Aus der Kiinik fur Kinder- und Jugendmedizin

Geschaftsfuhrende Direktorin: Univ.-Prof. Dr. med. Stefanie Weber

des Fachbereichs Medizin

der Philipps-Universitat Marburg

Die Bedeutung von KCNJ 15/ KCNJ 16 -
Interaktionen bei einer neuartigen komplexen

tubularen Nierenerkrankung

Inaugural-Dissertation zur Erlangung

des Doktorgrades der gesamten Humanmedizin
dem Fachbereich Medizin
der Philipps-Universitat Marburg
vorgelegt von
Franziska Schilling

aus Trier

Marburg, 2024



Angenommen vom Fachbereich Medizin der Philipps-Universitat Marburg am:
01.10.2024

Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereichs

Dekanin: Frau Prof. Dr. D. Hilfiker-Kleiner
Referentin: Frau Prof. Dr. S. Weber

Korreferent: Herr Prof. Dr. |. Grgic



Inhaltsverzeichnis

1 Abklirzungs-, Abbildungs- und Tabellenverzeichnis................ccooveveeerveevveeenennn. 6
1.1 AbKUrzungsverzeiChnis ..o 6
1.2  Abbildungsverzeichnis.........cccooomiiiiiiiiiiii 10
1.3 TabellenverzeiChnis ..........oooo i 1

b 1] L=T 1 (7 o SRR 12
21 Kalium und Kaliumkanale im menschlichen Korper ........ccccccoecccceeenennn. 15
2.2 Aufbau der Niere ... s 16

221 lonenresorption und -sekretion im Tubulussystem .............ccccoeeeiiinniis 17
2211 Proximaler TUDUIUS ... 17
2212 HeNIE-SChIEIfE ......ccoieee e 18
2213 Distaler TUDUIUS ... 19
2214 SAMMEITONT ... 19

2.3 Einwartsgleichrichtende Kaliumkanale ..........ccccoeiiiiininninncceeeiceeeene 20

2.3.1 KON T0...eeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e eeeaaeas 21

2.3.2  KCONU 6.ttt et a e e e e e e e ann 22

2.3.3  KCONU 8.t a e 23

2.4 Das EAST/SeSAME-SyNdrom..........ccccurrimmmmnsissmssssnsssss s s sssssss s ssssssssssas 23
2.5 Derzeitiger Forschungsstand und Ziel dieser Arbeit............cccceennnnnnnnneee 24

S Y /=T (=T o T= 1INV T Lo I 1"/[=1 1 Lo To L= o H 27

3.1 Material.......ccoo oo s 27
3.1.1 KONSIIUKLE ...ttt e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeens 27
3.1.2  LAsungen und PUFfer...........ooiiiiiiiii e 27
3.1.3 (=] o Yo U1 1= 0 1311 T=T o HS 30
3.1.4 Programme ... 31
315 ChemiKalieN .....oeoiiiieiiie e 32
3.1.6 Einmalprodukie ........oooviiiiiiii 34
K A 1 (- SRR 34
3.1.8 PrIMEE ..o, 35
3.1.9 Plasmide .......ooooeiiiiiiiiieeee e 35
3110 ENZYME e 36
3111 Primare AntIKOIPEr ... 36
3.1.12  SeKundare ANtIKOIPET .......ueiiiie et 37
3.1.13  MagnetiSChe Beads ...........cuuiiiiiiiiiiiiiiiieee et 37



3.2 1Y =3 4 Lo o (=Y o 38

3.2.1 Allgemeine molekularbiologische und proteinanalytische Methoden...... 38
3.21.1 SDM e 38
3.2.1.2 TransformMation...........oooiiiiii i 39
3.21.3 Mini-Praparation.............ooooooiooii e 40
3.214 Fotometrische Quantifizierung..........cccooeiiiiins 41
3.2.1.5 SEQUENZIEIUNG ... ceiiiiiiiiiie ettt e 41
3.2.1.6 Midi-Praparation.............ooooooioiiie e 42
3.21.7 KIONIEIEN ...t e e 42
3.2.1.8 RESIIKION ... 43
3.2.1.9 AGArOSEEL....ccciiiiiiie e 43
3.2.1.10  AUFrEINIGUNG ...ccoiiiie et 44
3.2.1. 11 LIQatioN .. 44
3.2.1.12 Proteingele und Western BlOt ... 44

3.2.2  ZElIKURUN ... 45

32,3 P A et 45
3.2.3.1 Zelltransfektion fUr PLA ... 46
3.2.3.2 Durchflhrung PLA ... ..o e 46

3.24 Co-ImmUuNOPrecCipitation ...........ccuvviiiie e 47
3.2.4.1 Zelltransfektion fUr COIP ... 48
3.24.2 Zelllyse und Proteinextraktion.............cc.eeveieiiiiiiiiiiieec e 48

3.2.5  Methoden flr LUmMIiNeSzenzversuche ............cccueveiiiiiiieiiiieee e 49
3.2.5.1 LIiNEAIISIEIUNG ...eeiiiiiiiiiee et 49
3.2.5.2 RNA-SYNhESE ... 50
3.2.5.3 RNA-AUFFEINIGUNG ..o 51
3.2.54 Xenopus 1aeVis OOZYLEN ..........ooiuuiiiiiiiiiee e 51
3.2.5.5 Funktionelle Studien (Dr. Aparna Renigunta) ..........cccocceeeiiiiinnenns 51
3.2.5.6 RNA-INJEKHONEN ... 52
3.2.5.7 Oberflachenquantifizierung ... 52
3.2.5.8 ProteineXxtraktion .............eeiiiiiiii 53

T (0 (=] o == = N 54

4.1 SDM T64l - Einfiigen der Punktmutation in KCNJ 16(wt) x pSGEM und

KCNJ 16(Wt) X PIRESX3XFLAG.........oiiiiiiine e s s ssss s s sns e 54
4.2 Konstruktion von KCNJ 15(HA) x pcDNA 3.T+........coiiiiiiirinierenneeeens 55
4.3 Proximity Ligation ASSAY .........cccccvvvmmmmmiiinniinnnsnnr s 56
4.4 Co-Immunoprecipitation..........ccccccoeceiiiiiiicccccrrr e 58

4.4.1 (2 (o] (=30 L= gl [ ] 01U £ 58



442  IP und ColP mit ,GFP-Trap magnetic Beads” (Chromtek)...................... 60

443  IPund ColP mit ,a-FLAG ® M2 Magnetic Beads" (Sigma-Aldrich)......... 62

4.5 Vorbereitungen fiir Versuche mit Xenopus laevis Oozyten..................... 64
451 Linearisierung der Froschkonstrukte und cRNA-Synthese ..................... 64

4.6 Versuche mit Xenopus laevis O0ZYten ..........cccccvrrvirrincssneninsisssssssseennns 65
4.6.1 Lumineszenzversuche mit Xenopus laevis Oozyten............cccccceviuveeene 65
4.6.2 Proteinextraktion aus den injizierten Oozyten...........ccccccoviieiiiiiinenne 67

LI 0 13 (7 L=X=3 o o 69
5.1  Die Patienten......... e 69
5.1.1 Mutationen am NHz- und COOH-Terminus...........cccceeeveeeeiiiiiiiiieeeeeeees 70
5.1.2  Mutation im Selektivitatsfilter ...........cccovveiiiiiii 71

5.2 Entstehung der Azidose durch eine extradistale Ursache....................... 73
5.3 Diskussion der Proteininteraktionsstudien...........cccccccoeiriiiiiiiininneeinnnnnns 74
5.4 Diskussion der Lumineszenzversuche...........cccoociiiimmmmninnnininsenseennn, 74
5.5  AUSDIICK ..o 75

6  ZuSAMMENTASSUNG.......coeeeeeeeieeie e ssn s s esn e s s sssnn s s ssnnnensann 78
6.1  SUMMANY ... e s e s nnn s 79

7  LiteratUrVerzZ@iCRNIS ...ttt ennennneennees 81
LI . 1 ] 1 - T 1 o SRR 88
8.1 Verzeichnis der akademischen Lehrenden ..........cccccocmmriiiiniiiiinennecnnnnnns 88

< 0 Z 0 T= 111 C7- T 1] 1T 89



1 Abkirzungs-, Abbildungs- und Tabellenverzeichnis
1.1 Abkiirzungsverzeichnis

Tabelle 1 Abkurzungsverzeichnis

Abklrzung Bedeutung

A Ampere

Aa. Arteriae

ADH Antidiuretisches Hormon

ATP Adenosintriphosphat

bp base pairs

bspw. beispielsweise

C Celsius

C-Terminus COOH-Ende des Proteins

ca. circa

CD Sammelrohr

Cr Chloridion

CLC Chloridkanal

cm Zentimeter

CNT Verbindungstubulus

COz Kohlenstoffdioxid

ColP Coimmunoprecipitation

COOH Carboxylgruppe

Cos CV-1 in Origin (Zellen)

cRNA Komplementéare Ribonucleinsaure

DCT Distaler Tubulus

dd doppelt destilliert

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleinsdure

E. coli Escherichia coli
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I Liter

LB Lysogeny Broth

mg Milligramm

Mg?* Magnesiumion

min Minute

Mio. Million

ml Milliliter

mm Millimeter

mM Millimolar

mmol Millimol

mt mutierter Typ




mV Millivolt

N-Terminus NHz-Ende des Proteins

Na* Natriumion

NCBI National Center for Biotechnical Information

ng Nanogramm
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PBS Phosphate buffered saline

PBST Phosphate buffered saline + Tween

PCR Polymerase-Kettenreaktion
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pH pondus hydrogenii (Potential des Wasserstoffs)

PIP2 Phosphatidylinositol 4,5- Bisphosphat
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RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
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TDL dunner absteigender Teil der Henle-Schleife

TEMED Tetramethylenethylendiamin

TRIS Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

TRP transient receptor potential channel




u. a. unter anderem
uv Ultraviolett

V Volt

v.a. vor allem

wit Wildtyp
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Q- Anti-

Mg Mikrogramm
i Mikroliter

um Mikrometer
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2 Einleitung

In den vergangenen Jahrzehnten wurden seltene Krankheiten erforscht, die durch eine
Dysfunktion von lonenkanalen in den Tubuluszellen der Niere hervorgerufen werden und
mit renalem Salzverlust einhergehen. Zu den bekanntesten Syndromen zahlen dabei
das Bartter- und das Gitelmansyndrom. Sie treten bei Kindern mit einer Pravalenz von
ca. 1:40000 (Bartter), bzw. 1-10:40000 (Gitelman) auf und kénnen asymptomatisch sein,
aber auch schwerwiegende Symptome wie Wachstums- und Gedeihstérungen
verursachen (Kleta, et al., 2006) (Konrad, 2021).

Im Rahmen der Forschung zu diesem Thema konnten zunehmend verschiedene Gene
identifiziert werden, deren durch Mutation veranderte Funktionen ebenfalls zu tubularen
Nierenerkrankungen fuhren und mit Elektrolytstérungen und anderen Symptomen
einhergehen. Seit 2009 wurde unter anderem das EAST/SeSAME-Syndrom untersucht,
das auf eine Mutation in KCNJ 10 (Kir 4.1) zurlckzufihren ist und u. a. zu Symptomen
der Epilepsie, Ataxie, Horverlust und renalem Salzverlust fihrt (Bockenhauer, et al.,
2009) (Scholl, et al., 2009).

Kir 4.1 kann als Homomer einen Kaliumkanal bilden, aber auch als Heteromer
zusammen mit Kir 5.1 (KCNJ 16) vorliegen, und wird vor allem im distalen Tubulus
exprimiert (Hamilton, et al., 2012).

In jiungster Zeit wurde eine weitere tubulare Erkrankung entdeckt, die mit renalem
Salzverlust einhergeht und die auf eine Mutation in KCNJ 16 zurlickzuflhren ist. Diese
KCNJ 16-assoziierte Kaliumkanalerkrankung weist Ahnlichkeiten zum EAST/SeSAME-
Syndrom auf (Schlingmann/Renigunta et al., 2021). Daher wurde zunachst die
Proteininteraktion zwischen Kir 4.1 und Kir 5.1 untersucht, da die Similaritat zum
EAST/SeSAME-Syndrom die Vermutung nahelegt, dass eine Dysfunktion dieses

heteromeren Kanals den Symptomen zugrunde liegen kénnte (Zimmermann, 2019).

Allerdings kommt es bei der KCNJ 16-assoziierten Kaliumkanalerkrankung in der
Mehrheit der Falle zu einer Azidose und nicht wie beim EAST/SeSAME-Syndrom zu
einer Alkalose. Auch KCNJ 16 -/- Knockout-Mause entwickelten eine Azidose anstelle
einer Alkalose (Palygin, et al., 2018). Dies lasst die Uberlegung zu, dass noch ein
weiterer Kanal als Kir 4.1/5.1 betroffen sein konnte, dessen Dysfunktion die Azidose
bedingt.

Da der pH-Wert im Kdrper u. a. Uber die Ansduerung des Urins im proximalen Tubulus
reguliert wird, kann vermutet werden, dass bei der Entstehung des Symptomkomplexes
ein Kaliumkanal des proximalen Tubulus beteiligt ist.

In diesem Tubulusabschnitt bildet Kir 4.2 den haufigsten Kaliumkanal der basolateralen

Zellmembran, was nahelegt, die Interaktion zwischen Kir 4.2 und Kir 5.1 zu untersuchen.
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Bis zur Durchflhrung der Versuche in der vorliegenden Arbeit wurden funf verschiedene
Mutationen im Gen KCNJ 16 bei sechs Patienten' im Kindes- bis Erwachsenenalter
identifiziert, die in diesem Projekt untersucht wurden. Bei zwei der Patienten handelt es
sich um Geschwister und es liegt bei ihnen die gleiche genetische Konstellation vor. Zwei
andere Patientinnen tragen eine homozygote Mutation, die anderen vier Patienten
tragen eine compound-heterozygote Mutation. Bei vier der funf Mutationen handelt es
sich genetisch um Missense-Mutationen, d. h., dass eine Base ausgetauscht wird, was
zum Einbau einer falschen Aminosaure flhrt. Bei der Mutation R176X handelt es sich
um eine Nonsense-Mutation, bei der eine Base ausgetauscht wird, sodass ein
Stopcodon entsteht und das Protein nicht weiter aufgebaut wird. Die Daten stammen
aus dem Paper, in das die Resultate der vorliegenden Arbeit miteingeflossen sind und

das 2021 verdéffentlicht wurde (Schlingmann/Renigunta et al., 2021).
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Abbildung 1 Schematischer Aufbau von Kir 5.1 und den Mutationsstellen

Aufbau von Kir 5.1 mit den markierten Mutationsorten.

Links: NH>-Terminus, rechts: COOH-Terminus; beide liegen intrazellulér.
Transmembrandoméne mit P-Schleife dazwischen.

Grau: extra-oder intrazellulér gelegene Aminoséuren

Gelb: transmembraner Bereich

Orange: Porenformender Bereich

Blau: Selektivitéatsfilter

Rot: Mutationen

Adaptiert von Quintanova (Quintanova, 2017)

" In der vorliegenden Arbeit wird aus Grinden der besseren Lesbarkeit das generische Maskulinum
verwendet. Weibliche und anderweitige Geschlechteridentitdten werden dabei ausdriicklich mitgemeint,

soweit es fiir die Aussage erforderlich ist.
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Eine der Mutationen befindet sich am N-Terminus des Proteins (T64l). Zwei der
Mutationen wurden im Selektivitatsfilter identifiziert (1132R, R137C) und zwei Mutationen
konnten am C-Terminus des Proteins nachgewiesen werden (R176X, P250L).

Wie der untenstehenden Tabelle zu entnehmen ist, unterscheiden sich die betroffenen
Patienten sowohl in Symptomauspragung als auch im Zeitpunkt der Diagnosestellung.

Tabelle 2 Tabellarische Gegeniberstellung der Untersuchungsergebnisse der
identifizierten Patienten mit einer Mutation in KCNJ 16 (Schlingmann/Renigunta et al.,

2021)
Variable A7 B-I-1 BI-2 C-i-1 D-1-2 E-l-1 F-I-1 GHI-2
Sex Girl Gird Boy Boy Gid Gid Gid Girl
Consanguinity Yes No No No No No No Yes
Age at diagnosis 5d 14 mo 18mo Syr 4yr 26 yr 16yr 22yr
Blood at presentation
Na ™, mmol/L, 135-145 141 141 140 124 139 137 138 140
K*, mmol/L, 3.5-5.5 1.8 18 30 1.2 27 25 15 28
CI~, mmol/L, 100-109 97 106 12 92 9% 106 102 —
Total Ca, mmol/L, 24 257 — 225 250 217 2.02 236
22-26
Mg, mmol/L, 0.7-1.1 0.64 074 —_ 0.99 0.84 0.82 0.75 0.76
Creatinine, pumol/L, 47 7 27 33 34 39 59 58
20-100
Bicarbonate, mmol/L, 27 18 17 17 21 22 20 32
22-26
Urine at presentation
Urinary pH 7.0 71 53 53 5.5 5.6 44 70
FE-Na, %, <1 0.8 1.2 0.3 0.6 0.9 0.4 30 03
FE-K, %, <15 24 43 14 32 19 19 56 58
FE-Cl, % 3.3 — — 1.2 — 1.0 30 —
Ca/Crea, mmol/mmol 0.01 270 — 0.54 0.27 0.40 0.16 0.01
FE-Mg, % 6.0 — — 14 — 1.3 20 35
Clinical findings
Addosis Yes Yes Yes Yes Yes (Yes) (Yes) No
Nephrocalcinosis No No No No No No No No
Renal salt wasting Yes Yes No No Yes Yes Yes Yes
Hyper-reninism Yes Yes _ Yes Yes Yes Yes Yes
Hyperaldosteronism Yes Yes —_ Yes No (Yes) No Yes
Seizures No No No No No No No No
Ataxia No No No No No No No No
Sensorineural deafness Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes
Add loading test Intacturinary Intact urinary Intact urinary
addification acidification acidification
impaired ammonia impaired
ammonia excretion ammonia
excretion not excretion
detemined
Treatment
Potassium, mmol kg perd 5 8 2 9 2 4 3 1
Bicarbonate, mmol/kg 0.6 4.5 38 —_ 1 No No No
perd
Additional medication Indomethacin Spironolactone No No Salt No Magnesium Magnesium
magnesium
KCNJ16 mutations
Zygosity Homo Comp-het Comp-het Comp-het Comp-het Comp-het Comp-het Homo
Mutation type {location) Missense Missense Missense Missense Missense Missense Missense Missense
(pore) {pore) + {pore) + (pore) + (pore) + (pore) + {pore) +
nonsense nonsense nonsense  nonsense  missense nonsense
Nuclectide level c.409c>t cA09C>T +  cd09C>T+  c395T=>G c395T>G  c395T=>G  cd0dG>C  cI91C>T
c526C=>T c526C>T + c526C>T + + c749C>T +
c.526C>T c526C=>T
Protein level p-R137C pRI37C + pR137C + pl132R+ pl132R+ p.l132R+ p.GI35A + p.T64l
p-R176* p-R176* p-R176* p.R176* p-P250L p.R176*

*, ranslation ferminason (stop) codon according © fhe Hunan Genome Variason Society (HGVS); Na+, sodium; K+, patassium; O, chloride; Ca, calcum; Mg,
magnesum; FE-Na, factional excretion o f sodium; FE-K, fractional excretion of potassium; FECI, fractional excretion of chloride; Ca/Crea, calcum-creatinine raso;
FE-Mg, fractional excreon of magnesiun; Homo, homozy gous; Comp-het, compound heterozygous.

Zunachst wurden in der vorliegenden Arbeit Proteininteraktionsstudien durchgefiihrt, um
zu prufen, ob Kir 4.2 mit den mutierten Formen von Kir 5.1 interagiert. Durch die
Proximity ligation assay kdnnen Proteine dargestellt werden, die sich sehr nahe, d. h.
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weniger als 40 nm voneinander entfernt befinden und damit vermutlich einen
gemeinsamen Kanal bilden. Die Ergebnisse der PLA wurden durch einen zweiten
Versuch, die Co-Immunoprecipitation, bestatigt, wodurch ebenfalls Proteininteraktionen
nachgewiesen werden kdnnen.

Durch funktionelle Studien konnte gezeigt werden, dass die lonenflussrate bei den
mutierten Kanalen kleiner ist als beim Wildtyp.

Daher wurde die Menge der exprimierten Kandle durch Lumineszenzversuche
gemessen, um zu untersuchen, ob die lonenflussrate durch eine kleinere Menge
exprimierter Kanale (trafficking error) oder aufgrund einer fehlenden Funktionalitat der

Kanéle (gating error) vermindert ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde an der ersten bekannten Erkrankung geforscht, die auf
eine Mutation in KCNJ 16 zurlUckzufiihren ist. Sie liefert dabei wichtige neue

Erkenntnisse auf dem Gebiet der tubularen Nierenerkrankungen.

2.1 Kalium und Kaliumkanale im menschlichen Korper

Kalium ist ein chemisches Element und gehort zu den Alkalimetallen, die in der ersten
Hauptgruppe des Periodensystems stehen (Mortimer, et al., 2019). Es ist eines der
wichtigsten Elektrolyte im menschlichen Korper und fir viele Funktionen von Organen
unerlasslich (Stone, et al., 2016). So kénnen lebensbedrohliche Fehlfunktionen in
Skelettmuskel-, Herz-, und Nervenzellen durch ein Ungleichgewicht von Kalium
ausgelost werden (Palmer, 2015).

Der Mensch sollte ca. 4000 mg Kalium pro Tag aufnehmen, wobei der gesunde Korper
die zellulare Aufnahme und Ausscheidung gut regulieren kann (Bundesinsitut fur
Risikobewertung, 2021). Etwa 90 % des Kaliums werden Uber die Niere ausgeschieden.
Es wird glomerular frei filtriert, im proximalen Tubulus riickresorbiert und im distalen
Tubulus sezerniert (Kettnitz, 2014). Etwa 98 % des Kaliums befindet sich intrazellular,
wozu die Na’/K’-ATPase und Kaliumkanale entscheidend beitragen. Dieser
Kaliumgradient ist wichtig fir die Entstehung von Ruhe- und Aktionspotentialen
(Brandes, et al., 2019).

Kaliumkanale gibt es in den meisten Zellen des menschlichen und tierischen Korpers.
Sie sind essentiell fur die Aufrechterhaltung verschiedener Funktionen von Geweben
und Organen, wie insbesondere der Niere (Hebert, et al., 2005) (Shi, et al., 2020).

Bis heute konnten ca. 90 verschiedene Gene fir a- und B-Untergruppen identifiziert
werden, die fur Kaliumkanale in apikalen oder basolateralen Zellmembranen kodieren.
Dabei werden spannungsabhangige Kaliumkanadle (Kv), Kkalziumgesteuerte

Kaliumkanale (KCa) und Einwartsgleichrichter (Kir) unterschieden. Diese kdnnen als 2-
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oder 6-Segmentkanale aufgebaut sein und aus identischen oder unterschiedlichen
Segmenten der gleichen Subfamilie bestehen (Homomere oder Heteromere) (Brandes,
et al., 2019).

2.2 Aufbau der Niere

Die Niere spielt eine zentrale Rolle bei der Entgiftung und Filtration des Bluts (De Silva,
et al., 2019). AuRerdem wird das intravasale Volumen und somit auch der Blutdruck
u. a. durch die Ausschittung von Renin kontrolliert. In der Niere wird auch zu
wesentlichen Teilen das Vitamin D3 zu Calcitriol aktiviert, welches bei der Homdostase
des Calciumhaushalts mitwirkt (Segerer, et al., 2014).

Des Weiteren produziert die Niere das Hormon Erythropoetin, das die Blutbildung
anregt. AuRerdem reguliert die Niere entscheidend die Elektrolyt- und Saure-Basen-
Konzentrationen im Blut und sorgt so fiir eine ausgeglichene Verteilung, die essentiell
fur die korrekte Funktion vieler anderer Organe wie z. B. des Herzens ist (Behrends, et
al., 2012).

Aus diesen Vvielseitigen Funktionen der Niere konnen die Symptome einer
Nierenerkrankung abgeleitet werden, die unter anderem mit Hypervolamie, Uramie,
Stérungen des Elektrolythaushalts, Anamie und Azidose einhergehen kann (Segerer, et
al., 2014).

Der Mensch besitzt zwei Nieren, die retroperitoneal zwischen Zwerchfell und
Beckenkamm liegen. Eine Niere ist etwa 12 x 6 x 4 cm grol3, wiegt ca. 300 g, ist von
einer Bindegewebskapsel umgeben und in einer Fettkapsel (Speicherfett) eingebettet
(Aumdiller, et al., 2020).

An der konkaven, zur Wirbelsaule gewandten Seite der Niere befindet sich der
Nierenhilus, an dem die Blutgefalle ein- und austreten sowie der Harnleiter, der den
Endharn in die Blase ableitet. Die Niere wird in Rinde (Cortex), Mark (Medulla) und
Nierenbecken (Pelvis) unterteilt. Jede Niere beinhaltet etwa zwolf Pyramiden, die den
Endharn aus den Sammelrohren in das Nierenbecken leiten, von wo er Uber die

Harnleiter ablauft (Segerer, et al., 2014).

Pro Tag werden bis zu 180 | Primarharn produziert, der aus dem Blut durch die Nephrone
(etwa 1 Mio./Niere) filtriert wird. Das Nephron ist die funktionelle Einheit der Niere und
besteht aus Glomerulum und Tubulusapparat (Aumdiller, et al., 2020).

Wahrend im Glomerulum die Hauptfiltrationsleistung von kleinen Partikeln (< 4 nm)
stattfindet, dient das Tubulussystem im Wesentlichen der Resorption von Wasser sowie

der Feineinstellung der Bestandteile des Endharns (Brandes, et al., 2019).
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Das Tubulussystem wird in proximalen Tubulus (PT), dicken absteigenden Teil der
Henle-Schleife (PST), dinnen absteigenden Teil der Henle-Schleife (TDL), dinnen
aufsteigenden Teil der Henle-Schleife (ATL), dicken aufsteigenden Teil der Henle-
Schleife (TAL), distalen Tubulus (DCT), Verbindungstubulus (CNT) und Sammelrohr
(CD) unterteilt (Hamilton, et al., 2012).

Die Nieren werden durch die Aa. renales versorgt, die wiederum direkt der Aorta
entspringen (Pape, et al., 2014). Sie bendtigen eine sehr gute Durchblutung, um die
enorme Filtrationsleistung aufrecht erhalten zu kdnnen. Daher flieRen 1,2 | Blut/min beim
Erwachsenen durch die Nieren, was ca. 25 % des Herzzeitvolumens entspricht (Thews,
et al., 2005).

Die Aa. renales verzweigen sich in Aa. interlobares und diese wiederum in Aa. arcuatae.
Diese werden zu Arteriolen (Vasa afferentia), die wiederum in den Glomeruli
Kapillarknauel bilden (Pape, et al., 2014). Das Kapillarendothel weist Poren auf und wird
von Podozyten umschlossen, wodurch eine Schlitzmembran entsteht, durch die das Blut
gefiltert wird (Speckmann, et al., 2019). Das Kapillarknduel wird von der Bowmankapsel
umgeben, sodass der Primarharn im Bowmankapselraum zwischen Kapillaren und

Kapsel gesammelt und in den Tubulus weitergeleitet wird (Segerer, et al., 2014).

2.2.1 lonenresorption und -sekretion im Tubulussystem

2.2.1.1 Proximaler Tubulus

Im proximalen Tubulus werden ca. 60 % des Wassers sowie ein groRer Teil der darin
geldsten Teilchen ruckresorbiert (Kleta, et al., 2017). Um dies gewahrleisten zu kénnen,
weist die luminale Membran des proximalen Tubulus viele Einfaltungen (Blrstensaum)
auf, sodass die Oberflache um ein Vielfaches vergréRert wird. Auch die basolaterale
Membran ist stark eingefaltet und damit vergréfRert, sodass eine grof’e Menge der
resorbierbaren Stoffe gleichzeitig zurtick in den Blutkreislauf transportiert werden kann
(Pape, et al., 2014).

Die Energie fur diese Transportleistung stellen zahlreiche Mitochondrien zur Verfiigung,
die nahe an der Zellmembran lokalisiert sind, um die Transportwege fur ATP klein zu
halten. Das ATP wiederum treibt die Na*/K*-ATPase an der basolateralen Zellmembran
an, die Natrium aus der Zelle und Kalium in die Zelle pumpt, um einen chemischen
Gradienten fir Natrium und durch Kalium ein Membranpotential zu erzeugen (Brandes,
et al., 2019). Kalium fliet dann durch KCNJ- und KCNK-Kanale wieder aus der Zelle
(Hamilton, et al., 2012).

Natrium wird Uber einen Antiport-Carrier gegen H*-lonen oder im Symport mit Chlorid,

Glucose, Aminosauren etc. sekundar aktiv aus dem Lumen in die Zelle transportiert.
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Wahrend der Symport mit Chloridionen ein elektroneutraler Transport ist, ist der Symport
mit Glucose ein elektrogener Transport, da die positive Ladung im Interstitium zunimmt.
AuRerdem wird im proximalen Tubulus NH4" gebildet und als NH3 sezerniert (Heckmann,
et al., 2010). Das Epithel des proximalen Tubulus ist durch nur teilweise geschlossene
tight junctions und den Einbau vieler Aquaporine in der Zellmembran ein sogenanntes
Jleckes Epithel“. Die Wasserriickresorption folgt dem osmotischen Gradienten, sodass
Wasser mit anderen geldsten Stoffen in das Interstitium fliel3t (solvent drag) (Pape, et
al., 2014) (Segerer, et al., 2014).

Die im Antiport gegen Natrium heraustransportierten Wasserstoffionen bilden im Lumen
katalysiert durch die Carboanhydrase mit HCO3s  Kohlenstoffdioxid, was in die Zelle
diffundiert und als Kohlensaure wieder in H* und HCOs gespalten wird. Bikarbonat kann
dann zusammen mit Natrium in das Blut transportiert werden (Brandes, et al., 2019).
Im proximalen Tubulus kénnen auch Stoffe wie Sduren und Basen sezerniert werden
und sowohl kdrpereigene als auch fremde Bestandteile (z. B. Pharmaka) ausgeschieden

werden (Segerer, et al., 2014).

2.2.1.2 Henle-Schleife

In der Henle-Schleife wird der Harn mit Hilfe eines osmotischen Gradienten konzentriert
und an die momentane Flussigkeits- und Elektrolytversorgung des Korpers angepasst
(Pape, et al., 2014).

Der dicke, absteigende Teil der Henle-Schleife ist Teil des proximalen Tubulus und weist
dementsprechend dessen Transportmechanismen auf, wahrend der dinne Teil der
Henle-Schleife so gut wie keinen aktiven Transport mehr zeigt. Hier diffundieren lonen
in Wasser geldst Uber tight junctions zur basolateralen Seite der Zelle und Chloridionen
zusatzlich tber Chloridkanale (Brandes, et al., 2019).

Der Antrieb der Wasserresorption wird durch den aufsteigenden Teil der Henle-Schleife
gegeben. Hier erfolgt ein sekundar-aktiver Transport von Natriumchlorid in die Zelle,
jedoch ohne dass Wasser nachflielen kann. Dadurch entsteht eine hohe Osmolaritat im
Nierenmark, die nach distal hin weiter zunimmt und die essentiell fiir die Konzentrierung
des Harns ist. Durch das Gegenstromsystem sorgt die Hyperosmolaritat fir eine
ausreichende Wasserruckresorption im dunnen, absteigenden Teil der Henle-Schleife,
der wasserdurchlassig ist (Brandes, et al., 2019).

Der dicke, aufsteigende Teil der Henle-Schleife ist mafigeblich an der Resorption von
Natrium Uber den Na'K*2Cl-Kotransporter aus dem Lumen beteiligt (Zacchia, et al.,
2018). Kalium verlasst die Zelle wieder apikal Uber ROMK-Kanale (Brandes, et al.,
2019).
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Auf der basolateralen Seite pumpt die Na*/K*-ATPase Natrium im Austausch von Kalium
aus der Zelle. Kalium flie3t dann durch Kaliumkanale der Familien KCNJ, KCNK, KCNQ
und SLO wieder aus der Zelle ins Blut (Hamilton, et al., 2012). Vor allem Kir 4.1/5.1 wird
hier exprimiert, um das Kalium zu ,recyceln“ und wieder aus der Zelle ausstréomen zu
lassen (Kharade, et al., 2018).

Auch andere Elektrolyte wie Calcium und Magnesium werden in diesem

Tubulusabschnitt v. a. parazellular rickresorbiert (Brandes, et al., 2019).

2.2.1.3 Distaler Tubulus

Im distalen Tubulus und im Sammelrohr werden ca. 15 % der Natrium- und Chloridionen
resorbiert, wahrend u. a. Kaliumkanale der KCNJ-Familie fir die Zirkulation der
Kaliumionen zustandig sind (Hamilton, et al., 2012). AuBerdem werden hier auch

auszuscheidende Stoffe sezerniert (Speckmann, et al., 2019).

Der DCT ist der kurzeste Tubulusabschnitt des Nephrons und ist nur etwa 5 mm lang.
Es wird ein proximaler Teil von einem distalen Teil unterschieden (Subramanya, et al.,
2014).

Im DCT werden 5 % aller Natrium- und Chloridionen resorbiert, die Uber SLC12A3 in die
Zelle aufgenommen werden. Das hierfur notwendige Konzentrationsgefalle wird von der
Na*/K*-ATPase aufgebaut, die an der basolateralen Seite Kalium aus der Zelle und
Natrium in die Zelle pumpt. Um die Pumpe aufrechtzuerhalten, sind Kaliumkanale in die
basolaterale Membran eingebaut, die dafiir sorgen, dass Kalium zurlick aus der Zelle
flieRt (z. B. KCNJ, KCNK). Auch auf der apikalen Seite sorgen Kaliumkanale (ROMK 2
und 3) fur den Ruckfluss. Die Chloridionen werden z. B. uber CLCKB/A an der
basolateralen Seite ins Blut transportiert. Magnesium wird aus dem Lumen Uber TRPM6
aufgenommen und an der basolateralen Seite ausgeschleust (Hamilton, et al., 2012).
Im hinteren Teil des DCT befinden sich auch ENaC-Kanéale an der apikalen Membran,

durch die Natrium in die Zelle flief3t (Subramanya, et al., 2014).

2.2.1.4 Sammelrohr

AnschlieRend minden etwa zehn Verbindungstubuli in ein Sammelrohr, das Hauptzellen
und Schaltzellen enthalt und fir die Feineinstellung der Harnzusammensetzung
verantwortlich ist. In den Hauptzellen befinden sich ENaC-Kanale an der luminalen
Membran, die durch die Einwirkung von Aldosteron vermehrt exprimiert werden.
Zusammen mit Natrium kann auch Wasser durch Aquaporine in die Zelle strémen. Der

Einbau von Aquaporinen wird vom antidiuretischen Hormon (ADH) gesteuert und bewirkt
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so eine Konzentrierung des Urins. Die vermehrte Natriumresorption fihrt sekundar zu
einem Kaliumverlust, da das durch die Na*/K*-ATPase in die Zelle gepumpte Kalium die
Zelle Uber die luminale Membran verlasst (Segerer, et al., 2014).

Die Schaltzellen kénnen H* (Typ A) oder HCO3™ (Typ B) sezernieren und so den pH-Wert
regulieren (Brandes, et al., 2019).

AbschlieRend laufen ca. 300 Sammelrohre in eine Papille zusammen, die als
Nierenpyramiden ins Nierenbecken mundet. Von dort wird der Harn Uber die

Harntransportwege ausgeschieden (Speckmann, et al., 2019).

2.3 Einwartsgleichrichtende Kaliumkanale

Einwartsgleichrichtende Kaliumkanale (Kir/KCNJ-Kanale) werden in den meisten Zellen
des menschlichen  Koérpers exprimiert und  unterscheiden sich  von
spannungsgesteuerten Kaliumkanalen vor allem durch die einwarts gerichtete
FlieBrichtung der lonen. Sie werden nicht wie andere Kaliumkanale durch Spannung
beeinflusst, sondern durch den elektrochemischen Gradienten fur Kalium (Hibino, et al.,
2010). Intrazellular herrscht eine Kaliumkonzentration von ca. 140 mM, aber extrazellular
von nur 5 mM. Dementsprechend begtnstigt das Konzentrationsgefalle eigentlich einen
Kaliumausstrom aus der Zelle.

Das Besondere an den Einwartsgleichrichtern ist aber, dass diese besonders gut lonen
leiten, wenn das derzeitige Membranpotential etwa so groR ist wie das
Kaliumgleichgewicht (also etwa bei -90 mV). Andersherum blockieren sie den
Kaliumstrom, wenn positivere Membranpotentiale herrschen. Der Block wird durch
positiv geladenen Polyamine und Mg?* hervorgerufen, die bei Depolarisation von innen
nach aulen gezogen werden und so die Pore verschlieRen (Doupnik, et al., 1995)
(D’Avanzo, et al., 2010). Dabei ist der Block des Ausstroms umso stéarker, je groRer die
Triebkraft fur Kalium ist (Nichols, et al., 2018).

Es werden starke und schwache Einwartsgleichrichter unterschieden. Zu den starken
Gleichrichtern zahlen die Untergruppen Kir 2.x und 3.x. Diese werden vor allem in
erregbaren Zellen wie z. B. in Nervenzellen oder Herzmuskelzellen exprimiert, da sie
das Ruhepotential stark stabilisieren kdnnen. Zu den schwachen Einwartsgleichrichtern
gehoren Kir 1.x, 4.x, 5.x, 6.x oder 7.x, die z. B. in der Niere exprimiert werden, wo auch
Kaliumausstrom mdglich ist (Rapedius, 2006) (Brandes, et al., 2019). Sie sind oft
zusammen mit Kotransportern exprimiert, um deren Funktion zu gewahrleisten und
Kalium aus der Zelle stromen zu lassen (Zangerl-Plessl, et al., 2019).

Die Einwartsgleichrichter sind aber auch fur andere Funktionen wie
Schmerzverarbeitung, fir Lernen und Gedachtnis sowie fur die Insulinsekretion wichtig

(Bhave, et al., 2010). AuRerdem sind Kir-Kandle an der Aufrechterhaltung der
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Kaliumhomdostase sowie an der Sekretion verschiedener Hormone beteiligt (Liu, et al.,
2019). Somit werden sie z. B. in Nervengewebe, Niere, Pankreas, Retina und Herz
exprimiert (Zangerl-Plessl, et al., 2019). Des Weiteren befinden sie sich in den
Zellmembranen des Innenohrs und tragen hier zur physiologischen Funktion des Ohrs
und des Horens bei (Bhave, et al., 2010).

Kir-Kanale bestehen aus vier Untereinheiten, die sich wiederum aus zwei
Transmembransegmenten zusammensetzen (Reimann, et al.,, 1999). Diese sind
verbunden durch die P-Schleife (pore-forming region) und haben ein NH.. sowie ein
COOH-Ende (Bhave, et al., 2010) (Piermarini, et al., 2018). So entsteht ein tetramerer
Komplex, der erst dann funktionsfahig ist. Gehoéren alle Untereinheiten der gleichen Kir-
Gruppe an, so handelt es sich um einen homomeren Kanal. Wenn verschiedene Kir-
Gruppen bei der Kanalbildung interagieren, handelt es sich dagegen um einen
heteromeren Kanal (Minor, et al., 1999) (Heckmann, et al., 2010).

Die P-Schleife bildet in der Mitte des Kanals einen selektiven lonenfilter, damit spezifisch
nur Kaliumionen durch den Kanal flieBen (Hibino, et al., 2010). Die Wand des
Selektivitatsfilters wird durch die Aminosauren Glycin, Tyrosin und wieder Glycin gebildet
(GYG). Diese Aminosauren bilden zusammen eine Hydrathdlle, die auf Kaliumionen
abgestimmt ist und diese dehydriert durchflieBen lasst (Dibb, et al., 2003) (Brandes, et
al., 2019).

Bis heute sind 7 Gruppen der KCNJ-Familie und 18 KCNJ-Gene bekannt, die nach
unterschiedlicher Funktion eingeteilt sind (Hamilton, et al., 2012) (Zangerl-Plessl, et al.,
2019). Sie werden in klassische Kir-Kanale (Kir 2.x), Protein-gesteuerte Kir-Kanale (Kir
3.x), ATP-sensitive K*-Kanale (Kir 6.x) und in K*-Transport-Kanale (Kir 1.x, 4.x, 5.x, 7.x)
unterteilt (Hibino, et al., 2010).

231 KCNJ 10

Kir 4.1 (KCNJ 10) gehért zu den schwachen Einwartsgleichrichterkandlen und wurde
erstmals 1995 beschrieben (Takumi, et al., 1995). Kir 4.1 kann als Homomer einen Kanal
bilden, aber auch als Heteromer zusammen mit Kir 5.1 (Tanemoto, et al., 2000) (Paulais,
et al., 2011). Dieser heteromere Kanal wird nicht nur in der Niere, sondern auch im
Gehirn, in der Cochlea, im Herz, im Skelettmuskel sowie in den Augen exprimiert
(Hamilton, et al., 2012) (Kleta, et al., 2017) (Brasko, et al., 2018).

Kir 4.1/51 hat im Vergleich zu Kir 4.1 (Homomer) eine geringere
Offenwahrscheinlichkeit, aber einen doppelt so hohen Leitwert (Pessia, et al., 2001).
Auflerdem verstarkt der heteromere Kanal den Einwartsstrom der Kaliumionen

(Bandulik, et al., 2011). Es konnte auch gezeigt werden, dass Kir 4.1/5.1 deutlich
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sensitiver fur Veranderungen des intrazellularen pH-Werts ist, wodurch die Kanalaktivitat

reguliert wird (Tanemoto, et al., 2000).

In der Niere finden sich sowohl der homomere als auch der heteromere Kanal vor allem
in der basolateralen Membran von TAL, DCT und CT (Bandulik, et al., 2011) (Su, et al.,
2016).

Einige Krankheiten sind mit der Dysfunktion von Kir 4.1 assoziiert, wie z. B. Horverlust
durch das enlarged vestibular aqueduct syndrome oder auch das EAST/SeSAME
Syndrom (Schessel, et al., 1992) (Smith, et al., 1998) (Bockenhauer, et al., 2009) (Scholl,
et al., 2009).

23.2 KCNJ 16

In der Niere ist Kir 5.1 (KCNJ 16) in allen Tubulusabschnitten exprimiert, vor allem aber
im hinteren Teil des Nephrons, also dem distalen Tubulus und dem Sammelrohr
(Kharade, et al., 2018). Da aus Kir 5.1 kein homomerer Kanal gebildet werden kann,
muss die Kanaluntereinheit z. B. mit Kir 4.1 oder 4.2 einen Komplex bilden, was auch
daran zu erkennen ist, dass sich die Expressionsorte von Kir 5.1-Kanalen im Kérper in
grofRen Teilen mit denen von Kir 4.1 bzw. 4.2 tberschneiden (Pinelli, 2015).

KCNJ 16 ist beim Menschen auf Chromosom 17925 lokalisiert und wird z. B. in der Niere,
im Pankreas und in der Schilddriise exprimiert (Liu, et al., 2000). Aber auch in der
Cochlea, der Milz, der Leber und im Gehirn wurde der Kanal nachgewiesen (Pan, et al.,
2016).

Der Kanal Kir 4.1/5.1 ist besonders wichtig fir die Aufrechterhaltung des
Elektrolytgleichgewichts und damit auch des Blutdrucks im Koérper, was mithilfe von
Knockout-Mausen gezeigt werden konnte, bei denen die Gene fur Kir 4.1/5.1
ausgeschaltet wurden (Palygin, et al., 2018). Auch wurde festgestellt, dass Kir 5.1-/-
Knockout-Mause Symptome wie Hypokalidamie, metabolische Azidose, sowie
Hyperkalzurie entwickeln, was darauf hindeutet, welche entscheidende Rolle die
Kanaluntereinheit fir die Aufrechterhaltung der Nierenfunktion und die Regulierung des
pH-Werts zu spielen scheint (Paulais, et al., 2011).

Humane Mutationen in KCNJ 16 fiihren zu einer Erkrankung mit metabolischer Azidose,
Hypokaliamie, sensorineuraler Schwerhdrigkeit und Salzverlust.
Schlingmann/Renigunta et al. haben diese Mutationen untersucht und 2021 zusammen
mit den in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Ergebnissen veréffentlicht

(Schlingmann/Renigunta et al., 2021).
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2.3.3 KCNJ 15

KCNJ 15 (Kir 4.2) gehdrt zu den einwarts gleichrichtenden Kaliumkanalen und zu der
Kir-Familie 4.x. Das Gen ist beim Menschen auf Chromosom 21 auf der down syndrome
chromosome region-1 (DCR1) im Abschnitt g22.2 lokalisiert (Gosset, et al., 1997).

Der Kanal wird in verschiedenen Geweben des Korpers wie der Leber, dem Magen, dem
Gehirn und der Niere exprimiert (Kyriakopoulos, et al., 2002) (Liu, et al., 2019). Auch in
der Lunge befinden sich Kir 4.2-Kandle (Wu, et al., 2004). Im Pankreas wird die
Expression von KCNJ 15 durch Glukose reguliert. Aufderdem inhibiert eine hohe
Kanaldichte von Kir 4.2 die Insulinsekretion und ist somit an der Entstehung von
Diabetes mellitus Typ Il beteiligt (Okamoto, et al., 2012). Im Magen ist der Kaliumkanal
in den Parietalzellen der Mukosa exprimiert und ist an der Magensauresekretion beteiligt
(He, et al., 2011) (Yang, et al., 2015).

In der Niere wird Kir 4.2 im proximalen Tubulus und im geraden, absteigenden Teil der
Henle-Schleife exprimiert (Pinelli, 2015). Aber auch im distalen Tubulus konnte der
Kanal Kir 4.2 bereits nachgewiesen werden, der hier zusammen mit Kir 5.1 einen
heteromeren Kanal bildet und an der basolateralen Seite exprimiert wird (Lourdel, et al.,
2002).

Kir 4.2 tragt aulerdem zur Regulierung des pH-Werts bei, was dadurch belegt wurde,
dass die Ausschaltung von KCNJ 15 in Knockout-Mausen zu einer metabolischen
Azidose fuhrt. Die Funktion des Kanals im proximalen Tubulus scheint also entscheidend
zur Aufrechterhaltung eines physiologischen pH-Werts beizutragen (Bignon, et al.,
2019).

24 Das EAST/SeSAME-Syndrom

Verschiedene Mutationen in KCNJ 10 fihren zu einer autosomalen, rezessiv vererbten
Erkrankung, die durch Epilepsie, Ataxie, sensorineuraler Schwerhérigkeit sowie einer
renalen, mit Salzverlust einhergehenden  Tubulopathie = (EAST-Syndrom)
gekennzeichnet ist (Bockenhauer, et al., 2009) (Scholl, et al., 2009). Auf3erdem kommt
es zu einer Hypokalidmie, einer Hypomagnesiamie und einer metabolischen Alkalose
(Celmina, et al., 2018).

Erstmals wurde die Erkrankung 2009 von zwei unabhangigen Gruppen untersucht, die
diese EAST-Syndrom bzw. SeSAME-Syndrom (Seizures, Sensorineural deafness,
Ataxia, Mental retardation, Electrolyte imbalance) nannten (Scholl, et al., 2009)
(Bockenhauer, et al., 2009). Jedoch wurde schon 1993 ein bis dahin unbekanntes

Syndrom beschrieben, das mit geistiger Retardierung, Epilepsie, Ataxie, sensorineuraler
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Schwerhérigkeit und Albinismus einherging. Es kdénnte sich dabei um die erste
Beschreibung des erst spater benannten und naher untersuchten EAST/SeSAME-
Syndroms handeln (Abdelhadi, et al., 2016) (White, et al., 1993).

Genmutationen in KCNJ 10 fihren zu einem Funktionsverlust des homomeren Kanals
aus Kir 4.1 und des heteromeren Kanals aus Kir 4.1 und Kir 5.1. Die eingeschrankte
Funktionalitat zeigt sich in allen Geweben, in denen diese Kanale exprimiert sind, und
fuhrt so zu einem komplexen Krankheitsbild (Reichhold, et al., 2010).

Dabei variiert die Auspragung der Symptome von Patient zu Patient sehr stark. So
kénnen die neuronalen Symptome von leichten Ataxien bis hin zur kompletten
Unfahigkeit, verbal oder schriftlich zu kommunizieren, reichen. Bei schwer betroffenen
Patienten kdnnte das eigentliche Syndrom aufgrund der neuronalen Auffalligkeiten als
unspezifische Retardierung diagnostiziert werden und die Mutation nicht identifiziert
werden (Abdelhadi, et al., 2016).

Typischerweise werden die Betroffenen komplikationslos vaginal geboren und
erscheinen zunachst klinisch unauffallig. Erst im Alter von ein paar Monaten treten
tonisch-klonische Krampfe oder renale Auffalligkeiten auf. Es gibt keine kausale
Therapie, sodass symptomatisch behandelt wird, um epileptische Anfélle zu verhindern
und den Salzverlust auszugleichen (Bandulik, et al., 2011) (Abdelhadi, et al., 2016).
Der renale Salzverlust kommt durch die teilweise oder komplette Dysfunktion des
basolateralen Kaliumkanals im DCT zustande. Da Kalium nicht ausreichend aus der
Zelle flieBen kann, kann die Na'/K*-ATPase nicht mehr korrekt lonen pumpen und
Natrium sammelt sich in der Zelle an. Ein hoher Natriumgehalt verhindert die apikale
Aufnahme von Natrium und Kalium, was wiederum die geringere Aufnahme von
Magnesium zur Folge hat. Aulderdem flihrt das angehaufte Kalium zur Depolarisation,
wodurch Chloridionen nicht mehr auf die basolaterale Seite der Zelle gezogen werden
(Bandulik, et al., 2011).

2.5 Derzeitiger Forschungsstand und Ziel dieser Arbeit

Die KCNJ 16-assoziierte Kaliumkanalerkrankung, die in der vorliegenden Arbeit
untersucht wurde, weist Ahnlichkeiten mit dem EAST/SeSAME-Syndrom auf. Allerdings
liegt hier eine Mutation in KCNJ 16 vor, die unter anderem zu einem Funktionsverlust
des Heteromers aus Kir 4.1 und 5.1 an der basolateralen Zellmembran des DCT flhrt.
Hier weisen die Patienten Symptome wie sensorineurale Schwerhdrigkeit,
Entwicklungsverzdgerung und renalen Salzverlust auf. Jedoch kommt es im Gegensatz
zum EAST/SeSAME-Syndrom zu einer Azidose statt einer Alkalose und die Patienten

leiden weder an Krampfanfallen noch an schweren Ataxien.
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Durch die Entdeckung des EAST/SeSAME-Syndroms ist der heteromere Kanal aus Kir
4.1 und 5.1 sehr gut untersucht worden. Allerdings war bis vor kurzem keine Krankheit
bekannt, die durch eine Mutation in KCNJ 16 ausgeldst wird.

Unsere Forschungsgruppe arbeitete an der Untersuchung dieser KCNJ 16-assoziierten
Kaliumkanalerkrankung in Kooperation mit der AG Prof. Martin Konrad (Universitat
Munster).

Aufgrund der Ahnlichkeit der Symptome zu denen des EAST/SeSAME-Syndroms lag
die Annahme nahe, dass der gleiche defekte heteromere Kanal aus Kir 4.1 und 5.1 die
Symptome auslést. Ahnlich wie beim EAST/SeSAME-Syndrom tritt auch bei der
KCNJ 16-assoziierten Kaliumkanalerkrankung eine sensorineurale Schwerhorigkeit auf,
die aber weniger stark ausgepragt ist und nur hohe Frequenzen betrifft. Beim
EAST/SeSAME-Syndrom flihrt der Funktionsverlust von Kir 4.1 zum Hoérverlust.
Allerdings Uberschneiden sich die Expressionsorte von KCNJ 10 und KCNJ 16 im
Innenohr nicht, sodass das Auftreten von Schwerhdorigkeit bei der KCNJ 16-assoziierten
Kaliumkanalerkrankung die Vermutung nahelegt, dass ein anderer, bis heute nicht
bekannter Kanal beteiligt ist (Friedland, et al., 2007).

Auflerdem treten bei betroffenen Patienten anders als beim EAST/SeSAME-Syndrom
keine schweren Anfélle oder Ataxien auf. Moglicherweise beeinflusst die mutierte Form
von KCNJ 16 die Funktion des Kanals Kir 4.1/5.1 im ZNS weniger als eine Mutation in
KCNJ 10. Das wurde erklaren, dass zwar leichte Ataxien und Anfélle auftreten, aber

genugend Restfunktion des Kanals vorhanden ist, um schwere Verlaufe zu verhindern.

Zur weiteren Aufklarung der Zusammenhange wurde daher zunachst mithilfe von ColP
(Coimmunoprecipitation) und PLA (Proximity ligation assay) die Interaktion zwischen
diesen beiden Untereinheiten Kir 4.1 und Kir 5.1 nachgewiesen. AuRerdem wurde mittels
Lumineszenzversuchen gezeigt, dass im Vergleich zum Wildtyp weniger Kanale an die
Zelloberflache gelangen. Des Weiteren fuhrte Dr. hum. biol. A. Renigunta funktionelle
Studien bei Xenopus laevis Oozyten durch, die zeigten, dass die Kanalfunktionalitat der
mutierten Kanale aus Kir 4.1 und 5.1 herabgesetzt ist und dementsprechend weniger
lonen flieRen als beim Wildtyp (Schlingmann/Renigunta et al., 2021).

Bei der KCNJ 16-assoziierten Kaliumkanalerkrankung entsteht allerdings eine Azidose
statt, wie beim EAST/SeSAME-Syndrom, einer Alkalose. Schon 2011 wurde entdeckt,
dass Knockout-Mause mit KCNJ 16 -/- eine Azidose entwickeln, wohingegen Mause mit
KCNJ 10-/- eine Alkalose aufweisen (Paulais, et al., 2011). Das fiihrte zu der Vermutung,
dass bei der KCNJ 16-assoziierten Kaliumkanalerkrankung noch ein weiterer Kanal
auer dem heteromeren Kanal Kir 4.1/5.1 von den Genmutationen betroffen ist.

Da im proximalen Tubulusabschnitt Wasserstoffionen und Ammoniumionen

ausgeschieden werden und Bikarbonat aufgenommen wird, war es naheliegend, einen
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Kanal dieses Abschnitts naher zu untersuchen. Im proximalen Tubulus wird Kir 4.2 als
basolateraler Kaliumkanal exprimiert, wodurch in der vorliegenden Arbeit die Interaktion

zwischen Kir 4.2 und 5.1 untersucht wurde.

Dafur lagen die Konstrukte fir vier humane Mutationen bereits aus der
vorangegangenen Arbeit von A. Zimmermann vor. Die zuletzt identifizierte Mutation
(T64l) sowie die bendtigten Konstrukte von KCNJ 15 wurden innerhalb dieses Projekts
erstellt und in die verschiedenen Vektoren eingebaut.

Zuerst wurden die Konstrukte in humanen Vektoren bendtigt, um sie in HEK-Zellen bzw.
Cos-Zellen zu transfizieren und ColP bzw. PLA durchzufihren. Durch diese
Untersuchungen konnte eine Proteininteraktion zwischen beiden Kanaluntereinheiten
aufgezeigt werden.

Auflerdem wurden die Konstrukte in Froschvektoren benétigt, um diese als RNA in
Oozyten von der Froschart Xenopus laevis zu injizieren. Mithilfe von Lumineszenz

konnte nun untersucht werden, wie viele Kanale (wt/mt) exprimiert wurden.

Ziel dieses Projekts war es, sowohl die Pathophysiologie der KCNJ 16-assoziierten
Kaliumkanalerkrankung und deren Symptome zu untersuchen, als auch die Grundlage
der Einwartsgleichrichterkanale in der Niere besser zu verstehen, damit mit diesen
Erkenntnissen bessere Behandlungsmoglichkeiten fiir die Patienten entwickelt werden

konnen.

26



3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Konstrukte

Tabelle 3 Konstrukte fur Versuche mit Xenopus laevis Oozyten, PLA und ColP

Art des Versuchs

Benotigte Konstrukte

Oozyten

KCNJ 15(HA) x pTLN

KCNJ 16(wt) x pPSGEM

KCNJ 16(T641) x pSGEM

KCNJ 16(1132R) x pSGEM

KCNJ 16(R137C) x pSGEM

KCNJ 16(R176X) x pSGEM

KCNJ 16(P250L) x pSGEM

PLA

KCNJ 15(HA) x pcDNA 3.1 (+)

KCNJ 16(wt) x pIRESx3xFLAG

KCNJ 16(T641) x pIRESx3xFLAG

KCNJ 16(1132R) x pIRESx3xFLAG

KCNJ 16(R137C) x pIRESx3xFLAG

KCNJ 16(R176X) x pIRESx3xFLAG

KCNJ 16(P250L) x pIRESx3xFLAG

ColP

KCNJ 15 x pEGFP-C1

KCNJ 16(wt) x pIRESx3xFLAG

KCNJ 16(T641) x pIRESx3xFLAG

KCNJ 16(1132R) x pIRESx3xFLAG

KCNJ 16(R137C) x pIRESx3xFLAG

KCNJ 16(R176X) x pIRESx3xFLAG

KCNJ 16(P250L) x pIRESx3xFLAG

3.1.2 Losungen und Puffer

Tabelle 4 1x ND96 (pH 7,5) (Aufbewahrungslésung der Oozyten)

Chemikalien Menge (mM)
NaCl 960

KCI 20

CaClz 18
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MgCl. 10
HEPES 50
(Na-Pyruvat) (2,5)
(Theophyllin) (90 mg/l)
(Gentamycin) (20 mg/l)

Tabelle 5 Wachstumsmedium fiir HEK 293-Zellen und Cos7-Zellen

Chemikalien Menge (ml)
DMEM (1x) + GlutaMAX™ 445
FBS 50
Penicillin/Streptomycin 5

Tabelle 6 10x TAE Puffer pH 7,6
Chemikalien Menge
TRIS (9) 48,5
Essigsaure (ml) 11,42
EDTA (g) 4,5

Bis 1 | auffillen, pH mit HCL-Lésung

H20

(25 %) anpassen

Tabelle 7 LB-Medium (Agarplatten)

Chemikalien Menge (g)
NaCl 10

Bacto Yeast Extract 5

Bacto Trypton 10
Ampicillin (100 mg/ml) 1 ml

H.O

Bis 1 | auffillen

(Bactoagar)

(15)

Tabelle 8 Triton X-100 Lysepuffer

Chemikalien Menge (mM) HEK 293 | Menge (mM) Xenopus Oozyten
Tris/HCI (pH 7,4) 50 -

Tris/HCL (pH 7,5) - 20

NaCl 150 150

Triton X-100 1% 1%

EDTA (MW 292,24 g/mol) | 5 -
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Tabelle 9 PBS(T), pH 7,4

Chemikalien Menge

KCI 29

NaCl 8¢

Na;HPO4 3649

KH2PO4 0,2g

(Tween) 1Tml

H20 Bis 1 | auffillen

Tabelle 10 Zelllysepuffer fir ColP (pH=7,9)

Chemikalien Menge (mM)

Hepes 10

NaCl 04 M

MgCl. 1,5

EGTA 0,5

Glycerol 5%

NP,O 0,5 %
Tabelle 11 Running Buffer 10x

Chemikalien Menge (mM)

SDS 35

Tris (Base) 250

Glycin 1,92

H20 Bis 1 | auffillen

Tabelle 12 SDS Ladepuffer fur Polyacrylamidgele

Chemikalien Menge (2x)
TRIS/HCL 120 mM
Bromphenol blue 0,04 %
SDS 4 %
Glycerol 20 %
B-Mercaptoethanol 10 %

H.O

Bis 100 % auffullen
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3.1.3 Laborutensilien

Tabelle 13 Laborausristung

Name des Produkts

Firma und Sitz

Adventurer™ Waage

Ohaus GmbH, Nanikon, Schweiz

BBD 6220 Incubator

Heraeus Instruments, Hanau

Binocular SBAPO

Leica, Wetzlar

Biofuge 13

Heraeus Instruments, Hanau

Biofuge fresco

Heraeus Instruments, Hanau

ChemiDoc MP Imaging System

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,

USA

Consort E321 Variable Voltage System

Midwest Scientific, Valley Park, USA

EASY-CAST™ Electrophoresis system

Owl Scientific Inc., Woburn, USA

Elektrophoresesystem Protein Gele

Kobe KG, Marburg

Eppendorf™ 5810R Zentrifuge

Eppendorf, Hamburg

EZ-Vac tm Vacuum Manifold

ZymoResearch, Freiburg

FluoMicroscope Nikon Eclipse Ts2R

Nikon, Tokio, Japan

Geldokumentationssystem

Vilber Lourmat, Collegien, Frankreich

GeneAmp PCR System 9700

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Heidolph Vortex Reax 2000

Heidolph GmbH,

Schwabach

Instruments

Heizblock Thermomixer 5436

Eppendorf, Hamburg

Hera safe clean bench

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

LabCycler

SensoQuest, Géttingen

LSM 710 - Axio Examiner.Z1 microscope

Zeiss, Jena

Luminometer GloMAx 20/20

Promega, Fitchburg, USA

Magnetic Rack SureBeads

Bio-Rad Laboratories
USA

Inc., Hercules,

Micromanipulator Nanoliter 2000

World Precision Instruments, Friedberg

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
Mini-Protean ® Comb; 15-, 10 -well

USA
Mini-Protean ® Glass plates, 1,5 mm | Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
spacers USA

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
Mini-Protean ® Short plates USA
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Multi Axle-Rotating-Mixer RM5 -V 80

Kobe KG, Marburg

Multitron Standard

Infors GmbH, Bottmingen, Schweiz

NanoDrop 2000c

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

NeoBlock 1 Heizblock 2-2503

NeoLab ®, Heidelberg

NeolLab ® Rotator 2-1175

NeoLab ®, Heidelberg

pH-Meter MP220

Kobe KG, Marburg

Photonic PL2000 Lichtquelle

Photonic GmbH, Wien, Schweiz

Pipette Puller Pul-1

World Precision Instruments, Friedberg

Pipetus ®

Hirschmann GmbH,

Eberstadt

Laborgerate

Trans Blot Turbo Transfer System

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
USA

Transferpette (10, 100, 1000 pl)

Brand GmbH, Wertheim

Varifuge 3.0 RS

Kobe KG, Marburg

Yellow line OS5 basic Schuttler

IKA-Werke, Staufen im Breisgau

3.1.4 Programme

Tabelle 14 Programme

Name des Programms

Firma und Sitz

National Center for Biotechnology Info,

BLAST

Bethesda, USA
DNA 5 Harvard, Cambridge, USA
Excel Microsoft, Redmond, USA

Elements D

Fluorescence Microscope Program NIS

Nikon, Tokio, Japan

Fusion FX

Vilber Lourmat, Collegien, Frankreich

Infinity - Gel Documentation Imaging

Vilber Lourmat, Collegien, Frankreich

SnapGene

Dotmatics, Boston, Massachusetts
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3.1.5 Chemikalien

Tabelle 15 Chemikalien

Name des Produkts

Firma und Sitz

1 kb DirectLoad™ DNA ladder

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

100 bp DNA-Leiter

Invitrogen Thermo Fisher Scientific,

Waltham, USA

1. Step™ Transfer Buffer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

10x Reaction Buffer (Rxn)

Stratagene California, La Jolla, USA

2,5 % Trypsin 10X

GibcoTM, Thermo Fisher
Waltham, USA

Scientific,

Ambion ® Nuclease-free Water

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Ampicillin (100 mg/ml)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Becton, Dickinson and Company,
Bacto Agar

Sparks, USA

Becton, Dickinson and Company,
Bacto Tryptone

Sparks, USA

Becton, Dickinson and Company,
Bacto Yeast Extract

Sparks, USA

BSA purified 100x 10 mg/ml

New England Biolabs Inc., Frankfurt a.M.

DMEM (1x) + GlutaMAX™.-1

Gibco™,

Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific,

DMSO 100 %

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

DNA ladder 1 kb peqGOLD

VWR lab services GmbH, Darmstadt

dNTP-Mix 10 mM

VWR lab services GmbH, Darmstadt

DPBS (1x) Dulbecco's Phosphate|Gibco™, Thermo Fisher Scientific,
Buffered Saline Waltham, USA

EDTA Serva, Heidelberg

Ethanol Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

FBS BioChrom GmbH, Berlin

Gel Loading buffer Il (DNA)

Ambion Thermo Fisher Scientific,

Waltham, USA

GelRed™ Nucleic Acid 10.000x in water

Biotium Inc., Fremont, USA

Gentamycin

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Glycerol

Merck, Darmstadt

Ligation Buffer, 10x (11243292001)

Roche Diagnostics GmbH, Grenzach-
Wyhlen
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Lipofectamine ® 3000 Reagent

Invitrogen Thermo Fisher Scientific,

Waltham, USA

Lumineszenzpuffer Oozyten

Pierce Biotechnology, Massachusetts,

USA

Milchpulver Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Mix&Go DH alpha-Bakterien Zymo Research, Freiburg
NaCl Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

NEBuffer 2.1 10x

New England Biolabs Inc., Frankfurt a.M.

NEBuffer 3.1 10x

New England Biolabs Inc., Frankfurt a.M.

NEBuffer for Eco R1 (B0101S) 10x

New England Biolabs Inc., Frankfurt a.M.

OptiMEM (1x)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

P3000 ® Reagent

Invitrogen Thermo Fisher Scientific,

Waltham, USA

PageRuler™ Prestained Protein ladder

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Paraformaldehyd

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

Penicillin (1000 U/ml)/Streptomycin
(10 mg/ml)

Capricorn Ltd, Fordingbridge, UK

Proteinase Inhibitor Cocktail P8340

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA

SDM kit

Stratagene, San Diege, Kalifornien, USA

SeaKem ® LE Agarose

Lonza, Basel, Schweiz

Select Agar

Invitrogen Thermo Fisher Scientific,

Waltham, USA

Temed 99 %

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Trans-Blot Turbo 5x Transfer Buffer

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,

USA

TRIS Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Triton X-100 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Tween ® 20 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Alle Ubrigen Salze, die fur die Herstellung von Puffern etc. benutzt wurden, sind von

der Firma Sigma-Aldrich, St. Louis, USA.
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3.1.6 Einmalprodukte

Tabelle 16 Einmalprodukte

Name des Produkts

Firma und Sitz

6-Well-Platte (TC-Platte)

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

Bisophere Filter tips 0,5-20 ul

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

Chamber slides System, glass

LAB-TEK, Naperville, USA

Falcons (15/50 ml)

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

Flasche Zellkultur T75

Standard)

(TC-Flasche,

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

Gelloader Pipettenspitzen 1-200 pl

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

Glaskapillare (1,05x80 mm)

Science Product GmbH, Hofheim

Petrischalen (8,8 cm)

Greiner, Kremsmiinster, Osterreich

Pipettenspitzen (10, 100, 1000 ul)

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht

Reaktionsgefal (0,5;1,5; 2 ml)

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

Serologische Pipetten (5/10/25 ml)

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

Stacks

Trans-Blot ®  Turbo™ mini-size | Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
nitrocellulose USA
Trans-Blot ® Turbo™ Mini-size Transfer |Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,

USA

Zellschaber 16 cm

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

3.1.7 Kits

Tabelle 17 Kits

Name des Produkts

Firma und Sitz

Clarity Max™ Western ECL Substrate

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,

USA

Duolink™ in Situ PLA ® Probe Anti-Rabbit
PLUS DUO92002

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Duolink™ In Situ PLA® Probe Anti-Mouse
MINUS DUO92004

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

E.Z.N.A Plasmid DNA Mini Kit |

Omega Bio-tek, Norcross, USA

MicroElute Gel Extraction Kit

Omega Bio-tek, Norcross, USA

34




MMESSAGE mMACHINE ® T7/Sp6 Ultra
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Kit

Plasmid Plus Midi Kit (100) Qiagen, Hilden

RNA Clean & Concentrator™ -5 DNAse1 _
ZymoResearch, Irvine, USA

included

SuperSignal ® ELISA Femto Maximum
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Sensitivity Substrate

TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit | Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
7,5 %, 10 % USA

ZymoClean Gel DNA Recovery Kit ZymoResearch, Irvine, USA

3.1.8 Primer

Tabelle 18 Primer SDM

Primer Gensequenz Firma und Sitz

Primer SDM  T64l Sigma-Aldrich,
GACATCTTCACCATTCTTGTGGACACC

forward St. Louis, USA

Primer SDM  T64l Sigma-Aldrich,
GGTGTCCACAAGAATGGTGAAGATGTC

reverse St. Louis, USA

3.1.9 Plasmide

Tabelle 19 Plasmide

Antibiotika-
Plasmide Firma Inserts Schnittstellen _
resistenz
Thermo Fisher
pcDNA3.1+ | Scientific, Waltham, | x KCNJ 15(HA) |Hindlll |EcoR1 | Ampicillin
USA
Clontech
Laboratories, .
pEGFP x KCNJ 15(HA) |EcoR1 |BamH1 | Gentamycin
Mountain View,
Kalifornien, USA
Clontech x KCNJ 16(T641) .
pIRES Not1 Xho1 Ampicillin
Laboratories, (3XFLAG)
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Mountain View,

Kalifornien, USA

modifiziert
pGEM
Madison, USA

von

pSGEM Promega,

x KCNJ 16(T641)

EcoR1 | Nhe1 Ampicillin

von Dr. Zdebik UCL

London

PTLN

x KCNJ 15(HA)

Hindlll |EcoR1 | Ampicillin

3.1.10 Enzyme

Tabelle 20 Enzyme

Name des Produkts

Firma und Sitz

Dpn1 10 U/ul

Agilent Scientific Instruments, Santa Clara,
USA

EcoR1 20000 U/ml

New England Biolabs Inc., Ipswich, USA

Hindlll 2000 U/ml (R0104S)

New England Biolabs Inc., Ipswich, USA

Miu1 RO198L 10000 U/ml

New England Biolabs Inc., Ipswich, USA

Nhe1-HF ® R3131L 20000 U/ml

New England Biolabs Inc., Ipswich, USA

Pfu Turbo DNA-Polymerase 2,5 U/pl

Stratagene California, La Jolla, USA

Phusion Polymerase

New England Biolabs Inc., Ipswich, USA

T4 DNA-Ligase 1 U/pl

Roche Diagnostics GmbH, Grenzach-
Wyhlen

3.1.11 Primare Antikorper

Tabelle 21 Primare Antikorper

Name des Produkts

Firma und Sitz

a-HA (rabbit) antibody (1:1000) #ab9110

Abcam, Cambridge, UK

a-HA High Affinity rat monoclonal antibody
1:500 #3F10

Roche Diagnostics GmbH, Basel, Schweiz

a-FLAG (mouse) 1:1000 #F1804

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

a-FLAG (rabbit) 1:1000/1:2000 #F7425

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

a-GFP (rabbit) 1:1000 #sc-8334

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA
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3.1.12 Sekundare Antikorper

Tabelle 22 Sekundare Antikérper

Name des Produkts

Firma und Sitz

a-mouse IgG  Peroxidase-conjugated

(1:10000) #A4416

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Clean Blot™ IP Detection Reagent #21230

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Goat a-Rabbit IgG (H+L)-HRP Conjugate
(1:10000) #1706515

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

Goat o-Rat IgG
#AB_ 2338128

(H+L)  (1:10000)

Jackson ImmunoResearch Laboratories,
Inc., Bar Harbor, USA

StarBright™ Blue 520 Goat a-Rabbit IgG
(1:5000) #12005870

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

3.1.13 Magnetische Beads

Tabelle 23 Magnetische Beads

Name des Produkts

Firma und Sitz

o-FLAG ® M2
#AB_2637089

Magnetic  Beads

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

GFP-Trap ® Magnetic Agarose Beads
#AB_2631358

ChromoTek, Planegg-Martinsried
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3.2 Methoden

Fir die Durchfihrung der Versuche innerhalb dieser Arbeit wurden eine Vielzahl von
biochemischen Labormethoden eingesetzt. Hierbei wurden sowohl
molekularbiologische als auch proteinanalytische Methoden genutzt.

PLA und ColP machten die Arbeit in der Zellkultur notwendig, wobei fur PLA Cos-Zellen
und fur ColP HEK-Zellen verwendet wurden. Fir die Versuche zur

Oberflachenquantifizierung wurden Oozyten der Froschart Xenopus laevis genutzt.

3.21 Allgemeine molekularbiologische und proteinanalytische Methoden

3.21.1 SDM

Bei der site-directed mutagenesis (SDM) handelt es sich um eine molekularbiologische
Methode, bei der eine gezielte Punktmutation im gewunschten Gen in ein Plasmid
eingefugt wird (Bachmann, 2013). Durch diese Methode sind Wissenschaftler nicht auf
genetisches Material der betroffenen Patienten angewiesen, sofern die Mutation einmal
genetisch entschlisselt wurde, da die bendtigte DNA mit der entsprechenden Mutation
synthetisiert werden kann.

Das Prinzip der SDM ist ahnlich dem der PCR (Polymerasekettenreaktion), bei der
genetisches Material in schneller Zeit vervielfaltigen werden kann. Jedoch sind bei der
SDM die Primer so gebaut, dass sie die mutierte Gensequenz enthalten, aber dennoch
an beiden Enden komplementar zur DNA-Matrize sind und somit an der DNA anlagern
kénnen. AnschlielRend vervielfaltigt die DNA-Polymerase die DNA mit der mutierten
Form des Gens. Dabei wird die Pfu Turbo Polymerase (Stratagene) verwendet, die aus
dem Bakterium Pyrococcus furiosus gewonnen wird, hitzestabil ist und eine
Korrekturlesefunktion hat, die Amplifikationsfehler vermeidet (Zheng, et al., 2016).

In diesem Projekt wurde die SDM verwendet, um die mutierten Gene fur KCNJ 16 (T641)
X pSGEM bzw. pIRESx3xFLAG zu erstellen. Fir die SDM wurde folgendes Protokoll

verwendet:

Tabelle 24 Protokoll SDM

Komponenten Menge (pl)
Primer vorwarts 0,8

Primer rickwarts 0,8
DNA-Matrize 200 ng
Rxn Buffer 25

25 mM dNTPs 0,5
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Pfu Turbo Polymerase 0,5
DMSO 0,5
H20 Bis 25 pl aufflllen

Tabelle 25 SDM-Vervielfaltigungszyklen

Temperatur (°C) Dauer (min) Zyklen
Aktivierung 96 0,5 1
Polymerase
Denaturierung 96 0,5 18
Primeranlagerung 55 1 U
Elongation 68 500 bp/min
terminale 68 2 1
Elongation
Endzustand 4 o0 -

Die nicht-mutierte DNA-Matrize wurde aus E. coli-Bakterien gewonnen und ist daher
methyliert (Bachmann, 2013). Um diese am Ende der Reaktion abzubauen, wurden
0,5 pl des Restriktionsenzyms Dpn1 hinzugefugt, welches die methylierte DNA verdaute.
AnschlieRend wurde die Probe bei 37 °C fur 1 h inkubiert. Nun befand sich in der Probe

nur noch mutierte DNA. Mit dieser Probe konnte anschlielend weitergearbeitet werden.

3.2.1.2 Transformation

Nun wurde das entstandene Plasmid in Bakterien transformiert. Dafiur wurden
Agarplatten bendtigt, auf denen die Bakterien wachsen konnten. Diese wurden aus
autoklaviertem und mit Bactoagar versetztem LB-Medium hergestellt, das in sterile
Petrischalen (8,8 cm) gegossen wurde (500 ml LB + 7,5 g Bactoagar + 5 ug/ml
Antibiotikum (nach dem Autoklavieren); bei ca. 50 °C wurde das Gemisch ausgegossen).
Das Medium hartete anschlieRend aus und konnte bei 4 °C lichtgeschitzt gelagert
werden.

Die Bakterien wurden nach folgendem Protokoll transformiert:

Tabelle 26 Protokoll Transformation in E. coli-Bakterien

Komponenten Menge
Mix & Go DH a-E. coli Bakterien (auf Eis) | 50 pl
Plasmid 0,5 g
5 min auf Eis inkubieren
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Hitzeschock bei 42 °C fur 20 s
5 min auf Eis inkubieren
In 1 ml LB-Medium mit 1 pyl Ampicillin (100 mg/ml) fir 1 h bei 37 °C inkubieren

Mit abgeflammten Drigalskispateln auf Agarplatten ausstreichen und bei 37 °C Uber

Nacht inkubieren

Durch den Hitzeschock wurden die Zellmembran und Zellwand, die zwischen Plasmid
und Bakterium liegen, kurzzeitig stellenweise lickenhaft, wodurch die Plasmid-DNA in
die Bakterien aufgenommen werden konnte. Erst dadurch war eine Vervielfaltigung der
Plasmide moglich und auch die Resistenz gegen Ampicillin wurde in diesem Schritt
Ubertragen. Die anschliefende Inkubation auf Eis diente der Regeneration der
Zellmembran und -wand, sodass die Bakterien nicht aufgrund des Hitzeschocks zerstort
wurden. Bei 37 °C herrschten dann optimale Bedingungen flr die Bakterien, sodass
diese die Plasmide in schneller Zeit vervielfaltigten. Das Ausstreichen auf den
Agarplatten war notwendig, um am nachsten Tag einzelne Kolonien entnehmen zu
kénnen, um dann anschlieflend durch Sequenzierung sicherzustellen, dass diese die
richtige Mutation trugen.

Die Kolonien wurden am nachsten Tag in jeweils 4 ml LB-Medium Uber Nacht kultiviert
(50 ml LB mit 50 yl Ampicillin (100 mg/ml)).

3.2.1.3 Mini-Praparation

In der folgenden Mini-Praparation wurden den Bakterien die vervielfaltigten Plasmide
entzogen und sequenziert, um Kolonien zu identifizieren, die das Plasmid mit der
korrekten Mutation tragen.

Daflir wurde das ,E.Z.N.A. Plasmid DNA Mini Kit I (Omega BioTek) genutzt und der
Anleitung des Herstellers gefolgt. Vor Beginn der Praparation wurde aus den
transformierten Bakterien eine Glycerolprobe angefertigt (100 ul Bakterien + 100 pl
Glycerol), die im Anschluss an die Sequenzierung zur Inokulation fir eine Midi-

Praparierung genutzt werden konnte.

Far die Mini-Praparation wurden die Bakterien in einem geeigneten Gefal zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Dann wurden dem Zellpellet 250 pl der Lésung 1
(Resuspensionslosung) zugesetzt, die die Zellmembranen der Bakterien lysierte und
DNAsen blockierte, damit die DNA herausgeldst, aber nicht abgebaut wurde.

Nach vollstandiger Auflésung des Pellets wurden 250 pl der Lésung 2 (alkalischer
Lysepuffer) zugefugt, die die Zellmembranen lysierte und die DNA denaturierte. Nach

leichtem Schwenken der Probe wurden 350 pl der Lésung 3 (Neutralisationspuffer)
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hinzugeflgt, die den pH-Wert regulierte und dafir sorgte, dass die Plasmid-DNA, nicht
aber die chromosomale DNA, wieder geschlossen wurde.

AnschlieRend wurden die Proben in Filterkolumnen umgefiillt und bei 13.000 rpm fir
1 min zentrifugiert. Nun wurden 500 pl HBC hinzugefliigt und wiederum zentrifugiert.
Dann wurde die DNA zweimal mit 700 yl DNA-Waschpuffer gereinigt und anschliel3end
einmal trocken zentrifugiert. Zum Schluss wurden 30 pl Elutionspuffer auf den Filter der

Kolumne gegeben und nach 10 min Einwirkzeit zentrifugiert.

Die DNA-Menge, die dabei gewonnen wurde, wurde mithilfe des Spektralphotometers
,Nanodrop 2000c” (Thermo Scientific) gemessen und anschlieRend sequenziert. Die
Proben, die die korrekte Mutation aufwiesen, wurden nun in grof3erer Menge in E. coli-
Bakterien vermehrt. Dafir wurden die Bakterien in den zuvor angefertigten
Glycerolproben in LB-Medium vermehrt und im Anschluss die Midi-Praparation
durchgefihrt (50 ml LB, 200 ul Glycerolprobe, 50 ul Ampicillin (100 mg/ml)).

3.2.1.4 Fotometrische Quantifizierung

Die gemessenen DNA- und RNA-Konzentrationen wurden mithilfe des
Spektralphotometers ,Nanodrop 2000c* (Thermo Scientific) und dem dazugehdrigen
Programm gemessen. Dabei wurde die Absorption der DNA-L&sung bei 260 nm
gemessen und der Quotient aus 260 nm/280 nm gebildet (Mllhardt, 2013). Lag der Wert
unter 1,8, wies dies auf eine Verunreinigung der DNA-Probe hin. Nach dem Lambert-
Beer'schen Gesetz errechnete das Programm die Konzentration der Probe. Ein
Extinktionskoeffizient von 1 korrelierte dabei mit 50 yg/ml DNA bzw. 40 yg/ml RNA
(Armbrecht, 2013).

3.2.1.5 Sequenzierung

1200 ng der DNA wurden in 12 pl ddH2O geldst und die Probe anschliefend von der
Firma ,SeqlLab“ (Goéttingen) sequenziert. Dabei wurden die Primer von ,SeqlLab“
hinzugesetzt. Um die Ergebnisse zu bewerten, wurden das Programm DNA 5 (Harvard)
und die Datenbank BLAST (NCBI) genutzt und die ermittelte Sequenz mit der

gewunschten Sequenz verglichen.
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3.2.1.6 Midi-Praparation
Aus den Uber Nacht inkubierten E. coli-Proben, die das gewunschte Plasmid trugen,
wurde eine Midi-Praparation nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Diese folgte

dem gleichen Prinzip wie die Mini-Praparation, ergab aber eine grofiere Menge DNA.

Tabelle 27 Protokoll Mini- und Midi-Praparation

Mini

Midi

Inokulation

4 ml LB + 4 ul Ampicillin (100
mg/ml)

50 ml LB+ Antibiotikum (50
pl Ampicillin (100 mg/ml), 75
pl Kanamycin (35 mg/ml))

Zentrifugieren

13000 rpm, 1 min

6000 rpm, 15 min

niedriger Salzgehalt

2x 700 uyl DNA Waschpuffer

Pelletresuspension 250 pl Lésung 1 4 ml P1
Zelllyse 250 pl Lésung 2 4 ml P2

4 ml S3
Neutralisation & | 350 pl Losung 3 10 min Inkubation und
Separierung der DNA | 10 min bei 13000 rpm Filtration durch QIAfilter

2 ml BB-Puffer
DNA-Waschung,
hoher Salzgehalt 500 yl HBC 0,7 ml ETR Puffer
DNA-Waschung,

0,8 ml PE-Puffer

Trockenzentrifugieren

2 min bei 13000 rpm

Ldsung

30-50 pl Lésungspuffer

200 pl Lésungspuffer

10 min Inkubation bei RT

1 min zentrifugieren bei 13000 rpm

3.2.1.7 Klonieren

Klonieren ist eine molekularbiologische Methode, bei der DNA in einen Vektor eingebaut
und in grofen Mengen vervielfaltigt wird (Reinhard, 2018).

Beim Klonieren wird grundsatzlich ein ahnliches Ziel wie bei der PCR verfolgt, jedoch
ergibt das Klonieren kostengtinstig grofRere Mengen von DNA. Aulterdem ist die DNA,
die in Vektoren eingebaut ist, stabiler als das reine DNA-Fragment, das bei einer PCR
vervielfaltigt wird. Der DNA kann durch den Vektor auch bestimmte Eigenschaften
zugeschrieben werden, die dann in folgenden Experimenten genutzt werden kénnen,
wie z. B. Antibiotikaresistenzen (Mulhardt, 2013).
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Nach einem &ahnlichen Prinzip funktioniert auch die Subklonierung, wobei hier das
gewlnschte DNA-Stick bereits in einen Vektor eingebaut ist und der Vektor
ausgetauscht wird (Bockler, et al., 2002). In dieser Arbeit wurde das Prinzip des
Subklonierens angewandt, um das Gen KCNJ 15(HA) aus dem Froschvektor pTLN in

den humanen Vektor pcDNA 3.1+ einzubauen.

3.2.1.8 Restriktion

Um die gewiunschte Probe 2zu subklonieren, wurde das Plasmid durch
Restriktionsenzyme zwischen Vektor und Ziel-DNA geschnitten. Hierzu wurde das
Plasmid KCNJ 15(HA) x pTLN genutzt und dieses mit den Enzymen EcoR1 und Hindlll

geschnitten.

Tabelle 28 Protokoll Plasmidrestriktion

Komponenten Menge

DNA-Plasmid 10 ug

BSA 0,5 ul
Restriktionsenzyme 3 WI/Enzym

Puffer Restriktionsenzyme 5l

H20 Bis 50 pl aufflllen
Inkubation Uber Nacht bei 37 °C

3.21.9 Agarosegel

Die verdaute Probe wurde anschlieRend auf ein Agarosegel (0,8 %) geladen. Dabei
wurde das DNA-Fragment von dem Vektor getrennt und unter Sicht mittels UV-Licht aus
dem Gel herausgeschnitten.

Fir das Gel wurde TAE-Puffer mit Agarose (100 ml auf 0,8 g) gemischt und aufgekocht.
AnschlieRend wurden 20 ml davon in einem Verhaltnis von 1:10000 mit GelRed
gemischt und in die entsprechende Form gegeben. Die verdauten Plasmide wurden
dann mit 1 yl Ladepuffer gemischt und anschlie@end neben einer DNA-Leiter, die die
FragmentgroRen anzeigte, auf das Gel geladen. Fur die Elektrophorese wurde das Gerat
,consort E321 Variable Voltage System“ mit einer Spannung von 100 V genutzt und das
beladene Gel mit TAE-Puffer bedeckt.

Da DNA negativ geladen ist, wandert diese bei Anlegen einer elektrischen Spannung
zur Kathode (+). Je kleiner die Fragmente sind, desto schneller wandern diese zum
Pluspol, sodass die DNA nach der unterschiedlichen Lange der Fragmente aufgespalten
wird (Lee, et al., 2012).
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3.2.1.10 Aufreinigung

Die DNA der gewunschten Lange wurde aus dem Gel herausgeschnitten und mithilfe
des ,ZymoClean Gel DNA Recovery Kits“ (Omega BioTek) aus dem Gel extrahiert und
gereinigt. Dabei wurde der Anleitung des Kits gefolgt und das Gel in ADB-Puffer (3-
faches Volumen) bei 55 °C fiir ca. 10 min geschmolzen. Die Lésung wurde anschliel3end
in die mitgelieferten Kolumnen gefillt und zentrifugiert (13000 rpm fiir 1 min). Dabei war
die DNA an die Membran gebunden und wurde dann zweimal mit 200 pl DNA-Wasch-
Puffer gereinigt (13000 rpm fir 1 min). Danach wurde noch einmal ohne zusatzlichen
Waschpuffer zentrifugiert, um die Membran vollstandig zu trocknen. Abschlief’end wurde
Lésungspuffer dazugegeben, um die DNA von der Membran zu I6sen und die Probe
erneut zentrifugiert. Im Reaktionsgefald befand sich nun die geldste und gereinigte DNA,

die anschlieRend wieder in den gewlinschten Vektor eingebaut werden konnte.

3.2.1.11 Ligation
Um die DNA in den Vektor einzubauen, wurde diese mit dem Vektor und T4 Ligase
gemischt, wie in folgendem Protokoll beschrieben. Die Ligase sorgte dafur, dass die

DNA-Enden des Vektors mit der gewunschten DNA verbunden wurden.

Tabelle 29 Protokoll Ligation

Komponenten Menge (pl)
DNA (17 ng/pl) 6
Vektor (17 ng/pl) 2
T4 Ligase 1
T4 Ligasenpuffer 1

Das Probengefald wurde anschliefiend bei 4 °C fir mind. 2 h inkubiert.

3.2.1.12 Proteingele und Western Blot

Fur alle Proteingele wurde das Set ,, TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit, 10 %" (Bio-
Rad) benutzt und das Gel in das ,Mini-Protean ®- System (Glass plates, 1,5 mm oder
1,0 mm Spacers, 10- oder 15-well-comb, short plates)* gegossen und fir 30 min
ausharten gelassen. Die Gele wurden dann in das Proteingelsystem von BioRad
gespannt und mit den Proben beladen; als Marker wurde die ,PageRuler Prestained
Protein ladder® (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Nun wurde durch das ,Kobe

Biometra Elektrophoresesystem® eine Spannung von 150 V angelegt. Anschliel3end
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konnte eine Aufnahme davon im ,ChemiDoc Imaging System“ (Bio-Rad) angefertigt
werden. Danach wurde das Gel im ,Trans Blot Turbo Transfer System“ (Bio-Rad)
geblottet (Mini-Gel TGX, 3 min). Dabei wurden ,Trans-Blot ® Turbo™ mini-size
nitrocellulose“ und ,Trans-Blot ® Turbo™ mini-size Transfer Stacks“ benutzt, die zuvor
fur 30 min im Transferpuffer eingelegt wurden, der nach Anleitung des Herstellers
gemischt wurde (Trans-Blot 5x Turbo Transfer Puffer; 100 ml Ethanol, 300 ml Wasser,
100 ml Puffer).

AnschlieRend wurde wiederum eine Aufnahme des Blots im ,ChemiDoc Imaging
System” (Bio-Rad) erstellt. Hierdurch konnte sichergestellt werden, dass die Proteine
vollstandig auf das Blottingpapier Ubertragen wurden und es zu keinem Verlust von
Banden kam. Die Membran wurde dann fur 1 h in Milch (10 g Milchpulver in 200 ml
PBST) geblockt und anschlieRend tber Nacht in den primaren Antikdrper gegeben.

Am nachsten Tag wurde die Membran dreimal in PBST fir jeweils 10 min gewaschen
und anschlieend der sekundare Antikdrper mit 10 ml Milch gemischt auf die Membran
gegeben. Nach einer Stunde wurde die Membran abermals dreimal mit PBST
gewaschen und konnte anschlieRend im ,Chemidoc Imaging System“ (Bio-Rad)
entwickelt werden. Membranen mit nicht-floureszierenden Antikdrpern mussten
zunéchst in 500 ul ,Clarity Max™ Western EC Substrate“ (Bio-Rad) lichtgeschiitzt
inkubiert werden und konnten anschlieRend ausgewertet werden. Membranen mit
fluoreszierenden Antikdrpern mussten lichtgeschitzt werden und konnten sofort im

,Chemidoc Imaging System* (Bio-Rad) entwickelt werden.

3.2.2 Zellkultur

Fir die ColP wurden HEK 293-Zellen und fir die PLA Cos7-Zellen aus Zelllinien
verwendet. Die Zellen wurden in DMEM (1x) GlutaMAX + 10 % FBS + 1 %
Penicillin/Streptomycin im BBD 6220 Inkubator inkubiert (37,5 °C, 4,5 % CO2, 95 %
Feuchtigkeit) und etwa zweimal wochentlich geteilt. Fir die Transfektionen wurden ca.
1 Mio. Zellen/well bzw. 100.000 Zellen/Chamber gesat. Etwa 24 h nach der Teilung
konnten die Zellen mit der DNA durch ,P3000“ und ,Lipofectamine 3000“ (Invitrogen)
transfiziert werden (bei ca. 80 % Konfluenz). Um die nétige Sterilitdt zu gewahrleisten,
die fur die Arbeit in der Zellkultur unerlasslich ist, wurde unter der ,Hera safe clean

bench® gearbeitet.

3.23 PLA

Bei der PLA (Proximity ligation assay) handelt es sich um ein Verfahren, mit dem gezeigt

werden kann, dass sich zwei Proteine weniger als 40 nm voneinander entfernt befinden
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und so vermutlich einen gemeinsamen Komplex bilden. Es stellt jedoch keinen
endglltigen Beweis fur eine Interaktion dar, da denkbar ware, dass noch weitere
Proteine zwischen den beiden markierten Proteinen liegen.

Fir die PLA wurden Cos7-Zellen transfiziert, sodass diese das gewlnschte Protein
exprimieren (Kir 4.2/5.1-Kanale). Nach 48 h wurden die Zellen mit Paraformalin fixiert
und der primare Antikérper (a-HA (rabbit)(Abcam)/a-FLAG (mouse)(Sigma)) darauf
gegeben. AnschlieBend wurden spezielle Antikbrper benutzt, die an den primaren
Antikorper binden, aber an der gegentiberliegenden Seite der Bindungsstelle ein DNA-
Stuck mit ,sticky ends®, also klebrigen Enden, haben. AnschlieRend wurde Ligase auf
die Zellen gegeben, sodass diese die ,klebrigen“ DNA-Enden ligierte, sofern sie weniger
als 40 nm voneinander entfernt waren. Die DNA wurde danach amplifiziert und das
Signal dadurch verstarkt. Eine mit Fluoreszenz markierte Hybridisierungssonde lagerte
sich an amplifizierte DNA an, sodass im Mikroskop die Hybridisierungssonden als rote

Punkte Uberall dort sichtbar wurden, wo die Proteine sehr nah nebeneinander vorlagen.

3.2.3.1 Zelltransfektion fiir PLA

Fir die Proximity ligation assay wurden Cos7-Zellen verwendet. Diese stammen aus
einem Karzinom des Nierenepithels einer afrikanischen Meerkatze und sind Fibroblasten
ahnlich. Die Zellen wachsen als Monolayer und sind gut zur Transfektion geeignet
(Mangold, 2004).

Fir die PLA wurden Cos7-Zellen in 8-Chamber-slides auspattiert (100.000/Chamber)
und nach 24 h transfiziert. Dabei wurden jeweils 150 ng der DNA der heteromeren bzw.
250 ng der DNA der homomeren Kanale mit 11,5 yl OptiMEM und 0,5 ul P3000
gemischt. Nach 5 min wurden 11,5 ul OptiMEM und 0,5 pl Lipofectamine 3000 zugesetzt.
Die Mischung wurde 15 min inkubiert, anschlieend auf die Zellen gegeben und 100 pl
OptiMEM zugesetzt. Nach 4 h Inkubation im Brutschrank wurden 100 yl DMEM

hinzugeflugt und das Medium am nachsten Tag komplett gewechselt.

3.2.3.2 Durchfiihrung PLA

Die PLA wurde mit dem ,Duolink™ in Situ PLA® Probe Anti-Rabbit PLUS* und dem
,Duolink™ In Situ PLA® Probe Anti-Mouse MINUS* durchgefiihrt. 48 h nach Transfektion
wurden die Zellen dreimal mit PBS (250 pl, 2 min) gewaschen und anschlielend in
Paraformaldehyd (4 %, 100 ul) fir 20 min fixiert. Danach wurden die Zellen wiederum
dreimal (2 min) mit PBS gewaschen und fir 4 min TritonX 100 (0,1 %) zugesetzt

(250 pl). Die Zellen wurden erneut dreimal (2 min) gewaschen und fir 30 min in

46



Blocklésung (Duolink™) gegeben (37 °C). Nach erneutem Waschen wurden die Zellen
flr 2 hin den primaren Antikérper gegeben (40 pl/Chamber, 1:100 a-HA (rabbit) antibody
(Abcam)/a-FLAG (mouse) (Sigma); Raumtemperatur). Danach wurden die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen. Die Sonde (a-Rabbit ist Plus und a-Mouse ist Minus)
wurde in dem Antikérperdiulent verdinnt (1:5) und die Zellen darin far 1 h bei 37 °C
inkubiert (40 pl/Chamber). Die Zellen wurden zweimal mit Waschpuffer A (5 min)
gewaschen. Fur die Ligation wurde der 5x Ligationspuffer mit Wasser verdinnt und
Ligase im Verhaltnis von 1:40 hinzugefiigt. Dann wurden 40 pl/Chamber auf die Zellen
gegeben und diese fur 30 min bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen
wieder zweimal mit Waschpuffer A (5 min) gewaschen. Der Amplifikationspuffer (5x,
lichtempfindlich) wurde mit H>.O verdinnt und die Polymerase im Verhaltnis 1:80
zugesetzt. Davon wurden dann 40 pl/Chamber auf die Zellen gegeben und fiir 100 min
bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen zweimal mit Waschpuffer B (10 min) und
anschlielend zweimal mit Waschpuffer B (0,01 %) fur je 1 min gewaschen.

AbschlieRend wurde ein Tropfen Mountingmedium auf die Zellen gegeben und diese
wurden mit einem Deckglas abgedeckt. Nun konnte das Medium Uber Nacht
durchtrocknen und das Deckglas am nachsten Tag fixiert werden. Die Bilder wurden mit

dem LSM 710 - Axio Examiner.Z1 microscope aufgenommen.

3.2.4 Co-Immunoprecipitation

Die ColP (Co-Immunoprecipitation) ist ein Verfahren, das aufzeigt, dass zwei Proteine
direkt miteinander interagieren. Dabei wurden Zellen mit der entsprechenden DNA
transfiziert, sodass diese das gewinschte Protein produzierten (in diesem Fall Kir
4.2/5.1-Heteromere; der Kanal besteht also aus beiden Proteinen). AnschlieRend
wurden die Zellen aufgeldst, um ein Lysat mit allen Proteinen der Zellen und auch dem
gewlnschten Protein darin zu erhalten.

Far die ColP wurden kleine, magnetische Kugeln (Beads) benutzt, die mit Antikérpern
Uberzogen sind, an denen die gewunschten Proteine binden konnten (a-FLAG gegen
KCNJ 16 -Konstrukte, a-GFP gegen KCNJ 15-Konstrukte). Das Lysat wurde jeweils auf
die beiden antikdrperiberzogenen Beads gegeben, sodass nur das gewlnschte Protein
daran band (Antikorperinteraktion). Nach 30 min Inkubationszeit wurden die Beads
mithilfe eines Magneten separiert und griindlich gewaschen, sodass alle ungebundenen
Proteine entfernt wurden.

Es befanden sich nun also nur noch die gebundenen Proteine an den Beads (Kir 4.2 bei
a-GFP Beads; Kir 5.1 bei a-FLAG Beads). Der Erwartung folgend, dass Kir 4.2 und 5.1

interagieren, war jetzt also Kir 4.2 an die a-GFP-Beads gebunden, und Kir 5.1 wiederum

47



an Kir 4.2. Andersherum waren in dem Gefald mit den a-FLAG-Beads die Kir 5.1-
Konstrukte an die Beads gebunden diese wiederum an Kir 4.2.

Wurden nun die Proteine von den Beads gel6st, befanden sich im Lysat also nur die
gebundenen Proteine und alle Proteine, die wiederum an das gesuchte Protein
gebunden sind. Wenn auf dem Blot, auf dem die Lysate der a-GFP-Beads (KCNJ 15)
bzw. a-FLAG-Beads geladen waren, auch FLAG (KCNJ 16) bzw. GFP (KCNJ 15)
nachzuweisen war, zeigte das, dass die Proteine einen Komplex gebildet hatten;
ansonsten ware das Protein beim Waschen entfernt worden. Nach dem Kochen der
Proteine lagen diese getrennt vor, sodass sich Kir 4.2 auf der Héhe von ca. 70 kDa
(GFP) befand und Kir 5.1 (FLAG) auf der Hohe von ca. 45 kDA bzw. Kir 5.1 (R176X)
aufgrund des eingebauten Stopcodons auf der Hohe von ca. 25 kDa.

Als Positiv- bzw. Negativkontrollen wurde der gleiche Versuch auch mit Zellen
durchgeflihrt, die nur mit einer DNA transfiziert wurden und daher keine heteromeren
Kanale aus Kir 4.2/5.1 bildeten. Da hier also nur ein Protein band, wurden hier keine
Proteininteraktionen zwischen verschiedenen Proteinen nachgewiesen. Diese Versuche

werden Immunoprecipitation genannt (IP).

3.2.4.1 Zelltransfektion fiir ColP

Um die Zellen fir die ColP zu transfizieren, wurden 2,5 ug der DNA von homomeren (IP)
und 2 ug der DNA von heteromeren Kanalen (ColP) in 125 pl OptiMEM geldst und mit
4 ul Reagenz P3000 (Thermo Scientific) versetzt. Nach 5 min Inkubation wurden 4 pl
Lipofectamine 3000 und 125 uyl OptiMEM zugesetzt. Nach weiteren 10 min Inkubation
wurden die Proben mit 750 pl OptiMEM aufgefillt und auf die Zellen gegeben. Nach ca.

4 h wurde 1 ml DMEM zu den Zellen hinzugegeben und diese weiter inkubiert.

3.2.4.2 Zelllyse und Proteinextraktion

24 h nach Transfektion konnten die Zellen lysiert (100 pl TritonX + Proteinaseinhibitor
1:50) und die Proteine extrahiert werden.

Die Zellen wurden zunachst einmal mit 2 ml DPBS gewaschen. Es wurden pro Konstrukt
die Zellen aus zwei Wells verwendet und dafir 100 pl des Lysepuffers auf die Zellen
gegeben. Diese wurden nach 5 min Inkubationszeit auf Eis abgeschabt und in
Reagenzgefalle pipettiert, die wiederum gekihlt wurden.

Fir die Input-Gele wurden pro Konstrukt drei Wells benutzt, wobei diese zunachst in
300 pl DPBS vorsichtig gelost und in Eppendorfgefalien bei 2000 rpm und 4 °C
zentrifugiert wurden. Der Uberstand wurde anschlieend verworfen und die Zellen

wurden nun mit 60 ul Lysepuffer gemischt, um die Proteine aus den Zellen zu I6sen.
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Die Ubrigen Proben wurden fir 1 h auf dem ,NeoLab ® Rotator 2-1175“ bei 4 °C gedreht.
Danach wurden die Proben in der Biofuge fresco Zentrifuge (Haraeus) fir 20 min bei
4 °C und 13000 rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurde das Zentrifugat von den
Zellresten abpipettiert und auf Eis gelagert.

Bei Verwendung der schon mit Antikérpern Uberzogenen Beads (a-FLAG (Sigma), bzw.
GFP-Trap (ChromoTek)) mussten diese vor Benutzung lediglich mit den jeweiligen
Puffern dreimal gewaschen werden (TBS fur Anti-FLAG, Waschpuffer des Herstellers
fur GFP).

Die Lysate konnten anschlieRend auf die Beads gegeben werden und die Proben dann
1 h (bei Raumtemperatur flir FLAG Beads, bei 4 °C fir GFP Beads) auf dem Rotator
(NeoLab) inkubiert werden. Der Uberstand wurde verworfen. Danach wurden die Beads
grundlich gewaschen (GFP-Beads mit Puffer vom Hersteller, FLAG-Beads mit TBS),
sodass alle ungebundenen Proteine entfernt wurden. Anschlieflend wurden die Beads
mit 100 pl SDS-Puffer (GFP-Beads) bzw. 60 ul (FLAG-Beads) versetzt und 10 min bei
96 °C gekocht. Die zuvor schon gewonnenen Inputs wurden ebenfalls mit SDS-
Ladepuffer versetzt und fur 10 min bei 96 °C gekocht.

Nach dem Kochen wurden alle Proben auf Eis gelagert und konnten auf das Gel geladen
werden. Durch das Kochen wurde erreicht, dass die gebundenen Proteine denaturierten
und getrennt vorlagen. Daher konnten die Proteine spater auf dem Blot aufgetrennt

bewertet werden.

3.2.5 Methoden fiir Lumineszenzversuche

Mit den zuvor beschriebenen Versuchen PLA und ColP lieen sich Proteininteraktionen
nachweisen. Wenn die Proteine aber trotz Mutation miteinander interagierten, stellte sich
die Frage, ob die Symptomatik bei den Patienten entsteht, weil die Kanale zwar
exprimiert werden, aber nicht korrekt funktionieren, oder weil eine geringere Anzahl an
die Zelloberflache gelangt (gating bzw. trafficking error). Auch eine Kombination aus
beiden Moglichkeiten ist denkbar. Um sich der Beantwortung dieser Frage anzunahern,
wurden Versuche mit Xenopus laevis Oozyten durchgefihrt. Mit Hilfe von
Lumineszenzversuchen konnte bestimmt werden, wie viele Kanale beim mutierten Typ

im Vergleich zum Wildtyp exprimiert werden.

3.2.5.1 Linearisierung

Die Xenopus laevis Oozyten wurden mit cRNA statt DNA injiziert, damit sie die
gewulnschten Proteine exprimierten. Daflir musste die hergestellte DNA linearisiert

werden und anschlieRend zu cRNA umgeschrieben werden.
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Fir die Injektion der Oozyten wurde entweder nur eine cRNA benutzt (homomere
Kanale), oder zwei verschiedene cRNAs als Koinjektion, damit der exprimierte Kir-Kanal
aus Kir 4.2 und 5.1 bestand.

Fir die Linearisierung wurde folgendes Protokoll verwendet, wobei das KCNJ 15-
Konstrukt mit Mlu1 und die KCNJ 16 -Konstrukte mit Nhe1 geschnitten wurden:

Tabelle 30 Protokoll Linearisierung

Komponenten Menge (pl)

Puffer 2.1 (Nhe1) /3.1 (Mlu1) 5

Nhe1 /Mlu1 2,5

DNA 2,5 ug

BSA (Nhe1) / H20 (Mlu1) 0,5

H20 Bis 50 pl aufflllen

Die Proben wurden anschlieRend bei 37 °C Uber Nacht inkubiert.

3.2.5.2 RNA-Synthese

Um aus der linearisierten DNA cRNA herzustellen, wurde das mMESSAGE
mMMACHINE™ Sp6 transcription kit fir KCNJ 15 (Thermo Scientific) und das
MMESSAGE mMACHINE™ T7 transcription kit fiir die KCNJ 16 -Konstrukte (Thermo
Scientific) verwendet. Dabei wurde auf eine saubere und RNAse-freie Umgebung
geachtet und die Proben wurden immer auf Eis gelagert, um Denaturierung zu
verhindern. Es wurde der Anleitung des Herstellers folgend nach unten aufgefihrtem

Protokoll vorgegangen.

Tabelle 31 Protokoll cRNA-Synthese

Komponenten Menge (pl)

DNA 500 ng (max. 3 pl)
10x T7/ Sp6 Puffer 1

2xNTP/cap S

T7/Sp6 Enzym Mix 1

H.O (RNAse-frei) 1

Total 10

Die Proben wurden anschlieRend fir 2 h bei 37 °C inkubiert.
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3.2.5.3 RNA-Aufreinigung
Bevor die RNA injiziert werden konnte, musste sie von restlicher DNA gereinigt werden.
Dabei wurde die verbliebene DNA zunachst unter Benutzung folgenden Protokolls

verdaut (Komponenten aus dem mMESSAGE-Kit):

Tabelle 32 Protokoll DNA-Verdauung

Komponenten Menge (pl)
cRNA Probe 10

H20 (RNAse-frei) 30

DNAse 1 1

DNA Verdaupuffer 1

AnschlieRend wurde zur weiteren Reinigung das ,RNA Clean & Concentrator™-5”
(ZymoReseach) Kit benutzt und der Anleitung des Herstellers gefolgt. Dafir wurden der
Probe 100 pl RNA-Bindepuffer und 150 pl Ethanol hinzugesetzt und die Mischung
anschlieBend in der ,Zymo-Spin™ IC Column“ bei 13.000 rpm fiir eine Minute
zentrifugiert. Danach wurden 400 pyl RNA Prep-Puffer auf den Filter gegeben und erneut
zentrifugiert. Nach zweimaligem Waschen mit 400 ul Waschpuffer wurde die RNA in
15 pl RNAse-freiem Wasser gelost.

Im Anschluss wurde die Konzentration wiederum mit dem ,Nanodrop 2000c* gemessen.

3.2.5.4 Xenopus laevis Oozyten

Die Oozyten der Froschart Xenopus laevis werden standardmafig fur Untersuchungen
von Kanéalen genutzt. Da sie von sich aus kaum Kanale exprimieren, ist die Qualitat der
Ergebnisse besonders gut und es kdnnen sowohl funktionelle Studien als auch Studien
zur Quantitat der Proteinexprimierung durchgefiihrt werden. Die cRNA wird au3erdem
sehr effizient in Proteine translatiert. Au3erdem sind die Oozyten grof3 genug, um die
RNA sicher injizieren zu kénnen. Die Resultate kdnnen dadurch gut ausgewertet
werden.

Die Oozyten wurden von der Firma ,EcoCyte GmbH* (Dortmund) bezogen, die sie

gekuhlt und in antibiotikaversetztem Puffer lieferte.

3.2.5.5 Funktionelle Studien (Dr. Aparna Renigunta)

Vor der Durchfihrung der Lumineszenzversuche mit Xenopus laevis Oozyten wurde
mittels funktioneller Studien Uberprift, ob das KCNJ 15(HA)-Konstrukt ahnliche
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Ergebnisse wie der Wildtyp liefert. Dafur wurden jeweils KCNJ 15 und KCNJ 15(HA) x
pTLN allein oder zusammen mit KCNJ 16(R137C) x pSGEM in die Oozyten injiziert und
nach 48 h gemessen. Dabei war zu sehen, dass der Kanal, der mit HA versehen war, in
der Funktionalitat leicht herabgesetzt war. Allerdings war der Unterschied nicht sehr

grof}, sodass das Konstrukt mit HA ndherungsweise genutzt werden konnten.

3.2.5.6 RNA-Injektionen

Pro Oozyte wurden 10 ng einer RNA bzw. 10 ng je RNA (Heteromere) in 50 nl RNAse-
freiem Wasser injiziert. Daftir wurden je 500 ng RNA in 3 pl RNAse-freiem Wasser gelost.
Fir die Injektion wurden Glaskapillare (1,05x80 mm, Science Product GmbH) verwendet
und mithilfe des ,Pipette Puller Pul-1“ (World Precision Instruments) zu
Injektionskapillaren geformt. AnschlieRend wurde die Spitze unter Sicht mit einer
Pinzette abgetrennt, sodass eine Offnung entstand. Die RNA wurde mit dem
Micromanipulator Nanoliter 2000 (World Precision Instruments) injiziert. Die injizierten
Oozyten wurden anschlieend in ND 96-Puffer bei 16 °C auf dem ,Yellow line OS5 basic
Schuttler” gelagert und das Medium wurde am folgenden Tag gewechselt. Abgestorbene
Zellen wurden sorgfaltig aussortiert. Nach 48 h wurde die Kanalexprimierung durch

Oberflachenlumineszenz (Luminometer GIoMAX 20/20, Promega) gemessen.

3.2.5.7 Oberflachenquantifizierung

Um die Kanalexprimierung per Lumineszenz messen zu kénnen, mussten die Oozyten
mit Antikérpern versehen werden. Dafir wurden 20 Oozyten pro Konstrukt in R6hrchen
gegeben, 400 pl Blockpuffer hinzugefuigt (500 ml ND96 + 5 g BSA) und fir 30 min bei
4 °C inkubiert. AnschlieRend wurde a-HA-Antikérper (Roche) im Verhaltnis von 1:100 im
Blockpuffer gelést und es wurden 200 pl pro Konstrukt fir 60 min bei 4 °C auf die
Konstrukte gegeben. Wahrend der Inkubation konnte bereits der Lumineszenzpuffer
hergestellt werden (1:1 ,SuperSignal ® ELISA Femto Maximum Sensitivity Substrate®,
nach Anleitung des Herstellers, 20 pl/Oozyte). Dann wurden die Oozyten sechsmal mit
je 2 ml Blockpuffer gewaschen (30 min auf Eis). Danach wurde Goat-a-Rat-Antikdrper
(Jackson ImmunoResearch) in Blockpuffer geldst (1:500) und von dieser Mischung
200 pl auf je ein Konstrukt gegeben und bei 4 °C fiir 1 h inkubiert. AnschlieRend wurden
die Oozyten vorsichtig zwdlfmal in 2 ml Blockpuffer gewaschen, um samtliche
ungebundenen Antikérper zu entfernen (1 h, 4 °C). Zum Schluss wurden die Oozyten
15 min in ND96 (ohne BSA) auf Eis gewaschen.
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Nun wurden die Oozyten einzeln (10/Konstrukt) mit 20 pyl Lumineszenzpuffer (Pierce
Technology) in GefalRe gegeben und die Oozyten im Luminometer (GloMAX 20/20,

Promega) vermessen.

3.2.5.8 Proteinextraktion

Zusatzlich zu den Lumineszenzmessungen wurden funf injizierte Oozyten pro Konstrukt
lysiert, um die Proteine zu extrahieren. Dafur wurden 200 ul Lysepuffer auf die Oozyten
gegeben und diese durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren lysiert. AnschlieRend
wurden die Proben auf Eis fur 5 min inkubiert. Dann wurden die Lysate bei 4 °C fur
15 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Vom Uberstand (mdglichst ohne Dotter oder Pellet)
wurden 100 pl abpipettiert. Diese wurden mit 25 yl SDS-Ladepuffer vermischt und fiir
10 min bei 96 °C gekocht und anschlieRend auf Eis gelagert. Nach 5 min konnten die

Proben auf das Proteingel geladen werden.
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4 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgefihrten Versuche
vorgestellt. Es werden zuerst die Ergebnisse der molekularbiochemischen Versuche
gezeigt, die die Grundlage der weiteren Versuche bilden.

Im Anschluss werden die Ergebnisse der Proteininteraktionsversuche (PLA und ColP)
und abschlieBend die Ergebnisse der Lumineszenzversuche (quantitative Messung)
vorgestellt.

Die Konstrukte KCNJ 16(T63l) x pSGEM, KCNJ 16(T64l) x pIRESx3FLAG, KCNJ
15(HA) x pTLN, KCNJ 15(HA) x pcDNA3.1+ und KCNJ 15 x pEGFP wurden innerhalb
dieses Projektes konstruiert, die Ubrigen verwendeten Konstrukte waren im Labor aus

den vorangegangenen Versuchen bereits vorliegend.

4.1 SDM T64l - Einfiigen der Punktmutation in KCNJ 16(wt) x pSGEM und KCNJ
16(wt) x pIRESx3xFLAG

Fir die side directed mutagenisis der zuletzt identifizierten Mutation T641 wurde KCNJ
16(wt) x pPSGEM und KCNJ 16 x pIRESx3xFLAG als DNA-Matrize benutzt. Nach dem
Standardprotokoll des Labors wurden die Proben anschlieRend auf Agarosegel (1 %)
geladen und mittels UV-Licht visualisiert. Im rot umrandeten Bereich sind die DNA-

Banden dargestellt, die die erfolgreiche Amplifizierung zeigen.
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Abbildung 2 SDM von KCNJ 16(T641) x pPSGEM und KCNJ 16(T641) x pIRESx3xFLAG
auf Agarosegel (1 %)

In KCNJ 16 x pPSGEM und KCNJ 16 x pIRESx3xFLAG wurde die Punktmutation T64/
eingefligt.

Ladevolumen: 3 ul/Probe mit 1 ul Gel loading Buffer (Ambion); Marker: 3 ul (DNA ladder
1 kb peqGOLD von peqlLab)

Visualisierung mittels UV-Licht (Vilber Lourmat), SDM-Produkt rot umrandet

M: Marker
1: KCNJ 16(T641) x pSGEM
2: KCNJ 16(T641) x pIRESx3XxFLAG

Im Anschluss an die Verdauung der nicht-mutierten DNA-Matrize durch Dpn1 wurden
die Proben in E. coli-Bakterien transformiert und das produzierte Plasmid sequenziert.
Dadurch wurde sichergestellt, dass die korrekte Mutation eingefiigt wurde und keine

zusatzlichen Mutationen vorlagen.

4.2 Konstruktion von KCNJ 15(HA) x pcDNA 3.1+

Das Konstrukt KCNJ 15(HA) x pcDNA3.1+ wurde innerhalb dieser Arbeit aus KCNJ
15(HA) x pTLN subkloniert. Als Schnittstellen wurden BamH1 und EcoR1 genutzt. Der
Aufbau des Vektors mit KCNJ 15(HA) ist im Folgenden schematisch abgebildet:

(6537) SgrDI Mfel

el (161)
(6420) SspI Bpul0I (180)
Nrul (208)
Mlul (228)

Spel (249)

CMV enhancer
NdeI (484)
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BmtI (899)
AFIII (908)
HindIII (911)

(6096) Scal
(5986) Pvul

PshAI (1592)
BmgBI (1594)
PmII (1648)
PfIMI (1705)

BsmBI - Esp3I (1706)
(4726) Pcil — " Afel (1807)

KCNJ 15(HA) x pcDNA 3.1+
6539 bp

EcoRI (2063)

EcoRV (2075)

S NotI (2090)

Xbal (2102)
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CAP binding site
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(3891) RsriIl
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(3493) PFIFI - Tth111I
(3378) PIuTI

DralIIl (2642)

Stul (3164)
(3376) Sfol AvrIl (3165)
(3375) Narl TspMI - Xmal (3186)
(3374) KasI Smal (3188)
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Abbildung 3 KCNJ 15(HA) x pcDNA3.1+

DNA-Map von KCNJ 15(HA) im Vektor pcDNA3.1+ (Erstellt durch das Programm

SnapGene)

KCNJ 15(HA) wurde innerhalb dieser Arbeit aus dem Froschvektor pTLN
ausgeschnitten und in den Vektor pcDNA3.1+ eingesetzt. Dieses Konstrukt wurde
anschlie3end fur die Proteininteraktionsversuche ColP und PLA genutzt.

4.3 Proximity Ligation Assay

Fiar die Durchfiihrung der PLA wurden Cos-Zellen mit KCNJ 15(HA) x pcDNA3. 1+ sowie
den KCNJ 16 -Konstrukten in pIRESx3xFLAG-Vektoren transfiziert.

Die Chamber slides wurden im Anschluss mithilfe des LSM 710 - Axio Examiner.Z1
microscope mikroskopiert (100x). Auf den folgenden Abbildungen wurden in Blau die
Zellkerne und in Rot die fluoreszierenden Sonden dargestellt. Die weilde Markierung

zeigt den verwendeten Mal3stab (entspricht 10 um).

KCNJ 15(HA) x pcDNA 3.1+ KCNJ 15(HA) x pcDNA 3.1+
+ KCNJ 16(wt) x + KCNJ 16(T64I) x
PIRESx3xFLAG PIRESx3xFLAG

KCNJ 15(HA) x pcDNA 3.1+ KCNJ 15(HA) x pcDNA3.1+
+ KCNJ 16(1132R) x + KCNJ 16(R137C) x
PIRESXx3xFLAG PIRESXx3xFLAG
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KCNJ 15(HA) x pcDNA3.1+ KCNJ 15(HA) x pcDNA3.1+
+ KCNJ 16(R176X) x + KCNJ 16(P250L) x
PIRESx3xFLAG PIRESx3xFLAG

KCNJ 15(HA) x pcDNA3.1+ +/- Proben
+ pIRESX3XFLAG

Abbildung 4 Ergebnisse der PLA mit KCNJ 15 und KCNJ 16(wt und mt)

Cos7-Zellen in 8-wells-Chamber-slides ca. 1,2x10° Zellen/well

Die Zellen wurden mit jeweils 150 ng DNA der heteromeren Kanalproteine transfiziert,
bzw., mit 250 ng bei Homomeren (KCNJ 15(HA) x pcDNA 3.1+ und KCNJ 16 x
PIRESXx3xFLAG (wt/T641l/1132R/R137C/R176C/P250L), bzw. nur KCNJ 15(HA) und der
leere pIRESx3xFLAG-Vektor

LSM 710 - Axio Examiner.Z1 microscope 100x Vergré3erung, weil3e Markierung: 10 um
L&nge

In Blau: angeférbter Zellkern, in Rot: Signal der amplifizierten PLA-Sonden

Primérer Antikérper: fiir KCNJ 15: a-HA (rabbit) (Abcam); flir KCNJ 16: a-FLAG
(mouse)(Sigma)

Sets: Duolink™ in Situ PLA ® Probe Anti-Rabbit PLUS, Duolink™ In Situ PLA® Probe
Anti-Mouse MINUS

In allen Chambern, in denen KCNJ 15- und KCNJ 16 -Konstrukte transfiziert wurden,
waren rote Punkte der Sonde zu sehen, die zeigten, dass Kir 4.2 und 5.1 weniger als 40
nm voneinander exprimiert vorlagen. Somit wurden nicht nur zwischen Kir 4.2 und 5.1
(wt) Komplexe gebildet, sondern auch zwischen Kir 4.2 und allen durch Mutation

veranderten Kanalen. Bei den Zellen, die nur mit KCNJ 15(HA) und dem leeren Vektor
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transfiziert wurden sowie den nicht transfizierten Zellen waren erwartungsgemaf keine

Interaktionen nachzuweisen (Negativproben).

Zusammenfassend konnte durch die Durchfihrung der PLA gezeigt werden, dass
Kir 5.1 als heteromerer Kanal mit Kir 4.2 einen Komplex bildet. Diese Komplexbildung
konnte fir den Wildtyp genauso wie fur alle funf von Mutation betroffenen Kanéle

gleichermal3en nachgewiesen werden.

4.4 Co-Immunoprecipitation

Far die Co-Immunoprecipitation wurden magnetische Kugeln (Beads) genutzt, die mit
GFP bzw. FLAG-Antikdrper Uberzogen sind, wodurch die transfizierten Konstrukte an
die Beads binden konnten. Fir die Transfektion wurden HEK-Zellen verwendet, die mit
pEGFP-markierten KCNJ 15 und FLAG-markierten KCNJ 16(wt), -(T64l), -(1132R), -
(R137C), -(R176X), und -(P250L) kotransfiziert wurden und Heteromere ausbildeten
(ColP). Fir die Negativ-/Positivkontrollen wurden die Zellen auch allein mit KCNJ 15 x
PEGFP bzw. KCNJ 16(wt) x pIRESx3xFLAG oder KCNJ 16(R176X) x pIRESx3xFLAG
transfiziert (IP).

4.4.1 Blots der Inputs

Zunachst wurden aus den HEK-Zellen Lysate hergestellt, die alle Proteine enthielten,
die in den Zellen exprimiert wurden. Dementsprechend war zu erwarten, dass die
Kanalproteine, deren DNA transfiziert wurde, in dem Lysat (Input) immer nachweisbar
sein wurden, sofern die Transfektion erfolgreich war. Im Folgenden wurde der

Immunoblot der Inputs mit a-GFP-Antikérpern und a-FLAG-Antikdrpern abgebildet.
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Abbildung 5 Inputs mit a-FLAG-Antikérper (oben) und a-GFP-Antikérper (unten)

Die Zellen wurden 24 h nach Transfektion lysiert (6-well-Platten mit ca. 10° HEK 293
Zellen); SDS Polyacrylamidgel (10 %), 20 ul Ladevolumen, Marker: PageRuler™
Prestained Protein ladder (Thermo Fisher Scientific)

Primére Antikérper: a-GFP (rabbit) 1:1000 (Santa Cruz), a-FLAG (mouse) 1:1000
(Sigma)

Sekundére Antikérper: Goat a-Rabbit IgG (H+L)-HRP Conjugate (Bio-Rad), a-mouse
I9G Peroxidase-conjugated (1:10000) (Sigma)

M: Marker

:KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(wt)x pIRESx3xFLAG

: KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(T641) x pIRESx3xFLAG
:KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(1132R) x pIRESx3xFLAG
" KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(R137C) x pIRESx3XxFLAG
" KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(P250L) x pIRESx3xFLAG
:KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(R176X) x pIRESx3xFLAG
: KCNJ 16(wt) x pIRESx3xFLAG

: KCNJ 16(R176X) x pIRESx3XxFLAG

ONODOTAWN =

Auf dem oberen Blot sind die Banden zu sehen, die durch a-FLAG-Antikérper sichtbar
gemacht wurden. Da FLAG an das Kir 5.1-Protein gebunden war, sind auf der Héhe von
ca. 40 kDa die Kir 5.1-Proteine deutlich als Banden in allen Sdulen zu sehen, wo auch
KCNJ 16 transfiziert wurde. Bei den Proben 6 und 9 wurde KCNJ 16(R176X) transfiziert,
was als Mutation ein Stopcodon tragt, sodass das Protein kiirzer war als bei den anderen
Mutationen (ca. 25 kDa).

Auf dem unteren Blot sind die Banden abgebildet, die mit a-GFP-Antikorpern sichtbar
gemacht wurden. Dementsprechend sind auf einer H6he von ca. 70 kDa Uberall dort

Banden zu sehen, wo auch KCNJ 15 transfiziert wurde. Daher sind in Saule 7 und 9
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keine klaren Banden zu erkennen, da in diesen Proben nur KCNJ 16 transfiziert wurde
(Negativprobe).

Anhand dieser Ergebnisse konnte abgeleitet werden, dass die Transfektionen korrekt
durchgefuhrt wurden und die zu erwartenden Proteine nachgewiesen werden konnten.

Mit den Lysaten konnte nun also die ColP durchgefihrt werden.

4.4.2 |IP und ColP mit,,GFP-Trap magnetic Beads” (Chromtek)

Zunachst wurden die Versuche mit Beads durchgefihrt, die mit Antikérpern gegen GFP
Uberzogen sind. Dementsprechend war zu erwarten, dass nur GFP, das an Kir 4.2
gebunden war, an diesen Beads binden konnte mit allen Proteinen, die wiederum an Kir
4.2 gebunden waren. Alle anderen Proteine, die sich in dem Zelllysat befanden, konnten
nicht an GFP binden und wurden dementsprechend weggewaschen. Konnten also durch
Antikérper gegen FLAG auf dem Western Blot Banden nachgewiesen werden, so
musste sich Kir 5.1-Protein (mit FLAG markiert) in den Proben befinden. Die Tatsache,
dass Banden nachgewiesen werden konnten, beweist also, dass Kir 5.1 (FLAG) mit Kir
4.2 (GFP) interagiert hat und somit durch Kir 4.2 ebenfalls an den GFP-Antikérper der
Beads gebunden war. Die Versuche wurden wie in Kapitel 3.2.4 der Methoden
beschrieben durchgefiihrt.

Auf der oberen Abbildung ist der Immunoblot der Proben abgebildet, die an GFP-Beads

gebunden waren und mit a-FLAG Antikérpern entwickelt wurden.
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IP: a-GFP IB: a-FLAG
KCNJ 15 (mit GFP markiert); KCNJ 16 (mit FLAG markiert)
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Abbildung 6 IP und ColP auf GFP-Trap magnetic beads (ChromoTek) entwickelt mit
a-FLAG und mit a-GFP

Die Zellen wurden 24 h nach Transfektion lysiert und die IPs durchgefiihrt (6-well-
Platten mit ca. 10° HEK 293 Zellen); SDS Polyacrylamidgel (10 %), 20 ul Ladevolumen,
Marker: PageRuler™ Prestained Protein ladder (Thermo Fisher Scientific)

Oben: Antikérper: a-FLAG (mouse)1:1000 (Sigma), a-mouse IgG Peroxidase-
conjugated (1:10000) (Sigma)

Unten: Antikérper: a-GFP (rabbit) 1:1000 (Santa Cruz), Goat a-Rabbit IgG (H+L)-HRP
Conjugate (1:10000)

M: Marker

:KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(wt)x pIRESx3xFLAG

: KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(T641) x pIRESx3xFLAG
:KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(1132R) x pIRESx3xFLAG
" KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(R137C) x pIRESx3xFLAG
" KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(P250L) x pIRESx3xFLAG
" KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(R176X) x pIRESx3xFLAG
: KCNJ 16(wt) x pIRESx3xFLAG

: KCNJ 15(wt) x pEGFP

: KCNJ 16(R176X) x pIRESx3XxFLAG

©CONDOANWN =
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Auf der oberen Abbildung in den Proben 1-5 sind Banden auf der Héhe von ca. 48 kDa
zu sehen, was der GrofRe von KCNJ 16 x pIRESx3xFLAG entspricht. In diesen Proben
waren die Kir 5.1-Proteine also an Kir 4.2 gebunden, sodass sie nicht weggewaschen
wurden. In den Negativproben 7 und 9 wurde nur KCNJ 16 transfiziert, sodass dieses
zwar durch a-FLAG anfarbbar gewesen ware, aber bei der IP schon weggespilt wurde,
sodass es nicht mehr nachweisbar war. Die Probe Nr. 6 zeigt das Ergebnis von
KCNJ 15 + KCNJ 16(R176X). Da es sich hierbei um eine Mutation mit Stopcodon
handelt, ist das Protein deutlich kirzer als die anderen Kir 5.1-Proteine.

Dementsprechend ist die Bande auf der Héhe von 25 kDa zu sehen.

Auf der unteren Abbildung ist der Immunoblot mit a-GFP-Antikérpern bei GFP-Beads
abgebildet.

Fir die Proben 1-8 sind klare Banden auf der Hohe von ca. 70 kD erkennbar, was der
GrolRe von KCNJ 15 x pEGFP entspricht. In all diesen Proben war also Kir 4.2
nachzuweisen. Dieses war an die Beads gebunden und ist somit nicht weggewaschen
worden.

Bei den Proben 7 und 9 sind keine Banden zu sehen, da hier als Negativprobe nur
KCNJ 16 transfiziert wurde. Daher kénnen unspezifische Bindungen an die Beads

ausgeschlossen werden.

4.4.3 IP und ColP mit ,,a-FLAG ® M2 Magnetic Beads* (Sigma-Aldrich)

Die zuvor beschrieben Versuche wurden dann mit FLAG-Beads durchgefiihrt, sodass
nur Kir 5.1 binden konnte und Kir 4.2 nur nachweisbar war, wenn es mit Kir 5.1 einen
Komplex gebildet hat. Die daraus entstehenden Blots wurden dann wiederum mit a-
FLAG bzw. a-GFP entwickelt.
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Abbildung 7 IP und ColP mit KCNJ 15 x pEGFP und KCNJ 16(wt/mt) x
PIRESXx3xFLAG mit ,a-FLAG ® M2 Magnetic beads” (Sigma-Aldrich)

Die Zellen wurden 24 h nach Transfektion lysiert und die ColP durchgefiihrt (6-well-
Platten mit ca. 10° HEK 293 Zellen); SDS Polyacrylamidgel (10 %), 20 ul
Ladevolumen, Marker: PageRuler™ Prestained Protein ladder (Thermo Fisher
Scientific)

oben: a-FLAG (rabbit) 1:1000 (Sigma), Clean Blot 1:10000 (Thermo Fisher Scientific)
unten: a-GFP (rabbit) 1:1000 (Santa Cruz), Goat a-Rabbit IgG (H+L)-HRP Conjugate
1:10000 (BioRad)

M: Marker

:KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(wt)x pIRESx3xFLAG

: KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(T641) x pIRESx3xFLAG
:KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(1132R) x pIRESx3xFLAG
" KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(R137C) x pIRESx3xFLAG
" KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(P250L) x pIRESx3xFLAG
" KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(R176X) x pIRESx3xFLAG
: KCNJ 16(wt) x pIRESx3xFLAG

: KCNJ 15(wt) x pEGFP

: KCNJ 16(R176X) x pIRESx3XxFLAG

©OND AN WN =

Auf dem Blot, das mit a-FLAG entwickelt wurde, sind Banden in den Proben 1-6, sowie
9 bei ca. 40 kDa zu sehen. Diese waren also nur bei den Proben, bei denen KCNJ 16
(FLAG) transfiziert wurde (Probe 9 ist die Positivprobe) nachweisbar. Bei Probe 8, bei
der nur KCNJ 15 transfiziert wurde, sind wie zu erwarten keine Banden zu sehen, da.

Kir 4.2 nicht an die Beads gebunden hat und weggewaschen wurde. Bei den Saulen 6
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und 9 wurde KCNJ 16(R176X) x pIRESx3xFLAG transfiziert, sodass die Proteine
aufgrund des Stopcodons kirzer waren. Alle mutierten Proteine haben aber ebenso mit
Kir 4.2 interagiert wie der Wildtyp.

Auf der unteren Abbildung sind die Ergebnisse abgebildet, die mit a-GFP entwickelt
wurden. Dementsprechend sind Banden auf der H6he von 70 kDa in Saulen 1-6 zu
sehen. Dort wurden jeweils KCNJ 15 und KCNJ 16 transfiziert. Kir 5.1 hat an den FLAG-
Beads gebunden, wodurch das an Kir 5.1 gebundene Protein Kir 4.2 durch a-GFP
nachgewiesen werden kann. In Saule 8 wurde KCNJ 15 allein transfiziert, was nicht an
den Beads gebunden war und somit weggewaschen wurde (Negativprobe). In Saule 9
ist das Ergebnis der Transfektion mit KCNJ 16(R176X) allein zu sehen. Dieses hat zwar

an den Beads gebunden, lasst sich aber durch a-GFP nicht nachweisen (Negativprobe).

Zusammenfassend konnte durch die Durchfihrung der ColP nachgewiesen werden,
dass Kir 5.1 mit Kir 4.2 interagiert. Diese Interaktionen bestehen zwischen Kir 5.1 (wt)
mit Kir 4.2 gleichermalRen wie fur alle funf von Mutation betroffenen Kanale (mt). Die
Symptomatik der Patienten kann dementsprechend nicht auf ganzlich fehlende

Interaktion der Kanaluntereinheiten zuriickgefuhrt werden.

4.5 Vorbereitungen fiir Versuche mit Xenopus laevis Oozyten

4.5.1 Linearisierung der Froschkonstrukte und cRNA-Synthese

Far die Experimente mit Xenopus laevis Oozyten wurde RNA bendtigt, die zunachst aus
den DNA-Proben gewonnen werden musste. Dafur wurden die Konstrukte durch ein
Restriktionsenzym (Mlu1 fir KCNJ 15 und NHe1 fur KCNJ 16) geschnitten, sodass das
Plasmid linear vorlag (Inkubation von Plasmid und Enzymen tber Nacht).

AnschlieRend wurden die linearisierten Konstrukte fir die cRNA-Synthese genutzt.
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Abbildung 8 Ergebnisse der cRNA-Synthese von KCNJ 15(HA)x pTLN und KCNJ 16 x
pSGEM auf 0,8 % Agarosegel (7 ul GelRed)

Ladevolumen: 1 ul + 1 ul Gel Loading buffer Il (Ambion), Marker: 3 ul 1 kb
DirectLoad™DNA ladder (Sigma), Marker 2: 3 ul 100 bp DNA-Leiter (Invitrogen)
Visualisierung durch UV-Licht (ChemiDoc, Bio-Rad)

M: Marker

1: KCNJ 16(wt) x pPSGEM

2: KCNJ 16(T641) x pSGEM

3: KCNJ 16(1132R) x pSGEM

4: KCNJ 16(R137C) x pPSGEM

5: KCNJ 16(R176X) x p SGEM

6: KCNJ 16(P250L) x pSGEM

7: KCNJ 10 (wt) x pPSGEM

M2: Marker 2

8: KCNJ 15(HA) x pTLN

Auf dem Agarosegel sind bei allen Proben klare Banden zu erkennen. Auf der Héhe von
ca. 5000 bp sind keinerlei Banden zu sehen, was zeigt, dass keine DNA die Proben
verunreinigte. Mit diesen cRNA-Proben konnte nun weitergearbeitet werden und diese

in die Oozyten injiziert werden.

4.6 Versuche mit Xenopus laevis Oozyten

4.6.1 Lumineszenzversuche mit Xenopus laevis Oozyten

Die Lumineszenzversuche wurden an Xenopus laevis Oozyten durchgefihrt. Als
Negativprobe wurde Wasser injiziert; die restlichen Oozyten wurden entweder mit einer
RNA (KCNJ 15(HA)) oder mit zwei RNAs (KCNJ 15(HA) + KCNJ 16(wt/mt)) injiziert.
48 h nach Injektion wurden die Oozyten dann vermessen.

Sollte eine Transportstérung vorliegen, so wird erwartet, dass beim Wildtyp deutlich

mehr Lumineszenz zu messen ist als bei den mutierten Konstrukten. Sollte allein die
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Funktion der Kanale eingeschrankt sein, so musste die Anzahl der Kanéle bei den
mutierten Typen und beim Wildtyp gleich sein.
Fir die Messungen wurden jeweils 10 Eizellen/Konstruktkombination genutzt. Die

Ergebnisse sind in der unten abgebildeten Grafik  aufgezeichnet.
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Abbildung 9 Oberflichenquantifizierung der Oozyten mit KCNJ 15(HA) x pTLN und
KCNJ 16(wt und mt)

Die Messungen wurden 48 h nach der Injektion der Oozyten durchgefiihrt. Pro Konstrukt
wurden 10 ng RNA in 50 nl Wasser gelést und in die Oozyte injiziert. Die
Negativkontrollen wurden mit 50 nl Wasser injiziert. Die Oozyten wurden aul3erdem
entweder nur mit KCNJ 15(HA) injiziert oder mit KCNJ 15(HA)+KCNJ
16(T641)(1132R)(R137C)(R176X)(P250L) x pSGEM.

Antikérper: a-HA High Affinity rat monoclonal antibody 1:500 (Roche), Goat a-Rat IgG
(H+L) (1:10000) (Jackson)

n>10

**** p<0,0001 vs. KCNJ 15(HA) + KCNJ 16(wt)
++ p<0,0001. vs. KCNJ 15(HA)

n.s.= nicht signifikant

Der Messwert des Heteromers aus den Proteinen von KCNJ 15(HA) + KCNJ 16(wt)
wurde zur Standardisierung genutzt und als SE=1 definiert. Von diesem Wert ausgehend

konnten die Werte der mutierten Kanale bewertet werden.
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Die Negativkontrollen, bei denen Wasser injiziert wurde, zeigten erwartungsgeman
keine Lumineszenz (Surface Expression = 0).

Der homomere Kanal aus KNCJ 15(HA) allein wies deutlich geringere Messwerte auf
(SE = 0,4) als der heteromere Kanal (Wildtyp). Dementsprechend wurden deutlich mehr
Heteromere an der Oberflache exprimiert als Homomere.

Alle Oozyten, denen mutierte RNA injiziert wurde, wiesen deutlich geringere Messwerte
auf als der heteromere Kanal des Wildtyps. Allerdings waren die Unterschiede zwischen
den verschiedenen mutierten Kanalen eher gering. Sie wiesen ahnliche Messwerte wie
der homomere Kanal Kir 4.2 auf und waren auch bis auf R137C nicht signifikant
verschieden. Nur besagte Mutation R137C unterschied sich signifikant von der Messung
des homomeren Kanals. Am niedrigsten war der Wert fur 1132R und am héchsten fir
R137C. Auch die Streuung um den Durchschnittswert war unterschiedlich ausgepragt.
Bei 1132R wichen die Werte deutlich starker voneinander ab als bei R176X.

4.6.2 Proteinextraktion aus den injizierten Oozyten

Wie zuvor beschrieben, wurde Kir 4.2. als Homomer etwa gleich haufig exprimiert, wie
Kir4.2/5.1 mt und damit deutlicher weniger oft als der Wildtyp. Denkbar ware, dass die
Injektionsmengen fehlerhaft unterschiedlich gro3 waren. Um einen solchen Messfehler
auszuschlieen, wurden funf Oozyten/Konstruktkombination lysiert und die Proteine aus
dem Lysat extrahiert. Markiert wurde dabei KCNJ 15(HA) durch Antikérper, die auf dem

Immunoblot zu sehen sind.

M 1 2 3 4 5 6 7 8

70 e, - '3

55 : . - ‘

40 = 1
Abbildung 10 Blot der Proteinextraktion aus den Xenopus laevis Oozyten

Immundetektion auf Western Blot der extrahierten Proteine in den Qozyten,
Acrylamidgel (10 %), PageRuler™ Prestained Protein ladder (Thermo Scientific), 20 yl
Ladung aus dem Lysat von 5 Oozyten/Konstrukt. Immundetektion mit 1:500 a-HA
(rabbit) (Abcam), StarBright™ Blue 520 Goat a-Rabbit IgG (1:5000) (BioRad)

M: Marker

:KCNJ 15(HA)x pTLN

: KCNJ 15(HA) x pTLN + KCNJ 16(wt)x pPSGEM
:KCNJ 15(HA) x pTLN + KCNJ 16(T641) x pPSGEM
:KCNJ 15(HA) x pTLN + KCNJ 16(1132R) x pSGEM
:KCNJ 15(HA) x pTLN + KCNJ 16(R137C) x pSGEM
:KCNJ 15(HA) x pTLN + KCNJ 16(R176X) x pPSGEM
: KCNJ 15(HA) x pTLN + KCNJ 16(P250L) x pSGEM
: Wasser

PN A WN
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Die ahnliche Intensitat der dargestellten Banden zeigt, dass der Kanal aus KCNJ 15(HA)
mit der Grofde von ca. 50 kDa in allen Konstrukten etwa gleich haufig exprimiert wurde.
Dadurch kann ausgeschlossen werden, dass die Messwerte in den
Lumineszenzversuchen der mutierten Kandle deswegen niedriger sind, weil die
Injektionen nicht korrekt durchgefuhrt wurden. Die Negativprobe mit Wasser schloss

aulerdem unspezifische Antikérperbindungen aus. ?

Zusammenfassend zeigten die Lumineszenzversuche, dass sowohl der Wildtyp von Kir
5.1 als auch alle fliinf der mutierten Formen von Kir 5.1 an die Oberflache exprimiert
wurden. Die Expression des Wildtyps erfolgte allerdings etwa doppelt so haufig wie die
der mutierten Kanale. Diese unterschieden sich untereinander unwesentlich in der
Expressionshaufigkeit und befanden sich etwa auf Hohe der Kontrollinjektion mit Kir 4.2
als Homomer. Durch die zuvor beschriebenen Interaktionsstudien konnte gezeigt
werden, dass die mutierten Kanaluntereinheiten von Kir 5.1.mit Kir 4.2 interagieren und
die Ahnlichkeit der Oberflachenquantifizierung zwischen den mutierten Kanalen und Kir
4.2 als Homomer nicht auf fehlende Interaktion zwischen Kir 5.1 (mt) und Kir 4.2

zurlckzufuhren ist.

2 Der Versuch wurde mit der Unterstiitzung von Dr. hum. biol. A. Renigunta durchgefiihrt.
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5 Diskussion
5.1 Die Patienten

Im Rahmen dieses Forschungsprojekts wurden bis zum Beginn dieser Versuchsreihe
sechs Patienten mit entsprechenden Mutationen im Gen KCNJ 16 identifiziert.
Bemerkenswert ist, dass eine Patientin bereits im Alter von finf Tagen klinisch auffallig
wurde und eine andere Patientin erst mit 26 Jahren. Es hat den Anschein, dass die
Patienten sehr unterschiedlich stark von den Symptomen betroffen sind.

Eine mdgliche Erklarung ist, dass bei dem Baby (A) die homozygote Mutation R137C
vorliegt, wahrend bei der Erwachsenen (E) eine compound-heterozygote Form (I1132R,
P250L) besteht. Auch die anderen Patienten mit compound-heterozygoter Mutation
(R137C, R176X; 1132R, R176X; 1132R, P250L) wurden erst im Rahmen von akuten
Infektionskrankheiten auffallig, bzw. untersucht, als die Erkrankung der Schwester
diagnostiziert wurde. Dies legt die Vermutung nahe, dass die homozygote Mutation eine
gréRere Auswirkung als die compound-heterozygote Mutation hat. AuRerdem fallt auf,
dass die Kinder, die von einer homozygoten Mutation betroffen sind, beide jeweils
blutsverwandte Eltern haben, wahrend die Kinder mit compound-heterozygoten
Mutationen aus nicht verwandten Verbindungen stammen.

Allerdings wurde die Patientin (G) mit der zweiten identifizierten homozygoten Mutation
(T64l1) auch erst im Erwachsenenalter auffallig. Die homozygote Mutation selbst scheint
also nicht zwangslaufig zu starkerer Symptomauspragung zu fuhren. Es ware aber
denkbar, dass das starker betroffene Kind durch die Blutsverwandtschaft der Eltern noch
andere Einschrankungen hat, die zu der Auspragung der Symptome flihren.

Eine andere Moglichkeit ist, dass der Ort der Mutation im Protein entscheidend dafur ist,
wie schwerwiegend die Folgen fur die Betroffenen sind. Den funktionellen Studien, die
in der Verodffentlichung von Schlingmann et al. dargestellt wurden, kann entnommen
werden, dass alle mutierten Kanéle eine deutlich herabgesetzte lonendurchflussrate
aufwiesen (Schlingmann/Renigunta et al., 2021). Die Messung des Kanals mit der
Mutation R137C war dabei annahrend auf dem Niveau von Wasserinjektionen, wahrend
Kir 5.1 (T64l) mehr Aktivitat aufwies. Der Kanal mit den Mutationen 1132R und P250L
zeigte die beste Funktionalitdt, auch wenn er gegeniber dem Wildtyp immer noch
deutlich weniger leistungsstark war.

Die Interaktion von Kir 5.1 mit Kir 4.1 scheint aber durch die Mutationen weniger
eingeschrankt zu sein als die Interaktion mit Kir 4.2. Aber auch hier war die
Durchflussrate von Kir 5.1 (P250L) am hdchsten und die von Kir 5.1 (R137C) am
niedrigsten.

Es ist also zu vermuten, dass der Ort der Mutation entscheidend zum Erhalt der

Funktionsfahigkeit des Kanals beitragt.
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5.1.1 Mutationen am NHz- und COOH-Terminus

Drei der Mutationen wurden an den beiden Enden des Proteins identifiziert (N- bzw. C-
Terminus: T64l, R176C, P250L). Die Termini befinden sich beide auf cytoplasmatischer
Seite und unterscheiden sich somit von der transmembranen Doméne bzw. dem
Selektivitatsfilter. Wahrend die transmembrane Domane fiir die Kaliumselektion und den
Durchstrom verantwortlich ist, fungieren die cytoplasmatischen Teile vermutlich als
Regulator fur diese Funktionen. Auflerdem stabilisieren sie das Protein und tragen zur
Formerhaltung bei (Hibino, et al., 2010).

Die Mutation T64l befindet sich am N-Terminus des Proteins. Hier wird die Aminosaure
Threonin gegen Isoleucin getauscht. Threonin ist eine polare, neutrale Aminosaure,
wahrend es sich bei Isoleucin um eine apolare, stark hydrophobe Aminosaure handelt
(Heinrich, et al., 2014).

Kir 5-Kanéale gehdéren zu den pH-sensitiven Kanalen, was u. a. durch Protonierung von
Lysin am N-Terminus gewahrleistet wird. Bei pH-Veranderungen kann die Pore
verschlossen werden, was sehr wichtig fur einen stabilen pH-Wert in der Zelle ist
(Schulze, et al.,, 2003). Die Mutation befindet sich ganz in der Nahe dieses
Regulationsmechanismus, sodass es denkbar ist, dass dieser durch den
Aminosaurewechsel gestort ist und der pH-Wert nicht mehr richtig gesteuert werden

kann. Dies ware eine mdgliche Erklarung fur die Azidose, unter der die Patienten leiden.

Am C-Terminus wurden zwei Mutationen gefunden. Eine Mutation tritt an der Stelle 176
auf, bei der ein Stopcodon statt Arginin eingefiigt wird, sodass das Protein nicht weiter
synthetisiert wird. Dies geschieht schon an 9. Stelle nach der Zellmembran und verkirzt
das Protein somit erheblich. Dieses hat physiologisch eine Lange von ca. 48 kDa, was
durch die Nonsense-Mutation auf 25 kDa verkurzt wird. So kdnnte erwartet werden, dass
ein deutlich kirzeres Protein nicht mehr funktionsfahig ist und direkt abgebaut wird.
Allerdings konnte durch die Proteininteraktionsstudien gezeigt werden, dass das
verkurzte Protein dennoch mit Kir 4.2 interagiert. Somit muss fur die Interaktion also der
Teil des Proteins entscheidend sein, der noch synthetisiert wird, bevor durch das
Stopcodon der weitere Aufbau verhindert wird. Das deutet darauf hin, dass der proximale
C-Terminus bzw. der N-Terminus malfigeblich fir die Stabilisierung des Tetramers

verantwortlich ist.

Eine weitere identifizierte Mutation befindet sich an Position 250, an der Prolin durch
Leucin ersetzt wird. Prolin und Leucin haben jeweils eine aliphatische, ungeladene

Seitenkette. Allerdings ist Leucin deutlich hydrophober als Prolin (Heinrich, et al., 2014).
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Am proximalen C-Terminus wurden schon einige Aminosaurereste identifiziert, die
offenbar eine entscheidende Rolle fur die einwartsgleichrichtende Eigenschaft des
Kanals spielen. Fir Kir 2.1 wurde bereits gezeigt, dass Mutationen in diesem Bereich zu
einer drastischen Einschréankung der Funktion flhren und auch die Stabilitadt der
Blockteilchen wie Mg?* sowie Polyamine beeinflussen (Dibb, et al., 2003). Auch fir Kir
5.1 ware daher denkbar, dass Mutationen im proximalen Bereich des C-Terminus den
SchlieBmechanismus der Pore stéren und die Blockteilchen die Pore nicht mehr korrekt

verschlielRen konnen.

Fiar einige Einwartsgleichrichter wurde bereits nachgewiesen, dass sie mit PIP2
(Phosphatidylinositol 4,5- Bisphosphat) interagieren, also einem Teil der Zellmembran.
Sowohl fir Aminosduren am C- als auch am N-Terminus konnten solche Interaktionen
in bestimmten Kir-Kanalen (z. B. Kir 2.1) bereits gezeigt werden (Lopes, et al., 2002)
(Enkvetchakul, et al., 2007). Es konnte nachgewiesen werden, dass diese eine
entscheidende Rolle fur Kanalaktivitat und -regulierung spielen. Die Entfernung von PIP2
hatte eine signifikante Reduktion der Kanalaktivitdt zur Folge. Wurde PIP. wieder
hinzugeflgt, konnte eine erneute Kanalaktivitdt beobachtet werden. Vermutlich beruht
die Interaktion auf elektrostatischen Kraften zwischen den Phospholipidkdpfen und den
positiv geladenen Resten der Aminosauren in den Termini.

Es ware denkbar, dass auch in Kir 5.1 solche Interaktionen fiir die Aufrechterhaltung der
Kanalaktivitat notwendig sind. Werden diese durch Mutationen gestort oder fehlen durch

die Stoppmutation ganze Proteinteile, so ist die Funktionalitat des Kanals herabgesetzt.

AulRerdem gibt es eine Untersuchung von Pearson et al., bei der gezielt Mutationen in
den C-Terminus von Kir 4.2 eingefiigt wurden. Uberraschenderweise erhohte sich
hierbei die Kanalaktivitdt gegenliber der des Wildtyps. Offensichtlich gibt es einige
regulierende Mechanismen in Kir-Kanalen, die noch nicht hinreichend untersucht
wurden. Die Vermutung der Autoren ist, dass die Phosphorylierung von Tyrosinresten
den Transport und Einbau von Kandlen in die Zellmembran steuert. Ist diese
Phosphorylierung durch Mutationen gestort, wirden mehr Kanale eingebaut werden,
was zu einer groReren lonenflussrate fiihren kdnnte. Es ware denkbar, dass es einige
weitere Mechanismen dieser Art gibt, die noch nicht entdeckt wurden und die einen

Einfluss auf die Kanalaktivitat von Kir-Kanalen haben (Pearson, et al., 2006).

5.1.2 Mutation im Selektivitatsfilter

Der Selektivitatsfilter wird in allen Kir-Kanalen durch die Aminosaurensequenz T-X-G-Y-
(F)-G gebildet (Hibino, et al., 2010) (Braun, 2012). Die engste Stelle wird dabei durch die
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Sequenz GYG gebildet, die exakt auf Kaliumionen abgestimmt ist und diese dehydriert
durchstréomen lasst. Dabei wird der Tunnel fur die lonen von Glycinresten gebildet,
wahrend der Tyrosinrest von der Pore weg ausgerichtet ist und den Kanal stabilisiert
(Reimann, et al., 1999). GroRlere Teilchen gelangen nicht durch die Pore; fur kleinere
lonen ist die ungenaue Passform des Kanals sowie die Dehydration energetisch
ungunstig (Dibb, et al., 2003).

Die Mutation 1132R befindet sich also direkt am Selektivitatsfilter an Position X. Hier
wurde Isoleucin gegen Arginin getauscht. Isoleucin ist eine apolare Aminosaure mit
aliphatischer Seitenkette. Arginin dagegen ist eine geladene, polare Aminosaure mit
einer basischen Guanidinogruppe in der Seitenkette. Auflerdem ist Arginin die
hydrophilste proteinogene Aminosdure, wahrend Isoleucin die hydrophobste ist
(Heinrich, et al., 2014).

Auch die anderen Aminosauren im Selektivitatsfilter sind nicht so hydrophil wie Arginin.
Somit andert der Einbau von Arginin statt Isoleucin die Eigenschaften des
Selektivitatsfilters, wodurch ein Funktionsverlust des Filters zu erklaren ware.

Diese Mutation kommt bei zwei der untersuchten Patienten vor, jedoch als compound-
heterozygote Mutation [132R zusammen mit R176X bzw. P250L.

Bei der Mutation R137C handelt es sich um einen Mutationsort, der sich ganz in der
Nahe des Selektivitatsfilters befindet. Hier wurde Arginin gegen Cystein getauscht.
Cystein ist eine kleine Aminosaure mit einer ungeladenen, polaren SH-Gruppe in der
Seitenkette und ist hydrophob (Heinrich, et al., 2014). Diese Mutation kommt sowohl als
compound-heterozygote Konstellation mit R176X zusammen bei zwei Patienten vor, als
auch als homozygote Mutation bei einer Patientin.

Es wurde bereits untersucht, dass die Selektivitatsfilter von Einwartsgleichrichtern
Eigenschaften besitzen, die spannungsgesteuerte Kaliumkanale nicht haben. Die
Stabilitat der P-Schleife wird unter anderem durch Salzbriicken gewahrleistet, die
zwischen Arginin- und Glutamatresten aufgebaut werden und die Schleife stabilisieren
(Dibb, et al., 2003). Fehlen diese Salzbricken, da sie durch Mutationen nicht mehr
aufgebaut werden kénnen, wird das Protein an dieser Stelle flexibler und der Filter kann
weniger spezifisch Kaliumionen hindurchstrémen lassen. Andererseits kann der Einbau
zusatzlicher Argininreste Bricken entstehen lassen, die wiederum die Struktur des
funktionsfahigen Filters stéren. Dibb et al. beschreiben dieses Phanomen der
Salzbriicken als ,bowstring“, der wie eine Bogensehne die Pore aufspannt. Existieren
diese Briicken nicht mehr, fehlt dem Filter die spezifische Form, die dafir sorgt, dass
nur Kaliumionen und keine anderen Teilchen hindurchstromen (Dibb, et al., 2003).
Somit fehlt bei der Mutation R137C Arginin im Grundaufbau, das die Form des Filters

stabilisieren wirde. Das stattdessen eingebaute Cystein ist nicht dazu in der Lage,
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solche Salzbricken aufzubauen. Daher ware dies eine Erklarung dafir, dass der Filter
nicht mehr selektiv Kaliumionen passieren lasst.

In den Lumineszenzversuchen konnte gezeigt werden, dass deutlich weniger Kanale die
Zelloberflache erreichen. Die fehlende Stabilitdt des Proteins kdnnte also auch dazu
fihren, dass ein groRer Teil der Kanale aufgrund der Fehlfunktion schon abgebaut wird,
bevor sie in die Membran eingebaut werden. Daher ist in den Lumineszenzversuchen
eine deutliche Verringerung der Kanalanzahl gegenuber dem Wildtyp zu erkennen. Da
sich die Messungen etwa in dem Bereich befinden, in denen Kir 4.2 auch als Homomer
exprimiert wird, kénnte allein aufgrund dieser Versuche vermutet werden, dass gar kein
Heteromer gebildet wird, sondern die Messungen nur Homomere aus Kir 4.2 zeigen.
Allerdings konnte in den Proteininteraktionsstudien gezeigt werden, dass Kir 4.2/5.1 trotz

der Mutationen als gemeinsamer Komplex exprimiert wird.

5.2 Entstehung der Azidose durch eine extradistale Ursache

Interessant ist, dass Versuche mit Knockout-Mausen gezeigt haben, dass KCNJ 16 -/-
Mause im Gegensatz den KCNJ 10-/- Mausen eine Azidose aufweisen. (Paulais, et al.,
2011). In einem Saurebelastungstest konnte gezeigt werden, dass die Patienten zwar
Wasserstoffionen ausscheiden kdnnen, aber keine Ammoniumionen. Diese werden
physiologisch im proximalen Tubulus sezerniert (s. S.18).

Diese Feststellung fiuhrte zur Annahme, dass ein Kanal des proximalen Tubulus
mitbetroffen sein kénnte, dessen Fehlfunktion zur Azidose anstelle der eigentlich zu
erwartenden Alkalose fuhrt.

In den Proteininteraktionsstudien dieser Arbeit konnte herausgestellt werden, dass
Kir 4.2 sowohl mit dem Wildtyp als auch mit den mutierten Formen von Kir 5.1 interagiert.
Eine Fehlfunktion dieses Kanals im proximalen Tubulus kénnte also erklaren, weshalb
Patienten mit einer Mutation in KCNJ 16 eine Azidose entwickeln und Patienten mit einer
Mutation in KCNJ 10 eine Alkalose. Da der proximale Tubulus mafgeblich an der
Einstellung des pH-Werts des Urins beteiligt ist, ware eine Fehlfunktion in diesem
Bereich eine mdgliche Erklarung fur die Symptome der Patienten.

Auffallig ist, dass die Patientin mit dem Genotyp KCNJ 16 (T64l homozygot) keine
Azidose entwickelt. Dies kdnnte am Mutationsort selbst liegen, da es sich um die einzige
bekannte Mutation handelt, die am N-Terminus lokalisiert ist. Es ist mdglich, dass dieser
Mutationsort einen weniger starken Einfluss auf Kir 4.2/5.1 hat und somit keine Azidose
entsteht. Die Patientin hat auch weniger ausgepragte andere Symptome und wurde erst
als Erwachsene bei der Abklarung eher unspezifischer Beschwerden diagnostiziert. Dies

unterstitzt die These, dass der Mutationsort am N-Terminus des Proteins weniger
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Einfluss auf die Funktionalitdt des Kanals hat als die anderen Mutationsorte, die sich

bspw. am Selektivitatsfilter befinden.

5.3 Diskussion der Proteininteraktionsstudien

Durch die Proteininteraktionsstudien ergab sich, dass alle untersuchten mutierten
Formen von Kir 5.1 mit Kir 4.2 interagieren und trotz Mutation sehr wahrscheinlich in der
Lage sind, einen gemeinsamen heteromeren Kanal zu bilden. Die verschiedenen
Mutationen verhalten sich sowohl in PLA, als auch in ColP sehr &hnlich und es ist kein
signifikanter Unterschied zwischen den Mutationen und dem Wildtyp zu erkennen. Einzig
die Mutation R176X fallt durch die kurzere Proteinlange auf, die durch das Einfligen des
Stopcodons zu erklaren ist.

Die Ergebnisse dieser Versuche sind sehr ahnlich zu den Ergebnissen von
A. Zimmermann, die die Interaktion zwischen Kir 4.1 und Kir 5.1 untersucht hat. Auch
hier konnte Interaktion zwischen den Kanalproteinen beim Wildtyp sowie bei allen
mutierten Kanalen gezeigt werden (Zimmermann, 2019).

Allerdings sind die Proteininteraktionsstudien rein qualitativ, d. h. es kann zwar die
Komplexbildung der Proteine aufgezeigt werden, jedoch kann keine sichere Aussage
uber die Quantitat oder die Funktionsfahigkeit der gebildeten Kanale getatigt werden,

weswegen die Lumineszenzversuche an den Oozyten durchgefuhrt wurden.

5.4 Diskussion der Lumineszenzversuche

Wie in Kapitel 4 dargestellt, wurden bei den mutierten Typen deutlich geringere Werte
gemessen als bei dem Wildtypheteromer Kir 4.2/5.1. Die Werte befanden sich fur die
meisten Konstrukte etwa auf der Héhe des Wertes von Kir 4.2 (Homomer). Es kénnte
anhand dieser Ergebnisse auch vermutet werden, dass in den Eizellen, in denen zwei
verschiedene RNAs injiziert wurden, die mutierten KCNJ 16 -Konstrukte gar nicht in den
Kanal eingebaut wurden, sondern, dass der gemessene Kanal nur aus Kir 4.2 besteht.
Das wurde erklaren, dass die Messwerte so ahnlich hoch sind. Es wirde aber auch
bedeuten, dass die mutierten Kanale gar nicht funktionstlichtig sind und abgebaut
werden.

Diese Theorie kann anhand der Proteininteraktionsstudien widerlegt werden. Denn
wirde statt des Heteromers ein Homomer aus Kir 4.2 entstehen, kénnte durch ColP und
PLA nicht nachgewiesen werden, dass Kir 5.1 an Kir 4.2 gebunden ist. Es ist also
wahrscheinlicher, dass die Messwerte der mutierten Kanale in den

Lumineszenzversuchen tatsachlich ahnlich hoch sind wie die des Kir 4.2-Homomers.
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In der Arbeit von A. Zimmermann, in der die Interaktion zwischen Kir 4.1 und Kir 5.1
untersucht wurde, wurde ein dhnliches Ergebnis beobachtet. Hier zeigte sich, dass die
Kanaldichte der mutierten Konstrukte gegenuber Kanaldichte des Kir 4.1/5.1-
Wildtypheteromers herabgesetzt ist. Der Kanal aus Kir 4.1 und Kir 5.1 (R176X) ist dabei
nicht signifikant anders zum Kir 4.1-Homomer. Die anderen Mutationen weisen
signifikant hohere oder tiefere Messwerte auf. Auch hier ergab sich durch die
Proteininteraktionsversuche, dass Kir 4.1 mit allen von Mutation betroffenen Kanalen
interagiert (Zimmermann, 2019).

Diese Ergebnisse, die sich von meinen Versuchsergebnissen etwas unterscheiden,
legen den Schluss nahe, dass die mutierten Kanale mit Kir 4.1 anders interagieren als
mit Kir 4.2. Es koénnte also sein, dass sich Kir 4.1 und Kir 4.2 in einer Weise
unterscheiden, die dazu flhrt, dass die mutierten Kanéle unterschiedlich stark an die
Zellmembran exprimiert werden. Allerdings wurden die Versuche mit jeweils 10
Eizellen/Mutation durchgefuhrt. Mit einer gréBeren Anzahl von gemessenen Oozyten
konnten statistische Fehler besser ausgeschlossen werden.

Es kann aber dennoch der Schluss gezogen werden, dass von allen mutierten Kanalen
im Vergleich zum Wildtyp weniger Kanéle an die Oberflache gelangen und dass die

Kanale trotz Mutation miteinander interagieren.

5.5 Ausblick

Die Versuchsergebnisse, die in dieser Arbeit vorgestellt wurden, liefern interessante und
fur die weitere Forschung wichtige Erkenntnisse. Zunachst kann festgehalten werden,
dass trotz der Mutationen alle mutierten Kanalproteine mit Kir 4.2 interagierten. Die
Versuche der Oozyten zeigten aber, dass deutlich weniger Proteine an die
Zelloberflache gelangen als bei Kir 4.2/5.1(wt).

In den Versuchen, die bereits mit Kir 4.1 und Kir 5.1 durchgeflihrt wurden, stellte sich
allerdings heraus, dass die Oberflachenexprimierung der Kanale auch je nach Mutation
stark variiert. Dementsprechend ware zu untersuchen, weshalb sich die
unterschiedlichen Mutationen in den Versuchen mit Kir 4.2 sehr ahnlich verhalten,
wahrend sie mit Kir 4.1 ganz unterschiedlich stark an die Oberflache gelangen. Dies
koénnte auf die unterschiedliche Morphologie von Kir 4.1 und 4.2 zuriickzuflhren sein,
was weiter untersucht werden sollte.

Auflerdem stellt sich die Frage, weshalb die Kanalfunktion von Kir 4.1/5.1 (mt) zwar
eingeschrankt ist, aber noch deutlich besser ist als die von Kir 4.2/5.1 (mt). Ein solch
grofRer Unterschied, der in den funktionellen Studien festgestellt wurde, kénnte Hinweise

auf die Entstehung der Symptomatik bei den Patienten liefern. Es ware sehr wichtig, die
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Interaktion mit weiteren Proteinen zu untersuchen, um die unterschiedliche Auspragung
der Symptome besser zu verstehen.

Im Gegensatz zu den funktionellen Studien sind die Ergebnisse der Interaktionsversuche
zwischen Kir 4.1 und Kir 4.2 mit Kir 5.1 sehr ahnlich. Sowohl in den Versuchen mit Kir
4.1, als auch mit Kir 4.2 zeigt sich, dass die Proteine sehr wahrscheinlich trotz Mutation
einen gemeinsamen Kanal bilden.

Aufgrund der vielfaltigen Auspragung der Krankheitssymptome kann vermutet werden,
dass sich die verschiedenen Mutationen sehr unterschiedlich verhalten und dass mehr
Kanale davon betroffen sind als bisher bekannt.

Die Symptome der KCNJ 16-assoziierten Tubulopathie treten an unterschiedlichen
Stellen am Korper auf (Gehirn, Gehor, Muskeln, Niere etc.), sodass es noch deutlich
mehr Proteine geben konnte, die mit Kir 5.1 interagieren und deren Funktion
eingeschrankt wird. Bekannte Interaktionsproteine von KCNJ 16 sind z. B. KCNJ 2 und
die Ubiquitin-Ligase NEDD 4 (Derst, et al., 2001) (Wang, et al., 2018).

Die Untersuchung dieser weiteren Interaktionspartner ware wichtig, um die Pathologie
besser zu verstehen und behandeln zu kdnnen. Bis jetzt kann den Patienten nur durch
eine symptomatische Therapie mit Flissigkeits- und Elektrolytsubstitution geholfen
werden und Symptome gelindert werden, aber die Krankheit selbst nicht geheilt werden.
Die Entwicklungsverzdgerung, die manche Patienten aufweisen, kann beispielsweise
derzeit noch nicht adaquat behandelt werden. Aulerdem sollte weiter untersucht
werden, inwieweit sich die Symptomatik von homozygoten und compound-
heterozygoten Mutationen unterscheidet und ob die Schwere der Symptomauspragung
davon abhangig ist.

Daflr ist es wichtig, mehr Patienten mit der entsprechenden Mutation zu identifizieren.
Die Krankengeschichte mancher hier genannten Patienten zeigt, dass die Krankheit
lange unbemerkt bleiben kann, da die Symptome schwach ausgepragt oder so
unspezifisch sind, dass behandelnde Arzte keine Genanalyse veranlassen.

Es ware auch interessant zu untersuchen, inwieweit die Kanalfunktion bei Menschen
eingeschrankt ist, die nur ein mutiertes Allel (heterozygot) tragen. Bei einer rein
rezessiven Vererbung mussten diese Menschen phanotypisch gesund sein und keine
Symptome aufweisen (z. B. die Eltern der betroffenen Personen in diesem Projekt).
Eventuell wird aber eine leichte Dysfunktion der Kanale bei ansonsten Gesunden nicht
festgestellt, sodass die Mutation deutlich haufiger vorkommen koénnte als angenommen.
Auch wenn diese Menschen symptomfrei sind, kdnnte trotzdem untersucht werden, wie
verbreitet die Anlagen sind, um so die Wahrscheinlichkeit zu erfassen, mit der ein
Mensch eine Mutation in KCNJ 16 aufweist.

Es gibt also einige Ansatze, die zukunftig untersucht werden sollten, um die Krankheit

besser zu verstehen. Infolgedessen kdnnen eventuelle Behandlungsansatze entwickelt
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werden als auch Fortschritte bei dem Verstandnis von Einwartsgleichrichtern erzielt

werden.
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6 Zusammenfassung

In den vergangenen Jahrzehnten wurden seltene Krankheiten erforscht, die durch eine
Dysfunktion von lonenkanalen in den Tubuluszellen der Niere hervorgerufen werden und
mit renalem Salzverlust einhergehen. Vor allem das EAST/SeSAME-Syndrom wird seit
2009 untersucht, das auf eine Mutation in KCNJ 10 zuriickgeht und unter anderem mit
Epilepsie, Ataxie, Horverlust, metabolischer Alkalose und renalem Salzverlust
einhergeht.

Nun wurde eine neuartige Erkrankung entdeckt, die auf eine Mutation in KCNJ 16
zurlickzufiihren ist und ahnliche Symptome wie das bereits bekannte EAST/SeSAME-
Syndrom hervorruft. Es wurden bisher sechs betroffene Patienten mit funf
verschiedenen Mutationen (Missense und Nonsense-Mutationen) in KCNJ 16
identifiziert, deren Symptomausprédgung und Zeitpunkt der Diagnosestellung
unterschiedlich sind. Zwei der Patienten weisen eine homozygote Mutation in KCNJ 16
(Te41 bzw. R137C) auf, die anderen vier Patienten sind compound-heterozygot (bei zwei
Patienten 1132R, R176X; bei zwei Patienten R137C, R176X; bei einem Patienten 1132R,
P250L). Die Mutationen filhren zu veranderten Aminosauren am C- und N-Terminus
sowie im Selektivitatsfilter des Kaliumkanals. Die Patienten leiden an Hypokaliamie,
sensorineuraler Schwerhdrigkeit, renalem Salzverlust und anders als Patienten mit
EAST/SeSAME-Syndrom an metabolischer Azidose.

Um den Pathomechanismus dahinter naher zu verstehen, wurde in der vorliegenden
Arbeit der heteromere Kanal Kir 4.2/5.1 (KCNJ 15/16) untersucht, der vor allem im
proximalen Tubulus der Niere exprimiert wird, wo auch der pH-Wert reguliert wird.

Far die Durchflihrung der Versuche wurde KCNJ 16 mittels side directed mutagenisis
dahingehend genetisch verandert, dass die Basen der DNA den identifizierten
Mutationen entsprechend ausgetauscht wurden.

Es wurden Proteininteraktionsstudien mittels Proximity ligation assay und Co-
Immunoprecipitation durchgefiihrt, um die Interaktion zwischen den Kanaluntereinheiten
Kir 4.2 und Kir 5.1 zu untersuchen. Dabei wurden humane embryonale Nierenzellen
(HEK) und immortalisierte Fibroblasten der Niere (Cos7) mit der genetisch veranderten
DNA transfiziert und in der Zellkultur bebritet, sodass diese die mutierten Kanale
synthetisierten und exprimierten. Dadurch konnte nachgewiesen werden, dass Kir 4.2
sowohl mit dem Wildtyp als auch mit allen finf mutierten Formen von Kir 5.1 interagiert
und die Symptome der Patienten nicht durch ganzlich fehlende Interaktion der
Kanaluntereinheiten erklart werden konnen.

AnschlieRend wurden Lumineszenzversuche mit Xenopus laevis Oozyten durchgefihrt,
um die Quantitdt der exprimierten Kanale der mutierten Varianten mit der der

Wildtypkanale zu vergleichen. Dabei wurde den Oozyten die genetisch veranderte RNA
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injiziert, sodass diese die entsprechenden Kandle mit den identifizierten Mutationen
exprimierten. Diese Versuche zeigten, dass quantitativ weniger der mutierten Kanale an
die Zelloberflache gelangten als der Wildtypkanale. Die geringere Kanaldichte ist also
einer der Grinde fir einen geringeren lonenstrom von Kalium durch die Zellmembran
und kann so die davon hervorgerufenen Symptome der Betroffenen erklaren.

In der vorliegenden Arbeit wurde an der ersten bekannten Erkrankung geforscht, die auf
eine Mutation in KCNJ 16 zurlckzufiihren ist. Sie liefert damit wichtige neue
Informationen fur das tiefer gehende Verstdndnis von Kir 5.1, der Funktion von
Einwartsgleichrichtern in der Niere und des damit verbundenen Elektrolyt- und Saure-

Basen-Gleichgewichts des Korpers.

6.1 Summary

In recent decades, rare diseases have been researched that are caused by dysfunction
of ion channels in the tubular cells of the kidney and are associated with renal salt loss.
In particular, the EAST/SeSAME syndrome has been investigated since 2009, which is
caused by a mutation in KCNJ 10 and is associated, among other things, with epilepsy,
ataxia, hearing loss, metabolic alkalosis and renal salt loss.

A new disease has now been discovered that is due to a mutation in KCNJ 16 and causes
symptoms similar to the already known EAST/SeSAME syndrome. To date, six affected
patients have been identified with five different mutations (missense and nonsense
mutations) in KCNJ 16, whose symptoms and time of diagnosis are different. Two of the
patients have a homozygous mutation in KCNJ 16 (T641 or R137C), the other four
patients are compound heterozygous (in two patients 1132R, R176X; in two patients
R137C, R176X; in one patient 1132R, P250L). The mutations lead to changed amino
acids at the C and N terminus as well as in the selectivity filter of the potassium channel.
Patients suffer from hypokalemia, sensorineural hearing loss, renal salt wasting and,
unlike patients with EAST/SeSAME syndrome, metabolic acidosis.

In order to understand the pathomechanism behind it in more detail, the present work
examined the heteromeric channel Kir 4.2/5.1 (KCNJ 15/16), which is mainly expressed
in the proximal tubule of the kidney, where the pH value is also regulated.

To carry out the experiments, KCNJ 16 was genetically modified using side directed
mutagenesis so that the bases of the DNA were exchanged according to the identified
mutations.

Protein interaction studies using proximity ligation assay and co-immunoprecipitation
were performed to investigate the interaction between the channel subunits Kir 4.2 and
Kir 5.1. Human embryonic kidney cells (HEK) and immortalized kidney fibroblasts (Cos7)
were transfected with the genetically modified DNA and incubated in cell culture so that

they synthesized and expressed the mutated channels. This made it possible to
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demonstrate that Kir 4.2 interacts with both the wild type and all five mutated forms of
Kir 5.1 and that the patients' symptoms cannot be explained by a complete lack of
interaction between the channel subunits.

Luminescence experiments were then carried out with Xenopus laevis oocytes to
compare the quantity of expressed channels of the mutated variants with that of the wild-
type channels. The genetically modified RNA was injected into the oocytes so that they
expressed the corresponding channels with the identified mutations. These experiments
showed that quantitatively fewer of the mutated channels reached the cell surface than
the wild-type channels. The lower channel density is one of the reasons for a lower ion
current of potassium through the cell membrane and can therefore explain the symptoms
this causes in those affected.

In the present work, research was carried out on the first known disease that can be
traced back to a mutation in KCNJ 16. It thus provides important new information for a
deeper understanding of Kir 5.1, the function of inward rectifiers in the kidney and the

associated electrolyte and acid-base balance of the body.
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