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Zusammenfassung

Die Ionenkanäle des renalen Tubulus- und Sammelrohrsystems bestimmen die

Funktion der adulten Säugetierniere. Sie müssen mit der Entwicklung der

permanenten Niere (Metanephrogenese) erworben werden und können auch

entwicklungsspezifische Aufgaben haben. Ziel dieser Arbeit ist die erstmalige

systematische Beschreibung der Expression und entwicklungsspezifischen

Rolle von Ionenkanälen während der Metanephrogenese.

Methoden

Die ontogenetische mRNA-Expression der Kir K+-Kanal-Untereinheiten Kir6.1,

SUR2 und ROMK1-3 (Kir1.1a-c) wurde mittels RT-PCR von Primärkulturen im

Sammelrohrepithel quantifiziert, die ontogenetische Kir6.1- und ROMK-Protein-

Expression mittels Immunhistochemie in Sammelrohr- und Nephron-Epithelien

untersucht. Der Effekt von cAMP auf die ROMK-mRNA-Expression wurde gemes-

sen und der Einfluss von K+-Kanalmodulatoren auf das Wachstum von Nephron-

Kulturen in vitro und von HEK293 Nierenepithel-Zellen bestimmt. Ferner wurde die

ontogenetische mRNA-Expression des ENaC-Na+-Kanals und der Cl--Kanäle CFTR,

CLC-2 und ICLn mittels RT-PCR im Sammelrohrepithel quantifiziert. Alle Ex-

perimente wurden an Ratten oder Mäusen durchgeführt.

Ergebnisse

(i) Die mRNA der KNDP-(KATP)-Kanaluntereinheiten Kir6.1/SUR2 war in frühen Ureter-

knospen-Generationen (embryonaler Tag E14) hoch exprimiert und nach der

Geburt herunterreguliert. In gleicher Weise war Kir6.1-Protein im embryonalen Sam-

melrohrepithel und Nephron ubiquitär apolar exprimiert. Im Gegensatz hierzu war

Kir6.1 im adulten Nephron ausschließlich im Proximalen Tubulus nachweisbar

(apikal > basolateral). Die spezifische Aktivierung von KNDP-(KATP)-Kir6.1/SUR2-

Kanälen in Nephronkulturen und HEK293-Zellen steigerte die Zellproliferation, was

auf eine wachstumsregulierende Rolle der frühen Kir6.1/SUR2-Expression hinweist.
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Somit könnten zelluläre Entwicklungsprogramme der Niere die Wachstumsrate über

die Expression von K+-Kanälen regulieren.

(ii) Die mRNA des apikalen sekretorischen Sammelrohr-K+-Kanals ROMK2 (Kir1.1b)

war von Beginn der Entwicklung an in Ureterknospen/Sammelrohrepithelien

exprimiert und stieg während der Reifung des Kortikalen Sammelrohrs um den

Faktor 4 an (postnatale Tage P7-28). Diese Zunahme spiegelt den Erwerb der

adulten Na+-retinierenden Funktion des Sammelrohrepithels wider. Die Protein-

Expression von ROMK war in embryonalen Nierenepithelien ubiquitär und apolar

nachweisbar, jedoch postnatal auf die apikale Plasmamembran des aufsteigenden

Teils der Henle'schen Schleife und des Sammelrohrs beschränkt. Die ROMK-

mRNA-Expression in embryonalen Sammelrohrepithelien war durch cAMP stimu-

lierbar.

(iii) Während der frühen Genese des Sammelrohrsystems wurden die mRNAs der

Cl--Kanäle CFTR, CLC-2 und ICLn exprimiert, die sehr wahrscheinlich an der aus

Ureterknospen bekannten hohen fraktionellen Cl--Leitfähigkeit beteiligt sind.

Während der postnatalen Sammelrohrepithel-Reifung wurde die mRNA des

apikalen Na+-Kanals ENaC transkriptionell hochreguliert. So kann rechtzeitig die

NaCl-resorbierende Funktion der Niere des Neugeborenen sicher gestellt werden

(zusammen mit der Heraufregulation von ROMK).
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Kapitel 1
Einleitung

1.1 Pro- und Mesonephrogenese

Reptilien, Vögel und Säuger bilden während der Ontogenese drei Nierentypen: (i)

die Vorniere (Pronephros), (ii) die Urniere (Mesonephros) und (iii) die Nachniere

(Metanephros) (Langman 1985). Während sich Vor- und Urniere im Laufe der

Embryonalentwicklung wieder zurückbilden, persistiert das Metanephros als

endgültige Niere des adulten Organismus. Die Analyse der Ionenkanal-Expression

und  -Funktion während der Entwicklung des Metanephros (Metanephrogenese) ist

Gegenstand der hier vorgelegten Arbeit.

Fünf Wochen nach der Gestation sind im humanen Embryo alle drei Nierentypen

gleichzeitig anzutreffen (Abb. 1.1). Jeder Typus setzt sich aus der funktionellen

Grundeinheit des Nephrons zusammen. Nephrone sind epitheliale Tubuli, die

proximal ein kapillär abgepresstes Ultrafiltrat aufnehmen und dieses nach distal in

einen Ausführungsgang weiterleiten. Je nach Entwickungsgrad der Epithelien kann

die intratubuläre Flüssigkeit durch Reabsorption und Sekretion in ihrer Zusammen-

setzung  modifiziert werden.

(i)   Das rudimentäre Pronephros entsteht beim Menschen am 22. Tag beidseitig auf

mehreren Segmenten des zervikalen Mesoderms (Stuart und Nigam 2000)

(Abb. 1.1). Hier leitet je ein Vornierenkanälchen über einen Fimbrientrichter

Flüssiglkeit aus der intraembryonalen Zölomhöhle in einen gemeinsamen Ausfüh-

rungsgang (Vornierengang) (Abb. 1.2 A). In direkter Nachbarschaft des Fimbrien-

trichters wird durch einen aus der Aorta gespeisten Glomerulus Ultrafiltrat in die

intraembryonale Zölomhöhle sezerniert und über den Fimbrientrichter dem Nephron

zugeleitet. Im Menschen ist dieses System rudimentär angelegt und nicht

funktionsfähig. In Amphibienlarven und archaischen Fischen stellt es die endgültige

Nierenform dar.
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(ii) Während das Pronephros bereits wieder degeneriert, bildet sich ab dem 24. Tag

aus dem thorakalen Mesoderm das Mesonephros (Stuart und Nigam 2000). Pro

Segment entstehen mehrere Nephrone (Abb. 1.1), die nicht mehr über die

intraembryonale Zölomhöhle, sondern direkt durch die Glomeruli, als spezialisiertes

Nephrozoel, gespeist werden (Abb. 1.2 B), und distal in den Urnierengang

(Wolff’scher Gang) konfluieren, der aus der Kloake hervorgeht (Abb. 1.1). Im

Verlauf degeneriert die Anlage des Mesonephros wieder, wobei beim Mann einige

Nierenkanäle und Teile des Wolff’schen Ganges als Nebennieren und Duktus

Deferens (Samenleiter) bestehen bleiben. In Knochenfischen ist das Mesonephros

als endgültige Niere realisiert.

Abb. 1.1 – Die drei Nierenanlagen im Überblick.  Skizze eines humanen Embryos in der
5. Woche. Gezeigt sind von kranial nach kaudal die Anlagen des (1) Pronephros (zu diesem
Zeitpunkt schon in Rückbildung), des (2) Mesonephros und des (3) Metanephros. Das
organbildende intermediäre Mesoderm, bzw. die daraus hervorgegangenen Epithelien sind
grau gerastert dargestellt. Der Wolff’sche Gang (schwarz dargestellt) bildet sich thorakal aus
dem Urnierengang und ist mit der Kloake verbunden. Bei der Bildung des Metanephros
sprießt aus dem Wolff’schen Gang die Ureterknospe in das metanephrische Mesenchym ein
(3). Abbildung nach Langman (1997).
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Abb. 1.2 – Filtrationsapparat und Nephron von Pro- und Mesonephros. A: Skizze eines
humanen Embryos am 22. Tag (Querschnitt; zervikales Segment). Aus der paarig
angeordneten Aorta (hier einseitig dargestellt) wird über einen Glomerulus ein Ultrafiltrat in
die intraembryonale Zölomhöhle abgegeben, das über einen Sog in den Fimbrientrichter des
Vornierenkanälchens (grau dargestellt) eingesaugt und in den Vornierengang geleitet wird.
B: Skizze eines humanen Embryos am 28. Tag (Querschnitt; zervikales Segment). Aus der
paarig angeordneten Aorta (hier einseitig dargestellt) wird über ein spezialsiertes
Nephrozoel, den Glomerulus, ein Ultrafiltrat direkt in das Nephron der Urniere (grau
dargestellt) abgegeben und über den Urnierengang in die Kloake drainiert. Die
Bowman’sche Kapsel des proximalen Nephrons begrenzt das Nephrozoel. Abbildung nach
Langman (1997).
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1.2 Metanephrogenese

Reptilien, Vögeln und Säugern ist als permanente Niere das Metanephros gemein.

Es entsteht beim Menschen am Ende der 4. Woche (Ratte embyronaler (E) Tag 12)

durch Aussprossung der Ureterknospe (UB) aus dem Wolff’schen Gang in das

kaudal der Urniere gelegene metanephrogene Mesenchym (Abb. 1.1). In der Folge

bildet sich durch Wachstum und dichotome Verzweigungsmorphogenese der

Ureterknospe das Sammelrohrsystem der Niere (Saxén 1987).  Abb. 1.3 zeigt eine

native Ureterknospe der Ratte am Tag E16.

Wie in Abb. 1.4 A skizziert, entwickeln sich parallell zum Sammelrohrsystem aus

dem metanephrogenen Mesenchym die Nephrone. Diese bilden proximal einen

Glomerulus mit Anschluss and die vaskuläre Versorgung. Sie fusionieren distal mit

dem Sammelrohrsystem. Abb. 1.4 B zeigt schematisch ein adultes Nephron mit

den einzelnen Segmenten und dem abführenden Sammelrohr. Die internationale

Nomenklatur ist angegeben. Zusätzlich besteht eine vaskuläre Versorgung mit

arteriellem Zu- und venösem Abfluss entlang des Tubulussystems (nicht gezeigt).

Abb. 1.3 – Subkapsuläre Zone einer Rattenniere (E16) in der Lichtmikroskopie. Ge-
zeigt sind zwei aus einer dichotomen Sammelrohr-Teilung hervorgegangene Ureterknospen
(UB). Diesen liegt kranzförmig das mesenchymale Blastem an, aus dem sich durch
mesenchymal-epitheliale Transformation das Nephronepithel bildet. Links ist eine so
entstandene Nephron-Anlage (NA) im Vesikel-Stadium erkennbar.
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Abb. 1.4 – Skizze der Metanephrogenese und Anatomie des adulten Nephrons mit
Sammelrohr. Schwarz: Ureterknospen (UB) und Sammelrohre. Grau: Nephronanlagen und
adultes Nephronepithel. A: Schematische Zusammenfassung der dichotomen Verzweigungs-
morphogenese des Sammelrohrepithels nach Einwanderung der Ureterknospe in das

metanephrogene Mesenchym. Gezeigt sind: (a)Mensch Tag 28/ Ratte Tag 12.5; (b)Ratte Tag
15; (c)Ratte Tag 18. B: Anatomie des adulten Nephrons (nach Kriz und Bankir 1988). Das
Verbindungs-Segment (engl. connecting tubule/CNT) weist Zelltypen des distalen Tubulus
contortus (DCT) und des Kortikalen Sammelrohrs (CCD) auf. Im Kortikalen Sammelrohr
liegen neben dem Hauptzelltyp auch 30% Schaltzellen (engl. intercalated cells) vor.
Funktionen der einzelnen Tubulus- und Sammelrohrsegmente siehe Kapitel 1.4.
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Beim Menschen bilden sich ca. 1 Million Nephrone pro Niere. Diese sind ab dem 5.

Gestations-Monat funktionsfähig und drainieren den Urin über die Sammlerohre in

die Papillengänge, welche in ~8-10 Nierenkelche münden (Langman 1985). Ab

diesem Zeitpunkt sezerniert der Fötus Urin in die Amnionhöhle, welcher oral wieder

aufgenommen wird. Harnpflichtige Substanzen müssen daher über plazentären

Rückfluss eliminiert werden. Die adulte Transport- und Konzentrierungskapazität

wird im Alter von 18 Monaten erreicht.

In der Ratte beginnt die Entwicklung des Metanephros ab dem embryonalen Tag

E12. Die letzte Nephrongeneration findet am postnatalen Tag P7 Anschluss an das

Sammelrohr. Es folgt die weitere postnatale Reifung (4-8  Wochen), die sich durch

Längenwachstum der Nephrone und Sammelrohre (Saxén 1987) und den Erwerb

renaler Transporter und Transporte auszeichnet (Horster 2000, Satlin 1994, Schmitt

et al. 1999).

1.2.1 Nephron-Genese

Die Entwicklung des Nephrons aus dem Mesenchym erfolgt duch mesenchymal-

epitheliale Transformation (MET). Hierbei induzieren sich die aussprossende

Ureterknospe und das sie umgebende Mesenchym (metanephrogenes Blastem)

gegenseitig (Horster et al. 1997, Horster et al. 1999, Quiao et al. 1995). Diese

reziproke Induktion bedingt die dichotome Verzweigungs-Morphogenese des

Sammelrohrepithels und die Differenzierung des induzierten Mesenchyms zum

Nephron. Dieser Prozess läuft in der sog. Nephrogenen Zone ab. Hierbei lassen

sich mehrere morphologische Stadien unterscheiden (Saxén 1987) (zusam-

mengefasst in Abb. 1.5).  – Einzelheiten über das Signaling zwischen UB und

Mesenchym und über die beteiligten Transkriptionsfaktoren siehe Horster et al.

(1999), Stuart und Nigam (2000).

Während der mesenchymal-epithelialen Transformation (MET) wird der epitheliale

Phänotyp erworben, der sich insbesondere durch die apiko-basolaterale

Polarisierung auszeichnet. Im Rahmen von MET werden mesenchymale Marker-
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Moleküle herunterreguliert (z.B. Vimentin, Kollagen I und III), und gleichzeitig epi-

theliale Marker erworben (z.B. E-cadherin, Integrin-α6, Zytokeratin, Kollagen IV,

Laminin A) (Horster et al. 1999, Stuart und Nigam 2000) (Abb. 1.6).

Abb. 1.5 – Morphologische Stadien der Nephron-Entwicklung. Hell: Nephronanlagen
und Neprhonepithel. Dunkel: Ureterknospen (UB) und Sammelrohr.  A: UB umgeben von
metanephrogenem Mesenchym. B: Induktion und mesenchymal-epitheliale Transformation
des metanephrogenen Mesenchyms (Stadium der mesenchymalen Kondensation). C:
Vesikel-Stadium der Nephronanlage. D: Komma-förmiger Körper. E: ‘S-förmiger Körper.
rechts: die nächste UB-Generation induziert parallel neue Nephron-Anlagen. F: Links:
Anastomosen-Bildung zwischen S-förmigem Körper und UB. Der UB-abgewandte Pol des
S-förmigen Körpers erfährt weiteres Längenwachstum und bildet die spätere Bowman‘sche
Kapsel. Dabei entstehen (siehe Stern) durch Vaskulogenese die Blutgefäße des zukünftigen
Glomerulus (siehe Barry et al. 1998). Die glomerulären Gefäße finden dann Anschluss an
die einwachsende Blutversorgung (Angiogenese, siehe Saxén 1987, Simon et al. 1995). Die
adulten Tubulus-Segmente von Bowman’scher Kapsel bis einschließlich Distaler Tubulus
Contortus (DCT) und Teile des Verbindungs-Segments (connecting tubule / CNT) gehen aus
Anlagen des S-förmigen Körpers hervor (Schmitt et al. 1999). Das Sammelrohrepithel bildet
die Kortikalen- und Medullären Sammelrohre. (Saxén 1987).
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Abb. 1.6 – Skizze der MET-assoziierten Veränderungen der Genexpression. Die
Balkengröße kodiert den relativen Grad der Expression von mRNA oder Protein einiger
Extrazellulärer-Matrix-Proteine (ECM) und Zelladhäsions-Moleküke (CAM). Links ist das
mesenchymale und rechts das epitheliale Stadium gezeigt.

1.2.2 Mögliche Epithelfunktionen in der
Nephrogenese

Die Sammelrohr- und Nephronepithelien haben während ihrer Entwicklung mehrere

Aufgaben zu erfüllen: (1) Signaltransduktion, (2) Proliferation, (3) Differenzierung zu

polarisierten Epithelien, (4) Aufbau und Aufrechterhaltung eines tubulären Lumens,

(5) Erwerb adulter Transportproteine, die die Funktion der renalen Epithelzelle

definieren.
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Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war bekannt, dass das Epithel der Ureterknospe

nur unvollständig polarisiert ist (Minuth et al. 1987) und noch nicht die Morphologie

des Kortikalen Sammelrohrs mit Haupt-, A- und B- Schaltzellen aufweist (Aigner et

al. 1994, Evan et al. 1991, Lehtonen 1975). Wie die Übersicht in Abb. 1.7 zeigt,

lagen jedoch (bis auf erste Patch-clamp Untersuchungen an der Ureterknospe;

Huber und Horster 1996) keine Daten über die Ausstattung des Nierenepithels mit

Transportern und Ionenkanälen vor. Der zeitliche und räumliche Verlauf des

Erwerbs solcher Proteine war kaum untersucht. Mit dieser Arbeit soll die Frage

beantwortet werden, ob Ionenkanäle in entwicklungsrelevanten Zeitfenstern expri-

miert werden. Dies würde dann auf eine entwichlungsspezifische Funktion (siehe

oben) dieser Proteine deuten.

Ein Zusammenhang zwischen Ionenkanälen und Organentwicklung existiert z.B. bei

der dichotomen Verzweigungsmorphogenese des Bronchialsystems der Lunge.

Hier wird durch Cl--abhängige Flüssigkeitssekretion das Lumen der Bronchien

offengehalten und so die Größe des Bronchialbaumes determiniert (Souza et al.

1995). Ein Zusammenhang zwischen Zellwachstum und Ionenkanalktivität ist z.B.

für K+-Kanäle dokumentiert (Wonderlin und Strobl 1996, Malhi et al. 2000, Ashcroft

und Gribble 2000). Der teratogene Effekt von K+-Kanal-Aktivität-modifizerenden

Substanzen im Mausmodell spricht für eine mögliche Rolle von K+-Kanälen in der

Embryogenese (Smoak 1999).

Mutationen im Polycystin-1 oder -2 Gen verursachen die autosomal dominante poly-

zystische Nierenerkrankung (ADPCKD). Hierbei führt Flüssigkeitssekretion zur

Bildung epithelialer Nierenzysten (Somlo und Ehrlich 2001). Das Zystenepithel

exprimiert dauerhaft den (gegen Ende der Sammelrohr-Ontogenese herunter-

regulierten) Transkriptionsfaktor PAX-2 (Winyard et al. 1996) und weist einen den

frühen Entwicklungsstadien der renalen Epithelien ähnlichen, de-differenzierten

Phänotyp auf (u. a. apolare Expression der Na+-K+-ATPase; Barisoni et al. 1995).

Zystenepithelien exprimieren häufig Cystic fibrosis transmembrane conductance

regulator (CFTR) und H2O-Kanäle (Aquaporine) (Brill et al. 1996, Devuyst et al.

1996a), deren Aktivität mit der Größe der Zysten zu korrelieren scheint (Gattone et

al. 1999). Die Untersuchung der ontogenetischen Ionenkanalexpression renaler
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Epithelien könnte aus diesen Gründen eine Grundlage zum Verständnis des

Mechanismus dieser renalen Fehlbildungen darstellen. Auch könnten Erkenntnisse

über die Modalitäten der renalen Epitheldifferenzierung für das Verständnis von

Nephroblastomen (Defekt des WT-1-Tumorsuppressors) von Bedeutung sein, die

ebenfalls aus undifferenzierten renalen Epithelzellen bestehen (Dehbi et al. 1996).

Abb. 1.7 – Membraneigenschaften der Ureterknospenzelle. A: Während der Differenzie-
rung zu einem Zelltyp des reifen Sammelrohrepithels führt die Ureterknospen-Zelle ver-
schiedene induktive und morphogenetische Funktionen aus. B: Aufgrund dieser spezifisch-
embryonalen Funktionen sollte sich die Ionenkanal-Ausstattung von Ureterknospenzellen
deutlich von derjenigen vektoriell transportierender reifer Sammelrohrzellen unterscheiden.
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1.3 Untersuchte Ionenkanäle

Ionenkanäle sind porenformende Membranproteine, die Zellmembranen

Durchlässigkeit für Ionen verleihen (Übersichtsartikel: Hebert 1998). Im folgenden

werden die Ionenkanalsubtypen, deren Expression während der renalen

Ontogenese hier untersucht wurde, kurz vorgestellt.

1.3.1 K+-Kanäle der Kir-Superfamilie

In dieser Arbeit wurde die ontogenetische Expression von Mitgliedern der Kir-

Superfamilie der einwärtsgleichrichtenden (inwardly rectifying) K+-Kanäle untersucht

(Abb. 1.8). Kir-Kanäle werden teilweise oder ausschließich aus Multimeren der in

Abb. 1.8 genannten Untereinheiten gebildet.

Abb. 1.8 – Taxonomie der Kir-Superfamilie der einwärtsgleichrichtenden K+-Kanäle.
Umrahmt hervorgehoben sind Kir6.1 und ROMK (Kir1.1), deren Expression hier untersucht
wurde. Der Balken zeigt die genetische Distanz (in Prozent) zwischen den einzelnen
Proteinen an. Abbildung nach Nichols und Lopatin (1997). (Nicht gezeigt ist die Subfamilie
Kir7.1; Derst et al. 2001).
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Charakteristischerweise bilden vier Kir-Untereinheiten gleichen Typs gemeinsam

einen Kanal, wie z.B. im Fall von ROMK (Kir.1.1), dem apikalen K+-Kanal des

aufsteigenden Teils der Henle‘schen Schleife (TAL) und des Sammelrohrs der

adulten Niere (Xu et al. 1997) (Abb. 1.9). ROMK-Kanäle besitzen eine mittlere

Leitfähigkeit (~35 pS). Sie sind durch die Proteinkinase-A (PKA) aktivierbar und

durch sauren pH und ATP-hemmbar (Giebisch 1998).

Abb. 1.9 – Schema einer ROMK-Untereinheit in der Plasma-Membran. Gezeigt ist eine
von vier kanalbildenden Untereinheiten mit den zwei vermuteten Transmembrandomänen
M1, M2 und dem porenbildenden Segment H5. Die Bindungsstelle für ATP sowie die
Prosphorelierungsstellen der Proteinkinase-A (PKA) und C (PCK) sind markiert. Abbildung
adaptiert aus Giebisch (1998).

Im Gegensatz zu ROMK werden die sogenannten KATP-Kanäle heteromer aus vier

Kir6.x-Untereinheiten und vier Untereinheiten des Sulfonylharnstoffrezeptors (SURx;

Aguilar-Bryan et al. 1998, Dean et al. 2001) gebildet (Abb. 1.10). Kir6.x/SURx-

Kanäle sind teilweise ATP-hemmbar (= KATP-Kanäle) und werden in unterschied-

licher Kombination (Kir6.1 oder Kir6.2 mit SUR1 oder SUR2) in vielen Geweben

exprimiert (z.B. Pankreas, Herzmuskel, Gefäßmuskulatur; Ashcroft und Gribble

2000). Die pharmakologische Modulation der KATP-Kanal-Aktivität wird klinisch

genutzt, z.B. steigert die Kanal-Inhibition durch Sulfonylharnstoffe die Insulin-

sekretion des Pankreas. Der Kanalöffner Minoxidil wird gefäßdilatierend bei

arterieller Hypertonie und gegen Haarausfall eingesetzt (Ashcroft und Gribble 2000).
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Abb. 1.10 – Schema der KATP-Kanal-bildenden Untereinheiten SUR.x und Kir6.x.
Funktionelle KATP-Kanäle sind Hetero-Oktamere aus vier Kir6 und vier SUR Untereinheiten.
Der Sulfonylharnstoff-Rezeptor (SUR) verfügt über 13 Transmembrandomänen und gehört
zur Familie der ABC-Transporter, zu der auch der Cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (CFTR) und der Multi Drug Resistance Receptor (MDR) zählen.
Abbildung adaptiert aus Aguilar-Bryan et al. (1998).

Funktions-modifizierende Mutationen in Kir-Kanälen sind mit einer Reihe von

Krankheitsbildern assoziiert: der Funktionsverlust von ROMK führt klinisch zu einem

renalen Kaliumverlust-Alkalose-Syndrom (Bartter-Syndrom); der Ausfall von

pankreatischen Kir6.2-Untereinheiten führt zum Krankheitsbild der Persistenten

hyperinsulinämischen Hypoglykämie des Kindesalters (PHHI) (Abraham et al.

1999).

1.3.2 Der epitheliale Na+-Kanal (ENaC)

Der apikale Na+-Kanal der adulten Sammelrohr-Hauptzelle, ENaC, besteht aus den

drei homologen Untereinheiten α−, β−, γ−ENaC in der Stöchiometrie ‘α2-β-γ‘ (Firsov

et al. 1998) (Abb. 1.11). Der Aldosteron-abhängige Einbau von ENaC in die apikale

Plasmamembran dient der bedarfsabhängigen Regulation der Na+-Rückresorption

im Sammelrohr der adulten Niere (Alvarez de la Rosa et al. 2000).
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Abb. 1.11 – Schema der Untereinheiten des epithelialen Na+-Kanals ENaC. ENaC-

Kanäle liegen vermutlich als Hetero-Tetramere der Stöchiometrie ‘α2-β-γ‘ vor. Abbildung

adaptiert aus Hummler und Horrisberger (1999).

Für ENaC sind sowohl gain-of-function- als auch loss-of-function-Mutationen

beschrieben. Diese führen zur arteriellen Hypertonie mit Alkalose und Hypokaliämie

im Rahmen des sog. Liddle-Syndroms, bzw. zum heterogenen Krankheitsbild des

Pseudohypoaldosteronismus-Typ-1, der in schweren Fällen mit Hypotension, Hypo-

natriämie und Hyperkaliämie imponiert (Hummler und Horisberger 1999).

1.3.3 Die Cl--Kanäle CFTR, CLC-2 und ICLn

In Epithelzellen sind Cl--Kanäle häufig an der Zell-Volumenregulation beteiligt, –

eine Funktion, die auch besonders in Zellen mit hoher Teilungsrate von Bedeutung

ist (Lang et al. 1998, Lang et al. 1998a). Überdies ist eine Rolle der Cl--Sekretion bei

der Entwicklung des renalen Tubulussystems denkbar, wie dies von der

Ontogenese des Bronchialsystems bekannt ist (Souza et al. 1995). Daher wurden in

der vorliegenden Arbeit die Cl--Kanäle Cystic fibrosis transmembrane conductance

regulator (CFTR), CLC-2 und ICLn untersucht.

CFTR ist - wie der Sulfonylharnstoff Rezeptor (SUR) - ein Protein aus der Familie

der ABC-Transporter und weist eine zu SUR (Abb. 1.10) analoge Sekundärstruktur

auf (Sheppard und Welsh 1999). CFTR kann sowohl als Cl--Kanal als auch als ATP-

Kanal wirken und führt bei Mutationen mit Funktionsverlust zum Krankheitsbild der

Zystischen Fibrose, bei der Lungen-, Darm- und Pankreasfunktion durch eine erhöte
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Viskosität des Drüsensekrets gestört sind (Schwiebert et al. 1999). Adulte distale

Tubuli und Sammelrohre exprimieren CFTR (Wilson 1999).

CLC-2 (Abb. 1.12) ist ein Mitglied der Superfamilie der spannungsabhängigen Cl--

Kanäle (Jentsch et al. 1999) und wird ubiquitär sowie besonders hoch während der

Entwicklung des Bronchialepithels der Lunge exprimiert (Murray et al. 1995).

ICLn (Abb. 1.12) ist ein ubiquitär exprimiertes Protein, das entweder durch

Interaktion mit noch nicht identifizierten Partnern oder durch selbständige Bildung

eines Cl--Kanals eine Cl--Leitfähigkeit generiert, welche Charakteristika der

typischen schwellungsinduzierten Cl--Leitfähigkeiten aufweist (Fürst et al. 2000).

ICLn ist ferner für das zelluläre Überleben essentiell und interagiert mit Proteinen

der Zell-Zyklus-Regulation (Pu et al. 2000).

Abb. 1.12 – Skizze der Sekundärstruktur der Cl-- Kanaluntereinheiten CLC-2 und
ICLn. Die Familie der CLC-Kanäle umfasst derzeit 13 bekannte Mitglieder, die vermutlich
jeweils durch Dimerisierung einen Cl-- Kanal bilden (Jentsch et al. 1999). Die Funktion von
ICLn-Protein ist nicht endgültig geklärt – es handelt sich entweder um einen Regulator von
schwellungsaktivierten Cl--Kanälen oder um einen eigenständigen Cl--Kanal, der dann
vermutlich ein Dimer wäre (Fürst et al. 2000).
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1.4 Ionenkanal- und Transporterexpression der
adulten Niere

Mit der ontogenetischen Entwicklung müssen die Nierenepithelien die für die adulte

Funktion notwendigen Transportmechanismen für Wasser, Elektrolyte und Meta-

boliten ausbilden. Abb. 1.13 fasst schematisch die Lokalisation wichtiger reab-

sorptiver und sekretorischer Funktionen sowie wichtiger apikaler Ionenkanäle und

Transporter zusammen. Die Einteilung und Nomenklatur der einzelnen Tubulus-

segmente wurde in Kap. 1.2, Abb. 1.4 B eingeführt. Weitere Ausführungen über

das Funktionsprinzip der Niere und die Physiologie der Nephron- und Sammelrohr-

segmente siehe Rose und Rennke (1994) sowie Giebisch (1998).

Abb. 1.13 – Transportfunktionen, apikale Transporter und apikale Ionenekanäle der
adulten Niere. A: Funktionen der einzelnen Tubulusabschnitte. Reabsorbierte Ionen und
Metabolite sind umrahmt dargestellt, sezernierte Ionen ohne Rahmen. B: Lokalisation am
tubulären Transport beiteiligter Moleküle entlang des Tubulus. Abkürzungen: (SGLT)
sodium glucose transporter/Na+-Glukose-Cotransporter; (NaPi) Na+-Phosphat-Cotransporter;
(SUR2B) Sulfonylharnstoff-Rezeptor-2B; (NHE) Na+-H+-Austauscher; (BSC-1/NKCC2)
furosemidsensitiver-Na+-K+-2Cl—Cotransporter; (TSC) thiazidsenstiver-Na+-Cl+-Cotranspor-
ter; (AQP-1; AQP-2) Aquaporine / H2O-Kanäle. (Paillard 1997, Takata 1996, Werner et al.
1998, Kwon et al. 2001, Beesley et al. 1999, Hebert 1998a).
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1.5 Ziel und Hintergrund der Arbeit

Es war das Ziel dieser Arbeit, (i) die zeitliche und örtliche Expression von

Ionenkanälen während der ontogenetischen Entwicklung der Säugetierniere auf

Messenger-RNA und Proteinebene zu charakterisieren. Dazu wurde das

Expressionsmuster von Kandidatengenen in embryonalen und postnatalen Nieren-

epithelien von Ratte und Maus untersucht. (ii) Expressionsverläufe tragen zur

besseren Charakterisierung der einzelnen funktionellen Phasen der Nephrogenese

bei, z.B. sekretorisch, reabsorptiv, proliferativ, adulte Epithelfunktion. Dies gilt

insbesondere in Zusammenschau mit bestehenden anatomischen und funktionellen

(elektrophysiologischen) Daten. (iii) Im Anschluß können vermutete entwicklungs-

spezifische Funktionen direkt experimentell weiter überprüft werden.

Seit den morphologischen Studien von Huber vor fast 100 Jahren sind die

anatomischen Phasen der Ontogenese der permanenten Niere (Metanephro-

genese) im Säugetier einschließlich Mensch genauestens charakterisiert worden

(Huber 1905, Peter 1927, Osathanondh und Potter 1966, Osathanondh und Potter

1966a, Oliver 1968, Potter 1972, Dørup und Maunsbach 1982). Die

Induktionsexperimente von Grobstein (Grobstein  1953, Grobstein 1955, Grobstein

1956) markieren den Beginn der entwicklungsbiologischen Forschung auf dem

Gebiet der Niere. Bis heute sind zahlreiche Transkriptionsfaktoren und

Signalmoleküle identifiziert worden, deren Störung oder Fehlen zur

Dysmorphogenese der Niere führt (Horster et al. 1999, Stuart und Nigam 2000).

Gleichzeitig war jedoch zu Beginn der vorliegenden Arbeit nur sehr wenig über die

Membraneigenschaften und zellulären Transportfunktionen des sich entwickelnden

Nierenepithels bekannt. Elektrophysiologische Daten lagen nur über das

Sammelrohrepithel vor: aus embryonalen und postnatalen Ureterknospen (Huber

und Horster 1996) sowie über die postnatale Reifung des Sammelrohrs (Huber und

Horster 1996, Satlin und Palmer 1996, Satlin und Palmer 1997). An für

Transportfunktionen relevanten Molekülen waren nur CFTR und Aquaporine

nachgewiesen worden (Devuyst et al. 1996, Devuyst et al. 1996a).
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Es ist wahrscheinlich, dass in der Nephrogenese zelluläre Transportfunktionen –

ähnlich wie in der Lunge (Souza et al. 1995) – einen wichtigen morphogenetischen

Faktor darstellen. Sie sind potentielle Effektormoleküle von Transkriptionsfaktoren

und Signalmolekülen. Fehlregulationen von zellulären Transportmechanismen

können mit Organfehlbildungen der postnatalen Periode, z.B. den polyzystischen

Nierenerkrankungen assoziiert sein (Braun und Huber 2002, Wilson 1999).
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Kapitel 2
Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Hormone und Enzyme

3‘,-5‘-zyklisches Adenosin-Monophosphat  (Sigma, Deisenhofen)

Acrylamid (Biorad, München)

AEC-Chromogen (Biogenex, San Ramon, Cal., USA)

Agarose low-melting (Biozym, Oldendorf)

Agarose (Biozym, Oldendorf)

Aldosteron (Sigma, Deisenhofen)

Avidin-konjugierte Peroxidase (Biogenex, San Ramon, Cal., USA)

Biotin-Avidin-blocking Kit (Vector, Burlingame, Cal., USA)

Borsäure (Merck, Darmstadt)

Bromphenolblau (Sigma, Deisenhofen)

dNTP-mix (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (Promega, Freiburg)

DTT (Life Technologies, Eggenstein) 

Eisessig (Sigma, Deisenhofen)

Ethidiumbromid (Promega, Freiburg)

fetales Kälberserum (FCS) (Sigma, Deisenhofen)

flüssiger Stickstoff (Linde, Pullach)

Formaldehyd (Sigma, Deisenhofen)

Forskolin (Sigma, Deisenhofen)

Glibenclamid  (Sigma, Deisenhofen)

Glutamin (Sigma, Deisenhofen)

Glutaraldehyd (Sigma, Deisenhofen)

Glycerol (Merck, Darmstadt)

H2O2 (Merck, Darmstadt)
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HEPES (Sigma, Deisenhofen)

Humantransferrin (Sigma, Deisenhofen)

KCl (Sigma, Deisenhofen)

KH2PO4  (Sigma, Deisenhofen)

Magermilchpulver (handelsübliches Lebensmittel)

Methanol (Merck, Darmstadt)

MgCl2 (1.5 mM) (Sigma, Deisenhofen)

molekularer Größenmarker (pUC Mix) ® (MBI Fermentas, St.Leon-Rot)

Na+-Selenit (Sigma, Deisenhofen)

Na2HPO4-2H2O (Sigma, Deisenhofen)

NaCitrat (Sigma, Deisenhofen)

NaCl (Sigma, Deisenhofen)

NaHCO3 (Sigma, Deisenhofen)

Natriumdodecylsulfat (SDS) (Sigma, Deisenhofen)

NBT/BCIP-Substrat  (Sigma, Deisenhofen)

Nitrozellulose-Membranen (Schleicher, Dassel)

oligo (dT)12-18  (Promega, Freiburg)

Paraffin (Roth, Karslruhe)

Penicillin (Sigma, Deisenhofen)

Pinacidil (Sigma, Deisenhofen)

Rerverse Transkriptase SuperScript II® (Life Technologies, Eggenstein)

Rinder-Hypophysenextrakt (BPE) (Sigma, Deisenhofen)

Rinderserumalbumin (BSA) (Sigma, Deisenhofen)

RNAsin (Promega, Freiburg)

Rotihistol® (Roth, Karslruhe)

Streptomycin (Sigma, Deisenhofen)

Taq-Polymerase® (Sigma, Deisenhofen)

TEMED (Biorad, München)

Tri-Reagenz® (Sigma, Deisenhofen)

TRIS (Sigma, Deisenhofen)

Tris-HCl (Sigma, Deisenhofen)

Tween-20 (Sigma, Deisenhofen)

Vistragreen®  (Amersham, Braunschweig)
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2.1.2 Lösungen, Puffer und Medien

Agarose-Gel: Agarose (2%) in TBE-Puffer (siehe unten)

Low-melting-Agarose-Gel: Low-melting-Agarose (1.5%) in TBE-Puffer

(siehe unten)

DNA-Ladepuffer (6 x): (MBI-Fermentas, St.Leon-Rot)

Acrylamid-Gel (5%): Acrylamid und TEMED im Verhältnis 19:1, TBE-Puffer

(siehe unten)

DMEM-Medium: Dulbecco’s modified eagle medium

(GIBCO, Eggenstein)

Elektrophorese-Laufpuffer: TAE/Tris-Acetat-EDTA-Puffer (50 x):

242 g TRIS, 57.5 ml Eisessig, 100 ml EDTA 0.5 M (pH

8.0), add 1 liter H2O dest  

Karnovsky-Lösung: 5% Glutaraldehyd, 4% Formaldehyd, Na-Phosphat-

Puffer/pH 7.2 (Sigma, Deisenhofen), in wässriger

Lösung

Na-Citrat-Puffer: NaCitrat 10 mM in H2O 

Nephron-Kultur-Medium: Ham-F12-/ DMEM-Medien (beide GIBCO, Eggenstein)

gemischt 1:1,  NaHCO3 (1,75 g/l), Humantransferrin

(5µg/ml), Glutamin (0,02 mM), Na+-Selenit (5 x 10-8 M),

HEPES (10 mM), BPE (50 µg/ml), FCS (1 %),Penicillin

(100,000 IU/liter), Streptomycin (100 mg/liter)

PBS: phosphatgepufferte Salzlösung (Sigma, Deisenhofen):

135 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 3.2 mM, Na2HPO4-2H2O,

1.5 mM KH2PO4, pH 7.4
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PCR-Reaktionspuffer: (Sigma, Deisenhofen)

Peroxidase-Lösung: H2O2 (2%)-Lösung in Methanol

Phenol/Chloroform-Lösung pH 7.5: (Sigma, Deisenhofen)

Rerverse-Transkriptase-Puffer: (Life Technologies)

SDS-Puffer: Natriumdodecyl-Sulfat-Puffer:

 100 mM Tris-HCl, 200 mM Dithiothreitol/DTT,

4 %  Natriumdodecyl-sulfat/SDS, pH 6.8,

20 % Glycerol, 0.025 % Bromphenolblau

TBS-Puffer: Tris-gepufferte Salzlösung: 

50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 7.5

TBE-Puffer: Tris-Borat-EDTA-Puffer (10 x): 

540 g TRIS, 275 g Borsäure, 200 ml EDTA 0,5 M (pH

8.0), add 1 liter H2O

TTBS-Puffer: Tween-Tris-gepufferte Salzlösung:

0.1 M Tris-HCl, 0.15 M NaCl, 0.1 % Tween-20, pH 7.4

Western-Blot-blocking-Puffer: 10 % Magermilch in PBS 0.5 % Tween-20

2.1.3 Oligonukleotidprimer

Die verwendeten PCR-Oligonukleotidprimer (Tabelle 1) wurden mit Hilfe der online

Computer-Software ‘Primer 3‘ ausgewählt (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/

primer3.cgi) oder aus der Literatur übernommen und von Life Technologies, Paisley,

Schottland synthetisiert.

Tabelle 1 – Übersicht der verwendeten Oligonulkleotidprimer (Legende siehe Umseite).   �
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Primer Sequenz Prod.
In Bp

Genbank
#

Position Ann.-
Temp.

K+ -Kanäle

Kir6.1-I-
(Ratte)

S
AS

ATT GAT AAG CGT AGC CCC CT
CAG AGA ATT CTG GTG CGA CA

330 D42145 990-1319 54°C

Kir6.1-II-

(human)∗∗∗∗
S
AS

TGG CTG CTC TTC GCT ATC AT
TTT CTT GAC CAC CTG GAT GC

447 NM_004982 520-966 60°C

SUR2-I-
(Ratte)

S
AS

TGA AAA TAA CCT GAA GCC CG
CCT GGC AGA GAT TTG ACC AT

345 D83598 4221-4565 54°C

SUR2-II-
(human)

S
AS

ACA TTG CCT ACT TAT TTC TCTC
AGA GAT TTG ACC ATA TTC TTCA

685 NM_020297 3617-4301 60°C

ROMK1# S
AS

CAA TGC AAG TAA ATG TCA TT
GGC GCA CTG TTC TGT CAC AA

574 X72341 38-611 52°C

ROMK2 # S
AS

TTT ACC CCA GCA ATC CAT GA
Identisch mit ROMK1-AS

447 L29403 114-560 57°C

ROMK3 # S
AS

GGC AGT ACA GAC AAT GGT GT
GTA CCT CCA TTT CAG GTC CA

269 S78155 85-353 52°C

Rezeptor

V2R S
AS

GTC ACC TGG ATT GCC TTG AT
CCC AGC ATA GCA CGT AGA CA

238 Z22758 616-853 ∗∗∗∗∗∗∗∗ 62°C

Na+- und Cl- -Kanäle

α-EnaC S
AS

AAC TCT CTG CCG GCT ACT CA
CAT CTC CAC CAC AGA GAG CA

254 D42145 1616-1869 56°C

β-EnaC S
AS

CTG TGT CTT CCA GCC TGA CA
TGA CCC TAT GAA CCC CTC AG

313 X77932 1827-2139 56°C

γ-EnaC S
AS

CAG TTG GTT GCT GAC CTC AA
AGG CTG GTG TTT GTT ATG CC

300 X77933 2476-2775 56°C

CFTR S

AS

CGC AGG TTC TCA GTG GAC GAT
GCC
CCT CAA CCA GAA AAA CCA GCA
CGC

607
462

M89906 556-1162 62°C

CLC-2 S
AS

CAA GCC TCC AGG AAG GTA C
TCC CAA TGA GTC TGC CAA TG

372
309

X64139 2306-2680 56°C

ICLN S
AS

ATG TCA TGG TGA ATG CCA GA
TAA TCT CTC CAG CGT GGC TT

326 D17698 259-584 56°C

Housekeeper

β-Aktin-I-
(Ratte) §

S

AS

AAC CGC GAG AAG ATG ACC
CAG ATC ATG TTT
AGC AGC CGT GGC CAT CTC TTG
CTC GAA GTC

351 X00351 384-834 56°C

β-Aktin-II-
(human) ¶

S
AS

GGA AAT CGT GCG TGA CAT T
TCT GCT GGA AGG TGG ACA G

446 XM_037235 691-1136 60°C
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Tabelle 1 – Übersicht der verwendeten Oligonulkleotidprimer.  Prod. = Länge des amplifizierten

PCR-Produkts. Ann.-Temp. = Annealing Temperatur. V2R = Vasopressin-Typ-2-Rezeptor.  ∗∗∗∗  Kir6.1-

II-(human) nach Huber et al. (2000). # ROMK1-3 nach Boim et al. (1995).  § β-Aktin-I-(Ratte) nach

Kretzler et al. (1996). ¶ β-Aktin-II-(human) nach Gamper et al. (2002). ∗∗∗∗∗∗∗∗  Position auf dem aus der
Genomsequenz abgeleiteten mRNA-Molekül. SUR2-Primer amplifizieren ein mRNA-Segment, das
allen bekannten SUR2-Splice-Varianten gemeinsam ist (siehe Diskussion Kap. 4.2.1).

2.1.4 Antikörper und Vektoren

Primäre Antikörper

Kir6.1-Antikörper: Gegen Ratte/Maus-Kir6.1, gezogen in Kaninchen (siehe Kap. 2.2.3.1)

(Prof. Veh, Anatomisches Institut der Charité, Berlin)

ROMK-Antikörper: Gegen Ratte/Maus-ROMK, gezogen im Kaninchen (s. Kap 2.2.3.2)

(Alomone Labs, Jerusalem, Israel)

Detektionsantikörper

Biotinylierter Anti-Kaninchen-IgG Antikörper: (Biogenex, San Ramon, Cal., USA)

Tamm-Horsfall-Protein-Antikörper: gegen Ratten-Tamm-Horsfall-Protein,

gezogen im Schaaf

(Biotrend, Köln)

Biotinylierter Anti-Schaaf-IgG Antikörper: gezogen im Kaninchen

(Rockland, Gilbertsville, Pa., USA)

Alkalische Phosphatase: Alkalische Phsophatase, konjugiert an

Anti-Kaninchen-IgG, gezogen in der

Ziege  (Vector, Burlingame, Cal., USA)
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Expressionsvektoren

Dihydrofolat-Reduktase (DHFR) (Qiagen, Düsseldorf)

Glutathion-S-Transferase (GST) (Pharmacia Biotech, Schweden)

pScreen 1b (Novagene, Madison, Wis., USA)

2.1.5 Zelluläres Material und Tiere

HEK293-Zellen (Prof. F. Lang, Tübingen)

Kaninchen, New Zealand white rabbit (Prof. R. Veh, Berlin)

Mäuse, Stamm CD-1 (Charles River, Braunschweig)

Ratten, Stamm Sprague-Dawley (Charles River, Braunschweig)

Rattenschwanz-Kollagen-Matrix (Eigenpräparation)

2.1.6 Geräte, Software und Sonsitges

Geräte und Software

Automat für medizinische

Routine-Histologie (Ludwig-Kators, München)

ELISA-Leser (Beckton Dickinson, Heidelberg)

FACS-Analysegerät, Calibur (Beckton Dickinson, Heidelberg)

Gelkammern Protean Mini® (Biorad, München)

ImageQuant®-Software (Molecular Dynamics, Krefeld)   

Klingen-Mikrotom (Leitz, Wetzlar)

Kühlzentrifuge (Eppendorf, Hamburg)

Kunstlichtfilmen Kodak T-160 (Kodak, Stuttgart)

Lichtmikroskop Zeiss DM-1 (Carl Zeiss, Oberkochen)
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Mikrorührstab (Ultra Turrax) (Schubert Laborbedarf, Schwandorf)

Spannungsquelle für Elektrophorese (Biorad, München)

Statistikprogramm InStat (Graph Pad, San Diego, Cal., USA)

Statistikprogramm Origin (Microcal, Northampton, Mass., USA)

Storm 840 Fluophosphor Imager (Molecular Dynamics, Krefeld)

Tabellenkalkulation Excel (Microsoft)

Thermocycler (DNA Engine PTC 200) (MJ-Research, Biozym, Oldendorf)

Tischzentrifuge (Eppendorf, Hamburg)

Ultraschellzerkleinerer (Supersonic) (Schubert Laborbedarf, Schwandorf)

UV-Lichtquelle zur Visualisierung (handelsüblich)

von DNA-Banden

Sonstiges

Deckgläser (Schubert Laborbedarf, Schwandorf)

DNA-Purifikations-Säule (Quiagen, Düsseldorf)

Silikon-beschichtete Objektträger (Schubert Laborbedarf, Schwandorf)

Zell-Kulturschalen (30 mm) (Nunc, Wiesbaden)
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Sammelrohrepithel-Monolayer-Primärkultur

Einführung

In dieser Arbeit wurde der zeitliche Verlauf der Expression von Ionenkanal-mRNA

im Sammelrohrsystem untersucht. Das verwendete Analysemodell ist in Abb. 2.1

zusammengefasst. Ureterknospen (UB) und Sammelrohrepithelien wurden aus

Rattennieren disseziert und zur Vermehrung des Ausgangsmaterials in Monolayer-

Primärkultur gebracht (A). RNA wurde isoliert und cDNA hergestellt (B). Die cDNA-

Ausgangsmengen verschiedener Entwicklungsstadien wurden durch wiederholte

PCR für den Housekeeper β-Aktin verglichen und mittels Verdünnung aneinander

angepasst (C). Mit vergleichbaren Proben wurden Ionenkanal-spezifische PCR-

Reaktionen durchgeführt, quantifiziert und statistisch ausgewertet (D).
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Abb. 2.1 – Schema der Analyse der Ionenkanal mRNA-Expression in Ureterknospen
und Sammelrohrepithelien unterschiedlicher Entwicklungsstufen. A: Ureterknospen
(E14 bis P6) und Sammelrohrepithel (P7 bis P28) wurde aus Rattennieren disseziert und in
Monolayer-Primärkultur gebracht. B: Gesamt-RNA wurde isoliert und mRNA in cDNA
revers-transkribiert. C: cDNA-Ausgangsmengen verschiedener Entwicklungsstadien wurden

durch wiederholte PCR für den Housekeeper β-Aktin verglichen und mittels Verdünnung

aneinander angepasst. D: Mit vergleichbaren Proben wurden Ionenkanal-spezifische PCR
Reaktionen durchgeführt. Die erhaltenen Produktmengen wurden mittels Fluoreszenzmesung
der Gel-Banden quantifiziert und statistisch ausgewertet.
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Sammelrohrepithel-Monolayer-Primärkulturen

Wie in Abb. 2.2 schematisch dargestellt, wurden jeweils die äußersten (= jüngsten)

UB (E14-P6) inklusive ihrer Stämme, bzw. subkapsuläre Kortikale Sammelrohre

(P7-P28) aus Rattennieren disseziert und vom Mesenchym befreit. Nach der

Dissektion in PBS-Lösung wurden die Epithelien auf Kulturschalen (30 mm)

übertragen, in deren Mitte sich eine Rattenschwanz-Kollagen-Matrix (10 mm Durch-

messer, 10 µm Dicke) befand. 5-8 Tubuli mit aufgerissener basaler Zell-Lamina

wurden mit Hilfe einer Pinzette an die Matrix geheftet und Nephron-Kultur-Medium

(siehe Kap. 2.1.2) hinzugegeben. Auswachsende Zellen formten konfluente

Monolayer von 5 mm Durchmesser binnen 1-3 Tagen (E14-P6), bzw. 3-10 Tagen (>

P7). 24 h vor einer RNA-Präparation wurde das Nephron-Kultur-Medium durch ein

Medium ersetzt, welches 1 µM Aldosteronanstatt FCS enthielt. Abb. 2.3 zeigt

mikroskopische Aufnahmen eines dissezierten Ureterbaums und von

Sammelrohrepithel-Monolayer-Kulturen.

Abb. 2.2 – Präparation von Ratten-Sammelrohrepithel in Monolayer Primärkulturen.
Jeweils die äußersten (= jüngsten) Ureterknospen der Stadien E14 – P6 wurden (inklusive
ihrer Stämme bis zur vorangegangenen Teilungsstelle) disseziert und auf eine Kollagen-
Matrix übertragen, um dort ein Monolayer auszubilden. In den Stadien P7-P28 wurden in
gleicher Weise die Zellen Kortikaler Sammelrohre in Kultur gebracht.
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nativer Ureterbaum

20µµµµm
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D

konfluenter Monolayer
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Explantation

C

auswachsendes UB-Epithel

3-10 Tage

Abb. 2.3 – Zellmorphologie der Monolayer-Primärkulturen. Lichtmikroskopische Auf-
nahmen. A: E17 Ureterbaum mit Ureterknospen direkt nach der Dissektion. B: Aus einer
explantierten Ureterknospe auswachsendes Ureterknospen-Sammelrohrepithel. C: Bildung
eines konfluenten Monolayers.

Konfluente Zell-Monolayer der embryonalen, perinatalen und postnatelen Stadien

bis P21 wiesen durchgehend eine Hauptzell ähnliche Morphologie (Tisher und

Madsen 2000) auf (Huber und Horster 1996) (Abb. 2.4). In vivo enthalten adulte

Kortikale Sammelrohre neben Hauptzellen auch bis zu 30% Schaltzellen (engl.

intercalated cells; siehe Kap. 1.4). Schaltzellen wurden in keinem Stadium der

Sammelrohrepithel-Monolayer-Primärkulturen bei P21 beobachtet (Huber und

Horster 1996). Kulturen der Stadien P21-P28 wiesen zu einem geringen

Prozentsatz Zellen vom Schaltzelltyp auf (Huber und Horster 1996).
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Abb. 2.4 – Apikale Oberflächenmorphologie von Monolayer Primärkulturen. Raster-
Elektronenmikroskopische Aufnahmen. A: Ureterknospenepithel (P1) B: Kortikales
Sammelrohrepithel (P14). Kulturen der Stadien E17 (nicht gezeigt), P1 und P14 weisen stets
nur einen Zelltyp auf, der durch seinen leichten Mikrovillussaum und zentrale Zilien dem
Hauptzell-Typ des Kortikalen Sammelrohrs gleicht.

2.2.1.2 Forskolin-Stimulation von Sammelrohrepithel-
Primärkulturen

Um die ROMK-mRNA-Expression von Ureterknospen-Epithel in Abhängigkeit von

intrazellulärem 3‘,-5‘-zyklischem Adenosin-Monophosphat (cAMP) zu untersuchen,

wurden E17 Monolayer-Primärkulturen wie folgt mit der cAMP-Spiegel-erhöhenden

Substanz Forskolin stimuliert: 24 h vor einer RNA-Isolation wurde Nephron-Kultur-

Medium durch ein Medium aus 10% FCS, 50 mg/ml BPE und 10 µM Forskolin

ersetzt. Es wurde kein Aldosteron zugesetzt. Als Kontrollen dienten E17 Kulturen,

die in Nephron-Kulturmedium ohne Forskolin kultiviert wurden.
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Die Effektivität der verwendeten Forskolin-Konzentration (10 mM) war in der

Literatur gezeigt worden: 10 µM Forskolin führen zu einer maximalen Herauf-

regulation der cAMP-abhängigen mRNA- und Protein-Expression von CFTR

(Breuer et al. 1992).

2.2.1.3 In vitro Nephrogenese-Modell,
Proliferationsassay

Ein Nephrogenese-in-vitro-Modell der Maus (Huber et al. 2000) wurde verwendet,

um den Effekt des spezifischen KATP-Kanalöffners Pinacidil (Ashcroft und Gribble

2000) auf das Wachstum von Nephron- und Sammelrohrepithel-Zellen zu unter-

suchen. In diesem Modell bilden auf Kulturschalen explantierte Ureterknospen und

adhärentes Mesenchym binnen 3er Tage Ureterknospen-Epithel-Monolayer, denen

Nephronanlagen aufliegen, die sich bis zum S-shaped Stadium entwickeln (Huber

et al. 2000) (Abb. 2.5).

In der hier vorgelegten Arbeit wurden Maus Ureterknospen-Strukturen disseziert

und ohne Abtrennung des adhärenten Mesenchyms  in Kulturschalen  auf eine

Rattenschwanz-Kollagen-Matrix explantiert, über Nacht in Nephron-Kultur-Medium

gehalten und am Folgetag mit 40-facher Vergrößerung fotografiert. Dieses Initial-

Stadium wurde als ‘0-Stunden‘ definiert. Danach wurden die Kulturen mit Medium

behandelt, das Pinacidil (100 µM) enthielt. Zur Wirkung von Pinacidil siehe

Diskussion Kap. 4.2.2. Eine gleiche Anzahl an Kontroll-Kulturen wurde mit

normalem Kulturmedium ohne Pinacidil weitergeführt. Nach 24 und 48 Stunden

wurden die Kulturen jeweis wieder mit gleicher Mikroskop-Einstellung an denselben

Stellen fotografiert. Die Größe jeder Kultur zum Zeitpunkt 0-, 24- und 48-Stunden

wurde in arbiträren Einheiten quantifiziert (Felder eines aus 35 Planquadraten

bestehen Gitternetzes, das unter die Diapostive der fotografierten Kulturen gelegt

wurde. Das Wachstum jeder Kultur zwischen 0 und 24 h und zwischen 0 und 48 h

wurde in % der initialen Größe (‘0-Stunden‘) angegeben. Die Behandlungsgruppen

(Pinacidil- und Kontrollgruppe) wurden statistisch ausgewertet (Mittelwerte ±
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Standardfehler/SE). Unterschiede zwischen Mittelwerten wurden mit mittels Welch-

Annäherung (Welch 1959) oder eines 2-seitigen unpaarigen t-Tests ermittelt (InStat-

Software).

Abb. 2.5 – Das in-vitro-Nephrogenese-Modell. A: Skizze der Gewebepräparation.
Ureterknospen mit adhärentem nephrogenem Blastem wurden aus Mausnieren (E14)

disseziert, auf eine Mauskollagenmatrix explantiert und für 3-4 Tage in Kultur gehalten. B-
D: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Nephron-Entwicklung in vitro. Das der
Ureterknospe (ub) aufliegende nephrogene Blastem durchläuft die Stadien des kondensierten
Mesenchyms (cm), des kommaförmigen Körpers (cb) bis hin zum S-förmigen Körper (sb).
E-H: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der in A-D gezeigten Strukturen. I: Schema
der ablaufenden Entwicklungsschritte in vitro. Ganz links eine explantierte Ureterknospe
(ub) mit aufliegendem mesenchymalem Blastem (b) von welchem ein Teil zur Nephron-
Genese induziert wird und kondensiertes Mesenchym bildet (cm). Vom Ureterbaum
ausgehende Ureterknospen-Epithelien (ub) proliferieren und bilden schließlich einen
Monolayer (ganz rechts). Dem Ureterepithel aufliegend bilden sich aus dem kondensierten
Mesenchym die Nephron-Stadien Aggregat (a), kommaförmiger Körper (cb) und S-förmiger

Körper (sb). Balken = 10 µm. Abbildung aus: Huber et al. 2000.
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2.2.1.4 HEK293-Zellkultur, Proliferationsassay

HEK293-Zellen (200.000 Zellen pro Kulturschale) wurden für 24 Stunden bei 37°C

und 5% CO2 auf 3,5 cm-Kulturschalen in DMEM-Medium + 10% FCS kultiviert. An-

schließend wurde eine Zellpopulation mit PBS gewaschen und mittels Fluoreszenz-

Aktiviertem-Cell-Sorting (FACS) quantifiziert und dann statistisch ausgewertet, um

die “Ausgangszellzahl” zu definieren. Die andere Zellpopulation wurde für weitere

24 h in serumfreiem Medium kultiviert, wobei nichts (Kontrollen), Pinacidil (1, 10,

100 µM) oder Pinacidil (10 µM) plus Glibenclamid (3 µM) zugegeben wurde. Im An-

schluß wurde die Zellzahl per FACS quantifiziert und statistisch ausgewertet. Daten

sind in Mittelwerten ± Standardfehler (SE). Die statistische Signifikanz zwischen

unterschiedlichen Behandlungsgruppen wurde per t-Test ermittelt (InStat-Software).   

2.2.2 Nukleinsäure-Techniken

2.2.2.1 RNA-Präparation und Reverse Transkription

Gesamt-RNA (1-2 µg) aus 6-18 konfluenten Monolayer-Kulturen oder aus HEK293-

Zellkulturen wurde nach der Methode von Chomczynski und Sacchi (1987)  mit Tri-

Reagenz® doppel-extrahiert und anschließend revers-transkribiert. Der Reaktions-

Ansatz bestand aus zwei Komponenten:

A: 9 µl H2O

1 µl DTT

0.5 µl RNAsin

0.5µl (1 µg /µl) oligo (dT)12-18

B: 4 µl H2O

0.4 µl dNTP-mix (je 25 mM)

0.5 µl Rerverse Transkriptase: SuperScript II®

4 µl Puffer
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Die getrocknete RNA wurde in Ansatz A für 5 min bei 65° C gelöst und nach

Zugabe von Ansatz B für 50 min bei 42° C revers-transkribiert. Produkt dieser

Reaktion sind DNA Moleküle, die zur Sequenz der eingesetzten mRNA-Moleküle

komplementär sind (cDNA). Im Anschluss hieran wurde die erhaltene cDNA

gereinigt (siehe Kap. 2.2.2.2) und in 20-40 µl H20 wieder aufgelöst, um mittels PCR

analysiert zu werden (siehe Kap. 2.2.2.3).

Zur Präparation von PCR-Positiv-Kontrollen wurden adulte Rattennieren in

flüssigem Stickstoff schockgefroren, Stücke von 1/20 bis 1/5 der Nieren-Größe mit

Hilfe eines Mikrorührstabes und eines Ultraschall-Zerkleinerers in Tri-Reagenz®

gelöst und wie oben beschrieben weiterprozessiert.

2.2.2.2 DNA-Extraktion

Zu wässriger DNA oder cDNA-Lösung wurde ein gleiches Volumen an

Phenol/Chloroform-Lösung (pH 7.5, Sigma) gegeben, die Phasen vermischt und in

einer Tischzentrifuge wieder getrennt. Die DNA-haltige obere wässrige Phase

wurde abgenommen und 1/10 des Volumens an Natriumacetat (3 mol/l, pH 5.3) und

das 2,5-fache des Volumens an Ethanol 100 % zugegeben. Nach Fällung der DNA

(-20° C; 1 h) wurde die Probe zentrifugiert (12.000 g; 4° C, 15 min), das Präzipitat

mit Ethanol 70 % gewaschen, getrocknet und in H20 (20-40 µl) aufgenommen.

2.2.2.3 PCR  (Polymerase-Kettenreaktion)

1 µl cDNA-Lösung wurde in einem 25 µl PCR-Ansatz in einem Thermocycler

amplifiziert. PCR-Ansatz und Reaktions-Protokoll waren folgendermaßen aufge-

baut:
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PCR-Ansatz: dNTPs (jeweils 50 µM)

Primer (je 100 nM; 200 nM für ROMK1, ROMK3, V2R;
300 nM für Kir6.1-II und SUR2-II)

1.5 mM MgCl2

PCR-Reaktionspuffer

0.625 U Taq-Polymerase®

Reaktions-Protokoll: 3 min  initiale Denaturierung bei 94°C

30 x  (35 x für CFTR, V2R, Kir6.1-II und SUR2-II):

[ 45 sec   Denaturierung bei 94°C;
      1 min   Annealing bei x°C (siehe Kapitel 2.1.3);
      1 min   Extension bei 72°C  ] ;

7 min  finale Extension bei 72°C

Die verwendeten Primer einschließlich Annealing Temperatur sind in Kapitel 2.1.3

beschrieben. Für die RT-PCR aus HEK293-Zellen wurden die Primer Kir6.1-II und

SUR2-II eingesetzt. Diese waren höher konzentriert als die Kir6.1- und SUR2-

Primer für die Analyse von Sammelrohrepithel-Monolayer-Primärkulturen, für die

Analyse von HEK293-Zellen wurden 35 anstatt 30 Zyklen gefahren. PCR-Proben, in

die RNA oder Wasser als Matrize eingesetzt wurde, wurden mit jedem PCR-

Durchgang als sogenannte ‘RT-minus‘ und ‘H2O-Kontrolle‘ mitgeführt und waren

stets negativ. Bei jedem PCR-Durchgang wurde auch eine Probe adulter Nieren-

cDNA als Positiv-Kontrolle mitgeführt.

2.2.2.4 Gel-Elektrophorese

Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (PAGE)

Die RT-PCR-Produkte aus Sammelrohrepithel-Monolayer-Primärkulturen wurden

auf ein nicht-denaturierendes 5%-iges Polyacrylamid-Gel (siehe Kap. 2.1.2) auf-

getragen. 12 µl jeder PCR-Reaktion sowie ein molekularer Größenmarker (pUC-
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Mix®) wurden bei 120 V Spannung in einer horizontalen Gelkammer (Biorad)

aufgetrennt, mit Vistragreen  gefärbt, in einem Storm 840 Fluophosphor Imager

eingescannt und als Computerausdruck visualisiert. Die Fluoreszenz-Intensität der

gescannten spezifischen Banden wurde mittels ImageQuant-Software  in einem

Apple Power-Macintosh quantifiziert und in absoluten Werten in das Tabellen-

kalkulationsprogramm Excel  übertragen.

Agarose-Gel-Elektrophorese

Die RT-PCR-Produkte aus HEK293-Zellen wurden auf ein 2%-iges Agarose-Gel

aufgetragen (25 µl) und bei 60 V Spannung in einer vertikalen Gelkammer (Biozym)

aufgetrennt. Die Färbung und Visualisierung der spezifischen Banden erfolgte mit

Ethidiumbromid und einer UV-Lichtquelle.

Die erhaltenen DNA-Banden auf einem Gel entsprachen spezifischen PCR-

Produkten, deren Länge anhand des molekularen Größenmarkers bestimmt wurde.

Das Auftreten eines PCR-Produkts in der vorausberechneten Länge weist stark auf

seine Spezifität hin (Mullis 1990). Zuätzlich wurde die Spezifität jedes verwendeten

Primer-Paares mindestens einmal mittels Sequenzierung (siehe unten) demon-

striert.

2.2.2.5 Sequenzierung von PCR-Produkten

Um die Spezifität aller verwendeten Primer-Paare zu zeigen, wurden PCR-Produkte

nach der Methode der direkten Sequenzierung  sequenziert (Phear et al. 1994).

Diese stellt eine Kombination der Methode von Sanger (Sanger et al. 1977) mit

einem PCR-Verfahren dar. Hierzu wurde ein PCR-Ansatz nach Ablauf der PCR-

Reaktion über eine DNA-Purifikations-Säule (Quiagen) aufgereinigt und die DNA

(> 100 ng) an ein kommerzielles Sequenzierungsinstitut weitergegeben. Dort wurde

eine enzymatische DNA-Replikation durch fluoreszierende 2‘-3‘ di-desoxy-DNA-
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Analoga der jeweiligen Nukleotide kontrolliert unterbrochen, die erhaltenen Produkte

auf einem Gel aufgetrennt und durch einen Leseautomaten ausgewertet.

Die durch alternatives Splicing  hervorgerufenen Doppelbanden bei CFTR- und

CLC-2-PCR-Reaktionen wurden zur Sequenzierung wie folgt präpariert: PCR-

Proben wurden in low-melting Agarose-Gelen nach Angaben des Herstellers

aufgetrennt, mit Ethidiumbromid unter UV-Licht visualisiert, die Banden einzeln mit

einer Rasierklinge ausgeschnitten, die DNA aus der Agarose nach Angaben des

Herstellers eluiert, in einer DNA-Purifikations-Säule (Quiagen) aufgereinigt und

sequenziert.

2.2.2.6 Quantifizierung von PCR-Produkten

Es wurden mehrerere Serien von cDNA-Präparationen mit anschließender PCR-

Analyse durchgeführt. Jede Serie enthielt 5-10 Proben aus verschiedenen

embryonalen und postnatalen Stadien (bzw. jeweils 2-4 Proben aus Forskolin-

stimulierten E17 Kulturen und deren Kontrollen), deren cDNA Konzentration mit

Hilfe des β-Aktin PCR-Produkts einander angeglichen wurden (schematisch

zusammengefasst in Abb. 2.1). Der maximale erlaubte Konzentrationsunterschied

zwischen Proben einer Serie betrug Faktor 1.5. Die β-Aktin-spezifischen PCR-

Reaktionen wurden mit 1/1.000 oder 1/10.000-fach verdünnter cDNA durchgeführt,

so dass sie eine lineare, nicht-sättigende Kinetik zeigten (Abb. 2.6).

Dann wurden ebenfalls nicht-sättigende Ionenkanal- und Vasopressin-Rezeptor-

spezifische PCR-Reaktionen mit den Proben einer angeglichenen Serie durch-

geführt (cDNA-Verdünnungen von 1:1 bis 1:50). Die Produktmengen wurden

quantifiziert, sowie durch den Wert des zugehörigen β-Aktin-PCR-Produkts und

durch den Wert des höchsten Ionenkanal- und Rezeptor-spezifischen PCR-Pro-

dukts einer Serie dividiert (z.B. E14-17 für Kir6.1 und SUR2; P21-28 für ROMK2).

Bei Forskolin-Stimulations-Experimenten und deren Kontrollen wurde durch den

höchsten ‘Forskolin’-Wert dividiert.   
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Die so erhaltenen relativen Werte der Ionenkanal-mRNA-Expression ermöglichten

den Vergleich der einzelnen cDNA Präparatinons-Serien miteinander und die

statistische Auswertung. Daten wurden als Mittelwerte ± Standardfehler (SE)

angegeben und die Signifikanz ihrer Unterschiede mit Hilfe eines Statistik-Compu-

terprogramms (InStat und Origin) analysiert: Für Kir6.1, ROMK2, SUR2: (i) ANOVA

und (ii) zweiseitiger unpaariger t-Test oder Welch-Annäherung (Welch 1959). Für α-

ENaC zweiseitiger Mann-Whitney-Test.

Abb. 2.6 – ββββ-Aktin-Normalisierung der cDNA. A: Die cDNA-Konzentration der
verschiedenen Proben einer Serie wurde solange durch Verdünnung aneinander angepasst,

bis die Amplifikation eines β-Aktin-Fragments in den sequentiellen Verdünnungen aller

Proben einer Versuchsserie vergleichbare PCR-Produkt-Mengen ergab. B: Es wurden die
Verdünnungs-Stufen 1:100, 1:1.000, 1:10.000, 1:20.000, und 1:50.000 hergestellt (gezeigt
sind 1:100, 1:1.000 und 1:10.000). Bei den Verdünnungen 1:1.000 und 1:10.000 war die
PCR-Produktmenge direkt proportional zur cDNA-Verdünnungs-Stufe.
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2.2.3 Protein-Techniken

Für Immunhistochemische Untersuchungen an prä-, peri- und postnatalen Ratten-

nieren wurden polyklonale Antikörper gegen K+-Kanal Untereinheiten verwendet.

2.2.3.1 Polyklonaler Kir6.1-Antikörper

Ein polyklonaler Kir6.1-Antikörper wurde von der Arbeitsgruppe Prof. Veh,

Anatomisches Institut der Charité, Berlin wie folgt hergestellt und charkaterisiert

(Thomzig et al. 2001, Skatchkov et al. 2001):

C-terminale Fragmente von Kir-Kanälen wurden in bakterielle Expressions-Vektoren

kloniert, in E. coli exprimiert und Fusionsproteine isoliert (nach Smith und Johnson

1988, Stüber et al. 1990): (1) Kir6.1 (Aminosäuren/AA 361-424)-Glutathion-S-

Transferase (GST); (2) Kir6.1 (AA 361-424)-pScreen 1b; (3) Kir6.2 (AA 343-390)-

GST; (4) Kir6.2 (AA 337-390)-Dihydrofolat-Reduktase (DHFR);  (5) Kir3.2 (AA 365-

425)-DHFR. Ein Kaninchen (New Zealand white rabbit; Alter 5 Monate) wurde mit

Kir6.1-GST immunisiert, und das gewonnene Serum mittels Kir6.1-pScreen

beschichtetem ELISA auf seine Spezifität getestet (nach Harlow und Lane 1988).

Screening des Serums auf Kreuzreaktivitäten (KR) mittels Kir6.2-DHFR und Kir3.2-

DHFR beschichtetem ELISA ergab keine KR gegen Kir3.2. Eine schwache KR

gegen Kir6.2 wurde durch schrittweise Adsorption an Kir6.2-Antigen-beschichtete

Nitrozellulosestreifen entfernt (nach Pitt et al. 1998). In einem letzten Schritt wurde

das Anitserum affinitätsgereineigt, wobei auf Nitrozellulose fixiertes Kir6.1-pScreen

Fusionsprotein als Antigen diente. Antiserum wurde bis zur weiteren Verwendung

bei -20° C aufbewahrt.

Rattenhirn gesamt-Homogenat und Kir6.1- und Kir6.2-Fusionsproteine wurden in

SDS-Puffer aufgelöst, erhitzt (5 min, 90° C) und mittels SDS-Polyacrylamid-Gel-

Elektrophorese (SDS-PAGE; 10% für Rattenhirn Gesamt-Homogenat; 12% für

Fusionsproteine) aufgetrennt und auf Nitrozellulose-Membranen geblottet. Die

Membranen wurden 1 h lang in Western-Blot-blocking-Puffer inkubiert und über
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Nacht bei 4° C mit Kir6.1-Antikörper inkubiert (Verdünnung 1:300 für Hirn-

Homogenat und 1: 50.000 für Kir6.x-Fusionsproteine in 10 % Magermilch in PBS

mit 0.5% Tween-20). Es folgte die Inkubation bei Raumtemperatur für 4 h mit an

Alkalische Phosphatase konjugiertem Ziegen Anti-Kaninchen IgG, 1:1000 verdünnt

in TTBS. Nach einem Waschschritt in TTBS wurde zur Detektion (NBT/BCIP)-

Substrat verwendet.

Wie in Abb. 2.7 gezeigt, detektierte der Kir6.1-Antikörper Fusionsproteine von

Kir6.1, jedoch nicht von Kir6.2. Der Western-Blot des Hirn-Homogenats zeigte eine

Bande bei 50 kD, dem Molekulargewicht von Kir6.1-Protein (Inagaki et al. 1995a).

Präadsorption des Antikörpers mit Kir6.1-Antigen ergab keine Banden. Diese Daten

belegen die Spezifität des in der Immunhistologie eingesetzten Kir6.1 Antikörpers.

Abb. 2.7 – Western-Blot-Charakterisierung des Kir6.1-Antikörpers  (Abb.: Prof. Veh,
Berlin). A: Die Fusionsproteine Kir6.1-pScreen (Bahn 1), Kir6.1-GST (Bahn 2), Kir6.2-
DHFR (Bahn 3) und Kir6.2-GST (Bahn 4) wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit
Kir6.1-Antikörper geblotted. Der Antikörper erkennt Kir6.1- jedoch nicht Kir6.2-Antigen.

B: Gesamt-Rattenhirn-Homogenat wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit Kir6.1-
Antikörper (links) und mit Antigen-präadsorbiertem Antikörper geblotted (rechts; keine
Bande). Der Antikörper detektierte eine Bande bei 50 kD, dem Molekulargewicht von
Kir6.1-Protein.
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2.2.3.2 Polyklonaler ROMK-Antikörper

Es wurde ein kommerziell erhältlicher polyklonaler ROMK-Antikörper verwendet

(APC-001 -  Alomone Labs, Jeruaslem, Israel; u.a. charakterisiert in Mennitt et al.

2000). Dieser ist gegen die ROMK-Isoformen 1-3 (Kir1.1a-c) gerichtet. Die Her-

stellung erfolgte durch Immunisierung von Kaninchen mit einem Fusionsprotein aus

den ROMK-Aminosäuren (AA) 342-391 und aus dem Schistosoma japonicum

Glutathion-S-Transferase-Protein (GST).

Wie in Abb 2.8 gezeigt, erkennt der Antikörper spezifisch ROMK(AA 342-391)-GST-

Fusionsprotein sowie eine zweite Bande exakt doppelter Größe, die vermutlich

einem Dimer entspricht (Mennitt et al. 2000). Die erwartete Größe des nativen

ROMK-Proteins liegt bei ~45 kD (Ho et al. 1993). Die Western-Blot-Analyse von

nativen Proteinen aus Ratten-Nieren-Membranfraktionen zeigt eine schwache

Bande bei ~45 kD sowie eine deutliche Bande bei ~80 kD (Abb. 2.8). In einer

weiteren Studie detektierte der Antikörper eine singuläre Bande bei ~45 kD (Mennitt

et al. 2000). Präinkubation des Antikörpers mit dem immunisierenden ROMK(AA

342-391)-GST-Fusioinsprotein (200 µg; für 2 h) verhinderte die Detektion von

spezifischen Banden (Abb. 2.8). Dies lässt darauf schließen, dass die in der nativen

Protein-Präparation detektierten Banden mit dem ROMK-Peptid um Antikörper-

bindung konkurrieren, was für die ROMK-Spezifität des Antikörpers spricht.

Die Herkunft der 80 kD-Bande in den hier gezeigten Untersuchungen (Abb. 2.8) ist

wahrscheinlich auf Dimerisierung des ROMK-Proteins aus nativen Präparationen

zurückzuführen: 3 weiteren Studien mit Antikörpern gegen andere C-terminale

ROMK-Epitope (AA 252-391, AA 369-391, AA 360-391) zeigen bei nativen Protein-

Präparationen neben einer ~42-45 kD-Bande zusätzlich Banden bei ~80-90 kD,

~60-75 kD bzw. 77 kD (Xu et al. 1997, Mennitt et al. 1997/Mennitt et al. 2000,

Kohda et al. 1997). Immunhistologisch markieren alle Antikörper in diesen Studien

Epithelien im dicken aufsteigenden Teil der Henle’schen Schleife (TAL) und

Sammelrohr-Hauptzellen, was der erwarteten Lokalisation von ROMK-Protein

entspricht (Boim et al. 1995).
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Abb. 2.8 – Western-Blot-Charakterisierung des ROMK-Antikörpers (Abbildung: Dr.
G. Idelson, Alomone Labs, Jerusalem, Israel). Spur 1: Ratten-Nieren Membranprotein-
fraktion inkubiert mit ROMK-Antikörper, Banden bei ~80 kD (deutlich) und ~45 kD
(schwach). Spur 2: ROMK(AA 342-391)-GST-Fusionsprotein inkubiert mit ROMK-
Antikörper, Banden bei 33 kD (erwartete Größe des Fusionsproteins) und 66 kD. Spur 3:
Ratten-Nieren-Membranproteinfraktion inkubiert mit ROMK(AA 342-391)-Antigen-
präadsorbiertem-Antikörper, keine Detektion von Banden außer Artefakt durch
Verunreinigung mit ROMK(AA 342-391)-GST-Fusionsprotein bei 33 kD. Spur 4:
ROMK(AA 342-391)-GST-Fusionsprotein inkubiert mit Antigen-präadsorbiertem-ROMK-
Antikörper, keine 66kD-Bande und deutliche Reduktion der 33 kD-Bande.

2.2.3.3 Histologische Präparation von Nieren

Embryonale, perinatale und adulte Nieren von Wistar-Ratten wurden in 1:1 in H2O

verdünnter Karnovsky-Lösung fixiert:  E15 und E17 für 15 min;  P1, P5 und P7  für

30 min;  adult für 120 min. Es folgte die Einbettung in Paraffin durch einen

Automaten für humane Routine-Histologie. Das Gewebe wurde mit Hilfe eines

Klingen-Mikrotoms 2 µm dünn geschnitten, auf silikonbeschichtete Objektträger

übertragen und über Nacht bei 60°C getrocknet.
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2.2.2.4 Immunhistochemie

Die Entparaffinierung der Gewebeschnitte erfolgte in Rotihistol® für 10 min  und in

einer anschließenden absteigenden Alkoholreihe für je 3 min. Endogene Gewebs-

Peroxidase wurde blockiert (2% Lösung von H2O2 in Methanol; 15 min), die Schnitte

wurden in TBS gewaschen, für 10 min bei 1 bar autoklaviert (Citratlösung, 10 mM,

pH 6.5) und in TBS gewaschen (15 min). Potentiell unspezifische Antigene für das

Antikörper-Detektionssystem wurden für 10 min geblockt in 2% Ziegenserum in

PBS. In Schnitten der Stadien P5/P7 und adult wurde zusätzlich endogenes Biotin

mit Hilfe eines Biotin-Avidin-blocking-Kits blockiert, um falsch-positive Hintergrund-

färbung durch unspezifische Bindung von Avidin-konjugierter Peroxidase zu

vermeiden.

Nach kurzem Waschen in PBS erfolgte die Inkubation mit Anti-Kir6.1- (1:100-200 in

PBS, 1% Ziegenserum, 0.01% BSA) oder Anti-ROMK-Antikörper (1:60-100 in PBS,

2% Ziegenserum, 0.01% BSA) für 2 h in einer feuchten Kammer bei Raumtempe-

ratur. Für Negativ-Kontrollen wurden die histologischen Gewebsschnitte mit

Antikörper beschickt, der zuvor über Nacht mit dem immunisierenden Antigen co-

inkubiert worden war: Kir6.1: 2 µg Kir6.1-Antigen / µl unverdünntes Kir6.1-Anti-

serum. ROMK: 8 µg ROMK-Antigen / µg ROMK-Antikörper).

Zur Detektion wurden ein biotinylierter Anti-Kaninchen-IgG-Antikörper, Avidin-

konjugierte Peroxidase und AEC-Chromogen entsprechend den Instruktionen des

Herstellers verwendet (Biogenex Super Sensitive Kit®). Positive Färbung stellte sich

rotbraun dar.

Zur Identifizierung von dicken aufsteigenden Schenkeln der Henle‘schen Schleife

(TAL) wurden ein Anti-Tamm-Horsfall-Protein-Antikörper (0.8 mg/ml) und ein bio-

tinylierter Anti-Schaaf IgG Antikörper (0.7 µg/ml) wie oben beschrieben verwendet.

Alle Schnitte wurden unter einem Lichtmikroskop (Leitz DM R) analysiert und mit

Kunstlichtfilmen fotografiert.
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Kapitel 3
Ergebnisse

3.1 K+-Kanäle im Sammelrohrepithel

K+-Kanäle sind ubiquitär und bestimmmen durch ihre Leitfähigkeit maßgeblich das

Ruhemembranpotential der meisten Zelltypen. In der adulten Niere sind Kir-Kanäle

(eingeführt in Kap. 1.3.1) wie z.B. ROMK an wichtigen Transportfunktionen beteiligt

(beschrieben in Kap. 1.4). Ferner sind K+-Leitfähigkeiten für die Proliferation und

Apoptoseregulation vieler Zelltypen essentiell (diskutiert in Kap. 4.2.2). Änderungen

der K+-Kanalexpression während der Organentwicklung  sind daher zu erwarten.

Folglich wurde hier erstmals die Expression der K+-Kanal-Untereiheiten Kir6.1-,

SUR2- und ROMK1-3 während der Nephrogenese auf mRNA-Ebene, sowie die

Expression von Kir6.1 und ROMK auf Protein-Ebene untersucht. – Zuvor war im

Rahmen eines Screenings die renale mRNA-Expression von Kir-Untereinheiten

festgestellt worden, wobei neben obengenannten Kanälen auch Kir3.1 und Kir3.4

detektiert, jedoch nicht weiter untersucht wurden. Kir2.1, Kir2.2, Kir6.2 und SUR1

konnten nicht nachgewiesen werden.

3.1.1 Kir6.1-, SUR2- und ROMK-mRNA-
Expressionsmuster

Kir6.1- und SUR2-mRNA wurden während der Stadien E14 bis E17 gleichzeitig

hoch exprimiert, postnatal jedoch stark herunterreguliert (p < 0.002) (Abb. 3.1 A,D

und B,E). Die Expression von SUR2 - jedoch nicht von Kir6.1 - nahm nach

Vollendung der Sammelrohr-Morphogenese (während P14 bis P28) erneut zu.
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Abb. 3.1 – RT-PCR. Entwicklungsabhängige K+-Kanal-mRNA-Expression in Sammel-
rohrepithel-Monolayer-Primärkulturen. A-C: Obere Gele: Kir6.1-, SUR2- und ROMK2-

spezifische PCR-Produkte. Untere Gele: entsprechende Produkte des Housekeepers β-Aktin.
Repräsentative Experimente sind gezeigt.  (RT-) und (H2O): Negativ-Kontrollen mit RNA
bzw. Wasser als Matrize. (+): Positiv-Kontrolle. Produktlängen: Kir6.1: 330 Bp, SUR2: 345

Bp, ROMK2: 447 Bp und β-Aktin: 351 Bp. Rechter Gel-Rand: molekularer Größenmarker

in Bp. D-F: Quantifizierung der PCR-Ergebnisse. β-Aktin-normalisierte Expressions-Werte
sind in arbiträren Einheiten gegen das Entwicklugsstadium aufgetragen. Gezeigt sind

Mittelwerte ± SE, (n = siehe oberhalb Säulen), ** P ≤ 0.02, *** P ≤ 0.002, zweiseitiger

unpaariger t-Test oder Welch-Annäherung (Welch 1959) sowie ANOVA.
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Im Gegensatz dazu stieg die mRNA-Expression von ROMK2 mit der Entwicklung

an. ROMK2-mRNA konnte bereits bei E14 detektiert werden und wurde von P7-8

nach P21-28 um den Faktor 4.2 (p < 0.002) heraufreguliert (Abb. 3.1 C,F), im

gleichen Zeitfenster, in dem auch SUR2-mRNA wieder heraufreguliert wurde (Abb.

3.1 B,E).

Abb. 3.2 – RT-PCR. Entwicklungsabhängige ROMK1- und ROMK3-mRNA
Expression in Sammelrohrepithel-Monolayer-Primärkulturen. Obere Gele: ROMK1-
und ROMK3-spezifische PCR-Produkte. Untere Gele: entsprechende PCR-Produkte des

Housekeepers β-Aktin. Repräsentative Experimente sind gezeigt. (+): PCR-Anatz mit cDNA
adulter Ratten-Nieren als Positiv-Kontrolle. (RT-) und (H2O): Negativ-Kontrollen mit RNA

bzw. Wasser als Matrize. Produktlängen: ROMK1: 574 Bp, ROMK3: 269 Bp und β-Aktin:
351 Bp. Maximale ROMK1-Expression bei ~P7, Maximale ROMK3-Expression gegen P14-
28, (n = 3-4 pro Stadium).

ROMK ist der apikale K+-Kanal der adulten distalen Nephronabschnitte und des

adulten Sammelrohrs (Giebisch 1998). ROMK2 ist die in der adulten Niere am

weitesten verbreitete Isoform (dicker aufsteigender Schenkel der Henle’schen

Schleife/TAL bis Sammelrohr), während ROMK1 und ROMK3 nur im Kortikalen

Sammelrohr bzw. im TAL und Verbindungs-Segment (DCT) exprimiert werden

(Boim et al. 1995). Die Expression von ROMK1- und ROMK3-mRNA wurde hier

auch untersucht, wobei sporadisch PCR-Produkte in allen Stadien detektiert werden

konnten (Abb. 3.2). Die höchste mRNA-Expression von ROMK1 lag bei ~P7, die

ROMK3-mRNA Expression nahm gegen P14-28 zu (n = 3-4 für jedes Stadium).

Diese Daten waren für eine statistische Auswertung nicht ausreichend.
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3.1.2 Einfluß von cAMP auf die ROMK-mRNA-
Expression

Um einen möglichen Mechanismus der Regulation der ROMK2-mRNA-Expression

während der Reifung des Kortikalen Sammelrohrs (CCD) zu identifizieren, wurde in

E17-Monolayer-Primärkulturen das Enzym Adenylatzyklase (AC) direkt mittels

Forskolin (10 µM; 24 h) stimuliert.

Fig. 3.3 – RT-PCR. Forskolin-induzierte Hochregulation von ROMK2-mRNA in E17
UB-Epithel-Monolayer-Primärkulturen. A: Oberes Gel: ROMK2-PCR-Produkte aus UB-

E17-Kulturen, die für 24 h vor der RNA-Isolation mit Forskolin (10 µM) stimuliert wurden,
sowie Kontroll-Kulturen. Repräsentative Experimente aus jeweils 3 Zellkulturen sind

gezeigt. Unteres Gel: korrespondierender Housekeeper β-Aktin. B: Quantifizierung der β-

Aktin-normalsierten ROMK2-Produktmengen. Gezeigt sind Mittelwerte ± SE in arbiträren
Einheiten. Forskolin führte zu einer Heraufregulierung von ROMK2-PCR-Produkt um den

Faktor 3.5 gegenüber den Kontrollen, (n = 8), **P ≤ 0.01, 2-seitige unpaarige Welch-

Annäherung (Welch 1959). C: Oberes Gel: Detektion von mRNA für den Vasopressin-
Rezeptor-Typ-2 (V2R) in Ureter- und Sammel-rohrepithel-Monolayer-Primärkulturen.

Unteres Gel: korrespondierendes β-Aktin-Produkt. (RT-): PCR-Ansatz mit RNA als
Negativ-Kontrolle; (H2O): PCR-Anatz mit Wasser Anstelle von cDNA als Negativ-

Kontrolle. Produktlängen: ROMK2: 447 Bp, β-Aktin: 351 Bp und V2R: 238 Bp.
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In vivo erfolgt die Stimulation der AC z.B. über membranständige Rezeptoren wie

den Vasopressin-Rezeptor-Typ2 (V2R). AC aktiviert im Anschluss über zyklisches

Adenosin-Monophosphat (cAMP) Kinasen, die unter anderem die Aktivität

bestimmter Transkriptionsfaktoren erhöhen (Referenzen siehe Diskussion

Kap. 4.4.3). Die Stimulation von E17 Monolayer-Primärkulturen mit Forskolin (10

µM) während der letzten 24 h vor der mRNA-Isolation führte gegenüber Kontroll-

Kulturen zu einem signifikanten Anstieg des erhaltenen ROMK2-PCR-Produkts um

den Faktor 3.5 (p < 0.01) (Abb. 3.3 A,B). In Stichproben gleichzitig durchgeführte

Messungen der CFTR-mRNA-Expression mittels RT-PCR zeigten wie erwartet

einen Expressionsanstieg auf Forskolin (die CFTR-mRNA-Expression ist cAMP-

abhängig; Breuer et al. 1992) und bestätigten so die Effektivität der verwendeten

Forskolin-Dosen (Daten nicht gezeigt).

Diese Daten zeigen, dass cAMP-abhängige Signalwege die Expression von

ROMK2-mRNA steigern können. In vivo könnte eine solche Heraufregulation der

ROMK-Expression über V2R vermittelt sein, da in unseren Experimenten V2R

mRNA in E17, P8, P14 und P28 Monolayer-Primärkulturen exprimiert wurde (Abb.

3.3 C). Diskussion siehe Kap. 4.4.3.

3.1.3 Kir6.1- und ROMK-Immunhistochemie im
Sammelrohr

Daten über die räumliche Expression von Ionenkanälen (zytosolisch, mitochondrial,

plasmamembranständig) sind entscheidend für die Interpretation der quantitativen

mRNA-Expression während der Entwicklung. So können zum Beispiel nur plasma-

membranständige Ionenkanäle das Membranpotential beeinflussen oder sekreto-

rische Funktionen übernehmen. Aus diesem Grund wurde die Lokalisation von

Kir6.1- und ROMK-Protein während der Sammelrohr-Ontogenese mit Hilfe von poly-

klonalen Antikörpern (Kap. 2.2.3.1 und 2.2.3.2) in Ratten-Nieren unterschiedlicher

Entwicklungsstadien untersucht.
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Kir6.1

In früh-embryonalen Nieren (E15-17) wurde Kir6.1-Protein im gesamten

Sammelrohrsystem exprimiert, von neu entstehenden Ureterknospen (UB) über

zentral gelegene Sammelrohre bis zum Ureter (Abb. 3.4 D,B,E). Während die

Verteilung von Kir6.1-Protein auf den Plasmamembranen von UB und

Sammelrohren apolar war, blieb die Expression im Ureter bei E17 auf die apikale

Membran beschränkt. Dies spricht für eine zentripetal fortschreitende apiko-

basolaterale Differenzierung des zentrifugal wachsenden Gang-Systems. Stadium

P1 zeigte leichte Kir6.1-spezifische Färbung von UB (Abb. 3.4 C), Stadium P7

zeigte keine detektierbare Färbung von Sammelrohren des Kortex (CCD) oder des

äußeren Marks (OMCD) (Abb. 3.4 F). Dies ist ein weiterer Hinweis auf die zeitliche

Herunterregulation von Kir6.1 im Sammelrohrsystem. In allen Stadien konnte das

immunhistochemische Signal vollständig durch die Kir6.1-Antigen-Präadsorption

des Antikörpers blockiert werden, was auf die Spezifität des Antikörpers für das

immunisierende Kir6.1 Antigen hinweist (Abb. 3.4 A).

�

Abb. 3.4 – Immunlokalisation von Kir6.1-Protein während der Entwicklung des
Sammelrohrepithels. Lichtmikroskopische Aufnahmen, dunkle Färbung entspricht einem

positiven immunhistologischen Signal. Balken entsprechen 20 µm.  A: Ureterknospen (UBs)

bei E15. Mit Antigen präadsorbierter Antikörper ergibt kein spezifisches Signal. B: UB bei
E15. Apolare membranständige Kir6.1-Expression. Pfeil: Zellen einer mesenchymalen

Kondensation. C: UB bei P1 mit apolarer membranständiger Kir6.1-Färbung. D: Übersicht
einer E15-Niere. Gezeigt sind UB (subkapsulär) und der Querschnitt eines Sammelrohrs
(Mitte), die alle eine Kir6.1-spezifische apolare Färbung aufweisen. Pfeile: Sammelrohr-
Basalmembranen. E: Apikale Prädominanz von Kir6.1-Protein im Ureter bei E17.

F: Stadium P7. Vertikaler Schnitt durch Nierenkortex und äußeres Mark. Keine Detektion
von Kir6.1-Protein in CCD, OMCD und TAL (jeweils exemplarisch nachgezeichnet). Die
sichtbare Färbung entspricht Kir6.1-Protein in der apikalen Plasmamembran von Proximalen
Tubuli und absteigenden Schenkeln der Henle‘schen Schleife (siehe auch Kap. 3.2.1 und
Abb. 3.7). Glomeruli = (G). Nephron- und Sammelrohrsegmente wurden mittels ROMK-

und Tamm-Horsfall-Protein-Immunhistochemie in Parallelschnitten identifiziert. G: Mit
ROMK-Antikörper inkubierter Parallelschnitt von F (Stadium P7). Schwache ROMK-
Färbung in CCD, stärkere Färbung in OMCD und deutliche Färbung in TAL. Sammelrohre

sind auch anatomisch durch ihre weiten Lumina erkennbar.
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Abb. 3.5 – Immunlokalisation von ROMK-Protein während der Entwicklung des
Sammelrohrepithels. Lichtmikroskopische Aufnahmen, dunkle Färbung entspricht einem

positiven immunhistologischen Signal. Balken entsprechen 20 µm. A: Ureterknospen (UB)

bei E15. Mit Antigen präadsorbierterAntikörper ergibt kein spezifisches Signal. B: UB bei
E15. Apolare ROMK-Expression auf der Plasmamembran. Pfeil: Zellen einer
mesenchymalen Kondensation exprimieren ROMK. C: UB bei P1. Apolare plasma-
membranständige Expression von ROMK. D: Übersicht einer E15 Niere. Apolare ROMK-
Expression in Ureterknospen, in Querschnitten von Sammelrohren und im Ureter. Pfeile:
Sammelrohr-Basalmembran. E: Bei E17 apikale Prädominanz von ROMK-Protein im
embryonalen Ureter.

Identifizierung der einzelnen Tubulusabschnittte

CCD und OMCD wurden mittels ROMK-Immunhistochemie in Parallelschnitten

bestimmt (Abb. 3.4 G) (ROMK ist ein Marker distaler Nephronabschnitte und des

Sammelrohrs, Xu et al. 1997). Die Expression von Kir6.1 in dicken aufsteigenden

Teilen der Henle’schen Schleife (TAL) wurde ausgeschlossen, indem TAL in

Parallelschnitten mittels ROMK- und Tamm-Horsfall-Protein-Immunhiostochemie

identifiziert wurde (Abb. 3.4 G; Tamm-Horsfall-Immunhistochemie nicht gezeigt).
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Obwohl in TAL und Sammelrohr abwesend, war Kir6.1-Protein in proximalen

Nephron-Segmenten exprimiert (Abb. 3.4 F) (Details siehe Kap. 3.2.1 Kir6.1-

Immunhistochemie im Nephron).

ROMK

Die ROMK-Immunhistochemie (Abb. 3.5) zeigte zur Kir6.1-Immunhistochemie

weitgehend analoge Daten:  In den Stadien E15, E17 und P1 war die Expression in

den Strukturen des Sammelrohrsystems identisch mit der von Kir6.1 (Abb. 3.5 B-

D). Auch hier war die zelluläre Lokalistaion des Kanal-Proteins apolar auf der

Plasmamembran. Wie für Kir6.1 war die ROMK-Protein-Expression im Ureter bei

E17 polarisiert, i.e. apikal dominant (Abb. 3.5 E) (Diskussion in Kap. 4.6). Im

Stadium P7 war ROMK im Kortikalen und im Medullären Sammelrohr apikal

schwach nachweisbar, wie auch in einer anderen Arbeit (Satlin et al. 1999) und

adult beschrieben (Xu et al. 1997) (Abb. 3.4 G). In allen Stadien konnte das

immunhistochemische Signal vollständig durch die Präadsorption von Antikörper mit

Antigen blockiert werden (Abb. 3.5 A).

3.1.4 Zusammenfassung
(K+-Kanäle im Sammelrohrepithel)

Die K+-Kanal-Untereinheiten Kir6.1 und ROMK werden plasmamembranständig und

nicht in Organellen während der Ontogenese des Sammelrohrepithels exprimiert.

Hierbei wird die mRNA der Untereinheiten Kir6.1 und SUR2 (die gemeinsam einen

K+-Kanal bilden können – Interaktion beschrieben in Einführung Kap. 1.3.1 und in

Diskussion 4.2.1) in frühen Ureterknospen-Generationen gemeinsam hoch co-

exprimiert, und postnatal herunterreguliert (Synopsis siehe Abb. 3.6).

ROMK2-mRNA ist in frühen Ureterknospen-Generationen mäßig über der

Nachweisgrenze der PCR-Methode exprimiert und steigt erst im Verlauf der Reifung

des Kortikalen Sammelrohrs (P7 bis P28) stark an (Abb. 3.6). Hierbei kommt es
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auch zu einer erneuten Expression von SUR2-mRNA. Ferner ist die ROMK2-

mRNA-Expression cAMP-abhängig. Dies legt eine Regulation der ROMK-

Expression durch Vasopressin in vivo nahe (siehe Diskussion Kap. 4.4.3).

Abb. 3.6 – Synopsis des zeitlichen Verlaufs der untersuchten K+-Kanal-mRNA-
Expression in Sammelrohr-Monolayer-Primärkulturen. Die Expression ist gegen em-
bryonale und postnatale Stadien aufgetragen. Die Dicke der Balken kodiert die Abundanz an
mRNA.

Die Diskussion der Expressionsmuster von Kir6.1/SUR2 und ROMK findet in

Kap. 4.2.1 bzw. 4.4 statt. Diskussion der Coexpression von SUR2 und ENaC

im adulten Sammelrohr siehe Kap. 4.5.1. Diskussion der cAMP-Abhängigkeit

der ROMK-mRNA-Expression siehe Kap. 4.4.3.
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3.2 K+-Kanäle im Nephronepithel

Nachdem die differentielle Expression von Kir6.1, SUR2 und ROMK während der

Entwicklung des Sammelrohrepithels definiert wurde (Kap. 3.1), sollte die Expres-

sion von K+-Kanal-Untereinheiten während der Nephron-Entwicklung zwischen der

mesenchymal-epithelialen Transformation und dem Anschluss des distalen Tubulus

an die Ureterknospe charakterisiert werden. Hierüber existierten keine Daten in der

Literatur. Bekannt war hingegen, dass (i) SUR2 (der mögliche Interaktionspartner

von Kir6.1) im adulten Proximalen Tubulus exprimiert wird und dass (ii) ROMK im

aufsteigenden Schenkel der Henls’schen Schleife (TAL) stark exprimiert wird

(Beesley et al. 1999, Xu et al. 1997). Um zu zeigen, ob Kir6.1/SUR2-Kanäle und

ROMK-Kanäle während der Ontogenese des Nephrons exprimiert sind, wurden

immunhistochemische Untersuchungen mit Kir6.1- und ROMK-spezifischen Antikör-

pern durchgeführt, deren Ergebnisse im folgenden gezeigt sind.

3.2.1 Kir6.1-Immunhistochemie im Nephron

In allen frühen Stadien der Nephron-Entwicklung wurde Kir6.1-Protein apolar auf

den Plasmamembranen der Zellen exprimiert: mesenchymales Kondensat

(Abb. 3.4 B), Aggregat (nicht gezeigt), Komma-förmiger Körper (Abb. 3.7 A), S-

förmiger Körper (Abb. 3.7 B,C). Im S-förmigen Körper zeigte auch der Ort der

Vaskulogenese (Barry et al. 1998) ein Kir6.1-positives Signal (Abb. 3.7 B,C).

Bei P1, direkt nach der Fusion von Nephron und Ureterknospe (UB), war Kir6.1 auf

die apikale Membran junger Proximaler Tubuli (pPT) beschränkt, während die

aufsteigenden Schenkel der Henle’schen Schleife (AL) ungefärbt blieben (Abb. 3.7

D). [Auf- und absteigende Schenkel der Henle’schen Schleife wurden anatomisch in

Parallelschnitten unterschieden (nach Schmitt et al. 1999), sowie mittels ROMK-

Immunhistochemie identifiziert (siehe Abb. 3.8 D).]

Bei weiter fortgeschrittenem Nephronwachstum (Stadium P1, tiefere kortikale
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Schichten) war Kir6.1-Protein apikal auf der Bowman’schen Kapsel und im PT

exprimiert (Abb. 3.7 E,F). Zusäztlich fand sich hier teilweise intrazelluläre Färbung

(Abb. 3.7 E,F). Auch konnte in den Glomeruli eine perivaskuläre Kir6.1-Expression

detektiert werden (Abb. 3.7 E), die in späteren Stadien nicht mehr nachweisbar war

(Abb. 3.7 H). Zellen der Makula Densa (MD) zeigten bei P1 intrazelluläre Kir6.1-

Expression. [PT wurden anatomisch über ihre Lokalisation und Morphologie sowie

über die Abwesenheit von ROMK-Protein, einem Marker des distalen Tubulus und

Kortikalen Sammelrohrs (Xu et al. 1997) identifiziert.]

Bei P7 war Kir6.1-Protein im PT und in den absteigenden Schenkeln der

Henle’schen Schleife (DL) detektierbar (Abb. 3.7 G). [Diese Strukturen wurden

identifiziert durch die Abwesenheit von ROMK-spezifischer Co-Färbung in

Parallelschnitten (siehe Abb. 3.4 F,G).]  Im adulten PT war Kir6.1-Protein klar apikal

lokalisiert, wobei sich auch schwache Färbung der basolateralen Membran-

Invaginationen zeigte (Abb. 3.7 H) (Diskussion hierzu in Kap. 4.3). In allen Stadien

konnte das immunhistochemische Signal vollständig durch die Präadsorption des

Antikörpers mit Kir6.1-Antigen blockiert werden (Abb. 3.7 I).

�

Abb. 3.7 – Kir6.1-Proteinlokalisation während der Nephron-Entwicklung. Lichtmikro-

skopische Aufnahmen. Dunkle Färbung = positives Signal. Balken = 20 µm. Sterne markie-
ren den proximal-tubulären Pol der Strukturen in A und B.
A: Komma-förmiger Körper bei E16. Plasmamembranständiges apolares Signal. B: S-förmi-
ger Körper bei E17. Ubiquitäres, plasmamembranständiges apolares Signal (auch am Ort der
Vaskulogenese, V). C: Andere Ansicht eines S-förmigen Körpers bei E17. D: Nephrone kurz
nach der Fusion mit der Ureterknospe bei P1. Apikales Signal im Proximalen Tubulus (PT,
nachgezeichnet). Kein Signal im aufsteigenden Teil der Henle’schen Schleife (AL).
E: Prämaturer Glomerulus bei P1. Die Arteriolen sind nachgezeichnet. Apikales Signal in
der Bowman’scher Kapsel (BC), im Proximalen Tubulus (PT) und im absteigenden Teil der
Henle’schen Schleife (DL). Intrazelluläres Signal in (BC), (PT) und Zellen der Macula-De-
nsa (MD). Perivaskuläres Signal im Glomerulus. F: Apikales Signal im Proximalen Tubulus
(PT) bei P1. Kein Signal im dicken aufsteigenden Teil der Henle’schen Schleife (TAL).

G: Apikales Signal im Proximalen Tubulus (PT) und im absteigenden Teil der Henle’
schen Schleife (DL) bei P7. Keine Expresion im Kortikalen und Medullären Sammelrohr
(CCD, OMCD) oder im dicken aufsteigenden Teil der Henle’schen Schleife (TAL).
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H: Adulter Glomerulus und Proximale Tubuli (PT). Signal deutlich in der apikalen Mem-

bran und schwach entlang der Fältelung der basolateralen Plasmamembran. I: Antigen-prä-
adsorbierter Antikörper als Negativ-Kontrolle ergab kein Signal (hier gezeigt bei E15).

Abkürzungen: (pPT) primordialer Proximaler Tubulus, (vBC) viszerales Blatt der
Bowman‘schen Kapsel, (pBC) parietales Blatt der Bowman‘schen Kapsel, (V) Ort der
Vaskulogenese, (GC) glomerulärer Spalt, (PT) Proximaler Tubulus, (AL) aufsteigender Teil
der Henle‘schen Schleife, (DL) deszendierender Teil der Henle‘schen Schleife, (TAL) dicker
aufsteigender Schenkel der Henle‘schen Schleife, (MD) Makula-Densa, (G) Glomerulus.
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 3.2.2 ROMK-Immunhistochemie im Nephron

Die ROMK-Expression in den frühen Nephron-Stadien von der mesenchymalen

Kondensation (KM) (Abb. 3.5 B) bis zum Komma-förmigen Körper (Abb. 3.8 A,B)

entsprach der von Kir6.1 (Abb. 3.4 B und 3.7 A): plasmamembranständig und

apolar. Im S-förmingen Körper wurde ROMK im absteigenden Teil nur schwach, im

aufsteigenden Teil, der distal Anschluss an das Sammelrohrsystem finden wird,

deutlich exprimiert (Abb. 3.8 C). Der Ort der Vaskulogenese blieb hierbei aus-

gespart (vgl. Expression von Kir6.1-Protein an dieser Stelle; Abb. 3.7 B,C).

Nach dem Anschluss des Nephrons an UB (P1, subkapsulärer Kortex) erschien

ROMK in den aufsteigenden Teilen der Henle‘schen Schleife (AL), jedoch nicht

mehr im primordialen Proximalen Tubulus (pPT, nachgezeichnet) (Abb. 3.8 D). In

tiefer gelegenen, reiferen Nephronen bei P1 wurde ROMK am Übergang zwischen

parietalem Blatt der Bowman‘schen Kapsel (BC) und Proximalem Tubulus (PT),

sowie schwach apikal im Proximalen Tubulus detektiert (Abb. 3.8 E,F). Deutlich

hingegen war ein apikal begrenztes Signal im gesamten dicken aufsteigenden Teil

der Henle‘schen Schleife (TAL) inklusive dem Segment der Makula Densa (MD)

auszumachen (Abb. 3.8 F). TAL exprimierten im Stadium P5 ROMK-Protein,

während Medulläre Sammelrohre (MCD) kein Färbung aufwiesen, wie in der

Literatur bereits beschrieben (Zolotnitskaya et al. 1999) (Abb. 3.8 G). In allen

Stadien konnte das immunhistochemische Signal vollständig durch die

Präadsorption des Antikörpers mit ROMK-Antigen blockiert werden (Abb. 3.8 H).

�

Abb. 3.8 – ROMK-Proteinlokalisation während der Nephron-Entwicklung. Lichtmikro-

skopische Aufnahmen. Dunkle Färbung = positives Signal. Balken = 20 µm.

A: Apolares plasmamembranständiges Signal im Ureterbaum und in den Nephron-Stadien
Vesikel und Aggregat bei E17. B: Apolares plasmamembranständiges Signal in Ureter-
knospe (UB), Kondensiertem Mesenchym (KM) und Komma-förmigem Körper bei E17.
Stern markiert den proximal-tubulären Pol. C: S-förmiger Körper bei E17. Das ROMK-
Expressions-Muster divergiert erstmals vom Muster der Kir6.1-Expression im gleichen Sta-
dium: ROMK wird im aufsteigenden Schenkel exprimiert, bei nur schwachem apikalem Sig-
nal im  primordialen Proximalen Tubulus (pPT). Keine Expression im Glomerulären Spalt
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(GS) oder am Ort der Vaskulogenese. D: Nephrone kurz nach der Fusion mit der Ureter-
knospe bei P1. Apolares Signal im Sammelrohrsystem (Strukturen mit starker Färbung).
Schwaches apikales Signal im aufsteigenden Teil der Henle’schen Schleife (AL), nicht im
Proximalen Tubulus (PT). E: Prämaturer Glomerulus bei P1. Arteriolen gepunktet nach-
gezeichnet. Apikales Signal in der Makula-Densa-Region (MD) und auf der Bowman‘schen
Kapsel (BC). Schwaches Signal im Proximalen Tubulus (PT) apikal und intrazellulär.
F: Apikales Signal im aufsteigenden Teil der Henle‘schen Schleife (TAL). Kaum Signal im
Proximalen Tubulus (PT). G: Stadium P5. Signal in der apikalen Membran der aufsteigen-
den Teile der Henle‘schen Schleife (TAL), jedoch nicht im Medullären Sammelrohr (MCD).

H: Antigen-präadsorbierter Antikörper ergab kein Signal (hier gezeigt bei E15).

Abkürzungen: (AGG) Nephron-Aggregat, (VES) Vesikelstadium, (KM) kondensiertes
Mesenchym, (UB) Ureterknospe, (pPT) primordialer Proximaler Tubulus, (vBC) viszerales
Blatt der Bowman‘schen Kapsel, (pBC) parietales Blatt der Bowman‘schen Kapsel,
(GS) glomerulärer Spalt, (S) Sammelrohr, (PT) Proximaler Tubulus, (AL) aufsteigender Teil
der Henle‘schen Schleife, (TAL) dicker aufsteigender Teil der Henle‘schen Schleife,

(G) Glomerulus, (MD) Makula-Densa, (MCD) Medulläres Sammelrohr.
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3.2.3 Zusammenfassung
(K+-Kanäle im Nephronepithel)

Während der Entwicklung des Nephrons wurden die Proteine Kir6.1 und ROMK

anfangs ubiquitär auf den Plasmamembranen exprimiert. Nach der Fusion von

Nephron und Ureterknospe entsprach die Expression zunehmend dem adulten

Muster: Kir6.1 im Proximalen Tubulus, wie hier erstmals gezeigt; ROMK in TAL, wie

auch von anderen Autoren beschrieben (Xu et al. 1997, Zolotnitskaya et al. 1999).

Aussagen über die mögliche Bedeutung einer solchen Expression vor Aufnahme

der für die adulte Funktion relevanten Transportfunktionen der Niere bedürfen

weiterer pharmakologischer, physiologischer und zellbiologischer Experimente (z.B.

Kanal-Modifikation, Gene-Targeting) (diskutiert in Kap. 4.6 und 4.7).

Die Diskussion der Kir6.1/SUR2 und ROMK-Expressionsmuster findet in Kap.

4.2.1 und 4.3, bzw. 4.4 statt.
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3.3 Funktion von KATP-Kanälen (Kir6.1/SUR2(B)) in
der Nephrogenese

3.3.1 Effekte der KATP-Kanalaktivierung auf Nephron-
Kulturen in vitro

KATP-Kanal-Untereinheiten wurden während der Genese des Sammelrohrepithels

(Kir6.1- und SUR2-mRNA) sowie während früher Phasen der Nephron-Entwicklung

(Kir6.1-Protein) exprimiert und anschließend herunterreguliert (Kap. 3.1 und 3.2).

Diese frühe und entwicklungsabhängige Expression könnte auf eine

entwicklungsspezifische Aufgabe von KATP-Kanälen hinweisen. Um dies zu testen,

wurde die Auswirkung des K +-Kanalöffners Pinacidil, eines spezifiischen Modulators

der Aktivität von KATP-(Kir6.x/SUR2)-Kanälen (Ashcroft und Gribble 2000) auf das

Wachstum von Nephronen und Ureterknospen in vitro untersucht. Hierzu wurde ein

bereits etabliertes Nephrogenese-Modell der Maus (siehe Kap. 2.2.1.3) verwendet.

Die Größe dieser UB/Nephron-Kulturen wurde direkt vor sowie nach 24- und 48-

stündiger Behandlung mit Pinacidil (100 µM) oder Kontroll-Medium bestimmt (Abb.

3.9 A). Die lichtmikroskopische Auswertung zeigte, dass Pinacidil-Kulturen im

Vergleich zu den Kontrollen schneller wuchsen und eine größere Anzahl an tubul-

ären Strukturen aufwiesen, die überdies morphologisch weiter fortgeschritten waren:

Zu Beginn der Experimente wiesen die Kulturen beider Gruppen eine durchschnitt-

liche Größe von ca. 2 mm2 auf. Nach 24-stündiger Behandlung hatten Pinacidil-

Kulturen ihre ursprüngliche Größe mehr als verdoppelt (150%), während Kontroll-

Kulturen nur um 50% an Größe zugenommen hatten (Abb. 3.9 B).

Nach 48 Stunden waren Pinacidil-behandelte Kulturen um 260% gewachsen (Kon-

trollen 80%) (Abb. 3.9 B). Insgesamt führte somit das Verabreichen des KATP-

Kanalöffners zu einer 3-fachen Zunahme der Wachstumsrate (i.e., Zunahme der

Kultur-Größe pro 24 Stunden) gegenüber den Kontrollen (p < 0.01) (Abb. 3.9 B).

Diese Daten sprechen dafür, dass die Aktivierung von KATP-Kanälen die Zell-

Proliferation steigerte.
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Abb. 3.9 – Effekt von Pinacidil und Glibenclamid auf das Wachstum von Nieren-
epithelien in vitro. A: Lichtmikroskopische Übersichtsaufnahmen von UB/Nephronkultu-

ren. Der Balken in (a) entspricht einer Größe von 100 µm und gilt für alle Teilabbildungen.

Gezeigt ist eine Kultur aus der Kontrollgruppe (a-c) und eine Kultur aus der Pinacidil-

Gruppe (d-f), aufgenommen direkt vor der Zugabe von Pinacidil und nach 24 bzw. 48
Stunden. Aus dem in Bild (e) eingerahmten Kultur-Teilausschnitt ist zum Zeitpunkt 48 h die
in Bild (f) sichtbare Kulturfläche hervorgegangen. Mit Pinacidil behandelte Kulturen zeigten
eine schnellere Größenzunahme als Kontrollen. B: Statistik der Wachstumsraten von
UB/Nephronkulturen, jeweils nach 24 und 48 Stunden bestimmt (siehe Methoden Kap.
2.2.1.3). Pinacidil-Gruppen sind schwarz, Kontrollgruppen hell dargestellt. Säulen zeigen
das Wachstum in % der ursprünglichen Größe vor Pinacidil-Behandlung. Mittelwerte ± SE,
(n = von links nach rechts: 9, 5, 6, 6), ** p< 0.01, Welch-Annäherung (Welch 1959).  �



Funktionen von KATP-Kanälen (Kir6.1/SUR2(B)) in der Nephrogenese 65

3.3.2 Effekte der KATP-Kanal-Modulation auf das
Wachstum von HEK293-Zellen

Die embryonale Nierenzelllinie HEK293 exprimiert Markermoleküle der Entwicklung

des kondensierten Mesenchyms und des S-förmigen Körpers wie z.B. Pax-2 und

WT-1 (Torban und Goodyer 1998). Ferner konnte mit RT-PCR die endogene Ex-

pression von Kir6.1- und SUR2-mRNA in HEK-Zellen nachgewiesen werden (Abb.

3.9 C). Es war das Ziel, die Pharmakologie und die Kir6.1/SUR2-Spezifität der be-

obachteten Wachstumsantwort von in-vitro-Nephron-Kulturen auf Pinacidil (Abb. 3.9

A,B) genauer zu charakterisieren. Daher wurden HEK293 Zellen in serumfreiem

Medium mit unterschiedlichen Konzentrationen von Pinacidil (1 µM, 10 µM und 100

µM) und dem K+-Kanalblocker Glibenclamid (0 µM und 3 µM) kultiviert und die

Zellzahl der Kulturen mittels Fluoreszenz-Aktiviertem-Cell-Sorting (FACS) quanti-

fiziert und anschließend statistisch ausgewertet. Wie in Abb. 3.9 D gezeigt, steiger-

te Pinacidil in den niedrigen Konzentrationen 1 µM und 10 µM die Zellzahl nach 24

Stunden um den Faktor 1,5 bzw. 1,8. Eine Konzentration von 100 µM Pinacidil

führte zu keinem weiteren Effekt. Die zusätzliche Gabe von Glibenclamid (3 µM) zu

Pinacidil (10 µM) führte zu einer signifikanten Abschwächung des stimulatorischen

Effekts von Pinacidil.

Die Diskussion der funktionellen Bedeutung von Kir6.1/SUR2-(KATP)-Kanälen in

der Nephrogenese findet in Kap. 4.2.2 und 4.6 statt.

� C: HEK293-Zell-Proliferationsmodell. Die RT-PCR aus 3 unabhängigen HEK293-Zell-

Präparationen zeigt die endogene mRNA-Expression von Kir6.1, SUR2, sowie des

Housekeepers β-Aktin. Produktlängen: 447 Bp, 685 Bp, bzw. 446 Bp. (RT-) und (H2O):
Negativ-Kontrollen mit RNA bzw. Wasser als Matrize. Rechter Gel-Rand: molekularer
Größenmarker in Bp. D: Wachstum von HEK293-Zellkulturen über 2 Tage in Abhängigkeit
von der Pinacidil-Dosis (Zellquantifizierung per FACS-Analyse). Weiße Säulen: initiale
Zellzahl und Zellzahl nach 1 Tag serumfreier Behandlung (Kontrolle, welche die Größe
100% definiert). Schwarze Säulen: Für 1 Tag mit Pinacidil (1-100 µM) behandelte Gruppen.
Graue Säule: Behandlung mit Glibenclamid (3 µM) und Pinacidil (10 µM). Gezeigt sind

Mittelwerte ± SE, (n = 6 oder 12 pro Behandlungsgruppe), ** P ≤ 0.01 (zweiseitiger

unpaariger t-Test), * P ≤ 0.05 (einseitiger unpaariger t-Test).
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3.4 Na+-Kanäle im Sammelrohrepithel

3.4.1 αααα-ENaC-mRNA-Expressionsmuster

Abb. 3.10 – RT-PCR. Entwicklungsabhängige αααα-ENaC-mRNA-Expression in Sammel-

rohrepithel-Monolayer-Primärkulturen. A: Oberes Gel: α-ENaC-spezifische PCR-

Produkte (Länge: 254 Bp). Unteres Gel: entsprechende PCR-Produkte des Housekeepers β-
Aktin (Länge: 351 Bp). Repräsentative Experimente sind gezeigt. PCR-Negativ-Kontrollen
mit H2O und RNA als Matrize waren negativ (nicht gezeigt). B: Quantifizierung und

Statistik der gemessenen β-Aktin-normalisierten Mengen an α-ENaC-PCR-Produkt in
verschiedenen Stadien. Gezeigt sind Mittelwerte ± SE in arbiträren Einheiten. Die Zahl der

Experimente für jedes Stadium ist oberhalb der jeweiligen Säule angegeben. * P ≤ 0.05,

Mann-Whitney-Test.

Im adulten Kortikalen Sammelrohr erfolgt die Rückresorption von Na+ durch den

apikalen epithelialen Na+-Kanal (ENaC), der sich aus der porenbildenden Einheit α-

ENaC und den regulatorischen Untereinheiten β- und γ-ENaC zusammensetzt

(beschrieben in Kap. 1.3.2 und 1.4). Ureterknospen und junge Kortikale Sammel-

rohre weisen keine ENaC-Ganzzell-Ströme auf, was auf die Abwesenheit von

ENaC-messenger-RNA oder eine Suppression der Kanalfunktion zurückzuführen

sein könnte (Huber et al. 1999).

Daher wurde hier die zeitliche Expression von α-ENaC-mRNA während der

Entwicklung des Sammelrohrepithes mittels quantitativer RT-PCR an Monolayer-
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Primärkulturen untersucht. Da preliminäre Untersuchungen gezeigt hatten, dass die

quantitative mRNA-Expresion aller drei Untereinheiten von ENaC parallel verlief,

wurde nur die Expression von α-ENaC-mRNA als repräsentativer Marker statistisch

ausgewertet.

Das Ergebnis (Abb. 3.10) zeigte, dass α-ENaC-mRNA bereits in embryonalen

Stadien exprimiert wurde. Mit der zeitlichen Entwicklung erfolgte eine kontinuierliche

Zunahme der mRNA-Expression, wobei ein deutlicher Anstieg zwischen den späten

Ureterknospen- und den CDD-Stadien stattfand (Faktor 2-3).

Diese Daten belegen, dass ENaC-mRNA lange vor dem Auftreten messbarer Na+-

Ganzzellströme und vor dem Beginn der physiologischen Na+-Resorption vorhan-

den ist.

Die Diskussion der ENaC-Expressionsmuster und ihrer funktionellen Bedeu-

tung findet in Kap. 4.5.1 statt.
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3.5 Cl--Kanäle im Sammelrohrepithel

Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass insbesondere junge UB-Zellen (E17)

Ganzzellstöme mit einer hohen fraktionellen Cl--Leitfähigkeit besitzen (Huber und

Horster 1996). Um diese elektrophysiologischen Ergebnisse genauer einordnen zu

können, wurde hier die temporale mRNA-Expression von Cl--Kanälen in UB/CCD-

Monolayer- Primärkulturen charakterisiert. Cl--Leitfähigkeiten sind unter anderem für

die Zell-Volumenregulation notwendig, eine Aufgabe, die gerade während der Zell-

Proliferation von großer Bedeutung ist (siehe Diskussion Kap. 4.2.2).

3.5.1 CFTR-mRNA-Expressionsmuster
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Abb. 3.11 – RT-PCR. Entwicklungsabhängige CFTR-mRNA-Expression in Sammel-
rohrepithel-Monolayer-Primärkulturen. A: Oberes Gel: spezifische PCR-Produkte für
Wildtyp-CFTR (obere Bande, 607 Bp) und TNR-CFTR (untere Bande, 462 Bp). Unteres

Gel: entsprechende Produkte des Housekeepers β-Aktin (351 Bp). Repräsentative
Experimente sind gezeigt. Rechter Gel-Rand: molekularer Größenmarker in Bp. Kontrollen
mit H2O und RNA als Matrize waren negativ (nicht gezeigt). B: Quantifizierung der

gemessenen β-Aktin-normalisierten Mengen an CFTR-PCR-Produkt in verschiedenen
Stadien. Gezeigt sind Mittelwerte ± SE in arbiträren Einheiten. Die Zahl der Experimente
pro Stadium ist oberhalb der jeweiligen Säule angegeben. Dunkle Säulen kodieren die
Expression von Wildtyp CFTR, helle Säulen die der kürzeren Variante TNR-CFTR.
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Der Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) (Einführung in

Kap. 1.3.3) bildet einen Cl--Kanal und fungiert daneben als wichtiges Regulator-

protein von ENaC- oder von ORCC-Cl--Kanälen, die wähend der Nephrogenese

exprimiert werden (Diskussion hierzu in Kap. 4.5.1 und 4.5.2). Daher wurde hier die

Expression von CFTR-mRNA in UB/CCD-Monolayer-Primärkulturen der Stadien

E15 bis P14 mittels quantitativer RT-PCR bestimmt.

Die verwendeten PCR-Primer lagen in den Exons 13 und 14 des CFTR-mRNA-

Moleküls und detektierten zwei mRNA-Varianten von CFTR: (i) CFTR-Wildtyp-

mRNA (WT-CFTR; Produktlänge 607 Bp); (ii) Die alternative Splicevariante TNR-

CFTR (Produktlänge 462 Bp), bei der das Fehlen der ersten 145 Basenpaare von

Exon 14 die Kodierung neuer Aminosäuren und eines vorzeitigen STOP-Codons

bedingt, was zur Entstehung eines verkürzten CFTR-Proteins führt (Huber et al.

1998a). Die Ergebnisse der hier durchgeführten Experimente sind in Abb. 3.11

gezeigt. Die beiden PCR-Produkte wurden differentiell exprimiert:

WT-CFTR-mRNA wies einen zweigipfeligen Verlauf auf (B): in embryonalen

Ureterknospen-Generationen hoch exprimiert, war WT-CFTR am Tag P1 um den

Faktor 5 herunterreguliert, und während der ersten Lebenswoche erneut hoch

exprimiert (bis zum 10-fachen des P1-Wertes). In der zweiten Lebenswoche war

WT-CFTR-mRNA wieder auf das Niveau des P1-Werts gesunken.

Die Expression von TNR-CFTR-mRNA nahm zwischen den embryonalen Stadien

E15-17 und postnatal P2 im Mittel um einen Faktor von mindestens 5 zu und blieb

während des restlichen Beobachtungszeitraumes (bis P14) konstant auf diesem

Niveau, was auf den Erwerb von TNR-CFTR mit der Geburt hinweist.

Auffallend war, dass für nicht-sättigende CFTR-PCR-Reaktionen 1/10 der cDNA-

Menge wie für die Detektion der anderen untersuchten Ionenkanal mRNAs benötigt

wurde. Dies spricht für die  - auch andernorts beschriebene - hohe Kopienanzahl

von CFTR im Sammelrohrepithel (Todd-Turla et al. 1996).
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3.5.2 CLC-2-mRNA-Expressionsmuster
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Abb. 3.12 – RT-PCR. Entwicklungsabhängige CLC-2-mRNA-Expression in Sammel-
rohrepithel-Monolayer-Primärkulturen. A: Oberes Gel: CLC-2-spezifisches PCR-
Produkt. Es wurden zwei unterschiedlich lange Splice-Varianten detektiert: 372 Bp und 307

Bp Länge. Unteres Gel: entsprechende Produkte des Housekeepers β-Aktin (351 Bp).
Repräsentative Experimente sind gezeigt. Rechter Gel-Rand: molekularer Größenmarker in
Bp. PCR-Negativ-Kontrollen mit H2O und RNA als Matrize waren negativ (nicht gezeigt).

B: Quantifizierung. β-Aktin-normalisierte Mengen an CLC-2-Produkt sind gegen das Ent-
wicklungsstadium aufgetragen. Es wurden jeweils die Banden beider Isoformen addiert.
Gezeigt sind Mittelwerte ± SE in arbiträren Einheiten (n = 4 pro Stadium).

CLC-2 (beschrieben in Kap. 1.3.3) wird während der (ähnlich der Sammelrohr-

Entwicklung verlaufenden) Bronchial-Entwicklung exprimiert. Patch-clamp-Ergebnis-

sen zufolge besitzen Monolayer-Primärkulturen des UB-Epithels (E17-P6) Cl--Leit-

fähigkeiten, die Charakteristika von CLC-2 zeigen (Huber und Horster 1996, Huber

et al. 1998b). Um diesen Befund zu verifizieren, wurde hier die Expression von

CLC-2-mRNA in Ureterknospen- und Sammelrohrepithel-Monolayer-Primärkulturen

der Stadien E15 bis P14 durch quantitative RT-PCR bestimmt.

Die verwendeten Primer amplifizierten in allen untersuchten Stadien anstatt eines

PCR-Produkts von 375 Basenpaaren Länge je ein PCR-Produkt der Größe 372 und

der Größe 309 Bp (Abb. 3.12 A). Durch Sequenzierug beider Produkte wurde die

Spezifität für CLC-2-mRNA gezeigt. Ferner konnte gezeigt werden, dass beide

Produkte an den Positioinen 2398-2400 eine Deletion von 3 Basen aufwiesen, was



Cl--Kanäle im Sammelrohrepithel 71

das Abweichen des 372 Bp Produkts von der erwarteten Sequenz von 375 Bp

erklärt. Das 309 Bp lange PCR-Podukt wies eine Deletion von 60 Basen an den Po-

sitionen 2407 bis 2466 auf. Dies führt zu einer nicht-Leseraster-verschiebenden

Deletion von 20 Aminosäuren innerhalb der D12-, D13-Domänen des C-Terminus

von CLC-2-Protein.

Da die beiden PCR-Produkte in jedem Stadium im gleichen Mengenverhältnis zu-

einander auftraten, wurden ihre Mengen jeweils addiert und statistisch ausgewertet

(Abb. 3.12 B). Es wurde folgender Expressionsverlauf von CLC-2-mRNA detektiert:

von E15 auf P1 bis P3 nahm die Expression um den Faktor 2 zu, und erreichte in

den Stadien P7 bis P12 wieder den E15-Ausgangswert. Diese Daten zeigen, dass

die Expression von CLC-2-mRNA genau umgekehrt zu der von Wildtyp-CFTR

(siehe oben in Kap. 3.5.1) verlief.

3.5.3 ICLn-mRNA-Expressionsmuster
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Abb. 3.13 – RT-PCR. Entwicklungsabhängige ICLn-mRNA-Expression in Sammel-
rohrepithel-Monolayer-Primärkulturen. A: Oberes Gel: ICLn-spezifisches PCR-Produkt

(Länge 326 bp). Unteres Gel: entsprechende PCR-Produkte des Housekeepers β-Aktin
(Länge 351 Bp). Repräsentative Experimente sind gezeigt. Rechter Gel-Rand: molekularer
Größenmarker in Bp. PCR-Reaktioinen mit H2O und RNA als Matrize waren negativ (nicht

gezeigt). B: Quantifizierung. β-Aktin-normalisierte Mengen an ICLn-PCR-Produkt sind

gegen das Etwicklungsstadium aufgetragen. Mittelwerte ± SE in arbiträren Einheiten (n = 4) .
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Patch-clamp-Experimente haben gezeigt, dass perinatale Ureterknospen (P1-6)

und Sammelrohrepithelien (P9-14) neben CLC-2-Strömen eine schwellungs-

aktivierte Cl--Leitfähigkeit exprimieren, die ICLn-ähnliche Cl--Leitfähigkeiten  aufweist

(Huber und Horster 1998). (Einführung von CLC-2 und ICLn in Kap. 1.3.3.) Um

diese elektrophysiologischen Daten zu verifizieren, wurde in der vorliegenden Arbeit

die mRNA-Expression von ICLn mittels RT-PCR an Sammelrohrepithel- Monolayer-

Primärkulturen der Stadien E15 bis P14 quantifiziert (Abb. 3.13).

ICLn-spezifisches PCR-Produkt wurde vom Stadium E15 bis zum Stadium P14

kontinuierlich zunehmend detektiert (Abb. 3.13 B), wobei sich die Expression

zwischen E15 und P12-14 verdoppelte. Diese Daten legen nahe, dass die in UB

und CCD gemessenen volumenregulatorischen Cl--Leitfähigkeiten zumindest zu

einem Teil durch ICLn hervorgerufen sein könnten (Diskussion hierzu siehe

Kap. 4.5.3).
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3.5.4 Zusammenfassung
(Cl--Kanäle im Sammelrohrepithel)

Die mRNA für das verkürzte CFTR-Molekül TNR-CFTR und für das mit der Aktivität

von schwellungsaktivierten Cl--Strömen assoziierte ICLn-Protein wurde mit der

Sammelrohrentwicklung zunehmend exprimiert. Dies ist in Einklang mit der

vermuteten Housekeeper-Funktion beider Gene (diskutiert in Kap. 4.5).

Wildtyp-CFTR und  CLC-2 hingegen wurden vor allem während des gesamten

Ureterknospen-Stadiums exprimiert und in der postnatalen Sammelzellreifung

herunterreguliert. Adulte Sammelrohr-Hauptzellen exprimieren zwar noch geringe

Mengen an CFTR-mRNA und -Protein (Todd-Turla et al. 1996, Devuyst et al. 1996),

jedoch nicht mehr ClC-2-mRNA (Obermüller et al. 1998). Details siehe Diskussion

Kap. 4.5.2 und 4.5.3.

Abb. 3.14 – Synopsis des zeitlichen Verlaufs der untersuchten Cl--Kanal-mRNA-
Expression in Sammelrohr-Monolayer-Primärkulturen. Die Expression ist gegen
embryonale und postnatale Stadien aufgetragen. Die Dicke der Balken kodiert die Abundanz
an mRNA.

Die Diskussion der CFTR-, CLC-2- und ICLn-Expressionsmuster sowie ihrer

funktionellen Bedeutung findet in Kap. 4.5 statt.
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Kapitel 4
Diskussion

4.1 Ergebnisse aus Monolayer-Primärkulturen

4.1.1 Validität des Modells

Für die RT-PCR-Analyse wurden die periphersten UB und Kortikalen Sammelrohre

verschiedener Entwicklungsstadien aus Rattennieren disseziert und als Monolayer-

Primärkulturen gezüchtet. Die Validität dieses Modells wurde in einer Reihe von

Experimenten bestätigt: Kultivierte Sammelrohrepithelien exprimieren auf Protein-

ebene Differenzierungsmarker des epithelialen Zelltyps, z.B. E-cadherin und β-

catenin (Huber et al. 2000). In der Raster-Elektronenmikroskopie weisen kultivierte

Zellen aus den Stadien E14 bis P21 erwartungsgemäß den Phänotyp der CCD-

Hauptzelle auf (Huber und Horster 1996). Wie native CCD-Zellen besitzen auch

postnatale Stadien kultivierter Sammelrohrepithelien in elektrophysiologischen

Untersuchungen einen apiko-basolateralen Differenzierungstyp (Huber und Horster

1996). Ferner sind die elektrischen Eigenschaften zwischen nativen und kultivierten

UB/CCD-Zellen identisch (Huber und Horster 1996, Huber und Horster 1998, Huber

et al. 2000). Native und kultivierte Zellen exprimieren funktionelle Differenzierungs-

marker in identischen Zeitläufen, wie für den epithelialen Na+-Kanal ENaC und für

CFTR gezeigt wurde: ENaC: Daten aus Kap. 3.4.1, Huber et al. 1999, Vehaskari et

al. 1998, Watanabe et al. 1999; CFTR: Daten aus Kap. 3.5.1, Devuyst et al. 1996,

Huber et al. 1998a.

4.1.2 Interpretation der gewonnen Daten

Der Vergleich früher (P7-8) und später (P21-28) CCD-Stadien liefert Informationen

über den Erwerb von Funktionen des adulten CCD, z.B. Na+-Reabsorption. Der

Vergleich verschiedener UB-Stadien bringt Informationen über die Unterschiede

zwischen frühen (E14 bis P1) und späten (P1 bis 6) UB-Generationen.
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4.1.3 Synopsis der Expressionsmuster von
Ionenkanal-mRNA im Sammelrohr

Die zeitlichen Verläufe der mRNA-Expression in Sammelrohrepithel-Monolayer-

Primärkulturen lassen sich wie in Abb. 4.1 dargestellt zusammenfassen. Alle unter-

suchten mRNAs waren schon in früh-embryonalen Stadien detektierbar. Aufgrund

ihrer mRNA-Expression als embryonal charakterisiert sind die K+-Kanal-Unter-

einheiten Kir6.1 und SUR2, sowie die Cl--Kanäle WT-CFTR, CLC-2 und ICLn. Die

Expression von ROMK2 und α-ENaC steigt erst nach Abschluss der Morphogenese

während der postnatalen Reifung des Sammelrohrs an. Bis zum adulten Stadium

müssen diese beiden funktionell sehr bedeutsamen apikalen Kanäle der

Sammelrohr-Hauptzelle erworben sein (Giebisch 1995). TNR-CFTR- und ICLn-

mRNA nehmen ebenfalls während der postnatalen Reifung zu. Die Diskussion der

einzelnen Befunde findet sich in den nachfolgenden Kapiteln.

Abb. 4.1 – Zeitlicher Verlauf der untersuchten Ionenkanal-mRNA-Expression in
Sammelrohr-Monolayer-Primärkulturen. Die Balkendicke kodiert die mRNA-Abundanz.
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4.2 KATP-Kanäle in der Nephrogenese

4.2.1 Expressionsmuster

Kir6.1 und SUR2-mRNAs zeigten sich in jungen Ureterknospen-Generationen co-

exprimiert und waren anschließend herunterreguliert. In der Immunhistochemie war

die Expression von Kir6.1-Protein in der gesamten Plasmamembran von Ureter-

knospen und jungem Sammelrohrepithel zu finden. Auch hier bestätigte sich die

zeitliche Herunterregulation von Kir6.1-Protein nach P1. Die in der PCR aus Sam-

melrohrepithelien verwendeten Primer ermöglichten keine Differenzierung zwischen

der Expression der Isoformen SUR2A und SUR2B (zusammengefasst in Abb. 4.2).

Abb. 4.2 – Alternatives Splicing und RT-PCR-Detektion von SUR2-mRNA. A: Skizze
von SUR2A, dem längsten SUR2-mRNA-Molekül. Die Bezeichnungen SUR2 und SUR2A
werden in der Literatur synonym verwendet. Alternativ gesplicte Exons (helle Kästchen) und
Exons 32-35, aus denen das PCR-Produkt amplifiziert wurde (graues Kästchen), sind
gezeigt. Ferner sind die Positionen der Nukleotid-bindenden Regionen NBF-1 und NBF-2

gekenntzeichnet. B: Die Tabelle fasst die Zusammensetzung und Gewebs-Verteilung der bis
jetzt identifizierten SUR2 Splice-Varianten zusammen. Nach Aguilar-Bryan et al. (1998),
Chutkow et al. (1999).

Dies ist von Bedeutung, da diese Isoformen in Verbindung mit Kir6.1 sehr

unterschiedliche elektrophysiologische und pharmakologische Eigenschaften von
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KATP-Kanälen determinieren.  Abb. 4.3 fasst die wichtigsten Mitglieder der Familie

der KATP-Kanäle und ihre Charakteristika zusammen.

Abb. 4.3 – Typen und Eigenschaften von KATP-Kanälen. Den Untereinheiten-
Kombinationen sind die Eigenschaften der durch sie gebildeten Kanäle zugeordnet.
Leitfähigkeit und hemmende ATP-Konzentration sind jeweils für in vivo und für
rekombinante (recomb; z.B. Xenopus-Oozyten-Expression) Experimente angegeben. Die
Leitfähigkeiten sind für symmetrische K+-Lösungen (135-145 mM) angegeben, die native
Leitfähigkeit bei SUR2B/Kir6.1 ist ein für diese Bedingungen korrigierter Schätzwert.

Hervorgehoben ist der KNDP Kanal aus Kir6.1/SUR2B, welcher durch ATP nicht gehemmt,
sondern aktiviert wird. Abbildung adaptiert aus Babenko et al. (1997).

Da in der Ratte und der Maus mehrfach SUR2B-, jedoch nie SUR2A-mRNA

nachgewiesen wurde (Beesley et al. 1999, Chutkow et al. 1999, Tanemoto et al.

2000, Szamosfalvi et al. 2002), ist es wahrscheinlich, dass SUR2B auch während

der Entwicklung des Sammelrohrpithels die prädominante SUR2 Splice-Isoform

darstellt. Zu diesem Schluss kommt auch eine jüngst erschienene Studie an

Kaninchen, in der neben SUR2B auch SUR2A aus dem Proximalen Tubulus kloniert

wurde, jedoch SUR2B für die überwiegend exprimierte Isoform eingeschätzt wird

(Brochiero et al. 2002). Ferner ist nach aktueller Datenlage SUR2A nicht in der

Lage, mit Kir6.1 funktionsfähige Kanäle zu bilden (Fujita und Kurachi 2000).

Somit liegen während der Sammelrohr-Ontogenese sehr wahrscheinlich

Kir6.1/SUR2B-KATP-(KNDP)-Kanäle vor (Fujita und Kurachi 2000, Russ et al. 1999,

Yamada et al. 1997). Die Pharmakologie der Wachstums-Antwort von Nephron-

Kulturen und von HEK293-Zellen auf die K+-Kanalmodulatoren Pinacidil und

Glibenclamid spricht ebenfalls für das Vorliegen funktioneller Kir6.1/SUR2B-Kanäle
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(siehe unten). Diese Kanäle sind nativ in der Gefäßmuskulatur beschrieben und

haben eine Leitfähigkeit von 33 pS (siehe Abb. 4.3). Entgegen den allgemeinen

namensgebenden Eigenschaften der Kir KATP-Kanäle sind sie nur schwach

einwärtsgleichrichtend, nicht durch ATP hemmbar und benötigen ATP und

Diphospho-Nukleoside für ihre Aktivierung (Fujita und Kurachi 2000). Daher wurde

für diese KATP-Kanäle die alternative Bezeichnung KNDP (K+-nucleotide dependent)

vorgeschlagen (Aguilar-Bryan et al. 1998, Fujita und Kurachi 2000). Kir6.1 kann

auch mit CFTR interagieren (Ishida-Takahashi et al. 1998), jedoch ist die

physiologische Bedeutung dieser Interaktion unklar. Dies gilt auch für die Frage, ob

die Coexpression von Kir6.1 und CFTR (siehe Kap. 3.5.1) in frühen Ureterknospen-

Generationen von physiologischer Relevanz ist.

Das Vorkommen der verbleibenden Kir6/SUR-Untereinheiten Kir6.2 und SUR1

während der Nephrogenese ist unwahrscheinlich, da beide mRNAs in Ureter-

knospen-Monolayer Primärkulturen und in adulten Nieren nicht nachweisbar waren

(eigene nicht gezeigte Daten; Beesley et al. 1999, Inagaki et al. 1995, Brochiero et

al. 2000). Die Rolle der im adulten Sammelrohr wiederauftretenden Expression von

SUR2-mRNA bleibt weitgehend unklar, auch wenn in der Literatur die mögliche

Interaktion von SUR2B und ROMK2 beschrieben wurde (Tanemoto et al. 2000). Die

ebenfalls beschriebene Interaktion zwischen dem epithelialen Na+-Kanal ENaC und

SUR (Konstas et al. 2001) könnte hier in einer Suppression der ENaC-Oberflächen-

expression resultieren, Diskussion in Kap. 4.5.1.

Kir6.1-Protein wurde in der vorliegenden Arbeit im kondensierten Mesenchym und

ubiquitär im jungen Nephron während der Entwicklung bis zum Stadium des S-

förmigen Körpers nachgewiesen, während die Expression nach der Fusion von

Nephron und Ureterknospe stärker begrenzt war (im adulten Stadium auf den

Proximalen Tubulus; siehe unten). Auch in UB/Nephron-Kulturen konnte die

Expression von Kir6.1-Protein im kondensierten Mesenchym, und eine relative

Herunterregulation in späteren Stadien gezeigt werden (Huber et al. 2000).  Die

Expression von SUR2 während der Nephronentwicklung wurde nicht untersucht, da

ein spezifischer Antikörper nicht erhältlich war, und da die Mögklichkeiten für eine

mRNA-Analyse in diesen Geweben sehr beschränkt ist. Jedoch ist die Co-
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Expression von SUR2B mit Kir6.1-Protein im sich entwickelnden Nephron

wahrscheinlich, da Proximale Tubuli (PT) im adulten Stadium SUR2B-Protein und -

mRNA exprimieren (Beesley et al. 1999, Tanemoto et al. 2000, Brochiero et al.

2002). Darüber hinaus spricht die Pinacidil-Antwort der Nephron-Kulturen stark für

die Gegenwart von funktionellen KATP-Kanälen im sich entwickelnden Nephron-

Epithel.

Insgesamt ist somit vom Vorhandensein funktioneller Kir6.1/SUR2B (KNDP)-Kanäle in

frühen Stadien der Sammelrohr- und der Nephronentwicklung und deren

anschließender Herunterregulation auszugehen. Die Proliferations-Experimente mit

K+-Kanalmodulatoren legen eine wachstumsregulierende Rolle dieser frühen

Expression nahe (siehe folgendes Kapitel).
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4.2.2 Funktionelle Bedeutung
für die Zellproliferation

In den funktionellen Experimenten dieser Arbeit stimulierte der Kanalöffner Pinacidil

in verschiedenen Konzentrationen das Zellwachstum sowohl von in-vitro-Nephron-

Kulturen als auch von HEK293-Zellen. Nephron-Kulturen wurden mit 100 µM

stimuliert, da in der Literatur bei 100-300 µM ein stimulatorischer Effekt von Pinacidil

auf Kir6.1/SUR2B-Kanäle gezeigt worden war (Fujita und Kurachi 2000, Malhi et al.

2000, Sheppard und Welsh 1999). Jüngere Daten belegen jedoch, dass

Kir6.1/SUR2B-Kanäle schon ab Pinacidil-Konzentrationen von 1 µM aktivieren

(Fujita und Kurachi 2000, Satoh et al. 1998), während alle anderen Kir6/SUR-

Mitglieder in Bezug auf Pinacidil eine EC50 von 10 bis > 500 µM  aufweisen (Fujita

und Kurachi 2000). In ähnlicher Weise kann Kir6.1/SUR2B effektiv durch

Glibenclamid (3 µM) inhibiert werden (Fujita und Kurachi 2000, Russ et al. 1999,

Yamada et al. 1999). Der Proliferationsassay an HEK293-Zellen wurde hier

durchgeführt, um vor diesem Hintergrund die Pharmakologie der Wachstums-

antwort genauer zu charakterisieren. Sowohl die Wachstums-Stimulation durch die

niedrige Konzentration von 1 µM Pinacidil als auch die Inhibition des Wachstums

durch Glibenclamid (3 µM) waren signifikant und sprechen für das Vorhandensein

von Kir6.1/SUR2B-Kanälen. Die gewählte Glibenclamid-Konzentration von 3 µM

war niedrig genug, um Interaktionen mit CFTR als möglichem unspeztifischen

Confounder zu vermeiden (Sheppard und Welsh 1999).

Die vorliegenden Daten zeigen, daß die Aktivierung von Kir-Kanälen die Zell-

Proliferations-Rate steigert, so wie dies brereits an einer Reihe von anderen

Geweben beschrieben wurde, z.B. an Blut-Stamm- oder Leberzellen (Shirihai et al.

1998, Malhi et al. 2000) und in weiteren Geweben (Cahalan et al. 2001, Koegel und

Alzheimer 2001). Auch klinisch werden spezifische Öffner von Kir6/SUR-(KATP)-

Kanälen (Pinacidil, Minoxidil und Cromakalim) seit längerem zur Steigerung der

Zellproliferation eingesetzt: bei Patienten mit Alopezie, um die Haar-Follikelzell-

Proliferation und damit den Haarwuchs zu steigern (Ashcroft und Gribble 2000, Buhl

et al. 1993). Während der Zellproliferation können K+-Leitfähigkeiten z.B. eine Rolle

in der G1 zu S1-Progression, in Signalwegen (z.B. Ca2+) oder in der Volumen-
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regulation spielen (Lang et al. 1998, Lang et al. 1998a, Wonderlin und Strobl 1997,

Rouzaire-Dubois et al. 2000). Die Rolle von KATP-Kanälen in der Nieren-Zell-

proliferation wird auch durch jüngste Daten unterstrichen, die eine Hochregulation

von Kir6.1-mRNA in einem Ischämie-Reperfusions-Modell der Niere belegen (Sgard

et al. 2000).

Die mRNAs der vermuteten Mediatoren des Pinacidil-Effektes, Kir6.1 und SUR2,

fanden sich früh-embryonal, i.e. zum Zeitpunkt der größten Proliferation (Saxén

1987), hoch exprimiert und waren anschließend heruterreguliert. Eine Mögliche

Implikation dieser Tatsache wäre die Vorstellung, dass ontogenetische

Programme über die K+-Kanal Aktivität das Wachstum regulieren.

Die Möglichkeit in diesem Kontext mittels pharmakologischer oder biologischer

Methoden auf die K+-Kanalaktivität Einfluss zu nehmen kann von steigendem

Interesse sein, da die Perspektiven der Stammzellforschung und der therapeu-

tischen Organkultur zunehmend vielversprechend werden. Eine vor kurzem ver-

öffentlichte Arbeit über den Effekt von Cromakalim und Tolbutamid auf die

Embryonalentwicklung (Smoak 1999), sowie die hier gezeigten Daten sprechen

aber auch für ein dysmorphogenes Potential von K+-Kanalmodulatoren. Dieses

Potential ist zu beachten, da diese Substanzen bereits zur Behandlung

verschiedenster Krankheitsbilder klinisch eingesetzt werden (z. B. Diabetes mellitus,

arterielle Hypertonie, Allopezie; Ashcroft und Gribble 2000, Andersson 1992).
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4.3 KATP-Kanäle im adulten Proximalen Tubulus

Apikale K+-Leitfähigen im Proximalen Tubulus (PT) können entscheidend für den

Erhalt eines für die Resorption von Kationen nötigen elektrochemischen Gradienten

sein (Giebisch 1995, Giebisch 1998, Giebisch 1999). Die vorliegende Arbeit weist

Kir6.1-Protein im adulten PT apikal und schwach basolateral nach. Die Expression

von Kir6.1 im PT wurde auch von Anzai et al. (1997) in Abstract-Form berichtet. Da

auch SUR2B-Protein im adulten PT apikal und und basolateral exprimiert wird

(Beesely et al. 1999), bestehen nun erstmals eindeutige Hinweise auf struktureller

Ebene für das Vorhandensein von Kir6.1/SUR2B-(KNDP)-Kanälen im PT.

In der apikalen PT-Membran wurden bis heute weitere K+-Kanalproteine nachge-

wiesen, was eine größere Vielfalt der K+-Kanal-Expression nahelegt: TASK-1

(Mitglied der neuen Familie der doppel-porigen K+-Kanäle; Cluzeaud et al. 1998,

Lesage und Lazdunski 2000) und IsK/minK (ein Poren-Protein, das mit spannungsab-

hängigen K+-Kanal Untereinheiten assoziiert; Sugimoto et al. 1990). Auf elektrophy-

siologischer Ebene liegen nur wenige Informationen über K+-Kanäle der apikalen

PT-Membran vor, aus denen sich bis jetzt kein spezifischer Nachweis von KNDP-

Kanälen ergab (Gögelein und Greger 1984, Kawahara 1985). Dies kann an der

schweren Zugänglichkeit der Bürstensaum-Membran für Patch-clamp-Experimente

(Gögelein und Greger 1984) sowie an den besonderen Voraussetzungen für die

Aktivierung von KNDP-Kanälen liegen (ATP, Diphospho-Nukleoside, evtl. K+-

Kanalöffner).

Der schwache basolaterale Protein-Nachweis für SUR2B (Beesley et al. 1999) und

Kir6.1 (diese Arbeit) weist auf die Möglichkeit hin, dass KNDP-Kanäle auch in der

basolateralen PT-Membran exprimiert sein könnten. In der Tat sprechen kürzlich

erschienene Patch-clamp Studien dafür, dass Kir6.1/SUR2B-Kanäle eine KNDP-

Leitfähigkeit in der basolateralen PT-Membran (Noulin et al. 1999, Brochiereo et al.

2002, Mauerer et al. 1998) bilden. Alternativ könnte dem basolateralen Kir6.1-Signal

auch mitochondriale Expression zugrunde liegen. Dies ergibt sich aus der Tatsache,

dass Kir6.1 mitochondrial exprimiert werden kann (Suzuki et al. 1997) sowie aus der
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überwiegend basolateralen Lokalisation der Mitochondrien im Proximalen Tubulus

(Kaissling und Kriz 1979, Tisher und Madsen 2000).
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4.4 ROMK K+-Kanäle in der Nephrogenese

4.4.1 Die frühe Sammelrohr- und
Nephron-Genese

Obschon ROMK-mRNA vor allem während der postnatalen Sammelrohr-Reifung

exprimiert wird, ist sie bereits in embryonalen UB-Stadien nachweisbar (Daten in

Kap. 3.1.1). Auch auf der Protein-Ebene ist ROMK bereits in UB und embryonalen

Sammelrohren nachweisbar (in einem Expressionsmuster wie Kir6.1, siehe

Kap. 3.1.3). Diese Redundanz der Untereinheiten-Expression könnte ein weiterer

Hinweis auf die Bedeutung von Kir-Kanälen während der renalen Ontogenese sein.

UB-Zellen und Zellen in mesenchymalen Kondensationen verfügen über eine

makroskopische K+-Leitfähigkeit sowie über Einzelkanäle, deren Eigenschaften (1/R

~30 pS; gering einwärtsgleichrichtend) sowohl mit ROMK als auch mit

Kir6.1/SUR2B als morphologisches Korrelat vereinbar sind (Huber und Horster

1996, Huber et al. 2000). Die Pinacidil-Stimulation von UB/Nephron-Kulturen liefert

keine Information über funktionelle ROMK-Kanäle in embryonalen Sammelrohr-

oder Nephron-Epithelien, da Pinacidil an ROMK-Kanälen keine Wirkung hat (die

Wirkung basiert auf Interaktion mit SUR2, diskutiert in Kap. 4.2.2).

4.4.2 Die postnatale Reifung des
Sammelrohrepithels

Während der postnatalen Reifung des kortikalen Sammelrohrepithels kam es zu

einer deutlichen Zunahme der mRNA-Expression von ROMK2 (Faktor 4 zwischen

P7-8 und P21-28; siehe Kap. 3.1.1).

In der adulten Niere ist ROMK2 die am weitesten verbreitete Isoform (TAL, DCT,

CNT, CCD), ROMK1 ist auf CCD, und ROMK3 auf TAL beschränkt (Boim et al.

1995). In UB/CCD Stadien konnten ROMK1 und 3 bei ähnlicher Sensitivität wie für

ROMK2 nur unregelmässig detektiert werden (Kap. 3.1.1). Die geringe Expression
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von ROMK3 ist mit der adulten Distribution gut vereinbar. Die im Vergleich zu

ROMK2 schwache ROMK1-mRNA-Expression spricht dafür, dass ROMK2 die

primär exprimierte Isoform während der CCD-Reifung darstellt (zusammengefasst

in Abb. 4.4).

Abb. 4.4 – Synopsis des zeitlichen Verlaufs der untersuchten SUR2-, ROMK2- und αααα-
ENaC-mRNA Expression in Sammelrohr-Monolayer-Primärkulturen. Die Expression
ist gegen embryonale und postnatale Stadien aufgetragen. Die Dicke der Balken kodiert die

Abundanz an mRNA.

Die postnatale Zunahme an ROMK2-mRNA wurde in einer weiteren Arbeit belegt

(Benchimol et al. 2000) und deckt sich mit der in der Literatur beschriebenen post-

natalen Zunahme von ROMK-ähnlichen 42-pS K+-Kanälen in patch-clamp-Experi-

menten (Satlin und Palmer 1997). Sie legt nahe, dass diese funktionelle Ex-

pressions-Zunahme zumindest teilweise durch die transkriptionelle Heraufregulation

von ROMK2 bedingt ist.

Die vorliegenden Daten (Kap. 3.1.1) belegen auch, dass ROMK- und SUR2B-

mRNA schon während junger UB-Stadien sowie in spät postnatalen und adulten

CCD-Stadien co-exprimiert werden, zusammengefasst in Abb. 4.4. Zwar ist die

Interaktion von SUR2B- und ROMK-Protein beschrieben worden (Tanemoto et al.

2000), ob eine solche Interaktion physiologische Bedeutung hat, ist jedoch unklar.

Analog zu ROMK2-mRNA wurde auch die mRNA des apikalen Na+-Kanals ENaC

während der CCD-Reifung heraufreguliert (siehe Kap. 3.1.1) (zusammengefasst in

Abb. 4.4). Dies spricht dafür, dass auch die beschriebene postnatale Zunahme der
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ENaC-Leitfähigkeit (Huber et al. 1999, Satlin und Palmer 1997) zumindest teilweise

durch transkriptionelle Heraufergulation im gleichen Zeitfenster erfolgt.

In Bezug auf ihre Morphologie (Expression von extrazellulären Matrixmolekülen,

Zell-Zell-Kontakten, etc.) sind CCD-Zellen deutlich vor dem Erwerb dieser apikal

exprimierten Ionenkanäle apiko-basal polarisiert (Details siehe Kap. 1.2.2 und 4.6).

Die funktionelle Spezialsierung der apikalen Membran ist vermutlich der letzte

Schritt der Epithelogenese in Sammelrohrepithelien.

4.4.3 Die ROMK-mRNA-Expression ist
cAMP-abhängig

4.4.3.1 Implikationen für die Funktion
der adulten Niere

Ein wichtiger Signalweg der adulten Sammelrohr-Hauptzelle geht vom hypophysä-

ren Peptid-Hormon Vasopressin (AVP, antidiuretisches Hormon / ADH) aus. AVP

bindet an den Vasopressin-Typ-2-Rezeptor (V2R) der Hauptzelle und aktiviert über

das stimulierende G-Protein (GS) das Enzym Adenylatzyklase (AC), welches 3‘-5‘-

zyklisches Adenosin-Monophosphat (cAMP) synthetisiert (Alberts et al. 1994,

Féraille und Doucet 2001, Nonoguchi et al. 1995).

cAMP aktiviert unter anderem die Proteinkinase-A (PKA), welche mittels

Phosphorelierung schnell den Einbau von Aquaporinen (AQP-2) in die apikale

Membran sowie von Na+-K+-ATPase in die basolaterale Membran vermittelt. Ferner

steigert Vasopressin über andere noch nicht vollständig entschlüsselte Signalwege

auch die Aktivität und Oberflächenexpression des ENaC-Na+-Kanals (teilweise

cAMP-abhängig – Féraille und Doucet 2001; teilweise über die Serum-

Glucocorticoid-abhängige-Kinase-1 / SGK-1 – Alvarez de la Rosa und Canessa

2003). Synergistisch hierzu bewirkt der AVP-Signalweg langfristig auch eine

Steigerung der Transkription der mRNA von AQP-2 (Yasui et al. 1997), β− und
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γ−ENaC und der α1-Untereinheit der Na+-K+-ATPase (Djelidi et al. 1997), was

insgesamt eine Aktivierung von Na+- und H2O-reabsorptiven Mechanismen bedeu-

tet.

Zusätzlich aktiviert Vasopressin über cAMP und PKA direkt die ROMK-ähnliche K+-

Leitfähigkeit (Cassola et al. 1993, Féraille und Doucet 2001, Klussmann et al. 1999).

Die in Kap. 3.1.2 gezeigten Daten belegen nun erstmals, dass cAMP ROMK-Kanäle

nicht nur funktionell, sondern auch transkriptionell (ROMK2-mRNA) aktiviert.

Abb. 4.5 fasst die wichtigsten Vasopressin-und cAMP-abhängigen Signalwege der

Hauptzelle zusammen.

Es ist wahrscheinlich, dass der in Ureterknospen-Monolayer-Primärkulturen erhobe-

ne Befund der transkriptinellen Aktivierung von ROMK2 durch cAMP auch auf die

adulte Sammelrohr-Hauptzelle extrapolierbar ist. Auch im dicken aufsteigenden Teil

der Henle’schen Schleife (TAL) wurde jüngst die Vasopressin- und cAMP-abhängige

Heraufregulation von ROMK auf Proteinebene beschrieben (Ecelbarger et al. 2001).

So könnte einem gesteigerten Bedarf an K+-Sekretion begegnet werden. Ein solcher

Bedarf besteht im dehydrierten Organismus, wenn das Renin-Angiotensin-

Aldosteron-System und der AVP-Signalweg aktiviert sind, und im Sammelrohr

maximale Mengen an Wasser und Na+ rückresorbiert werden (Schafer und

Troutman 1990), und hierfür apikale K+-Sekretion zum Erhalt des elektro-

chemischen Na+-Gradienten in der apikalen Membran benötigt wird. AVP könnte so

neben seiner „Hauptwirkung“ (Einbau von AQP-2) auch langfristig die für den

Volumenhaushalt wichtige Na+-Resorption und K+-Sekretion stimulieren.

Die Signalschritte, die zwischen cAMP und der Zunahme der ROMK2-Transkription

stehen, wurden in der vorgelegten Arbeit nicht weiter untersucht. Mögliche Kandida-

ten sind die Proteine CREB (cAMP response element binding protein), CREM

(cAMP response element modulator), c-fos und ATF-1 (activating transcription

factor) (Habener et al. 1995, Yasui et al. 1997).
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Abb. 4.5 – Einflüsse von Vasopressin (AVP) auf Transportfunktionen der Sammelrohr-
Hauptzelle. Signalwege: (1, rechte Bildhälfte, durchgängige graue Pfeile:) Vasopressin

� V2R �  G-Protein (Gs) � Aktivierung der Adenylatzyklase (AC) � � cAMP �
Aktivierung der PKA. PKA vermittelt per Phosphorelierung den Einbau von AQP-2- und
Na+-K+-ATPase-Protein-enthaltenden Vesikeln in die Plasmamembran und aktiviert die Na+-
K+-ATPase direkt. PKA aktiviert auch apikale ROMK-Leitfähigkeiten, wobei unklar ist, ob
dies durch Zunahme der Aktivität und /oder durch Vesikel-Einbau vermittelt ist. cAMP-

abhängige Transkriptionsfaktoren vermitteln die Heraufregulation von AQP-2, β−/γ−ENaC,

der α1-Na+-K+-ATPase-Untereinheit (Literatur siehe Text) und von ROMK2 (Daten aus der

vorliegenden Arbeit). mRNA-Moleküle sind grau dargestellt. (2, linke Bildhälfte,
unterbrochene graue Pfeile:) Vasopressin vermittelt über eine nicht vollständig bekannte
Signalkaskade die Aktivierung und den Vesikeleinbau von ENaC. Dies ist teilweise
abhängig von SGK-1 und von cAMP (siehe Text). ENaC wird ferner durch Aldosteron
stimuliert (nicht gezeigt).

4.4.3.2 Implikationen für die Nephrogenese

Die ROMK2-mRNA-Expression steigt im Kortikalen Sammelrohr (CCD) zwischen

der zweiten und der vierten postnatalen Woche um den Faktor 4 an (siehe Kap.

3.1.1). Parallel hierzu ist ROMK-Protein schon in Ureterknospen, im embryonalen
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Ureter und in frühen Nephron-Anlagen zu detektieren, während es im reifenden

Nephron deutlich im aufsteigenden Teil der Henle‘schen Schleife (TAL) exprimiert

wird (Kap. 3.1.3 und 3.2.2). Es besteht die Möglichkeit, dass die postnatale

Heraufregulation von ROMK im CCD und im TAL über den AVP-cAMP-Signalweg

vermittelt sein könnte.

Zum Ansprechen eines Signalweges sind Rezeptoren auf den Zielzellen sowie

adäquate Mengen des Hormons in Nähe der Zielzellen notwendig. Über die AVP-

Konzentrationen, die an den renalen Epithelien während der Ontogenese

herrschen, ist nichts bekannt. Jedoch wird AVP in der Plazenta des Menschen

degradiert (Mizutani et al. 1995), so dass mütterliches Hormon den Embryo nicht,

oder nur in geringen Mengen erreicht. Bedingt dadurch, dass die Plazenta den Salz-

Wasserhaushalt des Embryos mitreguliert, sollten embryonale Plasma-Vasopressin-

Spiegel im Vergleich zum postnatalen Stadium gering sein. Durch den nach der

Geburt einsetzenden hohen Flüssigkeitsbedarf des Säuglings (Mensch und

Maus/Ratte; Satlin 1994) ist mit einer deutlichen postnatalen Zunahme des AVP

Spiegels zu rechnen.

Da UB- und CCD-Epithelien über alle Stadien (einschließlich adult) gleichmäßig

V2R-mRNA exprimieren (Kap. 3.1.2; Ostrowski et al. 1993) könnte eine postnatale

Zunahme an Peptidhormon den postnatalen ROMK2-mRNA-Anstieg in UB/CCD

zumindest teilweise vermitteln. Auch der postnatale Erwerb von ROMK-Protein im

TAL könnte zumindest teilweise durch AVP vermittelt sein, da TAL während der

Entwicklung V2R exprimiert (Ostrowski et al. 1993). Allerdings bleiben solche

Überlegungen spekulativ, da unter anderem auch eine Reihe von Gegenspielern

des AVP-cAMP-Signalweges in renalen Epithelien exprimiert wird, deren Aktivität

während der Ontogenese unklar ist (Féraille und Doucet 2001).
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4.5 Na+- und Cl--Kanäle in der Nephrogenese

Die oben diskutierten Daten der K+-Kanal-Expression und -Funktion weisen auf eine

Bedeutung von K+-Leitfähigkeiten für die Proliferation in frühen Sammelrohr- und

Nephronstadien hin. Ferner wurde der molekulare Erwerb eines adulten K+-Kanals

(ROMK) mit zunehmender Entwicklung gezeigt.

Im zweiten Teil der vorgelegten Arbeit wurde die Expression von Na+- und Cl--Kanal-

mRNA während der Sammelrohr-Ontogenese untersucht. Das Samelrohrepithel ist

die am besten charakterisierte Struktur der Nephrogenese (Stuart und Nigam 2000).

Ziel war es, bereits bekannte elektrophysiologische Daten mit der Ionenkanal-

mRNA-Expression zu korrelieren. Die daraus resultierenden zeitlichen Expressions-

verläufe geben Informationen über die NaCl-Transportfunktionen in den jeweiligen

Entwicklungsabschnitten.

4.5.1 αααα-ENaC-mRNA im Sammelrohrepithel

Der Erwerb der Na+-Reabsorption ist kritisch für das Überleben nach der Geburt.

Apikale Na+-Leitfähigkeiten werden mit der postnatalen Entwicklung des CCD

zunehmend erworben (Huber et al. 1999, Satlin 1994, Satlin und Palmer 1997). In

Sammelrohepithel-Primärkulturen zeigen Ureterknospen-Epithelien bis einschließ-

lich Stadium P6 vereinzelt Amilorid-sensitive ENaC-Na+-Kanäle, jedoch keine

makroskopischen Na+-Ströme (Huber et al. 1999). In CCD-Epithelien der Stadien

P9-P14 hingegen, existieren deutliche amiloridsensitive Na+-Ganzzell-Ströme

(Huber et al. 1999) (zusammengefasst in Abb. 4.6). Die vorliegende Arbeit zeigt,

dass mit diesen Ereignissen die Heraufregulation von ENaC-mRNA parallell läuft

(siehe Kap. 3.4.1). Gleiches gilt für die ENaC-Protein-Expression (Zolotnitskaya und

Satlin 1999). α-ENaC-Untereinheiten können bereits alleine funktionelle Kanäle

bilden, deren volle Aktvität jedoch erst doch Co-Expression der β− und γ−

Unterineheiten erreicht wird (Alvarez de la Rosa et al. 2000). Im Rahmen von

präliminären Experimenten für die vorliegende Arbeit wurden β− und γ−ENac
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mRNAs in UB/CCD Kulturen in ähnlichen Mengen und Zeitverläufen detektiert wie

α-ENaC mRNA (nicht gezeigt).

Abb. 4.6 – Synopsis des zeitlichen Verlaufs der Expression von makroskopischen

apikalen ENaC-Strömen und αααα-ENaC-, SUR2- und CFTR-mRNA in Sammelrohr-
Monolayer-Primärkulturen. Die Balkendicke kodiert die makroskopischen ENaC-Strom-
stärken im Vergleich zur Gesamtleitfähigkeit der apikalen Membran, bzw. die Abundanz an
mRNA.

ENaC-mRNA wurde jedoch auch schon in UB-Stadien und somit vor auftreten

makrosopischer Na+-Ströme detektiert (siehe Kap. 3.4.1). Es ist denkbar, dass in

diesem Stadium vorhandenes ENaC-Protein funktionell durch co-exprimierten

Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR, eingeführt in Kap.

1.3.3) supprimiert wird (die negative Interakton von Wildtyp-CFTR mit ENaC ist seit

langem bekannt; Schwiebert et al. 1999). Wildtyp-CFTR könnte während der

gesamten Ureterknospenphase des Sammelrohrepithels, wo es (zweigipfelig) auf

mRNA-Ebene hoch exprimiert wird, ENaC funktionell supprimieren. Eine solche

ENaC-CFTR-Interaktion ist wahrscheinlich während der Ontogenese des

Bronchialepithels realisiert (Murray et al. 1995, Souza et al. 1995): in der Frühphase

der Entwicklung wird luminal Cl- und H2O sezerniert (CLC-2-vermittelt), während in

der Zellmembran bereits vorhandene ENaC-Kanäle durch CFTR-bedingte Hem-

mung stumm bleiben. Nach der Geburt wird von dieser für die Größenentwicklung

des Bronchialbaumes entscheidenden (Alcorn et al. 1977, Alcorn et al. 1980)

Sekretion auf ENaC-vermittelte Na+- und H2O-Resorption umgeschaltet (Murray et

al. 1995, Souza et al. 1995).  Die Interaktion von ENaC und CFTR ist schematisch

in Abb. 4.7 zusammengefasst.
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Abb. 4.7 – Modell der bewiesenen und hypothetischen negativen Modulationswege von
ENaC durch CFTR. A: (1) ENaC-Kanäle werden u.a. durch Proteinkinase-A (PKA)
aktiviert (Zunahme der Offenwahrscheinlichkeit P0 und der mittleren Offenzeit MOT). CFTR
schwächt diese Aktivierung aktinvermittelt deutlich ab (Daten aus Lipid-Doppelschichten).
B: (2) Neben der aktinvermittelten Herunterregulation der ENaC-Aktivität könnten auch
direkte Protein-Protein-Interaktion zwischen ENaC und CFTR bestehen (Daten aus Two-
Hybrid-System-Experimenten). (3) Eine dritte, noch hypothetische Möglichkeit der ENaC-
Suppression ist parakrine ATP-Sekretion durch CFTR. In Folge würden P2Y2-Rezeptoren
aktiviert und ENaC mittels Phospholipase C (PLC)—Proteinkinase C (PKC)-Aktivierung
inhibiert. In der Tat exprimieren Ureterknospen und Sammelrohrepithelien P2Y2-mRNA
(Tschöp et al. 2002). (4) Extrazelluläres ADP könnte über Adenosin-A1-Rezeptoren und
inhibitorisches G-Protein (Gi) den cAMP-Spiegel senken die PKA-Aktivität reduzieren. (5)
CFTR könnte auch den Membran-Einbau von ENaC regulieren. Adaptiert aus Schwiebert et
al. (1999).
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Auch für den Sulfonylharnstoff-Rezeptor wurde kürzlich eine ENaC-supprimierende

Interaktion beschrieben (Konstas et al. 2002). Folglich könnte nun auch die hohe

SUR2-Expression in jungen Ureterknospen für die Abwesenheit von ENaC-Strömen

verantwortlich sein (Abb. 4.6). Im adulten Sammelrohr könnte vorhandenes SUR2

eine Rolle in der ENaC-Regulation spielen.

4.5.2 CFTR-mRNA im Sammelrohrepithel

Die vorliegenden Daten (Kap. 3.5.1) zeigen, dass Ureterknospen und Sammel-

rohrepithelien  mRNA für den Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator

(CFTR; eingeführt in Kap. 1.3.3) exprimieren.

Neben Wildtyp-CFTR (WT-CFTR)-mRNA konnte eine Splicevariante von CFTR-

mRNA detektiert werden, bei der eine Leserasterverschiebung bei der Translation

zu einem durch vorzeitigen Strangabbruch verkürzten Protein führt: Dieses Protein

besteht aus der ersten Transmembrandomäne, dem ersten Nukleotid-bindenden

Element (NBF 1) und aus 93 % des Regulator Elements (siehe Kap. 1.3.3;

Sheppard und Welsh 1999) und heisst deshalb akronym TNR-CFTR. Wie WT-

CFTR bildet TNR-CFTR eine Cl--Leitfähigkeit und aktiviert ORCC (outwardly

rectifying chloride channels) Cl--Kanäle (siehe unten). Es jedoch im Unterschied zu

WT-CFTR überwiegend intrazellulär lokalisiert und nur zu ~25 % an der

Plasmamebran exprimiert (Devuyst et al. 1996, Morales et al. 1995).

Abb. 4.6 fasst die Expression der CFTR-mRNAs während der Sammelrohr-

ontogenese zusammen: WT-CFTR wird (zweigipfelig) embryonal exprimiert und

dann herunterreguliert. In Einklang mit dieser Herunterregulation steht die relativ

niedrige CFTR-mRNA-Expression in adulten Sammelrohr-Hauptzellen (relative

Expression in Hauptzellen : A-Schaltzellen : B-Schaltzellen = 1 : 4,5 : 25; Todd-Turla

et al. 1996). Während der UB-Entwicklung könnte die hohe WT-CFTR Expression

(die auch auf Protein-Ebene bestätigt wurde; Devuyst et al. 1996) neben ENaC-

Kanälen (Diskussion siehe oben in Kap. 4.5.1) auch Cl--Kanäle modulieren: CFTR
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aktiviert spannungsabhängige Cl--Kanäle vom Typ ORCC (skizziert in Abb. 4.8).

Interessanterweise exprimieren E17 UB-Zellen ORCC-ähnliche Cl--Leitfähigkeiten,

die in den postnatalen UB- und CCD-Stadien nicht mehr nachweisbar sind (Huber

und Horster 1996, Huber und Horster 1998). CFTR käme damit neben der

pränatalen Suppression der Na+-Reabsorption auch eine Funktion der Aktivierung

von embryonalen und pränatalen ORCC-Leitfähigkeiten zu. Somit hätte CFTR die

Rolle eines Schalters inne, der durch seine Herunterregulation von Cl--Sekretion auf

Na+-Resorption umstellt.

Abb. 4.8 – Modell der verschiedenen bewiesenen und hypothetischen Aktivierungswege
von ORCC Cl--Kanälen durch CFTR. CFTR wird cAMP-abhängig über die
Proteinkinase-A (PKA) und direkt durch ATP aktiviert. CFTR- und ORCC-Proteine
interagieren direkt miteinander. Es wird vermutet, dass CFTR-vermittelter ATP-Export
ORCC-Kanäle aktiviert. Extrazelluläres ATP kann ORCC-Kanäle direkt oder indirekt über
purinerge P2-Rezeptoren aktivieren. Sammelrohrepithelien exprimieren purinerge Rezepto-
ren, die dies vermitteln könnten (Tschöp et al. 2002). Adaptiert aus Schwiebert et al. (1999).

Die Bedeutung der zunehmenden TNR-CFTR Expression während der Sammelrohr

Ontogenese ist unklar. Adult wird TNR-CFTR vor allem in Medullären, aber kaum in

Kortikalen Sammelrohren detektiert (Morales et al. 1996). Dies könnte bedeuten,

dass das in der vorliegenden Studie untersuchte junge Sammelrohrepithel einige

Merkmale des adulten Medullären Sammelrohrepithels aufweist.
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4.5.3 CLC-2- und ICLn-mRNA im Sammelrohrepithel

UB-Zellen verfügen neben einer apolaren K+-Leitfähigkeit über hohe fraktionelle Cl--

Leitfähigkeiten (Huber und Horster 1996, Huber und Horster 1998). Neben ORCC-

ähnlichen Cl--Leitfähigkeiten in E17, die durch CFTR aktiviert werden können (siehe

Diskussion oben in Kap. 4.5.2), sind in UB-Epithelien auch volumenregulatorische

Cl--Leitfähigkeiten beschrieben: diese haben CLC-2- und ICLn-ähnliche

Charakteristika  (Huber und Horster 1996, Huber und Horster 1998). CLC-2- und

ICLn wurden in Kap. 1.3.3 eingeführt.

CLC-2- und ICLn-mRNAs werden in UB exprimiert, wobei CLC-2 in CCD herunter-

reguliert wird (kein Nachweis im adulten CCD; Obermüller et al. 1998), während

ICLn mit zunehmender Entwicklung heraufreguliert wird (Daten aus der vorliegen-

den Arbeit; Laich et al. 1997) (Abb. 4.9).

Abb. 4.9 – Synopsis des zeitlichen Verlaufs der untersuchten CLC-2- und ICLn-
mRNA-Expression in Sammelrohr-Monolayer-Primärkulturen. Die Expression ist
gegen embryonale und postnatale Stadien aufgetragen. Die Dicke der Balken kodiert die
Abundanz an mRNA.

In Einklang mit diesen mRNA-Befunden sind CLC-2-ähnliche Kanäle in frühen

Stadien der Sammelrohrentwicklung (E17-P6) und ICLn-ähnliche Leitfähigkeiten in

späteren Stadien (P1-P14) detektiert worden (Huber und Horster 1996, Huber und

Horster 1998).

Zusammengefasst verfügen Sammelrohrepithelien wähend der gesamten

Entwicklung und im adulten Stadium über volumenregulatorische Cl--Leitfähigkeiten,

die zumindest zu einem Teil durch CLC-2 und ICLn hervorgerufen werden. Volu-

menregulation ist essentiell für schnell proliferierende Zellen (wie z.B. die
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Ureterknospe), und  für Zellen, die vektoriellen Ionen- und Wasser-Transport

betreiben (adulte CCD Zellen) (Lang et al. 1998,  Lang et al. 1998a).

Der Untersuchung der CLC-2 mRNA Expression in der Sammelrohr-Ontogenese

kommt besonderes Gewicht zu: während der dichotomen Verzweigugs-

morphogenese des Bronchialepithels, die ähnlich der Sammelrohr-Morphogenese

verläuft, werden Cl--Leitfähigkeiten initial hoch exprimiert und führen zu einer

luminalen Flüssigkeitssekretion, die für die regelhafte Größen-Entwicklung des

Bronchialbaums notwendig ist (Alcorn et al. 1977, Alcorn et al. 1980, Murray et al.

1995, Souza et al. 1995). Ureterknospen selbst scheinen jedoch noch nicht aus-

reichend polarisiert zu sein, um einen solchen Transport realisieren zu können,

diskutiert in Kap. 4.6.
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4.6 Zelluläre Polarisierung und Differenzierung
in der Nephrogenese

Die Vorläufer- und Frühstadien der renalen Epithelien sind nur unvollständig

differenziert und apiko-basolateral polarisiert. Wie in Kap. 1.2.2 besprochen, ist der

Erwerb des adulten Differenzierungstyps eine der Aufgaben, die Sammelrohr- und

Nephronepithelien während der Entwicklung zu bewerkstelligen haben.

Das Ureterknospen- und Sammelrohrepithel stellt die früheste Epithelform während

der Metanephrogenese dar. Die sich dichotom verzweigenden Ureterknospen sind

eine Leitstruktur, in deren Abhängigkeit sich die Nephrone entwickeln, und deren

regelrechte Entwicklung auch Einfluss auf die Größe der adulten Niere haben

könnte (vgl. Einfluss der Entwicklung des Bronchialbaumes auf die Größe der

Lunge: Alcorn et al. 1977, Alcorn et al. 1980, Souza et al. 1995).

Aus diesen Gründen sowie wegen der relativen Einfachheit der Struktur eignet sich

die Entwicklung des Sammelrohrsystems besonders gut als Modell der epithelialen

Differenzierungsprozesse der Niere. Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war bereits

bekannt, dass Ureterknospen in Bezug auf die Expression von anatomisch-

strukturellen Marker-Molekülen (extrazelluläre Matrixproteine, Zell-Adhäsions-

moleküle, Zytoskelett-Ankerproteine) apiko-basolateral polarisiert sind (siehe Kap.

1.2.1 und Ekblom 1989). Ganz im Gegensatz hierzu sind jedoch elektrische

Membranleitfähigkeit und die Expression der Na+-K+-ATPase apolar (Huber und

Horster 1996, Minuth et al. 1997, Burrow et al. 1999).

In der vorliegenden Arbeit wurde in Ureterknospen, jungen Sammelrohrepithelien

und E15-Uretern eine apolare Verteilung der Ionenkanalproteine Kir6.1 und ROMK

nachgewiesen (siehe Kap. 3.1.3). Dies zeigt erneut, dass diese jungen renalen

Epithelien in Bezug auf ihre elektrischen Membran-Eigenschaften apolar sind. Auch

die Expression von Aquaporin-Subtypen in Ureterknospen ist apolar (Baum et al.

1998).
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Die Hypothese, dass tubuläre Sekretion, ähnlich wie in der Ontogenese des

Bronchialsystems, durch Offenhalten von Lumina eine morphogenetische Funktion

hat, setzt vektoriellen Ionen- und Wassertransport voraus. Alle bis jetzt vorliegenden

Daten sprechen gegen eine für vektoriellen Transport ausreichende apiko-

basolaterale Differenzierung von Ureterknospen und jungen Sammelrohrepithelien.

Im Ureter des Stadiums E17 hingegen, legt die apikale Dominanz der K+-Kanal-

Expression (siehe Kap. 3.1.3) die deutliche apiko-basolaterale Polarisierung der

Membranleitfähigkeiten nahe. Somit könnte hier die strukturelle Grundlage für

vektoriellen Transport gegeben sein. Es werden weitere Untersuchungen über die

Transporter- und Ionenkanalfunktion und Expression im embryonalen Ureter

notwendig sein, um die eventuelle Existenz morphogenetisch relevanter luminaler

Sekretion zu verifizieren.

Abb. 4.10  zeigt ein – derzeit rein hypothetisches – Modell einer solchen Sekretion.

Diese könnte durch einen basolateralen Na+-K+-2Cl--Cotransporter (NKCC/BSC;

Übersichts-artikel: Haas und Forbush-III 2001) und apikale Cl-- und K+-Kanäle

vermittelt sein. Interessanterweise konnte das Vorhandensein eines solchen se-

kretorischen Systems kürzlich in einer Sammelrohrzelllinie nachgewiesen werden

(Djelidi et al. 1999). Ein solches Sekretionssystem entspricht im Grunde auch dem

vermuteten Aufbau der luminalen netto-Cl--Sekretion während der Ontogenese des

Bronchialepithels (Murray et al. 1995, Souza et al. 1995). Ferner ist eine essentielle

Rolle von NKCC für die Proliferation von Endothelzellen beschrieben (Panet et al.

1994).

Im Nephron sind der absteigende Schenkel des S-förmigen Körpers und der

primordiale Proximale Tubulus die ersten Strukturen, die eine Polarisierung der

Ionenkanal-Protein Expression zeigen. Dort ist Kir6.1-Protein streng apikal

exprimiert (siehe Kap. 3.2.1). Auch hier könnten vektorielle Transportfunktionen zur

Lumenbildung stattfinden. Weitere Studien sind erforderlich.
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Abb. 4.10 – Hypothetisches Sekretionsmodell in apiko-basal polarisierten Abschnitten
des embryonalen Ureters. Das Modell kombiniert die in der vorliegenden Arbeit erhobenen
Ionenkanal-Expressions-Daten mit der noch unbewiesenen Hypothese, dass das embryonale
Ureterepithel basolateral den Na+-K+-2Cl--Kotransporter (NKCC) exprimiert.
Apikale und basolaterale H2O-Kanäle (Aquaporine) die eine transepitheliale Flüssigkeits-
sekretion ermöglichen sind nicht eingezeichnet.
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4.7 Ausblick

Seit langem ist die Nephrogenese Gegenstand entwicklungsbiologischer Untersu-

chungen. Wichtige Transkriptionsfaktoren, Signalwege und Tumor-Suppressoren

wurden in der Niere charakterisiert und haben das Verständnis von der Organ-

entwicklung, -fehlentwicklung und Onkogenese gleichermaßen erweitert (Stuart und

Nigam 2000, Saxén 1987).

Parallel zu diesen rein zellbiologischen oder molekulargenetischen Studien sind

zunehmend auch Arbeiten über die ontogenetische Physiologie renaler Zellen

erschienen (Übersicht: Horster 2000, Stuart und Nigam 2000). Sie geben z.B.

Aufschluss darüber, in welcher Phase adulte Transporte erworben werden, was als

Grundlage für spätere pädiatrische Therapieansätze oder organischen Nierenersatz

dienen kann. Andererseits bilden Studien über die ontogenetische Physiologie

renaler Zellen auch einen Informationsschatz über die Markermoleküle bestimmter

renaler Entwicklungsstadien und Zelltypen, der für spätere Arbeiten relevant sein

kann. Es ist zu erwarten, dass die Erkenntnisse über Proliferations-steuernde und

morphogenetische Funktionen von Ionenkanälen und Membrantransportern

während der Nephrogenese zunehmen werden. So wurde z.B. kürzlich gezeigt,

dass im Proximalen Tubulus der Na+-Glukose-Austauscher (SGLT) kritisch für die

Tubulogenese ist (Yang et al. 2000). Zukünftige Studien könnten die Hypothese der

vektoriellen Flüssigkeitssekretion und ihrer Modulatoren im embryonalen Ureter

untersuchen und die genaue Funktion von Kir6.1/SUR2B-Kanälen in der Zell-

Proliferation mittels Antisense- und Transfektions-Experimenten verifizieren.

Einer kürzlich erschienen Arbeit zufolge, kommt es nach Ischämie des Proximalen

Tubulus zu einer starken Heraufregulation von Kir6.1-mRNA in der Reperfusions-

phase, der sich die zelluläre Regeneration und Proliferation anschließt (Sgard et al.

2000). Die Rolle von Kir6.1/SUR2B-Kanälen bei solchen und anderen patholo-

gischen Vorgängen in der Niere könnte in Zukunft durch weitere Experimente

untersucht werden, z.B. in Tiermodellen der Glomerulonephritis. Ionenkanal-

Modulatoren könnten hier in Zukunft therapeutische Ansätze zur Beeinflussung des

Krankheitsverlaufs oder zur Reduktion der Nephrotoxizität von Substanzen bieten.
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Es sind Modelle der extrakorporalen Nierenentwickung beschrieben worden (Huber

et al. 2000, Stuart und Nigam 2000, Saxén 1987). Diese wurden primär zur

Erforschung nephrogenetischer Mechanismen herangezogen. Denkbar scheint aber

auch der Versuch, für die therapeutische Anwendung im niereninsuffizienten

Patienten gezielt heterologes Nieregewebe in vitro zu züchten und nach

Transplantation in vivo zur Ausreifung bringen zu lassen (Hammerman 2003). Das

junge Gebiet der (adulten) Stammzellforschung zeigt erste Ergebnisse (Hescheler

und Fleischmann 2001, Jiang et al. 2002), so dass in Zukunft möglicherweise auch

humanes Stammzellgewebe für solche Zwecke zu Verfügung stehen könnte.

Zum Gelingen solcher organischer Nierenersatz-Strategien können Erkenntnisse

über die Nephrogenese sowie ihre Physiologie und über proliferationssteigernde

Bedingungen für Zell- und Organkulturen entscheidend beitragen (Schuldiner et al.

2000).
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Abkürzungen und Glossar

AA amino acids

Abb. Abbildung

ABC-Transporter ATP-binding cassette transporter

AC Adenylatzyklase

AL aufsteigender Schenkel der jungen Henle’ schen Schleife

Annealing Abschnitt der Polymerasekettenreaktion, bei dem Primer und

Matritzen sich entsprechend ihrer Sequenz komplementär

aneinenderlagern

AQP Aquaporin (Wasserkanal)

AVP Arginin-Vasopressin  =  Vasopressin  =  antidiuretisches Hormon

(ADH)

BC Bowman’sche Kapsel

Bp. Basenpaare

BPE Rinder-Hypophysenextrakt

cAMP 3’, 5’-zyklisches Adenosin-Monophosphat

CCD Kortikales Sammelrohr

CNT connecting tubule (= Verbindungssegment)

Confounder unkontrollierbare Größe, die einen beobachteten Effekt verursacht

oder mitverursacht

cDNA zu mRNA komplementäre Desoxyribonukleinsäure

CFTR cystic fibrosis transmembrane conductance regulator

DHFR Dihydrofolat-Reduktase

DIC dual invertierter Kontrast

DL absteigender Schenkel der jungen Henle’ schen Schleife

DNA Desoxyribonukleinsäure

dNTP Desoxyribonukleotide (Mischung aus Adenosin-, Guanosin, Cytidin-

und Thymidin-Triphosphat)

DTC Distaler Tubulus Contortus

DTT Dithiothreitol

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
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Exon für die Transkription bestimmter Sequenzabschnitt eines Gens

Extension Synthese von cDNA anhand einer Matrize in einer PCR-Reaktion

FCS fetales Kälberserum

g Erdbeschleunigung (~9,81m/s2)

g Gramm

Gene Targeting Verminderung, Auslöschung oder Steigerung der Expression eines

Genprodukts

GST Glutathion-S-Transferase

h Stunde

Housekeeper Gen, dessen Produkt unabhängig vom Funktions- oder Differen-

zierungszustand einer Zelle exprimiert wird. Meist für basale

Zellfunktionenen essentielles Gen (z.B. des Energiehaushalts oder

des Zytoskeletts)

IgG Immunglobulin G

Intron nicht für die Transkription bestimmter Sequenzabschnitt eines Gens

Kap. Kapitel

kD kilo-Dalton

L-, A-, N-CAM L-, A-, N- cell adhesion molecule

µg Mikrogramm

µl Mikroliter

µm Mikrometer

µM Mikromolar

µmol Mikromol

M Molar

MCD Medulläres Sammelrohr

MD Makula Densa

mg Milligramm

min Minute

ml Milliliter

mol Mol

mM Millimolar

mmol Millimol

Monolayer einschichtiger Zellrasen

mRNA Messenger-Ribonukleinsäure

NBT/BCIP nitroblue terazolium chloride / 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate

ng Nanogramm
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nl Nanoliter

nM Nanomolar

oligo (dT) 12-18 Desoxyribonukleinsäure-Ketten aus 12 bis 18 Thymidin- Nukleotiden

OMCD Sammelrohr des äußeren Nierenmarks

ORCC outwardly rectifying chloride channel

PAGE Polyacrylamid Gel-Elektrophorese

patch-clamp elektrophysiologische Ableitung einzelner Zellen mittels einer

Glaspipete, an die Unterdruck angelegt ist. Es können sowohl

Ganzzelströme als auch einzelne Kanäle abgeleitet werden.

PAX-2 paired box containing gene-2

pBC parietales Blatt der Bowman’schen Kapsel

PBS Phosphat-gepufferte NaCl-Lösung

PCR Polymerasekettenreaktion

pPT primordialer Proximaler Tubulus

Primer Oligonukleotidprimer; zur Sequenz eines DNA-Moleküls

komplementäre DNA, die der Amplifikation eines DNA-Abschnitts

mittels Polymerasekettereaktion dient

pS Picosiemens

PT Proximaler Tubulus

RNA Ribonukleinsäure

RNAsin RNAase-Inhibitor; Inhibitor RNA-spaltender Enzyme

RT-Minus Negativ-Kontrolle bei der Polymerasekettenreaktion durch einsetzen

von RNA anstatt von cDNA

RT-PCR Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

SDS Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese

SE Standardfehler

Splice-Variante Isoform eines mRNA-Moleküls mit abweichendem Exon-Gehalt

Splicing enzmatisches Verknüpfen von für die Transkription bestimmten

Genabschnitten (Exons) zu einem mRNA-Molekül

TAL dicker aufsteigender Schenkel der Henle’ schen Schleife

TBS Tris-gepufferte Salzlösung

TGF transforming growth factor

TNR-CFTR verkürzte Isoform von CFTR (cystic fibrosis transmembrane

conductance regulator)

TTBS Tween-Tris-gepufferte Salzlösung
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Tween-20 chemische Eigenschaft: Detergens

UB Ureterknospe(n)

V Volt

V2R Vasopressin-Rezeptor-Typ 2

vBC viszerales Blatt der Bowman’schen Kapsel

WT-1 Wilms Tumor Suppressor Gen-1

WT-CFTR Wildtyp-CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)
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