2: Lokalisation von NKCC2 in Flotillin-1- und THP-positiven
Membranmikrodomanen.

Praparation von Plasmamembi@heets von kultivierten TAL-Zellen und anschliel3ende
Immunogold-Doppelmarkierung von NKCC2 (10 nm; griffeile) und Flotillin-1 A, 5 nm; rote
Pfeile) oder THP B, 5 nm; rote Pfeile). Die elektronenmikroskopischieswertung zeigte eine
Kolokalisation dieser Proteine innerhalb derselbd&mbranmikrodomanen. Dagegen wurde keine
Kolokalisation zwischenTFRJ, 5 nm; rote Pfeile) und NKCC2 gefunden.

Des Weiteren ist bekannt, dass Flotillin-1 und Tib#? einer Dichtegradientenzentrifugation
in den flottierenden, mit Cholesterin angereichrert€raktionen niedrigerer Dichte
akkumuliert werden (Bickel et al., 1997; Cavalla@tel., 2001; Santamaria et al., 2005). Um
zu Uberprifen, ob die Kolokalisation von NKCC2 mdiesen Proteinen weiter eingegrenzt
werden kann, wurde die detergensresistente Mentakdidn aus der auf3eren Medulla von
Sprague-Dawley Ratten mittels diskontinuierlichElmating Assaysoliert. Die Western Blot
Analyse der erhaltenen Fraktionen des Sucrosegradsggab eine spezifische Anreicherung
von NKCC2 innerhalb der Flotillin-1- und THP-pos&n Fraktionen (Abb. 3.3). Somit
konnten friihere Ergebnisse bestatigt werden (Wedkeal., 2008). Tritofi X-100-16sliche
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Proteine akkumulierten im unteren Abschnitt desdi&msts und wurden durch den Nachweis
von Clathrin alsron-RaftFraktion bestatigt (Mazzone et al., 2006).

Dichte _

-

THP -

Flotillin-1 -- -- - e a—
NKCC2 u H .

pNKCC2 . ,,‘ i

Clathrin -

Abbildung 3.3: Diskontinuierlicher Floating Assay zur Anreicherung von Lipid Rafts.

Triton®  X-100-unlésliche  Homogenate der &uReren  Rattenteeduwurden  einer
Dichtegradientenzentrifugation mit einem diskoni@nlichen Sucrosegradient (5-40%) unterzogen.
Die Western Blot Analyse zeigte die Verteilung betrachteten Proteine in den einzelnen Fraktionen
und eine spezifische Anreicherung von NKCC2, Hiotil und THP in detergensresistenten
Fraktionen bei niedrigerer Dichte (ca. 20% Sucrgeeahmt). Der Nachweis von Clathrin diente der
Identifikaton der schwereraron-RaftFraktionen innerhalb des Gradients.

3.2 Identifikation von ANXAZ2 als mdglichen Interaktionspartner von
NKCC2 in Lipid Rafts

Basierend auf vorausgegangen Studien wird angenamtasd_ipid Raftsnicht nur fur die
Funktion von NKCC2 verantwortlich sind, sondern igigerweise auch fur die Rekrutierung
von Proteinen, die mit Membranen interagieren umdudch in die Translokation von
NKCC2-Vesikeln sowie die Fusion mit der apikalenmvi@an involviert sind (Welker et al.,
2008). Deshalb sollten in der vorliegenden Arbeitoteptielle regulatorische
Interaktionspartner von NKCC2 in cholesterinreichdembranmikrodomanen identifiziert
und charakterisiert werden. Dafur wurde aus derewaicherternLipid RaftFraktionen des
Floating Assayseine NKCC2-Immunprazipitation durchgefuhrt und depréazipitierten
Proteine mittels Massenspektrometrie identifiziert.
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3.2.1 Etablierung und Validierung der NKCC2-Immunprazipitation

Um die Charakterisierung der NKCC2-positiven Memmong&krodomanen hinsichtlich ihrer
Proteinzusammensetzung voranzubringen, musste [sindeine in vivo NKCC2-
Immunpréazipitation aus homogenisiertem Nierengewekabliert werden. Dabei wurde
ausschliel3lich die dul3ere Medulla der Rattennieeswendet, da die Abundanz von NKCC2
in diesem Nierensegment am héchsten ist (Abb. 2d).diese Weise sollte der Anteil an
anderen, NKCC2-negativen, cholesterinreichen Menrhiierodomanen im

Ausgangsmaterial so gering wie mdglich gehalterdesmr

CTX OM IM
]
NKCC2 . . :

B-Aktin - -

Abbildung 3.4: Praparation der einzelnen Nierensegmnte.

Zur Uberprifung der Praparation der einzelnen Misggmente wurden Nieren von Sprague-Dawley
Ratten in CTX, OM und IM geteilt und homogenisieRie Western Blot Analyse zeigte die
Verteilung von NKCC2 in den einzelnen Fraktionempei eine spezifische Anreicherung in der OM
zu sehen war.

Die Western Blot Analyse der Immunpréazipitate ergidss durch den Einsatz des Kaninchen
NKCC2-Antikorpers (AB 3562P) der Kotransporter ppiteert werden konnte (Abb. 3.5,
IP-Spur). Dagegen war im Eluat der Kontroll-immuimppitation, bei der unspezifische
Kaninchen IgG-Antikdrper an die Beads gekoppeltemnakeines der untersuchten Proteine
nachweisbar (Abb. 3.5, IgG-Spur). Zur weiteren Uhbgung der Methode wurden
verschieden®aft- und non-RaftProteine beziglich ihrer Koimmunprazipitation mMiKCC2
getestet. Dabei konnten das GPIl-verankerte Proiéi#P und Flotillin-1 erneut als
interagierende Proteine nachgewiesen werden, waseeige physikalische Assoziation dieser
Lipid RaftProteine mit NKCC2 erhartet. Im Gegensatz dazuemirweder das ebenfalls in
Lipid Raftsvorkommende Protein NHE3 (Li et al., 2001; Murtaziet al., 2006) noch der
non-RaftMarker TFR (Harder et al., 1998; Magee and Parm@@D3), die beide in der
apikalen Membran des TAL lokalisiert sind, mit NKE®oimmunprazipitiert. Die irLipid
Raftsinnerhalb der basolateralen Membran lokalisiersgriNm-Kalium-ATPase (Welker et

al., 2007) war im Eluat ebenfalls nicht detektierba
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Abbildung 3.5: Immunprazipitation von NKCC2 aus medullaren Nierenhomogenaten.

Die Immunprazipitation aus medullaren Nierenhomagem von Sprague-Dawley Ratten wurde unter
Verwendung des Kaninchen NKCC2-Antikorpers (AB 3b6établiert. Die erhaltenen Eluate wurden
mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert. Dab@ide NKCC2 nachgewiesen (2.1 Antikorper)
und Flotillin-1 und THP wurden als koimmunprazieignde Proteine von NKCC2 detektiert. Im
Gegensatz dazu waren die negativen Referenzpratitie3, Natrium-Kalium-ATPase und TFR in
den Immunprazipitaten nicht nachweisbar. Alle wuehten Proteine fehlten in der Kontroll-
Immunprazipitation, konnten aber in den Medulla-#étgh detektiert werden. IP, Immunprazipitation
mit NKCC2-tragenden Beads; IgG, Kaninchen-IgG tralpe Beads als Kontrolle; Lysat, medullére
Nierenlysate als Ausgangsmaterial.

3.2.2 Massenspektrometrie der NKCC2-Immunprazipitae

Da das Ziel dieser Arbeit darin bestand, weite@d®ne zu identifizieren, die mit NKCC2 in
cholesterinreichen Membranmikrodoménen interagjesemden als Ausgangsmaterial fur die
NKCC2-Immunprazipitation die Fraktionen des Sucgoadients verwendet, die sich im
Bereich niedrigerer Dichte sammelten und in denen Kbtransporter akkumuliert vorlag.
Zur weiteren Analyse wurden die gebundenen Immunitexe von den Beads eluiert und
mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt. D@omassie- bzw. Silber-Farbung des
NKCC2-Immunprazipitats wies dabei eine Vielzahl tidiser Proteinbanden auf, die
hinsichtlich ihrer Intensitat und GroRe stark \eten. Im Gegensatz dazu waren in der
parallel durchgeflhrten Kontroll-immunpréazipitatidkaum Proteine im Eluat detektierbar
(Abb. 3.6).
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Abbildung 3.6: SDS-PAGE und Silberfarbung nach NKCQ-Immunprazipitation.

Fir die NKCC2-Immunprazipitation wurden NKCC2-eriteade cholesterinreiche Fraktionen des
diskontinuierlichen Sucrosegradients verwendet, dieis der Trito  X-100-unléslichen
Membranfraktionen aus der &auRBeren Medulla von Sertpwley Ratten stammten. Das
reprasentative Silber-gefarbte SDS-Gel enthielden Spur, in der die mit dem NKCC2-Antikorper
prazipitierten Proteine aufgetrennt waren, vieldersthiedliche Banden (IP). In der Kontroll-
Immunprazipitation waren dagegen keine Banden atb@n (IgG). Die als Ausgangsmaterial
fungierendd.ipid RaftFraktion wies das am starksten ausgepragte Bakdeter auf (Lysat, 10%).

Anschlieend wurden aus vergleichbaren, Coomasfiérigen SDS-Gelen einzelne
Proteinbanden der NKCC2-Immunprazipitate ausgesielniund die darin enthaltenen
Proteine massenspektrometrisch analysiert (MALDFIT®DF MS). Parallel dazu wurden
ebenfalls die Kontroll-immunprazipitate untersualmy Hintergrundsignale ausschliel3en zu
konnen. Dabei wurde jeweils das Masse-zu-Ladungglteis (m/z) aufgenommen. Mit Hilfe
dieser Peptide-Mass-Fingerprintkonnten dann einzelne Peptide bzw. Proteine etigleu
identifiziert werden.

Auf diese Weise liel3 sich eine Reihe an moglicheKCRN2-Interaktionspartnern
identifizieren, von denen einige bereits &lpid RaftProteine bekannt sind, zum Beispiel
Moesin (Itoh et al., 2002) und Ezrin (Ruppelt et 2D07) als Mitglieder der Ezrin-Radixin-
Moesin Familie. Des Weiteren wurden einige Protgiefinden, die tGber einen Lipid-Anker
verfugen und in verschiedene Membran- bzw. Praotemsportvorgange sowie Endo- und
Exozytose involviert sind. Dabei handelt es sichdasRas-related proteifRab-35(Kouranti

et al., 2006), daRas-related protein Ral-ABalasubramanian et al., 2010) und @&EBEP-
binding protein Rab-30Oberhauser et al., 1994). Andere Kandidaten whesspielsweise
das Calcineurin-inhibierend€alcium-binding protein CHPdas unter anderem eine Rolle
beim Vesikeltransport und bei der Regulation detitda-Wasserstoff-Austauschers NHE1
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spielt (Lin et al., 1999; Matsushita et al., 201hd Plasminogen in Kombination mit dem

Low-density lipoprotein receptor-related protein(IZRP-2), das bei der Endozytose beteiligt
ist und Plasminogen bindet (Andersen et al., 2@4ekay et al., 2001). Zudem wurden
ebenfalls THP und Flotillin-1 eindeutig identifiziewas die bisherigen Ergebnisse bestérkt
und somit die Methode unterstitzt. Die Treffer ndén hochsten Werten (73-103;

3 unabhangige Experimente) erreichten NKCC2 alsktirmmunprazipitiertes Protein und

ANXAZ2 als Koprazipitat (Abb. 3.7).

>
@)

gy 7] gy T
) 2
< <
T ¢ T
= =
) . 0 T
c c
IS l I
£ £
2 2
g | { | g
() ()
S i ll . —
750 1000 502 650 800 950
Masse zu Ladungsverhaltnis Masse zu Ladungsverhéltnis
(m/z) (m/z)
B D
BRI F LMVGW I NL M C _ E V. & A D T L
— —
o) 2
< <
S g 247 | 374 EE2
D D ¥2 ¥
c - c
Ie) [T
€ j= 147 303 235 765
. L ¥3 ¥ ¥7
2 2
ks T ] ‘
() 7 ()
S S
500 1000 1500 200 500 800
Masse zu Ladungsverhaltnis Masse zu Ladungsverhaltnis
(m/z) (m/z)

Abbildung 3.7: Massenspektrometrische Analyse einkger Proteinbanden des NKCC2-
Immunprazipitats aus Lipid Raft-Fraktionen der aul3eren Medulla von Rattennieren.

Unter Verwendung des NKCC2 Antikdrpers wurden Rneteaus der mit NKCC2-angereicherten
Lipid RaftFraktion der OM von Rattennieren immunprazipiti€@bomassie-gefarbte Banden wurden
aus der SDS-PAGE von den NKCC2-Immunprazipitatesgeschnitten und massenspektrometrisch
untersucht. MALDI-TOF Massenspektrum von jeweilmeei Coomassie-gefarbten Bande des
NKCC2-ImmunpréazipitatsX)(C). Die markierten Peaks entsprechen der Peptidsedréz-L-M-
V-G-W-I-N-L-M-C von NKCC2 (A) bzw. K-V-G-A-D-Y-L-E von ANXA2 (C). MALDI-TOF/TOF
Massenspektren der markierten Peaks auB)AuQd C D). Relevante lonen wurden gekennzeichnet
und bestatigten die jeweils dargestellte Aminossenaenz.
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3.3 Verifikation der Interaktion zwischen ANXA2 und NKCC2

3.3.1 Lokalisation von ANXA2und NKCC2 im TAL und der MD

Die bisherigen Daten weisen darauf hin, dass ANX&# NKCC2 innerhalb von
cholesterinreichen Membranmikrodomanen assozsertUm dieses Resultat zu verifizieren,
wurde zunachst untersucht, ob ANXA2 und NKCC2 im Nesre kolokalisiert sind. Dafur
wurden immunhistochemische Doppelmarkierungen aybgchnitten von Sprague-Dawley
Ratten durchgefiihrt. Dabei wurde eine deutlicheoKalisation von ANXA2 und NKCC2 im
apikalen endozytotischen Kompartiment der dickefistaigenden Henle Schleife (TAL) und
in den Zellen der MD detektiert (Abb. 3.8).

Abbildung 3.8: Kolokalisation von ANXA2 und NKCC2 im TAL und der MD.
Immunhistochemische Doppelfarbung von ANXA2 (roflduNKCC2 (griin) auf Kryoschnitten aus
Nieren von Sprague-Dawley Ratten. Die Konfokalmskapie zeigte eine apikale bzw. subapikale
vesikulare Verteilung der untersuchten ProteineTish (A) und in den Zellen der MDB)). Dabei
konnten deutliche Kolokalisationen zwischen NKCG®&i \IANXA2 detektiert werden. Die Zellkerne
wurden mit DAPI angeféarbt (blau). Der Mal3stabshaléetspricht 20 pm.

In friheren Studien wurde gezeigt, dass ANXA2 niil ihteragiert, wobei ein funktioneller
heterotetramerischer Komplex bestehend aus zwei ANMonomeren und zwei P11-
Molektlen gebildet wird (Gerke and Weber, 1985; By and Tack, 1985). Zudem wirkt
P11 als Verbindungsglied, indem es das jeweiligadpZotein auf diese Weise an ANXA2
bindet. Des Weiteren wird angenommen, dass der AMRA1-Komplex interagierende
Proteine zur Plasmamembran oder anderen Zielmembrderitet und somit deren
Translokation reguliert (Rescher and Gerke, 2008)fgrund dieser Daten wurde die
Lokalisation von P11 durch immunhistochemische [Edfdpbungen mit NKCC2 an
Nierengewebe durchgefiihrt. In den Zellen des TAd dar MD lag P11 gleichmaliig verteilt
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im Zytoplasma vor. Eine Kolokalisation zwischen Piihd NKCC2 konnte in den

betrachteten Zellen nur partiell im apikalen Benaiachgewiesen werden (Abb. 3.9).

Abbildung 3.9: Kolokalisation von P11 und NKCC2 imTAL und der MD.
Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen von P11 (rot) MKCC2 (griin) an Kryoschnitten aus Nieren
von Sprague-Dawley Ratten zeigten eine ausschileBfpikale Lokalisation von NKCC2 im TAIA]

und in den Zellen der MEB|). Im Gegensatz dazu war P11 diffus im Cytosol &ekklltypen verteilt.

Es ist nur eine schwache apikale Kolokalisationseiwven NKCC2 und P11 sichtbar. Die Farbung der
Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). Der MaRRstabdtesl entspricht 20 pum.

Um die Resultate der Massenspektrometrie und dewimhistochemie zu erharten, wurde die
physische Interaktion zwischen NKCC2 und ANXA2 wd#r P11 innerhalb der aul3eren
Medulla von Rattennieren mittels Koimmunprazipgagn untersucht. Bei der
Immunpréazipitation von endogenem NKCC2 wurden eedeg ANXA2 und P11

kopréazipitiert (Abb. 3.10A) und umgekehrt wurde get, dass mit endogenem ANXA2
NKCC2 und P11 koimmunprazipitierten (Abb. 3.10B)e§® Ergebnisse deuten darauf hin,
dass diese drei Proteine in densellbgrid Raftsvorliegen und mdglicherweise in einem

funktionellen Komplex interagieren.
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Abbildung 3.10: Immunprazipitationen von endogenemANXA2 und NKCC2.
Koimmunprazipitationen wurden unter Verwendung B&SCC2- und des ANXA2-Antikbrpers aus
Proteinlysaten von der OM der Rattenniere durchgefiDie Analyse der Immunprazipitate und der
eingesetzten Proteinlysate erfolgte mittels SDS-BA®d Western Blot fir NKCC2, ANXA2 und
P11. Dabei wurde gezeigt, dass die drei Proteim@isiounter Einsatz des NKCCA)- als auch des
ANXAZ2 (B)- Antikdrpers gemeinsam prazipitierten, was aaokandogliche Interaktion schlie3en Iasst.
Als Negativkontrolle der Immunprazipitation diefgeveils ein vom Isotyp passendes IgG.

Zur Untersuchung des Vorkommens von NKCC2, ANXA2duRl1ll in identischen

Membranmikrodoménen innerhalb der apikalen Plasm@men wurden Immunogold-

Markierungen an Plasmamembr@heets von kultivierten raTAL-Zellen

elektronenmikroskopisch betrachtet. Dabei waren ARXind P11 in den NKCC2-positiven
Membranstrukturen sichtbar (Abb. 3.11).
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Abbildung  3.11: Lokalisation von ANXA2 und P11 in NKCC2-positiven
Membranmikrodomanen.

An PlasmamembraBheetsson kultivierten TAL-Zellen wurde eine Immunogdiibppelmarkierung
von NKCC2 (5 nm; grune Pfeile) und ANXAZ( 10 nm; rote Pfeile) oder P1B;(10 nm; rote
Pfeile) durchgefiihrt. Mittels Elektronenmikroskogtennte eine Kolokalisation dieser Proteine in
denselben Membranmikrodomanen nachgewiesen werden.

3.3.2 Lokalisation von ANXA2 und P11 in NKCC2-posiwven Lipid Rafts

Um die bisherigen Ergebnisse und damit die detekti€olokalisation dieser drei Proteine zu
verifizieren, wurde eine weitere unabhangige Metodngewandt. Dafir wurden
detergensresistente  Membranen aus der OM der Redten prapariert, mittels
diskontinuierlicher  Sucrose-Dichtegradientenzengrgdtion  fraktioniert und danach
hinsichtlich der Verteilung von ANXA2 und P11 im Wfern Blot untersucht. Vergleichbar
mit NKCC2 lagen auch ANXA2 und P11 im Sucrosegratlien Bereich geringerer Dichte
angereichert vor (Abb. 3.12, gerahmt). Diese Dateizieren ebenfalls, dass beide Proteine
in denselben cholesterinreichen MembranstrukturerNAKCC2 vorkommen.
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Abbildung 3.12: Akkumulation von ANXA2 und P11 im Floating Assay in den NKCC2-positiven
Fraktionen geringer Dichte.

Membranfraktionen der OM von Sprague-Dawley Raimen wurden mit 1% Tritdh X-100
behandelt. Die detergensresistenten Anteile wuslleer Dichtegradientenzentrifugation unterzogen.
Der Western Blot der einzelnen Fraktionen zeigte éhnreicherung von ANXA2 und P11 in den
NKCC2-positiven Bereichen geringer Dichte innerhddis Sucrosegradients (gerahmt).

Die ultrastrukturelle Analyse der pelletierten ®nit X-100-unléslichen, cholesterinreichen
Membranen I(ipid Raft9 aus den entsprechenden Frakionenkdeating Assay4Abb. 3.12,
gerahmt) zeigte Micellen mit einem Durchmesser £60-200 nm. Durch die Immunogold-
Markierung fur ANXA2 und NKCC2 konnte gezeigt wendelass einige Micellen positiv fur
beide Proteine, ANXA2 und NKCC2, waren (Abb. 3.13).
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Abbildung 3.13: Ultrastruktur und Immunogold-Markie rung der Lipid Raft -Anreicherung.

Zur Analyse der Ultrastruktur der detergensunlégit, cholesterinreichen Membranen, die sich
wahrend der Dichtegradientenzentrifugation im Berajeringer Dichte akkumulierten, wurden diese
anschlielRend pelletiert und fur spezifische Pretéinmunogold-markiert. Die Elektronenmikroskopie
zeigte Tritoff X-100-unlésliche Micellen (~200 nm im Durchmessed)e positiv fiir ANXA2
(A; 10 nm) bzw. NKCC2E; 5 nm) waren bzw. mit Hilfe einer Doppelmarkierukannten Micellen
detektiert werden in denen beide Proteine koloieatisn C).
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Die mit NKCC2 angereicherten Sucrosegradient-Foalen, die sich im Bereich geringerer
Dichte sammelten, wurden pelletiert und letztlichr tdie NKCC2-Immunprézipitationen
verwendet, um die Assoziation zwischen dem Kotrartisp ANXA2 und P11 in
cholesterinreichen Membranmikrodomé&nen zu verifezie Dabei wurden ANXA2 und P11
als Proteine bestatigt, die mit NKCC2 koimmunpré@pmen (Abb. 3.14). Des Weiteren
konnte auch das als Positivkontrolle fungierehg®d RaftProtein Flotillin-1 im NKCC2-
Prazipitat nachgewiesen werden, was wiederum dgelifrisse der Massenspektrometrie

verifiziert.
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Abbildung 3.14: NKCC2-Immunpréazipitation aus der isolierten Lipid Raft-Fraktion.
Cholesterinreiche Fraktionen des diskontinuierlicisaicrosegradients dienten als Ausgangsmaterial
fur Immunprazipitationen mit dem NKCC2 Antikérpesvde einem IgG passenden Isotyps. Mittels
SDS-PAGE der Immunprézipitate und anschliel3endenst&ife Blot erfolgte die Detektion von
NKCC2 im Eluat. Die Proteine ANXA2 und P11 konntafs koimmunprazipitierte Proteine
nachgewiesen werden. Auch das positive Refereraiprbtotillin-1 wurde mit NKCC2 kopraziptiert.

Zusammenfassend weisen die bisherigen Ergebnisaafdan, dass NKCC2 zusammen mit
dem Membranmikrodoméanen-Organisator ANXA2 und sein€omplexpartner P11 in

denselben cholesterinreichen Membranmikrodoméaneapikalen Bereich des TAL und der
MD lokalisiert ist und dass zwischen diesen Pr@&ein vivo Interaktionen stattfinden, was

durch die Koimmunprazipitationsexperimente nachgsem werden konnte.

3.3.3 Protein-Protein-Interaktion zwischen ANXA2 urd NKCC2

Es wurde gezeigt, dass endogenes NKCC2, ANXA2 uiid riicht nur gemeinsam inipid
Rafts vorkommen (Abb. 3.11-3.13) sondern ebenfalls dlimeraktion zwischen diesen
Proteinen stattfindet (Abb. 3.10, 3.14). Ob diesaterbktion abhangig vom
Phosphorylierungsstatus von NKCC2 ist und ob dsdabei um eine direkte Protein-Protein-
Bindung handelt, sollte mit Hilfe von GSHulldown Experimenten unéeptid Spot Arrays

untersucht werden.
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3.3.3.1Pulldown Assay

Die Pulldown Assaysvurden zum einen dazu verwendet, um die mittelmumprazipitation
prognostizierte Interaktion zwischen NKCC2 und ANXAbzw. P11 naher zu
charakterisieren und zum anderen sollte unterswentien, ob die Phosphorylierung von
spezifischen Serin (S126)- oder Threonin (T96, TIDN14)-Resten im zytoplasmatischen
N-Terminus von NKCC2 einen Einfluss auf die Inté¢iak mit diesen beiden Proteinen hat.
Fir diesein vitro Methode wurden zunéchst verschiedene MutantenNd&srminus von
NKCC2 als rekombinante GST-Fusionsproteine hertiestexd an Glutathion-Beads
gebunden (Abb. 3.15A). Diese Beads wurden ansamn@nit Lysaten von ANXA2-GFP,
P11-GFP oder GFP uberexprimierenden Hek293-Zeatlembiert (Abb. 3.15B). In dieser Zeit
banden die im Lysat enthaltenen Interaktionspartaer die Matrix-gekoppelten GST-
Fusionsproteine und konnten dann zusammen eluieriem. Die Analyse der Prazipitate
mittels Western Blot und einem GFP-Antikdrper ergalass ANXA2-GFP mit hoher
Quantitdt an den Wildtyp und die nicht-phosphomisséten Mutanten des NKCC2
N-Terminus gebunden hatte. Dagegen war die Interadt zwischen ANXA2-GFP und den
phosphomimetischen NKCC2-Mutanten kaum nachweislo, ausschlie3lich geringe
Signalintensitaten detektiert werden konnten (ABKSC). Eine Interaktion zwischen dem
N-Terminus von NKCC2 und P11-GFP konnte ebenfalishtn nachgewiesen werden
(Abb. 3.15D).
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Abbildung 3.15: Pulldown Assay von rekombinanten, phosphomimetischen bzw. nicht-
phosphomimetischen Mutanten des N-Terminus von NKCE.

Der gesamte zytoplasmatische N-Terminus von NKC@#ies dessen phosphomimetische und nicht-
phosphomimetische Mutanten wurden als rekombin&8&-Proteine exprimiert und an Glutathion-
Beads gebunden. Parallel wurden ANXA2-GFP, P11-GiPGFP in Hek293-Zellen Uberexprimiert.
Zur Kontrolle wurden die jeweiligen FusionsproteimeWestern Blot mit einem GSRJ- oder GFP
(B)-Antikdrper nachgewiesen, wobei sie anndhernctiglstarke Expressionsniveaus zeigten. Die mit
dem N-Terminus von NKCC2 beladenen Beads wurdendsnit Zelllysaten inkubiert und danach
erfolgte die Elution der Proteinkomplexe, die am d@eads gebundenen hatten. Die Western Blot
Analyse zeigte, dass ANXA2 vor allem mit dem Wildtgowie mit den unphosphorylierten N-
Termini von NKCC2 interagiert, da dort die starkstignalintensitaten fir ANXA2-GFP detektiert
wurden C). Dagegen war zwischen ANXA2 und den phosphomsobhén NKCC2-Mutanten nur
eine schwache Interaktion nachweisb@) (und zwischen P11-GFP und NKCC2 konnte keine
Interaktion gezeigt werderDj. Als Negativkontrolle wurde pures GST an die Begdkoppelt und
mit den Zelllysaten inkubiert. In diesen Prazigitakonnten weder ANXA2- noch P11-GFP detektiert
werden, wodurch falsch positive Signale aufgrund wmspezifischen Interaktionen mit dérag
Protein ausgeschlossen werden konnten. Alle Expetienwurden mindestens dreimal durchgefihrt.

3.3.3.2Peptid Spot Array
Zur Verifikation der imPulldown Assaygezeigten Interaktion zwischen ANXA2 und dem
dephosphorylierten N-Terminus von NKCC2 wurdeaptid Spot Arraysrerwendet. Des
Weiteren sollte mit Hilfe dieser Bindungsstudieterals untersucht werden, ob es sich bei der
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Interaktion zwischen dem N-Terminus von NKCC2 undX%2 um eine direkte Protein-
Protein-Interaktion handelt.

Dafur wurden rekombinant hergestellte Peptide uditerschiedliche phosphomimetische und
nicht-phosphomimetische Mutanten des gesamten |ago@tischen N-Terminus von
NKCC2 umfassten (Tripletts 1-175), punktuell auheeiZellulosemembran aufgebracht
(Spo). Diese Membranen wurden dann mit den rekombihargestellten Proteinen ANXA2
oder P11 bzw. mit einer Kombination beider (ANXA21PTetramer) inkubiert. Dabei wurde
mittels Antigen-Antikérper-Reaktionen nachgewieselass ANXA2 direkt an die nicht-
phosphorylierten NKCC2 N-Termini gebunden hatte. @®egensatz dazu konnte keine
Bindung von P11 oder dem ANXA2-P11-Tetramer deezkiverden (Abb. 3.16).
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Abbildung 3.16: Peptid Spot Arrays mit gespotteten N-Termini von NKCC2 und ANXA2-/P11
Protein.

Die gesamte zytoplasmatische Domane des N-Termimosmr NKCC2 sowie dessen
phosphomimetische und nicht-phosphomimetische Metanwurden in E.coli Rosetta als
rekombinante GST-Proteine exprimiert, affinititsgeigt und auf eine Nitrozellulosemembran
gespottet. Diese Membran wurde mit einer 0,1 pM ubgs von rekombinant hergestelltem,
ungetaggtem ANXA2A), P11 B) oder dem Tetramer aus ANXA2 und PXQ) (nkubiert. Unter
Einsatz des entsprechenden ANXA2 oder P11 Antik8rpsowie des korrespondierenden HRP-
gekoppelten Sekundarantikdrpers mit anschlieRe&adwicklung konnten Interaktionen zwischen
den auf der Membran befindlichen NKCC2 N-Termindwten Uberschichteten Proteinen detektiert
werden. Hierbei zeigte ANXA2 eine direkte Bindung die nicht-phosphomimetischen NKCC2
N-Termini (A). Fir P11 sowie das ANXA2-P11-Tetramer konnte dagekeine Bindung an den
N-Terminus von NKCC2 nachgewiesen werdeB, (C). Auf jeder Membran waren als
Positivkontrollen ANXA2- und P11-Proteinspots aufggen. Als Negativkontrolle diente GST,
welches nicht detektiert wurde. Zudem wurden Meménaohne ANXAZ2 oder P11 inkubiert, um

falsch positive Signale ausschlieBen zu kdnnermiescPanel). Das Experiment wurde mindestens
dreimal wiederholt.
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3 Ergebnisse

Zusammenfassend konnte zum einen gezeigt werdss AMXA2 direkt an den N-Terminus

von NKCC2 bindet, wobei dieser dephosphoryliertliegen muss. Zum anderen wurde
nachgewiesen, dass P11 weder in einem gemeinsam@pl&x mit dem N-Terminus von

NKCC2 vorkommt, noch existiert eine direkte Bindumgischen beiden. Somit bindet
ANXAZ2 allein in Form des Monomers an NKCC2 und dieekte Interaktion ist unabhangig
vom ANXA2-Komplexpartner P11 bzw. ANXA2-P11-Komplex

3.4 Brattleboro Ratten

Brattleboro Ratten kdnnen aufgrund einer MutatimriMasopressingen kein AVP sezernieren
und somit ihren Urin nicht konzentrieren (Lee andlims, 1972; Schmale and Richter,
1984). Durch die Gabe des Vasopressin-Analogons\dbDavird die renale V2-Rezeptor-
Signalkaskade und somit der Urinkonzentrierungsmesmus stimuliert (Bia et al., 1979;
Moses and Coulson, 1980). Aufgrund dessen stellattl8boro Ratten ein Modell zur
gezielten Aktivierung sowie der damit verbundenpikaen Translokation von NKCC2 dar
(Ares et al.,, 2011; Gimenez and Forbush, 2003; Wekt al., 2007) und eignen sich

hervorragend zur Untersuchung der an diesem Prbetssigten Proteine.

3.4.1 Translokation von ANXA2, P11 und NKCC2 zur ajkalen Plasmamembran unter
Behandlung mit dDAVP

Kurzzeitige dDAVP-Applikationen fiilhren neben deroBphorylierung von regulatorischen
Threoninen am N-Terminus von NKCC2 auch zum Trarigges Kotransporters zur apikalen
Membran und letztlich zu dessen Aktivierung (Areale 2011; Gimenez and Forbush, 2003;
Welker et al., 2007). Falls ANXA2 und P11 an diesmnslokation beteiligt sind, sollten sie
parallel zu NKCC2 translozieren. Um diesen Sachalerbu klaren, wurden die zelluléaren
Lokalisationen von ANXA2 und P11 im TAL von 30 miDAVP-behandelten Brattleboro
Ratten mittels Immunhistochemie und Western Bldérgsucht.

FUr immunhistochemische Analysen wurden Doppelreankigen auf Nieren-
Paraffinschnitten von Kontroll- und dDAVP-behandeltBrattleboro Ratten angefertigt. In
den Kontrolltieren konnte NKCC2 vor allem in Vedikem subapikalen Bereich des TAL
lokalisiert werden (Abb. 3.17A, 3.18A griin). AuchNXA2 (Abb. 3.17A rot) und P11
(Abb. 3.18A rot) konnten kaum in der apikalen Mearbdetektiert werden, sondern lagen
eher diffus verteilt im Zytoplasma vor. Durch diel&andlung mit dDAVP reicherte sich das
apikal lokalisierte NKCC2 signifikant an, wie bdseidurch Welkeret al gezeigt werden
konnte (Welker et al., 2008). Gleichzeitig konnteeeTranslokation von ANXA2 aus dem
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3 Ergebnisse

Zytosol zur Zellmembran beobachtet werden, was imar everstarkten Kolokalisation der
beiden Proteine in der apikalen TAL-Membran fuhiggbb. 3.17B). Vergleichbare
Ergebnisse konnten fiir P11 beobachtet werden (2iBB).

dDAVP

Kontrolle

Abbildung 3.17: Translokation von ANXA2 im TAL von dDAVP-behandelten Brattleboro
Ratten.

Immunhistochemische Doppelmarkierung von ANXA2 Xtatd NKCC2 (griin) auf Paraffinschnitten
von Nieren NaCl (Kontroll) A)- und 30 min dDAVP-behandelteB) Brattleboro Ratten. Die
Konfokalmikroskopie zeigte eine gesteigerte Obeh&nexpression und eine daraus folgende
verstarkte Kolokalisation der untersuchten Protéineer apikalen Plasmamembran des TAL unter
dDAVP-Stimulation B), aufgrund der Translokation aus dem Zytosol zuloBerfliche. Die
Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt (blau). Die e Bildreihe ist aus den Uberlagerungsbildern
(mergg heraus vergrofRert und lasst die subapikale bpikake Lokalisation erkennen. Abbildung
exemplarischer konfokalmikroskopischer Aufnahmerg @ruppe wurden 5 Tiere untersucht. Der
Mafl3stabsbalken entspricht 10 pm.

A

Kontrolle

dDAVP

Abbildung 3.18: Translokation von P11 im TAL von dDAVP-behandelten Brattleboro Ratten.
Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen von P11 (rot) WKICC2 (griin) auf Paraffinschnitten von
Nieren NaCl (Kontrolle) A)- und 30 min dDAVP-behandelterBY Brattleboro Ratten. Die
Konfokalmikroskopie zeigte eine Translokation beiBeoteine aus dem Zytosol in Richtung apikaler
Zellmembran sowie eine damit einhergehende vetstarKolokalisation in der apikalen
Plasmamembran des TAL unter dDAVP-Stimualti&). (Die Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt
(blau). Die rechte Bildreihe ist aus den Uberlaggabildern fnergg heraus vergroRert und lasst die
subapikale  bzw. apikale Lokalisation erkennen. Psigllt sind exemplarische
konfokalmikroskopische Aufnahmen; pro Gruppe wurdeifiere untersucht. Der MaRstabsbalken

entspricht 10 um.
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3 Ergebnisse

Zur Verifikation der in der Immunhistochemie gezeigy Kotranslokationen von ANXA2
bzw. P11 und NKCC2 zur apikalen Membran wurde dgsat. der OM von Kontroll- und
dDAVP-behandelten Brattleboro Ratten mittels Zémgration jeweils in eine Zytosol (Zyt)-
und eine Plasmamembran (PM)-angereicherte Fragatnennt. Die Auswertung der Western
Blots erfolgte durch Densitometrie. Der Anteil deweiligen Proteins in der Zyt- oder PM-
Fraktion wurde fur jedes Tier ermittelt und relatem Gesamtproteingehalt angegeben [%)].
Somit konnte gezeigt werden, dass der Anteil vorCR nach der dDAVP-Behandlung in
der PM-Fraktion signifikant um ~28% gestiegen v@@leichzeitig verminderte sich der in der
Zyt-Fraktion vorkommende NKCC2-Anteil &quivalent W& 3.19A). Eine &hnliche
Verschiebung lies sich auch bei ANXA2 beobachtesr, $tieg der Anteil in der PM-Fraktion
signifikant ebenfalls um ~28% im Vergleich zur ANXAAbundanz in der PM-Fraktion der
Kontrolltiere (Abb. 3.19B). Im Gegensatz dazu atelesich die Verteilung von P11 nicht
(Abb. 3.19C). Das lasst vermuten, dass die Aktiingrdes Urinkonzentrierungsmechanismus
eine Kotranslokation von ANXA2 und NKCC2 aus dentadgl in die Plasmamembran nach

sich zieht, aber P11 davon unbeeinflusst ist.
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Abbildung 3.19: Verteilung von ANXA2, P11 und NKCC2in den Zellfraktionen der aul3eren
Medulla von Brattleboro Ratten nach Behandlung mitdDAVP.

Nierenhomogenate der OM von 30 min dDAVP-behandelted NaCl-behandelten (Kontrolle)
Brattleboro Ratten wurden in je eine Zytosol (Zyixd eine Plasmamembran (PM)-angereicherte
Fraktion separiert. Diese Fraktionen wurden mit@3S-PAGE und Western Blot hinsichtlich der
Abundanz von NKCC2A), ANXA2 (B) und P11 C) analysiert. Durch die Stimulation mit dDAVP
wurden die Abundanzen von NKCC2 (Kontrolle: 38,2%&7dDAVP: 66,4%+13,9) und ANXA2
(Kontrolle: 50,7%+7,2; dDAVP: 79,1%+18,7) in der FiMlaktion gesteigert, gleichzeitig war in der
Zyt-Fraktion eine Verminderung dieser beiden Praeizu beobachten (NKCC2: Kontrolle
61,8%+7,6, dDAVP 33,7%%13,9; ANXA2: Kontrolle 49,3%1, dDAVP 20,9%+18,7). Im
Gegensatz dazu blieb die Verteilung von P11 anméhenverandert (PM: Kontrolle 51,7%8,4,
dDAVP 45,6%+11,5; Zyt: Kontrolle 48,3%8,4, dDAVH 3%+11,5). Die Auswertung der Western
Blots erfolgte, indem der Anteil eines Proteinglar Zyt- oder PM-Fraktion bei jedem Tier berechnet
wurde; abgebildet ist bespielhaft der Blot fur jde/ein Tier. Gezeigt ist der MW + SD; n=5, *p<0,05
im Vergleich zur Kontrolle.

Diese beiden experimentellen Ansétze zeigten efagslokation von ANXA2 zusammen mit
NKCC2 durch dDAVP-vermittelte Aktivierung der V2-Reptor-Signalkaskade in
Brattleboro Ratten. Dabei wanderte ANXA2 mit NKC&@s dem Zytosol bzw subapikalen
Bereichen zur apikalen Plasmamembran. Fir P11l komiwser Effekt nur teilweise

beobachtet werden.

68



3 Ergebnisse

3.4.2 Interaktion zwischen ANXA2 und pNKCC2 unter Behandlung mit dDAVP

Es ist bekannt, dass kurzzeitige Applikationen \DAVP zur Phosphorylierung von
regulatorischen Threoninen am N-Terminus von NKC@GBren und somit letztlich die
Aktivierung des Kotransporters bewirken (Ares et2011; Gimenez and Forbush, 2003). Im
Zuge dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dassediaktivierte NKCC2-Form zwar
hauptsachlich in cholesterinreichen Membranmikrodoem |okalisiert ist (siehe Abb. 3.3),
aber nur eine sehr geringe Interaktion mit ANXA2vaist (siehe Abb. 3.15 und 3.16). Zur
Verifikation dieser Ergebnisse wurde zunédchst dikulire Lokalisation von pNKCC2 und
ANXAZ2 in kurzzeit-behandelten Brattleboro Ratteritels Immunhistochemie betrachtet und
anschlieBend die Interaktion zwischen beiden Rretei mittels Immunprazipitation
untersucht.

FUr immunhistochemische Analysen wurden Doppelreankigen auf Nieren-
Paraffinschnitten von Kontroll- und dDAVP-behandaltBrattleboro Ratten angefertigt. In
den Kontrolltieren konnten nur minimale Intensitétér pNKCC2 detektiert werden, wobei
diese Form des Kotransporters bereits in der agkdembran des TAL lokalisiert war.
ANXAZ2 lag dagegen hauptsachlich zytoplasmatisch(b. 3.20A). Durch die Behandlung
mit dDAVP kam es zu einer verstarkten Phosphomtigrdes Kotransporters, der sich, wie
zuvor gezeigt, signifikant im apikalen Bereich desL angereichert hatte (siehe Abb. 3.17
und 3.18). Gleichzeitig konnte eine Translokatioon VANXA2 aus dem Zytosol zur
Zellmembran beobachtet werden, was zu einer Kakdiadn der beiden Proteine in der
apikalen TAL-Membran fuhrte (Abb. 3.20B).
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A PNKCC2

Kontrolle
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Abbildung 3.20: Lokalisation von ANXA2 und pNKCC2 im TAL von Brattleboro Ratten nach
dDAVP-Behandlung.

Immunhistochemische Doppelmarkierung von ANXA2 Yround pNKCC2 (grin) auf
Paraffinschnitten der Niere von NaCl (KontrolleA){ und 30 min dDAVP-behandelterB)X
Brattleboro Ratten. Die Konfokalmikroskopie zeigiae verstarkte Phosphorylierung von NKCC2 im
Bereich der apikalen Membran und eine gesteigeberf@chenexpression von ANXA2 sowie eine
daraus folgende Kolokalisation der untersuchterteitre in der apikalen Plasmamembran des TAL
unter dDAVP-StimualtionH). Die Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt (blaDje rechte Bildreihe
ist aus den Uberlagerungsbilderme(rgd heraus vergréRert und lasst die subapikale bpikake
Lokalisation erkennen. Abbildung exemplarischerfl@&almikroskopischer Aufnahmen; pro Gruppe
wurden 5 Tiere untersucht. Der MalR3stabsbalken gatg@d 0 pm.

Um die Resultate ddPeptid Spot Arraysowie dedPulldown Assaygzu verifizieren bzw. um
zu untersuchen, ob die dDAVP-Behandlung im Gegerdau zu einer Interaktion zwischen
ANXA2 und pNKCC2 fluhrt, wurden Koimmunprazipitatiem aus der auf3eren Medulla von
Nieren kurzzeit-behandelter Brattleboro Ratten dgetihrt. Bei der Immunprézipitation von
endogenem pNKCC2 konnte endogenes ANXAZ2 nicht kopitéert werden (Abb. 3.21A)
und umgekehrt wurde gezeigt, dass mit endogenem ANXkein pNKCC2
koimmunprazipitierte (Abb. 3.21B). Diese Ergebnisstegen, dass ANXA2 nicht mit der
phosphorylierten Form von NKCC2 interagiert.
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Abbildung 3.21: Immunprazipitationen von endogenemANXA2 und NKCC2 aus der aul3eren
Medulla von dDAVP-behandelten Brattleboro Ratten.

Koimmunprazipitationen wurden unter Verwendung @&KCC2- und ANXA2-Antikdrpers aus
Proteinlysaten von der OM aus Nieren NaCl (Kongpllund dDAVP-behandelter (30 min)
Brattleboro Ratten durchgefiihRie Analyse der Immunprazipitate und der eingesatBroteinlysate
erfolgte mittels SDS-PAGE und Western Blot flir NKZzw. pNKCC2 und ANXAZ2. Dabei konnte
gezeigt werden, dass die Proteine weder unter Eings pNKCC2A4)- noch unter Verwendung des
ANXA2 (B)- Antikérpers gemeinsam prazipitierten, was einéglche Interaktion ausschlief3t. Als
Negativkontrolle der Immunprézipitation diente jéi&ein vom Isotyp her passendes IgG.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass endogenes pNKEZL mit ANXA2 unter dDAVP-
Behandlung in der apikalen TAL-Membran kolokalisieber sie kénnen nicht miteinander
koimmunprazipitiert werden. Das spricht dafir, ddss phosphorylierte Kotransporter nicht
mit ANXAZ2 in einem funktionellen Komplex interagter

3.4.3 Assoziation von ANXA2 und NKCC2 mit cholestenreichen
Membranmikrodomé&nen unter Behandlung mit dDAVP

Im Rahmen dieser Arbeit konnte zum einen gezeigtdere dass ANXA2 in denselben
cholesterinreichen Membranmikrodoménen vorkommt W&CC2 und zum anderen
kotranslozieren beide Proteine wahrend der Aktixngr des
Urinkonzentrierungsmechanismus nach apikal, wodwshzu einer Anreicherung dieser
Proteine in der Plasmamembran kommt. Im Folgend#ite suntersucht werden, ob die
Behandlung mit dDAVP und somit die Aktivierung dé2-Rezeptor-Signalkaskade zu einer
vermehrten Insertion von ANXA2 und NKCC2 in chokrgtreiche Membranmikrodoméanen
innerhalb der Plasmamembran fuhrt, was die Bedgutieser Membrandomanen fir die
Funktion von NKCC2 bekréftigen wirde. Des Weitesatfite der Einfluss von dDAVP auf
die Interaktion zwischen dem Kotransporter und ANXAIn cholesterinreichen
Membranmikrodomanen néaher betrachtet werden.

Dafur wurden zunéchst detergensresistente Membrameder OM der Nieren von Kontroll-
und dDAVP-behandelten Brattleboro Ratten préapariend mittels diskontinuierlicher
Sucrose-Dichtegradientenzentrifugation fraktionieDer Western Blot der einzelnen
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Fraktionen ergab einen dDAVP-bedingten, signifikant13%-igen Anstieg der NKCC2-
Abundanz (Kontrolle: 33,8%z4,5; dDAVP: 46,7%%1,9n iden detergensresistenten,
cholesterinreichen Regionen, die innerhalb des dSegradients bei geringer Dichte
akkumulierten (Abb. 3.22 gerahmt). Parallel koneiee solche Anreicherung auch fir
ANXA2 beobachtet werden. Der Anteil dieses Proteimsden Lipid Rafts stieg unter

Behandlung mit dDAVP um 19% im Vergleich zur Koo (Kontrolle: 46,3%+6,8;

dDAVP: 65,2%4,1). Das AVP-Analogon dDAVP stimutisomit die Insertion von NKCC2

und ANXAZ2 in cholesterinreiche Membranmikrodomanen.
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Abbildung 3.22: Abundanz von ANXA2 und NKCC2 in chdesterinreichen
Membranmikrodoméanen unter dDAVP-Behandelung.

Triton® X-100-unlésliche Membranen der OM von 30 min dDAb&handelten und Kontroll-
Brattleboro Ratten wurden einer diskontinuierlicH2ichtegradientenzentrifugation unterzogen. Der
Western Blot zeigte dDAVP-bedingte signifikant @égérte Abundanzen von NKCC2
(Kontrolle: 33,8%+4,5; dDAVP: 46,7%+1,9) und ANXA2 (Kontrolle:  46,3%%6,8;
dDAVP: 65,2%+4,1) in den cholesterinreichen Suocgosdient-Fraktionen A; gerahmt). Die
statistische AuswertungB] der Western Blots erfolgte, indem der in den ebtrinreichen
Fraktionen (gerahmt) lokalisierte Anteil des enegpienden Proteins relativ zum Gesamtprotein
berechnet wurde. Dargestellt sind die MW = SD ausd@bhangigen Experimenten (n=4), *p<0,05 im
Vergleich zur Kontrolle.

Zur Untersuchung der Wirkung von dDAVP auf die matgion zwischen NKCC2 und
ANXA2 in cholesterinreichen Membranmikrodomanen dear eine NKCC2-
Immunprazipitation aus den Trit8nX-100-unléslichen, cholesterinreichen Fraktioness d
Sucrosegradients von dDAVP-behandelten und KorBwlttleboro Ratten durchgefihrt.
Dabei konnte mit derselben Menge an immunprazipgine NKCC2 fast die doppelte
ANXA2-Menge bei den Proben der dDAVP-behandelteerd ikoimmunprazipitiert werden
(Kontrolle: 1+0,18; dDAVP: 1,84+0,36) (Abb. 3.23%omit konnte gezeigt werden, dass
dDAVP und damit die Aktivierung der V2-Rezeptor-sadkaskade die Interaktion zwischen
NKCC2 und ANXAZ signifikant steigert.
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Abbildung 3.23: Interaktion wvon ANXA2 und NKCC2 in cholesterinreichen
Membranmikrodoméanen unter Behandelung mit dDAVP.

Detergensresistente, cholesterinreiche Sucrosegra@iaktionen aus der OM von 30 min dDAVP-
behandelten und Kontroll-Brattleboro Ratten dierdaémAusgangsmaterial fir Immunprazipitationen
mit dem NKCC2-Antikérper sowie IgGs passenden Iggt{Kontrolle). Die Immunprazipitate wurden
mittels Western Blot fir NKCC2 und ANXA2 ausgewert¢A), wobei eine gesteigerte
Koimmunprazipitation von ANXA2 unter dDAVP-Stimuilah beobachtet wurde (Kontrolle: 1+0,18;
dDAVP: 1,84+0,36). Die Ergebnisse der densitomeliesn Quantifikation von ANXA2 wurden auf
das jeweilige NKCC2-Signal normalisieB); Dargestellt ist der MW + SD aus 4 unabhangigen
Experimenten (n=4), *p<0,05 verglichen mit der Kofie.

3.4.4 ANXA2 Expression in der auf3eren Medulla von Bttleboro Ratten

Aufgrund der bisher gezeigten Ergebnisse kann dawmgegangen werden, dass ANXA2
eine Rolle bei der Translokation von NKCC2 spi8lbmit besteht die Mdglichkeit, dass die
Expression von ANXA2 ahnlich wie die von NKCC2 régut wird. Dessen Expression wird
in Brattleboro Ratten durch die Gabe des AVP-Analzg dDAVP auf Normalwerte
angehoben (Ecelbarger et al., 2001; Gimenez anbluBby 2003; Mutig et al., 2007; Ortiz,
2006). In diesem Kontext wurde untersucht, ob driNA-Expression von ANXA2 durch die
Behandlung mit dDAVP ebenfalls stimuliert wird. Dadie Dauer der 30-minttigen
Behandlung nicht ausreicht, um den Effekt der Esgimnssteigerung sicher auswerten zu
kénnen, wurden zur Untersuchung dieses Kontextatziiush langzeit (3 d) Kontroll- und
dDAVP-behandelte Tiere betrachtet.

Zur Ermittlung der Transkriptionsniveaus von ANXARd NKCC2 wurde eine quantitative
RealtimePCR (gPCR) durchgefihrt. Daflr wurde zun&chst RiNA der aul3eren Medulla der
jeweiligen Kontroll- und dDAVP-behandelten Bratiieb Ratten isoliert, in cDNA
transkribiert und mittels gPCR analysiert. Wahreie 30-minutige dDAVP-Behandlung der
Brattleboro Ratten nur zu einem leichten Anstiegr d¢KCC2-Expression fihrte
(Kontrolle: 1+0,24; dDAVP: 1,19+0,12)(Mutig et ap07), war ein signifikanter 1,37-facher
Anstieg der mRNA-Menge des Kotransporters in dengait-behandelten Tieren zu
verzeichnen (Kontrolle: 1+0,14; dDAVP: 1,37+0,09bb. 3.24A). Die Expression von
ANXAZ2 war nach der Stimulation mit dDAVP im Vergbé zu den jeweiligen Kontrolltieren
ebenfalls signifikant gesteigert, wobei kein Untbisd zwischen den kurzzeit-
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(Kontrolle: 1+0,14; dDAVP: 1.43+0,21) und langzdikontrolle: 1+0,17; dDAVP: 1,5+0,38)
behandelten Tieren festgestellt werden konnte (8B).
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Abbildung 3.24: mRNA-Expression von NKCC2 und ANXAZ2 in der auf3eren Medulla von
dDAVP-behandelten Brattleboro Ratten.

gPCR zur Bestimmung des mRNA-Transkriptionsniveaus ANXA2 und NKCC2 in der OM von
30 min und 3 d Kontroll- und dDAVP-behandelten Bedtoro Ratten. Die kurzzeitige dDAVP-
Behandlung fuhrte nur zu einer minimalen Erh6huaghKCC2 mRNA-Expressiord(), die ANXA2
Expression stieg dagegen signifikant &). (Die Analyse der 3 d-Tiere zeigte in den behaedel
Tieren eine signifikant erhdhte Expression von ANXAnd NKCC2. Die ermittelten Ct-Werte
wurden auf GAPDH normalisiertACT), auf die Kontrollen kalibriertXACT) und die ermittelten
mRNA-Expressionsniveaus t¥") berechnet. Gezeigt ist der MW + SD; n=5 pro Geypp<0,05
im Vergleich zur Kontrolle.

Zusammenfassend, konnte auch an Brattleboro Rgdeeigt werden, dass durch die Gabe
des AVP-Analogons dDAVP die Translokation des Kioszorters einhergehend mit ANXA2
zur apikalen Membran stimuliert wird und deren ftisa in Flotillin-1- und THP-positive
Membranmikrodoméanen signifikant gesteigert wird. sD&eiteren wurde neben der
Expression von NKCC2 simultan die ANXA2-Expressionter Behandlung mit dDAVP

angeregt.

3.5 Funktionelle Analyse der Interaktion zwischen IKCC2 und ANXA2

3.5.1 Stimulation von NKCC2 unter Chloridmangel
3.5.1.1 Uberexpression von ANXA2 und P11

Modifikationen im Zellvolumen und der Chloridkonzmtion regulieren aufgrund der
dadurch ausgeldsten Phosphorylierungs- oder Depboderungsereignisse elektroneutrale
Kation-Chlorid-Kotransporter der SLC12Genfamilie (Gamba, 2005). Dabei fihrt
hypotonischer Chloridmangel-Stress letztlich zueeigesteigerten Phosphorylierung von
konservierten Threonin- und Serin-Resten im N-Tawusi von NKCC2, was mit einer
verstarkten Transportaktivitat und somit mit dertidierung des Kotransporters korreliert ist
(Ares et al., 2011; Gimenez and Forbush, 2003; @enand Forbush, 2005; Ponce-Coria et
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al., 2008; Richardson et al., 2011). Um den Eisflusn hypotonischem Chloridmangel-
Stress auf die Translokation und die Oberflacheresgion von NKCC2 sowie dessen zuvor
identifizierten Interaktionspartner ANXA2 zu untechen, wurden MMDD1-Zellen auf

Deckglaschen kultiviert, jeweils mit Expressionseekn, die fir ANXA2, P11 und GFP

kodieren, fir 48 h transfiziert und mit hypotonisciChloridmangellésung oder einer Losung
mit normalem Chloridgehalt (Kontrolle) stimulieRur immunzytologische Analysen wurden
Fluoreszenzfarbungen an den fixierten Zellen dwtiityt. In den Kontrollzellen (normal

Chlorid) waren das endogene NKCC2 (Abb. 3.25A-@) umnd die Uberexprimierten, GFP-

markierten Proteine (gruin) gleichm&Rig im Zytosettgilt. Im Gegensatz dazu wiesen die
mit Chloridmangellésung behandelten Zellen einekst@nreicherung von nativem NKCC2

in der Plasmamembran auf, die mit einer vermindeN&CC2-Abundanz im Zytoplasma

einherging (Abb. 3.25D-F; rot). Gleichzeitig konréeée Translokation von ANXA2-GFP

vom Zytoplasma zur Zellmembran beobachtet werderas weu einer verstarkten

Kolokalisation der beiden Proteine an der ZelldBetfe fihrte (Abb. 3.25D; grun).

Vergleichbare Ergebnisse, nur weniger stark ausggprkonnten fur P11-GFP unter
Chloridmangel beobachtet werden (Abb. 3.25E; griperexprimiertes GFP, das als
Negativkontrolle diente, war unabhéngig von dem8tation diffus im Zytoplasma verbreitet

(Abb 3.25C, F).
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Abbildung 3.25: Translokation von ANXA2, P11 und NKCC2 unter Chloridmangel.

MMDD1-Zellen wurden mit ANXA2-GFP, P11-GFP oder GRRansfiziert und entweder mit
Chloridmangellésung oder mit einer Losung mit ndemaChloridgehalt (Kontrolle) behandelt. Die
Immunzytochemischen Doppelmarkierungen wurden mii-MKCC2 (rot) und anti-GFP (gruin)
Antikérpern durchgefiihrt; die Zellkerne wurden miRPI angefarbt (blau). In den Kontrollzellen
(A-C; normal Chlorid) waren die untersuchten Proteiifileislim Zytoplasma verteilt. Dagegen zeigte
die Konfokalmikroskopie eine gesteigerte Oberfléehgoression und eine daraus folgende verstarkte
Kolokalisation von NKCC2 und ANXA2-GFP in der Plammembran unter ChloridmangeD)(
aufgrund der Translokation aus dem Zytosol zurabaiflache. Derselbe Effekt war bei P11-GFP
sichtbar E), jedoch mit geringerer Quantitat. Dagegen lag @ffflas in der gesamten Zelle verbreitet
vor (F). Der gelbe Pfeil markiert die Plasmamembrankdie&ion. Mafstabsbalken entspricht
10 um.
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Zur Verifikation der in der Immunzytochemie gezeigtKotranslokationen und um zu
untersuchen, ob die rekombinanten Proteine ANXARGEnd P11-GFP nach der
Chloridmangel-Stimulation ~ mit  cholesterinreichen  ritranmikrodomé&nendomanen
assoziiert sind, wurden transfizierte MMDD1-Zellaach der Chlorid-Behandlung lysiert.
AnschlielRend wurden diese Zelllysate mittels Z&mgation in je eine Zytosol (Zyt)- und eine
Plasmamembran (PM)-Fraktion getrennt. Die PM-Foaktiurde danach einer TritBiX-100
Extraktion unterzogen, wodurch je eine Tritok-100-16sliche (TS) und eine Trit6nX-100-
unlésliche (TI) Fraktion entstanden. Die Proteinatanz in den einzelnen Fraktionen wurde
mittels Western Blot bestimmt und die Auswertungolgte, indem die jeweilige
Proteinabundanz relativ zum entsprechenden Gesat@itpgehalt berechnet wurde. Anhand
der Statistik wurde gezeigt, dass unter Chloridreadgr Anteil von NKCC2 (Abb. 3.26A)
und ANXA2-GFP (Abb. 3.26B) signifikant um ca. 50% der Tritoff X-100-unléslichen
Membranfraktion (TI) anstieg. Gleichzeitig verminge sich der im Zytoplasma
vorkommende Anteil dieser beiden Proteine. DiesebBehtungen lassen vermuten, dass
NKCC2 und ANXA2-GFP aus dem Zytosol in die detesgesistenten Membranfraktionen
translozieren. Im Gegensatz dazu konnten bei PIR-@Bb. 3.26C) und GFP (Abb. 3.26D)
keine Veranderungen bezlglich der Lokalisation iinaky der Zellfraktionen aufgrund der
Chlorid-Stimulation beobachtet werden. GAPDH (Zy@)athrin (TS) und Flotillin-1 (TI)
wurden als Referenzproteine verwendet, um die Rginter einzelnen Fraktionen zu
Uberprifen (Abb. 3.26E).
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Abbildung 3.26: Abundanz von NKCC2, ANXA2 und P11 umter Chloridmangel.

Transfizierte MMDD1-Zellen wurden nach der Stimidatmit Mangel- oder normal Chloridlésung
lysiert und letztlich in 3 Fraktionen separiert: tdsol (Zyt), Tritorf X-100-l6sliche (TS) und
Triton® X-100-unlésliche (T1) Fraktion. Die Verteilung deroteine innerhalb der Fraktionen wurde
mittels Western Blot und unter Verwendung des NKCA&&ikorpers (2.1) und des anti-GFP
Antikérpers  zur  Detektion der  Fusionsproteine  wueht. Endogenes  NKCC2
(A; Kontrolle: 70.7%+2,7; Chlorid: 90,2%+1,2) und AMNZ-GFP @; Kontrolle: 26,2%3;
Chlorid: 76,6%+1,3) reicherten sich in der detesgemdslichen Membranfraktion (TI) unter
Chloridmangel an, wohingegend P11-GKER Kontrolle: 49,9%+0,3; Chlorid: 51,4%z4,5) und GFP
(D; Kontrolle: 5,3%+4,9; Chlorid: 5%+2,1) keine Vedi&rungen zeigten. GAPDH, Clathrin und
Flotillin-1 wurden als Referenzproteine zur Chaeaisierung der Zellfraktionen verwend&)( Die
Signalintensitdten wurden densitometrisch quaweifizi Dargestellt sind die MW £+ SD aus 3
unabhangigen Experimenten, *p<0,05 und **p<0,0irelhen mit normal Chlorid-Behandlung.
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Diese beiden experimentellen Ansétze zeigten efagslokation von ANXA2 zusammen mit
NKCC2 aufgrund einer Chloridmangel-bedingten Aldiving des Kotransporters. Dabei
wanderte ANXA2 mit NKCC2 aus dem Zytosol in diedar Plasmamembran lokalisierten
Lipid Rafts Diese Translokation konnte fur P11 nicht beobetctiverden. Zusammenfassend
verursacht Chloridmangel-Stress die Translokatioon VNKCC2 und ANXA2 zur

Zelloberflache und fuhrt dort zur Assoziation dreseroteine mit cholesterinreichen

Membrandomé&nen.

3.5.1.2ANXA2-Knockdown mittels RNA-Interferenz
Die bisherigen Resultate deuten darauf hin, daeslmtieraktion zwischen ANXAZ2 und
NKCC2 eine wichtige funktionelle Bedeutung hat. gheh wurde die Hypothese, dass
ANXA2 eine wesentliche Rolle bei der Translokatioon NKCC2 zur apikalen
Plasmamembran einnimmt, aufgestellt und GberpBdftiir wurden raTAL-Zellen, die nativ
Uber hohe ANXA2- und NKCC2-Abundanzen verfligen, AltXA2-small interferindRNA
(siRNA) fur insgesamt 72 h transfiziert, um die ANXExpression zu hemmen. Zur
Verifikation des knockdownswurden die Zelllysate mittels qPCR und Western tBlo
analysiert. Dabei zeigten die mMNXAZ2siRNA behandelterzZellen eine hoch signifikante
Verminderung delANXA2mRNA-Expression um ~50% (Kontrolle: 100%+22,9; ANX
SiRNA: 53%9,2) (Abb. 3.27) und eine signifikant¢0%-ige Reduzierung auf Proteinebene
(Kontrolle: 100%=9,8; ANXA2-siRNA: 65%+11,7) (AbB.28). Gleichzeitig konnte keine
Veranderung der Abundanz von NKCC2 in diesen Zelleeobachtet werden
(Kontrolle: 100%=+38,9; ANXA2-siRNA: 97,5%+47,1) (Ab3.28).
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Abbildung 3.27: mRNA-Expression von ANXA2 in raTAL-Zellen nachANXA2-knockdown.

Die ANXA2-gPCR von Kontroll- undANXA2siRNA behandelten raTAL-Zellen ergab eine um 47%
verminderteANXA2Expression im Vergleich zu den mit Kontroll-siRNAamsfizierten ZellenACt-
Werte wurden auf GAPDH normalisiert. Gezeigt ist &V + SD; n=7, **p<0,01 im Vergleich zur
Kontroll-siRNA-Transfektion.
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Abbildung 3.28: Proteinexpression von ANXA2 und NKQ2 in raTAL-Zellen nach ANXA2-
knockdown.

Zelllysate der Kontroll- undANXA2siRNA behandelten raTAL-Zellen wurden mittels et Blot
hinsichtlich der Abundanz von ANXAZ2\) und NKCC2 B) analysiert. Dabei konnte ein signifikanter
Proteinverlust von  ANXA2 durch die siRNA-Transfekii demonstriert  werden
(Kontrolle: 100%+9,8;ANXA2siRNA: 65%+11,7). Zusatzlich wurde die Expressiam NKCC2
untersucht, wobei keine Veranderungen nachgewiagerden konnten (Kontrolle: 100%+38,9;
ANXA2-siRNA: 97,5%+47,1). Die Ergebnisse der deosietrischen Quantifikation von ANXA2 und
NKCC2 wurden auf das Referenzprotein Tubulin noisiett. Dargestellt ist der MW + SD; n=7,
*p<0,05 verglichen mit der Kontroll-siRNA-Transféda.

Um die Auswirkungen von stark verminderter ANXA2#imlanz auf die Translokation von
NKCC2 zu untersuchen, wurden die siRNA-transfieertraTAL-Zellen mit normaler
Chloridldsung (Kontrolle) oder mit Chloridmangellig behandelt, fixiert und
immunfluoreszenzmarkiert. In den Zellen, die mihegi normalen Chloridkonzentration
behandelt wurden, war NKCC2 diffus, vor allem iflkernndhe und zu einem sehr geringen
Anteil in der Zellmembran, lokalisiert, wobei diegerteilung unabhangig von der ANXA2-
Prasenz war (Abb. 3.29 A, B). Die Stimulation mihex niedrigen Chloridkonzentration
fuhrte in den mit Kontroll-siRNA behandelten Zelleru einer erwarteten, deutlich
ausgepragten Anreicherung von NKCC2 in der Plasmairen (Abb. 3.29 C). Im Gegensatz
dazu konnte in den Zellen mit verminderter ANXA2uKaanz keine Anreicherung des
Kotransporters in der Zellmembran trotz Stimulationit Chloridmangellésung und
unveranderter NKCC2-Abundanz (siehe Abb. 3.28) bebtet werden (Abb. 3.29D).
Folglich weisen diese Daten darauf hin, dass disdhz von ANXA2 und die direkte
Interaktion zwischen ANXA2 und NKCC2 notwendig fiie Translokation von NKCC2 zur
Plasmamembran sind. ANXA2 vermittelt somit die Rederung von NKCC2 in die apikale

Membran.
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Abbildung 3.29: Translokation von NKCC2 in raTAL-Ze llen nach knockdown von ANXA2 und
Chloridmangel.

raTAL-Zellen wurden mit Kontroll- odeANXA2siRNA transfiziert und nach 72 h entweder mit
Chloridmangellésung oder mit einer Lésung mit ndemaChloridgehalt (Kontrolle) behandelt. Die
immunzytochemischen Doppelmarkierungen wurden miXA2 (rot) und NKCC2 (grun)
Antikdrpern durchgefuhrt. Die Farbung der Zellkerrexfolgte mit DAPI (blau). Mittels
Konfokalmikroskopie konnte in den mit normaler Qfdtdsung behandelten Zellen eine diffuse
Verteilung von NKCC2, die unabhangig von der ANXRBasenz war, beobachtet werdén B).
Unter Chloridmangel kam es in den Kontroll-Zellarr Anreicherung von ANXA2 und NKCC2 in
der Zellmembran@). Im Gegensatz dazu fuhrte die Stimulation mita@idmangellésung in Zellen
mit verminderter ANXA2-Abundanz zu einer stark varderten Lokalisation des Kotransporters in
der PlasmamembrarD).Gelbe Pfeile markieren die Plasmamembrangren2en. Mal3stabsbalken
entspricht 10 pm.
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3.5.2 Stimulation von ANXA2 mit Phorbol-12-myristat13-acetat und Hemmung der
Endozytose

Phorbol-12-myristat-13-acetadPMA) ist ein etablierter Aktivator der Proteinkse C-
Signalkaskade und fuhrt zu einer gesteigerten Mandssoziation von Annexinen
(Gerelsaikhan et al., 2011; Singh et al., 2004;r&fai@mi et al., 1994). Unter Verwendung
dieser Substanz sollte deshalb untersucht werdes, sieh die Stimulation und damit
einhergehend die Translokation und gesteigerte flabbenexpression von ANXA2 auf
seinen Interaktionspartner NKCC2 auswirkt (Abb.03.Ausgehend von der Hypothese, dass
NKCC2 zwischen den subapikalen Speicher-Vesikeld der Plasmamembran verkehrt,
sollte die Inhibition der Endozytose die laterabgpiession von NKCC2 zusatzlich steigern.
Dafur wurden die Zellen erganzend mit einem Dynambitor (Dynasore) behandelt, um
die konstitutive Endozytose von NKCC2 (Caceresl|gtZ2®09) zu hemmen und somit die
Menge an ANXA2 und moglicherweise kolokalisierterKGLC2 in der Plasmamembran zu
steigern (Abb. 3.31)

Dafur wurden ANXA2-GFP, P11-GFP und GFP Uberexmmmde MMDD1-Zellen mit
PMA, Dynasore, PMA in Kombination mit Dynasore o@vSO (Kontrolle) stimuliert. Fur
immunzytologische Analysen wurden Fluoreszenzféggleanmit einem NKCC2- und einem
GFP-Antikorper an den fixierten Zellen durchgefutint den Kontrollzellen (DMSQO) waren
das endogene NKCC2 (rot) und die Uberexprimier@frP-markierten Proteine (grin)
gleichmaRig im Zytosol verteilt (Abb. 3.30A-C). I@egensatz dazu fuhrte die PMA-
Stimulation zur Translokation und damit verbunden gartiellen Membranlokalisation von
ANXA2-GFP. Gleichzeitig konnte in diesen Membrardehnen eine Anreicherung von
NKCC2 und somit Kolokalisation dieser beiden Pm¢ebeobachtet werden (Abb. 3.30D).
Zellen, die mit P11-GFP oder GFP transfiziert waragigten unter Behandlung mit PMA
weder eine Anreicherung dieser Proteine in dermfdasembran, noch wurde NKCC2 an der
Zelloberflache akkumuliert (Abb. 3.30E-F).

Vergleichbar mit den Ergebnissen der Kontrollzell@MSO) konnte auch in den mit
Dynasore behandelten Zellen keine Anreicherungudégrsuchten Proteine im Bereich der
Plasmamembran beobachtet werden (Abb. 3.31A-C).e@=y fihrte die kombinierte
Behandlung von PMA und Dynasore zu einer starkeasr®amembran-Anreicherung von
ANXA2-GFP zusammen mit NKCC2 (Abb. 3.31D). In dedlFGFP- sowie den GFP-
exprimierenden Zellen zeigte sich unter diesen mpdigen keine verstarkte

Membranlokalisation der untersuchten Proteine (AbB1E-F).
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Abbildung 3.30: Translokation von ANXA2 und NKCC2 in MMDD1-Zellen nach Stimulation
mit PMA.

MMDD1-Zellen wurden mit ANXA2-GFP, P11-GFP und G#Bnsfiziert und mit 500 nM PMA oder
DMSO (Kontrolle) stimuliert. Die immunzytochemiseh®oppelmarkierungen erfolgten mit NKCC2
(rot) und GFP (grun) Antikorpern und die Farbung dellkerne wurde mit DAPI durchgefiihrt (blau).
In den Kontrollzellen A-C; DMSQO) waren die untersuchten Proteine diffus iytolasma verteilt.
Dagegen zeigte die Konfokalmikroskopie eine gestégglLokalisation in der Plasmamembran nicht
nur von ANXA2-GFP sondern auch von NKCC2 und eiaeads folgende verstarkte Kolokalisation
von beiden Proteinen in der Membran unter PMA-Station (D). Im Gegensatz dazu translozierten
P11-GFP E) und GFP F) unter PMA-Behandlung nicht, sondern verbliebenZgtoplasma. Der
Mafl3stabsbalken entspricht 20 pm.
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Abbildung 3.31: Lokalisation von ANXA2 und NKCC2 in MMDD1-Zellen nach PMA-
Stimulation und Hemmung der Endozytose.

MMDD1-Zellen wurden mit ANXA2-GFP, P11-GFP und GE&nsfiziert und mit 80 uM Dynasore
(Kontrolle) oder einer Kombination aus 500 nM PMAdu80 UM Dynasore stimuliert. Die
immunzytochemischen Doppelmarkierungen erfolgtenNKICC2 (rot) und GFP (griin) Antikdrpern
und die Farbung der Zellkerne wurde mit DAPI duefiigrt (blau). In den KontrollzellenA¢

C; Dynasore) waren die untersuchten Proteine diffasZytoplasma verteiltDagegen zeigte die
Konfokalmikroskopie eine gesteigerte Anreicherungn vVANXA2-GFP und NKCC2 in der
Plasmamembran sowie eine daraus folgende verstiiddtekalisation von beiden Proteinen unter
Stimulation mit PMA in Kombination mit Dynasor®). Im Gegensatz dazu translozierten P11-GFP
(E) und GFP k) unter PMA/Dynasore-Behandlung nicht, sondern helsbn im Zytoplasma. Der
Mafl3stabsbalken entspricht 20 pm.
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Somit zeigte dieses Experiment zum einen, dassAdtevierung der Translokation von
ANXAZ2 gleichzeitig zu einem parallelen TranspornvdKCC2 fuhrt und letztlich in einer
Kolokalisation beider Proteine in der Plasmamemipegnltiert. Dabei konnte dieser Effekt in
P11-tberexprimierenden Zellen, die nur eine sehinge ANXA2-Abundanz haben, weder
fur P11 selbst noch fir NKCC2 beobachtet werdenXAR! ist somit fur die Rekrutierung
von NKCC2 in die Zellmembran erforderlich. Zum arete fihrte die Steigerung der
Translokationsaktivitdt von ANXA2 durch PMA in Konmation mit der Inhibition der
Endozytose zu einer wesentlich starkeren Anreiaigeson ANXA2 zusammen mit NKCC2

in der Plasmamembran als durch die alleinige PMiAx&@ation.
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4 Diskussion

Die dicke aufsteigende Henle Schleife (TAL) wirks &chlisselelement der Osmo- und
Volumenhomoostase des Korpers. Hierfur werden hexdene systemische und lokal
generierte Signale durch die Zellen des TAL integriNKCC2 stellt dabei den quantitativ
wichtigsten apikalen Salztransporter in diesem NMeptegment dar (Ares et al., 2011;
Greger, 1985; Hebert and Andreoli, 1986). Beim Mées bewirken Aktivitdtsdefekte von
NKCC2 eine Storung des Urinkonzentrierungsmechamsmnd manifestieren sich im
Bartter-Syndrom (Scheinman et al., 1999). Um dieh®zhysiologie von NKCC2-
assoziierten Krankheitsbildern besser zu verstelneth um potenzielle Therapieansatze
entwickeln zu kdnnen, ist es wichtig, die praziddachanismen der NKCC2-Regulation
aufzuklaren. Die Aktivierung von NKCC2 wird Ubertrazellulare Signaltransduktionswege
wie den Vasopressin-V2-Rezeptor-Weg reguliert, helzur vermehrten Translokation von
NKCC2 in Lipid Rafts der Plasmamembran fuhrt und zudem die Phosphnrglie des
N-Terminus von NKCC2 bewirkt (Gimenez and Forbu003; Mutig et al., 2007; Welker et
al., 2008). In diesem Kontext wird vermutet, dhgsd Raftsals Organisationsstrukturen fur
beide Prozesse von Bedeutung sind und ebenfallsliiirRekrutierung von spezifischen
regulatorischen Interaktionspartnern von NKCC2 wewvartlich sind (Welker et al., 2008).
Das Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, diet€inzusammensetzung NKCC2-tragender
Lipid Raftszu charakterisieren. Dazu sollten zunachst Meth@aewickelt werden, um diese
NKCC2-tragendenLipid Rafts zu isolieren und deren Proteinzusammensetzungelmitt
Massenspektrometrie zu analysieren. Der wahrscblegté Kandidat wurde anschlielend
funktionell charakterisiert, wobei die physiolodisc Rolle dieses Kandidaten bei der

Regulation von NKCC2 wéhrend der Urinkonzentrierungersucht werden sollte.

4.1 NKCC2 ist ein in spezifischeripid Rafts angereichertes Protein

Als Lipid Raftswerden dynamische Membranmikrodomanen bezeichtetsich in ihrer
Zusammensetzung und physikalischen Eigenschafterdeo umliegenden Membrananteilen
unterscheiden (Simons and lkonen, 1997). Sie widdsrVerankerungsplattformen fur GPI-
verankerte Membranproteine und dienen als Orgaorsztentren fur die Signaltransduktion
sowie fir Prozesse der Endo- und Exozytose (Bra2@®6; Helms and Zurzolo, 2004;
Lippincott-Schwartz, 2004; Schuck and Simons, 208Bnons and Toomre, 2000Q)ipid
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Raftskénnen mit Hilfe einer Detergensbehandlung (Tfitdq100, 4°C) und anschlieRender
Dichtegradientenzentrifugation isoliert werden (Bnp 2006; Simons and Vaz, 2004; Welker
et al., 2008). Mittels biochemischer Charakterisigy der aus diesem Verfahren, auch
Floating Assaygenannt, erhaltenen Fraktionen niedrigerer Di&lotente eine Anreicherung
von NKCC2 in diesen speziellen Membranmikrodomanendenen auch Cholesterin und
Sphingolipide akkumulierten, gezeigt werden (Welket al.,, 2008). Gleichzeitig
akkumulierten in diesen Fraktionen digpid RaftProteine Flotillin-1 und GPIl-verankertes
THP (Bickel et al., 1997; Cavallone et al., 200anmaria et al., 2005; Welker et al., 2008).
Diese Daten wurden durch Immunmarkierungen an RlammbrarSheets/on TAL-Zellen
naher charakterisiert. Hierbei sihgpid Raftsals elektronendichtere Bereiche erkennbar, die
mittels Transmissionselektronenmikroskopie als dkenek Regionen detektiert werden
konnen. Mit Hilfe dieser Methode konnte die Lokatisn derLipid RaftMarkerproteine in
NKCC2-enthaltenden Membranmikrodoméanen innerhalb amkalen Membran bestétigt
werden. Dagegen konnte eine Kolokalisation von NRQ@@t non-RaftProteinen anhand des
Markers Transferrin-Rezeptor (TFR) (Harder et d998; Magee and Parmryd, 2003)
ausgeschlossen werden. Diese Resultate lieferm @egeren Beleg fir die Assoziation von
NKCC2 mit Lipid Raftsund bestatigen vorausgegangene Studien (Carmesiab, 2010;
Welker et al., 2008; Yu et al., 2008). Anhand dieBaten wurde hypothetisiert, dass eine
signifikante Abhangigkeit der NKCC2-Aktivitat vonessen Prasenz in cholesterinreichen
Membranmikrodoméanen besteht (Mutig et al., 2011jKéfeet al., 2008). Erste Ergebnisse
zeigten, dass eine Behandlung mit Vasopressin noeigherung von NKCC2 ihipid Rafts
fuhrt und dass eine Zerstorung depid Raftsdurch Cholesterin-Depletion eine deutliche
Reduktion der Vasopressin-induzierten Aktivitdt vONKCC2 bei gleichzeitiger
Verminderung der Translokation des Kotransportans Folge hat (Welker et al., 2008).
Uberdies wurde in einer weiteren Studie gezeigssddas Fehlen von THP zu einer
Verminderung der Aktivitat von NKCC2 fuhrt (Mutig al., 2011). Es ist bekannt, dass THP
und andere GPIl-verankerte Proteine eine Rolle @i Ebrmation vonLipid Rafts zu
Scaffolding platformspielen, die wiederum fir regulatorische Proteiotéin-Interaktionen
verantwortlich sein konnen (Delpire and Gagnon,&2®aladino et al., 2008; Rinehart et al.,
2005). Folglich kann fir NKCC2 die Hypothese aufghis werden, dass die
Proteinzusammensetzung der spezifischen Membraoduoknéanen eine direkte Wirkung auf
seine Funktion und Regulation hat (Li et al., 20Brtazina et al., 2006; Shlyonsky et al.,
2003).
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4.2 NKCC2 interagiert direkt mit dem Scaffold-Protein ANXAZ2 in Lipid
Rafts

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde nach regsleien Interaktionspartnern von
NKCC2 in Lipid Rafts gesucht, um letztendlich die zellbiologischen Matdbmen der
Oberflachenlokalisation von NKCC2 sowie die molekah Mechanismen der Regulation
des Kotransporters charakterisieren zu kénnen.diibiochemische Charakterisierung der
NKCC2-angereicherten, detergensresistenten Membkaodomanen wurde die Methode
der Immunpréazipitation etabliert. Dafir wurden atgsm homogenisierten Gewebe der
auBeren Medulla von Rattennieren sowie aus den uslamittels Floating Assay
angereicherterLipid RaftFraktionen eine NKCC2-Immunprazipitation durchdetl Hier
konnte jeweils gezeigt werden, dass THP und Hiotlll mit NKCC2 koimmunprazipitieren
und somit inLipid Raftsmit dem Kotransporter assoziiert vorliegen. DiBssultate dienten
zum einen der Validierung der methodischen Vorgelerse und zum anderen wurde
dadurch die enge physische Assoziationldpid RaftMarkerproteine mit NKCC2 bestarkt.
Gleichzeitig konnte die Spezifitat der Isolationrclu die Untersuchung der Verteilung von
non-RaftMarkern, wie TfR und Clathrin (Harder et al., 199%8agee and Parmryd, 2003;
Mazzone et al., 2006), bestatigt werden, da diesght nim Eluat der NKCC2-
Immunpréazipitation aus der auf3eren Medulla von dRaieren nachgewiesen werden
konnten. Interessanterweise konnte NHE3, welchesmfalls alsLipid RaftProtein in der
apikalen Membran des TAL beschrieben ist (Li et2001; Murtazina et al., 2006), nicht mit
NKCC2 koimmunprazipitiert werden. Dieses Resultént g@rste Hinweise darauf, dass die
Lipid Rafts in der apikalen Plasmamembran keine homogene &twgul bilden und
hinsichtlich ihrer Proteinzusammensetzung differemaverden kénnen. Darliberhinaus kann
anhand dieser Beobachtung vermutet werden, dassclzvi den einzelnehipid Rafts
funktionell relevante Unterschiede existieren und somit in verschiedene steuerbare
Transportwege involviert sind.

Nach erfolgreicher Etablierung der NKCC2-Immunppétaition wurde diese aus déripid
RaftFraktionen der auf3eren Medulla durchgefuhrt. Digakkenen Eluate wurden mittels
Massenspektrometrie analysiert, um Proteine, di&lKRCC2-tragenden, cholesterinreichen
Membranmikrodoménen lokalisiert sind und damit po&dle Interaktionspartner von
NKCC2 darstellen, zu identifizieren. Auf diese Weeikonnte erfolgreich eine Reihe an
Proteinen erfasst werden, die mit NKCC2 Liipid Rafts assoziieren. Neben den bereits
identifizierten Proteinen, THP und Flotillin-1, g#len hierzu zum Beispiel Mitglieder der
Ezrin-Radixin-Moesin Familie, Moesin und Ezrin, diereits ald.ipid RaftProteine bekannt
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sind (Itoh et al., 2002; Ruppelt et al., 2007). D¢siteren wurderRas-related proteifRab-
35, Ras-related protein Ral-Aind GTP-binding protein Rab-3@efunden, welche jeweils
Uber einen Lipid-Anker verfigen und in verschieden®embran- bzw.
Proteintransportvorgdnge sowie Endo- und Exozyimaaviert sind (Balasubramanian et al.,
2010; Kouranti et al., 2006; Oberhauser et al. 4199

Unter den mittels Massenspektrometrie identifiziertenpriéaipitierten Proteinen entsprach
ANXA2 dem Treffer mit der héchsten Probabilitat. D@/eiteren konnte die Préasenz von
ANXA2 in NKCC2-positiven Lipid Rafts mittels biochemischer Methoden,
immunhistochemischer Doppelmarkierung im apikalene®h des medullaren TAL sowie in
den Zellen der MD als auch mittels Immuno-Goldmamking an Plasmamembr&meets
bestétigt werden. In der Literatur wurde gezeigissd ANXAZ2 nicht nur mitLipid Rafts
assoziiert, sondern ebenfalls in die Formationeatiédembranmikrodoménen involviert ist,
deren Dynamik beeinflusst und sie mit den entsgmedln Zytoskelett- und Gerustproteinen
verbindet sowie den Transport und Einbau weiterderagierender Proteine vermittelt
(Babiychuk and Draeger, 2000; Chasserot-Golaz.ef@05; Chintagari et al., 2006; Domon
et al., 2012; Gerke and Moss, 2002; Harder etl8By7; Jacob et al., 2004; Oliferenko et al.,
1999; Rescher and Gerke, 2004).

Aufgrund der hier generierten Ergebnisse sowie ld@raturdaten stellte ANXA2 einen
aussichtsreichen und interessanten regulatorischeteraktionskanditaten fir die
Translokation von NKCC2 ihipid Raftsdar. Ein unterstiitzender Hinweis fur die Bedeutung
von ANXA2 fur die Funktion des TAL ist, dass es imedullaren Abschnitt dieses
Nephronsegments hochgradig exprimiert ist (Yu et2009). Zudem wurde ANXA2 unter
Einsatz eineMicroarrays als Vasopressin-reguliertes Gen beschrieben (Ehegt al., 2013,
Paliege et al., 2012). Dies ist insofern relevdatauch NKCC2 durch Vasopressin reguliert
wird, wobei nachgewiesen werden konnte, dass dénraKsporter Vasopressin-abhangig zur
Plasmamembran transportiert wird (Gimenez and FRbrpb2003; Meade et al., 2003; Welker
et al.,, 2008). Zusammenfassend zeigen die hierrigete®n Ergebnisse, dass endogenes
ANXA2 und NKCC2 in denselbehipid Raftsim apikalen Bereich des TAL vorkommen und
sich daher eine bedeutende Rolle von ANXAZ2 fiir Bianslokation von NKCC2 iripid

Raftsvermuten lasst.

Um die regulatorische Relevanz von ANXA2 fiur NKC@R untersuchen, wurden die

physikalischen Bindungseigenschaften von NKCC2 aNXA2 naher betrachtet. In
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vorausgegangenen Studien konnte gezeigt werdes AMNXA2 eine spezifische N-terminale
Domane besitzt, die fir die unterschiedlichen Bigheigenschaften mit Liganden und
Proteinen sowie die spezifischen ANXA2-Funktionenantwortlich ist (Liemann and Huber,
1997; Raynal and Pollard, 1994). Weiterhin ist beka dass ANXA2 Uber diesen
exponierten N-Terminus einen heterotetrameren Kerplit P11 bildet, wobei P11 lediglich
als Verbindungsglied fungiert, das das jeweiligel@iotein an ANXA2 bindet (Gerke and
Weber, 1985; Glenney and Tack, 1985; Rescher amde(G2008; Waisman, 1995). Somit
interagiert ANXA2 entweder indirekt, vermittelt @11 in Form des heterotetrameren
Komplexes mit seinen Zielproteinen, oder es fingilee direkte Protein-Protein-Interaktion
zwischen dem ANXA2-Monomer und dem entsprechendeipidtein statt (Huang et al.,
2004; Johnsson et al., 1990; Mayer et al., 200&hedD sollte zunachst mitteRulldown
Assaysund Peptid Spot Arraysintersucht werden, ob ANXA2 direkt oder unter Vigtlomg
von P11 an NKCC2 bindet. Mittels dieser detailkerin vitro Analysen konnte eine direkte
Protein-Protein-Interaktion zwischen dem ANXA2-Momer und dem N-terminalen Bereich
von NKCC2 gezeigt werden. Die Komplexbildung von GIB2 mit ANXA2 wird zusatzlich
durch Ergebnisse einegeast-2-HybridScreensbestatigt (eigene, bisher unveréffentlichte
Ergebnisse).

Die hier gefundene Interaktion ist dabei unabhangig P11, da weder eine direkte noch eine
indirekte, ANXA2-vermittelte Bindung von P11 an deN-Terminus von NKCC2
nachgewiesen wurde. Frihere Studien zeigten auch afidere Proteine eine P11-
unabhangige, direkte Interaktion mit dem ANXA2-Maomer, die fur die Translokation und
somit Regulation dieser Proteine erforderlich 3as betrifft neben der Rekrutierung und
Lokalisation der homologen Rab5 EffektorproteinePAR und APPL2 in der endosomalen
Membran (Urbanska et al., 2011) ebenfalls die Tokasion der Blrstensaum-Proteine
Keratin 19 und Ezrin zur apikalen Plasmamembrann(ldeal., 2011). Des Weiteren zeigten
Mayer et al, dass ANXA2 die Bindung von PCSKPrfprotein convertase subtilisin/kexin-
type 9 an seinen korrespondierenden LDL-Rezeptmw{density lipoprotein receptpin der
apikalen Membran reguliert (Mayer et al., 2008).

Im Gegensatz zum Tetramer (Rescher and Gerke, 20@&isman, 1995) ist die
Bindungseigenschaft des ANXA2-Monomers an seinekt#n Interaktionspartner bislang
nicht naher untersucht, wobei bisher auch keinrgetes Bindemotiv identifiziert wurde.
Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass ANXAZ2 tdirelcorm des Monomers an den
N-Terminus von NKCC2 bindet und dadurch vermutliité intrazellulare Translokation des

Kotransporters zur Plasmamembran reguliert.
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Fir den N-Terminus von NKCC2 sind verschiedene phaglierungsstellen bekannt,
welche héchstwahrscheinlich die Zielregion von tatprischen Proteinen darstellen. Frihere
Studien zeigten, dass die Phosphorylierung deridit@len Threonine sowie des Serins flr
die Aktivitat von NKCC2 essentiell sind (Ponce-Goet al., 2008; Richardson et al., 2011),
wobei eine gleichzeitige Phosphorylierung diesgulaorischen Stellen zu einer Steigerung
bzw. eine Dephosphorylierung zu einer starken Vederung der Transportaktivitdt von
NKCC2 fuhrt (Gimenez and Forbush, 2005; Ponce-Ceirial., 2008). Ein weiteres Indiz flr
die Bedeutung dieser Phosphorylierungsstellen ondtgdes N-Terminus von NKCC2 ist die
hohe Konservierung zwischen den verschiedenen &péyiensch, Ratte, Maus, Kaninchen)
(Ares et al., 2011; Gimenez and Forbush, 2003; Genend Forbush, 2005; Richardson et
al., 2011).

Wie die Phosphorylierung die NKCC2-Aktivitat im [Rdt beeinflusst, ist derzeit nicht
bekannt. In diesem Kontext wird aber postuliertssdaler Phosphorylierungsstatus des
NKCC2 N-Terminus die Interaktionen mit regulierenderoteinen beeinflusst und dass die
Translokation des Kotransporters ebenfalls phosgpileoungsabhéangig ist. Aufgrund dessen
wurde der Frage nachgegangen, welchen Einflus$desphorylierungsstatus von NKCC2
auf die Wechselwirkung mit dem ANXA2-Monomer hatittells Pulldown AssaysndPeptid
Spot Arrayskonnte gezeigt werden, dass ANXA2 neben der urartati N-terminalen
Region (kodierende Triplets 1-175) ausschliel3liche edirekte Bindung mit den de-
phosphomimetischen Mutanten des N-Terminus von NK@Dgeht. Die mittels diesén
vitro Methoden gezeigte Abhéangigkeit der betrachtetenmgkeén Interaktion vom
Phosphorylierungsstatus von NKCC2, konmtevivo mittels Koimmunprazipitationen aus
medullarem Nierengewebe von Brattleboro bzw. Sprdgawley Ratten bestatigt werden, da
ANXAZ2 nicht mit endogenem pNKCC2 koprazipitiert wWen konnte. Im Gegensatz dazu
koimmunprazipitierten endogenes NKCC2 und ANXAZ2 emander. Zusammenfassend
belegen diese Ergebnisse, dass lediglich unphogpdrtes nicht aber phosphoryliertes
NKCC2 direkt mit dem ANXA2-Monomer in einem funktiellen Komplex interagiert.
Somit wurde hier erstmalig eine phosphorylierungsalgige Bindung von uns an NKCC2

nachgewiesen.

91



4 Diskussion

4.3 Funktionelle Charakterisierung der Interaktion zwischen NKCC2 und
ANXA2

Zur Auslibung seiner Funktion muss NKCC2 an derabeltflache exprimiert werdenn
verschiedenen Studien konnte nachgewiesen werdess, NKCC2 nicht nur in der apikalen
Membran vorkommt, sondern auch abundant in inthaZeén Vesikeln gespeichert wird, die
sich im subapikalen Bereich der TAL-Zelle befindemd bei Bedarf zur Plasmamembran
transportiert werden (Gimenez and Forbush, 2003ddeet al., 2003; Nielsen et al., 1998;
Welker et al., 2008). Somit stellt die Translokatioeben der Phosphorylierung einen
wichtigen Teil des Aktivierungsprozesses dar (Giezand Forbush, 2003). Mit Hilfe vam
vivo und in vitro Untersuchungen konnte hier beobachtet werden, dassVasopressin-
Analogon dDAVP die Translokation der NKCC2-positiveesikel zur luminalen Membran
sowie deren exozytotische Insertion in die Plasnmbman bewirkt. Dies resultiert in einer
Zunahme der apikalen Membranlokalisation sowieim@reSteigerung der Transportaktivitat
von NKCC2 (Caceres et al., 2009; Gimenez and Forb2@03; Ortiz, 2006; Welker et al.,
2008).

Die gezeigte direkte Interaktion zwischen NKCC2 wem ANXA2-Monomer lasst eine
regulatorische Rolle von ANXA2 fiur den Transport nvoNKCC2 zur apikalen
Plasmamembran im medullaren TAL vermuten. Fir ANXgt2bereits beschrieben, dass es
eine regulatorische Funktion bei der Translokatierschiedener Plasmamembranproteine hat
(Hein et al., 2011; Mayer et al., 2008). DarUberalis ist bekannt, dass beide Proteine durch
Vasopressin stimuliert werden kénnen (Dietrich let 2013; Gimenez and Forbush, 2003;
Paliege et al., 2012; Welker et al., 2008). Um uhieeraktion von NKCC2 mit ANXA2
funktionell zu charakterisieren, wurden Vasopresigfiziente Brattleboro Ratten untersucht.
Dabei wurde die Translokation beider Proteine ukterzzeitiger Applikation von dDAVP
analysiert. Neben dem Transport von NKCC2 zur deika&embran (Mutig et al., 2007;
Welker et al., 2008) konnte gleichzeitig eine diggante Anreicherung von ANXA2 sowie
eine verstarkte Kolokalisation beider Proteine ém dipid Raftsder apikalen TAL-Membran
gefunden werden. Der parallele Transport von ANXA®d NKCC2 wurde in
Zellkulturexperimenten unter hypotonischem Chlorhgel-Stress bestétigt. Hypotonischer
Chloridmangel-Stress ist ein etablierter Stimulusger mittels einer Abnahme der
intrazellularen Chloridkonzentration (Darman ef 2001; Flemmer et al., 2002) letztlich eine
gesteigerte Phosphorylierung des N-Terminus von  KCbewirkt und dadurch eine

gesteigerte Transportaktivitdt des Kotransportervdrruft (Ares et al., 2011; Gimenez and
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Forbush, 2003; Gimenez and Forbush, 2005; Poncer@oral., 2008; Richardson et al.,
2011). Unter hypochlorischem Stress und anschl@®eMembranpraparation zeigte sich
eine apikale Translokation und damit Akkumulatioonvnativem NKCC2 zusammen mit
Uberexprimiertem ANXAZ2 in den PlasmamembRaftsbei gleichzeitiger Verminderung der
intrazellularen Lokalisation dieser Proteine. Ustiétzend zeigte die Proteinkinase C-
abhangige Stimulation der Translokation von ANXA2itels PMA (Gerelsaikhan et al.,
2011; Singh et al., 2004; Vaaraniemi et al., 198294 #712) eine gleichzeitig verstarkte
Akkumulation von NKCC2 in der Plasmamembran duricte gesteigerte Exozytose. Zudem
wurde in Ubereinstimmung mit der Arbeitshypothesem siRNA-vermittelter ANXA2-
Repression eine verminderte Translokation von NKC@2 die Zellmembran nach
hypochlorischem Stressreiz beobachtet. Frihereestuigten in diesem Kontexiass eine
verminderte Abundanz von ANXA2 ebenfalls zu einghibition der Translokation von
anderen Proteinen fuhrte. Das betrifft neben dendbegen Rab5 Effektorproteinen APPL1
und APPL2 die epithelialen Kanale TRPV5 und TRPWéb@anska et al., 2011; van de Graaf
et al., 2003)

Aufgrund der im Rahmen der vorliegenden Arbeit gemeen Resultate wird folglich die
Hypothese gestitzt, dass ANXA2 fur die Translokatton NKCC2 essentiell ist, wobei der
genaue Mechanismus, wie ANXA2 den Transport von RRCzur apikalen Membran
beeinflusst, jedoch nicht endgultig geklart ist.sAder Literatur ist bekannt, dass ANXA2 die
Interaktion von Aktinflamenten an Vesikeln modulie und somit fir die
Membranumordnung wéahrend der Transportprozessentvestlich ist (Merrifield et al.,
2001; Morel and Gruenberg, 2009; Morel et al., 2008ufRerdem stellt ANXA2 eine
wichtige Komponente von Protein-Transport-Mascharerdar, bei denen ebenfallspid
Raftsund das Aktin-Zytoskelett involviert sind (Heinadt, 2011; Valapala and Vishwanatha,
2011). In diesem Kontext wird vermutet, dass ANX&®zifische Vesikel mit dem Aktin-
Zytoskelett verbindet und dadurch den TransporsetieOrganellen zu ihren Zielorten
vermittelt (Urbanska et al., 2011). Dies hebt ded8utung von ANXA2 als Regulator von
Transportprozessen hervor. Bisher liegen aber kbaien zur Interaktion von ANXA2 im
TAL vor.

Dagegen haben Resultate zur Rolle von ANXA2 in Safrohrzellen gezeigt, dass die
Stimulation mit dem cAMP-erh6éhenden Reagens Fowmsknl einer Anreicherung von
ANXAZ2 in PlasmamembraRaftsfihrte. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde vermutass
ANXAZ2 nicht nur fir die Fusion der AQP2-Vesikel aetwortlich ist, sondern ebenfalls bei

der Membraninsertion des Wasserkanals im Sammebetailigt ist (Tamma et al., 2008).
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AulRerdem konnte vor geraumer Zeit der Nachweisaehtrwerden, dass die Stimulation von
cAMP/Proteinkinase A einen potentiellen Regulates dANXA2-P11-Komplexes darstellt.
Unter diesen Bedingungen wurde in den EpithelieanAdemwege und des Darms beobachtet,
dass der Transport der Birstensaumproteine zumlepikMembran via ANXA2-positiver
Lipid Raftsstattfindet (Borthwick et al., 2008a; Borthwickast, 2008b).

Zusammenfassend hat die Arbeit gezeigt, dass ANAK2regulatorisches Protein flr den
intrazellularen Transport von NKCC2 aus subapikafesikeln in PlasmamembradRaftsim
TAL fungieren kann. Das mechanistische Detail, die Interaktion beider Proteine letztlich
den Transport des Kotransporters zur Zelloberfladobeinflusst, konnte im Rahmen dieser
Untersuchungen noch nicht vollig geklart werdenlgBochtig bleibt dieser Aspekt ein

interessanter Gegenstand fur weiterfihrende Studien

4.4 Schlussfolgerung

Zusammenfassend wurde im Rahmen dieser Arbeit pizifssche Interaktion zwischen
NKCC2 und ANXAZ2 in Lipid rafts erstmalig identifiziert und im Verlauf n&her
charakterisiert. Dabei basiert die Assoziation #XA2 und dem N-Terminus von NKCC2
auf einer direkten Protein-Protein-Bindung und istudem abhangig vom
Phosphorylierungsstatus des Kotransporters. Didtifumelle Relevanz dieser Interaktion
wird durch folgende Beobachtungen dargelegt: 1)ddeProteine wurden infolge der
Stimulation mit dDAVP simultan iipid Raftsinnerhalb der Zellmembran angereichert und
parallel dazu verstarkte sich die Interaktion zWwet NKCC2 und ANXA2; 2) die
Aktivierung von NKCC2 via hypotonischem Chloridmahétress bewirkte eine gesteigerte
Translokation, die wiederum zu einer Kolokalisativan beiden Proteinen, endogenem
NKCC2 und Uberexprimiertem ANXA2, in der Plasmameanb fihrte; und 3) die
Verminderung der ANXA2-Abundanz mittels siRNA lingitte die durch Chlorid-Depletion
hervorgerufene apikale Translokation von NKCC2, wiss Notwendigkeit der ANXA2-
NKCC2-Interaktion fur die Akkumulation des Kotramsfers in der apikalen Membran
induziert. Somit ist ANXA2 ein unerlassliches Elaemhader Translokation von NKCC2-
enthaltenden Vesikeln zur apikalen Membran sowie diet stattfindenden Insertion des
Kotransporters in spezifischépid Rafts

Anhand der hier generierten Daten in Kombinatiohloteraturangaben kann ein Modell der
ANXA2-Regulation fir die Funktion von NKCC2 aufgebt werden (Abb. 4.1). Dabei bindet
monomeres ANXA2 Vasopressin-induziert an die in apikalen Vesikeln lokalisierte,
N-terminal unphosphorylierte Population von NKCCBRarauffolgend vermittelt das

94



4 Diskussion

gebundene ANXA2 den apikalen Transport von NKCC2 Blasmamembran sowie die
Insertion in die dort vorkommendéiipid Rafts indem es die Assoziation der Vesikel mit der
Plasmamembran begunstigt (Gerke and Moss, 2002hBeand Gerke, 2004; Tamma et al.,
2008). Anschlie3end erfolgt die Phosphorylierungh VAKCC2 und somit letztlich die
Aktivierung des Kotransporters (Gimenez and Forpuid05; Ponce-Coria et al., 2008;
Richardson et al.,, 2011). Aufgrund der Phosphaomyfig l6st sich parallel die Bindung
zwischen ANXA2 und NKCC2. Somit stellt die Phospfi@rung in diesem Modell das Ende
des exozytotischen Transportmechanismus dar. Datiibhaus wird spekuliert, dass neben
der Aktivitat auch die Verweildauer von NKCC2 in ndd’lasmamembraRafts vom
Phosphorylierungsstatus abhangig ist, indem dieoraten konstitutiv stattfindende
Endozytose von NKCC2 dadurch verringert wird (Dingteal., 2007; Gimenez and Forbush,
2003; Rafigi et al., 2010; Richardson et al., 2011)
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Abbildung 4.1: Modell der funktionellen Interaktion zwischen NKCC2 und ANXA2.

Die Vasopressin-induzierte Aktivierung von ANXA2ditden V2-Rezeptor-Signalweg fihrt zu seiner
Bindung an N-terminal dephosphoryliertes, subapikddalisiertes NKCC2. Nach der ANXA2-
vermittelten Translokation des Kotransporters imldpid Raftsder Plasmamembran erfolgt mit Hilfe
der Kinase-vermittelten Phosphorylierung die Algiving von NKCC2. Gleichzeitig 16st sich die
Bindung zwischen ANXA2 und NKCC2. Darstellung vonK@GIC2 (grin) mit etablierten
Phosphorylierungsstellen im N-Terminus (inaktiv:iByeaktiv: gelb) und ANXA2 (rot). AMPK5'-
AMP-activated protein kinaseSPAK: STE20/SPS1-related proline-alanine-rich protein alsi@
OSRI:Oxidative stress-responsive 1 proteéiiKA: Proteinkinase A.

Die vorliegende Arbeit bietet somit einen mechasisten Ansatz dafir, wie die
Translokation von NKCC2 in die apikale Membran natftivierendem Stimulus reguliert
wird. Angesichts der Bedeutung von NKCC2 fur dienliion des TAL leisten diese
Ergebnisse  damit einen Beitrag zum  Verstandnis  d&egulation des

Urinkonzentrierungsmechanismus. Weiterfihrend ksioh hieraus ein besseres Verstandnis
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fur die Pathophysiologie von NKCC2-assoziierten remkungen ableiten lassen, was die
Grundlage fir die Entwicklung neuer gezielter phakalogischer Wirkstoffe bildet
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5 Zusammenfassungen

5.1 Zusammenfassung

Der nierenspezifische, furosemidsensitive Natriuatiin-Chlorid-Kotransporter Typ 2
(NKCC2) ist fur die transepitheliale Natriumchlofeabsorption in der dicken aufsteigenden
Henle-Schleife (TAL) verantwortlich und somit firedSalz- und Volumenhomdoostase des
Korpers essentiell. Die Transportaktivitdtt von NKZGst unter anderem von seiner
N-terminalen Phosphorylierung, seiner apikalen 3l@kation sowie seiner Assoziation mit
Lipid Raft Membranmikrodomé&nen abhangig. Vasopressin (AViR)udiert diese Parameter
im Kontext einer gesteigerten Urinkonzentrierundeldfv. Experimentell induzierter
hypotonischer Chloridmangel-Stress erzeugt die chggmn Effekte. Dabei wurden
zugrundeliegende Mechanismen und interagierendéeiRep die in die Regulation der
NKCC2-Aktivitat involviert sind, bislang nur wenigntersucht.

Um einen besseren Einblick in diese Mechanismen ezhalten, wurden mittels
massenspektrometrischer Analysen potentielle lktierzspartner von NKCC2 identifiziert.
Dazu wurden  detergensresistente =~ Membranfraktionerus aeiner  Sucrose-
Dichtegradientenzentrifugation als Ausgangsmatefiial eine NKCC2-Immunprazipitation
eingesetzt. Auf diese Weise wurde, neben andereteiRen, dasScaffolding Protein
Annexin A2 (ANXA2) als ein neuer Interaktionspantngon NKCC2 in Lipid Rafts
identifiziert. In friheren Studien konnte gezeigerden, dass ANXAZ2 nicht nur in die
Formation vorLipid Raftsinvolviert ist, sondern auch digpid Raftabhangige Translokation
verschiedener Membranproteine, wie Aquaporin 2,mugelt. Folglich wurde hier die
Hypothese, dass ANXA2 eine wesentliche Rolle beiRekrutierung von NKCC2 ihipid
Raftssowie seiner apikalen Translokation einnimmt, asfgllt. Mit Hilfe morphologischer
Methoden wurde eine Kolokalisation von ANXA2 soweinem etablierten Komplexpartner
P11 (S100A10) mit NKCC2 in den aRaftsidentifizierten, apikalen Membrandoménen des
TAL gezeigt. Bindungsstudien belegten, dass ANXf&loch nicht P11, direkt mit dem
unphosphorylierten N-Terminus von NKCC2 interagigtdem stimulierte allein ANXA2,
und nicht P11, die AVP- oder Chloridmangel-Stresfizierte, apikale Translokation von
NKCC2 in einem Tiermodell mit zentralem Diabetesipndus und in Zellkultur. Die
Verminderung der Abundanz von ANXA2 mittels siRNAnitierte die durch Chlorid-
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5 Zusammenfassungen

Depletion hervorgerufene Akkumulation von NKCC2der Plasmamembran, was die Rolle
von ANXA2 bei der apikalen Translokation von NKCG2terstutzt.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass AN{W2essentiellerlipid Raft
gekoppelter Translokationsfaktor ist, der untersiim etablierter Stimuli direkt die apikale
Translokation des Kotransporters NKCC2 vermittdliese Studie liefert somit neue

mechanistische Informationen tber die RegulatianN&ECC2.
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5 Zusammenfassungen

5.2 Summary

The renal furosemide-sensitive Na-K-Cl-cotranspotype 2 (NKCC2) is responsible for
transepithelial sodium-chloride reabsorption in theck ascending limb (TAL) and thus
critical to body salt handling and urinary concatitm. Transport activity of NKCC2
depends, among other variables, on its N-termifasphorylation, its rate of apical
trafficking, and on its association with lipid rafhembrane microdomains. Vasopressin
(AVP) effectively stimulate these parameters in tbentext of an enhanced urine
concentration. Experimentally induced low chloridgpotonic stress has similar effects.
Underlying mechanisms and interacting proteins Ivea in the activation of NKCC2 have so
far received only limited attention.

To gain better insight into these mechanisms, asrspsectrometric screen was performed to
identify potential binding partners of NKCC2 usidgtergent-resistant membrane fractions
from sucrose density gradient centrifugation. Fosst were used for immunoprecipitations
with antibody to NKCC2. Among other proteins, theaffolding protein annexin A2
(ANXA2) was hereby identified as a novel proteinenacting with NKCC2 in lipid rafts.
ANXAZ2 is known to stabilize lipid rafts and to meatk lipid raft-dependent trafficking of
several membrane proteins such as aquaporin 2. Wethesized that ANXA2 serves as an
essential mediator in the recruitment of NKCC2 impad rafts and apical trafficking. With
morphological methods we could demonstrate that ARXnd its complex-forming partner,
P11 (S100A10), are co-distributed with NKCC2 in TApical membrane domains identified
as rafts. Binding assays revealed direct interadietween ANXA2, but not P11, and the
N-terminus of NKCC2 in its dephosphorylated st&RXA2, but not P11, further served to
promote apical trafficking of NKCC2 in responseAdP or low chloride hypotonic stress in
a rat model for central diabetes insipidus anduituced cells. RNAIi-induced knockdown of
ANXAZ2 revealed that the plasma membrane localiratibNKCC2 was limited in absence of
ANXAZ2 during low chloride stimulation, supportingsirole in apical trafficking of the
cotransporter.

In summary, our data have identified ANXA2 as ameesial, lipid raft-related trafficking
factor which directly promotes the apical traffioliof the cotransporter, NKCC2, in response
to established stimuli. This study hereby providesv mechanistic information on the
regulation of NKCC2.
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