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1 Abkürzungs-, Abbildungs- und Tabellenverzeichnis 

1.1 Abkürzungsverzeichnis 
Tabelle 1 Abkürzungsverzeichnis 

Abkürzung 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 

Cl- Chloridion 

CLC Chloridkanal 

cm Zentimeter 

CNT Verbindungstubulus 

CO2 Kohlenstoffdioxid 

CoIP Coimmunoprecipitation 

COOH Carboxylgruppe 

Cos CV-1 in Origin (Zellen) 

cRNA Komplementäre Ribonucleinsäure 

DCT Distaler Tubulus 

dd doppelt destilliert 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonucleinsäure 

E. coli Escherichia coli 

EAST 
epilepsy, ataxia, sensorineural deafness, renal salt wasting 

tubulopathy 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

ENaC epithelialer Natriumkanal 
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et al. und andere 

FBS Fetal Bovine Serum 

g Gramm 

h Stunde 

H+ Wasserstoffion 

H2O Wasser 

HA Hämagglutinin 

HCO3- Bicarbonat 

HEK Human Embryonic Kidney 

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 

IgG Immunglobulin der Klasse G 

IP Immunoprecipitation 

k Kilo 

K+ Kaliumion 

kb kilo base 

KCa calciumabhängiger Kaliumkanal 

KCNJ Potassium inwardly rectifying channel, subfamily J 

KCNK Potassium leak channels 

KCNQ Potassium voltage-gated channels 

kDa kilo Dalton 

Kir Einwärts gleichrichtender Kaliumkanal 

Kv spannungsabhängiger Kaliumkanal 

l Liter 

LB Lysogeny Broth 

mg Milligramm 

Mg2+ Magnesiumion 

min Minute 

Mio. Million 

ml Milliliter 

mm Millimeter 

mM Millimolar 

mmol Millimol  

mt mutierter Typ 
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mV Millivolt 

N-Terminus NH2-Ende des Proteins 

Na+ Natriumion 

NCBI National Center for Biotechnical Information 

ng Nanogramm 

NH2 Aminogruppe 

nl Nanoliter 

nm Nanometer 

PAGE Polyacrylamid Gel Elektrophorese 

PBS Phosphate buffered saline 

PBST Phosphate buffered saline + Tween 

PCR Polymerase-Kettenreaktion 

Pfu Polymerase aus Pyrococcus furiosus 

pH pondus hydrogenii (Potential des Wasserstoffs) 

PIP2 Phosphatidylinositol 4,5- Bisphosphat 

PLA Proximity ligation assay 

PT Proximaler Tubulus 

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 

RNA Ribonucleinsäure 

ROMK Renal Outer Medullary Potassium channel 

rpm rounds per minute 

SDM site-directed mutagenesis 

SDS Sodium dodecyl sulfate 

s Sekunde 

SeSAME 
seizures, sensorineural deafness, ataxia, mental retardation, 

electrolyte imbalances syndrome 

SH Sulfhydrilgruppe 

SLO Slow potassium channel 

TAE TRIS Acetat EDTA Puffer 

TAL dicker aufsteigender Teil der Henle-Schleife 

TDL dünner absteigender Teil der Henle-Schleife 

TEMED Tetramethylenethylendiamin 

TRIS Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

TRP transient receptor potential channel 
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u. a. unter anderem 

UV Ultraviolett 

V  Volt 

v. a. vor allem 

wt Wildtyp 

z. B. zum Beispiel 

α- Anti- 

µg Mikrogramm 

µl Mikroliter 

µm Mikrometer 
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2 Einleitung 
 

In den vergangenen Jahrzehnten wurden seltene Krankheiten erforscht, die durch eine 

Dysfunktion von Ionenkanälen in den Tubuluszellen der Niere hervorgerufen werden und 

mit renalem Salzverlust einhergehen. Zu den bekanntesten Syndromen zählen dabei 

das Bartter- und das Gitelmansyndrom. Sie treten bei Kindern mit einer Prävalenz von 

ca. 1:40000 (Bartter), bzw. 1-10:40000 (Gitelman) auf und können asymptomatisch sein, 

aber auch schwerwiegende Symptome wie Wachstums- und Gedeihstörungen 

verursachen (Kleta, et al., 2006) (Konrad, 2021). 

Im Rahmen der Forschung zu diesem Thema konnten zunehmend verschiedene Gene 

identifiziert werden, deren durch Mutation veränderte Funktionen ebenfalls zu tubulären 

Nierenerkrankungen führen und mit Elektrolytstörungen und anderen Symptomen 

einhergehen. Seit 2009 wurde unter anderem das EAST/SeSAME-Syndrom untersucht, 

das auf eine Mutation in KCNJ 10 (Kir 4.1) zurückzuführen ist und u. a. zu Symptomen 

der Epilepsie, Ataxie, Hörverlust und renalem Salzverlust führt (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 jüngster Zeit wurde eine weitere tubuläre Erkrankung entdeckt, die mit renalem 

Salzverlust einhergeht und die auf eine Mutation in KCNJ 16 zurückzuführen ist. Diese 

KCNJ 16-assoziierte Kaliumkanalerkrankung weist Ähnlichkeiten zum EAST/SeSAME-

Syndrom auf (Schlingmann/Renigunta et al., 2021). Daher wurde zunächst die 

Proteininteraktion zwischen Kir 4.1 und Kir 5.1 untersucht, da die Similarität zum 

EAST/SeSAME-Syndrom die Vermutung nahelegt, dass eine Dysfunktion dieses 

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

 

Allerdings kommt es bei der KCNJ 16-assoziierten Kaliumkanalerkrankung in der 

Mehrheit der Fälle zu einer Azidose und nicht wie beim EAST/SeSAME-Syndrom zu 

einer Alkalose. Auch KCNJ 16 -/- Knockout-Mäuse entwickelten eine Azidose anstelle 

einer Alkalose (Palygin, et al., 2018). Dies lässt die Überlegung zu, dass noch ein 

weiterer Kanal als Kir 4.1/5.1 betroffen sein könnte, dessen Dysfunktion die Azidose 

bedingt. 

Da der pH-Wert im Körper u. a. über die Ansäuerung 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 häufigsten Kaliumkanal der basolateralen 

Zellmembran, was nahelegt, die Interaktion zwischen Kir 4.2 und Kir 5.1 zu untersuchen. 
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Bis zur Durchführung der Versuche in der vorliegenden Arbeit wurden fünf verschiedene 

Mutationen im Gen KCNJ 16 bei sechs Patienten1 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 fünf Mutationen handelt es 

sich genetisch um Missense-Mutationen, d. h., dass eine Base ausgetauscht wird, was 

zum Einbau einer falschen Aminosäure führt. 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 veröffentlicht wurde (Schlingmann/Renigunta et al., 2021). 

 

 
1 In der vorliegenden Arbeit wird aus Gründen der besseren Lesbarkeit das generische Maskulinum 

verwendet. Weibliche und anderweitige Geschlechteridentitäten werden dabei ausdrücklich mitgemeint, 
soweit es für die Aussage erforderlich ist. 
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Transmembrane Region
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T64I
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R137C

R176X

P250L

N-Terminus C-Terminus

Abbildung 1 Schematischer Aufbau von Kir 5.1 und den Mutationsstellen 

Aufbau von Kir 5.1 mit den markierten Mutationsorten.  
Links: NH2-Terminus, rechts: COOH-Terminus; beide liegen intrazellulär. 
Transmembrandomäne mit P-Schleife dazwischen.  
Grau: extra-oder intrazellulär gelegene Aminosäuren 
Gelb: transmembraner Bereich 
Orange: Porenformender Bereich 
Blau: Selektivitätsfilter 
Rot: Mutationen 
Adaptiert von Quintanova  (Quintanova, 2017) 
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Eine der Mutationen befindet sich am N-Terminus des Proteins (T64I). Zwei der 

Mutationen wurden im Selektivitätsfilter identifiziert (I132R, 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 Symptomausprägung als auch im Zeitpunkt der Diagnosestellung.  

 
Tabelle 2 Tabellarische Gegenüberstellung der Untersuchungsergebnisse der 
identifizierten Patienten mit einer Mutation in KCNJ 16 (Schlingmann/Renigunta et al., 
2021) 

 

Zunächst wurden in der vorliegenden Arbeit Proteininteraktionsstudien durchgeführt, um 

zu prüfen, ob Kir 4.2 mit den mutierten Formen von Kir 5.1 interagiert. Durch die 

Proximity ligation assay können 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, bestätigt, wodurch ebenfalls Proteininteraktionen 

nachgewiesen werden können. 

Durch funktionelle Studien konnte gezeigt werden, dass die Ionenflussrate bei den 

mutierten Kanälen kleiner ist als beim Wildtyp.  

Daher wurde die Menge der exprimierten Kanäle durch Lumineszenzversuche 

gemessen, um zu untersuchen, ob die Ionenflussrate durch eine kleinere Menge 

exprimierter Kanäle (trafficking error) oder aufgrund einer fehlenden Funktionalität der 

Kanäle (gating error) vermindert ist.  

 

In der vorliegenden Arbeit wurde an der ersten bekannten Erkrankung geforscht, die auf 

eine Mutation in KCNJ 16 zurückzuführen ist. Sie liefert dabei wichtige neue 

Erkenntnisse auf dem Gebiet der tubulären Nierenerkrankungen. 

 

2.1 Kalium und Kaliumkanäle im menschlichen Körper 
 

Kalium ist ein chemisches Element und gehört zu den Alkalimetallen, die in der ersten 

Hauptgruppe des Periodensystems stehen (Mortimer, et al., 2019). Es ist eines der 

wichtigsten Elektrolyte im menschlichen Körper und für viele Funktionen von Organen 

unerlässlich (Stone, et al., 2016). So können lebensbedrohliche Fehlfunktionen in 

Skelettmuskel-, Herz-, und Nervenzellen durch ein Ungleichgewicht von Kalium 

ausgelöst werden (Palmer, 2015). 

Der Mensch sollte ca. 4000 mg Kalium pro Tag aufnehmen, wobei der gesunde Körper 

die zelluläre Aufnahme und Ausscheidung gut regulieren kann (Bundesinsitut für 

Risikobewertung, 2021).  Etwa 90 % des Kaliums werden über die Niere ausgeschieden. 

Es wird glomerulär frei filtriert, im proximalen Tubulus rückresorbiert und im distalen 

Tubulus sezerniert (Kettnitz, 2014). Etwa 98 % des Kaliums befindet sich intrazellulär, 

wozu die Na+/K+-ATPase und Kaliumkanäle entscheidend beitragen. Dieser 

Kaliumgradient ist wichtig für die Entstehung von Ruhe- und Aktionspotentialen 

(Brandes, et al., 2019). 

Kaliumkanäle gibt es in den meisten Zellen des menschlichen und tierischen Körpers. 

Sie sind essentiell für 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 für α- und β-Untergruppen identifiziert 

werden, die für Kaliumkanäle in apikalen oder basolateralen Zellmembranen kodieren.  

Dabei werden spannungsabhängige Kaliumkanäle (Kv), kalziumgesteuerte 

Kaliumkanäle (KCa) und Einwärtsgleichrichter (Kir) unterschieden. Diese können als 2- 



 16 

oder 6-Segmentkanäle 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). Außerdem wird das intravasale Volumen und somit auch der Blutdruck        

u. a. durch die Ausschüttung von Renin kontrolliert. In der Niere wird auch zu 

wesentlichen Teilen das Vitamin D3 zu Calcitriol aktiviert, welches bei der Homöostase 

des Calciumhaushalts mitwirkt (Segerer, et al., 2014). 

Des Weiteren produziert die Niere das Hormon Erythropoetin, das die Blutbildung 

anregt. Außerdem reguliert die Niere entscheidend die Elektrolyt- und Säure-Basen-

Konzentrationen im Blut und sorgt so für eine ausgeglichene Verteilung, die essentiell 

für die korrekte Funktion vieler anderer Organe wie z. B. des Herzens ist (Behrends, et 

al., 2012). 

Aus diesen vielseitigen Funktionen der Niere können die Symptome einer 

Nierenerkrankung abgeleitet werden, die unter anderem mit Hypervolämie, Urämie, 

Störungen des Elektrolythaushalts, Anämie 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 groß, wiegt ca. 300 g, ist von 

einer Bindegewebskapsel umgeben und in einer Fettkapsel (Speicherfett) eingebettet 

(Aumüller, et al., 2020). 

An der konkaven, zur Wirbelsäule gewandten Seite der Niere befindet sich der 

Nierenhilus, an dem die Blutgefäße 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 zwölf Pyramiden, die den 

Endharn aus den Sammelrohren in das Nierenbecken leiten, von wo er über die 

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

 

Pro Tag werden bis zu 180 l Primärharn 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 (Aumüller, et al., 2020). 

Während 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), dünnen absteigenden Teil der Henle-Schleife (TDL), dünnen 

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 benötigen eine sehr gute Durchblutung, um die 

enorme Filtrationsleistung aufrecht erhalten zu können. Daher fließen 1,2 l 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 

Kapillarknäuel 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 Kapillarknäuel wird von der Bowmankapsel 

umgeben, sodass der Primärharn im Bowmankapselraum zwischen Kapillaren und 

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

 

2.2.1 Ionenresorption und -sekretion im Tubulussystem 

2.2.1.1 Proximaler Tubulus 
 

Im proximalen Tubulus werden ca. 60 % des Wassers sowie ein großer Teil der darin 

gelösten Teilchen rückresorbiert (Kleta, et al., 2017). Um dies gewährleisten zu können, 

weist die luminale Membran des proximalen Tubulus viele Einfaltungen (Bürstensaum) 

auf, sodass die Oberfläche um ein Vielfaches vergrößert wird. Auch die basolaterale 

Membran ist stark eingefaltet und damit vergrößert, sodass eine große Menge der 

resorbierbaren Stoffe gleichzeitig zurück in den Blutkreislauf transportiert werden kann 

(Pape, et al., 2014). 

Die Energie für diese Transportleistung stellen zahlreiche Mitochondrien zur Verfügung, 

die nahe an der Zellmembran lokalisiert sind, um die Transportwege für 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 für Natrium und durch Kalium ein Membranpotential zu erzeugen (Brandes, 

et al., 2019). Kalium fließt dann durch KCNJ- und KCNK-Kanäle wieder aus der Zelle 

(Hamilton, et al., 2012). 

Natrium wird über einen Antiport-Carrier gegen H+-Ionen oder im Symport mit Chlorid, 

Glucose, Aminosäuren etc. sekundär aktiv aus dem Lumen in die Zelle transportiert. 
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Während der Symport mit Chloridionen ein elektroneutraler Transport ist, ist der Symport 

mit Glucose ein elektrogener Transport, da die positive Ladung im Interstitium zunimmt.  

Außerdem 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 

„leckes Epithel“. Die Wasserrückresorption folgt dem osmotischen Gradienten, sodass 

Wasser mit anderen gelösten Stoffen in das Interstitium fließt (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 HCO3
- Kohlenstoffdioxid, was in die Zelle 

diffundiert und als Kohlensäure wieder in H+ und HCO3
- gespalten wird. Bikarbonat kann 

dann zusammen mit Natrium in das Blut transportiert werden (Brandes, et al., 2019). 

Im proximalen Tubulus können auch Stoffe wie Säuren und Basen sezerniert werden 

und sowohl körpereigene 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 Flüssigkeits- und Elektrolytversorgung des Körpers angepasst 

(Pape, et al., 2014). 

Der dicke, absteigende Teil der Henle-Schleife ist Teil des proximalen Tubulus und weist 

dementsprechend dessen Transportmechanismen auf, während der dünne Teil der 

Henle-Schleife so gut wie keinen aktiven Transport mehr zeigt. Hier diffundieren Ionen 

in Wasser gelöst über tight junctions zur basolateralen Seite der Zelle und Chloridionen 

zusätzlich über Chloridkanäle (Brandes, et al., 2019). 

Der Antrieb der Wasserresorption wird durch den aufsteigenden Teil der Henle-Schleife 

gegeben. Hier erfolgt ein sekundär-aktiver Transport von Natriumchlorid in die Zelle, 

jedoch ohne dass Wasser nachfließen kann. Dadurch entsteht eine hohe Osmolarität im 

Nierenmark, die nach distal hin weiter zunimmt und die essentiell für die Konzentrierung 

des Harns ist. Durch das Gegenstromsystem sorgt die Hyperosmolarität für eine 

ausreichende Wasserrückresorption im dünnen, absteigenden Teil der Henle-Schleife, 

der wasserdurchlässig ist (Brandes, et al., 2019). 

Der dicke, aufsteigende Teil der Henle-Schleife ist maßgeblich an der Resorption von 

Natrium über den Na+K+2Cl--Kotransporter aus dem Lumen beteiligt (Zacchia, et al., 

2018). Kalium verlässt die Zelle wieder apikal über ROMK-Kanäle (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 fließt dann durch Kaliumkanäle 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 ausströmen zu 

lassen (Kharade, et al., 2018). 

Auch andere Elektrolyte wie Calcium und Magnesium werden in diesem 

Tubulusabschnitt v. a. parazellulär rückresorbiert (Brandes, et al., 2019). 

 

2.2.1.3 Distaler Tubulus 
 

Im distalen Tubulus und im Sammelrohr werden ca. 15 % der Natrium- und Chloridionen 

resorbiert, während u. a. Kaliumkanäle der KCNJ-Familie für die Zirkulation der 

Kaliumionen zuständig sind (Hamilton, et al., 2012). Außerdem werden hier auch 

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

 

Der DCT ist der kürzeste 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 über SLC12A3 in die 

Zelle aufgenommen werden. Das hierfür notwendige Konzentrationsgefälle 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 Kaliumkanäle in die 

basolaterale Membran eingebaut, die dafür sorgen, dass Kalium zurück aus der Zelle 

fließt (z. B. KCNJ, KCNK). Auch auf der apikalen Seite sorgen Kaliumkanäle (ROMK 2 

und 3) für den Rückfluss. Die Chloridionen werden z. B. über CLCKB/A an der 

basolateralen Seite ins Blut transportiert. Magnesium wird aus dem Lumen über TRPM6 

aufgenommen und an der basolateralen Seite ausgeschleust (Hamilton, et al., 2012). 

Im hinteren Teil des DCT befinden sich auch ENaC-Kanäle an der apikalen Membran, 

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

 

2.2.1.4 Sammelrohr 
 

Anschließend münden etwa zehn Verbindungstubuli in ein Sammelrohr, das Hauptzellen 

und Schaltzellen enthält und für die Feineinstellung der Harnzusammensetzung 

verantwortlich ist. In den Hauptzellen befinden sich ENaC-Kanäle an der luminalen 

Membran, die durch die Einwirkung von Aldosteron vermehrt exprimiert werden. 

Zusammen mit Natrium kann auch Wasser durch Aquaporine in die Zelle strömen. Der 

Einbau von Aquaporinen wird vom antidiuretischen Hormon (ADH) gesteuert und bewirkt 



 20 

so eine Konzentrierung des Urins. Die vermehrte Natriumresorption führt sekundär zu 

einem Kaliumverlust, da das durch die Na+/K+-ATPase in die Zelle gepumpte Kalium die 

Zelle über die luminale Membran verlässt (Segerer, et al., 2014). 

Die Schaltzellen können H+ (Typ A) oder HCO3
- (Typ B) sezernieren und so den pH-Wert 

regulieren (Brandes, et al., 2019). 

Abschließend laufen ca. 300 Sammelrohre in eine Papille zusammen, die als 

Nierenpyramiden ins Nierenbecken mündet. Von dort wird der Harn über die 

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

 

2.3 Einwärtsgleichrichtende Kaliumkanäle 
 

Einwärtsgleichrichtende Kaliumkanäle (Kir/KCNJ-Kanäle) werden in den meisten Zellen 

des menschlichen Körpers exprimiert und unterscheiden sich von 

spannungsgesteuerten Kaliumkanälen vor allem durch die einwärts gerichtete 

Fließrichtung der Ionen. Sie werden nicht wie andere Kaliumkanäle durch Spannung 

beeinflusst, sondern durch den elektrochemischen Gradienten für Kalium (Hibino, et al., 

2010). Intrazellulär herrscht eine Kaliumkonzentration von ca. 140 mM, aber extrazellulär 

von nur 5 mM. Dementsprechend begünstigt das Konzentrationsgefälle eigentlich einen 

Kaliumausstrom aus der Zelle.  

Das Besondere an den Einwärtsgleichrichtern ist aber, dass diese besonders gut Ionen 

leiten, wenn das derzeitige Membranpotential etwa so groß 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 Mg2+ hervorgerufen, die bei Depolarisation von innen 

nach außen gezogen werden und so die Pore verschließen (Doupnik, et al., 1995) 

(D’Avanzo, et al., 2010). Dabei ist der Block des Ausstroms umso stärker, je größer die 

Triebkraft für Kalium ist (Nichols, et al., 2018). 

Es werden starke und schwache Einwärtsgleichrichter unterschieden. Zu den starken 

Gleichrichtern zählen 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 können. Zu den schwachen Einwärtsgleichrichtern 

gehören Kir 1.x, 4.x, 5.x, 6.x oder 7.x, die z. B. in der Niere exprimiert werden, wo auch 

Kaliumausstrom möglich ist (Rapedius, 2006) (Brandes, et al., 2019). Sie sind oft 

zusammen mit Kotransportern exprimiert, um deren Funktion zu gewährleisten und 

Kalium aus der Zelle strömen zu lassen (Zangerl-Plessl, et al., 2019). 

Die Einwärtsgleichrichter sind aber auch für andere Funktionen wie 

Schmerzverarbeitung, für Lernen und Gedächtnis sowie für die Insulinsekretion wichtig 

(Bhave, et al., 2010). Außerdem sind Kir-Kanäle an der Aufrechterhaltung der 
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Kaliumhomöostase 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 Hörens bei (Bhave, et al., 2010). 

Kir-Kanäle 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 NH2- sowie ein 

COOH-Ende (Bhave, et al., 2010) (Piermarini, et al., 2018). So entsteht ein tetramerer 

Komplex, der erst dann funktionsfähig ist. Gehören 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 Ionenfilter, damit spezifisch 

nur Kaliumionen durch den Kanal fließen (Hibino, et al., 2010). Die Wand des 

Selektivitätsfilters wird durch die Aminosäuren Glycin, Tyrosin und wieder Glycin gebildet 

(GYG). Diese Aminosäuren bilden zusammen eine Hydrathülle, die auf Kaliumionen 

abgestimmt ist und diese dehydriert durchfließen lässt (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-Kanäle (Kir 2.x), Protein-gesteuerte Kir-Kanäle (Kir 

3.x), ATP-sensitive K+-Kanäle (Kir 6.x) und in K+-Transport-Kanäle (Kir 1.x, 4.x, 5.x, 7.x) 

unterteilt (Hibino, et al., 2010). 

 

2.3.1 KCNJ 10 
 

Kir 4.1 (KCNJ 10) gehört zu den schwachen Einwärtsgleichrichterkanälen 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 4.1/5.1 hat im Vergleich zu Kir 4.1 (Homomer) eine geringere 

Offenwahrscheinlichkeit, aber einen doppelt so hohen Leitwert (Pessia, et al., 2001). 

Außerdem verstärkt der heteromere Kanal den Einwärtsstrom der Kaliumionen 

(Bandulik, et al., 2011).  Es konnte auch gezeigt werden, dass Kir 4.1/5.1 deutlich 
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sensitiver für Veränderungen des intrazellulären pH-Werts ist, wodurch die Kanalaktivität 

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. Hörverlust 

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). 

 

2.3.2 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-Kanälen im Körper in 

großen Teilen mit denen von Kir 4.1 bzw. 4.2 überschneiden (Pinelli, 2015). 

KCNJ 16 ist beim Menschen auf Chromosom 17q25 lokalisiert und wird z. B. in der Niere, 

im Pankreas und in der Schilddrüse 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 für die Aufrechterhaltung des 

Elektrolytgleichgewichts und damit auch des Blutdrucks im Körper, was mithilfe von 

Knockout-Mäusen gezeigt werden konnte, bei denen die Gene für Kir 4.1/5.1 

ausgeschaltet wurden (Palygin, et al., 2018). Auch wurde festgestellt, dass Kir 5.1-/- 

Knockout-Mäuse Symptome wie Hypokaliämie, metabolische Azidose, sowie 

Hyperkalzurie entwickeln, was darauf hindeutet, welche entscheidende Rolle die 

Kanaluntereinheit für die Aufrechterhaltung der Nierenfunktion und die Regulierung des 

pH-Werts zu spielen scheint (Paulais, et al., 2011). 

Humane Mutationen in KCNJ 16 führen zu einer Erkrankung mit metabolischer Azidose, 

Hypokaliämie, sensorineuraler Schwerhörigkeit und Salzverlust. 

Schlingmann/Renigunta et al. haben diese Mutationen untersucht und 2021 zusammen 

mit den in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Ergebnissen veröffentlicht 

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

KCNJ 15 (Kir 4.2) gehört zu den einwärts gleichrichtenden Kaliumkanälen 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 q22.2 lokalisiert (Gosset, et al., 1997). 

Der Kanal wird in verschiedenen Geweben des Körpers 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-Kanäle (Wu, et al., 2004). Im Pankreas wird die 

Expression von KCNJ 15 durch Glukose reguliert. Außerdem inhibiert eine hohe 

Kanaldichte von Kir 4.2 die Insulinsekretion und ist somit an der Entstehung von 

Diabetes mellitus Typ II beteiligt (Okamoto, et al., 2012). Im Magen ist der Kaliumkanal 

in den Parietalzellen der Mukosa exprimiert und ist an der Magensäuresekretion 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 trägt außerdem zur Regulierung des pH-Werts bei, was dadurch belegt wurde, 

dass die Ausschaltung von KCNJ 15 in Knockout-Mäusen zu einer metabolischen 

Azidose führt. Die Funktion des Kanals im proximalen Tubulus scheint also entscheidend 

zur Aufrechterhaltung eines physiologischen pH-Werts beizutragen (Bignon, et al., 

2019). 

 

2.4 Das EAST/SeSAME-Syndrom 
 

Verschiedene Mutationen in KCNJ 10 führen zu einer autosomalen, rezessiv vererbten 

Erkrankung, die durch Epilepsie, Ataxie, sensorineuraler Schwerhörigkeit sowie einer 

renalen, mit Salzverlust einhergehenden Tubulopathie (EAST-Syndrom) 

gekennzeichnet ist (Bockenhauer, et al., 2009) (Scholl, et al., 2009). Außerdem kommt 

es zu einer Hypokaliämie, einer Hypomagnesiämie und einer metabolischen Alkalose 

(Celmina, et al., 2018). 

 

Erstmals wurde die Erkrankung 2009 von zwei unabhängigen 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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Schwerhörigkeit und Albinismus einherging. Es könnte sich dabei um die erste 

Beschreibung des erst später benannten und näher untersuchten EAST/SeSAME-

Syndroms handeln (Abdelhadi, et al., 2016) (White, et al., 1993). 

Genmutationen in KCNJ 10 führen zu einem Funktionsverlust des homomeren Kanals 

aus Kir 4.1 und des heteromeren Kanals aus Kir 4.1 und Kir 5.1. Die eingeschränkte 

Funktionalität zeigt sich in allen Geweben, in denen diese Kanäle exprimiert sind, und 

führt so zu einem komplexen Krankheitsbild (Reichhold, et al., 2010). 

Dabei variiert die Ausprägung der Symptome von Patient zu Patient sehr stark. So 

können die neuronalen Symptome von leichten Ataxien bis hin zur kompletten 

Unfähigkeit, verbal oder schriftlich zu kommunizieren, reichen. Bei schwer betroffenen 

Patienten könnte das eigentliche Syndrom aufgrund der neuronalen Auffälligkeiten als 

unspezifische Retardierung diagnostiziert werden und die Mutation nicht identifiziert 

werden (Abdelhadi, et al., 2016). 

Typischerweise werden die Betroffenen komplikationslos vaginal geboren und 

erscheinen zunächst klinisch unauffällig. Erst im Alter von ein paar Monaten treten 

tonisch-klonische Krämpfe oder renale Auffälligkeiten auf. Es gibt keine kausale 

Therapie, sodass symptomatisch behandelt wird, um epileptische Anfälle 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 fließen kann, kann die Na+/K+-ATPase nicht mehr korrekt Ionen 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. Außerdem führt das angehäufte 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 Ähnlichkeiten 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 führt. 

Hier weisen die Patienten Symptome wie sensorineurale Schwerhörigkeit, 

Entwicklungsverzögerung 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 Krampfanfällen 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 ausgelöst wird.  

Unsere Forschungsgruppe arbeitete an der Untersuchung dieser KCNJ 16-assoziierten 

Kaliumkanalerkrankung in Kooperation mit der AG Prof. Martin Konrad (Universität 

Münster). 

Aufgrund der Ähnlichkeit 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 auslöst. Ähnlich wie beim EAST/SeSAME-Syndrom tritt auch bei der       

KCNJ 16-assoziierten Kaliumkanalerkrankung eine sensorineurale Schwerhörigkeit auf, 

die aber weniger stark ausgeprägt ist und nur hohe Frequenzen betrifft. Beim 

EAST/SeSAME-Syndrom führt der Funktionsverlust von Kir 4.1 zum Hörverlust. 

Allerdings überschneiden sich die Expressionsorte von KCNJ 10 und KCNJ 16 im 

Innenohr nicht, sodass das Auftreten von Schwerhörigkeit bei der KCNJ 16-assoziierten 

Kaliumkanalerkrankung die Vermutung nahelegt, dass ein anderer, bis heute nicht 

bekannter Kanal beteiligt ist (Friedland, et al., 2007). 

Außerdem treten bei betroffenen Patienten anders als beim EAST/SeSAME-Syndrom 

keine schweren Anfälle oder Ataxien auf. Möglicherweise 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 würde erklären, dass zwar leichte Ataxien und Anfälle auftreten, aber 

genügend Restfunktion des Kanals vorhanden ist, um schwere Verläufe zu verhindern. 

 

Zur weiteren Aufklärung der Zusammenhänge wurde daher zunächst mithilfe von CoIP 

(Coimmunoprecipitation) und PLA (Proximity ligation assay) die Interaktion zwischen 

diesen beiden Untereinheiten Kir 4.1 und Kir 5.1 nachgewiesen. Außerdem wurde mittels 

Lumineszenzversuchen gezeigt, dass im Vergleich zum Wildtyp weniger Kanäle an die 

Zelloberfläche gelangen. Des Weiteren führte Dr. hum. biol. A. Renigunta funktionelle 

Studien bei Xenopus laevis Oozyten durch, die zeigten, dass die Kanalfunktionalität der 

mutierten Kanäle aus Kir 4.1 und 5.1 herabgesetzt ist und dementsprechend weniger 

Ionen fließen 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-Mäuse mit KCNJ 16 -/- eine Azidose entwickeln, wohingegen Mäuse mit 

KCNJ 10-/- eine Alkalose aufweisen (Paulais, et al., 2011). Das führte zu der Vermutung, 

dass bei der KCNJ 16-assoziierten Kaliumkanalerkrankung noch ein weiterer Kanal 

außer 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 näher 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. 

 

Dafür lagen die Konstrukte für vier humane Mutationen bereits aus der 

vorangegangenen Arbeit von A. Zimmermann vor. Die zuletzt identifizierte Mutation 

(T64I) sowie die benötigten Konstrukte von KCNJ 15 wurden innerhalb dieses Projekts 

erstellt und in die verschiedenen Vektoren eingebaut. 

Zuerst wurden die Konstrukte in humanen Vektoren benötigt, um sie in HEK-Zellen bzw. 

Cos-Zellen zu transfizieren und CoIP bzw. PLA durchzuführen. Durch diese 

Untersuchungen konnte eine Proteininteraktion zwischen beiden Kanaluntereinheiten 

aufgezeigt werden. 

Außerdem wurden die Konstrukte in Froschvektoren benötigt, um diese als RNA in 

Oozyten von der Froschart Xenopus laevis zu injizieren. Mithilfe von Lumineszenz 

konnte nun untersucht werden, wie viele Kanäle (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 Einwärtsgleichrichterkanäle in der Niere besser zu verstehen, damit mit diesen 

Erkenntnissen bessere Behandlungsmöglichkeiten für die Patienten entwickelt werden 

können. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Konstrukte 
 
Tabelle 3 Konstrukte für Versuche mit Xenopus laevis Oozyten, PLA und CoIP 

Art des Versuchs Benötigte Konstrukte 

Oozyten 

KCNJ 15(HA) x pTLN 

KCNJ 16(wt) x pSGEM 

KCNJ 16(T64I) x pSGEM 

KCNJ 16(I132R) 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(T64I) x pIRESx3xFLAG 

KCNJ 16(I132R) x pIRESx3xFLAG 

KCNJ 16(R137C) x pIRESx3xFLAG 

KCNJ 16(R176X) x pIRESx3xFLAG 

KCNJ 16(P250L) x pIRESx3xFLAG 

CoIP 

KCNJ 15 x pEGFP-C1 

KCNJ 16(wt) x pIRESx3xFLAG 

KCNJ 16(T64I) x pIRESx3xFLAG 

KCNJ 16(I132R) x pIRESx3xFLAG 

KCNJ 16(R137C) x pIRESx3xFLAG 

KCNJ 16(R176X) x pIRESx3xFLAG 

KCNJ 16(P250L) x pIRESx3xFLAG 

 

3.1.2 Lösungen und Puffer 
 

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

Chemikalien Menge (mM) 

NaCl 960 

KCl 20 

CaCl2 18 
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MgCl2 10 

HEPES 50 

(Na-Pyruvat) (2,5) 

(Theophyllin) (90 mg/l) 

(Gentamycin) (20 mg/l) 

 

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

Chemikalien Menge (ml) 

DMEM (1x) + GlutaMAXTM 445 

FBS 50 

Penicillin/Streptomycin 5 

 

Tabelle 6 10x TAE Puffer pH 7,6 

Chemikalien Menge 

TRIS (g) 48,5 

Essigsäure (ml) 11,42 

EDTA (g) 4,5 

H2O 
Bis 1 l auffüllen, pH mit HCL-Lösung  

(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 

H2O Bis 1 l auffüllen 

(Bactoagar) (15) 

 

Tabelle 8 Triton X-100 Lysepuffer 

Chemikalien Menge (mM) HEK 293 Menge (mM) Xenopus Oozyten 

Tris/HCl (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 

KCl 2 g 

NaCl 8 g 

Na2HPO4  3,6 g 

KH2PO4 0,2 g 

(Tween) 1 ml 

H2O Bis 1 l auffüllen 

 

Tabelle 10 Zelllysepuffer für CoIP (pH=7,9) 

Chemikalien Menge (mM) 

Hepes 10 

NaCl 0,4 M 

MgCl2 1,5 

EGTA 0,5 

Glycerol 5 % 

NP4O 0,5 % 

 

Tabelle 11 Running Buffer 10x 

Chemikalien Menge (mM) 

SDS 35 

Tris (Base) 250 

Glycin 1,92 

H2O Bis 1 l auffüllen 

 

Tabelle 12 SDS Ladepuffer für Polyacrylamidgele 

Chemikalien Menge (2x) 

TRIS/HCL 120 mM 

Bromphenol blue 0,04 % 

SDS 4 % 

Glycerol 20 % 

β-Mercaptoethanol 10 % 

H2O Bis 100 % auffüllen 
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3.1.3 Laborutensilien 

 
Tabelle 13 Laborausrüstung 

Name des Produkts Firma und Sitz 

AdventurerTM Waage Ohaus GmbH, Nänikon, Schweiz 

BBD 6220 Incubator Heraeus Instruments, Hanau  

Binocular S8APO 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-CASTTM Electrophoresis system Owl Scientific Inc., Woburn, USA 

Elektrophoresesystem Protein Gele Kobe KG, Marburg 

EppendorfTM 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 Instruments GmbH, 

Schwabach 

Heizblock Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg 

Hera safe clean bench Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA  

LabCycler SensoQuest, Göttingen 

LSM 710 - Axio Examiner.Z1 microscope Zeiss, Jena 

Luminometer GloMAx 20/20 Promega, Fitchburg, USA 

Magnetic Rack SureBeads 
Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, 

USA 

Micromanipulator Nanoliter 2000 World Precision Instruments, Friedberg 

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

USA 

Mini-Protean ® Glass plates, 1,5 mm 

spacers 

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, 

USA 

Mini-Protean ® Short plates 
Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, 

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 

NeoLab ® 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 Laborgeräte GmbH, 

Eberstadt 

Trans Blot Turbo Transfer System 
Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, 

USA 

Transferpette (10, 100, 1000 µl) Brand GmbH, Wertheim 

Varifuge 3.0 RS Kobe KG, Marburg 

Yellow line OS5 basic Schüttler IKA-Werke, Staufen im Breisgau 

 

3.1.4 Programme 
 

Tabelle 14 Programme 

Name des Programms Firma und Sitz 

BLAST 
National Center for Biotechnology Info, 

Bethesda, USA 

DNA 5 Harvard, Cambridge, USA 

Excel Microsoft, Redmond, USA 

Fluorescence Microscope Program NIS 

Elements D 
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 DirectLoadTM DNA ladder Sigma-Aldrich, St.Louis, USA 

100 bp DNA-Leiter 
Invitrogen Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

1. StepTM Transfer Buffer Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

10x Reaction Buffer (Rxn) Stratagene California, La Jolla, USA 

2,5 % Trypsin 10X 
GibcoTM, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

Ambion ® Nuclease-free Water Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Ampicillin (100 mg/ml) Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 

Bacto Agar 
Becton, Dickinson and Company, 

Sparks, USA 

Bacto Tryptone 
Becton, Dickinson and Company, 

Sparks, USA 

Bacto Yeast Extract 
Becton, Dickinson and Company, 

Sparks, USA 

BSA purified 100x 10 mg/ml New England Biolabs Inc., Frankfurt a.M. 

DMEM (1x) + GlutaMAXTM-1 
GibcoTM, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

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 

Buffered Saline 

GibcoTM, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

EDTA Serva, Heidelberg 

Ethanol Sigma-Aldrich, St.Louis, USA 

FBS BioChrom GmbH, Berlin 

Gel Loading buffer II (DNA) 
Ambion Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

GelRedTM 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 

PageRulerTM 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 übrigen Salze, die für 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, Nümbrecht 

Bisophere Filter tips 0,5-20 µl Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 

Chamber slides System, glass LAB-TEK, Naperville, USA 

Falcons (15/50 ml) Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 

Flasche Zellkultur (TC-Flasche, T75 

Standard) 
Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 

Gelloader Pipettenspitzen 1-200 µl Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 

Glaskapillare (1,05x80 mm) Science Product GmbH, Hofheim 

Petrischalen (8,8 cm) Greiner, Kremsmünster, Österreich 

Pipettenspitzen (10, 100, 1000 µl) Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 

Reaktionsgefäß (0,5;1,5; 2 ml) Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 

Serologische Pipetten (5/10/25 ml) Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 

Trans-Blot ® TurboTM mini-size 

nitrocellulose 

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, 

USA 

Trans-Blot ® TurboTM Mini-size Transfer 

Stacks 

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, 

USA 

Zellschaber 16 cm Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht 

 

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 I Omega Bio-tek, Norcross, USA  

MicroElute Gel Extraction Kit Omega Bio-tek, Norcross, USA  
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mMESSAGE mMACHINE ® T7/Sp6 Ultra 

Kit 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA  

Plasmid Plus Midi Kit (100) Qiagen, Hilden 

RNA Clean & ConcentratorTM -5 DNAse1 

included 
ZymoResearch, Irvine, USA 

SuperSignal ® ELISA Femto Maximum 

Sensitivity Substrate 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA  

TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit 

7,5 %, 10 % 

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, 

USA 

ZymoClean Gel DNA Recovery Kit ZymoResearch, Irvine, USA 

 

3.1.8 Primer 
 

Tabelle 18 Primer SDM 

Primer Gensequenz Firma und Sitz 

Primer SDM T64I 

forward 
GACATCTTCACCATTCTTGTGGACACC 

Sigma-Aldrich, 

St. Louis, USA 

Primer SDM T64I 

reverse 
GGTGTCCACAAGAATGGTGAAGATGTC 

Sigma-Aldrich, 

St. Louis, USA 

 
 
3.1.9 Plasmide 
 

Tabelle 19 Plasmide 

Plasmide Firma Inserts Schnittstellen 
Antibiotika-

resistenz 

pcDNA3.1+ 

Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, 

USA  

x KCNJ 15(HA) HindIII EcoR1 Ampicillin 

pEGFP 

Clontech 

Laboratories, 

Mountain View, 

Kalifornien, USA 

x KCNJ 15(HA) EcoR1 BamH1 Gentamycin 

pIRES 
Clontech 

Laboratories, 

x KCNJ 16(T64I) 

(3xFLAG) 
Not1 Xho1 Ampicillin 
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Mountain View, 

Kalifornien, USA 

pSGEM 

modifiziert von 

pGEM Promega, 

Madison, USA 

x KCNJ 16(T64I) EcoR1 Nhe1 Ampicillin 

PTLN 
von Dr. Zdebik UCL 

London 
x KCNJ 15(HA) HindIII EcoR1 Ampicillin 

 

3.1.10 Enzyme 
 

Tabelle 20 Enzyme 

Name des Produkts Firma und Sitz 

Dpn1 10 U/µl 
Agilent Scientific Instruments, Santa Clara, 

USA 

EcoR1 20000 U/ml New England Biolabs Inc., Ipswich, USA 

HindIII 2000 U/ml (R0104S) New England Biolabs Inc., Ipswich, USA 

Mlu1 R0198L 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/µl Stratagene California, La Jolla, USA 

Phusion Polymerase New England Biolabs Inc., Ipswich, USA 

T4 DNA-Ligase 1 U/µl 
Roche Diagnostics GmbH, Grenzach-

Wyhlen 

 

3.1.11 Primäre Antikörper 
 

Tabelle 21 Primäre Antikörper 

Name des Produkts Firma und Sitz 

α-HA (rabbit) antibody (1:1000) #ab9110 Abcam, Cambridge, UK 

α-HA High Affinity rat monoclonal antibody 

1:500 #3F10 
Roche Diagnostics GmbH, Basel, Schweiz 

α-FLAG (mouse) 1:1000 #F1804 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

α-FLAG (rabbit) 1:1000/1:2000 #F7425 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

α-GFP (rabbit) 1:1000 #sc-8334 Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA 
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3.1.12 Sekundäre Antikörper 
 

Tabelle 22 Sekundäre Antikörper 

Name des Produkts Firma und Sitz 

α-mouse IgG Peroxidase-conjugated 

(1:10000) #A4416 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Clean Blot™ IP Detection Reagent #21230 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA  

Goat α-Rabbit IgG (H+L)-HRP Conjugate 

(1:10000) #1706515 
Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA 

Goat α-Rat IgG (H+L) (1:10000) 

#AB_2338128 

Jackson ImmunoResearch Laboratories, 

Inc., Bar Harbor, USA 

StarBright™ Blue 520 Goat α-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 

α-FLAG ® M2 Magnetic Beads 

#AB_2637089 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

GFP-Trap ® Magnetic Agarose Beads 

#AB_2631358 
ChromoTek, Planegg-Martinsried 
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3.2 Methoden 
 
Für die Durchführung der Versuche innerhalb dieser Arbeit wurden eine Vielzahl von 

biochemischen Labormethoden eingesetzt. Hierbei wurden sowohl 

molekularbiologische als auch proteinanalytische Methoden genutzt.  

PLA und CoIP machten die Arbeit in der Zellkultur notwendig, wobei für PLA Cos-Zellen 

und für CoIP HEK-Zellen verwendet wurden. Für die Versuche zur 

Oberflächenquantifizierung wurden Oozyten der Froschart Xenopus laevis genutzt. 

 

3.2.1 Allgemeine molekularbiologische und proteinanalytische Methoden 

3.2.1.1 SDM 
 

Bei der site-directed mutagenesis (SDM) handelt es sich um eine molekularbiologische 

Methode, bei der eine gezielte Punktmutation im gewünschten Gen in ein Plasmid 

eingefügt wird (Bachmann, 2013). Durch diese Methode sind Wissenschaftler nicht auf 

genetisches Material der betroffenen Patienten angewiesen, sofern die Mutation einmal 

genetisch entschlüsselt wurde, da die benötigte DNA mit der entsprechenden Mutation 

synthetisiert werden kann. 

Das Prinzip der SDM ist ähnlich dem der PCR (Polymerasekettenreaktion), bei der 

genetisches Material in schneller Zeit vervielfältigen werden kann. Jedoch sind bei der 

SDM die Primer so gebaut, dass sie die mutierte Gensequenz enthalten, aber dennoch 

an beiden Enden komplementär zur DNA-Matrize sind und somit an der DNA anlagern 

können. Anschließend vervielfältigt 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 für KCNJ 16 (T64I) 

x pSGEM bzw. pIRESx3xFLAG zu erstellen. Für die SDM wurde folgendes Protokoll 

verwendet: 

 

Tabelle 24 Protokoll SDM 

Komponenten Menge (µl) 

Primer vorwärts 0,8  

Primer rückwärts 0,8  

DNA-Matrize 200 ng 

Rxn Buffer 2,5  

25 mM dNTPs 0,5  
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Pfu Turbo Polymerase 0,5  

DMSO 0,5  

H2O Bis 25 µl auffüllen 

 

Tabelle 25 SDM-Vervielfältigungszyklen 

 Temperatur (°C) Dauer (min) Zyklen 

Aktivierung 

Polymerase 

96 0,5 1 

Denaturierung 96 0,5 18 

 Primeranlagerung 55 1 

Elongation 68 500 bp/min 

terminale 

Elongation 

68 2 1 

Endzustand 4 ∞ - 

 

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 µl des Restriktionsenzyms Dpn1 hinzugefügt, welches die methylierte DNA verdaute. 

Anschließend wurde die Probe bei 37 °C für 1 h inkubiert. Nun befand sich in der Probe 

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

 

3.2.1.2 Transformation 
 

Nun wurde das entstandene Plasmid in Bakterien transformiert. Dafür wurden 

Agarplatten benötigt, 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 µg/ml 

Antibiotikum (nach dem Autoklavieren); bei ca. 50 °C wurde das Gemisch ausgegossen). 

Das Medium härtete anschließend aus und konnte bei 4 °C lichtgeschützt gelagert 

werden. 

Die Bakterien wurden nach folgendem Protokoll transformiert: 

 

Tabelle 26 Protokoll Transformation in E. coli-Bakterien 

Komponenten Menge 

Mix & Go DH α-E. coli Bakterien (auf Eis) 50 µl 

Plasmid 0,5 µg 

5 min auf Eis inkubieren 
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Hitzeschock bei 42 °C für 20 s 

5 min auf Eis inkubieren 

In 1 ml LB-Medium mit 1 µl Ampicillin (100 mg/ml) für 1 h bei 37 °C inkubieren 

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

Nacht inkubieren 

 

Durch den Hitzeschock wurden die Zellmembran und Zellwand, die zwischen Plasmid 

und Bakterium liegen, kurzzeitig stellenweise lückenhaft, wodurch die Plasmid-DNA in 

die Bakterien aufgenommen werden konnte. Erst dadurch war eine Vervielfältigung der 

Plasmide möglich und auch die Resistenz gegen Ampicillin wurde in diesem Schritt 

übertragen. Die anschließende Inkubation auf Eis diente der Regeneration der 

Zellmembran und -wand, sodass die Bakterien nicht aufgrund des Hitzeschocks zerstört 

wurden. Bei 37 °C herrschten dann optimale Bedingungen für die Bakterien, sodass 

diese die Plasmide in schneller Zeit vervielfältigten. Das Ausstreichen auf den 

Agarplatten war notwendig, um am nächsten Tag einzelne Kolonien entnehmen zu 

können, um dann anschließend durch Sequenzierung sicherzustellen, dass diese die 

richtige Mutation trugen. 

Die Kolonien wurden am nächsten Tag in jeweils 4 ml LB-Medium über Nacht kultiviert 

(50 ml LB mit 50 µl Ampicillin (100 mg/ml)). 

 

3.2.1.3 Mini-Präparation 
 

In der folgenden Mini-Präparation wurden den Bakterien die vervielfältigten Plasmide 

entzogen und sequenziert, um Kolonien zu identifizieren, die das Plasmid mit der 

korrekten Mutation tragen. 

Dafür wurde das „E.Z.N.A. Plasmid DNA Mini Kit I“ (Omega BioTek) genutzt und der 

Anleitung des Herstellers gefolgt. Vor Beginn der Präparation wurde aus den 

transformierten Bakterien eine Glycerolprobe angefertigt (100 µl Bakterien + 100 µl 

Glycerol), die im Anschluss an die Sequenzierung zur Inokulation für eine Midi-

Präparierung genutzt werden konnte. 

 

Für die Mini-Präparation wurden die Bakterien in einem geeigneten Gefäß zentrifugiert 

und der Überstand verworfen. Dann wurden dem Zellpellet 250 µl der Lösung 1 

(Resuspensionslösung) zugesetzt, die die Zellmembranen der Bakterien lysierte und 

DNAsen blockierte, damit die DNA herausgelöst, aber nicht abgebaut wurde. 

Nach vollständiger Auflösung des Pellets wurden 250 µl der Lösung 2 (alkalischer 

Lysepuffer) zugefügt, die die Zellmembranen lysierte und die DNA denaturierte. Nach 

leichtem Schwenken der Probe wurden 350 µl der Lösung 3 (Neutralisationspuffer) 
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hinzugefügt, die den pH-Wert regulierte und dafür sorgte, dass die Plasmid-DNA, nicht 

aber die chromosomale DNA, wieder geschlossen wurde. 

Anschließend wurden die Proben in Filterkolumnen umgefüllt und bei 13.000 rpm für       

1 min zentrifugiert. Nun wurden 500 µl HBC hinzugefügt und wiederum zentrifugiert. 

Dann wurde die DNA zweimal mit 700 µl DNA-Waschpuffer gereinigt und anschließend 

einmal trocken zentrifugiert. Zum Schluss wurden 30 µl 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 anschließend sequenziert. Die 

Proben, die die korrekte Mutation aufwiesen, wurden nun in größerer Menge in E. coli-

Bakterien vermehrt. Dafür wurden die Bakterien in den zuvor angefertigten 

Glycerolproben in LB-Medium vermehrt und im Anschluss die Midi-Präparation 

durchgeführt (50 ml LB, 200 µl Glycerolprobe, 50 µl 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 dazugehörigen 

Programm gemessen. Dabei wurde die Absorption der DNA-Lösung bei 260 nm 

gemessen und der Quotient aus 260 nm/280 nm gebildet (Mülhardt, 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 µg/ml DNA bzw. 40 µg/ml RNA 

(Armbrecht, 2013). 

 

3.2.1.5 Sequenzierung 
 

1200 ng der DNA wurden in 12 µl ddH2O gelöst und die Probe anschließend von der 

Firma „SeqLab“ (Göttingen) sequenziert. Dabei wurden die Primer von „SeqLab“ 

hinzugesetzt. Um die Ergebnisse zu bewerten, wurden das Programm DNA 5 (Harvard) 

und die Datenbank BLAST (NCBI) genutzt und die ermittelte Sequenz mit der 

gewünschten Sequenz verglichen. 
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3.2.1.6 Midi-Präparation 
 

Aus den über Nacht inkubierten E. coli-Proben, die das gewünschte Plasmid trugen, 

wurde eine Midi-Präparation nach Anleitung des Herstellers durchgeführt. Diese folgte 

dem gleichen Prinzip wie die Mini-Präparation, ergab aber eine größere Menge DNA. 

 

Tabelle 27 Protokoll Mini- und Midi-Präparation 

 Mini Midi 

Inokulation 
4 ml LB + 4 µl Ampicillin (100 

mg/ml) 

50 ml LB+ Antibiotikum (50 

µl Ampicillin (100 mg/ml), 75 

µl Kanamycin (35 mg/ml)) 

Zentrifugieren 13000 rpm, 1 min 6000 rpm, 15 min 

Pelletresuspension 250 µl Lösung 1 4 ml P1 

Zelllyse 250 µl Lösung 2 4 ml P2 

Neutralisation & 

Separierung der DNA 

350 µl Lösung 3  

10 min bei 13000 rpm 

4 ml S3 

10 min Inkubation und 

Filtration durch QIAfilter 

2 ml BB-Puffer 

DNA-Waschung, 

hoher Salzgehalt 
500 µl HBC 0,7 ml ETR Puffer 

DNA-Waschung, 

niedriger Salzgehalt 
2x 700 µl DNA Waschpuffer 0,8 ml PE-Puffer 

Trockenzentrifugieren 2 min bei 13000 rpm 

Lösung 30-50 µl Lösungspuffer 200 µl Lösungspuffer 

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 großen Mengen vervielfältigt wird (Reinhard, 2018). 

Beim Klonieren wird grundsätzlich ein ähnliches Ziel wie bei der PCR verfolgt, jedoch 

ergibt das Klonieren kostengünstig größere Mengen von DNA. Außerdem ist die DNA, 

die in Vektoren eingebaut ist, stabiler als das reine DNA-Fragment, das bei einer PCR 

vervielfältigt wird. Der DNA kann durch den Vektor auch bestimmte Eigenschaften 

zugeschrieben werden, die dann in folgenden Experimenten genutzt werden können, 

wie z. B. Antibiotikaresistenzen (Mülhardt, 2013). 
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Nach einem ähnlichen Prinzip funktioniert auch die Subklonierung, wobei hier das 

gewünschte DNA-Stück bereits in einen Vektor eingebaut ist und der Vektor 

ausgetauscht wird (Böckler, 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 gewünschte Probe zu 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 HindIII 

geschnitten. 

 

Tabelle 28 Protokoll Plasmidrestriktion 

Komponenten Menge 

DNA-Plasmid 10 µg 

BSA 0,5 µl 

Restriktionsenzyme 3 µl/Enzym 

Puffer Restriktionsenzyme 5 µl 

H2O Bis 50 µl auffüllen 

Inkubation Über Nacht bei 37 °C 

 

3.2.1.9 Agarosegel 
 

Die verdaute Probe wurde anschließend 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. 

Für das Gel wurde TAE-Puffer mit Agarose (100 ml auf 0,8 g) gemischt und aufgekocht. 

Anschließend wurden 20 ml davon in einem Verhältnis von 1:10000 mit GelRed 

gemischt und in die entsprechende Form gegeben. Die verdauten Plasmide wurden 

dann mit 1 µl Ladepuffer gemischt und anschließend neben einer DNA-Leiter, die die 

Fragmentgrößen anzeigte, auf das Gel geladen. Für die Elektrophorese wurde das Gerät 

„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 Länge der Fragmente aufgespalten 

wird (Lee, et al., 2012). 
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3.2.1.10 Aufreinigung 
 

Die DNA der gewünschten Länge 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 für ca. 10 min geschmolzen. Die Lösung wurde anschließend 

in die mitgelieferten Kolumnen gefüllt und zentrifugiert (13000 rpm für 1 min). Dabei war 

die DNA an die Membran gebunden und wurde dann zweimal mit 200 µl DNA-Wasch-

Puffer gereinigt (13000 rpm für 1 min). Danach wurde noch einmal ohne zusätzlichen 

Waschpuffer zentrifugiert, um die Membran vollständig zu trocknen. Abschließend wurde 

Lösungspuffer dazugegeben, um die DNA von der Membran zu lösen und die Probe 

erneut zentrifugiert. Im Reaktionsgefäß befand sich nun die gelöste und gereinigte DNA, 

die anschließend wieder in den gewünschten 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 dafür, dass die 

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

 

Tabelle 29 Protokoll Ligation 

Komponenten Menge (µl) 

DNA (17 ng/µl) 6 

Vektor (17 ng/µl) 2 

T4 Ligase 1 

T4 Ligasenpuffer 1 

 

Das Probengefäß wurde anschließend bei 4 °C für mind. 2 h inkubiert. 

 

3.2.1.12 Proteingele und Western Blot 
 

Für 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 für 30 min 

aushärten 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. Anschließend 
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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 ® TurboTM mini-size 

nitrocellulose“ und „Trans-Blot ® TurboTM mini-size Transfer Stacks“ benutzt, die zuvor 

für 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).  

Anschließend wurde wiederum eine Aufnahme des Blots im „ChemiDoc Imaging 

System“ (Bio-Rad) erstellt. Hierdurch konnte sichergestellt werden, dass die Proteine 

vollständig auf das Blottingpapier übertragen wurden und es zu keinem Verlust von 

Banden kam. Die Membran wurde dann für 1 h in Milch (10 g Milchpulver in 200 ml 

PBST) geblockt und anschließend über Nacht in den primären Antikörper gegeben.  

Am nächsten Tag wurde die Membran dreimal in PBST für jeweils 10 min gewaschen 

und anschließend der sekundäre Antikörper mit 10 ml Milch gemischt auf die Membran 

gegeben. Nach einer Stunde wurde die Membran abermals dreimal mit PBST 

gewaschen und konnte anschließend im „Chemidoc Imaging System“ (Bio-Rad) 

entwickelt werden. Membranen mit nicht-floureszierenden Antikörpern mussten 

zunächst in 500 µl „Clarity MaxTM Western EC Substrate“ (Bio-Rad) lichtgeschützt 

inkubiert werden und konnten anschließend ausgewertet werden. Membranen mit 

fluoreszierenden Antikörpern mussten lichtgeschützt werden und konnten sofort im 

„Chemidoc Imaging System“ (Bio-Rad) entwickelt werden. 

 

3.2.2 Zellkultur 
 
Für die CoIP wurden HEK 293-Zellen und für 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 wöchentlich geteilt. Für die Transfektionen wurden ca. 

1 Mio. Zellen/well bzw. 100.000 Zellen/Chamber gesät. 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 nötige Sterilität zu gewährleisten, 

die für die Arbeit in der Zellkultur unerlässlich ist, wurde unter der „Hera safe clean 

bench“ gearbeitet. 

 

3.2.3 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 

endgültigen Beweis für eine Interaktion dar, da denkbar wäre, dass noch weitere 

Proteine zwischen den beiden markierten Proteinen liegen. 

Für die PLA wurden Cos7-Zellen transfiziert, sodass diese das gewünschte Protein 

exprimieren (Kir 4.2/5.1-Kanäle). Nach 48 h wurden die Zellen mit Paraformalin fixiert 

und der primäre Antikörper (α-HA (rabbit)(Abcam)/α-FLAG (mouse)(Sigma)) darauf 

gegeben. Anschließend wurden spezielle Antikörper benutzt, die an den primären 

Antikörper binden, aber an der gegenüberliegenden Seite der Bindungsstelle ein DNA-

Stück mit „sticky ends“, also klebrigen Enden, haben. Anschließend 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 verstärkt. Eine mit Fluoreszenz markierte Hybridisierungssonde lagerte 

sich an amplifizierte DNA an, sodass im Mikroskop die Hybridisierungssonden als rote 

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

 

3.2.3.1 Zelltransfektion für PLA 
 

Für die Proximity ligation assay wurden Cos7-Zellen verwendet. Diese stammen aus 

einem Karzinom des Nierenepithels einer afrikanischen Meerkatze und sind Fibroblasten 

ähnlich. Die Zellen wachsen als Monolayer und sind gut zur Transfektion geeignet 

(Mangold, 2004). 

 

Für 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 Kanäle mit 11,5 µl OptiMEM und 0,5 µl P3000 

gemischt. Nach 5 min wurden 11,5 µl OptiMEM und 0,5 µl Lipofectamine 3000 zugesetzt. 

Die Mischung wurde 15 min inkubiert, anschließend auf die Zellen gegeben und 100 µl 

OptiMEM zugesetzt. Nach 4 h Inkubation im Brutschrank wurden 100 µl DMEM 

hinzugefügt und das Medium am nächsten Tag komplett gewechselt. 

 

3.2.3.2 Durchführung PLA 
 

Die PLA wurde mit dem „Duolink™ in Situ PLA® Probe Anti-Rabbit PLUS“ und dem 

„Duolink™ In Situ PLA® Probe Anti-Mouse MINUS“ durchgeführt. 48 h nach Transfektion 

wurden die Zellen dreimal mit PBS (250 µl, 2 min) gewaschen und anschließend in 

Paraformaldehyd (4 %, 100 µl) für 20 min fixiert. Danach wurden die Zellen wiederum 

dreimal (2 min) mit PBS gewaschen und für 4 min TritonX 100 (0,1 %) zugesetzt          

(250 µl). Die Zellen wurden erneut dreimal (2 min) gewaschen und für 30 min in 
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Blocklösung (Duolink™) gegeben (37 °C). Nach erneutem Waschen wurden die Zellen 

für 2 h in den primären Antikörper gegeben (40 µl/Chamber, 1:100 α-HA (rabbit) antibody 

(Abcam)/α-FLAG (mouse) (Sigma); Raumtemperatur). Danach wurden die Zellen 

zweimal mit PBS gewaschen. Die Sonde (α-Rabbit ist Plus und α-Mouse ist Minus) 

wurde in dem Antikörperdiulent verdünnt (1:5) und die Zellen darin für 1 h bei 37 °C 

inkubiert (40 µl/Chamber). Die Zellen wurden zweimal mit Waschpuffer A (5 min) 

gewaschen. Für die Ligation wurde der 5x Ligationspuffer mit Wasser verdünnt und 

Ligase im Verhältnis von 1:40 hinzugefügt. Dann wurden 40 µl/Chamber auf die Zellen 

gegeben und diese für 30 min bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 

wieder zweimal mit Waschpuffer A (5 min) gewaschen. Der Amplifikationspuffer (5x, 

lichtempfindlich) wurde mit H2O verdünnt und die Polymerase im Verhältnis 1:80 

zugesetzt. Davon wurden dann 40 µl/Chamber auf die Zellen gegeben und für 100 min 

bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen zweimal mit Waschpuffer B (10 min) und 

anschließend zweimal mit Waschpuffer B (0,01 %) für je 1 min gewaschen. 

Abschließend wurde ein Tropfen Mountingmedium auf die Zellen gegeben und diese 

wurden mit einem Deckglas abgedeckt. Nun konnte das Medium über Nacht 

durchtrocknen und das Deckglas am nächsten Tag fixiert werden. Die Bilder wurden mit 

dem LSM 710 - Axio Examiner.Z1 microscope aufgenommen. 

 

3.2.4 Co-Immunoprecipitation 
 

Die CoIP (Co-Immunoprecipitation) ist ein Verfahren, das aufzeigt, dass zwei Proteine 

direkt miteinander interagieren. Dabei wurden Zellen mit der entsprechenden DNA 

transfiziert, sodass diese das gewünschte Protein produzierten (in diesem Fall Kir 

4.2/5.1-Heteromere; der Kanal besteht also aus beiden Proteinen). Anschließend 

wurden die Zellen aufgelöst, um ein Lysat mit allen Proteinen der Zellen und auch dem 

gewünschten Protein darin zu erhalten.  

Für die CoIP wurden kleine, magnetische Kugeln (Beads) benutzt, die mit Antikörpern 

überzogen sind, an denen die gewünschten Proteine binden konnten (α-FLAG gegen 

KCNJ 16 -Konstrukte, α-GFP gegen KCNJ 15-Konstrukte). Das Lysat wurde jeweils auf 

die beiden antikörperüberzogenen Beads gegeben, sodass nur das gewünschte Protein 

daran band (Antikörperinteraktion). Nach 30 min Inkubationszeit wurden die Beads 

mithilfe eines Magneten separiert und gründlich gewaschen, sodass alle ungebundenen 

Proteine entfernt wurden.  

Es befanden sich nun also nur noch die gebundenen Proteine an den Beads (Kir 4.2 bei 

α-GFP Beads; Kir 5.1 bei α-FLAG Beads). Der Erwartung folgend, dass Kir 4.2 und 5.1 

interagieren, war jetzt also Kir 4.2 an die α-GFP-Beads gebunden, und Kir 5.1 wiederum 
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an Kir 4.2. Andersherum waren in dem Gefäß mit den α-FLAG-Beads die Kir 5.1-

Konstrukte an die Beads gebunden diese wiederum an Kir 4.2.  

Wurden nun die Proteine von den Beads gelöst, 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 α-GFP-Beads (KCNJ 15) 

bzw. α-FLAG-Beads geladen waren, auch FLAG (KCNJ 16) bzw. GFP (KCNJ 15) 

nachzuweisen war, zeigte das, dass die Proteine einen Komplex gebildet hatten; 

ansonsten wäre das Protein beim Waschen entfernt worden. Nach dem Kochen der 

Proteine lagen diese getrennt vor, sodass sich Kir 4.2 auf der Höhe von ca. 70 kDa 

(GFP) befand und Kir 5.1 (FLAG) auf der Höhe von ca. 45 kDA bzw. Kir 5.1 (R176X) 

aufgrund des eingebauten Stopcodons auf der Höhe von ca. 25 kDa. 

Als Positiv- bzw. Negativkontrollen wurde der gleiche Versuch auch mit Zellen 

durchgeführt, die nur mit einer DNA transfiziert wurden und daher keine heteromeren 

Kanäle 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 für CoIP 
 

Um die Zellen für die CoIP zu transfizieren, wurden 2,5 µg der DNA von homomeren (IP) 

und 2 µg der DNA von heteromeren Kanälen (CoIP) in 125 µl OptiMEM gelöst und mit  

4 µl Reagenz P3000 (Thermo Scientific) versetzt. Nach 5 min Inkubation wurden 4 µl 

Lipofectamine 3000 und 125 µl OptiMEM zugesetzt. Nach weiteren 10 min Inkubation 

wurden die Proben mit 750 µl OptiMEM aufgefüllt 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 µl TritonX + Proteinaseinhibitor 

1:50) und die Proteine extrahiert werden. 

Die Zellen wurden zunächst einmal mit 2 ml DPBS gewaschen. Es wurden pro Konstrukt 

die Zellen aus zwei Wells verwendet und dafür 100 µl des Lysepuffers auf die Zellen 

gegeben. Diese wurden nach 5 min Inkubationszeit auf Eis abgeschabt und in 

Reagenzgefäße pipettiert, die wiederum gekühlt wurden. 

Für die Input-Gele wurden pro Konstrukt drei Wells benutzt, wobei diese zunächst in   

300 µl DPBS vorsichtig gelöst und in Eppendorfgefäßen bei 2000 rpm und 4 °C 

zentrifugiert wurden. Der Überstand wurde anschließend verworfen und die Zellen 

wurden nun mit 60 µl Lysepuffer gemischt, um die Proteine aus den Zellen zu lösen. 
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Die übrigen Proben wurden für 1 h auf dem „NeoLab ® Rotator 2-1175“ bei 4 °C gedreht. 

Danach wurden die Proben in der Biofuge fresco Zentrifuge (Haraeus) für 20 min bei      

4 °C und 13000 rpm zentrifugiert. Anschließend wurde das Zentrifugat von den 

Zellresten abpipettiert und auf Eis gelagert. 

Bei Verwendung der schon mit Antikörpern überzogenen Beads (α-FLAG (Sigma), bzw. 

GFP-Trap (ChromoTek)) mussten diese vor Benutzung lediglich mit den jeweiligen 

Puffern dreimal gewaschen werden (TBS für Anti-FLAG, Waschpuffer des Herstellers 

für GFP). 

Die Lysate konnten anschließend auf die Beads gegeben werden und die Proben dann 

1 h (bei Raumtemperatur für FLAG Beads, bei 4 °C für GFP Beads) auf dem Rotator 

(NeoLab) inkubiert werden. Der Überstand wurde verworfen. Danach wurden die Beads 

gründlich gewaschen (GFP-Beads mit Puffer vom Hersteller, FLAG-Beads mit TBS), 

sodass alle ungebundenen Proteine entfernt wurden. Anschließend wurden die Beads 

mit 100 µl SDS-Puffer (GFP-Beads) bzw. 60 µl (FLAG-Beads) versetzt und 10 min bei 

96 °C gekocht. Die zuvor schon gewonnenen Inputs wurden ebenfalls mit SDS-

Ladepuffer versetzt und für 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 später auf dem Blot aufgetrennt 

bewertet werden. 

 

3.2.5 Methoden für Lumineszenzversuche 
 
Mit den zuvor beschriebenen Versuchen PLA und CoIP ließen sich Proteininteraktionen 

nachweisen. Wenn die Proteine aber trotz Mutation miteinander interagierten, stellte sich 

die Frage, ob die Symptomatik bei den Patienten entsteht, weil die Kanäle zwar 

exprimiert werden, aber nicht korrekt funktionieren, oder weil eine geringere Anzahl an 

die Zelloberfläche gelangt (gating bzw. trafficking error). Auch eine Kombination aus 

beiden Möglichkeiten ist denkbar. Um sich der Beantwortung dieser Frage anzunähern, 

wurden Versuche mit Xenopus laevis Oozyten durchgeführt. Mit Hilfe von 

Lumineszenzversuchen konnte bestimmt werden, wie viele Kanäle 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 

gewünschten Proteine exprimierten. Dafür musste die hergestellte DNA linearisiert 

werden und anschließend zu cRNA umgeschrieben werden.  
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Für die Injektion der Oozyten wurde entweder nur eine cRNA benutzt (homomere 

Kanäle), oder zwei verschiedene cRNAs als Koinjektion, damit der exprimierte Kir-Kanal 

aus Kir 4.2 und 5.1 bestand.  

Für 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 (µl) 

Puffer 2.1 (Nhe1) / 3.1 (Mlu1) 5 

Nhe1 /Mlu1  2,5 

DNA 2,5 µg 

BSA (Nhe1) / H2O (Mlu1) 0,5 

H2O Bis 50 µl auffüllen 

 

Die Proben wurden anschließend bei 37 °C über Nacht inkubiert. 

 

3.2.5.2 RNA-Synthese 
 
Um aus der linearisierten DNA cRNA herzustellen, wurde das mMESSAGE 

mMACHINETM Sp6 transcription kit für KCNJ 15 (Thermo Scientific) und das 

mMESSAGE mMACHINETM T7 transcription kit für 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 aufgeführtem 

Protokoll vorgegangen. 

 

Tabelle 31 Protokoll cRNA-Synthese 

Komponenten Menge (µl) 

DNA 500 ng (max. 3 µl) 

10x T7/ Sp6 Puffer 1 

2xNTP/cap 5 

T7/Sp6 Enzym Mix 1 

H2O (RNAse-frei) 1 

Total 10 

 

Die Proben wurden anschließend für 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 zunächst unter Benutzung folgenden Protokolls 

verdaut (Komponenten aus dem mMESSAGE-Kit): 

 

Tabelle 32 Protokoll DNA-Verdauung 

Komponenten Menge (µl) 

cRNA Probe 10 

H2O (RNAse-frei) 30 

DNAse 1 1 

DNA Verdaupuffer 1 

 

Anschließend wurde zur weiteren Reinigung das „RNA Clean & Concentrator™-5” 

(ZymoReseach) Kit benutzt und der Anleitung des Herstellers gefolgt. Dafür wurden der 

Probe 100 µl RNA-Bindepuffer und 150 µl Ethanol hinzugesetzt und die Mischung 

anschließend in der „Zymo-SpinTM IC Column“ bei 13.000 rpm für eine Minute 

zentrifugiert. Danach wurden 400 µl RNA Prep-Puffer auf den Filter gegeben und erneut 

zentrifugiert. Nach zweimaligem Waschen mit 400 µl Waschpuffer wurde die RNA in     

15 µl RNAse-freiem Wasser gelöst. 

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 standardmäßig für Untersuchungen 

von Kanälen genutzt. Da sie von sich aus kaum Kanäle exprimieren, ist die Qualität der 

Ergebnisse besonders gut und es können sowohl funktionelle Studien als auch Studien 

zur Quantität der Proteinexprimierung durchgeführt werden. Die cRNA wird außerdem 

sehr effizient in Proteine translatiert. Außerdem sind die Oozyten groß genug, um die 

RNA sicher injizieren zu können. Die Resultate können dadurch gut ausgewertet 

werden. 

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

gekühlt und in antibiotikaversetztem Puffer lieferte.  

 

3.2.5.5 Funktionelle Studien (Dr. Aparna Renigunta) 
 

Vor der Durchführung der Lumineszenzversuche mit Xenopus laevis Oozyten wurde 

mittels funktioneller Studien überprüft, ob das KCNJ 15(HA)-Konstrukt ähnliche 
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Ergebnisse wie der Wildtyp liefert. Dafür 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 Funktionalität leicht herabgesetzt war. Allerdings war der Unterschied nicht sehr 

groß, sodass das Konstrukt mit HA näherungsweise 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. Dafür wurden je 500 ng RNA in 3 µl RNAse-freiem Wasser gelöst. 

Für die Injektion wurden Glaskapillare (1,05x80 mm, Science Product GmbH) verwendet 

und mithilfe des „Pipette Puller Pul-1“ (World Precision Instruments) zu 

Injektionskapillaren geformt. Anschließend wurde die Spitze unter Sicht mit einer 

Pinzette abgetrennt, sodass eine Öffnung entstand. Die RNA wurde mit dem 

Micromanipulator Nanoliter 2000 (World Precision Instruments) injiziert. Die injizierten 

Oozyten wurden anschließend in ND 96-Puffer bei 16 °C auf dem „Yellow line OS5 basic 

Schüttler“ gelagert und das Medium wurde am folgenden Tag gewechselt. Abgestorbene 

Zellen wurden sorgfältig aussortiert. Nach 48 h wurde die Kanalexprimierung durch 

Oberflächenlumineszenz (Luminometer GloMAX 20/20, Promega) gemessen. 

 

3.2.5.7 Oberflächenquantifizierung 
 
Um die Kanalexprimierung per Lumineszenz messen zu können, mussten die Oozyten 

mit Antikörpern versehen werden. Dafür wurden 20 Oozyten pro Konstrukt in Röhrchen 

gegeben, 400 µl Blockpuffer hinzugefügt (500 ml ND96 + 5 g BSA) und für 30 min bei   

4 °C inkubiert. Anschließend wurde α-HA-Antikörper (Roche) im Verhältnis von 1:100 im 

Blockpuffer gelöst und es wurden 200 µl pro Konstrukt für 60 min bei 4 °C auf die 

Konstrukte gegeben. Während der Inkubation konnte bereits der Lumineszenzpuffer 

hergestellt werden (1:1 „SuperSignal ® ELISA Femto Maximum Sensitivity Substrate“, 

nach Anleitung des Herstellers, 20 µl/Oozyte). Dann wurden die Oozyten sechsmal mit 

je 2 ml Blockpuffer gewaschen (30 min auf Eis). Danach wurde Goat-α-Rat-Antikörper 

(Jackson ImmunoResearch) in Blockpuffer gelöst (1:500) und von dieser Mischung     

200 µl auf je ein Konstrukt gegeben und bei 4 °C für 1 h inkubiert. Anschließend wurden 

die Oozyten vorsichtig zwölfmal in 2 ml Blockpuffer gewaschen, um sämtliche 

ungebundenen Antikörper 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 µl Lumineszenzpuffer (Pierce 

Technology) in Gefäße gegeben und die Oozyten im Luminometer (GloMAX 20/20, 

Promega) vermessen. 

 

3.2.5.8 Proteinextraktion 
 

Zusätzlich zu den Lumineszenzmessungen wurden fünf injizierte Oozyten pro Konstrukt 

lysiert, um die Proteine zu extrahieren. Dafür wurden 200 µl Lysepuffer auf die Oozyten 

gegeben und diese durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren lysiert. Anschließend 

wurden die Proben auf Eis für 5 min inkubiert. Dann wurden die Lysate bei 4 °C für          

15 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Vom Überstand (möglichst ohne Dotter oder Pellet) 

wurden 100 µl abpipettiert. Diese wurden mit 25 µl SDS-Ladepuffer vermischt und für   

10 min bei 96 °C gekocht und anschließend 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 durchgeführten 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 CoIP) 

und abschließend die Ergebnisse der Lumineszenzversuche (quantitative Messung) 

vorgestellt. 

Die Konstrukte KCNJ 16(T63I) x pSGEM, KCNJ 16(T64I) x pIRESx3FLAG, KCNJ 

15(HA) x pTLN, KCNJ 15(HA) x pcDNA3.1+ und KCNJ 15 x pEGFP wurden innerhalb 

dieses Projektes konstruiert, die übrigen verwendeten Konstrukte waren im Labor aus 

den vorangegangenen Versuchen bereits vorliegend. 

 

4.1 SDM T64I – Einfügen der Punktmutation in KCNJ 16(wt) x pSGEM und KCNJ 
16(wt) x pIRESx3xFLAG 

 

Für die side directed mutagenisis der zuletzt identifizierten Mutation T64I wurde KCNJ 

16(wt) x pSGEM und KCNJ 16 x pIRESx3xFLAG als DNA-Matrize benutzt. Nach dem 

Standardprotokoll des Labors wurden die Proben anschließend 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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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 eingefügt wurde und keine 

zusätzlichen 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: 

 

Abbildung 2 SDM von KCNJ 16(T64I) x pSGEM und KCNJ 16(T64I) x pIRESx3xFLAG 
auf Agarosegel (1 %) 

In KCNJ 16 x pSGEM und KCNJ 16 x pIRESx3xFLAG wurde die Punktmutation T64I 
eingefügt. 
Ladevolumen: 3 µl/Probe mit 1 µl Gel loading Buffer (Ambion); Marker: 3 µl (DNA ladder 
1 kb peqGOLD von peqLab) 
Visualisierung mittels UV-Licht (Vilber Lourmat), SDM-Produkt rot umrandet 
 
M: Marker 
1: KCNJ 16(T64I) x pSGEM 
2: KCNJ 16(T64I) x pIRESx3xFLAG   

SgrDI(6537)		

SspI(6420)		

ScaI(6096)		

PvuI(5986)		

PciI(4726)		

CAP	binding	site

lac	operator

BstZ17I(4347)		

BsmI(4295)		

PfoI(4150)		

BstBI(4057)		

RsrII(3891)		

BssHII(3772)		

PflFI	-	Tth111I(3493)		

PluTI(3378)		

SfoI(3376)		

NarI(3375)		

KasI(3374)		

MfeI		(161)

Bpu10I		(180)

NruI		(208)

MluI		(228)

SpeI		(249)

CMV	enhancer

NdeI		(484)

SnaBI		(590)

NheI		(895)

BmtI		(899)

AflII		(908)

HindIII		(911)

Acc65I		(917)

KpnI		(921)

BamHI		(929)

AleI		(1154)

PshAI		(1592)

BmgBI		(1594)

PmlI		(1648)

PflMI		(1705)

BsmBI	-	Esp3I		(1706)

AfeI		(1807)

EcoRI		(2063)

EcoRV		(2075)

NotI		(2090)

XbaI		(2102)

EcoO109I	-	PspOMI		(2108)

ApaI		(2112)

BbsI		(2328)

DraIII		(2642)

StuI		(3164)

AvrII		(3165)

TspMI	-	XmaI		(3186)

SmaI		(3188)

KCNJ	15(HA)	x	pcDNA	3.1+
6539	bp
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4.3 Proximity Ligation Assay 
 

Für die Durchführung 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 weiße Markierung 

zeigt den verwendeten Maßstab (entspricht 10 µm). 

 

KCNJ 15(HA) x pcDNA 3.1+  
+ KCNJ 16(wt) x 
pIRESx3xFLAG 

KCNJ 15(HA) x pcDNA 3.1+ 
+ KCNJ 16(T64I) x 
pIRESx3xFLAG 

KCNJ 15(HA) x pcDNA 3.1+ 
+ KCNJ 16(I132R) x 
pIRESx3xFLAG 

KCNJ 15(HA) x pcDNA3.1+ 
+ KCNJ 16(R137C) x 
pIRESx3xFLAG 

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 
anschließend für die Proteininteraktionsversuche CoIP und PLA genutzt. 



  57 

 

 

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 

veränderten Kanälen. Bei den Zellen, die nur mit KCNJ 15(HA) und dem leeren Vektor 

KCNJ 15(HA) x pcDNA3.1+ 
+ KCNJ 16(R176X) x 
pIRESx3xFLAG 

KCNJ 15(HA) x pcDNA3.1+ 
+ KCNJ 16(P250L) x 
pIRESx3xFLAG 

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

Cos7-Zellen in 8-wells-Chamber-slides ca. 1,2x105 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 
pIRESx3xFLAG (wt/T64I/I132R/R137C/R176C/P250L), bzw. nur KCNJ 15(HA) und der 
leere pIRESx3xFLAG-Vektor 
LSM 710 - Axio Examiner.Z1 microscope 100x Vergrößerung, weiße Markierung: 10 µm 
Länge 
In Blau: angefärbter Zellkern, in Rot: Signal der amplifizierten PLA-Sonden 
Primärer Antikörper: für KCNJ 15: α-HA (rabbit) (Abcam); für KCNJ 16: α-FLAG 
(mouse)(Sigma) 
Sets: Duolink™ in Situ PLA ® Probe Anti-Rabbit PLUS, Duolink™ In Situ PLA® Probe 
Anti-Mouse MINUS 

KCNJ 15(HA) x pcDNA3.1+ 
+ pIRESx3xFLAG 

+/- Proben 
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transfiziert wurden sowie den nicht transfizierten Zellen waren erwartungsgemäß keine 

Interaktionen nachzuweisen (Negativproben). 

 

Zusammenfassend konnte durch die Durchführung der PLA gezeigt werden, dass          

Kir 5.1 als heteromerer Kanal mit Kir 4.2 einen Komplex bildet. Diese Komplexbildung 

konnte für den Wildtyp genauso wie für alle fünf von Mutation betroffenen Kanäle 

gleichermaßen nachgewiesen werden. 

 
4.4 Co-Immunoprecipitation 
 

Für die Co-Immunoprecipitation wurden magnetische Kugeln (Beads) genutzt, die mit 

GFP bzw. FLAG-Antikörper überzogen sind, wodurch die transfizierten Konstrukte an 

die Beads binden konnten. Für die Transfektion wurden HEK-Zellen verwendet, die mit 

pEGFP-markierten KCNJ 15 und FLAG-markierten KCNJ 16(wt), -(T64I), -(I132R), -

(R137C), -(R176X), und -(P250L) kotransfiziert wurden und Heteromere ausbildeten 

(CoIP). Für 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 
 

Zunächst 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 würden, sofern die Transfektion erfolgreich war. Im Folgenden wurde der 

Immunoblot der Inputs mit α-GFP-Antikörpern und α-FLAG-Antikörpern abgebildet. 
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Auf dem oberen Blot sind die Banden zu sehen, die durch α-FLAG-Antikörper sichtbar 

gemacht wurden. Da FLAG an das Kir 5.1-Protein gebunden war, sind auf der Höhe von 

ca. 40 kDa die Kir 5.1-Proteine deutlich als Banden in allen Säulen zu sehen, wo auch 

KCNJ 16 transfiziert wurde. Bei den Proben 6 und 9 wurde KCNJ 16(R176X) transfiziert, 

was als Mutation ein Stopcodon trägt, sodass das Protein kürzer war als bei den anderen 

Mutationen (ca. 25 kDa). 

Auf dem unteren Blot sind die Banden abgebildet, die mit α-GFP-Antikörpern sichtbar 

gemacht wurden. Dementsprechend sind auf einer Höhe von ca. 70 kDa überall dort 

Banden zu sehen, wo auch KCNJ 15 transfiziert wurde. Daher sind in Säule 7 und 9 

Blot: α – FLAG 
 

Blot: α – GFP 
 

Abbildung 5 Inputs mit α-FLAG-Antikörper (oben) und α-GFP-Antikörper (unten) 

Die Zellen wurden 24 h nach Transfektion lysiert (6-well-Platten mit ca. 106 HEK 293 
Zellen); SDS Polyacrylamidgel (10 %), 20 µl Ladevolumen, Marker: PageRulerTM 
Prestained Protein ladder (Thermo Fisher Scientific) 
Primäre Antikörper: α-GFP (rabbit) 1:1000 (Santa Cruz), α-FLAG (mouse) 1:1000 
(Sigma) 
Sekundäre Antikörper: Goat α-Rabbit IgG (H+L)-HRP Conjugate (Bio-Rad), α-mouse 
IgG Peroxidase-conjugated (1:10000) (Sigma) 
 
M: Marker 
1: KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(wt)x pIRESx3xFLAG 
2: KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(T64I) x pIRESx3xFLAG 
3: KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(I132R) x pIRESx3xFLAG 
4: KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(R137C) x pIRESx3xFLAG 
5: KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(P250L) x pIRESx3xFLAG 
6: KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(R176X) x pIRESx3xFLAG 
7: KCNJ 16(wt) x pIRESx3xFLAG 
9: KCNJ 16(R176X) x pIRESx3xFLAG 
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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 

durchgeführt wurden und die zu erwartenden Proteine nachgewiesen werden konnten. 

Mit den Lysaten konnte nun also die CoIP durchgeführt werden.  

 

4.4.2 IP und CoIP mit „GFP-Trap magnetic Beads” (Chromtek) 
 

Zunächst wurden die Versuche mit Beads durchgeführt, die mit Antikörpern gegen GFP 

überzogen 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 

Antikörper 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-Antikörper der 

Beads gebunden war. Die Versuche wurden wie in Kapitel 3.2.4 der Methoden 

beschrieben durchgeführt. 

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

gebunden waren und mit α-FLAG Antikörpern entwickelt wurden.  
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IP: α – GFP IB: α – FLAG 
KCNJ 15 (mit GFP markiert); KCNJ 16 (mit FLAG markiert) 

markiert) 

IP: α – GFP IB: α – GFP 
KCNJ 15 (mit GFP markiert); KCNJ 16 (mit FLAG markiert) 

markiert) 

Abbildung 6 IP und CoIP auf GFP-Trap magnetic beads (ChromoTek) entwickelt mit 
α-FLAG und mit α-GFP 

Die Zellen wurden 24 h nach Transfektion lysiert und die IPs durchgeführt (6-well-
Platten mit ca. 106 HEK 293 Zellen); SDS Polyacrylamidgel (10 %), 20 µl Ladevolumen, 
Marker: PageRulerTM Prestained Protein ladder (Thermo Fisher Scientific) 
Oben: Antikörper: α-FLAG (mouse)1:1000 (Sigma), α-mouse IgG Peroxidase-
conjugated (1:10000) (Sigma) 
Unten: Antikörper: α-GFP (rabbit) 1:1000 (Santa Cruz), Goat α-Rabbit IgG (H+L)-HRP 
Conjugate (1:10000) 
 
M: Marker 
1: KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(wt)x pIRESx3xFLAG 
2: KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(T64I) x pIRESx3xFLAG 
3: KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(I132R) x pIRESx3xFLAG 
4: KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(R137C) x pIRESx3xFLAG 
5: KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(P250L) x pIRESx3xFLAG 
6: KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(R176X) x pIRESx3xFLAG 
7: KCNJ 16(wt) x pIRESx3xFLAG 
8: KCNJ 15(wt) x pEGFP 
9: KCNJ 16(R176X) x pIRESx3xFLAG 
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Auf der oberen Abbildung in den Proben 1-5 sind Banden auf der Höhe von ca. 48 kDa 

zu sehen, was der Größe 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 α-FLAG anfärbbar gewesen wäre, aber bei der IP schon weggespült 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 kürzer als die anderen Kir 5.1-Proteine. 

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

 

Auf der unteren Abbildung ist der Immunoblot mit α-GFP-Antikörpern bei GFP-Beads 

abgebildet. 

Für die Proben 1-8 sind klare Banden auf der Höhe von ca. 70 kD erkennbar, was der 

Größe 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 können unspezifische Bindungen an die Beads 

ausgeschlossen werden. 

 

4.4.3 IP und CoIP mit „α-FLAG ® M2 Magnetic Beads“ (Sigma-Aldrich) 
 

Die zuvor beschrieben Versuche wurden dann mit FLAG-Beads durchgeführt, 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 α-

FLAG bzw. α-GFP entwickelt. 
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Auf dem Blot, das mit α-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 Säulen 6 

IP: α – FLAG IB: α – FLAG 
KCNJ 15 (mit GFP markiert); KCNJ 16 (mit FLAG markiert) 

 

IP: α – FLAG IB: α – GFP 
KCNJ 15 (mit GFP markiert); KCNJ 16 (mit FLAG markiert) 

 

Abbildung 7 IP und CoIP mit KCNJ 15 x pEGFP und KCNJ 16(wt/mt) x 
pIRESx3xFLAG mit „α-FLAG ® M2 Magnetic beads“ (Sigma-Aldrich) 

Die Zellen wurden 24 h nach Transfektion lysiert und die CoIP durchgeführt (6-well-
Platten mit ca. 106 HEK 293 Zellen); SDS Polyacrylamidgel (10 %), 20 µl 
Ladevolumen, Marker: PageRulerTM Prestained Protein ladder (Thermo Fisher 
Scientific) 
oben: α-FLAG (rabbit) 1:1000 (Sigma), Clean Blot 1:10000 (Thermo Fisher Scientific) 
unten: α-GFP (rabbit) 1:1000 (Santa Cruz), Goat α-Rabbit IgG (H+L)-HRP Conjugate 
1:10000 (BioRad) 
 
M: Marker 
1: KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(wt)x pIRESx3xFLAG 
2: KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(T64I) x pIRESx3xFLAG 
3: KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(I132R) x pIRESx3xFLAG 
4: KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(R137C) x pIRESx3xFLAG 
5: KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(P250L) x pIRESx3xFLAG 
6: KCNJ 15 x pEGFP + KCNJ 16(R176X) x pIRESx3xFLAG 
7: KCNJ 16(wt) x pIRESx3xFLAG 
8: KCNJ 15(wt) x pEGFP 
9: KCNJ 16(R176X) x pIRESx3xFLAG 
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und 9 wurde KCNJ 16(R176X) x pIRESx3xFLAG transfiziert, sodass die Proteine 

aufgrund des Stopcodons kürzer 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 α-GFP entwickelt 

wurden. Dementsprechend sind Banden auf der Höhe von 70 kDa in Säulen 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 α-GFP 

nachgewiesen werden kann. In Säule 8 wurde KCNJ 15 allein transfiziert, was nicht an 

den Beads gebunden war und somit weggewaschen wurde (Negativprobe). In Säule 9 

ist das Ergebnis der Transfektion mit KCNJ 16(R176X) allein zu sehen. Dieses hat zwar 

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

 

Zusammenfassend konnte durch die Durchführung der CoIP nachgewiesen werden, 

dass Kir 5.1 mit Kir 4.2 interagiert. Diese Interaktionen bestehen zwischen Kir 5.1 (wt) 

mit Kir 4.2 gleichermaßen wie für alle fünf von Mutation betroffenen Kanäle (mt). Die 

Symptomatik der Patienten kann dementsprechend nicht auf gänzlich fehlende 

Interaktion der Kanaluntereinheiten zurückgeführt werden. 

 
4.5 Vorbereitungen für Versuche mit Xenopus laevis Oozyten 

4.5.1 Linearisierung der Froschkonstrukte und cRNA-Synthese 
 
Für die Experimente mit Xenopus laevis Oozyten wurde RNA benötigt, die zunächst aus 

den DNA-Proben gewonnen werden musste. Dafür wurden die Konstrukte durch ein 

Restriktionsenzym (Mlu1 für KCNJ 15 und NHe1 für KCNJ 16) geschnitten, sodass das 

Plasmid linear vorlag (Inkubation von Plasmid und Enzymen über Nacht).  

Anschließend wurden die linearisierten Konstrukte für die cRNA-Synthese genutzt. 
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Auf dem Agarosegel sind bei allen Proben klare Banden zu erkennen. Auf der Höhe 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 durchgeführt. 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 Transportstörung vorliegen, so wird erwartet, dass beim Wildtyp deutlich 

mehr Lumineszenz zu messen ist als bei den mutierten Konstrukten. Sollte allein die 

Abbildung 8 Ergebnisse der cRNA-Synthese von KCNJ 15(HA)x pTLN und KCNJ 16 x 
pSGEM auf 0,8 % Agarosegel (7 µl GelRed) 

Ladevolumen: 1 µl + 1 µl Gel Loading buffer II (Ambion), Marker: 3 µl 1 kb 
DirectLoadTMDNA ladder (Sigma), Marker 2: 3 µl 100 bp DNA-Leiter (Invitrogen)  
Visualisierung durch UV-Licht (ChemiDoc, Bio-Rad) 
 
M: Marker 
1: KCNJ 16(wt) x pSGEM 
2: KCNJ 16(T64I) x pSGEM 
3: KCNJ 16(I132R) x pSGEM 
4: KCNJ 16(R137C) x pSGEM 
5: KCNJ 16(R176X) x pSGEM 
6: KCNJ 16(P250L) x pSGEM 
7: KCNJ 10 (wt) x pSGEM 
M2: Marker 2 
8: KCNJ 15(HA) x pTLN 
 

M   1    2    3   4    5    6   M2   7    -    8 

500 

1500 

4000 

10000 

1000 

100 
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Funktion der Kanäle eingeschränkt sein, so müsste die Anzahl der Kanäle bei den 

mutierten Typen und beim Wildtyp gleich sein. 

Für die Messungen wurden jeweils 10 Eizellen/Konstruktkombination genutzt. Die 

Ergebnisse sind in der unten abgebildeten Grafik aufgezeichnet. 

 
Abbildung 9 Oberflächenquantifizierung der Oozyten mit KCNJ 15(HA) x pTLN und 
KCNJ 16(wt und mt) 

Die Messungen wurden 48 h nach der Injektion der Oozyten durchgeführt. Pro Konstrukt 
wurden 10 ng RNA in 50 nl Wasser gelöst und in die Oozyte injiziert. Die 
Negativkontrollen wurden mit 50 nl Wasser injiziert. Die Oozyten wurden außerdem 
entweder nur mit KCNJ 15(HA) injiziert oder mit KCNJ 15(HA)+KCNJ 
16(T64I)(I132R)(R137C)(R176X)(P250L) x pSGEM. 
Antikörper: α-HA High Affinity rat monoclonal antibody 1:500 (Roche), Goat α-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 Kanäle bewertet werden. 

S
u

rf
a

c
e

 E
x

p
re

s
s

io
n

n
o

rm
a

li
ze

d
 t

o
 K

1
5

(h
a

)+
K

1
6

K 1 5 (h
a )

K 1 5 (h
a )  +

 K
1 6

K 1 5 (h
a )+

K 1 6 (T
6 4 I)

K 1 5 (h
a )+

K 1 6 ( I1
3 2R )

K 1 5 (h
a )+

K 1 6 (R
1 3 7C )

K 1 5 (h
a )+

K 1 6 (R
1 7 6 X )

K 1 5 (h
a )+

K 1 6 (P
2 5 0 L )

w
a te

r
0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

****n . s ****n . s****n . s
****n . s

****+ +



  67 

Die Negativkontrollen, bei denen Wasser injiziert wurde, zeigten erwartungsgemäß 

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 Oberfläche 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 Kanälen eher gering. Sie wiesen ähnliche 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 für I132R und am höchsten für 

R137C. Auch die Streuung um den Durchschnittswert war unterschiedlich ausgeprägt. 

Bei I132R wichen die Werte deutlich stärker voneinander ab als bei R176X.  

 

4.6.2 Proteinextraktion aus den injizierten Oozyten 
 

Wie zuvor beschrieben, wurde Kir 4.2. als Homomer etwa gleich häufig exprimiert, wie 

Kir4.2/5.1 mt und damit deutlicher weniger oft als der Wildtyp. Denkbar wäre, dass die 

Injektionsmengen fehlerhaft unterschiedlich groß waren. Um einen solchen Messfehler 

auszuschließen, wurden fünf Oozyten/Konstruktkombination lysiert und die Proteine aus 

dem Lysat extrahiert. Markiert wurde dabei KCNJ 15(HA) durch Antikörper, die auf dem 

Immunoblot zu sehen sind.  

Abbildung 10 Blot der Proteinextraktion aus den Xenopus laevis Oozyten 

Immundetektion auf Western Blot der extrahierten Proteine in den Oozyten, 
Acrylamidgel (10 %), PageRulerTM Prestained Protein ladder (Thermo Scientific), 20 µl 
Ladung aus dem Lysat von 5 Oozyten/Konstrukt. Immundetektion mit 1:500 α-HA 
(rabbit) (Abcam), StarBright™ Blue 520 Goat α-Rabbit IgG (1:5000) (BioRad) 
 
M: Marker 
1: KCNJ 15(HA)x pTLN 
2: KCNJ 15(HA) x pTLN + KCNJ 16(wt)x pSGEM 
3: KCNJ 15(HA) x pTLN + KCNJ 16(T64I) x pSGEM 
4: KCNJ 15(HA) x pTLN + KCNJ 16(I132R) x pSGEM 
5: KCNJ 15(HA) x pTLN + KCNJ 16(R137C) x pSGEM 
6: KCNJ 15(HA) x pTLN + KCNJ 16(R176X) x pSGEM 
7: KCNJ 15(HA) x pTLN + KCNJ 16(P250L) x pSGEM 
8: Wasser 
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Die ähnliche Intensität der dargestellten Banden zeigt, dass der Kanal aus KCNJ 15(HA) 

mit der Größe von ca. 50 kDa in allen Konstrukten etwa gleich häufig exprimiert wurde. 

Dadurch kann ausgeschlossen werden, dass die Messwerte in den 

Lumineszenzversuchen der mutierten Kanäle deswegen niedriger sind, weil die 

Injektionen nicht korrekt durchgeführt wurden. Die Negativprobe mit Wasser schloss 

außerdem unspezifische Antikörperbindungen aus. 2 

 

Zusammenfassend zeigten die Lumineszenzversuche, dass sowohl der Wildtyp von Kir 

5.1 als auch alle fünf der mutierten Formen von Kir 5.1 an die Oberfläche exprimiert 

wurden. Die Expression des Wildtyps erfolgte allerdings etwa doppelt so häufig wie die 

der mutierten Kanäle. Diese unterschieden sich untereinander unwesentlich in der 

Expressionshäufigkeit und befanden sich etwa auf Höhe 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 Ähnlichkeit der Oberflächenquantifizierung zwischen den mutierten Kanälen und Kir 

4.2 als Homomer nicht auf fehlende Interaktion zwischen Kir 5.1 (mt) und Kir 4.2 

zurückzuführen ist. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
2 Der Versuch wurde mit der Unterstützung von Dr. hum. biol. A. Renigunta durchgeführt. 
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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 fünf Tagen klinisch auffällig 

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 mögliche Erklärung ist, dass bei dem Baby (A) die homozygote Mutation R137C 

vorliegt, während bei der Erwachsenen (E) eine compound-heterozygote Form (I132R, 

P250L) besteht. Auch die anderen Patienten mit compound-heterozygoter Mutation 

(R137C, R176X; I132R, R176X; I132R, P250L) wurden erst im Rahmen von akuten 

Infektionskrankheiten auffällig, bzw. untersucht, als die Erkrankung der Schwester 

diagnostiziert wurde. Dies legt die Vermutung nahe, dass die homozygote Mutation eine 

größere Auswirkung als die compound-heterozygote Mutation hat. Außerdem fällt auf, 

dass die Kinder, die von einer homozygoten Mutation betroffen sind, beide jeweils 

blutsverwandte Eltern haben, während die Kinder mit compound-heterozygoten 

Mutationen aus nicht verwandten Verbindungen stammen. 

Allerdings wurde die Patientin (G) mit der zweiten identifizierten homozygoten Mutation 

(T64I) auch erst im Erwachsenenalter auffällig. Die homozygote Mutation selbst scheint 

also nicht zwangsläufig zu stärkerer Symptomausprägung zu führen. Es wäre aber 

denkbar, dass das stärker betroffene Kind durch die Blutsverwandtschaft der Eltern noch 

andere Einschränkungen hat, die zu der Ausprägung der Symptome führen. 

Eine andere Möglichkeit ist, dass der Ort der Mutation im Protein entscheidend dafür ist, 

wie schwerwiegend die Folgen für die Betroffenen sind. Den funktionellen Studien, die 

in der Veröffentlichung von Schlingmann et al. dargestellt wurden, kann entnommen 

werden, dass alle mutierten Kanäle eine deutlich herabgesetzte Ionendurchflussrate 

aufwiesen (Schlingmann/Renigunta et al., 2021). Die Messung des Kanals mit der 

Mutation R137C war dabei annährend auf dem Niveau von Wasserinjektionen, während 

Kir 5.1 (T64I) mehr Aktivität aufwies. Der Kanal mit den Mutationen I132R und P250L 

zeigte die beste Funktionalität, auch wenn er gegenüber dem Wildtyp immer noch 

deutlich weniger leistungsstark war. 

Die Interaktion von Kir 5.1 mit Kir 4.1 scheint aber durch die Mutationen weniger 

eingeschränkt zu sein als die Interaktion mit Kir 4.2. Aber auch hier war die 

Durchflussrate von Kir 5.1 (P250L) am höchsten und die von Kir 5.1 (R137C) am 

niedrigsten. 

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

Funktionsfähigkeit des Kanals beiträgt.  

 



  70 

5.1.1 Mutationen am NH2- und COOH-Terminus 
 

Drei der Mutationen wurden an den beiden Enden des Proteins identifiziert (N- bzw. C-

Terminus: T64I, R176C, P250L). Die Termini befinden sich beide auf cytoplasmatischer 

Seite und unterscheiden sich somit von der transmembranen Domäne bzw. dem 

Selektivitätsfilter. Während die transmembrane Domäne für die Kaliumselektion und den 

Durchstrom verantwortlich ist, fungieren die cytoplasmatischen Teile vermutlich als 

Regulator für diese Funktionen. Außerdem stabilisieren sie das Protein und tragen zur 

Formerhaltung bei (Hibino, et al., 2010). 

 

Die Mutation T64I befindet sich am N-Terminus des Proteins. Hier wird die Aminosäure 

Threonin gegen Isoleucin getauscht. Threonin ist eine polare, neutrale Aminosäure, 

während es sich bei Isoleucin um eine apolare, stark hydrophobe Aminosäure handelt 

(Heinrich, et al., 2014). 

Kir 5-Kanäle gehören zu den pH-sensitiven Kanälen, was u. a. durch Protonierung von 

Lysin am N-Terminus gewährleistet wird. Bei pH-Veränderungen kann die Pore 

verschlossen werden, was sehr wichtig für einen stabilen pH-Wert in der Zelle ist 

(Schulze, et al., 2003). Die Mutation befindet sich ganz in der Nähe dieses 

Regulationsmechanismus, sodass es denkbar ist, dass dieser durch den 

Aminosäurewechsel gestört ist und der pH-Wert nicht mehr richtig gesteuert werden 

kann. Dies wäre eine mögliche Erklärung für 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 eingefügt wird, sodass das Protein nicht weiter 

synthetisiert wird. Dies geschieht schon an 9. Stelle nach der Zellmembran und verkürzt 

das Protein somit erheblich. Dieses hat physiologisch eine Länge von ca. 48 kDa, was 

durch die Nonsense-Mutation auf 25 kDa verkürzt wird. So könnte erwartet werden, dass 

ein deutlich kürzeres Protein nicht mehr funktionsfähig ist und direkt abgebaut wird. 

Allerdings konnte durch die Proteininteraktionsstudien gezeigt werden, dass das 

verkürzte Protein dennoch mit Kir 4.2 interagiert. Somit muss für 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 maßgeblich für 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 Aminosäurereste identifiziert, die 

offenbar eine entscheidende Rolle für die einwärtsgleichrichtende Eigenschaft des 

Kanals spielen. Für Kir 2.1 wurde bereits gezeigt, dass Mutationen in diesem Bereich zu 

einer drastischen Einschränkung der Funktion führen und auch die Stabilität der 

Blockteilchen wie Mg2+ sowie Polyamine beeinflussen (Dibb, et al., 2003). Auch für Kir 

5.1 wäre daher denkbar, dass Mutationen im proximalen Bereich des C-Terminus den 

Schließmechanismus der Pore stören und die Blockteilchen die Pore nicht mehr korrekt 

verschließen können. 

 

Für einige Einwärtsgleichrichter wurde bereits nachgewiesen, dass sie mit PIP2 

(Phosphatidylinositol 4,5- Bisphosphat) interagieren, also einem Teil der Zellmembran. 

Sowohl für Aminosäuren am C- als auch am N-Terminus konnten solche Interaktionen 

in bestimmten Kir-Kanälen (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 für Kanalaktivität und -regulierung spielen. Die Entfernung von PIP2 

hatte eine signifikante Reduktion der Kanalaktivität zur Folge. Wurde PIP2 wieder 

hinzugefügt, konnte eine erneute Kanalaktivität beobachtet werden. Vermutlich beruht 

die Interaktion auf elektrostatischen Kräften zwischen den Phospholipidköpfen und den 

positiv geladenen Resten der Aminosäuren in den Termini. 

Es wäre denkbar, dass auch in Kir 5.1 solche Interaktionen für die Aufrechterhaltung der 

Kanalaktivität notwendig sind. Werden diese durch Mutationen gestört oder fehlen durch 

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

 

Außerdem gibt es eine Untersuchung von Pearson et al., bei der gezielt Mutationen in 

den C-Terminus von Kir 4.2 eingefügt wurden. Überraschenderweise erhöhte sich 

hierbei die Kanalaktivität gegenüber der des Wildtyps. Offensichtlich gibt es einige 

regulierende Mechanismen in Kir-Kanälen, die noch nicht hinreichend untersucht 

wurden. Die Vermutung der Autoren ist, dass die Phosphorylierung von Tyrosinresten 

den Transport und Einbau von Kanälen in die Zellmembran steuert. Ist diese 

Phosphorylierung durch Mutationen gestört, würden mehr Kanäle eingebaut werden, 

was zu einer größeren Ionenflussrate führen könnte. Es wäre denkbar, dass es einige 

weitere Mechanismen dieser Art gibt, die noch nicht entdeckt wurden und die einen 

Einfluss auf die Kanalaktivität von Kir-Kanälen haben (Pearson, et al., 2006). 

 

5.1.2 Mutation im Selektivitätsfilter 
 

Der Selektivitätsfilter wird in allen Kir-Kanälen durch die Aminosäurensequenz 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 

durchströmen lässt. Dabei wird der Tunnel für die Ionen von Glycinresten gebildet, 

während der Tyrosinrest von der Pore weg ausgerichtet ist und den Kanal stabilisiert 

(Reimann, et al., 1999). Größere Teilchen gelangen nicht durch die Pore; für kleinere 

Ionen ist die ungenaue Passform des Kanals sowie die Dehydration energetisch 

ungünstig (Dibb, et al., 2003). 

Die Mutation I132R befindet sich also direkt am Selektivitätsfilter an Position X. Hier 

wurde Isoleucin gegen Arginin getauscht. Isoleucin ist eine apolare Aminosäure mit 

aliphatischer Seitenkette. Arginin dagegen ist eine geladene, polare Aminosäure mit 

einer basischen Guanidinogruppe in der Seitenkette. Außerdem ist Arginin die 

hydrophilste proteinogene Aminosäure, während Isoleucin die hydrophobste ist 

(Heinrich, et al., 2014). 

Auch die anderen Aminosäuren im Selektivitätsfilter sind nicht so hydrophil wie Arginin. 

Somit ändert der Einbau von Arginin statt Isoleucin die Eigenschaften des 

Selektivitätsfilters, wodurch ein Funktionsverlust des Filters zu erklären wäre.  

Diese Mutation kommt bei zwei der untersuchten Patienten vor, jedoch als compound-

heterozygote Mutation I132R zusammen mit R176X bzw. P250L. 

 

Bei der Mutation R137C handelt es sich um einen Mutationsort, der sich ganz in der 

Nähe des Selektivitätsfilters befindet. Hier wurde Arginin gegen Cystein getauscht. 

Cystein ist eine kleine Aminosäure 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 Selektivitätsfilter von Einwärtsgleichrichtern 

Eigenschaften besitzen, die spannungsgesteuerte Kaliumkanäle nicht haben. Die 

Stabilität der P-Schleife wird unter anderem durch Salzbrücken gewährleistet, die 

zwischen Arginin- und Glutamatresten aufgebaut werden und die Schleife stabilisieren 

(Dibb, et al., 2003). Fehlen diese Salzbrücken, da sie durch Mutationen nicht mehr 

aufgebaut werden können, wird das Protein an dieser Stelle flexibler und der Filter kann 

weniger spezifisch Kaliumionen hindurchströmen lassen. Andererseits kann der Einbau 

zusätzlicher Argininreste Brücken entstehen lassen, die wiederum die Struktur des 

funktionsfähigen Filters stören. Dibb et al. beschreiben dieses Phänomen der 

Salzbrücken als „bowstring“, der wie eine Bogensehne die Pore aufspannt. Existieren 

diese Brücken nicht mehr, fehlt dem Filter die spezifische Form, die dafür sorgt, dass 

nur Kaliumionen und keine anderen Teilchen hindurchströmen (Dibb, et al., 2003). 

Somit fehlt bei der Mutation R137C Arginin im Grundaufbau, das die Form des Filters 

stabilisieren würde. Das stattdessen eingebaute Cystein ist nicht dazu in der Lage, 
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solche Salzbrücken aufzubauen. Daher wäre dies eine Erklärung dafür, dass der Filter 

nicht mehr selektiv Kaliumionen passieren lässt. 

In den Lumineszenzversuchen konnte gezeigt werden, dass deutlich weniger Kanäle die 

Zelloberfläche erreichen. Die fehlende Stabilität des Proteins könnte also auch dazu 

führen, dass ein großer Teil der Kanäle aufgrund der Fehlfunktion schon abgebaut wird, 

bevor sie in die Membran eingebaut werden. Daher ist in den Lumineszenzversuchen 

eine deutliche Verringerung der Kanalanzahl gegenüber dem Wildtyp zu erkennen. Da 

sich die Messungen etwa in dem Bereich befinden, in denen Kir 4.2 auch als Homomer 

exprimiert wird, könnte 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-Mäusen gezeigt haben, dass KCNJ 16 -/- 

Mäuse im Gegensatz den KCNJ 10-/- Mäusen eine Azidose aufweisen. (Paulais, et al., 

2011). In einem Säurebelastungstest konnte gezeigt werden, dass die Patienten zwar 

Wasserstoffionen ausscheiden können, aber keine Ammoniumionen. Diese werden 

physiologisch im proximalen Tubulus sezerniert (s. S.18). 

Diese Feststellung führte zur Annahme, dass ein Kanal des proximalen Tubulus 

mitbetroffen sein könnte, dessen Fehlfunktion zur Azidose anstelle der eigentlich zu 

erwartenden Alkalose führt. 

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 könnte also erklären, 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 maßgeblich an der 

Einstellung des pH-Werts des Urins beteiligt ist, wäre eine Fehlfunktion in diesem 

Bereich eine mögliche Erklärung für die Symptome der Patienten. 

Auffällig ist, dass die Patientin mit dem Genotyp KCNJ 16 (T64I homozygot) keine 

Azidose entwickelt. Dies könnte am Mutationsort selbst liegen, da es sich um die einzige 

bekannte Mutation handelt, die am N-Terminus lokalisiert ist. Es ist möglich, dass dieser 

Mutationsort einen weniger starken Einfluss auf Kir 4.2/5.1 hat und somit keine Azidose 

entsteht. Die Patientin hat auch weniger ausgeprägte andere Symptome und wurde erst 

als Erwachsene bei der Abklärung eher unspezifischer Beschwerden diagnostiziert. Dies 

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

bspw. am Selektivitätsfilter 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 CoIP sehr ähnlich und es ist kein 

signifikanter Unterschied zwischen den Mutationen und dem Wildtyp zu erkennen. Einzig 

die Mutation R176X fällt durch die kürzere Proteinlänge auf, die durch das Einfügen des 

Stopcodons zu erklären ist. 

Die Ergebnisse dieser Versuche sind sehr ähnlich 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 Kanälen 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 

über die Quantität oder die Funktionsfähigkeit der gebildeten Kanäle getätigt werden, 

weswegen die Lumineszenzversuche an den Oozyten durchgeführt 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 für die 

meisten Konstrukte etwa auf der Höhe des Wertes von Kir 4.2 (Homomer). Es könnte 

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 würde erklären, dass die Messwerte so ähnlich hoch sind. Es würde aber auch 

bedeuten, dass die mutierten Kanäle gar nicht funktionstüchtig sind und abgebaut 

werden. 

Diese Theorie kann anhand der Proteininteraktionsstudien widerlegt werden. Denn 

würde statt des Heteromers ein Homomer aus Kir 4.2 entstehen, könnte durch CoIP und 

PLA nicht nachgewiesen werden, dass Kir 5.1 an Kir 4.2 gebunden ist. Es ist also 

wahrscheinlicher, dass die Messwerte der mutierten Kanäle in den 

Lumineszenzversuchen tatsächlich ähnlich 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 ähnliches Ergebnis beobachtet. Hier zeigte sich, dass die 

Kanaldichte der mutierten Konstrukte gegenüber 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 höhere oder tiefere Messwerte auf. Auch hier ergab sich durch die 

Proteininteraktionsversuche, dass Kir 4.1 mit allen von Mutation betroffenen Kanälen 

interagiert (Zimmermann, 2019). 

Diese Ergebnisse, die sich von meinen Versuchsergebnissen etwas unterscheiden, 

legen den Schluss nahe, dass die mutierten Kanäle mit Kir 4.1 anders interagieren als 

mit Kir 4.2. Es könnte also sein, dass sich Kir 4.1 und Kir 4.2 in einer Weise 

unterscheiden, die dazu führt, dass die mutierten Kanäle unterschiedlich stark an die 

Zellmembran exprimiert werden. Allerdings wurden die Versuche mit jeweils 10 

Eizellen/Mutation durchgeführt. Mit einer größeren Anzahl von gemessenen Oozyten 

könnten statistische Fehler besser ausgeschlossen werden.  

Es kann aber dennoch der Schluss gezogen werden, dass von allen mutierten Kanälen 

im Vergleich zum Wildtyp weniger Kanäle an die Oberfläche gelangen und dass die 

Kanäle trotz Mutation miteinander interagieren.  

 

5.5 Ausblick 
 

Die Versuchsergebnisse, die in dieser Arbeit vorgestellt wurden, liefern interessante und 

für die weitere Forschung wichtige Erkenntnisse. Zunächst 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 

Zelloberfläche gelangen als bei Kir 4.2/5.1(wt). 

In den Versuchen, die bereits mit Kir 4.1 und Kir 5.1 durchgeführt wurden, stellte sich 

allerdings heraus, dass die Oberflächenexprimierung der Kanäle auch je nach Mutation 

stark variiert. Dementsprechend wäre zu untersuchen, weshalb sich die 

unterschiedlichen Mutationen in den Versuchen mit Kir 4.2 sehr ähnlich verhalten, 

während sie mit Kir 4.1 ganz unterschiedlich stark an die Oberfläche gelangen. Dies 

könnte auf die unterschiedliche Morphologie von Kir 4.1 und 4.2 zurückzuführen sein, 

was weiter untersucht werden sollte. 

Außerdem stellt sich die Frage, weshalb die Kanalfunktion von Kir 4.1/5.1 (mt) zwar 

eingeschränkt ist, aber noch deutlich besser ist als die von Kir 4.2/5.1 (mt). Ein solch 

großer Unterschied, der in den funktionellen Studien festgestellt wurde, könnte Hinweise 

auf die Entstehung der Symptomatik bei den Patienten liefern. Es wäre sehr wichtig, die 
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Interaktion mit weiteren Proteinen zu untersuchen, um die unterschiedliche Ausprägung 

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 ähnlich. 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 vielfältigen Ausprägung der Krankheitssymptome kann vermutet werden, 

dass sich die verschiedenen Mutationen sehr unterschiedlich verhalten und dass mehr 

Kanäle davon betroffen sind als bisher bekannt. 

Die Symptome der KCNJ 16-assoziierten Tubulopathie treten an unterschiedlichen 

Stellen am Körper auf (Gehirn, Gehör, Muskeln, Niere etc.), sodass es noch deutlich 

mehr Proteine geben könnte, die mit Kir 5.1 interagieren und deren Funktion 

eingeschränkt 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 wäre wichtig, um die Pathologie 

besser zu verstehen und behandeln zu können. Bis jetzt kann den Patienten nur durch 

eine symptomatische Therapie mit Flüssigkeits- und Elektrolytsubstitution geholfen 

werden und Symptome gelindert werden, aber die Krankheit selbst nicht geheilt werden. 

Die Entwicklungsverzögerung, die manche Patienten aufweisen, kann beispielsweise 

derzeit noch nicht adäquat behandelt werden. Außerdem sollte weiter untersucht 

werden, inwieweit sich die Symptomatik von homozygoten und compound-

heterozygoten Mutationen unterscheidet und ob die Schwere der Symptomausprägung 

davon abhängig ist.  

Dafür 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 ausgeprägt oder so 

unspezifisch sind, dass behandelnde Ärzte keine Genanalyse veranlassen. 

Es wäre auch interessant zu untersuchen, inwieweit die Kanalfunktion bei Menschen 

eingeschränkt ist, die nur ein mutiertes Allel (heterozygot) tragen. Bei einer rein 

rezessiven Vererbung müssten diese Menschen phänotypisch gesund sein und keine 

Symptome aufweisen (z. B. die Eltern der betroffenen Personen in diesem Projekt). 

Eventuell wird aber eine leichte Dysfunktion der Kanäle bei ansonsten Gesunden nicht 

festgestellt, sodass die Mutation deutlich häufiger vorkommen könnte als angenommen. 

Auch wenn diese Menschen symptomfrei sind, könnte 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 Ansätze, die zukünftig untersucht werden sollten, um die Krankheit 

besser zu verstehen. Infolgedessen können eventuelle Behandlungsansätze entwickelt 
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werden als auch Fortschritte bei dem Verständnis von Einwärtsgleichrichtern erzielt 

werden.   
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6 Zusammenfassung 
 

In den vergangenen Jahrzehnten wurden seltene Krankheiten erforscht, die durch eine 

Dysfunktion von Ionenkanälen 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 zurückgeht und unter anderem mit 

Epilepsie, Ataxie, Hörverlust, metabolischer Alkalose und renalem Salzverlust 

einhergeht.  

Nun wurde eine neuartige Erkrankung entdeckt, die auf eine Mutation in KCNJ 16 

zurückzuführen ist und ähnliche Symptome wie das bereits bekannte EAST/SeSAME-

Syndrom hervorruft. Es wurden bisher sechs betroffene Patienten mit fünf 

verschiedenen Mutationen (Missense und Nonsense-Mutationen) in KCNJ 16 

identifiziert, deren Symptomausprägung und Zeitpunkt der Diagnosestellung 

unterschiedlich sind. Zwei der Patienten weisen eine homozygote Mutation in KCNJ 16 

(T64I bzw. R137C) auf, die anderen vier Patienten sind compound-heterozygot (bei zwei 

Patienten I132R, R176X; bei zwei Patienten R137C, R176X; bei einem Patienten I132R, 

P250L). Die Mutationen führen zu veränderten Aminosäuren am C- und N-Terminus 

sowie im Selektivitätsfilter des Kaliumkanals. Die Patienten leiden an Hypokaliämie, 

sensorineuraler Schwerhörigkeit, renalem Salzverlust und anders als Patienten mit 

EAST/SeSAME-Syndrom an metabolischer Azidose.  

Um den Pathomechanismus dahinter näher 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. 

Für die Durchführung der Versuche wurde KCNJ 16 mittels side directed mutagenisis 

dahingehend genetisch verändert, dass die Basen der DNA den identifizierten 

Mutationen entsprechend ausgetauscht wurden. 

Es wurden Proteininteraktionsstudien mittels Proximity ligation assay und Co-

Immunoprecipitation durchgeführt, 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 veränderten 

DNA transfiziert und in der Zellkultur bebrütet, sodass diese die mutierten Kanäle 

synthetisierten und exprimierten.  Dadurch konnte nachgewiesen werden, dass Kir 4.2 

sowohl mit dem Wildtyp als auch mit allen fünf mutierten Formen von Kir 5.1 interagiert 

und die Symptome der Patienten nicht durch gänzlich fehlende Interaktion der 

Kanaluntereinheiten erklärt werden können. 

Anschließend wurden Lumineszenzversuche mit Xenopus laevis Oozyten durchgeführt, 

um die Quantität der exprimierten Kanäle der mutierten Varianten mit der der 

Wildtypkanäle zu vergleichen. Dabei wurde den Oozyten die genetisch veränderte RNA 
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injiziert, sodass diese die entsprechenden Kanäle mit den identifizierten Mutationen 

exprimierten. Diese Versuche zeigten, dass quantitativ weniger der mutierten Kanäle an 

die Zelloberfläche gelangten als der Wildtypkanäle. Die geringere Kanaldichte ist also 

einer der Gründe für einen geringeren Ionenstrom von Kalium durch die Zellmembran 

und kann so die davon hervorgerufenen Symptome der Betroffenen erklären. 

In der vorliegenden Arbeit wurde an der ersten bekannten Erkrankung geforscht, die auf 

eine Mutation in KCNJ 16 zurückzuführen ist. Sie liefert damit wichtige neue 

Informationen für das tiefer gehende Verständnis von Kir 5.1, der Funktion von 

Einwärtsgleichrichtern in der Niere und des damit verbundenen Elektrolyt- und Säure-

Basen-Gleichgewichts des Körpers.  

 

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 (T64I or R137C), the other four 

patients are compound heterozygous (in two patients I132R, R176X; in two patients 

R137C, R176X; in one patient I132R, 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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