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1 Einleitung 

 

Die Ausbildung biologischer Membranen war die Voraussetzung für die Entstehung lebender 

Zellen. Die Zellmembran ermöglicht die Aufrechterhaltung eines spezifischen, intrazellulären Milieus, 

sowie eines gerichteten Stoff-, Energie- und Informationsaustausches der Zelle mit ihrer Umgebung. 

Bei eukaryotischen Zellen sind zudem die einzelnen Organellen, wie Zellkern, Mitochondrien, Golgi-

Apparat und Endoplasmatisches Retikulum durch Membranen von einander getrennt. Die Phospho-

lipidbausteine der biologischen Membranen sind amphiphil, d.h. sie bestehen aus einem wasser-

löslichen, hydrophilen und einem fettlöslichen, lipophilen Anteil. Die hydrophilen Anteile sind den 

wäßrigen Phasen innerhalb und außerhalb der Zelle zugewandt, während die lipophilen Bereiche 

zueinander ausgerichtet sind und das Innere der Lipiddoppelschicht bilden. Das wasserabweisende 

Innere der Zellmembran stellt für die meisten Substanzen eine Barriere dar und kann nur von 

fettlöslichen Molekülen, unpolaren Gasen wie Sauerstoff und Kohlendioxid, sowie kleinen Molekülen 

wie Harnstoff frei durchdrungen werden. Diese schützende Barrierewirkung der Zellmembran stellt 

damit für die Zelle ein potentielles Problem dar, da sie auch ein sehr effektives Hindernis für die 

Versorgung der Zelle mit wichtigen Nahrungs-, Bau- und Betriebsstoffen wie Glukose, Aminosäuren 

und geladenen, anorganischen Ionen ist. 

Dieses Problem hat die Zelle durch die Entwicklung von Transportsystemen gelöst, die die 

verschiedenen Moleküle durch die Membran schleusen. Der Transport von Substanzen kann hierbei 

entweder rein passiv durch Diffusion, d.h. entlang dem Gefälle eines Konzentrationsgradienten, oder 

aber gegen einen Konzentrationsgradienten erfolgen. Für den letzteren, aktiven Transport muß Energie 

aufgewendet werden. 

Die Aufrechterhaltung eines bestimmten Ionenmilieus im Zytoplasma ist für eine Vielzahl von 

zellulären Prozessen, wie der elektrischen Erregung von Muskel- und Nervenzellen, der 

Hormonsekretion, der Zellteilung und der sensorischen Wahrnehmung wichtig. Es spielt außerdem 

eine zentrale Rolle bei der Kontrolle des Wasser- und Salzhaushaltes, des Blutdrucks, sowie des 

Kreislaufs. Entsprechend dieser großen physiologischen Bedeutung hat sich eine Vielzahl von 

Transportproteinen entwickelt, die auf den Austausch von Natrium-, Kalium-, Kalzium- und 

Chloridionen spezialisiert sind, und die aufgrund ihrer Struktur und Funktion in Kanäle, Transporter 

und Pumpen untergliedert werden. 

 

1.1 Ionenkanäle, Transporter und Pumpen 

 

Ionenkanäle, Transporter und Pumpen sind transmembranäre Proteinkomplexe, die die 

Zellmembran durchspannen, und wie diese auch amphiphile Eigenschaften aufweisen. Dort, wo sie 

mit den Fettsäuren im Inneren der Lipiddoppelschicht in Kontakt stehen, weisen sie lipophile 

Eigenschaften auf, während die Anteile, die in das Zytoplasma und in den extrazellulären Raum ragen, 
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oder die mit den transportierten Ionen wechselwirken, hydrophile Eigenschaften besitzen. Ein 

bestimmtes Transportprotein ist jeweils auf den Transport einer ganz bestimmten Substanz oder einer 

Substanzgruppe spezialisiert. Die Aktivität der Transportproteine kann auf vielfältige Weise reguliert 

werden. Sie kann einerseits durch die Veränderung der Anzahl der Proteine in der Membran erfolgen, 

z.B. durch eine verstärkte Biosynthese oder durch vermehrten Einbau in die Membran. Andererseits 

können die Proteine in der Membran durch biochemische Modifizierung, wie zum Beispiel durch 

Phosphorylierung und Glykosylierung, oder durch die Bindung von Liganden in ihrer Aktivität 

beeinflußt werden.  

Neben diesen Gemeinsamkeiten existieren bei Ionenkanälen, Transportern und Pumpen einige 

generelle Unterschiede. Ionenkanäle können in einer geöffneten oder einer geschlossenen 

Konformation vorliegen. Der Wechsel vom einen zum anderen Zustand wird als Schalten oder als 

Gating bezeichnet. In der geöffneten Konformation bilden Ionenkanäle eine mit Wasser gefüllte Pore 

durch die Membran, die von bis zu 100 Millionen Ionen pro Sekunde passiert werden kann. Dies 

geschieht, abgesehen von kleinen dynamischen Bewegungen der porenbildenden Aminosäurereste, 

ohne weitere Konformationsänderungen des Kanalproteins. Ionenkanäle erlauben die passive 

Diffusion von Teilchen, wobei die Richtung des Transports und die treibende Kraft vom 

elektrochemischen Gradienten des jeweiligen Ions bestimmt werden. In der geschlossenen 

Konformation ist die Pore blockiert und der Ionenfluß verhindert.  

Der Fluß von Ionen durch einen geöffneten Kanal ist aber nicht nur vom elektrochemischen 

Gradienten abhängig. Er wird auch von der Permeabilität des Kanals für das jeweilige Ion bestimmt. 

Mit Hilfe des Selektivfilters, der sich an der engsten Stelle der Pore befindet, werden Ionen aufgrund 

von Größe und Ladung unterschieden. Die Aminosäuren in dieser Region bestimmen welche Ionen 

den Kanal passieren können und welche nicht. Entsprechend dieser Selektivität können Natrium-, 

Kalium-, Kalzium- und Chlorid-Kanäle unterschieden werden. Bei einigen Kanälen ist die 

Permeabilität für Ionen in beiden Richtungen unterschiedlich stark ausgeprägt, was auch als 

Rektifizierung bezeichnet wird.  

Transporter und Pumpen binden im Gegensatz zu den Ionenkanälen die zu transportierenden 

Moleküle und durchlaufen einen Transportzyklus, der ihre Konformationsänderungen mit dem 

Membrantransport verknüpft. Sie können aufgrund ihrer Funktionsweise mit Enzymen verglichen 

werden, die einen vektoriellen Transport katalysieren und zeigen für das transportierte Molekül eine 

Spezifität, eine bestimmte Affinität und eine maximale Transportkapazität. Viele Transporter arbeiten 

mit Flußkopplung, wodurch ein unfreiwillig verlaufender Transportprozeß durch Kopplung an einen 

anderen, freiwillig verlaufenden Transportprozeß ermöglicht wird. Der Transport der beteiligten 

Moleküle erfolgt hierbei in einer bestimmten Kombination und fester Stöchiometrie. Hinsichtlich der 

Transportrichtung unterscheidet man dabei Symport und Antiport. Der Symport vermittelt den 

Transport von zwei oder mehr Substraten in dieselbe Richtung. Dabei kann es sich, wie beim Natrium-

Kalium-Chlorid-Kotransporter, ausschließlich um Ionen handeln, oder wie bei anderen Transportern 
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beispielsweise um ein Gemisch aus Protonen und Peptiden. Beim Antiport erfolgt der Transport eines 

Substrates im Austausch gegen ein anderes, wobei die Translokation nur stattfindet, wenn beide 

Substrate gebunden sind. Ein Beispiel dafür ist der Natrium-Kalzium-Austauscher NCX. Die 

Bewegung eines einzelnen Substratmoleküls wird als Uniport bezeichnet. Uniporter vermitteln zum 

Beispiel die zelluläre Aufnahme von Glukose und Aminosäuren. 

Die von Ionenkanälen und Transportern vermittelten, sogenannten sekundär-aktiven 

Transportvorgänge werden von bestehenden Konzentrations- und Ladungsgradienten angetrieben, die 

zuvor durch energieverbrauchende, primär-aktive Prozesse aufgebaut wurden. Der primär-aktive 

Transport erfolgt unter Einsatz von chemischer Energie und wird durch Pumpen vermittelt. Diese 

hydrolysieren Adenosintriphosphat (ATP) und nutzen die dabei freiwerdende Energie für den 

Transport von Substraten gegen einen elektrochemischen Gradienten. Als wichtigster primär-aktiver 

Transportprozeß sorgt die Natrium-Kalium-ATPase durch Antiport intrazellulär für eine niedrige 

Natrium- und eine hohe Kaliumkonzentration und ist damit für die Aufrechterhaltung des 

Ruhemembranpotentials wichtig. Transporter und Pumpen haben somit als weitere Abgrenzung zu 

Ionenkanälen die Fähigkeit, Substrate auf einer Seite der Membran zu konzentrieren, indem sie 

entweder selbst ATP hydrolysieren oder Transportprozesse durch Symport oder Antiport kombinieren 

und so die Energie ausnutzen, die durch den elektrochemischen Gradienten eines anderen Substrates 

zur Verfügung gestellt wird (Bröer & Wagner, 2003). 

 

Ionenkanäle werden nicht nur aufgrund ihrer Ionenselektivität, sondern auch hinsichtlich ihres 

Aktivierungsmechanismus unterschieden. Eine Gruppe von Kanälen wird durch Änderungen des 

Membranpotentials geöffnet. Diese spannungsgesteuerten Ionenkanäle reagieren auf die 

Depolarisation der Zellmembran und spielen eine zentrale Rolle bei der Erregung von Muskel- und 

Nervenzellen. Auf die spannungsgesteuerte Aktivierung folgt bei einigen dieser Kanäle eine weitere 

Konformationsänderung in den inaktiven Zustand, in dem keine Ionen den Kanal passieren können. 

Erst nach einer gewissen Erholungsphase und Rückkehr in den geschlossenen Zustand kann der Kanal 

erneut aktiviert werden (Catterall, 1995). 

Mechanosensitive Kanäle reagieren auf Druckänderungen, die entweder direkt über den 

Kontakt mit den Lipiden der Zellmembran oder indirekt über das Zytoskelett auf den Kanal übertragen 

werden (Kung, 2005). Dieser Kanaltyp ist physiologisch von großer Bedeutung, da er beim Tast- und 

Gehörsinn sowie bei der Zellvolumen- und Osmoregulation eine wichtige Rolle spielt (Hamill & 

Martinac, 2001).  

Die dritte Klasse bilden die ligandengesteuerten Ionenkanäle. Die Aktivierung des Kanals 

durch das Ligandenmolekül kann hierbei direkt oder indirekt erfolgen. Bei der ersten Gruppe binden 

Hormone wie Serotonin oder Neurotransmitter wie Acetylcholin und Glycin an spezifische, 

extrazelluläre Bindestellen des Kanals und lösen dadurch eine Konformationsänderung aus, die zum 

Öffnen der Pore führt. Bei der zweiten Gruppe führt die Bindung eines Signalmoleküls an einen 
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Zelloberflächenrezeptor zur Aktivierung eines G-Proteins auf der Membraninnenseite, das dann 

entweder durch direkte Bindung an den Kanal diesen öffnet, oder indirekt über die Bereitstellung 

sekundärer Botenstoffe, wie zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP), Phosphoinositole und 

Kalziumionen, die Öffnung des Kanals bewirkt. Ligandengesteuerte Kanäle spielen eine wichtige 

Rolle bei der synaptischen Übertragung der Erregung im Nervensystem (Barry & Lynch, 2005). 

Eine weitere Gruppe von Ionenkanälen ist durch das Fehlen eines speziellen Aktivierungs-

mechanismus gekennzeichnet. Sie sind z.B. über einen weiten Bereich des Membranpotentials 

geöffnet und stellen damit eine Art Hintergrundleitfähigkeit dar. Diese Kanäle beeinflussen die 

Erregbarkeit von Zellen und spielen auch eine Rolle beim Ionentransport über Epithelien.  

Das Gating nahezu aller Ionenkanäle kann darüber hinaus durch eine Vielzahl anderer 

Faktoren und Substanzen moduliert werden. Von großer Bedeutung sind hierbei intrazelluläre 

Kalziumionen, Adenosintriphosphat (ATP), Lipide, der intrazelluläre pH-Wert oder der Redoxzustand 

der Zelle. Außerdem regulieren Effektoren verschiedenster Signalkaskaden, wie Kinasen und 

Phosphatasen, die Aktivität von Ionenkanälen in Abhängigkeit unterschiedlicher physiologischer 

Anforderungen.  

 

Das funktionelle Zusammenwirken von Ionenkanälen, Transportern und Pumpen erzeugt bei 

allen Zellen aufgrund unterschiedlicher Ionenverteilungen eine Potentialdifferenz zwischen 

Zellinnerem und Zelläußerem, die als Membranpotential bezeichnet wird. Beim Membranpotential 

handelt es sich um ein Diffusionspotential für die durch Ionenkanäle permeablen Ionen. Da die 

Zellmembran im Grundzustand vorwiegend für Kaliumionen leitend ist, ist das Ruhemembran-

potential in erster Näherung ein Kaliumgleichgewichtspotential. Die Abweichung vom berechneten 

Kaliumgleichgewichtspotential von -90 mV ist durch eine geringfügige Natrium- und Chlorid-

leitfähigkeit bedingt. Für die Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials ist insbesondere der 

primär-aktive Transport der Natrium-Kalium-ATPase verantwortlich. 

Bei Nerven- und Muskelzellen bildet das Membranpotential die Grundlage für deren 

Erregbarkeit. Wenn vom Ruhemembranpotential ausgehend die Membran schnell depolarisiert wird, 

setzt beim Überschreiten des Schwellenpotentials die Erregung ein und ein Aktionspotential wird 

ausgelöst. 

Bei nicht erregbaren Epithelzellen trägt das Membranpotential zu einer transepithelialen 

Spannungsdifferenz zwischen dem apikalen Lumen und der basolateralen Blutseite bei, was eine 

Voraussetzung für die Sekretion und Resorption von Salzen ist. 
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1.2 Kaliumkanäle 

 

Die Kaliumkanäle stellen mit rund 80 Vertretern die größte Familie unter den Ionenkanälen 

dar. Dementsprechend wurde eine Vielzahl unterschiedlicher Kaliumleitfähigkeiten in nahezu allen 

bisher untersuchten Zellen und Organismen beschrieben. Alle Kaliumkanäle zeichnen sich durch eine 

hohe Selektivität für Kaliumionen aus. Diese Selektivität wird durch ein Tripeptid-Sequenzmotiv aus 

GYG, GFG oder GIG vermittelt, welches in der Porenregion der Kanalproteine lokalisiert ist. 

Kaliumkanäle werden aufgrund der Topologie der porenbildenden α-Untereinheit in drei 

Gruppen gegliedert, die sich in der Anzahl ihrer Transmembrandomänen (TMD) und Porenschleifen 

(P) unterscheiden (Biggin et al., 2000; Choe, 2002). 
 

  
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung der porenbildenden α-Untereinheiten der Kaliumkanäle. Sie werden 
aufgrund ihrer Membrantopologie in drei Gruppen gegliedert, die wiederum aufgrund von Sequenzähnlichkeiten 
in Familien und weiter in Unterfamilien unterteilt werden. 

 

Die erste Gruppe verfügt über sechs TMD (S1-S6) und eine Porendomäne zwischen S5 und S6 

(6TMD-1P). Die S4-Domäne besitzt mehrere positiv geladene Aminosäuren und dient als 

Spannungssensor. Die N- und C-Termini befinden sich intrazellulär. Zu dieser funktionell sehr 

heterogenen Gruppe gehören die spannungsgesteuerten Kaliumkanäle der Shaker- (Kv1), Shab- (Kv2, 

Kv8), Shaw- (Kv3) und Shal- (Kv4) Familien, die spannungsgesteuerten Delayed Rectifier Kanäle 

vom Eag-Typ (Kv10-Kv12) und der KCNQ-Familie (Kv7), sowie die kalziumaktivierten Small 

Conductance (SK, KCa1-KCa3), Intermediate Conductance (KCa4) und Big Conductance Kanäle (Slo, 

KCa5). Die SK-Kanäle besitzen keinen S4-Spannungssensor und werden deshalb nicht durch 

Änderungen des Membranpotentials reguliert. Die Slo-Kanäle haben im Unterschied zu allen anderen 
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Mitgliedern dieser Gruppe eine zusätzliche siebte TMD (S0) und einen extrazellulär gelegenen 

Aminoterminus. Der erste Kaliumkanal überhaupt wurde aus der Shaker-Mutante von Drosophila 

melanogaster kloniert, die unter dem Einfluß von Äther ein Zittern (Shaking) der Beine zeigte 

(Papazian et al., 1987). Das entsprechende Säugerhomolog Kv1.1 wurde kurz darauf aus dem Gehirn 

der Maus kloniert und begründete damit die Familie der spannungsgesteuerten Kaliumkanäle aus 

Säugern (Tempel et al., 1988). Inzwischen wurde mit Kv1.2 auch die erste Kristallstruktur eines 

Shaker-Kanals aufgeklärt (Long et al., 2005).  

Die zweite Gruppe besitzt vier TMD und als strukturelle Besonderheit zwei Porendomänen 

(4TMD-2P oder K2P) (Lesage et al., 1996a). Bisher wurden sechs K2P-Unterfamilien beschrieben: 

TWIK (Twin pore Weak Inward rectifying K+ channel), TREK (Two pore outward REctifying K+ 

channel), TASK (TWIK related Acid Sensitive K+ channel), THIK (Tandem pore domain Halothane 

Inhibited K+ channel), TRAAK (TWIK Related Arachidonic Acid stimulated K+ channel) und TALK 

(TWIK related ALkaline pH activated K+ channel). Die Kanäle dieser Gruppe sind im physiologischen 

Spannungsbereich geöffnet und ihre Ströme zeigen kein Gating, weshalb man sie auch als 

Hintergrundleitfähigkeiten bezeichnet. Ihre Aktivität kann aber durch verschiedene physikalische und 

chemische Reize, wie Temperatur, Zellvolumen, mechanischer Streß, zytoplasmatischer und 

extrazellulärer pH-Wert, sowie Lipide reguliert werden (Goldstein et al., 2001; Lesage & Lazdunski, 

2000). Damit spielen diese Kanäle vermutlich eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung des 

Membranpotentials und vermitteln die Thermo-, Chemo- und Mechanosensitivität vieler Neuronen. 

Die K2P-Kanäle besitzen eine besondere Pharmakologie. Sie werden nicht durch die typischen 

Kaliumkanalblocker gehemmt, sind aber empfindlich gegenüber verschiedenen Anästhetika. 

Die dritte Gruppe der Kaliumkanäle besitzt zwei TMD (M1 und M2) und eine Porenschleife 

(2TMD-1P), die zu der der spannungsgesteuerten Kaliumkanäle homolog ist (Ho et al., 1993), sowie 

intrazelluläre Termini, die eine ganze Reihe von regulatorischen Domänen enthalten (Hebert el al. 

2005; Wang, 2006). Sie bilden die Gruppe der einwärtsrektifizierenden Kaliumkanäle (Kir) mit sieben 

Unterfamilien. Als erster Vertreter dieser Gruppe wurde ROMK (Kir1.1) aus der Niere der Ratte 

charakterisiert (Bleich et al., 1990; Ho et al., 1993). Die einwärtsrektifizierenden Kaliumkanäle 

werden in einem späteren Abschnitt ausführlich beschrieben. 

 

Ein typischer Kaliumkanal setzt sich aus vier α-Untereinheiten zusammen, die eine 

gemeinsame, zentrale Pore ausbilden. Die Tetramere können hierbei aus identischen Untereinheiten 

bestehen oder sich aus verschiedenen, aber sehr ähnlichen Untereinheiten zusammensetzen. Einige 

Kaliumkanaluntereinheiten, wie Kv5.1, Kv6.x, Kv9.x sowie Kir5.1, sind nicht in der Lage, alleine 

einen funktionellen Kanal zu bilden und lagern sich deshalb mit verwandten Untereinheiten zu 

heterotetrameren Kanalkomplexen mit neuartigen Eigenschaften zusammen. Sie stellen deshalb in 

gewisser Weise modulatorische Untereinheiten dar (Biggin et al., 2000; Choe, 2002). Die K2P-Kanäle 

bilden abweichend von den anderen Kaliumkanälen Dimere aus. Da ihre Grundstruktur aber der von 
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zwei kovalent verknüpften 2TMD-1P-Untereinheiten entspricht, verfügen auch diese Kanäle über eine 

Vierfachsymmetrie mit einer zentral gelegenen Pore (Lesage et al., 1996a, 1996b).  

 

1.3 Regulatorische Kanaluntereinheiten 

 

Die porenbildenden α-Untereinheiten der Kaliumkanäle interagieren mit einer Vielzahl von 

akzessorischen Proteinen. Dadurch wird neben den biophysikalischen und pharmakologischen 

Eigenschaften der Kanäle auch deren physiologische Regulation beeinflußt. Andere 

Interaktionspartner wiederum können auch die Expressionsdichte der Kanalproteine modulieren, 

indem sie beispielsweise deren Trafficking zur Plasmamembran hin oder von der Zelloberfläche in 

intrazelluläre Kompartimente beeinflussen. Je nach ihrer Wirkung auf die Kanalproteine werden diese 

regulatorischen Proteine auch als β-Untereinheiten oder Chaperone bezeichnet.  

Die zytoplasmatischen β-Untereinheiten der spannungsgesteuerten Kv-Kanäle modifizieren 

die Kinetik der Inaktivierung (Pongs et al., 1999). Sie sind zudem verwandt mit NAD(P)H-abhängigen 

Oxidoreduktasen und übertragen dadurch eine Redoxsensitivität auf den heteromeren Kv-

Kanalkomplex (Bahring et al., 2001). 

Die löslichen KChIP-Proteine (Kv Channel Interacting Protein) interagieren selektiv mit den 

schnell inaktivierenden Kanälen der Kv4-Familie und bewirken dadurch nicht nur kinetische 

Veränderungen der Kaliumströme, sondern erhöhen gleichzeitig auch deren Expressionsniveau (An et 

al., 2000; Decher et al., 2001; Kim et al., 2004). Die nach Koexpression mit KChIP2 resultierenden 

elektrophysiologischen Eigenschaften des heteromeren Kv4.3-Kanals sind dem transienten 

Auswärtsstrom (Ito) des menschlichen Herzens viel ähnlicher als die des homomeren Kanals (Decher 

et al., 2001). KChIP3 übt zudem eine Funktion als kalziumabhängiger Transkriptionsfaktor aus 

(Carrion et al., 1999), was zeigt, daß Ionenkanal-Untereinheiten vielfältige Funktionen ausüben 

können. Die Kv4-Kanäle interagieren auch mit dem Membranprotein DPPX (Dipeptidyl 

Aminopeptidase-like protein), welches die Inaktivierung des Kv4.2-Kanals beschleunigt. Auch hier 

zeigt der resultierende Strom eine größere Ähnlichkeit zum nativen Strom in Nervenzellen (Nadal et 

al., 2003). 

Das zytoplasmatische KChAP (K+ Channel-Associated Protein) erhöht nach Koexpression die 

Zelloberflächenexpression und damit die Stromdichte verschiedener Kv-Kanäle, wie Kv1.3, Kv2.1 

und Kv4.3 (Wible et al., 1998; Kuryshev et al., 2000; Abriel et al., 2000). KChAP wurde mittlerweile 

als SUMO-Ligase identifiziert, die die kovalente Modifizierung von Proteinen mit kleinen ubiquitin-

ähnlichen Strukturen katalysiert, wodurch deren Expression an der Plasmamembran erhöht wird 

(Jackson, 2001). 

Das MinK-Protein (Minimal K+ channel Protein; IsK, KCNE1) ist ein integrales 

Membranprotein mit einer Transmembrandomäne (Takumi et al., 1988), welche gleich mehrere 

biophysikalische und pharmakologische Eigenschaften des KCNQ1-Kanals verändert. Die 
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Koexpression verlangsamt die Aktivierung der KCNQ1-Ströme, erhöht deren Amplitude, hebt die 

Inaktivierung der Kaliumströme auf und erhöht die Leitfähigkeit des Kanals (Barhanin et al., 1996; 

Sanguinetti et al., 1996; Yang et al., 1997; Sesti & Goldstein, 1998; Bianchi et al., 1999; Wang et al., 

2000; Tapper & George, 2000). MinK erhöht außerdem die Sensitivität des Kanals gegenüber dem 

Blocker Chromanol 293B (Lerche et al., 2000) und vermittelt auch die cAMP-abhängige Aktivierung 

des IKs-Stroms im menschlichen Herzen (Cui et al., 2000).  

Die integralen Membranproteine Sloβ haben zwei Transmembrandomänen und sind 

regulatorische β-Untereinheiten des MaxiK-Kanalkomplexes (Big conductance K+ channel, BK). Die 

beobachtete Diversität der MaxiK-Ströme geht auf die gewebsspezifische Assoziation mit einer der 

vier verschiedenen Sloβ-Untereinheiten zurück. Diese β-Untereinheiten können die Aktivierungs-, 

Deaktivierungs- und Inaktivierungskinetiken, sowie die Sensitivität gegenüber Kalzium und 

pharmakologischen Wirkstoffen in unterschiedlicher, oft auch entgegengesetzter Weise, verändern 

(Cox et al., 2000; Xia et al., 1999, 2000; Brenner et al., 2000, 2005; Meera et al., 2000). 

Das lösliche, kalziumbindende Protein Calmodulin vermittelt die kalziumabhängige 

Regulation einer Vielzahl von Ionenkanälen und Transportern, wie der kalziumaktivierten SK-Kanäle 

(Xia et al., 1998) oder dem ligandengesteuerten Ryanodinrezeptor RYR2, der für die Freisetzung von 

Kalzium aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum verantwortlich ist und damit eine wichtige Funktion 

bei der Kontraktion des Herzmuskels spielt (Hamilton et al., 2000) 

Die Sulfonylharnstoffrezeptorproteine (SUR) besitzen 12 Transmembrandomänen und bilden 

mit dem Kir6.2-Kanalprotein den klassischen ATP-regulierten KATP-Kanal. Die SUR-Untereinheiten 

vermitteln hierbei neben der typischen Pharmakologie auch die ATP-Sensitivität der heteromeren 

Kanalproteinkomplexe. Die in verschiedenen Geweben, wie den β-Zellen des Pankreas, Kardio-

myozyten und der Gefäßmuskulatur beobachteten unterschiedlichen Eigenschaften der KATP-Kanäle 

werden durch unterschiedliche SUR-Untereinheiten hervorgerufen (Inagaki et al., 1995; Ammälä et 

al., 1996). 

Außer mit regulatorischen Kanaluntereinheiten interagieren Ionenkanäle auch mit Proteinen, 

die für die richtige subzelluläre Lokalisierung der Kanalproteinkomplexe sorgen. Eine Gruppe, die 

hier an bevorzugter Stelle erwähnt werden muß, sind die MAGUK-Proteine (Membrane Associated 

GUanylate Kinases), die eine Vielzahl unterschiedlicher Kaliumkanäle wie Kv1.5, Kir4.1 und die 

Kir2-Familie an bestimmten Membrandomänen von Zellen verankern (Godreau et al., 2002; Horio et 

al., 1997; Leonoudakis et al., 2004). Für die Bindung an Kanalproteine verfügen die MAGUKs über 

mehrere Protein-Protein-Interaktionsdomänen wie PDZ und SH3 und spielen damit eine Schlüsselrolle 

bei der Organisation und subzellulären Lokalisation von Multiproteinkomplexen. Obwohl die genauen 

Mechanismen ihrer Funktionen noch nicht ganz aufgeklärt sind, wird von ihnen die Anzahl der Kanäle 

in der Zellmembran reguliert und die Signaltransduktion zwischen Ionenkanälen und Enzymen sowie 

G-Protein-abhängigen Signalwegen vermittelt. Zu der Familie der MAGUKs zählen unter anderem 
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PSD-95 (Post Synaptic Density 95), sowie SAP97 und SAP102 (Synapse Associated Protein 97 und 

102) (Fujita & Kurachi, 2000). 

 

1.4 Einwärtsrektifizierende Kaliumkanäle und ihre physiologische Bedeutung 

 

Die einwärtsrektifizierenden Kaliumkanäle (K+ inward rectifier, Kir) bilden eine Gruppe mit 

15 Mitgliedern, die sich auf sieben Unterfamilien aufteilen. Diese Kanäle sind dadurch charakterisiert, 

daß sie Kaliumionen vorwiegend in die Zelle hinein passieren lassen (Lu, 2004b). Diese Eigenschaft, 

die als Einwärtsrektifizierung oder Einwärtsgleichrichtung bezeichnet wird, ist aber keine intrinsische 

Eigenschaft des Kanalproteins, sondern wird durch eine spannungsabhängige Blockade des Kanals 

durch intrazelluläre Kationen hervorgerufen. Bei Membranspannungen, die positiv zum 

Kaliumgleichgewichtspotential liegen, binden positiv geladene Magnesiumionen und Polyamine an 

negativ geladene Aminosäuren in der Porenregion und am C-Terminus des Kanalproteins (Lopatin et 

al., 1994; Ficker et al., 1994; Taglialatela et al., 1995; Fujiwara et al., 2002). Polyamine, die in der 

Porenregion gebunden haben, bilden hierbei eine Art Pfropfen, der die Kanalpore blockiert, und somit 

den Ausfluß von Kaliumionen aus der Zelle verhindert (Lopatin et al., 1995). Dieser Block des Kanals 

wird durch Hyperpolarisierung der Membran aufgehoben, so daß Kaliumionen in die Zelle 

einströmen. 

Die Stärke der beobachteten Einwärtsgleichrichtung ist dabei variabel und wird durch 

unterschiedliche Bindungsaffinitäten dieser zellulären Blocker für das jeweilige Kanalprotein 

hervorgerufen. Eine hohe Affinität wie bei Kir2.1 (IRK1) führt deshalb zu einer starken und eine 

geringe Affinität wie bei Kir1.1 (ROMK) zu einer schwachen Einwärtsrektifizierung. Schwach 

einwärtsrektifizierende Kaliumkanäle wie ROMK können aus diesem Grund auch eine Rolle bei der 

physiologischen Kaliumsekretion spielen. 

Die Topologie der einwärtsgleichrichtenden Kaliumkanäle entspricht der S5-P-S6 Anordnung 

der spannungsgesteuerten 6TDM-1P-Kaliumkanäle und wurde erstmalig anhand der Kristallstruktur 

des KcsA-Kaliumkanals aus Streptomyces lividans aufgeklärt (Doyle et al., 1998). Kir-Kanäle 

besitzen aber im Unterschied zu KcsA sehr große C-terminale Bereiche. Die dreidimensionale 

Struktur der zytoplasmatischen Regionen dieser Kanäle wurde durch Kristallisierung des bakteriellen 

KirBac1.1 (Kuo et al., 2003), sowie entsprechender Proteinfragmente des Säugerproteins Kir3.1 

(Nishida et al., 2002) aufgeklärt. 

Die einwärtsrektifizierenden Kaliumkanäle verrichten sehr unterschiedliche physiologische 

Aufgaben. So werden die starken Einwärtsrektifizierer Kir2.1-2.4 unter anderem in erregbaren Zellen 

exprimiert. Sie sind nur bei sehr negativen Membranpotentialen geöffnet und stabilisieren dadurch das 

Ruhemembranpotential von Neuronen, sowie von Herz- und Skelettmuskelzellen. Damit bestimmen 

sie maßgeblich die Schwelle für das Auslösen eines Aktionspotentials. Der Kir2.3-Kanal soll auch in 

der basolateralen Membran des distalen Nephrons vorkommen und dort an der Aufrechterhaltung des 
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negativen Membranpotentials beteiligt sein, was für die Ausbildung der transepithelialen 

Spannungsdifferenz und damit für die Salzresorption wichtig ist (Welling, 1997).  

Die durch G-Proteine regulierten Einwärtsrektifizierer Kir3.1-3.4 verknüpfen die Aktivierung 

von ligandengesteuerten und G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) mit einer elektrischen 

Aktivierung und vermitteln damit den Effekt von Hormonen und Neurotransmittern auf die elektrische 

Erregbarkeit von Neuronen und Herzmuskelzellen.  

Die Kir5.1-Untereinheit bildet alleine keine funktionellen Kanäle (Bond et al., 1994; 

Tanemoto et al., 2000a), sondern formt Heteromere mit Kir4.1 und Kir4.2, die im Gehirn und in der 

Niere exprimiert werden (Shuck et al., 1997; Tanemoto et al., 2000a; Lourdel et al., 2002; Konstas et 

al., 2003). Diese Kanäle besitzen andere Eigenschaften als die homomeren Kv4-Kanäle und stellen 

sehr wahrscheinlich die molekulare Grundlage der kleinen Kaliumleitfähigkeit der basolateralen 

Membran des distalen Nephrons dar. Diese ist für das Recycling der Kaliumionen verantwortlich, die 

über die Natrium-Kalium-ATPase in die Zelle gelangen, und ermöglicht somit die Resorption von 

Natriumionen (Lourdel et al., 2002).  

Kir6.1 und Kir6.2 sind die porenbildenden Untereinheiten des ATP-sensitiven Kaliumkanals 

KATP. Die Aktivität von KATP wird durch zytosolisches ATP gehemmt und verknüpft damit den 

Zellmetabolismus mit der elektrischen Erregbarkeit der Zellmembran. Der KATP-Kanal ist wichtig für 

die Insulinsekretion in den β-Zellen des Pankreas, schützt durch seine Aktivierung Herzmuskel- und 

Nervenzellen während einer Ischämie vor einer Übererregbarkeit der Zellmembran und kontrolliert 

auch die Erregbarkeit der glatten Gefäßmuskulatur.  

Kir7.1, der erstmals aus humanem Gehirn kloniert und später auch in der basolateralen 

Membran des Nephrons nachgewiesen wurde, zeigt eine ungewöhnlich kleine Leitfähigkeit von nur 

50 fS und eine geringe Sensitivität gegenüber den Standardblockern der Kaliumkanälen. Als weitere 

Besonderheiten ist der Kir7.1-Strom von der extrazellulären Kaliumkonzentration weitgehend 

unabhängig und die Rektifizierung wird nicht durch intrazelluläre Magnesiumionen beeinflußt (Doring 

et al., 1998; Krapivinsky et al., 1998; Partiseti et al., 1998). Die Lokalisation nahe der Natrium-

Kalium-ATPase spricht ebenfalls für eine Beteiligung beim Kaliumrecycling (Nakamura et al., 1999; 

Ookata et al., 2000).  

 

1.5 ROMK: Molekularbiologie, Struktur und Funktion  

 

ROMK (Renal Outer Medulla K+ channel, Kir1.1) wurde erstmals in der apikalen Membran 

isolierter Segmente des dicken aufsteigenden Astes der Henle´schen Schleife (TAL) mit Hilfe von 

Patch-Clamp Experimenten elektrophysiologisch charakterisiert (Bleich et al., 1990). Die 

nachfolgende Klonierung aus der Niere von Ratte und Mensch (Ho et al., 1993; Shuck et al., 1994) 

begründete die Gruppe der einwärtsrektifizierenden Kaliumkanäle. Das menschliche KCNJ1-Gen 

kodiert für mehrere RNS-Transkripte, die für drei Proteinisoformen kodieren, welche sich nur in ihrer 
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aminoterminalen Aminosäuresequenz unterscheiden. ROMK2 (Kir1.1b) hat mit 372 Aminosäuren die 

kürzeste Sequenz. ROMK1 (Kir1.1a) und ROMK3 (Kir1.1c) sind um 19 bzw. 26 Aminosäuren länger 

(Boim et al., 1995; Kondo et al., 1996; Bock et al., 1997) und enthalten zusätzliche 

Phosphorylierungsstellen (Macica et al., 1996, 1997). Ihre biophysikalischen Eigenschaften sind aber 

identisch. Die physiologische Bedeutung der drei verschiedenen ROMK-Isoformen ist bisher 

ungeklärt. Sie scheinen sich aber in ihrer Verteilung entlang des Nephrons zu unterscheiden. 

Immunhistochemische Untersuchungen zeigten, daß das ROMK-Protein in den apikalen 

Membranen des Nephrons lokalisiert ist. Mithilfe von in situ Hybridisierungen wurden die Transkripte 

für ROMK2 und ROMK3 vorwiegend im TAL und im distalen Konvolut (DC) nachgewiesen, 

während ROMK1 und auch ROMK2 im kortikalen Sammelrohr (CCD) gefunden wurden (Mennitt et 

al., 1997; Xu et al., 1997; Kohda et al., 1998). Ob die verschiedenen Isoformen untereinander auch 

Heterotetramere ausbilden können, konnte bislang nicht gezeigt werden. Aufgrund der überlappenden 

Verteilung wäre im TAL das Vorkommen eines Heteromers aus ROMK2 und ROMK3 und im CCD 

eines aus ROMK1 und ROMK2 möglich. 

Die dreidimensionale Membranstruktur des ROMK-Kanals selbst ist noch nicht aufgeklärt, sie 

kann jedoch aus den vorliegenden Röntgenstrukturen der bakteriellen KcsA- (Doyle et al., 1998) und 

KirBac1.1-Kaliumkanäle (Kuo et al., 2003) abgeleitet werden. Für die Beschreibung der zytosolischen 

Bereiche können weiterhin entsprechende Strukturinformationen der Säugerkanäle Kir2.1 und Kir3.1 

(Nishida & MacKinnon, 2002; Pegan et al., 2005) herangezogen werden. Demnach ergibt sich 

folgende Gliederung des Kanalproteins: Der extrazellulären Membranseite zugewandt befindet sich 

der Kaliumselektivitätsfilter mit der GYG-Signatursequenz. Die Kanalpore ist in die Membran 

eingebettet und am Übergang von der Plasmamembran zum Zytoplasma liegt das Kanal-Gate, an das 

sich über flexible Verbindungsstücke die zytoplasmatische „Porenregion“ anschließt, die von 

β-Faltblattstrukturen des C-Terminus gebildet wird (Kuo et al., 2003).  

 

Der ROMK-Kanal soll für die Bildung von zwei ATP-sensitiven Kaliumkanälen in der Niere 

verantwortlich sein, die eine 35 pS und eine 70 pS große Leitfähigkeit besitzen. Dementsprechend 

konnten in Patch-Clamp-Analysen von ROMK-Knock-Out-Mäusen keine der beiden Leitfähigkeiten 

nachgewiesen werden. Es gibt zudem Hinweise dafür, daß bei einer niedrigen Kaliumaufnahme 

bevorzugt der Kanal mit der 35 pS-Leitfähigkeit und bei einer hohen Kaliumaufnahme vorzugsweise 

der 70 pS-Kanal gebildet wird, und es wird vermutet, daß für die Ausbildung dieser unterschiedlichen 

Eigenschaften bisher noch unbekannte Kanaluntereinheiten verantwortlich sind (Lu et al., 1996, 2002, 

2004a).  

Trotz der einwärtsrektifizierenden Eigenschaft der ROMK-Ströme beruht die physiologische 

Funktion von ROMK auf der Kaliumsekretion. Die schwache Rektifizierung der Kaliumströme erlaubt 

in Verbindung mit einer hohen Offenwahrscheinlichkeit des Kanals signifikante Kaliumauswärts-
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ströme bei physiologischen Membranpotentialen. Diese spielen eine wichtige Rolle beim 

Kaliumrecycling im TAL sowie bei der Kaliumexkretion im CCD (Hebert et al., 2005) (Abb. 2). 

 

 
Abbildung 2: Schematische Darstellung des trans- und parazellulären Ionentransports im dicken aufsteigenden 
Ast der Henle´sche Schleife (TAL, linke Box) und im kortikalen Sammelrohr (CCD, rechte Box) des Nephrons. 
Funktionsverluste folgender Proteine wurden als molekulare Grundlagen des Bartter-Syndroms identifiziert: 
NKCC2 (Typ I, Simon et al., 1998), ROMK (Typ II, Simon et al., 1996), ClC-Kb (Typ III, Simon et al., 1997), 
Barttin (Typ IV, Estevez et al., 2001; Birkenhäger et al., 2001), CaSR (Typ V, Vargas-Poussou et al., 2002; 
Watanabe et al., 2002). Barttin: ClC-K β-subunit; CaSR: Ca2+ receptor; ClC-Ka/b: renal Cl- channel Ka and Kb; 
ENaC: epithelial Na+ channel; KCCT: K+ Cl- cotransporter; Kir: K+ inward rectifier; NKCC2: Na+ K+ 2Cl- 
cotransporter type 2; ROMK: renal outer medullary K+ channel.  
 

 

Das Kaliumrecycling über die apikale Membran des TAL ist die Voraussetzung für die 

Resorption von Natriumchlorid, die hauptsächlich durch den apikalen Natrium-Kalium-Chlorid-

Kotransporter (NKCC2) erfolgt, und der für seine Funktion ein kontinuierliches Angebot an 

luminalem Kalium benötigt. (Greger, 1985; Bleich et al., 1990). Der Kaliumausstrom bewirkt zudem 
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die Aufrechterhaltung eines negativen Potentials auf der Membraninnenseite, das apikal den Einstrom 

von Natrium und basolateral den Ausstrom von Chlorid antreibt. Als Konsequenz daraus entsteht über 

das Epithel eine Potentialdifferenz, die die parazelluläre Resorption von Kalziumionen antreibt 

(Abb. 2). 

Im CCD stellt ROMK den Hauptweg für die Sekretion bzw. Exkretion der basolateral über die 

Natrium-Kalium-ATPase aufgenommenen Kaliumionen dar und spielt damit eine wichtige Rolle bei 

der Regulation des Kaliumgleichgewichts im Körper. Die apikale Kaliumsekretion im CCD ist 

wiederum Voraussetzung für die ebenfalls apikale Resorption von Natriumionen über den epithelialen 

Natriumkanal ENaC (Giebisch, 1998) (Abb. 2). 

 

Die Bedeutung von ROMK für die renale Kochsalzresorption und Wasserretention wird durch 

Mutationen im menschlichen KCNJ1-Gen verdeutlicht, die bei einem Funktionsverlust des 

Kanalproteins die vorgeburtliche Form des Bartter-Syndroms vom Typ II verursachen. Pränatal zeigt 

sich das klinische Bild in einer übermäßigen Volumenzunahme des Fruchtwassers, was zu einer 

Frühgeburt führen kann. Postnatal kommt es zu starkem Salz- und Wasserverlust in Verbindung mit 

einem erniedrigten Blutdruck. Weitere klinische Symptome sind Hypokaliämie, metabolische 

Alkalose, sowie Hyperkalziurie, die zu einer Nierenverkalkung und letzlich zu einer 

Niereninsuffizienz führen kann. Zusätzlich sind die Spiegel der Nierenhormone Renin und Aldosteron 

erhöht (Bartter et al., 1962; Karolyi et al., 1997; Jeck et al., 2001; Starremans et al., 2002). Dieselben 

Symptome werden auch in ROMK-Knockout-Mäusen, beobachtet (Lorenz et al., 2002; Lu et al., 

2002).  

 

1.6 Regulation von ROMK 

 

Die Aktivität von ROMK wird durch viele Faktoren beeinflußt, die entweder die Funktion des 

Kanals in der Plasmamembran direkt regulieren oder dessen Expression an der Zelloberfläche 

verändern. Eine wichtige Rolle spielt hierbei die Phosphorylierung durch Serin/Threonin- und 

Tyrosinkinasen und die Dephosphorylierung durch die zugehörigen Proteinphosphatasen. Weitere 

modulatorische Faktoren sind freie Fettsäuren, Phospholipide, Nukleotide und Hormone, sowie der 

zytosolische pH-Wert und der Kaliumspiegel im Blut (Hebert et al., 2005; Wang, 2006). 

Der native und der heterolog exprimierte ROMK-Kanal werden durch die cAMP-abhängige 

Proteinkinase A (PKA) aktiviert (Wang & Giebisch, 1991; McNicholas et al., 1994; Xu et al., 1996). 

Die Aktivierung wird durch ein bisher nicht identifiziertes AKAP (A Kinase Anchoring Protein) 

vermittelt (Ali et al., 1998), das die Kinase in räumliche Nähe zum Kanal bringt (Mochly-Rosen, 

1995). Man nimmt an, daß die PKA-abhängige Aktivierung von ROMK der Regulation des renalen 

Kaliumtransports durch das antidiuretische Peptidhormon Vasopressin zugrunde liegt, das eine 

verstärkte Salzresorption und Wasserretention in der Niere bewirkt (Cassola et al., 1993). Für die 



 Einleitung 14
 

 

vollständige Kanalaktivierung müssen drei Stellen im Protein phosphoryliert werden, die sich im N- 

(Serin 44) und C-Terminus (Serin 219 und Serin 313) befinden (MacGregor et al., 1998). Während die 

Phosphorylierung der beiden C-terminalen Serinreste die pH- (Leipziger et al., 2000) und PIP2-

abhängige Aktivierung moduliert (Huang et al., 1998; Liou et al., 1999) und so die Offen-

wahrscheinlichkeit des Kanals erhöht (MacGregor et al., 1998), bewirkt die Phosphorylierung des 

N-terminalen Serinrestes eine Zunahme der Kanalproteine in der Zellmembran (MacGregor et al., 

1998; Yoo et al., 2003).  

Serin 44 wird auch durch die Serum- und Glukocorticoid-regulierte Kinase SGK1 

phosphoryliert (Yoo et al., 2003), wodurch der Transport von neu synthetisierten Kanalproteinen an 

die Plasmamembran und damit deren Anzahl dort erhöht wird (Yoo et al., 2003, 2005; O’Connell et 

al., 2005). Diese Serin/Threonin-Kinase stimuliert auch die Zelloberflächenexpression des epithelialen 

Natriumkanals ENaC (Debonneville et al., 2001) und wird ihrerseits in ihrer Zelloberflächen-

expression durch das NHERF-2-Protein (Sodium Proton Exchanger Regulatory Factor-2) verstärkt 

(Yun et al., 2002). Die Stimulierung beider Kanäle durch SGK1 spiegelt die Aldosteron-abhängige 

Regulation der Natriumreabsorption sowie der Kaliumsekretion im Sammelrohr der Niere wider (Yoo 

et al., 2003; Eaton et al., 2001).  

Durch die Proteinkinase C (PKC) wird die Aktivität von ROMK1 im CCD gehemmt. Dies 

beruht aber nicht auf der Phosphorylierung des Kanalproteins selber, sondern auf einer PKC-

abhängigen Hemmung der PIP2-vermittelten Aktivierung von ROMK (Wang & Giebisch, 1991; 

Huang et al., 1998; Zeng et al., 2003). Die Stimulierung von PKC führt zudem durch verstärkte 

Endozytose zu einer Abnahme der Kanalproteine in der Zellmembran. Die Hemmung von ROMK1 

durch Arachidonsäure wird vermutlich ebenfalls durch die Stimulation von PKC vermittelt (Wang et 

al., 1992; Macica et al., 1996). Eine wichtige Funktion spielt dabei sehr wahrscheinlich die 

Phosphorylierung von Serin 4, das sich nur im extremen N-Terminus von ROMK1 befindet (Macica et 

al., 1997; Lin et al., 2002a). Im Unterschied zum CCD aktiviert PKC in heterologen 

Expressionssystemen nach Stimulation der Proteintyrosinkinase (PTK) die Oberflächenexpression von 

ROMK1. So war nach dem Austausch von Serin 4 und Serin 201 zu Alanin die Oberflächenexpression 

von ROMK1 in Oozyten signifikant erniedrigt (Lin et al., 2002a), was darauf hindeuten könnte, daß 

PKC einerseits die Oberflächenexpression von ROMK1 im CCD stimuliert, aber andererseits die 

Aktivität des membranständigen Kanals inhibiert (Wang, 2006).  

Eine weitere Kinase, die an der Regulation von ROMK beteiligt ist, ist die Serin/Threonin-

Kinase WNK4 (With No lysin (K) 4), die im DC und CCD des Nephrons vorkommt und die 

Oberflächenexpression von ROMK und des Thiazid-sensitiven Natrium-Chlorid-Kotransporters 

hemmt (Kahle et al., 2003). Während der Kotransporter nach direkter Phosphorylierung durch 

Endozytose aus der Membran entfernt wird (Wilson et al., 2003), scheint bei ROMK hierfür allein die 

physikalische Interaktion mit WNK4 auszureichen, um die Clathrin-abhängige Endozytose 

herbeizuführen. Hierfür spricht, daß eine Kinase-inaktive WNK4-Mutante noch die Endozytose 
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verstärkt, aber Mutation des NPNF-Sequenzmotivs, das für die Bindung notwendig ist, die WNK4-

vermittelte Hemmung des Kanals aufhebt (Kahle et al., 2003; Zeng et al., 2002).  

Proteintyrosinkinasen (PTK) der Src-Familie werden in den Epithelzellen des CD und CCD 

exprimiert (Moral et al., 2001; Lin et al., 2004). Bei geringer Kaliumaufnahme führt eine PTK-

abhängige Phosphorylierung von ROMK1 am C-terminalen Tyrosin 337 zur Endozytose des 

Kanalproteins und somit zu einer verminderten Kaliumsekretion im Sammelrohr. Eine erhöhte 

Kaliumaufnahme hat dagegen eine verminderte Phosphorylierung und gesteigerte Oberflächen-

expression des Kanals zur Folge (Wei et al., 2000, 2001; Lin et al., 2002b; Sterling et al., 2002, 2003; 

Chu et al., 2003).  

Für eine steigende Zahl von Ionenkanälen und Transportern wird das Membranlipid PIP2 

(Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat, PtdIns(4,5)P2) als Aktivator beschrieben (Hilgemann et al., 

2001). Negative Ladungen im PIP2-Molekül interagieren hierbei mit positiv geladenen, basischen 

Aminosäuren im C-Terminus vieler Kir-Kanäle (Huang et al., 1998; Zhang et al., 1999; Shyng et al., 

2000; Dong et al., 2002). Die Mutation dieser, für die PIP2-vermittelte Aktivierung wichtigen 

Aminosäuren im ROMK-Protein, kann deshalb zum Funktionsverlust und Bartter-Syndrom führen 

(Lopes et al., 2002).  

Der Aktivator PIP2 wird durch die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) in das inaktive PIP3 

überführt. Die Expression von PI3K wird wiederum durch eine geringe Kaliumaufnahme erhöht. 

Somit ist neben PTK auch PI3K an der Hemmung der Kaliumsekretion während eines Kaliummangels 

beteiligt (Li et al., 2006). 

Kürzlich wurde gezeigt, daß die Endozytose von ROMK durch Monoubiquitinierung des 

N-terminalen Lysin 22 stimuliert wird (Lin et al., 2005). Da Ubiquitinligasen durch Tyrosin-

phosphorylierung stimuliert werden (Kassenbrock & Anderson, 2004), könnte die Wirkung von PTK 

auf ROMK indirekt über erhöhte Monoubiquitinierung und nachfolgende Endozytose erfolgen (Lin et 

al., 2005).  

Änderungen des zytosolischen pH-Wertes sind am Gating von ROMK beteiligt, wobei eine 

Ansäuerung den Kanal schließt (Schlatter et al., 1993; Tsai et al., 1995). Nach der bisherigen Ansicht 

bilden hierbei die N-terminalen Aminosäuren Arginin 41 und Lysin 80 sowie das C-terminale 

Arginin 311 gemeinsam den intrazellulären pH-Sensor (Fakler et al., 1996; Choe et al., 1997; 

McNicholas et al., 1998). Entsprechend ihrer Bedeutung führen Mutationen dieser Aminosäurereste 

zum Funktionsverlust des Kanals beim Bartter-Syndrom (Schulte et al., 1999). Die intrazelluläre pH-

Sensitivität ist an die extrazelluläre Kaliumkonzentration gekoppelt und wird durch deren Erhöhung zu 

mehr sauren Werten verschoben. Diese Kopplung führt bei Zunahme der luminalen Kaliumionen zu 

einem Anstieg der Kanalaktivität, die damit der reduzierten elektrochemischen Triebkraft für die 

Kaliumsekretion entgegenwirkt, und diese damit aufrechterhält (Doi et al., 1996; Schulte et al., 2001; 

Sackin et al., 2001; Dahlmann et al., 2004). Kürzlich wurde jedoch beschrieben, daß die Aminosäuren 

des pH-Sensors intra- und intermolekulare Salzbrücken im ROMK-Kanalprotein ausbilden, die den 
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geöffneten Zustand des Kanals stabilisieren und für die Kopplung der pH-Sensitivität zum 

extrazellulären Kalium wichtig sind. Damit ist jedoch die Rolle der drei genannten Aminosäuren als 

eigentlicher pH-Sensor in Frage gestellt (Leng et al., 2006; Rapedius et al., 2006).  

 

Obwohl die hier beschriebenen Mechanismen die Regulation von ROMK im nativen Gewebe 

gut widerspiegeln, sind die molekularen Grundlagen bisher nicht in allen Fällen vollständig aufgeklärt. 

So sind beispielsweise die Proteine, die an der cAMP-induzierten Aktivierung von ROMK durch PKA 

beteiligt sind, nicht eindeutig charakterisiert (Ali et al., 1998). Ferner gibt es bisher wenige 

Informationen über die molekularen Prozesse, die den Transport des Kanalproteins vom 

Endoplasmatischen Retikulum über den Golgi-Apparat bis zur Plasmamembran regulieren. Weiterhin 

zeigt der isoliert exprimierte ROMK-Kanal zwar in bezug auf Einzelkanalleitfähigkeit, Offen-

wahrscheinlichkeit und Rektifizierung in heterologen Systemen eine hohe Übereinstimmung mit der 

35 pS-Kaliumleitfähigkeit des distalen Nephrons (Palmer et al., 1997), allerdings bestehen noch 

Unterschiede in der Pharmakologie der Sulfonylharnstoffe und der Sensitivität gegenüber 

intrazellulärem ATP (Wang et al., 1995; McNicholas et al., 1996a). 

Die native ROMK-Leitfähigkeit ist, vergleichbar dem klassischen KATP-Kanal, sensitiv 

gegenüber intrazellulärem ATP und dem Sulfonylharnstoff Glibenclamid. Dies hat zu der Annahme 

geführt, daß ROMK, wie das verwandte Kir6-Protein, auch mit einer entsprechenden 

Kanaluntereinheit assoziiert, die diese Sensitivitäten im KATP-Kanalkomplex vermittelt. Entsprechend 

dieser Vermutung konnte im heterologen Expressionssystem eine funktionelle Interaktion von ROMK 

sowohl mit der KATP-Untereinheit SUR2B, als auch mit dem CFTR-Protein (Cystic Fibrosis 

Transmembrane conductance Regulator) gezeigt werden. In beiden Fällen wurde eine Sensitivität 

gegenüber dem Sulfonylharnstoff (McNicholas et al., 1996b; Ruknudin et al., 1998; Tanemoto et al., 

2000b; Dong et al., 2001) und mit CFTR zusätzlich eine Hemmung durch intrazelluläres ATP 

berichtet (Ruknudin et al., 1998; Lu et al., 2006). Zwar konnte damit im heterologen System die für 

den nativen ROMK-Strom charakteristische Sensitivität gegenüber Sulfonylharnstoff und 

intrazelluläre Nukleotide nachgeahmt werden, allerdings ist damit noch nicht bewiesen, daß diese 

beiden Proteine im nativen Gewebe wirklich als Interaktionspartner von ROMK fungieren. Zudem 

wurde in einer anderen Arbeit berichtet, daß der heterolog exprimierte ROMK-Kanal auch alleine 

sensitiv gegenüber Glibenclamid sein soll (Konstas et al., 2002).  

 

 

 

 

 

 

 



 Einleitung 17
 

 

1.7 Fragestellung und methodischer Ansatz 

 

Seit der ersten Charakterisierung von ROMK in der apikalen Membran des TAL haben 

nachfolgende Untersuchungen gezeigt, daß der native ROMK-Kanal einer vielfältigen Regulation 

unterliegt, die sowohl die Aktivität des Kanals als auch die Anzahl der an der Zellmembran 

lokalisierten Kanalproteine moduliert. Die molekularen Mechanismen dieser Regulation und die daran 

beteiligten Proteine sind jedoch größtenteils noch unbekannt. Bestehende Unterschiede in den 

biophysikalischen Eigenschaften, der Regulation durch intrazelluläre Faktoren und in der 

Pharmakologie zwischen dem nativen und dem in heterologen Expressionssystemen erzeugten 

Kaliumstrom lassen zudem auf die Existenz bislang noch unbekannter regulatorischer Untereinheiten 

oder Interaktionspartner des ROMK-Kanalproteins schließen. Darüber hinaus ist gerade über das 

Trafficking des Kanalproteins vom Endoplasmatischen Retikulum bis hin zur Plasmamembran wenig 

bekannt, obwohl viele regulatorische Faktoren insbesondere die Zelloberflächenexpression des Kanals 

beeinflussen. Die genaue Kenntnis der molekularen Zusammensetzung des nativen Kanalprotein-

komplexes, sowie die Identität der Interaktionspartner sind deshalb für das Verständnis der 

Physiologie und Pathophysiologie sowie für eine mögliche therapeutische Nutzung von ROMK als 

pharmakologisches Zielmolekül von großer Bedeutung. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, mit 

Hilfe eines breiten Methodenspektrums, neue Interaktionspartner des ROMK-Kanals in der Niere zu 

identifizieren und diese funktionell zu charakterisieren.  

Für die Suche nach Interaktionspartnern war der zytoplasmatische C-Terminus des Proteins 

von besonderem Interesse. Da diese Region bei allen Isoformen identisch ist, mehr als die Hälfte des 

gesamten Proteins darstellt und an der Regulation des Kanals durch viele zelluläre Faktoren beteiligt 

ist. Zur Identifizierung neuer Interaktionspartner sollte eine cDNS-Bibliothek der humanen Niere mit 

Hilfe eines modifizierten Hefe-Zwei-Hybrid-Systems durchmustert werden. Bei dem verwendeten 

modifizierten System liegt das Köderprotein in Hefezellen als tetrameres Fusionsprotein vor, wodurch 

die native Struktur des ROMK-Kanals nachgeahmt wird. Im Anschluß daran sollte die in der Hefe 

gefundene physikalische Interaktion zunächst durch Koimmunpräzipitations- und danach durch 

Kolokalisationsstudien mittels Immunfluoreszenz in Säugerzellen bestätigt werden. Der Einfluß der 

neu identifizierten Interaktionspartner auf die funktionellen und pharmakologischen Eigenschaften des 

ROMK-Kanals sollte nach Koexpression in Xenopus Oozyten mit Hilfe der Zwei-Elektroden-

Spannungsklemme analysiert werden. Mögliche Effekte der Interaktionsproteine auf die Zell-

oberflächenexpression des Kanalproteins sollten mit Hilfe einer Protein- und Oberflächen-

expressionsanalyse detektiert werden. Nachfolgende Koexpressionsstudien in Oozyten mit verwandten 

Kaliumkanälen sollten die Spezifität der gezeigten Interaktionen weiter charakterisieren. Die 

funktionelle Koexpression von krankheitsverursachenden ROMK-Mutationen sollte zuletzt Hinweise 

auf eine mögliche Beteiligung der gefundenen Interaktionspartner bei der Pathophysiologie des 

Bartter-Syndroms liefern. 
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2 Material und Methoden 

 

2.1 Materialien 

 

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Enzyme, Antikörper, genetischen Vektoren, 

technischen Geräte, Computerprogramme und Verbrauchsmaterialien wurden von folgenden Firmen 

bezogen: 

 

Alomone Labs (Jerusalem, Israel), Amersham Biosciences (GE Healthcare, München), 

Applied Biosystems (Foster City, CA, USA), Axon Instruments (Foster City, CA, USA), Becton 

Dickinson Biosciences (Sparks, MD, USA), Biochrom (Berlin), Biometra (Göttingen), Biorad 

(München), Biozym Scientific (Oldendorf), BMG Labtech (Offenburg), Calbiochem (siehe Merck), 

Clark Electromedical Instruments (Pangbourne, UK), Clontech (Mountain View, Ca, USA), Deutsches 

Ressourcenzentrum für Genomforschung RZPD (Berlin), DIFCO (siehe Becton Dickinson 

Biosciences), DNASTAR (Madison, WI, USA), Eppendorf (Hamburg), Eurogentec (Seraing, 

Belgien), Greiner Bio-One (Frickenhausen), HEKA Elektronik (Lambrecht), Heraeus (Hanau), 

Immunotech (Marseille, Frankreich), Intas Science Imaging Instruments (Göttingen), Invitrogen 

(Karlsruhe), Jackson Immuno Research (Cambridgeshire, UK), LiCor Biosciences (Lincoln, NE, 

USA), Leica (Heidelberg), Merck (Darmstadt), Menzel (Braunschweig), Microsoft 

(Unterschleißheim), Minerva Biolabs (Berlin), Molecular Probes (Karlsruhe), New England Biolabs 

(Beverly, MA, USA), Pall (Dreieich), Perkin Elmer (Wellesley, MA, USA), Pierce (Bonn), Roche 

Diagnostics (Mannheim), Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA), Schärfe System 

(Reutlingen), Sigma (Taufkirchen), Stratagene (La Jolla, CA, USA), Systat Software (Erkrath), 

Q-BIOgene (Carlsbad, Ca, USA), Qiagen (Hilden), World Precisions Instruments (Sarasota, FL, 

USA), Worthington Biochemical (Lakewood, NJ, USA), Zeitz-Instrumente (Augsburg). 

 

Chemikalien wurden in der höchst zugänglichen Reinheit eingesetzt. Die Lagerung von 

Chemikalien, Enzymen und Antikörpern, sowie der Betrieb technischer Geräte erfolgten nach 

Angaben der Hersteller. 

 

2.2 Hefestämme 

 

Tabelle 1: Hefestämme 

Bezeichnung Hersteller 

Saccharomyces cerevisiae AH109* Clontech 

* Genotyp: MATa, trp1–901, leu2–3, 112, ura3–52, his3–200, gal4∆, gal80∆, LYS2 :: GAL1UAS-GAL1TATA-
HIS3, GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2, URA3 :: MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ 
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2.3 Bakterienstämme 

 

Tabelle 2: Bakterienstämme 

Bezeichnung Hersteller 

E.coli DH5α Invitrogen 

One Shot TOP10 Electrocomp E.coli Invitrogen 
 

2.4 Zellinien 

 

Tabelle 3: Zellinien 

Bezeichnung Hersteller 

Flp-In-293 (Humane embryonale Nierenzellen) Invitrogen 

COS-7 (Nierenzellen des African Green Monkey)  - 
 

2.5 Antikörper 

 

Tabelle 4: Primäre und sekundäre, Fluorophor- bzw. Peroxidase-gekoppelte Antikörper 
Verdünnungen / Konzentrationen 

Bezeichnung Antigen 
Western IF SEA IP 

Hersteller 

Anti-HA High Affinity  
(Ratte) HA-Tag 1:1000 - 1:200 - Roche 

Anti-FLAG (Maus) FLAG-Tag 1:5000 1:1000 - - Sigma 

Anti-ROMK (Kaninchen) rROMK1 
(342-391) 1:500 1:100 - - Alomone  

EZview Red Anti-HA Affinity 
Gel (Maus) HA-Tag - - - 40 µl/ml Sigma 

EZview Red Anti-FLAG Affinity 
Gel (Maus) FLAG-Tag - - - 40 µl/ml Sigma 

Alexa Fluor 680  
Anti-Maus IgG (Ziege) - 1:2500 - - - Molecular 

Probes 

Alexa Fluor 680  
Anti-Kaninchen IgG (Ziege) - 1:2500 - - - Molecular 

Probes 

Alexa Fluor 488  
Anti-Maus IgG (Ziege) - - 1:1000 - - Molecular 

Probes 

Alexa Fluor 546  
Anti-Kaninchen IgG (Ziege) - - 1:1000 - - Molecular 

Probes 

Peroxidase-gekoppeltes  
Anti-Ratte IgG (Ziege) - - - 1:500 - Amersham 

Biosciences 
Western: Western-Transferanalyse (Western Blot), IF: Immunfluoreszenz, SEA: Oberflächenexpressionsanalyse 
(Surface Expression Assay), IP: Immunpräzipitation 
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2.6 Genetische Konstrukte 

 

Für die heterologe Expression der untersuchten Proteine in Hefe- oder Säugerzellen bzw. die 

in vitro Synthese von cRNS wurden die entsprechenden cDNS in Vektoren inseriert. Diese besitzen 

für die Amplifikation und Selektion in Bakterien einen bakteriellen Replikationsursprung (ori) und 

einen Selektionsmarker unter der Kontrolle eines bakteriellen Promotors, der für eine 

Antibiotikumsresistenz gegen Ampicillin oder Kanamycin kodiert. Sie verfügen außerdem über eine 

Multiple Cloning Site (MCS), die mehrere Restriktionsschnittstellen enthält. In die MCS kann fremde 

DNS eingefügt werden, ohne daß ori, Selektionsmarker oder andere Bestandteile des Vektors 

beeinflußt werden. Vektoren, die zur autonomen Replikation sowohl in Bakterien als auch in 

Säugerzellen bzw. Hefe fähig sind, werden als Shuttle-Vektoren bezeichnet. Diese verfügen neben 

dem bakteriellen Replikationsursprung (pUC ori) noch über einen weiteren für die Replikation in 

Säugerzellen (SV40 ori) bzw. Hefe (2µ ori).  

 

Zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-

Systems wurden die Vektoren pGBKT7, pGAD10, pACT2 und pGADT7 (alle Clontech) verwendet, 

bei denen die inserierte cDNS als Fusionsprotein mit der GAL4-DNA-Bindungsdomäne oder der 

GAL4-DNA-Aktivierungsdomäne, sowie einem Kernlokalisationssignal exprimiert wird. Für die 

heterologe Expression in Hefe wird der konstitutiv aktive Promotor der Alkoholdehydrogenase (PADH1) 

verwendet. Die Selektion in Hefe erfolgte mit Hilfe des TRP1- bzw. LEU2-Gens. TRP1 und LEU2 

ermöglichen auxotrophen Hefen das Wachstum auf synthetischen, selektiven Medien, die Tryptophan 

bzw. Leucin nicht enthalten. 

Als Köderkonstrukt für die Durchmusterung von cDNS-Bibliotheken der humanen Niere 

wurde der C-Terminus von rROMK1 (NM_017023, Aminosäuren 167-391) in pGBKT7 kloniert. 

Dabei wurde eine mutierte Variante des GCN4-Leucinzipperdomäne (Harbury et al., 1993; Zerangue 

et al., 2001) zwischen den C-Terminus von ROMK und die DNS-Bindungsdomäne eingefügt 

(rROMK1(167-391)-Leucinzipper / pGBKT7). Die Aminosäuresequenz der Leucinzipperdomäne mit 

Übergängen lautet: GGGSGSRMKQIEDKLEEILSKLYHIENELARIKKLLGERGGSGSAA (Leucin-

zipperdomäne ist unterstrichen). Für Kontrollexperimente wurden anstelle des C-Terminus des Ratten-

ROMK der C-Terminus des humanen ROMK (NM_153764) (hROMK1(167-391)-Leucinzipper / 

pGBKT7) oder das Enhanced Green Fluorescence Protein (EGFP-Leucinzipper / pGBKT7) 

verwendet. Die untersuchten cDNS-Bibliotheken waren in pGAD10 bzw. pACT2 kloniert.  

Für Bindungsstudien mit dem Beutekonstrukt Golgin-160(614-849) / pGAD10 und zehn 

C-terminalen ROMK-Bartter-Mutanten wurden anstelle des Wildtyps die C-Termini der humanen 

ROMK-Mutanten A198T, L220F, A306T, R311W, Y314C, L320P, R324L, F325C, 362X und 368X 

eingesetzt. 
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Kontrollexperimente mit dem Beuteprotein CDR62(121-332) wurden mit einem N-terminal 

um 26 Aminosäuren verkürzten Fusionskonstrukt (hCDR62(147-332) / pGADT7) durchgeführt.  

Für die Validierung des verwendeten Hefe-Zwei-Hybrid-Systems wurde die Interaktion 

zwischen den C-Termini der HCN2- und HCN4-Kationenkanäle (Hyperpolarization-activated 

Cyclic Nucleotide-gated channels) und den C-Termini der regulatorischen KCNE-Kanaluntereinheiten 

sowohl mit dem klassischen als auch mit dem modifizierten System untersucht. Dazu wurden die 

C-Termini von hHCN2 (NM_001194, Aminosäuren 468-889) und hHCN4 (NM_005477, 

Aminosäuren 519-1203) mit und ohne die Leucinzipperdomäne in pGBKT7 und die C-Termini von 

KCNE1 (NM_000219, Aminosäuren 67-129), KCNE2 (NM_172201, Aminosäuren 73-123), KCNE3 

(NM_005472, Aminosäuren 81-103) und KCNE4 (NM_021342, Aminosäuren 59-170) in pGADT7 

inseriert.  

 

Für die in vitro Synthese von cRNS mit Hilfe der DNS-abhängigen T7-RNS-Polymerase 

wurde pSGEM verwendet (Hollmann et al., 1994). Dieser Vektor enthält neben dem T7-RNS-

Polymerase-Promotor noch die 5´ und 3´ untranslatierten Regionen des beta-Globingens aus Xenopus 

laevis, die die cRNS nach der Injektion in Oozyten stabilisieren. 

 Folgende cDNS wurden in pSGEM inseriert: hROMK2 (NM_153764), rROMK1-HA 

(NM_017023), hROMK2-Mutanten (A198T, L220F, A306T, R311W, Y314C, L320P, R324L, 

F325C, 362X, 368X), hKir2.1 (NM_000891), hKir2.1-PC, hKir2.2 (NM_021012), hKir2.3 

(NM_152868), hKir2.4 (NM_170720), hKv1.5 (NM_002234), hKv4.3 (NM_004980), HERG 

(NM_000238), Golgin-160-FLAG (NM_005895), GM130 (NM_004486), hGRB2 (NM_002086), 

hGRB7 (NM_005310), hGRB10 (NM_005311), hSGK1 (NM_005627), hSGK1(S422D), 

hSGK1(T256A/S422A), hPP2A B56β (NM_006244), hNRF2 (NM_006164), hCDR62 (NM_001802), 

hC13orf22 (NM_005800), hTNRC5 (NM_006586). 

 

Für die Expression rekombinanter Proteine in Säugerzellen wurden die Vektoren pcDNA3, 

pcDNA3.1, pCMV-HA (alle Invitrogen), sowie pEGFP-C1 (Clontech) verwendet, die über die starke 

Enhancer-Promoter-Region des Cytomegalovirus (PCMV) verfügen. Bei Verwendung von pCMV-HA 

bzw. pEGFP-C1 werden die inserierten cDNS als Fusionsproteine mit einem N-terminalen 

Hämagglutinin-Antigen-Epitop des humanen Influenzavirus (HA-Tag: YPYDVPDYA) bzw. dem 

Enhanced Green Fluorescence Protein (EGFP) aus der Qualle Aequoria victoria (Prasher et al., 1992; 

Chalfie et al., 1994) exprimiert.  

 ROMK2 wurde in pcDNA3 (hROMK2 / pcDNA3) und das N-terminal mit einem FLAG-

Epitop fusionierte Golgin-160 in pcDNA3.1 Zeo(-) eingefügt (hGolgin-160-FLAG / pcDNA3.1 

Zeo(-)). Der C-Terminus von ROMK wurde in pCMV-HA inseriert (hROMK1(167-391) / pCMV-

HA) und ROMK1 in pEGFP-C1 (hROMK1 / pEGFP-C1). 
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PCR-Fragmente wurden zunächst in pCR-Blunt II-TOPO (Invitrogen) ligiert und 

anschließend für die Expression in Hefe- oder Säugerzellen bzw. für die RNS-Synthese in die oben 

beschriebenen Plasmide umgesetzt. 

 

Die für die Herstellung der genetischen Konstrukte angewandten Methoden werden in den 

folgenden Abschnitten beschrieben. Informationen zu den in dieser Arbeit verwendeten Vektoren 

sowie den hergestellten bzw. verwendeten Konstrukten sind in tabellarischer Form im Anhang 

aufgeführt. Die Sequenzen alle Konstrukte wurden durch automatisierte DNS-Sequenzierung 

überprüft.  

 

2.7 Molekularbiologische Methoden 

 

2.7.1 Medien für die Anreicherung von Bakterien 

 

Für die Anreicherung von Bakterien wurde LB(Luria Bertani)-Medium mit folgender 

Zusammensetzung verwendet: 1% (w/v) Bacto-Trypton (Becton Dickinson), 0,5% (w/v) Hefe-Extrakt 

(Becton Dickinson), 1% (w/v) NaCl (Sigma) in deionisiertem Wasser, pH 7,0. Feste Nährmedien 

enthielten zusätzlich 1,5% (w/v) Agar (Becton Dickinson). Das Medium wurde zum Sterilisieren für 

20 min bei 120°C autoklaviert. Selektiven Medien wurden nach dem Abkühlen auf ca. 60°C 

100 µg/ml Ampicillin oder 50 µg/ml Kanamycin (beides Sigma) zugesetzt. Die Lagerung erfolgte bei 

4°C. Medien mit Antibiotikum wurden innerhalb von zwei Wochen verwendet. 

 

Für die Regeneration der Bakterien nach der Transformation wurde SOC-Medium mit 

folgender Zusammensetzung verwendet: 2% Trypton (Bacto Trypton, Becton Dickinson), 0,5% Hefe-

Extrakt (Bacto Yeast Extract, Becton Dickinson), 0,4% Glukose (Sigma), 10 mM NaCl (Sigma), 

2,5 mM KCl (Merck), 5 mM MgCl2 (Merck), 5 mM MgSO4 (Merck) in deionisiertem Wasser, pH 7,0. 

Nach dem Autoklavieren wurde dem kalten Medium je Liter 10 ml einer 40%igen Glukoselösung 

steril hinzugegeben. Das Medium wurde zu je 1 ml aliquotiert und bei -20°C gelagert.  

 

2.7.2 Herstellung elektrokompetenter Bakterien 

 

Während der frühlogarithmischen Wachstumsphase ist es möglich, die Membran von 

Bakterien für Fremd-DNS durchlässig zu machen. Derart vorbehandelte Bakterien werden als 

kompetent bezeichnet (Dower, 1990). Mit 1 ml einer Vorkultur von E.coli DH5 alpha (Invitrogen) 

wurden 250 ml LB-Medium angeimpft und bis zu einer Dichte von OD600 0,5-0,7 bei 37°C unter 

Schütteln inkubiert. Die Bakterienkultur wurde im Anschluß für 15 min in einem Eisbad gekühlt und 

für 20 min bei 2000xg und 4°C zentrifugiert. Nach zweimaligem Waschen mit je 250 ml eiskaltem, 
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sterilem, deionisiertem Wasser, wurden die Bakterien in 20 ml eiskaltem 10% Glycerin aufgenommen, 

für 10 min bei 2000xg und 4°C zentrifugiert und abschließend in eiskaltem 20% Glycerin 

aufgenommen. Das Volumen entsprach dabei in etwa dem Volumen des Bakterienpellets. Aliquots 

von 50 µl wurden in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. One Shot TOP10 

Electrocomp E. coli wurden bereits kompetent von Invitrogen bezogen.  

 

2.7.3 Elektroporation  

 

Mit Hilfe der Elektroporation (Dower et al., 1988) kann DNS in Bakterien transformiert 

werden. Diese Methode beruht auf der Beobachtung, daß kurze Hochspannungspulse "Löcher" in der 

Zellhülle verursachen, durch welche dann exogene DNS aus der Umgebungslösung in die Zelle 

aufgenommen werden kann. Für die Transformation elektrokompetenter E. coli DH5-alpha und One 

Shot TOP10 (beide Invitrogen) wurden 50 µl der Zellsuspension auf Eis aufgetaut, mit 5-20 ng 

Plasmid-DNS bzw. 1-2 µl Ligationsansatz vermischt, in gekühlte Elektroporationsküvetten (Gene 

Pulser, Elektrodenabstand: 2 mm, Biorad) überführt und bei einer Spannung von 2 kV, einem 

Widerstand von 400 Ω und einer Kapazität von 25 µFD transformiert (Gene Pulser, Biorad). Die 

Bakteriensuspension wurde sofort in 1 ml, auf 37°C vorgewärmtem SOC-Medium ohne Antibiotikum 

aufgenommen und für 60 min bei 37°C und 250 Upm inkubiert. Je 100 µl Bakteriensuspension 

wurden auf selektiven LB-Nährmedien ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. Die 

Transformationseffizienz lag bei dem verwendeten System bei bis zu 109 Transformanten pro µg 

eingesetzter DNS. 

 

2.7.4 Amplifikation und Präparation von Plasmiden 

 

 Bakterien wurden mit den zu amplifizierenden Plasmiden transformiert und auf selektiven 

LB-Nährmedien ausgestrichen. Einzelne Kolonien dienten als Inokulum für Übernachtflüssigkulturen. 

Die Präparation von Plasmid-DNS für analytische Zwecke erfolgte aus einem Kulturvolumen von 

3 ml mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit und für präparative Zwecke aus einem Volumen von 25 

bzw. 100 ml mit dem QIAfilter Plasmid Midi Kit bzw. dem QIAfilter Plasmid Maxi Kit. Für die 

Transfektion in Säugerzellen wurde die Plasmid-DNS aus einem Volumen von 100 ml mit Hilfe des 

Endo Free Plasmid Maxi Kit isoliert. Die Präparation der cDNS-Bibliothek erfolgte mit dem Plasmid 

Giga Kit (alle Qiagen). Isolierte Plasmide wurden zur Kontrolle analytisch verdaut. Die Lagerung 

erfolgte bei -20°C. 

 

 

 

 



 Material und Methoden 24
 
 
2.7.5 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

 

Die Konzentration von DNS und RNS wurde bei einer Wellenlänge von 260 nm 

photometrisch bestimmt (BioPhotometer, Eppendorf). Eine Absorption von 1 bei 260 nm (A260) 

entspricht einer Konzentration von 50 µg/ml doppelsträngiger DNS bzw. 40 µg/ml RNS. Um die 

Verunreinigung mit Protein abzuschätzen, wurde zusätzlich A280 bestimmt. Der Quotient A260/A280 

sollte bei 1,8 ± 0,2 liegen.  

 

2.7.6 Restriktionsverdau von DNS 

 

Typ-2-Restriktionsendonukleasen spalten DNS in Gegenwart von Magnesiumchlorid durch 

Hydrolyse des Desoxyribose-Phosphat-Rückgrats an spezifischen, palindromischen Sequenzen aus 4-8 

Nukleotiden. Dabei entstehen in Abhängigkeit des verwendeten Enzyms entweder einsträngig-

überhängende Enden (Sticky Ends) oder doppelsträngig-stumpfe Enden (Blunt Ends). Bei einem 

finalen Volumen von 30 µl enthielt ein analytischer Verdau 1-2 µg DNS und 5-10 U 

Restriktionsenzym, ein präparativer Ansatz enthielt bis zu 5 µg DNS und 10-20 U Restriktionsenzym 

(NEB, New England Biolabs). Puffer und Temperatur für die DNS-Hydrolyse mit einem, zwei oder 

drei Restriktionsenzymen wurden nach den Angaben von NEB gewählt. Die Inkubationszeit betrug in 

Abhängigkeit von Enzym, Enzymkonzentration und eingesetzter DNS-Menge 2-6 h. Die DNS-

Fragmente wurden im Anschluß mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und wenn nötig 

aus dem Gel eluiert. Linearisierte Plasmid-DNS für die cRNS-Synthese wurde mit Hilfe des QIAquick 

PCR Purification Kit (Qiagen) gereinigt. 

 

2.7.7 Herstellung von Blunt Ends 

 

 War es bei einer Klonierung nicht möglich, durch geeignete Restriktionsendonukleasen auf 

einer oder beiden Seiten komplementäre Enden für eine Ligationsreaktion zu erzeugen, konnten 

beliebige Sticky Ends nachträglich mit Hilfe der T4-DNS-Polymerase zu Blunt Ends modifiziert 

werden.  

Ein Ansatz mit einem finalen Volumen von 40 µl enthielt bis zu 5 µg verdaute, ungereinigte 

DNS, 1 U T4-DNS-Polymerase (Invitrogen), 4 µl 10-fach T4-DNS-Polymerase-Puffer (Invitrogen) 

und 10 mM dNTPs (2,5 mM je dNTP, Sigma). Die Inkubation erfolgte für 20 min bei 37°C. Im 

Anschluß wurden Vektor und cDNS-Fragmente über ein Agarosegel gereinigt und für 

Ligationsreaktionen eingesetzt. Nach Modifikation nur einer Seite wurden bei Vektor und Fragment 

nach der Reinigung auf der anderen Seite komplementäre, überhängende Enden erzeugt.  
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2.7.8 Dephosphorylierung 

 

Durch Dephosphorylierung der 5´-Phosphatenden mit Hilfe einer alkalischen Phosphatase 

(Orthophosphorsäure-Monoester-Phosphohydrolase) kann die Rezirkulation eines linearisierten 

Vektors bei Ligationsreaktionen verhindert werden. Phosphodiesterbindungen innerhalb von 

Nukleinsäuremolekülen werden dabei nicht hydrolysiert. Nach der Linearisierung eines Vektors wurde 

ein 20 µl Restriktionsansatz ohne vorherige Reinigung für 5 min bei 37°C mit 1 U alkalischer 

Phosphatase (Calf Intestine Alkaline Phosphatase, CIAP, Invitrogen/Gibco) inkubiert. Der 

dephosphorylierte Vektor wurde im Anschluß über ein Agarosegel gereinigt und für 

Ligationsreaktionen eingesetzt. 

 

2.7.9 DNS-Agarosegelelektrophorese 

 

DNS-Fragmente wurden mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese für analytische und 

präparative Zwecke entsprechend ihrer Größe im elektrischen Feld aufgetrennt. Dazu wurden Gele mit 

1,0-1,5% Agarose (Certified Molecular Biology Agarose, Biorad), 1 µg/ml Ethidiumbromid (Biorad) 

und TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA, pH 8,0, Invitrogen) verwendet. Als Laufpuffer 

diente ebenfalls TAE-Puffer. DNS-Proben wurden vor dem Auftragen mit Ladepuffer (5x Nucleic 

Acid Sample Loading Buffer, Biorad) gemischt. Die Fragmentgrößen wurden mit Hilfe folgender 

Größenstandards bestimmt: 100 bp (100-1000 bp), 500 bp (500-5000 bp), 1 kb (1-10 kb) (alle Biorad). 

Die Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 100-120 V für 30-60 min. Die Gele wurden 

anschließend auf einem UV-Transilluminator (TI1, Biometra) mit Hilfe eines digitalen Gel-

Dokumentationssystems (Intas Science Imaging Instruments) ausgewertet. Für präparative Zwecke 

wurden DNS-Banden aus dem Gel ausgeschnitten und die DNS mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction 

Kit (Qiagen) eluiert. 

 

2.7.10 Ligation 

 

In den meisten Fällen wurden gerichtete Ligationen durchgeführt, bei denen das einzufügende 

Fragment nur in der gewünschten Orientierung eingebaut wurde. Dies wurde durch die Verwendung 

unterschiedlicher Restriktionsenzyme erreicht, die an den 3´- und 5´-Enden von Fragment und Vektor 

verschiedene Sticky Ends erzeugten. Dies traf auch auf Ligationen zu, bei denen Fragment und Vektor 

ein Sticky End und ein Blunt End hatten. In seltenen Fällen wurden durch Verwendung beidseitig 

identischer Sticky Ends oder zweier Blunt Ends ungerichtete Ligationen durchgeführt. Da es dabei 

aufgrund komplementärer Enden auch ohne den Einbau des DNS-Fragmentes zu einer Rezirkulation 

des Vektors kommen konnte, wurde in diesen Fällen das 5´-Phosphatende des Vektors vor der 

Ligation dephosphoryliert. Eine Rezirkulation des Vektors war somit nicht möglich.  
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Ein Ligationsansatz mit einem finalen Volumen von 20 µl enthielt 1 U T4 DNS-Ligase 

(Invitrogen), 4 µl 5-fach T4 DNS-Ligase-Puffer (Invitrogen), 50-100 ng des linearisierten Vektors, 

sowie das einzufügende DNS-Fragment in einem 3-molaren Überschuß zum Vektor. Als Kontrolle 

diente ein Ansatz ohne das einzufügende Fragment. Die Inkubationszeit für Ansätze mit 

überhängenden Enden lag mit 16 h bei 18°C, bei stumpfen Enden abgesenkt bei 14°C. Abschließend 

erfolgte die Denaturierung der Ligase durch eine Inkubation für 10 min bei 65°C. Die 

Ligationsansätze wurden bis zur Transformation bei 4°C gelagert.  

 

2.7.11 Konstruktion von Oligonukleotid-Starter-Molekülen (Primern) 

 

Die Sequenzen der verwendeten Primer wurden von GenBank-Einträgen bzw. 

Vektorsequenzen abgeleitet. Sie hatten eine Länge zwischen 18 und 38 Basen und einen GC-Gehalt 

von 40-60%. Die Schmelztemperaturen (Tm), definiert als die Temperatur, bei der die Hälfte der 

Primer mit der DNS-Matrize hybridisieren, lagen zwischen 45°C und 82°C und konnten 

näherungsweise durch die Formel Tm = 2°C(A+T)+4°C(C+G) berechnet werden. Die 

Schmelztemperaturen sowie die mögliche Bildung von Dimeren und Haarnadelstrukturen wurden 

mit Hilfe von PrimerSelect (Lasergene, DNASTAR) berechnet bzw. analysiert. Die verwendeten 

Primer enthielten am 3´-Ende nicht mehr als zwei Guanin- oder Cytosin-Basen, da diese 

unspezifische Hybridisierungen mit der Matrizen-DNS stabilisieren würden. Ebenso wurde auf 

eine 3´-Thymin-Base verzichtet, da diese eher zu Fehlern führen würde als andere Basen. Die 

Basen am 5´-Ende sind für die Hybridisierung weniger kritisch. An dieser Stelle wurden 

Sequenzabschnitte für neue Restriktionsschnittstellen ergänzt. Nicht komplementäre Überhänge am 

5´-Ende entsprachen maximal der Hälfte der Sequenz. Punktmutationen befanden sich mittig und 

waren beidseitig von mindestens zehn komplementären Nukleotiden umgeben. Primer stammten 

von den Firmen Eurogentec, Sigma und Qiagen und sind im Anhang tabellarisch aufgeführt.  

 

2.7.12 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

 

Die PCR (Saiki et al., 1988) diente der in vitro Amplifikation doppelsträngiger DNS, dem 

Einfügen von Punktmutationen und neuer Restriktionsschnittstellen (Ho et al., Gene 1989), der 

Elongation und Trunkation von genetischen Konstrukten sowie analytischen Zwecken mit Hilfe der 

Kolonie-PCR (Gussow & Clackson, 1989). Ein PCR-Ansatz mit einem finalen Volumen von 20 µl 

enthielt 4 mM dNTPs (1 mM je dNTP, Sigma), je 1 µmol/µl der beiden Primer (Sigma, Qiagen), 100-

300 ng Matrizen-DNS, 2,5 U Pfu (Pyrococcus furiosus)-DNS-Polymerase (Stratagene), 2 µl 10-fach 

Pfu-Reaktionspuffer (Stratagene) und bei GC-reicher Matrizen-DNS optional 5% DMSO (Sigma). Die 

Amplifikation erfolgte in einem T3 Thermocycler (Biometra) unter den in Tabelle 5 aufgeführten 

Reaktionsbedingungen. Die Hybridisierungstemperatur lag standardmäßig bei 50°C und wurde nur 
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beim Auftreten von Nebenprodukten schrittweise erhöht. Bei der Verwendung von Mutagenese-

Primern, die nicht vollständig zu der Matrizen-DNS komplementär waren, wurden die ersten fünf 

Zyklen mit einer geringeren Hybridisierungstemperatur von 40-45°C durchgeführt. Anschließend lag, 

erfahrungsgemäß ausreichend, ein mutiertes Produkt vor, das in den weiteren Zyklen unter 

stringenteren Bedingungen als Matrize diente. 

 

Tabelle 5: Reaktionsbedingungen bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Abschnitt Anzahl der Zyklen Reaktionsschritt Zeit Temperatur 

I 1 Denaturierung 3 min 95°C 

II 25 Denaturierung 30 s 95°C 

  Hybridisierung 30 s 50-65°C* 

  Synthese 1 min/kb 72°C 

III 1 Endsynthese 10 min 72°C 

IV 1 Kühlung unbegrenzt 4°C 

* Die Hybridisierungstemperatur lag standardmäßig bei 50°C und wurde nur beim Auftreten von Neben-
produkten schrittweise erhöht. 
 

2.7.13 Kolonie-PCR 

 

Zum schnellen Nachweis einer erfolgreichen Ligation wurde eine Kolonie-PCR (Gussow & 

Clackson, 1989) durchgeführt. Dazu wurde zu einem PCR-Ansatz von 20 µl, der alle Komponenten 

bis auf die Matrizen-DNS enthielt, eine kleine Menge einer Bakterienkolonie gegeben. Im ersten 

Denaturierungsschritt wurde die Zellwand der Bakterien durch Thermolyse zerstört und die Plasmide 

freigesetzt. Mit Hilfe von flankierenden Primern wurde das ligierte DNS-Fragment amplifiziert. Die 

PCR-Produkte wurden anschließen in einem Agarosegel aufgetrennt und unter UV-Licht analysiert. 

Banden in der Größe der inserierten Fragmente zeigten erfolgreiche Ligationen. 

 

2.7.14 TOPO-Klonierung 

 

Die TOPO-Klonierung diente der schnellen und einfachen Klonierung von PCR-Produkten. 

Anstelle einer Ligase wurde dabei eine DNS-Topoisomerase I aus dem Vaccinia-Virus eingesetzt, die 

neben den Eigenschaften einer Restriktionsendonuklease auch die einer Ligase besitzt. TOPO-

Vektoren werden linearisiert und TOPO-aktiviert angeboten, d.h. die Topoisomerasen sind kovalent an 

die beiden 3´-OH-Enden des linearisierten Vektors gebunden. Die Topoisomerasen lösen sich erst 

nach Ligation des DNS-Fragmentes und verhindern so durch sterische Blockade die Rezirkulation 

des leeren Vektors. Da Vektor und Enzym einen gemeinsamen Komplex bilden, verbessert sich die 

Kinetik im Vergleich zur klassischen Ligation von einer Reaktion dritter Ordnung zu einer Reaktion 

zweiter Ordnung. Es wurde das Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit (Invitrogen) verwendet, das 

speziell für die Klonierung von PCR-Produkten mit Blunt Ends ausgelegt ist, die mit der in dieser 
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Arbeit verwendeten Pfu-DNS-Polymerase erzeugt werden. Ein Reaktionsansatz mit einem finalen 

Volumen von 6 µl enthielt 0,5-4 µl ungereinigten PCR-Ansatz, 1 µl TOPO-Salzlösung (Invitrogen) 

und 1 µl TOPO-aktivierten Vektor (pCR-Blunt II-TOPO, Invitrogen). Nach einer Inkubation von 

5 min bei RT wurde 1 µl dieses Ansatzes mit Hilfe der Elektroporation in One Shot TOP10 

Electrocomp E. coli (Invitrogen) transformiert.  

 

2.7.15 DNS-Sequenzierung 

 

Die Sequenzierung doppelsträngiger DNS wurde mit Hilfe der Cycle-Sequenzierung 

durchgeführt (Parker et al., 1996). Diese leitet sich von der Sanger-Coulson-Sequenzierung ab (Sanger 

& Coulson, 1977), nutzt aber im Gegensatz dazu ddNTPs mit vier unterschiedlichen Fluoreszenz-

markierungen, sogenannten Dye Terminatoren, anstelle einer radioaktiven Markierung. Daher kommt 

sie mit einem einzigen Reaktionsansatz aus. Die Durchführung erfolgte mit Hilfe der AmpliTaq FS-

DNS-Polymerase in Verbindung mit dem ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready 

Reaction Kit (beides Applied Biosystems). Die denaturierten PCR-Fragmente wurden mittels 

Kapillarelektrophorese aufgetrennt. Elektrophorese, Detektion und Analyse der Sequenzierprofile 

erfolgte automatisch mit Hilfe des ABI PRISM 3100 Genetic Analyzers (Applied Biosystems). DNS-

Sequenzierungen führten Frau Christiane Metz-Weidmann und ihre Mitarbeiterinnen in der Abteilung 

Genomic Sciences durch. 

 

2.7.16 Vergleich und Analyse von Nukleotid- und Proteinsequenzen 

 

Nukleotid- und Proteinsequenzen importierten wir digital von GenBank (National Center for 

Biotechnology Information, NCBI) bzw. Swiss-Prot/TrEMBL (Schweizerisches Institut für 

Bioinformatik). Unbekannte DNS-Sequenzen ließen sich mit Hilfe von NCBI BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool) identifizieren. Die Topologien der untersuchten Proteine leiteten sich aus den 

Datenbankeinträgen von InterPro, Pfam und ProDom ab. Ihre Expressionsmuster wurden den 

Datenbanken Ascenta, Gene Logic entnommen. Das Erstellen von Restriktionskarten, die 

Konstruktion von Oligonukleotid-Starter-Molekülen (Primern), sowie die Vergleiche und Analysen 

von Nukleotid- und Proteinsequenzen geschah mit Hilfe von Lasergene (DNASTAR).  
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2.7.17 cRNS-Synthese 

 

Zur funktionellen Untersuchung von Ionenkanälen und interagierenden Proteinen wurde deren 

cDNS in einer in vitro Reaktion mit Hilfe des T7 mMESSAGE mMACHINE Kit (Ambion) in cRNS 

umgeschrieben und diese in Oozyten von Xenopus laevis injiziert. Als DNS-Matrizen dienten cDNS-

Konstrukte im pSGEM-Vektor (Hollmann et al., 1994). Diese wurden 3´ vom Polyadenin-Schwanz 

linearisiert, um die Synthese durch „Abfallen“ der T7-RNS-Polymerase an dieser Stelle zu beenden. 

Dazu standen folgende Schnittstellen zur Verfügung: NheI, SphI, NsiI, PacI, SfiI. Im Anschluß konnte 

die mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) gereinigt Matrizen-DNS für die Synthese 

eingesetzt werden. Die wurde und. Für eine hohe Stabilität und Translationseffizienz war die 

synthetisierte cRNS (wie die meisten eukaryotischen mRNS) am 5´-Ende mit einer 5'-5'-verknüpften 

Methylguanosin-Kappe und am 3´-Ende mit einem Polyadenin-Schwanz versehen. Die Bestimmung 

der cRNS-Konzentration erfolgte photometrisch. Ein Aliquot der RNS wurde zur Qualitätskontrolle 

auf einem denaturierenden Agarosegel analysiert. Die Lagerung der RNS erfolgte bei -80°C. 

 

2.7.18 cRNS-Agarosegelelektrophorese 

 

Für die denaturierende cRNS-Agarosegelelektrophorese wurden Gele mit 1% Agarose 

(Certified Molecular Biology Agarose, Biorad) und MOPS-Puffer (20 mM MOPS (pH 7,0), 8 mM 

Natriumacetat, 1 mM EDTA (pH 8,0), Eppendorf) verwendet. 1 µg cRNS wurde in 20 µl Probenpuffer 

(10 µl deionisiertem N,N-Dimethylformamid (Sigma), 3,5 µl 37% Formaldehyd (Sigma), 6,5 µl 

MOPS-Puffer (Eppendorf)) und 1 µl Ethidiumbromid (Biorad) aufgenommen, für 10 min bei 65°C 

inkubiert, kurz auf Eis gekühlt und nach Zugabe von 5 µl 5-fach Ladepuffer (Nucleic Acid Sample 

Loading Buffer, Biorad) auf das Gel aufgetragen. Als Größenstandard diente eine RNS-Leiter 

(0,24-9,5 kb, Invitrogen). Die Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 80 V für 30-60 min. Die 

Gele wurden auf einem UV-Transilluminator (TI1, Biometra) und mit Hilfe eines digitalen Gel-

Dokumentationssystems (Intas Science Imaging Instruments) analysiert. 

 

2.8 Hefe-Zwei-Hybrid-System 

 

Protein-Protein-Interaktionen wurden mit Hilfe des Matchmaker GAL4 Two-Hybrid System 3 

(Clontech) im Hefestamm AH109 (Tabelle 1) untersucht. Dabei wurde das Ködergen als 

Fusionsprotein mit der GAL4-DNS-Bindedomäne exprimiert, während das Beutegen bzw. die cDNS-

Bibliothek als Fusionsprotein mit der GAL4-Aktivierungsdomäne exprimiert wurde (Fields & Song 

1989). Kam es nach Koexpression in Hefe zur Interaktion zwischen den Köder- und 

Beutefusionsproteinen, wurden DNS-Bindedomäne und Aktivierungsdomäne in räumliche Nähe 

zueinander gebracht, was die Transkription der drei Reportergene HIS3, ADE2 und lacZ bewirkte. Die 
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Expression der Reportergene ermöglichte dem auxotrophen Hefestamm AH109 das Wachstum auf 

synthetischen, selektiven Medien, die Histidin und Adenin nicht enthielten, und führte zu einer 

Blaufärbung der Kolonien im β-Galaktosidase-Aktivitätstest. 

 

Für das Durchmustern zweier cDNS-Bibliotheken der humanen Niere (Tabelle 6) diente der 

zytosolische C-Terminus von rROMK1 (Aminosäure 167-391) als Köder. Eine mutierte Variante der 

GCN4-Leucinzipperdomäne (Harbury et al., 1993; Zerangue et al., 2001) wurde zwischen den 

C-Terminus und die DNS-Bindedomäne eingefügt, was eine Tetramerisierung des Fusionsproteins 

bewirkte. Das Köderprotein ahmte somit die homotetramere Topologie des ROMK-Kanalproteins 

nach. Für die Selektion in Hefe verfügte das Köderplasmid (pGBKT7, Clontech) über das TRP1-Gen 

und die Beute-Plasmide (pGAD10, pACT2 und pGADT7, Clontech) über das LEU2-Gen. TRP1 und 

LEU2 ermöglichen den auxotrophen Hefen das Wachstum auf synthetischen, selektiven Medien, die 

Tryptophan bzw. Leucin nicht enthalten.  

 

Tabelle 6: Verwendete cDNS-Bibliotheken der humanen Niere* 

Katalog-Nr. Chargen-Nr. Vektor Anz. unabhängiger Klone Konstruktion (Primer) Hersteller 

HL4005AB 3Z037 pGAD10 4,0x106 Oligo-dT & random hexamer Clontech 

HL4043AH 7120025 pACT2 3,5x106 Oligo-dT Clontech 

* Human Kidney Matchmaker cDNA Library 
 

Die cDNS der ersten Bibliothek (HL4005AB) lag bereits amplifiziert vor und konnte direkt 

eingesetzt werden. Die zweite Bibliothek (HL4043AH) wurde zunächst amplifiziert. 

 

Für die Durchmusterung der cDNS-Bibliotheken wurde zunächst nur das Köderkonstrukt mit 

Hilfe der kleinen Hefetransformation in AH109-Hefezellen transformiert. In diese Hefe wurde 

anschließend mit Hilfe der großen Hefetransformation die cDNS-Bibliothek transformiert. Die 

resultierenden Hefetransformanten wurden durch verschiedene Selektionsschritte auf Interaktion 

analysiert. Mit positiven Klonen wurde ein β-Galaktosidase-Aktivitätstest durchgeführt. Die Plasmide 

der im β-Galaktosidase-Aktivitätstest positiven Hefekolonien wurden isoliert, in E.coli DH5α 

amplifiziert und einem analytischen Restriktionsverdau unterzogen. Anschließend wurden die 

Beutekonstrukte zusammen mit dem Köderkonstrukt erneut in AH109 transformiert und nochmals auf 

Interaktion getestet. Der Ablauf des Hefe-Zwei-Hybrid-Assays ist in Abbildung 3 schematisch 

dargestellt.  
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Abbildung 3: Schematischer Ablauf des Hefe-Zwei-Hybrid-Assays. In den Boxen sind die Arbeitsschritte sowie 
Selektionsmedien angegeben. Auf der linken Seite wird auf die verwendeten Protokolle verwiesen. 
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Köderkonstrukt, das anstelle des C-Terminus von ROMK aus Ratte den humanen C-Terminus enthielt. 

Isolierte Beutekonstrukte, die für interagierende Proteinfragmente kodierten, wurden durch 

automatisierte DNS-Sequenzierung analysiert und deren Nukleotidsequenzen mit Hilfe von BLAST 

(Basic Local Alignment Search Tool) mit den Datenbankeinträgen von GenBank verglichen. 

 

Für die Untersuchung von Interaktionen zwischen dem Beutekonstrukt Golgin-160(614-849) 

und den C-terminalen Mutanten von ROMK sowie zwischen HCN2/4 und KCNE1-4 wurde nach dem 

Protokoll der kleinen Hefetransformation verfahren.  

 

Für die Stammhaltung wurde AH109 in YPAD-Medium mit 15% Glycerol vermischt, in 

flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Für die Transformationen wurde 

regelmäßig ein Aliquot aufgetaut, auf YPAD-Nährböden ausgestrichen und für 2 Tage bei 30°C 

inkubiert.  

 

2.8.1 Hefemedien 

 

Für die Anreicherung von Hefen wurde YPAD-Medium mit 1% (w/v) Hefe-Extrakt (Bacto 

Yeast Extract, Becton Dickinson), 2% (w/v) Pepton (Select Pepton 140, Invitrogen/Gibco), 2% (w/v) 

D(+)-Glukose (Sigma) und 40 mg/l Adenin (Q-Biogene) verwendet. Feste Nährmedien enthielten 

zusätzlich 2% (w/v) Agar (Bacto Agar, Becton Dickinson). Hefe-Extrakt, Pepton und ggf. Agar 

wurden zunächst in 940 ml deionisiertem Wasser gelöst und zum Sterilisieren für 20 min bei 120°C 

autoklaviert. Nachdem das Medium auf ca. 50°C abgekühlt war, konnten 50 ml einer 40%igen 

Glukose-Lösung und 10 ml einer 100-fach konzentrierten Adenin-Lösung (4 g/l) steril hinzugegeben 

werden. 

Die Medien für das Hefe-Zwei-Hybrid-System setzten sich aus 6,7 g/l Stickstoffbasis (Difco 

Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids, Becton Dickinson), 0,65 g/l Aminosäure/Nukleotid-Gemisch 

(Complete Supplement Mixture, Q-Biogene) und 2% Glukose zusammen. Feste Nährmedien enthielten 

zusätzlich 2% (w/v) Agar. Für flüssige Medien wurden Stickstoffbasis, Aminosäure/Nukleotid-Pulver 

und Glukose in 1000 ml deionisiertem Wasser gelöst und sterilfiltriert. Für Festmedien wurden 

Medium und Agar getrennt in je 500 ml deionisiertem Wasser angesetzt. Das Medium wurde gelöst 

und sterilfiltriert. 20 g Agar wurden gelöst und autoklaviert. Nachdem der Agar auf ca. 50°C 

abgekühlt war, wurden beide Bestandteile unter sterilen Bedingungen miteinander luftblasenfrei 

gemischt und in Petrischalen gegossen. Die Lagerung der Medien erfolgte für maximal vier Wochen 

bei 4°C. 

Das Aminosäure/Nukleotid-Gemisch setzte sich aus 40 mg/l Adenin, 50 mg/l Arginin, 80 mg/l 

Aspartat, 20 mg/l Histidin, 50 mg/l Isoleucin, 100 mg/l Leucin, 50 mg/l Lysin, 20 mg/l Methionin, 
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50 mg/l Phenylalanin, 100 mg/l Threonin, 50 mg/l Tryptophan, 50 mg/l Tyrosin, 20 mg/l Uracil und 

140 mg/l Valin zusammen.  

Für selektive Medien wurden Aminosäure/Nukleotid-Gemische verwendet, denen ein oder 

mehrere Bestandteile fehlten. Es wurden flüssige und feste Medien ohne Tryptophan (-Trp), ohne 

Leucin (-Leu), ohne Tryptophan und Leucin (-Trp/-Leu), ohne Tryptophan, Leucin und Histidin 

(-Trp/-Leu/-His) und ohne Tryptophan, Leucin, Histidin und Adenin (-Trp/-Leu/-His/-Ade) verwendet.  

 

2.8.2 Amplifikation einer cDNS-Bibliothek 

 

 Die cDNS-Bibliothek (HL4043AH) wurde in E.coli BNN132 in 2 ml LB-Medium mit 25% 

Glycerol von Clontech bezogen. Der Hersteller gab den Titer mit ≥ 108 CFU/ml und die Anzahl der 

unabhängigen Klone mit 3,5x106 an. Die Zellen wurden für die Lagerung bei -80°C zunächst auf Eis 

aufgetaut und zu je 50 µl aliquotiert. Zur Bestimmung des exakten Titers wurden Verdünnungen von 

1x10-6, 2x10-7 und 1x10-7 auf LB/Ampicillin-Nährböden ausplattiert und über Nacht bei 37°C 

inkubiert. Nach Auszählen der koloniebildenden Einheiten wurde der Titer mit 1,5x108 CFU/ml 

bestimmt.  

Zur Amplifikation wurden jeweils 50.000 CFU auf 160 großen LB/Ampicillin-Nährböden 

(Durchmesser: 150 mm) ausplattiert. Dies entsprach mit einer Gesamtzahl von 8x106 CFU dem 2,3-

fachen der Anzahl der unabhängigen Klone. Dazu wurden 53 µl der Bakteriensuspension in 32 ml 

LB/Ampicillin-Flüssigmedium aufgenommen und davon je 200 µl pro Platte ausgestrichen. Das stellte 

sicher, daß alle Klone der Bibliothek amplifiziert wurden. Nach einer Inkubation von 48 h bei 30°C 

wurden die gewachsenen Kolonien mit 10 ml LB-Flüssigmedium je Platte überschichtet, für 15 min 

leicht geschüttelt und anschließend mit einem Zellschaber vom Agar vollständig gelöst. Die 

Zellsuspension wurde aufgenommen und jeweils drei Platten mit 10 ml frischem LB-Flüssigmedium 

nachgewaschen. Die Zellsuspension mit einem Gesamtvolumen von ca. 2,1 l wurde in 50 ml-Falcon-

Röhrchen für 15 min bei 4000xg zentrifugiert, wobei jedes Röhrchen zweimal befüllt wurde. Die 

Lagerung der Pellets erfolgte bis zur Aufarbeitung bei -20°C.  

Die Plasmide wurden mit Hilfe des Qiagen Plasmid Giga Kit isoliert. Dazu wurden die 

Bakterien in 250 ml Puffer P1 aufgenommen. Aufgrund der hohen Zelldichte wurde abweichend vom 

Herstellerprotokoll nach der ersten Zentrifugation der Überstand zusätzlich vakuumfiltriert, bevor die 

Lösung auf die Säulen gegeben wurde. Die cDNS wurde abschließend für 20 min in einer 

Vakuumzentrifuge getrocknet und in 2 ml Tris-HCl (10 mM, pH 8,5) aufgenommen. Die 

Konzentration wurde mit 0,97 µg/µl bestimmt (OD260/280: 1,76). Die Ausbeute von rund 2 mg 

Bibliotheks-cDNS reichte für 16 große Hefetransformationen. Die cDNS wurde aliquotiert und bei 

-20°C gelagert.  
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2.8.3 Kleine Hefetransformation 

 

Die Transformation von Saccharomyces cerevisiae AH109 erfolgte nach der Lithiumacetat-

Methode (Ito et al., 1983). Die Hefen wurden über Nacht bei 30°C in 2 ml YPAD-Medium in 15 ml-

Falcon-Röhrchen kultiviert. Am nächsten Morgen wurde die Kultur in einem 1 l-Erlenmeyer-Kolben 

in 50 ml YPAD-Medium auf eine OD600 von 0,1 verdünnt. Dabei ist eine Kultur von 50 ml für fünf 

Transformationen ausreichend. Nach Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase (OD600 = 0,5) 

wurde die Kultur für 5 min bei 2000xg und RT zentrifugiert, das Zellpellet einmal mit sterilem, 

deionisiertem Wasser gewaschen und anschließend in 1 ml Lithiumacetat resuspendiert (100 mM 

LiAc, 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA).  

Zu 1,5 µg des jeweiligen Fusionskonstruktes (bei Koexpressionen insgesamt 3,0 µg) wurden 

in einem 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefäß 18 µl Lachsspermien-Träger-DNS (10 mg/ml, Sigma) 

gegeben. Die Träger-DNS wurde zuvor durch Kochen für 40 s und sofortiges Kühlen auf Eis 

denaturiert. Zu jedem DNS-Ansatz kamen je 200 µl Zellsuspension und 1,2 ml Polyethylenglycol 

(40% PEG, 100 mM LiAC, 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA). Die Ansätze wurden durch Invertieren 

gemischt, für 30 min bei 30°C und anschließend für 15 min bei 42°C inkubiert. Darauf wurden die 

Hefezellen durch kurze Zentrifugation sedimentiert und in 100 µl TE-Puffer aufgenommen (10 mM 

Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0). Nach Transformation des Köderkonstruktes wurden die Zellen auf 

-Trp-Medium und nach Kotransformation von Köder- und Beutekonstrukt auf -Trp/-Leu-Medium 

ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte für mindestens zwei Tage bei 30°C. 

Hefen, die nur das Köderkonstrukt enthielten, wurden anschließend zum Animpfen von 

Vorkulturen der großen Hefetransformation verwendet. Die mit Köder- und Beutekonstrukten 

transformierten Hefeklone, wurden zum Nachweis möglicher Interaktionen auf -Trp/-Leu/-His/-Ade-

Nährböden ausgestrichen und einem β-Galaktosidase-Aktivitätstest unterzogen.  

 

2.8.4 Große Hefetransformation 

 

Drei Vorkulturen mit jeweils 2 ml -Trp-Medium wurden mit je einer großen Hefekolonie, die 

bereits das Köderkonstrukt enthielt, in 15 ml-Falcon-Röhrchen angeimpft und bei 30°C und 250 Upm 

inkubiert. Am nächsten Tag wurde die gesamte Vorkultur von 6 ml mit 150 ml -Trp-Medium 

verdünnt, auf zwölf 50 ml-Falcon-Röhrchen verteilt (12x 13 ml) und über Nacht bei 30°C und 

250 Upm inkubiert. Diese zweite Vorkultur wurde für 3 min bei 2000xg und RT zentrifugiert und das 

Zellpellet in 10 ml -Trp-Medium resuspendiert. Damit wurden 900 ml -Trp-Medium in einem 

3 l-Erlenmeyer-kolben mit einer OD600 von 0,15-0,25 angeimpft und bis zu einer OD600 von 0,45-0,75 

bei 30°C und 250 Upm inkubiert. Anschließend wurde die Hefekultur für 5 min bei 2000xg und RT in 

mehreren 50 ml-Falcon-Röhrchen parallel zentrifugiert, die Pellets mit insgesamt 300 ml sterilem, 

deionisiertem Wasser gewaschen, in 10 ml Wasser in einem Falcon-Röhrchen vereinigt und nach 
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erneutem Waschen mit 50 ml Lithiumacetat (100 mM LiAc, 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA) in 4 ml 

Lithiumacetat resuspendiert. 

In drei parallelen Ansätzen wurden in 50 ml-Falcon-Röhrchen zu je 40 µg Bibliotheks-cDNS 

145 µl denaturierte Lachsspermien-Träger-DNS (10 mg/ml, Sigma), 1,5 ml Zellsuspension und 

8,6 ml Polyethylenglycol (40% PEG, 100 mM LiAC, 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA) gegeben. Die 

Ansätze wurden gut durchmischt und für 30 min bei 30°C und 250 Upm inkubiert. Nach Zugabe von 

jeweils 1 ml DMSO (Sigma) wurden die Ansätze vorsichtig gemischt und für 15 min bei 42°C unter 

gelegentlichem Schwenken inkubiert. Nach dem Hitzeschock wurden die Ansätze für 2 min auf Eis 

gestellt und anschließend für 5 min bei 2000xg und RT zentrifugiert. Die Pellets wurden in jeweils 

25 ml -Trp/-Leu-Medium resuspendiert, in einem 1 l-Erlenmeyer-Kolben vereinigt und für 1 h bei 

30°C und 250 Upm inkubiert. Die Hefezellen wurden abschließend durch Zentrifugation für 5 min bei 

2000xg und RT pelletiert und in 12 ml -Trp/-Leu-Medium resuspendiert. Davon wurden je 300 µl auf 

großen -Trp/-Leu/-His-Nährböden (150 mm Durchmesser) ausplattiert. Nach einer Inkubationszeit von 

3-5 Tagen bei 30°C wurden die gewachsenen Kolonien zweimal hintereinander auf -Trp/-Leu/-His/-

Ade-Nährböden ausgestrichen und erneut 2-3 Tage bei 30°C inkubiert. Das zweite Ausstreichen 

erfolgte parallel auf zwei identischen Platten, von denen die eine für den β-Galaktosidase-

Aktivitätstest und die andere für die Präparation der Beutekonstrukte verwendet wurde.  

Um die Transformationseffizienz zu bestimmen, wurden Verdünnungen von 10-3 bis 10-6 des 

Transformationsansatzes auf -Trp/-Leu-Nährböden ausplattiert und nach einer Inkubation von 2 Tagen 

bei 30°C die Anzahl der koloniebildenden Einheiten bestimmt. Für das statistisch vollständige 

Durchmustern einer cDNS-Bibliothek sollte dabei die vierfache Zahl der unabhängigen Klone der 

jeweiligen cDNS-Bibliothek erreicht werden. 

 

2.8.5 β-Galaktosidase-Aktivitätstest 

 

Für die Bestimmung der β-Galaktosidase-Aktivität wurden Hefekolonien nach 2-3-tägigem 

Wachstum auf -Trp/-Leu/-His/-Ade-Nährböden mit X-Gal-Weichagar (0,5% Agarose, 500 mM 

NaPO4-Puffer (pH 7,0), 1% SDS, 2% X-Gal in DMF (beides Sigma)) überschichtet. Für kleine 

Agarplatten wurde ein Volumen von 10 ml und für große Platten eines von 30 ml verwendet. Dazu 

wurde die Agarose nach dem Schmelzen in der Mikrowelle in einem Wasserbad auf eine Temperatur 

von 50°C eingestellt und SDS sowie X-Gal kurz vor Gebrauch hinzugegeben. Die Inkubation erfolgte 

bei 30°C für bis zu 12 h. Dabei wurde die Blaufärbung in regelmäßigen Abständen notiert.  

 

2.8.6 Plasmidpräparation aus Hefe 

 

Für die Präparation von Beutekonstrukten aus lacZ-positiven Hefen wurden einzelne Kolonien 

von -Trp/-Leu/-His/-Ade-Nährböden in 2 ml -Leu-Medium resuspendiert und für 24 h bei 30°C und 
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250 Upm in einem 15 ml-Falcon-Röhrchen inkubiert. Die Zellen wurden durch kurze Zentrifugation 

pelettiert, in jeweils 200 µl Hefe-Lysepuffer (2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-

HCl (pH 8,0), 1mM EDTA) resuspendiert und in ein 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. 

Nach Zugabe von 200 µl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (Verhältnis 25:24:1, Phenol in TE-Puffer 

äquilibriert, Roth) und 100 µl säurebehandelter Glaskügelchen wurden die Hefezellen durch 

dreiminütiges „Vortexen“ aufgeschlossen. Nach Zentrifugation für 5 min bei 10.000xg und RT wurde 

die wäßrige, obere Phase (ca. 135 µl) abgenommen, mit 15 µl einer 10% Natrium-Acetat-Lösung und 

375 µl 100% Ethanol vermischt und die DNS durch Zentrifugation für 30 min bei 10.000xg und RT 

präzipitiert. Das Pellet wurde mit 75% Ethanol gewaschen, bei 37°C für 30 min getrocknet und in 

10 µl Tris-HCl (10 mM, pH 8,5) aufgenommen.  

Für die Amplifikation der Beutekonstrukte wurden jeweils 2 µl DNS mit Hilfe der 

Elektroporation in E.coli DH5α (Invitrogen) transformiert. Die Präparation der Plasmide erfolgte aus 

3 ml Übernachtkultur (LB/Kanamycin) mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen). Zur 

Identifikation identischer Beuten wurden jeweils 5 µl einer Plasmidpräparation mit der 

Restriktionsendonuklease BglII analytisch verdaut, die die Beutekonstrukte 5´ und 3´ der Multiple 

Cloning Site schneidet. Nach Auftrennung in einem Agarosegel gaben identische Fragmentgrößen 

einen Hinweis auf identische Beuten.  

 

2.9 Zellkultur 

 

Für die Kultur von Flp-In-293- (Invitrogen) und COS-7-Zellen wurde DMEM (Dulbecco’s 

Modification of Eagles Medium, Invitrogen/Gibco) mit 4,5 g/l Glukose, GlutaMax I und Pyruvat, 10% 

fötalem Rinderserum (FCS, Biochrom) sowie 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin 

(beides Sigma) verwendet. Das Medium für Flp-In-293-Zellen enthielt zusätzlich 100 µg/ml Zeocin 

(Invitrogen). Die Kultivierung erfolgte in T75-Kulturflaschen (75 cm², Cellstar, Greiner Bio-One) in 

15 ml Medium bei 37°C in 5% Kohlendioxid und 95% wasserdampfgesättigter Atmosphäre (BBD 

6220 Zellkulturschrank, Heraeus).  

Alle Arbeiten wurden in einer sterilen Werkbank (Hera Safe, Heraeus) mit sterilen und auf 

37°C vorgewärmten Lösungen durchgeführt. Die Kultivierungsmedien wurden alle zwei Tage gegen 

frische ausgetauscht. Bei einer Konfluenz >90% wurden die Zellen vereinzelt und in neue 

Kulturflaschen umgesetzt. Dazu wurden diese einmal mit 10 ml PBS-Puffer ohne Magnesium und 

Kalzium (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline, Invitrogen/Gibco) gewaschen und durch Inkubation 

für 30-60 s in 2 ml Trypsin-EDTA-Lösung (Biochrom, Berlin) bei RT vom Boden abgelöst. Die 

Trypsin-Inkubation wurde durch Zugabe von 8 ml Kultivierungsmedium gestoppt. Die Zellen wurden 

durch Zentrifugation für 5 min bei 500xg und RT sedimentiert, in 10 ml Kulturmedium aufgenommen 

und die Zellzahl mit Hilfe eines automatischen Zellzählers (CASY, Schärfe System) bestimmt. 

Abschließend wurden 0,5-1,0x106 Zellen in neue Kulturflaschen ausgesät. Die verwendeten Zellinien 
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wurden regelmäßig auf Mykoplasmen-Kontamination untersucht (VenorGeM Mycoplasma Detection 

Kit, Minerva Biolab).  

Die Transfektion von Säugerzellen erfolgte mit Hilfe von Lipofectamine 2000 (Invitrogen) in 

serumfreiem Opti-MEM-Medium mit GlutaMax I (Invitrogen/Gibco) ohne Antibiotika. 

 

2.10 Proteinbiochemische Methoden 

 

2.10.1 Koimmunpräzipitation 

 

 Für die Koimmunpräzipitation von Golgin-160 mit dem C-Terminus von ROMK wurden 

Lysate von transient transfizierten Säugerzellen verwendet. Dazu wurden 15x106 Flp-In-293-Zellen 

(Invitrogen) in T175-Zellkulturschalen (175 cm², Cellstar, Greiner Bio-One) in 30 ml Kulturmedium 

ohne Antibiotika ausgesät. Nach 24 h wurden die Zellen zweimal mit PBS-Puffer ohne Magnesium 

und Kalzium (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline, Invitrogen/Gibco) gewaschen und das Medium 

gegen serumfreies Opti-MEM (Invitrogen/Gibco) ausgetauscht. Mit Hilfe von Lipofectamine 2000 

(Invitrogen) wurden die Zellen mit (1) 27 µg hROMK(167-391) / pCMV-HA und 3 µg Golgin-160-

FLAG / pcDNA3.1 Zeo(-), (2) 27 µg hROMK(167-391) / pCMV-HA und 3 µg pcDNA3.1 Zeo(-) 

(Leervektor) und (3) 27 µg pCMV-HA (Leervektor) und 3 µg Golgin-160-FLAG / pcDNA3.1 Zeo(-) 

transfiziert. Nach einer Inkubation von 12 h im Brutschrank wurde das serumfreie Medium gegen das 

Kulturmedium ausgetauscht und die Zellen für weitere 12 h inkubiert. 

 Zur Herstellung der Zellysate wurden die Kulturschalen für 10 min auf Eis gestellt, die Zellen 

zweimal mit 20 ml eiskaltem TBS (50 mM Tris-HCL, 150 mM NaCl, pH 7,4) mit Protease-Inhibitor 

(Roche) gewaschen und in 5 ml TBS-Puffer mit einem Zellschaber vom Boden abgelöst. Die 

Zellsuspension wurde für 2 min bei 400xg und 4°C zentrifugiert, das Pellet in 2 ml TBS aufgenommen 

und die Zellen durch Ultraschall (dreimal 5 s) auf Eis aufgeschlossen. Die Zelltrümmer wurden durch 

Zentrifugation für 15 min bei 16.000xg und 4°C abgetrennt und der Überstand für die 

Koimmunpräzipitation eingesetzt. Die Expression der heterolog exprimierten Proteine 

hROMK(167-391)-HA und hGolgin-160-FLAG wurde in einem Vorversuch durch Western-

Transferanalyse (Western-Blot) nachgewiesen.  

 Für die Immunpräzipitation wurden Anti-HA- und Anti-FLAG-Antikörper verwendet, die 

kovalent an die Oberfläche von roten Agarosegelkügelchen gebunden waren. (EZviewTMRed ANTI-

HA Affinity Gel und EZviewTMRed ANTI-FLAG M2 Affinity Gel, Sigma). Vorteile dieser Methode 

sind (1) eine stabile Bindung zwischen Antikörper und Gelkügelchen, (2) die Vermeidung 

unspezifischer Interaktionen zwischen dem üblicherweise verwendeten Protein A und Zellproteinen 

im Lysat und (3) das bessere Erkennen der farbigen Gelkügelchen bei den einzelnen Wasch- und 

Pelletierschritten. 
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Das Lysat, das sowohl ROMK(167-391)-HA als auch Golgin-160-FLAG enthielt, wurde 

geteilt und parallel mit Anti-HA- und mit Anti-FLAG-Antiseren inkubiert. Als Kontrollen wurde das 

Zellysat mit ROMK(167-391)-HA mit Anti-FLAG und das Lysat mit Golgin-160-FLAG mit Anti-HA 

inkubiert. Dazu wurden für jeden Ansatz 40 µl der Gelkügelchen-Suspension zweimal mit 500 µl 

eiskaltem TBS (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 7.4) gewaschen (Zentrifugation für 30 s bei 

9500xg und 4°C) und mit 1 ml Zellysat derselben Proteinkonzentration über Nacht bei 4°C rotierend 

inkubiert.  

 Die Gelkügelchen wurden durch Zentrifugation für 30 s bei 8200xg und 4°C sedimentiert und 

dreimal für jeweils 5 min mit 500 µl eiskaltem TBS bei 4°C rotierend gewaschen. Zur Ablösung des 

Antigens vom Antikörper wurden die Pellets mit je 30 µl 2x Probenpuffer (NuPAGE, Invitrogen) für 

5 min bei 95°C inkubiert, vorsichtig durchmischt und für 30 s bei 8.200xg zentrifugiert. Die 

Überstände wurden abgenommen und durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und nachfolgenden 

Western-Blot immunbiochemisch analysiert. Hierzu wurden die Proben, die mit Anti-FLAG-

Antikörpern immunpräzipitiert wurden mit Anti-ROMK-Antikörpern (Alomone Labs) und diejenigen, 

die mit Anti-HA-Antikörpern immunpräzipitiert wurden, mit Anti-FLAG-Antikörpern (Sigma) 

analysiert.  

 

2.10.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

 

Die SDS-PAGE erfolgte als vertikale Flachbett-Elektrophorese in einem diskontinuierlichen 

Puffersystem mit Sammel- und Trenngel nach dem Prinzip von Laemmli (1970). Dazu wurden 

Bis/Tris-HCl-Gradienten-Minigele (NuPAGE, Invitrogen) mit einer Acrylamidkonzentration von 

4-12% und einer Stärke von 1 mm verwendet. Für eine gute Auftrennung von Proteinen mit einer 

Größe zwischen 14 und 200 kDa wurde als Laufpuffer MOPS-Puffer (NuPAGE Mops SDS Running 

Buffer, Invitrogen) eingesetzt. Die Proben wurden in Probenpuffer (NuPAGE, Invitrogen) inkl. 5% β-

Mercaptoethanol (Sigma) für 5 min bei 95°C denaturiert und für 60-90 min bei 200 V 

elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Bestimmung der Molekulargewichte wurden 2 µl eines 

fluoreszenzmarkierten Proteinstandards aufgetragen (10 bis 250 kDa, Odyssey Protein Molecular 

Weight Marker, LiCor) 

 

2.10.3 Western-Transferanalyse (Western-Blot) 

 

Die in einer SDS-PAGE nach Größe aufgetrennten Proteine wurden durch Elektrotransfer 

(Novex XCell 2 Blotmodul, Invitrogen) vom Gel auf eine Nitrocellulosemembran (BioTrace NT, 

Maschenweite 0,2 µm, Pall) übertragen. Gel und Membran wurden dabei als „Sandwich“ mit 

Filterpapieren und Schaumstoffschwämmen (beides Biorad) zwischen Kathode und Anode 

eingeklemmt. Gel, Membran, Filterpapiere und Schaumstoffschwämme wurden vor dem Transfer für 
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5 min in Transferpuffer (NuPAGE, Invitrogen) äquilibriert. Der Transfer erfolgte für 1 h bei 25 V mit 

kaltem Transferpuffer im Eisbad. 

Zur Bestätigung eines erfolgreichen Transfers wurde das Acrylamidgel für 15 min in 

Coomassie-Färbelösung (0,1% Coomassie Brilliant Blue R-250 (BioRad), 10% Essigsäure, 40% 

Ethanol) inkubiert und anschließend entfärbt (10% Essigsäure, 40% Ethanol). Bei vollständigem 

Transfer waren keine Proteinbanden mehr sichtbar. Die Nitrocellulosemembran wurde für 5 min in 

0,1% Ponceau-Lösung (Sigma) inkubiert und anschließend mit Leitungswasser kurz entfärbt. Nach 

einem erfolgreichen Transfer war ein Bandenmuster sichtbar, dessen Färbung anschließend wieder 

ausgewaschen wurde.  

Die Membran wurde für 1 h bei RT in Blockierpuffer (50% Odyssey Blocking Buffer (LiCor), 

50% PBS (Gibco/Invitrogen), 0,05% Tween20 (Sigma)) und anschließend über Nacht bei 4°C mit dem 

in Blockierpuffer verdünntem ersten Antikörper (Anti-FLAG aus Maus (Sigma) 1:5000, Anti-ROMK 

aus Kaninchen (Alomone Labs) 1:500) in einer Schale auf einem Kreisschüttler inkubiert. 

Unspezifisch gebundener Antikörper wurden im Anschluß durch viermaliges Waschen für je 5 min 

mit TBST-Puffer (20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 0,05% Tween20 (Sigma), pH 7,4) entfernt.  

Zum Nachweis der gebundenen ersten Antikörper wurde die Membran für 1 h bei RT mit dem 

in Blockierpuffer verdünnten, fluoreszenzmarkierten sekundären Antikörper (Alexa Fluor 680 Anti-

Maus aus Ziege, Alexa Fluor 680 Anti-Kaninchen aus Ziege (Molecular Probes) 1:2500) 

lichtgeschützt in 50 ml-Falcon-Röhrchen auf einem Rolleninkubator inkubiert. Unspezifisch 

gebundene Antikörper wurden erneut durch viermaliges Waschen für je 5 min mit TBST entfernt. Die 

Transfer-Membran wurde mit Hilfe eines Fluoreszenzscanners (Odyssey Imaging System, LiCor 

Biosciences) ausgewertet.  

 

2.11 Immunfluoreszenz  

 

Die subzelluläre Lokalisation von ROMK und Golgin-160 wurde mit Hilfe der 

Immunfluoreszenz in transient transfizierten Säugerzellen untersucht. Dazu wurden auf sterilen 

Deckgläschen (Durchmesser: 12 mm, Menzel) in einer 24-Kavitäten-Platte (Cellstar, Greiner 

Bio-One) 1x105 COS-7-Zellen in 1 ml Kulturmedium je Kavität ohne Antibiotikum ausgesät. Nach 

24 h wurden die Zellen zweimal mit PBS-Puffer ohne Magnesium und Kalzium (Dulbecco’s 

Phosphate-Buffered Saline, Invitrogen/Gibco) gewaschen und das Medium gegen 0,5 ml serumfreies 

Opti-MEM (Invitrogen/Gibco) ausgetauscht. Mit Hilfe von Lipofectamine 2000 (Invitrogen) wurden 

die Zellen mit (1) 1,6 µg hROMK2 / pcDNA3 und 0,8 µg hGolgin-160-FLAG / pcDNA3.1 Zeo(-), (2) 

1,6 µg pcDNA3 (Leervektor) und 0,8 µg hGolgin-160-FLAG / pcDNA3.1 Zeo(-), (3) 1,6 µg 

hROMK2 / pcDNA3 und 0,8 µg pcDNA3.1 Zeo(-) (Leervektor), (4) 0,8 µg hROMK1 / pEGFP-C1 

und (5) Wasser transfiziert. Nach einer Inkubation von 12 h im Brutschrank wurde das serumfreie 

Medium gegen das Kulturmedium ausgetauscht und die Zellen für weitere 24 h inkubiert. 
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Die Zellen wurden für 5 min bei 4°C in Mikrotubuli-stabilisierendem Puffer (MTSP, 80 mM 

Na-Pipes (Sigma), 1 mM MgCl2 (Merck), 1 mM Na-EGTA (Sigma), 4% (v/v) Polyethylenglykol 6000 

(Merck), pH 6,9) inkubiert, anschließend für 20 min mit 4% Paraformaldehyd (Sigma) in MTSP bei 

4°C fixiert und mit 1% Triton X-100 (BioRad) in PBS für 15 min bei RT permeabilisiert. 

Anschließend wurden die Zellen für 1 h bei RT mit 5% Rinderserum (Sigma) und 3% Pferdeserum 

(Sigma) in PBS blockiert, dreimal kurz mit PBS gewaschen und dann für 1 h bei RT mit Anti-

ROMK-Antiserum aus Kaninchen (1:100, Alomone Labs) und Anti-FLAG-Antikörpern aus Maus 

(1:1000, Sigma) inkubiert. Die primären Antikörper wurden in PBS mit 3% Pferdeserum (Sigma) 

verdünnt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit den sekundären Antikörpern 

Alexa Fluor 546 Anti-Kaninchen aus Ziege und Alexa Fluor 488 Anti-Maus aus Ziege (beides 1:1000, 

Molecular Probes) inkubiert. Die sekundären Antikörper wurden in PBS mit 3% Rinderserum (Sigma) 

verdünnt. Abschließend wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Salze wurden durch 

zweimaliges Waschen mit deionisiertem Wasser entfernt. Die Deckgläschen wurden mit den Zellen 

nach unten auf Objektträgern (Super Frost 76x26x1 mm, Menzel) in einem Tropfen Permafluor-

Lösung (Immunotech) eingebettet und über Nacht bei 4°C getrocknet. Als Kontrolle wurde ein Teil 

der Zellen nur mit den zweiten Antikörpern inkubiert. Zellen, die das EGFP-markierte ROMK-Protein 

exprimierten, blieben unbehandelt und wurden lediglich gewaschen und eingebettet. 

Die Auswertung erfolgte mit einem konfokalen Laser-Raster-Mikroskop (TCS SP2, Leica) bei 

Anregungswellenlängen von 488 nm und 543 nm. Jeder Bildpunkt wurde zweimal detektiert und als 

Mittelwert dargestellt. Um eine Vergleichbarkeit der Abbildungen zu ermöglichen, wurden die 

Anregungsenergie und die Detektorempfindlichkeit von Experiment zu Experiment nicht verändert. 

Von jeder Zelle wurden zehn Bilder in unterschiedlichen Fokusebenen aufgezeichnet, von denen im 

Ergebnisteil nur jeweils eines gezeigt wird. Eine Summation über mehrere Fokusebenen ergab nur 

eine Abnahme der Bildschärfe, aber keine Zunahme an Information. 

 

2.12 Elektrophysiologische Methoden 

 

Der Gesamtstrom durch Ionenkanäle in der Oozytenmembran kann in Abhängigkeit vom 

Membranpotential mit Hilfe der Zwei-Mikroelektroden-Spannungsklemme gemessen werden. Dabei 

wird durch eine Spannungselektrode im Oozyteninneren die Potentialdifferenz gegen eine 

Referenzelektrode im Bad bestimmt und mit Hilfe eines Rückkopplungsverstärkers und einer 

Stromelektrode ein vorgegebenes Membranpotential durch „Injektion“ von Ladung eingestellt. 

Gemessen wird der Strom, der „injiziert“ werden muß, um die Membran auf dem gewünschten 

Potential zu halten. Der zu einem gegebenen Zeitpunkt gemessene Strom entspricht bei 

Überexpression eines bestimmten Ionenkanals und der Verwendung geeigneter Versuchsbedingungen 

dem Ionenfluß durch diesen Kanal (Stühmer et al., 1992). 
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2.12.1 Lösungen 

 

Tabelle 7: Lösungen für elektrophysiologische Untersuchungen an Oozyten von Xenopus laevis 

Substanz OR-2 ND96 ND96 mit Antibiotikum 

NaCl (Merck) 82,5 mM 96,0 mM 96,0 mM 

KCl (Merck) 2,0 mM 2,0 mM 2,0 mM 

CaCl2*6H2O (Merck) - 1,8 mM 1,8 mM 

MgCl2*6H2O (Merck) 1,0 mM 1,0 mM 1,0 mM 

HEPES (Sigma) 5,0 mM 5,0 mM 5,0 mM 

Natriumpyruvat (Sigma) - - 2,5 mM 

Theophyllin (Sigma) - - 90 µg/ml 

Gentamicin (Sigma) - - 50 µg/ml 

Die Lösungen wurden auf pH 7,5 eingestellt, nach der Herstellung sterilfiltriert und bei 4°C gelagert. 
 

2.12.2 Oozytenpräparation 

 

 Zur Entnahme von Oozyten wurde ein weiblicher Krallenfrosch der Spezies Xenopus laevis 

für ca. 15 min in 0,1% Tricain-Lösung (Sigma) anästhesiert. Unter semisterilen Bedingungen wurde 

mit einem ca. 1 cm langen Schnitt der Bauchraum eröffnet und durch diesen Zugang Ovarialsäcke 

entnommen. Diese wurden in OR-2 mit Pinzette und Schere zerteilt, mehrmals mit OR-2-Lösung 

gewaschen, für 120-150 min in Kollagenase-OR-2-Lösung (2 mg/ml, Worthington Biochemical) bei 

18°C unter leichtem Schütteln inkubiert und abschließend mehrmals mit ND96 gewaschen. Die 

Lagerung erfolgte in ND96 mit Antibiotikum bei 18°C unter leichtem Schütteln. Diese Arbeiten 

wurden von Stefan Müller und Andreas Hertler im Labor von Carsten Strübing durchgeführt. Aus dem 

Gemisch der präparierten Oozyten unterschiedlicher Wachstums- und Reifestadien wurden die 

vollausgewachsenen und unbeschädigten Oozyten des Reifestadiums VI aussortiert (Dascal, 1987) 

und für die Injektion mit cRNS eingesetzt. 

 

2.12.3 Injektion von cRNS 

 

Injektionskapillaren wurden mit Hilfe des DMZ-Universal Mikroelektrodenpullers (Zeitz-

Instrumente) aus Borosilikatglas (Durchmesser: 1,2 mm, World Precisions Instruments) mit einer 

langen Spitze hergestellt. Ein Teil der Spitze wurde anschließend bis zu einem Durchmesser von 

10-15 µm abgebrochen und mit einem Heizdraht kanülenförmig ausgezogen. Nachdem die 

Injektionskapillare mit Paraffinöl (Sigma, ρ = 0,88 g/ml) gefüllt worden war, wurden mit Hilfe eines 

Nanoliterinjektors (World Precisions Instruments) ca. 3 µl cRNS aufgezogen und jede Oozyte mit 

50 nl cRNS-Lösung injiziert. Folgende Mengen an cRNS wurden einzeln oder zusammen injiziert (ng 

cRNS/Oozyte): hROMK2: 0,05; rROMK1-HA: 0,50; hROMK2-Mutanten (A198T, L220F, A306T, 
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R311W, Y314C, L320P, R324L, F325C, 362X, 368X ): 0,50; hKir2.1: 0,10/0,30; hKir2.1-PC: 0,5; 

hKir2.2: 0,30; hKir2.3: 1,0; hKir2.4: 1,0; hKv1.5: 0,16; hKv4.3: 0,10; HERG: 9,24; Golgin-160: 

1,15/4,5/5,0; GM130: 5,0; hGRB2: 5,0; hGRB7: 0,50/5,0; hGRB10: 5,0; hSGK1 WT, 

hSGK1(S422D), hSGK1(T256A/S422A): 5,0; hPP2A B56β: 0,50/5,0; hNRF2: 5,0; hCDR62: 5,0; 

hC13orf22: 5,0; hTNRC5: 5,0; Kontrolloozyten wurden mit 50 nl Wasser injiziert. Bis zur Messung 

wurden die Oozyten einzeln in einer 96-Kavitätenplatte in ND96 mit Antibiotikum bei 18°C inkubiert.  

 

2.12.4 Zwei-Elektroden-Spannungsklemme  

 

In der vorliegenden Arbeit wurden Elektroden aus Borosilikatglaskapillaren mit Filament 

(GC-150TF-15, Clarke Elektromedical Instruments) mit einem DMZ-Universal Mikroelektroden-

pullers (Zeitz-Instrumente) hergestellt und mit 3 M KCl-Lösung gefüllt, in die ein chlorierter 

Silberdraht tauchte. Der Serienwiderstand betrug 0,3-1,3 MΩ. Die Elektroden wurden mittels 

Mikromanipulatoren (World Precision Instruments) bewegt und waren über HS-2A-Vorverstärker 

(Axon Instruments) mit einem Turbo Tec 10CX Rückkopplungsverstärker und einem ITC-16 

Signalwandler (beides NPI Instruments) verbunden. Für die Programmierung der Pulsprotokolle, die 

Steuerung des Rückkopplungsverstärkers sowie die Aufzeichnung und Auswertung der Daten wurde 

Pulse (HEKA Elektronik) verwendet.  

Die Messungen wurden bei Zimmertemperatur durchgeführt. Dabei wurden die Oozyten 

permanent mit ND96 perfundiert. Folgende Meßprotokolle wurden verwendet: ROMK: 500 ms 

Testpulse von -120 mV bis +40 mV in Schritten von 20 mV, beginnend bei einem Haltepotential von 

-80 mV und mit einem Zwischenintervall von 5 s. Kir2.1: 500 ms Testpulse von -160 mV bis 0 mV in 

Schritten von 20 mV, beginnend bei einem Haltepotential von -100 mV und mit einem 

Zwischenintervall von 5 s. HERG: 1 s Testpulse von -120 mV bis +80 mV in Schritten von 20 mV, 

beginnend bei einem Haltepotential von -80 mV und mit einem Zwischenintervall von 10 s. Kv1.5: 

500 ms Testpulse von -100 mV bis +100 mV in Schritten von 20 mV, beginnend bei einem 

Haltepotential von -80 mV und mit einem Zwischenintervall von 5 s. Kv4.3: 1,5 s Testpulse von 

-80 mV bis +60 mV in Schritten von 20 mV, beginnend bei einem Haltepotential von -80 mV und mit 

einem Zwischenintervall von 10 s. 

Strom-Spannungskurven von ROMK, Kir2.1, und Kv1.5 wurden je Oozyte einmal 

aufgezeichnet und die mittleren Stromamplituden für jedes Potential für das Zeitintervall zwischen 

100 und 400 ms des Testpulses bestimmt. Die Strom-Spannungskurven von HERG und Kv4.3 wurden 

je Oozyte dreimal aufgezeichnet und daraus die mittleren Tail-Ströme von HERG im Moment des 

Potentialwechsels vom Testpuls zum Haltepotential bzw. die mittleren Peak-Stöme von Kv4.3 für 

jedes Potential berechnet. Die Datenanalyse wurde bei folgenden Potentialen durchgeführt: ROMK: 

0 mV; Kir2.1: -160 mV; Kv1.5: +40 mV; Kv4.3: +40 mV; HERG: Tail-Strom nach einem Testpuls 

auf +40 mV. Die Daten wurden 12-84 h nach der Injektion der Oozyten mit 1000 Hz (HERG: 
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2000 Hz) aufgezeichnet und mit 500 Hz gefiltert. Alle Untersuchungen wurden mehrfach mit 

mindestens zwei unabhängigen Oozyten- und cRNS-Präparationen durchgeführt.  

Die Koexpressionen mit den Kir2-Kanälen und den GRB-Adapterproteinen wurden von 

Guiscard Seebohm am Physiologischen Institut der Universität Tübingen durchgeführt. Dazu wurde 

folgendes Meßprotokoll verwendet: 500 ms Testpulse von -140 mV bis +40 mV in Schritten von 

20 mV, beginnend bei einem Haltepotential von -100 mV und mit einem Zwischenintervall von 5 s. 

Die Datenanalyse erfolgte bei einem Potential von -80 mV. 

Für pharmakologische Untersuchungen von ROMK und Kir2.1 wurden Oozyten mit 

0,10/0,50/1,0/10 mM Bariumchlorid bzw. 0,1/0,5/1,0 mM Chinidin (beides Sigma) in ND96 bis zur 

maximalen Hemmung perfundiert. Anschließend wurde die Blockersubstanz ausgewaschen. Dabei 

wurde ein vereinfachtes Meßprotokoll verwendet, das aus Testpulsen vom Haltepotential auf 0 mV bei 

ROMK bzw. -160 mV bei Kir2.1 bestand. Die mittlere Inhibition sowie die halbmaximale 

Hemmkonzentration (IC50) wurden aus den Daten von drei Oozyten je Konzentration berechnet.  

 

2.13 Oberflächenexpressionsanalyse 

 

Die Oberflächenexpression des extrazellulär an Position 115 mit einem HA-Antigenepitop 

markierten ROMK-Kanalproteins (rROMK1-HA) wurde in einzelnen Xenopus Oozyten gemessen 

(Zerangue et al., 1999). Dazu wurden Oozyten mit 0,5 ng der Kanal-cRNS, 1,15 ng Golgin-160-cRNS 

oder mit beiden cRNS injiziert und für 48 h in ND96 bei 18°C inkubiert. Als Kontrollen dienten 

Oozyten, die mit 0,05 ng cRNS des ROMK-Wildtyps (hROMK2 WT) oder Wasser injiziert wurden. 

Um das Hintergrundsignal möglichst gering zu halten, wurden die Oozyten intensiv mit Collagenase 

verdaut und nur die unversehrten Oozyten mit einheitlicher Größe und Pigmentierung für die 

Untersuchungen verwendet. Es wurde besonders darauf geachtet, daß sich keine Follikelreste mehr auf 

der Oberfläche der Oozyten befinden. 

Nach zweitägiger Inkubation wurden bei einem Teil der Oozyten die Stromamplituden mit 

Hilfe der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme untersucht. Der andere Teil wurde für die 

Oberflächenexpressionsanalyse verwendet. Die folgenden Schritte wurden bei 4°C in ND96 mit 1% 

BSA (Sigma) durchgeführt. Die Oozyten wurden für 30 min blockiert, für 60 min mit dem primären, 

monoklonalen Anti-HA-Antikörper aus Ratte (1:200, Roche) markiert, viermal für insgesamt 60 min 

gewaschen, für 60 min mit dem sekundären, Meerrettich-Peroxidase (HRP)-markierten Anti-Ratte-

Antikörper aus Ziege (1:500, Amersham Biosciences) inkubiert und anschließend sechsmal für 

insgesamt 60 min gewaschen. Die letzten beiden Waschschritte wurden ohne BSA durchgeführt. 

Einzelne Oozyten wurden in eine weiße 96-Kavitätenplatte mit je 50 µl ND96 vorgelegt. Die 

Lumineszenz einzelner Oozyten wurde automatisch nach Zugabe von 200 µl SuperSignal ELISA 

Stable Peroxidase Solution (Pierce) und Inkubation für 1 min über ein Zeitintervall von 1 s in einem 

LumiStar Lumineszenzmeßgerät (BMG Labtech) detektiert. Als Maß für die Oberflächenexpression 
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wurde die Lumineszenz als relative Lichteinheiten pro Sekunde (RLU/s) angegeben. Zum Umsetzen 

der Oozyten wurden abgeschnittene, gelbe Pipettierspitzen eingesetzt. Das Blockieren und Waschen 

erfolgte in 35 mm-Petrischalen mit einem Volumen von 5 ml. Für die Antikörperinkubation wurden 

24-Kavitätenplatten und Volumina von je 1 ml verwendet.  

Die Oberflächenexpression des extrazellular an Position 119 mit einem Protein C (PC)-Epitop 

markierten Kir2.1-Kanals (hKir2.1-PC) wurde von Ioana Neagoe im Labor von Blanche Schwappach 

am Zentrum für Molekulare Biologie der Universität Heidelberg untersucht. Dazu wurden die Oozyten 

mit 0,5 ng der Kanal-cRNS, 1,15 ng Golgin-160-cRNS oder beiden cRNS injiziert. Für die 

Markierung wurde der primäre, monoklonale HPC-Antikörper aus Maus (Roche) sowie der sekundäre 

HRP-markierte Anti-Maus-Antikörper aus Ziege (Jackson Immuno Research) verwendet. Aus einem 

Teil der injizierten Oozyten wurden Proteinextrakte hergestellt, die in einem Western-Blot unter 

Verwendung derselben Antikörper untersucht wurden.  

 

2.14 Datenanalyse 

 

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit Hilfe von Pulse (HEKA Elektronik), Excel 

(Microsoft) und SigmaPlot (Systat Software). Die Versuchsergebnisse wurden als Mittelwerte und 

Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt. Die Anzahl der Experimente wurde mit „n“ 

angegeben. Meßergebnisse wurden mit dem gepaarten t-Test auf Signifikanz überprüft. Dabei wurden 

Werte von P < 0,05 als signifikant angesehen. Die Darstellung der P-Werte wurde wie folgt 

vorgenommen: P < 0,05: *; P < 0,01: **; P < 0,001: ***. Die halbmaximale Hemmkonzentration 

(IC50) wurde mit Hilfe des sigmoidalen Hill-Models f = y0+axb/(cb+xb) ohne Berücksichtigung der 

basalen Leitfähigkeiten berechnet. 
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3 Ergebnisse 

 

Mit Hilfe von molekularbiologischen, proteinbiochemischen, zellbiologischen und 

elektrophysiologischen Methoden sollten in der vorliegenden Arbeit neue Proteine identifiziert und 

charakterisiert werden, die mit dem ROMK-Kanalprotein interagieren. Für die Identifizierung wurde 

ein modifiziertes Hefe-Zwei-Hybrid-System verwendet, bei dem anstelle eines monomeren ein 

tetrameres Köderprotein eingesetzt wurde. Der mögliche Vorteil dieser Modifikation ist die 

Nachahmung der homotetrameren Struktur des nativen ROMK-Kanals.  

 

3.1 Validierung des modifizierten Hefe-Zwei-Hybrid-Systems 

 

Das in dieser Arbeit verwendete modifizierte Hefe-Zwei-Hybrid-System setzte bislang nur die 

Arbeitsgruppe von Blanche Schwappach am Zentrum für Molekulare Biologie Heidelberg (ZMBH) 

für das Durchmustern von cDNS-Bibliotheken ein und es lagen noch keine umfangreichen 

Erfahrungen damit vor. Deshalb sollte zunächst die Tauglichkeit der Methode durch die Bestätigung 

einer bereits bekannten und beschriebenen Protein-Protein-Wechselwirkung validiert werden. Diese 

Vorexperimente sollten auch Aufschluß darüber geben, ob die Verwendung eines tetrameren 

Köderproteins vielleicht sogar auch Nachteile in sich birgt. 

 

In einer früheren Studie konnten wir mit Hilfe des klassischen, monomeren Systems 

nachweisen, daß der C-Terminus der Kationkanäle HCN2 und HCN4 (Hyperpolarization-activated 

Cyclic Nucleotide-gated Cation Channel) an den C-Terminus der regulatorischen Kanaluntereinheit 

KCNE2 (MinK-related Peptides 1, MiRP1) bindet, und daß dadurch die biophysikalischen 

Eigenschaften des heteromeren Kanalproteins verändert werden (Decher et al., 2003). Für die 

verwandten KCNE-Untereinheiten, KCNE1 (MinK), KCNE3 (MiRP2), und KCNE4 (MiRP3) konnten 

wir keine Bindung zeigen; auch die Koexpression mit den HCN2- und HCN4-Kanaluntereinheiten 

hatte keine funktionellen Änderungen der Ströme zur Folge.  

 

Um diese funktionelle Wechselwirkung mit dem modifizierten System zu bestätigen, wurden 

die C-Termini von hHCN2 (AS 468-889) und hHCN4 (AS 519-1203) sowohl als monomere, als auch 

als tetramere Fusionsproteine mit der GAL4-DNS-Bindedomäne kloniert. Die Fusionsprotein-

konstrukte des modifizierten Systems kodierten zusätzlich für eine Leucinzipperdomäne, die eine 

Tetramerisierung des Fusionsproteins bewirkt (Harbury et al., 1993; Zerangue et al., 2001). Diese 

Konstrukte wurden dann zusammen mit den C-Termini von hKCNE1 (AS 67-129), hKCNE2 (AS 

73-123), hKCNE3 (AS 81-103) und mKCNE4 (AS 59-170), die als Fusionsproteine mit der GAL4-

Aktivierungsdomäne kloniert waren, in Hefezellen exprimiert. 
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Nach Kotransformation der verschiedenen Kombinationen von HCN- und KCNE-Konstrukten 

in den Hefestamm AH109 wurde die Anwesenheit beider Konstrukte sowie die Interaktion der Köder- 

und Beute-Fusionsproteine durch Wachstum auf selektiven Kulturmedien detektiert. Durch das 

Wachstum von Hefekolonien auf Medium ohne Tryptophan und Leucin (-Trp/-Leu) konnten die 

beiden transformierten Konstrukte nachgewiesen werden (Abb. 4A, C). Durch Wachstum auf einem 

Medium, welches zusätzlich kein Histidin enthielt (-Trp/-Leu/-His), konnte die Aktivierung des HIS3-

Reportergens nachgewiesen und damit gezeigt werden, daß der C-Terminus von KCNE2 sowohl mit 

den monomeren C-Termini von HCN2 und HCN4 (Abb. 4B) (Decher et al., 2003) als auch mit den 

tetrameren Köderproteinen interagiert (Abb. 4D). Mit dem klassischen und dem modifizierten System 

konnte jeweils nur die Bindung der Kanalproteine mit der KCNE2-Untereinheit, nicht aber mit den 

anderen KCNE-Untereinheiten gezeigt werden.  
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Abbildung 4: Interaktionen zwischen den C-Termini von KCNE1-4 und HCN2 bzw. HCN4. Der C-Terminus 
von KCNE2 interagiert mit den mono- und tetrameren C-Termini der HCN2- und HCN4-Kanäle in einem Hefe-
Zwei-Hybrid-Assay. Die C-Termini von KCNE1-4 wurden mit der Aktivierungsdomäne, die C-Termini von 
HCN2 und HCN4 wurden als Monomere (A, B) mit der DNS-Bindedomäne bzw. als Tetramere (C, D) mit der 
Leucinzipper- und der DNS-Bindedomäne des GAL4-Transkriptionsfaktors fusioniert. Die Anwesenheit der 
Plasmide wurde durch das Wachstum des kotransformierten Hefestammes AH109 bei 30°C für 4 bis 7 Tage auf 
selektivem Medium (-Trp/-Leu) nachgewiesen (A, C). Die Interaktion zwischen den Fusionsproteinen wurde 
durch die Aktivierung des HIS3-Reportergens auf selektivem Medium (-Trp/-Leu/-His) gezeigt (B, D). Der leere 
pGADT7-Vektor wurde als Negativkontrolle verwendet.  
 

In mehreren Kontrollexperimenten konnte die Spezifität der Bindung gezeigt werden. So 

wurde kein Wachstum der Hefen beobachtet, wenn die Hefezellen (1) mit jedem einzelnen Konstrukt 

oder leerem Vektor transformiert wurden (ohne Abbildung), (2) mit dem leeren DNS-Bindeprotein-

Plasmid pGADT7 und den HCN2- oder HCN4-Konstrukten kotransformiert wurden (Abb. 4), (3) mit 

dem leeren DNS-Aktivierungsdomänen-Plasmid pGBKT7 und jedem KCNE-Konstrukt 

kotransformiert wurden (ohne Abbildung), oder (4) mit einem Fusionskonstrukt aus DNS-
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Bindedomäne, Leucinzipperdomäne, sowie EGFP und jedem KCNE-Konstrukt kotransformiert 

wurden (ohne Abbildung).  

 

Die ursprünglich mit der klassischen Methode nachgewiesene Bindung von HCN2 bzw. 

HCN4 an die KCNE2-Kanaluntereinheit konnte mit der modifizierten Variante des Hefe-Zwei-

Hybrid-Systems reproduziert werden. Die tetramere Konfiguration der verwendeten Köderproteine 

hatte somit auch keinen störenden Einfluß auf diese Wechselwirkung. Ebenso wurden keine 

falschpositiven Interaktionen mit den anderen KCNE-Untereinheiten beobachtet, die z.B. durch eine 

unspezifische Bindung derselben  mit der Leucinzipperdomäne hätten verursacht werden können.  

 

Es wurde daher davon ausgegangen, daß die Verwendung eines tetrameren Köderproteins für 

die Suche nach neuen Interaktionspartnern des ROMK-Kanalproteins geeignet ist, und daß sich 

aufgrund der nativen Struktur des Köderproteins neue assoziierte Proteine des Kanals finden lassen 

können. 

 

3.2 Suche nach neuen Interaktionspartnern des ROMK-Kanalproteins mit Hilfe des 

modifizierten Hefe-Zwei-Hybrid-Systems 

 

Zur Identifizierung neuer Interaktionspartner von ROMK wurde ein Hefe-Zwei-Hybrid-Assay 

(Fields & Song, 1989) unter Verwendung des Matchmaker GAL4 Two-Hybrid System 3 (BD 

Biosciences Clontech) durchgeführt. Als Köder diente der rROMK-C-Terminus (AS 167-391), der als 

Fusionsprotein mit einer Leucinzipperdomäne exprimiert wurde. Der Leucinzipper verursacht eine 

Tetramerisierung des Köderproteins und imitiert somit die tetramere Zusammenstellung des nativen 

ROMK-Kanalproteins (Harbury et al., 1993; Zerangue et al., 2001). Zwei humane Nieren-cDNS-

Bibliotheken (BD Biosciences Clontech) wurden auf Interaktionspartner hin durchgemustert. Bei der 

ersten Bibliothek (HL4005AB) wurde aufgrund einer hohen Transformationseffizienz (8x106 

koloniebildende Einheiten je Transformation) bereits nach zweimaliger Transformation die vierfache 

Zahl der unabhängigen Klone erreicht und damit die Bibliothek statistisch vollständig durchmustert. 

Bei der zweiten Bibliothek (HL4043AH) war die Effizienz deutlich geringer (durchschnittlich 1,5x106 

koloniebildende Einheiten je Transformation). Diese war daher erst nach zehnmaliger Transformation 

vollständig durchmustert. 

 

Insgesamt wurden 25 Proteinfragmente identifiziert, die mit dem ROMK-C-Terminus 

interagierten. Nach Isolierung der Beutekonstrukte aus den Hefezellen und nach erneuter 

Kotransformation mit dem Köderkonstrukt zeigten die Hefekolonien durch Wachstum auf den 

unterschiedlichen, selektiven Medien und durch Blaufärbung der Hefekolonien im β-Galaktosidase-

Aktivitätstest die Aktivierung aller drei Reportergene an. Eine Blaufärbung wurde auch bei der 
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Verwendung der humanen ROMK-Proteinsequenz beobachtet, die sich im C-Terminus in zehn 

Aminosäuren von der Rattensequenz unterscheidet. In mehreren Kontrollexperimenten konnte keine 

Aktivierung der Reportergene beobachtet werden, bei denen die Hefezellen (1) mit jedem einzelnen 

Konstrukt oder leerem Vektor transformiert wurden, (2) mit dem leeren DNS-Aktivierungsdomänen-

Plasmid pGADT7 und dem ROMK-Köderkonstrukt kotransformiert wurden, (3) mit dem leeren DNS-

Bindeprotein-Plasmid pGBKT7 und jedem Beutekonstrukt kotransformiert wurden, oder (4) mit 

einem Fusionskonstrukt aus EGFP, Leucinzipper- und DNS-Bindedomäne sowie jedem 

Beutekonstrukt kotransformiert wurden. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tabelle 8 

exemplarisch für das gefundene Beutekonstrukt Golgin-160(614-849) dargestellt.  

 

Tabelle 8: Exemplarisches Ergebnis des Hefe-Zwei-Hybrid-Assays für Golgin-160(614-849) 

Selektive Medien mit aufsteigende Stringenz 
Plasmide 

-Trp/-Leu -Trp/-Leu/-His/-Ade -Trp/-Leu/-His/-Ade+X-Gal 
pGBKT7 (Leervektor) + 
pGADT7 (Leervektor) + - - 

Golgin-160(614-849) / pGAD10 - - - 

Golgin-160(614-849) / pGAD10 + 
pGBKT7 (Leervektor) + - - 

rROMK(167-391)-Leucinzipper / pGBKT7 - - - 

rROMK(167-391)-Leucinzipper / pGBKT7 + 
pGADT7 (Leervektor) + - - 

rROMK(167-391)-Leucinzipper / pGBKT7 + 
Golgin-160(614-849) / pGAD10 + + blau* 

hROMK(167-391)-Leucinzipper / pGBKT7 + 
Golgin-160(614-849) / pGAD10 + + blau* 

EGFP-Leucinzipper / pGBKT7 - - - 

EGFP-Leucinzipper / pGBKT7 + 
pGADT7 (Leervektor) + - - 

EGFP-Leucinzipper / pGBKT7 + 
Golgin-160(614-849) / pGAD10 + - - 

-Trp/-Leu/-His/-Ade = selektive Medien ohne Tryptophan, Leucin, Histidin, Adenin 
+/- = Wachstum / kein Wachstum auf selektiven Medien 
* β-Galaktosidase-Aktivitätstest 

 

Die gefundenen 25 Proteine wurden anhand von Literatur- und Datenbankrecherchen näher 

beschrieben (siehe Abschnitt 3.3) und entsprechend ihrer bekannten Funktion in folgende Gruppen 

eingeteilt: Proteintrafficking (3), Proteasom (1), Signaltransduktion (4), Transkription (6), Translation 

(1), Zellproliferation (3), Metabolismus (1) und Zelladhäsion (1). Bei fünf Proteinen war die Funktion 

nicht aufgeklärt worden (Abb. 5). In Tabelle 9 sind alle 25 Interaktionspartner im Einzelnen mit 

Protein- und Gennamen sowie Zugangsnummer (Accession Number) für GenBank aufgeführt. 
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Abbildung 5: Funktionelle Klassifizierung der gefundenen Interaktionspartner von ROMK (Anzahl in 
Klammern) auf Grundlage von Literatur- und Datenbankrecherchen. 
 

Tabelle 9: Gefundene Interaktionspartner von ROMK 

Funktion Nr. Bezeichnung Gensymbol GenBank* 

Trafficking 1 Golgi Autoantigen, Golgin-Unterfamilie A3 GOLGA3 NM_005895 

 2 Kinectin 1 KTN1 NM_004986 

 3 Carnitine palmitoyltransferase 2 CPT2 NM_000098 

Signaltransduktion 4 Protein Phosphatase 2A B-Untereinheit 56β  PPP2R5B NM_006244 

 5 Growth factor receptor bound protein 7 GRB7 NM_005310 

 6 Signal transducer and activator of transcription 3 STAT3 NM_003150 

 7 Fasciculation and elongation protein zeta 2 FEZ2 NM_005102 

Transkription 8 Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 NFE2L2 NM_006164 

 9 Cerebellar degeneration-related 2 CDR2 NM_001802 

 10 Pre-B-cell leukemia transcript. factor interact. p.1  PBXIP1 NM_020524 

 11 MBD2 interacting zinc finger protein MIZF NM_015517 

 12 Truncated zinc finger protein (Myoneurin) MYNN NM_018657 

 13 cAMP-dependent transcription factor 5  ATF5 NM_012068 

Zellproliferation 14 Matrix associated regulator of chromatin, B1 SMARCB1 NM_003073 

 15 Chaperonin containing t-complex polypeptide s.7 CCT7 NM_006429 

 16 Insulin-like growth factor binding protein 7 IGFBP7 NM_001553 

Metabolismus 17 Dihydropyrimidinase DPYS NM_001385 

Translation 18 Mitochondrial ribosomal protein S9 MRPS9 NM_182640 

Proteasom 19 26S Protease regulatory subunit PSMC1 NM_002802 

Zelladhäsion 20 Catenin (cadherin-associated protein) alpha 1 CTNNA1 NM_001903 

unbekannt 21 Upstream of NRAS (NRAS- related protein) UNR NM_001007553 

 22 Selenoprotein P, Plasma, 1 SEPP1 NM_005410 

 23 Receptor-interacting factor 1 RIF1 NM_001006945 

 24 Chromosome 13, open reading frame 22 C13orf22 NM_005800 

 25 Trinucleotide repeat containing 5 TNRC5 NM_006586 

* Zugangsnummer (Accession Number) für GenBank 
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3.3 Charakterisierung ausgewählter Interaktionspartner anhand von Literaturangaben 

 

Von den neu gefundenen 25 Proteinen wurden aufgrund der bekannten bzw. vermuteten 

Funktion sieben für weitere Untersuchungen ausgewählt. Diese Proteine sind in Tabelle 10 aufgeführt. 

Im Folgenden werden sie und die Gründe für ihre Auswahl näher beschrieben. 

 

Tabelle 10: Für funktionelle Analysen ausgewählte Interaktionspartner von ROMK 

Proteingröße Beute 
Nr. Gensymbol Synonym* 

[AS] [kDa] Größe [AS] Abschnitt [AS] 

1 GOLGA3 Golgin-160 1498 160 236 K614 - K849 

2 PPP2R5B PP2A B56β 497 56 470 V28 - S497 

3 GRB7 - 532 60 455 P78 - L532 

4 NFE2L2 NRF2 605 66 375 K56 - L430 

5 CDR2 CDR62 454 62 212 L121 - I332 

6 C13orf22 - 1092 120 313 R780 - Y1092 

7 TNRC5 - 278 31 221 E58 - L278 

* Im Folgenden werden (soweit vorhanden) die Synonyme verwendet.  
 

3.3.1 Golgin-160 

 

Das zuerst isolierte cDNS-Beutekonstrukt enthielt ein 708 bp großes Fragment von GOLGA3 

(Golgi Autoantigen, Golgin-Unterfamilie A3), welches für einen 236 AS großen Abschnitt 

(K614-K849) von Golgin-160 kodiert (Abb. 6). Golgin-160 wurde zunächst als Autoantigen 

beschrieben. Es hat eine Größe von 160 kDa und besitzt eine ubiquitäre Gewebsverteilung (Fritzler et 

al., 1993; Ascenta, Gene Logic). Golgin-160 ist ein peripheres Golgi-Protein (Golgin), das an der 

zytoplasmatischen Seite der cis-Golgi-Matrix lokalisiert ist (Misumi et al., 1997; Kim, 2003). Es liegt 

in phosphorylierter und dephosphorylierter Form vor, wobei die dephosphorylierte Form fester mit der 

Golgi-Membran assoziiert ist. Golgin-160 besitzt eine für Golgine charakteristische Coiled-coil 

Stielstruktur, die für die Dimerisierung des Proteins verantwortlich ist, sowie ein kurzes, C-terminales 

Endstück und eine N-terminale Kopfdomäne (Abb. 6). Die Kopfdomäne weist mehrere putative 

Proteinbindestellen, regulatorische Sequenzmotive und Phosphorylierungsstellen auf (Misumi et al., 

1997; Cha et al., 2004). Ein kleiner Bereich dieser Domäne (AS 140-257) beinhaltet drei Targeting-

Signale, die Informationen für die Golgi-Lokalisation, den Kernimport und die Kernretention 

enthalten. Die beiden zuletzt genannten Signale sind beim „volle Länge“ Protein maskiert (Hicks & 

Machamer, 2002). Das zugrundeliegende Gen, GOLGA3, kodiert für mehrere alternativ gespleißte 

Transkripte, die sich in ihrer extremen C-terminalen Sequenz unterscheiden. Die Golgin-160-cDNS 

kodiert für ein 1498 Aminosäuren (160 kDa) großes Protein (Hicks & Machamer, 2002).  
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Mancini und Mitarbeiter (2000) konnten zeigen, daß Golgin-160 während des programmierten 

Zelltods (Apoptose) ein Substrat von Caspase-2 und Caspase-3 ist (Schnittstellen sind Asp59, Asp139, 

und Asp31). Diese MLK3 abhängige (Mixed-Lineage-Kinase-3) Zerteilung der Kopfdomäne während 

der Apoptose führt zu einer Demaskierung der Kernimport- und Kernretentionssignale, was eine 

Voraussetzung für die Auflösung der Golgi-Struktur ist (Cha et al., 2004). Dies ließ darauf schließen, 

daß Golgin-160 für die Zusammensetzung und Aufrechterhaltung der Golgi-Struktur notwendig ist.  

 

Die vermutete Tertiärstruktur von Golgin-160 (Kopf-Stiel-Endstück) besitzt Ähnlichkeit zu 

der des Golgi-Proteins p115 (Waters et al., 1992; Sapperstein et al., 1995), zu der des Membran-

Mikrotubuli-Kupplungsproteins CLIP-170 (Rickard & Kreis, 1996) sowie der des Motorproteins 

Kinesin (Hirokawa & Takemura, 2004), die alle am Vesikeltransport beteiligt sind. Deshalb kann für 

Golgin-160 eine ähnliche Funktion vermutet werden. Hinweise auf eine weitere mögliche Funktion 

von Golgin-160 lieferte die Entdeckung, daß die N-terminale Kopfdomäne von Golgin-160 mit einem 

weiteren Golgin, dem 16 kDa großen GCP16 (Golgi Complex-associated Protein 16) interagiert. 

GCP16 wird durch Acetylierung mit Palmitin in der Golgi-Membran verankert und hemmt bei 

Überexpression in der acetylierten Form in Säugerzellen den Transport des viralen Glycoproteins 

VSV-G an die Zelloberfläche (Ohta et al., 2003).  

 

 

Abbildung 6: Topologie von Golgin-160. Golgin-160 
besitzt eine Größe von 160 kDa (1498 AS) und 
gliedert sich in eine Kopf- (AS 1-393), Coiled-coil- 
(AS 394-597/645-1459) und End-Domäne (AS 1460-
1498). Die Kopfdomäne enthält Targeting Signale für 
die Golgi-Lokalisation, den Kernimport und die 
Kernretention, sowie Caspase-Schnittstellen. An den 
Positionen S389 und S878 wurden putative 
Konsensussequenzen der humanen SGK1 identifiziert. 
Der Beuteklon aus dem Hefe-Zwei-Hybrid-Assay 
hatte eine Größe von 236 Aminosäuren. 

 

Zusätzliche Hinweise lieferten Untersuchungen zum Hefehomolog GRP1 (Golgin-160-

Related Protein), das an der späten Phase des Vesikeltransports vom Endoplasmatischen Retikulum 

zum Golgi-Apparat beteiligt ist (Kim et al., 1999). Erste Hinweise für eine Rolle von Golgin-160 beim 

Transport von Ionenkanälen ergaben sich aus der Feststellung, daß das Golgi-Protein GM130 (Fritzler 

et al., 1993) mit dem HERG (Human Ether-a-go-go-Related Gene)-Kaliumkanalprotein interagiert 
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und dadurch den durch HERG vermittelten Kaliumstrom erniedrigt (Roti Roti et al., 2002). Die 

vermutete Rolle von Golgin-160 und der mit ihm assoziierten Golgi-Proteine am Vesikeltransport hat 

uns bewogen, die Interaktion dieses Proteins mit dem ROMK-Kanal näher zu untersuchen.  

 

3.3.2 PP2A B56β 

 

Eine weitere Beute-cDNS enthielt ein 1410 bp großes Fragment, das für einen 470 AS 

Abschnitt (V28-S497) von PP2A B56β (Protein Phosphatase 2A B-Untereinheit 56β, NM_006244), 

kodiert. PP2A B56β ist eine 56 kDa (497 AS) große regulatorische Untereinheit der Serin/Threonin-

Protein-Phosphatase PP2A und gehört zur B56 Familie. (McCright & Virshup, 1995; McCright et al., 

1996a). Dieses Protein kommt hauptsächlich im zentralen Nervensystem vor, wo es im Zytoplasma 

lokalisiert ist (Ascenta, Gene Logic). Die Protein-Phosphatase PP2A ist ein heterotrimerer 

Proteinkomplex bestehend aus einer 36 kDa katalytischen C-Untereinheit, einer 65 kDa strukturellen, 

regulatorischen A-Untereinheit und einer variablen B-Untereinheit, die die Substratspezifität, 

Lokalisation und vermutlich auch die katalytische Aktivität des Enzyms beeinflußt. 
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Abbildung 7: Topologie von PP2A B56β. PP2A B56β besitzt eine Größe von 56 kDa (497 AS) und gliedert sich 
in ein B56 Familien-Homolog, sowie vier Low Complexity Region. Der Beuteklon aus dem Hefe-Zwei-Hybrid-
Assay hatte eine Größe von 470 Aminosäuren. 

 

PP2A ist an einer Vielfalt von regulatorischen Prozessen beteiligt, wie zum Beispiel an der 

Modulation von Membranrezeptoren, der Signaltransduktion, dem Metabolismus, der Regulation von 

Transkription, DNS-Replikation, sowie der Mitose. Die Fähigkeit zur Interaktion dieses Enzyms mit 

den unterschiedlichsten Substraten wird hauptsächlich durch die Eigenschaften der regulatorischen 

B-Untereinheit bestimmt (McCright et al., 1996b). 

 

Die regulatorischen B-Untereinheiten der B56-Familie weisen eine große Homologie in einem 

weiten Bereich ihrer Proteinsequenz auf (B56 Familien-Homolog, AS 61-469). Die 56β-Untereinheit 

verfügt außerdem über vier sogenannte Low Complexity Region (AS 6-25/32-48/142-161/446-477), 

die ein Mosaik aus einer kleinen Anzahl von Aminosäuren darstellen. Die funktionelle Bedeutung 

dieser Regionen ist jedoch bisher nicht charakterisiert worden (Abb. 7). 
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Eine mögliche Rolle der PP2A am Membrantransport läßt sich aus der Entdeckung ableiten, 

daß die eng mit B56β verwandte B-Untereinheit B56γ an der zytoplasmatischen Seite der cis-Golgi-

Matrix lokalisiert ist, und der resultierende PP2A-Enzymkomplex den Vesikeltransport am Golgi 

unterbinden kann (Ito et al., 2003). Es ist bekannt, daß der native ROMK-Kanal durch Serin/Threonin-

Kinasen und entsprechende Phosphatasen in seiner Aktivität reguliert wird. Deshalb wurde 

PP2A B56β für weitere funktionelle Untersuchungen ausgewählt. 

 

3.3.3 GRB7 

 

Eine Beute-cDNS kodierte für einen 455 AS Abschnitt (P78-L532) von GRB7 (Growth factor 

Receptor Bound protein 7, Margolis et al., 1992). GRB7 ist ein Adapterprotein, das unter anderem die 

Signalweiterleitung von Rezeptoren auf der Zelloberfläche zu intrazellulären Signalwegen vermittelt. 

Es besitzt eine Größe von 60 kDa (532 AS) und kommt vorwiegend im Pankreas und in der Niere vor 

(Leavey et al., 1998; Ascenta, Gene Logic). GRB7 bildet zusammen mit den nahe verwandten 

GRB10- und GRB14-Proteinen die GRB7-Proteinfamilie. Diese Proteine sind hauptsächlich im 

Zytoplasma lokalisiert, wurden aber auch an der Plasmamembran nachgewiesen (Daly, 1998; Han et 

al., 2001).  

 

Die Struktur dieser Proteine kann in eine N-terminale Prolin-reiche Region, eine Ras-

assoziierte (RA)-Domäne, eine Pleckstrin Homologie (PH)-Domäne, eine Phosphotyrosin-

interagierende Region (PIR) und in eine C-terminale src-Homologie 2 (SH2)-Domäne (Shen & Guan, 

2004) unterteilt werden (Abb. 8). 
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Abbildung 8: Topologie von GRB7. GRB7 
besitzt eine Größe von 60 kDA (532 AS) 
und gliedert sich in eine N-terminale Prolin-
reiche Region, eine Ras-assoziierte (RA)-
Domäne, eine Pleckstrin Homologie (PH)-
Domäne, eine Phosphotyrosin- 
interagierende Region (PIR) sowie eine C-
terminale src-Homologie 2 (SH2)-Domäne. 
Der Beuteklon aus dem Hefe-Zwei-Hybrid-
Assay hatte eine Größe von 455 Amino-
säuren. 
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Die Prolin-reiche Region enthält mehrere PXXP-Motive, die verschiedene Protein-Protein-

Interaktionen durch Bindung an eine Src-Homologie 3 (SH3)-Domäne anderer Proteine modulieren. 

Bisher wurde aber noch kein Protein identifiziert, das mit GRB7 in diesem Bereich interagiert (Kay et 

al., 2000). 

 

Die Existenz der RA-Domäne wird aufgrund von Sequenzähnlichkeiten angenommen (Wojcik 

et al., 1999). Die RA-Domäne kommt in Proteinen vor, von denen einige als Effektoren der Ras 

GTPase bekannt sind. Dies legt die Vermutung nahe, daß auch die Proteine der GRB7-Familie 

möglicherweise als Effektoren und Regulatoren der Ras-Signalwege dienen. Bisher konnte jedoch die 

Interaktion mit GTPasen nicht nachgewiesen werden, weshalb die Funktion dieser Domäne noch 

unbewiesen ist (Leavey et al., 1998).  

 

Die PH-Domäne hat eine konservierte Sekundär- und Tertiärstruktur mit einer Länge von etwa 

110 Aminosäuren. Sie bildet eine „Sandwich“-Anordnung aus sieben β-Faltblättern, die an einem 

Ende durch eine α-Helix abgeschlossen wird (Lemmon & Ferguson, 2000). Fast alle bekannten 

PH-Domänen binden Phospholipide. Diese Wechselwirkung reguliert die zelluläre Signaltransduktion, 

Membranlokalisation, Konformationsänderungen, Vesikeltransport, sowie die Organisation des 

Zytoskelettes (Lemmon et al., 2002). Zusätzlich werden durch PH-Domänen auch Protein-Protein- 

und Protein-Lipid-Interaktionen vermittelt (Gibson et al., 1994; Tsukada et al., 1994). PH-Domänen 

binden auch Phosphoinositole (Shen et al., 2002). Dies deutet darauf hin, daß bei der GRB7-

vermittelten Signaltransduktion möglicherweise auch Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) eine 

Rolle spielt, das als Aktivator von einwärtsrektifizierenden Kaliumkanälen beschrieben wurde 

(Hilgemann & Ball, 1996). Kürzlich wurde die Bindung von Calmodulin in dieser Region 

beschrieben, das die intrazelluläre Verteilung von GRB7 reguliert und mit Phosphoinositolen um die 

Interaktion mit der PH-Domäne konkurriert (Li et al., 2005). 

 

PIR ist eine neue funktionelle Region, die auch als BPS (Between PH and SH2) bezeichnet 

wird. Sie ist durch SH2-abhängige und SH2-unabhängige Interaktionen an der Signaltransduktion der 

GRB7-Proteinfamilie beteiligt und befindet sich zwischen der PH- und der SH2-Domäne (Kasus-

Jacobi et al., 2000).  

 

Die C-terminale SH2-Domäne spielt eine wichtige Rolle bei der Interaktion zwischen der 

GRB7-Proteinfamilie und Rezeptor-Tyrosin-Kinasen sowie weiteren Signalmolekülen. Die SH2-

Domäne von GRB7 stimmt in ihrer Aminosäuresequenz mit denen von GRB10 und GRB14 zu 70% 

überein. Trotzdem interagieren die einzelnen Familienmitglieder mit unterschiedlichen funktionellen 

Partnerproteinen. Daraus wird die Bedeutung der SH2-Domäne für die Spezifität der einzelnen 

Mitglieder der GRB7-Proteinfamilie deutlich (Han et al., 2001; Pawson & Gish, 1992). 
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Eine neue Funktion der GRB7-Proteinfamilie ergab sich aus dem Befund, daß GRB10 die 

vSrc-vermittelte Phosphorylierung und die damit verbundene Modulation der Funktion des 

spannungsgesteuerten Kaliumkanals Kv1.3 verhindert. Dies deutet darauf hin, daß GRB10 die 

Bindung der vSrc-Kinase an das Kv1.3 Kanalprotein reguliert (Cook & Fadool, 2002). Diese 

Beteiligung des nahe verwandten GRB10 Proteins an der Regulation der Kv1.3-Kanalfunktion und der 

möglichen Beteiligung von PIP2, einem bekannten Aktivator des ROMK-Kanals, haben uns veranlaßt, 

die mögliche funktionelle Interaktion zwischen ROMK und GRB7 näher zu untersuchen. 

 

3.3.4 NRF2 & CDR62 

 

Sechs der isolierten Beute-cDNS kodierten für Abschnitte von Transkriptionsfaktoren. Eine 

Wechselwirkung von plasmamembranständigen Ionenkanälen mit Transkriptionsfaktoren scheint auf 

den ersten Blick nicht sehr wahrscheinlich. Dennoch könnten einige Transkriptionsfaktoren außer 

ihrer eigentlichen Funktion im Zellkern auch eine Funktion im Zytoplasma ausüben. Hierfür gibt es 

Beispiele aus der Literatur. So sind die KChIP-Proteine (Kv Channel Interacting Proteins) als 

regulatorische Untereinheiten von spannungsgesteuerten Kaliumkanälen der Kv4-Familie beschrieben 

worden (An et al., 2000). Für das KChIP3-Protein ist aber auch die Funktion als kalziumabhängiger 

Transkriptionsfaktor (DREAM) von Schmerzgenen  nachgewiesen (Carrion et al., 1999). Ein weiteres 

Beispiel ist das KChAP (K+ Channel-Associated Protein), welches ebenfalls die Aktivität 

verschiedener Kaliumkanäle modulieren kann (Wible et al., 1998; Kuryshev et al., 2000). KChAP 

wurde ursprünglich als PIAS3 (Protein Inhibitor of Activated STAT3) beschrieben, das die Bindung 

des Transkriptionsfaktors STAT3 an die DNS blockiert und dadurch die STAT3-abhängige 

Genaktivierung verhindert (Chung et al., 1997). 

 

Von den sechs gefundenen Transkriptionsfaktoren wurden NRF2 und CDR62 für 

weitergehende Untersuchungen ausgewählt. Diese Auswahl war willkürlich. 

 

Die NRF2-cDNS (Nuclear factor (Erythroid-derived 2)-like 2, NM_006164) kodierte für ein 

375 AS-Fragment (K56-L430) dieses DNS-abhängigen Transkriptionsfaktors (Moi et al., 1994). 

NRF2 hat eine Größe von 66 kDa (605 AS) und kommt ubiquitär vor. Eine besonders hohe Expression 

findet sich in der Muskulatur, Niere, Lunge und Leber (Swiss Prot). NRF2 gliedert sich in eine saure 

Aktivierungsdomäne, eine DNS-Bindedomäne sowie in eine Leucinzipperdomäne und besitzt am 

N-Terminus eine PKC-Phosphorylierungsstelle (Moi et al., 1994; Swiss Prot). 

Unter normalen Bedingungen wird NRF2 durch KEAP1 (Kelch-like ECH-Associated 

Protein 1) im Zytoplasma gehalten. KEAP1 ist an das Zytoskelett gebunden und vermittelt die 

Ubiquitinierung und Degradation von NRF2 (Kobayashi et al., 2006). Neben seiner Funktion als 

NRF2-Repressor dient KEAP1 auch als Sensor für oxidativen Streß. Durch letzteren wird NRF2 PKC-
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abhängig phosphoryliert. Es löst sich daraufhin von KEAP1 und wird in den Kern transportiert (Kang 

et al., 2004), wo es an der Aktivierung von Genen des Beta-Globins (Moi et al., 1994) und an der 

Induktion von Ferritin als Reaktion auf Xenobiotika beteiligt ist (Pietsch et al., 2003). Die Bindung an 

die DNS erfolgt vermutlich als Heterodimer, das mit Hilfe der Leucinzipperdomäne mit einem bisher 

unbekannten Protein gebildet wird. NRF2 wird durch das 26S-Proteasom abgebaut, dessen 

regulatorische Untereinheit ebenfalls als Interaktionspartner von ROMK im Hefe-Zwei-Hybrid-Screen 

identifiziert wurde. 
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Abbildung 9: Topologie von NRF2. NRF2 besitzt eine Größe von 66 kDa (605 AS) und gliedert sich in eine 
saure Aktivierungsdomäne, eine DNS-Bindedomäne sowie einer Leucinzipperdomäne. An Position S40 befindet 
sich eine Phosphorylierungsstelle der Protein Kinase C (PKC). Der Beuteklon aus dem Hefe-Zwei-Hybrid-Assay 
hatte eine Größe von 375 Aminosäuren. 
 

Die CDR62-Beute-cDNS (Cerebellar degeneration-related 2) kodierte für ein 212 AS-

Fragment (L121-I332) des Proteins, das ursprünglich als Autoantigen beschrieben wurde. Eine 

Leucinzipperdomäne, ein Zinkfinger-Motiv und eine Aktivierungsdomäne charakterisieren dieses 

Protein als Transkriptionsfaktor, obwohl eine DNS-Bindedomäne fehlt (Fathallah-Shaykh et al., 

1991).  
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Abbildung 10: Topologie von CDR62. CDR62 besitzt eine Größe von 62 kDa (454 AS) und gliedert sich in eine 
saure Aktivierungsdomäne, einen Leucinzipper- sowie eine Zinkfinger-Domäne. Der Beuteklon aus dem Hefe-
Zwei-Hybrid-Assay hatte eine Größe von 212 Aminosäuren. Mit Hilfe eines N-terminal um 26 Aminosäuren 
verkürzten Kontrollkonstruktes (hCDR62(106-332) pGADT7), das keine Leucinzipperdomäne enthielt, wurde 
die spezifische Interaktion mit dem ROMK-C-Terminus gezeigt.  
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Die genaue biologische Funktion von CDR62 ist noch unklar. Man geht aber davon aus, daß 

es über seine Leucinzipperdomäne mit anderen Proteinen interagiert, die ebenfalls über eine solche 

Domäne verfügen (Sakai et al., 2002). CDR62 hat eine Größe von 62 kDa (454 AS) und kommt weit 

verbreitet vor (Ascenta, Gene Logic). Da das CDR62-Beutekonstrukt ebenfalls für eine 

Leucinzipperdomäne kodiert, wurde in einem zusätzlichen Kontrollexperiment die Spezifität der 

Interaktion bestätigt. Hierzu wurde ein Beutefusionsprotein ohne die N-terminale Leucinzipperdomäne 

eingesetzt (hCDR62(106-332) pGADT7). Dieses verkürzte Protein konnte immer noch an den 

C-Terminus von ROMK binden, womit eine spezifische Interaktion von CDR62 mit dem Kaliumkanal 

gezeigt werden konnte. 

 

3.3.5 Proteine mit unbekannter Funktion 

 

Fünf der isolierten cDNS-Klone kodierten für Proteine, deren Funktion noch unbekannt ist. 

Stellvertretend für diese Gruppe wurden C13orf22 und TNRC5 für weitere Untersuchungen 

ausgewählt. Beide Proteine weisen eine ubiquitäre Gewebsverteilung mit einer stärkeren Expression in 

Immunzellen auf (Ascenta, Gene Logic). Sequenzähnlichkeiten bestanden lediglich zu solchen 

Proteinen, deren Funktion ebenfalls nicht bekannt war (ProDom).  

 

Die Beute-cDNS von C13orf22 (Chromosome 13, open reading frame 22) kodierte für ein 

313 AS-Fragment (R780-Y1092). Das Protein hat eine Größe von 120 kDa (1092 AS). In den 

Swiss-Prot-, PROSITE- und InterPro-Datenbanken ist das Protein mit möglichen Funktionen als 

Ubiquitin-abhängige Hydrolase, Endopeptidase und Thiolesterase annotiert. Es könnte sich daher um 

eine Peptidase handeln, die an der Prozessierung von poly-ubiquitinierten Vorläuferproteinen oder bei 

der Degradation von ubiquitinierten Proteinen beteiligt ist. C13orf22 wurde ausgewählt, weil das 

ROMK-Protein ebenfalls ubiquitiniert und anschließend durch das Proteasom abgebaut wird (Lin et 

al. 2005). 

 

Die Beute-cDNS von TNRC5 (Tri-Nucleotide Repeat Containing 5) kodierte für ein 221 AS 

großes Fragment (E58-L278). Das Protein hat eine Größe von 31 kDa (278 AS). Die cDNS von 

TNRC5 weist, wie aus dem Namen ersichtlich, viele Wiederholungen des Trinukleotids CAG auf. 

Diese Besonderheit wirkt sich allerdings nur auf die übergeordnete Struktur der chromosomalen DNS 

in diesem Bereich aus (Brahmachari et al., 1995), nicht aber auf die Funktion des Proteins, über die 

bisher keine Informationen vorliegen. In der InterPro-Datenbank ist das Protein mit einer möglichen 

N-terminalen Transmembrandomäne annotiert.  
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Abbildung 11: Topologie von C13orf22. Von den 
möglichen Funktionen als Ubiquitin-abhängige Hydrolase, 
Endo-peptidase und Thiolesterase wurde bisher nur ein 
Ubiquitin-Hydrolase-Profil lokal zugeordnet. Der Beuteklon 
aus dem Hefe-Zwei-Hybrid-Assay hatte eine Größe von 331 
Aminosäuren. Das vollständige Protein besitzt eine Größe 
von 120 kDa (1092 AS). 
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Abbildung 12: Topologie von TNRC5. Das Protein besitzt eine Größe von 31 kDa (278 AS) und weist viele 
Wiederholungen des Trinukleotids CAG auf. Eine mögliche Transmembrandomäne ist vorhergesagt. Die 
Funktion wurde bisher nicht beschrieben. Der Beuteklon aus dem Hefe-Zwei-Hybrid-Assay hatte eine Größe 
von 221 Aminosäuren. 

 

3.4 Funktionelle Charakterisierung von Golgin-160 

 

Aufgrund der bekannten Golgilokalisation von Golgin-160 vermuteten wir, daß das Protein eine Rolle 

beim Membrantransport des ROMK-Kanals spielen könnte. Als erster Schritt bei der weitergehenden 

Charakterisierung dieser Möglichkeit sollte die durch eine molekularbiologische Methode 

nachgewiesene Bindung an das ROMK-Kanalprotein mit proteinbiochemischen Methoden bestätigt 

werden. Dies sollte durch GST-Affinitätsfällung oder Koimmunpräzipitation erfolgen. 

 

3.4.1 Koimmunpräzipitation von ROMK und Golgin-160 

 

 Für die GST-Affinitätsfällung (GST-Pulldown) sollte mit Hilfe eines Fusionsproteins aus 

ROMK-C-Terminus und Glutathion-S-Transferase (GST) Golgin-160 aus einem Zellextrakt 

präzipitiert werden. In Kontrollexperimenten war aber Golgin-160 selbst in der Lage, an die 

Glutathion-S-Transferase zu binden, weshalb dieser Ansatz für die geplanten Versuche ungeeignet 

war. Aus diesem Grund erfolgte der Nachweis der Interaktion beider Proteine durch 

Koimmunpräzipitation.  
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Vorversuche hatten gezeigt, daß sich das heterolog exprimierte ROMK-Protein unter den 

verwendeten Extraktionsbedingungen nicht aus Zellextrakten von HEK293- und CHO-Zellen oder aus 

Xenopus laevis Oozyten isolieren ließ. Unter denselben Bedingungen konnte aber das MaxiK-

Kanalprotein aus entsprechenden Zellextrakten gewonnen werden, obwohl es wesentlich größer ist als 

der ROMK-Kanal (120 kDa versus 45 kDa) und auch mehr hydrophobe Transmembranbereiche 

besitzt. Es mußte daher angenommen werden, daß das ROMK-Protein zu einem hohen Grad mit dem 

Zytoskelett vernetzt ist und sich nur unter wesentlich stringenteren Bedingungen, die dann allerdings 

für eine erfolgreiche Koimmunpräzipitation untauglich wären, extrahieren läßt.  

Für die Koimmunpräzipitation wurde deshalb nur der zytosolische C-Terminus von ROMK 

eingesetzt. Der mit einem HA-Antigenepitop markierte ROMK-C-Terminus wurde zusammen mit 

dem FLAG-Epitop-markierten Golgin-160 in HEK293-Zellen koexprimiert. Beide Proteine wurden in 

parallelen Ansätzen mit Antikörpern, die gegen das jeweilige Epitop gerichtet waren, aus 

Zellextrakten immunpräzipitiert. Die Immunpräzipitate wurden im Anschluß elektrophoretisch 

aufgetrennt, einer Western-Transferanalyse (Western-Blot) unterzogen und die kopräzipitierten 

Proteine mit den entsprechenden spezifischen Antiseren nachgewiesen.  
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Abbildung 13: Koimmunpräzipitation von ROMK mit Golgin-160. A, die Immunpräzipitation (IP) wurde mit 
anti-FLAG Antikörper (AK) gegen das antigenmarkierte Golgin-160 durchgeführt und im Western-Blot (WB) 
wurde der assoziierte, 28 kDa ROMK-C-Terminus mit anti-ROMK Antikörpern nachgewiesen. B, die 
Immunpräzipitation wurde mit anti-HA Antikörper gegen den antigenmarkierten ROMK-C-Terminus 
durchgeführt und im Western-Blot wurde das assoziierte, antigenmarkierte und 160 kDa große Golgin-160 mit 
anti-FLAG Antikörpern nachgewiesen. Zusätzlich sind die leichten (25 kDa) und schweren (50 kDa) Kette der 
IP-AK durch Kreuzreaktion mit dem sekundären AK des WB sichtbar. In Spur 1 und 3 wurde ein Lysat aus 
HEK293-Zellen verwendet, die Golgin-160 und den ROMK-C-Terminus exprimierten. Das Lysat in Spur 2 
enthielt nur den ROMK-C-Terminus. Das Lysat in Spur 4 enthielt nur Golgin-160. Die Immunpräzipitate 
wurden auf einem Gradientengel aufgetrennt und gemeinsam auf eine Nitrozellulosemembran übertragen.  
 

Wie in Abbildung 13 ersichtlich ist, konnten in beiden Ansätzen die assoziierten Proteine 

nachgewiesen werden. So konnte nach Immunpräzipitation des ROMK-C-Terminus im nachfolgenden 
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Western-Blot das kopräzipitierte 160 kDa große Golgin-160 detektiert werden (Abb. 13B, Spur 3). 

Umgekehrt wurde nach vorheriger Immunpräzipitation von Golgin-160 das 28 kDa große C-terminale 

Proteinfragment von ROMK im Präzipitat nachgewiesen (Abb. 13A, Spur 1). Die Spezifität der 

verwendeten Antiseren wurde zuvor in Kontrollexperimenten gezeigt. Es wurden keine 

kopräzipitierten Proteine detektiert, wenn jeweils eines der beiden Proteine in den Säugerzellen 

exprimiert wurde (Abb. 13A, Spur 2; Abb. 13B, Spur 4). Das Ergebnis der Koimmunpräzipitation 

bestätigte damit die spezifische Interaktion zwischen dem ROMK-C-Terminus und dem Golgin-160.  

 

Nachdem die direkte Interaktion zwischen ROMK und Golgin-160 mit zwei unabhängigen 

Methoden gezeigt werden konnte, sollte deren subzelluläre Lokalisation aufgeklärt werden. Dabei 

stellte sich die Frage, ob beide Proteine tatsächlich kolokalisieren und ob die jeweilige intrazelluläre 

Verteilung durch die Anwesenheit des Interaktionspartners beeinflußt wird. 

 

3.4.2 Immunzytochemische Lokalisation 

 

Mittels Immunfluoreszenz und konfokaler Lasermikroskopie wurde die Lokalisation von 

ROMK und Golgin-160 in einer Säugerzelle untersucht. Hierzu wurden ROMK und FLAG-markiertes 

Golgin-160 einzeln und gemeinsam in COS-7-Zellen exprimiert. Die Zellen wurden unter 

Mikrotubuli-stabilisierenden Bedingungen fixiert und permeabilisiert, um den Zugang der jeweiligen 

Antikörper zum Zytoplasma zu gewährleisten. Auf diese Weise konnten die heterolog exprimierten 

Proteine mit spezifischen primären und Fluorophor-markierten sekundären Antikörpern nachgewiesen 

werden. Als Kontrolle wurde ein Fusionsproteinkonstrukt aus ROMK und GFP (ROMK-GFP) 

verwendet, mit dessen Hilfe die subzelluläre Lokalisation von ROMK ohne eine Permeabilisierung der 

Zellen und ohne die Verwendung von Antikörpern detektiert werden konnte. In Abbildung 14 sind 

repräsentative Aufnahmen mehrerer unabhängiger Experimente dargestellt. 

 

Zellen, die nur ROMK (Abb. 14G) oder ROMK-GFP (Abb. 14J) exprimierten, zeigten eine 

starke perinukleäre Färbung, die sich in das Zytoplasma fortsetzte, aber nur ein schwaches Signal an 

der Plasmamembran. Obwohl ROMK ein plasmamembranständiger Ionenkanal ist, liegt nach 

Überexpression der größte Teil des Proteins intrazellulär vor. Dieses starke zytoplasmatische Signal 

beruht im wesentlichen auf einer Akkumulation des Proteins im Endoplasmatischen Retikulum und 

dem Golgi-Apparat (Yoo et al., 2003, 2004). Der ROMK-Wildtyp (Abb. 14G) zeigte die gleiche 

Verteilung wie das ROMK-GFP-Fusionsprotein (Abb. 14J). Golgin-160 wurde in Übereinstimmung 

mit publizierten Daten (Misumi et al., 1997) ausschließlich im Golgi-Apparat nachgewiesen 

(Abb. 14E).  
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Abbildung 14: Intrazelluläre Lokalisation von ROMK und Golgin-160. COS-7-Zellen wurden mit ROMK und 
FLAG-markiertem Golgin-160 (A-C), FLAG-markiertem Golgin-160 (D-F), ROMK (G-I) oder ROMK-GFP 
(J-L) transfiziert. Die Zellen in A-I wurden unter permeabilisierenden Bedingungen fixiert und nacheinander mit 
primären Anti-ROMK (Kaninchen) und Anti-FLAG (Maus) Antikörpern und sekundären Alexa Fluor 488 Anti-
Maus und 546 Anti-Kaninchen Antikörpern inkubiert. Die Lokalisation von ROMK ist in der linken, die von 
Golgin-160 in der mittleren und die Überlagerung beider Signale in der rechten Spalte gezeigt. Ein Größen-
maßstab befindet sich in Bild A. 
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Da mit den verwendeten Antikörpern in nicht-transfizierten Zellen keine Fluoreszenzsignale 

registriert wurden (Abb. 14D, H), konnte eine unspezifische Färbung sowie eine Autofluoreszenz 

ausgeschlossen werden. Die Verteilung von ROMK und Golgin-160 war in den kotransfizierten 

(Abb. 14A, B) und den einzeln transfizierten Zellen (Abb. 14E, G) identisch. Die durch Überlagerung 

der Aufnahmen von Abbildung 14A und 14B resultierende gelbe Färbung zeigt eine Kolokalisation 

von ROMK und Golgin-160 im Golgi-Apparat (Abb. 14C). Eine Zunahme der ohnehin sehr geringen 

Expression von ROMK an der Plasmamembran konnte nach Koexpression mit Golgin-160 nicht 

gezeigt werden (ohne Abbildung). Dafür war die Empfindlichkeit des verwendeten Detektionssystems 

offensichtlich zu gering.  

 

Die in den vorherigen Versuchen nachgewiesene physikalische Interaktion zwischen ROMK 

und Golgin-160 wurde durch den Nachweis der Kolokalisation beider Proteine im Golgi-Apparat mit 

Hilfe von immunzytochemischen Untersuchungen bestätigt. Dies erhärtete die Hypothese, daß 

Golgin-160 eine Rolle beim Membrantransport von ROMK spielen könnte. Eine mögliche 

funktionelle Wechselwirkung sollte daher im Folgenden mit Hilfe von elektrophysiologischen 

Methoden näher untersucht werden. 

 

3.4.3 Elektrophysiologische Untersuchungen 

 

Die Wirkung von Golgin-160 auf die biophysikalischen Eigenschaften von ROMK (Bleich et 

al., 1990; Ho et al., 1993) wurde mit Hilfe der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (TEVC) im 

Xenopus laevis Oozyten-Expressionssystem untersucht. Hierzu wurde ROMK entweder allein oder 

zusammen mit Golgin-160 in Oozyten injiziert und die funktionelle Expression des Kanalproteins 

durch die Messung der resultierenden Kaliumströme bestimmt. 

 

Die Injektion von ROMK-cRNS führte bereits nach zwei Tagen zu charakteristischen leicht 

einwärts-gleichrichtenden Kaliumströmen (Abb. 15). Golgin-160 allein erzeugte dagegen keine 

meßbaren Ströme. Nach Koinjektion von Golgin-160 mit ROMK waren jedoch die Amplituden der im 

Bereich von -120 mV bis +40 mV gemessenen ROMK-Ströme signifikant erhöht. Die 

durchschnittliche ROMK-Stromamplitude verdoppelte sich bei einem Potential von 0 mV von 

1,55 µA (± 0,27 µA, n = 12) auf 3,08 µA (± 0,33 µA, n = 16, P < 0,01) (Abb. 15). In mehreren 

Experimenten mit verschiedenen Präparationen von cRNS und Oozyten wurde reproduzierbar eine 

zweifache Erhöhung der Stromamplitude von ROMK durch die Koexpression mit Golgin-160 

nachgewiesen. Änderungen in der Kinetik der Ströme durch Golgin-160 wurden aber nicht beobachtet 

(Abb. 15). Die Zunahme der Kaliumströme erfolgte gleichförmig über den gesamten ausgewählten 

Spannungsbereich, d.h. sie war unabhängig von der gewählten Membranspannung.  
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Abbildung 15: Effekt von Golgin-160 auf den ROMK-Strom. Repräsentative Messungen der Kaliumströme 48 h 
nach Injektion von 0,05 ng hROMK2- und/oder 1,15 ng hGolgin-160-cRNS. Mit Wasser injizierte Oozyten 
dienten als Kontrolle. A, verwendetes Spannungsprotokoll und repräsentative Stromverläufe B, Strom-
Spannungs-Kurven (Mittelwerte ± SEM). C, mittlere Stromamplituden aus B bei einem Potential von 0 mV. Die 
Sternchen zeigen die Signifikanz im Vergleich zu Oozyten, die nur ROMK exprimierten. Die Anzahl (n) der 
gemessenen Oozyten ist über den Säulen angegeben. 
 

Zur weiteren Bestätigung der beobachteten Wirkung des Golgi-Proteins wurde als nächstes 

das mit ROMK engverwandte Kir2.1-Kanalprotein (Kubo et al., 1993) untersucht. Im Unterschied zu 

ROMK erzeugt Kir2.1 stark einwärts gerichtete Kaliumströme (Abb. 16). Die Koexpression mit 

Golgin-160 führte wie bei ROMK auch zu einer Zunahme im Bereich von -160 mV bis 0 mV. In den 

in Abbildung 16 dargestellten Versuchen wurde bei -160 mV ebenfalls eine Verdopplung der 

Amplitude des Kir2.1-Stroms von -1,21 µA (± 0,12 µA, n = 11) auf -2,59 µA (± 0,29, n = 10, 

P < 0,001) gemessen. In einigen Experimenten konnte sogar eine Verdreifachung des Kir2.1-Stroms 

durch Golgin-160 festgestellt werden.  

 

Um auszuschließen, daß die Erhöhung der gemessenen Ströme lediglich auf eine allgemeine 

Stimulation der Proteintranslations-Maschinerie als Folge der koinjizierten Golgin-160-cRNS beruhte, 

wurde ROMK mit einer nicht funktionellen Spleißvariante der MaxiK-Kaliumkanals koexprimiert. 
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Diese Spleißvariante akkumuliert im ER und erreicht die Plasmamembran nicht (unpublizierte Daten). 

Da sie daher keinen Strom erzeugt und eine ähnliche molare Masse wie Golgin-160 besitzt, eignete sie 

sich als Kontrolle für das intrazelluläre Golgin-160. Die koexprimierte MaxiK-α-Untereinheit 

beeinflußte im Gegensatz zu Golgin-160 den Strom von ROMK nicht (ohne Abbildung).  
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Abbildung 16: Effekt von Golgin-160 auf den Kir2.1-Strom. Repräsentative Messungen der Kaliumströme 48 h 
nach Injektion von 0,1 ng hKir2.1- und/oder 1,15 ng hGolgin-160-cRNS. Mit Wasser injizierte Oozyten dienten 
als Kontrolle. A, verwendetes Spannungsprotokoll und repräsentative Stromverläufe. B, Strom-Spannungs-
Kurven (Mittelwerte ± SEM). C, mittlere Stromamplituden aus B bei einem Potential von -160 mV. Die 
Sternchen zeigen die Signifikanz im Vergleich zu Oozyten, die nur Kir2.1 exprimierten. Die Anzahl (n) der 
gemessenen Oozyten ist über den Säulen in C angegeben.  
 

Der Einfluß von Golgin-160 wurde auch in Abhängigkeit der injizierten Menge an cRNS 

untersucht. Die Stimulation des ROMK-Stroms wurde sowohl mit geringen (1,15 ng cRNA / Oozyte) 

als auch größeren (5,0 ng cRNS / Oozyte) Mengen an koinjizierter Golgin-160-cRNS beobachtet 

(ohne Abbildung). Die Menge an ROMK- und Kir2.1-cRNS wurde generell gering gehalten (ROMK: 

0,05 ng cRNS / Oozyte, Kir2.1: 0,1 ng cRNS / Oozyte), da bei großen Mengen injizierter cRNS 

(5,0 ng cRNS / Oozyte) kein stimulierender Effekt des koexprimierten Golgin-160 mehr zu 

beobachten war (ohne Abbildung). Eine naheliegende Erklärung für die letztere Beobachtung ist, daß 
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die kleineren Kanalproteine viel schneller exprimiert werden als das wesentlich größere Golgin-160, 

und daß eine bestimmte Mindestzeit benötigt wird, damit eine ausreichende Expression von 

Golgin-160 erzielt und damit auch der stimulatorische Effekt sichtbar werden kann.  

 

In einem weiteren Kontrollexperiment wurde deshalb auch der Einfluß der Inkubationszeit auf 

den Effekt von Golgin-160 untersucht (Abb. 17). Hierfür wurde Kir2.1 entweder alleine oder 

zusammen mit Golgin-160 in Oozyten exprimiert und die resultierenden Ströme über einen Zeitraum 

von insgesamt 84 h gemessen. Während die größten Kir2.1-Ströme erst nach 72 h mit einer Amplitude 

von 3,13 µA (± 0,33 µA, n = 6) bzw. 10,12 µA (± 1,32 µA, n = 6, P < 0,001) nach Koexpression mit 

Golgin-160 beobachtet wurden, war die Stimulation durch Golgin-160 bereits nach 24 h sichtbar. Sie 

erreichte nach 48 h ihr Maximum und blieb im weiteren Verlauf konstant (Abb. 17). 
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Abbildung 17: Einfluß der Inkubationszeit auf den Effekt von Golgin-160. Mittlere Kir2.1-Stromamplitude 
(± SEM) aus 5 bis 10 Oozyten bei einem Potential von -160 mV zu verschiedenen Zeitpunkten nach Injektion 
von 0,1 ng hKir2.1- (schwarze Säulen) und zusätzlich 1,15 ng hGolgin-160-cRNS (weiße Säulen) sowie Faktor 
der Stromzunahme (Linie). Sternchen zeigen Signifikanz im Vergleich zu Oozyten, die nur Kir2.1 exprimierten. 
Alle Oozyten wurden demselben Tier entnommen und zur selben Zeit injiziert. 
 

Zusammenfassend läßt sich daher feststellen, daß die Zunahme der Stromamplitude durch eine 

spezifische Wirkung von Golgin-160 auf die Aktivität der beiden Kir-Kanäle und nicht durch eine 

generelle Stimulation der Proteinbiosynthese verursacht wurde. Das Ausmaß der Stimulation durch 

Golgin-160 war von der injizierten Menge an Kanal-cRNS sowie von der Inkubationszeit abhängig. 

Die Resultate der durchgeführten Bindungsstudien legen nahe, daß bei ROMK die Stimulation durch 

die direkte Interaktion von Golgin-160 mit dem C-Terminus von ROMK zustande kommt. Aufgrund 

der großen Sequenzähnlichkeit kann dies auch für Kir2.1 als sehr wahrscheinlich angenommen 

werden.  

 

Um das Wirkungsspektrum von Golgin-160 noch näher zu charakterisieren, wurde in weiteren 

Untersuchungen eine Koexpression von Golgin-160 mit den entfernt verwandten 

spannungsgesteuerten Kaliumkanälen Kv1.5, Kv4.3 und HERG durchgeführt (Abb. 18 bis 20).  
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Abbildung 18: Einfluß von Golgin-160 auf den Kv1.5-Strom. Repräsentative Messungen der Kaliumströme 48 h 
nach Injektion von 0,16 ng hKv1.5- und/oder 1,15 ng Golgin-160-cRNS. Mit Wasser injizierte Oozyten dienten 
als Kontrolle. A, verwendetes Spannungsprotokoll und repräsentative Stromverläufe. B, Strom-Spannungs-
Kurven (Mittelwerte ± SEM). C, mittlere Stromamplituden aus B bei einem Potential von +40 mV. Die 
Sternchen zeigen die Signifikanz im Vergleich zu Oozyten, die nur Kv1.5 exprimierten. Die Anzahl (n) der 
gemessenen Oozyten ist über den Säulen angegeben.  

 

Die Injektion von Kv1.5-cRNS führte nach zwei Tagen zu charakteristischen leicht 

inaktivierenden Kaliumströmen (Abb. 18). Die Injektion von Kv4.3-cRNS erzeugte typische, stark 

inaktivierende Kaliumströme (Abb. 19). Im Bereich der untersuchten Potentiale von -100 mV bis 

+100 mV bei Kv1.5 und -80 mV bis +60 mV bei Kv4.3 kam es nach Koexpression mit Golgin-160 zu 

einer signifikanten Erhöhung der Stromamplituden beider Kanäle. Die Zunahme konnte in einer Reihe 

von unabhängigen Experimenten reproduziert werden. Bei +40 mV erhöhte sich der Kv1.5-Strom 

durchschnittlich um das 1,9-fache von 4,37 µA (± 0,34 µA, n = 17) auf 8,12 µA (± 0,48 µA, n = 16, 

P < 0,01) (Abb. 18). Der Kv4.3-Strom erhöhte sich bei +40 mV um das 1,7-fache von 5,70 µA 

(± 1,13 µA, n = 12) auf 10,22 µA (± 1,84 µA, n = 12, P < 0,05) (Abb. 19). Bei beiden Kanälen wurden 

die Kinetiken durch das koexprimierte Golgin-160 nicht verändert. Diese Ergebnisse zeigten, daß auch 

bei spannungsaktivierten Kaliumkanälen eine Stromzunahme nach Koexpression von Golgin-160 

erfolgte.  
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Abbildung 19: Einfluß von Golgin-160 auf den Kv4.3-Strom. Repräsentative Messungen der Kaliumströme 72 h 
nach Injektion von 0,10 ng hKv4.3- und/oder 1,15 ng Golgin-160-cRNS. A, verwendetes Spannungsprotokoll 
und repräsentative Stromverläufe. B, Strom-Spannungs-Kurven (Mittelwerte ± SEM). C, mittlere 
Stromamplituden aus B bei einem Potential von +40 mV. Die Sternchen zeigen die Signifikanz im Vergleich zu 
Oozyten, die nur Kv4.3 exprimierten. Die Anzahl (n) der gemessenen Oozyten ist über den Säulen angegeben.  
 

Die Koexpression des HERG-Kanalproteins mit Golgin-160 sowie GM130 (Fritzler et al., 

1993), einem weiteren Golgi-Protein, das in Abschnitt 3.4.6 ausführlich besprochen wird, zeigte 

dagegen ein anderes Bild. Entsprechend den Ergebnissen von Roti Roti und Mitarbeitern (2002) 

erniedrigt GM130 in unseren Experimenten den mittleren Tail-Strom von HERG bei +40 mV um etwa 

35% von 2,28 µA (± 0,23 µA, n = 16) auf 1,49 µA (± 0,11 µA, n = 22, P < 0,01) (Abb. 20). Nach 

Koexpression von Golgin-160 konnte jedoch in mehreren unabhängigen Experimenten keine 

statistisch signifikante Änderung des HERG-Stroms beobachtet werden (2,41 µA, ± 0,16 µA, n = 21). 

Weder GM130 noch Golgin-160 hatten einen Einfluß auf die Kinetik des HERG-Stroms.  
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Abbildung 20: Effekt von Golgin-160 und GM130 auf den HERG-Strom. Repräsentative Messungen der 
Kaliumströme 72 h nach Injektion von 9,24 ng HERG- und/oder 5,0 ng hGolgin-160- bzw. hGM130-cRNS. A, 
verwendetes Spannungsprotokoll und repräsentative Stromverläufe. Der Pfeil zeigt den Zeitpunkt, der für die 
Datenanalyse verwendet wurde. B, Strom-Spannungs-Kurven (Mittelwerte ± SEM) der Tail-Ströme. C, mittlere 
Stromamplituden aus B bei einem Potential von +40 mV. Die Sternchen zeigen die Signifikanz im Vergleich zu 
Oozyten, die nur HERG exprimierten. Die Anzahl (n) der gemessenen Oozyten ist über den Säulen angegeben 
(n.s. = nicht signifikant). 
 

Die Ergebnisse aus den elektrophysiologischen Untersuchungen der verschiedenen 

Kaliumkanäle sind in Abbildung 21 einander gegenübergestellt. Es zeigte sich, daß der Effekt von 

Golgin-160 nicht auf die einwärtsrektifizierenden Kaliumkanäle ROMK und Kir2.1 beschränkt war, 

sondern daß auch die spannungsgesteuerten Kanäle Kv1.5 und Kv4.3 durch dieses Golgi-Protein 

stimuliert wurden. Der Befund, daß der HERG-Strom unverändert blieb, zeigte jedoch, daß die 

Überexpression von Golgin-160 nicht einen generellen, stimulatorischen Effekt auf die koexprimierten 

Ionenkanäle hat. 
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Abbildung 21: Einfluß von Golgin-160 auf die 
Stromamplituden von ROMK, HERG, Kir2.1, 
Kv1.5 und Kv4.3. Zusammenfassung der 
Abbildungen 15 und 16 sowie 18 bis 20. Die 
Fehlerbalken repräsentieren die Summe der 
normalisierten SEM vor und nach 
Koexpression mit Golgin-160. Die Sternchen 
zeigen die Signifikanz im Vergleich zu den 
Oozyten, die nur den jeweiligen Kanal 
exprimierten (n.s. = nicht signifikant). Über 
den Säulen sind repräsentative Stromkurven 
einzelner Oozyten gezeigt, die Golgin-160 
und den jeweiligen Kanal exprimierten. Die 
Pfeile und Linien deuten den Zeitpunkt bzw. 
Zeitraum an, der für die Datenanalyse 
verwendet wurde.  

 

3.4.4 Pharmakologische Untersuchungen 

 

Pharmakologische Untersuchungen mit den bekannten ROMK-Blockern Barium (Zhou et al., 

1996) und Chinidin (Doi et al., 1995) sollten im Folgenden bestätigen, daß die Stromzunahme durch 

die Wirkung von Golgin-160 auf ROMK und Kir2.1 begründet, und nicht durch endogene Kanäle 

vermittelt wurde. Außerdem sollte überprüft werden, ob Golgin-160 den Effekt dieser beiden 

Kaliumkanalblocker verändert. Zu diesem Zweck wurden Oozyten mit der jeweiligen cRNS injiziert.  

 

Für die Messungen wurde ein vereinfachtes Spannungsprotokoll bestehend aus Testpulsen 

vom Ruhemembranpotential auf 0 mV bei ROMK bzw. -160 mV bei Kir2.1 verwendet. Die Oozyten 

wurden während der Strommessungen mit unterschiedlichen Konzentrationen an Bariumchlorid bzw. 

Chinidin perfundiert. Aus den gemessenen Amplituden wurde die Konzentration berechnet, die zur 

halbmaximalen Hemmung der Ströme notwendig war (IC50).  

 

So inhibierte Barium den ROMK-Strom bei 0 mV mit einer IC50 von 430 µM (± 25 µM) 

(Abb. 22B). Nach Koexpression mit Golgin-160 änderte sich die IC50 nicht signifikant auf 359 µM 

(± 28 µM) (Abb. 22D). Für den Kir2.1-Strom wurde bei -160 mV für Barium eine IC50 von 743 µM 

(± 192 µM) bestimmt (Abb. 22F), die sich nach Koexpression mit Golgin-160 ebenfalls nicht 

signifikant auf 713 µM (± 152 µM) verringerte (Abb. 22H). Die IC50 der Hemmung von ROMK durch 

Chinidin betrug 184 µM (± 15 µM) (Abb. 22J) und nach Koexpression 168 µM (± 21 µM) 

(Abb. 22L). Die maximale Inhibition durch Barium wurde nach 2-3 min beobachtet (Abb. 22A, C, E, 

G), die von Chinidin dagegen erst nach 3-4 min (Abb. 22I, K). Es konnte keine Abhängigkeit der IC50-

Werte von der angelegten Spannung beobachtet werden. Außerdem war die Hemmung nach 

Auswaschen beider Substanzen vollständig reversibel (ohne Abbildung). Damit konnte gezeigt 

werden, daß Golgin-160 die Ströme der koexprimierten Kanalproteine und nicht endogene 
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Kaliumströme stimuliert. Die Resultate bestätigen gleichzeitig, daß sich die Aktivitäten der 

verwendeten Inhibitoren durch die Anwesenheit von Golgin-160 nicht änderten.  
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Abbildung 22: Hemmung der ROMK- und Kir2.1-Ströme durch Barium und Chinidin. Inhibition des ROMK-
Stroms durch Barium (A-D) und Chinidin (I-L) bei einem Potential von 0 mV und 48 h nach Injektion von 
0,05 ng hROMK2-cRNS und zusätzlich 1,15 ng hGolgin-160-cRNS. Inhibition des Kir2.1-Stroms durch Barium 
(E-H) bei einem Potential von -160 mV und 48 h nach Injektion von 0,1 ng hKir2.1-cRNS und zusätzlich 
1,15 ng hGolgin-160-cRNS. Nur solche Oozyten wurden für die Messungen verwendet, die zwei Tage nach der 
Injektion einen Strom von nicht mehr als 2 µA und nach Koexpression mit Golgin-160 eine Amplitude von 
maximal 5 µA aufwiesen. Spalte 1 und 3, normalisierte Stromkurven vor und während der Perfusion mit 
Bariumchlorid bzw. Chinidin. Spalte 2 und 4, Dosis-Wirkungskurven (mittlere Inhibition ± SD) nach 
vierminütiger Perfusion. Die Bestimmung der halbmaximalen Hemmkonzentration (IC50) erfolgte mit Hilfe des 
Hill-Models aus den Mittelwerten von drei Oozyten je Konzentration und ohne Abzug der basalen Leitfähigkeit. 
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3.4.5 Oberflächenexpression 

 

Um den Mechanismus der festgestellten Stromerhöhung näher zu untersuchen, wurde mit 

einer immunologischen Methode die Zelloberflächenexpression der Kir-Kanalproteine in Xenopus 

laevis Oozyten bestimmt (Zerangue et al., 1999). Zu diesem Zweck wurde bei rROMK1 an Position 

115 ein Hämagglutinin-Antigenepitop (ROMK-HA) (Abb. 23A) und bei hKir2.1 an Position 119 ein 

Protein C-Antigenepitop (Kir2.1-PC) (Abb. 25A) eingefügt. Der Nachweis der extrazellulären Epitope 

erfolgte mittels Chemolumineszenz. Diese wurde nach Inkubation der Oozyten mit den 

entsprechenden primären und Peroxidase-gekoppelten sekundären Antikörpern durch Umsatz eines 

Lumineszenzsubstrates gemessen. Die Werte der Oberflächenexpression wurden mit den gemessenen 

Stromamplituden und bei Kir2.1 zusätzlich mit der bestimmten Gesamtmenge an Protein verglichen. 

Die im Vergleich zum Wildtyp schwächere Stromexpression der Epitop-markierten Kanalproteine 

wurde durch eine größere Menge an injizierter cRNS (0,5 ng cRNS / Oozyte) ausgeglichen.  

 

Zunächst wurde in elektrophysiologischen Voruntersuchungen bestätigt, daß die durch 

ROMK-HA verursachten Ströme dieselbe Einwärtsrektifizierung, Kinetik (Abb. 23B, C) und 

Sensitivität gegenüber Barium (ohne Abbildung) zeigten, wie der Wildtyp. Nach Koinjektion mit 

Golgin-160-cRNS konnte zwischen -120 mV bis +40 mV in mehreren unabhängigen Experimenten 

ebenfalls eine Erhöhung der ROMK-Stromamplitude beobachtet werden, die jedoch im Vergleich zum 

Wildtyp etwas schwächer ausfiel. Bei 0 mV erhöhte sich die mittlere Stromamplitude von 4,40 µA 

(± 0,41 µA, n = 12) auf 6,39 µA (± 0,48 µA, n = 12, P < 0,01) (Abb. 23B, C, D).  

 

Um eine mögliche Korrelation zwischen Stromamplitude und Oberflächenexpression zu 

untersuchen, wurden ROMK-HA sowie Golgin-160 jeweils alleine oder gemeinsam in Oozyten 

exprimiert. Ein Teil der Oozyten wurde für die Messung der Kaliumströme verwendet. Mit den 

restlichen Oozyten wurde der Oberflächenexpressionsassay durchgeführt. Als Kontrolle dienten 

Oozyten, die den ROMK-WT exprimierten, da diese im Vergleich zu nicht injizierten Oozyten ein 

geringeres Hintergrundsignal aufwiesen. Für die elektrophysiologischen Untersuchungen wurden 

dagegen nicht injizierte Oozyten als Kontrolle verwendet (Abb. 24). 

Die Oberflächenexpression von ROMK erhöhte sich nach Koexpression mit Golgin-160 von 

1,0 RLU/s (± 0,11 RLU/s, n = 24) auf 3,5 RLU/s (± 0,39 RLU/s, n = 20, P < 0,001). Diese 3,5-fache 

Zunahme der Oberflächenexpression korrelierte mit der durchschnittlichen Verdopplung der 

Stromamplitude von 1,0 µA (± 0,21 µA, n = 12) auf 2,1 µA (± 0,41 µA, n = 12, P < 0,01). Die 

Chemolumineszenzsignale von Oozyten, die nur Golgin-160 exprimierten (0,27 RLU/s, ± 0,08 RLU/s, 

n = 12) entsprachen denen der ROMK-WT-Kontrolle (0,30 RLU/s, ± 0,07 RLU/s, n = 10). Der Strom 

des ROMK-WT (0,82 µA, ± 0,09 µA, n = 12) entsprach dem der Epitop-markierten Variante 

(Abb. 24). 
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Abbildung 23: Effekt von Golgin-160 auf den Strom von ROMK-HA. Repräsentative Messungen der 
Kaliumströme 48 h nach Injektion von 0,5 ng rROMK1-HA- und/oder 1,15 ng hGolgin-160-cRNS. A, Topologie 
von ROMK-HA und Ausschnitt der Proteinsequenz. Das HA-Antigenepitop (unterstrichen) wurde extrazellulär 
an Position 115 eingefügt. B, Spannungsprotokoll und repräsentative Stromverläufe. C, Strom-Spannungs-
Kurven (Mittelwerte ± SEM). D, mittlere Stromamplituden aus C bei einem Potential von 0 mV. Die Sternchen 
zeigen die Signifikanz im Vergleich zu den Oozyten, die nur ROMK-HA exprimierten. Die Anzahl (n) der 
gemessenen Oozyten ist über den Säulen angegeben.  
 

Auch nach Koexpression von Kir2.1 und Golgin-160 konnte eine Erhöhung der 

Zelloberflächenexpression beobachtet werden. Der Kir2.1-Strom nahm um das 2,2-fache (± 0,24) zu, 

die Oberflächenexpression um das 1,8-fache (± 0,08) zu. Ein gleichzeitig durchgeführter Western-Blot 

zeigte keine Veränderung der Gesamtmenge an Kir2.1-Protein nach Koexpression von Golgin-160 

(Abb. 25). 

 

Um den Einfluß von Golgin-160 auf den Transport anderer Membranproteine zu untersuchen, 

wurde es mit dem muskarinischen M2-Rezeptor koexprimiert und die Oberflächenexpression 

bestimmt. Die Anzahl der M2-Rezeptoren an der Zelloberfläche änderten sich nach Koexpression von 

Golgin-160 jedoch nicht (ohne Abbildung). Dieses Experiment wurde von Ioana Neagoe am ZMBH 

durchgeführt. 
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Abbildung 24: Effekt von Golgin-160 auf die Oberflächenexpression von ROMK. Repräsentative Messungen 
48 h nach Injektion von 0,5 ng rROMK1-HA- und/oder 1,15 ng hGolgin-160-cRNS. Als Kontrollen dienten 
Oozyten, die mit 0,05 ng hROMK2-WT-cRNS injiziert wurden sowie nicht injizierte Oozyten. Weiße Säulen: 
Normalisierte Stromamplitude bei einem Potential von 0 mV. Schwarze Säulen: Normalisierte, relative 
Chemolumineszenzsignale als Maß für die Oberflächenexpression. Die Daten wurden parallel durch Zwei-
Elektroden-Spannungsklemme sowie Chemolumineszenzassay ermittelt. Die Sternchen zeigen signifikante 
Unterschiede im Vergleich zu ROMK-HA. Die Fehlerbalken zeigen SEM. Die Anzahl (n) der gemessenen 
Oozyten ist über den Säulen angegeben (n.s. = nicht signifikant).  
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Abbildung 25: Effekt von Golgin-160 auf die 
Oberflächenexpression von Kir2.1. A, Ausschnitt 
der Proteinsequenz von hKir2.1 mit Protein C (PC)- 
Antigenepitop (unterstrichen). B, Messungen 48 h 
nach Injektion von 0,5 ng hKir2.1-PC- und 
zusätzlich 4,5 ng hGolgin-160-cRNS. Weiße 
Säulen: Normalisierte Stromamplitude bei einem 
Potential von -160 mV. Schwarze Säulen: 
Normalisierte, relative Chemolumineszenzsignale 
als Maß für die Oberflächenexpression. Die Daten 
wurden durch Zwei-Elektroden-Spannungsklemme 
sowie Oberflächenexpressionsanalyse ermittelt. Die 
Sternchen zeigen signifikante Unterschiede im 
Vergleich zu Kir2.1-PC. Die Fehlerbalken zeigen 
SEM. Die Anzahl (n) der gemessenen Oozyten ist 
über den Säulen angegeben. Der Western-Blot zeigt 
das PC-markierte Protein aus Oozytenhomogenaten. 
Oberflächenexpressionsassay und Western-Blot 
wurden von Ioana Neagoe am ZMBH durchgeführt. 

 

Diese Untersuchungen haben gezeigt, daß Golgin-160 die Dichte der ROMK- und Kir2.1-

Kanalproteine an der Zelloberfläche erhöht und so die Zunahme der Stromamplitude verursacht. Eine 

allgemeine Steigerung der Proteinbiosynthese durch Golgin-160 war dagegen auszuschließen, da die 

Gesamtmenge an Kir2.1-Protein etwa gleich blieb. 
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3.4.6 Vergleich der Wirkungen von Golgin-160 und GM130 

 

 In der Literatur wurde beschrieben, daß die Überexpression des Golgi-Proteins GM130 

(Fritzler et al., 1993) den HERG-Kaliumstrom in Oozyten hemmt (Roti Roti et al., 2002). 

Entsprechend den Ergebnissen von Roti Roti und Mitarbeitern (2002) erniedrigte GM130 in unseren 

Experimenten den mittleren Tail-Strom von HERG bei +40 mV um etwa 35% (Abb. 20). Die 

Koexpression des HERG-Kanalproteins mit Golgin-160, die bereits in Abschnitt 3.4.3 beschrieben 

wurde, zeigte dagegen keine Wirkung des Golgi-Proteins auf HERG. Um die mögliche Wirkung von 

GM130 auf den ROMK-Strom zu untersuchen, wurden entsprechende Koexpressionsstudien in 

Oozyten durchgeführt (Abb. 26). 
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Abbildung 26: Effekt von Golgin-160 und GM130 auf den ROMK-Strom. Repräsentative Messungen der 
Kaliumströme 48 h nach Injektion von 0,05 ng hROMK2- und/oder 5,0 ng hGolgin-160- bzw. GM130-cRNS. A, 
verwendetes Spannungsprotokoll und repräsentative Stromverläufe. B, Strom-Spannungs-Kurven (Mittelwerte ± 
SEM). C, mittlere Stromamplituden aus B bei einem Potential von 0 mV. Die Sternchen zeigen die Signifikanz 
im Vergleich zu den Oozyten, die nur ROMK exprimierten. Die Anzahl (n) der gemessenen Oozyten ist über den 
Säulen angegeben. 
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Dabei zeigte das koexprimierte GM130 auf ROMK eine gegensätzliche Wirkung als auf 

HERG. In einem repräsentativen Experiment stieg die mittlere Stromamplitude um das 1,6-fache von 

1,84 µA (± 0,30 µA, n = 12) auf 2,94 µA (± 0,27 µA, n = 12, P < 0,01) an, während Golgin-160 

gleichzeitig den ROMK-Strom um das 1,9-fache auf 3,43 µA (± 0,41 µA, n = 16, P < 0,01) erhöhte. 

Wie Golgin-160 erzeugte auch GM130 alleine keinen Strom (Abb. 26). Die unterschiedlichen 

Wirkungen beider Golgi-Proteine auf HERG und ROMK legten nahe, daß Golgin-160 und GM130 

unterschiedliche Rollen beim Transport von ROMK und HERG an die Zelloberfläche spielen. 

 

3.4.7 Bindungsstudien mit ausgewählten ROMK-Bartter-Mutanten 

 

Mutationen im ROMK-Protein, die einen Funktionsverlust des Ionenkanals hervorrufen, 

führen zum Bartter-Syndrom Typ II (Bartter et al., 1962). Bestimmte Mutationen bewirken einen 

Defekt beim Transport des Kanals an die Zelloberfläche (Peters et al., 2003). Um die Möglichkeit zu 

untersuchen, daß der krankheitsverursachende Defekt beim Membrantransport dieser Mutationen auf 

eine gestörte Interaktion des ROMK-Proteins mit Golgin-160 zurückzuführen ist, wurden 

Bindungsstudien mit Golgin-160 und zehn C-terminalen Bartter-Mutanten durchgeführt.  
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Abbildung 27: Effekt von Golgin-160 auf die Ströme von ROMK-Mutanten. Repräsentative Messungen der 
Kaliumströme mit Hilfe der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme 48 h nach Injektion von 0,05 ng hROMK2WT- 
bzw. 0,5 ng der hROMK2-Mutanten-cRNS und 1,15 ng hGolgin-160-cRNS. Normalisierte Stromamplituden 
(Mittelwerte ± SEM) bei einem Potential von 0 mV. Sternchen zeigen die Signifikanz im Vergleich zu Oozyten, 
die nur den Kanal exprimierten. Die Anzahl (n) der gemessenen Oozyten ist über den Säulen angegeben (n.s. = 
nicht signifikant). 
 

Bei den untersuchten Mutanten handelte es sich um Punktmutationen und C-terminale 

Trunkationsmutationen. Mit Ausnahme der Punktmutation R311W, die die pH-Abhängigkeit von 

ROMK beeinflußt (Schulte et al., 1999), verhindern die übrigen sieben Punktmutanten A198T, L220F, 

A306T, Y314C, L320P, R324L, F325C und zwei Trunkationen 362X und 368X, denen die letzten 29 
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bzw. 23 Aminosäuren fehlen, den Transport von ROMK an die Plasmamembran in Xenopus Oozyten 

und Säugerzellen. Aufgrund des defekten Membrantransports erzeugten diese Mutanten auch keine 

funktionellen Ströme mehr. Nach starker Überexpression, durch Injektion der zehnfachen Menge an 

cRNS, konnten in Oozyten aber für vier Punktmutanten (A198T, L220F, A306T, R324L) wider 

Kaliumströme gemessen werden (Peters et al., 2003). 

 

Alle zehn untersuchten Punkt- bzw. Trunkationsmutanten zeigten in einem durchgeführten 

Hefe-Zwei-Hybrid-Assay noch Interaktionen mit dem Golgin-160(614-849)-Beutefragment (ohne 

Abbildung). In Übereinstimmung mit den veröffentlichten Daten (Peters et al., 2003), konnten in 

unseren Untersuchungen wurden nach Injektion der normalen Menge an cRNS bei allen zehn 

untersuchten Mutanten keine Ströme gemessen (ohne Abbildung). Wie beschrieben waren aber nach 

Injektion der zehnfachen Menge cRNS der ROMK-Mutanten L220F, A306T und R324L wieder 

Kaliumströme meßbar (Abb. 27). Für ROMK(A198T) konnten jedoch nach wie vor keine Ströme 

nachgewiesen werden. Die ROMK(L220F)-Mutante erzeugte im Mittel etwa 50% des Wildtyp-

Stroms, bei ROMK(A306T) und ROMK(R324L) entsprach die resultierende Stromamplitude etwa 

30% des Wildtyps (Abb. 27). Für zwei der untersuchten Mutanten, nämlich ROMK(A306T) und 

ROMK(R324L) konnte eine zusätzliche Stimulation durch das koexprimierte Golgin-160 beobachtet 

werden. Die durchschnittliche Stromamplitude von ROMK(A306T) stieg nach Koexpression mit 

Golgin-160 um das 2,1-fache auf gut 60%, die Stromamplitude von ROMK(R324L) erhöhte sich um 

das 2,5-fache auf 70% des Wildtyp-Stroms (Abb. 27). Damit war das Ausmaß der Stimulation beider 

Mutanten ähnlich groß wie beim ROMK-Wildtyp. Diese funktionelle Interaktion bestätigte auch die 

Ergebnisse der Bindungsstudien in der Hefe. Obwohl die Mutante L220F Golgin-160 noch binden 

konnte, hatte dies in Oozyten keine Zunahme der Stromamplitude zur Folge.  

 

3.4.8 Regulation von Golgin-160 durch SGK1 

 

Golgin-160 wurde ursprünglich als Phosphoprotein beschrieben (Misumi et al., 1997). 

Inzwischen wurde die Phosphorylierung der N-terminalen Kopfdomäne durch die MLK3 (Mixed-

Lineage-Kinase-3) gezeigt (Cha et al., 2004), die bei Überexpression in Säugerzellen die Caspase-

abhängige Zerteilung der Kopfdomäne von Golgin-160 während der Apoptose stimuliert (Mancini et 

al., 2000) und so vermutlich die Auflösung der Golgi-Struktur während des programmierten Zelltodes 

fördert (Cha et al., 2004). 

 

Durch Analyse der Golgin-160-Proteinsequenz wurden an den Positionen 389 und 878 zwei 

Serine identifiziert (Abb. 6), die Teil der Konsensussequenz RXRXX(S/T) der Kinasen PKA und 

SGK1 sind (Webster et al., 1993; Waldegger et al., 1997). Um einen möglichen Einfluß von SGK1, 

die auch an der Regulation der ROMK-Kanalaktivität beteiligt ist (Yoo et al., 2003, 2005; O’Connell 
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et al., 2005), auf die Funktion von Golgin-160 zu untersuchen, wurden Koexpressionen in Oozyten 

durchgeführt. Dafür wurden die SGK1-WT, die konstitutiv-aktive Mutante SGK1(S422D) und die 

dominant-negative Doppelmutante SGK1(T256A/S422A) verwendet (Abb. 28).  

 

In dem in Abbildung 28 dargestellten Experiment wurde der ROMK-Strom nach 

Koexpression mit Golgin-160 von 1,00 (± 0,09 µA, n =20) auf 1,44 µA (± 0,14 µA, n = 20, P < 0,001) 

erhöht. Nach zusätzlicher Expression der SGK1-WT oder der konstitutiv-aktiven Mutante 

SGK1(S422D) wurde eine Hemmung der Stromamplituden auf 1,2 µA (± 0,13 µA, n = 12, nicht 

signifikant) bzw. 0,99 µA (± 0,07 µA, n = 20, P < 0,01) beobachtet. Diese Ergebnisse deuten an, daß 

die Koexpression der SGK1 einen hemmenden Effekt auf die Funktion von Golgin-160 hat. Allerdings 

wurde auch nach Koexpression der dominant-negativen Mutante SGK1(T256A/S422A) ein etwas 

geringerer Strom von 1,12 µA (± 0,10 µA, n = 20, P < 0,05) aufgezeichnet (Abb. 28). Bei einer 

hemmenden Wirkung der SGK1 wäre in diesem Fall aber eher eine Stromzunahme als eine Reduktion 

zu erwarten gewesen. 
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Abbildung 28: Einfluß der humanen Serum- und 
Glukokortikoid-sensitiven Kinase (hSGK1) auf den 
Effekt von Golgin-160. Repräsentative Messungen 
der Kaliumströme mit Hilfe der Zwei-Elektroden-
Spannungsklemme 60 h nach Injektion von 0,05 ng 
hROMK2- und 1,15 ng Golgin-160-cRNS je Oozyte. 
Zusätzlich wurden 5,0 ng cRNS der humanen SGK1-
WT, der konstitutiv-aktiven Mutante SGK1(S422D) 
oder der dominant-negativen Mutante SGK (T256A/ 
S422A) injiziert. Normalisierte Stromamplituden 
(Mittelwerte ± SEM) bei einem Potential von 0 mV. 
Sternchen zeigen die Signifikanz im Vergleich zu 
Oozyten, die nur ROMK und Golgin-160 
exprimierten. Die Anzahl (n) der gemessenen 
Oozyten ist über den Säulen angegeben (n.s. = nicht 
signifikant). 

 

3.5 Charakterisierung weiterer Interaktionspartner von ROMK 

 

Nach dem gelungenen Nachweis der funktionellen Interaktion von Golgin-160 mit dem 

ROMK-Protein wurden nun weitere gefundene Interaktionspartner von ROMK untersucht. Für diese 

Untersuchungen wurden PP2A B56β und GRB7 (Signaltransduktion), NRF2 und CDR62 

(Transkriptionsfaktoren) sowie C13orf22 und TNRC5 (unbekannte Funktion) ausgewählt und 

zusammen mit ROMK in Oozyten exprimiert.  
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3.5.1 PP2A B56β 

 

Die Ergebnisse der Koexpression von ROMK und der Serin/Threonin Protein Phosphatase 2A 

B-Untereinheit 56β (PP2A B56β; McCright & Virshup, 1995) sind in Abbildung 29 dargestellt.  
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Abbildung 29: Konzentrationsabhängige Wirkung von PP2A B56β auf ROMK. Repräsentative Messungen der 
Kaliumströme 48 h nach Injektion von 0,05 ng hROMK2- und/oder 0,5 ng und 5,0 ng hPP2A B56β-cRNS. A, 
verwendetes Spannungsprotokoll und repräsentative Stromverläufe. B, Strom-Spannungs-Kurven (Mittelwerte ± 
SEM). C, mittlere Stromamplituden aus B bei einem Potential von 0 mV. Die Sternchen zeigen die Signifikanz 
im Vergleich zu Oozyten, die nur ROMK exprimierten. Die Anzahl (n) der gemessenen Oozyten ist über den 
Säulen angegeben. 

 

Bereits die Koinjektion einer kleinen Menge cRNS dieser regulatorischen Untereinheit (0,5 ng 

cRNS / Oozyte) bewirkte zwischen -120 mV und +40 mV eine signifikante Erhöhung des ROMK-

Stroms. So war bei 0 mV die Stromamplitude signifikant um 57% von 3,91 µA (± 0,24 µA, n = 25) 

auf 6,13 µA (± 0,79 µA, n = 10, P < 0,001) erhöht. Dagegen resultierte die Koinjektion der 

zehnfachen Menge (5,0 ng cRNS / Oozyte) in einer Reduktion um 72% auf 1,11 µA (± 0,21 µA, 

n = 10, P < 0,001) ein. PP2A B56β allein erzeugte keinen Strom. Die Kinetik des ROMK-Stroms 
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wurde durch die Phosphatase-Untereinheit nicht beeinflußt (Abb. 29A, B). PP2A B56β zeigte 

demnach in Abhängigkeit von der eingesetzten Menge an cRNS einen gegenläufigen Effekt auf die 

Aktivität des ROMK-  

 

3.5.2 GRB7 

 

Die Ergebnisse der Koexpression von ROMK und des Adapterproteins GRB7 (Growth factor 

Receptor Bound protein 7; Margolis et al., 1992) sind in Abbildung 30 dargestellt.  
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Abbildung 30: Konzentrationsabhängige Wirkung von GRB7 auf ROMK. Repräsentative Messungen der 
Kaliumströme 48 h nach Injektion von 0,05 ng hROMK2- und/oder 0,5 ng und 5,0 ng hGRG7-cRNS. A, 
verwendetes Spannungsprotokoll und repräsentative Stromverläufe. B, Strom-Spannungs-Kurven (Mittelwerte ± 
SEM). C, mittlere Stromamplituden aus B bei einem Potential von 0 mV. Die Sternchen zeigen die Signifikanz 
im Vergleich zu Oozyten, die nur ROMK exprimierten. Die Anzahl (n) der gemessenen Oozyten ist über den 
Säulen angegeben. 
 

Die durchschnittliche ROMK-Stromamplitude von 3,09 µA (± 0,19 µA, n = 25) verringerte 

sich nach Koinjektion von 0,5 ng GRB7-cRNS signifikant um gut 20% auf 2,46 µA (± 0,16 µA, 
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n = 13, P < 0,05). Nach Koinjektion der zehnfachen Menge an GRB7-cRNS (5,0 ng cRNS / Oozyte) 

wurde eine Abnahme des ROMK-Stroms um mehr als 80% auf 0,51 µA (± 0,07 µA, n = 15, 

P < 0,001) festgestellt. GRB7 allein erzeugte keine Ströme und bewirkte auch keine Änderungen in 

der Kinetik des koexprimierten ROMK-Stroms (Abb. 30).  

 

Um diesen Effekt von GRB7 näher zu charakterisieren, wurde GRB7 mit den Kanälen der 

Kir2-Familie koexprimiert und seine Wirkung mit den verwandten Adapterproteinen GRB2 und 

GRB10 verglichen. GRB7 und GRB10 sind Mitglieder derselben Proteinfamilie, während GRB2 zu 

einer anderen GRB-Familie gehört (Han et al., 2001). In Abbildung 31 sind die gemessenen Ströme 

sowie die abgeleiteten Strom-Spannungs-Kurven dargestellt. Es handelt sich bei diesen Daten um die 

normalisierten Mittelwerte mehrerer unabhängiger Messungen mit unterschiedlichen Präparationen an  

cRNS und Oozyten.  
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Abbildung 31: Wirkung von GRB2, GRB7 und GRB10 auf die Ströme verschiedener Kir2.0-Kanäle. Die 
Messungen erfolgten 48 h nach Injektion von 0,3 ng (Kir2.1, Kir2.2) bzw. 1,0 ng (Kir2.3, Kir2.4) und 5,0 ng 
cRNS von GRB2, GRB7 und GRB10. Mit Wasser injizierte Oozyten dienten als Kontrolle. A-D. normalisierte 
Strom-Spannungs-Kurven. E-H, normalisierte mittlere Stromamplituden bei einem Potential von -80 mV. Die 
Kontrollströme (ohne GRB) wurden auf die bei -140 mV (Kir2.1, Kir2.2, Kir2.4) bzw. -120 mV (Kir2.3) 
gemessenen Werte normiert. Dargestellt sind die Mittelwerte (± SEM) mehrerer unabhängiger Messungen mit 
unterschiedlichen Präparationen an cRNS und Oozyten. Diese Messungen wurden von Guiscard Seebohm am 
Physiologischen Institut der Universität Tübingen durchgeführt.  
 

Die Expression der verschiedenen Kir2-Kanäle führte bereits nach zwei Tagen zu 

charakteristischen stark einwärtsgleichrichtenden Kaliumströmen (Abb. 31A-D). Bei -80 mV wurde 

für Kir2.1 ein mittlerer Strom von -0,50 µA (± 0,03 µA, n = 31) ermittelt. Nach Koexpression mit 
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GRB2 verringerte sich dieser Wert signifikant um 25% auf -0,36 µA (± 0,02 µA, n = 12, P < 0,05) 

und nach Koexpression von GRB7 auf -0,38 µA (± 0,02 µA, n = 31, P < 0,01). GRB10 hemmte 

dagegen den Kir2.1-Strom nicht (-0,41 µA, ± 0,02 µA, n = 19) (Abb. 31A, E).  

 

Für Kir2.2 wurde bei -80 mV ein mittlerer Strom von -0,49 µA (± 0,05 µA, n = 25) bestimmt. 

Nach Koexpression von GRB2 (-0,48 µA, ± 0,03 µA, n =13), GRB7 (-0,45 µA, ± 0,07 µA, n = 30) 

und GRB10 (-0,41 µA, ± 0,05 µA, n =19) konnten keine signifikanten Änderungen der gemessenen 

Ströme beobachtet werden (Abb. 31B, F). 

 

Der Kir2.3-Strom war nach Koexpression mit GRB2 signifikant um 54% von -0,57 µA 

(± 0,05 µA, n = 35) auf -0,26 µA (± 0,02 µA, n = 12, P < 0,01) verringert. GRB7 (-0,50 µA, 

± 0,06 µA, n = 35) und GRB10 (-0,64 µA, ± 0,05 µA, n = 22) hatten keinen signifikanten Einfluß auf 

die gemessenen Ströme (Abb. 31C, G).  

Nach Injektion der Kir2.4-cRNS wurde eine mittlere Stromamplitude von -0,30 µA 

(± 0,05 µA, n = 24) bestimmt. Nur die Koexpression von GRB7 führte zu einer signifikanten 

Reduktion des Stroms um 57% auf -0,13 µA (± 0,02 µA, n = 21, P < 0,01). GRB2 (-0,16 µA, 

± 0,02 µA, n = 9) und GRB10 (-0,27 µA, ± 0,04 µA, n = 14) veränderten den Kir2.4-Strom nicht 

(Abb. 31D, H). 

 

Zusammenfassend läßt sich sagen, daß GRB7, das als Interaktionspartner von ROMK 

identifiziert wurde, neben ROMK (Abb. 30) auch die Kir2.1- und Kir2.4-Ströme signifikant hemmte, 

aber die Kanalaktivität von Kir2.2 und Kir2.3 unbeeinflußt ließ (Abb. 31). GRB2 wiederum hemmte 

die Ströme von Kir2.1 und Kir2.3, nicht aber die von Kir2.2 und Kir2.4, während GRB10 in keiner 

dieser Koexpressionen einen Effekt auf die Kir2-Ströme ausübte.  

 

3.5.3 NRF2 & CDR62 

 

Die Koexpressionen der Transkriptionsfaktoren NRF2 (Nuclear factor (Erythroid-derived 2)-

like 2) (Moi et al., 1994) und CDR62 (Cerebellar degeneration-related 2) (Fathallah-Shaykh et al., 

1991) mit ROMK sind in Abbildung 32 dargestellt. Bei den untersuchten Membranspannungen 

zwischen -120 mV bis +40 mV war keine Wirkung auf den ROMK-Strom sichtbar. Der 

durchschnittliche ROMK-Strom bei 0 mV betrug 1,51 µA (± 0,15 µA, n = 10) und blieb nach 

Koexpression mit NRF2 mit 1,61 µA (± 0,14 µA, n = 16) nahezu unverändert (Abb. 32A, B). In den 

dargestellten Untersuchungen mit CDR62 ergab sich für ROMK ein Strom von 7,53 µA (± 0,96 µA, 

n = 13) und nach Koexpression einer von 7,38 µA (± 0,68 µA, n = 13) (Abb. 32C, D). Die Expression 

von NRF2 und CDR62 allein erzeugte keine Ströme.  



 Ergebnisse 82
 

 

Potential [mV]

-120 -80 -40 0 40

St
ro

m
 [µ

A
]

-1

0

1

2
ROMK
ROMK+NRF2

NRF2

ROMK

ROMK+NRF2
NRF2

Wasser

St
ro

m
 b

ei
 0

 m
V

 [µ
A

]

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0
n.s.
16

10

A B

***
5

***
5

500 ms

-120 mV

+40 mV

-80 mV

 

Potential [mV]
-120 -80 -40 0 40

St
ro

m
 [µ

A
]

-4

0

4

8

12

ROMK
ROMK+CDR62

CDR62

ROMK

ROMK+CDR62
CDR62

Wasser

St
ro

m
 b

ei
 0

 m
V

 [µ
A

]

0

2

4

6

8

10

12

n.s.
1313

C D

***
5

***
5

500 ms

-120 mV

+40 mV

-80 mV

 
Abbildung 32: Koexpression von ROMK mit NRF2 oder CDR62. Repräsentative Messungen der Kaliumströme 
48 h nach Injektion von 0,05 ng hROMK2- und/oder 5,0 ng NRF2- (A, B) bzw. CDR62- (C, D) cRNS. A und C, 
Strom-Spannungs-Kurven (Mittelwerte ± SEM) sowie verwendetes Spannungsprotokoll. B und D, mittlere 
Stromamplituden aus A und C bei einem Potential von 0 mV. Die Sternchen zeigen die Signifikanz im Vergleich 
zu Oozyten, die nur ROMK exprimierten. Die Anzahl (n) der gemessenen Oozyten ist über den Säulen 
angegeben (n.s. = nicht signifikant).  
 

3.5.4 Proteine mit unbekannter Funktion 

 

Die Untersuchungen mit C13orf22 (Chromosom 13, Leserahmen 22) und TNRC5 (Tri-Nucleotide 

Repeat Containing 5), deren Funktion bisher noch nicht aufgeklärt wurde, ergaben nach Koexpression 

in Oozyten ebenfalls keine Hinweise auf einen direkten Einfluß auf die ROMK-Aktivität. In dem 

vorliegenden Experiment wurde bei 0 mV für ROMK eine durchschnittliche Stromamplitude von 

6,67 µA (± 0,76 µA, n = 16) bestimmt. Nach Koexpression mit C13orf22 wurden 6,83 µA (± 0,98 µA, 

n = 16) und mit TNRC5 5,84 µA (± 1,02 µA, n = 11) gemessen (Abb. 33A-D). Die geringen 

Unterschiede waren nicht signifikant. Oozyten, die nur C13orf22 oder TNRC5 exprimierten, waren in 

ihrer Leitfähigkeit von denen mit Wasser injizierten Kontrolloozyten nicht unterscheidbar. 
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Abbildung 33: Koexpression von ROMK mit C13orf22 oder TNRC5. Repräsentative Messungen der 
Kaliumströme 48 h nach Injektion von 0,05 ng hROMK2- und/oder 5,0 ng C13orf22 (A, B) bzw. TNRC5- 
(C, D) cRNS. A und C, Strom-Spannungs-Kurven (Mittelwerte ± SEM) sowie verwendetes Spannungsprotokoll. 
B und D, mittlere Stromamplituden aus A und C bei einem Potential von 0 mV. Die Sternchen zeigen die 
Signifikanz im Vergleich zu Oozyten, die nur ROMK exprimierten. Die Anzahl (n) der gemessenen Oozyten ist 
über den Säulen angegeben (n.s. = nicht signifikant). 
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4 Diskussion 

 

Die allgemein verbreitete Betrachtungsweise vieler zellulärer Prozesse sind Wechsel-

wirkungen zwischen einzelnen Proteinen, die miteinander interagieren. Zwar ist schon lange bekannt, 

daß beispielsweise Ribosomen, die die Poteinbiosynthese katalysieren, supramolekulare Komplexe 

aus mehreren Ribonukleinsäuren und vielen Proteinen bilden, doch haben erst die Arbeiten der letzten 

Jahre gezeigt, daß die meisten Proteine nicht alleine arbeiten, sondern sich dauerhaft oder 

vorübergehend zu Multiproteinkomplexen vernetzen. Es wurde deutlich, daß viele Proteine 

Bestandteil von mehreren Komplexen sind oder unter besonderen physiologischen Bedingungen 

andere Funktionen in der Zelle übernehmen (Abbott, 2002). 

Auch Kaliumkanäle bilden solche Multiproteinkomplexe. Dabei können die tetrameren 

Kanalproteine dauerhaft oder zeitweilig mit unterschiedlichen, membranständigen oder zytosolischen 

β-Untereinheiten sowie mit einer Vielzahl von anderen strukturellen und funktionellen Proteinen und 

Molekülen interagieren. Diese Interaktionspartner können durch ihre Bindung die biophysikalischen 

und pharmakologischen Eigenschaften der Kanalproteine verändern und deren Aktivität über eine 

Vielzahl posttranslationaler Modifikationen modulieren. Andere wiederum beeinflussen die 

Expression des Kanalkomplexes in der Plasmamembran, indem sie entweder den Transport des 

Komplexes entlang des sekretorischen Weges von seiner Biogenese am Endoplasmatischen Retikulum 

über den Golgi-Apparat bis zur Zelloberfläche steuern, oder dessen Endozytose und letztlich seinen 

Abbau fördern.  

Auch der ROMK-Kaliumkanal unterliegt einer umfangreichen Regulation durch eine Vielzahl 

unterschiedlicher Faktoren (Hebert et al., 2005; Wang, 2006). Nicht alle Eigenschaften des nativen 

ROMK-Kanals können in heterologen Expressionssystemen reproduziert werden. Teilweise bestehen 

auffällige Unterschiede zwischen dem heterolog exprimierten und dem nativen Kanal (McNicholas et 

al., 1996a; Ali et al., 1998). Zudem sind die molekularen Mechanismen der Kanalregulation sowie die 

daran beteiligten regulatorischen Interaktionspartner vielfach noch nicht bekannt. So sind 

beispielsweise die Proteine, die an der cAMP-induzierten Aktivierung von ROMK durch PKA 

beteiligt sind, nicht eindeutig charakterisiert (Ali et al., 1998). Weitere Unterschiede bestehen in der 

Pharmakologie der Sulfonylharnstoffe und der Sensitivität gegenüber intrazellulärem ATP (Wang et 

al., 1995; Konstas et al., 2002; McNicholas et al., 1996a). 

Funktionelle Analysen haben ergeben, daß viele regulatorische Prozesse am Carboxyterminus 

des Kanalproteins angreifen, und es konnten auch bereits erste Interaktionspartner des Kanals 

identifiziert werden.  

Der C-Terminus stellt mehr als die Hälfte des gesamten Proteins dar und enthält mehrere 

Phosphorylierungsstellen für die Serin/Threonin-Proteinkinasen PKA und PKC sowie für die 

Proteintyrosinkinase. Diese Kinasen modulieren sowohl direkt die Aktivität des Kanalproteins als 

auch seine Expression an der Plasmamembran. Im C-Terminus befinden sich auch Aminosäuren, die 
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für das pH-abhängige Gating des Kanals von Bedeutung sind (Hebert et al., 2005). Der extreme 

C-Terminus enthält ein Erkennungsmotiv für die Bindung von PDZ-Proteinen und die PDZ-Proteine 

NHERF-1 und NHERF-2 erhöhen in heterologen Zellsystemen die Oberflächenexpression des 

ROMK-Kanals (Shenolikar & Weinman, 2001; Yoo et al., 2004). Wie andere einwärtsrektifizierende 

Kaliumkanäle wird auch der ROMK-Kanal durch das Membranphospholipid PIP2 aktiviert, das an 

positiv geladene Aminosäuren im C-Terminus bindet (Huang et al., 1998; Lopes et al., 2002). Der 

C-Terminus enthält außerdem Signalsequenzen für die WNK4-vermittelte Endozytose des Proteins 

von der Zellmembran (Zeng et al., 2002) sowie für seinen Export aus dem ER heraus (Ma et al., 2001) 

und vermutlich auch für die Retention des Kanals im ER (Yoo et al., 2005; O’Connell et al., 2005). 

Eine Reihe von Mutationen, die den Funktionsverlust des ROMK-Kanals bewirken und dem Bartter-

Syndrom vom Typ II zugrunde liegen (Bartter et al., 1962; Karolyi et al., 1997), betreffen C-terminale 

Aminosäuren und die Mehrzahl von ihnen verhindert den Transport des Kanalproteins an die 

Zelloberfläche (Peters et al., 2003). 

Die herausragende Bedeutung des C-Terminus für die Funktion des ROMK-Kanals machte 

diesen Abschnitt des Proteins besonders interessant für die geplante Suche nach neuen 

Interaktionspartnern. Zu diesem Zweck und für die nachfolgende Charakterisierung von gefundenen 

Protein-Protein-Interaktionen stehen zwei grundsätzlich verschiedene methodische Ansätze zur 

Verfügung. Das erste sind proteinbiochemische in vitro Verfahren wie die Affinitätschromatographie 

oder die Koimmunpräzipitation und anschließende Identifizierung der Bindungsproteine durch 

Proteinsequenzierung oder mit Hilfe der Massenspektroskopie. Dann gibt es das Hefe-Zwei-Hybrid-

System (Fieldes & Song, 1989), ein molekulargenetisches in vivo Verfahren, mit dem relativ einfach 

ganze cDNS-Bibliotheken nach möglichen interagierenden Proteinen durchmustert werden können. 

Viele bekannte Kanaluntereinheiten und akzessorische Proteine wurden bereits mit dieser Methode 

identifiziert. Hierzu gehören beispielsweise das Kalziumbindungsprotein Calmodulin, das die 

Kalzium-abhängige Regulation der SK-Kaliumkanäle vermittelt (Xia et al., 1998) und das KChAP-

Protein, welches die Expression verschiedener spannungsabhängiger Kv-Kanäle beeinflußt (Wible et 

al., 1998). Vorteile des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems gegenüber den in vitro Verfahren sind, daß die 

Analyse unter Bedingungen in einer Zelle stattfindet, die auch den Nachweis schwacher Interaktionen 

ermöglichen, und daß die gefundenen Interaktionsproteine sehr einfach durch Sequenzierung der 

„gefischten“ cDNS-Klone identifiziert werden können. 

Für die Suche neuer Interaktionspartner von ROMK verwendeten wir ein modifiziertes Hefe-

Zwei-Hybrid-System. Hierfür wurde das C-terminale ROMK-Köderprotein am aminoterminalen Ende 

mit einer Leucinzipperdomäne fusioniert (Harbury et al., 1993; Zerangue et al., 2001). Dieses 

Proteinfragment besitzt eine Coiled-coil-Struktur, die untereinander Tetramere ausbildet und somit in 

der Hefezelle die native Struktur des ROMK-Kanalproteins nachstellt. Die Hoffnung war, daß damit 

auch Proteine identifiziert werden können, deren Bindung an den Kanalkomplex das Vorliegen dieser 

tetrameren Struktur voraussetzt. 
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Viele Ionenkanäle besitzen ebenfalls Coiled-Coil-Domänen. Solche Strukturen befinden sich 

beispielsweise in den C-terminalen Regionen der spannungsgesteuerten Eag- und KCNQ-

Kaliumkanäle sowie der kalziumaktivierten IK- und SK-Kanäle. Auch hier sind sie für die 

Tetramerisierung der Kanalproteine wichtig. Sie beeinflussen nicht nur die Stabilität der Interaktion 

von vier identischen Untereinheiten, sondern auch die Bildung von heteromeren Kanalprotein-

komplexen, indem sie die Selektivität der Wechselwirkung mit anderen Untereinheiten beeinflussen 

(Jenke et al., 2003; Kanki et al., 2004; Schwake et al., 2003; Syme et al., 2003).  

In Vorversuchen konnten wir mit dem modifizierten Hefe-Zwei-Hybrid-System die zuvor mit 

dem klassischen System gezeigte und durch funktionelle Studien bestätigte selektive Interaktion der 

Kanalproteine HCN2 und HCN4 mit der regulatorischen Untereinheit KCNE2 (Decher et al., 2003) 

reproduzieren. Die Leucinzipper-Struktur führte dabei nicht zu einer „falschpositiven“ Interaktion mit 

verwandten KCNE-Untereinheiten. Einige in dieser Arbeit neu identifizierten ROMK-Interaktions-

proteine enthielten ebenfalls eine Coiled-coil-Domäne. In geeigneten Kontroll-experimenten konnte 

aber ausgeschlossen werden, daß die Bindung durch die Coiled-coil-Domäne erfolgte.  

 

Nach mehrmaligem Durchmustern zweier cDNS-Bibliotheken aus menschlicher Niere 

konnten 25 Proteine identifiziert werden, die anhand ihrer bekannten oder vermuteten Funktion in acht 

funktionelle Gruppen unterteilt wurden. Die mit sechs Vertretern größte Gruppe war die der 

Transkriptionsfaktoren. Das Auffinden von nukleären Transkriptionsfaktoren mit dem Hefe-Zwei-

Hybrid-System kann ein Artefakt der Methode sein, die auf der transkriptionellen Aktivierung im 

Zellkern der Hefezellen beruht. Allerdings übt z.B. die Kanaluntereinheit KChIP (Carrion et al., 1999; 

An et al., 2000) gleichzeitig die Funktion als Transkriptionsfaktor aus (Chung et al., 1997; Wible et 

al., 1998). Die mit fünf Vertretern zweitgrößte Gruppe enthielt Proteine mit bisher unbekannter 

Funktion. Die restlichen Proteine konnten in die Gruppen Trafficking, Signaltransduktion, 

Zellproliferation, Metabolismus, Translation, Proteasom und Zelladhäsion eingeordnet werden. Unter 

den möglichen Interaktionspartnern von ROMK war somit keine funktionelle Gruppe besonders 

prominent.  

Aufgrund von Literaturangaben haben wir sieben der möglichen Interaktionspartner von 

ROMK für weitergehende funktionelle Untersuchungen ausgewählt, darunter Golgin-160, GRB7 und 

PP2A B56β. Nachfolgend sollen die erzielten Ergebnisse sowie die mögliche physiologische 

Bedeutung der hier erstmalig beschriebenen Interaktionen diskutiert werden. 
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4.1 Golgin-160 

 

Golgin-160 (Fritzler et al., 1993) gehört zur Proteinfamilie der Golgine, die an der 

strukturellen Organisation des Golgi-Apparates sowie an der Anheftung von Vesikeln an die 

Golgimembran beteiligt sind (Barr & Short, 2003). Es besteht aus 1498 Aminosäuren (AS) und ist an 

der zytoplasmatischen Seite der cis-Golgi-Matrix lokalisiert (Misumi et al., 1997; Kim, 2003). Wie für 

Golgine charakteristisch, besitzt Golgin-160 eine ausgedehnte Coiled-coil Struktur (AS 394-1459), die 

eine kurze Unterbrechung aufweist (AS 597-645). Das isolierte cDNS-Beutekonstrukt kodierte für 

einen 236 Aminosäuren großen Abschnitt (AS 614-849) des Golgin-160-Proteins. Dadurch war die 

Interaktionsfläche größtenteils auf diese Unterbrechung und den angrenzenden Teil der Coiled-coil-

Domäne beschränkt. 

Eine Reihe von Hinweisen ließ vermuten, daß Golgin-160 am Transport von ROMK vom 

Endoplasmatischen Retikulum (ER) an die Zelloberfläche beteiligt sein könnte. So war für das 

homologe Protein aus Hefe, GRP1, bereits eine Beteiligung am Vesikeltransport zwischen ER und 

Golgi-Apparat nachgewiesen worden (Kim et al., 1999). Das Golgin-160-Protein bindet zudem an der 

cis-Seite des Golgi-Apparates an das Golgi-Protein GCP16, welches durch seinen Lipidanteil in der 

Golgimembran verankert ist. Durch die Bindung an GCP16 wird auch Golgin-160 an die 

Golgimembran gebunden. Die Überexpression von GCP16 beeinflußte in Versuchen den Transport 

von Virusproteinen an die Zelloberfläche (Ohta et al., 2003). Schließlich wurde für ein weiteres Golgi-

Protein, GM130, beschrieben, daß es an der Regulation der Oberflächenexpression des HERG-

Kaliumkanals beteiligt ist (Roti Roti et al., 2002).  

Die mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems identifizierte, physikalische Interaktion 

zwischen ROMK und Golgin-160 wurde durch Koimmunpräzipitation aus Lysaten transfizierter 

Säugerzellen bestätigt. Dazu verwendeten wir den löslichen C-Terminus von ROMK, da sich das 

vollständige Kanalprotein trotz Verwendung geeigneter Detergenzien nicht aus den Extrakten von 

Säugerzellen oder Xenopus Oozyten herauslösen ließ. Dies scheint eine besondere Eigenschaft des 

ROMK-Kanalproteins zu sein, da auch andere Autoren für ähnliche Studien nur den C-Terminus von 

ROMK verwendeten. Ein Beispiel hierfür ist die Koimmunpräzipitation von ROMK mit der 

Serin/Threonin-Kinase WNK4, die die Häufigkeit des Kanalproteins an der Zellmembran reguliert 

(Kahle et al., 2003). 

Die physikalische Interaktion zwischen Golgin-160 und ROMK scheint aufgrund unserer 

immunzytochemischen Untersuchungen in Säugerzellen auf den Golgi-Apparat beschränkt zu sein. 

Die subzelluläre Lokalisation von Golgin-160, das ausschließlich im Golgi-Apparat vorkommt, war 

nach der Koexpression mit dem ROMK-Protein nicht verändert. Wir fanden keine Hinweise darauf, 

daß das Golgin-160-Protein zusammen mit dem Kanalprotein an die Zelloberfläche gelangt. Diese 

Ergebnisse legen nahe, daß die beiden Proteine nur zeitweilig während der Passage des Kanalproteins 

im frühen sekretorischen Weg zwischen ER und Golgi-Apparat miteinander interagieren.  
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Für die Untersuchung der funktionellen Interaktion von ROMK und Golgin-160 wählten wir 

das Oozytenexpressionssystem. Das ROMK-Protein wird in Xenopus laevis Oozyten effizient an die 

Zelloberfläche transportiert, während seine Oberflächenexpression in kultivierten Säugerzellen aus 

bisher unbekannten Gründen sehr gering ist. Dort akkumuliert es vorwiegend im ER und wird 

anschließend degradiert (Brejon M et al., 1999; Yoo et al., 2003). Die Oozyten boten außerdem die 

Möglichkeit, die Stärke der Kanalexpression durch unterschiedliche Mengen an injizierter cRNS 

sowie durch unterschiedlich lange Inkubationszeiten zu variieren. Dadurch war es möglich, die 

funktionelle Interaktion unabhängig von der Stromgröße zu analysieren und dadurch bedingte 

unspezifische Einflüsse auszuschließen. 

Die Koexpression von Golgin-160 erhöhte die Stromamplitude von ROMK reproduzierbar 

durchschnittlich um das zweifache, in einigen Experimenten sogar um das dreifache. Parallele 

Bestimmungen des an der Zelloberfläche vorkommenden ROMK-Proteins zeigten auch eine Zunahme 

des Kanalproteins im selben Ausmaß. Folglich war die gemessene Stromzunahme auf eine Erhöhung 

der Kanalproteindichte in der Plasmamembran und nicht durch eine Erhöhung der Einzelkanal-

leitfähigkeit oder der Offenwahrscheinlichkeit des Kanals zurückzuführen. Eine entsprechende 

Änderung der biophysikalischen Eigenschaften des ROMK-Kanalproteins wäre sehr wahrscheinlich 

nur durch eine ständig mit ihm eng assoziierte Kanaluntereinheit möglich, was aber bei Golgin-160 

nicht der Fall ist. Aus demselben Grund war auch die Sensitivität der stimulierten Ströme gegenüber 

Barium und Chinidin im Vergleich zu den Ausgangsströmen nicht verändert. Dadurch war auch 

nachgewiesen, daß Golgin-160 spezifisch nur die ROMK-Kanäle, nicht aber endogene Kaliumkanäle 

der Oozyten stimulierte. Eine Beeinflussung der Resultate durch eine allgemeine Steigerung der 

Proteinbiosynthese durch das Golgi-Protein war ebenfalls sehr unwahrscheinlich, da die Koexpression 

eines vergleichbar großen und nicht funktionalen MaxiK-Kaliumkanalproteins keinen Einfluß auf den 

ROMK-Strom hatte. Dagegen wurden die gemessenen Stromamplituden durch die Menge an 

injizierter Kanal-cRNS sowie von der Inkubationszeit beeinflußt. Nach Koinjektion großer Mengen 

Kanal-cRNS war keine weitere Zunahme des ROMK-Stroms sichtbar. Dies kann einfach dadurch 

erklärt werden, daß das kleine Kanalprotein viel schneller synthetisiert und auch sehr effizient in die 

Plasmamembran eingebaut wird, wodurch es schnell zu einer Sättigung der Stromamplitude kommt. 

Entsprechend dieser Annahme wurde nach sehr kurzer Inkubationszeit nur eine schwächere Wirkung 

des Golgin-160 auf den ROMK Strom beobachtet. Für die Translation des viel größeren Golgi-

Proteins wird entsprechend mehr Zeit benötigt, weshalb die Stimulation des Stroms auch mit 

zunehmender Inkubationsdauer noch zunimmt.  

Eine ähnlich starke Zunahme der Oberflächenexpression wie in Oozyten konnte in 

Säugerzellen nicht beobachtet werden. Dafür kann es verschiedene Gründe geben. Zum einen ist es 

generell schwierig, Fluoreszenzsignale insbesondere an der Zelloberfläche zu quantifizieren. Zum 

anderen verbleibt das ROMK-Protein in transfizierten Säugerzellen bekanntermaßen größtenteils in 

intrazellulären Kompartimenten und ist nur zu einem sehr geringen Anteil an der Zelloberfläche 
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lokalisiert (Yoo et al., 2003, 2004). Bei einer Verdopplung der Kanaldichte in der Plasmamembran 

dürfte deshalb das Zelloberflächensignal immer noch unterhalb der Nachweisgrenze der verwendeten 

Methode liegen. Für eine Quantifizierung des Signals fehlt jedoch eine entsprechende biochemische 

Nachweismethode des Oberflächenproteins in transfizierten Säugerzellen. 

Zusammengefaßt zeigen unsere Untersuchungen, daß Golgin-160 am Golgi-Apparat 

spezifisch mit dem C-Terminus von ROMK interagiert und sehr wahrscheinlich dadurch den 

Weitertransport des Kanals an die Zelloberfläche beeinflußt. Damit funktioniert Golgin-160 nicht wie 

eine klassische β-Untereinheit und beeinflußt außer der Kanaldichte an der Zellmembran weder die 

biophysikalischen noch die pharmakologischen Eigenschaften des membranständigen ROMK-Kanals. 

 

Aufgrund der hohen Sequenzähnlichkeit von ROMK und Kir2.1 war die beobachtete 

Stimulation dieses Kanals durch Golgin-160 naheliegend. Eine direkte Bindung von Golgin-160 an 

den C-Terminus von Kir2.1 ist in der vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen worden. Dennoch ist 

dies aufgrund der engen Verwandtschaft beider Kanalproteine recht wahrscheinlich. Die in Oozyten 

erhaltenen Resultate aus der Koexpression beider Kir-Kanäle mit Golgin-160 waren praktisch 

identisch. Im Western-Blot wurde zudem gezeigt, daß Golgin-160 die Gesamtmenge des Kir2.1-

Kanalproteins nicht verändert, sondern ausschließlich die Menge des Kanalproteins an der 

Plasmamembran erhöht. Obwohl ebenfalls nicht gezeigt, kann man davon ausgehen, daß dies auch bei 

ROMK der Fall ist.  

Die Beobachtung, daß die Überexpression von Golgin-160 auch die Ströme der 

spannungsgesteuerten Kaliumkanäle Kv1.5 und Kv4.3 stimuliert war jedoch überraschend, da die 

einwärtsrektifizierenden und die spannungsgesteuerten Kaliumkanäle generell und insbesondere im 

Bereich ihrer zytosolischen Domänen nur eine sehr schwache Übereinstimmung ihrer 

Proteinsequenzen aufweisen. Es ist daher sehr unwahrscheinlich, daß der Mechanismus der 

Stimulation in beiden Fällen identisch ist. Es ist denkbar, daß ROMK und Kir2.1 durch eine direkte 

Interaktion und die Kv-Kanäle durch eine indirekte Wechselwirkung mit Golgin-160 in ihrem 

Zelloberflächentransport beeinflußt werden. Ähnliche Beispiele sind in der Literatur beschrieben. Das 

mit ROMK und Kir2.1 verwandte Kir2.2-Kanalprotein bindet mit seinem C-terminalen Bindemotiv an 

das PDZ-Protein SAP97 (Synapse-Associated Protein 97), wodurch die Amplitude des Kaliumstroms 

erhöht wird. (Leonoudakis et al., 2001). SAP97 stimuliert auch den Strom des koexprimierten Kv1.5-

Kanals. Das Kv1.5-Protein besitzt zwar ebenfalls ein PDZ-Bindemotiv, aber dessen Deletion hat 

keinen Einfluß auf die SAP97-vermittelte Stimulation (Eldstrom et al., 2003). Zudem konnte weder 

in vivo noch in vitro eine direkte Interaktion zwischen Kv1.5 und SAP97 nachgewiesen werden. 

Dieses Beispiel zeigt sehr anschaulich, daß regulatorische Proteine gleiche Wirkungen über 

unterschiedliche Mechanismen erzielen können. 

Für eine spezifische Rolle von Golgin-160 beim Transport der untersuchten 

Ionenkanalproteine spricht auch der Befund, daß die Zelloberflächenexpression des M2-Rezeptors, der 
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zur Proteinfamilie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gehört, durch das Golgi-Protein nicht 

verändert wurde. 

 

Die beobachtete Stimulation von ROMK und anderen Kaliumkanälen durch Golgin-160 war 

ein neuartiger Befund und steht auch im Gegensatz zu ähnlichen Beobachtungen mit anderen 

Golginen. So hatte beispielsweise die Überexpression der Golgi-Proteine GCP60 (Sohda et al., 2001), 

BAP31 (Lambert et al., 2001) und GM130 (Roti Roti et al., 2002) immer eine hemmende Wirkung auf 

den Transport von koexprimierten Proteinen an die Plasmamembran zur Folge. 

GM130 (Golgin-95) ist das am besten charakterisierte Golgin. Es besitzt keine Sequenz-

ähnlichkeit zu Golgin-160, wurde aber wie Golgin-160 ursprünglich auch als Autoantigen (Fritzler et 

al., 1993) und Golgi-Matrixprotein beschrieben (Nakamura et al., 1995). GM130 ist wie Golgin-160 

auf der zytoplasmatischen Seite der cis-Golgi-Membran lokalisiert. Dort soll es an der Bindung von 

COPII-Vesikeln beteiligt sein (Barr et al., 1997, 1998), die den Transport von neu synthetisierten 

Proteinen vom ER zum Golgi vermitteln und mit Hilfe eines Proteinkomplexes an die cis-Golgi-

Membran angedockt werden. Man stellt sich vor, daß GM130 hierbei mit der GTPase Rab1 und dem 

Golgi-Protein p115 interagiert, nachdem diese wiederum an die COPII-Vesikel gebunden haben. 

GM130 bindet daraufhin an das in der Golgi-Membran verankerte GRASP65 und bringt dabei die 

COPII-Vesikel in räumliche Nähe zur cis-Golgi-Membran. Mit Hilfe des SNARE-Membran-

fusionskomplexes verschmelzen diese dann schließlich miteinander (Nakamura et al., 1997; Alvarez 

et al., 2001; Moyer et al., 2001; Short & Barr, 2003; Gillingham & Munro, 2003; Duden, 2003; 

Murshid & Presley, 2004). 

GM130 wurde beim Durchmustern einer humanen Herz-cDNS-Bibliothek mit Hilfe des Hefe-

Zwei-Hybrid-Systems auch als Interaktionspartner für den C-Terminus des HERG-Kaliumkanals 

identifiziert. Die Überexpression von GM130 in Xenopus Oozyten erniedrigte die Stromamplitude des 

koexprimierten HERG-Kanals (Roti Roti et al., 2002), was zu der Schlußfolgerung führte, daß GM130 

an der Regulation des HERG-Kanals beteiligt ist. Diese Ergebnisse waren überraschend, da bis zu 

diesem Zeitpunkt angenommen wurde, daß das GM130-Protein eher eine generelle Rolle beim 

Vesikeltransport zwischen ER und Golgi spielt. Die Bindung von GM130 an das HERG-Protein war 

ein erster Hinweis darauf, daß die am Membrantransport beteiligten Proteine hierbei auch spezifisch 

mit den in den Vesikeln transportierten Proteinen interagieren. Ob diese Interaktion dann einfach 

deren Weitertransport fördert, oder ob sie auch eine Form der Qualitätskontrolle widerspiegelt, kann 

aufgrund dieser Versuche nicht beurteilt werden. 

Die hemmende Wirkung von GM130 auf den HERG-Strom konnte in eigenen Experimenten 

bestätigt werden, während aber kein Effekt von Golgin-160 auf HERG beobachtet wurde. Im 

Gegensatz zu seinem hemmenden Effekt auf HERG erhöhte das koexprimierte GM130 aber den 

ROMK-Strom. Die unterschiedlichen bzw. gegensätzlichen Wirkungen beider Golgi-Proteine auf 

ROMK und HERG zeigten, daß das überexprimierte Golgin-160 nicht generell eine stimulatorische 
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Wirkung ausübt. Es ist daher sehr wahrscheinlich, daß Golgin-160 und GM130 unterschiedliche 

Rollen beim Transport bestimmter Membranproteine an die Zelloberfläche spielen. Möglicherweise 

sind Golgin-160 und GM130 auch nicht nur mit Proteinen für das Andocken und die Fusion von 

Vesikeln an die Golgi-Membran assoziiert, sondern zusätzlich mit weiteren Proteinen, die die 

Interaktion zwischen den Bestandteilen von Vesikel-Bindekomplexen in Abhängigkeit von 

Signalwegen regulieren. 

 

Die funktionelle Analyse von ROMK-Mutationen, die zum Bartter-Syndrom führen (Bartter et 

al., 1962; Karolyi et al., 1997), hat erste Hinweise auf die zugrundeliegenden krankheits-

verursachenden Mechanismen ergeben. Demzufolge verhindert nur eine sehr geringe Anzahl von 

Mutationen die Bildung von Transkripten. Jeweils etwa nur ein Fünftel der Mutationen führt zu einer 

unvollständigen Translation des Proteins oder bewirkt eine gestörte Regulation der Kanalaktivität. Nur 

jede zehnte der bekannten Mutanten erreicht die Zelloberfläche, ist aber dort nicht mehr funktionell 

aktiv. Die Hälfte der untersuchten Mutationen zeigt eine Störung beim Transport des Kanalproteins an 

die Zelloberfläche, wodurch es zu einer Anhäufung der Mutantenproteine im ER oder Golgi-Apparat 

kommt. Diese fehlerhafte subzelluläre Lokalisierung kann in Oozyten durch eine sehr starke 

Überexpression der Mutantenproteine teilweise wieder ausgeglichen werden (Peters et al., 2003).  

Roti Roti und Mitarbeiter (2002) zeigten außerdem, daß C-terminale LQT2 (Long QT 

Syndrome Type 2)-Mutanten die Interaktion zwischen dem HERG-Kanalprotein und GM130 stören 

und leiteten daraus eine mögliche Bedeutung dieser gestörten Interaktion für das Entstehen des LQT2-

Syndroms ab. Aufgrund dieser Ergebnisse haben wir untersucht, ob C-terminale ROMK-Mutationen 

ebenfalls eine Störung der Interaktion zwischen ROMK und Golgin-160 verursachen und somit den 

Defekt beim Transport des Kanals an die Zelloberfläche bewirken. 

Die untersuchten C-terminal trunkierten Kanalproteine und Punktmutanten waren aber noch 

zur Bindung an Golgin-160 fähig und machen damit eine ursächliche Beteiligung dieser Interaktion 

bei der Entstehung des Bartter-Syndroms unwahrscheinlich. Die Tatsache, daß zwei der untersuchten 

Punktmutanten nach Verwendung der zehnfachen Menge an cRNS außerdem noch durch das 

koexprimierte Golgin-160 stimuliert wurden, verstärkte diese Annahme. Es ist davon auszugehen, daß 

die untersuchten ROMK-Mutanten bereits im ER akkumulieren und somit unter physiologischen 

Bedingungen nicht mit Golgin-160 in Kontakt kommen. Die Analyse der beiden untersuchten 

C-terminalen Trunkationen von ROMK zeigte außerdem, daß der extreme C-Terminus, der z.B. an der 

Regulation der ROMK-Zelloberflächenexpression durch die WNK4-abhängige Endozytose und an der 

Interaktion mit NHERF-1/2 beteiligt ist, für die Interaktion mit Golgin-160 nicht von Bedeutung ist. 

Diese Untersuchungen schließen aber nicht völlig aus, daß andere krankheitsverursachende ROMK-

Mutationen die Interaktion mit Golgin-160 stören könnten. Für die in dieser Arbeit untersuchten 

Mutationen kann dies aber weitgehend ausgeschlossen werden. 
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Unsere Untersuchungen zeigten, daß die Erkennung des ROMK-Proteins durch Golgin-160 

dessen Transport an die Plasmamembran beeinflussen kann. Leider hat die Analyse verschiedener 

Mutationen im C-Terminus des Kanalproteins keinen weiteren Hinweis für die physiologische 

Bedeutung dieser Interaktion und deren mögliche Beteiligung an der Pathophysiologie des ROMK-

Kanals ergeben. Auch der genaue Mechanismus, wie die Interaktion beider Proteine das weitere 

Trafficking des Kanalproteins an die Zelloberfläche beeinflußt, konnte durch diese Untersuchungen 

nicht aufgeklärt werden.  

Ein erster Hinweis auf eine mögliche Modulierung dieser Interaktion ergab sich jedoch durch 

eine Sequenzanalyse des Golgi-Proteins, die das Vorkommen von zwei potentiellen Phos-

phorylierungsstellen der Serum- und Glucocortikoid-regulierte Proteinkinase SGK1 anzeigte. Dieser 

Proteinkinase wird eine Rolle bei der Regulation des ROMK-Kanals zugeschrieben, wohingegen der 

zugrundeliegende Mechanismus in der Literatur kontrovers diskutiert wird. So ist einerseits gezeigt 

worden, daß SGK1 alleine die Aktivität von ROMK nicht verändert, sondern erst nach Koexpression 

von NHERF2 dessen Oberflächenexpression und Stromamplitude erhöht. Das NHERF2-Protein hatte 

alleine ebenfalls keinen Einfluß auf die ROMK-Aktivität (Yun et al., 2002). Andererseits wurde 

beschrieben, daß das Serin an Position 44 (S44) im N-Terminus von ROMK, welches auch durch die 

Proteinkinase A (PKA) phosphoryliert wird (McNicholas et al., 1994), ein Substrat von SGK1 ist. Die 

Stromamplitude und die Oberflächenexpression der ROMK-Mutante S44A waren stark reduziert, 

während beide Werte für die S44D-Mutante, die eine Phosphorylierung nachahmt, im Vergleich zum 

Wildtyp erhöht waren. Da wir die gleiche stimulatorische Wirkung auch nach der Koexpression von 

SGK1 mit dem ROMK-Wildtyp beobachteten, wurde angenommen, daß die Phosphorylierung von 

S44 durch SGK1 eine Rolle beim Export des ROMK-Kanals aus dem Endoplasmatischen Retikulum 

(ER) spielt (Yoo et al., 2003). Die Aminosäure S44 liegt zudem in unmittelbarer Nähe zu dem 

Sequenzmotiv RXR, das bei anderen Kir-Kanälen als ER-Retentionssignal wirkt (Zerangue et al., 

1999). In einer weiteren Arbeit wurde die nach SGK1-vermittelter Phosphorylierung von S44 erfolgte 

Zunahme des ROMK-Stroms jedoch mit einer Verschiebung der pH-Sensitivität des Kanals und nicht 

mit einer Zunahme der Oberflächenexpression korreliert (Palmada et al., 2003). Kürzlich wurde 

wiederum beschrieben, daß die Phosphorylierung von S44 die Oberflächenexpression von ROMK 

durch die Hemmung eines C-terminalen ER-Retentionssignals erhöht, das sich in der 

dreidimensionalen Struktur des Kanals in unmittelbarer Nähe des N-terminalen Serins befindet 

(O’Connell et al., 2005; Yoo et al., 2005).  

Es könnte demnach mindestens zwei voneinander unabhängige Regulationsmechanismen 

geben, die durch SGK1-Phosphorylierung von S44 vermittelt werden. Zum einen eine direkte 

Modulation der Kanaleigenschaften (pH-Sensitivität) und zum anderen die Erhöhung seiner 

Oberflächenexpression, die durch eine Steigerung des Transports zur Plasmamembran als Folge einer 

verminderten Retention im ER bewerkstelligt wird.  
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Um eine mögliche Beteiligung von SGK1 an der Interaktion zwischen ROMK und Golgin-160 

nachzuweisen, haben wir Koexpressionsstudien durchgeführt. In diesen wurden neben der Wildtyp-

Kinase auch eine konstitutiv-aktive (S422D) und eine dominant-negative Mutante (T256A/S422A) 

eingesetzt. In Anwesenheit von Golgin-160 konnte die in der Literatur beschriebene SGK1-abhängige 

Steigerung des ROMK-Stroms nicht beobachtet werden. Die Wildtyp- und die konstitutiv-aktive 

Kinase hemmten nach Koexpression die Stimulation von ROMK durch Golgin-160. Die dominant-

negative SGK1-Mutante zeigte ebenfalls eine hemmende Wirkung. Im Vergleich zur Wildtyp- und 

konstitutiv-aktiven Kinase hätte man eher keine oder vielleicht eine steigernde Wirkung erwarten 

können. Die dominant-negative SGK1-Mutante ist in der Literatur allerdings funktionell nicht näher 

charakterisiert worden, so daß eine gewisse Restaktivität dieser Mutante durchaus möglich wäre. 

Vermutlich hätte die Verwendung der Mutante SGK1(K127N), die eine defekte ATP-Bindestelle 

aufweist, mehr Aufschluß gebracht. Diese stand jedoch nicht zur Verfügung. Unsere präliminären 

Ergebnisse lassen zwar die Vermutung zu, daß die SGK1-Kinase eine Rolle bei der Wechselwirkung 

zwischen dem ROMK-Kanal und Golgin-160 spielen könnte, jedoch lieferten die mit den beiden 

Mutantenproteinen erzielten Resultate kein klares Bild. Hierzu bedarf es weiterer Untersuchungen. 

Dabei könnte die Verwendung von Golgin-160-Mutanten, bei denen die beiden potentiellen SGK1-

Phosphorylierungsstellen einzeln oder gleichzeitig mutiert sind und die Verwendung der ATP-

bindungsdefekten SGK1-Kinase hilfreich sein. 

 

Kürzlich identifizierten Hicks und Machamer (2005) das PIST-Protein als neuen Interaktions-

partner von Golgin-160. PIST (PDZ Domain Containing Protein Interacting Specifically with TC10 ) 

ist auch als GOPC (Golgi-associated PDZ and Coiled-coil Motif-containing Protein) oder CAL 

(CFTR-associated Ligand) bekannt und bindet in der N-terminalen Kopfdomäne von Golgin-160 an 

ein Sequenzmotiv, das aus vier Leucin-Resten besteht (L-X6-L-X6-L-X6-L) und zwischen den 

Aminosäuren L121 und L142 liegt. Dieser Bereich enthält auch die Bindestelle von GCP16 

(S137 - R169) (Ohta et al., 2003), welches wiederum in der Golgimembran verankert ist. PIST kann 

über seine C-terminale PDZ-Domäne mit verschiedenen Membranproteinen interagieren, wie mit den 

Chloridkanälen ClC-3 (Gentzsch et al., 2003) und CFTR (Cheng et al., 2004) (Abb. 34). 

Die Überexpression von PIST reduzierte die Gesamtproteinmenge der beiden koexprimierten 

Chloridkanäle (Gentzsch et al., 2003), indem es wahrscheinlich die Degradation der beiden Kanäle 

fördert (Cheng et al., 2004). Die kleinen Rho GTPase TC10, die an der Fusion von Membranen 

beteiligt ist (Neudauer et al., 2001), kann mit PIST interagieren, dessen negative Wirkung 

neutralisieren und sogar die Oberflächenexpression von CFTR in Anwesenheit von PIST erhöhen 

(Cheng et al., 2005). 

Der CFTR-Chloridkanal ist wahrscheinlich an der Regulation von ROMK beteiligt. CFTR 

erhöht im heterologen Expressionssystem die Sensitivität des ROMK-Kanals für ATP (Ruknudin et 

al., 1998), was eine charakteristische Eigenschaft des nativen ROMK in den Epithelzellen des 
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Nephrons ist (Wang & Giebisch, 1991). CFTR (Shenolikar & Weinman, 2001) und ROMK 

interagieren beide mit den PDZ-Gerüstproteinen NHERF-1 und NHERF-2 (Yoo et al., 2004). Die 

Interaktion zwischen ROMK und NHERF-1/2 stimuliert nicht nur die Oberflächenexpression des 

Kaliumkanals, sondern vermittelt auch die Interaktion mit CFTR (Yoo et al., 2004). Es wird 

angenommen, daß CFTR im Sammelrohr die Vasopressin- und Aldosteron-vermittelte Stimulierung 

der Natriumreabsorption über den Natriumkanal ENaC moduliert und diese mit der parallel 

stattfindenden Erhöhung der Kaliumsekretion über die Aktivierung von ROMK verknüpft (Cassola et 

al., 1993; Yoo et al., 2003; Eaton et al., 2001; Stutts et al., 1995; Konstas et al., 2002).  

 

Dies läßt vermuten, daß ROMK und ENaC in einem Multiproteinkomplex über das CFTR-

Protein funktionell miteinander gekoppelt sind. Die in der vorliegenden Arbeit erstmalig beschriebene 

Interaktion zwischen Golgin-160 und ROMK, sowie die durch andere Gruppen gezeigten 

Interaktionen zwischen Golgin-160 und PIST (Hicks & Machamer, 2005), zwischen PIST und CFTR 

(Gentzsch et al., 2003; Cheng et al., 2004) und zwischen NHERF und ROMK (Yoo et al., 2004) 

sowie CFTR (Shenolikar & Weinman, 2001) unterstützen diese Hypothese (Abb. 34). 

  

 

Abbildung 34: Schematische Darstellung eines möglichen Multiproteinkomplexes im frühen sekretorischen Weg 
bestehend aus CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator), ENaC (Epithelial Na+ Channel), 
GCP16 (Golgi Cytoplasm Protein, 16 kDa), Golgin-160 (Golgi-Protein, 160 kDa), NHERF (Na+/H+ Exchanger 
Regulatory Factor), PIST (PDZ domain containing protein Interacting Specifically with TC10), ROMK (Renal 
Outer Medulla K+ channel) und TC10 (small Rho GTPase). 
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Golgi-Struktur beteiligt und spielen eine generelle Rolle beim Vesikeltransport, sondern erkennen 

bestimmte Zelloberflächenproteine wahrscheinlich schon vor dem Andocken der Vesikel an die Golgi-

Membran. Daraus ergibt sich die Möglichkeit zur positiven und auch negativen Regulation des 

sekretorischen Transports. Vielfältige Interaktionen zwischen den Bestandteilen des Fusionsprotein-

komplexes und den transportierten Proteinen könnten zudem sicherstellen, daß nur vollständig 

zusammengesetzte und funktionelle Multiproteinkomplexe weitertransportiert werden und letztlich die 

Plasmamembran erreichen.  

 

4.2 PP2A B56β 

 

PP2A B56β ist eine 56 kDa große regulatorische B-Untereinheit der Serin/Threonin-

Proteinphosphatase 2A. Die verschiedenen B-Untereinheiten des heterotrimeren PP2A-Protein-

komplexes bestimmen die subzelluläre Lokalisation sowie die Substratspezifität des Enzymkomplexes 

(McCright & Virshup, 1995; McCright et al., 1996a). Es gibt zahlreiche experimentelle Hinweise, die 

für eine mögliche Beteiligung von B56β an der Regulation des Vesikeltransportes zwischen dem 

Endoplasmatischen Retikulum und der Zelloberfläche sprechen. So ist der PP2A-Enzymkomplex mit 

der eng verwandten B56γ-Untereinheit an der zytoplasmatischen Seite der cis-Golgi-Matrix lokalisiert 

und hemmt im heterologen Expressionssystem den Transport des viralen Glycoproteins VSV-G an die 

Zelloberfläche (Ito et al., 2003). Darüber hinaus dephosphoryliert der PP2A-Enzymkomplex mit der 

B56α-Untereinheit während der mitotischen Telophase das Golgi-Protein GM130 (Lowe et al., 2000), 

das als Bestandteil des Vesikel-Bindekomplexes am Membrantransport (Barr et al., 1997, 1998) und 

an der Regulation des HERG-Kaliumkanals beteiligt ist (Roti Roti et al., 2002). Außerdem ist bekannt, 

daß die Oberflächenexpression von ROMK durch die Aktivitäten der Serin/Threonin-Proteinkinasen A 

und C sowie der entsprechenden Proteinphosphatasen reguliert wird (Hebert et al., 2005). Dies ließ 

uns vermuten, daß die B56β-Untereinheit bei diesen Prozessen eine Rolle spielen könnte.  

Die Koexpression von PP2A B56β hatte in Abhängigkeit von der eingesetzten Menge an 

cRNS eine unterschiedliche Wirkung auf den ROMK-Strom. Während die Injektion geringer Mengen 

cRNS den ROMK-Strom stimulierte, bewirkte die zehnfache Menge eine starke Hemmung. Die 

beobachteten, entgegengesetzten Effekte könnten sich dadurch erklären lassen, daß kleinere Mengen 

an zusätzlicher B56β-Untereinheit die Verfügbarkeit und damit die Aktivität des resultierenden PP2A-

Enzymkomplexes am Golgi-Apparat erhöhen, während ein hoher Überschuß dieser Untereinheit zu 

Interaktionen mit allen möglichen PP2A-Komplexen und somit zu deren Funktionsverlust führt. 

Entsprechend wurde auch gezeigt, daß die pharmakologische Inhibition aller PP2A-Enzymkomplexe 

durch Okadasäure den Vesikeltransport durch die Auflösung der Golgi-Struktur zum Erliegen bringt 

(Ito et al., 2003). 

Die in unseren ersten Untersuchungen erhaltenen Erkenntnisse deuten darauf hin, daß der 

PP2A-Enzymkomplex mit der B56β-Untereinheit eine regulatorische Funktion beim Vesikeltransport 
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am Golgi-Apparat sowie beim ROMK-Trafficking ausüben könnte. Weitergehende Untersuchungen 

sind aber notwendig, um den eindeutigen Nachweis dafür zu erbringen, und um die molekularen 

Mechanismen dieser Regulation aufzuklären. Diese Untersuchungen müßten zunächst die 

naheliegenden Fragen beantworten, ob die B56β-Untereinheit tatsächlich zusammen mit ROMK am 

Golgi-Apparat lokalisiert ist und welche anderen Plasmamembranproteine noch mit dieser 

Untereinheit der Proteinphosphatase wechselwirken. 

 

4.3 GRB7 

 

Neben Golgin-160 und PP2A B56β wurde auch das GRB7-Protein als neuer Interaktions-

partner von ROMK gefunden. GRB7 (Margolis et al., 1992) ist ein 60 kDa großes Adapterprotein und 

bildet zusammen mit GRB10 und GRB14 die GRB7-Proteinfamilie (Daly, 1998; Han et al. 2001). 

GRB7 vermittelt u.a. die Signaltransduktion von Zelloberflächenrezeptoren zu intrazellulären 

Signalwegen und verfügt über mehrere Proteindomänen, die hierbei für die Interaktion mit 

verschiedenen intrazellulären Proteinen und Effektormolekülen notwendig sind (Shen & Guan, 2004). 

So sind im GRB7-Protein beispielsweise die src-Homologie 2 (SH2)-Domäne für die Wechselwirkung 

mit der SH3-Domäne von Tyrosinkinasen und die Pleckstrin-Homologie (PH)-Domäne für die 

Bindung von Phospholipiden zuständig (Lemmon et al., 2002; Shen et al., 2002). Das Membran-

phospholipid PIP2 ist ein Aktivator von einwärtsrektifizierenden Kaliumkanälen (Hilgemann & Ball, 

1996). GRB7 könnte daher an der Regulation von ROMK und anderen Einwärtsrektifizierern beteiligt 

sein. Vom verwandten GRB10-Protein war zudem bekannt, daß es an der Regulation des 

spannungsgesteuerten Kaliumkanals Kv1.3 beteiligt ist. Mit Hilfe seiner SH2-Domäne bindet es die 

Src-Kinase und verhindert somit die Tyrosinphosphorylierung des Kanalproteins und als Folge davon 

die Hemmung der Kv1.3-Ströme (Cook & Fadool, 2002). Aus diesem Grund wurde GRB7 für weitere 

Untersuchungen ausgewählt. 

Tatsächlich bewirkte die Koexpression von GRB7 mit ROMK und den naheverwandten 

Kir2.1- und Kir2.4-Kanälen eine Verringerung der Stromamplituden. Dagegen blieben die Ströme von 

Kir2.2 und Kir2.3 durch GRB7 unbeeinflußt. 

Eine ähnliche regulatorische Wechselwirkung von GRB7 mit einer Proteintyrosinkinase der 

Src-Familie wie im Fall von GRB10 und Kv1.3 (Cook & Fadool, 2002) ist eher unwahrscheinlich. Die 

hier beschriebenen Effekte wurden ohne die Koexpression einer Src-Kinase beobachtet und wären 

daher nur durch die Anwesenheit und Wirkung einer endogenen Kinase erklärbar. Zudem ist bisher für 

die Kir2-Kanäle keine Regulation durch Src-Kinasen bekannt. Eine Wechselwirkung zwischen GRB7 

und PIP2, das für die Aktivierung der einwärtsrektifizierenden Kaliumkanäle notwendig ist 

(Hilgermann & Ball, 1996), scheint dagegen eher wahrscheinlich, da GRB7 mit Hilfe seiner PH-

Domäne Phosphoinositole binden kann (Shen et al., 2002).  
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  Einige Kir-Kanäle werden außer durch PIP2 (PI(4,5)P2) auch durch andere Phosphoinositole 

reguliert. So werden ROMK, Kir2.2 und Kir2.3 durch PI(3,4,5)P3 stark stimuliert, Kir2.1 und Kir2.4 

dagegen kaum. Durch PI(3,4)P2 wird keiner der hier untersuchten Kanäle aktiviert (Rohács et al., 

2003). Diese Eigenschaften korrelieren jedoch nicht mit der von uns ermittelten Wirkung des 

koexprimierten GRB7-Proteins auf die Kanalaktivität, weshalb eine Beteiligung der hier genannten 

Phosphoinositole an der GRB7-vermittelten Hemmung der Kaliumströme ebenfalls unwahrscheinlich 

ist.  

 Zwar werden alle Kir-Kanäle durch PIP2 reguliert, doch sind die Affinität und damit der 

Einfluß von PIP2 innerhalb dieser Kanalfamilie unterschiedlich stark ausgeprägt. Wie in Abbildung 35 

dargestellt, sind bei Kir-Kanälen 27 basische Aminosäuren (Lysin, Arginin, Histidin) stark 

konserviert. Bei Kir2.1 sind zehn dieser Aminosäuren für die Interaktion mit PIP2 wichtig. Acht dieser 

Aminosäuren sind im ROMK-Protein konserviert, von denen sieben bei der ROMK-PIP2-Interaktion 

eine Rolle spielen (Lopes et al., 2002). Unterschiedliche basische Aminosäuren an diesen Positionen 

vermitteln dabei eine hohe bzw. geringe Affinität zu PIP2 (Rohács et al., 2002).  

Das Leucin an Position 221 (bezogen auf ROMK1) ist für die Interaktion mit PIP2 von 

besonderer Bedeutung und bewirkt bei ROMK, Kir2.1 und Kir2.4 eine starke Interaktion mit PIP2 und 

eine schwache Regulation durch andere zelluläre Faktoren (Du et al., 2004). Kir-Kanäle mit einem 

Isoleucin an dieser Position, wie Kir2.2 und Kir2.3, zeigen dagegen nur eine mäßige bis schwache 

Interaktion mit PIP2. Sie werden vorwiegend durch muscarinerge Stimulation des M1-Rezeptors, 

durch PKC, intrazelluläres Magnesium und den intrazellulären pH-Wert reguliert. In unmittelbarer 

Nähe zu dieser Position befindet sich eine von zwei konservierten, putativen PKA-

Phosphorylierungsstellen (S219), deren Konsensus-Motiv ebenfalls mögliche PIP2-Bindestellen 

enthält. Damit wird die Bedeutung dieser Region für die Regulation der Kanalaktivität verstärkt 

(Lopes et al., 2002) (Abb. 35).  

Die schwächere Interaktion von Kir2.2 und Kir2.3 sowie die stärkere Interaktion von ROMK, 

Kir2.1 und Kir2.4 mit PIP2 (Du et al., 2004) korreliert mit der Wirkung von GRB7 auf die 

Kaliumkanalaktivitäten. So konnte für die beiden zuerst genannten Kanäle kein Effekt durch GRB7 

festgestellt werden, bei den zuletzt genannten wurde dagegen eine Reduktion der mittleren 

Stromamplituden beobachtet. Es ist daher denkbar, daß GRB7 nach Bindung an das Kanalprotein über 

seine PH-Domäne PIP2 bindet und so die PIP2-abhängige Aktivierung des Kanals erschwert oder 

verhindert. Dieser Effekt könnte wie bei ROMK, Kir2.1 und Kir2.4 aber nur bei einer hohen Affinität 

des Kanals zu PIP2 zum Tragen kommen, wäre aber bei schwachen Interaktionen, zumindest im 

Oozytenexpressionssystem, nicht sichtbar.  
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hROMK1     ----------MNASSRNVFDTLIRVLTESMFKHLRKWVVTRFFGHSRQRARLVSKDGRCN    50 
hKir2.1    --MGSVRTNRYSIVSSEEDGMKLATMAVANGFGNGKS--KVHT-RQQCRSRFVKKDGHCN    55 
hKir2.2    -MTAASRANPYSIVSSEEDGLHLVTMSGANGFGNG----KVHT-RRRCRNRFVKKNGQCN    54 
hKir2.3    -------------------------MHGHS--RNG----QAHVPRRKRRNRFVKKNGQCN    29 
hKir2.4    MGLARALRRLSGALDSGDSRAGDEEEAGPGLCRNGWAPAPVQSPVGRRRGRFVKKDGHCN    60 
Konsensus  ................................................*.*.*.*.*.** 
 
hROMK1     IEFGNVEAQSRFIFFVDIWTTVLDLKWRYKMTIFITAFLGSWFFFGLLWYAVAYIHKDLP   110 
hKir2.1    VQFINVGE-KGQRYLADIFTTCVDIRWRWMLVIFCLAFVLSWLFFGCVFWLIALLHGDLD   114 
hKir2.2    IEFANMDE-KSQRYLADMFTTCVDIRWRYMLLIFSLAFLASWLLFGIIFWVIAVAHGDLE   113 
hKir2.3    VYFANLSN-KSQRYMADIFTTCVDTRWRYMLMIFSAAFLVSWLFFGLLFWCIAFFHGDLE    88 
hKir2.4    VRFVNLGG-QGARYLSDLFTTCVDVRWRWMCLLFSCSFLASWLLFGLAFWLIASLHGDLA   119 
Konsensus  ..*.............*..**..*..**.....*...*..**..**......*..*.**. 
 
hROMK1     EFHP---------------SANHTPCVENINGLTSAFLFSLETQVTIGYGFRCVTEQCAT   155 
hKir2.1    AS------------------KEGKACVSEVNSFTAAFLFSIETQTTIGYGFRCVTDECPI   156 
hKir2.2    PAE----------------GRGRTPCVMQVHGFMAAFLFSIETQTTIGYGLRCVTEECPV   157 
hKir2.3    ASPGVPAAGGPAAGGGGAAPVAPKPCIMHVNGFLGAFLFSVETQTTIGYGFRCVTEECPL   148 
hKir2.4    APP------------------PPAPCFSHVASFLAAFLFALETQTSIGYGVRSVTEECPA   161 
Konsensus  .........................*.........****..***..****.*.**..*.. 
 
hROMK1     AIFLLIFQSILGVIINSFMCGAILAKISRPKKRAKTITFSKNAVISKRGGKLCLLIRVAN   215 
hKir2.1    AVFMVVFQSIVGCIIDAFIIGAVMAKMAKPKKRNETLVFSHNAVIAMRDGKLCLMWRVGN   216 
hKir2.2    AVFMVVAQSIVGCIIDSFMIGAIMAKMARPKKRAQTLLFSHNAVVALRDGKLCLMWRVGN   217 
hKir2.3    AVIAVVVQSIVGCVIDSFMIGTIMAKMARPKKRAQTLLFSHHAVISVRDGKLCLMWRVGN   208 
hKir2.4    AVAAVVLQCIAGCVLDAFVVGAVMAKMAKPKKRNETLVFSENAVVALRDHRLCLMWRVGN   221 
Konsensus  *......*.*.*.....*..*...**...****..*..**..**...*...***..**.* 
 
hROMK1     LRKSLLIGSHIYGKLLKTTVTPEGETIILDQININFVVDAGNENLFFISPLTIYHVIDHN   275 
hKir2.1    LRKSHLVEAHVRAQLLKSRITSEGEYIPLDQIDINVGFDSGIDRIFLVSPITIVHEIDED   276 
hKir2.2    LRKSHIVEAHVRAQLIKPRVTEEGEYIPLDQIDIDVGFDKGLDRIFLVSPITILHEIDEA   277 
hKir2.3    LRKSHIVEAHVRAQLIKPYMTQEGEYLPLDQRDLNVGYDIGLDRIFLVSPIIIVHEIDED   268 
hKir2.4    LRRSHLVEAHVRAQLLQPRVTPEGEYIPLDHQDVDVGFDGGTDRIFLVSPITIVHEIDSA   281 
Konsensus  **.*.....*....*.....*.***.*.**........*.*....*..**..*.*.**.. 
 
hROMK1     SPFFHMAAETLLQQDFELVVFLDGTVESTSATCQVRTSYVPEEVLWGYRFAPIVSKTKEG   335 
hKir2.1    SPLYDLSKQDIDNADFEIVVILEGMVEATAMTTQCRSSYLANEILWGHRYEPVLFEEKH-   335 
hKir2.2    SPLFGISRQDLETDDFEIVVILEGMVEATAMTTQARSSYLANEILWGHRFEPVLFEEKN-   336 
hKir2.3    SPLYGMGKEELESEDFEIVVILEGMVEATAMTTQARSSYLASEILWGHRFEPVVFEEKS-   327 
hKir2.4    SPLYELGRAELARADFELVVILEGMVEATAMTTQCRSSYLPGELLWGHRFEPVLFQRGS-   340 
Konsensus  **............***.**.*.*.**.*..*.*.*.**...*.***.*..*........ 
 
hROMK1     KYRVDFHNFSKTVEVE-TPHCAMCLYNE----KDVRARMKR-------GYDNPNFILSEV   383 
hKir2.1    YYKVDYSRFHKTYEVPNTPLCSARDLAE----KKYILSNAN-----SFCYENEVALTSKE   386 
hKir2.2    QYKIDYSHFHKTYEVPSTPRCSAKDLVE----NKFLLPSAN-----SFCYENELAFLSRD   387 
hKir2.3    HYKVDYSRFHKTYEVAGTPCCSARELQE----SKITVLPAPPPPPSAFCYENELALMSQE   383 
hKir2.4    QYEVDYRHFHRTYEVPGTPVCSAKELDERAEQASHSLKSSFPGSLTAFCYENELALSCCQ   400 
Konsensus  ....*......*.**..**.*......*.....................*.*........ 
 
hROMK1     NETDDTKM----------------------------------------------------   391 
hKir2.1    EDDSENGVPESTSTDT-----------------PP-----DIDLHNQASVPLEPRPLRRE   424 
hKir2.2    EEDEADGDQDGRSRDG-----------------LSPQARHDFDRLQAGGGVLEQRPYRRE   430 
hKir2.3    EEEMEEEAAAAAAVAAGLGLEAGSKEEAGIIRMLEFGSHLDLERMQAS-LPLDNISYRRE   442 
hKir2.4    EEDEDDETEEGNGVET------------------EDG--------AASPRVLTPTLALTL   434 
Konsensus  ............................................................ 
 
hROMK1     ------------------------------------------------------------   391 
hKir2.1    SEI---------------------------------------------------------   427 
hKir2.2    SEI---------------------------------------------------------   433 
hKir2.3    SAI---------------------------------------------------------   445 
hKir2.4    PP----------------------------------------------------------   436 
Konsensus  ............................................................ 
 
Abbildung 35: Vergleich der humanen Proteinsequenzen verschiedener Kir-Kanäle (ROMK1: NM_000220, 
Kir2.1: NM_000891, Kir2.2: NM_021012, Kir2.3: NM_152868 und Kir2.4: NM_170720). Die Sternchen in der 
Konsensussequenz zeigen konservierte Aminosäuren an. Hoch konservierte basische Aminosäuren (L, R, H) 
sind schwarz. Putative PIP2-Bindestellen von ROMK1 und Kir2.1 sind blau unterlegt (Lopes et al., 2002). 
Aminosäuren, die eine hohe Affinität zu PIP2 vermitteln, sind grün, und solche, die eine geringe Affinität 
vermitteln, sind rot unterlegt (Rohács et al., 2002). Die Aminosäure an Position 221 (bezogen auf ROMK1), die 
für die Interaktion mit PIP2 von besonderer Bedeutung ist, ist schwarz umrandet (Du et al., 2004). Die Serine der 
konservierten, putativen PKA-Phosphorylierungsstellen sind gelb unterlegt (Lopes et al., 2002). Die 
Aminosäuren der beiden Transmembrandomänen sind unterstrichen.  
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Für die hier beschriebene Hemmung des ROMK-Stroms durch das koexprimierte GRB7 wäre 

aber auch ein ganz anderer Mechanismus denkbar. So wurde gezeigt, daß die Oberflächenexpression 

von ROMK nach Monoubiquitinierung des N-terminalen Lysin 22 (bezogen auf ROMK1) durch eine 

erhöhte Endozytose vermindert wird (Lin et al., 2005). Bisher ist zwar nicht bekannt, welche 

Ubiquitinligase die Ubiquitinierung von ROMK vermittelt, jedoch wurde gezeigt, daß Nedd4 (Neural 

precursor cell expressed developmentally down-regulated gene 4; Kumar et al., 1992) im kortikalen 

Sammelrohr des Nephrons exprimiert wird (Staub et al., 1997a) und dort den epitelialen Natriumkanal 

ENaC ubiquitiniert (Staub et al., 1997b). Dabei interagiert Nedd4 mit Hilfe seiner WW(Tryptophan-

Tryptophan)-Domänen direkt mit den PY(Prolin-Tyrosin)-Motiven der drei ENaC-Untereinheiten 

(Staub et al., 1996). Ein anderes Substrat dieser Ubiquitinligase ist der IGF I (Insulin-like growth 

factor I)-Rezeptor, der nach der Ubiquitinierung ebenfalls endozytiert wird. Der IGF I-Rezeptor und 

ROMK verfügen allerdings über keine PY-Motive für eine direkte Interaktion mit Nedd4. Im Fall des 

Rezeptors fungiert das verwandte GRB10 als Adapterprotein (Vecchione et al., 2003), das zusammen 

mit GRB7 und GRB14 eine Proteinfamilie bildet. Für GRB10 und GRB14 wurde bereits gezeigt, daß 

sie über ihre SH2(src-Homologie 2)-Domäne mit Nedd4 interagieren und so die Ubiquitinligase in 

räumliche Nähe zu ihren Substraten bringen, selbst aber nicht ubiquitiniert werden (Morrione et al., 

1999; Lyons et al., 2001). Es wäre daher möglich, daß GRB7 das in Oozyten endogen vorhandene 

Nedd4 bindet und durch Interaktion mit ROMK dessen Ubiquitinierung stimuliert und als Folge davon 

eine Reduktion der Oberflächenexpression des Kanalproteins hervorruft. 

 

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Experimente zeigen erstmalig einen Einfluß von 

GRB7 auf die Funktion von ROMK und die der verwandten Kir2.1- und Kir2.4-Kanäle. Sie lassen 

aber bislang noch keine gesicherten Aussagen über eine mögliche physiologische Bedeutung dieser 

neu gefundenen regulatorischen Interaktion zu. Für den zukünftigen Nachweis der physiologischen 

Relevanz sowie für die mögliche Rolle von PIP2 und Nedd4 bei der Regulation der Kir-Kanäle durch 

das Adapterprotein wären auch Kanalmutanten, bei denen die für die Ubiquitinierung bzw. die 

Bindung des Phospholipids wichtigen Aminosäuren ausgetauscht sind, sehr hilfreich. 
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5 Zusammenfassung 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden neue Interaktionspartner des einwärtsrektifizierenden, 

renalen ROMK-Kaliumkanals identifiziert und funktionell in Xenopus Oozyten untersucht. Zunächst 

wurde mit Hilfe eines modifizierten Hefe-Zwei-Hybrid-Systems und dem zytosolischen C-Terminus 

von ROMK als Köderprotein eine cDNS-Bibliothek der humanen Niere durchmustert. Eine 

Besonderheit hierbei war, daß das Köderprotein im Gegensatz zu dem herkömmlichen Hefe-Zwei-

Hybrid-System in der nativen, tetrameren Konformation vorlag. Die Interaktion der isolierten Proteine 

mit dem ROMK-C-Terminus wurde anschließend in der Hefe in direkten Bindungsstudien bestätigt. 

Auf diese Weise konnten 25 neue Interaktionspartner für ROMK gefunden werden. Aufgrund ihrer 

teilweise bekannten Funktionen und Strukturen wurden einige, insbesondere das Golgi-Protein 

Golgin-160, das Adapterprotein GRB7 und die Serin/Threonin-Proteinphosphatase-Untereinheit 

PP2A B56β, für eine weitergehende Charakterisierung ausgewählt. 

Die vermutete Beteiligung von Golgin-160 am vesikulären Membrantransport machte die 

gefundene Interaktion mit ROMK besonders interessant, da über den Transport des Kanals vom 

Endoplasmatischen Retikulum über den Golgi-Apparat bis an die Zelloberfläche nur wenig bekannt 

ist. Zunächst konnte die Bindung von Golgin-160 an das ROMK Kanalprotein durch 

Koimmunpräzipitation beider Proteine aus Lysaten transfizierter Säugerzellen unterstützt werden. 

Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen bestätigten weiterhin, daß beide Proteine 

tatsächlich und ausschließlich im Bereich des Golgi-Apparats kolokalisiert sind. Dies verstärkte die 

Vermutung, daß Golgin-160 am Membrantransport von ROMK beteiligt ist. Funktionelle 

Untersuchungen in Xenopus Oozyten mit Hilfe der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme ergaben nach 

Koexpression beider Proteine reproduzierbar eine Verdopplung der ROMK-Stromamplitude. Mittels 

einer Chemolumineszenz-Oberflächenexpressionsanalyse konnte dies auf eine Zunahme der Dichte 

des Kanalproteins in der Plasmamembran zurückgeführt werden. Ähnliche Resultate wurden auch für 

das nahe verwandte Kir2.1-Kanalprotein erhalten. Diese Untersuchungen zeigten zudem, daß nur das 

Kanalprotein an der Zelloberfläche, nicht aber die Gesamtmenge des Proteins in der Zelle erhöht war. 

Dementsprechend waren auch die biophysikalischen und pharmakologischen Eigenschaften des 

ROMK-Kanals durch das koexprimierte Golgin-160 nicht verändert. 

Um die Bedeutung der gefundenen Interaktion näher zu untersuchen, wurden Bindungsstudien 

mit C-terminalen Bartter-Mutanten von ROMK durchgeführt. Alle untersuchten Punkt- und 

Trunkationsmutanten waren noch zur Bindung von Golgin-160 fähig, und zwei Punktmutanten 

konnten durch Golgin-160 auch funktionell stimuliert werden. Daraus kann geschlossen werden, daß 

diese hochkonservierten Aminosäurereste des Kanalproteins nicht an der Bindung von Golgin-160 

beteiligt sind, und daß der defekte Membrantransport dieser krankheitsverursachenden Mutanten nicht 

auf einer gestörten Interaktion mit dem untersuchten Golgi-Protein beruht.  
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Mit diesen Untersuchungen wurde erstmalig gezeigt, daß Golgin-160 am Golgi-Apparat 

selektiv mit transportierten Membranproteinen interagiert und dadurch deren Zelloberflächen-

expression reguliert. Eine spezifische Rolle beim Transport von Oberflächenproteinen zur 

Plasmamembran wird durch das Ergebnis unterstrichen, daß auch die Oberflächenexpression der 

entfernt verwandten Kv1.5- und Kv4.3-Kanalproteine stimuliert wird, aber nicht die des HERG-

Kaliumkanals. 

In weiteren funktionellen Untersuchungen konnten auch für GRB7 und PP2A B56β erstmalig 

Einflüsse auf die ROMK-Kanalaktivität gezeigt werden. Die Koexpression von GRB7 führte sowohl 

bei ROMK als auch bei verwandten Kir2-Kanalproteinen zu einer Verringerung der Stromamplitude. 

Bei PP2A B56β war der Effekt von der Expressionshöhe dieser regulatorischen Phosphatase-

Untereinheit abhängig. So waren die ROMK-Ströme bei geringen Mengen an injizierter PP2A B56β 

erhöht, nach Injektion größerer Mengen dagegen reduziert.  

Die Regulation der ROMK-Kanalaktivität wird größtenteils durch die Kontrolle der 

Kanaldichte an der Zelloberfläche erzielt. Da unterschiedliche Signalwege die Häufigkeit des 

Kanalproteins an der Zelloberfläche modulieren können, kann vermutet werden, daß nicht nur 

Golgin-160 sondern auch GRB7 und PP2A B56β an der Regulation der Oberflächenexpression von 

ROMK beteiligt sind (Abb. 36). Die Identifizierung dieser neuen Interaktionspartner stellt deshalb 

einen ersten wichtigen Schritt bei der Aufklärung der dieser Regulation zugrundeliegenden 

molekularen Mechanismen dar.  
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Abbildung 36: Schematische Darstellung des sekretorischen Weges von ROMK und Lokalisation der bekannten 
regulatorischen Proteine, sowie der identifizierten Interaktionspartner Golgin-160, PP2A B56β und GRB7. 
ROMK wird an den Ribosomen des Endoplasmatischen Retikulums (ER) synthetisiert und nach Faltung und 
Tetramerisierung mit Hilfe von COPII-Vesikeln zum Golgi-Apparat transportiert. Kanalproteine, die falsch 
gefaltet oder unvollständig zusammengesetzt wurden, werden über COPI-Vesikel zurück zum ER gebracht. Im 
Golgi-Apparat wird das ROMK-Protein glykosiliert und schließlich über Transportvesikel zur Plasmamembran 
gebracht. An der Regulation von ROMK ist eine Reihe von Proteinen beteiligt, die im Text ausführlich 
beschrieben werden. Abkürzungen: AKAP, A Kinase Anchoring Protein; CFTR, Cystic Fibrosis Trans-
membrane conductance Regulator; NHERF, Na+/H+ Exchanger Regulatory Factor; PIP2, Phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphat; PKA, Protein Kinase A; PKC, Protein Kinase C; SGK1, Serum- und Glucocorticoid-induzierte 
Kinase; WNK4, With No Lysin (K) 4. 
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7 Anhang 

 

7.1 Vektoren 

 

Tabelle 11: Vektoren 

Bezeichnung Größe Selektionsmarker Sequenzierprimer Quelle / Zitat 

pGBKT7 7,3 kb Kanr/ TRP1 T7, GAL4-BD-Seq-R 
GAL4-BD-ISA-F, GAL4-BD-ISA-R Clontech 

pGAD10 6,6 kb Ampr / LEU2 GAL4-AD-Seq-F, GAL4-AD-Seq-R Clontech 

pGADT7 8,0 kb Ampr / LEU2 T7, GAL4-AD-Seq-R 
GAL4-AD-ISA-F, GAL4-AD-ISA-R Clontech 

pACT2 8,1 kb Ampr / LEU2 GAL4-AD-ISA-F, GAL4-AD-ISA-R Clontech 

pSGEM 3,1 kb Ampr T7, CL29 Hollmann et al., 1994 

pcDNA3 5,4 kb Ampr / Neor T7, SP6 Invitrogen 

pcDNA3.1 Zeo(-) 5,0 kb Ampr / Zeor pcDNA3.1-Seq-F, pcDNA3.1-Seq-R Invitrogen 

pCMV-HA 3,8 kb Ampr pCMV-HA-Seq-F Invitrogen 

pEGFP-C1 4,7 kb Kanr / Neor - Clontech 

pCR-Blunt II-TOPO 3,5 kb Kanr / Zeor M13F, M13R Invitrogen 

 

7.2 Genetische Konstrukte für die Expression in Hefe 

 

Tabelle 12: Genetische Konstrukte für die Expression in Hefe 

Expressionskonstrukte Primer Ausgangskonstrukte Schnittstellen  Methoden 

rROMK1(167-391)-Leucinzipper / pGBKT7 

rRomK-C-Not-F 
rRomK-C-Bam-R 
Zipper-Eco-F 
Zipper-Not-R 

rROMK1-HA / pGEM,  
Leucinzipper / pGBKT7 

EcoRI / NotI / 
BamHI 

PCR, 
Verdau,  
3-fach 
Ligation 

hROMK1(167-391)-Leucinzipper / pGBKT7 

hROMK-C-Not-F  
hROMK-C-Bam-R 
Zipper-Eco-F 
Zipper-Not-R 

hROMK2 / pSGEM, 
Leucinzipper / pGBKT7 

EcoRI / NotI / 
BamHI 

PCR, 
Verdau,  
3-fach 
Ligation 

EGFP-Leucinzipper / pGBKT7 Zur Verfügung gestellt von Blanche Schwappach, Universität Heidelberg  

hCDR62(147-332) / pGADT7 - hCDR62(121-332) /  
pGAD10 

SmaI / BglII / 
BamHI 

Verdau, 
Ligation 

hROMK2(167-391, A198T)-Leucinzipper /  
pGBKT7 

hROMK-C-Not-F 
hROMK-C-Bam-R 
Zipper-Eco-F 
Zipper-Not-R 

hROMK1(A198T) / 
pEGFP-C1, 
Leucinzipper / pGBKT7 

EcoRI / NotI / 
BamHI 

PCR, 
Verdau,  
3-fach 
Ligation 

hROMK2(167-391, L220F)-Leucinzipper /  
pGBKT7 

hROMK-C-Not-F 
hROMK-C-Bam-R 
Zipper-Eco-F 
Zipper-Not-R 

hROMK1(L220F) / 
pEGFP-C1, 
Leucinzipper / pGBKT7 

EcoRI / NotI / 
BamHI 

PCR, 
Verdau,  
3-fach 
Ligation 

hROMK2(167-391, A306T)-Leucinzipper /  
pGBKT7 

hROMK-C-Not-F 
hROMK-C-Bam-R 
Zipper-Eco-F 
Zipper-Not-R 

hROMK1(A306T) / 
pEGFP-C1, 
Leucinzipper / pGBKT7 

EcoRI / NotI / 
BamHI 

PCR, 
Verdau,  
3-fach 
Ligation 
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Tabelle 12 (Fortsetzung): Genetische Konstrukte für die Expression in Hefe 

Expressionskonstrukte Primer Ausgangskonstrukte Schnittstellen  Methoden 

hROMK2(167-391, R311W)-Leucinzipper /  
pGBKT7 

hROMK-C-Not-F 
hROMK-C-Bam-R 
Zipper-Eco-F 
Zipper-Not-R 

hROMK1(R311W) / 
pEGFP-C1, 
Leucinzipper / pGBKT7 

EcoRI / NotI / 
BamHI 

PCR, 
Verdau,  
3-fach 
Ligation 

hROMK2(167-391, Y314C)-Leucinzipper /  
pGBKT7 

hROMK-C-Not-F 
hROMK-C-Bam-R 
Zipper-Eco-F 
Zipper-Not-R 

hROMK1(Y314C) / 
pEGFP-C1, 
Leucinzipper / pGBKT7 

EcoRI / NotI / 
BamHI 

PCR, 
Verdau,  
3-fach 
Ligation 

hROMK2(167-391, L320P)-Leucinzipper /  
pGBKT7 

hROMK-C-Not-F 
hROMK-C-Bam-R 
Zipper-Eco-F 
Zipper-Not-R 

hROMK1(L320P) / 
pEGFP-C1, 
Leucinzipper / pGBKT7 

EcoRI / NotI / 
BamHI 

PCR, 
Verdau,  
3-fach 
Ligation 

hROMK2(167-391, R324L)-Leucinzipper /  
pGBKT7 

hROMK-C-Not-F 
hROMK-C-Bam-R 
Zipper-Eco-F 
Zipper-Not-R 

hROMK1(R324L) / 
pEGFP-C1, 
Leucinzipper / pGBKT7 

EcoRI / NotI / 
BamHI 

PCR, 
Verdau,  
3-fach 
Ligation 

hROMK2(167-391, F325C)-Leucinzipper /  
pGBKT7 

hROMK-C-Not-F 
hROMK-C-Bam-R 
Zipper-Eco-F 
Zipper-Not-R 

hROMK1(F325C) / 
pEGFP-C1, 
Leucinzipper / pGBKT7 

EcoRI / NotI / 
BamHI 

PCR, 
Verdau,  
3-fach 
Ligation 

hROMK2(167-362X)-Leucinzipper /  
pGBKT7 

hROMK-C-Not-F 
hROMK-362X-Bam-R 
Zipper-Eco-F 
Zipper-Not-R 

hROMK1(WT) / 
pEGFP-C1, 
Leucinzipper / pGBKT7 

EcoRI / NotI / 
BamHI 

PCR, 
Verdau,  
3-fach 
Ligation 

hROMK2(167-368X)-Leucinzipper /  
pGBKT7 

hROMK-C-Not-F 
hROMK-368X-Bam-R 
Zipper-Eco-F 
Zipper-Not-R 

hROMK1(WT) / 
pEGFP-C1, 
Leucinzipper / pGBKT7 

EcoRI / NotI / 
BamHI 

PCR, 
Verdau,  
3-fach 
Ligation 

hHCN2(468-889) / pGBKT7 hHCN2-Nde-F 
hHCN2-Bam-R 

hHCN2 /  
pcDNA3.1 Zeo(+) NdeI / BamHI 

PCR, 
Verdau,  
Ligation 

hHCN2(468-889)-Leucinzipper / pGBKT7 

hHCN2-Not-F 
hHCN2-Sal-R 
Zipper-Eco-F 
Zipper-Not-R 

hHCN2 /  
pcDNA3.1 Zeo(+), 
Leucinzipper / pGBKT7 

EcoRI /NotI / 
SalI 

PCR, 
Verdau,  
3-fach 
Ligation 

hHCN4(519-1203) / pGBKT7 hHCN4-Nde-F 
hHCN4-Eco-R 

hHCN4 /  
pcDNA3.1 Zeo(+) NdeI / EcoRI 

PCR, 
Verdau,  
Ligation 

hHCN4(519-1203)-Leucinzipper / pGBKT7 

hHCN4-Not-F 
hHCN4-Sal-R 
Zipper-Eco-F 
Zipper-Not-R 

hHCN4 /  
pcDNA3.1 Zeo(+), 
Leucinzipper / pGBKT7 

EcoRI / NotI / 
SalI 

PCR, 
Verdau,  
3-fach 
Ligation 

hKCNE1(67-129) / pGADT7 hKCNE1-Nde-F 
hKCNE1-Eco-R 

hKCNE1 /  
pcDNA3.1 Zeo(+) NdeI / EcoRI 

PCR, 
Verdau,  
Ligation 

hKCNE2(73-123) / pGADT7 hKCNE2-Nde-F 
hKCNE2-Eco-R 

hKCNE2 /  
pSGEM NdeI / EcoRI 

PCR, 
Verdau,  
Ligation 

hKCNE3(81-103) / pGADT7 hKCNE3-Nde-F 
hKCNE3-Eco-R 

hKCNE3 /  
pSGEM NdeI / EcoRI 

PCR, 
Verdau,  
Ligation 

mKCNE4(59-170) / pGADT7 mKCNE4-Nde-F 
mKCNE4-Eco-R 

hKCNE4 /  
pSGEM NdeI / EcoRI 

PCR, 
Verdau,  
Ligation 
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7.3 Genetische Konstrukte für die in vitro Synthese von cRNS 

 

Tabelle 13: Genetische Konstrukte für die in vitro Synthese von cRNS 

Expressionskonstrukte Primer Ausgangskonstrukte  Schnittstellen Methoden 

hGolgin-160-FLAG / pSGEM - hGolgin-160-FLAG /  
pSG5 EcoRI / EcoRI Verdau,  

Ligation 

hGM130 / pSGEM GM130-F 
GM130-Xho-R 

hGM130 /  
pcDNA3.1 myc-HisB EcoRI / XhoI 

PCR,  
Verdau, 
Ligation 

hNRF2 / pSGEM 

NRF2-outer-Xba-F 
NRF2-outer-Bam-R 
NRF2-inner-F 
NRF2-inner-R 

RZPD Clone ID: 
IMAGp956J0617Q2 
IMAGp998H0812037Q2 

XbaI / BamHI 

Overlap-
PCR,  
Verdau,  
Ligation 

hCDR62 / pSGEM - RZPD Clone ID 
IMAGp998D2410733Q2 NotI / EcoRI Verdau,  

Ligation 

hGRB7 / pSGEM - RZPD Clone ID 
IRALp962D232 EcoRI / XhoI Verdau,  

Ligation 

hGRB10 / pSGEM GRB10-Bam-F  
GRB10-Eco-R 

RZPD Clone ID 
IRAUp969H0581D BamHI / EcoRI 

PCR, 
Verdau,  
3-fach 

hPP2A B56β / pSGEM 

PP2AB-Elong-1F  
PP2AB-Elong-2F  
PP2AB-Elong-3F 
PP2AB-Elong-4F  
PP2AB-Elong-5F  
PP2AB-Elong-Hind-6F 
PP2AB-Elong-Xho-7R 

PP2AB (28-497) / pACT2 HindIII / XhoI 

5´Elongation  
über PCR, 
Verdau,  
Ligation 

C13orf22 / pSGEM - RZPD Clone ID 
IRAKp961B2248 NotI / BamHI Verdau, 

Ligation 

TNRC5 / pSGEM - RZPD Clone ID 
IRALp962M0310 SacII / XhoI Verdau, 

Ligation 

hROMK2(A198T) / pSGEM hROMK-Eco-F 
hROMK-Xho-R 

hROMK1(A198T) / 
pEGFP-C1 EcoRI / XhoI 

PCR, 
Verdau, 
Ligation 

hROMK2(L220F) / pSGEM hROMK-Eco-F 
hROMK-Xho-R 

hROMK1(L220F) / 
 pEGFP-C1 EcoRI / XhoI 

PCR, 
Verdau, 
Ligation 

hROMK2(A306T) / pSGEM hROMK-Eco-F 
hROMK-Xho-R 

hROMK1(A306T) /  
pEGFP-C1 EcoRI / XhoI 

PCR, 
Verdau, 
Ligation 

hROMK2(R311W) / pSGEM hROMK-Eco-F 
hROMK-Xho-R 

hROMK1(R311W) / 
pEGFP-C1 EcoRI / XhoI 

PCR, 
Verdau, 
Ligation 

hROMK2(Y314C) / pSGEM hROMK-Eco-F 
hROMK-Xho-R 

hROMK1(Y314C) / 
pEGFP-C1 EcoRI / XhoI 

PCR, 
Verdau, 
Ligation 

hROMK2(L320P) / pSGEM hROMK-Eco-F 
hROMK-Xho-R 

hROMK1(L320P) / 
pEGFP-C1 EcoRI / XhoI 

PCR, 
Verdau, 
Ligation 

hROMK2(R324L) / pSGEM hROMK-Eco-F 
hROMK-Xho-R 

hROMK1(R324L) / 
pEGFP-C1 EcoRI / XhoI 

PCR, 
Verdau, 
Ligation 

hROMK2(F325C) / pSGEM hROMK-Eco-F 
hROMK-Xho-R 

hROMK1(F325C) / 
pEGFP-C1 EcoRI / XhoI 

PCR, 
Verdau, 
Ligation 

hROMK2(362X) / pSGEM hROMK-Eco-F  
hROMK-362X-Xho-R 

hROMK1(WT) / 
pEGFP-C1 EcoRI / XhoI 

PCR, 
Verdau, 
Ligation 

hROMK2(368X) / pSGEM hROMK-Eco-F  
hROMK-368X-Xho-R 

hROMK1(WT) / 
pEGFP-C1 EcoRI / XhoI 

PCR, 
Verdau, 
Ligation 
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Tabelle 13 (Fortsetzung): Genetische Konstrukte für die in vitro Synthese von cRNS 

Expressionskonstrukte Primer Ausgangskonstrukte  Schnittstellen Methoden 

SGK1(WT) / pSGEM - SGK1WT / 
pCR-Blunt II-TOPO EcoRI / ClaI Verdau, 

Ligation 

SGK1(S422D) / pSGEM - SGK1(S422D) / 
pCR-Blunt II-TOPO EcoRI / ClaI Verdau, 

Ligation 

SGK1(T256A, S422D) / pSGEM - SGK1(T256A, S422D) /  
pCR-Blunt II-TOPO EcoRI / ClaI Verdau, 

Ligation 

hROMK2 / pSGEM Bereits vorhanden 

rROMK1-HA / pSGEM Zur Verfügung gestellt von Blanche Schwappach, Universität Heidelberg 

hKir2.1 / pSGEM Bereits vorhanden 

hKir2.1-PC / pSGEM Zur Verfügung gestellt von Blanche Schwappach, Universität Heidelberg 

hKir2.2 / pSGEM Zur Verfügung gestellt von Guiscard Seebohm, Universität Tübingen 

hKir2.3 / pSGEM Zur Verfügung gestellt von Guiscard Seebohm, Universität Tübingen 

hKir2.4 / pSGEM Zur Verfügung gestellt von Guiscard Seebohm, Universität Tübingen 

hKv1.5 / pSGEM Bereits vorhanden 

hKv4.3short / pSGEM Bereits vorhanden 

HERG / pSGEM Bereits vorhanden 

hGEB2 / pSGEM Zur Verfügung gestellt von Guiscard Seebohm, Universität Tübingen 

 

7.4 Genetische Konstrukte für die Expression in Säugerzellen 

 

Tabelle 14: Genetische Konstrukte für die Expression in Säugerzellen 

Expressionskonstrukte Primer Ausgangskonstrukte  Schnittstellen  Methoden 

hROMK1(167-391) / pCMV-HA - hROMK(167-391) /  
pGBKT7 SfiI / SalI Verdau, Ligation 

hGolgin-160-FLAG / pcDNA3.1 Zeo(-) - hGolgin-160-FLAG /  
pSG5 EcoRI / EcoRI Verdau, Ligation 

hROMK1(WT) / pEGFP-C1 Zur Verfügung gestellt von Siegfried Waldegger, Universität Marburg 

hROMK2 / pcDNA3 Bereits vorhanden 
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7.5 Primer für die Klonierung 

 

Tabelle 15: Primer für die Klonierung 

Bezeichnung Sequenz Länge [bp] Tm  [°C] 
rRomK-C-Not-F ATAAGAATGCGGCCGCTGGAGTGATCATCAATTCCTTC 38 66 

rRomK-C-Bam-R CGGGATCCCTACATCTGGGTGTCGTCCG 28 68 

hROMK-C-Not-F ATAAGAATGCGGCCGCTGGAGTTATAATCAATTCTTTC 38 68 

hROMK-C-Bam-R CGGGATCCTTACATTTTGGTGTCATCTG 28 66 

hROMK-Eco-F CCGGAATTCGGGGAGTTATAATCAATTCTTTCAT 34 67 

hROMK-Xho-R CCGCTCGAGTTACATTTTGGTGTCATCTGT 30 66 

Zipper-Eco-F TGCATATGGCCATGGAGGCC 20 64 

Zipper-Not-R  AGGCGCCTGTTAGCTCGAAC 20 64 

hROMK-Xho-R CCGCTCGAGTTACATTTTGGTGTCATCTGT 30 67 

hROMK-362X-Xho-R CCGCTCGAGTTACTCATTATAAAGGCACATGGCAC 35 71 

hROMK-368X-Xho-R CCGCTCGAGTTACCTGGCTCTAACATCTTTCTCATT 36 70 

hROMK-362X-Bam-R CGGGATCCTTACTCATTATAAAGGCACATGGCACAG 36 70 

hROMK-368X-Bam-R CGGGATCCTTACCTGGCTCTAACATCTTTCTCATTATA 38 69 

GM130-F CACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTCTGCAGA 30 69 

GM130-Xho-R CCGCTCGAGTTAGATGACAGTGATCTTCAC 30 69 

NRF2-outer-Xba-F GCTCTAGACATGGATTTGATTGAC 24 61 

NRF2-outer-Bam-R CGGGATCCTCACATCACAGTAG 22 65 

NRF2-inner-F CAGAGCACTCACGTGCATGATG 22 65 

NRF2-inner-R CATCATGCACGTGAGTGCTCTG 22 65 

PP2AB-Elong-1F GTGCCCCCACCCGACAAGGTGGACGGCTTCTCCCGC 36 81 

PP2AB-Elong-2F TCCCCCGGGCTGTCGCCTGTGCCCCCACCCGACAAG 36 82 

PP2AB-Elong-3F ACCCCCACTAGCCCCTCCTCCCCCGGGCTGTCGCCT 36 82 

PP2AB-Elong-4F AAGCTGCCCCCTGCAAGCACCCCCACTAGCCCCTCC 36 79 

PP2AB-Elong-5F CTGACCGCCATGGAGACGAAGCTGCCCCCTGCAAGC 36 78 

PP2AB-Elong-Hind-6F GAAAGCTTGCCCTGCCGCCTGACCGCCATGGAGACG 36 78 

PP2AB-Elong-Xho-7R CCGCTCGAGGTGCTGTCTAGCTCTGACCCCCACTGG 36 78 

GRB10-Bam-F CGGGATCCCTGGTGAACGATATGAATGCATCCCTG 35 76 

GRB10-Eco-R CGGAATTCAGCCGAGAGGACATCTGCGGTCATAAGG 36 76 
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Tabelle 15 (Fortsetzung): Primer für die Klonierung 

Bezeichnung Sequenz Länge [bp] Tm  [°C] 
hHCN2-Nde-F GGAATTCCATATGTCGCTGGACTCCTCGC 29 68 

hHCN2-Bam-R GCCCTAGGGCTCACAAGTTGGACGAGAGG 29 72 

hHCN2-Not-F TAAATGCCGCGGCCGCGTCGCTGGACTCCTC 31 80 

hHCN2-Sal-R CGGTCGGGTCGACTCACAAGTTGGACGAGAG 31 73 

hHCN4-Nde-F GGAATTCCATATGTCCCTGGACTCCTCCC 29 67 

hHCN4-Eco-R CGAATTCATAGATTGGATGGCAGTTTGGAG 30 65 

hHCN4-Not-F TAAATGCCGCGGCCGCGTCCCTGGACTCCTC 31 80 

hHCN4-Sal-R GGAAGGGGTCGACTCATAGATTGGATGGCAG 31 70 

hKCNE1-Nde-F GGAATTCCATATGCGCTCCAAGAAGCTGG 29 68 

hKCNE1-Eco-R CGAATTCCAGTGGTGGGGTTCATGGG 26 68 

hKCNE2-Nde-F GGAATTCCATATGAAATCCAAGAGACGGG 29 64 

hKCNE2-Eco-R CGAATTCTTGGTGCCTTTCTCCCTTATCA 29 65 

hKCNE3-Nde-F GGAATTCCATATGCGCTCCCGCAAAGT 27 68 

hKCNE3-Eco-R CGAATTCCACCGTCCCAGCCCTCTC 25 68 

mKCNE4-Nde-F GGAATTCCATATGAAATCCAAGAGGCGG 28 65 

mKCNE4-Eco-R CGAATTCCTAGGAGTTCTGGTGGATGTTCT 30 64 

 

7.6 Primer für die Sequenzierung 

 

Tabelle 16: Standardprimer für die Sequenzierung von Vektoren 

Bezeichnung Sequenz Länge [bp] Tm [°C] 
T7 TAATACGACTCACTATAGGGC 21 60 

SP6 ATTTAGGTGACACTATAG 18 51 

CL29 GCTTAGAGACTCCATTCG 18 45 

M13F GTA AAA CGA CGG CCA GT 22 50 

M13R CAG GAA ACA GCT ATG AC 22 47 

pcDNA3.1-Seq-F ACTAGAGAACCCACTGCTTAC 21 61 

pcDNA3.1-Seq-R CAACTAGAAGGCACAGTCGAGG 22 65 

pCMV-HA-Seq-F GATCCGGTACTAGAGGAACTGAAAAAC 27 56 

GAL4-BD-ISA-F TCATCGGAAGAGAGTAG 17 40 

GAL4-BD-ISA-R GTCACTTTAAAATTTGTATAC 21 40 

GAL4-BD-Seq-R TAAGAGTCACTTTAAAATTTGTAT 24 58 

GAL4-AD-ISA-F CTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAAC 30 64 

GAL4-AD-ISA-R GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACGAT 32 62 

GAL4-AD-Seq-F TACCACTACAATGGATG 17 47 

GAL4-AD-Seq-R AGATGGTGCACGATGCACAG 20 62 
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Tabelle 17: Primer für die Sequenzierung von cDNS 

Bezeichnung Sequenz Länge [bp] Tm [°C] 
hROMK-CTerm-Seq-F1 CTCTGGAGACTCAAGTGACCAT 22 63 

hROMK-CTerm-Seq-F2 CAACTTTGTAGTTGACGCTGG 21 61 

Golgin160-Seq-180F GCTCTTGGCTGTTGCTGATGG 21 65 

Golgin160- Seq-278F CGCGTCGGCCGAGCAAGAT 19 67 

Golgin160- Seq-769F TGAAGCGCCAGCAGGAGAGGTC 22 68 

Golgin160- Seq-1373F AGCCGCTGAGCACCAAGACC 20 67 

Golgin160- Seq-1709F GGAGCGAGCCATGACTGACCTG 22 68 

Golgin160- Seq-2243F GATTCAGGAGGCAAAGACGATGGT 24 65 

Golgin160- Seq-2848F CCTCCAAAGACCAGCTCATCAGT 24 66 

Golgin160- Seq-3452F GGAAAAGGAACTGCAGGAGGTCAT 24 65 

Golgin160- Seq-3878F GCATAACCGCCGCCACTTCAA 21 65 

Golgin160- Seq-4443F CCCTGCCACGCCCATCAAGA 20 67 

Golgin160- Seq-5047F GGCCACCGATGCTGCTCTC 19 67 

PP2AB-SeqR1 GCCACACAGTCCAAGAAGTC 20 62 

PP2AB-SeqF2 TCCCACAGCTCCTCTCAGT 19 62 

PP2AB-SeqF3 TCTTGGAGAGCCCAGACTTC 20 62 

PP2AB-SeqF4 ATGCCACTCTGACAGAGCAC 20 62 

PP2AB-SeqF5 GTTTGATGAGCTCACAGCC 20 60 

GRB7-Seq-1F GCACACAACTGGTTCCGTT 19 60 

GRB7-Seq-2F ACAGCTCGCCACGTGTGT 18 62 

GRB7-Seq-3F CCTCTATTACTCCACCAAGGG 21 63 

GRB7-Seq-4F CTGAGTGTGGCCCTGGAG 18 64 

GRB7-Seq-5F ATCCTGCCGTGCTTGCT 17 60 

GRB7-Seq-6R ACTGCAGAGCTCAGGGAAG 19 62 

GRB10-Seq-F CAACATCTTCTCCCTGATCG 20 50 

GRB10-Seq-R GTCCTCTGCACAGAGCAAC 19 47 

hHCN4-Seq-F GGACCGCCTGGACCGCATTG 20 64 

hHCN4-Seq-R CACGGATCCTTGCTCCTGCC 20 59 

hHCN2-Seq-F GATGTACTTCATCCAGCACGGC 22 56 

hHCN2-Seq-R GCCGTGCTGGATGAAGTACATC 22 56 
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7.7 Abkürzungsverzeichnis 

 

A Absorption 

Abb. Abbildung 

ATP Adenosintriphosphat 

bp Basenpaare 

BSA Rinderserumalbumin 

°C Grad Celsius 

C- Carboxy- 

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat 

CCD Kortikales Sammelrohr (engl.: Cortical Collecting Duct) 

cDNS Komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

CFU Koloniebildende Einheiten 

COS-7 Nierenzellen des African Green Monkey 

cRNS RNS, die aus cDNS durch in vitro Synthese erhalten wurde 

Da Dalton (atomare Masseneinheit) 

DC Distales Konvolut (engl.: Distal Convolut) 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNS Desoxyribonukleinsäure 

dNTP 2’-Didesoxyribonukleotid-5’-triphosphat 

E.coli Escherichia coli 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

ER Endoplasmatisches Retikulum 

FD Farad (Kapazität) 

g Gramm und Erdbeschleunigung 

GPCR G-Protein gekoppelter Rezeptor 

h Stunde 

HEK293 Humane embryonale Nierenzellen 

Hz Hertz (Frequenz) 

IC50 Halbmaximale Wirkkonzentration einer Substanz 

Kir Einwärtsrektifizierender Kaliumkanal 

Kv Spannungsgesteuerter Kaliumkanal 

l Liter 

LB Luria Bertani-Medium 

M Molar 

m Meter 

min Minute 

n Anzahl 

N- Amino- 

NAD(P)H Nikotinamidadenin-dinukleotid(-phosphat) 

Ω Ohm (Widerstand) 
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P  Pore, Porendomäne 

PCR Polymerase-Kettenreaktion 

PBS Phosphatgepufferte Salzlösung 

PDZ PSD 95, Disk Large, ZO-1 (Proteindomäne) 

pH Negativer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration 

PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 

ρ Rho (Dichte) 

RLU Relative Lichteinheiten 

RNS Ribonukleinsäure 

RT Zimmertemperatur 

s Sekunde 

S Siemens (Leitfähigkeit) 

SD Standardabweichung 

SEM Standardfehler des Mittelwertes 

T Temperatur 

TAL Dicker aufsteigender Ast der Henle´schen Schleife (engl.: Thick Ascending Limb) 

TMD Transmembrandomäne 

U Einheit 

Upm Umdrehungen pro Minute 

UV Ultraviolett 

V Volt 

WT Wildtyp 

w/o ohne (engl.: without) 

w/v Masse pro Volumen 
 

Abkürzungen der Aminosäuren: 

Alanin, Ala, A; Arginin, Arg, R; Aspartat, Asp, D; Asparagin, Asn, N; Cystein, Cys, C; Glutamat, 

Glu, E; Glutamin, Gln, Q; Glycin, Gly, G; Histidin, His, H; Isoleucin, Ile, I; Leucin, Leu, L; Lysin, 

Lys, K; Methionin, Met, M; Phenylalanin, Phe, F; Prolin, Pro, P; Serin, Ser, S; Threonin, Thr, T; 

Tryptophan, Trp, W; Tyrosin, Tyr, Y; Valin, Val, V. 
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