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KAPITEL 1. EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Die physiologische Rolle von Kalium

Kalium ist ein Kation, das im Korper eine tragerfdelle fur die Funktionsfahigkeit
aller Zellen hat. Es macht 70 % der positiven lomemer Zelle aus und kommt im
Zellinneren in sehr hoher (155 mmol/l), auRerhadly dellen jedoch nur in sehr
niedriger (4 mmol/l) Konzentration vor. Dieses Ugighgewicht ist eine der
entscheidenden Voraussetzungen fir die Entstehesidylembranpotenzials und steuert
damit die Reizleitung der Nerven sowie in Verbingunit Kalzium die Fahigkeit zur
Kontraktion von Skelett-, Herz- und Gefal3muskulatur

Die Erregbarkeit der Nerven- und Muskelzellen istdgch nur dann optimal
gewahrleistet, wenn die intrazellularé-Konzentration in sehr engen Grenzen gehalten
wird. Das ist eine der wichtigsten Aufgaben derrBli&Sie reguliert den Kaliumhaushalt
unter Berlcksichtigung der taglichen Salz-, Flissitg- und Nahrungsaufnahme [1, 2].
Die entscheidende Rolle der Niere fur das Kaliuncbigewicht liegt in der Fahigkeit,
effektiv auf Anderungen der externen Kaliumbalangceeagieren und die extrazellulare
Konzentration von Kalium zu stabilisieren. So kamriei Bedarf 98% des filtrierten
Kaliums resorbiert oder das Doppelte der filtriarfdenge sezerniert werden. Diese
Anpassung an den Bedarf geschieht v.a. im distaldlus und im Sammelrohr. Dabei

spielen die K-Kanale (u.a. auch ROMK) eine entscheidende Rolle.
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1.2 Kaliumkanale der Niere und ihre Funktion

Die physiologische Funktion der renalen Kaliumkana

1. Aufrechterhaltung des negativen Membranpoteszial Tubuluszellen

Das negative Membranpotenzial aller Tubuluszelletiaag des Nephrons basiert auf
einer hohen K-Leitfahigkeit der apikalen bzw. basolateralen Meamk die mit dem
oben bezeichneten Konzentrationsgradienten filrloden zwischen Intra- und
Extrazellularraum gekoppelt ist [1, 5]. Der Kaliuamzentrationsgradient wird durch
die basolateral gelegene N&-ATPase aufrechterhalten. Verschiedene Klassen von
K*-Kanalen wurden entdeckt, die def+Keitfahigkeiten der apikalen und basolateralen
Membran zugrunde liegen [1, 5]. Das negative Membo#enzial liefert die elektrische
Triebkraft fiir eine Reihe von Transportern (z.B. {Glukose-Kotransporter im
proximalen Tubulus) [6]. Daruiber hinaus tragen KfeKanale auch zur Generierung
eines transepithelialen Potenzials bei, das di&tredehe Triebkraft flr einen

transepithelialen Transport liefert [7].

2. Rezirkulation von Kalium Uber die apikale Membra

Sekretorische Kaliumkanale der Niere, wie ROMKgdie in der apikalen Membran des
kortikalen und medulldren Teils des dicken Astes dafsteigenden Henleschen
Schleife. Sie bilden die Ausflussbahn fir Kaliumnvder Zelle ins Lumen und
verrichten zwei Hauptaufgaben: Zum einen sind éiedhs Funktionieren des NK*-
2CIl-Kotransporters erforderlich. Zum anderen tragehudzkanale des aufsteigenden

Asts der Henleschen Schleife zum Aufbau eines ldpositiven transepithelialen
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Potenzials bei, was u.a. fir die parazellulare Resm von Md* und C&" erforderlich
ist[1, 5, 8-10].

2Cl-

K+

apikal basolateral

Abbildung 1: Zzellulare Mechanismen des renalen Kaliumtransportsm dicken aufsteigender
Ast der Henleschen Schleife

Im dicken aufsteigenden Ast der Henleschen Schiwifel Kalium durchden
apikalen N&K*-2Cl-Kotransporter in die Zelle aufgenommen. In der dpik
Membran befindet sich ein*KKanal (z.B. ROMK), durch den Kalium die Ze
verlasst und dabei eine fir dieses Segment typikchenpositive transepithelial
Spannung verursacht. Auf der basolateralen Seftades sich auRer der Ri'-
ATPase mdglicherweise ein*tCl-Kotransporter, der beide lonen aus der Z
heraustransportieren kann. Die lumen-positive Spagrireibt eine K-Resorptior
auf dem parazellularen Weg.
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3. Kaliumsekretion am Sammelrohr

Der Hauptmechanismus fur die renale Exkretion vaaidtn ist dessen regulierte
Sekretion durch die Hauptzellen des kortikalen omeHullaren Sammelrohrs [5, 11].
Die Natriumkanale in der apikalen Membran diesdteziespielen dabei eine wichtige
modulierende Rolle. Der Natriumeinstrom depolarisimamlich das apikale
Membranpotenzial und ,entfernt* es damit vom+&leichgewichtspotenzial. Je starker
also der NaEinstrom ist, desto groRer ist die Triebkraft fém K-Ausstrom aus der
Zelle ins Tubuluslumen. Um eine effektive-Bekretion zu ermoglichen, muss daher
die Aktivitat sowohl der N& als auch der kKanéle gesteigert werden. Genau diesen
Effekt hat Aldosteron auf die Hauptzellen des Safwhees. Das Hormon erhdht die
Aktivitat von Natrium- und Kaliumkanalen und stirfert somit die N&Resorption und

K*-Sekretion in diesen Nephronabschnitten [12, 13].

apikal ba=olateral

Abbildung 2: Modell einer Hauptzelle des kortikalen Sammelrohrs
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1.3 Der ATP-abhangige Kaliumkanal ROMK

ROMK ist ein einwarts-gleichrichtender Kaliumkandér hauptséchlich in der Niere,
aber auch in Gehirn, Lunge und Auge exprimiert wiktan findet diesen in der
apikalen Membran des aufsteigenden Astes der HdmdasSchleife, dem distalen
Tubulus und dem Sammelrohr. Als Hauptaufgaben diadRezirkulation von Kalium
im dicken aufsteigenden Ast der Henleschen Schleifd der Kaliumsekretion im
kortikalen Sammelrohr zu nennen [9, 14]. Der ROMKnl weist bei bestimmten
Formen des sog. Bartter-Syndroms, einer familiardurch Salzverlust gepragten
Nierenerkrankung, Mutationen auf. Durch weiteren fs&bluss Uber die
Funktionsmechanismen des Kaliumkanals ROMK koénntedglicherweise neue

Therapieansatze zur Behandlung des Bartter Syndgefusden werden.

1.3.1 ROMK- Struktur und Aufbau

Der einwarts-gleichrichtende, ATP-regulierté-Kanal ROMK1 (Kg 1.1) [9, 14, 15]
wurde aus dem &ufReren Mark der Rattenniere kloriMK bildet zusammen mit
anderen, spater entdeckten Kaliumkanalgenen, dieass€l von einwarts-
gleichrichtenden Kaliumkanalen dergkFamilie [15-17]. Das ROMK1-Kanalprotein
besteht aus intrazellularen N- und COOH-Termini em@i Transmembranhelices (M1
und M2), die durch eine ,H5“-&hnliche Region vertian sind. Dieser Abschnitt bildet
einen Teil der Kanalpore (siehe Abb. 3) [14, 18].

Der COOH-terminale Teil von ROMK st fur moglicheoin-Protein-Interaktionen
von grofRem Interesse. Er enthélt eine Aminosaugerese (Thr/Glu/Met), die eine
hohe Ahnlichkeit zu PDZ-Interaktionsmotiven aufwieisPDZ-Motive wurden
ursprunglich als sich wiederholende, homologe Regjiozwischen dem Produkt des
Drosphilia dig-Tumor Suppressor Gens und dem sys@mn Protein PSD-95 (auch
bekannt als SAP90) identifiziert [19]. Seitdem wemdin mehr als 50 verschiedenen
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Proteinen mehrere Arten dieses aus 80-90 Aminoséwestehenden Motivs gefunden.
Es macht den Anschein, dass jedes PDZ-Protein imef spezifische subzellulare
Doméne beschrankt ist. Zu diesen Domanen gehoren die Synapsen, Zell-Zell-
Kontakte sowie die apikale und basolaterale Zelltwam von Epithelien. Dies fuhrte
zur Annahme, dass PDZ-Domanen eine zentrale Rolleii Organisation von Plasma-
Membrandomanen einnehmen [20]. PDZ-Domanen kénoem @inen an spezifische
Sequenzen am Carboxyl-Terminus von Proteinen bindem anderen aber auch mit
anderen PDZ-Doméanen Dimere bilden [21]. Neben dergafisation von
Transmembranproteinen scheinen PDZ-Domanen [22] beien gerichtetem Transport
von Signalproteinen zur Plasmamembran beteiligtedn [23].

Vor diesem Hintergrund scheint es moglich, dass @&OH-terminale Teil von
ROMK, der eine hohe Homologie mit einem PDZ-Intéi@smotiv aufweist, auch mit
anderen PDZ-Doméanen tragenden Proteinen interagiedente. Diese Moglichkeit

proteinbiochemisch zu Uberprifen, war eine derséizungen meiner Arbeit.

1.3.2 Kanalisoformen und Lokalisation

Die ROMK-Isoformen werden an unterschiedlichen ©rientlang des Nephrons
exprimiert [24]. ROMK2 ist der Kanal mit dem kirtes NH-Terminus. Er ist am
meisten verbreitet. ROMK1 ist besonders im Samrhelrou finden. ROMK3 ist
dagegen tberwiegend in distalen Nephronsegmenterdem dicken aufsteigenden Ast
der Henleschen Schleife nachweisbar [15]. Die \lertg der ROMK-Kanalisoformen
lasst vermuten, dass ROMK-Proteine den ,kleinerkKreterischen Kaliumkanal im
dicken aufsteigen Ast der Henleschen Schleife usrdHhuptzellen des Sammelrohrs
bilden.
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,..r*”HE\

aulten

innen
PKA

_|ATP- Bindungsstelle

PDZ-
Interaktionsmotiv
—

Abbildung 3: Modell von ROMK1 Kanalprotein.
Das die Kanalpore formendeSegment liegt zwischen den Transmembrandom:
Ein ATP-bindender Segmentabschnitt liegt in der Nahe mehrgmotentiellel
Phosphorylationsstellen und scheiim die Regulation des Kanals involviert zu st
Glykosilierungsstellen und mdgliche Phosphoryliggstellen fur die Proteinkinase
(PKC) und die cAMPabhéangige Proteinkinase A (PKA) sind ebenso daetieddas

vermutete PDZ- Interaktionsmotiv am COOH- termindignde ist markiert.

1.3.3 Die Regulation von ROMK

ROMK-Kanale haben viele Gemeinsamkeiten mit deneigdn* sekretorischen
Kaliumkanéalen des dicken aufsteigenden Astes demlddehen Schleife und des

kortikalen Sammelrohrs. Zu nennen sind u.a. die&kanalleitfahigkeit, die schwache
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von Magnesium abhangige Einwartsgleichrichtung, Kaionenselektivitat und die
pharmakologischen Eigenschaften. Er wird durchid&azellularen pH-Wert reguliert
und durch Arachidonsaure gehemmt. Die Phosphouwylger durch eine cAMP-
abhangige Proteinkinase (PKA) ist dabei zwingemndskine Aktivierung erforderlich
und induziert verschiedene Modifikationen in dendétik der ROMK2-Aktivitat [25,
26].

1.3.4 Mdogliche Interaktionspartner von ROMK- Kanélen

Alle ROMK-Kanale haben drei Serinreste, die durdb @roteinkinase A (PKA)
phosphoryliert werden kénnen [14]. Um eine Verbimglides zytosolischen Proteins
PKA mit dem membranstdndigen ROMK zu erreichendwlre Gegenwart des ,A
kinase anchoring protein“ (AKAP) bendétigt, welchese Bindungsstelle fir die
Regulationsuntereinheit von PKA und zwei Doméanen di¢ Verankerung mit dem
Zytoskelett besitzt [26]. AKAP’s spielen somit einiehtige Rolle fir die Kontrolle der
PKA-vermittelten Phosphorylierung von ROMK.

Seit der Klonierung des Cystic fibrosis transmembraonductance regulators (CFTR)
wurde von mehreren Gruppen untersucht, ob CFTRpgekban ROMK-Kanéle in der
Niere funktionstiichtige ATP-sensitive™#anale formt. CFTR ist ein Mitglied der
ATP-binding-casette-transport Familie [27]. Die Eapression von CFTR und
ROMK?2 liel3 bei Gabe eines Sulfonyl-Harnstoff-Detsszaine Hemmung der ROMK2-
Aktivitat sichtbar werden [28]. Untersuchungen ZAIfP-Regulation von ROMK1
zeigten, dass bei der Ko-Expression von CFTR un1RD die ATP-Sensibilitat des
Kaliumkanals annahernd den Werten von nativem Gewgdbichkommt. Dies deutet
darauf hin, dass CFTR fur einen Anstieg der ATPs8glitédt notwendig sein kann
[29].

Die Gabe von 5 mmol/l Mg-ATP fuhrt zu einem revblsn Aktivitatsverlust von

ROMK2-Kanélen in isolierten Membranflecken. Serigditi gegentber Sulfonyl-
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Harnstoff-Derivaten (z.B. Glibenclamid) konnte dajegloch nicht beobachtet werden
[28].

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass ROMK eitsr wter Ausbildung eines
Netzwerks mit anderen Proteinen seine Funktion letn@/oder seine Lokalisation
erreicht. Im Rahmen dieser Arbeit sollen Anhaltdgerfir eine mdgliche Interaktion

von ROMK mit anderen Proteinen weiter untersuchiden.

1.4 Vorarbeiten

Das ,Hefe-Zwei-Hybrid“-System, welches von FieldsduSong entwickelt wurde, stellt
eine Methode dar, um zwei Proteine in vivo auf nabgd Interaktion hin zu testen.
Marcel Philipp Roos nutzte diese Technik, um mdwglicinteraktionspartner des
Kaliumkanals ROMK zu identifizieren.

Es konnten bei diesen Experimente 174 mdgliche rdkt®npartner des
zytoplasmatischen Schwanzes von ROMK ausgemachtiewerEs wurden nach
folgenden Kriterien elf Proteine fur weitergehenB&perimente ausgewahlt: Die
entsprechenden Proteine (siehe Tabelle) sind eetwaad der Organisation des Aktin-
Zytoskelettes beteiligt sind, tragen eine PDZ-Doenéder sie sind bekannte Partner flr

Protein-Protein Interaktionen.

PROTEINNAME DIE AUFGABE DES PROTEINS

Acidic Calponin - F-Aktin-, Aktin-Tropomyosin- und CG&Calmodulin-bindendes
Protein

— Inhibiert in vitro die Aktomyosin-MgATPase

Antiquitin — Involviert in die Regulation des Turgor

ArgBP2 (ArgAbl2) - Mogliches Adapterprotein fiir die komplexe
Signalzusammensetzung in ,Stressfasern®

— Potentielles Bindeglied zwischen den Kinasen ddtHamilie
und dem Aktin-Zytoskelett
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Calponin 2 — Interaktionsregulator zwischen Aktomyosinfilameniemglatten
Muskelzellen
— Beteiligt an der Regulation des Zytoskeletts irchitimuskularen’

Zellen und der Kontrolle des Neuritenwachstums

Dia 2 - Notwendig fur Zytokinasen, die Formation von ,Sfassrn“ und
die Aktivierung des ,serum response factor (SRKFEiku

Transkription

HEF1 — Definiert eine Familie von ,multidomain docking“®einen
— Zentrale Rolle fur die Zelladh&sion durch Tyrosirdse-

vermittelte Singale

KvLQT1 — Spannungsgesteuerter Kaliumkanal
— Interagiert mit der kleinen Untereinheit KCNEL1 urittlet einen

fur die Repolarisation der Herzmuskelzellen wictitid<"-Kanal

NHERF2 - ,Na’/H" -exchange regulatory factor®
— PDZ-ahnliches Protein

— Tragt zwei PDZ-Doménen

NUMB2 — Involviert in Protein-Protein-Interaktionen
— Ahnelt einem Adapter- oder Geriist-Protein
— Involviert in den Zusammenschluss verschiedeneieRr® zu

funktionellen Einheiten oder ,Bahnen”

POSH — Tragt eine SH3 Doméane
— Involviert in den JNK und NF-kappa Signalweg

Shank3a - Gerustprotein im PSD
- Involviert in die Regulation des Aktin Zytoskelettsrch

Proteinkomplexbildung

Tabelle 1.  Ergebnis des Hefe-zwei-Hybrid Systems: Ausgewéhl®roteine — Aufbau und
Funktion

Diese Proteine konnten namlich durch eine Inteoakimdgliche Anhaltspunkte fur die

Funktionsmodulation und/oder die Lokalisation voONRK geben. Die Interaktionen
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dieser Proteine wurden im Rahmen dieser Arbeiteraibarakterisiert. Dies geschieht
einerseits in vitro durch eine Affinitatspurifikati von GST- bzw. HIS-

Fusionsproteinen mit den mdoglichen Interaktionspart. Andererseits kann die
Immunfluoreszenz durch die Darstellung von Proteined die Untersuchung ihrer
raumlichen Lage in den Zellen und zu anderen Rreteeinen weiteren Hinweis auf

eine mogliche Interaktion geben.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Lésungen

2.1.1.1 Chemikalien

(Car)-Ampicillin, Sigma G7H160pecilin

10x PCR Puffer, Boehringer Ingelheim

1M Phosphorsalre, Sigma

3 Amino-1,2,4-Triazol, Sigma 14N,

Acrylamid, American Bioanalytical

Agar, Difco

Agarose, American Bioanalytical
Ammoniumchlorid, J. T. Baker N4€!I

Aprotinin, Sigma

Aquamount, Lerner Laboratories

Athidiumbromid, Gibco BRL
Bovines-Serum-Albumin, Sigma

Bromphenol Blau, Sigma

100x Purifizierter BSA-Puffer, New England Biolabs
Coomassie Blau, Biorad

DMF, Dimethylformamid American Bioanalytical
DMSO, Dimethyl-Sulfoxid (CH), 2SO

dNTP-Mix- Desoxynucleoside Triphosphat Set, Basder Ingelheim dATP,
dCTP, dGTP, dTTP

DTT, Sigma

12
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EDTA, Disodium Salt, Dyhridate, CrystakgE14N2NaxOgx2H,0,
Ethanol, J. T. Baker

Essigsaure, J. T. Baker

Glutathion Sepharose Beads 4I, Amersham Pharmaaiedd. AB
Glycerol, J.T Baker

Glycin, J. T. Baker

Guanidinde-HCI, Intendon Biotechnologies, Inc. Ndaven, Kodak CkN3s-HCI
Harnstoff, J.T- Baker NW\CONH,

HCI, J. T. Baker

Hefe-Extrakt, Difco

Hepes, American BioanalyticakB1sN.O4S

Imidazole, Sigma

IsopropylB-D-Thiogalaktosid (IPTG), American Bioanalytical
Isopropanol, J. T. Baker GHCH-OH-CH;

Kaliumacetat, American Bioanalytical

Kaliumdiphosphat, J. T. Baker

Kaliumphosphat, J. T. Baker KAHO,

KCI, J. T. Baker

Magnesiumsulfat, Sigma MgSx¥H,O

Mercaptoethanol, American BioanalyticalHgOS

Methanol, J. T. Baker G€OOH

[*°S] Methionin (1000Ci/mmol bei 10mCi/ml), Yale Unisity
MgCl,, J. T.Baker

NaCl, J.T Baker

NaOH, J. T. Baker

Natriumhydorgenphosphat, J. T.Baker NBByx H,O

NEB Puffer 1,2,3 und 4, New England Biolabs

Ni-NTA Beads, Qiagen

a-MEM | Reduced Serum Medium ohne Serum, Gibco
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16 % Paraformaldehyd, Electron Microscopy Sciences
Pepstatin A, Sigma £&Hg3NsO0q

Restriktionsenzyme, New England Biolabs

RnaseA, Sigma

Sarkosyl, Sigma

SDS, American Bioanalytical

TEMED, American Bioanalytical

Thiamine HCI, Gibco BRL

TRIS base, American Bioanalytical

TRIS, American Bioanalytical (Tris(hydroxymethyl)amomethane
Tris-HCI, American Bioanalytical £11:NOsxHCI
Triton-x-100, Acros Organs£Hs2011

Trypsin, J. T. Baker

Tryptone Peptone, Difco

Tween20, American Bioanalytical Polyoxyethelenebfone
Xylenxyanol F, American Bioanalytical

2.1.1.2 L6ésungen und Puffer

5 x DNA Probenpuffer

80% Glycerol

100mM EDTA

0,025% Bromphenol Blau
0,025% Xylenxyanol F

10 x Laufpuffer

25mM TRIS base
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150mM Glycin
0,02% SDS

10 x TAE (Tris/Acetat/EDTA) Elektrophorese-Puffer

242¢g TRIS base
57,1ml Essigsaure
100ml 0,5 M EDTA (pH8,0)

zu 1 | mit dHO auffillen

Bead Binding Puffer
50mM Kaliumphosphat, pH 7.5
150mM KCI
1mM MgChb
10% (v/v) Glycerol
1% (v/v) Triton X-100

DTT (Dithiothreitol), 1M

Lose 1.55 g DTT in 10 ml sterilem Wasser. Bewahligudts bei —20°C auf

Ladepuffer fur SDS-Gele (2x ) nach Laemmli

1,0ml IMDTT
3,5ml 20% SDS

15
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1,0ml
1,0ml
2,0ml
1,5ml

0,1 % Bromphenol Blau

3 M TRIS pH 8,9 (Puffer A)
Glycerol

HO

Ni-Interaktionspuffer

50mM
300mM
10mM
20mM
2mM

NaHPO,
NaCl
Imidazole
KCI
MgChb

Ni-Waschpuffer

50mM
300mM
40mM
20mM
2mM

Permeabilisationspuffer fir Immunfluoreszenz

0,3%
0,1%
in PBS gel6st

NaHPO,
NacCl
Imidazole
KCI
MgCb

Triton-x-100
BSA

16
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PBS (phosphate-buffered saline)
137mM NacCl
2,7mM KCI
4,3mM NaHPO,7H,0
1,4mM KH,PO,
pH 7,4

Protease-Inhibitor Cocktail

17

Protease-Inhibitoren

Fur 688 pl

Inhibition von

Pepstatin A 0,1mg/ml 66 ul von einer 1mg/mi Carboxylproteasen
Stammldsung (in DMSO)
Leupeptin 0,03 mM 2 plvon einer 10,5mM Einige Thiol- und

Stammldsung

Serineproteasen

Benzamidine 145 mM

500 pl von einer 200mM

Stammldsung

Trypsin, Plasmin,

und Thrombin

Aprotinin 0,37mg/ml

120 pl von einer 2,2mg/ml

Stammldsung

Einige Serineproteasen

2.1.2 Geréate und Verbrauchsmaterial

2.1.2.1 Gerate

Autoklaven, Stiefenhofer
Blotgerat, Hoefer

Brutschrank, Heraeus
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Digitales pH/Millivolt-Meter 611, Orion Research
Einmal Reagenzglaser, Glass, 130x100mm, MIMAX51,R/'W
Elektroporator (Micropulser), Bio Rad
Entwickler, Kodak
Erlenmeyerkolben, 250, 500, 1000 ,2000ml, Pyrex
Flaschen, 100,250, 500, 1000ml, Pyrex
Gefriertruhe (-20), Revco
Gelkammern, Hofer/Stratagene
Geltrockner, H. Holzel GmbH
Inkubatoren fur Eppendorf-Reaktionsgefalie, Liebisch
Fotokopierer, Sony
Kahlschrank, VWR-Scientific
Messzylinder, 50, 100, 250, 500, 1000, 2000ml, Sia¢g
MeRkolben, 50, 100, 250, 500, 1000, 2000ml, KIMAX
Mikroskop, Leica
Misch- und Heizblock, VWR-Scientific
Mikrowelle, Panasonic
Préazision Standard Waage, Ohaus
Rotoren, Beckman

GSA, Beckman

SS34, Beckman
Quick Shooter(Gele), Model QSP, International Bibteologies Inc. (New Haven)
Schuttelndes Wasserbad, Scientific, INc. Precision
Schuttler, Environ Shaker, Lab Line ORBIT
Sonicator, Stratagene
Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge,Font Instruments: Rotor GSA
und SS34
Spektrometer, Lambda 3B UV/VIS, Perkin Elmer
Spannungsgerate, Biorad Modell 200/2.0

Sterilbank, Flow Laboratories
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UV-Lampe, Bachofer

Vortexer 2, VWR-Scientific
Waage AJ100, Mettler
Wasserbad, Hartenstein

Wippe, Reliable Scientific
Zentrifugen, Eppendorf/ Beckman

2.1.2.2 Verbrauchsmaterial

Deckglas, Sigma

Foto Prep, Fotodyne

Haushaltsfolie

Kimwipe-EX-L, Kimberley Clark

Latexhandschuhe Evolution One, Microflex

3 MM-Papier, Whatman

Parafilm (Laboratory Film), Sigma

Pasteuer Pipetten, Eppendorf

Pipettenspitzen 1-10 |, 1-100 [, 1-1000 |, USAe8tfic
WB Film Hyperfilm, Amersham Pharmaceutical Biotech

Zahnstocher, Lady Dianne
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2.1.3 Molekularbiologie

2.1.3.1 Medien

LB-Medium fur Bakterien (fur 1l):

10g Trypton Pepton
59 Hefe Extrakt
10g NaCl

mit H,O zu einem Liter auffillen und autoklavieren.
Auf 55°C abkihlen lassen und 1ml einer 50mg/ml Amifipi-Stammldsung

hinzugeben.

2.1.3.2 Bakterienstamme

Escherichia coli Stamme:

Subloning Efficiency DH&, Gibco, Life Technologies
KC8, Clontech

BL21-Gold (DE3), Stratagene

2.1.3.3 Vektoren

EFMEGFP, Invitrogen

pBluescript, Stratagene

pBluescript KS-, Stratagene

pcDNA3.1+ -HA, Invitrogen (mit selbst eingefigter\HTag)
pPcDNA3.1 (+/-), Invitrogen

pcDNA3.1-HIS C, Invitrogen

20
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pCMV- Flag- 6¢, Sigma

pEBFP-N1, Clontech Laboratories, Inc.

PGEX4T3, Amersham Pharmacia Biotech

pJ3Q), Jay P. Morgenstern, Hartmut Land, Imperial Caftesearch Fund, UK
pRK5 MYC, British Biotech

pT7T3d-Pac, M.B. Soares

2.1.3.4 Enzyme

Restriktionsenzyme

BamHI - New England Biolabs
EcoRl - New England Biolabs
EcoRV - New England Biolabs
Hindlll - New England Biolabs
Nhel - New England Biolabs
Notl - New England Biolabs
Xhol - New England Biolabs

Ligationsenzyme

T4Ligase - New England Biolabs
PCR Enzyme
Pfu Polymerase - Boehringer Ingelheim

Taq Polymerase - Boehringer Ingelheim
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2.1.3.5 GroRenmarker

DNA-GroRRenmarker

1 kb-DNA ladder, Bio Rad
123bp-DNA ladder, Bio Rad

Protein-GroRenmarker

Molecular Weight Standards High range, Bio Rad éinoAssay, Bio Rad
Molecular Weight Standards Low range, Bio Rad Rnofessay, Bio Rad

2.1.3.6 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von der HHMI/Keck Oligacleotide Sythesis Facility der
Yale Universitat bezogen.

Sequenzier-Primer (mit ,Annealing” Temperatur)

CMVPRIM GAT AGC GGT TTG ACT CAC G 51°C
DIAZ 3PR ATC AAG GCA GTT GAG AAG G 49°C
DIA2 5PR TGCAACTTG GGT CGCTTCT 51°C
HARPRIM AGC GTAATC TGG TACGTC G 51°C
M13REV CAG GAA ACA GCT ATG ACC 48°C
NUMB25PRI CTG CCACTG ATG TGG ACG 53°C
PCDNAS.1R TAG AAG GCA CAG TCG AGG 50°C
PEBFP-1 CGG TGA ACA GCT CCT CGC 55°C

PFLAG3 CAATTATCT ATC GAT GGT ACC G 51°C
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PFLAGS
ROMK M53
SHANKS 3P
SHANKS 5P
SHANKSSTA
SHANKS3STO
T7S

GAC TAC AAA GAC GAT GAC GAC 52°C
GCG TAT GTT CAT AAG GAC CT 50°C
GCT CCAGTC CTG AGG CCT 55°C
GG AGA AGACTACCACACA 48°C
GCT GTG TAG CTG GAC ATAGTC 54°C
GAT GAG ATCCTG GCAGTT G 51°C
TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 48°C

PCR-Primer (mit Hybridisierungstemperatur)

FRAME1_
FRAME1_S
FRAME2_A
FRAME2_S
FRAME3_A
FRAME3_S
GSTROMK3
GSTROMK5
ROMK2S2
ROMKFLAG3
ROMKFLAG5
STOP_A
STOP_S

2.1.3.7 Antikérper

Alexa Fluor 568 goat anti-rabbit IgG (H+L)
Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG (H+L)

TAC ATG CTG CAT GGT CTAATG CGACGATC  aa°
CTAG ATG TAC GAC GTACCAGATTACGCTG 62
TAC ATG CTG CAT GGT CTA ATG CGA CCGATC 66
CTAG ATG TAC GAC GTA CCA GAT TAC GCT GG 38C
TAC ATG CTG CAT GGT CTA ATG CGA CACGATC BC
CTAG ATG TAC GAC GTA CCA GAT TAC GCT GTG3°C

CCG GGA GCT GCATGT GTC AGA GG 62°C
GGG CTG GCAAGC CACGTTTGG TG 62°C
G GAATTC ACG TTC AGC AAG AAT GCG 58°C

CAG AGC GAT ATC CTA CAT CTG GGT GTC GTC &r°C

GG GAATTC ATG TTC AAA CAC CTC CGA 58°C
CCGGGACTCACTCACT 49°C
CTG AGT GAG TGAGGCC 49°C

MoleaulProbes
Molecufapbes

23
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Anti-Mouse IgG (whole molecule) Peroxidase-Konjygigma

Anti-ROMK1 Polyklonaler Kaninchenantikdrper, Alom®habs

Anti-6-HIS Polyklonaler Kaninchenantikdrper, Berkgl
Antibody Company

Anti-HA.11 Monoklonaler Mausantikorper, Berkeley #ody
Company

Anti-c-MYC 9E10 Monoklonaler Mausantikdrper, Sigm

Anti-Xpress Monoklonaler Mausantikdrper, Invigen

2.1.3.8 KIT-Systeme

MMESSAGE mMachine, Ambion

QIAGEN Plasmid Midi and Maxi Kit, Qiagen

QIAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen

QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen

QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen

TNT Quick Coupled Transcription/Translation Systénvjtrogen

2.1.4 Zellkultur

2.1.4.1 Nahrmedien

ALPHA-MEM | Reduced Serum Medium ohne Serum, GiB&L
Komplettmedium, Gibco BRL (mit 20% FKS)

24
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2.1.4.2 Zellstamme

COS WT Zellen

2.1.4.3 Transfektion

LipofectAMINE 2000 Reagent, Gibco BRL, Life Techaogles

PerFect Lipids, Invitrogen

2.2 Methoden

2.2.1 Arbeiten mit DNA

Transformation von E. coli

Fur die Transformation wurden 50 pl kompetente efelinit DNA fir 15 min auf Eis
inkubiert und nach einem Hitzeschock ( 1 min beéiQ7ur 1 h in 1 ml LB-Medium bei
37°C ohne Antibiotikum vorkultiviert. Zur Anzuchted Bakterienkolonien wurden
Bakteriensuspensionen auf LB-Platten (1 | LB-Mediuf g/l Agar) ausgestrichen, die
zur Selektion plasmidtragender Bakterien mit 25nlghmpicilin versetzt waren, und
fur ca. 18 h bei 37°C bebrutet.
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Plasmidisolation

Miniprep

Der Miniprep dient zur schnellen Herstellung voadphid-DNA aus Bakterienklonen,
die erfolgreich mit DNA transformiert worden warenEntsprechend den
Herstellerangaben erfolgt der Miniprep aus 5 mltBaknkultur mit dem QIAprep Spin
Miniprep Kit, Qiagen.

Maxiprep

Die préaparative Isolation hochgereinigter DNA, digch fur Transfektionsexperimente
und Sequenzierung geeignet ist, erfolgte nach A@gatbes Herstellers, mit dem
QIAfilter Plasmid Midi and Maxi Kit, Qiagen, aus G0nl Bakterienkultur.

Agarose-Gel

Sowohl zur analytischen als auch zur praparativaftrénnung von DNA wurde die
Gelelektrophorese mit TAE-Puffer eingesetzt. Fulgaspaltene Plasmide wurden
0,8%ige Agarosegele eingesetzt, wahrend fir PCRuRte und Restriktionsanalysen
1,0%ige bzw. 1,2%ige Gele zum Einsatz kamen. Die TAE-Ladepuffer versetzten
Nukleinsduren wurden in Geltaschen pipetiert. AlisBend wurden die Proben im
elektrischen Feld durch eine angelegte Spannung 8®120 V aufgetrennt. Zur
Visualisierung der DNA-Banden im UV-Licht war das die DNA interkalierende
Ethidiumbromid im Gel enthalten. Durch den Vergteimit einem DNA-Standard

(GroRenmarker) konnten die DNA-Fragmentgro3en imestiwerden.
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DNA-Verdau mit Restriktionsenzymen

Bei analytischen Ansatzen wurden 1 — 5 pg DNA nestRktionsendonukleasen und
dem jeweils vom Hersteller empfohlenen Reaktiongpuf mit Wasser in

Reaktionsgefalien auf 20 ul aufgefillt. Nach einkubationszeit von 90 min — 18h bei
37°C wurden die entstandenen DNA-Fragmente in ddel€ktrophorese aufgetrennt
und das Bandenmuster analysiert. Zur Préparation BINA-Fragmenten oder
Vorbereitung von Plasmidvektoren standen bis zullBNA zur Verfligung, was ca.
1,5ug DNA entspricht. Diese wurden bei 37°C uber Naggchnitten und ebenfalls im

Gel aufgetrennt.

Gel-Extraktion

Fur die Klonierung wurde das gewiinschte DNA-Fragmemn UV-Licht aus dem
Agarosegel ausgeschnitten. AnschlielBend wurde 8i& Dach Herstellerangaben mit
dem QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen, aus densBeek eluiert und im Agarosegel

auf Reinheit Uberprift.

DNA-Ligation

Fur die Gewinnung eines zu klonierenden DNA-Fragsems einem Plasimd wurde
eine praparative DNA-Spaltung mit Restriktionsengpmdurchgefiihrt und das
Fragment aufgereinigt. Das als Rezipient dienendsnfitd wurde mit dem gleichen
Restriktionsenzym wie das Insert linearisiert. B#t der T4-Ligase und dem
dazugehorigen Puffer wurden das Fragment und dkto¥éber Nacht bei 16°C ligiert

und anschlie3end in kompetente E. coli transfomiert
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2.2.2 PCR

Mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion kann egrel3e Anzahl von Kopien einer
spezifischen DNA Sequenz hergestellt werden.

Hierzu wurde ein Reaktionsgemisch aus 0,1 — 10 hAMatrize, 5ul 10x PCR
Puffer, 10 mmol/l 4 dNTP Mix, 2,5 U DNA PolymerasgQumol/l jedes der beiden
Primers angesetzt. Mit Wasser wurde das Gemis@inaim Gesamtvolumen von 50 pl
aufgefullt. Der Ansatz wurde 29 PCR-Zyklen (2 MiemitDenaturierung bei 95°C, 40
Sekunden Annealing (Primerbindung) bei 49 — 66°Qegsion (Elongation) bei 72°C)
und einer abschlieRenden Strangauffullung (5 Mimiie 72°C), unterworfen.

Die Annealingtemperatur sollte nach vorangegangBeegchnung in Anlehnung an die
Schmelztemperatur der Primer zwischefiGl@ind 68C liegen. Dabei war zu beachten,
dass die Differenz der Schmelztemperaturen deebdfitimer 8C nicht Uberschreitet.
Die Extensionszeit richtete sich nach Art der Payase und Lange des PCR
Produktes. Die Tag Polymerase arbeitet bei ~ 1@@thin, die Pfu Polymerase bei ~
500 bp/min

Die PCR-Amplifikate wurden in einem 1%igen Agaroslegufgetrennt und analysiert.
Mit dieser Methode ist lediglich eine qualitativeigsage Uber die Grol3e moglich.

Purifikation von PCR-Produkten

Fur die Aufreinigung von DNA aus Restriktionsverdaud PCR-Prozessen wurde der
QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen, entsprecherdken Herstellerangaben

verwendet.



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN 29

2.2.3 Arbeiten mit Proteinen

Auftrennung von Proteinen Uber Polyacrylamid-Gelel&trophorese

Die SDS-Polyakrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGEgine schnelle Methode, um
Proteine zu quantifizieren, zu vergleichen und zarakterisieren. Vorwiegend werden
dabei Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgette SDS bindet an die
Polypeptidketten, wodurch Polyanionen entstehers Daufverhalten des reduzierten
Protein-Komplexes ist dann proportional zu seineaidiulargewicht.

Zur Herstellung von SDS-Polyacrylamidgelen wurdereizGlasplatten mit 1% SDS,
anschlieBend mit Wasser und dreimal mit Ethanokigagt und getrocknet. Die
ebenfalls gereinigten Spacer wurden zwischen diasgttten mit Photoklammern
geklemmt. Zum Abdichten fand Agarose (2%) Verwergdun

In einem Kolben wurde fir das Trenngel (10%) Aanyid, SDS (0,1%) und 3O
gemischt. Nach Zugabe von Temed wurde vorsichtigclyételt und das Gemisch
zwischen die Glasplatten gegossen, bis etwa 2cerhailb des spéater einzusetzenden
Kammes. das Gel wurde mit Laemmli-Puffer tbersdeictnd fur 30 Minuten bis zur
Polymerisation stehengelassen. Durch den Puffed warhindert, dass die obersten
Schichten in Kontakt mit der Luft geraten, kompletlymerisieren und so eine harte
Grenze zum Sammelgel bilden. Der Laemmli-Pufferdeuentfernt, die Geloberflache
getrocknet und das nach gleicher Art wie das Trehwgrbereitete Sammelgel (4%) auf
das Trenngel gegossen. In das noch flissige Geflavein Kamm gesteckt. Nach
weiteren 30 Minuten war das Sammelgel polymerisiert

Um spater die GroRen der aufgetrennten Proteiristédlen zu kénnen, waren parallel
ein Proteinstandard mit bekannter Proteingro3e wekannter Proteinmenge
aufgetragen worden. Die elektrophoretrische Aufiterg erfolgte fir ca. 60 min bei

einem Strom von 150 V.
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Expression und Extraktion rekombinanter Proteine

Ein Fusionsprotein wurde folgendermaf3en im E.caktBrienstamm BL21 exprimiert:
Auf die Induzierung einer 1000ml Kultur mit 0,1 mMopropyl 3-D-Thiogalaktosid
(IPTG) folgte eine ca. 3 Stunden dauernde Kultivngsphase. Nach einem
Zentrifugationsschritt wurde das Pellet in 15 ml PBesuspendiert, mit Protease-
Inhibitoren versetzt und zu einem Endvolumen von52&l gebracht. Die Zellen
wurden weiterhin mit einem Stabsonifizierer bei 40&stung fir 5 mal 30 Sekunden
sonifiziert. Nach Zugabe von 1,5 ml des 20 %igeitomrX-100 (Endkonzentration 1%)
konnte das Endvolumen von 30 ml fur 30 bis 60 Menuim Kihlraum unter standiger
Bewegung inkubiert werden. Nach 30 Minuten Zengdiion bei 14000g wurde der
Uberstand in Aliquots bei —70°C gelagert.

In vitro-Transkription/Translation

Fir die Proteinherstellung wurde das TNT Quick QedpTranscription/Translation
System, Promega, nach Angaben des Herstellers ndete

Hierzu wurden der TNT Quick Master Mix sowie diedaren Komponenten nach dem
Entnehmen aus der -70 C-Kuhltruhe auf Eis gestdift. einem Eppendorf-
ReaktionsgefaR wurden 4QI TNT Quick Master Mix, 2 ul [*S] Methionin
(2000Ci/mmol bei 10mCi/ml), 21l ,DNA-Matrize* DNA (0,5 pg/ul) sowie 6 pl
nukleasefreies Wasser gemischt. Nach einer Inkabatn 60 — 90 Minuten bei 30°C
konnte das Produkt durch eine SDS-PAGE Gelelektragde analysiert werden.
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Affinitatspurifikation von GST- bzw. HIS-Fusionsprotein-bindenden Proteinen
+(GST- bzw. HIS Pulldown)®

Die Affinitatspurifikation von GST- und HIS Fusigm®teinen ist eine Methode, um
Protein-Protein Interaktionen in vitro nachzuweisen

1 ml Fusionsprotein, 30 pl 50%ige Suspension deragd“, 10 pl S] Methionin-
markiertes in vitro Transkriptions-Translationsputd und 160 pl Bindungspuffer
wurden als Mischung fir 4 Stunden auf einem Rot&ir45C inkubiert. Nach einem
Zentrifugationsschritt (10 Minuten, 14000g) folgéne dreimalige Waschung der
.Beads* mit Bindungspuffer. Weiterhin wurden 15 2k Laemmli-Ladepuffer
hinzugegeben und die Reaktion fiir 5 Minuten gekdobt Uberstand wurde durch eine
SDS-PAGE Gelelektrophorese aufgetrennt und naamekixier- und Waschschritt fir
1 Stunde mit Autofluor inkubiert. Der abschlieBen8ehritt war eine 2stindige
Trocknungsphase des Gels im Vakuum des Geltrocke2r80°C, bevor das Ergebnis
nach 28-72stiindiger Belichtungszeit durch die gpktip Radioaktivitdt auf dem

Rontgenfilm sichtbar gemacht werden konnte.

2.2.4 Zellkultur

Soweit nicht anders angegeben wurden die COS Wierzéh Komplettmedium bei
37°C, 5% CQ und Wasserdampfsattigung im Zellinkubator kultitzie

75 ml Zellkulturflaschen beherbergen adhéarenteefielhufgrund der Adharenz war bei
jedem Umsetzen dieser Zellinie eine Trypsinbehargllaur Ablosung der Zellen
erforderlich. Das Medium war zu verwerfen, die ellzur Entfernung von fetalem
Kalberserum einmal mit PBS zu spilen und fir 2 -mih in Trypsinlésung zu
inkubieren. Das Abstoppen der Enzymreaktion eréoldtirch die Gabe von fetalem
kalberserumhaltigen Medium. Die Resuspension d#eiZerfolgte mit Hilfe von 9 ml
Medium. Die anschliel3ende Kultivierung bis zur stihdigen Konfluenz dauerte 3 — 4

Tage, bevor eine erneute Umsetzung erfolgen korie. Zellen wurden fur die
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Immunfluoreszenzversuche bis zur 90 — 100% Kon#uém 6-Loch- bzw. 12-
Lochplatten kultiviert.

Die transiente Transfektion wurde unter Verwenduley Reagenzien Lipofectamin
2000 und Perfect Lipid nach Angaben des Herstetlershgefiihrt.

2.2.5 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz dient zur Darstellung von €ireén und der Untersuchung ihrer
raumlicher Lage in Zellen und zu anderen Proteinen.

Transient transfizierte Zellen wurden in einem emsgchritt mit 2% Paraformaldehyd
fixiert und nach einigen Waschschritten mit PBS uether Waschung mit
Permeabilisationspuffer zusammen mit dem erstenkdmter fir 1 Stunde inkubiert.
Es folgte eine weitere Waschung mit Permeabilisapaffer bevor sie mit dem
zweiten, fluoreszenzgekoppelten Antikorper fur 45hddien inkubiert wurden. Nach
einem weiteren Waschschritt mit PBS wurden die efellmit Aguamount auf
Objekttragern befestigt. Die Untersuchung der Imflmaneszenz erfolgte sowohl mit
einem konventionellen Fluoreszenzmikroskop als autlit dem konfokalen
Fluoreszenzmikroskop.

Die Konstrukte wurden zur besseren Detektierbarkeitverschiede Vektoren mit
unterschiedlichen Epitopen wie dem Hamagglutinin (d&quenz: YPYDVPDYA) des
Influenza-Virus, dem humanen c-myc Gen (SequenzKIHQEEDL), dem Poly-
Histidin-modifizieren Protein (His6; Sequenz: HHHHMH bzw. dem Express-tag
kloniert. Diese Epitope erméglichen es, Proteinenawkieren und sie durch spezifische
gegen das Epitop gerichtete AntikGrper mittels Imftuoreszenz zu detektieren.
Aufgrund ihrer geringen GrofRe ist es unwahrschehnlidass die Epitope die
biochemischen und funktionellen Eigenschaften daskimrten Proteins verandern. Die
Tabelle im Abschnitt 3.1 (siehe S. 41) gibt einehetblick Uber die verwendeten
Vektoren und deren Besonderheiten.
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3 Versuche und Ergebnisse

Wie in Kapitel 1.6 beschrieben wurde der KaliumkdR@MK nach seiner Klonierung
in Oozyten exprimiert. Studien Uber die Struktud wie Funktion ergaben eine Flle an
Informationen zu den biophysikalischen Vorgédnged der Regulation des Kanals. Es
ist bisher aber nur wenig tGber diejenigen Prozbsgannt, welche fir seinen Transport
zur apikalen Membran von Epithelzellen verantwoktlisind. Ein weiteres bisher
ungeltstes Problem stellt der Mechanismus dar, heeldie Aktivierung des Kanals
auslost. ,Ruhende” Kanale, die sich schon in demidien befinden, oder neue Kanale,
die aus dem subapikalen Raum und durch Targetind) Eimbauprozesse in die
Membran gelangen, konnten dafir in Frage kommestelie, die mit dem Zytoskelett
in Verbindung stehen, dirfen als Ausloser des k&tasterings nicht aus dem Auge
verloren werden.

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit sollen idie Hefe-zwei-Hybrid System
gefundenen Proteine mit weiteren molekulargenetisdiethoden im Hinblick auf eine

maogliche Interaktion mit ROMK untersucht werden.

3.1 cDNA- Konstrukte fiur die Uberprifung von Protein-

Protein Wechselwirkungen

Um die Interaktion der im Hefe-zwei-Hybrid Systenefundenen Proteine weiter
untersuchen zu koénnen, wurden cDNA-Konstrukte dérSeite 41 genannten Klone
erzeugt. Dazu wurden verschiedenste Laboratoriegesarieben und um
Unterstitzung gebeten. Aufgrund der unterschiedhdRraferenzen der Arbeitsgruppen
kamen die cDNAs der potentiellen Interaktionspartmeunterschiedlichen Vektoren.

Teilweise war es nicht moglich, sie in andere Vedttoumzuklonieren. Somit kam eine



KAPITEL 3. VERSUCHE UND ERGEBNISSE 34

grofl3e Anzahl unterschiedlicher Vektoren zum Einsdtr den Versuchen wurden alle
Konstrukte, die von fremden Laboratorien stammtgm,ch Sequenzieren auf ihre

Identitat hin Gberpruft.

Calponin2 und Antiquitin konnten mit dem Hefe-zw&rbrid-System in voller Lange
.gefischt* werden. Fur die weiteren Experimente denm beide cDNAs mit den
Restriktionsenzymen EcoRIl und Xhol aus dem pACTZXtde geschnitten und
aufgereinigt. AnschlieBend wurden sie im korrekteserahmen in voller Lange in die
EcoRI- (5"- Ende) und Xhol- (3°- Ende) Schnitts#all des Expressionsvektors
pcDNA3.1+-HA subkloniert. Der genannte Vektor etittednen T7-Promotor, der zum
einen die in vitro-Transkription in ,Sense“-Richturund zum anderen ein leichtes
Sequenzieren erlaubt. Desweitern ist er mit eineW-Tidg versehen, was die

Detektierbarkeit mit einem kommerziellen Anti-HA-Ep Antikorper mdglich macht.

EcoRlI Xhol

pcDNA3. 1+ HA

2122 bp

Abbildung 4: Schema von Calponin2 im pcDNA3.1+ HA-Vektor

EcoRlI Xhol

pcDNA3. 1+ HA

1809 hp

Abbilduna 5: Schema von Antiquitin im pcDNA3.1+ F-Vektor
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Der Klon von Acidic Calponin wurde von der Americdlype Culture Collection
(Manassas, USA) bezogen. Die Klonierung erfolgtelisn EcoRI- (57) und Notl- (3")
Schnittstelle des pT7T3D-PAC Vektors. Letzterehéfiteinen T7-Promotor und wurde

nicht weiter verandert. Zum Sequenzieren dienteld&-Primer.

EcoRI Notl

pTiT3D-PAC

1607 by

Abbildung 6: Schema von Acidic Calponin im pT7T3D-PAC-Vektor

Das ArgBP2-Konstrukt wurde von Gary D. Kruh M.Dh.B. (Department of Medical
Oncology, Fox Chase Cancer Center, Philadelphiad)U&estellt. Dieses Plasmid
wurden in zwei verschiedenen Formen konstruiermeECDNA wurde in den
pBluescriptSK-Vektor, der einen T7-Promotor enthdie andere, in den mit Myc-tag

versehenen pd3-Vektor subkloniert. Zum Sequenzieren diente de3-Primer.

EcoRI EcoRI

pBlueskript SK

'IT ,"I'.'I". '-I I=_. e
3045 bp

Abbildung 7: Schema von ArgBP2 im pBluescript SK-Vektor

EcoRlI Bglll

pJ3 Omega

3045 bp

Abbildung 8: Schema von ArgBP2 im p@3Vektor
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Art Alberts Ph.D. (Van Andel Institute, Grand RagpidUSA) stellte das Dia2-Plasmid
zur Verfugung. Es wurde in den ExpressionsvektomEGFP kloniert und enthalt
neben GFP ein Myc-Tag Epitop. Zum Sequenziereneedie Dia2 5P- und Dia2 3P-
Primer. Trotz mehrerer Versuche gelang es niclg, Idaert in einen anderen Vektor

subzuklonieren, um ,GST Pulldown* Experimente ddiitinen zu kénnen.

BamHlI EcoRlI

EFmEGFP

GFP A2
3516 bp

Abbildung 9: Schema von DIA2 im EFmEGI-Vektor

Die cDNA von HEF1 ist in die EcoRI und Xhol Schsitllen des Vektors pcDNA3.1+
ligiert. Dieses Konstrukt wurde von Geraldine OINéFox Chase Cancer Center,

Philadelphia, USA) gestellt. Zum Sequenzieren vear' i’ S-Primer im Einsatz.

EcoRlI Xhol

rcONA3. 1+
I_ w

3817 bp

Abbildung 10: Schema von HEF1 im pcDNA3.1+-Vektor

NUMB2 wurde von Joe Verdi Ph.D. (Laboratory of N&luCell Research, Robarts
Research Institue, London, Canada) gestellt. DassKokt wurde in den mit einem
HA-Epitop versehenen pEGFP-N1 Vektor kloniert. Zudequenzieren kam der
NUMB25PR-Primer zur Verwendung.
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EcoRI Sall

pEGFP_N1

MUMEB 2
3462 bp

Abbildung 11: Schema von NUMB2 im pEGFP-N1-Vektor

POSH wurde in die Schnittstellen BamHI und Hindl#s Expressionsvektors pRK5
MYC Kkloniert. Zur Durchfiihrung der ,GST-Pulldown“xgerimente war es notig,
POSH-cDNA in die BamHI- und Hindlll- Restriktiondsuttstellen des pcDNAS3.1-

Vektors umzuklonieren. Zum Sequenzieren wurde d&-Primer benutzt.

BamHl| Hindlll

pRK5 MYC

3206 bp

Abbildung 12: Schema von POSH im pRK5 MYC-Vektor

BamHI Hindlll

pcDNA3.1-

T7
3206 bp

Abbilduna 13: Schema von POSH im ncDNA:--Vektor

Die Shank-lsoformen Shank2 und Shank3 wurden vongito Sheng, MBBS, Ph.D.
(Howard Hughes Medical Institute, Massachusettse@@rHospital, Harvard Medical
School, Boston, USA) bereitgestellt. Shank2 wurdeen Vektor pcDNA3.1-, Shank3
in den Expressionsvektor pRK5 MYC subkloniert. ZiBequenzieren dienten fur
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Shank2 der T7R-Primer und fir Shank3 die SHANKS3 ,3BHANK3 5P-,
SHANK3STA- und SHANK3STO-Primer.

BamHI Hindlll

reDINA3Z.T-
! T7

7688 bp

Abbildung 14: Schema von Shank2 im pcDNA3.1--Vektor

BamHlI EcoRI

pRK5 MYC

7391 bp

Abbildung 15: Schema von Shank3 im pRK5 M-Vektor

ROMK fand in verschiedenen Konstrukten Verwenduing.Einsatz war zum einen
eine native Variante von ROMK2, die in die Schmgflen EcoRI und Notl des
pcDNA3.1+-Vektors kloniert war. Diese konnte in demmunfluoreszenzversuchen mit
einem Anti-ROMK-Antikorper, der gegen das C-ternnaEnde von ROMK
(Aminosauren 324-391) gerichtet ist, detektiertdeer.
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Abbildung 16: ROMK2 in den Schnittstellen EcoRI und Notl des pe&3\L+-Vektors

Zum anderen wurde eine mit einem Poly-HIS- undespfTag markierte Variante
erstellt. Hierzu wurde der kodierende Teil der cDX# ROMK?2 in einer PCR mit den
PCR-Primern ROMKFLAG5 und ROMKFLAG3 amplifiziert dn nach
Restriktionsverdau mit EcoRI und EcoRV in den pcCBNMHIS C-Vektor einkloniert.
Dieser Vektor enthélt einen T7-Promotor, der sowdid in vitro-Transkription in
~Sense“-Richtung als auch ein leichtes Sequenzier&aubt. Der pcDNA3.1 HIS C-
Vektor ist auch mit einem Xpress-Tag versehen, diasDetektierbarkeit mit einem

kommerziellen Anti-Xpress-Epitop-Antikorper in démmunfluoreszenz ermdglicht.
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Des Weiteren enthalt der Vektor eine Poly-HIS-Segue&velche die Aufreinigung des
modifizierten ROMK2-Proteins erleichtert. Diesesnstoukt von ROMK2 wurde in
den ,HIS- Pulldown“-Versuchen verwendet.

_ . ROMK2 .
o — =
ATG  6xHis o= ERSpolal e e
Epitope 05 c SE 6
| ISR | TASKRRT|

Abbildung 17:ROMK2 in den Schnittstellen EcoRI und EcoRV des pcBNAHIS C Vektors
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Plasmid | Expressionsvektor| Klonierungsstellen Sequenzier-| Besonder-
5-Ende / 3"-Ende | primer heiten
Calponin2 pcDNAS.1+-HA EcoRI / Xho T7S HA-Tag
T7-Promoter
Antiquitin pPcDNAS.1+-HA EcoRI / Xho T7S HA-Tag
T7-Promoter
Acidic pT7T3D-PAC EcoRI / Notl T7S T7-Promoter
Calponin
ArgBP2 pBluescriptSK T7S T7-Promoter
ArgBP2 pJA2 MYC-Tag
Dia2 EFmMEGFP Dia2 5P Dia2 GFP-Tag
3P MYC-Tag
pHEF1 pcDNAS.1+ EcoRlI / Xhol T7S T7-Promoter
NUMB2 pEGFP-N1 NUMB25PR| HA-Tag
POSH pRK5 MYC BamHlI / Hindlll
POSH pcDNA3.1- BamHlI / Hindlll T7S T7- Promoter
Shank 2 pcDNA3.1- T7R T7- Promoter
Shank3 pRK5 MYC SHANKS 3P
SHANK3 5P
SHANKS-
STA
SHANKS-
STO
Tabelle 2: Ubersichttafel der verwendeten Plasmide, derendrektund ihrer Besonderheiten.
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3.2 Der ROMK-GST-,Pull-Down*

Die Experimente stellen eine in vitro-Methode dant der die im Hefe-System

gefundenen Interaktionspartner des ROMK-Proteingewantersucht werden kénnen.

3.2.1 Konstruktion des ROMK-GST Fusionsproteins

PpGEX 4T3-ROMK enthalt ein Konstrukt aus dem 3"-Ender ROMK-cDNA

(Basenpaare 675-1275) und der GST-cDNA. Das ROMiGgiment, das dem
intrazellularen C-Terminus des Kanalproteins emtbpr wurde mit den Primern
GSTROMKS und GSTROMK3 amplifiziert. Die Primer erlen jeweils eine EcoRI-
bzw. eine BamHI-Schnittstelle, so dass das ROMK-ikpt nach Restriktionsverdau
in die entsprechenden Schnittstellen des pGEX4Ti@ers einkloniert werden konnte.
Es folgte die Transformation des ROMK-GST-Plasmidslen E. coli Stamm DHb

Nach einer Analyse der Restriktionsfragmente durestriktionsverdau und
Auftrennung durch Gelelektrophorese wurde das Rthsmum Sequenzieren zu
Genewiz Inc. (New York, USA) geschickt. Das pGEXJRK-Fusionskonstrukt wurde
daraufhin in den E. coli Bakterienstamm BL21 transfiert, da dies nach

Herstellerangaben zu einer hoheren Proteinexpreisiot.

BamHl| EcoRl

X0 ger oMK (Bp 675:1275) —

Abbildung 18: Schema von ROMK (Basenpaare 675-1275) im pGEX4T3arek
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3.2.2 Expression und Extraktion des Fusionsproteins

Das ROMK-GST Fusionsprotein wurde in EscherichiaBb21 Zellen exprimiert. Bei
37°C folgte die Inkubation einer 1000 ml Kultur lais einer optischen Dichte (600nm)
von 0.5-0.6. Nach einer 3-stundigen Induktion miil dnmol/l Isopropyl 3-D-
Thiogalaktrosid (IPTG) bei 37°C wurden die Zellamrch Zentrifugation aufgereinigt.
Die Resuspension der Zellen fand in 15 ml eiskalRB8®, das mit Protease-Inhibitoren
versehen worden war, statt. Das Produkt wurde B RPu einem Endvolumen von
28.5 ml gebracht. Hierauf wurde die LOsung mit mn&tabsonifizierer bei 40%
Leistung fur 5 mal 30 Sekunden mit jeweils 30 SelamPause zwischen den Schritten,
sonifiziert. Nach Zugabe von 1.5 ml des Detergenztoii-X-100 wurde das
Gesamtvolumen von 30 ml fur 30 — 60 min auf einechi®ler bei 4°C inkubiert.
Bevor der Uberstand in 1 ml Aliquots auf —70°C geld werden konnte, musste er 30
min bei 4°C zentrifugiert werden. 20 pl des Uberdes wurden zur Analyse der
Proteinmenge mit Hilfe der SDS-Gelelektrophoreségetvennt und mit Coomassie
Blau angefarbt. Hierbei konnte das ROMK-GST-Fusgioatein allerdings nur in sehr
geringen Mengen detektiert werden. Zur Verbesserdeg Expressionsrate des
Fusionsproteins wurde eine Zeitreihe mit verscmedelnduktionslangen fur IPTG
(nach 30, 60, 90, 120 und 150 min) durchgefuhre Bistindige Induktion zeigte die
besten Ergebnisse. Doch selbst nach VerbesserungExgression konnte das
Fusionsprotein immer noch kaum im Uberstand gefonderden.

Zur genaueren Analyse der mangelhaften Proteinegjore wurden Proben bei
verschiedenen Schritten der Proteinaufreinigungu@animen. Gesamtprotein vor dem
letzten Zentrifugationsschritt, der Uberstand uresuspendiertes Pellet wurden
nebeneinander auf das Gel geladen. Hierbei stgltte heraus, dass zwar eine hohe
Expression des ROMK-GST Fusionsproteins vorhandan sich aber ca. 90 % der
Proteinmenge in unléslichen ,Inclusion Bodies” inellet wiederfanden. Um die
Entstehung von ,Inclusion Bodies* zu verhindern, rden nun verschiedene

Inkubationstemperaturen (Raumtemperatur und 30°C)unterschiedliche
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Konzentrationen (0,01 mmol/l, 0,02 mmol/l, 0,05 nifnand 0,2 mmol/l) des Induktors
IPTG sowie mehrere Induktionslangen (zwischen 6@ 860 min) getestet. Trotz
mehrerer Versuchsumstellungen gelang es nichBitlleng von ,Inclusion Bodies" zu
vermeiden.

In weiteren Versuchen sollte durch Verwendung versehiedenen Detergenzien das
Fusionsprotein aus den ,Inclusion Bodies" geléstdea. Dazu war die Herstellung von

Losungen mit Tween 20, DTT, Sarkosyl, Harnstoff @iiS notig.

% ":?‘. {’ll“ e o) SO e R e o
B o~ Q, i N . ) i N ol
@" \-fpk& ¢§{§ i : &e*' 4}.'@ X P bqg" &b\/

77kD
ROME-GST-
50,8 kD Fusionsprotein

hei ca. 48 kD

20,1 kDi

- il o S B B TN . =% Al e,

Abbildung 19: ROMK-GST Expression und Extraktion unter Verwendung verschiedener
Detergenzien

Hierbei stellte sich eine Verwendung von 8 mmolAristoff und/oder 5 % SDS als
einzige Methode heraus, mit der immerhin eine Lgswon anndhernd 50% des

Proteins aus den ,Inclusion Bodies" gelang. Si¢ehjgidoch den gravierenden Nachteil,
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dass das Protein davon denaturiert und somit fiichdie Untersuchung der Interaktion
von ROMK mit den mdglichen Partnern verwendet werdeann. Um dies zu
vermeiden, da nur eine Interaktion zwischen nidgdraduriertem Proteinen gewinscht
wird, wurde anstelle des GST ein 6-HIS-Epitop al®ues System der
Proteinaufreinigung gewahlt.

Das ungekoppelte GST-Protein des leeren pGEX-4TiBeVéonnte jedoch erfolgreich
mit den oben beschriebenen Verfahren als negatirdrille exprimiert und extrahiert
werden. Das GST-Protein wurde in Kontrollexperineangingesetzt, um zu beweisen,
dass die Interaktion mit ROMK und nicht zwischermd&ST-Protein und dem zu

prifenden Protein stattfindet.

3.2.3 Durchfuhrung des ,GST-Pulldown*

Trotz der geringen Proteinausbeute wurden Binduadsn zwischen dem C-Terminus
von ROMK und den zu priufenden Proteinen durchgeéfiles wurde sowohl das an
.Beads" gebundene ROMK-GST Fusionsprotein als adieh Negativkontrolle mit
Bindungspuffer und den mit[S] Methionin markierten in vitro Transkriptions-
/Translationsprodukten von Antiquitin, Acidic Cafpo und HEF1 gemischt. Die
Proben verblieben 4 Stunden bei 4°C auf dem SehnittiNach einem
Zentrifugationsschritt wurden die Beads dreimal jBe#ad Binding Puffer” gewaschen.
Die gebundenen Proteine wurden durch Kochen in L2xuLaemmli Ladepuffer
eluiert. Im nachsten Schritt folgte mit Hilfe deDS-PAGE Gelelektrophorese die
Auftrennung des Uberstandes, der dann fixiert, getven und mit Autofluor inkubiert
wurde. Die gebundenen Proteine konnten mit Hilfe gekoppelten Radioaktivitat
sichtbar gemacht werden. Auch nach 72-stundigericBehgszeit waren keine
Proteinbanden erkennbar geworden. Mehrere Erkl&ukgnnen hierflr herangezogen
werden: Einerseits ware denkbar, dass die geringengel an ROMK-GST-
Fusionsprotein nicht genugend Bindungskapazitatitabesum das mdogliche
Interaktionsprotein in diesem Bindungsassy nachmeme Andererseits kann es auch
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bedeuten, dass die mdglichen Interaktionpartnerhtnian das

Fusionsprotein binden.

s
~iuoks
1 Inkubation von
— RONE-
Fusionsprotein an
‘3:& Peads™ gebunden
tnit radinakine
‘3? markiertern
Testprotein
% Waschen der Proben

Testprotein an RO
gebunden

% Trennung des gebundenen Proteins

durch Kochen

Testprotein im (berstand

ROMK mit "Beads" im Pellet

Zentrifugationsschritt

_Auttrennen des
Uberstandes durch

SD5-PAGE

Felelektrophorese

Bande des
gebundenen
radioaktiv
markierten
Testproteins

Autoradingrarrm

- ;3:& .

ROWE RCNIE- Fadinaktr
Fusionsprotein ~ Fusiomsprotein an markiertes
,Beads™ gebunden Testprotein

ROMK-GST-

Abbildung 20: Schema zur Durchfiihrung der Pulldown-Experimente
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3.3 Der ROMK-HIS ,Pull-Down*

Aufgrund der geringen Proteinexpression des ROMK-E8sionsproteins und den
damit verbundenen negativen Ergebnissen in derd®ut-Experimenten wurde zu
einem anderen Bindungsassy unter der Verwendungr gllS-Fusion“ gegriffen.

Dieser Versuchsansatz bildet einen weiteren Nachweaer moglichen Interaktion
zwischen ROMK und den im Hefe-zwei-Hybrid Systerfugeenen Proteinen und stellt

eine Alternative zu den Experimenten mit dem ,,GSillddwn* dar.

3.3.1 Konstruktion des ROMK-HIS-Fusionsproteins

Die cDNA, die den intrazellularen C-Terminus von RRK kodiert (Basenpaare 675-
1275), wurde mit Hilfe des ROMK2S2- und des ROMKRE2-Primers mittels PCR
erzeugt. Der ROMK2S2-Primer wurde mit einem EcolRer ROMKFLAGS3-Primer
mit einem EcoRV-Uberhang konstruiert. Nach dem Yardes PCR-Produktes und des
pPcDNA3.1-HIS-C-Vektors mit den RestriktionsenzymEnoRIl und EcoRV wurden
beide Fragmente aufgereinigt. Es schloss sich igiation des ROMK-Fragments in die
Restriktionsstellen EcoRI und EcoRV des Vektors @ie Transformation des HIS-
ROMK-Plasmids in den E. coli-Stamm D#5 folgte. Nach Analyse der
Restriktionsfragmente  durch  Restriktionsverdau  unduftrennung  durch
Gelelektrophorese konnte das Plasmid zum Sequenzeer Genewiz Inc. (New York,
USA) geschickt werden. Anschlieend wurde das pcBMNAHIS C-ROMK-

Fusionskonstrukt in den E. coli-Bakterienstamm Bt2ahsformiert.
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3.3.2 Expression und Extraktion des Fusionsproteins

Die Expression des ROMK-HIS-Fusionsproteins erlgbach den in Kapitel 3.2.2
beschriebenen Schritten. Zuvor konnte in mehreresprdssionsversuchen durch
Veranderung der Induktionslange mit IPTG die bdskpressionseffizienz ermittelt

werden.
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Abbildung 21: ROMK-HIS Expressionsversuche unter Verwendung veschiedener
Expressionslangen.

ROMEK-HIS
Fusinnsprotein
bei ca. 28 kD)

Parallel zur Herstellung des ROMK-HIS Fusionsprgeivurde auch ein NEMO-HIS-
Fusionsprotein als Negativkontrolle exprimiert. D§snstrukt wurde dankenswerter
Weise von Judith Gléckner gestellt und enthalt d@NA von NEMO in pcDNA3.1
HIS ligiert. NEMO (NF-kappaN Essential Modulatogin 48 kD grofRes Protein, stellt
eine Komponente des IkappaB-Kinasekomplexes darfidalie Aktivierung von NF-
kappaB notwendig ist [30]. Von diesem Protein kenmach langerem Literaturstudium
angenommen werden, dass es nicht spezifisch mit RDkéragiert.

Meine Bewertung des ,HIS-Pulldown” legte ich nundaals spezifisch fest, wenn sich
eine Interaktion zwischen ROMK und den getesteterteihen, nicht jedoch zwischen

diesen und dem Protein NEMO ergab.
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3.3.3 Durchfuhrung des ,HIS Pulldown®

[**S]Methionin-markiertes in vitro-Transkriptions-/figlationsprodukt, ROMK-HIS-

Fusionsprotein bzw. NEMO als Negativkontrolle, 5@@oNi’-NTA ,slurry beads” und

Interaktionspuffer wurden als Mischung fur 4 Stumdeter Rotation bei 4°C inkubiert.
Nach Zentrifugation und Waschschritten der Beads/Maischpuffer wurde 2x Laemmli
Ladepuffer zu den Beads hinzugegeben. Es folgtekamhen der Proben und die
Auftrennung des Uberstandes durch SDS-PAGE Getelghorese. Nach Fixieren,
Waschen und Autofluorbehandlung des Gels konnterfPdbbe durch Autoradiographie

auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht werden.

Im HIS-Pulldown fir Antiquitinl zeigte sich bei lnkation mit dem ROMK-HIS
Fusionsprotein eine klare Bande auf der Hohe vdh kiB, was der erwarteten GroR3e
von Antiquitinl entspricht. Die Negativkontrolle tfiNEMO wies auf der gleichen
Hohe eine erheblich schwachere Bande auf.

Fiar Calponin2 konnte in den HIS-Pulldown-Experineeniine klare Bande auf der
Hohe von ~36 kD aufgezeigt werden. Die Bande istenNegativkontrolle nur in sehr
abgeschwachter Form sichtbar.

Die Ergebnisse lassen aufgrund der gefundenen rki&anden von ~60 kD fur
Antquitinl und ~36 kD fur Calponin2 auf eine spehe Interaktion von ROMK mit
diesen Proteinen schlieRen. Die massiv abgescher@chBanden in den

Negativkontrollen sind durch Rickstande aus dencashritten gut erklarbar.

HEFI konnte im ,Pulldown* mit ROMK-HIS Fusionsprateeindeutig auf der Grol3e
von 92 kD nachgewiesen werden. Allerdings war eddenfeine Bindung zu der
Negativkontrolle NEMO zu beobachten, welche jeddettlich schwécher ausfiel. Dies
ist moglicherweise ein Indiz fir eine unspezifis®irdung von HEFI zu NEMO bzw.
ROMK, da aufgrund der starken Bindungskapazitdtaddwon HEFI zu ROMK als
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auch von HEFI zu NEMO nicht geklart werden konmtie,die Bindung von HEFI zu
ROMK spezifisch ist.

Es war trotz mehrerer Versuche nicht gelungen, idc@hlponin, Shank2, ArgBP2 und
POSH in der in vitro-Transkription/Translation imszeichender Menge herzustellen.

Daher waren mit diesen Proteinen keine Pulldownexmate durchfihrbar.

106 kD

17k

50,8 kDD
15,6 kD boad

281kD

201 kD

Abbildung 22:Interaktion zwischen ROMK-HIS Fusionsprotein und HEF1, Antiquitin1 und
Calponin2 in einem in vitro-HIS Pulldown-Assay.

ROMK-HIS-Fusionsprotein sowie Nemo-HF4sionsprotein (als Negativkontroll
wurde mit den Proteinen HEF1, Antiqtuitinl und Calip@ inkubiert und nac
Auftrennung durch Gelelektrophorese auf einem Rémfigm sichtbar gemact
ROMK zeigte hierbei eine spezifische Interaktiont mntiquitinl (Bahn3) unc
Calponin2 (Bahn 5). Es konnte keine Interaktion zivésm Nemo und den genann
Proteinen festgestellt werden (Bahn 4, 6). Des &Veit war eine unspezifisc
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3.4 Kolokalisationsstudie mittels Immunfluoreszenz

Mit c-Myc markierte Konstrukte von Shank3, Hefl aRiund ArgBP2 sowie mit HA-
markierte Konstrukte von POSH, Antiquitin und Calpowurden auf Kolokalisation
mit ROMK2 untersucht.

Betrachtet man transient mit ArgAbl2 und ROMK trazisrte COS7-Zellen, zeigt sich
ein perinukleares Farbungsmuster fir ROMK (z.B. dph@smatisches Retikulum oder
Golgi-Apparat). Dieses Ergebnis ist erstaunlich, RRMK als Oberflachenprotein
typischerweise an der Zelloberflache sichtbar seitie. ArgAbl2 hingegen stellte sich
als deutliche Oberflachenfarbung dar. Zuséatzlictdfsich das Protein in intrazelluléaren
Kompartimenten, es schien jedoch auch hier mit dstmgenen ROMK nicht zu
kolokalisieren.

Bei der Ansicht von kotransfizierten Zellen mit Aqntitinl und ROMK fiel erneut das
perinukledre Muster von ROMK auf. Antiquitin zeigéeeh Uberwiegend intrazellul&r
exprimiert. Eine teilweise Uberlappung beider Pratefand sich in intrazellularen
Arealen, dies bekréaftigt die im ,HIS Pulldown” gésen Ergebnisse.

COS7-Zellen, die mit Calponin2 und ROMK transfizierurden, wiesen erneut ein
perinukledres Farbungsmuster fur ROMK auf. Calpotiéest eine intrazellulare
Farbung, teilweise mit retikularer Zeichnung, dieht werden. Dies deutet auf die
Expression von Calponin im endoplasmatischen Rletikuhin. Typischerweise war
keine oder nur kaum Kolokalisation beider Protetnieennbar. In den ,HIS Pulldown*-
Experimenten konnte jedoch eine Interaktion beRteteine gezeigt werden.

Bei Betrachtung der Kotransfektion von Shank3 u@MK zeichnete sich Shank3 zum
einen durch eine vesikulare Expression an der Gioke der Zellen und zum anderen
durch eine grofdtenteils intrazellulare Lage aus.MROIl&asst erneut das gleiche
intrazellulare Muster erkennen. Auch bei Betracgtuler Proteine durch konfokale

Immunfluoreszenzmikroskopie ist kaum Kolokalisatgchtbar.



KAPITEL 3. VERSUCHE UND ERGEBNISSE

Antiquitinl ROMK Antiquitinl + ROMK

Abbildung 23: Immunfluoreszenz von ROMK und Antiquitinl
Doppelt transfizierte COS7-Zellen werden mit eingan-fluoreszierenden Antikdrper
gegen Antiquitinl (A, D, G) und einem rot-fluoresm@nden Antikérper gegen ROMK
(B, E, H) markiert. Bei Kolokalisation beider Komparien resultiert ein gelblicher
Farbton (vgl. C, F, I).
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ArgAbl2 ROMK ArgAbl2 + ROMK

Abbildung 24: Immunfluoreszenz von ROMK und ArgAbl2
Doppelt transfizierte COS7-Zellen werden mit eingian-fluoreszierenden Antikdrper
gegen ArgAbl2 (A, D, G) und einem rot-fluoresziedten Antikbrper gegen ROMK (B,
E, H) markiert. Bei Kolokalisation beider Komponantesultiert ein gelblicher Farbton
(val. C, F, I).
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Calponin2 ROMK Calponin2 + ROMK

G

Abbildung 25: Immunfluoreszenz von ROMK und Calponin2
Doppelt transfizierte COS7-Zellen werden mit eingian-fluoreszierenden Antikorper
gegen Calponin2 (A, D, G) und einem rot-fluoresaiglen Antikérper gegen ROMK
(B, E, H) markiert. Bei Kolokalisation beider Kompmnien resultiert ein gelblicher
Farbton (vgl. C, F, I).
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Shank3 ROMK Shank3 + ROMK

Abbildung 26: Immunfluoreszenz von ROMK und Shank3
Doppelt transfizierte COS7-Zellen werden mit eingrian-fluoreszierenden Antikorper
gegen Shank3 (A, D, G) und einem rot-fluoreszieeandntikbrper gegen ROMK (B,
E, H) markiert. Bei Kolokalisation beider Komponantesultiert ein gelblicher Farbton
(val. C, F, I).
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4 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit konnterteveiHinweise fur eine mogliche
Interaktion von ROMK2 mit den Proteinen Calponid&itiquitin, Shank und ArgBP2
erbracht werden.

Der C-Terminus von ROMK2 &hnelt sehr stark einenzZfmeraktionsmotiv. Dies
kann als Hinweis darauf gewertet werden, dass RQNdglicherweise mit anderen
PDZ-Domanen tragenden Proteinen interagiert. Anhantes Hefe-zwei-Hybrid-
Systems konnten mogliche Interaktionspartner désr@inalen Teils (Basenpaar 675-
1275) von ROMK2 gefunden werden.

GST-Pulldown-Experimente

Es gelang trotz verschiedener Protokoll-, Indulglangen- und
Detergenziendnderungen nicht, genigend ROMK-GSTeRsigrotein zu gewinnen.
Dieses Phénomen findet sich in der Literatur h&ufign vielen Artikeln wird
beschrieben, dass Proteine in einem System nishthdgemacht werden kénnen und
sich ein signifikanter Teil der Proteinmenge iml&eliederfinden lasst [31, 32]. Auch
andere Methoden lassen neben dem GST-Purifikatstessyeine Interaktion in vitro
nachweisen. Zu nennen sind sowohl das Maltose-BgaBrotein-System als auch das
6-HIS-System. Deshalb erfolgte an diesem Punktellasier Bemihungen, das GST-
System auszureizen, ein Stop und ein Wechsel auéltérnative Technik des 6-HIS-
Systems. Dieses birgt aulerdem den Vorteil gegerddreGST- oder Maltose-Binding-
Protein-Purifikation mit sich, dass aufgrund demZem 6-HIS-Erkennungssequenz
gegenuber einem ganzen Protein bei der GST-Methowe unspezifische Interaktion

weniger wahrscheinlich wird. Des Weiteren hat dielyfHIS-Sequenz eine hohe
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Affinitat zu Nickel-,Beads", was fur eine schnellend saubere Aufreinigung gunstig

ist.

Spezifische Interaktion von Calponin und Antiquitin mit ROMK2 anhand des in

vitro-HIS-Bindungsassays

Nach dem Scheitern der GST-Affinitatspurifikationurde der ,HIS-Pulldown®
verwendet, um Interaktionen zwischen ROMK und aedeiProteinen in vitro
nachzuweisen. Hierzu war es nétig, ein ROMK-HISiéunsprotein zu konstruieren und
durch eine Affinitatspurifikation an Nickel-,Beadstufzureinigen. In anschlielBenden
Pulldown-Experimenten wurden verschiedene Proteufeeine maogliche Interaktion
mit ROMK2 untersucht. Es fanden sich Hinweise fiireespezifische Interaktion von
ROMK2 mit den[35]-Methionin-markiertem Proteinen Calponin und ti§nitin. In
der Negativkontrolle konnte keine Interaktion namhgesen werden. HEF | zeigte in
den Pulldown-Experimenten eine mdogliche unspetiésBindung zu ROMK2, was
durch eine sichtbare Interaktion mit der Negativkolie, NEMO, zur Darstellung kam.
Acidic Calponin, Shank2, ArgBP2 und POSH konntertiztmehrerer Versuche in der
in vitro-Transkription/Translation nur mit sehr geger Effizienz hergestellt werden.
Dies legt den Schluss nahe, dass dies der Grundidterfolglosen Pulldown-Assays
von ROMK mit den genannten Proteinen ist. Auchen Megativkontrolle konnte keine
Interaktion nachgewiesen werden.

Meine Ergebnisse liefern damit weitere Hinweisessdalie im Hefe-zwei-Hybrid
System beobachtete Interaktion zwischen ROMK undFHEAntiquitinl und

Calponin2 auch in vivo von Bedeutung sein kann.

Kolokalisationsstudien mittels Immunfluoreszenz

Um die physiologische Bedeutung der bisherigenitiroaBefunde (Hefe-zwei-Hybrid

System und ,Pulldown-Experimente) ndher untersuduwekdonnen, musste als nachster
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Schritt die Interaktion von ROMK und den getestet®moteinen in einem
eukaryontischen Zellsystem untersucht werden. EsteeSchritt bildet dabei die Frage
nach der Kolokalisation von ROMK und den getestd®esteinen. Zu diesem Zweck
wurde ROMK gemeinsam mit jeweils einem der potdetie Interaktionspartner in
COS7-Zellen exprimiert und Doppel-Immunfarbungegeagedie Proteine durchgefuhrt.
Die Ergebnisse dieser Versuche sind nur unter \f@ibeu interpretieren, da es nicht
gelang, ROMK in seinem physiologischen Kompartimetgr Plasmamembran, zu
exprimieren. Mogliche Ursachen fir dieses Ph&nosnaah vielfaltig. Haufig kommt es
bei Uberexpression exogener Proteine zu einer @tiignsng der zellularen Verteilung,
was in einer Retention im endoplasmatischen Retikukesultiert. Des Weiteren
reagiert die Expression mancher Proteine sehrlselnsuf das Vorhandensein und die
Zusammensetzung untranslatierter Enden am 5°- UnBrigle. Dies kann Einfluss auf
die Sekundarstruktur und Stabilitdt der mRNA habéaglicherweise lassen sich durch
Modifikation dieser Enden bessere Ergebnisse erzielDie Verteilung vieler
Membranproteine ist von der Anwesenheit andereteragierender Protein in
ausreichender Menge abhangig. Im Falle von ROMK2ewss z.B. denkbar, dass
ROMK1 oder ROMKS3 diese Rolle Ubernehmen, da diegérhicherweise gemeinsam
in den meisten Geweben exprimiert werden. Es warehdus vorstellbar gewesen,
dass eines der im Hefe-zwei-Hybrid gefundenen Rretdiese Funktion erfillt. Die in
den Immunfluoreszenzversuchen gefundenen Ergebmasken dies jedoch fir die in
der Arbeit untersuchten Proteine (ArgAbl2, Antigndt, Calponin2 und Shank3) sehr
unwahrscheinlich. Des Weiteren konnte auch in dethidde der Immunfarbung eine
weitere Fehlerquelle stecken. Selbst die Moglidhkelass ROMK durch die
Permeabilisierung der Zellen vor der Antikdrperbehlang aus der Zellmembran
gewaschen wurde, kann nicht ausgeschlossen werden.

Nach Abschluss meiner Experimente wurde von Yoould Welling P. [33] eine
Arbeit veroffentlicht, die eine Interaktion zwisch®@OMK und NHERF (vgl. Tabelle
S.10), einem im Hefe-zwei-Hybrid-System gefunde@otein, via PDZ-Interaktion
darstellt. In den darin geschilderten Immunfluaesversuchen trat ein ahnliches
Verteilungsmuster von ROMK in COS7-Zellen auf. Audbr konnte ROMK kaum in
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der Plasmamembran exprimiert werden, stattdessem é@ zu Akkumulationen im
endoplasmatischen Retikulum und auch teilweise deobgi Apparat. Erst nach
Kotransfektion von ROMK mit NHERF konnte eine drdisehe Steigerung der
Oberflachenexpression von ROMK nachgewiesen werdBes Weiteren wurde in
dieser Arbeit gezeigt, dass ROMK uber eine PDZrakiion mit NHERF und NHERF
Uber ein zweites PDZ-Interaktionsmotiv mit CFTRenagiert, was maoglicherweise

auch zur Koordination der OberflachenexpressionROMK beitragt.

Membran

PDZ-
Interaktion

Abbildung 27: Modell der méglichen Interaktion von ROMK, NHERF und CFTR, welche
via PDZ-Interaktion einen Komplex bilden (Modell nach der Arbeit von Yoo,
D. und Welling, P.).
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Diese Erkenntnisse legen die Vermutung nahe, ddssliche PDZ-basierte
Interaktionen maoglicherweise andere Proteine in itmelre ROMK-Komplexe

rekrutieren um eine physiologische Regulation dasdfs zu erreichen.

Calponin bildet eine Familie von 32-kDa grof3en &regn, die in vitro an F-Aktin,
Tropomyosin und Ca-bindende Proteine bindet. Das aus 309 Aminos&estehende
Protein der im Hefe-zwei-Hybrid identifizierten nelen Isoform, Calponin2 (h2 CaP),
wurde erstmals aus dem menschlichen Herzen isobétmRNA wird in kultivierten
glatten Muskelzellen, in Fibroblasten, in Endoteden und in Keratinozyten
exprimiert. Im Protein wurden drei gemeinsame Wikdiingen von 29 Aminoséuren,
eine Vav-homologe Region und eine Aktin-bindendequeaz nachgewiesen.
AulRerdem scheint eine immunoreaktive Form des akemrCalponins mit Vinculin in
Zell- Zell Kontakten von Kardiomyozyten zu lokaésen. Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, dass neutrales Calponin eine ,non-simooascle” Isoform darstellt und
eine physiologische Rolle in der Organisation dgsogkeletts spielt [34]. Ebenso
wurde gezeigt, dass h2 CaP sowohl auf den Membrbaeials auch auf die Motilitat
von Zellen Einfluss nimmt [35].

Dies lasst vermuten, dass Calponin2 in einer mbgiclinteraktion mit ROMK als
Gerustprotein fir ROMK2 in Erscheinung tritt. Esnkée eine mdgliche Verbindung
zwischen dem an der apikalen Membran gelegenen RQM#& dem Zytoskelett
aufbauen und somit eine Unterstiitzung fir die \Mertg und den Membraneinbau von
ROMK bilden.

Antiquitinl ist ein bisher wenig untersuchtes PirmteSeine cDNA weist hohe
Homologie zur cDNA der ,green garden pea“ (Pisurtivean) auf, welches auch als
.26Q pea tugor protein® bezeichnet wird. Das mehesbh Protein hat ein
Molekulargewicht von ~55 kD und wurde aufgrund seibemerkenswerten Stabilitat

in der Evolution Antitquitin genannt. Das Auftretaton mRNA in verschiedenen
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Geweben von Mensch und Ratte weist das héchsteoworien in Rattenniere und —
leber und in kultivierten menschlichen Hepatozysmwie Nierenzellen auf. Beide
Gewebetypen haben die wichtige Transportfunktiangjasam.

Nur geringe Mengen wurden in menschlichen perigheteeukozyten, in der
Rattenlunge sowie in Kkultivierten menschlichen &ltasten gefunden. Bei
Untersuchungen der menschlichen, fetalen cDNA Bib&k der Cochlea wurde eine
cDNA, die eine sehr hohe Homologie mit Antiquitiadfweist, identifiziert [36].
Analysen der Aminoséresequenz haben ergeben, ddgpifin eine homologe Region
zur Aldehyddehydrogenase sowie eine grof3e hydrapt®bgion in der Mitte des
Proteins besitzt, was einen Hinweis auf eine Tramsbrandomane gibt. Es konnten
bislang keine weiteren offensichtlichen Proteinm®gefunden werden.

Wie Lee et al. (1994) berichten, bestehen zwiscden menschlichen und der
Aminosauresequenz des pflanzlichen Homologs voigAiiin 60%, zwischen Mensch
und Maus sogar 90% Ubereinstimmung. Proteine, ik mit einem solch hohen
Aminosauresequenzanteil durch verschiedene Speiridarch erhalten haben, werden
als ,ancient conserved genes” (Gene, die schordau¥orzeit stammen) bezeichnet.
Fir Gene wie z. B. Histone und Tubulin, die dureéd Bvolution hindurch erhalten
blieben, wurde gezeigt, dass diese fiir Proteinéesked, die eine fundamentale Rolle in
der Zellbiologie spielen. Trotz des hohen Anteils Konservierung des Proteins
Antiquitin und der Zahl verschiedener Organismardenen es gefunden wurde, konnte
die funktionelle Rolle von Antiquitin in Saugetieraoch nicht geklart werden.

Auch fur Antiquitin liegt die Vermutung nahe, da&ss in einer mdglichen Interaktion
mit ROMK als Gerustprotein fir ROMK2 in Erscheinutnigt. Es kdnnte eine mégliche
Verbindung zwischen dem an der apikalen Membrareggsien ROMK und dem
Zytoskelett aufbauen und somit eine Unterstutzamglén Membraneinbau von ROMK
bilden. Hierzu kdnnte unter anderem auch die Tramsbnandomane von Antiquitin
dienlich sein. Ebenso ware denkbar, dass Antiquitimch einen anderen, bisher
unbekannten Mechanismus den Transport von versams¢eh Stoffen, z.B. Kalium,
fordert. Zumindest das starke Vorkommen von Antiquin den Gewebearten mit

hoher Transportleistung gibt Hinweise darauf.
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Arg und c-Abl reprasentieren Mitglieder der AbelsBamilie von Protein-Tyrosin
Kinasen. In einem Hefe-zwei-Hybrid System, in deim $egment der C-terminalen
Domaéane von Arg als ,Kdder* verwendet wurde, konaie neues Arg/Abl-bindendes
Protein, ArgBP2, gefunden werden. ArgBP2 enthadi @OOH-terminale SH3 (Src
homology 3)-Domanen, eine Serin- und Threonin- heidomane und mehrere
maogliche Abl-phosphorylierende Stellen. ArgBP2 ist vielen verschiedenen
menschlichen Gewebearten wie beispielsweise dereNiad dem Gehirn exprimiert
und konnte vor allem im Herzen nachgewiesen werdlerEpithelzellen zeigt sich
ArgBP2 gehéauft entlang von Stressfasern und im &ligklim Herzen hingegen liegt das
Epressionsmaximum in den Z-Scheiben und den Sakemm®iese Ergebnisse lassen
vermuten, dass ArgBP2 sowohl die Rolle eines Adpptéeins besitzt, um z.B.
Signalkomplexe an Stressfasern entstehen zu laaiseguich eine mogliche Verbindung
zwischen Kinasen der Abl-Familie und dem Aktin-Zielett herstellen kann [37].
Neuere Studien entdeckten eine gespleildte Variaote ArgBP2, nArgBP2. Diese
Form, welche die Hauptexpression im Gehirn aufwest mit ArgBP2 zu 90%
identisch. Der Name nArgBP2 steht flir neuronalegB®?2.
Ko-Immunopazipitationsuntersuchungen ergaben, dasse neue Form von ArgBP2,
nArgBP2, durch seine SH3-Domanen an die prolinenciRegion von SAPAP
(SAP90/PSD95-associated protein) bindet. Es koisikad mit SAPAP in Synapsen des
Kleinhirns. SAPAP ist sehr stark in der PSD (Pogtedpic Density)-Fraktion
angereichert und bildet mit anderen postsynaptisch@membran-assoziierten
Guanylatkinasen eine durch Triton X-100 nicht aldgande Struktur. Man vermutet,
dass nArgBP2 Teil dieses Proteinnetzwerk mit SARA#er Postsynapse ist [38].
Bringt man dies in Zusammenhang mit ROMK liegt Weyrmutung nahe, dass ArgBP2
durch seine vielfaltigen Interaktionsmoglichkeiteenm einen fiir den Einbau und die
Stabilitat in der Membran zustandig sein und zundeaen durch Verbindung zu
moglichen Signalkomplexen eine Rolle in der Akttgisteuerung von ROMK spielen

konnte.
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Shankl1, Shank2 und Shank3 bilden eine Familie v@arijst“-Proteinen, die durch
verschiedene Interaktionen mit Membran- und zys&spiatischen Proteinen
identifiziert wurde [39]. Shank ist ein relativ d®s Protein mit einem
Molekulargewicht von >200 kDa. Das Shank-Proteirthah eine Vielzahl von
Doménen fur die Interaktion mit anderen Proteir@ie spezifische Lokalisation von
Shank-Proteinen auf der postsynaptischen Seite exmitatorischen Synapsen des
Gehirns weist auf die wichtige Rolle von Shank ar @©rganisation von Zytoskelett-
und Signalkomplexen bei speziellen Zellkontakten hi

Der C-Terminus von Shank beinhaltet SAM-Doméneniche zur Oligomerisierung
von Shank beitragen konnen. Solche Oligomere voranEhkénnten somit
Querverbindungen zwischen verschiedenen Proteinlkomp, wie z.B. den PSD-95-
Komplex und ,Homer-based“-Komplex auf postsynaptescSeite, erlauben [40].

Zwei Proteine, fur die eine Bindung zu der Prolchen Region von Shank
nachgewiesen werden konnte, sind Homer und Canta¢tiomer wird zu einer
effizienten Signalkaskade zwischen mGIuR- und IR2dptoren benotigt. Cortactin
spielt eine wichtige Regulationsrolle in der Orgation des Aktin-Zytoskeletts im
Zellkortex und den Fortsatzen von Dendriten [41].

Die am besten charakterisierte Interaktion der BlwMmane von Shank ist die
Interaktion mit GKAP [38]. GKAP reprasentiert eikamilie von verschiedenen PSD-
Proteinen, auch als SAPAPs oder DAPs bekannt, istieb unbekannter Funktion. Sie
binden direkt an die postsynaptischen ,scaffoldtBine PSD-95, S-SCAM sowie
ArgBP2 [38, 40].

Mdglicherweise entsteht so ein sehr interessantedeM fir ROMK, da in dem mit
ROMK durchgefuihrten Hefe-zwei-Hybrid Screen sow8hiank als auch ArgBP2 als
Bindungspartner gefunden wurden. Aufgrund der Hogiel von ArgBP2 und
nArgBP2 in den interagierenden Doméanen ware duslawch eine Interaktion fur
Shank und ArgBP2 denkbar. So wird die Bindung am BIDZ-Domane von Shank
durch den C-Terminus von GKAP vermittelt [40]. Eilmteraktion zwischen ArgBP2
und SAPAPs wurde schon gefunden. Diese Informatida@nten auf ein moégliches

Netzwerk fur Shank hindeuten, das sowohl fir ditoghasmatische Verankerung, als
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auch fur die Komplexbildung des einwarts-gleichiéciden Kaliumkanals ROMK
mitverantwortlich ist, da dieser Uber die moglidABZ-Doméane im C-Terminus mit
Shank interagieren konnte (vgl. Modell S. 63).

Das beschriebene Modell basiert lediglich auf Vdatmgen. Eine genaue Antwort, ob
diese Vernetzung stattfindet und welche Funktienisnehaben wirde, kann aufgrund

der jetzigen Ergebnislage nicht gegeben werden.

Memhbran

Abbildung 28: Modell der durch Shank vermittelten bekannten Interaktion mit einer
mdglichen Rolle von ROMK.

In dem mit ROMK durchgefiihrten Hefe-zwei-Hybrid 8en wurde Shank als
Bindungspartner gefunden. Diese Information koraué ein mégliches Netzwerk f
Shank hindeuten, das sowohl fur die zytoplasmatis¢arankerung, als auch fir «
Komplexbildung des einwéarggeichrichtenden Kaliumkanals ROMK mitverantworttl
ist. Dieses Modell zeigt, unter Miteinbeziehung bereis bekannten Interaktion v
Shank, eine mdgliche Rolle von ROMK.
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Um weitere Klarheit Uber die Interaktion von ROMKduden untersuchten Proteinen zu
erhalten, ware ein weiterer Bindungsassays, wie #diB Ko-Immunoprazipitation,
winschenswert. Ebenso interessant waren weitereornhationen Uber die
zellbiologischen Eigenschaften von ROMK. Wie istB.z.die Verteilung in
verschiedenen Zellen, wenn ROMK allein oder in Kambon mit den in meiner
Arbeit untersuchten Proteinen exprimiert wird. Gh&rmalRen ware eine
elektrophysiologische Untersuchung von ROMK-KanalerB. in Xenopus laevis
Oozyten von groRem Interesse. Das Oozytenexpressistem ist eine sehr sensitive
Messmethode, mit der bereits kleine Anderungenk@eralaktivitat und/oder der Zahl
der Plasmamembrankanéle detektiert werden koénnenw&den bereits geringe
Veranderungen des ROMK-Stromflusses auf eine plogische Funktion der

Interaktionspartner hinweisen und damit indirekieginteraktion bestéatigen.
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5 Zusammenfassung

ROMK ist ein einwarts-gleichrichtender Kaliumkandgr hauptsachlich in der Niere
exprimiert wird. Er wird dabei vor allem in der kgien Membran des aufsteigenden
Astes der Henleschen Schleife, dem distalen Tuhwhasdem Sammelrohr exprimiert.
Die Hauptaufgaben von ROMK bestehen in der Reztiah von Kalium im dicken
aufsteigenden Ast der Henleschen Schleife und damuiksekretion im kortikalen
Sammelrohr [9, 14].

ROMK wurde kloniert und in Oozyten exprimiert. Chxpression sowie Struktur- und
Funktionsstudien haben viele Informationen Uber Biephysik und die Regulation
dieses Kanals gebracht. Dennoch ist bisher wenigy e fir den Transport zur
apikalen Membran von Epithelzellen verantwortlichéfechanismen des Kanals
bekannt. Der C- Terminus von ROMK ist aufgrund eieehr hohen Homologie zu
einem PDZ-Motiv ein mdglicher Teilnehmer an Protdtnotein Interaktionen. In einem
Hefe-zwei-Hybrid Screen wurden verschiedene moglicleraktionspartner gefunden.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, die Inteoakzwischen einigen im Hefe-
System gefundenen Proteinen und dem Kanalproteideniifizieren, verifizieren und
charakterisieren. In dem in vitro HIS- Pulldown Agskonnten die im Hefe-zwei-
Hybrid System gefundenen Interaktionen zwischen ROWhd HEF1, Antiquitinl
sowie Calponin2 bestatigt werden. Ebenso war es liampg durch
Kolokalisationsstudien mittels indirekter Immunfleszenz weitere Anhaltspunkte fur
eine mogliche Interaktion von ROMK und AntiquitinCalponin2, Shank und ArgBP2
zu liefern.

Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dasgdfismdenen Interaktionspartner
zum einen fur den Einbau und die Stabilitat von ROM der Membran zustandig sein
und zum anderen durch Verbindung zu moéglichen $tgnaplexen, z.B. durch

ArgBP2, ein Rolle in der Aktivitatssteuerung von RR spielen kdnnten.
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