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1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion der Niere

1.1.1 Allgemeines

Die Niere erfllt vielfaltige Aufgaben, wie beispielsweise die Eliminierung harnpflichtiger
Substanzen und die Regulation von Blutdruck, Blutbildung und Knochenmineralisation. lhre
wichtigste Aufgabe ist jedoch die Kontrolle des Wasser-, Elektrolyt- und Saure-Base-Haushalts.
Dazu bildet sie taglich bis zu 180 | Primérharn, der in den Glomeruli aus dem Blut abfiltriert
wird. Der Primédrharn passiert dann das Tubulussystem. Dieses setzt sich aus funktionell und
morphologisch unterschiedlichen Abschnitten zusammen, wie in Abbildung 1 verdeutlicht wird.
Hier wird das innere Milieu des Korpers lber die Rickresorption von Wasser und geltsten
Teilchen ins Blut und tiber die Sekretion harnpflichtiger Substanzen in den Urin reguliert.

Im proximalen Tubulus werden ca. % des filtrierten Wassers und Kochsalzes riickresorbiert.
Diese hohe Transportkapazitat spiegelt sich  morphologisch in einem hohen,
mitochondrienreichen Epithel mit verhaltnismaRig ,,lecken Schlussleisten wieder, die eine
parazellulare Diffusion von Wasser und Elektrolyten ermdglichen. Die Mitochondrien stellen
Energie fiir die basolateral lokalisierte Na*-K*-ATPase bereit, die hier, wie auch in den meisten
anderen Tubulusabschnitten, die Triebkraft fir die luminalen Transportvorgénge liefert.

Macula densa Distales Konvolut

/”\7( (DCT)
W w20 ( i

Glomerulum S

proximaler Tubulus

Sammelrohr

dicker auf-
steigender
diinner Teil der Teil der

Henle-Schleife @ Henle-Schleife
o (TAL)

Abbildung 1: Nephronabschnitte mit dazugehdrigem Epithel. Modifiziert nach Schmidt, Lang 2007 [1].
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Im flachen Epithel des diinnen Teils der Henle-Schleife finden kaum aktive Transportprozesse
statt. Der dicke, aufsteigende Teil der Henle-Schleife entzieht dem Harn hauptséchlich tber den
Na*-K*-2CI-Cotransporter (NKCC2) Elektrolyte, ist aber wasserundurchléssig. Dadurch sinkt
die Osmolalitdt in Richtung Nierenrinde wieder. Das Epithel ist hier wieder hoch und

mitochondrienreich.

Im distalen Tubulus und im Sammelrohr kodnnen Transportprozesse gegen einen hohen
Gradienten erfolgen, da die dort ebenfalls mitochondrienreichen Tubuluszellen dichte
Schlussleisten aufweisen. Hier findet in erster Linie die Feinjustierung der
Urinzusammensetzung statt, es werden aber immerhin noch ca. 10 % des filtrierten Natriums

rickresorbiert.

1.1.2 Distaler Tubulus

Als distaler Tubulus wird der Abschnitt zwischen der Macula densa und dem Sammelrohr
bezeichnet. Dazu gehéren das distale Konvolut (Pars convoluta des distalen Tubulus), das
Verbindungsstiick (CNT, connecting tubule) und der anféangliche Teil des Sammelrohrs (CCD,
cortical collecting duct) [2]. Je nach Expression unterschiedlicher Proteine wird beim distalen
Konvolut noch in einen friihen und einen spéten Teil unterschieden (DCT1 und DCT2, distal
convoluted tubule) [3].

Die Resorption von Na* und Ca*" erfolgt nach Bedarf und wird tiber Hormone wie Aldosteron
und Parathormon gesteuert. Des Weiteren wird im distalen Tubulus Mg** riickresorbiert, und H*

und K* werden sezerniert.

Die Triebkraft fir diese Transportprozesse ist wiederum die Na*-K*-ATPase. Indem sie Na*
basolateral aus der Zelle ausschleust, sorgt sie dafiir, dass Na* luminal durch den NaCl-
Cotransporter (NCC, v.a. im DCT1) und den epithelialen Natriumkanal (ENaC, v.a. in DCT2,
CNT und CCD) in die Zelle aufgenommen werden kann [3]. Dabei kann die Menge an
extrazelluir verfiigbarem K* firr die Funktion der Na*-K*-ATPase limitierend sein. Kaliumionen
kénnen aber aus dem Zellinneren (iber basolaterale K*-Kanale wieder nach drauBen gelangen,
um der Na'-K*-ATPase erneut zur Verfiigung zu stehen. Dieses Prinzip wird als ,,pump-leak-

coupling® bezeichnet [4].

Der funktionell bedeutendste dieser basolateralen K*-Kanéle ist der einwartsgleichrichtende K-
Kanal KCNJ10, der im distalen Tubulus vor allem als Heterotetramer mit KCNJ16, einem ihm
verwandten Kanalprotein, vorkommt [5,6]. Neben dem oben beschriebenen K*-Recycling
sorgen diese Kanéle fur ein hyperpolarisiertes Membranpotential, das als Triebkraft fur den

basolateralen Ausstrom von CI* und andere Transportprozesse dient [3]. Die wichtigsten
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Membranproteine des distalen Tubulus

apikal basolateral
und die von ihnen transportierten lonen \ 7 )
sind in Abbildung 2 veranschaulicht. ” ]] KCNJ10/16
Storungen des distalen Tubulus, wie K'€— —>K_+
sie beispielsweise beim Gitelman- L, || :
. . . 2K
Syndrom, einem genetisch bedingten ~J NaK-ATPase
Ausfall des NCC, oder durch oo ﬁD3Na+
|—>Na
Einnahme eines Thiazid-Diuretikums NCC B .
==>Cl - - - - —=—Cl
(medikamentdse Hemmung des NCC)

] ) _ TRBUE CLCKB
auftreten, aullern sich in 5y ca?
Serumelektrolytverschiebungen. Es Ca™ - - .+‘
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EMg..... Mg 2+
Alkalose, Hypomagnesiamie  und \ T g
TRPM6
Hypokalzurie. Die zu erwartende
Hyponatriamie bleibt meist aus, da Na* Eﬁ::?us- r Ze”e N Interstitium

und auch Ca*" im proximalen Tubulus

kompensatorisch  vermehrt resorbiert  appildung 2: Transportprozesse im distalen Konvolut (DCT).
werden, wodurch sich auch die

Hypokalzurie erklaren lasst [7]. Weiterhin wird der Na’-Verlust tber eine Aktivierung des
Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) und damit einer Erhéhung der Salzresorption
tiber den ENaC ausgeglichen. Die gesteigerte ENaC-Aktivitat im Sammelrohr fiihrt allerdings
zur Sekretion von H* und K*, was die Alkalose und die Hypokalidmie bedingt [3]. Wie es zum
Mg®*-Verlust kommt, ist bislang nicht ganz geklart; méglicherweise wird die Expression des
luminalen Mg**-Kanals TRPM6 durch Aldosteron unterdriickt [7].

1.2 EAST-Syndrom

1.2.1 Phéanotyp

2009 wurde ein dem Gitelman-Syndrom ahnliches Krankheitsbild beschreiben, bei dem neben
dem tubul&ren Salzverlust noch extrarenale Symptome hinzukommen: Die Patienten leiden
schon als Kleinkinder unter Krampfanfallen, spater fallen Gangataxie und
Innenohrschwerhdrigkeit auf. Diese Kardinalsymptome sind in der Krankheitsbezeichnung,
dem Akronym EAST (epilepsy, ataxia, sensorineural deafness, tubulopathy), zusammengefasst
[8]. Eine andere Arbeitsgruppe beobachtete dariiber hinaus noch eine mentale Retardierung, die
in deren Bezeichnung fur diese Erkrankung, SeSAME-Syndrom (seizures, sensorineural

deafness, ataxia, mental retardation, epilepsy), Eingang findet [9].

3
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1.2.2 Molekulare Grundlagen

Als Ursache dieser Erkrankung wurden homozygote oder compund-heterozygote Mutationen
des Gens KCNJ10 gefunden. Die bisher gefundenen Mutationen R65P, C140R, T1641, A167V,
R199X, R297C [9], G77R [8], R175Q [10], R65C, F75L, VV259fsX259 [11], T57I [12], F75C,
V91fs197X [13] betreffen Aminoséuren, die in homologen Proteinen anderer Wirbeltiere hoch
konserviert sind. In elektrophysiologischen Untersuchungen wurde gezeigt, dass diese
Mutationen die Kanalfunktion in unterschiedlichen Schweregraden beeintrachtigen [10-16], bei
einigen ist auch die Oberflachenexpression gestort [12,14-17] oder das pH-Optimum stark
verschoben [10,15,16].

1.3 KCNJ10

1.3.1 Struktur und Funktion von KCNJ-Kanilen

Der beim EAST-Syndrom betroffene Kanal KCNJ10 (K;4.1) gehort zu den
einwartgleichrichtenden Kaliumkanalen, auch als K;-Kanale (K = inwardly rectifying K*-
channel) oder KCNJ-Kandle bezeichnet. Einwartsgleichrichtung bedeutet, dass diese Kanéle
den Einstrom von Kationen wie K™ bei negativer Spannung besser leiten als deren Ausstrom bei
gleich groRer positiver Spannung [18]. Es gibt 15 KCNJ-Kanéle in 7 Subfamilien, die in vielen
Geweben eine wichtige Rolle spielen. Dazu gehdren vor allem ZNS, Herz, Niere und endokrine
Organe [19]. Stoérungen dieser Kanéle 16sen spezifische Krankheitsbilder aus, z.B. das Bartter-
Syndrom Typ Il durch eine Mutation von KCNJ1 (K;1.1, ROMK) oder den kongenitalen
Hyperinsulinismus durch eine Mutation von KCNJ11 (K;6.2) [20].

Der Aufbau von KCNJ-Kandlen &hnelt dem
der meisten K*-Kanile. Diese integralen
Membranproteine sind ein  aus  vier
Untereinheiten zusammengesetzes Tetramer
[21]. Dabei konnen die Untereinheiten
gleichartig sein (Homotetramer), oder von

zwei unterschiedlichen KCNJ-Vertretern

COOH

) ) Abbildung 3: Struktur von KCNJ-Kandlen
besteht dabei aus zwei Transmembran- Entnommen aus Parrock et al. 2013 [13].

stammen (Heterotetramer). Jede Untereinheit

doménen (M1 und M2), einer Poren-Region (H5) und den zytosolisch lokalisierten N- und C-
Termini. Diese Struktur ist in Abbildung 3 dargestellt. Einige KCNJ-Kanéle kdnnen auch mit
anderen, nicht verwandten Proteinen (z.B. mit G-Proteinen oder Sulfonylharnstoffrezeptoren)

assoziieren, um Kanéle mit anderen Eigenschaften zu bilden [20].

4
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1.3.2 Eigenschaften und Lokalisation von KCNJ10

O extrazellular oder intrazellular
© Transmembrandomanen
O porenbildende Domane

KCNJ10 ist ein seit 1995 bekanntes

PRA, . o iace o
Mitglied der KCNJ-Familie, das im £ % o Soleivtatiter o
) % & ® ATP-Bindung
Vergleich zu anderen KCNJ-Kanélen S ¥ P g o it
. . " . . % ® D OI‘\)/Iutation
weniger stark einwartsgleichrichtet oSSV ———
[22]. Auf Einzelkanalebene st N SIS
A F75C/‘i@@n§.ﬂ fH184FS
beschrieben, dass der Kanal nahezu SR T3 S
R175Q_% SRR }—‘
durchgehend gedffnet ist und einen g .

ADTESRELMCRGE!

Leitwert von circa 12 pS aufweist [23].

TosvevRavs,
T,

Abbildung 4 zeigt die zu vermutende i

PERLRODEESDRES

Membrantopologie von KCNJ10. Die
Stellen bekannter Mutationen sind rot ~ Abbildung 4: Membrantopologie von KCNJ10.

markiert [3].

Neben seiner Expression im distalen Tubulus der Niere [10] kommt KCNJ10 im Innenohr und
im ZNS vor. Im Innenohr ist KCNJ10 in Zellen der Stria vascularis der Kochlea lokalisiert und
tragt zur Bildung von Endolymphe und endokochledrem Potential bei [24]. Im ZNS findet man
KCNJ10 in Gliazellen, vor allem in Astrozytenfortsdtzen um Synapsen und BlutgefaBRe [25],
sowie in Zellkorpern von Oligodendrozyten, in der Bergmann-Glia im Kleinhirn und in Muller-
Zellen der Retina [26]. Hier tragt

apikal basolateral
\ JJ KCNJ10 vermutlich vor allem dazu
bei, dass K", das sich durch das
<" «* Repolarisieren  der Neurone im
[ _d : Extrazellularraum anhauft, in die

. X Gliazellen

Na*-K*-ATPase

+ +
N g \/Na 1 ﬁﬁNa
NCC A

aufgenommen und

umverteilt werden kann (sogenanntes

, K" spatial buffering®). Eine gestorte

T —CI Funktion von KCNJ10 resultiert in
TRPVS . CLCKB einer .V(-erléingerten .neuronzillen
Can;) Ca Depolarisation und in einer

I —IﬁNaJr herabgesetzten Krampfschwelle [9].
|V|82+—> 24 Die  Symptome  Innenohrschwer-
"TRPM6 Me horigkeit, Ataxie und Epilepsie, die
rubuivs. [ N B beim EAST-Syndrom auftreten,
lumen Zelle Interstitium unterstreichen die Bedeutung von

Abbildung 5: Auswirkung von KCNJ10-Mutationen auf die
Elektrolytresorption im DCT.

KCNJ10 in ZNS und Innenohr.
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Wie oben beschrieben ist KCNJ10 eine essentielle Komponente flr die Salzresorption im
distalen Tubulus. Die Auswirkungen eines mutierten Kanals auf die dortigen Transportprozesse
sind in Abbildung 5 verdeutlicht. Fehlt KCNJ10, so steht zu wenig extrazellulares K* fiir die
Na'/K*-ATPase zur Verfiigung. Na* akkumuliert somit in der Zelle, und die Triebkraft fiir die
NaCl-Aufnahme durch den NCC fehlt. Weiterhin wird der sekunddr-aktive Transport von
Magnesium und Kalzium blockiert (wobei der Kalziumverlust im proximalen Tubulus
tiberkompensiert wird), und es geht vermehrt Kalium verloren. So entsteht ein dem Gitelman-

Syndrom &hnlicher Nierenphénotyp.

1.3.3 Interaktion mit KCNJ16

KCNJ10 kann mit KCNJ16 (K;5.1) Heterotetramere ausbilden, die sich in ihren Eigenschaften
deutlich von den KCNJ10-Homotetrameren unterscheiden. Sie zeigen eine geringere
Offenwahrscheinlichkeit, dafiir aber einen hoheren Leitwert von bis zu 43 pS [23] und eine
starkere pH-Abhangigkeit [27]. AuBerdem sind sie deutlich starker einwértsgleichgerichtet, und
es konnen klar abgrenzbare, niedrigere Leitfahigkeitslevel beobachtet werden, sogenannte “sub-
states* [23]. An der Assoziation sind vermutlich mehrere Regionen von KCNJ10 beteiligt, eine
Schlusselfunktion kommt aber der zweiten Transmembrandomane zu [28]. Dabei assoziieren
die Untereinheiten vermutlich abwechselnd miteinander, also 10-16-10-16, wie in Abbildung 6
dargestellt. Bilden hingegen vier KCNJ10-Untereinheiten einen Kanal, so wird dieser als
homomerer Kanal oder Homotetramer bezeichnet. KCNJ16 alleine ist nicht dazu fahig,

funktionelle Kanale auszubilden [23].

In vivo spielt die Heteromerisation von KCNJ10 mit KCNJ16 vor
allem in der Niere eine Rolle, wo die KCNJ10/KCNJ16-
Heterotetramere im distalen Tubulus die wichtigsten basolateralen
Kaliumkanéle darstellen [5,6]. Auch in der Retina kommen solche
heterotetrameren Kanale vor [29], in Innenohr [30] und Gehirn
[27] hingegen wahrscheinlich nicht. Dort werden zwar auch beide

Proteine exprimiert, haben aber vermutlich unterschiedliche

Abbildung 6: Heteromerisation

physiologische Partnerproteine und Aufgaben [27,30]. mit KCNJ16.

1.4 Die Mutation A167V

1.4.1 Schwacher Phianotyp homomerer KCNJ10 A167V-Kanile

Die Mutation A167V gehdort zu den Ersten, die beschrieben wurden. Zunédchst wurde Sie jedoch

nur in zwei compound-heterozygoten Patienten zusammen mit der Mutation R297C
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gefunden [9]. Da homomere Kandle mit dieser A167V-Mutation eine Restfunktion von ~ 60 %
zeigen, wurde diese Mutation zundchst als per se benigne betrachtet [15]. Man ging davon aus,
dass sie lediglich in Kombination mit einer schwerwiegenderen Mutation wie R297C

krankheitsverursachend sei [16].

1.4.2 Ausgepragter Phianotyp durch Ko-Expression mit KCNJ16

2013 beschrieben Parrock et al. 3 Patienten, die die Mutation A167V in homozygotem Zustand
aufweisen und an Ataxie, Innenohrschwerhorigkeit und einem Salzverlustsyndrom leiden. Diese
Symptome des EAST-Syndroms kénnen durch eine 60 %ige Restfunktion von KCNJ10 nicht
erklart werden, denn dann mussten auch heterozygote Tréger von Mutationen, die einen
vollstandigen Funktionsverlust bewirken, einen ahnlichen Phanotyp zeigen [13].

Sala-Rabanal et al. (2010) war bereits aufgefallen, dass KCNJ10 A167V in Ko-Expression mit
KCNJ16 einen starkeren Funktionsverlust zeigt als in homomerer Expression [15]. Parrock et
al. stellten in elektrophysiologischen Untersuchungen an Xenopus Oozyten einen vollstandigen
Funktionsverlust der A167V-Mutante durch Heteromerisation mit KCNJ16 fest und sahen darin

den Grund, weshalb ihre Patienten symptomatisch sind [13].

KCNJ10 A167V wurde bisher von 4 Arbeitsgruppen untersucht [13-16]. Die Ergebnisse

weichen mitunter stark voneinander ab und sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: Zusammenfassung publizierter Ergebnisse zu KCNJ10 A167V

Expressions- Restfunktion (% vom WT) Oberflachenexpression
system JI0 A167V  J10 A167V/J16 WT KCNJI0 Al67V
Tang et al. 2010 [14] HEK?293 ~7% ~23%! keine drastische
Einschrankung

Sala-Rabanal et al. 2010 [15] COSm6 ~ 60 % ~18%! vermindert
Williams et al. 2010 [16] Xenopus ~60 % ~40 % ? vermindert®

Oozyten
Parrock et al. 2013 [13] Xenopus ~60 % ~2%* nicht untersucht

Oozyten

1.4.3 Madglichkeit der veranderten Oberflichenexpression

Inwiefern KCNJ10 A167V an der Zelloberflache exprimiert wird, ist ebenfalls strittig. Einige

Arbeitsgruppen sahen in ihren Expressionssystemen eine vermindert Oberflachenexpression

! Stéchiometrie (KCNJ16:KCNJ10) = 1:1

2 stochiometrie (KCNJ16:KCNJ10) = 10:1

® Zur Untersuchung der Oberflachenexpression verwendeten Williams et al. HEK293-Zellen
4 Stochiometrie (KCNJ16:KCNJ10) = 3:1
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[15,16] und erachten dies zum Teil als Grund fir die leichte Reduktion der Ganzzellstréme bei
homomerer Expression von KCNJ10 A167V im Vergleich zum Wildtyp [15].

Tanemoto et al. (2014) schlugen einen anderen Mechanismus flir die Pathogenitat der A167V-
Mutation vor. Sie beobachteten eine gestorte Interaktion mit Proteinen, die eine gezielte
Expression an der basolateralen Seite der Tubuluszellen ermdglichen. Dadurch komme es in den
meisten Zelllinien (wie beispielsweise HEK-Zellen) zwar zu einer nahezu normalen
Oberflachenexpression, in tubuléren Zelllinien wie MDCKII (und eben in den Tubuluszellen
der Patienten) aber nicht. Fir die basolaterale Expression von KCNJ10 ist die Interaktion mit
dem Geristprotein MAGI-1 wichtig. Da MAGI-1 aber basolateral fixiert ist, muss KCNJ10 zu
MAGI-1 hin transportiert werden bzw. die beiden Proteine missten bereits im
endoplasmatischen Retikulum assoziieren. Diese Mechanismen konnten durch die A167V-
Mutation gestort sein [17].

1.5 Zielsetzung

Die elektrophysiologischen Erkenntnisse zur A167V-Mutation sind gerade in Saugerzellen
uneinheitlich. AuRerdem sind die Untersuchungen zur Ko-Expression von KCNJ10 A167V mit
KCNJ16 in Sdugerzellen stets in einer 1:1- Stochiometrie durchgefuhrt worden, da lediglich
gepriuft werden sollte, ob durch Ko-Expression mit KNCJ16 die Restfunktion der Mutanten
erhéht werden kann. Bei einer 1:1-Stéchiometrie ist eine Verfalschung des Stromes durch eine
mdgliche Bildung von KNCJ10 A167V-Homomeren sehr wahrscheinlich.

Daher wurden in dieser Arbeit die elektrophysiologischen Eigenschaften der A167V-Mutation
eingehender untersucht. Fir die Ganzzell-Messungen wurden CHO-Zellen verwendet. Diese
sind ebenfalls Saugerzellen und haben den Vorteil, dass sie relativ wenige endogene Kanéle
exprimieren, die den Strom verfalschen konnten. Fir die heteromere Expression von KCNJ10
mit KCNJ16 wurde eine 1:10 Stochiometrie gewdahlt, um die Bildung von KCNJ10-Homomeren
weitestgehend zu vermeiden. Zudem wurden Einzelkanalmessungen der KCNJ10/KCNJ16
Heteromere durchgefiihrt, was bei der A167V-Mutation bisher nicht erfolgt ist.

Weiterhin wurden mdgliche aktivierende Einfliisse des zellinneren Milieus auf die Funktion der
KCNJ10/KCNJ16-Heteromere untersucht. Die Kenntnis aktivierender Faktoren kénnte als Basis

fiir den gezielten Einsatz von Medikamenten zur Behandlung des EAST-Syndroms flhren.
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2 Methoden

2.1 Material

2.1.1 Losungen

Tabelle 2: Ringerlésung

Stoff Molekulargewicht  Einwaage ein_gesetzte Konzentration
(g/mol) (9) Stocklésung (mL) (mmol/L)

Hepes 238,31 1,192 5

NaCl 58,44 8,474 145

K,HPO, 228,23 0,365 1,6

KH,PO, 136,09 0,054 0,4

D-Glucose 198,00 0,990 5

MgCl, (1 M Stockldsung) 203,30 1,0 1

CaCl, (1 M Stockldsung) 147,02 1,3 1,3

Milli-Q H,0 ad 1000 mL

NaOH pH 7,4 einstellen

Tabelle 3: Ringer Hochkalium 15

Stoff Molekulargewicht  Einwaage eingesetzte Konzentration
(g/mol) (9) Stocklgsung (mL) (mmol/L)

Hepes 238,31 1,192 5

NaCl 58,44 7,808 133,6

KClI 74,56 0,850 11,4

K,HPO, 228,23 0,365 1,6

KH,PO, 136,09 0,054 0,4

D-Glucose 198,00 0,990 5

MgCl, (1 M Stockldsung) 203,30 1,000 1

CaCl, (1 M Stockldsung) 147,02 1,300 1,3

Milli-Q H,0O ad 1000 mL

NaOH pH 7,4 einstellen

Tabelle 4: Ringer Hochkalium 50

Stoff Molekulargewicht  Einwaage eingesetzte Konzentration
(g/mol) (9) Stockldsung (mL) (mmol/L)

Hepes 238,31 1,192 5

NaCl 58,44 5,762 58,44

KCI 74,56 3,46 46,4

K,HPO, 228,23 0,365 1,6

KH,PO, 136,09 0,054 0,4

D-Glucose 198,00 0,990 5

MgCl, (1 M Stockldsung) 203,30 1,000 1

CaCl, (1 M Stockldsung) 147,02 1,300 1,3

Milli-Q H,0O ad 1000 mL

NaOH pH 7,4 einstellen
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Tabelle 5: Barium in Ringer

Stoff Molekulargewicht  Einwaage eingesetzte Konzentration
(g/mol) (9) Stocklésung (mL) (mmol/L)
BaCl, (1 M Stockldsung) 24427 0,050 1
Ringer-Ldsung (siehe Tabelle 2) ad 50 mL
Tabelle 6: Diazoxid in Hochkalium 50
Stoff Molekulargewicht  Einwaage eingesetzte Konzentration
(g/mol) (9) Stocklgsung (mL) (mmol/L)
Diazoxid (10°M Stockldsung) 230,7 0,050 0,01
Ringer Hochkalium 50 (siehe Tabelle 4) ad 50 mL
Tabelle 7: Tolbutamid in Hochkalium 50
Stoff Molekulargewicht ~ Einwaage eingesetzte Konzentration
(g/mol) (9) Stockldsung (mL) (mmol/L)
Tolbutamid (10 M Stockldsung) 270,4 0,005 0,01
Ringer Hochkalium 50 (siehe Tabelle 4) ad 50 mL
Tabelle 8: Pipettenlgsung 4
Stoff Molekulargewicht  Einwaage eingesetzte Konzentration
(g/mol) ()] Stockldsung (mL) (mmol/L)
D-Kaliumgluconat 234,25 2,225 95
KCI 74,56 0,224 30
NaH,PO, 137,99 0,017 1,2
Na,HPO, 177,99 0,085 48
D-Glucose 198,00 0,099 5
EGTA 380,40 0,038 1
Na,ATP 551,00 0,165 3
MgCl, (1 M Stockldsung) 203,30 0,238 2,38
CaCl, (1 M Stockldsung) 147,02 0,073 0,726
Milli-Q H,O ad 100 mL
KOH, HCL pH 7,2 einstellen
Tabelle 9: Mg®*-freie Pipettenlésung
Stoff Molekulargewicht  Einwaage eingesetzte Konzentration
(g/mol) 9) Stockldsung (mL) (mmol/L)
D-Kaliumgluconat 234,25 2,225 95
KCI 74,56 0,224 30
NaH,PO, 137,99 0,017 1,2
Na,HPO, 177,99 0,085 4.8
D-Glucose 198,00 0,099 5
EGTA 380,40 0,038 1
Na,ATP 551,00 0,165 3
CaCl, (1 M Stockldsung) 147,02 0,073 0,726
Milli-Q H,0O ad 100 mL
KOH, HCL pH 7,2 einstellen
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Tabelle 10: Pipettenldsung mit ADP und Phosphat

Stoff Molekulargewicht  Einwaage eingesetzte Konzentration
(g/mol) (9) Stocklésung (mL) (mmol/L)

D-Kaliumgluconat 234,25 0,556 95

KCI 74,56 0,056 30

NaH,PO, 137,99 0,004 1,2

Na,HPO, 177,99 0,021 4,8

K,;HPO, 228,23 0,017 3

D-Glucose 198,00 0,025 5

EGTA 380,40 0,095 1

Na,-ATP 551,00 0,021 15

K-ADP 501,32 0,019 15

MgCl, (1 M Stockldsung) 203,30 0,060 2,38

CaCl, (1 M Stockldsung) 147,02 0,018 0,726

Milli-Q H,O ad 25 mL

KOH, HCL pH 7,2 einstellen

Tabelle 11: Pipettenlésung mit ADP

Stoff Molekulargewicht  Einwaage eingesetzte Konzentration
(g/mol) 9) Stockl6sung (mL) (mmol/L)

D-Kaliumgluconat 234,25 0,556 95

KCI 74,56 0,056 30

NaH,PO, 137,99 0,004 1,2

Na,HPO, 177,99 0,021 4,8

D-Glucose 198,00 0,025 5

EGTA 380,40 0,095 1

Na,ATP 551,00 0,021 1,5

K-ADP 501,32 0,019 15

MgCl, (1 M Stockldsung) 203,30 0,060 2,38

CaCl, (1 M Stockldsung) 147,02 0,018 0,726

Milli-Q H,0O ad 25 mL

KOH, HCL pH 7,2 einstellen

Tabelle 12: Pipettenlésung mit niedrigem ATP-Gehalt

Stoff Molekulargewicht  Einwaage eingesetzte Konzentration
(g/mol) (9) Stockldsung (mL) (mmol/L)

D-Kaliumgluconat 234,25 0,556 95

KCI 74,56 0,056 30

NaH,PO, 137,99 0,004 1,2

Na,HPO, 177,99 0,021 4,8

K,;HPO, 228,23 0,017 3

D-Glucose 198,00 0,025 5

EGTA 380,40 0,095 1

Na,ATP 551,00 0,021 1,5

MgCl, (1 M Stockldsung) 203,30 0,045 2,38

CaCl, (1 M Stockldsung) 147,02 0,018 0,726

Milli-Q H,0O ad 25 mL

KOH, HCL pH 7,2 einstellen
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Tabelle 13: Referenzelektrodenlésung

Stoff Molekulargewicht  Einwaage eingesetzte Konzentration
(g/mol) (9) Stocklésung (mL) (mmol/L)

KCI 74,56 3,728 1000

Milli-Q H,0 ad 50mL

Tabelle 14: CHO-Medium

Stoff Molekulargewicht  Einwaage eingesetzte Konzentration
(g/mol) (9) Stocklgsung (mL) (mmol/L)
FCS 50,0
L-Glutamin (2*102 M) 5,00 2
Natrium-Pyruvat (102 M) 5,00 1
Penicillin/Streptomycin-Losung 2,50 50 I.E./100 pg/mi
MEM Alpha Medium ad 500mL
Tabelle 15: HEK-Medium
Stoff Molekulargewicht  Einwaage eingesetzte Konzentration
(g/mol) (9) Stocklgsung (mL) (mmol/L)
FCS 50,0
Penicillin/Streptomycin-L&sung 5,00 100 1.E./200 pg/ml
MEM Alpha Medium ad 500mL
Tabelle 16: Coating-Medium
Stoff Molekulargewicht  Einwaage eingesetzte Konzentration
(g/mol) 9) Stockl6sung (mL) (mmol/L)
BSA 1,875
Kollagen 1,000
Fibronektin 0,500
Penicillin/Streptomycin-Ldsung 0,5 50 I.E./100 pg/ml
F-12 Nutrient Mixture Medium ad 50mL
2.1.2 Zellen
Tabelle 17: Zellarten
Zellinie Hersteller
CHO Ovarialzellen des chinesischen Hamsters Cell Lines Service, Eppelheim, D
HEK Humane embryonale Nierenzellen Cell Lines Service, Eppelheim, D
Tabelle 18: Plasmide
Insert Vektor Resistenz Mutation
hKCNJ10 pIRES CD8 Ampicillin - (WT)
hKCNJ10 pIRES CD8 Ampicillin Al67V
hKCNJ16 pIRES CD8 Ampicillin - (WT)
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2.1.3 Sonstiges Material

Tabelle 19: Gerate

Gerét

Hersteller

Analysenwaage (GR-120)
Elektroporationsgerat (Neon)
Inkubator (Heraeus)
Invertmikroskop (Axiovert 10)
Invertmikroskop (Axiovert 200)
Magnetriihrer

Mikromanipulator
Milli-Q-Anlage (Biocel A10)
Oszilloskop

pH-Meter

Puller (DMZ Universal Puller)
Pumpe (PPS2)

Sterilbank (Holten LaminAir 1.2)
Verstérker (&hnlich EPC-7)
Verstarker (EPC-10)

Vortexer (Vortex Genie)

Waage (EK-600H)

Wasserbad (W19)
Wipp-Schuttler (Minirocker MR1)

A&D Instruments, Tokio, J

Life Technologies GmbH, Darmstadt, D
Fisher Scientific GmbH, Schwerte, D

Zeiss, Jena, D
Zeiss, Jena, D

Heidolph Instruments, Schwabach, D

Scientifica, Uckfield, UK
Millipore, Schwalbach/Ts., D

Hameg Instruments, Mainhausen, D

Schott Geréte, Mainz, D

Zeitz Instruments GmbH, Martinsried, Deutschland
Multi Channel Systems GmbH, Reutlingen, D

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, D

U. Frébe und R. Busche, Institut fir Physiologie, Freiburg, D

HEKA Elektronik, Lambrecht, D

Scientific Industries, New York, USA

A&D Instruments Ltd., Tokio, J
Haake, Karlsruhe, D
BioSan, Riga, LV

Tabelle 20: Verbrauchsmaterial

Produkt

Hersteller

Deckgléser rund
Glaskapillaren (GC 150-F 7.5)
Kulturflaschen

Kulturschalen

Pipettenspitzen
Reaktionsgefale (1,5pL)

Marienfeld Laboratory Glassware, Lauda-Kdnigshofen, D

Harvard Apparatus LTD, Edenbridge, UK
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D
Fisher Scientific GmbH, Schwerte, D

Sarstedt, Niimbrecht, D
Eppendorf, Hamburg, D

Tabelle 21: Substanzen

Produkt

Hersteller

BaCl,

Bovines Fibronektin

Bovines Serumalbumin (BSA)
CaCl,

D-Glucose

Diazoxid

D-Kaliumgluconat
DynaBeads (anti-CD8)

EGTA

F-12 Nutrient Mixture Medium
Fotales Kélberserum (FCS)
HCI

Hepes

K,HPO,

Merck KGaA, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA

Invitrogen, Karlsruhe, D

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA
Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland
Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, D
AppliChem, Darmstadt, D
Merck KGaA, Darmstadt, D
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Tabelle 21: Substanzen (fortgesetzt)

Produkt Hersteller

K-ADP Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA
KCI Merck KGaA, Darmstadt, D

KH,PO, Merck KGaA, Darmstadt, D

KOH Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA

Kollagen (aus Kélberhaut)
L-Glutamin, 200 mM

MgCl,

Na,-ATP

NaCl

NaOH

Na-Pyruvat, 100 mM Ldsung
Penicillin-Streptomycin-L6sung
Silikon-Hochvakuumfett
Tolbutamid
Trypsin-EDTA-L6sung (10-fach)
0,5 % Trypsin, 5,3 mM EDTA

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA
Gibco Cell Culture Systems - Invitrogen, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA
VWR Chemicals, Leuven, B

Merck KGaA, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA
Gibco Cell Culture Systems - Invitrogen, Karlsruhe, D
Merck KGaA, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA
Gibco Cell Culture Systems - Invitrogen, Karlsruhe, D

Tabelle 22: Verwendete Software

Produkt

Hersteller

LabChart 7
Patch-Master v2x35

ADInstruments GmbH, Spechbach, D
HEKA Elektronik, Lambrecht, D

2.2 Zellkultur

2.2.1 Elektroporation von CHO- und HEK-Zellen

Um die elektrophysiologischen Eigenschaften von KCNJ10- und KCNJ10/KCNJ16-Kanélen zu
untersuchen, wurden diese in immortalisierten Zelllinien Uberexprimiert. Zur Messung der
Ganzzellstrdme wurden CHO-Zellen verwendet. Fiir die Einzelkanalmessungen wurden HEK-
Zellen gewdhlt, da diese in Patch-Clamp Experimente haufiger zu erfolgreichen Experimenten
flhren als CHO-Zellen. Da hier nur einzelne Kanéle vermessen werden, spielt der hohere Anteil

endogener Kandle keine Rolle.

Die Transfektion dieser Zellen wurde mittels Elektroporation durchgefiihrt. Bei dieser Methode
wird die Zellmembran durch einen kurzen Strompuls vorriibergehend fiir Fremd-DNA
permeabel gemacht. Nach der Aufnahme des Plasmids exprimiert die Zelle dann fir eine

gewisse Zeit die darauf enthaltenen Gene (transiente Transfektion).

Fur dieses Verfahren wurden die Zellen in Suspension gebracht und dann die gewiinschte

Menge des entsprechenden Plasmids zugegeben. Bei den HEK-Zellen war das 1 pg Plasmid, bei
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den CHO-Zellen 0,6 pg Plasmid + 04pg leerer Vektor (pIRES CD8). Das
Elektroporationsprotokoll sah bei den CHO-Zellen 2 Pulse mit einer Spannungsstarke von
1400 V und einer Dauer von 20 ms vor, bei den HEK-Zellen 2 Pulse von 1150 V und ebenfalls
20 ms.

Direkt im Anschluss wurden die Zellen in mediumgefiillte Schalchen mit beschichteten
Glasplattchen gegeben. Diese Glasplattchen sind mit Kollagen und Fibronektin {iberzogen,
damit die Zellen besser anwachsen konnen. Danach wurden die Zellen im Brutschrank bei
37 °C und 5 % CO, inkubiert und am nachsten Tag flr die Experimente verwendet.

2.2.2 Ko-Transfektion mit KCNJ16

Bei der Ko-Transfektion von KCNJ10 mit KCNJ16 ist problematisch, dass sich nicht nur die
gewunschten KCNJ10/KCNJ16-Heteromere bilden, sondern dass auch immer die Mdoglichkeit
besteht, dass sich vier KCNJ10-Untereinheiten zu einem homomeren Kanal zusammenlagern.
Gerade im Fall der A167V-Mutation ist dies kritisch, da die Homomere relativ grof3e Strome
zulassen. Diese wirden die moglicherweise geringen Stréme der Heteromere Uberlagern und die
Messung verzerren. Diese Gefahr besteht bei der KCNJ16-Untereinheit nicht, da KCNJ16 allein
keine funktionellen Kandle bildet.

Um eine Verfalschung der Messung durch KCNJ10-Heteromere zu vermeiden, wurde KCNJ16
in 10-fachem Uberschuss eingesetzt. Im Falle der HEK-Zellen wurde also 0,1 ug KCNJ10-
Plasmid und 0,9 ug KCNJ16-Plasmid eingesetzt. Bei den CHO-Zellen waren es 0,06 ug
KCNJ10-Plasmid und 0,54 pg KCNJ16-Plasmid.

2.3 Patch-Clamp-Technik

2.3.1 Vorbereiten der Zellen

Um sicherzustellen, dass bei den Versuchen nur die erfolgreich transfizierten Zellen verwendet
wurden, mussten diese kenntlich gemacht werden. Das gelang mit Hilfe von Anti-CD8-Dyna-
Beads, kleinen Kiigelchen, die mit Antikdrpern gegen das humane Oberflachenprotein CD8
beschichtet sind. Die tranfizierten Zellen exprimierten CD8, da es auf dem bicistronischen
Plasmid mitkodiert war. Anti-CD8-Dyna-Beads binden somit spezifisch nur an Zellen, die ein

oder mehrere Plasmide aufgenommen und CD8-Oberflachenproteine gebildet haben.

Pro Schale wurde 1 pL Dyna-Bead-Suspension in 1 mL Ringerldsung gel6st, gevortext und

nach Absaugen des Mediums auf die Zellen gegeben. Nach 2 min Inkubationszeit auf einer
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Wippe wurden die Zellen weitere 5 min mit Ringerlésung gewaschen, um nicht gebundene

Beads zu entfernen.

Fur die Experimente wurde das Glasplattchen mit den Zellen in die Messkammer (,,Bad*) eines
Patch-Clamp-Messplatzes eingebracht. Dieser ist mit einem inversen Mikroskop ausgestattet,
was bedeutet, dass die Objektive unter dem Objekttisch angebracht sind. Dadurch bleibt
oberhalb der Messkammer Platz, um an den Zellen zu arbeiten. Das Bad verfugt Gber einen Zu-
und Ablauf, wobei die Zulaufgeschwindigkeit 2 mL/min betrug. Alle Messungen wurden bei
Raumtemperatur durchgeftihrt. An einem Tag wurden immer sowohl Wildtyp als auch Mutante

untersucht.

2.3.2 Allgemeine Funktionsweise der Patch-Clamp-Technik

Die Patch-Clamp-Technik ist eine Methode der Elektrophysiologie, die es ermdglicht, Strome
durch einzelne Kanéle einer Zellmembran zu messen. Diese Stréme liegen im Bereich von
wenigen Picoampere und konnen leicht durch ,,Leckstrome* — direkte Stréme zwischen Pipette
und Bad — uUberlagert werden. Daher versucht man bei der Patch-Clamp-Technik, solche
Leckstrome zu verhindern, indem man den zu vermessenden Membranfleck (Patch) elektrisch

isoliert.

Dazu ist die Messelektrode in einer diinnen Patchelektrode

- . . (Ag/AgCl)
Glaspipette untergebracht (siehe Abbildung

Pipettenlésung

7). Deren Offnung ist etwa 1um groB und hat

Badlésung

einen Widerstand von wenigen MQ. Fir die Pipette

hier  beschriebenen  Messungen wurden
Pipetten mit einem Widerstand von 6-10 MQ ‘\/
e

verwendet. Diese Pipette wird mit Hilfe eines &\ //\7 4

. . Lot e r
Mikromanipulators unter
lichtmikroskopischer Kontrolle sehr nah an transfizierte Zellen
eine Zelle, die sich in einem Bad befindet, Abbildung 7: Patchpipette im Bad.
herangefuihrt. Dann wird ein leichter Unterdruck angelegt, sodass sich die Zellmembran sehr
eng an die Pipettenspitze heftet. Diesen Zustand bezeichnet man als Gigaseal, weil die Pipette
nun so stark gegen das Bad, in dem sich die Referenzelektrode befindet, elektrisch abgedichtet
ist, dass der Widerstand zwischen Pipette und Badldsung im Gigaohmbereich liegt. Nun kdnnen
keine seitlichen Leckstrome die Messung mehr verfalschen. Zudem ist der Messplatz von einem

faradayschen Ké&fig umgeben, um das elektromagnetische Hintergrundrauschen des 6ffentlichen

Stromnetzes abzuschirmen.
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Weiterhin basiert die Patch-Clamp-Technik auf dem Voltage-Clamp-Prinzip. Das bedeutet, dass
die Zelle oder der Membranfleck unter der Pipette auf einem bestimmten Potential gehalten
(,,geklemmt™) wird. So lassen sich die Strome, die beim Anlegen bestimmter Spannungen
flieRen, messen, woraus das Leitfahigkeitsprofil der gesamten Zelle oder eines einzelnen Kanals
bestimmt werden kann. Anstatt bestimmte Spannungswerte zu klemmen, kann man auch den
Strom auf dem Wert null halten, um das Ruhemebranpotential der Zelle messen (Current-
Clamp, CC-Zero-Modus). Ein Patch-Clamp-Versuch besteht oft aus einer Abfolge von
verschiedenen Klemmspannungen und dem CC-Zero-Modus, was als Patch-Protokoll

bezeichnet wird.

2.3.3 Ganzzellableitungen

Bei Ganzzellableitungen (Whole-cell-Modus) ist die Patchpipette und damit die Elektrode
leitend mit dem Zellinneren verbunden (Siehe Abbildung 8C). Das erreicht man, indem man
nach erfolgreichem Herstellen eines Gigaseals erneut einen Unterdruck anlegt. Dieser ist relativ
stark und sorgt dafur, dass der Membranfleck unter der Pipette einreiflt. Da das Zellvolumen im
Vergleich zum Pipettenvolumen relativ klein ist, gleicht sich die Zusammensetzung des
Zytoplasmas bald der der Pipettenlésung an. Daher sollte die Pipettenlésung dem Zytosol

mdglichst gut nachempfunden sein.

Pipette

F Zytosol |\ b - = R

A  Zellmembran Kanal B Cell-attached C Whole-Cell

Abbildung 8: Patch-Clamp-Konfigurationen.

Fur die Ganzzellmessungen wurden CHO-Zellen verwendet, da diese relativ wenige eigene
Kanéle exprimieren und damit das Messergebnis nur geringfugig beeinflussen. Das verwendete
Protokoll sah Klemmspannungen von -120 mV, -90 mV, -60 mV, -30 mV, 0 mV und +30 mV
vor, die jeweils fir 2 s gehalten wurden. Dann folgte fir 10 s ein Wechsel in den CC-Zero-
Modus (Strom auf 0 Ampere geklemmt). Dieses Protokoll wurde bis zum Ende des Experiments
fortlaufend wiederholt. Dabei wurde ca. alle 2 min die Badlosung gewechselt. Zunéchst bestand
die Badlésung aus Kontrolllosung (Ringer), anschlieRend aus Ringer-Hochkalium 15 (15 mM
K™), dann aus Ringer-Hochkalium 50 (50 mM K). Die erhohten K*-Konzentrationen bewirken
groRere Einwartsstrome und erlauben oft eine bessere Beurteilung der Einwartsgleichrichtung

des Kanals. Nachdem unter erneuter Gabe von Kontrolllosung das Erreichen des urspriinglichen
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Membranpotentials abgewartet wurde, folgte die Gabe von 1 mM Bariumldsung (in Ringer).
Barium ist ein kompetitiver Hemmstoff fir Kaliumkanéle. Daher konnte der Anteil des
Stromes, der unter Barium verschwand, als durch KCNJ10 bzw. KCNJ10/KCNJ16 verursacht
betrachtet werden. Der Verlauf eines solchen Experiments ist in Abbildung 9 gezeigt.

Spannungstreppe
+ Voltage-Clamp-Modus

-100

Spannung
-150 Kontrolle

K*15 mMm i| K*50 mM | Kontrolle It Ba?* 1 mM

1000

1{pA)
=
il
—
=

Strom

-1000

CC-Zero

Modus
-2000

Abbildung 9: Beispielhaftes Ganzzellexperiment.

Ein Teil der Experimente mit KCNJ10/KCNJ16-Heteromeren wurde mit verdnderten
Pipettenlésungen durchgefiihrt, um deren Einfluss auf die Kanalfunktion zu Uberprifen. Dabei

wurden folgende Varianten getestet:

1. Magnesium-freie Pipettenldsung

2. Pipettenlésung mit je 1,5 mM ADP und ATP (statt 3 mM ATP) und 3 mM Phosphat
3. Pipettenlésung mit je 1,5 mM ADP und ATP

4. Pipettenlésung mit 1,5 mM ATP

Des Weiteren wurde der Einfluss der Arzneistoffe Diazoxid und Tolbutamid auf die Funktion
der KCNJ10/KCNJ16-Heteromere getestet. Diazoxid ist ein Kaliumkanal6ffner und
Antihypoglykdamikum, das unter anderem in der Therapie von Insulinomen zum Einsatz kommt.
Tolbutamid ist ein Sulfonylharnstoff, also ein orales Antidiabetikum, das durch Bindung an die
SURI1-Untereinheit der Karp-Kanale in B-Zellen des Pankreas diese Kanale blockt. Beide Stoffe
waren in einer Konzentration von 10 pM in Ringer-Hochkalium 50 geldst. Hier wurde im

Protokoll auf die erneute Gabe von Kontrolllésung und die Hemmung durch Barium verzichtet.
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Stattdessen wurde nach Ringer-Hochkalium 50 die Diazoxid-Lésung gegeben, dann wieder
Ringer-Hochkalium 50 und zum Schluss die Tolbutamid-Ldsung.

2.3.4 Einzelkanalmessungen

Fur die Einzelkanalmessungen wurden HEK-Zellen verwendet, die mit KCNJ10/KCNJ16 ko-
transfiziert waren. Die Experimente wurden im Cell-attached Modus durchgefuhrt, bei dem
nach Bildung des Gigaseals der Membranfleck unter der Pipette auf unterschiedliche
Spannungen geklemmt wird. Diese Konfiguration ist in Abbildung 8B dargestellt. In einem
solchen Patch waren meist ein bis drei Kanalproteine enthalten. Weil die Experimente sehr
inhomogen verliefen, konnte kein Protokoll etabliert werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Ganzzellableitungen

3.1.1 Ruhemembranpotential

Das Membranpotential von Zellen entsteht durch die ungleiche Verteilung verschiedener lonen
auf beiden Seiten der Zellmembran und durch die jeweilige Leitfahigkeit der Membran fiir diese
lonen. Da die transfizierten CHO-Zellen durch die hohe Expression von KCNJ10- bzw.
KCNJ10/KCNJ16-Kanalen fast ausschlieRlich fur K* leitfahig sein sollten, musste ihr
Ruhemembranpotential nahe dem Diffusionspotential von K*, also bei ca. -90 mV liegen. Ein
depolarisierteres Membranpotential zeugt von einer verminderten Kaliumleitfahigkeit durch
funktionell eingeschrankte Kanale.

Das Membranpotential der Zellen wurde im CC-Zero-Modus der Patch-Clamp-Experimente
unter Kontrolllésung (Ringer, also [K'] = 5 mM) bestimmt. Bei den mit KCNJ10 Wildtyp
transfizierten Zellen lag es bei -81,96 (+ 2,16) mV, bei den mit A167V transfizierten Zellen bei
81,88 (+ 1,86) mV. Die ko-transfizierten Zellen wiesen beim Wildtyp ein Membranpotential
von -81,72 (£ 1,78) mV auf, bei den Zellen, die KCNJ10 A167V und KCNJ16 ko-exprimierten
lag es jedoch nur bei -44,07 (£ 2,86) mV. Zusatzlich wurde das Membranpotential unter 1 mM
Ba®* in der Badlésung gemessen. Dieses kommt durch die endogenen Kanale der CHO-Zellen
zustande. Eine Anderung des Membranpotentials durch die Gabe von Barium weist darauf hin,
dass das urspringliche Membranpotential zum Teil durch KCNJ-Kanéle bedingt war.

Abbildung 10 fasst diese Ergebnisse zusammen.

hKCNJ10 hKCNJ10 / hKCNJ16
0 WT Ale7V 0 WT Al167V
-20 — 20 —
n=10
S 40 — S 40 —
= T
E n=10 E ¥
> . S 4
n=8 n=15
-60 — 60 — n=6
n 7] D Kontrolle
2+
80 — LT - 80 — Lo H 2" 1mm
J - -
- n=13 n=12 - n=9

Abbildung 10: Ruhemembranpotentiale transfizierter CHO-Zellen.
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3.1.2 Strom-Spannungs-Kurven bei homomerer Expression von KCNJ10

Strom-Spannungs-Kennlinien (oder auch U/I-Diagramme) beschreiben den Zusammenhang
zwischen angelegter Klemmspannung und der gemessenen Stromantwort der Zelle. Ist dieser
Zusammenhang vollkommen linear, dann bedeutet das, dass die Leitfahigkeit der Membran bei
allen Spannungen gleich hoch ist und damit keinerlei Gleichrichtung vorliegt. Am Schnittpunkt
mit der X-Achse lasst sich die Spannung ablesen, bei der kein Nettostrom flieRen wirde, was

definitionsgemal dem Ruhepotential entspricht.

Die gezeigten U/I-Diagramme (Abbildung 11) entstanden durch die Auswertung der wahrend
des Klemmprotokolls gemessenen Stréme. Dabei wurden jeweils die Strome bei
Kontrolllésung, Hochkalium 15, Hochkalium 50 und Barium in Ringer als eigene Kurven
aufgetragen. Der Strom unter dem Einfluss von Barium entspricht im Wesentlichen dem Strom
durch endogene Kanéle der Zelle

Bei den Zellen mit homomeren KCNJ10-Kandlen zeigte sich eine schwach ausgepragte
Einwartsgleichrichtung. Bei einer Klemmspannung von -120 mV reduzierte die Mutante den
Strom auf im Mittel 64 % des Stroms der Wildtyp-exprimierenden Zellen.

A hKCNJ10 WT B hKCNJ10 A167V

1[pA]

—=®— Kontrolle (Ringer) n = 12
—— K'1I5mMn=11
—&— K'50mMn=10 4
—&— Ba*1mMn =10

-6000 -6000 —

-4000 —|

Abbildung 11: U/I-Diagramme bei homomerer Expression von KCNJ10.
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3.1.3 Strom-Spannungs-Kurven bei Ko-Expression mit KCNJ16

Durch die Ko-Expression von Wildtyp-KCNJ10 mit KCNJ16 zeigten sich deutlich
einwartsgleichgerichtete Strome (siehe Abbildung 12A). Im Vergleich dazu waren die Strome,
die bei Ko-Expression der A167V-Mutante mit KNCJ16 gemessen wurden, merklich geringer
(siehe Abbildung 12B). Der Stromfluss konnte zwar durch Verwendung von Hochkalium-
Losung erhoht werden, er bleib aber dennoch deutlich unter Wildtyp-Niveau. Bei -120 mV
betrug der Strom durch die A167V-Heteromere im Mittel 11 % des Wildtyp-Stroms, der

bariumsensitive Strom sogar nur knapp Uber 1 %.

hKCNJ10 WT / hKCNJ16 WT hKCNJ10 A167V / hKCNJ16 WT

A

1000 — 1000 —

1[pA]
1[pA]

-60 -30 30

-1000 —

—&—— Kontrolle (Ringer) n =13
—4— K'1I5mMn=11
—&— K'50mMn=8
—&—— Ba*1mMn=28

-2000 —

Abbildung 12: U/I-Diagramme bei heteromerer Expression mit KCNJ16.

3.1.4 Strom-Spannungs-Kurven bei verinderter Pipettenlosung

Diese Experimente wurden nur mit Zellen durchgefuhrt, die KCNJ10/KCNJ16-Heteromere
exprimierten, denn in homomerer Expression hatte sich ein ohnehin nur geringerer Unterschied
zwischen Mutante und Wildtyp gezeigt. Um eine Aktivierung der KCNJ10 A167V/KCNJ16-

Heteromere zu erreichen, wurden verschiedene Parameter der Pipettenldsung variiert.

Zuerst wurde eine Magnesium-freie Pipettenlésung verwendet. Dies lag nahe, da die
Einwartsgleichrichtung der KCNJ-Kanédle zu Teil durch Magnesium bedingt ist [18],
Magnesium den Kanal also zumindest in der Auswaértsrichtung blockt. Abbildung 3 zeigt die
Position des Mg**-lons in der Kanalpore. Magnesium blockt den Kanal von intrazellular, und
die Pipettenlosung beeinflusst das intrazellulare Milieu. Daher ware bei einer Magnesium-freien
Pipettenldsung zumindest ein Verlust der Einwértsgleichrichtung und eventuell eine allgemeine

Aktivierung des Kanals zu erwarten.
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Bei Verwendung der Magnesium-freien Pipettenlésung konnte jedoch keine Verbesserung der
Kanalfunktion bei den A167V-Heteromeren festgestellt werden. Deren Strom bei -120 mV lag
im Mittel bei 14 % der mit Wildtyp transfizierten Zellen (siehe Abbildung 13B).

Es war, wenn Uberhaupt, nur ein geringer Verlust der Einwartsgleichrichtung bei den Wildtyp-

Heteromeren auszumachen (siehe Abbildung 13A).

A hKCNJ10 WT / hKCNJ16 WT B hKCNJ10 A167V / hKCNJ16 WT
1000 = 1000 —
2
V¢ [mV]
) w
-120 -90 -60 -30 30

-1000 —

——@—— Kontrolle (Ringer)n=4
—— K'15mMn=4
—&— K'50mMn=4
—%—— Ba¥*1mMn=3

-2000 —

Abbildung 13: Strome bei Magnesium-freier Pipettenldsung.

Als néchstes wurde versucht, in der Pipettenldsung den Zerfall von ATP zu ADP und Phosphat
nachzuahmen. Dazu wurde die Halfte des ATPs durch ADP ersetzt und zusatzlich 3 mM
Phosphat eingesetzt. Hierunter nahm der Strom durch die A167V-Heteromere stark zu, sodass,
wie aus Abbildung 14 hervorgeht, kaum mehr ein Unterschied zwischen Mutante und Wildtyp
auszumachen war.

A hKCNJ10 WT / hKCNJ16 WT B hKCNJ10 A167V / hKCNJ16 WT

1000 — 1000 —

I [pA]
I [pA]

—&—— Kontrolle (Ringer) n=9
—— K'15mMn=7
—&— K'50mMn=7
—*—— Ba*1mMn=7

-2000 —

Abbildung 14: Strome bei Pipettenldsung mit je 1,5 mM ATP und ADP und zusétzlich 3 mM Phosphat.
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Um Herauszufinden, ob diese Aktivierung allein durch die Anderungen der ATP- bzw. ADP-
Konzentration zustande kam, oder ob das zusatzliche Phosphat auch eine Rolle spielt, wurden
im darauf folgenden Versuch wieder je 1,5 mM ATP und ADP eingesetzt, das zusétzliche
Phosphat aber weggelassen. Auch hier sah man die Aktivierung der Mutante im Vergleich zu
ihren Stromen unter Verwendung der normalen Pipettenldsung (siehe Abbildung 15B).

A hKCNJ10 WT / hKCNJ16 WT B hKCNJ10 A167V / hKCNJ16 WT

1000 — 1000 —

1(pA)
1 [pA]
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) —&— K'50mMn=6 )

—k—— Ba*1mMn=6

thee

S S S 3
n n 1 n
o~ 00 0

Abbildung 15: Strome bei Pipettenldsung mit je 1,5 mM ATP und ADP.

Zur Klarung der Frage, ob denn nun das Verhaltnis von ADP zu ATP eine Rolle fur die
beobachtete Funktionsverbesserung spielte, oder ob einzig die Reduktion von ATP um die
Hélfte ausschlaggebend war, wurde abschliefend eine Pipettenlésung mit 1,5 mM ATP
verwendet. Wie Abbildung 16B zeigt, waren hierbei die durch die mutierten Al67V-

Heteromere verursachten Stréme wieder sehr gering.

A hKCNJ10 WT / hKCNJ16 WT B hKCNJ10 A167V / hKCNJ16 WT

1000 ';'-. 1000 —
Vc [mV] Vc [m\l]
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- n=6 —&— K'15mMn=8
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= n=6 ——%—— Ba®*1mMn=8

Abbildung 16: Strome bei Pipettenlésung mit 1,5 mM ATP.
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3.2 Pharmakologie

Die beobachte Aktivierung der A167V-Heteromere durch ADP legte die Mdglichkeit der

pharmakologischen Aktivierung nahe. Daher wurde die Auswirkung des Kaliumkanal6ffners

Diazoxid und die des Sulfonylharnstoffs Diazoxid Tolbutamid
Tolbutamid auf die Ganzzellstrome bei 0 ] 0 1
heteromerer Expression von %7 10
KCNJ10/KCNJ16 getestet. Die Wirkstoffe _m; _200;

wurden in einer Konzentration von 10 pM g 1 f; 1

appliziert. Geldst wurden sie in Hochkalium -mi _mi

50, da hierrunter die Strome am stérksten < — T 400 — -|-

sind und man deshalb am ehesten einen 7500; l 7500; l

n=4 n=4

Effekt sehen wiirde. Wie Abbildung 17 zeigt,
konnte bei keiner der beiden getesteten

Diazoxid bzw. Tolbutamid bei 50 mM K™ und einer

der Strome festgestellt werden. Klemmspannung von-120 mV.

D vor Substanzgabe
. nach Substanzgabe

3.3 Einzelkanalmessungen

Die in den Ganzzellexperimenten gesehene Verminderung des Stroms durch die Mutante kann
entweder durch eine verringerte Offenwahrscheinlichkeit der Kanéle oder aber durch einen
geringeren Leitwert des Kanals zustande kommen. Welches von beiden zugrunde liegt, kann

durch Einzelkanalmessungen geklart werden.

Zunéchst wurde versucht, die Kanéle in der Inside-out-Konfiguration zu vermessen. Hierbei
wird aus der Cell-attached-Konfiguration heraus die Pipette schnell nach oben von der Zelle
wegbewegt, und so der sich darunter befindliche Membranfleck herausgerissen (exzidierter
Patch). Die Innenseite der Membran zeigt nun ins Bad, die AulRenseite zur Pipette. Die Inside-
out-Konfiguration hat den Vorteil, dass man die zytosolischen Bedingungen rasch &ndern kann
und so beispielsweise die Bariumhemmbarkeit und die pH-Abhéngigkeit der Kandle gut

untersuchen kann.

Bedauerlicherweise zeigte sich in diesen Versuchen ein erheblicher ,,Run-Down* der
Kanalaktivitdt. Das heilst, dass kurz nach Bildung des exzidierten Patchs bereits keine

Kanalereignisse mehr detektierbar waren. Ein Beispiel hierflr zeigt Abbildung 18.
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Abbildung 18: ,,Run-Down* nach Bildung der Inside-Out Konfiguration.

Der Grund hierfir liegt vermutlich darin, dass im Zytosol Faktoren vorliegen, die die Kanale fur
Ihre Funktion bendtigen. Um die Kanéle wieder zu aktivieren, wurde die Badldsung durch
Pipettenldsung einschlieBlich ATP ersetzt, was aber auch nicht zum Erfolg fuhrte.

Um trotzdem Experimente durchfiihren zu kdnnen, wurde in der Cell-attached-Konfiguration
weitergearbeitet. Diese Konfiguration hat den Vorteil, dass die zytosolische Seite unverandert
bleibt und die Kanéle so in ihrer natlrlichen Umgebung arbeiten kénnen. Der Nachteil ist, dass
man pH-Abhangigkeit und Bariumhemmbarkeit nur schlecht untersuchen kann. Ein Beispiel fiir
eine Cell-attached-Messung zeigt Abbildung 19. Hier sind mehrere Kanéle im Membranfleck
unter der Pipette enthalten.

Abbildung 19: Multichannelpatch (J10/J16-Wildtyp-Heteromere). t (S)

Allerdings waren auch diese Messungen nicht unproblematisch: Zwar war immer wieder
deutliche Kanalaktivitat vorhanden (sowohl beim Wildtyp als auch bei der Mutante),
streckenweise fehlte sie dann aber wieder vollig. Aus diesem Grund lieRen sich keine
Absolutwerte fiir die Offenwahrscheinlichkeit ermitteln. Man kann lediglich sagen, dass die
Offenwahrscheinlichkeit bei den mutierten Kandlen im Vergleich zu den Wildtypkandlen
tendenziell verringert schien. Die Abbildungen 20 und 21 zeigen typische Aufzeichnungen der
Kanalaktivitdit von Wildtyp und Mutante, die mutmalen lassen, dass die

Offenwahrscheinlichkeit bei der Mutante verringert ist.
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Abbildung 20: Einzelkanalmessung von KCNJ10/KCNJ16 Wildtyp- Kanalen.

> ]
P e I AW ol {1115 T IR
I (pA) 1
6 —
g
| | | T I T |
0 2 4 6 8 10

t(s
Abbildung 21: Einzelkanalmessungen von KCNJ10 A167V/KCNJ16 Kanélen. ( )

Bei den Wildtyp-Kanélen (Abbildung 19) ist immer mindestens ein Kanal getffnet (1), hdufig
auch zwei (2) oder sogar drei (3). Bei den A167V-Heteromeren ist, wenn Uberhaupt, nur ein
einziger Kanal gedffnet. Gelegentlich lasst sich hier eine geringere Amplitude beobachten (s1),

was vermutlich ein sogenanntes ,,sub-state ist (siehe Abschnitt 1.3.3).

Solche sub-states weisen die Wildtyp-Kanéle natiirlich auch auf, in einer Darstellung wie
Abbildung 19 lassen sie sich aber durch die haufigen Offnungs- und SchlieRereignisse nur
schwer ausmachen. Bei einer hoheren Auflosung sind sie deutlich besser zu erkennen, wie
Abbildung 22 zeigt.
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Abbildung 22: Einzelkanalmessung von Wildtyp-Heteromeren mit sub-states.
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Um zu sehen, ob die A167V-Heteromere nur in Ihrer Offenwahrscheinlichkeit eingeschréankt

sind, oder ob auch der Strom, der bei Kanal6ffnung durch sie flieRen kann, reduziert ist,
1
R
dem des Wildtyps. Bei den Wildtyp-Kanélen betrug er 43,8 (+ 4,8) pS, bei den mutierten

vergleicht man den Leitwert (elektrischerLeitwert G = — = AA—II] ) des mutierten Kanals mit

Kandlen waren es 42,7 (+3,9) pS (in beiden Fallen n = 6). Somit unterschieden sich die

mutierten Heteromere in ihrem Leitwert nicht von den Wildtyp-Kanalen.
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4 Diskussion

4.1 Bedeutung von KCNJ10

Der Kaliumkanal KCNJ10 ist fir die Funktion von ZNS, Niere und Innenohr essentiell [3]. Im
ZNS, v.a. im Kleinhirn und in der Retina, ist er in Gliazellen exprimiert. Dort tragt er dazu bei,
die durch neuronale Aktivitit steigende extrazellulare K*-Konzentration durch Aufnahme von
K*-lonen in die Astrozyten wieder auszugleichen (,,K*-spatial-buffering*) [26]. Im Innenohr ist
KCNJ10 fur die Sekretion von K*-lonen in die Endolymphe zustandig, und damit an der
Erzeugung des endokochledren Potentials beteiligt [24]. Besonders wichtig ist er aber fur die
Funktion des distalen Tubulus der Niere. Hier erlaubt er den basolateralen Ausstrom von K-
lonen, damit diese der Na'/K*-ATPase zur Verfiigung stehen konnen (,,pump-leak-coupling®).
Die extrazellulare K*-Konzentration ist fiir Arbeit der Na'/K*-ATPase limitierend, und ohne
deren regelrechte Funktion kommen die meisten Transportprozesse im distalen Tubulus zum
Erliegen [3]. In der Niere kommt KCNJ10 zusammen mit KCNJ16, einem verwandten
Kanalprotein, vor. Zusammen bilden sie ein Heterotetramer, dessen Eigenschaften sich von
denen des KCNJ10-Homomers unterscheiden [27]. Diese Heterotetramere bilden die
entscheidenden basolateralen Kaliumkanéle im distalen Tubulus [5] und Sammelrohr [6] der
Maus. Die in dieser Arbeit beschriebenen Erkenntnisse heben die Bedeutung der
KCNJ10/KCNJ16-Heteromere auch beim Menschen hervor. Fur die basolaterale
Kaliumleitfahigkeit und damit fiir die gesamte Funktion des distalen Tubulus sind diese

heteromere unentbehrlich.

4.2 Geringer Funktionsverlust von KCNJ10 A167V-Homomeren

Bislang wurden die Symptome, die beim EAST/SeSAME-Syndrom auftreten, vor allem auf die
Fehlfunktion von homomeren KCNJ10-Kanélen zuriickgefuhrt [3,8,9]. Im letzten Jahr wurde
jedoch eine Gruppe von Patienten beschreiben, die am EAST-Syndrom leiden und in der
KCNJ10-Untereinheit die homozygote Mutation A167V aufweisen [13], eine Mutation mit
immerhin % Restfunktion in homomerer Expression [13,15,16]. Diese Mutante wurde in der

vorliegenden Arbeit untersucht.

In den Ganzzellexperimenten zur Funktion von KCNJ10-Homomeren konnte die in der
Literatur beschriebene leichte Einschrankung der Funktionalitét, die durch die A167V-Mutation
ausgeldst wird, bestatigt werden. Das Membranpotential der mit KCNJ10 A167V transfizierten
Zellen unterschied sich nicht von dem der mit KCNJ10 Wildtyp transfizierten Zellen. Die
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Ganzzellstrome wurden durch die Mutation auf im Mittel 64 % der Stréme von Wildtyp-
exprimierenden Zellen reduziert. Das deckt sich mit den Erkenntnissen von Sala-Rabanal et al.,
Williams et al. und Parrock et al., die Restfunktionen im Bereich von 60-70 % in Bezug auf den
Wildtyp beschrieben [13,15,16] (siehe Tabelle 1). Lediglich Tang et al. hatten einen kompletten
Funktionsverlust (weniger als 10 % Restfunktion) dieser Mutation in HEK-Zellen beobachtet
[14].

Heterozygote Trager von KCNJ10-Mutationen, wie etwa die Eltern betroffener Patienten, sind
asymptomatisch [8,9]. Da bei ihnen das Genprodukt eines Allels ausféllt, missten sie eine
Funktionseinschrankung von etwa 50 % haben. Deshalb ist es fraglich, wie die A167V-
Mutation mit ihrer Restfunktion von ca. 60 % einen Phanotyp verursachen kann.

4.3 KCNJ10/KCNJ16-Heteromere fiir Nierenphianotyp pathogenetisch

Bei Untersuchung der KCNJ10/KCNJ16-Heteromere fiel auf, dass durch die A167V-Mutation
eine deutliche Funktionseinschrankung verursacht wird. Die Zellen wiesen ein depolarisiertes
Ruhemembranpotential auf (ca. -45 mV; bei den mit Wildtyp-Heteromeren transfizierten Zellen
ca. -80 mV). Zudem war der Stromfluss stark vermindert: Er betrug nur ca. 11 % der Wildtyp-
Stréme (siehe Abschnitt 3.1.3). Parrock et al. fanden in Oozyten sogar eine Reduktion des
Stromflusses auf nur 2 % im Vergleich zum Strom bei Expression von Wildtyp-Heteromeren
[13].

Eine solche Diskrepanz zwischen der Funktionalitdit von KCNJ10-Homomeren und
KCNJ10/KCNJ16-Heteromeren ist fir keine der anderen bekannten Mutationen beschrieben
[15]. Dort sind sowohl KCNJ10-Homomere als auch KCNJ10/KCNJ16-Heteromere mehr oder
weniger gleichermalien beeintrachtigt [15]. Lediglich fiir die Mutation R65P beschrieben
Williams et al. eine dhnliche Differenz. Diese ist aber mit 13 % Restfunktion beim Heteromer

im Vergleich zu 23 % bei homomerer Expression nicht so stark ausgepragt wie bei A167V.

Die Tatsache, dass A167V krankheitsverursachend ist, bietet neue Einblicke in das
Pathogenitatsmodell des EAST-Syndroms: Die Patienten mit der A167V-Mutation leiden vor
allem an hypokalidmischer Alkalose, Hypomagnesidmie, Innenohrschwerhérigkeit und Ataxie.
Krampfanfalle sind nur Dbei einem der drei Patienten beobachtet worden [13].
KCNJ10/KCNJ16-Heteromere kommen wahrscheinlich im distalen Tubulus der Niere vor [5,6].
Die ausgeprégte Nierensymptomatik der A167V-homozygoten Patienten legt nahe, dass
KCNJ10/KCNJ16-Heteromere im distalen Tubulus dominieren, und dass KCNJ10-Homomere

fiir die basolaterale Kaliumleitfahigkeit eine eher untergeordnete Rolle spielen.
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Die mdoglichen Grinde, warum die A167V-Heteromere reduzierte Strome liefern, sind
vielfaltig. Am wahrscheinlichsten ist eine gestorte Interaktion mit KCNJ16. Fur die Interaktion
mit KCNJ16 ist vor allem (aber nicht ausschlieBlich) die zweite Transmembrandoméne von
KCNJ10 von Bedeutung [28]. Diese umfasst die Aminosduren 143 bis 164, und befindet sich
damit in direkter Nachbarschaft zur Mutation A167V (siehe Abbildung 4).

Eine Storung in der Interaktion kdénnte zum einen dazu fuhren, dass KCNJ10 und KCNJ16 gar
nicht assoziieren. In diesem Fall wirde man nur KCNJ10-Homomere finden. Die Menge an
eingesetztem KNCJ10-Plasmid in den Versuchen mit Heteromeren betrug nur ein Zehntel der
Plasmidmenge in den Versuchen mit KNCJ10-Homomeren betrug. Daher ware in diesem Fall
zu erwarten, dass die Strome ca. ein Zehntel der Strome aus den A167V-Homomer-
Experimenten betragen. In dieser Arbeit betrug der Strom bei heteromerer Expression etwa
25 % des Stroms, der bei den Zellen mit KCNJ10 A167V-Homomerem gemessen wurde, was
gegen diese Annahme spricht, sie jedoch aufgrund der Variabilitat der Expressionsstarke nicht
widerlegt. Hinzu kommt aber noch, dass in den Einzelkanalmessungen der KCNJ10
Al167V/KCNJ16-Heteromere eindeutige sub-states zu beobachten, die bei ausschlieRlicher
Bildung von KCNJ10-Homomeren nicht vorkommen dirfen.

Eine weitere Moglichkeit ist, dass es zwar zur Bildung von KCNJ10/KCNJ16-Heteromeren
kommt, diese aber aufgrund der Mutation nicht in die Membran gelangen konnen. Dies ist, in
homomerer Expression, beispielsweise bei der KCNJ10-Nonsense-Mutation R199X der Fall,
bei der durch ein vorzeitiges Stopp-Codon der Carboxy-Terminus verkurzt ist. Hierdurch geht
eine PDZ-Bindestelle verloren, die fiir die Expression in der Zellmembran unentbehrlich ist
[15]. Fir A167V-Homomere ist eine leicht reduzierte Oberflachenexpression beschrieben [14—
16]. Moglicherweise wird diese Problematik durch die Heteromerisation mit KCNJ16 verstarkt,
sodass nur eine geringe Anzahl von Kandlen bis in die Membran gelangt. Das kann nicht
ausgeschlossen werden, da in den Einzelkanalmessungen bei der Mutante selten mehr als ein
Kanal im Membranfleck enthalten zu sein schien. Dieser Befund lieRe sich aber auch dadurch
erklaren, dass zwar meist mehr als ein Kanal vorhanden war, die Kanéle aber so selten aktiv

waren (geringe Offenwahrscheinlichkeit), dass sich ihre Offnungsereignisse nicht tiberlagerten.

Am ehesten ist anzunehmen, dass die Heteromere zwar in die Membran gelangen, aber dort
nicht richtig funktionieren kdnnen. Dafur spricht, dass in den Einzelkanalmessungen immer
wieder deutliche Kanalereignisse mit fir KCNJ10/KCNJ16-Heteromere typischen sub-states zu
beobachten waren. Hier zeigte sich ein fur die heteromeren A167V-Kandle normaler Leitwert.
Daher ist eine verminderte Offenwahrscheinlichkeit die naheliegendste Ursache flr die

eingeschrankte Funktion. Die Offenwahrscheinlichkeit kann durchgehend herabgesetzt sein,
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oder aber durch eine verénderte Regulation bedingt sein, die zu einer deutlichen Reduktion der

Offenwahrschienlichkeit unter physiologischen Bedingungen fuhrt.

Ein Beispiel fur eine veranderte Regulation sind die Homomere der KCNJ10-Mutanten R65P
und R175Q. Bei ihnen ist das pH-Optimum so weit in den alkalischen Bereich verschoben, dass
sie bei physiologischem pH kaum aktiv sind [10]. Fur A167V-Homomere finden sich in der
Literatur widersprichliche Angaben: Sala-Rabanal et al. konnten fir A167V keinen solchen
pH-Shift feststellen [15], Williams et al. hingegen schon [16]. Da eine Heteromerisation mit
KCNJ16 die pH-Sensitivitat deutlich erhoht [27], wére eine Untersuchung der pH-Abhangigkeit
der KCNJ10 A167V/KCNJ16-Heteromere sehr interessant gewesen. Da sich aber bei der
Bildung exzidierter Patches ein erheblicher Run-Down zeigte, konnten die geplanten
Messungen zur pH-Abhéangigkeit nicht durchgefihrt werden.

Was hingegen beobachtet werden konnte, war eine Verbesserung der Kanalfunktion durch eine
ADP-haltige Pipettenlésung. Das weist darauf hin, dass die Offenwahrscheinlich der A167V-
Heteromere nicht durchgehend herabgesetzt ist, sondern dass sie durch Einflisse wie diese
verénderte Pipettenldsung erhoht werden kann. Auf die Hintergrinde und die denkbaren
Mechanismen wird in Abschnitt 4.5 eingegangen.

Eine andere Theorie wird von Tanemoto et al. (2014) vorgeschlagen. Sie sehen das
Hauptproblem nicht in eingeschréankt funktionsfahigen KCNJ10/KCNJ16-Heteromeren, sondern
in einer gestorten Oberflachenexpression von KCNJ10 A167V-Homomeren. Die besipielsweise
von Tang et al. (2010) nachgewiesene Oberflachenexpression von KCNJ10 A167V
Homomeren in HEK-Zellen sei ein Artefakt, das durch die Verwendung eines ungeeigneten
Expressionssystems entstehe. Die Polaritat der Tubuluszellen (apikal und basolateral) mache es
notwendig, dass gebildete Membranproteine zur richtigen Seite, im Fall von KCNJ10 nach
basolateral, transportiert werden. Die Pathogenitidt der A167V-Mutation kommt laut dieser
Theorie dadurch zustande, dass das verénderte Protein nicht in der Lage ist, ordnungsgemaf mit
den Proteinen, die den Transport zur richtigen Seite bewirken, zu interagieren. In CHO- oder
HEK-Zellen, die nicht tubuldren Ursprungs sind, gelange KCNJ10 A167V hingegen problemlos
zur Oberfléche [17].

In ihren Experimenten verwendeten Tanemoto et al. die polarisierten MDCKII-Zellen und
konnten zeigen, dass KCNJ10 und KCNJ16 sich dort basolateral anhaufen. AuRerdem fanden
sie heraus, dass die KCNJ10-Untereinheit mit dem Geristprotein MAGI-1 ko-prazipitiert,
KCNJ16 hingegen nicht. Daraus schlossen Tanemoto et al., dass KCNJ10 in vivo in irgendeiner
Weise mit dem basolateral fixierten MAGI-1 interagiert. Sie wiesen nach, dass die A167V-

Mutante in MDCKII-Zellen nicht mit MAGI-1 interagiert, in HEK-Zellen hingegen genau so
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gut wie der Wildtyp. Daraus schlussfolgerten sie, dass die verminderte Oberflachenexpression
in polarisierten Zellen nicht direkt durch eine gestorte Interaktion mit MAGI-1 zustande kommt,
sondern durch einen ineffizienten Transport von KCNJ10 A167V zu MAGI-1. Da diese
Transportmechanismen fir Membranproteine von Geweben zu Gewebe unterschiedlich seien,
liefere das auch die Erklarung dafir, warum bei den A167V-homozygoten EAST-Patienten vor
allem Niere und Innenohr betroffen sind, Krampfanfalle aber weniger stark im Vordergrund
stehen [17].

Es ist denkbar, dass sowohl dieser Mechanismus als auch die eingeschrankt funktionsféhigen
KCNJ10/KCNJ16-Heteromere fiir den Phénotyp der A167V-Mutation von Bedeutung sind.

4.4 Einfluss von ADP auf die Funktion heteromerer A167V Kanile

KCNJ10/KCNJ16-Heteromere der Mutante A167V konnten durch die Verwendung einer
Pipettenldsung, bei der die Halfte des ATPs durch ADP ersetzt worden war, aktiviert werden.
Hierbei war die Anwesenheit von ADP bzw. das Mengenverhéltnis von ADP zu ATP
entscheidend, nicht die Reduktion des ATP-Gehalts.

Die Aktivierung des mutierten KCNJ10/KCNJ16-Kanals durch ADP erinnert an die
Aktivierung von Karp-Kanélen in p-Zellen des Pankreas durch eine steigende ADP:ATP-Ratio.
Die pankreatischen Karp-Kandle entstehen durch Assoziation von 4 KCNJ11 (K 6.2) -
Untereinheiten mit 4 Sulfonylharnstoffrezeptor 1 (SUR1) -Untereinheiten. Hierbei bilden die
KCNJ-Anteile die Kanalpore, wahrend die Sulfonylharnstoffrezeptoren die regulatorische
Einheit des Kanals darstellen (siehe Abbildung 23). Sulfonylharnstoffrezeptoren gehdren zur
Superfamilie der ATP-binding-cassette-Proteine (ABC-Transporter), einer Gruppe von

Transmembranproteinen, die ATP binden und hydrolysieren kénnen.

e - W S
AV (am Qg pany 1 )

IRV SURT CAC g

XX OO OO
e e e RS AA

/

Abbildung 23: Aufbau des pankreatischen K rp-Kanals. Enthommen aus Seino 1999 [31].

Liegt ein hoher Glukose-Spiegel im Blut vor, so steigt das ATP:ADP-Verhéltnis in der Zelle

und die Karp-Kanéle werden blockiert. Dadurch depolarisiert die Zelle, was die Offnung
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spannungsabhéngiger Ca?*-Kanéle bewirkt. Der Einstrom von Ca®*-lonen l6st die Freisetzung
von Insulin aus Speichervesikeln aus. Bei Hypoglykédmie hingegen liegt in der Zelle mehr ADP
vor, was den Kanal aktiviert, die Zelle hyperpolarisiert und eine Insulinfreisetzung verhindert
[1]. Die gleiche Wirkung kann auch durch den K*-Kanal-Offner Diazoxid erzielt werden. Das
Antidiabetikum Glibenclamid hingegen hemmt diesen Kanal und flihrt damit zur Exozytose der
Insulin-Speichervesikel, wie es physiologischerweise ein hoher Glukose-Spiegel bewirken
wirde [31]. Dieser Mechanismus ist in

Abbildung 24 gezeigt. Als Ort der ADP- e

L-Typ
Wirkung (und auch der Wirkung von ‘:
Diazoxid) wird das Walker-A-Motiv in der -
Nukleotid-bindenden Doméane von SUR1 PO / ke A
v Sulfonyll"rarnstoff—
angenommen, da die Regulation durch die ATP B e

genannten Stoffe durch Mutationen an Abbildung 24: Funktion ATP-abhéngiger K*-Kanale.

. Entnommen aus Freissmuth, Offermanns, Béhm 2012 [37].
dieser Stelle verloren geht [32]. 1371

Analog aufgebaute Karp-Kanélen Kanéle kommen auch im Herz- und Skelettmuskel sowie in
der glatten Muskulatur von Gefalwéanden vor. Im kardialen Karp-Kanal (in Herz- und
Skelettmuskel) kommt als porenbildender Teil ebenfalls KCNJ11 vor, als
Sulfonylharnstoffrezeptor aber SUR2A, eine der Splicevarianten des niedrig-affinen
Sulfonylharnstoffrezeptors SUR2. Der kardiale Karp-Kanal wird erst bei deutlich héheren
Konzentrationen von Glibenclamid gehemmt und (berhaupt nicht durch Diazoxid stimuliert,

dafiir aber durch andere K*-Kanaloffner wie Pinacidil und Cromakalim [31].

Die kardialen Karp-Kandle 6ffnen sich beispielsweise bei Ischdmie des Herzmuskels oder unter
dem Einfluss von Adrenalin. lhre Offnung bewirkt eine schnellere Repolarisation, also eine
Verkiirzung des Aktionspotentials und damit auch eine Verkiirzung der Kontraktionsdauer.
Hierdurch wird der Herzmuskel vor Uberlastung geschiitzt, da sein ATP- und somit auch sein
0O,-Verbauch sinkt, wahrend die O,-Versorgung durch die verlangerte Diastole verbessert wird
[33].

Der Karp-Kanal in der glatten Muskulatur der GefaRwande besteht aus KCNJ8 (Kir 6.1 oder
uKate-1, 70 % homolog zu KCNJ11) und SUR2B, der anderen Splicevariante von SUR2. Er
setzt den Geféaltonus herab, indem er bei Hyperkapnie, Azidose und durch ADP (bzw. auch
durch UDP und GDP), getffnet wird. Im Gegenzug wird er durch eine hohe Konzentration von
ATP gehemmt, was den Gefalitonus erhoht. AulRerdem wird dieser Karp-Kanal tber vasoaktive
Substanzen reguliert: Vasopressoren wie z.B. a;-Agonisten hemmen den Kanal Uber die
Proteinkinase C, Vasodilatatoren wie VIP oder ,-Agonisten wirken (ber die Proteinkinase A

stimulierend [34].
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Interessanterweise wurde bei alleiniger Expression von KCNJ8 in HEK-Zellen (also ohne SUR)
eine ATP-abhéngigkeit festgestellt, aber keine Reaktion auf Diazoxid oder Sulfonylharnstoffe.
Bei Xenopus Oozyten und COS-Zellen war das aber nicht der Fall. Das wird dadurch begriindet,
dass der fir die ATP-Abhé&ngigkeit bendtigte Sulfonylharnstoffrezeptor endogen in HEK-Zellen
exprimiert werden konnte [31]. Ahnlich lieBe sich auch das Verhalten der KCNJ10
A167V/KCNJ16-Heteromere in CHO-Zellen in den hier beschriebenen Versuchen deuten. Hier
wurde zwar eine ATP:ADP-Abhdngigkeit, aber ebenfalls keine pharmakologische
Beeinflussbarkeit gefunden.

SUR2B wird in vielen Geweben exprimiert [31]. Unter anderem wurde es in Tubuluszellen von
Ratten nachgewiesen, wo er vermutlich renale Karp-Kanéle mit KCNJ1 (ROMK) bildet [35].
Eine Expression im menschlichen Tubulus scheint daher ebenfalls mdglich. Neben einer
Assoziation mit ROMK wadre ebenso eine Assoziation mit KNJ10 bzw. KCNJ10/KCNJ16
denkbar.

Bemerkenswert ist, dass die beschriebene Aktivierung durch ADP nur bei der Mutante, aber
nicht beim Wildtyp beobachtet werden konnte. Bei den Wildtyp-Heteromeren lieR sich blof}
eine leichte Reduktion der Einwartsgleichrichtung beobachten. Eine Erklarung hierfir wére,
dass durch die Al167V-Mutation eine  Verstirkung der  Regulation  Uber
Sulfonylharnstoffrezeptor-Untereinheiten auftritt bzw. dass die Mdéglichkeit der Assoziation mit
SUR-Proteinen durch die Mutation erst moglich wird. Vielleicht war die ,,Aktivierung® der
Wildtyp-Kanéle Uber den gleichen Mechanismus zwar vorhanden, brachte aber bei der ohnehin
schon groRen Offenwahrscheinlichkeit keinen sichtbaren Stromzuwachs. Weiterhin ware
denkbar, dass nur wenige endogene SUR-Proteine als Bindungspartner fur die heteromeren
Kanéle vorlagen. Bei den schlecht leitenden, mutierten Kanalen wiirde diese geringe Zahl einen
deutlichen Unterschied in der Membranleitfahigkeit bewirken, beim hervorragend leitenden

Wildtyp hingegen nicht.

Die Abhéngigkeit der Kanalaktivitit vom intrazellularen ATP:ATP-Verhéltnis legte die
Vermutung nahe, dass bei den Al167V-Heteromeren eine pharmakologische Beeinflussung
analog zu den pankreatischen Karp-Kanalen moglich sein kdnnte. Daher wurde versucht, durch

Kaliumkanal6ffner bzw. -hemmer einen solchen Effekt zu erzielen.

Als Kanal6ffner wurde Diazoxid verwendet. Wie weiter oben beschrieben fiihrt diese Substanz
uber eine Offnung der Karp-Kanale zu einer Hyperpolarisation der pankratischen Inselzellen,
was die Insulinfreisetzung verringert und somit den Blutzucker erhéht. Weiterhin fuhrt es bei

rascher intravendser Gabe zu einer Vasodilatation und wirkt dadurch blutdrucksenkend.
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Diazoxid wird bei kongenitalem Hyperinsulismus sowie bei inoperablen B-Zell-Tumoren

(Insulinomen) therapeutisch angewendet [36].

Als Kanalblocker kam Tolbutamid zum Einsatz, das wie das oben erwahnte Glibenclamid ein
Sulfonylharnstoff ist. Die Sulfonylharnstoffe besitzen eine hohe Selektivitat fir SUR1 und
flhren zum SchlieRen der pankreatischen Karp-Kandle und damit zur Insulinausschittung. Sie
werden aufgrund ihrer blutzuckersenkenden Wirkung als orale Antidiabetika in der Therapie
des Diabetes mellitus Typ 2 eingesetzt. Tolbutamid besitzt im Vergleich zu den anderen
Sulfonylharnstoffen jedoch eine relativ geringere Bindungsaffinitat zum
Sulfonylharnstoffrezeptor (SUR) [37].

Als Grund, wieso keiner der beiden Stoffe eine Anderung der Strome bewirken konnte,
kommen mehrere Erkrarungen in Betracht. Zum einen sind in beiden Féllen flr die Wirkung
Sulfonylharnstoffrezeptoren nétig. Es ist davon ausgegangen worden, dass diese endogen in den
CHO-Zellen vorkommen und die Aktivierung durch das erniedrigte ATP:ADP-Verhaltnis
vermittelt haben. Kommt aber SUR2, an dem beide Wirkstoffe schlechter wirken, oder schlicht
gar kein Sulfonylharnstoffrezeptor endogen vor, so verhindert das die Beeinflussung durch die
genannten Pharmaka. Zum anderen ware es denkbar, dass die verwendete Konzentration von 10
MM zu gering war. Auf eine weitere Erhohung ist aber verzichtet worden, da hdohere
Konzentrationen in vivo nicht erreicht werden sollten und somit auch eine erfolgreiche
Verbesserung der Kanalfunktion durch hdhere Konzentrationen keine therapeutische Relevanz
hatte.

4.5 Ausblick

Auf welche Weise die A167V-Mutation krankheitsverursachend ist, ist strittig. Diese Arbeit
unterstitzt die Theorie, dass der Phénotyp durch eingeschrénkt funktionelle KCNJ10/KCNJ16-
Heteromere verursacht wird. Diese Heteromere sind bisher nur in Niere und Retina
nachgewiesen [30]. Die A167V-homozygoten Patienten weisen jedoch neben der Tubulopathie

auch eine Innenohrschwerhdrigkeit, eine Gangataxie sowie eine fragliche Epilepsie auf [13].

Wie genau es bei diesen Patienten zu Ataxie und Innenohrschwerhdrigkeit kommt, kénnte in
weiteren Untersuchungen herausgefunden werden. Mdglicherweise assoziiert KCNJ10 hier mit
einem anderen Vertreter der KCNJ-Gruppe, wodurch &hnlich eingeschrénkt funktionelle
heteromere Kandle entstehen koénnten [13]. Diese hypothetischen Partnerproteine konnten
identifiziert werden. Auf der anderen Seite ware es auch denkbar, dass es durch einen gestorten
intrazellularen Transport und einer damit verbundenen gestorten Oberflachenexpression zum

Phanotyp kommt [17].
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Weiterhin bleibt unklar, ob der beobachtete Einfluss der ATP:ADP-Ratio nur bei der A167V-
Mutante, aber nicht beim Wildtyp vorliegt, und ob er tatsachlich durch Assoziation mit endogen

vorkommenden SUR-Proteinen zustande kommt.

Man konnte daher die Expression von SUR-Proteinen in CHO-Zellen und im humanen distalen
Tubulus untersuchen. Auch ware es mdglich, durch eine Ko-Expression von SUR2B mit
KCNJ10/KCNJ16 die Stochiometrie mit 2:1:1 so zu beeinflussen, dass mehr oder weniger alle
Kanale mit SUR assoziieren konnen. Da der kardiale Karp-Kanal auch nicht auf Diazoxid und
nur in hohen Dosen auf Sulfonylharnstoffe anspricht [31], lieRen sich die misslungenen
Versuche mit Tolbutamid und Diazoxid vielleicht erfolgreicher mit Cromakalim oder Pinacidil

wiederholen.

Diese weiteren Erkenntnisse kénnen dazu beitragen, die physiologische Rolle von KCNJ10 und
KCNJ16 sowie die Pathophysiologie des EAST-Syndroms besser zu verstehen. Insbesondere

kénnten diese Experimente zu einer mdglichen medikamentdsen Therapie fuhren.
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5 Zusammenfassung

KCNJ10 ist ein einwartsgleichrichtender Kaliumkanal, der in der Niere, im ZNS und im
Innenohr exprimiert wird. In der Niere kommt er als Heteromer mit KCNJ16, einem verwandten
Kanalprotein, vor. Mutationen von KCNJ10 l6sen ein von Epilepsie, Ataxie, sensorineuraler
Taubheit und Salzverlust-Tubulopathie geprégtes Krankheitshild aus, das autosomal-rezessive
EAST- bzw SeSAME-Syndrom. Bisher sind 14 Mutationen beschrieben, die zu dieser
Erkrankung fiihren. Hierbei nimmt die Mutation A167V eine Sonderstellung ein, denn sie weist
nur einen geringgradigen Funktionsverlust auf, der die Symptome der Patienten nicht

hinreichend erklart.

Bei Ko-Expression von KCNJ10 A167V mit seinem physiologischen Partner KCNJ16 fanden
manche Arbeitsgruppen eine deutliche Funktionseinschrankung des resultierenden
Heterotetramers, andere Arbeitsgruppen hingegen nicht. Ziel dieser Arbeit war es, die
elektrophysiologischen Eigenschaften der KCNJ10 Mutation A167V als Homomer und in
heteromerer Expression mit KCNJ16 zu charakterisieren. Dazu wurden Ganzzell-Patch-Clamp-
Experimenten an CHO-Zellen und Einzelkanalmessungen an HEK-Zellen durchgefiihrt. Somit
konnte eine bessere Einsicht in den Pathomechanismus des EAST-Syndroms im Allgemeinen

und der A167V-Mutation im Speziellen gewonnen werden.

Zundachst konnte mit einem Strom von 64 % des Wildtyp-Stromes die hohe Restfunktion der
A167V-Mutation bei homomerer Expression bestatigt werden. Durch die Heteromerisation mit
KCNJ16 wurde er auf ca. 11 % im Vergleich zu Wildtyp-Heteromeren reduziert. Aufgrund der
Einzelkanalmessungen von KCNJ10/KCNJ16-Heteromeren kann vermutet werden, dass die
Funktionseinschrankung der A167V-Mutation auf einer verringerten Offenwahrscheinlichkeit
bei gleichbleibender Leitfahigkeit beruht. Weiterhin wurde eine Aktivierung der Al67V-
Heteromere durch eine erhohte intrazelluldare ADP:ATP-Ratio beobachtet.

Da bei dieser Mutation nur die Heteromere deutlich beeintréchtigt sind, die Patienten aber krank
sind, lasst sich schlussfolgern, dass KCNJ10/KCNJ16-Heteromere die wesentlichen
basolateralen Kaliumkanéle im distalen Tubulus darstellen. Die Fehlfunktion dieser Heteromere
ist fur die Nierensymptomatik beim EAST-Syndrom verantwortlich. Ob (beziehungsweise mit
welchen anderen Kanélen) KCNJ10 im ZNS und im Innenohr Heteromere bildet, und damit
auch die Frage, wieso es bei den A167V-Patienten tberhaupt zu Innenohrschwerhérigkeit und
Ataxie kommt, bleibt offen. Jedoch l&sst die Tatsache, dass eine Aktivierung der mutierten

Kanéle prinzipiell méglich ist, auf eine dhnliche Wirkung durch Medikamente hoffen.
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