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1. EINLEITUNG

1.1 Funktionen der Niere

Die Niere ist ein in der Regel paarig angelegtes, retroperitoneal beidseits der
Wirbelsaule gelegenes Organ, welches sowohl inkretorische als auch
exkretorische Funktionen erflllt [56]. Als harnbereitendes Organ ist die Niere
lebenswichtig, indem sie unter anderem folgende wichtige Aufgaben wahrnimmt
[31]:

1. Kontrolle des Wasser- und Elektrolythaushalts. Die Ausscheidung von Wasser
und Salzen wird den jeweiligen Erfordernissen des Kdrpers angepasst [31] und
das Volumen sowie die Osmolaritat des Extrazelluldrraumes konstant gehalten
[73]. Pro Tag werden 180-200 Liter Primarharn filtriert, wovon je nach
Fllssigkeitsaufnahme 0,7 bis mehrere Liter ausgeschieden werden [31].

2. Ausscheidung von endogen entstandenen Stoffwechselendprodukten und
kérperfremden Substanzen [31;73]. Bei Ersteren handelt es sich vor allem um
Endprodukte des Protein-, Stickstoff- und Purinstoffwechsels wie z.B. Harnstoff,
Harnsaure oder Phosphat. Zu den kérperfremden Substanzen, die von der Niere
ausgeschieden werden, gehéren vor allem eine Reihe von Medikamenten und
Giftstoffe.

3. Vermeidung des Verlustes von lebensnotwenigen Substraten. Durch die
Bildung der groBen Menge Priméarharns lauft der Koérper Gefahr, dass darin
befindliche Nahrstoffe und Substrate mit dem Urin verloren gehen. [31]. Um dies
zu verhindern, werden Plasmaproteine und Blutzellen durch das glomerulare
Filter zurickgehalten und gelangen erst gar nicht in den Primarurin. Kleinere
Substrate (Molekilgewicht unter 15 kD) wie Aminosauren und Glucose werden
im Tubulussystem rickresorbiert und dadurch ihr Verlust mit dem Urin
vermieden [73].

4. Regulation des Saure-Basen-Haushaltes. Der Saure-Basen-Haushalt wird
mafBgeblich von der Nierenfunktion beeinflusst [31], indem die Ausscheidung von
Protonen, Ammoniumionen und Saureanionen an den jeweiligen Koérperstatus
angepasst wird. Bei Bedarf kann die Niere aber auch Bikarbonat ausscheiden
und dadurch den Blut-pH absenken.



5. Die Niere als endokrines Organ. Die Niere ist bekannt als Zielorgan
verschiedener Hormone, z.B. von Angiotensin Il, Aldosteron und Adiuretin,
welche den Salz-Wasserhaushalt und damit den arteriellen Blutdruck
beeinflussen, oder von Parathormon und Calcitonin, welche den Ca®** und
Phosphatstoffwechsel regulieren [73]. Gleichzeitig werden aber auch
verschiedene Hormone in der Niere selbst gebildet und ins Blut abgegeben, z.B.
Renin, Erythropoietin und Vitamin D3 [31].

1.2 Aufbau der Niere

Die menschliche Niere hat eine GréBe von etwa 10x5x4cm und wiegt 120-300g
[73]. Bereits makroskopisch féllt die Aufteilung der Niere in Cortex (Rinde) und
Medulla (Mark) (s. Abb. 1) auf [73]. Die Spitzen der Markpyramiden minden in
die Nierenkelche und werden als Papille bezeichnet [73]. Die menschliche Niere
(Abb. Nr. 1) weist 7-9 Markpyramiden auf, wohingegen kleinere Saugetiere wie
beispielsweise die Maus, nur eine besitzen [73].

Nierenkapsel Nierenrinde

(Cortex renalis)

Fett in der
Nierenbucht

Markpyramide Nierenbucht

Glomeruli _ Nierenkelche

Markstrahlen — = =~

Markpapille ———

\
i —— Nierenbecken

Harnleiter

Abb. 1: Niere des Menschen im Léangsschnitt, schematische
Darstellung (modifiziert nach: U.M. Spornitz - Lehrbuch und Atlas
fiir Pflege- und Gesundheitsfachberufe, 3. Auflage)



Die Niere verfligt Uber eine komplexe Blutversorgung und erhélt 20-25% des
Herzminutenvolumens, entsprechend 1,2 I/min [73].

Am Nierenhilum tritt die Nierenarterie in das Organ ein und teilt sich in 4-5 Aa.
interlobares, welche sich an der Basis der Pyramiden in die Aa. arcuatae
aufzweigen, von welchen wiederum die Aa. interlobulares abgehen [1;73]. Die
Aa. afferentes entstehen aus den Interlobulararterien, treten in das Glomerulum
ein und bilden dort die glomerularen Kapillaren [1].

Am Ende der Glomerulumkapillaren entstehen aus ihnen wiederum die
efferenten Arteriolen, welche im Bereich des Rinden-Mark-Ubergangs die Vasa
recta bilden, die das Mark arteriell versorgen [73]. Aus diesen entstehen vendse
Vasa recta, die in Vv. arcuatae Ubergehen. Letztere verlaufen parallel zu den Aa.
arcuatae, nehmen vom Cortex kommende Vv. interlobulares auf und minden
schlieBlich in die Vv. interlobares, die am Hilum als Nierenvene das Organ

verlasst [73].

Die kleinste funktionelle Einheit der Niere ist das Nephron, welches sich aus dem
Nierenkérperchen (Glomerulum) und dem davon abgehenden Tubulussystem
zusammensetzt. Im Glomerulum erfolgt Gber die Ultrafiltration die Bildung des
Primarharns; die Filtrationsmenge pro Zeit wird dabei als glomerulare
Filtrationsrate (GFR) bezeichnet [73]. Die Filtration ist hierbei abh&angig von
GroBe, Form und Ladung der Molekille sowie der Filtrationsflache, der GréBe
der Poren und der jeweiligen Fixladungsdichte [31].

Das Tubulussystem (Abb. Nr. 2) besteht aus proximalen Tubuli mit Pars
convoluta und Pars recta, intermediaren Tubuli und distalen Tubuli mit Pars recta
und Pars convoluta sowie den Verbindungsstiicken und dem Sammelrohr.
Partes recta der proximalen und distalen Tubuli bilden zusammen mit den
intermediaren Tubuli die Henle-Schleifen, welche bei den juxtamedullar

(marknah) gelegenen Nephronen bis tief ins Mark reichen kénnen [73].



Proximaler Tubulus distdler Tubulus und Sammelrohr
Nierenrinde \

AuBeres Nierenmark

Inneres Nierenmark
und Papille
Intermediarer Tubulus

Papille

Abb. 2: Das Nephron, schematische

Darstellung

In den Tubuli erfolgt die Modifikation des Primarharns, indem mittels Sekretion
und Resorption die Konzentration der gelésten Stoffe an die jeweiligen
Erfordernisse angepasst wird. Beispielsweise erfolgt mittels Resorption im
proximalen Tubulus die Rickgewinnung von 60-70% des filtrierten Natriums und
Wassers [31;73] sowie die Riuckresorption von Glukose und Aminosauren [73].

Uber kurze Verbindungstubuli (Tubuli reuniens) erfolgt die Einmindung der
distalen Tubuli in die Sammelrohre. Jeweils ca. 10 solcher Tubuli reuniens
munden in ein Sammelrohr. Die Sammelrohre wiederum verbinden sich auf
ihrem Weg ins innere Mark zu grdBerkalibrigen Sammelrohren um im Bereich

der Papille einen Durchmesser von 100-200um zu erreichen [73].

1.3 Kaliumtransport entlang des Nephrons

Weil Uber die Niere ca. 90% der Uber den Gastrointestinaltrakt aufgenommenen
Kaliumionen ausgeschieden werden, stellt die Niere eine zentrale Komponente
fur die Kalium-Homdostase dar [23].

Im Glomerulum der Niere wird Kalium frei filtriert; das heiBt, im Primarfiltrat

entspricht die Konzentration der Plasmakaliumkonzentration. Im proximalen

6



Tubulus wird ein GroBteil des filtrierten Kaliums wieder rlickresorbiert [20;29;31].
Die Resorption erfolgt parazellular mittels Diffusion und solvent drag [72]. Der
Kalium-Transport ist hierbei abhangig vom Natrium-Transport [23], der die
osmotische Triebkraft fir die Wasserverschiebung bildet. Solvent drag
bezeichnet hier das MitreiBen von Kalium als konvektives Teilchen mit dem
parazellularen Wasserstrom. Dies wird beglnstigt durch den niedrigen
Reflexionskoeffizienten flur Kalium entlang des proximalen Tubulus [68]. Im
spaten Teil des proximalen Tubulus unterstitzt zusatzlich ein Lumen-positives
transepitheliales Potential die parazellulare Kaliumresorption [23].

Die Kalium-Kanale in der apikalen Membran des proximalen Tubulus dienen der
Repolarisation der apikalen Membran und vermutlich der Zellvolumenregulation,
sie fuhren jedoch nicht zu einer quantitativ relevanten Kaliumsekretion [22;52].
Im dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleife wird Kalium wie im proximalen
Tubulus durch eine Lumen-positive transepitheliale Spannung parazellular,
sowie zusatzlich Uber einen apikal lokalisierten Na*2CI'K*-Kotransporter
resorbiert [24;28]. Hier finden sich aber auch apikal gelegene Kalium-Kanale
(ROMK=KCNJ1), durch die Kalium in die Tubulusflissigkeit abgegeben wird.
Dadurch entsteht eine Hyperpolarisation der Zellmembran, wodurch der
Ausstrom von Chlorid an der basolateralen Membran beglnstigt wird [29]. Die
apikale Kaliumleitfahigkeit und die basolaterale Chloridleitfahigkeit polarisieren
die entsprechenden Membranen unterschiedlich und erzeugen dadurch das
oben genannte Lumen-positive transepitheliale Potential, welches die
Antriebskraft flir einen kationenselektiven parazellularen Strom von Natrium,
Kalium, Magnesium und Calcium darstellt [23;29]. AuBerdem wird durch die
apikalen Kaliumkanale sichergestellt, dass immer ausreichend Kalium im Lumen
vorhanden ist, damit der Na*2CI'K*-Kotransporter dauerhaft aktiv sein kann [29].
Bei einer verminderten Kalium-Sekretion Uber die ROMK-Kanéle sinkt auch die
Aktivitat des Kotransporters. So ist deshalb beim Bartter-Syndrom Typ Il wegen
eines genetischen Defekts die Aktivitat der Kalium-Kanédle im dicken
aufsteigenden Teil der Henle-Schleife vermindert, was ebenfalls zu einem
verminderten Na*2CI'K*-Kotransport und zu schwerem Salzverlust flhrt [64].
Darliber hinaus koénnen Schleifendiuretika den Na*2CI'K*-Kotransporter
pharmakologisch hemmen [23].



In distalen Nephronabschnitten (distales Convolut, Verbindungsstiick und
Sammelrohr) erfolgt bedarfsadaptiert die Sekretion bzw. Ruickresorption von
Kalium [20;29]. Besonders ausgepragt ist dabei die Fahigkeit zur
Kaliumsekretion im Bereich der corticalen Sammelrohre [29]. Die Hauptaufgabe
der distalen Tubuli liegt hingegen in der transzellularen Resorption von Natrium,
Magnesium- und Calcium [5;14;15].

In den Hauptzellen und Nebenzellen der kortikalen Sammelrohre (CCD) spielt
sich die Sekretion von Kalium ab [20;21]. Durch die Na*-K*-ATPase in der
basolateralen Membran gelangt Kalium primar aktiv in die Zelle und diffundiert
dann passiv Uber apikal gelegene Kanale durch die luminale Membran. Die
Kaliumsekretion wird dabei durch eine Hyperkalidmie, durch eine gleichzeitige
Natriumresorption (Hauptzellen) und durch erhdhten Harnfluss (Nebenzellen)
beginstigt [20]. Auch in den Zellen der &uBeren medullaren Sammelrohre
(OMCD) spielen die apikalen Kalium-Kanéle eine wichtige Rolle. Allerdings sind
sie hier an die Funktion einer H",K*-ATPase gebunden. Bei hoher Kalium-
Konzentration sind die Kanéle entsprechend aktiv, wahrend sie in
Mangelsituationen herunterreguliert werden. Dies wiederum beeinflusst die
Aktivitat der H*,K*-ATPase [29].

Auch basolateral existieren im distalen Nephron Kalium-Kanéle. Diese regulieren
den Leistungsgrad der Sekretion, indem sie die Menge des rezirkulierenden
Kaliums kontrollieren [39;53;60]. Dartber hinaus regulieren sie die basolaterale
Potenzialdifferenz und beeinflussen somit den apikalen Natriumeinstrom [47;48].

1.4 K*-Kanal-Familien

1.4.1 Nomenklatur

Die Familie der Kalium-Kanale ist unter den lonenkanalen eine der
umfangreichsten im Reich der S&ugetiere. Im menschlichen Genom sind 78
verschiedene Gene fir die porenbildenden Untereinheiten von Kalium-Kanalen
bekannt.

Dartber hinaus flhren SpleiB-Varianten und die Moglichkeit zur Hetero-
Oligomerisation zu einer noch gréBeren Variabilitat der Kanale in den
verschiedenen nativen Geweben [36;69].
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Einer der ersten Kaliumkanale, der identifiziert werden konnte, war der Shaker-
Kanal im Genom von Drosophila melanogaster [58]. Hierbei handelt es sich um
einen spannungsgesteuerten (voltage gated) Kaliumkanal, dessen Abwesenheit
(wenn er durch eine Mutation inaktiviert war) unter gleichzeitiger Ether-
Anasthesie zu heftigem Zittern der Fliegen flhrte (shaking). Mittels
elektrophysiologischer Untersuchungen konnte der Kanal naher untersucht und
charakterisiert werden [59]. In der Folge wurden weitere Kanéle im Genom der
Fruchtfliege benannt: shab, shal, shaw.

1993 wurde zur besseren Ubersichtlichkeit von der International Union of
Pharmacology (IUPHAR) die Kv-Nomenklatur fir die spannungsgesteuerten
Kaliumkanale eingefiihrt. Bei einer genetischen Ubereinstimmung von 65% der
Aminosaurensequenz wurde der Kanal der jeweiligen Subfamilie zugeteilt
[13;33]. Zunéachst entstanden die Subfamilien Kv1-Kv6. Mit der Entdeckung
neuerer Kanale setzte man das System entsprechend fort. Andere Kanéle wie
beispielsweise Eag (von ether-a-go-go abgeleitet) wurden dieser Nomenklatur
nicht beigeftigt [33].

Ein etwas spater (1997) vom Human Gene Nomenclature Committee der Human
Genome Organisation (HUGO) eingefihrtes System stellt das "KCN"-
Verzeichnis dar, welches die phylogenetischen und strukturellen Beziehungen
zum Teil ignoriert, jedoch eine eindeutige Zuordnung der Gene zur Familie der
Kaliumkanale anzeigt [74]. Auf Grund der seitdem neu hinzugekommenen

Kanale wurden beide Systematiken immer wieder erganzt.

1.4.2 Topologie

Auch bezlglich ihrer Membrantopologie kbénnen die Kalium-Kanale in
verschiedene Gruppen eingeteilt werden. Das wichtigste Kriterium hierflr ist die
Anzahl der Transmembrandomanen der Untereinheiten, die den Kanal bilden.
Dabei finden sich Exemplare mit zwei, vier oder sechs Transmembrandoménen
(Abb. Nr. 3). Die meisten dieser porenbildenden Untereinheiten weisen eine
gemeinsame Sequenz von funf Aminosauren (Threonin-Valin-Glycin-Tyrosin-
Glycin) auf, die fir das Kaliumselektivitatsfilter notwendig und daher ein
Kennzeichen von Kaliumkanalen ist [16]. Diese Sequenz befindet sich im ,P-
Loop*, einer an der Porenbildung beteiligten Proteinschleife [36].
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Auf Grund der Ahnlichkeit ihrer Aminosdurensequenzen und ihrer Funktion
kénnen die porenbildenden Untereinheiten in drei groBe Familien unterteilt
werden: 1) Untereinheiten mit sechs oder sieben Transmembrandomanen und
einem  Poren-Loop (6/7TM-1P); 2) Kanaluntereinheiten  mit  vier
Transmembrandomanen und zwei Poren-Loops (4TM-2P); 3) solche mit zwei

Transmembrandoméanen und einem Poren-Loop (2TM-1P).
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6/7TM-1P Kanale

Hierbei handelt es sich um die gréBte und am besten erforschte Gruppe der
Kaliumkanale. Dazu zahlt die groBe Gruppe der spannungsgesteuerten
Kaliumkanale [27]. Vier Untereinheiten mit jeweils sechs (im Fall der SLO-
Familie 7) Transmembrandomanen bilden mit jeweils einer eigenen
porenbildenden Region ein funktionsfahiges Tetramer. Die vier porenbildenden
Loops formen dabei maBgeblich die zentral gelegene Pore mit dem
Selektivitatsfilter [36;49].
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Neben den spannungsgesteuerten Kaliumkanélen zahlen auch zwei Gruppen
der calciumabhangigen Kanale zu den 6/7TM-1P-Kanalen. Die mit niedrigem bis
mittlerem (KCNN-Familie) und die mit hohem Einzelkanalleitwert (,SLO"-type). In
der KCNN-Familie ist die Calciumsensitivitdt eng an die Kopplung des
Kanalproteins an Calmodulin (hier agierend als B-Untereinheit) gebunden, was
zu einer sehr starken Ca?*-Abhangigkeit fiihrt [18;62]. Entsprechendes gilt fiir die
~SLO"type-Kanédle KCNT1-2 und KCNU1, wahrend KCNMA1 (MaxiK-Channel)
die cytosolische Ca®"-Aktivitat Uber einen Calciumsensor am Ende des
Kanalproteins erkennt (Ca*-Bowl) [4;71].

4TM-2P Kanéle

Diese Kategorie wurde erstmals bei der Analyse des Genoms von
Caenorhabditis elegans entdeckt [37]. Wenig spater fand man mit ,TWIK1®
(,Tandem of P domains in a Weak Inward rectifying K-Channel) den ersten
4TM-2P Kanal auch im Saugetiergenom [44].

In dieser Gruppe bilden die Kanalproteine mit ihren vier Transmembrandoménen
und jeweils zwei porenbildenden Abschnitten (zwischen TM1 und -2 bzw. TM3
und -4 [30]) ein Dimer, wobei ein funktionsfahiger Kanal entsteht [45].

Man geht davon aus, dass diese Kandle zu den wichtigen
Kaliumhintergrundstrémen (so genannte ,Leckstrome®) in Nervenzellen
beitragen [36]. Einige von ihnen kdénnen mittels volatiler Andsthetika aktiviert
werden [25;36]. Generell tragt die Gruppe der 4TM-2P Kanéle zur basalen
Kaliumleitfahigkeit in vielen Geweben bei [46] und wird Uber eine Vielzahl von
Reizen in komplexer Weise reguliert. Dazu zahlen beispielsweise die Aktivierung
mittels Proteinkinase C [44], die Beeinflussung durch pH-Wert-Veranderungen
[36] sowie die Reaktion auf Hypoxie [10;42].

Den 4TM-2P Kanédlen wird eine Reihe wichtiger physiologischer wie
pathophysiologischer Funktionen zugeschrieben. Hiervon seien der renale
Bikarbonat-Transport [70], die Vermittlung von Apoptose und Karzinogenese [54]
sowie das Schmerzempfinden [2] genannt. Aber obwohl zahlreiche Tiermodelle
Hinweise darauf geben, dass 4TM-2P Kanale auch beim Menschen
krankheitsrelevant sein kénnten, konnte bislang nur fir TRESK mit seiner Rolle
bei der Migraneentstehung ein Zusammenhang zu Erkrankungen beim
Menschen nachgewiesen werden [30;41].
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2TM-1P Kanale

Strukturell bestehen diese Untereinheiten aus jeweils zwei
Transmembrandomé&nen und einer porenbildenden Region. Wie die
spannungsgesteuerten Kaliumkanale bilden auch hier jeweils vier Proteine ein
funktionsfahiges Tetramer.

Man bezeichnet diese Gruppe auch als Einwartsgleichrichter [40], da sie einen
Kaliumstrom besser in die Zelle hinein als nach auBen leiten. Dennoch spielt bei
den meisten Zellen der Auswartsstrom durch diese Kanale eine bedeutendere
Rolle [58]. Die Familie umfasst die G-Protein gekoppelten Einwértsgleichrichter,
die den inhibitorischen Effekt von Acetylcholin an den kardialen Schrittmachern
vermitteln, die Einwartsgleichrichter im Herz- und Skelettmuskel sowie in
Nerven- und Gliazellen, wie auch die ATP-abhangigen Kaliumkanale, die in
Verbindung mit einem Sulfonylharnstoffrezeptor in den Betazellen des Pankreas
gefunden werden [36].

Viele der Einwartsgleichrichter sind physiologisch von groBer Bedeutung und
Mutationen wirken sich in Form von Erkrankungen aus. Wie oben beschrieben
spielt der KCNJ1 (ROMK) in der dicken aufsteigenden Henle-Schleife eine
tragende Rolle fir die Kaliumsekretion an der luminalen Membran. Ist dieses
Kanalprotein von einer loss-of-function Mutation betroffen, kommt es zum
Bartter-Syndrom, einer Erkrankung die mit massiven Salzverlusten einhergeht
[64]. Im distalen Tubulus spielt der KCNJ10 (Kir4.1) eine tragende Rolle und
Mutationen in diesem Gen flhren ebenfalls zu einem Salzverlustsyndrom. Da
KCNJ10 auch in anderen Geweben, besonders im Gehirn, vorkommt, ist bei
KCNJ10-Mutationen der renale Salzverlust nur ein Symptom unter vielen (EAST
oder SeSAME Syndrom) [8;61].

Ein weiteres Beispiel bieten Versuche mit KCNJ8-knock-out-Mausen. Hier treten
Symptome auf, die den Vasospasmen bei Prinzmetal-Angina entsprechen, da
KCNJ8 den physiologischen Tonus in den GefaBen beeinflusst [50].
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1.5 Weitere fiir die Arbeit relevante Transportproteine der Niere

1.5.1 aENaC

Unter ENaC (Epithelial Sodium Channel) versteht man in der apikalen Membran
gelegene Natriumkanéle, die strukturell aus drei Untereinheiten (a, f und vy)
bestehen. Man findet sie in verschiedenen Natrium-transportierenden Epithelien:
in den Atemwegen, im distalen Kolon, in distalen Nephronabschnitten und in den
Ausfiihrungsgangen der SchweiBBdrisen [11]. Strukturell bestehen diese
Untereinheiten aus zwei Transmembrandomanen, einer groBen extrazellular
gelegenen Schleife und intrazellular gelegenen Enden [65].

ENaC-Kanale spielen physiologisch eine wichtige Rolle fir den
Fllssigkeitshaushalt und die Kontrolle des Blutdrucks, da ihre Funktion im
distalen Nephron das AusmaB der Natriumabsorption bestimmt [11].

1.5.2. SGLT1 und SGLT2

Bei SGLT1 und SGLT2 handelt es sich um Natrium-Glucose-Kotransporter in der
Birstensaummembran der proximalen Tubuli. W&hrend sich SGLT1 vorwiegend
in den distalen Abschnitten (pars recta im Markbereich) findet, ist SGLT2 eher in
den pars convoluta im Cortexbereich angesiedelt [3].

Neben ihrer unterschiedlichen Lokalisation lassen sich die beiden Transporter
auch in ihrer Affinitdt und Selektivitat unterscheiden. SGLT1 weist dabei eine
héhere Affinitdt zu Natrium und Glucose auf, bezlglich der Selektivitat besteht
kein Unterschied zwischen Glucose und Galaktose. SGLT2 dagegen besitzt eine
10-fach hdéhere Selektivitat fur Glucose, bei insgesamt niedrigerer Affinitat [3;76].

1.5.3 NKCC2

NKCC2 ist der apikal gelegene Na*2CI'K*-Kotransporter in der dicken

aufsteigenden Henle-Schleife, dem eine tragende Rolle flr die Salzresorption in

diesem Nephronsegment zugeschrieben wird [6;77]. Die Aktivitdt des

Kotransporters wird Uber verschiede Mechanismen beeinflusst. Eine Steigerung
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erfolgt Uber Phosphorylierung, intrazellularen Anstieg von Calcium oder Abfall
von Chlorid sowie Zellschrumpfung [7]. Mittels Schleifendiuretika wie Furosemid
oder Bumetanid kann NKCC2 gehemmt werden [77]. Mutationen des
Transportproteins konnten in Zusammenhang mit dem Bartter-Syndrom Typ |
gebracht werden [6].

2. Zielsetzung

Kaliumkanale sind fir die normale Funktion der Niere von groBer Bedeutung, da
sie das flr Transportprozesse wichtige Membranpotential maBgeblich
bestimmen und da sie direkt die Sekretion von Kalium im distalen Nephron
erlauben. Die Expression innerhalb der Niere ist jedoch fir viele der
verschiedenen Kaliumkanale immer noch unbekannt.

Ziel dieser Arbeit war daher die Analyse der Expression von K*-Kanalproteinen
in der Niere der Maus. Die Untersuchung der Expression erfolgte in Abhangigkeit
vom Alter der Tiere, um eventuell vorhandene entwicklungsabhangige
Expressionsmuster aufzudecken. Ich habe darliber hinaus die jeweilige
Lokalisation der Kanéle innerhalb des Organs bestimmt, das hei3t in Cortex,
Medulla und Papille. Als Methode wurde die Realtime-PCR verwendet und die
Expression der Kanale mit der von beta-Actin verglichen. Des Weiteren habe ich
die Expression der Kaliumkandle mit der von segmentspezifischen
Transportproteinen der Niere verglichen, namlich mit aENaC, SGLT1, SGLT2
und NKCC2. Fir einige ausgewahlte Kanale wurden zusatzlich Untersuchungen

mittels Immunfluoreszenzfarbungen durchgefihrt.
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3. VERSUCHSTIERE, MATERIALIEN UND METHODEN

3.1 Versuchstiere

3.1.1 Gewebe fiir Real-Time PCR

Fiar die RNA-Préparation mit anschlieBender cDNA-Synthese und Real-Time
PCR wurden 17 C57BL6 Wildtypmause in balanciertem Geschlechterverhaltnis
eingesetzt (Tabelle 1). Um Streuungen innerhalb verschiedener Stadmme
auszuschlieBen, wurden die Tiere fur diesen Versuchsteil aus einer
gemeinsamen Parenteralgeneration gezichtet. Um die Expressionsentwicklung
verfolgen zu kénnen, wurden vier Altersgruppen mit jeweils moglichst zur Halfte
Méannchen und Weibchen gewahlt. Fir das Neonatalstadium wurden Mause
verwendet, die hdchstens einen Tag alt waren; flr den Zeitraum der Laktation 10
Tage alte Tiere; flr das Stadium der frihen Adoleszenz (Zeit unmittelbar nach
der Nahrungsumstellung von Muttermilch auf Festnahrung) 20 Tage alte Mause.
Die vierte Gruppe mit ca. 60 Tage alten Tieren entsprach dem Lebensabschnitt
der adulten, geschlechtsreifen Maus.

1Tag 10Tage 20Tage 60Tage
3 1 5 9 13
2 6 10 14
- 11 15
Q 3 7 12 16
4 8 - 17

Tabelle 1: Liste der Probennummern der fiir die Versuche geziichteten Mause,
geordnet nach Alter und Geschlecht

Den euthanasierten Versuchstieren wurden die Nieren flr die spatere
Praparation der RNA entnommen und sofort in flissigem Stickstoff konserviert,
um mogliche Schadigungen durch RNasen zu vermeiden und die Organe bis zu
ihrer weiteren Verarbeitung aufzubewahren. Bei den nur einen Tag alten Mausen
wurde die Entnahme unter einem Binokular durchgeftihrt. Auch die Aufteilung
jeweils einer der Nieren der alteren Tiere (20 bzw. 60Tage) in Cortex, Medulla

und Papille wurde unter dem Mikroskop getatigt. Bei den 60 Tage alten Mausen
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wurden sie einzeln weiterverarbeitet. Bei den jungeren Tieren wurden Cortex,
Medulla und Papille jeweils von verschiedenen Tieren gepoolt, um mehr

Ausgangsgewebe flr die RNA-Praparationen zur Verfigung zu haben.

3.1.2 Immunfluoreszenzfarbungen

Fir diese Versuchsreihe wurden weitere acht C57BL6 Wildtypmause bendtigt
(Tabelle 2). Die Altersgruppen entsprechen wieder denen fiir die Real-Time PCR
festgelegten. Auch in diesem Fall wurde darauf geachtet, méglichst jeweils ein

Mannchen und ein Weibchen zu verwenden.

Zur Gewebeaufbereitung fir die Immunféarbungen wurden die Tiere zunachst
durch Ausbluten (das Blut wurde durch Perfundieren mit NaCl-Lésung unter
Isofluran-Anésthesie entfernt) getétet und dann mit 5% Formaldehyd perfundiert.
Bei den 10-60 Tage alten Mausen wurde die Perfusion Uber die Aorta und mittels
Abfluss Uber die V. cava durchgeflihrt, bei den 1 Tag alten erfolgt die Perfusion
tber das Herz. Nach der Perfusion wurden die Nieren enthommen und in PBS +
Succrose eingelegt, bis die Organe damit durchtrankt waren. AnschlieBend
wurden sie in -30°C kaltem Isomethylbutan eingefroren und danach bei -80°C bis
zur Verwendung gelagert. Fur die RNA-Praparation wurden die Nieren direkt in
flissigem Stickstoff eingefroren.

3.2 Praparation der RNA

3.2.1 Materialien

Die RNA-Préparation wurde mit RNeasy Mini Kit von QUIAGEN durchgeflhrt:
RNeasy mini spin columns

Collection tubes (1,5 und 2ml)

Buffer RLT (muss vor Anwendung mit Ethanol 96-100% versetzt werden)
Buffer RWH1

Buffer RPE

RNase-free water
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Des Weiteren wurde bendtigt:

14,3M B-Mercaptoethanol (3-ME)

Ethanol (96-100% und 70%)

RNase-freie Pipetten

Ultrazentrifuge (Hettich Zentrifugen, Mikro 20)
RNase-Free DNase Set (QUIAGEN)

3.2.2 Vorgehensweise

Die in flissigem Stickstoff konservierten Nieren wurden unter Vermeidung einer
Kontamination mit RNAsen mit dem Mérser zerkleinert. Die folgenden Schritte
wurden wenn nicht anders vermerkt auf Eis durchgefinhrt.

Das erhaltene Gewebepulver wurde direkt in vorbereitete 2ml-Tubes mit jeweils
350ul RLT Puffer und 3,5ul B-ME gegeben und nach der Lyse fir 3 Minuten
zentrifugiert. Bei gréBeren Gewebemengen, wie dies z.B. bei den 60 Tage alten
Versuchstieren der Fall war, wurden 600ul RLT Puffer und entsprechend 6pl -
ME eingesetzt. Durch den Guanidin-Isothiozyanat-haltigen RLT Puffer werden
die RNasen sofort denaturiert, was notwendig ist, um die Extraktion intakter RNA
zu gewabhrleisten.

AnschlieBend wurden die Uberstande in neue Tubes pipettiert und erneut fiir 1
Minute zentrifugiert, um eine bessere Phasenabgrenzung zu erzielen. Dieser
zweite Uberstand wurde schlieBlich mit 350ul (bzw. 600ul s.0.) Ethanol (70%)
versetzt, durchmischt, auf die im Kit enthaltenen Saulen aufgetragen und 1
Minute zentrifugiert. Ethanol dient hierbei dazu, die Bindungsvoraussetzung zu
verbessern. Die entstandenen Pellets wurden beide Male verworfen.

Die verwendeten Saulen enthalten eine Membran mit Silica-Gel, an welches die
RNA adsorbieren kann. Dadurch kénnen in den nachfolgenden Schritten
Kontaminationen effizient ausgewaschen werden.

Vor diesem Waschen mit RW1 und RPE Puffer wurde noch zusatzlich ein
DNase-Verdau durchgefiihrt. Hierfiir wurden 350ul RW1 Puffer auf die Saulen
aufgetragen und 1 Minute zentrifugiert. Danach wurden je 10ul DNase-I-Lésung
mit je 70ul RDD Puffer gemischt und auf jeweils eine Saule pipettiert. Dann
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wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und im Anschluss daran mit je
350ul RW1 Puffer gewaschen.

Die RNA-Praparation wurde danach durch Zugabe von 500ul RPE Puffer und
anschlieBendes Zentrifugieren fiir 1 Minute fortgesetzt. Dieser Schritt wurde
nochmals wiederholt. Dann wurde ohne Pufferzugabe ein weiteres Mal
zentrifugiert. Zum Schluss wurde mit je 35ul RNase freiem Wasser pro Saule
eluiert, wobei vor dem Zentrifugieren fir 4 Minuten inkubiert wurde.

Vom erhaltenen Eluat wurden jeweils 3ul mit 2ul Ladepuffer auf ein 1%iges
Agarose-Gel aufgetragen, um das Vorhandensein von RNA zu Uberprifen (Abb.
Nr. 4).

Y
=
o

oppg-vYNd

#9 #10  #11  #12

% =i
r-i
P—

Abb. 4: RNA aus Niere, Maus WT, 20Tage alt

3.3 cDNA-Synthese

3.3.1 Chemikalien

Far die cDNA-Synthese:
RNase-freies H.O
Random-Primer
RNase-Inhibitor

dNTPs (10mM)

MV Puffer (5%)

Reverse Transkriptase
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Far die Testung mittels B-Actin PCR:

Puffer (+KCI)

MgClz (25mM)

dNTPs (10mM)

B-Actin Primer (sense + antisense jeweils 10uM)
Taqg-Polymerase

3.3.2 Vorgehensweise

Die Umwandlung von RNA in cDNA bietet den Vorteil gegentber der Arbeit mit
RNA, dass man keine Kontamination mit RNasen und dem daraus folgenden
Abbau der gewonnenen RNA beflrchten muss. Die Transkription erfolgt durch
das Enzym Reverse Transkriptase, indem es von einer Startstelle aus, an der
sich die Primer anlagern, Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs) bindet und
somit die cDNA synthetisiert. Ublicherweise stellt man aus der gewonnenen RNA
aber nicht nur einen Ansatz mit reverser Trankriptase (+RT), sondern auch einen
ohne (-RT) her. Auf diese Art und Weise erhalt man eine Kontrolle, ob nicht
Verunreinigungen mit genomischer DNA in der RNA-Praparation vorhanden
waren.

Vor der cDNA-Synthese wurde die jeweilige Konzentration an RNA bestimmt,
um anndhernd &hnliche Mengen einsetzen zu kénnen. Hierfir wurden von allen
Eluaten 1:50 Verdinnungen aus je 2ul RNA und 98ul RNase freiem Wasser
hergestellt und anschlieBend mit dem UV-Photometer bei 260nm vermessen.
Fir die Synthese wurde letztlich die jeweils errechnete Menge an Eluat
verwendet. Die dadurch eingesetzte Menge an RNA entspricht hierbei in den
meisten Fallen 4ug fir die +RT und 1ug fir die -RT. Konnte diese Menge auf
Grund zu geringer Konzentrationen im Eluat nicht erreicht werden, wurde das
komplette erhaltene Volumen von 35ul benutzt. Zu den verschiedenen RNA-
Volumina wurden jeweils 4ul Random-Primer gegeben und mit RNase freiem
Wasser auf 56ul fir die +RT und auf 14ul fir die —RT aufgefillt. —RT wurde
deshalb in geringerem Umfang hergestellt, da es sich hier nur um die Negativ-

Kontrolle handelte.
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Die hergestellten Ansatze wurden fir 5 Minuten zur Anlagerung der Primer bei
70°C inkubiert und anschlieBend fir 5 Minuten auf Eis gestellt. In der

Zwischenzeit wurden fir +RT und —RT Reaktionsansatze hergestellt (Tabelle 3).

Ansatz +RT (X*) Ansatz —RT (X*)
20ul MV Puffer 5ul MV Puffer
5ul dNTPs 1,25ul dNTPs

4pl RNase Inhibitor

1ul RNase Inhibitor

4ul Reverse Transkriptase

3,75u H,0

Tabelle 3: Protokoll fiir Reaktionsansétze

AnschlieBend wurden zu den 56ul bzw. 14l Template die hergestellten 44l
bzw. 11ul MM pipettiert. Die erhaltenen Gesamtvolumina von 100ul (+RT) und
25ul (-RT) wurden dann for 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurden sie fir 50 Minuten auf 49°C gehalten und zum Schluss fir 15 Minuten
auf 70°C erhitzt. Mit der hierdurch erhaltenen cDNA wurde anschlieBend eine B-
Actin PCR durchgeftihrt. Die PCR ist eine Technik, durch die man in relativ
kurzer Zeit DNA amplifizieren kann. |hr Prinzip beruht auf einer Kettenreaktion,
die durch einen Drei-Schritte-Zyklus in Gang gebracht wird und eine exponentiell
wachsende Population an Primer-spezifischen DNA-Molekilen produziert.
Hierfir wurde jeweils 1ul cDNA als Template eingesetzt und in 27 Zyklen

amplifiziert (Tabelle 4).

cDNA Template 1ul
Puffer (10x) 2ul
MgCl, (25 mM) 1,2pl
dNTPs (10 pM) 0,4ul
#sense Primer (10 uM) 1,0ul
#antisense Primer (10 uM) 1,0ul
H0 13,3l
Tag-Polymerase (Fermentas) 0,1ul
Endvolumen — 20ul

Tabelle 4
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Transcripte per Million

Die Anséatze wurden nach diesem Protokoll sowohl fur die +RT als auch flr die —
RT hergestellt und dann in der PCR-Maschine vervielfaltigt. Die 27 Zyklen
bestanden jeweils aus den folgenden Schritten: 94°C fir 30 Sekunden
(Denaturierung), um Einzelstrange zu erhalten, dann Abklhlen auf 58°C fiir 25
Sekunden (Annealing) um die Primerbindung (mittels Wasserstoff-Briicken) zu
erm@glichen. Der dritte Schritt besteht im erneuten Erhitzen auf 72°C fir 30
Sekunden (Strangsynthese), um der Tag-Polymerase ihr Temperatur-Optimum
fur das Anfligen von Nukleotiden zu bieten.

10l des durch die PCR erhaltenen Produkis wurden mit 2ul Ladepuffer zur
Elektrophorese auf ein 1%iges Agarose-Gel aufgetragen, um zu sehen, ob

Amplikons der gewlinschten Lange vorhanden waren.

3.4 Primerdesign und Primertestung

3.4.1 Primerdesign

Zunachst wurden die Kaliumkanale ausgewahlt, die vermutlich in der Niere
nachzuweisen sind, bzw. von Relevanz sein kénnten. Dabei wurde vor allem auf
Daten der Unigene-Database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/unigene)
zurtickgegriffen. Bei der Recherche und der anschlieBenden Auswahl wurde
zusatzlich bertcksichtigt, ob die Kanalproteine sowohl bei der Maus als auch

beim Menschen exprimiert werden (Abb. 5).
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350 ESTs in der menschlichen Niere
(Unigene)
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Abb. 5: Vorkommen von "Expressed sequence tags" (ESTs) von Kaliumkanéalen in der Niere der
Maus (A) und des Menschen (B). Daten sind der Unigene-Database entnommen. Kanile, die nur in
bestimmten Nephronsegmenten vorkommen, z.B. dem Sammelrohr, sind relativ unterrepréasentiert,
da in diesem Beispiel der Anteil der Zellmasse der Sammelrohre an der Gesamtmasse der Niere
gering ist.

Fir die auf diese Weise ausgesuchten Kanale wurden daraufhin real-time-PCR
taugliche Primer entworfen (Tabelle 5). Es wurde darauf geachtet, dass das
Amplikon eine Lange von 50-150 Nukleotiden aufweist und dass die Primer Uber
Intron/Exon-Grenzen hinweg reichten, um die Amplifikation von genomischer
DNA zu verhindern. Beim Primerdesign wurde mit verschiedenen Programmen
gearbeitet.  Zunachst wurden  Uber  http://www.ncbi.nim.nih.gov  die
Nukleotidsequenz der mRNA des jeweiligen Kanals, sowie die Sequenz des
jeweiligen Chromosoms gesucht und anschlieBend mit dem Programm ,Spidey*
(unter: http://www.ncbi.nim.nih.gov/IEB/Research/Ostell/Spidey/) abgeglichen.
Anhand dieses Ergebnisses konnte dann mittels der Programme ,Gene-runner*
sowie ,PCRfast” ein jeweils geeigneter Primer erstellt werden.

Kanalprot | Zugangs-Nr. Annealing-
ermittelte Primersequenz Amplikon
ein bei unigene Temperatur
KCNA3 NM 008418 seAGGACGTGTTTGAGGCTG 66.0°C 100bp
- asGTGGAGACCTTGTGCATCA
KCNAB1 NM 010597 seAGGGTGTGAGTTCTGTGC 64.2°C 142bp
- asGCAACAAGCCCTACAGCA
KCND1 seTCACCATGACCACACTTGG 63.0°C 110b
NM_008423 | o sGGTCATTGCCTTGCCTGT i
KCND2 seCTGCTTCACTGCCTGGAG 61.8°C 90b
NM_019697 | ,sGGAAGTTGCCACCGTCAA P
KCNE1 seGAGCCTATCACCACAGTCC 63.5°C 158b
NM_008424 | 3sCTCCTCCGTTATTACACAC i
KCNE3 | NM_020574 se: TCCTCAAAGATGTCTCAG 62.4°C 149bp
as: CTGTGCTGAAGGCTCTGA
KCNH1 | NM_010600 | se: TCCCTGGAGGTGATCCAG 64.8°C 100bp
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as: GCTACCCTTGCACAGTCC

se: GTGGGCTTTGGCAATGTC

KCNH2 | NM_013569 64.2°C 117bp
as: CAACGTGTCCGCCATCAT
KCNJ1 NM_019659 | se: TGCTTCAGATCGGAGGTG 63.5°C 135bp
as: GCAAGGTTGGTCTCCA AAG
KCNJ3 | NM_008426 | Se:AACAGCCACATGGTCTCC 64.2°C 79bp
as: GAGGGTGAGTTCCTTCCC
KCNJ8 | NM 008428 | se: GAAGAGTGGCCTGGAGTC 65.1°C 146bp
as: CTGGCCATCACGGTTTTG
KCNJ15 | NM_ 019664 | Se: TAGCCAGGTGGGAGAAGG 65.1°C 108bp
as: CACCTTGGCATGTCCAGT
KCNJ16 | NM 010604 | se: TACAGCCGACCATTGGAC 59.3°C 118bp
as: CTGAATGCCCTAAAGGAC
KCNK1 | NM 008430 | se:CAGGGGAAGGCTACAACC 64.3°C 101bp
as: GCTGGTTGTCCTGGAGAC
KCNK2 NM_010607 se: TCACTGGGACCTCGGAAG 61.6°C 92bp
as: CCACGAACTGAAGGTGGA
KCNK5 | NM_ 021542 se: GCTTTGGGGACTTTGTGG 65.1°C 111bp
as: GCTTGGCTGTCCCTCTTT
KCNMA1 | NM_010610 | se: AAGGCCTCTCCACAATGC 58.1°C 82bp
as: GACACATGGCAGAAATACT
KCNMB2 | NM 028231 | se: GCAGGTGTACGTGAACCTG 62.0°C 150bp
as: TCCATGACGACACTCACG
KCNMB4 | NM 021452 se: ATGAGATCGGTTCCCAGC 62.8°C 101bp
as: CGAGATTGCTCTCCTGCA
KCNN4 NM_008433 se: GTCAGGAGGCCACATAGC 63.5°C 83bp
as: GCTCAAGGACATGCTCCC
KCNQ1 | NM_008434 se: ACTTCAACCGGCAGATCC 66.0°C 133bp
as: GGAGTCACACGCTTCTGT
KCNQ5 | NM_023872 se: GGGCACAATCACACTG 62.0°C 125bp
as: GAATGCCAGCAGGAAG
se: TCCACTGTGCAGGATGAG 62.0°C 146bD-
KCNS3 | NM_173417 | ATCTTGTCCAGGGCGATG P
se: TAATCGTGGTACCGTTGGAG 62.0°C 128D
SGLT1 | NM_019810 | = .. cTGCTCCTGTGCCTGCCA P
se: GCAACATCGGCAGCGGTC 62.0°C 137b
SGLT2 | NM_133254 | o GGTCAGATACACTGGCACAA P
se: TCTGCATCTGCTGCGAAG 62.0°C 1530
NKCC2 U20974 as: GGACACCGTCCCTGAAGC P
Alpha- | \\\ 0105, | Se: GGTGCACGGTCAGGATGAG 62.0°C 117bp
ENaC — as: TAGTTGCCTCCGAGGCTGTC

Tabelle 5: Liste der relevanten Primer

3.4.2 Primertest

Zunachst wurden die Primer unter verschiedenen Bedingungen ausgetestet, um
ein optimales Ergebnis zu erhalten. Die variierten Parameter der hierfar
durchgefihrten PCR-Laufe bestanden in der Zahl der Zyklen, der jeweiligen
Dauer der Zyklen und der Annealingtemperatur (beispielhaft in Abb. Nr. 6
dargestellt; die hohen Banden im Bereich von 1kB stellen unspezifische

Reaktionen dar).
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Zuerst wurde als Template eine Standard-Gemisch aus cDNA von Cerebrum,
Cerebellum, Trachea, Rickenmark, Herz, Lunge, Leber, Milz, Cortex, Medulla,
Papille, Magen, Colon, Jejunum, lleum, Duodenum, Muskel, Pankreas sowie
Schwanzknorpel eingesetzt. Dies erwies sich fir einige Kanéle als
problematisch, wenn Kanalproteine fast ausschlieBlich in der Niere exprimiert
waren. Bei dieser Mischung konnten also nur schwach, aber dennoch
vorhandene Kanale aus dem Raster fallen, was vermieden werden sollte. Aus
diesem Grund wurde zusétzlich ein cDNA-Gemisch verwendet, welches nur aus
cDNA von Niere und Gehirn einer erwachsenen Maus bestand. Gehirn wurde
gewahlt, weil einige der Kanale laut Literatur besonders im neuronalen Gewebe
exprimiert werden.

Grundsatzlich wurde fir diese Primertests folgendes Protokoll benutzt (Tab. 6).

Primer (se+as) (10uM) je 1ul
Template (cDNA Maus) 1ul
MgCl, (50mM) 0,6ul
Puffer (10x) 2ul
Eurobio-Taq 0,1pl
dNTPs (10mM) 0,4ul
H,O 14,94l
Endvolumen — 20ul
Tabelle 6

PCR-Programm:
1. 94°C fur 30sec
2. 60°C fiir 30sec } 40 Zyklen
3. 72°C fur 30sec

Der 2. Schritt wurde um +/-5 Sekunden, der 3. Schritt um bis zu -15 Sekunden
und die Zyklenzahl um +/-5 variiert.
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Abb. 6: Primertest mit cDNA (gesamt) Maus WT (3/9 gemischt); die Negativprobe (ohne cDNA)
wurde jeweils mit — gekennzeichnet. A2, A3 usw. steht jeweils fiir KCNA2 bzw. KCNA3 usw.
Spezifische Spuren finden sich in diesem Lauf fiir KCNA3, KCNAB1, KCNJ8 und -15, KCNK1 und -5,
KCND1 und -2, KCNH1 und -2.

Hierbei stellte sich heraus, dass nicht alle Primer dazu geeignet waren,
verlassliche Aussagen Uber die Expression des jeweiligen Kanals zu erhalten.
Aus diesem Grund wurde eine Auswahl getroffen, die in Tabelle 5 bereits
dargestellt wurde.

3.5 Real-Time PCR
3.5.1 Chemikalien und Geréat

Die Light-Cycler PCR wurde mit QuantiTect™ SYBR® Green PCR durchgefiihrt:
2x QuantiTect SYBR Green PCR-Mix  10ul

Primer (se+as; 10uM) je 1ul
cDNA 1ul
Wasser 7ul

Einsatz des Light-Cyclers der Firma Roche
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3.5.2 Vorgehensweise

Mit Hilfe der Real-Time PCR k&nnen DNA-Sticke in relativ kurzer Zeit
amplifiziert und gleichzeitig mittels Messung der Fluoreszenz Aussagen Uber die
Quantitat getroffen werden. Hier wurde die PCR mit dem Light-Cycler-Geréat der
Firma Roche durchgefiihrt. Es handelt sich dabei um ein geschlossenes System
mit Glaskapillaren als Reaktionsgefale.

Das Prinzip der Real-Time PCR entspricht ziemlich genau dem der
herkdmmlichen PCR. Zuné&chst erfolgt die Denaturierung des Ansatzes bei etwa
95°C, um die DNA in ihre Einzelstrange zu zerlegen. Danach wird die
Temperatur auf die jeweilige von der Primer-abhangige Annealing-Temperatur
abgesenkt. Bei dieser binden die beiden genspezifischen Primer spezifisch an
die komplementare Sequenz der Proben-DNA. Im Anschluss an das Annealing
wird die Temperatur wieder auf 72°C erhdht. Dies entspricht dem
Temperaturoptimum der Tag-Polymerase und die angelagerten Primer werden in
3’-Richtung verlangert. In dieser Phase kommt bei der im Light-Cycler
durchgefihrten PCR der eingesetzte Fluoreszenzfarbstoff zum Tragen. SYBR
Green | bindet an alle doppelstrangigen DNA-Molekile und zeigt nach DNA-
Bindung ein Fluoreszenzsignal, dessen Intensitdt von der Menge an
doppelstrangiger DNA abhangig ist und gemessen wird. AnschlieBend beginnt
der nachste Zyklus mit der Denaturierung der Doppelstrange. Zur Auswertung
wurde die relative Expression im Vergleich zu B-Actin ermittelt. Dabei wurde
folgende Formel zur Berechnung der normalisierten Genexpression eingesetzt
[51]:

( E:, rget)CTtarget

NE =

(Eet )C Tref

NE: normalisierte Genexpression, Eiager: Effizienz der Vervielfaltigung des
Zielgens, E: Effizienz der Vervielfaltigung des Referenzgens, CTiager: Zyklus
bei dem die Fluoreszenz des Zielgens die Hintergrundfluoreszenz merkbar
Ubersteigt, CT.r Zyklus bei dem die Fluoreszenz des Referenzgens die

Hintergrundfluoreszenz merkbar Ubersteigt.
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Die Analyse erfolgte Uber die Software g-gene von Biotechniques
(http://www.gene-quantification.de/download.html) auf der Grundlage der oben

genannten Formel.

3.6 Schnitte und Immunfluoreszenzfarbungen

3.6.1 Schnitte

Als Material wurden die bereits beschriebenen Nieren verwendet. Nach
Einbettung in Tissue-Tec wurden aus den bei -80°C aufbewahrten Organe 5uM
dicke Schnitte angefertigt und auf Objekttrager aufgebracht, die anschlieBend
bei -20°C aufbewahrt wurden. Beim Anfertigen der Schnitte wurde darauf
geachtet, die anatomischen Strukturen so zu schneiden, dass alle relevanten
Bereiche auf einem Schnitt vorhanden waren. Man sollte also die Aufteilung in

Cortex, Medulla und Papille méglichst gut erkennen kénnen.

3.6.2 Chemikalien fiir Inmunfluoreszenzfarbung

PBS-Puffer (137mM NaCl, 1,8mM KH>PQO4, 10,3mM Na,HPOy; pH7,4)

0,1% SDS

PBS + 5% Albumin

PBS + 0,04% Triton X 100

1° Antikérper: ROMK (Alomone), KCNQ1 (H130, St. Cruz), SGLT1 (St. Cruz)
2° Antikdrper: alexa 488 und alexa 546 (Invitrogen)

3.6.3 Durchfiihrung der Immunfluoreszenzfarbungen
Zur Epitopdemaskierung wurden die Schnitte fir 5 Minuten in PBS mit 0,1%

SDS gestellt und im Anschluss daran fir 15 Minuten in PBS mit 5% Albumin
geblockt. Danach wurden die Schnitte noch ein weiteres Mal fir 5 Minuten in
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PBS gegeben. Die Objekttrager (OT) wurden daraufhin umfettet und mit dem
primaren Antikérper benetzt (300ul/OT).

Zusammensetzung der 1° Antikérper-Verdinnung (Tabelle 7):

Antikbrper Verhéltnis | Verhaltnis Il
ROMK1 1:500 1:500
KCNQ1 1:500 1:500
SGLT1 1:250 1:500

Tabelle 7

In einer mittels PBS-Puffer erzeugten feuchten Kammer wurden die Schnitte zur
Anlagerung des 1° Antikérpers Uber Nacht im Kihlschrank inkubiert.

Als nachstes wurden die Uberschissigen Antikérper abgewaschen, indem die
Objekttrager zweimal fir jeweils 5 Minuten in PBS gegeben wurden. Dann
wurden der sekundare Antikdrper sowie ein Kernfarbstoff (Hoe33342) und ein
den Blrstensaum anfarbender Farbstoff (Phalloidin) aufgetragen.

Der 2° Antikérper wurde fir 1 Stunde bei Raumtemperatur und wegen des
Fluoreszenzfarbstoffs im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurde erneut fir 5
Minuten in PBS gewaschen und vor dem Mounten (Glycergel, Dako) kurz mit
Aqua dest. gespdlt.

4. ERGEBNISSE

4.1 Ergebnisse der Real-Time Analyse

Auf den folgenden Seiten erfolgt die graphische Darstellung der mittels Real-
time-PCR gewonnenen Ergebnisse. Die einzelnen Graphen wurden nach der
durch die Analyse ermittelten Expressionsveranderung im Laufe der Entwicklung
geordnet. Es handelt sich um die relative Expression zu beta-Actin. Der
Vergleich der Expressionsstarke der verschiedenen Kandle ist jedoch

problematisch, da aufgrund der exponentiellen Reaktion und der schwierigen
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Ermittlung der jeweiligen Amplifikationseffizienzen Fehler unvermeidlich sind.
Der Vergleich der Expressionsstarke eines Genes zu verschiedenen Zeitpunkten
(z.B. 20 Tage vs. 60 Tage) oder in verschiedenen Bereichen der Niere (z.B.
Cortex vs. Papille) ist relativ prazise, der Vergleich der Expressionsstarke
verschiedener Gene (z.B. KCNE1 vs. KCNES3) aber, wie bereits gesagt, nur als

ungeféhrer Anhalt zu verstehen.

4.1.1 Kaliumkanale und Transportproteine, deren Expression im Verlauf der

Entwicklung zunimmt

Fir die Kaliumkandle KCNA3, KCNE1, KCNE3, KCNH1, KCNJ1, KCNJ3,
KCNJ15, KCNJ16, KCNK1, KCNK5, KCNMA1 und KCNQ1 (Abb. 7 — 20)
beobachtete ich, dass deren Expression im Vergleich zu p-Actin mit
zunehmendem Alter steigt. Das parallel dazu untersuchte Verteilungsmuster
innerhalb der Nieren der 20 bzw. 60 Tage alten Versuchstiere war dabei jedoch
Gen-abhangig unterschiedlich. Auch weitere bekannte Transportproteine zeigten
eine altersabhangige Zunahme der Expression (NKCC2, SGLT1, SGLT2 und a-
ENaC: Abb. 21-26). Dies spricht daflir, dass diese Proteine fir die spezifischen
Transportfunktionen der differenzierten Tubuluszellen wichtig sind, nicht aber fir
Wachstum und Proliferation.

Im Folgenden werde ich die Expressionsdaten der untersuchten Kanale und

Transporter darstellen.

KCNA3

Bei KCNA3 (Abb. 7) war bei den 20 Tage alten Versuchstieren die starkste
Expression im Bereich der Medulla zu beobachten, wohingegen sich diese bei
den adulten Tieren in Richtung des Cortex verschiebt.
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Abb. 7: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von KCNA3 mittels Realtime-PCR. Die
Daten wurden zu beta-Actin als "Housekeeper"-Gen normalisiert. Fiir die ersten vier Saulen wurde
mRNA aus ganzen Nieren isoliert. Dargestellt ist der Mittelwerte der jeweiligen Altersgruppe mit n=4
fur 1, 10 und 20 Tage und n=3 fiir 60 Tage. Die nachsten 6 Saulen zeigen die Genexpression in
Cortex, Medulla und Papille fiir 20 Tage alte und 60 Tage alte Tiere. Bei den 20 Tage alten Tieren
wurden Cortex, Medulla und Papille gepoolt, daher ist hier kein Fehlerbalken dargestellt. Wo gezeigt,
entspricht der Fehlerbalken dem Standardfehler des Mittelwertes (SEM).

KCNEH1

KCNE1 wies das gréBte Signal im Bereich des Cortex auf und ist in der Papille
nur sehr gering exprimiert (Abb. 8). KCNE1 ist eine beta-Untereinheit des
KCNQ1. Das Fehlen von KCNE1 soll bei der Knockoutmaus zu einem renalen
Natriumverlust fihren [66].
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Abb. 8: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von KCNE1

KCNE3
Auch KCNE3 (Abb. 9) zeigt, zumindest flir die adulte Maus, einen hohen Anteil
im Cortex. KCNES ist ebenfalls eine beta-Untereinheit des KCNQ1, ein renaler

Phéanotyp wurde bei der Knockoutmaus allerdings nicht beobachtet [55].
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Abb. 9: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von KCNE3.
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KCNH1

KCNH1 zeigt ebenfalls die starkste Expression im Cortex der 60 Tage alten
Niere, wobei hier die medullare Expression ahnlich stark ausgepragt ist (Abb.
10).
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Abb. 10: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von KCNH1.

KCNJ1 (ROMK)

KCNJ1 ist bekanntermaBen einer der am starksten exprimierten Kaliumkanéle in
der Niere, und Mutationen des ROMK sind fir das Barrter-Syndrom Typ |l
verantwortlich.

Er ist vor allem in der dicken aufsteigenden Henle-Schleife und schwéacher im
distalen Nephron exprimiert (Abb.12). In Ubereinstimmung mit diesen
Literaturdaten beobachtete ich die hochste mRNA-Expression im Nierenmark
(Abb. 11). Auch bei KCNJ1 nimmt die Expression mit dem Alter der Tiere zu.
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Abb. 11: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von KCNJ1.
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Abb. 12: Immunfluoreszenzfarbung. ROMK (KCNJ1) (griin), Aquaporin2 (rot). Maus WTJ, 60d.
(Schnitte wurden von Dr. Bandulik aus unserer Arbeitsgruppe angefertigt).

33



KCNJ3

Die Verteilung des Einwartsgleichrichters KCNJ3 scheint bei der 20 Tage alten
Maus noch relativ gleichmaBig zu sein (Abb.13). Mit zunehmendem Alter findet
man KCNJ3 jedoch hauptséchlich im Cortex. Insgesamt ist die Expression eher
gering ausgepragt
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Abb. 13: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von KCNJ3.

KCNJ15

Neben KCNJ1 ist KCNJ15 einer der am starksten in der Niere exprimierten
Kanéle. Interessanterweise ist allerdings Gber seine Lokalisation und Funktion in
der Niere bislang nur sehr wenig bekannt. Vermutlich ist KCNJ15 ein
basolateraler Kanal im proximalen Tubulus. Es ist daher nicht verwunderlich,
dass seine starkste Expression im Cortex gefunden wurde (Abb. 14).
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Abb. 14: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von KCNJ15.

KCNJ16
KCNJ16, welcher vermutlich Heteromere mit KCNJ10 und KCNJ16 bildet, zeigte
ein ahnliches corticales Expressionsmuster wie KCNJ15, wenngleich das Niveau

der Expression sicherlich deutlich geringer war (Abb. 15).
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Abb. 15: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von KCNJ16.
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KCNK1 (TWIK1)

Das Kanalprotein KCNK1 soll in proximalen Tubuli an der Phosphatresorption
beteiligt sein. Allerdings fand ich bei meinen Untersuchungen die starkste
Expression im Bereich der Medulla (Abb. 16), was durch eine Expression in
spaten proximalen Tubuli (S3-Segment) erklarbar ware, da diese sich im
auBeren Mark befinden.
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Abb. 16: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von KCNK1.

KCNKS5 (TASK2)

Es ist bekannt, dass KCNK5 in proximalen Tubuli die Bikarbonatresorption
férdern soll, indem er ein negatives basolaterales Membranpotential etabliert
[70]. Aufféllig bei meinen Untersuchungen war die starke Expression in der
Papille der 20 Tage alten Tiere (Abb.17). Diese Lokalisation war zwar prinzipiell
bekannt, die Funktion des Kanals in der Papille ist jedoch génzlich unbekannt.
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Abb. 17: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von KCNK5.

KCNMA1 (MaxiK=BK alpha-Untereinheit)

KCNMAT1 soll ein entscheidender Kanal flr die Fluss-induzierte Kaliumsekretion
des Sammelrohres sein [75]. Fir KCNMA1 zeigt sich, dass mit zunehmendem
Alter der Anteil in Cortex und Medulla stark zunimmt, was fur die effizientere
Kaliumsekretion in der reifen, adulten Niere spricht (Abb. 18).
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Abb 18: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von KCNMA1.
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KCNQ1

Die renale Funktion von KCNQ1, der alpha-Untereinheit, die mit den oben
beschriebenen KCNE1 und KCNES beta-Untereinheiten assoziiert ist, ist bisher
noch weitgehend unbekannt. Auch die Knockoutmaus zeigt keinen
richtungweisenden Phanotyp [67].

Meine Untersuchungen der mRNA-Expression sprechen fiar eine deutliche
Altersabhangigkeit der Expression von KCNQ1 (Abb. 19 und 20), die jedoch
insgesamt nicht sehr hoch ist.
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Abb. 19: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von KCNQ1.
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WT

KCNQ1 KO

Abb. 20: Immunfluoreszenzfarbung. KCNQ1 (griin), Pendrin (blau), H*,K*-ATPase (rot). In der
Wildtypmaus (WT) farbt KCNQ1 Sammelrohrzellen an, in der KCNQ1-Knockoutmaus (KCNQ1 KO)
hingegen nicht (Schnitte wurden von Dr. Bandulik aus unserer Arbeitsgruppe angefertigt).

Segmentspezifische Transportproteine

Proximaler Tubulus: Die Glucosetransporter SGLT1 und SGLT2
Entsprechend den Literaturdaten konnte fir SGLT1 eine deutliche Expression in
Cortex und Medulla gezeigt werden (Abb. 21 und 22). Dabei findet sich ein
leichtes Uberwiegen im Mark. Dies ist bedingt durch die Lokalisation von SGLT1
im spaten proximalen Tubulus, besonders im S3-Segment der &uBeren Medulla.
Wie far die zuvor genannten Kaliumkanéle ist die Expression deutlich
altersabhangig.
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Abb. 21: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von SGLT1.

Abb. 22: Immunfluoreszenzfarbung. SGLT1 und Actin in proximalen Tubuli der Maus. Besonders im
spéaten proximalen Tubuli ist SGLT1 im Bilirstensaum lokalisiert. (Schnitte wurden von Dr. Reichold
aus unserer Arbeitsgruppe angefertigt).

SGLT2

Der Natrium-abhangige Glucosetransporter der frihen proximalen Tubuli (S1
und S2) war wie erwartet hauptsachlich im Cortex der adulten Maus zu finden
(Abb 23). Auch hier war die Altersabhangigkeit der Expression deutlich.
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Abb. 23: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von SGLT2.

Der Na*2CI'K*-Kotransporter (NKCC2)
NKCC2 war in der Niere der adulten Maus sehr stark exprimiert und wie erwartet
vor allem in der Medulla abgebildet (Abb. 24 und 25), da er ausschlieBlich in der

dicken aufsteigenden Henle-Schleife anzutreffen ist.
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Abb. 24: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von NKCC2.
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Nchz Calbindin .

Abb. 25: Immunfluoreszenzfiarbung von NKCC2 (griin), Calbindin (blau), AQP (rot). (Schnitte wurden
von Dr. Reichold aus unserer Arbeitsgruppe angefertigt).

Der epitheliale Natriumkanal (ENaC) des distalen Nephrons

aENaC wurde sowohl bei den 20 Tage als auch bei den 60 Tage alten Mausen
hauptsachlich in Rinde und Mark exprimiert (Abb. 26). Die starke Expression im
Cortex erklart sich aus seiner Lokalisation im Verbindungsstick und im
corticalen Sammelrohr, die in der Medulla durch die Expression im medullaren

Sammelrohr.
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Abb. 26: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von alphaENaC.
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4.1.2 Kaliumkanale, deren Expression im Verlauf der Entwicklung stabil
bleibt

Far einige der untersuchten Kanalproteine (KCNAB1 und KCNK2) konnte keine
eindeutige Veranderung des Expressionsmusters mit der Entwicklung festgestellt

werden.

KCNAB1
KCNAB1, eine beta-Untereinheit des KCNMA1-Kaliumkanals (Abb. 18), zeigte
keine eindeutige Altersabhangigkeit der Expression (Abb. 27). Der Kanal war

besonders in Cortex und Medulla der 20 Tage und 60 Tage alten Tiere zu finden.
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Abb. 27: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von KCNAB1.

KCNK2 (TREK1)

Fir KCNK2 zeigte sich bei insgesamt geringer Expression eine sehr spezifische
Anreicherung in der Papille (Abb. 28), wie sie in dieser Form bei keinem anderen
Kanal beobachtet wurde.
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Abb. 28: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von KCNK2.

4.1.3 Kaliumkanale, deren Expression im Verlauf der Entwicklung abnimmt

Bei den folgenden Kanalen beobachtete ich eine Abnahme der
Expressionsstarke mit dem Alter der Tiere: KCND1, KCND2, KCNE5, KCNH2,
KCNJ8, KCNMB2, KCNMB4, KCNN4, KCNQ5 und KCNS3 (Abb. 29-37). Es ist
zu vermuten, dass diese Kanale eher mit Zellproliferation zu tun haben als mit

spezifischen Funktionen im Rahmen des tubularen Transports.

KCND1 (Kv4.1)

KCND1 zeigt einen deutlichen Sprung beim Ubergang vom 10. zum 20.
Lebenstag (Abb. 29). Danach bleibt die Expression stabil. Mit 20 Tagen scheint
ein groBerer Anteil im Bereich der Papille zu liegen, was sich mit zunehmendem

Alter aber auszugleichen scheint.
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Abb. 29: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von KCND1.

KCND2 (Kv4.2)

KCND2 wies einen sehr deutlichen Peak der Expression im Alter von 10 Tagen
und im Anschluss daran einen Abfall auf (Abb. 30), &hnlich dem von KCND1
(Abb. 29). Bei der adulten Maus ist KCND2 besonders in der Papille exprimiert.
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Abb. 30: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von KCND2.
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KCNE5

Wie die beiden zuletzt genannten Kanalproteine zeigt auch KCNES5, eine beta-
Untereinheit des KCNQ1 (Abb. 19 und 20), ein Maximum der Expression im Alter
von 10 Tagen (Abb. 31). Die Expression ist innerhalb der Niere in der Papille am
geringsten.
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Abb. 31: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von KCNE5.

KCNH2 (Erg1)
Das Expressionsprofil und die Expressionsstarke von KCNH2 (Abb. 32) ahnelte
sehr denen von KCNE5 (Abb. 31).
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Abb. 32: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von KCNH2.

KCNJ8 (Kir6.1)

Bei dem Einwartsgleichrichter KCNJ8 beobachtete ich einen nur gering
ausgepragten altersabhangigen Abfall der Expression (Abb. 33). Die Expression
innerhalb der Niere lie3 kein klares Muster erkennen und die Expressionsstarke
war nicht sehr hoch.
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Abb. 33: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von KCNJ8.

47



KCNMB2

Die Expression von KCNMB2 (Abb. 34), einer beta-Untereinheit von KCNMA1
(Abb. 18), zeigte ein Maximum bei den 1 Tag alten Tieren. Bei den 20 Tage alten
Tieren ist KCNMB2 noch besonders in der Papille zu finden, bei den 60 Tage
alten ist die Expression im Cortex die héchste (Abb. 34).
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Abb. 34: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von KCNMB2.

KCNMB4

Auch KCNMB4 zeigte, wie schon KCNMB2 (Abb. 34), eine sehr hohe
Expression bei den 1 Tag alten Mausen. Spater ist die Expression niedriger und
vor allem auf die Papille konzentriert (Abb. 35).

48



C
B
< B8E-005 —
& T KCNMB4
8 |
S 6E-005 —
Hn]
[
= |
o
o 4E-005 —
; | B
()
(@)
@ 2E-005 —
o
£ 0 e
5 P06 Ot Q 1 A
S 2,050 ,70 o%@%%/) % %, %,
0 " . % % . % % . %
SR GG V3D, D&,D
)é P P A P A

Abb. 34: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von KCNMB4.

KCNN4 (IK1, SK4)

Auch der Ca**-aktivierte Kanal KCNN4 war besonders stark bei den neonatalen
M&usen zu finden. Bei der adulten Maus war die Expression in der Papille am
geringsten (Abb. 35).
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Abb. 35: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von KCNN4.
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KCNQ5

Der relativ schwach exprimierte KCNQ5 war vor allem im Bereich der Papille
lokalisiert. Am ausgepragtesten war dieses Expressionsmuster bei der 20 Tage
alten Maus zu finden (Abb. 36). Insgesamt nimmt die Expression mit dem
Alterwerden ab.
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Abb. 36: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von KCNQ5.

KCNS3
Far KCNS3 wurde ebenfalls ein wenn auch geringer Abfall zwischen 1. und 10.
Lebenstag festgestellt (Abb. 37). Dabei Uberwiegt die Expression in Papille und
Medulla.
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Abb. 37: Bestimmung der mRNA-Expression (bzw. cDNA) von KCNS3.

5. DISKUSSION

Die Niere ist wahrend ihrer Entwicklung dramatischen Veranderungen
unterworfen. Verschiedene Einflisse wie die Umstellung von Muttermilch auf
normale Nahrung oder das Wachstum spielen hierbei auch noch nach der
Embryogenese eine bedeutende Rolle [32]. Untersuchungen haben zum Beispiel
gezeigt, dass sich die Ausscheidungsfunktion in Abhangigkeit vom
Entwicklungsstadium verandert [57;63]. So é&andert sich die Salz- und
Wasserausscheidung unmittelbar nach der Geburt sowie nach drei Wochen
dramatisch. In der neonatalen Niere findet man zum Beispiel noch nicht
ausgereifte dicke aufsteigende Henle-Schleifen, so dass ein groBer Teil des
glomerular filtrierten Kaliums im distalen Tubulus ankommt [43], was sich mit
zunehmendem Alter auf etwa 5-15% reduziert [26]. Nach dem Abstillen, also ab
dem Alter von ca. 20 Tagen verandert sich die Nahrungszusammensetzung in
der Form, dass der Proteinanteil erhéht ist [17], was wiederum eine erhdhte
Anzahl an Harnstofftransportern erfordert [9].

Kaliumkanale nehmen in der Niere eine Reihe von Funktionen war, sie sind
beispielsweise  notwendig fuar  Zellproliferation,  Differenzierung  und
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Volumenregulation. Vor allem aber sind sie in renalen Epithelzellen far das
Funktionieren der Transportvorgange notwendig, da sie direkt Kalium aus der
Zelle beférdern und auBerdem durch die Etablierung eines hyperpolarisierten
Membranpotentials elektrogene Transportprozesse antreiben. Beim Menschen
sind 78 verschiedene porenbildende Untereinheiten von Kaliumkanalen bekannt.
Unser Wissen Uber die Expression dieser Kanale ist jedoch noch sehr lickenhaft

und nur wenige Studien haben dies bisher untersucht [12].

Ziel meiner Untersuchungen war es herauszufinden, welche Kaliumkanale in der
Niere exprimiert werden und wie sich deren Verteilung im Zuge des
Alterwerdens der M&use verandert. Hierbei konnten einige interessante Befunde
erhoben werden, die in Tabelle 8 und 9 zusammengefasst wurden.

1 Tag 10 Tage 20 Tage 60 Tage

KCNA3 + + + +++
KCNAB1 ++ +++ + ++
KCND1 +++ +++ + +

KCND2 + +++ + +/-
KCNEH1 + + ++ +++
KCNE3 + + + +++
KCNE5 ++ +++ + +

KCNH1 ++ + + +++
KCNH2 ++ ++ + +

KCNJ1 - + ++ ++
KCNJ3 + ++ ++ +++
KCNJ8 +++ ++ ++ ++
KCNJ15 + + ++ +++
KCN J16 + + + +++
KCNK1 + + ++ ++
KCNK2 + ++ + +

KCNK5 + + ++ +++
KCNMA1 + ++ + +++
KCNMB2 +++ + + +

KCNMB4 +++ ++ + +

KCNN4 +++ ++ ++ ++
KCNQ1 + + ++ +++
KCNQ5 +++ ++ + +

KCNS3 ++ + + +

SGLT1 + + ++ +++
SGLT2 + + ++ +++
NKCC2 + + ++ ++
a-ENaC + + +++ +++

Tabelle 8: Expressionsstirke der untersuchten Kaliumkandle und einiger segmentspezifischer
Transporter in Abhéngigkeit vom Alter der Mause.
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Die meisten der untersuchten Kaliumkanale wund alle untersuchten
segmentspezifischen Transporter zeigten eine mit dem Alter der Tiere
zunehmende Expressionsstarke: KCNA3, KCNE1, KCNE3, KCNH1, KCNJ1,
KCNJ3, KCNJ15, KCNJ16, KCNK1, KCNK5, KCNMA1, KCNQ1, SGLTI1,
SGLT2, NKCC2 und a-ENaC. Fir die Kaliumkanéle dieser Gruppe ist es
naheliegend anzunehmen, dass sie Funktionen wahrnehmen, die im
Zusammenhang mit der Funktion differenzierter Nierenzellen stehen, d.h. im
Wesentlichen assoziiert an tubularen Transport sind.

Bei 8 Kanédlen war hingegen die Expression unmittelbar nach der Geburt am
héchsten (KCND1, KCNH2, KCNJ8, KCNMB2, KCNMB4, KCNN4, KCNQ5,
KCNS3) und bei weiteren 4 Kanélen war die Expression maximal im Alter von 10
Tagen (KCNAB1, KCND2, KCNE5, KCNK2). Bei diesen Kanalen, die sehr frih in
der Niere hochreguliert sind, ist es naheliegend, dass sie mit Zellproliferation und
mit Organwachstum zu tun haben. Es ist in dieser Hinsicht nicht verwunderlich,
dass einige der Kanale (z.B. KCND1 und KCND2) besonders in Zellen und
Geweben gefunden werden, die hohe Proliferationsraten zeigen, z.B.
embryonale Zellen oder Tumorzellen [34;35;38]. Die Kenntnis der Assoziierung
der Kanalexpression an die Transportfunktion oder Proliferation/Wachstum kann
dazu beitragen, die Eigenschaften von kultivierten Nierenzellen einzuschatzen
und zu beurteilen, wie geeignet oder ungeeignet Zellmodelle fir das Studium

von Transportprozessen sind.

Cortex Medulla Papille
KCNA3 +++ ++ +
KCNAB1 +++ ++ +
KCND1 ++ ++ ++
KCND2 +/- + ++
KCNEH1 +++ ++ +
KCNE3 +++ + +
KCNE5 +++ ++ +
KCNH1 +++ ++(+) +
KCNH2 ++(+) ++ +
KCNJ1 ++ +++ ++
KCNJ3 +++ ++ +
KCNJ8 ++ +++ ++
KCNJ15 +++ ++ +/-
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KCN J16 +++ ++ +
KCNK1 ++ +++ ++
KCNK2 + + +++
KCNK5 +++ ++ ++
KCNMA1 ++ +++ +
KCNMB2 + + +
KCNMB4 + + ++
KCNN4 ++(+) ++ +
KCNQ1 ++ +++ ++
KCNQ5 + + ++
KCNS3 + ++ +++
SGLT1 ++ +++ +
SGLT2 +++ + -
NKCC2 + +++ +
a-ENaC +++ +++ +

Tabelle 9: Expressionsstérke in Abhangigkeit von der Lokalisation

Die unterschiedliche Expression der Kanéle in Cortex, Medulla und Papille I&sst
sich durch die Segment-spezifische Lokalisation erklaren. Im Cortex finden sich
tberwiegend proximale Tubuli und die corticalen Abschnitte der Sammelrohre. In
der Medulla Uberwiegen die intermediaren Tubuli sowie die dicken aufsteigenden
Teile der Henle-Schleifen. Die Papille besteht GUberwiegend aus den papillaren
Sammelrohren und den diinnen Anteilen der Henle-Schleifen. Uber den
Expressionsort kénnen deshalb indirekt auch Vermutungen beztglich der

Funktion der Kanale angestellt werden.

Bezlglich des Verteilungsmusters innerhalo der Niere konnte festgestellt
werden, dass eine Reihe der Kaliumkanale am starksten im Bereich des
Nierencortex exprimiert ist: KCNA3, KCNAB1, KCNE1, KCNE3, KCNES5,
KCNH1, KCNH2, KCNJ3, KCNJ15, KCNJ16, KCNK5 und KCNN4. Dies spricht
dafirr, dass die Kanale entweder glomerular, in frihen proximalen Tubuli, im
distalen Convolut, im Verbindungsstiick oder im corticalen Sammelrohr lokalisiert
sind. Bei ausschlieBlicher Lokalisation in den Glomeruli ist jedoch nur mit einem
sehr niedrigen Signal zu rechnen, da die Glomeruli an der Zellmasse des Cortex
nur geringen Anteil haben.

Im Bereich der Medulla sind 5 der Kanéle besonders stark exprimiert: KCNJ1,
KCNJ8, KCNK1, KCNMA1 und KCNQ1. Dort findet sich auch das starkste Signal
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fir den SGLT1 (Glucosetransporter des spaten proximalen Tubulus im auBeren
Medulla) und fiir NKCC2 (Na*2CI'K*-Kotransporter in der dicken aufsteigenden
Henleschleife).

In der Papille sind 5 der untersuchten Kanéle am starksten exprimiert: KCND2,
KCNK2, KCNMB4, KCNQ5 und KCNS3. Besonders ausgepragt war die
spezifische Expression in der Papille bei dem mechano-sensitiven KCNK2
(TREK1). Es ist denkbar, dass der Kanal fur die Konstanthaltung des
Zellvolumens bei unterschiedlichen Urinosmolaritaten eine Rolle spielt. Er wird
auBerdem durch Arachidonsaurederivate aktiviert [19]. Mdglicherweise tragt
seine Beeintrachtigung zur Entstehung der Papillenschadigung durch
nichtsteroidale Antiphlogistika bei, wenn letztere den

Arachidonsauremetabolismus verandern.

Die hier erhobenen Expressionsdaten bilden die Basis fir weitergehende
Untersuchungen unseres Labors. Bei Interesse fir ein bestimmtes
Nephronsegment kann nun leichter abgeschatzt werden, mit welchen

Kandidaten unter der Vielzahl von Kaliumkanélen zu rechnen ist.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Im menschlichen Genom fand man 78 verschiedene Gene, welche fir
porenbildende Untereinheiten von Kaliumkanalen kodieren. Die
unterschiedlichen Gewebe des Koérpers weisen jeweils eine spezifische
Ausstattung an Kaliumkanélen auf, welche an die Funktion der organtypischen
Zellen angepasst ist. In der Niere spielen Kaliumkanale eine wichtige Rolle bei
Transportvorgangen, indem sie das Membranpotential hyperpolarisiert halten
und als direkter Sekretionsweg fir Kalium dienen. Darlber hinaus weiB man,
dass grundlegende zellbiologische Vorgange wie Zellproliferation und Wachstum
ebenfalls an die Funktion bestimmter Kaliumkanéle gebunden sind. Allerdings ist
Uber die molekulare Identitdt der renalen Kaliumkanédle und ihre Expression
wahrend der Entwicklung der Niere relativ wenig bekannt.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Expression von Kaliumkanélen in der Niere
mittels Realtime-PCR zu untersuchen. Des Weiteren habe ich untersucht, wie
sich die Expression altersabhangig andert und ob die Kanale bevorzugt im
Cortex, der Medulla oder der Papille der Niere exprimiert werden.

Ausgehend von einer EST-basierten Vorauswahl habe ich die Expression von 24
verschiedenen Kaliumkanalen zu vier Zeitpunkten untersucht. Die Kanéle lassen
sich basierend auf der Altersabhédngigkeit der Expression in zwei Gruppen
einteilen:

1. Kanéle, die vermutlich Transport-assoziierte Funktionen wahrnehmen
Die Expression von 12 der untersuchten Kanale nahm - wie die von bekannten
Transportproteinen - abhangig von der Nierenreifung mit dem Alter der Tiere zu.

2. Kanale, deren Expression vermutlich Zellproliferation-assoziiert ist

Die Expression 12 weiterer Kandle war in der adulten Niere geringer als bei sehr
jungen Tieren. Die Expression dieser Kanale kdnnte auch bei der
Entdifferenzierung von Zellen und bei der Tumorentstehung erhéht sein.

In einem zweiten Schritt habe ich untersucht, wie stark die Kanale in Cortex,
Medulla und Papille exprimiert sind. Die erhobenen Daten geben somit eine
Ubersicht Gber das Expressionsprofil der einzelnen Kandle und lassen in
gewissem Umfang funktionelle Rickschlisse zu. Sie kénnen auBerdem dazu
dienen, den Differenzierungsgrad von kultivierten Nierenzellen einzuschéatzen
und stellen eine Basis flur weiterfihrende Studien zu renalen Kaliumkanélen dar.
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