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1 Einleitung

1.1 Aufbau und Funktionen der Niere

Die Niere stellt ein lebensnotwendiges Organ mit unterschiedlichsten
Funktionen dar. Harnpflichtige Substanzen wie z.B. Harnsédure oder auch
Medikamente werden Uber sie ausgeschieden. Sie besitzt auch endokrine
Fahigkeiten und bildet Hormone wie Erythropoetin, Renin und Kalzitriol,
aulRerdem spielt sie eine wichtige Rolle in der Regulation des S&ure-Basen-
und des Wasser- und Elektrolythaushaltes.

Die funktionelle Grundeinheit der Niere bildet das Nephron. Eine gesunde Niere
besitzt jeweils ca. 1 Million Nephren. Ein Nephron besteht aus dem
Corpusculum renale (Nierenkdrperchen) und dem Tubulussystem. Letzteres
laRt sich in vier Abschnitte unterteilen. Zun&chst wird der Harn Uber den
proximalen Tubulus (Pars convoluta und Pars recta) geleitet, um anschliel3end
in den intermedidren und den distalen Tubulus (Pars recta und Pars convoluta)
zu gelangen. Die Pars recta des proximalen und des distalen Tubulus sowie der
Intermediartubulus bilden hierbei die Henle-Schleife. AnschlieBend wird der
Harn mehrerer Nephrone uber den jeweiligen Verbindungstubulus zum
Sammelrohr geleitet und von dort aus Uber Ureter, Harnblase und Urethra
ausgeschieden.

Pro Tag wird ca. 180 | Primarharn gebildet, welcher allerdings zum Grof3teil
rickresorbiert wird, so dal3 nur ca. 1,5 | Endharn tatsachlich ausgeschieden

werden.



r 1) Corpusculum renale
2) Pars convoluta proximalis
3) Pars recta proximalis
4) Tubulus intermedius
f 5) Henle-Schleife
6) Pars recta distalis
7) Pars convoluta distalis
8) Verbindungstubulus
r 9) Sammelrohr
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Abbildung 1: Aufbau eines Nephrons; modifiziert nac h Schiebler, Schmidt, Zilles,
Anatomie, 8. Aufl., 1999: 596-601; ein Nephron best eht aus dem Corpusculum renale und
dem Tubulussytem, welches unterteilt wird in Pars ¢ onvoluta proximalis, Pars recta
proximalis, Tubulus intermedius, Pars recta distali s, Pars convoluta distalis und
Verbindungstubulus; die Pars recta des proximalen u nd distalen Tubulus und der
Intermediartubulus bilden die Henle-Schleife; die V  erbindungstubuli schlieRen die
Nephrone an die Sammelrohre an

1.2 Calciumhaushalt des Korpers

Calcium ist ein wichtiger Mineralstoff des menschlichen Organismus, welcher
zu 99% im Knochen gebunden als Hydroxylphosphatit vorliegt. Die ionische
Form, Ca®", spielt als intrazellularer Transmitter eine entscheidende Rolle bei
Prozessen wie  Sekretion, Muskelkontraktion oder  neurologischer
Erregungsleitung (43;80;87).

Die Regulation der extrazelluldaren Ca*'-Konzentration erfolgt tber die drei

Hormone Parathormon, Kalzitriol und Kalzitonin. Parathormon (PTH) wird in der



Nebenschilddriise gebildet und beim Sinken der plasmatischen Ca?*-
Konzentration ausgeschuttet. Es fordert neben einer ossaren Mobilisation von
Ca®’* und (HPO,)?* die tubulare Ca*-Resorption und die renale
Phophatausscheidung. Der sinkende Phosphatspiegel fuhrt durch Stimulation
der renalen la-Hydroxylase zu einer gesteigerten Synthese von 1a,25(OH),-
Vitamin D3 (Kalzitriol) (43;87). Kalzitriol bewirkt eine vermehrte renale und
tubuldre Resorption von Ca®*. Kalzitonin wird in den C-Zellen der Schilddriise
gebildet und agiert als PTH-Gegenspieler. Bei erhéhten Ca'-Blutspiegeln
hemmt es die Osteoklastenaktivitat und férdert dadurch den Einbau von Ca*" in
den Knochen. Das physiologische Zusammenspiel der drei Hormone ist
ausschlaggebend fiir das Ca?*-Gleichgewicht im Kérper (43;87).

Die epitheliale Ca®*-Aufnahme ist Uiber verschiedene Wege méglich. Sie erfolgt
zum Grol3teil parazellular Uber tight junctions entlang eines chemischen
Gradienten im proximalen Tubulus und dem aufsteigenden Teil der Henle-
Schleife. Die Resorption der restlichen 15% wird durch einen aktiven
transzellularen Transport im Bereich der Pars convoluta distalis und im
Sammelrohr gewahrleistet (5;34,;48;65;80;99;109).

Die beiden epithelialen Ca®*-Kandle TRPV5 und TRPV6 bilden den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des epithelialen Ca**-Transports. Dabei
wirkt TRPV5 besonders auf renaler und TRPV6 auf intestinaler Ebene (48;100).
Der transzellulare Ca?*-Transport ist ein dreistufiger ProzeR. Im distalen
Nephron erfolgt zunachst der Einstrom von Ca?* aus dem Lumen durch die
apikale Membran tber TRPVS5 ins Zellinnere. Im Zytosol werden die lonen
anschlieBend an Calbindin-D,gk gebunden und hiernach an der basolateralen
Membran tber eine Ca**-ATPase (PMCA1b) und einen Na‘/Ca**-Austauscher

(NCX1) aus der Zelle ausgeschleust (48).
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Abbildung 2: Renale transzelluldare Calciumreabsorpt ion; modifiziert nach van de Graaf
(Review 2005); der transzellulare Ca **-Transport ist ein dreistufiger ProzeR; Ca " stromt
aus dem Lumen durch die apikale Membran ins Zellinn ere, dort wird es an Calbindin-D g
gebunden und anschlieRend an der basolateralen Memb  ran uber PMCAlb und NCX1 aus
der Zelle ausgeschleust

1.3 Der epitheliale Calciumkanal TRPV5

Die TRPV-Kanale bilden eine der 6 Untergruppen der TRP-Kandale (Transient
Receptor Potential cation channels) (47;67). Benannt sind sie nach ihrem
ersten identifizierten Mitglied, dem Vanilloid-Rezeptor 1 (VR1) (47). Sie sind in
unterschiedlichste biologische Effekte wie Schmerzwahrnehmung und
mannliche Aggression involviert (50). Es sind sechs Mitglieder bekannt, welche
sich in zwei Gruppen aufteilen: V1/V2/V3/V4 und V5/V6 (22).

TRPV5, auch bekannt als ECaC1, gehdrt zusammen mit TRPV6 zu den Ca*'-
sensitivsten (Pca/Pna>100) TRP-Mitgliedern (101). Die ldentifikation erfolgte



zunachst durch Expressionsklonierung aus einer cDNA-Genbank von
Sammelrohrzellen neuseelandischer Kaninchen (49). Nachfolgend gelang die
Klonierung aus anderen Spezies wie Ratte, Maus und Mensch. Die
entsprechende humane DNA kodiert ein Protein bestehend aus 729
Aminosauren und einer Molekularmasse von 83 kDa. Die chromosomale
Lokalisation konnte auf dem langen Arm von Chromosom 7 in Position 7935
bestimmt werden (48;68;69;101).

TRPV5 ist wie oben beschrieben in der apikalen Membran der Epithelien der
Pars convoluta distalis und des Sammelrohres lokalisiert. Dartber hinaus findet
er sich noch in Duodenum, Jejunum, Kolon, Pankreas, Plazenta, Prostata,
Hoden, Gehirn und Knochen (51;72).

1.3.1 Molekularer Aufbau

Entsprechend der Struktur anderer TRP-Kanale besteht TRPV5 aus sechs
Transmembran-Domanen (TMD) und einem kurzen hydrophoben Abschnitt
zwischen TMD 5 und 6, welcher die Ca**-Pore formt. Die N- und C-Termini sind
intrazellular lokalisiert und es wurden mehrere Ankyrin-Wiederholungen und
jeweils eine PDZ-Domane nachgewiesen. Ankyrin-Wiederholungen und PDZ-
Domanen sind wichtige Protein-Protein-Interaktionsmotive. Auf3erdem enthalten
die N- und C-Termini von TRPV5 putative Phosphorylierungsstellen fur
Proteinkinase C (PKC) und die Serum- und Glukokortikoid- induzierbare Kinase
(SGK1) (47;100).

10



—g;
<

e

K’l

N C

Abbildung 3: Molekularer Aufbau von TRPV5; maodifizi ert nach van de Graaf (Review
2006); TRPV5 besteht aus sechs Transmembran-Doméanen  (TMD); zwischen TMD 5 und 6
formt ein kurzer hydrophober Abschnitt die Ca  **-Pore; die intrazellular lokalisierten N-
und C-Termini enthalten mehrere Ankyrin-Wiederholun gen, jeweils eine PDZ-Domaéane
und putative Phosphorylierungsstellen fur PKC und S GK1

1.3.2 Elektrophysiologische Charakteristika

Ein besonderes Merkmal von TRPVS5 ist die hohe Ca?*-Selektivitat des Kanals.
Er zeigt eine ligandenunabhéngige  Aktivitat fur  physiologische
Membranpotentiale und Calciumkonzentrationen und weist eine einwarts-
gleichrichtende Strom-Spannungscharakteristik auf. TRPV5 wird Ca®*-abhangig
autoreguliert. Dabei kommt es bei einer erhdhten intrazellularen Ca®'-
Konzentration zu einer langsamen Inaktivierung und Hemmung des Kanals.
Eine Abnahme der intrazellularen Calciumkonzentration oder eine
Hyperpolarisation der Zelle filhrt zu einer Zunahme des Ca®'-Einstroms
(70;74;101).
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1.3.3 Funktion und Regulation

Wie in Kapitel 1.2 berichtet, ist TRPV5 entscheidend fir den renalen
transzellularen Ca®*-Transport und somit fiir die aktive Feinregulation des Ca**-
Gleichgewichts des Korpers.

Mehrere Hormone beeinflussen TRPV5. Dazu z&hlen Parathormon,
1a,25(0H),-Vitamin Dz und Ostrogen (96).

Parathormon stimuliert nicht nur die Expression von TRPV5, sondern auch die
von Calbindinen und NCX1. Je héher hierbei der Ca®*-Einstrom durch TRPV5
ist, desto groBer ist auch die Expression der nachfolgenden Ca?'-
Transportproteine (97).

Hoenderop und Mitarbeiter zeigten 2001, dal? die Gabe von 1a,25(0OH),-Vitamin
D3 an Vitamin-D3-verarmte Ratten zu einer Steigerung von TRPV5-mRNA in
der Niere fuhrte. TRPV5 verfligt des Weiteren Uber mehrere mutmaliliche
VDREs (Vitamin D Responsive Elements) (46;69).

Ostrogen fiihrt zu einer Aufregulation der TRPV5-Expression in der Niere.
Dabei handelt es sich um einen 1a,25(0OH),-Vitamin Ds-unabhangigen Prozel3
(96).

Auch Veranderungen des extrazellularen pH-Wertes und der intrazellularen

Ca?*-Konzentration wirken an der Regulation von TRPV5 mit (75;102).

Hoenderop und Mitarbeiter zeigten 2003 anhand von mutierten Mausen, die
kein TRPV5 exprimieren konnten, dal} diese eine starke Polyurie,
Hypercalciurie und Ansduerung des Urins aufwiesen, bedingt durch eine
verminderte Ca®*-Resorption im Bereich der Pars convoluta distalis und des
Sammelrohrs. Trotz erhdhter 1a,25(0OH),-Vitamin-D3-Spiegel kam es zu einer
verminderten  Expression  von  Calbindin-Dygx  und  NCX1. Der
Serumcalciumspiegel blieb allerdings im Normbereich, da der erhdhte renale
Ca?*-Verlust durch eine 1a,25(0OH),-Vitamin-D3-induzierte intestinale
Hyperabsorption kompensiert wurde. Des Weiteren zeigten die mutierten

Mause eine verminderte Knochendichte des Femurkopfes, was darauf hinweist,

12



dall TRPV5 eine Rolle in der Regulation der Knochenstruktur spielen konnte
(50;84,97).

1.4 Die Serum- und Glukokortikoid-induzierbare Kinase 1 (SGK1)

SGK1 (serum and glucocorticoid inducible kinase) gehdrt zu den
Serin/Threonin-Proteinkinasen.  Proteinkinasen sind  Enzyme, welche
Signalproteine durch Anha@ngung einer oder mehrerer Phosphatgruppen an
bestimmte Aminosaurensequenzen aktivieren kdnnen. Das Signalprotein kann
hierbei wiederum als Proteinkinase fungieren und ist dabei oft in
Phosphorylierungskaskaden organisiert, das heif3t, dal3 ein Protein immer das
nachste aktiviert und das Signal dadurch weitergegeben wird. Durch die
Ubertragung einer Phosphatgruppe von ATP auf die Hydroxylgruppe einer
Aminosaureseitenkette des Zielproteins kann zum einen dessen Konformation
und Aktivitdt verandert werden, zum anderen kann eine neue Bindungsstelle
von anderen Proteinen erkannt werden. Eine entsprechende Protein-
Phosphatase kann die umgekehrte Reaktion durch eine hydrolytische

Entfernung der Phosphatgruppe (Dephosphorylierung) katalysieren.
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Abbildung 4 : Proteinphosphorylierung und -dephosph orylierung; modifiziert nach
Alberts, Molekularbiologie der Zelle, 4.Aufl., 2004 : 204; die Proteinkinase (PK) Ubertragt
eine Phosphatgruppe (P) von ATP auf die Hydroxylgru  ppe einer Aminosaureseitenkette
des Zielproteins; die entsprechende Protein-Phospha  tase (PP) bedingt umgekehrt eine
hydrolytische Entfernung der Phosphatgruppe

Die Proteinkinasen konnen abhangig von der Aminosauregruppe, die sie
phosphorylieren, in zwei Gruppen unterteilt werden. Man unterscheidet die

haufigeren Serin/Threonin- von den Tyrosin-Proteinkinasen (2).

SGK1 konnte 1993 erstmalig aus Rattentumorzellen isoliert werden. Es wurde
als ein unmittelbares frihes Gen (immediate early gene) beschrieben, welches
innerhalb von 30 Minuten transkriptionell durch Serum und Glukokortikoide
aufreguliert wurde. Neben den Proteinkinasen A, G und C gehort es der
Unterfamilie der AGC-Proteinkinasen an. Es kodiert ein Protein mit einer
Masseneinheit von 49 kDa, dessen katalytische Domane eine 54%ige
Ahnlichkeit zu Proteinkinase B aufweist (57;111).

Die humane Form konnte 1997 aus humanen Hepatomzellen isoliert werden.
Es handelt sich um ein Gen, welches bei Zellschrumpfung transkriptionell
hochreguliert wird und damit eine Rolle bei der Regulation des Zellvolumens
einnimmt. Das entsprechende Protein weist eine etwaige 98%ige Ahnlichkeit
zum Pendant der Ratte auf (106). Das Gen, welches SGK1 kodiert, liegt auf
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dem Chromosom 6923 (107). SGK1 ist in vielen Geweben vorhanden wie
Leber, Pankreas, Herz, Skelettmuskel, Lunge, Niere, Plazenta und Gehirn (106)

1.4.1 Funktion

SGK1 ist in unterschiedlichste Funktionen involviert wie Zellproliferation und
Apoptose, Zellvolumenregulation, Hormonausschittung und die Regulation
vieler lonenkanale und Transporter, z.B. ENaC (19) und ROMK1 (78).

Leong und Mitarbeiter zeigten 2002, dal3 die Expression von SGK1 eine
Uberlebensantwort einer Zelle auf verschiedene UmweltstreR3faktoren darstellt
(60). SGK1 hat einen antiapoptotischen Effekt, welcher teilweise auf die
Phosphorylierung von Forkhead-Transkriptionsfaktoren zurlckzufihren ist
(16;90). Des weiteren zeigte sich, dall SGK1 durch Hemmung der Apoptose ein
Onkogen in Brustkrebszellen darstellt (118).

Untersuchungen an Xenopus-Oozyten zeigten, dall SGK1 die Aktivitdt des
Zellvolumen-regulierenden Cl-Kanals CIC2 erhéht (76). Die Beobachtung, dal3
zum einen eine Aktivierung dieses Kanals zu einer Verminderung des
Zellvolumens fihrt und zum anderen eine Zellschrumpfung eine starke
Aufregulierung von SGK1 bewirkt, fihrten zu der Vermutung, dall SGK1
regulatorisch die Zellvolumenabnahme beeinflussen kdnnte (56;106).

Ullrich und Mitarbeiter zeigten 2005, dall SGK1 die Aktivitat des
spannungsabhangigen K*-Kanals K,1.5 steigert. Eine erhohte K,1.5-Aktivitat
fihrt in B-Zellen des Pankreas zu einer Abnahme des Ca?*-Einstroms und einer
verminderten Insulinausschittung (95).

SGK1 ist an der Regulation verschiedenster lonenkanale und Transporter
beteiligt, welche u.a. essentiell sind fur den renalen Elektrolyttransport
(28;77;78;115), die kardiale Funktion (11;29) und neuromuskuldre Funktionen
(9;10;12;88;92).
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1.4.2 Regulation

SGK1 kann sowohl auf der Ebene der Transkription als auch posttranslational

reguliert werden.

Transkriptionale Reqgulation

Die Transkription des SGK1-Gens kann durch intra- und extrazellulare Signale
verandert werden. Eine Vielzahl von Faktoren fuhrt zu dessen Aufregulation.
Dazu gehoéren u.a. Serum und Glukokortikoide (13;110;111), Mineralokortikoide
(4;13;19), Follikel Stimulierendes Hormon (FSH) (20), Transforming Growth
Factor-B (TGF-B) (58;108), Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) (23), 1a,25(0OH),-
Vitamin D3 (1) Interleukin 6 (64), Thrombin (3), Endothelin (112), Fibroblast
Growth Factor (FGF), Platelet Derived Growth Factor (PDGF) (66), Carbachol
und Vasoaktives intestinales Polypeptid (VIP) (105).

Des Weiteren kann die SGK1-Transkription gesteigert werden durch erhdhte
extrazellulare Glukose-Konzentrationen (58), ultraviolette Strahlung, oxidativen
StreR, Hitzeschock (60), erhohten intrazellularen Ca**-Spiegel (52) oder auch
im Rahmen nephrologischer Erkrankungen wie der diabetischen Nephropathie
und der Glomerulonephritis (35;58). Urspringlich als Gen identifiziert, welches
transkriptionell durch Zellschrumpfung aktiviert wurde, wird SGK1 in renalen
Epithelzellen eher durch Zellschwellung hochreguliert (85).

Die Expression von SGK1 wird durch Heparin gehemmt (25).

Posttranslationale Reqgulation

Um funktionsfahig zu sein, mul3 das SGK1-Protein durch eine reversible
Phosphorylierung (entsprechend der oberen Abbildung) aktiviert werden. Diese
findet an zwei unterschiedlichen Lokalisationen statt: an #*°Thr und an ***Ser.
Die Phosphorylierung erfolgt durch Aktivierung einer PI3-Kinase (3-
Phosphoinositid-Kinase)-Signalkaskade. 2*°Thr liegt im Bereich der T-Schleife
(activation loop) der katalytischen Domane und bendtigt zur Phosphorylierung
PDK1 (3-Phosphoinositid (PIP3)-abhangige Kinase 1). PDK2 (PIP3-abhangige
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Kinase 2) vermittelt die Phosphorylierung von “?*Ser, welche in einem
hydrophoben Abschnitt ihres C-Terminus lokalisiert ist. Wird SGK1 zuerst an
4225er phosphoryliert, erleichtert dies deren Interaktion mit PDK1 im Bereich der
PDK1-Interaktions-Fragment (PIF)-bindenden Tasche und nachfolgend die
Phosphorylierung an #°Thr durch PDK1. SGK1 wird uber die PIP3-
Signalkaskade durch Insulin und IGF-1 (Insulin like growth factor) stimuliert
(7:8;53;56;57;79).

Die optimalen Konsensussequenzen fur eine Phosphorylierung durch SGK1
sind R-X-R-x-x-S/T und R-R-x-S/T (79;114).

1.5 Das ,Scaffold“-Protein NHERF2

NHERF2 (Na'/H'- exchanger 3 regulatory factor) gehort zu den
Gerustproteinen (scaffold proteins). Diese dienen dazu, Gruppen miteinander
korrespondierender Signalproteine zu einem Signalkomplex zu organisieren.
Dadurch wird die Signaliibertragung erleichtert.

NHERF2 wurde mittels einer Hefe-cDNA-Genbank kloniert und kodiert ein
Protein bestehend aus 451 Aminoséauren (117). Urspringlich wurde NHERF2
neben NHERF1 als Protein identifiziert, welches die Regulation von NHE3
vermittelt. NHE3 ist der apikale epitheliale Na'/H'-Austauscher, der sich im
proximalen Tubulus, dem aufsteigenden Teil der Henle-Schleife und im Darm
befindet (62;89). NHERF2 findet sich allerdings in einer Vielzahl von humanen
Geweben wie Dunndarm, Dickdarm, Ovar, Prostata, Milz, Herz, Gehirn,
Plazenta, Lunge, Leber, Skelettmuskulatur, Niere, Pankreas und Thymus (117).

1.5.1 Molekularer Aufbau

NHERF2 zeigt eine Ahnlichkeit von ca. 50% mit NHERF1 und kodiert ein
Protein, welches zwei PDZ-Domanen (PSD-95/Dlg/Z0-1) enthélt (117). Dies
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sind Domanen, die urspriinglich in einer Synapsenregion gefunden wurden, die
.postsynaptische Dichte* genannt wurde. Sie vermitteln die Interaktion zwischen
Proteinen und erleichtern dadurch viele zellbiologische Prozesse. Davon
betroffen sind z.B. die Kopplung von lonenkandlen an das Zytoskelett, die
Phosphorylierung und auch die Zielsteuerung (Targeting) von lonenkanalen
(2;31;48). PDZ-Doménen sind relativ klein (90-100 Aminosauren) und bestehen
aus sechs B-Strangen und zwei a-Helices. Bei ihren Liganden erkennen sie
spezifische kurze Peptidmotive im C-Terminus, an die sie binden kdnnen (-X-
SIT-X-V/IILIM) (42). SGK1 besitzt ein putatives PDZ-Bindungsmotiv (D-S-F-L)
auf seinem C-Terminus (21).

Des Weiteren besitzt NHERF2 eine ERM-bindende Domane im C-Terminus
(116). Die ERM (ezrin-radixin-moesin)-Familie besteht aus
zytoskelettassoziierten Proteinen, die als Signallibermittler zwischen der
Plasmamembran und dem Zytoskelett dienen (71).

1.5.2 Funktion

NHERF2 kommt in einer Vielzahl von humanen Geweben vor. In der Niere
konnte NHERF2 u.a. in den Prinzipalzellen des Sammelrohrs nachgewiesen
werden (104). Die daraus resultierende Annahme, dal3 es auch an der
Regulation anderer Proteine beteiligt sein kénnte, bestatigte sich. NHERF2 ist
Uberwiegend an der Zelloberflache lokalisiert. Dementsprechend handelt es
sich bei den potentiellen Zielen insbesondere um Membranproteine,
lonentransporter und Rezeptoren (91). Als betroffene Proteine konnten u.a.
CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) und PTHIR
(parathyroid hormone 1 receptor) identifiziert werden (40;63).

NHERF2 kann Uuber seine Verknupfung mit Aktin-ERM-Proteinen eine
Verbindung zwischen lonentransportern und Signalumwandlern, wie z.B.
Proteinkinase A (PKA), herstellen und auf diese Weise die hormonelle
Regulation des Transporters (z.B. NHE3) vereinfachen. Des Weiteren kann

NHERF2 Membranproteine aus ihrem intrazellularen endosomalen Pool an die
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Zellmembran lenken oder Oberflachenproteine zu Lysosomen leiten, wo diese
abgebaut und inaktiviert werden. NHERF2 spielt dadurch eine wichtige Rolle in
der Oberflachenexpression vieler Membranproteine, wie z.B. B,-AR (beta2-
adrenerger Rezeptor) (18;41). Dartber hinaus wird vermutet, da? NHERF-
Proteine zwischen Nukleus und Zytoplasma pendeln und auf diese Weise durch
Vereinigung mit DNA-bindenden Proteinen oder Transkriptionsfaktoren die
genetische Aktivitat von Transportern und anderen regulatorischen Proteinen

foérdern kénnen (91).
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Abbildung 5: Funktion von NHERF2; modifiziert nach Shenolikar et al., Physiology 19:

362-369, 2004; 1) NHERF2 stellt Uber seine Verbindu ng mit dem Aktin-Zytoskelett eine

Verknipfung zwischen lonentransportern und Signalum wandern (z.B. PKA) her; 2)
NHERF2 bringt als ,trafficking“-Protein Membranprot eine aus ihren endosomalen Pools

an die Oberflache oder von der Oberflache zum Abbau in Lysosomen; 3) NHERF-Proteine
pendeln zwischen Nukleus und Zytoplasma und vereini gen sich mit DNA-bindenden
Proteinen oder Transkriptionsfaktoren
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1.6 Xenopus laevis-Oozyten als Expressionssystem

Xenopus laevis (Sudafrikanischer Krallenfrosch) gehoért der Gattung Xenopus
an, welche eine Unterfamilie der Zungenlosen Frosche (Pipidae) bildet (103).

Er stellt neben u.a. der Maus, dem Huhn und der Drosophila-Fliege ein
wichtiges Labortier dar, welches in der Forschung auf dem Gebiet der Zell- und
Molekularbiologie verwendet wird. In den 40er und 50er Jahren des letzten
Jahrhunderts wurden weibliche Xenopus laevis-Frosche zunéchst als
Versuchstiere im Rahmen von Schwangerschaftstests verwendet. Hobgen
zeigte 1930, dalR hypophysektomierte weibliche Xenopus-Frésche eine
Ruckbildung der Ovarien erleiden, wohingegen sowohl die Einpflanzung der
Driusen als auch die Injektion von Hypophysenvorderlappenextrakt von Ochsen
eine Ovulation hervorrufen. Dies bildete die Grundlage des spater entwickelten
Hobgen-Tests. Hierbei wurde der Urin einer potentiell schwangeren Frau in den
dorsalen Lymphsack eines Xenopus-Weibchens injiziert. Das im Urin
Schwangerer enthaltene humane Choriongonadotropin (HCG) bedingt, daf’ das
Tier innerhalb von 8-12 Stunden Eier produziert (38;103).

Abbildung 6 : Xenopus laevis und Oozyten
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1971 zeigten Gurdon und Mitarbeiter, da? Xenopus laevis-Oozyten nach
Injektion der entsprechenden mRNA Hamoglobin bilden konnten (39). Seitdem
stellen die Oozyten ein beliebtes Expressionssystem dar.

Die Tatsache, dal3 durch Injektion bestimmter Hormone weibliche Xenopus
laevis-Frosche das ganze Jahr Uber zur Bildung von Oozyten angeregt werden
konnen, ist nur einer der Vorteile dieses Labortiers. Darliber hinaus ist die
Haltung der Tiere einfach und billig, sie sind sehr widerstandsfahig und
kurzlebig. Aufgrund ihres grof3en Durchmessers von 1,1 — 1,3 mm ist auch die
technische Handhabung der Oozyten erleichtert (37;38).

Eine Oozyte besteht aus einer helleren (vegetativer Pol) und einer dunkleren
Hemisphare (animaler Pol). Es werden sechs verschiedene Oogenesis-Stadien
unterschieden, welche zur gleichen Zeit nebeneinander in den Ovarien eines
erwachsenen Xenopus-Weibchens auftreten (27). Da sich die Oozyten
verschiedener Stadien nicht nur in ihrer GroRe, sondern auch in ihren
Stoffwechseleigenschaften unterscheiden, sollten nur Eizellen des gleichen

Stadiums verwendet werden.
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1.7

Fragestellung der Arbeit

Ziel der Arbeit ist es, weitere Erkenntnisse Uber die Regulation des fur den

Calciumhaushalt wichtigen epithelialen Calciumkanals TRPV5 zu erhalten.

1)

2)

3)

Wird TRPV5 durch die Proteinkinase 3*?°?SGK1 und das Geriistprotein
NHERF2 moduliert?

In den Prinzipalzellen des Sammelrohrs konnten TRPV5, SGK1 und
NHERF2 nachgewiesen werden. TRPV5 besitzt eine putative
Phosphorylierungsstelle fir SGK1 und an jedem Terminus ein PDZ-
Bindungsmotiv, welches mit einer PDZ-Doméane von NHERF2
interagieren konnte.

Bendtigt NHERF2 die Proteinkinase 5**?PSGK1 zur Modulation des
epithelialen Calciumkanals TRPV5?

Untersuchungen an dem K*-Kanal ROMK1 zeigten, daf? dieser nur durch
eine Koexpression von ***?PSGK1 und NHERF2 aktiviert wurde. Ziel ist
es, zu untersuchen, ob dieser Mechanismus auch die Regulation von
TRPV5 bewirkt.

Erfolgt die Modulation der TRPV5-Aktivitat durch >*?°SGK1 und
NHERF2 durch eine erhdhte Plasmamembranabundanz des Kanals oder
durch verénderte Eigenschaften des Kanals?

NHERF2 kann makromolekulare Komplexe bilden und interagierende
Proteine zur Plasmamembran bringen und sie dort verankern. Allerdings
konnte TRPVS5 auch durch veranderte Kanaleigenschaften, wie z.B. eine
erhohte Offnungswahrscheinlichkeit reguliert werden.

Des Weiteren sollte die Interaktion zwischen NHERF2 und TRPV5 weiter

aufgeklart werden.

1)
2)

Welcher Terminus von TRPV5 ist an der Interaktion beteiligt?
Welche PDZ-Doméne von NHERF?2 ist fur die Modulation notwendig?
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3) Erfolgt die Modulation der TRPV5-Aktivitat durch 5*?°’SGK1 und
NHERF2 durch direkte Phosphorylierung von TRPV5?
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Losungen und Substanzen

2.1.1 ORZ2-L6sung

Die OR2-Losung wurde zum Kollagenasenverdau der Oozyten eingesetzt,

wobei ihre Kalziumfreiheit die Kollagenasenwirkung verbesserte.

Tabelle 1: Zusammensetzung der OR2-L&ésung

Substanz Konzentration
NacCl 82,5 mM

KCI 2,5mM
MgCl, 1 mM
Tris-Hepes (pH 7,4) 5 mM
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2.1.2 Ca*'-freie ND96-L8sung
Die Ca*'-freie ND96-Losung wurde als Aufbewahrungsmedium der Oozyten

eingesetzt. Gentamicin ist ein Antibiotikum, welches zugesetzt wurde, um

Infektionen der Zellen zu verhindern.

Tabelle 2: Zusammensetzung der Ca **_freien ND96-L6sung

Substanz Konzentration
NacCl 88 mM

KCI 1mM
NaHCO; 2,4 mM
Tris-Hepes (pH 7,5) 5 mM

MgSO, 0,8 mM
Ca(NO); 0,3 mM
CaCl; 0,4 mM
Gentamicin 25 pg/ml

2.1.3 Spannungsklemme-MeRIésung 1, Ca **-frei

Die einzelne Oozyte wurde beim Voltage-clamp-MelRvorgang zunéchst in eine

Ca?*-freie MeRlosung plaziert.
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Tabelle 3: Zusammensetzung der Ca **-freien Spannungsklemme -MeRldsung

Substanz Konzentration
NacCl 96 mM

KCI 2 mM

MgCl, 1 mM
Tris-Hepes (pH 7,5) 5mM
Methoxyverapamil 10 pM

BaCl, 1 mM

2.1.4 Spannungsklemme -MeRlésung 2, mit Ca %

Anschlieend wurde die Badlbésung beim Spannungsklemme-Mel3vorgang
durch eine Ca**-haltige MeRl8sung ausgetauscht.
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Tabelle 4: Zusammensetzung der Ca **-haltigen Spannungsklemme-MeRl6sung

Substanz Konzentration
NacCl 96 mM

KCI 2 mM

MgCl, 1 mM
Tris-Hepes (pH 7,5) 5mM
Methoxyverapamil 10 pM

BaCl, 1 mM

CaCl; 10 mM

2.1.5 ND96

ND96 stellte die Grundlésung fur die meisten verwendeten Losungen dar und

wurde fir die Versuche variiert.
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Tabelle 5: Zusammensetzung von ND96

Substanz Konzentration
NacCl 96 mM

KCI 2mM

CaCl; 1,8 mM
MgCl, 1 mM
Tris-Hepes (pH 7,4) 5 mM

2.1.6 1% BSA (Bovine Serum Albumin) / ND96

1% BSA/ND96 wurde als Blockierungs- und Waschlésung im Rahmen der

Lumineszenzmessung verwendet.

2.1.7 Antikorper der Lumineszenzmessung

Fur die Lumineszenzmessung wurden zwei verschiedene Antikorper verwendet.

- Primarer Antikorper (anti-HA-Antikdrper): 1 yg/ml rat monoclonal anti-HA
antibody (clone 3F10, Boehringer, Deutschland)

- Sekundéarer Antikorper (anti-rat-POD): 2 pg/ml peroxidase-conjugated
affinity-purified F(ab’)2 goat anti-rat 1IgG (Jackson Immuno Research,

West Grove, USA)
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2.1.8 Lumineneszenzsubstrat

Das Lumineszenzsubstrat wurde am Ende des Lumineszenzmel3vorgangs zu

den Oozyten hinzugegeben.

Super Signal ELISA Femto Maximum Sensitivity Substrate (Pierce, Rockford,
USA)

2.1.9 Bindungspuffer (“Pull-down”-Verfahren)

Zugefugt wurden dem Bindungspuffer entweder 1 mM CaCl, oder 2 mM EDTA.

Tabelle 6: Zusammensetzung des ,Pull-down“-Bindungs puffers

Substanz Konzentration
Tris-HCI (pH 7,4) 20 mM

NacCl 140 mM
Triton-X-100 0,2%

NP-40 0,2 %

2.1.10 Bindungspuffer 1 (“Overlay”-Verfahren)

Fur das Overlay-Verfahren wurden zwei verschiedene Bindungspuffer

verwendet.
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Tabelle 7: Zusammensetzung des ,Overlay“-Bindungspu

ffers 1

Tris-HCI (pH 7,4) 20 mM
NacCl 140 mM
CaCl, 1 mM
Triton-X-100 0,2%
BSA 3%

2.1.11 Bindungspuffer 2 (“Overlay”-Verfahren)

Der Bindungspuffer 2 unterscheidet sich durch seinen BSA-Gehalt vom

Bindungspuffer 1.

Tabelle 8: Zusammensetzung des ,Overlay“-Bindungspu

ffers 2

Tris-HCI (pH 7,4) 20 mM
NaCl 140 mM
CaCl, 1 mM
Triton-X-100 0,2%
BSA 0,3%

30



2.2 Oozytenpraparation

Die Oozytengewinnung erfolgte aus weiblichen, adulten Fréschen der Art
Xenopus laevis. Zunachst wurde ein Frosch ca. 20 Minuten in 0,1%iger 3-
Aminobenzoesaureethylester-Lésung (Sigma, St.Louis, Mo, USA) betaubt und
auf dem Rucken liegend auf Eis plaziert. Nach griindlicher Hautdesinfektion
wurde unter semisterilen Bedingungen eine ca. 1 cm lange abdominelle Inzision
durchgefihrt und die bindegewebehaltigen Ovarialsdcke entnommen.
Anschlie3end wurde die Inzisionsstelle mit resorbierbarem Faden verschlossen
und der Frosch zum Aufwachen in einen mit etwas Wasser geflllten Kafig
gelegt.

Die Ovarialsacke wurden mit einer Pinzette in kleine Einheiten aufgetrennt und
anschlieRend fur ca. 1-3 Stunden bei Zimmertemperatur mit Kollagenase A (1-3
mg/ml) in OR2-Lésung unter fortlaufender Schleuderbewegung verdaut. Der
Kollagenasenverdau wurde unter der Stereolupe kontrolliert und durch
mehrmaliges Spulen mit ND96 beendet, als bei einem Grof3teil der Oozyten die
Follikelschicht abgebaut und keine BlutgefaRe mehr zu sehen waren. Nach
Selektion der intakten und reifen Oozyten (Stadium V und VI nach Dumont) (27)
wurden sie bis zur cRNA-Injektion in der Aufbewahrungslésung bei 16-18T im

Kuhlschrank gelagert.

2.3 cRNA-Injektion

Zur  cRNA-Injektion  wurden  Borosilikatglaskapillaren  (Fa.Hilgenberg,
Deutschland) verwendet, die mit Hilfe eines DMZ-Universal-Pullers (Fa. Zeitz,
Deutschland)  hergestellt  wurden. Die  Kapillaren  hatten  einen
Aulendurchmesser von 1,2 mm und besal3en eine lange Spitze, welche unter

mikroskopischer Kontrolle gekirzt wurde. AnschlieBend wurden sie mit

31



Paraffindl gefullt, um Luftfreiheit zu erzielen. Die cRNA konnte nun mit Hilfe

eines Mikroinjektors aufgesaugt werden.

Beim ersten Teil der Experimente wurden die Oozyten mit jeweils 25 nl der in

Tabelle 9 aufgelisteten cRNA injiziert.

Tabelle 9: Konzentrationen und Mengen der injiziert  en cRNA, Teil 1

cRNA Injizierte Menge der | Konzentration der
cRNA (in ng) pro |injizierten cRNA (in
Oozyte ng/nl)

TRPVS5-HA 2,5 0,1

SGK1 7,5 0,3

NHERF2 5 0,2

NHERF2AP1 5 0,2

NHERF2AP2 5 0,2

Fur den zweiten Teil wurden die Oozyten mit jeweils 50 nl TRPV5 oder
TT9ATRPVS5 und 25 nl SGK1 und NHERF2 cRNA injiziert. Die entsprechenden

Konzentrationen sind in Tabelle 10 aufgelistet.
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Tabelle 10: Konzentrationen und Mengen der injizier  ten cRNA, Teil 2

cRNA Injizierte Menge der | Konzentration der
cRNA (in ng) pro |injizierten cRNA (in
Oozyte ng/nl)

TRPV5 10 0,2

T9ATRPVS 10 0,2

SGK1 7,5 0,3

NHERF2 5 0,2

Die Oozyten wurden dazu in einer mit Ca®"-freier ND96-Lésung gefiillten
Petrischale plaziert, in welche ein Gitternetz eingebaut war, welches die
Oozytenlokalisation stabilisierte. Es erfolgte immer zuerst die Injektion mit
SGK1 und NHERF2 bzw. NHERF2AP1 oder NHERF2AP2 und dann nach einer
mindestens zweistiindigen Pause die Injektion mit TRPV5 bzw. TRPV5-HA oder
T9ATRPV5.  Zur Vermeidung von Volumenunterschieden wurde die
differierende Volumenmenge durch Injektion mit DEPC(Diethylpyrocarbonat)-
Wasser ausgeglichen. Nach Injektion wurden die Oozyten in Ca?*-freier ND96-
Losung bei 16-18T im Kihischrank aufbewahtrt.

3 Tage nach Injektion wurden die Experimente durchgefuhrt.

2.4  Zielgerichtete Mutagenese

Mit Hilfe des QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene GmbH,
Heidelberg) wurde eine Mutagenese zur Herstellung von T'®ATRPV5
durchgefuhrt. Diese Methode basiert auf der Einfihrung von Punktmutationen in
ein Plasmid durch PCR. Dabei wurde Threonin 709 auf TRPV5 durch Alanin

ausgetauscht.
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1 MGACPPKAKG PWAQLQKLLI SWPVGEQDWE QYRDRVNMLQ QERI RDSPLL

51 QAAKENDLRL LKI LLLNQSC DFQQRGAVGE TALHVAALYD NLEAATLLME
101 AAPELAKEPA LCEPFVGQTA LH AVMNONL NLVRALLARG ASVSARATGA
151 AFRRSPHNLI  YYGEHPLSFA ACVGSEEI VR LLI EHGADI R AQDSLGNTVL
201 HI LI LQPNKT FACOQWNLLL SYDEHSDHLQ SLELVPNHQG LTPFKLAGVE
251 GNTVMFQHLM QKRKHVQWMC GPLTSTLYDL TEI DSWGEEL SFLELWWSSK
301 KREARQ LEQ TPVKELVSFK WKKYGRPYFC VLASLY!I LYM | CFTTCCI YR
351 PLKLRDDNRT DPRDI Tl LQQ KLLQEAYVTH QDNI RLVGEL VTVTGAVI | L
401 LLEI PDI FRV GASRYFGQQTI LGGPFHVI I TYASLVLLTM VIVRLTNMNGE
451 VWPLSFALVL GACSVMYFAR GFQVLGPFTI M (KM FGDL MRFCW.VAVV
501 | LGFASAFH TFQTEDPNNL GEFSDYPTAL FSTFELFLTI | DGPANYSVD
551 LPFMYCI TYA AFAI | ATLLM LNLFI AMGD THWRVAQERD ELWRAQVVAT
601 TVMLERKMPR FLWPRSGA CG YEYGLGDRW LRVENHHDON PLRVLRYVEA
651 FKCSDKEDGQ EQLSEKRPST VESGWMLSRAS VAFQTPSLSR TTSQSSNSHR
701 GVEI LRRNTL GHLNLGLDLG EGDGEEVYHF

Abbildung 7: TRPV5 Sequenz; die an Stelle 709 lokal isierte Aminosaure Threonin (rot)
wurde durch Alanin ersetzt

Zunachst wurden zwei Oligonukleotid-Primer hergestellt, welche die
gewinschte Mutation enthielten und komplementar zueinander und zur
Zielstelle der Mutagenese im Plasmid waren. Wahrend der Temperaturzyklen
kam es zur Denaturierung und Abkudhlung der Plasmid-DNA und zur
Verlangerung der Primer durch die PfuTurbo-DNA-Polymerase. Die hierbei
neugebildeten Strédnge enthielten somit die Mutation. Nach mehreren Zyklen
lagen hauptséachlich Plasmide vor, bei denen beide Strdnge mutiert waren.
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Tabelle 11: Die Sequenzen der benutzten Primer zur ~ Herstellung von ""**TRPV5

sense antisense
5 GAGATCCTTCGTCGAAACG 5 GATTCAAGTGTCCCAAGGC
CCTTGGGACACTTGAATC 3 GTTTCGACGAAGGATCTC 3

Zur Entfernung der nicht-mutierten Plasmide wurde ein Verdau des Produkts
mit Dpn I-Endonuklease durchgefuhrt. Dieses Enzym schneidet spezifisch
methylierte oder halbmethylierte DNA und demzufolge nur DNA, welche in
Bakterien generiert wurde.

Im Anschlul3 erfolgte eine Transformation der neusynthetisierten DNA in E. coli
(XL1-Blue superkompetente Zellen), der Ausstrich auf LB-Agarplatten und DNA
Isolierung aus den gewachsenen Bakterien.

Zur Uberprifung der erwiinschten Mutation wurden alle Konstrukte sequenziert.

Mit Hilfe des ,Two-stage PCR Protocol Allowing Introduction of Multiple
Mutations, Deletions and Insertions Using QuikChange™ Site-Directed
Mutagenesis” (Wang and Malcolm, bioTechniques 26:680-682 (1999)) wurde
eine Mutagenese zur Herstellung von TRPV5-HA durchgefihrt. Es wurde ein
HA-Epitop in TRPV5 eingebaut, welches sich zwischen den Aminosauren 376
und 377 befindet.

Zunachst durchliefen die zwei benutzten Primer einzeln jeweils vier PCR-
Zyklen. AnschlielRend wurden je 25 pl der so entstandenen Reaktionslésungen
kombiniert und erneut eine PCR durchgefiihrt. Die nachfolgende Entfernung der
nicht-mutierten Plasmide und die Transformation der neusynthetisierten DNA in

E. coli erfolgte wie oben erklart.

35




Tabelle 12: Die Sequenzen der benutzten Primer zur  Herstellung von TRPV5-HA

sense antisense

5" TACCCATACGACGTACCAGATT |5 AGCGTAATCTGGTACGTCGTAT
ACGCT '3 GGGTA'’3

2.5 cRNA-Synthese

Die cRNA-Synthese wurde mittels des MMESSAGEMMACHINE-Kits (Ambion,
Austin, USA) durchgefiihrt. Dabei erfolgte zunéchst eine Linearisierung der

cDNA und eine anschlielRende Transkription durch die T7-Polymerase.

Tabelle 13: Verwendete Restriktionsenzyme zur Herst  ellung der cRNA

cRNA Restriktionsenzym zur
Linearisierung
TRPV5 Not |
TRPV5-HA Not |
NHERF2 Sal |
NHERF2AP1 Xho |
NHERF2AP2 Sal |
S422P5GK1 Stu |
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Die verwendeten cDNA-Klone von NHERF2AP1 und NHERF2AP2 wurden
freundlicherweise von Chris Yun, Atlanta, USA zur Verfigung gestellt. Es
handelt sich dabei um Mutanten von NHERF2, bei denen entweder die erste
(NHERF2AP1) oder die zweite (NHERF2AP2) PDZ-Domane entfernt wurde.

2.6 Lumineszenz

Hierzu wurden Oozyten verwendet, die zunachst mit 7,5 ng SGK1 und 5 ng
NHERF2, NHERF2AP1 oder NHERF2AP2 cRNA oder H,O und am né&chsten
Tag mit 2,5 ng TRPV5-HA cRNA injiziert wurden. TRPV5-HA cRNA besitzt
extrazellular ein HA-Epitop, welches sich zwischen den Aminosauren 376 und
377 befindet.

Die Oozyten wurden zunachst fir 30 Minuten bei 4C in 1% BSA/ND96
blockiert. AnschlieBend wurden sie fur 1 Stunde bei 4C mit 1 pug/ml des
primaren Antikorpers (anti-HA-Antikorper) inkubiert. Danach wurde der nicht-
gebundene Antikdrper durch 5-fache Spulungen Uber 30 Minuten mit 1%
BSA/ND96 ausgewaschen. Im Anschlul3 erfolgte die Inkubation mit 2 uyg/ml des
sekundaren Antikérpers (anti-rat-POD), der an den ersten bindet. Nach 1
Stunde wurde der nicht-gebundene Antikdrper durch 10-malige Spilung mit 1%
BSA/ND96 und 5-malige Spulung mit ND96 ausgewaschen. Jede einzelne
Oozyte wurde nun in je 20 ul Lumineszenzsubstrat plaziert und das jeweilige
Chemilumineszenzsignal wurde in einem Luminometer tUber eine Periode von 1
Sekunde gemessen. Die Ergebnisse wurden in RLU (relative light units)

angegeben.
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Substrat Produkt + Licht

2.Antikdrper \_/'

1.Antikorper X X
A A A
Quantifizierung
— — - - im )
Luminometer

Abbildung 8: Lumineszenzmessung: der 1. Antikrper bindet an das extrazellulare HA-
Epitop der TRPV5-HA-Oozyten; der 2. Antikdrper bind et an den ersten; nach Zugabe von
Lumineszenzsubstrat entsteht ein Chemilumineszenzsi gnal, welches im Luminometer
quantifiziert wird

2.7 Zwei-Elektroden-Spannungsklemme

Das Grundprinzip dieser elektrophysiologischen Melimethode besteht darin,
dall das Membranpotential einer Oozyte auf ein beliebiges Potential geklemmt
wird und der zur Beibehaltung dieses Potentials notwendige Strom gemessen
wird. Dabei wurden zwei Glasmikroelektroden verwendet (GC150TF, Clark,
Pangborne, UK), welche mit 3 M KCI gefillt waren. Eine Elektrode diente
hierbei zur Messung des aktuellen Membranpotentials der Oozyte, welches
nach Verstarkung uber einen Ruckkopplungsverstarker (GeneClamp Amplifier,

Axon Instruments, Union City, USA) mit dem gewinschten Haltepotential
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verglichen wurde. Bei einer Abweichung wurde uber die zweite Elektrode Strom
in die Zelle appliziert, bis die Spannungsdifferenz ausgeglichen war. Der tber
die zweite Elektrode gemessene Strom (I) entspricht dem Stromflul3 tGber die
Oozytenmembran bei einem vorgegebenen Haltepotential (U) durch den
Widerstand (R). Hierbei gilt das Ohmsche Gesetz: U=R-I.
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Abbildung 9: Spannungsklemme-Versuchsaufbau. Die El ektrode E' miRt das
Membranpotential E; tGber die Elektrode I' wird Stro  m appliziert; | ist der gemessene
Strom; FBA ist der Riickkopplungsverstarker

Die Messungen wurden mit den unter 2.1.3 und 2.1.4 aufgefthrten Lésungen
durchgeflhrt. Hierbei betrug die Durchflul3geschwindigkeit 20 ml/min, wobei ein
kompletter Austausch der Badlésung nach 10 s erreicht wurde. Die Zugabe von
10 mM CacCl, induzierte einen Einwartsstrom (lcica)), Welcher durch den Eintritt
von Ca?*-lonen und die dadurch bedingte Aktivierung von Ca?*-abhéngigen CI -
Kandalen erzeugt wurde. Als Mal3 fir die TRPV5-Aktivitat wurde der H6chstwert
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des Einwartsstroms benutzt. Durch 10 yM Methoxyverapamil wurden weitere
spannungsabhangige Ca**-Kanale gehemmt.

2.8 Pull-down“-Verfahren

Es handelt sich hierbei um ein Verfahren, durch welches die biochemische
Interaktion zwischen zwei Proteinen in vitro untersucht werden kann.

Dies geschient mit Hilfe von rekombinant hergestellten GST (Glutathion-S-
Transferase)-Fusionsproteinen. Zu deren Herstellung wurden die aus einer
Maus-cDNA amplifizierten TRPV5 N- und C-Termini mit EcoR I-Xho | oder
BamH [-Sal | verdaut und in den Vektor pGEX6p-2 kloniert (Amersham
Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden). AnschlieRend erfolgte die
Transformation in E. coli BL21. Mittels des GST-Gene-Fusion-Systems
(Amersham Pharmacia Biotech AB) gelang die Expression und Reinigung der
GST-Fusionsproteine.

4 ug GST-Fusionsproteine wurden auf Glutathion-Sepharose 4B-Perlen
immobilisiert und mit 5 pl **S-Methionin markierten Interaktionsproteinen fiir
zwei Stunden bei Raumtemperatur in Bindungspuffer inkubiert. Die
Interaktionsproteine wurden mittels eines Retikulozytenlysat-Systems in
Anwesenheit von *°S-Methionin aus NHERF2 und TRPV5 cRNA gemaR
Herstellerangaben (Promega Madison, USA) translatiert.

Anschlieliend wurden die Perlen intensiv mit Bindungspuffer gewaschen und
die gebundenen Proteine mit SDS-Polyacrylamidgel-Puffer eluiert, auf einem

SDS-Polyacrylamidgel getrennt und mittels Autoradiographie visualisiert.

2.9 ,Overlay“-Verfahren
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Es handelt sich um ein weiteres Verfahren zur Untersuchung der Interaktion
zwischen NHERF2 und TRPV5.

10 mg GST, GST-TRPV5 C-Terminus, GST-TRPV6 C-Terminus, GST-NHERF2
oder BSA wurden auf einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf PVDF-
Membranen Ubertragen. Die Membranen wurden dann fir eine Stunde im
Bindungspuffer 1 blockiert und anschlieRend mit *S-NHERF2 oder **S-TRPV5
fur zwei Stunden bei Raumtemperatur im Bindungspuffer 2 inkubiert. Nach
intensivem Waschen der Membranen erfolgte die Visualisierung der

gebundenen Proteine mittels Autoradiographie.

2.10 Statistik

Die Daten stellen das arithmetische Mittel (mean) +/- des Standardfehlers des
Mittelwertes (SEM: standard error of the mean) dar, wobei n die Anzahl der
untersuchten Oozyten angibt. Die Werte wurden mit ANOVA (Varianzanalyse)

auf Signifikanz geprift.
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3 Ergebnisse

3.1 Das Geristprotein NHERF2 benétigt die Proteinkinas e S*?PSGK1 um
die Aktivitat von TRPV5 zu stimulieren

Es wurden Versuche an TRPV5-exprimierenden Oozyten durchgefuhrt, wobei
deren Aktivitit nach Koexpression von NHERF2 allein, >***°SGK1 allein und
kombinierter Koexpression von NHERF2 und S*?°SGK1 mit der Zwei-
Elektroden-Spannungsklemme gemessen wurde. Die Zugabe von 10 mM CacCl,
induzierte einen Einwartsstrom (Icica)), Welcher durch den Eintritt von Ca®*-
lonen und die dadurch bedingte Aktivierung von Ca®*-abhangigen CI-Kanalen
erzeugt wurde. Xenopus laevis-Oozyten enthalten mehrere Ca**-abhéngige CI-
Kanale, welche sich dazu eignen, Ca*-Signale zu detektieren und zu
verstarken. Sie reagieren sehr sensibel auf intrazellulare Ca®*-Veranderungen.
Die gemessenen CI'-Stréme zeigen eine lineare Abhangigkeit zur zytosolischen
Ca?*-Konzentration und zum Membranpotential.

Die Hyperpolarisation von -50 mV auf -110 mV in der Anwesenheit von 10 mM
Ca?* filhrte in TRPV5 exprimierenden Oozyten zu einem schnell aktivierenden,
langsam und partiell inaktivierenden Einwartsstrom. In Wasser injizierten
Oozyten hingegen filhrte die zytosolische Ca®'-Zunahme mittels des Ca®'-
lonophors lonomyzin (10 uM) zur Stimulation eines nicht-inaktivierenden
Stroms. (Abb. 10)
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Abbildung 10: TRPV5-vermittelte Ca >*-Strome stimulieren eine endogene Chlorid-
Leitfahigkeit | cica); in TRPVS5 exprimierenden  Xenopus laevis -Oozyten triggerte die
Hyperpolarisation von -50 mV auf -110 mV in Anwesen  heit von 10 mM Ca ** einen schnell
aktivierenden, langsam und partiell inaktivierenden Einwartsstrom (A); in Wasser-
injizierten Zellen fiuhrte die Hyperpolarisation hin gegen zu keiner Zunahme der
spannungsabhangigen Strome (B); die Erh6hung des zy  tosolischen Ca * durch Zugabe
des Ca2+-lon0phors lonomyzin (10 M) fuhrte zur Stimulation eines nicht-inaktivierend en
Stroms (C)

Als Mald fur die TRPV5-Aktivitat wurde der HoOchstwert des Einwartsstroms
benutzt.

Es zeigte sich, daR nur die Koexpression von °**?PSGK1 und NHERF2 in
TRPV5-exprimierenden Oozyten eine Zunahme von Igica von 0,26 +/- 0,08 A
auf 0,78 +/- 0,09 pA bewirkte. Die alleinige Koexpression von NHERF2 bzw.
5422Dg K1 fiihrte zu keiner signifikanten Erhéhung von leyca). (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Stimulation der Ca-Strome durch die K oexpression von TRPVS5, S412205K 1
und NHERF2; | ¢cq ist hierbei der maximale Einwartsstrom in Anwesenh eit von 10 mM
CaCl,; nur die Koexpression von $42205GK1 und NHERF2 in TRPV5-exprimierenden
Oozyten fiihrte zu einer Stimulation von | gcq; (n=24, Oozyten von 3 Tieren);
* kennzeichnet einen signifikanten Unterschied (p<O  ,05) zwischen Xenopus -Oozyten, die
TRPV5 zusammen mit >**°SGK1 und NHERF2 exprimieren und Oozyten, die TRPV5
alleine exprimieren

3.2 NHERF2 interagiert mit dem C-Terminus von TRPV5

Um zu untersuchen, ob die durch NHERF2 und °**’SGK1 bedingte
Aufregulierung der TRPV5-Aktivitdt durch eine Interaktion zwischen NHERF2
und TRPV5 vermittelt wird, wurden GST-,Pull-down“- und ,Overlay*-
Experimente durchgefuhrt.
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Fur die ,Pulldown“-Experimente wurde das TRPV5-Protein durch in vitro-
Transkription/Translation mit **S-Methionin markiert und dessen Interaktion mit
NHERF2 unter in vitro-Bedingungen untersucht. Wie Abbildung 12 zeigt,
interagiert TRPV5 nur mit dem GST-NHERF2-Fusionsprotein, nicht aber mit
GST alleine. Die Bindung erfolgte Ca®*-unabhangig, sowohl unter Anwesenheit
von Ca** (1 mM), als auch unter dessen Abwesenheit (2 mM EDTA).
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Abbildung 12: Interaktion von NHERF2 mit TRPV5; GST -NHERF2-Fusionsprotein wurde
auf Glutathion-Sepharose 4B Perlen immobilisiert un d mit in vitro -translatiertem *S-
Methionin-TRPV5 inkubiert; die Visualisierung der P roteinbindungen erfolgte durch
Autoradiographie; TRPV5 interagierte nur mit GST-NH  ERF2, nicht aber mit GST alleine;
die Bindung erfolgte Ca 2+-un:’;lbhé';'mgig

Zur Uberprufung der Ergebnisse wurden zusétzlich ,Overlay“-Verfahren
durchgefithrt. Wie in Abbildung 13 ersichtlich, interagiert *°S-Methionin-
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markiertes TRPV5 nur mit dem Fusionsprotein GST-NHERF2, nicht aber mit
GST alleine oder mit BSA.
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Abbildung 13: Interaktion von NHERF2 mit TRPV5; GST -NHERF2-Fusionsprotein wurde
auf PVDF-Membranen iibertragen und mit  in vitro -translatiertem **S-Methionin-TRPV5
inkubiert; die Visualisierung der Proteinbindungen erfolgte durch Autoradiographie;
TRPVS5 interagierte nur mit GST-NHERF2, nicht aber m it GST oder BSA

Anschlielend wurde untersucht, ob der Amino (N)- oder der Carboxyl (C)-
Terminus von TRPV5 an der Bindung mit NHERF2 beteiligt ist. Die beiden
Termini von TRPV5 wurden mittels PCR amplifiziert. Dann wurden GST-
Fusionsproteine, die entweder den N- oder den C-Terminus von TRPV5
umfaiten, mit 3S-Methionin-markiertem NHERF2 inkubiert. Wie Abbildung 14
zeigt, interagierte NHERF2 nur mit dem C-Terminus, nicht aber mit dem N-
Terminus von TRPV5. Auch diese Proteinbindung erfolgte Ca?*-unabhangig.
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Abbildung 14: Interaktion zwischen NHERF2 und TRPV5  vermittelt durch den C-Terminus
von TRPV5; GST-Fusionsproteine, die entweder den N-  oder den C-Terminus von TRPV5
umfalten, wurden auf Glutathion-Sepharose 4B Perlen immobilisiert und mit  in vitro -
translatiertem *°S-Methionin-NHERF2 inkubiert; die Visualisierung de  r Proteinbindungen
erfolgte durch Autoradiographie; NHERF2 interagiert e nur mit dem C-Terminus von
TRPV5, nicht aber mit dessen N-Terminus; die Bindun g erfolgte Ca **-unabhangig

Um die Spezifitit der NHERF2/TRPV5-Bindung zu Uberprifen, wurden ,Pull-
down“-Experimente mit der TRPV-Isoform TRPV6 durchgefihrt. Dabei zeigte
sich, wie in Abbildung 15 ersichtlich, da? weder der C- noch der N-Terminus
von TRPV6 mit **S-Methionin-markiertem NHERF2 interagierten.
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Abbildung 15: Spezifitat der NHERF2/TRPV5-Bindung; GST-Fusionsproteine, die

entweder den N- oder C-Terminus von TRPV5 bzw. TRPV 6 umfaldten, wurden auf
Glutathion-Sepharose 4B Perlen immobilisiert und mi t in vitro -translatiertem  *S-
Methionin-NHERF2 inkubiert; die Visualisierung der Proteinbindungen erfolgte durch
Autoradiographie; nur der C-Terminus von TRPV5 inte  ragierte mit NHERF2, nicht aber
dessen N-Terminus noch beide Termini von TRPV6

Zur Uberprufung der Ergebnisse wurden zusatzlich ,Overlay“-Verfahren
durchgefilhrt. Diese bestatigten die Spezifitait der Bindung zwischen *S-
Methionin-markiertem NHERF2 und dem C-Terminus von TRPV5. (s. Abbildung
16)

48



O %

S S
/\?}6\ /\?}@
kDa < 3 4@0 A‘bo
&> <& &
66 -
—
31

Abbildung 16: Spezifitit der NHERF2/TRPV5-Bindung; GST-Fusionsproteine, die den C-
Terminus von TRPV5 bzw. TRPV6 umfal3ten, wurden auf ~ PVDF-Membranen Ubertragen
und mit in vitro -translatiertem **S-Methionin-NHERF2 inkubiert; die Visualisierung de r
Proteinbindungen erfolgte durch Autoradiographie; n ur der C-Terminus von TRPV5
interagierte mit NHERF2, nicht aber der C-Terminus  von TRPV6
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3.3 Die 2. PDZ-Doméane auf NHERF2 wird fur die Stimulati on der TRPV5-
Aktivitat durch  *?PSGK1 und NHERF2 benétigt

Des Weiteren wurden Versuche durchgefiihrt, um die PDZ-Doméne zu
identifizieren, welche fiir die Stimulation von TRPV5 durch ***PSGK1 und
NHERF2 verantwortlich ist.

Hierzu wurden TRPV5-exprimierende Oozyten verwendet, deren Aktivitat nach
Koexpression von >*?PSGK1 und Wildtyp-NHERF2, 3*?PSGK1 und NHERF2
ohne die 2. PDZ-Doméne (NHERF2AP2) und ***°SGK1 und NHERF2 ohne
die 1. PDZ-Doméane (NHERF2AP1) mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme
und dem Lumineszenzverfahren gemessen wurde. Wie in Abbildung 17
ersichtlich, erhthte sich die TRPV5-Aktivitdt nach Koexpression sowohl von
S422DgGK1 und Wildtyp-NHERF2 (von 1,90 +/- 0,44 pA auf 7,04 +/- 0,83 YA,
n=15) als auch von >*??SGK1 und NHERF2 ohne die 1. PDZ-Domane
(NHERF2AP1) (von 1,90 +/- 0,44 pA auf 6,0 +/- 0,81 pA, n=14, 3 Tiere). Nach
Koexpression von S%?°SGK1 und NHERF2 ohne die 2. PDZ-Doméne
(NHERF2AP2) kam es hingegen zu keiner signifikanten Erh6hung der TRPV5-
Aktivitat. Folglich wird fur die Stimulation der TRPV5-Aktivitat die zweite PDZ-
Doméane von NHERF2 bendtigt.
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Abbildung 17: Notwendigkeit der zweiten PDZ-Doméne von NHERF?2 fiur die Stimulation
der TRPV5-Aktivitat durch  S***°SGK1; Xenopus laevis -Oozyten wurden mit H ,O oder
cRNA injiziert, welche TRPV5 alleine oder mit ~ 5***’SGK1 und entweder Wildtyp-NHERF2,
NHERF2 ohne die 2. PDZ-Doméane (NHERF2 AP2) oder NHERF2 ohne die 1. PDZ-Domane
gNHERFZAPl) kodierte; der Strom | ¢yca erhohte sich nur nach Koexpression von
422P5GK1 mit Wildtyp-NHERF2 oder NHERF2 AP1; * kennzeichnet einen signifikanten
Unterschied zwischen  Xenopus -Oozyten, die TRPV5 zusammen mit >***°SGK1 und
NHERF2 bzw. NHERF2 AP1 exprimieren und Oozyten, die TRPV5 alleine expri  mieren
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3.4 Die SGK1-Konsensussequenz auf TRPV5S ist fur die Sti mulation von
TRPV5 durch 3*#PSGK1 und NHERF2 notwendig

AnschlieBend wurde untersucht, ob die Stimulation der TRPV5-Aktivitat durch
S422DgGK1 und NHERF2 durch eine direkte Phosphorylierung von TRPV5
bedingt ist. TRPV5 besitzt, wie in Kapitel 1.3.1 dargestellt, eine SGK1-
Konsensussequenz auf Threonin 709. Durch zielgerichtete Mutagenese wurde
eine TRPV5-Mutante hergestellt, bei der Threonin 709 durch Alanin ersetzt ist
(""*TRPV5). Mittels der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme  wurden
Untersuchungen an Oozyten durchgefihrt, die mit H,O injiziert wurden oder mit
cRNA, die TRPV5 bzw. ""**TRPV5 allein oder jeweils mit ***°SGK1 und
NHERF2 kodierte. Dabei zeigte sich (Abbildung 18), dafl3 nur die Koexpression
von **?PSGK1 und NHERF2 mit Wildtyp-TRPV5 zu einer Zunahme von lcyca)
fuhrte. Die Koexpression von S%*°SGK1 und NHERF2 mit ""*ATRPV5
hingegen hatte keinen Einflul3 auf Icica).
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Abbildung 18: Die Stimulation der TRPV5-Aktivitat d  urch ****°SGK1 und NHERF2 wird
durch die SGK1-Phosphorylierungsstelle auf Threonin 709 vermittelt; Xenopus laevis
Oozyten wurden untersucht, die mit H 5,0 injiziert wurden oder mit cRNA, die entweder
TRPV5 bzw. "®*TRPV5 alleine oder jeweils mit ***°SGK1 und NHERF2 kodierte; dabei
zeigte sich, daB nur die Koexpression von  ***?’SGK1 und NHERF2 mit Wildtyp-TRPV5 zu
einer Steigerung der TRPV5-Aktivitat fihrte (n=25-2  7); * kennzeichnet einen signifikanten
Unterschied zwischen  Xenopus -Oozyten, die TRPV5 zusammen mit >***°SGK1 und
NHERF2 exprimieren und Oozyten, die TRPV5 alleine e  xprimieren
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3.5 Die Koexpression von >*?’SGK1 und NHERF2 erhoht die
Plasmamembranabundanz von TRPV5

PDZ-Domanen verknupfen Proteine an das Zytoskelett und kdnnen die
Zielsteuerung (Targeting) oder Stabilisierung von Transportproteinen an die
Zellmembran bewirken. Um zu unterscheiden, ob die Stimulation der TRPV5-
Aktivitat durch Zielsteuerung des Proteins oder durch veranderte
Kanaleigenschaften bedingt ist, wurde die Oberflachenexpression von TRPV5
anhand von Lumineszenzmessungen parallel zu Messungen mittels der Zwei-
Elektroden-Spannungsklemme untersucht.

Wie Abbildung 19 zeigt, erhéhten sich sowohl die Oberflachenexpression als
auch die Strome nach Koexpression an TRPV5-exprimierenden Oozyten von
S422DgGK1 und Wildtyp-NHERF2, verglichen mit der TRPV5-Kontrollgruppe.
Dabei kam es zu einer 44-fachen Steigerung der TRPV5-
Oberflachenexpression und einer Zunahme von Igyca von 1,87 +/- 0,41 pA
(n=21) auf 7,01 +/- 1,27 pA (n=20).

AulBerdem ist in  Abbildung 19 ersichtlich, dall die TRPV5-
Oberflachenexpression nach Koexpression von >*??SGK1 und NHERF2AP1
um das 3,5-fache gesteigert wurde. Die Koexpression von 3**’SGK1 und
NHERF2AP2 hingegen hatte weder auf die Plasmamembranabundanz von
TRPV5 noch auf die gemessenen Strome (TRPV5-Kontrollgruppe: 1,87 +/-
0,41 pA (n=21), TRPV5/ >***PSGK1/NHERF2AP2-Gruppe: 2,42 +/- 0,41 pA
(n=20, 3 Tiere) Einflul3.
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Abbildung 19: Notwendigkeit der zweiten PDZ-Domé&ne von NHERF?2 fur die Stimulation
der TRPV5-Oberflachenexpression durch S42205GK1; XenoPus laevis -Oozyten wurden mit
H,O oder cRNA injiziert, welche TRPV5 alleine oder mi  t ****°SGK1 und entweder Wildtyp-
NHERF2, NHERF2 ohne die 2. PDZ-Doméane (NHERF2 AP2) oder NHERF2 ohne die 1. PDZ-
Doméane (NHERF2 AP1) kodierte; die Plasmamembranabundanz von TRPV5 e rhohte sich
nur nach Koexpression von  >*?°’SGK1 mit Wildtyp-NHERF2 oder NHERF2 AP1 (n=20-29, 3
Tiere); *und + kennzeichnen einen signifikanten Un  terschied zwischen  Xenopus -
Oozyten, die TRPV5 zusammen mit °**°SGK1 und NHERF2 bzw. NHERF2 AP1
exprimieren und Oozyten, die TRPVS alleine exprimie  ren

Abbildung 20 veranschaulicht deutlich die Korrelation zwischen der

gemessenen Oberflachenexpression und den TRPV5-Stromen.
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Abbildung 20: Die Oberflachenexpression korreliert mit den TRPV5-Stromen (n=20-29, 3
Tiere)
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4 Diskussion

4.1 Ergebnisdiskussion

Ziel unserer Untersuchungen war es, weitere Erkenntnisse uUber die Regulation
des fir den Calciumhaushalt wichtigen epithelialen Ca®*-Kanal TRPV5 zu
erhalten. Dabei galt es, zunachst herauszufinden, ob TRPV5 dhnlich dem K'-
Kanal ROMK1 durch das Geristprotein NHERF2 und die Proteinkinase

S422Dg K1 stimuliert werden kann.

4.1.1 Das Geriistprotein NHERF2 benétigt die Protein  kinase S*?°SGK1
zur Stimulation von TRPV5

In der Niere konnten TRPV5, NHERF2 und SGK1 in Prinzipalzellen des
Sammelrohrs nachgewiesen werden (45;61;104). Wie in Kapitel 1.3.1 erwéahnt,
besitzt TRPV5 an jedem Terminus jeweils ein PDZ-Bindungsmotiv, welches mit
einer PDZ-Doméane von NHERF2 interagieren konnte. Untersuchungen an dem
K*-Kanal ROMK1 zeigten, daR dieser durch eine Koexpression von SGK1 und
NHERF2 aktiviert wurde (115). Daraufhin wurde angenommen, dal3 dieser
Mechanismus auch eine Aktivierung von TRPV5 bewirken kdnnte.

Die von uns durchgefuhrten Versuche mittels der Zwei-Elektroden-
Spannungsklemme zeigten dementsprechend eine Aufregulation von TRPV5
durch ®*?PSGK1 und NHERF2. Der Eintritt von Ca*-lonen durch TRPV5
bewirkte hierbei eine Aktivierung von Ca?*-abhangigen CI-Kanalen, gemessen
als lcica)- In weiteren Versuchen (30) konnte bestatigt werden, dal3 die
Zunahme von lIcycq tatsachlich auf einer Aktivierung von TRPVS beruhte und
nicht auf einer Modulation der Ca?*-abhangigen Cl-Kanale. Die Zugabe des
Ca?*-lonophors lonomycin erhéhte die zytosolische Ca®*-Konzentration in
wasserinjizierten Oozyten und fihrte zu einer Aktivierung eines nicht-
inaktivierenden CI-Stromes. Dieser lonomycin-induzierte Strom wurde
allerdings nicht durch >**?°SGK1 und NHERF2 verstarkt.
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4.1.2 NHERF?2 interagiert durch seine 2. PDZ-Domé&ne mit dem C-
Terminus von TRPV5

Weiterhin liel3 sich nachweisen, dal? NHERF2 mit dem C-Terminus von TRPV5
interagiert. Dabei handelt es sich um eine spezifische Bindung, denn ,Pull-
down“- und ,Overlay“-Verfahren zeigten, dal3 weder der N-Terminus von
TRPV5 noch beide Termini von TRPV6 eine Bindung mit NHERF2 eingehen
konnten. Mittels elektrophysiologischer und Lumineszenzmessungen fanden wir
heraus, da’ die zweite PDZ-Domane von NHERF2 fir die Aktivierung von
TRPV5 durch **??SGK1 und NHERF2 benétigt wird. NHERF2 interagiert mit
SGK1 Uber die zweite PDZ-Doméne (114). Das Fehlen dieser Domane kbénnte
demnach dazu fiihren, dal3 die NHERF2-Mutante NHERF2AP2 nicht dazu in
der Lage ist, als Geristprotein die Proteinkinase SGK1 in die Nahe von TRPV5
zu bringen. Dadurch kénnte SGK1 unfahig sein, TRPV5 zu binden und zu

phosphorylieren.

4.1.3 Die SGK1-Konsensussequenz auf TRPV5istfurd essen Stimulation
durch NHERF2 und S*?*SGK1 notwendig

Es zeigte sich daruber hinaus, dal3 der SGK1-aktivierende Effekt nur gegeben
war, wenn deren katalytische Doméne intakt war, wohingegen die inaktive
Mutante “**’NSGK1 in Anwesenheit von NHERF2 zu keiner Stimulation von
TRPV5 fuhrte (30). Dies bedeutet, dald die Kinase vermutlich durch eine
Phosphorylierung ihres Zielproteins wirksam ist. Yun und Mitarbeiter
berichteten, daR SGK1 mit beiden PDZ-Domé&nen von NHERF2 interagieren
kann, wobei die Bindung an die zweite PDZ-Domane allerdings um ein
Vielfaches starker ist (114). Bisher unverotffentlichte Beobachtungen unserer
Arbeitsgruppe zeigten, daR SGK1 NHERF2 nicht phosphorylieren kann. Da
TRPV5 eine putative SGK1-Konsensussequenz (R-R-x-S/T) auf Threonin 709
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besitzt, konnte SGK1 TRPV5 phosphorylieren und dadurch stimulieren. Die
direkte Phosphorylierung von TRPV5 durch SGK1 wurde in dieser Arbeit nicht
nachgewiesen. Allerdings zeigen unsere Ergebnisse, dall die Mutante
T'9ATRPVS5, deren putative SGK1-Phosphorylierungsstelle durch Austausch der
Aminosaure Threonin in Position 709 durch Alanin zerstort wurde, nicht durch
S422DgGK1 und NHERF2 stimuliert werden konnte. Dies deutet auf eine
entscheidende Rolle der Phosphorylierung von Threonin 709 in Bezug auf die
Regulation von TRPV5 durch $*?PSGK1 und NHERF2 hin.

4.1.4 Die Koexpression von NHERF2 und S**°SGK1 erhéht die
Plasmamembranabundanz von TRPV5

Der stimulatorische Effekt benétigt neben *?°SGK1 noch NHERF2. Wie
bereits in der Einleitung erwdhnt, handelt es sich bei NHERF2 um ein
Gerustprotein, welches miteinander korrespondierende Signalproteine zu einem
Signalkomplex organisieren kann. Daruber hinaus kann es auch die
Zielsteuerung (Targeting) von lonenkandlen vermitteln (2;48). Unsere
Ergebnisse zeigen, daR die Aktivierung von TRPV5 durch **’SGK1 und
NHERF2 durch eine erhéhte Plasmamembranabundanz von TRPV5 bedingt ist.
Demnach bewirkt NHERF2 die Zielsteuerung und Stabilisierung von TRPV5 in
der Plasmamembran. NHERF2 interagiert mit SGK1 (114). Dies deutet darauf
hin, dal3 NHERF2 als Gerustprotein wirkt, das SGK1 in unmittelbare N&he zu

TRPV5 bringen kann, um den Kanal auf Threonin 709 zu phosphorylieren.
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4.2 Fehlerdiskussion

4.2.1 Oozytenpraparation

Wie in Kapitel 1.6 erwédhnt, ist Xenopus laevis ein wichtiges Labortier in der
Forschung der Zell- und Molekularbiologie, wobei seine Oozyten als bewahrtes
Expressionssystem der zu untersuchenden lonenkandle oder Transporter
fungieren. Die in vitro synthetisierte cRNA wird in eine Oozyte injiziert,
woraufhin es zur Expression des entsprechenden Proteins kommt (24;39).

Hierbei bestehen mehrere Fehlerquellen.

Zum einen wiesen die von uns verwendeten Oozyten zum Teil erhebliche
Qualitatsunterschiede auf. Bedingt war dies durch die Individualitat der Frésche
und der Oozytenpraparation mittels Kollagenasenverdau. Bei der Selektion der
Oozyten wurde deshalb darauf geachtet, dal3 nur Oozyten der gleichen Groéle
verwendet wurden und solche mit bereits sichtbaren Zellalterationen sofort
aussortiert wurden. Oozyten mit latenten Membranschéaden, welche nicht
bereits der ersten Selektion zum Opfer gefallen waren, konnten bei Versuchen
mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme durch Veradnderungen der Groéle
ihres Ausgangsmembranpotentials und des basalen Leckstroms identifiziert und
aussortiert werden. Eine intakte Oozyte sollte ein Ruhemembranpotential
zwischen -30 und -70 mV besitzen.

Eine weitere Fehlerquelle stellte die cRNA-Injektion dar. Sowohl bei der
Injektionsmenge je Oozyt wie auch bei der jeweiligen Konzentration der
Injektionslésung mulite von minimalen Differenzen ausgegangen werden. Die
cRNA wurden als Stammlésungen aufbewahrt und aus diesen wurden die
bendtigten Konzentrationen durch Verdinnung hergestellt. Hierbei wurde im
Mikroliterbereich gearbeitet, wobei geringfliigige Konzentrationsunterschiede
nicht zu vermeiden waren. Um Kontaminationen der verwendeten cRNA zu

verhindern, fand der Injektionsvorgang unter semisterilen Bedingungen statt.
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Dartber hinaus konnten sich ferner Schwankungen der Raumtemperatur oder
Qualitatsunterschiede der Aufbewahrungslésungen auf die Mel3ergebnisse
auswirken. Um derartig induzierte Unterschiede maoglichst auszugleichen,
wurden jeweils mehrere Versuchsreihen durchgefihrt mit Oozyten von
mindestens 3 Tieren.

Zu berucksichtigen ist auch, dal3 Xenopus laevis-Oozyten endogene Proteine
enthalten konnen, die gegebenenfalls mit den zu untersuchenden Proteinen
interagieren konnten. Dies konnte zu Ergebnisverfalschungen fuhren. Allerdings
ist die Expression endogener Proteine in Xenopus laevis-Oozyten generell sehr
gering im Vergleich zu den heterolog exprimierten Proteinen (24). Dennoch
kdnnen Messungen, die an Oozyten gewonnen wurden, nicht ohne weiteres auf
mammalische Zellen Ubertragen werden, da intrazellulare Signalwege zwischen

den beiden Zellreihen differieren kdnnen.

4.2.2 Losungen und Gerate

Die verwendeten Losungen wurden meistens als Stammldsungen hergestellt
und vor den Versuchen auf die jeweilige Konzentration verdiinnt. Dabei wurde
auf genaue Abmessungen geachtet und der pH-Wert und die Osmolaritat der
Ldsungen regelmafig Uberpruft.

Bei der Lumineszenzmessung wurde selbstverstandlich darauf geachtet, daf3
der Zeitpunkt zwischen der Zugabe des Lumineszenzsubstrats zu den zu
untersuchenden Oozyten und dem Beginn des Mel3vorgangs mittels des
Luminometers so gering wie mdoglich gehalten wurde. Um Unterschiede
auszugleichen, wurden jeweils mehrere Versuchsreihen durchgefuhrt mit
Oozyten von mindestens 3 Tieren.

Der Versuchsaufbau der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme wurde durch
einen Faradayschen Kafig geschitzt, um die Meldvorgange von externen
elektrischen Schwingungen abzuschirmen. Um mechanische Erschitterungen

zu vermeiden, wurde ein schwingungsarmer Tisch als Unterlage verwendet. Es
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wurde darauf geachtet, dal3 die DurchfluRgeschwindigkeit konstant 20 ml/min
betrug, wobei ein kompletter Austausch der Badlosung nach 10 s erreicht
wurde. Dies wurde durch regelmafRiges Durchspilen der verwendeten
Perfusionssysteme mit 70%igem Ethanol und destilliertem H,O gewahrleistet.
Verdanderungen der DurchfluRgeschwindigkeit konnten zu Membranschaden
fuhren.

Die verwendeten Melelektroden besal’en eine Beschichtung, die sich im
Verlauf abnutzte. Da dies zu einer Erhéhung des Elektrodenwiderstands flhrte,
wurden die Elektroden vor jeder Versuchsreine neu chloriert. Die
Glaskapillaren, in die die Elektroden eingebracht wurden, konnten wéahrend
einer  Versuchsreine  abbrechen oder verstopfen und so zu
Widerstandserhdhungen fihren, was Ergebnisverfalschungen zur Folge hatte.
Um dies zu verhindern, wurde vor jeder Messung neben der optischen Kontrolle
der Kapillaren der Elektrodenwiderstand tberprift. Bei grol3en Abweichungen

wurde ein Wechsel der Glaskapillaren durchgefinhrt.

4.3 Perspektiven

TRPV5 bildet den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des renalen
epithelialen transzellularen Ca**-Transports (48;100) und ermdéglicht dadurch
die Feinregulation der Ca**-Resorption und damit des Ca?*-Gleichgewichts im
Korper. Dieser aktive Transport wird durch eine Vielzahl an Hormonen
kontrolliert, dazu gehdren PTH (6;32), 1a,25(0OH),-Vitamin D3 (6;33;44;46;98)
Kalzitonin (36), Ostrogen (96) und Androgen (81). Die Sekretion von PTH
erfolgt durch die Nebenschilddriisen und wird durch die Plasma-Ca®'-
Konzentration reguliert. Die PTH-sezernierenden Zellen besitzen an ihrer
Oberflache einen Ca®'-MeRfiihler, der durch eine Erhéhung der Ca?'-
Konzentration im Serum aktiviert wird und mit einer Hemmung der PTH-
Sekretion verbunden ist (15;97). Mutationen dieses Melffuhlers kdnnen zu

Erkrankungen wie der familidren hypocalciurischen Hypercalcamie (FHH), dem

62



neonatalen schweren Hyperparathyreoidismus (NSHPT) oder der autosomal-
dominanten Hypocalcamie fiihren (82;83). Die entsprechenden Symptome
dieser Krankheiten sowie auch andere Formen des Hyper- und
Hypoparathyreoidismus betreffen auch die Niere und demnach die renale Ca*-
Resorption durch TRPV5. PTH stimuliert die renale Ca**-Resorption durch eine
koordinierte Expression der daran beteiligten Proteine, wobei TRPV5 eine
besondere Stellung einnimmt. Denn die Aufregulation von TRPV5 mit dem
dadurch erhéhten Ca**-Einstrom erleichtert die Expression der nachfolgenden
Proteine (97). Mahon und Mitarbeiter zeigten 2002, dal? NHERF2 Uber eine
PDZ-Domanen-Interaktion PTH1R (Parathormon-1-Rezeptor) binden kann und
damit eine Rolle in der Signallbertragung von Parathormon einnimmt (63). Es
konnte demnach sein, daR PTH Uber NHERF2 die Aktivitdt von TRPV5
reguliert. Dazu ware allerdings nach unseren Ergebnissen SGK1 notwendig.
SGK1 wird unter anderem durch 1a,25(OH),-Vitamin D3 stimuliert (1). Das PTH-
bedingte Sinken des Phosphatspiegels fihrt durch Stimulation der renalen l1a-
Hydroxylase zu einer gesteigerten Synthese von 1a,25(OH),-Vitamin D3
(Kalzitriol) (14,43;87). Kbnnte SGK1 uUber die durch PTH gesteigerte Synthese
von 1a,25(0OH),-Vitamin D3 nachfolgend transkriptionell aufreguliert werden und
damit an der oben vorgeschlagenen TRPV5-Aktivierung durch PTH uber
NHERF2 beteiligt sein? Van Abel und Mitarbeiter fanden heraus, dal3
Parathyroidektomie und PTH-Ergénzung keinen Effekt auf Vitamin-D-Rezeptor-
MRNA-Werte hatten (97). Die Vitamin D3-Antwort der Zielorgane ist allerdings
von der Vitamin-D-Rezeptor-Fille abhangig (14). Sie postulierten daraufhin,
daR PTH die renale Ca**-Resorption tber die Aufregulation der Expression der
beteiligten Ca?*-Transport-Proteine wie TRPV5 unabhangig von 1a,25(0OH),-
Vitamin D3 stimuliert. Dies wirde die oben aufgeworfene Frage eher verneinen.
SGK1 kénnte eventuell auch direkt durch PTH stimuliert werden und so fur die
Aktivierung von TRPV5 durch PTH tber NHERF2 vorhanden sein. Zur Klarung

dieser Frage waren weitere Untersuchungen notwendig.
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Eine chronische metabolische oder respiratorische Azidose fuhrt zu einer
Erhohung der Ca?*-Ausscheidung im Urin (17;59;93). Umgekehrt bewirkt eine
metabolische Alkalose eine Erhéhung der Ca®*-Resorption (73;93). Die Aktivitat
von TRPV5 ist pH-abhangig (49;102). Vennekens und Mitarbeiter konnten
zeigen, dafld es bei pH-Werten von 6,0, also einer extrazellularen Ansduerung,
zu einer signifikanten Hemmung von TRPV5 kommt. Weitere Erkenntnisse
wurden kurzlich durch Lambers und Mitarbeiter publiziert. Sie zeigten, daf3 der
extrazellulare pH-Wert die Oberflachenexpression von TRPV5 reguliert (55).
Durch eine extrazellulare Alkalisierung wird eine grof3e Anzahl an TRPV5
enthaltenden Vesikeln schnell an die Zelloberflache rekrutiert. Die
Oberflachenexpression des Kanals wird hierdurch signifikant erhoht. Eine
extrazellulare Ansauerung hingegen bewirkt einen Rickzug der Vesikel von der
Plasmamembran und eine nachfolgend verminderte TRPV5-Aktivitat (55).
Dartber hinaus wurde untersucht, wie sich eine extrazellulare Alkalisierung auf
die funktionelle Erholung der TRPV5-Aktivitat nach Inaktivierung mit MTSET
verhalt. MTSET (Methanethiosulfonat-Derivat) bewirkte durch eine irreversible
Bindung an TRPV5 eine Inaktivierung der in der Plasmamembran vorhandenen
Kanale. Dabei zeigte sich, dal3 sich die TRPV5-Aktivitat nach Alkalisierung
schneller erholte (26). Zusammenfassend deutet dies darauf hin, dal3 pH-
Anderungen die TRPV5-Aktivitat (ber die Kontrolle des ,trafficking“ des Kanals
an die Zelloberflache regulieren (94). Der molekulare Mechanismus dieser
Regulation ist noch nicht bekannt. NHERF2 ist ein Protein, welches eine Rolle
im trafficking® von Proteinen spielt. Sowohl TRPV5 als auch NHE3 werden
durch NHERF2 reguliert. NHE3 ist der apikale epitheliale Na'/H*-Austauscher,
der sich im proximalen Tubulus, dem aufsteigenden Teil der Henle-Schleife und
im Darm befindet (62;89). NHERF2 kdonnte demnach ein Bindeglied zwischen
TRPV5-Aktivitat und der Regulation des Séure-Basen-Haushaltes darstellen.

Die von uns durchgefuhrten Versuche gaben Einblick in die in vitro-Regulation
von TRPV5. Eine weitere Studie unserer Arbeitsgruppe untersuchte die Rolle
von SGK1 in der Regulation des renalen Ca?*-Transports in vivo mit Hilfe von

SGK17-Mausen (86). Dabei zeigte sich eine geringere TRPV5-Expression im

64



Sammelrohr und der Pars convoluta distalis in den SGK1”-Mausen verglichen
mit der Wildtyp-Kontrollgruppe. Eine Ca?*-Mangel-Diét filhrte allerdings zu einer
Aufregulation der TRPV5-Plasmamembranabundanz in beiden Genotypen.
Aufgrund der geringeren TRPV5-Expression der Zellmembranen der mutierten
Mé&use wurde bei ihnen eine verminderte renale Ca®*-Resorption und eine
Neigung zu Calciurie erwartet. Uberraschenderweise zeigte sich aber, daR die
renale Ca®'-Ausscheidung unter einer Kontrolldiat in den SGK1”-Mausen
verglichen mit der Wildtyp-Kontrollgruppe signifikant niedriger war. Der Mangel
an SGK1 fuhrt im Aldosteron-empfindlichen distalen Nephronabschnitt zu einer
verminderten Na'-Resorption, was eine verstarkte Na'-Resorption im
proximalen Nephron zur Folge hat (113). Die Ca®'-Resorption erfolgt im
proximalen Abschnitt entlang eines elektrochemischen Gradienten, welcher
durch die Resorption von Na® und Wasser erzeugt wird (48). Daraufhin
postulierten die Autoren, dall die verminderte TRPV5-Abundanz der
Zellmembranen der mutierten Mause durch eine erhthte Ca?*-Resorption in
den héher gelegenen Tubulusabschnitten kompensiert werden kénnte (86).

Neben der Proteinkinase SGK1 aktiviert auch deren Isoform SGKS3 in
Anwesenheit von NHERF2 TRPV5 (30). Demnach kénnte SGK3 in den SGK1™-
Mausen die Funktion von SGK1 kompensieren. Es ware interessant, die
Ergebnisse von Sandulache und Mitarbeitern (86) mit weiteren Versuchen an
mutierten Mausen zu vergleichen, bei denen neben SGK1 auch SGK3 fehlt.

Dartber hinaus konnte generell die Regulation von TRPV5 durch SGK3
genauer untersucht werden. Die Aminosauresequenzen der Kkatalytischen
Doméanen von SGK1 und SGK3 sind zu 80% identisch. Beide Kinasen kommen
in fast allen humanen Geweben vor und besitzen die gleiche
Konsensussequenz (54;56). Auch SGK3 bendétigt zur Aktivierung von TRPV5
das Gerustprotein NHERF2 (30). Es wére deshalb interessant herauszufinden,
ob sich die Regulation der beiden Kinasen bei weiterer Durchleuchtung gleich

verhalt oder Unterschiede aufweist.
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4.4  Schluf3folgerung

Unsere in Kapitel 1.7 gestellten Fragen konnten mit einer Ausnahme komplett
beantwortet werden. Trotz unserer Ergebnisse bleiben dennoch viele Fragen
tiber die Regulation von TRPV5 durch 3*PSGK1 und NHERF2 offen. Weitere
Untersuchungen sollten die Interaktionsvorgange der beteiligten Proteine
genauer charakterisieren und die Rolle der SGK1-Konsensussequenz auf
TRPVS5 weiter durchleuchten. Daruber hinaus ware es interessant, weitere
Erkenntnisse Uber die Rolle von NHERF2 in der PTH-Signalibertragung zu
gewinnen und zu untersuchen, ob NHERF2 ein Bindeglied zwischen TRPV5-
Aktivitat und der Regulation des Saure-Basen-Haushaltes darstellt. Des
Weiteren konnte auch die Regulation von TRPV5 durch SGK3 genauer

beobachtet werden.
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5 Zusammenfassung

Das Ca**-Gleichgewicht des Koérpers wird durch das Zusammenspiel von
intestinaler und renaler Feinregulation aufrechterhalten. Der epitheliale
Calciumkanal TRPV5 spielt besonders bei der renalen Resorption von Ca**
eine entscheidende Rolle.

In dieser Arbeit konnte durch elektrophysiologische und Lumineszenz-
Messungen gezeigt werden, daR TRPV5 durch die Proteinkinase ***°SGK1 in
Anwesenheit des Gerlstproteins NHERF2 aufreguliert wird. Dieser
stimulierende Effekt wird durch eine Erhéhung der Abundanz des Kanals in der
Plasmamembran erzielt. Fur die Aktivierung von TRPVS ist die katalytische
Domane der Proteinkinase notwendig. Die Zerstbérung der SGK1-
Konsensussequenz auf TRPV5, die eine putative Phosphorylierungsstelle
darstellt, hob die Aktivierung des Kanals durch $**?PSGK1 und NHERF2 auf.
~Overlay“- und ,Pull-down®- Experimente zeigten, daf3 der C-Terminus von
TRPV5 Ca*-unabhéngig mit NHERF?2 interagiert. Dariiber hinaus konnten wir
durch elektrophysiologische und Lumineszenz-Messungen demonstrieren, daf3
die zweite PDZ-Domane auf NHERF2 fur die Aktivierung von TRPV5 durch
S422DgGK1 notwendig ist.

Durch unsere Untersuchungen konnten somit wichtige Erkenntnisse beziglich
der renalen Ca**-Regulation gewonnen werden.

Weiterfihrende Untersuchungen zur Interaktion von TRPV5, NHERF2 und

S422DgK 1 bieten sich an.
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