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Abstract

ABSTRACT

Physiological interaction of ROMK with the ABCB1-protein
(ABC-transporter B1)

Hereditary salt-losing tubular disorders are rang lde-threatening genetic deseases.
Early diagnosis and therapeutic intervention prévmatients fatal outcome. Prenatal
diagnosis may reveal up to 60% of underlying gendefects. 40% of the genetic
defects, however, still remain unknown. While sbarg for new candidate genes, we
identified ABCBL1 in Yeast-Two-Hybrid studies as ®RK interacting protein. The
Renal Outer Medullary Potassium Channel (ROMK)riscial for the process of salt
absorption in the thick ascending limb of Henledsp (TAL). A functional defective
ROMK channel results in severe, prenatal onsetl reslah wasting accompagnied by
maternal polyhydramnios, prematurity, and hypovaéeshowing the phenotype of the
antenatal Bartter-Syndrome. Therefore ROMK-intengcipartners may be promising
candidates, which could be responsible for genéticaexplained salt wasting tubular
disorders.

In this study the physiological interaction of ROMdtd ABCBL1 is characterised in
Xenopus laevis oocytes as a heterologous expressietem by using the Two-
Electrode-Voltage-Clamp method (TEVC-method) amghainometric assay for surface
guantification studies.

Results revealed a strong effect of ABCB1 on ROMKdmted whole-cell currents
when coexpressed in Xenopus Oocytes. ABCB1 causesissive inhibition (up to
100%) of the ROMK-dependent whole cell current asasured by the TEVC. The
inhibition depends upon injected ABCB1 m-RNA cortcations. ABCB1 co-
expression did not inhibit currents mediated by2Klir an inward rectifier potassium
channel closely related to ROMK. Moreover, a défgrrenal protein called Barttin did
not cause any effect on ROMK, when injected in ABGRyjuivalent quantities. These
findings indicate the interaction to be specific ROMK and ABCBL1.

To specify the effect caused by the ABCB proteurface-quantification-studies with a
heamagglutinin tagged ROMK-Protein (ROMK-HA) wereed out. The HA-tag was
introduced into the extracellular domain of the RKHMrotein, which enabled specific

binding of antibodies to membrane inserted ROMKlesiuely.
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The studies showed a 60% reduction of surface kigiien ROMK-HA was coinjected
with ABCB1 compared to ROMK-injection alone. Sinééestern Blots showed that
surface signal reduction was not due to ROMK deafiad, we conclude that ABCB1
interferes with ROMK trafficking towards the cellembrane. However, an additional
effect of ABCB1 on ROMK channel gating can not keleded.

Other ABC-transporter proteins have been showmteract with ATP-dependent K+
inward-rectifier (Kir) channels. One well known exple is the interaction of Kir6.2
with the sulfonyl urea receptor (SUR) in the paatice3-cell. Both, channel and ABC-
molecule, form an heterooctamer which is the mdéedoasis of the ATP-sensitie
cell potassium conductance.

Coexsistence of at least two distinct apical K+retes in the TAL, a 35 pS (low-
conductance) channel and a 70 pS (intermediateuobawice) channel, has been shown.
Functional characterisation of isolated express€@MR was compatible with the
native 35 pS K+ channel. Whereas isolating the S&p channel failed in the past. In
addition to that ROMK-deficient mice neither exmelke 35 pS K+-channel nor the 70
pS K+-channel. These findings strongly suggest7/t@S K+-channel to be composed
out of ROMK and an accessory protein which may ees aB-subunit. Our studies
indicate a possible interaction between ROMK andCBBIf the partners do or do not
heteromerise to build a functional channel e.g.ilamto the Kir6.2 and SUR
interaction, remains unclear. Despite the attengagffect of ABCB1 on ROMK
generated whole cell currents it still might be gibke that some functional heteromeric
channels reach the plasma membrane. Additionalyaioedimitatons should be
considered when using Xenopus Oocytes, such asihowbation temperature or
possible interaction between endogenously and dlegmusly expressed proteins.
Regarding this, a possible influence of ABCB1 onatesalt-and water reabsorption
requires further investigation. This includes stsdn human cell lines or e.g. knockout
mice studies.

Although these observations were made independantynot in direct comparison, it
should be noted that there is a phenotypical calacame between ROMK and ABCB
knock out mice concerning several features of renatcentration capabilities and salt
wasting. Both types of knockout mice show increagiedesis, lower renal plasma flow
combined with lower glomerular filtration rate, agell as an augmented urinary

excretion of sodium and calcium along with pooraantration capabilities.
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If ABCBL1 should be proofen to function as a distinmdulating element in renal salt-
and water reabsorption, genomic DNA samples ofep#dicould be screened to define
genetically unexplained salt wasting tubular digosd Beyond that our findings may

possibly contribute to the understanding of theral@rocess of renal salt absorption.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Mechanismen der Salzresorption entlang des Nephrons

In den menschlichen Nieren werden von der Gesatraller Glomeruli in der Minute
ca. 120ml Ultrafiltrat gebildet (Silbernagl S 2008ine massive Rickresorption eines
Grol3teils dieses Filtrats aus Wasser und geldseslermolekularen Stoffen entlang des
Nephrons ist fir den Organismus zur Aufrechterimgtainer ausgeglichenen Wasser-
und Elektrolyt-Bilanz unabdingbar. Neben der Reghisan von Glukose,
Aminosauren, Harnsaure, Oxalat, Oligopeptiden,nkialekularen Proteinen u.v.a. ist
die Resorption und Sekretion von Salzen eine Zien#afgabe. Die Segmente des
Nephrons tragen dazu in unterschiedlichen Anteten Die fur die Resorption
verantwortlichen  Tubulusepithelzellen bedienen sicjeweils verschiedener
Transportmechanismen. Der Motor flr die meistersatielransportprozesse ist die
basolateral lokalisierte Natrium-Kalium-ATPase (N&-ATPase). Ein weiterer
Mechanismus ist der sogenannte ,Solvent Drag“. ggsten Teilchen werden hier
durch das aus osmotischen Grinden dem Stofftranspagenden Wasser
.mitgerissen“(Silbernagl S 2003). Natrium wird irénstlichen Tubulusabschnitten
resorbiert. Es entfallen ca. 65% der Reabsorptigindan proximalen Tubulus. Die
Resorption von Chlorid-lonen findet zu 50% im progien Tubulus statt. Sie erfolgt
hier hauptséchlich parazellular. Kalium wird progimebenfalls zu 65% resorbiert.
Allerdings findet der Kalium-Transport im Vergleiczum Natrium-Transport
grof3tenteils passiv und parazellular statt. SolvBmag und das spatproximale
lumenpositive transepitheliale Potenzial sind dierTriebkrafte.

Weitere 25% des filtrierten Natriums werden im @ickaufsteigenden Teil der Henle-
Schleife (TAL: Thick Ascending Limb) sekundar-akimusammen mit Kalium (15%)
und Chlorid (>25%) aufgenommen. Hier ist def NaCl - K™ Cotransporter (NKCC2)
maf3geblich fir deren Reabsorption verantwortlicackJet al. 2005) Im distalen
Konvolut des Nephrons steht fir die Natrium- undlo@tdaufnahme der Thiazid-
sensitive N&CI -Symportcarrier (NCCT) zur Verfiigung. In diesem Alsitt des
Nephrons werden noch einmal ca. 5% des filtrieatriums und Chlorids resorbiert.
Im Verbindungstubulus und Sammelrohr wird Natriutveri Aldosteron- und ADH-

aktivierbare Kanéle (ENaC) in die Hauptzellen aofgemen. In diesem Abschnitt
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kann Kalium wahlweise sezerniert oder resorbientder. Bei z.B. erhhtem Serum-
Kalium-Spiegel entweichen die*Konen iiber ROMK-Kanale (Renal Outer Medullary
Potassium Channels) in der luminalen Zellmembrash warden ausgeschieden. Auch
hier liefert die basale N&K*-ATPase die notige Energie fiir die aktiven und pass

apikalen Transportprozesse (Jeck et al. 2005).

1.2 Mechanismen der Salzresorption im dicken aufsteigeten Teil der
Henle-Schleife (TAL) und dem distalen Konvolut (DCT)

Im Kontrast zur Resorption im proximalen Tubuluseodm Sammelrohr ist die
transzellulare NaAufnahme in der TAL und im DCT direkt an die’ GReabsorption
gekoppelt. In der TAL wird die Aufnahme durch damdésemid-sensitiven NeK*-2CI
-Cotransporter (NKCC2) vermittelt. Die Funktion d@s der apikalen Membran
lokalisierten Co-Transporters ist eng an zwei weiferansportvorgédnge geknupft. Die
basolateral lokalisierte NAK*-ATPase liefert den steilen elektrochemischen
Gradienten, der fiir den gekoppelten Transport vamit 2CI und 1 K notwendig ist.
Ein Teil des aufgenommenen Kaliums wird zur Untkumey der Funktion des NKCC2
Uber den ROMK-Kalium-Kanal rezirkuliert und wiedd#m Lumen zugefihrt (Landau
2004). Diese Rezirkulation ist fur den Transportagkdes NKCC2 unerlasslich.
Chlorid-lonen verlassen die Zelle basolateral, ipagber zwei weitgehend homologe
Chlorid-Kanéale (CIC-Ka und CIC-Kb)(Jeck et al. 200Bie Funktion dieser Kanéle ist
wiederum von einem zusatzlichen Protein abhangigp-dintereinheit Barttin (Estevez
et al. 2001).

Die Zellen der Macula Densa (MD) besitzen die dieidusstattung an Transportern
wie die Epithelzellen in der TAL. Der NKCC2 verneilt unter anderem den Eintritt von
Chlorid in die Zelle und ist damit entscheidenddam Sensormechanismus der MD
beteiligt, welcher die Chloridkonzentration der rhignkommenden FlUssigkeit im
Tubulus misst. Bei geringer Chloridkonzentratioreiodinem Ausfall des NKCC2 wird
eine Reninausschittung im juxtaglomeruldren Apparasgelost und damit eine
Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Syst¢em (RAAS) angestol3en.
Gleichzeitig kommt es Uber das sogenannte tublolmerulére Feedback (TGF) in
diesem Fall zu einer Weitstellung des Vas afferemsdurch sich die glomerulare

Filtrationsrate entsprechend erhéht (Jeck et &1520
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Im distalen Konvolut (DCT: Distal Convolutet Tubléefindet sich luminal der
Thiazid-sensitive NHCI-Kotransporter (NCCT) und transportiert “@nen gegen

ihren elektrochemischen Gradienten sekundar aktiwdie Tubuluszelle. Clonen

verlassen die Zelle hier ebenfalls Uber den bamw@lhtokalisierten CIC-Kb-Kanal. Da
die Transportmechanismen fur lonen in der TAL wie DCT sehr eng miteinander
verknupft sind, fuhrt jede ,Loss of Function“-Mutat in einem der beteiligten Proteine
zu einem kompletten Zusammenbruch des Transpodpses in dem jeweiligen

Tubulussegment (Jeck et al. 2005).

Distales Komulut

Lirin @

Provimales Komvulat

Henfa'sche Sciiaefa

Abbildung 1: lonenkanéle und Transporter in verschiedenen Nephronabschnitten

1.3 Salzverlusterkrankungen der Niere

Salzverlusterkrankungen sind eine heterogene Gruppd-rkrankungen der Niere, bel
denen Transport-Proteine, welche in dem Prozesstumularen Salzreabsorption
beteiligt sind, durch Funktionsausfall zu eineremsthiedlich ausgepragten Form von
Salz- und Wasserverlust fuhren. Zu dieser Gruppdemddas antenatale Bartter
Syndrom/Hyperprostaglandin-E-Syndrom (aBS/HPS), dBS/HPS mit zusatzlicher

Innenohr-Taubheit (aBS/HPS with sensorineural desd)) das klassische Bartter-
Syndrom (cBS) und das Gitelman-Syndrom (GS) (HeB6f3). Fortschritte in der

molekularen Medizin machten es moglich, Patientetmaad ihres Genotyps zu
definieren und ihre Erkrankung auf molekularer Ebaachzuvollziehen. Andersherum
halfen Untersuchungen an genetisch definiertereR@ain, die Funktion eines einzelnen
Proteins in dem integrativen Prozess der tubul&aiariickgewinnung zu bestimmen
(Jeck et al. 2005).
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Gen/ Protein/ Lokalisation
Syndrom
Chromosom Transporter
SLC12A1 aBS/HPS
NKCC2 TAL
15q915-21
KCNJ1 TAL/ CCD (cortical
ROMK aBS/HPS _
11924-25 collecting duct)
CLCNKA +B tAL + TAL
_ CLCKa+Db aBS/HPS + SND
beide 1p36 DCT
BSND _ tAL + TAL
Barttin aBS/HPS + SND
1p31 DCT
CLCKB DCT
CLCKb BS
1p36 TAL
SLC12A3
NCCT GS DCT
16913

Tabelle 1: Gene und Genprodukte, die an der Entstaing von Salzverlust-Tubulopathien beteiligt
sind und ihre Lokalisation entlang des Nephrons

1.3.1 Das antenatale Bartter-Syndrom

Patienten mit einer inaktivierenden Mutation im NBZ zeigen eine schwere
Erkrankung mit pranatalem Beginn. Fetale Polyuiibrf schon im 2. Trimenon zu
einem zunehmenden Polyhydramnion. Unbehandelt korasmtetwa um die 32
Schwangerschaftswoche zur Frihgeburt. Die Neugabartllen in erster Linie durch
eine schwere Polyurie auf und kdnnen ohne Flusggyhtestitution innerhalb von 24 h
leicht die Halfte ihres Korpergewichtes an Urin Iegen. Zusatzlich zur iso- oder
hyposthenurischen Polyurie verlieren die NeugelmregroRe Mengen an Nand CI
Uber den Urin. Innerhalb von wenigen Tagen bis Véadkommt es zu einem Abfall der
Natriumkonzentration und einem Anstieg von Kalium Wrin (sogenannter ,NaK*-
switch®) (Reinalter et al. 1998). Eine erhohte™Manzentration im distalen Tubulus,
insbesondere bei gleichzeitiger Aktivierung des FSAgteigert die renale 'Kund H-
Ausscheidung und bewirkt eine hypokaliamische Alkal(Jeck et al. 2005).

Die Zellen der MD vermitteln im Bezug auf die tuéird Chlorid-Konzentration ein
falsches Signal. Trotz einer tubular hohen Konzgian zeigen die MD-Zellen geringe

Chlorid-Konzentrationen im Tubuluslumen an undakten tber MAP-Kinasen und
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Cyclooxygenasen (COX-2) die Renin-Freisetzung im giextaglomerularen Zellen
(Reinalter et al. 2002). Dieser Mechanismus iseuahderen ein Grund fir die exzessiv
gesteigerte Prostaglandin, E-Synthese und Ausscheidung bei den betroffenen
Patienten. Seyberth machte schon 1987 darauf akdarer dass den erhdhten RGE
Spiegeln eine Schltsselfunktion zukommt und fuladérund dessen den Begriff des
Hyperprostaglandin E- Syndroms ein (Seyberth €1387).

In den ersten Lebensmonaten entwickeln nahezu Rdlgenten mit aBS/HPS eine
medullare Nephrokalzinose, einhergehend mit erméB&"-Sekretion tiber den Urin.
Weitere Folgen dieses genetischen Defektes im NKU@Asportprotein sind neben
der oben genannten massiven Polyurie und den lebdrshlichen Elektrolyt- und
Flissigkeitsverlusten eine Dystrophie des Kindeste@penie, Krampfe und Episoden
von Fieber, Erbrechen und Diarrhoe (Seyberth 19®9j)ch eventuell auftretende
Hypokalidmien kann es zudem zu einer Stérung dexgbingsleitung des Herzens und
nachfolgenden Herzrhythmusstérungen kommen (Jeak 2005).

Die Funktion des NKCC2-Transporters erfordert esmtinuierliches K-Angebot vom
Tubuluslumen. Um dies zu gewahrleisten, besitzerZdilen der TAL und der MD den
apikal lokalisierten K-Kanal ROMK, der ein K-Recycling ermdglicht. Durch die enge
funktionelle Kopplung der beiden Einheiten habertidhdéen mit einer Loss-of-
Function-Mutation im ROMK-Kanal eine fast identisc®ymptomatik wie Patienten
mit einem Defekt im NKCC2. Allerdings zeigen diegatienten in den ersten
Lebenstagen eine transiente Hyperkaliamie. Dieseathe wird der zuséatzlichen Rolle
des ROMK-Kanals im Kortikalen Sammelrohr (CCD: @mt Collecting Duct)
zugeschrieben. ROMK ist hier an det-Bekretion beteiligt (Jeck et al. 2001).

Da es bisher keine Mdglichkeit gibt, das aBS/HP&tw zu behandeln, beschrankt
sich die Therapie der Erkrankung auf die Symptordabg¥ung. Dazu ist v.a. in der
Neonatalperiode die Substitution von Flissigkei @bektrolyten in Kombination mit
sorgfaltigem Monitoring der Flussigkeitsbilanz v@&edeutung. Kommt es zu der
Entwicklung einer hypokaliamischen Alkalose, muse éaliumsubstitution erfolgen.
Die Allgemeinsymptome wie Fieber, Erbrechen, Diagh  sowie
Entwicklungsverzégerung  werden  der  erhdhten Pristdm-E-Synthese
zugeschrieben und werden gewdhnlich mit Cyclooxggeimhibitoren wie z. B.
Indomethacin behandelt (Peters et al. 2003b).
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1.3.2 Das antenatale Bartter-Syndrom mit Innenohrtaubhgi@BS/HPS with

sensorineural deafness)

Eine besondere Variante des aBS/HPS ist das aBSsensorineuraler Taubheit.
Patienten mit dieser Erkrankung zeigen einen koratien Defekt der Salzresorption
sowohl in der TAL als auch im DCT, mit einer dadurausgeldsten besonders
schweren Symptomatik. Dem liegt eine Funktionsstgrder basal in der TAL und im
DCT lokalisierten ClI- Kanalproteine CIC-Ka und CIC-Kb zugrunde. Auslase¢meist
eine inaktivierende Mutation in der fur beide Kanékssentiellen Untereinheit Barttin
(Estevez et al. 2001; Birkenhager et al. 2001). Peénotyp dieser Patienten ist in
vielen Merkmalen nicht von dem klinischen Bild esnBatienten mit Defekt in den
Transportmolekilen der apikalen Membran zu untesisieim.

Fetale Polyurie, maternales Polyhydramnion und gebhrtlichkeit sind ebenfalls die
ersten Symptome. Nach der Geburt kommt es zu Dassgip-insensitiver Polyurie als
Hauptsymptom. Im Gegensatz zu Patienten mit NKCGii2r ROMK-Mutation ist eine
auftretende Hyperkalziurie aber nur transitorisaid untindet auch nicht in eine
Nephrokalzinose. Dafiir kommt es zu einer verstark@omerulosklerose und tubularer
Atrophie, mononukledrer Zellinfiltration und damizu einem progressiven
Nierenversagen (Jeck et al. 2001). Die Wahrsclokikdit fir das Auftreten einer
klinisch relevanten Hypomagnesiamie ist durch derusafnmenbruch der
Transportsysteme sowohl in der TAL als auch im D&hoht. AuRerdem ist der
Barttin-Defekt unweigerlich mit sensorineuraler bhait verknipft, da im Innenohr zur
Erstellung der speziellen Endolymphzusammensetaigry CIC-K/Barttin-Komplex
eine entscheidende Rolle spielt.

Es ist auch ein Fall eines kombinierten genetiscbBefektes in den zwei basalen
Chlorid-Kanalisoformen CIC-Ka und CIC-Kb beschriebeDer Phanotyp dieses
Patienten kann nicht von dem Erscheinungsbild datieften mit Barttin-Defekt
unterschieden werden und zeigt ebenfalls ein aBS/Hft sensorineuraler Taubheit
(Schlingmann et al. 2004).

Die Therapie der Patienten mit aBS/HPS mit Innetaniinheit wird ebenfalls
symptomorientiert durchgefuhrt mit Cyclooxygenassatinern als zentralem
Bestandteil.
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1.3.3 Das klassische Bartter Syndrom (cBS)

Das klassische Bartter-Syndrom (cBS) wird durche étutation des Gen€LCNKB
ausgelost, welches den Chloridkanal CIC-Kb kodéeck et al. 2005). Im Gegensatz
zum aBS/HPS mit sensorineuraler Taubheit, bei desideb Chlorid-Kanale ihre
Funktion einblf3en, treten hier initiale Symptoms& @n Laufe der friihen Lebensjahre
auf. Systemisch wird eine hypokalidamische metabbés Alkalose und ein
hyperrenindmischer Hyperaldosteronismus beobadAtetrlak & Dawson 2000). Die
Prostaglandinsynthese ist maRig erhoht. Die Patent kbnnen  mit
Wachstumsstorungen, Polyurie, Erbrechen, Dehydratiwd Adynamie symptomatisch
werden. Gedeih- und Wachstumsstérungen kénnen deireh friihzeitig begonnene

Therapie mit Cyclooxygenase-Hemmern abgewendetemerd

1.3.4 Das Gitelman-Syndrom (GS)
Dem Gitelman-Syndrom (GS) liegt eine Mutation den§S5LC12A3zugrunde. Dieses

Gen ist fur die Expression des ‘Mal-Kotransporters NCCT im DCT verantwortlich
(Mastroianni et al. 1996). Das GS wird meist erst Kindes- oder frihen
Erwachsenenalter diagnostiziert und ist durch einegrgleichsweise milden
Krankheitsverlauf gekennzeichnet. Durch ausgeprétggnesiumverluste und damit
einhergehender Hypomagnesiamie kommt es bei Patiemit GS haufig zu
Muskelschwache und Tetanien. Hypokalziurie ist eneiters Symptom. Die
Prostaglandinsynthese ist nur wenig oder gar midiiht (Rodriguez-Soriano 1998).
Aus diesem Grund profitieren GS-Patienten nur wevog einer Behandlung mit
Indomethacin, bei ihnen steht therapeutisch eher HBIektrolytsubstitution im
Vordergrund. Bei Auftreten von Hypokalidmie kann esk evtl. mit
Aldosteronantagonisten behandelt werden (Petexis 2003b).
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1.4 Der Renal Outer Medullary K*-Kanal (ROMK)

Der ATP-sensitive ROMK-Kanal (Renal Outer Medull&+Kanal, Kirl.1) gehort zur
Familie der einwarts-gleichrichtenenden Kalium-Klen&ir) und wird in der TAL,
dem distalen Tubulus sowie im Kkortikalen und &ufdemeedullaren Sammelrohr
(CCD/MCD) exprimiert (Lee & Hebert 1995). Er gehért den best untersuchterd-K
Kanalen der Niere beziglich seiner Struktur, selmakalisation und seiner Funktion
(Hebert et al. 2005). Wie alle Kir-Kanale zeigt R&Mbei Expression in Xenopus
laevis Oozyten eine Einwarts-Gleichrichtung, dieazvg@chwach ausgepragt ist, aber
dafir dem 35pS Kanal im Nierentubulus entsprichelgtt et al. 2005; Jeck et al.
2005). Hier tragt er entscheidend zur Funktionrdealen Salzriickgewinnung bei. Im
Sammelrohr der Niere besitzt der ROMK-Kanal eirlgeterische Funktion.

1.4.1 Struktur des ROMK-Kanals

Das humane ROMK-GeKCNJ1 kodiert fir ein 391 Aminoséuren zahlendes Protein
von 45 kDa mit einer fir Kir-Kanéle charakterisisa Membrantopologie
(Abbildung 2): Es besteht aus einer N-terminal@AS umfassenden, zytoplasmatisch
gelegenen Region, zwei hydrophobeihnelicalen Transmembrandomanen (TM: M1
und M2), einer extrazellular gelegenen, porenbifidenRegion und einem ca. 200 AS
umfassenden  C-Terminus. Die folgende  Modellannahmigeruht  auf
Rontgenstrukturanalysen an dem bakterielleirKinal KirBacl.1, einem nahen
verwandten des ROMK-Kanals: Ein funktionaler ROMigd@l besteht demnach aus
vier Polypeptid-Untereinheiten, dabei sind die zWeansmembrandoménen M1 und
M2 jeder Untereineheit zu einer symmetrischen me¢rdsschen Struktur um eine
zentrale Kanalpore angeordnet (Hebert et al. 200B¢ser Tetramer bildet funf
Regionen: 1. Einen &uReren Selektivitatsfilter, cvet das fir K-Selektivitat
verantwortliche Basentriplett Glycin-Tyrosin-Glycenthalt (Jan & Jan 1994). 2. Eine
Porenhéhle in der Membran. 3. Ein Kanal-Gate am Mam-Cytosol-Ubergang.
4. Flexible Regionen, die die Verbindung zu dedfraltblattstrukturen der (5.) C-
Termini bilden, welche ihrerseits das zytoplasnehigsVestibulum formen (Hebert et
al. 2005).
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1.4.2 Genlokus, ROMK-Isoformen und deren Lokalisation

Das ROMK-GenKCNJL1 liegt auf Chromosom 11g24-25 (Krishnan et al. 199&d
enthalt mehrere Exons, die durch das unterschieli8plicen des Transkripts zu
folgenden Isoformen zusammengesetzt werden: ROMt1.(a), ROMK2 (Kirl.1b),
ROMK 3 (Kirl.1c) (Boim et al. 1995).

Die ROMK-Isoformen unterscheiden sich durch ihreteNninale AS-Sequenz:
ROMK2 besitzt den kirzesten N-Terminus, ROMK1 ur@NK3 haben eine 19 bzw.
26 AS-Extension (Hebert et al. 2005).

N-glycosylation [N117; affects Po] « K gate A Basic
\_) 5 [L136,V140,148,151,152] ® PKA Site
‘:" A00C Pore Helix ® PKC Site
o, F o ) P TK Site
s Fy e Outside
AV & 5 PO LA LA ALA A
VIVAYL AN - g/ VY
Cytosolic =y o PIP, [R188; affects activity]
% Oﬁ/ PKC [S201;
fond Thiol Rx ©, o 9(—-—— surface expressson]
PRASGKC[S44; channel #] g, ™ . i TN PKA [S219; affects activity]
‘3‘ oA \-.J‘O a0 y P g(:" ,
Moo, L pH sensor Sk 0 Endocytosis signal
PKC, AA g’ [R41,K80,R311] PO o o . . [NSZ3PXE]
[84; inhibition, NH, o Thiol Rx sites ‘/
surface expression] & o [C308]
A oo o
Q Oa
Groa 0 g 2 5 * pH sensing
& [H342,H354] < COOH

o & o = .
Q 9 \ ™ PDZ1 [TQM; NHERF binding]

PKA [S313; affects Po]
TK [Y337; affects channel #, endocytosis]

Abbildung 2: Topologie und funktionelle Doméanen vorROMK (1-3)

ROMK 1 und ROMK 3 unterscheiden sich von ROMK 2 nar der Lange des N-Terminus.
PIP;:Phosphoinositolphosphatase; PKA/PKC: Proteinkig€s TK: Tyrosin Kinase; SGK: Serum- und
Glucocorticoid-regulierte Kinase (nach Hebert eR805)

ROMK wird in vielen Nephronabschnitten exprimiamijt Ausnahme des proximalen
Tubulus. In der TAL und im DCT findet man hauptdicth ROMK2 und ROMKS,
wahrend die Hauptzellen im CCD vor allem ROMK1 (ROMK2 exprimieren (Boim
et al. 1995). Funktionelle Unterschiede zwischen ldemanen ROMK-Isoformen sind

derzeit nicht bekannt. Extrarenal findet eine ROMKpression sowohl im Hirn, als
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auch im Uterus wéahrend der frihen Schwangerschaift £ie Rolle des Kanals in
diesen Geweben wurde aber bisher nicht genaueéryé€klebert et al. 2005). In dieser
Arbeit wurde ausschlie3lich der humane ROMK2 (hKik) verwendet. Wenn nicht

anders vermerkt wird dieser im Folgenden als ,RONj&flihrt.

1.4.3 Eigenschaften und Regulationsmechanismen

Im heterologen Expressionssystem zeigen ROMK-Kantilgende allgemeine
Eigenschaften: Eine schwache Einwarts-RektifizigrgHo et al. 1993), Aktivierung
durch Phosphorylierung, katalysiert durch die Rnkdease-A (PKA) (MacGregor et al.
1998), Inhibition durch hohe M&ATP-Konzentrationen, wobei die Sensitivitét
gegeniber ATP zwischen den einzelnen ROMK-Isoformerterschiedlich stark
ausgepragt ist (McNicholas et al. 1996b), TraffigkRegulation durch die Protein-
Tyrosin-Kinase (PTK) und Phosphatase (Wang et &022 sowie durch die
Proteinkinase C (PKC) (Lin et al. 2002), Inhibitiadurch leichte pH-Reduktion
(McNicholas et al. 1998) sowie Arachidonsdure uK€CKHebert & Wang 1997). Alle
ROMK-Isoformen besitzen unter physiologischen Bgdimgen eine hohe
Offenheitswahrscheinlichkeit {£0,9) (Ho et al. 1993), bei einer pH-Wert Reduktion
auf 6,8 ist allerdings nur noch 50% der Offnungsitiit messbar, bei pH 6,0 bleiben
die Kanédle geschlossen (Schulte et al. 1999). Eireitever Kanal-
SchlielBungsmechanismus ist der sogenannte ,run “‘dd®a einer lang anhaltenden
Depolarisation ~ werden die ROMK-Kanéle langsam iwvadtt, trotz
konstitutionsbedingt offenem pH-Gate. Dieser spagsgesteuerte Mechanismus ist
von der externen KKonzentration abhéngig (Sackin et al. 2004).

Im C-Terminus des ROMK-Proteins (Position 373-3B8jindet sich die sogenannte
~Walker A Site“. Diese Sequenz erleichtert die Bnoplatzierung in den fur die
Endozytose mitverantwortlichen ,Clathrin Coated Mks* (Mellman 1996) und
scheint auch bei der Endozytose von ROMK-Proteg&ira Rolle zu spielen.

Eine wichtige Eigenschaft ist die ATP-Sensitivitétes ROMK-Kanals. Die
Bindungsdomane fur ATP liegt ebenfalls im C-Ternsiund wird von den 39 AS an
den Loci 186 bis 225 gebildet (Dong et al. 2001)g*MATP-Konzetrationen im
millimolaren Bereich inhibieren den Kanal (McNichslet al. 1998).

Diese Form der Inaktivierung ist nicht ungewohnlfidn einwarts-gleichrichtende 'K
Kanéle. Ein weiterer gut untersuchter ATP-sensitiealium-Kanal ist z.B. Kir6.2 in
der pankreatischefrZelle (Tucker & Ashcroft 1998). Dieser klassisdhertreter ist ein
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Heterooctamer aus vier porenbildenden Kir6.2 uner riegulatorischen Sulfonyl-
Harnstoff-Rezeptor-Proteinen (SUR) (Aguilar-Bryah a&. 1998). SUR gehort zur
Familie der ATP-Cassette-Binding-Proteine (ABC-EBno¢) und ist der Angriffspunkt
fur Sulfonylharnstoffe wie Glibenclamid, die in dBiabetes mellitus Therapie zum
Einsatz kommen. Die funktionelle Kopplung von K#émit SUR ist nicht nur von
weitreichender physiologischer und Klinisch-therageher Bedeutung, sondern auch
die am besten untersuchte Interaktion eines ABQ@Sparters mit einem ATP-
abhangigen Kaliumkanal. Aufgrund der engen Verwsaitdft von ROMK mit Kir6.2
ist die Suche nach einer regulatorischen ROMK-étdreit in der Familie der ABC-
Proteine Gegenstand aktueller Forschungsbemuhurg@nohl SUR1, SUR2B als
auch der Cystic Fibrosis Transmembrane Conductaegelator (CFTR) als Mitglieder
der ABC-Familie wurden bisher als mdgliche ROMKaelraktionspartner untersucht.
Dabei fanden Ruknudin et al 1998 bei einer Coexwasvon ROMK und CFTR in
Xenopus Oozyten, dass der CFTR die Sensitivitat RIDMK gegenuber einer
Inhibition durch MG*-ATP erheblich erhtht, was auch in spateren Unoténsnigen
bestétigt wurde (Lu et al. 2006). Allerdings istueavahrscheinlich, dass der CFTR in
vivo durch ROMK Regulation eine entscheidende Ratieder renalen Salz und
Wasserresorption einnimmt, zumal bei Patienten @ystischer Fibrose ein
ausgepragter renaler Salz- und Wasserverlust nickien typischen Symptomen zahit.
Dong et al. beschrieben 2001 eine glibenclamidadiiganErhéhung von ROMK2
Kanalstromen bei Koexpression mit SUR2B in Ratterarizellen, die auf eine
Interaktion der beiden Proteine hinweisen kdnnten@et al. 2001). Allerdings wurde
dies durch Konstas et al. deutlich in Frage geasti€tinstas et al. 2002a). Eine in vivo
Interaktion von ROMK mit einem der bisher genanm&C-Proteine kann damit nicht

als gesichert gelten.
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1.4.4 ROMK Knockout-Maus Modell

Die Deletion desKCNJ1 Gens in Knock-out-M&ausen fuhrt zu schwerem Salmd u
Wasserverlust und bestéatigt die Gewichtigkeit vorOMX hinsichtlich der
Salzreabsorption entlang der TAL und hinsichtlieiner Funktion in den Hauptzellen
des CCD (Lorenz et al. 2002). Die starke Auspragiesg Konzentrationsdefektes mag
auf den ersten Blick Uberraschend erscheinen, dafrimer durchgefiihrten
Mikroperfusionsstudien die Existenz von mindestengei verschiedenen apikalen
Kalium-Kanalen in der TAL demonstriert wurde: Eirafal mit niedriger (35pS) und
ein Kanal mit mittlerer (70pS) Leitfahigkeit (Bldéicet al. 1990). Die funktionelle
Charakterisierung des isoliert exprimierten ROMKnsait mit dem nativen 35pS 'K
(low conductance) Kanal Uberein (Jeck et al. 200B)Gegensatz dazu war es bisher
nicht mdglich, den 70pS KKanal erfolgreich zu isolieren. Allerdings fanden et al.
2004, dass ROMK flr die Expression des 70pS Kanader TAL notwendig ist (Lu et
al. 2004). Dies bekraftigt die Annahme, dass seh™pS Kanal aus dem 35pS Kanal
und einer akzessorischen Untereinheit mit modifenden Eigenschaften
zusammensetzt. Aufgrund der bereits beschriebemenaktion zwischen Mitgliedern
der ABC-Familie und ATP-sensitiven'¥Kanalen der Kir-Familie ist ein ABC-Protein

auch hier als mdgliche Untereinheit in Betrachzmlnen.

//

Na~

Arachidonsaure

lang anhattends

Cepolansation Milimclar- ATP

Abbildung 3: ROMK beeinflussende Regulationsfaktor@ (Giebisch 1998)
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1.5 Das ABCB1-Protein (ATP-Binding-Cassette Typ B1)

Das ABCB1-Protein gehort zur sowohl in Prokaryondds auch Saugetierzellen weit
verbreiteten Gruppe der ATP-Binding-Cassette-Famihd hier wiederum zur grof3en
Untergruppe der Multi-Drug-Resistance-Proteine (MDIRre hauptséchliche Funktion
liegt in dem Schutz der Zelle vor hydrophoben, }®otischen Substanzen (Sarkadi et
al. 2006). Das ABCB1-Molekul fungiert als Pumpe der Zellmembran und
transportiert energieabhangig hauptséachlich grofdeophobe Molekiile aus der Zelle.
Es ist das archetypische Modell eines ABC-Trangpsrtwelches zuerst entdeckt und
in der Folge umfangreich untersucht wurde. Es wisldas medizinisch bedeutendste
ABC-Molekul bezeichnet und besitzt gleichzeitig Bieiteste Substratspezifitat (Jones
& George 2004).

1.5.1 Struktur und Membrantopologie von ABCB1

Das ABCB1-Molekil ist ein Protein aus 1280 Amina®#u Die Primarsequenz zeigt
eine zweifache Wiederholung von Transmembrandomaoed ATP-bindenden
Kassetten sowie eine Verbindungssequenz, die diegken homologen Halften des
Proteins miteinander konnektiert. Die beiden Pnitaiften formen eine pseudo-
zweifach-symmetrische Struktur, in der die Membsdiges einen porendhnlichen
Trichter bilden, durch den die Substrattranslokatistattfindet. Die beiden
Transmembrandomé&nen des Molekils bestehen auslge@elransmembranhelices
(Kast et al. 1996). Sie bilden die trichterférmidgg/drophile Kammer in der
Membranebene mit Offnung nach extrazellular (Rosemlet al. 2005) Die Nukleotid-
Bindungs-Doméanen (NBDs) liefern die durch ATP-Bindu und —Hydrolyse
freiwerdende Energie flr den TranslokationsproZ8sskadi et al. 2006). Die NBDs
liegen intrazellular dicht beieinander und erlaulereine ausgedehnte Interaktion der

katalytischen Zentren.
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A) B)

ABCB-type

Abbildung 4: Der ATP-Cassette-Binding-Transporter Typ B

Membrantopologie des ABCB-Typ-Transportermolekils Breidimensionales Modell des humanen
ABCB1-Transporters in der Nukleotid-gebundenen FdB) (NBD: Nukleotid-Bindungs-Domane,
TMD,:2: Transmembrandomanen, ICD: Intrazellulare DomaXe Lokalisation dieser Helixstruktur
unklar (adaptiert nach Rosenberg et al. 2005)

1.5.2 Genlokus und Expressionsorte des humanen MDR1/ABCBé&ns

Das MDR1-Gen liegt auf dem Chromosom 7¢21 und énB@&Exons (Sarkadi et al.

2006). MDR1 wird in der apikalen Membran polariteer Epithelzellen folgender

Gewebe exprimiert: in den Blurstensaumzellen destimums, in der bilidren Membran
der Hepatozyten und an den pharmakologischen Bamrides Korpers wie der Blut-
Hoden-, Blut-Hirnschranke und dem Plexus Choroid@dsin et al. 1999). In der

menschlichen Niere wird ABCB1 in den Zellen des Megums, des proximalen
Tubulus, der TAL und dem Sammelrohr exprimiert @sin& Bello-Reuss 1999).

Geringere Level des ABCB1-Proteins wurden in dexz@hta, der Nebennierenrinde
und in den CD34+-Stammzellen des hamatopoetischstei®s gefunden (Sarkadi et al.
2006).
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1.5.3 Physiologische Funktionen des ABCB1-Transporters

Der Schwerpunkt der medizinischen Forschung beaiigies ABCB1-Proteins zielt
zumeist darauf, die Fahigkeiten und MechanismenTdassports von xenobiotischen
Substanzen durch ABCB1 zu verstehen. Seine Moghithk, eine Vielzahl von
toxischen Molektlen vektoriell aus der Zelle zulsaoken, lassen vermuten, dass die
physiologische Rolle von ABCB1 in dem Schutz dellefeund des Organismus vor
toxischen Stoffen besteht (Klein et al. 1999). Aufgl dieser Eigenschaften ist der
ABCBI1-Transporter insbesondere mitverantwortlichr fidie Chemoresistenz von
Tumorzellen und deshalb medizinisch von besondén¢éenesse. Untersucht wurde die
physiologische Funktion von MDR1/ABCBL1 in einem KRout-Mausmodell, in dem
eines oder beide der MDR1-Allele ausgeschaltet amrdDie Knockout-Mause
erschienen auf3erlich vital und fertil, ohne aus@giar physiologische Abnormalitat.
Mause, bei denen beide Gene ausgeschaltet wureksgierten jedoch Ubersensibel auf
xenobiotische Substanzen (Kwei et al. 1999).

Neueren Untersuchungen zu Folge weisen diese jE@oeh im Vergleich zur Wildtyp-
Maus deutliche Unterschiede in der renalen Funkdioin Knockout-Mause zeigen eine
verminderte glomerulare Filtrationsrate und einemminderten renalen Plasmafluss,
vermehrte Glucose, Aminosduren und niedermolekufacteine im Urin sowie eine
auffallig erhohte Natrium-und Kalziumexkretion komiert mit einer gesteigerter
Diurese (Huls et al. 2007). Es fallen hier alsottighe Ubereinstimmungen mit der
Symptomatik eines typischen ROMK-Loss-of-FunctidriRotyps auf, bei dem der
renale Salz- und Wasserverlust im Vordergrund gtedrenz et al. 2002).

Interaktion von ATP-sensitiven Kir-Kandlen mit ABRroteinen sind wie oben
beschrieben nicht ungewéhnlich. Das ErscheinenseR®MK-Knockout ahnlichen
Phanotyps in ABCB1(-/-) Mausen verknlpft mit dems®én Uber das Auftreten von
Kir arp-Kanal-ABC-Protein Interaktion in vivo fuhrt zu dénnahme, dass ABCBL1 ein
wichtiges ROMK-interagierendes Protein darstellénrke, welches den Mechanismus
der tubuléaren Salzresorption mit beeinflusst.
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1.6 Hintergrund und Fragestellung der vorliegenden Arbet

Angeborene Salzverlusterkrankungen der Niere saiigtree, jedoch vital bedrohliche

genetische Erkrankungen, deren rechtzeitige Diagnos Therapie das Uberleben der
betroffenen Kinder sichern. Winschenswert ist einézeitige Diagnosefindung,

idealer Weise bereits vor der Geburt, da therapehti Mallhahmen unmittelbar
postnatal eingeleitet werden missen. Die bislanglgbare pranatale Diagnostik

hinsichtlich dieser Erkrankungen erkennt bisheddeinur maximal 60% der zugrunde
liegenden genetischen Defekte (Abbildung 5). Ben destlichen 40% bleibt der

genetische Defekt unbekannt.

ClC-Ka + -Kb

Barttin

Abbildung 5: Kandidatengene angeborener Salzverlustkrankungen

Patientenkollektiv des Zentrums fir Kinder- und ehdmedizin der Marburger Philipps-Universitét
(n=504)

Auf der Suche nach neuen Kandidatengenen angelvofadeverlusterkrankungen
identifizierten wir in ersten Experimenten mit Hiléler Yeast-Two-Hybrid Technologie
ABCBL1 als ein Protein, das mit dem renalen Kaliuan&l ROMK interagiert. ROMK
katalysiert einen wesentlichen geschwindigkeitsbheaenden Schritt der tubularen
Salzresorption in der TAL, daher sind ROMK-inteeagnde Proteine
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vielversprechende Kandidatenproteine  bisher  gestetis nicht  geklarter
Salzverlusterkrankungen.

In dieser Arbeit wird die Interaktion von ROMK miBCB1 im heterologen
Expressionssystem von Xenopus laevis Oozyten plogsszh charakterisiert.

Dazu werden ROMK-Kanale und ABCB-Proteine in Xeroplaevis Oozyten
koexprimiert und die daraus entstehenden Membitéiiegkeiten mittels der Two-
Electrode-Voltage-Clamp-Methode (TEVC-method) elehysiologisch Uberprift.
Weiterhin soll ein moglicher Effekt verschiedeneorikentrationen des ABCB1-
Proteins auf den ROMK-Kanal untersucht werden. Rl#irung der Spezifitdt dieses
Effektes wird mittels TEVC der Einfluss von ABCBUfeROMK mit dem Einfluss von
ABCB1 auf den Kir2.1-Kanal verglichen. In einem zkeih Schritt soll mittels
Oberflachenexpressionsanalyse geklart werden, adicesum einen Trafficking- oder
um einen Gating-Effekt des ABCB1-Proteins auf dé&vK-Kanal handelt.



Material und Methoden

18

2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Die Standard-Chemikalien wurden, soweit nicht asdamwéahnt, von Sigma-Aldrich,

Steinheim und C.Roth, Karlsruhe bezogen.

2.2

Instrumente und Hilfsmittel

Absaugpumpe

Neuberger Laboport,
Freiburg, Deutschland

Ampere-chart

Ampere-chart multitron |

HT Infors AG

Bottmingen Deutschland

Badklemme mit Erdung

VG-2A-x100, Virtual
Ground Bath Clamp

Axon Instruments Inc.,
Foster City, CA, USA

Bloteinheit GielRapparatur, Protein- | Bio-Rad Laboratories
Elektrophorese- und GmbH, Minchen,
Blotkammer Deutschland

Computer Macintosh Performa 5200 Apple Inc., Sa®,JCGA,

USA

DNA-Vacuum-Konzentrator

Speed Vac DNA plus

HetotdolA/S, Allerad,

Danemark

Eppendorf-Cups

1,5 ml, steril

Eppendorf, Hamburg,

Deutschland

Falcon-Tube

15ml, 50ml, steril

Greiner Laborte&hni

Frickenhausen,

Deutschland

Filmentwickler

Curix 60

Agfa Gevaert AG,
Deutschland

Gelkammer

B1A-Gelkammer

Owl Seperation-Systen

Portsmouth, NH, USA

Gewebekulturplatten

24-Loch “Costar”

Corning Incangted,
Corning, NY, USA

S,
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Gewebekulturplatten

6-Loch “Costar”

Corning Incaigted,
Corning, NY, USA

Headstage fur

Mikromanipulatoren

HS-2A-Headstage

Axon Instruments Inc.,
Foster City, CA, USA

Heizblock

TM 130-6

Heap Labor Consult
GmbH, Bovenden,

Deutschland

Instrument/Hilfsmittel

Nahere Bezeichnung

Herstelle

Kaltlichtquelle

KL 750 mit zweiarmigem
Lichtleiter

Schott AG, Mainz,

Deutschland

Kihlzentrifuge

Biofuge fresco

Hereus Thermo Elettro
Corporation, Osterode,
Deutschland

Lichtquelle mit

Glasfiberoptik

Fiber-Lite High-Density-

[lluminator

Dolan-Jenner Industries
Inc.,Boxborough, MA,
USA

Luminometer

Glomax 20/20-

Luminometer, Promega

Turner Biosystems,
Sunnyvale, CA, USA

MacLab-Interface

MacLab 4s

ADInstruments, Australig

Magnetruhrer RCT-basic IKA Werke
GmbH&CoKG, Staufen,
Deutschland

Messprogramm Scope Version 3.5/s Apple Inc., Saa,JoA,

USA

Mikrokapillaren mit

Filament

GB150TF-8P,
Borosilikatglas-Kapillaren
mit Filament, 80mm
Lange,

AulRendurchmesser:

1,5mm, Innendurchmesser:

1,05mm

Science Products GmbH,
Hofheim, Deutschland

=
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Mikrokapillaren ohne

Filament

GB150T-8P,
Borosilikatglas-Kapillaren
ohne Filament, Lange:
80mm,
AulRendurchmesser:
1,5mm,

Innendurchmesser:1,05m

Science Products GmbH,

Hofheim, Deutschland

m

Mikromanipulator(en)

Leitz, Wetzlar,
Deutschland

Mikropipetten-Zieher

PUL 1-Pipette-Puller

World Piston
Instruments, Sarasota,
USA

Mikropipetten-Zieher,

PA 10, Patch Pipette Pullg

bE.S.F.-Electronics,

vertikal Gottingen, Deutschland

Nahtmaterial Prolene 5-0 Ethicon,
Johnson&Johnson Intl,
St.Stevens Woluwe,
Belgien

Nahtmatrial Vicryl 4-0 Ethicon,

Johnson&Johnson Intl,
St.Stevens Woluwe,

Belgien

Nanoliterinjektor

Nanoliter 2000

vollautomatisch

Firma World Precision

Instruments, Sarasota US

Oszilloskop

Oszilloskop 630

Voltkcraft, Hirschau,

Deutschland

Parafilm-Membran

Parafilm ,M“

American National Cén
Chicago, IL, USA

Petrischalen 10cm Durchmesser Corning Incorporated,
Corning, NY, USA
pH-Meter MP 220 Mettler, Toledo, Spanien

A



Material und Methoden

21

Pipettenspitzen

RNAse-frei, 15ul, 200ul
1000ul

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Ruckkopplungsverstarker

GeneClamp 500 Amplifier

Aostruments Inc.,
Foster City, CA, USA

Rundbodenréhrchen 5ml, 75x12mm Sarstedt, NUumbrecht,
Durchmesser Deutschland
Schuttler Yello-Line OS 5 basic IKA-Werke GmbH &CQ.
KG, StaufenPeutschland
Spectrophotometer Ultrospec 2100 pro Amersham &ns,

Cambridge UK

Statistikprogramm

Kaleidograph 3.51

Synergetic \Bafe,
Reading, PA, USA

Stereomikroskop

Leica S8 Apo mit L2-
Kaltlichtquelle 8v/20W

Leica Microsystems,

Wetzlar,Deutschland

Stereomikroskop

M3Z

Wild, Schweiz

Strom/Spannungs-Generatd

r “Biometra” Standard
Power Pack P25

Biomedizinische Analytik
GmbH, Goéttingen,
Deutschland

TEVC-Basis

schwingungsgedampfter
Granit-Tisch mit

Farradaykafig

Eigenbau der Werkstadt
der Philipps-Universitat,
Marburg, Deutschland

UV-Transluminator

TFX-20M

Frobel Labortechnik,

Lindau Deutschland

Vortex-Mixer

VM 300 neoLab 7-2020

Migge, Heidelberg
Deutschland

Waage 1 Explorer Pro Ohaus Corporation, Pin
Brooks, NJ, USA
Waage 2 Adventurer SL Ohaus Corporation, Pin

Brooks, NJ, USA

Tabelle 2: Instrumente und Hilfsmittel

e

e
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2.3 LOsungen

2.3.1 Losungen fir Oozyten-Messung und -Aufbereitung

ND-96: Badlosung fir Messungen

Antibiotikahaltige ND-96: Aufbewahrungslésung fluogyten

KD-96: Badl6sung fir Messungen

OR-2: Kalziumfreie Losung zur Oozytenpraparation

Alle Lésungen wurden aus einer 10-fach konzengre8tammldsung hergestellt.

Substanz ND-96Antibiotikahaltige ND-96 KD-96 | OR-2
NaCl (mM) 96 96 0 82,5
KCI (mM) 2 2 98 2
CaCl,2HO (mM) |[1.8 | 1.8 1.8 | O
MgCl, 6H,O (mM) |1 1 1 1
HEPES (mM) 5 5 5 5
Natriumpyruvat (mM) 0 2,5 0 0
Theophyllin (mg/l) | O 90 0
Gentamycin (mg/l) 0 20 0 0
pH-Wert 7,5 7,5 7,5 7,5
Titriert mit NaOH

Tabelle 3: Zusammensetzung der verwendeten Lésungen

2.3.2 Losungen und Puffer fir Western-Blot

Lysepuffer

150mM NacCl

20mM Tris/HCI, pH 7,5

1% Triton X 100

1 Tablette Protease Inhibitor Cocktail (Roche Dasgits GmbH, Mannheim) in 2ml
MQ-H>0O (Ampura MilliQ-H,O, Fresenius-Kabi AG, Bad Homburg)
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10 x SDS-Sample-Puffer

1,15 g SDS

1,04 ml 3M Tris/HCI, pH 6,8
5,00 ml Glycerol (100 %)

0,2g Bromphenolblau

auf 10 ml mit MQ-HO aufgefullt

Tris- SDS pH 6,8

3,949 Tris Base (0,25 M)

0,2g SDS

pH- Wert mit NaOH auf 6,8 eingestellt
in 100 ml MQ-HO

Tris- SDS pH 8,8

11,829 Tris HCL (0,25 M)

0,2g SDS

pH-Wert mit NaOH auf 8,8 eingestellt
in 100 ml MQ-HO

10% APS

1g Ammoniumpersulfat
mit MQ-H,O auf 10 ml aufgefullt

Laufpuffer

6g Tris- Base

10g Glycin

1g SDS

pH- Wert mit NaOH auf 8,8 eingestellt
mit MQ-H,0 auf 1l aufgefullt

Transferpuffer

3g Tris Base

15g Glycin

200ml Methanol

mit MQ-H,O auf 11 aufgefullt
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Stopplésung 4 %

4g Magermilchpulver (,Neuform*, Heirler Cenovis GHpRudolphzell)
in 100 ml TTBS

Waschlosung (TTBS)

2,519 Tris HCI

1,099 Tris Base

7,31g NaCl

500l Tween

pH- Wert mit NaOH auf 7,5 eingestellt
mit MQ-H,0 auf 1l aufgefullt

2.4 Antikorper

Erst-Antikdrper: anti-HA-Antikérper (rat monoclonantibody, 100ug/ml, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim)

Zweit-Antikorper: Anti-rat-POD IgG-Antikorper (pexalase conjugated Affini Pure
F(ab’)2 Fragment goat anti-rat IgG, 0,8mg/ml, Jackknmuno Research Europe Ltd.)

Verdinnung Oberflachen-LumineszengWestern-Blot
Detektion

1.Antikorper 1:100 1:1000

2.Antikorper 1:500 1:10000

Tabelle 4: Verdiinnung der Antikdrper

2.5 Oozytenpraparation

2.5.1 Oozytenisolierung

Zur kurzzeitigen Betaubung wurde ein Exemplar vamépus laevis fur 15-20min. in

eine mit Eis versetzte Narkosel6sung [3-Aminoberdaee-Ethylester-Methansulfonat
= Tricain, 0.1-0.15% in Leitungswasser/Eis, pH 7g&ketzt. Sobald das Tier ruhig
gestellt war, wurde es auf den Riucken gedreht @sdAdissetzen des Umkehrreflexes

sowie des respiratorischen Schluckreflexes durafitBen der Kehlregion geprift. Das
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betaubte Tier wurde in Riuckenlage in einer Opemnasohale auf Eis gelagert und die
Bauchhaut im Areal des spateren Zugangs durch nadiges trocknendes Auflegen
von Zellstoff von der Schleimschicht befreit. Dibgatrocknete Lederhaut wurde mit
einer Pinzette angehoben und daraufhin mit eineefeSchere in den gebildeten Wulst
geschnitten. Es resultierte eine in Korperlangsagesichtete operative Offnung von 7-
10mm Lange. Anschlie3end wurden ebenfalls dasdPetitm und die darunter liegende
Muskelschicht mit einen Schnitt durchtrennt, woblaiut und Muskelschicht von dem
darunter liegenden Verdauungstrakt abgehoben wulenGeratschaften wurden vor
dem Eingriff mit Alkohol (100%) desinfiziert.

Nach Penetration der Bauchhaut wurde vorsichtigemmér spitzen Pinzette das Ovar
zwischen den abdominalen Organen (Darmschlingeber, d-ettkbrper und Ovidukt)
aufgesucht und vorsichtig durch die operative Qffngezogen. Das gewiinschte Stiick
Mesovar wurde mit einer feinen Schere abgetrennd un OR2-L6sung
zwischengelagert. Um einen ersten Eindruck von Glégte der Oozyten zu erhalten,
wurde eine kleine Probe unter einem Mikroskop bechitet. Fir den anschlielRenden
Wundverschlul3 wurde resorbierbares chirurgischdgmrial der Starke 4-0 (Vicryl
4-0) verwendet. In Ausnahmeféllen wurde dies mithtiresorbierbarem Prolene-
Nahtmaterial der Starke 5-0 ersetzt. Die Musketddhind das Peritoneum wurden mit
einer feinen chirurgischen Pinzette gefasst und mitei Einzelstich-Nahten
verschlossen. AnschlieRend wurde die Haut in gézidlieise vernaht.

Nach Abschluss der Operation wurde das Tier grdhdhit Leitungswasser abgespiilt
und in eine Schale gesetzt, deren Boden maximallomt Wasser bedeckt war. Um
Austrocknung zu vermeiden, wurde der Ricken degeSienit einem in Wasser
getrankten Zelltuch bedeckt, bis der Schluckreflerder einsetzte und der Frosch
kraftige Schwimmbewegungen zeigte. Nachdem dasvbkkommen aus der Narkose
erwacht war, wurde es zurtck in ein Einzelbeckegegen.

Nach 2 Wochen hat sich in der Regel im Bereich Waht granuliertes Gewebe
gebildet. Biopsien an demselben Tier wurden nichkiirzeren Abstanden als 4-6
Wochen durchgefihrt, wobei die primar gesetzteslomi nicht erneut als Zugang
verwendet wurde. Insbesondere wurde darauf geaatdasts bei der darauffolgenden

Biopsie die jeweils kontralaterale Seite eroffnetae.
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2.5.2 Oozytenaufbereitung

Die Ovarialsacke wurden in einer OR2-gefillten Belrale mit zwei spitzen Pinzetten
mechanisch zerteilt, so dass nur noch zusammenhdadeeste des Sackes mit 5-10
Oozyten entstanden. Die Zerteilung sorgte fur eigeichméaRigen anschliel3enden
Kollagenaseverdau. Nach Waschen in einem 50ml-Rali OR2-Lésung bis zum
Erreichen eines klaren Uberstandes (6 bis 8 Malydem die Oozyten in ein
Wageschalchen tberfiihrt und der OR2-Uberstand @tiggfibpipettiert. Dann wurden
die Oozyten mit 2 mal 10ml Kollagenase-Lésung (2@R2 mit 40mg Kollagenase
von Clostridium histolyticum Typ 1) versetzt undrfjeweils eine Stunde bei 16°C auf
einem Schuttler bei 80rpm inkubiert. Dann wurdevegiterer Waschgang durchgefuhrt
und ein erneuter Kollagenase-Verdau fur 1h angedeszwurde eine Cafreie Losung
(OR2, siehe Tabelle 3) verwendet, da'ldaen die Kollagenase inhibieren.

Nach 2h Inkubation waren die meisten der Oozytereimeelt und defollikuliert
(mikroskopische Kontrolle). Der Kollagenaseverdaude beendet. Danach wurden die
Oozyten zunéchst erneut mit OR2 und anschlieBeh8IB®6-LOsung, jeweils bis zum
Erreichen eines klaren Uberstandes und bis zurstéoitligen Entfernung der
Kollagenase, gewaschen.

Aus den so erhaltenen Oozyten aller Wachstums-Reitkstadien wurden unter dem
Stereomikroskop die unbeschéadigten Oozyten dese®adiums V und VI nach
Dumont (Dumont J 1972) aussortiert. Die gewonnédenyten wurden in Mengen zu
ca. 40 Stuck in 6-Loch-Gewebeplatten mit antibiatiltiger ND96-L6sung auf einem
Schittler bei 16°C aufbewahrt. Die Verwendung eilsshittlers verhinderte ein
Aneinanderhaften und eine Deformierung der Oozy#an. Begutachtung der Zellen
wurde ein Leica-Stereo-Praparationsmikroskop vedsgnwobei die Beleuchtung
durch eine 75 Watt-Kaltlichtquelle mit 2-armigenchileiter optimiert wurde.

Es wurden, wie erwéhnt, Oozyten des Stadiums-V\Mntach Dumont verwendet. Der

Durchmesser betragt 1.0-1.3mm, das Volumen vaxi@nt0.9-1.21 (Dumont J 1972).

2.5.3 Injektion von m-RNA in die Oozyten

Unter dem Leica Stereomikroskop (OkularvergroRerlvgach, ObjektivvergrofRerung
1,0 bis 8,0-fach) erfolgte entweder noch am Tag @eryten-Entnahme oder am
darauffolgenden Tag die Injektion der m-RNA in d@ozyten. Aufgrund der

Empfindlichkeit der m-RNA gegenuber dem abbauenHamym RNAse wurde mit
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Latexhandschuhen gearbeitet, der Arbeitsplatz wuandereinem Alkohol desinfiziert
und es wurden RNase-freie Pipettenspitzen verwendet

Die fur die Injektion benétigten Mikroinjektionsgfien wurden mittels dem
Mikropipettenpuller PUL 1 hergestellt. Um eine mogst lange und schmale
Pipettenspitze zu erhalten wurde bei einer ,Heath VO und ,Delay“ von 4
(automatischer Betrieb) gezogen. Es wurden dunngand/ikrokapillaren ohne
Filament aus Borosilikatglas verwendet. Die Spitziar frisch gezogenen Pipetten
wurden mit Hilfe einer Pinzette unter mikroskopisctiKontrolle minimal verkurzt, so
dass die Pipettenspitzendffnung einen Durchmesear ca. 10-1pm hatte. Dieser
Durchmesser war ausreichend grof3, um die m-RNAugatrgen und beim Injizieren in
exakten Mengen wieder abzugeben. Gleichzeitig wauSgitze schmal genug, um die
Oozytenmembran bei der Injektion nicht Gbermaligeidhrden.

Mit Hilfe eines vollautomatischen Nanoliterinjeksorder in einen Mikromanipulator
eingespannt war, erfolgte die m-RNA-Injektion. Zadnst wurde die Injektionskapillare
mit Mineraldl (light white oil, Sigma-Aldrich) gefli und auf den Stempel des
Nanoliterinjektors gesetzt. Mit Hilfe des Mineradérreichte man eine luftblasenfreie
Fullung der Kapillare und gewahrleistete eine exdkiinktionalitat der Injektion. Vor
der tatsédchlichen Oozyteninjektion wurde eine Famsiprobe mit 3ul nucleasefreiem
Wasser in der gleichen Weise wie unten beschridberhgefihrt.

Die zur Injektion bendétigte m-RNA wurde aus eineaoPvon aliquotierten 1pl-Proben
aus -80°C direkt vor der Injektion auf Eis aufgétand in den gewlnschten
Konstruktzusammensetzungen zu jeweils 3pl injekbeneiten m-RNA-Proben
kombiniert.

Es wurden jeweils Konstrukte von 40-50 Oozyten mMRNA-L&sung injiziert. Fur ein
zu injizierendes Konstrukt wurde die entsprecheB@é-Probe auf eine Uber eine
Petrischale gespannte Parafilm-Membran aufgetragdnvon dort in die Mikropipette
gesogen. Die Oozyten wurden zur Fixierung auf esypgziell fur diesen Zweck
konstruierte, Petrischale mit eingelegter Schuleaimd Gitternetzstruktur (Eigenbau
des Labors) in antibiotikahaltige ND-96-L6sung geleZur Injektion wurde nun die
Spitze der Injektionskapillare in einem Winkel voen 45° an die Oozyte herangefahren
und durch die Oozytenmembran eingestochen. 60nINA-Risung wurden in jede
Oozyte injiziert. Die korrekte Injektion wurde amem leichten Schwellen der Oozyte

sichtbar. Je nach Konstrukt wurden zwischen 0 umdyIn-RNA pro Zelle injiziert.
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Nach der Injektion wurden die Oozyten in 24-Locha@bekulturplatten mit
antibiotikahaltiger ND96-LAosung Uberfuhrt (ca. 10ozZ9ten/Loch). Die Oozyten
wurden bei 16°C aufbewahrt. Am Tag nach der Inggktivurden apoptotische Zellen
nach den Kriterien: ,Depigmentierung”, ,Fleckenhitdy® und ,milchiger Aspekt*
aussortiert, sowie die antibiotika-haltige ND96-ug ausgetauscht. Dieser Schritt war
notig, um die gesunden Oozyten nicht durch diestthen Zytokine der apoptotischen
Zellen zu gefahrden. Nach 2-4 Tagen waren genugeoikine der jeweiligen m-RNA

exprimiert, um die entsprechenden Funktionen areks zu konnen.

2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 Molekulares Subklonieren

Die DNA fur die Proteine ROMK, ROMK-HA und ABCB wden in das
Vektorplasmid pSGEM (siehe Abbildung 6) unter Vemdeng der in Tabelle 5
zusammengefassten Restriktionsenzyme subkloniert.

Zur Transfektion und Vervielfaltigung wurden Détkompetente E.Coli-Zellen
(Invitrogen Corp., Karlsruhe) verwendet. Diese veumlindchst auf Eis aufgetaut und
dann in vorgekihlte 1,5ml Eppendorfcups zu je Siguotiert. Zu jeder Probe wurden
10ng DNA des jeweiligen Subklons (Vektorplasmidluskve Insert) hinzugefligt und
durch Schwenken vorsichtig gemixt. Zellen und Pldswurden fir 30min zusammen
auf Eis inkubiert. Zur eigentlichen Transformatismarden die Proben mit einem 30s
Hitzeschock behandelt und erneut fur 2min auf Elegf. Um eine erste Proliferation
zu erreichen, wurden die Zellen nun fur 1h bei 3éatd 225rpm in 1ml sterilem LB-
Nahr-Medium (Luria-Bertani-Medium: 10g/l Bacto Tigm, 10g NaCl, 5qg/l
Hefeextrakt) im Heizblock inkubiert.

Zur Selektion der transformierten Zellen wurden atawnter sterilen Bedingungen
jeweils 200ul auf vorgewarmten Ampicillin-haltigébOOug/ml) LB-Agarplatten (10g/
Bacto Trypton, 10g/l NaCl, 5g/l Hefeextrakt, 158f8ar) ausgestrichen und Uber Nacht
bei 37°C inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurdedA Rolonien eines jeden Klons
einzeln in jeweils 5ml steriles LB-Medium uberfulurtd zur Vermehrung erneut tber
Nacht bei 37°C inkubiert. Ca. 500l der so erhalteBakteriensuspension wurden als
Glycerol-Stock bei -80°C eingefroren. Die tbrigebml wurden fir 15min bei 4000

rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
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Die darauffolgende DNA Minipraparation wurde mitnd&IAprep Spin Miniprep Kit

(Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland) streng nach d&atokoll des Herstellers
durchgefuhrt. Das Bakterien-Pellet wurde in 250uffé® P | resuspendiert und in ein
1,5ml Eppendorf-Cup Uberfuhrt, mit 250ul Puffer xid 350l Puffer N3 versetzt und
fir 10min bei 13000rpm zentrifugiert. Der Uberstandrde auf die QIAprep spin
Filter-S&ule Ubertragen und dann bei 13000rpm fig fentrifugiert. Der Durchfluss
wurde verworfen, die gebundene DNA mit 500ul Pui8rdurch zentrifugieren fir 60s
bei 13000rpm gewaschen. Eine zweite Waschung ¢efalgt 750ul Puffer PE in

gleicher Weise. Der Durchfluss wurde verworfen il Filter-Saule ein zweites Mal
zentrifugiert, um den restlichen Waschpuffer zufeenen. Zum Auswaschen und
Aufnehmen der gereinigten DNA wurde auf die QIApr8pin Filter-Saule 50l
entionisiertes Wasser gegeben und fur 60s bei Xpa0@entrifugiert. Der Durchfluss

wurde in einem 1,5ml Epppendorf-Cup aufgenommen.

Sacl
Kpnl

SUT

Sacll
BstXI
Eagl
Notl
Xbal
Spel
BamHI

Smal g
Pstl

EcoRI

EcoRV

Hindlll

Clal
Hincll/Sall/Accl

Xhol
Apal

Sphl
3'UT Pacl
Sfil

Nhel

SP6

Abbildung 6: pSGEM Vektormap

Amp.-Res Ampicillin-Resistenz5’/3'UTR : 5'/3’-untranslatierte Region des Xenoi§lobingens,T7
und SP8 Polymerasepromotoren
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lonenenkanal bzw. Insertbezeichnyhgktor | Enzym 1 Enzym 2
ROMK pSGEM BamH | | Xho |
ROMK-HA pSGEM|BamH | | Xho |
ABCB pSGEM| Sac I Xho |

Tabelle 5: Verwendete Inserts, Vektoren und entspieghende Restriktionsenzyme

2.6.2 m-RNA Synthese und Aufreinigung

Linearisierung der DNA:

Die Plasmid-DNA wurde in folgendem Reaktionsansaa 37°C fur 16h zur
Linearisierung inkubiert (siehe auch Tabelle 6):
10pg Plasmid-DNA
5ul Restriktionsenzympuffer (10-fach konzentriert)
50u Restriktionsenzym Nhe | ( New England Biolabs\iBl, Frankfurt am
Main, Deutschland)

Das Gesamtvolumen wurde auf 50ul mit MQEHaufgefillt

lonenenkanal bzw. InsertbezeichnlifglymerasepromotoEnzym zur Linearisierung
ROMK T7 Nhe |
ROMK-HA T7 Nhe |
ABCB T7 Nhe |
Ki2.1 T7 Nhe |

Tabelle 6: Inserts, Promotoren und Restriktionsenzgne fur die Linearisierung

Reinigung der linearisierten DNA:

Die Reinigung wurde mit dem High PCR Product Pcaifion Kit von Roche (Roche

Diagnostics GmbH, Mannheim) nach dem Protokollldesstellers durchgefuhrt.

Zur DNA-Probe wurden zunachst 500ul Binding-Bufiegeben, gemixt, dann auf den
High Pure Filter gegeben und fur 60s bei 13000rpntr#fugiert. Der Durchfluss wurde

verworfen. Darauf wurden 500ul Wasch-Puffer auf édter gegeben und erneut fir
60s bei 13000rpm zentrifugiert, der Durchfluss \eienin verworfen. Dieser Vorgang

wurde mit 200 ul Wasch-Puffer wiederholt und draufter Filter zusatzlich fir 60s
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zentrifugiert. Zur L6sung der DNA wurden 50ul enimertes Wasser auf den Filter
gegeben und bei 13000rpm fur 60s zentrifugiert. mdie eluierte DNA wurde in einem
1,5ml Eppendorf-Cup aufgenommen. Zur Konzentrabesmmung wurde eine 1pl-
Probe 1:100 verdinnt und spectro-photometrisch geeme

Die Qualitatskontrolle erfolgte mittels Gelelekthapese im Agarosegel (50ml TAE,
0,8% Agarose, 1,5ul Ethidiumbromid (5mg/ml), 10005-30min). Ein erfolgreicher
Insert-Release konnte an zwei deutlichen DNA-Bandersert und Vektor) im

entsprechenden GroéRRenverhéltnis erkannt werden.

m-RNA Synthese:

Die Synthese der m-RNA erfolgte nach Herstellerargait dem mMessage mMachine
High Yield Capped RNA Transcription Kit von AmbigAmbion Inc., Austin, Texas,
USA).
Folgender 10 pl Reaktionsansatz wurde fur 2 h Beirkubiert:

500ng linearisierte DNA (gel6st in maximal 3p®)

1ul T7-Puffer (10-fach konzentriert)

5ul NTP/Cap (2-fach konzentriert)

1pl T7 Enzymmix (RNA-Polymerase)

ad 10ul HO

Fallung und Reinigung der m-RNA:

Die Fallung und Aufreinigung der m-RNA erfolgte efals mittels dem mMessage
mMachine High Yield Capped RNA Transcription Kitrvédmbion. Die m-RNA wurde
durch Zugabe von 15upl J und 12,5ul Lithium-Clorid-Fallungslésung und
anschlieBendes Vortexen gemischt und bei -20°C ZXiRh prazipitiert. Nach
Zentrifugieren bei 4°C fiir 15min und 13000rpm wudge Uberstand abgenommen und
das m-RNA-Pellet mit 500ul Ethanol (70%ig) gewascheNach erneutem
Zentrifugieren bei 4°C und 13000rpm fiir 15min unsh@hmen des Uberstandes wurde
das Pellet in einem Speed-Vac-Konzentrator fur 5getrocknet. Das gereinigte m-
RNA-Pellet wurde in 15ul nucleasefreiem Wasser exbgnmen.

Die Qualitat der m-RNA wurde in einem Agarosegéln TAE, 0,8% Agarose, 1,5ul
Ethidiumbromid (5mg/ml)) Gberpruft. Zur Gro3eneidoung diente ein 1 kB Marker
(5ul) (mMmM-Kit). Eine m-RNA-Probe von 400ng (cab@lul) wurde mit 8ul KO
und 2ul Gel Loading Buffer aus dem mMmM-Kit vergetdachdem Probe und Marker
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aufgetragen wurden, lief das Gel bei einer Spannuorg 100 Volt fur ca. 45min in
einer B1A-Gelkammer.

Bei Nachweis einer m-RNA Bande im UV-Transluminatowurde die
Konzentrationsbestimmung, wie zuvor bei der DNAsdansierung beschrieben,
spectophotometrisch durchgefuhrt. Die m-RNA wurdenrd in der fur spatere
Injektionen benotigten Menge aliquotiert (ca.10 &pgorf Cups mit jeweils 1pl m-
RNA, Rest als Stock) und bei -80°C eingefrohren.

2.7 Elekrophysiologische Methoden

2.7.1 Die Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (= Two Electeodvoltage
Clamp: TEVC)

Fur die meisten, der flr unsere Fragestellungeordaflichen, elektrophysiologischen
Verfahren an Xenopus Oozyten muss das Membranpaltéontrolliert werden. Dies
kann mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme gdsamine Eine intrazellulare
Elektrode misst das aktuelle intrazellulare Po&r{spannungselektrode). Eine zweite
intrazellulare Elektrode (Stromelektrode) wird begi) um genau soviel Strom
einzuspeisen, wie notwendig ist, damit das andastrieotential beibehalten wird. Dies
wird Uber eine Rickkopplungsschleife gewdahrleismhem Hauptbestandteil eines
Voltage-Clamp Verstarkers. Der zur Aufrechterhaltudes geklemmten Potentials
bendtigte Strom ist der gemessene Parameter ulit ete direktes Mald flur die
Kanalstrome durch die Zellmembran dar. Wie akkudiser Parameter gemessen
werden kann, hangt zudem von zwei zusatzlichen [Bktteden ab; einer Strom-
passierenden, geerdeten Elektrode und einer Refdedtrode.

Der Gebrauch von zwei Badelektroden hat den Vordeiss grof3e Strome die geerdete
Badelektrode passieren und die Referenzelektrodet miurch Stromfluss polarisiert
werden kann (Stuihmer W 1992). Abbildung 7 zeigeesnhematische Darstellung des
Messprinzips. Das Membranpotential wird als Differezwischen der intrazellularen

Spannungselektrode und der Referenzelektrode gemess
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Zwei-Elekoden-Spannungsklemme (nach v.
Rosenberg Lipinsky)

Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellungs dMessprinzips einer Zwei-Elektroden-
Spannungsklemme. Die Vorverstarker | + Il verstéarkias Signal der Spannungselektrode bzw. der
Referenzelektrode, bevor die Signale in den Diffeverstarker | flieRen. Hier wird die an der
Oozytenmembran anliegende Spannung ermittelt. iiffeverstarker Il vergleicht die vom Computer
Uber einen AD/DA-Wandler applizierte Kommandosparqmumit der an der Oozytenmembran
anliegenden Spannung. Die hier ermittelte Differishzler zu messende Parameter und stellt eintdsek
MalR fur die Kanalstrome dar. Um die MembranspanndergKommandospannung anzugleichen, wird
Uber einen V/I-Wandler genau das Mal3 an Strom euZélle appliziert, dass an Differenzverstarker ||
gemessen wurde. Eine zweite Badelektrode erdeBads

2.7.2 Der Messaufbau

Der mechanooptische Teil der Messapparatur umfasste Badkammer mit
Perfusionssystem, zwei manuelle Mikromanipulatorend ein Stereomikroskop
inklusive einer Lichtquelle mit Glasfiberoptik. Zunechanischen Entkopplung des
Aufbaus war dieser auf einem schwingungsgedampf@anit-Tisch montiert.
Zusatzlich sorgte ein Farradaykéfig fur eine Absuhing gegenuber elektrischen
Stoérungen der Umgebung. Die leitenden Bestandtile Messeinheit wurden Uber
einen Punkt geerdet. Der Zulauf der jeweiligen Badhg erfolgte aus entsprechenden
Vorratsbehaltern, aus denen, durch hydrostatisBimeok getrieben, die Losungen tber
einen Silikonschlauch in die Badkammer geleitet deer konnten. Die
Flussgeschwindigkeit betrug ca. 20ml/min, was demetten Austausch der L6sung
in der Badkammer innerhalb von 10 bis 15s sichktesteDas Absaugen geschah
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ebenfalls Gber einen Silikonschlauch, der seintsrsder ein Wasserschloss mit einer
Absaugpumpe verbunden war.

An den Mikromanipulatoren war jeweils eine HS-2Addstage befestigt. Diese waren
mit dem RuUckkopplungsverstarker konnektiert. An ddeadstages befanden sich
Elektrodenhalter mit einem Ag/AgCI-Elektrodendrabim das saubere Einstechen in
die Oozyten zu gewahrleisten, wurden mit einem ikedgn Pipetten-Zieher
Mikropipetten aus dunnwandigen Mikrokappillaren nktlament gezogen. Diese
wurden mit 3 M KCI-Lésung geflllt und an den Elektenhaltern befestigt, wobei die
Ag/AgClI-Elektrodendrahte in die KCI-gefillte Mikrqgette eintauchten. Die
Mikroelektroden hatten bei allen Versuchen einerd&&tand zwischen 0,5 und 2,0
MQ.

Alle Daten wurden Uber den Differenzverstarker urzer ein MacLab-Interface in
einem Macintosh Computer aufgenommen und mit Hidks Programms Scope 3.5/s
ausgewertet. Zum Monitoring der Spannungsklemmateiein Oszilloskop, mittels
dessen die Verlaufe der angelegten Spannung sesvtatdachliche Membranspannung
sichtbar gemacht wurden. Diese Geradte befanden ai@erhalb des Farradayschen

Kafigs.

Exemplarischer Verlauf eines Messvorganges:

Die zu messende Oozyte wurde zentriert in die Bextker gelegt, die Elektroden bis
auf wenige Millimeter an die Zelle herangefahremdass diese sich in der Badlésung
befanden.

Beide Elektroden wurden auf OmV geeicht. Daraufivrde die Oozyte vorsichtig
penetriert. Zur Uberprifung der Giite der Oozytedsutiese nun mit ND96 Badldsung
umspult. Bei ROMK-injizierten, gut exprimierendenofyten konnte zlgig ein
Membranpotential von -80 bis -100mV festgestelltdes, ein Potential, was in diesem
Fall dem Gleichgewichtspotential fur Kalium nahemkuot (Silbernagl S 2003). Fur
Oozyten, die keine Kaliumkanal-Proteine exprimiertgalt ein Membranpotential
zwischen -30 und -50 mV als Zeichen fir eine ashexide Stabilitat der Zellmembran.
Anschlie3end wurde die eigentliche Messung der kstndene in der KD96-Badldsung
durchgefihrt. Ein Messdurchgang bestand aus 1lelmssungen in Reihe bei aktiv
geklemmten Potentialen zwischen -100 und +60 m\&{add in 20mV-Schritten).

Die Experimente wurden mindestens dreimal mit jésveinterschiedlichen Oozyten

von verschiedenen Froschen durchgefuhrt. Die 8tatiee Signifikanz wurde mit Hilfe
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des t-Tests (ungepaart mit ungleicher Varianz) jpfodt. Das Signifikanzlevel lag bei
p<0,05.
Die Messungen sowie statistischen Berechnungen emurdit Hilfe der Programme

Scope 3.5 und Kaleidograph 3.51 durchgefthrt.

2.8 Biochemische Methoden

2.8.1 Oberflachen-Lumineszenzdetektion

Bei der Oberflachen-Lumineszenzdetektion werderaegtiular HA (Hamagglutitnin)-
markierte Proteine an der Oberflache von Oozyteantjativ bestimmt. In dieser
Arbeit handelt es sich ausschlie3lich um HA-matker ROMK-Kanalprotein zur
Oberflachenquantifizierung.

Dazu wurden wie unter 2.3.3 beschrieben Oozyterlriitng m-RNA injiziert und am
darauffolgenden Tag in Konstrukten von 15-20 Zelien5ml Rundbodenrdéhrchen
sortiert. Jedes Konstrukt wurde mit 400ul BlockrerHfer-Losung (ND96 + 1% BSA)
versetzt und die Oocyten bei 4°C fir 30min blodkier

Nachdem der Uberstand vorsichtig abgenommen wargenudie Oozytenkonstrukte
mit 200ul Erst-Antikorper: anti-HA-Antikorper (1:00verdinnt mit Blockierpuffer, rat
monoclonal antibody, 100pg/ul, Roche Diagnosticsb8mMannheim) fir 60min bei
4°C inkubiert. Dann wurden die Oozyten in Mengenl@uflir insgesamt 30min in 24-
Loch-Gewebekultur-Platten mit Blockierpuffer gewaes. Dabei wurden die Oozyten
in Abstanden von 5 min jeweils in ein neues mit Zndchem Puffer gefilltes Well
Uberfuhrt. Bei der darauffolgenden Inkubation nO@l Zweit-Antikorper: Anti-rat-
Antikorper wurde ein in Blockierpuffer 1:500 verdiar Anti-rat-POD IgG-Antikdrper
verwendet (peroxidase conjugated Affini Pure F@bPragment goat anti-rat IgG,
Jackson Immuno Research Europe Ltd.). Die Inkubadier Oozytenkonstrukte wurde
hier ebenfalls fir 60min bei 4°C durchgefuhrt. ReschlieRende Waschgang erfolgte
erneut in 24-Loch-Gewebe-Kultur-Platten fur 60muf &is, dabei wurden wiederum
die Oozyten alle 5 min in ein neues, mit 2ml Blarkuffer gefulltes Well Gberfuhrt.
Abschlieend wurden die Konstrukte fir 15 min in 8®L6sung ohne BSA
gewaschen. Dies geschah in 6-Loch-Gewebe-KultutdPlamit jeweils 3ml Losung
und 20 Oozyten pro Well.

Die Messung wurde in einem Glom&x Luminometer durchgeftihrt. Dazu wurden die

Oozyten in Eppendorf-Cups jeweils mit 20ul LumiresszSubstrat vereinzelt (Super
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Signal ELISA Femto Maximum Sensitivity Substratenv®ierce, Perbio Science
Deutschland GmbH, Bonn). Messwerte wurden in RL({ative light units per

second) aufgezeichnet. Das Lumineszenz-Substrateain zuvor nach Angaben des
Herstellers angesetzt und im Dunkeln aufbewahre i@rwendeten Lésungen und
Puffer wurden bei 4°C vorgekuhlt. Erhobene Datemden in diesem Fall manuell in
einen Macintosh-Computer eingegeben und mittelsRtegramms Kaleidograph 3.51

ausgewertet.

2.8.2 Western Blot

Gel-Herstellung:

Zunachst wurde ein Zwei-Komponenten-Gel zur Prétemmung gegossen. Eine mit
100% EtOH gereinigte Bio-Rad Giel3apparatur wurdecaw 8ml Acrylamid-Trenngel

luftblasenfrei gefullt. Nach Polymerisation des fingels wurde die Apparatur mit ca.
2ml Sammelgel aufgefillt und zur Praformation voelt@schen wurde ein Kamm

eingesetzt.

Trenngel 10%

2,3 ml 30 % Acrylamid (National Diagnostics, AtlantUSA)
3,4 ml Tris SDS pH 8,8

1,2 ml MQ- Wasser

10 ul TEMED (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
40 ul APS 10 %

Sammelgel 4%

0,3 ml 30 % Acrylamid
1,0 ml Tris SDS pH 6,8
0,8 ml MQ- Wasser

3 ul TEMED

10 ul APS 10%
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Lyse von Oozyten:

Oozyten, die am Tag zuvor mit jeweils 10ng der geseliten RNA injiziert worden
waren, wurden in Mengen zu 10 mit 200ul Lysepufersetzt. Durch auf- und
abpipettieren mit einer 200ul-Eppendorfpipette Big wurde ein homogenes Lysat
erstellt. Nach Inkubation auf Eis fur 5 min wurdasdLysat 15min bei 4°C und
13000rpm zentrifugiert. Aus dem Uberstand wurde®plOabgenommen und mit
12,5u110 x SDS-Proben-Puffer und SpMercaptoethanol versetzt. Dann wurde die
Probe zur Proteindenaturierumg fur 10 min im 50°@s¥érbad erhitzt. Die Probe

wurde entweder bei -20°C aufbewahrt oder sofortGeielektrophorese bereitgestellt.

Gelelektrophorese:

In die praformierten Geltaschen wurdenull3roteinprobe gefillt, in die auf3eren
beiden jeweils10l Full Range Rainbow Marker (Amersham, BuckinghaimeshJK).
Es wurden zunéchst 200mA-Stromstarke bei einer @pan von 20V fur 10min
angelegt, damit die Proben in das Gel eindiffuretiekonnten, anschlie3end erfolgte
die Elektrophorese bei 200 mA und 60-100V fur 100+8in unter regelmaliger
visueller Kontrolle. Diese Schritte erfolgten imer Bio-Rad Protein-Elektrophorese-

Kammer.

Blot:

Das Gel wurde nach beenden der Elektrophoresekaleem Transferpuffer aquilibiert.
Die Nitro-Cellulose-Transfer-Membran (Hybond-C extrAmersham Life Science,
Braunschweig) wurde der Gelgrof3e entsprechend chgeten und fir kurze Zeit in
Transferpuffer inkubiert. Ca. 5cm grof3e Stiicke [pier (Schleicher & Schuell
Papier, Dassel) wurden mit Transferpuffer getraokid mit dem Gel und der

Transfermembran folgendermal3en in die Blotkammsclgehtet:

Kathode (-)
Filterpapier
SDS- Acrylamid- Gel
Transfermembran
Filterpapier
Anode (+)
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Der Transfer erfolgte innerhalb von 90min bei Raemmperatur unter standiger
Zirkulation des Transferpuffers, konstanten 200m&starke und 100V-Spannung in
der Blotkammer. Zur Kontrolle der Ubertragungseéiz wurde das Gel mit
Coomassie-Blau geféarbt. Die Tragermembran wurde3fdmin in der Ponceau Blau-
Lésung (Sigma-Aldrich, Mannheim) unter Schwenkekubiert. Nicht gebundener
Farbstoff wurde durch Spulen in MQ-H20 entfernte Mibertragenen Proteine wurden
als rote Banden sichtbar und die Position der Eatepme mit einem Kugelschreiber
markiert. Anschlieend wurde die Membran in Stoppii fur ca. 16h bei 4°C
inkubiert.
Die Antikorperbehandlung der Membran erfolgte nftgendem Schema:

3 x 5min Spulen bei Raumtemperatur in TTBS

90min Inkubation bei Raumtemperatur in mit Stoppiigs verdiinntem

Erstantikdrper

3 x 5min Spulen bei Raumtemperatur in TTBS

60 min Inkubation in mit Stopplésung verdinntem Zamikorper

3 x 10min Spilen in TTBS

Die anschlieBende Fluoreszenzfarbung erfolgte mmh dECL plus Western Blotting
Detection System (Amersham, Buckinghamshire, UK).azld wurde die
Transfermembran auf Parafilm ausgelegt und mit Fgbeldsung betraufelt, bis die
Oberflache komplett bedeckt war. Dann erfolgte dmeibation unter Lichtabschluss
fur 10min. Anschliel3end wurde die Membran abgetnetkind in Klarsichtfolie gelegt.
Bildgebende Dokumentation erfolgte durch Belichtungd Entwicklung eines
Hyperfilms mit der gebundenen Fluoreszenz fur 1i$ 3®min in einem Curix 60-

Filmentwickler.



Ergebnisse 39

3 Ergebnisse

3.1 Einfuhrung

Bei den Experimenten wurden die verwendeten Oozytemn nicht anders vermerkt,
mit den in Tabelle 7 angegeben m-RNA-Mengen injtzie

ROMK ROMK-HA | ABCB Barttin Kir2.1
TEVC-Methode 5pg 250 pg 10ng 10ng 20pg
Oberflachen- 1ng 10ng
Lumineszensdetektion
Western-Blot 1ng 10ng

Tabelle 7: Injizierte m-RNA-Mengen

Fur alle Experimente mit der TEVC galt fur die Ahkder Oozyten-Messungen (n) pro
Konstrukt <n<12.

Fur die Oberflachen-Lumineszenzdetektion galt pom$trukt 15n<20.

Bei TEVC-Messungen mit ROMK-Kanalprotein liegt dieaximale Injektionsmenge
fur ROMK-m-RNA bei 5pg/Oozyte, da sonst zu starlen dMessbereich der TEVC
uberschreitende Strome entstehen.

Fir Messungen mit ROMK-HA lag der ,Cut off* bei 23§ Oozyte fir messbare
Strome. Die Differenz zwischen ROMK- und ROMK-HAjdktionsmengen erklaren
sich z.T. aus den unterschiedlichen Messzeitpunshinjectionem. ROMK-injizierte

Oozyten wurden nach 72-96h gemessen, ROMK-HA-@jiei Oozyten schon nach
48h. AuRerderm scheint HA-markiertes ROMK eine etwgeringere Aktivitat

aufzuweisen als der Wildtyp ROMK, was durch einehdr@ Injektionsmenge

ausgeglichen werden kann.

Die Injektionsmenge von 10ng ABCB-m-RNA/Oozyte btgsich aus dem Labor-
Standard fur Untersuchungen von ROMK-Protein-Irkioaen.
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3.2 Linearisierte DNA-Fragmente der erstellten Subklonesowie m-
RNA-Produkte der verwendeten Proteine ROMK, ROMK-HA
und ABCB

Die Abbildung 8A zeigt exemplarisch die Banden deiolgreich subklonierten und
linearisierten DNA des Vektorplasmids pSGEM inkUegsider jeweiligen DNA der
Proteine ROMK, ROMK-HA und ABCB im Agarosegel. Fiden ABCB Subklon liegt
die Bande bei ca. 7000bp fur den ROMK- und ROMK-B#bklon bei ca. 4000 bp.
Die Kir2.1 DNA wurde freundlicher Weise vom Labarr/erfigung gestellt und liegt
zwischen 4000 und 5000bp. Abbildung 8B zeigt exemgth den Nachweis
synthetisierter m-RNA zur Injektion in die Oozytde®OMK und ROMK-HA-m-RNA-
Proben zeigen eine deutliche Bande bei ca. 7006pABCB-m-RNA-Proben entsteht
eine Bande bei ca. 1500 bp. Kir2.1 m-RNA-Daten s$iigd nicht gezeigt.

(A) (B)

~ 7 -
000 bp ~ 1500 bp -

- |
~700bp - . .

~ 4000 bp -

ABCB
ROMK l
Kir2.1 :
ROMK-HA '
-
ABCB
ROMK-HA
ROMK

Abbildung 8: Linearisierte DNA-Fragmente sowie m-RM in der Gelelektrophorese

Linearisierte DNA-Fragmente: ABCB (ca. 7000 bp), K ROMK-HA (ca. 4000 bp), Kir2.1 (ca. 4500
bp) [A]; m-RNA: ABCB (ca. 1500 bp), ROMK, ROMK-HAcg&. 700 bp) [B]

3.3 Funktionelle Konsequenz der Interaktion von ROMK und ABCB

Zur Feststellung eines funktionellen ZusammenhategsProteine ROMK und ABCB
wurden diese in Xenopus Oozyten koexprimiert untl ROMK injizierten Oozyten

verglichen. ABCB injizierte Oozyten dienten als Kiatle.

Bei den Messungen mit der TEVC-Methode zeigten ROK&ale in mit 5pg m-RNA

injizierten Xenopus Oozyten nach 2-4 Tagen ExpoesdROMK-Strome udber die
Zellmembran, charakterisiert durch eine schwachev&itsgleichrichtung. Die Oozyten
wurden zwischen —100mV und +60mV Membranspannuridgegent, wodurch die

charakteristische, in Abbildung 9A gezeigte Stropai$hungs-Beziehung fir ROMK-
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exprimierende Oozyten entstand. In ROMK und ABCEBXmimierenden Oozyten ist
hingegen ein ROMK-Strom nicht erkennbar, die Kumexlduft sehr flach und ist
nahezu identisch mit dem Verhalten bei ausschtb8li ABCB Injektion
(Abbildung 9).

Fiur die Strome bei -100mV Klemmspannung gilt: ROMKpression fuhrt zu einem
Auswartsstrom von im Mittel 5,13pA, wahrend bei #e&expression von ROMK mit
ABCB vernachlassigbare Strome flieRen (MittelwertQyR2A). Letzteres gilt ebenfalls
fur die Kontrolle mit ausschliel3licher ABCB—-Expriess (M=0,17uA; Differenz mit
p=0,17 NS, Abbildung 9B).

Im heterologen Expressionssystem scheint die Kessggon von ABCB mit ROMK

massiv den ROMK-vermittelten Strom Uber die Zellnbeam zu verringern.

GV (B)

4 6 <0,0001
—x— ABCB _
—e— ROMK+ABCB
—— ROMK

1 (uA)
I (uA) at -100mV

-150 -100 -50 0 50 100

Abbildung 9: Inhibition der ROMK-Kanéle durch ABCB

Strom-Spannungs-Beziehung (Stromstarkel in pA, 8pag V in mV) fir ROMK, ROMK plus ABCB
und ABCB [A]; gemittelte Strome | in pA bei eineddfnmspannung von -100mV fir ROMK, ROMK
plus ABCB und ABCB [B]
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3.4 Ergebnis der Koexpression von Barttin und ROMK

Zur Abgrenzung eines unspezifischen, quantitatizéfektes auf ROMK durch parallele
Expression grol3er Mengen eines zweiten Proteindavigine Versuchsreihe mit
ROMK+Barttin-Koexpression durchgefihrt. Barttin Idte die funktionelle -
Untereinheit der CICKa+b-Kanale in verschiedenescdhnitten des Nephrons dar (tAL
+ TAL, DCT). Isoliert exprimiert induziert Barttikeine zusatzliche lonenleitfahigkeit
in Oozyten-Membranen. Es wurden analog zur ROMK-BB@Gteraktion 10ng Barttin
mit 5pg ROMK in die Oozyten injiziert. Die Differender gemessenen Stréme bei -
100mV Klemmspannung ist fur ROMK und ROMK+Barttirpeimierende Oozyten im
Mittel nicht signifikant (p=0,83) (Abbildung 10)m Gegenteil zum massiven Effekt
von ABCB auf ROMK (Vgl. Abbildung 9) kommt es hieu keiner signifikanten
Beeinflussung von ROMK durch Barttin.

(A) (B)

—6— ROMK
—pP1— ROMK+Barttin
5
r f \\
E3
A .t S
2 .
—~ 0
g 3 »
= ® Ll
<
2
2 —_
2
4 -
4 \
6 1 1 1 1 | 0 & N
-150 -100 -50 0 50 100 ROMK ROMK-+Barttin

V (mV)

Abbildung 10: Effekt von Barttin auf ROMK

Strom-Spannungs-Beziehung (Stromstarke | in pAn8pag V in mV) fir ROMK und ROMK plus

Barttin [A]; gemittelte Strome | in pA bei einer &@hmspannung von -100mV fir ROMK und ROMK
plus Barttin [B]
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3.5 Effekt verschiedener Konzentrationen des ABCB-Moleklls auf
die ROMK-Kanal-Aktivitat

Zur Verifizierung eines konzentrationsabhangigenflesses von ABCB auf ROMK
wurde eine Versuchsreine mit aufsteigenden ABCBMNARKonzentrationen

durchgefuhrt (Abbildung 11). Die verwendeten Koukte wurden mit jeweils 5pg
ROMK-m-RNA pro Oozyte sowie mit 1ng, 5ng und 10nB@B-mRNA injiziert.

Im Vergleich von ausschlieBlich ROMK-exprimierendédozyten inhibiert eine
Koexpression mit 1ng ABCB die Kanéle im statistethMittel zu 56% (p<0,0001).
5ng ABCB inhibieren die Kanéle zu 92% (p=0,017),8ng ABCB kommt es zu einer
vollstandigen Inhibition (siehe Abbildung 9). Eilgsifikanter Unterschied zur Negativ-
Kontrolle (ABCB ohne ROMK) besteht hier nicht (p8927 NS). Die Verringerung der
ROMK-bezogenen Strome durch das Protein ABCB istr halso von dessen

Konzentration abhangig.

(A) (B)

<0,0001

<0,0001

10

—x— ROMK < 0,0001
—e— ROMK+ABCB (1ng
—o— ROMK+ABCB (5ng
4 | —&— ROMK+ABCB (10ng)
—w— ABCB

>
o E & H
3
g 2t z <0,0001
= E
<
«|
0,017

0,0927

10 1 1 1
-150 -100 50 0 50 100

ROMK
ROMK+ABCB (1ng)
ROMK+ABCB (5ng)
ROMK+ABCB (10ng)
ABCB

Abbildung 11: Konzentrationsabhangige Inhibition da ROMK-Kanéle durch ABCB

Strom-Spannungs-Beziehung fir ROMK, ROMK plus 1%y, 10ng ABCB und ABCB (Stromstérke |
in gA, Spannung V in mV): [A]; gemittelte Strémenl pA bei einer Klemmspannung von -100mV fur
ROMK, ROMK plus 1ng, 5ng, 10ng ABCB und ABCB [B]
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3.6 Spezifitdt des Effektes von ABCB auf ROMK

Um die Vermutung zu widerlegen, dass der inhibigeciffekt von ABCB unspezifisch
ist und allgemein fur einwarts-gleichrichntende KalrKanale gilt, wurde hier
exemplarisch der Effekt von ABCB auf den Kir2.1-lkamals nahen Verwandten des
ROMK-Kanals untersucht.

Ausschlie3lich Kir2.1-exprimierende Oozyten zeigteim ahnliches Verhalten wie
Oozyten mit ausschliel3licher ROMK-Expression. Kir2.ist ein starkerer
Einwartsgleichrichter als ROMK. Somit lasst sich pesitiven Klemmspannungen ein
geringerer Einwartsstrom in die Zelle im Vergleich ROMK-Oozyten feststellen
(Abbildung 12A/B). Bei Koexpression mit ABCB zeidér Kir2.1-Kanal im Gegensatz
zu ROMK keine Anderung im Aktivitatsprofil (Abbilsig 12A-C).

(A) ABCB ROMK ROMK+ABCB Kir2.1 Kir2.1+ABCB

L
r— T [ d

B) ©

—»— ROMK
—o6— ROMK+ABCB
— o -Kir2.1

— ¢~ - Kir2.1+ABCB
—¥— ABCB

I(nA)
I(A)

10 1 1 1 1 1 o L )
-150 -100 -50 o 50 100 Kir21 Kir2.1+ABCB ROMK ROMK+ABCB ABCB

V(mv)

Abbildung 12: ROMK-spezifischer Effekt des ABCB-Prdeins im Vergleich mit dem Kir2.1-Kanal

Exemplarische Darstellung von Einzelmessergebnis@®BCB, ROMK, ROMK+ABCB, Kir2.1,
Kir2.1+ABCB) [A]; Strom-Spannungs-Beziehung fir RBIMROMK+ABCB, Kir2.1, Kir2.1+ABCB
sowie ABCB (Stromstéarke | in pA, Spannung V in mfB]; gemittelte Strome | in WA bei einer
Klemmspannung von -100mV fir Kir2.1, Kir2.1+ABCBORK, ROMK+ABCB und ABCB [C]
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Die gemessenen Strome bei -100mV Klemmspannung $iind Kir2.1- und
Kir2.1+ABCB-exprimierende Oozyten bei im Mittel 83A und 8,97pA nahezu
identisch (p=0,82, Abbildung 12C). Im Gegensatz udaeigt eine ROMK+ABCB
Koexpression die wie im Abschnitt 3.3 beschrieb®eeminderung des Stromflusses
(p<0,0001, Abbildung 12A-C). Der Effekt des ABCBeR¥ins kann also in Bezug auf
den ROMK-Kanal gezeigt werden, auf den Kir2.1 Kapaigt ABCB jedoch keinen
Effekt.

3.7 Effekt von ABCB auf Hamagglutinin-markierte ROMK-Ka nale

Fur die Methode der Oberflachenquantifizierung @bstt 3.8) wurde ein leicht
modifizierter ROMK-Kanal verwendet. Um ROMK an d@berflaiche der Zelle
detektieren zu kdnnen wurde in der extrazellul@ehleife des Proteins an der Stelle
AS112 ein Hamagglutinin-Epitop (HA-Epitop) eingefijyorarbeit des Labors).

Zur Uberpriifung der Hypothese, dass die Interaktimm ROMK und ABCB durch die
HA-Modifikation nicht wesentlich beeinflusst wirdyurde eine Messreihe mit diesen
Proteinen durchgefuihrt. Die Ergebnisse sind in Ahinig 13 dargestellt.

Fir ROMK-HA-exprimierende Zellen kann bei -100mVekimspannung ein Strom
von im Mittel 7,91uA ermittelt werden. In Kombinati mit ABCB werden die Strome
bei -100mV im statistischen Mittel um 85% auf 1,Alpeduziert (p<0,0001). Der
Verminderung des ROMK-HA-Stroms Uber die Zellmennbdarch ABCB ist demnach
mit dem Effekt auf den ROMK-Wildtyp vergleichbar gV Abbildung 13 mit
Abbildung 9).

Trotz der kirzer bemessenen Expressionszeit im I&elg zu Experimenten mit
ROMK-Wildtyp-m-RNA, konnte hier nicht mit der gewsithten Injektionsmenge von
1ng, wie sie auch in den Experimenten zur Ober8aghantifizierung verwendet
wurde, gearbeitet werden, da nach 48h Expressitns@eon Strome entstanden, die
den Messbereich der TEVC uberschritten. Der ,Céit foir messbare Strome lag hier
bei 250pg ROMK-HA-m-RNA und wurde somit als Injekismenge gewabhit.
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Abbildung 13: Effekt des ABCB-Proteins auf ROMK-HA

Strom-Spannungs-Beziehung (Stromstérke | in pAn8pag V in mV) fir ROMK-HA und ROMK-HA
plus ABCB [A]; gemittelte Strdme | in LA bei einBfemmspannung von -100mV fir ROMK-HA und
ROMK-HA plus ABCB [B]

3.8 Effekt des ABCB-Proteins auf die Oberflachenexpressn von
ROMK

Die Ergebnisse der TEVC-Studien zeigen einen dduHiffekt von ABCB auf ROMK-
Kanalstrome im heterologen Expressionssystem. Uesedi Effekt zu spezifizieren
wurde eine Oberflachen-Lumineszenzdetektion mit rHékierten ROMK-
Kanalproteinen (ROMK-HA) durchgefuhrt. Diese Untersung erlaubt Aussagen
daruber, ob ABCB den ROMK-Kanal direkt in der Mesabmodifiziert und z.B.einen
Einfluss auf das ,Gating" des Kanals ausiibt odedeb Transport zur Zellmembran
durch ABCB behindert wird und die Minderung der RR¥@trome durch ein Nicht-
Erreichen der Zellmembran entsteht (, Traffickingekt").

Ein direkter Einfluss von ABCB auf die ROMK-Expréss durch Interferenz auf m-
RNA-Ebene oder eine anders geartete Stérung derreEsipn ist eher
unwahrscheinlich. In der Western-Blot Analyse (Adbng 14B) zeigen sowohl die
Proteinextraktion von ROMK-HA injizierten Oozyterisaauch die Extraktion von
ROMK-HA+ABCB injizierten Zellen eine kréaftige Bandeei ~ 45 kDa. Dies entspricht
der Grol3e von ROMK-Monomeren (Xu et al. 1997).

In der Oberflachen-Lumineszenzdetektion zeigen RGINAGABCB koexprimierende
Oozyten im Mittel eine 58%ige Abschwéachung des 8gnerglichen mit ROMK-HA-
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exprimierenden Zellen (p<0,0001; Abbildung 14A).Anwesenheit von ABCB lassen
sich also wesentlich geringere Mengen an ROMK-Kauadin in der Zellmembran

nachweisen.

(A)

RLU/s

(B)

Abbildung 14: Effekt von ABCB auf die ROMK-Oberflac henexpression

Oberflachen-Lumineszenzdetektion: gemittelte Sigpdake in RLU/s der Konstrukte ROMK-HA,

ROMK-HA plus ABCB, sowie von Wasser injizierten Qten und dem Leerwert (Blank) (A),

Westernblot-Analyse: ROMK-HA, ROMK-HA plus ABCB sievWasser-injizierte Zellen (B). Cave: In
dieser Abbildung bezieht sich die Bezeichnung ,ROMHf ausschlieRlich Hamagglutinin markiertes
Protein (ROMK-HA)
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3.9 Zusammenfassung der Ergebnisse

* Im heterologen Expressionssystem vermindert diexgi@ssion von ABCB die
ROMK-Strome uber die Zellmembran.

* Eine Koexpression von Barttin hingegen hat keingnifkanten Einfluss auf
die ROMK-Stréme uber die Zellmembran.

e Die Auspragung des Effektes von ABCB auf ROMK st
konzentrationsabhangig.

* Der nachgewiesene Effekt von ABCB auf die Kanateedasst sich nicht bei
dem nahen Verwandten Kir2.1 beobachten.

* Der Effekt von ABCB auf ROMK-HA besitzt den gleigh&€harakter wie der
ABCB-Effekt auf ROMK ohne HA-Eptitop.

* Die ROMK-Expression wird nicht durch die Anweserhezw. gleichzeitige
Expression von ABCB vermindert.

* In Anwesenheit von ABCB lassen sich wesentlich iggre Mengen an

ROMK-Kanalprotein in der Zellmembran nachweisen.
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4 Diskussion

Hereditare Salzverlusttubulopathien sind eine Geupgterogener Erkrankungen, deren
genetische Ursache bisher nur unvollstdndig gelkietden konnte. Der ROMK-
Kalium-Kanal in der Niere katalysiert einen wiclgrgSchritt bei der Salzresorption im
dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife. Auér dSuche nach neuen
Kandidatenproteinen, deren Stdérung zu renalem 8dimwt fihrt sind ROMK-
interagierende Proteine daher von besonderem #&steréMit Hilfe der Yeast-Two-
Hybrid (Y2H) Technologie konnten wir in vorangegangn Versuchen eine Interaktion
von ROMK mit ABCB1 feststellen. Die Aufgabe dies@rbeit bestand in der
Charakterisierung einer physiologischen Interaktidieser beiden Proteine. Wir
konnten zeigen, dass ABCB1 in einer spezifischensé&/enit ROMK interagiert. In
unseren Versuchen im heterologen ExpressionssystemXenopus laevis Oozyten
hemmt ABCB1 konzentrationsabhdngig den Kaliumkamarmutlich durch eine
Storung dessen Traffickings zur Zellmembran.

4.1 Methodendiskussion

4.1.1 Xenopus laevis Oozyten als heterologes Expressigstes

Gurdon et al. veroffentlichten 1971 erstmals molataiologische Studien an Oozyten
des Krallenfrosches Xenopus laevis. Darin wurde afestriert, dass Xenopus Oozyten
in der Lage sind Hamoglobin zu synthetisieren, wigmen die entsprechende m-RNA
injiziert wird (Gurdon et al. 1971) Erste Expressionstudien mit dem ROMK-
Kaliumkanal wurden von Boim et al. 1995 publizi@Boim et al. 1995). Das in der
vorliegenden Arbeit ebenfalls untersuchte ProtelBCB wurde erstmals 1990 in
Xenopus Oozyten exprimiert (Castillo et al. 1990).

Ein besonderer Vorteil von Xenopus laevis Oozyiegtlin ihrer Gré3e. Mit ca 5ul
Verteilungsvolumen und 1,1 bis 1,3mm Durchmessed sie sowohl als einzelne
Zellen visuell gut zu beurteilen als auch leichthzanipulieren. Da sie normalerweise in
einem ungeschitzen Umfeld abgelegt werden, sinthesenders robust und mit allen
notwendigen Substraten fir Wachstum und effizidpteteintranslation ausgestattet
(Wagner et al. 2000). Sie eignen sich hervorragandMikroinjektion von (Fremd-)
Proteinen oder m-RNA in die Zelle. Sie kdnnen sagar in vivo Transkription und

Replikation von heterogener DNA verwendet werden.
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Ein weiterer Vorteil besteht in der hohen transiaglen Kapazitadt der Oozyten, die
durch eine grofRe Anzahl von freien Ribosomen imoghtsma bedingt ist. Diese
Eigenschaft ist vor allem bei der Expression hébgier Proteine von grofRem Wert.
Durch ihre relative Unabhangigkeit gegeniber der twdadigkeit von
Substrataufnahme aus der Umwelt, exprimieren Xemdpazyten nur eine geringe
Menge an Membrantransportsystemen, was eine Stdrangheterolog exprimierten
Membranproteinen oder Transportern gering hélt (Wéagt al. 2000). Das Verhéltnis
von heterologer zu endogener Proteintranslatioreiativ hoch.

Das Expressionssystem Xenopus laevis Oozyten eithbgllamit eine effiziente
Analyse von humanen Genprodukten, Isoformen undaiMah membranstandiger
Proteine, wobei unterschiedlichste Methoden zumsd&iin gebracht werden. Dazu
gehodren elektrophysiologische Methoden wie die THEW&hode, Patch Clamp
Techniken zur Einzelkanal-Analyse, Messungen mmeieselektiven Elektroden oder
gepaarte TEVC-Messungen z.B. zur Bestimmung vonn€xin-Funktionen, sowie
Tracer-Flux Methoden, Western Blots, Immunhistocisehe Methoden und
Oberflachen-Lumineszenzdetektion.

Ergebnisse aus heterologen Proteinexpressionsstunissen trotzdem mit Vorsicht
interpretiert werden. Eine mdgliche Limitation ineBig auf die Expression von
humanen Membranproteinen in Xenopus laevis Oozlyeg in der Tatsache, dass es
sich hier um ein amphibisches Zellsystem handalichAwenn dies nur relativ selten
auftritt, konnen die heterologen Proteine mit Arae endogener Herkunft interagieren,
wobei Stérungen durch endogene Proteinfunktionreteft konnen (Wagner et al.
2000). Dadurch entstehen méglicherweise deutlidifferi®nzen zur in vivo Situation.
Ein Beispiel fur eine solche Interaktion ist degeoannte IKs-Kanal. In Xenopus-
Oozyten kommt es zu einer besonderen Formation eslieseteromultimeren
Kaliumkanals. Der IKs besteht aus zwei Typen vorteinheiten: KCNE1 (oder
MinK) und KCNQ1 (auch KvLQT1). Wenn KCNE1l allein@ iXenopus Oozyten
exprimiert wird, werden IKs Kandle induziert. Zuh&t wurde davon ausgegangen,
dass KCNEL1 allein den IKs Kanal bildet (Hausdotffak 1991). Die Klonierung des
KCNQL1 zeigte jedoch, dass sich der IKs Kanal aus dgogen exprimierten KCNE1
und der endogenen Xenopus KCNQ1 Isoform (xKCNQXammensetzt (Sanguinetti
et al. 1996).

Weiterhin ist zu beachten, dass die Umgebung démg&mbran von Frosch-Oozyten

klar vom Prototyp der Mammaliae abweicht. Zudenddim sich hier oozytenspezifische
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Signaltransduktionswege und eine ebenfalls speb#isintrazellulare Trafficking
Regulation (Keller K & Olsowski A 1999).

Ein weiterer Nachteil dieses Zellsystems ergibthsiaus den jahreszeitlichen
Schwankungen in der ,Qualitat* der Oozyten. Hierbwndelt es sich um ein
verbreitetes Phanomen, das von vielen Arbeitsgmueschrieben, aber bis heute noch
nicht systematisch untersucht wurde. Die Qualitdissnkungen auf3ern sich in einer
abnehmenden Expressionsrate von heterogenen Rroteimd einer Verringerung der
Endozytose von Nahrsubstanzen. Die LebensfahigkeiOozyten kann sich auf 1 bis 2
Tage, verbunden mit drastischen morphologischem@ndarungen, reduzieren (Hilken
et al. 1997). Auch die Oozyten, die fur die Expenmireinen dieser Arbeit verwendet
wurden, unterlagen Qualitatsschwankungen. Deshallssta fir eine statistisch
abgesicherte Untersuchung ein hoher experimentlitvand betrieben werden.

Bei der Arbeit mit heterolog exprimierten lonenki@maist folgendes zu beachten:
Strome durch endogen exprimierte Kandle in Xendgiumen unter Umstanden die
Analyse exogen exprimierter Kanale in der TEVC lewgeren. So kommt es z.B. bei
positiven Klemmspannungen ab +60mV zur Aktivierungon endogenen
Chloridkanalen, die mit der Messung von ROMK-Stranrgerferieren (Walddegger S,
personliche Mitteilung). U.a. aus diesem Grund begswkten sich unsere
Spannungsprotokolle auf Werte zwischen -100mV u@iV.

Im Gegensatz dazu kbnnen Xenopus-lonen-Kanéle almr als wertvolle Werkzeuge
benutzt werden, um die Eigenschaften exogener Mamplooteine zu entschlisseln. Der
endogene, Ca-aktivierte Chloridstrom kann dazu instrumentalisigerden, wie z.B.
bei der Expression des ionotropen Glutamat-Rezep®iuR3 gezeigt wurde (Kuruma
& Hartzell 1999).
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4.1.2 pSGEM Subklone und m-RNA Synthese

Fur die Herstellung der messenger RNA der ProtBi@&1K, ABCB und ROMK-HA
wurde deren c-DNA fur diese Arbeit in das Vektogoad pSGEM subkloniert.
PSGEM st ein sogenannter Oozyten-Expressionsveldorenthélt eine 5 und 3’
untranslatierte Region mit dem Xeno€&lobin, welches die ,multiple cloning site*
flankiert. Weiterhin enthalt er eine zusatzlichest&tionsstelle am 3’ Ende der
Poly(A) Sequenz. Die XenopuR-Globin Sequenz wird sehr gut in den Oozyten
exprimiert. Die Nutzung von Vektoren mit diesen éfigchaften erhdht dadurch
zuverlassig die Expression in den Oozyten (Waghat. 2000).

Ein weiterer Faktor, der die Translation injizierta-RNA in den Oozyten begunstigt,
ist das ,Capping* der m-RNA durch Einsatz de$G5)ppp(5')G Cap-Analogons.
Diese Cap-Struktur am 5' Ende der m-RNA der verwtard Proteine fuhrt zu einer
erhohten Stabilitdt und damit zu einer effektivetfeanslation.

Die m-RNA ist sehr anfallig gegeniber fast ubiquitforkommenden RNAsen.
Insbesondere groRe RNA-Molekile wie ABCB sind degwe von Degradierung
bedroht. Ergebnisse kdnnen dadurch empfindlichnemhtigt werden, indem z.B. der
Effekt von ABCB auf ROMK durch Degradierung einesof&eils der m-RNA als
falsch gering eingeschatzt wiirde. Um diese Gefahmimimieren wurde die Integritat
der m-RNA vor Injektion in der Agarosegel-Elektrapase tUberprift.

Oozyten kbnnen Proteine exprimieren, die mit dealgse von exogen exprimiertem
Protein interferieren konnen. Es gibt die Madglichkesogenannte antisense
Oligonukleotide in die Zelle zu injizieren, um digpression von bekannten endogenen
Proteinen zu unterdriicken. In unseren Experimentemde davon jedoch kein
Gebrauch gemacht, da Oligonukleotide auch die Esa von anderen Proteinen
unspezifisch verandern kénnen. Die Gefahr hatteisipdir die ABCB Expression
bestanden, da dies insbesondere flir Proteine voRegrmolekularer Masse gilt
(Wagner et al. 2000).
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4.1.3 Die TEVC-Methode

Die TEVC-Methode ist die meist verwendete elektympblogische Technik zur
Messung von Ganz-Zell-Stromen durch lonenkanéle etkktrogene Transporter bei
Expression in Xenopus Oozyten. Eine weitere Methaide Bestimmung von
Transportprozessen in Xenopus Oocyten ist die sogea Tracer-Flux-Methode. Sie
ist im Vergleich zur elektrophysiologischen Methodeitaus sensitiver. In Oozyten
konnen elektrophysiologisch Stréme ab 5nA mit holrender Genauigkeit gemessen
werden. Ein Strom von 5nA entspricht einem Flux i@0pmol an Ladung/h, eine
GrolRe die sehr leicht mit radioaktiv markierten Stdten detektiert werden kann
(Wagner et al. 2000). Allerdings ist die TracerX¥Methode sehr aufwendig und vor
allem fur die Untersuchung des Transports kleinetdiiile wie z.B. Glucose geeignet.
Im Gegensatz dazu ist die TEVC-Methode eine relaiivfache Messmethode fir
elektrogene Transportprozesse, mit der Strom-Spaysieziehungen sehr gut
dargestellt werden kénnen.

In dieser Arbeit werden vor allem Kalium-lonenst@mbeschrieben. Fur
Transportmessungen durch die TEVC ist es im Gegensa Tracer-Flux-Methode von
Bedeutung, dass die Substratkonzentration (in wieBall [K]) relativ hoch ist und
weit Uber dem K-Wert des Transporters (ROMK) liegt. Dies ist dudib natirliche
intrazellular hohe Kaliumkonzentration wie auch atudie extrazellulare Messlésung
KD96 gegeben.

Die  Versuchsanordnung mit extrazellular wie inttad&  aquimolarer
Kaliumkonzentration mag auf den ersten Blick Uksohe&nd erscheinen, da solch eine
lonenverteilung unphysiologisch ist. Die hohe ezthulare Kaliumkonzentration
wurde hier allerdings ganz bewusst gewahlt, um nsrézu erhalten, die das
charakteristische Bild eines ROMK-Kanals zeigen mdem ihm eigenen
Identifikationsmerkmal einer schwachen Einwartsdgiechtung (Zhou et al. 1994). Bei
Versuchen mit einer physiologischen lonenverteiluragso mit extrazellular niedriger
Kaliumkonzentration - wirde der dadurch hervorgemef starke elektrochemische
Gradient die Einwartsgleichrichtung komplett kohktereren. Damit wére die
Identifizierung der Strome als ROMK-generiert waben erschwert. ROMK-Stréme
konnten somit z.B. als Leckstrome fehlinterpretigrerden. Aul3erdem wére ein
maoglicher Einfluss von ABCB auf die Einwartsgleidimtung des Kanals wesentlich

schwerer zu beurteilen. Zur Veranschaulichung desrhditens von einwarts-
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gleichrichtenden  Kaliumkanalen bei unterschiedlicheextrazellularen K
Konzentrationen (siehe Abbildung 15).

Auf der einen Seite bilden die hier beschriebemevitro Bedingungen nicht exakt die
reale Situation in der menschlichen Niere nach,dass direkte Rickschlisse vom
Oozytenexpressionssystem auf den menschlichen Gngas mit gentigender Vorsicht
zu betrachten sind. Auf der anderen Seite lasét siittels der TEVC-Methode eine
Interaktion auf molekularer Ebene zwischen Membraigin und lonenkanal in

Xenopus-Oozyten auf eine besonders einfache ArtMede veranschaulichen.

lin HA
10

8 ] —e— [K+]intrazell.=[K+]extrazell.

6 L] - - . [K+] intrazell.>>[K+]extrazell.

Vin mV

-80 -60 -40, 2 20 40 60 80
»

Abbildung 15: Schema der Strom-Spannungs-Beziehungines K'-Einwartsgleichrichters (z.B.
ROMK)

Verhalten von Stromstérke (1) in pA in Abhangigkeiin der Spannung (V) in mV bei unterschiedlichen
extra- und intrazellularen [§-Konzentrationen
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4.1.4 Oberflachen-Lumineszenzdetektion und Western Blot

Fur die Oberflachenlumineszenzdetektion von ROMKXanopus Oozyten wurde ein
Hamagglutinin (HA-) Epitop in das Protein eingefu@adurch ist es mdglich die
Menge an ROMK-Kanal-Protein in der Plasmamembrakumi per Antikorper-
Detektion zu quantifizieren. Es besteht allerdimtis Gefahr, dass durch die HA-
Modifkation die Funktionen und Interaktionsmdglietiten des Proteins verandert
werden. So lassen sich fur ROMK-HA in der TEVC-Messg abgeschwachte Strome
gegenuber den ROMK-Wildtyp-Strémen feststellen.eAlings bleibt die ROMK-
Charakteristik einer schwachen Einwartsgleichringterhalten. Eine Mdglichkeit, die
Modifikation des Proteins zu umgehen, ware mit ibidterten spezifischen
Antikbrpern zu arbeiten. Da eine Biotinylierung dekntikbrper aber nicht
regionspezifisch stattfindet, nimmt die Sensitivider Antikdrper durch sterische
Hemmung stark ab. Es muss somit viel Protein vatbarsein, um einen Nachweis
Uberhaupt fuhren zu kénnen. Es bestinde also dieghGedass vorhandenes ROMK-
Kanalprotein gar nicht detektiert wirde. AulBerdemolles bei der
Oberflachenquantifizierung nur die tatsachlich ier dMembran lokalierten Kanale
detektiert werden. Man bréauchte also einen Antigfrpler nur die extrazellulére
Doméane von ROMK bindet. Diese Antikdrper misstest gr sehr aufwendiger Weise
hergestellt werden und standen fiir unsere Expetamaaoht zur Verfigung.

Der HA-Essay stellt hier eine elegante und kostestygle Moglichkeit dar, den Einsatz
von spezifischen ROMK-Antikérpern zu umgehen. Dudas extrazellular eingefiigte
HA-Epitop wird gesichert, dass nur die ROMK-Proteitetektiert werden, welche in
der Zellmembran inserieren.

Ein weiterer grol3er Vorteil dieser Methode bestidrin, dass alle Untersuchungen auf
einfache Art und Weise an der lebenden Zelle dwefiligt werden kdnnen.
Wohingegen bei alternativen Methoden zur Oberflaghantifizierung von
Membranproteinen die Oozyten aufwandig préapariad geschnitten werden mussen.
Eine alternative Moglichkeit besteht hier z.B ima3i Fixierung mit Paraformaldehyd
mit nachfolgendem Einfrieren in Flussig-Propan uBdhneiden im Kryostat mit
anschlielBender Antikdrperdetektion. Bei einer dtadih Methode werden die Oozyten
durch Dent’'s Fixanz fixiert und permeabilisiert.eDAntikdrper-Bindung findet dann
vor Einbettung in Acrylamid statt. Hier werden di@ozyten erst nachfolgend im
Mikrotom geschnitten (Wagner et al. 2000). Beidaageten Methoden kdénnen jedoch

nicht an lebenden Zellen durchgefiihrt werden.
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Western Blot:

Western Blotting ist eine Standardtechnik zum Nambwon Proteinen. Zur Detektion
von Membranproteinen, die aus der Zellmembran vamaogpus laevis Oozyten
gewonnen werden, ist es von besonderer Bedeutengleld Praparation den Eidotter
sorgfaltig zu entfernen, da dieser sonst die Ebgktorese und die Antikdrperbindung
empfindlich stéren kann.

In dieser Arbeit wurden Western Blots nur in se@rirggem Umfang zur Detektion von
ROMK-HA durchgefuhrt. Trotzdem sollen hier einige eitere mdgliche
Einflussfaktoren auf Resultate dieser Methode diskiwerden.

ROMK-HA zeigte sich jeweils als sehr kraftige Banbew. als mehrere dicht
beieinander liegende Banden. Eine intensive Bandstebt durch eine hohe
Konzentration Antikdrper-bindenden Proteins in eindefinierten Bereich des Blots.
Eine Aufhellung in nur einem Teilbereich einer dgpisehen Bande kann auf kleine
Luftblasen bei unsachgeméalRem Einschlagen des Bletgain Folie zurlckzufiihren
sein. Schwankungen in der Laufgeldichte und deronsdtarke wahrend der
Elektrophorese sind mdgliche Ursachen fir eine relag Aufspaltung der Bande.
Leicht unterschiedliche Intensitaten der Banded siomdglich darauf zurtickzuftihren,
dass keine definierten Proteinmengen gegeneinanudgetragen wurden.
Unterschiedliche Glykolisierungs-Zustande konnensddhe von multiplen, eng
aneinander liegenden Proteinbanden sein.

Diese Art der Bandendifferenzierung wurde auchdiém Wild-Typ CFTR beschrieben,
bei dem sich im Western Blot die Banden der unkeestlichen
Glykosilierungszustande (unglykosiliert; Glykosiieg im ER; vollstandig
glykosiliertes Protein, hergestellt im Golgi- Appgrgetrennt voneinander nachweisen
lieBen (Rubenstein et al. 1997).

Unspezifische Banden kénnen durch zu geringe Sfigziles anti-HA-Antikorpers von
Roche bedingt sein. Leider war es uns nicht moglehen AK zu finden, der eine
hohere Spezifitat bieten kann.

Ganz reine ROMK-Banden, wie sie mit dem ROMK-Antig@ von Alamone
Laboratories, Jerusalem, Israel gezeigt wurden étial. 2002) lie3en sich bei uns mit
keinem Antikorper darstellen.
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4.2 Ergebnisdiskussion

4.2.1 Physiologische Interaktion von ROMK-Kanalprotein imndem ABCB1-
Molekul im heterologen Expressionssystem

Die Expression von Proteinen im heterologen SysiemXenopus laevis Oozyten ist
eine gangige Methode zur Charakterisierung von elréRrotein-Interaktionen.
Insbesondere die TEVC-Methode ertffnet wie untér34beschrieben den Einblick in
physiologische Konsequenzen der Interaktion vonaianteinen und akzessorischen
Molekulen.

Seit mehreren Jahren wird in unterschiedlichen KWsbmuppen nach eineg-
Untereinheit fir den ROMK-Kaliumkanal gesucht, ielzusammen mit dem ROMK-
Kanalprotein den 70pS intermediate-conductance Kiander TAL bilden kdnnte. Es
gibt Indizien dafir, dass ABCB hier als Kandidatenein in Frage kommt. Demnach
erhofften wir, in den hier gezeigten Experimenten der TEVC eine Erhdhung des
ROMK-Stromflusses bei Koexpression mit ABCB1 in Xpas Oozyten feststellen zu
konnen.

Unsere Ergebnisse zeigen jedoch einen genau gédgmmte=ffekt. Danach vermindert
die Koexpression der beiden Proteine die ROMK-Kstn@ime in den Xenopus Oozyten
massiv. Es stellt sich die Frage, ob dieser Eféefdressionsbedingt sein kann und gar
nicht auf eine Protein-Protein-Interaktion zuridkiwen ist. Interferenzen kénnten z.B.
durch Kompetition an den Ribosomen oder aber duRMA-RNA-Interaktion
entstehen. Insbesondere dadurch, dass in den Viersmicht mit &quimolaren Mengen
an m-RNA gearbeitet wurde, sondern jeweils 10 ngcBBnit 5pg ROMK-m-RNA pro
Oozyte injiziert wurden, mussen solche EinflissBatracht gezogen werden. Dies gilt
in gleichem MalRe fir die Experimente, in denen ekwnzentrationsabhangige
Hemmung der ROMK-Strome durch die Injektion von 15gg und 10 ng ABCB m-
RNA gezeigt wurde (siehe 3.5).

Um mdglichen generell expressionsbedingten Impadt ROMK rechtzeitig zu
entdecken, wurden Koexpressionen mit 5pg ROMK-m-RMA 10ng Barttin-m-RNA
durchgefihrt. Barttin ist eine regulatorische Ueteheit spezieller Chloridkanale in
Tubuluszellen der TAL und des DCT (Estevez et @D1). Barttin zeigte in diesen
Experimenten keinen Effekt auf den ROMK-Kanal, wioBarttin hier in ABCB-

agivalenter Menge injiziert wurde. Diese Daten enig dass eine generelle
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Verminderung der ROMK-Expression durch hohe m-RMpektionsmengen eines
weiteren Proteins unwahrscheinlich ist.

Es besteht jedoch auch die Mdglichkeit, dass deCBdEffekt auf unspezifischer
Protein-Protein-Interaktion  beruht. Aus diesem @runfihrten wir das
Kontrollexperiment mit dem engen Verwandten des RGK&nals Kir2.1 durch.

Die Tatsache, dass in dieser Vesuchsreine ABCBekeiiffekt auf den ROMK-
verwandten Kir2.1-Kanal zeigte (siehe unter 3.@utdt einmal mehr darauf hin, dass
hier keine entscheidende Interferenz aufgrund \merexpressionsimbalance besteht.
Zusatzlich wird deutlich, dass der Effekt von AB@H ROMK spezifisch ist. Dies
unterstreicht noch einmal, dass es sich bei ABG&ithlich um ein physiologisch mit
ROMK interagierendes Protein handeln kénnte.

Die Injektion in unterschiedlichen Mengenverhakeis (ROMK 5pg mit ABCB 10ng)
ist nur bedingt auf die GroRenunterschiede dereft@etROMK (~45kDa) und ABCB1
(~170kDa) zurltckzufuhren. Mehrere Studien habeneiggz dass die Korrelation
zwischen m-RNA-Level und funktionaler ABCB-Expressi relativ schwach ist.
AulRerdem wird die Expression als hoch variabel uaggschiedenen in vitro und in
vivo Bedingungen beschrieben (Sarkadi et al. 20D&s mag einer mangelnden m-
RNA-Stabilitdt und geringer Translationsinitiatiogeschuldet sein, wie z.B. in
leukamischen Zelllinien demonstriert wurde (Yagueale 2003). Im Gegensatz dazu
kann fir ROMK eine sehr gute und stabile Expresgiodenopus Oozyten beobachtet
werden. Hier unterstitzen die endogen hohen PKAelLder Oozyten zusatzlich die
ohnehin konstituiv hohe ROMK-Aktivitdt (Yoo et al2003). Bei ROMK-
Injektionsmengen Uber 5-10 pg/ Oozyte werden nadhTagen Expressionszeit die
Ganzzellstréme so hoch, dass der Messbereich déC Tberschritten wird.

Es bestehen also massive Unterschiede zwischen R@MKABCB hinsichtlich ihrer
Expressionsstarke in  den Oozyten, was die Injeghonvon m-RNA in
unterschiedlichen molaren Verhéaltnissen begrundetghe hier fir den Nachweis einer
Protein-Protein-Interaktion notwendig sind.

Entgegen der Annahme eines expressionsbedingtekt&s$f gehen wir also davon aus,
dass der Effekt einer Koexpression von ABCB auf R@@MK-generierten Zellstrome
durch funktionelle Kopplung der beiden Partner bgtliist. Diese physiologische
Kopplung fuhrt im heterologen System zwar nichtie wrwartet - zu einer erhdéhten
ROMK-Funktion, liefert aber dennoch ein starkesizrahfir, dass ABCB ein ROMK-

interagierendes Protein darstellt.
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4.2.2 Effekt des ABCB-Proteins auf die Membrandichte va®OMK in der

Oberflachen-Lumineszenzdetektion

In den TEVC-Experimenten konnten wir zeigen, da§&¥ViK und ABCB funktionell
interagieren, wobei ABCB die ROMK-Strome Uber delllembran massiv inhibiert.
Mit Hilfe des HA-Essays zur Oberflachenquantifizieg sollte ein zu Uberprifender
Gating- von einem ebenfalls mdglichen Traffickinfielkt abgegrenzt werden.

Die etwaigen Verzerrungen durch das eingefiigte kAo im ROMK-Kanal wurden
unter 4.1.4 diskutiert. Um eine ausreichende PRmotenge zur Detektion an der
Membranoberflache zu erhalten, musste fur den H#aizdng ROMK-HA pro Oozyte
injiziert werden. In der TEVC wird bei solch hohkrektionsmengen der Messbereich
schon nach 1-2 Tagen Expressionszeit weit UbetsariAus diesem Grund mussten
wir fir den Nachweis, dass sich HA-getaggtes ROMix&protein in hoher
Konzentration in der Koexpression mit 10ng ABCB @ozyte ahnlich verhalt wie der
Wildtyp-ROMK in niedriger Konzentration, 250pg ROMstatt 1ng ROMK injizieren
und schon nach 48h Expressionszeit Messungen diwenf (siehe 3.7).

Die Oberflachenexpression von ROMK ist in Anwesénken ABCB zu ca. 60%
vermindert gegenuber einer ROMK-Expression ohne BBIth Vergleich zur TEVC-
Messung ist der ABCB-Effekt zwar auch deutlich abetht so massiv ausgepragt.
Ursache kann hier die hthere m-RNA-Injektionsmefigey) fur den HA-Essay sein.
Eine weitere Mdglichkeit ware, dass es sich umreiABCB-generierten kombinierten
Trafficking und Gating-Effekt handelt, der selbssténdlich in der TEVC-Messung
starkeren Ausdruck findet als in der Oberflachemlneszenzdetektion. Um dieses
genauer zu spezifizieren, missten nachfolgend Kazalmessungen durchgefihrt
werden.

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass ROMKAB@B in der Plasmamembran
eine funktionelle heteromultimere Kanaleinheit bitld Unsere Experimente zeigen
zwar eine Hemmung der Gesamt-Kanalaktivitat durchindgrung der
Oberflachenexpression im heterologen System, siesemi jedoch hinsichtlich der
Unterschiede zwischen in vivo- und in vitro-Bedingen differenziert betrachtet
werden. So kdnnen mit der angewendeten TEVC-Methodé&anzzellstrome beurteilt
werden. Uber die Aktivitit oder Modulation von Edtizanalaktivitaten kénnen hier
kein Aussagen getroffen werden. Patch-Clamp-Unttisagen konnten auch hier

naheren Aufschluss geben.
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4.3 Mogliche Konsequenzen aus der gezeigten Interaktionvon
ROMK und ABCB1

4.3.1 ROMK-ABCB-Interaktion im physiologischen Kontext

In den letzten Jahren wurde mehr und mehr deutliabs Proteine nicht alleine agieren
sondern sich vielmehr in Komplexen dauerhaft odatibergehend vernetzen. Dabei
kdnnen einzelne Proteine Teil von unterschiedliddemplexen sein und dadurch auch
verschiedene Funktionen tbernehmen (Abbott 2002).

Kaliumkanéle werden durch eine Vielzahl verschiedenProteine in ihren
biophysikalischen und pharmakologischen Eigensehafinoduliert. Es kommt zu
postranslationalen Modifikationen auf dem Transpottang des sekretorischen Weges
von der Biogenese am endoplasmatischen Retikuluen dén Golgi Apparat bis zu
Zelloberflache. Dabei entstehen unter anderem dretdtimere Proteinkomplexe aus
Kanalproteinen ung-Untereinheiten sowie weiteren assoziierenden Mok So ist
auch das ROMK-Kanalprotein wahrscheinlich Teil sirMultiproteinkomplexes und
wird durch verschiedenste interagierende Molekuledifiziert, transportiert oder
retiniert. Diese sind allerdings bisher nur zumlTegkannt bzw. noch Gegenstand
aktueller Forschung.

In vorausgegangenen Studien wurde gezeigt, dasskkfdMdie Expression des 70pS-
Kaliumkanals in der TAL notwendig ist (Lu et al.@4). Die Frage, ob sich der 70pS
Kanal aus dem 35pS-low-conductance-Kanal und esthk@essorischen Untereinheit
zusammensetzt, wird viel diskutiert, konnte abshér nicht abschlielend beantwortet
werden. Insbesondere Resultaten auf der Suche e@iaeh Untereinheit fehlt bisher
hinreichende Evidenz.

Die ATP-Cassette-Binding Proteine CFTR und SUR1 iso®UR2B wurden als
maogliche Interaktionspartner des 35pS-ROMK-Kanatgersucht (Ruknudin et al.
1998; Tanemoto et al. 2000; Dong et al. 2001; LaleR006). Fir SUR2B wie CFTR
wird dabei eine glibenclamidabhé&ngige Hemmung, maldgie zur SUR1 vermittelten
Kir6.2 Inhibition in der pankreatischefr-Zelle, als Indiz fir eine ROMK/SUR2B-
Interaktion (Tanemoto et al. 2000) bzw. eine CFTBNRK-Interaktion (Lu et al. 2006;
McNicholas et al. 1996a; Ruknudin et al. 1998) hgezogen. Dies wurde allerdings
zumindest fur den SUR2B von Konstas als fragliaigestuft (Konstas et al. 2002a).
Konstas verweist in einer weiteren Arbeit auf derFTR als mdglichen

Interaktionspartner von ROMK, da er zumindest irexjwession in Xenopus Oozyten
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mit dem renalen aldosteronsensitiven ENaC-Kanal R@MK die ROMK-Strome
deutlich erhoht (Konstas et al. 2002b). Allerdingsd der ENaC nur im CCD des
Nephrons exprimiert und nicht in der TAL oder im DGvo der ROMK-Kanal seine
Hauptwirkung entfaltet. Auf3erdem ist es unwahrsdiwi, wie schon unter 1.4.3
beschrieben, dass der CFTR beim Menschen eineheidsade Funktion in der renalen
Salz- und Wasserresorption einnimmt, da bei Paemit Cystischer Fibrose bisher
kein ausgepragter renaler Phanotyp beschrieben ewuidie Kandidatenfrage
hinsichtlich einer akzessorischen Untereinheit @eslen 70pS KATP-Kanals bleibt
also weiterhin ungeklart.

Aufgrund der phé&notypischen Homologien zwischen ROMund ABCB1-
Knockoutmausen (Lorenz et al. 2002; Huls et al. 7200nd des Aufdeckens von
Protein-Protein Interaktion im Yeast-two-Hybrid-8ening stellten wir die Hypothese
auf, dass ROMK mit ABCB1 als akzessorischer Untdreit den renalen 70pS ATP-
Kanal bildet oder zumindest dessen Funktion entdehd beeinflusst.

Unsere Ergebnisse weisen eine starke Interaktiaacken ABCB und dem ROMK-
Kanalprotein nach. Im heterologen System der Xesdpozyten konnten wir zeigen,
dass ABCB vermutlich die ROMK-Proteine in ihrem fficking zur Zellmembran
stort. Hinsichtlich der Suche nach ROMK-interagmlen Kandidatengenen sind
Wechselwirkungen im Trafficking-Prozess von besoeddedeutung und bedirfen
einer genaueren Evaluation. Peters et al. verwi@f83 darauf, dass in einem Pool
natirlich auftretender ROMK-Mutationen, die urs&dnlfiir ein aBS/HPS sind, 14 von
20 Mutationen einen Trafficking-Defekt im ROMK-Peat hervorrufen (Peters et al.
2003a). Die Art der Trafficking-Stérungen bleibtdgeh grof3tenteils unbekannt.
Weitere Untersuchungen mussen hier klaren, ob ABGBnolekularer Ebene mit einer
oder mehreren dieser Trafficking-Defekte in Verhind zu bringen ist. Es kdnnte
durch ABCB eine Retention im Endoplasmatischen KR&tm initiert werden. Eine
weitere Moglichkeit besteht in einer ABCB-vermitezl Interferenz des sekretorischen
Weges im Golgi-Apparat. Kolokalisationsstudien ki@mnnaheren Aufschluss geben,
auf welcher Ebene das ROMK-Trafficking gestort wird

Hier ist zu beachten, dass das ROMK-Protein in Xeso laevis Oozyten
normalerweise effizient an die Zelloberflache tmorsert wird, wahrend seine
Oberflachenexpression in kultivierten Saugerzebers bisher unbekannten Griinden
sehr gering ist. Dort akkumuliert es vorwiegend BR und wird anschliel3end
degradiert (Brejon et al. 1999; Yoo et al. 2005).
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Dabei ist das Trafficking von ROMK zur Zellmembremperaturabhangig. Brejon et
al. zeigten in MDCK-Zellen (immortalisierte distalbulare Hundeepithelzellen), dass
die Kanalproteine der ROMK-Variante Kirl.1la bei @78egradieren wéahrend sie bei
26°C stabil an der Oberflache exprimiert werdere ®iesen darauf hin, dass eine
akzessorische Untereinheit in vivo den Transport Membran unterstitzen und zur
Stabilitat des Kanals beitragen konnte (Brejon let1899). Fiur unsere Experimente
inkubierten wir die Oozyten bei 16°C, die meistemtédsuchungen wurden bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Es ist also durchaesklmhr, dass sich die
Oberflachenexpression von ROMK bei Kdrpertemperatuder menschlichen Niere
vollkommen anders verhéalt, und sowohl ROMK als ad@®CB die Zelloberflache
ungestort erreichen. Schon geringe UnterschiedieinJmgebungstemperatur konnen
sich moglicherweise auf die ROMK-Aktivitat auswirkeSo beobachteten wir eine
leichte Zunahme der ROMK-generierten Ganzzellstromelen Oozyten, wenn die
Messungen nicht direkt bei 16°C starteten, sondexim die Temperatur des Mediums
vor den Messungen an die Raumtemperatur anglelabante.

Gleichzeitig mit verschiedenen Temperaturbedingank@nen auch weitere Proteine
an der Modulation des ROMK-Traffickings beteiligtis. Zum Beispiel interagiert
ROMK mit den N&/H'-Austauschfaktoren NHERF1 und 2 sowie CFTR (iber PDZ
Domaéanen. Dabei scheint NHERF in Anwesenheit von Eidie Interaktion und damit
Oberflachenexpression mit ROMK entscheidend zunbiessen. NHERF besitzt zwei
PDZ-Bindedomanen, wobei wahrscheinlich jeweils emeROMK und eine mit CFTR
interagiert(Yoo et al. 2004).

Es ist bekannt, dass eine PKA-abhéngige Phosmieriing von ROMK zu einer
erhohten Anzahl von aktiven Kanalen in der Membidmt. Yoo et al. Gberpruften, ob
eine Punktmutation an der PhosphorilisierungssteB#4 eine zusatzliche
Hochregulierung von ROMK durch die Serum-GlukoKaid-induzierte Kinase SGK1
beeinflusst. Sie fanden, dass die Mutation zu etitamatischen Abschwachung der
makroskopischen Stréme, sowie zu einer stark vatenian Oberflachenexpression des
Kanalproteins fihrte (Yoo et al. 2003). Die aldost@bhangige SGK1 kann damit als
weiteres Protein mit Einfluss auf das ROMK-Traffialx angesehen werden. Es ist also
wahrscheinlich, dass die ROMK Oberflachenexpressionvivo durch mehrere
assoziierte Proteine beeinflusst wird und ABCB mimen der Interaktionspartner

darstellt.
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Sollte es sich bewahrheiten, dass ABCB auch in fiveine Retention von ROMK in
intrazellularen Kompartimenten verantwortlich isg stellt sich die Frage, ob durch
medikamentdse Beeinflussung des ABC-Transporters gesteigerte ROMK-Funktion
erreicht werden kann. Aufgrund der Vermittlung eimeultiplen pharmakologischen
Resistenz in Tumorzellen durch ABCB wurde schorensilv nach Inhibitoren des
Transporters gesucht. Unter anderem wird ABCB, aeaginlich in Analogie zum
SUR in der pankreatischghZelle, durch Sulfonyl-Harnstoffe inhibiert, wasfguund
der engen Verwandschaft der beiden ABC-Proteinétniberrascht. Golstein et al.
wiesen einen Effekt von Glibenclamid in verschiegterifumorzelllinien nach, die
ABCB Uberexprimierten (Golstein et al. 1999). Aufsn wird eine Hemmung durch
Verapamil beschrieben (Toffoli et al. 1995). Die&wispiele sollen hier nur
veranschaulichen, dass durchaus gangige MedikamaisteABCB-Inhibitoren in

Betracht gezogen werden kdnnten.

4.3.2 Schlussfolgerungen

Auf welche Art und Weise der ROMK-Kaliumkanal undrdABCB-Transporter auf
molekularer Ebene miteinander interagieren, darében hier nur spekuliert werden.
Die gezeigten Experimente sind Bestandteil von @lagenexperimenten. Die
physiologische Verbindung zwischen ABCB und ROMKanhier erstmalig gezeigt, so
dass bisher keine vergleichbaren Daten zur Verfggstehen. Dennoch gehen wir
aufgrund unserer Ergebnisse davon aus, dass mitARGB-Transporter ein neuer
ROMK-Interaktionspartner gefunden wurde. Im Xenoepupressionssystem drickt
sich die Interaktion in einer Trafficking-Modulatio mit Minderung der
Oberflachenexpression von ROMK aus. Dies ist insofen besonderem Interesse,
weil Mutationen im KCNJL:Gen, die das ROMK-Trafficking betreffen, in der
Pathogenese des antenatalen Bartter-Syndroms w&eheidender Bedeutung sind.

Ob ABCB einep-Untereinheit des 70pS-Kanals in der TAL oder eiessorisches
Molekul des 35pS-ROMK-Kanals darstellt, kann mes#r Arbeit weder bestatigt noch
verneint werden. In weiteren Untersuchungen z.B Emzelkanalaktivitat mit Hilfe der
Patch-Clamp-Technik konnten jedoch entscheidendernrationen tber mdgliche

heteromultimere Kanale aus ROMK und ABCB gewonnenden.
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4.4 Ausblick

Das Outcome von Patienten, die unter hereditarelzv&usttubulopathien mit
sekundarer Hypokaliamie leiden, ist unter anderem zwei wesentlichen Elementen
abhangig. Zum einen ist eine frihzeitige Diagnadkestg von immenser Bedeutung fur
eine adaquate Behandlung, zum anderen bedarf es gezielten Einsatzes von
Medikamenten zur Symptomminderung. Der Diagnospaekt kann durch ein
rechtzeitiges evtl. pranatales genetisches Scrgemrverlagert werden. Leider werden
bisher nur ca. 60% der genetisch bedingten SLTehdsw ein Screening erfasst.

Sollte das ABCB-Protein in weiteren Untersuchungés entscheidender Modulator
(z.B. als B-Untereinheit) des ROMK-Kanals identifiziert werdenkénnten
Patientenkollektive auch auf ABCB-Mutationen getestwerden, wodurch die
Sensitivitat des bisher bestehenden Screeningsigastwirde.

Im Weiteren ist zu beachten, dass bisher keinedtaucherapie der Bartter-ahnlichen
Salzverlusttubulopathien zu Verfigung steht. Zuit Z& die einzige medikamentdse
Therapieoption, neben dem Ausgleich von Wasser- &hektrolytverlusten, die
Behandlung mit COX-Inhibitoren wie Indomethacin, wien Effekten einer drastisch
gesteigerten Prostaglandinsynthese entgegenzuwirkee dauerhafte Gabe von
Medikamenten dieser Gruppe ist jedoch mit z.T. ldibeen Nebenwirkungen
verbunden. Mit der Identifizierung und funktionell€harakterisierung von Proteinen,
die im Prozess der tubularen Salzrickgewinnung illggtesind, werden Schritte
unternommen, um maogliche neue Angriffspunkte firdMamente zu eruieren. Die
Entdeckung einer physiologischen Interaktion vonM®Omit ABCB ist hierfur ein
erster Schritt und leistet gleichzeitig einen Bagjtrzur Aufkarung der komplexen

Pathomechanismen in der Entstehung hereditaren&alast-Tubulopathien.
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5 Zusammenfassung

In der Entstehung von hereditaren Bartter-ahnlicBalzverlusttubulopathien spielt der
einwartsgleichrichtende ROMK-Kalium-Kanal mit Sitn dicken aufsteigenden Teil
der Henle-Schleife eine entscheidende Rolle. ImsiEye die enge funktionale
Kopplung der verschiedenen Transporter in den Tudagithelzellen fihrt in diesem
Nephronabschnitt bei Ausfall eines Elements zuma#usenbruch des gesamten
Resorptionsmechanismus.

In der vorliegenden Arbeit wurde das ABCB-Proteits &in maoglicher neuer
Interaktionspartner des ROMK-Kanals identifiziemdudie Interaktion der beiden
Proteine funktionell in Xenopus laevis Oozyten vsiieht.

Bei elektrophysiologischen Experimenten mit Hilfer @wo-Electrode-Voltage-Clamp
(TEVC) konnte hier erstmals eine funktionelle latdion von ROMK und ABCB
beobachtet werden. In Anwesenheit des ABC-Trangmorwerringerten sich die
ROMK-generierten Ganzzellstrome in Abhangigkeit & injizierten ABCB-mRNA-
Menge bis zu 100%.

Zur Spezifizierung des gezeigten Effektes fuhrtan iw einem zweiten Schritt eine
Oberflachenquantifizierung von Hamagglutinin martaen ROMK-Kanalprotein per
Antikorperdetektion durch. Es zeigte sich, dassQ@berflachenexpression von ROMK-
HA in den Oozyten bei Koexpression mit ABCB um 68% vermindert ist. Daraus
lasst sich schlieRen, dass ABCB im heterologen ésgionsystem das Trafficking des
ROMK-Kanals zur Zelloberflache behindert.

Ob dies auch in vivo der Fall ist, muss durch weitdntersuchungen geklart werden.
Ebenso bleibt die Frage offen, ob ABCB flntereinheit von ROMK fungiert und
evtl. Teil des 70pS Kanals in der TAL ist. Es wdtegchaus denkbar, dass die beiden
Proteine Kanalheteromultimere bilden und diese lagser unbekannten Grunden in
den Oozyten nur sehr begrenzt die Zelloberflacheeidren. Patch-Clamp-
Untersuchungen zur Einzelkanalaktivitat konnen hireren Aufschluss geben.

Eine Interaktion in Form einer Heteromultimerisigguvon Kir-Kandlen und ABC-
Transporten wie z.B. in der pankreatiscifieBelle zwischen Kir6.2 und dem Sulfonyl-
Harnstoff-Rezeptor ist durchaus nicht ungew6hnliobes Weiteren zeigen Daten aus
verschiedenen Studien mit Knockout-Mausen starkendlogien hinsichtlich des
renalen Phanotyps zwischen ABCB-defizienten Mausem ROMK-defizienten

Mausen.
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Vor diesem Hintergrund liefert die vorliegende Atbeeitere Indizien dafur, dass
zwischen ROMK und ABCB auch in vivo eine enge biggpkalische Verknipfung mit

physiologischer Relevanz besteht.
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6 Verwendete Abklrzungen

[K+]

°C

MA

ul
5'UTR/3'UTR
A

ABCB
aBS/HPS

aBS/HPS + SND

ADH
AgCl
Amp.
Anti-rat-POD IgG-Antikorper

APS
AS
ATP
bp
BS
BSA
ce”
CCD

CCT

c-DNA
CFTR

CI
CIC-Ka/CIC-Kb

Kaliumionenkonzentration

Grad Celsius

Mikroampere

Mikroliter

5'/3’-untranslatierte Region

Ampere

ATP-Cassete-Binding-Transporter TypB
antenatales Bartter-Syndrom bzw.

Hyperprostaglandin-E-Syndrom
antenatales Bartter-Syndrom mit lahen

Taubheit

antidiuretisches Hormon

Silberchlorid

Ampicillin
peroxidase conjugateffii Pure F(ab’)2

Fragment goat anti-rat IgG-Antikdrper
Ammoniumpersulfat

Aminosaure(n)

Adenosin-Triphosphat

Basenpaare (base pairs)

klassisches Bartter-Syndrom

Bovines Serum Albumin

Kalziumionen

“Cortical Collecting Duct”: Kortikales

Sammelrohr

.cortical Connecting Tubule“: kortikaler

Verbindungstubulus

Komplementare Desoxyribonukleinsdure
Cystic Fibrosis Transmembrane

Conductance Regulator

Chloridionen

Basale Chloridkanale im distalen Neph
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cm
COX-2
C-Terminus.
DCT

ENaC

GS

HA-
HCI
HEPES

I

g

K+
KCI
kDa
Kir2.1

Kir-Kanale

LB-N&ahr-Medium
M
MCD

MD
MDCK-Zellen

MDR
Mg2+
min
ml

mm

Zentimeter

Cyclooxygenase Typ 2
Carboxy-Terminus eines Proteins

,Distal Convolutet Tubule*: distales
Konvolut des Nephrons

Aldosteron- und ADH- aktivierbarer
Natrium Kanal des Verbindungstubulus
und Sammelrohrs

Gitelman-Syndrom

Stunde(n)

Hamagglutinin

Salzsaure
N-(2-Hydroxyl)piperazin-N"-(2-
ethansulfonsaure), dient als Puffer
Stromstarke

Immunglobulin

Kaliumionen

Kaliumchlorid

Kilodalton

Einwarts gleichrichtender Kaliumkanal 2.1
Einwarts gleichrichtende Kaliumkanale
(,inward-rectifier)
Luria-Bertani-Nahr-Medium

Mittelwert

.Medullary Collecting Duct“: medullares
Sammelrohr

Macula Densa

immortalisierte distal-tubulare
Hundeepithelzellen
Multi-Drug-Resistance

Magnesiumionen

Minuten

Milliliter

Millimeter
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mM
mMMmM-Kit

MQ-H,0O
m-RNA

mV

MQ

n

Na+
Na+-K+-ATPase
NaCl

NaOH

NBD

NCCT

ng

NHERF
NKCC2

NS
N-Terminus
NTP

PGE2
pH-Wert

PIP2
PKA/PKC
pS
p-Wert
RAAS
ROMK

rpm

RUL/s

SDS

Millimol
mMessage mMachine High Yield Capped
RNA Transcription Kit
Entionisiertes “Milli-Q” Wasser
Messenger-Ribonucleinsaure
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SGK
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TAE
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TGF
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TM/TMD
Tris-
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Serum- und Glucocorticoid-regulierte
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Tris-Acatat-Ethylen-Diamin-Tetra-
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Tetra-Methyl-Ethylen-Diamin
Two-Electrode-Voltage-Clamp
tubulo-glomeruléres Feedback

Tyrosin Kinase

Transmembrandomane
Tris(Hydroxymethyl)-Aminomethan
Tween 20 + Tris-Buffered-Saline
Spannung (Voltage)

Yeast-Two-Hybrid

Alpha-

Beta-
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