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Einleitung 1

1 EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

Die Hypertonie, der chronisch zu hohe Blutdruck, gilt als zentraler Risikofaktor
fur Herzinfarkt und Schlaganfall. Diese beiden Erkrankungen stellen die Haupt-
todesursache in den westlichen Industrielandern dar und flhren in der
Mortalitatsstatistik deutlich vor der Gesamtheit aller Krebserkrankungen
(Statistisches Bundesamt Wiesbaden, 2002).

Die grolde Bedeutung der Hypertonie fur das 6ffentliche Gesundheitswesen liegt
in ihrer weiten Verbreitung als ,Volkskrankheit” und in einer hohen Dunkelziffer.
In den westlichen Industrielandern steigt die Pravalenz der Hypertonie mit
zunehmendem Alter von 10% bis > 50%. Um den Risikofaktor Bluthochdruck
effektiv zu reduzieren, ist eine rechtzeitige und meist dauerhafte Behandlung
erforderlich. In der aktuellen antihypertensiven Therapie kommen standard-
mafRig ACE-Hemmer (Inhibitoren des Angiotensin-Converting-Enzyms) und
ATq-Blocker (Antagonisten des ANG Il AT -Rezeptors) zum Einsatz. Beide
Medikamente wirken als Hemmstoffe des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems (RAAS) und weisen auf die Bedeutung des RAAS als eines der
wichtigsten Regulatoren des Blutdrucks, des Extrazellularvolumens sowie des
Wasser- und Elektrolytgleichgewichts des Organismus hin.

Den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt im System des RAAS stellt dabei
die Reninsekretion aus der Niere dar. Renin wird in den reninsezernierenden
juxtaglomerularen Zellen der Niere gebildet und gespeichert. Seine Sekretion
auf zellularer Ebene unterliegt einer komplexen Regulation, wobei v.a. dem
Membranpotential der Zellen und seiner Aufrechterhaltung durch Kaliumkanale
eine besondere Bedeutung zukommit.

Im folgenden soll die komplexe Regulation und Modulation der Reninsekretion
und die dafir bedeutende Rolle des Membranpotentials sowie der Kalium-

kanale erlautert werden.
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1.1  Membranpotential

Die Zellmembran jeder Zelle besteht aus einer Phospholipid-Doppelschicht. In
der Lipiddoppelschicht befinden sich Proteinstrukturen als bewegliche Trans-
portmolekule wie lonenpumpen oder als Poren in Form von lonenkanalen. Die
lonenkanale konnen geoffnet oder geschlossen vorliegen und im Offenzustand
anorganische lonen wie K*, Ca®*, Na* und CI" mittels Diffusion durch die Zell-
membran flieRen lassen.

Wenn eine Membran unterschiedlich zusammengesetzte Elektrolytidsungen
voneinander trennt und sie fur die lonen der Elektrolyte unterschiedliche Durch-
lassigkeiten besitzt, entsteht ein durch Diffusion aufgebauter Potentialgradient
(Diffusionspotential). Dieses Diffusionsruhepotential wird als Membranpotential
einer Zelle bezeichnet.

Erregbare Membranen in vivo sind im Ruhezustand fir Na*-lonen wenig, fir K*-
lonen relativ gut permeabel. Dadurch kann sich ein Diffusionspotential aus-
bilden, das hauptséchlich von K* getragen wird. In erster Naherung darf das
Ruhemembranpotential somit als K'-Gleichgewichtspotential interpretiert
werden. Die K'-lonen wandern entlang ihres Konzentrationsgradienten von
intrazellular (40-fach hohere Konzentration) nach extrazellular, wobei die
Membranaulienseite positiv und die Innenseite negativ wird.

Dieser durch Diffusion aufgebauter Potentialgradient drangt die K'-lonen
entlang ihres elektrischen Gradienten wieder nach intrazellular. Das Potential,
bei dem der Konzentrationsgradient mit dem elektrischen Gradienten im

Gleichgewicht steht wird als K*-Gleichgewichtspotential bezeichnet.
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Das K'-Gleichgewichtspotential sowie das Gleichgewichtspotential anderer

lonen, 1aRt sich mit der Nernst-Gleichung berechnen:

E(mV)= RxT/(zxF) x In(C,/Cj)

E = Spannung des Membranpotentials

R = allgemeine Gaskonstante = 8,3145 J mol ™" K’

T = absolute Temperatur in Kelvin = 308 = 35 °C

z = Wertigkeit des lons

F = Faraday-Konstante = 9,6485 x 10* C mol”

C, = lonenkonzentration auf der Aul’enseite der Membran (extrazellular)
C

i = lonenkonzentration auf der Innenseite der Membran (intrazellular)

Bei einem einwertigen, positiven Kation und unter der Annahme von einer Kérpertemperatur
von 37 ° lafdt sich die Formel vereinfachen:

E(mV)= 61 mV x log (C./C))

Bei intrazellularen Messungen im Vergleich mit einer extrazellularen
Referenzelektrode laldt sich bei typisch erregbaren Zellen ein Ruhemembran-
potential von ~90 mV bestimmen, was dem Nernst-Gleichgewichtspotential fur
K" angenahert ist.

Die groRe Vielzahl von selektiven lonenkanalen fur K*, die haufig auch in hoher
Dichte in der Zellmembran vorliegen, deutet auf eine elementare Rolle des K*-
lons und der selektiven Kaliumkanale flr das Aufrechterhalten des

Ruhemembranpotentials und der Erregbarkeit der Zelle hin.
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1.2 Kaliumkanale

Kaliumkanale sind porenbildende Proteine in der Lipiddoppelschicht der
Zellmembran, die selektiv K*-lonen entlang ihres elektrochemischen Gradienten
leiten. Sie sind sowohl in Zellen von erregbaren als auch von unerregbaren
Geweben exprimiert und dort unter anderem fur die basale Leitfahigkeit der
Membran verantwortlich.

Das SchlieRen von K'-Kanalen fiihrt zu einer Depolarisation der Zellen.
Dadurch werden in erregbaren Zellen spannungsabhangige Na*- oder Ca?'-
Kanale der Zellen aktiviert (Schrittmacherzellen in Herz und Gehirn, B-Zelle des
Pankreas).

Die Offnung von Kaliumkanalen bewirkt eine Hyperpolarisation des Membran-
potentials in Richtung des Kalium-Gleichgewichtpotentials von ~90 mV. Das
Membranpotential der Zelle entfernt sich von der Aktivierungsschwelle der
spannungsabhangigen lonenkanale, wodurch die Zelle weniger erregbar wird.
Die molekulare Vielfalt von K'-selektiven lonenkanalen Ubertrifft die der
anderen Gruppen von lonenkanalen bei weitem. Eine der groRten Errungen-
schaften bei der Erforschung dieser molekularen Vielfalt der K*-Kanale war die
Darstellung der ersten dreidimensionalen Struktur einer Pore eines K'-Kanals
(KcsA), im Bakterium Streptomyces lividans (Doyle et al., 1998).

Die bislang bekannten Kaliumkanale lassen sich entsprechend der elektro-
physiologischen Eigenschaften und der angenommenen Membrantopologie
ihrer porenbildenden Untereinheiten in drei Klassen einteilen: spannungs-
abhangige Kaliumkanale (Kv), Zwei-Poren-Domanen-Kaliumkanale (TWIK), und

einwartsgleichrichtende Kaliumkanale (Kir).
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1.2.1 Spannungsabhangige Kaliumkanale (Kv)

Die erste Klasse, mit den momentan meisten bekannten Vertretern, bilden die
spannungsabhangigen K'-Kanale. Entdeckt wurden sie im Riesenaxon des
Tintenfisches Loligo (Hodgkin et al., 1952). Die Entdeckung des Riesenaxons
1936 war bahnbrechend fur die Aufklarung der Erregungsphysiologie und eine
Vorraussetzung fur die ab 1949 von Hodgkin und Huxley verwendete Voltage-
clamp Technik (Spannungsklemme), die es erstmals ermdglichte lonenstréme
und nicht nur den Verlauf des Membranpotentials prazise zu messen.

Die molekulare Kenntnis der spannungsabhangigen Kaliumkanale leitet sich
von den urspringlich klonierten Subfamilien der Drosophila K*-Kanale Shaker,
Shab, Shal und Shaw ab (Salkoff et al., 1992). Dies sind Bezeichnungen fur
Gene bestimmter Verhaltensmutanten. Die erste K'-Kanaluntereinheit, die
geklont wurde, war der Drosophila K*-Kanal Shaker. Shaker wurde 1987 von
der Fruchtfliege Drosophila melanogaster geklont (Kamb et al., 1987; Tempel et
al., 1987). Analog zur Homologie der Kaliumkanalunterheit wurden drei weitere
verwandte Kanale von Drosophila identifiziert und nach ihren Genen Shab, Shal
und Shaw benannt (Butler et al., 1989). Die ihrer Homologie entsprechend
identifizierten K'-Kanale (Kv1.x-Kv12.x) werden in die Untergruppe der
spannungsabhangigen Kaliumkanale (Kv) zusammengefalt.

Innerhalb der Kv-Kanale nehmen die Calcium-aktivierten K*-Kanéle (BKca (big):
Kcal.1, Kcad X, Kcad.1, IKca (intermediate): Kca3.1, SKea (small): Kea2.x), die mit
dem ,Long QT-Syndrom“ assoziierten Karp-Kandle (KCNQ/Kv7.x) und die
HERG-Kanale (human ether-a-gogo related gene Kv10.x-Kv12.x) auch
aufgrund ihrer klinischen Relevanz eine Sonderstellung ein (Gutman und
Chandy, 1993). So konnte bei Patienten mit Sichelzellanamie durch Schlie3en
der Calcium-aktivierten IK*-Kanale in Erythrozyten mit Clotrimazol eine
Sichelzellbildung verhindert werden (Brugnara et al., 1996). BK wird in
reninsezernierenden Zellen nachgewiesen (Friis et al., 2003). KCNQy spielen in
der Kontrolle der neuronalen Erregung eine wichtige Rolle. Eine Mutation von

KCNQ+ wurde in Verbindung mit dem ,Long-QT-Syndrom* sowie epileptischen
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Syndromen beschrieben (Cooper und Jan, 1999). Das ,Long-QT-Syndrom* ist
eine Anomalie des Elektrokardiogramms (EKG) in Form einer pathologisch
verlangerten QT-Zeit, das sich klinisch durch Anfalle von Synkopen oder Herz-
stillstand manifestiert. Ursache der Anfalle sind ventrikulare Tachyarrhythmien,
sogenannte ,torsade de pointes, die z.B. durch Strel3 oder bestimmte
Pharmaka, wie Antiarrhythmika, Antihistaminika oder Antibiotika ausgelOst
werden konnen. Aber auch Erbkrankheiten kbnnen zum ,Long-QT-Syndrom®
fuhren. Der durch Homologie zum Drosophila eag-Gen (eag=Verhaltens-
mutante) klonierte HERG-Kanal ist aufgrund seiner lebensgefahrlichen
arrhythmogenen Wirkung durch Interaktionen mit Medikamenten, wie z.B.
Clarithromycin oder Terfenadin von Bedeutung. Heute werden deshalb neue
Medikamente auf eine mogliche Interaktion mit dem HERG-Kanal getestet
(SuRbrich et al., 1996; Russ, personliche Mitteilung).

Die a —(=porenbildenden) Untereinheiten eines Kv-Kanals bestehen aus sechs
helikalen Transmembransegmenten (S1-S6, 6TM) und einer Schleife (P-Loop
oder H5) zwischen S5 und S6.
Die P-Loop ist direkt an der

Porenbildung beteiligt und be- U‘

inhaltet das fir die lonen-

selektivitat aller K'-Kanale

essentielle Aminosaurese- E \O/ \O’

quenzmotiv GYG (oder GFG)
(Abb. 1.1). Das S4-Segment NH, o

enthalt in regelmaliger An-
9 9 Abb. 1.1: Schematische  Darstellung  der

ordnung positiv geladene Transmembrantopologie einer Untereinheit eines Kv-
Aminosauren und erfullt in Kanals.

Analogie zu einem vergleichbaren Strukturelement der spannungsabhangigen
Na*- und Ca?*-Kanéle die Funktion eines Spannungssensors (Catterall, 1992).
Sowohl der Amino (N-), als auch der Carboxyl (C-) Terminus sind intrazellular
lokalisiert (Isomoto et al., 1997). Auf diesen Termini sind bei verschiedenen
Vertretern unterschiedliche Funktionen lokalisiert, unter anderem die

spannungsabhangige Inaktivierung, die Regulation durch Phosphorylierung



Einleitung 7

oder die Fahigkeit mit anderen Untereinheiten zu assoziieren. Ein funktioneller
Kv-Kanal liegt als Tetramer vor, d.h. er wird aus jeweils vier homo- oder hetero-
meren Kv-Untereinheiten gebildet. Funktionell ist allen Vertretern der span-
nungsabhangigen K'-Kanale gemeinsam, dalk sie, ausgehend vom Ruhemem-

branpotential, durch Depolarisierung aktiviert werden (Brandts und Pott, 2000).

1.2.2 Zwei-Poren-Doméanen-Kaliumkanale (TWIK)

Eine neue, im Hinblick auf ihre Funktion eher unbekannte Klasse wird von den
sogenannten Zwei-Poren-Domanen-Kanalen gebildet. lhr erster Vertreter TOK1
wurde in Saccharomyces cerevisiae, einem Hefepilz, identifiziert (Kamb et al.,
1987; Tempel et al., 1987). Weitere Vertreter konnten v.a. in Neuronen und in
Herzmuskelzellen  (Brandts und
Pott, 2000) identifiziert werden. Die
Kanale werden als TWIK (two pore
domain weakly inward-rectifying K
channel) oder TBAK (two pore
background K*-channel) bezeichnet,
mit einer angenommenen 4TM-2P

Topologie (Abb. 1.2). Uber die co,
Abb. 1.2: Schematische Darstellung der

Funktion dieser Kanale ist bislang
Transmembrantopologie einer Untereinheit

wenig bekannt. Es wird vermutet, , ,
eines 2-Poren Kaliumkanals (TWIK).

dald sie in Neuronen das Ruhe-

membranpotential unter Ruhebedingungen nahe des Kaliumgleichgewichts-
potentials stabilisieren (Yi und Jan, 2000). Bei starker Aktivierung dieser Zwei-
Poren-Domanen-Kaliumkanale wird angenommen, dal’ durch Hyperpolarisation
von Neuronen eine Blockade des Aktionspotentials mit nachfolgender schnell
anflutender Anasthesie bewirkt wird (Goldstein et al., 2002). Somit sind diese

Kanale v.a. fur die Forschung in der Anasthesie von Bedeutung.
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1.2.3 Einwartsgleichrichtende Kaliumkanale (Kir)

Kjp1.1 [KCNJ1,17924]

Kir7.1 [KCNJ13, 2q37]

Kird.2KCNJ15, 21922]

Kijr4.1 [KCNJ10, 1g22]
Kir5.1 [KCNJ16, 17q23]

Kjr2.1 [KCNJ2, 17923]

Kjr2.4 [KCNJ14, 19q13]

Kjr2.2 [KCNJ12, 17p11]

Kir2.3 [KCNJ4, 22q13}

Kjr3.1 [KCNJ3, 2q24]

Kijr3.3KCNJ9, 1g21]

Kjr3.4 [KCNJ5, 11q24]

Kir3.2 [KCNJ8, 21g22]

Kjr6.1 [KCNJ8, 12p11]

Kjy6.2 [KCNJ11, 11p15]

Abb. 1.3: Phylogenetischer Stammbaum der einwartsgleichrichtenden Kalium-
kanale (Gutman und Chandy, 1993).

Einwartsgleichrichtende Kanalproteine bilden entsprechend der Homologie ihrer
Aminosauresequenzen eine Klasse, die in sieben Untergruppen unterteilt ist
und als Kirx.y. (K inward rectifier) bezeichnet werden (Doupnik et al., 1995;
Nichols und Lopatin, 1997; Abb. 1.3).

Die Klasse der einwartsgleichrichtenden Kaliumkanale ist funktionell dadurch
charakterisiert, da} sie Einwartsstrome (d.h. bei Potentialen negativ zum
Nernst-Potential fiir K*) wesentlich besser passieren lassen als Auswarts-
strome. K'-lonen flieRen entsprechend von extrazelluldr nach intrazellular. Die
erste elektrophysiologische Identifizierung des klassischen einwartsgleich-

richtenden Kaliumkanals erfolgte in der Membran des Skelettmuskels (Katz,
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1949), wo sie als ,unnormale Gleichrichter® (anormalous rectifier) bezeichnet
wurden.

Auch aufgrund der elektrophysiologischen Charakteristik spielen die Kir-Kanale
eine elementare Rolle bei der Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials,
der Regulation der Aktionspotentialdauer und der Modulation der elektrischen
Aktivitat einer Vielzahl von Zellen sowie bei der Insulin- und Reninsekretion und
beim epithelialen K*-Transport (Isomoto et al., 1997; Reimann und Ashcroft,
1999; Russ et al., 2003a). Entschlisselt werden konnte die molekulare Struktur
des Kir-Kanals erstmals 1993. Ein ,ATP-abhangiger Kir-Kanal®, ROMK1/KIR1.1
wurde vom aufleren Mark der Rattenniere (Ho et al., 1993) und ein als
,kKlassischer” Kir-Kanal bezeichneter IRK1/Kir2.1 (Kubo et al., 1993) wurde aus
einer Makrophagenzelllinie der Maus geklont. Strukturell sind die Kir-Kanale
eine Teilstruktur der Kv-Kanale. Die a-Untereinheit der Kir-Kanale entspricht
schematisch dem S5-P-S6 Segment der
spannungsabhangigen Kanale, d.h. die
Porenregion  entspricht einer 2TM-1P
Topologie (Abb. 1.4). Die beiden Trans-
membransegmente M1 und M2 werden durch 1 )

die extraplasmatische Linkerregion (P-Loop

oder H5) verbunden, die mit ihrer
spezifischen Aminosauresequenz GYG (Gly-
Tyr-Gly) oder GFG (Gly-Phe-Gly) fur die

lonenselektivitat und die Leitfahigkeit der Kir- b CO,
Kanale entscheidend ist (Doupnik et al., apb. 1.4: Schematische Darstellung
1995; Nichols und Lopatin, 1997). der Transmembrantopologie einer
Entsprechend den Kv-Kandlen werden die Kir-Untereinheit.

funktionellen Kir-Kanale durch Assoziation zu Tetrameren gebildet, die sich aus
vier homo- oder heteromeren Untereinheiten einer Familie zusammensetzen.
Die Fahigkeit der Kanaluntereinheiten funktionelle homomere oder heteromere
Tetramerkomplexe zu bilden, ist fur die groRe Vielfalt an Kir-Kanalen
verantwortlich (Pessia et al., 1996). Inwieweit die Kir-Varianten Hetero- oder

Homotetramere bilden, ist jedoch nicht abschlieRend geklart. Fir Kir3.x Kanale
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wird jedoch das Vorkommen als Heteromer in Gehirn und Herzen beschrieben
(Reimann und Ashcroft, 1999). Neuere Untersuchungen weisen auf mdgliche
Heteromerbildung von Kir2.x in vivo hin (Derst et al., 2001; Schram et al., 2002;
Preisig-Muller et al., 2002; Zobel et al., 2003).

Der Kir6.x-Kanal bildet insofern eine Ausnahme, als dal3 seine vier o-
porenformenden Untereinheiten mit jeweils einer regulatorischen f3-
Untereinheit, einem Sulfonylharnstoff-Rezeptor (SUR), assoziieren und als
oktamerer Kanalkomplex vorliegt (Abb. 1.5; Clement IV et al., 1997; Ashcroft
und Gribble, 1998; Reimann und Ashcroft, 1999). Die Bezeichnung Sulfonyl-
harnstoff-Rezeptor resultiert aus der Fahigkeit der Sulfonylharnstoffderivate,
durch die Bindung an das Protein diese speziellen Kanale zu blockieren.
Sulfonylharnstoffderivate, mit ihrem bekanntesten Vertreter Glibenclamid,
werden in der Therapie des Typ lI-Diabetes eingesetzt.

Chronologisch sind Kir2.x-Kanale die ersten identifizierten Kir-Kanale, die sich

durch ihre starke gleichrichtende Eigenschaft auszeichnen.

SUR Kir6.x

A ) 0)

R 5D°ﬂfﬂ°ﬂ*ﬂJﬂ"

Abb. 1.5: Bildung von Katp-Kandlen durch Assoziation von Kir6.x-Untereinheiten mit
Sulfonylharnstoff-Rezeptor (SUR).
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1.2.3.1 Die klassischen Kir-Kanale (Kir2.x/IRKx)

Aufgrund ihrer Eigenschaft als starke Einwartsgleichrichter werden Kir2.x-
Kanale bzw. IRKx (inward rectifier K'-channel) als ,klassische Kir-Kanale®
bezeichnet. Zu ihnen gehoren die Vertreter aller Kir2.x-Untereinheiten: Kir2.1,
Kir2.2, Kir2.3 und Kir2.4.

1.2.3.1.1 Vorkommen und Funktion der Kir2.x—Kanale

Die klassischen Kir2.x-Kanale sind in fast allen lebenden Organismen in den
unterschiedlichsten Geweben vorhanden (Bhandari und Hunter, 2001). Am
besten charakterisiert sind die Kir2.x-Kanale im Skelettmuskel des Frosches
und im Seestern (Adrian, 1969; Hagiwara und Jaffe, 1979). Die eigentliche
Charakteristik dieser Kanale liegt in ihrer K*-Leitfahigkeit. Die Gleichrichtung,
d.h. die Reduktion des Auswartsstromes resultiert aus einem Block der
Kanalpore durch intrazellulares Mg?* oder Polyamin (Spermin**) (Doupnik et al.,
1995; Nichols und Lopatin, 1997). Diese Kationen interagieren mit negativ ge-
ladenen Resten des M2-Segments oder der intrazellular gelegenen Carboxyl-
gruppe. Die Hemmung der Auswartsstrome durch die intrazellularen Kationen

ist allerdings nicht konstant, son-
Ey=-95mV

dern nimmt spannungsabhangig \_._ ~— !
mit zunehmender Entfernung von e e
=110 =80 =70 =50 =30 10
Ek zu. Dies fuhrt zu einer Strom- Emm (mV) L
Spannungsbeziehung wie sie in Ep;?ppl
_ﬂ_
Abb. 1.6 dargestellt ist. Bei Potenti-
alen etwas positiv vom Gleichge- 2
wichtspotential fur Kalium besitzen 16

Curmant Biology

die Kanale noch eine gewisse

ey s . . . Abb. 1.6: Strom-Spannungsbeziehung eines
Leitfahigkeit, die dann bei zu- P g 9
Kir2x-Kanals unter physiologischen Bedin-

nehmender Depolarisation geringer gungen. (Graphik aus Jongsma und Wilders.

wird. Sinn dieser Charakteristik ist,  current Biology 11:R747-R750, 2001).
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die Zelle auf einem Ruhemembranpotential nahe des Ex zu halten. Ist die Zelle
aber fur einen langeren Zeitraum stark depolarisiert, z.B. wahrend der Plateau-
phase des Herzaktionspotentials, sind die Kanale geschlossen, so dal} es nicht
zu hohen Kaliumverlusten der Zelle kommt. Die Kir2x-Kanale kénnen durch
extrazellulares Cs?* und Ba®* geblockt werden, was eine Depolarisation bewirkt.
In vivo scheinen Kir2.x kontinuierlich aktiv zu sein. So spielen sie bei der Stabili-
sierung und der Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials von Zellen
sowie bei der Kontrolle der Erregbarkeit vieler Zelltypen, besonders im Herzen
und im Gehirn, eine elementare Rolle (Nichols und Lopatin, 1997).

In glatten Muskelzellen von Gefa3en wird v.a. Kir2.1 eine Beteiligung an der
Regulation des Gefalltonus und des vaskularen Remodelings zugeschrieben
(Zaritsky et al., 2000; Karkanis et al., 2003).

Auch in der Entwicklungsgeschichte des Organismus haben Kir2.x-Kanale eine
elementare Funktion. Fischer-Lougheed et al., 2001 zeigen die Rolle von Kir2.1
in der myoblastischen Fusion, die fur die Entwicklung und die Reparatur des
Skelettmuskels erforderlich ist. Darlber hinaus wird den Kir2.x-Subtypen eine
Rolle in der Proliferation und Entwicklung von Zellen zugesprochen. Fehlende
Proliferation, Differenzierung und SignalUbertragung unterschiedlicher Zelltypen
fuhrten bei Kir2.1 Knockout-Mausen zu einer 100 % Auspragung einer
Gaumenspalte mit konsekutiver perinataler Letalitdt durch Dehydratation und
Ateminsuffizienz (Zaritsky et al., 2000). Interessanterweise zeigten die Mause
aulRer der Gaumenspalte auch kardiale Symptome (Zaritsky et al., 2001), was
in Verbindung mit kraniofaszialen Mi3bildungen als ,Syndrom“ bezeichnet wird
(Ferguson, 1988). Das ,Andersen-Tawil Syndrom® ist eine seltene autosomal
dominante Erbkrankheit mit charakteristischen kardialen Arrhythmien,
periodischen  Lahmung, kraniofaszialen = MiRbildungen,  dysmorphem
Knochenbau sowie einer Gaumenspalte (Andersen et al., 1971; Tawil et al.,
1994; Plaster et al., 2001). Klinisch zeigt der Phanotyp des Andersen’s
Syndroms dabei eine groRe Variabilitat in der Auspragung der Merkmale. Die
Erbkrankheit wird durch Mutationen des Kir2.1-Gens verursacht (Preisig-Muller
et al.,, 2002), deren Auswirkungen schon im Reifungs- und Transportprozel}

(trafficking) des Kir2.1-Kanals liegen konnen (Bendahhou et al., 2003).
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1.2.3.1.2 Molekulare Struktur der Kir2.x-Kanale

Entsprechend der Homologie aller Kir-Kanale entspricht die Porenregion der
Kir2.x-Kanale einer 2TM-1P-Topologie mit zwei Transmembransegmenten M1
und M2 und der extraplasmatischen Linkerregion (P-Loop oder H5; Abb. 1.4).
Im Gehirn der Ratte konnten bislang vier unterschiedliche Isoformen von Kir2.x
nachgewiesen werden: Kir2.1 (Kubo et al., 1993), Kir2.2 (Takahashi et al.,
1994), Kir2.3 (Morishige et al., 1994) und Kir2.4 (Topert et al., 1998).

Kir2.1 (IRK1; KCNJ2) ist ein Protein mit 427 Aminosauren, dessen mensch-
liches Gen KCNJ2 auf Chromosom 17, Position 17923.1-q24.2 lokalisiert ist.
Kir2.2 (IRK2, KCNJ12) liegt als 432 Aminosauren langes Kanalprotein ebenfalls
auf Chromosom 17, mit dem Genlokus p11.2-11.1.

Kir2.3 (IRK3, KCNJ4) ist als menschliches Gen auf Chromosom 22, Position
q13 lokalisiert.

Kir2.4 (IRK4; KCNJ14) konnte erst 1998 (Topert et al., 1998) entdeckt werden
und sein Gen KCNJ14 liegt auf dem Genlokus 19g13.

Die funktionellen Kir2.x-Kanadle werden durch Assoziation von vier o-
Untereinheiten zu einem Tetramerkomplex gebildet (Yang et al., 1995). Dieser
Tetramerkomplex kann aus homomeren oder heteromeren Untereinheiten
zusammengesetzt sein. Das funktionelle Vorkommen von Kir2.x als Homo-
tetramer in vivo ist bekannt (Kondo et al., 1995). Die Existenz von funktionellen
Heterotetrameren wurde jedoch lange kontrovers diskutiert. Nach Tinker et al.,
1996 ist ein funktionelles Vorkommen von Heteromeren nicht madglich, in
derselben Publikation zeigen sie jedoch eine Koprezipitation von Kir2.1- und
Kir2.2-Untereinheiten. Fink et al., 1996 dagegen halten einen funktionellen
Kanal von Kir2.1 und Kir2.3 fur moglich. Eine Heteromerbildung von Kir2.1 und
Kir2.4 mit stabilen Strdmen wird von Schram et al., 2002 beschrieben. Weitere
Heteromerbildung von Kir2.1 und Kir2.2 wird in Herzmuskelzellen beschrieben
(Zaritsky et al., 2001; Zobel et al., 2003), wobei Kir2.1 die dominierende Rolle
einnimmt (Picones et al., 2001; Melnyk et al., 2002). Die mogliche Heteromer-
bildung der Kir2.x-Kanale kdénnte zum Auftreten des beschriebenen Phanotyps

des Andersen-Tawil Syndroms fiuhren (Preisig-Muller et al., 2002).



Einleitung 14

1.2.3.1.3 Gewebespezifische Verteilung der Kir2.x-Kanale

Eine spezifische Verteilung der Untereinheiten des 2.x-Kanals kann v.a. im
Gehirn und im Herz festgestellt werden. Die unterschiedliche Verteilung konnte
durch Northern Blot Analyse, PCR, in situ Hybridisation, Immunhistologie und
Patch-Clamp in Geweben der Maus, des Kaninchen, der Ratte, des
Meerschweinchens wie auch des Menschen gezeigt werden.

Kir2.1 konnte v.a. im Gehirn (Karschin et al., 1997; Pruss et al., 2003) und in
Herzmuskelzellen lokalisiert werden (Preisig-Muller et al., 1999; Zobel et al.,
2003). Desweiteren wird eine Lokalisation in glatten Muskelzellen von Arterien
und Bronchien (Robertson et al., 1996; Bradley et al., 1999; Oonuma et al.,
2002) sowie in Endothelzellen (Liu et al., 2001) beschrieben.

Kir2.2 konnte im Gehirn (Pruss et al., 2003), in Herzmuskelzellen (Wible et al.,
1995) und Endothelzellen (Liu et al., 2001) sowie im Skelettmuskel (Isomoto et
al., 1997) nachgewiesen werden.

Kir2.3 ist Uberwiegend im Gehirn (Horio et al., 1996) und im Herzen (Morishige
et al., 1994) sowie in Endothelzellen (Liu et al., 2001) lokalisiert.

Kir2.4 konnte bisher v.a. in Neuronen und cholinergen Interneuronen lokalisiert
werden und scheint im peripheren und zentralen Nervensystem eine Rolle zu
spielen (Liu et al., 2001; Pruss et al., 2003).

1.2.3.1.4 Zellulare und pharmakologische Manipulation der Kir2.x-Kanale

In den letzten Jahren gab es viele neue Informationen Uber mogliche
Regulationen der Kir2x-Kanale durch zellulare und pharmakologische
Modulatoren. So konnte festgestellt werden, dal} alle Kir-Kanale durch das
Phospholipid PIP, der Zellmembran reguliert werden (Reimann und Ashcroft,
1999). Eine direkte Aktivierung des Kir2.3-Kanals durch Arachidonsaure, ein
Phopholipid der Zellmembran, konnte nachgewiesen werden (Liu et al., 2001).
Die meisten Kir2.x-Kanale werden durch TEA (Tetraethylammonium) und 4-AP

(4-Aminopyridin), in relativ hoher Konzentration, geblockt. Als direkter
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Kanalblocker wirkt Nikotin auf Kir2.1 und Kir2.2 in Herzmuskelzellen. Der
Kanalblock bewirkt eine Verlangerung des Aktionspotentials, was in
Zusammenhang mit kardialen Arrhythmien steht (Wang et al., 2000). Die
Pharmakologie der Kir2.x-Kanale ist im Gegensatz zu den Karp-Kanalen jedoch

nicht so reichhaltig.

1.2.3.2 Die Katp-Kanale

Katp-Kanale sind bedeutend als metabolische Sensoren, die die zellulare
Erregbarkeit an den metabolischen Zustand der Zelle anpassen. Zudem

besitzen sie eine reichhaltige Pharmakologie.

1.2.3.2.1 Vorkommen und Funktion der Katp—Kanale

Die Kartp-Kanale sind metabolisch regulierte Kanale, deren Aktivitat durch
intrazellulares ATP gehemmt wird. Wahrend intrazellulares ATP diese Kanale
schliel3t, werden sie durch zytoplasmatische Magnesiumnukleosiddiphosphate
geoffnet. Dadurch verbinden sie den intrazellularen metabolischen Zustand der
Zelle mit der elektrischen Aktivitdt der Zellmembran, was fur die Physiologie
und Pathophysiologie der Zelle entscheidend ist. In den meisten Geweben
liegen die Karp-Kanale unter physiologischen Bedingungen berwiegend
geschlossen vor. Das bedeutet, dal} sie, im Gegensatz zu den Kir2.x-Kanalen,
eine untergeordnete Rolle in der Aufrechterhaltung des Ruhe- und
Aktionspotential einnehmen. Vielmehr wird ihnen eine Art protektiver Notfall-
mechanismus zugesprochen. Unter hypoxisch-ischamischen Bedingungen wird
das Aktionspotential verkurzt, die Kontraktilitat der Zelle erniedrigt und somit der
Energieverbrauch der Zelle reduziert.

Katp-Kanale sind in einer Reihe unterschiedlicher Gewebe und Zelltypen ver-
breitet, wo sie sich sowohl in der Zellmembran als auch intrazellular, z.B in der

Mitochondrienmembran (Inoue et al., 1991), befinden. Entdeckt wurden sie in
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Herzmuskelzellen (Noma, 1983), konnten kurz darauf aber auch in den B-Zellen
des Pankreas (Cook und Hales, 1984) und vielen anderen Geweben
nachgewiesen werden (Ashcroft und Ashcroft, 1990; Edwards und Weston,
1994; Quast, 1996). Die Offnung von Katp-Kanalen fiihrt zu einer Verschiebung
des Membranpotentials in Richtung des Kalium-Gleichgewichtspotentials von
~90 mV. Am besten untersucht und verstanden ist die Funktion von Karp-
Kanalen in den B-Zellen des Pankreas. Bei verminderter Glucosekonzentration
wird das Verhaltnis von ATP zu ADP in den Zellen erniedrigt. Dies flhrt zu einer
Offnung der Karp-Kandle mit konsekutiver Hyperpolarisation, was die Ca®'-
Konzentration senkt. Als Folge davon wird die Insulinausschuttung reduziert;
umgekehrt verstarkt eine Erhdhung der Glucosekonzentration die
Insulinausschuttung (Ashcroft und Gribble, 1999).

In reninsezernierenden Zellen bewirkt diese Hyperpolarisation bei verminderter
Ca?*-Konzentration hingegen eine Steigerung der Reninsekretion (Osswald und
Quast, 1995). Im Sarkolemma des Herzmuskels sind die Katp-Kanale an der
Verkirzung des Aktionspotentials wahrend der Ischamie beteiligt (Nichols und
Lederer, 1991), die physiologische Bedeutung dieser Reaktion ist aber um-
stritten. Neuere Daten mit Knockout-Mausen deuten allerdings auf eine Rolle
dieses Kanals auch unter normalen physiologischen Bedingungen hin (Kane et
al., 2004). In der Skelettmuskulatur haben Karp-Kanale wahrscheinlich eine
Schutzfunktion bei Ischamie und Erschépfung. Weiterhin spielen sie nach
Chutkow et al., 2001 eine Rolle bei der Regulation der Glukosekonzentration in
der Skelettmuskulatur. In der glatten Gefalmuskulatur regulieren Karp-Kanale
den Gefaltonus (Quast, 1993) und haben eine Schutzfunktion vor Koronar-
spasmen, ahnlich der Prinzmetal Angina (Seino und Miki, 2003). Analog zum
Herzen wird fur die Karp-Kanale in Neuronen eine protektive Wirkung bei
cerebralen Ischamien angenommen. Genauer untersucht wurde das Verhalten
der Neurone in der Substantia nigra bei Wildtyp- bzw. Kir6.2-Knockout-Mausen.
Die erhdhte Erregbarkeit dieses Hirnteils fuhrte bei Knockout-Mausen durch
Sauerstoffmangel zu schweren Krampfen mit Todesfolge (Yamada et al., 2001).
Unabhangig von der Gewebeart wird Karp-Kanalen eine Rolle bei der

Steuerung der Zellproliferation zugeschrieben (Malhi et al., 2000).
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1.2.3.2.2 Molekulare Struktur der Kayp-Kanale

Wie in Abschnitt 1.2.3
beschrieben, liegt der funktio-
nelle Katp-Kanal als oktamerer
Gesamtkomplex (SUR/Kir6.x)4 in
der Zellmembran vor (Abb. 1.7).

Von der a—-Untereinheit Kirbx

Abb. 1.7: Schematische Darstellung des
existieren zwei Subtypen, Kir6.1  oktameren Kir6.x/SUR Komplexes in der

und Kir6.2. lhre kodierten Gene Plasmamembran.

stimmen bezlglich der Aminosduresequenzen zu ca. 70 % Uberein, wobei
Kir6.1 eine geringere Leitfahigkeit als Kir6.2 besitzt und weniger empfindlich auf
ATP reagiert. Das menschliche Gen fur Kir6.1 (KCNJ8) ist ca. 9,7 kb lang und
auf dem kurzen Arm von Chromosom 12 an Position p11.23 lokalisiert. Es
besitzt drei Exons, die Kir6.1 mit 424 Aminosauren und 45 kDa kodieren. Kir6.1
kann sowohl mit SUR1 als auch SUR2A und 2B funktionelle Katp-Kanale bilden.
Der Subtyp Kir6.2 ist ein 390 Aminosauren langes Protein, dessen Gen
(KCNJ11) beim Menschen auf dem kurzen Arm von Chromosom 11 liegt.

Der SUR, der die B-Untereinheit des Kaliumkanals bildet, spielt eine wichtige
Rolle fir die Regulation der Kanalaktivitat. Auf ihm liegen die Bindungsstellen
fur Offner (z.B. Pinacidil) und Blocker (Sulfonylharnstoffe wie Glibenclamid).
1995 konnte der SUR erstmals aus der B-Zelle des Pankreas kloniert werden
(Aguilar-Bryan et al., 1995). Eine angenommene Prasenz des SUR in der
afferenten Arteriole (Metzger und Quast, 1996; Metzger et al., 1997) konnte
durch Existenz des SUR2B als Komponente des Karp-Kanals (Yamada et al.,
1997) bestatigt werden. Russ et al., 1999 konnten die Hyperpolarisation durch
Katp-Kanaloffner mit Sulfonylharnstoffen an der afferenten Arteriole verhindern.
Von SUR existieren zwei Subtypen, SUR1 und SUR2 (Aguilar-Bryan et al.,
1995; Isomoto et al., 1996). Durch alternatives Spleillen entstanden die
Varianten SUR2A und SUR2B. Weitere Spleillvarianten von SUR1 (Sakura et
al., 1999, Hambrock et al., 2002) und SUR2 (Babenko et al., 1998; Chutkow et

al., 1999; Szamosfalvi et al., 2002) wurden beschrieben.
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1.2.3.2.3 Gewebespezifische Verteilung der Karp-Untereinheiten

Je nach Kombination der Kir- und SUR-Untereinheiten werden die Eigen-
schaften der Karp-Kanale in dem jeweilig lokalisierten Gewebe unterschiedlich
gepragt.

Kir6.1, dessen ursprunglicher Name ,ubiquitous expressed ATP-sensitve
potassium channel® (UKATP-1; Inagaki et al., 1995b) war, ist in vielen Geweben
lokalisiert. Er gilt als die dominierende o-Untereinheit der Karp-Kanale in der
glatten Muskulatur der Gefalle (Yamada et al., 1997; Thorneloe et al., 2002),
wahrend in anderen glatten Muskeln wahrscheinlich Kir6.1 und Kir6.2 als
Heterotetramere vorliegen.

Kir6.2 ist hauptsachlich in den B-Zellen des Pankreas, im Herzen, im Gehirn, in
Skelettmuskeln und in nichtvaskularen glatten Muskeln vorhanden (Inagaki et
al., 1995a).

SURH1 gilt als die regulierende Untereinheit des Katp-Kanals in den -Zellen des
Pankreas und in den meisten Neuronen (Aguilar-Bryan et al., 1995; Inagaki et
al., 1995a; Liss und Roeper, 2001).

SURZ2A ist charakteristisch flur Herz- und Skelettmuskulatur (Inagaki et al.,
1996).

SUR2B lokalisiert sich uUberwiegend in der glatten Muskulatur sowie in
Neuronen (Isomoto et al., 1996; Yokoshiki et al., 1998; Seino, 1999; Thorneloe
et al., 2002).

1.2.3.2.4 Pharmakologie der Karp-Kanile

Katp-Kanale sind der Angriffsort wichtiger Substanzen. So gibt es Substanzen,
welche die ,Offenwahrscheinlichkeit® der Kanale erhohen (Karp-Kanaloffner),
und welche, die diese erniedrigen (Kartp-Kanalblocker). Als Karp-Kanalblocker
werden meist Sulfonylharnstoffe verwendet. Die Bindungsstelle der Sulfonyl-
harnstoffe ist dabei mit der Offnerbindungsstelle negativ allosterisch gekoppelt
(Bray und Quast, 1992).
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Der klassische Sulfonylharnstoff
Glibenclamid (Euglucon®, Abb. 0 r*I«JK |

SN N
1.8) ist ein haufig eingesetztes ‘:t ﬁ\ S\\O g \O
orales Antidiabetikum bei Typ -~ - -

N
[I-Diabetes. Wie die meisten “\I) 3|_|
Sulfonylharnstoffe ~ wirkt es

hauptsachlich auf die p-Zellen Glibenclamid
des Pankreas, zusatzlich besitzt (!)
es einen extrapankreatischen ~
Effekt. Der Sulfonylthioharnstoff NS’P ﬁ\ P
HMR 1883 hingegen entfaltet 1|_| (j? HEK E
seine hochste Wirksamkeit am .

HMR 1883

kardialen Katp-Kanal, wo er

todliches Herzflimmern Im Abb. 1.8: Chemische Struktur der Karp-Kanalblocker

Ventrikel ~ verhindern  soll  Gjibenclamid und HMR 1883 (aus Russ et al. 2001).
(Gogelein et al., 2000). Zu den

Kaliumkanaloffnern gehoren Substanzen verschiedener Stoffklassen, wie
Pinacidil, Levcromakalim, Diazoxid und Minoxidilsulfat. Sie besitzen ein relativ
breites therapeutisches Spektrum in der Behandlung verschiedenster
Erkrankungen wie des Bluthochdrucks (Diazoxid, Minoxidilsulfat), der
Erbkrankheit PHHI (familiar persistent hyperinsulinaemic hypoglycaemiia of
infancy; Diazoxid), der akuten und chronischen myokardialen Ischamie, der
Inkontinenz sowie des Asthma bronchiale (Quast, 1992; Isomoto und Kurachi,
1997; Buchheit et al., 2002). Sogar als Haarwuchsmittel werden sie als Externa
eingesetzt (Regaine ®, Minoxidilsulfat). Eine breite therapeutische Anwendung
der Offner wird jedoch durch die mangelnde Selektivitdt der Substanzen

verhindert.
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1.3 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Dem Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS; Abb. 1.9) kommt neben
dem Sympathikus eine zentrale Bedeutung in der Regulation des Blutdrucks
sowie des Salz- und Wasserhaushalts (Hackenthal et al., 1990) zu.

Das RAAS wird bei einer Abnahme des Plasmavolumens, einem Blutdruck-
abfall, bei Salzentzug und bestimmten Formen der Hypertonie aktiviert. Durch
die Aktivierung des RAAS wird ein Anstieg des arteriellen Blutdruck, des
Herzminutenvolumens sowie der kardialen Vor- und Nachlast bewirkt.

Im folgenden werden die Komponenten des RAAS sowie deren
Zusammenwirken erlautert.

Renin ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 37-40 kDa, das
hauptsachlich in den juxtaglomerularen Zellen der Niere gebildet und
gespeichert wird. Es wird als Praprorenin aus 406 Aminosauren synthetisiert
und in das inaktive Prorenin umgewandelt. Durch Abspaltung von 43
Aminosauren am N-terminalen Ende des Prorenins wird das inaktive Prorenin in
die aktive Form des Renins als Protease aus 340 Aminosauren uberfuhrt.

Renin besitzt eine hohe Spezifitdt gegenlber seinem einzigen bekannten
Substrat, dem hauptsachlich in der Leber gebildeten a,-Glykoprotein
Angiotensinogen. In seiner Funktion als Aspartyl-Protease spaltet Renin von
Angiotensinogen das Dekapeptid Angiotensin | (ANG ) ab. Angiotensin | wird
durch Abspalten eines carboxyterminalen Dipeptids mit Hilfe der im Blut und der
Lunge vorhandenen Protease Angiotensin-Konversions-Enzym (ACE) in das
hochaktive Oktapeptid Angiotensin Il (ANG II) Gberfuhrt. Der geschwindigkeits-
bestimmende Schritt in dieser Reaktionskette wird durch Renin katalysiert, was
auf die zentrale Rolle dieses Enzyms hinweist.

Angiotensin Il (ANG ll) ist das wichtigste Effektorpeptid des RAAS, welches die
Aktivitat des Sympathikus und die Na'-Rickresorption in den Nierentubuli
erhoht sowie direkt am Gefald vasokonstriktorisch wirkt. Dartber hinaus inhibiert
Angiotensin Il Uber einen negativen Feedback-Mechanismus die Reninsekretion
und stimuliert die Synthese und Freisetzung von Aldosteron aus der

Nebennierenrinde.
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Abb. 1.9: Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (nach Rauch, 2000)
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Das Mineralkortikoid Aldosteron bewirkt eine Erhdéhung der Na’- und
Wasserruckresorption im distalen Nierentubulus. Dadurch kommt es zu einer
Zunahme des extrazellularen Flussigkeitsvolumens sowie einer kompensa-
torischen K*-Ausscheidung.

Die Aktivitat des RAAS wird hauptsachlich Uber die Sekretionsrate des Renins
moduliert (Hackenthal et al., 1990), so dal alle Faktoren, die auf die
Reninsekretion einwirken, Uber das RAAS direkt oder indirekt auf den Blutdruck
sowie das Wasser- und Elektrolytgleichgewicht des ganzen Organismus Einfluf

nehmen.

1.4 Aufbau der Niere

Uber die Regelmechanismen des Wasser- und Elektrolythaushaltes und die
Synthese und Freisetzung von vasoaktiven Hormonen durch das RAAS kommt
der Niere eine zentrale Funktion in der Blutdruckregulation zu.

Ferner ist die Niere das wichtigste Ausscheidungsorgan fur Stoffwechsel-
produkte und Fremdstoffe des Korpers. Ihre Funktion und Regulation sind
komplex und mit der anatomischen Struktur der Niere eng verbunden.

Die Niere ist paarig angelegt und liegt im Retroperitonealraum. An einer
Schnittflache durch die Niere lassen sich Mark (medulla) und Rinde (Cortex)
unterscheiden. Die Funktionseinheit der Niere ist das Nephron. Jede Niere hat
ca. 1,2 Millionen Nephrone, die bei Geburt angelegt sind und nicht regeneriert
werden koénnen. Das Nephron setzt sich aus einem Glomerulum mit
Bowman’scher Kapsel und dem sich anschliefenden Tubulusapparat sowie
Gefallen zusammen.

Das Glomerulum besteht aus einem Kapillarnetz, das sich in den blindsack-
artigen Ursprung des Tubulussystems einstulpt. Hierdurch entsteht aus der
eingestulpten Wand des Tubulussystems die Bowman’sche Kapsel, die das
Glomerulum umhallt. Das innere Blatt der Bowman’schen Kapsel wird von
verzweigten Deckzellen (Podozyten und Epizyten) gebildet. Zwischen den

Kapillarschlingen des Kapillarnetz liegen die Mesangiumzellen. Die
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Glomerulumkapillaren sind aus einer dinnen Epithelschicht und einer dicken
Basalmembran aufgebaut. Auf der Basalmembran liegen auf3en die Podozyten,
die mit ihren Fortsatzen untereinander in Verbindung stehen. Endothel,
Basalmembran und Podozyten bilden eine Blut-Harn-Schranke, durch die der
Primarharn aus der Kapillarschlinge in die Bowmansch’sche Kapsel abgeprel3t
wird.

Die Besonderheit des Gefal3systems der Niere sind die zwei hintereinander-
geschalteten Kapillarnetze. Die Blutversorgung erfolgt durch die Arteria renalis,
die aus der Aorta entstammt und sich nach ihrem Eintritt in die Niere in die
Arteriae interlobares, daraus in die Arteriae arcuatae und schlieRlich die
Arteriae interlobularis verzweigt. Die Arteriae interlobularis ziehen senkrecht zur
Nierenkapsel und geben dabei zahlreiche afferente Arteriolen (Vasa afferentia)
ab. Die afferenten Arteriolen, die die einzelnen Nierenkdrperchen versorgen,
bilden innerhalb des Glomerulums ein Kapillarnetz und vereinigen sich wieder
in den efferenten Arteriolen (Vas efferens). AnschlieRend ziehen sie aus den
Glomeruli und bilden um die Tubuli ein weiteres ,echtes Kapillarnetz, das als
vendses System in die Vena interlobularis Gbergeht und schliellich in der Vena
renalis mundet.

Das Tubulussystem wird unterteilt in den proximalen Tubulus, die Henle’sche
Schleife und den distalen Tubulus, der in das Sammelrohr mindet. Am Harnpol
gegenuber des Gefallpols im Glomerulum beginnt der proximale Tubulus mit
seinem gewundenen Teil (proximale Konvolut), der in den geraden Teil des
proximalen Tubuls Ubergeht. Er besitzt ein hochzylindrisches Epithel, das mit
einem Burstensaum (Mikrovilli) besetzt ist. Der proximale Tubulus resorbiert
Glukose, Natrium, Chlorid, Kalium, Harnsaure und Wasser aus dem Lumen
zurtck und gibt harnfahige Substanzen ins Lumen ab. Daran schlief3t sich die
Henle-Schleife an, die sich in Form einer Haarnadel in einen absteigenden Ast,
ein Uberleitungsstiick sowie einen diinnen und dicken aufsteigenden Ast
untergliedert. Die Henle-Schleife besitzt ein hell aussehendes flaches Epithel.
Ihre Funktion dient v.a. der Harnaufkonzentrierung und der Reabsorption

(~25%) als sogenanntes ,Haarnadel-Gegenstrom-Prinzip®.
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Der distale Tubulus kehrt als Fortsetzung des dicken aufsteigenden Astes der
Henle-Schleife (TALH) wieder zum zugehérigen Glomerulum zuriick und geht
dann in das Sammelrohr uUber, das als Ausfuhrungsgangsystem des Harns in
die Nierenkelche dient. Das Epithel des distalen Tubulus ist heller und niedriger
als im proximalen Tubulus. In diesem Teil wird v.a. Natrium gegen Kalium
ausgetauscht.

Die Stelle an der der distale Tubulus den Gefal3pol des zugehdrigen
Glomerulums beruhrt, wird als Macula densa bezeichnet. Diese spezialisierten
Zellen sind an der Bildung des funktionellen juxtaglomeruldren Apparates
beteiligt und bewirken Uber eine Messung der NaCl-Konzentration an der

Kontaktstelle eine Anpassung der Reninsekretion.

Nephron juxtaglomerularer Apparat

1. Glomerulum 5. Macula densa 9. Endothel

2. proximaler Tubulus 6. Podozyten 10. glatte Muskelzellen

3. TALH 7. afferente Arteriole 11. Kapillaren

4. distaler Tubulus 8. efferente Arteriole 12. juxtaglomeruldre Zellen

13. extraglomerulares Mesangium

Abb. 1.10: Schematischer Querschnitt durch ein Glomerulum und den juxtaglomerularen

Apparat (Zeichnung modifiziert von einem Orginal nach Marc Chmielnicki, Tlbingen).
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1.5 Der juxtaglomerulare Apparat: Lokalisation und Synthese von Renin

Die funktionelle Einheit des juxtaglomerularen Apparats (JGA) wird von
reninsezernierenden Zellen, in diesem Bereich reninhaltige juxtaglomerulare
Zellen (JGZ) genannt, den Macula densa Zellen (MD) des distalen Tubulus und
den extraglomerularen Mesangiumzellen (EGM) gebilden (Abb. 1.10).

Renin wird hauptsachlich in den reninhaltigen juxtaglomerularen Zellen gebildet,
die zum grofdten Teil in der Media der afferenten Arteriole im juxtaglomerularen
Apparat lokalisiert sind (Hackenthal et al., 1990). Die Anzahl der reninpositiven
Zellen der efferenten Arteriole ist hingegen gering (Taugner et al., 1982;
Hackenthal et al., 1990). Die afferenten Arteriolen sind aus der Tunica intima
(eine Endothelzellschicht und Elastinschicht), der einschichtigen Tunica media
und der Tunica adventitia aufgebaut. Sie werden, aufgrund der dort
anzutreffenden Zellen in einen proximalen und einen distalen Teil untergliedert.
Im proximalen Abschnitt wird die Media ausschlieRlich von glatten Muskelzellen
gebildet, die ringférmig den innen liegenden Endothelschlauch umgeben. Im
distalen Abschnitt befinden sich neben glatten Muskelzellen die
reninsezernierenden Zellen, die in mehreren Lagen Ubereinander angeordnet
sein konnen (Gattone et al., 1984). Wenngleich die meisten
reninsezernierenden Zellen eine Art Manschette um den Pol der afferenten
Arteriole bilden, kdnnen sie auch weiter proximal nachgewiesen werden (Buhrle
et al., 1984). Bezuglich der Lange des reninpositiven Bereichs der Arteriole gibt
es nicht nur Unterschiede zwischen Tieren verschiedener Arten oder Tieren
einer Art, sondern auch zwischen afferenten Arteriolen eines Tieres (Taugner et
al., 1982; Buhrle et al., 1984). Die Anzahl der reninsezernierenden Zellen in
einer Arteriole bleibt ebenfalls nicht konstant. So kann es als Anpassung an
sich andernde physiologische Bedingungen (z.B. salzarme Nahrung) zu einer
Umwandlung von weiter proximal gelegenen glatten Muskelzellen in
reninsezernierende Zellen kommen und vice versa (Cantin et al., 1977,
Sequeira Lopez et al., 2001). Daraus wird auch deutlich, dal® es zu jeder Zeit
intermediare (teilweise umgewandelte) Zellen gibt, die hinsichtlich ihrer

Morphologie und Funktion zwischen glatten Muskelzellen und voll entwickelten
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reninsezernierenden Zellen stehen (Hackenthal et al., 1990). Auch diese
intermediaren Zellen sind wie die glatten Muskelzellen ringférmig um den
Endothelschlauch angeordnet, besitzen Myofilamente und zusatzlich
Reningranula. Im Gegensatz dazu sind die relativ plumpen reninsezernierenden
juxtaglomerularen Zellen mit zahlreichen Fortsatzen versehen, weisen kaum
Myofilamente auf und haben in ihrem Cytoplasma viele Reningranula
eingelagert (Hackenthal et al., 1990). Die komplexe Anatomie des
juxtaglomerularen Apparates deutet dabei auf multiple Mechanismen hin, die an

der Regulation der Reninsekretion beteiligt sind.

1.6 Regulation der Reninsekretion

Die Mechanismen, die die Reninsekretion kontrollieren, kdnnen in drei Ebenen
untergliedert werden, die physiologische bzw. den Gesamtorganismus
betreffende Ebene, die Ebene der Botenstoffe und Mediatoren sowie die auf
zelluldrer Ebene wirksamen Faktoren. Die Ubergange zwischen der zweiten

und dritten Ebene sind flielRend.

Zunachst gibt es die physiologische Betrachtungsweise auf der Ebene des
Gesamtorganismus, an der drei Mechanismen angreifen:

¢ die renale sympathische Innervierung

e der Macula densa-Mechanismus

e der Barorezeptor-Mechanismus.

Auf der darunterliegenden Ebene kann man solche Faktoren zusammenfassen,
die als Botenstoffe und Mediatoren verwendet werden, wie

e Angiotensin Il,

e Adenosin,

e NO sowie

e Arachidonsaure und ihre Metabolite
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Die bedeutenden Faktoren auf zellularer Ebene sind:
e Ca*,

e CcAMP,

e cGMP,

e Osmolalitat und

e Membranpotential

In dieser Arbeit sollten die Kaliumkanale, die das Membranpotential der JGZ

bestimmen, genauer untersuchen werden.

1.7 Das Membranpotential in reninsezernierenden Zellen

Das Ruhemembranpotential der reninsezernierenden juxtaglomerularen Zellen
in afferenten Arteriolen betragt ~60 mV (Fishman, 1976 (zwei Populationen mit
-70 und -35 mV); Buhrle et al., 1985; Kurtz und Penner, 1989; Russ et al.,
1999). Isolierte juxtaglomerulare Zellen von Rattennieren sind hingegen starker
depolarisiert (-32 mV, Friis et al.,, 2003). Das Membranpotential in renin-
sezernierenden Zellen kann sowohl in hyperpolarisierende als auch in
depolarisierende Richtung verschoben werden.

Als wichtiger depolarisierender Effekt wirkt die Erhéhung der extrazellularen
Kaliumkonzentration [K*],, was an reninsezernierenden Zellen der Maus gezeigt
werden konnte (Fishman, 1976; Kurtz et al., 1990). Depolarisation mit Kalium
bewirkt weiterhin eine Hemmung der Reninsekretion, was an isolierten
perfundierten Rattennieren sowie an Nierenschnitten von Ratte, Schwein, Hund
und Kaninchen gezeigt werden konnte (Ubersicht in Churchill, 1985). Dieser
hemmende Effekte ist von einen Ca?*-Einstrom begleitet und kann durch einen
Block der spannungsaktivierten Ca?*-Kanéle verhindert werden (Ubersicht in
Churchill, 1985). In Arbeiten von Kurtz und Penner, 1989 konnten in patch-
clamp-Messungen jedoch keine spannungsabhingigen Ca?*-Kanale in

reninsezernierenden Zellen nachgewiesen werden. Nach Depolarisation mit
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erhdhtem [K'], konnte konsequenter Weise weder eine Erhéhung von [Ca®];
noch eine Hemmung der Reninsekretion gefunden werden (Kurtz et al., 1990).
Diese Befunde sind allerdings nicht unumstritten. Zum Beispiel fanden Russ et
al., 1999 funktionelle Hinweise auf die Existenz von L-Typ Ca?*-Kanalen. Diese
wurden auch mit PCR in isolierten JGZ nachgewiesen (Friis et al., 2003).

Zur Depolarisation der Zellen flhrt auch die Stimulation mit physiologischen,
vasokonstriktiven Substanzen wie Adrenalin, Noradrenalin und Angiotensin Il
(Buhrle et al., 1984; Buhrle et al., 1986; Kurtz und Penner, 1989), die zudem
eine Hemmung der Reninsekretion bewirkt (Blhrle et al., 1986). Zugleich fuhren
vasokonstriktive Substanzen wie ANG Il zu einer Erhdéhung der [Ca®']; in
reninsezernierenden Zellen (Kurtz und Penner, 1989; Rauch, 2000). Eine
Hemmung dieser beobachteten Effekte auf die Reninsekretion wurde durch
gleichzeitige Gabe eines Ca?*-Kanalblockers (Verapamil) beschrieben (Kurtz,
1989).

Hierbei soll die Bedeutung des ,Calcium-Paradox® (Churchill, 1985) bei der
Kontrolle der Reninsekretion erwahnt werden, das eine inverse Beziehung
zwischen Calcium und der Reninsekretion beschreibt. In Experimenten, in
denen eine Hyperpolarisation zu einer Erniedrigung der zytoplasmatischen

Calciumkonzentration [Ca®");

fuhrte, konnte eine Steigerung der Reninsekretion
in juxtaglomerularen Zellen beobachtet werden (Kurtz, 1989; Hackenthal et al.,
1990). Umgekehrt flhrt eine Depolarisation der juxtaglomerularen Zellen zu
einer Erhdhung der zytoplasmatischen Ca®*-Konzentration (Russ et al., 1999)
und zu einer Erniedrigung der Reninsekretion (Kurtz, 1989). Die Rolle des Ca®*
in der Reninsekretion ist aber umstritten, u.a. da eine Sekretionssteigerung in
Zellen typischerweise mit einem Anstieg von [Ca?*]; verbunden ist. Folglich kann

"), einen direkten EinfluR auf die

nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob [Ca
Reninsekretion ausubt, oder ob nicht umgekehrt die Membrandepolarisation
selbst das entscheidende Kriterium ist und die Erhéhung von [Ca*]; in diesem
Zusammenhang eher unbedeutend ist (Kurtz et al., 2000).

Umgekehrt gibt es wegweisende Ergebnisse, dal} eine Hyperpolarisation der
Membran von reinsezerniernden Zellen zu einer Steigerung der Reninsekretion

fahrt.
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Eine wichtige Rolle spielen dabei die Katp-
Kanaloffner (Abb. 1.11). Durch Bindung
an den ATP-sensitiven Kaliumkanal
bewirken sie ein Hyperpolarisation der
Zelle (Kurtz et al.,, 1990; Ashcroft und
Ashcroft, 1990; Quast et al., 1995; Quast
et al., 1996). Russ et al., 1999 konnten
diese Beobachtungen an isolierten
afferenten Arteriolen der Ratte nach-
weisen. Bei Gabe des Karp-Kanalbffners
Cromakalim konnte eine konzentrations-
abhangige Stimulation der Reninsekretion
bei gesunden Probanden sowie an
isolierten reninsezernierenden Zellen der
Ratte nachgewiesen werden (Ferrier et
al., 1989). Dies konnte an isolierten renin-
sezernierenden Zellen der Ratte (Jensen
et al., 1998; Vallon et al., 1998), an
isolierten afferenten Arteriolen und an per-
fundierten Rattennieren (Jensen et al.,
1998) bestatigt werden.

Im Gegensatz zu den Karp-Kanal6ffnern
bewirken Karp-Kanalblocker wie der
klassische Sulfonylharnstoff Glibenclamid
eine Hemmung der Reninsekretion in vivo
(Richer et al., 1990; Pratz et al., 1991;
Jensen et al., 1998). In vitro hingegen
konnte kein Effekt von Glibenclamid auf
das Ruhemembranpotential gezeigt
werden (Russ et al., 1999). Der genaue
Mechanismus der Karp-Kanale bei der

Reninsekretion bleibt jedoch unklar.

CN

9 JIJW<
N N
H H

Pinacidil

PKF217-744

Levcromakalim

Abb. 1.11: Chemische Struktur wichtiger
K.r=-Kanaloffner und des bekanntesten
Cyanoguanidins Pinacidil.
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Eine Hyperpolarisation der reninsezernierenden Zellen wird neben den Katp-
Kanaloffnern durch physiologische Stimuli beschrieben. Fishman, 1976
beschriebt eine Hyperpolarisation der Zellen bei Gabe des [¢-Agonisten
Adrenalin. Dieser hyperpolarisiernde Einfluld von [3-adrenergen Substanzen, die
die Reninsekretin nachgewiesenermalden stimulieren, konnte jedoch von Buhrle
et al., 1986 und Laske-Ernst, 2003 nicht bestatigt werden.

Desweiteren sind reninsezernierende Zellen sowohl mit den glatten
Muskelzellen als auch mit den EGM und den Endothelzellen Uber gap junctions
verbunden (Lorenz et al., 1993 nach Forssmann und Taugner, 1977;
Hackenthal et al., 1990 nach Taugner und Hackenthal, 1989), was eine starke
elektrische Kopplung zwischen diesen Zellen nach sich zieht (Kurtz und
Penner, 1989; Russ et al., 1999). Dies bedeutet, dald bei Experimenten mit
isolierten afferenten Arteriolen die gap junctions stets entkoppelt sein mussten,
um sicherzugehen, dal} die beobachtete Reaktion durch die reninsezernierende
Zelle direkt verursacht wird.

Zur Bedeutung des Membranpotentials fur die Reninsekretion wurden weitere
elektrophysiologische Untersuchungen durchgefihrt. In einer wegbahnenden
Studie konnten Kurtz und Penner, 1989 einen starken einwartsgerichteten
Kaliumstrom in reninsezernierenden juxtaglomerularen Zellen des distalen
Anteils der afferenten Arteriole einer Maus nachweisen. Dies konnte in der
afferenten Arteriole einer Rattenniere von Loutzenhiser et al., 1997 und Chilton
und Loutzenhiser, 2001 sowie an juxtaglomerularen Zellen und der afferenten
Arteriole von NaCl-arm und normal ernahrten Ratten (Leichtle et al., 2004)
bestatigt werden, die diesem Strom eine entscheidende Rolle fir das

Membanpotential zuweisen.
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1.8 Fragestellung

In dieser Arbeit sollten folgende Fragestellungen untersucht werden:

1.) Kann die von Russ et al., 1999 aus elektrophysiologischen Messungen
geforderte Kir6.1-Kanaluntereinheit an afferenten Arteriolen der Ratte auch als

Protein nachgewiesen werden?

2.) Kann dem einwartsgleichrichtenden Kaliumstrom, der fir das Ruhe-
membranpotential der JGZ hauptverantwortlich ist (Kurtz und Penner, 1989;
Chilton und Loutzenhiser, 2001; Russ et al., 2003b) ein entsprechender
Kaliumkanal auf RNA- und Proteinebene zugeordnet werden?

Hierbei ist v.a. von Bedeutung welche der in Frage kommenden Kir2.x-
Subtypen (Kir2.1, Kir2.2, Kir2.3) in den JGZ exprimiert werden? Neben dem
grundsatzlichen Nachweis ist auch die Lokalisation der Kanale in der Niere
sowie die Expressionsstarke der einzelnen Kanale von Bedeutung. Daraus
lassen sich dann Ruckschlisse ziehen auf die dominierende Kanaluntereinheit
bzw. auf mogliche Homo- und/oder Heterotetramerbildungen der Kanalunter-

einheiten.

Durchgefihrt wurde eine molekulare Charakterisierung der Kaliumkanale auf
Protein- und RNA-Ebene in JGZ von Rattennieren. Die Tiere wurden mit einer
NaCl-armen Diat behandelt, welche die Zahl von reninpositiven Zellen steigert.
Die genaue Lokalisation der Kir-Kanale (Kir6.1, Kir2.1, Kir2.2) in JGZ der
afferenten Arteriole erfolgte mittels Immunfluoreszenzfarbungen an Kryo-
schnitten von Rattennieren mit den entsprechenden Kanalprotein-Antikorpern.
Bestatigt wurde die Proteinexpression in JGZ und der Niere durch die
proteinchemische Methode des Western Blottings. Das Expressionsprofil von
Kir2.1-, Kir2.2- und Kir2.3-mRNA in JGZ der Rattenniere wurde mit

semiquantitativer RT-PCR untersucht.
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2 MATERIAL UND VERSUCHSTIERE

2.1 Chemikalien, Enzyme, Kits

Acrylamid

Aceton

Agarose Ultra Pure

Ampuwa

APS

BioRad DC Protein Assay Kit

BioRad DC Protein Assay Reagenz A
BioRad DC Protein Assay Reagenz B

B-Mercaptoethanol

Borsaure

Bromphenolblau

BSA Rinderalbumin
Chloroform

Coomassie Brilliant Blau R250
DEPC-Wasser

DNA Molecular Weight Marker XIV
d NTP’s

DMSO

EDTA

Ethanol

Ethansaure (Essigsaure)
Ethidiumbromid

Gelatine

Glycerol

Glycin

GAR-AP Detection Kit

HCI

Merck, Darmstadt
Uni—Apotheke, Tubingen
GIBCO/BRL, Karlsruhe
Fresenius, Bad Homburg v.d.H.
Roth, Karlsruhe

BioRad, Munchen

BioRad, Munchen

BioRad, Munchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Fluka, Buchs, CH
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Roche-Diagnostics, Mannheim
Promega, Madison, WI, USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs, CH

Fluka, Buchs, CH

Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

BioRad, Munchen

Fluka, Buchs, CH
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Igepal

Immersionsdl (ne23 1.518)
Immun-Star ™ Substrate
Isopentan

Isopropanol

KCI

KCr(S04)2*12H,0
KH2PO4
Magermilchpulver
Methanol

MgCl

MOPS

NaCl

NaH;PO4

NayHPO4

NaOH

NDS: Esel Normalserum
NGS: Ziegen Normalserum

NKS: Kaninchen Normalserum

NU-Page™ MOPS SDS Running Buffer (20 x)
NU-Page™ Transfer Puffer (20 x)

Oligo (dT) Primer
Paraformaldehyd
PCR-Puffer

Peq Gold RNA Pure™
PMSF

Poly-L-Lysin

Protease Inhibitor Cocktail
Rainbow™-Marker
Random Primers

Reverse Transkriptase (RT)
RNasin ® RNase Inhibitor

Sigma, Taufkirchen

Leica, Wetzlar

BioRad, Munchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs, CH

Merck, Darmstadt

Heirler Cenovis, Radolfzell
Merck, Darmstadt
PeglLab, Erlangen
Invitrogen, Groningen, NL
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

DAKO, Glostrup, DK
DAKO, Glostrup, DK
DAKO, Glostrup, DK
Invitrogen, Groningen, NL
Invitrogen, Groningen, NL
Promega, Madison, WI, USA
Merck, Darmstadt
PanBiotech, Aidenbach
PeglLab, Erlangen

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Amersham, Braunschweig
Promega, Madison, WI, USA
PeglLab, Erlangen
Promega, Madison, WI, USA
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RNeasy Mini Kit

Roti®-Load Probenpuffer (4 x konz.)
SDS

Slim Fast

Sucrose
TEMED

Taq Polymerase
TissueTek®
Trapanal®
Tris-Base
Tris-HCI

Triton X-100

Tween 20

Qiagen, Hilden

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sun Nutritional, Milton Keynes,
UK

Fluka, Buchs, CH

Roth, Karlsruhe
PanBiotech, Aidenbach
Sakura, Torrance, CA, USA
BYK Gulden, Konstanz
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Fluka, Buchs, CH
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2.2 Puffer und Losungen

e HEPES gepufferte Physiologische Salzlésung (HEPES-PS):
NaCl 140 mM

KCI 2,8 mM
MgCl, 1 mM
CaCl, 1 mM
HEPES 10 mM

D(+)-Glucose 11 mM
Die Substanzen wurden in 4500 ml A. bidest angesetzt, der pH mit NaOH
auf 7,4 eingestellt und mit A. bidest auf 5000 ml aufgefulit.

e Paraformaldehyd-Fixierlosung:
PFA 49
Sucrose 39
Die Substanzen wurden in 50ml A. bidest unter Zugabe von 2-3 Tropfen 5 N
NaOH gelést und unter Rihren auf 60 °C erwarmt.
Na;HPO4*2H,0 1,068 g
NaH,PO4*H,O 0,828 g
Die Substanzen wurden in 30 ml A. bidest geldst, zur PFA-L6sung zugege-
ben, mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt und mit A. bidest auf 100 ml aufgefulit.

e PBS (phosphatgepufferte Salzlosung):

5xPBS:

NaCl 685 mM
KCI 13,5 mM
Na2HPO4 50 mM
KH2PO4 10 mM

Die Substanzen wurden in 800 ml A. bidest geldst, mit NaOH auf pH 7,4
eingestellt, mit A. bidest auf 1000 ml aufgefullt und bei 4 °C aufbewahrt.
1 x PBS: 100 ml 5 x PBS wurden mit 400 ml A. bidest verdunnt.
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Poly-L-Lysin Stammlosung:
Die Substanz wurde als Stammlésung (1 mg/1 ml A. bidest.) bei 8 °C aufbe-

wahrt und je nach Bedarf weiter verdlnnt.

RIPA-Puffer:

Igepal 1%

Natriumdeoxycholat 0,5 %

SDS 0,1 %

Die Reagenzien wurden in 1 x PBS gel6st und der pH-Wert auf 7,5 einge-
stellt. Die Losung wurde bei 4 °C gelagert.

Stammlosung (SL): 2,5 % Triton + 10 % DMSO

DMSO 100ul
Triton X-100 25ul
PBS 875ul

TAE-Puffer (50x):

Tris-Base 242 g,

Essigsaure 57,1 ml,

EDTA, pH 8,0 100 ml (0,5M),

werden mit ddH,O auf 1 Liter aufgefullt. Zur Verwendung wird der Puffer
1:50 mit ddH2O verdunnt.

TBE-Puffer (10x):

Tris-Base 108 g,

Borsaure 55 g,

EDTA, pH8,0 4 ml (0,5M),

werden mit ddH,O auf 1 Liter aufgefullt. Zur Verwendung wird der Puffer
1:10 mit ddH,0O verdunnt.
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TBS* (fur Inmunhistologie):

10 x TBS™:

Tris-HClI 50 mM 12,11 g/2 |

NaCl 150 mM 17,53 g/2 |

Die Substanzen wurden unter Ruhren in 1,7 | ddH20 geldst, mit NaOH auf
pH 7,5 eingestellt, mit ddH,O auf 2 Liter aufgeflllt und bei 4 °C aufbewahrt.

1 x TBS*: 100 ml 10 x TBS* wurden mit 900 ml ddH,O verdiinnt.

TBS (fur Western Blot) :

10 x TBS:

Tris-HCI 100 mM 31,52 g/2 1

NaCl 150 mM 17,53 g/2 |

Die Substanzen wurden mit ddH,O auf 2 Liter aufgefullt, mit NaOH auf pH
8,0 eingestellt und bei 4 °C aufbewahrt. Bei Gebrauch wurde 10 x TBS mit
900 ml ddH,0 verdunnt.

TE (Tris-EDTA):
Tris-HCI 10 mM
EDTA 1 mM
Der gewlnschte PH-Wert wurde mit HCI eingestelit.
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2.3 Gerate und Hilfsmittel

Chemiluminescent Detection Film
DNA Mini Sub Cell Gelkammer
Einkanal-UV-Vis-Spektrometer DU-640
Electrophoresis Unit, ,grol’e Kammer*
ELISA-Reader MR7000

Falcon Tubes (10ml und 50ml)
Filter-Milex-GS
Folienschweissgerat-Futura
Gel-Dokumentationssystem
Gelkammer, Midicell®
Gradientencycler

Hamilton-Microliter ™ Spritze
Hybridisierungsofen

Kaniilen: Sterican 20G x 2 /s

Kryostat (Minotome)

Laser Scanning Mikroskop
Magnetrahrer
Mikrotiter-Platte
Milli-Q-Plus Filteranlage
Multi-Cycler PTC 100
Nitrozellulose Membran
Nu-Page 10% Tris Gele
Petrischalen
PVDF-Membran
Rayon-X-Kassette
Plastikrahmen (Sandwich)
Sanoklav

Schwamme

Thermocycler

Roche-Diagnostics, Mannheim
BioRad, Munchen

Beckmann, Fullerton, CA, USA
Hoefer, Heidelberg

Dynatech, Ruckersdorf
Eppendorf, Hamburg

Millipore, Billerica, MA, USA
Hintze & Kunick, Berlin
BioRad, Munchen

OWL, Portsmouth, NH, USA
Eppendorf, Hamburg

Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, Ch
MWG Biotech, Ebersberg
Braun, Kronberg

International Equipment Company,
Vernon Hills, IL, USA

Zeiss LSM 410 Invert, Jena
Heidolph, Schwabach

Greiner, Frickenhausen
Millipore, Billerica, MA, USA
Biozym, Oldendorf

Invitrogen, Groningen, NL
Invitrogen, Groningen, NL
Greiner, Frickenhausen
Amersham, Braunschweig
Eppendorf, Hamburg

BioRad, Munchen

Fredegari, Albuziano, Italien
BioRad, Munchen

MWG Biotech, Ebersberg
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Ultraturrax (Stabhomogenisator)
Ultrazentrifuge L-70

Vortex

Wasserbad
Whatman-Filterpapier

X-cell sure lock ™ Mini-Cell

IKA-Labortechnik, Staufen
Beckmann, Fullerton, CA, USA
Heidolph, Schwabach

Julabo, Seelbach

Multimed, Kirchheim/Teck

Invitrogen, Groningen, NL
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2.4 Antikorper

Primarantikorper:

Adenosin-A1-Rezeptor-AK: Kaninchen Anti-Ratte IgG  Alpha Diagnostics Internatio-

Anti-Tamm-Horsfall-Protein: Ziege IgG

Anti-vWF: monoklonaler Maus Anti-Mensch 1gG
B-Actin: monoklonaler Maus Anti-Kaninchen IgG
Kir6.1-AK: polyklonaler Kaninchen Anti-Ratten IgG
Kir2.1-AK: polyklonaler Kaninchen Anti-Ratten Serum
Kir2.2-AK: polyklonaler Kaninchen Anti-Ratten IgG
Kir2.1? -AK: polyklonaler Kaninchen Anti-Mensch IgG
Kir2.3% -AK: polyklonaler Kaninchen Anti-Ratten IgG
Phalloidin—Alexa ™633 Ziege Anti-Kaninchen IgG

nal, San Antonio, TX, USA
ICN, Eschwege
Roche-Diagnostics, Mannheim
Sigma, Taufkirchen

Veh R., Charité, Berlin

Veh R., Charité, Berlin

Veh R., Charité, Berlin
Alomone, Jerusalem, Israel
Alomone, Jerusalem, Israel
MolecularProbes, Eugene,
OR, USA

Renin-AK: polyklonaler Kaninchen Anti-Rattenrenin IgG Albinus M., Pharma.-Inst.,

SYTO®59

SYTO®62

Sekundarantikorper:

Alexa™488 Ziege Anti-Kaninchen IgG

Alexa™488 Esel Anti-Ziege IgG

Alexa™633 Ziege Anti-Kaninchen IgG

AP-konjugierter Ziege Anti-Kaninchen IgG

? Kir2.x-Antikorper der Firma Alomone in Jerusalem

Tubingen
Molecular Probes, Eugene,
OR, USA
Molecular Probes, Eugene,
OR, USA

Molecular Probes, Eugene,
OR, USA
Molecular Probes, Eugene,
OR, USA
Molecular Probes, Eugene,
OR, USA

Dianova, Hamburg
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AP-konjugierter Ziege Anti-Maus IgG Sigma, Taufkirchen
Cy™S5 Ziege Anti-Maus IgG Dianova, Hamburg
Cy ™S5 Esel Anti-Kaninchen IgG Dianova, Hamburg

2.5 Primersequenzen und Primerdesign 5’ > 3’

Kir2.1 sense: 5'CAA TGC AGA CTT TGA AAT CG 3’ (nt) 864-883
antisense: 5TCT CTG GAA CTC CGT TCT CA 3’ (nt) 1170-1189
(gene accession no. GA L48490); fir Sequenz von 326 bp

Kir2.2 sense: 5’GCC GTA CAC CCT GTG TGC TA 3’ (nt) 419-438
antisense: 5’ATC CCG GTC TGT AGC CAC CT 3’ (nt) 1235-1254
(gene accession no. GA X78461); fur Sequenz von 836 bp

Kir2.3" sense: 5’AAA GCC CGA ATG CCC CCA AA 3’ (nt) 407-426
antisense: 5’GCC TCC TCT TTG GAA CCT GC 3’ (nt) 1303-1322
(gene accession no. GAS71382); (Bradley et al., 1999); 916 bp

Cyclophilin sense: 5GGG GAG AAAGGA TTT GGC TA 3’ (nt) 159-178
antisense: 5’ACATGC TTG CCA TCC AGC C 3’ (nt) 397-415
(gene accession no. GA M25637); fur Sequenz von 257 bp

B-Actin sense: 5AAC CGC GAG AAG ATG ACC CAG ATC ATG TTT
3’ (nt) 2383-2402
antisense: 5’AGC AGC CGT GGC CAT CTC TTG CTC GAA GTC
3’ (nt) 3071-3091
(gene accession no GA V01217); fur Sequenz von 372 bp

* Bradley et al., 1999 designten den Primer Kir2.3* nach der Kir2.3 Sequenz der Maus, da ihnen
keine Rattensequenz der Kir2.3 cDNA vorlag. Neuanalysen, die wir mit der mittlerweile vorlie-
genden Kir2.3 Sequenz der Ratte durchfihrten, ergaben leider eine schlechte Ubereinstimmung
mit der in meiner Arbeit benutzten Kir2.3* Primersequenz der Maus. Samtliche erhaltene Werte

und Ergebnisse kénnen somit nicht als direkte Referenzen herangezogen werden.
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Die Synthese und der Bezug der Primer erfolgte durch die Firma Interactiva
Biotechnologie GmbH in Ulm.

Die Primerauswahl von Kir2.1, Kir2.2 und Kir2.3" wurde unter der Referenz von
Bradley et al., 1999 durchgefuhrt. Cyclophilin und B-Actin als sogenannnte
Housekeeping-Gene wurden als Laborstandard verwendet. Beim Primerdesign
war darauf zu achten, dal} eine Dimer-Bildung der beiden Primer und die
Sekundarstrukturbildung innerhalb eines Primers durch Selbstkomplementaritat
unwahrscheinlich ist. Der GC-Gehalt, der in dieser Arbeit verwendeten Primer,
lag bei 40-70 % und war dem GC-Gehalt der zu amplifizierenden Sequenz
ahnlich. Jeder Primer wurde Standard-HPLC gereinigt. Die Schmelztemperatur
Tm der Primer war jeweils ahnlich und lag zwischen 48-56 °C, fir B-Actin
zwischen 67-73 °C. Die Lange der Primer lag bei 19-30 bp. Um nur ein
einziges, spezifisches DNA-Fragment zu amplifizieren, sollte die Primer-
Sequenz in der Probe nicht wiederholt vorhanden sein oder groke Ahnlichkeit

zu anderen Sequenzen besitzen.

2.6 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten mannliche Sprague-Dawley Ratten (Charles River
Deutschland GmbH) mit einem Korpergewicht von 200-350 g. Die Tiere wurden
bei einer Raumtemperatur von 22 °C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von ca. 60
% und einem 12 Stunden Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten. Um die Zahl der
reninsezernierenden Zellen zu erhdhen erhielten sie als Futter eine einmalige
Furosemidapplikation (10 mg/kg, i.p.; die Applikation wurde von Frau PD Dr.
med. M. Albinus, Pharmakologisches Institut durchgefihrt) und anschlieRend
eine mindestens 14-tagige NaCl-arme Ernahrung. (Altromin C1036: 150 mg/kg
Na®*, 3 mg/kg CI"). Dies fiihrt zu einer deutlichen Erhéhung der Anzahl dieser
Zellen (Cantin et al., 1977; Buhrle et al., 1984; Hackenthal et al., 1987; Wurfer
et al., 1988; Rauch, 2000). Die Tiere hatten jederzeit freien Zugang zu

Trinkwasser.
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3 METHODEN

3.1 Proteinnachweise

Die in den Losungsansatzen enthaltenen Angaben in % beziehen sich auf vlv,
sonst werden sie bei der betreffenden Lésung mit w/v angegeben. Der Begriff
,ddH>O“ wird im folgenden fur A. bidest. verwendet, das Uber eine Milli-Q-Plus
Filteranlage (Millipore) gereinigt wurde. Als ,autoklaviert® bezeichnete Losungen
und Materialien wurden fir 20 Minuten bei 121°C und 1 bar Uberdruck
autoklaviert (Sanoklav). Als ,sterilfiltriert* bezeichnete Losungen wurden durch
einen 0,22 ym Filter (Millex-GS, Millipore) filtriert.

3.1.1 Immunfluoreszenzfarbungen

Zur Lokalisation einwartsgleichrichtender Kaliumkanale in reninsezernierenden
Zellen der afferenten Arteriole der Ratte auf Proteinebene wurden
Immunfluoreszenzfarbungen an Kryoschnitten durchgefihrt. Die Kryoschnitte
wurden aus Nierenschnitten von natriumchloridarm-erndhrten  Ratten
angefertigt, gefarbt und mit dem Laser Scanning Mikroskop ausgewertet.
Weiterhin wurde untersucht in wieweit Kolokalisationen der einwartsgleich-
richtenden Kaliumkanale mit Markerproteinen verschiedener Tubulusabschnitte
der Rattenniere vorlagen. Fir die Farbung der Tubuli wurden ebenfalls
Immunfloureszensfarbungen an Kryoschnitten angefertigt (Pfaff et al., 1999).
Als Positivkontrollen dienten longitudinale Kryoschnitte des Grof3- und Klein-
hirns derselben Ratte, die analog zu den Nierenschnitten behandelt und gefarbt
wurden.

Die Negativkontrollen wurden, wenn nicht anders beschrieben, mit PBS anstatt
dem Primarantikorper, inkubiert (siehe 3.1.1.3.1). Die Spezifitat des jeweiligen

Antikorpers wurde im Westernblot Uberpruft.
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3.1.1.1 Organentnahme von Niere und Gehirn

Zum Erstellen von Kryoschnitten wurden die zu untersuchenden Organe einer
natriumchloridarm-ernahrten Ratte entnommen, in flissigem Stickstoff
tiefgefroren und zu gebrauchsfertigen Kryoschnitten weiterverarbeitet. Die
Organentnahme erfolgte nach zwei Protokollen. Nach Pfaff et al., 1999 wurden
die Organe vor und nach der Enthahme aus dem Situs mit Paraformaldehyd-
Lésung fixiert (3.1.1.1.1) und als ,perfusionsfixierte Organe“ weiterverarbeitet.
Die zweite Praparation wurde nach Kloor et al., 2000 (3.1.1.1.2) durchgefuhrt.
Bei dieser Methode erfolgte eine unbehandelte, native Entnahme der Organe,

die auch in weiteren Arbeitsschritten nicht fixiert wurden.

3.1.1.1.1 Entnahme von perfusionsfixierten Organen

e Die Narkose einer Ratte erfolgte mit Trapanal® (Thiopental-Natrium: 90
mg/kg; i.p.). 500 mg Thiopental-Natrium wurden in 20 ml A. bidest. gelost
und als 1 ml Aliquot bei =20 °C aufbewahrt.

e Bei negativem Reflexstatus (nach 10-15 min) wurde mit der Praparation
begonnen.

e Der auf dem Rucken liegenden Ratte wurde abdominal ein V-Schnitt mit
Offnung nach kaudal gesetzt und der Situs durch parallele Schnittfihrung
entlang der Medianlinie bis zu den Rippenbdgen erweitert.

e Das Diaphragma wurde eroéffnet, die Rippen durchtrennt und nach oben
geklappt.

e Mit der linken Hand wurde das Herz gegriffen, die linke Ventrikelspitze
abgeschnitten und ein PE-Schlauch (2 mm o.d., 1 mm i.d.) in die Aorta
eingefuhrt, bis er mit Daumen und Zeigefinger der linken Hand gut zu
greifen war. Danach wurde das rechte Atrium mit einem Schnitt eroffnet.

e Die Perfussion erfolgte mit 50 ml PBS und anschlieend mit 90-100 ml
Paraformaldehyd-Fixierlosung (PFA)
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e Dann wurden die Nieren enthommen, die Nierenkapsel entfernt und als
Nierenhalften fur 60 min bei 8 °C in PFA-L6sung nachfixiert.

e Der Schadel wurde mit einem Schnitt von nuchal nach frontal entlang der
Sutura sagittalis eroffnet. Die Schadelkalotte wurde aufgeklappt, Grof3- und
Kleinhirn entnommen, geviertelt und entsprechend den Nierenhalften
nachfixiert.

e Die Gewebestlcke wurden in PBS gewaschen und 60 min bei 8 °C in PBS
inkubiert.

e Schlieldlich inkubierte man sie zur Dehydratation Uber Nacht (12 h) bei 8°C
in einer 30 % igen Sucroseldsung (w/v in PBS).

e Am nachsten Tag wurde jeweils eine Nierenhalfte bzw. ein Gehirnstuck mit
der Schnittflache nach unten in ein vorgefertigtes Topfchen aus Alufolie
gelegt.

e Das Topfchen wurde in ein mit Isobutan gefllltes Alugefa® gehalten,
welches in flissigem Stickstoff gekuhlt wurde, bis die Organe komplett
durchgefroren waren. Die fixierten Organpraparate konnten bei -80 °C

aufbewahrt werden.

3.1.1.1.2 Entnahme von nicht perfusionsfixierten Organen

e Totung der Ratten durch Genickbruch mit Dekapitation.

¢ AnschlieRende Praparation von dorso-lateral durch Schnittfiihrung unterhalb
des letzten Rippenbogens nach kaudal und Aufsuchen der Nierenlager.

e Die Nieren wurden freiprapariert, entnommen und sofort in flissigem
Stickstoff tiefgefroren.

e Der Schadel wurde von nuchal mit einem Schnitt entlang der Sagitalnaht
Richtung Gesicht eroffnet, Grof3- und Kleinhirn entnommen und in Stickstoff
tiefgefroren.

e Die Organpraparate wurden dann zu Kryoschnitten aus nicht perfusions-

fixierten Organen weiterverarbeitet oder langerfristig bei -80 °C aufbewahrt
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Sollte fur die RNA-Isolierung und flir den Westernblot weiteres Organmaterial

akquiriert werden, konnte dies im Rahmen der gleichen Operation auf die oben

beschriebene Art und Weise geschehen.

3.1.1.2 Anfertigung von Kryoschnitten

Die Anfertigung der Kryoschnitte erfolgte entsprechend der Organentnahme mit

perfusionsfixierten Organen (siehe 3.1.1.1.1) und mit nicht perfusionsfixierten
Organen (siehe 3.1.1.1.2):

Zum Anfertigen der Schnitte wurden die Nierenhalften und Gehirngewebs-
stiicke mit Tissue-Tek® auf eine Halterung des vorgekiihlten Kryostaten
_geklebt” und Schnitte mit der gewtinschten Dicke (20-25 um) angefertigt.

Es wurden immer zwei Schnitte auf einen mit Gelatine (2,5 g Gelatine
wurden mit 0,25 g KCr(SO4)>*12H,0 in 500 ml A. bidest. gelost, die
Objekttrager vollstandig in diese Ldsung eingetaucht und luftgetrocknet)
beschichteten Objekttrager (76 x 26 mm, Menzel) aufgebracht.

Die Schnitte mit perfusionsfixierten Organen wurden fir 10-15 min bei
Raumtemperatur getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C
aufbewahrt.

Die Schnitte mit nicht perfusionsfixierten Organen wurden 1 h bei Raum-
temperatur getrocknet, 10 min mit Aceton fixiert, erneut 1 h bei

Raumtemperatur getrocknet und sofort gefarbt oder bei -80 °C aufbewahrt.
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3.1.1.3 Farbungen von Kryoschnitten

Zur Immunfarbung wurde ein Primarantikrper bendtigt, der spezifisch gegen
das Antigen gerichtet ist, und einen Sekundarantikorper, der gegen die Spezies,
aus der der Primarantikorper gewonnen wurde, gerichtet ist. Der Sekundar-
antikérper wurde im Uberschul® zugegeben, womit sichergestellt wurde, daR
mdglichst alle Bindungsstellen (= Primarantikorper) besetzt werden und ein
gutes Signal-Rausch-Verhaltnis entstand. Das Signal-Rausch-Verhaltnis wurde
weiterhin durch Verwendung eines Normalserums verbessert, das aus der
gleichen Spezies stammte, aus der der Sekundarantikdrper gewonnen wurde.
Die Wirkung des Normalserums beruhte auf der Bindung an unspezifische
Bindungsstellen, die somit dem Sekundarantikbrper nicht mehr zuganglich
waren.

Als Primarantikorper zur Lokalisation der spezifischen Kaliumkanale im Bereich
der afferenten Arteriole der Rattenniere wurden Antikdrper aus Kaninchen
(Kaninchen-Anti-Ratte 1gG) benutzt: Kir2.1-AK, Kir2.2-AK, Kir6.1-AK. Diese
wurden uns freundlicherweise von Professor Dr. med. Rudiger W. Veh (Institut
fur Anatomie der Medizinischen Fakultat der Humboldt-Universitat zu Berlin,
Charité) zur Verfugung gestellt und wurden entsprechend fir Kv Untereinheiten
charakterisiert (Veh et al., 1995). Fir die Herstellung der AK’s wurden jeweils
die spezifischen Ratten-Sequenzen und die C-terminalen ca. 50 Aminosauren
als Fusionsprotein mit GST zum Immunisieren verwendet. Die Antikorper sind
durch Entfernung kreuzreagierender anti-Kirs monospezifisch und affinitatsge-
reinigt (Kir6.1 und Kir2.2) oder als Serum vorliegend (Kir2.1). Als Ausgangskon-
zentrationen dienten die angegebenen Arbeitsverdunnungen fur die Antikorper,
die sich auf das ABC-Elite-Protokoll nach Professor Dr. Veh beziehen.

Der Nachweis des Primarantikdrpers im Praparat erfolgte, wenn nicht anders
beschrieben, mit einem fluoreszenzgekoppelten Sekundarantikérper aus der
Ziege (Alexa 488, Ziege Anti-Kaninchen IgG), dessen Absorptionsmaximum bei
488 nm und Emissionsmaximum bei 590 nm (grun) liegt. Dieser Farbstoff wurde
durch einen Argon-Laser angeregt und mit Hilfe eines konfokalen Laser

Scanning Mikroskops detektiert.
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Um die Orientierung im Kryoschnitt zu erleichtern, wurde zeitgleich zur oben
geschilderten Farbung eine Doppelfarbung durchgefihrt, welche spezifisch
gegen Endothelzellen gerichtet war. Hierzu wurde ein monoklonaler Antikorper
aus der Maus gegen den ,von Willebrand Faktor” (= Faktor VIII, antihamophiles
Globulin A), benutzt (Kreisberg et al., 1978). Gegen diesen Primarantikorper
wurde ein fluoreszenzgekoppelter Sekundarantikérper aus der Ziege benutzt
(Cy5, Ziege Anti-Maus 1IgG), dessen Absorptionsmaximum bei 651 nm und
dessen Emissionsmaximum bei 674 nm (rot) liegt. Dieser Farbstoff wurde mit
einem Helium-Neon-Laser angeregt und mit dem konfokalen Laser Scanning
Mikroskop detektiert.

Die Farbung der Kryoschnitte erfolgte in einer feuchten Kammer, wobei es sich
um eine Metallbox handelte, welche mit Kleenex-Tuchern ausgelegt war, die mit
A. bidest. angefeuchtet wurden. In der Kammer befanden sich zusatzlich zwei
Kunststoffeinsatze, auf die die Objekttrager gelegt werden konnten. Die

Kammer wurde mit einem Metalldeckel abgedeckt.
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3.1.1.3.1 Doppelfarbung mit Kanal-AK und vVWF-AK

Antikorperverdiinnungen:

e Losungen mit AK 1 (Primarantikorper): jeweilige Endkonzentrationen
der AKs
A1-Rezeptor-AK  Kir6.1/ Kir2.1-AK  Kir 2.2-AK

(1:100) (1:50) (1:25)
AK 1 5l 10 pl 20 pl
Anti-vWF(1:100) 5l 5ul 5l
Triton + DMSO (SL) 50 i 50 i 50 i
NGS 25 ul 25 ul 25 ul
PBS 415 pl 410 pl 400 pl

¢ Negativkontrolle:
Triton + DMSO (SL) 50 pl

NGS 25 yl
NKS 5 ul
PBS 420 pl

e Losungen mit AK 2 (Sekundarantikorper):
Alexa™488 Ziege Anti-Kaninchen IgG und Cy™$5 Ziege Anti-Maus IgG wurden
jeweils 1:1 mit Glycerol gemischt und als 10 bzw. 5 ul Aliquots bei -20 °C

aufbewahrt.

Alexa™488 Ziege Anti-Kaninchen (1:75) 10 pl
Cy™S5 Ziege Anti-Maus (1:150) Sl
Triton - DMSO (SL) 75l

PBS 660 pl
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Die Doppelfarbung der Kryoschnitte wurde wie beschrieben durchgefihrt, wobei

Abweichungen der Farbung der nicht perfusionsfixierten Schnitte in Klammern

beschrieben werden:

Die Objekttrager wurden 15-30 min bei Raumtemperatur aufgetaut, mit
einem Kleenex-Tuch vorsichtig abgetupft und die Nierenkonturen mit einem
speziellen Fettstift fir die Immunhistochemie, ,DAKO-Pen®, umrandet.
Anschliefend wurden die Schnitte 10 min mit PBS (TBS*) gewaschen und
zur Permeabilisierung der Zellmembran 3 x 10 min mit PBS + 0,25 % Triton
X-100 + 1 % DMSO (3 x 10 min mit TBS*) inkubiert.

Danach erfolgte eine Inkubation fur 60 min mit PBS + 5 % NGS + 0,25 %
Triton X-100 + 1 % DMSO (TBS* + 5 % NGS + 1 % BSA+ 2,5 % Sucrose).
Die Praparate wurden uber Nacht (12 h) mit AK 1 (Kontrolle mit NKS) in
PBS + 5 % NGS + 0,25 % Triton X-100 + 1 % DMSO bei 8 °C (TBS* + 5 %
NGS + 1 % BSA+ 2,5 % Sucrose bei Raumtemperatur) inkubiert.

Am nachsten Tag wurden sie 3 x 10 min mit PBS + 0,25 % Triton X-100 + 1
% DMSO (3 x 15 min mit TBS*) gewaschen und 90 min mit AK 2-L6sung (60
min mit AK 2 in TBS* + 5§ % NGS + 1 % BSA+ 2,5 % Sucrose) bei
Raumtemperatur inkubiert.

Anschlie®end wurde 3 x 10 min mit PBS + 0,25 % Triton X-100 + 1 %
DMSO (3 x 15 min mit TBS*) gewaschen.

Die Schnitte wurden mit zwei Tropfen FluorSave "Reagent eingedeckt und
mit einem Deckglas (16 x 32 mm, Menzel) versehen. Nachdem das
Eindeckmedium getrocknet war, wurden die Praparate bis zur Auswertung
bei 8 °C im Dunkeln aufbewahrt.
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3.1.1.3.2 Doppelfarbung mit Kanal-AK und dem Marker des proximalen

Tubulus

Um die Aktinfilamente in den PodozytenfulRfortsatzen und im Blrstensaum des

proximalen Tubulus der Rattenniere zu identifizieren, wurde Rhodamin-

konjugiertes Phalloidin (Phalloidin—Alexa™633Ziege Anti-Kaninchen 1gG)
verwendet und mit dem zu untersuchenden Kir-AK: Kaninchen Anti-Ratten 1gG
auf Kolokalisation untersucht.

Die ersten Arbeitsschritte der Farbung erfolgten entsprechend der

Doppelfarbung der Kryoschnitte (3.1.1.3.1). Als Primarantikorper wurde der zu

untersuchende Kir-AK (in gleicher Konzentration) ohne Anti-VWF verwendet

und mit dem Sekundarantikérper Alexa 488, Ziege Anti-Kaninchen IgG

gekoppelt. Nach der Inkubation der Praparate fur 90 Minuten mit AK 2 in PBS +

0.25 % Triton X-100 + 1 % DMSO, wurde die Farbung um folgende

Arbeitsschritte erweitert:

e Die Schnitte wurden 15 min mit PBS + 0.25 % Triton X-100 + 1 % DMSO
gewaschen und anschlielfend 20 min mit Phalloidin—Alexa™633 (5 ul in 200
pl PBS) inkubiert.

e Nach erneutem Waschen in PBS flir 15 min wurden die Schnitte mit
FluorSave " "Reagent eingedeckt, einem Deckglas versehen und bis zur Aus-

wertung bei 8 °C im Dunkeln aufbewahrt.
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3.1.1.3.3 Doppelfarbung mit Kanal-AK und dem Marker des dicken

aufsteigenden Ast der Henle Schleife

Der dicke aufsteigende Ast der Henle Schleife (TALH) wurde mit einem

polyklonalen Antikorper (Anti-Tamm-—Horsfall-Protein: Ziege 1gG) markiert, der

sich spezifisch gegen das Tamm-Horsfall Protein richtet (Hoyer et al., 1979).

Das Tamm-Horsfall Protein ist ein Markerprotein, das sich in der luminalen

Membran des TALH befindet. Als Sekundarantikorper gegen das Anti-Tamm-—

Horsfall-Protein wurde Alexa™488 Esel Anti-Ziege I1gG verwendet.

Die ersten Arbeitsschritte erfolgten entsprechend der Doppelfarbung der
Kryoschnitte (3.1.1.3.1). Aufgrund der unterschiedlichen Spezies wurde
anstatt mit NGS (Ziegen-Normal-Serum) mit NDS (Esel-Normal-Serum)
prainkubiert. Als Primarantikdrper wurde eine Einfachfarbung mit den Kir-AK
(Konzentration beibehalten) durchgefirt. Als Sekundarantikérper wurde
Cy™5 Esel Anti-Kaninchen IgG (1:100; 5 pl in 445 yl PBS + 50 l
Stammldsung) verwendet. Die Sekundarantikorper Alexa™488 Esel Anti-
Ziege IgG und Cy™S5 Esel Anti-Kaninchen IgG wurden jeweils 1:1 mit
Glycerol gemischt und als 10 ul bzw. 5 yl Aliquots bei -20 °C aufbewahrt.
Nach der Inkubationszeit des AK 2 (Protokoll siehe 3.1.1.3.1) erfolgten
weitere Arbeitschritte:

Die Schnitte wurden 15 min mit PBS gewaschen und fur 1,5 h mit 2 yl Anti-
Tamm-Horsfall-Protein (1:100) in 188 pl PBS und 10 uyl Stammldsung bei
Raumtemperatur inkubiert.

Danach wurden sie flr 15 min in PBS gewaschen.

Die anschlieBende Inkubation der Praparate erfolgte fir 90 min mit
Alexa™488 Esel Anti-Ziege IgG (1:300) 1 pl in 294 pyl PBS und 5 pl
Stammldsung bei Raumtemperatur.

Sie wurden erneut fur 3 x 10 min in PBS gewaschen.

Als letzten Schritt wurden sie mit FluorSave'Reagent eingedeckt, einem
Deckglas versehen und bis zur Auswertung bei 8 °C im Dunkeln aufbewahrt.
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3.1.1.4 Farbungen von isolierten JGZ der Ratte

Weiterhin wurde die Methode der Immunfluoreszenz auch an frisch isolierten
reninsezernierenden juxtaglomerularen Zellen (JGZ) von NaCl-arm ernahrten
Ratten angewandt. Die Isolierung der Zellen erfolgte wie bei Sosath, 1999
beschrieben und wurde von Frau PD Dr. med. M. Albinus, Pharmakologisches
Institut, Tibingen (Albinus et al., 1998) durchgefuhrt. Zum Aufbringen der
isolierten Zellen wurden Objekttrager mit 99,9 % Alkohol, anschlielend mit A.
bidest. gespult und mit einem Kleenex-Tuch getrocknet. Dann wurden die
Objekttrager mit 100 pl einer mit A. bidest. 1:5 verdinnten Poly-L-Lysin
Stammldsung beschichtet und luftgetrocknet.

Desweiteren erfolgte eine parallele Farbung an HEK-Zellen 293, die von Frau
Dr. Annette Hambrock kultiviert (Hambrock et al., 1999) und freundlicherweise

bereitgestellt wurden.

Die Farbung der Zellen wurde bei Raumtemperatur nach folgendem Schema

durchgefuhrt:

e 40 pl Zellsuspension (ca. 4500 Zellen) wurden bei Raumtemperatur auf
einen mit Poly-L-Lysin beschichteten Objekttrager aufgetropft und mit 200 pl
PBS verdunnt.

e Zum Absetzen der Zellen folgte eine 15 min Wartezeit.

e Die Uberschissige Flussigkeit wurde abgegossen und die Zellen mit dem
DAKO-Fettstift umrandet.

e Danach wurden die Zellen 30 min mit 3,7 % PFA (v/v) + 3 % Sucrose (w/v)
in PBS inkubiert und fir 10 min mit PBS gewaschen.

o Die Nachfixierung erfolgte fur 10 min mit 1 % PFA in PBS.

e Zur Permeabilisierung der Zellmembran wurden die Praparate fur 10 min mit
0,5 % Saponin in PBS gewaschen und fur 60 min mit 5 % NGS in PBS
prainkubiert.

e Die Inkubation mit Adenosin-A1-Rezeptor-AK (1:100) bzw. NGS (Negativ-
kontrolle) in PBS + 5 % NGS erfolgte Uber Nacht (12 h) bei 8 °C.
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e Am nachsten Tag wurden sie 3 x 10 min mit PBS gewaschen und mit dem
AK 2, Alexa™488 Ziege Anti-Kaninchen 1gG (1:100) in PBS fur 90 min bei
Raumtemperatur inkubiert.

e Erneutes 3 x 10 min Waschen mit PBS.

e Die Praparate wurden fir 10 min mit 5 yM SYTO 62 in PBS inkubiert
(Nukleinsaurefarbstoff Syto®62: 50 pl Syto®62 wurden in 49,95 ml PBS
verdunnt und in Form von 1 ml Aliquots bei -20 °C aufbewahrt).

e AbschlieBend wurden die Praparate fur 10 min mit PBS gewaschen, mit
zwei Tropfen FluorSave Reagent eingedeckt und einem Deckglas
versehen. Nachdem das Eindeckmedium getrocknet war, wurden die

Praparate bis zur Auswertung bei 8 °C aufbewahrt.
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3.1.2 Western Blot

Als weiterer Proteinnachweis der einwartsgleichrichtenden Kaliumkanale in der
Ratteniere wurde die Methode des Western Blottings angewandt. Der Western
Blot dient wie die Immunfluoreszenzfarbungen der Identifizierung von Poly-
peptiden auf Proteinebene, ist aber als Methode zur Proteindetektion deutlich
sensitiver und spezifischer. Die Proteine werden aus Nieren- und Gehirn-
gewebe (Positivkontrolle) der Ratte extrahiert und ihrer Gro3e nach auf einem
Elektrophoresegel fraktioniert. Nach der Fraktionierung erfolgt der Transfer
(,Blotten®) auf eine Membran und die Behandlung mit spezifischen Antikdrpern
zum Nachweis der Proteine.

Die Durchfihrung des Western Blots erfolgte nach zwei Protokollen. Im ersten
Protokoll wurde mit einer ,groBen Kammer® (Electrophoresis Unit) und
speziellen Puffer und Losungen gearbeitet. Nach dem zweiten Protokoll wurde
eine ,Mikrokammer* (X-cell sure lock™Mini-Cell) und dafiir angefertigte Fertig-
gele, spezielle Puffer und Lésungen verwendet.

Das Vorgehen ist im folgenden beschrieben.

3.1.2.1 Isolierung von Proteinen

Die Methode zur Proteinisolierung sollte so gewahlt werden, dal es gelingt, das
zu detektierende Antigen moglichst vollstandig zu solubilisieren, ohne seine
Immunreaktivitdat zu beeinflussen. Viele Methoden zur Solubilisierung setzen
intrazellulare Proteasen frei, die zur Degradation des Antigens flhren kénnen.
Je nach Empfindlichkeit des Antigens und der gewebespezifischen
Konzentration an extra- und intrazellularen Proteasen wird deshalb der Zusatz

von Proteaseinhibitoren notwendig.
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Losung:

e PMSF-Stammlosung (100 mM):
17,5 mg PMSF wurden in 1 ml Isopropanol geldst und als Aliqots bei —20 °C
gelagert. Bei der Verwendung von dem Proteaseinhibitor PMSF sollte
beachtet werden, dal® er in wassriger Losung innerhalb von 30 bis 60 min

inaktiviert wird.

Die Isolierung wurde entsprechend folgendem Protokoll (Santa Cruz

Biotechnology) bei 4 °C durchgefuhrt:

e Alle bendtigten Reagenzgefalle und der Lyse-Puffer (RIPA) wurden auf Eis
vorgekuhlt.

e Das gefrorene Gewebe (3.1.1.1.3) wurde mit einem Skalpell in moéglichst
kleine Stucke geschnitten und gewogen.

e Pro 500 mg Gewebe wurden 1,5 ml eisgeklhlter Lyse-Puffer (RIPA) und 20
Ml Protease Inhibitor Cocktail hinzugefligt. Das Gemisch wurde auf Eis
gestellt und mit dem Ultraturrax homogenisiert.

e AnschlieBend wurde dem Homogenisat 15 uyl der 10 mg/ml PMSF-
Stammldsung pro 500 g Gewebe dazugegeben, das Ganze gemischt und
fur 30 min auf Eis inkubiert.

e Das Lysat wurde bei 4 °C und 10000 x g fur 10 min zentrifugiert.

e Der klare Uberstand wurde abgenommen und nochmals zentrifugiert. Das
im Uberstand erhaltene Zell-Lysat wurde in vorgekiihlten ReagenzgefalRen

aliquotiert und fur spateren Gebrauch bei —80 °C gelagert.

3.1.2.2 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Bradford-Assay

Der Bradford Assay ist eine haufig eingesetzte, verlaldliche Methoden zur
Bestimmung der Proteinkonzentration der einzelnen Zellysate. Sie beruht auf

der Quantifizierung der Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blau an
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das in der Probe enthaltene Protein. Die Farbstoffbindung von Proteinstandard
Proben mit bekanntem Proteingehalt werden mit der Farbstoffbindung einer

Probe von unbekanntem Proteingehalt verglichen.

Reagenzien und Léosungen:

o Bradford-Reagenz mit Coomassie Brilliant Blau:
Bio RAD DC Protein Assay (Kit):
Reagenz A

Reagenz B

e Proteinstandard Proben:
BSA gel6st in RIPA-Puffer (siehe 2.2):
2 pg/ul; 1 ug/ul; 0,5 pg/ul; 0,25 pg/ul; 0,1251 pg/ul

e Blank (0-Wert):
RIPA-Puffer (siehe 2.2)

Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem Bio RAD DC Protein Assay (Kit):

Von jeder Probe wurden mindestens drei verschiedene Verdunnungen in RIPA-
Puffer hergestellt sowie eine Verdunnunsreihe mit BSA als Proteinstandard
Proben angelegt. Fur den Testansatz wurden je 10 pl der entsprechend
verdunnten Probe, 10 pl Proteinstandard (BSA) und 10 pl Blank (RIPA) in
Doppelwerten auf eine Mikrotiterplatte aufgetragen und mit 25 pl Reagenz A
sowie 200 ul Reagenz B versehen. Nach 15 min wurde die Platte im ELISA-
Reader bei 620 nm vermessen. Die Software (Methode DC Protein) des Gerats
erstellte eine Eichgerade, in der die Konzentration der Standard-Proben gegen
ihre optische Dichte aufgetragen war. Anhand dieser Eichgeraden war es nun
mdglich, Uber die optische Dichte der Zellysate ihre Konzentration
auszurechnen und somit die eingesetzten Proteinmengen der verschiedenen

Gewebeproben im Western Blot einander anzugleichen.
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3.1.2.3 SDS-PAGE (Polyacrylamid-Gelelektrophorese)

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient der Fraktionierung der Proteine

(Proben) nach ihrem molekularen Gewicht.

3.1.2.3.1 Vorbereitung der Proben fiir die Gelelektrophorese

Die Proben fur die Gelelektrophorese wurden in Anwesenheit des stark
anionischen Detergenz SDS und des reduzierenden Agens B-Mercaptoethanol
durch Erhitzen denaturiert. Durch Gabe von p-Mercaptoethanol wurden Disulfid-
bricken reduziert, die als echte kovalente Bindungen die wichtigsten Haupt-
valenzen der Seitenketten der Aminosauren darstellen. Mit der Spaltung wurde
das Protein in seine Primarstruktur Uberfuhrt und erhielt so seine Lauffahigkeit
im Gel. SDS, welches nichtkovalente Wechselwirkungen in nativen Proteinen
zerstoren soll, konnte sich an die denaturierten Polypeptide binden, die dadurch
eine negative Ladung erhielten. Die Menge an gebundenem SDS ist dem
Molekulargewicht des Polypeptids proportional und unabhangig von der
Aminosauresequenz, was dazu fuhrt, dald die SDS beladenen Polypeptide im

Polyacrylamid-Gel auf ihrem Weg zur Anode nach der Grélke getrennt werden.

Probenpuffer (reduzierend):

e 2 x RSB-Puffer :
Tris-HCI (0,125 M), pH 6,8 12,5 ml

SDS (8 %) 89
Glyzerin (20 %) 20 ml
Bromphenolblau (1 %) 2 mg

Die Substanzen wurden in 67,5 ml ddH,O geldst und bei Raumtemperatur
aufbewahrt. Zum Gebrauch wurde dem Puffer 1 ml B-Mercaptoethanol (10 %)

zugegeben.



Methoden 59

¢ Molekulargewichtsstandard:

Eichproteine fur die Gelelektrophorese, Rainbow Marker, 10 pg/ul

Probenvorbereitung:

GroRe Kammer:

Die Proben (10 pg, 20 ug, 50 ug Proteinmenge) wurden auf Eis mit RIPA-Puffer
verdunnt und mit 2 x RSB-Puffer auf 100 ul aufgefullt. AnschlieRend wurden die
100 pl Proben 5 min bei 95 °C denaturiert und bis zum Auftragen auf das Gel
auf Eis gekuhlt.

Mikrokammer:

Die Proben (7,8 ug, 15,6 pug, 78 ug Proteinmenge) wurden mit RIPA-Puffer
verdunnt. Anschlieend wurden 13 pl der verdunnten Proteinlosung mit 7 pl
Roti®-Load Probenpuffer versehen, 3 min bei 95 °C denaturiert und bis zum

Gelauftrag auf Eis gestellt.

Samtliche Arbeiten erfolgten unter dem Abzug.

3.1.2.3.2 Gelelektrophorese

Die Elektrophorese in der groRen Kammer wurde mit einem diskontinuierlichen
Puffer-System durchgefihrt. Das Sammelgel enthielt Tris-HCI (pH 6,8), das
Trenngel Tris-HCI (pH 8,8) und der Laufpuffer Tris-Glycin (pH 8,3). Alle
Komponenten des Systems enthielten 0,4 % SDS (Laemmli, 1970). Die SDS-
Polypeptid-Komplexe konzentrierten sich nach dem Auftragen und der
Wanderung durch das Sammelgel in einer schmalen Zone an der Grenzlinie
zum Trenngel. Das Sammeln der Proben vor Einlaufen in das Trenngel erhéhte
die Auflésung der SDS-PAGE erheblich.

Das Polyacrylamid-Gel bestand aus polymerisiertem Acrylamid, das durch das
bifunktionale Agens Bisacrylamid quervernetzt war. Sowohl die Prozentigkeit
des Polyacrylamid-Gels als auch der Grad der Quervernetzung der Polymers

waren fur die Auflosung entscheidend:
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Tabelle 2.6 Auflésung von Polyacrylamid-Gelen zur Auftrennung von Proteinen

Acrylamid (%)? Auflésung des Gels fur Polypeptide (kD)
5,0 57 bis 212

7,5 36 bis 94

10 16 bis 68

15 12 bis 43

@Acrylamid/ Bisacrylamid = 37,5:1

Aufgrund der Molekulargrofe der zu untersuchenden Proteine Kir6.1 (50 kD),
Kir2.1 (48 kD), Kir2.2 (49 kD) und Kir2.3 (49,5 kD) und B-Actin (46 kD) wurde in

meiner Arbeit ein 12,5 % Polyacrylamid-Gel fur die groe Kammer und ein 10

%

Fertiggel flr die Mikrokammer gewahlt (Arbeitsanleitung nach Harsch, S.).

Losungen und Puffer:

GroRe Kammer:

APS (10 %):
1 g APS wurde in 10ml ddH20 geldst, dem Gel hinzugegeben und nach Zu-
gabe von TEMED sofort gegossen. (Bei Herstellung ab einer 15 % Ldsung

mufdte auf sehr schnelles Gielden geachtet werden.)

4 x Lower Tris: 1,5 M Tris Base und 1,5 M Tris-Cl
Die Substanzen wurden zusammengegeben, auf einen pH

von 8,8 eingestellt und 0,4 % SDS hinzugeflugt.

4 x Upper Tris: 0,5 M Tris-HCI, 0,4 % SDS, pH 6,8

Laufpuffer, 10 x Laemmli, pH 8,3:

Tris Base (25 mM) 60,6 g

Glycin (250 mM) 283 g

SDS 2049

Die Lésung wurde mit ddH20 auf 2 | aufgeflllt auf pH 8,3 eingestellt.

Zum Gebrauch: 100 ml 10 x Laemmli wurden mit 900 ml ddH»0 verdunnt.



Methoden 61

Mikrokammer:

e Laufpuffer, 1 x MOPS (300 ml) :
NU-Page™ MOPS SDS Running Buffer (20 x) 15 ml
DEPC-Wasser 285 mi

GieRBen des Gels fiir die groBe Kammer:

Die Glasplatten, zwischen die die Acrylamid-Lésung gegossen wird, wurden
grundlich mit Wasser und Seife gereinigt, mit 70 % Ethanol gespult, getrocknet
und aufeinandergelegt. 1 mm dicke Spacer sorgten fur einen schmalen
Zwischenraum, der an drei Seiten von einer Silikonabdichtung und mit Agarose
1 % abgedichtet wurde. Die Gielvorrichtung wurde in vertikale Position
gebracht, wobei der untere Rand der Glasplatten bundig mit der Auflage
abschlief3en sollte. Unter vorsichtigem Ruhren wurden folgende Komponenten

in der angegebenen Reihenfolge gemischt:

Trenngel: 12,5 % Gel
Acrylamid-Stammldsung 12,8 ml
4 x Lower Tris 7,8 ml
ddH»0 10,5 ml
10 % APS 500 pl
TEMED 50 pl

Sobald TEMED zugefugt wurde, begann die Polymerisation. Die Trenngel-
Ldsung wurde in den Spalt zwischen den Glasplatten gegossen, wobei am
oberen Rand genlgend Platz fir ein Sammelgel (ca. 3 cm) gelassen wurde.
Danach wurde die Gelfront mit Ethanol Uberdeckt, um zu verhindern, dafl® O, in
das Gel diffundiert und die Polymerisation beeintrachtigt. Nach 30 min. war das
Gel auspolymerisiert. Ethanol wurde abgegossen und der obere Rand des Gels
mit ddH,O gesplilt. Mit Hilfe eines Filterpapiers wurde verbliebenes Wasser
abgesaugt. Unter vorsichtigem RUhren wurde nun die Sammelgel-Losung

hergestellt, wobei die angegebene Reihenfolge eingehalten wurde:



Methoden 62

Sammelgel: 12,5 % Gel
Acrylamid-Stammldsung 2,62 ml
4 x Upper Tris 3,75 ml
ddH,0 8,63 ml
10 % APS 250 pl
TEMED 25 pl

Die Sammelgel-L6sung wurde, moglichst ohne Bildung von Luftblasen, auf das
polymerisierte Trenngel gegossen. Zur Formung der Geltaschen wurde der
Kamm eingesetzt und nach Auspolymerisation (20-30 min) des Gels der Kamm
und die Silikonabdichtung entfernt. Das fertige Polyacrylamid-Gel konnte sofort

verwendet oder in Plastikfolie gewickelt 2 Tage bei 4 °C aufbewahrt werden.

Gel fiir die Mikrokammer:
Fir die Mikrokammer wurden NU-Page 10 % Bis-Tris-Gele verwendet. Diese
lagerten gebrauchsfertig in einer Pufferlosung (von Invitrogen) bei 4 °C und

wurden kurz vor Gebrauch gedffnet.

Gel-Lauf:

Das gebrauchsfertige Gel wurde anschlieRend in die Apparatur gekammert. In
die obere und untere Pufferkammer wurden Laufpuffer (1 x Laemmli/1 x MOPS)
geflllt und die Geltaschen durch Spulen mit einer Hamilton-Spritze von Poly-
acrylamid-Resten gereinigt. Bei Dichtigkeit der Kammer wurden anschliel3end
die Proben (je 100 pl-gro3e Kammer/je 20 pl-Mikrokammer) kurz zentrifugiert
und auf das Gel aufgetragen. Jeweils 10 pl Rainbow Marker wurde zur Grofen-
orientierung mit auf jedes Gel aufgetragen. Der Marker lief mit den Proben im
Gel mit, wobei er sich in mehrere Farbbanden aufspaltete, die mit definierten
Proteingrof3en Ubereinstimmen. Luftblasen wurden mit Hilfe einer Spritze
entfernt. Der Gellauf der grolien Kammer fand bei 4 °C und einer konstanten
Spannung von 65 V Uber Nacht statt, bei der Mikrokammer betrug die Laufzeit
50 min bei 200 V und 120 mA. Nach Ende des Gellaufs wurde das Gel aus der

Kammer genommen und die obere Glasplatte vorsichtig abgehoben.
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3.1.2.4 Blotten-Transfer

Zur weiteren Bearbeitung mussten die Proteine auf eine Membran Ubertragen
werden. Dieses Verfahren wird als Blotten oder Transfer bezeichnet. Um das
Kontaminierungsrisiko zu senken, wurden die Membranen nur mit der Pinzette
behandelt. Es wurden PVDF-Membranen und Nitrozellulose-Membranen
verwendet. Die PVDF-Membran zeigte eine hohe mechanische Stabilitat, hohe
Proteinbindungskapazitdt und haufige Wiederverwendbarkeit. Sie wurde
hauptsachlich in der groBRen Kammer eingesetzt. Dagegen eignete sich die
Nitrozellulose-Membran v.a. fur Anwendungen in der Mikrokammer. Sie
reagierte jedoch auf mechanische Einflifze empfindlich.

Vor dem Aquilibrieren der jeweiligen Membran in Transferpuffer wird die Nitro-
zellulose-Membran kurz in ddH,O angefeuchtet, wahrend die PVDF-Membran

kurz in Methanol gelegt und anschlieend grundlich in ddH,O gespdult wird.
Losungen und Puffer:

GroRe Kammer:
e Transferpuffer:
Tris Base 12,17 g
Glycin 5719
Methanol 800 ml
wurden mit ddH,O auf 4 | aufgeflllt und der pH-Wert auf 8,3 eingestellt. Der
Puffer konnte bei 4 °C bis zu 5 x wiederverwendet werden.

Mikrokammer:

¢ Transferpuffer:
NU-Page™ Transfer Puffer (20 x),
50 ml des Fertigpuffers (Zusammensetzung siehe Fa. Invitrogen) wurden zur
Verwendung mit 950 ml ddH,O aufgeflllt. Bis zur Wiederverwendung (max.

5 x) wurde der 1 x Transferpuffer bei 4 °C aufbewahrt.
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ad ~ N Kammer mit Transferpuffer
Plastikgitter
—
Schwamm
Schwamm
Whatman-Papier in Whatman-Papier in
Transferpuffer getrankt Transferpuffer getrankt
- -
/ el \
Mémbran — [~ Polyacrylgel

Abb. 3.1: Aufbau des Western Blots zum Transfer von Proteinen aus einem Polyacrylamidgel

auf einer Membran.

Transfer:

Das Proteingel (grofe Kammer) wurde von der Glasplatte abgenommen und
nach kurzen Waschen in ddH,O in Transferpuffer 30 min aquilibriert.
Wahrenddessen wurde die Membran in entsprechender GelgroRe zuge-
schnitten, 10-30 s in Methanol aktiviert (nur PVDF-Membran), in ddH,O
nachgespult und in Transferpuffer 30 min aquilibriert. Zwei Blatt Whatman-
Filterpapier wurden in gleicher GroRe zugeschnitten und mit zwei
Schwammen in Transferpuffer angefeuchtet (Membranaktivierung und Blot-
kammervorbereitung erfolgte fur beide Kammern mit ihren Puffern gleich).
Desweiteren wurde Transferpuffer in die Elektro-Blotkammer gegossen und
mit Hilfe einer Durchflul3kiihlung auf 4 °C temperiert.

Bei der Mikrokammer wurde das Fertiggel vorsichtig mit Pinzette und
Skalpell von der Tragerplatte geldst und auf die Blotkammer gelegt.

Der Blot-Stapel wurde wie folgt zusammengebaut: auf einen Schwamm
wurde ein angefeuchtetes Filterpapier, darauf das Gel, die Membran und
das zweite Filterpapier gelegt. Der zweite Schwamm bildete den Abschluf3.
Mit einer Glaspipette wurden alle Luftblasen aus dem Stapel entfernt
(Luftblasen zwischen Gel und Membran verhindern den Proteintransfer).

Der vollstandige Stapel wurde in einem Plastikrahmen (Trans-Blot Cell
Assembly) fixiert und aufrecht mit der Membranseite des Stapels zur Anode

sowie der Gelseite zur Kathode in eine Blotkammer gesteckt.
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e Die Blotkammer wurde bis unter den Rand mit Transferpuffer aufgefulit.

e Der Transfer der SDS-beladenen Polypeptide in Richtung der Anode
erfolgte fur die groRe Kammer 2,5 h bei 4 °C und einer konstanten
Stromstarke von 100 V und 450 mA. Die Mikrokammer hatte eine Laufzeit
von 4 h bei 26 V und 200 mA bei Raumtemperatur.

3.1.2.5 Coomassie-Farbung der Proteinmembran

Um die Vollstandigkeit des Transfers zu prufen, wurde die Membran im
Anschlufy an den Blot mit Coomassie Brilliant Blau gefarbt. Der Transfer-
nachweis erfolgte durch blaue Proteinbanden auf der Membran mit Coomassie

Brilliant Blau in einem Methanol/Essigsaure-Gemisch.

Losungen:

e Farbelosung:
0,25 g Coomassie Brilliant Blau R250 wurden durch Ruhren uber Nacht in

190 ml Entfarbeldsung geldst. Vor Gebrauch wurde die Farbeldsung filtriert.

e Entfarbelosung:
47 % Methanol
47 % ddH0

6 % Essigsaure

Ablauf:

Die Membran wurde nach dem Transfer unter Schatteln 30 Minuten bis 4
Stunden in Farbeldésung eingelegt und anschlieBend 8 bis 24 Stunden in
Entfarbelésung geschittelt, bis blaue Banden auf dem Hintergrund sichtbar
waren (Positivnachweis des Transfers). Die Membran konnte entweder

getrocknet oder in Plastik eingeschweil3t bei 4°C gelagert werden.
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3.1.2.6 Antikorperinkubation und Waschschritte

Die nach dem ,Blotten® auf eine Membran Ubertragen Proteine wurden
anschlieRend mit einem Reagenz versehen, das es moglich machte, eine
spezifische Aminosauresequenz zu detektieren. Hierzu wurden Antikorper
verwendet, die spezifisch mit einem antigenen Epitop des entsprechenden
Proteins auf der Membran reagierten. Ein Immunglobulin erkennt unter
Umstanden nur eine bestimmte Konformation eines Epitops (zum Beispiel nur
ein natives oder ein denaturiertes), was bedeutet, dall sich nicht alle
monoklonalen Antikdrper fur den Western Blot eignen. Polyklonale Antiseren
sind hingegen undefinierte Gemische einzelner Immunglobuline, deren
Spezifitat, Affinitdt und Konzentration oft unbekannt sind. Ob ein Antikorper fur
den Western Blot geeignet war und wie er eingesetzt werden sollte, muf3te also
fur den jeweiligen Antikdrper ausprobiert werden.

Als Primarantikérper wurden Antikdrper aus Kaninchen (Kaninchen-Anti-Ratte
IgG) verwendet: Kir6.1-AK, Kir2.1-AK, Kir2.2-AK, Kir2.3-AK. Die polyklonal,
affinitatsgereinigten Antikorper Kir6.1-AK und Kir2.2 und der als Serum
vorliegende Kir2.1 stammten von Professor Dr. med. Rudiger W. Veh (2.4). Die
Wahl der Ausgangskonzentrationen der Antikérper im Westernblot erfolgte nach
Braun et al., 2002 und Preisig-Mller, R. (personliche Mitteilung) sowie Harsch,
S. (personliche Mitteilung).

Desweiteren wurden Primarantikdrper und entsprechende Kontrollpeptide der
Firma Alomone Labs, Jerusalem, verwendet. Kir2.1? -AK Kaninchen-Anti-Ratte
IgG und Kir2.3%-AK Kaninchen-Anti-Mensch IgG sind polyklonale, affinitats-
gereinigte Antikorper, die entsprechend dem ,Certificate of Analysis® von
Alomone mit einer Ausgangskonzentration von 1:200 eingesetzt wurden.

Um die Bindung des primaren Antikdrpers an auf der Membran gebundene
Proteine nachweisen zu konnen, wurde ein sekundarer Antikorper hinzuge-
geben, der gegen Immunglobulin G der jeweiligen Spezies gerichtet war, in der
der Antikorper erzeugt wurde. Hierfir wurden die Antikérper AP-konjugierter
Ziege Anti-Kaninchen IgG und AP-konjugierter Ziege Anti-Maus IgG eingesetzt.

Als Sekundarantikorper sind sie mit dem Enzym alkalische Phosphatase
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gekoppelt, deren Aktivitat die Entstehung einer chemolumineszierenden
Substanz verursacht, die Licht der Wellenlange 466 nm emittiert. Diese

Lichtemission konnte durch Auflegen eines Films detektiert werden.

Puffer, Losungen und Antikorperverdiinnungen:

GroRe Kammer:
e TBST-Wasch-Puffer:
1000 ml 1 x TBS (2.2) wurde mit 1 ml Tween 20 (0,1 %) versehen.

e Block-Lésung':
Zur Herstellung der Losung wurden 2 g Magermilchpulver (2 % w/v) in 100
ml TBS geldst oder 4 g Slim Fast (4 % w/v) in 100 ml TBS geldst.

e Losungen mit AK 1 (Primarantikorper): jeweilige Endkonzentrationen
der AKs

Kir6.1/Kir2.1/Kir2.2-AK B-Actin-AK
(1:500) (1:5000)
AK 1 20 yl 2 4l
TBST 9 mi 9ml
Block-Lésung' 1 ml 1 ml

e Losungen mit AK 2 (Sekundarantikorper):
AP-Ziege Anti-Kaninchen-AK  AP-Ziege Anti-Maus—AK

(1:5000) (1:10000)
AK 2 2l 1l
TBST 9 ml 9 ml

Block-Lésung' 1 mi 1 mi
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Mikrokammer:

e PBST-Wasch-Puffer:
500 ml 1 x PBS (2.2.) pH 7,4 wurde mit 250 ul Tween 20 (0,05 %) versetzt.

e Block-Lésung*:
0,06 g Magermilchpulver (0,2 % w/v) wurden in 30 ml Waschpuffer (PBST)

gelost.

e Lodsungen mit AK 1 (Primarantikorper): jeweilige Endkonzentrationen

der Aks
Kir6.1/Kir2.3-AK Kir2.2/Kir2.1?-AK B-Actin-AK

(1:500) (1:250) (1:5000)
AK 1 14 pl 28 ul 2 ul
Block-Lésung? 7 ml 7 ml 10 ml

e Losungen mit AK 2 (Sekundarantikorper):
AP-Ziege Anti-Kaninchen-AK  AP-Ziege Anti-Maus—AK

(1:5000) (1:10000)
AK 2 6 3yl
Block-Lésung? 30 ml 30 ml

¢ Negativkontrolle:
Die Negativkontrolle fir Kir2.12-AK und Kir2.3?-AK von Alomone wurde mit

dem korrespondierenden Kontroll-Peptid-Antigen des jeweiligen Antikorpers

prainkubiert.
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Antikorperinkubation und Waschschritte (erfolgten alle auf einer Wippe):

e Die hergestellte feuchte Membran wurde aus dem Plastikrahmen (Trans-
Blot Cell Assembly) genommen, halbiert und kurz in ddH,O, anschlielend 3
X kurz in 1 x TBST (1 x PBS) und 3 x 10 min in 1 x TBST (1 x PBS)
gewaschen. Das Gel konnte verworfen werden. (Trocken gelagerte
Nitrozellulose-Membranen werden kurz in PBS angefeuchtet, wahrend
trocken gelagerte PVDF-Membranen 5 s in Methanol gelegt und 2 x 5 min in
TBS gewaschen werden mussen, bevor sie geblockt werden.)

e Um unspezifische Antikdrperbindungen an die Membranen zu verhindern,
wurden die Membranen 2 h unter Schiitteln in 100 ml Block-Lésung'/Block-
Lésung? bei Raumtemperatur oder (iber Nacht bei 4 °C inkubiert.

e Die Membranen wurden nun mit der jeweiligen Antikérperldsung des Primar-
antikorpers (siehe Loésungen mit AK1: AK 1in 90 % 1 x TBST + 10 % Block-
Losung, fur Mikrokammer in PBS/Teen 20/0,2 Magermilch) 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert.

¢ AnschlieRendes Schwenken 3 x kurz und 3 x 10 min in Waschpuffer.

e Die Inkubation mit der Antikérperverdinnung des Sekundarantikérpers
(siehe Lésungen mit AK 2) erfolgte fir 1 h bei Raumtemperatur.

e AbschlieBend wurden die Membranen in Waschpuffer 3 x kurz und 3 x 10
min geschittelt. Nach der damit verbundenen Entfernung des

Uberschussigen Sekundarantikorpers erfolgte die Detektion der Banden.

3.1.2.7 Detektion

Die Detektion der Banden erfolgte mit Hilfe des Immunstar’™AP
Chemiluminescent Kit: GAR-AP detection kit. Das Detektionsmittel Immunstar™
Substrat wurde durch die alkalische Phosphatase im AP-konjugierter Ziege
Anti-Kaninchen IgG und AP-konjugierter Ziege Anti-Maus 1gG dephosphoryliert.
Es bildete sich ein meta-stabiles Dioxetan-Phenolat-Anion, welches in

gepufferter Losung zerfallt und Licht der Wellenlange 466 nm emittiert. Diese
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Lichtemission konnte in der Dunkelkammer durch Auflegen eines Filmes und

dessen Entwicklung in Form von Banden nachgewiesen werden. Die

Auflegezeit war zwischen wenigen Sekunden und Stunden zu variieren und

mufite bei jeder Entwicklung individuell bestimmt werden.

Die Detektion der Proteine wurde nach folgenden Arbeitsschritten durchgefuhrt:

Die Wasch-Lésungen wurden abgegossen (3.2.2.4) und die Membranen mit
der Protein-Seite nach oben auf eine Plastikfolie gelegt.

Als Detektions-Lésung wurde 1000 ul Immunstar™ Substrat (fir
Nitrocellulosemembran: 950 pl Immunstar™ Substrat und 50 Enhancer)
zu je 500 pl auf der Membran verteilt, so dal} die Oberflachenspannung die
Flassigkeit auf der Membranoberflache hielt.

Nach Auflegen der zweiten Plastikfolie wurden alle Falten und Luftblasen
entfernt und die Membran mit der Proteinseite nach oben 5 min in die
Dunkelkammer gelegt.

Wahrenddessen wurden die Folien zum Verschweilen je nach
MembrangroRe zugeschnitten und die Filmkassette vorbereitet.

Nach der Inkubation wurde die Detektionslésung abgegossen und mit Hilfe
eines Filterpapiers so abgesaugt, dal} die Membran noch feucht war.

Um das Austrocknen der Membran zu verhindern, wurden die Membranen
einzeln, glatt und blasenfrei, eingeschweil3t und mit der Protein-Seite nach
oben in eine Filmkassette gelegt.

In der Dunkelkammer wurde der Membran ein Film aufgelegt, die Kassette
geschlossen und der Film von 1,5 bis 50 min je nach Bandenergebnis
exponiert.

Ohne den Film gegen die Membranen zu verschieben, wurde der Film aus
der Kassette genommen und entwickelt.

Anhand der Intensitat der Banden nach der ersten Exposition, wurde die
Expositionszeit abgeschatzt, die bendtigt wurde, um ein optimales Ergebnis
zu erzielen. Die Banden der AK wurden nach Gewebe und mit der zu
erwartenden BandenhOhe gegen die Banden des Rainbowmarkers

verglichen.
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3.1.2.8 ,,Stripping“ von Western Blot Membranen

Nach der Detektion konnten Nitrozellulose- und PVDF-Membranen mehrfach
wiederverwendet und erneut mit einem Antikorper inkubiert werden. Der
Proteinverlust nach der hierfur ndtigen Waschprozedur (Stripping) war bei

Nitrozellulose-Membranen hoher als der bei PVDF-Membranen.

Puffer und Losungen:

e ,Erasure“- Puffer:
B-Mercaptoethanol (100 mM) 1,75 ml,
SDS (2 %) 54,
Tris-HCI (62,5 mM) pH 6,8 2,46 g,
wurde mit ddH,O als 250 ml Puffer hergestellt.

e TS-Puffer:
Tris-HCI (10 mM) pH7,4 1,21 g,
NaCl (150 mM) 8,766 g,

wurden in ddH,0 auf 1 Liter gelost.

e Blockierungslosung:

TS—Puffer 20 mi
Magermilchpulver (5 %) 19
»Stripping®:

Die Membran wurde mit “Erasure®-Puffer 30 bis 90 min im Hybridisierungsofen
inkubiert. Die Stringenz der Waschbedingungen konnte durch Variation der -
Mercaptoethanolkonzentration im “Erasure-Puffer sowie durch Variation der
Inkubationstemperatur und -dauer verandert werden. Die Membran wurde 2 x
10 min in TS-Puffer gewaschen und in Blockierungslésung 1 h inkubiert. Durch

Auflegen eines Films wurde die Membran Uberpruft und dann wiederverwendet.
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3.2 RNA-Nachweis

3.2.1 RT-PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion nach cDNA Synthese durch

reverse Transkription)

Die Popularitat der RT-PCR als Methode zur Analyse von Gen-Transkripten
steigt bestandig, v.a. wegen ihrer Sensitivitdt, aber auch weil Ergebnisse
schnell zu erhalten sind und die Moglichkeit besteht, die erhaltenen PCR-
Produkte zu klonieren und zu sequenzieren.

Zunachst wird RNA aus Gewebe oder Zellen isoliert und als Matrize zur
Synthese komplementarer DNA (cDNA) durch reverse Transkription (RT)
benutzt. Die so entstandene cDNA dient anschlielend in der PCR als Substrat.
Die Primer werden so ausgewahlt, dal® eine bestimmte cDNA-Region
amplifiziert wird. Eine thermostabile Polymerase (Tag-Polymerase) katalysiert
nach dem Denaturierungs-Schritt und dem Hybridisieren der Primer an die
cDNA-Matrize (,Annealing“) die Verlangerung der Primer (,Extension®). Durch
die zyklische Anwendung von Denaturieren, ,Annealing“ und ,Extension® gelingt
die Amplifikation des gewinschten cDNA-Fragments (Bloch, 1991). Dieses
kann dann mittels Gelelektrophorese detektiert, identifiziert und quantifiziert

werden.

3.2.1.1 Isolierung und Analyse von RNA

3.2.1.1.1 Allgemeine Bemerkungen zum Arbeiten mit RNA

RNA ist sehr empfindlich und wird in Anwesenheit von Ribonukleasen (RNasen) schnell
abgebaut. Um Kontaminationen mit RNase zu vermeiden, wurde das Arbeiten mit RNA unter

entsprechenden Vorsichtsmaflinahmen durchgefuhrt.



Methoden 74

Bei allen Arbeiten mit RNA wurde darauf geachtet, immer Handschuhe zu
tragen, da RNasen ubiquitar vorhanden sind, besonders auf der Haut.

Desweiteren wurden RNase-freies Wasser, Pipettenspitzen mit Filter und
autoklavierte bzw. RNase-frei zertifizierte Reaktionsgefalle verwendet.
Samtliche Gerate und Gefalle wurden mit 0,2 N NaOH gewaschen und mit
DEPC-H,O gespult. Alle Chemikalien haben den Reinheitsgrad ,fur die
Molekularbiologie®; sie wurden ausschlieBlich fur die Arbeit mit RNA benutzt.
Die dNTP- und Primer-Losungen wurden mit RNase-freiem Wasser bzw.
TrissEDTA (TE) angesetzt. Puffer wurden mit DEPC-behandeltem Wasser
hergestellt und, wenn nétig und mdglich, bei 121 °C und 1 bar Uberdruck

autoklaviert.

Spezielle Materialien:

e DEPC-behandeltes Wasser:

Diethylpyrocarbonat (DEPC) ist ein starker RNase Inhibitor und wird als
solcher gewohnlich in einer Konzentration von 0,1 % eingesetzt. DEPC wird
als Karzinogen betrachtet und sollte mit grof3er Vorsicht behandelt werden.
Lésungen sollten unter einem Abzug hergestellt werden.

1 ml DEPC wird mit 1 | ddH,O vermischt und unter Ruhren Uber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Um DEPC-Ruckstande vollstandig zu entfernen,
wird das behandelte Wasser 2 x bei 121 °C und 1 bar Uberdruck 20 min lang
autoklaviert, hierbei zerfallt DEPC in CO, und Ethanol.

e autoklaviertes ddH,O:
A. bidest, das in der Milli-Q-Plus Filteranlage (Millipore) gereingt und

anschlieRend autoklaviert wurde.
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3.2.1.1.2 RNA-Isolierung aus der Niere und dem Gehirn

Die Isolierung der RNA aus Nieren- und Gehirngewebe von Ratten (3.2.1.1)
erfolgte mit dem ,peqGold RNA-Pure System* von peqLAB. In Gegenwart eines
denaturierenden GITC-Puffers wurde das Gewebe lysiert und homogenisiert.
Der Puffer inaktiviert RNAse und stellt die Isolation von intakter RNA sicher.

Homogenisieren des Gewebes sowie die ersten Schritte der RNA-Extraktion
sind fur die spatere Qualitdt der RNA von grolRer Bedeutung. Obwohl die
Ldsung, in der das Homogenisieren erfolgte, den starken RNase Hemmer GITC
enthalt, wurde so schnell wie moglich und grundsatzlich, wenn nicht anders

beschrieben, auf Eis gearbeitet um einen Abbau der RNA zu vermeiden.

e Das gefrorene Gewebe wurde mit dem Skalpell in mdglichst kleine Stlicke
geschnitten und gewogen. In einem Eppendorf-Réhrchen wurden pro 100
mg Gewebe 1 ml peqGold RNA-Pure hinzugefugt. Das Gemisch wurde mit
dem Ultraturrax homogenisiert und flr 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.

e Nach Zugabe von 200 pl Chloroform pro ml RNA-Pure wurde das Gewebe-
homogenat fur 15 s durchmischt. Die Pipettierschritte erfolgten unter dem
Abzug, da mit hepatotoxischen Substanzen (Chloroform) gearbeitet wurde.

e Das Rohrchen wurde fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlielend 5 min bei 12000 x g/ 4 °C zentrifugiert.

e Nach der Zentrifugation entstanden zwei Phasen. Die obere, wassrige
(RNA-haltige) Phase wurde vorsichtig abpipettiert und in ein neues
Roéhrchen Uberfuhrt. Die untere Phase (DNA und Proteine) wurde verworfen.

e Pro ml RNA-Pure wurde dem Eluat 0,5 ml Isopropanol hinzugefugt, 5 s
durchmischt und fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.

e Fir 10 min wurde erneut bei 12000 x g/ 4 °C zentrifugiert.

e Der Uberstand im Réhrchen wurde vorsichtig entfernt. Dabei war darauf zu
achten, dal3 der enstandene RNA-Bodensatz nicht verworfen wird.

e Der Bodensatz wurde mit 1 ml 70 %igem Ethanol gewaschen, zur Re-

suspendierung durchmischt und far 10 min bei 12000 x g/ 4 °C zentrifugiert.
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Der Uberstand wurde verworfen und der Vorgang wiederholt.

Der entstandene extrahierte RNA-Bodensatz wurde bei Raumtemperatur
getrocknet und in DEPC-H,O oder ddH,O (200 ul pro 100 mg Gewebe)
gelost. Nach der photometrischen Konzentrationsbestimmung (siehe
3.2.1.1.4) wurde das Eluat bei —80 °C gelagert.

3.2.1.1.3 RNA-Isolierung aus den JGZ

Zur RNA-Isolierung von JGZ aus der Ratteniere wurde mit dem RNeasy Mini Kit

von Qiagen gearbeitet. Die folgenden Angaben, Gerate und Puffer entsprechen

dem Protokoll des RNeasy Mini Kits. Das Prinzip der Isolierung erfolgt durch

Absorption der RNA an eine RNeasy (silica-gel) Membran der RNeasy-Saule.

An die Membran binden nur RNA Molekile, die langer als 200 bp sind. Durch

wiederholte Waschvorgange mit speziellen Puffern des Kits (RWI und RPE)

werden Verunreinigungen entfernt. Die RNeasy-Saule wird nach jedem Wasch-

vorgang in ein neues Gefal} eingesetzt, bis man reine RNA im Eluat erhalt.

Etwa 3 Millionen der isolierten JGZ (freundlicherweise Uberlassen von Dr.
Bendhr) wurden zentrifugiert und der Uberstand abgegossen.

Dem Homogenat wurden 350 ul des RNeasy Lysis Puffers zugegeben und
mit der Pipette gemischt.

Zur Homogenisierung der lysierten Zellen wurde das Gemisch durch eine 22
G (0,99 mm) Nadel gezogen und mit 350 pl 70 % Ethanol gemischt.

Das Lysat wurde mit der Pipette auf die RNeasy Saule aufgetragen und fur
15 s bei 10 000 x g/ 4 °C zentrifugiert.

Nach Waschen des Bodensatzes mit 700 pl RWI-Puffer und Zentrifugieren,
fur 15 s bei 10000 x g, wurde die Saule in ein neues 2 ml Gefal} eingesetzt.
Unter Zugabe von 500 pl RPE-Puffer und Zentrifugation, fir 15 s bei 10000
x g, erfolgte ein neuer Waschschritt.

Wechseln des DurchfluRgefalles und Zugabe von 500 pl RPE-Puffer.
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¢ Um die RNeasy Membran zu trocknen wurde fur 2 min zentrifugiert.

e Erneutes Einsetzen der RNeasy Saule in ein neues 1,5 ml Sammelgefal}.

e Nach Zugabe von 30-50 pl RNAse freiem ddH,O und Zentrifugation, fur 1
min bei 10000 x g erhielt man die gebrauchsfertige RNA im Eluat.

3.2.1.1.4 Photometrische Konzentrationsbestimmung von RNA

Die Konzentrationsbestimmung von RNA erfolgte bei dem Absorptions-
maximum von RNA bei 260 nm in einem Einkanal-UV-Vis-Spektrometer. Da
RNA einzelstrangig vorliegt, entspricht eine Extinktion von 1 einer RNA-Menge

von 40 ug/ml. Daraus ergibt sich folgende Formel zur Konzentrationsermittlung:

c(ng/ml)= OD x Verdinnung x 40

Dementsprechend wurde die RNA-Konzentration photometrisch durch
Verdinnung von 4 pl RNA mit 96 pl ddH,O/DEPC-Wasser und Messung der
optische Dichte (OD) bei 260 und 280 nm gegen ddH,O/DEPC-Wasser
ermittelt. Die erhaltene Konzentration in ug/ml wurde fur die durchgefuhrten
PCRs so umgerechnet, dass eine RNA-Menge von 1 pg RNA flr die cDNA
Synthese eingesetzt wurde.

Die Reinheitskontrolle der Nukleinsaure-Losung erfolgte mittels dem Quotient
E2e0/E2s0 (Absorptionsmaxima von RNA/aromatischen Aminosauren) und sollte
zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Niedrigere Werte weisen auf eine Verunreinigung
mit Proteinen oder Phenol hin (Bendhr, P., persénliche Mitteilung). Zu beachten
war, daf} fur in ddH,O bzw. DEPC-Wasser geloste RNA im allgemeinen
niedrigere Werte als fur RNA, die in TE-Puffer geldst wurde, errechnet werden.
Um verlaBliche Messwerte zu erhalten, waren Mehrfachbestimmungen flur die
photometrische Konzentrationsbestimmung angeraten, da durch zahflissige

RNA-L6sungen bei der Verdinnung haufig Pipettierfehler auftreten konnen.
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3.2.1.2 Reverse Transkription aus RNA - cDNA-Synthese

Bei der cDNA-Herstellung findet eine reverse Transkription der mRNA in cDNA
mit degenerierten verankerten Oligo(dT)-Primern statt. Bei dieser Einstrang-
Synthese erhalt man ein cDNA-RNA-Hybrid. Die Transkription wird umgekehrt
und die Sequenzabfolge der mRNA wird durch das Enzym Reverse

Transkriptase in die komplementare DNA umgeschrieben.

Fir die Reverse Transkription wurde folgender Ansatz pro Probe verwendet:

Komponenten Volumen / Reaktion
PCR- |10 x PCR-Puffer (PanBiotech) 2,0 pl
Mix: MgCl, (50 mM) 2,0 pl
dNTPs (10 mM) 2,0 pl
RNAse-Inhibitor (40 U/ul) 1,0 pl
Oligo-Primer 0,5 ul (250 pg)
Random Primer (0,1 M) 0,5 ul
RNA- | Gesamt-RNA 1,0 ug (0,5 - 5 ug)
Ansatz: |ddH,0 ad RNA
Enzym: |Reverse Transkriptase (250 U/ul)| 0,5 pl
(Preglab)
20 ul (Gesamtvolumen)

Im folgenden 20 pl Reaktionsansatz konnten bis zu 5 uyg Gesamt-RNA revers
transkribiert werden.

Der Standardeinsatz der Gesamt-RNA je Gewebe zur Amplifikation der Kir-
Kanale betrug 1 pg. Dieser wurde je nach Konzentration mit ddH,O auf ein

Volumen von 11,5 ul aufgefulit.
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Ein zusatzlicher Ansatz (Leerwert-LW) enthielt zwar alle RT-Reagenzien, aber
keine Gesamt-RNA (,Leer-Transkript“), um spater in der PCR die Komponenten

der RT-Reaktion auf Kontamination Uberprufen zu konnen.

RNA-Ansatz fur 1 ug Gesamt-RNA:

RNA ddH;0
1.JGZ 5ul 6,5 ul
2. Niere 0,99 pl 10,51 pl
3. Gehirn 2,5l 9 ul
4. LW --- 11,5 pl

Die Substanzen wurden in angegebener Reihenfolge auf Eis in ein steriles 1,5
ml Eppendorf-Reagenzgefal} pipettiert und gut durchmischt.

Alle Proben wurden 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliel’end
erfolgte die reverse Transkription bei Inkubation der Proben fir 1 h bei 42 °C im
Wasserbad. Die Transkription wurde durch Denaturierung der Proben flr 5 min
bei 95 °C gestoppt und die Proben nach kurzem Zentrifugieren auf Eis gelagert.
Die erhaltene cDNA Proben konnten entweder direkt in die PCR eingesetzt

oder bei —20 °C gelagert werden.

Je 15 pl der gewonnenen cDNA dienten zur Amplifikation der Kir-Kanale, die
verbleiben-den 5 pl wurden zur Amplifikation der Kontrolle durch das
-housekeeping“-Gen B-Actin oder Cyclophilin eingesetzt. Zu jedem Ampli-
fikationsansatz der Kir-Kanale und des B-Actins/Cyclophilins wurde der

Leerwert mitgefuhrt.
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3.2.1.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction; PCR) ist eine
in vitro-Technik zur Vervielfaltigung (Amplifikation) und zum Nachweis gezielter
Nukleinsauresequenzen, die von zwei bekannten DNA-Sequenzen eingerahmt
werden. Um DNA mit Hilfe einer PCR amplifizieren zu kénnen, bendtigt man als
Starthilfe Oligonucleotide oder Primer (kurze, einzelstrangige DNA-Molekdle,
sog. Amplimer), die komplementar zu den Enden einer definierten Sequenz der
DNA-Matrize (template) sind. Ferner benédtigt man Desoxynukleotid-
triphosphate (dNTPs) und eine spezielle DNA—Polymerase, die urspringlich
aus thermostabilen Bakterien gewonnen wurde (Bakterium Thermus aquaticus;
,1aq”). Durch Erhitzen der DNA-Matrize auf > 90 °C wird die Zielsequenz in
Einzelstrange zerlegt. Nach Abkuhlung auf 37-65 °C konnen sich die Primer
anlagern, indem die komplementaren Sequenzen mit jeweils einem Strang der
DNA hybridisieren und den zu amplifizierenden Genabschnitt umrahmen
(Annealing). Ausgehend von den Primern beginnt die Extensions-Periode.
Hierbei werden mit Hilfe der DNA-Polymerase und in Gegenwart der dNTPs,
entlang der nun einzelstrangigen DNA-Matritze in beide Richtungen
komplementare DNA-Strange neu synthetisiert. So entstehen erste Kopien der
Zielregion. Dieser Zyklus wird 20-40 mal wiederholt. Das zyklische Erhitzen und
Abkuhlen wird vom Thermocycler ubernommen.

Bei der PCR werden zwei Primer verwendet. Einer, der am sense-Strang und
ein zweiter, der am Gegenstrang, dem antisense-Strang, bindet. Am Ende
eines jeden Zyklus hat dementsprechend eine Verdopplung des von den beiden
Primern eingerahmten DNA-Abschnittes stattgefunden. Somit ist die

exponentielle Amplifikation von DNA ermdglicht.
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3.2.1.3.1 PCR-Ansatz fiir Kir-Kanale und Positivkontrolle

Aufgrund des exponentiellen Charakters der PCR mufiten selbst kleinste
Verunreinigungen von Reagenzien und Materialien mit PCR-Produkt vermieden
werden. Das Pipettieren des PCR-Ansatzes fand raumlich getrennt von der
Analyse des PCR-Produkts und mit einem hierfur reservierten Pipettensatz
statt. Alle fUr die PCR bestimmten Reagenzien wurden in Aliquots gelagert.

Bei jeder PCR-Durchfiihrung mit Kir-Primern wurden parallel Positiv- und
Negativansatze mitgefuhrt. Als Positivkontrolle diente B-Actin, ein Zytoskelett-
Protein sowie Cyclophilin, ein ubiquitar exprimiertes zyklisches Polypeptid, das
an Cyclosporin (ein Immunsuppressivum) bindet. Beide dienten als ,house-
keeping“-Gene zur Uberpriifung der Bedingungen der jeweiligen RT-PCR. Die
Negativkontrolle diente der Uberpriifung der RT-Reagenzien auf Kontamination.
Zur Standarduberprufung wurde die cDNA-Probe durch ,Leer-Transkript
(Leerwert) ersetzt (3.2.1.2).

Bei der Amplifizierung wurden folgende Parameter variiert:
e cDNA von Gewebe: rev. transkribierte Ges.-RNA aus JGZ, Niere und
Gehirn der Ratte
e Primer (siehe Kap. 2.5): Kir2.1 sense und antisense
Kir2.2 sense und antisense
Kir2.3 sense und antisense
e Einsatz an MgCI: 1.5 mM bis 5.5 mM
e Positivkonrolle (siehe Kap. 2.5): B-Actin sense und antisense
Cyclophilin  sense und antisense
e Negativkontrolle: Zur Uberpriifung der PCR-Reagenzien auf
Kontamination, wurde die cDNA-Probe durch ,Leer-Transkript® (Leerwert;
sieche 3.2.1.2) oder Ampuwa (steriles bidest. Wasser) ersetzt. Um
Verunreinigung der in der RT-Reaktion eingesetzten RNA mit DNA zu
Uberprifen, wurde die cDNA-Probe durch nicht revers transkribierte RNA

ersetzt oder keine Reverse Transkriptase hinzugefugt.
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Der PCR-Mix wurde fir alle Reaktionen, die unter den gleichen Bedingungen
ablaufen sollten, gemeinsam in einem 1,5 ml Reagenzgefall angesetzt,
gemischt und anschlieend auf die einzelnen Reagenzgefalle mit den
unterschiedlichen cDNA Proben (je 15 pl), Positivkontrolle (je 5 pl), aus JGZ,
Niere und Gehirn und dem Leerwert verteilt.

Fir eine Standard-PCR-Reaktion wurden folgende Komponenten auf Eis in der

angegebenen Reihenfolge gemischt:

Komponenten Volumen/Reaktion | Volumen/Reaktion
Kir-2.x 3-Actin/Cyclophilin
PCR- |10 x PCR-Puffer 4,0 ul 4,0 ul
Mix: MgCl,? (50 mM) - -
Primer-sense (25 pmol/ul) 2,0 ul 2,0 ul
Primer-antisense (25 pmol/pl) | 2,0 pl 2,0l
A. bidest (steril) 26,5 pl 36,5 ul
cDNA: |[rev. transkribierte Ges.-RNA 15 pl 5 ul
Enzym: | Tag-Polymerase (Pantech) 0,5 ul (2,5 V) 0,5 ul (2,5 U)
50 ul (gesamt) 50 ul (gesamt)

®Die MgCl,-Konzentrationen wurde wahrend der Optimierung der PCR-

Bedingungen zwischen 1,5 und 5,5 mM variiert.

3.2.1.4 Temperatur-und Zeitverlauf des Thermocyclers

Der zyklische Temperaturverlauf der PCR besteht aus drei Stufen. Die erste
Temperaturerhohung dient der Denaturierung der DNA in Einzelstrange (> 90
°C). Bei der Anlagerung, dem Annealing, der Primer wird der Reaktionsansatz
auf eine Temperatur, in Abhangigkeit von der T, der Primer, gesenkt (37-70
°C). Die Anlagerung des Primers ist ausschlaggebend fur die Spezifitat der

gesamten PCR. Anschliel3end verlangert die hitzestabile DNA-Polymerase die
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Primer bei 72 °C, dem Aktivitatsoptimum der Tag-Polymerase. Die 3-Schritt
PCR wird abhangig von dem zu amplifizierenden Kir-Kanal 20—-40 mal
wiederholt. Im letzten Zyklus wird der Syntheseschritt auf 10 Minuten

verlangert, damit die Polymerase alle Strange zu Ende synthetisieren kann.

100 - ein Zyklus

90 I - B

80 4 T

70 -Scr;n'u v .

60 4 S T P —

50 4 Schritt
3

40 1 Schritt
2

Temperatur (°C)

30 —_— ; . —_—
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Zeit (min)

Abb.3.3: zyklischer Temperaturverlauf eines Thermocyclers

Das ,PCR-Programm® fir den Thermocycler wird im folgenden dargestellt:

Denaturieren der cDNA-Matrize zu Beginn: 3 min 94 °C
3-Schritt PCR:

Denaturieren: 1 min 94 °C
,/Annealing“®: 1 min 55-60 °C
,Extension®: 3 min 72 °C
Zahl der Zyklen": 32-40

final Extension 10 min 72 °C

°Fir jedes Primer-Paar wurde die optimale ,Annealing“-Temperatur ermittelt.

®Die Zahl der Zyklen wurde je nach Primer-Paar ausgetestet

Zur Optimierung der PCR wurde je nach Kir-Primer, neben der Variation der
MgCl,-Konzentration, die ,Annealing“-Temperatur und die Anzahl der Zyklen
ausgetestet. Nach Beendigung des PCR-Programms wurden die Proben uUber
Nacht bei 4 °C oder langerfristig bei —20 °C gelagert.
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3.2.1.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist zum Nachweis der in der PCR amplifizierten DNA
eine haufig eingesetzte Methode. Fur die Auftrennung der doppelstrangigen,
DNA-Fragmente eignet sich das Agarose-Gel. Dieses Gel trennt die
Nukleinsauren durch seine Porenstruktur der GrélRe nach auf. Durch die
Phosphatgruppen erhalt die DNA eine negative Ladung und wandert nach
Anlegen eines elektrischen Feldes in Richtung Anode. Die Laufgeschwindigkeit
des Amplikons verhalt sich proportional zum Logarithmus seiner Molmasse. Die
Dichte des Gels bestimmt ebenfalls die Laufgeschwindigkeit. Entsprechend
eignen sich hoherprozentige Gele besser fur kleinere DNA-Fragmente.

Als Laufpuffer kann sowohl 1 x TAE als auch 1 x TBE verwendet werden.

Losungen und Puffer:

¢ 10 x DNA-Ladepuffer:

0,2 % (w/v) Bromphenolblau 20 mg,
25 % Gilycerin 2,5 ml,
50 x TAE 400 pl,

werden mit 10 ml ddH,O aufgefulit.
Durch den Ladepuffer wird die Dichte der Probe erhdht und ihr Einsinken in die
Geltasche ermdglicht. Er farbt die Probe und erleichtert damit das Auftragen auf
das Gel. Die in ihm enthaltenen Farbstoffe wandern mit reproduzierbarer

Geschwindigkeit zur Anode.

¢ Molekulargewichtsstandard (MWS; DNA Molecular Weight Marker XIV):
4 yl Marker (1 pg) werden mit 2 pl Ladepuffer versetzt und mit 12 pl ddH>O
auf 18 ul aufgefullt. Der Langenstandard wird vollstandig in eine Geltasche

gefullt.
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e Agarose-Gel:

1% 1,5% 2%
Agarose 500 mg 750 mg 1000 mg
1 x TAE/1 x TBE-Puffer 50 ml 50 mi 50 mi
Ethidiumbromidldsung 2 ul 2 ul 2 ul

GielRen des Gels:

Das Volumen der herzustellenden Agarose-Lésung wurde der GrolRe des
jeweiligen Geltragers angepaldt. Ein Geltrager fur die DNA Mini-Cell Kammer
faldte 50 ml. Je nach Prozentansatz des Agarosegels wurde die Agarose mit 1 x
TAE- oder 1 x TBE-Puffer auf 50 ml aufgegossen und im Mikrowellenherd so
lange erhitzt bis die Agarose vollstandig geldst war. Verdampfte Fllssigkeit
wurde mit A.bidest ersetzt und die Losung auf 60 °C abgekuihlt. Nach Zugabe
von 2 yl Ethidiumbromid-Stammldsung wurde sie in den Geltrager der Kammer
gegossen und setzte den gewunschten Kamm zur Aussparung der Geltaschen
ein. Danach liel3 man das Gel mindestens 30 min erkalten und fest werden. Der
Kamm wurde entfernt und das Gel mit dem Geltrager entsprechend der Strom-
richtung um 90 ° in der Kammer gedreht. Abschlieend wurde die Gelkammer
mit 1 x TAE/1 x TBE geflllt, bis das Gel 3-5 mm mit Puffer bedeckt war.

Probenvorbereitung:
e Die Proben wurden jeweils mit 4 pl Ladepuffer (siehe 10 x DNA-Ladepuffer)
versehen und geschittelt. AnschlieRend wurden die Proben und der

Molekulargewichtstandard vollstandig in die Geltaschen gefilllt.

Gel-Lauf und Dokumentation des Ergebnisses:

Fir die Elektrophorese wurde eine konstante Spannung von 100 V angelegt, so
daf’ das Gel fur 50-60 Minuten bei 400 mA lief. Wahrend des Laufs interkalieren
Ethidiumbromid-Moleklile in die DNA-Helix, die dann fluoresziert. Diese
Fluoreszenz der gefarbten DNA wird mit UV-Licht einer Wellenlange von 312
nm angeregt. Mit Hilfe des Gel-Dokumentation-Systems wurden die Banden

dokumentiert und ausgewertet.
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3.2.1.6 Amplifikationsprodukte

Die Banden konnten mit Hife der Basenpaare anhand des
Molekulargewichtsstandards (DNA Molecular Weight Marker XIV) identifiziert
werden. Die Stranglangen der Amplifikationsprodukte betrugen:

Kir-2.1 326 bp

Kir-2.2 836 bp

Kir-2.3 916 bp

B-Actin 372 bp

Cyclophilin 257 bp

3.2.1.7 Semiquantitative RT-PCR

Zur Analyse der Gen Expression wurde die semiquantitative RT-PCR
verwendet. Die Sensitivitat einer PCR ist weit grofl3er, als die herkdmmlicher
RNA-Blot Techniken (Wang et al., 1989), was die Mdglichkeit eroffnet, auch
sehr seltene mMRNA Spezies zu detektieren. Die sehr hohe Sensitivitat dieser
Methode fuhrt jedoch auch dazu, dald es schwierig ist, quantitative
Informationen mit Hilfe der RT-PCR zu erhalten. V.a. die zwei beteiligten
enzymatischen Reaktionen, die reverse Transkription der RNA in DNA (3.3.1.2)
und die Polymerase-Ketten-Reaktion (siehe 3.2.1.3), stellen ein Problem dar.
Die exponentielle Amplifikation des PCR-Produkts wahrend der PCR fuhrt zu
gravierender Verstarkung von ursprunglich nur kleinen Fehlern. Trotzdem kann
die RT-PCR gute quantitative Ergebnisse liefern, wenn die Methode
entsprechend modifiziert wird (Clontech Lab.Inc., 1993; Koéhler et al., 1995).



Methoden 87

3.2.1.7.1 Semiquantitative Auswertung der Banden

Die Quantifizierung von PCR-Produkten wird mit Hilfe von internen Standards
durchgefuhrt. Um Unterschiede zwischen dem Inhalt verschiedener Reagenz-
gefalde (Ladefehler, Pipettierfehler, etc.) abschatzen zu kdnnen, wird eine Se-
quenz, die in allen zu untersuchenden Proben gleich exprimiert ist, als Standard
amplifiziert (Cyclophilin CP). Geht man davon aus, dald die optische Dichte
(integrierte optische Dichte: ODI) der Bande im Gel proportional zur Menge des

PCR-Produkts ist, kann das Verhaltnis Probe zu Standard berechnet werden.

Auswertung der semiquantitativen PCR:

Das Ethidiumbromid-gefarbte Gel wurde mit Hilfe des Gel-Dokumentations-
Systems digitalisiert und als Bilddatei gespeichert. Die integrierte optische
Dichte (ODI) der aufgetragenen Banden des Gels wurde mit der integrierten
Software bestimmt und die Werte in ein Tabellenkalkulationsprogramm
importiert. Aus den Ergebnissen der aufgetragenen Banden des hier
ausgewerteten Gels wurde der Mittelwert gebildet (alle Cyclophilin-Werte
dividiert durch Anzahl der Proben). Die relative mRNA Expression in der
jeweiligen Probe wurde aus dem Quotienten von Kir2.x mRNA und des
,housekeeping“-Gens Cyclophilin mRNA fir jedes Experiment berechnet und
mit den Ergebnissen des Mittelwerts multipliziert. Zur Veranschaulichung
werden die Ergebnisse in dieser Arbeit mit Hilfe des Programms Sigma Plot als
Balkendiagramm dargestellit.

Die entsprechend ermittelten Werte fir die relative mRNA Expression geben
jeweils nur Auskunft Uber die Verhaltnisse in dem einzelnen durchgefuhrten
Experiment (Gel). Die hier gezeigten Ergebnisse (Abb. 4.15, Abb. 4.17 und
Abb. 5.1) durfen daher nicht Gberbewertet werden, da sie jeweils nur von einer

Probenaufbereitung (Gel) stammen.
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4 ERGEBNISSE

Ziel der vorliegenden Arbeit war die molekulare Charakterisierung von Kir6.1
und der Kir2.x-Subtypen in reninsezernierenden juxtaglomerularen Zellen (JGZ)
der Niere von NaCl-arm ernahrten Ratten. Um ein mdoglichst aussagekraftiges
Expressionsprofil zu erstellen, wurden die Kir-Kanale auf Protein- und auf RNA-
Ebene untersucht. Der Nachweis auf Proteinebene erfolgte durch
immunhistochemische Farbungen an Kryoschnitten und wurde mit der
proteinchemischen Methode des Western Blottings erganzt. Untersuchungen

auf RNA-Ebene wurden mittels semiquantitativer RT-PCR erbracht.

4.1 Protein- und Immunhistochemische Ergebnisse auf Proteinebene

4.1.1 Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbungen

Als Hauptquelle des Renins stellen die reninsezernierenden Zellen des
juxtaglomerularen Apparates (JGA) der Niere eine elementare Komponente des
Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems (RAAS) im Organismus dar. Sie sind in
der Media der afferenten Arteriole lokalisiert und befinden sich dort
uberwiegend am Gefalpol (Abb. 4.1). Diese Region stand im Fokus der

Untersuchungen.
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Abb. 4.1: Schematischer Querschnitt durch ein Glomerulum und den juxtaglomerularen Apparat.
Die granulierten juxtaglomerularen Zellen (JGZ) sind in der Media der afferenten Arteriole (aA)
lokalisiert. Thnen benachbart liegen glatte Muskelzellen (GMZ), extraglomerulare Mesangium-
zellen (EGM) sowie Macula densa Zellen (MD) im distalen Tubulus (DT), welche am vaskularen
Pol zwischen afferenter und efferenter Arteriole (eA) lokalisiert sind. Die Kapillarschlingen ziehen
mit ihrem Endothel (EN) und ihrer Basalmembran (BM) durch das Glomerulum. Ihnen
benachbart liegen die Podozyten (P) und die Mesangialzellen (M). Am anderen Pol geht das
Glomerulum in den proximalen Tubulus (PT) Gber (Koushanpour und Kriz, 1986).
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4.1.1.1 Vorversuche mit Adenosin-A1-Rezeptor-AK

Zur Prufung der Farbemethode wurden Immunfarbungen sowohl an
Kryoschnitten der Rattenniere, als auch an isolierten reninsezernierenden Zellen
der Ratte mit Adenosin-A1-Rezeptor-AK durchgefuhrt. Der Adenosin-A1-
Rezeptor ist ein Subtyp der membranstandigen Adenosinrezeptoren der
reninhaltigen JGZ (Weaver und Reppert, 1992; Eisold, 2003), tGber die Adenosin
seine Wirkung entfaltet (Kurtz et al., 1988, Spielman und Arend, 1991).

Mittels Immunfarbungen an Kryoschnitten der Rattenniere konnte von Rauch
2000 (unveroffentlichte Befunde) der A1-Rezeptor in der afferenten Arteriole der
Rattenniere lokalisiert werden, was als Grundlage der Vorversuche dient.
Abbildung 4.2A und B zeigen Schnitte durch die Niere einer Ratte, fokussiert
auf das Glomerulum mit dazugehdrigem juxtaglomarularen Apparat aus Macula
densa, Mesangium und JGZ. Links ist jeweils die Hellfeld-, rechts die
Fluoreszenzaufnahme in Grin dargestellt. Beide Schnitte stammen, wie alle
Nierenschnitte in dieser Arbeit von kochsalzarm ernahrten Ratten. Zu erkennen
ist eine deutliche Fluoreszenz als Grunfarbung, welche sich in den Glomeruli
beider Schnitte lokalisiert. Innerhalb des Glomerulums zieht diese Fluoreszenz
girlandenartig durch den Innenraum der Baumannschen Kapsel und bildet
peripher typische ,blumenkohlartig” Strukturen, die auf eine Anfarbung der
Podozyten () schliessen lassen (Albinus, Rauch, personliche Mitteilung).

In Abbildung 4.2B ist zudem eine in den umliegenden Tubuli grin-,getupfelte”
Farbung, als mogliche Mitochondrienfarbung ( 1 ), und der Bereich des
juxtaglomerularen Apparates mit wahrscheinlich JGZ (vgl. Abb. 4.1) am oberen
Pol des Glomerulums als Grunfarbung hervorgehoben. Vergleichend dazu ist in
Abbildung 4.2A die Farbung v.a. im Bereich der JGZ nuanciert ausgepragt.
Dieser Unterschied ist auf die in Abbildung 4.2A vorliegende Schnittfihrung
zurtuckzufihren, bei der das fokussierte Glomerulum mit zugehdérigem
juxtaglomerularen Apparat und JGZ vom Zentrum peripher getroffen ist und das

Glomerulum Richtung Cortex der Niere liegt.
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100 um

Abb. 4.2A und B: Immunolokalisation des Adenosinrezeptors A1 im Glomerulum und Tubuli.
Die Farbung scheint Podozyten (« ), JGZ und Mitochondrien ( ¢ ) einer kochsalzarm er-
nahrten Ratte zu markieren. (A) zeigt einen peripheren Schnitt, (B) einen medialen Schnitt,
bezogen auf das Glomerulum mit juxtaglomeruldrem Apparat und JGZ. Die Kryoschnitte
wurden mit einem Kaninchen Anti-Adenosinrezeptor-A1 Antikorper in Verbindung mit Alexa
488 Ziege Anti-Kaninchen IgG (griin) gefarbt. Der Malstab in Abb. 4.2A gibt 100 pm an.

GL, Glomerulum; MD, Macula densa; JGZ, juxtaglomerulare Zellen.
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Die positive Lokalisation des Adenosin-A1-Rezeptors an Kryoschnitten im
Bereich des Gefalpols der afferenten Arteriole stellte die Voraussetzung fur
Untersuchungen von A1-Rezeptoren an frisch isolierten reninsezernierenden
Zellen der afferenten Arteriole (Albinus et al., 1998) dar. Entsprechend des
immunhistologischen Nachweises von Reninvesikeln an reninsezernierenden
Zellen (Rauch, 2000) wurde die Methode der Immunfluoreszenz an frisch
isolierten reninsezernierenden Zellen fur A1-Rezeptoren modifiziert (siehe
3.1.1.4). Mit dem Anti-Adenosin-A1-Rezeptor Antikdrper war die Lokalisation
der A1-Rezeptoren in der Membran an frisch isolierten reninsezernierenden
Zellen moglich (Abb. 4.3). Das Hellfeldbild links stellt mehrere reninsezer-
nierende Zellen dar, die sich als Zellgruppe plastisch vor dem Hintergrund
abheben. Im mittleren und rechten Bild stellen sich die A1-Rezeptoren
entsprechend ihrer Lokalisation in der Zellmembran ringférmig als grine
Fluoreszenz am Zellrand dar. Es farben sich nur die im Vordergrund liegenden
runden Zellen an, da moglicherweise der Fokus Zellen in tiefer liegenden
Ebenen nicht mehr erfassen kann oder die Permeabilitat tiefer liegender Zellen
nicht ausreichend gewahrleistet wird.

Durch Immunfarbungen an HEK 293-Zellen wurde die Spezifitat des
verwendeten Primarantikdrpers getestet. Die Vermutung, dal} die immorta-
lisierten Endothelzellen aus der embryonalen Rattenniere keine Adenosin-A1-
Rezeptoren in ihrer Zellmembran exprimieren (Hambrock, personliche
Mitteilung), konnten diese Ergebnisse bestatigen (Abb. 4.4). Die Zellen, die in
ihrer Morphologie mit ihrer langlichen und fur sie typische spindelférmige
Silhouette imponieren, weisen zwar eine rote Zellkernfarbung, aber keine
spezifische Fluoreszenz der Adenosin-A1-Rezeptoren auf. Diese Ergebnisse
zeigen, dald sowohl Doppelfarbungen mit Kryoschnitten als auch Farbungen
von isolierten JGZ der Ratte fur die immunhistochemische Identifikation der zu
untersuchenden Kaliumkanale geeignet waren. Um die Lokalisation der Kanale
in der Niere zu erforschen, ist jedoch die Immunfluoreszenzfarbung an
Kryoschnitten als Methode vorzuziehen, da die gesamte Nierenmorphologie
beurteilt und eindeutigere Aussagen Uber Fluoreszenzstarke und —verteilung

sowie Homogenitat gemacht werden kénnen.
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25 um

Abb. 4.3: Zellgruppe mit isolierten reninsezernierenden Zellen aus der Niere einer kochsalzarm
ernahrten Ratte.

Hellfeldbild links mit reninsezernierenden Zellen. Die Fluoreszenzfarbungen mitte und rechts
mit blauem Durchlichtbild stellen die Adenosin-A1-Rezeptoren in der Membran der anterior
gelegenen Zellen als griine ringférmige Strukturen dar. Die homogene Rotfarbung markiert den
intrazellular gelegenen Zellkern. Die Zellen wurden mit Kaninchen Anti-AdenosinA1-Rezeptor
IgG in Kombination mit 488 Ziege Anti-Kaninchen IgG (griin) sowie dem Nukleinsaurefarbstoff
SYTO 62 (rot) gefarbt. Der Maf3stab gibt 25 ym an.

Abb. 4.4: Immunhistologische Farbung von HEK293-Zellen,
immortalisierte Endothelzellen aus der embryonalen Ratten-
niere. Im Zellinneren ist der Zellkern als rote Fluoreszenz zu
erkennen. Griine Fluoreszenzfarbung ist nicht vorhanden.

Die Zellen wurden mit Kaninchen Anti-AdenosinA1-Rezeptor
IgG in Kombination mit Alexa 488 Ziege Anti-Kaninchen I1gG
(griin) und SYTO 62 (rot) gefarbt. Der Mafstab gibt 50 um an.

50 um
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4.1.1.2 Immunfluoreszenz mit Kir-AK

4.1.1.2.1 Lokalisation der Kir-AK in den JGZ und dem Glomerulum

Die einwartsgleichrichtenden Kaliumkanale konnten mittels Doppelfarbungen
mit ,von Willebrand Faktor” an Kryoschnitten der Niere sowie im Gehirn der
Ratte (siehe 4.1.1.3) in ihrer Lokalisation dargestellt werden. Die Verteilung der
verschiedenen Kir-Subtypen, Kir6.1, Kir2.1 und Kir2.2 in Niere und Gehirn ist in
Abbildung 4.5-4.12 veranschaulicht und in Tabelle 1 dargestellt. Die Spezifitat
aller drei Kir-Antikorper wurde im Westernblot untersucht. Unspezifischer
Hintergrund wurde durch Praimmunadsorption mit Normalseren (NGS, NKS
oder NDS) reduziert, indem Bindungen des fluoreszierenden Sekundar-

antikorpers an nicht erwinschten Epitopen verhindert wurden.

Kir6.1

Kir 6.1 bildet die porenformende Untereinheit des vaskularen Karp-Kanals. Die
Frage nach einer genauen Lokalisation von Kir6.1 in reninsezernierenden JGZ
der afferenten Arteriole bzw. dem JGA der Rattenniere kann mittels Doppel-
farbung des Kanals Kir6.1 mit ,von Willebrand Faktor” dargestellt werden (Abb.
4.5). Die Bildkomposition in Abbildung 4.5 setzt sich aus den einzelnen
Farbkanalen Rot (von Willebrand) und Grun (Kir-Kanal), dem Durchlichtbild und
dem Uberlagerten Gesamtbild zusammen. Das Durchlichtbild, links unten, zeigt
ein Glomerulum mit JGA, JGZ, Macula densa und umliegenden Tubuli. Im
Kontrast zur Eigenfluoreszenz der Tubuli in der Niere, kann Kir6.1 als verstarkte
grune Fluoreszenz in JGZ, in einigen Tubuli diffus, basolateral liegend (Tb),
modglicherweise in Mitochondrien (1) (Braun et al., 2002) lokalisiert werden
(Abb. 4.5; rechts oben und unten). Innerhalb des Glomerulums ziehen die
fenestrierten Endothelzellen () als Kapillarschlingen deutlich markiert durch
den Intrakapsularraum der Bowmansche Kapsel. Die Rotfarbung mit dem
Endothelmarker Anti-von Willebrand Faktor (Abb. 4.5, links oben) und die

Kir6.1-Grunfarbung markieren jeweils die gleichen Strukturen ().
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Abb. 4.5: Kir6.1 Kanale in JGZ an Kryoschnitten von perfusionsfixierten Rattennieren.

Dargestellt ist das konfokales Fluoreszenzbild mit “von Willebrand Faktor” in Kombination mit
Cy5 IgG (li. oben-rot), das konfokales Fluoreszenzbild mit Kir6.1 AK in Kombination mit Alexa
488 1gG (re. oben-griin), das Durchlichtbild (li. unten) und das liberlagerte Bild (Durchlicht- und
konfokale Fluoreszenzbilder; re. unten-blau unterlegt). Die Grlinfarbung zeigt die Lokalisation
von Kir6.1 in JGZ im Bereich der aA und in GefalRendothel ( « ) des Glomerulums. Weitere
diffuse Grinfarbungen weisen auf eine mogliche Lokalisation in Mesangialzellen (§) sowie in
Mitochondrien (* ) hin. Ebenso ist eine schwache basolateral liegende Farbung einzelner Tubuli
zu erkennen (Tb). Die Schnitte von NaCl-arm erndhrten Rattennieren wurden mit Kaninchen
Anti-Kir6.1 AK und Maus Anti-von Willebrand Faktor gefarbt. Der Maf3stab gibt 50 um an.

GL, Glomerulum; MD, Macula densa; JGZ, juxtaglomerulére Zellen; Tb, Tubulus-basolateral.
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Die Uberlagerung der Doppelfarbung ( <« ) ist rechts unten zu sehen. Dies weist
auf die Lokalisation von Kir6.1 in Endothelzellen hin. Da in einer Doppelfarbung
mit Rhodamin-konjugiertem Phalloidin, u.a. als typischer Marker von
Podozyten, kein Signal von Kir6.1 in Podozyten zu sehen ist (siehe Abb.
4.10A), ist die diffuse Grunfarbung zwischen den Kapillarendothelschlingen im
Glomerulum sehr wahrscheinlich auf die Lokalisation von Kir6.1 in Mesangial-
zellen zuruckzufuhren. Eine Genexpression von Kir6.1 in Mesangialzellen
wurde von Szamosfalvi et al., 2002 beschrieben.

Als eigentlicher Marker der Endothelzellen farbt der ,von Willebrand Faktor‘-AK
in der Praparationstechnik mit perfusionsfixierten Nierenschnitten, nach Pfaff et
al., 1999, zudem verstarkt Kollagenstrukturen an. Zu erkennen ist eine intensive
Rotfarbung des parietalen Epithels der Bowman’schen Kapsel und der Tubuli
(Bild oben links). Um die Spezifitat des ,von Willebrand Faktor“-AKs zu uber-
prufen, wurde die Praparationstechnik bei der Organentnahme von Niere und
Gehirn der Ratte modifiziert (3.1.1.1). Die Doppelfarbung an Schnitten mit nicht
perfusionsfixierten Nieren (Kloor et al., 2000) bestatigt die Kolokalisation von
Kir6.1 und dem ,von Willebrand Faktor® im Glomerulum (Abb. 4.6). Im linken
Bild kann der typische Verlauf des Kapillarendothels im Glomerulum als rot-
grune Doppelmarkierung (<€) mit dazwischen liegenden diffus grun-gefarbten
Mesangialzellen verfolgt werden. Im Vergleich zu Kryoschnitten mit perfusions-
fixierten Nieren (Abb. 4.5) wird der ,von Willebrand Faktor“ aber weder in der
Bowman’schen Kapsel noch in den Tubuli eindeutig detektiert. Er ist hdchstens
als schwache Farbung zu erahnen. Bei gro3eren Arterien hingegen bleibt die
Affinitat des ,von Willebrand Faktor“-AKs zu Kollagenstrukturen erhalten (Abb.
4.6 rechts). Im Querschnitt durch eine grofere Arterie (A. interlobularis) laft
sich der klassische Dreischichtenaufbau der Arterien erkennen, bestehend aus
Tunica externa (adventitia), Tunica media und Tunica intima. Der ,von
Willebrand Faktor“-AK ist in Kollagenfasern der Tunica externa als stark
gefarbter roter ,Feuerring” lokalisiert und in seiner Funktion als Endothelmarker
in der Tunica intima ganz luminal gelegen. Durch eine Doppelmarkierung mit
,von Willebrand Faktor” kann Kir6.1 in glatten Muskelzellen der Tunica media

und sehr wahrscheinlich in Endothelzellen (<) lokalisiert werden.
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Abb. 4.6: “Von Willebrand Faktor” mit Kir6.1 in einem Glomerulum und in einer Arteria inter-
lobularis an Schnitten mit nicht perfusionsfixierten Rattennieren.

Im linken Bild farbt “von Willebrand Faktor” (rot) in Kolokalisation mit Kir6.1 (griin) spezifisch das
Kapillarendothel («) eines Glomerulums. Zusétzlich scheint Kir6.1 in Mesangialzellen lokalisiert
zu sein @). In groReren arteriellen GefaRen (rechts) markiert “von Willebrand Faktor” Endothel («)
und Kollagen. Kir6.1 scheint glatte Muskelzellen der Tunica media und Endothel («) zu farben.
Farbung mit Anti-von Willebrand Faktor und Anti-Kir6.1 Antikérper. Der Malistab gibt 50 um an.

GL, Glomerulum; TM, Tunica media; K, Kollagenfasern.

50 um 50 um

Abb. 4.7: Vergleich des “von Willebrand Faktors” in einer Arteria interlobularis an Schnitten mit
perfusionsfixierten Nieren (links) mit nicht perfusionsfixierten Nieren der Ratte (rechts).
Intensitat und Endothelmarkierung («) in nicht perfusionsfixierten Rattennieren ist starker.

Die Schnitte wurden mit Maus Anti-von Willebrand Faktor gefarbt. Der Mafstab gibt 50 ym an.
TE, Tunica externa; TM, Tunica media; Tl, Tunica intima; K, Kollagenfasern.
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Ein Direktvergleich der beiden Praparationstechniken ist in Abb. 4.7 illustriert.
Bei gleicher Konzentration des ,von Willebrand Faktor‘-AKs wird die deutlich
signifikante Farbung des Endothels im rechten Kryoschnitt (nicht perfusions-
fixierte Rattennieren) gegenuber dem linken Schnitt (perfusionsfixierte Nieren)
sichtbar. In Schnitten mit perfusionsfixierten Nieren (links) farbt der ,von
Willebrand Faktor-AK insgesamt schwacher, aber dennoch spezifisch

Endothelzellen () sowie verstarkt Kollagenfasern an.

Kir 2.1

Als starker Einwartsgleichrichter ist Kir2.1 hauptverantwortlich fir das Ruhe-
membranpotential von reninsezernierenden Zellen. Die Lokalisation von Kir2.1
in reninezernierenden JGZ ist in Abbildung 4.8 durch eine signifikant grine
Fluoreszenz im distalen Anteil der afferenten Arteriole mit auswandernder
Lokalisation in den JGA dargestellt (Detailansicht in Abb. 4.9A). Die Rotfarbung
(Abb. 4.8, links oben) ist auf die Praparationstechnik mit perfusionsfixierten
Nieren zurlckzufuhren. Spezifische Strukturen des Glomerulums konnten durch
Doppelfarbung mit ,von Willebrand Faktor” als Endothelzellen (<) der
Kapillaren identifiziert werden. Eine Lokalisation in Podozyten kann mittels
Doppelfarbungen mit Rhodamin-konjugiertem-Phalloidin  ausgeschlossen
werden (Abb. 4.11A). Weitere Grinfarbungen im Glomerulum scheinen folglich
Mesangialzellen und vereinzelten Endothelzellen der Bowman’schen Kapsel zu
lokalisieren. Die Intensitat ist allerdings gering, vergleichend zur afferenten
Arteriole, wo Kir2.1 stark exprimiert ist. Detailansichten in Abb. 4.9 zeigen, daf
sich dieser Bereich mit der Lokalisation von reninsezernierenden Zellen deckt,
die sich in der afferenten Arteriole befinden und teilweise weiter in den JGA
erstrecken. Zusatzlich kann in beiden Abbildungen eine nach luminal verstarkte
Fluoreszenz in umliegenden Tubuli und eine intrazellulare ,Tupfelfluoreszenz*

entsprechend Kir6.1 (Abb. 4.5) gezeigt werden.
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50 um

Abb. 4.8: Kir2.1 Kanale in der aA der Rattenniere an Kryoschnitten von perfusionsfixierten
Rattennieren.

Konfokales Fluoreszenzbild mit “von Willebrand Faktor” in Kombination mit Cy5 1gG (li. oben-rot),
konfokales Fluoreszenzbild mit Kir2.1 Antikérper mit Alexa 488 IgG (re. oben-grun), Durchlicht-
bild (li. unten) und das tberlagerte Bild (Durchlicht- und konfokale Fluoreszenzbilder; re. unten-
blau unterlegt).

Dargestellt ist die afferente Arteriole mit Kir2.1 (griin) in der Niere von NaCl-arm ernahrten
Ratten. Kir2.1 scheint zudem in einigen Tubuli luminal, in Mitochondrien (1) und im Glomerulum
in Endothelzellen (¢) sowie in Mesangialzellen (%) lokalisiert zu sein. Der Malistab gibt 50 ym an.
Farbung mit Kaninchen Anti-Kir2.1 Antikdrper und Maus Anti-von Willebrand Faktor.

GL, Glomerulum; aA, afferente Arteriole; Tl, Tubulus-luminal.
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25 um .

Abb. 4.9A und B: Kir2.1 Kanale in der aA der Rattenniere.

Die aA, zweifach vergroRert, an ihrer Eintrittstelle ins Glomerulum; (A) als DetailvergréfRerung
von Abb. 4.8 und (B) eine von oben kommende aA. Beide Bilder zeigen ein Durchlichtbild
(oben) unc Kir2.1 als griines Fluoreszenzband entlang der aA sowie in einigen Tubuli luminal
gelegen (mitte). Die unteren Bilder sind als Uberlagerung der konfokalen Fluoreszenzbilder
von Kir2.1 und “von Willebrand Faktor” (rot-farbt hier v.a Kollagen) mit blauem Durchlichtbild
dargestellt. Doppelfarbung mit Kaninchen Anti-Kir2.1 Antikérper und Maus Anti-von Wille-
brand Faktor. Der Mafistab flir Abb 4.9A und B gibt 25 pm an.

GL, Glomerulum; aA, afferente Arteriole; Tl, Tubulus-luminal.
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Kir2.2

Kir2.2 gehort zur Subfamilie der klassischen Kir-Kanale. Mit seiner einwarts-
gleichrichtenden Eigenschaft ist er fur das Aufrechterhalten des Membran-
potentials mitverantwortlich. Im Gegensatz zu Kir6.1 und Kir2.1 ist kein Signal
der Immunfarbung in der Rattenniere zu erkennen. Die Funktionalitat des Anti-

korpers konnte an Gehirnschnitten der Ratte bestatigt werden (Abb. 4.12g-i).

Kir2.3
Kir2.3 ist als Kanaluntereinheit eher unwahrscheinlich (Russ in Leichtle et al.,
2004). Aulerdem stand ein Antikdrper wahrend den Immunfarbungen nicht zur

Verfugung. Ein Farbung wurde deshalb nicht durchgefuhrt.
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4.1.1.2.2 Lokalisation der Kir-AK im Tubulus

Die unterschiedliche Lokalisation der Kir-Kanale im Tubulus (Abb. 4.5, 4.8, und
4.9), lalkt auf ein spezifisches Verteilungsmuster von Kir6.1 und Kir2.1 in
verschiedenen Abschnitten des Tubulus und des Burstensaums im Tubulus
schlie3en. In Farbungen mit speziellen Markern einzelner Tubuliabschnitte kann
dieses Verteilungsmuster im proximalen Tubulus und dem dicken aufstei-
genden Ast der Henle Schleife dargestellt werden (Abb. 4.10 und 4.11).

Um die Expression von Kir6.1 und Kir2.1 im proximalen Tubulus der Ratte-
nniere zu charakterisieren, wurde Rhodamin-konjugiertes Phalloidin verwendet,
das zusatzlich Aktinfilamente der Podozytenful3fortsatze markiert. Die Identi-
fizierung im dicken aufsteigenden Ast der Henle Schleife (TALH-thick ascending
limb) erfolgte mit dem Anti-Tamm-Horsfall-Protein gearbeitet. Das Tamm-
Horsfall Protein ist ein spezifischer Marker, der sich in der luminalen Membran

des dicken aufsteigenden Asts der Henle Schleife befindet (Hoyer et al., 1979).

Kir 6.1

In Abbildung 4.10A ist Kir6.1 als schwache intrazellulare Farbung zu erkennen,
die sich diffus um die luminal-rote Rhodamin-konjugierte Phalloidinfarbung des
proximalen Tubulus (<) legt. Kir6.1 zeigt, entsprechend Abbildung 4.5, wieder
die typisch punktformige, diffus-grune Immunfluoreszenz (Kanalfarbung; mitte).
Im Gegensatz dazu ist Rhodamin-konjugiertes Phalloidin als signifikante
Rotfarbung der luminalen Membran des proximalen Tubulus (Abb. 4.10A;
unten) zu erkennen. Im Glomerulum stellt sich das Endothel als grin-
schlangelnde Kanalfarbung dar. Eine Kolokalisation von Kir6.1 mit
Aktinfilamenten der PodozytenfulRfortsatzen (1) laft sich nicht erkennen.

Die Immunfarbung mit der Frage nach einer Lokalisation von Kir6.1 im dicken
aufsteigenden Ast der Henle Schleife (TALH) ist in Abbildung 4.10B dargestellt.
Sie zeigt exemplarisch drei verschieden grof3e Tubuli aus der Cortexregion der
Niere, die im luminalen Burstensaumanteil das ,zahnradférmig-gestochene®
Anti-Tamm-Horsfall-Markerprotein des TALH (gruin; unten) lokalisieren und von

der roten Immunfluoreszenz des Kir6.1-Kanals umrahmt werden («).
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100 ym

Abb. 4.10A und B: Immunlokalisation von Kir6.1 im proximalen Tubulus (A) und dem dicken

aufsteigenden Ast der Henle Schieife im Cortex (B ) der Rattenniere.

(A) zeigt die immunopositive Coppelfarbung von Anti-Kir6.1 (grin-basolateral) mit Rhodamin-
konjugiertem Phalloidin (rot-luminal) im Blrstensaum des proximalen Tubulus («). In Podozyten
() zeigt Kir6.1 keine Lokalisation (B). Kir6.1 (rot-basolateral) mit dem Anti-Tamm-Horsfall Protein
(grin) im TAL (<) als markante Kolokalisation, sowie in nicht-markierten Tubuli (1. In (A) wurde
Anti-Kir6.1 mit Alexa 488 IgG aus Ziege (griin) und Rhodamin-konjugiertem Phalloidin gefarbt. In
( B) wurde Anti-Kir2.1 Antikorper mit Cy™5 Esel Anti-Kaninchen IgG (rot) konjugiert und Anti-
Tamm-Horsfall-Protein mit Alexa™488 Esel Anti-Ziege IgG (grun). Der MalRstab gibt 100 pm an.

GL, Glomerulum; aA, afferente Arteriole.
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Der Subtyp Kir6.1 bestatigt, trotz Rotfarbung, das typisch intrazellulare,
punktférmig-diffuse Farbemuster (Abb. 4.10B; mitte). Zusatzliche Kir6.1-
gefarbte Tubuli ( 1 ) wurden von dem Anti-Tamm-Horsfall-Proteins nicht
markiert. Entsprechend Ergebnissen von Abbildung 4.10A und der Morphologie
des hohen Birstensaums handelt es sich dabei sehr wahrscheinlich um einen

proximalen Tubulus.

Kir 2.1

Abb. 4.11A zeigt die Lokalisation von Kir2.1, entsprechend Kir 6.1, im
proximalen Tubulus. Verglichen mit Kir6.1 lokalisiert sich Kir2.1 vorzugsweise
im luminalen Anteil des Burstensaums des proximalen Tubulus in Kolokalisation
mit Rhodamin-konjugierten Phalloidinfarbung als griin-rot Uberlagerung mit
einer Farbtonveranderung ins Gelb-Orange imponiert (<«). Auch im
Birstensaum anderer, nicht Rhodamin-markierter Tubuli erscheint Kir2.1 als
deutliche Griunfluoreszenz. Es handelt sich dabei entsprechend Vergleichs-
bildern der Lage und Morphologie hochstwahrscheinlich um den distalen
Tubulus (siehe Abb. 4.8, 4.9). Die unter Kir2.1 erwahnte punktférmig-grine
intrazellulare Farbung kann ebenfalls bestatigt werden. Keine Immun-
fluoreszenz von Kir2.1 zeigt sich in Podozyten ( t ). Die Frage nach der
Lokalisation im TALH wurde entsprechend Kir6.1 durchgefuhrt. Im Gegensatz
zu Kir6.1 kann keine Kolokalisation von Kir2.1 mit dem Tamm-—Horsfall-Protein
im TALH detektiert (Abb. 4.10B) werden.
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100 pm

Abb. 4.11A und B: Immunlokalisation von Kir2.1 im proximalen Tubulus (A) und dem dicken
aufsteigenden Ast der Henle Schleife im Cortex (B) der Rattenniere.

(A) zeigt die positive Doppelfarbung («) von Anti-Kir2.1 (grtin) mit Rhodamin-konjugiertem
Phalloidin (rot) im luminalen Anteil des Blrstensaums des proximalen Tubulus. Kir2.1 lokalisiert
zudem den distalen Tubulus, nicht jedoch Podozyten (1). (B) Keine Lokalisation zeigt Kir2.1 (rot-
luminal) im TAL (= ). In Bild A wurde Anti-Kir2.1 mit Alexa 488 IgG aus Ziege (griin) konjugiert.
In B wurde Anti-Kir2.1 AK mit Cy™5 Esel Anti-Kaninchen IgG (rot) konjugiert und Anti-Tamm-
Horsfall-Protein mit Alexa™488 Esel Anti-Ziege 1gG (grtin). Der MaRstab gibt 100 ym an.

GL, Glomerulum; dT, distaler Tubulus; pT, proximaler Tubulus.
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4.1.1.3 Funktionskontrolle der Kir-AK im Gehirn der Ratte

An longitudinalen Gehirnschnitten der Ratte wurde die Funktionalitat aller
verwendeten Antikorper der Kir-Familie Uberpruft (Abb. 4.12) . Der zu unter-
suchende Kanal ist griin dargestellt (Alexa*® sekundarer AK). Zusatzlich wurde
mit ,von Willebrand Faktor‘-AK (VWF, Cy™5 sekundarer AK, rot) gearbeitet.

Sowohl Kir6.1, als auch Kir2.2 konnten in Gro3- und Kleinhirn signifikant
lokalisiert werden. Kir2.1 ist als Farbung v.a. in Neuronen des Grol3hirns

identifizierbar. Im Kleinhirn zeigt Kir2.1 diffuse bis keine Lokalisation.

Kir 6.1

Abbildung 4.12a-c zeigt die Lokalisation von Kir6.1 im Gehirn. In (a) ist der
Bereich des 3. Ventrikels mit dem Plexus choroideus, dem Ort der Liquor-
bildung, im Gro3hirn dargestellt. Kir 6.1 exprimiert sich dort in den
Ependymzellen, die die liquorhaltigen Hohlrdume des ZNS auskleiden. Im
Bereich des 3.Ventrikels kommen sie als spezialisierte Ependymzellen, den
Tanyzyten vor, die Uber synaptische Verbindungen mit den Nervenzellen in
Kontakt stehen und mit ihren langen Fortsatzen meist bis an Gefalle reichen
(vereinzelt zu erkennen). Die Epithelzellen des Plexus choroideus hingegen
zeigen keine Farbung des Kir6.1-AK. Der Plexus selbst ist als leuchtend rote
Kettenform mit vVWF markiert. Im Kleinhirn (b) ist Kir6.1 in der Bergmannschen
Glia lokalisiert, die radspeicherartig zur gefalreichen Hirnhaut (Pia Mater mit
vWF randbildend rot dargestellt) zieht. Die Farbung von sternférmigen
Astrozyten, sowohl in der Kérnerschicht im Kleinhirn, als auch im Grof3hirn (c,

18 VergroRerung), stellen ein Charakteristikum von Kir6.1 im Gehirn dar.

Kir 2.1

Die Lokalisation von Kir2.1 im Gehirn ist in Abb. 4.12d-f dargestellt. Im Seiten-
ventrikel des Grohirns lokalisiert sich Kir2.1 im Ependym sowie im Plexus-
epithel des rot gefarbten Plexus choroideus (d). Teilweise scheint das Epithel

an dieser Stelle in das Ependym uberzugehen.
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Plexus choroideus Kleinhirn Grof¥hirn

100 pm 100 pm 50 pm
Abb. 4.12: Immunhistochemische |dentifikation von Kir6.1 (a-c), Kir2.1 (d-f) und Kir2.2 (g-i)

Kanale im Gehirn der Ratte.

Kir6.1 zeigt Lokalisation in Tanyzyten des Plexus choroideus (rot) im 3.Ventrikel des GrofRhirns
(a), in der Bergmann Glia des Kleinhirns (b) und in Astrozyten (b, c). Kir2.1 ist in Ependymzellen
und dem Epithel des Plexus choroideus (rot) im Seitenventikel sowie Zellkérpern (a) lokalisiert,
im Kleinhirn nur nuanciert im Purkinje-Nucleolus (b) und als charakteristische Farbung von
Neuronen im Cortex des GroRRhirns (c) zu erkennen. Im Bereich des Seitenventrikels zeigt Kir2.2
(a) ein sehr ahnliches Farbemuster wie Kir2.1. Im Kleinhirn (b) und im Corpus callosum des
Grol¥hirns (c) setzt Kir2.2 markante Signale in Nervenfaserbtndel. Alle Kryoschnitte wurden mit
Kaninchen Anti-Kir Antikérper (griin) und dem Endothelmarker “von Willebrand Faktor” Maus
Anti-kérper (rot) doppelmarkiert.

Der Malstab gibt 100 um (a, b, d, e, g, h), 50 um (f, i) und ~5 um (c) an.
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Einige Zellkérper, wahrscheinlich Neurone (Veh, persoénliche Mitteilung), in den
anliegenden Gehirnstrukturen des Seitenventrikels sind ebenfalls Kir2.1 positiv.
Im Kleinhirn (e) ist lediglich eine sehr schwache, eher unspezifische Farbung
der Nuklei von Purkinjezellen zu erahnen. Kodrnerschicht und restliche
Strukturen im Kleinhirn sind nicht markiert. Die Spezifitat der Kir2.1-Kanale ist
durch die positive Farbung von Neuronen mit ihrem Perikaryon (Zelleib) und

Dentriten im Cortex des GroRhirns (f) gekennzeichnet.

Kir 2.2

Die Funktionalitat des Kir2.2-Antikoérpers, der in der Niere keine Immunfarbung
zeigt, konnte an Gehirnschnitten (Abb. 4.12g-i) der Ratte bestatigt werden.
Kir2.2 zeigt, entsprechend Kir2.1, eine spezifische Lokalisation im Ependym
und Plexusepithel des Seitenventrikels sowie in Nervenfaserbundel
angrenzender Gehirnstrukturen (g). Der Plexus choroideus erscheint in Rot. Im
Kleinhirn (h) stellen sich die Nervenfaserbindel als strukturbildende,
prominente Gunfarbung dar. Eine fur Kir2.2 markante Struktur im Gehirn ist das
Corpus callosum (i), der Balken zwischen beiden Grof3hirnhalften, der mit

seinen dicken Faserstrangen eine wichtige Vernetzung der Hirnhalften darstellt.

Kir2.3
Eine Funktionskontrolle der Kir-AK im Gehirn der Ratte wurde entsprechend
Kir2.3 an Kryoschnitten der Rattenniere (Kir2.3; S. 100) nicht durchgefihrt.
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4.1.1.4 Zusammenfassung der immunhistochemischen Lokalisation der
Kir-Kanale in Niere und Gehirn der Ratte

Zusammenfassend ist die Lokalisation der Kir-Kanale Kir6.1, Kir2.1 und Kir2.2
mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern in Tabelle 1 dargestellt. Die einzelnen
Kanale wurden jeweils nach ihrer Lokalisation in Niere und Gehirn in positiv
oder negativ eingeteilt und nach Zellausrichtung in den Tubuli luminal oder
basolateral liegend beschrieben.

Tabelle 1: Expression der Kanale Kir 6.1, Kir2.1 und Kir2.2 in Niere und Gehirn
der Ratte

KIR-KANALE
Lokalisation
6.1 21 2.2

Niere
Afferente Arteriole bzw. JGZ + + -
Glomerulum

Podozyten - - -

Mesangialzellen + + -

Endothelzellen + + -
Tubuli

Proximaler Tubulus +(B) +(L) -

TALH +(B) - -
Gehirn
GrofRhirnhemispharen + + +
Kleinhirn + -+ +

- und + zeigen keine bzw. signifikante Farbung; -/+ unspezifische Farbung
L Lokalisation in luminaler Membran der Tubuli

B intrazellulare Lokalisation, basolateral

TALH, thick ascending limb of Henle's loop

KIR, (inwardly rectifying K* channel) einwartsgleichrichtender Kaliumkanal
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4.1.2 Ergebnisse des Western Blots

Der Western Blot als proteinchemische Methode dient dem Nachweis des
jeweiligen Kaliumkanal-Proteins. Dazu wurde eine Proteinextraktion aus Niere
und Gehirn (3.1.1.1) durchgefuhrt und die Proteinkonzentration mit dem BIO-
RAD Protein Assay nach Bradford ermittelt. Dies ermdglichte es, im Western
Blot eine definierte Proteinmenge in einem SDS-Polyacrylamidgel
elektrophoretisch zu trennen und auf eine PVDF- oder Nitrozellulosemembran
zu transferieren. Nach dem Transfer (Blotten) erfolgte die Inkubation mit den
entsprechenden Antikdrpern und die Detektion der Proteinbanden mit Hilfe
einer Chemilumineszenz-Reaktion (siehe Kapitel 3.1.2, Western Blot).

Zur |dentifikation der spezifischen Kaliumkanale der Rattenniere wurden
Antikorper aus Kaninchen verwendet. Dabei =zeigten die polyklonalen
Kaninchen-Anti-Ratte 1gG Antikorper (Veh, R; siehe 2.4) Kir2.2 und der als
Serum vorliegende Kir 2.1 hohe Hintergrundreaktionen, die es schwierig
machten, genaue Aussagen uber die tatsachliche Reaktion zu treffen. Kir6.1-AK
(Veh, R.) zeigte hingegen trotz hoher Hintergrundreaktion deutlich spezifische
Banden auf. Die von der Firma Alomone verwendeten polyklonalen Kir2.1%-AK
Kaninchen-Anti-Ratte 1gG (Keren-Raifman et al., 2000) und Kir2.3%-AK
Kaninchen-Anti-Mensch IgG (Falk et al.,, 1995) zeigten weniger unspezifische
Hintergrundreaktionen. Hierbei ist auch zu beachten, daR in der Durchfuhrung
der Blots mit der Mikrokammer im Gegensatz zur grollen Kammer die
Hintergrundsreaktion generell niedriger war, die Bandenexpression definierter
und insgesamt bessere Ergebnisse flr die Kir-Antikdrper zeigte.

Die besten Ergebnisse wurden mit den polyklonalen Antikdrpern gegen Kir6.1,
Kir2.3%-AK (jeweils 1:500) und Kir2.2, Kir2.1-AK (jeweils 1:250) in 10 ml 1 x
PBS mit 0,05 % Tween 20 sowie 0,2 % Milchpulver in der Mikrokammer erzielt
und werden in Abbildung 4.13 dargestellt.

Als Positivkontrolle diente der B-Actin-Antikérper (1:5000) in 10 ml 1 x PBS mit
0,05 % Tween 20 sowie 0,2 % Milchpulver.

? Kir2.x-Antikorper der Firma Alomone in Jerusalem
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Niere Gehirn
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Abb. 4.13: Expression der Kaliumkanal-Proteine von Kir6.1, Kir2.1, Kir2.2 und Kir2.3 in Niere
und Gehirn der Ratte.

Die Proteine wurden auf einem 10 % SDS-Page getrennt und auf eine Nitrozellulosemembran
geblottet. Inkubation von 7,8-15,6-78 pg (1:100-1:50-1:10) Protein von Niere und Gehirn einer
NaCl-arm ernahrten Ratte mit Kir6.1, Kir2.3°-AK (je 1:500) und Kir2.2, Kir2.1°-AK (je 1:250). Als
Positivkontrolle wurde die Membran mit p-Actin-AK (1:5000) inkubiert und mit Protein einer un-
behandelten Kontrollniere sowie mit einer an Diabetes mellitus erkrankten Rattenniere (DM) ver-

glichen. Alle Kir-AK zeigen positive Banden in erwarteter Hohe.

*Kir2.x- Antikérper der Firma Alomone in Jerusalem
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Als Sekundarantikdrper wurde AP-Ziege Anti-Kaninchen-AK (1:5000) und AP-
Ziege Anti-Maus—AK (1:10000) ebenfalls in 10 ml 1 x PBS mit 0,05 % Tween 20
sowie 0,2 % Milchpulver eingesetzt.

Abbildung 4.13 zeigt die Inkubation von 7,8-15,6-78 pg (1:100, 1:50, 1:10)
Protein aus Niere und Gehirn einer NaCl-arm erndhrten Ratte mit Kir6.1,
Kir2.3%-AK (jeweils 1:500) und Kir2.2, Kir2.1% -AK (jeweils 1:250). Die Proteine
wurden auf einem 10 % SDS-Fertiggel in der Mikrokammer getrennt und
anschlie3end auf eine Nitrozellulosemembran geblottet.

Kir6.1 zeigt sowohl in Niere als auch im Gehirn, trotz sonst relativ hoher
Hintergrundsreaktion deutlich definierte Banden bei einer Hohe von 50 kD.
Kir2.1 (Serum) erlaubt aufgrund extrem hohen Hintergrundsreaktionen keine
sichere Aussage uber die tatsachliche Reaktion (nicht gezeigt). Die
Untersuchung mit Kir2.1®-AK zeigt hingegen eine signifikante Banden-
expression in Niere und Gehirn auf der Héhe von 48 kD.

Kir2.2 |alt trotz sehr starken Hintergrundreaktionen Banden auf der erwarteten
Hohe von 49 kD in Nieren- und Gehirngewebe erkennen.

Kir2.3 zeigt deutliche Bandenexpression mit wenig Hintergrundreaktion bei 49
kD. Hier kann eine Zunahme der Bandenexpression mit steigender Protein-
menge beobachtet werden.

Die Positivkontrolle B-Actin zeigt eine Zunahme der Expressionsstarke der
Banden in Abhangigkeit mit steigender Proteinmenge von Niere und Gehirn.
Zusatzlich wurden die zu untersuchenden Nieren von NaCl-arm ernahrten
Ratten mit Kontrollnieren, die freundlicherweise von Dr. Harsch (Institut fur
Pharmakologie und Toxikologie der Eberhards-Karls-Universitat Tubingen;
Abteilung Klinische Pharmakologie) bereitgestellt wurden, verglichen. Eine
Kontrollniere stammte von einer unbehandelte Ratte (B-Actin: re. Gel, Banden
von links: 1:10, 1:50, 1:100), die andere Kontrollniere von einer an Diabetes
mellitus erkrankten Ratte (DM; 1:10). Dabei ist ebenso eine erhdhte Expression
der Banden in Abhangigkeit mit steigender Proteinmenge der Kontrollnieren zu
beobachten. Deweiteren zeigt die Expression in NaCl-arm ernahrten und an
Diabetes mellitus erkrankten Ratten im Gegensatz zu unbehandelten Ratten

eine starkere Bandenexpression.
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4.1.2.1 Zusammenfassung der Nachweise der Kir-Kanale in Niere und
Gehirn der Ratte mittels Western Blot

Zusammenfassend kann die Expression der Kaliumkanal-Proteine von Kir6.1,
Kir 2.1, Kir 2.2 und Kir2.3 in Niere und Gehirn der Ratte mittels Western Blot
gezeigt werden. Durch die Verwendung der Antikdrper Kir6.1, Kir2.1-Serum
sowie Kir2.2 von Prof. Dr. Veh konnten die Ergebnisse der Immunfluoreszenz-
farbungen fur Kir6.1 und Kir2.1 direkt bestatigt und spezifiziert werden (Tabelle
2). Obwohl die Untersuchung mit Kir2.1-AK als Serum nur mit einer zu
erahnenden Bande in erwarteter HOhe aufgrund der zu hohen Hintergrund-
reaktionen wenig aussagekraftig erscheint (nicht gezeigt), konnte eine weiterte
Untersuchung mit Kir2.12-AK als polyklonalem IgG diese Expression von Kir2.1
bestatigen (Abb. 4.13). Kir2.2 zeigt eine positive, wenn auch relativ undefinierte,
mit viel Hintergrundreaktion Uberlagerte Bandenexpression in der Niere (Abb.
4.13), die im Gegensatz zu negativen Immunfluoreszenzfarbungen an Kryo-
schnitten der Rattenniere steht. Kir2.3 zeigt sowohl in der Niere als auch im

Gehirn eine deutliche Expression der Proteinbanden.

Tabelle 2: Expression der Kaliumkanal-Proteine von Kir6.1, Kir 2.1, Kir2.2 und
Kir2.3 in Niere und Gehirn der Ratte

KIR-KANALE
Protein-Expression
6.1 21 2.2 2.3
Niere + + +/- +

Gehirn + + +/- +
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4.2 Molekularbiologische Nachweise auf RNA-Ebene

4.2.1 Ergebnisse der RT-PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion nach cDNA-

Synthese durch reverse Transkription)

Die Proteinnachweise der Kir-Subtypen mittels Immunhistologie und Western
Blot wurden durch den molekularbiologischen Nachweis der mRNA-Expression
mit Hilfe der semiquantitativen RT-PCR erganzt.

Die aus Nieren- und Gehirngewebe sowie JGZ (Albinus et al., 1998) der Ratte
isolierte Gesamt-RNA diente als Matrize zur Synthese komplementarer DNA
(cDNA) durch reverse Transkription. Das cDNA-Produkt wurde in der PCR als
Probe eingesetzt und ausgewahlte Regionen der cDNA durch die Primer fur
Kir2.1, Kir2.2, Kir2.3* (Bradley et al., 1999) amplifiziert. Die Amplikons der
gewahlten c-DNA-Regionen wurden mittels Gelelektrophorese detektiert und
konnten als spezifische Bandenmuster in den folgenden Abbildungen (Abb.
4.15-4.19) identifiziert und quantifiziert werden. Dabei zeigte die RT-PCR zur
Analyse von Gen-Transkripten von Kir2.x-Subtypen eine hohe Sensitivitat und

schnelle Ergebnisse.

4.2.1.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Der Erfolg jeder Gesamt-RNA Isolierung (siehe Kapitel 3.2.1.1) wird vor der
Transkription  durch  photometrische  Konzentrationsbestimmung  und
Berechnung des Quotienten Eazs0/E2s0 (E: Extinktion) Uberprift. Der Wert von
E2es0/E280 lag bei weiterverwendeten Praparationen zwischen 1,79 und 2,0, so
dall eine Verunreinigung durch Proteine, Salze oder Ethanol ausreichend

gering war.
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4.2.1.2 Optimierung der RT-PCR

Zur Optimierung der Methode wurden im RNA-Ansatz die Gesamt-RNA von
Niere, Gehirn und JGZ sowie die MgCl,—Konzentrationen (1,5 mM-5,5 mM) fur
die Primer Kir2.1, Kir2.2 und Kir2.3* (Bradley et al., 1999) variiert. Ebenso
wurde ein Heildstart der PCR durchgefuhrt, welcher aber zu keiner
Verbesserung fuhrte.

Ein weiterer entscheidender Parameter flir eine optimale PCR ist die Anzahl der
Amplifikationszyklen. Bei der Optimierung der PCR wurde die Zyklenzahl von
32 auf 40 heraufgesetzt. Dabei zeigten Kir2.1 und Kir2.2 fur JGZ, Niere und
Gehirn ein optimales Expressionsmuster bei 32 Zyklen und Kir2.3* bei 35
Zyklen (nicht gezeigt). Aufgrund dieses Ergebnisses und um sicherzugehen,
dal} jedes verwendete Primer-Paar sein spezifisches Bandenmuster entwickeln
konnte, wurde das endgultige PCR-Verfahren mit 32 Zyklen fur Kir2.1 und
Kir2.2 und mit 35 Zyklen fur Kir2.3* durchgefihrt (Abb. 4.15-4.19).

Die Anlagerungstemperatur (,Annealing“~-Temperatur) der Primer an die cDNA
ist ausschlaggebend fur die Spezifitat der gesamten PCR. Deshalb wurde fur
jedes Primer-Paar Kir2.1, Kir2.2 und Kir2.3* (Bradley et al., 1999) zusatzlich die
optimale ,Annealing“~-Temperatur ermittelt.

Exemplarisch ist die Optimierung der RT-PCR flr die Kir2.x-Subtypen in Abb.
4.14 dargestellt. Das Bandenmuster in Abb. 4.14 fur Kir2.2 (A) und fur Kir2.3*
(B) ist zwischen den einzelnen Temperaturanderungen in der ,Annealing®-
Phase und den MgCl>-Konzentrationen je nach Primer weitgehend homogen.
Das Optimum der amplifizierten PCR-Produkten fir Kir2.2 aus Rattengehirn
wurde bei einer ,Annealing“-Temperatur von 57 °C mit einer MgCl;-
Konzentration von 1,5 mM erreicht (A). Hinsichtlich der unterschiedlichen
»LAnnealing“-Temperaturen und MgCl,-Konzentrationen war zu sehen, dal die
Primer-Paare Kir2.2, entsprechend Kir2.1 (nicht gezeigt), bei niedrigeren
,<Annealing“-Temperaturen (55 °C, 56 °C) und MgCl,-Konzentrationen von 1,5-2
mM in ihrer Bandenexpression Ausfalle zeigen und bei héheren Temperaturen
und einer 2,5 mM MgCl,-Konzentration meist nicht mehr in der Lage sind ihr

spezifisches Bandenmuster zu erzeugen.
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Das Ergebnis veranschaulicht, da® es unter nicht optimierten Bedingungen zu
Ausfallen oder unspezifischen Bandenmustern verschiedener Primer kommen
kann.

Die ermittelten optimierten Bedingungen des Rattengehirns wurden fur die RT-
PCR fiur Kir2.2 und Kir2.1 in JGZ, Niere und Gehirn sowie fur die ,single cell
RT-PCR* entsprechend ibernommen (Abb. 4.15 -4.17).

In (B) ist das Optimum der amplifizierten PCR-Produkte fur Kir2.3* im
Rattengehirn bei einer ,Annealing“-Temperatur von 60 °C und einer MgCl,-
Konzentration von 4,5 mM bei 32 Zyklen gezeigt. Hohere oder niedrigere (hier
nicht gezeigt) MgCl,-Konzentrationen, selbst bei optimierten ,Annealing®-
Temperaturen (58 °C, 59 °C, 60 °C), zeigen Abschwachungen bis Ausfalle der
Bandenexpression.

Die unter diesen optimierten Bedingungen fur RT-PCR aus Rattengehirn
durchgefiuihrte RT-PCR fur Kir2.3* wurde danach in der Zyklenzahl auf 35
Zyklen erhoht, um zusatzlich eine optimale Bandenexpression fur RT-PCR fur
Kir2.3* in Niere und JGZ der Ratte zu erhalten (Abb. 4.18).
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Abb. 4.14: Optimierung der RT-PCR flr Kir2.2 und Kir2.3*.

Dargestellt sind zwei 1,5 % Agarosegele mit amplifizierten PCR-Produkten aus Rattengehirn (je
1 ug Gesamt-RNA) fur Kir2.2 (A) und Kir2.3* (B) bei 32 Zyklen mit ,Annealing“-Temperaturen
von 55-60 °C und MgCl,-Konzentrationen von 1,5-5,5 mM sowie mit Molekulargewichts-
standard (MWS). (A) Das Optimum der amplifizierten PCR-Produkte fiir Kir2.2 (836 bp) aus
Rattengehirn konnte bei einer ,Annealing“-Temperatur von 57 °C mit einer MgCl,-Konzentration
von 1,5 mM bei 32 Zyklen ermittelt werden. Als ,housekeeping“-Gen wurde B-Actin (372 bp) bei
57 °C und 1,5 mM MgCl,-Konzentration verwendet. (B) Das Optimum der amplifizierten PCR-
Produkte fur Kir2.3* (916 bp) aus Rattengehirn wurde bei 60 °C ,Annealing“-Temperatur und
4,5 mM MgCl, bei 32 Zyklen ermittelt. Als ,housekeeping“-Gen wurde Cyclophilin (257 bp) bei
57 °C und 1,5 mM MgCl,-Konzentration verwendet.
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4.2.1.3 Genexpression der Kir2.x-Kanale in JGZ, Niere und Gehirn der
Ratte

Zum Nachweis der Genexpression der Kir2.x-Subtypen wurde die RT-PCR
unter optimierten Bedingungen (siehe 4.2.1.2) angewandt. Die optimierte RT-
PCR wurde mit Primern fur Kir2.1, Kir2.2 und Kir2.3* (Bradley et al., 1999) aus
MRNA von JGZ, Nieren- und Gehirngewebe durchgeflhrt. Als Positivkontrolle
wurde in den gezeigten PCR-Amplifikationen Cyclophilin verwendet, das als
ubiquitar exprimiertes zyklisches Polypeptid zur Uberpriifung der Bedingungen
der jeweiligen RT-PCR dient (3.2.1.3.1). Die gezeigten amplifizierten PCR-
Produkte wurden in einem 1,5 % Agarosegel aufgetrennt und nach einer
Laufzeit von 50-60 Minuten bei 100 Volt mit Hilfe von Ethidiumbromid und UV-
Anregung digital photographiert. Anhand des Molekulargewichtstandards
(MWS) konnte die Gro3e der PCR-Produkte identifiziert werden.

Kir2.1

Abbildung 4.15 zeigt eine deutliche Expression von Kir2.1-mRNA fur JGZ,
Nieren- und Gehirngewebe der Ratte. Die RT-PCR fand unter optimierten
Bedingungen mit einer ,Annealing“-Temperatur von 57 °C und einer MgCl,-
Konzentrationen von 1,5 mM bei 32 Zyklen statt. Im Gelbild (A) sind die Banden
auf der zu erwarteten Hohe von Kir2.1 bei 326 bp und Cyclophilin bei 257 bp zu
sehen. Die dargestellten spezifischen Banden sind in allen Amplikons homogen
und zeigen in ihrer Bandenexpression keine Ausfalle. Der Leerwert (kein RNA-
Einsatz) zeigt keine Verunreinigungen an, so dal} keine Kontamination der
Komponenten der RT-Reaktion stattfand und der Nachweis damit spezifisch ist.
Im Vergleich des Expressionsniveaus eines Gens in verschiedenen Geweben
und Zelltypen zeigt die Expressionsstarke gewisse Tendenzen auf. Die
Gelbanden lassen eine Zunahme der absoluten Expressionsstarke von Kir2.1
MRNA in JGZ zur Rattenniere bis zum Rattengehirn erkennen was mittels
semiquantitativer RT-PCR, als absolute Werte der integrierten optischen Dichte
(ODI; ODIycz <ODlyiere <ODlgenim), bestatigt werden konnte.
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Abb. 4.15: Quantitative Expression von Kir2.1 in JGZ, Niere und Gehirn der Ratte.

(A) Exemplarisch dargestellt ist ein 1,5 % Agarosegel mit amplifizierten PCR-Produkten aus JGZ,
Nieren- und Gehirngewebe der Ratte (je 1 ug Gesamt-RNA) fur Kir2.1 bei 32 Zyklen mit MWS-
Molekulargewichtsstandard und Leerwert (LW). Als Positivkontrolle wurde Cyclophilin verwendet.
Deutliche Expression von Kir2.1 flir JGZ, Nieren- und Gehirngewebe der Ratte in erwarterter
Héhe bei 326 bp, Cyclophilin bei 259 bp, deren integrierte optische Dichte (ODI) ausgewertet
wurde. (B) Die mit Hilfe der semiquantitativen RT-PCR ermittelten Werte fiir die relative mRNA
Expression von Kir2.1 des oben gezeigten Gels sind in einem Balkendiagramm dargestellt. Dazu
wurde der Quotient ODI Kir2.1/Cyclophilin flr jede Probe berechnet und mit dem Mittelwert
multipliziert. Unterschiede in der Expression kdnnen daraus nicht abgelesen werden.
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Cyclophilin zeigt in der Niere eine leicht niedrigere bis gleiche ODI wie das
Gehirn, im Vergleich zu einer kleineren ODI in den JGZ, was auch an der
Bandenstarke in (A) zu erkennen ist.

Die semiquantitative Auswertung fur die relative mRNA Expression in der
jeweiligen Probe wird als Quotient von Kir2.1-mRNA und der mRNA von
Cyclophilin fur jedes Experiment berechnet und mit den Ergebnissen des
Mittelwerts multipliziert (3.2.1.7.1). Die entsprechend ermittelten Werte fur die
relative mRNA Expression in der jeweiligen Probe sind in Abb. 4.15 (B) als
Balkendiagramm aufgetragen. Das hier gezeigte Diagramm darf aber nicht
Uberbewertet werden, da es nur von einer Probenaufbereitung des oben
gezeigten Gels stammt. Riuckschlusse auf Unterschiede in der RNA-Expression
konnen daher nicht abgelesen werden.

Die Expression von Kir2.1 in den JGZ stellte die Voraussetzung fur die
Untersuchung der Expression in einzelnen isolierten JGZ (,single cells“) dar.
Zwei einzelne JGZ, deren lIsolation durch Laser capturing erfolgte, wurden auf
die mRNA Expression von Kir2.1 und Renin mittels RT-PCR unter optimierten
Bedingungen (siehe 4.2.1.2) untersucht (durchgefihrt von Dr. Bendhr). In Abb.
4.16 ist die ,single cell* RT-PCR fir Kir2.1 in JGZ dargestellt. Beide Zellen
zeigen eine schwache, aber positive mMRNA Expression fur Renin und in einer

Zelle kann zudem Kir2.1 als schwach positive Expression gezeigt werden.
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Abb. 4.16: Single cell RT-PCR fur Kir2.1 in JGZ der Ratte.

Dargestellt ist ein 1,5 % Agarosegel mit amplifizierten PCR-Produkten aus einzel isolierten JGZ
der Ratte fur Kir2.1 und Renin bei 32 Zyklen mit Molekulargewichtsstandard (MWS),
Positivkontrollen aus Rattengehirn und Negativkontrollen, ohne RT und RNA. In zwei single
JGZ zeigt die mRNA von Renin ein deutliches Signal bei 363 bp, in einer der zwei single JGZ ist
zudem eine positive Expression der mRNA fiir Kir2.1 in erwarteter Hoéhe bei 326 bp zu sehen.
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Kir2.2

In Abbildung 4.17 ist die quantitative Expression von Kir2.2 mRNA fur JGZ,
Nieren- und Gehirngewebe der Ratte dargestellt. Die optimierte RT-PCR fand
mit einer ,Annealing“~-Temperatur von 57 °C und einer MgCl,-Konzentration von
1,5 mM bei 32 Zyklen statt und zeigt keine Verunreinigungen an (Leerwert).
Das Bandenmuster (A) fur Kir2.2 liegt auf der zu erwarteten Hohe bei 836 bp,
das ,housekeeping“-Gen Cyclophilin bei 259 bp.

Wieder nimmt die Expressionsstarke der Banden, entsprechend Kir2.1, in JGZ
von Rattenniere bis zum Rattengehirn zu (semiquantitative RT-PCR: ODl gz
<ODlIniere <ODlgehirm). Fur Cyclophilin konnte eine annahernd gleich bis leicht
hohere ODI fur die Niere gegenuber dem Gehirn und eine deutlich geringere
ODI in JGZ beobachtet werden; zu sehen an der Bandenstarke in (A). Die
semiquantitative Auswertung flr die relative mRNA Expression in der jeweiligen
Probe ist als Balkendiagramm in (B) veranschaulicht. Ein Vergleich oder
Unterschied der relativen mRNA Expression kann anhand von nur einem Gel

auch hier, entsprechend Kir2.1, nicht abgelesen werden.
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Abb. 4.17: Quatitative Expression von Kir2.2 in JGZ, Niere und Gehirn der Ratte.

(A) Exemplarisch dargestellt ist ein 1,5 % Agarosegel mit amplifizierten PCR-Produkten aus JGZ,
Nieren- und Gehirngewebe der Ratte (je 1 ug Gesamt-RNA) fur Kir2.2 bei 32 Zyklen mit
Molekulargewichtsstandard (MWS) und Leerwert (LW). Als ,housekeeping“-Gen wurde
Cyclophilin verwendet. Kir2.2 zeigt eine deutliche Expression in JGZ, Nieren- und Gehirngewebe
der Ratte in erwarterter Hohe bei 836 bp, Cyclophilin bei 259 bp. Das Balkendiagramm (B) stellt
die relative mRNA Expression von Kir2.2 des oben gezeigten Gels in JGZ, Nieren- und
Gehirngewebe mit Hilfe der semiquantitativen RT-PCR dar. Unterschiede kénnen daraus aber
nicht abgelesen werden.
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Kir2.3*

Aufgrund der Primersequenz von Kir2.3* aus Maus nach Bradley et al., 1999
und Neuanalysen, die eine schlechte Ubereinstimmung mit der Kir2.3
Primersequenz der Ratte ergaben (siehe 2.5), sind diese Ergebnisse gesondert
und mit diesem Hintergrundwissen zu betrachten.

Die in Abb. 4.18 dargestellte Expression von Kir2.3* mRNA fur JGZ, Nieren-
und Gehirngewebe der Ratte fand bei optimierten Bedingungen fur die RT-
PCR, einer ,Annealing“-Temperatur von 60 °C wund einer MgCl,-
Konzentrationen von 4,5 mM bei 35 Zyklen statt. Cyclophilin erscheint
erwartungsgemaly bei 259 bp. Die Genexpression fur Kir2.3* zeigt in ihrem
Bandenmuster Unterschiede auf sowie unspezifisch schwach markierte
Banden. Die Bandenexpression selbst zeigt jedoch keine Ausfalle. Die starkste
Bande erscheint in allen Proben auf einer Hohe von 916 bp. Die
semiquantitative Auswertung flr die relative mRNA Expression in der jeweiligen
Probe wurde aufgrund der fehlerhaften Ubereinstimmung der Kir2.3* Sequenz

aus der Maus mit der Kir2.3 Sequenz aus der Ratte nicht durchgefuhrt.
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Abb. 4.18: Expression von Kir2.3* in JGZ, Niere und Gehirn der Ratte.

Dargestellt ist ein 1,5 % Agarosegel mit amplifizierten PCR-Produkten aus JGZ, Niere und Ge-
hirn der Ratte (je 1 ug Gesamt-RNA) fir Kir2.3* bei 35 Zyklen mit Molekulargewichtsstandard
(MWS) und Leerwert (LW). Als ,housekeeping“-Gen wurde Cyclophilin verwendet. Die Ex-
pression von Kir2.3* mit Primer designed fir Maus zeigt fur JGZ, Niere und Gehirn der Ratte ein
unspezifisches Bandenmuster mit starkster Bande bei 916 bp. Aufgrund der schlechten Uber-
einstimmung der Primersequenz von Kir2.3* aus Maus mit Kir2.3 aus Ratte (siehe 2.5) a3t das

Ergebnisse keine Rickschlisse auf die tatsachliche Genexpression von Kir2.3 in der Ratte zu.
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4.2.1.4 Zusammenfassung der mRNA Expression der Kir2.x-Kanale in
JGZ, Niere und Gehirn der Ratte

In Tabelle 3 ist der Nachweis der mRNA Expression von Kir2.1, Kir2.2 und
Kir2.3* zusammengefalit.

Tabelle 3: Expression der mRNA von Kir2.1, Kir2.2 und Kir2.3* in JGZ, Niere
und Gehirn der Ratte

KIR-KANALE
MmRNA Expression
21 2.2 2.3
JGZ + + (+)
Niere + + (+)
Gehirn + + (+)

In Tabelle 3 sind die einzelnen Kanale jeweils nach ihrer Genexpression
eingeteilt. Sowohl fur Kir2.1 als auch fur Kir2.2 konnte die molekularbiologische
Charakterisierung auf Genebene in JGZ, Nieren- und Gehirngewebe der Ratte
eindeutig als positiv nachgewiesen werden.

Fir Kir2.3* kann ebenfalls eine in allen Experimenten positive Expression
festgestellt werden, wobei die Expression erst nach 35 Zyklen erfolgte und ein
unklares Bandenmuster ergab. Aufgrund der schlechten Ubereinstimmung mit
Kir2.3 aus Ratte (siehe 2.5) konnen jedoch keine Ruckschlusse auf die

tatsachliche Genexpression des Kanals gezogen werden.
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4.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Ergebnisse der Charakterisierung von Kir6.1 und der Kir2.x-Subtypen auf
Protein- und RNA-Ebene ergeben ein umfassendes Expressionsprofil fur jeden
untersuchten Kanal, wobei das besondere Interesse der afferenten Arteriole der
Rattenniere mit den JGZ gilt. Untersuchungen im Gehirn dienen als
Positivkontrolle.

Die Zusammenfassung der einzelnen Ergebnisse ist nach Methode geordnet
hinter den entsprechenden Ergebnissen in Tabellenform aufgefuhrt: Tabelle 1
(S.109): Immunfluoreszenzfarbung, Tabelle 2 (S.113): Western Blot und Tabelle
3 (S.124): PCR.

Kir6.1 zeigt in Fluoreszenzfarbungen eine deutliche Lokalisation im Bereich der
afferenten Arteriole (nicht gezeigt) bzw in den JGZ (Abb. 4.5) der Rattenniere.
Im Glomerulum ist Kir6.1 im Endothel und sehr wahrscheinlich in Mesangial-
zellen, nicht aber in Podozyten lokalisiert. Desweiteren ist eine basolaterale,
intrazellulare Lokalisation im proximalen Tubulus und dem TALH (Abb. 4.10A
und B), moglicherweise in Mitochondrien vorhanden (4.1.1.4; Tab. 1). Das
Vorkommen des Proteins in der Niere und die Spezifitat des AKs konnte im
Western Blot (Abb. 4.13) bestatigt werden.

Kir2.1 wurde entlang der afferenten Arteriole der Rattenniere nachgewiesen
(Abb. 4.8 und Abb. 4.9). Zudem kommt Kir2.1 im Glomerulum in Endothelzellen,
maoglicherweise in Mesangialzellen, nicht aber in Podozyten vor. Im proximalen
Tubulus kann Kir2.1 deutlich luminal gezeigt werden (Abb. 4.11A und B). Keine
Lokalisation von Kir2.1 findet sich jedoch im TALH (4.1.1.4; Tab. 1). Im Western
Blot kann eine Bandenexpression in der Niere nachgewiesen werden (Abb.
4.13). Die Expression von Kir2.1 in den JGZ und der Niere laf3t sich durch
MRNA-Nachweis mittels semiquantitativer PCR erharten (Abb. 4.15). Auch in
einzelnen isolierten JGZ konnte eine mRNA-Expression von Kir2.1 detektiert
werden (Abb. 4.16).

Kir2.2 ist in Immunfarbungen der Rattenniere nicht zu detektieren, im
Gegensatz zu Kir6.1 und Kir2.1. Im Gehirn hingegen ist eine signifikante

Lokalisation mdglich (Abb. 4.12g-i). Im Western Blot kann die Expression des
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Kanalproteins in der Niere als schwache Bande mit viel Hintergrundreaktion
nachgewiesen werden (Abb. 4.13). Auf RNA-Ebene zeigt Kir2.2 eine deutliche
Expression in den JGZ und der Niere (Abb. 4.17).

Kir2.3 wurde im Western Blot und mit Hilfe der semiquantitativen RT-PCR
untersucht. Aufgrund einer schlechten Ubereinstimmung der verwendeten
Primersequenz aus der Maus (Bradley et al., 1999) mit dem Kir2.3 Primer aus
der Ratte (2.5) sind die Ergebnisse der RT-PCR gesondert zu betrachten. Der
Nachweis auf Proteinebene mittels Western Blotting in der Niere ist jedoch
deutlich positiv (Abb. 4.13).
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5 DISKUSSION

Reninsezernierende Zellen sind nicht nur in der Niere lokalisiert, wo sie als
erstes entdeckt wurden, sondern auch in verschiedenen anderen Organen, wie
dem Gehirn, der Hypophyse, dem Herzen, den Hoden, den Nebennieren und
den Gefalimyozyten der Arterien (Hackenthal et al., 1990). In der Niere nehmen
die reninsezernierenden Zellen des juxtaglomerularen Apparates (JGZ) jedoch
in ihrer Funktion als Hauptquelle des Renins eine elementare Rolle ein.
Uberwiegend in der Media der afferenten Arteriole lokalisiert, kann sich der
reninpositive Anteil des Gefales je nach physiologischem Zustand des Tieres
weiter nach proximal erstrecken (Taugner et al., 1982; Buhrle et al., 1984).
Reninsezernierende Zellen konnen sich in glatte Muskelzellen umwandeln und
vice versa (Cantin et al., 1977; Sequeira Lopez et al., 2001), denen sie auch in
vielen Eigenschaften ahneln. Dies ist insofern interessant, da die glatte
Muskulatur der Gefale fur die Autoregulation der Durchblutung in Niere und im
Glomerulum verantwortlich ist.

Die Existenz von Karp-Kanalen in diesen Zellen wurde funktionell durch
mehrere Publikationen wahrscheinlich gemacht (Richer et al., 1990; Ferrier et
al., 1989; Linseman et al., 1995; Vallon et al., 1998; Jensen et al., 1998). Der
elektrophysiologische Nachweis und ihre Eigenschaften wurden durch Strom-
und Spannungsmessungen genauer charakterisiert (Russ et al., 1999).

In wegbahnenden Strom- und Spannungsmessungen konnte in JGZ zudem ein
starker einwartsgerichteter Kaliumstrom nachgewiesen werden (Kurtz und
Penner, 1989). Diesem charakteristischen Strom wurde in der afferenten
Arteriole der Rattenniere eine wichtige funktionelle Rolle fur die Lage des Ruhe-
membranpotentials und den Ruhetonus zugeschrieben (Chilton und
Loutzenhiser, 2001). Eine detailliertere elektrophysiologische und molekularbio-
logische Charakterisierung dieser Kanale war bisher nicht bekannt.

Um der Charakterisierung von Kir6.1 und der Kir2.x-Subtypen in JGZ der
Rattenniere ein moglichst aussagekraftiges und spezifisches Expressionsprofil
zu verleihen, wurden die Kir-Subtypen auf Proteinebene mittels Immunhisto-

farbungen, Western Blotting sowie auf RNA-Ebene mittels RT-PCR untersucht.
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5.1 Diskussion der Methoden

5.1.1 Immunhistochemischer Nachweis

Die genaue Lokalisation einwartsgleichrichtender Kaliumkanale in reninsezer-
nierenden Zellen erfolgte mittels Immunfluoreszenzfarbungen an Kryoschnitten
der Ratteniere.

In Vorversuchen mit dem Adenosin-A1-Rezeptor-AK konnte die Funktionalitat
der Methode bestatigt werden. Der A1-Rezeptor ist erwartungsgemafll im
Bereich der afferenten Arteriole der Rattenniere lokalisiert (Abb. 4.2), was in
Ubereinstimmung mit Kryoschnittfaroungen von Rauch (unveréffentliche Be-
funde) und der Immunzytochemie von Smith et al., 2001 steht. Das Vorkommen
als Subtyp der membranstandigen Adenosinrezeptoren in JGZ (Weaver und
Reppert, 1992) wurde zudem an Farbung dieser Zellen untersucht (Abb. 4.3).
Die Spezifitat der Methode und des Adenosin-A1-AKs wird durch den positiven
Nachweis des A1-Rezeptors in isolierten JGZ sowie durch immunnegative
Farbungen von HEK 293-Zellen (Abb. 4.4) bestatigt. Diese exprimieren als im-
mortalisierte Endothelzellen aus der embryonalen Rattenniere keine Adenosin--
A1-Rezeptoren in ihrer Zellmembran (Hambrock, personliche Mitteilung).

Die Immunfluoreszenzfarbungen an frisch isolierten JGZ mussen allerdings
insofern kritisch betrachtet werden, da bei der Praparation der isolierten Zellen
ein Effekt von in der Praparation mdglicherweise vorhandenen Macula densa
Zellen, Mesangium- oder glatten Muskelzellen nicht ausgeschlossen werden
kann; obwohl eine sehr hohe Anreicherung der reninhaltigen Zellen erreicht
wird (90 %, Della Bruna et al., 1991; < 95 %, Albinus et al., 1998). Zusatzlich
erschweren eine hohe Ausschulirate und die Empfindlichkeit der Zellen die
Aussagekraft der Ergebnisse. Schon kleinste Veranderungen ihres Milieus
konnen pathologisch wirken und zu einer Veranderung der typisch kreisrunden
Form und der Eigenschaften bis zum Absterben der Zellen fihren (Albinus,
personliche Mitteilung). Dies mufd im Ubrigen ebenso flr alle anderen Versuche

mit isolierten JGZ berucksichtigt werden.
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Aufgrund einer mdglichen eingeschrankten Aussagekraft der Immun-
fluoreszenzfarbungen an frisch isolierten JGZ wurden zur Lokalisation der Kir-
Subtypen Immunfluoreszenzfarbungen an Kryoschnitten von Rattennieren
durchgefuhrt. Dies hat auch den Vorteil, dal} die gesamte Nierenmorphologie
beurteilt werden kann, mit erweiterten Aussagen Uber Fluoreszenzstarke und
Fluoreszenzverteilung. Desweiteren sind Kryoschnitte von der Entnahme des

Organs bis zur Fixierung als Praparat resistenter und langer haltbar.

Zur Lokalisierung der Kir-Subtypen an Kryoschnitten von Rattennieren wurden
Doppelmarkierungen mit Antikdrpern aus Kaninchen (Kaninchen-Anti-Ratte
IgG: Kir2.1-AK, Kir2.2-AK, Kir6.1-AK) und einem Endothel-spezifischen Anti-
korper aus Maus gegen den ,von Willebrand Faktor® (Kreisberg et al., 1978)
durchgefuhrt. Der ,von Willebrand Faktor“-AK ermdglicht eine bessere
Orientierung im Schnitt, da durch diese Farbung der Verlauf der Gefalie verfolgt
und somit die genaue Lokalisation der einzelnen Kir-Kanale im Verlauf des
Gefaldes beurteilt werden kann.

Dabei stellte sich die Frage nach der Spezifitat des ,von Willebrand Faktor*-
AKs. In Immunfluoreszensbildern mit perfusionsfixierten Nieren (Pfaff et al.,
1999) markiert der ,von Willebrand Faktor®-AK die afferente Arteriole als Gefaly
hervorragend, scheint aber verstarkt die Adventitia (,Aullenwand®) anstatt des
luminal-liegenden Endothels zu farben. Er markiert zudem Kollagenstrukturen
der Bowman’schen Kapsel und die Basalmembran der Tubuli (Abb. 4.5, 4.8 ;
4.9A und B). Dies steht in Einklang mit Immunfluoreszenzfarbungen an Kryos-
chnitten mit perfusionsfixierten Rattennieren von Rauch, 2000.

Durch Anwendung einer Praparationstechnik mit nicht perfusionsfixierten
Nieren (3.2.1.1; Kloor et al., 2000), wird die starke Affinitdt zu Kollagen-
strukturen in der Bowman’schen Kapsel und den Tubuli aufgehoben. Die
Farbung des ,von Willebrand Faktor‘-AKs reduziert sich spezifisch auf das
Kapillarendothel im Glomerulum (Abb. 4.6 links), entsprechend immunhisto-
logischen Farbungen von Kloor et al.,, 2000. In groReren Arterien hingegen
bleibt die Affinitat des ,von Willebrand Faktor‘-AKs zu Kollagenstrukturen
erhalten (Abb. 4.6 und 4.7 rechts).
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Die Affinitat zu Kollagenstrukturen v.a. in Gefalten koénnte auf die Eigenschaft
und Funktion des ,von Willebrand Faktors® als Faktor VIII, antihamophiles
Globulin A des Blutgerinnungssystems zuruckzufuhren sein. Dieser wird von
Endothelzellen gebildet und ermdglicht bei der Blutgerinnungskaskade die
Anlagerung der Thrombozyten an Kollagenfasern. Bei der Perfusion der Organe
mit Paraformaldehyd wird direkt Einflud auf das Herz-Kreislauf-System mit
seinen nachfolgenden Organen genommen. Dadurch wird moglicherweise die
Blutgerinnungskaskade aktiviert, ,von Willebrand Faktor” freigesetzt, der sich an
den Kollagenfasern anlagert und dort vom Antikdrper nachgewiesen wird.

Der ,von Willebrand Faktor‘-AK zeigt bei gleicher Konzentration fir beide
Praparationstechniken eine spezifische Endothelfarbung im luminalen Anteil der
GefalRwand (Abb. 4.7). Die Anfarbung des Endothels von nicht perfusions-
fixierten Rattennieren ist jedoch deutlich starker ausgepragt gegeniber der
schwachen Endothelmarkierung von perfusionsfixierten Nieren (Abb. 4.7).

In einer Doppelfarbung von perfusionsfixierten Nierenschnitten und einem Kir-
AK (als zweite Markierung im Gefallwandbereich) erscheinen die Endothel-
zellen, aufgrund der schwachen aber spezifischen Anfarbung des Endothels
gegenuber der Adventitia als falsch negativ, d.h. nicht gefarbt.

Die Spezifitat des ,von Willebrand Faktor‘-AKs mufl} somit in der Praparations-
technik an Kryoschnitten von perfusionsfixierten Nieren (Pfaff et al., 1999) auf
Kollagen erweitert werden, der Antikdrper liefert aber kein falsches Signal.
Durch Fixierung der Organe bleibt die Morphologie auch nach der Farbung er-

halten und ist bei der genauen Lokalisaton des Kanals in der Niere von Vorteil.

Die Spezifitat des jeweiligen Antikdrpers wurde mit Positiv- und Negativ-
kontrollen (3.2.1.2.1) im Gehirn sowie mittels Western Blot bestatigt.
Immunhistologische Farbungen des Grol3- und Kleinhirns weisen dabei ein
spezifisches Farbemuster fur die Kanale Kir6.1, Kir2.1 und Kir2.2 auf (Abb.
4.12). Diese Ergebnisse wurden von Professor Dr. med Veh (Charité, Berlin)
nach Durchsicht als typisch und spezifisch bestatigt und stehen in Einklang mit
Untersuchungen von Thomzig et al., 2001, Thomzig et al., 2003 und Pruss et
al., 2003.
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5.1.2 Western Blot

Auf Proteinebene kann der Nachweis des jeweiligen Kaliumkanal-Proteins im
Western Blot bestatigt werden (Abb. 4.13). Dabei zeigt der Western Blot
gegenuber der Immunfluoreszenz eine hohere Sensitivitat in der Protein-
detektion (Harsch, personliche Mitteilung). Man verliert aber in komplexen
Organen die Information Uber die Lokalisation.

Zur l|dentifikation der spezifischen Kaliumkanale der Rattenniere wurden
Antikorper, entsprechend der Immunhistologie (Veh, R; siehe 2.4), und
polyklonale Kir2.1°-AK sowie Kir2.3% -AK (Alomone, siehe 2.4) verwendet.

Die Funktionalitat der Methode kann zusatzlich zu meinen Ergebnissen der Kir-
Kanale mit dem ubiquitar vorhandenen Zytoskelett-Protein B-Actin als
Positivkontrolle gezeigt werden (Abb. 4.13: B-Actin). Erstens zeigt B-Actin
durchgehend klar definierte Banden fur Niere und Gehirn von NaCl-arm
ernahrten Ratten und zweitens ist die Starke der Bande jeweils der Protein-
menge angeglichen. Bei einer Proteinverdunnung von 1:10 ist die
Bandenexpression sehr stark, bei 1:50 entsprechend schwacher und bei 1:100
relativ gering ausgepragt. Desweiteren wurde mit einer Kontrollniere von einer
unbehandelten Ratte und von einer an Diabetes mellitus erkrankten Ratte (DM)
gearbeitet. Erneut kann eine proteinabhangige Expressionsstarke an B-Actin
gezeigt und somit die Methode bestatigt werden (Abb. 4.13: pB-Actin,
Kontrollniere, DM). Anhand der Expression von B-Actin in den verschiedenen
Nieren kann der EinfluR einer NaCl-arm Diat im Vergleich zu unbehandelten
Ratten und an Diabetes mellitus erkrankten Ratten untersucht werden. Die
Expression von B-Actin ist unter physiologischen Bedingungen (unbehandelte
Kontrollniere) niedriger, zeigt jedoch dasselbe spezifische Muster wie bei
Nieren von NaCl-arm ernahrten Ratten auf (Abb. 4.13: B-Actin, Kontrollniere).
Im Hinblick auf eine durch eine NaCl-arme Diat induzierte Transformation von
glatten Muskelzellen in reninsezernierende Zellen (Cantin et al., 1977) scheint
dieses Ergebnis Uberraschend, da glatte Muskelzellen, im Gegensatz zu den

plumpen Reninzellen, mit einer Vielzahl von Aktinfilamenten ausgestattet sind.
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Die Proteinextraktion flr den Western Blot erfolgte jedoch nicht selektiv aus den
JGZ, sondern aus der ganzen Niere, da eine NaCl-arme Diat diverse
morphologische Anderungen der gesamten Niere bewirken kann. So kénnte die
Zunahme der Proteinexpression von B-Actin eher auf eine NaCl-arme Diat
induzierte Erh6hung der Tubulusriickresorption von Na® und dadurch eine
Steigerung der Aktivitat des Blrstensaums zurickzuflhren sein. Konsekutiv
konnte dies eine Hypertrophie oder eine Proliferation des Burstensaums mit

seiner Geruststruktur den Mikrovilli aus Aktinfilamenten bewirken.

5.1.3 RT-PCR

Die RT-PCR zur Analyse von Gen-Transkripten der Kir2.x-Subtypen zeigt eine
hohe Sensitivitat und schnelle Ergebnisse, was in dieser Arbeit anhand des
mRNA-Nachweises von Kir2.1, Kir2.2 und Kir2.3 gezeigt werden konnte. Wie
fur den Western Blot ist es wichtig, eine geeignete interne Kontrolle zu finden.
Dafiur wurde Cyclophilin verwendet, das ubiquitar exprimiert wird und eine
verlaldliche Kontrolle bietet (Harding und Handschumacher, 1988).
Die beschriebene Methode der semiquantitativen PCR ist ausgelegt,
Expressionsunterschiede einer mRNA-Spezies, beispielsweise von Kir2.1 in
verschiedenen Zellen oder Gewebe zu detektieren. Die entsprechend
ermittelten Werte der relativen mRNA Expression in den JGZ, der Niere und
dem Gehirn eines Kir-Kanals, konnen verglichen werden und Ruckschlisse auf
die relative mRNA Menge, der in der PCR amplifizierten Kir-Sequenzen des
jeweiligen Gens in Niere, JGZ und im Gehirn geben (Abb. 4.15B und 4.17B).
Das Expressionsniveau verschiedener Gene (relative mRNAExpression von
Kir2.1 und Kir2.2) kann mit ihrer Hilfe jedoch nur in eingeschranktem Male
verglichen werden. Bei sehr grolien Unterschieden sind Aussagen unter
folgenden Voraussetzungen erlaubt:
1. Die Ethidiumbromid-Inkorporation eines DNA-Fragments ist seiner Lange
direkt proportional. Hat man die Primer fur die zu vergleichenden Gene so

gewahlt, dal® das damit amplifizierte Produkt unterschiedlich lang ist, muf}
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die gemessene ODI der entstehenden Banden ihrer Lange rechnerisch
angepaldt werden.

2. Die Amplifikationskurve fur das Kontrollgen muf} fur alle untersuchten Gene
mit der gleichen Zyklenzahl erfolgen.

3. Die eingesetzte Reverse Transkriptase mull von hervorragender Qualitat
sein. Die zu vervielfaltigenden Fragmente der verschiedenen Gene sind
meistens unterschiedlich weit vom poly(A)-Schwanz der mRNA entfernt, so
dall die cDNA-Synthese durch die Reverse Transkriptase nicht vorzeitig
abbrechen darf, wenn auch noch weit vom poly(A)-Signal entfernte

Fragmente annahernd quantitativ abgeschrieben werden sollen.

Gerade die stark unterschiedliche Lange der zu amplifizierenden Produkte fur
Kir2.1 bei 326 bp und fur Kir2.2 bei 836 bp kdnnte trotz gleicher Zyklenzahl fur
Cyclophilin (257 bp) und einer qualitativ hervorragenden reversen Transkriptase
zu Fehleinschatzungen fuhren. Der Einsatz des mehr als doppelt so langen
Primers von Kir2.2 im Gegensatz zu Kir2.1 kdnnte durch ein langeres mRNA-
Amplikon mit entsprechender Ethidiumbromid-Inkorporation zu einem starkeren
Signal in der RT-PCR flhren. Dies konnte die starke mRNA-Expression fir
Kir2.2 in den JGZ, der Niere und dem Gehirn in der semiquantitativen RT-PCR
erklaren (Abb. 4.17), obwohl Kir2.2 im Western Blot schwach und in der
Immunhistologie der Niere gar nicht gezeigt werden konnte.

Zudem stammen die Ergebnisse nur von der Probenaufbereitung des gezeigten
Gels (n=1) von Kir2.1 und Kir2.2 (siehe S. 121, 122 und Abb. 4.15 , Abb. 4.17).

Ein Direktvergleich der relativen mRNA Expression in den JGZ von Kir2.1 und
Kir2.2 ist somit in seiner Aussagekraft eingeschrankt und kénnte zu einer
Verzerrung der in vivo tatsachlich vorliegenden Verhaltnisse der
Genexpressionen von Kir2.1 und Kir2.2 in den JGZ, der Niere und im Gehirn
fuhren (Abb. 5.1).



134

Diskussion

Bl Kir2.1
Bl Kir2.2

- -

N A O ® o
o © © © oo

o

Relative mRNA Expression

JGZ Niere Gehirn

Abb. 5.1: Vergleich der mRNA Expression von Kir2.1 und Kir2.2 in JGZ, Niere und Gehirn der
Ratte. Die Balken reprasentieren das relative mRNA Expressionsniveau von Kir2.x, das mit
Hilfe der semiquantitativen RT-PCR ermittelt wurde. Der Direktvergleich der relativen mRNA
Expression in den JGZ von Kir2.1 und Kir2.2 ist jedoch in seiner Aussagekraft eingeschrankt
und konnte zu einer Verzerrung der in vivo tatsachlich vorliegenden Verhaltnisse der Gen-

expressionen von Kir2.1 und Kir2.2 in den JGZ, der Niere und im Gehirn fihren (vgl. Abb. 4.15
und Abb. 4.17).
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5.2 Diskussion der Ergebnisse der Kir-Subtypen

Kochsalzrestriktion gilt als etablierte Methode, um das Renin-Angiotensin-
Aldosteron System zu aktivieren (Hackenthal et al., 1990). Bei diesem Modell
kommt es zur Zunahme reninhaltiger Zellen in der afferenten Arteriole, einer
Steigerung der Reninfreisetzung aus den JGZ und einer vermehrten Natrium
Ruckresorbtion durch erhdhte Aldosteronwirkung. Sosath, 1999 und Rauch,
2000 konnten zeigen, dal® durch kochsalzarme Diat die Anzahl der renin-
haltigen Zellen, ebenso wie die spontane Reninsekretion signifikant zu nehmen.
Auch die Veranderung der Gesamtexpressionsstarke der lonenkanale und
Transporter unter einer NaCl-armen Diat ist bekannt (Masilamani et al., 2002).
In einzelnen JGZ ist das prominente Vorkommen der Kir-Strome aber nicht von
einer NaCl-armen Diat abhangig. Mittels elektrophysiologischer Methoden
konnten auch in unbehandelten JGZ haufig vorkommende Kir2.x-Kanale
nachgewiesen werden (Russ in Leichtle et al., 2004).

Die Behandlung der Ratten mit einer NaCl-armen Diat induziert somit eine
Steigerung der Anzahl an reninsezernierenden Zellen und erleichtert die
Detektion in der Immunfluoreszenz und Untersuchungen der Expression in der
Niere mittels Western Blot und RT-PCR. Die Existenz der Kir-Kanale in
einzelnen nativen JGZ wird aber nicht verandert und kann durch ein um-

fassendes Expressionsprofil in JGZ , der Niere und im Gehirn bestatigt werden.

5.2.1 Kir6.1

Kir6.1 gehort zur Klasse der einwartsgleichrichtenden Kaliumkanale und bildet
die porenformende a-Untereinheit des funktionellen vaskularen Katp-Kanals.
Als ,ubiquitously expressed ATP-sensitive potassium channel® ist er in fast allen
Geweben anzutreffen, v.a. in den GefalRmyozyten (Babenko et al., 2000a)
sowie dem Endothel (Mederos y Schnitzler et al., 2000) und spielt eine Rolle

wahrend der Nierenentwicklung (Huber et al., 2000; Braun et al., 2002).
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Abb. 5.2: Schematische Darstellung der Lokalisation von Kir6.1 (rot) in den verschiedenen
Segmenten des Nephrons und im Sammelrohr (vgl. Abb. 5.3). Kir6.1 konnte in der afferenten
Arteriole (aA), im Glomerulum, im proximalen Tubulus und im dicken aufsteigenden Ast der
Henle Schleife (TALH) nachgewiesen werden. Ein Vorkommen im anschlieRenden Sammelrohr

(CCD) ist in der Literatur nicht beschrieben und wurde in dieser Arbeit nicht gezielt untersucht.

Kir6.1 in JGZ und Niere

Die reninsekretionsstimulierende Wirkung von Karp-Kanaloffnern in vivo und in
vitro (Ferrier et al., 1989; Richer et al., 1990; Pratz et al., 1991; Linseman et al.,
1995; Vallon et al., 1998; Jensen et al., 1998) weist auf eine elementare
Funktion der Karp-Kanale mit ihrer Untereinheit Kir6.1 in den JGZ hin. Darlber-
hinaus machen elektrophysiologische Untersuchungen mit Levcromakalim und
Glibenclamid an Katp-Kanadlen die Existenz von Katp-Kanalen in renin-
sezernierenden Zellen mehr als wahrscheinlich (Russ et al., 1999).

An Kryoschnitten von Rattennieren kann erstmals die genaue Lokalisation der
Kir6.1-Kanale in den JGZ im Bereich des juxtaglomerularen Apparates gezeigt
werden (Abb. 4.5). Kir6.1 zeigt in Kryoschnitten mit angeschnittenem Gefal}
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(nicht gezeigt) eine Lokalisation entlang des distalen Teils der afferenten
Arteriole, entsprechend dem Bereich der reninsezernierenden Zellen (Taugner
et al.,, 1982; Buhrle et al., 1984; Hackenthal et al., 1990; Rauch, 2000). In
diesen Zellen kann durch Modulierung der Kanale die Reninsekretion tUber eine
Veranderung des Membranpotentials reguliert werden. Sie spielen aber
wahrscheinlich eine untergeordnete Rolle in der normalen Regulation des
Membranpotentials in JGZ. Vielmehr werden sie erst bei einer metabolischen
Verarmung der Zellen stark aktiviert.

Eine Studie mit Kir6.2 Knockout-Mausen identifizierte Kir6.1 als funktionelle
porenformende Untereinheit des Karp-Kanals in vaskularen glatten Muskel-
zellen (Suzuki et al., 2001). Entsprechend der zu erwartenden Lokalisation kann
Kir6.1 in der Gefalmuskulatur von Arterien (Babenko et al., 1998; Babenko et
al., 2000b) mittels Immunhistologie dargestellt werden (Abb. 4.6 rechts). In
einigen Organen (v.a. dem Herzen) regulieren die funktionellen Katp-Kanale mit
der Untereinheit Kir6.1 den Gefaldtonus (Quayle et al., 1997; Quast, 1993) und
spielen so eine Rolle in der Regulation der Organperfusion.

Analog der Lokalisation von Kir6.1 in Endothelzellen (Mederos y Schnitzler et
al., 2000) zeigt Kir6.1 in Kryoschnitten eine spezifische Endothelfarbung der
Kapillaren im Glomerulum sowie in groReren Arterien (Abb. 4.5 und 4.6), wo sie
an der Gefaldregulation und -versorgung beteiligt sind. Die diffuse Grunfarbung
zwischen den Kapillarendothelschlingen im Glomerulum koénnte auf das
Vorkommen von Kir6.1 in Mesangialzellen zurlckzufiihren sein, zumindest
wurde dort eine deutliche Genexpression nachgewiesen (Szamosfalvi et al.,
2002). Die Mesangialzellen werden dabei durch eine Art autokrines System
uber SUR2B mit der diabetischen Glomerulopathie in Verbindung gebracht
(Szamosfalvi et al., 2002).

Die Lokalisation von Kir6.1 in den Tubuli erfolgt mit zwei Markersubstanzen,
Rhodamin-konjugierten Phalloidin fur den proximalen Tubulus und dem Tamm-—
Horsfall-Antikorper fur den dicken aufsteigenden Ast der Henle Schleife der
Rattenniere (Abb. 4.10A und B). Dabei zeigen beide Marker entsprechend Pfaff

et al., 1999 das fur sie spezifische Farbemuster.
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Mit Hilfe Rhodamin-konjugierten Phalloidins kann Kir6.1 im proximalen Tubulus
diffus basolateral nachgewiesen werden (Abb. 4.10A), was in Einklang mit
einem beschriebenen schwachen Signal fur Kir6.1 in der basolateralen
Membran im adulten proximalen Tubulus steht (Braun et al., 2002). Eine von
Braun et al., 2002 beschriebene Lokalisation in der apikalen Membran des
proximalen Tubulus kann allerdings nicht nachgewiesen werden (Abb. 4.10A).
Das Signal von Kir6.1 in der basolateralen Membran des proximalen Tubulus
konnte auch auf eine mogliche Lokalisation von Kir6.1 in Mitochondrien des
Tubulus oder eine intrazellulare (zytoplasmatische) Lokalisation zurtickzufuhren
sein (Braun et al., 2002).

Eine Lokalisation des Karp-Kanals in der inneren Membran von Mitochondrien
wird beispielsweise in der Leber und im Skelettmuskel von Ratten (Inoue et al.,
1991; Suzuki et al., 1997) und im Gehirn (Zhou et al., 1999) beschrieben. Liu et
al., 2001 zeigen, dal® mitoKarp-Kanale im Herzen in ihren pharmakologischen
Eigenschaften den Kir6.1/SUR1 Kanalen ahnlich sind. Eine spezifische Ko-
lokalisation von Kir6.1-Antikérpern mit Mitochondrien konnte allerdings an
Farbungen in isolierten Herzmuskelzellen (Seharaseyon et al.,, 2000) und im
Kleinhirn (Thomzig et al., 2001) nicht gezeigt werden.

Neben der oben genannten Arbeit von Braun et al., 2002 wird eine Lokalisation
von Kir6.1 im proximalen Tubulus in neonatalen Rattennieren (Anzai et al.,
1997) und in adulten Kaninchennieren (Brochiero et al., 2002) beschrieben.
Nach einer renalen Ischamie konnte eine schnelle reaktive Zunahme der Kir6.1-
MRNA-Expression im proximalen Tubulus der Rattenniere beobachtet werden
(Sgard et al., 2000). Analog zu kardialen und cerebralen Ischamien (Nichols
und Lederer, 1991; Yamada et al., 2001; Seino und Miki, 2003) kdénnte dem
Katp-Kanal mit seiner Untereinheit Kir6.1 auch bei renalen Ischamien eine
mogliche protektive Wirkung zugesprochen werden. Das bei der renalen
Ischamie erniedrigte intrazelluldre ATP kdnnte dabei zu einer Offnung der Katp-
Kanale mit konsekutiver Hyperpolarisation der Zellen fuhren. Dadurch werden
elektrogene Transporter, die die Zellen innen negativer machen, in ihrer

Aktivitat gehemmt.
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So kénnte eine Hyperpolarisation der Zelle eine Reduktion des K*-Ausstrom
bewirken und dem ischamiebedingten massiven intrazelluldren K*-Verlust und
den anschlieRenden hypoxischen Schaden im proximalen Tubulus entgegen
wirken.

Im dicken aufsteigenden Ast der Henle Schleife lokalisiert sich Kir6.1 ebenfalls
basolateral liegend (Abb. 4.10B). Das Tamm-Horsfall-Markerprotein zeigt dabei
ein ,zahnradformig-gestochenes” Farbemuster, das als spezifisch fur diesen
Tubulusabschnitt der Niere gilt (Pfaff et al., 1999).

Ein Hinweis auf die Expression von Kir6.1 konnte der Nachweis von SUR2B im
dicken aufsteigenden Ast der Henle Schleife im Cortex der Rattenniere sein
(Tanemoto et al.,, 2000), da SUR2B, als regulatorische p-Untereinheit,
funktionelle Karp-Kanale mit Kir6.1 bilden kann und ihr Vorkommen in vivo
belegt ist. Im dicken aufsteigenden Ast der Henle Schleife hat Kir6.1 sehr
wahrscheinlich ebenfalls eine protektive Wirkung bei Ischamien und koénnte
Uber Hyperpolarisation eine Hemmung der Na*/K’-ATPase und somit ein
Einsparen von ATP bewirken. Eine Hemmung des Na*-K*-2CI-Kotransporters
ist aber mit Sicherheit nicht beteiligt, da dadurch gerade ein K'-Verlust
verursacht wird (Nebenwirkung der Schleifendiuretika).

Bei dem nicht Anti-Tamm-Horsfall-markierten Tubulus (1) in Abbildung 4.10B
mit positivem Kir6.1 Nachweis konnte es sich entsprechend den dargestellten
Ergebnissen um einen proximalen Tubulus handeln, der in seiner Morphologie
ein hochzylindrisches Epithel mit Burstensaum aufweist. Eine Lokalisation von
Kir6.1 im Sammelrohr ist eher nicht zu erwarten, da dieser in der Ontogenese
der Niere zwar in der frihen Entwicklung eine Rolle spielt, aber schon ab dem
14. Embryonaltag herunterreguliert wird und postnatal im Sammelrohr des
Cortex und der aufReren Medulla nicht mehr detektiert werden kann (Braun et
al., 2002).

Die Spezifitat des Kir6.1 Antikorpers wurde im Western Blot nachgewiesen
(Abb. 4.13) und steht in Einklang mit Proteinnachweisen von Braun et al., 2002.
Als weiterer Proteinnachweis des Kanals wird somit die Existenz von Kir6.1 in
der Niere von NaCl-arm ernahrten Ratten untermauert und die Lokalisation in

der Niere und dort besonders in den JGZ sehr wahrscheinlich gemacht.
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Kir6.1 im Gehirn

Im Gehirn kann Kir6.1 signifikant lokalisiert und mit einer entsprechenden
Bandenexpression im Western Blot bestatigt werden (Abb. 4.13). Die Immun-
lokalisation von Kir6.1 in Kryoschnitten zeigt dabei ein sehr spezifisches
Expressionsmuster in Grol3- und Kleinhirn (Abb. 4.12a-c), analog zu
Ergebnissen von Thomzig et al., 2001, Thomzig et al., 2003. Im zentralen
Nervensystem befindet sich Kir6.1 zu einem Anteil in Neuronen (Lee et al.,
1999; Zhou et al., 1999) und cholinergen Interneuronen (Thomzig et al., 2003).
Uberwiegend wird der Kanal jedoch in Astrozyten in GroRR- und Kleinhirn (Abb.
4.12b, c) oder Astrozyten-verwandten Gliazellen wie in Tanyzyten des dritten
Ventrikels (Abb. 4.12a), der Bergmannschen Glia im Kleinhirn (Abb. 4.12b)
sowie in den Mullerzellen der Retina lokalisiert (Skatchkov et al., 2001; Eaton et
al., 2002; Skatchkov et al., 2002). Ein weiteres Charakteristikum von Kir6.1
gegenuber Kir2.1 und Kir2.2 liegt in der fehlenden Lokalisation im Epithel des
Plexus choroideus des dritten Ventrikels im GroR3hirn (Abb. 4.12a). Den Kir6.1-
Kanalen wird dabei generell eine Schutzfunktion bei cerebralen Ischamien
(Yamada et al.,, 2001) und Spasmen (Seino und Miki, 2003) sowie eine
Funktion bei der Freisetzung von Transmittern zugesprochen, was flr Glukose-

empfindliche Neurone von Bedeutung ist (Liss und Roeper, 2001).
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5.2.1.1 Pharmakologische Bedeutung der Kir6.1SUR-Kanale

In ihrer zentralen Rolle bei der metabolischen Regulation und
Signalibertragung der Zellen sind die Karp-Kanale auch aufgrund der
Maoglichkeit der pharmakologischen Beeinflussung von Bedeutung. Das
bekannteste Beispiel daflr ist der Einsatz von Sulfonylharnstoffen (z.B.
Glibenclamid) in der Therapie des Diabetes mellitus Typ Il. Die Wirkung der
Sulfonylharnstoffe auf die Karp-Kanale in B-Zellen des Pankreas fuhrt zu einer
erhohten Insulinausschattung und einer Verbesserung der metabolischen
Stoffwechselsituation der Erkrankten.

Entsprechend diesem Beispiel konnte sich auch die Lokalisation von Katp-
Kanalen in cholinergen Interneuronen des Striatums auf die Entwicklung neuer
Behandlungsmoglichkeiten in bezug auf psychoneuroleptische Erkrankungen
wie z.B. dem Parkinson Syndrom auswirken (Thomzig et al., 2003).

Durch die nachgewiesene Existenz von Karp-Kanalen in den JGZ, ihre
eindeutige Lokalisation in diesen Zellen, eine beschriebene modulierende Rolle
bei der Reninsekretion und eine sehr gute pharmakologische Manipulierbarkeit
konnten pharmakologisch neue Moglichkeiten in der Therapie der Hypertonie
eroffnet werden. So kdnnte ein selektiver Karp-Blocker der nur vaskulare Karp-
Kanale (Kir6.1/SUR2B) in den JGZ schliet sinnvollerweise auch die
Reninsekretion hemmen. Eine Hemmung der Reninsekretion durch den
Kanalblocker Glibenclamid konnte in vivo beobachtet werden (Linseman et al.,
1995). Auf der Ebene des Renins konnte so innerhalb des Renin-Angiotensin-
Adosteron Systems medikamentds eingegriffen und konsekutiv eine Senkung
des Blutdrucks erreicht werden. Allerdings kann ein vasokonstriktorischer Effekt
der Katp-Blocker nicht ausgeschlossen werden, was an Patienten unter der
Einnahme von Glibenclamid nachgewiesen wurde (Yosefy et al., 2004).

Eine medikamentdse Therapie mit Katp-Offnern ist ebenfalls problematisch, da
der Offner zwar vasodilatatorisch wirkt, aber gleichzeitig die Reninsekretion
uber die Katp-Kandle und Uber Barorezeptoren (positives Feedback bei

Blutdruckabfall) stimulieren wurde.
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5.2.2 Die klassischen einwartsgleichrichtenden Kaliumkanale (Kir2.x)

Die klassischen einwartsgleichrichtenden Kaliumkanale spielen eine elementare
Rolle in der Aufrechterhaltung des Membranruhepotentials und der Regulation
der Erregbarkeit der Zelle in verschiedenen Geweben.

Auf ihr Vorkommen und ihre spezifische Funktion wurden Kir2.x—Kanale
uberwiegend untersucht im Herzen (Preisig-Mdller et al., 1999; Liu et al., 2001;
Picones et al., 2001; Schram et al., 2002; Melnyk et al., 2002; Zobel et al.,
2003) in glatten Muskelzellen von Arterien (Bradley et al., 1999; Zaritsky et al.,
2000; Karkanis et al., 2003) und im Gehirn (Karschin et al., 1997; Pruss et al.,
2003). Neuere Studien geben zudem Aufschlul® Uber die ,Reifung und
Transport* (trafficking), das funktionelle Vorkommen der Kir2.x-Kanale in vivo
sowie mogliche Homo- oder Heteromerbildung (Picones et al., 2001; Preisig-
Mdller et al., 2002; Schram et al., 2002; Melnyk et al., 2002; Zobel et al., 2003,
Leonoudakis et al., 2004a; Leonoudakis et al., 2004b; Karkanis et al., 2003;
Bendahhou et al., 2003).

Ein Vorkommen von Kir2.x in reninsezernierenden JGZ wurde durch Strom-
und Spannungsmessungen wahrscheinlich gemacht (Kurtz und Penner, 1989;
Chilton und Loutzenhiser, 2001; Russ et al., 2003b). Durch Messungen von
NaCl-arm ernahrten Ratten sowie an normal ernahrten Ratten konnte dieser
Stromtyp in JGZ bestatigt werden (Leichtle et al., 2004). Welcher Kanal diesem
Strom auf molekularer Ebene zugrunde liegt und wie dieser in seiner
funktionellen Form vorliegen kénnte, erforderte ein umfassendes Expressions-
profil der einzelnen Kir-Kanale in den JGZ. Das erstellte Expressionsprofil wird

im Anschlufd auf seine mogliche Funktion bei der Reninsekretion diskutiert.
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5.2.2.1 Kir2.1

Kir2.1 ist als starker Einwartsgleichrichter bekannt, der aufgrund seiner
elektrophysiologischen  Eigenschaften sehr  wahrscheinlich  fir das
Aufrechterhalten des Ruhemembranpotentials in den JGZ verantwortlich ist.
Erstmals kann auf Protein- und RNA-Ebene der molekulare Nachweis von
Kir2.1 in den JGZ erbracht werden und ergibt insgesamt auch in Niere und
Gehirn ein aussagekraftiges und signifikantes Expressionsprofil (Leichtle et al.,
2004).

Glomerulum
(Kir2.1)

aA (Kir2.1)

proximaler
Tubulus
(Kir2.1)

CCD

Abb. 5.3: Schematische Darstellung der Lokalisation von Kir2.1 (rot) in den verschiedenen
Segmenten des Nephrons und im Sammelrohr (vgl. Abb. 5.2).

Kir2.1 konnte in der afferenten Arteriole (aA), im Glomerulum, im proximalen Tubulus, nicht
jedoch im dicken aufsteigenden Ast der Henle Schleife (TALH) nachgewiesen werden. Ein
Vorkommen im Sammelrohr (CCD) ist in der Literatur nicht beschrieben und wurde in dieser

Arbeit nicht untersucht.
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Kir2.1 in JGZ und Niere

Mittels immunbhistologischen Kryoschnittfarbungen der Niere kann die
Lokalisation von Kir2.1 in reninsezerniernden JGZ (Abb. 4.8 und 4.9A) eindeutig
gezeigt werden. Kir2.1 lokalisiert sich entlang der afferenten Arteriole bis zum
Muandungsbereich in das Glomerulum und zieht sich teilweise bis in den
juxtaglomerularen Apparat. Im distalen Anteil der afferenten Arteriole zeigt die
Lokalisation von Kir2.1 dabei ein vergleichbares Bild, wie die Lokalisation von

reninsezerniernden JGZ in Paraffinschnitten von Taugner et al., 1982, Buhrle et

al., 1984 sowie der immunhistologische Reninnachweis an Kryoschnitten von
Rauch, 2000.

Abb. 5.4: Lokalisation von Kir2.1 (links; vgl. Abb. 4.8) und Renin (rechts;
Rauch, 2000) im distalen Teil der afferenten Arteriole der Niere von
NaCl-arm ernahrten Ratten. Die Kryoschnitte wurden mit Kaninchen
Kir2.1-AK bzw. Anti-Rattenrenin-AK in Verbindung mit Alexa 488 Ziege
Anti-Kaninchen IgG gefarbt. Der Mal3stab fur beide Bilder gibt 50um an
(modifiziert nach Leichtle et al., 2004).

Neben dem immunhistologischen Proteinnachweis ist Kir2.1 auf der RNA-
Ebene mit einer quantitativ hohen relativen mRNA-Expression in den JGZ
exprimiert (Abb. 4.15). Interessanterweise exprimieren die JGZ gegenuber der

Gesamtniere relativ mehr Kir2.1-mRNA. Erklarungen hierfir finden sich in der
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starken Prominenz der Kir2.1-Kanale in den JGZ, was an elektrophysio-
logischen Untersuchungen nachgewiesen werden konnte (Russ, personliche
Mitteilung). Mittels single cell RT-PCR kann der mRNA-Nachweis von Kir2.1
zudem in einer einzelnen isolierten JGZ nachgewiesen werden. Der erstmalige
Nachweis von Kir2.1 auf Protein- und mRNA-Ebene und die elektrophysio-
logische Ubereinstimmung der Ergebnisse lassen ohne Zweifel auf die Existenz
von Kir2.1 in den JGZ schliel3en.

In der Niere zeigt Kir2.1, neben den JGZ, weitere spezifische, wenn auch
weniger intensive immunhistologische Lokalisationen. Im Glomerulum kann,
analog zu Kir6.1, eine Lokalisation von Kir2.1 in Endothel- und Mesangialzellen,
nicht aber in Podozyten (Abb. 4.8 und 4.11) gezeigt werden. Eine positive
Expression von Kir2.1 im Glomerulum wurde schon durch einen mRNA-
Nachweis beschrieben (Derst et al., 2001). Auch in Endothelzellen ist das
spezifische Vorkommen von Kir2.1 belegt (Stonehouse et al., 1999; Preisig-
Mdaller et al., 1999; Liu et al., 2001), wo sie zusammen mit der glatten
Gefalmuskulatur Uber eine Hyperpolarisation vasodilatatorisch wirken und an
der Gefaliregulation beteiligt sind (Eckman und Nelson, 2001).

Analog zu Kir6.1 kann Kir2.1 signifikant im proximalen Tubulus (Abb. 4.11A)
lokalisiert werden. Dort befindet sich Kir2.1 spezifisch Iuminalseitig im
Blrstensaum des proximalen Tubulus. Die Hauptfunktion des proximalen
Tubulus besteht in der Rickresorption von Glucose, Na®*, K* und Wasser (ca.
65% des Ultrafiltrats). Folglich kdonnte die signifikant luminale Lokalisation von
Kir2.1 im Burstensaum auf eine Beteiligung beim Resorptionsmechanismus
hinweisen. So kénnte Kir2.1 durch Stabilisierung des Membranpotentials die
tubuldre Leitfahigkeit von K* und Na* aufrecht erhalten, wodurch der epitheliale
K*-Transport sowie der Na'—Symport und —Antiport des Resorptions-
mechanismuses gewahrleistet wird. Desweiteren tragt ein stabiles
Membranpotential zur Aufrechterhaltung der Funktion des Na®, 3HCOs
Kotransporters mit seinen elektrogenen Transporten bei und damit der
Regulierung des Saure-Basen-Haushalts. Im dicken aufsteigenden Ast der

Henle Schleife gibt es, im Vergleich zu Kir6.1, keinen Anhalt auf eine
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Lokalisation von Kir2.1 (Abb. 4.11B), was bedeutet, dall Kir2.1 in der
Harnkonzentration eine geringere Rolle spielt. Weitere Kir2.1 Tubuli (luminal
lokalisiert) scheinen jedoch entsprechend Lage und Morphologie auf eine
Existenz im distalen Tubulus (Macula densa) hinzuweisen (Abb. 4.8, 4.9, 4.11A
und B). Kir2.1 kénnte dort den Na'-Einstrom induzierten depolarisierenden
Effekt auf die luminale Zellmembran regulieren und somit eine angemessene,
nicht zu starke Sekretion von K* ber luminale K*-Kanale gewahrleisten. Die
Lokalisation von Kir2.1 in den unterschiedlichen Abschnitten der Tubuli stehen
in Einklang mit Untersuchungen von Kir2.1 in der menschlichen Niere, wo
ebenfalls eine mMRNA-Expression im proximalen Tubulus, im Gegensatz zu
einer negativen Expression im dicken aufsteigenden Ast der Henle Schleife und
im Sammelrohr beschrieben wird (Derst et al., 2001). Dabei zeigt Kir2.1 im
proximalen Tubulus interessanterweise eine Kolokalisation mit Kir5.1 (ebenfalls
wie Kir2.1 auf dem menschlichen Chromosom 17q 23.1-24.2 lokalisiert), der als
moglicher negativer Regulator auf die Leitfahigkeit von Kir2.1 wirken konnte
(Derst et al., 2001).

Die Proteinexpression des Kanals in der Niere kann im Western Blot und auf
RNA-Ebene mittels PCR bestatigt werden (Abb. 4.13 und Abb. 4.15).

Kir2.1 im Gehirn

Kir2.1-mRNA wird, wie bei Karkanis et al., 2003, im Gehirn sehr stark exprimiert
(Abb. 4.15) und der Nachweis des Kanal-Proteins Kir2.1 im Western Blot ist
moglich (Abb. 4.13). Pruss et al., 2003 und Keren-Raifman et al., 2000 hatten
ahnliche Ergebnisse. Die genaue Lokalisation des Kir2.1-Kanals im Gehirn
mittels immunhistologischen Farbungen zeigt ein spezifisches Verteilungs-
muster im Grof3hirn, wohingegen im Kleinhirn (Abb. 4.12e) nur eine maximal
gering diffuse Lokalisation zu erkennen ist, entsprechend Isomoto et al., 1997.
Ein prominentes Vorkommen im Bereich der Pons wird beschrieben (Derst et
al.,, 2001). Im Gro3hirn wird Kir2.1, wie Kir6.1, im Ependym lokalisiert
(Stonehouse et al., 1999). Im Gegensatz zu Kir6.1 ist Kir2.1 (sowie Kir2.2)
zusatzlich im Epithel des Plexus choroideus des Seitenventrikels zu erkennen

(Abb. 4.12d). Ein Charakteristikum von Kir2.1 ist das prominente Vorkommen in
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Neuronen mit ihrem Perikaryon und Dentriten im Cortex des Grohirns (Abb.
4.12f), was in Einklang steht mit Untersuchungen von Priss et al., 2003. Im
Gehirn spielen die Kir2.x-Kanale in der Stabilisierung des Membranpotentials
v.a. in Neuronen eine wichtige Rolle und sind auch als wichtige Komponente an
der Signalubertragung im Nervensystem beteiligt. Die leicht diffuse Lokalisation
im Kleinhirn kénnte auf eine geringe Bedeutung von Kir2.1 fir die Funktion des

Kleinhirns hinweisen.

5.2.2.2 Kir2.2

Kir2.2 wird in seiner Funktion als Einwartsgleichrichter ebenfalls eine Rolle in
der Aufrechterhaltung des Membranpotentials zugesprochen. Sein Vorkommen
in Herzmuskelzellen und Endothel (Wible et al., 1995; Liu et al., 2001; Preisig-
Mdller et al., 1999) sowie in glatten Muskelzellen von Gefalten (Karkanis et al.,
2003) ist beschrieben.

Kir2.2 in JGZ und Niere

Durch eine deutliche mRNA-Expression von Kir2.2 in den JGZ und in der Niere
konnte, neben Kir2.1, der erste Nachweis von Kir2.2 auf Genebene in den JGZ
der Rattenniere erbracht werden (Abb. 4.17 und Abb. 4.13).

Das Kanalprotein in der Niere zeigt im Western Blot eine Bandenexpression in
erwarteter Hohe (Leonoudakis et al., 2004a; Leonoudakis et al., 2004b), wobei
die Aussagekraft durch starke Hintergrundreaktion eingeschrankt ist (Abb.
4.13).

Immunhistologische Farbungen detektieren fur das Kir2.2-Kanalprotein unter
Verwendung desselben Antikorpers jedoch keine Lokalisation in der Niere. Die
Funktionalitat des verwendeten Kir2.2-Antikdrpers kann an Kryoschnitten von

Rattengehirn jedoch durch spezifische Lokalisation eindeutig bestatigt werden.
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Kir2.2 im Gehirn

Im Gehirn ist Kir2.2, wie Kir2.1, im Ependym und dem Plexusepithel des
Seitenventrikels (Abb. 4.12g) lokalisiert. Stonehouse et al., 1999 bestatigen
diesen Befund. Zudem scheint ein typisches Merkmal von Kir2.2 in der
Lokalisation in Nervenfaserbuindeln, sowohl im Kleinhirn (Abb. 4.12h) als auch
im Corpus callosum zu liegen (Abb. 4.12i), was in Einklang mit Immun-
farbungen von Pruss et al., 2003 steht. Aufgrund der signifikanten Lokalisation
in Nervenfaserblndeln und dem Corpus callosum, der Vernetzung der beiden
Grol3hirnhemispharen, scheint Kir2.2, neben der Aufrechterhaltung des
Membranpotentials, in der SignalUbertragung des zentralen Nervensystems
eine nicht ganz unerhebliche Rolle zu spielen (Thomzig et al., 2003).

Der Proteinnachweis mittels Western Blot (Abb. 4.13), entsprechend
Ergebnissen von Priss et al., 2003; Leonoudakis et al., 2004a; Leonoudakis et
al., 2004b und der Nachweis auf RNA-Ebene im Gehirn, entsprechend Karkanis

et al., 2003 vervollstandigen das Expressionsprofil von Kir2.2 im Gehirn.

Die unterschiedliche Nachweisbarkeit von Kir2.2 in der Niere kdnnte einerseits
auf eine Diskrepanz zwischen mRNA- und Proteinebene hindeuten,
andererseits auf eine Diskrepanz zwischen den beiden Methoden des
Proteinnachweises mittels Immunhistologie und Western Blot. Dabei ist zu
bemerken, dal® die RT-PCR zum mRNA-Nachweis gerade wegen ihrer hohen
Sensitivitat eingesetzt wird.

Da die Untersuchungen mittels Western Blot nicht quantifiziert wurden, kann die
Proteinmenge der Kir-Kanale untereinander nicht verglichen werden, um direkte
Ruckschlisse auf die fehlende Lokalisation von Kir2.2, im Gegensatz zu Kir6.1
und Kir2.1 in der Niere ziehen zu konnen. Die im Western Blot trotz hohem
Hintergrund positive Kir2.2-Kanal-Expression in der Niere gegenuber Immun-
fluoreszenzfarbungen konnte auf die hohere Sensitivitat des Western Blot
zurtuckzufihren sein. Die Menge an vorhandenen Kir2.2 Proteinen der Niere
befindet sich mdglicherweise unter der fur die Detektion mit dem Kir2.2-AK in
der Immunhistologie noétigen Proteinmenge, wohingegen dieselbe Protein-

menge fur das Detektionslevel des Kir2.2-AKs im Western Blot ausreichend ist.
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Anzumerken sind Untersuchungen von Leonoudakis et al., 2004b, die im
Western Blot eine positive Kanalexpression von Kir2.2 in Gehirn und Niere,
entsprechend meinen Ergebnissen, nachweisen konnten. In Zelllinien aus der
Niere konnte, im Gegensatz zu Zelllinien aus Neuronen, jedoch kein Kir2.2-
Protein-Nachweis erfolgen.

Folglich steht die erstmals nachgewiesene mRNA-Expression von Kir2.2 in den
JGZ und der Niere sowie der Western Blot-Nachweis in der Niere in keinem
Widerspruch zu der negativen Lokalisation in immunhistologischen Farbungen

der Niere.

5.2.2.3 Kir2.3

Kir2.3 wird signifikant im Herzen (Morishige et al., 1994; Tang und Yang, 1994;
Liu et al., 2001; Preisig-Muller et al., 1999; Melnyk et al., 2002; Zobel et al.,
2003) und im Gehirn (Horio et al., 1996; Pruss et al., 2003) exprimiert. Das
Vorkommen im Endothel (Liu et al., 2001; Preisig-Muller et al., 1999), nicht
jedoch in der glatten Muskulatur von Gefalden (Karkanis et al., 2003) wird
beschrieben. Aufgrund der ahnlichen Gewebslokalisation von Kir2.3 mit den
Kir2.x-Subtypen wurde Kir2.3 auf die Existenz in den JGZ und der Niere

untersucht.

Kir2.3 in JGZ und Niere

Kir2.3 zeigt im Western Blot eine deutliche Expression des Kanal-Proteins (Abb.
4.13) in der Gesamtniere. Eine genaue Lokalisation in den JGZ durch Immun-
histologie wurde jedoch nicht durchgefuhrt. Aufgrund der gemessenen Strome
in den JGZ (Leichtle et al., 2004) sowie aus Untersuchungen an glatten Muskel-
zellen im Gefal (Karkanis et al., 2003) ist eine Beteiligung von Kir2.3 (sowie
Kir2.4) als alleinige oder beteiligte Untereinheit der Kanale in den JGZ eher
sehr unwahrscheinlich. Beschrieben wird lediglich eine Lokalisation von Kir2.3
in der basolateralen Membran von Epithelzellen der Niere (Le Maout et al.,
2001).



Diskussion 150

Die untersuchte Expression der mRNA von Kir2.3 in den JGZ und der Niere
sowie im Gehirn (Abb. 4.18) soll aufgrund einer schlechten Ubereinstimmung
der verwendeten Primersequenz aus der Maus (Bradley et al., 1999) mit Kir2.3
aus der Ratte (siehe unter 2.5) nicht weiter diskutiert werden. Sie kdnnen als

Referenzen flr eine mogliche Existenz von Kir2.3 nicht herangezogen werden.

Kir2.3 im Gehirn

Im Western Blot zeigt Kir2.3 eine signifikante Expression im Gehirn (Abb. 4.13),
entsprechend Falk et al., 1995. Untersuchungen von Inanobe et al., 2002 be-
schreiben eine spezifische Lokalisation in der postsynaptischen Membran von
exzitatorischen Synapsen im Grolhirn, was auf eine wichtige Rolle in der
synaptischen Ubertragung im GroRhirn hinweisen koénnte. Die spezifische
Existenz von Kir2.3 in Neuronen des Striatums, analog zu Kir6.1 in cholinergen
Interneuronen (Thomzig et al., 2003), kénnte durch Aktivierung oder Hemmung
des Kanals interessante neue Moglichkeiten in der Behandlung der Parkinson

Erkrankung und fur neuroleptischen Therapien darstellen (Pruss et al., 2003).
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5.2.2.4 Vorkommen und Pharmakologie des Kir2.x-Kanals in JGZ

Kir 2.x Kanale sind in ihrer Funktion sehr vielfaltig (siehe 1.2.3.1.1). In vielen
Zelltypen, v.a. Neuronen und glatten Herzmuskelzellen sowie in den JGZ der
Niere, spielen sie eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung des zellularen
Ruhemembranpotentials und in der Regulierung der Erregbarkeit der Zelle.
Auch fur die Entwicklungsgeschichte des Organismus (Fischer-Lougheed et al.,
2001), die Proliferation und Entwicklung von Zellen (Zaritsky et al., 2000;
Zaritsky et al., 2001) sind funktionelle Kir2.x-Kanale von Bedeutung. So kann
die Mutation des Kir2.x-Gens zu diversen MiRbildungen (Zaritsky et al., 2000;
Zaritsky et al., 2001) und zum ,Andersen-Tawil Syndrom*“ (Preisig-Muller et al.,
2002) fuhren. Diese seltene autosomal dominante Erbkrankheit manifestiert
sich durch charakteristische kardiale Arrhythmien, periodische Lahmungen,
dysmorphen Knochenbau sowie eine Gaumenspalte und andere multiple
kraniofasziale Mif3bildungen (Andersen et al., 1971; Tawil et al., 1994, Plaster et
al., 2001).

In glatten Muskelzellen von Gefallen haben Kir2.x, v.a. Kir2.1, eine Funktion in
der Vasodilatation sowie in der Regulation des Gefal3tonus und des vaskularen
Remodelings (Zaritsky et al., 2000; Karkanis et al., 2003).

In dieser Arbeit konnte der einwartsgleichrichtende Kaliumstrom in den JGZ der
Ratte, aufbauend auf der Arbeit von Kurtz und Penner, 1989, charakterisiert
werden. Untersuchungen der Immunhistochemie, der RT-PCR und des
Western Blots in diesen Zellen zeigen einen signifikanten Nachweis von Kir2.1
auf Protein- und mRNA-Ebene. Kir2.2 zeigt hingegen kein einheitliches
Vorkommen. Auf der mRNA-Ebene ist Kir2.2 in den JGZ eindeutig
nachweisbar, zeigt jedoch in der Immunlokalisation kein Vorkommen, bzw. der
tatsachlich exprimierte Kir2.2-Kanal befindet sich unter dem Detektionsniveau
des Proteins in der Immunhistologie.

Elektrophysiologische Messungen an NaCl-arm und normal ernahrten Ratten
zeigten, dald die JGZ mit einem starken einwartsgleichrichtenden Kaliumkanal
(Kir) ausgestattet sind (Leichtle et al., 2004). Dieser Kanal zeigte, in Gegenwart

von hohen Kaliumkonzentrationen, eine hohe Empfindlichkeit auf eine
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Hemmung durch Ba®* und war relativ unempfindlich gegen Cs*. In Einzel-
Kanal-Aufzeichnungen konnte nur eine Art von Kanal detektiert werden, der
eine Einzel-Kanal-Leitfahigkeit von 31,5 pS aufweist.

Die Empfindlichkeit auf eine Hemmung durch Ba®* zeigte die beste
Ubereinstimmung fir Kir2.1, was in Ubereinstimmung mit Ergebnissen in
glatten Muskelzellen von Gefalien steht (Robertson et al., 1996). Daflr spricht
auch der signifikante Nachweis von Kir2.1 auf Protein- und mRNA-Ebene.

Die schwache Empfindlichkeit des Kanals auf Cs* schliet Kir2.2 sowie Kir2.3
als Hauptkomponenten aus, da diese sehr Cs*-empfindlich sind (Takahashi et
al., 1994; Morishige et al., 1994). AuRerdem zeigt Kir2.2 in hyperpolarisiertem
Zustand eine Inaktivierung (Takahashi et al., 1994), was nur zu einem kleinen
Teil am Beginn der Experimente zu sehen war. Ebenso zeigt Kir2.2 in der
molekularen Charakterisierung in den JGZ kein einheitliches Vorkommen. Die
Einzel-Kanal-Leitfahigkeit des Kanals von 31,5 pS lalkt keine eindeutige
Zuordnung einer Kanaluntereinheit zu. Es gibt jedoch Untersuchungen in Meer-
schweinchen, in denen flur Kir2.1 unter ahnlichen Konditionen ein annahernd
gleicher Wert beschrieben wird (Liu et al., 2001).

Der hier beschriebene Nachweis von Kir2.2 kdénnte auf moégliche Heteromer-
bildung von Kir2.1 und Kir2.2 hinweisen (Kubo et al., 2002; Preisig-Muller et al.,
2002), die zu einem kleinen Anteil an der Bildung des Kanals beteiligt sein
konnen. Heteromerbildung von Kir2.1 und Kir2.2 werden in Herzmuskelzellen
und in glatten Muskelzellen von GefalRen beschrieben, wobei Kir2.1 die
dominierende Rolle einnimmt (Picones et al., 2001; Melnyk et al., 2002; Zaritsky
et al., 2000; Karkanis et al., 2003). Uberhaupt zeigt der einwartsgleichrichtende
Kanal in JGZ groRe Ahnlichkeit mit Ergebnissen in glatten Muskelzellen von
Gefallen (Bradley et al., 1999). So kann z.B. ebenfalls eine Beteiligung von
Kir2.3 und Kir2.4 (nicht untersucht) aufgrund elektrophysiologischen
Untersuchungen mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden.
Zusammengefal3t kann anhand der molekularbiologischen und elektrophysio-
logischen Ubereinstimmung angenommen werden, daf Kir2.1 in den JGZ die
dominante oder alleinige Kanaluntereinheit ist (eventuell ein kleiner Anteil von

Kir2.2), die diesem Strom zugrunde liegt (Leichtle et al., 2004).
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Dies steht allerdings in Gegensatz zu Untersuchungen von Friis et al., 2003, die
in isolierten JGZ der Ratte keinen einwartsgleichrichtenden Kaliumstrom
detektieren konnten. In isolierten JGZ der Maus glauben sie hingegen diesen
Strom nachweisen zu konnen (Friis et al., 1999) und die unterschiedliche
Spezies als Ursache vermuteten. Die von ihnen fur JGZ der Maus gezeigten
Strome sind allerdings sehr viel weniger eindeutig als typischer stark einwarts-
gleichrichtender Strom (lk1 des Herzens) zu identifizieren als z.B. die Strome
die Kurtz und Penner, 1989 an afferenten Arteriolen der Maus zeigten. Daher
erscheint die Erklarung fur die in der Ratte fehlenden (Friis et al., 2003), in der
Maus aber vorhandenen Strome (Kurtz und Penner, 1989; Friis et al., 1999) als
Spezies-abhangig nicht mehr zwingend. Dies um so mehr, als Chilton und
Loutzenhiser, 2001 einen Ba?*-empfindlichen, einwartsgleichrichtenden Kalium-
strom in afferenten Arteriolen der Ratte nachwiesen. Viel wahrscheinlicher ist,
dald der Kir-Strom in isolierten JGZ grundsatzlich fehlt und der Nachweis in der
Maus ein Irrtum ist. Ursache hierfur kdnnte zum einen die Isolation der Zellen
mit mehr oder weniger spezifischen Proteasen sein, welche zur Zerstérung der
Kir-Kanale flihrt. Zum anderen ware es aber auch moglich, dal der Kir-Strom
so prominent nur zu beobachten ist, wenn die auffallige Kopplung der Zellen
durch gap-junctions noch intakt ist. Ursache ist auf jeden Fall nicht, die in
unseren Experimenten meist verwendete NaCl-arme Haltung der Ratten, da die
Kir-Kanale auch in JGZ von Kontrolltieren nachgewiesen werden konnten.

Es gibt allerdings einen weiteren Aspekt, der bei der Bewertung der Rolle der
Kir-Kanale berucksichtigt werden muf3. Die in unseren Experimenten
verwendeten Zellen sind relativ stark polarisiert und weisen gegenuber Friis et
al., 2003 (-32 mV) ein deutlich negativeres Membranpotential (~70 mV) auf.
Uber die Ursache der Zelldepolarisation nach Zellisolation kann nur spekuliert
werden, es ist aber vermutlich wirklich so, dal} in vivo afferente Arteriolen
starker depolarisiert sind als z.B. von Kurtz und Penner, 1989 oder Russ et al.,
1999 gemessen wurde. So wurde in perfundierten Arteriolen ein
Membranpotential von nur —40 mV gefunden (Loutzenhiser et al., 1997).
Ursache hierfur ist wahrscheinlich das Fehlen des Perfusionsdrucks, der die

myogene Antwort (Depolarisation und Anstieg von [Ca®']) ausldst. Als Folge
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eines weniger negativen Membranpotentials konnte Kir2.x in vivo also eine
geringere physiologische Aktivitat aufweisen, als die Messungen in drucklosen
Systemen vermuten lassen.

Die Blockierung des Kanals mit Ba** (Loutzenhiser et al., 1997; Leichtle et al.,
2004) oder Angiotensin Il (Kurtz und Penner, 1989) flhrt zu einer starken De-
polarisation der Zelle und zeigt, dal® dieser Strom das Ruhemembranpotential
der JGZ bestimmt. Zudem sind JGZ der Ratte mit L-Typ spannungsaktivierten
Calcium-Kanalen ausgestattet (Friis et al., 2003) und die zytoplasmatische
Ca?*-Konzentration wird als ein (negativer) Hauptregulator in der Renin-
sekretion beschrieben (Skgtt et al., 1991; Osswald und Quast, 1995; Persson,
2003). Folglich ist das funktionelle Vorkommen des nachgewiesenen Kanals
direkt an der Regulation der Reninsekretion beteiligt und elementar fur die
Homodostase des Salz- und Wasserhaushaltes und die Regulation des
Blutdrucks.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems (RAAS) ist neben dem
Sympathikus das wichtigste Effektorsystem zur Regulation des Blutdrucks
sowie des Salz- und Wasserhaushalts im Organismus. Die Aktivitat des Renin-
Angiotensin-Aldosteron Systems wird Uber die Sekretionsrate des Renins
gesteuert, die ihrerseits von verschiedenen Regulationsmechanismen und einer
Vielzahl von Faktoren kontrolliert wird. Renin wird hauptsachlich in den
juxtaglomerularen Zellen (JGZ) der Niere gebildet und gespeichert. Diese
Zellen befinden sich in der Media der afferenten Arteriole nahe des Gefallpols
und konnen sich in glatte Muskelzellen umwandeln und vice versa. Um die
Anzahl der JGZ zu erhdhen, wurden NaCl-arm ernahrte Ratten verwendet, so
dald mehr als 90 % der afferenten Arteriolen am distalen Ende der Arteriole
reninpositiv war.

In der vorliegenden Arbeit wurden die molekulare Identitat und die Lokalisation
von 2 Arten einwartsgleichrichtender Kaliumkanale (Kir) untersucht, zum einen
die starken Gleichrichter, welche fur das Ruhemembranpotential (ca. -60 mV) in
JGZ verantwortlich sind, zum anderen die metabolisch regulierten und
pharmakologisch wichtigen vaskularen Katp-Kanale.

Um ein moglichst aussagekraftiges Expressionsprofil zu erstellen, wurden die
Kir-Kanale auf RNA- und Proteinebene untersucht. Die genaue Lokalisation des
Proteins in den JGZ erfolgte durch immunhistochemische Farbungen an
Kryoschnitten der Niere und wurde durch den Nachweis des Kanalproteins in
der Niere mittels Western Blotting erganzt. Der Nachweis der mRNA des
jeweiligen Kanals erfolgte mittels semiquantitativer RT-PCR. Untersuchungen
im Gehirn dienten als Positivkontrolle.

Kir6.1, die a-Untereinheit des vaskularen Karp-Kanals, konnte erstmals in JGZ
der Rattenniere mittels Immunfluoreszenz dargestellt werden. Der Nachweis
des Proteins konnte im Western Blot bestatigt werden.

Immunhistologische Untersuchungen konnten die Lokalisation von Kir2.1,
jedoch nicht von Kir2.2, in der Media der afferenten Arteriole zeigen. Der

Proteinnachweis im Western Blot zeigt fur Kir2.1 und Kir2.2 positive
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Bandenexpression in der Niere. In der RT-PCR konnte eine mRNA-Expression
von Kir2.1 und Kir2.2 in den JGZ und der Niere nachgewiesen werden.

Die nachgewiesene molekulare |dentitat der Kaliumkanale zeigt, da® Kir2.1 und
Kir2.2, die dem einwartsgleichrichtenden Strom in JGZ zugrunde liegen
konnten, dort auch vorkommen. Die Immunhistochemie und elektrophysio-
logische Untersuchungen weisen allerdings darauf hin, dal Kir2.1 die
dominante oder alleinige Kanaluntereinheit ist (Leichtle et al., 2004). Ein kleiner
Anteil von Kir2.2 kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Der Strom, der
durch diese Kanale getragen wird, spielt eine dominierende Rolle in der
Aufrechterhaltung des Membranpotentials der JGZ und tragt Uber die

Modulation der Reninsekretion zur Regulation des Blutdrucks bei.
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