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Vasopressin-vermittelte Wasserruck-
resorption im Sammelrohr der Niere
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Vasopressin-mediated water reabsorption from primary urine in the
renal collecting duct is essential for regulating body water homeo-
stasis and depends on the water channel aquaporin-2 (AQP2).
Dysregulation of the process can cause water balance disorders. Here,
we present cell-based high-throughput screenings to identify proteins
and small molecules as tools to elucidate molecular mechanisms
underlying the AQP2 control and as potential starting points for the
development of water balance disorder drugs.
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B 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 (Nierenkdrperchen) sowie einem

A Nierenquerschnitt B

Nierenmark

Nierenrinde

Nierenbecken

Nierenkelch

Nierenkapsel
Harnleiter

C Renale Hauptzelle
Blut Lumen

HAUPTZELLE

Hz0

basolateral

BlOspektrum | 02.21 | 27.Jahrgang 4 Springer

Bowman-Kapsel

Glomerulus —

proximaler Tubulus
pars convoluta

Fluss des
Primérharns

sich anschlieBenden tubuldren System
(Abb. 1A und B, [1]).

In den Glomeruli eines erwachsenen Men-
schen werden durch Ultrafiltration des Blu-
tes tdglich etwa 170 Liter Primarharn
erzeugt. Dieser
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trierter Sekun-
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Vasopressin, AVP) reguliert. In ruhenden
Zellen befindet sich das Wasserkanalprotein
Aquaporin-2 (AQP2) auf intrazelluldren Vesi-
keln. AVP stimuliert eine Signalkaskade, die
einen Anstieg der Konzentration des sekun-
ddren Botenstoffs zyklisches Adenosinmono-
phosphat (cAMP) sowie die Umverteilung
von AQP2 und dessen Integration in die Plas-
mamembran bewirkt (Abb. 1C). Die
Membraninsertion erhoht die osmotische
Wasserpermeabilitit des Sammelrohrs und
erleichtert so die Wasserriickresorption aus
dem Primarharn [1].

Storungen des Wasserhaushalts

Fehlregulationen der AVP-vermittelten
AQP2-Umverteilung kénnen eine gesteigerte
oder eine gehemmte Wasserriickresorption
verursachen.

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

Demgegeniiber handelt es sich beim Diabe-
tes insipidus (DI) um ein Krankheitsbild mit
einer gehemmten Wasserriickresorption. Kli-
nisch auBert sich dies u. a. durch die Aus-
scheidung groBer Mengen hypotonen Urins
(bis zu 20 Liter am Tag; Polyurie) und ein
gesteigertes Durstgefiihl (Polydipsie). Bei
Patienten mit DI ist die AVP-vermittelte Was-
serriickresorption gehemmt — entweder weil
das entsprechende Hormon fehlt oder weil die
Antwort darauf durch Mutationen der Gene
gestort ist, die den Vasopressinrezeptor oder
das AQP2 codieren. Ebenso kann DI beispiels-
weise im Zuge einer Lithiumtherapie bei bipo-
laren Storungen erworben werden [3].

<« Abb. 1: A, Schematischer Querschnitt der Niere. B-C, Schemati-
scher Aufbau des Nephrons und der Hauptzelle des renalen

Sammelrohrs.
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A Abb. 3: Zellbasierte Hochdurchsatzverfahren.

Bisher konnen nicht alle Storungen des
Wasserhaushalts effizient behandelt werden.
Dies verdeutlicht die Relevanz der Aufkla-
rung molekularer Mechanismen, die zur
Kontrolle der AVP-vermittelten AQP2-
Umverteilung und somit Wasserriickresorp-
tion beitragen. Hochdurchsatzscreenings
konnen dabei helfen, relevante molekulare
Mechanismen und beteiligte Proteine aufzu-
decken und kleine Molekiile zu identifizie-
ren, die als potenzielle Ausgangsmolekiile
zur Entwicklung neuartiger Wirkstoffe die-
nen konnen. Denkbar sind Substanzen, die
die AQP2-Umverteilung in die Plasmamem-
bran unabhédngig von AVP entweder hem-
men oder fordern, um die jeweils vorliegende
Storung des Wasserhaushalts zu kompensie-
ren [4].

Modellsysteme der cAMP-
vermittelten AOP2-Umverteilung

Fiir das phéanotypische Screening der cAMP-
bzw. AVP-vermittelten AQP2-Umverteilung
stehen verschiedene Zellmodelle zur Verfi-
gung (Abb. 2). Immortalisierte Mauszellen
des Sammelrohrs (medullary collecting duct
cells; MCD4-Zellen), die stabil humanes
AQP2 exprimieren [5], konnen iiber viele
Wochen in Kultur gehalten werden. Da sie
keinen Vasopressinrezeptor exprimieren,
erfolgt die Stimulation der cAMP-Synthese
stattdessen durch die Aktivierung von mem-
branstindigen Adenylylzyklasen mittels
Forskolin (Fsk). Dariiber hinaus stehen Pri-
marzellen aus den Sammelrohren von Ratten

(inner medullary collecting duct cells; IMCD-
Zellen) zur Verfiigung. Deren endogene
Expression des Vasopressinrezeptors ermog-
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 AOP2-Umverteilung
aufzuklaren [6, 7].

Zellbasierte bzw. phanotypische
Screening-Strategien unterscheiden sich von
in vitro-Strategien insofern, als dass statt
einer konkreten zelluldren Zielstruktur (Tar-
get) ganze zelluldre Mechanismen oder phé-
notypische Merkmale der Zellen im Vorder-
grund stehen. Wahrend sich in vitro-
Screenings meist auf die Verwendung
rekombinanter Proteine stiitzen, um so bei-
spielsweise Protein-Protein- oder Protein-
Substanz-Interaktionen zu untersuchen,
werden bei zellbasierten Ansétzen fixierte
oder aber auch lebende Zellen mikroskopisch
analysiert [4]. So ist es moglich, 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 zellularen Phéanotypen. So befindet
sich der Wasserkanal in ruhenden Zellen
vorwiegend in den perinukledren Bereichen

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

Um kleine Molekiile 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 perinukledren Bereiche definiert und
darin die AQP2-Signalintensitat bestimmt
werden. Das Screening fiihrte zur Identifika-
tion von 17 kleinen Molekiilen, die konzentra-
tionsabhéngig die AQP2-Umverteilung hem-
men - darunter 4-Acetyldiphyllin, ein selekti-
ver Blocker vakuoldrer H*-ATPasen. Die Stu-
die ebnete auch den Weg fiir die Identifizie-
rung des Antimykotikums Flukonazol als
Ausloser der AQP2-Membranlokalisation
unabhingig 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]. Hierfiir 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-
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lyse fand ein machine learning-Algorithmus
Anwendung, der bestimmte Phidnotypen
anhand der Anzahl perinukledrer ,AQP2-
Sprenkel“ erkennt. Die verwendete Protein-
kinase-siRNA-Bibliothek beinhaltet den
GroBteil des humanen Kinoms. Es konnten
13 Kandidaten identifiziert werden, deren
siRNA-vermittelte Herabregulierung die
cAMP-abhédngige AQP2-Umverteilung zur
Plasmamembran inhibierte, darunter die
Zyklin-abhdngige 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 kénnen tausen-
de von Proteinen und Molekiilen in Zellsys-
temen getestet werden. Dies ermoglicht
nicht nur die Erforschung relevanter mole-
kularer Mechanismen, sondern ebnet gege-
benenfalls auch den Weg zur Entwicklung
neuer Wirkstoffe. Fiir die biologische Vali-
dierung sowie Target-Identifizierung von
Molekiilen sind im Anschluss sekundére
Screenings, auch orthogonale Screenings
genannt, sowie biochemische und moleku-
larbiologische Untersuchungen notwendig.
Hierfiir sind Primérzellen als Modellsyste-
me oftmals unabdingbar [4].

Zudem ist es erforderlich, kleine Molekii-
le, die sich im Hochdurchsatzverfahren als
potent herausgestellt haben, mittels
reiterativer Zyklen medizinalchemisch
weiterzuentwickeln, um beispielsweise die
Selektivitit und Affinitdt gegeniiber dem
Target oder die Bioverfiigbarkeit zu erho-
hen [4]. Auf diese Weise optimierte Wirk-
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stoffe konnen als molekulare Werkzeuge
dienen oder aber zukiinftig zu
Arzneimittelkandidaten weiterentwickelt
werden.
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