Aus dem Institut fiir Physiologie
Abteilung Physiologie I

Abteilungsleiter: Professor Dr. med. Florian Lang

Modulation des Epithelialen Natriumkanals (ENaC)
und des Shaker-Kaliumkanals Kv1.3 durch die

Aldosteron-induzierte Serin-Threonin-Kinase SGK

Inaugural-Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard-Karls-Universitit

zu Tiibingen

vorgelegt von
Sascha Daniel Beck
aus Tiibingen

2003



Dekan: Professor Dr. med. C. D. Claussen
1. Berichterstatter: ~ Professor Dr. med. F. Lang

2. Berichterstatter:  Professor Dr. med. U. Quast



1. Inhaltsverzeichnis

I. Inhaltsverzeichnis

[ INhaltSVEIZEICRIS. c.......e.eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeereereeeeneneneens 1|

TN V|

[ 11, BANICIIUING ..o eeeereeeereneneereneeresenseseneessensnnns 1]

[[[1.1.  ZellvOlumEnOMOOSIASE . .......veeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseeeeseeeeneseeeeneneseencnene 1]

[ [1.2. Regulation des Wasser- und Elektrolythaushalts .............ccooweueueeueunn...... 2|

[ [1.3. Das Renin-Angiotensin-AldoSteron-System ................c.ooevevveverereerrevennnnee. 2|

[ 11.4. Regulation der Natrium-Kalium-Balance durch Aldosteron........................... 4

[[1.5. Der Epitheliale Natriumkanal (ENAC) ...........oveveevreeeeeeeeeeeeeeeevereevrereesernn 5]

[ [1.5.1. Physiologische Bedeutung und Verteilung des ENaC............................. 5]

[ 11.5.2.  PathOPhYSIOIOZIC ... enseanns 6]

[ [1.5.3. Struktureller Aufbau und Charakteristik des ENaC................................. 7|

[ [1.5.4. Regulation des ENAC............c.covoveeeevererereeereeeeeeeerereeeeeeereenererenennnnn, 9|

(1.6, KAlUMKANALE. .......o.veeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eereeeereeeerereneereneersensesssenss 10|

[1.6.1. Spannungsgesteuerte KaliumKkanale ................o.oooeeveeeveveeeeeeeaen.... 11|
[1.6.2. Struktur und Funktionsmechanismus spannungsgesteuerter |

e 11]

[1.6.3.  Akzessorische B-Untereinheiten ..............cooeeeeeeereeeeeeerereeeereerenrraer. 13|

[.6.4. Bildung von Heteromultimeren ............cccooviuiveieiisiesiisecesicssieseceeienneas 14|

[[.6.5. Der spannungsgesteuerte Kaliumkanal Kv1.3........ccocoovvvvvveevennnnn.... 14/

[1.6.6. Regulation des KV1.3.....c..ooooovoueeeoeeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeerereeeeeernn 15|

[[.7.  Serum- und Glukokortikoid-induzierte Kinase (SGK)...............c.c.oeven........ 15|

[L.7.1. Einteilung der hNSGK innerhalb der Proteinkinasen.............................. 16|

[1.7.2. ©SGK-ISOfOTICN .....o.eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeraeeeeaene 16

[1.7.3.  Zellulire Verteilung und Physiologie der hASGK1 ...........coueuvun........ 17|

[[.7.4. Regulation der hSGK1 iiber die Transkription................c.cuu.............. 18]

[1.7.5. Posttranslationale Aktivierung der hRSGK1..........c.coeveververenverrerenne... 18|

[1.7.6. Rolle der hSGK1 bei der Aldosteronwirkung..................ocovereene........ 19|

[[.8. Fragestellung der ATDCIt ... ooowo.eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesreeeseeeeeeseseenc 21|

R. Material und MethOden ..........c.oviviviiiriiieiiiiieiicieeeeceecceseseeses e essnsnsnenenensnnas 22|

R.1. Verwendete Losungen und SubStanzen.................occoveeeeeeeveveueereeveuveuennn. 22|




1. Inhaltsverzeichnis

R.2.  OO0ZYtENPIAPATALION ......c.eveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeereseeeeneseneenensneanas 25|
RS N N N T e 25|
R.4. Zwei-Elektroden-voltage-Clamp.............oooveeeeeeveeeeeeeeereeeeeeerereeeerererrereernns 26|
R.5.  Ausfilhrung der EXDerimente ..........o..oovovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeveeaenns 28|
R.6. OOZYLENTAIDUNGEN .....c.eeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenaeenn 29|
R.7. Auswertung und SatiStK ............coccoeveeveeiereeriieeieriieeieeeeeeiereeeneseeeeieneennas 30|
B. Versuche Und EIgebNiSSE ........c.oveuveveveeeeeiereereeeeeeeeeereeeereeeeneereereeereeneereeserseneneeneans 31|
B.l. ENaC und hSGKI cooioiiiiiiieiiisiiiiisiiss e, 31
B.1.1. Stimulation des ENaC durch die hSGK 1 .......c.ccovveeeeveveeeeeeeeeann.. 31|
B.1.2. Zeitlicher Verlauf der ENaC-Stimulation durch die hSGK1.................. 33|
B.1.3. Koexpression der ENaC-Untereinheiten a-, af8- und oy-ENaC |
mit hASGK 1 und hSGK L™ ™ ..ot 35|
B.1.4. Hemmung durch Amilorid............ocoevoveeeeeeeeeeeeeereeeeeereeeeeeererererrean. 36|
T o) N Y o — 37|
A N 39|
B.1.5. Hemmung durch N-Ethyl-Isopropyl-Amilorid (EIPA) ......................... 40|
B.1.6. Sensitivitit gegeniber Natrium...........c.ocvevereeveevereerereerereerereerereneenane. 42|
B.1.7. Wirkung von 3-Isobutyl-1-Methylxanthin IBMX).........cococvoveu......... 44|
B.2. Kaliumkanile und RSGK L.......oooovveeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 47|
B.2.1.  Kir2 (inWard T€CHTICT) c...vveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeannn 47|
R 48|
B.23. KvI.2,Kvl.3, Kv1.4und KVI.5...cioriiororiiereeirerieereereieveeereeras 48|
B.3. Kv1.3undhSGKI oottt 51
B.3.1. Stimulation des Kv1.3 durch die hSGK1-Mutante hSGK1>**"..._. ... 51|
B.3.2. Zeitlicher Verlauf der SmMUlation ...............coc.eveeeevereeeereeeveeeeeerenen 53|
B.3.3.  SpannungsabhANGIGKEIt ...........cocveveeveeeereereeieeereeeeeerereeeerereereeeeneernen. 55|
B.3.4. Verhalten gegeniiber Kanalblockern..............c..c.covevveveververevereerennnnn.. 58|
B.3.4.1. Hemmung durch Tetracthylammonium (TEA)...........ccoveuun......... 58|
B.3.4.2. Hemmung durch Margatoxin (MTX)......coveeeeeeeeeeeeeeereeeveeenne. 60|
B.3.5. Wirkung von Chelerythrin ............oooveeeeweeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeveeeeeenne. 62|
B.3.6. Inaktivierung des KVI.3.....occoooooowovouioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeereeeeeeeerane 63|
B.3.7. Deletion des N-TerminuS............c.ocvevereerereereererereereerereeereerereereenernane. 63|
B.3.8. Exozytosechemmung durch Brefeldin A (BFA) .......oooveeveeeeeeevaan..... 69|

II



1. Inhaltsverzeichnis

B.3.9. Immunfluoreszenzfarbungen ...............occooveveeeeveeveeeereereeeeeereveeeannnn.. 71|
#. Interpretation und DiSKUSSION ...........cc.oveviereereererieeeeretiereeeteeteereeeeereereseeereeneneens 73|
B.1. Oozyten als EXPreSSiONSSYSICIML. ... ... o.veeveeeeeeeeereeeeeeerereeeereereerereereereseeseesenas 73|
R 74)
R 74
B4 ENaC und hSGKI oo 73]
#.4.1. Wirkung der hRSGK1 auf den ENaC...........c.cooooveuverevenrereerererrerenne. 75|
4.2, Pharmakologische HEMMUNG .............ooovoeveeeeeeeeereeeeereeeeeerererrseran. 77|
B.4.3. Sensitivitit gegeniber Natrium.............ooveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeveeeeeeenne. 78|
U.4.4. Interaktion mit der Proteinkinase A ............oooeeweeeeeereereeereereveeeaeenne. 79]
#.5. Kaliumkanile und hSGKL........c.covvuovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeneennes 30|
#.5.1. Stimulation des Kv1.3 durch die hSGK1-Mutante hRSGK 1" .......... 81|
B.5.2.  SPANNUNGSKINCTK .......o.veeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeerereeerereerenserannes 82|
¥.5.3. Inhibition durch Margatoxin und Tetracthylammonium....................... 82|
#.5.4. Hemmung der Proteinkinase C durch Chelerythrin.............................. 33|
#.5.5. Inaktivierung des KVI.3 .....ccoooviouiveuioeireeieeieeeieeeeeeeeeveeeeeeereeneernan 84|
#.5.6. Deletion am N-TeIrMUNUS ............c.evereereereerereereererrereererereereererrereeneeeenen. 85|
U.5.7. Exozytosechemmung durch Brefeldin A...........ocoovveeeeeereeveeeererenren. 86|
B.5.8. OOZYLENTAIDUNLGCI ...c.c.eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaens 38|

#.6. Integration der Ergebnisse in den Mechanismus der |
INQLTTUMIESOIPHION. ......c.eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeereeeenereneeneeeeneenans 38|
B. ZUSAMMENTASSUNG . .......c.eveeeeveeeeeeeeeeeeeeeeteereeeeeeteereeeeeeerereneeteeresereeseesesseneenenneneens 92|
6.  LAteraturverZeiChIIS .......o.ve.veeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeerereeeereerenreeeerensensnseneans 95|
[ 7. DaNKSAGUNG......ooooooeoooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeerenann 110|

III



II. Abkiirzungen

II. Abkiirzungen
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Arg (R) Arginin
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ASDN Aldosteron-sensitives distales Nephron

Asn (N) Asparagin

Asp (D) Aspartat

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
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C Konzentration
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1.1. Zellvolumenhomoostase

AuBer den wasserundurchlissigen apikalen Membrananteilen renal tubulédrer Zellen im
aufsteigenden Teil der Henle’schen Schleife weisen die Membranen nahezu aller
Zellen eine hohe Permeabilitét fiir Wasser auf. Transmembranire Wasserbewegungen
folgen osmotischen und hydrostatischen Druckgradienten in Abhéngigkeit von der
Permeabilitit der Zellmembran [27].

Der osmotische Druck wird iiberwiegend von anorganischen Ionen getragen:
intrazellulir dominieren K'-, HCO5™-, und Phosphationen, 90 % der extrazelluldren
Elektrolyte sind Natriumsalze, zwei Drittel davon liegen als Kochsalz (NaCl) vor, ein
Drittel als Natriumbikarbonat (NaHCOs3) [27]. Volumenédndernde Fliissigkeitsbe-
wegungen sind im wesentlichen durch die osmotischen Druckgradienten zwischen
Zytosol und Extrazelluldrraum bedingt [118]. Die Verminderung der extrazelluldren
Osmolaritét fiihrt durch zelluldren Wassereinstrom zur Zellschwellung, bei gesteigerter
extrazelluldrer Osmolaritidt kommt es hingegen zur Zellschrumpfung [27].

Auch bei konstanter extrazelluldrer Osmolaritidt wird das Zellvolumen stindig durch
den transmembrandren Transport und den zelluldren Metabolismus verdndert.
Zelluldre Funktion und Zellvolumen sind eng aneinander gekoppelt. Zur
Kompensation der zelluliren Volumenschwankungen findet ein gerichteter Ionen-
strom statt, zusétzlich werden osmotisch aktive Substanzen synthetisiert oder abgebaut
[118, 119]. Zellschwellung stellt ein anaboles Signal dar. Stark osmotisch wirksame
Substanzen werden in weniger aktive umgewandelt: so werden Protein- und
Glykogensynthese stimuliert, gleichzeitig aber Glykogenolyse und Proteolyse
gehemmt [68, 119]. Im Rahmen der Zellvolumenabnahme werden nicht-selektive
Anionenkandle (Passage von Chlorid- und Bikarbonationen) und Kaliumkanéle
aktiviert [118, 119]. Dies fiihrt zu einem erhohten Auswértsstrom der anorganischen
Ionen, verbunden mit einer Abnahme der zelluldren Osmolaritdt und nachfolgend auch
des Zellvolumens. Zellschrumpfung hingegen ist ein kataboler Stimulus, der zur
Akkumulation osmotischer Teilchen fiihrt. Die zellulire Volumenzunahme erfolgt

groBtenteils iiber die Aktivierung des Na'/K'/2CI'-Kotransporters, des Na'/H'-
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Austauschers und CI/HCOs™-Austauschers. Der gesteigerte Natriumeinstrom fiihrt zu
einer Erhohung der intrazelluldren Osmolaritidt und des Zellvolumens [68, 119].

Dem Zellvolumen wird bei der Regulation des zelluliren Metabolismus grof3e
Bedeutung beigemessen [68, 118, 119]. Die Signalmechanismen, welche die Zell-
funktion den Anderungen der Zellhydration anpassen sind noch nicht zur geniige
geklart. Zellvolumendnderungen konnten zu einer Induktion oder Repression
regulatorischer Gensequenzen fiihren, deren Genprodukte die Expression oder die

Aktivitdt einer Vielzahl zelluldrer Komponenten beeinflussen konnten [118].

1.2. Regulation des Wasser- und Elektrolythaushalts

Die Niere ist das Organ, welches iiber die oben beschriebenen Mechanismen nicht nur
das Volumen der eigenen Zellen aufrecht erhilt, sondern durch Einwirkung auf das
Plasmavolumen auch die Fliissigkeitsausscheidung und das extrazelluldre Milieu
reguliert. Durch den EinfluB3 auf das zirkulierende Blutvolumen stellt die Niere das
Zielorgan fiir die langfristige Blutdruckregulation dar [27].

Die Niere unterliegt einer neurohumoralen Regulation. Auf die Organfunktion nehmen
Sympathikus und verschiedene Hormone Einflul, wie das antidiuretische Hormon
(ADH), das atriale natriuretische Peptid (ANP), sowie das Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System (RAAS) [27].

1.3. Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Renin wird in den granulierten Zellen des juxtaglomeruldiren Apparates der Niere
gebildet und in die Zirkulation abgegeben. Kontrollmechanismen fiir die Renin-
sekretion sind der Sympathikotonus, ein intrarenaler Barorezeptormechanismus, die
Macula densa, der Gesamtnatriumbestand des Organismus und humorale Faktoren
(Hemmung der Reninfreisetzung durch Angiotensin II, ADH, ANP; Stimulation durch
B1-Agonisten, Prostaglandine, Dopamin, Histamin) [21].
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Aus dem in der Leber produzierten o-Globulin Angiotensinogen wird unter dem
Einflul der Protease Renin das Dekapeptid Angiotensin I gebildet. Das Angiotensin
Converting Enzyme spaltet vom karboxyterminalen Ende des Angiotensin I zwei

Aminosduren ab, wodurch das Oktapeptid Angiotensin II entsteht [21].

Vasokonstriktion ]
Renaler BlutfluB, K+-Anstieg | | Na+-Abfall
Katecholamine? im Serum im Serum
ADH 4 | |
Durst l
Angiotensinogen 1,”| Angiotensin I [ *| Angiotensin II [ N i AL
E g T £ T g Aldosteronsekretion
ANP | — | Reninfreisetzung | onversionsenzym '
_— — (ACE) Aldosteron
: . v
Niere: Sympathikus- 3
Minderperfusion aktivierung Niere

\ /' Na+- K+-

Resorption | | Sekretion
Abfall des mittleren
arteriellen RR
Blutvolumen ¥ Blutvolumen* | «— | Fliissigkeitsretention

Abb. 1: vereinfachtes Schema zur Regulation von Blut- und Fliissigkeitsvolumen iiber
das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) (modifiziert nach Classen et al.
1998) [21]

Angiotensin II hemmt die Reninfreisetzung im Sinne eines negativen Riick-
kopplungsmechanismus. Es bewirkt eine sehr starke, direkte Vasokonstriktion der
Arterien und erhoht den totalen peripheren GefdBwiderstand zusétzlich iiber die
Aktivierung des zentralen und peripheren sympathischen Nervensystems [21]. In der
Niere moduliert Angiotensin II iiber die Konstriktion des Vas afferens und noch
ausgepragter des Vas efferens die glomeruldren Filtrationsrate. Auf hypothalamischer

Ebene 16st Angiotensin II den Durstmechanismus aus und spielt zusétzlich bei der



1. Einleitung

Regulation des Salzappetits eine Rolle. AuBBerdem stellt Angiotensin II den wichtigsten

Stimulus fiir die Sekretion von Aldosteron aus der Nebennierenrinde dar [21].

1.4. Regulation der Natrium-Kalium-Balance durch
Aldosteron

Aldosteron ist das wichtigste Mineralokortikoid. Es wird in der Zona glomerulosa der
Nebennierenrinde gebildet und dient der prizisen Einstellung der Natrium-Kalium-
Balance [21, 71, 72]. Als Stimuli fiir die Aldosteronsekretion gelten Angiotensin II,
Hyponatridamie sowie Hyperkalidmie [42]. Das Hormon steigert in Aldosteron-
sensitiven Epithelien die Riickresorption von Na" und Wasser und erhoht zugleich die
K- und H'-Exkretion. Es resultiert eine Zunahme der Gesamtsalzmenge im Korper. In
Kooperation mit der Osmoregulation (ADH-System) fiihrt dies zu einer Vermehrung
des extrazelluldren Volumens [21, 111].

Aldosteron-sensitive Epithelien finden sich im distalem Kolon und in den Aus-
fiihrungsgingen von Schweilldriisen [72, 111]. Die groBte Bedeutung im Rahmen der
Hormonwirkung kommt jedoch der Niere, d. h. dem Aldosteron-sensitiven distalen
Nephron (ASDN) zu. Das ASDN, bestehend aus Haupt- und Nebenzellen, setzt sich
aus der zweiten Hilfte des distalen Tubulus und dem Sammelrohr zusammen [71, 72,
73]. Aufgrund asymmetrisch angeordneter Transportsysteme in den Hauptzellen des
ASDN kénnen Natriumionen aktiv resorbiert werden: Na' gelangt passiv entlang eines
Konzentrationsgefélles durch den in der apikalen Membran lokalisierten Epithelialen
Natriumkanal (ENaC) in die Zellen [107]. Uber die in der basolateralen Membran
lokalisierte, energieverbrauchende Na'-K'-ATPase werden die Na'-Ionen wieder aus
den Zellen geschleust. Die Na'-K'-ATPase stellt die treibende Kraft fiir die
Natriumresorption dar [107]. Es handelt sich um einen elektrogenen Transport. Uber
einen Antiportmechanismus werden gleichzeitig drei Natriumionen aus der Zelle
heraus und zwei Kaliumionen nach intrazelluldr geschafft [111].

Die K -Ionen konnen iiber kaliumselektive Kanile, die ebenfalls an der basolateralen

Membran lokalisiert sind, recycelt werden. Durch die Na'-K'-ATPase wird ein trans-
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epitheliales Potential erzeugt, das zur Reabsorption eines Gegenions (z. B. CI) oder

zur Sekretion eines Kations (K" oder H') genutzt werden kann [13, 71, 72].

Lumen L J Blut
) = S
Cl = "
]
Na* — =
HZO [—) g > HZO
Hauptzelle
Nebenzelle
= H

Abb. 2: Mechanismus des lonentransports im Aldosteron-sensitiven distalen Nephron
(ASDN): Na' stromt passiv entlang eines elektrochemischen Gradienten durch den
ENaC (apikale, luminale Membran) in die Zelle. Das Membranpotential und der trans-
epitheliale Gradient werden durch die basolateral lokalisierte Na'-K'-ATPase aufge-
baut und dienen der Sekretion von Kationen (K" und H") oder der Resorption von
Anionen (modifiziert nach Giebisch 1998) [41].

1.5. Der Epitheliale Natriumkanal (ENaC)

1.5.1. Physiologische Bedeutung und Verteilung des ENaC

Der Epitheliale Natriumkanal (ENaC) ist ein hochselektiver spannungsunabhéngiger
Kationenkanal, der sehr sensitiv durch das kaliumsparende Diuretikum Amilorid

blockiert werden kann [36, 40, 91].
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Die grofite Verbreitung findet der Epitheliale Natriumkanal in den Epithelzellen. Seine
Funktion besteht darin, Natrium entweder aus dem umgebenden Milieu oder aus einem
transzelluldren Fliissigkeitskompartiment wie Urin, Fizes, Schwei3, Schleim oder
Surfactant der Lungen zu resorbieren [40]. Die beschriebene asymmetrische
Anordnung von Transportsystemen erlaubt einen aktiven transepithelialen
Natriumtransport [40].

Die Transportraten fiir Natrium sind besonders hoch, wenn bei Na -armer Dit oder
Fliissigkeitsmangel die Resorption {iber das Mineralokortikoid Aldosteron stimuliert
wird [40]. Das Hormon entfaltet seine groBte Wirkung am ASDN, dem Gewebe mit
der hochsten ENaC-Expressionsdichte. Unter Aldosteroneinflul kann die Natrium-
Resorption derart verstirkt werden, daB der Endharn annshernd Na'-frei wird [40, 72].
AuBlerdem wirkt Aldosteron in vielen anderen ENaC-exprimierenden Geweben im
Korper, wo potentiell NaCl verlorengehen konnte: Trinen-, Speichel- und Schweil3-
driisen, exokrine Driisen des Gastrointestinaltrakts, mit hoher Expressionsdichte im
Kolon [27, 40]. Auch im fetalen Lungenepithel und Typ-II-Alveolarzellen wird ENaC
exprimiert. In der fetalen Lunge dient die Natriumresorption der Trockenlegung der
Alveolen und Adaptation an die Luftatmung. Im Erwachsenenalter soll der
Entwicklung eines Lungenddems entgegengewirkt werden [10, 50, 52, 59, 76].

In vielen Epithelialen Geweben findet sich eine Koexpression aus ENaC und Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator ClI'-Kanal (CFTR). Bei dem Krank-
heitsbild der zystischen Fibrose (Mukoviszidose) ist die Cl'-Permeabilitit via CFTR
gestort. Dies fithrt wahrscheinlich zu einer gesteigerten Aktivitit des ENaC [54].

1.5.2. Pathophysiologie

Ein irreguldr funktionierender ENaC ist mit mehreren Krankheitsbildern wie Pseudo-
hypoaldosteronismus 1 (PHA1), Liddle Syndrom und zystischer Fibrose assoziiert
[89].

Beim Liddle Syndrom (Pseudohyperaldosteronismus) handelt es sich um eine seltene,
autosomal dominant vererbbare Form der Hypertonie. lhr liegt eine ‘“gain-of-

function““-Mutation mit Aktivitdtssteigerung des ENaC zugrunde[40, 48]. Aufgrund
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der Mutation ist die Interaktion zwischen Ubiquitationsprotein Nedd4-2 und
Kanalprotein gestort [43, 56, 101, 102].

Der Pseudohypoaldosteronismus Typ I (PHAT) ist ein Krankheitsbild mit erhéhtem
Salzverlust. Der Erkrankung liegt eine “loss-of-function“-Mutation des ENaC
zugrunde. Basendeletionen oder Punktmutationen in der N-terminalen Region fiihren
zu einer Verminderung der Aktivitit des ENaC [6, 40, 45, 51, 58, 87, 90].

Die Zystische Fibrose (CF, Mukoviszidose) ist die haufigste zum Tode fiihrende
Stoffwechselerkrankung des Menschen [21]. Durch eine Defektmutation des CFTR-
Gens kommt es zu einer Storung des lonentransports fiir Natrium und Chlorid an
apikalen Zellmembranen, woraus eine pathologische Mukusviskositét resultiert [21].
Bemerkenswert ist, da3 im Lungenepithel von CF-Patienten erhohte hSGK1-mRNA-
Konzentrationen nachgewiesen wurden, die nicht auf den Defekt des CI'-Kanals
zuriickzufiihren waren. Die hSGK1 stimuliert in CF-Zellen sowohl die Natrium-, als
auch die Chloridleitfahigkeit. Mdglicherweise stellt die hSGK1 einen weiteren
pathogenetischen Faktor der CF dar [117].

1.5.3. Struktureller Aufbau und Charakteristik des ENaC

Der Epitheliale Natriumkanal stellt ein heterooligomeres Protein dar, das sich aus drei
homologen Untereinheiten, a, f und y, zusammensetzt, die als Produkt einer Gentri-
plikation aufgefat werden konnen [30, 37, 40, 91]. Beim stochiometrischen Aufbau
gehen die meisten Autoren von einer heteroterameren Struktur (vier Untereinheiten:
2a, B, v) des integralen Membranproteins aus [33, 34]. Zur Ausbildung eines Kanals
mit maximaler Funktion ist das Vorhandensein aller drei Untereinheiten notig [30].

Die a-, B- und y-Peptide bestehen aus 698, 638 bzw. 650 Aminosduren [1, 99] mit
einem Molekulargewicht von 80 bis 95 kDa [40]. Sie besitzen je zwei 30 bis 51
Aminosduren lange, hydrophobe, transmembrandre Segmente (M1 und M2), die sich
als Kombination aus je einem a-helikalen Anteil und je einer hydrophoben (-Faltblatt-
Struktur ergeben [40]. Diese werden durch einen langen hydrophilen, extrazelluldren

Loop verbunden, welcher mit ca. 500 Aminosduren den groften Anteil am Kanal-
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protein darstellt [40, 91]. Sowohl C- als auch N-Terminus sind intrazellulér lokalisiert

[3,91].

Abb. 3: Funktionelle Doménen des Epithelialen Natriumkanals (ENaC): Schema-
zeichnung von zwei in die Zellmembran integrierten Untereinheiten. Jede Untereinheit
besitzt zwei transmembrandre Doméanen (M1 und M2) mit kurzen zytoplasmatischen
Amino- und Carboxy-Termini und einem gro3en extrazelluliren Loop. (1) Gating, (2)
und (3) Amiloridbindungsstellen, (4) Selektivititsfilter (modifiziert nach Verrey et al.
1997) [111].

Die dullere Kanalpore, die von a-, B- und y-Peptid gebildet wird, stellt sich als negativ
geladener Trichter dar, der Kationen unselektiv anzieht [95, 99]. Die Pore verengt sich
in zytoplasmatischer Richtung und hindert alle positiv geladenen Teilchen auer den
sehr kleinen Kationen wie Na', Li" und H" am Durchtritt [82, 97, 95, 99]. Der ENaC
eine hohe Selektivitit fiir Li" und Na' iiber K* auf mit einem Permeabilititsverhiltnis

Li" zu Na'" zu K von mindestens 150 : 100 : 1 [40, 57].
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Die Amiloridbindungsstelle steht in enger raumlicher Beziehung zur dufleren Kanal-
pore und befindet sich auf den extrazelluldren Doméinen der ENaC-Untereinheiten [59,
91]. Die Inhibition durch Amilorid ist hochsensitiv, der Amilorid-Kanal-Komplex
unterliegt jedoch einer raschen Dissoziation, wodurch die Blockierung leicht reversibel

ist [6, 59, 40, 99].

1.5.4. Regulation des ENaC

Die Regulation des ENaC findet iiber Modulation der Kanalaktivitit und Expressions-
dichte durch akzessorische Proteine bzw. Kinasen statt: Nedd4-2, Syntaxin 1a, CFTR,
SGK, K-Ras2a, Capl (channel activating protease 1), PKA, PKC [40, 89, 109, 110].
Auf die Regulation durch PKA, PKC, SGK, CFTR und Nedd4-2 soll néher
eingegangen werden.

Eine Steigerung der ENaC-Aktivitdt wird durch den zytoplasmatischen second
messenger cAMP nach ADH-Stimulation beobachtet. Die Aktivitidtszunahme ist
wahrscheinlich Folge einer Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) und eines
spezifischen Phosphorylierungsvorgangs. Bislang ist jedoch unklar, ob das Kanal-
protein direkt phosphoryliert wird, oder ob noch andere Aktivierungsschritte
dazwischen liegen. Mdoglicherweise spielen auch weitere akzessorische Proteine eine
Rolle [40, 46, 89].

Insulin wirkt iiber die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) - verbunden mit einer
Zunahme des intrazelluldren Kalzium - auf den ENaC [40]. Die direkte Wirkung der
PKC differiert zwischen den ENaC-Untereinheiten: die Kinase reduziert die Ober-
flachenexpression der (- und y-Untereinheiten, nicht aber jene der a-Proteine. Dies
fiihrt wahrscheinlich zu einer ldnger anhaltenden Hemmung der Natriumresorption
[105].

In vielen epithelialen Geweben wird der ENaC mit dem CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator) koexprimiert. Der CFTR hemmt die Funktion
des ENaC durch Modulation des Gating [8, 88] oder Beeinflussung der Natriumper-
meabilitit [40]. Dies erkldart auch die gesteigerte Natriumreabsorption bei der

zystischen Fibrose, einem Krankheitsbild mit defektem CFTR [65]. Der CFTR



1. Einleitung

reguliert die Funktion des ENaC, umgekehrt wird jedoch auch die CFTR-Aktivitét
durch den ENaC moduliert, d.h. sie beeinflussen sich gegenseitig in ihrer Aktivitit [54,
88, 117].

Aldosteron reguliert den ENaC iiber eine Anderung der Genexpression und Induktion
der Protein-de-novo-Synthese. Die Aldosteronwirkung wird zumindest teilweise iiber
die Serin-Threonin-Kinase SGK ) vermittelt [40, 41, 71, 75, 112, 117]. Die SGK
hat in der Feinabstimmung der Natriumresorption wahrscheinlich eine modulierende
Funktion, indem sie mdglicherweise das letzte Bindeglied zwischen Kinasen und
Proteinaktivierung darstellt ( [18, 127].

Das Ubiquitationsprotein Nedd4-2 stellt ein weiteres Regulatorprotein dar. Es enthilt
multiple WW-Doménen, welche mit den PY-Motiven der C-Termini (Defekt der PY-
Motive ist Ursache des Liddle Syndroms) der ENaC-Untereinheiten interagieren.
Unter basalen Bedingungen, d.h. in nicht phosphoryliertem Zustand, supprimiert
Nedd4-2 den Natriumtransport durch Steigerung der Endozytose und des Abbaus des
ENaC [26, 55, 101]. Die Phosphorylierung des Ubiquitationsproteins an Serin- oder
Threonin-Residuen hemmt jedoch dessen Affinitdt zum Epithelialen Natriumkanal und
reduziert somit den supprimierenden Einflul [26]. Es wurde gezeigt, daB3 die SGK1
Nedd4-2 phosphoryliert und dadurch die ENaC-Aktivitit steigert [26].

1.6. Kaliumkanile

Kaliumkanéle kommen ubiquitdr im Pflanzen- und Tierreich vor. Sie tragen bei zur
Kontrolle des Kaliumstroms, des Zellvolumens, der Hormon- und Transmitterfrei-
setzung, sowie zur Erregbarkeit von Neuronen und Muskelzellen. Kaliumkanile
kénnen iiber die Anderung des Membranpotentials, den metabolischen Zustand der
Zelle oder durch Neurotransmitter und Hormone reguliert werden [53].

Die physiologische Bedeutung der Kaliumkanalfunktion wird durch pathologische
Verdnderungen der Kanile und der assoziierten Proteine aufgrund von Mutationen
deutlich. Es ergeben sich neurologische Krankheitsbilder wie Ataxie [22, 53] und
Epilepsie, kardiale Arrhythmien, Innenohrtaubheit [44, 53], Nierenfunktionsstorungen
oder die familidr bedingte hyperinsulindimische Hypoglykdamie der Kindheit [53].

10
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Die Kaliumkanidle werden in drei groBe Gruppen unterteilt: man unterscheidet
sechsfach-transmembrandre spannungsgesteuerte Kaliumkandle (Kv-Kanile), vier-
fach-transmembrandre Kaliumkanile, verantwortlich fiir die Hintergrundleitfahigkeit
(K2P), und zweifach-transmembranire einwérts gleichrichtende Kaliumkanéle (Kir)

[53].

1.6.1. Spannungsgesteuerte Kaliumkaniile

Gene, die fiir spannungsabhingige Kaliumkanéle kodieren, wurden erstmals 1987 bei
der Fruchtfliege Drosophila melanogaster isoliert. Nachfolgend wurden auch bei
Maus, Ratte, Mensch und anderen Sdugern die Gensequenzen gefunden, welche fiir
spannungsgesteuerte Kaliumkandle (Kv-Kanile) kodieren. Heute sind mindestens 18
verschiedene Gene fiir Kv-Kanile bekannt. Diese Gene werden in vier Subfamilien
untergliedert, entsprechend sechs Drosophila-Genen fiir spannungssensitive Kalium-
kandle. Untereinander stimmen die Proteine in ca. 40 % ihrer Aminosduresequenz
iiberein. Die Sdugergene sind den homologen Genen von Drosophila melanogaster

zugeordnet worden [1]:

(1) Shaker: Kvl.1 —=Kvl.7
(2) Shab: Kv2.1 —Kv2.2
3) Shaw: Kv3.1 —Kv3.4
4) Shal: Kv4.1 —Kv4.3

1.6.2. Struktur und Funktionsmechanismus spannungsgesteuerter
Kaliumkaniile

Die spannungssensitiven Kaliumkanile setzen sich aus vier Untereinheiten (o-Unter-
einheiten) mit charakteristischem Aufbau zusammen. Diese sind jedoch nicht, wie bei
anderen oligomeren Membranproteinen, liber kovalente Bindungen gekoppelt. Die

Zusammensetzung der a-Untereinheiten zu Tetrameren wird von der TI1-Doméne,

11
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einem zwischen N-Terminus und S;-Segment im Zytoplasma lokalisierten Abschnitt
der Polypeptidkette, determiniert. Die T1-Doméne bestimmt sowohl die Bildung der
Tetramere, als auch die Zusammensetzung im Falle von Heteromultimeren () [1,
94]. Jede Untereinheit enthélt sechs a-helikale, hydrophobe, transmembranire
Segmente (S; — Sg) [103, 108]. Sowohl das C-, als auch das N-terminale Ende des
Kanalproteins befinden sich intrazelluldr. Der Abschnitt zwischen Ss und S, auch SS;-
SS,-Loop, Hs- oder P-Region genannt, bildet den inneren Anteil der Kanalpore und
dient somit als Selektivitétsfilter. Peptidtoxine auf der extrazelluldiren Membranseite
interagieren mit der Porenregion [53]. Das Ss;-Segment mit seiner positiven Ladung
fungiert als Spannungssensor: iiber transmembranére Potentialschwankungen triggert
der Proteinabschnitt eine Konformationsdnderung des Kanalproteins. Dies fiihrt zur

Aktivierung des Kanals den Ionenfluf3 [1, 53, 100].

+ + + +
+ o+ o+ o+

o+ o+ o+ o+
o+ o+ o+ o+

e

Abb. 5: Strukturelle Elemente der spannungsgesteuerten Kaliumkanéle: N-Terminus
als Inaktivierungseinheit; S4-Region als Teil des Spannungssensor; S4-S5-Loop, der
mit dem Inaktivierungspartikel interagiert und die H5- und S6-Segmente, welche die
Kanalpore mit dem Selektivititsfilter formen (modifiziert nach Jan & Jan 1997) [53].

12
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Abb. 4: Membrantopologie
der spannungsgesteuerten
& Kaliumkanéile:. Zusammgn-
- s setzung aus vier a-Unterein-

heiten. In der duBeren Schale

@ befinden sich die Segmente
S1, S2, S3 und S4
‘ (Spannungssensor), in der
inneren Schale sind die
‘ Segmente S5 und S6
lokalisiert, sowie die HS5-

Region (Selektivititsfilter)

(modifiziert nach Jan & Jan
1997) [53]

Die Offnungsphase wird durch N- und C-Typ-Inaktivierung beendet [53]. Bei der N-
Typ-Inaktivierung handelt es sich um einen “ball-and-chain*“~-Mechanismus. An jedem
N-Terminus der vier a-Untereinheiten befindet sich eine bewegliche, kugeldhnliche
positiv geladene Struktur, welche auf der zytoplasmatischen Seite die negativ geladene
Kanalpore verschlieBen kann [1, 11, 53]. Hiervon vdllig unabhédngig lauft die
langsamere C-Typ-Inaktivierung ab. Sie betrifft die extrazelluldre Seite der Kanalpore

und beruht auf einer Konformationsédnderung des Kanalproteins [1, 53].

1.6.3. Akzessorische [3-Untereinheiten

Mit den a-Untereinheiten sind bis zu vier weitere Proteine, B-Untereinheiten genannt,
auf der zytoplasmatischen Membranseite assoziiert. Diese enthalten im Gegensatz zu
den o-Untereinheiten keine transmembrandren Segmente. Bislang sind vier ver-
schiedene B-Untereinheiten bei den Sdugern bekannt: Kv-B1.1, Kv-p1.2, Kv-B1.3 und
Kv-B2.1. Sie sind wahrscheinlich an der Modulation der Kanalexpression beteiligt und
nehmen zusétzlich Einflul auf die biophysikalischen Eigenschaften der Kv-Kanéle [1,
53, 78]. Auch die PB-Untereinheiten besitzen eine “ball-and-chain‘“-Struktur zur

Inaktivierung der integralen a-Membranproteine [78].

13
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Abb. 6: Inaktivierung span-
nungsabhdngiger  Kalium-
kandle durch p-Unterein-
heiten: die zur Inaktivierung
dienende  “ball-and-chain*
Struktur ist Teil der assozi-
ierten B-Untereinheit. In den
Kanalkomplexen mit der
0 Struktur a4f4 bilden die a-
) Untereinheiten =~ membran-
iiberspannend die Pore, die
B-Untereinheiten liegen
thnen auf der zytoplas-
matischen Seite an.
A (modifiziert nach Aidley und
Stanfield 1996) [1]

1.6.4. Bildung von Heteromultimeren

Die Moglichkeit zur Bildung von Heteromultimeren, d.h. Kandlen, zusammengesetzt
aus vier differenten a-Untereinheiten, vergroBert die Vielfdltigkeit der Kaliumkanal-
funktion noch einmal erheblich. Es existieren jedoch nur Hybridkanédle mit a-Einheiten
aus derselben Unterfamilie, eine Kombination aus verschiedenen Subgruppen ist nicht
moglich [1]. Heteromultimere sind zum Beispiel nachgewiesen in Neuronen von
Miusen (mKv1.1 und mKv1.2) und bei Ratten (rKv1.1 und rKv1.4) [1, 94, 123].

Durch die Bildung von Heteromultimeren 14t sich die Kaliumleitfdhigkeit der
einzelnen Zelle noch individueller modulieren und somit auf die verschiedenen

Aufgaben der Zellen in den Organsystemen abstimmen [1].

1.6.5. Der spannungsgesteuerte Kaliumkanal Kv1.3

Der Kv1.3 gehort zu der mit “Shaker* verwandten Unterfamilie spannungsgesteuerter
Kaliumkanile (1.6.1]), dessen Existenz in folgenden Geweben oder Zellen nachge-

wiesen ist: Thymus, Milz, Lunge, Pankreasinseln [20], Nierenmark [128], immun-

14
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kompetente Zellen wie T- und B-Lymphozyten, Natiirliche Killerzellen und Makro-
phagen [20, 47, 63, 69]

1.6.6. Regulation des Kv1.3

Expression und Funktion der spannungssensitiven Kaliumkandle werden durch eine
Vielzahl an Mechanismen reguliert. Die posttranslationale Modulation des Kv1.3
durch Proteinkinasen hat Einflul auf die Stromamplitude, die Spannungsabhéngigkeit
oder die kinetischen Eigenschaften des Kanals [53]. So enthilt die Aminosduresequenz
des Kv1.3 mehrere potentielle Loci zur Phosphorylierung durch Proteinkinasen wie die
Serin-Threonin-Kinasen, die Proteinkinase A (PKA), die Proteinkinase C (PKC) oder
die Calmodulin-abhédngige Kinase II (CaMKII) [20, 49].

Die Phosphorylierung des Kanalproteins fiihrt zu einer Erhohung der Maximal-
leitfahigkeit Gpax. AuBerdem findet eine Verschiebung der Aktivierungs- und
Inaktivierungsschwelle zu positiveren Membranpotentialen statt. Hauptsédchlich
verantwortlich fiir die Aktivierung eines normal funktionierenden Kanals ist die
Proteinkinase C. Die Proteinkinasen sind hierbei in ein komplexes Regulations-
netzwerk eingebunden. So zeigt die konkurrierende Phosphorylierung zwischen PKA
und PKC keine additive Wirkung, man beobachtet statt dessen eine inhibitorische
Wechselwirkung, bei der sich die Wirkungen von PKA und PKC gegenseitig autheben
[20].

Es hat sich gezeigt, dal der Kanal in vivo bereits in phosphoryliertem Zustand
vorliegt, und daB3 die Phosphorylierung durch die PKC zum Beispiel Voraussetzung fiir

eine normale T-Zell-Funktion ist [20].

1.7. Serum- und Glukokortikoid-induzierte Kinase (SGK)

Die Serum- und Glukokortikoid-induzierte Kinase SGK wurde erstmals aus einer
Rattentumorzellinie isoliert (rSGK) und urspriinglich als Produkt eines durch Serum

und Glukokortikoide induzierten Gens identifiziert [122]. Eine homologe Kinase des
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Menschen (hSGK) wurde bei der Suche nach zellvolumensensitiven Transkripten in

einer humanen Hepatozytomzellinie (HepG2) entdeckt [24, 119, 120].

1.7.1. Einteilung der hSGK innerhalb der Proteinkinasen

Die humane Serum- und Glukokortikoid-induzierte Kinase (hSGK) gehort zu den
Serin-Threonin-Kinasen. Das entsprechende Gen wird zur Gruppe der primédren
Responsgene (“immediate early genes*) gerechnet [119].

Die katalytische Aktivitidt der meisten bislang bekannten Proteinkinasen wird post-
transkriptionell durch Protein-Protein-Interaktionen und Phosphorylierung reguliert.
Die Serin-Threonin-Kinasen scheinen jedoch in erster Linie auf Transkriptionsebene
iiber Hormone und mitogen induzierte Stoffwechselwege reguliert zu werden [122].
Sie weisen eine schnelle Induktion, eine kurze Halbwertszeit und eine besonders kurze
Regulationssequenz auf, die mit den Regulationssequenzen anderer Proteinkinasen
keine nennenswerten Homologien besitzt [118, 119]. Die Aminosduresequenzen im
katalytischen Zentrum von hSGK anderen Kinasen der second messenger Familie (z.B.
Proteinkinasen A, B oder C) sind zu 50 % identisch [84, 121, 126]. Dahingegen weist
die extrakatalytische Proteinregion weder zu einer der bekannten Proteinkinasen, noch

zu irgendeinem anderen Protein Sequenziibereinstimmungen auf [121].

1.7.2. hSGK-Isoformen

Bislang sind drei Isoformen der hSGK bekannt (hRSGK1, hSGK2 und hSGK3), von
denen die hSGK1 am besten untersucht ist. Die Molekulargewichte betragen 49 kDa
fiir h\SGK1 (433 AS), 41.1 und 47.6 kDa fiir hSGK2 (2 Splicevarianten: hSGK2a: 367
AS und hSGK2B: 427 AS) sowie 49 kDa fiir hSGK3 (429 AS) [61]. Die
Aminosduresequenzen der katalytischen Zentren sind zu 80 % identisch, die kurzen C-
terminalen, nicht-katalytischen Doménen gleichen sich nur zu 44 — 68 %, und die N-

Termini weisen nahezu keine Homologie auf [61].
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Trotz der hohen Sequenziibereinstimmung im katalytischen Zentrum unterscheiden
sich die Isoformen in mehreren Aspekten, wie dem Vorkommen in unterschiedlichen
Geweben sowie den Mechanismen zur Regulation der Kinaseaktivitét [61]: hsgk1- und
hsgk3-mRNA kommen in nahezu allen Geweben mit unterschiedlich hohen
Expressionslevels vor. Transkripte von hsgk2 sind bislang nur in Leber, Niere,
Pankreas und Gehirn nachgewiesen [61, 62, 120]. Die hSGK1 wird auf Transkriptions-
ebene sowie posttranslational durch eine grofle Zahl extrazelluldrer Signale reguliert.
Uber die transkriptionelle Regulation der beiden Isoformen hSGK2 und hSGK3 ist
bislang wenig bekannt. Posttranslational kdnnen auch sie durch Phosphorylierung
aktiviert werden [68]. Im Gegensatz zu hsgkl werden hsgk2- und hsgk3-Transkription
nicht durch Glukokortikoide oder Serum induziert. [61]

1.7.3. Zellulidre Verteilung und Physiologie der hSGK1

Die humane SGKI1 ist in nahezu allen Organen nachgewiesen, die hochsten
Expressionslevel finden sich jedoch in Niere, Pankreas, Leber, Intestinum und Herz
[60, 61, 119]. Die Kinase spielt insbesondere bei der Aktivierung bestimmter Kalium-
Natrium- und Chloridkanile eine Rolle und 148t einen EinfluB auf Prozesse wie
Zelltod, neuronale Erregbarkeit und den renal gesteuerten Natriumhaushalt vermuten
[68, 113]. Bei Patienten mit diabetischer Nephropathie wurden anhaltend hohe hsgk1-
Transkriptionslevel in der geschiddigten Niere gefunden [64, 66, 68]. Moglicherweise
ist die hSGK1 auch in der Pathogenese von Hypertonie, Adipositas, Hyperinsulindmie
und Insulinresistenz involviert [14, 67, 68, 86, 125].

Immunfluoreszenzuntersuchungen zur intrazelluliren Lokalisation des hSGKI1-
Proteins zeigten ein retikuldres Verteilungsmuster. Das hSGK1-Protein findet sich
intrazelluldr wahrscheinlich mit dem zytoskeletalen Bestandteil B-Tubulin assoziiert

[119].
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1.7.4. Regulation der hSGKI1 iiber die Transkription

Die Abhidngigkeit der hsgk1-Transkriptionslevel von extrazelluldren Stimuli ist typisch
fiir die auf Transkriptionsebene regulierten Serin-Threonin-Proteinkinasen.

Als Transkriptionsinduktoren fiir hsgkl gelten Glukokortikoide, Aldosteron, Antidiu-
retisches Hormon (ADH), Follikel stimulierendes Hormon (FSH) und Serum [61,
122]. Bei hoher extrazellulirer Osmolaritit kommt es iiber den Vorgang der
osmotischen Zellschrumpfung zu einer Erhohung der hsgkl1-Transkriptionslevel [120,
121, 122]. Auch bei Neuronenverletzungen wurden erhohte hsgkl-Konzentrationen
festgestellt [31, 62, 122]. Bei entziindlichen Prozessen ist eine massive Zunahme des
hsgk1-Signales bei in-situ-Hybridisierung zu beobachten. Die Zytokine TGF-B1
(transforming growth factor beta 1) und Interleukin 4 (Il 4) sind als Transkriptions-
induktoren in Makrophagen identifiziert worden [23, 119, 124].

Auf einen Stimulus kommt es unabhéngig von der de-novo-Proteinsynthese innerhalb
von Minuten zu einer raschen Induktion der hsgk1-Transkription. Dieser Vorgang wird
daher auch als “immediate early*“-Regulation bezeichnet [119, 126]. Aufgrund der
kurzen Halbwertszeit liegt das Konzentrationsmaximum an hsgk1-mRNA bereits zwei

Stunden nach Stimulation vor [12].

1.7.5. Posttranslationale Aktivierung der hSGK1

Die Aktivitit der hSGK1 wird iiber ein komplexes Regulationssystem gesteuert.
Zusétzlich zur Regulation auf Transkriptionsebene findet eine posttranslationale
Modifikation der enzymatischen Aktivitit durch multiple Proteinkinasen statt. Zu
diesen gehoren die Phosphoinositid-abhéngigen Kinasen PDK1 und PDK2 sowie die
Proteinkinase A (PKA) [86]. PDK1 und PDK2 bilden in diesem komplexen
Regulationssystem eine gemeinsame Endstrecke und aktivieren die hSGKI1 direkt
durch Phosphorylierung [86]. Ihnen vorgeschaltet ist die PI;3K (Phosphatidylinositol-3-
Kinase), die ihrerseits die Phosphoinositid-abhidngigen Kinasen reguliert [62, 84, 112].
Die hSGK1 besitzt zwei Phosphorylierungsstellen, Thr*® und Ser** (hSGK2: Thr'”,
Ser356; hSGK3: Thr253, Ser419), denen bei der Aktivierung eine Schliisselrolle
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zukommt. Die Phosphorylierung von Thr*® durch die PDKI und Ser** durch die
PDK2 erhoht die Aktivitdit der Kinase deutlich [31, 62, 86]. Die durch PDKI
katalysierte Aktivierung ist jedoch um ein vielfaches effektiver, wenn Ser** bereits in
phosphoryliertem Zustand vorliegt. Die Wirkung der PDK1 scheint daher stark von der
Aktivitdt der PDK2 abhéngig [31, 62].

Stimuli zur posttranslationalen Aktivierung der hSGK1 {iiber die beschriebenen
Mechanismen sind Exposition gegeniiber Insulin, IGF (Insulin-like Growth Factor 1),

Serum oder oxidativem Stress (p53-Kinase) [12, 61, 62, 86].

1.7.6. Rolle der hSGK1 bei der Aldosteronwirkung

Die pleiotrope Wirkung von Aldosteron im Epithel wird durch Mechanismen
vermittelt, die sowohl auf Transkriptions- als auch auf Posttranskriptionsebene zu
suchen sind. Die durch Aldosteron induzierte Zunahme der Natriumreabsorption im
ASDN kann schematisch in zwei Phasen untergliedert werden [72, 111, 113]: die
Friithphase der Aldosteronwirkung, die nach einer Latenz von 20 bis 60 Minuten in
Erscheinung tritt, beruht auf der Aktivierung der bereits bestehenden Transport-
maschinerie (ENaC und Na'-K'-ATPase) durch Regulatorproteine [107, 113]. Der
Ubergang in die Spitphase ist flieBend, sie beginnt etwa zweieinhalb Stunden nach
Aldosteronstimulation. Die spite Aldosteronwirkung stellt eine anabole Reaktion dar,
wihrend der neue Transportproteine synthetisiert werden, und die Zellen des ASDN
sich weiter differenzieren [111, 113]. Sowohl friihe, als auch spéte Aldosteronantwort
werden auf Transkriptionsebene iiber die mRNA-Level reguliert. Aldosteron induziert
zusitzlich zu den Transportproteinen auch die Synthese bestimmter Regulatorproteine.
K-Ras2 und hSGKI1 wurden als “early immediate durch Aldosteron induzierte
Regulatorproteine identifiziert [12, 73, 80, 96, 113]. Sie haben eine direkte positive
Wirkung auf die Aktivitit von ENaC und Na'-K'-ATPase. K-Ras2 und hSGK1 gelten
als Trager der friithen Aldosteronwirkung, da ihr funktioneller Effekt eher eintritt als
jener der Strukturelemente [32, 73, 80, 113, 115]. Die Regulatorproteine haben in vivo
nur eine relativ kurze Halbwertszeit von ca. vier Stunden [72]. Aldosteron kontrolliert

ein komplexes regulatorisches Netzwerk und entfaltet seine Wirkung iiber
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verschiedene Mechanismen. In den frith induzierten Regulatorproteinen K-Ras2 und
hSGK1 laufen verschiedene Inputs zusammen. lhre Expressionslevel bewirken
wahrscheinlich die Feinabstimmung und Integration der verschiedenen Regulations-

kaskaden in Bezug auf den Natriumtransport [73, 85, 112].

ENaC Na+

Abb. 7: Modell der Aldosteronwirkung: {iber Modulation der Expression von K-Ras
und hSGK1 im Zielepithel kontrolliert und integriert Aldosteron die verschiedenen
Signalkaskaden zur Steuerung der ENaC-Funktion und Oberflichenexpression.
Zusitzlich wird die Synthese neuer Transportproteine induziert.

Abkiirzungen: AC: Adenylatzyklase; ADH: antidiuretisches Hormon; aldo:
Aldosteron; Gs: trimeres G-Protein a-Untereinheit; Ins: Insulin; IR: Insulinrezeptor;
PDK1: 3-Phosphoinositidabhidngige Kinase 1; PI3K: Phophatidylinositol-3-Kinase;
PKA: Proteinkinase A; PtlnsP3: Phosphatidylinositol-3-Phosphat; MR: Mineralo-
kortikoid-Rezeptor; V2: Vasopressin (ADH) —Rezeptor (modifiziert nach Verrey et al.
1999) [112].

20



1. Einleitung

1.8. Fragestellung der Arbeit

1. Der Mechanismus der bereits bekannten Stimulation des ENaC durch die hSGK1
sollte untersucht werden: dazu gehorten die pharmakokinetische und biophysikalische

Charakterisierung unter hSGK1, sowie die Interaktion mit der Proteinkinase A.
2. Screening einer Stimulation durch die hSGK1 bei verschiedenen Kaliumkanélen.

3. Charakterisierung der Stimulation des Kv1.3 unter hSGK1: Untersuchung des
zeitlichen Verlaufs, der Spannungsabhédngigkeit, Pharmakokinetik, Interaktion mit
Proteinkinase C, Inaktivierungskinetik und des Einflusses der N-terminalen Kvl1.3-
Region auf die Regulation durch die Kinase. Des weiteren sollte die Hemmung der
zelluldaren Exozytoseprozesse Riickschliisse auf hSGKI1-Wirkung bei der
Differenzierung zwischen einer Steigerung der Einzelkanalleitfihigkeit oder der

Oberflachenexpression liefern.
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2. Material und Methoden

2.1. Verwendete Losungen und Substanzen
ND 96-Losung

ND 96 diente als Grundlosung fiir alle Versuche und fiir die Préparation der Oozyten.

Sie wurde fiir bestimmte Versuche variiert.

Substanz Konzentration
NaCl 96 mM

KCl 2 mM

CaClz 1.8 mM
MgCl, 1 mM
Tris-HEPES 5 mM

Tab.1: Zusammensetzung der ND 96-Losung mit einem pH-Wert von 7,4

Tris-HEPES ist Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan-N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-
2-Ethansulfonat (pKs 7.4) und diente als Puffer.

ND 96 — Oozytenaufbewahrungslosung

Substanz Konzentration
NaCl 96 mM

KClI 2 mM

CaClz 1.8 mM
MgCl, 1 mM
Tris-HEPES 5 mM
Natriumpyruvat 2.5 mM
Theophyllin 0.5 mM
Gentamycin 50 pg/l

Tab. 2: Zusammensetzung der ND 96-Aufbewahrungslosung (pH = 7,4)
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Theophyllin sollte durch Verringerung von Proteinsynthese und Reduktion von

Verdnderungen der Zellmembran die weitere Reifung der Oozyten inhibieren [81],

Gentamycin wurde als Antibiotikum zur Verhinderung von Infektionen eingesetzt.

Natriumfreie ND 96: NMDG (N-Methyl-D-Glucamin) — Losung

Substanz Konzentration
NMDG 100 mM
KCl 2 mM
MgCl, 1 mM
CaClz 1.8 mM
Tris-HEPES 5 mM

Tab. 3: Zusammensetzung der NMDG-Losung (pH = 7,4)

ND 96 — variiertes Natrium

Fiir die Versuche zur Untersuchung der Natriumsensibilitit des ENaC wurde die

Natriumkonzentration von ND 96 variiert.

Losung Na' - Konzentration NMDG — Konzentration
ND9% 1mM 1 mM 99 mM
ND9% 3 mM 3 mM 97 mM
ND 96 10 mM 10 mM 90 mM
ND 96 30 mM 30 mM 70 mM
ND 96 70 mM 70 mM 30 mM
ND 96 100 mM 100 mM 0 mM
ND 96 130 mM 130 mM 0 mM
ND 96 150 mM 150 mM 0 mM

Tab. 4: Zusammensetzung von ND 96 mit variiertem Natrium. Alle weiteren

Bestandteile der ND 96 wurden nicht veridndert.
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Tetraethylammoniumchlorid (TEA) — Losung

Losung TEA — Konzentration NMDG - Konzentration

TEA O0mM 0 mM 100 mM
TEA 1mM 1 mM 99 mM
TEA 3 mM 3 mM 97 mM
TEA 10 mM 10 mM 90 mM
TEA 30 mM 30 mM 70 mM
TEA 70 mM 70 mM 30 mM
TEA 100 mM 100 mM 0 mM

Tab. 5: Konzentrationsverhéltnisse TEA-L&sung

Weitere eingesetzte Substanzen

Amilorid (N-Amidino-3,5-diamino-6-chloropyrazincarboxamid)
3-Aminobenzoesdure-ethylester-Methansulfonat

Brefeldin A (BFA)

Chelerythrin (1,2-Dimehoxy-12-methyl[1,3]benzodioxolo[5,6-c]-phenanthridinium)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

EIPA (N-Ethyl-isopropyl-amilorid)

3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX)

Margatoxin (MTX)

Pervanadat

Die Chemikalien wurden von den Firmen Sigma (Miinchen), Serva (Heidelberg),
Merck (Darmstadt) oder Roth (Karlsruhe) bezogen und waren von analytischem
Reinheitsgrad. Die eingesetzten Substanzen wurden jeweils als Stammldosungen
angesetzt und mit NaOH oder HCI zum verwendeten pH-Wert titriert. Die Osmolaritit
der Versuchslosungen betrug jeweils etwa 200 — 220 mosmol/l. Bei in DMSO
angesetzten Substanzen lag die Endkonzentration des Losungsmittels unter 0,1% und
hatte daher keinen EinfluB auf das Verhalten der Oozyten. Leichte inhibitorische

Effekte waren erst ab Konzentrationen von 0,3% festzustellen. Die Stammldsungen
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wurden regelmiBig frisch angesetzt und bei den in Literatur oder vom Hersteller

empfohlenen Temperaturen gelagert.

2.2. Oozytenpriparation

Die Oozyten wurden aus weiblichen Xenopus laevis (Siidafrikanischer Krallenfrosch)
isoliert. Zur Betdubung wurden die Frosche fiir ca. 20 Minuten in 0,1 %iger 3-Amino-
benzoesdureethylesterlosung gebadet. Nach Hautdesinfektion mit Ethylalkohol wurden
die Oozyten unter semisterilen Bedingungen in ihren bindegewebigen Ovarialsdcken
durch eine ca. 1 cm lange Hautinzision entnommen. Anschlieend wurde die Bauch-
decke mit resorbierbarem Nahtmaterial wieder verschlossen.

Die entnommenen Ovarialsicke wurden mehrfach mit ND 96 gespiilt, mechanisch
mittels Pinzetten in kleinere Einheiten separiert und mit OR2-Losung (Zusammen-
setzung wie ND96, jedoch Ca®'-frei) gereinigt. Zur Entfernung der duBeren Binde-
gewebsschichten wurde Kollagenase eingesetzt: Kollagenase A (1-3 g/l, je nach
Aktivitdt; Fa. Boehringer) wurde in OR2 geldst und wirkte fiir 0,5 — 1 h auf die
Oozyten ein. Eine Verdauung der Oozytenmembran war hierbei moglichst zu
vermeiden. Daher fanden wihrend des Vorgangs regelméfige Kontrollen der Oozyten
unter der Stereolupe statt. Nach Kollagenasebehandlung wurden die Oozyten, die
aufgrund ihrer Farbung reif genug waren (Stadium V und VI nach Dumont [81]) und
deren Membran intakt schien, selektiert. Diese Oozyten wurden bis zur cRNA-
Injektion bei 12 bis 16 °C in ND 96-Aufbewahrungslésung inkubiert und in stindiger
Bewegung gehalten, um Verklebungen oder Deformititen zu verhindern. Unmittelbar
vor der cRNA-Injektion erfolgte eine erneute Selektion nach den oben genannten

Gesichtspunkten.

2.3. ¢cRNA - Injektion

Die verwendete cRNA wurde von B. Noll, Physiologisches Institut Tiibingen,

synthetisiert. Die cDNA-Klone wurden freundlicher Weise von B. Rossier, Lausanne
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(ENaC), S. Waldegger, Tiibingen (hsgk1), J. Melzig, Tiibingen (hsgk1*'*"*-Mutante),
Stephan Grissmer, Ulm (Kv1.3) und Gary Desir, Yale University (Kv1.3-Mutante) zur
Verfiigung gestellt.

Die cRNA-Injektion erfolgte mittels eines automatischen Nanoliterinjektors (Fa. WPI,
Sarasota, USA). Zur Injektion wurden Borosilikatglaskapillaren (Fa. WPI, Sarasota,
USA) mit einem Aullendurchmesser von 1.2 mm als Injektionskaniilen mit sehr langer
Spitze in einem Mikroelektrodenpuller (DMZ Universal-Puller der Firma Zeitz,
Augsburg) gezogen. Die so hergestellten Glaskapillaren wurden mit Paraffin6l
aufgefiillt. Danach konnte die cRNA mit Hilfe des Mikroinjektors in die Kapillaren
aufgezogen werden. Unter einer Stereolupe wurde pro Oozyte 50 nl cRNA injiziert.
Bei den Messungen zu Kv1.3 wurde eine zweizeitige Injektion vorgenommen, da die
injizierte kvl.3-cRNA-Menge pro Zelle sehr gering war (entsprach 0.125 ng). Durch
Pipettierungenauigkeiten bei der Herstellung des Injektionsgemisches aus Kinase- und
Kaliumkanal-cRNA sowie geringfligigen Schwankungen bei der Nanoliterinjektion
hatten die cRNA-Mengen pro Zelle zu stark differiert und hitten bei gleichzeitiger
Injektion das Ergebnis verfilscht.

KI127N
112N oder

Daher wurde zuerst die Injektion der entsprechenden Kinasen, hsgk
hsgk1%*?_ in einer Konzentration von jeweils 300 ng / ul (25 nl entspricht 7,5 ng /
Oozyte) vorgenommen. Den Kontrollzellen wurde DEPC-behandeltes und an-
schlieBend autoklaviertes Wasser injiziert, um die injektionsbedingte Zellalteration
auszugleichen. AnschlieBend wurden die Zellen 24 Stunden in ND 96 inkubiert, um
thnen Zeit zu geben, sich von der ersten Injektion zu erholen. Am darauffolgenden Tag
wurde allen Oozyten 25 nl derselben kvl.3-cRNA-Losung (Konzentration 5 ng/ul)
injiziert.

Die Injektionsschritte sowie die cRNA-Handhabung waren semisteril durchzufiihren,

um eine Kontamination mit RNAsen zu verhindern.

2.4. Zwei-Elektroden-voltage-clamp

Der iiber die Oozytenmembran gemessene transmembrandre Strom setzt sich

zusammen aus dem Membranpotential (d.h. der Ladungsakkumulation auf einer
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Membranseite bei gleichzeitiger Ladungsverminderung auf der Gegenseite) und der
Bewegung von geladenen Teilchen durch Ionenkandle. Bei der voltage-clamp-
Messung wird das Membranpotential auf einen konstanten Wert geklemmt, sodal3 der
gemessene Strom allein durch den Ionenflu3 zustande kommt [1].

Fir die Zwei-Elektroden-voltage-clamp-Technik werden zwei intrazelluldre Mikro-
elektroden benétigt. Mit der ersten Mikroelektrode V wird das Membranpotential
gemessen, zu einem Riickkopplungsamplifier geleitet, dort verstdrkt und mit dem
konstant zu haltenden und vorgegebenen Sollwert verglichen. Wenn das gemessene
Membranpotential von der zu haltenden Spannung abweicht, wird via negativem
Feedback vom clamping-Amplifier Strom iiber die zweite Mikroelektrode I an die
Zelle appliziert bis die Spannungsdifferenz wieder auf Null reduziert wurde. So wird
das Membranpotential auf einem konstanten Wert gehalten. Der durch die Mikro-
elektrode I flieBende Strom entspricht dem Stromflufl {iber die Zellmembran ebenso
wie durch den Widerstand R. Er kann durch den Spannungsabfall {iber R mit Hilfe
eines geeigneten Verstirkers bestimmt werden [1].

Die zwei geerdeten Referenzelektroden aus 3 % Agar waren mit 3 M KCl gefiillt und
mit dem Bad verbunden. Die zwei Glasmikroelektroden (Borosilikatglaskapillaren,
AuBendurchmesser 1.5 mm; Typ GCI150TF-15, Clark Elektromedical Instruments,
Pangbourne, GB) waren ebenfalls mit 3 M KCI gefiillt und iiber einen chloridierten
Silberdraht mit dem Verstirker verbunden. Die verwendeten Mikroelektroden hatten
einen Gesamtwiderstand zwischen 0.3 und 1.0 Megaohm. Der Verstirker (GeneClamp
Amplifier) stammte von der Firma Axon Instruments (Foster City, USA). Die
MeBanordnung war durch einen Faradayschen Kéfig gegen duere Stérungen teilweise
abgeschirmt. Alle Daten wurden mit 10 Hz gefiltert und mit einer Samplingrate von
100 Datenpunkten pro Minute {iber ein MacLab-Interface auf einem Macintosh-

Computer aufgezeichnet.
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Commands

I I
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Amplifier

Preamplifier
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Abb. 8:Voltage-clamp-MeBanordnung. Die Mikroelektrode V mif3t das Potential; {iber
die Mikroelektrode I wird Strom appliziert. Die Outputs sind das Membranpotential
der Zelle Vy, und der iiber die Membran flieBende Strom I, (modifiziert nach Aidley
und Stanfield 1996) [1].

2.5. Ausfithrung der Experimente

Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Oozyten wurden in
ND96 mit einer FluBgeschwindigkeit von 20 ml/min gemessen, wodurch ein voll-
standiger Austausch der Badlosung innerhalb 10 Sekunden gewéhrleistet war.

Die Messungen des ENaC erfolgten, sofern nicht anders angegeben, am dritten
Expressionstag bei einer Klemmspannung von —80 mV. Der ENaC-spezifische Strom
wurde indirekt durch Blockade des Kanals mit 30 uM Amilorid bestimmt. Zu Beginn
des Voltage-clamps war héufig eine Verdnderung des Haltestroms (run-down),
beruhend auf einer Autoinaktivierung von ENaC-Kanélen, zu beobachten. Fiir die

Messungen wurde stets ein konstanter Haltestrom abgewartet.
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Die Experimente zu den spannungsabhéngigen Kaliumkanilen Kv1.2, Kv1.3, Kv1.4
und Kv1.5 wurden in der Regel zwei Tage nach cRNA-Injektion durchgefiihrt. Die
Kaliumkanéle wurden, sofern nicht anders angegeben, auf —80 mV geklemmt.
Ausgehend von diesem Membranpotential fanden alle 30 Sekunden Spannungsspriinge
auf —10 mV zur Kanalaktivierung statt. Nach einer Depolarisationsdauer von 15
Sekunden wurde wieder die Ausgangsspannung von —80 mV angelegt. Dieser Vorgang
wurde mehrfach wiederholt. Da teilweise eine Verringerung der Stromamplitude (run-
down) bei mehrfacher Stimulation zu beobachten war, wurde solange stimuliert, bis
sich konstante Verhéltnisse eingestellt hatten.

Die Experimente wurden jeweils an verschiedenen Oozytenpriparationen und unter-
schiedlichen Tagen wiederholt. Unterschiede in den Maximalstromen in Abhéngigkeit
zum MeBzeitpunkt nach cRNA-Injektion und der jeweiligen Oozytenpriaparation
waren festzustellen. Systematische Fehler aufgrund unterschiedlich langer Expres-
sionszeiten wurden durch alternierende Messung von Versuchs- und Kontrollzellen

ausgeschlossen.

2.6. Oozytenfirbungen

Technik der Immunofluoreszenzfirbungen: nach Uberpriifung der Kaliumkanal-
aktivitdt wurde die Vitellinmembran der Oozyten entfernt und die Versuchszellen in
Dentscher Losung (20% DMSO, 80% Methanol, -20 °C) iiber Nacht bei 20°C fixiert.
Nach mehrmaligem Auswaschen des Fixationsmittels mit PBS-Puffer wurden die
Oozyten mit einem Kaninchen-Anti-Kv1.3-Antikdrper (zur Verfiigung gestellt von O.
Pongs, Hamburg) in der Verdiinnung 1 : 100 zusammen mit Ziegenserum (5% PBS)
bei 4 °C fiir zwolf Stunden inkubiert. Es folgte wiederholtes Waschen mit PBS und
eine einstliindige Inkubation bei Raumtemperatur mit Alexa-488-Ziegenantikorper
(gegen Kaninchen gerichtet; Molecular Probes, Niederlande, Verdiinnung 1:200 in
PBS). Die angefirbten Oozyten wurden dann 30 Minuten lang in 3,7 %igem
Paraformaldehyd nachfixiert. Die Einbettung in Acrylamid fand nach den Angaben des
Herstellers (Heraeus Kulzer, Technovit 7100) statt. Von den eingebetteten Oozyten
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wurden 5 pm dicke Schnitte angefertigt und diese unter einem Epifluoreszenz-

mikroskop (Optiphot, Nikon) analysiert.

2.7. Auswertung und Statistik

Bei der Auswertung wurde auf eine Differenzierung zwischen Einwirts- bzw.
Auswirtsstrom verzichtet, sondern lediglich der Betrag des gemessenen Stroms
angegeben.
Die Konzentrations-Wirkungs-Kurven wurden auf Basis einer einfachen Michaelis-
Menten- oder der Hill-Gleichung errechnet.
(1) Michaelis-Menten-Gleichung: [=Ihx * C/ (C+Kp)
I ist die gemessene Hemmung, I..x die maximale Hemmung, C die gegebene
Substratkonzentration und K, die Substratkonzentration bei halbmaximaler Hemmung.
(2) Hill-Gleichung: [=In * C™M/ (C™M+ K™
Der Hill-Koeffizient ny gibt Hinweise auf die Zahl von Substratbindungsstellen am
Molekiil, bzw. am Ionenkanal. Dies gilt jedoch nur fiir den Fall einer starken
kooperativen Bindung des Substrates. Fiir die Bindungskinetiken muf3 deshalb
angenommen werden, daBl die nédchst hohere natiirliche Zahl zu ny lediglich die
minimale Zahl an moglichen Bindungsstellen angibt. Im Normalfall betrug ny = 1 und
es konnte daher die Michaelis-Menten-Gleichung angewandt werden.
Zur Berechnung der Inaktivierung des Kv1.3 wurde eine exponentielle Abnahme erster
Ordnung des Kaliumstroms angenommen. Die MeBpunkte wurden mit der
Exponentialfunktion gefittet und hieraus die Inaktivierungskonstanten bestimmt.

(3) Exponentielle Abnahme erster Ordnung: fity=a*e "+ Yo

Alle Werte sind als arithmetisches Mittel (mean) +/- dem Standardfehler des
Mittelwertes (SEM: standard error of the mean) angegeben. “n“ gibt die Zahl
voneinander unabhédngiger Messungen an. Die Werte wurden mit dem gepaarten
Student-t-Test auf Signifikanz gepriift, und es wurden nur Werte mit p < 0.05 als

signifikant angesehen.
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3. Versuche und Ergebnisse

3.1. ENaC und hSGK1

3.1.1. Stimulation des ENaC durch die hSGK1

Bei den Experimenten zum ENaC wurden drei unterschiedliche Oozytengruppen
eingesetzt: die Koexpression von afy-ENaC und hSGK1 wurde mit Kontrollzellen
(apy-ENaC) sowie afy-ENaC und hSGK1%'*’® exprimierenden Oozyten als Negativ-
kontrolle verglichen. Die dominant negative Kinase hSGK1*'*"® ist eine Mutante der
hSGKI1, bei der die Aminosdure Lysin (K) an Position 127 durch Arginin (R) ersetzt
wurde. Die Mutation liegt in der ATP-bindenden Region der katalytischen Doméne
und fiihrt zum Aktivitdtsverlust der Kinase [62, 117].

Die cRNA der drei ENaC-Untereinheiten o, B und y hatte eine Konzentration von
jeweils 100 ng/ul (2,5 ng pro Untereinheit/Oozyte), die Konzentration der Kinasen
hsgk1 und hsgk1*'*’® betrug je 100 ng/ul. Entsprechend den Versuchsgruppen wurde
afy-enac mit der cRNA der Kinasen oder DEPC-behandeltem Wasser (Kontrollzellen)
im Verhéltnis 1:1 koinjiziert.

Nach einer Expressionszeit von drei Tagen wurden die Amilorid-sensitiven Strome
bestimmt: die Oozyten waren in ND96 per Voltage-clamp auf ein Haltepotential von
—80 mV geklemmt. Die Zugabe von 30 uM Amilorid zur Badlosung tiber 30 Sekunden
fiihrte zu einer vollstindigen Inhibition des afy-ENaC-spezifischen Natriumstroms.
Der Amilorid-sensitive Strom I wurde definiert als Differenz der Stromfliisse bei —80
mV ohne und mit Amiloridblockade. Trotz maximaler Amiloridhemmung persistierte
ein Reststrom, zuriickzuftihren auf andere endogene Oozytenkanile. Die Inhibition
durch Amilorid zeigte sich durch Auswaschung mit ND96 vollstindig reversibel,

sodal3 nach 15 bis 30 Minuten der urspriingliche Natriumstrom wieder erreicht war.
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ND 96

0 nA

Amilorid
30 uM

500 nA

Abb. 9: Originalaufzeichnung: einwirts gerichteter Strom durch den afy-ENaC und
dessen Hemmung durch Amilorid (30uM); I: Amilorid-sensitiver Strom

Unter hSGK1 war eine deutliche Zunahme des Amilorid-sensitiven Stromes zu

beobachten. Im Vergleich zu den Kontrollzellen fiihrte die aktive Kinase zu einer ca.

fiinffachen Steigerung der Natriumstrome. Die Negativkontrolle mit der inaktiven

Kinase hSGK1%'*™? bewirkte hingegen eine Reduktion um den Faktor 2,5.

afy-ENaC afy-ENaC + afy-ENaC +
hSGK 17"} hSGK1
I (nA) 314,3 +24,0 130,0 £ 17,6 1534,5 +£194,2
Zellzahlen (n) 7 14 17

Tab. 6: Vergleich der Amilorid-sensitiven Strome
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Abb. 10: EinfluB der hSGK1 und der inaktiven, transdominat negativ wirkenden
hSGK1%'*"® Mutante auf den Amilorid-sensitiven Natriumstrom des afy-ENaC

3.1.2. Zeitlicher Verlauf der ENaC-Stimulation durch die hSGK1

Die Amilorid-sensitiven Strome der drei Versuchsgruppen (afy-ENaC + hSGKI,
Kontrolle: afy-ENaC und Negativkontrolle: afy-ENaC + hSGK1*'*™®) wurden im
zeitlichen Verlauf ein bis fiinf Tage nach cRNA-Injektion bestimmt.

Die Negativkontrollzellen lieferten die geringsten Strome. Nach 32,5 + 4,8 nA am
ersten Expressionstag bewegten sich die Amilorid-sensitiven Strome ab dem zweiten
Tag nach cRNA-Injektion auf einem relativ konstanten Niveau mit Werten um 172,2 +
26,9 nA.

Die Koexpression von afy-ENaC mit hSGK1 wies iiber den gesamten Verlauf die
hochsten Strome auf mit einem signifikanten Unterschied zu Kontrolle und Negativ-
kontrolle. Bereits am ersten Expressionstag stimulierte die aktive Kinase den afy-

ENaC zu doppelt so hohen Werten. Der groBite Unterschied mit fiinffach héheren
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Natriumstromen im Vergleich zu den Kontrollzellen war am dritten Tag nach cRNA-
Injektion zu beobachten (1534,5 + 194,2 nA zu 308,8 £ 8,9 nA).

Ab dem dritten Expressionstag war auch bei den Kontrollzellen eine starke Zunahme
der Amilorid-sensitiven Strome zu verzeichnen, wodurch sich das Verhéltnis zur
Koexpression von afy-ENaC und hSGK1 von 1:5 am dritten auf 1:2 am fiinften Tag
minimierte.

Der Unterschied zwischen Kontrolle und Negativkontrolle war ab dem dritten Tag

nach cRNA-Injektion signifikant.

300091 5 apBy-ENaC

—A— gBy-ENaC + hSGK1?"™®
25004| —e— gBy-ENaC + hSGK1 }/
2000 -

1500 +

| e
wl _

/%
® n—

I (nA)

A 7AN

1 2 3 4 5
Tage nach cRNA-Injektion

Abb. 11: Zeitlicher Verlauf der Stimulation des afy-ENaC durch die hSGK1 im
Vergleich zu Kontrollgruppe (afy-ENaC) und Negativkontrolle (Koexpression ofy-
ENaC mit hSGK1¥"?™?),
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Tage nach cRNA- afy-ENaC afy-ENaC + afy-ENaC +
Injektion hSGK 1¥!1#7R hSGK 1
1 71,7+22,1 nA 32,5+4,8nA 161,7 £46,5 nA
n==6 n=10 n=12
2 184,2 £ 67,6 nA 178,8 £33,1 nA 459,0 £91,3 nA
n==~6 n=12 n=13
3 308,8 £ 8,9 nA 130,0 £ 17,6 nA 1534,5 £ 194,2 nA
n=4 n=14 n=17
4 775,0 £295,1 nA 171,6 £21,9nA | 2317,5£274,6 nA
n=>5 n=14 n=10
5 1414,2 +£329,0 nA | 208,4+349nA | 2510,0 +298,9 nA
n=13 n=24 n=13

Tab. 7: Zeitlicher Verlauf der Amilorid-sensitiven Strome in den drei Versuchs-
gruppen; n = Zellzahl

3.1.3. Koexpression der ENaC-Untereinheiten o-, aff- und ay-ENaC
mit hSGK1 und hSGK1*'*"}

Der Mechanismus zur Stimulation des ENaC durch die hSGKI1 ist bislang nicht
vollstindig geklart [4, 18]. Zur Priifung welche ENaC-Untereinheiten an der
Regulation durch die Kinase beteiligt sind, wurde a-, af- und ay-ENaC jeweils mit
hSGK1 und hSGKI1*'*’® als Negativkontrolle koexprimiert. Die Expression von B-
oder y-ENaC allein weist keine mefbaren Strome auf [16, 81].

Die cRNA-Konzentrationen der ENaC-Untereinheiten betrugen je 100 ng/pl (2,5
ng/Oozyte), die der Kinasen 300 ng/ pl (7,5 ng/Oozyte).

Die a-ENaC oder af-ENaC exprimierenden Oozyten lieferten nur minimale Amilorid-
sensitive Strome bis 11,25 nA. Allein bei der Komposition aus a- und y-ENaC waren
ab dem zweiten Expressionstag mefbare Strome zu beobachten, die auch eine
deutliche Stimulation auf hSGK1 zeigten mit Werten bis 210 + 76,5 nA. Die hSGK1
bewirkte bei ay-ENaC am zweiten Tag im Vergleich zur Negativkontrolle eine

vierfache, am dritten Tag sogar eine sechsfache Steigerung des Natriumstroms.
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L

[ ] a -ENaC + hSGK1%"*"®

a - ENaC + hSGK1

B op - ENaC + hSGK1
B2 op - ENaC + hSGK1
B o, - ENaC + hSGK1
W#4 oy - ENaC + hSGK1

K127R

K127R

2
Tage nach cRNA-Injektion

Abb. 12: Koexpression der ENaC-Untereinheiten (a-, aff-, ay-ENaC) mit hSGK1 und

der dominant negativen Kinase hSGK

K127R
1 7

Tage a-ENaC | a-ENaC | af-ENaC | apf-ENaC | ay-ENaC | ay-ENaC
nach + + + + + +
cRNA- |hSGKI1¥?R| hSGK1 |hSGKI1¥?™®| hSGK1 hSGKI1¥?R| hSGK1
Injektion
1 25+14 [13+13| 38+13 | 75+25 | 88+43 | 11,3+47
2 3,8+1,3 [50+2,0]| 50+20 | 11,3£24 | 17,5+ 1,4 | 70,0 16,7
3 75+25 [88+13| 10,0£2,0 | 63+3.1 | 350+54 | 210+76,5

Tab. 8: Vergleich der ENaC-Untereinheiten; Amilorid-sensitive Stromstirken ange-
geben in nA; pro Versuchsgruppe wurden sechs Oozyten gemessen (n=6)

3.1.4. Hemmung durch Amilorid

Amilorid ist ein klinisch eingesetztes Diuretikum, welches den Epithelialen Natrium-

kanal hemmt [6]. Der ICso-Wert fiir Amilorid, d.h. die Konzentration bei der 50 % des
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transepithelialen Transports blockiert sind, liegt typischerweise unter 1 pM [40, 99].
Aufgrund der engen rdumlichen Beziehung zwischen Amiloridbindungsstelle und
Kanalpore [59, 91] konnte eine Anderung der Amiloridbindung durch die hSGK1 auf
eine Modulation im Porenbereich und Verdnderung der Leitfdhigkeit des ENaC durch

die Kinase hinweisen.

3.1.4.1. apy-ENaC

afy-ENaC und afy-ENaC + hSGK1 exprimierende Zellen wurden mit ansteigenden
Amiloridkonzentrationen inhibiert. Ausgehend von ND96 wurde die Ldsung der
MeBkammer durch immer hoher konzentrierte Amiloridlésungen, beginnend mit 0,001
uM, ersetzt. Als Maximalkonzentration wurde 30 uM Amilorid gewihlt, da hohere

Konzentrationen zu keiner weiteren Hemmung fiihrten.

Amiloridkonzentration 0 30
(uM) l
3 l IMJ,;.;;«;;/D nA
Vel
e
0,3
0,1 l j
0,03
0,01 >
0,001 0,(103 l l l 500 A
- e 60s

Abb. 13: Originaltracing afy-ENaC + hSGK1: Hemmung durch Amilorid
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Zur Auswertung wurde bei 30 pM Amilorid eine vollstindige Inhibition angenommen,
zu der die Hemmung durch weniger konzentriertes Amilorid in Relation gesetzt wurde.
Es stellte sich heraus, dal die zur halbmaximalen Hemmung (ICso-Wert) benoétigte
Amiloridkonzentration bei der Koexpression afy-ENaC + hSGK1 doppelt so hoch lag
wie jene fir afy-ENaC allein. Um eine gleichwertige Hemmung zu erzielen, waren

folglich bei der Koexpression deutlich hohere Amiloridkonzentrationen nétig.

O  apy-ENaC
100 ® aBy-ENaC + hSGK1
80
X 60
=)
.2
5 40 ]
=
=)
Pt
20 7
0 -
I bR | bR I I
0,001 0,01 0,1 1 10
CAmilorid (HM)

Abb. 14: Anderung der Amiloridinhibition des ofy-ENaC durch hSGK1

apy-ENaC afy-ENaC + hSGK1
ICs0 (UM) 0,124 + 0,006 0,242 + 0,012
Ny 0,82 + 0,03 0,73 = 0,02
100%-Strome (nA) 359,0 £ 50,7 1730,8 £ 115,1
Zellzahl (n) 6 5

Tab. 9: Hemmung von afy-ENaC und afy-ENaC + hSGK1 durch Amilorid
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3.14.2. ay-ENaC

Es sollte untersucht werden, ob die bei ofy-ENaC beobachtete Anderung der
Amiloridkinetik durch die hSGK1 auch nach Auslassen verschiedener Untereinheiten
erhalten bleibt. So wurde dieselbe Komposition der Untereinheiten, wie in 3.1.3.
beschrieben, gewidhlt. Die Expressionen von a- und oaf-ENaC lieferten jedoch so
geringe Strome, dall eine sinnvolle Aussage iiber eine eventuelle Stimulation nicht
moglich war. Bei ay-ENaC war unter hSGK1 eine Verdoppelung des ICso-Wertes zu
beobachten. Im Vergleich zu oy-ENaC und hSGK1*"*"® exprimierenden Oozyten
waren deutlich hohere Amiloridkonzentrationen zur &quivalenten Inhibition nétig.

Insgesamt lagen die ICsy-Werte fiir ay-ENaC leicht {iber jenen fiir afy-ENaC.

00 4| & ay-ENaC+hSGK1*"™
® ay-ENaC +hSGKI
80
X 60 -
=
8
S 40
=
20 -
0 -
I o b | I I
0,001 0,01 0,1 1 10
Amilorid (HM)

Abb. 15: Anderung der Amiloridhemmung von ay-ENaC durch hSGK1
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ay-ENaC + hSGK1¥#7% ay-ENaC + hSGK1
ICs0 (uM) 0,171 + 0,007 0,321+ 0,010
ny 1,14 + 0,04 1,01 + 0,03
100%-Strome (nA) 340+4,3 186,0 + 63,9
Zellzahl (n) 4 4

Tab. 10: Amiloridhemmung von ay-ENaC

3.1.5. Hemmung durch N-Ethyl-Isopropyl-Amilorid (EIPA)

N-Ethyl-Isopropyl-Amilorid ist ein Analogon des Amilorid, welches eine geringere

Affinitdt zum Epithelialen Natriumkanal aufweist [9].

Amilorid
. 30 uM
EIPA-Konzentration M 0nA
(UM) 1
50
30
ﬂ
10
3 /
0z /
0,1 ’ B,
0,001 0,003 0,01 0,03 /
/"w‘/
Vo 500 nA

I e
120 s

Abb. 16: Originalaufzeichnung offy-ENaC + hSGKI1: zunehmende Hemmung des
Natriumstroms mit steigender EIPA-Konzentration, Maximalinhibition durch 30 uM

Amilorid
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Der ofy-ENaC wurde mit steigenden EIPA-Konzentrationen bis 50 pM inhibiert.
Beginnend mit 0,001 pM wurde die jeweilige EIPA-Konzentration nach einer
Applikationszeit von 100 Sekunden durch die nédchst hohere ersetzt. Da jedoch selbst
unter 50 uM EIPA keine vollstindige Inhibition des Natriumstromes zu erreichen war,
wurde zur maximalen Hemmung am Ende jeder Messung 30 pM Amilorid zugesetzt.
Zur Auswertung wurde bei 30 uM Amilorid eine maximale Hemmung angenommen.
Die Inhibition durch EIPA wurde dazu in Relation gesetzt.

Der ICso-Wert von Amilorid lag fiir afy-ENaC + hSGK1 bei 48,1 £ 4,9 uM und betrug
somit nur ein Fiinftel des Wertes flir afy-ENaC (249,4 + 48,6 uM). Es waren folglich
bei afy-ENaC + hSGKI1 deutlich geringere EIPA-Konzentrationen zur Inhibition
notig. Es ist jedoch zu beriicksichtigen, da} aufgrund einer inkompletten Hemmung

durch EIPA die erhaltenen ICsp-Werte nur eine Schitzung darstellen kdnnen.

O aBy-ENaC
® opy-ENaC + hSGKI1

50 7

40

Inhibition (%)
|

20 7
10 7 ®
i ®
0
"'I L) L) """I L) L) """I L) L) """I L) L) """I L) L) """I
0,001 0,01 0,1 1 10 100
CEIPA (HM)

Abb. 17: Inhibition des ENaC durch N-Ethyl-Isopropyl-Amilorid (EIPA)
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apy-ENaC apy-ENaC + hSGK1
ICso (UM) 2494 + 48,6 48,1+ 4.9
ng 0,39 + 0,02 0,37 + 0,02
100%-Strome (nA) 526,1 £54,4 1863,6 +252,3
Zellzahl (n) 9 7

Tab. 11: EIPA-Hemmung von affy-ENaC

3.1.6. Sensitivitit gegeniiber Natrium

Die Anderung der Sensitivitit gegeniiber Amilorid lieB einen EinfluB der hSGK1 auf
die biophysikalischen Eigenschaften des ENaC vermuten. Daher wurde als weiterer
Parameter die Natriumsensitivitit untersucht.

Die Versuchsgruppen wurden ansteigenden extrazelluldren Natriumkonzentrationen
ausgesetzt. Als natriumfreie Ausgangslosung diente NMDG. Dann wurde, beginnend
mit 1 mM, die extrazellulire Na'-Konzentration bis auf 130 mM gesteigert.

Die Gesamtosmolaritit und die Konzentration der anderen Ionen in der Losung
wurden jeweils konstant gehalten. Vor Ubergang auf die nichst hohere Na'-Konzen-
tration wurde stets ein konstantes Niveau des gemessenen Natriumstroms abgewartet.
Bei geringen Natriumkonzentrationen unter 10 mM war ein (positiver) Auswartsstrom
zu beobachten, ab 10 mM zeigten die Messungen einen (negativen) Natriumein-
wiartsstrom. Zur Auswertung wurde der Maximalstrom definiert als Summe der
Betridge aus Auswirtsstrom bei 0 mM und Einwirtsstrom bei 130 mM extrazellulédrer
Natriumkonzentration. Die Natriumstrome der jeweiligen Konzentration wurden zum

Maximalstrom in Relation gesetzt.
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0
(NMDG) Natriumkonzentration

N W

0nA

200 nA

60s

Abb. 18: Originalaufzeichnung: Natriumkinetik afy-ENaC + hSGK1

Die Messungen lieferten nahezu identische Isop-Werte fiir die Koexpressionen aus
ENaC + hSGKI1 und ENaC + hSGK1¥'?’® Die Natriumkonzentrationen bei halb-

maximalem Strom (Iso) lagen zwischen 23,0 £ 1,9 mM und 28,3 + 2,3 mM.

afy-ENaC + afy-ENaC +
hSGK 1%127R hSGK 1
halbmaximaler Strom Isq
(mM Na") 28,3+2.3 23,0+ 1,9
ny 1,14+ 0,09 1,08 = 0,09
100%-Strome (nA) 642,5+ 50,4 2130,0 £224,2
Zellzahl (n) 6 6

Tab. 12: Natriumsensitivitit des afy-ENaC
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04| 2 apy-ENaC +hSGK1“"™
® apy-ENaC + hSGK1 s

0,8 -

0,6 -

g
= 0,4

0,2 -

0,0 -
I ' I ' I ' I ' I ' I ' I ' I
0 20 40 60 80 100 120 140

C,, (mM)

Abb. 19: Natriumsensitivitit des afy-ENaC

3.1.7. Wirkung von 3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX)

IBMX ist ein indirekter Aktivator der Proteinkinase A (PKA). Die PKA stimuliert
dhnlich der hSGK1 den Epithelialen Natriumkanal. Die Regulationskaskaden der
beiden Kinasen laufen jedoch voéllig unabhingig voneinander ab [111]. Eine Inter-
aktion zwischen PKA und hSGK1 in Bezug auf die Aktivierung des ENaC sollte
untersucht werden.

Jeweils die Hélfte der Oozyten der drei Versuchsgruppen wurde zwei Tage nach
cRNA-Injektion {iber 24 Stunden in 1 mM IBMX inkubiert. Nach Inkubation war bei
allen Versuchsgruppen eine Erhohung des Amilorid-sensitiven Stroms zu beobachten.

Die Koexpression von afy-ENaC + hSGK1 offenbarte auch weiterhin die hochsten
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Natriumstréme und opy-ENaC + hSGK1*'*’® die geringsten. Die Unterschiede

zwischen den einzelnen Versuchsgruppen wurden jedoch deutlich geringer.

3500

3000 +

2500 H

2000 +

1500

I (nA)

1000

500

Abb. 20: Amilorid-sensitive Strome nach Inkubation mir IBMX (I mM) fiir 24
Stunden

ohne Inkubation mit apy-ENaC apy-ENaC + afy-ENaC +
IBMX hSGK 177} hSGK1
I (nA) 792,5+93,6 221,4 + 56,0 2490,8 +£217,9
Zellzahl (n) 5 7 6
Inkubation mit afy-ENaC afy-ENaC + afy-ENaC +
IBMX hSGK 177} hSGK 1
I (nA) 1546,0 +238,3 1210,8 £414,9 2804,0 £ 579,8
Zellzahl (n) 5 6 5

Tab. 13: Amilorid-sensitive Strome ohne und mit IBMX(1mM)-Inkubation
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Zur besseren Auswertung wurden die Amilorid-sensitiven Strome nach IBMX-
Stimulation zu jenen vor Inkubation in Relation gesetzt. Erstaunlicherweise wurde die
Koexpression opy-ENaC + hSGKI1®"?™® durch IBMX am stirksten (ca. 5,5-fach)
stimuliert, wohingegen bei affy-ENaC + hSGKI1 nur eine geringe Zunahme des
Natriumstroms zu beobachten war (112 %). Die Kontrollgruppe wies nach Inkubation

eine Verdoppelung des Natriumstroms auf.

600 —

500 —

400 H

300

200

Stimulation (%)

100

Abb. 21: Relative Stimulation nach Inkubation mit IBMX (1 mM)

Inkubation mit afy-ENaC afy-ENaC + afy-ENaC +
IBMX hSGK1¥1?7R hSGK 1
Stimulation (%) 195,1 £154 546,8 + 34,3 112,6 £20,7

Tab. 14: Relative Stimulation der Amilorid-sensitiven Strome durch Inkubation in
IBMX (1 mM) iiber 24 Stunden
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3.2. Kaliumkanile und hSGK1

Ein erhohter Natriumeinstrom in eine Zelle hat zur Aufrechterhaltung des Membran-
potentials zwangsldufig einen erhohten Kaliumausstrom zur Folge. Da der Natrium-
einstrom durch den ENaC sehr stark durch die hSGK1 stimuliert wurde, lag die
Vermutung nahe, da3 die hSGK1 auch den Kaliumefflux durch einen der zahlreichen
renalen Kaliumkanéle beeinflufit. Folgende Kaliumkanédle wurden auf eine Modulation
durch die hSGK1 untersucht: Kir2, KCNQ1 + KCNEI1, Kvl.2, Kv1.3, Kvl.4 und
Kvl.5.

3.2.1. Kir2 (inward rectifier)

Es wurde cRNA mit den Konzen-

trationen von 100 ng / ul fiir den 200+

Kir2 (2,5 ng / Oozyte) und je 300 150 |

ng / ul (7,5 ng / pl) sowohl fiir die -

inaktive Kinase hSGKI1**™® als E’ 1004

auch fiir die aktive Kinase hSGK1 504

koinjiziert. Die Messung erfolgte

am zweiten Tag nach cRNA- 0 Kir2 + Kio +
Injektion. Die Kaliumstrome der hSGK1KIZR — hSGK1

beiden Versuchsgruppen Kir2 +

hSGKIX12R (1642 + 202 nA: Abb. 22: Koexpression von Kir2 mit

hSGK1¥*"R und hSGK 1
n=14) und Kir2 + hSGK1 (158,6 +

12,7 nA; n=12) wiesen nahezu

keinen Unterschied auf.
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3.2.2. Ix,-Kanal

Die injizierten cRNA-Konzentra-

tionen betrugen 200 ng / pl flir Ixs- 0

Kanal (KCNQI1+KCNE1) (5 ng / 300-

Oozyte) und je 300 ng / ul (7,5 ng / Qd? [

Oozyte) fiir die Kinasen. Auch hier = 200

erfolgte die Messung zwei Tage 1004

post injectionem. Die Koexpression

von Ixs + hSGK1 (320,7 = 56,4 nA,; 0 I+ I+
n=6) lieferte bei der Messung zwar hSGKIK2R  hSGK1

hohere Kaliumstrome als die

Koexpression mit der inaktiven Abb. 23: Koexpression von Iy, mit
KI27R
Kinase (215,5 + 46,6 nA; n=6), der hSGK1 und hSGK1

Unterschied zur Negativkontrolle

war jedoch nicht signifikant.

3.2.3. Kvl.2, Kvl1.3, Kvl.4 und Kv1.5

Die cRNA-Konzentrationen betrugen fiir Kv1.x jeweils 25 ng / ul (0,625 ng / Oozyte),
die koinjizierten Kinasen hatten eine Konzentration von je 300 ng / ul (7,5 ng /

Oozyte). Die Messungen erfolgten jeweils am zweiten Tag nach cRNA-Injektion.
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Die gemessenen Kaliumstrome bei
Expression von Kvl1.2 + hSGKI1
(6675,0 =+ 1321,1 nA; n=6)
unterschieden sich nicht wesentlich
von jenen bei Kv1.2 + hSGK1¥'#7?
(6626,7 = 1567,0 nA; n=6).

Die Koexpression von Kvl.3 +
hSGK1 zeigte eine deutliche
Stimulation des gemessenen
Kaliumstromes gegeniiber Kv1.3 +
hSGK1¥'*’® Die aktive Kinase
hSGK1 stimulierte die Kvl.3-
induzierten  Kaliumstrome  auf
4190,4 + 339,5 nA (n=10). Dies
entsprach einer Steigerung um den
Faktor drei, verglichen mit der
Koexpression von KvI.3 und
hSGKI®™ (1331,4 + 190,9 nA;
n=11). Der Unterschied war

signifikant.
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Abb. 24: Koexpression von Kvl.2 mit
hSGK1%*® und hSGK 1
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Kvl.4  zeigte eine  geringe
4000+
Stimulation der Kaliumstrome auf
hSGK1 (3541,0 = 304,3 nA; n=11), 3000
der Unterschied zur Koexpression . [
. KI127R é 2000
von Kv1.4 mit hSGK1 (2234,5 =
+ 315,2 nA; n=10) erwies sich aber 10004
im  Student-t-Test als  nicht
.. 0
signifikant. Kvld+  Kvl4+
hSGKIKIZR  hSGK1

Abb. 26: Koexpression von Kvl.4 mit
hSGK1*"*"® und hSGK 1

Auch bei Kvl.5 war keine

Stimulation durch hSGK1 (208,0 + 4001
29,9 nA; n=6) festzustellen. Die 3004
Kaliumstréme lagen sogar
geringfiigig  unter jenen  der g 200
Koexpression mit hSGKI1¥"*"™® B 100-
(236,0 £ 48,1 nA; n=6).

04

Kvl.5 + Kvl.5+
hSGKIKI27R  hSGK1

Abb. 27: Koexpression von Kvl.5 mit
hSGK1**® und hSGK 1
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3.3. Kv1.3 und hSGK1

3.3.1. Stimulation des Kv1.3 durch die hSGK1-Mutante hSGK13*??

Da der Kv1.3 als einziger der untersuchten Kaliumkandle eine Wirkung auf hSGK1
zeigte, wurde die Stimulation weiter untersucht.

Bei den folgenden Experimenten wurde sowohl eine konstitutiv aktive hSGK1 als
auch ein weiterer inaktiver Kinasemutant verwendet. Die aktive Kinase hSGK 1% ist
eine Mutante der hSGK1, bei welcher die Aminosdure Serin (S) an Position 422 durch
Aspartat (D) ersetzt wurde. Ublicherweise wird die hSGK1 an Ser*”? durch PDK2
phosphoryliert und dadurch aktiviert. Die Mutante mit Asp** hat eine héhere Aktivitit
als die Wildtyp-Kinase [62], da Asp422 mit seiner negativ geladenen Carboxylgruppe
die Phosphorylierung an Ser*” der Wildtyp-Kinase imitiert [62]. Auch die
hSGK 1¥"?™ ist wie hSGK1*'*™® ein inaktivierter Kinasemutant. Hier wurde lediglich
die Aminosdure Lysin (K) an Position 127 zu Asparagin (N) mutiert. Diese Ver-
dnderung fiihrte zum Aktivitétsverlust der Kinase.

Die urspriinglich gewihlte cRNA-Konzentration des Kv1.3 von 25 ng / pl mufte fiir
die weiteren Messungen auf 5 ng / pl reduziert werden, da unter der aktiveren Kinase
hSGK15*2" derart hohe Kaliumstrome (iiber 15 pA) auftraten, daB diese mit dem
beschriebenen Versuchsaufbau nicht mehr exakt aufzunehmen waren. Die injizierte
cRNA-Menge betrug folglich nur noch 0,125 ng, weshalb auf eine zweizeitige
Injektion von Kv1.3 und Kinasen umgestellt wurde (2.3).

Die Kvl.3-spezifischen Kaliumstrome wurden zwei Tage nach der letzten Injektion
aufgezeichnet. In ND96 wurden die Oozyten auf ein Haltepotential von —80 mV
geklemmt. Zur Aktivierung der spannungsabhingigen Kaliumkandle fanden wieder-
holt Potentialspriinge auf —10 mV statt. Wéahrend des Depolarisationsimpulses war ein
deutlicher Kv1.3-spezifischer Auswirtsstrom zu beobachten. Die schnelle Aktivierung
ging unmittelbar in die Inaktivierungsphase mit ausgeprigtem Abfall des Kalium-
stromes {iiber. Diese erstreckte sich entsprechend der Charakteristik des Kv1.3 als
langsam inaktivierendem Kaliumkanal iiber mehrere Sekunden. Nach Beendigung des

Depolarisationsimpulses und Riickkehr auf das Ausgangsmembranpotential von —80

mV war der Kvl.3 wenige Sekunden spiter wieder vollstindig aktivierbar. Der
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spannungsinduzierte Kaliumstrom wurde definiert als Differenz der Stromfliisse bei

—10 und -80 mV.

.

3000
< 2000 - I
NG

1000

0 - 3
z
Na¥ _10 |
on
=
= LT
= 20 A
Q L 1 ]
7] I T 1
15s 30s

Abb. 28: Originalaufzeichnung: Kv1.3 + hSGK15*?P; 1 = spannungsinduzierter
Kaliumstrom

Bei den Messungen waren wieder drei Versuchsgruppen miteinander zu vergleichen:
die Koexpression von Kv1.3 und hSGK1****", Kv1.3 als Kontrolle sowie die
Negativkontrolle aus Kv1.3 und hSGK1¥"*™N. Unter hSGK 13***® war eine ausgeprigte
Stimulation des Kv1.3 zu erkennen (2319,4 + 301,3 nA). Im Vergleich zur Kontrolle
(576,9 £ 124,0 nA) stimulierte die Kinase den Kaliumkanal zu vierfach hoheren
Werten. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Stromen von Kontrolle und

Negativkontrolle (654,4 + 101,1 nA) war nicht festzustellen.
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2500

2000 -

1500

I (nA)

1000
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Kvl1.3 +
hSGK ] 5422D

Kvl.3 +
hSGK 1K127N

Kvl.3

Abb. 29: Stimulation des Kv1.3 durch die hSGK1°***® im Vergleich zu Kontroll-
gruppe (Kv1.3) und der Koexpression mit hSGK15'*'N

Kvl.3 Kv1.3+ Kvl.3 +
hSGK 1K127N hSGK 13422D
[ (nA) 576,9 +£124,0 654,4+101,1 2319,4 +301,3
Zellzahl (n) 8 8 8

Tab. 15: Stimulation des Kv1.3 durch die hSGK154??P

3.3.2. Zeitlicher Verlauf der Stimulation

Die spannungsinduzierten Kaliumstrome wurden ein bis vier Tage nach der letzten
cRNA-Injektion aufgezeichnet.
Sowohl die Kontroll- als auch die Negativkontrollzellen hielten sich im zeitlichen

Verlauf auf einem relativ konstanten Niveau. Dieses lag fiir Kv1.3 um 1027,3 = 157,1
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nA und fiir die Koexpression aus Kv1.3 und hSGK 1% bei 1481,7 +£ 207,7 nA. Die
Koexpression mit der aktiven Kinase lieferte bereits am ersten Expressionstag nahezu
doppelt so hohe Kaliumstrome (2258,9 £ 269,0 nA) wie die Kontrollgruppe. Nach
einer weiteren Steigerung zum zweiten Expressionstag auf 4587,8 + 390,0 nA hielten

sich die spannungsinduzierten Strome ungefdhr auf diesem Niveau.

—&8— Kvl.3

600091 A Kyl3+hSGKIM™

—&— Kv1.3 +hSGK1

S422D

5000 -

4000

I (nA)

3000 -
2000 E
| ]

1000 %

Tage nach cRNA-Injektion

Abb. 30: zeitlicher Verlauf der Kv1.3-Stimulation durch hSGK15+*?P
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Tage nach letzter Kvl.3 Kv1.3 + Kvl.3 +
cRNA-Injektion hSGK 1%!1#/N hSGK 13*#%P
1 1216,0 £ 103,3 nA | 1541,7+102,2 nA | 2258,9 +269,0 nA
n=10 n=9 n=9
2 1202,1 £ 145,8 nA | 1691,7+192,1 nA | 4587,8 +390,0 nA
n="7 n=9 n=9
3 831,9+1229nA | 1092,2+127,3nA | 4411,0+368,7 nA
n=3§ n=9 n=10
4 859,0 £256,3 nA | 1601,0 £409,3 nA | 3935,8 +£551,9nA
n=>5 n=>5 n==6

Tab. 16: zeitlicher Verlauf der Kaliumstrome; n = Zellzahl

3.3.3. Spannungsabhéingigkeit

Mit den folgenden Experimenten sollte der Mechanismus zur Steigerung der
spannungsinduzierten Strome durch die Kinase geklart werden. Als ein Parameter der
biophysikalischen Eigenschaften des Kv1.3 wurde die Spannungsabhidngigkeit
untersucht. Die Aktivierung des Kv1.3 fiir den Ionenflu8 geht mit einer Translokation
des S4-Segments liber die Membran einher. Das S4-Segment enthélt an jeder dritten
Stelle die positiv geladene Aminosdure Arginin oder Lysin. Die Depolarisation der
Zellmembran 16st iiber das Sy-Segment eine Konformationsdnderung des Kanal-
proteins aus [1, 53, 100].

Ausgehend von —80 mV wurden Depolarisationsspriinge durchgefiihrt. Dabei wurde
das urspriingliche Membranhaltepotential jeweils um 10 mV bis auf eine Spannung
von +50 mV gesteigert. Den Depolarisationsimpulsen iiber 15 Sekunden folgte je ein
Intervall auf dem Ausgangspotential von —80 mV, um eine vollstindige Aktivierbar-

keit des Kv1.3 zu gewéhrleisten.
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Abb. 31: Originaltracing Kv1.3 + hSGK1%**P; Depolarisationsschwelle zur
Aktivierung des Kv1.3 bei ca. -30 mV

Zur Auswertung wurde bei +50 mV der Maximalstrom (I.x) angenommen. Die bei
niedrigeren Spannungen gemessenen Strome (I) wurden zu diesem in Relation gesetzt.
Die so errechneten relativen Strome wurden mittels Boltzmann-Funktion gefittet:
f(U) = As + (A1 — Az) / (1 + V')

U: Spannung; A;: Ausgangswert; A,: Endwert; ng: Boltzmann-Koeffizient
Eine Aktivierung des Kv1.3 war erst bei einer Depolarisation auf Werte um —30 mV
zu beobachten. Der Vergleich der Membranhaltepotentiale bei halbmaximalem Strom-
flul (Usp) lieferte fiir die drei Versuchsgruppen nahezu identische Werte. Diese lagen
zwischen —4,5 £ 0,6 und —6,5 £ 0,5 mV.
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Abb. 32: Spannungsabhingigkeit des Kv1.3

Kvl.3 Kv1.3 + Kv1.3 +
hSGK 1K127N hSGK 13422D
Uso -4,5+0,6 -6,5+0,5 -55+0,6
ng 9,79 £ 0,51 7,71 £ 0,45 9,78 £ 0,51
Deplarisationsstrome 711,0+£93,2 993,3 +£120,1 3308,0 +331,3
bei —10 mV (nA)
Zellzahl (n) 6 5 5

Tab. 17: Spannungsabhéngigkeit des Kv1.3; Usy = Haltepotential bei halbmaximalem
Stromfluf}; ng = Boltzmann-Koeffizient
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3.3.4. Verhalten gegeniiber Kanalblockern

Kanalblocker interagieren mit der Porenregion auf der extrazelluliren Membranseite
[53]. Die Sensitivitdt zu dem organischen Kation Tetraethylammonium (TEA) und
dem Peptidtoxin Margatoxin (MTX) wurde als weiterer Parameter der bio-
physikalischen Eigenschaften herangezogen und auf eine Modulation durch die Kinase
hSGK15*?" untersucht. Die spannungsinduzierten Kaliumstrome wurden in

Abhingigkeit zur TEA- und MTX-Konzentration gemessen.

3.3.4.1. Hemmung durch Tetraethylammonium (TEA)

Tetraecthylammonium ist ein unspezifischer Hemmstoff zur Blockade von Kalium-

kanilen [13].

1000 nA

120 s

L I T S s N T VTR RO ) S S Lo o2 R JEZS ) M SRS R S N i ) e LUV R oA B WO SO R S R o B |

[ R S R
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TEA-Konzentration (mM)

Abb. 33: Originalaufzeichnung Kv1.3 + hSGK1%***P; Abnahme des Kaliumstromes
mit steigender TEA-Konzentration
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Die Ausgangslosung ND96 wurde durch TEA in steigender Konzentration von 1 bis
100 mM ersetzt. Pro Konzentration betrug die Applikationszeit 120 Sekunden. Eine
vollstdndige Kanalinhibition fand jedoch nicht statt. Selbst bei einer Konzentration von
100 mM TEA war ein deutlicher Kv1.3-spezifischer Reststrom zu beobachten.

Zur Auswertung wurde bei 0OmM TEA der Maximalstrom (Iy.x) angenommen. Die
Differenz zwischen Maximalstrom und Kaliumstrom einer entsprechenden TEA-
Konzentration (I) wurde zum Maximalstrom in Relation gesetzt und bezeichnet die
Inhibition des Kv1.3. Inhibition in % = (Imax — ) / Imax X 100

Ein signifikanter Unterschied war zwischen den Versuchsgruppen nicht festzustellen.
Die ICso-Werte fiir halbmaximale Hemmung lagen zwischen 9,7 = 0,9 und 12,7 = 1,4
mM.

80
60
S
o 40 7
.8
S
A Kvl.3 +hSGK1*™™N
® Kvl.3+hSGK1**"
0 -
1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
0 20 40 60 80 100
C.., (mM)

Abb. 34: Hemmung des Kv1.3 induzierten Stromes durch Tetraethylammonium (TEA)
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Kvl.3 Kvl.3 + Kvl.3 +
hSGK 1K127N hSGK 15422D
ICso (mM) 11,1+£1,3 9,7+0,9 12,7+ 1,4
ny 0,94 + 0,07 1,02 £0,07 0,97 £ 0,07
100%-Stréme (nA) 1488,0 £ 121,9 1579,0 £ 329,0 4158,0 +192,9
Zellzahl (n) 5 5 5

Tab. 18: Inhibition durch TEA; ICsy = benétigte TEA-Konzentration fiir die halb-
maximale Hemmung in Bezug auf den Reststrom bei 100 mM TEA

3.3.4.2. Hemmung durch Margatoxin (MTX)

Das Skorpiongift Margatoxin (MTX) blockiert sehr potent und relativ spezifisch den
Kvl1.3-Kaliumkanal [39, 74].
Die Messungen wurden in ND96 gestartet, und die Badlosung durch zunehmend héher
konzentriertes MTX ersetzt. Beginnend mit einer Konzentration von 0,001 nM wurde
der Peptidhemmstoff bis auf 3 nM gesteigert und fiir jeweils 120 Sekunden appliziert.
Unter einer Konzentration von 3 nM war keine Kvl.3-typische Aktivierungs- und
Inaktivierungsphase mehr zu beobachten. Der persistierende minimale Reststrom (Igest)
war auf endogene Oozytenkanéle zurlickzufiihren.
Zur Auswertung wurde daher bei 3 nM MTX eine vollstdndige Inhibition des Kv1.3
angenommen. Der Maximalstrom wurde definiert als Differenz des spannungs-
induzierten Stroms bei 0 mM MTX (Ip) und dem Reststrom (Irest). Die bei geringeren
MTX-Konzentrationen gemessenen Strome (I) wurden zum Maximalstrom in Relation
gesetzt und bezeichnen die Inhibition:

Inhibition in % = ((Ip — Irest) — I) / (I — Irest) X 100
Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen bei Inhibition
durch MTX waren nicht festzustellen. Die ICsp-Werte fiir halbmaximale Hemmung

lagen zwischen 0,112 + 0,004 und 0,138 + 0,005 nM.
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Abb. 35: Hemmung des Kv1.3 durch Margatoxin (MTX)

Kvl.3 Kvl.3 + Kvl.3 +
hSGK 1K127N hSGK 13422D
ICso (nM) 0,123 £ 0,005 0,112 £ 0,004 0,138 + 0,005
ny 1,41 +£0,07 1,42 +0,07 1,67 £0,08
100%-Strome (nA) 503,0 £ 98,9 407,0 = 82,7 1449,0 + 166,3
Zellzahl (n) 5 5 5

Tab. 19: Inhibition durch Margatoxin; ICsy = MTX-Konzentration bei halbmaximaler

Hemmung
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3.3.5. Wirkung von Chelerythrin

Chelerythrin (Chel) ist ein Proteinkinase-Hemmstoff, der hauptsidchlich auf die
Proteinkinase C (PKC) aber auch auf andere Ser-Thr-Kinasen wirkt [25]. Die Aktivitit
des Kv1.3 wird posttranslational durch das Zusammenspiel verschiedener Kinasen
reguliert. Der PKC kommt hierbei entscheidende Bedeutung zu. Sie fungiert bei der
Aktivierung als eine Art “master switch® [20]. Der Einflu von Chelerythrin auf die
durch hSGK1°***? induzierte Aktivierung des Kv1.3 war zu untersuchen.

Jeweils die Hilfte der drei Versuchsgruppen wurde einen Tag nach der letzten cRNA-
Injektion in 1 pM Chelerythrin inkubiert, wahrend die andere Hélfte in ND96 autbe-
wahrt wurde. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden wurden die Oozytengruppen
gegeneinander gemessen.

Chelerythrin fiihrte zu einem deutlichen Riickgang der Kaliumstrome. Die geringste
Wirkung zeigte der Proteinkinase-Hemmstoff auf die Negativkontrolle (Kv1.3 +
hSGK1¥'*™™). Es war zwar unter Chelerythrin eine Reduktion der Kaliumstréme zu
beobachten, die Hemmung erwies sich jedoch als nicht signifikant. Die Kontrolle und
die Koexpression mit der aktiven Kinase reagierten hingegen mit einer deutlichen
Verminderung der Kaliumstrome um bis zu 50%. Nach Behandlung mit Chelerythrin
waren zwischen der Negativkontrolle und der Koexpression mit hSGK15***® keine

grofleren Differenzen mehr festzustellen.

Ohne Inkubation Kvl.3 Kvl.3 + Kvl.3 +
hSGK 1K127N hSGK 15422D
I (nA) 909,1 +134,3 1033,2 + 141,3 1652,8 +193,3
Zellzahl (n) 11 11 9
24 h Inkubation Kvl.3 Kv1.3+ Kvl.3 +
mit Chel 1 pM hSGK 1¥1#7N hSGK 1542P
I (nA) 471,0 + 114,6 808,3 £151,8 1063,5 £ 133,9
Zellzahl (n) 10 9 10

Tab. 20: Kvl.3-induzierte Strome: Vergleich nicht inkubierter und mit Chelerythrin
(1 uM) inkubierter Zellen
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Abb. 36: Reduktion der Kv1.3-induzierten Kaliumstrome unter Chelerythrin (1 uM)

3.3.6. Inaktivierung des Kv1.3

Die Inaktivierung hat grolen EinfluB3 auf die Offenwahrscheinlichkeit und beeinfluf3t
somit den Gesamtstrom durch den Kv1.3 [53, 130]. Die Oozyten wurden im voltage
clamp-Modus auf ein Membranhaltepotential von —80 mV geklemmt. Die Depolari-

sation auf —10 mV fiihrte wieder zur Kanalaktivierung.

63



3. Versuche und Ergebnisse

Abb. 37: Original-
tracing: Kv1.3 und
Kv1.3 + hSGK1%*?P

Kv1.3 +hSGK1%22P

/ Kvl.3

4pA

ls

Allerdings wurde die Impulsdauer auf vier Sekunden reduziert, um den steilen
Abschnitt der Inaktivierungskurve zu erfassen. Die Inaktivierung entsprach einer

exponentiellen Abnahme des Kaliumstroms (vgl. [Abb. 28|und |Abb. 37).

Die Maximalstrome (In.x) zu Beginn und die Minimalstrome (I,;,) am Ende des
Depolarisationsimpulses der drei Versuchsgruppen (Kv1.3, Kv1.3 + hSGK1*"*N und
Kvl.3 + hSGKI%**") wurden miteinander verglichen. Aufgrund der typischen
Inaktivierung lag Iy, bei allen drei Versuchsgruppen deutlich unter dem

Maximalstrom.
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Abb. 38: Maximalstrome (I;.x) zu Beginn der Depolarisation und Minimalstrome (i)
bei Depolarisationsende

Kvl.3 Kv1.3+ Kv1.3+
hSGK 1K127N hSGK ]5422D
Limax (nA) 57429 +432,7 5886,3 + 891,5 114443 + 666,5
Iimin (NA) 1387,1 £271,9 1383,8 + 268,4 3341,4 £ 679,4
Zellzahl (n) 7 8 7

Tab. 21: Vergleich der Maximal- (Ijax) und Minimalstrome (Ipin)

Zur besseren Beurteilung wurden die Minimalstrome (Ii) zu den Maximalstromen

(Imax) 1n Relation gesetzt und als relative Minimalstrome (I;) bezeichnet.

Lre11n % = Iinin / Imax x 100
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Die relativen Minimalstrome wiesen unter hSGK 152 signifikant hohere Werte auf.
Sie betrugen den 1,5-fachen Wert und lagen damit rund 10% iiber jenen der Kontroll-

oder Negativkontrollgruppe.
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hSGK 1K127N hSGK 15422D

Abb. 39: relative Minimalstrome (I ) bei Depolarisationsende

Kvl.3 Kvl.3 + Kvl.3 +
hSGK 1K127N hSGK 13422D
Lol in % 243+2,1 22,5+ 1,9 35,5+4,5

Tab. 22: Vergleich der relativen Minimalstrome (1)

Zur Verifizierung der verzogerten Inaktivierung unter hSGK1°**?® wurden die

Inaktivierungskonstanten (t) bestimmt. Der Inaktivierungsverlauf (Abb. 40) entsprach
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einer exponentiellen Abnahme erster Ordnung und wurde mit folgender Funktion
gefittet: fity=a* e " +y,

yo: Offset; a: Amplitude; t: Zeit; to: 0,5 s; T: Inaktivierungskonstante

Die Inaktivierungskonstante (t) gibt an, nach welcher Zeit 1/e (ca. 36,8%) der Kanile
inaktiviert sind. Auch hier wurde entsprechend den erhdhten relativen Reststromen

unter hSGK 15*P eine Verzdgerung der Inaktivierung um den Faktor 1,5 deutlich.

O Kvl.3
- A Kvl.3 +hSGKl1
90 - ® Kvl.3+ hSGK1
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S422D
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()

Abb. 40: Verlauf der Inaktivierung; t = 0: Depolarisationsbeginn, t = 0.5: Beginn der
Inaktivierung

Kvl.3 Kvl.3 + Kvl.3 +
hSGK 1K127N hSGK 134220
T(s) 0,952 £0,126 0,971 £ 0,079 1,528 £ 0,179

Tab. 23: Inaktivierungskonstanten (t)
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3.3.7. Deletion des N-Terminus

Der N-Terminus ist verantwortlich fiir die N-Typ-Inaktivierung und spielt auch bei der
Regulation der Expressionsdichte des Kv1.3 eine entscheidende Rolle [93, 128, 129].

420D .
18 wurde eine

Zur Priifung einer Interaktion zwischen N-Terminus und hSGK
Kv1.3-Mutante mit Deletion der Aminosduren 3 bis 36 der N-terminalen Region
(Kv1.3%3%) eingesetzt.

Die Mutante Kv1.3%53-% Jieferte mit 1450 + 100 nA 1,5-fach hohere Kaliumstrome als
der Wildtyp (950 £ 50 nA). Sowohl Mutante als auch Wildtyp erfuhren durch die
hSGK1%*?" eine deutliche Steigerung der Kaliumstrome. Diese schien jedoch bei

Kv1.3%B3 mit einer Steigerung um das 2,9-fache etwas ausgeprigter, als jene des

Wildtyps (Zunahme um den Faktor 2,2).

5000

4000 -

1000 -

Kv1.3 Kv1.3 + Kv1.3de3-36  Ky].3del3-36 4
hSGK18422D hSGK18422D

Abb. 41: Deletion der Aminosduren 3 — 36 des N-Terminus: Vergleich mit Kvl1.3-
Wildtyp
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Kv1.3 Kvl.3 + Kv1.3%8-36 Kv1.39€B-36 4
hSGKI S422D hSGKI S422D
I (nA) 950 + 50 2110 + 150 1450 + 100 4150 + 500
Zellzahl (n) 10 10 10 10

Tab. 24: Spannungsinduzierte Strdme von Kv1.3 und Kv1.3%"3¢ ynter hSGK 15**2P

3.3.8. Exozytosehemmung durch Brefeldin A (BFA)

Brefeldin A (BFA) ist ein Hemmstoff der Membranexozytose und verhindert den
Einbau bereits synthetisierter Proteine in die Zellmembran [28].

Die erste Messung der Versuchsgruppen, bestehend aus Kv1.3 und Kvl.3 +
hSGK15*2P, erfolgte nach einer Expressionszeit von 24 Stunden. Dies entspricht 0
Stunden auf der Abszisse, da sich der angegebene Zeitverlauf auf den Zeitpunkt nach
der ersten Messung bezieht. Direkt nach der zweiten Messung drei Stunden spiter
wurde jeweils die Hélfte der Versuchsgruppen mit Brefeldin A (5 pM) behandelt. Der
dritte MeBpunkt nach 24 Stunden zeigt die Wirkung von BFA. Die letzte Messung
weitere 24 Stunden spéter erfolgte nach Wiederauswaschung von BFA.
Erstaunlicherweise zeigte die Koexpression von Kv1.3 und hSGK15***® selbst unter
Exozytosehemmung durch Brefeldin A einen deutlichen Anstieg der gemessenen
Strome, wohingegen Zellen, die nur Kv1.3 exprimierten, unter BFA eine Reduktion
der Kaliumstrome erfuhren. Nach Wiederauswaschen von BFA erholten sich die
Kv1.3 exprimierenden Zellen deutlich, die mit hSGK1%***" injizierten Zellen hielten

sich auf nahezu konstantem Niveau.
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Abb. 42: Hemmung der Exozytose durch Brefeldin A (BFA, 5 uM), BFA-Applikation
nach 3 Stunden, Wiederauswaschung nach 24 Stunden

Zeit (h) Kv1.3 Kv1.3 + BFA Kv1.3 + Kv1.3 +
hSGK13*#2P | hSGK15*?P +
BFA
0 3100 + 457 3100 + 457 7740 £+ 300 7740 £+ 300
n=9 n=9 n=9 n=9
3 5688 + 711 4808 + 693 8310+ 1131 8224 + 1374
n=10 n=10 n=10 n=10
24 4210 + 755 1090 + 473 12167 £ 1225 10337 £ 779
n=10 n=10 n=9 n=9
48 5474 + 1730 4430 + 1020 12590 £+ 930 0248 + 1482
n=9 n=10 n=10 n=9

Tab. 25: Spannungsinduzierte Kaliumstrome unter BFA (nA)
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3.3.9. Immunfluoreszenzfirbungen

Zur Differenzierung der Wirkung der aktiven Kinase hSGK1%***® auf den Kvl1.3
wurden unter der Annahme einer Beeinflussung der Oberflichenexpression Immun-
fluoreszenzfarbungen der in die Membran integrierten Kv1.3-Proteine durchgefiihrt.
Die Membranen aller drei Versuchsgruppen zeigten eine deutliche Anférbbarkeit, ein

signifikanter Unterschied war jedoch nicht festzustellen.

Abb. 43: Immun-
fluoreszenz-
farbung Kv1.3
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Abb. 44: Immun-
fluoreszenz-
farbung Kv1.3 +
hSGK 154220

Abb. 45:Immun-

fluoreszenz-
farbung Kv1.3 +
hSGK1K127N
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4. Interpretation und Diskussion

4.1. Oozyten als Expressionssystem

Die Oozyten wiesen hinsichtlich ihrer Qualitdt zum Teil groBe Unterschiede auf. Diese
war einerseits abhéngig vom Entwicklungszustand und Alter der operierten Frosche,
andererseits wiesen aber auch die entnommenen Oozyten desselben Frosches
untereinander verschiedene Reifegrade auf. Einen weiteren Einflul auf die Qualitét der
Oozyten hatte die Verdauung der sie umgebenden Bindegewebestrukturen mit
Kollagenase im Rahmen der Oozytenpriparation. So traten nach Kollagenase-
behandlung des ofteren Alterationen der Zellmembran auf. Oozyten mit sichtbaren
Membranschidden wurden in einer ersten Selektion sofort aussortiert, dennoch bestand
die Moglichkeit einer latenten Membran- oder Zellschiddigung und deren Einflu3 auf
die Proteinexpression und basalen Strome. Membranalterationen duflerten sich zumeist
im Ausgangsmembranpotential und traten nach Anlegen einer Klemmspannung als
iiberhohte Leckstrome in Erscheinung. Eine weitere Auslese nach optischen Gesichts-
punkten wurde vor der cRNA-Injektion getroffen. Direkt vor den Messungen wurden
die Oozyten zum dritten Mal selektiert. Es wurden, um allzu gro3e Unterschiede
auszuschlieen, nur Oozyten gewertet, die bei der Messung von afy-ENaC in ND96
einen Amilorid-sensitiven Mindeststrom von 30 nA aufwiesen. Bei Kv1.3 wurde auf
eine kanaltypische Inaktivierung nach Depolarisation auf -10 mV Wert gelegt.

Eine weitere potentielle Fehlerquelle stellte die cRNA-Injektion dar. Die cRNA-
Qualitdt unterlag synthesebedingt geringen Schwankungen; sie wurde als Stamm-
16sung aufbewahrt, aus der die zu injizierenden Konzentrationen verdiinnt wurden.
Meist muflte im Mikroliterbereich pipettiert werden, was eine geringfiigige Pipettier-
ungenauigkeit zur Folge hatte. Auch die Injektion mittels Injektomat wies Ungenauig-
keiten bei einer Injektionsmenge von 50 nl cRNA auf. Dies diirfte bei Injektionen mit
hoheren cRNA-Konzentrationen die Expressionsrate kaum beeinfluit haben, bei
geringeren cRNA-Konzentrationen von 5 ng/ul allerdings, wie sie bei Kv1.3 in
Koexpression mit hSGK1%*?® verwendet wurden, waren durchaus Unterschiede in der
Oberfldachenexpression festzustellen. Um die Ungenauigkeiten zu minimieren wurde

daher eine zweizeitige cRNA-Injektion (R.3]) vorgenommen.
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Die Proteinexpression schien von mehreren Faktoren abhidngig: sowohl Schwankungen
der Temperatur wihrend der Inkubation oder Unterschiede in der Zusammensetzung
der Oozytenaufbewahrungslosung, als auch die Oozyten selbst hatten Einfluf3 auf die
Expressionsrate.

Die Verwendung von Xenopus laevis Oozyten als Expressionssystem birgt Fehler-
quellen in sich. Es ist anzunehmen, dafl die Oozyten artenspezifische endogene
Proteine enthalten, welche mit den zu exprimierenden Kanélen auf unbekannte Art und
Weise interagieren und somit zu Fehlinterpretationen der Versuchsergebnisse flihren
konnen. AuBlerdem stellt sich aufgrund der Mischung von RNA der verschiedenen
Spezies und deren Interaktion die Frage der Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf

Saugerzellen.

4.2. Losungen

Die genaue Zusammensetzung der Aufbewahrungs- und Testlosungen wurde mit
ionenselektiven Elektroden fiir Kalium, Chlorid und Calcium {iberpriift, Schwan-
kungen iiber 1 % wurden nicht toleriert. Auch die Gesamtosmolaritdt und der pH-Wert
der Losungen wurden regelméBig kontrolliert. Verunreinigungen der Testsubstanzen
durch den Herstellungsprozef3 konnten nicht ausgeschlossen werden.

Die hergestellten Mischungen wurden z.T. als Stammldsungen aufbewahrt. Die
Chemikalien konnten sich jedoch unter dem EinfluB von Temperatur oder Licht
verdndern, weshalb die Stammlosungen und Testsubstanzen regelmaBig frisch
angesetzt und vor direkter Lichteinstrahlung geschiitzt im Kiihl- oder Gefrierschrank

aufbewahrt wurden.

4.3. Gerite

Der gesamte Mefautbau war durch einen Faradayschen Kéfig vor moglichen externen
elektrischen Storeinfliissen geschiitzt. Die MeBelektroden mit AgCl,-Beschichtung

wurden im Laufe der Versuche abgenutzt, was zu einer Erhohung des Elektroden-
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widerstands fiihrte. Auch eine Verstopfung der Glaskapillarenspitze konnte den
Widerstand erhohen. Aus diesem Grunde wurde vor jedem Experiment der
Elektrodenwiderstand in der Badlosung kontrolliert. Dieser hatte zwischen Werten von
0,3 und 3,0 mQ zu liegen. Bei zu grofler Abweichung wurden die MeB3elektroden neu

chloridiert und ein Wechsel der Glaskapillaren vorgenommen.

4.4. ENaC und hSGK1

4.4.1. Wirkung der hSGK1 auf den ENaC

Die Koexpression von hSGK1 und ENaC in Xenopus Oozyten zeigte, dafl die Kinase
den Epithelialen Natriumkanal um den Faktor fiinf stimulierte. Im zeitlichen Verlauf
wurde die Steigerung des Natriumstroms durch die hSGKI1 bereits am ersten
Expressionstag deutlich. Die aktive Kinase stimulierte den Natriumstrom iiber den
gesamten Verlauf zu deutlich hoheren Werten im Vergleich zu den Kontrollgruppen
(ENaC, ENaC+hSGK1*"*™). Allerdings relativierte sich der Abstand zu den
Kontrollzellen (ENaC) ab dem vierten Tage betrdchtlich. Die Natriumstrome der
Kontrollgruppe nahmen fortan stark zu, mit einem Kurvenverlauf, der jenem der
Stimulation dhnelte. Die verzogert einsetzende Zunahme der Natriumstrome konnte
die apy-ENaC-Expression ohne Kinaseeinflul widerspiegeln, denkbar ist aber auch
der zunehmende EinfluB3 einer endogenen Kinase, welche sich ab dem vierten Tag
bemerkbar machen konnte. Die Negativkontrolle lieferte iiber den gesamten zeitlichen
Verlauf relativ konstant bleibende, aber sehr geringe Strome. Die inaktive Kinase
hemmte offensichtlich die Aktivitit oder den Einbau des afy-ENaC in die Membran.
Dies ist wahrscheinlich in einem dominant negativen Einflufl der inaktiven iiber die
endogen aktivierte Kinase begriindet [117].

Der Wirkungsmechanismus der hRSGK1 auf den ENaC ist nicht vollstindig geklart. Als
Serin-Threonin-Kinase ist die hSGK1 in der Lage, andere Proteine zu phosphorylieren.
Bislang konnte jedoch keine direkte Wirkung der hSGK1 auf den ENaC nachgewiesen
werden [18]. Grundsitzlich sind fiir die Stimulation des Natriumstroms durch die

hSGK1 folgende Erkldrungsmodelle denkbar: iiber einen direkten Angriff am
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Natriumkanal konnte die Kinase sowohl die Einzelkanalkinetik und Offnungswahr-
scheinlichkeit als auch das Trafficking des Kanalproteins und somit die Oberfldchen-
expression beeinflussen. Die genannten Mechanismen konnten jedoch auch indirekt
iiber die Phosphorylierung anderer Regulatorproteine durch die hSGKI1 zustande
kommen [4, 18].

Die Ser-Thr-Kinase hSGK1 war nur in der Lage die Koexpressionen von ay-ENaC und
afy-ENaC zu stimulieren, bei a-ENaC oder af-ENaC war kein Effekt festzustellen. Es
ist moglich, da3 bei den Expressionen von a-ENaC oder af-ENaC die gemessenen
Natriumstrome zu gering waren, um eine Stimulation durch die hSGK1 beobachten zu
konnen. Gleichwohl scheint aber die Anwesenheit der y-Untereinheit die Wirkung der
hSGK1 zu begiinstigen. Es ist bekannt, dal Aldosteron, Insulin, PKA und PKC die
Aktivitdt des ENaC durch Phosphorylierung der B- und y-Untereinheiten an Ser- und
Thr-Residuen der C-terminalen Region modulieren [3, 4, 98]. Die Phosphorylierung
der C-Termini beeinflult die Interaktion mit Regulatorproteinen und endozytotischer
Transportmaschinerie sowie die kinetischen Eigenschaften des ENaC [98]. Die hSGK1
jedoch, obwohl ein Mediator der Aldosteronwirkung, entfaltet ihre Wirkung wahr-
scheinlich nicht iiber eine Anderung des Phosphorylierungszustands des p- und v-
ENaC [98, 18]. Alvarez de la Rosa et al. zeigten, daB3 selbst Kanéle ohne - und v-
Untereinheit durch die hSGK1 stimuliert werden [3]. Es ist daher anzunechmen, dal}3 an
der Wirkung der hSGK1 weitere Regulatorproteine liber Phosphorylierung durch die
Kinase beteiligt sind [3]. Moglicherweise existieren endogene Oozytenproteine, die ein
Ziel der hSGK1 darstellen und iiber die Phosphorylierung durch die hSGK1 aktiviert
werden. Diese konnten dann ihrerseits die ENaC-Aktivitdt, evtl. iiber Phos-
phorylierung der B- und y-Untereinheiten, beeinflussen.

Das Ubiquitationsprotein Nedd4-2 ist ein solches Regulatorprotein, das maf3geblich die
Oberflachenexpression des ENaC determiniert [101]. Es kann nicht ausgeschlossen
werden, dafl in den als Expressionssystem verwendeten Oozyten der Einflull eines
endogenen Nedd4-2-dhnlichen Proteins bei der Kanalexpression zum Tragen kam.
Nedd4-2 enthdlt multiple WW-Doménen, die mit den PY-Motiven der C-Termini des
B- und y-ENaC interagieren. Das Ubiquitationsprotein reduziert in nicht phos-
phoryliertem Zustand die Expressionsdichte des ENaC indem es die Endozytose des

gesamten Kanalkomplexes mit folgendem lysosomalem Abbau steigert [101, 104]. Die
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Phosphorylierung von Nedd4-2 an Ser422 und Ser338 (WW-Doménen) durch die
hSGK1 reduziert den hemmenden EinfluBl des Suppressorproteins. Dies fiihrt letztlich
zu einer gesteigerten Expressionsdichte des ENaC [26, 55, 101]. Die Anwesenheit von
B- oder y-ENaC konnte daher notwendig sein, um die Stimulation des Natriumstroms
via ENaC durch die hSGK1 beobachten zu kdnnen.

Eine Erklirung fiir die stimulierten Natriumstrome unter hSGK1 ist somit sicherlich in
der Erhohung der Expressionsdichte des ENaC in der Plasmamembran zu suchen, was
auch immunozytochemisch in Oozyten bestitigt wurde [71]. Zusétzlich zur Hemmung
der Membranendozytose durch Nedd4-2 gibt es Hinweise, dafl durch die hSGK1 auch
bereits in der Membran befindliche ruhende Natriumkanéle rekrutiert werden [3, 4].
Firsov et al. beschrieben, dal} tatsédchlich eine groBe Anzahl der in der Membran von
Oozyten befindlichen Kanile in inaktivem Zustand vorliegen [33, 35]. Durch diesen

Prozef3 kdnnte die Expressionsdichte zusétzlich verstarkt werden.

4.4.2. Pharmakologische Hemmung

An der Amiloridbindung sind o-, B- und y-Untereinheit des heterotetrameren ENaC
beteiligt [91]. Die Amilorid-Konzentration zur halbmaximalen Hemmung (ICs) des
ENaC liegt typischerweise unter 0,1pumol/l1 [9, 40, 99]. Fiir Amilorid und dessen
Analoga gilt folgendes Sensitivititsprofil: Phenamil ~ Benzamil > Amilorid >> Ethyl-
isopropylamilorid (EIPA) [9].

Die Kinase hSGK1 fiihrte beim ENaC zu einer deutlichen Zunahme des ICsp-Wertes
fir Amilorid um den Faktor zwei, wihrend bei der Inhibition durch EIPA eine fiinf-
fache Abnahme des ICso-Wertes zu beobachten war. Demnach wurden unter dem
EinfluB der hSGK1 die Affinitidten von Amilorid und EIPA entgegengesetzt geregelt.
Bei Amilorid war eine Reduktion der Sensitivitit um den Faktor zwei, bei EIPA
hingegen eine Steigerung um das Fiinffache zu beobachten.

EinfluBfaktoren auf die Amiloridbindung wie transmembrandre Spannung, extra-
zelluldrer pH-Wert und die extrazellulire Natriumkonzentration [40, 91] wurden bei

den Messungen konstant gehalten und diirfen daher vernachlissigt werden.
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Die Ergebnisse passen gut zu den Beobachtungen anderer Forschungsgruppen, die
feststellten, dafl die Sensitivitit des ENaC, welcher auch in den Hepatozyten von
Ratten im Rahmen der regulatorischen Volumenzunahme exprimiert wird, ein ver-
andertes Profil gegeniiber Amilorid und dessen Analogon aufwies: die Affinitdt von
EIPA war erhoht, wohingegen die Affinitdt von Amilorid zum ENaC vermindert
schien [9]. Da die hSGK1 in nahezu allen Geweben vorkommt und die hochsten
Expressionslevel in Pankreas, Leber und Herz gefunden wurden [119], konnte hier ein
ursdchlicher Zusammenhang zwischen der Stimulation des ENaC durch die hSGK1

und dem verdnderten Sensitivitdtsprofil bestehen [9].

4.4.3. Sensitivitiit gegeniiber Natrium

Die Amiloridbindungsstelle steht in enger rdumlicher Beziehung zu Kanalpore [6, 40,
59, 99]. Aufgrund der Sensitivititsainderung der ENaC-Inhibitoren Amilorid und EIPA
unter hSGK1 wurde ein Einflu der Kinase auf die Porenregion des Natriumkanals
vermutet. Anhand der Natriumsensitivitét sollten die biophysikalischen Eigenschaften
des ENaC bei Koexpression mit hSGK 1 weiter charakterisiert werden.

Die Messungen lieferten jedoch keinen Hinweis auf eine Beeinflussung der Natrium-
sensitivitdt durch die hSGK1. Die biophysikalischen Eigenschaften des ENaC schienen
durch die Kinase nicht verdndert zu werden. Dies deckt sich mit den Ergebnissen
anderer Forschungsgruppen, die einen Effekt der Kinase auf die Offenheits-
wahrscheinlichkeit oder die Einzelkanalleitfdhigkeit ausschlieBen [3]. Auch unter
Stimulation durch die hSGK1 weist der ENaC das bekannte Selektivititsprofil auf: Li"
> Na' >> K" >> Cs" [81]. Gesteigerte Strome unter hSGK1 lassen sich auch bei
anderen Kationen wie Li' oder Cs™ beobachten, wobei die Sensitivitit aber unbe-

einfluBt bleibt [117].
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4.4.4. Interaktion mit der Proteinkinase A

Aldosteron und ADH verhalten sich synergistisch in ihrer Wirkung auf den
Epithelialen Natriumkanal. Beide Hormone steigern die Expression aktiver Kanéle in
der Membran [40, 101, 102]. ADH fiihrt iiber die Aktivierung der Adenylatzyklase zu
einer Erhohung der intrazelluliren cAMP-Konzentration. Der intrazellulire second
messenger CAMP stimuliert die PKA [40, 99]. Wie in Abb. 7 zu sehen, laufen die
intrazelluldren Signalkaskaden von Aldosteron und ADH wahrscheinlich vollig
unabhéngig voneinander ab [112].

Die Experimente sollten eine Interaktion zwischen der hSGKI1, als Mediator der
Aldosteronwirkung, und der PKA in der Wirkung auf den ENaC detektieren. IBMX ist
ein Inhibitor der Phosphodiesterase und diente als Stimulans fiir die PKA [40]. Es fiihrt
iiber die Hemmung des Abbaus von cAMP zu einer gesteigerten intrazelluldren
Konzentration des second messenger mit nachfolgender Aktivierung der PKA [40, 99].
Nach Inkubation mit IBMX iiber 24 Stunden waren bei den Kontrollzellen doppelt so
hohe Natriumstrome zu messen. Im Vergleich dazu war der durch die hSGK1 bereits
stimulierte Natriumstrom durch IBMX nur noch geringfiigig zu steigern.

Wie bereits erwéhnt steigern Aldosteron und PKA {iber Phosphorylierung der - und vy-
Untereinheiten die ENaC-Funktion [97]. Zusétzlich scheint die Beeinflussung weiterer
Regulatorproteine durch die PKA eine Rolle zu spielen [6, 40]. Die C-Termini der
ENaC-Untereinheiten enthalten Sequenzen, welche die Internalisation und Expres-
sionsdichte des Natriumkanals regulieren [40]. Dies geschieht nicht zuletzt iiber die
Interaktion mit dem Ubiquitationsprotein Nedd4-2 [55, 104]. Die Wirkungs-
mechanismen von hSGK1 und PKA scheinen sich in Bezug auf die Steigerung des
Natriumstroms zu gleichen. Die PKA fiihrt ebenso wie die hSGKI1 iiber die
Rekrutierung inaktiver Kanéle zu einer Steigerung der ENaC-Expressionsdichte, ohne
die Offnungswahrscheinlichkeit zu beeinflussen [6, 40, 98, 99, 102].

Moglicherweise wirken hSGK1 und PKA iiber Phosphorylierung derselben Loci an
ENaC-Untereinheiten oder Regulatorproteinen wie dem Nedd4-2. Die Annahme eines
agonistischen Effekts der beiden Kinasen konnte die geringe additive Wirkung des
Natriumstroms der Koexpression aus ENaC und hSGK1 auf IBMX erkldren.

Vermutlich lag bereits eine maximale Stimulation des ENaC durch die hSGK1 vor,
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sodaf3 der Effekt durch IBMX nicht mehr zum Tragen kommen konnte. Die
Koexpression mit der inaktiven Kinase zeigte relativ gesehen die stirkste Stimulation
auf IBMX, moglicherweise aufgrund der stark supprimierenden Wirkung von
hSGK1*"#"% .

AuBerdem sollte beriicksichtigt werden, daB die hSGKI1 Teil eines komplexen
Regulationsnetzwerkes ist. Zusétzlich zur Regulation {iber die Genexpression, wird die
Aktivitdat der hSGK1 durch mehrere Proteinkinasen moduliert. Zu diesen gehort neben
PDK1 und PDK2 auch die PKA [86]. Inwieweit dies bei den Versuchen eine Rolle

gespielt haben konnte, ist schwer zu beurteilen.

4.5. Kaliumkanile und hSGK1

Aufgrund der Austauschfunktion der Na'-K'-ATPase stellt ein zelluldrer Kalium-
efflux eine notwendige Voraussetzung fiir den transepithelialen Natriumtransport dar.
Aldosteron stimuliert im ASDN nicht nur die Natriumaufnahme sondern auch die
Kaliumsekretion [112]. Es blieb daher zu priifen, ob die hSGK1 als Mediator der
Aldosteronwirkung neben der Stimulation des ENaC auch Einflul auf die Aktivitit
von renal exprimierten Kaliumkanilen nimmt.

Mehrere in Frage kommende Kaliumkandle wurden einem Screening auf Stimulation
durch die hSGK1 unterzogen. Die Messungen ergaben beim Ixs-Kanal (KCNE1 +
KCNQI) und bei Kvl.4 zwar eine Zunahme des Kaliumstroms durch die hSGKI1,
diese erwies sich jedoch bei der Analyse mittels Student-t-Test als nicht signifikant.
Bei den Kanilen Kir2, Kv1.2 und Kv1.5 war kein Effekt durch die hSGK1 fest-
zustellen. Als einziger der untersuchten Kaliumkanéle zeigte der Shaker-Kanal Kv1.3
eine deutliche Stimulation auf die hSGK1. Im Vergleich zur Negativkontrolle war eine
ca. dreifache Zunahme der spannungsinduzierten Kaliumstrome zu beobachten. Die
weiteren Untersuchungen sollten Aufschlufl {iber die Mechanismen der Stimulation

des Kv1.3 geben und zeigen, ob Parallelen zur Aktivierung des ENaC bestehen.
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4.5.1. Stimulation des Kv1.3 durch die hSGK1-Mutante hSGK154*?"

Bei den folgenden Experimenten wurde die verinderte aktive Kinase hSGK1%*?°
eingesetzt. Die Mutation von Serin (Ser) an Position 422 der hSGK1 zu Aspartat (Asp)
fiihrt zu einer deutlichen Zunahme der Kinaseaktivitit im Vergleich zum Wildtyp.
Aufgrund der negativen Ladung ist Asp422 bei der Mutante in der Lage, die
Aktivierung der Wildtyp-Kinase durch Phosphorylierung an Ser422 zu imitieren. Die
Mutante hSGK15**" weist hierdurch eine ca. 10-fach hohere Aktivitit als deren
Wildtyp auf [61, 62]. Tatsichlich zeigte die Koexpression von Kv1.3 und hSGK 15*2°
durchschnittlich 1,5-fach hohere Strome als jene von Kv1.3 und hSGKI.

15422D yier- bis fiinffach

Verglichen mit den Kontrollzellen (Kv1.3) waren unter hSGK
hohere Kaliumstrome zu messen. Im Gegensatz zu den Beobachtungen beim
Epithelialen Natriumkanal war bei der als Negativkontrolle eingesetzten dominant
negativen Kinase hSGK1*'?™N keine Suppression festzustellen. Die Regulation des
Kv1.3 funktioniert iiber die Interaktion mehrerer, sich zum Teil auch gegenseitig
hemmender Kinasen [19]. Moglicherweise verhilft die inaktive Kinase hSGK 15N in
dem komplexen Regulationssystem den stimulierenden Einfliissen zu einem leichten
Ubergewicht, ohne den Kv1.3 direkt zu beeinflussen. Im zeitlichen Verlauf lagen die
Strome der Negativkontrolle tendenziell liber jenen der Kontrollgruppe. Beide hielten
sich iiber die Zeit auf einem nahezu konstanten Niveau. Ein signifikanter Unterschied
war jedoch nicht festzustellen. Die Koexpression von Kv1.3 und hSGK 15" erreichte
zwel Tage nach cRNA-Injektion ein Maximum und blieb dann relativ konstant mit
deutlich hoheren Werten als die beiden Kontrollen.

Bei den Versuchen wurden keine Einzelkanalmessungen durchgefiihrt, sondern immer
der Gesamtstrom tiber die Membran gemessen. Da die Gesamtleitfahigkeit (G) einer
Zelle definiert ist durch

G=P,*g*N

konnte die Erhéhung der Stréme bei Stimulation durch die hSGK1%***® auf mehrere
Mechanismen zuriickzufiihren sein: eine erhohte Offenheitswahrscheinlichkeit (P,),
eine Zunahme der Einzelkanalleitfahigkeit (g) oder eine hohere Expressionsdichte der
funktionellen Kanalproteine an der Zelloberfliche (N) [93]. Die folgenden Ex-

perimente sollten Hinweise auf den Mechanismus der Kanalstimulation liefern.
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4.5.2. Spannungskinetik

Proteinkinasen wie die PKC fiihren iiber die Verschiebung der Spannungsab-
hiangigkeit zur Kanalaktivierung bei negativeren Potentialen und somit zu einer
Aktivititssteigerung des Kv1.3. Dieser Shift wird besonders bei physiologisch
relevanten Membranpotentialen beobachtet [15, 19, 53].

Die hSGK1%***P schien keinen Einfluf auf die Spannungssensitivitit des Kv1.3 zu
nehmen, da sich bei den drei Versuchsgruppen im Hinblick auf die Spannungskinetik
keinerlei signifikante Unterschiede ergaben. Die Kvl.3-Aktivierungsschwelle ent-
sprach den in der Literatur berichteten Werten (-25 mV) [128]. Sie lag bei allen drei
Versuchsgruppen um —30 mV. Ab dieser Spannung war ein Kaliumauswértsstrom zu
beobachten, der den charakteristischen Verlauf eines langsam inaktivierenden Kalium-
kanals annahm. Die maximale Aktivierung des Kv1.3 war ab einer Depolarisation auf
ca. +20 mV erreicht.

Eine Verschiebung der Spannungskurve zu negativeren Werten, d.h. eine friithzeitigere
Aktivierbarkeit des Kv1.3 war nicht zu beobachten. Daher kann ein Einflufl der
hSGK15*?" auf die Spannungskinetik des Kv1.3 wahrscheinlich ausgeschlossen

werden.

4.5.3. Inhibition durch Margatoxin und Tetraethylammonium

Margatoxin (MTX) ist ein in Tier- und Pflanzenwelt vorkommendes Peptidtoxin. Es ist
ein hochpotentes Gift, das sehr spezifisch die Kaliumkandle Kv1.2 und Kvl.3
blockiert. Bereits bei einer MTX-Konzentration unter 1 nM ist aufgrund dessen hoher
Affinitit eine ausgeprigte Inhibition der beiden genannten Kaliumkanile zu
beobachten [7, 39, 47, 74]. Das anorganische Kation TEA hat hingegen einen eher
unspezifisch hemmenden Effekt auf eine Vielzahl der verschiedenen Kaliumkanal-
subtypen. Es sind fiir eine entsprechende Blockade der Kaliumkanile deutlich hohere
Konzentrationen notig. Diese liegen bei vielen Kv-Kanélen im Bereich von mehreren

mM [13].
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Die Messungen zur MTX- oder TEA-Kinetik lieBen bei den drei Versuchsgruppen
nahezu keine Unterschiede erkennen. Die ICsp-Werte der beiden Kaliumkanalblocker
entsprachen den in der Literatur angegebenen Werten und zeigten sich unter
hSGK15*?" unbeeinfluft. Zur Hemmung des Kv1.3 durch TEA waren, wie zu
erwarten, deutlich hohere Konzentrationen nétig [39, 47]. Auffallend war jedoch, daf3
eine Maximalhemmung, wie bei Inhibition durch Margatoxin zu beobachten, auch bei
Konzentrationen von 100 mM TEA nicht zu erreichen war. Dies ist wahrscheinlich auf

die deutlich geringere Affinitdt von TEA zum Kv1.3 zuriickzufiihren [13].

4.5.4. Hemmung der Proteinkinase C durch Chelerythrin

Der Shaker-Kanal Kv1.3 unterliegt einer sehr komplexen posttranslationalen
Modulation [20, 49]. Auf dem Kanalprotein befinden sich verschiedene Loci zur
Phosphorylierung durch die unterschiedlichen Proteinkinasen wie Ser-Thr-Kinasen,
PKA und PKC sowie die Calmodulin-abhidngige Kinase (CaMKII) [20]. Die Kinasen
beeinflussen sich gegenseitig in ihrem Effekt auf den Kv1.3. Bei der Aktivierung des
Kv1.3 spielt die PKC eine entscheidende Rolle, denn sie fungiert als Hauptaktivator
(“master switch®). Ohne Aktivierung durch die PKC weist der Kanal eine stark
reduzierte Aktivitdt auf [19, 20]. Die Proteinkinase C gehort auch zu den Serin-
Threonin-Kinasen und weist in ihrer katalytischen Domine eine grole Sequenz-
homologie (48 % Ubereinstimmung) zur hSGK1 auf [119].

Bei den Experimenten zur Interaktion zwischen hSGK1%***® und Proteinkinase C
wurde Chelerythrin als Kinasehemmstoff eingesetzt. Chelerythrin wirkt relativ
spezifisch auf die PKC, kann jedoch auch die hSGK1%***" inhibieren [25].

Die Inkubation mit Chelerythrin fithrte bei Kv1.3 + hSGK15*" und der Kontroll-
gruppe zu einem betrdchtlichen Riickgang der Kaliumstrome. So konnten nach
Behandlung mit Chelerythrin nur noch 50 — 60 % der Maximalstroéme gemessen
werden. Die Strome der Negativkontrolle wurden hingegen kaum beeinfluf3t.

Die Grundaktivierung des Kv1.3 durch die Proteinkinase C scheint fiir die Kanal-
aktivitit eine entscheidende Rolle zu spielen. Ohne diese Basisstimulation (“‘master

switch®) ist die Aktivierbarkeit des Shaker-Kanals durch die hSGK15*?" deutlich
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eingeschrinkt. Wahrscheinlich greift auch die hSGKI1%***" in das komplexe
Regulationssystem der Kinasen ein, welche den Kv1.3 aktivieren. Es ist anzunehmen,
daB die hSGK15*" eine zur PKC additiv stimulatorische Wirkung hat, welche jedoch
stark von der Basisstimulation des Kv1.3 durch die Proteinkinase C abhingig ist,

1542 hur unter PKC-

S422D

weshalb eine Steigerung des Kaliumstroms durch die hSGK
Stimulation zu beobachten war. Eine gegenseitige Hemmung von hSGK1 und
PKC, wie sie bei Interaktion von PKC und PKA vorkommt [19] und evtl. aufgrund der
dhnlichen Struktur der beiden Kinasen zu vermuten wire, kann wohl ausgeschlossen
werden. Es bleibt zu {iberpriifen, ob die Aktivitidt der PKC unbedingte Voraussetzung
fiir eine Stimulation durch die hSGK1%***" darstellt.

Auch hier ist unklar, wie die Wirkungen auf den Kaliumstrom zustande kommen.
Phosphorylierungsvorginge konnten direkt das Kanalprotein selbst betreffen oder aber

iiber die Modulation akzessorischer Molekiile, wie Kv-[B-Untereinheiten, Anker-

proteinen oder dem Zytoskelett vonstatten gehen [20].

4.5.5. Inaktivierung des Kv1.3

Die Inaktivierung spannungsabhdngiger Kaliumkandle hat groBen EinfluBl auf die
Kanalleitfihigkeit, da iiber die Offnungszeit der Kaliumstrom maBgeblich determiniert
wird [19]. Grundsétzlich sind drei Inaktivierungsmechanismen fiir den Kv1.3 bekannt:
C-Typ-Inaktivierung und N-Typ-Inaktivierung betreffen direkt das Kanalprotein,
zusitzlich ist eine Inaktivierung iiber assoziierte B-Untereinheiten () moglich
[20].

Beim Vergleich der Reststrome des Kv1.3 gegen Ende der Depolarisationsphasen war
festzustellen, dafl diese unter Stimulation durch hSGK13*?P in Relation zu den
Maximalstromen (Inin / Imax) deutlich hoher lagen, als jene der Kontroll- und
Negativkontrollgruppe. Auch die Inaktivierungskonstanten (t) fiir die Koexpression
von Kvl1.3 und hSGK1****® betrugen den 1,5-fachen Wert bezogen auf jene der
Kontroll- und Negativkontrollgruppe. Demzufolge bewirkte die Stimulation durch die
hSGK 15*? offensichtlich eine Inaktivierungsverzégerung des Kv1.3 um den Faktor

L,5.
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4. Interpretation und Diskussion

Die verzogerte Inaktivierung flihrt moglicherweise zu einer Zunahme des ‘“open
window current® und wiirde hiermit zumindest teilweise die beobachtete Erhohung der

154220 erkliren. Der

Gesamtleitfahigkeit bei Koexpression von Kv1.3 und hSGK
genaue Mechanismus der Inaktivierungsverzogerung, und welcher Inaktivierungstyp
beeinflulit wird, bleibt momentan noch unklar.

Es ist jedoch bekannt, da3 die Effekte vieler Kinasen und Phosphatasen sich offenbar
auf eine Anderung des Phosphorylierungszustands strukturell assoziierter Proteine,
z.B. B-Untereinheiten, zuriickfiihren lassen. Diese modulieren die Eigenschaften der
spannungsgesteuerten Kaliumkanile besonders iiber die Beeinflussung der
Inaktivierungskinetik [20, 53, 78]. Es ist nicht auszuschlieBen, dal bei den Ex-
perimenten endogene Oozytenproteine in die Regulation des Kv1.3 involviert waren

und moglicherweise die Interaktion zwischen Kanal und Kinase malBgeblich mitbe-

stimmt haben.

4.5.6. Deletion am N-Terminus

Die intrazellulér lokalisierten N-Termini der Shaker-Proteine enthalten Abschnitte, die
entscheidend an der Regulation der Kanalfunktion beteiligt sind [93]. Die N-terminale
Region determiniert die Inaktivierungsgeschwindigkeit (N-Typ-Inaktivierung) und
reguliert die Zusammensetzung der Kanaluntereinheiten zum voll funktionsfahigen
Kanal sowie die Bildung von Heteromultimeren (T;-Doméne, AS 42 — 185).
AuBerdem moduliert sie die Expressionsdichte der Kanalproteine an der Membran-
oberfliche (To-Doméne, AS 3-39) [17, 93, 129, 130].

Die Deletion der To-Doméne mit den Aminosduren 3 — 39 des N-Terminus entspricht
einer “gain-of-function“-Mutation, welche bei Kanalexpression in Xenopus-Oozyten
zu einer 7- bis 13-fachen Zunahme des Kv1.3-Stromes im Vergleich zum Wildtyp
fiihrt. Der Effekt ist beinahe ausschlieBlich auf eine massive Zunahme der
Expressionsdichte der Kanalproteine in der Membran zurlickzufiihren. Die bio-
physikalischen Eigenschaften des Kv1.3 bleiben nahezu unbeeinfluflt [93, 130].

18422D

Da aufler der Inaktivierungsgeschwindigkeit die Kanaleigenschaften unter hSGK

nahezu unbeeinflufft blieben und die Verzogerung der Inaktivierung als alleinige
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4. Interpretation und Diskussion

Ursache fiir die Stimulation der Kaliumstrome nicht auszureichen schien, lag ein
Einflu der Kinase auf die Expressionsdichte des Kv1.3 nahe. Hierzu sollte die
Interaktion zwischen hSGK1°*** und N-Terminus niher analysiert werden. In den
Experimenten wurde eine Kvl.3-Mutante eingesetzt, welche eine Deletion der
Aminosduren 3 — 36 (Kv1.3%"%) des N-Terminus aufwies. Diese Veranderung diirfte
der zuvor beschriebenen Deletion der To-Doméne des Shaker-Kanals entsprechen.

Wie zu erwarten lieferte die Mutante deutliche hohere Kaliumstrome als der Wildtyp,
wenngleich eine Zunahme um das 7- bis 13-fache nicht festzustellen war. Die
Kaliumstrome waren lediglich um das doppelte gesteigert. Der Wildtyp zeigte unter
Koexpression mit der aktiven Kinase hSGK1%***® eine ca. 2,2-fache Steigerung der
Kaliumstrome, die Mutante hingegen eine ca. 2,9-fache Stimulation. Statistisch waren
diese Differenzen jedoch nicht signifikant. Die Wirkung der Kinase war folglich auch
in Abwesenheit des N-Terminus zu beobachten. Aufgrund der relativ gleichwertigen
Stimulation von Wildtyp und Mutante ist davon auszugehen, daB3 die Stimulation des
Kv1.3 durch die hSGK1%***" unabhingig von der N-terminalen Region funktioniert
oder zumindest iiber weitere differente Regulationsmechanismen ablduft. Ein Einflufl
der hSGK 1%***P auf die Oberflichenexpression des Shaker-Kanals kann hierdurch aber
nicht ausgeschlossen werden, da die Expressionsdichte durch eine Vielzahl weiterer

Faktoren bestimmt wird [93].

4.5.7. Exozytosehemmung durch Brefeldin A

Unter physiologischen Bedingungen findet in allen Zellen ein stetiger Membran-
austausch statt. Ausgehend vom Golgi-Apparat werden anterograd Vesikel in die
Zellmembran transportiert und mit ihr fusioniert [28]. Auf diese Weise wird der
Einbau stindig neu synthetisierter Proteine in die Membran gewdhrleistet. Diesem
Prozel steht ein retrograder Membranflul, d.h. die Membranendozytose mit
folgendem Proteinabbau gegeniiber. Anterograde und retrograde Membranbe-
wegungen stehen normalerweise in einem Gleichgewicht [28].

Brefeldin A (BFA), ein Stoffwechsel-Metabolit bei Pilzen (Penicillium brefeldianum),

hemmt reversibel den anterograden Transport von Vesikeln in die Membran, ohne
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4. Interpretation und Diskussion

dabei den retrograden Membranflufl (Membranendozytose) zu beeinflussen. Es werden
alle Exozytoseprozesse unterdriickt. Die Folge ist eine langsame Depletion der
Membran an Proteinen aller Art [28].

Unter Exposition mit BFA fielen die spannungsinduzierten Strome der Kontrollgruppe
(Kv1.3) deutlich ab. Der Effekt zeigte sich nach Auswaschung von BFA als nahezu
vollstindig reversibel, sodal sich die Strome wieder erholten und den Ausgangswerten
ndherten. Nach Wiederauswaschung von BFA war kein signifikanter Unterschied zu
den unbehandelten Zellen mehr meBbar. Ein Abfall der spannungsinduzierten Stréme
unter BFA war bei der Koexpression von Kv1.3 und hSGKI1 nicht zu beobachten.
Allerdings blieben die gemessenen Strome auch deutlich hinter jenen der parallelen
Gruppe ohne BFA zuriick, die im gleichen Zeitraum einen Anstieg der spannungs-
induzierten Strome aufwiesen. Die BFA-Wirkung schien nach Wiederauswaschung bei
der Koexpression von ENaC und hSGK 1%**? nicht vollstindig reversibel. Die Analyse
der Strome unbehandelter und mit BFA behandelter Oozyten per Student-t-Test
lieferte jedoch keinen signifikanten Unterschied, soda3 auch hier wahrscheinlich von
einer Reversibilitat der BFA-Wirkung ausgegangen werden kann.

Die Ergebnisse legen einen positiven Effekt der hSGK15***® auf die Oberflichen-
expression des Kv1.3 nahe. Aufgrund der sehr potenten Hemmung sdmtlicher Exo-
zytosevorginge in einer Zelle durch BFA [28] kann eine liberméfige Steigerung der
Membranexozytose als Ursache fiir die Stimulation des Kv1.3 durch die hSGK15***°
ausgeschlossen werden. Wahrscheinlich beruht der Effekt der Kinase auf einer
Verminderung der Endozytose der Kanalproteine. Moglicherweise werden die in die

154220 gtabilisiert und verbleiben

Membran integrierten Kanalproteine durch die hSGK
dadurch lianger an der Zelloberflache. Eine Reduktion der Endozytosevorginge wiirde
aufgrund des physiologischen Membranflusses zu einer gesteigerten Expressionsdichte
des Kv1.3 fiihren.

Es ist anzunehmen, dafl die Kv1.3-Kanile Sequenzen enthalten, welche sie fiir den
Endozytosevogang erkennbar machen oder diesen steuern. Diese Proteinregionen oder
die Aktivitdt anderer an der Endozytose beteiligter Proteine (in Analogie zu Nedd4-2
bei ENaC) kénnten durch die hSGK15*?® moduliert werden. Ob eine Erhéhung der

Expressionsdichte letztendlich zu den erhohten Kaliumstromen beitrdgt, bleibt aber

durch andere Methoden noch zu kléren.
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4.5.8. Oozytenfirbungen

Die Immunfluoreszenzfarbungen lieferten ein deutliches Signal fiir die in die
Oozytenmembran integrierten Kv1.3-Proteine. Differenzen in der Intensitit zwischen
den einzelnen Versuchsgruppen waren nicht festzustellen. Obwohl die injizierte
cRNA-Menge pro Zelle (0,125 ng) relativ gering war, zeigten die Messungen eine
derart starke Anfarbung von Kv1.3 in der Membran, dall moglicherweise bereits eine
Sattigung des Signals vorlag. Versuche mit einer niedrigeren cRNA-Konzentration
waren jedoch nicht durchfiihrbar, da die Ergebnisse durch zufillige Pipettier-
ungenauigkeiten bei der Verdinnung der cRNA-Stammlosung und durch
instrumentenbedingte Abweichungen bei der cRNA-Injektion zunehmend verfélscht
worden wéren. Vielleicht ist aber in der Proteinexpression tatséchlich kein Unterschied
vorhanden. So konnte sich die Wirkung der Kinase auch auf der Rekrutierung bereits
in der Membran befindlicher, ruhender Kv1.3-Kanéle begriinden. Es liegen Hinweise
vor, dal in den Membranen nahezu aller Zellen zahlreiche exprimierte Kanile in
einem inaktiven Zustand vorliegen, die nicht am Ionenflul teilnehmen [33]. Die
Immunfluoreszenzfarbung erfaBBt jedoch alle exprimierten Shaker-Proteine,
unabhingig davon, in welchem Zustand sie vorliegen. Die Wirkung der Kinase auf die
Oberflachenexpression sollte daher anhand anderer oder sensiblerer Untersuchungs-

methoden noch verifiziert werden.

4.6. Integration der Ergebnisse in den Mechanismus der
Natriumresorption

Das Mineralokortikoid Aldosteron ist an der Regulation der Natrium- und Kalium-
konzentration im Plasma beteiligt [41, 83, 106, 112]. Der friihe Aldosteroneffekt
beruht auf der Steigerung der Natrium- und Kaliumleitfdhigkeit der apikalen luminalen
Membran im ASDN [41]. Zusitzlich findet eine Steigerung der Umsatzrate der
basolateral lokalisierten Na'-K'-ATPase statt [112]. Die Synthese neuer struktureller
Elemente der Transportmaschinerie und die weitere zelluldre Differenzierung sind Teil

der verzogert einsetzenden anabolen Aldosteronantwort [77, 112, 113].

88



4. Interpretation und Diskussion

Die frithe Hormonwirkung scheint mafgeblich durch die Induktion des Regulator-
proteins hSGK1 determiniert zu werden [112]. Die Wirkung der hSGK1 auf den ENaC
ist bereits nachgewiesen [112]. Da nahezu jeder Natriumeinstrom in eine Zelle mit
einer Erhohung des Kaliumausstroms einhergeht, lag die Stimulation von Kalium-
kandlen durch die hSGK nahe. Die Kinase erhoht jedoch keinesfalls die gesamte
Kaliumleitfdhigkeit der Zellen, sondern scheint spezifisch den Shaker-Kanal Kv1.3 zu
betreffen. Es liegen jedoch auch Hinweise auf eine Stimulation des ROMK-2 durch
hSGK1 in Anwesenheit von NHE-RF2 vor [116, 131]. ROMK-2 ist der Kaliumkanal
mit der hochsten Expressionsdichte in der apikalen Membran in den Zellen des
distalen Nephron und verantwortlich fiir die renale Kaliumsekretion [41].

Die Aldosteronwirkung in der Frithphase ist auf eine Steigerung der Expressionsdichte
der Kanalproteine in der apikalen Membran zuriickzufiihren [83]. Die Experimente zur
Wirkung der hSGK1 auf ENaC und Kv1.3 lassen vermuten, dafl die Wirkung der
hSGK1 ebenso hauptsichlich auf der Steigerung der Oberflichenexpression beruht.
Untersuchungen zur Lokalisation des Kv1.3 ergaben eine gesteigerte Kanalexpression
des Shaker-Kanals in den Hauptzellen des distalen Nephron [116], dem
Hauptaktionsort von Aldosteron [41, 111]. Das durch Aldosteron induzierte
Regulatorprotein  hSGK1 vermittelt vermutlich die frilhe Hormonwirkung auf
zelluldrer Ebene.

Die hohe Kaliumkonzentration im Zytoplasma der Tubuluszellen wird durch die
energieabhingige, basolateral lokalisierte Na'-K'-ATPase aufrechterhalten. Kalium-
kanile sorgen fiir die Kaliumleitfahigkeit der basolateralen und apikalen Membran [41,
70, 123]. Kaliumkanile der basolateralen Membran erlauben ein Recycling und stellen
so einen addquaten Vorrat an Kalium in den Lésungskompartimenten zwischen den
Zellen sicher, um ein Funktionieren der Na'-K'-ATPase in der basolateralen Membran
zu gewdbhrleisten [41]. Die in der apikalen Membran der Hauptzellen lokalisierten
Kaliumkanéle des distalen Tubulus und der Sammelrohre vermitteln unter anderem die
Kaliumsekretion [41]. Apikale und basolateral exprimierte Kaliumkanile generieren
durch Ionendiffusion ein zellnegatives Potential, welches als treibende Kraft fiir den
Eintritt positiv geladener Teilchen iiber die apikale Membran der Tubuluszellen einen

wichtigen Faktor bei der Natriumresorption darstellt [41, 123].
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4. Interpretation und Diskussion

Die Resorption von Ionen und Molekiilen aus dem Primérharn fiihrt durch deren
osmotische Aktivitit zur Schwellung der Tubulusepithelien. Die renal tubuléren Zellen
sind jedoch in der Lage durch Steigerung der Aktivitit apikaler und basolateraler
Kaliumkanéle der Volumenzunahme entgegenzuwirken. Die gleichzeitige Zunahme
der Anionenleitfdhigkeit erlaubt es den Kaliumionen die Zellen entlang eines elektro-
chemischen Gradienten zu verlassen und das originale Zellvolumen wiederherzustellen
[41, 123].

Anderungen der Aldosteronlevel und die Rate der Kaliumsekretion korrelieren jedoch
nicht direkt miteinander [82, 83]. Es liegen neben der Induktion durch Aldosteron auch
Hinweise fiir eine Stimulation der hSGK1 durch Zellvolumenzunahme vor [119]. Die
Kinase spielt moglicherweise eine entscheidende Rolle bei der Integration der Ein-
fliisse verschiedener Faktoren auf Natrium- und Kaliumtransportprozesse.
Zusammenfassend bleibt festzustellen, dal die durch Aldosteron und Zellschwellung
induzierte Kinase hSGK1 neben der Natriumresorption durch EinfluB3 auf die Expres-
sionsdichte des ENaC auch die Kaliumsekretion im distalen Nephron stimuliert.
Hierbei konnten dem apikal lokalisierten Shaker-Kaliumkanal Kv1.3 folgende
Funktionen zukommen: die Sekretion von Kalium zur Wahrung der Kaliumhomdo-
stase des Gesamtorganismus, die Regulation des Zellvolumens sowie die Aufrechter-

haltung des Membranpotentials als treibende Kraft fiir die Natriumresorption [41].
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Abb. 46: Einbindung der Kaliumkanile in die Na'-Resorption: die Natriumresorption
iiber den ENaC fiihrt zur Zelldepolarisation. Kompensatorisch findet ein Kaliumaus-
strom aus der Zelle liber apikal und basolateral lokalisierte Kaliumkanéle statt. Dies
fiihrt zur Repolarisation und Aufrechterhaltung des Membranpotentials sowie des
transzelluldren Potentials, das die treibende Kraft der Natriumresorption reprasentiert.
ROMK-2 und Kvl.3 sind apikal lokalisiert und sezernieren Kalium. Die basolateral
lokalisierten Kaliumkanile stellen K* fiir das Recycling iiber die Na'-K'-ATPase zur
Verfligung. (modifiziert nach Giebisch 1998: Renal potassium transport: mechanisms
and regulation) [41]
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Das Mineralokortikoid Aldosteron stimuliert sowohl die Natriumresorption als auch
die Kaliumsekretion in den Aldosteron-sensitiven Epithelien, v.a. im distalen Tubulus
und Sammelrohr der Niere. Das Hormon induziert hier die Transkription der Serum-
und Glukokortikoid-sensitiven Kinase SGK 1, einem Mediator der Aldosteronantwort.
Der Epitheliale Natriumkanal ENaC und verschiedene Kaliumkandle wurden auf eine
Stimulation durch SGKI1 untersucht. Die unterschiedlichen Ionenkandle wurden in
Xenopus laevis Oozyten mit der humanen SGK1 (hSGK1) koexprimiert und per
voltage clamp gemessen. Unter den analysierten Kanidlen zeigte neben dem Epi-
thelialen Natriumkanal nur der spannungsgesteuerte Shaker-Kaliumkanal Kv1.3 eine
Stimulation durch die hSGK1.

Die Serin-Threonin-Kinase stimulierte den ENaC zu einer bis zu flinffach hoheren
Aktivitdt. Unter der Kinasewirkung wurden die pharmakologischen Eigenschaften des
ENaC stark beeinfluf3t: die Sensitivitdt der Kanalinhibitoren Amilorid und EIPA wurde
entgegengesetzt verdndert. Die Affinitdit von EIPA wurde flinffach gesteigert,
wohingegen jene von Amilorid um den Faktor zwei reduziert wurde. Ein Einflul auf
die Natriumkinetik war jedoch nicht festzustellen, sodal trotz der engen rdumlichen
Beziehung zwischen Amiloridbindungsstelle und Kanalpore [59, 91], entsprechend
den Beobachtungen anderer Forschungsgruppen [98, 99, 101], kein direkter Einfluf3
der hSGKI1 auf die Porenregion anzunehmen ist. Der Epitheliale Natriumkanal
unterliegt der Modulation durch mehrere Kinasen, die selbst in ein komplexes
Regulationssystem eingebunden sind [112]. Experimente zur Interaktion zwischen
hSGK1 und PKA lieferten einen synergistischen, jedoch keinen additiven Effekt der
beiden Kinasen, wahrscheinlich aufgrund eines dhnlichen Mechanismus zur
Aktivierung des ENaC. Unklar bleibt, ob die Kinasewirkung direkt iiber einen Angriff
am Kanalprotein selbst zustande kam, oder ob in die Regulation durch die hSGKI1
akzessorische Proteine, wie das Nedd4-2 [101], involviert waren.

Die unter hSGK1 beobachtete Zunahme der Natriumleitfdhigkeit ist wahrscheinlich
auf die Steigerung der Expressionsdichte des ENaC und die Rekrutierung von in der

Membran ruhenden inaktiven Kanélen zuriickzufiihren [33].
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Beim spannungsgesteuerten Shaker-Kaliumkanal Kv1.3 war unter hSGKI1 eine
Zunahme des spezifischen Kaliumstroms um das Vier- bis Fiinffache zu beobachten.
Der Kv1.3 unterliegt einer komplexen posttranslationalen Modulation durch ver-
schiedene Kinasen, die sich in ihrer Wirkung zum Teil gegenseitig autheben [20, 49].
Hierbei fungiert die PKC als “master switch® [20]. Die hSGK1 wies eine zur PKC
agonistische Wirkung auf. Die Wirksamkeit der hSGK1 schien jedoch stark von der
Aktivitdt der PKC, d.h. der Basisstimulation des Kv1.3, abhingig zu sein. Die Kinase
zeigte weder auf die Aktivierungsschwelle des spannungsabhidngigen Kv1.3 noch auf
die pharmakologischen Eigenschaften einen Einflu. So blieb die Sensitivitdt zu den
Kaliumkanal-Hemmstoffen MTX und TEA auch unter Kinaseeinflul unveréndert. Bei
der Inaktivierungskinetik war ein deutlicher Effekt der hSGK1 zu beobachten. Die
Inaktivierung war unter Stimulation durch die Kinase verzogert mit einer signifikant
(1,5-fach) hoheren Inaktivierungskonstante. Die Hemmung der zelluliren Exozytose-
vorgénge mit folgender Depletion der Membranproteine durch Brefeldin A 146t eine
verlangerte Halbwertszeit des Kv1.3 unter hSGK1 in der Zellmembran vermuten. Eine
vermehrte Oberfldchenexpression in der Immunfluoreszenzfarbung war jedoch nicht
festzustellen.

Insgesamt scheint die Zunahme der Kanalaktivitdt des Kv1.3 unter hSGK1 auf zwei
Mechanismen zuriickzufilhren zu sein: der Inaktivierungsverzogerung mit gestei-
gertem “open window current“ und groerer Einzelkanalleitfahigkeit sowie der
Stabilisierung der Kanalproteine in der Zellmembran mit verminderter Membran-
endozytose. Moglicherweise spielt auch hier die Rekrutierung in der Membran
ruhender inaktiver Shaker-Kanile durch die hSGK1 eine Rolle [33, 35].

Analog zu den Experimenten des ENaC konnte auch bei der Stimulation des Kv1.3
nicht gekldrt werden, ob die Kinasewirkung iiber eine direkte Modulation des Kanal-
proteins selbst zustande kommt, oder ob akzessorische Proteine, wie Kv-f-Unterein-
heiten, in die Regulation durch die hSGK1 involviert sind.
Lokalisationsuntersuchungen zu Kvl.3 ergaben eine vermehrte Expression in den
Hauptzellen des distalen Nephrons, dem Hauptexpressionsort des ENaC [41, 111,
116]. Die Stimulation des Kv1.3 durch Kinase hSGK1 kénnte {iber die Stabilisierung
des Membranpotentials in den Zellen des distalen Tubulus und Sammelrohr eine

wichtige Rolle bei der Natriumresorption spielen.

93



5. Zusammenfassung

Tam. 0 41 ¥
E
SR =l
Hemmung hSGK1 Hemmung
I
| K-Ras | —»| PLK |/ %
_J N

Na*

Abb. 47: Modell der hSGK1-Wirkung auf ENaC und Kvl1.3: Aktivierung in der
Membran ruhender inaktiver ENaC und Kv1.3 sowie Stabilisierung der Kanalproteine
in der Membran durch Hemmung der Endozytose mit folgender Proteindegradation
Abkiirzungen: Aldo=Aldosteron; MR=Mineralokortikoidrezeptor; PI;K=Phospha-
tidylinositol-3-Kinase; PDK1=3-Phosphoinositidabhéngige Kinasel (modifiziert nach
Verrey et al. 1999) [112]
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