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Vasopressin, AVP) reguliert. In ruhenden 
Zellen befindet sich das Wasserkanalprotein 
Aquaporin-2 (AQP2) auf intrazellulären Vesi­
keln. AVP stimuliert eine Signalkaskade, die 
einen Anstieg der Konzentration des sekun­
dären Botenstoffs zyklisches Adenosinmono­
phosphat (cAMP) sowie die Umverteilung 
von AQP2 und dessen Integration in die Plas­
mamembran bewirkt (Abb. 1C). Die 
Membraninsertion erhöht die osmotische 
Wasserpermeabilität des Sammelrohrs und 
erleichtert so die Wasserrückresorption aus 
dem Primärharn [1].

Störungen des Wasserhaushalts
Fehlregulationen der AVP-vermittelten 
AQP2-Umverteilung können eine gesteigerte 
oder eine gehemmte Wasserrückresorption 
verursachen.

Bei Patienten mit einem erhöhten AVP-
Plasmaspiegel, wie es beispielsweise bei 
Herzinsuffizienz, einer Leberzirrhose oder 
dem Syndrom der inadäquaten ADH-Sekre­
tion (SIADH) der Fall ist, befindet sich AQP2 
hauptsächlich in der Plasmamembran. Hier­
durch erfolgt eine übermäßige Wasserrück­
resorption im renalen Sammelrohr und es 
kann in der Folge zu einer Störung des Elek­
trolythaushalts kommen [2].

Demgegenüber handelt es sich beim Diabe­
tes insipidus (DI) um ein Krankheitsbild mit 
einer gehemmten Wasserrückresorption. Kli­
nisch äußert sich dies u. a. durch die Aus­
scheidung großer Mengen hypotonen Urins 
(bis zu 20 Liter am Tag; Polyurie) und ein 
gesteigertes Durstgefühl (Polydipsie). Bei 
Patienten mit DI ist die AVP-vermittelte Was­
serrückresorption gehemmt – entweder weil 
das entsprechende Hormon fehlt oder weil die 
Antwort darauf durch Mutationen der Gene 
gestört ist, die den Vasopressinrezeptor oder 
das AQP2 codieren. Ebenso kann DI beispiels­
weise im Zuge einer Lithiumtherapie bei bipo­
laren Störungen erworben werden [3].
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ó  Die Nieren tragen durch ihre funktionel­
len Einheiten, die Nephrone, entscheidend 
zur Regulation des Wasser- und Elektrolyt­
haushalts bei. Ein Nephron besteht aus dem 
Glomerulus (Nierenkörperchen) sowie einem 

sich anschließenden tubulären System 
(Abb. 1A und B, [1]).

In den Glomeruli eines erwachsenen Men­
schen werden durch Ultrafiltration des Blu­
tes täglich etwa 170 Liter Primärharn 

erzeugt. Dieser 
b e s t e h t  z u m 
Großteil aus Was­
ser, das rückre­
sorbiert wird, 
sodass lediglich 
ungefähr zwei bis 
vier Liter konzen­
trierter Sekun­
därharn ausge­
schieden werden. 
Etwa zehn Pro­
z e n t  d e r 
W a s s e r r ü c k ­
resorption findet 
im Sammelrohr 
der Niere statt. 
Dieser Prozess 
wird durch das 
antidiuretische 
Hormon (Arginin-

Aquaporin-2

Vasopressin-vermittelte Wasserrück
resorption im Sammelrohr der Niere

¯ Abb. 1: A, Schematischer Querschnitt der Niere. B–C, Schemati-
scher Aufbau des Nephrons und der Hauptzelle des renalen 
Sammelrohrs.
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(inner medullary collecting duct cells; IMCD-
Zellen) zur Verfügung. Deren endogene 
Expression des Vasopressinrezeptors ermög­
licht den Einsatz von AVP zur Stimulation 
der AQP2-Umverteilung [6].

Zellbasierte Screening-Strategien
In der Vergangenheit konnten verschiedene 
zellbasierte Hochdurchsatzverfahren bereits 
erfolgreich eingesetzt werden, um regulato­
rische Mechanismen der AQP2-Umverteilung 
aufzuklären [6, 7].

Zellbasierte bzw. phänotypische 
Screening-Strategien unterscheiden sich von 
in vitro-Strategien insofern, als dass statt 
einer konkreten zellulären Zielstruktur (Tar­
get) ganze zelluläre Mechanismen oder phä­
notypische Merkmale der Zellen im Vorder­
grund stehen. Während sich in vitro-
Screenings meist auf die Verwendung 
rekombinanter Proteine stützen, um so bei­
spielsweise Protein-Protein-  oder Protein-
Substanz-Interaktionen zu untersuchen, 
werden bei zellbasierten Ansätzen fixierte 
oder aber auch lebende Zellen mikroskopisch 
analysiert [4]. So ist es möglich, Bildmaterial 
ganzer Zellkulturen mittels automatisierter 
Mikroskope aufzunehmen und zu analysie­
ren.

Im konkreten Fall der AQP2-Umverteilung 
beruht die Unterscheidung von ruhenden 
und stimulierten Zellen auf klar differenzier­
baren zellulären Phänotypen. So befindet 
sich der Wasserkanal in ruhenden Zellen 
vorwiegend in den perinukleären Bereichen 

und transloziert erst im Zuge einer Stimula­
tion und einem Anstieg der intrazellulären 
cAMP-Konzentration in die Plasmamembran. 
Dies kann durch Immunfluoreszenzfärbun­
gen mit spezifischen, gegen AQP2-gerichte­
ten Antikörpern sichtbar gemacht werden 
(Abb. 2). Werden nun im Zuge eines Scree­
nings die Zellen mit kleinen Molekülen 
behandelt [6] oder werden bestimmte Gene 
herabreguliert [7], lässt sich der Effekt auf 
die AQP2-Lokalisation unmittelbar durch den 
Vergleich zwischen ruhenden und stimulier­
ten Kontrollzellen untersuchen (Abb. 3).

Um kleine Moleküle zu identifizieren, die 
die cAMP-vermittelte AQP2-Umverteilung 
modulieren, wurden im Hochdurchsatzverfah­
ren 17.700 Substanzen der ChemBioNet-
Bibliothek auf ihre Effekte in MCD4-Zellen hin 
untersucht [6]. Mittels automatisierter 
Immunfluoreszenzmikroskopie wurde die 
AQP2-Lokalisation in den Zellen erfasst. Auf 
Basis des peripheren F-Aktin-Zytoskeletts und 
der Zellkerne konnten die Plasmamembran- 
sowie perinukleären Bereiche definiert und 
darin die AQP2-Signalintensität bestimmt 
werden. Das Screening führte zur Identifika­
tion von 17 kleinen Molekülen, die konzentra­
tionsabhängig die AQP2-Umverteilung hem­
men – darunter 4-Acetyldiphyllin, ein selekti­
ver Blocker vakuolärer H+-ATPasen. Die Stu­
die ebnete auch den Weg für die Identifizie­
rung des Antimykotikums Flukonazol als 
Auslöser der AQP2-Membranlokalisation 
unabhängig von AVP [8].

In einer weiteren Studie wurde mithilfe 
eines Kinom-weiten Screenings die Absicht 
verfolgt, bisher unbekannte, an der AQP2-
Umverteilung beteiligte Kinasen zu identifi­
zieren [7]. Hierfür wurden 719 Kinase-ver­
wandte Gene mittels siRNA in MCD4-Zellen 
herabreguliert und die Effekte auf die Lokali­
sation von AQP2 mithilfe eines automatisier­
ten Mikroskops untersucht. Bei der Bildana­

Bisher können nicht alle Störungen des 
Wasserhaushalts effizient behandelt werden. 
Dies verdeutlicht die Relevanz der Aufklä­
rung molekularer Mechanismen, die zur 
Kontrolle der AVP-vermittelten AQP2-
Umverteilung und somit Wasserrückresorp­
tion beitragen. Hochdurchsatzscreenings 
können dabei helfen, relevante molekulare 
Mechanismen und beteiligte Proteine aufzu­
decken und kleine Moleküle zu identifizie­
ren, die als potenzielle Ausgangsmoleküle 
zur Entwicklung neuartiger Wirkstoffe die­
nen können. Denkbar sind Substanzen, die 
die AQP2-Umverteilung in die Plasmamem­
bran unabhängig von AVP entweder hem­
men oder fördern, um die jeweils vorliegende 
Störung des Wasserhaushalts zu kompensie­
ren [4].

Modellsysteme der cAMP-
vermittelten AQP2-Umverteilung
Für das phänotypische Screening der cAMP- 
bzw. AVP-vermittelten AQP2-Umverteilung 
stehen verschiedene Zellmodelle zur Verfü­
gung (Abb. 2). Immortalisierte Mauszellen 
des Sammelrohrs (medullary collecting duct 
cells; MCD4-Zellen), die stabil humanes 
AQP2 exprimieren [5], können über viele 
Wochen in Kultur gehalten werden. Da sie 
keinen Vasopressinrezeptor exprimieren, 
erfolgt die Stimulation der cAMP-Synthese 
stattdessen durch die Aktivierung von mem­
branständigen Adenylylzyklasen mittels 
Forskolin (Fsk). Darüber hinaus stehen Pri­
märzellen aus den Sammelrohren von Ratten 

˚ Abb. 3: Zellbasierte Hochdurchsatzverfahren.

¯ Abb. 2: Immunfluoreszenzmikroskopische 
Aufnahmen von A, immortalisierten MCD4- 
und B, primären IMCD-Zellen vor und nach 
Stimulation mit Forskolin bzw. AVP. AQP2 
(rot) wurde mit einem spezifischen primären 
und einem farbstoffgekoppelten sekundären 
Antikörper detektiert. F-Aktin wurde mittels 
fluoreszenzmarkiertem Phalloidin sichtbar 
gemacht. Die Zellkerne (blau) wurden mit 
DAPI gefärbt.
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stoffe können als molekulare Werkzeuge 
dienen oder aber zukünftig zu 
Arzneimittelkandidaten weiterentwickelt 
werden.� ó
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lyse fand ein machine learning-Algorithmus 
Anwendung, der bestimmte Phänotypen 
anhand der Anzahl perinukleärer „AQP2-
Sprenkel“ erkennt. Die verwendete Protein­
kinase-siRNA-Bibliothek beinhaltet den 
Großteil des humanen Kinoms. Es konnten 
13 Kandidaten identifiziert werden, deren 
siRNA-vermittelte Herabregulierung die 
cAMP-abhängige AQP2-Umverteilung zur 
Plasmamembran inhibierte, darunter die 
Zyklin-abhängige Kinase 18 (CDK18). Aus­
gehend von diesem Screening konnte ein 
bislang unbekannter Multiproteinkomplex 
identifiziert werden, dessen Akteure im 
Zusammenspiel als Signalosom die Lokali­
sation und Menge des Wasserkanals kon­
trollieren.

Relevanz und Perspektiven
In Hochdurchsatzverfahren können tausen­
de von Proteinen und Molekülen in Zellsys­
temen getestet werden. Dies ermöglicht 
nicht nur die Erforschung relevanter mole­
kularer Mechanismen, sondern ebnet gege­
benenfalls auch den Weg zur Entwicklung 
neuer Wirkstoffe. Für die biologische Vali­
dierung sowie Target-Identifizierung von 
Molekülen sind im Anschluss sekundäre 
Screenings, auch orthogonale Screenings 
genannt, sowie biochemische und moleku­
larbiologische Untersuchungen notwendig. 
Hierfür sind Primärzellen als Modellsyste­
me oftmals unabdingbar [4].

Zudem ist es erforderlich, kleine Molekü­
le, die sich im Hochdurchsatzverfahren als 
potent herausgestellt haben, mittels 
reiterativer Zyklen medizinalchemisch 
weiterzuentwickeln, um beispielsweise die 
Selektivität und Affinität gegenüber dem 
Target oder die Bioverfügbarkeit zu erhö­
hen [4]. Auf diese Weise optimierte Wirk­
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