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Einleitung

1 Einleitung

1.1 lonenkanéle

lonenkandle sind Proteine, die beim Aufbau und bei der Kontrolle des
Membranpotentials eine entscheidende Rolle spielen. Zudem besitzen sie
fundamentale Aufgaben bei der Fortleitung elektrischer Signale im
Nervensystem und bei der Muskelerregung. Sie erlauben den spezifischen
Fluss von lonen Uber die Membran entsprechend dem elektrochemischen
Gradienten, der sich sowohl aus der Konzentration der entsprechenden lonen
als auch aus dem elektrischen Potential Uber die Membran ergibt. Dazu wird
anders als bei aktiven Membrantransportern keine Energie verbraucht (104).

lonenkanéle sind integrale Membranproteine, die nach Ausbildung der
Quartarstruktur eine mit Wasser gefillte Pore bilden, die relativ spezifisch nur
bestimmte lonen, wie z.B. Na* oder K*-lonen, hindurchtreten lassen. Die Poren
bildenden Proteine sind haufig homologe Proteine. Verschiedene heterologe
Untereinheiten werden als a-, B- oder y-Untereinheiten bezeichnet. So wird die
Pore bei spannungsabhangigen Kaliumkanadlen durch vier homologe a-
Untereinheiten gebildet. Bei dem epithelialen Natriumkanal geschieht dies
allerdings durch zwei a-, eine B- und eine y-Untereinheit. Es existieren
lonenkanéle, die dauerhaft gedffnet sind, d.h. den Durchtritt von lonen durch die
Membran immer ermoglichen. Andere wiederum werden durch eine Anderung
des Membranpotentials geo6ffnet (z.B. spannungsabhéngige Kaliumkanale),
wieder Andere sind Liganden aktivierte lonenkanéle (z.B. der nikotinische
Acetylcholinrezeptor) (104).
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intrazellular

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines lonenkan als. Gezeigt ist ein lonenkanal, der als
integrales Membranprotein den Durchtritt von spezifischen lonen durch die Plasmamembran anhand ihres
elektrochemischen Gradienten ermdglicht. Dabei spielt der hier auch dargestellte Selektivitatsfilter eine
wichtige Rolle bei der Spezifitdt der durchtretenden lonen; den hier gro3er dargestellten lonen ist der
Durchtritt verwehrt.

1.2 Die Familie der Kaliumkanale

1.2.1 Allgemeines

Kalium-selektive lonenkanéle stellen die gréf3te und zugleich auch vielfaltigste
Gruppe von lonenkanalen dar. Die Beteiligung von Kaliumkanalen an den
meisten wichtigen biologischen Funktionen ist unumstritten. So spielen sie
beispielsweise eine Rolle bei der Bildung des Membranpotentials, bei der
Muskelkontraktion und bei der Insulinsekretion (96, 97, 114). Jede Zelle von
eukaryotischen Organismen nutzt eine spezifische Kombination aus
Kaliumkanalen um ihr elektrisches Verhalten zu bestimmen. Bisweilen sind 70
Genloci auf dem Saugetiergenom beschrieben, die sich in vier Familien anhand
der Anzahl ihrer Transmembrandomanen (TM), ihrer Porendoménen (P) und

ihrem Aktivierungsmechanismus einteilen lassen: Die spannungsabhangigen
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Kaliumkanale (Ky) (6TM 1P), die Kalzium-aktivierten Kaliumkanale (Kca) (6/7TM
1P), die Einwartsgleichrichter (Kir) (2TM 1P) und die aus zwei Porendomé&nen
bestehenden Kaliumkanale (Kzp) (4TM 2P) (65, 66).

Kca-Kanale

Unter den Kcy-Kandlen gibt es Kandle, die ausschlie3lich durch niedrige
intrazellulare Kalziumkonzentrationen aktiviert werden, dazu gehort der Kcal.2
und der Kca3.1 (76, 80). Im Gegensatz dazu ist die Aktivitat des Kcal.1 sowohl
durch niedriges Kalzium als auch durch das Membranpotential reguliert. Die
Kca-Kandle spielen eine wichtige Rolle im Kalzium abhangigen
Signaltransduktionsprozess von elektrisch erregbaren und auch von nicht
erregbaren Zellen. Die Kanale kdonnen die Kalziumkonzentration nicht direkt
messen, sondern benétigen dazu Calmodulin, welches standig an die
C-terminale Region der Kca-Kanéle gebunden ist (53, 153). Wenn Kalzium nun
an Calmodulin bindet, fihrt dies zu einer Konformationsdnderung, welche fir

das Gating des Kanals verantwortlich ist (126).
Kr-Kanale

Seit 1993, als die ersten Einwartsgleichrichter Krl.1 (ROMK1) und Kr2.1
(IRK1) geklont wurden, sind eine Vielzahl an neuen Mitgliedern dieser Familie
identifiziert worden. Dazu gehort der G-Protein gekoppelte Kir3 und der ATP-
sensitive Kir6. Diese Kandle spielen eine wichtige physiologische Rolle in der
Funktion von vielen Organen, so im Herzen, in der Niere und in der Retina (66).
Einwartsgleichrichter erhielten ihren Namen, da sie positive Ladung, sprich
positive lonen verstarkt in die Zelle als aus der Zelle hinaus gelangen lassen.
Bei starker negativem Membranpotential als dem Ruhemembranpotential fuhrt
der positive Einwartsstrom zu einer Ruckfihrung zum Ruhemembranpotential.
Veréandert sich das Potential zusehends in positive Richtung wird die Kanalpore
spannungsabhéngig durch Polyamine und Magnesiumionen verschlossen (89).
Man nimmt an, dass der durch die Einwartsgleichrichter verursachte Strom eine

wichtige Rolle in der Regulation der Aktivitat von neuronalen Zellen besitzt.



Einleitung

Kop-Kanale

Obwohl seit der Entdeckung der K;p-Kanéle gerade einmal 10 Jahre vergangen
sind, konnte gezeigt werden, dass der friher als Leckstrom gedachte Strom von
Kaliumionen uber die Membran eigentlich keinen unkontrollierten Leckstrom
darstellt, sondern ein Prozess ist, der durch eng regulierte Mechanismen die
zellulare Erregbarkeit steuert. Diese Kaliumstrome stabilisieren das
Membranpotential unterhalb der Aktionspotentialschwelle und fiihren zudem zu
einer schnelleren Repolarisation. Obschon die Existenz solcher Leckstréme
bereits 1952 durch Hodgkin und Huxley vermutet wurde (72), blieb es vier
Jahrzehnte nur bei Spekulationen. Das erste molekulare Korrelat fur die
Leckstrome war die Entdeckung eines Kyp-Kanals in Saccharomyces cerevisiae
und Caenorhabditis elegans (85). Danach wurden weitere Kjp-Kandle aus
neuromuskularem Gewebe von Drosophilia melanogaster isoliert und
charakterisiert (62). Diese Kanale konnten den Leckstrom erklaren. Unter
physiologischen Konditionen, sprich hohem intrazellularem Kalium und
niedrigem extrazellularem Kalium, ist der Kaliumausstrom grol3er als der
Einwartsstrom (61). Ihren Namen verdanken die Kanéle der Tatsache, dass ihre
a-Untereinheiten Uber vier Transmembrandomanen verfiigen, die anders als

andere Kanéle Uber zwei Poren-Doméanen verfligen.

Ky-Kanéle

Die spannungsabhangigen Kaliumkanale (Ky) werden durch eine Anderung des
Membranpotentials aktiviert. Die Familie kann auf Grundlage von Ahnlichkeiten
in Sequenz und Funktion in verschiedene Unterfamilien eingeteilt werden. Vier
dieser Unterfamilien, Kyl (Shaker), Ky2 (Shab), Ky3 (Shaw) und K4 (Shal)
bestehen aus a-Untereinheiten (porenbildend), die mit p-Untereinheiten
interagieren konnen. Jede a-Untereinheit besteht aus sechs hydrophoben
Transmembrandom&nen mit einer Poren-Domane (P) zwischen der funften und
sechsten Transmembrandoméne. Die vierte Transmembrandomane ist

teilweise positiv geladen und agiert mit den Transmembrandoménen eins bis
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drei als Spannungssensor, der die Konformationsdnderung bewirkt, die zum
Offnen der Kanalpore beitragt (122). Das erste identifizierte Gen eines Kalium-
Kanals war der spannungsabhangige shaker Kanal der Drosophila. Auf ihn
folgte die ldentifikation anderer spannungsabhangiger Kalium-Kanale in der
Fruchtfliege, Saugetieren und vielen anderen Organismen. Die Gruppe der
spannungsabhéangigen Ky-Kanale stellt mit 40 Genen die grol3te Gruppe unter

den humanen Kaliumkanalen dar (66).

S1 S§2 S3 S4 S5 S6

—C

Abbildung 2: Schematische Darstellung einer a-Untereinheit eines spannungsabhéngigen
Kaliumkanals (K v). Die Zylinder reprasentieren die transmembranaren Segmente S1-S6. Zwischen dem
S5 und S6 Segment befindet sich die Porendoméne. Die Segmente S1-S4 werden zum Spannungssensor
des Kanals gezahlt. Die Zeichen + oder — auf weiBem Hintergrund sind wichtig fur die
Spannungsmessung. Im Bereich des N-Terminus befindet sich die T1-Doméane (Tetramerisation 1).
Modifiziert nach (10, 11).
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Kv5.1 [KCNF1, 2p25]

Kv2.1 [KCNB1, 20g13]
. [ Kv2.2 [KCNB2, 8q13]

Kv6.3 [KCNG3, 2p21]

Kv6.1 [KCNG1, 20q13]

| Kv6.2 [KCNG2, 18¢22]
- Kv6.4 [KCNG4, 16q24]
Kv7.1 [KCNQ1, 11p15]

— Kv7.3 [KNCQ3, 8924]
Kv7.2 [KCNQ2, 20q13]

'E — Kv7.4 [KCNQ4, 1p34]

— Kv7.5 [KCNQ5, 6q14]

Kv8.1 [KCNV1, 8522]

Kv8.2 [KCNV2, 9p24]

Kv9.3 [KCNS3, 2p24]

Kv9.2 [KCNS2, 8¢22]
Kv9.1 [KCNS1, 20q12]

Kv3.4 [KCNC4, 1p21]
Kv3.2 [KCNC2, 19q13]
Kv3.1 [KCNC1, 11p14]
Kv3.3 [KCNC3, 19q13]
— Kv4.1 [KCND1, Xp11]

_I: Kv4.2 [KCND2, 7q31]
Kv4.3 [KCND3, 1p13]
— Kv1.7 [KCNA7, 19913]
Kv1.4 [KCNA4, 11p14]
Kv1.6 [KCNAB, 12p13]
— Kv1.5 [KCNA5, 12p13]
Kv1.8 [KCNA10,1p13]
Kv1.2 [KCNA2, 1p13]
Kv1.1 [KCNA1, 12p13]
Kv1.3 [KCNA3, 1p21]

Abbildung 3: Phylogenetischer Baum der K y1-9 Familien. Neben den Namen der IUPHAR sind auch
die Namen der HGNC und die chromosomale Lokalisation angegeben (66).
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Ky-Kanéle bilden eine sehr heterogene Gruppe von Kanalen. Sie ist um einiges
heterogener als man anhand ihrer 40 Gene erwarten wirde. Diese Variabilitat

erklart sich aus folgenden Aspekten:

(1) Heteromultimerisation: Jedes Ky-Gen kodiert flir eine Proteinuntereinheit,
wobei vier Untereinheiten bendtigt werden, um einen funktionellen Ky-
Kanal zu bilden. Ky-Kanéale sind oft Homotetramere, konnen sich aber
auch wie im Fall der Ky1, Ky7, Ky10 Familien aus verschiedenen
Untereinheiten aus der gleichen Familie zusammensetzen. Man kann
davon ausgehen, dass sich diese Heterotetramere von ihren
Homotetrameren in ihrer Funktion unterscheiden.

(2) B-Untereinheiten: Die Familien K5, K6, K8, K\9 kodieren flr
Untereinheiten, die selbst keinen funktionellen Kanal formen konnen.
Diese [B-Untereinheiten sind allerdings in der Lage mit den
Untereinheiten der Ky2 Familie ein Heteromer zu bilden. Dies erweitert
nochmals die funktionelle Vielfalt.

(3) Akzessorische Proteine: Eine Vielfalt anderer Proteine koénnen in
Verbindung mit den Ky-Tetrameren treten und dadurch ihre
Eigenschaften verandern. Als Beispiel waren hier die p-Untereinheiten
(assoziieren mit Ky2-Kanalen), KCHIP (Ky 4), Calmodulin (Ky10) und
minK (Ky1) zu nennen.

(4) Alternatives Splicen: Bei vielen Genen, die fur Ky -Kanéale kodieren, ist
bekannt, dass sie Uber keine Introns verfiigen, so fast die gesamte Ky
Familie (Ausnahme bildet Ky 1.7) und Ky9.3. Jedoch zeigt sich bei den
Mitgliedern der Familien Ky 3, 4, 6, 7, 9, 10 und 11, dass sie aus
verschiedenen Exons aufgebaut sind, die alternativ gesplict werden.

(5) Posttranslationale Modifikation: Viele Ky-Kanéle kdnnen posttranslational
modifiziert werden durch Phosphorylierung (78), Ubiquitinierung (68) und
Palmitolierung (64).
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1.2.2 Kyl.5

Der humane Kaliumkanal Ky1.5 gehoért zur Familie der spannungsabhangigen
Kaliumkanale und zur Unterfamilie der shaker-related Kaliumkanale. Er wird in
vielen Geweben gefunden, unter anderem im Herz (56, 60), im Gehirn (56), in
Makrophagen (141), in glatten Muskelzellen (2, 7, 101, 107) und in

pankreatischen Betazellen (140).

Wie  bereits oben erwahnt, verfugt der Kyl1.5 (dber sechs
Transmembrandoménen. Vier (gleiche a-Untereinheiten bilden einen
funktionierenden Kanal aus. Innerhalb des Gens lassen sich vier mégliche
Konsensussequenzen fur die Serum- und Glukokortikoid-induzierbare Kinase 1
(SGK1) finden, und zwar an Position *°Thr, ®Ser, **Ser und **Ser (15). An
diesen Positionen konnte die SGK1 mit dem Kanal direkt durch
Phosphorylierung in Interaktion treten. Zudem besitzt der Kyl1.5 zwei so
genannte PDZ-Bindemotive. Eines der beiden PDZ-Bindemotive befindet sich
am C-Terminus, das andere am N-Terminus. Es konnte gezeigt werden, dass
PDZ-Domane tragende Proteine wie PSD95 sowohl an das N-terminale, als
auch an das C-terminale PDZ-Bindemotiv binden kénnen (50). Das N-terminale
PDZ-Bindemotiv liegt in oder zumindest nahe an der T1 Region. Diese Region
ist fir den korrekten Zusammenbau der einzelnen a-Untereinheiten unerlasslich
um einen funktionierenden Kanal zu bilden (128). Durch das Binden von
Proteinen an die T1 Doméane konnte der Zusammenbau des Kanals, die
Interaktion des Kanals mit anderen Untereinheiten oder sogar das Gating

beeinflusst werden (39).

Eine wichtige Rolle spielt der Ky1.5 unter anderem im Herzen, wo er das
molekularbiologische Korrelat fur den ,ultra-rapid delayed rectifier*-Strom
darstellt, der fur die Repolarisation entscheidend ist (48). Mutationen im Gen
des Ky1.5 kénnen ein Long-QT-Syndrom verursachen, das mit ventrikularen
Arrhythmien, Torsade de pointes (130), Synkopen und dem plétzlichen Herztod
einhergehen kann. Transgene Mause ohne funktionellen Ky1.5 zeigen ein
Long-QT-Syndrom. Nach einer in vivo Infektion mit einem Adenovirus, der

funktionellen Ky1.5 in die Kardiomyozyten integriert, normalisiert sich die
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Aktionspotentialdauer und verkirzt sich das QT-Intervall (20). Zudem
bedeutend ist der Ky1.5 bei dem Prozess der Insulinsekretion, wobei eine
erhohte Ky1.5-Aktivitat mit einer verminderten Insulinsekretion einhergeht. So
zeigen transgene Mause mit einer Uberexpression von Kyl.5 niedrigere

Seruminsulinspiegel als Mause vom Wildtyp (96, 97, 114, 136).

1.3 Die Serum- und Glukokortikoid-induzierbare Kina  se

Die Serum- und Glukokortikoid-induzierbare Kinase (SGK1) wurde ursprtinglich
in Brustkrebszellen von Ratten entdeckt und kloniert. Es zeigte sich, dass sie
transkriptionell durch Glukokortikoide und die Zugabe von Serum reguliert wird
(58, 148, 149). Das im menschlichen Organismus zu findende Homolog wurde
entdeckt als ein Zellvolumen reguliertes Gen, das bei Abnahme des
Zellvolumens vermehrte Aktivitat zeigt (145). Mittlerweile weil3 man, dass die
SGK1 unter der Kontrolle von den verschiedensten Einflissen steht. Es
existieren zwei nahe verwandte Isoformen, SGK2 und SGKS3. Die katalytische
Doméane dieser zweier Isoformen zeigt eine 80 %ige Homologie in ihrer

Primarsequenz im Vergleich zur SGK1 (88).

Die Kinasen werden in vielen verschiedenen Spezies exprimiert, wie z.B. im Hai
(144) und dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans (69). Hefen exprimieren
zwei zur SGK1 orthologe Kinasen, YPK1 und YKR2, die an der Endozytose
beteiligt sind (43) und fir das Uberleben bendétigt werden (27). Hefen, die ohne
YPK1 und YKRL1 eigentlich sterben wirden, kénnen durch die Expression der
SGK1 gerettet werden (27).

Wenn man den Saugetierorganismus betrachtet, wird die SGK1 von nahezu
allen Geweben exprimiert (145). Die Transkriptionslevel zwischen den
verschiedenen Zelltypen eines Gewebes variieren jedoch stark, so zu sehen im
Gehirn (63, 106, 135), im Auge (118), in der Lunge (142), der Niere (28, 59),
der Leber (57), dem Darm (146), dem Pankreas (86) und im Ovar (5).
AulRerdem werden wahrend der Embryonalphase typische Expressionsmuster

gefunden (33, 73). Die Lokalisation der SGK1 hangt wohl von dem funktionellen



Einleitung

Zustand der Zelle ab. So zeigte sich, dass in Zellen, die Serum ausgesetzt
wurden, die SGK1 durch a-Importin in den Nucleus gefuhrt wird (98). Nach
Zugabe von Glukokortikoiden oder Inkubation in hyperosmolarer Losung kommt

es zu einer verstarkten Konzentration der Kinase im Cytosol (58).

1.3.1 Regulation der SGK1

Die Regulation der SGK1 geschieht im Prinzip Uber zwei verschiedene
Mechanismen. Zum einen uber die Hohe der Expression und zum anderen Uber
eine Veranderung der Aktivitat der translatierten Kinase. Wie bereits erwahnt,
wird die Expression durch Glukokortikoide sowie duch Serum gesteigert (18,
35). Viele andere Mediatoren nehmen jedoch ebenso Einfluss auf die
Expression, dazu zahlen unter anderem Mineralokortikoide (12), Gonadotropine
(29), Vitamin D3 (4), Interleukin-6 (102) und weitere Cytokine (36, 94).

Die Kinase wird mittels Phosphorylierung in ihre aktive Form Uberfuhrt. Dies
geschieht mit Hilfe einer Signalkaskade durch die PI3-Kinase, die PIP3-
abhangige Kinase PDK1 und durch eine bis jetzt noch unbekannte PIP3-
abhangigen Kinase PDK2 oder auch H-Motiv genannt (93). Dabei
phosphoryliert die PDK1 die SGK1 im sogenannten activation loop (T-loop) an
Stelle **Thr und die PDK2/H-Motiv im hydrophoben Motiv im Bereich des C-
Terminus an Stelle “*?Ser (87, 112). Die Phosphorylierung durch die PDK1 ist
erleichtert, wenn die SGK1 bereits an Stelle ***Ser phosphoryliert wurde. Ein
alternativer Weg zur Aktivierung der SGK1 geht Uber das Gerlstprotein
NHERF2 (Na'/H" exchanger regulatory factor), auf welches spéter noch
genauer eingegangen wird. NHERF2 kann die SGK1 und die PDK1 in
raumliche N&he bringen und damit die Phosphorylierung der SGK1 fdérdern.
NHERF2 interagiert mit dem PDZ-Bindemotiv der SGK1 und der PIF-
Bindetasche der PDK1. Die Bildung dieses ternaren Komplexes erleichtert die
Phosphorylierung der SGK1 im T-loop an Stelle ®°Thr durch die PDK1 (30).

Es lasst sich also schlussfolgern, dass der Austausch von Serin an Stelle 422
gegen Aspartat zu einer konstitutiv aktiven $*?PSGK1 fiihrt (88). Wenn man
hingegen Lysin an Position 127 durch Asparagin ersetzt, fuhrt dies zu einer
inaktiven Mutante der SGK1 (“**"NSGK1), da sich an dieser Position die ATP-
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Bindestelle befindet, die fur die enzymatische Aktivitat benotigt wird (88). Mittels
der PI3-Kinase Signalkaskade wird die SGK1 zudem durch Insulin und IGF-1
(113) aktiviert.

@ dosterona ::'__; ' ]. . BLOCD

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Regulation und Interaktion der Serum- und
Glukokortikoid-induzierbaren Kinase (SGK1). Aldosteron fiilhrt durch eine Bindung an den
Mineralokortikoidrezeptor zu einer erhéhten Expression der SGK1. Die translatierte SGK1 bedarf der
Phosphorylierung an Stelle 4223er durch eine Signaltransduktionkaskade der Phosphatidylinositol 3-Kinase
(PI3K) und einer bislang unbekannten Kinase (PDK2). Diese Phosphorylierung fiihrt zur Phosphorylierung
an Stelle ®*Thr durch die PDK1 und tberfiihrt damit die SGK1 in ihre aktive Form. Gezeigt sind weiterhin
bereits bekannte Interaktionen der SGK1 mit anderen Proteinen (93). Abbildung aus (93).
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1.3.2 Physiologische Funktion

Die SGK1 kann Proteine phosphorylieren, die Uuber eine SGK1-
Konsensussequenz verfigen. Diese Sequenz wurde definiert als R-X-R-X-X-
S/T-®, wobei X fur eine beliebige Aminosdure und @ fur eine hydrophobe
Aminosaure steht (93). Dies bedeutet jedoch nicht, dass jedes Protein, das Uber
eine solche Sequenz verfligt auch mit der SGK1 interagiert. Sie steuert eine
Vielzahl von zellularen Funktionen durch die direkte Phosphorylierung der
Effektor- oder Regulatorproteine. Jedoch kann sie ihre Wirkung auch uber
andere Proteine auf ihre Zielproteine entfalten. Zu solchen Proteinen gehoren
die Ubiquitinligase Nedd4-2 und das Gerustprotein NHERF2, auf welche im

Laufe dieser Arbeit noch eingegangen wird.

Es konnte gezeigt werden, dass die SGK1 Ilonenkandle und
Membrantransporter reguliert. Als Beispiel ware dabei der ENaC (28), der
ROMK (110), der Ky1.5 (140) und der SGLT1 (46) zu nennen. Sie steuert
Enzymaktivitaten (8), interagiert mir Transkriptionsfaktoren (41, 158), reguliert
die Hormonausschittung (86, 140) und spielt eine Rolle bei der
Zellvolumenregulation (121, 145), -proliferation (21, 58) und bei der Apoptose
(19, 127).

Studien weisen zusatzlich darauf hin, dass die SGK1 bei der moderaten
arteriellen Hypertonie (22, 23), beim metabolischen Syndrom (46, 120), beim
Tumorwachstum (29, 31, 117), bei Neurodegeneration (93) und bei
Erkrankungen, die mit einer Fibrose einhergehen, wie beispielsweise die

Lungenfibrose (142) oder die Leberzirrhose (57) eine Rolle spielt.

1.4 Das Geriustprotein NHERF

Das Geriistprotein NHERF (,Na'/H* exchanger regulatory factor®) wurde als
Protein entdeckt, das eine wichtige Rolle bei der Phosphorylierung und
Regulation des Na'/H*-Austauschers durch die Protein Kinase A (PKA) spielt
(151). Es existieren zwei Isoformen, NHERF1 und NHERF2, die zu 62 %
Sequenzhomologie aufweisen. Die NHERF-Proteine besitzen zwei PDZ-

12



Einleitung

Doméanen (PSD-95/Dlg/Z0O-1). Diese Domanen wurden zum ersten Mal 1991
beschrieben. lhren Namen verdankt die Doméane den Proteinen, in denen sie
zuerst gefunden wurde. Dazu gehort das synaptische Protein PSD-95/SAP-90,
das Septate junction-Protein Discs large aus Drosophila melanogaster und das
Tight junction-Protein Zonula occludentes-1. Die PDZ-Domane ist eine Protein-
Protein  Interaktions-Domé&ne aus 80-90 AS. Sie bindet an
Tetrapeptidsequenzen, die am C-Terminus des Zielproteins (X-S/T-X-V/L)
liegen (54, 67, 124, 132). Neben diesem typischen C-terminalen PDZ-
Bindemotiv kbnnen PDZ-Domé&nen auch mit internen Sequenzen interagieren,
die eine Haarnadel bilden und damit ein freies C-terminales Ende vortauschen
(38, 70). So zeigt der Ky1.5 sowohl das typische C-terminale PDZ-Bindemotiv

als auch das interne PDZ-Bindemotiv im Bereich des N-Terminus (50).

Die beiden Isoformen, NHERF1 und NHERF2 konnen in der N&ahe der
Zelloberflache lokalisiert werden und stabilisieren dabei lonenkanéle in der
Plasmamembran (13, 52, 111). Die NHERF-Proteine spielen eine wichtige Rolle
im Trafficking von Membranproteinen. Sie nehmen an der Steuerung des
Transports von Membranproteinen aus ihren endosomalen Vesikeln an die
Plasmamembran teil oder steuern ihre Internalisierung und die danach folgende

Degradation in Lysosomen.

Wie bereits erwdhnt, besitzen die beiden Isoformen zwei PDZ-Doméanen und
zudem eine ERM-Bindungsdoméne. Mittels dieser ERM-Doméane kdnnen
Proteine des Zytoskellets gebunden werden, die Mitglied der Ezrin-Radixin-
Moesin-Merlin-Familie sind (157). Obwohl beide NHERF-Isoformen grof3e
Sequenzhomologie aufweisen, erkennen sie unterschiedliche Zielproteine, um
entweder zwei Proteine in rAumliche Nahe zueinander zu bringen oder um sie
am Zytoskellet zu verankern (129). In Epithelzellen, die Gber einen apikalen und
einen basalen Pol verfliigen, ist die ortsspezifische Lokalisation zumindest
teilweise auf ihre Assoziation mit dem Zytoskellet zurickzuflihren (26). So ist
das PDZ-Bindemotiv im CFTR (,Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator®) notwendig, damit er am apikalen Pol exprimiert wird. Ein Verlust

des Bindemotivs fuhrt dazu, dass der CFTR am basalen Pol exprimiert wird und
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damit nicht mehr seiner Funktion nachgehen kann (103, 131). Aul3erdem steht
NHERF2 auch im Dienste der zellularen Signaltransduktion. So bringt NHERF2
die PKA durch die Bindung an Ezrin in raumliche Nahe zum CFTR und
ermdglicht dadurch die Aktivierung des Kanals durch die Kinase (137). Eine
ahnliche Rolle spielt NHERF2 bei der Regulation des Na'/H*-Austauschers 3
durch die PKA (150). NHERF2 bindet aber auch an andere Proteinkinasen als
an die PKA, so auch an die SGK1 um die Modulation von verschiedenen
lonenkanalen, wie z.B. des K*-Kanals ROMK (156) oder des epithelialen Ca?*-
Kanals TRPV5 (52, 111) zu ermdglichen.

1.5 Die Ubiquitinligase Nedd4

Die Ubiquitinierung von Proteinen bildet einen essentiellen Schritt in der
Degradation von intrazellularen Proteinen. Dieser hochselektive Prozess
funktioniert unter anderem durch die Konjugation der zu prozessierenden
Proteine mit mehreren Ubiquitinmolekilen. Diese ubiquitinierten Proteine
werden dann durch den 26S Protease Komplex abgebaut. Der katalytische
Kern des Komplexes wird auch Proteasom genannt (32). Die kovalente Bindung
von Ubiquitin, ein Polypeptid aus 76 Aminosauren, an Lysinreste des
Zielproteins wird fur die Degradation im Proteasom bendtigt (77). Fur die
Ubiquitinierung ist eine Enzymkaskade erforderlich, die tUber drei Klassen von
Enzymen verfligt. Dazu gehort das Enzym E1 zur Aktivierung des Ubiquitins,
E2 zur Konjugation des Ubiquitins und E3 als Ubiquitinligase. Das erste Enzym
E1l, aktiviert das Ubiquitin, sodass E2 direkt Ubiquitin an das Zielprotein
transferiert oder dieses aktivierte Molekll auf das Enzym E3 Ubertragen kann.
E3 katalysiert dann die kovalente Verbindung des carboxyterminalen Glycin des
Ubiquitin mit der e~Aminogruppe von Lysinresten am Zielprotein. Das Enzym
E3 wird verdéachtigt spezifische Zielproteine zu erkennen, die nicht alleine durch
E2 ubiquitiniert werden (6).

Das ,Human associated protein“ (E6AP) ist ein E3 Enzym, das identifiziert
wurde als eine Ubiquitinligase des Tumorsupressorproteins p53 in

Zusammenhang mit humanen Papillomviren Typ 16 und 18 (75, 123). Andere
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maogliche E3 Enzyme besitzen eine konservierte Region von ungefdhr 360
Aminosauren, die groRe Ahnlichkeit aufweisen zum C-Terminus von EGAP.
Daher wird diese Domane HECT-Doméane (,homologous to E6AP carboxyl-
terminus”) genannt (74). Die Ubiquitinligase Nedd4 (NPC (neuronal precursor
cell) expressed, developmentally down-regulated 4) ist solch ein HECT-E3
Enzym (105). Es konnte gezeigt werden, dass die Ubiquitinligase unter
anderem den lonenkanal ENaC (1, 55) und den Aminosauretransporter EAAT1
(14) regulieren kann. Sie wurde 1992 als ein Gen identifiziert, das im friihen
Embryonalstadium der Maus im zentralen Nervensystem in hohem Male
exprimiert wird. Mittlerweile weiss man jedoch, dass die Expression nicht nur
auf das embryonale ZNS (90) beschrankt ist. Sie wird mitunter auch in der

Niere (82), der Lunge und in der Leber (6) exprimiert.

Es existieren zwei Isoformen der Nedd4: Nedd4-1 und Nedd4-2. Nedd4-1
besitzt eine N-terminale kalziumabhéngige Lipidbindedoméne (C2), eine HECT-
Doméane und drei bis vier WW-Doméanen. Diese WW-Domé&nen haben zwei
hoch konservierte Tryptophanreste und einen konservierten Prolinrest bei einer
Sequenzlange von etwa 35 Aminosauren. WW-Domanen binden vornehmlich
an kleine prolinreiche Sequenzen, so genannte PY-Motive. Es besteht aus P-P-
X-Y (125). Inzwischen sind jedoch auch andere Sequenzen bekannt geworden,
Uber die Nedd4 auf ihre Ziele wirkt (P-X-P-P-Y, P-P-L-P) (81, 83). Die HECT-
Doméane stellt die katalytische Region dar (123). Die Nedd4-2 verfugt im
Organismus der Ratte und der Maus uUber drei WW-Doméanen, wobei im
Menschen vier WW-Domanen vorherrschen. Zudem besitzt die Nedd4-2
mehrere SGK1-Konsensussequenzen. Die Phosphorylierung im Bereich dieser
Sequenzen fuhrt zu einer Verminderung der Nedd4-2-Interaktion mit ihrem
Zielprotein, was im Umkehrschluss eine indirekten Stimulation durch die SGK1
bedeutet. Dieser Mechanismus wurde bereits bei dem Aminosauretransporter
EAAT4 (17) und dem epithelialen Natriumkanal (ENaC) (42) gezeigt. Eine
Stérung der SGK1-Konsensussequenzen fihrt zu einer ,SGK1-immunen®
Mutante (3382A5%8ANedd4-2), die nicht mehr durch die SGK1 inhibiert werden

kann.
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1.6 Fragestellung der Arbeit

Ein erhohter Blutglucosespiegel fihrt in pankreatischen Betazellen dazu, dass
ATP-sensitive K'-Kanile inaktiviert werden, was zur Depolarisation der Zelle
mit anschlieRendem Kalzium-Einstrom durch spannungsabhangige Ca?'-
Kanale fuhrt. Eine Erhdhung des intrazellularen Kalziums wiederum fuhrt zur
Insulinsekretion durch die Fusion der insulinhaltigen Vesikel mit der
Plasmamembran in den Betazellen (119). Verschiedene Studien haben gezeigt,
wie wichtig die Regulation des Membranpotentials durch spannungsabhangige
Kalium-Kandale (Ky) in den pankreatischen Betazellen ist (96, 97, 114, 136). So
verstarkt die Blockade von Ky-Kanalen die Insulinfreisetzung bei Erhéhung der
Glucose in pankreatischen Betazellen. Glukokortikoide tragen zu der
Entstehung eines Diabetes mellitus teilweise dadurch bei, dass sie die
Insulinsekretion der Betazellen reduzieren (44, 92, 115). Bei der durch
Dexamethason induzierten Hemmung der Insulinsekretion spielt die von
Glukokortikoiden abhangige Genexpression zumindest teilweise eine Rolle, da
unter dem Einfluss des Glukokortikoidrezeptorantagonisten Mifepriston der
Effekt des Dexamethason verloren geht (44, 92). Zu den Genen, die durch
Dexamethason reguliert werden, gehort unter anderem die Serum- und
Glukokortikoid induzierbare Kinase 1 (SGK1) (149). Die Menge an Transkript
und Protein der SGK1 ist unter Dexamethason erhéht. So zeigt sich bei SGK1
knockout Mausen, dass Dexamethason keine Wirkung auf die Insulinsekretion
hat (140). Die Wirkung der SGK1 ist zumindest teilweise auf die Aktivierung des
spannungsabhangigen Kaliumkanals Ky1.5 zurlckzufihren. Eine erhéhte
Aktivitat des Kyl1.5 vermindert den Eintritt von Ca®*-lonen durch
spannungsabhangige  Kalziumkanale. Durch die verminderte Ca*-
Konzentration kommt es zu einer geringeren Insulinsekretion aus den
pankreatischen Betazellen (140). Der zu Grunde liegende Mechanismus der

Regulation des Ky1.5 durch die SGK1 ist jedoch noch immer unbekannt.

Der spannungsabhangige Kaliumkanal Ky1.5 ist aber nicht nur in
pankreatischen Betazellen, sondern auch in vielen anderen Geweben, so im
Herz (56, 60), im Gehirn (56), in Makrophagen (141), und in glatten

Muskelzellen (2, 7, 101, 107) exprimiert. Die spezielle Lokalisation von Ky-
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Kanalen ist teilweise auf ihre Assoziation mit PDZ-Domanen tragenden
Proteinen zurtckzufihren. Ob eine Interaktion des Ky1.5 mit den NHERF1/2
Isoformen besteht, ist bisweilen unklar. Wie bereits erwahnt, verfligt auch die
SGK1 uUber PDZ-Bindemotive. In wieweit diese bei der Regulation des Ky1.5 in
Zusammenhang mit der SGK1 eine Rolle spielen, ist derzeit noch nicht
erforscht.

Aus diesem Vorwissen lassen sich folgende Fragestellungen formulieren:

1. Welcher molekulare Mechanismus liegt dem stimulativen Effekt der
SGK1 auf den Ky1.5 zu Grunde?

2. Haben die Isoformen NHERF1/2 einen Einfluss auf den Ky1.5 und
wenn ja, welcher molekulare Mechanismus verbirgt sich dahinter?

3. Zeigen die Isoformen NHERF1/2 und die SGK1 einen synergistischen
Effekt auf den Ky1.5?
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Losungen und Substanzen

Kollagenase

Kollagenasen sind Enzyme, die Peptidbindungen zwischen Prolin und anderen
Aminosauren spalten. Bei der Praparation der Oozyten wurde Kollagenase von
Clostridium histolyticum (Collagenase, Type: CLS |IlI, Biochrom AG,
Deutschland) eingesetzt, um die Oozyten aus ihrem Verbund herauszulésen.

Dazu wurden die Kollagenase in der Konzentration 2g/l OR-2 verwendet.

OR-2

Die OR-2-L6sung wurde bei der Praparation der Oozyten zum Waschen und als
Losungsmittel der Kollagenase verwendet. Sie &hnelt der ND 96-LOsung, ist
allerdings frei von Ca*-lonen, die die Aktivitit der Kollagenase mindern

wurden.

Substanz Konzentration

NacCl 82,5 mM
KCI 2,5 mM
MgCl, 1 mM

Tris-Hepes | 5 mM

Tabelle 1: Zusammensetzung des OR-2; pH 7,6

Als  Puffer wurde  Tris-Hepes  (Tris-(hydroxymethyl)-Aminoethan-N-2-
Hydroxyethylpiperazin-N'-2-Ethansulfonat) (pKs 7,4) verwendet.
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ND 96

ND 96 wurde anderem als

elektrophysiologischen Messung verwendet und stellte die Grundlage fir die

unter Perfusionslosung wéahrend der

Aufbewahrungslésung der Oozyten dar.

Substanz | Konzentration
NacCl 96 mM

KCI 2 mM

CaCl, 1,8 mM
MgCl, 1 mM
Tris-Hepes | 5 mM

Tabelle 2: Zusammensetzung des ND 96; pH 7,4

ND 96—-0Oozytenaufbewahrungslosung

Die Oozyten wurden zur Aufbewahrung in ND 96-Ldosung gelagert, die

zusatzlich mit Gentamycin, Theophyllin und Natriumpyruvat versetzt war.

Substanz Konzentration
NaCl 96 mM

KCI 2mM

CaCl, 1,8 mM
MgCl, 1 mM
Tris-Hepes 5mM
Natriumpyruvat | 2,5 mM
Theophyllin 0,5 mM
Gentamycin 50 pgl/l

Tabelle 3: Zusammensetzung

Osmolaritat 200 mOsm

der ND

19

96-Oozytenaufbewa

hrungslésung;

pH

7,4;



Material und Methoden

Brefeldin A

Brefeldin A ist ein Antibiotikum aus dem Pilz Eupenicillium brefeldianum und
stort den anterograden Proteintransport vom Endoplasmatischen Retikulum
zum Golgi-Apparat. Es wurde als anti-viraler Wirkstoff entdeckt (139), wird
heutzutage jedoch hauptsachlich in der Erforschung von intrazellularem

Proteintransport verwendet. Die Oozyten wurden mit 5 uM Brefeldin A inkubiert.

2.2 Expression in Xenopus laevis Oozyten

2.2.1 Allgemeines

Die Oozyten des Sudafrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis sind ein weit
verbreitetes System zur Expression heterologer Proteine. Vor allem die
funktionelle Charakterisierung von Proteinen und im Speziellen von
lonenkanéalen und Membrantransportern wurde durch die Moglichkeit, die die
Oozyten bieten, vorangetrieben. Durch den Durchmesser von 1,0-1,3 mm ist es
relativ einfach mdoglich mittels einer Mikrokapillare cRNA in die Oozyte zu
injizieren. Die dann exprimierten Proteine kénnen im Folgenden mit den
verschiedensten Techniken untersucht werden. Neben der Fahigkeit aus
injizierter cRNA Proteine zu synthetisieren, bietet die Oozyte des Xenopus
laevis noch andere Vorteile: Xenopus laevis kann einfach gehalten und
gezuchtet werden und demnach zu gunstigen Preisen bezogen werden (152).
Die Oozyten sind widerstandsfahig gegenuber dulReren Einflissen und mit den
Substraten, die sie zum Uberleben brauchen, ausgestattet. Aufgrund ihrer
Unabhangigkeit vom auf3eren Nahrungsangebot besitzen sie nur sehr wenig
endogen exprimierte Membrantransporter (143). Dadurch zeigen sie bei
Messungen nur ein sehr geringes Hintergrundsignal durch eigene Proteine und
eignen sich sehr gut zur Untersuchung von Membrantransportern und

lonenkanélen, die sie durch die Injektion von cRNA heterolog exprimieren.
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cDNA

Transkription

cRNA > cRNA

l‘l’ranslation

funktionales Protein

Abbildung 5: In vitro transkripierte cRNA wird mitt els eines Mikroinjektors in die Oozyte injiziert
und dort in funktionale Proteine translatiert. Modif iziert nach (79).

2.2.2 Oozytenpraparation

Die Oozyten wurden in einer Operation den Fréschen enthommen. Dazu legte
man den Frosch fir 20-30 Minuten zum Zweck der Anasthesie in eine Wanne,
die mit einer 0,1 %igen 3-Aminobenzoesaureethylester-Lésung (Sigma,
Deutschland) gefillt worden war. Nach der Uberprifung des Schluckreflexes
zur Sicherstellung der Anéasthesie wurde das Tier mit dem Ricken auf Eis
gelagert und der geplante Operationsbereich mit Povidon-lod (Braunol, B.
Braun, Deutschland) desinfiziert (Abbildung 6). Mit einer Stichinzision in die
Haut von 1 cm Lange und einer Durchtrennung des darunterliegenden Muskels
erreichte man die Ovarien des Frosches. Die benétigte Menge an Oozyten
wurde dann entnommen (Abbildung 7). AnschlieRend verschloss man die
Muskulatur und die Haut jeweils mit resorbierbarem Nahtmaterial (Vicryl 5-0,
Ethicon, Johnson&Johnson, Belgien). Die entnommenen Oozyten wurden in
OR-2 zwischengelagert (Abbildung 8) und der Frosch in ein Behdltnis mit
ausreichend Wasser gelegt, das jedoch nur so hoch stand, dass der Frosch
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nicht ertrinken konnte. Nachdem der Frosch vollstandig aus seiner Anasthesie

erwacht war, wurde er zurtick in sein Aquarium gesetzt.

Abbildung 6: Xenopus laevis in Wanne mit Anasthetikum (3-Aminobenzoesaureethyl  ester 0,1%)
(li.); fur die Operation mit dem Riicken auf Eis gela  gert (re.)

Abbildung 7: Schnittinzision in die Haut zur Entnahme der Oozyten (li.); aus dem Bauchraum
mobilisierte Oozytenpakete auf Parafilm gebettet (re )
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Abbildung 8: Verschluss der Operationswunde mittels chirurgischem Nahtmaterial (li.);
Oozytenpakete nach der Entnahme in OR-2 zwischengela  gert (re.)

Die in OR-2-LOsung zwischengelagerten Oozyten wurden dann mit Hilfe feiner
Pinzetten teilweise separiert, mit OR-2-Losung zwischengespult und sogleich
zur Entfernung der aul3eren Bindegewebsschichten in der Kollagenaselosung
fur 1 Stunde inkubiert. Es folgte eine nochmalige Zwischenspilung mit OR-2-
Losung und eine weitere Inkubation in frischer Kollagenasel6sung. Nach
regelmaiigen Kontrollen unter der Stereolupe wurden die Oozyten nach 0,5 -1
h aus der Lésung entnommen und mit ND 96 klar gespult. Dabei musste auf
den richtigen Zeitpunkt der Entnahme geachtet werden, da ein zu langes
Einwirken der Kollagenase zur Zerstérung der Oozyten geflhrt hatte. Nun
wurden unter der Stereolupe die Oozyten heraus selektiert, die den Stadien V
und VI nach Dumont (47) entsprachen (Abbildung 9). Diese Oozyten wurden bis
zur Injektion der cRNA in Gruppen von 20 Zellen in Petrischalen bei 19 T in

ND 96-Aufbewahrungslésung gelagert.
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Abbildung 9: Vor dem Verdau mittels Kollagenase wurde n die Oozytenpakete zerkleinert (li.);
Selektierte Oozyten auf Netz aufgereiht (re.)

2.2.3 cRNA-Synthese

(1) Die in-vitro cRNA-Synthese benotigte im Prinzip zwei Schritte: Zum einen
die Linearisierung der Plasmid-DNA, die das eingefigte Gen des zu
untersuchenden Proteins enthielt und zum anderen die eigentliche cRNA-
Synthese.

(2) Die eingefuigte DNA sollte am 3'-Ende mittels eines Restriktionsenzyms
geschnitten werden. 10 pg der Plasmid-DNA wurden mit 20 U
Restriktionsenzym und 5 pg 10x Puffer bei einem endgiltigen Volumen von
50 pl bei 37 T uber Nacht inkubiert.

(3) Um sicherzustellen, dass die Linearisierung gegliickt war, wurde ein 5 ug
Aliquot entnommen und mittels Gelelektrophorese Uberprift.

(4) Anschlieend wurde 50 pl Isopropanol und 5 pl von 3 M Natriumacetat
hinzugefigt und fir 10 Minuten inkubiert, um die DNA zum Ausfallen zu
bringen.

(5) Zur Gewinnung der ausgefallten DNA zentrifugierte man die Losung fur 15
min bei 17000 rpm bei 4 T. Das DNA-Pellet wurde dann mit 70 %igem
Ethanol gewaschen und wiederum fir 5 Minuten bei 17000 rpm bei 4 T
zentrifugiert. Nach der Trocknung des Pellets an der Luft, wurde es in 10 pl
DNAase freiem H,O gelost. Die Konzentration der DNA bestimmte man

photospektrometrisch.
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(6) 1 pug linearisierter DNA, 1 pl rNTPS (20 nM), 2,5 pl Cap Analogon, 1 pl
RNAase-Inhibitor und 2,4 pl 10x Transkriptionspuffer wurden gemischt und
zu 1 ul T7 Polymerase hinzugefiigt. Die Loésung wurde dann fir eine Stunde
bei 37 T inkubiert. Nach Zugabe von 1 pl DNAase wurde die Losung flur
weitere 15 Minuten unter stdndigem schutteln weiter inkubiert. Dann gab
man 100 pl DEPC-Wasser und 125 pl Phenolchloroform hinzu  und
zentrifugierte fur 2 Minuten bei 13000 rpm.

(7) Zur Aufreinigung der generierten RNA wurden 100 pul DEPC-Wasser und
125 pl Phenolchloroform zugegeben und die LOosung fur 2 Minuten bei
maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Die obere anorganische Phase
wurde dann mit Vorsicht entnommen und mit 12,5 pl 3 M Natriumacetat und
375 pl Ethanol in ein neues Eppendorf-Gefald gefullt, gemischt und bei 70
T uber Nacht inkubiert.

(8) Nach erfolgter Inkubation erfolgte die erneute Zentrifugation mit 17000 rpm
fur 15 Minuten bei 4 C. Der Uberstand wurde entfer nt und das Pellet mit
200 pul Ethanol gewaschen. Zum Schluss wurde das Pellet an der Luft
getrocknet und in 25 ul DEPC-Wasser gelost. Zur
Konzentrationsbestimmung wurde ein Biophotometer (Eppendorf, Germany)
benutzt. Zusatzlich wurde die Qualitat der RNA mittels Gelelektrophorese

Uberpruft.

2.2.4 cRNA-Injektion

Die Injektion der synthetisierten cRNA erfolgte mittels eines Mikroinjektors
(WPI, Sarasota, USA), der mit Hilfe eines Manipulators gezielt gesteuert
werden konnte. Zur Verdinnung der cRNA wurde DEPC-Wasser verwendet, so
dass die RNA vor RNAasen weitgehend geschuitzt war. Die verdinnte cRNA
wurde mit Glaskapillaren (WPI, Sarasota, USA) injiziert, die mit einem
Mikroelektrodenpuller (DMZ-Universal-Puller, Zeitz, Augsburg) so gezogen
wurden, dass sie eine sehr fein zulaufende Spitze aufwiesen. Die Spitze der
gezogenen Glaskapillaren wurde unter dem Mikroskop von Hand mittels einer

feinen Schere abgeschnitten, so dass sich eine Offnung von 10-20 pm ergab.
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Anschlief3end fullte man die Kapillare mit Paraffin6l, um sie gegen eindringende
Luft zu versiegeln. Nun wurde die zuvor verdinnte cRNA in die Kapillare mit
Hilfe des Mikroinjektors aufgezogen. Dabei wurde darauf geachtet, dass keine
Lufteinschlisse vorhanden waren, da dies die Menge der spéter injizierten
Menge an cRNA hatte verfalschen kénnen. Die zu injizierenden Oozyten
wurden in eine Petrischale mit ND 96 gegeben, die am Boden mit einem Netz
ausgestattet war, so dass die Oozyten bei der Injektion nicht verrutschen
konnten. Pro Oozyte wurden 27,6 nl cRNA mittels Mikroinjektor injiziert. Die
Konzentration der injizierten cRNA ist, wenn nicht anders erwahnt, der Tabelle
4 zu entnehmen. Nach der Injektion bewahrte man die Zellen wieder in ND 96-
Aufbewahrungsmedium auf. Dieses Medium wurde taglich gewechselt und
beschadigte Oozyten wurden aussortiert um das Uberleben der restlichen

Oozyten zu maximieren.
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cRNA Menge der injizierten
cRNA pro Zelle

Kyl.5 0,75 ng
k1.5 0,75 ng
S8AK1.5 0,75 ng

S3PAK V1.5 0,75 ng

509K V1.5 0,75 ng

*Ky1.5 0,75 ng

Kv1.3 0,07 ng
SHMDSGK1 7,50 ng
NHERF1 12,50 ng
NHERF2 12,50 ng
NHERF2AP1 12,50 ng
NHERF2AP2 12,50 ng
Nedd4-2 1,25 ng
“925Nedd4-2 1,25 ng
8382AS468ANedd4_2 1,25 ng

Tabelle 4: Menge der injizierten cRNA

2.3 Elektrophysiologische Messungen

2.3.1 Versuchsaufbau

Vier Tage nach der Injektion der cRNA wurden die elektrophysiologischen
Messungen bei Raumtemperatur vorgenommen. Dazu wurden die Oozyten in
eine Messkammer aus Kunststoff eingelegt, die konstant mit ND 96 mit 20
ml/min durchflossen wurde. Ein kompletter Austausch der Messkammerlésung
war mittels eines Schwerkraftperfusors in ungefahr 10 Sekunden erreicht.
Durch  Mikromanipulatoren bewegte man die Mikroelektroden. Die
Mikroelektroden wurden mittels einem Mikroelektrodenpuller (DMZ-Universal-
Puller, Zeitz, Augsburg) aus Borosilikatglaskapillaren (Typ GC150TF-7.5, 1,5
mm AufRendurchmesser, 1,17 mm Innendurchmesser; Harvard apparatus LTD,

Kent, Gro3 Britannien) hergestellt. Sie wurden mit 3 M KCI-Lésung gefullt und
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Uber einen chlorierten Silberdraht gestulpt, der mit dem Vorverstarker (HS-2A
Headstage, Axon Instruments, USA) verbunden war. Mittels Verstarker
(GeneClamp 500, Axon Instruments, USA), Analog/Digital-Wandler (Digidata
1322A, Axon Instruments, USA) und Computersoftware (pClamp 9.0, Axon
Instruments, USA) konnten die von den Mikroelektroden aufgenommenen
Strome gemessen und visualisiert werden. Um Stérungen zu minimieren,
wurden samtliche Gerate, die sich innerhalb des Faradayschen Kafigs
befanden, einzeln geerdet. Die Experimente wurden mindesten drei Mal mit
verschiedenen Oozytenpraparationen und Froschen durchgefihrt. Unter den
einzelnen Messungen wurden zwar quantitative, jedoch keine qualitativen

Unterschiede beobachtet.

Abbildung 10: Elektrophysiologischer Messplatz fir d ie Voltage-Clamp-Messung

2.3.2 Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp

Bei der Voltage-Clamp-Methode hat der Untersucher die Moglichkeit, das
Membranpotential der Zelle auf einen bestimmten Wert festzulegen, d.h. zu
klemmen. Auf dieser Grundlage aufbauend, wird es ihm ermdglicht den
transmembranéaren Strom zu messen und damit Ruckschlisse auf die Aktivitat

einzelner lonenkanale und Membrantransporter zu ziehen.
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Dazu werden zwei intrazellulare Ableitungen bendttigt. Die erste Elektrode, die
Spannungselektrode Ey misst gegeniuber der Badelektrode Eg das aktuelle
Membranpotential (Vy) der Zelle. Die zweite Elektrode, die Stromelektrode E,
appliziert den Haltestrom (l4) in die Zelle, um das vom Untersucher festgelegte
Membranpotential (Vy) zu erreichen. Der Haltestrom (ly) ergibt sich aus der
Differenz von Vy — V. Diesen Vorgang bezeichnet man als Spannungsklemme.
Der applizierte Strom wird gemessen und gibt den transmembrandren Strom
wieder, der Uber die Zellmembran fliel3t. Dabei entspricht ein negativer Strom
nach Konvention einem Einstrom positiver lonen. Bei Aktivierung eines
lonenkanals verandert sich der Betrag des Haltestrom (ly), der bendétig wird, um
das eingestellte Membranpotential (Vy) aufrecht zu erhalten. Die Veranderung

dient als Maf fur die lonenkanalaktivitat.

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Voltage-Cl amp-Methode. Badelektrode (Esg),
Spannungselektrode (Ey), Stromelektrode (E;), aktuelles Membranpotential (Vv), vom Untersucher
festgelegtes Membranpotential (Vu), Haltestrom (I4)
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2.3.3 Ausfuhrung der Experimente

Nach Einlegen der Oozyte in die Messkammer wurden die Elektroden ebenfalls
in die Messkammer getaucht, anschlieBend der Widerstand der Elektroden
Uberpruft und die Elektroden genullt. Dann wurde mit den Elektroden in die
Zelle eingestochen bis sich eine Anderung des gemessenen Potentials
entsprechend dem Ruhemembranpotentials der Oozyten zeigte. Es wurde in
den Voltage-Clamp-Modus gewechselt, d.h. die Zelle auf V = -60 mV geklemmt.
Daraufhin begann man mit dem Programm Clampex (Axon Instruments, USA)
die Messung (Aquisitionsrate von 10kHz). Da der Kyl.5 einen
spannungsabhangigen Kaliumkanal darstellt, wurde ein Protokoll gewahlt, das
bei V = -150 mV beginnend in 10 mV-Schritten bis V = +50 mV eine
vollstdndige  Aktivierung des Kanals erbrachte. Ein Ablauf einer
Originalmessung ist in Abbildung 12 - Abbildung 14 dargestellt. Nach
Beendigung des Protokolls wurde der Voltage-Clamp-Modus verlassen und die

nachste Zelle in die Messkammer eingelegt.

Das Mald fur die Aktivierungskinetiken des Kyl.5 war der maximale Strom
wahrend einem -60 mV Test-Puls, der gefolgt wurde von 200 ms dauernden
Pulsen von V = -50 mV bis V = +50 mV.

Die Inaktivierung wurde mittels einem aus zwei Pulsen bestehenden Protokoll
bestimmt, wobei sich der erste 1 s dauernde Puls von V = -60 mV bis V = +40
mV erstreckte und gefolgt wurde von dem zweiten 200 ms dauernden Puls bis
V=+70 mV.

Fur die Brefeldin A-Versuche wurden die Oozyten vor der Messung in Brefeldin
A (5 uM) vorinkubiert. Zu den in Abbildung 26 gezeigten Zeitpunkten wurden

einzelne Zellen entnommen und mittels Voltage-Clamp-Technik gemessen.
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Abbildung 12: Originalbild der Voltage-Clamp-Messung in der Clampex Software. Darstellung mit
digitaler Filterung. Gezeigt ist der erste Puls. Im oberen Bildabschnitt ist der Strom, im unteren die
Spannung aufgetragen. Es zeigt sich bei einer Spannung von V = -150 mV keine Aktivierung des Ky1.5.
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Abbildung 13: Originalbild der Voltage-Clamp-Messung in der Clampex Software. Darstellung mit

digitaler Filterung. Bei Ablauf des 13. Pulses beginnt sich der Ky1.5 bei V = -30 mV zu 6ffnen.
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Abbildung 14: Originalbild der Voltage-Clamp-Messung in der Clampex Software. Darstellung mit

digitaler Filterung. Bei dem hier gezeigten 21. Puls ist die maximale Aktivierung des Ky1.5 erreicht.
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2.3.4 Auswertung und Statistik
Zur Auswertung der elektrophysiologischen Messung wurde das Programm
Clampfit (Axon Instruments, USA) benutzt. Der Betrag des 20. Sweeps, d.h.

des 20. Puls einer Messung wurde als Strom fir die Statistik herangezogen.

Abbildung 15: Schematische Darstellung der Auswertun g des Ky1.5-Stromes. Der maximale Betrag
des 20. Sweeps wurde in Clampfit ausgewertet. | (Strom), t (Zeit), Ikv1.5 (ausgewerteter Strom des K,1.5)

Die Daten zeigen den arithmetischen Mittelwert und den Standardfehler (SEM).
,N“ gibt dabei die Anzahl der untersuchten Oozyten wieder. Alle Experimente
wurden mit Oozyten von mindestens drei unterschiedlichen Fréschen

wiederholt. Alle Werte wurden mittels ANOVA auf Signifikanz geprift und nur
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Werte mit p<0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen und
entsprechend gekennzeichnet.

2.4 Western-Blot

Zum Nachweis der in den Oozyten exprimierten Proteine wurden ,Western-
Blots* angefertigt. Dazu wurden die Oozyten mittels Lyse Puffer (50 mM Tris,
0,5 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 100 mM NaCl, 1 % Triton x-100, 100 uM
Natriumorthovanadiumséaure und einem Protease Inhibitor Cocktail (Roche,
Mannheim)) lysiert. Die Proteine wurden dann auf einem 8 % Polyacrylamidgel
aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen. Nach dem
Blockieren mit fettfreier Milch inkubierte man die Blots Gber Nacht mittels der
jeweiligen Antikorper (Tabelle 5). Die sekundaren Peroxidase konjugierten anti-
IgG-Antikorper wurden fir die Detektion mittels Chemilumineszenz benutzt.
Gearbeitet wurde mit dem ,enhanced chemiluminescent ECL kit* (Amersham,

Freiburg).

Zur Bestimmung der Expression des Ky1.5 in der Plasmamembran praparierte
man zuerst die Membranen (9). Die gewonnenen Pellets wurden in SDS
Probenpuffer gelost, in ein 8 % Polyacrylamidgel geladen und auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen bei 100 V fur 60 min. Fir den Immunoblot
wurde ein anti-Ky1.5 Antikorper (Tabelle 5) benutzt. Nach dem Blockieren mit
fettfreier Milch wurden die Blots wieder tber Nacht bei 4 T inkubiert. Wiederum
verwendete man als sekundarer Antikérper ein anti-Kaninchen IgG-Antikérper
und. Die Intensitat der Banden wurde mit Hilfe der Quantity One Analysis

Software (Biorad, Munchen) quantifiziert.
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Antigen Antikorper

SGK1 Rabbit anti-SGK1 (Upstate, Waltham,
Ma, USA)

NHERF1 Rabbit anti-NHERF1 (Alomone labs,
Jerusalem, Israel)

NHERF2 Rabbit anti-S-tag-HRP (Merck,
Darmstadt)

Ky1.5 Rabbit anti-Ky1.5 (Sigma, St.Louis, MO,
USA)

Phospho -Serin/Threonin Rabbit anti-phospho (Ser/Thr) 110B7E
(Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA)

Ubiquitin Mouse anti-ubiquitin  (Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA)

Tabelle 5: Antikorper fur Westernblotting / Coimmun oprazipitation

2.5 Zielgerichtete Mutagenese

Die neu zu generierenden Mutanten des Ky1.5 wurden mittels zielgerichteter
Mutagenese hergestellt. Dazu wurde das ,QuikChange site-directed
mutagenesis kit* (Stratagene, Heidelberg) entsprechend der Anweisungen des
Herstellers verwendet. Fur die Mutanten, denen das N-terminale (Ky1.5AN, AS
123-126) bzw. das C-terminale Ende (Ky1.5AC, AS 598-601) fehlen sollte,
wurden die Primer entsprechend Tabelle 6 benutzt. Die Primer zur Herstellung
der Mutanten ™**Ky1.5, S#Ky1.5, S°%*K,1.5, %°°%Ky1.5 sind ebenso in der
Tabelle 6 aufgefiihrt. Die *Ky1.5 Mutante wurde ausschlieRlich mittels der
sense Primer hergestellt. Die Mutanten der SGK1 (°**?PSGK1), des NHERF2
(NHERF2AP1, NHERF2AP2) und der Nedd4-2 (33%2A54%%ANedd4-2) standen
bereits aus friheren Projekten zur Verfugung. Nach erfolgter Mutagenese

wurden zum Nachweis der Mutation alle Mutanten sequenziert.
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Mutante Primer

Ky1.5AN |[s:5 CTCGGGTTTGCGCTTTGGCACCCTGGCGCAG 3

as: 5 CTGCGCCAGGGTGCCAAAGCGCAAACCCGAG 3
Ky1.5AC |s:5 CTGGACACTAGCCGGTAAAGAGAGATCGAG 3

as: 5 CTCGATCTCTCTTTACCGGCTAGTGTCCAG 3’
%%Ky1.5 |s:5 CGAGGAGGCGCGCCGCACACGAGGATGCGGGC 3
as: 5 GCCCGCATCCTCGTGTGCGGCGCGCCTCCTCG 3';
*81%Ky1.5 | s: 5 CAGCCTAGAAGGCCAGCTGCTGAGGATGAGGAG 3
as: 5" CTCCTCATCCTCAGCAGCTGGCCTTCTAGGCTG 3.
S%AKy1.5 | s: 5 CATCCAGAGGCGGGAGGCTGGGCTGGACACAGGAG 3
as: 5 CTCCTGTGTCCAGCCCAGCCTCCCGCCTCTGGATG 3
S99K,1.5 | s: 5 CAGTATCAGAAGGGGTGCCTGTCCTCTAGAAAAG 3
as: 5 CTTTTCTAGAGGACAGGCACCCCTTCTGATACTG 3

Tabelle 6: Primer fir die zielgerichtete Mutagenese

2.6 Coimmunoprazipitation

Zum Nachweis der Bindung zwischen Ky1.5 und den Geristproteinen
NHERF1/2 wurden Coimmunoprazipitationsexperimente durchgefuhrt. Dazu
wurden Antikoérper gegen Ky1.5 (Tabelle 5) an Protein A/G PLUS-Agarose-
Partikel (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg) in Oozyten Lyse Puffer (120
mM NacCl, 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.5 % NP-40 ergdnzt mit einem Protease
Inhibitor Cocktail (Roche, Mannheim)) Uber Nacht bei 4 T gebunden. Die
Partikel wurden dann zu dem Lysat der Oozyten hinzugegeben und fir zwei h
wiederum bei 4 T inkubiert. Danach wurde drei Mal mit Wasch-Puffer | (100
mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA, 500 mM LiCl, 0.5 % NP-40)
und zwei Mal mit Wasch-Puffer 11 (100 mM NacCl, 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM
EDTA, 0.5 % NP-40) gespiilt. AnschlielRend wurden die Partikel mit 40 pl SDS-
PAGE Puffer in Suspension gebracht und fur funf min auf 95 T erhitzt. Die
Proben wurden dann wie im Kapitel 2.4 ,Western-Blot“ beschrieben, weiter

verarbeitet.
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2.7 Nachweis der K 1.5 Ubiquitinierung

Die Ubiquitinierung wurde mittels Coimmunoprazipitation ahnlich wie im Kapitel
2.6 ,Coimmunoprazipitation“ mit nachfolgendem ,Western-Blot* wie in Kapitel
2.4 Western-Blot“ beschrieben, durchgefiihrt. Zudem wurde ein UbiQapture™-
Q kit (BIOMOL, Hamburg) nach Anleitung des Herstellers verwendet. Fur die
Coimmunoprazipitation wurden anti-Ky1.5 Antikérper (Tabelle 5) an Protein A/G
PLUS-Agarose-Partikel (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg) in Oozyten Lyse
Puffer (120 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.5 % NP-40 erganzt mit
Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Mannheim)) zwei h bei Raumtemperatur
gebunden. Die Partikel wurden dann tber Nacht bei 4 T zu isolierten Oozyten
Plasmamembranen hinzugegeben. AnschlieRend wurden die Partikel finf Mal mit
Waschpuffer | (100 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA, 500 mM
LiCl, 0.5 % NP-40) und funf Mal mit Waschpuffer 1l (100 mM NaCl, 20 mM Tris-
HCI pH 8.0, 1 mM EDTA, 0.5 % NP-40) gespult. Danach wurden die Partikel mit
40 pl SDS-PAGE Probenpuffer in Suspension tberfuhrt und bei 100 < fir funf
min erhitzt. Die Proben wurden weiter wie in Kapitel 2.4 ,Western-Blot”

verarbeitet.

Um die ubiquitinierten Proteine mittels dem UbiQapture™-Q Kit zu isolieren,
wurden iber Nacht bei 4 T 50 pg einer Probe auf die ,affinity UbiQapture™-Q
matrix“ aufgetragen. Die Matrix wurde dann zwei Mal mit Waschpuffer
gewaschen, der zu 9 Teilen aus PBS und zu einem Teil aus Oozyten Lyse Puffer
bestand. Die Verbindung aus Ubiquitin und Protein wurden daraufhin durch
Zugabe von 80 pl PBS und 25 pl 5x SDS-PAGE Ladepuffer von der Matrix gelost.

Die so erhaltenen Proben wurden durch ,Western-Blot" weiter untersucht.

2.8 Nachweis der K 1.5 Phosphorylierung

Die Phosphorylierung des Kyl1.5 wurde mittels Coimmunoprazipitation und
~Westernblotting” wie bereits in den Kapiteln 2.4 ,Western-Blot* und 2.6
~.Coimmunoprézipitation* beschrieben, nachgewiesen. Dazu wurde ein

Kaninchen anti-phospho (Ser/Thr) Antikorper verwendet.
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3 Versuche und Ergebnisse

3.1 Molekulare Mechanismen der Stimulation durch NH ERF1/2

3.1.1 Stimulation durch NHERF1/2

Zur Uberprifung der Hypothese, dass die Geristproteine NHERF1 und
NHERF2 den Kaliumkanal Ky1.5 regulieren, wurde der Kanal in Xenopus laevis
Oozyten mit und ohne Gerustproteine exprimiert. In der Voltage-Clamp-
Messung zeigte sich, dass sich sowohl bei der Koexpression mit NHERF1 als
auch mit NHERF2 der messbare Strom erhdht (siehe Tabelle 7 und Abbildung
16). Zur Verdeutlichung sind in Abbildung 17 die Originalspuren der Messung
gezeigt.

Injizierte cRNA | % der Kontrolle + SEM
Ky1l.5 + NHERF1 | 162,2 + 17,6
Kvl1l.5 + NHERF2 | 160,5 + 17,0

Tabelle 7: Normalisierter Strom in % + SEM gegeniiber d  er Kontrollgruppe K 1.5 alleine
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Abbildung 16: Die Geristproteine NHERF1 und NHERF2 st imulieren den K y1.5-Strom in Xenopus
laevis Oozyten. Die Oozyten wurden mit Wildtyp Ky1.5 alleine oder mit NHERF1 oder NHERF2
zusammen injiziert. Oozyten, die nur mit NHERF1, NHERF2 oder Wasser (n.i.) injiziert waren, dienten als
Kontrolle. Vier Tage nach der Injektion wurde mittels der Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Technik der
Kv1l.5 Strom gemessen. Aufgetragen sind das arithmetische Mittel + SEM der Ky1.5-Stréme, in jedem
Einzelexperiment wurde auf die Gruppe Ky1.5 normalisiert. * zeigt den statistisch signifikanten Unterschied
zu Oozyten, die nur mit Ky1.5 cRNA injiziert waren (p<0,05); n=15
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Abbildung 17: Originalspuren aus der Zwei-Elektroden -Voltage-Clamp-Messung der dargestellten
Gruppen

Zusatzlich zur Uberprufung des absoluten Stromes wurde untersucht, ob eine
Koinjektion mit NHERF2 die Kinetiken des lonenkanals Ky1.5 verandert. Dazu
wurden die Aktivierungs- und Inaktivierungskinetiken erfasst und in Abbildung
18 dargestellt. Es zeigt sich, dass NHERF2 keinen Effekt auf die Kanalkinetiken
hat.
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Abbildung 18: Strom-Spannungskurve der dargestellten Gruppen

3.1.2 Kyl.5 interagiert direkt mit NHERF2

Die meisten Proteininteraktionen mit PDZ-Domanen spielen sich an den letzten
vier Aminosauren des C-terminalen Endes des interagierenden Proteins ab. Der
Kaliumkanal Ky1.5 tragt ein typisches PDZ-Bindemotiv am C-Terminus (E-T-D-
L) und ein atypisches PDZ-Bindemotiv im Bereich des N-Terminus. Dieses
atypische PDZ-Bindemotiv sitzt am Ende eines Haarnadelmotivs, wodurch ein
freies C-terminales Ende, &hnlich dem C-terminalen PDZ-Bindemotiv, simuliert
wird. Es sitz nahe an der ,T1 assembly Domane*®, die wichtig fur die korrekte
Anordnung der Untereinheiten des Kanals ist. Zum Nachweis, dass der
Kaliumkanal Ky1.5 und die beiden Gerustproteine NHERF1 und NHERF2 eine
direkte Bindung eingehen, wurden Coimmunoprazipitationsexperimente
durchgefuhrt. Dazu wurden Oozyten mit Ky1.5-cRNA alleine oder mit der cRNA
von NHERF1 oder NHERF2 injiziert. Die Abbildung 19 zeigt, dass die

Gerustproteine in den mittels anti-Ky1.5 Antikdrper coimmuniprazipitierten
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Proben nachgewiesen werden konnten. Damit wurde die direkte Interaktion von
Kv1l.5 mit NHERF1 und NHERF2 bewiesen.

IP: anti-Kv1.5 IP: anti-Kv1.5
KDa KDa
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Abbildung 19: Die Gerlstproteine NHERF1 und NHERF2 in  teragieren mit dem K y1.5 im Xenopus
laevis Modell. Oozyten wurden mit Wildtyp Ky1.5 alleine oder zusammen mit NHERF1 oder NHERF2
injiziert. Nach vier Tagen wurde Ky1.5 coimmunoprazipitiert. Mit den Proben wurde anschlieRend ein
Immunoblot mit Antikérpern gegen NHERF1 oder NHERF2 angefertigt.

3.1.3 Das C-terminale PDZ-Bindemotiv ist essentiell fur die Stimulation
durch NHERF2

Um zu klaren, welches der beiden PDZ-Bindemotive fiur die funktionelle
Interaktion zwischen Ky1.5 und NHERF2 zustandig ist, wurden Mutanten des
Kanals mittels zielgerichteter Mutagenese hergestellt. Zum einen wurde eine
Mutante, der das C-terminale PDZ-Bindemotiv fehlt (Ky1.5AC) und zum
anderen eine Mutante, die nicht mehr Uber ihr N-terminales Ende verflgt
(Kv1.5AN), kreiert. AnschlieRend wurde ihre Aktivitat alleine und in Koinjektion
mit NHERF2 mittels Voltage-Clamp gemessen (Originalspuren siehe Abbildung
20).
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Abbildung 20: Originalspuren aus der Zwei-Elektroden -Voltage-Clamp-Messung der dargestellten
Gruppen
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Abbildung 21: Das C-Terminale PDZ-Bindemotiv wird fii  r die Stimulation des K v1.5 durch NHERF2
bendtigt. Xenopus laevis Oozyten wurden mit Wildtyp Ky1.5, Ky1.5AN, Ky1.5AC alleine oder mit NHERF2
zusammen injiziert. Vier Tage nach der Injektion wurden die Strdme elektrophysiologisch erfasst.
Aufgetragen sind das arithmetische Mittel + SEM der Ky1.5-Strdme, in jedem Einzelexperiment wurde
dabei auf die Gruppe Ky1.5 normalisiert. * zeigt den statistisch signifikanten Unterschied zu Oozyten, die
nur mit Ky1.5 cRNA injiziert waren (p<0,05); n=12

Injizierte cRNA % der Kontrolle * SEM
Kv1.5 + NHERF2 133,9+8,9

Kv1.5AN 98+24
Kv1.5AN + NHERF2 | 9,9+ 2,3
Kv1.5AC 133,3+22,5

Kv1.5AC + NHERF2 | 105,0 £17,3

Tabelle 8: Normalisierter Strom in % + SEM gegentiber d  er Kontrollgruppe K 1.5 alleine; n=12
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Wie in Abbildung 21 und Tabelle 8 gezeigt, offenbarte die Ky1.5AN-Mutante
jedoch fast keinen messbaren Strom mehr. Im Gegensatz dazu hatte die
Mutante ohne C-terminales Ende (Ky1.5AC) quantitativ vergleichbare Strome
wie der Wildtyp. NHERF2 war nicht mehr in der Lage die Ky1.5AC-Strome zu
erhohen.

- - S | —= |B: anti-NHERF2

Abbildung 22: Die Expression des NHERF2 wurde mittels -Western-Blot* aus Lysaten der
kompletten Oozyte Uberpruft.

Um auszuschliel3en, dass diese Ergebnisse auf einer fehlenden Expression des
NHERF2 beruhten, wurden ,Western-Blots* aus den Zelllysaten préapariert
(Abbildung 22). Eine fehlerhafte NHERF2 Expression wurde damit
ausgeschlossen. So lasst sich aus dieser Beobachtung schlussfolgern, dass
das C-terminale PDZ-Bindemotiv mal3geblich an der Regulation des Kyl1.5
durch NHERF2 beteiligt ist.
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Abbildung 23: Strom-Spannungskurve der dargestellten Gruppen

Um sicherzustellen, dass die Kyl.5-Mutanten keine veranderten Kinetiken
aufwiesen, wurden wiederum die Aktivierungs- und Inaktivierungskinetiken
gemessen und in Abbildung 23 dargestellt. Es zeigte sich kein Unterschied im
Vergleich zum Wildtyp.

Die leicht geringer ausfallende Zunahme des Ky1.5-Stromes nach Koinjektion
mit NHERF2 bei dieser Serie der Experimente im Vergleich zu den
Experimenten, die in Abbildung 16 gezeigt wurden, kénnte die variable exogene
NHERF2-Expression bei unterschiedlichen Batches wiederspiegeln. Die
Kv1l.5AC-Mutante zeigte bei gleicher Injektionsmenge der cRNA eine starkere
Aktivitat als der Wildtyp. Dieser Umstand konnte auf eine Sattigung der
Proteinexpression hindeuten. Wenn das der Fall ware, hatte man naturlich
keine weitere Stimulation durch NHERF2 erwarten konnen. Um
auszuschlie3en, dass der gemessene hohe Strom einer weiteren Steigerung
durch  NHERF2 im Wege stand, wurde die Ky1.5AC-Mutante in
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unterschiedlichen Konzentrationen alleine oder zusammen mit NHERF2
injiziert. Die funktionellen Ergebnisse, die aus Abbildung 24 zu entnehmen sind,
zeigen, dass NHERF2 keine aktivierende Wirkung auf die Ky1.5AC-Mutante bei

den verschieden Konzentrationen hatte.
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Abbildung 24: NHERF2 kann den K y1.5AC-Strom auch bei den angegebenen Konzentrationen nic  ht
modulieren. Xenopus laevis Oozyten wurden mit Ky1.5AC alleine oder mit NHERF2 zusammen in den
angegebenen Konzentrationen injiziert. Vier Tage nach der Injektion wurden die Stréme
elektrophysiologisch erfasst. Aufgetragen sind der Strom in pA + SEM der Ky1.5AC-Stréme; n=15

3.1.4 NHERF2 erhoht die K 1.5 Membranexpression
Zusatzlich zu der Gerustfunktion von NHERF2, spielt NHERF2 eine Rolle bei
der Endo- und Exozytose. Die in Abbildung 25 gezeigten Ergebnisse
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demonstrieren, dass NHERF2 die Ky1.5-Aktivitat dadurch reguliert, indem es

die Membranexpression des Kanals erhoht.
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Abbildung 25: NHERF2 erhéht die K 1.5 Membranexpression. Xenopus laevis Oozyten wurden mit
Wildtyp Ky1.5 alleine oder zusammen mit NHERF2 injiziert. Vier Tage nach der Injektion wurde die Ky1.5
Expression mittels ,Western-Blot“ aus isolierten Plasmamembranen bestimmt.

3.1.5 NHERF2 stabilisiert den K 1.5 in der Plasmamembran

Die erhohte Membranexpression konnte NHERF2 durch zwei unterschiedliche
Mechanismen bewerkstelligen. Zum einen kénnte NHERF2 daflir Sorge tragen,
dass mehr Ky1.5 in die Membran eingebaut wird, zum anderen aber kdnnte es
auch die Internalisierung des Kanals blockieren. Um festzustellen welcher der
beiden Mechanismen vorliegt, wurden Voltage-Clamp Messungen von Oozyten
durchgefuhrt, die Ky1.5 alleine oder zusammen mit NHERF2 exprimierten. Die
Zellen wurden zuvor mit Brefeldin A (5 uM) inkubiert und zu den in Abbildung 26
angegebenen Zeitpunkten zur Messung entnommen. Brefeldin A blockiert die
zellularen Sekretionsmechanismen durch die Inhibition des anterograden
Transports vom Endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat. Wenn nun
also NHERF2 einen stabilisierenden Effekt auf Ky1.5 hatte, wiirde die Abnahme
des Stromes uber die Zeit gesehen in der Kontrollgruppe schneller vonstatten

gehen als in der Gruppe, die mit NHERF2 koinjiziert war.
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Abbildung 26: NHERF2 stabilisiert den K 1.5 in der Plasmamembran. Xenopus laevis Oozyten
wurden mit Wildtyp Ky1.5 alleine oder zusammen mit NHERF2 injiziert. Vier Tage nach Injektion wurde
mittels Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp die Ky1.5 Aktivitdt von Oozyten bestimmt, die die angegebene Zeit
mit Brefeldin A (5 uM) inkubiert worden waren. Gezeigt ist der relative Strom + SEM von inkubierten
Oozyten gegentber Oozyten, die nicht mit Brefeldin A (5 uM) inkubiert worden waren. * zeigt den
statistisch signifikanten Unterschied gegeniiber Oozyten, die mit Ky1.5 alleine injiziert worden waren
(p<0,05).

Die Inkubation der Oozyten mit Brefeldin A (5 uM) fuihrte zu der kontinuierlichen
Abnahme der Kanalaktivitat. Diese Abnahme war allerdings in Zellen, die Ky1.5
alleine exprimierten signifikant schneller als in Zellen, die Ky1.5 und NHERF2
exprimierten (Abbildung 26). Diese Daten legen nahe, dass NHERF2 einen

stabilisierenden Effekt auf den Kaliumkanal Ky1.5 hat.

3.1.6 Synergistischer Effekt von SGK1 und NHERF2

Aus friheren Untersuchungen war bekannt, dass der Kaliumkanal Ky1.5 durch
die Serum- und Glukokortikoid induzierbare Kinase 1 (SGK1) reguliert wird.
Zusatzlich wusste man, dass die SGK1 mit NHERF2, aber nicht mit NHERF1 in

Interaktion treten kann, und zwar Uber das C-terminale PDZ-Bindemotiv der
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SGK1 und der zweiten PDZ-Doméne des NHERF2. So lag die Vermutung
nahe, dass die SGK1 und das Gerustprotein NHERF2 zusammen synergistisch
auf Ky1.5 einwirken kénnten. Um diesen Zusammenhang zu Uberprifen, wurde
Kv1l.5 in Koinjektion mit SGK1 und NHERF1 oder NHERF2 untersucht. Es
wurde eine Mutante der SGK1 benutzt, und zwar die S***°SGK1, die eine
konstitutiv aktive Mutante darstellt. Wie in Kapitel 1.3 beschrieben, wird diese
Mutante direkt nach Expression in ihre volle Aktivitdt gebracht. Mit Hilfe dieser
Mutante wurde vermieden, dass die Kinase in verschiedenen Aktivitatsgraden

in der Xenopus laevis Oozyte vorlag.

Injizierte cRNA % der Kontrolle + SEM
Kv1l.5 + NHERF1 162,2+17,6
Kv1l.5 + NHERF2 160,5+ 17,0
Kyl.5 + >**PSGK1 285,5+21,8

Ky1.5 + 5*?*PSGK1 + NHERF1 | 334,2 + 57,9
Ky1.5 + 5**PSGK1 + NHERF2 | 459,1 + 44,4

Tabelle 9: Normalisierter Strom in % + SEM der Kontrol  Igruppe K 1.5 alleine; n=15
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Abbildung 27: Die SGK1 und NHERF2 wirken synergistisc ~ h auf den K y1.5. Xenopus laevis Oozyten
wurden mit Wildtyp Ky1.5 alleine oder zusammen mit >*?°SGK1, NHERF1, NHERF2 oder in Kombination
injiziert. Vier Tage nach der Injektion wurden die Ky1.5-Stréme mittels Voltage-Clamp gemessen. Gezeigt
sind das arithmetische Mittel £+ SEM, in jedem Einzelexperiment wurde dabei auf die Gruppe Ky1.5
normalisiert. * zeigt den statistische signifikanten Unterscheid gegeniiber der Gruppe KV1.5 alleine
(p<0,05). # zeigt den statistisch signifikanten Unterschied gegeniiber der Gruppe Kyl1.5 + S*?°SGK1
(p<0,05); n=15

Wie in Abbildung 27 zu erkennen, konnte der stimulierende Effekt durch die
S442DgGK1 mittels der zusatzlichen Injektion mit NHERF2 noch weiter potenziert
werden. Die gemeinsame Injektion von ***°SGK1 und NHERF1 allerdings
brachte im Vergleich zur alleinigen Injektion von S**PSGK1 keine signifikante
Steigerung des Stromes in der Voltage-Clamp-Messung hervor. Die

Originalspuren der Messung sind der Abbildung 28 zu entnehmen.
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Abbildung 28: Originalspuren aus der Zwei-Elektroden -Voltage-Clamp-Messung der dargestellten
Gruppen

Die oben untersuchten Gruppen wurden auch einer Uberprifung der
veranderten Kanalaktivitat unterzogen. Die Aktivierungs- und
Inaktivierungskinetiken zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen den

verschiedenen Gruppen (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Strom-Spannungskurve der dargestellten Gruppen

3.1.7 NHERF2 interagiert mit K /1.5 Uber seine zweite PDZ-Doméane

Da NHERF2 Uber zwei PDZ-Domanen verfugt, sollte die PDZ-Domane
identifiziert werden, die fir die Stimulation des Kyl1.5 benétigt wird. Dazu
wurden zwei Mutanten benutzt. Die erste Mutante verfugte Uber keine
funktionierende erste PDZ-Doméane (NHERF2AP1) und die zweite Mutante
nicht Gber eine funktionierende zweite PDZ-Domane (NHERF2AP2). Zuerst
wurde Kyl.5 in Koexpression mit der SGK1 und der ersten Mutante
NHERF2AP1 gebracht (siehe Tabelle 10 und Abbildung 30).
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Injizierte cRNA

% der Kontrolle = SEM

Ky1.5 + S*?PSGK1 285,5 + 21,8
Ky1.5 + NHERF2AP1 235,7 + 34,0
Ky1.5 + S*?PSGK1 + NHERF2AP1 | 495,7 + 62,5

Tabelle 10: Normalisierter Strom in % + SEM gegentiber

der Kontrollgruppe K 1.5 alleine; n=15
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Abbildung 30: NHERF2 AP1 ist in der Lage den stimulativen Effekt der
steigern. Xenopus laevis Oozyten wurden mit Wildtyp Ky1.5 alleine oder zusammen mit NHREF2AP1
und/oder $***PSGK1 injiziert. Vier Tage nach der Injektion wurde der Ky1.5-Strom elektrophysiologisch
gemessen. Gezeigt sind das arithmetische Mittel + SEM, in jedem Einzelexperiment wurde dabei auf die
Gruppe Ky1.5 normalisiert. * zeigt den statistisch signifikanten Unterschied gegeniiber der Gruppe Kv1.5
alleine (p<0,05). # zeigt den statistisch signifikanten Unterschied gegeniiber der Gruppe Kyl.5 +

S422D55K1 (p<0,05); n=15

S422D
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Es zeigte sich, dass eine Koinjektion der Kinase mit NHERF2AP1 immer noch
eine weitere Steigerung des zu messenden Stromes mit sich brachte (siehe
Tabelle 10, Abbildung 30 und Originalspuren Abbildung 31).

I

Kv1.5 Kv1.5 + S422DS5GK1
f 2
= -

Kv1.5 + NHERF2AP1 Ki1.5 + 222086k +
NHERF2AP1

Abbildung 31: Originalspuren aus der Zwei-Elektroden -Voltage-Clamp-Messung der dargestellten
Gruppen

Auch die Aktivierungs- und Inaktivierungskinetiken blieben unverandert (siehe
Abbildung 32).
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Abbildung 32: Strom-Spannungskurve der dargestellten Gruppen

Im nachsten Schritt wurde die zweite Mutante NHERF2AP2 zur Koinjektion
gebracht. Im Gegensatz zur ersten Mutante konnte NHERF2AP2 den
stimulativen Effekt der SGK1 nicht weiter verstarken (siehe Abbildung 33 und
Originalspuren in Abbildung 34). Der gemessene Strom in der Gruppe, die mit
SGK1 und NHERF2AP2 koinjiziert war, unterschied sich nicht signifikant von
der Gruppe, die mit SGK1 alleine injiziert wurde. So spielt die zweite PDZ-
Domaéane eine entscheidende Rolle bei der Interaktion zwischen der Kinase
SGK1 und dem Geristprotein NHERF2.
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Abbildung 33: NHERF2 AP2 kann den stimulativen Effekt der — >**?°SGK1 nicht weiter verstarken.

Xenopus laevis Oozyten wurden mit Wildtyp Ky1.5 alleine oder zusammen mit NHREF2AP2 und/oder
S422D5GK1 injiziert. Vier Tage nach der Injektion wurde der Ky1.5-Strom elektrophysiologisch gemessen.
Gezeigt sind das arithmetische Mittel + SEM, in jedem Einzelexperiment wurde dabei auf die Gruppe
Kv1.5 normalisiert. * zeigt den statistisch signifikanten Unterschied gegenuber der Gruppe Ky1.5 alleine
(p<0,05); n=15
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Kv1.5 Kv1.5 + 5422D5GK1
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Kv1.5 + NHERF2AP2 Kv1.5 + 54220SGK1 +
NHERF2AP2

Abbildung 34: Originalspuren aus der Zwei-Elektroden -Voltage-Clamp-Messung der dargestellten
Gruppen

Die Messung der Aktivierungs- und Inaktivierungskinetiken erbrachte keine
unterschiedlichen Ergebnisse im Vergleich zwischen den verschiedenen
Gruppen (siehe Abbildung 35).
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Abbildung 35: Strom-Spannungskurve der dargestellten Gruppen

3.1.8 Effekte des NHERF sind spezifisch fur K 1.5

Es gibt einige Kaliumkanéle der Ky-Familie, die Uber ein PDZ-Bindemotiv
verfigen, das mdglicherweise auch von Proteinen erkannt wird, die ihrerseits
eine PDZ-Domane tragen. Ein Vertreter der Ky-Familien, der auch ein PDZ-
Bindemotiv tragt, ist der spannungsabhéngige Kaliumkanal Ky1.3. In
vorangegangenen Studien wurde bereits gezeigt, dass der Ky1.3 zudem durch
die SGK1 stimuliert wird. Es liegt also der Schluss nahe, dass NHERF1 oder
auch NHERF2 den Kaliumkanal Ky1.3 ebenfalls beeinflussen kdnnten. Um
diese Theorie zu Uberprufen, wurde Kyl1.3 in Koexpression mit der Kinase
SGK1 oder NHERF1/2 gebracht und anschlielend mittels Voltage-Clamp

elektrophysiologisch gemessen.
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Injizierte cRNA % der Kontrolle + SEM
Ky1.3 + >**’SGK1 | 410,8 + 61,9

Kv1l.3 + NHERF1 | 135,0 +30,1

Kvl.3 + NHERF2 | 88,6 +£11,1

Tabelle 11: Normalisierter Strom in % = SEM gegenuber  der Kontrollgruppe K 1.3 alleine; n=23

5. .
. |
: |
h
g 7
0
2 2
£ [
2 11 I ! ¢
0 oS N N a2
N
Q N - < <
o xé x‘$
X % 0y

Abbildung 36: Weder NHERF1 noch NHERF2 stimuliert den Kv1.3. Xenopus laevis Oozyten wurden
mit Wildtyp Kyv1.3 alleine oder zusammen mit *?°SGK1, NHERF1 oder NHERF2 injiziert. Vier Tage nach
der Injektion wurde per Voltage-Clamp der Ky1.3-Strom ermittelt. Gezeigt sind das arithmetische Mittel +
SEM, in jedem Einzelexperiment wurde dabei auf die Gruppe Ky1.3 normalisiert. * zeigt den statistisch
signifikanten Unterschied gegentiber Gruppe Ky1.3 alleine (p<0,05); n=45

Entgegen der Hypothese zeigte sich, dass weder NHERF1 noch NHERF2 in
der Lage waren die Aktivitat des Ky 1.3 signifikant zu erhéhen (siehe Tabelle 11
und Abbildung 36). Der bereits bekannte stimulative Effekt der SGK1 auf den
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Kaliumkanal konnte reproduziert werden. Um eine fehlende Proteinexpression
der NHERF-Proteine auszuschlieRen, wurden ,Western-Blots* angefertigt
(siehe Abbildung 37).

| —= |B: anti-NHERF1

- |B: anti-NHERF2

Abbildung 37: Die Expression der NHERF-Isoformen wurd e mittels ,Western-Blot* aus den
Zelllysaten Uberpruft.

Der ausbleibende Effekt der NHERF-Proteine auf den Kyl1.3 lasst auf einen
spezifischen Effekt der NHERFs auf den Kaliumkanal Ky1.5 schlie3en.

3.2 Molekulare Mechanismen der Stimulation durch SG K1

3.2.1 SGK1 Phosphorylierungsstellen
Wie bereits in Abbildung 27 gezeigt, wird der Kaliumkanal Ky1.5 durch die
Serum- und Glukokortikoid-induzierbare Kinase (SGK1) stimuliert. Der

molekulare Mechanismus der Stimulation verblieb jedoch bisher unbekannt.

Kyv1.5 verfugt tber vier mogliche SGK1-Phosphorylierungsstellen, und zwar an
Position *°Thr, 8!Ser, **Ser und bei Position °®°Ser. Dabei befinden sich die
Positionen *°Thr und ®'Ser in der Nahe des N-terminalen Endes und die

Positionen °**Ser und **°Ser am C-terminalen Ende. Von allen Stellen ist die
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Position **°Ser in den meisten Spezies, unter anderem im Menschen, in der
Maus, in der Ratte und im Hasen am besten konserviert. Die anderen drei
Stellen zeichnen sich nicht in diesem MalRRe aus. Um zu klaren, ob die SGK1
den Kaliumkanal Ky1.5 direkt durch Phosphorylierung stimuliert, wurden
Mutanten des Kanals hergestellt, die entweder jede einzelne Position zu Alanin
oder gleich alle vier Positionen zu Alanin mutiert hatten ("™°®*Ky1.5, 3¥4K,1.5,
8535AKV1.5, 8569AKV1'5, Kyl.5 4x Mutante (T56A581A8535A8569AKV1.5)). Diese
Mutanten wurden dann in Form von cRNA mit und ohne SGK1 in Xenopus
laevis Oozyten injiziert und mittels Voltage-Clamp gemessen. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 38 und Tabelle 12 dargestellt.

Injizierte cRNA % der Kontrolle + SEM
TOAK1.5 + 3*PSGK1 | 190,3+ 15,1

S8AK1.5 + *¥PSGK1 | 165,7 £ 10,5

SS9AKYL5 + SMPSGKY | 144,3 £17,3

S9K 1.5 + >***PSGK1 | 132,0 £ 08,6

PKy1.5 + >**PSGK1 | 88,8+ 05,6

Tabelle 12: Normalisierter Strom in % + SEM gegeniiber  der Kontrollgruppe K v1.5 alleine; n=8, 7, 7,
19,21
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Abbildung 38: K v1.5 wird durch die S**°SGK1 stimuliert. Die Mutation der moglichen
Phosphorylierungsstellen fiihrt nicht zum Aufheben de s Effektes. Xenopus laevis Oozyten wurden
mit dem Wildtyp oder den Mutanten des Ky1.5 alleine oder zusammen mit der S**?°SGK1 injiziert. Vier
Tage nach der Injektion wurde der Ky1.5-Strom mittels Voltage-Clamp bestimmt. Gezeigt sind das
arithmetische Mittel + SEM, in jedem Einzelexperiment wurde dabei auf die Gruppe Ky1.5 normalisiert. *
zeigt den statistisch signifikanten Unterschied gegeniiber der Gruppe, die nur den Kanal alleine exprimiert
(p<0,05); n: siehe Tabelle 12

Wie aus Tabelle 12 und Abbildung 38 ersichtlich, fihrte eine Mutation der
mutmalllichen Phosphorylierungsstellen fir die SGK1 nicht zu einem Verlust
der Stimulation durch die SGK1, auch nicht, wenn wie bei der 4x Mutante alle
madglichen Phosphorylierungsstellen ausgeschaltet wurden. Die
Phosphorylierung spielte also keine Rolle fur die Stimulation durch die SGK1.

3.2.2 Dexamethason und Insulin verstarken die Aktiv  ierung der SGK1
In einer weiteren Serie von Experimenten wurde versucht die SGK1 auf

transkriptioneller und translatorischer Ebene durch Zugabe von Dexamethason
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und Insulin zu aktivieren. Die mit dem Wildtyp der SGK1 injizierten Oozyten
wurden 24 h vor der Messung entweder mit Insulin (1 pM) oder mit
Dexamethason (1 pM) inkubiert. Wie in Tabelle 13 und Abbildung 39 zu sehen,
fuhrte die Inkubation zu einer Verstarkung der Stimulation durch den Wildtyp
der SGK1 auf ein Level, das mit der Stimulation durch die konstitutiv aktive
Mutante 3**PSGK1 auch erreicht wurde.

Injizierte cRNA % der Kontrolle + SEM
Kyl.5 + SGK (wt) (1uM Dexamethason) | 155,5 + 6,2
Ky1l.5 + SGK (wt) (1uM Insulin) 161,7 £ 8,8

Tabelle 13: Normalisierter Strom in % + SEM gegeniber der Kontrollgruppe K v1.5 + SGK1 (wt);
n=10
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Abbildung 39: Dexamethason und Insulin erhéhen den stimulativen Effekt auf K 1.5 durch die

SGK1. Xenopus laevis Oozyten wurden mit Wildtyp Kyl.5 und Wildtyp SGK1 injiziert und die
entsprechenden Gruppen 24 h vor der Messung in Dexamethason (1 pM) oder Insulin (1 pM) inkubiert.
Vier Tage nach der Injektion wurden die Ky1.5-Strdme mittels Voltage-Clamp bestimmt. Gezeigt ist das
arithmetische Mittel + SEM, in jedem Einzelexperiment wurde dabei auf die Gruppe Ky1.5 + SGK1(wt)
normalisiert. * zeigt den statistisch signifikanten Unterschied zu Oozyten, die nicht mit Dexamethason oder
Insulin inkubiert wurden (p<0,05); n=10

3.2.3 Die SGK1 wirkt nicht iber Phosphorylierungau  fden Ky1.5

Wie in Kapitel 3.2.1 ,SGK1 Phosphorylierungsstellen* gezeigt, war der
stimulative Effekt auf den Kaliumkanal Ky1.5 unabhéngig von dessen
Phosphorylierung. Mittels Coimmunoprézipitation und Westernblotting wurde
nachgewiesen, dass das Ausmald der Phosphorylierung in Zellen, die mit Ky1.5
alleine und solche, die mit Ky1.5 und SGK1 injiziert wurden, nicht signifikant

unterschiedlich war (siehe Abbildung 40). Auch die 4x Mutante, die Gber keine
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maoglichen Phosphorylierungsstellen fur die SGK1 mehr verfligte, zeigte keine
geringere Rate an Phosphorylierung.
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Abbildung 40: Die SGK1 fihrt nicht zur Phosphorylieru ng des Kv1.5 in Xenopus laevis Oozyten.
Xenopus laevis Oozyten wurden mit Wildtyp Kv1.5 oder **Ky1.5 alleine oder zusammen mit S**°SGK1
injiziert. Immunopréazipitation der dargestellten Gruppen (A). Aufgezeigt ist die Bandenintensitéat mittels
Densitometrie (B).
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3.2.4 Nedd4-2 fuhrt zur Ubiquitinierung des K 1.5

In einer friheren Studie konnte bereits gezeigt werden, dass der
spannungsabhangige Kaliumkanal Ky1.3 durch Nedd4-2 inhibiert wird. Nedd4-2
ist eine Ubiquitinligase, die dafur verantwortlich ist, dass lonenkanalproteine
von der Plasmamembran dem Abbau zugefihrt werden. Nedd4-2 selbst ist ein
Zielprotein der SGK1. Sie wird durch die SGK1 phosphoryliert und damit
inaktiviert. Um herauszufinden, ob die SGK1 mdglicherweise Uber eine
Inhibition der Nedd4-2 seine Wirkung auf den Ky1.5 zeigt, wurden Oozyten zur
elektrophysiologischen Messung gebracht, die mit dem Kanal und der

Ubiquitinligase koinjiziert worden waren.

Injizierte cRNA | % der Kontrolle + SEM
Kv1l.5 + Nedd4-2 22,3+7,2

Tabelle 14: Normalisierter Strom in % + SEM der Kontro  ligruppe gegeniuber der Gruppe K 1.5
alleine; n=15
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Abbildung 41: Die Expression der Ubiquitinligase Ned d4-2 fuhrt zu einer Reduzierung des K v1.5-
Stromes. Xenopus laevis Oozyten wurden mit Wildtyp Ky1.5 alleine oder zusammen mit Nedd4-2 injiziert.
Vier Tage nach der Injektion wurde der Strom mittels Voltage-Clamp bestimmt. Gezeigt ist das
arithmetische Mittel + SEM, in jedem Einzelexperiment wurde dabei auf die Gruppe Kyl1.5 normalisiert.
* zeigt den statistisch signifikanten Unterschied zur Gruppe Ky1.5 alleine (p<0,05); n=15

Wie in Tabelle 14 und Abbildung 41 zu sehen ist, zeigte sich bei der
Koexpression der beiden Proteine eine signifikante Abnahme des messbaren

Stromes im Vergleich zur Kontrollgruppe.

In ergdnzenden Experimenten wurde die Ubiquitinierung des Kaliumkanals
untersucht. Dazu wurden zum einen Lysate aus den kompletten Zellen und zum
anderen nur die Membranfraktion der Oozyten verwendet. Es wurde mittels
einem Anti-Ky1.5-Antikdrper (Sigma, St. Louis, MO, USA) ein Immunoprazipitat
gewonnen. Das Prazipitat wurde dann mittels ,Western-Blot® mit einem
Antikdrper gegen Ubiquitin (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA)
weiter verarbeitet. Die Ergebnisse sind in der nachstehenden Abbildung 42 und
Abbildung 43 zu sehen.
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Abbildung 42: Nachweis der Ubiquitinierung aus Lysa ten der kompletten Oozyte
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Abbildung 43: Nachweis der Ubiquitinierung aus der isolierten Plasmamembranfraktion nach der

Coimmunoprézipitaion des K y1.5
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Es zeigte sich sowohl in den Lysaten der kompletten Oozyten als auch in der
untersuchten Membranfraktion mittels Coimmunoprézipitation, dass bereits in
Zellen, die nur mit Ky1.5 injiziert waren, Ubiquitin nachgewiesen werden konnte.

Das lag vermutlich an dem schon intrinsisch vorliegendem Nedd4-2.

Die Ubiquitinierung des Ky1.5 wurde zudem durch den UbiQapture™-Q Kkit
gezeigt. Dieser Kit benutzt eine Matrix (affinity UbiQapture™-Q matrix), die
ubiquitinierte Proteine binden kann. Die Plasmamembranfraktion der Oozyten
wurde mit dieser Matrix inkubiert, die Ubiquitin binden kann. Anschlie3end
wurden die prazipitierten Proteine (die Ubiquitin gebunden hatten) mit einem
Antikdrper gegen Ky1.5 versetzt. Mittels ,Western-Blot“ konnte der Ky1.5 dann
in Oozyten nachgewiesen werden, die mit Ky1.5 und Nedd4-2 koinjiziert worden
waren. In Oozyten allerdings, die nicht mit cRNA injiziert worden waren, war der
ubiquitinierte Kanal nicht nachweisbar. Dies beweist die Ubiquitinierung des
Kanals durch die Nedd4-2 (siehe Abbildung 44).

IB: a-Kv1.5
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Abbildung 44: Nachweis der Ubiquitinierung mittels UbiQapture™-Q kit
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Den funktionellen Ergebnissen, die aus der Voltage-Clamp Messung
hervorgingen, sollte auch ein Korrelat gegenuberstehen. Dazu wurde die
Proteinexpression in der Plasmamembranfraktion zwischen Gruppen
verglichen, die nur mit Ky1.5 alleine oder die mit Ky1.5 und Nedd4-2 koinjiziert
waren. Es wurden die nachfolgenden ,Western-Blots* angefertigt (siehe
Abbildung 45).
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Abbildung 45: Die Membranexpression des K 1.5 wird durch Nedd4-2 reduziert. Xenopus laevis
Oozyten wurden mit Wildtyp Ky1.5 alleine und zusammen mit Nedd4-2 injiziert. Nach der Isolierung der
Plasmamembran wurde von diesen Immunoblots erstellt.

Es ist deutlich zu erkennen, dass die Menge an Ky1.5 in der mit Nedd4-2
koinjizierten Gruppe geringer ausfiel, was auch mit den funktionellen

Messungen korreliert.

3.2.5 SGK1 hemmt den Effekt der Nedd4-2
Um zu Uberpriufen, ob die SGK1 nun auf die Wirkung der Nedd4-2 und damit
auf die Aktivitat des Kyl.5 Einfluss nehmen kann, wurde die SGK1 in
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verschieden Konzentrationen in Oozyten injiziert, die zudem den Ky1.5 und die
Nedd4-2 exprimierten (siehe Abbildung 46).
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Abbildung 46: Die 3*?PSGK1 schwacht den Effekt der Nedd4-2 auf den K y1.5 ab. Xenopus laevis
Oozyten wurden mit Ky1.5 alleine oder zusammen mit Nedd4-2 und/oder mit **?°SGK1 in den gezeigten
Mengen injiziert. Vier Tage nach der Injektion wurde der Ky1.5-Strom mittels Voltage-Clamp bestimmt. Zur
Uberpriifung der Expression der SGK1, wurde ein ,Western-Blot* aus den Zelllysaten hergestellt. Gezeigt
ist das arithmetische Mittel + SEM, in jedem Einzelexperiment wurde dabei auf die Gruppe Kyl.5
normalisiert. * zeigt den statistisch signifikanten Unterschied gegentiber der Gruppe Ky1.5 alleine (p<0,05).
+ zeigt den statistisch signifikanten Unterschied gegeniber der Gruppe Ky1.5 + Nedd4-2 (p<0,05); n=15

Die SGK1 ist in der Lage bei ansteigenden Konzentrationen den Effekt der

Nedd4-2 abzuschwéachen.

Zur genaueren Betrachtung wurde zudem eine Mutante der Nedd4-2
untersucht, die Uber keine funktionierende Phosphorylierungsstelle fir die
SGK1 mehr verfiigt, und zwar die 53%#*5%%®ANedd4-2. Die SGK1 sollte bei dieser

Mutante keine Moglichkeit haben einen Einfluss auf ihre Aktivitat zu nehmen.
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Die Mutante wurde mit und ohne SGK1 injiziert und der Strom der Gruppen per

Voltage-Clamp gemessen (siehe Abbildung 47).
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Abbildung 47: Xenopus laevis Oozyten wurden mit Wildtyp K v1.5 alleine oder zusammen mit
S382ASABANedd4-2 und/oder S*?°SGK1 injiziert. Vier Tage nach der Injektion wurde der Ky1.5-Strom
mittels Voltage-Clamp gemessen. Zur Uberpriifung der Expression der SGK1, wurde ein ,Western-Blot*
aus den Zelllysaten hergestellt. Gezeigt ist das arithmetische Mittel £+ SEM, in jedem Einzelexperiment
wurde dabei auf die Gruppe Ky1.5 normalisiert. * zeigt den statistisch signifikanten Unterschied gegenlber
der Gruppe Kv1.5 alleine (p<0,05); n=13

3.2.6 SGK1 verandert die Kanalkinetiken nicht

Um eine Einflussnahme der SGK1 auf die Aktivierungs- und
Inaktivierungskinetiken zu untersuchen, wurden weitere Experimente
durchgefuhrt. Dazu wurde der Kanal mit und ohne SGK1 exprimiert und

elektrophysiologisch die Kinetiken analysiert (siehe Abbildung 48).
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Abbildung 48: Die Expression der  *?PSGK1 hat keinen Effekt auf die Kanalkinetiken des K v1.5.

Xenopus laevis Oozyten wurden mit Ky1.5 alleine und zusammen mit ****°SGK1 injiziert. Vier Tage nach
der Injektion wurden die Kinetiken mittels Voltage-Clamp bestimmt. Dargestellt sind das arithmetisches
Mittel £ SEM.

Wie zu sehen ist, gab es keine Verlagerung der Aktivierung bzw. Inaktivierung

bei Koexpression mit der Kinase.
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3.2.7 SGK1 stabilisiert den K 1.5 in der Plasmamembran

Um festzustellen, ob die SGK1 die Membranexpression des Ky1.5 erhoht,
wurden Immunoblots angefertigt. Wie in Abbildung 49 gezeigt, hat eine
Koinjektion der SGK1 den Effekt, dass sich die Kanaldichte in der
Plasmamembran erhohte. Diese Ergebnisse sind mit den funktionellen
Resultaten aus der Voltage-Clamp-Messung gut zu vereinbaren.

Abbildung 49: Die SGK1 stabilisiert den K 1.5 in der Plasmamembran. Xenopus laevis Oozyten
wurden mit Wildtyp Ky1.5 alleine oder zusammen mit 3*?°SGK1 injiziert. Die isolierten Plasmamembranen
wurden mittels ,Western-Blot" untersucht.

Die SGK1 konnte die erhdhte Expression des Ky1.5 durch zwei Mechanismen
erreichen. Zum einen indem es zu einem gesteigertem Einbau des Kanals in
die Membran kommt oder zum anderen indem der Abbau bereits vorhandener
Kanalproteine verlangsamt wird. Es kdnnte auch eine Kombination aus beiden
Mechanismen vorherrschen. Um zwischen den beiden Mechanismen
unterscheiden zu kénnen, wurden Experimente mit Brefeldin A (BFA), das den
anterograden Transport vom Endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat
blockiert und damit den Nachschub von neuen Kanalproteinen zur Membran
stoppt, vollzogen. Oozyten wurden mit Ky1.5 alleine oder mit SGK1 koinjiziert
und in BFA (5 uM) inkubiert. Direkt vor der Inkubation und nach 12 Stunden
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wurden Oozyten entnommen und elektrophysiologisch gemessen. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 50 aufgetragen.
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Abbildung 50: S*?PSGK1 bewerkstelligt die erhéhte Plasmamembranexpressi  on durch eine
Stabilisierung des Kanals in der Plasmamembran. Xenopus laevis Oozyten wurden mit Wildtyp Ky1.5
alleine oder zusammen mit ***?°SGK1 injiziert. Vier Tage nach Injektion wurde mittels Voltage-Clamp der
Kv1.5-Strom in Oozyten bestimmt, die fiir 12 h in Brefeldin A inkubiert worden waren. Aufgetragen ist das
Stromverhéltnis von Oozyten, die in BFA inkubiert worden waren gegenuber Oozyten, die in ND 96
inkubiert worden waren. Arithmetisches Mittel + SEM.

Die Inkubation mit Brefeldin A fihrte zu einem signifikanten sukzessiven
Abfallen des messbaren Stromes nach 12 h in der Kontrollgruppe. Die mit

SGK1 koinjizierten Zellen zeigten keinen solchen Effekt. Diese Ergebnisse
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sprechen dafiir, dass die SGK1 stabilisierend auf die Kanalproteine in der

Membran einwirkt.
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4 Diskussion

4.1 Fehlerdiskussion

4.1.1 Expressionin Xenopus laevis Oozyten

Wie bereits oben erwahnt, werden Xenopus laevis Oozyten in der Forschung
breit angewendet um lonenkanédle und Membrantransporter zu studieren. Ein
Hauptproblem der elektrophysiologischen Untersuchungen liegt bei der
Interpretation der Ergebnisse, da die Oozyten selbst Uber intrinsisch

vorkommende lonenkanéle und regulatorische Proteine verfiigen.

Jedoch ist die Menge an intrinsisch vorkommenden Proteinen im Vergleich zu
den injizierten Proteinen verschwindend gering (40). Daher sind die Ergebnisse
fast nur von der Expression der injizierten Proteine abhangig. Grenzen bei der
Ubertragbarkeit auf mammalische Zellen bieten sich vor allem durch folgende
Grinde. Zum einen kann nicht ausgeschlossen werden, dass die
posttranslatorischen Modifikationen nicht denen in mammalischen Zellen
entsprechen und zum anderen kénnen sich die Signhalkaskaden in Xenopus

laevis Oozyten von denen in mammalischen Zellen unterscheiden (133).

4.1.2 Oozyten und cRNA

Die Qualitat der Oozyten unterlag grol3en Schwankungen, die sich aus den
folgenden Grinden ergaben. Die Qualitat war von dem Frosch an sich
abhangig, von der Praparation, der Raumtemperatur und schlie3lich von der
Qualitdt der Lodsungen. Dementsprechend wurde darauf geachtet, die
entsprechenden Storfaktoren auszuschalten. Zudem wurden die Oozyten
taglich kontrolliert und beschéadigte Oozyten aussortiert. Zur Messung wurden
ausschlief3lich Zellen benutzt, die ein unbeschadigtes Erscheinungsbild und
keinen hohen basalen Leckstrom boten. Zudem wurde jedes Experiment drei

Mal durchgefuhrt um eventuelle Qualitatsunterschiede auszugleichen.

78



Diskussion

Eine weitere Fehlerquelle lag in der injizierten cRNA. Die Stammlésung wurde
bei -80 T aufbewahrt und vor der Injektion auf die Zielkonzentration verdinnt.
Dabei konnte es theoretisch zu Ungenauigkeiten beim Pipetieren im pl-Bereich
kommen. Andere Fehler konnten durch Verunreinigungen auftreten, die zur
Degradation der cRNA hatten fihren kdnnen. Beim Injizieren der cRNA mittels
des Mikroinjektors konnten auch geringste Schwankungen auftreten, jedoch
wurde dies durch die korrekte Bedienung des Injektors versucht zu verhindern.
Trotz des Versuchs diese Fehler zu vermeiden, war die Expressionsrate des
Kv1.5 nicht in allen Experimenten gleich grol3, daher wurde jedes Experiment
fur sich normalisiert um die verschiedenen Experimente miteinander

vergleichen zu kénnen.

4.1.3 Verwendete Losungen

Die verwendeten Lésungen wurden meist als Stammlésung unter Kontrolle von
Osmolaritat und pH angesetzt. Nach dem Verdinnen auf die Endkonzentration
wurde erneut die Osmolaritdt und der pH Uberprift. Die Stammlésungen
wurden lichtgeschitzt im Kihlschrank oder Gefrierschrank aufbewahrt um ein
zu schnelles Verunreinigen oder eine Degradation auszuschliel3en. Nicht zu
Uberwachen waren die beim Herstellungsprozess moglicherweise
verunreinigten Substanzen der jeweiligen Hersteller, was jedoch als sehr

unwahrscheinlich galt.

4.1.4 Elektrophysiologischer Messplatz

Da die Messapparatur sehr schwingungsanfallig war, wurde sie auf einem
schwingungsarmen Tisch platziert. Zur Abschirmung vor elektromagnetischer
Strahlung wurde die Messung in einem Faradayschen Kafig vorgenommen und
alle metallischen Gegenstdnde im Faradayschen Kafig wurden geerdet (siehe
Abbildung 10). Weiterhin war wichtig, dass das Superfusat in gleichmafigem
Tempo durch die Messkammer floss. Verunreinigungen im Leitungssystem

hatten hier zu Problemen flihren kénnen, daher wurde nach jedem Messtag das
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System grundlich mit 70 %igem Ethanol und destilliertem Wasser gespult. Ein
weiterer potentieller Storfaktor waren die Glaselektroden. Der Widerstand der
Elektroden wurde vor jeder Messung kontrolliert und die Elektroden bei
Widerstanden unter 0,1 MQ und tber 1,5 MQ ausgetauscht.

4.2 Molekulare Mechanismen der Stimulation durch NH ERF1/2

Das Ziel der Experimente war, die Rolle der Geristproteine NHERF1 und
NHERF2 bei der Regulation des spannungsabhangigen Kaliumkanals Ky1.5 zu
eruieren und auch den molekularen Mechanismus der Regulation genauer zu
beleuchten. Verschiedene Studien haben schon gezeigt, dass NHERF2 eine
klare Spezifitdt in den gebundenen Proteinen hat und sich dadurch auch in
seiner physiologischen Funktion von seinem Verwandten NHERF1
unterscheidet (129). In den jetzt durchgefihrten Experimenten wird Ky1.5 als
Ziel beider Isoformen, NHERF1 und NHERF2, identifiziert. Die beiden PDZ-
Doméanen des NHERF1 zeigen Affinitat zu bestimmten Peptidsequenzen. Die
erste Domane bindet dabei vornehmlich an C-terminale Motive mit D-S/T-X-L
und die zweite PDZ-Domane an C-terminale Motive mit S-S/T-W-L (67, 147).
Die genaue Spezifitat der zwei PDZ-Doméanen des NHERF2 sind noch nicht
bekannt. Es konnte jedoch schon gezeigt werden, dass verschiedene Proteine
nur an eine der beiden PDZ-Domanen binden (129). Nach den jetzt aktuell
erhobenen Ergebnissen wirkt NHERF2 Uber beide PDZ-Domanen auf den
Kaliumkanal Ky1.5. Es zeigt sich, dass NHERF2 durch eine Stabilisierung des
Kv1.5 dessen Strom erhoht (siehe Abbildung 26).

80



Diskussion

Abbildung 51: Schematische Darstellung der Interakti on des NHERF2 mit dem K y1.5. Gezeigt ist,
dass NHERF2 entweder Uber die erste oder Uber die zweite PDZ-Doméane an den Kyl1.5 bindet. Im
Gegensatz dazu kann die SGK1 nur tiber die zweite PDZ-Domé&ne mit NHERF2 interagieren.

Der spannungsabhangige Kaliumkanal Kyl1.5 verfligt Uber zwei PDZ-
Bindemotive. Ein Bindemotiv befindet sich am C-Terminus (E-T-D-L) und das
andere stellt ein internes Bindemotiv dar, das nahe der T1-Region des Ky1.5
liegt (50). Die T1-Doméane (Tetramerisation 1) ist eine stark konservierte
Domane im N-terminalen cytoplasmatischen Bereich von
spannungsabhangigen Kaliumkanalen. Diese Doméane ist von unersetzbarer
Wichtigkeit fur den korrekten Zusammenbau der a-Untereinheiten zu einem
Tetramer und damit wichtig um einen funktionierenden Kanal zu bilden (128).
Eine Storung des N-terminalen PDZ-Bindemotiv (Ky1.5AN) fuhrte dazu, dass

die Ky1.5-Strome kaum mehr messbar waren (siehe Abbildung 21). Zu erklaren
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ware dies durch eine stark verringerte Expression der Kanalproteine durch eine
Storung der T1-Doméne. Eine weitere Erklarung beinhaltet das PDZ-Protein
SAP97. Studien bewiesen, dass es die Kyl1.5-Strome durch eine indirekte
Interaktion mit dem N-Terminus erhéht (49). Folglich kbnnte es sein, dass die
Mutante (Ky1.5AN) weniger stark exprimiert werden konnte, weil die Regulation
durch intrinsisch vorkommendes SAP97 nicht erfolgen konnte. Wie erwahnt
tragt der N-Terminus von Ky-Kanélen Sequenzen, die essentiell sind fir den
korrekten Zusammenbau der vier Untereinheiten zu einem funktionierenden
lonenkanal (39) oder auch wichtig sind fir die Assoziation mit regulatorischen
Proteinen wie a-Actinin-2 (37). Auf dieser Grundlage konnte die Entfernung des
internen PDZ-Bindemotivs die Expression und auch das Gating des Kanals
beeinflussen. Die Kyl.5-Mutante ohne funktionierendes C-terminales PDZ-
Bindemotiv (Ky1.5AC) zeigte leicht hohere Strome als der Wildtyp. Diese
Beobachtung wurde bereits von Eldstrom (50) gemacht. Die Stréme, die nach
Injektion dieser Mutante zu messen waren, wurden durch die Koexpression mit
NHERF2 nicht mehr verstarkt. Das legt die Vermutung nahe, dass NHERF2
Uber das C-Terminale PDZ-Bindemotiv des Ky1.5 seine Wirkung entfaltet. Das
C-Terminale PDZ-Bindemotiv ist auch an der Regulation durch PSD95, auch
ein PDZ-Doméanen tragendes Protein, beteiligt. Jedoch erhoht PSD95 die

Kyv1.5-Stréme nur bei entferntem N-Terminus (50).
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Abbildung 52: Schematische Darstellung der Interakti on des NHERF2 mit dem K y1.5. Gezeigt ist der
Kv1.5 mit seinen sechs Transmembrandoméanen, der T1-Domane, dem N-terminalen und C-terminalen
PDZ-Bindemotiv und das NHERF2 mit seinen beiden PDZ-Domé&nen. NHERF2 nimmt die Bindung zu
Kv1.5 Uber dessen C-terminales PDZ-Bindemotiv, nicht Gber das N-terminale auf.

Die Bindung, die NHERF2 zum Cytoskelett aufbaut, dient der Sortierung und
Ortsbestimmung von Membranproteinen. Eine weitere Funktion des NHERF2
ist es, die Gruppierung von Signalproteinen zu vermitteln um die zellularen
Signaltransduktionsprozesse zu ermdglichen. Zudem agiert NHERF2 als
Gerustprotein um Proteinkinasen in die Nahe von lonenkandlen und
Membrantransportern zu bringen und diese zu aktivieren (111, 137, 138, 150,
155, 156). Es ist bekannt, dass NHERF2 den K*-Kanal ROMK und den Ca?**-
Kanal TRPV5 durch die eben erwéhnte strukturgebende Funktion stimuliert,
indem die Proteinkinase SGK1 in Nahe der Kanéle gebracht wird und es dann

zur Phosphorylierung und Aktivierung der Kanadle kommt (111, 154, 156). In der
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vorliegenden Arbeit kann gezeigt werden, dass NHERF2 mit der SGK1 einen
synergistischen Effekt auf den Ky1.5 haben. Die Interaktion zwischen der SGK1
und NHERF2 geschieht Uber die zweite PDZ-Domane des NHERF2 (siehe
Abbildung 30 und Abbildung 33). Im Gegensatz jedoch zu vorangegangenen
Studien ist die SGK1 auch alleine in der Lage den Ky1.5-Strom zu erh6hen. Die
angefertigten ,Western-Blots* (Abbildung 25) zeigen einen massiven Anstieg
der Kanalmenge in der Plasmamembran verglichen mit dem nur moderaten
Anstieg des messbaren Stromes in der Voltage-Clamp-Messung (Abbildung
16). Folglich konnte die Masse an Kanal, die durch NHERF2 an die
Plasmamembran gebracht wurde, eine weitere Aktivierung durch akzessorische
Proteine wie z.B. die SGK1 bendtigen. In der Tat zeigt sich, dass der Effekt von
NHERF2 auf Ky1.5 durch die zusatzliche Expression von SGK1 noch weiter
verstarkt wird. Das legt die Vermutung nahe, dass die Kinase auch Ky1.5-

Kanéle stimulieren kann, die sich bereits in der Plasmamembran befinden.

Viele verschiedene C-terminale PDZ-Bindemotive verfiigen Uber ein Serin-
und/oder Threoninrest (X-S/T-X-V/L), der durch Serin- oder Threoninkinasen
phosphoryliert werden konnte. Durch die Phosphorylierung an dieser Stelle
konnte theoretisch die Bindungsaffinitat fur die NHERF-Isoformen beeinflusst
werden (25). Das C-terminale PDZ-Bindemotiv des Kyl1.5 (E-T-D-L) enthalt
sogar ein Threoninrest, der mitten in einer moglichen SGK1-Konsensussequenz
liegt (112). In der Sequenz des Ky1.5 finden sich noch drei weitere mdgliche
SGK1-Konsensussequenzen. Die Mutation von allen vier mdglichen
Phosphorylierungsstellen hatte keinen Effekt auf die Stimulation der SGK1 auf
Kv1l.5 (siehe Abbildung 38). Diese Ergebnisse lassen schlussfolgern, dass
NHERF2 wohl die SGK1 in die Nahe des Ky1.5 bringt, jedoch die SGK1 den
Kanal nicht direkt phosphoryliert, sondern seine Wirkung tber ein bis dato noch

unbekanntes Protein entfaltet.
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unbekanntes :
Zwischenprotein

Abbildung 53: Schematische Darstellung der Interakti on des NHERF2 mit der SGK1 und dem K v1.5.
NHERF2 bringt die SGK1 Uber die zweite PDZ-Doméne in rAumliche Nahe zum Ky1.5, die SGK1 wirkt
jedoch nicht direkt auf den Kyl1.5, sondern bendtigt zur Stimulation ein bis dato unbekanntes
Zwischenprotein.

Mutationen in kardialen spannungsabhingigen K'-Kanilen werden in
Verbindung gebracht mit dem Long-QT-Syndrom, kardialen Arrhythmien und
dem plétzlichen Herztod (134). So fuhrt der Kyl.5-Gentransfer in einem
Mausmodell mit Long-QT-Syndrom zu einer Normalisierung der
Aktionspotentialdauer und einer Verkirzung der QT-Zeit (20). Folglich kénnte
eine erhohte Expressionsrate durch NHERF2 und SGK1 zu einem Short-QT-
Syndrom fiihren. In der Tat existiert eine Genvariante der SGK1 (ES8CC/CT-
I6CC), die mit einer erhdhten Expressionsrate der SGK1 (22, 23) und auch mit
einem Short-QT-Syndrom einhergeht (24). Des Weiteren spielt die SGK1
abhangige Regulation des Ky1.5 eine Rolle bei der durch Glukokortikoide
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vermittelten geringeren Insulinsekretion der pankreatischen Betazellen (140).
Interessanterweise ist die gleiche SGK1 Genvariante (EBCC/CT-I6CC), die zu
einer erhdhten SGK1 Expression fihrt auch mit einem erhdhten Risiko fir
Diabetes Mellitus assoziiert. Die Regulation des Kyl1.5 durch NHERF2 und
SGK1 konnte bei Tragern dieser Genvariante fur das verkirzte QT-Intervall und
das erhohte Diabetesrisiko mitverantwortlich sein.

Schlussfolgernd lasst sich mit diesem Teil der Arbeit sagen, dass NHERF2 die
Aktivitat und Expression durch eine Stabilisierung in der Plasmamembran
erhoht. Um auf den Kanal einwirken zu kénnen, benétigt NHERF2 das C-
terminale PDZ-Bindemotiv des Ky1.5. Weiterhin konnte aufgezeigt werden,
dass NHERF2 synergistisch mit der SGK1 auf den Ky1.5 wirkt. Die Daten
bringen einen neuen Regulationsmechanismus des Ky1.5 ans Licht, der in der

Kontrolle der Kanalfunktion eine Rolle spielen kdnnte.

4.3 Molekulare Mechanismen der Stimulation durch SG = K1
Dieser Teil der Arbeit zielt darauf ab, den Signaltransduktionsprozess und die
molekularen Mechanismen der Stimulation des Ky1.5 durch die Serum- und
Glukokortikoid-induzierbare Kinase (SGK1) genauer zu betrachten. Bis dato
wurde in der Literatur Uber verschiedene Mechanismen berichtet, wie die
Kinase auf die Funktion von lonenkandlen und Membrantransportern Einfluss
nehmen kann. Die SGK1 kann ihre Zielproteine durch direkte Phosphorylierung
(116) oder durch Phosphorylierung der Ubiquitinligase Nedd4-2, die ihrerseits
ihre Zielproteine ubiquitiniert und sie dem Proteasom zufiihrt, stimulieren (16,
42, 46, 51, 109).

Kvl.5 besitzt, wie oben bereits kurz erwahnt, vier mogliche SGK1
Konsensussequenzen, die bei den unterschiedlichsten Spezies hodchst
konserviert vorliegen. Diese starke Konservierung legt die Vermutung nahe,
dass diese Sequenzen eine wichtige Rolle bei der Regulation des Kanals durch
die Kinase spielen. Jedoch beweisen die Experimente, dass die SGK1 trotz

ausgeschalteter Konsensussequenzen noch immer einen Effekt auf den Ky1.5
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hat (siehe Abbildung 38). Es gibt aber Kinasen, die Ky1.5 durch
Phosphorylierung modulieren konnen. Ahnlich wie die SGK1, kann die
Proteinkinase A (PKA) den Ky1.5 regulieren (3, 34, 99, 100). Wie die SGK1
wirkt die PKA jedoch nur indirekt auf den Kanal, da gezeigt wurde, dass eine
pharmakologische Inhibition der Kinase den Strom einer Ky1.5 Mutante ohne C-
terminale PKA Phosphorylierungsstelle nicht reduziert. Um den Kanal
regulieren zu kénnen, bendétigt die Kinase ein intaktes Aktincytoskelett und a-
Aktinin-2 (99). Die PKA stimuliert den Ky1.5, indem sie die Inaktivierung des
Kanals verlangsamt. Dies kann sie aber nur, wenn der Kanal mit der Ky-
Untereinheit, Kyp1.3 koexprimiert wird. Die Kinase phosphoryliert die
Untereinheit im Bereich der PKA Konsensussequenz am N-Terminus der
KvB1.3 (91). Dieser Mechanismus erscheint jedoch fur die SGK1 als sehr
unwahrscheinlich, da die KypB1.3-Untereinheit keine SGK1 Konsensussequenz
tragt.

Wie bereits oben erwahnt, kann die SGK1 die Proteinexpression in der
Plasmamembran durch die Phosphorylierung der Ubiquitinligase Nedd4-2
regulieren (42). Es liegen bis dato viele Studien vor, die die Ubiquitinierung als
einen Regulationsmechanismus zur Expression von cytosolischen Proteinen
enthillt haben (45). Zudem dient die Ubiquitinierung dem Abbau von
fehlgefalteten oder falsch zusammengesetzten Proteinkomplexen. Genauso
kbnnen auch Membranproteine und lonenkandle den Prozess der
Ubiquitinierung durchlaufen und so fir die Internalisierung markiert werden.
Nach Markierung durch Ubiquitin werden sie dann dem endosomalen oder
lysosomalen Weg zugefuhrt (71). So identifizierte kirzlich eine Studie den
membranstandigen Epithelialen Na'-Kanal (ENaC) als ein Ziel der
Ubiquitinierung durch die Nedd4-2 (159). Dabei reduziert Nedd4-2 nur die
Expression des ENaC in der Plasmamembran, die Menge an cytosolischem
ENaC blieb unverandert. Jetzt kann in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die
Ubiquitinligase Nedd4-2 den Ky1.5 durch die Ubiquitinierung des
membranstandigen Ky1.5 und die dann folgende Degradierung und
Verminderung der Membranexpression inhibiert (siehe Abbildung 41Abbildung
45).
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Proteasom

Abbildung 54: Schematische Darstellung der Interakti on der Nedd4-2 und des K y1.5. Die
Ubiquitinligase Nedd4-2 fuhrt zur Ubiquitinierung des Ky1.5. Nachfolgend wird der mit Ubiquitin markierte
Kv1.5 zur Degradation dem Proteasom zugefihrt.

Die Ubiquitinierung des Ky1.5 war zwar schon zuvor beschrieben worden (84),
jedoch war das zustandige Enzym noch unbekannt. Zudem zeigt sich, dass die
Nedd4-2 ihrerseits durch die SGK1 phosphoryliert und dadurch inhibiert wird
(siehe Abbildung 46). Die Hemmung der Inhibition durch die Nedd4-2 fuhrt zu
einer Stimulation durch die SGK1.
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Abbildung 55: Schematische Darstellung der Interakti on der SGK1 mit der Nedd4-2 und dem K vy1.5.
Die SGK1 phosphoryliert und mindert dadurch die Aktivitat der Nedd4-2. Die aktive Nedd4-2 inhibiert den
Kv1.5. Zusétzlich zur Hemmung der Nedd4-2 ist wahrscheinlich, dass die SGK1 Uber ein bis dato
unbekanntes Zwischenprotein auf den Ky1.5 wirkt, eine direkte Phosphorylierung des Ky1.5 liegt nicht vor.

Die Inhibition durch die Nedd4-2 zeigt sich allerdings starker als die Stimulation
durch die SGK1 (siehe Abbildung 46). Eine Erklarungsmoéglichkeit ware, dass
die Aktivitat der endogen exprimierten Nedd4-2 gering sein kdnnte und
aulBerdem koénnte die exogen zugefuhrte SGK1 weniger effektiv sein als der
Effekt der exogenen Nedd4-2. Wie in Abbildung 46 gezeigt, fuhrt die SGK1 in
steigenden Konzentrationen zu einer stufenweisen Abnahme des Effektes der
Nedd4-2 auf den Ky1.5. Diese Art des Wirkmechanismus der SGK1 auf den
Kyv1.5 ist auch bei anderen lonenkanalen bekannt, so auch bei dem Epithelialen
Na’-Kanal (42) und den ClI~Kanélen CICKa/Barttin und CLC-2 (51, 108).

Schlussfolgernd lasst sich Gber diesen Teil der Arbeit sagen, dass die SGK1 die

Aktivitat und Expression des Ky1.5 durch eine Hemmung der Ubiquitinierung
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durch die Nedd4-2 moduliert. Das fuhrt zur Stabilisierung in der
Plasmamembran. Die Ubiquitinierung ist eine neue Form der
posttranslationalen Modifikation des Ky1.5 neben der Phosphorylierung,
Glykosylierung und S-Acetylierung, die alle der Regulation der Funktion

und/oder der Membranexpression des Kanals dienen.
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5 Zusammenfassung

Der Kaliumkanal Ky1.5 gehort zur Familie der spannungsabhangigen
Kaliumkanale (Ky). Der Kanal verfugt Uber ein N-terminales und ein C-
terminales PDZ-Bindemotiv, das durch Proteine erkannt werden konnte, die
ihrerseits Uber eine PDZ-Doméne verfiigen, wie die Gerustproteine NHERF1
und NHERF2. Die Serum- und Glukokortikoid-induzierbare Kinase (SGK1)
spielt bei der verminderten Insulinsekretion bei Dexamethasongabe durch die
Regulation von spannungsabhangigen Kaliumkanélen eine Rolle. Die SGK1
nimmt direkten Einfluss auf den Ky1.5, jedoch war der genaue Mechanismus
bisher unbekannt. Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, ob und
wie die NHERF Isoformen auf Kyl1.5 wirken und wie der
Signaltransduktionsprozess der SGK1 auf den Kyl1.5 vonstatten geht.
Elektrophysiologische Untersuchungen am Xenopus laevis Modell zeigten, dass
sowohl NHERF1 als auch NHERF2 den Ky1.5 stimulieren konnen und dass
dazu ein intaktes C-terminales PDZ-Bindemotiv des Ky1.5 von Noten ist.
NHERF2 erhoéht die Expression des Kanals in der Plasmamembran durch
verminderte Internalisierung, wie dies durch Experimente mit Brefeldin A
gezeigt werden konnte. Die Stimulation durch die SGK1, die bekannterweise
mit ihrer zweiten PDZ-Domane mit NHERF2 interagiert, wird durch die
zusatzliche Expression des NHERF2 noch weiter gesteigert. Diese weitere
Steigerung zeigte sich nicht mehr, wenn die zweite PDZ-Domane des NHERF2
gestort wird. Die Effekte der NHERF-Proteine sind spezifisch fur Ky1.5, da
Experimente mit dem nahen Verwandten Ky1.3 keine Stimulation erbringen.
Experimente zum Signaltransduktionsprozess der SGK1 zeigen, dass die SGK1
mit der Ubiquitinligase Nedd4-2 interferiert und so die Ubiquitinierung des
Kanals hemmt. Bei Koexpression des Kanals mit der Ubiquitinligase Nedd4-2
zeigen sich stark verringerte Stréme in der Voltage-Clamp-Messung. Die SGK1
ist in der Lage zumindest teilweise diese Hemmung zu kompensieren. Es zeigt
sich eine durch die SGK1 hervorgerufene Steigerung der Expression des Ky1.5
in der Plasmamembran durch verringerte Degradation des Kanals.
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Zum Schluss lasst sich sagen, dass die NHERF-Proteine an der Regulation der
elektrischen  Erregbarkeit von Zellen mitwirken, indem sie die
Membranexpression des Kyl.5 kontrollieren und Molekile, die am
Signaltransduktionsprozess teilnehmen in die Nahe des Kanals bringen. Die
SGK1 stimuliert den Ky1.5 durch eine Inhibition der Ubiquitinierung durch die
Nedd4-2, was zu einer Stabilisierung in der Plasmamembran fiihrt. Die Kinase
konnte dadurch teilweise an der Regulation der Insulinsekretion durch Kontrolle

des Ky1.5 eine Rolle spielen.
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6 Literatur

6.1 Abklrzungen

T Grad Celsius

as Antisense

CFTR Cystic fibrosis transmembran conductance regulator

CRNA komplementare RNA (engl. Complementary RNA)

DNA Desoxyribonukleinsaure (engl. Deoxyribonucleic acid)

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ERM Ezrin, Radixin, Moesin, Merlin

M Mol

min Minuten

n.i. nicht injiziert

NP-40 | Nonoxynol-40

PBS Phosphat-gepufferte Salzlosung (engl. phosphate buffered saline)

PDK1 P!3-Kinase abhangige Kinase 1 (engl. PI3-Kinase dependent
Kinase 1)

PDK2 P!3-Kinase abhangige Kinase 2 (engl. PI3-Kinase dependent
Kinase 2)

PI3-

Kinase | Phosphatidylinositol 3 - Kinase

RNA Ribonukleinsaure (engl. Ribonukleic acid)

INTPS | Ribonukleosidtriphosphat

rem Umdrehungen pro Minute (engl. Rounds per minute)

S Sense

SDS- Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (engl. sodium

PAGE dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

SEM Standardfehler des Mittelwertes (engl. Standard error means)

SGK Serum- und Glukokortikoid induzierbare Kinase

T1 Tetramerisation 1

\ Volt

Mg Mikrogramm

Ml Mikroliter
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